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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬物代謝酵素シトクロムP450 (CYP)の副反応である活性酸素種の産生に
対する生体防御システムの一つとして「CYPと異種の薬物代謝酵素であるUDP-グルクロン酸転移酵素(UGT)とのタ
ンパク質間相互作用」に着目した。本相互作用を哺乳動物細胞を用いて解析するため、複数の発現系の構築を行
った。遺伝子改変バキュロウイルスを用いるbac-mam systemを用いた発現系では、アフリカミドリザル腎由来の
COS-1細胞に主要なCYP/UGT分子種を発現させることに成功した。本研究で構築した発現系を適用することで、そ
の生理学的な意義など、CYP-UGT相互作用に関する研究の加速が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have reported that a protein-protein interaction between different kinds 
of drug-metabolizing enzymes, cytochrome P450 (CYP) and UDP-glucuronosyltransferase (UGT) work as 
one of the post-translational regulators of their enzymatic functions. For further analysis of the 
CYP-UGT interaction,  we hypothesized that the CYP-UGT interaction suppresses the CYP-mediated 
production of reactive oxygen species, which is one of the physiological roles of the interaction. 
To analyze the CYP-UGT interaction in mammalian cells, we have constructed several expression 
systems in this study.
A baculovirus-mammalian cell expression system (bac-mam system) is applied to the expression of 
drug-metabolizing enzyme for the first time, and expressions of the targeted CYP and UGT isoforms 
were confirmed in COS-1 cells, which was published in an international journal.
We hope that the expression systems constructed in this study accelerate our study of CYP-UGT 
interaction in the future. 

研究分野： 衛生薬学、薬物代謝、毒性学

キーワード： シトクロムP450　UDP-グルクロン酸転移酵素　タンパク質間相互作用　バキュロウイルス　哺乳動物細
胞　活性酸素種　酸化ストレス　糖化産物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では生理的な条件に近づけてCYP-UGT相互作用を解析するため、哺乳動物細胞にCYPとUGTを発現させた。
一般的な発現プラスミドとトランスフェクション試薬を用いる方法では、CYPとUGTの発現量の制御が難しい。本
研究で新たに用いたbac-mam systemでは、遺伝子改変バキュロウイルスを用いて哺乳動物細胞に遺伝子導入を行
う。バキュロウイルスは宿主が昆虫細胞に限定されるため他のウイルスと比べて安全性が高く、また遺伝子導入
が困難な肝細胞への応用も見込まれる。本研究成果はCYP-UGT相互作用の研究に限らず、発現系の選択肢を広げ
ることで他の研究にも波及効果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 シトクロム P450 (CYP) と UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT) はそれぞれ薬物代謝反応の第
Ⅰ相および第Ⅱ相で中心的な役割を果たす薬物代謝酵素である。CYP は酸化反応、UGT は抱合
反応と、全く異なる反応を触媒するため、これらの薬物代謝酵素は別々に機能すると考えられて
きた。しかし化合物の中には、CYP による酸化を受けたのち、UGT により更なる代謝を受ける
ものが存在する。このような連続代謝を考慮すると、「CYP と UGT が共通の局在を示す小胞体
膜上で複合体を形成し、タンパク質間相互作用を介して互いの酵素機能を制御する」というモデ
ルは理に適っている。我々の研究チームはこの分子モデルの検証を続けており、実際に CYP と
UGT が複合体を形成することや、タンパク質間相互作用を介して酵素活性の上昇や抑制、新た
な基質特異性の獲得といった、CYP/UGT 機能が変動することを報告してきた (Ishii et al., 2010; 

Miyauchi et al., 2021b; Miyauchi, 2022)。このように CYP-UGT 相互作用は、酵素機能の変動を伴
う機能的なものであることが明らかになったものの、その生理的な役割については不明であっ
た。 

