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研究成果の概要（和文）：本研究は、副作用として重篤な皮膚障害のあるラモトリギン投与量の個別適正化の方
法論を構築することを目的とした。ラモトリギンのグルクロン酸抱合を触媒するUGT1A4の内因性基質である
25-hydroxyvitamin D3 (25-OH-VD)およびその代謝物である25-hydroxyvitamin D3 3-glucuronide 
(25-OH-VD-glu) の血中濃度測定系を開発した。25-OH-VDおよび25-OH-VD-gluの血中濃度比とラモトリギンクリ
アランスの相関分析を行い、血中濃度比をラモトリギンクリアランス予測のバイオマーカー候補として見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Lamotrigine is one of widely used anti-epileptic drugs, but it has a 
critical issue of a skin rush.  The present study was performed to develop a method for the 
prediction of lamotrigine clearance. We developed a method for quantitation of 25-hydroxyvitamin D3 
(25-OH-VD), an endogenous substrate for UGT1A4, and 25-hydroxyvitamin D3 3-glucuronide 
(25-OH-VD-glu). The ratio between the blood concentration of 25-OH-VD and 25-OH-VD-glu was 
correlated with lamotrigine clearance, suggesting the ratio might be a useful biomarker for 
prediction of lamotrigine clearance.

研究分野：医療薬学

キーワード： ラモトリギン　バイオマーカー　個別化医療　てんかん　LC-MS/MS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗てんかん薬ラモトリギンによる皮膚障害は、死亡例も報告された重篤なものである。また、皮膚障害は蓄積毒
性ではなく、単回服用でも出現する場合があり、ラモトリギンを服用する前に患者個々に投与量を適正化できる
方法論の構築が必要である。本研究は、ラモトリギンクリアランスを薬剤を投与することなく予測できる方法論
を提唱したものであり、ラモトリギンの適正使用推進につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
てんかんは、有病率 1%の反復性の発作を主徴とする慢性の脳疾患である。てんかん患者は、
発作消失が認められない限り、運転免許の取得・更新ができないなどの制限が存在するため、患
者の生活の質を維持するためには、けいれん発作を消失させることが重要である。ラモトリギン 
(LTG) は、日本では 2008年にてんかんに対する併用療法への適応が認められ、2011年には双極
性障害、2014年にはてんかんの単独療法と、適応拡大に伴い使用量が増加している薬剤である。
LTGはチュアブル錠など、服用が容易な製剤も存在し、小児にも使いやすい薬剤である。一方、
重篤な副作用として、皮膚粘膜眼症候群 (Stevens-Johnson 症候群) および中毒性表皮壊死症 
(Lyell症候群) 等の重篤な皮膚障害が表れることがある。LTGによる重篤な皮膚障害には死亡例
もあり、適正使用による副作用回避が強く求められる薬剤である。 

LTGは、UDPグルクロノシルトランスフェラーゼ (UGT)1A4によりグルクロン酸抱合 (LTG-
glu) を受け、尿中に排泄されるため、グルクロン酸抱合に影響を与える薬剤との併用は、LTGの
血中濃度を変動させ、作用減弱および副作用発現の原因となる。これまでに UGT1A4 によって
グルクロン酸抱合を受けるバルプロ酸との併用によって、グルクロン酸抱合が競合的に阻害さ
れ、LTGの半減期が約 2倍になることが報告された。さらに、バルプロ酸を併用した患者では、
LTG投与量を減量しないと、皮膚障害の発現率が高くなることが報告されている。以上により、
LTG による副作用発現は、LTG の血中濃度を適正濃度域に維持することで、回避可能であると
考えられる。 

