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序⽂ 

 
近年の創薬分野では, 従来より医薬品の中⼼に位置する低分⼦医薬品に加え, アンチ
センスや siRNA, アプタマーといった核酸医薬やPROTAC等を含む中分⼦医薬品, さら
に既存の抗体医薬に低分⼦化合物を結合させた抗体薬物複合体などの⾼分⼦医薬品な
ど, モダリティの多様化が進んでいる. 新規モダリティの活⽤により, 既存の医薬品で
はアプローチが困難であった創薬ターゲットを標的とした治療薬が増加している. し
かしながら, その製造コストや安全性・品質性の不確実性から, 依然として既存のモダ
リティである低分⼦医薬品の承認品⽬数は多く, 国内外ともに新規承認医薬品全体の
常時 60%前後を占めている.  
低分⼦医薬品の薬効および毒性は, その化合物の薬理作⽤および薬物動態に依存す
る. 薬物動態を左右する要因の⼀つに代謝クリアランスがあり, 薬物代謝の第 I 相反応
である酸化, 還元を担う主要な酵素として知られる cytochrome P450 (CYP) は約 80%の
医薬品の代謝に関与することが知られている. これまでの経験則や in vivo, in vitro レベ
ルの基礎的な検証の蓄積, 近年の in silico による予測精度の向上に伴い, 現在上市され
ている医薬品について, ヒト CYP を介した薬物間相互作⽤の多くが解明されている. 
またこれらの代謝酵素の活性は, 薬物治療における治療効果や副作⽤の発現に直接関
連することから, 近年の医薬品開発においては, 薬物動態における個体間差を減らすた
め, CYPによる代謝を受けづらい医薬品の上市が増加している. しかしながらCYP 以外
の代謝酵素 (non-CYP) の酸化, 還元機能に関するエビデンスは少ないことから, 臨床
研究中に non-CYP による予期せぬ代謝を原因とした新規医薬品のドロップアウトが増
加している 1). 以上より, 包括的な薬物動態予測に向け, non-CYPによる代謝クリアラン
スや薬物間相互作⽤の解明が急務であると考えられている. 
 Non-CYPの⼀種である aldehyde oxidase (AOX) は, CYP 同様に薬物の酸化還元反応を
担う代謝酵素である⼀⽅で, CYP とは対照的な特徴を有する（AOX は細胞質に存在し, 
⽔由来の酸素原⼦を⽤いて酸化反応を⾏う. また基本的に電⼦密度の低い炭素を標的
とし, NADPH ⾮依存的に酸化を⾏う.）ことから, 基質代謝において相補的に機能して
いる 2). またアルデヒドのみならず, 脂環式化合物内のイミンからラクタムへの⽣成や
含窒素複素環の酸化など, その基質認識性は広範であり, 先述の通り AOX により代謝
を受ける新規医薬品は数多く報告されている. 新規 epidermal growth factor receptor 
(EGFR) 阻害剤として開発された BIBX1382 は, 第 I 相臨床試験にて in vitro および in 
vivo で予期されなかった⾎中薬物濃度の低下により開発中⽌となり, 後に AOX による
代謝が薬効低下の原因であることが , human liver cytosol (HLC) および cynomolgus 
monkeyにおける薬物動態試験で明らかとなった 3–5). またパーキンソン病治療薬として
アステラス製薬より開発されたアデノシン A1/A2 受容体⼆重阻害剤 FK3453 も, 動物実
験では良好な治療効果が得られた⼀⽅で, ヒトにおける AOX 代謝に伴う治療効果の低
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下により開発が中⽌された 6, 7). 間葉系上⽪転換因⼦ c-MET 阻害剤として開発された
SGX523は, AOXにより低溶解性の代謝物M11 へと変換され, 閉塞性腎症の原因となる
ことが知られている 8).その他にも, 新規 p38 MAPK 阻害剤やグルタミン酸受容体アロ
ステリックモジュレーターである Lu AF09535 等も, 同様の理由で開発が中⽌されてい
る. したがって, 新規医薬品の創出において AOX は薬物動態を決定する重要な因⼦で
あることが⽰唆されている 9, 10). 
 現在上市されている医薬品においても, AOX の基質となる化合物は数多く存在する. 
抗インフルエンザ薬として承認され COVID-19 治療にも⽤いられる favipiravir は, AOX
を不可逆的に阻害することが知られており, favipiravir⾃体も主に AOXにより酸化され
不活性代謝物M1に変換される 11). 第 I / II 相臨床試験においても AOX活性が低い成⼈
ボランティアでは favipiravirの濃度が⾼く, M1 濃度の低下が認められており, これらの
化合物⽐率の変化が favipiravirの副作⽤である尿酸値上昇と関連する可能性が報告され
ている 12). 代謝拮抗薬である methotrexate は, ⼤部分が未変化体で腎臓より排泄される
⼀⽅で, ⼀部は AOXにより 7位が⽔酸化される. この 7-OH methotrexate⾃体の細胞毒
性は低い⼀⽅で, この代謝に伴う溶解度減少による腎尿細管析出が, methotrexate 誘発性
腎障害の原因と考えられている. また, 前述した favipiravir 併⽤時に methotrexate 誘発
性肝障害を⽣じたという症例報告や, AOXによる methotrexate代謝と肝毒性の関連性を
⽰唆する in vitro およびデータベース解析の結果もあり, methotrexateの肝局所的な毒性
における AOX の関連も疑われる 13, 14). また第 1 章, 第 2 章に後述する通り, 免疫抑制
剤である azathioprineおよび 6-mercaptopurineの代謝経路の⼀部にも AOXによる酸化反
応が寄与していることが報告された 15). 
第 3章に後述するように, AOXは補因⼦である molybdenum cofactor (Moco) 結合部位
の近傍に位置する基質結合ポ ケットにおける酸化反 応に加えて , flavin adenine 
dinucleotide (FAD) 結合ドメインにおける還元反応にも寄与している . 筋弛緩薬
dantroleneによる薬剤誘発性肝障害は, Food and Drug Administration (FDA) のブラックボ
ックス警告にも分類される有害事象であるが, この原因代謝物は, dantroleneが AOXに
より還元され, ⽣成されることが報告されている 16). また AOX は, 電⼦密度の低いニ
トロ基を有するベンゾジアゼピン系薬剤  (clonazepam, flunitrazepam, nimetazepam, 
nitrazepam) や⾮ステロイド性抗アンドロゲン薬 (flutamide, nilutamide), ⾮ステロイド
性抗炎症薬 (nimesulide) など多くの芳⾹族ニトロ化合物を認識し還元することで, 肝
障害の原因物質であるヒドロキシルアミンを⽣成する 17, 18). 以上より, 種々の医薬品の
薬効および有害事象発現を予測する上で, AOX による酸化還元反応の重要性が⾼まり
つつある. しかしながら, ⻑年のヒト肝ミクロソームを⽤いた代謝評価が薬物動態予測
の中⼼であったことから, AOXの機能については未だ不明な点が多い.  

上記の通り, AOXは新旧共に多くの医薬化合物の代謝に寄与する⼀⽅で, AOXを介し
た薬物間相互作⽤についてはエビデンスが不⾜しており, この相互作⽤に関する臨床
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現場における重要性は未だ懐疑的である. Renwick らは, ⾮ベンゾジアゼピン系睡眠薬
zaleplon から代謝産物 M2 への変換が, cimetidine により競合的に阻害され, Cmaxが 1.83
倍, AUCが 1.85 倍に増加することを⾒出し, この相互作⽤における AOXの関連性を報
告した 19). しかしながら, cimetidine は CYP3A に対する阻害効果も有しており, また
AOXに対する阻害効果は⽐較的弱いことから, AOXが原因か否かは定かではなかった. 
近年 Tang らによって, EGFR 阻害剤 erlotinib の併⽤による AOX 代謝経路の阻害が, c-
KIT阻害剤として開発された治験薬OSI-930の全⾝曝露量の増加と関連することが明ら
かにされた 20, 21). Erlotinibは時間依存的な AOX阻害薬剤であり, その阻害速度定数と⾎
漿中⾮結合型薬物濃度が同程度 (Ki : 0.719 µM) であるため, OSI-930 のように AOX が
主要なクリアランス経路となる医薬品と併⽤する際には注意が必要と考えられる 22–24). 
このように AOX 介在性相互作⽤は⽰唆されているものの, 臨床研究や症例報告数も少
なく, 有害事象や治療の転帰については検討されていない. また基礎的な検討に関する
報告も限られており, その他の AOX 阻害薬剤や AOX 基質薬物に着⽬した詳細な検討
が必要である. 

また AOXの発現量および活性には個体間差が知られている. Fuらは LC/MS/MSによ
る human AOX1 発現量絶対定量系を確⽴し, その測定系を⽤いて 20 の異なるロットの
HLC 中 AOX1 発現量および AOX 基質化合物 carbazeran の酸化機能の差異を評価した
25). その結果, AOX1の発現レベルには最⼤ 3.4 倍の差があり, carbazeranの固有クリアラ
ンスには 90 倍を超える差が検出された. したがって, AOX の発現量のみならず, AOX
代謝活性⾃体にも個体間差が存在すると考えられる. Single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) は酵素活性に影響を及ぼす要因の⼀つであり, これまでにAOX1-SNPsと基質薬
剤のクリアランスおよび治療効果との関連を⽰唆する臨床研究の結果が報告されてい
る 26, 27). しかしながら, SNPsの機能および臨床的な影響に関する報告は僅少であり, 実
臨床において AOX1遺伝⼦多型について, 考慮の要否については未だ不明である. 

前述した背景を踏まえ, 本研究では, 使⽤頻度の⾼い AOX 基質薬物となるチオプリ
ン系薬剤に着⽬し, AOXを介した薬物間相互作⽤の評価を⽬的とし検討を⾏った. また
AOXの個体間差の解明を⽬的とし, 新規の human AOX1-nonsynonymous SNPs (nsSNPs) 
の同定を⽬指し検討を進めた. 第 1 章では AOX 阻害に伴う azathioprine の副作⽤発現
への影響について, 各種医薬品副作⽤⾃発報告データベースを⽤いた調査を⾏った. ま
た第１章で得られた知⾒を踏まえ, 第 2章ではチオプリン製剤の薬物動態に焦点を当て, 
AOX 阻害薬剤併⽤に伴う 6-MP の代謝変動について検討を⾏った. 第 3 章では, 公開
ゲノムデータベースを⽤いた nsSNPs の抽出, ならびに HEK293T 細胞強制発現系を使
⽤した変異型 AOX1 (Mut AOX1) 機能解析を実施した. 以上より, チオプリン製剤の薬
物動態における AOX の重要性, ならびにテーラーメイド医療に向けた AOX の寄与お
よび個体間差に関する有⽤な知⾒が得られたので, 以下に詳述する.  
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第 1 章 副作⽤⾃発報告データベースを⽤いた AOX 関連有害事象の調査 

 
 

1.1 緒⾔ 

 
  免疫抑制剤 azathioprine (AZA) はクローン病や潰瘍性⼤腸炎, 関節リウマチの治療に
⽤いられる代謝拮抗薬であり, その薬理活性は 6-mercaptopurine (6-MP) への代謝を介し
て産⽣される 6-thioguanine nucleotides (6-TGNs) に由来する. 6-MPは 1) 転移酵素, リン
酸化酵 素による最終活性代謝物 6-TGNs, 2) メチル基 転移酵 素による 6-methyl 
mercaptopurine (6-MMP), 3) xanthine oxidase (XO) および AOXを介した 6-thioxanthine (6-
TX), 6-thiouric acid (6-TUA) への酸化のいずれかの代謝を受けることが知られており, 
それぞれの律速酵素の存在量および活性が, 産⽣代謝物⽐に伴って治療効果ならびに
副作⽤発現に影響を与えると考えられている (Fig. 1).  
 副作⽤である⾎液障害および肝毒性は, AZAによる薬物治療の中断理由の主因であり,
これら副作⽤の発現と各代謝物の量に相関があることが⽰唆されている 28, 29). 6-TGNs
は活性代謝物であるため, ⾎球細胞中の濃度が治療域を超えると, ⽩⾎球減少を伴う過
度な免疫抑制を引き起こす 30, 31). 6-MMPは不活性代謝物であるが, その⾎中濃度と肝障
害の発現に相関があることが報告されている 32). また 6-MMP への変換を担う 
thiopurine S-methyltransferaseの遺伝⼦多型が治療効果および副作⽤発現と関連している
33, 34). これらの複雑な代謝経路の理解が, チオプリン製剤による薬物治療を⾏う上で重
要である⼀⽅で, チオプリン製剤による薬物治療を受ける患者の約 20–50 %が, 予期せ
ぬ代謝により有効治療濃度に達していないとする報告も存在する 35, 36). 近年, 6-TGNs 
の活性型である thioguanine triphosphateの脱リン酸化を担う nudix hydrolase 15 (NUDT15) 
の遺伝⼦多型 (R139C [rs116855232], R139H [rs147390019] ) が, チオプリン製剤の重篤
な副作⽤に影響を与えることが報告された. 特にシステインホモ接合体 (Cys/Cys) や
ヒスチジンとのヘテロ接合体 (Cys/His) では, thioguanine triphosphate増加に伴う⽩⾎球
減少ならびに脱⽑症が顕著に発⽣することが知られている 37, 38). この遺伝⼦多型は, ア
ジア⼈集団に特異的に⾒られる変異であるため, その他の⼈種集団における⽩⾎球減
少等の発⽣には関連していないと考えられる. 以上より, 正確なチオプリン製剤の副作
⽤予測に向けた, 種々の代謝経路の詳細な機能評価が必要と考えられる. 
 6-MPが酸化されて⽣成される 6-TUAは薬効, 毒性的に不活性な代謝物である. XO阻
害剤である allopurinol 併⽤時には, 6-TUA への代謝阻害に伴う 6-MP の増加により, 副
作⽤が増強すると考えられている. これまで, XO が 6-TUA への代謝を担うと考えられ
ていたが, 近年になって XO と近い配列を有する AOX も 6-MP の代謝に関連すること
が, in vitro の検討で明らかとされた 15). また AOXの遺伝⼦多型 (N1135S [rs55754655]) 
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と AZAの治療効果低下との関連を⽰唆する症例報告もあり, AOXはチオプリン製剤の
副作⽤発現とも関連する可能性がある 39, 40). しかしながら AOXを介した薬物間相互作
⽤等の報告は少なく, チオプリン製剤による臨床上の薬物治療における AOX の重要性
については明らかとなっていない. そこで本章では, この AOXと AZA 誘発性有害事象
の関連について調査するため, 各種副作⽤⾃発報告データベースを⽤い, 薬物間相互作
⽤シグナルを評価した. 
 

 
Figure 1 Anabolic and catabolic pathway of 6-mercaptopurine metabolism. 
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1.2 研究⼿法 

 

1.2.1 調査対象データベースおよび対象調査期間 

本研究では, 本国の独⽴⾏政法⼈医薬品医療機器総合機構の収集している医薬品副
作⽤データベース（英名: Japanese Adverse Drug Event Report database, JADER）および⽶
国の FDAより提供されている FDA Adverse Event Reporting System (FAERS) を調査対
象データベースとした. また JADER より得られた副作⽤レポートは 2004 年 4 ⽉から
2022 年 3 ⽉までの全データを解析の対象とした. ⼀⽅で, 本検討では FAERS に登録さ
れている副作⽤報告の内, 薬剤の⼀般名が記載項⽬に追加されている 2014 年 7 ⽉以降
から 2021年 12⽉までのレポートを使⽤し, 調査した.  
 

