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序論 

 

医薬品開発において，薬物動態学的特性は血中濃度と有効性/毒性を決定する重要な因子である．

臨床現場で使用される医薬品（米国の処方数トップ 200の医薬品）の体内からの消失は，代謝過

程が約 70%を占める［1］．また，医薬品代謝の約 70%はシトクロム P450（CYP）によるもので，

CYP 以外の酵素（non-CYP 代謝酵素）の寄与はグルクロン酸抱合酵素（UGT），エステラーゼ，

フラビン含有モノオキシゲナーゼ（FMO），アセチル抱合酵素（NAT），モノアミンオキシダーゼ

（MAO）の順とされているが，CYPと比較してその関与は少ない［1］．一般に臨床的に問題とな

る薬物相互作用の大半は薬物代謝によるものであり［2, 3］，薬物相互作用を予測・回避するため

には医薬品の代謝反応を担う酵素を特定することが必要である． 

 

個々の患者の薬物動態は, 遺伝子多型や疾病などの内的要因と薬物相互作用や生活習慣などの

外的要因により変動する．CYP は多くの医薬品の代謝酵素であるため，これらの要因が CYP 代

謝に及ぼす影響について，膨大な研究とデータの蓄積が行われてきた．また，臨床の場では CYP

に関わる薬物相互作用，もしくはその関与が疑われる事例が多数報告されてきた．テルフェナジ

ンやアステミゾールは，CYPが関与する薬物相互作用が原因で市場から撤退することになった医

薬品である［4, 5］．近年は CYP の酵素分子種の同定方法［6］や薬物相互作用の評価方法のガイ

ドライン［7］がまとめられており，これらの情報が臨床現場で役立てられている． 

  

このような背景から，薬物相互作用の多い CYP で代謝される医薬品の開発が避けられる傾向

にある．一方，CYP で代謝を受けにくい化合物を選択した結果，non-CYP代謝酵素で代謝される

医薬品が増えてきている．しかし，non-CYP代謝酵素は CYP のように酵素分子種の種差や遺伝子

多型などの情報が少なく，分子種同定のための in vitro 代謝試験法も確立されていないのが現状で

ある［8, 9］．Non-CYP代謝酵素に関する情報の少なさは，薬物の動態学的特性の評価の際に non-

CYP 代謝酵素の関与を見逃すリスクを高める可能性がある．Non-CYP 代謝酵素が関与した代表

的な薬物相互作用として，ソリブジンと 5-フルオロウラシル（5-FU）の併用時に致死的な副作用

が発生した事例が知られている．ソリブジンの代謝産物が 5-FU の代謝律速酵素であるジヒドロ

ピリミジンデヒドロゲナーゼ（DPD）を不可逆的に阻害したため，5-FUの体内濃度の異常上昇が

起こり，多数の死者が発生した［10-12］．これ以外にも，予期しない non-CYP 代謝酵素が関与す

る毒性が発現したために，臨床試験の段階で開発が中止された事例が報告されている［13, 14］．

これらのことからも，医薬品の有効性と安全性を確保するために，non-CYP 代謝酵素に関する情

報の蓄積が望まれる．  

 

非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）である nabumetone［4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-one］

は，胃腸障害の軽減を目的としたプロドラッグである．Nabumetone は生体内で活性代謝物 6-

methoxy-2-naphthylacetic acid（6-MNA）に変換されて薬効を発揮する．6-MNA の生体内半減期は

約 21時間と長く，また，NSAIDs の中では副作用が比較的少ないとされ，がん終末期の人に対し

ても，長期にわたり連用可能な NSAIDであるとされている［15-17］．しかし，活性代謝物以外に
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も複数の代謝物が存在し，これらの代謝経路や代謝酵素に関する情報には不明な点が多い．  

 

Nabumetoneは体内で，芳香環の 4位の炭素鎖中の 2個の炭素が酸化的に除去されて活性体であ

る 6-MNAになる経路，炭素鎖中のケトンが 2級アルコールに還元され 4-(6-methoxynaphthalen-2-

yl)butan-2-ol（MNBO）になる経路，および 6-methoxy基が脱メチル化されて 4-(6-hydroxynaphthalen-

2-yl)butan-2-one（M3）になる経路の 3つで消失することがわかっている（Fig. 1）．6-MNA は脱メ

チル化されて 6-hydroxy-2-naphthylacetic acid（6-HNA）となって不活化し，一部はさらに抱合を受

けて尿中に排泄される［18］．このように，nabumetone の代謝には，複数の経路と複数の CYPと

non-CYPの代謝酵素が関わっていることが示唆されているが，これらの情報は十分に明らかにさ

れていない． 

 

Nabumetoneはプロドラッグなので，薬物動態を把握するために，活性化と不活化に関与する代

謝酵素を特定することが必要である．さらに，nabumetoneが活性化せずに消失する経路（非活性

化）に関する代謝酵素も存在する． 

本研究では，nabumetone のこれらの代謝特性を in vitro 代謝実験により評価した．これにより

得られる情報は，酸化，還元，抱合などの複数の代謝過程を有する nabmetone の，臨床での適正

使用に貢献することが期待される． 

 

第 1章では nabumetoneから活性代謝物 6-MNAへの酸化的代謝ついて，第 2章では活性代謝物

6-MNA の不活化代謝について，第 3 章では nabumetone の非活性化代謝，すなわち，炭素鎖中の

ケトンが 2 級アルコールに還元され MNBO となる経路および 6-methoxy 基が脱メチル化されて

M3 になる経路について，種々の酵素源および補酵素を用いて in vitro 代謝実験により評価した．
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Fig. 1 Known metabolic pathways of nabumetone［18］.
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第 1 章 Nabumetone から活性代謝物 6-methoxy-2-naphthylacetic acid（6-MNA）へ

の酸化的代謝に関する検討 

 

第 1節 緒言 

 

Nabumetone は，プロドラッグ型の NSAID であり，未変化体のまま吸収された後，体内で活性

代謝物である 6-MNAへの迅速な生体内変換を受ける．Nabumetoneの in vivo代謝は，ラット，マ

ウス，ウサギ，イヌ，アカゲザルおよびヒトで研究されている．ヒトおよび実験動物に 14C-

nabumetoneを経口投与した後の血漿および尿検体の薄層クロマトグラフィーによる結果では，主

要な全身循環代謝物は 6-MNA であり，血漿中および尿中に未変化体はほとんど検出されず，ヒ

トでは 48時間以内に投与量の約 70%が尿中に排泄され，尿中代謝物の約 58%が 6-MNAと 6-HNA

およびそれらの抱合体であったことが報告されている［18］． 

Table 1 および Fig. 2（囲み線内）に，nabumetone から 6-MNA へ代謝に関する今までの代表的

な研究報告を示す［19-23］．Turpeinenら［19］と Leeら［23］は nabumetoneから 6-MNAの代謝

には CYP が関与しており，主に CYP1A2が触媒すると報告している．Varfajらは，nabumetoneが

CYP1A2により 3-ヒドロキシル化を受けて 3-ヒドロキシ体（3-OH-NAB）となり，さらに CYP1A2

により酸化されて 6-MNAに変換されると報告している［20］．また，Nobilisらも，nabumetoneが

中間代謝物である 3-ヒドロキシ体を経由して 6-MNA に変換されると報告している．しかし，

Nobilisらの結果では，ミクロソーム画分で nabumetone から 3-ヒドロキシ体は生成したが，6-MNA

は生成せず，ラット遊離肝細胞中でのみ 6-MNAが生成したことから，3-ヒドロキシ体から 6-MNA

への変換にはミクロソーム画分ではない他の細胞画分の関与の可能性を示唆している［21］． 

近年，Fiorentiniらはヒトフラビン含有モノオキシゲナーゼ 5（hFMO5）が，nabumetoneからそ

の側鎖のカルボニル基の隣に酸素原子が挿入されたエステル体である 2-(6-methoxynaphthalen-2-

yl)ethyl acetate（6-MNEA）へと変換する Baeyer-Villiger酸化に関与していることを報告した［22］．

Fiorentiniらはさらに，6-MNEAが nabumetoneから 6-MNA への経路の中間代謝物であると推察し

ている．このように nabumetone から 6-MNA の変換には何らかの中間体を経由している可能性が

示唆されているが，代謝経路および代謝酵素の詳細は不明のままである．Nabumetone から 6-MNA

への代謝経路および代謝酵素を明らかにすることは，プロドラッグである nabumetoneの薬効発現

だけでなく，薬物相互作用を考える上で臨床的に非常に重要である． 
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Table 1 Representative studies of nabumetone metabolism. 

 

 

Author                            Enzymes Intermediate        Enzyme source

metabolite 

・Nabumetone⇒ 6-MNA

Turpeinen et al. (2009) CYP1A2 HLM, supersomes of cDNA expressed CYPs

(CYP2B6, 2C19, 2D6,  2E1 )

Lee et al. (2010) CYP1A2, 3A4, 2J2  HLM, supersomes of cDNA expressed CYPs

Nobilis et al. (2013) 3-OH-NAB HLM, RLM, HLC, RLC, RH

Varfaj et al. (2014) CYP1A2                        3-OH-NAB purified CYPs, supersomes of cDNA expressed CYPs              

(CYP3A4, 2B6)

・Nabumetone⇒ 6-MNEA

Fiorentini et al. (2017)   FMO5 purified FMOs,                                                          

lyophilized E. coli whole cells expressing recombinant FMOs,

E. coli membrane fraction obtained after breakage of cells 

expressing FMOs

HLM : human liver microsomes, RLM : rat liver microsomes, HLC : human liver cytosol, RLC : rat liver cytosol, RH : rat hepatocytes
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Fig. 2 Reported several metabolic pathways of nabumetone.  

     Representative studies of nabumetone metabolism are shown in the square. 

HLM : human liver micorosomes, RLM : rat liver microsomes, RH : rat hepatocytes
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第 1章では，nabumetoneから 6-MNAに至る活性化経路の代謝反応特性を明らかにするために，

次の 2つの経路について in vitro代謝実験でアプローチした．  

１）nabumetoneから 6-MNEAを介した 6-MNAへの経路 

２）nabumetoneから 3-OH-NABを介した 6-MNAへの経路 

 

１）では，はじめにヒト肝ミクロソーム，S9および凍結ヒト遊離肝細胞を用いて nabumetoneか

ら 6-MNA が生成する条件を検証した．次に，ヒト FMO発現系ミクロソームを用いて nabumetone

から 6-MNEA の生成を確認した．さらに，ヒト FMO 発現系ミクロソームを用いた代謝実験の生

成代謝物にヒト肝ミクロソーム，サイトゾルおよび S9 と各々の補酵素を添加して 2 段階の代謝

実験（2 段階インキュベーション）を行い，ヒト FMO 発現系ミクロソームを用いた代謝実験の生

成代謝物から 6-MNAが生成するかを確認した． 

２）では，まず，ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて nabumetoneから 3-OH-NAB の生成を

確認した．次に，nabumetone と同様に 3-OH-NAB においても 2段階の代謝実験を行い，3-OH-NAB

から 6-MNAが生成するか確認した． 
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第 2節 実験材料と実験方法 

 

1-2-1 試薬および酵素源 

 

Nabumetoneは LKT Laboratories, Inc.（St. Paul, MIN, USA）より購入した．6-MNA は和光純薬工

業（大阪）より購入した．3-Hydroxyl-4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-one（3-OH-NAB），6-MNEA，

2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)ethan-1-ol（6-MNE-ol），2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)acetaldehyde（6-MN-

CHO）および 1-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butane-2,3-diol（6-MN-diol）は城西国際大学薬学部生物

有機化学研究室で合成したものを使用した．6-(3-Hydroxybutyl)naphthalen-2-ol（M2），M3 および

MNBO は三和化学研究所から供与されたものを使用した．Naproxen は東京化成工業（東京）より

購入した（Fig. 3）． 

Nicotinamide adenine dinucleotide（NAD+），nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADP+），

nicotinamide adenine dinucleotide reduced form（NADH）および nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate reduced form（NADPH）はオリエンタル酵母工業（東京）より購入した．  

N-Benzylimidazole（NBI），bis(p-nitrophenyl) phosphate（BNPP）および methoxyamine hydrochloride

は Sigma-Aldrich Co. LLC.（St Louis, MO, USA）より購入した．4-Methylpyrazole（4-MP），menadione

（MD），allopurinol（AP）, ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid（EDTA）tetrasodium salt tetrahydrate

および 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride（AEBSF）は和光純薬工業より購入し

た．Disulfiram（DF），4-methoxyphenylacetone（4-MP-one） , 4-(N,N-dimethylaminosulphonyl)-7-

hydrazino-2,1,3-benzoxadiazole（DBD-H），trifluoroacetic acid および raloxifene は東京化成工業より

購入した．Eserineは ChromaDex, Inc. (Irvine, CA, USA)，PMSF solutionは Santa Cruz Biotechnology, 

Inc. (Dallas, TX, USA)より購入した． 

150 ドナープールドヒト肝 S9，ミクロソーム，サイトゾル，FMO 発現系ミクロソームおよび

FMOコントロールミクロソームは Corning Life Sciences（Tewksbury, MA, USA）より購入した．

FMO 発現系ミクロソームはバキュロウィルス感染昆虫細胞に発現させたものを用いた．CYP 発

現系ミクロソームは，大腸菌に発現させたもの（CYP1A2，CYP2B6，CYP2C8，CYP2C9，CYP2C19，

CYP2D6，CYP2E1，CYP2J2，CYP3A4 および CYP3A5）を Cypex（Dundee, UK）より購入した．

なお，CYP 発現系ミクロソームは NADPH-cytochrome P450 reductaseと cytochrome-b5を共発現さ

せたものである．ALDHおよび AO発現系サイトゾルは，大腸菌に発現させたものを Cypexより

購入した．コントロールサイトゾルも Cypex より購入した．ヒト凍結遊離肝細胞（HEP187165，

HEP187229，HEP702001）は Biopredic International（Rennes, France）より購入した． 

その他の試薬は特級または high-performance liquid chromatography（HPLC）分析用またはそれに

相当する試薬を使用した． 
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Fig. 3   Chemical structures of nabumetone, its metabolites and naproxen. 

1 6-hydroxyl-2-naphthylacetic acid 6-HNA H H COOH 202

2 6-(3-hydroxybutyl)naphthalen-2-ol M2 H H CH2-CH(OH)-CH3 216

3 1-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butane-2,3-diol 6-MN-diol CH3 H CH(OH)-CH(OH)-CH3 246

4 4-(6-hydroxynaphthalen-2-yl)butan-2-one M3 H H CH2-C(=O)-CH3 214

5 6-methoxy-2-naphthylacetic acid 6-MNA CH3 H COOH 216

6 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)ethan-1-ol 6-MNE-ol CH3 H CH2-OH 202

7 3-hydroxyl-4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-one 3-OH-NAB CH3 H CH(OH)-C(=O)-CH3 244

8 2-(6-methoxy-2-naphthyl)propionic acid naproxen CH3 CH3 COOH 230

9 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)acetaldehyde 6-MN-CHO CH3 H CHO 200

10 4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-ol MNBO CH3 H CH2-CH(OH)-CH3 230

11 4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-one nabumetone CH3 H CH2-C(=O)-CH3 228

12 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)ethyl acetate 6-MNEA CH3 H CH2-O-C(=O)-CH3 244

MWR1 R2 R3No. compound name code
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1-2-2 ヒト肝 S9，ミクロソームおよび CYP発現系ミクロソームを用いた in vitro代謝実験 

 

ヒト肝 S9およびミクロソームによる nabumetoneおよび 3-OH-NABの代謝活性は，Scheme 1に

示す反応条件で測定した．Nabumetoneまたは 3-OH-NAB（200 µmol/L），ヒト肝 S9またはミクロ

ソーム（0.5 mg protein/mL），各種補酵素（1 mmol/L；NAD+，NADP+，NADHまたは NADPH）ま

たは NADPH 生成系および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む全量 0.5 mLの反応液で代謝

実験を行った．補酵素を除く上記の反応液を 37℃，3分間プレインキュベーションした後，補酵

素を添加して反応を開始した．37℃，60分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水

溶液 100 µLおよび内部標準物質 naproxen（2.5-10 µmol/L）を含むアセトニトリル溶液 600 µL を

添加して，反応を停止した．反応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料

とした． 

 

  

 

Scheme 1 Procedure of in vitro metabolism experiment in human liver S9, microsomes or cDNA- 

expressed CYPs. 

 

・nabumetone or 3-OH-NAB

・human liver S9, microsomes

or cDNA-expressed CYPs

・nabumetone or 3-OH-NAB (200 µmol/L)

・human liver S9, microsomes (0.5 mg protein/mL)

or cDNA-expressed CYPs (20 pmol CYP/mL)

・ NAD+, NADP+, NADH, NADPH (1 mmol/L) 

or NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NAD+, NADP+, NADH, NADPH or NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

2.5-10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL 

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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発現系ミクロソームによる代謝試験は，各分子種発現系の濃度を 20 pmol CYP/mLとした． 

試料の前処理は，Mikamiらの方法［24］を若干変更して行った．試料は 5%メタノール水溶液

でコンディショニングしたBond-Elut CertifyⅡカートリッジ（Agilent Technologies, Inc.; Santa Clara，

CA，USA）に流し，水で洗浄後，ヘキサン-酢酸エチル（1:1）で溶出した．溶出液は窒素気流下

で濃縮乾固させ，残渣を HPLCの移動相溶媒に再溶解後, メンブランフィルター（0.45 µm）でろ

過し，HPLC で測定した． 

 

1-2-3 凍結ヒト遊離肝細胞を用いた in vitro代謝実験 

 

凍結ヒト遊離肝細胞を 37℃のウォーターバスで速やかに融解し，細胞濃度が 2.0×106 cells/mL

となるように William’s E培地で懸濁させた．48ウェルプレートに nabumetone（200 µmol/L）125 

µLまたは 3-OH-NAB（200 µmol/L）125 µLとヒト遊離肝細胞（2.0×106 cells/mL）125 µL を添加

し，37℃，5%CO2で 60分間インキュベーションした．Naproxen（2.5-10 µmol/L）を含むアセトニ

トリル溶液 250 µL を加えて反応を停止し，遠心分離した後，得られた上清を試料とした．試料

は 1-2-2の方法と同様に前処理を行い，HPLCで測定した． 

 

  

 

Scheme 2 Procedure of in vitro metabolism experiment in cryopreserved human hepatocytes. 

