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序論  

 

１）	
 胆汁形成におけるトランスポーターの役割  

	
 肝臓の生理機能である胆汁形成において、図 A に示すように、肝細胞毛細胆管

膜に発現する ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターが重要な役割を担っ

て い る  (Oude Elferink and Paulusma, 2007) 。 ①  Bile salt export pump 

(BSEP/ABCB11) によって胆汁中に分泌された胆汁酸 (Gerloff et al., 1998) は、② 

Multidrug resistance 3 P-glycoprotein (MDR3/ABCB4) によって分泌されたリン脂質、

ABCG5 と ABCG8 のヘテロ二量体によって分泌されるコレステロールを、 ③ 界

面活性作用により細胞膜より引き抜き、胆汁中で混合ミセルを形成する（胆汁酸

依存性胆汁）。この時、リン脂質は遊離胆汁酸から細胞膜を保護する働きをする 

(Oude Elferink and Paulusma, 2007)。一方、④ Multidrug resistance-associated protein 

2 (MRP2/ABCC2) によって胆汁中に分泌されたグルタチオンおよびグルタチオン

抱合体等の有機アニオンは、その浸透圧作用により胆汁酸非依存性胆汁を牽引す

る (Paulusma et al., 1996)。 

	
 BSEP および MDR3 の遺伝子変異による機能低下は、重篤な進行性家族性肝内

胆汁うっ滞（PFIC: Progressive familial intrahepatic cholestasis）の原因となることが

知られていることから重要である (Oude Elferink et al., 2006)。BSEP の遺伝的な機

能低下による PFIC2 では、肝臓内に胆汁酸が蓄積することで (Stieger et al., 2007) 

肝細胞に障害を与えると考えられている。一方、MDR3 の遺伝的な機能低下によ

る PFIC3 では、胆汁中リン脂質の減少が生じ胆汁ミセル形成のバランスが崩れる

ことで、遊離胆汁酸が増加し、胆管側膜の障害を誘発すると考えられている。

MDR3 の関与する PFIC3 では BSEP の関与する PFIC2 と異なり、血中γ-GTP が上

昇することが特徴である。この理由として、PFIC3 においてはリン脂質と胆汁ミ

セルを形成できない遊離胆汁酸の増加が胆管側膜を障害し、γ-GTP を遊離させる
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と考えられる。 

 

２）	
 薬物誘発性肝障害（DILI: Drug-induced liver injury）について  

	
 薬物誘発性肝障害（DILI: Drug-induced liver injury）は重篤になり得る副作用で

あり、最悪の場合は肝移植か死に至ることから臨床の現場、製薬企業および規制

当局にとって重要な課題となっている。実際、米国における急性肝障害の約半分

は DILI によって説明される（Kaplowitz, 2005）。さらに、DILI は薬物の用量依存

的に起こる中毒性肝障害と、アレルギー性特異体質もしくは非アレルギー性特異

体質によって生じる特異体質性（idiosyncratic）肝障害に大別される。中毒性肝障

害の例としてはアセトアミノフェンが良く知られており、米国における多数の

DILI 症例の原因（意図的もしくは非意図的）となっているが、用量依存的に起こ

ることから予測を行うことは可能である。一方、多くの薬物で報告されている肝

障害は特異体質性肝障害であり、米国における DILI 症例の 10%以上はこちらで説

明される。アレルギー性特異体質においては、薬物もしくは代謝物がハプテンと

なり蛋白質と共有結合することで抗原性を獲得し、T 細胞依存性肝細胞障害を惹

起することで肝障害の原因となる。一方、非アレルギー性特異体質においては、

免疫機構の関与を完全に否定するものではないが、特徴の一つとして薬物投与開

始から中長期は肝障害マーカーの変化が見られず、その後突然肝障害マーカーの

上昇とともに肝障害を呈することが挙げられる（Kaplowitz et al., 2005）。薬物代謝

酵素・トランスポーター等の個人差により毒性を有する代謝物が肝臓に蓄積する

ことで非アレルギー性特異体質性肝障害を誘発するメカニズムが考えられている

が、一例としてトログリタゾンが挙げられる。トログリタゾンは上市後に一万人

に一人未満の症例で重篤な肝障害を引き起こし死者も出したことから、市場から

の撤退を余儀なくされた。このように非常に低い確率で生じる重篤な副作用は、

臨床試験のみから予測することは極めて難しく、メカニズムを解析することが重

要である。トログリタゾンによる肝障害には複数の機構が挙げられているが、そ
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の一つに BSEP 阻害を介した胆汁うっ滞誘発機構が提唱された（Funk et al., 2001）。 

 

３）	
 薬物誘発性胆汁うっ滞〜BSEP と MDR3 の関与〜  

	
 一方、薬物誘発性肝障害は中毒性および特異体質性（アレルギー性・非アレル

ギー性）という分類以外に、肝障害マーカーであるγ -glutamyl transpeptidase 

(γ-GTP)、alkaline phosphatase (ALP)、ビリルビンの上昇が観察される胆汁うっ滞型、

alanine aminotransferase (ALT)と aspartate aminotransferase (AST)の上昇で特徴付け

られる肝細胞障害型、および両者の混合型という分類がなされる（Takikawa, 2005）。

図 B のように、PFIC の症状との類似性から、薬物誘発性胆汁うっ滞の原因として

BSEP および MDR3 の阻害の可能性が考えられる。BSEP の阻害を介した薬物誘発

性胆汁うっ滞のメカニズムは、BSEP および胆汁酸の肝取り込みトランスポーター

である Na+/taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) の共発現細胞や細胞膜小

胞（ベシクル）を用いた in vitro阻害実験の結果から提唱されてきた (Fattinger et al., 

2001; Funk et al., 2001; Stieger et al., 2000)。しかしながら、多くの例では臨床で実

際に到達し得る薬物濃度よりも高濃度で BSEP に対する阻害作用が検討されてお

り、MDR3 の阻害については検討されてこなかった。また、薬物誘発性胆汁うっ

滞および MDR3機能低下による PFIC3の病態では共通して γ-GTPの上昇が見られ

るのに対して、BSEP 機能低下による PFIC2 では見られないことから、薬物誘発

性胆汁うっ滞における MDR3 の関与が示唆されてきた。 

 

４）	
 イトラコナゾールもしくはチクロピジンによるリン脂質胆汁分泌の低

下を伴う薬物誘発性胆汁うっ滞  

	
 本論文では、はじめに、臨床において薬物誘発性胆汁うっ滞の症例が報告され

ていた抗真菌薬イトラコナゾール（ITZ）(Gallardo-Quesada et al., 1995; Hann et al., 

1993; Lavrijsen et al., 1992; Srebrnik et al., 2005) に着目した。米国 FDA によると、

ITZ の使用によると思われる少なくとも 24 症例（11 人の死亡例を含む）が報告さ
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れている (Song and Deresinski, 2005)。東京大学医学部附属病院においても、ITZ

が起因薬とされる DILI の 3 症例が見出されるとともに、これらのうち 2 症例では

ITZ の血漿中濃度が日本人における平均的な値 (Yamaguchi et al., 2006) に比べて

顕著に上昇していた (Yoshikado et al., 2011)。これらの ITZ 血漿中濃度と同等にな

るように ITZ をラットに投与したところ、リン脂質の胆汁分泌か顕著に低下して

いたことから、ITZ が MDR3 を阻害する仮説を立てて in vitro で検討を行った。

MDR3 はリン脂質の中でも特にホスファチジルコリン（PC）を基質とし、細胞膜

の内側から外側へと PC を移行させる役割を担うことから (Smit et al., 1993; van 

Helvoort et al., 1996)、新たに構築した MDR3 発現細胞に PC のアクセプターとなる

タウロコール酸を添加することで機能評価系とし、ITZ の濃度依存的な阻害メカ

ニズムを明らかとした。 

	
 一方、抗血小板薬チクロピジン（TIC）も深刻な胆汁うっ滞型肝障害を引き起こ

し得ることが知られていた  (Alberti and Alberti-Flor, 2002; Greany et al., 1993; 

Grimm and Litynski, 1994; Iqbal et al., 1998; Mambelli et al., 2007)。本邦においても、

TIC は胆汁うっ滞型肝障害の頻度および症例が多いことが、厚生労働省の発行す

る「重篤副作用疾患別対応マニュアル薬物性肝障害」の情報より明らかとなった。

TIC をラットに投与したところ、リン脂質の胆汁分泌か顕著に低下していたが、

ITZ の場合とは異なり MDR3 に対する直接的な阻害は考えられず、胆汁中に過剰

に排泄された TIC 代謝物によって胆汁組成が変化し、胆汁中リン脂質の低下を引

き起こすメカニズムを示した (Yoshikado et al., 2013)。 



 ５ 

図Ａ	
 胆汁形成の模式図 
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図Ｂ	
 遺伝性胆汁うっ滞（PFIC）と薬物誘発性胆汁うっ滞 
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第一章  

MDR3/ABCB4の阻害を介した胆汁中リン脂質の低下による  

イトラコナゾール誘発性胆汁うっ滞機構の解析  

【概要】  

	
 胆汁形成に不可欠な胆汁酸とリン脂質の分泌は BSEP と MDR3 が担っており、

これらの遺伝的な機能低下は深刻な胆汁うっ滞を引き起こす。本研究では、血漿

中のイトラコナゾール（ITZ）濃度が著しく増加するとともに、肝機能検査値（LFTs）

の悪化が見られたことから、ITZ 誘発性胆汁うっ滞とされた２人の患者を見出し

た。In vivo において ITZ が胆汁形成に与える影響を明らかにするために、ITZ を

ラットに投与し胆汁中への胆汁酸とリン脂質の分泌を評価したところ、胆汁酸に

比べてリン脂質の方がより顕著に減少していた。さらに、組換えアデノウイルス

により MDR3 を発現させた LLC-PK1 細胞を用いた MDR3 機能評価系において、

MDR3 による[14C]ホスファチジルコリンの細胞外への排出は、ITZ 存在下で顕著

に阻害された。対照的に、BSEP による[3H]タウロコール酸の輸送は、ITZ 存在下

では顕著に阻害されず、これは in vivo における観察と対応する結果であった。本

研究の結果、MDR3 によるリン脂質分泌の阻害を介した ITZ 誘発性胆汁うっ滞の

メカニズムが提唱された。MDR3 機能評価系を用いたアプローチは、薬物誘発性

胆汁うっ滞のメカニズムを明らかにするとともに、臨床で用いられる薬剤および

創薬における新薬候補の副作用を評価する上で有用と考えられた。 

本研究内容は下記の原著論文に掲載済である。 

Yoshikado T, Takada T, Yamamoto T, Yamaji H, Ito K, Santa T, Yokota H, Yatomi Y, 

Yoshida H, Goto J, Tsuji S, Suzuki H (2011) Itraconazole-induced cholestasis: 

involvement of the inhibition of bile canalicular phospholipid translocator 

MDR3/ABCB4. Mol Pharmacol. 79:241-50. 
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【方法】  

１）試薬類  

	
 イトリゾール注®は Janssen Pharmaceutical K.K. (Tokyo, Japan) から購入した。

[14C]-コリン  (55 mCi/mmol) は American Radiolabeled Chemicals Inc. (St. Louis, 

MO) から、[3H]-タウロコール酸 (4.6 Ci/mmol) は PerkinElmer Life Sciences (Boston, 

MA)から購入した。LLC-PK1 細胞は American Type Culture Collection (Manassas, 

VA) から購入し、Medium 199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) に 10% ウシ胎児血清 

(GIBCO, Tokyo, Japan) と 1% ペニシリン /ストレプトマイシン  (Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan) を添加して用い 37°C、5% CO2の条件で培養した。その他全ての試

薬は市販の試薬グレードを購入した。  

 

２）患者情報  

	
 本臨床研究は、ヘルシンキ宣言の趣旨に基づき、東京大学の倫理審査委員会の

承認後に実施された。２００７年の１０月から２００８年の１０月にかけて、東

京大学医学部附属病院においてインフォームドコンセントを取った入院患者のう

ち、２４人が DILI と診断された。これらの患者において、他の一般的な肝障害の

原因（肝臓癌、ウイルス性肝炎、胆石および原発性胆汁性肝硬変）は除外された。

その中で、６７歳の女性（Patient 1）、４３歳の男性（Patient 2）、３６歳の女性（Patient 

3）は ITZ（イトリゾール内用液 200 mg/day）の投与期間中に LFTs の悪化が見ら

れ、投与中止後に正常値に戻った。本研究では、日々の臨床検査で残余した血漿

サンプルを用いて血漿中 ITZ 濃度を測定した。これらの患者のゲノムサンプルを

用いた DNA マイクロアレイ解析は、DMET Plus Premier Pack (Affymetrix, Santa 

Clara, CA) を用いてプロトコルに従い実施した。 

 

３）血漿中 ITZ 濃度の測定  

	
 血漿中 ITZ 濃度を測定するために、血漿サンプルに５倍量のメタノールを加え
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て混和し、20,000-g で 15 min 遠心した。得られた上清を、液体クロマトグラフィ

ー質量分析法（LC-MS/MS）に基づき、ACQUITY UPLC-Quattro Premier XE (Waters 

Corporation, Milford, MA)を用いたシステム(UPLC-MS/MS) による定量に供した。

カラムとしては Waters UPLC BEH C18 Shield (3 μm; 2 · 100 mm) を用い、LC は

移動相 A に 0.1% ギ酸水溶液と移動相 B に 0.1% ギ酸アセトニトリルを用いてグ

ラジエント条件 (0.3 mL/min; 0-1.0 min 95:5 v/v, 1.0-7.0 min 95:5 v/v to 5:95 v/v, 

7.0-9.0 min 5:95 v/v to 95:5 v/v, 9.0-10.0 min 95:5 v/v) のもとで実施した。ITZ の定

量は、エレクトロスプレー陽イオン化（ESI+）による多重反応モニタリング (MRM) 