1.2.2 解析⼿法および研究デザイン 

データ解析は FAERS, JADER 共に, 全て R software ver. 4.2.3を使⽤し, 以下の⼿順で
同様に調査した. JADER は独⽴⾏政法⼈ 医薬品医療機器総合機構の web サイト上 
(https://www.pmda.go.jp/safety/info-services/drugs/adr-info/suspected-adr/0003.html) で公開
されている⼀括データを, FAERS は FDA より公開されている四半期データ抽出ファイ
ルを, 2022年 7⽉にダウンロードして使⽤した (https://www.fda.gov/drugs/questions-and-
answers-fdas-adverse-event-reporting-system-faers/fda-adverse-event-reporting-system-faers-
latest-quarterly-data-files). 
データ処理の⼿順を以下に記載する (Fig. 2). まず初めに, 全てのデータの内, 各報
告に割り当てられている ID を参考に, 重複する副作⽤レポートを除外した. 同様の患
者から複数報告されていると考えられる場合は, 最も報告⽇時の新しい副作⽤報告の
みを調査の対象とした. また FDA が web 上で公開する FAERS パブリックダッシュボ
ードでは, 重複等の種々の理由で⼀部の報告が削除されることがある. 公開ダッシュボ
ードと FAERS四半期データ抽出ファイルの整合性を担保する⽬的で, 2019年第 1四半
期以降, それらの削除された報告の ID 情報が四半期データ抽出ファイルに添付されて
いる. 本検討ではこの ”deleted files” に記載されている報告も除外して調査を実施した.  

本研究における「AOX 阻害薬」は, AOX の代謝阻害効果を有することが知られてい
る薬剤の内, 各薬剤のインタビューフォームおよび添付⽂書に記載されている標準⽤
量服⽤時の最⾼⾎中濃度 (Cmax) を, 既報における AOX の典型基質に対する阻害効果 
(IC50) で除した値を基に定義した 41). その際, 以下の 5 つの条件に基づいて解析対象と
する医薬品を選定した; i) FDA あるいは厚⽣労働省より承認を受けた薬剤であること, 
ii) ⽣体内で合成される化合物ではないこと, iii) 主に肝代謝を考慮するため, 投与経路
が経⼝あるいは静脈内注射等の全⾝作⽤を期待するものであり, 経⿐や経⽪など局所
作⽤を⽰すものではないこと, iv) 2023 年 3 ⽉迄に市場に流通しているもの, v) 解析す
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るにあたり副作⽤報告件数が担保される薬剤であること (Table 1).  
Table 1 The ratio of AOX inhibitory effects to clinical blood concentrations. 

 
 
 
 

AOX の基質薬剤の内, 本研究では AOX の代謝における関連が⽰唆されている AZA
について肝臓における毒性を調査した. また AOX の遺伝⼦多型と免疫抑制による治療
効果との関連性が報告されていることから, 薬剤効果と相関して現れる有害事象であ
る⾎液毒性についても調査を⾏った . JADER, FAERS 共に , 有害事象は Medical 
Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA) に収録されている副作⽤⽤語の基本語 
(Preferred Terms: PT) レベルで報告されている. そこでMedDRA/J version 25.0 を参照し, 
PT を特定の疾病や医学的状態でグループ化した MedDRA 標準検索式 (SMQ) を対象
として解析した. 具体的には⾎液障害の評価セットとして “hematopoietic cytopenias” 
(SMQ: 20000027), 薬物誘発性の肝障害の評価セットとして  ”drug-related hepatic 
disorders” (SMQ: 20000006) を対象とした. JADERの場合は, AZAが「被疑薬」とされて
いる副作⽤報告を対象として薬剤誘発性の有害事象を検索した. FAERS について
は ”Primary suspected drug: PS” あるいは “Secondary suspected drug: SS” と記載されてい
る報告を対象とした. 
  

Compounds Cmax (μM)  IC50 (μM) Cmax/IC50

Raloxifene 0.0034 (For women receiving 60 mg/day for 14 days) 0.0029 1.18

Chlorpromazine 0.47 (For patients receiving 100 mg/day for 30 days) 0.57 0.82

Clozapine 3.49 (For patients receiving 300 mg/day for 8 days) 4.4 0.79

Amitriptyline 0.14 (For patients receiving 75 mg/day for more than 14 days) 0.26 0.53

Quetiapine 0.45 (For patients receiving 200 mg/day for more than 3 days) 1.4 0.32

Clomipramine 0.08 (For adult volunteers receiving 50 mg) 0.48 0.16

Tamoxifen 0.20 (For patients receiving 20 mg/day for 28 days) 2.2 0.09

Nortriptyline 0.06 (For adult volunteers receiving 25 mg) 0.85 0.07

Promethazine 0.03 (For adult volunteers receiving 75 mg) 0.51 0.07

Felodipine 0.02 (For adult volunteers receiving 5 mg) 0.30 0.06

Verapamil 0.18 (For adult men receiving 80 mg) 3.5 0.05

Cyclobenzaprine 0.09 (For adult volunteers receiving 10 mg) 3.1 0.03

Loratadine 0.01 (For adult volunteers receiving 10 mg) 0.49 0.02

Olanzapine 0.09 (For adult volunteers receiving 5 or 10 mg/day for 8 days) 6.0 0.01

Ondansetron 0.03 (For adult volunteers receiving 4 mg) 2.1 0.01

Domperidone 0.03 (For adult volunteers receiving 10 mg) 3.0 0.01

Metoclopramide 0.18 (For adult volunteers receiving 20 mg) 31 0.01

Amlodipine 0.01 (For adult men receiving 5 mg) 5.5 0.00

Loperamide 0.00 (For adult volunteers receiving 2 mg) 10 0.00

IC50 values were based on previously reported phthalazine oxidation assays 41).  
Blood concentrations were obtained from the package inserts of each drug. 
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1.2.3 副作⽤シグナル検出 

 
 不均衡分析のシグナルとして, 副作⽤⾃発報告データベース解析で指標とされるこ
との多い報告オッズ⽐ (Reporting odds ratio: ROR) およびその 95%信頼区間 (95% 
confidence interval: 95% CI) を算出した 42). ROR, 95% CIはそれぞれ以下の式により算出
した (Eq. (1)–(2)). 得られた RORおよび 95% CIを基に, 既報を参考に以下の条件を満
たす場合をシグナル陽性と定義した; i) ROR算出に使⽤した副作⽤報告件数が 3件以上
である, ii) AZAとAOX阻害薬を併⽤した際の ROR (RORAZA∩AOX inhibitor) が 1 以上である, 
iii) RORAZA∩AOX inhibitorの下限が, AZA 単独 (RORAZA) および AOX 阻害薬単独 (RORAOX 

inhibitor) で算出した際の ROR の上限の数値以上である. また, ROR は副作⽤報告件数が
少ない場合に過⼤評価する危険性がある. そこで本検討では, 上記のシグナル検出条件
を定める際に, 保守的な結果が得られるよう報告数の下限値を設定している 43–45). 
 またシグナル陽性と判断された薬剤に関しては, より偽陽性の少なく WHO Uppsala 
Monitoring Centreでも採⽤されている Ω shrinkage measure modelを⽤いて再検証した
45, 46). Ω値は正規分布に従うと仮定し, Ω025 値は既報に基づき以下の式により算出した 
(Eq. (3)–(5)). ここで n111はAZAおよび特定のAOX阻害薬を併⽤している際の対象副作
⽤報告数であり, E111 はその期待値を⽰している. また Var(Ω0) はΩ値の分散,	φ(0.975) 
は標準平均分布の 97.5% 分位点を⽰す. Ω shrinkage measure model を採⽤し副作⽤デ
ータベース解析を⾏った先⾏研究を参照し, 本研究においても, 得られたΩ025値が 0よ
り⼤きい場合（95% CI を含めたΩ値が 0 を上回る場合）に相互作⽤シグナル陽性と判
断した. 
  

𝑅𝑂𝑅 =

対象医薬品以外における評価対象副作⽤の報告件数	(N!")
対象医薬品以外におけるその他副作⽤の報告件数	(N!!)

(

対象医薬品における評価対象副作⽤の報告件数	(N"")
対象医薬品におけるその他副作⽤の報告件数	(N"!)

(
(1) 

95%	𝐶𝐼 = exp 2log(𝑅𝑂𝑅) ± 1.969:1 N""; < + :1 N"!; < + :1 N!"; < + :1 N!!; <> (2) 

Ω = log#
	n""" + 0.5
	E""" + 0.5

(3) 

Var(Ω!) = Var Hlog#
n"""
E"""

I ≈
1

	n"""log(2)#
(4) 

Ω!#$ = Ω −
𝜙(0.975)
log(2)√n"""

(5) 
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Figure 2 Adverse effects database analysis procedure.  
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1.3 結果 

 

1.3.1 ⾎液障害に関連する副作⽤報告の不均衡解析 

 
 AZAを被疑薬とする PT数は, FAERSおよび JADERにおいて, それぞれ 98,419件お
よび 4,713 件であった. FAERSでは AZAを被疑薬とする⾎液障害の ROR [95％ CI] は
1.81 [1.75–1.87] であった. また AZA と各 AOX 阻害薬を併⽤している患者における
ROR は次のようになった  (Fig. 3): amlodipine (ROR: 3.26 [95% CI: 2.72–3.91]), 
chlorpromazine (47.92 [26.35–87.14]), clozapine (15.69 [10.73–22.93]), cyclobenzaprine (5.07 
[3.48–7.38]), felodipine (4.16 [2.88–6.00]), hydralazine (6.28 [3.60–10.94]), loratadine (4.15 
[2.63–6.55]), metoclopramide (3.59 [2.70–4.76]), olanzapine (13.80 [9.54–19.95]), ondansetron 
(2.61 [2.01–3.39]), quetiapine (5.70 [4.40–7.38]). また FAERS において Ω shrinkage measure 
model では以 下の組み合わせのシグナルが検出された : amlodipine (Ω 025: 0.58), 
chlorpromazine (2.82), clozapine (0.25), cyclobenzaprine (0.86), felodipine (0.61), hydralazine 
(0.82), loratadine (0.47), metoclopramide (0.54), olanzapine (1.99), quetiapine (1.20) であった 
(Table 2).  

JADERでは, AZAの RORは 2.77 [2.59–2.97] であり, amlodipineとの併⽤ (5.21 [3.64–
7.47]) で陽性と判定された (Fig. 4). Figure 4に記載されていない薬剤は, AZAと併⽤し
た場合の報告症例数が少ないため, 不均衡解析の対象外とした. 
 

1.3.2 肝障害に関連する副作⽤報告の不均衡解析 

 
 FAERSでは AZAを被疑薬とする肝障害の ROR [95％ CI] は 2.28 [2.20–2.36] であっ
た. また各 AOX阻害薬の内, clozapine (5.67 [3.07–10.48]) および ondansetron (7.90 [6.54–
9.53]) の組み合わせにおいてシグナルが検出された (Fig. 5). また Ω shrinkage measure 
modelにおいても, 同じく clozapine (Ω025: 0.32), ondansetron (1.23)においてシグナル陽性
と判断された (Table 3). JADERでは AZAの RORは 1.25 [1.11–1.40] であり, hydralazine
との併⽤ (5.33 [1.74–16.35]) で陽性と判定された (Fig. 6). 
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Figure 3 The number of reports and ROR for the hematological disorders from FAERS. The 
dotted gray line represents upper limit of RORAZA score. RORAZA and each RORAOX inhibitor scores 
were expressed as filled square, and RORAZA∩AOX inhibitor scores were expressed as open square. 
  

All Hematologic
disorder

Percentages
of the events ROR

98,419 3,411 3.47 1.81 1.75 − 1.87

Amitriptyline 62,849 363 0.58 0.29 0.26 − 0.32

AZA with Amitriptyline 5,142 113 2.20 1.13 0.94 − 1.36

Amlodipine 221,736 2,781 1.25 0.64 0.62 − 0.67

AZA with Amlodipine 2,065 126 6.10 3.26 2.72 − 3.91

Chlorpromazine 9,683 175 1.81 0.92 0.80 − 1.07

AZA with Chlorpromazine 43 21 48.84 47.92 26.35 − 87.14

Clomipramine 10,323 163 1.58 0.81 0.69 − 0.94

AZA with Clomipramine 48 2 4.17 2.18 0.53 − 8.99

Clozapine 152,065 19,863 13.06 7.78 7.66 − 7.90

AZA with Clozapine 147 35 23.81 15.69 10.73 − 22.93

Cyclobenzaprine 25,719 188 0.73 0.37 0.32 − 0.43

AZA with Cyclobenzaprine 327 30 9.17 5.07 3.48 − 7.38

Domperidone 9,319 186 2.00 1.02 0.89 − 1.18

AZA with Domperidone 845 7 0.83 0.42 0.20 − 0.88

Felodipine 3,079 21 0.68 0.34 0.22 − 0.53

AZA with Felodipine 405 31 7.65 4.16 2.88 − 6.00

Hydralazine 13,236 171 1.29 0.66 0.57 − 0.76

AZA with Hydralazine 126 14 11.11 6.28 3.60 − 10.94

Loperamide 47,852 375 0.78 0.40 0.36 − 0.44

AZA with Loperamide 834 18 2.16 1.11 0.69 − 1.77

Loratadine 55,569 193 0.35 0.17 0.15 − 0.20

AZA with Loratadine 262 20 7.63 4.15 2.63 − 6.55

Metoclopramide 27,717 528 1.90 0.98 0.90 − 1.07

AZA with Metoclopramide 765 51 6.67 3.59 2.70 − 4.76

Nortriptyline 17,678 47 0.27 0.13 0.10 − 0.18

AZA with Nortriptyline 175 0 0.00 0.00

Olanzapine 136,456 3,001 2.20 1.13 1.09 − 1.17

AZA with Olanzapine 167 36 21.56 13.80 9.54 − 19.95

Ondansetron 59,157 1,651 2.79 1.47 1.40 − 1.55

AZA with Ondansetron 1,195 59 4.94 2.61 2.01 − 3.39

Promethazine 28,138 181 0.64 0.32 0.28 − 0.38

AZA with Promethazine 259 6 2.32 1.19 0.53 − 2.68

Quetiapine 193,198 2,290 1.19 0.60 0.58 − 0.63

AZA with Quetiapine 628 64 10.19 5.70 4.40 − 7.38

Raloxifene 10,351 29 0.28 0.14 0.10 − 0.20

AZA with Raloxifene 17 1 5.88 3.14 0.42 − 23.66

Tamoxifen 28,923 860 2.97 1.54 1.44 − 1.65

AZA with Tamoxifen 106 0 0.00 0.00

Verapamil 22,924 148 0.65 0.33 0.28 − 0.38

AZA with Verapamil 480 4 0.83 0.42 0.16 − 1.13

Drugs

AZA

FAERS

95 %CI

Number of reports

1 100.1
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Table 2 Drug combinations with hematologic disorder signals detected using the Ω shrinkage 
measure model in the FAERS analysis. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figure 4 The number of reports and ROR for the hematological disorders from JADER. The 
dotted gray line represents upper limit of RORAZA score. RORAZA and each RORAOX inhibitor scores 
were expressed as filled square, and RORAZA∩AOX inhibitor scores were expressed as open square. 
  

