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研究成果の概要（和文）：当該研究では、比較生物学・系統解析により、脊椎動物におけるグルクロン酸抱合酵
素(UGT)の種差を明らかにする事で、その生体内での役割と分子メカニズムについて解明することを試みた。そ
の結果、UGT1A6活性が低いと報告されていたネコ以外にも、鰭脚類で極めてその活性が低い事が明らかになっ
た。更に、ネコやアザラシではUGT1Aに加えUGT2B活性が低く、偽遺伝子化している事が示唆された。この結果か
ら、グルクロン酸抱合は哺乳動物にとって極めて重要な解毒反応であると共に、欠損している動物では化学物質
にとってのハイリスクアニマルであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：UGTs are among the most important xenobiotic metabolizing enzymes that 
conjugate a wide range of endogenous and exogenous compounds. Previous studies showed that Felidae 
species and Pinnipedia species have very low UGT activities toward some phenolic compounds because 
of the UGT1A6 pseudogene and small numbers of UGT1A isozymes. In addition to the UGT1As, UGT2Bs 
isozymes also conjugate various endogenous and exogenous compounds. Results of UGT activity 
measurement indicated cats and pinniped species had very low activities toward these substrates. 
Furthermore, Felidae species had the same nonsense mutation in UGT2B, which suggested that Felidae 
UGT2B31 was also a pseudogene in addition to UGT1A6. Together with the lower activity of UGT1As, 
these findings of lower activity of UGT2B suggested that Felidae and some pinniped species have very
 low UGT activity toward a wide range of chemicals. 

研究分野： 環境毒性学
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１．研究開始当初の背景 
環境汚染物質などの生体外異物は、細胞

内に取り込まれた後、どのようにして細胞
外に排泄されるのか、未だ十分に理解され
ていない。一般的に脂溶性である外来化学
物質は、第Ⅰ相（酸化）、第Ⅱ相（抱合化）
反応による代謝を受け、細胞膜に存在する
トランスポーターにより細胞外へ排泄され
る（第Ⅲ相）。しかし、主に滑面小胞体上で
生産される抱合化物が、広大な細胞内でど
のように極性を持ち、どのようにトランス
ポーターまでデリバリーされるのか、その
分子メカニズムは未だに不明である。 
そこで当該研究は、第Ⅱ相抱合体自身が

細胞内輸送シグナルとしての役割を担って
いると仮説を立て、未だ明らかになってい
ない代謝産物の細胞内デリバリーシステム
の解明を試みる。また、哺乳類において何
故グルクロン酸が薬物代謝に使われるよう
になったのか、比較生物学・系統進化学的
解析を実施する。ここで、哺乳動物では、
異物代謝第Ⅱ相反応におけるグルクロン酸
抱合の寄与は大きい。しかし、異物代謝に
おいて何故グルクロン酸が用いられるように
なったのか、未だ比較生物学的・進化学的
解析は行われていない。申請者らの先行研
究で多環芳香族である Pyrene を甲殻類に
投与した結果、グルコース 6 位がカルボン酸
化（グルクロン酸）ではなく、硫酸化であるグ
ルコース-6-硫酸抱合体として排泄している
ことを始めて明らかにした（Ikenaka et al. 
BBRC 2008）。一方、無脊椎動物を含め各
種生物の抱合反応をメタ解析した結果、グ
ルクロン酸抱合を行っているのは脊椎動物
のみであり、旧口動物では主にグルコース
抱合体又は他のグリコシド抱合体として排泄
していることを明らかした(Ikenaka et al. Aqu 
Tox 2007）。これらの結果は、ヒトを含む哺乳
類が特徴的にグルクロン酸を異物代謝に用
いるよう進化したことを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 そこで当該研究では、第Ⅱ相抱合反応の
中で特にヒトの医薬品代謝の 4 割に関与す
ると報告されているグルクロン酸抱合体に
注目し、①グルクロン酸の細胞内デリバリ
ーにおけるシグナル付加としての機能を明
らかにする。更に、②何故グルクロン酸が
脊椎動物の異物代謝に特徴的に用いられる
ようになったのか、比較生物・系統進化学
的解析を行い、仮説の代謝システム構築の
起源を明らかにする事を目的とした。 

