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　　　　　　　　　はじめに　　　　一ム蝸在するP450は’vxテ゜一・レから樋・テ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロイドホルモソを合成する諸反応を触媒する。これら

　チトクP一ムP450はOmuraとSato1）（大阪大学蛋　　多種の反応は多種のP450により触媒されるが，　P450

白質研究所）により発見および命名されたヘム蛋白で　　の分子種数は触媒反応の種類よりもはるかに少なく，

あり，ミクロゾームまたはミトコンドリアの電子伝逮　　ヒトを例にあげれば50種程度と推定される（図1）。

系末端酵素として生体内で非常に重要な役割を担って　　このことはすなわち一種のP450が多種の反応を触媒

いる。その働きは脂溶性物質の酸化的代謝であり，触　　することを意味し，肝臓ミクロゾームに局在する

媒反応にあずかる基質の種類は既知のものだけでも数　　P450は特に低い基質特異性を示すことが知られてい

千種に及んでいる。その多くは外来性異物であり，き　　る。IIB1という分子種は100種以上の構造に類似性の

わめて多種の薬物・毒物（化学発癌物質の9割以上）　　ない基質を代謝することが知られており，このような

がP450により代謝され，その後の抱合反応等を経て　　異常に低い基質特異性はP450以外の酵素にはまった

体外に排泄される。化学発癌物質の多くはP450によ　　く見当たらず，酵素学上の大きな謎として興味深い研

りさまざまな代謝産物になるが，その一部はDNAに　　究課題を提供している。

強固に結合する能力を附与されるため発癌のイニシエ　　　P450の研究は構造および機能の両面にわたり行わ

一ターとして働くことになる。外来性異物代謝ほどの　　れてきたが2）－6），初期においては実験動物の臓器のミ

多様性はないが，P450は多くの内在的物質の合成・　　クロゾーム等が使われ次いで精製標晶が使われた。実

代謝に関係している。肝臓ミクロゾームのP450はビ　　験動物を用いて得られたデータはヒトのP450にあて

タミー／　D，の25位水酸化反応，ラノステロール脱メチ　　はまらない場合がよくあり，ヒトのP450の性質を正

ル反応（コレステロールの合成系），胆汁酸合成反応　　確に調べることは後述の理由から大きな困難を伴うも

を触媒する他，ほとんど全てのステロイドホルモンの　　のと考えられた。すなわち，P450は膜蛋白であるた

水酸化，プ・スタグランジンや各種脂肪酸のω酸化　　め分離精製技術が限定されており，類似した性質を持

を触媒する。副腎等のミトコンドリアおよびミクPゾ　　つ分子種をおのおの高度に精製することが難しい。さ
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らに肝臓ミクロゾームに含まれるP450の分子種と存　　歩がそれを可能にした。1984年頃からいくつかの研究

在量は個人差が著しく大きく，精製の再現性に問題が　　グループによりその試みが行われてきた。初期におい

ある。また，P450はかなり不安定な酵素であるため　　てはバクテリアを宿主とするcDNA発現系が用いら

新鮮な臓器が必要であり，当然原料供給上の難点を伴　　れたが，この系により合成されるP450蛋白はヘムが

う。以上の難点に加えて，P450の研究対象となる触　　まったく結合しておらず，当然のように触媒活性を示

媒反応の種類がき「わめて多いので，蚤の著しく限定さ　　さなかった。次いで，イースト細胞にプラスミドを組

れる精製標品を用いて広範な研究を行うことは不可能　　　み込んで安定なP450生産株を作る方法が開発された。

であろう。このような困難にもかかわらずヒトP450　　この発現系により合成されるP450蛋白は・》テリア

の分離精製を基盤とする研究が散発的に行われてき　　発現系の場合と同様にほとんどがアポ蛋白であるが，

た7）－1°｝。筆者は1986年頃のこのような状況に満足でき　　わずかにホ戸酵素が存在するため触媒活性を示すこと

ず，ヒトP450を用いた広範な研究を行える実験系を　　が明らかになった11）。この発現系は安価に大量の

作成することを夢見てアメリカ国立癌研究所に留学し，　P450を合成できるため，かなり多くの研究グループ

以来4年間にわたる研究を続けた結果，所期の目標を　　により利用されている12｝｝ユ5｝。しかし本発現系には重

超える実験系を作ることができた。以下に述べる内容　　大な欠陥があることが明らかになった。その1つは，

は得られた知見を示すとともにこの領域の現状と未解　　あるP450分子種は大量に合成されるが他の分子種は

決の問題点を簡潔にレビューしたものである。　　　　　微量しか合成されないという分子種依存的な発現力の

　　　　　IP45。，DNA獺法の糠　　　むら莇ることである・単一分子働獺燗しては
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　問題は少ないが，似かよった分子種の発現および機能

　前節で述べたように純粋なヒトP450を大量に得る　　の比較を行う場合，実験結果の信頼性に疑問が生じる

ことは非常に難しいが，最近の遺伝子工学の急速な進　　ことは明白である。別の欠陥として，一度構築された
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P450生産株の生産力が変化することが掲げられる12）。　　　　　　P”　　P・・

