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研究成果の概要：

ヒトにおいてモルヒネ活性代謝物の生成に関与する UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT)は主に UGT2B7 と

考えられている。研究代表者らは、シトクロム P450 (CYP) 3A4 と UGT2B7 のタンパク質間相互作用によ

り、UGT2B7 によるモルヒネのグルクロン酸抱合の位置選択性が変化することを報告している。本研究で

は、（１）：抗 CYP3A2 抗体により、CYP3A2 と共免疫沈降した UGT が、触媒活性を示すことを明らかに

した（DMPK 誌）。これにより、CYP による UGT 活性の調節が動物種を超えて見い出される現象であるこ

とを示唆した。このことは、本研究の主題である、CYP 含量の個体差が UGT の遺伝的多型に依存しない

モルヒネ抱合活性の個体差の要因であるとする作業仮説を支持するものである。内因性低分子化合物に

よる調節も、UGT の遺伝的多型に依存しない個体差の要因になる可能性がある。（２）：CYP3A4 上の相

互作用に関与する領域として、J-helix 領域あるいは、その周辺領域が関与することを見出し報告した

（Mol. Pharmacol.誌）。さらに、UGT 側の相互作用部位についても、基礎的な検討を行った。（３）一

方、転移性肝臓癌摘出時にセーフティマージンとして得られた正常肝組織を用いて、CYP 含量の個体差

が UGT の遺伝的多型に依存しないモルヒネ抱合活性の個体差の要因であるとする作業仮説の検証を試み

た。しかし現時点では、十分な例数がなく、更に例数を集める必要がある。更に、環境因子による個体

差、個体内変動についても基礎的検討を行った。（４）：アデニンヌクレオチド類が UGT 活性の抑制的

調節因子であることを見出した(BBA 誌)。アデニンヌクレオチドは、モルヒネ活性代謝物生成に関与す

る UGT2B7 の活性も阻害することが分かった。 (５)研究代表者らは、これまでに、脂肪酸アシル CoA が、

UGT の内因性活性化因子であることを報告している。本研究では、アシル CoA レベルの変動が、モルヒ

ネのグルクロン酸抱合活性にも影響することを、ラットを用いた基礎的検討から示唆した。ところが、

ヒト肝ミクロゾームを用いた場合は、アシル CoA による活性化作用が観察される個体がある一方、多く

の個体で活性化が認められない結果となった。この不一致の原因を精査したところ、アシル CoA による

ミクロゾームの UGT 活性化には可塑性があることが明らかになり、ヒト肝組織凍結融解後のミクロゾー

ム調製により、活性化作用が消失することが原因であると示唆された。これらのことから、アシル CoA

は、動物種、UGT 分子種を超えた UGT の調節因子であり、UGT の遺伝的多型に依存せずに、モルヒネ活性

代謝物の生成の個体差、個人内変動に関与する可能性が示唆された。
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１．研究開始当初の背景
ヒトにおいてモルヒネ活性代謝物の生成に関与す

る UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT)は主に

UGT2B7 と考えられている。モルヒネの鎮痛作用

には著しい個体差があることが知られている。こ

れまで、UGT2B7 やμ－opioid receptor の遺伝的

多型などの報告はあるものの、個体差を十分に説

明できる状況にはない。一方、研究代表者らは、

シトクロム P450 (CYP) 3A4 と UGT2B7 のタンパク

質間相互作用により、UGT2B7 によるモルヒネの

グルクロン酸抱合の位置選択性が変化することを

報告している。このことから、UGT2B7 の遺伝的

多型に依存しない個体差のメカニズムが存在する

可能性があり、本研究を着想し、開始するに至っ

た。

２．研究の目的
CYP3A4-UGT2B7 相互作用および、環境因子として

の内因性調節因子の影響について詳細に検討する

ことにより、UGT2B7 の遺伝的多型に依存しない

個体差のメカニズムを明らかにすることを目的と

した。

３．研究の方法
CYP-UGT 相互作用の普遍性：CYP3A-UGT 相互作用

が動物種を超えた普遍的なものであることを明ら

かにするために、ラットを用いて免疫沈降法で検

討した。また、免疫沈降に CYP 分子種特異的抗体

を用いることにより、CYP-UGT 相互作用の CYP 分

子種特異性を検討した。さらに、CYP-UGT 複合体

に活性が存在することを明らかにするために、免

疫沈降物に活性が存在するか検討した。

CYP3A4-UGT2B7 相互作用に関与する領域： GST-

CYP3A4 (Tyr25–Ala503)および GST-CYP3A4
(Met145–His267)を大腸菌に発現させ、これらが
UGT2B7 と架橋を形成し得るか EDC を用いて検討

