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第 1 章 序論 

 

 一つの新薬が出来るまでに要する期間は一般的に 10 ～ 20 年と言われており、その費

用は数百億円に上ることから、開発中止のリスクを回避、低減することは非常に重要であ

る。現在、開発中止の要因として前臨床段階における化合物の毒性が報告されており、1990 

年代における要因であった薬物動態・生体内の有効性による開発中止の事例は減少傾向に

あるものの、未だに第一相臨床試験における中止の原因としてそれらは重要な位置を占め

ている (Kola and Landis, 2004; Waring et al., 2015) 。 

開発中止を余儀なくされた医薬品の薬物動態における問題点として、(1)：吸収の悪さや

血中半減期の短さにより、薬理活性を示すほどの十分な血中濃度が得られないこと (2)：薬

物間相互作用により目的医薬品の血中濃度が著しく変動し、毒性発現するほど血中濃度が

上昇する、もしくは薬理活性を示さないほど血中濃度が低下することなどが挙げられる。

これら問題点には「薬物代謝」が大きく関与していることから、ヒトにおける薬物代謝プ

ロファイルを正確に予測することが医薬品開発に求められており、昨今の薬物動態予測技

術の向上が開発中止の要因の移り変わりに大きく寄与していると考えられる。 

 

現在、ヒトの薬物代謝プロファイルを予測する手法として、マウス、ラット、イヌ、サ

ルなどを用いた古典的な in vitro, in vivo 試験のみならず、その種差の壁を超えるために

ヒトの初代肝細胞や肝ミクロソームなどを用いた in vitro 試験、さらにはマウス肝細胞が

ヒト肝細胞に置換されたヒト肝細胞移植キメラマウスによる in vitro, in vivo 試験が実施

されている。しかし、ヒトの代謝プロファイルの予測においてそれらの試験には懸念され

る課題がいくつか存在する。例えば、ヒト初代肝細胞を用いた試験では入手が容易である

凍結肝細胞が一般的に用いられているが、その薬物代謝酵素活性は時間の経過と共に急速

に減少していくため、肝臓からの肝細胞単離の工程を考えると、生体内の酵素活性を正確

に反映していない可能性がある (Gómez-Lechón et al., 2010) 。また、ヒト肝細胞移植キメ

ラマウスは多くの医薬品の体内動態パラメータにおいてヒトと良好な相関を示すことが報

告されているが、残存するマウス肝細胞の影響により、一部その相関を外れる化合物が存

在している (Sanoh et al., 2015) 。このように、完璧にヒトの薬物代謝プロファイルを予測

することは難しく、様々なアプローチを用いてその予測の乖離を埋めようと試みている。 

近年では、酵素活性が急速に失われる問題に対する解決策として、細胞工学に基づいた

「三次元培養系」が開発されている。この三次元培養系は生体内の肝臓の状態に着目して

おり、肝細胞同士が凝集することで生体内の細胞間コミュニケーションを模倣した「スフ

ェロイド培養系」やバイオリアクターを用いて培養液を循環させることで、絶えず肝細胞

へ新鮮な培地を供給することに焦点を当てた「灌流培養系」などが考案され、従来の単層

培養系と比較して長期培養に適応可能であることが報告されている (Dash et al., 2009; 
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Meng, 2010) 。当研究室では、ラット初代肝細胞のスフェロイド培養系を用いた研究を行

っており、第Ⅰ相薬物代謝酵素である cytochrome P450 (CYP) や第Ⅱ相薬物代謝酵素であ

る  UDP-glucuronosyltransferase (UGT), sulfotransferase (SULT) の培養期間に伴う 

mRNA 発現量を評価している。その結果、CYP3A1/23, UGT1A1, 2B1, SULT1A1 は播種

前の肝細胞の mRNA 発現量を高い水準で維持していた (Sanoh et al., 2014) 。また、医

薬品の代謝活性化に伴う毒性評価においても、反応性代謝物が原因で肝障害を示すことが

知られる acetaminophen (APAP) を用いて評価可能であることや抗ヒスタミン薬である 

loratadine が CYP による代謝活性化を受けて desloratadine を生成し、それが薬剤誘発

性リン脂質症と呼ばれるリン脂質の異常蓄積を引き起こすことを既に報告している 

(Sanoh et al., 2014; Takagi et al., 2016) 。 

 

CYP ファミリーは医薬品の代謝に大きく関与している薬物代謝酵素であり、その中でも

CYP3A サブファミリーは CYP で代謝される医薬品の中で最も寄与が大きいことが報告

されている (Zangar and Schwab, 2013; Cerny, 2016) 。そのため、先述した薬物間相互作

用の観点から医薬品候補化合物の CYP3A 活性に及ぼす影響を評価することは重要である。

CYP3A の発現制御メカニズムとして、核内受容体である pregnane X receptor (PXR) や 

constitutive androstane receptor (CAR) が化合物によって活性化され、転写を促進し、酵

素誘導することが一般的に知られている。その代表例として、抗生物質である rifampicin 

は PXR と直接結合し、CYP3A4 の転写を活性化すること (Luo et al., 2002) や抗てんか

ん薬である phenobarbital は上皮成長因子受容体シグナルを抑制することで CAR を間

接的に活性化し、CYP3A4 の転写を促進することが報告されている (Mutoh et al., 2013) 。

また、ヒト初代肝細胞において典型的な酵素誘導剤を曝露したところ、CYP3A4 は mRNA 

発現量と酵素活性に良好な相関関係を有することが明らかとなっている (Richert et al., 

2009) 。しかし、この良好な相関関係を外れる化合物もいくつか存在する。

1-aminobenzotriazole (ABT) は代謝物が CYP ファミリーが含有するヘム鉄に不可逆的

に結合して酵素活性を阻害する一方で、CAR の活性化を介して CYP3A4, 2B6 の転写を促

進することが報告されている (Yang et al., 2010) 。また、α-naphtoflavone (ANF) は肝ミ

クロソームにおいて CYP3A4 タンパク質をアロステリックに調節することで、CYP3A4 

の基質の代謝を促進することが報告されている (Davydov et al., 2013) 。 

APAP はマウスにおいて CYP3A11 mRNA 発現量を若干上昇させるものの、CAR ノッ

クアウトマウスにおいては発現上昇が確認されないことから APAP は 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) 。しかし、別のグル

ープの研究ではマウスにおいて APAP は CYP3A タンパク質発現量は上昇させるが、

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 の転写を促進するだ
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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

させている可能性が考えられる (Fig.1-1) 。しかし、CYP3A タンパク質の分解抑制により

酵素活性の上昇を引き起こす化合物の報告はほとんどなく、そのメカニズムは未だ不明で

ある。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 Correlation between enzyme activity and mRNA expression of  

CYP3A4 under exposure to several chemical compounds  

(Conceptional figure) 

 

生体内のタンパク質の主な分解経路はユビキチンプロテアソーム系もしくはオートファ

ジー系であることが分かっている。前者ではユビキチン (Ub) と呼ばれる分解シグナルタ

ンパク質が E1（ユビキチン活性化酵素）、E2（ユビキチン結合酵素）および E3（ユビキ

チンリガーゼ）の連続的な酵素反応により標的タンパク質に複数個付加された後、プロテ

アソームと呼ばれる分解を担う酵素複合体に運ばれ、選択的な分解が行われる 

(Cohen-Kaplan et al., 2016) 。一方、後者は自食作用とも呼ばれ、細胞質成分をリソソー

ムで分解するための分解機構である。オートファジーは 3 種類に分かれており、(1)：マク

ロオートファジー（オートファゴソームが比較的大きな分子量の細胞質成分を囲い込みリ

ソソームと結合することで分解する） (2)：シャペロン介在性オートファジー（シャペロン

タンパク質が選択的に基質をリソソームに導き、分解する） (3)：マイクロオートファジー

（リソソーム自身が分子量の小さな細胞質タンパク質を分解する）が存在する 

(Cohen-Kaplan et al., 2016) 。どちらの分解系も外部からのストレス負荷時に障害を受け

たタンパク質の分解に大きく関与しており、細胞内の恒常性を保つために必要な機構であ

る (Vilchez et al., 2014) 。 

 CYP3A は 1 回膜貫通型の小胞体膜タンパク質であり、生理学的条件下におけるラット
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CYP3A の半減期は  10 h 前後であることが明らかにされている  (Shiraki and 

Guengerich, 1984; Watkins et al., 1986; Correia, 1991) 。また、生理学的条件下および外

部ストレスによる損傷を受けた状態の両方においてユビキチンプロテアソーム系で分解さ

れることや (Faouzi et al., 2007) 、その分解に働く E3 も近年報告されてきており (Kim 

et al., 2010) 、分解系に関する知見も少しずつ明らかになってきている。 

 

既存の報告では CYP3A の化学物質による酵素誘導メカニズムに関して、転写促進によ

る報告が大半を占めている。しかし、APAP が CYP3A タンパク質のターンオーバーを遅

らせている可能性があることから、著者は APAP が CYP3A の分解に働くタンパク質に

作用することで酵素活性の上昇を引き起こしているという仮説を立てた。この仮説が証明

されれば、これまでに知られている酵素誘導とは異なる観点からの報告となり、既存の 

mRNA 発現量の上昇とは異なる新しい概念の薬物間相互作用の事例となり得ることが考

えられる。しかし、単離後の肝細胞では CYP3A タンパク質発現量は安定的に維持されな

いため、APAP が CYP3A タンパク質に及ぼす影響を評価することは難しい。そこで、

CYP3A1/23 mRNA 発現量を安定的に維持することが可能であるラット初代肝細胞スフェ

ロイドに APAP を曝露し、タンパク質分解系に焦点を当てて、CYP3A タンパク質発現上

昇を引き起こすメカニズムの解明を目指した (Fig.1-2) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 Hypothesized mechanism of CYP3A induction by APAP  
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第 2 章 肝細胞スフェロイドにおける CYP3A 発現量評価  

 

第 1 節 緒言 

 

ヒトには 4 種類の CYP3A サブファミリー (CYP3A4, 3A5, 3A7, 3A43) が発現してい

る。その中でも CYP3A4 は肝臓において最も多く発現している分子種であり、医薬品の代

謝に大きく関与していることが報告されている (Martignoni et al., 2006) 。 

ラットの肝臓にもヒトと同様に 4 種類の主要な CYP3A サブファミリー (CYP3A1/23, 

3A2, 3A9, 3A18) が発現しているが、これらの中には発現量に性差や発達段階による違い

がある分子種が存在することが報告されている (Mahnke et al., 1997) 。例えば、CYP3A2 

は成熟した雄に特異的に発現し、雌ではほとんど発現していないことや CYP3A18 は雄に

おいて発現が高いこと (Robertson et al., 1998) 、さらに CYP3A9 は発達段階の進行に伴

いその発現は上昇し、成熟期では雌の方が雄よりも発現量が高いことなどが挙げられる。

その一方で、CYP3A1/23 は性差や発達段階に依存しない分子種であることが示されており、

APAP に対する親和性が高い酵素であることから (Patten et al., 1993) 、本研究では

CYP3A1/23 に着目した。 

 

当研究室ではラット初代肝細胞スフェロイドにおける様々な薬物代謝酵素の mRNA 発

現量を評価してきたが、タンパク質発現量は未だに評価していない。そこで、本章では肝

細胞スフェロイドにおける CYP3A サブファミリーの mRNA およびタンパク質発現量を

評価した。 
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第 2 節 スフェロイドにおける CYP3A1/23 タンパク質発現量の評価 

