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肝臓のチトクロム P450 3A の発現に及ぼす腸内細菌の影響
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Living organisms eliminate foreign low-antigenic substances, such as drugs and environmental pollutants, by detox-
iˆcation mediated by metabolizing cytochrome P450 (CYP). We have examined the possible regulation of CYP expres-
sion by enteric bacteria. Cyp mRNA expression levels, Cyp3a protein expression level, and the activity of Cyp3a in
hepatic microsomal fractions were compared in germ-free (GF) and speciˆc pathogen-free (SPF) mice. We evaluated
hepatic Cyp3a11 mRNA expression levels and Cyp3a metabolic activity in GF and SPF mice after ˆve days of antibiotic
administration. The fecal levels of lithocholic acid (LCA)-producing bacteria and hepatic taurolithocholic acid
(TLCA) were also measured. Cyp mRNA expression levels, Cyp3a protein expression level, and the activity of Cyp3a in
SPF mice were higher than those in GF mice, indicating that enteric bacteria increases hepatic Cyp3a expression. The
eŠects of enteric bacteria-reducing antibiotics on Cyp3a expression were examined. We observed that decreasing enteric
bacteria with antibiotics in SPF mice caused a signiˆcant decrease in the hepatic Cyp3a11 mRNA expression, TLCA,
and fecal LCA-producing bacteria compared to the group that did not receive antibiotics. No change in Cyp3a11 expres-
sion was observed in GF mice that were treated with antibiotics. Administration of LCA to GF mice showed an increase
in Cyp3a11 expression similar to that of SPF mice. The enzymes of the enteric bacteria are believed to metabolize and
detoxify drugs by either reduction or hydrolysis. The results of this study indicate that changes in enteric bacteria may
alter the expression and activity of hepatic drug metabolizing enzymes and pharmacokinetics. Therefore, enteric bacteria
should be closely monitored to ensure the safe use of drugs.
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1. はじめに

体内に異物が侵入した場合，生体は異物を処理す

る能力を備えている．細菌やウイルス等のように抗

原性の高い異物に対しては免疫機構により対処し，

薬物や環境汚染物質等のように抗原性の低い異物に

対しては解毒機構により対処する．1,2)このうち，解

毒機構は，主に肝臓に備わっており，酸化，還元，

加水分解，抱合反応により，異物を弱毒化あるいは

体外に排泄され易い水溶性物質に変換する．本研究

では，この解毒機構が腸内細菌叢によって制御され

ていることを初めて明らかにしたので報告する．35)

本研究では，解毒機構のうち，薬物の酸化，還元

反応に係わる Cytochrome P450（CYP）分子種に

主眼をおき研究を実施した．CYP は，ほとんどす

べての生物種で見い出されており，ヒトでは 58 種

類，マウスでは 108 種類もの分子種から構成される

スーパーファミリーを形成している．6,7)このうち，

主に薬物の酸化，還元反応に係わる CYP 分子種は，

CYP1A, CYP2A, CYP2C, CYP2D, CYP3A であ

る．これらの CYP は，いずれもヘムタンパク質で

あり，主に肝臓に分布し，脂溶性の薬物を水溶性に

変換することで排泄を促す．

これら CYP 分子種は，薬物，疾病，性差，加齢

等により発現が変動すること及び個人差が大きいこ

とが知られている．例えば，抗菌剤であるリファン

ピシンは CYP3A4 を誘導する．8)炎症性腸疾患で

は，肝臓や小腸における CYP3A の活性が低下す

る．9)男性にくらべ女性のほうが CYP3A4 の発現量

が多い．10) CYP3A サブファミリーに属する分子種
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Fig. 1. Cyp mRNA Expression Level in the Livers of GF and SPF Mice
RNA was extracted from the livers of GF (open columns: □) and SPF (closed columns: ■)mice, and the mRNA expression of the isozymes belonging to the

Cyp1, 2, and 3 subfamilies was measured by PCR. Expression of each gene was corrected against 18S rRNA and compared in relation to the mean value in GF mice
(100％). Means±S.D., n＝5, : p＜0.05, : p＜0.01. Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)
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については，胎児期は CYP3A7 が高発現し，出生

後は CYP3A4 が主要な CYP3A 分子種となる．11)