 CYP には、基質の酸化反応を触媒するという主反応のほかに、過酸化水素などの活性酸素種 

(ROS) を産生するという副反応が知られている。ROS は酸化ストレスを惹起することで肝臓が
んや肝炎を引き起こすため、CYP の副反応には安全装置としてはたらく仕組みの存在が予想さ
れた。先行研究で我々は、UGT2B7 の共発現により CYP3A4 の過酸化水素産生量が低下すると
いう知見を得ていたため (Miyauchi et al., 2015)、これを発展させ、「CYP-UGT 相互作用の生理学
的な意義は、CYP による酸化ストレスの惹起を抑制することである」という作業仮説を着想す
るに至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では CYP-UGT 相互作用の生理学的な意義を明らかにするため、上記作業仮説の検証を
目的とした。先行研究 (Miyauchi et al., 2015) では、CYP-UGT の発現系として発現量の高いバキ
ュロウイルス－昆虫細胞発現系を用い、分画によりミクロゾームを調製し、酵素源とした。しか
し、酸化ストレスを指標にする本研究では、より生体に近い哺乳動物細胞を用いた発現系を構築
する必要がある。目的遺伝子を組込んだ発現プラスミドを、トランスフェクション試薬を用いて
導入する方法が簡便で一般的であるが、この手法による過剰発現では CYP と UGT の発現比を
制御するのが困難である。この問題を解決するため、本研究では、①遺伝子改変バキュロウイル
スを用いた baculovirus-mammalian cell expression system (bac-mam system)、②ドキシサイクリン
による発現量の制御が可能な Tet-One Inducible expression system、③安定発現細胞の容易な作製
が可能なエピソーマルベクターを用いた発現系、以上の 3 つの発現系を構築し、主要な CYP／
UGT 分子種を哺乳動物細胞に発現させ、作業仮説の検証に供することを目指した。 

 

３．研究の方法（①~③は上記の各発現系を示す） 

(1) サブクローニング 

①Bac-mam system は、本来昆虫細胞用のウイルスベクターであるバキュロウイルスが哺乳動
物細胞にも感染することに着目した新たな発現系であり、ウイルスのプロモーターを哺乳動物
細胞で発現可能なものに置換してある (Morales-Perez et al., 2016)。バキュロウイルスの宿主は昆
虫細胞に限られているため、遺伝子導入で用いられる他のウイルスベクターよりも安全性が高
い。Addgene から分与されたトランスファープラスミド pEZT-BM に、CYP3A4、UGT1A1 およ
び UGT2B7 の cDNA を組込み、Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Thermo Fisher Scientific) 

を用いて組換えバキュロウイルスを調製した。 

②ドキシサイクリンによる発現制御が可能な Tet-One Inducible Expression System はタカラバイ
オから購入した。pTetOne ベクターに CYP3A4、CYP2E1、UGT1A1 および UGT2B7 の cDNA を
組込んだ。 

③エピソーマルベクターは細胞周期に伴い哺乳動物細胞内で複製され、娘細胞に引き継がれ
るという性質をもつ。この性質を生かすことで、トランスフェクション後の短期間の薬剤スクリ
ーニングにより目的遺伝子を安定発現する細胞の作製が可能である。pEBMulti ベクターを富士
フィルム和光純薬から購入し、CYP3A4、CYP2E1、UGT1A1 (*1, *6)、UGT2B7 の cDNA を組込
んだ。薬物代謝酵素に加えて、酸化ストレスに関連する終末糖化産物受容体 (RAGE) およびそ
の不活化変異体 (RAGE cyto) の cDNA を組込んだコンストラクトも構築した。 

 

(2) 細胞培養 

①組換えバキュロウイルスの作製および増幅に必要な昆虫細胞 Sf9 細胞は、5% ウシ胎児血清 

(FBS) を加えた Sf-900 III 培地 (Thermo Fisher Scientific) 中で懸濁培養したものを適宜培養プレ
ートに播種して用いた。アフリカミドリザル腎由来 COS-1 細胞およびヒト子宮頸がん由来 HeLa 

細胞は、10% FBS を加えた Dulbecco’s modified Eagle medium （DMDM; 富士フィルム和光純薬）
中で培養した。 

 



 

(3) 遺伝子導入 

①CYP3A4 を組込んだバキュロウイルスを用いて、COS-1 細胞での発現条件を検討した。具体
的には、感染時のウイルス量 (multiplicity of infection, MOI)、感染後の培養時間、発現補助作用の
ある酪酸ナトリウム濃度を一項目ずつ検討し、最適化した。 

②③各組換えプラスミドの COS-1 細胞への導入には、polyethylenimine HCl MAX（Polysciences）
を、HeLa 細胞への導入は HilyMax transfection reagent （同仁化学）をそれぞれ用いた。 

②発現誘導の確認では、トランスフェクションの 4 時間後に、培地を 10 g/mL ドキシサイク
リンを含む DMEM に交換した。 

③安定発現細胞の作製においては、トランスフェクションの 2 日後に培地交換を行い、薬剤マ
ーカーを含む DMEM に置換した。薬剤マーカーの存在下で 4−7 日間処理することで組換え
pEBMulti ベクターが導入された細胞のみを選択した。 

 

(4) 発現確認 

①②③細胞からライセートを調製し、イムノブロットにより目的タンパク質の発現を確認し
た。薬物代謝酵素を発現するポジティブコントロールとして、ヒト肝ミクロゾーム (HLM, BD 

