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研究成果の概要（和文）： 
薬物代謝酵素 CYP3A4 と排出型トランスポーターMRP3 は、共通の薬物により肝臓にて
誘導をされることから類似した新規分子機構が存在することが予測された。クロトリマゾ
ールおよび Aryl hydrocarbon Receptor (AhR)のリガンドである多環芳香族炭水素化合物
は HepG2 細胞にて CYP3A4 および MRP3 を強く誘導した。しかし、CYP3A4 の誘導に
は、いずれの化学物資も Pregnane X Receptor (PXR)の活性化が関与し、AhRは関与しな
いことが判明した。一方、MRP3 の誘導には PXR は関与せず、エンハンサー領域の遺伝
子解析より AhR結合配列に類似する領域（−6,8Kb）が誘導に関わることを見いだしたが、
AhRはMRP3の誘導には関与しないことが明らかとなった。本研究から CYP3A4誘導に
は PXR が主に関わっており、MRP3 の誘導には既存のレセプターが関与しない新規遺伝
子転写活性化機構が関わっていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Drug	 metabolizing	 enzyme	 CYP3A4	 and	 excretory	 transporter	 MRP3	 are	 induced	 by	 
same	 compounds,	 being	 predicted	 the	 existence	 of	 similar	 molecular	 mechanism	 in	 
both	 induction.	 CYP3A4	 and	 MRP3	 were	 strongly	 induced	 by	 treatment	 with	 
clotrimazole	 and	 aryl	 hydrocarbon	 receptor	 (AhR)	 ligands	 such	 as	 polycyclic	 
aromatic	 hydrocarbons.	 Those	 compounds	 induced	 CYP3A4	 through	 activation	 of	 
pregnane	 X	 receptor	 (PXR)	 but	 not	 through	 activation	 of	 AhR.	 On	 the	 other	 hand,	 
MRP3	 induction	 was	 not	 involved	 in	 AhR	 activation,	 although	 a	 region	 including	 
a	 nucleotide	 sequence	 similar	 to	 AhR	 binding	 cis-element	 was	 found	 in	 an	 enhancer	 
region	 (-6.8Kb).	 Together	 with	 these	 results,	 CYP3A4	 is	 predominantly	 induced	 
through	 activation	 of	 PXR	 and	 MRP3	 seems	 to	 be	 induced	 through	 a	 novel	 gene	 
transcription	 involving	 no	 receptor	 previously	 reported.	 
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１．研究開始当初の背景	 

薬物の血中濃度に大きな影響を与える薬物

代謝酵素やトランスポーター等の薬物動態

関連酵素の発現は、種々の要因よって影響を

受けるために大きな個人差を引き起こしや

すい。中でも非常に強い酵素誘導を起こす薬

物は、他の薬物の薬効を低下させ薬物相互作

用を引き起こすために、現在の医薬品の開発

あるいは薬物療法においては、薬物投与によ

る薬物動態関連酵素誘導を事前に予測する

ことが大変重要となっている。これらの酵素

誘導は、主に肝臓と小腸において認められ、

特に近年、小腸における酵素誘導も薬物相互

作用を引き起こすことが判明し大きな問題

となっている。現在、薬物を含む多くの化学

物質が、これらの酵素誘導を引き起こすこと

が明らかとなっているが、誘導様式と化学物

質の構造相関性は明らかとなっておらず、そ

の詳細な分子機構も明らかとなっていない。

そのため、薬物を合成する過程において予め

その化学構造から酵素誘導を予測できず、事

前の酵素誘導の回避は難しい。	 

	 