３．研究の方法 
 グルクロン酸転移酵素（UGT）について、
比較生物学解析を行い、グルクロン酸抱合
を行う生物種について、スクリーニングを
行った。これにより、グルクロン酸が何故
抱合反応に用いられるようになったのか、
系統学的な解析を行った。 
 一方、当初予定していた蛍光分子イメー
ジングによる化学物質の細胞内動態の観察
では、蛍光顕微鏡や共焦点顕微鏡で十分な
感度を得ることが出来なかったため、成果
を得る事が出来なかった。そのため、当該
研究では、グルクロン酸抱合反応の比較生
物学・系統学的アプローチに重点を置いて
研究を進めた。 
 
４．研究成果：グルクロン酸抱合反応の比較
生物学・系統学的アプローチ：Pyrene 投与に
よる各種生物の縫合能スクリーニングおよび
UGP-Sugar 転移酵素(UGT)の系統解析 
（１）Pyrene を用いた第 II 相抱合体の種横
断的スクリーニング：魚類 
 当該研究では、グルクロン酸抱合体が進
化的にどのように構築されてきたのかを明ら
かにするため、比較生物学・系統進化学的
解析を行う。多くの場合、脊椎動物に比べ他
の下位動物では異物代謝系の転写・調節が
単純であるため、これら生物の異物排泄シス
テムを詳細に解析する事を試みた。申請者
らの先行研究により、昆虫や甲殻類等の旧
口動物ではグルクロン酸抱合体は検出され
なかったことから、新口動物（棘皮動物や
脊索動物）に注目し、Pyrene 曝露実験を行
った。 
 メダカやゼブラフィッシュを含む 14 種の
魚類を用いた Pyrene 曝露実験から、魚類にお
いても Pyrene 抱合反応に大きな種差がある
事が観察された(図 1)。 

図 1：14 種の魚類で観察された抱合反応の種差 
 
 一方、14 種の魚類中でも Colisa labiosa
は UGT 活性が他の魚類に比べ極めて低い事が
明らかになった。更に、C. labiosaでは、硫
酸抱合体やグルクロン酸抱合体以外の抱合体
として Pyrene を排泄している事が明らかに



なった。この抱合体は UFP-Sugar と考えられ
るが、今回の研究実施期間では構造解析を完
了することは出来なかったが、魚類が現在ま
で知見の無い新規抱合体として Pyrene を排
泄する事を世界に先駆け明らかにできた。 
 
（２）Pyrene を用いた第 II 相抱合体の種横
断的スクリーニング：哺乳類 
 当該研究では、更に哺乳類の尿から Pyrene
抱合体の検出法を開発し、16 種の哺乳類の尿
中の Pyrene 抱合体のスクリーニングを実施
した。その結果、これまでの報告を支持する
ように、ネコやフェレットで極めて低い UGT
活性が観察された。一方、ブタではこれまで
の獣医学で硫酸抱合活性がほぼ無いと考えら
れてきたが、当該研究の結果、ラットと同程
度ある事が明らかになった。これは、過去の
研究がVmax(最大反応速度)で評価していたの
に対し、当該研究ではより生体内に近い
Vmax/Km(酵素効率)で評価したためである。更
に、当該研究ではアフリカヘッジホッグの硫
酸抱合活性が極めて低い事も明らかにするこ
とが出来た。この原因として、SULT(硫酸転移
酵素)の補酵素である PAPS の濃度が低い事、
また SULT 自身の発現量が低い事が明らかに
した。 
 
（３）食肉目の UGT の進化・系統解析 
 主に比較生物学・系統解析により、グルク
ロン酸抱合酵素（UGT）の種差を明らかにした。
哺乳動物では、異物代謝第 II 相反応における
グルクロン酸抱合の寄与は大きい。しかし、
異物代謝において何故グルクロン酸が用いら
れるようになったのか、未だ比較生物学的・
進化学的解析は行われていない。そこで、UGT
活性が低いと報告されている食肉目を中心に
新鮮肝を採取し、肝ミクロソーム画分を用い
た代謝活性試験を行った。その結果、従来ま
で UGT1A6 活性が低いと報告されていたネコ
以外にも、キタオットセイやカスピカイアザ
ラシなどの鰭脚類で極めてその活性が低い事
が明らかになった。また、遺伝子構造解析で
あるシンテニー解析を行った結果、これらの
動物では、UGT1A6 に加え、UGT1A7 や９等、異
物代謝に関与する UGT に欠損が生じている事
が明らかになった。更に、ステロイド代謝や