 

 スフェロイド培養を可能にする ElplasiaTM (Kuraray Co., Ltd.) と呼ばれる培養プレー

ト に 7 週齢の雄性ラットから単離した初代肝細胞を播種した。培養 5 日目に細胞同士が

凝集して形成したスフェロイドを RIPA buffer により回収し、その後培養 7 日目と 9 日

目においても同様に回収した。Western blotting により CYP3A1/23 タンパク質発現量を

評価したところ、培養 5 日目から 9 日目においてタンパク質発現量は維持されており、

mRNA 発現量と同様の結果が得られた (Fig. 2-1) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2-1 CYP3A1/23 protein levels in hepatocyte spheroids during culture. Rat 

hepatocyte spheroids were harvested at days 5, 7, and 9. Representative results of 

CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates are shown in the top 

panel. GAPDH was measured as a loading control. The results of densitometric 

quantification of CYP3A1/23 protein levels are shown in the bottom panel. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments). 
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第 3 節 CYP3A1/23, 3A2 の経時的な mRNA, タンパク質発現量の評価 

 

 APAP が CYP3A 酵素活性に影響を及ぼすことを考慮に入れた時に、雄性ラットの肝臓

において発現量の高い CYP3A1/23 と CYP3A2 の寄与を区別する必要があることから、

CYP3A2 の発現量を評価しておく必要がある。そこで CYP3A1/23, 3A2 mRNA 発現量と

タンパク質発現量を比較し、肝細胞スフェロイドにおける CYP3A 酵素活性の寄与を評価

した。その結果、CYP3A1/23 mRNA 発現量は培養 5 日目まで安定的に維持していたのに

対して、CYP3A2 mRNA 発現量は培養 5 日目には約 1/1000 であった (Fig. 2-2A) 。ま

た、タンパク質発現量も同様に CYP3A1/23 では維持されていたのに対して、CYP3A2 で

はほとんど発現していないことが示された (Fig. 2-2B) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2 Changes in CYP3A1/23 and CYP3A2 mRNA and protein levels during culture. 

(A) CYP3A1/23 and CYP3A2 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses. 

CYP3A1/23 mRNA and CYP3A2 mRNA levels were normalized to β-2-microglobulin 

(β-2-m) mRNA levels. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent 

experiments). (B) Results of CYP3A1/23, CYP3A2 and GAPDH immunoblotting 

analyses of cell lysates are shown. GAPDH was measured as a loading control. (n=1). 
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第 4 節 CYP3A9, 3A18 の経時的な mRNA 発現量の評価 

 

 CYP3A9, 3A18 の発現量は 7 週齢雄性ラットの肝臓において低いものの、CYP3A 酵素

活性に寄与している可能性があることから、その mRNA 発現量を前節と同様に経時的に

評価した。その結果、CYP3A9 mRNA 発現量は培養 5 日目にはおよそ 1/200 であり、

CYP3A18 mRNA 発現量はおよそ 1/50 であったことからどちらもスフェロイド培養系に

おいてほとんど発現していないことが示された (Fig. 2-3) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 Changes in CYP3A9 and CYP3A18 mRNA levels during culture. CYP3A9 and 

CYP3A18 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses. CYP3A9 mRNA and 

CYP3A18 mRNA levels were normalized to β-2-m mRNA levels. Results are expressed 

as means. (n=2 independent experiments). 
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第 5 節 小括 

 

 本スフェロイド培養系において CYP3A1/23 mRNA, タンパク質発現量は維持されてい

たが、それ以外の 3 種類の CYP3A サブファミリーの発現はほとんど確認されなかった。

緒言でも触れたように、CYP3A1/23 と 3A2, 3A9, 3A18 の大きな違いは遺伝子発現に関し

て性差の影響を受けるか否かという点である。そのため、スフェロイド培養において発現

を維持できていない理由として、3 種のサブファミリーでは細胞間コミュニケーションよ

りも性ホルモンにより強く遺伝子発現調節を受けており、in vitro 細胞培養系では生体内に

おける性ホルモンの影響を再現できていないことが考えられる。 

 

性ホルモンの影響と CYP3A2, 3A9, 3A18 の発現量に関する考察として、亜鉛欠乏食 (1 

μg zinc / g diet) を雄性ラットに思春期前から食べさせたところ、思春期後に雄で発現量の

高い CYP3A2, 3A18 は減少し、逆に発現量の低い CYP3A9 が上昇したという報告がある 

(Xu et al., 2001) 。亜鉛は必須微量ミネラルであり、数多くのホルモンの生産、貯蔵、分泌

において重要な役割を担っている。例えば、思春期および成熟期の雄性ラットに亜鉛欠乏

食を食べさせると、対照群と比較して血漿中の成長ホルモンが有意に減少することや (Root 

et al., 1979) 、亜鉛欠乏食により、血漿中のテストステロンが減少することが報告されてい

る (Xu et al., 2001) 。また、去勢した雄性ラットでは対照群と比較して CYP3A2 mRNA 

発現量が減少しており、去勢したラットにテストステロンを投与すると減少していた発現

量が上昇するという報告もある (Ribeiro and Lechner, 1992) 。これらの結果を踏まえると

テストステロンの減少が CYP3A2, 3A18 mRNA 発現量が減少したメカニズムの要因だと

考えられる。しかし、当研究室でもこれらの論文を参照してスフェロイドを形成するまで

テストステロンを曝露し、CYP3A2 mRNA 発現量を評価したが、対照群と比較して変化は

確認されなかった (data not shown) 。ゆえに、in vitro 細胞培養系では発現量に性差があ

る CYP3A サブファミリーを性ホルモンだけで発現制御することは難しく、in vivo におけ

るホルモンの複雑なシグナル伝達が関与している可能性が示唆された。 

 

亜鉛欠乏食により変動するのはテストステロンのみではなく、成長ホルモンも含まれて

いることから、成長ホルモンに着目して性差のある CYP3A サブファミリーの発現制御の

検討も行われている。その中で、雄性ラットにおいて成長ホルモンを分泌する脳下垂体を

除去すると CYP3A2, 3A18 mRNA 発現量は上昇するが、CYP3A9 mRNA 発現量は変化

しないことや思春期前の雄性ラットに成長ホルモンを約  2 週間投与すると CYP3A2, 

3A18 mRNA の発現量が低下することが明らかになっており (Kawai et al., 2000) 、成長

ホルモンは雄に特異的な CYP3A2, 3A18 を抑制的に制御していることが示唆されている。

また、ラットにおいて成長ホルモンの分泌パターンは雄では律動的であり、雌では持続的

であることから (Waxman et al., 1991) 、雄性ラットにおいて成長ホルモンを 1 週間持続
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的に投与したところ、ホルモンの分泌パターンが雌化され、CYP3A9 mRNA 発現量が上昇

する一方で、CYP3A18 mRNA 発現量は減少することが明らかにされている (Robertson et 

al., 1998) 。ヒト初代肝細胞に関しては、成長ホルモンを持続的に曝露すると、女性で発現

量が高いとされる CYP3A4 の mRNA, タンパク質発現量、酵素活性に変化は認められな

かったものの、律動的に曝露するとこれら全てが有意に減少することから (Dhir et al., 

2005) 、ラット、ヒトにおいて発現量に性差がある薬物代謝酵素は単純に成長ホルモンの

分泌量ではなく、その分泌パターンにより生じるシグナル伝達を介して制御されている可

能性が考えられる。したがって、本スフェロイド培養系においても、成長ホルモンを in vivo 

における分泌パターンと同様に曝露することで性差のある薬物代謝酵素の発現量を維持す

ることが可能になるかもしれない。 

 

 本研究で用いている抗体 (Anti-CYP3A1 antibody：Merck Millipore) は CYP3A1/23 と 

CYP3A2 は識別できると記載されているが、CYP3A9, 3A18 までは言及されていない。過

去の報告において CYP3A2 と CYP3A9 は C 末端のタンパク質の配列が似ていること

から、抗体が交差反応する可能性が示唆されており (Aiba et al., 2003) 、本研究で示して

いるバンドが本当に CYP3A1/23 であることを示す必要がある。糖質コルチコイドである

デキサメタゾンはヒトやラットにおいて CYP3A の転写を促進することが知られているが、

培養されたラット初代肝細胞においては他の CYP3A アイソザイムの転写は促進せず、

CYP3A1/23 のみを促進することが報告されている (Hoen et al., 2000) 。そこで、本スフ

ェロイド培養系においてもデキサメタゾンを曝露後、同じ CYP3A1/23 抗体を用いてバン

ドを確認したところ、同じ位置に強いバンドが確認された (data not shown) 。ゆえに、ス

フェロイドにおける CYP3A サブファミリーの経時的な mRNA 発現量とこの結果を踏ま

えると、本研究で用いている抗体は CYP3A1/23 を正しく認識できていることが示された。 

 

 本章より、本スフェロイド培養系は CYP3A1/23 タンパク質を安定的に発現しており、

化学物質がタンパク質分解系に及ぼす影響を評価する上で有用な培養系であることが示唆

された。 
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第 3 章 アセトアミノフェンが CYP3A1/23 に及ぼす影響  

 

第 1 節 緒言 

 

 APAP は臨床において広く使用されている解熱鎮痛薬の一つであるが、過剰に服用する

と肝障害を引き起こすことが知られており、その肝障害には代謝反応が寄与していること

が明らかにされている (James et al., 2003) 。APAP は体内に取り込まれると、UGT や 

SULT により、グルクロン酸抱合体や硫酸抱合体となり、ほとんどが体外に排泄されるが、

約 10 % が CYP の代謝を受けて N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) と呼ばれる

反応性代謝物を生成する。NAPQI は生体内の還元型グルタチオン (GSH) により抱合反応

を受けて、無毒のメルカプツール酸となり解毒されるが、過剰な服用により GSH が抱合

できなくなるほど NAPQI の生成量が多くなると、様々な生体内高分子と結合し、活性酸

素種 (ROS) の産生やタンパク質の機能障害を引き起こすことで毒性を示すことが報告さ

れている (Dahlin et al., 1984; James et al., 2003) 。 

 NAPQI の生成に関わる主要な薬物代謝酵素は CYP1A2, 2E1, 3A4 であり (Patten et 

al., 1993; Thummel et al., 1993; Chen et al., 1998) 、その寄与は阻害剤を用いた実験によ

り、CYP2E1 が高いことが示唆されている (Hazai et al., 2002) 。しかし、ヒトのリコン

ビナント CYP を用いた実験では NAPQI の GSH 抱合体の生成量は CYP3A4 で最も高

くなったことから (Laine et al., 2009) 、CYP3A も反応性代謝物を介した APAP 誘発性

肝障害に関わる重要な代謝酵素であると言える。 

 

序論でも記載したように、APAP はげっ歯類において CYP3A を誘導することが示唆さ

れているものの、そのメカニズムに関する統合的な理解は未だに得られていない。そこで

本章ではラット初代肝細胞スフェロイド培養系において APAP の CYP3A1/23 に及ぼす

影響を精査することを目的とした。 
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第 2 節 APAP が CYP3A1/23 mRNA, タンパク質、CYP3A 酵素活性に及ぼす影響 

 