 

阻害実験では，最終濃度が 1 mmol/Lとなるように CYP の阻害剤 N-benzylimidazole (NBI)［25］

・nabumetone or 3-OH-NAB

・cryopreserved human hepatocytes

・inhibitor (inhibition study)

・nabumetone or 3-OH-NAB (100 µmol/L)

・cryopreserved human hepatocytes (1.0×106 cells/mL)

in William’s E medium

Reaction mixture (250 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

incubation 

(37℃, 60 min)
2.5-10 µmol/L naproxen in CH3CN 250 µL

supernatant 200 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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または Baeyer-Villiger monooxygenase（BVMO）の基質である 4-MP-one [26, 27]を添加して阻害実

験を行った（Scheme 2）．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるように調整した．阻害剤の影

響はそれぞれ阻害剤非添加のものをコントロールとして検討した． 

 

1-2-4 ヒト FMO発現系ミクロソームを用いた nabumetoneの in vitro代謝実験 

 

ヒト FMO 発現系ミクロソームによる nabumetoneの代謝活性は，Scheme 3に示す反応条件で測

定した．反応条件は nabumetone（200 µmol/L），ヒト FMO発現系ミクロソーム（0.1 mg protein/mL），

NADPH（1 mmol/L）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液で測定を

した．FMO発現系ミクロソームを除く上記の反応液は 37℃，3分間プレインキュベーをションし

た後，反応は FMO 発現系ミクロソームの添加により開始した．  

 

   

 

Scheme 3 Procedure of in vitro metabolism of nabumetone in cDNA-expressed hFMOs. 

 

37℃，60 分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 100 µL および内部標準

物質である 0.1-2.5 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µL を添加して，反応を停止した．反

・nabumetone 

・NADPH

・inhibitor (inhibition study)

・nabumetone (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMOs (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

cDNA-expressed hFMOs

preincubation

(37℃, 3 min)

10% trichloroacetic acid 100 µL

0.1-2.5 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 600 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

incubation 

(37℃, 60 min)
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応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料は 1-2-2の方法と

同様に前処理を行い，HPLCで測定した． 

阻害実験は，ヒト FMO5発現系ミクロソームを用いて nabumetoneの濃度は 10 µmol/Lで行

い，最終濃度が 1 mmol/Lとなるように BVMO の基質である 4-MP-oneを添加して行った

（Scheme 3）．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるように調整した．阻害剤の影響はそれ

ぞれ阻害剤非添加のものをコントロールとして検討した．  

 

1-2-5 ヒト FMO5 発現系ミクロソームで生成した nabumetone の代謝物を基質として用いた in 

vitro代謝実験（2段階代謝実験） 

 

1-2-4のヒト FMO5 発現系ミクロソームを用いた in vitro代謝実験の反応液（0.5 mL）を 60分間

インキュベーション（1st incubation）した後，酵素源と補酵素を除去するために，5%メタノール

水溶液でコンディショニングした Bond-Elut CertifyⅡカートリッジに通し，水で洗浄後，ヘキサン

-酢酸エチル（1:1）で溶出した．溶出液は窒素気流下で濃縮乾固し，残渣にヒト肝 S9，ミクロソ

ームまたはサイトゾル（0.5 mg protein/mL），各種補酵素（1 mmol/L；NAD+，NADP+，NADH，

NADPH）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液を加えて反応（2nd 

incubation）を開始した．阻害実験では，残渣にヒト肝 S9，補酵素として NAD+および Table 2 の

阻害剤［28-32］を加えた．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるようにし，阻害剤の影響は

それぞれ阻害剤非添加のものをコントロールとして検討した． 

37℃，60 分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 100 µL および内部標準

物質である 0.1-2.5 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µLを添加して，反応を停止した．反

応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料は 1-2-2の方法と

同様に前処理を行い，HPLCで測定した（Scheme 4）．  

 

Table 2 Inhibitors used in the inhibition studies. 

 

 

 

Inhibitor                                      Concentration                Enzyme                            Enzyme Source                Cofactor

(mM)

4-Methylpyrazole (4-MP) 

Disulfiram (DF)

Bis(p-nitrophenyl) phosphate (BNPP)

Menadione (MD)

Allopurinol (AP)

N-benzylimidazole (NBI)

NAD+

NAD+, NADP+

not required

not required

not required

NADPH

cytosol

microsomes, cytosol

microsomes, cytosol

cytosol

cytosol

microsomes

0.5

1

1

0.1

0.1

1

alcohol dehydrogenase (ADH)

aldehyde dehydrogenase (ALDH)

carboxylesterase (CES)

aldehyde oxidase (AO)

xanthine oxidase (XO)

cytochrome P450 (CYP)
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Scheme 4 Procedure of in vitro metabolism of the incubation products of nabumetone by hFMO5 with 

human liver S9, microsomes or cytosol under various incubation conditions (2 step 

incubation). 

 

1-2-6 アルデヒド体の検出 

 

中間代謝物としてアルデヒド体が存在すると考え，2 つの方法で 1-2-5 の代謝実験の反応液中

にアルデヒド体が存在するかどうかを確認した． 

・nabumetone (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMO5 (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (1) (500 µL)

・reaction product

・human liver S9, microsomes or cytosol (0.5 mg protein/mL)

・ NAD+, NADP+, NADH or NADPH (1 mmol/L) 

・inhibitor (inhibition study)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2)  (500 µL)

・nabumetone

・NADPH

cDNA-expressed hFMO5

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)

10% trichloroacetic acid 100 µL

0.1-2.5 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 600 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

solid phase extraction
・human liver S9, microsomes or cytosol 

・NAD+, NADP+, NADH or NADPH

・inhibitor (inhibition study)incubation 

(37℃, 60 min)

reaction mixture

1st incubation

2nd incubation

centrifugation

(10,000 rpm, 4℃, 5 min)
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Scheme 5 Procedure of trapping of aldehyde using methoxyamine. 

 

1-2-6-1 メトキシアミンを用いる方法 

 

ヒト FMO5発現系ミクロソームを用いて nabumetone（1 µmol/L）の代謝実験を行った反応液に，

1-2-5の方法に従い固相抽出を行い，固相抽出後の残渣にヒト肝サイトゾル，補酵素として NAD+

および最終濃度が 10 mmol/L となるようにアルデヒド体を捕獲する methoxyamine を加えて代謝

実験を行った［29, 31, 33］．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるように調整した．

Methoxyamine添加の影響は，methoxyamine非添加のものと比較することで検討した（Scheme 5）． 

 

・nabumetone (1 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMO5 (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (1) (500 µL)

・reaction product

・methoxyamine (10 mmol/L)

・human liver cytosol (0.5 mg protein/mL)

・ NAD+ (1 mmol/L) 

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2)  (500 µL)

・nabumetone

・NADPH

centrifugation

(10,000 rpm, 4℃, 5 min)

cDNA-expressed hFMO5

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)

10% trichloroacetic acid 100 µL

2.5 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 600 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

solid phase extraction
・methoxyamine

・human liver cytosol 

・NAD+incubation 

(37℃, 60 min)

reaction mixture

1st incubation

2nd incubation
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Scheme 6 Procedure of detection of aldehyde by labeling reagent DBD-H. 

 

1-2-6-2 HPLC用アルデヒドラベル化試薬を用いる方法 

 

HPLC 用アルデヒドラベル化試薬である DBD-H は，アルデヒド体のカルボニル基と反応して

アルデヒド誘導体を生成し，HPLCで蛍光検出するものである．ヒト FMO5 発現系ミクロソーム

（0.5 mg protein/mL）および NADPH（2 mmol/L）を用いて nabumetoneの代謝実験を 12時間行っ

た反応液に，1-2-5の方法に従い固相抽出を行い，固相抽出後の残渣にヒト肝サイトゾル，補酵素

として NAD+を加えて 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）中で 60分間反応させた．反応液に ALDH

の阻害剤である disulfiram（1 mmol/L）を添加して同様に検討した．反応液 250 µL は固相抽出を

行い，固相抽出後の残渣に 0.05% trifluoroacetic acidを含むアセトニトリル溶液 250 µL を加えて撹

・nabumetone (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMO5 (0.5 mg protein/mL)

・NADPH (2 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (1) (500 µL)

・reaction product

・disulfiram (1 mmol/L) 

・human liver cytosol (0.5 mg protein/mL)

・ NAD+ (1 mmol/L) 

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2)  (250 µL)

・nabumetone 

・NADPH

cDNA-expressed hFMO5

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 12 hr)

0.05% trifluoroacetic acid in CH3CN 250 µL

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

solid phase extraction
・disulfiram

・human liver cytosol

・NAD+incubation 

(37℃, 60 min)

reaction solution 250 μL

solid phase extraction

solution 150 μL
500µM DBD-H in CH3CN 150 µL

incubation 

(25℃, 30 min)

reaction mixture

1st incubation

2nd incubation
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拌した．撹拌後の溶液 150 µLとラベル化試薬である 500 µmol/L DBD-Hアセトニトリル溶液 150 

µLを混合し，室温で 30分間反応させ HPLC 試料とした（Scheme 6）［34］． 

 

   

   

 

Scheme 7 Procedure of in vitro metabolism of the incubation products of 3-OH-NAB by hFMOs with 

human liver S9, microsomes or cytosol under various incubation conditions (2 step 

incubation). 

 

1-2-7 ヒト FMO発現系ミクロソームで生成した 3-OH-NABの代謝物を基質として用いた in 

vitro代謝実験（2段階代謝実験） 

 

・3-OH-NAB (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMOs (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

・inhibitor (inhibition study)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (1) (500 µL)

・reaction product

・human liver S9, microsomes or cytosol (0.5 mg protein/mL)

・ NAD+, NADPH (1 mmol/L) or no cofactor

・inhibitor (inhibition study)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2)  (500 µL)

incubation 

(37℃, 60 min)

solid phase extraction

・3-OH-NAB 

・NADPH

・inhibitor (inhibition study)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

cDNA-expressed hFMOs

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)

10% trichloroacetic acid 100 µL

2.5 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 600 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

・human liver S9, microsomes or cytosol 

・NAD+, NADPH or no cofactor

・inhibitor (inhibition study)

1st incubation

2nd incubation

reaction mixture
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ヒト FMO 発現系ミクロソームで生成した 3-OH-NAB の代謝物を基質として用いた in vitro 代

謝実験（2段階代謝実験）は，Scheme 7に示す反応条件で行った．  

3-OH-NAB（200 µmol/L），ヒト FMO 発現系ミクロソーム（0.1 mg protein/mL），NADPH（1 mmol/L）

および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mLの反応液を 37℃，3分間プレインキュベ

ーションした後，FMO 発現系ミクロソームの添加により反応を開始した．37℃，60 分間インキ

ュベーション（1st incubation）した後，1-2-5の方法に従い固相抽出を行い，残渣にヒト肝 S9，ミ

クロソームまたはサイトゾル（0.5 mg protein/mL），各種補酵素（1 mmol/L；NAD+，NADPH また

は補酵素なし）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液を加えて反応を

開始した．37℃，60分間インキュベーション（2nd incubation）した後，10%トリクロロ酢酸水溶

液100 µLおよび内部標準物質である2.5 µmol/L naproxenアセトニトリル溶液600 µLを添加して，

反応を停止した．反応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試

料は 1-2-2の方法と同様に前処理を行い，HPLC で測定した． 

阻害実験は，ヒト FMO5 発現系ミクロソームを用いて 3-OH-NAB の代謝実験を行う際に Table 

3の阻害剤［35-43］を加えて 60分間インキュベーションした．反応液は固相抽出を行い，残渣に

ヒト肝 S9，補酵素として NAD+および Table3 の阻害剤をもう一度加えて 60 分間インキュベーシ

ョンした．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるように調整した．阻害剤の影響はそれぞれ

阻害剤非添加のものをコントロールとして検討した（Scheme 7）． 

 

Table 3 Inhibitors used in the inhibition studies. 

 

 

1-2-8 ヒト FMO5 発現系ミクロソームを用いた 3-OH-NAB の in vitro 代謝実験の反応液中のア

ルデヒド体の検出 

 

1-2-6-2 の HPLC 用アルデヒドラベル化試薬を用いる方法で，ヒト FMO5 を用いた 3-OH-NAB

の代謝実験の反応液中にアルデヒド体が存在するかどうかを確認した．1-2-7 のヒト FMO5 発現

系ミクロソームを用いた 3-OH-NABの in vitro代謝実験の反応液（0.5 mL）を 60分間インキュベ

ーションした後，1-2-5 の方法に従い固相抽出を行い，固相抽出後の残渣に 0.05% trifluoroacetic 

acid を含むアセトニトリル溶液 500 µLを加えて撹拌した．撹拌後の溶液 150 µLとラベル化試薬

Inhbitor Concentration                  Enzyme                              Enzyme Source       Cofacter

(mM)

Disulfiram  (DF)

Menadione (MD)

Bis(p-nitrophenyl) phosphate (BNPP)

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)

Eserine

EDTA

4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride (AEBSF)

NAD+, NADP+

not required

not required

not required

not required

not required

not required 

microsomes, cytosol

cytosol

microsomes, cytosol

microsomes, cytosol

microsomes

microsomes

microsomes, cytosol  

1

0.1

1

1

1

1

4

aldehyde dehydrogenase (ALDH)

aldehyde oxidase (AO)

carboxylesterase (CES)

carboxylesterase (CES)

arylacetamide deacetylase (AADAC)

paraoxonase (PON)

serine esterase/protease
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である 500 µmol/L DBD-H アセトニトリル溶液 150 µL を混合し，室温で 30 分間反応させ HPLC

試料とした（Scheme 8）［34］． 

 

  

 

Scheme 8 Procedure of detection of aldehyde by labeling reagent DBD-H. 

 

1-2-9  ヒト ALDHおよび AO発現系サイトゾルを用いた in vitro代謝実験 

 

ヒト FMO5 発現系ミクロソームを用いた 3-OH-NAB の in vitro 代謝実験の反応液（0.5 mL）を

60 分間インキュベーションした後，1-2-5 の方法に従い固相抽出を行い，固相抽出後の残渣にヒ

ト ALDH または AO発現系サイトゾル（0.1 mg protein/mL）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 

7.4）を含む 0.5 mLの反応液を加えて反応を開始した．ヒト ALDH 発現系サイトゾルを用いた代

謝実験では補酵素である NAD+（1 mmol/L）も加えた． 

また，阻害実験では，阻害剤としてヒト ALDH 発現系サイトゾルを用いた実験では disulfiram

（1 mmol/L），ヒト AO 発現系サイトゾルを用いた実験では menadione（100 µmol/L）または

raloxifene（10 µmol/L）［30, 32］を反応液に添加した．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になる

ようにし，阻害剤の影響はそれぞれ阻害剤非添加のものと比較した． 

37℃，60 分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 100 µL および内部標準

物質である 2.5 µmol/L naproxenアセトニトリル溶液 600 µL を添加して，反応を停止した．反応液

は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料は 1-2-2の方法と同様

Reaction mixture

・3-OH-NAB 

・NADPH

・3-OH-NAB (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMO5 (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

cDNA-expressed hFMO5

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)

0.05% trifluoroacetic acid in CH3CN 500 µL

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

solid phase extraction

solution 150 μL
500µM DBD-H in CH3CN 150 µL

incubation 

(25℃, 30 min)
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に前処理を行い，HPLC で測定した．コントロールとして，ALDH および AO を含まないコント

ロールサイトゾルを用いて同様に代謝実験を行った（Scheme 9）． 

 

 

 

 

Scheme 9 Procedure of in vitro metabolism of the incubation products of 3-OH-NAB by hFMO5 with 

cDNA-expressed ALDH or AO. 

