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研究成果の概要（和文）：マーモセットチトクロムP450（以下P450）2C分子種の薬物代謝機能を解析した。マー
モセットP450 2C19はワルファリンおよびオメプラゾールを含めた多くのヒトP450 2C9/19基質を効率よく代謝し
た。マーモセット肝P450によるワルファリン酸化反応は、P450 2C19によりS体選択的であり、ヒト肝とよく似た
特徴が認められた。P450 2C19遺伝子多型 p.[(Phe7Leu;Ser254Leu; Ile469Thr)]はマーモセットの肝薬物代謝能
の個体差の一因であることが推察された。これらの知見はマーモセットを用いて創薬研究を行う際の基盤情報と
なる。

研究成果の概要（英文）：The enzymatic function of marmoset cytochrome P450 2C enzymes was analyzed. 
Recombinant marmoset P450 2C19 effectively metabolized human P450 2C substrates, S-warfarin, 
diclofenac, tolbutamide, flurbiprofen, and omeprazole. Marmoset P450 2C19 had high capacity and 
affinity for S-warfarin 7-hydroxylation that were comparable to those in human liver microsomes, 
indicating warfarin stereoselectivity similar to findings in humans. The interindividual variability
 of P450 2C-dependent drug metabolism such as S-warfarin clearance is at least partly accounted for 
by P450 2C19 variants p.[(Phe7Leu; Ser254Leu; Ile469Thr)] in marmosets. These findings on 
inter-individual variability and substrate specificity of marmoset P450 enzymes should help to 
understand apparent species differences in drug metabolism and disposition among marmosets and 
humans and to extrapolate the preclinical study data obtained using marmosets to humans.

研究分野： 薬物代謝

キーワード： チトクロムP450　マーモセット
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１．研究開始当初の背景 
小型霊長類であるマーモセットは現在、創

薬研究に広く使われている霊長類であるカ
ニクイザルに比べて少ない投与量でヒトの
薬物毒性を評価できるメリットから注目さ
れている。またマーモセットは霊長類で唯一
ライン化可能な遺伝子改変動物を作製でき
るため、今後多くのヒト疾患モデルが開発さ
れ、創薬研究に広く使われる可能性が高いと
考えられる。チトクロム P450（P450）は処方
薬の約7割について代謝への寄与が報告され
ていることから最も重要な薬物代謝酵素群
であり、P450 の基質となる医薬品の約 20％
が P450 2C サブファミリーによって代謝され
ると推定されている。ヒトにおいて最も多く
の分子種で構成されている P450 2C サブファ
ミリーは、P450 2C8、2C9、2C18、2C19 の 4
つの分子種で構成されており、その基質特異
性については明らかになりつつある。また臨
床上や薬物代謝における個人差および人種
差の原因となっている重要な遺伝的多型も
多数見出されている。しかしながらマーモセ
ット P450 2C 分子種については P450 2C8 の
みが同定されており、創薬研究におけるマー
モセットの有用性については不明な点が多
い。 

 
２．研究の目的 
本研究は、以下の 2つのアプローチにより

マーモセット P450 2C 分子種の薬物代謝能お
よびその遺伝的多型が薬物代謝能に及ぼす
影響について検討し、いまだ不明なマーモセ
ットの薬物代謝特性を明らかにすることを
目的とした。 
 
(１）新規マーモセット P450 2C 分子種の機
能解析 
ヒトにおける解析により P450 2C 分子種は

多くの薬物の代謝に関与し、その遺伝的多型
は薬物動態に多大な影響を及ぼすことが知
られている。そのためマーモセットの薬物代
謝特性を理解するためには P450 2C 分子種の
解析が必須である。そこで cDNA クローニン
グに成功した新規マーモセット P450 2C18、
2C19、2C58 および 2C76 の組換え P450 酵素を
用いて薬物代謝能の評価を行い、ヒトP450 2C
分子種との機能の相同性および相違性につ
いて分子レベルで明らかにする。 
 
(２）マーモセット P450 2C 遺伝子多型解析 
マーモセット P450 2C 分子種の遺伝的多型

を検出し、その変異による薬物代謝能の個体
差への影響を明らかにすることで薬剤応答
が一定のモデル動物作出の基盤情報を整備
する。 

 
３．研究の方法 
(１）マーモセット P450 2C 遺伝子発現の臓
器特異性に関する検討 
マーモセット肝臓、腎、小腸、肺および脳

等から抽出した total RNA を用いて cDNA ラ
イブラリを調製した。P450 2C 遺伝子の発現
量は、各分子種を特異的に検出できるプライ
マーおよびプローブを用いたリアルタイム
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）により解析し
た。 
 
(２）マーモセット組換え P450 2C 酵素を用
いた薬物代謝能の評価 
各マーモセット P450 2C 分子種の発現プラ

スミドを作製し、大腸菌を用いた P450 還元
酵素とのタンパク質共発現を行った。ヒト
P450 2C 分子種の指標基質を用いた薬物酸化
酵素活性を測定し、触媒機能の相同性および
相違性についてヒト組換え P450 酵素と比較
した。 
 