All Hematologic
disorder

Percentages
of the events ROR

4,713 1,107 23.49 2.77 2.59 − 2.97

Amlodipine 8,433 491 5.82 0.55 0.50 − 0.60

AZA with Amlodipine 128 47 36.72 5.21 3.64 − 7.47

Domperidone 864 38 4.40 0.42 0.30 − 0.58

AZA with Domperidone 14 4 28.57 3.59 1.13 − 11.46

Hydralazine 238 5 2.10 0.19 0.08 − 0.47

AZA with Hydralazine 17 2 11.76 1.20 0.27 − 5.24

Loperamide 340 30 8.82 0.87 0.60 − 1.27

AZA with Loperamide 34 6 17.65 1.92 0.80 − 4.65

Loratadine 604 17 2.81 0.26 0.16 − 0.42

AZA with Loratadine 15 1 6.67 0.64 0.08 − 4.88

Metoclopramide 1,560 75 4.81 0.46 0.36 − 0.58

AZA with Metoclopramide 31 4 12.90 1.33 0.47 − 3.80

Quetiapine 4,914 168 3.42 0.32 0.27 − 0.37

AZA with Quetiapine 9 3 33.33 4.49 1.12 − 17.96

Verapamil 877 20 2.28 0.21 0.13 − 0.33

AZA with Verapamil 12 1 8.33 0.82 0.11 − 6.33

JADER Number of reports

Drugs 95 %CI

AZA

1 100.1

AZA with Amlodipine 0.84 0.58
AZA with Chlorpromazine 3.82 2.82
AZA with Clozapine 0.74 0.25
AZA with Cyclobenzaprine 1.41 0.86
AZA with Felodipine 1.15 0.61
AZA with Hydralazine 1.68 0.82
AZA with Loratadine 1.14 0.47
AZA with Metoclopramide 0.95 0.54
AZA with Olanzapine 2.55 1.99
AZA with Quetiapine 1.57 1.20

Hematologic
disorder

Other adverse
effects

Number of reports
Combination of drugs Ω Ω025

126
21
35
30
31
14

1939
22
112
297
374
112
242
714
131
564

20
51
36
64
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Figure 5 The number of reports and ROR for the hepatic disorders from FAERS. The dotted gray 
line represents upper limit of RORAZA score. RORAZA and each RORAOX inhibitor scores were 
expressed as filled square, and RORAZA∩AOX inhibitor scores were expressed as open square. 
 
 
  

All Hepatic
disorder

Percentages
of the events ROR

98,419 3,087 3.14 2.28 2.20 − 2.36

Amitriptyline 62,849 708 1.13 0.80 0.74 − 0.86

AZA with Amitriptyline 5,142 93 1.81 1.29 1.05 − 1.58

Amlodipine 221,736 3,170 1.43 1.02 0.98 − 1.06

AZA with Amlodipine 2,065 41 1.99 1.42 1.04 − 1.93

Chlorpromazine 9,683 286 2.95 2.13 1.90 − 2.40

AZA with Chlorpromazine 43 0 0.00 0.00

Clomipramine 10,323 201 1.95 1.39 1.21 − 1.60

AZA with Clomipramine 48 3 6.25 4.67 1.45 − 15.03

Clozapine 152,065 1,890 1.24 0.88 0.84 − 0.92

AZA with Clozapine 147 11 7.48 5.67 3.07 − 10.48

Cyclobenzaprine 25,719 281 1.09 0.77 0.69 − 0.87

AZA with Cyclobenzaprine 327 4 1.22 0.87 0.32 − 2.33

Domperidone 9,319 240 2.58 1.85 1.63 − 2.11

AZA with Domperidone 845 1 0.12 0.08 0.01 − 0.59

Felodipine 3,079 60 1.95 1.39 1.08 − 1.80

AZA with Felodipine 405 4 0.99 0.70 0.26 − 1.87

Hydralazine 13,236 335 2.53 1.82 1.63 − 2.03

AZA with Hydralazine 126 1 0.79 0.56 0.08 − 4.01

Loperamide 47,852 497 1.04 0.74 0.67 − 0.80

AZA with Loperamide 834 17 2.04 1.46 0.90 − 2.36

Loratadine 55,569 396 0.71 0.50 0.45 − 0.55

AZA with Loratadine 262 6 2.29 1.64 0.73 − 3.69

Metoclopramide 27,717 676 2.44 1.76 1.63 − 1.90

AZA with Metoclopramide 765 11 1.44 1.02 0.56 − 1.85

Nortriptyline 17,678 208 1.18 0.83 0.73 − 0.96

AZA with Nortriptyline 175 1 0.57 0.40 0.06 − 2.87

Olanzapine 136,456 2,500 1.83 1.31 1.26 − 1.36

AZA with Olanzapine 167 5 2.99 2.16 0.89 − 5.27

Ondansetron 59,157 1,242 2.10 1.51 1.43 − 1.60

AZA with Ondansetron 1,195 121 10.13 7.90 6.54 − 9.53

Promethazine 28,138 203 0.72 0.51 0.44 − 0.58

AZA with Promethazine 259 4 1.54 1.10 0.41 − 2.95

Quetiapine 193,198 2,790 1.44 1.03 0.99 − 1.07

AZA with Quetiapine 628 3 0.48 0.34 0.11 − 1.05

Raloxifene 10,351 63 0.61 0.43 0.33 − 0.55

AZA with Raloxifene 17 0 0.00 0.00

Tamoxifen 28,923 886 3.06 2.22 2.07 − 2.37

AZA with Tamoxifen 106 4 3.77 2.75 1.01 − 7.46

Verapamil 22,924 368 1.61 1.14 1.03 − 1.27

AZA with Verapamil 480 7 1.46 1.04 0.49 − 2.19

FAERS Number of reports

Drugs 95 %CI

AZA

1 100.1
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Table 3 Drug combinations with hepatic disorder signals detected using the Ω shrinkage measure 
model in the FAERS analysis. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figure 6 The number of reports and ROR for the hepatic disorders from JADER. The dotted gray 
line represents upper limit of RORAZA score. RORAZA and each RORAOX inhibitor scores were 
expressed as filled square, and RORAZA∩AOX inhibitor scores were expressed as open square. 

All Hepatic
disorder

Percentages
of the events ROR

4,713 316 6.70 1.25 1.11 − 1.40

Amlodipine 8,433 792 9.39 1.82 1.69 − 1.96

AZA with Amlodipine 128 6 4.69 0.85 0.38 − 1.93

Domperidone 864 135 15.63 3.22 2.68 − 3.87

AZA with Domperidone 14 0 0.00 0.00

Hydralazine 238 13 5.46 1.00 0.57 − 1.75

AZA with Hydralazine 17 4 23.53 5.33 1.74 − 16.35

Loperamide 340 26 7.65 1.44 0.96 − 2.14

AZA with Loperamide 34 2 5.88 1.08 0.26 − 4.52

Loratadine 604 88 14.57 2.96 2.36 − 3.71

AZA with Loratadine 15 1 6.67 1.24 0.16 − 9.41

Metoclopramide 1,560 86 5.51 1.01 0.81 − 1.26

AZA with Metoclopramide 31 1 3.23 0.58 0.08 − 4.24

Quetiapine 4,914 234 4.76 0.87 0.76 − 0.99

AZA with Quetiapine 9 0 0.00 0.00

Verapamil 877 69 7.87 1.48 1.16 − 1.89

AZA with Verapamil 12 2 16.67 3.47 0.76 − 15.82

JADER Number of reports

Drugs 95 %CI

AZA

1 100.1

Ω Ω025

AZA with Clozapine 1.17 0.32
AZA with Ondansetron 1.49 1.23

Number of reports
Combination of drugs

11
121

136
1074

Hepatic
disorder

Other adverse
effects
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1.4 考察 

 
AOXに関連する臨床研究は数少ないが, 前述の通り AZAにおいては AOXの遺伝⼦
多型との直接的な関連性を⽰唆する報告があることから, 本検討では AZA の副作⽤報
告に着⽬し調査を実施した 39, 40). AZAが被疑薬とされる副作⽤の総数の内, 本検討で定
義した⾎液障害および肝障害の占める割合は, FAERS と JADER で乖離が⾒られた. 
JADERでは⾎液障害 (SMQ: 20000027) に含まれる報告の割合が 23.49 %と⾼値であっ
たのに対し, FAERSでは 3.47 %にとどまった. この差違は、各データベースにおける副
作⽤報告 1 件あたりの PT 数の違いが原因と考えられる。⼀般的に JADER と⽐較して
FAERSでは, 症例 1報告あたりに含まれる有害事象数が多いことが知られている. その
ため FAERS においては, ⾎液障害以外の副作⽤報告数が過多であることから, 相対的
に⾎液障害の割合が低く⾒積もられている可能性がある. また⾎液障害は AZA の薬理
活性と直接的な相関のある有害事象であるため, JADERにおいても報告数が多く, また
他の薬剤と併⽤した際の薬物動態学的な影響が現れやすい副作⽤であると考えられる. 

AOX の阻害薬剤は多く知られているが, 本検討では, 各薬剤の阻害効果を単⼀の評
価系にて評価していることから, Obach らの報告を参照し, その IC50値を基に選出して
いる 41). それぞれの IC50は AOX の典型基質 phthalazine から phthalazone への酸化反応
に対する阻害効果から算出されたものであるが, AOX の阻害剤として知られている
hydralazineはそれ⾃体が代謝され phthalazone へと変化することから, Obachらの報告に
は含まれていない 41). しかしながら, その他基質を⽤いた時に強い阻害効果を有するこ
とや, ラットに投与した際の AOX 阻害効果が⽰唆される報告もあることから, 本検討
では AOXの阻害薬剤の⼀つとして解析を⾏った 25, 47).  

本検討では各薬剤のインタビューフォームを参照し, その Cmax を基に阻害強度 
(Cmax/IC50) を推定した (Table 1). この推定値が⾼い薬剤は, 臨床における薬物治療濃度
域において AOX を阻害し得ると考えられる. 臨床的な AOX 阻害効果が⽰唆される薬
剤群 (Cmax/IC50 > 0.1)48)において, chlorpromazine, clozapine, hydralazine, quetiapine は ROR 
score および Ω score 共に, AZA 関連⾎液障害の報告数が増加した. しかしその⼀⽅で, 
raloxifeneおよび amitriptyline, clomipramine では相互作⽤シグナルが検出されなかった. 
RaloxifeneはAOXの強⼒な阻害薬剤として知られている. しかしながら, ⾎漿蛋⽩との
結合率は 96.6–98.5% と⾼いことから, 肝細胞中において AOX を阻害し得る濃度の未
変化体が存在しない可能性が考えられる. また, Amitriptyline も臨床治療濃度において
AOX を阻害すると推定される薬剤である. FAERS における⾃発報告には患者背景が記
載されており, ⼀部の報告には被疑薬の投与量および⽤法に関する情報が含まれてい
る. そこで AZAと amitriptylineを併⽤している報告に着⽬し, ⾎液障害発⽣群とそれ以
外の報告群における amitriptyline の服⽤量を調査した. その結果 amitriptyline を 75 
mg/day で服⽤した報告の割合は, ⾎液障害発⽣群において⾮発⽣群より⾼く (39.5％ 
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vs 10.7％), 両群共に投与量が 75 mg/dayを超える報告は存在しなかった. Table 1に記載
している amitriptylineの⾎中濃度は, 75 mg/day服⽤時の数値を参考にしていることから, 
本検討に含まれる⾃発報告では, AOXを阻害し得る程度の amitriptyline服⽤例が少ない
ことが⽰唆された. Table1では, 特定の薬剤服⽤量における最⾼⾎中濃度を参考に AOX
阻害薬を定義しているが, 実臨床では薬剤の服⽤量によって阻害効果は異なる. また本
検討では, AOX 基質と阻害薬剤の相互作⽤という観点で調査を⾏ったが, 実際には種々
の薬物動態学および薬理学的な相互作⽤, 副作⽤報告では判断出来ない個体間差が副
作⽤発現に影響を与えている. 緒⾔でも述べた XO阻害薬剤 allopurinolは, 6-MP酸化の
抑制に加え, 6-MMP/6-TG ⽐を変化させることで, 肝障害の発現や治療効果などの薬剤
応答性に影響を与えることが報告されている. このメカニズムは不明だが, allopurinol
⾃体が TPMT によるメチル化等の, その他の代謝経路に影響を与えている可能性があ
る 49). 今回着⽬した AOX阻害薬についても, AOX 以外の代謝酵素や輸送体に対する影
響も考慮する必要がある. 
副作⽤⾃発報告データベースによる報告頻度を評価する際, ⼀般的に ROR および

proportional reporting ratio (PRR) をシグナル検出アルゴリズムに採⽤することが多い. 
それぞれ Eudra Vigilance, Lareb データベースの解析で採⽤されている⼿法であるが, 
算出式の分⺟の扱いが異なるのみで, その検出精度は同等と考えられることから, 本検
討では ROR を⽤いて評価した. またシグナルの検出基準を設定するにあたり, 偽陽性
を減らすためにも副作⽤報告数の下限値を設定している. しかしながら報告数の多少
は ROR の過⼤評価の原因となるため, ROR の数値⾃体が副作⽤の発現頻度と直接相関
するものではないことに注意が必要である. より保守的な解析を⾏う上では, 検出アル
ゴリズムを複合することの重要性が⽰唆されており, 本検討では ROR とΩ shrinkage 
measure modelを使⽤した 50).  

