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研究成果の概要（和文）：ヒトアリルアセタミドデアセチラーゼ(AADAC)が肝毒性や腎毒性が副
作用として報告されている前立腺癌治療薬フルタミド、解熱鎮痛薬フェナセチン、抗結核薬リ
ファマイシンの加水分解を触媒することを明らかにし、薬物代謝においても AADAC が重要であ
ることを明らかにした。また、HNF4・、SHP、FXR などの転写因子および核内受容体を介して胆
汁酸により AADAC 発現量が低下することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that human arylacetamide deacetylase 
(AADAC) catalyzes the hydrolysis of flutamide, phenacetin, and rifamycins, which are 
reported to be associated with toxicity. In addition, it was found that the expression 
level of AADAC mRNA was decreased by bile acid through the repression of HNF4a activity 
by FXR-induced SHP. 
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１．研究開始当初の背景 
 肝ミクロソーム(HLM)に発現している主
なセリンエステラーゼはカルボキシルエス
テラーゼ(CES)1/2 と AADAC である(J. 
Biochem. Mol. Toxicol., 21:187-96, 2007)。
AADACは2-acetylaminofluorene (Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 177:453-9, 1991)、
triacylglycerol (Biochem. Biophys. 
Acta., 1483:37-57, 2000)や cholesterol 
ester (EMBO J., 26:5109-19, 2007)を加水
分解することが知られているが、薬物代謝

に対する関与はほとんど知られていない。 
 前立腺癌治療薬フルタミドは肝臓におい
て主に CYP1A2 により水酸化反応を受けて
抗癌作用を示すが、他の主要経路としてア
ミド結合の加水分解反応がある。フルタミ
ドの副作用として重篤な肝障害が知られて
いるが、Cyp1a2 knockout mouse では加水
分解産物であるFLU-1の尿中排泄量がwild 
type と比較して増加しており、アミノ酸欠
乏食を与えると肝障害が増強することが報
告されている (J. Gastroenterol., 
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41:231-9, 2006)。また、血漿中 FLU-1 濃度
が高い患者ほど肝毒性発症率が高いことも
報告されており (Mol. Cell. Biochem. 
252:149-56, 2003)、フルタミドの加水分解
経路が毒性に関与している可能性が考えら
れる。フェナセチンは CYP1A2 により脱エチ
ル化されてアセトアミノフェンに変換され
るが、メトヘモグロビン血症や腎毒性を引
き起こすため販売中止となった。フェナセ
チン誘発性副作用の原因として加水分解に
より生じた p-フェネチジンによる毒性が
考えられている。しかしこれらの薬物の加
水分解に CES1/2 は関与しない (Biol. 
Pharm. Bull., 20:869-73, 1997)。以上の
ような背景から、HLM には薬物代謝におい
て主要な酵素である CES 以外に重要な加水
分解酵素が存在しており、その酵素として
AADAC に焦点をあてた本研究の着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
 薬物代謝に重要な酵素である CES は、薬
物のエステル結合およびアミド結合を加水
分解することが知られており、この酵素を
利用したプロドラッグが多く開発されてい
る。主な分子種は CES1 と CES2 (CES1/2)で
あり、CES1 は高血圧治療薬イミダプリル等
の ACE 阻害薬、CES2 は抗癌薬の塩酸イリノ
テカンを加水分解することが知られている。
しかし、前立腺癌治療薬フルタミドや販売
中止となった解熱鎮痛薬のフェナセチンは
HLM において加水分解を受けることが知ら
れているが、CES1 や CES2 は関与しないこ
とが報告されている。よって、HLM におい
て CES1/2 以外に薬物代謝（加水分解）に関
与する酵素の存在が示唆される。その酵素
として AADAC に注目した。しかし、AADAC
について研究例が少ないため、薬物代謝に
関与するかどうか不明である。本研究では
AADACがCES1/2と同様に薬物の加水分解に
関与している可能性について明らかにする
ことを目的とした。AADAC の機能を明らか
にすることで薬物動態の理解を深めること
ができると考えた。 
 
３．研究の方法 
 AADAC が薬物加水分解に関与することを
直接的に示すには、単独発現系を用いた酵
素活性の評価が不可欠である。そこで、操
作が簡便で大量に目的タンパク質を得るこ
とが可能なバキュロウイルスを用いて
Sf21細胞に感染させる方法によりAADAC発
現系を作製した。酵素活性の比較対象とし
て CES1、CES2 の発現系も作製した。ここで
確立した発現系を以下の酵素活性測定の酵
素源として用いる。 
 上記で確立した AADAC 単独発現系を用い

