
研 究 概 要

本研究基盤研究 (B)では ｢内分泌かく乱物質の体内動態､特にステロイ ド代謝と硫酸化との関係

解明｣を目的として研究した｡

生体内における硫酸化は､生体外異物や薬物の解毒代謝機構として､さらにステロイ ドホルモンや

神経伝達物質の濃度調節機構として広く知られている｡近年､解毒代謝機構としての硫酸化がテーラ

ーメイ ド医療や トキシコゲノミクス分野で注目されつつある｡ここでは､この解毒代謝機構としての

硫酸化について最近の研究の動向を紹介する｡

1:はじめに

生物は太古の昔より､リン酸と硫酸の無機酸のうちリン酸を情報伝達やェネルギー生産の道具とし

て用いていたが､硫酸に関しては長年その機能は分からなかった｡生体内における無機硫酸の機能と

して､様々な生体外異物や生理活性物質の硫酸エステル化に関して近年の研究から色々なことが分か

ってきた｡

生体内における硫酸化は､生体外異物や薬物の解毒代謝機構､そしてステロイ ドホルモンや神経伝

達物質であるカテコールアミン類の濃度調節機構として古くから研究されてきた｡この様な背景から､

硫酸転移酵素は我々の生体内で不必要となった化学物質を体外に排准する機能を担っていると考え

られている｡近年､硫酸転移酵素の研究分野にも分子生物学的手法が取り入れられ､酵素学的あるい

は生化学的な研究から明らかにすることが困難な様々なことが分かってきた｡筆者等の研究グループ

は分子生物学的手法を導入し､この硫酸転移酵素に関して精力的に cDNA クローニングを行った｡

その結果､少なくともヒトにおいて 12種類､マウスにおいて 14種類の硫酸転移酵素遺伝子が存在す

ることが明らかになった｡このことから､同じく解毒代謝機構の酵素として知られるシトクロムP-450

酵素群と同様に硫酸転移酵素が､遺伝子スーパーファミリーを形成していることが判明した｡ヒトお

よびマウス硫酸転移酵素遺伝子の解析の結果､硫酸転移酵素遺伝子スーパーファミリーは､少なくと

も5つのファミリーから形成されることが明らかとなった(1,2)｡現在､ポス トゲノム時代の研究とし

て､体質や性質を決定していると考えられている遺伝子の個人や個体間の違い (遺伝子多型)が注目

されている｡硫酸転移酵素の遺伝子多型は薬物の代謝や応答に密接な関わりがあることが予想され､

テーラーメイ ド医療における投薬時の ｢さじ加減｣を決定する重要な情報となることが期待されてい

る｡

2:活性硫酸 pAPSの合成と硫酸化

生体内における硫酸化に関してまずその反応を簡単に説明する｡生体内での硫酸化は､最初に硫

酸の活性化が必要である｡我々 ヒ トをは じめ生物は硫酸供与体 として 3'-phosphoadenosine

5'-phosphosulfate(PAPS)という活性硫酸を ATPと無機硫酸塩から合成される必要がある(3)｡生体内

におけるエネルギー源として大切な2分子の ATPを消費して1分子の活性硫酸(p九ps)を合成するこ

とからも硫酸化がいかに重要か容易に予想されます｡この PAPSの合成には､ATPsulfurylaseと

Adenosine5'-pho.sphosulfatekinase(APSkinase)によって触媒される二つの酵素反応が関与することが

知られています (図1).これら二つの PAPS合成に関与する酵素は､大腸菌､カビといった微生物

や植物においては二つの異なる酵素タンパク質として存在している｡しかし､ヒトやマウスといった

晴乳動物や､ショウジョウバェにおいては二つの酵素が進化の過程で融合した酵素 pAPS合成酵素

(PAPSsynthethase)として存在しより効率よくPAPSが合成できるようになってきたと考えられます｡

1998年に我々はヒトの PAPS合成に関与するPAPSsynthethase(BifunctionalATPsulfurylase/adenosine
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5--phosphosulfatekinase)をクローニングし､大腸菌で発現した｡その結果､bifunctionalな酵素のATP

