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研究成果の概要（和文）：カルボン酸を有する薬は生体内でグルクロン酸抱合を受けることが多いが、この抱合体（ア
シルグルクロニド:AG）は肝障害をはじめとする様々な障害を引き起こすことが報告されている。本研究では、AGを加
水分解する酵素としてα/β ヒドロラーゼドメインコンテイニング10 (ABHD10)を同定し、ミコフェノール酸、プロベ
ネシドやジクロフェナクといった様々な薬物のAGを加水分解することを明らかにした。また、マウスを用いた検討より
、ABHD10の機能が阻害されるとAGの血中濃度が上昇し、毒性発現の危険性が高まることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In general, drugs containing carboxylic acid are metabolized to acyl-glucuronide (
AG) forms, which are considered to cause various toxicities including hepatotoxicity and anaphylaxis, in b
ody. Therefore, it is conceivable that the enzymes hydrolyzing AG can attenuate the drug-induced toxicitie
s. In this study, the enzyme responsible for AG hydrolysis was identified and its function was clarified. 
By the purification from human livers, alpha/beta hydrolase domain containing 10 (ABHD10) was identified a
s an AG hydrolase. ABHD10 could hydrolyze various kinds of AG such as AGs of mycophenolic acid, probenecid
, and diclofenac. For in vivo study, mice pre-treated with an ABHD10 inhibitor showed the significantly hi
gher AG plasma concentration compared with non-treated mice after an oral administration of diclofenac.  T
hus, it was clarified in vivo that ABHD10 can affect the plasma concentration of AGs.  ABHD10 may play imp
ortant roles for attenuation of the AGs-induced toxicity.
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１．研究開始当初の背景 
 カルボン酸を有する薬は生体内でグルク
ロン酸抱合を受けることが多い。一般的にグ
ルクロン酸抱合反応は薬の水溶性を高める
ことにより生体外への排泄を促進させるこ
とから解毒反応として認識されている。しか
し、カルボン酸を有する薬より生成するアシ
ルグルクロニドは反応性が高く、細胞内のタ
ンパク質と共有結合する性質があるため、肝
障害を引き起こすことが報告されていた。ま
た、他にも単球リンパ球から傷害性サイトカ
インである TNFや IL-6の放出も促進し、間
接的にアナフィラキシーや Steven-Johnson 
syndrome を引き起こす事例も報告されてい
た。 
 薬物代謝に関与する加水分解酵素は、カル
ボキシルエステラーゼを除いて、機能が未解
明な部分が多く存在し、同じ薬物代謝酵素で
あるシトクロム P450 に比べて研究が遅れを
とっている。アシルグルクロニドは構造内に
エステル結合を有するため、ヒト組織にて加
水分解酵素が脱抱合反応（加水分解反応）を
触媒し、親薬物へ戻る可能性が考えられた。
つまり、加水分解酵素がアシルグルクロニド
の毒性に対して防御的に作用していること
が考えられた。脱グルクロン酸反応は一般的
に-グルクロニダーゼによって触媒されるこ
とが知られているが、-グルクロニダーゼは
代謝主要臓器である肝臓に高く発現してい
ないこと、また免疫抑制薬であるミコフェノ
ール酸のアシルグルクロニドは –グルクロ
ニダーゼによって脱抱合されないが肝臓中
で脱グルクロン酸反応を受けることが知ら
れており、アシルグルクロニド脱抱合を触媒
する新規酵素の存在が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 代謝主要臓器である肝臓に着目し、アシル
グルクロニドの加水分解反応を担う酵素を
肝臓組織中より精製・同定した。精製の際は、
-グルクロニダーゼによって加水分解を受け
ないミコフェノール酸アシルグルクロニド
の加水分解酵素活性を指標として単離した。
また、同定された加水分解酵素がどのような
薬のアシルグルクロニドを加水分解するか
解析し、酵素学的特徴について解明を試みた。
さらに、同定された酵素がアシルグルクロニ
ド解毒機能を発揮するかどうか検討し、その
酵素の毒性学的意義について検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト肝臓よりミクローム、サイトゾル
等の画分を抽出し、ミコフェノール酸アシル
グルクロニド加水分解酵素活性を指標とし
てタンパク精製を行った。タンパク精製は、
硫安分画、イオンクロマトグラフィー、ゲル
濾過クロマトグラフィー等のステップを経
て行い、加水分解酵素活性は HPLCを用いて
測定した。精製されたタンパク質のアミノ酸
解析を行い、酵素の同定を行った。さらに同