 

1-2-10 HPLCの定量条件 

 

3-OH-NAB，6-MNA，6-MNEAおよび 6-MNE-olは，Kobylińska らの方法（蛍光 HPLC法）［44］

を若干変更して定量した．HPLC装置（島津製作所，京都）はポンプとして LC-10ADvp，カラム

オーブンとして CTO-10ACvp， 蛍光検出器として RT-10AxL を用いた．カラムは YMC-Pack ODS-

・3-OH-NAB (200 µmol/L)

・cDNA-expressed hFMO5 (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (1) (500 µL)

・reaction product

・cDNA-expressed ALDH  or AO (0.1 mg protein/mL) 

・NAD+ (1 mmol/L) for ALDH

・inhibitor (inhibition study)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2)  (500 µL)

solid phase extraction

reaction mixture

Reaction mixture (1) 

・3-OH-NAB 

・NADPH

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

cDNA-expressed hFMO5

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)

10% trichloroacetic acid 100 µL

2.5 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 600 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

reaction solution 500 μL

・cDNA-expressed ALDH or AO 

・NAD+ for ALDH

・inhibitor (inhibition study)
incubation 

(37℃, 60 min)

1st incubation

2nd incubation
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A（5 µm, 12 nm, 150×4.6 mmI.D.，ワイエムシィ，京都）を用いた．移動相は 1-2-2から 1-2-6-1で

は 20 mmol/L リン酸水素二カリウム水溶液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセトニトリル= 3 : 2 ，

1-2-7および 1-2-9では 20 mmol/L リン酸水素二カリウム水溶液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセ

トニトリル= 79 : 21 または 20 mmol/L リン酸カリウム緩衝液（pH 6.8）: アセトニトリル= 3 : 1で

測定した．カラム温度は 30℃，流速は 1.0 mL/min，励起波長 280 nm，蛍光波長 350 nmに設定

した．  

1-2-6-2 および 1-2-8 の HPLC 用アルデヒドラベル化試薬を用いたアルデヒド体の検出では，

HPLC 装置およびカラムは上記と同様のものを用いた．移動相はアセトニトリル：0.05% 

trifluoroacetic acid 水溶液= 7 : 3 で測定した．カラム温度は 25℃，流速は 1.0 mL/min，励起波長 

450 nm，蛍光波長 565 nmに設定した［34］．  

 

1-2-11 GC/MSの分析条件 

 

GC/MS を用いて 1-2-4の in vitro 代謝実験で生成した代謝物（6-MNEAおよび 6-MNE-ol）の分

析を行った．GC/MS 装置はガスクロマトグラフ質量分析計 GCMS-QP2020（島津製作所）を用

いた．分析カラムは SH Rxi-5Sil MS（30 m，内径 0.25 mm，膜厚 250 μm，島津製作所）を用い

た．オーブン温度は，100℃（ホールド 1分）から 200℃まで 8℃/分で昇温し，さらに 300℃ま

で 20℃/分で昇温し，12分間保持した．キャリアガスは定圧モード（112.2 kPa）でヘリウムを使

用した ．注入口温度は 250℃に設定し，注入モードはスプリットレスとした．インターフェー

ス温度は 250℃に設定した．イオン化は 70 eVで電子イオン化とし，イオン源温度は 200℃に設

定した．データはスキャンモードで取得し，スキャン範囲は 35〜500 m/z とした．  

 

1-2-12 統計解析 

 

 阻害実験におけるコントロール（阻害剤非添加）との比較は，統計ソフト R（version 3.5.1）

を用いて対応のない t検定またはダネットの多重比較により評価した．いずれの場合も，有意水

準は p＜0.01 とした． 

 

 

 

 

 

 

 

  



22 

 

第 3節 結果・考察 

 

1-3-1  Nabumetone から 2-(6-methoxy naphthalen-2-yl)ethyl acetate（6-MNEA）を介

した 6-MNAへの変換に関する検討 

 

1-3-1-1  ヒト肝ミクロソーム，S9および凍結ヒト遊離肝細胞を用いた nabumetoneの in vitro代

謝実験 

 

 ヒト肝ミクロソーム，S9 および凍結ヒト遊離肝細胞を用いた in vitro 代謝実験により，

nabumetoneから 6-MNAの生成を検討した．ミクロソーム画分に存在する酸化酵素の CYPおよび

FMOは補酵素として NADPHを要求するため，ヒト肝ミクロソームを用いた実験では NADPHを

添加した．また，ヒト肝 S9を用いた実験では，4種類の補酵素（NAD+，NADP+，NADH，NADPH）

を添加した． 

各種酵素源と補酵素を用いた nabumetoneの代謝実験の結果を Table 4に，ヒト肝 S9（補酵素：

NADPH）および凍結ヒト遊離肝細胞を用いた nabumetone の in vitro代謝実験の HPLCクロマトグ

ラムを Fig. 4に示す． 

凍結ヒト遊離肝細胞では 6-MNA の生成が観察された（付録 1 参照，p. 115）が，ヒト肝 S9 と

ミクロソームでは 6-MNA は観察されなかった．また，凍結ヒト遊離肝細胞では，nabumetone か

ら 6-MNA だけでなく，nabumetone のアルコール体 6-MNE-ol の生成が観察された．一方，

nabumetoneの還元代謝物である MNBO，nabumetone の O-脱メチル化体である M3， MNBO およ

びM3がさらに代謝された M2は，S9および凍結ヒト遊離肝細胞の両方で観察された． 

S9 画分には薬物代謝に関わるほとんどの酵素が含まれているが，補酵素は含まれていないた

め，代謝実験時に添加する必要がある．S9では 6-MNA の生成は観られなかったが，遊離肝細胞

では生成がみられた．このことから，nabumetone から 6-MNA の生成には補酵素が異なる複数の

酵素が関与しており，複数の中間代謝物を経由している可能性が示唆された． 

 

Table 4  Formation of 6-MNA in incubations of nabumetone with human microsomes, S9 and       

cryopreserved hepatocytes under various incubation conditions.   

   

Enzyme source and coenzyme 6-MNA formation rate 

Microsomes + NADPH n.d.

S9 + NADPH n.d.

S9 + NADH n.d.

S9 + NADP+ n.d.

S9 + NAD+ n.d.

Hepatocytes 35.4 (pmol/min/106 cells)

Data represent the average of duplicate experiments.

n.d., Not detected (Below the detection limit)
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Fig. 4   HPLC chromatograms of the standard and extracts from human liver S9 fractions and 

cryopreserved hepatocytes incubated with nabumetone (200 and 100 µM, respectively). 

The concentration of each standard was 1 µM. 

 

 Turpeinenらは，nabumetoneから 6-MNAへの生成に CYPが関与していると報告している［19］．

そこで，CYP 阻害剤である NBIを用いて凍結ヒト遊離肝細胞における nabumetone から 6-MNA の

生成に対する阻害剤の影響を評価した（Fig. 5）． NBI 添加により，6-MNA の生成が阻害されな

かったことから，nabumetone から 6-MNA の変換には，CYP 以外の酵素が関与している可能性が

示唆された． 

 

  

 

Fig. 5   Effect of NBI on the 6-MNA formation from nabumetone in human cryopreserved hepatocytes.      

Each bar represents the average of duplicate experiments. 
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1-3-1-2 ヒト FMO発現系ミクロソームを用いた nabumetoneの in vitro代謝実験 

 

 Fiorentiniらは，ヒトフラビン含有モノオキシゲナーゼ 5（hFMO5）が nabumetoneから nabumetone

のカルボニル基の隣に酸素原子が挿入された nabumetone のエステル体 2-(6-methoxynaphthalen-2-

yl)ethyl acetate（6-MNEA）へ変換する Baeyer-Villiger酸化に関与していること報告している［22］．

Fiorentini らはさらに，6-MNEA が nabumetone から 6-MNA への中間代謝物であると推測してい

る． 

そこで，我々も同様にヒト FMO 発現系ミクロソームを用いた nabumetone の in vitro 代謝実験

を行い，nabumetoneから 6-MNEAの生成を検証した．代謝実験反応液の HPLC クロマトグラムを

Fig. 6に示す．ヒト FMO5 発現系ミクロソームにより，nabumetoneのエステル体である 6-MNEA

が観察されたが，FMO1および FMO3では検出されなかったことから，nabumetone はヒト FMO5

により特異的に Baeyer-Villiger 酸化を受け，6-MNEA を生成することが示唆された．さらに，ヒ

ト FMO5 発現系ミクロソームを用いた代謝実験では，nabumetone のエステル体 6-MNEA だけで

なく， 6-MNEA が加水分解されて生成するアルコール体の 6-MNE-olが検出された．なお，生成

した代謝物は GC/MS で測定し，合成した標品とピークの保持時間およびマススペクトルパター

ンが一致することを確認した．Fig. 19に GC/MSのクロマトグラム示す（節末 p. 38）． 

 

 

Fig. 6 HPLC chromatograms of the standard and extracts from cDNA-expressed hFMOs incubated with 

200 µM nabumetone.  

The concentration of each standard was 1 µM. 
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FMO5 を用いた代謝実験により nabumetone からアルコール体 6-MNE-ol が生成したことから，

6-MNE-ol の生成に FMO5 が寄与しているかを検討するため，6-MNEA を基質として FMO5 を含

まないコントロールミクロソームで in vitro 代謝実験を行ったところ，6-MNE-ol の生成が確認さ

れた．一方，6-MNEA を緩衝液中でインキュベーションしたところ，6-MNE-olは検出されなかっ

た（データは示さない）．緩衝液中でのインキュベーションの結果から，非酵素的に 6-MNE-olが

生成しないことが確認できたので，コントロールミクロソームでの 6-MNE-ol の生成は，コント

ロールミクロソームに残存するエステラーゼ活性によるものと推察した．   

 

4-Methoxyphenylacetone（4-MP-one）は Baeyer-Villiger monooxygenase（BVMO）の基質であるこ

とが知られている．そこで，4-MP-one を加えて FMO5 による nabumetone の代謝実験を行い，競

合的な阻害が起きるか検討した．4-MP-oneの添加により，6-MNEAの生成がコントロールの 31.6%，

6-MNE-olの生成がコントロールの 14.1%まで低下した（Fig. 7A）． 

同様に 4-MP-one を加えて凍結ヒト遊離肝細胞で nabumetone の代謝実験を行ったところ，6-

MNA の生成がコントロールの 24.0%，6-MNE-olの生成がコントロールの 31.5%に低下した（Fig. 

7B）． 

  

BVMO 基質である 4-MP-oneによって FMO5による 6-MNEA の生成が阻害されたことから，ヒ

ト FMO5 が nabumetone から 6-MNEA への Baeyer-Villiger 酸化を触媒することが確認できた．ま

た，ヒト遊離肝細胞による 6-MNA の生成が 4-MP-oneにより阻害されたことから，nabumetoneか

ら 6-MNA への変換に Baeyer-Villiger酸化が関与していることが示唆された． 

 

  

 

Fig. 7 Effect of 4-MP-one on the 6-MNEA, 6-MNE-ol and 6-MNA formation from nabumetone with 

cDNA-expressed hFMO5 (A) or cryopreserved hepatocytes (B). 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). ** p＜0.001, compared with no treatment of 4-MP-one. 
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1-3-1-3 Nabumetoneのヒト FMO発現系ミクロソーム in vitro代謝実験の反応液を基質溶液とし

たヒト肝ミクロソーム，サイトゾルおよび S9を用いた in vitro代謝実験（2段階代謝実験） 

 

 これまでの検討から，nabumetone は Baeyer-Villiger 酸化を受けた後に 6-MNA に変換されるこ

とが示唆された．そこで，ヒト FMO1，FMO3 または FMO5 発現系ミクロソームを用いた

nabumetone の in vitro 代謝実験（1st incubeation）を行い，その代謝反応液にヒト肝 S9 と補酵素

NAD+を加えて代謝実験（2nd incubeation）を行った結果，1st incubationで FMO5発現系ミクロソ

ームを用いた反応液でのみ 6-MNA の生成が確認された（データは示さない．LC/MS/MS で分析

した結果を付録 1に示す（p. 115）．）．このことから，6-MNEA および 6-MNE-olは nabumetoneか

ら 6-MNA の変換過程における中間代謝物であるという仮定が支持された．また，ヒト FMO5 が

6-MNAへの変換において重要な役割を担う分子種であることが確認された． 

 FMO5 発現系ミクロソームの反応液にヒト肝ミクロソームまたはサイトゾルに各種補酵素を添

加した代謝実験（2nd incubeation）では，ミクロソーム，サイトゾルともに補酵素として NAD⁺お

よび NADP⁺を添加したときに 6-MNAの生成が観察され,サイトゾル中で NAD⁺を添加したときに

最も 6-MNAが生成した．一方，NADPH および NADH 存在下では，6-MNAはほとんど生成しな

かった．これらの結果から 6-MNA の生成には，NAD⁺または NADP⁺要求性の酵素の関与が示唆さ

れた（Fig. 8）． 

 

  

Fig. 8 Formation of 6-MNA after 60 min incubations of the incubation products of nabumetone by 

hFMO5 with human liver microsomes or cytosol under various incubation conditions.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

 さらに，ヒト FMO5発現系ミクロソームを用いて nabumetoneの in vitro代謝実験を行った反応

液に，ヒト肝 S9，補酵素 NAD+および Table 2（p. 13 再掲）の阻害剤を加えて 2nd incubeationにお
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ける阻害実験を行った．結果を Fig. 9 に示す．ADH の阻害剤 4-MP，ALDH の阻害剤 DF および

CES の阻害剤 BNPP を添加したときに，6-MNAの生成がそれぞれコントールの 34.4，32.6，およ

び 76.4%まで低下した．一方，AO の阻害剤 MD，XO の阻害剤 AP および CYP の阻害剤 NBI で

はほとんど阻害されなかった．以上のことから，nabumetone からエステル体を介した 6-MNA の

生成には，ADH，ALDHおよび CESの関与が示唆された． 

 

Table 2 Inhibitors used in the inhibition studies.（p. 13再掲）  

 

 

 

Fig. 9 Inhibition sutudies of formation of 6-MNA from the incubation products of nabumetone by hFMO5 

with human liver S9. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3-4). ** p＜0.001, compared with no treatment of each 

inhibitor. 

 

1-3-1-4  Nabumetoneのヒト FMO5発現系ミクロソーム in vitro代謝実験の反応液を基質溶液

としたヒト肝サイトゾルでの in vitro代謝実験における反応中間体 6-MN-CHOの確認 

 

前項 1-3-1-3 で nabumetone のヒト FMO5 代謝とヒト肝 S9 代謝の 2 段階代謝実験では，反応液

Inhibitor                                      Concentration                Enzyme                            Enzyme Source                Cofactor

(mM)

4-Methylpyrazole (4-MP) 

Disulfiram (DF)

Bis(p-nitrophenyl) phosphate (BNPP)

Menadione (MD)

Allopurinol (AP)
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NAD+
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を HPLC分析すると，エステル体（6-MNEA），アルコール体（6-MNE-ol）および 6-MNA は検出

されたが，アルデヒド体（6-MN-CHO）は検出できなかった．一般にアルデヒド体は反応性が高

く，不安定であるため HPLC で直接検出するのが難しい．そこで，6-MN-CHO が nabumetone か

ら 6-MNA の反応中間体としてであるかを，以下に示す 2つの方法（1-3-1-4-1および 2）で検討し

た． 

 

 1-3-1-4-1 メトキシアミンを用いた方法 

 

1-3-1-3 の nabumetone のヒト FMO5 代謝反応液に，ヒト肝サイトゾルと NAD+さらにアルデヒ

ド体を捕獲する methoxyamine を添加して代謝実験（2nd incubation）を行った．Methoxyamine は

nabumetone とも反応するため，nabumetone の適用濃度をできるだけ低くした．Methoxyamine 非

存在下に比べて存在下では，6-MNA の生成が 19.8%低下したことから，中間体としてアルデヒド

体を経由することが示唆された（Fig. 10）． 

 

  

 

Fig. 10 Formation of 6-MNA from the incubation products of nabumetone by hFMO5 with human        

liver cytosol in the presence or absence of methoxyamine. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

 1-3-1-4-2 HPLC用アルデヒドラベル化試薬を用いた方法 

 

Nabumetoneのヒト FMO5代謝反応液に，ヒト肝サイトゾルと NAD+さらに ALDHの阻害剤 DF

を添加して代謝実験を行い，得られた反応液に DBD-H を加えて HPLC分析を行った．DBD-Hは

カルボニル基と室温で速やかに反応してヒドラゾンを形成することで，アルデヒド体を検出する

HPLC用アルデヒドラベル化試薬である．HPLCクロマトグラムを Fig. 11に示す．クロマトグラ

ム上にアルデヒド体（6-MN-CHO）と DBD-H の複合体のピークが観察され，アルデヒド体の生成

が示唆された（Fig. 11, A）．なお， ALDHの阻害剤の DF を添加しない場合，このピークは検出

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Methoxyamine

(-)

Methoxyamine

(+)

6
-M

N
A

 c
o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
µ

M
)



29 

 

されなかった（データは示さない）．アルコール体（6-MNE-ol）からアルデヒド体（6-MN-CHO）

の変換速度と比較して，アルデヒド体（6-MN-CHO）から 6-MNA の変換速度は大きいため，アル

デヒド体（6-MN-CHO）は不安定であるが，ALDH 阻害剤の DF と HPLC 用アルデヒドラベル化

試薬 DBD-Hを用いることでアルデヒド体を検出することができた． 

 

 

Fig. 11 HPLC chromatograms of an aldehyde as DBD-H derivative for standard (6-MN-CHO: 0.5 µM)                                

and samples (A and B), and DBD-H alone (C).  

Samples obtained from the incubations of the products by hFMO5 with (A) or without (B) 

nabumetone in human liver cytosol, DF (1mM; final concentration) and DBD-H.  
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1-3-2  Nabumetoneから 3-hydroxyl-4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-one（3-OH-

NAB）を介した 6-MNAへの変換に関する検討 

 

1-3-2-1  ヒト CYP発現系ミクロソームを用いた nabumetoneの in vitro代謝実験 

 

 Nabumetone から nabumetone の 3-ヒドロキシ体である 3-OH-NAB が生成するかを検証するた

め，ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて nabumetone の in vitro代謝実験を行った．ヒト肝ミク

ロソームと同様に，CYP 発現系ミクロソームでは 6-MNA の生成は観察されなかったが，いくつ

かの CYP 分子種では 3-OH-NAB が生成した（Fig. 12）．3-OH-NAB の生成が確認されたのは，

CYP2B6，CYP2C19，CYP3A4 および CYP3A5 であった．CYP3A5 はヒト肝ミクロソーム中の含

量が非常に少ないことから［45］，ヒト肝では主に CYP2B6，CYP2C19，CYP3A4 が nabumetone

から 3-OH-NABの変換に関与していることが示唆された． 

 

   

 

Fig. 12   3-OH-NAB formation from nabumetone by cDNA-expressed CYPs.        

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

1-3-2-2  ヒト肝ミクロソーム，S9 および凍結ヒト遊離肝細胞を用いた 3-OH-NAB の in vitro 代

謝実験 

 

 1-3-2-1の結果から，nabumetoneから 3-OH-NABが生成することが明らかになった．Varfajらは

3-OH-NAB が，CYP による nabumetone から 6-MNA への一連の代謝の中間代謝物であると報告

している［20］．一方，我々の前項までの検討結果では，nabumetoneから 6-MNA への活性化反応

は，CYPだけでは進まないことが示唆された．そこで，ヒト肝 S9，ミクロソームおよび凍結ヒト

遊離肝細胞を用いて 3-OH-NABから 6-MNAが生成するかどうかを検討した． 

各種酵素源と補酵素を用いた 3-OH-NAB の代謝実験の結果を Table 5 に示す．凍結ヒト遊離肝
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細胞では，3-OH-NABから 6-MNA の生成が観察された（付録 1参照，p. 115）が，ヒト肝ミクロ

ソームと S9 では観察されなかった．凍結ヒト遊離肝細胞で 6-MNA の生成が確認されたことか

ら，3-OH-NABは nabumetone から 6-MNA への経路の中間代謝物である可能性が示唆された． 

3-OH-NAB を基質として S9 画分に種々補酵素を添加して代謝実験を行ったところ，いずれの

条件でも 6-MNA は生成しなかったが，3-OH-NAB の炭素鎖中のケトンが還元された 6-MN-diol

が主に生成した．6-MN-diol は NADPH および NADH を補酵素として用いたときに多く観られた

（6-MN-diolの定量的な結果が得られていないため，データは示さない）．このことから，S9中で

は 3-OH-NAB の還元が主な経路となり，6-MNA への経路は観察できない可能性が考えられた．

Nabumetoneと同様に 3-OH-NABの代謝は，補酵素要求性の異なる複数の酵素が関与しており，6-

MNA の生成には複数の中間代謝物を経由している可能性が示唆された（Fig. 13）． 

 

 

 

Table 5  Formation of 6-MNA in incubations of 3-OH-NAB with human microsomes, S9 and 

cryopreserved hepatocytes under various incubation conditions.     

