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研究成果の概要（和文）：ＣＹＰ３Ａ４は医薬品代謝を担う主要な分子であり、ＣＹＰ３Ａ４の

構造活性相関の研究は、新規医薬品設計の観点から極めて重要なテーマである。しかしながら、

ヒト由来チトクロームＰ４５０の多くが可溶性タンパク質として大量発現させることが困難な

ため、本研究を推進するためには、可溶性蛋白質として回収される活性型ＣＹＰ３Ａ４の調製

系を構築することが研究推進において重要な課題である。

研究成果の概要（英文）：CYP3A4 is a key enzyme responsible for drug metabolism. The study
in structure-function relationship of the enzyme is important with respect to design for
new drug. However, it is difficult to obtain enough amount of recombinant CYP3A4 as a
soluble protein. Thus, the preparation of CYP3A4 remains an important problem.
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１．研究開始当初の背景
放射光施設等の整備によって、数多くの創

薬標的蛋白質の立体構造解析が報告される
ようになった。しかし低分子薬物との複合体
の構造解析では、より高分解能の精密な立体
構造解析が要求される。その際には単位胞体
積の縮小と分子間のパッキングの改善が必
要である。この問題を解決するためには、再
度結晶化スクリーニングを行い、高分解能の
回折像を与える結晶化条件を探索すること
になる。近年では結晶化スクリーニングの微
量化・ロボット化によって、すでに数多くの
結晶化条件が探索済であり、新たな空間群の

結晶を得ることは難しい状況である。一方、
蛋白質表面のアミノ酸を数残基だけ改変す
ることによって、これまでに結晶化できなか
った蛋白質の結晶化に成功した例や[Yamada
et al., Prot. Science (2007)]、あるいは
分 子 間 の パ ッ キ ン グ を 変 更 し た 例
[Banataoet al., PNAS (2006)]が報告され始
めている。従って、このような蛋白質工学的
アプローチは、超高分解能結晶構造解析を目
的とした結晶の“質”の改善に対して技術的
な妥当性がある。
本研究で対象としているヒトのチトクロ

ーム P450 は、医薬品や化学物質の生体内に
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おける薬物代謝に関与する最も重要な酵素
である。中でも、CYP3A4 は肝臓および消化
管に存在するアイソザイムであり、チトクロ
ームP450が関与する医薬品代謝の50%以上を
担っていることから、薬物代謝を研究するう
えにおいてもっても重要な酵素と考えられ
る。2004 年に Williams らによってはじめて
CYP3A4の 2.7Å分解能のＸ線結晶構造解析が
報告された[Williams, P.A. et al. Science
305, 683-686 (2004)]。しかし、高分解能解
析は報告されていない。

２．研究の目的
蛋白質の立体構造解析においては、３Åの

分解能が解析を可能にする目安とされるが、
低分子薬物との相互作用の解明には、高分解
能の精密な構造解析が要求される。本提案で
は、そのような低分解能の情報しか得られて
いない蛋白質を、最小限のアミノ酸置換によ
って高分解能の解析を可能とする手法を開
発する。対象蛋白質としてはヒト・チトクロ
ーム P450 3A4 分子を用いる。CYP3A4 は医薬
品代謝を担う主要な分子であるが、特定の医
薬品(HIV プロテアーゼ阻害剤のリトナビル
など)による CYP3A4 阻害や、CYP3A4 に生じた
１塩基置換 (SNPs) によって、医薬品の代謝
が大きく影響を受け、その薬理作用を大きく
変化させる原因となる。したがって、CYP3A4
の構造活性相関の研究は、新規医薬品設計の
観点から極めて重要なテーマである。これま
でに決定されたCYP3A4の立体構造は2.7Åと
分解能が低いため、より高分解能の解析を目
的とした技術開発には最適の分子である。本
研究終了時には CYP3A4 とリトナビルとの複
合体を原子分解能レベルで構造決定するこ
とをめざす。

３．研究の方法
(1) 実験材料
CYP3A4 の遺伝子は、大腸菌発現系用に最適化
した配列を設計し、人工合成により作製した。
大腸菌用の発現ベクターは、pET24a(Merck
社), pColdIII(タカラバイオ社)を使用した。
GroEL/ES の共発現ベクターは、pGro7(タカラ
バイオ社)を使用した。
(2) 実験方法