モードにより行い (705.14 > 392.30; Cone 60 V, Collision 36 eV)、ロバスタチン

（Lovastatin）を内部標準として用いた (405.25 > 173.10, Cone 20 V, Collision 22 

eV)。 

 

４）ラットへの ITZ 投与実験  

	
 本研究における動物試験は、東京大学動物実験委員会に承認された方法に基づ

いて実施した。本研究で用いられた全ての動物は、National Institute of Health (NIH) 

による “Guide for the Care and Use of Laboratory animals” (NIH publication 86-23 

revised 1985) に記載のクライテリアに基づき飼育された。  

	
 体重 210-250 g の雄 Sprague-Dawley ラット (Japan SLC, Shizuoka, Japan) に標準

的な餌と水を与えて飼育した。動物試験のための手術の直前に、ラットに 1.25 g/kg 

urethane (Sigma Aldrich) を腹腔内投与して全身麻酔をかけた。大腿動脈及び静脈

を SP-31 ポリエチレンチューブ (0.5 mm) (Natsume, Tokyo, Japan) でカニュレー

ションし、また、胆管を SP-8 (0.2 mm) ポリエチレンチューブ (Natsume) でカニ

ュレーションした。手術後のラットに、10 mg/mL としたイトリゾール注® (0.40 

g/mL ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリン (HP-β-CD) と 25 μL/mL プ

ロピレングリコールを含む) を 43 mg/kg でボーラス投与した後、3.3 mg/mL とし

たイトリゾール注® (0.13 g/mL HP-β-CD と 8.3 μL/mL プロピレングリコール
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を含む) を 7.3 mg/kg/hr で 2 hr 静注した (0.5 mL/hr)。その後、30 min おきに胆汁

および血液サンプルを採取し、投与終了後の安楽死の後に肝臓サンプルを採取し

た。さらに、血液サンプルを 1,000-g で 15 min 遠心することで血漿サンプルを回

収した。一方、コントロールとしては、ITZ を含まないが HP-β-CD およびプロ

ピレングリコールを同様に投与した SD ラットを用いた。 

 

５）ラットへの ITZ 投与実験における分析手法   

	
 ラットにおける血漿中および肝臓中 ITZ 濃度は、UPLC-MS/MS システムを用い

て測定した。肝臓サンプルについては、PBS 中でホモジナイズし 20%のホモジネ

ートとしたものを血漿サンプルと同様の方法で LC-MS/MS による定量に供した。

また、胆汁成分は、テストワコー 総胆汁酸、テストワコー リン脂質 C、テスト

ワコー 総コレステロール (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) の各キットを用い

た酵素反応法により定量を実施した。一方、胆汁サンプルは電子天秤により重量

を測定し、比重を 1.0 g/mL と仮定して容積を計算した (Fouassier et al., 2002)。ラ

ットにおける肝障害の評価は、ITZ投与後 2 hrの血漿サンプルを用いて LFTs (AST, 

ALT, ALP, γ-GTP および総ビリルビン) を外注により測定 (SRL, Tokyo, Japan) す

ることで行った。また、非特異的な肝障害の有無を判断するために、ITZ 投与後 2 

hr の肝臓サンプルを用いて肝臓中アデノシン三リン酸  (ATP) レベルを市販のキ

ットにより測定した (Tissue ATP Assay Kit, TOYO INK, Tokyo, Japan)。血漿サンプ

ルの胆汁酸濃度は、胆汁サンプルの場合と同様に測定した。 

 

６）組換えアデノウイルスの構築  

	
 ヒト MDR3 の相補的 DNA（cDNA）クローニングは、我々の過去の報告に基づ

いて行った (Ikebuchi et al., 2009)。また、ヒト BSEP については、コード領域の３

つの断片 (1-151 nt, 152-2,151 nt および 2,152-3,969 nt) を HepG2のトータル RNA

より増幅し、overlapping PCR法によって繋げて full-length の BSEP配列を得た後、
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pEGFP-N1 ベクター (Clontech/Takara-Bio, Mountain View, CA) の Hind III / Kpn I

サイトにクローニングを行った。一方、ヒトの Na+/taurocholate cotransporting 

polypeptide (NTCP/SLC10A1) については、HepG2 のトータル RNA より増幅して

full-length の NTCP配列を得た後、pcDNA3.1/mycHisベクター (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) の Kpn I / Xba I サイトにクローニングを行った。 

	
 これらの方法により得られた cDNA は、続いて組換えアデノウイルスを用いた

発現系を得るために、Adeno-X Tet-Off Expression System 1 Kit (Clontech/Takara-Bio) 

における pTRE-Shuttle2 ベクター (MDR3 の cDNA は Nhe I / EcoRV サイト、

BSEP-EGFP は Nhe I / Not Iサイト、NTCP-mycHis は Sac II / Nhe Iサイト) にサブ

クローニングし、組換えアデノウイルス体を得た (Ad-MDR3, Ad-BSEP-EGFP お

よび Ad-NTCP-mycHis)。また、モック感染用として、enhanced green fluorescence 

protein (EGFP) の配列を有する組換えアデノウイルスを作成した  (Ad-EGFP)。

Adeno-X Tet-Off Expression System においてターゲット蛋白質の発現に必要な

Tet-regulatory アデノウイルス  (Ad-Tet) はキットのものを用いた。以上のアデノ

ウイルス体を HEK293 細胞に別々に感染させることで増幅させ、細胞を回収した

後に塩化セシウム (CsCl) を用いた密度勾配遠心法により精製した。ウイルスのタ

イターは  Adeno-X Rapid Titer Kit (Clontech/Takara-Bio) を用いて測定し、各アデ

ノウイルスについて multiplicity of infection (MOI) を最適化後に下記の in vitro 実

験（輸送実験、ウエスタンブロット、免疫細胞染色）を実施した。 

 

７）MDR3 による PC 輸送の解析  

	
 LLC-PK1 細胞を 12-well plates (BD FALCON, Bedford, MA) に細胞密度 1.6 x 105 

cells/well で播種し、48 hr 後に 5 MOI の Ad-MDR3 および 10 MOI の Ad-Tet に感

染させて MDR3 発現細胞を作製した (LLC-MDR3)。モック細胞は、Ad-MDR3 を

Ad-EGFP に置き換えることで作成した (LLC-EGFP)。さらに 24 hr 後に、それぞれ

のウェルを Krebs-Henseleit（KH）バッファー (118 mM NaCl, 23.8 mM NaHCO3, 4.83 
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mM KCl, 0.96 mM KH2PO4, 1.20 mM MgSO4, 12.5 mM HEPES, 5.0 mM glucose, 1.53 

mM CaCl2, pH 7.4) で洗い、[14C]-コリンと薬物（ITZ もしくは MDR3 阻害剤であ

るベラパミル）を含む KH バッファーに置換して 37°C で 3 hr プレインキュベーシ

ョンした（5% CO2）。続いて KH バッファーで２回洗った後、リン脂質のアクセプ

ターとして 3 mM タウロコール酸と、薬物（ITZ もしくはベラパミル）を加えて 3 

hr インキュベーションした。インキュベーション後のバッファーをそれぞれのウ

ェルから回収し、凍結乾燥機を用いて凍結乾燥後にクロロホルムで溶解した（メ

ディウムサンプル）。残った細胞を氷冷した KH バッファーで洗い、0.1 M NaOH

および 0.l% SDS で細胞溶解した後、0.1 M HCl で中和した。細胞溶解液をそれぞ

れのウェルから回収し、凍結乾燥後にクロロホルムで溶解した（細胞ライセート

サンプル）。 

	
 上記のメディウムサンプルおよび細胞ライセートサンプルについて、固相とし

て Silica 60 plate (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 、移動相としてクロロホルム : 

メタノール : 30% アンモニア水 = 65 : 35 : 8 を用いた薄層クロマトグラフィー

（TLC）によりホスファチジルコリン（PC）を分離した。TLC で分離後の RI 非標

識 PC の位置は、コリン含有脂質に特異的に反応する Dragendorff 試薬を用いて明

らかとした (Wagner et al., 1961)。 TLC で分離後の[14C]-PC は、Cyclone Phosphor 

Imager (PerlinElmer, Waltham, MA) を用いて分析・定量し、細胞外への PC 排出能

を以下の式に基づき計算した。 

PC 排出能 = 細胞外 PC / (細胞内 PC + 細胞外 PC) x 100 (%) 

 

８）BSEP によるタウロコール酸輸送の解析  

	
 LLC-PK1細胞を Transwell membrane inserts in 24-well plates (pore size: 3 μm, BD 

FALCON) に細胞密度 1.4 x 105 cells/insert で播種し、24 hr 後に 10 MOI の 

Ad-BSEP-EGFP、10 MOI の Ad-NTCP-mycHis および 20 MOI の Ad-Tet に感染させ

て BSEP/NTCP 発現細胞を作製した  (LLC-BSEP/NTCP)。モック細胞は、  
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Ad-BSEP-EGFP を Ad-EGFP に置き換えることで作成した (LLC-EGFP/NTCP)。さ

らに 48 hr 後に、それぞれのウェルの apical 側および basal 側を KH バッファーで

洗い、ITZ を含む KH バッファーに置換して 37°C で 3 hr プレインキュベーション

した（5% CO2）。続いて、basal 側のみ [3H]-タウロコール酸と ITZ を含む KH バッ

ファーで置換した。3 hr 後に apical 側からバッファーを採取し、Tri-Carb Liquid 

Scintillation Counter (PerkinElmer) を用いて放射活性を測定した。実験終了後に、

KH バッファーで二回洗い、0.1 M NaOH および 0.l% SDS で細胞溶解した後、0.1 M 

HCl で中和した。細胞溶解液の放射活性も同様に測定し、細胞の蛋白質量は Lowry

法を用いて測定した (Lowry et al., 1951)。 

	
 経細胞輸送の速度論パラメータは、以前の報告に基づき計算した  (Mita et al., 

2005)。本解析において、 apical 側へのタウロコール酸の排出速度  (Vapical, 

pmol/hr/mg protein) を実験的に求めた。その後、basal 側から apical 側へのタウロ

コール酸の経細胞輸送クリアランス (PSb-a, μL/hr/mg protein) は、Vapical を basal

側のタウロコール酸濃度 (Cmed, pmol/μL) で除することで求めた。さらに、apical

側の細胞膜を介したタウロコール酸の排出クリアランス  (PSapical, μL/hr/mg 

protein) は、Vapical を細胞内のタウロコール酸濃度 (Ccell, pmol/μL) で除すること

で求めた。Ccell については、細胞容積を 4 μL/mg protein と仮定することで求め

た (Mita et al., 2006)。 

 

９）ウエスタンブロット  

	
 LLC-PK1細胞を 60-mm dishes (BD FALCON) に細胞密度 1.0 x 106 cells/dish で播

種し、上記７）および８）の各輸送実験の項で記載したのと同じ条件で組換えア

デノウイルスを感染させた。これらの細胞より粗精製細胞膜分画を作成し、Lowry

法を用いて蛋白質量を測定した (Lowry et al., 1951)。粗精製細胞膜分画 (15 μg / 

lane) を、7% (MDR3 および BSEP-EGFP) もしくは 10% (NTCP-mycHis) の SDS-

ポリアクリルアミドゲルを用いてサイズ分離後に、Immobilon (Millipore, Billerica, 
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MA) メンブレンに転写した。蛋白質の分子量は、PageRuler Prestained Protein 

Ladder (Fermentas, Burlington, Canada) を用いて分析した。3% ウシ血清アルブミ

ンでブロッキングした後に、一次抗体、すなわち MDR3 に対する mouse P3II26 

antibody (MONOSAN, Uden, the Netherlands)、BSEP-EGFP に対する mouse anti-GFP 

antibody (Sigma-Aldrich)、NTCP-mycHis に対する mouse anti-c-myc antibody (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN) で免疫ブロットを行った。続いて、二次抗体として

anti-mouse IgG antibody labeled with horseradish peroxidase (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ) を用いて免疫ブロットを行った。これらの免疫ブロット済のメン

ブレンを ECL Plus (GE Healthcare) で処理した後に、化学発光を Chemidoc XRS 

(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) を用いて検出した。 

 

１０）免疫細胞染色  

	
 LLC-PK1 細胞を 35-mm glass dishes (IWAKI, Chiba, Japan) に細胞密度 4.0 x 105 

cells/dish で播種し、上記７）および８）の各輸送実験の項で記載した条件で組換

えアデノウイルスを感染させた。LLC-MDR3を 100% メタノールで固定した後に、

一次抗体として anti-MDR3 antibody、二次抗体として anti-mouse IgG antibody 

labeled with Alexa Fluor 488 (Invitrogen) を用いて免疫染色した。LLC-BSEP/NTCP 

も同様に固定した後に、一次抗体として anti-c-myc antibody、二次抗体として 

anti-mouse IgG antibody labeled with Alexa Fluor 543 (Invitrogen) を用いて免疫染色

した。それぞれのサンプルにおいて、核染色は TO-PRO-3 (Invitrogen)を用いて行

い、FV1000 共焦点顕微鏡 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて観察した。 
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【結果】  

