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Several gene knockout mice have been widely used to analyze the role of drugmetabolizing enzymes in pharmaco-
logic and physiologic responses. The metabolic shift of endogenous and exogenous compounds causes pharmacologic
and physiologic alterations. Microsomal epoxide hydrolase (mEH)null mice are less susceptible to the skin tumorigen-
esis, splenic immunotoxicity, and embryonic toxicity of 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA). The production of
DMBA-3,4-diol is detected in the target organs of wildtype mice, but not in those of mEHnull mice. Soluble epoxide
hydrolase (sEH)null mice exhibit markedly reduced rates of epoxyeicosatrienoic acid conversion to dihydroxyei-
cosatrienoic acid in the liver and kidney. Furthermore, sEHnull male mice have a lower blood pressure phenotype com-
pared with male wildtype mice, suggesting the importance of sEH in blood pressure regulation. Nuclear bile acid recep-
tor, farnesoid X receptor (FXR)null mice are distinguished from wildtype mice by elevated bile acid levels in the liver
and serum. However, hepatic lithocholic acid (LCA) levels are lower in LCAfed FXRnull female mice compared to
those in wildtype female mice. Furthermore, FXRnull female mice are less susceptible to liver damage by LCA com-
pared with female wildtype mice. Marked increases in hepatic LCAsulfating activity and hepatic hydroxysteroid sul-
fotransferase and biliary sulfated bile acid levels are detected in FXRnull female mice, suggesting the protective role of
hydroxysteroid sulfotransferase in LCAinduced liver damage. These and other studies indicate that mice null for drug
metabolizing enzymes and nuclear receptors are of great value in the study of the role of drugmetabolizing enzymes in
pharmacologic and physiologic responses.

Key words―gene knockout; epoxide hydrolase; hydroxysteroid sulfotransferase; farnesoid X receptor; drug
metabolizing enzyme; lithocholic acid

1. はじめに

近年，多くの遺伝子欠損マウスが作製され，この

マウスを用いて多くのタンパク質の生体内での機能

が明らかにされている．試験管内で確認された機能

が実際に生体内でどれほどの重要性で機能している

のか，遺伝子欠損マウスを用いて明らかにされると

ともに全く予期されなかった機能が解明される場合

もある．薬物代謝酵素に関しても多くの遺伝子欠損

マウスが作製され，その機能について動物個体レベ

ルで解析されている．1,2)薬物代謝酵素を欠損させた

マウスで胎性致死となるものは報告されておらず，

正常に発育する．このため，個体レベルでの医薬品

等の外来異物の代謝，毒性や薬効への薬物代謝酵素

の関与について多くの研究がなされている．また薬

物代謝酵素は外来異物だけではなく内在性の化学物

質の代謝にも関与し，生理的に重要な役割を果たし

ていることが欠損マウスにより明らかとなる場合も

ある．一方多くの薬物代謝酵素の発現に関与する核

内受容体の欠損マウスも作製されている．それらの

核内受容体欠損マウスは薬物代謝酵素の構成的な発

現レベルや誘導応答等が野性型マウスと比べて変化

しており，ある種の薬物に対する薬効や毒性の感受

性が野性型マウスと比べ変化する例も多く報告され
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Fig. 1. Possible Metabolic Activation Pathways of DMBA
P450: cytochrome P450, mEH: microsomal epoxide hydrolase, ST: sulfotransferase.
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ている．3―6)本総説では前者の例として microsomal

