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論 文 内 容 の 要 旨

チトクロームP450(以下P450またはCYPと略称)は,分子状酸素からの-原子酸素を様々な脂溶性物質に添加する酵

素であり,晴乳動物生体内でのステロイドや脂溶性ビタミン等の内在性物質や,医薬品や環境化学物質等の外来化合物の代

謝に重要な役割を担っている｡晴乳動物p450については,現在までに220以上のP450遺伝子の存在が報告されている｡ こ

れらは細胞内局在性およびP450-の電子供与タンパク質の違いによりミトコンドリア型とミクロソーム型に分類される｡

本論文は,多様な晴乳動物P450の機能を解明するために,様々な晴乳動物p450を発現する組変え体微生物の作製,発現さ

せたP450を用いた代謝解析,P450人工タンパク質の作製,P450反応機構解析に関する結果をまとめたものである｡ 主な内

容は以下のとおりである｡

1.ラットCYP24による活性型ビタミンD3アナログの代謝解析

医薬品開発候補化合物である活性型ビタミンD3アナログを基質とし,大腸菌で発現させたラットミトコンドリア型

cYp24によるインビトロ代謝解析を行い,天然の活性型ビタミンD3との代謝パターンの違いを示した｡ラットCYP24発

lF611α,251(OH)2D3,ST-630]の23S位水酸化反応を行うことを示した｡CYP24のSTl630に対する活性はカルシトリオ

ール[1α,25-(OH)2D3]の24位および23位水酸化活性に比べ,はるかに低かった｡

2.ヒト肝臓P450による薬物代謝解析およびラット肝臓p450との比較

ヒトとラットの肝臓p450について様々な化食物に対する代謝や肝臓中のP450含量を調べ,両者の種差を明確にした｡ヒ

トP450発現組換え体酵母から精製した9種のP450とラット肝臓ミクロソームから精製したP450を用いて,再構成系同一

条件下で,ヒトおよびラットP450による種々の薬物に対する代謝活性を測定し,両者の基質特異性および反応特異性につ

いて比較した｡ さらに,ヒトおよびラットP456に村する抗体を用い,肝臓ミクロソーム内での存在比率の違いを比較した.

ラットとヒトとの肝臓P450の種差の検証により,薬効 ･毒性試験および薬物代謝における実験動物データのヒトへの外挿

に重要な知見を得た｡また,11種のヒトP450発現酵母を作製し,インビトロ代謝予測系を構築した｡ヒトP450発現酵母ミ

クロソームを商品化し,隼トでの薬物代謝予測に有用な試薬の提供を可能にした｡

3.ヒトCYP3A4と酵母NADPH-P450還元酵素の人工融合酵素の解析

ヒトCYP3.A4と酵母 NADPH-P450還元酵素 との人工融合酵素を作成 し,酵母で発現 した｡CYP3A抗 と

NADPH-P450還元酵素の融合酵素化によって,電子伝達効率の増大,これに伴う高いテストステロン6β位水酸化活性を

実現した｡さらに,人工融合酵素とヒトチトクローム b5を酵母で同時発現した｡ヒトb5を同時発現することにより,テス

トステロン6β位水酸化活性のミカエリス定数やテストステロン結合の解離定数が減少し,カップリング効率 (NADPH消

費に対するテストステロン6β位水酸化反応の割合)が著しく増大した｡ヒトチトクロームb5が人工融合酵素のCYP3A

4に結合し,基質結合部位の構造に影響を与えることが示唆された｡

4.ラットCYP27と酵母NADPH-P450還元酵素の人工融合酵素の作製
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ミトコンドリア型からミクロソーム型に改変したラットCYP27(ミトコンドリア型CYP27成熟タンパク質の前にウシ

cYp17のミクロソーム移行シグナルを付加して作製)と酵母NADPH-P450還元酵素との人工融合酵素を作製し,酵母内

発現を行った｡融合酵素化による電子伝達効率およびモノオキシゲナーゼ活性の著しい増大を達成した｡ミクロソーム型

CYP27がミトコンドリアからミクロソームに局在を変えるばかりでなく,ミクロソーム型P450はNADPH-P450還元酵素

から電子を受け取り,機能することを明らかにした｡一連のミトコンドリラ型P450とNADPH-P450還元酵素との融合酵

素化によるミトコンドリア型p450の高いモノオキシゲナーゼ活性め達成は,ミトコンドリア型p450反応の触媒反応プロセ

ス-の応用の可能性を示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

チトクロームP450(以下P450またはCYPと略称)は,分子状酸素からの-原子酸素を様々な脂溶性物質に添加する酵

素であり,晴乳動物生体内でのステロイドや脂溶性ビタミン等の内在性物質,さらに医薬品,環境化学惣質等の外来化合物

の代謝に重要な役割を担っている｡ 晴乳動物P450については,現在までに220以上の遺伝子の存在が報告されており,細胞

内局在性やP450への電子供与タンパク質の違いによりミトコンドリア型とミクロソーム型に分類される｡本論文は,多様

な晴乳勲物p456の機能を解明するために,様々な晴乳動物p450を発現する組換え体微生物の作製,発現させたP450を用

いた代謝解析,P450人工タンパク質の作製,P450反応機構解析を行い,医薬品,農薬等の代謝予測系を確立したものであ

り,評価できる主な点は以下のとおりである｡

1.､ヒトやラットのP450を大腸菌や酵母のような異種細胞系で発現させ,それらを駆使して多数の晴乳動物p450を対象と

したインビトロ代謝解析を実施した｡ビタミンD3アナログである医薬品開発候補化合物と天然型ビタミンD3との代謝パ .

ターンの違いを明らかにし,また,ヒトおよびラット各9種の肝臓P450の代謝解析を同一条件下で行い,両者の種差を明

確にした｡従来,18種にもおよぶP450の代謝特性を比較した例はなく,貴重なデータを提供した｡

2･P450とNADPH-Pチ50還元酵素の融合酵素化技術を用いて,ヒトCYP3A4のモノオキシゲナーゼ活性を飛躍的に増

大させ,さらに,それまで明確ではなかったCYP3A4代謝反応機構におけるチトクロームb5の役割を明らかにした｡ま

た,ミトコンドリア型からミクロソーム型へと変換したラットCYP27と酵母NADPH-P450還元酵素との融合酵素を作製

し,高いモノオキシゲナーゼ活性を達成した｡ミトコンドリア型P450をミクロソーム型に変換し,さらに還元酵素との人

工融合酵素を作製する工程をミトコンドリア型p450の高活性型への有効な機能改変法として提示した｡

3.11種のヒトP450を発現した酵母からなるインビトロ代謝予測系を構築し,ヒトその薬物代謝予測に有用な試薬として

の商品化した｡また,ミクロソーム型およびミトコンドリア型P450とNADPH-P450還元酵素との人工融合酵素は,医薬

品や農薬の工業生産に応用可能なことを確認した｡

以上のように本論文は,晴乳動物由来の多種類のP450を大腸菌や酵母などの異種細胞で発現させた酵素系を用いること

によりp450のもつ多様な機能を解析するとともに,この酵素系が医薬や農薬の合成および薬効評価へ応用できることを実

証的に示したものであり,酵素化学,微生物生産学,栄養化学,薬理学の発展に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論受として価値あるものと認める｡

なお,平成12年12月21日,論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学

力が十分あるものと認めた｡
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