２．研究の目的	 

化学物質の曝露による薬物動態関連酵素の

誘導をより正確に予測するために、従来から

説明されている酵素誘導分子機構に加え、申

請者が見出した新規酵素誘導分子機構を詳

細に解明することが必要である。現在申請者

の研究からCYP3A4およびMRP3の誘導に関与

する遺伝子上の新規領域はすでに明らかに

なっており、本研究ではこの領域中に存在す

る転写因子が結合するシス-エレメントを同

定する。これと平行して誘導に関与する新規

レセプターの同定を行い、その誘導分子機構

が同じであるか否かを明らかとする。	 

	 
３．研究の方法	 

1）CYP3A4 誘導に関わる新規シス-エレメント

の同定	 

	 申請者が見い出した CYP3A4 誘導に必須の

DNA 領域(mieCYP3A4)には、核内レセプターが

結合する TGAACT 様塩基配列が複数カ所存在

している。しかも，この領域はリファンピシ

ン型とクロトリマゾール型の CYP3A4 誘導を

引き起こすためには重要である事も判明して

いる。本研究では，この DNA 領域を解析し，

リファンピシン型誘導に関わっているシス-

エレメントおよびクロトリマゾール型誘導に

必要なシス-エレメント（特異的塩基配列）

をそれぞれ同定する。	 

2） ヒト MRP3 誘導に関わる新規シス-エレメン
トの同定	 

	 申請者は CYP3A4 を誘導するクロトリマ

ゾール型に分類される化学物質がヒト

MDR3 の誘導を引き起こす事を見いだしてお

り，また、その誘導にはヒト MDR3 遺伝子の

エンハンサー領域約 7kbp あたりが必要で

ある事を既に突き止めている。本研究では，

誘導に関わる領域（約 100bp）をさらに解

析し、シス-エレメントを同定する事により

どのような転写因子が結合可能か予測する。	 

3）CYP3A4 誘導に関わる新規レセプターの

探索	 

	 肝臓における CYP3A4 誘導には、現在の所

3 つの遺伝子領域が関与する事が報告され

ているが、中でも我々が見いだした

mieCYP3A4 領域はリファンピシン型誘導に

は必須であり，PXR が中心的役割を担って

いる事が判明している。一方，クロトリマ

ゾール型CYP3A4誘導にもPXRが関与するが、

mieCYP3A4 領域を用いた転写活性化の研究

から、PXR 以外のレセプターの関与も予測

された。本研究では肝臓に高く発現してい

る既存のレセプターに的を絞り、それらの

siRNA を用い mRNA の発現を抑制する事で、

PXR 以外のどのレセプターが誘導に関与す

るのか否かを調べる。	 

4）ヒト MRP3 誘導に関わる新規レセプター

の探索	 

	 申請者の現在までのリガンドあるいは

shRNA を用いた研究結果より、ヒト MRP3 の

誘導には薬物動態関連酵素誘導に関与する

事が報告されている核内レセプター（PXR,	 

CAR,	 VDR,	 FXR,	 LXR,GR）は関与しない事が

判明している。誘導に関与するシス-エレメ

ントが同定され，その結果より核内レセプ

ターの関与が予測されたならば、先に調べ

た以外の核内レセプターの siRNA を用いて

mRNA の発現抑制を行い誘導に関与するレ

セプターを見いだす。核内レセプターでな

い場合は，他の既知のレセプターについて

も同様にsiRNAを用いてmRNAの発現抑制す

る事で検討を行う。	 

	 

４．研究成果	 

1）CYP3A4 の誘導分子機構について	 

本研究では、既知の CYP3A4	 誘導剤である RIF、



 

 