・描イース・細胞内に存在するエピゾーム粒子の個　しac影（“

数が細胞外への放出や消失に伴って変化するためであ　　　　　　INSERTION

り，制御不能の短所である。さらに，イースト細胞は　　　TK、　　讐蕊9R

ヘム供給力が弱いため，合成されたP450のホロ酵素　　　　　　＼も

Smal

TKR

含董が不定である。また，合成されたヒトP450に　　　　Amp・　　　　　　　Sm・1

NADPH由来の電子を供給する還元酵素はイースト

細胞由来であるため，ミスマッチによる電子伝達の非

ATG
　↓

　　P450cDNA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T4　Ligase

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pn　　Pフ5
効率化が懸念される。このようなイースト細胞発現系　　　　　　　　　　　　　　la，Z　　　　　　　p450
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x　への多くの欠陥を克服するために哺乳動物由来の培養細　　　　　　e、ti．e　　　　　　　　ク　　　　＼こ

胞を宿主とするP450発現系の開発がいくつかの研究　　　　　　TK　9ene　　　　　　　　REcoMBINAτ1。N

グループにより行われた。1986年にサル腎臓由来の　　　　　　vAl楚謡」据us｛wl　TKL　　　vεcToR

に合成されたP450を回収できるので簡便である。し　　　　　　　　　　　c　s

かし発現力が常に弱いためP450の大量合成にはまっ　　　　　　　　　　　　　H。m。1。g。us．Rec。mbi，ati。n

駿

たく向いてV・な・…かも翻加・P45・分子種V・よ　　、、。，TK－ce，、、nd膠li鷺謝TK咽

り大ぎく勲り・かつトラ・スフ・クシ・ソの効率に　　　　　1
著しく影響されるので，発現の安定性の点で信頼性に　　　　　　　B．d，，　TK－cell，　and　p．gal・　Rec。mbina。t・Vi，us

欠ける。また，発現させるたびに宿主細胞にプラスミ

ドをトラソスフ＝クションする必要があるため著しい

妻門灘蒲1欝懇謝簸議角；　Pヅ「　
搬綴鰹認繍翻な　　　ぐ・・邸…一
るため安定した永続的な発現が実現された。反面

TKR

P450　cDNAの挿入される位置により発現力が著しく　　　図2　Construction　of　recombinant　vaccinia　virus

異な・（位蹴果）・概・て発肋・弱く大飴成・・器゜麗盤朧lel、溜言蹴撫。詣離舗

は向いていない。またP450生産株の構築に2ヵ月程　　CV。1　cell，　The　recombinant　virus　is　isolated　by

度かかるため便利な発現法とは言い難い。上述の発現　　means　of　TK”　cell・

法はいずれも宿主細胞の選択が著しく限定されている

点で不便であるが，ウイルスを用いる発現法の適用に　　くのP450分子種について発現力が極端に弱く，分子

より宿主選択における問題点は解決された。ウイルス　　種間の比較を行う上では使いものにならないと考えら

発現系としてはレトPウイルス系とワクシニアウイル　　れる。ワクシニアウイルス系は細胞が増殖能力を持た

ス係が知られている。レトロウイルス系は細胞が増　　ない一過的発現法である点を除けぽ最良の発現法であ

殖能力を保持している安定的発現法であるが，V79細　　ると考えられる。筆者は種々の発現法を検索した結果，

胞発現系の場合と同様に位置効果が存在する点で非常　　上述したようなP450舎成にかかわる多くの問題点が

に扱いにくい。さらに発現力にP450分子種依存的な　　あることを認識した。これらの問題点はワクシニアウ

著しいむらがあり（1細胞あたり102～106分子），多　　イルス発現法の適用によりほとんど解決した。すなわ

串　ワクシ＝アウイルス：牛痘から分離された弱毒化された

　ウイルス。ヒトに対して病原性を示さない。
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表1　Substrate　specificity　of　human　IA2：Comparison　with　mQuse　P4501A2＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cataly亡ic　activ量ty
S。b，，，a、e　　　R，。cti。n　　（・m°1／min／mg　ly・at・）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Human　　　Mouse
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IA2　　　　　　1A2