epoxide hydrolase (mEH）欠損マウスを用い 7,12-

dimethylbenz[a]anthracene (DMBA）の毒性発現

機構への mEHの関与について，可溶性画分に存在

する soluble epoxide hydrolase (sEH）とアラキドン

酸代謝，血圧調節との関係について，後者の例とし

て胆汁酸をリガンドとする核内受容体である farne-

soid X receptor (FXR）欠損マウスを用い lithochol-

ic acid (LCA）誘発肝障害の軽減に対する sulfo-

transferase (ST）の役割について，各々代謝の変動

と生体の薬理学的，生理学的変化との関連について

中心に紹介する．

2. DMBA の毒性発現における標的臓器での

mEHの役割

mEHは肝臓を含む多くの組織のミクロゾーム画

分に存在し，epoxide を加水分解して dihydrodiol

を生成する薬物代謝酵素で一般的に外来異物に対す

る解毒酵素とみなされているが，多環式芳香族炭化

水素等の代謝においては代謝活性化に関与すると考

えられている．7,8)典型的な発がんモデル化合物であ

る，多環式芳香族炭化水素の DMBAの代謝活性化

経路として cytochrome P450 (P450）と mEHが関

与する芳香環の diol epoxideの生成経路やメチル基

の水酸化，さらに硫酸抱合される経路等が報告され

ている（Fig. 1）．9,10) mEH 欠損マウスでは前者の

diol epoxide は生成しない．そこで DMBA の毒性

発現における mEHの関与する diol epoxide生成経

路の重要性を明らかにするため，mEH欠損マウス

を用いて皮膚の発がん試験，11)免疫関連臓器の毒

性，12)胎児毒性13)について検討した．さらに

DMBAは上記のように様々な臓器，組織を毒性発

現の標的とするが，肝臓以外の標的臓器の mEHが

関与する代謝の毒性発現における役割という観点か

らも解析した．

2-1. DMBA誘発皮膚発がんにおける mEHの関

与 mEH 欠損マウスを用いて DMBA 単独塗布

に よ る 完 全 発 が ん 試 験 と DMBA と 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA）塗布の 2段

階発がん試験を実施した．11)完全発がん試験におい

て野性型マウスで 80％のマウスの皮膚にパピロー

マが生じたが，mEH欠損マウスではいずれのマウ

スにもパピローマは生じなかった（Fig. 2）．この

結果から DMBA の皮膚発がんに，mEH の関与す

る代謝が重要な役割を担っていることが示唆され

た．一方 TPAを塗布する 2段階発がん試験におい

ては，野性型マウスで 90％のマウスにパピローマ

が生じるのに対して mEH 欠損マウスでも 50％の

マウスにパピローマが生じた．mEH欠損マウスで

もパピローマが生じることから，硫酸抱合体の生成

等の mEH に依存しない代謝活性化経路も TPAの

存在下，腫瘍形成に関与することも示唆された．

CYP1B1 欠損マウスを用いた発がん試験では

DMBAを経口投与した場合野性型マウスでのみ皮

膚にアデノーマが認められ，欠損型に比べて約 10

倍のリンフォーマが生じることが報告されてい

る．14)一方 glutathione S-transferase P1 を欠損した
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Fig. 2. DMBAInduced Skin Cancer in WildType and mEHNull Mice
A) Complete carcinogenic protocol. DMBA (12.8 mg) was painted on mouse skin weekly for 25 weeks. B) Initiationpromotion protocol. DMBA (25 mg) were

painted on day 1 followed, starting one week later, by three times weekly application of 5 mg 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Skin papillomas greater
than 1 mm in diameter were counted.
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マウスでは野性型よりも高い割合で皮膚にパピロー

