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研究成果の概要（和文）：薬物の薬効・毒性の発現には、体内での薬物濃度と活性代謝物（薬理活性が増強された代謝
物ないし毒性代謝物）の濃度が重要な決定因子となる。薬物代謝の個体差（フェノタイプ）を、遺伝的多型（ジェノタ
イプ）で理解しようとするアプローチは有効だが、一方で、予測不能の事例があり、責任遺伝子のジェノタイプのみで
は限界がある。本研究では、薬物代謝酵素間のタンパク質間相互作用、特にシトクロムP450 (P450, CYP)とUDP-グルク
ロン酸転移酵素 (UGT)のタンパク質間相互作用による薬物代謝の制御が、in vivoでも個体差の要因として重要である
可能性を示すと共に、その分子機構解明にむけた検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Cumulative evidence suggests that there is protein-protein interaction between 
cytochromes P450 (P450s, CYPs) and UDP-glucuronosyltransferases (UGTs). In this project, we obtained 
evidence as follows: 1) The activity of CYP3A4 was significantly suppressed by coexpressing UGT2B7. A 
series of studies suggested that both hydrophobic domains located near the C terminus and within UGT2B7 
are needed for interaction with CYP3A4. 2) CYP3A4 enhances wild-type UGT1A7(*1)-catalyzed 
glucuronidation. In sharp contrast, CYP3A4 suppresses the activity of UGT1A7*4 that carries a W208R 
mutation. Therefore, it is suggested that residue 208 of UGT1A7 is crucial for the responsiveness to 
CYP3A4-dependent modulation. Further, interaction between UGT1A7*1/*4 and CYP3A4 was observed in living 
cells by fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis. Mutual modulation of UGT and CYP3A4 
helps our better understanding of inter-individual differences of CYP3A4 as well as UGT.

研究分野：薬物代謝学

キーワード： 薬物代謝　グルクロン酸抱合　P450　UGT　タンパク質間相互作用
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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。UGTは薬物代謝の第二相反応を
司り、第一相酵素の P450 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。UGTが関与する薬物代謝反応は
多岐に亘るが、UGTの発現系を用いた in vitro
の検討では、一般に in vivoの結果との相関が
得られにくく、医薬品開発、医薬品適正使用
において解決すべき重要な問題点となって
いる。一方、癌の疼痛緩和のためには医療麻
薬であるモルヒネが重要であるが、その薬効
の個体差が臨床上大きな問題となっている。
我々の研究室では、モルヒネのグルクロン酸
抱合に関する研究が古くからなされ、モルヒ
ネの主代謝物モルヒネ -3-グルクロニド 
(M-3-G)の他に、モルヒネ-6-グルクロニド 
(M-6-G)が副代謝物として生成し、これがモル
ヒネを遥かにしのぐ活性代謝物であること
が明らかにされている。その後、M-6-Gがモ
ルヒネの鎮痛作用に寄与すると考えられる
ようになり、海外では臨床試験が行われるに
至っている。これまでに、UGT2B7がヒトの
M-6-Gの生成に関与する酵素であることが見
い出されている。永きに亘り P450と UGTは
独立して働くと考えられてきたが、最近の申
請者らの成果から、異種の薬物代謝酵素が互
いの機能を調節する可能性が示唆されてい
る。すなわち、最近、我々は、モルヒネ活性
代謝物 M-6-G 生成に関して、CYP3A4 と
UGT2B7の機能的相互作用が重要である可能
性を明らかにした。CYP3A4には、遺伝的多
型が知られているが、頻度はかなり低い。一
方、その発現レベルには著しい個体差がある。
UGT2B7の主な遺伝的多型は 268番目のアミ
ノ酸が Hisから Tyrになる多型であるが、こ
れらは、活性にほとんど差がない。 
 また、一部、転写調節に影響を与える多型
の存在も知られているが、頻度は低い。この
ような背景から、これまで医療麻薬の代謝の
個体差は、UGT2B7の遺伝的多型によらない
ものであり、CYP3A4の発現量の多寡や環境
因子による可能性があると着想し、相互作用
部位を精査したところCYP3A4の J-helix領域
が UGT2B7 との相互作用に関わる可能性を
見い出している。また、例数が少なく、予備
的ではあるものの、UGT2B7含量がほぼ同じ
で、CYP3A4含量が異なるヒト肝臓ミクロゾ
ームでは、CYP3A4水準によりモルヒネ抱合
能が規定されることを支持する結果も得て
いる。薬物代謝酵素間の機能的相互作用は、
薬物代謝全般に大きく影響を及ぼす可能性
があり、その分子種特異性を調べ、分子メカ
ニズムと制御因子から個体差の影響を in vivo
で検証することは、医薬品適正使用の基盤に
資するものと着想するに至った。 
 
