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研究成果の概要（和文）：近年、指定薬物の浸透拡大が社会問題となっている。これらの薬物は体内で薬物代謝
酵素により代謝物へと変換されるため、鑑定には代謝物標準品が必要となる。本研究では、指定薬物鑑定の迅速
化を目指して薬物代謝酵素を発現させた遺伝子組換え酵母を用いた代謝物調製を試みた。
申請者は既に、代表的な薬物代謝酵素発現酵母を有しているが、指定薬物代謝に関わる酵素であるMAOおよびFMO
の発現酵母を新たに構築した。基質市販品の入手が困難であったため、合成麻薬であるMDMAを用いた代謝物調製
を試みたが、代謝物を調製することは不可能であった。今後は、入手可能なモデル化合物の代謝解析を行い、指
定薬物の代謝予測モデルを確立する。

研究成果の概要（英文）：Recently, widespread illegal drugs become social issues. Authentic standard 
of these metabolite are needed for analysis because these drugs are converted to metabolite by drug 
metabolizing enzymes (DMEs). In general, it is difficult or sometimes impossible to prepare the 
metabolites. Purpose of the present study is to prepare the metabolites of illegal drugs using 
heterologous expression system of DMEs in yeast.
Two monoamine oxidase (MAO) isoforms and five flavin-containing monooxygenase (FMO) isoforms were 
newly constructed using budding yeast cell. It was impossible to evaluate the activity of MAO or FMO
 toward illegal drugs because suitable substrate was not commercially available by legal 
restriction. We next tried to prepare the multiple metabolites from MDMA or MDA using expression 
system of CYP, COMT and UGT, which was established in previously. However, it was impossible to 
prepare the metabolites because first metabolic reaction by CYP was not occurred. 

研究分野：薬物代謝学
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１．研究開始当初の背景 
近年、日本国内において危険ドラッグ等の
指定薬物使用者による事件及び事故が増加
している。これらの薬物は、法規制をかいく
ぐった類縁体の合成や、入手経路の多様化お
よび易化により検挙が困難になっている。 
薬物使用の鑑定には、尿や毛髪に残存する
薬物を検出することが重要であるが、多くの
指定薬物は、医薬品と同様に体内で速やかに
代謝物に変換されて構造が変化するため、指
定薬物を未変化体として検出することが困
難な場合がある。そのため迅速な鑑定には指
定薬物そのものだけでなく、ヒト体内で作ら
れる代謝物の標準品が必要となる。しかし、
次々に類縁体が合成される指定薬物に対し、
それぞれの代謝物を迅速に合成するのは概
して困難である。また、指定薬物の中には複
数の薬物代謝酵素により多段階に代謝され
る化合物もあり、代謝物合成の難易度を上げ
ている。このように、代謝物標準品の入手が、
鑑定の律速となっていると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、指定薬物の分析・鑑定に必要
な代謝物標準品を迅速に提供するために、薬
物代謝酵素発現酵母を用いた指定薬物代謝
物の合成システムを構築することを目的と
した。研究代表者らはすでに、医薬品の代謝
に重要な薬物代謝酵素を発現させた遺伝子
組換え酵母を用いて、医薬品からヒト体内で
生成される種々の代謝物を合成することに
成功している。本研究では、（１）指定薬物
の代謝に重要なモノアミンオキシダーゼ
(MAO)およびフラビン含有モノオキシゲナ
ーゼ(FMO)の新規発現系を構築すると共に、 
（２）既存および新規薬物代謝酵素発現系
を用いた指定薬物の代謝物調製を試みた。 

 
３．研究の方法 
（１）薬物代謝酵素発現系の構築 
指定薬物の代謝に重要な MAO 2 分子種
(MAO-A, MAO-B)、および FMO5 分子種（FMO1
～5）の単独発現系を構築した。各遺伝子の
ORF は GeneArt Strings DNA Fragments 
(Thermo Fisher Scientific) にて全合成を
行い、酵母発現用にコドン最適化を実施した。
各遺伝子は、 Infusion cloning system 
(TaKaRa)を用いて酵母発現用自律複製型ベ
クターである pGYR に DNA フラグメントをラ
イゲーションした。完成したプラスミドベク
ターを用いて、酢酸リチウム法で出芽酵母で
ある Saccharomyces cerevisiae AH22 株の形
質転換を行った。 
形質転換体はセルライセートを用いたウエ
スタンブロッティングでタンパク発現を確
認した。 
 