Aniline　　　　　　　　　　　p－hydroxylation　　　　　　　35．5　　　　　　26．4

Ethoxyresorufin　　　　　　　O。deethylation　　　　　　　　　7．2　　　　　　49．4

Pentoxyresorufin　　　　　　　O－depentylation　　　　　　　　　1．4　　　　　　　11．0

7・Ethoxycoumarin　　　　　O－deethylation　　　　　　　　　2。7　　　　　　19．7

7・Propoxycoumarin　　　　　O・depropylation　　　　　　　　　O．3　　　　　　　12．8

Testosterone　　　　　　　　6β・hydroxylation　　　　　＜0．1　　　　＜0．1

　　　　　　　　　　　　16α一hydrQxylation　　　　　＜　0．1　　　　　　＜0．1

　　　　　　　　　　　　16β・hydroxylation　　　　　　＜　0．1　　　　　　〈0．1

　　　　　　　　　　　　17keto　formation　　　　＜O、1　　　　〈0．1

＊Cell　lysate　protein　containing　50－80　pmQI　of　P450　were　assayed，　Results　represent

　the　average　of　duplicate　determinations、

ち，本法による発現力は他法に比べて著しく強く（1
細胞あたり107分子），培養細胞の総蛋白量の約0．1％　　　　　工1　ヒトとネズミのP450の触媒機能の差

を合成されたP450砧める・また・試みられた27種　・トとラ・ト・マウス・ノ・ムスターのP450の角螺

類のP450の全てが同程度に発現され，分子種間の比　　機能を比較すると相当な違いが見出される。実際に，

較がきわめて容易になった。さらに，宿主細胞の選択　　新しく合成された薬剤の実験動物系での代謝産物はヒ

網鰭しく広く・ほとんど全騨の哺乎働物培麹　トでのそれと一一tWしない・とカ・よくあり，安錐評価

胞が使用でき「る。また，合成されたP450の90％以上　　を行ううえでの弱点となっている。これは主としてヒ

がホロ酵素であり，正常な触媒機能を持っている。加　　トと実験動物の肝臓に存在するP450の分子種および

えて，図2に示した発現機構にみられるように，発現　　それらの存在量の違いに由来すると考えられる。それ

がウイルス固有の強力なプPtモーターに支配されてお　　だけでなく，共通の祖先から進化したヒトと実験動物

り，細胞に感染して12～16時間の間にP450合成が完　　の対応するP450分子種の機能についても大きな差が

了するため最高純度の非常に新鮮な状態の標品が得ら　　存在する可能性があり，筆者はその点について詳しく

慨ワ之シニアウィルス獺法を用いる・と・・より・研究を行・た。ヒ・と…の臓P45・…砂なく

信頼性のftい触媒反応解析システムを無限に利用する　　とも3つの対応する分子種があることが知られている

ことが可能となった。　　　　　　　　　　　　　　　が，その中でも条件検討がよく行われてきたP4501

図2に示したt　“一・ド・以な・〃・アウイルス　A2につ・・て比帆てみた．両者の、DNA酉己列は96％

発現灘粉に強いP45・餓角邑力を示すが・・れよ　のホモ・ジーカsあり，分子量および。ペクト，レ的性質

竪らに5～1°°儲ど発稀力のeUt…〃・アT7醐して嵯力・な・・。〃シーアウイ・レス法によ彌

聾簸ベクタ欄発されている2°｝21’・…力国者姓舗す・姻ま同じ灘の標品が縞れ，それ
備生研究所のM。ss翫のグループ・・より醗され　らを利肌て鱗灘を上ヒ較した231。表、O．示された

た融の獺法の詳細は別の論文に詳述したが22’、こ　ように，7＝リ・P水酸化反応燗してはあまり部

の方法を用いると使肌た哺乳動培養細胞の総舶　ないカ・，・ゾルフ、噸および。マリ噸の脱。ルキ

量の約10％が鍼されたP45・で占められるようにな　ル反応に関してはマウ・P4501A2の方力・圧倒働こ

り溌現加して醗極のレベル燵したものと思わ　高い瀧を示した．次い懐2に示されたように，、7

れる・　　　　　　　　　勧発鋤勤活性化につ・、てAmesテストを用いて
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　両者を比較した。5種の芳香族アミンを基質とした場
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表2　Mutagen　activation　by　human　IA2　and　comparison　with　mouse　IA2＊

Revertant／mg（N＝4）
Substrate

Dose（μg）　　S－9　　　vv－WT　Human　IA2　Mouse　IA2

〆lromatic　amines

　2－arninoanthracene　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2，5　　　　　182　　　　　　　　　8　　　　　　　2，020　　　　　1，428

　2－amino且uorene　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　444　　　　　6　　　　1，962　　　1，386

　2・naphthylamine　　　　　　　　　　　　　200　　　　162　　　　　5　　　　　　20　　　　　58

　2－acetylaminofluorene　　　　　　　　　　　　5　　　　108　　　　　5　　　　　　20　　　　　58

　4．aminobiphenyl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　115　　　　　　　　3　　　　　　　　　20　　　　　　　114

Heterocyclic　a〃z加召s

　Trp・P・1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　1，765　　　　　　27　　　　　　353　　　　2，698

　Trp・P・2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　6，230　　　　　　20　　　　　1，732　　　　5，850

　Glu－P・1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　1，160　　　　　　10　　　　　2，992　　　　3，016

　Glu－P－2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　2，125　　　　　　　5　　　　　　　165　　　　　725

　Dilnethyl　IQx　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　　186　　　　　　17　　　　　2，060　　　‘ll440

jPO　lyay　lic　aromatic　hydrocarbons

　Benzo［α］pyrene　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　334　　　　　　　9　　　　　　　　51　　　　　　36

