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研究成果の概要（和文）：化学物質による薬物代謝酵素タンパク質の分解過程の制御に伴うその酵素活性変化、
毒性への寄与に関する研究はほとんどない。肝細胞の3次元培養系において、アセトアミノフェンは、薬物代謝
酵素のひとつCYP3Aタンパク質の分解過程を阻害することにより蓄積させ、酵素活性を上昇させることが明らか
となった。アセトアミノフェンは、CYP3Aにより肝毒性を惹起する反応性代謝物を生成することが知られている
が、これは、本知見にも関与している可能性がある。アセトアミノフェン類縁体も同様の現象を示すものがあ
り、詳細なメカニズム解明につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：There are few reports regarding toxicity and enzyme activity associated with
 drug-metabolizing enzyme accumulated by disruption of its protein degradation system. We have 
clarified that acetaminophen led to inhibit CYP3A protein degradation and accordingly induced its 
enzyme activity using 3-dimensional hepatocyte culture. The results could contribute formation of 
the reactive metabolite by CYP3A, which is known to induce hepatotoxicity. Acetaminophen analog also
 showed inhibitory effects on CYP3A degradation in 3-dimensional culture. These findings could lead 
to clarify the detailed mechanism.

研究分野：衛生薬学

キーワード： 薬物代謝酵素　ユビキチンプロテアソーム　アセトアミノフェン　3次元培養
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体内のタンパク質の主な分解経路には、ユ
ビキチンと呼ばれる分解シグナルタンパク質が
連続的な酵素反応により標的タンパク質に付加
された後、プロテアソームと呼ばれる酵素複合体
に運ばれ、選択的に分解される「ユビキチンプロ
テアソーム系」と、細胞質成分をリソソームで分
解するための機構「オートファジー系」があること
が知られている。これは、重要な細胞浄化システ
ムの一環である。 
一方、低分子化合物は、薬物（異物）代謝酵
素によって代謝され体外に排泄させる解毒機構
をもつ。薬物代謝酵素は、内在性物質や化学物
質による転写活性化による発現制御がよく知ら
れている。転写活性化による薬物代謝酵素の酵
素誘導は、異物代謝による解毒を促進させるが、
生成する代謝物が毒性を誘発する場合もある。
例えば、環境化学物質のひとつである芳香族炭
化水素は、薬物代謝酵素チトクローム P450 
(CYP)の発現を誘導させ、異物代謝活性を促進
させる。しかし一方で生成した活性代謝物によっ
て毒性が増強される。このことから、薬物代謝酵
素の発現変動の変動評価は、化学物質の解毒、
毒性化を理解する上で重要である。 
薬物代謝酵素のうち、最も寄与が高いものは
チトクローム P450（CYP）であるが、CYP2B6 や
CYP3A4 はユビキチンプロテアソーム系により、
CYP2C9 や CYP2E1 はユビキチンプロテアソー
ム系とオートファジー系の両方で分解されること
が報告されている（Kim et al., 2016）。しかしなが
ら、化学物質によるこれら分解システムに与える
影響、それに伴う毒性発現に関する研究はほと
んどない。本研究では、化学物質の薬物代謝酵
素タンパク質の分解系への制御とその毒性への
寄与を調べることを目的としている。 
 
２．研究の目的 
評価にあたり、本研究では 3 次元培養系に着
目した。3 次元培養系は、単層培養よりも in vivo
に近い状態を維持することが期待されている。3
次元培養プレートを用いて肝細胞の細胞塊（ス
フェロイド）を構築し、薬物代謝酵素発現量を調
べたところ、CYP やグルクロン酸転移酵素
（UGT）や硫酸転移酵素（SULT）の発現は、スフ
ェロイドが形成する前は減少するものの、形成さ
れると一定に維持されることが分かった（sanoh 
et al., 2014）。スフェロイドを形成させることで、in 
vivo 同様の薬物代謝酵素の発現と分解の高次
調節機能がとれるようになるものと考えられる。
化学物質による薬物代謝酵素タンパクへの分解
影響を評価するには、薬物代謝酵素の mRNA
やタンパク質発現が一定に維持されている条件
で実験を行うことが好ましく、3 次元培養系はそ
の評価系として有用と考えた。 
解熱鎮痛剤アセトアミノフェン（APAP）は、マウ
スにおいて CYP3A11 mRNA 発現量を増加させ
るが、転写活性化に関連する核内受容体 CAR
を介して CYP3A を酵素誘導する可能性が示唆
されている（Zhang et al., 2002）。一方で、マウス
において、APAP は CYP3A タンパク質発現量を

