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研究成果の概要（和文）：【背景・目的】薬物の反応性代謝物は、生体高分子との共有結合を介し副作用を惹起するた
め、通常グルタチオン等のトラッピング試薬とLC-MSの組合せでスクリーニングされる。そこで本法の「スループット
の低さ」、「生体高分子との差異」、「試薬自身の代謝」等の問題点を改善すべく、ハイスループット・ハイブリッド
な評価システム開発を目的にした。【成果】①求核性部位の単純モチーフ化とカクテルとしての利用により、反応点の
網羅と代謝の問題を解決した。②各試薬の安定同位体標識体の添加で、特徴的なダブレットピークによる生成物の評価
が出来た。③ダブレットピークをトリガーとする自動MS/MS解析法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Background・Aim: Reactive metabolites of drugs result in adverse drug reactions 
through the formation of covalent biding to biological macromolecules. Therefore, trapping assays, such 
as glutathione trapping method, are widely performed together with LC-MS for the screening. However, the 
current strategy still has problems: ex. low throughput, structural gap between trapping reagents and 
biological macromolecules, and metabolic degradation of the reagents. We therefore aimed to develop a 
high-throughput/hybrid screening system to solve the problems. Outcome: I) Using simple motif of each 
nucleophilic site followed by mixing as a cocktail, the structural gap and metabolic degradation were 
avoided. II) Concomitant use of the stable isotope labeled motifs facilitated the screening because of 
the characteristic doublet peaks. III) Isotope pattern dependent scanning enabled the automated MS/MS 
analysis using the characteristic doublet peaks.

研究分野： 臨床分析化学
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１．研究開始当初の背景 
背景(1)『代謝物に起因する毒性』：薬物の反
応性代謝物は、生体高分子と共有結合を生成
する。その結果： 
 抗原性獲得によるアレルギー 
 CYP 阻害を含む肝障害 
 DNA との反応による遺伝毒性 
等の重篤な副作用を惹起し得る。しかし、薬
物代謝の個人差等により予測が困難故、開発
後期あるいは上市後、見つかることも多く、
医薬品開発・臨床の場で最も憂慮されるリス
クのひとつである。 
背景(２)『既存のリスク評価法（国内外の他
研究者の研究概要）』：不安定な反応性代謝物
の直接分析・反応性評価は困難であり、以下
の手法が汎用されている 
 トラッピング試薬と LC-MS*の組合

せ：グルタチオン、シアン化物イオン、
合成ペプチド、DNA などの求核性トラ
ッピング試薬の利用 

 タンパク質との付加体そのものを検出
する方法：プロテオミクスの手法による
CYP3A4、血清アルブミン付加体の分析 

背景(3)『既存の方法の問題点』：前者では反
応点をカバーしていない・スループットの低
さ・トラッピング試薬自身の代謝、後者では
モデル実験の域を超えない、などの問題が有
る。 
背景(4)『申請者の研究成果、着想に至った経
緯』：申請者は、現在まで求電子性化合物に
よるタンパク質・DNA の『化学修飾』、『ス
クリーニング』を研究する中で、質量分析と
安定同位元素標識を組合せたアプローチで
『毒性発現メカニズムまで言及できるハイ
スループットリスク評価システム』を創成し
得るとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 薬物は代謝過程で、想定外の反応性代謝

物を与える。 
 これらはタンパク質・DNA と共有結合

し、重篤な副作用を惹起し得る。 
 この様な『潜在的副作用』は予測困難で

あり、満足できるリスク予測システムは
無い。 

そこで申請者は、臨床・創薬研究の著しい加
速・進展に貢献すべく、以下の目的で研究を
推進する。 
 従来法の欠点を全てクリアし得る、新規

リスク予測システムを開発する 
 反応性のみならず、毒性発現メカニズム

まで言及できるシステムとする 
 ハイスループット・自動化可能なシステ

ムとする 
 

３．研究の方法 
(1)新規トラッピングカクテルのデザインと
調製 
① 求核性アミノ酸側鎖およびDNAをモチー

フとする単純な化合物を数種選択（デザ

イン）し、購入（調製）した。 
② 上記化合物の安定同位元素標識体を購

入（調製）した。この時、アミノ酸残基
ごとに標識数を変えた物とした。可能な
場合標識は、同位体効果の少ない 13C お
よび 15N、導入の容易な 2H (D)を用いた。 

