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研究成果の概要（和文）：加水分解反応が毒性発現に関与することが示唆されているものの、未だどの酵素により触媒
されるか知られていない医薬品が存在する。本検討では2種の医薬品に注目し、加水分解酵素の同定及び毒性発現への
関与を解析した。アセブトロールの副作用としてエリテマトーデスが知られている。ヒトにおいてアセブトロールはカ
ルボキシルエステラーゼ2により効率的に加水分解され、その後にシトクロムP450 2C19により副作用を示す代謝物へ変
換されることを明らかにした。ケトコナゾールは経口摂取時の副作用として肝障害が知られており、アリルアセタミド
デアセチラーゼによる加水分解反応が毒性発現に重要なステップであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to clarify the identification of esterases responsible 
for toxicities of two clinical drugs, acebutolol and ketoconazole. Lupus erythematosus and hepatotoxicity 
are known as side effects of acebutolol and ketoconazole, respectively. We found that acebutolol is 
hydrolyzed to acetolol by carboxyl esterase (CES) 2, followed by N-hydroxylation of acetolol by 
Cytochrome P450 (CYP) 2C19. Involvement of this metabolic pathway in acebutolol-induced toxicity was 
clarified using mice co-administered with CES and P450 inhibitors or inducers by evaluation of 
anti-nuclear antibody in plasma. Ketoconazole was specifically hydrolyzed to N-deacetylketoconazole by 
arylacetamide deacetylase (AADAC) in human liver. The involvement of AADAC in ketoconazole-induced 
toxicity was clarified using human hepatoma HepaRG cells with overexpression of human AADAC. These 
results would provide useful information for clinical and drug development.
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１．研究開始当初の背景 
 臨床で使用されている薬の約 10%は加水
分解されることで薬効を失ったり、獲得した
りするだけでなく、加水分解産物が毒性を発
揮する原因物質となる場合もある。このよう
に加水分解反応は薬物動態学的及び毒性学
的に重要であるにも関わらず、その反応を担
う酵素の研究はシトクロム P450 やグルクロ
ン酸転移酵素に比べて非常に遅れている。加
水分解を受けることでその代謝産物が肝障
害や腎障害、メトヘモグロビン血症などの副
作用の原因となることが示唆されていなが
らも、それが実験学的に証明された例はほと
んどなかった。薬の加水分解の理解の遅延を
もたらす最大の原因は、カルボキシルエステ
ラーゼ(CES)以外の多岐にわたる加水分解酵
素の機能や基質特異性などが解明されてい
ないことがある。 
 申請者はこれまでに、前立腺癌治療薬フル
タミド、解熱鎮痛薬フェナセチン及び結核治
療薬リファンピシン、リファブチン及びリフ
ァペンチンの加水分解反応にアリルアセタ
ミドデアセチラーゼ(AADAC)が関与するこ
とを明らかにしてきた。フルタミドの副作用
である肝障害及びフェナセチンの副作用メ
トヘモグロビン血症には加水分解反応が関
与するため、AADAC は毒性発現をコントロ
ールする酵素とわかる。また、様々な毒性発
現に関与すると考えられているアシルグル
クロニドの加水分解反応を/ヒドロラーゼ
ドメインコンテイニング 10(ABHD10)が触
媒することをミコフェノール酸やプロベネ
シドのアシルグルクロニドに注目して解明
してきた。このように、CES 以外にも薬物の
加水分解反応に関与する酵素が数多く存在
する可能性、及び AADAC や ABHD10 等の
新規酵素が他にも多くの薬物を加水分解す
る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 上記のように薬物代謝に関与すると推察
される加水分解酵素は多く存在する可能性
がある。また、近年機能同定された加水分解
酵素についても基質報告例が少ないため基
質特異性が不明なままであった。これらの機
能を明らかにし、副作用や薬物間相互作用を
回避する必要がある。 
 加水分解反応が毒性発現につながること
が示唆されていながらもその責任酵素が不
明な薬物は未だ多く存在する。例えば、アセ
ブトロールの加水分解はエリテマトーデス、
ケトコナゾールの加水分解は肝障害と関連
することが示唆されていた。本課題では、毒
性発現に加水分解反応が関与することが示
唆されているアセブトロールとケトコナゾ
ールに注目して、その責任酵素を同定し、毒
性発現に対する加水分解酵素の関与を検討
した。 
 
３．研究の方法 

 薬物代謝の主要臓器であるヒト肝臓より
ミクロソームやサイトゾルなどの画分を調
製し、アセブトロール及びケトコナゾールの
加水分解酵素活性を HPLC もしくは
LC-MS/MS を用いて評価した。また、当研究
室にて保有している CES、AADAC や
ABHD10 の発現系を用いても酵素活性を測
定した。もしいずれの発現系においても酵素
活性が認められなかった場合はタンパク質
精製を行うこととした。 
 アセブトロールやケトコナゾールを加水
分解する酵素が生体内で毒性発現に関与し
ているか検討するために次に示す in vivo 及
び in vitro 検討を行った。(1) In vivo:マウス
もしくはラット肝臓を用いて加水分解酵素
活性を測定し、ヒトと同様の酵素活性を示す
動物種を選定した。当該酵素の阻害剤を投与
して加水分解酵素の機能を低下させた実験
動物にアセブトロールを単回もしくは連続
投与することにより、毒性発現が抑制される
か評価した。アセブトロールで認められるエ
リテマトーデスを評価する際、血漿中の抗核
抗体量や種類を蛍光抗体法の原理に基づい
て測定する HEPANA テストや、抗体産生細
胞が多く存在する脾臓の重量を測定した。(2) 
In vitro:薬物代謝酵素やトランスポーターの
発現が比較的維持されていることが知られ
ている HepaRG 細胞に薬物を処置し、細胞
生存率を測定することで、細胞障害性を評価
した。当該加水分解酵素の発現が低かった場
合は、アデノウイルス感染能を利用して
HepaRG 細胞に酵素を過剰発現させた。 
 
