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論 文 内 容 要 旨

CYP3A4は チ トクロームP450の 中で もヒ ト肝 お よび小腸 におけ る主要 な薬物代謝酵素であ る。CYP3A4

は現在使 用 されてい る多数の医薬 品の代謝 に関与す るとともに,そ の活性が薬物 によって誘導 あるいは阻

害 され るために大 きく変動す ることが知 られている。このような薬物代謝酵素活性の誘導あるい憶 阻害 は,

複数の薬 物が同時 に投与 されるこ との多い現在の薬物療法 において,薬 物間相互作用 を引 き起 こす原 因の

一つ と して大 きな問題 となっている
。 しか しなが ら,CYP3A4の 誘導 あるい は阻害の分子機序,特 に誘導

に関 しては不明 な点が多 く残 ってお り,こ の薬物相互作用 を事前 に予測 す るため にはCYP3A4の 誘導機

構 を解 明するこ とが重要 な課題であ る。1998年,ヒ トお よび実験動物のCYP3A分 子種 の発現 お よび誘導

に関わる新規 オーフ ァンレセ プター としてpregnaneXreceptor(PXR;NRII2)が 報告 された。PXRは ステ

ロイ ドホルモ ン受容体 の一種 であ り,CYP3A分 子種 の転写活性化 にお いてホモニ量体 で はな く,同 じく

ステロイ ドホルモ ン受容体 であるretinoidXreceptorα(RXRα;NR2Bl)と ヘ テロニ量体 を形成 し,TGA

(AIG)CTの 塩基配列 に特徴 付け られるPXR応 答配列 を介 して トラ ンスアクチベー ター として機能す ると

考 え られ てい る。

一方
,当 研 究室では ラッ トcyR鍋1遺 伝子 をCYP3A誘 導 の詳細 な分子機序 を解 明す るための誘導モデ

ル として研究 を行 い,そ のプ ロモー ター領域 には3つ の シスエ レメン ト(TATAboxよ りも近い ものか ら

A,B,Csitc)が 存在す るこ とを明 らか に した。Bsiteお よびCsiteはPXR応 答配列 である と報告 されてい

るが,PXRと 相 互作用 しうる転写 因子 としてRXRα だ けで な く,apolipoproteinAIregulatoryProtein-1

(ARP-1;NR2F2)やv-ErbArelatedprotein-3(EAR-3;NR2F1)と いった オーファン レセプターがCyP3A1

遺伝子のBsiteお よびCsiteに 結合 し,CYP3Alの 誘導 に関 わってい る可能性 を明 らか に した。

本研 究では これ らの知見 を基 に,ラ ッ トcy詔 、41遺伝子 とヒ トのCY円A4遺 伝子 の転写活性化 の挙動

を比較するこ とで転写活性 化機構 の解析 を行 った6CY習A4遺 伝 子のプロモー ター領域 にはCYBA1遺 伝

子のCsiteに 相 当するproximalevertedrepeatseparatedbysixnucleoIide(proxima1ER-6)が 存在する。 一方,

Cγ円A4遺 伝子 の転写 開始点 よ り約7.7knt上 流のエ ンハ ンサ ー領域 にdistalnuclearreceptorbindingelement-

1(dNRI)が 存在する ことが報告 され,そ の塩 基配列はCY円A1遺 伝子 のBsiteに 類似 してお り,と もに

directrepeatseparatedbythreenucleotides(DR-3)モ チ ーフ を有 してい る。PXRはproximalER-6お よび

dNR1に 結 合 してcyB.44遺 伝子 の転写活性化 に大 き く寄与 している と考 え られてお り,cyp3、44遺 伝子

もcy円A1遺 伝子 と同様 に これ らの類似 した シスエ レメ ン トに よって転写制御が行 われてい るだ けで な

く,ARP-1な どのステ ロイ ドホルモ ン受容体が転写活性化 に関わる と予想 された。培 養細胞 を用 いた レポ

ーター ア ッセ イに よる解析 の結果
,cy円A1遺 伝子 とCY円A4遺 伝子 の転写活性 化 には ともにER-6お よ

びDR-3モ チ ーフか らなる1PXR応 答 配列が シスエ レメ ン トとして重要な役割 を果た し,そ れぞれ の機能

も類似 してい ると示唆 された。 また,cyBA4遺 伝子 の転写活性化 に関わ る トラ ンスア クチベ ー ターにつ

いて解析 を行 った結果,PXRは 誘導物 質に よる応答 に関わるだけでな くCYP3A4の 常在的 な発現 に も強

く関わ っている可能性が示唆 された。 また,RXRα お よびARP-1も この常在的な発現 に寄与す る トラ ンス
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アクチベー ターであ る可能性 が考 え られ た。
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しか しなが ら,cy円A1遺 伝 子 とcy円A4遺 伝子の転写活性化 を詳細 に比較 した結 果,そ の転写活性化

