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研究成果の概要（和文）：  
チトクローム P450 (CYP) は薬物代謝酵素であり，薬物の体内動態を制御する最も重要な因子
である．本研究では，CYP の新たな活性調節機構として，CYP 同士のタンパク/タンパク相互作
用 (CYP/CYP 相互作用) による CYP の酵素活性を調節について検討を行った．Mammalian 
two-hybrid system および免疫沈降法により，CYP3A4 同士の結合，CYP3A4 および CYP3A5 の結
合が認められることを明らかにした．また，CYP3A4 と CYP2C 分子種との結合も認められた．細
胞内で CYP/CYP が相互作用していることが明らかとなった．この相互作用が発現量または酵素
活性に影響を及ぼす可能性が十分にあると考えられる． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cytochrome P450 (CYP) is one of the most important drug-metabolizing enzymes.  In this 
study, we investigated the effects of protein/protein interaction on the enzyme activity 
of CYPs.  Mammalian two-hybrid system and immunoprecipitation assay revealed that CYP3A4 
interacted with CYP3A4 or CYP3A5 in the cells transefected with expression plasmids for 
myc- or flag-tagged proteins.  CYP3A4 also interacted with CYP2C isoforms.  These 
results suggest the CYPs interact with each other in the cells, and possibly these 
interactions were associated with CYP expression or function. 
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１．研究開始当初の背景 
チトクローム P450 (CYP) は薬物代謝酵素

であり，薬物の体内動態を制御する最も重要
な因子である．哺乳動物の CYP は小胞体膜
結合型のタンパク質であるため，構造生物学
的な研究がなかなか進まなかった．近年，哺
乳動物の CYP についても構造生物学的な研
究が進み，研究開始当初，4 種類のヒト CYP 
の X 線結晶構造が報告されていた．興味深
いことにそれらの CYP は二量体で結晶化さ
れている．すなわち CYP は複合体を形成 
(多量体化) することにより，熱力学的に安
定な構造をとっていることが示唆される．そ
こで，CYP 同士のタンパク/タンパク相互作
用 (CYP/CYP 相互作用) が起こるのではな
いかという仮説をたてた．さらに，この 
CYP/CYP 相互作用が CYP の酵素活性を調節
している可能性を考えた．これは単独の CYP 
分子種同士の相互作用のみならず，2 種類の
異なる CYP 分子種間での相互作用の可能性
も考えられる．また，古くから CYP の酵素
活性には大きな個人差があることが知られ
ている．近年遺伝子解析が進み，その個人差
の一部は CYP の遺伝子多型が原因となって
いることが明らかになった．我々も CYP の
遺伝子多型と酵素活性の個人差の検討，さら
に酵素活性を変化させるような新規遺伝子
多型の網羅的探索を行なってきたが，未だ 
CYP の酵素活性の個人差は完全には説明が
ついていない．したがって，CYP/CYP 相互作
用における遺伝子多型の影響を証明するこ
とができれば，これまで説明できなかった 
CYP の酵素活性の個人差を説明できると考
えられる． 
 
２．研究の目的 

本研究では，CYP におけるタンパク/タン
パク相互作用を介した CYP の酵素活性の制
御機構を解明することを目的としている．具
体的には以下に述べる 2 点について明らか
にする．1 点目は，CYP 同士のタンパク/タ
ンパク相互作用を解析し，ある CYP 分子種
の酵素活性に他の CYP 分子種がどのように
影響するかを検討する．また，様々な CYP 分
子種による相互作用の程度を比較する．さら
に，その相互作用に関わる領域を同定する．
2 点目には，CYP/CYP 相互作用に及ぼす遺伝
子多型の影響を検討する．すなわち，遺伝子
多型により生じるアミノ酸置換を有する変
異体を用いて，タンパク/タンパク相互作用
を検討し，その影響を評価する．以上の研究
から最終的に，遺伝子レベルでの個人個人の
薬物酵素活性の予測を可能にし，さらに個別
薬物療法 (テーラーメイド医療) の確立を
目指している． 
 
３．研究の方法 

ヒト CYP は膜結合型タンパク質であるた

め，凝集してしまい CYP 同士の特異的な相互作用
を見ることができない可能性がある．そこで，い
くつかの方法を用いて CYP/CYP 相互作用を評価
する必要があるため，Mammalian two-hybrid 
system および免疫沈降法により検討を行った．同
一 CYP 同士の相互作用だけでなく，異分子種同士
の相互作用についても検討を行った．陽性対象と
して，CYP と相互作用することが知られている 
NADPH-チトクローム P450 還元酵素 (CPR) および 
チトクローム b5 を用いた． 
まず，Mammalian two-hybrid system での 

CYP/CYP 相互作用の検討を行なうため，それぞれ
の CYP 分子種 (CYP2C8, CYP2C9, CYP3A4, 
CYP3A5) につき，GAL4 フュージョン CYP 発現用
のプラスミド (pBIND CYP) および VP16 フュー
ジョン CYP 発現用のプラスミド (pACT CYP) を作
製した．これらの 2 種類のプラスミドおよび 
GAL4 結合サイトを含むルシフェラーゼレポータ
ープラスミド (pG5luc) を Hek293 細胞に導入し，
そのルシフェラーゼ活性を測定することにより，
CYP 同士の相互作用を検討した． 
免疫沈降法での CYP/CYP 相互作用の検討を行

なうため，C-末端に FLAG- または Myc-タグを付
加した CYP タンパク質を発現するプラスミドを
作製した．作製したプラスミドを Hek293 細胞に導
入し，Myc- (または FLAG-) 抗体で免疫沈降し，
SDS PAGE で分離後，FLAG- (または Myc-) 抗体で
検出した． 
さらに，2007 年に Hughes AL らにより

Dap1/PGRMC1 が CYP3A4 と相互作用することが報
告された．そこで，85 検体の臨床検体を用いて，
Dap1/PGRMC1 遺伝子 の 5’- 上流領域から 3’-
下流領域を含む 11.5 kb の領域をダイレクトシ
ークエンスすることにより，遺伝子多型の探索を
行った． 
 

４．研究成果 
Mammalian two-hybrid system で結合を確認し

たところ，CYP3A4 と CPR，CYP3A4 とチトクロー
ム b5 との結合が認められた．さらに，CYP3A4 同
士または CYP3A4 と別の分子種 (CYP2C9 または 
CYP3A5) との結合が示唆された．これらの相互作
用を免疫沈降法で確認したところ，myc-tagged 
CYP3A4 と flag-tagged CYP3A4，また，myc-tagged 
CYP3A4 と flag-tagged CYP3A5 がそれぞれ結合
していることを確認した．さらに，CYP3A4 が 
CYP2C 分子種とも結合していることを明らかにし
た．以上の検討より，細胞内で CYP/CYP が相互作
用していることが明らかとなった． 
Dap1/PGRMC1 遺伝子の SNP discovery では，検

討した 11.5 kb の領域内に 15 種類の新規遺伝子
多型を含む，合計 18 種類の遺伝子多型を見出し
た．そのうち 2 種類はアミノ酸置換を伴う遺伝子
多型 (115A/G および 6836C/T) であり，そのアリ
ル頻度はいずれも 1% であった．さらに，5’- 上
流領域に 2 種類の遺伝子多型 (-406A/T および 
-130G/A) を見出した．これらの遺伝子多型は 
Dap1/PGRMC1 の機能，および CYP との相互作用，



さらには CYP の酵素活性に影響を及ぼす可
能性が示唆された． 
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