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研究成果の概要（和文）：アロプリノール及びフェニトインをモデル医薬品として、ヒト肝由
来組織を用い、反応性代謝物と生体内タンパク質との共有結合体(アダクト)を生成するかどう
かを検討した。フェニトインでは、チトクローム P450 活性及び細胞内グルタチオン濃度が、
アダクト生成に重要であることが示された。また、アロプリノールの主な代謝経路にチトクロ
ーム P450 の関連を示す報告はされていないが、本研究では、生体内でアダクトを生成する際、
チトクローム P450 が関わっている可能性が示され、ハプテン仮説の成立が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate whether allopurinol or phenytoin generate 
drug-protein adduct, each drugs were incubated with various human liver tissues. As a 
result, it is suggested that cytochrome P450 activities and the concentration of 
glutathione in cells are of importance for generation of drug-protein adduct formation 
with phenytoin. In addition, although it have not been reported that P450 activities are 
involved in the allopurinol metabolism, the result of this study suggested that P450 
activities played a role in generation of the drug-protein adduct.  
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１．研究開始当初の背景 

1) 重症薬疹について 

重症薬疹とは、時に生命の危険を伴う重篤

な薬疹であり、代表としてスティーブンス・

ジョンソン症候群(SJS)や中毒性表皮壊死症

(TEN)が挙げられる。薬剤による副作用とし

て発症することが多いとされ、発症頻度は、

それぞれ人口100万人当たりSJSでは約3～4

人、TEN では 1 人と低いものの、致死率は、5

～30%と比較的高い。また、回復しても目や

呼吸器に後遺症が残る場合が多く、重篤な副

作用の中でも特に問題となっている。 

 

2) HLA 遺伝子型と SJS/TEN 発症の関連 

 近年、SJS/TEN の発症とヒト白血球抗原

(HLA)の特定遺伝子タイプが非常に強い相関
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を示すことが明らかにされた。また、その相

関には、民族特異性や薬剤特異性があること

も明らかとなっている。 

 我々は、発症率が低い SJS/TEN 患者の検体

を日本中の病院から集積できるシステムを

構築し、日本人における SJS/TEN 発症症例の

HLA タイプの解析を行っている。その成果の

一つとして、アロプリノールは、日本人にお

いて HLA-B*58:01が SJS/TEN 発症の遺伝子マ

ーカーであることを報告している。 

 

3) ハプテン仮説と p-i コンセプト 

 医薬品の多くは低分子量であるため、それ

自体はアレルゲン性を持たない。生体内に取

り込まれた後、代謝活性化を受けて化学構造

が変化し、反応性の高い中間体が生成するこ

とがある。この様な代謝物は、反応性代謝物

とよばれ、生体内のタンパク質や核酸などの

高分子を共有結合し、アレルギー、肝毒性、

組織壊死、変異原性やがん原性の原因になる

と考えられている。このようなハプテン仮説

は提唱されてはいるものの、証明した報告は

ない。一方、最近、共有結合を形成せずに、

医薬品自体が HLA と弱く会合した状態で T 

細胞受容体に直接認識されることがカルバ

マゼピンの知見を例に提唱されており、

pharmacological interaction with immune 

receptors the (p-i)コンセプトと呼ばれて

いる。しかし T 細胞の活性化には高い薬物濃

度が必要で、否定的な知見も他の医薬品では

報告されており、SJS/TEN 発現の初期過程メ

カニズムに関して結論は得られていない。 

 

２．研究の目的 

 重症薬疹の一種である SJS/TEN を含めた薬

物アレルギー発症の初期段階(感作段階)の

メカニズムについては、ハプテン仮説が有力

ではあるものの、未だ一定の結論が得られて

いない。 

本研究は重症薬疹を発現しやすいアロプリ

ノール及びフェニトインをモデル医薬品と

して、医薬品が細胞内に取り込まれてからタ

ンパク質に結合し、さらに薬物結合抗原ペプ

チドとして HLA分子に結合した状態で提示さ

れる初期メカニズムを明らかにすることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は、アロプリノール及びフェニトイ

ンを対象とした。14C 標識アロプリノールは合

成依頼品であり、量が限られていたため、同

じく重症薬疹を発現しやすいとされるフェ

ニトインを対象とし、実験を開始した。 

まず、各化合物が、代謝活性化を受けてタ

ンパク質と共有結合するかどうかを明らか

にするため、ヒト肝組織由来試料を用いて、

反応性代物と生体内タンパク質との共有結

合体(アダクト)生成の条件検討を行った。 

14C 標識したフェニトイン及びアロプリノー

ルは、日本アイソトープ協会から購入した。

白人由来の肝細胞の S9 画分、サイトゾル画

分、及びミクロソーム画分（各々150 人分を

プールした画分）、ヒト初代肝細胞（個人由

来）、並びに NADPH regeneration system は、

日本 BD Gentest 社より購入した。 

  

1)アダクト形成の条件検討 

①ミクロソーム画分、サイトゾル画分、S9 画

分を用いたアッセイ系 

0.1 mM フェニトイン（231 KBq）または 0.1 

mM ア ロ プ リ ノ ー ル (227 KBq) 、 NADPH 

regeneration systemを含むリン酸緩衝液（pH 

7.4）を 37℃で 5 分加温後、種々の条件で各

肝組織画分を加え、攪拌後、37℃で 60 分間

インキュベートした。氷冷後、100,000 x g

で 60 分間（4℃）超遠心し、その上清と沈殿



 