した。 2)抗 CYP3A 抗体#1および抗 CYP3A 抗体#2

を用いて可溶化ヒト肝臓ミクロゾームから免疫沈

降を行ったとき、#2抗体は CYP3A4 と UGT2B7 を

共免疫沈降出来るのに対し、#1抗体は CYP3A4 の

み沈降する性質を有する。また、#2抗体は

CYP3A4-UGT2B7 の EDC による架橋体を認識しない

特徴がある。#1抗体は、CYP3A4 上の UGT2B7 との

相互作用部位を認識する性質を有すると示唆され

るため、エピトープマッピングを行った。組み換

え精製 CYP3A4 をギ酸分解し、その断片を#1およ

び#2抗体で Western blot し、#1抗体でのみ認識

された断片の N末端アミノ酸配列を決定した。こ

れによって、絞り込まれた領域のペプチドライブ

ラリーを受託合成し、SPOTs 解析を行った。

環境因子の影響：UGT の遺伝的多型に依存しない

内因性活性調節因子について検討した。特に、新

たに見出した抑制的調節因子アデニンヌクレオチ

ド類と、活性化因子、脂肪酸アシル CoA について

検討した。

ヒト肝臓ミクロゾームのモルヒネ抱合活性

インフォームドコンセントにより同意を得た転移

性肝臓癌の患者様より、癌部摘出時にセーフティ

ーマージンとして止むを得ず切除される正常組織

を用いてミクロゾームを調製し活性を測定した。

また、血液より白血球を得て、DNA を単離し UGT2B7

の既知の遺伝的多型について調べた。

内因性低分子化合物による UGT 活性の調節：アデ

ニンヌクレオチド関連化合物が UGT 活性に及ぼす

影響について検討した。Wistar 系雄性ラット（6

週令）より定法に従い肝ミクロゾームを調製し、

UGT 活性の測定に用いた。UGT の基質として、4-

methylumbelliferone（4-MU）と estradiol を用

い、それぞれのグルクロン酸抱合体（4MUG、E3G

および E17G）を HPLC にて定量した。また、脂肪

酸アシル CoA による UGT 活性の調節についても検

討を行った。

４．研究成果
（１）CYP-UGT 相互作用の普遍性：抗 CYP3A2 抗

体により、CYP3A2 と複数の UGT が共免疫沈降し

た。UGT の共免疫沈降は、CYP2C11/13、CYP2B2、

CYP1A2 に対する抗体を用いた場合にも観察され

た。これまで、CYP-UGT 同時発現による活性調節

については検討していたが、厳密には、CYP-UGT

の複合体に UGT 活性があるか否かは分かっていな

かった。本研究では、抗 CYP 抗体で共免疫沈降さ

れた UGT、すなわち CYP-UGT 複合体が、触媒活性

を示すことを初めて明らかにした。CYP-UGT 相互

作用は、CYP および UGT 分子種によって異なるこ

とも示唆された。このように、CYP と UGT の相互

作用がラットにおいても観察されることから、CYP

による UGT 活性の調節が動物種を超えて見い出さ

れる現象であることが示唆された。このことは、

本研究の主題である、CYP 含量の個体差が UGT の

遺伝的多型に依存しないモルヒネ抱合活性の個体

差の要因であるとする作業仮説を支持するもので

ある。本結果は、Drug Metab. Pharmacokinet.誌

に公表し、編集委員が選ぶ最優秀論文 (2007) の

2nd placeに選ばれた。さらに、CYP3A4がヒトUGT1A

サブファミリー酵素の機能に及ぼす影響について



も検討した。この場合は、CYP3A4-UGT2B7 の時と

は異なり、UGT の活性化が観察された。CYP-UGT

相互作用には多くの組み合わせがあり、組み合わ

せによって、その影響が異なる可能性が示唆され

た。

（２）CYP3A4-UGT2B7 相互作用に関与する CYP3A4

上の領域：GST-CYP3A4 (Tyr25–Ala503)および精
製CYP3A4は EDCによりUGT2B7と架橋を形成した。

しかし、GST-CYP3A4 (Met145–His267)は、UGT2B7
と 架 橋 を 形 成 し な か っ た 。 #1 抗 体 は

Met145–His267 領域を認識しなかった。SPOT assay
により、エピトープは Leu331 から Lys342 領域に

存在することが明らかになり、CYP3A4 の J-helix

領域あるいは、その周辺領域が UGT2B7 との相互

作用に関与する可能性が示唆された（Mol.