種々の薬剤の代謝に関与する UGT2 ファミリ
ーにも注目し、解析を行った結果、イヌでは
複数の UGT2B 分子種が存在し、肝蔵において
高い活性を持つことが示唆された。 
 一方、ネコでは UGT2B 活性が低く、分子種
数が少ない、もしくは偽遺伝子化している可
能性が示唆された。更に、鰭脚類でも UGT2B
サブファミリーの分子種数が少ない事が示唆
され、特にアザラシ科に属するゼニガタアザ
ラシやカスピカイアザラシでは顕著な低活性
が確認された。 
 この結果は、UGT1A6 の偽遺伝子化と併せ、
ネコおよび一部の鰭脚類の UGT 活性が全般的
に低い事を示している。 
 
（３）まとめ 

以上の結果、数種の哺乳動物は UGT の欠
損が確認された一方、これらの種は化学物質
に対する感受性が極めて高くなる事も明らか
になった。即ち、脊椎動物にとって、グルク
ロン酸抱合は非常に重要な反応である事が改
めて確認された。それでは、何故哺乳類は無
脊椎動物では種反応では無いグルクロン酸抱
合体を用いて代謝を行うのだろうか。ここで、
陸生哺乳類に芳香族化合物類を投与すると，
代謝初期にはその硫酸抱合体が主に排泄さ
れるが，時間経過と共にグルクロン酸抱合
体が主代謝産物となることが知られている
(Zamek-Gliszczynski et al. 2006)。この
原因として，硫酸抱合反応に必要となる活
性 硫 酸 (3’–phosphor – adenosine-5 
–phosphor-sulfate (PAPS))が枯渇するた
めと言われている。一方，グルクロン酸抱
合体は，グルコース抱合体から派生した抱
合体であり，グルコースベースの抱合体と
言える。つまり，我々陸生哺乳類もまた陸
生無脊椎動物同様，グルコース抱合体を主
代謝産物として排泄する生物であり，その
原因の一つが硫酸（PAPS）の枯渇による硫
酸抱合反応の律速であると考えられる。一
方，水圏は地球全体の硫黄（S）の 95％が
硫酸イオン（SO42-）の形で存在すると言わ
れるほど硫酸イオンが豊富な環境である
(Bowen 1979)。すなわち，水生生物では，活
性硫酸がその体内から枯渇する可能性が低
く，グルコースベースの抱合体を生成する
必要性が低いのかも知れない。生物は進化
の過程で様々な生息環境にさらされて生き
延びて来た。抱合化の多岐にわたる反応は，
各生物がそれぞれの生息環境に適応し，獲
得してきた痕跡なのかもしれない。一方、
我々が過去に明らかにした、無脊椎動物で
あるエビでは、グルコースに対し、硫酸が
付加されたグルコース―硫酸抱合体として



化学物質を排泄することが明らかになって
いる。何故これらの甲殻類は脊椎動物では
生成しないような抱合体を生成するのだろ
うか。そこで本研究では，グルコースへの
硫酸付加反応の意義について詳しく考察し
た。まず，硫酸が付加することにより変化
する分子の性質として，その分子全体が負
にチャージすることが挙げられる。さらに，
この負のチャージは全ての生体内環境で維
持されると考えられる。この負チャージに
より，分子形状の変化，水溶性の増加，イ
オン性の分子間相互作用の促進等が生じ，
これらが生物活性に影響をおよぼす要因に
なると考えられる(Strott 2002，Hooper et 
al. 1996)。さらに，膜タンパク質である
Multixenobiotic Resistance Protein 
(MRP) や P-glycoprotein な ど の ABC 
transporters は，Phase-Ⅱ生成物が細胞膜
から排泄される際，重要な役割を果たすこ
とが報告されている (動物における
Phase-Ⅲ反応)（Keppler et al. 1998，Cole 
et al. 1998，Bard 2000）。とりわけ，MRP
は organic anion transporters であり，グ
ルタチオン(GSH)やグルクロン酸，硫酸抱合
体に対し，高い活性を持つことが知られて
いる（Cummings et al. 2004，Kool et al. 
1999，Geier et al. 2007）。グルコース抱
合体への硫酸付加は，分子全体を負にチャ
ージし，MRP のようなトランスポーターを
活性化し，xenobiotics の排泄を促進させ
ているのかも知れない。一方，第六章で示
した通り，脊椎動物が生成するグルクロン
酸抱合体もまたグルコース抱合体から派生
した抱合体である。このグルコースからグ
ルクロン酸への変換反応（グルコースの 6
位の水酸基をカルボン酸にする）もまた，
硫酸付加と同様，分子を負にチャージする
反応である。動物における Phase-Ⅱ反応は，
xenobiotics の水溶性を上昇させることだ
けでなく，分子全体を負にチャージするこ
とがその排泄のシグナルとして重要な意義
を持つかもしれない。 
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