個人差に関しては，遺伝子多型を含む CYP の質と

量の個人差の例が多くある．例えば，CYP2C19 の

一塩基多型はプロトンポンプ阻害薬であるオメプラ

ゾールの体内動態に影響を及ぼすことが明らかにさ

れている．12)

一方，腸内細菌は，免疫系の刺激，ビタミン類

（ビタミン B，ビタミン K）の合成，腸の蠕動運動

の活性化や機能改善，栄養素の消化や吸収，病原菌

や有害菌に対する感染防御など宿主にとって重要な

役割を担っているが，薬物，疾病，性差，加齢等に

より腸内細菌の量や組成が変動することや，個人差

が大きいことが知られている．13,14)

われわれは CYP 分子種の変動要因と腸内細菌叢

の変動要因が類似していることに着目し，腸内細菌

叢が CYP の量と質を制御しているのではないかと

考え，本研究に着手した．

2. 肝臓及び小腸における CYP 分子種の発現量

に及ぼす腸内細菌の影響

本研究では，腸内細菌が存在しない germ free

（GF）マウスと腸内細菌の存在する speciˆc patho-

gen free（SPF）マウスを用い，両動物における解

毒機構を比較することにより，解毒機構と腸内細菌

叢との関連性を解明した．

まずはじめに，腸内細菌が存在しない GF マウス

と SPF マウスの肝臓及び小腸における主要な Cyp

分子種の mRNA 発現量を比較した．その結果，SPF

マウスの肝臓における Cyp1a2, Cyp2a4, Cyp2b9,

Cyp2b13, Cyp2c37, Cyp3a11, Cyp3a16, Cyp3a25,

Cyp3a41 及び Cyp3a44 の mRNA 発現量が，GF マ

ウスに比べ，有意に高値であることがわかった

（Fig. 1）．これに対して，小腸における Cyp 分子種

の mRNA 発現量は両者で差異は認められなかった

（Fig. 2）．

CYP3A は，肝臓に最も多く分布し，薬物の酸

化，還元反応において中心的な役割を担っている．

加えて，CYP3A は薬物の代謝だけではなく，内因

性物質であるステロイド，胆汁酸，ホルモン，エイ

コサノイド等の酸化的な代謝にも関与する．15,16)そ

こで，次に，CYP3A に焦点をあて，GF マウスと

SPF マウスの肝臓における Cyp3a のタンパク質発



hon p.3 [100%]

303

Fig. 2. Cyp3a mRNA Expression Level in the Small Intestines of GF and SPF Mice
RNA was extracted from the small intestines of GF (open columns: □) and SPF (closed columns: ■)mice, and the mRNA expression of the isozymes belong-

ing to the Cyp3a subfamily was measured by PCR. The expression of each gene was corrected against 18S rRNA and was compared in relation to the mean value of
GF mice (100％). Means±S.D., n＝5. (modiˆed from Ref. 5)

Fig. 3. Expression of Cyp3a Protein Level in the Livers of GF
and SPF Mice

After extracting the microsome fraction from the livers of GF (open
column: □) and SPF (closed column: ■) mice, Cyp3a protein expression
level was measured by western blotting. The total concentrations of the two
bands were compared in relation to the mean value in GF mice (100％).
Means±S.D., n＝3, : p＜0.05. Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)
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現量を検討した．その結果，Cyp3a はタンパク質

レベルでも発現量が SPF マウスにおいて有意に高

いことが明らかとなった（Fig. 3）．さらに肝臓の

ミクロソーム画分を調製し，triazolam を基質とし

て Cyp3a の代謝活性を比較したところ，GF マウス

と比べ SPF マウスの方が有意に高い活性を示すこ

とがわかった（Fig. 4）．

以上の結果より，腸内細菌が存在する SPF マウ

スにおいては，GF マウスに比べ解毒機構が亢進し

ていることが明らかとなった．

3. 腸内細菌による CYP の発現変動メカニズム

腸内細菌が存在する SPF マウスでは，なぜ解毒

機構が亢進しているのだろうか．

腸内細菌は宿主にとって有害な物質を産生する．

例えば，高アンモニア血症の原因となるアンモニ

ア，17)発がん作用を有するニトロソアミン18)及び硫

化水素，19)肝障害の原因物質となる二次胆汁酸（リ

トコール酸（LCA），デオキシコール酸（DCA))20)