CTZ と、近年 CYP3A4 誘導を引き起こすことが明

らかとなったPAHs、さらにPAHs同様 CYP1A1/1A2

の誘導剤である TCDD について CYP3A4	 遺伝子転

写活性化機構の比較検討を行った。PAHs の多く

は CYP3A4	 を誘導するが、本研究では、PAHs の

中でも特に D[a,h]A において CYP3A4	 レポータ

ー活性および CYP3A4	 mRNA 発現レベルの顕著な

上昇が認められたため、PAHs として D[a,h]A を

用いた。	 

CYP3A4	 遺伝子の転写活性化では、シスエレ

メント prER-6、dNR-1 および mRE3A4	 が重要な

役割を果たすことが報告されている。まず、4	 

種の化合物におけるprER-6	 およびdNR-1の関

与を検討したところ、dNR-1 に変異を導入した

プラスミドpCYP3A4-362-7.7kmでは、RIFとCTZ

は顕著にレポーター活性が減少していたが、

D[a,h]A および TCDD におけるレポーター活性

の低下は RIF、CTZ と比較して弱かった。した

がって、D[a,h]A および TCDD による CYP3A4	 遺

伝子転写活性化には、dNR-1	 と pER-6	 以外の

領域が関与している可能性が示唆された。更に、

CYP3A4	 プロモーター領域に mRE3A4	 を直結さ

せたプラスミド pCYP3A4-362+mRE において、

CTZ、D[a,h]A および TCDD では顕著なレポータ

ー活性の上昇が認められたことから、mRE3A4

はこれら 3	 種の化合物による CYP3A4	 遺伝子

転写活性化に重要なシスエレメントである可

能性が示唆された。	 

次に、mRE3A4 の配列中に含まれる各ハーフ

サイトに変異を導入し、各化合物におけるレポ

ーター活性を比較検討した。α、β ハーフサ

イトは近年見出された direct	 repeat（DR）-4	 

型のシスエレメント、the	 essential	 distal	 

nuclear	 receptor	 binding	 element	 for	 CYP3A4	 

induction	 （eNR3A4）であり、PXR が結合する

ことが報告されている。および β ハーフサイ

トへの変異の導入により RIF、CTZ、D[a,h]A

および TCDD において著しくレポーター活性が

低下したため、今回用いた 4	 種の化合物によ

る CYP3A4	 遺伝子転写活性化は、eNR3A4	 を介

して引き起こされることが示唆された。更に、

eNR3A4	 は PXR の結合サイトであることから、

D[a,h]AおよびTCDDによる転写活性化にもPXR

が関与する可能性が考えられた。今回、D[a,h]A

と TCDD における PXR の関与を明らかにするた

め、HepG2	 細胞に Ad-hPXR を 0、1、5、10	 MOI

で感染させ、ウイルス力価ごとの CYP3A4	 レポ

ーター活性を比較検討したが、D[a,h]A および

TCDD では RIF、CTZ 程のレポーター活性の上昇

は 認 め ら れ な か っ た 。 そ こ で 、

pCYP3A4-362-7.7k を染色体内に導入して樹立