上記の結果より, AOX阻害薬が AZAによる副作⽤頻度を増加させる可能性が⽰され
た. 副作⽤データベースは臨床研究と⽐較し観測できる事例報告数が多く, またさまざ
まな薬剤について後⽅視的に検討可能である. しかしながら, そのデータの特徴や煩雑
性から limitation も多い. FAERSおよび JADERには副作⽤が発現していない報告が存在
しないので, オッズ⽐⾃体を算出することは不可能であり, 副作⽤発現リスクについて
は⾔及できない. また被疑薬と併⽤薬は報告者の判断で区別して集約されており, 薬剤
の⽤法⽤量や服⽤期間についても報告者に委ねられるため, 患者背景が⽋落している
報告も多い. 加えて最も重要な点として, 本検討では AZAあるいは AOX阻害薬剤単剤
の ROR と⽐較して, 併⽤により ROR が上昇した場合にシグナル陽性と判断している
が, そもそも clozapine 等はそれ⾃体が⾎液障害や肝障害のリスクとなることが知られ
ているため, ⼀概に相加効果あるいは相乗効果を判断することは難しいことが挙げら
れる. 今後, より正確な AOXを介した薬物間相互作⽤の解明に向け, in vitro および in 
vivo, また臨床研究により知⾒を深める必要がある.  
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1.5 ⼩括 

 
臨床⾎中濃度において AOXを阻害すると推定される薬剤の併⽤により, AZA 誘発副
作⽤の報告数が増加することが⽰された. これまでに AZA と AOX 阻害薬剤間の関連
に着⽬した報告は皆無であり, AOX を介した薬物間相互作⽤についてリアルワールド
データを⽤いて評価した初めての研究である. 本調査結果を踏まえ, AZA 治療における
この相互作⽤の影響を明らかにするためにも, より詳細なメカニズムの検証が必要で
ある. 
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第 2 章 6-MP 代謝における各種 AOX 阻害薬剤による薬物動態変動 

 

2.1 緒⾔ 

 
6-MP は 1940–50 年代に⽩⾎病治療薬として George Herbert Hitchings, Gertrude Belle 

Elion 教授らにより発⾒, 開発された医薬品であり, その後 1960 年代に 6-MP のプロド
ラッグである AZAが開発された. AZAは glutathione S-transferaseにより, あるいは⾮酵
素的に速やかに 6-MP に変化することから, 薬理活性および副作⽤発現に関連する薬物
動態は AZAと 6-MPで同等と考えられる. AZAによる⽤量⾮依存的な副作⽤として, 悪
⼼, 嘔吐などの消化器障害や膵炎が知られており, また膵炎については, HLA class IIに
おけるアレル (rs2647087) が AZA 誘発性膵炎の発症リスクと関連することも報告され
ている 51). これらの有害事象は AZA のイミダゾール由来のアレルギー反応であり, 本
法では保険適応外ではあるが 6-MP に変更することで治療継続可能となる場合が多い. 
⼀⽅, 第 1 章で着⽬した⾎液障害や AZA 代謝物増加に伴う肝障害は⽤量依存的な副作
⽤であり, これら有害事象にはチオプリン製剤の薬物動態が深く関連している. 6-MPが
開発され半世紀以上経つが, その代謝経路の複雑さから未だ全貌は解明されていない. 
前述の通り, 近年になって NUDT15とチオプリン製剤による脱⽑, ⾻髄抑制の関連が発
⾒されたが, NUDT15 遺伝⼦多型を有していない患者でも⾻髄抑制を呈する例も多く, 
またこの遺伝⼦多型のみでは肝障害等の副作⽤を予測できないことから, その他の代
謝酵素を含めた網羅的な薬物動態機構の解明が必要である.  

6-MP の不活性代謝物 6-TUA への変換には, 主に腸管, 肝臓に発現する XO が関連し
ており, XO阻害薬の allopurinolは, ⼤幅にチオプリン製剤のバイオアベイラビリティを
上昇させ, 6-MP の薬理活性および⾻髄抑制などの副作⽤発現を増加させることが知ら
れている. また同様の理由により, XO阻害剤である febuxostatおよび topiroxostatは, チ
オプリン製剤と併⽤禁忌とされている. Hall, Krenitsky らは, ウサギ肝臓より得られた
AOXが6-MPを基質として認識することを発⾒し, その後にRashidiらは guinea pig liver 
cytosolを⽤いた検討により, AOXの阻害剤であるmenadioneおよび chlorpromazineが 6-
MPの酸化を阻害することを報告している 52, 53). 6-MPは 6-TXを経て 6-TUA へと代謝さ
れており, guinea pigの肝臓中では後者の 6-TX から 6-TUA への酸化に AOXが関連する
と推測されている. Guinea pigでは前者の 6-MP から 6-TX への反応を担う XOによる酸
化反応が律速であったことから, 本経路における AOX の寄与は⼩さいと考えられてい
た. しかしながら後に Choughuleらにより, HLCでは 6-MP から 6-TX への代謝に AOX
が寄与していることが報告された 15). そこで本章では, 第 1章でも着⽬した実臨床でも
使⽤される各種 AOX阻害薬剤による, 6-MP不活性経路への影響およびそのメカニズム
の解明を⽬的として, in vitroおよび in vivoの検討を⾏った.  



 - 22 - 

2.2 実験⼿法 

 

2.2.1 試薬 

 
XTreme200 pooled human liver cytosol (HLC), pooled Wistar male rat liver cytosol (pooled 

RLC) は Xenotech (Kansas City, MO, USA) から, recombinant XOは Nacalai Tesque (Kyoto, 
Japan) から購⼊した. Amitriptyline, 6-MPは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から, 2-
amino-6-mercaptopurine-13C2, 15N, 6-TXは Toronto Research Chemicals (Toronto, ON, Canada) 
より⼊⼿した. 6-TUAは BIOSYNTH (Compton, UK) から, 6-carboxyfluorescein, clozapine, 
febuxostat, hydralazine, quetiapine, raloxifeneは Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan) か
ら, chlorpromazine, clomipramine は FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, 
Japan) より購⼊した. ラットは株式会社ホクドーより購⼊した Jcl:Wistar 雄性ラットを
⽤いた. その他の試薬は特に断らない限り特級もしくは⽣化学⽤, 分⼦⽣物学⽤のもの
を⽤いた. 
 

2.2.2 HLC における 6-MP 代謝評価 

 
25 mM sodium phosphate bufferにて終濃度 0.5 mg/mLとなるよう調製した HLCを 3分
間プレインキュベーションした後, 6-MPを添加することで酸化反応を評価した. 反応液
中の dimethyl sulfoxide (DMSO) の最終濃度は 0.1% 以下とし, 最終反応液量が 50 µLと
なるよう調製した. ⼀定時間反応後, 内部標準として反応液量と等量の 200 ng/mL 2-
amino-6-mercaptopurine-13C2, 15Nを含む acetonitrileを添加し反応を停⽌させた. 反応液中
の 6-MPの濃度は, 50–400 µM, 反応時間は 5–90 min として検討を⾏った. また, 各種阻
害剤添加時の反応条件は, 6-MP の濃度を 100 µM, 反応時間を 15 minとした. Febuxostat
ならびに各種AOX阻害剤は 1 nM–100 µMにて阻害効果を検討した後, febuxostatとAOX
阻害薬剤併⽤時には各種阻害剤を 5 µM (raloxifene のみ 100 nM) となるよう添加した. 
反応終了後のサンプルは, 遠⼼分離した後 (16,000 g, 15 min, 4°C), 上清 10 µLを UPLC-
MS/MSに注⼊し, 6-TXの⽣成量を定量した. 

6-TX の定量には Waters ACQUITY UPLC H-Class System および Xevo TQ-S mass 
spectrometer (Waters Corporation, Milford, MA, USA) を⽤いた. 注⼊されたサンプルの分
離にはWaters ACQUITY UPLC BEH C18 column (1.7 mm, 2.1 × 100 mm) を使⽤し, カラ
ム温度を 40°C, 流速を 0.4 mL/minとした. 移動相には 0.3% formic acid, 0.02 M ammonium 
acetate in water (mobile phase A) および acetonitrile (mobile phase B) を使⽤し, 次のグラ
ジエント条件で送液した: 90% A for 0.1 min, 90–10% A from 0.1 to 1.0 min, and 10%–90% A 
from 1.0 to 1.5 min, 90% A until 2 min. 液体クロマトグラフィーより分離された化合物は
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ESI negative	modeにてイオン化した後 Xevo TQ-S mass spectrometerにて検出した. 質
量電荷⽐ならびに declustering potential (DP), collision energy (CE) は以下の通りである: 
m/z: 167.23 >133.00 for 6-TX (DP: 44, CE: 16); 169.27 > 135.05 for 2-Amino-6-mercaptopurine-
13C2, 15N (DP: 46, CE: 14). 
 

2.2.3 recombinant XO における 6-MP 代謝評価 
 

25 mM sodium phosphate buffer を⽤いて終濃度 0.015 unit/mL となるよう調製した
recombinant XO に 6-MP を添加することで酸化反応を評価した. 反応液中の DMSO の
最終濃度は 0.1% 以下とし, 最終反応液量が 100 µLとなるよう調製した. 反応液中の 6-
MPの濃度は, 1–100 µM, 反応時間は 10–60 min として検討を⾏った. また, 各種阻害剤
添加時の反応条件は, 6-MP の濃度を 5 µM, 反応時間を 30 minとして, febuxostatならび
に各種 AOX阻害薬剤は 1 nM–100 µMとなるよう添加した. ⼀定時間インキュベートし
た後, 10 % HCl を 10 µL 添加することで反応を停⽌させた. 反応終了後のサンプルは, 
遠⼼分離した後 (16,000 g, 15 min, 4°C), 上清 30 µLを測定に⽤いた. 6-TUAの定量には
Waters ACQUITY UPLC H-Class Systemを⽤いた. 注⼊されたサンプルの分離にはWaters 
ACQUITY UPLC BEH C18 column (1.7 mm, 2.1 × 50 mm) を使⽤し, カラム温度を 30°C, 
流速を 0.6 mL/minとした. 移動相として 20 mM potassium phosphate 溶液を⽤いてアイ
ソクラティック溶出を⾏った. 照射波⻑を 342 nmとした際に, 6-MP (retention time: 1.2 
min), 6-TUA (0.6 min), 6-TX (1.6 min) にピークが得られることを確認した. 
 

2.2.4 ラットにおける 6-MP ⾎中動態評価 
 
購⼊した Jcl:Wistar 雄性ラットは湿度 50 ± 10% 内, 12 時間ごとの明暗環境において, 
⾃由摂⾷, ⾃由摂⽔条件下で飼育し, 7週齢の時点で実験に⽤いた. ラットはセボフルラ
ンで維持⿇酔を⾏い, 27G針を⽤いて hydralazine 10 mg/kgを⼤腿静脈に投与しすぐに⽌
⾎した. 続いて 25G針を⽤いて 6-MP 20 mg/kgを腹腔内に投与した. 6-MP投与後, 15 min, 
30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 180 min, 240 min, 360 min の時点で, 25G針を⽤いて頸静
脈より⾎液を 300 µL採取した. 採取した⾎液は直ちにヘパリンナトリウム (4 Unit) と
混合し, 1,200 g, 20 min, 4°Cで遠⼼分離し, 得られた上清を⾎漿サンプルとして⽤いた. 
なおサンプルは測定まで-30°C で保管した. ⾎中 6-MP の測定条件として, ⾎漿を
acetonitrileおよび trifluoroacetic acidで除蛋⽩質後, dithiothreitolを添加し加熱処理を⾏っ
た, 処理後のサンプルを遠⼼分離し, その上清中の 6-MP 濃度をUPLC-MS/MSにて測定
した. 使⽤カラムおよび送液条件は 2.2.2と同様であり, ESI positive modeでイオン化を
⾏った. また 6-MPの質量電荷⽐は 153.05>119.08, DP/34, CE/20で定量を⾏った.  



 - 24 - 

2.2.5 Rat liver cytosol (RLC) における 6-MP 代謝評価 

 
Xenotech 社より購⼊した pooled RLC およびホクドーより購⼊した 7 週齢 Jcl:Wistar 
ラットより採取, 抽出した RLC (extracted RLC) を使⽤し検討を⾏った. ラット肝臓は, 
⾨脈より PBS (137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) を還流, 
脱⾎した後に, 組織の⼀部を 50 mM Tris HCl, 150 mM KCl, 2 mM EDTA (pH7.4) 緩衝液
に懸濁させ, ホモジナイザーおよび超⾳波で剪断した. 得られた肝臓組織懸濁液を
9,000 g, 20 min, 4°C の条件下で遠⼼分離した後, 得られた上清をさらに 105,000 g, 60 min, 
4°C の条件で超遠⼼分離することで得られたサイトゾル画分を使⽤した. 
 

2.2.6 Organic anion transporter (OAT) を介した 6-CF 輸送実験 

 
Human OAT1, 3 安定発現 HEK293 細胞を⽤い, 培養は⾮働化した fetal bovine serum 

(FBS) を 10% 添加した DMEM high glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 中で, 
37°C, 5% CO2で⾏った. 継代は PBS で 2 回洗浄後, trypsin 溶液 (0.25% trypsin, 0.02% 
EDTA, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) で細胞を剥離し
⾏った. 

Human OAT1 および human OAT3 安定発現 HEK293 細胞を, コラーゲン処理した 24 
well プレートに 2×105 cells/well の濃度で播種し, その 2 ⽇後に取り込み実験を⾏った. 
基質として 6-carboxyfluorescein (6-CF; 0.5 µM) , 阻害剤として 6-MP (10 nM–100 µM) あ
るいは hydralazine (10 nM–100 µM) を添加した緩衝液を含んだ Hanks' balanced salt 
solution buffer (HBSS) を 500 μL添加し, ⼀定時間 3 min取り込ませた. なお各化合物は
DMSOで溶解し, DMSOの終濃度が 0.1 % 以下になるように調製した. その後氷冷した
HBSS buffer 1,000 μLにより 2回洗浄し, 底⾯の細胞を 0.5 N NaOH 溶液 500 µLで回収
した. 細胞懸濁液は 1,100 gで 1 min遠⼼分離し, 上清 100 µLを 96⽳ブラックプレート
に移し, 蛍光強度を測定した（励起波⻑/蛍光波⻑: 490/520 nm）. タンパク定量は BSA 
(bovine serum albumin) を標準タンパクとして BCATM protein assay kit (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) を⽤いて⾏った. 
 

2.2.7 数値解析 

 
速度論解析には SigmaPlot 14.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA) を⽤いた. 統計解析
は unpaired Student’s t testによる 2群間の⽐較における有意差の検定を⾏った. いずれの
場合も p < 0.05 を統計学的に有意であると判定した.  
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2.3 結果 

 

2.3.1 各種 AOX 阻害薬剤の HLC における 6-MP 代謝阻害効果 

 
 HLC中において, 6-TXは 90 min まで直線的に⽣成されることが確認された (Fig. 7). 
また基質である 6-MP 濃度に⽐例して, 6TX の⽣成速度が増加することが明らかとなっ
た. 6-TXはサイトゾル中でさらに 6-TUA へと変換されるが, Choughuleらは HLCを⽤い
た 6-MPの酸化反応実験において, 6-TXの反応液中の濃度が定常状態程度に達した時点
から, 急激に 6-TUAが⽣成されており, ここで反応開始後 15 min までは 6-TUAがほと
んど検出されないことを報告している 15). これは 6-MP が XO あるいは AOX の基質ポ
ケットに結合し酸化反応を受け 6-TXに変換された後, そのまま 6-TUAに代謝されるの
ではなく, ⼀度結合部位から離れ, 別の酸化を受ける部位が再度 XO の結合ポケットに
⼊り込む必要があることを⽰唆している. 本検討では反応時間を 15 min とし, 6-MP か
ら 6-TXの酸化反応における, AOXおよび XOの寄与を評価した. 各種 AOX阻害薬剤は
その濃度依存的に 6-TXの産⽣を阻害した (Fig. 8). 次に febuxostatと各種 AOX阻害剤
を同時に添加した際に, 6-TX の産⽣が強く阻害された (Fig. 9). その阻害効果は, 各
AOX阻害薬剤単剤の 6-TX ⽣成阻害効果と相関した. 
 
 

 
 

Figure 7 Enzyme kinetic assay for the oxidation of 6-MP to 6-TX. Metabolism of 100 µM 6-MP 
was measured for 5–90 min at pH 7.4 using HLC. The velocity of 6-TX production was evaluated 
under several 6-MP concentration conditions with a reaction time of 15 min. Data represent the 
means plus or minus s.e.m. of three independent experiments. 
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Figure 8 Effects of febuxostat and AOX inhibitors on the oxidation of 6-MP to 6-TX. Inhibitor 
concentrations were set at 1 nM–100 µM; metabolism of 100 µM 6-MP was measured using HLC 
at pH 7.4 for 15 min. Data represent the mean plus or minus s.e.m. of three independent 
experiments. 
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Figure 9 Inhibitory effects of AOX inhibitors in combination with febuxostat. Inhibitor 
concentrations were set at 5 µM except for raloxifene (100 nM); metabolism of 100 µM 6-MP 
was measured using HLC at pH 7.4 for 15 min. Data represent the mean plus or minus s.e.m. of 
three independent experiments. 
 