 過去の報告により、APAP (500 mg/kg) をラットに腹腔内投与したところ、CYP3A タン

パク質発現量の上昇と CYP3A 酵素活性の上昇が確認されたことから (Kim et al., 2007) 、

本スフェロイド培養系において APAP による CYP3A の酵素誘導を評価した。スフェロ

イドには CYP の代謝活性化による肝毒性が確認された 10 mM と毒性が確認されなかっ

た 1 mM を 24 時間曝露した (Sanoh et al., 2014) 。APAP を曝露後、mRNA 抽出、タ

ンパク質回収を行い、CYP3A 酵素活性は P450-GloTM CYP3A4 assay を用いて発光の値

から評価した。 

CYP3A1/23 タンパク質発現量は APAP (1, 10 mM) により上昇し、CYP3A 酵素活性も

濃度依存的に上昇した。しかし、CYP3A1/23 mRNA 発現量の上昇は確認されなかった 

(Fig. 3-1) 。曝露 24 時間以前に CYP3A1/23 mRNA 発現量が上昇している可能性がある

と考え、APAP による mRNA 発現量の経時的変化を評価したが、どの時間においても上

昇は確認されなかった (Fig. 3-2) 。 

Fig. 3-1 Effects of APAP on CYP3A1/23 protein levels and activity and mRNA levels. Rat 

hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to APAP (1 and 10 mM) for 24 h. (A) 

Representative results of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell 

lysates are shown in the top panel. GAPDH was measured as a loading control. The 

results of densitometric quantification of CYP3A1/23 protein levels are shown in the 

bottom panel. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, *P 
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< 0.05 vs. ctrl, Tukey’s test). (B) CYP3A metabolic activity was measured with 

luciferin-IPA. CYP3A metabolic activity was normalized to protein levels. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, ***P < 0.001 vs. ctrl, Tukey’s 

test). (C) CYP3A1/23 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses. CYP3A1/23 

mRNA levels were normalized to β-2-m mRNA levels. Results are expressed as means ± 

S.D. (n=3 independent experiments). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2 Effects of APAP on CYP3A1/23 mRNA levels over time. Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (1 and 10 mM) for 2, 6, 12, 18 and 24 h before 

harvesting. CYP3A1/23 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses and 

normalized to β-2-m mRNA levels. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 

independent experiments). 
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第 3 節 APAP が CYP3A1/23 タンパク質半減期に及ぼす影響  

 

 APAP による CYP3A1/23 タンパク質発現量の上昇が mRNA 発現量に依存していな

いことから、APAP は CYP3A1/23 タンパク質の分解を抑制することで酵素誘導を起こし

ていると仮説を立てた。そこで、タンパク質翻訳阻害剤である cycloheximide (CHX) をス

フェロイドに曝露し、CYP3A1/23 タンパク質の半減期を評価するとともに、APAP を 

CHX と併用曝露し、CYP3A1/23 のターンオーバーに及ぼす影響を評価した。 

 CYP3A1/23 は本スフェロイド培養系において半減期はおよそ 11 h であり、APAP (10 

mM) によりタンパク質半減期の延長が有意に確認されたことから APAP は CYP3A1/23 

タンパク質の分解を抑制していることが明らかとなった (Fig. 3-3) 。 
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Fig. 3-3 Effects of APAP on CYP3A1/23 protein degradation. Rat hepatocyte spheroids 

(day 5) were exposed to cycloheximide (10 μg/ml) with or without APAP (1 and 10 mM) 

for 6 or 12 h before harvesting. Representative results of CYP3A1/23 and GAPDH 

immunoblotting analyses of cell lysates are shown in the top panel. GAPDH was 

measured as a loading control. The results of densitometric quantification of 

CYP3A1/23 protein levels are shown in the bottom panel. Results are expressed as 

means ± S.D. (n=3 independent experiments, *P < 0.05 vs. without APAP, Tukey’s test). 
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第 4 節 APAP がユビキチンプロテアソーム系に及ぼす影響 

 

 第 1 項 APAP がプロテアソーム活性に及ぼす影響 

 

 APAP が CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制を引き起こすことから、その分解系に及ぼ

す影響を評価した。CYP3A1/23 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

(Faouzi et al., 2007) 、まず APAP がプロテアソーム活性に及ぼす影響を評価した。プロ

テアソーム活性は 3 種類の蛍光基質を用いて、カスパーゼ様活性、キモトリプシン様活性、

トリプシン様活性をそれぞれ測定した。ポジティブコントロールとして MG132 (10 μM) 

を 6 時間曝露し、この評価系の妥当性を確認した。 

 APAP (1 mM) はプロテアソーム活性に影響を与えないものの、APAP (10 mM) はカス

パーゼ様活性を有意に減少させた (Fig. 3-4) 。しかし、MG132 と比較してその減少の度

合いはわずかであることから、この減少が CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制に影響を与

えているのかは分からない。そこでプロテアソーム活性の阻害の指標としてポリユビキチ

ン化されたタンパク質の蓄積を評価した。その結果、MG132 により顕著にポリユビキチン

化されたタンパク質の蓄積が確認されたものの、APAP (1, 10 mM) によりそのような影響

は確認されなかった (Fig. 3-5) 。ゆえに APAP (10 mM) による CYP3A1/23 タンパク質

の分解抑制はプロテアソーム活性の減少に起因しないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-4 Effects of APAP on proteasome activity. Rat hepatocyte spheroids (day 5) were 

exposed to either APAP (1 and 10 mM, 24 h) or MG132 (10 μM, 6 h) and harvested. 

Proteasome activities were measured with three proteasome substrates and normalized 

to protein contents. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent 

experiments, *P < 0.05, ***P < 0.001, 
†††P < 0.001, 

###P < 0.001 vs. ctrl, Tukey’s test).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-5 Effects of APAP on polyubiquitinated protein levels. Rat hepatocyte spheroids 

(day 5) were exposed to either APAP (1 and 10 mM, 24 h) or MG132 (10 μM, 6 h) before 

harvesting. Results of ubiquitin immunoblotting analyses of cell lysates are shown. 

(n=1). 
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第 2 項 APAP が CYP3A1/23 タンパク質のポリユビキチン化に及ぼす影響 

 

 APAP はタンパク質の分解を担うプロテアソームに影響を及ぼさないことから、タンパ

ク質を分解する際に必要なシグナルであるポリユビキチン鎖の形成が抑制されていると考

え、APAP が CYP3A1/23 タンパク質のポリユビキチン化に及ぼす影響を評価した。 

APAP は細胞内全体のユビキチンの量には影響を及ぼさないものの  (Fig. 3-5) 、

CYP3A1/23 を免疫沈降した画分においては APAP の濃度依存的にそのユビキチン化は

抑制されていた (Fig. 3-6) 。ゆえに APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制は

ポリユビキチン化の阻害に起因することが示唆された。 

 

Fig. 3-6 Effects of APAP on ubiquitination levels of CYP3A1/23 protein. Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (1 and 10 mM, 24 h) with MG132 (10 μM, 6 h) 

before harvesting. Representative results of ubiquitin and CYP3A1/23 immunoblotting 

analyses of CYP3A1/23 immunoprecipitates are shown in the left panel. The results of 

densitometric quantification of CYP3A1/23-ubiquitin levels are shown in the right panel. 

Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, *P < 0.05, vs. ctrl, 

Tukey’s test). 
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第 3 項 APAP が CYP3A1/23 の E3 リガーゼに及ぼす影響 

 

 APAP が  CYP3A1/23 タンパク質のポリユビキチン化を阻害していることから、

CYP3A1/23 にユビキチンを付加するタンパク質 (E3 リガーゼ) に及ぼす影響を精査した。

ラット初代肝細胞を用いた実験において生理学的条件下における CYP3A の E3 リガー

ゼは glycoprotein 78 (gp78) と C terminus of Hsp70-interacting protein (CHIP) である

ことが shRNA によるノックダウンの結果より明らかになっていることから (Kim et al., 

2010) 、APAP が gp78, CHIP に及ぼす影響を評価した。 

 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 においては 

10 mM において有意にタンパク質発現量を減少させていた (Fig. 3-7) 。ゆえに APAP に

よるポリユビキチン化の阻害は CYP3A1/23 の E3 リガーゼである gp78 の発現量の低

下に起因する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-7 Effects of APAP on gp78 and CHIP protein levels. Rat hepatocyte spheroids (day 

5) were exposed to APAP (1 and 10 mM) for 24 h before harvesting. (A) Representative 

results of gp78 and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates are shown in the 

top panel. GAPDH was measured as a loading control. The results of densitometric 

quantification of gp78 protein levels are shown in the bottom panel. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, **P < 0.01 vs. ctrl, Tukey’s 

test). (B) Representative results of CHIP and GAPDH immunoblotting analyses of cell 

lysates are shown in the top panel. The results of densitometric quantification of CHIP 

protein levels are shown in the bottom panel. Results are expressed as means ± S.D. 

(n=3 independent experiments). 
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 第 4 項 APAP が gp78 mRNA 発現量に及ぼす影響 

 

 前項で APAP (10 mM) が gp78 タンパク質発現量を減少させることを明らかにしたこ

とから、その減少作用の要因を探るため、gp78 mRNA 発現量を経時的に評価した。しか

し、どの時間においても APAP (10 mM) による mRNA 発現量の変化は認められなかった 

(Fig. 3-8) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-8 Effects of APAP on gp78 mRNA levels over time. Rat hepatocyte spheroids (day 

5) were exposed to APAP (10 mM) for 2, 6, 12, 18 and 24 h before harvesting. Gp78 

mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses and normalized to β-2-m mRNA 

levels. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments). 
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第 5 節 APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制における NAPQI, ROS 

の影響 

 

 第 1 項 APAP, ABT, N-acetyl-L-cysteine (NAC) 曝露後の細胞内 GSH の測定 

 

 APAP は CYP による代謝活性化を受けて反応性代謝物である NAPQI を形成し、細胞

内の GSH を減少させ、ROS を産生する。この産生した ROS が CYP3A1/23 タンパク

質の分解抑制の引き金となっていると仮説を立てた。そこで本スフェロイド培養系におい

て APAP により減少した GSH を非選択的 CYP 分子種阻害剤である ABT や GSH の

前駆体である  NAC がどの程度回復させるのかを評価した。細胞内  GSH 濃度は 

Glutathione Cell-Based Detection kit (Blue Fluorescence) を用いて測定した。 

 APAP (10 mM) により細胞内 GSH 濃度は約 50 % まで減少したが、ABT (500 μM) と

の併用によりその減少は有意に抑制された。また、NAC (1 mM) との併用においても同様

に GSH の減少は抑制された (Fig. 3-9) 。ゆえに以下の実験では ABT (500 μM) と NAC 

(1 mM) を用いて APAP が誘発する CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制に対する影響を

評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-9 Effects of APAP, ABT, and NAC on intracellular GSH levels. Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (10 mM), ABT (500 μM) and NAC (1 mM) for 24 

h before harvesting. In the case of NAC treatment, cells were pretreated with NAC (1 

mM) for 30 min. Intracellular GSH levels were measured with Glutathione Cell-Based 

Detection kit (Blue Fluorescence). Results are expressed as means ± S.D. (n=3 

independent experiments, *P < 0.05, **P < 0.01, vs. non-treated, t-test). 
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第 2 項 ABT が APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制に及ぼす影響 

 