大腸菌の形質転換は、エレクトポレーショ
ン法によって行った。大腸菌発現では、培地
として LB 培地を使用して、発現誘導後に得
られた菌体を遠心機にて 12000rpm で 5min 遠
心し、沈殿画分を回収した。細胞内蛋白質の
抽出は、大腸菌を抽出液に懸濁後、超音波破
砕処理を行い、12000rpmで5minの遠心後に、
得られた上清画分を可溶性画分とした。一方、
その時の沈殿画分を不溶性画分とした。再生
実験では、大腸菌発現で得られた CYP3A4 の
沈殿画分を5mM DTTと20mMのTrisHCl(pH8.5)

を含む 6M グアニジン塩酸塩で溶かしたもの
を蛋白質溶液とした。蛋白質定量は Bradford
の方法で行い、希釈後のタンパク質濃度は、
0.1mg/mL となるように設定した。

４．研究成果
CYP3A4 の高分解能Ｘ線結晶構造解析を実

施するためには、均一な試料が得られる調製
系の確立が最も重要な課題である。また、
CYP3A4 は、非常に他種類の医薬品化合物の代
謝を担う酵素であることから、簡便な試料調
製系の確立が望まれる。そこで、本研究では、
CYP3A4 が SS 結合を有しない細胞内蛋白質で
あることから、大腸菌発現系を利用して
CYP3A4 の試料調製を検討した。
(1)pET ベクターを用いた発現実験
人工合成した遺伝子を pET24a ベクターに組
み込んで、蛋白質発現の確認を行った。図 1
レーン 1 および 3に示されるように、CYP3A4
は大量発現していることが確認された。しか
しながら、CYP3A4 は、不溶性画分に存在し、
構造形成が行われていなかった。そこで、単
位時間当たりの蛋白質発現量を減少させる
ために培養温度を 30℃に下げて、さらに IPTG
の濃度に依存した発現誘導が可能な大腸菌
Tunner(DE3)を用いて発現実験を実施した。
その結果、CYP3A4 の発現レベルは、30℃の場
合に比較して、大きく下がったが、可溶性の
画分に CYP3A4 由来のバンドは確認できなか
った。
(図 1)

(2)pCold ベクターを用いた発現実験と
GroEL/ES との共発現実験

pET ベクターを用いた発現実験では、
CYP3A4 が可溶性の画分に存在していなかっ
たことから、低温での発現が可能な、pCold
ベクターを使用して、実験を実施した。pCold
を利用することで、目的タンパク質は穏やか
に立体構造を形成し、本来の立体構造を形成
することが期待できる。また、大腸菌由来の
余分なタンパク質が少なく、低温培養のため
夾雑プロテアーゼの活性が低いことが利点



である。
pCold ベクターを用いて発現実験を実施し

た結果、CYP3A4 を可溶性の蛋白質として高レ
ベルで発現させることに成功した(図 2 レー
ン 2)。なお、データは示さないが、発現誘導
後の温度は、15℃よりも 10℃の方が、可溶性
の CYP3A4 を得るのに効果的であった。
さらに、CYP3A4 を高レベルで発現させるた

めに蛋白質の立体構造形成を促進する
GroEL/ES 蛋白質との共発現実験を実施した。
しかしながら、GroEL/ES の有無にかかわらず、
CYP3A4 の発現レベルに変化は無かった(図 2
レーン 2 と 8)。つまり、GroEL/ES の共発現
は、CYP3A4 の可溶化に対して有意な効果がな
かったものと考えられる。

(図 2)

(3) Cys 変異体と N末端修飾体の発現実験
CYP3A4は、計７つのCys残基を有している。

遊離の Cys が存在すると Cys 残基酸化によっ
て結晶の質が低下することが懸念される。そ
こで、ヘムに配位する Cys442 を除く６つの
Cys 残基に変異を導入した CYP3A4(ここでは
Cys 変異体と称する)を作製した(図 3)。