LTG の個別化医療を推進することを目的とし、国内外の研究者によって、年齢および併用薬
剤による影響を組み込んだ LTG クリアランスの予測式が報告されてきた。一方、併用薬剤の血
中濃度まで組み込んだ予測式は報告されておらず、LTG 個別化医療の推進には、LTG の体内動
態を普遍的に予測できるクリアランス予測式の構築が不可欠である。LTG の主要な体外排泄経
路は、LTG-gluの尿中排泄であることから、UGT1A4活性を反映するバイオマーカーは、LTGク
リアランスの予測に有用である。UGT1A4は、薬剤をはじめとする外因性化合物だけではなく、
内因性物質のグルクロン酸抱合にも関わっており、UGT1A4 の内因性化合物は LTGクリアラン
ス予測のバイオマーカーとなる可能性があるが、内因性化合物を用いた LTG クリアランス予測
の方法論には報告例がない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「バイオマーカーを用いた LTGの体内動態および皮膚障害発現の予測基盤」を構
築することを目的とした。LTG 体内動態予測のバイオマーカーとして UGT1A4 の内因性基質に
着目し、血中濃度の測定系を開発する。さらに、内因性基質の濃度と LTG クリアランスの相関
関係を解析し、LTG投与量の個別適正化を行う方法論の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) UGT1A4の内因性基質である 25-hydroxyvitamin D3 (25-OH-VD) およびその 3位グルクロン
酸抱合体である 25-hydroxyvitamin D3 3-glucuronide (25-OH-VD-glu) の血中濃度測定系の開
発 

 25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluには、汎用自動分析装置用の試薬が存在しない。そこで、25-
OH-VDおよび 25-OH-VD-gluに対し、トリプル四重極型質量分析装置 (LC-MS/MS) を用いた定
量系の開発を行った。除タンパク質処理のみを行ったサンプルでは、25-OH-VD-glu の測定感度
が低く、固相抽出および 1,2,4-triazoline-3,5-dione (PTAD) を用いた誘導体化を組み合わせ、感度
の向上を試みた。測定感度の向上した定量系を用いて、真度および精度に関するバリデーション
を実施した。 
 
(2) バイオマーカーと LTGクリアランスの相関解析 
 LTGが投与されたてんかん患者 42名を対象に、LTG、25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluの血中
濃度を測定した。患者背景、臨床検査値、併用薬情報を調査した。さらに、得られた LTG 血中
濃度をもとに、LTGクリアランスを推定し、バイオマーカーとの相関関係を解析した。なお、本
研究は、国立大学法人千葉大学医学部倫理審査委員会の承認 (承認番号 2503) を受け実施した。 
 
４．研究成果 
(1) UGT1A4の内因性基質である 25-hydroxyvitamin D3 (25-OH-VD) およびその 3位グルクロン
酸抱合体である 25-hydroxyvitamin D3 3-glucuronide (25-OH-VD-glu) の血中濃度測定系の開
発 

 25-OH-VDは、ビタミン D欠乏症の診断に利用される。25-OH-VDは UGT1A4の基質であり、
25-OH-VD-gluは UGT1A4に特異的な代謝産物であることが報告された。25-OH-VDは代謝調節
を受けて血中濃度変動を来すことは少ない。加えて、25-OH-VDは、ビタミン D代謝物の中で半
減期が長いため、その代謝産物である 25-OH-VD-glu の血中濃度は UGT1A4 活性を反映する可
能性が高い。さらに、ビタミン D 代謝物の中で、血中濃度も高く、バイオマーカーに適した化
合物であると考えられる。そこで、25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluの LC-MS/MSを用いた定量
系開発に取り組んだ。 
 まず、25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluをヒト血漿に添加し、有機溶媒を用いた除タンパク質