（２）薬物代謝酵素発現酵母を用いた指定薬
物代謝物の調製 
昨今の指定薬物の事件を受け、指定薬物研究

用試薬の市販入手が極めて困難であったた
め 、 譲 渡 に よ り 入 手 可 能 で あ っ た
3,4-methylenedioxymethamphetamine(MDMA)
お よ び 、
3,4-methylenedioxyamphetamine(MDA) を 用
いた代謝物調製を試みた。代表的な合成麻薬
である MDMA および MDA はヒト体内で CYP2C9
と UGT や COMT により多段階に代謝されるこ
とが知られている（図）。そこで、CYP2C9 発
現酵母を用いた代謝物調製を試みた。グルコ
ース含有リン酸バッファー中で CYP2C9 発現
酵母と MDMA を 24 時間インキュベートした。
反応液の 3倍量の 1%TFA 含アセトニトリルを
添加して反応停止および抽出操作を実施し
た。抽出液の上清を HPLC に供し、代謝解析
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）薬物代謝酵素発現系の構築 
研究代表者らは、医薬品などの代謝物合成
システムとして、代表的な薬物代謝酵素であ
るシトクロム P450(CYP)19 分子種、UDP-グル
クロン酸転移酵素（UGT）35 分子種、硫酸転
移酵素(SULT)6 分子種、およびカテコール-O-
メチル基転移酵素（COMT）2 分子種の酵母発
現系を有しているが、幅広い指定薬物の代謝
物合成を可能にするために、2 分子種の MAO
（MAO-A, MAO-B）および 5分子種の FMO（FMO1
～5）の発現系を新たに構築した（図１）。さ
らに、既存酵素の性能改良を目的とし、4 分
子種のSULT発現系（ラットSULT1A1, 1B1, 1C1, 
1E1）を新たに構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：酵母発現系における MAO および FMO の
タンパク発現解析 
 
（２）薬物代謝酵素発現酵母を用いた指定薬
物代謝物の調製 
代表的な合成麻薬であるMDMAはヒト体内
で CYP、COMT および UGT により多段階に代
謝され、UGT による最終代謝物が尿中に検出
されることが知られている（図 2）。各代謝
物を段階的に調製して最終代謝物を得るた
め、MDMA を出発物質として CYP2D6 発現酵母
を用い DHMA(代謝物１)の調製を試みたが、
反応液中の DHMA は検出限界以下であった。
構築済みの 19分子種の CYP全てを用いた代



謝スクリーニングを実施した他、MDMA 類縁
体である MDA を用いて同様に代謝物調製を
試みたが、中間代謝物を調製することは困
難であったため、最終代謝物の調製には至
らなかった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：ヒト体内における MDMA の代謝様式 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：ヒト CYP 発現酵母における MDMA 代謝プ
ロファイル 
 
本研究では、指定薬物代謝物の調製技術確
立を目指して、代表的な薬物代謝酵素の既存
発現系に加えて、新たに MAO および FNO の新
規発現系を構築した。これらの薬物代謝酵素
を用いた代謝物調製を試みたが、基質化合物
の入手困難により、MAO および FMO による指
定薬物の代謝活性評価を検討することはで
きなかった。本研究では MDMA および MDA を
用いた尿中最終代謝物の調製を試みたが、中
間代謝物の調製が困難であり最終代謝物の
調製は不可能であった。今後は、本研究で構
築した酵素発現系を内因性生理活性物質や
既存医薬品の代謝解析に応用し、いわゆる
non-CYP 型酵素による代謝スクリーニングを
実施する予定である。 
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