された 3-1-20	 細胞に hPXR-siRNA を導入し、

PXR の発現をノックダウンさせることによる

CYP3A4	 遺伝子転写活性化への影響を検討

した。Fig.	 10	 に示すように、既知の PXR

リガンドである RIF および CTZ だけではな

く、D[a,h]A、TCDD においても hPXR-siRNA

により著しい CYP3A4	 レポーター活性の低

下が認められ、D[a,h]A および TCDD による

CYP3A4	 遺伝子転写活性化には PXR が重要で

あることが示唆された。今後ゲルシフトア

ッセイなどを用い、D[a,h]A および TCDD	 に

対する PXR の関与を確認する予定である。

また、HepG2	 細胞にレポータープラスミド

を一過性に発現させて検討を行ったレポー

ター活性は、CYP3A4	 レポーター安定発現細

胞株を用いたコントロールのレポーター活

性よりも低かった。この原因は不明である

が、MOI の増加に対する上昇率が低かったこ

とから、あるいは PXR 以外の転写因子が関

与する可能性も考えられる。	 

更に、mRE3A4 における複数のハーフサイト

のうち、CTZ、D[a,h]A、TCDD では γ ハーフ

サイトへの変異の導入でもレポーター活性が

低下した。RIF ではレポーター活性が上昇し

ていたことから、このハーフサイトを介する

転写活性化には、PXR 以外の他の転写因子が

関与する可能性がある。現在、このγハーフ

サイト近辺の配列に一塩基ずつ変異を導入し

たレポータープラスミドを作成し、CTZ、

D[a,h]A、TCDD による転写活性化に関わるシ

スエレメントの同定を進めている。	 

	 また、CYP3A の誘導には種差が存在するこ

とが知られている。そこで、RIF、CTZ、

D[a,h]A および TCDD の CYP3A 分子種誘導に

おける種差を明らかにするため、ラット肝

癌由来 Reuber 細胞に Ad-hPXR を感染させ、

hPXR を 発 現 さ せ た 条 件 下 で の

pCYP3A4-362-7.7k における CYP3A4	 レポー

ター活性を検討した。Ad-hPXR	 0	 MOI と比較

して、Ad-hPXR を感染させ hPXR を発現させ

た場合に CYP3A4	 レポーター活性の著しい

上昇が認められたことから、今回用いた 4	 

種の化合物による CYP3A	 誘導にも種差が存

在する可能性が示唆された。そこで、ラッ

トにおける CYP3A4	 ホモログである CYP3A1	 

の mRNA 発現レベルについて、RIF、3-MC お

よび DEX による影響を検討した。これまで

の研究より、RIFによるCYP3A誘導の種差は、

ヒトとラットの間で 	 PXR	 の 	 ligand	 

binding	 domein（LBD）の相同性が 76%と低

いために起こると考えられている。Ad-hPXR

を感染させない場合、RIF による CYP3A1	 

mRNA	 の発現は低かったことから、RIF は

Reuber 細胞内在性のラット PXR を活性化さ

せないと推測された。一方、hPXR の発現下、



 

 