１．血漿中 ITZ 濃度の上昇は LFTs の異常に関与する  

	
 Patient 1, 2 および 3 においては、(1) ITZ の投与期間中に LFTs の悪化が見られ

ITZ の投与停止後に回復したこと、(2) 他の一般的な肝障害の可能性が除外された

ことから、ITZ が薬物誘発性肝障害の起因薬と考えられた。さらに、Patient 1 お

よび 2 においては、血漿中 ITZ 濃度が顕著に高く、肝毒性のリスクを増加させた

と考えられた。Patient 1, 2および 3 は、それぞれ ITZ 投与開始から 62 日、20 日お

よび 2 日後に ITZ 誘発性肝障害を発症したが (Table 1-1)、過去の報告においても

ITZ 投与後に LFTs が上昇するまでの日数は数日から数週間のばらつきがある

(Gallardo-Quesada et al., 1995; Hann et al., 1993; Lavrijsen et al., 1992; Srebrnik et al., 

2005)。本研究では、Patient 1 および 2 における Day 0 を ITZ 投与が開始された日

と定義した。一方、Patient 3においては、Day 0 を血漿サンプルが入手可能だった

最初の日と定義し、ITZ投与は Day 23に開始された。また、併用薬のリストを Table 

1-1 に示すが、これらと ITZ との薬物間相互作用は報告されていなかった。 

	
 Patient 1においては、Day 70 に LFTs の上昇（ALT 81 IU/L, AST 70 IU/L, ALP 312 

IU/L, γ-GTP 80 IU/L, 総ビリルビン 0.8 mg/dL）が見られた (Figure 1-1, A-C)。

Day 72 に、ITZ と他の薬物（フロセミド、スピロノラクトン、ジメチルクロルテ

トラサイクリン）の投与が中止され、LFTs は正常値に戻っていった。治療上の必

要性から、Day 86 から ITZ の投与が再開されたが、再び LFTs の上昇が観察され

た。Day 61 には血漿中 ITZ 濃度がトラフ値として 1.7 μM (1,238 ng/mL) に到達

しており (Figure 1-1D)、同じ投与量を日本人のポピュレーションに投与した場合

の平均的なトラフ値に比べて約 2.5 倍高かった (Yamaguchi et al., 2006)。血漿中

ITZ 濃度のピークと LFTs 上昇のピークは同じタイミング（Day 70）で観察された

ことから、ITZ 濃度上昇が肝障害を誘発した可能性と、肝障害が ITZ 濃度上昇の

原因となった可能性が考えられた。Day 86 からの ITZ 投与の再開により、血漿中

ITZ 濃度は再度上昇し、Day 110 には 3.0 μM (2,131 ng/mL) に到達した。 
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 続いて、Patient 2においては、LFTs の上昇は ITZ および併用薬であるファモチ

ジンの投与開始から三週間後に観察された。Day 25 にこれらの投薬が中止された

にも関わらず、LFTsの上昇は継続し、Day 34には ALT 874 IU/L, AST 432 IU/L, ALP 

539 IU/L, γ-GTP 356 IU/Lおよび総ビリルビン 1.4 mg/dL に到達したが、その後次

第に正常値へと戻った (Figure 1-1, E-G)。血漿中 ITZ 濃度の上昇は LFTs の上昇よ

り前に明らかに観察されており (Figure 1-1, E-G)、Day 20 にはトラフ濃度として

2.0 μM (1,365 ng/mL) に到達したが (Figure 1-1H)、これは同じ投与量を日本人の

ポピュレーションに投与した場合の平均的なトラフ値に比べて 2.7 倍高かった 

(Yamaguchi et al., 2006)。これらの結果から、Patient 2 においても ITZ 濃度の上昇

が肝障害のきっかけとなったことが示唆された。対照的に、血漿中のファモチジ

ン濃度は Day 25において正常な範囲 (トラフ濃度として 10 ng/mL未満) であった

ことから、肝障害との関連性は低いと考えられた。 

	
 さらに、Patient 3においては、ITZ 投与期間中に LFTs の悪化が見られたことと

ITZ 投与の中止後に正常値に戻っていったことから、ITZ が肝障害の起因薬として

疑われたにも関わらず、血漿中 ITZ 濃度は一般的な治療濃度に比べて低かった。

一方、他の併用薬については継続的に投与されており LFTs の動きと対応していな

かったため、肝障害の起因薬とは考えられなかった。この患者においては、ITZ

の投与前に、ブロチゾラムによる肝障害が誘発されており、LFTs 悪化の一度目の

ピークはブロチゾラム投与開始から二日後の Day 7 に観察されていた（ALT 269 

IU/L, AST 153 IU/L, ALP 178 IU/L, γ-GTP 126 IU/L および総ビリルビン 4.3 

mg/dL）(Figure 1-1, I-K)。そして、Day 9 にはブロチゾラム投与が中止され、結果

として Day 17 には LFTs は正常値へと戻った。しかしながら Day 23 に ITZ 投与

が開始されると、LFTs の上昇が再度見られるようになり、Day 35 には ALT 172 

IU/L, AST 135 IU/L, ALP 343 IU/L, γ-GTP 524 IU/L および総ビリルビン 8.6 mg/dL

に達した。測定された最大の血漿中 ITZ 濃度（トラフ値）は 0.069 μM (48.9 ng/mL) 

であり(Figure 1-1L)、Patient 1および 2 に比べるとはるかに低かった。従って、ITZ
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投与前に起こったブロチゾラム誘発性肝障害が、ITZ の肝毒性に対する感受性を

増強させた可能性が考えられた。 

 

２．胆汁流量および胆汁酸とリン脂質の胆汁分泌にもたらす ITZ の作用  

	
 ITZ は胆汁うっ滞性の肝障害を誘発することが知られており (Gallardo-Quesada 

et al., 1995; Hann et al., 1993; Lavrijsen et al., 1992; Srebrnik et al., 2005)、本研究にお

いても、ALP, γ-GTP および直接ビリルビン（グルクロン酸抱合型ビリルビン）

の上昇を伴う ITZ 誘発性胆汁うっ滞が示唆された (Figure 1-1)。in vivo 実験により

ITZ の作用を検討するために、血漿中 ITZ 濃度が 11 μM となるように投与した

ラットにおいて胆汁中脂質の分泌を検討した。この濃度は、Patient 1 および 2 に

おける最大の血漿中濃度に対応している。すなわち、ITZ の一日一回投与で最大

濃度 (Cmax) はトラフ濃度の３から４倍になることが知られており (Yamaguchi et 

al., 2006)、Patient 1 および 2 において Cmaxは 11 μM 程度になると予想されたこ

とから、同程度の濃度となるようにラットへの投与を行った。 

	
 ITZ 投与ラットを用いた in vivo 実験の結果から、胆汁流量は ITZ 投与開始から

30 分後に顕著に減少しており (ITZ 投与ラット vs. コントロールラット = 55.1 ± 

7.4% vs. 81.2 ± 5.4%、投与開始時との比較)、この減少は 2 hr の静注で持続した 

(Figure 1-2A)。同時に、リン脂質の分泌速度が ITZ 投与開始から 30 min 後に 50%

程度まで顕著に低下しており (ITZ 投与ラット vs. コントロールラット = 49.9 ± 

8.3% vs. 102.8 ± 3.2%)、胆汁酸の胆汁中分泌速度は 60%程度まで低下していたが 

(ITZ 投与ラット vs. コントロールラット = 60.6 ± 14.8% vs. 85.5 ± 10.0%)、コレス

テロールの分泌速度も 45%程度まで顕著に低下していた (ITZ 投与ラット vs. コ

ントロールラット = 44.8 ± 8.2% vs. 96.8 ± 5.4%) (Figure 1-2, B-D)。これらの胆汁分

泌機能の低下が、ITZ による急性肝障害後の二次的な現象である可能性を除外す

るために、ITZ 投与ラットにおいて LFTs (AST, ALT, ALP, γ-GTP および総ビリル

ビン) と肝臓内 ATP レベルを測定したところ、ITZ 投与による変化はいずれも見
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られなかった (Supplemental Table S1-1 および Supplemental Figure S1-1)。 

	
 胆汁中への胆汁脂質の分泌は、毛細胆管膜上に発現する ABC トランスポーター

群が担っていることが知られており、本 in vivo 実験の結果は ITZ によるこれらの

トランスポーターに対する阻害作用を示唆するものであった。 

 

３． in vitro における MDR3 依存性 PC 輸送への ITZ の作用  

	
 MDR3と BSEPの遺伝的な機能低下は PFICの原因となることが知られているこ

とから、これらトランスポーターの薬物による阻害は胆汁うっ滞の原因となるこ

とが考えられる。MDR3 に対する ITZ の作用を明らかにするために、LLC-MDR3

における ITZ 存在下での PC の細胞外排出を解析した。ウエスタンブロットの結

果より、MDR3 は分子量 140 kDa の蛋白質として発現しており、これは過去の報

告にある成熟型（糖鎖結合型）と一致することが示唆された (Figure 1-3A) (Morita 

et al., 2007)。加えて、免疫細胞染色の結果は、LLC-PK1 細胞の apical 側に MDR3

が局在することを示すものであり (Figure 1-3B)、生理的な局在である胆管側膜側

への発現と対応するものであった。In vitro において、MDR3 による PC の細胞外

排出には胆汁酸・アルブミン等の脂質アクセプターの存在が必要であることから 

(Morita et al., 2007; Smith et al., 1994; van Helvoort et al., 1996)、アクセプターとして

タウロコール酸を用いて PC の細胞外排出実験を行った。Figure 1-3C に示される

ように、LLC-MDR3 は LLC-EGFP に比べて約２倍の PC 排出を示し、MDR3 依存

性の排出は MDR3 阻害剤として良く知られる 5 μM ベラパミルの存在下でほぼ

阻害された (Morita et al., 2007; van Helvoort et al., 1996)。さらに、0.04, 0.2, 1 およ

び 5 μM の ITZ 存在下で阻害作用の有無を検討したところ、0.2 μM 以上で濃度

依存的な MDR3 の阻害が観察された (Figure 1-3C)。このように、in vitro で ITZ に

よる MDR3 の阻害が見られた濃度範囲は、in vivo 実験 (Figure 1-2)と対応するもの

である。すなわち、in vivo 実験におけるラット肝臓中の ITZ 総濃度 (119 ± 14 μ

M) に対して過去に報告のあるラット肝臓中の ITZ 非結合形分率  (0.0024) 
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(Yamano et al., 1999) をかけることにより、ラット肝臓中の ITZ 非結合形濃度は

0.29 μM と計算されるから、in vitro で MDR3 の阻害が見えた濃度範囲（0.2 μM

〜）と対応していた。 

	
 以上の結果をまとめると、in vitro における MDR3 の阻害と in vivo における胆

汁中リン脂質の減少は近い ITZ の濃度範囲で起こったことから、ITZ が MDR3 に

よるリン脂質の胆汁分泌を阻害することによって胆汁うっ滞型肝障害を誘発する

可能性が示唆された。 

 

４． in vitro における BSEP 依存性胆汁酸輸送への ITZ の作用  

	
 さらに、LLC-BSEP/NTCP を用いて BSEP に対する ITZ の阻害作用の有無を検討

した。BSEP-EGFP（約 180 kDa）と、胆汁酸取り込みトランスポーターである NTCP

（約 50 kDa）(Boyer et al., 1994) の発現を、ウエスタンブロットにより確認した 

(Figure 1-4A)。加えて、免疫細胞染色の結果により、BSEP と NTCP がそれぞれ

LLC-BSEP/NTCP の apical 側および basal 側に発現していることが確認されたが、

これは生理学的な条件と一致するものであった (Figure 1-4B)。タウロコール酸の

経細胞輸送に対する ITZ の作用を LLC-BSEP/NTCP において検討する上で、同濃

度の ITZを添加した時に細胞内 ITZ濃度が LLC-MDR3と同程度であることを確認

しておいた。続いて、basal 側から apical 側へのタウロコール酸の経細胞輸送クリ

アランス (PSb-a) は ITZ によって顕著な影響を受けなかった (Figure 1-4C)。タウ

ロコール酸の細胞内濃度  (Ccell) と、apical 側細胞膜を介した輸送クリアランス 

(PSapical) が 0.04-5 μM の ITZ によって影響を受けなかったことを考えると 

(Figure 1-4, D-E)、BSEP による排出過程および NTCP による取り込み過程のいず

れに対しても ITZ は顕著な阻害作用を持たないことが示された。 

	
 以上から、ITZ による MDR3 の阻害が顕著であったのに対して (Figure 1-3C) 、

BSEP の阻害は見られなかったことから (Figure 1-4E)、in vivo において ITZ 投与に

よる胆汁酸分泌の減少よりも顕著な胆汁中リン脂質分泌の減少が生じたことと対
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応すると考えられた。 
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【考察】  