(３）マーモセット P450 2C19 遺伝子多型の
検出 
マーモセット 30 個体の凍結肝臓および皮

膚から調製したゲノム DNA を用いて、ダイレ
クトシーケンシングによりエキソン領域の
変異を検出した。 
 
(４）組換え変異型 P450 酵素を用いたマーモ
セット P450 2C19 遺伝子多型の機能解析 
非同義置換を生じる遺伝子多型について

は、P450 分子種の薬物代謝能を変化させる可
能性がある。非同義変異が見出されたP450 2C
分子種は、部位特異的変異導入法により変異
を導入した発現プラスミドを作製し、組換え
変異型 P450 酵素の調製を行った。発現させ
た変異タンパク質を用いて薬物代謝活性測
定を行い、非同義変異が薬物代謝能に与える
影響を検討した。 
 
４．研究成果 
マーモセットゲノムの解析よって P450 2C

クラスター上に 5種の P450 2C 遺伝子（P450 
2C8、2C18、2C19、2C58 および 2C76 遺伝子）
を見出した（図 1）。ゲノムの DNA 配列に基づ
いて設計したプライマーを用いてマーモセ
ット肝臓から逆転写PCRにより5種のP450 2C 
cDNA のクローニングに成功した。ヒトにはオ
ーソログが存在しない P450 2C76 を除いて、 
マーモセット P450 2C 分子種は対応するヒト
P450 2C 分子種に対して高いアミノ酸相同性
（>86%）を示した（表 1）。 
 



Macaque chromosome 9

Human chromosome 10

Marmoset chromosome 12

2C19 2C8 PDLIM1HELLES 2C18

2C19 2C8 PDLIM1HELLES 2C18 2C92C58P

2C19 2C8 PDLIM1HELLES 2C18 2C92C58P

2C76

2C76

2C58

2C93

図 1. マーモセット、マカクおよびヒト P450 
2C クラスターの比較.  
 
表 1. マーモセットおよびヒトの P450 2C 分
子種のアミノ酸相同性. 

さらにマーモセット組織における P450 2C 
mRNA の発現分布を定量 PCR により解析した。
5種のマーモセット P450 2C mRNA の発現量は
いずれも肝臓で最も高値を示した（図 2）。特
に P450 2C8 および 2C19 はマーモセット肝臓
で豊富に発現する主要な P450 2C 分子種であ
ることが明らかになった。 

図 2. マーモセット P450 2C mRNA の組織発現
分布 
 
マーモセット P450 2C 酵素の基質選択性を

調べるため、大腸菌発現系で調製した組換え
マーモセット P450 2C 酵素を用いて典型的な
ヒト P450 2C 指標酵素活性を調べた。マーモ
セット P450 2C19 はヒト P450 2C9/2C19 基質
ワルファリン、ジクロフェナク、フルルビプ
ロフェンおよびオメプラゾールを効率良く
代謝した（図 3）。ワルファリン酸化的代謝の
立体選択性は、ヒトおよびカニクイザル肝で
それぞれ S体および R体選択的であるが、マ
ーモセット肝は P450 2C19 を介してヒト肝と
同様に S体選択的であった（図 4）。ラセミ体
ワルファリンをマーモセットに静脈内投与
し、S-および R-ワルファリンの血中濃度を調
べたところ、R 体に比べて S 体の速やかな消
失が認められた（図 5）。 

図 3. 組換えマーモセット P450 2C 酵素の薬
物酸化酵素活性. 

図 4. マーモセット、カニクイザルおよびヒ
ト肝ミクロゾームおよび組換え P450 2C 酵素
を用いた S（赤）-および R（青）-ワルファ
リン 7-水酸化酵素活性における速度論的解
析結果. 

図 5. 0.2 mg/kg のラセミ体ワルファリンを
静脈内投与したマーモセットの S（赤）-およ
び R（青）-ワルファリンの血中濃度.プロッ
トは6匹のマーモセットから得られた測定値
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の平均を示す。 
 
S-ワルファリンの血中消失が遅かったマ

ーモセット個体の P450 2C19 遺伝子配列を調
べたところ、3つの非同義置換変異（Phe7Leu, 
Ser254Leu, Ile469Thr）を見出した（図 6）。
Ser254Leu を導入した変異体 P450 2C19 酵素
は、野生型 P450 2C19 酵素と比較して著しく
S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性が低下し
た（図 7）。これらの結果から P450 2C19 遺伝
子 多 型  p.[(Phe7Leu;Ser254Leu; 
Ile469Thr)]はマーモセットの P450 2C 依存
的な薬物代謝の個体差の一因であることが
示唆された。 
 

図 6. P450 2C19 遺 伝 子 多 型
p.[(Phe7Leu;Ser254Leu; Ile469Thr)]に伴う
血中からの S-および R-ワルファリン消失の
遅延. 野生型 3個体および変異型 3個体の血
中ワルファリン濃度をそれぞれ白および黒
のプロットで示す。 

図 7. P450 2C19 遺 伝 子 多 型 
p.[(Phe7Leu;Ser254Leu; Ile469Thr)]の S-
ワルファリン7- 水酸化酵素活性への影響. A
は P450 2C19 遺伝子型が既知の 18 個体のマ
ーモセット肝ミクロゾームの S-ワルファリ
ン 7- 水酸化酵素活性、B は野生型および変
異型組換えマーモセット P450 2C19 酵素の S-
ワルファリン 7- 水酸化酵素活性を示す。 
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