 ABT が APAP による GSH 濃度の減少を抑制したことや NAPQI の GSH 抱合体で

ある acetaminophen glutathione conjugate の生成量が ABT により有意に抑制されたこ

とから (Sanoh et al., 2014) 、NAPQI の生成を ABT が抑制することが示された。そこで

APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制における NAPQI の寄与を評価するた

め、ABT と APAP を併用曝露し、APAP の分解抑制作用における影響を評価した。 

 従来の報告通り、ABT は本スフェロイド培養系においても CYP3A1/23 タンパク質発現

量を上昇させたことから (Fig. 3-10) 、直接 CYP3A1/23 タンパク質に及ぼす影響を評価

するのは難しいと考え、CYP3A1/23 のポリユビキチン化に対する ABT の影響を評価した

が、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 との併

用において抑制されず、APAP により減少した gp78 の発現量も ABT との併用曝露によ

り上昇させなかったことから (Fig. 3-11) 、NAPQI が CYP3A1/23 の分解抑制に起因して

いる可能性は低いことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-10 Effects of APAP and ABT on CYP3A1/23 protein levels. Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (10 mM), ABT (500 μM) for 24 h before 

harvesting. Results of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates 

are shown. GAPDH was measured as a loading control. (n=1). 
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Fig. 3-11 Effects of APAP and ABT on ubiquitination levels of CYP3A1/23 protein and 

gp78 protein levels. (A) Rat hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to APAP (10 mM, 

24 h) and ABT (500 μM, 24 h) with MG132 (10 μM, 6 h) before harvesting. Results of 

ubiquitin and CYP3A1/23 immunoblotting analyses of CYP3A1/23 immunoprecipitates 

are shown in the left panel. The results of densitometric quantification of 

CYP3A1/23-ubiquitin levels are shown in the right panel. (n=1). (B) Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (10 mM), ABT (500 μM) for 24 h before 

harvesting. Results of gp78 and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates are 

shown. GAPDH was measured as a loading control. (n=1). 
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第 3 項 NAC が APAP による CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制に及ぼす影響 

 

CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制が反応性代謝物である NAPQI に起因しない可能性

が示唆されたことから、別のアプローチで分解抑制を引き起こしている原因を探れないか

と考えた。NAPQI ではなく、APAP 自身によって ROS が産生されている可能性を考え、

細胞内の ROS を軽減することが知られる NAC との併用曝露における影響を評価した。 

 細胞内 GSH の上昇が確認された NAC (1 mM) を APAP (10 mM) と併用曝露しても

CYP3A1/23 タンパク質の分解抑制作用は軽減されなかった。濃度を上げて NAC (2.5 mM) 

と APAP (1, 10 mM) を併用曝露しても同様に軽減されなかったことから、ROS が 

CYP3A1/23 の分解抑制を引き起こしている可能性は低いことが示唆された (Fig. 3-12) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-12 Effects of APAP and NAC on CYP3A1/23 protein levels. (A) Rat hepatocyte 

spheroids (day 5) were exposed to APAP (10 mM) and NAC (1 mM) for 24 h before 

harvesting. Cells were pretreated with NAC (1 mM) for 30 min. Results of CYP3A1/23 

and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates are shown. (n=1). (B) Rat 

hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to APAP (1 and 10 mM) and NAC (2.5 mM) 

for 24 h before harvesting. Cells were pretreated with NAC (2.5 mM) for 30 min. Results 

of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell lysates are shown. (n=1). 
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第 6 節 小括 

 

転写の活性化や抑制ではなく CYP3A タンパク質自身に作用する化学物質としては、血

圧降下剤であるジヒドロピリジン系 Ca2+ チャネル遮断薬 (例：ニフェジピン) の構造類縁

体である 3,5-Dicarboethoxy-2,6-dimethyl-4-ethyl-1,4-dihydropyridine (DDEP) が CYP 

の活性中心であるヘムに作用することで急速に分解することやマクロライド系抗生物質で

ある triacetyloleandomycin (TAO) が CYP3A タンパク質の分解を抑制するものの、

mechanism-based inhibition (MBI) を起こし、酵素活性を阻害することが報告されている 

(Watkins et al., 1986; Correia et al., 1987; Faouzi et al., 2007) 。Faouzi らは TAO によ

り CYP3A タンパク質のポリユビキチン化が阻害されていることから、その分解抑制作用

は CYP3A と TAO が複合体を形成することで構造の変化が生じ、ユビキチン化されるリ

ジン残基が E3 リガーゼに認識されにくくなることに起因すると考察している。DDEP に

よる CYP3A の分解の促進に関しても、ヘムに作用することで CYP3A タンパク質の構造

に変化が起こり、ユビキチン化が促進され、分解されることが示唆されていることから、

化学物質が CYP3A タンパク質の分解を促進、抑制する作用において、CYP そのものに化

学物質が影響を及ぼすことが引き金となる可能性が高いことが分かる。本研究でも TAO 

による MBI と同様に APAP の反応性代謝物である NAPQI が CYP3A タンパク質と不

可逆的に結合して分解抑制を起こしている可能性を考えたが、ABT により NAPQI の生

成を阻害しても APAP による CYP3A タンパク質のポリユビキチン化の阻害が抑制され

なかったことやマウスに APAP を投与後 APAP と結合する肝臓中のタンパク質を網羅的

に解析した結果、CYP との結合は報告されていないことから (Qiu et al., 1998) 、APAP は 

MBI とは異なる形式により、分解抑制を引き起こしていることが示唆された。 

 

CYP3A タンパク質は小胞体に存在するタンパク質であり、endoplasmic reticulum 

related degradation (ERAD) により分解される (Correia et al., 2003) 。その分解経路は 

(1)：protein kinase A or C (PKA, PKC) により CYP3A の特定のセリン、スレオニン残基

がリン酸化されること (2)：そのリン酸化状態を E2/E3 複合体が認識し、CYP3A がユビ

キチン化されること (3)：小胞体に局在しているユビキチン化された CYP3A がプロテア

ソームへ輸送されることを必要とする (Wang et al., 2009; Kim et al., 2010; Acharya et al., 

2011; Wang et al., 2012) 。ゆえに APAP による CYP3A タンパク質のポリユビキチン化

の阻害に関して、E3 リガーゼである gp78 タンパク質発現量の低下の他にも CYP3A の 

PKA, PKC によるリン酸化の阻害も関与している可能性が考えられる。しかし、マウス初

代肝細胞に APAP (5 ～ 15 mM) を曝露したところ PKC の活性化が起きていることか

ら (Saberi et al., 2014) 、APAP が作用しているメインターゲットは PKA, PKC ではな

く、E3 リガーゼである可能性が高いと推測される。しかし、APAP (1 mM) においては 

gp78 タンパク質発現量は変化しないにもかかわらず、CYP3A タンパク質の緩やかな分解
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抑制やポリユビキチン化の阻害が確認された。これは APAP が gp78 タンパク質に直接作

用し、発現量は変化させないが E3 リガーゼ活性は減少させている可能性に起因すると考

えられる。あるいは、gp78 は RING フィンガードメインを有しており、自己をユビキチ

ン化してプロテアソーム系により分解される (Fang et al., 2001; Chen et al., 2006) こと

や APAP (10 mM) において gp78 タンパク質発現量は減少するものの、その mRNA 発

現量は減少していなかったことを踏まえると、APAP により活性化されたシグナルが gp78 

の自己ユビキチン化を亢進し、本来 gp78 によりユビキチン化されるはずだったタンパク

質のユビキチン化が競合的に阻害され、濃度依存的に gp78 のタンパク質分解につながり、

結果的にタンパク質発現量が低下している可能性も考えられる。 

一方で、CYP3A において E3 リガーゼとして働く CHIP タンパク質の発現量の変化は 

APAP により認められなかった。In vitro の実験において gp78 はユビキチン化された 

Glutathione S-transferase (GST) のポリユビキチン化を担うものの、ユビキチン化されて

いない GST のポリユビキチン化は行わないという報告があることや (Morito et al., 

2008) 、CYP3A タンパク質において CHIP は最初のユビキチン化を行い、gp78 はポリ

ユビキチン化を行っているという考察もあることから (Kim et al., 2016) 、APAP はユビ

キチンプロテアソーム系による分解において重要であるポリユビキチンシグナルを gp78 

タンパク質の減少を介して阻害することで分解を抑制することが示唆された。 

 

Gp78 は小胞体膜貫通型のタンパク質であり、ERAD において重要な役割を担う 

(Christianson and Ye, 2014) 。これまでの報告で、gp78 によるユビキチン化は核近傍の

小胞体ではなく、核から離れたミトコンドリア付近に存在する滑面小胞体において行われ、

その小胞体間の局在は gp78 の特定のセリン残基のリン酸化により制御されることが明ら

かにされている (St-Pierre et al., 2012; Li et al., 2015) 。Li らは gp78 のセリン残基のア

スパラギン酸置換による疑似リン酸化が滑面小胞体に存在する gp78 の発現量を減少させ

ることや gp78 によりユビキチン化されるミトコンドリアタンパク質である mitofusin 1 

(MFN1) の分解が同様の疑似リン酸化により抑制されること、また 無血清培地で培養する

ことで p38 MAP kinase を活性化すると MFN1 の分解が抑制され、p38 MAP kinase の

阻害剤である SB203580 を曝露すると、その分解抑制作用が緩和されることを報告してい

る。そこで、無血清培地で培養した際の CYP3A の mRNA, タンパク質発現量ならびに酵

素活性を評価したところ、mRNA 発現量の上昇よりも高くタンパク質発現量が上昇し、酵

素活性もそれに伴い上昇していた (data not shown) 。ヒト初代肝細胞において APAP は 

p38 MAP kinase を活性化する報告があることから (Mobasher et al., 2013) 、p38 MAP 

kinase を活性化するような化学物質は CYP3A の分解抑制を起こす可能性がある。 

 

本章より、APAP は転写活性化ではなく E3 リガーゼの発現量の減少に基づくタンパク

質の分解抑制により CYP3A 酵素活性を上昇させることが示唆された。 
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第 4 章 アセトアミノフェン構造類縁体が CYP3A1/23 に及ぼす

影響  

 

第 1 節 緒言 

 

 APAP が肝毒性を引き起こすメカニズムは多数報告されており、その中には APAP と 

APAP 構造類縁体の毒性の比較も存在する。 APAP の位置異性体である 

N-acetyl-m-aminophenol (AMAP) は APAP と同様に解熱鎮痛作用を有しているが、マウ

スにおいて APAP と比較して肝毒性を示さないこと、そしてこの肝毒性プロファイルの違

いは反応性代謝物のミトコンドリアタンパク質への結合量の違いに起因していることが報

告されている  (Xie et al., 2015) 。また、N-acetyl-o-aminophenol (AOAP) も肝臓中のタ

ンパク質へ結合するものの、ハムスターにおいて APAP よりも毒性が低いことが報告され

ている (Hamilton and Kissinger, 1986; Rottero and Kissinger, 1987) 。 

 一方で、ラット、ヒト肝臓スライスにおいて AMAP は APAP と同様に肝毒性を示すこ

とや、ヒト初代肝細胞において APAP と同様にミトコンドリアタンパク質へ結合し、同程

度の肝毒性を示すことが近年明らかにされている (Hadi et al., 2013; Xie et al., 2015) 。

AMAP は NAPQI のようなキノンイミンは形成しないものの、上記のようにミトコンドリ

アタンパク質と結合していることから、キノンイミンとは異なる反応性代謝物を生成し、

それが CYP3A タンパク質に影響を及ぼす可能性は十分に考えられる。 

 

そこで本章では APAP 構造類縁体 (Fig. 4-1) を用いて CYP3A1/23 に及ぼす影響を比

較した。評価化合物として AMAP, AOAP 以外にも 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

メカニズムについて更なる探索を行った。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-1 Chemical structures of APAP analogs 

 

 

APAP AMAP AOAP PAcBA
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 第 2 節 AMAP が CYP3A1/23 に及ぼす影響 

 

APAP と同様に CYP3A1/23 タンパク質発現量、酵素活性、mRNA 発現量を評価した。

その結果、タンパク質発現量は 10 mM において有意に上昇した。一方、酵素活性は 1 mM 

において有意な減少が認められ、10 mM においては逆に有意な上昇が確認された。mRNA 

発現量は酵素活性の低下が認められた 1 mM において有意な減少が認められたものの、タ

ンパク質発現量、酵素活性の上昇が確認された 10 mM において変化は認められなかった 

(Fig. 4-2) 。 

Fig. 4-2 Effects of AMAP on CYP3A1/23 protein levels and activity and mRNA levels. 