Enzyme source and coenzyme 6-MNA formation rate

Microsomes + NADPH n.d.

S9 + NADPH n.d.

S9 + NADH n.d.

S9 + NADP+ n.d.

S9 + NAD+ n.d.

Hepatocytes 38.7  (pmol/min/106 cells)

Data represent the average of duplicate experiments.

n.d., Not detected (Below the detection limit)
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Fig. 13 Proposed metabolic pathways of nabumetone in human. 
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1-3-2-3 3-OH-NAB のヒト FMO 発現系ミクロソーム in vitro 代謝実験の反応液を基質溶液とし

たヒト肝ミクロソーム，サイトゾルおよび S9を用いた in vitro代謝実験（2段階代謝実験） 

 

Nabumetone は CYP により 3-OH-NAB を経て 6-MNA を生成するとの報告がある［20］．一方，

我々の前項までの検討結果は，nabumetone から CYP により 3-OH-NAB が生成すること（1-3-2-

1），しかし，nabumetoneから 6-MNAへの活性化反応は，CYPだけでは進まないこと（1-3-1-1）

を示唆した．ヒト FMO5 を用いた nabumnetone の代謝実験結果（1-3-1-3）では，nabumetone は

Baeyer-Villiger 酸化を受けたエステル体を経て，6-MNA に変換されることが示唆されている．3-

OH-NAB は化学構造的に nabumetoneと同じく炭素鎖中にケトンを有する．そこで，nabumetoneと

共通の構造を一部有する 3-OH-NAB についてもヒト FMO とヒト肝 S9 の 2 段階代謝実験を行っ

た．なお，3-OH-NAB を基質としたヒト肝 S9およびミクロソームの代謝実験では，3-OH-NAB の

還元体 6-MN-diolが主生成物で，6-MNA の生成は認められないことが判明している（1-3-2-2）． 

 

ヒト FMO1，FMO3および FMO5発現系ミクロソームを用いて代謝実験を行った反応液をHPLC

に注入したところ，わずかに 6-MN-diol が検出されたが，他の代謝物は検出されなかった．そこ

で，反応液にさらにヒト肝 S9と補酵素を添加して代謝実験（2nd incubation）を行った．ヒト FMO1，

FMO3または FMO5 発現系ミクロソームを用いた 3-OH-NAB の代謝実験（1st incubation）の反応

液にヒト肝 S9 と補酵素として NAD+を加えて 2 段階代謝実験を行ったときの HPLC クロマトグ

ラムを Fig. 14 に示す．Nabumetone を基質として同様の検討を行ったとき（1-3-1-3）と同じく，

3-OH-NAB の場合も FMO5 発現系ミクロソームを用いた場合にのみ 6-MNA の生成が確認され

た． 

 

  

 

Fig. 14 HPLC chromatograms of the standard and samples obtained from the 60 min incubations of the 

incubation products of 3-OH-NAB by hFMOs with human liver S9.  

The concentration of standard (6-MNA) was 1 µM.  
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次に，種々阻害剤（Table 3 再掲）を添加して，3-OH-NABのヒト FMO5発現系ミクロソームと

ヒト肝 S9の 2段階代謝実験を行った．結果を Fig. 15に示す．ALDHの阻害剤 DF，AADACの阻

害剤 eserine，PONの阻害剤 EDTAおよび serine esterase/proteaseの阻害剤AEBSFを添加したとき，

6-MNAの生成はそれぞれコントールに対して 73.2，72.2，81.7および 35.1%に低下した．  

 

Table 3 Inhibitors used in the inhibition studies.（p. 18再掲） 

 

 

  

Fig. 15 Inhibition sutudies of formation of 6-MNA from the incubation products of 3-OH-NAB by hFMO5 

with human liver S9. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜0.01, ** p＜0.001, compared with no treatment 

of each inhibitor. 

 

 さらに，ヒト FMO5と 3-OH-NAB の代謝実験（1st incubation）を行った反応液に，ヒト肝ミク

ロソームおよびサイトゾルを用いて代謝実験（2nd incubation）を行い，反応液中の生成物から 6-

MNA の変換を触媒する酵素の補酵素要求性について確認した．結果を Fig. 16に示す．ヒト肝ミ

クロソームとサイトゾル両方で 6-MNA の生成が観察されたが，細胞画分（酵素源）を添加しな
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い場合は，6-MNA の生成が観察されなかった（データは示さない）．ミクロソームおよびサイト

ゾル中では補酵素なしでも 6-MNA が生成したが，NAD⁺を添加した方が 6-MNA の生成が多かっ

た．一方，NADPHを添加したときは 6-MNA の生成が NAD⁺を添加時に比べて少なかった（付録

1参照，p. 115）． 

 

  

 

Fig. 16 Formation of 6-MNA after 60 min incubations of the incubation products of 3-OH-NAB by 

hFMO5 with human liver microsomes or cytosol under various incubation conditions.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

 以上の結果より，ヒト FMO5 発現系ミクロソームで生成した 3-OH-NABの代謝物から 6-MNA

の変換には，NAD+要求性の ALDH および何らかの加水分解酵素が関与していることが示唆され

た． 

 

1-3-2-4  ヒト ALDHおよび AO発現系サイトゾルを用いた in vitro代謝実験および阻害実験 

 

 3-OH-NAB のヒト FMO5 発現系ミクロソーム in vitro 代謝実験の反応液を基質溶液として，ヒ

ト ALDH および AO 発現系サイトゾルを用いて代謝実験を行った結果を Fig. 17 に示す．ALDH

および AO 発現系サイトゾルの両方で 6-MNA の生成が確認された．ALDH 発現系サイトゾルを

用いた代謝実験の反応液に ALDH の阻害剤である DF を添加すると 6-MNA の生成がコントロー

ル（阻害剤非添加）の 16.4%まで阻害された．一方，AO発現系サイトゾルを用いた代謝実験の反

応液に AOの阻害剤である MD および RFを添加したところ，阻害されなかったことから，AOの

関与は低いものと考えられた．これらの結果から，3-OH-NABの FMO5による代謝物から 6-MNA

の生成には ALDH の関与していることが示唆された． 
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Fig. 17 Formation of 6-MNA after 60 min incubations of the incubation products of 3-OH-NAB by 

hFMO5 with cDNA-expressed ALDH or AO.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜0.001, compared with no treatment of each 

inhibitor. 

 

 

 

 

 

1-3-2-5  3-OH-NABのヒト FMO5発現系ミクロソーム in vitro代謝実験の反応液中の反応中間

体 6-MN-CHOの確認 

 

  Fig. 14 に示した通り，ヒト FMO5 発現系ミクロソームで生成した 3-OH-NAB の代謝物を基質

としたヒト肝 S9 の代謝実験の HPLC クロマトグラムには，アルデヒド体（6-MN-CHO）は検出さ

れなかった．そこで，nabumetone のとき（1-3-1-4-2）と同様に，HPLC 用アルデヒドラベル化試

薬 DBD-H を用いる方法でアルデヒド体の検出を試みた．Fig. 18 に示すように，FMO5 を用いた

3-OH-NAB の代謝実験の反応液の HPLC クロマトグラム上にアルデヒド体（6-MN-CHO）と DBD-

H の複合体のピークが観察され，アルデヒド体の生成が確認できた． 

 

6
-M

N
A

 f
o
rm

a
ti

o
n

 r
a
te

(n
m

o
l/

m
in

/m
g
 p

ro
te

in
)

6
-M

N
A

 f
o
rm

a
ti

o
n

 r
a
te

(n
m

o
l/

m
in

/m
g
 p

ro
te

in
)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Control ALDH (+)DF

**

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Control AO (+)MD (+)RF



37 

 

 

Fig. 18 HPLC chromatogram of aldehyde as DBD-H derivative for standard (6-MN-CHO: 10 µM) (A) 

and incubation products which obtained from cDNA-expressed hFMO5 incubated with 3-OH-

NAB (B). 
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Fig. 19 GC/MS chromatograms obtained from the 1 hr (A) or 16 hr (B) incubations of nabumetone with cDNA-expressed hFMO5 (0.5 mg protein/mL).
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第 4節 小括 

 

 Nabumetoneから 6-MNA に至る経路の代謝反応特性を明らかにするために，まず，ヒト肝ミク

ロソーム，S9 および凍結ヒト遊離肝細胞を用いて nabumetone の代謝実験を行った．凍結ヒト遊

離肝細胞では 6-MNA の生成が観察されたが，ヒト肝ミクロソームおよび S9 を用いたときは 6-

MNAは観察されなかった．TurpeinenらとVarfajらは，nabumetoneから 6-MNAの代謝にはCYP1A2

が関与していると報告しているが［19, 20］，今回我々が CYP1A2 発現系ミクロソームを用いて行

った nabumetoneの代謝実験では，6-MNA は生成しなかった．Nobilisらと Varfajらは，nabumetone

は 3-ヒドロキシ体 3-ON-NAB を経由して 6-MNAに変換されると報告している［20, 21］．CYP発

現系ミクロソームを用いた nabumetone の代謝実験では，6-MNA は観られなかったが，CYP2B6，

CYP2C19 および CYP3A4 で 3-OH-NAB の生成が観察された．そこで，3-OH-NAB は中間代謝物

であると考え，3-OH-NAB についても nabumetone と同様にヒト肝ミクロソーム，S9 および凍結

ヒト遊離肝細胞を用いて代謝実験を行ったところ，6-MNA の生成が凍結ヒト遊離肝細胞で観察

され，ヒト肝ミクロソームおよび S9では観察されなかった．以上のことから nabumetoneから 6-

MNA の変換経路には，補酵素が異なる複数の酵素が関与しており，複数の中間代謝物を経由し

ている可能性が示唆された．また，3-OH-NABは nabumetoneから 6-MNAの変換過程の中間代謝

物であることが示唆された． 

 

次に，Fiorentini らの報告［22］を検証するために，ヒト FMO5 発現系ミクロソームを用いて

nabumetoneの代謝実験を行ったところ，nabumetone のカルボニル基の隣に酸素原子が挿入された

nabumetone のエステル体である 6-MNEA が検出された．FMO1 および FMO3 発現系ミクロソー

ムでは 6-MNEAの生成が観られなかったことから，FMO5 に特異的な反応であることが示唆され

た．また，BVMO の基質である 4-MP-one で nabumetone から 6-MNEA の生成が競合的に阻害さ

れたことから，ヒト FMO5 は nabumetone から 6-MNEA の Baeyer-Villiger 酸化を触媒することが

確認できた． 

さらに，6-MNEA 以降の代謝反応を検討するために，nabumetoneを FMO5で反応させた反応液

（1st incubation）にヒト肝 S9，ミクロソームまたはサイトゾルと補酵素を加えて代謝実験（2nd 

incubaation）を行ったところ，6-MNA が生成した．また，2nd incubationの酵素と補酵素にサイト

ゾルと NAD+を用いたときが最も多かったことから，サイトゾル中に存在する NAD+を補酵素と

する酵素の関与が示唆された．さらに，化学阻害剤を用いた阻害実験の結果から，nabumetoneか

ら 6-MNEA を介した 6-MNA の変換には，CES，ADH および ALDHの関与が明らかになった． 

また，methoxyamineおよび HPLC用アルデヒドラベル化試薬を用いてアルデヒド体の検出を試

みたところ，中間代謝物としてアルデヒド体（6-MN-CHO）が存在していることが明らかになっ

た． 

以上のことから，nabumetone から 6-MNA への変換は，まず FMO5 による Baeyer-Villiger 酸化

によりエステル体（6-MNEA）が生成し，次に CESにより加水分解されてアルコール体（6-MNE-

ol）となり，さらに 6-MNE-olが ADH によりアルデヒド体（6-MN-CHO）となり，最後に 6-MN-

CHOが ALDHにより 6-MNA と変換していることが明らかになった． 
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3-OH-NAB もその化学構造から nabumetone と同様に，Baeyer-Villiger 酸化が活性化のエントリ

ーポイントとなっていると予測し， FMO5を用いて 3-OH-NAB の代謝実験を行った．3-OH-NAB

と FMO5の反応液を HPLC に注入したところ，還元されたジオール体が検出されたが，他の代謝

物は検出されなかった．さらに，3-OH-NABと FMO5を反応させて生成した代謝物に，S9を添加

すると 6-MNA が生成した．一方，FMO1および FMO3を用いたときは，6-MNA の生成が観察さ

れなかったことから，FMO5 に特異的な反応であることが明らかになった．また，3-OH-NAB と

FMO5 を反応させて生成した代謝物に，サイトゾルと補酵素として NAD+を添加した場合に最も

6-MNA が生成した．さらに，化学阻害剤を用いた阻害実験の結果から，3-OH-NAB から 6-MNA

の変換には，何らかの加水分解酵素および ALDHの関与が示唆された．3-OH-NABと FMO5を反

応させた反応液に ALDH 発現系サイトゾルを添加して代謝実験を行ったところ，6-MNA が生成

した．また，3-OH-NABと FMO5を反応させた反応液に HPLC用アルデヒドラベル化試薬を添加

することにより，アルデヒド体（6-MN-CHO）が検出できた． 

以上のことから，3-OH-NAB はまず FMO5 による Baeyer-Villiger 酸化によりエステル体を生成

し，これが加水分解酵素によりアルデヒド体（6-MN-CHO）に変換され，さらに，ALDH により

6-MNA へと変換していることが明らかになった．3-OH-NAB のエステル体は検出できなかった

が，酸化剤である m-chloroperoxybenzoic acid（mCPBA）を用いて化学的に 3-OH-NAB の Baeyer-

Villiger 酸化を行ったところ，アルデヒド体（6-MN-CHO）に酸素原子が挿入された (6-

methoxynaphthalen-2-yl)methyl formate が観察された．この結果は，3-OH-NAB から Baeyer-Villiger

酸化で生成した 3-OH-NAB のエステル体を経由してアルデヒド体が，さらに Baeyer-Villiger 酸化

を受けて (6-methoxynaphthalen-2-yl)methyl formate が生成したと考えられる（Fig. 20）．化学的に

Baeyer-Villiger酸化を受けてエステル体を生成することから，ヒトFMO5でも3-OH-NABはBaeyer-

Villiger酸化によりエステル体を生成するが，3-OH-NABのエステル体は生成後速やかに加水分解

されアルデヒド体になるために検出できなかったと考えられた． 

 

 

 

Fig. 20 Baeyer-Villiger oxidation of 3-OH-NAB by mCPBA. 
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第 1 章を小括すると，nabumetone から 6-MNA への活性化代謝には，2 つの多段階の反応経路

が存在することが明らかになった．第 1の経路は，nabumetoneが FMO5による Baeyer-Villiger酸

化によりエステル体となり，その後加水分解され，次いで酸化反応により 6-MNA が生成する経

路である．第 2 の経路は 3-OH-NAB を経由する経路であり，nabumetone から CYP により 3-OH-

NABが生成し，これが FMO5による Baeyer-Villiger酸化を受けてエステル体となり，その後の加

水分解，酸化反応により 6-MNAが生成する経路である（Fig. 21）． 

 

  

 

Fig. 21 Metabolic pathway proposed of 6-MNA from nabumetone in human. 
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第 2章 活性代謝物 6-MNAの不活化代謝に関する検討 

 

第 1節 緒言 

 

Nabumetoneの主要循環代謝物は 6-methoxy-2-naphthylacetic acid（6-MNA）であり，ヒトに 14C-

nabumetoneを経口投与後，48時間以内に投与量の約 70%が尿中に排泄され，尿中代謝物の約 58%

が 6-MNA と 6-hydroxy-2-naphthylacetic acid （6-HNA）およびそれらの抱合体であったことが報告

されている［18］．Nabumetone の活性代謝物 6-MNA は，6-HNA への 6-O-脱メチル化が主要な不

活化経路であると示唆されているが，関与する酵素の詳細はわかっていない（Fig. 22）．  

第 2章では，はじめに活性代謝物 6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化に関与する酵素を同

定するために，以下の 5つのアプローチで in vitro代謝実験を行った．また，ヒトとラットの種差

についても検討した． 

１）ヒトおよびラットの CYP 発現系ミクロソームを用いて 6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メ

チル化を触媒する酵素分子種を推定した． 

２）ヒトおよびラットの肝ミクロソームおよび CYP 発現系ミクロソームを用いて 6-MNA から

6-HNA への 6-O-脱メチル化の速度論的解析を行い，酵素キネティックパラメータを算出した． 

３）ヒトおよびラットの肝ミクロソームを用いて 6-MNAと数種の CYP阻害剤，CYP 抗体，ま

たは NADPH-P450 reductase 抗体を併用したときの 6-MNA の 6-O-脱メチル化に対する阻害の影

響を評価した． 

４）ヒトおよびラットの肝ミクロソームを用いて 6-MNAと CYP 活性化剤を併用したときの 6-

MNAの 6-O-脱メチル化に対する CYP 活性化剤の影響を評価した． 

５）ヒト個別ミクロソームを用いて 6-MNA と１‐４）から推定した 6-MNA の 6-O-脱メチル

化酵素の特異的基質の反応速度の相関性を評価した． 

さらに，１‐４）から推定した 6-MNA の 6-O-脱メチル化酵素の特異的基質の代謝に及ぼす 6-

MNA の影響を検討するため阻害試験を行い，6-MNA が他の併用薬物の代謝に変化を与える可能

性を評価した． 

 

次に，ヒトにおける 6-MNA から 6-HNA への酸化的代謝に対する遺伝子多型の影響について検

討するために，以下の 3つのアプローチで in vitro代謝実験を行った． 

１）野生型および遺伝子変異型のヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて 6-MNA から 6-HNA

への 6-O-脱メチル化の速度論的解析を行い，酵素キネティックパラメータを算出した． 

２）遺伝子型が決定された個別ヒト肝ミクロソームを用いて，6-MNAから 6-HNA への 6-O-脱

メチル化の速度論的解析を行い，酵素キネティックパラメータを算出した． 

３）推定した 6-MNA の 6-O-脱メチル化酵素の特異的基質の代謝に及ぼす 6-MNA の阻害の程

度を検討するため，野生型と遺伝子変異型のヒト CYP 発現系ミクロソームおよび遺伝子型が決

定された個別ヒト肝ミクロソームを用いて阻害試験を行った．



43 

 

   

Fig. 22 Proposed metabolic pathways of nabumetone in human［18］.  
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第 2節 実験材料と実験方法 

 

2-2-1 試薬，酵素源および抗体 

 

6-HNA は三和化学研究所（名古屋）から供与された． 

Diclofenacは LKT Laboratories, Inc.，4’-hydoroxydiclofenacは Calbiochem（Darmstadt, Germany）， 

mefenamic acidは東京化成工業より購入した. 