上昇させるが、CYP3A11 mRNA 発現量に影響
を与えないという報告もある（Wolf et al., 2005）。
また、ラットにおいて、APAP は CYP3A タンパク
質発現量、酵素活性を上昇させる報告があり
（Kim et al., 2007）、これらの結果を踏まえると、
APAP は CYP3A の転写を促進させるだけでなく、
タンパク質の分解を抑制し、ターンオーバーを
遅らせることで酵素活性を上昇させている可能
性も考えられた。 
APAP の代謝経路には、UGTや SULT による
抱合代謝とCYP1A2、CYP2E1やCYP3A4により
生 成 す る 酸 化 代 謝 物 で あ る 、
N-acetyl-p-benzoquinoneimine（NAPQI）がグル
タチオン抱合を受ける代謝による解毒経路が知
られている。しかし、APAP は過剰に服用すると
反応性が高い NAPQI の生成量が増えることに
伴う肝障害を引き起こすことが知られている（図
1）。このような背景から、APAP を評価化合物に
選択して、CYP3A タンパク質の分解制御と毒性
との関連性について肝細胞３次元培養系を用い
て調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1、APAP の代謝経路と毒性 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 
雄性ラット（7 週令）の肝臓から肝細胞を単離
し３次元培養プレート（ElplasiaTM, Kuraray Co., 
Ltd.）と呼ばれる播種した。スフェロイドが形成さ
れる５日目以降から実験を行った。 
 
(2)APAP による CYP3A に対する影響 
肝細胞スフェロイドに APAP（1mM もしくは
10mM）を 24 時間曝露させ、CYP3A1/23 等の
mRNA 発現をリアルタイム RT-PCR にて、タンパ
ク質発現変化をウェスタンブロッティングにて調
べた 。 また CYP3A1/23 の酵素活性は、
P450-GloTM CYP3A4 assay（Promega）を用いて
評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝細胞３次元培養系の CYP3A1/23 のタン
パク質発現 
ラット肝臓から単離したラット肝細胞を 3 次元
培養プレートに播種し、スフェロイドが形成され
る 5 日目、および 7 日、9 日目において、スフェ
ロイド内のCYP3A1/23タンパク発現量は概ね一
定に維持されていることが確認できた（図 2）。 
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図 2、肝細胞スフェロイド形成時の CYP3A1/23
のタンパク発現変化 
 
(2) APAP の CYP3A1/23 mRNA、タンパク質、酵
素活性に与える影響 
APAP（1, 10mM）曝露により、CYP3A1/23 タン
パク発現量は増加し、酵素活性も濃度依存的に
上昇した（図3A,B）。一方、mRNA発現について
は、24 時間以内で発現の上昇は観察されず、
概ね一定に維持していた(図 3C, 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3, APAP（1, 10mM）をラット肝細胞スフェロイド
に曝露後の CYP3A1/23 のタンパク発現量(A)、
酵素活性(B)、およびmRNA発現量への影響(C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4, APAP をラット肝細胞スフェロイドに曝露後
の各時点のmRNA発現量への影響 

(3) APAP が CYP3A1/23 のタンパク質の分解半
減期に与える影響 
(1) 、  (2) の 結 果 か ら 、 APAP に よ る
CYP3A1/23 タンパク質発現量の上昇は mRNA
に依存していない、つまり転写活性化によるもの
ではなくCYP3A1/23タンパク質の分解を抑制す
ることに伴い、発現量が増加し酵素活性が上昇
したものと考えられた。そこで、タンパク質翻訳
阻害剤である cycloheximide（CHX）を添加する
ことで、APAPによるCYP3A1/23のタンパク質分
解半減期に与える影響を評価した。その結果、
APAP（10mM）曝露によって、分解半減期の延
長が確認された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5, CHX処理時、APAPによる CYP3A1/23 の
タンパク質分解半減期に与える影響 
 
(4) APAP がプロテアソーム系に与える影響 
CYP3A はユビキチンプロテアソーム系により
分解されることから、APAP のプロテアソーム活
性に及ぼす影響を調べた。APAP(10mM)は
caspase様活性を有意に減少させた。しかし陽性
対照の MG132 に比べその減少程度は小さいこ
とから、CYP3A1/23 の分解抑制の主たる原因で
はない可能性が考えられる（data not shown）。 
 
(5) APAPがCYP3A1/23 タンパク質のポリユビキ
チン化に与える影響 
CYP3A1/23を免疫沈降した画分で、APAPの
濃度依存的にユビキチン化が抑制されていてい
ることが明らかとなった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図6，APAPがCYP3A1/23タンパク質のポリユビ
キチン化に与える影響 
 
CYP3A の E3 リガーゼである glycoprotein78
（gp78）と C terminus of Hsp70-interating protein
（CHIP）に対する APAP の影響を評価した。
APAPはCHIPタンパク質発現量をほとんど変化
させないものの、gp78 タンパクにおいてはAPAP
（10mM）で有意に減少させた（図 7）。しかしなが
ら、gp78 の mRNA量には変化を与えていなかっ
た（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7、APAP による gp78 (A)と CHIP（B）タンパク
発現量に対する影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8, APAP による gp78mRNA量発現への影響 
 