Gentest) を同時に泳動した。 

 

(5)  CYP3A4 活性測定 

 ①CYP3A4 発現細胞から調製したホモジネートを酵素源に、P450-Glo CYP3A4 Assay and 

Screening System (Luciferin-IPA, Promega) を基質として使用し、プレートリーダーで代謝物とし
て生成したルシフェリンに由来する化学発光を測定した。解析には、GraphPad Prism 5.04 

(GraphPad Software) を用いた。 

 

(6) 細胞毒性試験 

③RAGEおよびその変異体を安定発現させたHeLa細胞を被験物質であるジヒドロピラジンで
24 時間処理し、細胞の生存率を Cell Counting Kit-8（同仁化学）を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

①Bac-mam system を用いてバキュロウイルスを
調製し、COS-1 細胞に主要な CYP/UGT 分子種を発
現させた。発現を確認した結果を図１に示す。いず
れのサンプルにおいても、ポジティブコントロール
である HLM と同じ位置にバンドが得られたことか
ら、一連のサブクローニングが上手くいったことが
わかった。さらに、CYP3A4 を組込んだウイルスを
用いて発現条件の最適化を行ったところ、「感染時
のウイルス量：MOI = 100、ウイルス感染後の培養時
間：48 時間、酪酸ナトリウム濃度： 3.0 mM」とい
う条件を決定した。 

この最適化された条件の下で COS-1 細胞に
CYP3A4 を発現させ、得られたホモジネートを酵素
源に CYP3A4 の活性を測定した結果を図２に示す。
活性を HLM と比較したところ、Km に大きな差が
なかったのに対し、COS-1 ホモジネートの Vmax は
HLM の 30 分の一だった。このように本発現系で調
製したホモジネートにおける CYP3A4 活性が低か
った理由としては、ホモジネートは細胞分画を行っ
ていないため、小胞体を多く含むミクロゾームと比
べると CYP3A4 の含量が低下してしまう点、および
HLMの中には CYPに電子を供与する NADPH-CYP

還元酵素やシトクロム b5が豊富に含まれている点、
などが挙げられる。一方で、bac-mam system はトラ
ンスフェクション試薬を用いた導入よりも 2倍程度
高い CYP3A4 の発現量を示し、さらに一般にトラン
スフェクションが困難と言われているヒト肝臓が
ん由来の HepG2 細胞でも CYP3A4 を発現させるこ
とができた。薬物代謝酵素の大部分が肝臓に分布す
ることを考慮すると、肝臓由来の細胞に遺伝子を導
入できるメリットは大きい。また、課題であった
CYP と UGT を共発現させる場合においても、感染

図１ 各薬物代謝酵素の発現確認 

COS-1 セルライセート (20 g) と HLM (10 g) 

を解析した。(Miyauchi et al., 2022) より引用。 
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図２ CYP3A4活性の比較 

COS-1 セルホモジネートと HLM （いずれも 20 

g) を酵素源、luciferin-IPA を基質に用いて測定

した。(Miyauchi et al., 2022)より引用。一部改変。 



させるウイルス量を調節することで、発現量の制御が可能になるものと期待される。以上の知見
は、bac-mam system が、薬物代謝酵素の研究を行う上で安全かつ有効な発現系であることを示
すものであり、国際誌に掲載された (Miyauchi et al., 2022)。 

 

②各 CYP/UGT cDNA を組込んだ 

pTetOne ベクターを COS-1 細胞に導
入し、ドキシサイクリン処理 (Dox.: 

10 g/mL) の有無で目的遺伝子の発
現を比較した結果を図３に示す。発
現量こそ低かったものの、各組換え
プラスミドを導入し、かつドキシサ
イクリンで処理したサンプルでの
み、目的 CYP/UGT の発現が確認で
きた。薬物代謝酵素の活性には大き
な個体差が認められるため、ドキシ
サイクリンの添加により発現量の制
御が可能な本発現系は、そのような
個体差を模倣する上では有効であ
る。しかしこの結果から、ある程度
の発現量が必要な CYP-UGT 相互作
用の解析には適用が困難であると考
えられた。今後は上記のような薬物
代謝活性の個体差に関する研究に備
え、pTetOne ベクターを細胞ゲノムに
導入した安定発現系の作製を行う予定である。 

 

③各 CYP/UGT cDNA を組込んだ
pEBMultiベクターを COS-1細胞に導
入し、ライセートを用いて一過性の
発現を確認した結果を図４に示す。
いずれのサンプルにおいてもポジテ
ィブコントロールの HLM と同じ位
置にバンドが検出されたため、組換
えプラスミドの完成が確認された。 