Methimazoleおよび dapson は Sigma-Aldrich Co. LLC.より購入した．Thiourea は和光純薬工業よ

り購入した．SKF525Aは BIOMOL Research Laboratories, Inc．（Plymous Meeting, PA, USA）より

購入した.   

S-warfarin は Cayman Chemical Co.（Ann Arbor, MI, USA），7-hydroxywarfarin は Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.より購入した. 

15ドナープールドヒト肝ミクロソーム（HMMC-PL020）は CellzDirect（Phoenix, AZ, USA），

ラット肝ミクロソーム（Sprague-Dawley, 雄または雌）と個別ヒト肝ミクロソーム（HG3, HG74, 

HG95, HH13, HH47, HK37, HH18, HH809, HH519）は BD Gentest Co.（Woburn, MA, USA）より購

入した．個別ヒト肝ミクロソーム（H0465）は Sekisui XenoTech, LLC.（Kansas City, KS, U.S.A）よ

り購入した． 

CYP 発現系ミクロソームは，バキュロウィルス感染昆虫細胞に発現させたもの（CYP1A1, 

CYP1A2, CYP2A1, CYP2A2, CYP2A6, CYP2B1, CYP2B6, CYP2C6, CYP2C8, CYP2C9.1, CYP2C11, 

CYP2C12.1, CYP2C13, CYP2C19, CYP2D1, CYP2D2, CYP2D6.1, CYP2E1, CYP3A1, CYP3A2, 

CYP3A4, CYP4A11）を BD Gentest Co.より購入した．遺伝子多型の影響の検討では，CYP 発現系

ミクロソームは大腸菌に発現させたもの（CYP2C9.1，CYP2C9.2，CYP2C9.3）を Cypexより購入

して用いた．なお，CYP 分子種発現系ミクロソームは NADPH-cytochrome P450 reductase と 

cytochrome-b5 を共発現させたものまたは NADPH-cytochrome P450 reductase のみを共発現させた

ものである． 

ヒト CYP2C9に対する阻害抗体（抗-ヒト CYP2C9 polyclonal抗体）とラット CYP1A2，CYP2C11

および NADPH-cytochrome P450 reductase に対する阻害抗体（抗-ラット CYP1A2，CYP2C11およ

び NADPH P450 reductase polyclonal抗体）は日本農産工業（横浜）より購入した． 

 その他の試薬は特級または HPLC 分析用またはそれに相当する試薬を使用した． 

 

2-2-2 肝ミクロソームおよび CYP発現系ミクロソームを用いた in vitro代謝実験 

 

ヒトまたは雄ラット肝ミクロソームによる 6-MNA の O-脱メチル化代謝活性は， 6-MNA（0, 

50, 100, 200, 400, 1000, 2000, 4000 µmol/L），ヒトまたはラット肝ミクロソーム（0.5 mg protein/mL），

NADPH 生成系（0.5 mmol/L NADP+，0.5 mmol/L NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL G-6-P DH，

5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.2 mLの反応液で測定した．

上記の反応液は 37℃，3 分間プレインキュベーションした後，NADPH 生成系を添加して反応を

開始した．37℃，40分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 40 µL および内
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部標準物質である naproxen の 100 µmol/Lアセトニトリル溶液 240 µLを添加して，反応を停止し

た．その後，4℃で 10,000 rpm，5 分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．発現系ミクロソ

ームによる代謝試験は，各分子種発現系の濃度を 20 pmol CYP/mL とした．試料は 1-2-2の方法と

同様に前処理を行い，生成した 6-HNA量を HPLCで測定した（Scheme 10）．  

ヒトおよびラットの肝ミクロソームおよびCYP発現系ミクロソームによる 6-MNAから 6-HNA

への 6-O-脱メチル化は Michaelis-Menten 速度論に従ったので，Km および Vmax を，Eadie-Hofstee 

plotから最小二乗法にて直線回帰することにより算定した．   

 

 

 

Scheme 10 Procedure of in vitro metabolism experiment. 

 

2-2-3  6-MNAの O-脱メチル化代謝活性に対する化学阻害剤の影響 

 

6-MNAの 6-O-脱メチル化代謝活性に対する化学阻害剤の影響は，6-MNA 濃度 200 µmol/L で検

討した．反応液に Table 6の阻害剤［46-52］を加えて，2-2-2の手順に従い代謝実験を行った．代

謝依存性阻害剤（mechanism based inhibitor）である furafylline，diethyldithiocarbamate および

troleandomycin を用いた阻害実験では基質添加による反応開始の前に，阻害剤をミクロソームお
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(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 40 min)
10% trichloroacetic acid 40 µL

100 µmol/L naproxen in CH3CN 240 µL

supernatant 200 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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よび NADPH 生成系と共に 37℃で 20 分間プレインキュベーションした．ラット肝ミクロソーム

は雄性ラットを使用し，cimetidine による阻害実験のみ，雄および雌ラットミクロソームを用い

た．阻害剤の影響は，それぞれ阻害剤非添加のものをコントロールとした（Scheme 11）． 

 

 

  

 

Scheme 11 Procedure of in vitro inibition experiment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

・6-MNA 

・inhibitor

・human or rat liver microsomes

・6-MNA (200 µmol/L)

・inhibitor

・human or rat liver microsomes (0.5 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (200 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 40 min)
10% trichloroacetic acid 40 µL

100 µmol/L naproxen in CH3CN 240 µL

supernatant 200 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

・inhibitor

・human or rat liver microsomes

・NADPH generating system

preincubation

(37℃, 20 min)

Metabolism-dependent inhibitionDirect inhibition

6-MNA
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Table 6 Inhibitors used in the inhibition studies on O-demethylation of 6-MNA. 

 

 

 

 

 

 

 

2-2-4  6-MNA の O-脱メチル化代謝活性に対する阻害抗体の影響 

 

 6-MNA の O-脱メチル化代謝活性に対する阻害抗体の影響は，以下に示す手順で検討した．ヒ

トまたはラット肝ミクロソームと種々の濃度の阻害抗体（抗-ヒト CYP2C9，抗-ラット CYP1A2，

CYP2C11および NADPH P450 reductase polyclonal抗体）を 25℃，30分間プレインキュベーショ

ンした後，6-MNAおよび NADPH 生成系を添加し，37℃で 100 mmol/L Tris-HCl緩衝液（pH 7.5）

中でインキュベーションした．6-MNA 濃度は 100 µmol/L，インキュベーション時間は 60分とし

た．阻害抗体は，対応する非免疫血清を添加して濃度を調整した．ミクロソーム 200 µgに対する

添加量は 40-50 µLである（Scheme 12）． 

 

Inhibitor                                           Concentration (mM)                                           Enzyme

N-Benzylimidazole (NBI)

SKF525A

Methimazole

Thiourea

Furafylline*

Sulfaphenazole

S-Mephenytoin 

Quinidine

Diethyldithiocarbamate*

Troleandomycin*

Ketoconazole

Cimetidine

1

0.12

1

1

0.001

0.02

0.5

0.005

0.02

0.001

0.001

0.25

CYP

CYP

FMO

FMO

CYP1A2

CYP2C9

CYP2C19

CYP2D6

CYP2E1

CYP3A4

CYP3A4

CYP2C11/2C6

* : metabolism-dependent inhibitor
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Scheme 12 Procedure of in vitro inibition experiment using antibody. 

 

 

 

 

2-2-5 6-MNA の O-脱メチル化代謝活性に対する dapsoneの影響 

 

 Dapsoneは CYP2C9の基質薬物の代謝を活性化させることが報告されている［53］．ヒトまたは

雄ラット肝ミクロソームによる 6-MNA の O-脱メチル化代謝活性に対する dapsone の影響を検討

するため，反応液に dapsone を加えて，2-2-2 の手順に従い代謝実験を行った．Dapsone は最終濃

度が 100 µmol/Lとなるように添加した．6MNA の濃度は 200 µmol/L とし，dapsone非添加のもの

をコントロールとした（Scheme 13）． 

 

・human or rat liver microsomes

・antibody(40-50 μL/200 µg microsomes)

・6-MNA (100 µmol/L)

・antibody 

・human or rat liver microsomes (0.5 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 100 mmol/L Tris-HCl buffer (pH7.5)

Reaction mixture (200 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(25℃, 30 min)

incubation 

(37℃, 60 min)
10% trichloroacetic acid 40 µL

100 µmol/L naproxen in CH3CN 240 µL

supernatant 200 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

6-MNA
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Scheme 13  Procedure of in vitro metabolism experiment using dapsone. 

 

 

 

 

 

2-2-6  6-MNA の O-脱メチル化代謝活性と diclofenacの 4’-水酸化活性の相関 

 

6-MNAから 6-HNAへの生成速度と CYP2C9の特異的プローブ基質である diclofenacの 4’-水酸

化活性との相関性を，個別ヒト肝ミクロソーム（HG3, HG74, HG95, HH13, HH47, HK37）を用い

て検討した． 

6MNA濃度 200 µmol/L，6-MNA から 6-HNA への生成速度を 2-2-2の手順に従い測定した． 

・6-MNA 

・dapsone

・human or rat liver microsomes 

・6-MNA (200 µmol/L)

・dapsone (100 µmol/L)

・human or rat liver microsomes (0.5 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (200 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 40 min)
10% trichloroacetic acid 40 µL

100 µmol/L naproxen in CH3CN 240 µL

supernatant 200 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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Scheme 14 Procedure for measurement of diclofenac 4′-hydroxylase activity. 

 

Diclofenac の 4’-水酸化活性は，diclofenac（50 µmol/L），個別ヒト肝ミクロソーム（0.1 mg 

protein/mL），NADPH 生成系（0.5 mmol/L NADP，0.5 mmol/L NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL 

G-6-P DH，5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液で

測定した．上記の反応液は 37℃で 3分間プレインキュベーションした後，NADPH 生成系の添加

により反応を開始した．20 分間インキュベーションした後，内部標準物質である 10 µmol/L 

mefenamic acid アセトニトリル溶液 500 µL を添加して反応を停止した．反応液は 4℃で 12,000 

rpm，10分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料 450 µLは遠心エバポレーターで蒸発

乾固させ，残渣を HPLCの移動相溶媒に再溶解後, 4℃で 12,000 rpm，10分間遠心分離し，得られ

た上清をメンブランフィルター（0.45 µm）でろ過し，HPLCで測定した（Scheme 14）． 

決定係数（r2）は最小二乗法による線形回帰により求め，有意水準 5％の直線性の検定を行っ

た（エクセル統計，エスミ，東京）． 

 

・diclofenac

・human liver microsomes

・diclofenac (50 µmol/L)

・human liver microsomes (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(12,000 rpm, 

4℃, 10 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10 µmol/L mefenamic acid in CH3CN 500 µL

supernatant 450 μL

evaporation to dryness

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

centrifugation

(12,000 rpm, 

4℃, 10 min)

supernatant
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2-2-7 Diclofenacの 4’-水酸化活性に及ぼす 6-MNAの影響 

  

CYP2C9 の特異的プローブ基質である diclofenac の 4’-水酸化活性に及ぼす 6-MNA の影響は，

2-2-6の手順に従い，diclofenac濃度 2.5, 5および 10 µmol/L で代謝実験を行った．阻害剤である 6-

MNA 濃度は 0, 250, 500 および 1000 µmol/Lとした（Scheme 15）．阻害の様式は，Lineweaver-Burk 

plotにより推察し，Ki値は Dixon plotを用いて算出した． 

 

  

 

Scheme 15 Procedure of inhibition study of 6-MNA on 4’-hydroxylation of diclofenac. 

 

2-2-8 ヒト CYP2C9 発現系ミクロソームと CYP2C9 の遺伝子型が決定されたヒト肝ミクロソー

ム用いた in vitro代謝実験 

 

CYP2C9 遺伝子の遺伝子型が決定された 7 人のヒト肝ミクロソームによる 6-MNA の代謝活性

は，6-MNA（0, 50, 100, 200, 400, 1000, 2000 µmol/L），個別ヒト肝ミクロソーム（0.5 mg protein/mL），

・diclofenac

・6-MNA

・human liver microsomes

・diclofenac (2.5, 5, 10 µmol/L)

・6-MNA (0, 250, 500, 1000 µmol/L)

・human liver microsomes (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(12,000 rpm, 

4℃, 10 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10 µmol/L mefenamic acid in CH3CN 500 µL

supernatant 450 μL

evaporation to dryness

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

centrifugation

(12,000 rpm, 

4℃, 10 min)

supernatant
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NADPH 生成系（0.5 mmol/L NADP+，0.5 mmol/L NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL G-6-P DH，

5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mLの反応液で測定した．

上記の反応液は 37℃，3 分間プレインキュベーションした後，NADPH 生成系の添加により反応

を開始した．37℃，40分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 100 µLおよび

内部標準物質である 10 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µL を添加して，反応を停止し

た．反応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．ヒト CYP2C9発

現系ミクロソーム（CYP2C9.1，CYP2C9.2 および CYP2C9.3）による代謝実験では，6-MNA 濃度

を 0, 100, 200, 300, 400, 600, 1000 µmol/L，CYP発現系ミクロソーム濃度を 20 pmol CYP/mLとし

た．試料は 1-2-2の方法と同様に前処理を行い，生成した 6-HNA量を HPLCで測定した（Scheme 

16）． 

6-MNA から 6-HNA への酸化的代謝における Kmおよび Vmaxを，Eadie-Hofstee plot から最小二

乗法にて直線回帰することにより算出した．  

 

   

 

Scheme 16 Procedure of metabolism experiment of 6-MNA in human liver microsomes or cDNA-

expressed CYPs. 

 

・6-MNA 

・human liver microsomes

or cDNA-expressed CYPs

・6-MNA (0-2000 µmol/L)

・human liver microsomes (0.5 mg protein/mL)

or cDNA-expressed CYPs (20 pmol CYP/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 40 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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2-2-9  S-Warfarinから 7-hydroxywarfarinへの代謝活性の測定 

 

S-Warfarinから 7-hydroxywarfarin の代謝活性は，Iwakawaらの方法［54］を若干変更して測定し

た． S-warfarin（2.5, 5, 10, 20 µmol/L），個別ヒト肝ミクロソーム（0.2-0.4 mg protein/mL）または

ヒト CYP 発現系ミクロソーム（20 pmol CYP/mL），NADPH 生成系（0.5 mmol/L NADP+，0.5 mmol/L 

NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL G-6-P DH，5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液

（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液で測定した．上記の反応液は 37℃，10 分間プレインキュベー

ションした後， NADPH生成系の添加により反応を開始した．37℃，30分間インキュベーション

した後，内部標準物質である 2.5 µmol/L naproxenアセトニトリル溶液 500 µL を添加して，反応を

停止した．反応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清をメンブランフィルター

（0.45 µm）でろ過し，生成した 7-hydroxywarfarin を HPLCで測定した（Scheme 17）． 

 

 

 

Scheme 17 Procedure of inhibition study of 6-MNA on 7-hydroxylation of S-warfarin. 