Rat hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to AMAP (1 and 10 mM) for 24 h. (A) 

Representative results of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell 

lysates are shown in the top panel. GAPDH was measured as a loading control. The 

results of densitometric quantification of CYP3A1/23 protein levels are shown in the 

bottom panel. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, *P 

< 0.05 vs. ctrl, Tukey’s test). (B) CYP3A metabolic activity was measured with 

luciferin-IPA. CYP3A metabolic activity was normalized to protein levels. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. 

ctrl, Tukey’s test). (C) CYP3A1/23 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses. 

CYP3A1/23 mRNA levels were normalized to β-2-m mRNA levels. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments **P < 0.01 vs. ctrl, Tukey’s 

test). 
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第 3 節 AOAP が CYP3A1/23 に及ぼす影響 

 

AOAP は 10 mM において培養メディウムに溶解しなかったため、1 mM のみで検討を

行った。その結果、タンパク質発現量には変化は認められなかったものの、酵素活性、mRNA 

発現量において減少が確認された (Fig. 4-3) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-3 Effects of AOAP on CYP3A1/23 protein levels and activitiy and mRNA levels. 

Rat hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to AOAP (1 mM) for 24 h. (A) 

Representative results of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell 

lysates are shown in the top panel. GAPDH was measured as a loading control. The 

results of densitometric quantification of CYP3A1/23 protein levels are shown in the 

bottom panel. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments). 

(B) CYP3A metabolic activity was measured with luciferin-IPA. CYP3A metabolic 

activity was normalized to protein levels. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 

independent experiments, ***P < 0.001 vs. ctrl, t-test). (C) CYP3A1/23 mRNA levels 

were measured by qRT-PCR analyses. CYP3A1/23 mRNA levels were normalized to 

β-2-m mRNA levels. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent 

experiments). 
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第 4 節 PAcBA が CYP3A1/23 に及ぼす影響 

 

 PAcBA は直接培養メディウムには溶解しなかったため、カルボン酸の部分をナトリウム

塩化し、メディウムへ溶解させ、検討を行った。その結果、10 mM においてタンパク質発

現量、酵素活性、mRNA 発現量において有意な減少が確認された (Fig. 4-4) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-4 Effects of PAcBA on CYP3A1/23 protein levels and activity and mRNA levels. 

Rat hepatocyte spheroids (day 5) were exposed to PAcBA (1 and 10 mM) for 24 h. (A) 

Representative results of CYP3A1/23 and GAPDH immunoblotting analyses of cell 

lysates are shown in the top panel. GAPDH was measured as a loading control. The 

results of densitometric quantification of CYP3A1/23 protein levels are shown in the 

bottom panel. Results are expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, *P 

< 0.05 vs. ctrl, Tukey’s test). (B) CYP3A metabolic activity was measured with 

luciferin-IPA. CYP3A metabolic activity was normalized to protein levels. Results are 

expressed as means ± S.D. (n=3 independent experiments, **P < 0.01 vs. ctrl, Tukey’s 

test). (C) CYP3A1/23 mRNA levels were measured by qRT-PCR analyses. CYP3A1/23 

mRNA levels were normalized to β-2-m mRNA levels. Results are expressed as means ± 

S.D. (n=3 independent experiments, *P < 0.05 vs. ctrl, Tukey’s test). 
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 第 5 節 小括 

 

 APAP の構造類縁体である AOAP, AMAP (1 mM) により mRNA 発現量の減少が確認

されたものの、APAP (1 mM) において mRNA 発現量の顕著な減少は認められなかったこ

とから、構造ではなく、AOAP, AMAP に共通する代謝物が mRNA 発現量の減少を引き起

こしていると推測される。AOAP, AMAP はマウス肝ミクロソームとインキュベーションす

ると両方とも 2-acetamidohydroquinone (2-AcHQ) を生成することが報告されており 

(Hamilton and Kissinger, 1986) 、この 2-AcHQ はさらに酸化代謝を受けて、

2-acetamido-p-benzoquinone (APBQ) を生成することが明らかにされている (Streeter et 

al., 1984; Streeter and Baillie, 1985) 。APBQ は反応性が高いベンゾキノンであることか

ら、細胞内タンパク質へと結合し、何かしらのカスケードを経て、mRNA 発現量を減少さ

せている可能性があるが、これまでに AOAP, AMAP が CYP3A mRNA 発現量に及ぼす影

響を評価した報告はないため、転写の上流にあるメカニズムに関しては更なる検討が必要

である。 

 

AOAP, AMAP (1 mM) によりタンパク質発現量の変化は確認されなかったが、酵素活性

の有意な減少が認められた。この原因としては上記で触れた両方の共通代謝物である 

APBQ の関与が疑われる。これまでの報告において、精製したヒト CYP2E1 と AMAP を

プレインキュベーションし、CYP2E1 の基質である chlorzoxazone を用いて酵素活性を評

価したところ、AMAP の濃度、時間依存的に CYP2E1 酵素活性の減少が確認されている。

また、その酵素活性阻害作用は NADPH を添加すると増強し、GSH を添加すると減弱し

たことから、AMAP 自身ではなく、AMAP の代謝物に起因すること、さらにその代謝物

は LC/ESI-MS を用いた解析から APBQ である可能性が示唆されている (Harrelson et 

al., 2012) 。また、マウス in vivo において、AMAP は APAP と比較してミトコンドリ

アタンパク質ではなく、小胞体や細胞質タンパク質へ結合しやすいことが報告されている

ことから (Qiu et al., 2001) 、CYP3A タンパク質においても同様に APBQ が結合し、酵

素活性を減少させていると考えられる。一方で、AMAP (10 mM) により CYP3A タンパ

ク質発現量、酵素活性は有意に上昇していることが確認された。この二相性に関しては現

段階で考察することは難しいが、10 mM では未変化体濃度がかなり高いこと、マウス in 

vivo において APBQ の生成量は AMAP の 10 % 以下であることから (Rashed et al., 

1990) 、1 mM と比較して相対的に AMAP 自身の影響を強く受けている可能性がある。 

 

AOAP, AMAP (1, 10 mM) において mRNA 発現量と比較して高いタンパク質発現量を

示していたことから、APAP と同様にタンパク質の分解抑制作用を有していると考えられ

る。一方で、水酸基がカルボキシ基に置換された PAcBA では mRNA 発現量の減少に伴

いタンパク質発現量も減少していた。これらの違いはその化学構造におけるフェノール性
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水酸基の有無であることから、さらに化合物を増やし、化学構造の違いを考慮に入れなが

ら検討を行うことでタンパク質分解抑制作用の詳細なメカニズムの解明につながる可能性

がある。 

 

本章より、APAP に加えてその構造類縁体である AMAP も CYP3A タンパク質の分解

抑制により酵素活性の上昇を引き起こす可能性があることが示唆された。 
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第 5 章 考察および総括 

 

 薬物代謝酵素は医薬品や有害物質などの生体異物や内在性物質の代謝、排泄を担う重要

な酵素である。2006 ～ 2015 年にかけて FDA に承認された低分子医薬品の薬物代謝を

受ける割合において CYP ファミリーは約 50 % を占めることから (Cerny, 2016) 、医薬

品の化学構造が多様化され、CYP 以外の様々な代謝酵素の寄与が高まっている現在でも薬

物間相互作用を考慮する上で注意が必要とされている。 

 

CYP3A サブファミリーは化学物質による酵素誘導下において mRNA 発現量と酵素活

性に良好な相関を有することは序論でも述べたが、様々なドナー由来のヒト肝ミクロソー

ムにおいても、mRNA 発現量と酵素活性は良好な相関を示すことが報告されている 

(Ohtsuki et al., 2011) 。同論文では 3A 以外の CYP サブファミリーに関しても評価して

おり、その相関係数は分子種間で異なることも明らかにされている。例えば、CYP3A4 に

おける相関係数は約 0.9 であるのに対して、CYP2C9, 2E1 における相関係数は 0.5 未満

であり、この二つのサブファミリーにおける mRNA 発現量とタンパク質発現量の相関係

数は 0.1 前後であった。ゆえに CYP2C9, 2E1 は化学物質曝露下の酵素活性の変動におい

て mRNA 発現量を指標とすることが難しく、転写後調節や翻訳後調節による寄与の方が

大きいと推測される。CYP2E1 に関する報告では 25 人のドナー由来のヒト肝ミクロソー

ムにおける miR-378 発現量が CYP2E1 タンパク質発現量、酵素活性との間に有意な逆相

関を示すことや、miR-378 を過剰発現させると CYP2E1 タンパク質発現量、酵素活性は

減少することが示唆されており (Mohri et al., 2010) 、miRNA の発現量に影響を及ぼす化

学物質は mRNA 発現量に依存することなく、酵素活性を上昇もしくは阻害する可能性が

ある。 

 

mRNA 発現量とタンパク質発現量の相関係数は分子種間で異なるため、翻訳制御機構が

異なると推測されるが、タンパク質半減期やその分解経路も異なることが明らかにされて

いる。例えば、ラット肝臓中に発現している CYP の生理学的条件下における半減期は 

CYP2B1, 2C11 が 20 時間以上であるのに対して、CYP3A1/23 は 10 時間前後であるこ

とや CYP2E1 は 7 時間前後で急速に分解された後、38 時間前後で緩やかに分解される

といった二相性の半減期を示すことが知られている。また、半減期の長い CYP2B1, 2C11 

はオートファジー系により分解されることが示唆されている (Correia et al., 2003) 。近年

では、ヒト肝臓中に発現している CYP タンパク質のターンオーバーに関する研究も進ん

でおり、CYP3A4 はラットと同様の半減期、分解経路を示すことや、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明らかにされている。

一方で、CYP2B6, 2C9 の半減期は 6, 12 時間前後であり、CYP2B6 はユビキチンプロテ
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アソーム系で、CYP2C9 は CYP2E1 と同様に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から、同じサブファミリーでもラットと異なることが示唆