次に pEBMulti-CYP2E1 のコンストラ
クトを用いて、エピソーマルベクタ
ーのメリットである短期間の薬剤マ
ーカー処理による安定発現細胞の作
製を検討した。pEBMulti-CYP2E1 を
導入した COS-1 細胞を 2 g/mL ピュ
ーロマイシンの存在下で 4 日間培養
し、CYP2E1 発現レベルをイムノブロ
ットで比較した（図５）。検討した 3 サ
ンプル全てにおいて、一過性発現と同
等もしくは高い CYP2E1 の発現が認
められたことから、短期間のスクリー
ニングによりコンストラクトが導入
された細胞だけを選択・維持できたこ
とが示された。また、pEBMulti ベクタ
ーを用いることにより、汎用される
pcDNA3.1 ベクターを用いた場合より
も高い一過性発現が認められた（図
５）。これは、前者の発現プロモーターが COS-1 細胞での発現により適していたからだと予想さ
れる。このように、本来は 1−2 カ月を要する安定発現細胞の作製がトランスフェクションを含め
一週間程度で可能というエピソーマルベクターは、薬物代謝酵素の研究に限らず、遺伝子導入が
必要な研究すべてを効率化し得る。 

 

 pEBMulti ベクターを用いて行ったもう一つの検討はこれを裏付けるものである。酸化ストレ

スから派生したテーマとして、本研究では「糖化産物ジヒドロピラジンの毒性発現機構の解明」

についても実験を行い、論文発表を行った (Miyauchi et al., 2021a)。糖化産物は糖とアミノ酸が

非酵素的に結合して生じる化合物の総称である。高温で加熱調理された食品中に多く含まれて

おり、加齢とともに生体内に蓄積され糖尿病やがんなどの疾患を引き起こす。糖化産物の中で最
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図３ pTetOneを用いた発現制御 

COS-1 セルライセート (20 g) と HLM (5 g) を解析した。 
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図４ pEBMultiベクターを用いた一過性発現 

COS-1 セルライセート (20 g) と HLM (5 g) を解析した。 

図５ pEBMultiベクターを用いた CYP2E1安定発現細胞の作製 

COS-1 セルライセート (50 g) と HLM (5 g) を解析した。 
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も研究が進んでいるのが終末糖化産物 (AGEs) と呼

ばれる化合物群であり、AGEs は細胞膜上に局在する

終末糖化産物受容体 (RAGE) に結合することで、細胞

内で酸化ストレスを発生させることが知られている。

本研究ではこのような酸化ストレスの関連因子の一

つである RAGE およびその不活化変異体  (RAGE 

cyto) を pEBMulti ベクターに組込み、HeLa 細胞に導

入したのち、薬剤マーカーであるハイグロマイシン 

(500 g/mL) で一週間処理することで、図５で示した

実験と同様にそれぞれを安定発現した細胞を作製し

た。これらの細胞を用いて、グルコサミンや 5-アミノ

レブリン酸から生成する糖化産物ジヒドロピラジン

の細胞毒性発現への RAGE の寄与を検討した。スクリ

ーニング後のHeLa細胞中におけるRAGE/RAGE cyto

発現の確認、およびそれぞれの安定発現細胞をジヒド

ロピラジン  (3-hydro-2,2,5,6-tetramethylpyrazine; 

DHP-3) で 24 時間処理した時の細胞毒性試験の結果

を図６に示す。イムノブロットの結果から、RAGE お

よびその変異体の発現が確認された一方で（図６Ａ）、

DHP-3 の毒性はネガティブコントロールである Mock

細胞、RAGE 発現細胞、RAGE cyto 発現細胞の間で

顕著な差は認められなかったことから（図６Ｂ）、

DHP-3 の細胞毒性に RAGE は関与しないことが示唆

された。この実験でもエピソーマルベクターにより

RAGE の安定発現細胞を一週間という短期間で作製

し、毒性試験に供することができた。 

 

以上のように、本研究で着目した 3 つの発現系は薬物代謝酵素のみならず派生した研究テー

マにおいても非常に有効であった。これらの特性を活かし、引き続き CYP-UGT 相互作用の生理

学的な意義を明らかにすると共に、確立した手法を様々な研究に応用していきたい。 
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図６ RAGE安定発現細胞を用いた毒性試験 

(A) イムノブロットによるHeLaセルライセー

ト (20 g) 中における RAGE およびその不活

化変異体 (RAGE cyto) の検出 (B) 作製した

安 定 発 現 細 胞 を 用 い た 3-hydro-2,2,5,6-

tetramethylpyrazine (DHP-3) による細胞毒性試

験。(Miyauchi et al., 2021a) より引用。 

一部改変。 
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