 

2.3.2 各種 AOX 阻害薬剤の recombinant XO における 6-MP 代謝阻害効果 

 
 AOX 阻害薬剤の XO への阻害効果を評価するため, recombinant XO を使⽤し, 6-MP
から 6-TUA への代謝系を⽤いた. 6-TUA 産⽣量は 40 min まで直線的に増加し, 基質濃
度依存的に増加した (Fig. 10). また 6-MP 20 µMの時点で反応速度が最⼤となることを
確認した. Febuxostatは 0.01 µMで完全に 6-MP代謝を阻害し, raloxifeneは⾼濃度で XO
を阻害した (Fig. 11). しかしながら, その他の AOX阻害薬剤は XOによる 6-TUAの⽣
成量に変化を与えなかったことから, 各化合物は AOX を選択的に阻害することが明ら
かとなった.  

Figure 10 Enzyme kinetic assay for the oxidation of 6-MP to 6-TUA by recombinant XO. 
Metabolism of 5 µM 6-MP was measured for 10–60 min. The velocity of 6-TUA production was 
evaluated under several 6-MP concentration conditions (1–100 µM) with a reaction time of 20 
min. Data represent the means plus or minus s.e.m. of three independent experiments.  
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Figure 11 Effects of febuxostat and AOX inhibitors on the oxidation of 6-MP to 6-TUA by 
recombinant XO. Inhibitor concentrations were set at 1 nM-100 µM; metabolism of 5 µM 6-MP 
was measured at pH 7.4 for 30 min. Data represent the mean plus or minus s.e.m. of three 
independent experiments.  
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2.3.3 Hydralazine 投与に伴うラット⾎中 6-MP 動態の変化 

 
2.3.1‒2.3.2の結果を踏まえ, AOX選択的に強⼒な阻害効果を有する hydralazineに着⽬
し, ラット⾎中 6-MP動態に及ぼす影響を評価した. 6-MPおよび hydralazineの投与量は, 
既報およびヒトにおける体重あたりの投与量を基に算出したヒト等価⽤量を参考に設
定した 54–57). その結果, hydralazine 併⽤に伴う6-MPの⾎中濃度の増加が確認された (Fig. 
12). この相互作⽤の詳細を評価するために, 薬物動態評価で使⽤した Jcl:wistar 雄性ラ
ットより得られた extracted RLCならびに, Xenotech社の pooled RLCを使⽤し 6-MP代
謝検討を実施した (Fig. 13). Extracted RLCについてはAOXの典型基質であるphthalazine
および阻害剤の raloxifene を⽤いて AOX の酸化活性を確認している (Fig. 13A). また
pooled RLCを 6-MPと混合した際, 反応開始後 5 min 以内に 6-TXは定常濃度に達し, 6-
TUA は時間に⽐例して増加することが明らかとなった (Fig. 13B). そこで各 RLC に対
し, febuxostatおよび hydralazineを単独あるいは併⽤したところ, febuxostatにより 6-TX
の⽣成は阻害される⼀⽅で, hydralazineによる阻害効果は認められなかった (Figs. 13C, 
D). この結果より, in vivoにおける 6-MP, hydralazine間相互作⽤は AOXとは異なる薬物
動態的因⼦が原因であることが⽰唆された. 

 

 
Figure 12 6-MP concentration in rat plasma when combined with hydralazine. 6-MP was 
administered intraperitoneally and hydralazine was administered intravenously. Blood samples 
were drawn between 15 min and 6 hr after administration. *p < 0.05 compared with 6-MP; 
unpaired Student’s t test. Data represent the mean plus or minus s.d. of three experiments.  
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6-MP およびその代謝物は主に尿中に排泄されることから, この相互作⽤の要因の⼀
つとして, 腎排泄に寄与するトランスポーターの寄与が想定される. そこで 6-MP の輸
送に関する報告が存在する輸送体の内, 近位細尿管に発現する OATs に着⽬し検討を⾏
った 58). 初めに human OAT1 (SLC22A6) および human OAT3 (SLC22A8) を安定的に発
現する HEK293細胞において, 各 OATの蛍光基質である 6-CFの細胞内取り込み検討を
実施した. なお, 各 human OAT1/3 安定発現細胞は, それぞれ mockと⽐較して, 6-CF取
り込みにより蛍光が 2 倍, 10 倍程度増加することを確認している (data not shown).  6-
CF輸送活性に対する hydralazineおよび 6-MPの阻害効果を調査した結果, hydralazineは
⾼濃度条件で 6-CF輸送を阻害し, また 6-MPは 10 µM 以上でわずかに human OAT1を
介した 6-CF輸送を阻害した (Fig. 14). ⼀⽅で, 6-MP は human OAT3 への阻害効果を⽰
さなかった.  
 
 

 

 
Figure 13 AOX and XO activity of RLC. (A) Phthalazine oxidation by AOX using extracted RLC. 
Cytosol were used at concentration of 0.1 mg/mL and incubated for 10 min with or without 1 µM 
raloxifene. (B) 6-MP metabolism to 6-TX and 6-TUA in the pooled RLC at each reaction time. 
Inhibitory effect of febuxostat and hydralazine on 6-TX production using (C) extracted RLC and 
(D) pooled RLC. Metabolism of 50 µM 6-MP was measured at pH 7.4 for 3 min. Data represent 
the mean plus or minus s.e.m. of three independent experiments.  
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Figure 14 Inhibition of (A) hydralazine and (B) 6-MP for 6-CF uptake rate mediated by human 
OAT1/3. Cells were incubated with 0.5 µM 6-CF at 37°C for 3 min. Data were calculated by 
subtracting the uptake rate in mock cells, and represent the mean plus or minus s.e.m. of three 
independent experiments.  
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2.4 考察 

 
本章では前章で調査した AZAによる有害事象における AOXの関連を評価するため, 
肝由来画分, 動物モデルによる 6-MP動態に関して検討を⾏った. 6-MPを基質とした際
の 6-TX 代謝は, 時間および濃度に相関して⽐例的に増加することが確認されたことか
ら, Choughuleらの報告 15) と同様の反応条件において AOX阻害薬剤の影響を評価した. 
その結果, 全てのAOX阻害薬剤において, 阻害剤濃度依存的な 6-TXの減少が認められ
た. AOX への阻害強度および阻害様式は, 対象とした基質化合物によって異なることが
知られている 59). 本検討における 6-MP酸化に対する阻害強度は, 既報の phthalazine代
謝に対する阻害効果と相関する結果となった 41). また各 AOX阻害薬の⾼濃度条件での
6-TX ⽣成速度は, 阻害剤⾮添加時の 30–40%であることから, 今回の反応条件における
AOXの寄与率は, 6-TX ⽣成経路の 6–7割程度であると推定された (Fig. 8). XO阻害薬
剤として⽤いた febuxostatは, 濃度依存的に 10–30%の阻害効果を⽰しており, febuxostat
と raloxifeneあるいは hydralazineの併⽤により 6-TXの産⽣が完全に阻害されたことか
らも, 6-TX への変換におけるAOXの寄与の⼤きさが⽰唆された. また raloxifeneを除い
たその他の AOX 阻害薬剤は XO の機能を阻害しなかったことから, AOX による 6-MP
代謝の寄与を選択的に評価出来ているものと考えられる (Fig. 11).  

Clozapineを除いて, その他の AOX阻害薬剤は 5–10 µM 程度で AOXによる 6-MP代
謝を⼤幅に阻害した (Fig. 8). 第 1章 1.2.2, Table 1 に記載した通り, 各薬剤の最⾼⾎中
濃度は 0.1–0.5 µM 程度である. ⼀⽅で, セロクエル® のインタビューフォーム中におい
て, ラットに [14C] quetiapine 25 mg/kg 投与後の最⾼組織内放射能濃度を⽰した時点で
は, ⾎漿中放射能濃度の約 20 倍⾼い放射活性が肝臓にて検出されている 60). またコン
トミン® のインタビューフォームには, イヌに 20 mg/kgの chlorpromazine投与した際に, 
肝臓では⾎漿中の約 14.6 倍の濃度で検出されることが記載されている . また
chlorpromazine は体内に⻑時間残留し, 投与中⽌ 3 ヶ⽉後にも代謝物が排泄される 61). 
以上のことから, 肝細胞中には⾎漿中より⾼濃度あるいは⻑期に薬剤が存在し, 薬物間
相互作⽤の要因となっている可能性が⾼いことが推察される. 
チオプリン製剤の添付⽂書上には, XO 阻害薬剤である febuxostat や topiroxostat, 

allopurinolは併⽤禁忌あるいは併⽤注意と明記されている. 本検討の結果を踏まえると, 
6-MP 動態には XO より AOX の寄与が⼤きいと考察されるが, AOX 阻害薬剤併⽤に伴
うチオプリン誘発性有害事象の増加に関する臨床的な報告がないことから, in vitroの検
討と実際のヒト肝臓内における代謝反応には差異がある可能性が考えられる.  

XO には同⼀の遺伝⼦産物でありながら形質の異なる xanthine dehydrogenase (XDH) 
が存在する. XDH中の Cys535と Cys992間のジスルフィド結合により, 可逆的に XO へ
と遷移することが知られている. XDHは NAD+を補酵素とするのに対し, XOでは NAD+

結合ポケットが消失する代わりに, 疎⽔性の⾼い溶媒ゲートを形成することで分⼦状
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酸素を電⼦受容体として利⽤する 62). このシステイン残基は AOXでは保存されていな
いことから, この形質変換は XOおよび XDH 特異的な性質であることが知られている. 
本実験条件では NAD+等の補酵素を添加していないため, 6-MPの代謝における XDHの
寄与は考慮されていない. XDH は上記の遷移の他に, プロテアーゼにより不可逆的に
XO に変換されることも知られており, ラット肝臓酵素の精製中に⽣じるリソソームの
破壊によっても XO 型に遷移する 63). 今回使⽤している HLC中では, XO 型分率が⾼い
状態であることを仮定して検討を⾏ったが, 実際のヒト肝臓中では XDH が共に 6-MP
代謝に寄与している可能性がある. また乳汁中では基本的に XO 型で存在することから, 
今回のウシ乳汁より精製された recombinant XO を⽤いた検討においても, XDH に対す
る各種 AOX阻害薬剤の影響は評価出来ていないことを留意する必要がある 64). 
 また既報では, HLC 中の 6-MP から 6-TX への代謝において, 基質濃度に依存して反
応速度は⼆相性を⽰していることからも, 基質に対して親和性の異なる 2種類の酵素が
機能していることが⽰唆されている (Vmax1: 0.08 nmol/min/mg, Km1: 88.2 µM; Vmax2: 0.2 
nmol/min/mg, Km2: 500 µM)15). さらに, 同報告にて精製ヒト AOXによる 6-MP代謝にお
ける Kmが上記の Km2と近似していることが⽰されている. したがって AOXは XOと⽐
較して, 6-MP 酸化反応において低親和性かつ⾼反応速度的な性質を有すると推察され
る. 本章における実験条件では, 産⽣される 6-TX を UPLC-MS/MS にて定量しており, 
その定量下限を考慮して, 基質である 6-MP 濃度を 100 µMと設定している. 過去に 100 
mg 35S-AZA 服⽤ 2 時間後に最⼤⾎漿中濃度 7.2–13.2 µM 程度（最⼤放射活性 2 µg/mL）
となることが報告されている 65). 6-MP の組織移⾏に関する知⾒はなく肝臓中における
濃度は不明であるが, 6-MPの投与量に応じて XOと AOXの寄与率が異なると考えられ
る. したがって, 今回の反応条件では, 臨床治療濃度における⽣体内での 6-MP 代謝と
⽐較して, AOXの寄与の⾼いモデルである可能性がある. 
チオプリン製剤による治療中において, 免疫抑制効果が不⼗分かつ投与量増加に伴
い肝障害が現れる場合に, allopurinol を併⽤する場合がある 49). また XO は医薬品以外
にも, ⾷餌由来のフェノール酸やポリフェノール類によって阻害されることが知られ
ている 66–68). 上記のような化合物が共存する XOの機能抑制下では, AOXが代償的に 6-
MP 代謝を担っている可能性が考えられる. 加えて, ⼈種毎に差はあるが, 肝組織にお
けるキサンチン代謝検討およびカフェインを⽤いた代謝産物量より, XO 活性が低下し
ていると推定される患者が 1–3割程度存在することが報告されている 69, 70). さらに, い
くつかの SNPs は XO の活性低下の要因となっており, ⼀部の SNPs においては先天性
XO ⽋損症であるキサンチン尿症との関連を⽰唆する報告も存在する 71). XO 機能が抑
制あるいは低下している患者において, AOX阻害薬剤併⽤による 6-MP⾎中動態および
副作⽤発現への影響は不明である. したがって, ヒト肝臓組織内での AOX 機能を評価
するためにも, 患者背景を限定したさらなる研究が必要である. 
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 本章では, ラットモデルによる 6-MP⾎中動態における AOX機能の解明を試みたが, 
HLC と RLC における 6-MP 代謝の挙動が異なることから, ヒト体内における 6-MP 代
謝プロファイルを再現できないことが⽰された (Fig. 13). AOX には AOX1–4 の 4 種類
のアイソフォームが存在しており, ヒトでは AOX1 以外のアイソザイムは pseudogene 
(AOX2, AOX3) あるいはコードする遺伝⼦配列は存在していない  (AOX4). ⼀⽅で 
mouseや ratは 4種全ての AOXが存在し, 肝臓では主に Aox1, Aox3が機能している 72). 
human AOX1 と最も類似性の⾼いアイソフォームは , それぞれ rat Aox1 (identity: 
83.12%), mouse Aox1 (identity: 83.10%) であるが, mouse では肝臓中の Aox3 (identity: 
62.36%) の存在量が多いことが⽰唆されている. 加えて, Basit らは定量的プロテオミク
ス解析により, human と⽐較して rat, mouseにおける Aox1タンパク質量が僅少である
ことを明らかにしており, AOX発現量の種差を⽰唆している 73). また, 動物種毎の肝サ
イトゾル画分における AOX 基質薬 favipiravir の代謝活性は cynomolgus >> human > 
mouse > rat の順であり, 同じく AOX の基質薬剤である BIBX1382 の酸化反応速度は 
cynomolgus ≈ minipig > human > guinea pig >> rabbit ≈ mouseであることが知られている 11, 

74). したがって, 霊⻑類と⽐較して齧⻭類では AOX の寄与が低く⾒積もられる可能性
がある. 以上より, AOX 活性の種差は, アイソフォームや発現量, 基質結合ポケットを
含めた⽴体構造の違いに起因していると推察される. また 6-MP の他にも, metabotropic 
glutamate receptor 5 受容体拮抗薬として開発された VU0409106 ならびに auglurant 
(VU0424238) は, AOXと XO双⽅より酸化を受けることが知られている 75, 76). Auglurant
の構造中の含窒素複素環は , 6-MP と同様に M1 (6-oxopyrimidine) を経て M2 (2,6-
dioxopyrimidine) へと⼆段階で酸化される. このM1 からM2の代謝において, 齧⻭類で
は Xoが, guinea pigおよび rhesusや cynomolgusでは Aoxが機能しており, ヒトではそ
もそも代謝活性が低く M2が検出されない. この結果からも, AOXと XOの活性や寄与
率は動物種によって⼤きく異なることが確認できる.  