　Benzo［α］pyrene・trans・7，8・dihydrodio1　　　　　　5　　　　　　599　　　　　　　4　　　　　　　　67　　　　　　325

　7，12－dimethylbenz［a］anthracene　　　　　　　50　　　　120　　　　　6　　　　　　5　　　　　36

ハlitrosa〃zin　esf

　N・nitrosodiethylamine　　　　　　　　　　1，000　　　　　57‡　　　　　0　　　　　　0　　　　　0

　N・nitrQsopyrrolidine　　　　　　　　　　　　500　　　1，007‡　　　　　0　　　　　　　0　　　　　0

　N・nitroso・2，6－dimethyl　morpholine　　　　　50　　　　513‡　　　　　0　　　　　　3　　　　　1

　N・nitrosooxQpropyl　allylamine　　　　　　　100　　　5，130‡　　　　　2　　　　　　15　　　　　6

＊Cell　lysate　protein（3　mg）froln　vaccinia如fected　cells　was　incubated　with　the　promutagen　or

procacirlogen　at　the　dose　indicated　and　ill　the　presence　of　Salmonellaξ妙himurium　strain　TA・98．

‡　TA　1530　was　used　as　tester　strain．

‡　PCB・treated　hamster　liver　S．9．

合，2一アミノアントラセンと2・アミノフルオレソに関　　ては著しく低い値を示した。表1および表2の結果か

しては両者の活性化に差がなかったが，その他の3種　　らヒトP4501A2はマウスP4501A2と多くの点で

に関してはマウスP4501A2の方がヒトよりも強く　　異なる触媒能を示すことが明らかとなり，対応する分

活性化した。ヘテロサイクリックアミゾを基質とし　　子種でさえもヒトとマウスでは大きな差があることが

た場合も同様の結果となり，ヒトP4501A2はGlu・　　証明された。当然の帰結として，薬物や毒物のヒトに

P－1やジメチルIQxを基質にした場合はマウスP450　　対するリスクを検索するうえでは，ヒトの酵素を用い

IA2と同様の活性化能を示すが，他の3基質につい　　なければ正しい判定が得られないことになる。図3に

ては著しく低い値を示した。芳香族炭化水素を基質と　　発癌物質であるIQ類およびIQx類の濃度を変化させ

した場合も，ヒトP4501A2はベンッピレンに関し　　た場合のヒト肝臓および生合成されたヒトP450によ

てマウスより高い活性化能を示すが他の2基質につい　　る変異原性の活性化能を示した24）。マウスやラットの

’ヘテPサイクリックアミン：芳香族化合物のような炭化　　　　す。焼肉中にはクレアチンおよびクレアチニソの変性縮

　水素環中で1個以上の炭素原子が窒素原子に置換したも　　　　　合物であるIQ　（2・amino・3－methylimidazo〔4，5・f〕

　の。加熱食品の焼け焦げ部分や煙中に多く含まれる。ト　　　　　quinoline）やメチルIQx（2・amino・3，8－dimethylimid一

　リプトファンやグルタミン酸を加熱すると容易に得られ，　　　　azo〔4，5・f〕quinoxaline）等が含まれGlu・P・1同様の変

　Trp・P・1（または2），　Glu－P・1（または2）と称され変　　　　　異原性・癌原性を持つ。

　異原性を持つ。一一部の化合物は肝臓に対して癌原性を示
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　　　　　図3　Activation　of　lQ（A），　methyl　lQ（B），　methy11Qx（C），　and　dimethy11Qx（D）

　　　Bacteria　were　incubated　in　the　presence　of　promutagen　alone（A），　with　promutagen　and

　　　hulnan　liver　S・9（○），　or　vaccinia・expressed　IA2（△），　IIIA4（口），　IIB7（㈱），　and　IIC8（國）．

肝臓および合成されたP4501A2はヒトの場合より　　が大量に得られるので，人手と予算と時間の許される

数倍強い活性化能を示すが，これらの基質に対する　　限りにおいて広範な反応の検索を行えるばかりか，未

P450エA2の親和性は・トとネズミで差がなく著しく　知の基質・反応につL・て熔易に調べら泌．手始め

高い。この傾向はTrp・P・2」V　Glu・P・1にも共通してお　　に，著名な物質の代謝についてヒトP450の役割分担

り23），加熱食品の焼け焦げや煙の中に含まれる一連の　　を決定してみた。表3に簡単に結果をまとめてみたが，

発癌物質類は微量でも変異原性を発揮する危険な物質　　単一の反応が多分子種のP450により触媒され，単一

群である。図3においてヒト肝臓Sg画分と生合成さ　　分子種のP450が多種の反応を触媒する（基質特異性

れたP4501A2の示すdose－responseヵ一プはほぼ平　　が低い）ことが明らかになった。　P450の役割分担に

行であり，これらの発癌物質の活性化はヒト肝臓内で　　関する複雑さは，各分子種の存在割合が個体により著

P4501A2により支配的に触媒されることを示唆する。　　しく異なる事実を加味すると非常に高レベルとなる。

　　II【ヒトP450による変異原物質活性化反応　　　　従来のように・ヒト肝臓ミクロゾームを材料とする研

　　　および薬物・脂質の酸化反応　　　　　　　　　　究では明瞭な結果が得られなかったのは当然であると

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　思われる。表3に示した個々の結果について詳述する
　前項で述べたように，ヒトを対象として変異原物質　　ことはできないので，この中から特に著名な3種の反