	
 本研究では、血漿中 ITZ 濃度が臨床における通常の３〜４倍に上昇するととも

に ITZ 誘発性胆汁うっ滞型肝障害と診断された２人の患者を見出した  (Figure 

1-1D と H, Patient 1 と Patient 2) (Yamaguchi et al., 2006)。in vivo において胆汁分泌

に対する ITZ の作用を検討したところ、胆汁酸よりもリン脂質の胆汁分泌が ITZ

投与ラットにおいて顕著に減少していた (Figure 1-2)。さらに、in vitro のアッセイ

では、ITZ は MDR3 による PC 輸送を顕著に阻害したが (Figure 1-3)、 BSEP によ

るタウロコール酸の輸送に対しては顕著な影響を与えなかった (Figure 1-4)。 

	
 過去の報告によると、ITZ 誘発性肝障害は胆汁うっ滞型マーカーである ALP, γ

-GTP および総ビリルビンの上昇を伴うことが知られていることから、主要なメカ

ニズムとして胆汁うっ滞が考えられる (Gallardo-Quesada et al., 1995; Hann et al., 

1993; Lavrijsen et al., 1992; Srebrnik et al., 2005)。加えて、ITZ 誘発性肝障害の患者

より採取した肝臓の生検は、胆汁うっ滞の所見を示すことも報告されている 

(Adriaenssens et al., 2001)。本研究においても、Patient 1, 2 および 3 において、ITZ

投与期間中に ALP, γ -GTP および総ビリルビンの上昇が見られたことから 

(Figure 1-1)、ITZによる胆汁うっ滞が肝障害の悪化に寄与したことが推察された。

しかしながら、特に Patient 2においては肝細胞障害型マーカーである ALT および

AST も上昇していたことから、胆汁うっ滞のメカニズムだけでなく、肝細胞内で

障害が起こるメカニズムも関与することが示唆された。 

	
 Patient 1 および 2 における血漿中 ITZ 濃度は、日本人における平均的な血漿中

濃度に比べて高かったことから (Yamaguchi et al., 2006)、肝消失の低下が推察され

た。ITZ は CYP3A4 によって代謝されるものの (Nivoix et al., 2008)、Patient 1およ

び 2 における併用薬による CYP3A4 の阻害作用は報告されておらず、ITZ と併用

薬との代謝経路を介した相互作用は考えにくかった。加えて、胆汁排泄経路を介

した相互作用についても、主たる ITZ の消失経路が代謝であることから考えにく

く、何らかの遺伝的な要因により血漿中 ITZ 濃度の上昇が生じていたと考えられ
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ていた。一方、Patient 3における血漿中濃度のトラフ値は最大でも 50 ng/mL であ

り、同じ投与量を日本人のポピュレーションに投与した場合の平均的なトラフ値

が約 500 ng/mL であることを考えると (Yamaguchi et al., 2006)、著しく低かった。

この原因として、ITZ の体内動態に影響を与える Patient 3 の特異体質、もしくは

LC-MS/MS 測定における何らかの問題（血漿に含まれる成分によるイオン化抑制

等）が考えられる。 

	
 Patient 1, 2 および 3 において、ITZ による胆汁うっ滞のリスクを上昇させる

MDR3 遺伝子の変異がある可能性を検討するために、各患者の血液から得られた

ゲノムサンプルを用いて、薬物代謝・トランスポーター遺伝子解析マイクロアレ

イ（DMET Plus）による解析を行った。この解析によると、アジア人ではマイナ

ーな MDR3 アリルが Patient 1 および 2 において複数見つかったが (rs2109505, 

rs2302387, rs4148808 and rs4148805) (Supplemental Table S1-2)、２つの SNPs はコー

ド領域のサイレント変異であり (rs2109505 および rs2302387)、他は上流域の変異

であった (rs4148808 および rs4148805)。これら SNPs の影響を解析した報告は無

いが、MDR3 蛋白質の発現量低下を介して ITZ による胆汁うっ滞への感受性を上

昇させた可能性は考えられる。加えて、ITZ の血中濃度に影響を与える可能性が

ある CYP3A4 遺伝子の SNPs についても検討したが、全ての患者が野生型の

CYP3A4*1/*1 アリルを保有していた。 

	
 In vivoにおいて ITZの作用を検討するために、ラットに ITZを投与したところ、

胆汁酸よりもリン脂質の胆汁分泌が著しく減少した (Figure 1-2)。これらの in vivo

実験は Patient 1 および 2 における血漿中 ITZ 濃度と近い条件下で行われており 

(Figure 1-1)、ITZ 誘発性胆汁うっ滞型肝障害におけるリン脂質胆汁分泌の減少を

示唆している。一方、ラットにおける 2 hr の ITZ 投与で LFTs (AST, ALT, ALP, 

γ-GTP および総ビリルビン ) の上昇は見られなかったことから  (Supplemental 

Table S1-1)、このような短時間の暴露では肝障害は生じていなかったと考えられ

る。Somchit らは、ラットに ITZ を反復投与すると LFTs の上昇および臨床所見の
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変化（肝細胞のネクローシス、小房周囲および中間帯肝細胞の変性、胆管過形成、

胆管硬変および巨細胞肉芽腫））が見られるが、ITZ の単回投与では見られないこ

とを報告している (Somchit et al., 2004)。このことから、ITZ による MDR3 阻害が

長時間起こることによる胆汁中リン脂質分泌の慢性的な減少が、肝障害を誘発す

る可能性が考えられる。 

	
 MDR3 によるリン脂質分泌に対する ITZ の阻害作用を明らかにするために、

MDR3発現細胞（LLC-MDR3）を用いた in vitro実験を行ったところ (Figure 1-3C)、

ITZ は 0.2 μM という低濃度で MDR3 による PC 排出を阻害したが、これは我々

の in vivo 実験における肝臓内の非結合形 ITZ 濃度と近いものであった (0.29 μ

M, 計算過程は Results を参照のこと)。対照的に、in vitro において BSEP によるタ

ウロコール酸輸送に対する ITZ の有意な阻害作用は見出されなかった  (Figure 

1-4E)。以上をまとめると、我々の in vitro データから、ITZ による MDR3 の阻害

は BSEP の阻害よりも低濃度側で生じており、MDR3 の阻害を介したリン脂質胆

汁分泌の低下が胆汁うっ滞の原因となる新規メカニズムが示唆された。 

	
 以上のように、ITZ 誘発性胆汁うっ滞型肝障害の臨床報告、in vivo におけるラ

ット胆汁分泌の解析および in vitro におけるトランスポーター阻害の解析から、臨

床濃度の ITZ による MDR3 の阻害がリン脂質胆汁分泌の低下をもたらし、胆管側

膜の障害をもって胆汁うっ滞の誘発に関与することが示唆された。Patient 1 およ

び 2 における LFTs の上昇は ITZ を投与開始して数週間経過後に観察されたが、こ

のような遅延は、MDR3 阻害による胆管側膜の障害が長時間蓄積することによっ

て肝障害を引き起こす一つの要因として働いたことによると考えられる。このよ

うな胆管側膜の直接的な障害に加えて、細胞ストレスや免疫システムの活性化 

(Gunawan and Kaplowitz, 2007) も肝障害誘発の要因として働いていると考えられ

る。 

	
 MDR3 と BSEP は胆汁形成過程において重要な役割を担っているため、これら

トランスポーターの阻害は ITZ のみならず、他の薬物による胆汁うっ滞にも関与
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する可能性がある。現在までに、胆汁うっ滞性薬物による MDR3 の阻害について

は報告が無かったが、BSEP の阻害については多くの報告がなされている。具体例

を挙げると、重篤な肝障害の副作用により市場から撤退したトログリタゾンは、

ラットにおいて胆汁うっ滞を引き起こし、ラット肝臓内濃度に相当する濃度で in 

vitro においては親化合物と硫酸抱合体代謝物が Bsep を阻害することが報告され

ている (Funk et al., 2001)。さらに、シクロスポリン、リファンピシン、グリベン

クラミド、クロルプロマジンはいずれも胆汁うっ滞を引き起こしうる薬物として

知られ、in vitro において BSEP に対する阻害作用を有することが報告されている

が (Byrne et al., 2002; Horikawa et al., 2003; Stieger et al., 2000; Wang et al., 2003)、

報告されている Ki 値や IC50値は in vivo の条件に比べてずっと高いことから乖離

がある。従って、これらの薬物が BSEP に対する Ki 値および IC50値よりも低濃度

側で、MDR3 に対する阻害作用を示す可能性がある。実際に、胆汁うっ滞型肝障

害マーカーであるγ-GTP は、MDR3 機能低下による遺伝性胆汁うっ滞 PFIC3 では

上昇するが、BSEP 機能低下による PFIC2 では上昇しないことから (Oude Elferink 

et al., 2006)、臨床で多く見られるγ-GTP が上昇するタイプの胆汁うっ滞において

は MDR3 阻害によるメカニズムを考慮すべきと考えられる。 

	
 ABCトランスポーターファミリーの一つである MDR3/ABCB4は MDR1/ABCB1

に対して最も高い相同性を有し、基質特異性も一部重複する（ジゴキシン、パク

リタキセル、ビンブラスチン等）ことから (Smith et al., 2000)、MDR1 阻害剤とし

て働く胆汁うっ滞性薬物は MDR3も阻害しリン脂質胆汁分泌に影響を与える可能

性がある。実際に、ITZ は MDR3 同様、MDR1 に対しても阻害剤として働くこと

が知られている (Gupta et al., 1991; Iida et al., 2001; Takara et al., 1999)。さらに、古

いタイプのアルツハイマー病治療薬であるタクリンは高頻度で LFTs を上昇させ

ることで知られるが、タクリンによる肝毒性のリスクは、MDR3 遺伝子の多型を

有するヒトにおいて特に高いことが知られることから  (Alfirevic et al., 2007)、

MDR3 に対する阻害作用が関与する可能性がある。以上のような MDR3 阻害作用
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を有する薬物を見出すために、本研究で用いた in vitro の MDR3 機能評価系は有

用と考えられる。 

	
 まとめると、本研究では ITZ による MDR3 の阻害を介したリン脂質胆汁分泌の

低下が、ITZ 誘発性胆汁うっ滞型肝障害の一つの要因として寄与することを示し

た。薬物誘発性胆汁うっ滞を予測する上では、臨床濃度を考慮のもと BSEP 阻害

に加えて MDR3 阻害の可能性についても検討がなされるべきであり、本研究で構

築した in vitro 機能評価系は、臨床で用いられる医薬品および創薬における候補

化合物による胆汁うっ滞のリスクを予測する上で有用であると考えられる。 
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第一章 
 

MDR3/ABCB4 の阻害を介した胆汁中リン脂質の低下による  

イトラコナゾール誘発性胆汁うっ滞機構の解析  
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Table 1-1  東大病院における DILI 患者の ITZ 投与期間と併用薬情報  TABLE&1&&

Case&reports&of&itraconazole&(ITZ):induced&liver&injury.

1 67/F Day&0:71,&86:110 62&days furosemide,&spironolactone,&demethylchlortetracycline

2 43/M Day&0:24 20&days famotidine

3 36/F **&Day&23:36 **&2&days cyclosporin&A,&omeprazole,&zolpidem,&

sulfamethoxazole/tripethoprim,&cefepime,

vancomycin,&ganciclovir,&methylprednisolone

*&Figure&1:1<��917.

**&ITZ9
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Figure 1-1  DILI 患者における肝障害マーカー（LFTs）と血漿中 ITZ 濃度の時間推移  

Patient 1 (A-D), Patient 2 (E-H), Patient 3 (I-L) は ITZ 投与後に LFTs の上昇を呈した。 (A), (E), 

(I), ALT および AST の推移を示す。 (B), (F), (J), ALP およびγ-GTP の推移を示す。 (C), (G), 

(K), 総ビリルビン  (T.B.), 間接ビリルビン  (I.B., グルクロン酸非抱合型ビリルビン ) および

直接ビリルビン  (D.B., グルクロン酸抱合型ビリルビン) の推移を示す。 (D), (H), (L), closed 

symbol は血漿中 ITZ 濃度を、点線は ITZ の一日投与量を示す。  
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Figure 1-2  ラットにおける胆汁流量および胆汁酸とリン脂質の胆汁分泌に対する ITZ

の作用  

ラットの ITZ 投与群  (closed symbol) およびコントロール群  (open symbol) において、胆汁流

量および胆汁酸・リン脂質・コレステロールの胆汁分泌速度を解析した。それぞれ投与開始

0.5 hr 前（グラフ上の 0 hr）の値を初期値（100%）とした。 (A) 胆汁流量を示す。初期値は

2.45 ± 0.52 mL/hr/kg。  (B) リン脂質の胆汁分泌速度を示す。初期値は 140 ± 52 nmol/min/kg。

(C) 胆汁酸の胆汁分泌速度を示す。初期値は 0.62 ± 0.27 mmol/min/kg。  (D) コレステロール

の胆汁分泌速度を示す。初期値は 12.6 ± 3.9 nmol/min/kg。各データは mean ± S.D. (N=4)  **p 

< 0.01 and *p < 0.05, significantly different from control by Student’s t-test 
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Figure 1-3  MDR3 依存性 PC 輸送に対する ITZ の作用  

LLC-MDR3 細胞における MDR3 の発現および局在を確認するとともに、MDR3 依存性 PC 輸

送に対する ITZ の作用を検討した。 (A) MDR3 蛋白質の発現をウエスタンブロットにより確

認した。  (B) MDR3 蛋白質の細胞内局在を免疫細胞染色により確認した。Z 軸方向のイメー

ジを示す。緑色および青色は、それぞれ MDR3 および核を示す。Bar = 10 μm  (C) LLC-MDR3

細胞による[14C]-PC の排出を 37°C, 3 hr の条件で検討した。これらの細胞には、表記濃度の

ITZ もしくはベラパミルを添加した。各データは mean ± S.E. (n = 6)  **p < 0.01, significantly 

different from non-treated MDR3-expressing cells by ANOVA followed by Dunnett’s test.  *p < 

0.05, significantly different from MDR3-expressing cells treated with 0.2 μM ITZ by ANOVA 

followed by SNK test. 
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Figure 1-4  BSEP/NTCP による胆汁酸の経細胞輸送に対する ITZ の作用  

LLC-BSEP/NTCP 細胞における BSEP/NTCP の発現および局在を確認するとともに、

BSEP/NTCP 依存性タウロコール酸輸送に対する ITZ の作用を検討した。  (A) BSEP および

NTCP 蛋白質の発現をウエスタンブロットにより確認した。  (B) BSEP および NTCP 蛋白質

の細胞内局在を免疫細胞染色により確認した。Z 軸方向のイメージを示す。緑色、赤色およ
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び青色は、それぞれ BSEP, NTCP および核を示す。Bar = 10 μm  (C)-(E) LLC-NTCP 細胞、