 

・S-warfarin

・6-MNA

・human liver microsomes 

or cDNA-expressed CYPs 

・S-warfarin  (2.5, 5, 10, 20 µmol/L)

・6-MNA (0, 250, 500, 1000 µmol/L)

・human liver microsomes (0.2-0.4 mg protein/mL) 

or cDNA-expressed CYPs (20 pmol CYP/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 10 min)

incubation 

(37℃, 30 min)
2.5 µmol/L naproxen CH3CN 500 µL

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

supernatant
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2-2-10 S-Warfarinから 7-hydroxywarfarinへの生成における 6-MNAによる阻害試験 

 

 S-Warfarin から 7-hydroxywarfarin への生成における 6-MNA の影響は，S-warfarin 濃度 2.5, 5 お

よび 10 µmol/L，阻害剤である 6-MNA濃度 0, 250, 500および 1000 µmol/Lで検討した．CYP2C9*3/*3

の個別ヒト肝ミクロソーム（HH519）を用いた場合のみ S-warfarin濃度は，5, 10および 20 µmol/L

とした（Scheme 17）．IC50値は，y軸に 6-MNA非添加の時の 7-hydroxywarfarin の生成速度を 100%

としたときの残存活性，x軸に 6-MNA濃度の log値をプロットして，直線回帰することにより求

めた［55］．Ki値は Dixon plotを用いて算出した． 

 

2-2-11 HPLCの定量条件 

 

6-HNA の定量は，1-2-10の方法に従い行った．移動相は 20 mmol/L リン酸水素二カリウム水溶

液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセトニトリル= 1 : 1 を用いた．遺伝子多型による影響の検討で

は，移動相は 20 mmol/L リン酸水素二カリウム水溶液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセトニトリ

ル= 3 : 2 を用いた． 

4’-Hydoroxydiclofenac は，Leemann らの方法［56］を若干変更して定量した．HPLC 装置（検出

器は UV-Vis検出器（SPD-10Avp，島津製作所）を用いた．）とカラムは 1-2-10と同様のものを使

用した．移動相は 100 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）: アセトニトリル= 3 : 1 を用い，カラム温

度は 50℃，流速は 1.0 mL/min，波長 282 nmに設定した． 

7-Hydroxywarfarin は，Yamaoriらの方法［57］を若干変更して定量した．HPLC装置は 1-2-10と

同じものを用いた．カラムは Mightysil RP-18 GP Ⅱ（2.0×150mm, 5 µm; 関東化学，東京）を用

い，グラジエント溶離で分離した．移動相のグラジエント条件は，A 液：0.04% (v/v) phosphoric 

acid，B 液：アセトニトリルを 0-40 分は B 液の濃度を 20-40%，40-50 分は B 液の濃度 40-20%，

50-60分は B 液の濃度を 20%にして測定した．カラム温度は 40℃，流速は 0.4 mL/min，励起波長 

320 nm，蛍光波長 415 nmに設定した． 

 

2-2-12 統計解析 

 

阻害実験におけるコントロール（阻害剤非添加）との比較は，統計ソフト R（version 3.5.1）を

用いて対応のない t 検定またはダネットの多重比較により評価した．いずれの場合も，有意水準

は p＜0.01とした． 

CYP2C9 遺伝子型間の速度論パラメータの統計的有意性はウィリアムズの多重比較，CYP2C9

遺伝子型間の IC50 および Ki 値の統計的有意性はダネットの多重比較により評価した（エクセル

統計，エスミ）． 
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第 3節 結果・考察 

 

2-3-1 6-MNAから 6-hydroxy-2-naphthylacetic acid（6-HNA）への変換に関する検討 

 

2-3-1-1  CYP発現系ミクロソームを用いた in vitro代謝実験 

 

 ヒトおよびラット CYP 発現系ミクロソームを用いて， 6-MNA から 6-HNA への変換に関与す

る CYP 分子種について検討した（Fig. 23）．ラット CYP 発現系ミクロソームでは，CYP1A2，

CYP2C6 および CYP2C11 において 6-HNA の生成が認められた．ヒト CYP 発現系ミクロソーム

では，検討した分子種の内 CYP2C9 のみが 6-MNA から 6-HNA への代謝活性を示した． 

 

  

 

Fig. 23 Formation of 6-HNA from 6-MNA by cDNA-expressed CYPs.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

2-3-1-2 酵素キネティックパラメータの算出 

 

ヒトおよびラット肝ミクロソームを用いて，6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化反応につ

いてMichaelis-Menten plotと Eadie-Hofstee plotを作成した（Fig. 24）．ヒトおよびラットいずれの
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場合にも 6-HNA の生成速度は基質濃度の上昇に伴い飽和する傾向を示し，Michaelis-Menten速度

論に従った．Eadie-Hofstee plot はほぼ単相性を示し，最小二乗法により直線回帰して得られた直

線の勾配および Y 軸との交点から Kmおよび Vmaxを求めた．また，Vmaxを Kmで除することにより

固有クリアランスを算出した．さらに，2-3-1-1 で 6-HNA の生成が観察されたヒト CYP2C9，ラ

ット CYP1A2，CYP2C6 および CYP2C11 発現系ミクロソームを用いて同様に Km，Vmaxおよび固

有クリアランスを算出した．算出した酵素キネティックパラメータを Table 7 に示す．ラット

CYP1A2発現系ミクロソームでは，6-MNA濃度 0-4000 µMの範囲において飽和が観察されなかっ

たために，Kmおよび Vmaxの値は得られなかった．  

 

  

 

 

Fig. 24   Michaelis-Menten plots (A) and Eadie-Hofstee plots (B) for 6-HNA formation from pooled rat 

and human liver microsomes. 

Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 
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Table 7 Kinetic analysis of the oxidation of 6-MNA by human and rat liver microsomes and cDNA 

expressed CYPs. 

 

ヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA 生成についての見かけの Km値（0.64 mM）と Vmax値（1.17 

nmol/min/mg protein）は，ラット肝ミクロソームにおける Km 値（0.72 mM）と Vmax 値（1.31 

nmol/min/mg protein）に類似しており，ヒトとラット間で Vmax/Km値に著しい差は観察されなかっ

た．ラット CYP発現系ミクロソームを用いた代謝実験の結果から，6-HNAの生成には複数の CYP

が関与する可能性が考えられたが，ラット肝ミクロソームの Eadie-Hofstee plot は単相性を示した．

これは CYP2C6 と CYP2C11 の Km値が類似しているため，単相性を示したものと推察した［58-

60］．ヒトおよびラット肝ミクロソームにおける Km値は，CYP 発現系ミクロソームにおける Km

値より大きな値を示した．酵素の見かけの親和性が，肝臓ミクロソームと発現系ミクロソームで

異なる結果となった理由は明確ではないが，肝臓ミクロソームと発現系ミクロソームでは

NADPH-cytochrome P450 reductase 量，cytochrome-b5 量および脂質組成が同一ではないことなどが

要因ではないかと考えられる［61-65］．  

 

2-3-1-3  6-MNAの 6-O-脱メチル化代謝活性に対する化学阻害剤の影響 

 

 6-MNA から 6-HNA への 6- O-脱メチル化代謝に関与する酵素を推定するために，CYP および

FMO の阻害剤（Table 6）を用いた阻害実験の結果を示す（Fig. 25）．CYP 阻害剤である NBI と

SKF525A は，ラットおよびヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA の生成を阻害した．一方，FMO

阻害剤である thiourea と methimazole は，ヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA の生成を阻害し

なかった．ラット肝ミクロソームでは，methimazole により 6-HNA の生成が阻害されたが，

methimazoleと比較して FMOに対する選択性が高い thiourea［66, 67］で阻害の程度が小さかった

ことから，FMOの関与は低いと推察した．また，methimazoleは FMOに対する阻害剤であるばか

りでなく，複数の CYP分子種の代謝依存性阻害剤であるとの報告があることから，ヒトとラット

の代謝酵素の違いにより，methimazole の阻害の程度に差が生じたのではないかと考えた［68］．

以上のことから，ラットおよびヒト肝ミクロソームにおける 6-MNAからの 6-HNAへの 6-O-脱メ

チル化は，CYPが関与していることが示唆された． 

Data are the mean ± S.D. (n=3).

Enzyme source

Rat liver

Pooled

CYP2C6

CYP2C11

Human  liver

Pooled

CYP2C9*1

Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein) Vmax/ Km (µl/min/mg protein)

0.72± 0.11

1.17±0.03

1.31±0.07

0.64±0.03

1.8±0.2

1.8±0.0

0.31± 0.04 4.77±0.78 15.2±0.9

0.33± 0.03 0.95±0.10 2.9±0.1

16.6±1.92.29±0.210.14± 0.03
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Table 6 Inhibitors used in the inhibition studies.（p. 47再掲） 

 

 

 

 

 

Fig. 25 Inhibition of 6-HNA formation from 6-MNA by co-incubation with FMO and CYP-inhibitors in  

human and rat liver microsomes. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜ 0.01, **p＜ 0.001, compared with no       

treatment of each inhibitor. 

 

Inhibitor                                           Concentration (mM)                                           Enzyme

N-Benzylimidazole (NBI)

SKF525A

Methimazole

Thiourea

Furafylline*

Sulfaphenazole

S-Mephenytoin 

Quinidine

Diethyldithiocarbamate*

Troleandomycin*

Ketoconazole

Cimetidine

1

0.12

1

1

0.001

0.02

0.5

0.005

0.02

0.001

0.001

0.25

CYP

CYP

FMO

FMO

CYP1A2

CYP2C9

CYP2C19

CYP2D6

CYP2E1

CYP3A4

CYP3A4

CYP2C11/2C6

* : metabolism-dependent inhibitor

0

20

40

60

80

100

120

6
H

N
A

 f
o

rm
a

ti
o

n
 (

%
 c

o
n

tr
o

l)

Rat

Human

**

**

**

**

**

*



59 

 

続いて，6-MNA の 6-HNA への 6-O-脱メチル化代謝に関与する CYP 分子種を詳細に同定する

ために，各 CYP 分子種の阻害剤を用いて検討を行った（Fig. 26）．その結果，CYP2C9 の阻害剤

である sulfaphenazole は，ヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA の生成を 89.4%阻害したが，ラッ

ト肝ミクロソームでは阻害しなかった．Eagling らは CYP2C9 の特異的プローブ基質である

tolbutamideの 4’-水酸化活性に対して，ラットでは sulfaphenazole の阻害効果は観られなかったこ

とを報告している［69］．また，Bogaards らは CYP2C9 の特異的プローブ基質 diclofenac の 4’-水

酸化活性に対しても，ラットにおいて sulfaphenazole は阻害効果を示さなかったことを報告して

いる［70］．今回の我々の検討でも，これらの報告と同様の結果となった．このことから，

sulfaphenazole はヒト CYP2C9 を特異的に阻害することが示唆された．一方，furafylline，S-

mephenytoin，quinidine，diethyldithiocarbamate，troleandomycinおよび ketoconazole は，ヒト肝ミク

ロソームにおける 6-HNAの生成を阻害しなかった．また，ラット肝ミクロソームでは 6-HNAの

生成を顕著に阻害するものは無かった． 

 

 

 

Fig. 26 Inhibition of 6-HNA formation from 6-MNA by co-incubation with CYP-inhibitors in human and    

rat liver microsomes. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜ 0.01, *p＜ 0.001, compared with no       

treatment of each inhibitor. 

 

 

 

ラット肝ミクロソームにおける 6-MNAから 6-HNAへの 6-O-脱メチル化代謝に対する CYP2C6

および CYP2C11の関与の可能性を検討するため，CYP2C11と CYP2C6 の阻害剤である cimetidine

を用いて雄および雌のラット肝ミクロソームでの代謝実験を行った（Fig. 27）．Cimetidine は 6-

HNA の生成を雄および雌のラット肝ミクロソームにおいてそれぞれ約 70%および 40%減少させ

た．Cimetidineによる阻害効果は雌よりも雄ラット肝ミクロソームの方が約 1.5倍大きかった． 
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Fig. 27 The effects of cimetidine on the 6-HNA formation from 6-MNA in male and female rat liver 

microsomes. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜0.001, compared with no treatment of each 

inhibitor. 

 

 

 

 

 

2-3-1-4 6-MNAの 6-O-脱メチル化代謝活性に対する阻害抗体の影響 

 

 6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化代謝活性に対する阻害抗体の影響について検討した

（Fig. 28）．ラットおよびヒト肝ミクロソームでは，ラット NADPH-P450 reductase 抗体により 6-

HNAの生成が約 80%減少した．ラット肝ミクロソームにおける 6-HNAの生成は，ラットCYP2C11

抗体で約 75%阻害されたが，ラット CYP1A2 抗体はほとんど阻害効果を示さなかった．一方，ヒ

ト CYP2C9 抗体は，ヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA の生成を約 80%阻害した． 
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Fig. 28 The effects of anti-rat NADPH P450 reductase antibody (A) and antibody of CYPs (B) on the 6- 

HNA formation from 6-MNA in human and male rat liver microsomes. 

Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

雄および雌ラット肝ミクロソームにおける，6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化代謝活性

に対するラット CYP2C11阻害抗体による影響を検討した結果を Fig. 29に示す．雄および雌ラッ

ト肝ミクロソームで，6-HNA の生成は CYP2C11 抗体の添加により約 80%阻害された．ラットで

は CYP2C の発現に性差があり，CYP2C11 は雄性ラットに発現しているが，雌性ラットには発現

していない．一方，CYP2C6 の発現には性差がないことが知られている［71-73］．ラット CYP2C11

抗体は CYP2C6 と交差反応性を示す［74］ことから，CYP2C11を含有しない雌ラット肝ミクロソ

ームにおいて，ラット CYP2C11抗体により 6-HNAの生成が阻害されたのは， CYP2C6 に対する

阻害効果によるものと推察した． 
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Fig. 29 The effects of anti-CYP2C11 antibody on the 6-HNA formation from 6-MNA in male (●) and 

female (○) rat liver microsomes. 

Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

2-3-1-5 6-MNAから 6-HNA代謝における代謝活性化剤 dapsoneの影響 

 

 合成抗菌薬の一つである dapsone は CYP2C9 の基質薬物の代謝を活性化させることが報告され

ている［53］．ヒト肝ミクロソームおよびラット肝ミクロソームを用いて，6-MNA からの 6-HNA

の生成に対する dapsoneの影響について検討した（Fig. 30）．ヒト肝ミクロソームでは dapsoneの

添加により 6-HNA 生成は促進され，コントロールの約 4 倍となったが，ラット肝ミクロソーム

では促進されなかった．本章のこれまでの結果から，ヒト肝ミクロソームでは主に CYP2C9が 6-

MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化代謝を触媒することが示唆されている．これらのことか

ら，dapsoneはヒト CYP2C9 に特異的に働くことが推察された． 

 

  

Fig. 30 The effects of dapsone on the 6-HNA formation from 6-MNA in human and rat liver microsomes. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 
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2-3-1-6 6-MNAの 6-O-脱メチル化代謝活性と diclofenacの 4’-水酸化活性の相関性の検討 

 

6-MNA から 6-HNA への 6-O-脱メチル化代謝活性と CYP2C9 の特異的プローブ基質である

diclofenacの 4’-水酸化活性の相関性を，個別ヒト肝ミクロソーム（HG3, HG74, HG95, HH13, HH47, 

HK37）を用いて検討した（Fig. 31）．6 人のドナーとサンプルサイズが小さいにもかかわらず，

diclofenacの4’-水酸化活性と6-MNAの6-O-脱メチル化代謝活性との間に有意な相関関係（r2=0.95, 

p<0.001）が観察された． 

 

  

 

Fig. 31 Correlation between the diclofenac 4’-hydroxylation activity (CYP2C9) and 6-HNA formation rate   

in six human liver microsomal samples. 

 

 

 

2-3-1-7 Diclofenacの 4’-水酸化活性に及ぼす 6-MNAの影響 

 

CYP2C9 の特異的プローブ基質である diclofenac の 4’-水酸化活性に及ぼす 6-MNA の影響につ

いて検討した．Diclofenac は濃度を 2.5, 5 および 10 µmol/L，6-MNA は濃度を 0, 250, 500 および

1000 µmol/L で阻害試験を行った（Fig. 32）．3つの 6-MNA 濃度（250，500 および 1000 µmol/L）

で，6-MNA 非添加時と比べて diclofenac4’-水酸化の Vmaxが減少したが，Kmはそれぞれ 6-MNA 非

添加時の 4.35 µMから 5.43，5.44および 8.47 µMに増加したことから，6-MNAが diclofenacの 4’-

水酸化活性に対する混合型阻害剤であることが示唆された．Dixon plotより，diclofenacの 4’-水酸

化活性に対する 6-MNAの Ki値は 724.2 µMであった． 

Nabumetone の反復経口投与（800 mg/day）時の定常状態における 6-MNA の血清非結合薬物濃

度は約 2 µMである［16］．この値は今回得られた Ki値の約 1/400倍低いため，6-MNAが CYP2C9

によって代謝される他の薬物のクリアランスを大きく変化させることはないと推察した． 
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Fig. 32 Lineweaver-Burk plots at 0 µM (◆), 250 µM (■), 500 µM (▲) and 1000 µM (●) concentrations  

of 6MNA (A) and Dixon plots at 2.5 µM (◇), 5 µM (□) and 10 µM (△) concentrations of    

diclofenac (B). 

Each point represents the mean (n=3-4). 

 

 

 

 

 

2-3-2 6-MNAから 6-HNAへの変換における遺伝子多型の影響に関する検討 

 

2-3-2-1 ヒト CYP2C9 発現系ミクロソームと CYP2C9 の遺伝子型が決定されたヒト肝ミクロソ

ーム用いた 6-MNAから 6-HNAの変換における酵素キネティックパラメータの算出 

 

CYP2C9は，phenytoin，tolbutamide，torsemide，S-warfarinや多数の NSAIDsなど，多くの臨床

的に重要な薬物の代謝に寄与する酵素である［75-79］．CYP2C9 には遺伝子多型が存在し，その

発現頻度は人種によって異なることも知られている．代表的なものとして CYP2C9*1（野生型）

に対して，*2（Arg144Cys）と*3 （Ile359Leu）が知られている．日本人における発現頻度は CYP2C9*1

が約 98%，*2 が 0%，*3 が約 2%である．また，CYP2C9 の変異型アレルのうち，日本人に代謝

活性低下が臨床的に影響を及ぼすことが知られているのは CYP2C9*3 である．そのうち，

CYP2C9*3 ヘテロ接合体は約 50 人に 1 人，ホモ接合体は約 2500 人に 1 人の発現頻度と推定され

る［80］． 

前項の結果から，ヒトにおける 6-MNA から 6-HNA への変換は CYP2C9 が関与していることが

明らかになった．そこで，6-MNAから 6-HNA への変換における遺伝子多型の影響について検討

した． 
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Fig. 33  Michaelis-Menten plots for 6-O-demethylation of 6-MNA by cDNA-expressed CYP2C9.1 (▲), 

CYP2C9.2 (■) and CYP2C9.3 (●) (A), and human liver microsomes from three subjects with 

homologous alleles (B), HG95: △ , genotypes CYP2C9*1/*1, HH809: □ , genotypes 

CYP2C9*2/*2, HH519:〇, genotypes CYP2C9*3/*3. 

Error bars represent the mean ± S.D. (n=3). 

 

 

 

Fig. 34  Eadie-Hofstee plots for 6-O-demethylation of 6-MNA by cDNA-expressed CYP2C9.1 (A), 

CYP2C9.2 (B) and CYP2C9.3 (C), and human liver microsomes from three subjects with 

homologous alleles (genotypes CYP2C9*1/*1, HG95:D, CYP2C9*2/*2, HH809:E, 

CYP2C9*3/*3, HH519: F). 