されている (Kim et al., 2016) 。 

このように分子種間で半減期が異なる原因の一つとして ROS の関与が疑われる。これ

までに CYP ファミリーは基質存在下および非存在下において ROS を産生すること、

CYP に電子を供給するタンパク質である cytochrome P450 reductase を不活性化すると 

ラット CYP2E1 タンパク質発現量が上昇することが明らかにされている (Zhukov and 

Ingelman-Sundberg, 1999; Zangar et al., 2004) 。CYP への電子の供給が止まり、ROS の

産生が抑制されたことがタンパク質発現量の上昇につながると考えると、生理学的条件下

における ROS の産生量が多い分子種ほどタンパク質が損傷を受けて、ユビキチンプロテ

アソーム系により速やかに分解されることが半減期の違いを生み出していると推測される。 

 

タンパク質の分解に関連した CYP タンパク質の発現量の変動にはユビキチンプロテア

ソーム系やオートファジー系に関与するタンパク質に加えて、タンパク質の安定化に関わ

る分子シャペロンの関与もこれまでに示唆されている。例えば、分子シャペロンである 

Hsp40 と CYP3A4 を大腸菌に過剰発現させると、CYP3A4 単独で発現させた場合と比較

してタンパク質発現量、酵素活性が上昇することや、ラット CYP2E1 は hsp90 の阻害剤

である radicicol により濃度依存的にタンパク質発現量、酵素活性が減少することが明らか

にされている (Ahn and Yun, 2004; Morishima et al., 2005) 。また、化学シャペロンであ

る dimethyl sulfoxide は 0.1 % (14 mM) においてラット CYP3A を安定化し、 mRNA 

発現量に依存することなく、酵素活性を上昇させることから (Zangar and Novak, 1998) 、

タンパク質の正しいフォールディングを促進することでタンパク質発現量、酵素活性を上

昇させる可能性が示唆されている。パーキンソン病やアルツハイマー病はαシヌクレイン

タンパク質やβアミロイドタンパク質などがミスフォールドし、凝集することが原因であ

ると考えられており、その治療薬の一つとして化学シャペロンが期待されている。ゆえに、

化学シャペロン活性に着目した医薬品候補化合物は CYP3A 酵素活性を上昇させ、体内動

態を考慮する上で注意を要する可能性がある。 

 

酵素タンパク質における活性制御機構としてアロステリック効果やフィードバック効果

などがあるが、CYP ファミリーにおいても化学物質によりアロステリック調節を受けるこ

とが示唆されている。CYP3A4 は代謝反応において一般的なミカエリスメンテン式とは異

なる不規則な酵素反応速度式を示す場合があり、その不規則性は代謝反応がその基質濃度

に伴い活性化する「ホモトロピック効果」、ある基質の代謝反応が別の化合物によって活性

化される「ヘテロトロピック効果」に分けられる。CYP1A2 の阻害剤として知られる ANF 

はヘテロトロピック効果により CYP3A4 の基質の代謝を活性化させることが明らかにさ

れている。 そのメカニズムとして CYP3A4 は活性化状態と不活性化状態同士がオリゴマ
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ーを形成しており、そのオリゴマーにエフェクター因子として ANF が結合することで不

活性化状態から活性化状態へ変化し、基質の代謝が促進されることが示唆されている 

(Davydov et al., 2013) 。これは化学物質が mRNA, タンパク質発現量に依存することなく

酵素活性を変動させる報告であり、薬物間相互作用の観点から注意が必要になる事例だと

言える。 

 

APAP によるタンパク質の分解抑制を介した酵素活性の上昇は異物応答の一つだと考え

ると、APAP を代謝する CYP1A2, 2E1 においても同様に酵素活性の上昇を引き起こして

いる可能性がある。生理学的条件下においてヒト CYP2E1 の E3 リガーゼは CYP3A4 

と同様に gp78, CHIP であることから (Wang et al., 2011) 、分解抑制を介した酵素活性の

上昇が起きていると推測されるものの、生理学的条件下と基質存在下では CYP2E1 タンパ

ク質の分解メカニズムが異なることから一概には断定できない。CYP2E1 はエタノールや

アセトンの代謝を行い、かつこれらの化合物により酵素誘導されることが知られており、

そのメカニズムとしてタンパク質の安定化の寄与が示唆されている (Gonzalez, 2007) 。同

論文ではその根拠として、生理学的条件下の CYP2E1 の半減期にはタンパク質が急速に分

解される “rapid phase” と緩やかに分解される “slow phase” があるが、エタノールやア

セトンにより “rapid phase” が失われ、“slow phase” のみで分解されることが確認された

報告を挙げている (Song et al.,1989; Roberts et al., 1995) 。また、ラット肝ミクロソーム

において CYP2E1 の全長を認識する抗体では酵素活性を減少させないものの、ユビキチン

化される特定のリジン残基を認識する抗体は酵素活性を減少させたことから、ユビキチン

化される部位と基質結合部位は重なっていることが示唆されている  (Banerjee et al., 

2000) 。ゆえに、エタノール、アセトンによる CYP2E1 タンパク質の安定化は基質が結合

することでユビキチン化されにくくなり、分解が抑制されたことに起因する可能性がある。

さらに、アセトン存在下におけるラット CYP2E1 タンパク質の分解経路にはオートファジ

ー系の関与が示唆されていることから (Ronis et al., 1991) 、CYP2E1 タンパク質は基質

によりユビキチン化されなくなると、オートファジー系にスイッチし、分解されると推測

される。APAP (10 mM) はマウス初代肝細胞においてオートファジーを誘導するため (Ni 

et al., 2012) 、APAP により gp78 タンパク質発現量が低下し、CYP3A タンパク質と同様

に CYP2E1 タンパク質は分解抑制を受けるものの、ユビキチンプロテアソーム系からオー

トファジー系へとスイッチが起こり、誘導されたオートファジー系により分解される可能

性がある。 

 CYP1A2 タンパク質に関してはラット初代肝細胞においてプロテアソーム阻害剤である 

Lactacystin により CYP1A2 タンパク質発現が上昇したことから、その分解にはユビキチ

ンプロテアソーム系が関与していること、そしてタンパク質半減期は 10 時間前後である

ことが報告されている (Roberts, 1997) 。しかし、その詳細な分解メカニズムは明らかに

されておらず、APAP が CYP1A2 に及ぼす影響については更なる研究が必要となる。 
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APAP は CYP2E1 により代謝活性化を受けて肝毒性を示すことが示唆されているが、

マウス in vivo において CYP3A の誘導剤である rifampicin と APAP を併用すると、

APAP 単独と比較して毒性が増強したことから (Cheng et al., 2009) 、CYP3A も肝毒性

に寄与していると考えられる。また、APAP (500 mg/kg) と vehicle control を投与したラ

ットに 18 時間後に APAP (500 mg/kg) を投与すると、APAP の血中濃度時間曲線下面積

には変化が認められないにも関わらず、事前に APAP を投与したラットにおいて毒性が強

く発現していること、さらに  NAPQI の  GSH の抱合から最終的に生成される 

APAP-Cysteine の生成量が上昇していることから、APAP は CYP を活性化させ、毒性を

増強していることが示唆されている (Kim et al., 2009) 。ゆえに、本研究で示した APAP 

による CYP3A タンパク質の分解抑制を介した酵素活性の上昇は肝毒性の増強に起因して

いるかもしれない。 

 

CYP3A4 は肝臓の他にも小腸において高い発現を示しており、経口投与した医薬品の初

回通過の代謝に大きく関与している。ゼブラフィッシュにおいて gp78 は腸にも発現が確

認されていることから (Chen et al., 2014) 、仮に小腸の CYP3A4 タンパク質も肝臓の 

CYP3A4 と同様の分解メカニズムを有するのであれば、APAP により小腸 CYP3A4 タン

パク質の分解も抑制され、酵素活性が上昇すると推測される。小腸は経口投与された医薬

品の曝露濃度が肝臓よりも高いと考えられることから、APAP は肝臓よりも先に小腸の 

CYP3A4 タンパク質の発現量を分解抑制作用により上昇させ、CYP3A4 で代謝される医薬

品の吸収過程の薬物間相互作用を引き起こす可能性がある。 

 

本研究により、APAP が転写活性化による酵素誘導ではなく、タンパク質の分解を抑制

することで CYP3A 酵素活性を上昇させるメカニズムを初めて明らかにしたが、現状では

同様の作用を有する化学物質として位置異性体である AMAP しか明らかになっていない。

また、高い濃度域でのみ起きる現象であることから、臨床用量における薬物間相互作用は

確認されないと考えられる。しかし、化学構造に基づく同様の作用を有する化学物質の探

索や gp78 タンパク質の減少を引き起こすメカニズムの解明により分解抑制を引き起こす

要因が明らかにされれば、酵素誘導の新しい概念として注意が必要となり、薬物間相互作

用を考慮した創薬を行う上で重要な知見となり得る。また、これまでにタンパク質の分解

経路が明らかにされているのは CYP のみであり、抱合代謝に関わる UGT, SULT や医薬

品代謝において近年重要視されている Aldehyde oxidase のタンパク質分解メカニズムに

関する報告はほとんどない。これらの薬物代謝酵素においても CYP3A タンパク質と同様

に化学物質が分解抑制により酵素活性を上昇させる可能性は十分にあり、その詳細なメカ

ニズムを解明することで、薬物代謝酵素に及ぼす影響を統一的に理解し、多様な薬物間相

互作用の精度の高い予測を前臨床段階で可能にすることが期待される。 
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実験の部 

 

Ⅰ. 試薬 

 

ラット初代肝細胞培養 

Hanks’ Balanced Salts (without CaCl2, MgSO4 and NaHCO3)：Sigma-Aldrich 

EGTA：ナカライテスク株式会社 

NaHCO3：関東化学株式会社 

Collagenase：和光純薬工業株式会社 

Soybean Trypsin Inhibitor, powder：Thermo Fisher Scientific 

1 M HEPES buffer solution：Thermo Fisher Scientific 

50 mg/mL Gentamicin：Thermo Fisher Scientific 

Bovine serum albumin：ナカライテスク株式会社 

CaCl2：関東化学株式会社 

NaCl：和光純薬工業株式会社 

KCl：ナカライテスク株式会社 

Na2HPO4・12H2O：ナカライテスク株式会社 

KH2PO4：ナカライテスク株式会社 

ソムノペンチル H 注射：共立製薬株式会社 

40 μm セルストレイナー：BD FALCON 

Percoll：Sigma-Aldrich  

DMEM/F-12：Sigma-Aldrich 

Fetal bovine serum：Biosera  

HEPES：ナカライテスク株式会社 

注射用ペニシリン G カリウム 100 万単位：Meiji Seika ファルマ株式会社 

硫酸ストレプトマイシン注射用 1 g：Meiji Seika ファルマ株式会社 

L-glutamine：Sigma-Aldrich 

Nicotinamide：Sigma-Aldrich 

Dexamethasone：ナカライテスク株式会社 

2-Mercaptoethanol：ナカライテスク株式会社 

L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt hydrate：Sigma-Aldrich 

Insulin, Human, recombinant：和光純薬工業株式会社 

Trypan blue solution：Sigma-Aldrich 

Poly-L-lysine 0.01 % solution：Sigma-Aldrich 

ElplasiaTM SQ 200 50 (24 well plate)：Kuraray 
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Real-time RT-PCR 