sulfurylaseとAPSkinaseの領域を単独で発現させた場合でもそれぞれの酵素活性を有していることを

明らかとし報告した(4)｡このようにして合成されたpAPSを用いて PAPS上の硫酸基をフェノール性

の水酸基の上に転移する反応が硫酸化であり図2に反応の概要をまとめた｡

現在､我々の研究室では遺伝子工学的に大腸菌で発現したヒトpAPS合成酵素を用いて硫酸転移

酵素研究に不可欠な活性硫酸 pAPSを酵素的に合成している｡さらに同じく大腸菌で発現したリコン

ビナントヒト硫酸転移酵素を調製し研究している｡今後の応用の可能性として､これらの活性硫酸

pAPSや硫酸転移酵素を利用することで､様々な化学物質の硫酸体を酵素的に合成するのに利用でき

ると考えられる｡
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図 1:活性硫敢 pAPSの合成
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図2:フェノール性化合物の硫酸化

PAPS:3'-phosphoadenosine5'-phosphosulfate;PAP:3'-phosphoadenosine5'-phosphate

3:硫酸転移酵素遺伝子スーパーファミリー

近年､硫酸転移酵素の研究分野において分子生物学的手法を導入することによって､これまでの

生化学的な研究では困難であった新しいタイプの硫酸転移酵素遺伝子が多数発見されるようになっ

た｡硫酸転移酵素として初めて cDNA クローニングが報告されたのはウシのエス トロゲン硫酸転移

酵素である｡その後､ラットヒドロキシステロイ ド硫酸転移酵素､ヒトブェノール硫酸転移酵素等の

cDNAクローニングが報告され､現在までの研究で少なくともヒトで 12種類､マウスにおいて 14種

類以上の硫酸転移酵素が存在しシトクロム P-450同様に硫酸転移酵素も遺伝子スーパーファミリー

を形成していることが判明した (図3)(1,2)｡

現在､これらの硫酸転移酵素の分類に関しては硫酸転移酵素ワークショップにおいて提唱された
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分類法によりアミノ酸配列をもとに分類することが推奨されている(5)｡分類法としては硫酸転移酵

素遺伝子は 匙旦Lという略号を用い て､その後にファミリーを表す数字を付ける｡例えば､sULTl

はフェノール硫酸転移酵素ファミリー､SULT2はヒドロキシステロイ ド硫酸転移酵素ファミリーと

いうように分類される｡さらにこれらのファミリーごとにアミノ酸配列が60%以上一致するグルー

プをサブファミリーとし､アルファベットを A から順に付けていく｡ 以下はこの硫酸転移酵素分類

法に基づく分類名を用いるこ･ととする｡
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図3:ヒ トおよびマウス硫敢転移酵素遺伝子ファミリーの分子系統樹

フェノール硫酸転移酵素遺伝子ファミリー

古くから解毒代謝機構に関与する酵素としてフェノール硫酸転移酵素がある｡このフェノール硫酸

転移酵素遺伝子ファミリー (SULTIFami1y)は図3に示したように､AからEの5種のサブファミリ

ーにより形成されていることが知られている｡ この SULTlファミリーに属する硫酸転移酵素の機能

としてはフェノール性の生体外異物や薬物の解毒代謝やカテコールアミン､甲状腺ホルモンおよびエ

ストロゲンの濃度調節機構に関与すると考えられている｡

sULTIAサブファミリーはヒトにおいてP型フェノール硫酸転移酵素 (sULTIAl､SULTIA2)2種

とM 型フェノール硫酸転移酵素 (sULTIA3)の3種が存在することが報告されている｡これらの酵

素は肝臓における解毒代謝機構としての硫酸化において中心的な役割を果たしていると考えられ非

常に精力的に研究されてきた｡

我々の研究グループが発見した ドーパ ･チロシン硫酸転移酵素(sULTIBl)は新規サブファミリー

sULTIBに属するOこの酵素は､ドーパやチロシンそして甲状腺ホルモンなどの硫酸化による濃度調

節に関与すると考えられている(6)0

sULTICサブファミリーは最初ラット肝臓のアリルアミン硫酸転移酵素 sTIClとして報告された

(7)｡この酵素の特徴として､硫酸化により変異原性が著しく活性化される前駆変異原物質 N-ヒドロ

キシアセチルアミノフルオレンの代謝活性化に関与し､変異原作用や発ガンと密接な関係があると考
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えられた｡我々の研究グループはヒトSULTICサブファミリーに属する酵素2種をクローニングしそ