Error bars represent the mean ± S.D. (n=3). 
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CYP 発現系ミクロソーム（CYP2C9.1，CYP2C9.2，CYP2C9.3）および 7人のヒト個別肝ミク

ロソーム〔CYP2C9*1/*1 (HH47, HG95, HH18), CYP2C9*1/*2 (HG74), CYP2C9*1/*3 (HG3), 

CYP2C9*2/*2 (HH809), CYP2C9*3/*3 (HH519)〕を用いて，6-MNA から 6-HNA の変換における酵

素キネティックパラメータを算出した．CYP発現系ミクロソームおよびヒト個別肝ミクロソー

ム（野生型，Cys144（*2）および Leu359（*3）ホモ接合体）を用いたときの Michaelis-Menten 

plotと Eadie-Hofstee plotを Fig. 33と Fig. 34に示す．いずれの場合にも 6-HNA の生成速度は基

質濃度の上昇に伴い飽和する傾向を示し，Michaelis-Menten速度論に従った．また，Eadie-

Hofstee plotはほぼ単相性を示し，線形最小二乗法により得られた直線の勾配および Y軸との交

点から Kmおよび Vmaxを求めた．さらに Vmaxを Km除することにより固有クリアランスを求め

た．Table 8には，上記で得られた結果と CYP2C9*1/*2 (HG74), CYP2C9*1/*3 (HG3)の結果を併せ

て示す． 

 

Table 8 Kinetic parameters for 6-HNA formation from 6-MNA in cDNA-expressed CYP2C9 and in human    

liver microsomes. 

 

 

発現系ミクロソームを用いた実験では， Leu359 変異型は野生型よりもわずかに高い Km値を示

した．また，Leu359 変異型の Vmaxと Vmax/Kmは野生型と比べてどちらも約 1/3 と有意に低い値を

示した．これらの結果は，Iida らの lornoxicam 5'-hydroxylation に対する Leu359 変異型の影響に

ついての結果と類似していた［76］．これらのことから，Leu359 変異型は 6-MNA の酵素への親和

性だけでなく，代謝能力にも影響を及ぼす可能性が示唆された．一方，野生型と Cys144 変異型と

の間のKm，VmaxおよびVmax/Kmは同等の値であった．これらの結果は，Sullivan-Kloseらの tolbutamide

および S-warfarinの報告［77］，Miners らの torsemideの報告［78］と類似していた．一方，Rettie

らは Cys144 変異型では野生型に比べて S-warfarinの Vmaxおよび Vmax/Kmが低下したと報告してい

る［79］．Crespi と Miller は，野生型と Cys144 変異型との間の S-warfarin に対する Vmaxの差は，

使用する発現系ミクロソームに依存し，CYP に対する NADPH-P450 oxidoreductase の比によって

影響されることを報告している［81］．したがって，ヒト肝臓ミクロソームにおける 6-MNAから

6-HNA の変換に対する Cys144 変異型の影響を明らかにするためには，CYP2C9*2/*2 と遺伝子型

Vmax Km Vmax/Km ratio **, ***

(pmol/min/Total pmol CYP)                (µM)              (nL/min/Total pmol CYP)

cDNA-expressed CYP2C9

CYP2C9.1 6.3±3.3 489.8±95.0 12.4±4.7    3.3

CYP2C9.2 4.9±2.0 466.5±177.0 11.7±6.8 3.1

CYP2C9.3 2.3±0.8 * 624.6±139.2 3.8±1.8 * 1

Human liver microsomes

HH47   (*1/*1) 3.6±0.7 407.0±145.6 9.2±2.2 4.0

HG95   (*1/*1) 3.4±0.4 448.3±127.2 7.8±1.2 3.4

HH18   (*1/*1) 5.3±0.3 396.3±53.5 13.4±1.1 5.8

HG74   (*1/*2) 3.3±0.3 318.6±52.7 10.0±1.4 4.3

HG3 (*1/*3) 3.5±0.1 306.5±52.1 11.6±1.7 5.0

HH809 (*2/*2) 2.3±0.1 308.4±41.1 7.6±0.8 3.3

HH519 (*3/*3) 0.7±0.1 338.1±57.0 2.3±0.2 1

Results are expressed as mean ± S.D. (n=3). 

*p<0.05 vs. CYP2C9.1

**Data are expressed as the ratio of the Vmax/Km value in each recombinant divided by the Vmax/Km value in CYP2C9.3.

***Data are expressed as the ratio of the Vmax/Km value in each microsome divided by the Vmax/Km value in CYP2C9*3/*3.
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が決定されたヒト肝臓試料を使用することが必要であると考えた． 

 遺伝子型が決定されたヒト個別ミクロソームを用いた代謝実験では，3 人の野生型のミクロソ

ームの Vmax値はそれぞれ 3.6，3.4および 5.3 pmol/min/pmol total P450であった．Cys144ヘテロ接

合体と Leu359ヘテロ接合体では，Vmaxは 3.3および 3.5 pmol/min/pmol total P450であり，野生型

と類似していた．Leu359ホモ接合体では，Vmaxは 0.7 pmol/min/pmol total P450 であり，他の個別

ミクロソームに比べて低い値であった．一方，Km値は 7人の個別ミクロソーム間で同等な値であ

った．Leu359 ホモ接合体では，他の個別ミクロソームに比べて 3-6 倍低い Vmax/Km値を示した．

Leu359 ホモ接合体が他の個別ミクロソームに比べて低い値を示したのは，Vmaxの変化による影響

が大きいと考えられる．Cys144ホモ接合体は比較的低い Vmax値を示したが， Vmax/Km値は，野生

型や Cys144 ヘテロ接合体，Leu359ヘテロ接合体と同等な値であった．Leu359 ホモ接合体のミク

ロソームでは 6-MNA の O-脱メチル化活性は非常に低く，6-MNA から 6-HNA への代謝クリアラ

ンスが低下する可能性が示唆された．一方，Cys144 ホモ接合体，Cys144 ヘテロ接合体および

Leu359 ヘテロ接合体では，野生型に比べて Vmax/Km値が同様な値であった．6-MNA の血漿タンパ

ク結合率 99.75-99.91％［16］，ヒト肝血流量（Qh）0.95 mL/min /g liver，ヒト肝臓中のミクロソー

ムタンパク質含量 52.5 mg protein/g liver［82］および今回得られた野生型の Vmax/Km値を用いて 6-

MNA の肝抽出率を推定すると，6-MNAは低抽出率薬物に分類される．低抽出率薬物は，肝固有

クリアランスのわずかな変化が薬物の肝代謝クリアランスに影響を与えることが考えられる．こ

のことから，Leu359 ホモ接合体の低い肝固有クリアランスは，in vivo での 6-MNAの肝代謝クリ

アランスに影響を与える可能性が示唆された．  

 

 

 

 

 

2-3-2-2  S-Warfarinから 7-hydroxywarfarin生成に対する 6-MNAによる阻害試験 

 

S-Warfarin の 7-hydroxywarfarin への生成に対する 6-MNA の阻害効果について，発現系ヒト

CYP2C9 ミクロソーム（CYP2C9.1，CYP2C9.2，CYP2C9.3）およびヒト個別肝ミクロソーム

〔CYP2C9*1/*1 (H0465) , CYP2C9*2/*2 (HH809-1), CYP2C9*3/*3 (HH519)〕を用いて検討を行った

結果を Table 9と 10に示す．
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6-MNAは，濃度依存的に CYP2C9.1，CYP2C9.2および CYP2C9.3 の S-warfarin の 7-水酸化活性

を阻害した．CYP2C9.1，CYP2C9.2 および CYP2C9.3 の IC50 値はそれぞれ 416.6，533.7 および

432.6 µM であり，野生型と Leu359 変異型ではほぼ同等な値であった．ヒト個別肝ミクロソーム

（野生型，Cys144 および Leu359 ホモ接合体）を用いて行った阻害試験では，野生型に比べて

Leu359 ホモ接合体の IC50値は大きな値を示した． 

S-Warfarin の 7-水酸化活性に対する 6-MNA の阻害効果について，Dixon plot より阻害定数（Ki

値）を算出し，阻害形式を推定した．6-MNA による阻害形式は，発現系ヒト CYP2C9 ミクロソー

ムとヒト個別肝ミクロソームの全てにおいて混合阻害を示した．CYP2C9.3による S-warfarinの 7-

水酸化における 6-MNA の見かけの Ki 値は，CYP2C9.1 によるものよりも高かった．ヒト個別ミ

クロソームを用いた阻害実験では，Leu359 ホモ接合体における見かけの Ki 値もまた，野生型よ

りも高い値を示した．Cys144 ホモ接合体における 6-MNA の見かけの Ki値は，他のものよりも低

い値を有する傾向を示した． 

6-MNA は，野生型だけでなく Cys144 ホモ接合体（*2/*2）および Leu359 ホモ接合体（*3/*3）

での S-warfarinの 7-水酸化活性に対して阻害効果を示すことが明らかとなった．また，6 -MNAに

よる阻害効果は CYP2C9 遺伝子型間で多少異なっており，野生型に比べて Leu359 ホモ接合体で

は小さいことが示唆された．  

 

  

IC50

(µM) 

cDNA-expressed CYP2C9

CYP2C9.1 416.6±10.5

CYP2C9.2 533.7±34.1*

CYP2C9.3 432.6±31.2

Human liver microsomes

H0465     (*1/*1) 472.2±31.6

HH809-1 (*2/*2) 399.2±2.2

HH519    (*3/*3) 597.9±93.7*

Results are expressed as mean ± S.D. (n=3).

*p<0.05 vs. CYP2C9.1 or CYP2C9*1/*1

Ki

(µM) 

cDNA-expressed CYP2C9

CYP2C9.1 167.6±37.9

CYP2C9.2 156.5±10.2

CYP2C9.3 270.8±46.1

Human liver microsomes

H0465     (*1/*1) 137.8±30.5

HH809-1 (*2/*2) 69.2±14.1

HH519    (*3/*3) 300.1±115.2*

Results are expressed as mean ± S.D. (n=3). 

*p<0.05 vs. CYP2C9.1 or CYP2C9*1/*1

Table 10 Ki of 6-MNA on S-warfarin 7-

hydroxylation by cDNA-expressed 

CYP2C9 and human liver microsomes. 

 

Table 9 IC50 of 6-MNA on S-warfarin 7-

hydroxylation by cDNA-expressed 

CYP2C9 and human liver microsomes. 
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第 4節 小括 

 

ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて 6-MNA の不活化代謝について検討したところ，

CYP2C9発現系ミクロソームでは 6-HNA の生成が認められたが，他の CYP 発現系ミクロソーム

では生成が観られなかった．また，各 CYP 分子種の化学的阻害剤および阻害抗体による阻害実験

の結果より，ヒトにおける 6-MNA の代謝に関与する CYP 分子種は CYP2C9であることが明らか

となった． 

一方，ラット CYP 発現系ミクロソームによる 6-MNA の不活化代謝の検討では，CYP1A2，

CYP2C6および CYP2C11発現系ミクロソームで 6-HNA の生成が観察された．ラット CYP1A2発

現系ミクロソームで 6-HNA の生成が観察された．雄ラットの CYP2C11 含有量は全 CYP の 54%

を占めるが，CYP1A2 は 2%と低く［71-73］，阻害抗体による阻害実験の結果を合わせて考えると，

CYP1A2が 6-MNA 代謝に関わる酵素分子種とは考えにくい．さらに，各 CYP 分子種の化学的阻

害剤および阻害抗体による阻害実験を行ったところ，ラットにおける 6-MNA の不活化代謝に関

与する主要な CYP 分子種は CYP2C6および CYP2C11であることが明らかとなった． 

 

6-MNA の不活化代謝について，ヒトとラットの肝ミクロソームを用いて種差を比較したとこ

ろ，ヒト肝ミクロソームにおける 6-HNA 生成の見かけの Km値と Vmax値はラット肝ミクロソーム

の値と類似しており，ヒトとラットの間で Vmax/Km値に著しい差は観察されなかった．  

 

6-MNAから 6-HNA への遺伝子多型の影響を検討するために，野生型と変異型の CYP2C9 発現

系ミクロソームおよび遺伝子の遺伝子型が決定された個別ミクロソームを用いて in vitro 代謝実

験を行った．CYP 発現系ミクロソームを用いた代謝実験では，Leu359 変異型の 6-MNA の 6-O-

脱メチル化の固有クリアランスは，野生型に比べて有意に低かったが，Cys144 変異型では変わら

なかった．個別ヒト肝ミクロソームを用いた代謝実験では，Leu359ホモ接合体の固有クリアラン

スは他の試料と比べて低かったが，Leu359 ヘテロ接合体では測定した他の試料の活性範囲内であ

った． 

 

6-MNA の代謝阻害に関する特性を明らかにするため，野生型と変異型の CYP2C9 発現系ミク

ロソームおよび遺伝子型が決定された個別ミクロソームを用いて S-warfarin 代謝にに対する阻害

試験を行った．6-MNA は，野生型だけでなく Cys144 ホモ接合体および Leu359 ホモ接合体にお

ける S-warfarin の 7-水酸化活性に対しても阻害効果を示した．6-MNA による阻害効果は CYP2C9

遺伝子型間で多少異なっており，Leu359 ホモ接合体では野生型に比べて 6-MNA の阻害を受けに

くいことが示唆された．今回の in vitro阻害実験では，6-MNAの S-warfarinの 7-水酸化に対する阻

害効果が観察された．しかし，nabumetone をヒトに常用量で投与した場合の 6-MNA の定常状態

血清非結合薬物濃度は約 2 µM であることから，nabumetone と S-warfarin の併用が臨床上問題に

なるとは考えにくいことが判明した． 
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CYP2C9 の変異型アレルのうち日本人において臨床的意義が明かされているのは Leu359 アレ

ルである．ホモ型の Leu359変異により 6-MNA のクリアランス低下が推察されたが，ヘテロ型の

Leu359 変異では，6-MNA のクリアランスは野生型と変わらないことが示唆された．しかし，日

本人のホモ型 Leu359 アレルの出現頻度は極めて稀であることから，臨床上の問題はないと推察

した．6-MNA から 6-HNA の不活性化クリアランスに CYP2C9の遺伝子多型が臨床的にどの程度

影響するかについては，さらに検討が必要と考える． 
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第 3章 Nabumetone の非活性化代謝に関する検討 

 

第 1節 緒言 

 

Nabumetone には，6-MNA に活性化される経路以外に，活性化されない代謝経路，すなわち非

活性化代謝経路が存在する．非活性化代謝経路は 2つあり，ひとつは炭素鎖中のケトンが 2級ア

ルコールに還元され 4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-ol（MNBO）となる経路，もうひとつは 6-

methoxy基が脱メチル化されて 4-(6-hydroxynaphthalen-2-yl)butan-2-one（M3）になる経路である（Fig. 

35）［18］． 

 

 Skarydova らはヒト肝サイトゾル中に存在する 8 種のカルボニル還元代謝酵素（carbonyl 

reductase 1，3（CBR1，3），aldo-keto reductase 1B1（AKR1B1），AKR1B10，AKR1C1，2，3，4）

の発現系サイトゾルを用いて，nabumetoneの in vitro 代謝実験を行った．その結果，CBR3以外の

カルボニル還元代謝酵素は，nabumetone から MNBO への還元活性を有していたことを報告して

いる［83］．しかし，nabumetone からMNBOへの変換に関与する酵素分子種の詳細は十分にわか

っていない． 

 

 第 3章では，はじめに nabumetoneからMNBOへの還元代謝に関与する酵素を推定するために，

以下の 3つの in vitro代謝実験を行った．  

１）ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルを用いて nabumetone から MNBO への還元反応の速

度論的解析を行い，酵素キネティックパラメータを算出した． 

２）数種の還元代謝に関わる酵素の化学阻害剤を用いてヒト肝ミクロソームおよびサイトゾル

での nabumetoneからMNBO への還元反応に対する阻害剤の影響を評価した． 

３）ヒト個別ミクロソームおよびサイトゾルを用いて nabumetoneと還元代謝酵素により代謝を

受けることが報告されている数種の基質の反応速度の相関性を評価した． 

 

 次に，nabumetone の 6-methoxy 基が脱メチル化されて M3になる経路について，以下の 4 つの

in vitro代謝実験を行った． 

１）ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて nabumetone から M3 への 6-O-脱メチル化を触媒す

る酵素分子種を推定した． 

２）ヒト肝ミクロソームを用いて nabumetone から M3 への 6-O-脱メチル化の速度論的解析を

行い，酵素キネティックパラメータを算出した． 

３）数種の CYP阻害剤および CYP 抗体を用いて，ヒト肝ミクロソームにおける nabumetoneの

6-O-脱メチル化に対する阻害剤および阻害抗体の影響を評価した． 

４） Silensomes™を用いて，nabumetoneの O-脱メチル化反応に関与する各 CYP 分子種の寄与

率を算出した．
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Fig. 35 Proposed metabolic pathways of nabumetone in human［18］.  
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第 2節 実験材料と実験方法 

 

3-2-1 試薬および酵素源 

 

rac-MNBOおよびM3は三和化学研究所から供与された．MNBOの光学分割体である(+)-MNBO

と(-)-MNBOは，rac-MNBO を光学異性体分離用カラム（CHIRALPAK AS-H column, 10×250 mm, 5 

µm particle size, ダイセル, 東京）を用いて分離・分取した．(+)-MNBO は(R)- MTPAClと(S)-MTPACl

を用いて，ジアステレオマーの MTPA エステルに変換した．ジアステレオマーの MTPA エステル

の 1H NMR スペクトルを測定し，各シグナルを COSYにより割り当てた．(+)-MNBOの絶対配置

は，改良モッシャー法［84］に従って S体であると決定された．  

Ethacrynic acid，flufenamic acid，6α-methylprednisolone，4-benzoylpyridine および metyraponeは

東京化成工業より購入した. 18β-Glycyrrhetinic acid, methimazole, furafylline，α-naphthoflavone，

quinidineおよび sulfaphenazole は Sigma-Aldrich Co. LLC.より購入した．TlCl3はキシダ化学（大阪）

より購入した．Dicumarol，barbituric acid，pyrazole，quercetin，phenolphthalein，medroxyprogesterone 

acetate，5β-cholanic acid-3α,7α-diol，cortisone，cortisol，acetohexamide，tolazamide，loxoprofen，

ticlopidine，montelukast，diethyldithiocarbamate および troleandomycin は和光純薬工業より購入し

た．KetoconazoleはLKT Laboratories, Inc.，(S)-(+)-N-3-benzylnirvanolおよびS-mephenytoin はToronto 

Research Chemicals, Inc.（North York, ON, Canada）より購入した. Hydroxyhexamide は水素化ホウ

素ナトリウムを用いて acetohexamide から合成した． 

20ドナープールドヒト肝ミクロソーム，10ドナープールドヒト肝サイトゾル，個別ヒト肝ミク

ロソーム（HG3，HG74， HG95，HH13，HH47，HK37 および HG103）および個別ヒト肝サイト

ゾル（HH18，HG42，HG43，HK34，HG64，HH31，HH47 および HH35）は，BD Gentest Co.より

購入した．ヒト CYP 発現系ミクロソームは，大腸菌に発現させたもの（CYP1A2 , CYP2B6 , 

CYP2D6 , CYP2C8 , CYP2C9 , CYP2C19 , CYP2E1 , CYP2J2 , CYP3A4 および CYP3A5）を Cypex

より購入した．なお，使用したヒト CYP 発現系ミクロソームは NADPH-cytochrome P450 reductase

と cytochrome-b5を共発現させたものである． 

ヒトCYP1A2 , CYP2C9 , CYP2C19およびCYP3A4に対する阻害抗体（抗-ヒトCYP1A2 , CYP2C9 , 

CYP2C19および CYP3A4 polyclonal抗体）は日本農産工業より購入した．ヒト CYP2B6 に対する

阻害抗体（抗-ヒト CYP2B6 monoclonal抗体）は BD Gentest Co.より購入した． 

Silensomes™（CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19 および CYP3A4）および Control-

Silensomes™は，Biopredic Internationalより購入した． 

 その他の試薬は，特級または HPLC分析用またはそれに相当する試薬を使用した． 

 

3-2-2 ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルを用いた nabumetoneからMNBOへの in vitro代謝

実験 

 

ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルによる nabumetone から MNBO への代謝活性は，以下に

示す反応条件で測定した． 
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Nabumetone（0, 10, 20, 50, 100, 200, 300 µmol/L），ヒト肝ミクロソームまたはサイトゾル（0.1 mg 

protein/mL），NADPH生成系（0.5 mmol/L NADP+，0.5 mmol/L NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL 

G-6-P DH，5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液を

1.5 mL のプラスチックチューブで 37℃，3分間プレインキュベーションした後，NADPH生成系

を添加して反応を開始した．37℃，20分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶

液 100 µL および内部標準物質である 10 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µL を添加して

反応を停止した．これを 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料

は 1-2-2の方法と同様に前処理を行い，生成した MNBO量を HPLC で測定した（Scheme 18）．  

 

NabumetoneからMNBOへの代謝に関する Kmおよび Vmaxは，Eadie-Hofstee plotから最小二乗法

にて直線回帰することにより算定した． 

 

 

 

Scheme 18 Procedure of in vitro metabolism experiment. 

