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論 文 内 容 要 旨

CYP3A4isamajorformofdrug-metabolizingenzymeinhumanliverandintestine,andmaymediatethe

oxidativemetabolismofmorethan60%oftherapeuticdrugs.Anumberofstructurallyunrelatedcompoundsare

associatedwiththeinduction.Thus,assessmenttoverifywhetherdrugsinduceCYP3A4isnecessarypriorintheir

clinicalapplication.

Inthepresentstudy,celllines,whichstablyexpressareporterproteinthroughtheCYP3A4genetranscriptional

activation,havebeendevelopedfortheuseofpredictionoftheCYP3A4induction.DNAtandemlyligatedwith

CYP3A4promoter-enhancer-luciferasewasstablyintergatedintoHepG2cellstogetherwithneomycin-resistant

plasmidataratioof5:1.Twelveclonesshowingdistinctprofilesonchemical-inducedresponseswereisolated.

Amongthem,twoclones,clone3-1-10and3-1-20werefurtherevaluatedtheirsensitivities,reproducibilitiesand

applicabilitiestopredictCYP3A4inductioninhuman.Optimalplatingdensitiesandhighlyreproducibleresponse

wereobservedattherangeof1.65×10'一 〇.5×105percm2.Althoughthecelldensityaffectedthelevelsofthe

activity,clearinductionresponsesofmorethantenchemicalswereobservedinbothcelllineswithnifedipine,

omeprazoleandtroglitazone.Theinductionresponsesweremaintainedformorethan6months,duetothestable

introductionofCYP3A4reporterplasmidDNAintocellchromosome.Surprisingly,theoverexpressionofhPXR

didnotclearlyenhancethereporteractivityinoursystems.

Toassessthepracticalapplicability,morethan20pesticidesweretestedontheirCYP3A4geneactivation.

Pesticideswereclassifiedintothreegroupsfromtheirinductionresponses.Higherresponsesofreporteractivity

topesticideswereobservedinclone3-1-10thaninclone3-1-20;dithiopyr,dymron,伽tani1,lsofenfosand

pyributacarb(24.5一,16.8一,18.4一,21.8-and17-foldincreases)at10ｵMpesticidesfor2days-exposure.ln

contrast,higherresponsewasobservedinclone3-1-20withisoxathion(11.9-foldincrease).Tofurtherinvestigate.ヒ.,
thepesticide-mediatedactivationofhPXR,aninvivosystemhavebeenestablishedbyuseoftheadenovirus.

Co-infectionofAdhPXRandAdCYP3A4-362-7.7ktomice,resultinthemorethan30-foldenhancementofthe

luciferaseactivitywithpermethrin,whereasnoclearactivationwasobservedwiththepesticideonthecontrolmice.

Collectively,ourestablishedgenereporterassaysystemswillofferadvantagesforchemicalscreeningofhuman

CYP3A4inducibilityattheearlystageofthedrugdevelopment.
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審 査 結 果 の 要 旨

薬物で治療 している患者の治療効果や副作用の発現に個人間で大きな違いが見られる。薬物によって,

これ らの差異が無視できることもあるが,継 続使用を不可能にし,市 場からの回収に至ることもある。

これ らの問題には薬物の使用方法,併 用薬物 そ して薬物応答や代謝能力についての患者側の要因が関

わっている。薬物は,薬 効を期待 して使用されるが,こ の 目的以外に患者の肝や小腸における薬物 を代

謝す る能力に影響することがある。このような影響の1つ が酵素誘導 と呼ばれ,薬 物代謝酵素の含量増

加によって薬物動態が変化する。酵素誘導は薬物代謝酵素に限局されないが,チ トクロムP450に 代表さ

れ る薬物代謝酵素は,顕 著な誘導応答を示す酵素 として知 られている。臨床において薬効の相乗効果を

期待 して,日 常的に複数の薬物が同時に使用 されている。この結果使用 している或る薬物がチ トクロム

P450を 誘導し,その結果併用薬物の動態に影響 して治療効果の変動や有害事象の出現を招くことがある。

創薬技術の進歩によって高い標的選択性を示す薬物が開発されるよ うになった。この選択性は,一 般に

基本 クラス構造に立体環境を付加する官能基を導入 して得 られている。このような薬物は,従 来の同効

薬物に比べて,大 きな分子サイズを持ち,し かも脂溶性が高いことを特徴 とす る。脂溶性薬物はチ トク

ロムP450に よる酸化によって,水 溶性の代謝物へ変換 されることが体外への除去に必須で,大 きな分

子サイズを持つ薬物はCYP3A4に よって代謝 されることが多いCYP3A4は ヒトの肝 と小腸の主要P450

分子種で,酵 素誘導を受ける代表的分子種でもある。従って開発中の候補薬物が,酵 素誘導に,こ とに

CYP3A4誘 導への関わ りを早期 に知ることが必要 となっている。既に知 られているようにヒトと実験動

物のCYP3A酵 素誘導には,種 差があ り,実 験動物での結果をヒ トに適用できない。近年,ヒ ト初代培

養肝細胞が試験系 として利用 されてきたが,供 給 とコス トの両面か ら開発早期への適用に難があった。

そこで現在,培 養細胞系の利用 と試験系の開発が世界的に進められている。本研究では,ま ずヒ トゲノ

ムDNAか らCYP3A4遺 伝子を単離 し,そ の発現調節関与部位 とルシフェラーゼ の融合遺伝子を作成 し

て,ヒ ト肝由来のHepG2細 胞に導入 した。 さらに導入細胞から恒常的に目的遺伝子を発現する安定発現

株 を選抜 し,次 いで応答性比較によって高感度試験に適用可能な2株 を得た。両株は多くのCYP3A4誘

導性を示す薬物に応答 し,高 い検出能を示 した。この過程で,原 因は明確でないが,両 株は互い異なる

応答性を持っことが明らか となった。これ ら両株を併用することで,広 い検出スペ ク トルを持つ系の開

発に成功 した。この試験系の有用性を知るため,研 究の進んでいない農薬の酵素誘導能試験としての可

能性を検討 し,従 来は実験動物系の結果に留まっていた農薬の ヒトへの影響を知 る優れた系であること

を示 した。予試験ではあるがヒ トCYP3A4遺 伝子のマウス個体への導入によって種差を明確に知る系の

開発にも成功している。 これ らの成果は,基 礎研究に留まらず,薬 物の安全性評価に寄与す ることが期

待される。

よって,博 士(薬 学)の 学位論文として合格 と認める。
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