 

から各々タンパク質を抽出した。 

 

 ②ヒト初代肝細胞を用いたアッセイ系 

グルタチオン合成阻害剤であるブチオニ

ンスルホキシミン(BSO)を含む肝細胞用の

ISOM’s 培地でヒト初代肝細胞を CO2 インキ

ュベータにて、37℃、1 時間処理した。BSO

処理後、0.1 mM フェニトイン（924KBq）また

は 0.1 mM アロプリノール(908KBq)を含む

ISOM’s 培地で 37℃、2時間反応させ、100 x 

g で 5 分間（4℃）遠心した沈殿（細胞画分）

からタンパク質を抽出した。 

 

③ヒト初代肝細胞を破砕したホモジネート

を用いたアッセイ系 

ヒト初代肝細胞を BSO 入り ISOM’s培地で

CO2インキュベータにて 37℃、1時間処理した

後、リン酸バッファーで洗浄を行い、超音波

で破砕し、ホモジネートを調製した。ホモジ

ネートに 0.1 mM アロプリノール(45KBq)を加

え、NADPH regeneration system や ATP を加

えた各条件で恒温槽にて 37℃、1 時間反応さ

せた。氷冷後、超遠心(100,000 x g、 4℃、

1 時間)した上清及び沈殿からタンパク質を

抽出した。 

 

2) SDS-PAGE と放射性同位体の検出 

抽出したタンパク質について、Bradford 

法によりタンパク質量を測定した。スタンダ

ードとして BSA を用いた。抽出タンパク質に

サンプルバッファーを加え、100℃、5分加熱

処理し、SDS-PAGE を行った。ゲルは、1mm 厚

のグラジエントゲル、または 2mm 厚の 10%も

しくは 12.5%ゲルを使用した。電気泳動後の

ゲルを PVDF 膜に転写後、または、ゲルドラ

イヤーで乾燥後、放射性同位体検出用プレー

トに露光し、GE ヘルスケア バイオサイエン

ス社製 Typhoon 9400、または富士フィルム製

イメージング機器 BAS-2500 により、画像の

取り込みを行なった。  

 

４．研究成果 

1)フェニトインを用いた実験結果 

14C 標識フェニトインを用いた実験では、

NADPH 添加条件下でミクロソーム画分のみと

反応させた沈殿画分で分子量 30kDa～60kDa

の位置に、2 本のバンドが検出された。この

バンドは、14C-フェニトインが結合したと推

定されるアダクトタンパク質と考えられる。

NADPH を添加していないサンプルでは、50 日

露光後もバンドが見られなかった。フェニト

インの主代謝経路は CYP2C9 による水酸化で

あることや、反応性代謝物の生成には、さら

に CYP2C19 や CYP3A4 が関わることが知られ

ている。本研究においても、フェニトイン結

合タンパク質の生成には、チトクローム P450

の関与が示唆された。 

一方、S9 画分を用いて反応させた抽出タン

パクでは、明確なバンドは確認できなかった。

S9 にはグルタチオン等の反応性代謝物除去

関連因子が含まれており、この影響によるも

のと考えられる。 

また、BSO 処理及び未処理のヒト初代肝細

胞と反応させて得られた抽出タンパクで、薄

いながらもバンドが検出された。BSO 処理を

行ったヒト初代肝細胞抽出タンパクの方が

若干ではあるが、濃いバンドが得られており、

細胞内グルタチオン濃度を低下することで

アダクトタンパク生成量が増加したものと

推察される。 

以上の結果より、フェニトインのアダクト

タンパクの生成には、チトクローム P450 及

び細胞内グルタチオン濃度の重要性が示唆

された。 

 

2)アロプリノールを用いた実験結果 



 

 

フェニトインを用いた実験を踏まえて、14C

標識アロプリノールを用いて、NADPH 添加条

件下でミクロソーム及びサイトゾル画分を

主として用いたアッセイ系、ヒト初代肝細胞

を用いたアッセイ系を実施したが、どちらも

明確なバンドは得られなかった。 

ヒト初代肝細胞とフェニトインを用いた

反応を行った実験結果では、低分子量(15kDa

以下)の位置に未反応と考えられるシグナル

が多く検出されたが、アロプリノールで同様

の実験を行った結果では、この位置のシグナ

ルは、非常に少なかった。このことから、細

胞内にアロプリノールが取り込まれていな

い可能性が考えられたため、ヒト初代肝細胞

を破砕して得られたホモジネートを用いて

反応を行った。 

NADPH 添加条件下でホモジネートと反応さ

せた沈殿画分から抽出したタンパク質で、

75KDa 付近にブロードではあるが、バンドが

検出された。このバンドは 14C 標識アロプリ

ノールが結合したと推定されるアダクトタ

ンパク質と考えられる。アロプリノールは、

キサンチンオキシダーゼにより酸化され、大

部分がオキシプリノールとなる。主代謝物で

あるオキシプリノールもキサンチンオキシ

ダーゼ抑制作用を有する活性体である。アロ

プリノールの主な代謝経路には、P450 の関連

を示すものは報告されていないが、本研究の

結果は、アロプリノールが生体内でアダクト

を生成する際、P450 が関わっていることを示

唆するものである。また、ハプテン仮説の成

立の可能性も見出した。 
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