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研究成果の概要（和文）： 
薬物代謝酵素シトクロム P450 (CYP)3A4と UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT)が生細胞
内で相互作用をすることが示唆された。CYP3A4は、UGT1A7および UGT1A3とも機能
的相互作用し、その影響には分子種特異性があった。また、CYP3A4 の影響は UGT1A7 
variant間で異なることが示唆された。CYP3A4-UGT相互作用がグルクロン酸抱合能の個
体差の要因になり得るという仮説が支持された。さらに、内因性低分子化合物および食餌
性因子などの環境因子によっても UGT機能が変動する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Interaction between cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) and 
UDP-glucuronosyltransferase (UGT) isoforms in COS cells was evidenced by an 
analysis using Fluorescence Resonance Energy Transfer. Further, CYP3A4 affects the 
glucuronidation activity catalyzed by UGT1A7 and 1A3. However, the modifying effect 
of CYP3A4 differed between UGT isoforms. In addition, differences were also seen in 
the effect of CYP3A4 on UGT1A7 variants *1, *2 and *3. Therefore, these results 
support the hypothesis that the interaction between CYP3A4 and UGT is one of the 
determinants involved in the inter-individual difference in glucuronidation. On the 
other hand, it is also suggested that some of the endogenous and food-derived 
compounds modulate UGT activity. 
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１．研究開始当初の背景 
薬物代謝は、医薬品の薬効・毒性に密接に
関連している。UDP-グルクロン酸転移酵
素 (UGT)は薬物代謝の第二相反応を司り、
第一相酵素のシトクロム P450 (CYP)等に
より酸化された薬物、あるいは薬物そのも
のをグルクロン酸抱合する。長きに亘り、
CYPとUGTは別々に働くと考えられてき
たが、研究代表者らは、これらが機能的相
互作用をすることを発見した。すなわち、
CYP3A4 と UGT2B7 のタンパク質間相互
作用により、UGT2B7 によるモルヒネのグ
ルクロン酸抱合の位置選択性が変化するこ
とを見出した。このことは、CYP 含量の個
体差がUGT の遺伝的多型に依存しないモル
ヒネ抱合活性の個体差の要因であるとする
作業仮説を支持するものであった。一方、内
因性低分子化合物による調節も、UGT の遺
伝的多型に依存しない個体差の要因になる
可能性がある。研究代表者らは、脂肪酸アシ
ル CoAおよびアデニンヌクレオチド類が、そ
れぞれUGT 活性の促進的および抑制的な内
因性調節因子であることを見出した。本研究
開始時の研究背景は以下の三項目に要約で
きる。 
 
(1) CYP3A4 は、ヒト肝臓における主要な

CYP であり、その発現レベルに著しい個
体差があることから、UGT機能の変動に
重要な役割をもっていると考えられる。
CYP3A4-UGT2B7の機能的相互作用が明
らかになったが、他の UGT 分子種も
CYP3A4 によって調節を受ける可能性が
ある。 

 
(2) CYP-UGT相互作用は、in vitroでの確認
にとどまっており、in vivoでの相互作用
は未だ証明されていない。 

 
(3) UGT活性は内因性低分子化合物、脂肪酸
アシル CoA およびアデニンヌクレオチド
類によって調節されることが分かったが、
そのメカニズムの詳細は分かっていない。
また、UGT活性の個体内変動に、食餌由
来成分などの環境因子が影響が考えられ
るが、十分には検討されていない。 

 
２．研究の目的 
 
医薬品適正使用の基盤形成に向け、薬物代謝
酵素間の機能的相互作用の分子種特異性と

個体差を明らかにすることを目的とし、以下
の三項目について明らかにすることを目的
とした。	
 
	
 
(1) これまでの研究を発展させ、CYP3A4
と UGT2B7の組み合わせにとどまらず、
その他の UGT分子種、UGT1Aサブフ
ァミリーと CYP3A4 の機能的相互作用
について解析し、CYP3A4-UGT1Aの相
互作用におけるUGT分子種特異性につ
いて明らかにする。 
 