の挙動 は完全 に同一で はな く,一 部 に違 いが認 め られ た。特 に,cyBA4遺 伝 子の転写活性化 はproximal

ER-6お よびdNRIだ けでは不十分である可能性 が示 された。す なわ ち,cyp3A4遺 伝子 の転写活性化お よ

び誘導物質 に対する応答 には従来か ら報告 されているproximalER-6お よびdNRIな どとは別 に未知の シス

エ レメン トが関わ って いると考 え られた。 そ こで ,さ らに詳細 な解析 を行 った結果cy円A4遺 伝 子の約

7.6knt上 流 にPXR応 答:配列 に類似 した構造 を発 見 し,こ れをamajorinducerresponsiveelementofthe

CγP鍋4gene(mlE3A4)と 名付 けた。

mlE3A4に はPXR-RXRα ヘ テロニ量体の結合が認め られただけで はな く,PXRに よる転写活性化お よ

び リフ ァ ンピシ ンや クロ トリマ ゾー ルの ような誘導 物 質 に対 す る応答 に も強 く関 わ る と示 唆 され た。

mIE3A4に は複 数のPXR応 答 配列 およびス テロイ ドホルモ ン受容体応答配列か らなる複雑 な構造が存在す

るが,こ の中で もmlE3A4ε αと名付 けたdirectrepeatseparatedbyfournucleotide(DR-4)モ チー フがPXR

による転写活性化並 びに誘導物 質に対す る応答 に最 も強 く関わるシスエ レメ ン トであ る可能性 が示唆 され

た。 また,リ ファンピシンに対す る応答 においてmlE3A4ε αの存 在は不可欠で あったの に対 し,ク ロ トリ

マ ゾー ルではmlE3A4ε αが存在 しな くとも転写活性化 が認 め られ,mIE3A4ε α以外 に も誘導物 質に対す る
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応答 に関わるシスエ レメン トがmlE3A4に 含 まれてい る可能性が考 えられた。 このこ とはまた,転 写活性

化 にお けるリフ ァン ピシ ンとクロ トリマゾールではその作 用機序が異 なる,す なわちcyp勉4遺 伝子 の

転写活性化 には複数の機序が存在す る可能性 を示唆 してい る。

本研究の結果 よ り,mIE3A4はPXRに よるCγ 円A4遺 伝子 の転写活性 化お よび薬物 に よる誘導 におい

て最 も重要 な役 割 を担 うシスエ レメ ン トであるこ とを明 らかに した。
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審 査 結 果 の 要 旨

薬 物相 互作 用 を事前 に予測す る ため にはCYP3A4の 誘導機 構 を解 明す る こ とが重 要 な課題 で あ る。

CYP3A分 子種 の発環お よび誘導 に関わる新規オー ファンレセ プター,p士egnaneXreceptor(PXR;NRII2)は

ス テロイ ドホルモ ン受容体 の一種であ り,CYP3A分 子種 の転写活性化 においてホモニ 量体 で はな く,同

じ くス テロ イ ドホルモ ン受容 体 であ るretinoidXreceptora(RXRa;NR2Bl)と ヘ テロニ量体 を形成 し,

TGA(AIG)CTの 塩基配列に特徴付 けられるPXR応 答配列 を介 して トランスアクチベー ター と して機能す る

とされている。本研 究ではラ ッ トCY円A1遺 伝子 とヒ ト(〕y習A4遺 伝 子の転 写活性化 の挙動 を比較す る こ

とで転写活性化機 構の解析 を行 った。培養細胞 を用 いた レポー ターア ッセイによる解析 の結果,C}摺A1

遺伝 子 とcyp鍋4遺 伝子 の転写活性 化 には ともにER-6お よびDR-3モ チ ーフか らなるPXR応 答配列が シス

エ レメ ン トとして重要 な役割 を果 た し,そ れぞれの機 能 も類似 している と示唆 された。 また,cyp3A4遺

伝子 の転写活性化 に関わ る トラ ンスアクチベー ターにつ いて解析 を行 った結果,PXRは 誘導物 質に よる応

答 に関わるだけでな くCYP3A4の 常在 的な発現 に も強 く関わっている可能性が示唆 され た。 また,RXRα

お よびARP-1も`こ の常在的 な発現 に寄与す る トランスア クチベ ー ターであ る可能性 が考 え られた。 しか し

なが ら,C∬3A1遺 伝子 とcyp禍4遺 伝子 の転写活性化 を詳細 に比較 した結果,そ の転写活性化 の挙動 は

完全 に同一 ではな く,一 部 に違 いが認 め られ た』そ こで,さ らに詳細 な解析 を行 った結果cy円A4遺 伝子

の約7.6knt上 流 にPXR応 答配列 に類似 した構造 を発見 し,こ れ をamajorinducerresponsiveelementofthe

Cy詔A4gene(mIE3A4)と 名付 けた。本研 究の結果 よ り,mIE3A4はPXRに よるCyP3A4遺 伝子 の転写活性

化お よび薬物 による誘導 において最 も重要 な役割 を担 うシスエ レメ ン トである ことが 明 らか となった。

以上 の研 究は,CYP3A酵 素 の誘導 機序の解明だ けで な く薬物相 互作用 の予測への寄与が期待 され,博:

士論文 と して十分 に値す る と判断 される。
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