などが挙げられる．生体は腸内細菌と共生するため

に，腸内細菌の産生するこれらの有害物質に対し

て，特異な防御機構を備えている．アンモニアを無
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Fig. 4. Metabolic Activity of Triazolam in the Livers of GF and SPF Mice
The microsome fraction was extracted from the livers of GF (open columns: □) and SPF (closed columns: ■) mice in order to measure the a-hydroxylation

(a-OH) and 4-hydroxylation (4-OH) activities of triazolam. Means±S.D., n＝3, : p＜0.05. : p＜0.01. Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)

Fig. 5. Expression Regulation Mechanism of Various CYP Isozyme
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Fig. 6. Nuclear Receptor mRNA Expression Levels in the
Livers of GF and SPF Mice

RNA was extracted from the livers of GF (open columns: □) and SPF
(closed columns: ■) mice, and the mRNA expression of nuclear receptor
was measured by PCR. The expression of each gene was corrected against
18S rRNA and was compared in relation to the mean value of GF mice (100
％). Means±S.D., n＝5, : p＜0.05, : p＜0.01 and : p＜0.001.
Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)

Fig. 7. EŠects of LCA Administration to GF Mice on the Ex-
pression Level of Cyp3a11 in the Liver

GF mice treated with LCA (0.01％ or 0.05％) for 4 days. After the ad-
ministration, RNA was extracted from the liver, and the mRNA expression
of Cyp3a11 was measured by PCR. Expression of Cyp3a11 was corrected
against 18S rRNA and compared in relation to the mean value for GF control
(100％). Means±S.D., n＝3, : p＜0.05, : p＜0.01 vs. GF control by
Student's t-test. (modiˆed from Ref. 3)

Fig. 8. Detoxiˆcation Pathway of LCA in the Mouse Liver
Ntcp: Na＋/ taurocholate cotransporting polypeptide, Oatp: organic an-

ion-transporting polypeptide, Oct1: organic cation transporter 1, Mrp: mul-
tidrug resistance associated protein, BACS: bile acid-CoA synthetase,
BACAT: Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase, Bsep: bile salt export
pump, Mdr2: multidrug resistance protein 2, Bcrp: breast cancer resistance
protein, Sult1d1: Sulfotransferase family 1D, member 1, PAPSs2: 3′-
phosphoadenosine 5′-phosphosulfate synthase 2.
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毒化する尿素回路や二次胆汁酸を弱毒化する種々の

抱合反応及び CYP による酸化，還元反応はこの例

である．一見，有害物質を産生する側（腸内細菌）

と，その有害物質を処理（解毒）する生体側には密

接な関係があるようには思われないが，有害物質が

増加すると解毒能力も亢進することは周知の事実で

ある．しかしながら，両者の関与を結ぶメカニズム

については解明されていなかった．

腸内細菌によって特異的に産生される二次胆汁酸

LCA は，核内受容体 farnesoid X receptor（FXR）

や pregnane X receptor（PXR）の強力なリガンド

となる．21,22)また，FXR の増加により PXR が増加

すること，23) PXR の増加により constitutive andro-

stane receptor（CAR）が増加すること，24,25) CAR

の増加により aryl hydrocarbon receptor（AhR）が

増加すること24,25)が明らかとなっている．さらに，

PXR の活性化により Cyp1a2, Cyp3a11及びCyp3a25

が増加すること，26,27) CAR の活性化により Cyp2a4，

Cyp2b9 ， Cyp2c37 及び Cyp3a11 が増加するこ

と，28,29) AhR の活性化により Cyp1a2 が増加するこ

と24,26)などが明らかとなっている（Fig. 5）．そこで，

CYP 発現調節に関与する核内受容体に着目し，そ

の発現について SPF マウスと GF マウスとで比較

した．その結果，SPF マウスの肝臓において GF マ

ウスと比較して FXR, PXR, CAR, AhR の mRNA

発現量の増加がみられた（Fig. 6）．これらのこと

より，腸内細菌が存在する場合には，FXR，PXR，

CAR，AhR の活性化を介して，Cyp3a を含む種々

の Cyp 分子種を増加させている可能性が示唆され

た．
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Fig. 9. mRNA Expression of PXR Target Gene in the Livers of GF and SPF Mice
RNA was extracted from the livers of GF (open columns: □) and SPF (closed columns: ■) mice, and the mRNA expression of PXR target genes was meas-

ured by PCR. The expression of each gene was corrected against 18S rRNA and was compared in relation to the mean value of GF mice (100％). Means±S.D., n＝
5, : p＜0.05, : p＜0.01, and : p＜0.001. Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)
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そこで次に，GF マウスに LCA を投与した場合