Itoh らは, 基質として RS-8359 を⽤いた際の AOX 活性において, ラットの系統間に
も差違があることを報告している (Jcl:Wistar >> Slc:SD > Crl:SD > Slc:Wistar) 77). 加えて, 
Tayama らは, allopurinol ⾃体が XO と AOX によって oxypurinol へと代謝されることに
着⽬し, Slc:SD および Crl:SD における allopurinol 動態を評価している 78). その結果, 
febuxostat を併⽤下では , AOX ⾼活性の Jcl:SD 群において , Crl:SD 群より⾼い
oxypurinol/allopurinol ⽐を⽰している. これは XO を完全に阻害することで, allopurinol
の責任代謝酵素が AOX のみになったために⽣じた差違であると考えられる. 既報に基
づくと, 今回使⽤した Jcl:Wistar種は⽐較的AOX活性が⾼く 77), また本検討においても, 
RLC中の AOXが phthalazineの酸化に寄与していることを確認している. 以上より, 代
謝経路に AOX 以外の薬剤が関連する化合物に関しては, AOX活性の⾼い系統のラット
であっても, ヒトの体内動態を再現することは困難であると考えられる. ⼀⽅, Takaoka
らは cDNA-uPA/SCID mice に脾臓経由でヒト肝細胞を移植したヒト肝臓モデルマウス 
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(PXB mice) を使⽤して, AOX 基質化合物である O6-Benzylguanineと hydralazineの相互
作⽤が起き得ることを明らかにしている 79). また Ueharaらは, NOG-TKm30 mice から作
製されたヒト肝臓モデルマウスで BIBX1382 動態を評価している 74). したがって, 実験動
物の肝臓の⼀部をヒト由来に置換したキメラマウスは, AOX 基質薬物の⾎中動態を予測す
る上で重要な実験モデルとなる可能性がある. 

本検討において, hydralazine 併⽤によりラット⾎中 6-MP 濃度の増加が認められた⼀
⽅で, ラット肝臓および RLCでは, 6-MP代謝にAOXが寄与していないことが明らかと
なった (Figs. 12, 13). Hydralazineは XO代謝阻害効果を⽰さないことから, この⾎中プ
ロファイルの変化は, 6-MP 酸化経路以外の代謝酵素あるいは輸送担体を介した相互作
⽤が原因と考えられる. Organic anion transporter 3 (OAT3) は腎近位尿細管および⾎液脳
関⾨に発現し, 薬物の排泄に寄与する SLC トランスポーターの⼀種である. Kobayashi
らは, mouse Oat3発現 Xenopus laevis oocytesを使⽤し, [14C] 6-MP が mouse Oat3に輸送
されることを報告しており (Km: 4.01 ± 0.7 μM), また allopurinolが mouse Oat3を介した
6-MP 輸送を阻害することを明らかにしている 58). そこでヒト腎臓に発現する OAT1 お
よび OAT3 について, 6-MP と hydralazine 間相互作⽤の可能性を検討した. その結果, 
hydralazineは⾼濃度の場合のみ human OAT1/3 基質である 6-CF輸送を阻害した⼀⽅で, 
6-MPは 6-CF輸送をほとんど阻害しなかった (Fig. 14). El-Sheikhらは humanOAT1/3の
基質薬剤として [3H]-MTX を使⽤した際にも, 10 µM 6-MP は阻害効果を⽰さないこと
を報告しており 80), この知⾒は本検討の結果と⼀致すると考えられる. したがって, 直
接的に 6-MPと hydralazineが OATに対し競合していないと推察される. 
その他にも, 6-MP の副作⽤や⾎中動態との関連が⽰唆されるトランスポーターとし

て multidrug resistance-associated protein 4 (MRP4), organic anion transporting polypeptide1B1 
(OATP1B1) が知られている. これまでに, MRP4-KO マウスにおける 6-MP の動態変化
や 81), 遺伝⼦多型 (rs3765534) と 6-MP治療効果の関連が報告されている 82).これらの機
序として, 主に⾎球細胞膜上に発現するMRP4が 6-MPの⾎液毒性の減弱に寄与してい
ると考察されている. しかしながら, MRP4 は肝⾎管側膜や腎刷⼦縁膜など広範囲に存
在していることから, 本検討における 6-MP ⾎中濃度推移の変化にも関連している可能
性がある. また基質化合物の肝細胞への取り込みを担う OATP1B1 に関して, rs4149056
や, それに連鎖する rs11045879等の遺伝⼦多型と, チオプリン製剤の治療効果低下との
関連性を⽰唆する報告も存在する 83). 現状, 6-MPの蓄積や排泄において, 上記のトラン
スポーターの直接的な機能を評価した知⾒は限られている. また本検討では, 腸管から
の吸収過程における, 6-MP および hydralazine 間相互作⽤の可能性を排除するため, 腹
腔あるいは静脈内より薬剤を投与している. しかしながらチオプリン製剤は基本的に
経⼝投与であり, 本検討では初回通過効果における相互作⽤を評価出来ていない. 6-MP
の体内動態および相互作⽤を解明するためにも, 各々の発現系や阻害剤を使⽤した, よ
り詳細な検討が必要である.   
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また, 6-MP は⽣体内で速やかに 6-TUA へと代謝され, そのほとんどが尿中に排泄さ
れる. 加えて, 6-TUA 濃度の増加に伴い, 6-MPの酸化が抑制されることが知られている. 
したがって, 6-TUA の排泄遷延が, 間接的に 6-MP の⾎中濃度増加に起因している可能
性について考慮する必要がある. 

 
 

2.5 ⼩括 

 
各種 AOX阻害薬剤によって, 6-MP から 6-TX への代謝が阻害されることを確認した. 

また, その阻害効果は febuxostat 共存下でも得られたことから, 各種 AOX 阻害薬剤は
XOではなく AOX選択的な 6-MP 代謝の阻害によるものであることが明らかとなった.
しかしながら, ラットとヒトの種差により, in vivo における⽣体内での相互作⽤は困難
であった. 実臨床における AOX の重要性を評価する上でも, ヒトを対象とした臨床研
究が重要である. しかしながら, 代謝経路に AOX 以外の代謝酵素が関わる場合, 各代
謝酵素の遺伝⼦多型による活性の低下や, 阻害薬剤の併⽤条件を考慮した上で, AOX機
能を評価する必要があると考えられる.  
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第 3 章 SNPs による AOX1 活性の差異ならびにその機序の解明 

 

3.1 緒⾔ 

 
 ヒト肝臓サンプルには AOX1 発現量と酵素活性に⼤きな個体間差が観察される. 
Amano らは, 28 ⼈のドナーより提供された肝より抽出した HLC を⽤いた検討により, 
dantrolene 還元活性は 37 倍, phthalazine酸化活性は 61 倍の差異があることを明らかにし
ている 16). またこれらの活性は, western blotting (WB) により評価された AOX1 タンパ
ク質発現量と相関しているが, ⼀部のドナーでは発現量に対して⾼活性あるいは低活
性を⽰している. したがって, AOXのタンパク質構造や複合体形成の差違が, AOX 酵素
活性における個体間差に関連することが⽰唆される. 
遺伝⼦多型は代謝活性と薬物動態の個⼈差を⽣み出す要因の⼀つであり, いくつか
の SNPs が AOX 活性に影響を与えることが報告されている. AOX1 遺伝⼦のコーディ
ング領域における遺伝⼦変異である N1135S (rs55754655; c.3404A>G) と H1297R 
(rs3731722; c.3890A>G) は, minor allele frequency (MAF) が⽐較的⾼い nsSNPsであり, 臨
床研究でも治療効果や動態との関連性が⽰唆されている. Carroll らは, rs3731722 が⾼尿
酸⾎症治療における allopurinol の投与量 (300 mg/day) と相関することを報告している 26). 
また前述した通り, rs55754655 は⾚⾎球中 6-TGN 濃度および TPMT 活性に依存せずに
AZAの治療抵抗性と関連することや, AZA服⽤量の増量と関連する 39, 40). ⼀⽅で, AOX
基質薬剤である XK469のクリアランスと rs55754655には相関がないことが報告されて
いる 27). 以上より, AOX1-SNPsの影響は服⽤薬剤や患者背景によって異なっており, ⼀
致した⾒解は得られていない.  

Hartmann らはイタリア⼈集団 180 ⼈の遺伝⼦配列を調査し, AOX1-nsSNPs の頻度な
らびに活性調査を⾏った. その結果, N1135S (MAF/0.029) および H1297R (MAF/0.053) 
は phenanthridine の酸化におけるターンオーバー数 kcatを増加させることが明らかとな
った 84). Hutzler らは, 凍結保存された単⼀ドナーのヒト肝細胞を使⽤することで, O6-
Benzylguanine酸化活性における17 倍の個体間差を検出した 4). 加えて, AOX1のN1135S, 
H1297R 変異を有する肝細胞では, ⾼い触媒活性の傾向を⽰すことが確認された. しか
しながら, これらの研究ではAOX1の活性低下を引き起こす SNPsは⾒つかっておらず, 
また HLC ドナーの⼈種が単⼀であることから, その他のモンゴロイドやネグロイド等
の種々の⼈種背景における AOXの個体間差の要因は未だ不明な点が多い.  

以上の既報を踏まえ, 本章では, 実臨床における AOX1-SNPs の影響の評価, ならび
に, AOX 基質化合物の代謝活性に影響を与える新規 SNPs の同定を⽬的として, 公開ゲ
ノムデータベースを⽤いた AOX1-SNPsの探索, および活性評価を⾏った.  
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3.2 実験材料および⽅法 

 

3.2.1 試薬 

 
Phthalazine は  Sigma-Aldrich Chemical Corp. (St. Louis, MO, USA) から購⼊した . 

Phthalazoneは Tokyo Chemical Industry Corp. (Tokyo, Japan) から購⼊した. Carbamazepine
は FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp. (Osaka, Japan) から購⼊した. その他の試薬は特
に断らない限り特級もしくは⽣化学⽤, 分⼦⽣物学⽤のものを⽤いた. 
 

3.2.2 nsSNP の探索 

 
本研究では, 代謝活性を評価する AOX1 遺伝⼦の nsSNPs を選択する上で, SNPs 情
報を含むゲノムデータベースである 1000 Genomes Project (1KGP) および genome 
aggregation databases (gnomAD) を参照した 85, 86). またその際の基準として, 上記のデー
タベースに集録されている SNPsのうち, 1) コーディング領域に位置する SNPsであり,  
2) いずれかの⼈種集団において MAFが 1% 以上であることを基準とした. 

 

3.2.3 nsSNP の変異有害性の予測 

 
各 SNPsに伴う AOX1機能の変動への影響は, PolyPhen2 87), SIFT4G 88), PROVEAN 89), 

REVEL 90) の 4種のツールを⽤いて予測した. 
 

3.2.4 変異体 AOX1 プラスミドの作製 

 
Wild type (WT) human AOX1の配列は Refseq 内の Accession番号 “NM_001159” を参

照し, Eurofins Genomics (Tokyo, Japan) に合成を委託した. 合成された遺伝⼦は NotIと
XhoIで処理後, pcDNA3.1 (+) vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に組み込み, WT AOX1 
プラスミドベクターを作成した. 次に, この WT AOX1 プラスミドを鋳型とし, 変異導
⼊プライマー  (Table 4) を⽤い , QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA) により各変異体に相当する AOX配列を増幅させた. 
得られたプラスミドを再度 NotI と XhoI サイトで pcDNA3.1 (+) vector に組み込むこと
で各 Mut AOX1プラスミドベクターを作製した. プラスミド中の AOX コーディング領
域はシーケンスプライマーを⽤いてシーケンス解析を⾏い確認した (Fig. 15). 
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Table 4 Primer sequences for mutagenesis. 

 

 
 
 
 

 

 
Figure 15 Electropherograms of the AOX1 SNPs: Q314R, I598N, T755I, A1083G, N1135S, and 
H1297R. The locations of SNPs are highlighted in red color. 
  

rsIDs Protein
Consequence

Transcript
Consequence

Forward CTAGCCCGGGTGAAGGACATTTTGGCTGATG
Reverse CTTCACCCGGGCTAGGCTGAGACCAGC

Forward GAGGCCAACTACTGTGATGACATGCCTCTGG
Reverse ACAGTAGTTGGCCTCCCCCGTGGCATG

Forward ATGGAAATCCAAAGCATGCTTGTCGTTCCCAAGGG
Reverse GCTTTGGATTTCCATATAAAAATGTTCTTGACCTCCCATATG

Forward CCTAATGGAAATATCTCTGGAGGTTCTGTGGTGGC
Reverse GATATTTCCATTAGGGACAGTTTCTGTGCTTGTTCCACG

Forward AGCATTAGCCTTTCAGCTGTTGGATACTTCAGAGG
Reverse GCTGAAAGGCTAATGCTTTCATCAAAAGCAGTCTGTG

Forward GAGAGAGGCCTGCGTGGACCCTTGAC
Reverse GTCAAGGGTCCACGCAGGCCTCTCTC

rs35217482

rs139092129

rs55754655

Sequence (5'-3')

941A>G

1793T>A

2264C>T

rs3731722

3248C>G

3404A>G

3890A>G

Q314R

I598N

T755I

A1083G

N1135S

H1297R

rs58185012

rs143935618

I598N (rs143935618) T755I (rs35217482)

A1083G (rs139092129) N1135S (rs55754655) H1297R (rs3731722)

Q314R (rs58185012)
Forward Forward Forward

Reverse Reverse Reverse

Forward Forward Forward

Reverse Reverse Reverse
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3.2.5 ⼤腸菌の培養とプラスミド抽出 

 
WT および Mut AOX プラスミドの作製に使⽤した⼤腸菌 DH5α 株は, LB 培地を⽤
い 37°C で振盪培養した. また, 選択圧として ampicillinを終濃度 100 μg/mL で使⽤し
た. ⼤腸菌からのプラスミド抽出には FastGene Plasmid Mini Kit (Nippongenetics, Tokyo, 
Japan) を⽤い, 付属のプロトコルにしたがって⾏った. 
 

3.2.6 使⽤細胞および遺伝⼦導⼊ 

 
 各 SNPs による機能変化および AOX1 の発現変動を評価する上で, 本検討では 10 % 
FBS 添加ダルベッコ改変イーグル培地で培養した HEK293T 細胞を⽤いた. 培養条件は
2.2.6 と同様とした. 細胞を播種した 24 時間後, 各種ベクターを Lipofectamine 3000 
(Invitrogen) を⽤いて導⼊することで, WTおよびMut AOX1 を発現させた. トランスフ
ェクションの 48 時間後に, 細胞を 0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.4) 中に分散さ
せ超⾳波処理により破砕した. 得られた細胞懸濁液を遠⼼分離 (9,000 g, 20 min, 4°C) す
ることで得られた S9画分を⽤い, 後のWBおよび代謝アッセイに使⽤した. 
 