RIF により CYP3A1	 mRNA の発現レベルが著しく

上昇したことから、RIF による CYP3A 分子種の

種差は PXR に起因するという報告は本検討に

おいても認められた。しかし、PAHs である 3-MC

では、hPXR を発現させても CYP3A1	 mRNA 発現

レベルの上昇は認められなかったため、PAHs

による CYP3A 分子種誘導の種差には、PXR の種

差以外の要因が存在する可能性が示唆された。

その 1	 つとして、今回の検討から、動物間に

おけるシスエレメントの差異が考えられる。

dNR-1 および prER-6 の DNA 配列はヒトとラッ

トの両方に存在するが、mRE3A4	 に相同性の高

いDNA配列はマウスやラットの CYP3A遺伝子近

傍には見出せない。したがって、今回明らかと

なった、CYP3A4	 遺伝子転写活性化に mRE3A4	 

が重要である PAHs などの化合物では、ヒトと

その他の動物間において、CYP3A 誘導に種差が

生じる可能性が考えられる。	 

更に、転写活性化に関与する配列が異なる

と、それに伴う転写因子の種類も異なることが

推測される。一般に PAHs および TCDD は aryl	 

hydrocarbon	 receptor（AhR）のリガンドとな

り、CYP1A1/1A2 の誘導を引き起こすことが知

られている。しかし、AhR が CYP3A4	 遺伝子転

写活性化へ及ぼす影響については報告がなく、

未だ不明な点が多い。今回の検討では、3-MC

により CYP3A4	 mRNA 発現レベルは上昇するが、

ラットのCYP3A1	 mRNA発現レベルは上昇しない

という種差が認められた。更に、hPXR を発現

させず、Reuber 細胞内在性の転写因子のみで

は、D[a,h]A による CYP3A4 レポーター活性は

上昇しなかった。一方で、3-MC によりヒト

CYP1A1	 mRNA、ラット CYP1A1	 mRNA は共に発現

が上昇したことから、AhR は Reuber 細胞中に

も発現しており、また AhR の活性化にはヒトと

ラットの間での種差が少ないと考えられる。こ

れにも関わらず PAHs による CYP3A 誘導の種差

が認められることから、AhR は CYP3A 分子種に

対し、直接影響を及ぼさない可能性が示唆され

た。更にこの予測を明確にするため、今後、ヒ

トについても AhR の過剰発現あるいはノック

ダウンを用い、PAHs および TCDD による CYP3A4	 

遺伝子転写活性化機構における AhR の関与に

ついて検討を重ねる必要がある。	 

本研究の結果より、CYP3A4	 遺伝子転写活性化機

構には、誘導剤により重要となるシスエレメン

トが異なることが示された。また、これまで不

明な点が多かった PAHs および TCDD による

CYP3A4	 遺伝子転写活性化機構において、mRE3A4

中の eNR3A4	 を介して PXR が関与する可能性が

あること、更に他にも転写活性化に関わる可能

性のあるハーフサイトが存在することを見出し

た。現在 PXR は、constitutive	 androstane	 

receptor（CAR）や vitamin	 D	 receptor（VDR）、

GR、hepatocyte	 nuclear	 factor	 4（HNF4）な

どの多様な核内受容体および転写因子と相互

に作用し、CYP3A4 遺伝子の転写活性化機構
に作用していると考えられている。今後、

eNR3A4 に加えて、CTZ、D[a,h]A、TCDD
による CYP3A4 遺伝子転写活性化に重要だ
と考えられる mRE3A4 中の γ ハーフサイト
近傍の配列を更に解析し、関与し得る転写因

子を含めた検討を行う予定である。 
2）MRP3の誘導分子機構について 
代表的な核内受容体のリガンドを用いて、ヒ

トMRP3	 遺伝子の転写調節への影響を検討し

た。本実験を進めるにあたり、ヒトMRP3遺伝

子プロモーター上流領域をPCR法にて単離し

てレポーターコンストラクトに組み込み、

pGL3—hMRP3—10kを構築した。本章における実

験では、ヒト肝癌由来HepG2細胞においてPXR	 

のリガンドであるクロトリマゾールによるヒ

トMRP3遺伝子の転写活性化が認められた。し

かし、同様にPXR	 のリガンドである

rifampicin、そしてVDR、FXR、PPARy、RXR	 お

よびRARのリガンドである薬物による転写活

性化は認められなかった。更に、ヒト大腸癌

由来細胞においてはいずれの薬物でもヒト

MRP3遺伝子の転写活性化は認められなかった。

本研究およびヒトにおいてMRP3	 は肝で誘導

されるが腸で誘導されないことから、クロト

リマゾールによるMRP3	 遺伝子の転写活性化

には、肝細胞にのみ発現している転写調節因

子が深く関与している可能性が考えられた。	 

そこでヒトPXR	 過剰発現によるMRP3	 遺伝

子転写活性化への影響を検討した。ヒトPXR	 

過剰発現によって、クロトリマゾールによ

るMRP3遺伝子転写活性化が増加しなかった

事から、HepG2	 細胞においてクロトリマゾ

ールによるMRP3遺伝子転写活性化にPXRが

関与している可能性は非常に低いことが示

唆された。また、ヒト肝初代継代細胞を用

いた実験においてもMRP3のmRNA量はPXRの

リガンドにより増加せず、本研究による結

果と一致した。次にヒトCYP3A4遺伝子およ

びヒトMRP3遺伝子の転写調節機構に共通点

があることから、ヒトCYP3A4遺伝子転写活

性化化合物を用いて、それらのヒトMRP3遺

伝子転写活性化への影響を検討した。その

結果、ヒトMRP3	 遺伝子はCYP3A4	 のクロト

リマゾール型誘導化合物により転写活性化

されることが分かった。この事から、クロ

トリマゾール型誘導化合物によるヒト

CYP3A4	 遺伝子およびヒトMRP3	 遺伝子の転

写活性化に関与している転写因子は同一で

ある可能性が示された。また、クロトリマ



 

 