の活性化や薬物・毒物の代謝に関する知見を得る際に　　応を選んで簡単に説明を加えてみた。

は，ヒトの臓器やそれに由来する精製標品を用いなけ　　　カビ毒であるアフラトキシンB、はダイオキシンと

れば正確な結果を得難いであろう。しかし材料の質的　　並ぶ最強の発癌物質の1つであり，熱帯産の穀類・香

量的制限や精製技術の末熟さ等の点で実現が難しいも　　辛料中に広く混在している危険な物質である。この物

のと思われる。事実，膨大な数のP450による触媒反　質はそのままではDNAに対する結合力は弱いが，肝

応のごく一部すなわち著名な物質・反応に関してのみ　　臓中のP450によりエポキシ化されることにより著し

実験戯されてきた・しかし前述したウイルスによる　く効軸くDNAアダクトを形成する額捕びる。

ヒトP450生合成法を用いれば最高純度の新鮮な標品　　この＝ポキシ化反応は調べられた13分子種のヒト
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表3　Promutagen　activation　and　drug　and　lipid　oxidation　by　human　P450

P450　　　　　　　　Activated　promutagen　　　　　　　　　　Oxidized　drug　and　Iipid

IAI　　　Benzo［a］pyrene　　　　　　　　　　　　　　　－

　　　　　2－Acetylaminofluorene

IA2　　　Aromatic　amines　　　　　　　　　　　　　　Palmitic　acid

　　　　　Heterocyclic　amines　　　　　　　　　　　　7・Ethoxycoumarin

　　　　　Aflatoxin　BI　　　　　　　　　　　　　　　　Estradiol

IIA3　　　Aflatox｛n　BI　　　　　　　　　　　　　　　　　Coumarin

II　B7　　　Aflatoxin　B1　　　　　　　　　　　　　　　　7－Ethoxycoumarin

II　C8　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tolbutamide

IIC9　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tolbutamide

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mephenytoin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Warfarin

IID6　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Debrisoquine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bufuralol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spartine

IIEI　　　NitrQsamines　　　　　　　　　　　　　　　Ethanol

IIF1　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7・Ethoxycoumarin

IIIA3　　　Aflatoxin　B，　　　　　　　　　　　　　　　　Estradiol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Testosterone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cyclosporine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Progesterone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lidocaine

IIIA4　　　Aflatoxin　BI　　　　　　　　　　　　　　　Same　as　above

　　　　　Benzo［a］pyrene・7，8・dihydrodiol

IIIA5　　　Aflatoxin　BI　　　　　　　　　　　　　　　Same　as　above

】VB1　　　　　－－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Estradiol

P450のうち6分子種により触媒され，しかもこれら　　筆者らの研究に先立ち，ラットP450に対して調製さ

6分子種はIA，　IIA，　IIBおよびIIIAの4つのサ　　れた各種抗体とヒト肝臓を用いてアフラトキシンB，

ブグループに属している25｝。このように多くのサブグ　　の活性化を調べた研究が発表された26）。この論文によ

ループに属していることはヒトにとって不運なことで　　るとヒト肝におけるアフラトキシソB1活性化反応は

あろう。ヘテロサイクリックアミンの活性化のように　　P450　HIA3またはIIIA4セこより支配的に触媒されるこ

単一分子種（サプグループ）により触媒される場合は，　とになる。筆者らはこれらの他に4分子種に強い活性

この分子種の存在量の小さいヒトはこの物質による　　化能を見出したが25），この様な大きな差異は前項で述

DNAへの傷害が少なくてすむし，オレンジ中のα一ナ　　ベたように実験動物を用いた結果が必ずしもヒトの場

フトフラボソのようなP4501A2に対する無害な競　　合のそれと一致しないこと，さらに純粋なP450を用

争基質を多く摂取すれぽ害を和らげられるやもしれな　　いた実験系が最も正確な結果を導くことに由来するも

い。筆者らは欧米人を中心に30例以上の正常な肝臓を　　のと思われる。

調べてきたが，アフラトキシンB！活性化を触媒する　　　臓器移植で多用される免疫抑制剤の1種であるサイ

P450が存在しない例は皆無であり，全てのヒトが十　　クρスポリンは分子量のかなり大きい環状構造物質で

分に強い活性化能を持つものと思われる。したがって　　あるが，その代謝の律速酵素がP450であることが知

唯一の予防法はアフラトキシンを摂取しないことであ　　られている。ヒト肝臓を用いた代謝研究によると，サ

るが，トウモロコシ等のカビによる汚染情況の調査結　　イクロスポリンは主として3種（Ml，　M17，　M21）

果を見ると唯一の予防法すら存在しないことになる。　　の酸化された代謝物に転換され生理的活性を失う。こ
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図4　HPLC　chromatogram　of　cyclosporine　and　the　　図5　HPLC　chrQmatogram　of　estradiol　and　its

　　three　major　oxidized　metabolites（Mヱ，　Ml　7，　and　　　　metabolites　produced　from　incubation　with