に，肝臓における Cyp3a11 の mRNA 発現量が SPF

マウスのそれと同程度にまで増加するかどうかを調

べた．その結果，LCA 投与により，Cyp3a が増加

することがわかった（Fig. 7）．このことより，GF

マウスと SPF マウスにおける Cyp3a11 発現量の相

違は，肝臓における LCA の有無に起因する可能性

が示された．加えて，PXR により発現調節を受け

ているトランスポーターや抱合酵素（Fig. 8)21,3032)

の mRNA 発現量についても，GF マウスに比べ

SPF マウスで増加していることがわかった．Figure

9 に示すように，LCA を肝臓へ取り込むトランス

ポーターである organic anion-transporting polypep-

tide 2 (Oatp2), sodium-taurocholate transporting

polypeptide (Ntcp），及び肝臓から血管中へ LCA を

排泄するための排出トランスポーターである mul-

tidrug resistance associated protein（Mrp3）が SPF

マウスでは GF マウスに比べ発現量が増加してい

た．また，LCA を抱合するための酵素である 3′-

phosphoadenosine 5′-phosphosulfate synthase 2

(PAPSs2）及び sulfotransferase family 1D, member

1 (Sult1d1）の mRNA 発現量が，いずれも GF マ

ウスと比べて SPF マウスの肝臓において高いこと

が明らかとなった（Fig. 9）．

以上の結果から，腸内細菌が存在する場合には，

腸内細菌が産生する有害物質（LCA）が，それ自

身の毒性を減弱するためにリガンドとして機能し，

PXR や CAR の活性化を介して，Cyp3a を含む各

種代謝酵素及びトランスポーターの発現を増加させ

ている可能性が示唆された．

4. LCA 産生菌を減少させた場合の Cyp3a の発

現量に及ぼす影響

ニューキノロン系抗菌薬であるシプロフロキサシ

ン（CPX）は，Bacteroides 属（B. fragilis), Clostrid-

ium 属（C. scindens, C. sordelli）などの LCA 産生

菌を含む様々なグラム陽性菌，グラム陰性菌及び真
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Fig. 10. EŠects of CPX Administration on the Expression
Level of Cyp3a11 in the Liver

GF and SPF mice were provided with ad libitum access to normal diet
(closed columns: ■) or normal diet containing CPX (200 mg/kg) (open
columns: □) for 5 days. After the administration, RNA was extracted from
the livers, and the mRNA expression of Cyp3a11 was measured by PCR. Ex-
pression of Cyp3a11 was corrected against 18S rRNA and compared in rela-
tion to the mean value in control mice (100％). Means±S.D., n＝35, : p
＜0.01 by Student's t-test. (modiˆed from Ref. 5)

Fig. 11. EŠects of CPX Administration on Triazolam Metabolic Activity in the Liver
GF and SPF mice were provided with ad libitum access to normal diet (closed columns: ■) or normal diet containing CPX (200 mg/kg) (open columns: □)

for 5 days. After the administration, the microsome fraction was extracted from the livers, and the a-hydroxylation (a-OH) and 4-hydroxylation (4-OH) activities
of triazolam were measured by HPLC. Means±S.D., n＝3, : p＜0.05; : p＜0.01 by Student's t-test. (modiˆed from Ref. 3)
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正細菌に対して幅広い抗菌スペクトルを有す