処理後、陽イオンモードで検出を試みたが、検出感度が十分でなく、ヒト血漿中の濃度測定は出
来ないと判断した。陰イオンモードで検出を行ったところ、25-OH-VD-glu では 0.3 ng/mL で十
分なピークを検出することができた。一方、25-OH-VDでは、想定した m/zではピークが検出さ
れなかった。以上より、MS部における検出モードは陽イオンモードとし、検出感度の向上を図
ることとした。 
 LC-MS/MSの検出感度を下げる原因として、リン脂質によるイオン化抑制が挙げられる。そこ
で、生体試料中のリン脂質の除去が可能な HybridSPE®-Phospholipid (Supelco) を用いた固相抽出
を行い、検出感度の向上を試みたが、感度向上は認められなかった。次に、夾雑物の除去を目的
とし、逆相カラム (Strata-X, Phenomenex) を用いた固相抽出を行った。陽イオンモードでのピー
ク強度から、洗浄条件を検討し、25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluを保持し、夾雑物を除ける洗
浄の最適条件は、60%メタノールでの洗浄であると判断した。しかし、最適条件で固相抽出を行
い、夾雑物をできる限り除いたヒト血漿における 25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluの検出感度も
十分ではなかった。さらに、試料の濃縮も試したが、イオン抑制による影響が大きくなり、検出
感度の向上は認められなかった。 
 LC-MS/MSを用いた化合物の検出で、最も感度向上に寄与するのは、誘導体化によるイオン化
効率の向上である。そこで、PTAD による
誘導体化を実施し、検出感度を比較した。
その結果、25-OH-VD-gluでは PTADによる
誘導体化を実施することで、signal-to-noise 
化 (S/N) 比が 16.8 倍向上し、定量下限は
10 ng/mLとなり高感度に成功した (図 1)。 
 最後に、HPLC による分離条件を検討し
た。ODS 系カラムである Inertsil ODS (GL 
Science) および ODS と同様に逆相系であ
るが極性化合物も良好に保持できる
Ascentis Express F5 (Supelco)を選択し、分離
条件を検討した。その結果、カラムは
Ascentis Express F5、移動相にはメタノール
を用いることで、良好に 25-OH-VDおよび
25-OH-VD-gluを夾雑物と分離できた。 
 最適化した測定条件を用いて、真度および精度に関するバリデーションを実施した。ビタミン
D欠乏血漿に 25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluを添加し作成した検量線は、5-100 ng/mLの濃度
範囲で直線性を示した (r = 0.998)。バリデーションの結果、日内および日間の変動係数 (CV) は
15%以内であり、真度および精度の高い測定系であることが示された。 
 
(2) バイオマーカーと LTGクリアランスの相関解析 
 LTG が投与されたてんかん患者 42 名の LTG、25-OH-VD および 25-OH-VD-gluの血中濃度を
測定した。25-OH-VD-gluでは、15名の患者では定量感度以下 (< 5 ng/mL) であった。内因性化
合物の血中濃度は低いことが多く、薬物動態予測のバイオマーカーとして利用するためには、高
感度な定量系を構築することが必要である。本研究で用いた質量分析装置は 2001年から使用さ
れているものであるが、質量分析装置は革新的に進化を続けており、現在はさらに高感度な装置
を用いた分析が可能である。今後、より高感度な分析が可能な質量分析装置を用いることで、25-
OH-VDおよび 25-OH-VD-gluのバイオマーカーとしての利用を追求する予定である。 
 25-OH-VDおよび 25-OH-VD-gluの血中濃度が測定できた 27名の患者の血中濃度比 (C25-OH-VD-

glu/C25-OH-VD-glu) と LTG クリアランスの相関分析を実施した。その結果、血中濃度比と LTGクリ
アランス間には、一定の相関があることが示唆された  
(図 2)。ただし、42 名中 15 名の患者では 25-OH-VD-glu
の血中濃度が得られなかったため、25-OH-VD-gluの血中
濃度が低い患者では、血中濃度比と LTGクリアランスに
相関があるかは不明である。血中濃度比を LTGクリアラ
ンス予測のバイオマーカーとして実臨床で使用するため
には、全ての患者でバイオマーカーの実測値が得られる
必要がある。今後、全ての患者の血中濃度比の実測値が
得られる定量系を構築し、バイオマーカーとしての価値
を評価する予定である。なお、本研究の実施期間には、
LTG 投与によって重篤な皮膚障害を呈した患者はおら
ず、バイオマーカーによる皮膚障害発現予測については
評価出来なかった。 
 
以上、本研究では、UGT1A4の内因性基質である 25-OH-VDおよびその代謝物である 25-OH-

VD-gluの血中濃度測定系を開発し、その血中濃度比が LTGクリアランス予測のバイオマーカー
として利用出来る可能性を示唆した。 

図2 クリアランスとバイオマーカーの相関
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