　　〃2ヱ）produced　by　cell　extracts　from　Hep　G2　　　　　human　liver　microsomes（A）plus　antirat　IIBl

　　cells　infected　with　vPCN1（A），　vPCN3（B），　and　　　　　IgG（B），　antirat　IA21gG（6），　and　antirat　IIIAl

　　vWT（0）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IgG（D）
　　The　chromatograms　are　40　times　magnified．　The　　　　The　positions　of　elution　Qf　estradio1，2－hydrox－

minor　peaks　are　unidenti丘ed　contaminants．　　　　　　yestradiol（2・OH），4－hydroxyestradiol（4・OH》，16α・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　hydroxyestradio1　（16α・OH），　16β・hydroxyestradio1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（16β一〇H），and　6α一hydroxyestradiol（6αOH）‘are　in－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dicated　by　vertical　arrows．　The　1mpurity　in　the　sub・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　strate（1）and　unknown　metabolites（1－4）are　alsc）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　marked　by　vertical　arrows．

れを支配的に触媒する酵素はmAのサブファミリー　　多くの個体においてIIIA5はほとんど検出されなかっ

に属するP450であり，図4に示されたようにIIIA3　　た。これに反して1個体のみにおいてIIIA3およびIII

またはIIIA4（hPCN1）は3種全ての代謝物を等量ず　　A4が欠失していた。上述の結果はサイクロスポリソ

っ生産する。さらにnIA5（hPCN3）はM17のみを生　　の使用量および投与期間に関して難しい問題点がある

産する27）。他のP450分子種は触媒能を持たない。13　　ことを示唆している。すなわちIIIAサブファミリー

個の正常なヒト肝臓におけるP450111Aサプファミリ　　含量の多い個体は所定量の基質をたやすく失活させ得

一の含量を調べたところ個人差が著しく大きく，また　　るが，含量の低い個体およびIIIA3やIHA4を欠失し
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ている個体は同量の基質を与えられた場合により長い　　　も
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
失活時間を要し，より大ぎな副作用をこうむることに　　　X

なる。また，所定量を長期間投与した場合はP450独　　　霞10　　　　　　　　　　　vllBl＋vOR＋vb5

特の誘導現象がおこる可能性があり，それに伴うIIIA　　　∫
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆサブファミリー含量の増加は基質を急速に失活させる　　　醒

ため適正投与量の水準を上方修正する必要が生じるか　　　藍　5

もしれない。IIIAサブファミリー含董は個体のおかれ　　　6

た生理的薬理的条件により大きく変化し，そのメカニ　　豊　　　　　　　　　　　　　v皿B1＋vOR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
ズムも不明の点が多いので人為的制御は難しい。した　　　9　　　　　　　　　　　　　　　　vOR

がってサイクロスポリンの適正投与に関しては当分の　　　萱　0

間経験に基づく処置に頼らざるを得ないであろう。　　　　　　　0　　　2　　．4　　　6　　　8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1ncubation　time，　hr

共譲徳麟響灘ヨ憂灘図・翻離謡欝1麟欝
媒するのはアPマターゼと称されるP450であり，生　　　Ce11s　were　infected　with　the　various　recolnbinant