定された酵素が本当にアシルグルクロニド
を加水分解するかどうか、バキュロウイルス
発現系を作成して酵素活性を確認した。 
 同定された加水分解酵素のアシルグルク
ロニド生成に与える影響を解析するため、同
定された酵素に対する阻害剤を探索し、阻害
剤の有無により、アシルグルクロニド生成活
性に影響が認められるかどうか、in vitroにお
いて速度論的解析とともに評価した。 
（２）同定されたアシルグルクロニド加水分
解酵素がミコフェノール酸のアシルグルク
ロニド以外に、どのような薬のアシルグルク
ロニドを基質とするのか、様々な薬物のアシ
ルグルクロニドを基質として用いて触媒能
を解析し、基質特異性を評価した。基質には
肝障害やアナフィラキシーをはじめとする
毒性が副作用として報告されている薬のア
シルグルクロニドを選定した。 
（３）実際に生体内でアシルグルクロニド加
水分解酵素がアシルグルクロニドによる毒
性発現に対して解毒機能を発揮するのか、動
物を用いて in vivoで評価した。使用する動物
種として、マウスもしくはラットのどちらが
適しているのか、それぞれの肝臓ホモジネー
トにおけるアシルグルクロニド加水分解酵
素活性を測定することにより、評価した。選
定された動物種のアシルグルクロニド加水
分解酵素の発現系を作製し、ヒトと同様に加
水分解触媒能を有することを確認した。アシ
ルグルクロニド加水分解酵素の阻害剤を薬
と併用投与することにより、肝障害の増強が
認められるかどうか血中アラニントランス
アミナーゼ(ALT)やアスパラギン酸アミノ基
転移酵素(AST)量を測定することにより評価
した。また、その際の親薬物およびアシルグ
ルクロニドの血中濃度変化もHPLCにより測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）ミコフェノール酸アシルグルクロニド
脱グルクロン酸酵素活性が、ヒト肝臓のミク
ロソームおよびサイトゾルのどちらで認め
られるか解析した結果、両者において酵素活
性が認められ、サイトゾルにおける酵素活性
の方がやや高く認められた。よって、ヒト肝
臓サイトゾル画分をタンパク精製に使用す
る酵素源とし、ミコフェノール酸アシルグル
クロニド加水分解酵素を精製・単離した結果、
/ hydrolase domain containing 10 (ABHD10)
をアシルグルクロニド加水分解酵素として
同定した。ABHD10はこれまで機能が全く分
かっておらず、本研究において初めて機能解
明したことになる。ABHD10発現系を作製し、
ミコフェノール酸アシルグルクロニド加水
分解酵素活性の速度論的解析を行った結果、
ヒト肝臓ホモジネートを酵素源とした際に
得られた Km 値と同程度の値が得られた。
様々な加水分解酵素阻害剤を用いて
ABHD10 発現系とヒト肝臓ホモジネート間
で阻害強度を比較した際、類似した阻害傾向



が得られた。以上より、ヒト肝臓において
ABHD10 がミコフェノール酸アシルグルク
ロニドの加水分解を担う主酵素であること
を明らかにした。 
 ABHD10 を 強 く 阻 害 し た
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を反応液
に添加してヒト肝臓ホモジネートにおける
ミコフェノール酸アシルグルクロニド生成
酵素活性を測定した結果、1.7 倍の固有クリ
アランスの上昇が認められた。このように
ABHD10 はアシルグルクロニド生成に対し
て抑制的に機能することを in vitro で明らか
にした。 
（２）肝障害やアナフィラキシーといった毒
性への関与が疑われている様々な薬のアシ
ルグルクロニドを基質として用いて
ABHD10 発現系による加水分解酵素活性を
測定した結果、ミコフェノール酸の他にジク
ロフェナク、トルメチンおよびプロベネシド
などの薬物のアシルグルクロニドを加水分
解した。一方、イブプロフェン、ケトプロフ
ェンおよびナプロキセンなどの薬物のアシ
ルグルクロニドの加水分解は触媒しなかっ
た。非ステロイド性抗炎症薬(NSAIDs)の中で
は酢酸系 NSAIDsのグルクロニドを基質とす
る傾向が認められた。 
 さらに、トルメチンとプロベネシドに関し
て、アシルグルクロニド生成酵素活性に
ABHD10が影響するか検討するために PMSF
を反応液に添加して上記（１）と同様の解析
を行った結果、1.5から 1.7倍の固有クリアラ
ンスの上昇が認められた。この上昇はケトプ
ロフェン等を基質とした際には認められな
かった。この差異は ABHD10の基質特異性に
よるものと考えられる。 
（３）In vivoにおいて使用する動物種を選択
するためにマウス(C57BL/6, male)とラット
(SD, male)の肝臓ホモジネートを用いて様々
な薬のアシルグルクロニド加水分解酵素活
性を測定した結果、マウスにおいてラットの
10倍高い活性が認められ、かつヒトと同等の
活性を示したことから、マウスを用いて以降
の検討を行った。プロベネシドおよびジクロ
フェナクの体内動態が ABHD10 阻害作用を
示す tri-O-tolylphosphate(TOTP)の前投与によ
り変動するか解析を行った結果、各々のアシ
ルグルクロニドの血中濃度の上昇および親
薬物の血中濃度の低下が認められた。アシル
グルクロニド代謝物が ABHD10 の基質とな
らないイブプロフェンでは、TOTP 前投与に
より親薬物およびアシルグルクロニドの血
中濃度に変動は認められなかった。よって、
ABHD10 は in vivo においても特定の薬物の
アシルグルクロニド生成に関与することを
明らかにした。しかし、ABHD10酵素活性を
阻害しても肝障害の惹起は認められなかっ
たため、ABHD10とアシルグルクロニドによ
る毒性発現との関係性についてはさらに解
析を進める必要がある。 
 以上より、一連の本検討により、新規加水

分解酵素 ABHD10 が薬物のアシルグルクロ
ニドを加水分解することを明らかにし、アシ
ルグルクロニドにより引き起こされる毒性
に対して抑制的に働く可能性を示した。 
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