ゾールによるMRP3	 遺伝子転写活性化にPXR	 が

関与しなかった事から、クロトリマゾールによ

る遺伝子転写活性化にはPXR	 を介した経路以

外の経路がある可能性が示唆された。	 

次に、cAMPを介したシグナル伝達系がヒトMRP3

遺伝子転写調節に関与している可能性を考え、

cAMPシグナル伝達系を活性化させる数種の薬

物を用いて、それらのヒトMRP3遺伝子転写活性

化への影響を検討した。しかし、どの薬物によ

ってもヒトMRP3遺伝子の転写活性化は有意に

増加せず、cAMPを介したシグナル伝達系が関与

していない事が示唆された。	 

そこでヒト MRP3	 遺伝子転写活性化に関与す

るシスエレメントを検索し、その転写因子を特

定するためにレポーターコンストラクトの改変

を行った。pGL3-MRP3-10k に組み込んだ MRP3 上

流断片をタ側から漸減させたレポーターコンス

トラクトを複数作成し、レポーターアッセイを

行った。そして，	 MRP3	 遺伝子上流 8kb-6kb の

領域を欠失させた場合にクロトリマゾールによ

る MRP3 遺伝子転写活性化が低下る事が示され、

この領域の存在するシスエレメントがクロトリ

マゾールによるヒトMRP3遺伝子転写活性化に関

与している可能性が考えられた。また、イソキ

サチオンによるMRP3遺伝子転写活性化も同一の

領域を欠失させた場合に低下することから、ク

ロトリマゾールとイソキサチオンによるMRP3遺

伝子転写活性化には同一の転写因子およびシス

エレメントが関与していると考えられた。今回

の検討で、ヒト MRP3 遺伝子転割舌性化に PXR が

関与しているという従来の認識とは異なり、PXR

ではない他の転写因子がヒトMRP3遺伝子転写活

性化に関与している可能性が高いことが示され

た。そこで、pGL3-basic に挿入したヒト MRP3

遺伝子上流10	 kb断片を5’側から漸減させたレ

ポータープラスミドを数種作成し、レポーター

アッセイを行った。その結果、MRP3 の転写活性

化に関与するシスエレメントはMRP3遺伝子上流

の約 7	 kb 付近に存在することが明らかとなった。	 	 

この遺伝子領域には、CYP3A4 遺伝子転写活性

化に重要である DR 領域や AhR と ARNT のヘテロ

ダイマーが特異的に結合する配列である XRE 配

列に類似した配列の存在がしており(Fig.	 12)、

なかでもMRP3遺伝子転写活性化にAhRの関与の

可能性が示唆されたことから、この XRE 類似配

列がMRP3遺伝子転写活性化におけるシスエレメ

ントとして中心的な役割を果たしていることが

予想される。そこで XRE 類似配列が MRP3 転写活

性化に関与するシスエレメントであるか明らか

にする為、MRP3 レポータープラスミドである

pGL3-MRP3	 ACC65におけるXRE類似配列領域に変

異を導入し、それによるレポーター活性への影

響を測定した。	 

	 結果、-6812b のアデニンをチミンへ変異を

加えたレポータープラスミドでは、CLO、DB、

TCDD 処理の全てにおいて、pGL3-MRP3	 ACC65

と比べて、レポーター活性の著しい増加が認

められた。また同位置のアデニンをシトシン

へ変異を加えたレポータープラスミドでは

CLO、DB、TCDD 処理の全てにおいて、pGL3-MRP3	 

ACC65 と比べて、レポーター活性の低下が認

められた。次に-6810b のグアニンをアデニン

へ変異を加えたレポータープラスミドでは、

CLO、DB、TCDD 処理の全てにおいて、レポー

ター活性の著しい低下が認められた。同様に

-6809b から-6806b 間においても変異による、

レポーター活性の著しい低下が認められた。

一方で XRE 類似配列を一塩基変異させたとこ

ろ（-6809	 C>A、-6808	 G.>A、-6807	 T>A、-6806	 

G>A）著しいレポーター活性の低下が認められ

た。このことから、XRE 類似配列が MRP3 遺伝

子転写活性化に関わるシスエレメントである

可能性は極めて高いことが示唆された。XRE

は転写因子 AhR が特異的に結合する配列であ

ることから、AhR が MRP3 遺伝子転写活性化に

関与する可能性が考えられたが、TCDD 処理に

よる MRP3	 mRNA の発現レベルの増加が認めら

れず、MRP3 の遺伝子発現誘導には他の新規遺

伝子転写活性化機構の存在が示唆された。	 
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