てフルタミドおよびフェナセチンの加水分
解酵素活性を CES1 と CES2 単独発現系と比
較しながら評価した。さらに、生体内にお
いて AADAC が実際にこれらの薬物の加水分
解反応に寄与していることを明らかにする
ため、肝ミクロソームおよびサイトゾルを
用いて反応の速度論的解析を行った。AADAC
は HLM に発現していることが報告されてい
るため、サイトゾルにおいて活性がほとん
ど見られず、ミクロソームにおいて高い活
性が認められることが予想された。また、
様々なセリンエステラーゼや他の加水分解
酵素阻害剤によるフルタミドとフェナセチ
ン加水分解酵素活性の阻害程度を単独発現
系と HLM で検討し、AADAC 単独発現系を用
いたときと肝ミクロソームを用いた際で阻
害形式が一致するか確認した。肝臓のみな
らず、他の臓器でも AADAC が発現している
可能性が考えられるため、様々な臓器にお
ける AADAC の発現をウェスタンブロッティ
ングにより解析し、各臓器ミクロソームを
用いて加水分解酵素活性を測定した。AADAC
が関与しているならば、発現が認められた
臓器において活性が検出されるべきである。
さらに AADAC がフルタミドやフェナセチン
以外の薬物の加水分解反応にも関わってい
る可能性を考えて、候補薬物であるプラゾ
シンやテラゾシン、リファマイシンなどの
薬物の加水分解酵素活性を AADAC 単独発現
系を用いて解析した。 
 AADAC の活性部位は脂質加水分解酵素で
ある Hormone-sensitive lipase (HSL)と類
似していることからコレステロールエステ
ルの加水分解を担う酵素として研究がなさ
れていた。よって AADAC はコレステロール
代謝物である胆汁酸により発現制御を受け
る可能性が考えられた。まずヒト由来細胞
株を用いて AADAC が発現している細胞株を
探索した。発現が確認された細胞株やヒト
初代培養肝細胞に farnesoid X 
receptor(FXR)のリガンドであるケノデオ
キシコール酸を処置することにより mRNA
の発現量の変動をリアルタイム PCR により
検討した。AADAC遺伝子上流にFXR response 
elements (FXRE)が存在するかコンピュー
タ解析を行い、その領域が機能的に働くこ
とを証明するため、レポータープラスミド
pGL3 vector に様々な長さの AADAC 上流領
域を組み込んで細胞内に導入し、ケノデオ
キシコール酸を処置して誘導率の差異を解
析した。このように内因性リガンドが
AADAC を介して薬効や毒性発現に関与して
いる可能性を見出した。 
 
４．研究成果 
 AADAC、CES1A1、CES1A2 および CES2 のバ
キュロウイルス発現系を作製し、フルタミ



 

 

ド加水分解酵素活性を測定した結果、AADAC
のみがフルタミド加水分解酵素活性を示し
た。HLM と AADAC 発現系を用いたフルタミ
ド加水分解酵素活性に対する阻害実験、
様々な臓器における AADAC 発現と加水分解
酵素活性の有無の比較や個人 HLM における
AADAC タンパク質発現量と加水分解酵素活
性の相関実験からも AADAC がフルタミド加
水分解反応を触媒する主な酵素であること
を明らかにした。フルタミドの他に、解熱
鎮痛薬フェナセチンも加水分解産物と腎毒
性の関連が報告されており、現在はその毒
性を理由に使用されていない。しかし、フ
ェナセチンの構造類似体であるアセトアミ
ノフェンは現在も臨床で使用されており、
体内で加水分解反応が起こりにくいと考え
られている。本検討で AADAC がフェナセチ
ンの加水分解反応を触媒する主要酵素であ
ることを明らかにし、AADAC は HLM と同様
にアセトアミノフェンの加水分解能が非常
に低いことも明らかにした。このように
AADAC のフェナセチンとアセトアミノフェ
ンに対する基質特異性の違いが毒性発症頻
度に影響を与えていることが考えられた。
さらに、同様な解析によりリファマイシン系
薬物（リファンピシン、リファブチンおよび
リファペンチンなど）も AADAC により特異的
に加水分解を受けることを明らかにした。リ
ファマイシンは様々な薬物代謝酵素誘導能
や細胞毒性を有していることが知られてい
るが、加水分解代謝物はこれらの性質をほと
んど示さなかった。これはアデノウイルスの
有する感染能を用いて AADACを過剰発現させ
たヒト肝癌由来細胞 HepG2細胞にリファンピ
シンを処置すると酵素誘導能や細胞毒性が
減少したことにより支持された。このように
毒性学的に AADAC は重要であり、AADAC 発現
量の体内変動は薬物毒性発現に大きな影響
を与えることが考えられた。 
 AADAC の発現が認められたヒト肝癌由来細
胞 HuH7 細胞に胆汁酸のケノデオキシコール
酸を処置したところ AADAC mRNA 発現量の低
下が認められた。ルシフェラーゼアッセイ、
ゲルシフトアッセイなどの手法を組み合わ
せて、AADAC 遺伝子の 5’-上流領域には転写
因子 hepatocyte nuclear factor (HNF) 4・
の結合領域が存在し、HNF4・の機能を抑制す
る short heterodimer partner (SHP) の発現
をケノデオキシコール酸が FXRを介して抑制
することにより AADAC発現量低下が引き起こ
されることを明らかにした。 
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