もしくは LLC-BSEP/NTCP細胞による  [3H]-タウロコール酸の経細胞輸送を 37°C, 3 hrの条件

で検討した。これらの細胞には、表記濃度の ITZ を添加した。basal 側から apical 側への[3H]-

タウロコール酸の経細胞輸送クリアランス  (PSb-a, μL/hr/mg protein) (Panel C), 細胞内濃度  

(Ccell, pmol/μL) (Panel D) および  apical 側の細胞膜を介したタウロコール酸の排出クリアラ

ンス  (PSapical, μL/hr/mg protein) (Panel E) を示した。各データは mean ± S.E. (n = 7)  **p < 

0.01 and *p < 0.05, significantly different from non-treated BSEP/NTCP-expressing cells by 

ANOVA followed by Dunnett’s test. 
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Supplementary Table S1-1�

ĸŊŝľŋńŤşťITZŦc�ŝŇŊĦďĔĲ»òIŕŤĻŤťLFTsŦ�

Values are mean ±SD.  N.D.: not detected (< 6IU/L).�
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Supplementary Table S1-2�
ü�

Probe Set ID Common Name dbSNP ID Allele (* Frequency) Patient 1 Patient 2 Patient 3 

AM_14530 ABCB4_68990G>A(A1107T) rs31655 A // G (- // 1.000) G/G G/G G/G 

AM_14531 ABCB4_67294C>T(N1048N) rs45549036 C // T (1.000 // -) C/C C/C C/C 

AM_14532 ABCB4_67261T>C(N1037N) rs45508793 C // T T/T T/T T/T 

AM_14533 ABCB4_66101A>G(A937A) rs45574932 G // A (- // 1.000) A/A A/A A/A 

AM_14535 ABCB4_58031T>G(G853G) rs3761810 G // T T/T T/T T/T 

AM_14536 ABCB4_55437G>A(R788Q) rs45595532 G // A (1.000 // -) G/G G/G G/G 

AM_14537 ABCB4_55399G>C(T775T) rs45498393 C // G (- // 1.000) G/G G/G G/G 

AM_14539 ABCB4_(HCV33985762) Ć� G // A G/G G/G G/G 

AM_14540 ABCB4_48606A>G(R652G) rs8187799 G // A (0.022 // 0.978) A/A A/A A/A 

AM_14542 ABCB4_(hCV32371158) Ć� C // T C/C C/C C/C 

AM_14546 ABCB4_35652G>C(E528D) rs45524431 C // G (- // 1.000) G/G G/G G/G 

AM_14552 ABCB4_25377C>G(L238V) rs45596335 C // G (- // 1.000) C/C C/C C/C 

AM_14553 ABCB4_25376A>T(I237I) rs2109505 A // T (0.700 // 0.300) A/T A/T A/A 

AM_14554 ABCB4_23831C>T(A232A) rs45505600 C // T (0.989 // 0.011) C/C NoCall C/C 

AM_14556 ABCB4_22490C>T(N168N) rs1202283 T // C (0.456 // 0.544) C/C NoCall C/C 

AM_14558 ABCB4_(HCV29276095) Ć� C // T C/C C/C C/C 

AM_14560 ABCB4_12662G>A(E80E) rs45592837 A // G (- // 1.000) G/G G/G G/G 

AM_14561 ABCB4_12639C>G(L73V) rs45483595 C // G (1.000 // -) C/C C/C C/C 

AM_14562 ABCB4_12597C>T(L59L) rs2302387 T // C (0.273 // 0.727) C/T C/T C/C 

AM_14563 ABCB4_12569C>T(S49S) rs8187789 C // T (1.000 // -) C/C C/C C/C 

AM_14567 ABCB4_-1014>(rs4148808) rs4148808 G // A (0.229 // 0.771) A/G A/G A/A 

AM_14568 ABCB4_-1031>(rs4148807) rs4148807 C // T (0.771 // 0.229) C/C C/C C/C 

AM_14569 ABCB4_-1484>(rs4148806) rs4148806 C // T (0.042 // 0.958) T/T T/T T/T 

AM_14570 ABCB4_-1584>(rs4148805) rs4148805 C // T (0.771 // 0.229) C/T C/T C/C 

AM_14572 ABCB4_-1921>(rs3747806) rs3747806 C // T (- // 1.000) T/T T/T T/T 

* Frequencies in Asian population.  Data from Single Nucleotide Polymorphism 
Database (dbSNP) in NCBI website.�

DMET"Plus"ŕĸļšķŠĸĦįĲûABCB4/MDR3"æ�EħSNPsÐ}�
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第二章  

胆汁中リン脂質の低下を伴うチクロピジン誘発性胆汁うっ滞機構  

の解析：胆汁中グルタチオン抱合型チクロピジン代謝物による  

リン脂質低下作用の関与  

【概要】  

	
 抗血小板薬チクロピジン(TIC) は胆汁うっ滞型肝障害の原因となり得ることで

知られている。本研究において、TIC 投与が胆汁形成にもたらす影響を検討した

ところ、TIC を投与した Sprague-Dawley (SD) ラットにおいて胆汁中へのリン脂質

分泌は顕著に減少した。しかしながら、SD ラットに cytochrome P-450 (CYP) の非

特異的阻害剤である SKF-525A を前投与したところ、TIC 投与による胆汁中リン

脂質分泌への影響は観察されなくなった。また、multidrug resistance-associated 

protein 2 (MRP2/ABCC2) を欠損する Eisai hyperbilirubinemic ラット (EHBR)	
 で

も、TIC 投与による胆汁中リン脂質分泌への影響は見られなかった。これらの結

果から、肝臓において CYP 依存性代謝を受けた後に MRP2 によって胆汁中へと排

泄されているグルタチオン（GSH）抱合型 TIC 代謝物 (TIC-SGs) が、胆汁組成の

変化を引き起こしたと考えられた。また、TIC の投与は SD ラットにおいて顕著な

肝障害を引き起こしたが、EHBR では起こさなかった。TIC 投与下において、EHBR

とは異なり SD ラットでは胆汁中リン脂質が顕著に減少していたことから、リン

脂質による胆管側膜保護作用の有無が肝障害と関連していることが推察された。

さらに、 in vitro において、 TIC-SGs は multidrug resistance 3 P-glycoprotein 

(MDR3/ABCB4) によるホスファチジルコリン輸送を直接阻害しなかったが、 in 

vivo においては、TIC 投与 SD ラットで低下していた胆汁中リン脂質が胆汁酸の投

与によって回復した。このことから、TIC のみを投与した SD ラットにおいては、

TIC-SGs の胆汁排泄により駆動される胆汁酸非依存性胆汁の活性化によって、胆
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汁中の胆汁酸濃度が低下し、間接的にリン脂質分泌が低下していたことが示唆さ

れた。以上の結果から、過剰に胆汁排泄された TIC-SGs がリン脂質の胆汁分泌を

減少させることで、TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障害のリスクを増加させるメカニ

ズムが考えられた。従って、胆汁うっ滞のメカニズムを考える際にはトランスポ

ーターの直接阻害のみならず、薬物・代謝物の胆汁排泄による間接的な影響も考

慮する必要があると考えられた。 

本研究内容は下記の原著論文に掲載済である。 

Yoshikado T, Takada T, Yamamoto H, Tan JK, Ito K, Santa T, Suzuki H (2013) 

Ticlopidine, a cholestatic liver injury-inducible drug, causes dysfunction of bile 

formation via diminished biliary secretion of phospholipids: involvement of 

biliary-excreted glutathione-conjugated ticlopidine metabolites. Mol Pharmacol. 

83:552-62. 
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【方法】  

１）試薬類  

	
 [14C]-コリン (55 mCi/mmol) は American Radiolabeled Chemicals Inc. (St. Louis, 

MO) から購入した。LLC-PK1 細胞と CaCo-2 細胞は American Type Culture 

Collection (Manassas, VA) から購入し、それぞれ Medium 199 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) と MEM (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) に 10% ウシ胎児血清 (GIBCO, 

Tokyo, Japan) と 1% ペニシリン /ストレプトマイシン  (Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan) を添加したものを用いて 37°C、5% CO2の条件で培養した。その他全ての

試薬は市販の試薬グレードを購入した。 

 

２） in vivo 実験  

	
 本研究における動物試験は、東京大学動物実験委員会に承認された方法に基づ

いて実施した。本研究で用いられた全ての動物は、National Institute of Health (NIH) 

による “Guide for the Care and Use of Laboratory animals” (NIH publication 86-23 

revised 1985) に記載のクライテリアに基づき飼育された。 

	
 体重 230-270 g の雄 Sprague-Dawley ラット (Japan SLC, Shizuoka, Japan) と体重

260-300 gの雄 Eisai hyperbilirubinemic ラット (EHBR; Japan SLC) に標準的な餌と

水を与えて飼育した。動物試験のための手術の直前に、ラットに 1.25 g/kg urethane 

(Sigma Aldrich) を腹腔内投与して全身麻酔をかけた。大腿動脈及び静脈を SP-31 

ポリエチレンチューブ (0.5 mm) (Natsume, Tokyo, Japan) でカニュレーションし、

また、胆管を SP-8 (0.2 mm) ポリエチレンチューブ (Natsume) でカニュレーショ

ンした。胆汁形成に対する TIC の作用を検討するために、手術後のラットに、TIC 

(Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) を  48 mg/kg でボーラス投与した後、 13 

mg/kg/hr で 2 hr 静注した (0.5 mL/hr)。 

	
 ラットでのシトクロム P-450（CYP）による TIC の代謝を阻害する実験系におい

て、TIC 投与の 1 hr 前に、CYP の非特異的阻害剤である SKF-525A (Sigma Aldrich) 
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を 50 mg/kg で腹腔内投与した (Yang et al., 2009)。また、ラットに胆汁酸を負荷す

る実験系においては、TIC投与の 1 hr前からタウロコール酸 (TCA) (Sigma Aldrich) 

を 65 mg/kg/hr でインフュージョンした。これらの実験系において、TIC, SKF-525A

および TCA は生理食塩水（0.9% NaCl）に溶解した。また、コントロールでは TIC

投与液の替わりに、0.9% NaCl を投与した。 

	
 TIC 投与ラットにおいて、胆汁および血液サンプルを 30 min おきに採取した。

血漿サンプルは血液サンプルを 1,000-g で 15 min遠心することで回収した。また、

胆汁流量を測定するために、電子天秤により胆汁サンプルの重量を測定し、比重

を 1.0 g/mL と仮定して容積を計算した (Fouassier et al., 2002)。さらに、テストワ

コー 総胆汁酸、テストワコー リン脂質 C (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) の

各キットを用いた酵素反応法により、胆汁成分の定量を実施した。胆汁中の GSH

濃度は、以前に報告されている酵素リサイクリング法によって測定を行った 

(Rahman et al., 2006)。 

	
 TIC 投与に伴う肝障害の誘発を検討するために、in vivo において薬物誘発性肝

障害への感受性を増強することで知られる lipopolysaccharide (LPS) (Sigma 

Aldrich) を用いた (Deng et al., 2009) 。ラットに LPS を 1 mg/kg で腹腔内投与し、

18 hr 後に、TIC を 48 mg/kg でボーラス投与した後、13 mg/kg/hr で 4 hr 静注した 

(0.5 mL/hr)。肝障害の評価は、血漿サンプルを用いて ALT と直接ビリルビン（グ

ルクロン酸抱合型ビリルビン）を外注により測定 (SRL, Tokyo, Japan) することで

行った。 

 

３）高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に基づいた GSH 抱合型 TIC 代謝

物の単離  

	
 ２種類の GSH 抱合型 TIC 代謝物、TIC-SG1 と TIC-SG2 (Supplemental Fig. S2-1)

を、 ラット胆汁より単離する実験を行った。まず、13 mg/kg/hr で TIC をインフ

ュージョンした SDラットより胆汁を採取し、固相抽出カラム (Mega Bond Elut C18, 
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Varian Inc., Palo Alto, CA) に滴下した。カラムを 5% アセトニトリル-10 mM 酢酸

アンモニウムで洗浄した後に、20% アセトニトリル-10 mM 酢酸アンモニウムを

流すことによって粗精製胆汁サンプルを得た。L-4200 UV-VIS 検出器および

L-6300 ポンプ (Hitachi, Tokyo, Japan) から成る Hitachi HPLC システムと、TSKgel 

ODS-100V 分離回収用カラム (TOSOH Bioscience, Tokyo, Japan) を用いて、粗精製

胆汁サンプル中の TIC-SGs の単離を行った。この際に、移動相 A に 10 mM 酢酸

アンモニウム、移動相 B にアセトニトリルを用いてグラジエント条件  (2.8 

mL/min; 0–2 min 85:15 v/v, 2–18 min 85:15 to 50:50 v/v, 18–20 min 50:50 v/v, 20–23 

min 50:50 to 85:15 v/v, 23–25 min 85:15 v/v) のもとで実施した。単離された TIC-SGs

のそれぞれのフラクションは、凍結乾燥の後に重量を測定し、下記のように液体

クロマトグラフィー質量分析法 (LC-MS/MS) による定量に供した。 

 

４）LC-MS/MS による GSH 抱合型 TIC 代謝物の胆汁中濃度の測定  

	
 胆汁中の TIC-SGs 濃度は、LC-MS/MS に基づき、ACQUITY UPLC-Quattro Premier 

XE (Waters Corporation, Milford, MA)を用いたシステム (UPLC-MS/MS) によって

測定した。カラムとしては Waters UPLC BEH C18 Shield (3 μm; 2 · 100 mm) を用

い、LC は移動相 A に 0.1% ギ酸水溶液と移動相 B に 0.1% ギ酸アセトニトリルを

用いてグラジエント条件 (0.3 mL/min; 0–1 min 95:5 v/v, 1–6 min 95:5 to 5:95 v/v, 

6–7 min 5:95 to 95:5 v/v, and 7–8 min 95:5 v/v) のもとで実施した。TIC-SGs の定量

は、エレクトロスプレー陽イオン化（ESI+）による多重反応モニタリング (MRM) 