野生型 CYP3A4 と Cys 変異体の発現レベル
を比較した結果、Cys 変異体は野生型 CYP3A4
と同等のレベルで、可溶性蛋白質として発現
していることが確認された(図 3 レーン 3 と
5)。また、N 末端に可溶性のペプチド KKTSSK
の配列を付加した変異体を作製し発現レベ
ルを比較した結果、可溶性蛋白質としての発
現レベルに顕著な増加は、見られなかった
(図 3 レーン 7 と 9)。これらの結果は、N 末
端を修飾していない Cys変異体が質の高い結
晶を作製するために有効であることを示唆
している。

(図 3)

さらに、得られた可溶性の野生型 CYP3A4
と Cys 変異体が、Cys 残基を介してヘムと結
合しているかどうかを確認するために、両者
の粗抽出液に一酸化炭素を吹き込み、一酸化
炭素差スペクトルを測定した。その結果、ヘ
ム結合型の CYP3A4 のスペクトルが観察され
たことから、活性型 CYP3A4 が得られている
ことが示された。しかしながら、活性型
CYP3A4 の割合は得られている可溶性 CYP3A4
の１０％以下であった。今回得られている可
溶性の CYP3A4 は、ほとんどがヘム非結合型
であることが示された。
(4)CYP3A4 の再生実験
大腸菌で得られた可溶性の CYP3A4 の大部

分は、ヘム非結合型であることが示されたこ
とを受けて、CYP3A4 の再生を検討した。再生
は、野生型の CYP3A4 を用いて、希釈法にて
実施した。pH および変性剤、塩、グリセロー
ルの濃度を検討した結果、0.5M の塩(酢酸ナ
トリウム)を添加することが、可溶性の
CYP3A4 を得るのに有効であることが分かっ
た。可溶化された CYP3A4 をゲル濾過カラム
クロマトグラフィーに供しした結果、単量体
の位置にピークが確認され、その紫外可視吸
収スペクトルを測定したところ、すでに報告
されている活性型 CYP3A4 とよく似ていた。
今後、再生された CYP3A4 の諸性質を確認す
る必要があるが、おそらく P450 蛋白質の再
生に成功したはじめての例だと考える。
(5) CYP2B4 と X 線結晶構造解析

CYP3A4 は、試料調製が非常に困難であった
ことから、哺乳動物に広く存在する 2B サブ
ファミリーの一つである CYP2B4 の結晶構造
解析に取り組んだ。PEG と MPD を沈殿剤とし
て使用して結晶化に取り組んだ結果、長さ
1mm 以上の大型の結晶を取得することに成功
した。しかしながら、放射光施設で回折デー
タの収集を行った結果、分解能は 3.0Åであ
り、高分解能の解析を実施することはできな



かった。
(6)今後の検討課題
本研究によって、CYP3A4 の試料調製に関する
様々な重要なデータが得られた。薬物代謝に
関わる P450 の研究を進めていくうえで、基
礎的で重要度の高い結果である。残された今
後の検討課題としては、①再生された CYP3A4
の諸性質の確認、②可溶性蛋白質として発現
した CYP3A4 に対して、再生処理の条件を利
用した試験管内でのヘム結合実験を実施す
ることが挙げられる。一旦試料調製系が確立
できれば、部位特異的変異体の調製も容易で
あることから、変異導入によって質の高い
CYP3A4 の結晶を作製することが可能となる。
最終的には、リトナビルをはじめ、種々の化
合物との複合体の高分解能構造解析を実施
する計画である。
本研究である CYP3A4 のリトナビルとの複

合体の高分解能Ｘ線結晶構造解析が効果的
に進展すれば将来的には大型結晶の作製に
取り組み、中性子結晶構造解析によって水素
水和構造を決定する。リトナビルとの複合体
の水素水和構造を解析することによって、基
質と阻害剤の分子認識メカニズムの違いを
より詳細に検討する。申請者らは、現在 HIV
プロテアーゼの中性子結晶構造解析を進め
ており、CYP3A4 とリトナビルとの複合体の構
造を明らかにすることで、水素水和構造情報
を用いた創薬研究の基盤を確立する。
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