れらが発ガンと密接な関係があることを報告した(8)0

マウスSULTIDlはナフチルアミンのアミノ基の硫酸化やプロスタグランジンやロイコトリエンと

いった炎症性メディェ一夕-の硫酸化を触媒するユニークな活性を持つことが明らかとなった

(9,10)｡ヒトにおいてSULTIDlは偽遺伝子となり機能していないと考えられ､硫酸転移酵素遺伝子フ

ァミリーの進化を考える上で非常に興味深い対称である｡

SULTIEサブファミリーはエス トロゲン硫酸転移酵素と呼ばれてきた酵素 (sULTIEl)がこれに該

当し､標的臓器におけるエス トロゲンの不活性化や濃度調節に関与すると考えられている｡

ヒドロキシステロイ ド硫酸転移酵素遺伝子ファミリー

ヒドロキシステロイ ド硫酸転移酵素遺伝子ファミリー(SULT2Familly)は図3に示したようにA と

Bの二つのサブファミリーの存在が報告されている｡これらSULT2ファミリーに属する硫酸転移酵

素は､水酸基を持つステロイ ドホルモン類を特異的に硫酸化することが知られている｡

SULT2Aサブファミリーはデヒドロエピアンドロステロン硫酸転移酵素(sULT2Al)がヒトでクロー

ニングされている｡我々研究グループは､このSULT2Alを利用した新規変異原試験法を考案してい

る｡この試験法は､9-ヒドロキシメチルアントラセンなど硫酸化によって特異的に代謝活性化される

変異原物質の検出に有用である｡現在､この新規試験法を用いて､緑茶カテキン類をはじめとした様々

な食品機能性成分の抗変異原作用に関して研究を行っている(ll)｡

SULT2Bサブファミリーはヒトおよびマウスでその存在が報告されている(9,12)oSULT2Bサブファ

ミリーの特徴としては､コレステロールを特異的に硫酸化することが最近報告された｡またアミノ末

端のアミノ酸配列の異なるスプライスバリアントが存在し､基質特異性がスプライシングにより変化

することが硫酸転移酵素として初めて報告されている(13)0

その他の硫酸転移酵素遺伝子ファミリー

ヒトやマウスをはじめとした､晴乳動物の細胞質硫酸転移酵素には､SULTlおよびSULT2の2つ

のファミリーの外に､SULT3からsULT5の全部で少なくとも5つの遺伝子ファミリーが存在するこ

とが明らかとなっている｡SULT3ファミリーは最初ウサギからsULT3Alが芳香族アミンを特異的に

硫酸化する酵素として報告された(14)｡我々もマウス SULT3Alをクローニングし同様に芳香族アミ

ンを特異的に硫酸化することを確認している｡SULT4ファミリーは脳に特異的に発現する硫酸転移

酵素として SULT4Alがヒト､ラット､マウスから報告されている(15,16)｡このSULT4Alに関して

は､ヒトとマウスの間でアミノ酸配列が 98%一致し､進化の過程で非常に良く保存されていること

や､脳において特異的に発現していることから重要な機能に関与すると考えられている｡SULT5フ

ァミリーは我々が新規マウス硫酸転移酵素としてSULT5Alの存在を明らかにしている｡これらの新

しいファミリーに分類される硫酸転移酵素に関しては､生理機能が未だに不明な点も多く､今後の研

究から､生体内における硫酸化の機能が現在考えられているよりもずっと複雑で多岐にわたっている

ことが明らかになると期待される｡

4:硫酸転移酵素ファミリーの多様な機能

これまで述べてきた硫酸転移酵素の生体内での機能として､我々の研究グループは大きく以下に箇

条書きで示した4種に分類して研究している(2)｡

① :生体外異物の解毒代謝機構としての硫酸化
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② :内因性の生理活性物質の濃度調節機構