3.2.7 SDS, Native-PAGE/WB 

 
 総タンパク質発現量は SDS-PAGE, 単量体および⼆量体の検出は Native-PAGEにより
分離後, WBにて検出した. S9画分に等量の 2×SDS sample buffer (0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 
4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 20% glycerol, and 0.004% bromophenol blue) あるいは 2×
sample buffer (0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 20% glycerol, and 0.004% bromophenol blue) を添加
した後, 10% ポリアクリルアミドゲル (SDS-PAGE) あるいは 8–25% グラジエントポリ
アクリルアミドゲル (Native-PAGE) にて電気泳動を⾏った. Native-PAGE におけるゲル
および泳動バッファーには SDS を添加せず使⽤した. ゲルを PVDF ⽤メンブレン膜に
転写後 (15 V for 90 min in transfer buffer: 48 mM Tris, 39 mM glycine, 0.13 mM SDS, and 
20% MeOH), 1% スキムミルクでブロッキングし, その後に 1,000 倍希釈した rabbit 
AOX1-specific primary antibody (19495-1-AP; Proteintech Group Inc., Rosemont, IL) あるい
は 4,000 倍希釈した rabbit monoclonal anti-actin antibody (ab179467; abcam, Cambridge, UK) 
サンプル中で⼀晩反応させた. 翌⽇ 0.05% Tween20/PBSで三度洗浄後, 4,000 倍希釈した
mouse anti-rabbit IgG–horseradish peroxidase secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX, USA) サンプル中で 1 時間反応させた. メンブレンを更に三度洗浄後, ECL 
Prime Western Blotting Systemおよび ImageQuant™ LAS 4000 mini (Cytiva, Tokyo, Japan) 
にてバンドを検出した. 画像解析は ImageJ softwareを⽤いてバンドの定量を⾏った. 
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3.2.8 Phthalazine 酸化アッセイ 

 
 HEK293T細胞より抽出した S9画分 (1–1.4 mg protein/mL) を 3分間プレインキュベ
ーションした後, AOX1の典型基質である phthalazineを添加することで酸化反応を評価
した. 反応液中の DMSOの最終濃度は 0.1% 以下とし, 最終反応液量が 50 µLとなるよ
う調製した. 酸化反応開始 10分後, 内部標準（200 nM carbamazepine）を含む methanol
を 150 µL添加し反応を停⽌させた. サンプルを遠⼼分離した後 (16,000 g, 15 min, 4°C), 
上清 10 µLを UPLC-MS/MSにインジェクションし, 2.2.8に記載の条件で phthalazoneの
⽣成量を定量した. 
 

3.2.9 UPLC-MS/MS による phthalazone の定量 

 
 UPLC/MS/MS の条件は既報を参考にした 41). Phthalazine より酸化され⽣成された
phthalazone の定量には Waters ACQUITY UPLC H-Class System および Xevo TQ-S mass 
spectrometer (Waters Corporation, Milford, MA, USA) を⽤いた. 注⼊されたサンプルの分
離にはWaters ACQUITY UPLC BEH C18 column (1.7 mm, 2.1 × 50 mm) を使⽤し, カラム
温度を 40°C, 流速を 0.4 mL/min とした. 移動相には 0.1% formic acid in water (mobile 
phase A) および methanol (mobile phase B) を使⽤し, 次のグラジエント条件で送液した: 
100%–30% A for 2.5 min, 30% A from 2.5 to 4 min, and 30%–100% A from 4 to 4.1 min, 100% 
A until 6 min. 液体クロマトグラフィーより分離された化合物は, ESI+にてイオン化した
後 Xevo TQ-S mass spectrometerにて検出した (m/z: 147 >118 for phthalazone; 237 > 194 for 
carbamazepine). 
 

3.2.10 数値解析 

 
速度論解析にはSigmaPlot 14.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA) を⽤いた. Km および 

Vmaxは, 測定データをMichaelis-Menten kinetic model に⾮線形カーブフィッティングさ
せることによって算出した. 統計解析は R ver. 4.4 および multcompパッケージを使⽤
し, unpaired Student’s t testによる2群間の⽐較, Dunnett’s testあるいはTukey’s post hoc test 
による多群間における有意差の検定を⾏った. いずれの場合も p < 0.05 を統計学的に有
意であると判定した. 
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3.2.11 AOX1 タンパク質の⽴体構造表⽰および multiple alignment 

 
AOX1 のタンパク質構造は Protein Data Bank の 4UHW を参照した 91). ⽴体構造の表
⽰および SNPs によるアミノ酸の置換は PyMOL ver. 2.5.5 (Schrödinger, New York, NY, 
USA) 上で⾏った. 低分⼦化合物および多型の⾒られるアミノ酸は stick表⽰, その他タ
ンパク質配列などの⾼分⼦は cartoonおよび surface表⽰とした. 

Multiple alignment には Molecular Evolutionary Genetics Analysis ver.11 を使⽤した 92). 
human AOX1 との⽐較対象として alignment に使⽤したタンパク質配列は, 次に⽰す各
種哺乳類の AOX および XDH のコーディング領域を参照した: Homo sapiens AOX1, 
NP_001150; Mus musculus Aox1, NP_033806; Mus musculus Aox2, NP_001008419; Mus 
musculus Aox3, NP_076106; Mus musculus Aox4, NP_076120; Oryctolagus cuniculus Aox1, 
NP_001075459; Macaca mulatta Aox1, NP_001268238; and Homo sapiens XDH, NP_000370. 
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3.3 実験結果 

 

3.3.1 各 AOX1-SNPs におけるアレル頻度および各変異体の影響予測 

 
human AOX1 の主鎖は 1338 個のアミノ酸より形成されており, その構造的特徴およ
び機能から, 1) [2Fe-2S]ドメイン I (20kDa), 2) FADドメイン II (40kDa), 3) Mocoを内包す
る C末端ドメイン III (90 kDa) の３種類のドメインに分けられる 93). 本研究で評価する
SNPs として, ゲノムデータベースである 1KGP および gnomAD より, 各⼈種集団の
MAFに基づき, 以下に記載する 6種の nsSNPsを選出した (Table 5): Q314R (rs58185012; 
c.941A>G), I598N (rs143935618; c.1793T>A), T755I (rs35217482; c.2264C>T), A1083G 
(rs139092129; c.3248C>G), N1135S (rs55754655; c.3404A>G), H1297R (rs37317222; 
c.3890A>G). また各 SNPsは, ドメイン IIにおける変異である Q314Rを除き, 他の 5種
の SNPsは全てドメイン IIIに位置していた. また N1135Sおよび H1297Rは, ほとんど
の⼈種集団において MAF が 1%以上であったのに対し, I598N は American および East 
Asian, Q314Rならびに A1083Gは Africanのみ, そして T755Iは East Asianのみに特異的
に⾒られる SNPsであることが明らかとなった.	
 
 
 
Table 5 Minor allele frequency of nonsynonymous mutation in the AOX1 gene. 
Data were obtained from the 1KGP and gnomAD databases. The sample size of each race is 
denoted in parentheses. 
 

	

  

Populations (n)

NCBI SNP ID Amino Acid
Change

African
(1,322)

American
(694)

Europe
(1,006)

East Asian
(1,008)

South Asian
(978)

rs58185012 Q314R 0.027 0.001 0 0 0

rs143935618 I598N 0.002 0.042 0 0.012 0

rs35217482 T755I 0 0 0 0.010 0

rs139092129 A1083G 0.011 0.003 0 0 0

rs55754655 N1135S 0.268 0.072 0.121 0.003 0.021

rs3731722 H1297R 0.039 0.157 0.071 0.094 0.098

gnomAD Populations (n)

NCBI SNP ID Amino Acid
Change

African
American

(8,128)

Latino/
Admixed American

(17,296)

Ashkenazi
Jewish
(5,040)

European
(Finnish)
(19,824)

European
(non-Finnish)

(56,885)

East Asian
(9,197)

South Asian
(15,308)

Other
(3,070)

Overall
(125,748)

rs58185012 Q314R 0.023 0.001 0 0 0 0 0 0 0.002

rs143935618 I598N 0 0.065 0 0 0 0.012 0 0.007 0.010

rs35217482 T755I 0 0 0 0 0 0.012 0 0 0.001

rs139092129 A1083G 0.009 0.001 0 0 0 0 0 0 0.001

rs55754655 N1135S 0.255 0.070 0.093 0.092 0.138 0.003 0.043 0.129 0.109

rs3731722 H1297R 0.041 0.131 0.036 0.110 0.065 0.080 0.091 0.065 0.079

1KGP
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上記の 6 種類の SNPs について, その酸化能を評価するに先⽴ち, 2.2.3 に記載した各
種予測ツールにより各変異の機能的影響を調査した (Table 6). 今回⽤いた web ツール
の内, PolyPhen2, SIFT4G, PROVEANにはカットオフ値が定められており, それぞれのス
コアが 0.9 以上, 0.05 未満, -2.5 未満の際に, 機能的に影響がある（Damaging あるいは
Deleterious）と定義されている. 今回調査した SNPsのうち T755Iはすべてのツールにお
いて影響を及ぼすと予測され, また 0–1の値を取る REVELのスコアは最も⾼い値を⽰
した.  
 
 
Table 6 Prediction of the changes of stability caused by each of the nsSNPs. 

 
 
 

3.3.2 単量体および⼆量体 AOX1 タンパク質の発現量 

 
 まず初めに,  WT および各 Mut AOX1 を⼀過性に強制発現させた HEK293T 細胞に
おける総タンパク質量を, SDS-PAGE/WB にて評価した (Fig. 16). その結果, pcDNA3.1 
vector を導⼊した mockと⽐較して, すべての AOX1 vector導⼊細胞において AOX1タ
ンパク質量の増加が認められた (Fig. 16A). またWT AOX1と他のMut AOX1 間で, そ
のタンパク質量には差が認められなかった (Fig. 16B). 

また AOX1 は分⼦間相互作⽤によりホモ⼆量体を形成することが知られており, こ
の⼆量体形成がその代謝機能と関連することが報告されている 94). そこで Native-
PAGE/WB により, ⼆量体 (300 kDa) の形成⽐率を評価した (Fig. 16C). その結果, WT
と⽐較し T755I変異のみ⼆量体量が 30%程度減少していることが明らかとなった. また
その他のMut AOX1の⼆量体形成⽐率はWTと同等であった. 

Amino Acid
Change

PolyPhen2
Score

PolyPhen2
Prediction

SIFT 4G
Score

SIFT 4G
Prediction

PROVEAN
Score

PROVEAN
Prediction

REVEL
Score

Q314R 0.003 benign 0.281 Tolerated -2.42 Neutral 0.067

I598N 0.33 benign 0.009 Deleterious -5.49 Deleterious 0.141

T755I 1 probably
damaging

0.001 Deleterious -5.91 Deleterious 0.532

A1083G 0.003 benign 0.047 Deleterious -2.21 Neutral 0.116

N1135S 0 benign 1 Tolerated 2.42 Neutral 0.121

H1297R 0 benign 0.401 Tolerated 0.71 Neutral 0.080
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Figure 16 The expression of WT and Mut AOX1. (A) The expression of total AOX1 or β-actin 
protein was determined by SDS-PAGE/western blot assays. S9 fractions containing 10 µg protein 
were applied. (B) AOX1 protein expression was quantified and normalized relative to that of β-
actin. n.s., not significant; Dunnett’s test. (C) Dimeric or monomeric forms of WT and Mut AOX1. 
Dimer expression was calculated based the ratio of the area of the upper band (300 kDa) and total 
area of the upper and lower (150 kDa) bands. **p < 0.01 compared with WT; unpaired Student’s 
t test. Data are the means plus or minus s.d. of three independent experiments. 
  

A 

β-actin

mo
ck WT

Q3
14
R

I59
8N

T7
55
I

A1
08
3G

N1
13
5S

H1
29
7R

AOX1 140 kDa
180 kDa

40 kDa

50 kDa

B 

C 

0
20
40
60
80

100
120
140
160

WT

Q31
4R

I59
8N

T75
5I

A10
83

G

N11
35

S

H12
97

RA
O

X1
 e

xp
re

ss
io

n/
β-

ac
tin

 e
xp

re
ss

io
n

(p
er

ce
nt

ag
e 

of
 W

T)
 

n.s.

Q3
14
R

I59
8N

T7
55
I

A1
08
3G

N1
13
5S

H1
29
7R

140 kDa
180 kDa
245 kDa

WT

140 kDa
180 kDa
245 kDa

140 kDa
180 kDa
245 kDa

140 kDa
180 kDa
245 kDa

140 kDa
180 kDa
245 kDa

140 kDa
180 kDa
245 kDa

WT

WT

WT

WT

WT

0
20
40
60
80
100
120

WT Q314R

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

0
20
40
60
80
100
120

WT I598N

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

0
20
40
60
80
100
120

WT T755I

**

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

0
20
40
60
80
100
120

WT A1083G

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

R
at

io
 o

f d
im

er
 e

xp
re

ss
io

n
(p

er
ce

nt
ag

e 
of

 W
T)

0
20
40
60
80
100
120

WT N1135S

0
20
40
60
80
100
120

WT H1297R



 - 46 - 

3.3.3 WT AOX1 の phthalazine 代謝評価 

 
AOX1典型基質である phthalazineを, mockあるいはWT AOX1強制発現 HEK293T細
胞より得られた S9画分と反応させた. そして⽣成された phthalazoneの量を LC-MS/MS
を⽤いて測定することで, AOX1 の酸化機能を評価することとした 95). 時間依存的な酸
化反応の推移を評価するため, 反応時間を 1–30分として phthalazoneの⽣成量を測定し
たところ, 15分まで直線的な反応⽣成物の増加が⾒られた (Fig. 17A). また AOX1選択
的阻害剤として報告されている raloxifene (IC50: 2.9 nM 41)) を添加することで, WT AOX1
発現細胞における phthalazoneの⽣成量が⼤幅に減少した (Fig. 17B). 以上の結果を踏ま
え, 本評価系により AOX1 の機能を評価できることを確認し, 以降反応時間を 10 分間
として検討を進めた. 
 

 

 
 
Figure 17 Enzymatic analysis using S9 fractions of WT AOX1-overexpressing HEK293T cells. 
(A) Time course of phthalazine oxidation. The substrates were incubated for 1–30 min at a 
concentration of 10 µM. (B) Inhibition analysis of phthalazine metabolism. Raloxifene, a potent 
AOX1 inhibitor, was used at a concentration of 0.1 µM. **p < 0.01 compared with the 1 µM 
phthalazine control; ††p < 0.01 compared with the 10 µM phthalazine control; Tukey’s post hoc 
test. Data are the means plus or minus s.d. of three independent experiments. 
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3.3.4 WT および Mut AOX1 の phthalazine 酸化能の差異 

 
 3.3.3で定めた反応条件を基に, WTおよびMut AOX1の代謝機能を評価した (Fig. 18A).
その結果, T755I変異ではWTと⽐較して phthalazoneの産⽣が有意に低下していること
が⽰された. そこで, 各基質濃度における WT および T755I AOX1 機能を測定し, 酵素
反応速度パラメーターを算出した (Fig. 18B). Michaelis-Menten kinetic model にフィッテ
ィングさせたところ, 基質との親和性を⽰す Km値には差が⾒られなかった⼀⽅で (Km: 

WT, 2.28 ± 0.24 µM; T755I, 1.09 ± 1.14 µM), T755Iでは最⼤反応速度を⽰す Vmaxが低下し
ていることが明らかとなった (Vmax: WT, 13.03 ± 4.08 pmol/min/mg protein; T755I, 3.08 ± 
1.40 pmol/min/mg protein). 
 