③ Cys 型モチーフの-SH 基のジスルフィド
への空気酸化を避ける保存条件を検討
した（EDTA の添加、酸性条件など）。 

④ 重水素（D）標識の物は、保存中・反応
条件での標識の脱離など、安定性を検討
した。 

⑤ これら全てを混合(非標識体：標識体＝
１：１) したカクテルを調製した。  
例）Arg 型 (1-methylguanidine; D0/D3), 
Cys 型 (2-mercaptoethanol; D0/D4) , 
His 型(4-methylimidazole; D0/D5), Lys
型 (n-butylamine; D0/D9), DNA 塩基型 
(2’-deoxyguanosine; 15N0/

15N5)（市販さ
れていない物は、調製した）。 

 
(2)個々の試薬の評価（反応性・安定性） 
① 求電子性構造別に薬物の反応性代謝物

数種をモデルとして購入あるいは調製
した。 
例 ） 第 I 相 代 謝 物： エ ポ キシ 体
（carbamazepine-10,11-epoxide）、α,
β - 不 飽 和 カ ル ボ ニ ル （ 2-oxo 
ticlopidine ）、 キ ノ ン 類 縁 体
（N-acetyl-p-benzoquinone imine）、ニ
トロソ体（4-nitroso sulfamethoxazole）
など。 
例）第 II 相代謝物：エステル型グルク
ロ ナ イ ド (diclofenac acyl 
glucuronide)など。 

② (1)の求核性アミノ酸・DNA モチーフとの
反応性を生理的条件化（pH7.4）精査し
た。 
 個々の成績体の化学構造を確認し

た。 
 反応中～反応後の生成物中の安定

同位元素標識の脱離など、安定性を
検討した。 

 
(3)検出系の評価 
① 反応部位を迅速に評価すべくArg型(Δ3 

Da), Cys 型(Δ4 Da) , His 型(Δ5 Da), 
Lys 型(Δ9 Da), DNA 塩基型(Δ5 Da)で
見られるダブレットピークを測定した。 

② また、DNA 塩基型(Δ5 Da)は PSD/MS2 に
より His 型(Δ5 Da)と区別した。 

③ 自動化を考慮した構造情報獲得のため
FIA-ESI-MS/MS（イオントラップ型）も
検討した。 

④ アイソトープパターンを認識した、
isotope pattern dependent MS/MS を設
定した。 

 
(4)前処理の検討 
① 従来のグルタチオントラッピングと異



なり、生成物は疎水性かつ安定な物と推
測される。 

② 固相抽出カートリッジ（C18 等）を用い、
洗浄条件・溶出条件を最適化し、回収率
等を検討した。 

 
(5)in vitro 代謝系での応用 
① 肝ミクロソームを用いた in vitro 代謝

系とモデル薬物（(2)で反応性を確認し
た benzodiazepine, carbamazepine, 
diclofenac など）を検討した。 

② (2)で用いた活性化体標品と同様の付加
体が得られるか確認した。 

③ 肝ホモジネートで評価可能か検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 各プローブは、保存ならびにインキュベ

ート中、安定であった。 
(2) 3 種のイオン化法を比較し、測定対象の

相違に寛容かつ高流速での使用が可能
な APCI を選択した。 

(3) 最適化した LC 条件で 1 サンプル 1.8 分
の測定が可能であった。 

(4) 本法で捕捉したモデル化合物は、ダブレ
ットピークの質量差により、容易に反応
点を同定可能であった。 

(5) 標識体との質量差が同じArgと DNA型プ
ローブ（△3 Da）の付加体は、デオキシ
リボースのインソース脱離（ISD）（－116 
Da）の有無で分別できた。 

(6) グルタチオンで捕捉困難なアルデヒド
（PLP、4-DCA）は、Lys 型プローブ付加
体として検出できた。 

(7) 本法により、ラット肝ミクロソーム懸濁
液中、NADPH 存在下、インキュベートし
アセトアミノフェン、プラノロール代謝
物 由 来 の Cys 型 プ ロ ー ブ 
([2H0]/[

2H4]-2-mercaptoethanol 混液 ) 
付加体がダブレットピーク (Δ4 Da) と
して検出された。 

(8) IDDS を用いることで、KP-Lys 型プロー
ブ付加体のダブレットピーク (Δ9 Da)
をトリガーにしたMS/MS自動解析が可能
であった。 
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