(2) CYP3A4-UGT相互作用が、生細胞内で
も生起することを FRET (蛍光共鳴エネ
ルギー移動)により明らかにする。 

 
(3) さらに、これまでに明らかにした UGT
活性調節に関る内因性低分子化合物、ア
シル CoA およびアデニンヌクレオチド
の作用について更なる検討を行うとと
もに、UGT 機能に影響を及ぼす食餌性
因子などの環境因子を見出すことを目
指した。 

 
３．研究の方法 
	
 
(1)	
 UGT1A サブファミリー分子種の

Baculovirus-Sf9 発現系を Bac-to-Bac
法を用いて構築した。それぞれの組換え
baculovirus を調製した。また、CYP3A4、
UGT2B7 の組換え baculovirus は既に調
製しているものを用いた。UGT 単独発現
と CYP3A4-UGT 共発現を行い、ミクロゾ
ーム分画を調製して、UGT 活性を評価し
た。	
 

	
 
(2)	
 pAcGFP	
 vector および pmCherry	
 vector

に CYP3A4、UGT2B7 および UGT1A9	
 cDNA
を組み込み、AcGFP、mCherry を C 末端に
融合タンパク質として発現させるベク
ターを構築した。これらを、COS-1 細胞
に発現させ、Nikon	
 A1 共焦点顕微鏡にて、
FRET が生起されるか否かを調べた。	
 

	
 
(3)	
 内因性低分子化合物で UGT活性を促進的

に調節する脂肪酸アシル CoA が、UDP-グ
ルクロン酸のミクロゾームへの取り込
みに及ぼす影響を検討した。また、アデ
ニンヌクレオチドによるUGT阻害作用を、
ミクロゾームを界面活性剤Brij-58処理
と pore-forming	
 peptide	
 アラメチシン



処理した場合で検討した。更に、食餌性
化合物によるUGT阻害作用について検討
した。	
 

	
 
４．研究成果	
 
 
(1) CYP3A4 による UGT 機能変動：UGT 分子種
特異性	
 CYP3A4がUGT2B7機能に及ぼす影
響について、バキュロウィルス発現系で
検討を行ったところ、CYP3A4 同時発現に
より UGT2B7 の zidovudine 抱合活性が抑
制されることが示唆された	
 (第 3回	
 国際
薬物動態学会アジア地区会議 ISSX-AP	
 
2009.5 にて発表)。	
 
UGT1A7については、wild-type	
 *1 に加え、
variant の*2 および*3 についても発現
系を構築した。UGT1A7 の基礎的な性質
を多型間で比較したところ、これまで
4-methylumbelliferone (4-MU)に活性を
持たないとされていた*3 においても、*1
と遜色のない活性があることが分かり、
*3 の触媒活性については事実誤認されて
いる可能性が考えられた。一方、UGT1A7
に対する CYP3A4の影響は、UGT1A7の
allelic variant間で違いがあった。検討は、
4-MU、4-hydroxybiphenylおよびイリノ
テカン活性代謝物 SN-38について行った
が、変動のパターンは 3 つの基質で類似
していた。そのため、ここでは 4-MU に
ついて述べる。*1および*2では、CYP3A4
の共発現により活性が上昇したが、 *3で
は低下した。また、*3は、wild-typeに比
べ て 補 酵 素 UDP- グ ル ク ロ ン 酸 
(UDPGA)に対する親和性が有意に低いこ
とが明らかになった。また、CYP3A4は、
UDPGA に対する親和性をさらに低下さ
せた。従って、CYP3A4と UGTの相互作
用により、UGTによる UDPGAの認識が
影響を受けることが示唆された。(MDO & 
ISSX-EURO ジョイントミーティング , 
オランダ 2012.6で発表予定)  

次に、CYP3A4が UGT1A3機能に及ぼす
影響を検討した。酵素反応速度論的解析
から、UGT1A3単独発現に比べ CYP3A4
共発現では、UDPGA に対する Km が有
意に低下する、すなわち、UDPGA に対
する親和性が高くなることが示唆された 
(第 26 回日本薬物動態学会年会で発表)。
CYP3A4は、UGTの UDPGAに対する親
和性に影響を及ぼすが、その影響は分子
種間で異なることが示唆された。 
 