AMV Reverse Transcriptase：Promega 

AMV RT 5 × buffer：Promega 

RNase inhibitor：TOYOBO 

dNTP mixture (25 mM each)：Thermo Fisher Scientific 

Dnase I：Promega 

Oligo (dT)15 primer：Promega 

SV total RNA Isolation system：Promega 

1 × TE buffer：Promega 

Primer 合成委託：Sigma-Aldrich 

QIAquick® Gel Extraction Kit：QIAGEN 

KAPATM SYBR® FASTqPCR Kit：日本ジェネティックス 

Multiplate® PCR plates 96-well white：Bio-Rad Laboratories 

PCR Tube Strips Flat Cap Strips：Bio-Rad Laboratories 

TaKaRa Ex Taq：TaKaRa 

10 × Ex Taq buffer：TaKaRa 

dNTP mixture (2.5 mM each)：TakaRa 

MicroApp®：Thermo Fisher Scientific 

Nuclease-Free Water：Promega 

 

Western Blotting 

30 (w/v ) %-Acrylamide/Bis Mixed Solution (37.5:1)：ナカライテスク株式会社 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane：和光純薬工業株式会社 

Sodium Lauryl Sulfate (SDS)：ナカライテスク株式会社 

N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)：ナカライテスク株式会社 

Ammonium Peroxodisulfate：ナカライテスク株式会社 

Hydrochloric Acid：和光純薬工業株式会社 

NaCl：和光純薬工業株式会社 

Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate (Tween® 20)：ナカライテスク株式会社 

Bromophenol blue：ナカライテスク株式会社 

Glycerol：ナカライテスク株式会社 

2-Mercaptoethanol：ナカライテスク株式会社 

Nonidet® P-40：ナカライテスク株式会社 

Deoxycholic Acid Sodium Salt：ナカライテスク株式会社 

TritonTM X-100：Sigma-Aldrich 

EDTA 2Na・2H2O：ナカライテスク株式会社 
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Glycine：ナカライテスク株式会社 

NaF：ナカライテスク株式会社 

Na3VO4：和光純薬工業株式会社 

Protease Inhibitor Cocktail for General Use (100x)：ナカライテスク株式会社 

N-Ethylmaleimide：東京化成工業株式会社 

PVDF membrane：Bio-Rad Laboratories 

Methanol：関東化学株式会社 

Skim milk：森永乳業 

Chromatography Paper：GE Healthcare 

Anti-CYP3A1 antibody (AB1253)：Merck Millipore 

Anti-CYP3A1 antibody (sc-53246)：Santacruz Biotechnology 

Anti-CYP3A2 antibody (AB1276)：Merck Millipore 

Anti-GAPDH antibody (G9545)：Sigma-Aldrich 

Anti-gp78-2 antibody (sc-33541)：Santacruz Biotechnology 

Anti-CHIP antibody (sc-66830)：Santacruz Biotechnology 

Anti-ubiquitin antibody (sc-8017)：Santacruz Biotechnology 

Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody (A9169)：Sigma-Aldrich 

Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody (A9044)：Sigma-Aldrich 

Normal rabbit IgG (sc-2027)：Santacruz Biotechnology 

Dynabeads® Protein G：Thermo Fisher Scientific 

PierceTM BCA Protein Assay Kit：Thermo Fisher Scientific 

Chemi-Lumi One L：ナカライテスク株式会社 

Chemi-Lumi One Ultra：ナカライテスク株式会社 

 

プロテアソーム活性評価 

HEPES：ナカライテスク株式会社 

NaCl：和光純薬工業株式会社 

MgCl2・6H2O：和光純薬工業株式会社 

EGTA：ナカライテスク株式会社 

Glycerol：ナカライテスク株式会社 

TritonTM X-100：Sigma-Aldrich 

Dithiothreitol (DTT)：ナカライテスク株式会社 

Adenosine 5'-Triphosphate Disodium Salt n-Hydrate (ATP)：和光純薬工業株式会社 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate：Bio-Rad Laboratories 

Proteasome Substrate II, Fluorogenic：Merck Millipore 

Proteasome Substrate III, Fluorogenic：Merck Millipore 
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Proteasome Substrate VI, Fluorogenic：Merck Millipore 

 

細胞内 GSH 濃度測定 

HEPES：ナカライテスク株式会社 

NaCl：和光純薬工業株式会社 

MgCl2・6H2O：和光純薬工業株式会社 

EGTA：ナカライテスク株式会社 

Glycerol：ナカライテスク株式会社 

TritonTM X-100：Sigma-Aldrich 

Glutathione Cell-Based Detection Kit (Blue Fluorescence)：Cayman chemical 

 

CYP3A 酵素活性評価 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane：和光純薬工業株式会社 

Hydrochloric Acid：和光純薬工業株式会社 

NaCl：和光純薬工業株式会社 

Nonidet® P-40：ナカライテスク株式会社 

Deoxycholic Acid Sodium Salt：ナカライテスク株式会社 

Sodium Lauryl Sulfate (SDS)：ナカライテスク株式会社 

DMEM/F-12 (without phenol red)：Sigma-Aldrich 

P450-GloTM CYP3A Assay with Luciferin-IPA：Promega 

 

曝露に用いた化合物 

2-Acetamidophenol：Sigma-Aldrich 

3-Acetamidophenol：Sigma-Aldrich 

Acetaminophen：Sigma-Aldrich 

4-Acetamidobenzoic acid：Sigma-Aldrich 

1-aminobenzotriazole: Sigma-Aldrich 

N-acetyl-L-cysteine：Sigma-Aldrich 

 Cycloheximide：和光純薬工業株式会社 

 Z-Leu-Leu-Leu-H aldehyde (MG132)：ペプチド研究所 

 Dimethyl Sulfoxide：和光純薬工業株式会社 

Na2CO3：Sigma-Aldrich 

  

その他常用試薬は特級グレードのものを使用した。 
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Ⅱ. 分析機器 

  

Real-Time RT-PCR 

Bio-Rad CFX Manager：Bio-Rad Laboratories 

Nano Drop 1000 Spectrophotometer：Thermo Fisher Scientific 

 

Western Blotting 

Image Quant Las 4000 mini：GE Healthcare 

EnspireTM：PerkinElmer 

 

プロテアソーム活性評価 

EnspireTM：PerkinElmer 

 

細胞内 GSH 濃度測定 

EnspireTM：PerkinElmer 

 

CYP3A 酵素活性評価 

EnspireTM：PerkinElmer 

  

Ⅲ. 実験動物 

 

ラット (7 週齢) 

CD (SD) ラットは日本チャールス・リバー株式会社より 6 週齢を購入した。 

 

Ⅳ. ラット初代肝細胞の培養 

  

 CD (SD) 雄性ラット 7 週齢を用いて Two-step collagenase 灌流法 (Berry and Friend, 

1969) に従い、ラット初代新鮮肝細胞を単離した。 

 

1. ラットをソムノペンチルで麻酔後、エスミールで全身消毒し、開腹 

2. 門脈に留置針を刺し、前灌流液を 30 mL / min で 5 分灌流、直ちに下大静脈を切断 

3. コラゲナーゼ液 200 mL で灌流後、肝臓を摘出 

4. 肝臓を取り出し、肝細胞をハンクス液中に分散させ、ステンレス細胞濾過器で濾過 

5. 700 rpm, 5 分遠心後、細胞を 30 % Percoll 液に再懸濁し、700 rpm, 10 分遠心 

6. 最下層にある生細胞を採取し、DMEM/F-12 を用いて wash 

7. 40 μm のセルストレイナーに通し、細胞数及び生存率を Trypan blue 法により計測 
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8. 肝細胞培養メディウムに分散し、2.0 × 105 cells / well となるように播種 

9. 37 ℃, 5 % CO2 下で培養し、播種 4 時間後に培地を交換し、以後、毎日交換 

 

各溶液の組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 前灌流液

Ca2+ free HBSS Powder 9.5 g
NaHCO3 0.35 g
EGTA                                                        0.2 g
50 mg / mL Gentamycin 200 μL
1 M HEPES                                             10 mL
D.W. 
Total                                                    1000 mL

E) 30 % Percoll液

10  × HBSS 5 mL
Percoll 15 mL
D.W. 
Total                                                      100 mL

F) 肝細胞培養メディウム

DMEM / F-12
FCS (10 %)                                                    
L-glutamine (2 mM)                             
100 units / mL Penicillin
100 μg / mL Streptomycin
Nicotinamide (10 mM)
β-mercaptoethanol (50 μM)
Dexametasone (1.5 μM)
L-ascorbic acid (520 μM)
Insulin (1 μg / mL)
HEPES (5 mM)
Total                                                      500 mL

B) コラゲナーゼ液

Ca2+ free HBSS Powder 9.5 g
NaHCO3 0.35 g
Collagenase 0.1 g
CaCl2 0.12 g
50 mg / mL Gentamycin 40 μL
1 M HEPES                                               2 mL
Trypsin inhibitor                                     0.01 g
D.W. 
Total                                                      200 mL

C) ハンクス液

Ca2+ free HBSS Powder 9.5 g
NaHCO3 0.35 g
10 % アルブミン液 50 mL
50 mg / mL Gentamycin 100 μL
1 M HEPES                                               5 mL
D.W. 
Total                                                      500 mL

D) 10 × HBSS

Ca2+ free HBSS Powder 9.5 g
NaHCO3 0.35 g
D.W. 
Total                                                      100 mL
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Ⅴ. Real-time RT-PCR 

 

Total RNA の抽出 

 SV total RNA Isolation system を使用した。 

 肝細胞に上記のキットに付属の RNA Lysis buffer を加え、添付の説明書に従い、total 

RNA を抽出した。 

 

 cDNA の作製 

上記で抽出した total RNA に Oligo (dT)15 primer を 1 μL を加えた後、70 ℃, 5 分で

熱変性させ、5 分冷却した後、下記に示す組成で 42 ℃, 1 時間逆転写反応を行い、75 ℃, 

15 分の間に逆転写反応を失活させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR 法 

 TaKaRa Ex TaqTM を使用した。 

 上記で作製した cDNA および Primer を用いて、下記に示す組成で Thermal cycling 

parameters に基づき PCR 反応を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reaction mixture

AMV RT 5 × Reaction buffer 8 μL
dNTP mix (25 mM each)                                  1.6 μL
RNase inhibitor (40 units / μL)                           1 μL
AMV reverse transcriptase (10 units / μL)          1 μL
NF water                                                         27.4 μL
RNA (2 μg / μL)                                                  1 μL
Total                                                                   40 μL

Reaction mixture

10 × Ex Taq buffer                                             2 μL
dNTP mix (10 mM)                                          1.6 μL
Primers (Forward and Reverse) (20 μM)          0.5 μL
Ex Taq (5 units / μL)                                       0.05 μL
cDNA 1 μL
NF water                                                       14.35 μL
Total                                                                   20 μL

Thermal cycling parameters

1. 94 ℃ 20 sec
2. 98 ℃ 20 sec
3. 60 ℃ 30 sec
4. 72 ℃ 40 sec
5. go to line 2 for 24 more times
6. 72 ℃ 7 min
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Real-Time RT-PCR に用いる検量線の作製 

 各 Primer を用いて、増幅させた PCR 産物を、1.5 % アガロースゲルに泳動し、

QIAquick® Gel Extraction Kit を用いて、ゲルから目的の PCR 産物を抽出した。なお、

方法はキット添付の説明書に従った。その抽出物の DNA 吸光度を測定して濃度を算出

後、0.1~1000 fg/L となるように TE buffer で希釈し、検量線とした。 

 