マが生じることも報告されており，15)これらの欠損

マウスを用いた研究は DMBA誘発発がんの代謝活

性化への CYP1B1 や mEH の関与や，glutathione

S-transferase P1 の解毒への関与を個体レベルで明

らかにする上で有用である．

2-2. DMBA による免疫毒性における標的臓器

での mEH の関与 DMBA は免疫関連臓器への

毒性を誘発することが知られている．16,17) DMBA

を腹腔内投与すると野性型マウスの脾臓の重量はコ

ントロールレベルの 40％以下に減少したが，mEH

欠損マウス脾臓重量の減少は認められなかった．脾

臓当たりの脾細胞の数も重量に比例して野性型マウ

スでは減少が認められた．DMBA処置したマウス

脾臓より脾細胞を調製して免疫機能の指標であるマ

イトージェンによる応答性を測定したところ野性型

マウス脾細胞で欠損型マウスに比べ有意な応答性の

低下が認められた．また脾臓より脾細胞を調製して

直接 DMBAを処理した場合でも野性型マウスの脾

細胞で DMBAにより誘発される免疫機能障害に対

する高い感受性が認められた．脾臓ミクロゾームを

調製し DMBAを基質としてその代謝物を解析した

結果，野性型マウスにおいてのみ DMBA3,4diol

体が検出された．またイムノブロット解析により

DMBA の代謝活性化に関与すると考えられる

CYP1B1と mEHタンパクの発現が野性型マウスの

脾臓で認められた．以上の結果は標的臓器である脾

臓において DMBAが代謝活性化され免疫毒性を生

じる可能性を示唆している．

2-3. DMBAによる胎児毒性における胎児 mEH

の役割 mEHは胎児期の初期の段階の肝臓に発

現が認められている．18)また妊娠 15 日のマウス胎

児より調製した胎児繊維芽細胞には mEH と

CYP1B1の発現が認められ，19)この胎児繊維芽細胞

に DMBAを処理すると野性型マウスの細胞では欠

損型マウスに比べて DMBAにより誘発される細胞

毒性に対して有意に高い感受性を示した（Fig. 3）．

一方 DMBA の代謝中間体である DMBA3,4diol

では野性型，欠損型マウスからの細胞共に DMBA

より低濃度で毒性が認められたが，両細胞間で有意

な感受性の差異は認められなかった．この結果は

DMBAの胎児毒性に関与する代謝活性化が胎児の

体内でも起こる可能性を示唆する．そこで個体レベ

ルで上記の可能性を明らかにするため，3種類の交

配（野性型同士の交配，欠損型同士の交配，野性型

雄性マウスと欠損型雌性マウスの交配）を行い，そ

の妊娠マウスに DMBAを腹腔内投与してその胎児

の体重，体長を測定することにより DMBA誘発胎

児毒性に対する感受性を比較した．上記の 3種類の

交配により DMBA を処置される母体と胎児の

mEHのフェノタイプはそれぞれ異なる組み合わせ

となることより，母体での mEHの関与と胎児での

関与を区別して解析できる．すべての交配の

DMBA処置群においてコントロール群に比べ有意
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Fig. 3. Cytotoxicity of DMBA and DMBA3,4Diol in Embryo Fibroblasts
Embryo ˆbroblasts were prepared from mouse embryos (GD 14). The cell number was counted by neutral red incorporation, after embryo ˆbroblasts were

treated with DMBA or DMBA3,4diol for 72 h. Data are expressed as a percentage of the vehicle control for each mouse. Values represent the mean±SD (n＝12).

Fig. 4. Weight and CrownRump Length of DMBATreated mEHNull and WildType Mice
Pregnant females were treated ip with DMBA (50 mg/kg) daily from GD 11 to GD 15. On GD 18, pregnant females were euthanized, and embryonic weight

and crownrump length were measured. Values represent the mean±SD (n＝8―13).Signiˆcant diŠerence from DMBAtreated wildtype mice ( p＜0.05). (＋/
＋): wildtype, (－/－): mEHnull, (＋/－): heterozygote between wildtype and mEHnull.
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な体重，体長の減少が認められ，さらに野性型同士

の交配により得られた胎児において他の 2群と比べ

て有意な体重，体長の減少が認められたが，他の 2

群間では有意な差異は認められず，胎児の mEHの

フェノタイプは胎児毒性に影響を与えないことが示

された（Fig. 4）．DMBA処理された妊娠野性型マ

ウスの血清中に DMBA3,4diol体が検出されむし

ろ母体側での代謝の重要性が示唆され，DMBAの

胎児毒性には母胎から胎児への代謝物の移行等を考

慮して毒性発現の機構を考える必要性が示された．

3. アラキドン酸代謝と血圧調節における sEH

の役割

sEH は可溶性画分に存在する加水分解酵素で

mEHと同様肝臓，腎臓を含む各組織に発現してお

り epoxideを dihydrodiolに加水分解する．8) sEHは

多環式芳香族炭化水素の epoxideは基質としないが，

mEH と同様に多くの異物の epoxide を基質とす

る．また内在性の脂肪酸であるアラキドン酸の代謝

物の epoxyeicosatrienoic acids (EETs）の加水分解

を触媒することも知られている（Fig. 5）．20) EETs

やその加水分解物である dihydroxyeicosatrienoic
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Fig. 5. Endogenous Metabolism of Arachidonic Acid by P450 and sEH
A single representative example of the each of primary classes of P450and sEHdependent metabolites is shown. EET: epoxyeicosatrienoic acid, DHET: di-

hydroxyeicosatrienoic acid.