モードにより行い (587.20 > 257.10, Cone 22 V, Collision 32 eV for TIC-SG1; 587.20 

> 183.90, Cone 20 V, and Collision 38 eV for TIC-SG2)、メトプロロールを内部標準

として用いた (268.27 > 158.86, Cone 39 V, and Collision 22 eV)。 

 

５）MRP 発現細胞膜ベシクルを用いた in vitro 輸送実験  

	
 ヒト MRP2 発現細胞膜小胞（MRP2 ベシクル）およびコントロールベシクル 
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(Genomembrane, Kanagawa, Japan) への 50 µM の TIC-SGs の取り込み実験は、製品

に添付のプロトコルに基づいて行った。取り込み実験後のベシクルを含む反応液

を 0.45 µm HVLP filter (Millipore, Billerica, MA) に通し、5 mL の氷冷バッファーで

２回洗浄した。続いて、メタノールによる抽出後、EC-57C3 遠心エバポレーター 

(SAKUMA, Tokyo, Japan) で濃縮し、TIC-SGsの濃度を LC-MS/MSで測定した。ATP

依存性の輸送は、10 mM ATP 存在下での活性から 10 mM AMP 存在下での活性を

差し引くことで計算した。 

 

６） in vitro における MDR3 依存性 PC 輸送の評価  

	
 MDR3 発現組換えアデノウイルス  (Ad-MDR3) およびコントロールとして

enhanced green fluorescent protein (EGFP) 発現組換えアデノウイルス (Ad-EGFP) 

は以前報告した方法で作成した (Ikebuchi et al., 2009)。Adeno-X Tet-Off Expression 

System (Clontech/Takara-Bio) においてターゲット蛋白質の発現に必要な

Tet-regulatory アデノウイルス (Ad-Tet) は、キットのものを用いた。 

	
 MDR3 による PC 輸送の解析は、以前に報告した方法に基づき実施した 

(Yoshikado et al., 2011)。LLC-PK1 細胞を 24-well plates (BD FALCON, Bedford, MA) 

に細胞密度 0.8 x 105 cells/well で播種し、48 hr 後に 10 MOI の Ad-MDR3 および 20 

MOI の Ad-Tet に感染させて MDR3 発現細胞を作製した (LLC-MDR3)。モック細

胞は、Ad-MDR3 を Ad-EGFP に置き換えることで作成した (LLC-EGFP)。さらに

24 hr 後に、それぞれのウェルを Krebs-Henseleit（KH）バッファー (118 mM NaCl, 

23.8 mM NaHCO3, 4.83 mM KCl, 0.96 mM KH2PO4, 1.20 mM MgSO4, 12.5 mM HEPES, 

5.0 mM glucose, 1.53 mM CaCl2, pH 7.4) で洗い、[14C]-コリンを含む KH バッファ

ーに置換して 37°C で 3 hr プレインキュベーションした（5% CO2）。続いて、リン

脂質のアクセプターとして 3 mM TCA と、TIC-SGs (100 µM および 1,000 µM) を

含む KH バッファーでさらに 3 hr インキュベーションした。インキュベーション

後のバッファーをそれぞれのウェルから回収し、凍結乾燥機を用いて凍結乾燥後
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にクロロホルムで溶解した（メディウムサンプル）。残った細胞を氷冷した KH バ

ッファーで洗い、0.1 M NaOH および 0.l% SDS で細胞溶解した後、0.1 M HCl で中

和した。細胞溶解液をそれぞれのウェルから回収し、凍結乾燥後にクロロホルム

で溶解した（細胞ライセートサンプル）。 

	
 上記のメディウムサンプルおよび細胞ライセートサンプルについて、固相とし

て Silica 60 plate (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 、移動相としてクロロホルム : 

メタノール : 30% アンモニア水 = 65 : 35 : 8 を用いた薄層クロマトグラフィー

（TLC）によりホスファチジルコリン（PC）を分離した。TLC で分離後の RI 非標

識 PC の位置は、コリン含有脂質に特異的に反応する Dragendorff 試薬を用いて明

らかとした (Wagner et al., 1961)。 TLC で分離後の[14C]-PC は、Cyclone Phosphor 

Imager (PerlinElmer, Waltham, MA) を用いて分析・定量し、細胞外への PC 排出能

を以下の式に基づき計算した。 

PC 排出能 = 細胞外 PC / (細胞内 PC + 細胞外 PC) x 100 (%) 

 

７）ウエスタンブロット  

	
 LLC-PK1 細胞を 60-mm dishes (IWAKI, Chiba, Japan) に細胞密度 4.0 x 105 

cells/dish で播種し、上記６）輸送実験の項で記載した条件で組換えアデノウイル

スを感染させた。これらの細胞より粗精製細胞膜分画を作成し、Lowry 法を用い

て蛋白質量を測定した (Lowry et al., 1951)。粗精製細胞膜分画 (MDR3 を 10 μ

g/lane、MRP2 を 2.5 μg/lane) を、7%の SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いてサ

イズ分離後に、Immobilon (Millipore, Billerica, MA) メンブレンに転写した。蛋白

質の分子量は、PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, Burlington, Canada) 

を用いて分析した。3% ウシ血清アルブミンでブロッキングした後に、以下の一

次抗体で免疫ブロットを行った：MDR3 に対する mouse P3II26 antibody 

(MONOSAN, Uden, the Netherlands)、MRP2 に対する mouse M2III6 antibody (Abcam, 

Cambridge, UK)。続いて、二次抗体として anti-mouse IgG antibody labeled with 
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horseradish peroxidase (GE Healthcare, Piscataway, NJ) を用いて免疫ブロットを行

った。これらの免疫ブロット済のメンブレンを ECL Plus (GE Healthcare) で処理し

た後に、化学発光を Chemidoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)を用いて

検出した。 
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【結果】  

１．TIC 投与 SD ラットにおけるリン脂質胆汁分泌の減少  

	
 臨床において胆汁うっ滞を誘発する薬物を検索するために、厚生労働省の発行

する「重篤副作用疾患別対応マニュアル薬物性肝障害」に基づき、日本において

DILI の報告がある薬物を胆汁うっ滞型肝障害が多い順序で並べた  (Supplemental 

Table S2-1)。このマニュアルにおいて、肝障害の型は過去に報告された DDW-J 

scale (Takikawa et al., 2005) の診断クライテリアに基づき分類された。その中で、

TIC は胆汁うっ滞型と混合型を合わせた症例数および比率が最も高く、さらに今

までの研究においても TIC 投与に伴う深刻な胆汁うっ滞型肝障害の症例が報告さ

れていることから (Alberti and Alberti-Flor, 2002; Greany et al., 1993; Grimm and 

Litynski, 1994; Iqbal et al., 1998; Mambelli et al., 2007)、TIC 誘発性胆汁うっ滞のメ

カニズムを明らかにするための解析を行うこととした。 

	
 胆汁は胆汁酸依存性胆汁と非依存性胆汁で構成されるが、どちらも正常な胆汁

バランスを維持する上で重要である。まず、胆汁酸依存性胆汁の重要な構成分子

であるリン脂質と胆汁酸の胆汁分泌を、TIC 投与した SD ラットで検討した (Fig. 

2-1)。TIC 投与開始後 0.5 hr で、胆汁流量はコントロール条件に比べて増加する傾

向が見られたが、有意差はなかった (Fig. 2-1A)。続いて、リン脂質の胆汁分泌速

度は TIC 投与ラットにおいて顕著に減少していたが (Fig. 2-1B)、胆汁酸の胆汁分

泌速度についてはほとんど変化が見られなかった (Fig. 2-1C)。また、TIC 投与開

始後 2 hr で TIC の血漿中濃度は 17.6 ± 3.9 µM に達しており (Supplemental Fig. 

S2-2A)、これは臨床における条件と遠くないものであった。すなわち、TIC の錠

剤を 500 mg で反復投与を受けた患者において血漿中濃度は 9.8 ± 2.3 µM であり 

(Ebihara et al., 1978)、TIC 体内動態の２倍程度の個人差を考慮すれば、あり得る濃

度と考えられた。 

	
 TIC の肝臓における主要な消失経路は代謝であり、親化合物の１％未満が尿中

に見られることから (Shimizu et al., 2009)、胆汁組成の変化に対する TIC 代謝物の
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関与を検討した。SD ラットに CYP の非特異的阻害剤である SKF-525A を前投与

した後に TICを投与したところ (Yang et al., 2009)、リン脂質の胆汁排泄速度は TIC

を投与しないコントロール条件と顕著な差がなかった (Fig. 2-1B)。このことから、

SKF-525A を投与せず TIC のみを投与したラットにおいては、TIC 親化合物よりも

むしろ TIC 代謝物が胆汁中リン脂質の減少をもたらしたと考えられた。 

 

２．TIC 投与 SD ラットにおける GSH および GSH 抱合型 TIC 代謝物の顕著

な胆汁排泄  

	
 続いて、GSH や GSH 抱合体等の浸透圧性の溶質によって牽引される胆汁酸非依

存性胆汁に対する TIC 投与の影響を検討した。SD ラットにおける胆汁解析の結果、

TIC投与開始後 0.5-1.0 hrの GSH胆汁排泄量は 2 µmol/kg body weight (BW) まで劇

的に増加した (Fig. 2-2A)。 

	
 TIC 投与ラットにおいては、２種類の GSH 抱合型 TIC 代謝物 (TIC-SG1 および

TIC-SG2) が胆汁中に見られることが報告されていることから  (Shimizu et al., 

2009)、ラット胆汁よりこれらの代謝物を単離して LC-MS/MS を用いた定量法を

構築した (Supplemental Fig. S2-1)。TIC 投与開始後 0.5-1.0 hr における TIC-SG1 お

よび TIC-SG2 の胆汁排泄量は、それぞれ 20 µmol/kg BWおよび 5 µmol/kg BW であ

り  (Fig. 2-2B)、GSH そのものよりも 10 倍および  2.5 倍も高かった。一方、

SKF-525A を前投与したラットにおいては、TIC-SGs の胆汁排泄量はずっと少なか

ったが (Fig. 2-2B)、これは TIC が CYP によって代謝された後に TIC-SGs が生成す

るという過去の報告と一致するものであった (Shimizu et al., 2009)。 

 

３．TIC の Mrp2 欠損ラット（EHBR）への投与は胆汁組成に影響を与えな

かった  

	
 SD ラットへの TIC の投与は GSH および TIC-SGs の胆汁排泄を亢進させるとと

もに、胆汁中リン脂質を著しく減少させた。このような胆汁組成の変化が、GSH
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や GSH抱合体の胆汁排泄を担うMRP2を欠損する EHBRで観察されるかどうかを

検討した (Paulusma et al., 1996)。SD ラットと同条件で EHBR に TIC を投与したと

ころ、血漿中 TIC 濃度は 19.2 ± 8.4 µM であり SD ラットと有意な差は無かった 

(Supplemental Fig. S2-2A)。TIC 投与した EHBR において、胆汁流量、リン脂質・

胆汁酸の胆汁分泌速度にはいずれも変化が見られなかった (Fig. 2-3, A-C)。また、

EHBR における胆汁中の GSH は定量限界以下であり、TIC-SG1 および TIC-SG2 の

胆汁排泄量は SD ラットの 1%未満であった (Fig. 2-3D)。これらの結果を併せて考

えると、SD ラットにおいては MRP2 が TIC-SGs の胆汁排泄を担うとともに胆汁中

リン脂質の減少にも関与しており、MRP2 を欠損する EHBR ではいずれの現象も

見られなかった可能性が示唆された。 

 

４．TIC 投与 SD ラットにおける肝障害の誘発  

	
 TIC 投与は SD ラットの胆汁組成に顕著な変化をもたらしたことから、TIC によ

る肝障害誘発の可能性をラットで検討した。肝障害マーカーである ALT は、LPS

を前投与した SD ラットにおいて TIC 投与開始後 4 hr で顕著に上昇していたが、

LPS を前投与した EHBR においては TIC 投与後も変化しなかった (Fig. 2-4A)。さ

らに、胆汁うっ滞マーカーである直接ビリルビン（グルクロン酸抱合型ビリルビ

ン）も、LPS を前投与した SD ラットにおいて TIC 投与開始後に劇的に増加して

いた (Fig. 2-4B)。これらの比較から、TIC 誘発性肝障害には Mrp2 の機能が必要で

あると考えられた。一方、TIC のみで処理した SD ラットでは肝毒性は見られなか

ったことから、LPS による前処理が TIC 誘発性肝障害への感受性を上昇させたと

考えられた。 

	
 胆汁中のリン脂質は胆汁酸と混合ミセルを形成することで、遊離胆汁酸の界面

活性作用から胆管側膜を保護する役割を担うため、TIC 投与 SD ラットで観察され

た胆汁中リン脂質の減少が遊離胆汁酸の増加をもたらし胆汁うっ滞型肝障害を誘

発したと考えた。実際に、TIC 投与ラットにおいて胆汁中リン脂質濃度低下の程
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度 は  (Supplemental Fig. S2-3A)、 胆 汁 酸 濃 度 低 下 の 程 度 よ り も 大 き く 