(2)CYP3A4 と UGT との生細胞内での相互作用	
 
CYP3A4 と UGT が生細胞内で相互作用する
か否かを、FRET を用いて解析した。AcGFP
をドナーに、mCherry をアクセプターにし

て FRET を行った。何も組み換えていない
(null)ベクターを用いた場合には、CYP3A4
との間に FRET は認められなかった。一方、
ホモオリゴマー形成をすることが分かっ
ているUGT2B7同士の組み合わせではFRET
が観察された。CYP3A4-UGT2B7 および
CYP3A4-UGT1A9 の組み合わせでは、いずれ
においても FRET が観察された。このこと
から、CYP3A4 と UGT2B7	
 UGT1A9 が in	
 vivo
で相互作用している可能性が示唆された。
（第 4 回国際薬物動態学会アジア地区会
議 ISSX-AP、第 26 回日本薬物動態学会年
会にて発表） 

 
(3) 内因性および食餌性低分子化合物による

UGT活性の調節 
① 脂肪酸アシル CoAによるUGT活性の調
節	
 UGT 機能への環境因子の影響として、
生活習慣等で変動する可能性があるアシ
ル CoA が、ヒト肝臓キメラマウス肝ミク
ロゾームのモルヒネ-6-グルクロニド生
成活性(UGT2B7 活性)を促進させることが
明らかになった。また、そのメカニズム
に UDP-グルクロン酸の小胞体への取り込
み促進が推定された。アシル CoAは、動
物種、UGT 分子種を超えた UGT の調節
因子であり、UGT の遺伝的多型に依存せ
ずに、モルヒネ活性代謝物の生成の個体

 
図2. FRETによるP450-UGT間相互作

用の検出 

 
図 1. UGT1A7*1 (wild-type)と  *2 および*3 

(allelic variants)の 4-MU 抱合活性に及
ぼす CYP3A4共発現の影響 
(†††, p<0.001) 

 



差、個人内変動に関与する可能性が示唆
さ れ た 。 本 結 果 は 、 Drug Metab. 
Pharmacokinet.誌に公表し、編集委員が
選ぶ最優秀論文 (2010)の 2nd placeに選
ばれた。 

② アデニンヌクレオチド類による UGT 活
性の調節 アデニンヌクレオチド類のう
ち、ATP の阻害作用が最も強かったが、
ADP の阻害作用は ATP に比べ弱く、
AMP には阻害作用は認められなかった。
また、NAD+ および NADP+ に阻害作用
が認められたのに対し、各々の還元型に
は阻害作用は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3. ‘Latency’に関する新規仮説: 界面活性剤
が阻害性のアデニンヌクレオチドを小胞体
内腔より放出し、ミクロゾームの UGT を活
性化する。 

 
UGT 活性に及ぼす影響をBrij-58および 
alamethicin 存在下に比較検討したとこ
ろ、alamethicin 存在下においては界面
活性剤存在下に比べて UGT 阻害作用は
弱くなり、その IC50値は大きくなった。
これらの処理によって小胞体から ATP 
が放出されたが、alamethicin 処理では
界面活性剤処理ミクロゾームに比べ、よ
り多くの ATP が小胞体内に残存してい
ることが明らかになった。本研究の結果
は、「阻害性ヌクレオチドの小胞体内腔か
らの放出」が UGT 活性の latency を説
明する新たなメカニズムであるとする推
定を支持するものと考えられる。(MDO 
& ISSX-EUROジョイントミーティング, 

オランダ 2012.6で発表予定) 
③ 内因性物質および食事成分による UGT 活
性の調節	
 さらに調べる対象とする内因
性物質の範囲を広げ、また食餌によって、
体内濃度が変動しうる環境因子について
も、あわせて UGT 活性に及ぼす影響を検
討した。その結果、野菜に高濃度で含ま
れるモノテルペノイドアルコール類によ
り、ラットおよびヒトのモルヒネ UGT 活
性が抑制されることを見出した。(日本薬
学会第 132 年会にて発表) 
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