体内反応中で唯一のベンゼン環を合成する反応である。　viruses　shown　above　each　curve　in　the丘gure・Eigh一

エストラジオールの血中濃度が上昇すると肝臓におい　　teen　hou「s　afte「infectiOn㌧P’nit「oPhenetole　was

て分解・たは代謝・せ・・と…よ・斑濃度・・保たれ1艦d。鵬、調、謂睾｝器灘，糠鼎誌

る機構が存在するが，その律速酵素もまたP450であ　　mined　as　a　function　of　time、　The　results　are　the

る。エストラジオールは肝臓P450によりA環の2位　　ave「age　of　th「ee　flasks　Pe「time　Point・

または4位に水酸基を導入され活性に富んだジオール

となる。このジオールは尿中に排泄される他に蛋白と　　は人体実験の代用と成りうるレベルまで到達すること

結合することが知られている。エストラジオールをヒ　　を目標としている。また，新しく開発される薬品の代

ト肝ミクロゾームにより代謝させたところ上記のジオ　　謝実験は実験動物を用いているのが現状であるが，そ

一ル以外に3種以上未知の代謝産物に転換された（図　　れに加えてこのシステムを利用することによりヒトに

5）。これらの物質はA環が開裂したものと推定され　　関するデータを得ればより正確にヒトに対する安全性

るが，P450により生じるジオール体を中間体とする　　の検定を行うことができると思われる

ことが示された28〕。A環への水酸基の導入はおもにI
A2，　mA3，　IIIA4により触媒される。＝ストラジォ　　　　　　N　多種遺伝子の定量的同時発現

一ルは乳癌と密接に関連していることが知られている　　　動物培養細胞を宿主とする遺伝子発現システムが数

ので，代謝産物のDNAに対する付加物形成能を培養　　多く開発されてきたが，そのほとんどにおいて目的の

細胞レベルで調べたところほとんど付加物形成が検出　　蛋白の生合成量を人為的に調節することは難しい。

されなかった。この結果はエストラジオールが乳癌形　　COS細胞法やバキュロウイルス法を用いるとある程

成のイ＝シエーターではないことを示し，別のステッ　　度の制御が可能であるが，前者は発現力の弱さについ

プにおいて関与していることを示唆するものである28〕。　て，後者は発現の定量性・安定性に関した不備につい

　上述したように，ウィルス法により生合成されたヒ　　て重大な欠陥を持つ。現在のところ，定量性にすぐれ

トP450は様々な代謝反応に適用され成果をあげてき　　かつ強力な発現力を示すワクシニァウイルス法が多種

た。多種の既知の反応を調べることにより，生合成さ　　遺伝子の定最的同時発現を行い得る唯一のシステムと

れたヒトP450の集団が示す代謝データはヒト肝臓を　　考えられる。

用いて得たデータにきわめて近いものであることが明　　　予備的に2種のミクPゾーム電子伝達系酵素である

らかになった29｝－4°1。ヒト肝臓を用いた代謝データは　　P450とNADPH・P450還元酵素をコードするcDNA

個体差に由来したバラツキが大きいのでその扱いに苦　　を発現させた41）。この場合1種ずつを別々の細胞群中

慮することが多いがその点に関しては本法のシステム　　で発現させた後に活i生測定時に混合すれば同一細胞中

の方が優っていると思われる。今後もこのシステムを　　で2種を同時発現したのと同じことになると予想され

多くの反応に適用してゆき，薬物・毒物代謝に関して　　たが，まったくこの予想とは逆の結果になった。すな
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惚覇差齪櫻霧ご驚器垂児　…
酵素を発現させてミクロゾーム画分を回収したものと

蝉に飴してもonmaな・ク・ゾーム粒子間での搬　　4・°

や融合がめったにおこらず，したがってP450と還元

酵素は別々の・ク・ゾーム粒子上に存在するので相互　　2・o

間の電子伝達が行われない．ゆえに発現酵素間の相互　　ny

作用を行わせるに輌都同細胞中で獺させる・　婁゜
とが必須条件となる。ミクロゾーム電子伝達系にはさ　　　　君

ら・・NADH系の酵素群が存在し・その中でもチ・ク　奪4・・

ロームb，はP450t：直接作用して電子を供与すること　　　　鑑

が知られている。そこで前述の2種の酵素に加えてチ　　　　薯2．0

トクロ　一一ムb、を同一細胞中で同時発現させ，それらの　　　　話

間。相互働・ついて調べ・みた…．図・に示された　§。

ように，P45011B1により触媒されるp・ニトロフェネ　　　　豊

トール脱エチル反応はチトクロームbsの存在により数

倍以上活性化されることが明らかになった。酵素間の　　　　　4．0

相互作用は従来精製標品を人工リボソーム上で再構成

させる技法により調べられてきたが，どの程度まで人　　　　　　2。0

為的操作の影響が及んでいるか不明であった。図6の

データは3種の酵素間の相互作用が細胞内の小胞体膜　　　　　　　0

上でおこり得ることを直接証明するものである。　　　　　　　　　　　　　　TIME（min》

ワクシ・アウイ・・ス激用・・て樋の遺伝子を同ee図，　HPLC、h，。m、・。g，am・f・・・・・・・…n・

発現させる場合，各遺伝子産物の生成量は組み換妙　m，t。b。lit，、　p，。duced　by　vacci・i・vi・u・exp・essed

イルス量比を調節するだけで任意に変えられるため非　　IIB1（panel／A），　IIB1－2（panel　B），　and　IIB1・1，2

裳麟齢灘蝋響て蕪・・㎜認翻器1謙辞ticste「°id
おり，今後需要の高まりそうな多種遺伝子同時発現の

実験において威力を発揮するものと思われる。　　　　　ことが多く，また前項で述べた理由から酵母を宿主と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　するP450発現法は欠陥が多く，満足すべきものがで
　　　　　　V　P450バイオリアクタ酬　　　　　　　　き・ていないのが現状である。さらに数十k9の単位で