③ :食品機能性成分の硫酸化

④ :前駆変異原物質の硫酸化による代謝活性化

硫酸転移酵素は､長い間解毒代謝機構として地道に研究されてきた｡最近になり､硫酸転移酵素も

シトクロムP-450酵素群同様に注目されるようになってきた｡この様な背景をふまえて､上述した機

能の中で､特に本稿においては解毒代謝機構としての硫酸化に的を絞り､今後の展望に関して解説す

る｡

生体外真物の解毒代謝機構としての硫酸化

我々の研究グループをはじめ､硫酸化は生体外異物や薬物の解毒代謝機構を主体として､肝臓で

発現する硫酸転移酵素の研究が精力的に行われてきた｡硫酸転移酵素の生体外異物の解毒代謝に関与

する機能と密接に関係がある我々の研究として､水酸基またはアミノ基を持つ内分泌かく乱物質 (蘇

境ホルモン)の硫酸化がある｡ビスフェノールA､アルキルフェノール､ジェチルスチルベステロー

ル(DES)そしてエチニルエス トラジオール等の内分泌かく乱物質候補物質にはフェノール性の水酸

基をもつものが多く見られる｡そこで､我々はフェノール性水酸基を持つ内分泌かく乱物質の硫酸化

を検討し報告した(17)｡この研究の結果､これらの化合物は種々の硫酸転移酵素によりすみやかに硫

酸化を受けること｡さらにこれらの化合物の硫酸エステル類は細胞に再吸収されないことから最終代

謝産物として尿中に排壮されていることが分かった｡内分泌かく乱物質 (環境ホルモン)の硫酸化に

関しては ｢化学と生物｣誌に解説しているのでぜひそちらも参考にしていただきたい(18).

硫酸転移酵素の解毒代謝機構に関する研究は､地道な研究が続けられてきたにもかかわらず脚光を

浴びることはあまり無かった｡しかしながら､硫酸化に関する研究を取り巻く環境が少しずつ変化し､

現在様々な分野で注目を集めつつある｡そのような背景から､国家の政策や大型プロジェクトとして

も解毒代謝機構に関する研究が注目されるようになり､そのような研究の一つとして､ゲノム情報を

活用した創薬基盤技術の確立を目指して トキシコゲノミクス分野の研究が厚生労働省を中心に進め

られている｡解毒代謝機構に関与する硫酸転移酵素に関してもトキシコゲノミクス分野の研究の重要

性が認識されている｡このような研究から､硫酸転移酵素の機能を網羅的に解明することは､医薬品

の開発のみならず種々の化学物質の有機合成分野において､新規化合物の生理機能や生体内代謝に関

する有用な情報基盤が確立されると期待されている｡

さらに､これか らの研究 として､薬物代謝酵素の一つである硫酸転移酵素の遺伝子多型

(叩lymorphism)も格好のテーラーメイ ド医療の対象と考えられている (19,20)o硫酸転移酵素の遺伝子

多型に関しては現在わずかな情報が得られているのみである､しかしながら､今後の多型解析プロジ

ェクトなどからますます新しい情報が発信されることが期待されている｡これらの硫酸転移酵素の遺

伝子多型による個体間の薬物に対する感受性や代謝能力の違いが明らかとなれば､投薬時の薬物の選

択や投与量を決定する情報として大いに活用されるものと期待されている｡この様な研究による情報

の蓄積が､将来硫酸転移酵素の遺伝的な背景を考慮したテーラーメイ ド医療を可能とするであろう｡

さらに硫酸転移酵素遺伝子多型と発ガンリスクの関係や食品機能性成分の個体間の有効性の差と硫

酸化の関係など興味の尽きない研究分野としてますます発展していくことが期待されている｡
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