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 in vivo での検証
に取り組む。薬物の薬効・毒性の発現には、
体内での薬物濃度と活性代謝物（薬理活性が
増強された代謝物ないし毒性代謝物）の濃度
が重要な決定因子となる。薬物代謝の個体差
（フェノタイプ）を、遺伝的多型（ジェノタ
イプ）で理解しようとするアプローチは有効
だが、一方で、予測不能の事例があり、責任
遺伝子のジェノタイプのみでは限界がある。
本研究では、薬物代謝酵素間のタンパク質間
相互作用、特にシトクロム P450 (P450, CYP)
と UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT)のタン
パク質間相互作用による薬物代謝の制御が、
in vivoでも個体差の要因として重要であるこ
とを示すと共に、その分子機構を解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CYP3A4 が UGT 機能に及ぼす影響 : 

UGT1A1、 1A3 および 1A7 の機能に
CYP3A4が及ぼす影響を検討した。各々の
遺伝子の open reading frame (ORF)を含む
cDNAを pFastBac1 vectorに組み込み、バ
キュロウイルス-Sf9 発現系を構築した。
UGT1A1 については、Gilbert 症候群の原
因の一つとされる UGT1A1*6、UGT1A3
については、機能低下型の allozyme *4a、
UGT1A7については、*2、*3および*4を
検討した。変異体は、部位特異的遺伝子導
入法を用いて作成した。CYP3A4の共発現
の有無が UGT機能に及ぼす影響を、普遍
的 基 質 で あ る 4-methylumbelliferone 
(4-MU)、4-hydroxybiphenyl、estradiol およ
び SN-38を用いて検討した。SN-38は、ヤ
クルト本社から供与された。その他の試薬
は、入手可能な高純度の試薬を用いた。 

 
(2) CYP3A-UGT 相互作用における糖鎖の役
割: 糖鎖を持たない分子種である、ラット
の UGT2B3 cDNA を、ラット肝臓より逆
転写および polymerase chain reaction (PCR)
により得た。また、これに、糖鎖付加配列
を部位特異的変異導入法により一カ所導
入し、各々の発現系を得た。 

 
(3) UGTが CYP3A4に及ぼす影響：CYP3A4、

NADPH-P450 還元酵素および UGT2B7 の
三者同時発現系を構築し、UGT の有無が
CYP3A4機能に及ぼす影響を検討した。対
照には、UGT の代わりにカルネキシン 
(CNX)を発現させたものを用いた。 

 
(4) UGT2B7 の新規小胞体ターゲット部位の
同定: UGT2B7の C末端から逐次欠損させ
た変異体の発現系をバキュロウィルス
-Sf9 の系および哺乳動物細胞発現系で構
築し、細胞分画法および、間接蛍光免疫法
により小胞体への残留の有無を調べた。 

 
(5) タンパク質間相互作用の検証：エピトー



プタグの導入によるプルダウン法により、
タンパク質間相互作用を検討した。 

 
(6) 蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)：UGT 

cDNA と CYP3A4 cDNA をそれぞれ、
AcGFPおよび mCherry遺伝子を C末端側
に融合タンパク質として発現するベクタ
ーを構築し、COS細胞を用いて、FRET解
析を行った。解析には、研究室所有のカー
ルツアイス、共焦点顕微鏡を用いた。 

 
(7) FVBマウス肝臓の 2b サブファミリーUgt
の全遺伝子の cDNA をクローニングし、
バキュロウイルス-Sf9発現系を構築した。 

 
(その他) CYP3A4および CYP3A1の cDNAは、
山添 康博士（前東北大学教授、現内閣府）
および永田 清博士(東北医科薬科大学教
授)より供与された。ヒト UGT cDNAおよ
び抗マウス low pI form UGT抗体は、Peter 
Mackenzie 博士 (フリンダース大医学部)
より供与された。UGT1Aの C末端に共通
配列に対する抗体は、生城真一博士 (富山
大学工学部)より供与された。 

 
４．研究成果 
 
(1) CYP3A4とUGTのタンパク質間相互作用: 
エピトープタグを導入した CYP3A4 を用
い、pull-down法で UGT2B7とのタンパク
質間相互作用が起こることが再検証でき
た。UGT2B7と同様に type-I型小胞体膜結
合タンパク質であるCNXとはCYP3A4は
機能的相互作用をしなかったことから、
CYP3A4-UGT2B7 相互作用は特異的であ
ることが示唆された。 

 
(2) UGT2B7 が CYP3A4 機能に及ぼす影響: 

UGT2B7の C末端 cytosolic tail欠失変異体
を用いて、CYP3A4 機能制御における
UGT2B7の cytosolic tailの役割について検
討した結果、CYP3A4制御に重要な役割を
もつことが示唆された。しかし、UGT2B7
の cytosolic tailを CNXのそれと置換した
キメラタンパク質 (CNX-UGT2B7-tail)は、
CYP3A4 機能を抑制しなかった。一方、
CNXの cytosolic tailを UGTのそれと置換
し た キ メ ラ タ ン パ ク 質 
(UGT2B7-CNX-tail)は、CYP3A4 抑制作用
を保持していた。このことから、UGT2B7
の cytosolic tailだけでは、CYP3A4の抑制
には不十分であり、UGT2B7の内腔側ドメ
インも必要であることが示唆された。
UGT2B7 の 183 番目-200 番目アミノ酸か
らなる疎水性に富む領域を CNX内部の両
親媒性ヘリックス領域、402番目-422番目
のアミノ酸と置換したキメラタンパク質
では、CYP3A4抑制能は失われていた。こ
れら、キメラタンパク質を含む 12種類の
UGT2B7 変異体を作製し、これらが