 
 

 
 

Figure 18 Comparison of the oxidation of phthalazine. (A) Ratio of phthalazone generation in 
Mut AOX1. *p < 0.05 compared with the WT; Dunnett’s test. (B) Enzyme kinetic assay for the 
oxidation of phthalazine. Metabolism of 1–100 µM phthalazine to phthalazone was measured for 
10 min at pH 7.4 using S9 fractions obtained from WT (filled circles) or T755I (open circles) 
AOX1 expressed in HEK293T cells. Plots were fitted to the Michaelis-Menten equation. *p < 
0.05 compared with the WT; unpaired Student’s t test. Data represent the means plus or minus s.d. 
of three independent experiments. 
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3.4 考察 

 
本章では, AOX1 による代謝機能の個⼈差の要因を解明するため, コーディング領域
においてアミノ酸が置換される nsSNPs に着⽬し, AOX1 機能を変動させる遺伝⼦多型
の同定を⽬指した. 本検討では, 実臨床における AOX1 遺伝⼦多型に伴う, 基質薬物の
動態および治療効果の検証を⾒据え, MAF が 1%以上の AOX1-SNPs に限定して評価を
実施した (Table 5). 1KGP および gnomAD から得られた SNPs の MAF は概ね⼀致して
おり, N1135Sや H1297Rは⽐較的多くの集団に存在する変異である⼀⽅で, Q314Rおよ
び A1083Gはアフリカ⼈集団, I598Nはラテン系/混⾎アメリカ⼈および東アジア⼈集団, 
T755I は東アジア⼈集団に特異的に存在する変異であることが明らかとなった. また, 
これらの遺伝⼦多型に伴うタンパク質機能への影響を予測したところ, T755I 変異は
PolyPhen2, SIFT4G, PROVEAN, REVELの全てのツールにおいて, deleteriousあるいはス
コアの増⼤を確認した. T755は, homolog (mouse Aox1 [T750], mouse Aox2 [T761], mouse 
Aox3 [T751], mouse Aox4 [T753], rhesus monkey Aox1 [T755], rabbit Aox1 [T751]) および類
縁遺伝⼦である human XDH [T747] でも保存されており, 代謝酵素として機能する上で
も重要な残基であると推察される (Fig. 19).  

Phthalazine を基質として⽤いた代謝能評価により, T755I は AOX1 活性を低下させる
ことが明らかとなった. また, Kmは変化なく, Vmaxのみ減少したことから, この変異は基
質結合部位に変化を与えずに触媒活性が低下させる変異である可能性が⽰された (Fig. 
18). 加えて, SDS-PAGE/WBにより評価した総 AOX1発現量は, 6種のMut AOX1および
WT AOX1で同等であった (Fig. 16). したがって, AOX1強制発現 HEK293T細胞中では, 
上記のMut AOX1間におけるタンパク質の分解, 安定性に差異がないことが⽰唆された.
また, Native-PAGE/WB により, T755I 変異に伴う⼆量体形成量の減少が確認された. 類
似構造を有する XDH は, ⼆量体化によりサブユニットが協調的に基質の結合および酸
化活性を向上させることが知られている 96). 以上より, T755I 変異に伴う⼆量体量の低
下が, AOX1活性低下の要因の⼀つである可能性が⽰された.  

 

 
Figure 19 Multiple protein sequence alignments of mammalian aldehyde oxidase (AOX) and 
xanthine dehydrogenase (XDH). The alignments were generated using Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis Version 11 under default parameters. The conserved threonine of AOX and 
XDH are highlighted in yellow.   

755:QTSVYVDMEQDEGKPVVLMSQTEMYFHEQGGMHIEGELIQDV:Homo sapiens AOX1
750:QTSVYIDIEGDEGKPVVLMSQTEMYFHEQGGIHIEGELIQDV:Mus musculus Aox1
761:QTSVYMDLEKDETKPIVLVRQTEMYFHEQGGVHVTGEAVQDV:Mus musculus Aox2
751:QSSVYIDMEKDEGKPVVRVSQTEMYFHEQGGLHVEGELIQDA:Mus musculus Aox3
753:QTGLHLVMEKDETQPIALITQTEMYFHEQGEVHIEGEVIQDV:Mus musculus Aox4
751:QTSAYVDMEQDEGKPVVLVSQTEMYFHEQGGMHIEGELIQDV:Oryctolagus cuniculus Aox1
755:QTSVYVDMEQDEGKPVVLMSQTEMYFHEQGGMHIEGELIQDV:Macaca mulatta Aox1
747:QTSVFLEMEGAEGKPVAITCHTELYFHEQGGIYIEGSVVNDA:Homo sapiens XDH
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AOX1 による酸化反応は, ドメイン III に位置する基質結合ポケット内の Moco を介
して起こることが知られており, また酸化の過程で⽣じた電⼦は, [2Fe-2S] クラスター
を介し FAD の位置するドメイン II へと伝達され, 還元反応に利⽤されることが⽰唆さ
れている. Foti らは, イタリア⼈集団で発⾒された AOX1 の遺伝⼦多型である S1271L 
(rs141786030) では, benzaldehydeの酸化活性における kcatおよび Kmの減少に伴い触媒活
性が低下することを明らかにしている 97). 基質に phthalazineを⽤いた際には, S1271Lに
伴う触媒活性の変化が⾒られず, 加えて S1271 は酸化活性に重要な Moco に隣接する
E1270と共に基質結合ポケットに位置するアミノ酸残基であることから, この遺伝⼦多
型は嵩⾼い基質化合物のターンオーバーに影響を与えることが推察される. したがっ
て, 遺伝⼦多型の影響を評価する上では, タンパク質中の⽴体配置を考慮することが重
要である. 本検討で調査の対象とした 6 種の AOX1-nsSNPs は, その多くがドメイン III
に位置しているが, 基質認識部位に隣接する変異は存在しなかった (Fig. 20).  

 
Figure 20 Location of nsSNPs of AOX1. The three-dimensional structure was obtained from the 
4UHW Protein Data Bank. Amino acids and Moco were shown as stick representations. The 
AOX1 monomer of chain A is shown as a surface representation and chain B as a cartoon.  

 
Schumannらは, Rhodobacter capsulatusに発現する XDHにおいて, [2Fe-2S] クラスタ
ーが⼆量体形態および Mocoの含有率, 代謝活性化に重要であることを明らかにしてい
る 98). また Itohらは, Donryu rat における G110S 変異が Aox1の⼆量体形成および代謝
活性の低下と関連していることを明らかにしている 94). rat Aox1 の G110 に相当するア
ミノ酸残基である human AOX1 における G111 は, 2 つの [2Fe-2S] クラスターから約 
7.7–18.8 Å の距離に位置する. 加えて Hartmann らは, [2Fe-2S] クラスター付近 (11.5–
19.6 Å) の R802C変異が, Escherichia coliを⽤いて⽣成された human AOX1の⼆量体化
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を喪失させることを明らかにした 84). またWTおよび R802C 共に, AOX1の⼆量体と⽐
較して, 単量体では鉄とモリブデンの飽和度が低下していた. これらの知⾒に従うと, 
AOX中への [2Fe-2S] クラスターおよびMocoの挿⼊は複合体形成および代謝活性を左
右する重要なイベントであり, また [2Fe-2S] クラスターに近接するアミノ酸残基は, 
これらの補因⼦を含む AOXタンパク質のフォールディングにおいて重要な配列である
ことが推察される. 本検討で⾒出された遺伝⼦多型の位置する T755 と [2Fe-2S] クラ
スター間の距離は 11.2–11.7Åであり, G110および R802と同程度に, AOXサブユニット
間結合⾯および [2Fe-2S] クラスターの近くに位置している (Fig. 21). ⼀⽅で, [2Fe-2S] 
クラスターから離れて位置する N1135S は, WT と⽐較して単量体/⼆量体⽐に影響を与
えなかった. 以上より, T755I における [2Fe-2S] クラスター含有量の減少が, ⼆量体形
成と酵素活性の低下の原因であることが⽰唆される. したがって, T755I は, phthalazine
に限らず, 全ての AOX 基質の代謝活性低下に寄与すると推定される. 
しかしながら, 本検討では各 Mut AOX1 における [2Fe-2S] クラスターの飽和度は測
定しておらず, また [2Fe-2S] クラスター⾃体の複合体安定化効果に関する知⾒は得ら
れていない. また, AOX による還元反応については検証されていないことから, FAD 付
近の基質結合ポケットの構造や還元活性における, T755I 含めた Mut AOX1 の影響は不
明である. したがって, 上記の⼆量体化のメカニズムおよび還元反応における遺伝⼦多
型の影響を解明するためにも, 複数の基質化合物を⽤いた更なる検討が必要である. 

 

 
Figure 21 Location of T755 in WT AOX1. The three-dimensional structure was obtained from the 
4UHW Protein Data Bank. T755, FAD, Moco, the [2Fe-2S] cluster, and the malonate ion (MLI) 
are shown as stick representations. The AOX1 monomer of chain A is shown as a cartoon, and 
chain B as a surface representation. The distance from the mutated amino acids is denoted by 
dashed lines. 
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既報において, H1297Rおよび N1135Sは phenanthridineを基質とした際に酸化活性が
低下した⼀⽅で, benzaldehyde, chloroquinazolinone, phthalazine の酸化には影響を与えな
いことが知られている 84). 本検討においても, phthalazineを AOX1 基質として使⽤した
結果, H1297Rおよび N1135Sに伴う AOX1活性の増⼤は⾒られず, 既報と⼀致する⾒解
が得られた. したがって, 各 Mut AOX1 の活性は, 評価に⽤いる基質によって応答が異
なる可能性がある. そこで, 6-MPを基質として各 AOX1-SNPsによる代謝活性変化の評
価を試みた. しかしながら, 本検討で使⽤した AOX1 発現系では, 活性の低さから代謝
物である 6-TXを検出できなかった (data not shown). Barrらは, HLCと⽐較して, pETシ
ステムにより作製, 精製された AOX では, 活性が 11–14 倍程度低いことを報告してい
る 99). また, Corning社（HEK293細胞より作製）, Xenotech社（Escherichia coliより作
製）より販売されている AOX 含有濃縮調製物においても同様に, 活性が低下している
ことが知られている. この発現系特異的な AOX 活性の変化は, フォールディング過程
における⽴体構造中への MoCo および [2Fe-2S] クラスターの包接や, それに伴う⼆量
体化の不完全性に加えて, モリブデン補因⼦の形成に重要な moco sulfurase の発現の⽋
如が要因である. Escherichia coliにおける sulfuraseは Mocoの硫化活性を有していない
ため, 嫌気性条件下で硫化ナトリウム処理を⾏い活性硫化型に変換することで, AOXの
活性評価に使⽤されている 97). HEK293細胞や sf9細胞では, 含モリブデン代謝酵素の活
性化において in vitroによるMocoの硫化や sulfuraseの共発現は不要であるが 100), 潜在
的な sulfurase活性がAOXの代謝活性に影響を与えている可能性がある. 以上より, AOX
強制発現系では, ⽣体内での医薬品代謝における AOX 活性の評価が困難であることか
ら, より活性の⾼い酵素の作製条件の探索が望まれる. また肝細胞中に含まれる AOX
は, 凍結保存までの時間によって活性が低下することが報告されている 101). したがっ
て, 購⼊した HLCを⽤いて AOX活性を評価する際にも, 新鮮肝細胞における代謝機能
との差異があることを留意しておく必要がある. 
 
 

3.5 ⼩括 

 
AOX1 における T755I 変異体は, 総 AOX1 タンパク質発現量に影響を与えない⼀⽅
で, ⼆量体形成を抑制させることで, 酵素活性を低下させることを明らかにした. T755I 
変異は, 東アジア⼈集団で特異的に⾒られる遺伝⼦多型であり, 本検討が T755I に伴う
代謝活性の低下を評価した初めての報告である. AOX1 の広範な基質特異性を考慮する
と, T755I は多くの基質薬剤の治療効果や毒性と関連することが想定される. したがっ
て, T755I の臨床的な重要性を確認するには, 臨床研究を通した包括的かつ詳細な調査
が必要である.  
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総括 

 
近年の医薬品開発において, 薬物動態およびバイオアベイラビリティを起因とした

開発中⽌事例が減少していることが知られている 102). これは, ここ 20–30 年間におけ
る代謝酵素およびトランスポーター研究の著しい進展によるものであると⾔える. 医
薬品開発には, 膨⼤な時間と費⽤を要することから, 早期の正確な薬物動態予測は, 効
率的かつ治療効果の⾼い化合物の探索を⾏う上で必要不可⽋である. 現在の薬物動態
予測においては, in vitro-in vivo extrapolation (IVIVE) が⼀般化しつつある. この⼿法は, 
古くより実験動物の体表⾯積を基準に予測されるアロメトリックスケーリングから, 
ヒト肝細胞および肝臓抽出物を⽤いた in vitro 評価モデル, ⼩腸などの肝外組織におけ
るクリアランスを考慮したコンパートメントモデルへと, 多⾓的に薬物動態研究が発
展し知識が蓄積されたことで活⽤可能となった in vivo 外挿予測モデルである. CYPは薬
物代謝の中核を担う酸化還元酵素であり, これまでにもその基質認識機構や代謝活性
評価系は広く認知, 利⽤されている. 今後, IVIVEモデルの予測精度向上には, CYPに限
らない薬物代謝酵素における種差や肝外酵素活性の解明が重要と考えられる. 
  Non-CYPの⼀種である AOXは, 前述した通りさまざまな医薬品の酸化還元に関連す
る代謝酵素であり, 薬物の治療効果および副作⽤発現を予測する上で重要な代謝酵素
であると推定される. また薬物代謝酵素としての側⾯以外にも, AOXは脂肪細胞におけ
る脂質蓄積やがん細胞における上⽪間葉転換等の⽣理的機能にも関連していることが
報告されている 103–106). したがって, ⽣体内基質の代謝を介した病態形成機構の解明お
よび治療標的としても注⽬され得る代謝酵素である. 第 1 章, 第 2 章では, AZA の副作
⽤発現ならびに 6-MP動態における AOX阻害薬剤の影響を評価した 107). 本研究から得
られた知⾒は, チオプリン製剤の代謝における AOXの寄与に着⽬した結果ではあるが, 
その他の既存あるいは今後開発される AOX 基質医薬品のリスク管理を⾏う上での⼀助
になると考えられる. また第 3 章では, AOX の個体間差を⽣み出す新規 SNPs である
T755I を同定し, そのメカニズムに⼆量体形成量の低下が関連していることを明らかに
した 108). 本検討では典型基質 phthalazine を⽤いた活性評価に限るが, AOX の代謝効率
⾃体が低下している可能性を鑑みると, その他 AOX 基質医薬品や⽣体内基質の代謝に
おいても, このアミノ酸変異に伴い代謝能が低下していることが推定される. 以上の結
果を踏まえ, 今後 AOX を介した薬物間相互作⽤, ならびに T755I に伴う薬物動態変動
について, 臨床研究を通したより包括的かつ詳細な調査が必要であると考えられる. 
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