４．研究成果 
 はじめにアセブトロール加水分解酵素活
性をヒト肝臓画分を用いて測定した結果、ミ
クロソーム画分において高い酵素活性が認
められた。発現系を用いた結果、CES1、CES2
及び AADAC 全ての酵素で酵素活性が認め
られたものの、CES2 が最も高い加水分解効
率を示し、肝臓ミクロソームで認められた
Km と近似した値を示した。ヒト肝臓ミクロ
ソームにおける酵素活性に対する阻害実験
でも、ヒト CES2 に特徴的な阻害プロファイ
ルを示した。アセブトロールの主代謝物は加
水分解産物（アセトロール）がアセチル化さ
れて生成するジアセトロールであり、発現系
を用いた解析の結果、NAT2 により触媒され
ることを明らかにした。エリテマトーデスの
原因物質としてアセトロールが水酸化され
て生成する N-水酸化アセトロールが考えら
れた。水酸化酵素として P450 の可能性を考
慮し発現系を用いて水酸化代謝物を N-アセ
チルシステイン付加体として測定した結果、
CYP2C19 が最も高いアセトロール水酸化効
率を示した。 
 CES 酵素活性は一般的にラットよりマウ
スにおいて高いため、in vivo 検討はマウスを
用いて行った。雌性 C57BL/6 マウスにアセ
ブトロール(100 mg/kg, p.o.)を30日間投与し



た結果、血漿中抗核抗体の産生が認められ、
P450 誘 導 剤 で あ る pregnenolone 
16-carbonitrile を共投与することにより抗
核抗体量の増加が認められた。抗核抗体量は
CES 阻害剤 tri-o-tolylphosphate 及び P450
阻害剤 1-aminobenzotriazole 共投与により
減 少 し た 。 脾 臓 重 量 も pregnenolone 
16-carbonitrile の共投与により増大が認め
ら れ た が tri-o-tolylphosphate 及 び
1-aminobenzotriazole 共投与によりその増
大は抑制された。以上より、アセブトロール
の副作用であるエリテマトーデスには加水
分解、その後の水酸化反応が関与することを
明らかにした。NAT2 は解毒酵素として考え
られ、遺伝的多型の存在が知られている。
CES2、CYP2C19 及び NAT2 の酵素活性の
バランスが毒性感受性を左右しているのか
もしれない。 
 続いてケトコナゾール加水分解について
解析したところ、ヒト肝臓ミクロソームにお
いて活性が認められ、発現系を用いた解析で
はAADACにおいてのみ酵素活性が認められ
た。両者において速度論的解析を行った結果、
類似した Km 値を示した。また、ヒト肝臓ミ
クロソームにおける酵素活性に対して様々
な阻害剤を用いて阻害実験を行ったところ、
AADAC に特徴的な阻害プロファイルを示し
た。以上より、ケトコナゾールは AADAC に
より加水分解されることを明らかにした。さ
らに、加水分解代謝物 N-デアセチルケトコナ
ゾールは FMO3 により N-水酸化されること
も明らかにした。 
 N-デアセチルケトコナゾールの N-水酸化
産物が細胞毒性を引き起こすことがラット
肝細胞を用いた検討より示唆されており、ヒ
トにおいても加水分解を起点とした一連の
代謝反応がケトコナゾールの細胞毒性につ
ながるか、HepaRG 細胞を用いて検討した。
HepaRG 細胞は様々な薬物代謝酵素の発現
を維持していることが知られており、FMO3
の発現もヒト肝細胞と同等であることが報
告されている。N-デアセチルケトコナゾール
処置により濃度依存的な細胞生存率の低下
が認められたがケトコナゾールでは認めら
れな k った。AADAC の特異的基質であるフ
ルタミドの加水分解酵素活性を測定した結
果、HepaRG 細胞はヒト肝細胞と比較して顕
著に低い活性を示したため、ケトコナゾール
で細胞生存率の低下が認められなかったの
は AADAC の発現が低いためと考えられた。
そこでアデノウイルス感染能を使用して
HepaRG 細胞に AADAC を過剰発現させた
結果、ケトコナゾールによる細胞生存率の低
下が認められた。なお、過剰発現させた際の
AADAC 発現量はヒト肝細胞と同等であった。
以上より、AADAC を起点とする代謝反応が
ケトコナゾール毒性に関与していることを
明らかにした。 
 本研究で明らかにした結果は、臨床及び医
薬品開発において有用な情報を供する。 
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