Table 1. Mean Systolic Blood Pressure and Pulse for Wild-
Type and sEH-Null Mice

Genotype

Mean systolic blood
pressure Mean pulse

Control Salt Control Salt

mmHg BPM
Wild-type 130.1±3.5 137.7±5.3 639±13 673±20

sEH-null 117.6±2.3 116.7±1.3 645±23 682±21

Mean values for each parameter were calculated by averaging the daily
values for each animal determined over the 7 days of administration of
normal drinking water (control) and the last 7 days of administration of 2
％NaCl (salt) as drinking water. Values shown are the means±S.E., n＝4
for each group. No signiˆcant eŠect of salt treatment was detected for any
group. Signiˆcantly diŠerent from wild-type mice, p＜0.05.
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acids (DHETs）は血管拡張あるいは血管収縮作用

が報告されており sEHの欠損はこれらの代謝物の

量的関係を変化させ血圧に影響を与える可能性が考

えられた．21)肝臓 S9画分，腎臓 S9画分を用いたア

ラキドン酸の代謝物を解析したところ，野性型マウ

ス， sEH 欠損マウスの肝臓 S9 では EETs と

DHETs はともに検出されたが，EETs と DHETs

の比を計算すると sEH欠損マウスで 50倍以上とな

った．22)また腎臓 S9 では野性型マウスで EETs は

検出されず，逆に DHETsは欠損型の 3倍以上検出

され，野性型と sEH欠損マウスで EETsと DHETs

の量比に大きな差異が認められた．一方 2％食塩水

を摂取させた群とコントロール群で血圧を測定した

ところ sEH欠損マウスで野性型マウスと比べ両群

ともに有意な血圧の減少が認められた（Table 1）．

これらの結果は sEH の欠損が血圧の低下を誘発し

ており，EETsと DHETsの量比の変化がその原因

の 1つである可能性が考えられた．

4. LCA誘発肝障害の防御機構としての STの役

割

FXR は胆汁酸をリガンドとする核内受容体であ

る．23―25) FXR欠損マウスの作製により FXRは胆汁

酸合成酵素の CYP7A や胆汁酸の輸送担体である

Bsep, Ntcp 等の胆汁酸関連遺伝子の発現を調節す

ることによって脂質特に胆汁酸の恒常性維持に重要

な役割を果たしていることが明らかとなった．26)

FXR 欠損マウスは肝臓内や血清中の胆汁酸レベル

が高くなっているが正常に発育する．ところが

cholic acid (CA)の摂取により FXR 欠損マウスで

のみ有意な体重の減少が認められ致死に至る．一方

二次胆汁酸である LCAを摂取させると CAと異な

り雌性マウスではむしろ野性型マウスで FXR欠損

マウスに比べ LCA誘発肝障害に対して高い感受性

が認められた．27)野性型マウスで肝障害の指標であ

る血清中 aspartate aminotransferase (AST), alka-

line phosphatase (ALP）活性が FXR欠損型マウス

より高く，むしろ FXR 欠損型マウスが LCA 誘発

肝障害に抵抗性を示した（Table 2）．これらの結果

は，雌性 FXR 欠損マウスに特別な LCA 誘発肝障

害の防御機構が存在することを示唆している．

LCAを摂取させたマウスの肝内胆汁酸組成を解析

したところ肝内 LCA 及び tauroLCA ともに FXR

欠損マウスで低く，FXR 欠損マウスにおいて肝内

LCAレベルを低下させ肝障害を軽減させる機序の

存在が示唆された．これらの機序として胆汁酸代謝

と胆汁酸輸送の亢進等が考えられた．胆汁酸輸送担

体 mRNAの肝臓内発現レベルを RT―PCR法で解

析したが顕著な差異は野性型，FXR 欠損マウス間

で認められなかった．一方胆汁酸代謝に関与する薬

物代謝酵素として CYP3A や ST2A 等が考えられ

る．雌性マウスの肝ミクロゾーム，可溶性画分中の

LCA 6位水酸化活性と LCA硫酸抱合活性を測定し

たところ，6b位水酸化活性はむしろ FXR欠損マウ

スで低く，6a位水酸化活性は欠損マウスで高かっ

たがそのレベルは 6b位水酸化活性に比べて低く，

CYP3A分子種による LCAの水酸化が雌性 FXR欠

損マウスの LCA誘発肝障害の軽減に関与している
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Table 2. Changes in 3a-Hydroxy Bile Acid Levels and Liver Damage Diagnostic Markers