る．33,34)そこで，CPX を投与し，LCA 産生菌を減

少させた場合に Cyp3a の発現量が減少するかどう

かを調べた．

CPX を 5 日間投与したところ，SPF マウスの肝

臓における Cyp3a11 の mRNA 発現量は，有意に低

下した（Fig. 10）．しかし，GF マウスに CPX を投

与しても Cyp3a11 の発現量に変化は認められなか

った（Fig. 10）．さらに，CPX 投与群の Cyp3a の

代謝活性も，コントロール群と比較して有意に低い

値を示した（Fig. 11）．この際，CPX を投与した

SPF マウスでは糞中の LCA 産生菌の減少及び，

LCA の抱合体であるタウロリトコール酸（TLCA）

の肝臓中濃度の低下がみられた（Fig. 12）．

さらに， Bacteroides 属や Clostridium 属等の

LCA 産生菌に対して抗菌スペクトルを有する CPX

以外の抗生物質であるアンピシリン（ABPC），レ

ボフロキサシン（LVX），バンコマイシン（VCM）

とイミペネム（IPM）の混合剤を投与した場合に

も，CPX 投与時と同様の結果が得られた（Fig. 13）．

これらのことから，抗菌薬を投与し，LCA 産生

菌を減少させると，肝臓における Cyp3a11 の発現

量が低下することが確認できた．

5. おわりに

本研究の結果から，腸内細菌が肝臓における

CYP の発現量や活性に影響を及ぼしていることが

明らかになった．本研究において発現量に変動がみ

られた核内受容体（FXR, PXR, CAR 及び AhR）

は，異物センサーとしての役割を担っており，
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Fig. 12. EŠects of CPX Administration on the Bacterial Content in the Feces and the TLCA Content in the Liver
A: The feces from the SPF mice treated with daily doses of CPX (200 mg/kg) for 5 days were analyzed for the bacterial DNA by real-time PCR, and compared

with control (100％). B: The TLCA content in the livers from SPF mice treated with daily doses of CPX (200 mg/kg) for 5 days was analyzed by HPLC and com-
pared with control. Means±S.D., n＝5, : p＜0.05, : p＜0.01 by Student's t-test. (modiˆed from Ref. 3)

Fig. 13. EŠects of Antibiotics Administration on the Expression of Cyp3a11 in the Liver and the Bacterial Content in the Feces
SPF mice were provided with ad libitum access to normal diet (closed columns: ■) or normal diet containing CPX (200 mg/kg), ABPC (100 mg/kg), LVX

(200 mg/kg), or VCM＋IPM (50 mg/kg each) (open columns: □) for 5 days. A: RNA was extracted from the livers, and the mRNA expression of Cyp3a11 was
measured by PCR. Expression of Cyp3a11 was corrected against 18S rRNA and compared in relation to the mean value in control mice (100％). B: The feces from
the SPF mice treated with daily doses of antibiotics for 5 days were analyzed for the bacterial DNA by real-time PCR, and compared with control (100％). Means±
S.D., n＝5, : p＜0.05, : p＜0.01 by Student's t-test. (modiˆed from Ref. 4)
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CYP やトランスポーターを含む様々な遺伝子の発

現を調節することで，異物や有毒物質による毒性及

び障害から生体を防御している可能性が考えられて

いる．LCA は毒性が高く，肝臓に障害を与える物

質であり，LCA の増加は，胆汁うっ滞をまねく．35)

そのため，SPF マウスにおいては，LCA をより効

率よく解毒するために，LCA の代謝・輸送に関与

する酵素やトランスポーターの発現が増加している

のではないかと考えられる（Fig. 14）．すなわち，

本研究でみられた核内受容体の発現量の変動は，腸

内細菌が産生する LCA 等の毒性物質に対する生体

防御反応の一部である可能性も考えられる．

抗生物質等の薬物だけでなく，ストレス，炎症性

腸疾患，胃切除，加齢等によっても腸内細菌が変動

することが知られている．13,14,36)これまで，腸内細

菌は，消化管内において，自らが有する酵素によっ

て，薬物を還元あるいは加水分解することにより，

解毒（代謝）機構の一翼を担っているものと考えら

れていた．しかし，本研究の結果は，腸内細菌の変

動が肝臓における薬物代謝酵素の発現及び活性の変

動をきたし，その結果として，薬物動態の変動の一

因となり得る可能性を示唆するものである．今後，

薬物を安全に使用する上でも，腸内細菌の変動に関

しても注視していく必要性があるものと考える．
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