(6)APAPによるCYP3A1/23タンパク質の分解抑
制による NAPQI や活性酸素種の影響 
NAPQI の生成を抑制させるため、CYP 阻害
剤 1-aminobenztriazole（ABT）を添加したところ、
APAPによるCYP3A1/23タンパク質のポリユビキ
チン化の阻害作用はABTによって変化しなかっ
た。また、APAPにより減少したgp78タンパク質も
変 化 し な か っ た （ data not shown ） 。
N-Acetylcysteine（NAC）をAPAP（10mM）と併用
曝露しても CYP3A1/23 のタンパク分解抑制作
用は軽減されなかった。以上から、この現象に
NAPQI や活性酸素種（ROS）の関与は低いこと
が示唆された（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9, APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分
解抑制による NAPQI，活性酸素種の影響 
 
(7) APAP 類縁体がCYP3A1/23 に及ぼす影響 
APAP の 位 置 異 性 体 で あ る
N-acetyl-m-aminophenol(AMAP) や
N-acetyl-o-aminophenol（AOAP）、およびAPAP
の水酸基がカルボキシ基に置換された
p-acetamidobenzoic acid（PAcBA）を選択し、
CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制について検
討した（図 10）。 
 
 
 
 
 
図 10，APAP 類縁体の化学構造式 
 
AMAP（10mM）曝露によってCYP3A1/23 のタ
ンパク質発現量および酵素活性の増加が観察
された。mRNA発現量は1mM曝露で減少したも
のの、10mM で変化は見られなかった。AOAP
（1mM）ではタンパク発現量は変化せず、酵素活
性は減少していた。また、PAcBA については、
10mM 曝露において、タンパク発現量、酵素活
性、mRNA 発現量において有意な減少が認めら
れた。以上より、AMAP（10mM）は APAP と同様
のプロファイルが得られ、同様のメカニズムで分
解抑制に寄与している可能性がある（図 11）。 
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図11, AMAP（1, 10mM）をラット肝細胞スフェロイ
ドに曝露後の CYP3A1/23 のタンパク発現量(A)、
酵素活性(B)、およびmRNA発現量への影響(C) 
 
APAP は、CYP3A1/23 のユビキチンプロテア
ソーム系を E3 リガーゼ gp78 の発現量を減少さ
せることで、その分解を抑制し、酵素活性の増
加につながっていることを見出した。Gp78のタン
パク発現の減少についての原因は明らかとなら
なかったが、少なくとも APAP の代謝物や APAP
による ROS の産生が原因ではなく、APAP 自身
の作用によるものと示唆された。これは APAP の
構造類自体 AMAP においても同様のプロファイ
ルが得られたことからも支持される。 
また、以前の報告で（Sanoh et al.,2014）、本
評価系に APAP（10mM）曝露させると NAPQI 生
成に基づく還元型グルタチオンの減少、生細胞
の生存率の低下が観察された。NAPQI の生成
は前述のようにCYP3Aが寄与していることから、
本濃度での毒性は、CYP3A1/23 タンパク質の
分解抑制が寄与していることが考えられた。さら
に評価化合物を増やし、構造活性相関を精査
することでメカニズム解明につながることも期待
される。 
 
 (8) その他の化合物の毒性の寄与 
抗ヒスタミン薬ロラタジンは、CYP3A4 によってデ
スロラタジンに代謝変換される（図 12）。ロラタジ
ンをスフェロイドに曝露するとリン脂質が蓄積す
ることが確認された。またABTを用いた評価から、
デスロラタジンが主に寄与していることが示され
た（図13）。ロラタジンはCYP3Aの酵素活性を増
加させることが明らかとなったが、mRNA レベル
も上昇しており、この毒性には、タンパク分解で
はなく、転写活性化による寄与が考えられた
（data not shown）。 
 
 
 
 
 
図 12, ロラタジンの代謝経路 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13, ロラタジン（左）および代謝物デスロラタジ
ン（右）のラット肝細胞スフェロイドにおけるリン脂
質蓄積に与える影響 
 
これまで CYP3A を中心に評価してきたが、
11-βhyderoxysteroid dehydrogenage の還元酵

素酵素の発現や活性も確認できたことから、酸
化のみならず還元酵素とその分解、毒性との関
連性も評価できる可能性もある（ data not 
shown）。 
 
(9) 肝臓以外の組織での可能性 
主に肝臓での薬物代謝酵素に対する分解制
御に関する研究を行ったが、肝臓以外の組織や
もうひとつの分解システムにも着目する必要があ
る。例えば、パーキンソン病発症モデル作製に
汎用される低分子化合物 MPTP の活性代謝物
MPP+はオートファジー機能に与える影響を報告
している（Miyara et al., 2016）。オートファジーで
分解される薬物代謝酵素への影響や MPP+によ
る毒性寄与の研究につながると考えている。図
14 のような神経細胞の３次元培養系も有用とな
る可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14, ラット大脳皮質由来神経細胞の3次元培
養 
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