(Supplemental Fig. S2-3B)、リン脂質／胆汁酸の比（mM／mM）を取ると TIC 投与

後に SD ラットでは顕著に低下していた (Fig. 2-4C)。リン脂質—胆汁酸の混合ミセ

ルにおけるリン脂質の細胞保護作用は以前に in vitro で報告されており 

(Moschetta et al., 2000)、本実験においても、リン脂質—胆汁酸の混合ミセルで処理

した CaCo-2 細胞において、細胞膜障害のマーカーとなる乳酸脱水素酵素（LDH）

の放出は、ミセル中のリン脂質／胆汁酸比の上昇とは逆に減少した  (unpublished 

observation)。 

 

５． in vitro における MRP2 による GSH 抱合型 TIC 代謝物の輸送  

	
 Mrp2 を欠損する EHBR における TIC-SGs の胆汁排泄 (Fig. 2-3D) は、SD ラッ

トに比べて遥かに低かったことから (Fig. 2-2B)、TIC-SGs は Mrp2 の基質となるこ

とで胆汁排泄されると考えた。この可能性を検討するために、MRP2 ベシクルを

用いて TIC-SGsの輸送実験を行った (Fig. 2-5A)。MRP2ベシクルにおける TIC-SG1

および TIC-SG2 の取り込みは、コントロールベシクルに比べて顕著に高かったこ

とから (Fig. 2-5B, C)、TIC-SGs は MRP2 によって能動的に輸送されることが明ら

かとなった。  

 

６．GSH 抱合型 TIC 代謝物は MDR3 依存性 PC 輸送に対して阻害作用を示

さなかった  

	
 SD ラットにおいて、TIC 投与により生じた胆汁組成の変化（リン脂質の減少、

TIC-SGs の胆汁排泄）は胆汁うっ滞型肝障害の要因となることが推察された。一

方、EHBR においては、TIC 投与は胆汁中リン脂質分泌の減少をもたらさなかっ

たことから (Fig. 2-3B)、Mrp2 による TIC-SGs の胆汁排泄がリン脂質分泌の減少に

必要であることが示唆された。それゆえに、TIC-SGs が胆汁排泄された後に胆管

側膜の外側（胆汁側）から MDR3 を阻害する可能性が考えられた。この可能性は、
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EHBR において TIC-SG1 および TIC-SG2 の肝臓内濃度が SD ラットに比べて高か

ったにも関わらず (Supplemental Fig. S2-2B)、TIC-SGs によるリン脂質胆汁分泌の

低下作用は見られなかったことからも示唆される。 

	
 この可能性を検討するために、MDR3 を発現する LLC-PK1 細胞（LLC-MDR3）

を用いて  (Fig. 2-6A)、TIC-SGs による MDR3 の阻害作用の有無を検討した。

LLC-MDR3 からの [14C]-PC の排出はコントロール細胞（LLC-EGFP）よりも顕著

であったが、TIC-SG1 および TIC-SG2 は MDR3 依存性の PC 排出を阻害しなかっ

た (Fig. 2-6B)。一方、MDR3 の良く知られた阻害剤であるベラパミル (Morita et al., 

2007; van Helvoort et al., 1996) は、MDR3 を顕著に阻害した (Fig. 2-6B)。以上から、

TIC 投与 SD ラットで見られたリン脂質胆汁分泌の減少は、MDR3 の直接阻害によ

って引き起こされたものではなく、TIC-SGs の過剰な胆汁排泄に伴い正常な胆汁

形成が抑制されるメカニズムが考えられた。 

 

７．TIC 投与 SD ラットにおける胆汁中リン脂質の減少は TCA のインフュー

ジョンにより回復した  

	
 GSH および TIC-SGs の顕著な胆汁排泄 (Fig. 2-2A, B) が胆汁酸非依存性胆汁流

量を浸透圧作用により増加させ、結果として胆汁中の胆汁酸濃度を低下させたこ

とから (Supplemental Fig. S2-3B)、胆汁中リン脂質—胆汁酸混合ミセルの形成が TIC

投与 SD ラットにおいては減弱するメカニズムが考えられた。この点を明らかに

するために、胆汁酸の一種である TCA をインフュージョンによりラットに負荷し

た条件下で、TIC 投与によるリン脂質の胆汁分泌への影響を検討した (Fig. 2-7)。

TIC 投与後も、TCA のインフュージョン条件下では胆汁中胆汁酸濃度は通常のレ

ベルに保たれており (Supplemental Fig. S2-3D)、リン脂質の胆汁分泌量もコントロ

ールと同じレベルに維持されていた (Fig. 2-7B)。このことから、TCA のインフュ

ージョンにより胆汁中胆汁酸濃度を十分なレベルに維持することによって、リン

脂質—胆汁酸混合ミセルの正常な形成が保たれたと考えた。 
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 胆汁形成にもたらす TIC の作用を Figure 2-8 にまとめた。通常の条件下では、

胆汁中に分泌された胆汁酸はリン脂質およびコレステロールと容易に混合ミセル

を形成する (Fig. 2-8A)。SD ラットに TIC が投与されると (Fig. 2-8B)、TIC は CYP

依存性の代謝を受けた後に GSH 抱合を受けて TIC-SGs を生成し、GSH とともに

MRP2 によって胆汁排泄される。TIC-SGs および GSH は浸透圧作用により胆汁酸

非依存性胆汁を亢進させ（１）、胆汁中胆汁酸濃度の低下をもたらすが、このよう

な胆汁組成の変化はリン脂質—胆汁酸の混合ミセル形成に影響を与え（２）、間接

的にリン脂質の胆汁分泌を抑制すると考えられる（３）。さらに、胆汁中リン脂質

の減少に伴い遊離胆汁酸が増加して胆管側膜に対する障害の蓄積に繋がることか

ら（４）、TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障害のリスクとなると考えられる。一方、

Mrp2 を欠損する EHBR に TIC を投与しても (Fig. 2-8C)、そもそも TIC-SGs の胆

汁分泌量は SD ラットに比べてはるかに少ないことから、リン脂質分泌をはじめ

とする胆汁組成の変化が見られず、肝障害が生じなかったと推測された。 
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【考察】  

	
 本研究では、TIC 誘発性胆汁うっ滞のメカニズムを明らかにするために、胆汁

形成に対する TIC の作用を解析した。胆汁酸の界面活性作用から胆管側膜を保護

する役割を担うリン脂質の胆汁分泌量は、TIC 投与 SD ラットにおいて顕著に減少

していたが (Fig. 2-1)、TIC を投与した Mrp2 欠損 EHBR では減少していなかった 

(Fig. 2-3)。さらに、TIC投与 SDラットにおける Mrp2依存性の GSHおよび TIC-SGs

の胆汁排泄により (Fig. 2-2)、胆汁中のリン脂質—胆汁酸の混合ミセルの形成が影

響を受けて、間接的にリン脂質の胆汁分泌を阻害することを見出した。これらの

作用により、胆管側膜の障害が蓄積され、SD ラットにおいて胆汁うっ滞型肝障害

を誘発したと考えられた (Fig. 2-4)。 

	
 BSEP および MDR3 の遺伝的な機能欠損は PFIC2 および PFIC3 の原因となるこ

とが知られており、BSEP もしくは MDR3 の機能を阻害する薬物は胆汁うっ滞を

誘発する可能性がある。BSEP が関与する薬物誘発性胆汁うっ滞については、複数

の in vitro 試験から推察されているが  (Fattinger et al., 2001; Funk et al., 2001; 

Horikawa et al., 2003; Stieger et al., 2000)、BSEP の阻害が見られた濃度は臨床で実

際に観察される濃度と比較して高い例が多数あった。一方、最近になって、我々

は MDR3の直接阻害によって生じる薬物誘発性胆汁うっ滞のメカニズムを明らか

にした（第一章） (Yoshikado et al., 2011)。この研究では、ITZ 誘発性胆汁うっ滞

型肝障害が疑われた二人の患者において ITZ の血漿中濃度が顕著に高いことを見

出し、同程度の血漿中濃度となるように ITZ を投与したラットにおいては胆汁中

リン脂質が顕著に減少することを明らかとした。加えて、in vitro においても臨床

濃度に近い濃度設定とした ITZ 存在下で、MDR3 依存性 PC 輸送が阻害されるこ

とを示した。このように、BSEP および MDR3 の直接阻害により誘発される胆汁

うっ滞の例が明らかとなりつつある。 

	
 本研究において、SD ラットへの TIC の投与は胆汁中のリン脂質を顕著に減少さ

せたが (Fig. 2-1B)、TCA のインフュージョンがリン脂質の胆汁分泌を回復させた
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ことから、直接的な MDR3 の阻害は胆汁中リン脂質減少の主要なメカニズムでは

ないと考えられた (Fig. 2-7B)。一方、TIC 投与ラットにおいては MRP2 依存性の

GSH および TIC-SGs の胆汁排泄が顕著に見られており (Fig. 2-2A, B)、GSH およ

び TIC-SGs という浸透圧性基質が胆汁中に存在することにより胆汁酸非依存性胆

汁が牽引され、結果として胆汁中の胆汁酸濃度を低下させたと考えられた 

(Supplemental Fig. S2-3B)。胆汁中胆汁酸濃度の維持は適切なリン脂質—胆汁酸ミセ

ルの形成に必要であることから (Oude Elferink and Paulusma, 2007)、TIC 投与に伴

う胆汁中胆汁酸濃度の低下がリン脂質分泌の減少をもたらしたと考えられた。 

	
 TIC 以外の複数の薬物が MRP2 による胆汁酸非依存性胆汁を亢進させる可能性

が過去に報告されている。エンドセリン ETA/B 受容体アンタゴニストであるボセ

ンタンは、いくつかの臨床症例において肝障害を誘発することが知られている。

ボセンタン投与ラットにおいては、胆汁中への GSH 分泌が増加するとともに、リ

ン脂質分泌は減少するが、これらの変化は Mrp2 欠損ラットでは見られなかった 

(Fouassier et al., 2002)。同様の現象は臨床より高用量のアンピシリン (Verkade et 

al., 1990)、セフメタゾール (Cava et al., 1991)、ブロモスルファフタレインおよび

セフピラミド (Takikawa et al., 1993) を投与されたラットにおいても観察された。 

	
 多くの薬物誘発性肝障害の症例と同様に、TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障害はし

ばしば特異体質的（idiosyncratic）に生じる。それゆえに、胆汁中リン脂質が減少

することによる胆管側膜の障害に加えて、他の要因が TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝

障害の発症および悪化に影響を与えると考えられる。第一に、ヒト白血球抗原

（HLA）の遺伝子多型は、TIC 誘発性肝障害に関与することが示されている。

HLA-A*3303 アリルは日本人の TIC誘発性肝障害症例の 68%で見つかっているが、

TIC に耐性がある人ではわずかに 14%であった (Hirata et al., 2008)。HLA-A*3303

のアリル頻度は他の人種に比べて日本人で高いことが報告されているため 

(Ariyoshi et al., 2010)、日本人における TIC 誘発性肝障害の頻度が高いことを一部

説明できると考えられる。また、HLA の変異に加えて、MDR3 蛋白質の発現量・
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活性の減弱に関わる MDR3 変異 (Oude Elferink and Paulusma, 2007) も TIC 誘発性

胆汁うっ滞型肝障害への感受性を上昇させると考えられる。さらに、Dawson らは

TIC によるヒト BSEP の阻害 (IC50: 74 µM) およびラット Bsep の阻害 (IC50: 49 

µM) を示していることから (Dawson et al., 2012)、特に遺伝的な BSEP の機能低下

が生じているヒトにおいては、TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障害の一要因として貢

献する可能性がある。一方で、胆管側膜の脂質二重層の非対称性を維持する MDR3

および ATP8B1 の協調的機能は、高濃度の胆汁酸にさらされている胆管側膜の保

護に重要と考えられている (Groen et al., 2011)。ATP8B1 は PFIC1 の原因遺伝子で

ある P-type ATPase であり、胆管側膜の外側から内側へのホスファチジルセリンの

移行を担っていることから、ATP8B1 の機能低下が TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障

害への感受性に影響を与える可能性がある。従って、胆管側膜に発現する MDR3, 

BSEP, ATP8B1 および MRP2 の遺伝子変異と薬物誘発性胆汁うっ滞との関係を明

らかにすることは、臨床において胆汁うっ滞を引き起こしうる薬物の適切な使用

に役立つと考えられる。 

	
 以上をまとめると、本研究では TIC 投与が GSH および TIC-SGs の胆汁排泄によ

って牽引される胆汁酸非依存性胆汁を亢進させ、胆汁組成バランスの変化によっ

て、間接的にリン脂質の胆汁分泌を減少させる TIC 誘発性胆汁うっ滞型肝障害の

メカニズムを示した。臨床で用いられる多種薬物によって引き起こされる胆汁う

っ滞型肝障害のメカニズムを明らかにするためには、胆管側トランスポーター機

能の直接的な阻害だけでなく、薬物および代謝物の顕著な胆汁排泄によって引き

起こされる胆汁組成の変化についても考慮がなされるべきと考えられる。 
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第二章 
 

胆汁中リン脂質の低下を伴うチクロピジン誘発性胆汁うっ滞機構

の解析：胆汁中グルタチオン抱合型チクロピジン代謝物による  

リン脂質低下作用の関与  
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Figure 2-1  SD ラットにおける胆汁流量およびリン脂質と胆汁酸の胆汁分泌に与える

TIC の作用  

チクロピジン（TIC）投与群、SKF-525A 前処理下の TIC 投与群、およびコントロール群の

SD ラットにおいて、胆汁流量および胆汁酸・リン脂質の胆汁分泌速度を解析した。それぞ

れ投与開始時（グラフ上の 0.5 hr）の値を初期値（100%）とした。 (A) 胆汁流量を示す。初

期値は 2.03 ± 0.42 mL/h/kg（TIC 投与群）および 2.19 ± 0.28 mL/h/kg（コントロール群）。 (B) 