Pharmacol., 2009）。UGT 側の相互作用部位につ

いても、候補領域を、発現タグとの融合タンパク

質として大腸菌に発現させ、基礎的な検討を継続

して行っている。

Fig. 1. Proposed domain of CYP3A4 contributing
to the interaction with UGT2B7 and the epitope
selectivity of antibodies used in this study.

(３)ヒト肝臓ミクロゾームのモルヒネ抱合活性：

転移性肝臓癌摘出時にセーフティマージンとして

得られた正常肝組織を用いて、CYP3A4 含量の個

体差が UGT2B7 の遺伝的多型に依存しないモルヒ

ネ抱合活性の個体差の要因であるとする作業仮説

の検証を試みた。この検討には、UGT2B7 レベル

が同程度で、CYP3A4 レベルが異なる検体が必要

となる。予備的に、数例を集めて検討したところ、

一部仮説を支持する結果が得られているが、現時

点では、十分な例数がなく、更に例数を集める必

要がある。

（４）内因性低分子化合物による UGT 活性の調

節：アデニンヌクレオチド類による UGT 活性の抑

制　Adenine、adenosine、AMP、ADP、ATP、NAD+、

NADH、NADP+および NADPH を用いて検討を行った

結果、Adenine、ADP、ATP、NAD+および NADP+はい

ずれのグルクロン酸抱合体の生成も阻害した。さ

らに、速度論的解析を行った結果、これらの化合

物の阻害形式は基質である4-MUおよび estradiol、

補酵素 UDPGA のいずれに対しても非競合的である

ことが分かった。一方、AMP は E17G 生成活性の

みを抑制し、単独では E3G および 4MUG 生成活性

に影響を与えなかった。しかし、AMP の共存は、

adenine による 4-MU UGT 活性の阻害作用を弱め

ることから、AMP は adenine と共通の認識部位を

介して UGT に作用し得ると考えられた。さらに、

NADP+による UGT の阻害作用も、AMP の共存により

弱められたことから、NADP+のによる阻害作用に

も、少なくともアデニン骨格を介した作用が必要

であることが示唆された。以上の結果から、内因

性低分子化合物である ATP や NADP+は UGT の活性

を阻害するが、それにはアデニン骨格が認識部位

として重要であることが推測された (Biochim.

Biophys. Acta, 2007)。ATP は、小胞体内腔に UGT

阻害作用を示す濃度域で存在することも見い出し

た。グルココルチコイドにより、小胞体内腔のNADP

濃度が上昇する結果も得られており、NADP の小

胞体内腔濃度は、栄養状態やストレスなど、様々

な条件変化により変動することが予想される。ま

た、これらアデニンヌクレオチドは、モルヒネ活

性代謝物生成に関与するヒト UGT2B7 の活性も阻

害することも分かった。アデニンヌクレオチドレ

ベルの変動が、UGT2B7 の遺伝的多型に依存しな

いモルヒネ抱合の個体差の要因になる可能性があ

る。

(５) 内因性低分子化合物による UGT 活性の調

節：脂肪酸アシル CoA による UGT 活性化　研究代

表者らは、これまでに、脂肪酸アシル CoA が、UGT

の内因性活性化因子であることを報告している。

本研究では、アシル CoA レベルの変動が、モルヒ

ネのグルクロン酸抱合活性にも影響することを、

ラットを用いた基礎的検討から示唆した。ところ

が、ヒト肝ミクロゾームを用いた場合は、アシル

CoA による活性化作用が観察される個体がある一

方、多くの個体で活性化が認められない結果とな

った。UGT2B7 の遺伝子型では、この現象は説明

できなかった。この不一致の原因を精査したとこ

ろ、アシル CoA によるミクロゾームの UGT 活性化

には可塑性があることが明らかになり、ヒト肝組

織凍結融解後のミクロゾーム調製により、活性化

作用が消失することが原因であると示唆された。

これらのことから、アシル CoA は、動物種、UGT

分子種を超えた UGT の調節因子であり、UGT の遺

伝的多型に依存せずに、モルヒネ活性代謝物の生

成の個体差、個人内変動に関与する可能性が示唆



された (投稿中)。

Fig. 2. Acyl-CoA-dependent modulation of
morphine UGT activity. The UGT activity with
regard to morphine (M-3-G formation) was
measured after pre-treating rat liver microsomes
with different concentrations of acyl-CoA. In
experiments A and B, microsomes were pre-
treated with oleoyl-CoA (C18:1) or palmitoyl-CoA
(C16:0) on ice for 30 min, in the presence and
absence of detergent (Brij 58, 0.5 mg/mg of
protein). Each plot represents the mean ± S.E of
triplicate assays.
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