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研究成果の概要（和文）：本研究では、メトトレキサート(MTX)による肝障害の個体差に焦点をあてその要因を
明らかにするべく検討を行った。HepG2細胞を用いた検討において、MTX誘発性肝障害はアルデヒドオキシダーゼ
(AOX)の機能低下により増強することが示唆された。また、AOX1遺伝子のSNP解析により東アジア人に多いT755I
変異がAOXの酵素活性を顕著に低下させることが明らかとなった。有害事象自発報告データベースFAERSを用いた
解析によりAOX阻害作用を有する薬剤の併用がMTXによる肝障害の発生頻度を上昇させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on individual differences in MTX-induced hepatic 
injury and investigated to clarify its mechanism. MTX-induced hepatotoxicity was enhanced by 
inhibition of aldehyde oxidase (AOX) activity in HepG2 cells. In addition, SNP analysis of AOX1 gene
 revealed that the T755I variant, found in East Asian populations, markedly decreased the enzymatic 
activity of AOX.The analysis based on the FAERS database revealed that concomitant use of drugs with
 AOX inhibitory activity increased the incidence of MTX-related hepatotoxicity. 

研究分野： 薬物動態学

キーワード： メトトレキサート　アルデヒドオキシダーゼ　一塩基多型　肝障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓においてMTXはAOXを介してより毒性の低い7-OH-MTXに代謝されることが知られている。本研究の結果から、
先天的にAOX活性が低い患者やAOX阻害作用を有する薬剤を併用している患者では、MTXの代謝が低下し肝毒性が
増強する可能性が示された。MTXは比較的安価な薬剤であり、その汎用性を考慮すると、MTXの適正使用を指向し
た本研究の社会的意義は大きいと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

メトトレキサート（MTX）はリウマチや造血器腫瘍のキードラッグであり、代表的な副作用
の 1 つに肝障害が知られている。MTX の副作用を回避するために投与後の血中 MTX 濃度測定
が臨床上有用である一方で、用量依存性の副作用の中でも特に肝障害や消化器症状は発現頻度
も高く、毒性の発現に個人差も存在するため投与後の血中濃度測定のみで副作用の発症/重篤化
は防げないのが現状である。このことからも MTXの体内動態あるいは毒性発現の個体差に関し
ては、なんらかの遺伝的要因が関わっていることが推察される。したがって、MTXの毒性発現
の個体差をもたらす遺伝的要因を明らかし、肝障害を予測するエビデンスを構築することによ
りMTXの副作用回避を指向した個別化療法への応用が可能になると考えられる。 

 アルデヒドオキシダーゼ（AOX）は、肝臓においてMTXを 7-OH-MTXへ不可逆的にヒドロ
キシ化する代謝酵素であるが、その活性には個体差が存在することが知られている 1。しかしな
がら、MTX自体は腎排泄型薬剤であることから薬物動態学的に肝臓における代謝に関してはほ
とんど注目されていなかった。近年、医薬品開発段階における AOX活性の重要性が明らかとな
り、その活性を阻害する医薬品も見出されているが、AOX 活性の差が基質薬の臨床反応性に及
ぼす影響は不明である 2。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、MTX による肝障害の個体差に着目し、その毒性発現機序の一つとして AOX を
含めた薬物動態制御因子の複合的な関与を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）MTX 誘発性肝障害における薬物動態制御因子の関与 

ヒト肝癌由来細胞株である HepG2細胞を用いて、各薬剤が細胞生存率へ及ぼす影響を MTT

アッセイにて評価した。また、siRNAを用いて AOX1をノックダウンした HepG2細胞を用い
て同様に評価を行った。なお、AOX1 発現量はリアルタイム PCR およびウエスタンブロッテ
ィングにて確認した。 

（２）AOX1 遺伝子の SNP 解析 

  gnomAD および 1000 genomes project より、AOX1の SNPs（アレル頻度 > 1%）を抽出
した。各変異体 AOX1発現 HEK293T細胞を作製し、AOX1の典型基質であるフタラジンの
酸化能を評価した。なお、代謝物であるフタラゾンの定量には LC-MS/MS を用いた。また、
AOX1の機能に重要とされる二量体形成能は Native-PAGE法により評価した。 

（３）医薬品有害事象自発報告データベースを用いた MTXの副作用発現解析 

  FDA Adverse Event Reporting System (FAERS) を用いて、MTX と AOX 阻害薬の併用
および非併用症例の報告オッズ比（ROR）および 95％信頼区間（CI）を算出し、阻害薬を併
用した際の肝障害発現頻度の変化を定量化した。 

 

４．研究成果 

（１）肝臓において MTX 動態に寄与するmultidrug resistance associated proteins (MRPs)、
breast cancer resistance protein (BCRP)および AOX に着目し、これらの阻害剤および
siRNA を用いて MTX の肝毒性に対する影響を評価した。MRP 阻害剤 (MK571) および
BCRP 阻害剤 (Ko143) は MTX による細胞生存率の低下に対して有意な影響を及ぼさなか
った。一方、AOX 阻害剤であるラロキシフェンにより、MTX による細胞生存率の低下が増
強する傾向を示した。また、AOX1 ノックダウン条件下において MTX による細胞生存率の
低下が増強することが示された。肝臓においてMTXは AOXを介してより毒性の低い 7-OH-

MTX に代謝されることが知られている。以上の結果から、MTX 誘発性肝障害は AOX の機
能低下により増強される可能性が示された。 

（２）6 つの coding SNPs について、AOX 基質であるフタラジンの酸化能を評価したところ、
野生型 (WT) AOX1と比較して T755I変異体では、Michaelis 定数 (Km) が不変であった一
方で、最大反応速度 (Vmax) が顕著に減少した (図 1A)。また T755I 変異により、AOX1 の
二量体形成量が減少することが明らかとなった (図 1B)。以上より、T755I は基質結合部位
の構造を変化させずに、二量体形成不全による代謝速度の減少を引き起こすことが示唆され
た 3。 

 



 

 

 

 

（３）AOX 阻害作用を有する薬剤を対象とし MTX 誘発性肝障害の発現頻度の変化を評価した
ところ、実臨床における血中濃度で AOX 活性を阻害し得る複数の薬剤について、併用によ
る RORの増加 (かつ 95%CI の重複なし) が示された。以上より、AOX の阻害がMTX誘発
性肝障害の発現頻度を上昇させる可能性が示された。 

AOX を介した薬物間相互作用に関する臨床報告は限られており、本研究で見出した SNP

の臨床的インパクトも現状推測の域を出ない。したがって、薬物療法における AOX の薬物
動態学的重要性を明確にするため今後さらなる検証が必要である。 
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