　P450は基質特異性が低くきわめて多種の反応を触　　合成する必要のある物質でP450による触媒反応が必

媒しうる特徴を持つため，化学合成の難しい種々の化　　要な場合は少ないので，たとえ効率の良いP450バイ

合物を生合成するのに利用されることが期待された。　　オリアクター．一　ngできたとしても利用価値が低いものと

しかしP450は容易にヘムを失いやすく不安定であり，　　思われる。しかし，数十mg単位で使われる物質の種

触媒としての反応継続時間も数十分間程度の場合が多　　類はきわめて多く，その中には化学合成が著しく難し

く不可逆的に失活する。過去にP450を樹脂に固定化　　くP450による生合成が有用なものが少なくない。そ

し，還元酵素とNADPHを供給するかわりに過酸化　　こで筆者は少量の化学物質をできるだけ安価に合成す

水素やクメソハイドロパーオキシドをオキシダソトと　　るシステムを追求してみた。種々の予備実験を行った

して与えるバイオリアクターを作成する試みが行われ　　結果，ウイルス法で大量のP450を発現させた細胞の

たがまったく実用性に乏しいものであった。cDNA　　培養液に直接基質を加える方法が最もコストが低くな

発現法の発展に伴いバイオリアクターとしての利用が　　ることを見出しだ2）。その理由は，培養細胞の細胞膜

可能となった。P450を発現する酵母株が人工的に作　　に対して基質および生成物の通過効率は素通り同然に

られたが，厚い細胞壁を持つため物質通過効率が低い　　高く，細胞を破砕してミクロゾーム画分を集める必要
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チトクロームP450の生合成とその利用

がまったくないこと，P450の反応tC必要なNADPH　　域であるが，その解説には別の総説を著す予定なので，

は細胞の再生系が強く働くため初めから加える必要も　　本稿においては筆者が行ったワクシニア法を用いる構

補充する必要もまったくないこと，図6に見られるよ　　造活性相関についての研究45）を簡単に紹介するにとど

うにP450による反応継続時間が細胞を壊した場合に　　めたい。

比べて10倍以上長くなること，代謝回転数が精製標品　　　P45011B1はテストステμンを基質とした場合4種

に比べて数倍高くなること等による。この方法を用い　　・の代謝物（図7A）を生成する。114番目のアミノ酸で

ると7・エトキシクr7リソを基質としてP45011EIを用　　あるイソロイシソがフェニルアラ＝ソに変わるアリー

いた場合に175cm2サイズのフラスコあたり生成物の7一　　リックバリアントが見出され，触媒能は60％程度減少

ヒドロキシクマリンが1．2mg合成された。少し規模　　するが代謝物の生成比（図7B）は変化しない。114番

をあげれば10mg以上を合成・抽出・精製することが　　目の他に58番目のロイシソがフ＝ニルアラニンに変わ

可能である。種々のステロイド・テルペノイド・脂肪　　ったダブルパリアントが新たに見出され，触媒能は前

酸類等の内在的基質および各種薬物・毒物め誘導体合　　出のバリアント＊と同程度であるが2種の代謝物しか

成にきわめて有用な手段となるであろう。また，この　　生成しない（図7C）。この場合16β一ヒドロキシ，およ

システムは開発中の薬剤のようにヒトP450による代　　び16β一ヒドロキシ，17・ケトテストステロンがまった

謝産物がまったく不明の基質の場合，その代謝産物を　　　く生成されず，16β位に水酸基を導入する能力がなく

合成・分析・同定することが可能であろう。また，　　なり，明瞭な基質特異性の変化が生じたことになる。

mg単位で誘導体を合成して毒性試験等に利用するこ　　この変化は基質が3つの位置でP450に結合する場合，

とも誘導体が安定であれぽ可能であろう。非常に広範　　その1つがアミノ酸の変化に基づき結合できなくなっ

にわたる応用が期待され，しかも低コストで実験がで　　たことを示唆する。基質をアンドロステソジナンに変

きるので関連分野の研究者の参入を期待して止まない。　えた場合も16β位への水酸基導入能がまったくなくな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることが見出され，ステロイド環を持つ化合物に対し
　　　　　　WP45°の構造活1生欄　　　て共通した変化であると擁さ摘。この研究、。お、、

　P450は基質特異性が低いという酵素学上特筆され　　てウイルスによる発現法の果たした役割は大きく，そ

るべぎ特徴を持っ。この特徴を決定する要因は基質結　　の強力で定常的な発現力のおかげでこの類の研究の中

合部位上にあり，その解明は学問上きわめて重要な意　　では断然定愚性にすぐれた研究を展開することができ

義を有している。医学の面でも特定薬剤の遺伝的な代　　た。

謝栓や・テ゜イドホルモン舗能の欠失tlこ基づく遺　　　　おわりに
伝的疾病等が存在することが知られている43）。P450遺

伝子上での変異が原因であることが1例について解明　　　筆者の行った研究は金てアメリカ国立癌研究所分子

されており44），今後数多くの報告が続くものと予想さ　　発癌部門において行われたものであり，終始指導を賜

れる。P450の基質結合部位上の変異と活性の変化に　　ったFrank　J．　Gonzalez博士に深く感謝致します。

ついては多くの研究が行われ急速に進歩しつつある領
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