リン脂質の胆汁分泌速度を示す。初期値は 118 ± 10 nmol/min/kg（TIC 投与群）および 107 ± 10 

nmol/min/kg（コントロール群）。  (C) 胆汁酸の胆汁分泌速度を示す。初期値は 0.57 ± 0.14 

µmol/min/kg（TIC 投与群）および 0.39 ± 0.04 µmol/min/kg（コントロール群）。各データは

mean ± S.E. (N = 4 or 5)  *p < 0.05 vs. control by Student’s t-test. 
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Figure 2-2  SD ラットにおける GSH および TIC-SGs の胆汁排泄  

チクロピジン（TIC）を SD ラットに投与した。 (A) 表記時間における GSH の胆汁排泄量を

示す。  (B) 表記時間における GSH 抱合型 TIC 代謝物（TIC-SGs）の胆汁排泄量を示す。各

データは mean ± S.E. (N = 4 or 5)  **p < 0.01 and *p < 0.05 vs. TIC-administered SD rats by 

Student’s t-test. 
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Figure 2-3  MRP2 欠損ラット（EHBR）の胆汁組成に与える TIC の作用  

チクロピジン（TIC）を Eisai hyperbilirubinemic rat (EHBR) に投与した。 (A)-(C) 胆汁流量お

よび胆汁酸・リン脂質の胆汁分泌速度の解析結果を示す。それぞれ投与開始時（グラフ上の

0.5 hr）の値を初期値（100%）とした。  (A) 胆汁流量を示す。初期値は 1.35 ± 0.07 mL/h/kg

（TIC 投与群）および 1.54 ± 0.20 mL/h/kg（コントロール群）。 (B) リン脂質の胆汁分泌速度

を示す。初期値は 203 ± 25 nmol/min/kg（TIC 投与群）および 195 ± 22 nmol/min/kg（コントロ

ール群）。 (C) 胆汁酸の胆汁分泌速度を示す。初期値は 0.56 ± 0.06 µmol/min/kg（TIC 投与群）

および 0.53 ± 0.11 µmol/min/kg（コントロール群）。  (D) 表記時間における GSH 抱合型 TIC

代謝物（TIC-SGs）の胆汁排泄量を示す。各データは mean ± S.E. (N = 4 or 5) 
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Figure 2-4  TIC による肝毒性の評価  

チクロピジン（TIC）による肝毒性を、lipopolysaccharide (LPS) 処理条件下において SD ラッ

トおよび Eisai hyperbilirubinemic rat (EHBR) で検討した。ラット血漿を用いて、 alanine 

aminotransferase (ALT) (A) および直接ビリルビン（グルクロン酸抱合型ビリルビン） (B) を
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測定した。  各データは mean ± S.E. (N = 4〜6)  **p < 0.01 and *p < 0.05 vs. values at 0 h by 

Student’s t-test  (C) SDラットの TIC投与群もしくはコントロール群における胆汁中リン脂質  

/ 胆汁酸濃度比  (mM / mM)。各データは mean ± S.E. (N = 4 or 5)  *p < 0.05 vs. control by 

Student’s t-test. 



 ６５ 

0  

500  

1000  

1500  

2000  

2500  

2.5 min 5.0 min 

**�

**�

**�

**�

0  

100  

200  

300  

400  

500  

600  

2.5 min 5.0 min 
0  

500  

1000  

1500  

2000  

2500  

2.5 min 5.0 min 

**�

**�

**�

**�

0  

100  

200  

300  

400  

500  

600  

2.5 min 5.0 min 

þĄ�

A� Control     MRP2�

(kDa)�

170�

130�

95�

B�

AT
P

-d
ep

en
de

nt
 tr

an
sp

or
t o

f T
IC

-S
G

1 
(p

m
ol

 / 
m

in
 / 

m
g 

pr
ot

ei
n)
�

C�
AT

P
-d

ep
en

de
nt

 tr
an

sp
or

t o
f T

IC
-S

G
2 

(p
m

ol
 / 

m
in

 / 
m

g 
pr

ot
ei

n)
�

MRP2£�µ½ÂőĿļşĵ�ČĞTICBSGsħÞáHù�

TIC-SG1� TIC-SG2�

µ½ÂőĿļşĵ�ČĞÞáHù�

Âđ1Ýć=Úħ2ıßĬđÎİĳĲ�

 

Figure 2-5  GSH 抱合型 TIC 代謝物の MRP2 による輸送  

MRP2 発現細胞膜小胞（MRP2 ベシクル）を用いて GSH 抱合型チクロピジン代謝物  (TIC-SGs) 

の輸送を検討した。 (A) MRP2 蛋白質の発現を確認するためにウエスタンブロットを行った。 

(B) TIC-SG1 (50 µM) の輸送および  (C) TIC-SG2 (50 µM) の輸送を MRP2 ベシクルで検討し

た。インキュベーションの条件は 37 °C で  2.5 min と 5.0 min。ATP 依存性の輸送は、10 mM 

ATP 存在下での活性から 10 mM AMP 存在下での活性を差し引くことで計算した。各データ

は mean ± S.E. (N = 3) **p < 0.01 vs. control vesicles by Student’s t-test. 
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Figure 2-6  MDR3 依存性 PC 輸送に対する GSH 抱合型 TIC 代謝物の作用  

LLC-MDR3 細胞において、MDR3 依存性 PC 輸送に対する GSH 抱合型チクロピジン代謝物

（TIC-SGs）の作用を検討した。  (A) MDR3 蛋白質の発現をウエスタンブロットにより確認

した。  (B) LLC-MDR3 細胞による[14C]-PC の排出を 37°C, 3 hr の条件で検討した。これらの

細胞には、表記濃度の TIC-SG1, TIC-SG2 もしくはベラパミルを添加した。各データは mean ± 

S.E. (N = 3 or 4)  **p < 0.01 vs. untreated MDR3-expressing cells by ANOVA followed by 

Dunnett’s test. 
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Figure 2-7  タウロコール酸インフュージョン条件下における SD ラットの胆汁組成に

与える TIC の作用  

インフュージョンによりタウロコール酸（TCA）を負荷した条件下で、チクロピジン（TIC）

を SD ラットに投与し、胆汁流量および胆汁酸・リン脂質の胆汁分泌速度を解析した。TCA

のインフュージョンは TIC 投与の 1 hr 前より開始した。それぞれ TIC 投与開始時（グラフ上

の 0.5 hr）の値を初期値（100%）とした。 (A) 胆汁流量を示す。初期値は 2.63 ± 0.34 mL/h/kg

（TIC 投与群）および 3.30 ± 0.25 mL/h/kg（コントロール群）。 (B) リン脂質の胆汁分泌速度

を示す。初期値は 299 ± 38 nmol/min/kg（TIC 投与群）および 330 ± 28 nmol/min/kg（コントロ

ール群）。 (C) 胆汁酸の胆汁分泌速度を示す。初期値は 1.98 ± 0.24 µmol/min/kg（TIC 投与群）

および 1.91 ± 0.28 µmol/min/kg（コントロール群）。各データは mean ± S.E. (N = 5) 
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Figure 2-8  胆汁形成に与える TIC 作用の模式図  

 (A) チクロピジン（TIC）非投与条件下での SD ラットの胆汁形成、(B) TIC 投与条件下での

SD ラットの胆汁形成、および  (C) TIC 投与条件下での Mrp2 欠損ラット  (Eisai 

hyperbilirubinemic rat [EHBR]) の胆汁形成を模式図で示した。通常の条件下では、胆汁中に
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分泌された胆汁酸はリン脂質およびコレステロールと容易に混合ミセルを形成する  (A)。SD

ラットに TIC が投与されると  (B)、TIC は CYP 依存性の代謝を受けた後に GSH 抱合を受け

て TIC-SGs を生成し、GSH とともに MRP2 によって胆汁排泄される。TIC-SGs および GSH

は浸透圧作用により胆汁酸非依存性胆汁を亢進させ（１）、胆汁中胆汁酸濃度の低下をもたら

すが、このような胆汁組成の変化はリン脂質—胆汁酸の混合ミセル形成に影響を与え（２）、

間接的にリン脂質の胆汁分泌を抑制する（３）。さらに、胆汁中リン脂質の減少に伴い遊離胆

汁酸が増加して胆管側膜に対する障害の蓄積に繋がることから（４）、TIC 誘発性胆汁うっ滞

型肝障害のリスクとなると考えられる。一方、Mrp2を欠損する EHBRに TICを投与しても  (C)、

そもそも TIC-SGs の胆汁分泌量は SD ラットに比べてはるかに少ないことから、リン脂質分

泌を始めとする胆汁組成の変化も見られなかった。  
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総括  

	
  

	
 薬物誘発性肝障害は臨床において重篤になり得る副作用であり、トログリタゾ

ンのように市場からの撤退を余儀なくされる場合もあることから、リスクの定量

的評価が非常に重要である。多くは特異体質的（idiosyncratic）に起こり遺伝的要

因・免疫反応等の要因も複雑に関与するため解析は容易ではないが、本研究では

胆汁うっ滞型肝障害の要因として考えられる胆汁形成に関与するトランスポータ

ーの機能、特に PFIC2 および PFIC3 の原因遺伝子である BSEP および MDR3 に着

目した。第一章では、イトラコナゾール（ITZ）による MDR3 の阻害が胆汁中リ

ン脂質の減少をもたらし、胆汁うっ滞の重要な要因となることを示した。これは

BSEP の阻害に加わる新しいメカニズムであり、構築した MDR3 機能評価系を

BSEP 機能評価系とあわせて使用することは、胆汁うっ滞性薬物のリスクを予測す

る上で有用と考えられた。また第二章では、チクロピジン（TIC）投与に伴う GSH

および GSH 抱合型 TIC 代謝物（TIC-SGs）の過剰な胆汁排泄によって胆汁ミセル

の形成が抑制され、結果的に生じるリン脂質分泌の減少が胆汁うっ滞型肝障害の

要因となるメカニズムを示した。従って、薬物誘発性胆汁うっ滞の解析において

はトランスポーターの直接阻害だけでなく、胆汁排泄された薬物・代謝物による

胆汁形成の異常も考慮すべきと考えられた。 

	
 胆汁中では、胆汁酸の界面活性作用により胆管側膜からリン脂質が引き抜かれ

て混合ミセルを形成することから、MDR3 および BSEP の機能はクロストークし

ていると考えられる。また、MDR3 は細胞膜の重要な構成成分であるホスファチ

ジルコリンの細胞膜内側から外側への移行を担うことから、機能の変動が他の細

胞膜上に発現するトランスポーターの機能に影響を与える可能性もある。現在ま

での解析では、これらのトランスポーターを単独で発現させた in vitro 実験系で胆

汁うっ滞性薬物の評価をおこなってきたが、本研究で構築した組換えアデノウイ
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ルスは MDR3 および BSEP の共発現を可能とするため、胆汁うっ滞性薬物の臨床

濃度を考慮した上で両トランスポーターの機能を統合的に解析することができる。

同時に、PFIC1 の原因遺伝子であり細胞膜外側から内側へのホスファチジルセリ

ンの移行を担う ATP8B1 についても、他の胆管側膜上トランスポーターとのクロ

ストークを前提に胆汁うっ滞性薬物による影響を評価していくべきと考えられる。 

	
 また、薬物によるトランスポーター機能の阻害を介した胆汁うっ滞のメカニズ

ムに加えて、トランスポーターの発現量・局在の制御に影響を与えることにより

胆汁分泌が低下するメカニズムも考えられる。このようなメカニズムが示唆され

る根拠として、エストロゲン代謝物が PI3 キナーゼ経路を介してラット Bsep およ

び Mrp2 の内在化を引き起こすことが挙げられる (Boaglio et al., 2010)。さらに、

特にアレルギー性の薬物誘発性胆汁うっ滞においては、薬物が胆管側膜を障害す

ることで二次的にトランスポーター機能が低下する可能性が考えられ、クロルプ

ロマジン等の薬物による胆汁うっ滞では胆管消失症候群（Vanishing bile duct 

syndrome）が頻繁に見られることが報告されている（Reau and Jensen, 2008）。この

ようなトランスポーターに対する胆汁うっ滞性薬物の間接的な作用についても考

慮がなされるべきであるが、サンドイッチ培養ヒト肝細胞においては極性が維持

され毛細胆管も形成されることから胆管側膜トランスポーターの機能評価が可能

であり (Liu et al., 1998)、BSEP および MDR3 の機能に対する胆汁うっ滞性薬物の

作用を定量的に評価し、得られた結果と臨床における肝障害マーカー上昇との関

連性を解析することが有用であると考えられる。 

	
 今後、多数の薬物の例で胆汁うっ滞に関する in vitro と in vivo の相関関係を見

出すことにより、臨床濃度を考慮したリスクの定量的評価に関する方法論を示す

ことが可能となる。また、トランスポーター機能の個人差が薬物誘発性胆汁うっ

滞への感受性に関与している可能性があり、本研究をもとに更なる解析を進めた

いと考えている。さらに、本解析結果が薬物治療に役立つ可能性もあり、具体的

には薬剤の選択（トランスポーターの遺伝子診断をもとに、機能が低下している
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患者に対しては胆汁うっ滞性薬物の投与を回避する等）や治療法の提唱（トラン

スポーターの機能を回復する治療薬等）が考えられる。将来的には、創薬におけ

る候補化合物のトランスポーターへの影響を実験系で評価することによって生理

的な胆汁形成への影響を予測し、薬物副作用を回避できる候補化合物の選択に役

立てていきたいと考えている。 
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