CYP3A4 機能に及ぼす影響を調べた結果、
UGT2B7 の C 末端付近の疎水性領域およ
び、UGT2B7の 200番目アミノ酸付近の領
域を含む内部の疎水性領域の両方が
CYP3A4 との相互作用に重要であること
が示唆された (図 1)。また、UGT2B7 は、
NADPH-P450 還元酵素のシトクロム c 還
元活性には影響しないものの、CYP3A4の
触媒サイクルに影響を及ぼすことが分か
り、活性酸素生成も抑制することが示唆さ
れた。 

 

図 1.  UGT2B7 の異 な る ド メ イ ン に よ る
CYP3A4機能の協調的調節 

 
(3) UGT2B7の小胞体残留シグナル: UGT2B7
の C 末端側から逐次アミノ酸を欠失させ
た変異体を作成した。C末端付近の膜貫通
領域を欠失した場合 UGT機能は失われた
が、小胞体には残留した。このことは、
UGT2B7 の内腔側ドメインに小胞体ター
ゲット配列があることを示唆し、UGT2B7
が CYP3A4 と相互作用する領域が小胞体
内腔ドメインに存在することを支持した。 

 
(4) CYP3A との相互作用における UGT の糖
鎖の役割 : UGT2B3 に相同性の高い
UGT2B2 の糖鎖付加配列を参照し、
UGT2B3(S316N) 糖鎖付加変異体を作製
した。CYP3A1 は、野生型 UGT2B3 に対
しては、機能を抑制したが、この糖鎖付加
変異体に対しては、機能を促進させた。
CYP3A1-UGT2B3(S316N)共発現後、EndoH
処理したところ、UGT 機能への促進作用
は保持されたままだった。このことから、
UGT2B3への糖鎖の導入は、CYP3A1によ
る調節に影響を及ぼすが、複合体形成後は、
糖鎖は相互作用に影響を及ぼさないこと
が示唆された。 

 
(5) CYP3A4がUGT1Aサブファミリーの機能
に影響を及ぼすこと、その影響に分子種特
異性があることが示唆された。CYP3A4は、
野生型の UGT1A1、1A3 および 1A7 に対
しては、いずれも機能を促進させたが、変
異体に対しては影響が異なった。
UGT1A1*6は、CYP3A4により活性化され、
野生型と同程度の活性になった。
UGT1A3*4a機能は CYP3A4による活性化

 



を受けなかった。UGT1A7 の場合、*2 で
は活性化、*3では抑制を受けた。*2にあ
る 129番目と 131番目の二カ所の変異は、
*3 にも存在することから、唯一の違いで
ある 208番目のTrpからArgへの変異がこ
の違いを生み出している可能性があった。 

図 2. CYP3A4 が UGT1A7*1 および allelic 
variants *2-*4機能に及ぼす影響 

 
次に、208番目アミノ酸 Trpのみを Argに
置換した、*4 (W208R)を構築し、CYP3A4
共発現の影響を野生型のそれと比較した。
CYP3A4 は、野生型 UGT1A7*1 は活性化
したが、*4 は抑制した (図 2)。従って、
208番目のアミノ酸の TrpからArgへの変
異が、CYP3A4によるこの UGTの調節の
方向性の決定に重要であることが示唆さ
れた。 

 
(6) AcGFP-UGT1A7*1 お よ び *4 と

mCherry-CYP3A4との間には、CYP3A4と
相互作用しない CNXの場合に比べて、強
い FRETが観察された。UGT1A7*1および
*4はいずれも CYP3A4と生細胞内でタン
パク質間相互作用していることが示され、
P450-UGT 相互作用が in vivo で生起して
いることが強く示唆された。 

 
(7) マウス肝臓の全 Ugt2b サブファミリーの
発現系を構築し、モルヒネ抱合活性を調べ
た。Ugt1a1および Ugt2a3についても検討
した。研究対象とした全ての Ugtが 4-MU
抱合活性を有していた。モルヒネ抱合活性
は、Ugt2b36が最も高く、これが主要なモ
ルヒネ抱合酵素であることが明らかにな
った。これらの結果は、実験動物として汎
用されるマウスの基礎的データとして有
用と考えられる。 
  
 主要な機器として購入した(株)日立ハイテ
クノロジーズ社製 HPLCシステムは、組換え
酵素機能の高感度解析に用いた。 
  
 本研究では、CYP3A4 と UGT がタンパク質間
相互作用し、互いの機能を調節することが示
唆された。また、本研究の成果から、この相
互作用が、生体内での生起する可能性が示さ
れた。本研究の成績は、UGT と CYP3A4 いずれ

もの個体差を理解する一助になり、医薬品の
適正使用の基盤に資するものと考えられた。 
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