 Real-Time RT-PCR 

 KAPATM SYBR® FASTqPCR を使用した。下記に示す組成および  Thermal cycle 

parameters に基づき遺伝子発現量を Bio-RAD CFX Manager を用いて定量、解析した。

検量線がある一定の蛍光強度に達するまでに要するサイクル数をもとにサンプルの遺伝

子発現量を算出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 配列 

β-2-m forward：5’-CGAGACCGATGTATATGCTTGC-3’ 

β-2-m reverse：5’-GTCCAGATGATTCAGAGCTCCA-3’ 

CYP3A1/23 forward：5’-GAAACTGCAGGAGGAGATCG-3’ 

CYP3A1/23 reverse：5’-TCACAGTATCATAGGTGGGAGGT-3’ 

 CYP3A2 forward：5’-CGCTCTCACTAAAGTTCTGCAA-3’ 

 CYP3A2 reverse：5’-TGGTTCAAGAATTGCTTGTCTACT-3’ 

 CYP3A9 forward：5’-GGACGATTCTTGCTTACAGG-3’ 

 CYP3A9 reverse：5’-ATGCTGGTGGGCTTGCCTTC-3’ 

 CYP3A18 forward：5’-TCCTGTCTCCAACCTTCACC-3’ 

 CYP3A18 reverse：5’-CACTCGGTTCTTCTGGTTTG-3’ 

gp78 forward：5’-TGGAAGCCAGGTTTGCCGTT-3’ 

gp78 reverse：5’- ATGAACGAAGGCAGGAGTTGTG-3’ 

  

  

  

Reaction mixture

KAPA                                                                7.5 μL
Primer (Forward and Reverse) (5 μM)             0.8 μL
NF water                                                            8.9μL
Template cDNA or standard                                2 μL
Total                                                                   20 μL

Thermal cycling parameters

1. 95 ℃ 3 min
2. 95 ℃ 15 sec
3. 60 ℃ 30 sec
4. 72 ℃ 30 sec
5. go to line 2 for 39 more times
6. 60 ℃ 30 sec
7. 60 ℃ 5 sec
8. 95 ℃ 0.5 sec
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Ⅵ. Western blotting 

 

SDS-PAGE サンプル調製 

 

 培養しているメディウムを除去し、PBS (-) で wash (2 回) した後、RIPA buffer (with 1 

mM NaF, 1 mM Na3Vo4, 1/100 Protease Inhibitor Cocktail) にて肝細胞スフェロイドを 

1 sample / 4 well / 400 μL で回収した。超音波処理を行い、15,000 rpm, 4 ℃、20 min の

条件下で遠心した後、遠心上清と等量の 2 × sample buffer を混合し、ヒートブロック

を用いて 95 ℃, 3 min 加熱させ、サンプルとした。 

 

サンプルのタンパク定量 

 

 上記の遠心上清を D.W. を用いて 5 倍希釈し、PierceTM BCA Protein Assay Kit の説明

書に従い測定サンプルを調製した後、EnspireTM にて 562 nm の吸光度を測定し、サン

プル中のタンパク質濃度を算出した。検量線として Kit に付属している bovine serum 

albumin standard を用いた。 

 

 Western blotting 

  

  

  

 

 

 

 

1. 調製したサンプルを 10 % アクリルアミド分離ゲル, 5 % アクリルアミド濃縮ゲルに

アプライ 

2. Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories) を用いて 200 V, 40 min の条

件下で泳動（ゲル 2 枚当たり） 

2×sample buffer
Final 

Tris-HCl (pH 6.8)               100 mM
SDS                                            4 %
Bromophenol blue              0.004 %
Glycerol                                   20 %
2-Mercaptoethanol                     5 %
D.W
Total                                       100 mL

RIPA buffer
Final 

Tris-HCl (pH 7.6)                                 25 mM
NaCl 150 mM
Nonidet® P-40                                           1 %
Deoxycholic Acid Sodium Salt                 1 %
SDS                                                        0.1 %
D.W
Total                                                       50 mL

10×TBS
Final 

Tris-HCl (pH 7.6)              10 mM
NaCl 1.5 M
D.W
Total                                         1 L

TBS-T

10×TBS                          100 mL
Tween® 20                            1 mL
D.W
Total                                         1 L
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泳動用 buffer：Running buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 1 % SDS)  

3. Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories) を用いて 

親水化した PVDF 膜に 100 V, 1.5 h の条件下で転写 

転写用 buffer：Transfer buffer (25 mM Tirs, 192 mM Glycine, 7.5 % MeOH) 

親水化：MeOH 20 sec → D.W. 1 min → Transfer buffer 20 min  

4. 転写された PVDF 膜を 5 % skim milk (in TBS-T) で blocking (室温、1 h) 

5. 一次抗体溶液中で振とう (4 ℃、overnight) 

6. TBS-T で wash (3 回) した後、HRP 標識した二次抗体溶液中で振とう (室温、1 h) 

7. TBS-T で wash (3 回) した後、Chemi-Lumi One L または Chemi-Lumi One Ultra

により反応させ、その化学発光を Image Quant Las 4000 mini で検出 

8. Image J を用いてバンドの強度を定量 

 

免疫沈降 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Dynabeads® Protein G (50 μl) を 1.5 ml tube に移し、マグネット上で上清を除去 

2. 1×PBS-T (PBS with 0.1 % Tween® 20) で wash (1 回) 

3. 1×PBS-T (200 μl) に Anti-CYP3A1 antibody (AB1253) と Normal rabbit IgG  

(sc-2027) をそれぞれ 2, 4 μl 溶解したものと Dynabeads® Protein G をインキュベ

ーション(室温、30 min, ローテーション) 

4. マグネット上で上清を除去し、1×PBS-T (600 μl) に 400 μg protein / sample とな

るように上記の buffer で回収した上清を溶解したものと Dynabeads® Protein G 

をインキュベーション (室温、2 h, ローテーション) 

5. マグネット上で上清を除去し、1×PBS-T で wash (3 回) 

6. マグネット上で上清を除去し、1×PBS-T (100 μl) に再懸濁後、新しい 1.5 ml tube  

に移す 

7. マグネット上で上清を除去し、2×sample buffer (20 μl) を加え、95 ℃ 3 min 加熱 

  し、サンプルを調製  

Immunoprecipitation buffer
Final 

Tris-HCl (pH 7.6)                                 10 mM
TritonTM X-100                                           1 %
Deoxycholic Acid Sodium Salt                1 %
EDTA                                                      1 mM
NaCl 150 mM
Glycerol                              20 %
D.W
Total                                                       50 mL
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抗体 

 

 抗 CYP3A1 抗体 (AB1253) 

 タンパク量：5 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 5000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk (in 

TBS-T) で 10000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

 抗 CYP3A1 抗体 (sc-53246) 

 タンパク量：10 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 1000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 5000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

 抗 CYP3A2 抗体 (AB1276) 

 タンパク量：5 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 5000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 10000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

 抗 GAPDH 抗体 (G9545) 

 タンパク量：5 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 10000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 10000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

 抗 gp78-2 抗体 (sc-33541) 

 タンパク量：10 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 1000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 5000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 
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 抗 CHIP 抗体 (sc-66830) 

 タンパク量：10 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 1000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 5000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

 抗 Ubiquitin 抗体 (sc-8017) 
 タンパク量：10 μg 

 ブロッキング：5 % skim milk (in TBS-T) を用いて室温、1 h 

 一次抗体：5 % skim milk (in TBS-T) で 1000 倍希釈し、4 ℃、overnight 振とう 

 二次抗体：Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody を 5 % skim milk  

(in TBS-T) で 5000 倍希釈し、室温、1 h 振とう 

 

Ⅶ. プロテアソーム活性評価 

 

基質 

Proteasome Substrate Ⅱ (Z-LLE-AMC)： 

caspase-like activity 

 

Proteasome Substrate Ⅲ (Suc-LLVY-AMC)： 

chymotrypsin-like activity 

 

Proteasome Substrate Ⅵ (Z-ARR-ANC)： 

trypsin-like activity 

 

 

1. 各化合物を曝露後、メディウムを除去し PBS (-) で wash (2 回) 

2. 上記の Cell lysis buffer にて肝細胞スフェロイドを 1 sample / 3 well / 400 μL で 

回収後、12,000 rpm, 4 ℃、10 min の条件下で遠心 

3. 遠心上清  (30 μl) を 96 well black plate へ移し、5 mM に調製した各  20 S 

Proteasome Substrate (1.25 μl) を加えて、37 ℃、30 min インキュベーション 

4. 蛍光強度を EnspireTM により測定 (Ex：355 nm, Em：460 nm) 

5. 残りの遠心上清を Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate を用いてタン

パク定量し、蛍光強度を補正 

 

Cell lysis buffer
Final 

HEPES                              50 mM
NaCl 150 mM
MgCl2 1.5 mM
EGTA                                  1 mM
Glycerol                               10 %
TritonTM X-100                      1 %
ATP（用時調製） 5 mM
DTT（用時調製） 0.5 mM
D.W
Total                                   50 mL
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Ⅷ. 細胞内 GSH 濃度測定 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 各化合物を曝露後、メディウムを除去し PBS (-) で wash (2 回) 

2. 上記の Cell lysis buffer にて肝細胞スフェロイドを 1 sample / 1 well / 400 μL で 

回収後、7,000 rpm, 4 ℃、10 min の条件下で遠心 

3. 遠心上清 (90 μl) を 96 well black plate へ移し、Glutathione Cell-Based Detection 

Kit (Blue Fluorescence) の説明書に従い測定サンプルを調製した後、室温、1.5 h イ

ンキュベーション（遮光） 

4. 蛍光強度を EnspireTM により測定 (Ex：380 nm, Em：460 nm) 

 

Ⅸ. CYP3A 酵素活性評価 
 

1. 各化合物を曝露後、メディウムを除去し PBS (-) で wash (2 回) 

2. P450-GloTM CYP3A Assay with Luciferin-IPA に付属している Luciferin-IPA (3 μM) 

 を DMEM/F-12 (without phenol red) に溶解し、300 μl / well で肝細胞スフェロイド 

に曝露後 37 ℃, 5 % CO2 下でインキュベーション 

3. メディウム上清  (50 μl) を  96 well white plate へ移し、Kit に付属している 

Detection Reagent (50 μl) を加えて室温、20 min インキュベーション（遮光） 

4. 発光強度を EnspireTM により測定 

5. 残りのメディウムを除去し、PBS (-) で wash (2 回) した後、RIPA buffer でタンパ

ク質を回収、定量して、酵素活性を補正 

 

Ⅹ. PAcBA のナトリウム塩化 
 

1. PAcBA を EtOH に溶解 (Final：10 mM) 

2. 半等量の Na2CO3 を加えて、スターラーで撹拌 (室温、2 h) 

3. ろ紙でろ過した後、減圧乾固 

Cell lysis buffer
Final 

HEPES                              50 mM
NaCl 150 mM
MgCl2 1.5 mM
EGTA                                  1 mM
Glycerol                               10 %
TritonTM X-100                      1 %
D.W
Total                                   50 mL
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4. 得られた紛体を EtOH に溶解し、再び減圧乾固 

5. 得られた紛体をアセトンに懸濁し、未反応の PAcBA を溶解 

6. 吸引ろ過を行い、ナトリウム塩を得た後、減圧ろ過 (室温、overnight) 
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