Parameters
Wild-type mice FXR-null mice

Control LCA LCA/Control Control LCA LCA/Control

Serum 3a-OH bile acid
[mM] 6±3 494±267 82.3 12±5 64±11 5.3

Liver 3a-OH bile acid
[nmol/g liver] 132±25 1853±835 14.0 367±144 566±97 1.5

AST activity [IU/l] 20±1 955±324 47.8 98±22 143±86 1.5

ALP activity [IU/l] 44±10 301±94 6.8 41±9 93±41 2.3

The data are shown as the mean±standard deviation from three to seven mice. Control or 1％ lithocholic acid-supplemented diets were given for 9 days to wild-
type and FXR-null female mice. ,, indicate signiˆcant diŠerence between control and LCA-treated groups with p-value of 0.05 and 0.01, respectively. Basal
levels of both liver bile acid and serum AST were signiˆcantly diŠerent between wild-type and FXR-null mice (p＜0.01). In LCA treated animals, all parameter
levels were signiˆcantly diŠerent between wild-type and FXR-null mice (p＜0.05). LCA: lithocholic acid, AST: aspartate aminotransferase, ALP: alkaline phos-
phatase, 3a-OH: 3a-hydroxy bile acid.

Table 3. Changes in 3a-Sulfated Bile Acid Levels in Liver and Bile

Genotype
Liver Bile

3a-OH 3a-sulfate 3a-OH 3a-sulfate

mmol/g liver mmol/g liver mmol/ml mmol/ml

Wild-type 1.16±0.55 ＜0.06 160.3±40.1 2.4±1.5

FXR-null 0.54±0.22 ＜0.06 145.0±24.0 17.9±5.0

The data are shown as the mean±standard deviation from three to four mice. Lithocholic acid-sup-
plemented (1％) diets were given for 5 days to wild-type and FXR-null mice. , indicates signiˆcant
diŠerence between wild-type and FXR-null mice with p-value of 0.01.
3a-OH: 3a-hydroxy bile acid, 3a-sulfate: 3a-sulfated bile acid.
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可能性は低いことが示唆された．一方 LCA硫酸抱

合活性は欠損型マウス可溶性画分において野性型マ

ウスに比べて 5.5 倍高かった．各個体で St2a タン

パクの含量も LCA 硫酸抱合活性に相関し，FXR

欠損マウスで 5.8倍高く FXR欠損マウスにおいて

St2a含量が高いことが，LCA硫酸抱合活性を増加

させていることが示唆された．さらに各個体の

St2aタンパク含量と血清中 ALP活性の間に逆相関

の関係が認められ，FXR 欠損マウスにおいて肝内

LCA レベルが低い原因は高い LCA 硫酸抱合活性

のため，LCAが消化管から再吸収されにくい硫酸

抱合体となって胆汁中に速やかに排出され，28)糞中

に排泄されるためである可能性が示唆された．実際

に胆嚢胆汁中での LCA の 3a位の硫酸抱合体の濃

度は FXR欠損マウスで 7.5倍高く，肝臓での LCA

硫酸抱合活性と相関していた（Table 3）．一方肝臓

中の硫酸抱合体は検出限界以下（＜0.06 mmol/g

liver）であり速やかにMrp2等の輸送担体により胆

汁中に排泄されたと考えられ，LCA硫酸抱合体の

胆汁排泄量を規定する律速段階は肝臓中での LCA

硫酸抱合活性であることが示唆された．以上の結果

か ら hydroxysteroid sulfotransferase の ST2A は

LCA を硫酸抱合することにより肝内 LCA レベル

を低下させ肝障害を軽減させていることが示唆さ

れ，雌性 FXR 欠損マウスは LCA硫酸抱合活性の

高いヒトにおける LCA誘発肝障害のモデルとなる

と考えられた．

5. 終わりに

mEH, sEH, FXRの 3種類の遺伝子欠損マウスを

用いた薬物代謝酵素の機能解析について解説した．

遺伝子欠損マウスの使用は個体レベルでの機能解析

に対して強力なツールとなる．mEH欠損マウスで

示したように外来異物に対する標的臓器での毒性発

現の機序を代謝だけでなく代謝物の体内動態等を含

めて総合的に解析できる．また sEH 欠損マウスの

例のように内在性の基質の代謝と個体レベルでの生

理的機能についても解析可能である．さらに FXR

欠損マウスの例のように核内受容体を欠損させると

その受容体の欠損だけでなく，薬物代謝酵素のよう

な機能タンパクのレベルに変化が起こることにより
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予期せぬ知見が得られることがある．また生体は 1

つの遺伝子の欠損を補う適応能力があり野性型と欠

損型で予想される有意な差異が認められないことが

しばしばあるが，薬物処理などにより負荷をかける

ことで有意なフェノタイプの差異が認められること

がある．遺伝子欠損マウスを用い実験デザインを工

夫することにより多くの知見が得られると考えられ

る．
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