 

・nabumetone

・human liver microsomes or cytosol

・nabumetone (0-300 µmol/L)

・human liver microsomes or cytosol (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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3-2-3  NabumetoneからMNBOへの変換に対する化学阻害剤による影響 

 

Nabumetone から MNBO への変換に対する化学阻害剤による影響は，以下の条件で測定した．

Nabumetone（50 μmol/L），ヒト肝ミクロソームまたはサイトゾル（0.1 mg protein/mL）および Table11

と 12の阻害剤［85-99］を含む 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を 37℃で 3分間プレインキュ

ベーションした後，NADPH（1 mmol/L）を添加して反応を開始した．阻害剤として pyrazoleを用

いた時のみ，補酵素として NADH（1 mmol/L）を添加した．インキュベーション時間は 20 分と

し，1-2-2と同様に前処理を行い，HPLCでMNBO量を測定した．反応液中の有機溶媒濃度は 1%

以下になるように調整した．阻害剤の影響はそれぞれ阻害剤非添加のものをコントロールとして

検討した（Scheme 19）． 

 

 

 

Scheme 19 Procedure of in vitro inhibition experiment. 

 

 

 

 

 

 

・nabumetone

・inhibitor

・human liver microsomes or cytosol

・nabumetone (50 µmol/L)

・inhibitor

・human liver microsomes or cytosol (0.1 mg protein/mL)

・NADPH or NADH (1 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH or NADH

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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Table 11 Inhibitors used in the inhibition studies using human liver microsomes. 

 

 

Table 12 Inhibitors used in the inhibition studies using human liver cytosol. 

 

 

 

3-2-4 ミクロソーム中の 11β-HSD活性と nabumetoneからMNBOへの生成速度との相関性の検

討 

 

Nabumetone から MNBO への生成速度と 11β-HSD の基質である cortisone の還元速度の相関性

を，個別ヒト肝ミクロソーム（HG3，HG74， HG95，HH13，HH47，HK37 および HG103）を用

いて検討した． 

NabumetoneからMNBOへの代謝活性は，3-2-2 の方法に従い，nabumetone濃度は 50 µmol/Lで

実施した． 

Cortisoneの還元活性は，cortisone（100 µmol/L），個別ヒト肝ミクロソーム（0.4 mg protein/mL），

NADPH（4 mmol/L）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.2 mL の反応液で測定し

た．上記の反応液を 37℃，3 分間プレインキュベーションした後，NADPH の添加により反応を

開始した．37℃，60 分間インキュベーションの後，氷冷したアセトニトリル 300 µL および内部

標準物質である 50 µmol/L 6α-methylprednisolone アセトニトリル溶液 100 µLを添加して，反応を

Inhibitor                                        Concentration (mM)                                        Enzyme

N-Benzylimidazole (NBI)

Methimazole (MTZ)

TlCl3 (TC)

Dicumarol (DM)

18β-Glycyrrhetinic acid (GA)

Menadione (MD)

1

1

0.064

0.1

0.2

0.5

CYP

FMO

NADPH-cytochrome P450 reductase

NAD(P)H:quinone oxidoreductase

11β-HSD

11β-HSD

Inhibitor                                        Concentration (mM)                                       Enzyme

Barbituric acid (BA)

Pyrazole (PZ)

Dicumarol (DM)

Quercetin (QC)

Menadione (MD)

Ethacrynic acid (EA)

Phenolphthalein (PP)

Flufenamic acid (FA)

Medroxyprogesterone acetate (MPA)

5β-Cholanic acid-3α,7α-diol (CDCA)

0.1

0.1

0.1

0.1

0.5

1

0.02

0.02

0.02

0.05

aldehyde dehydrogenase

alcohol dehydrogenase

NAD(P)H:quinone oxidoreductase

CBR

CBR

CBR and AKRs

AKR1C1, 1C2, 1C3 and 1C4

AKR1C1, 1C2, 1C3 and 1C4

AKR1C1, 1C2 and 1C4

AKR1C2
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停止した．反応液を 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清をメンブランフィルター

（0.45 µm）でろ過し，HPLCで測定した（Scheme 20）． 

 決定係数（r2）は 2-2-6と同様の方法で算出した． 

 

   

 

Scheme 20 Procedure for measurement of cortisone reductive activity. 

 

 

 

 

 

 

3-2-5 サイトゾル中の CBRおよびAKR1C活性と nabumetoneからMNBOへの生成速度との相

関性の検討 

 

Nabumetone から MNBO への生成速度と CBR および AKR1C の基質である acetohexamide の還

元活性との相関性を個別ヒト肝サイトゾル（HH18，HG42，HG43，HK34，HG64，HH31，HH47

および HH35）を用いて検討した． 

NabumetoneからMNBOへの代謝活性は，3-2-2 の方法に従い，nabumetone濃度は 50 µmol/Lで

実施した． 

・cortisone

・human liver microsomes

・cortisone (100 µmol/L)

・human liver microsomes (0.4 mg protein/mL)

・NADPH (4 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (200 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 60 min)
ice cold CH3CN 300 µL

50 µmol/L 6α-methylprednisolone in CH3CN 100 µL

supernatant

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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Scheme 21 Procedure for measurement of acetohexamide reductive activity. 

 

Acetohexamideの還元活性の測定は，Imamuraらの方法［100］に従い行った．Acetohexamideの

還元活性は，acetohexamide（1 mmol/L），個別ヒト肝ミクロソーム（0.1 mg protein/mL），NADPH

生成系（0.25 mmol/L NADP+，6.25 mmol/L glucose-6-phosphate，6.25 mmol/L MgCl2，0.25 unit/mL 

glucose-6-phosphate dehydrogenase）および 100 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 2 mLの反応

液で測定した．上記の反応液を 37℃で 3分間プレインキュベーションした後，NADPH生成系を

添加して反応を開始した．37℃，10分間インキュベーションした後，1 mol/L 塩酸 500 µLを添加

して反応を停止し，3,000 rpm，4℃，10分間遠心分離後，上清 1 mL を分取した．これに内部標準

物質である tolazamide 5 µg を含む hexane-ethyl acetate (1:1) 5 mLを加え，25℃で 10分間振とうし

た後，3,000 rpm，4℃，10分間遠心分離した．上層（有機溶媒相）4 mL を分取し，減圧下で溶媒

を留去後，残渣を 300 µLのアセトニトリルに溶解し，メンブランフィルター（0.45 µm）でろ過

した後，HPLCで測定した（Scheme 21）． 

Ethacrynic acid, metyrapone, loxoprofenおよび 4-benzoylpyridineの還元活性の測定は Ohara らの

・acetohexamide

・human liver cytosol

・acetohexamide (1 mmol/L)

・human liver cytosol (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.25 mmol/L)

G-6-P (6.25 mmol/L)

G-6-P DH (0.25 unit/mL)

MgCl2 (6.25 mmol/L)

in 100 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (2 mL)

centrifugation

(3,000 rpm, 

4℃, 10 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 10 min)
1 mol/L HCl 500 µL

supernatant 1 mL

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

evaporation to dryness

hexane-ethyl acetate (1:1) containing 5 µg tolazamide 5 mL
shaking

(25℃, 10 min)

centrifugation

(3,000 rpm, 

4℃, 10 min)

supernatant 4 mL

CH3CN 300 μL
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方法［101］に従い行った．個別ヒト肝サイトゾル（0.4 mg protein/mL），0.1 mmol/L NADPH およ

び 1.5 mmol/L 基質を含む 100 mmol/L リン酸緩衝液（pH6.0）中で，検出波長 340 nm における

NADPH の吸光度を経時的に測定し，その減少から還元活性を算出した．  

決定係数（r2）は 2-2-6と同様な方法で算出した． 

 

 

 

Scheme 22 Procedure of in vitro metabolism experiment. 

 

3-2-6 ヒト肝ミクロソームおよび CYP 発現系ミクロソームを用いた nabumetone から M3 への

in vitro代謝実験 

 

ヒト肝ミクロソームによる nabumetoneからM3 への代謝活性は，以下に示す反応条件で測定し

た． 

Nabumetone（0, 10, 20, 50, 100, 200, 300 µmol/L），ヒト肝ミクロソーム（0.1 mg protein/mL），

NADPH 生成系（0.5 mmol/L NADP+，0.5 mmol/L NADPH，5 mmol/L G-6-P，1 unit/mL G-6-P DH，

5 mmol/L MgCl2）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mLの反応液を 1.5 mLの

プラスチックチューブで調製し，37℃，3分間プレインキュベーションした後，NADPH 生成系を

添加して反応を開始した．37℃で 20分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 

100 µLおよび内部標準物質である 10 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µLを添加して，

・nabumetone

・human liver microsomes or cDNA-expressed CYPs

・nabumetone (0-300 µmol/L)

・human liver microsomes (0.1 mg protein/mL)

or cDNA-expressed CYPs (20 pmol CYP/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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反応を停止した．反応液を 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした． 

ヒト CYP 発現系ミクロソームによる代謝実験は，nabumetone濃度 200 µmol/L，各分子種発現

系の濃度は 20 pmol CYP/mL で実施し，反応時間は 60分とした．試料は 1-2-2の方法と同様に前

処理を行い，生成したM3を HPLCで測定した（Scheme 22）． 

NabumetoneからM3 の生成は Michaelis-Menten 速度論に従ったので，nabumetone からM3への

代謝に関する Kmおよび Vmax を，Eadie-Hofstee plot から最小二乗法にて直線回帰することにより

算定した．  

 

 

Scheme 23 Procedure of in vitro inhibition experiment. 

 

3-2-7  NabumetoneからM3への変換に対する化学阻害剤の影響 

 

化学阻害剤による M3 生成阻害の検討は，nabumetone（50 μmol/L），ヒト肝ミクロソーム（0.1 

mg protein/mL），阻害剤［46-50, 102-104］（Table 13）および 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を

含む 0.5 mL の反応液で行った．37℃で 3分間プレインキュベーションした後，NADPH生成系を

添加し反応を開始した．インキュベーション時間は 20分とし，試料は 1-2-2 の方法と同様に前処

理を行い，HPLC で測定した（Scheme 23）．代謝依存性阻害剤（mechanism based inhibitor）である

・nabumetone

・inhibitor

・human liver microsomes

・nabumetone (50 µmol/L)

・inhibitor

・human liver microsomes (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 20 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

・inhibitor

・human liver microsomes

・NADPH generating system

preincubation

(37℃, 15 min)

Metabolism-dependent inhibitionDirect inhibition

nabumetone
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furafylline，ticlopidine ，diethyldithiocarbamateおよび troleandomycinを用いた阻害実験では，ミク

ロソームと NADPH 生成系を 37℃で 15 分間プレインキュベーションした後に，基質を添加して

反応を開始させた．反応液中の有機溶媒濃度は 1%以下になるようにし，阻害剤の影響はそれぞ

れ阻害剤非添加のものをコントロールとした． 

 

 

 

Scheme 24 Procedure of in vitro inhibition experiment using antibody. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

・human liver microsomes

・antibody (0-20 μL/100 µg microsomes)

・nabumetone (50 µmol/L)

・antibody 

・human liver microsomes (0.1 mg protein/mL)

・NADPH generating system

NADP+ (0.5 mmol/L)

NADPH (0.5 mmol/L)

G-6-P (5 mmol/L)

G-6-P DH (1 unit/mL)

MgCl2 (5 mmol/L)

in 100 mmol/L Tris-HCl buffer (pH7.5)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH generating system

preincubation

(25 or 4℃, 20 min)

incubation 

(37℃, 30 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL

nabumetone
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Table 13 Inhibitors used in the inhibition studies. 

 

 

3-2-8  NabumetoneからM3への変換に対する阻害抗体の影響 

 

 種々の濃度の阻害抗体（抗-ヒト CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19 および CYP3A4抗体）

を用いてヒト肝ミクロソームにおける nabumetone から M3 への変換に対する阻害実験を行った．

ヒト肝ミクロソームと阻害抗体を 25℃で 20 分間プレインキュベーションした後，nabumetone お

よび NADPH 生成系を添加し，37℃で 100 mmol/L Tris-HCl緩衝液（pH 7.5）中で 30分間インキュ

ベーションした．CYP2B6 抗体のみ 4℃でプレインキュベーションを行った．試料は 1-2-2の方法

と同様に前処理を行い，HPLC で M3 量を測定した（Scheme 24）．プレインキュベーションの条

件は，それぞれの抗体のデータシートに記載された手順に従った．Nabumetone 濃度は 50 µmol/L

で実施し，阻害抗体は，ミクロソーム 100 µgに対して 0-20 µL加えた．なお，ネガティブコント

ロールとして CYP1A2，2C9，2C19および 3A4抗体ではウサギ血清，2B6抗体では 25 mmol/L Tris-

HCl buffer（pH7.5）を用いた． 

 

3-2-9 Silensomes™を用いた nabumetoneからM3への変換に関与する各CYP分子種の寄与率の

検討 

 

Silensomes™を用いた nabumetone から M3 への変換に関与する各 CYP 分子種の寄与率の検討

は，以下に示す反応条件で行った．Nabumetone（50 µmol/L），Silensomes™または Control-

Silensomes™（0.1 mg protein/mL）と NADPH 水溶液（1 mmol/L），MgCl2水溶液（5 mmol/L）およ

び 50 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む 0.5 mL の反応液を 1.5 mLのプラスチックチューブ

で 37℃，3 分間プレインキュベーションした後，NADPH の添加により反応を開始した．37℃で

5，10，15 または 20 分間インキュベーションした後，10%トリクロロ酢酸水溶液 100 µL および

Inhibitor                                           Concentration (µM)                                           Enzyme

Furafylline* (FUR)

α-Naphthoflavone (α-NF)

Ticlopidine* (TICP)

Montelukast (MK)

Sulfaphenazole (SFZ)

(S)-(+)-N-3-Benzylnirvanol (N-BN)

S-Mephenytoin (S-MF)

Quinidine (QUIN)

Diethyldithiocarbamate* (DETC)

Ketoconazole (KCZ)

Troleandomycin* (TAM)

0.1

1

0.1

0.03

10

1

50

0.1

10

1

50

CYP1A2

CYP1A2

CYP2B6

CYP2C8

CYP2C9

CYP2C19

CYP2C19

CYP2D6

CYP2E1

CYP3A4

CYP3A4
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内部標準物質である 10 µmol/L naproxen アセトニトリル溶液 600 µL を添加して，反応を停止し

た．反応液は 4℃で 10,000 rpm，5分間遠心分離し，得られた上清を試料とした．試料は 1-2-2の

方法と同様に前処理を行い，HPLCで測定した（Scheme 25）． 

CYP 分子種の寄与率は式（1）により算出した． 

 

Contribution(%) = (1 − (
𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡 𝑆𝑖𝐿

𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡 𝑐𝑆𝑖𝐿
)) × 100      （1） 

 

Silensomes™（CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19 および CYP3A4）の固有クリアランスを

CLint SiL，Control-Silensomes™の固有クリアランスを CLint cSiL とする． 

 

  

 

Scheme 25 Procedure of in vitro metabolism experiment using Silensomes
TM. 

 

3-2-10 HPLCの定量条件 

 

MNBO およびM3の定量は，1-2-10の方法に従い行った．移動相は，MNBO では 20 mmol/L リ

ン酸水素二カリウム水溶液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセトニトリル= 1 : 1，M3では 20 mmol/L 

リン酸水素二カリウム水溶液（リン酸で pH 3.0に調整）: アセトニトリル= 3 : 2を用いた．  

MNBO の光学異性体の分離定量は，1-2-10と同じ HPLC 装置（検出器は UV-Vis 検出器（SPD-

・nabumetone

・Silensomes or Control-Silensomes

・MgCl2

・nabumetone (50 µmol/L)

・Silensomes or Control-Silensomes (0.1 mg protein/mL)

・NADPH (1 mmol/L)

・MgCl2 (5 mmol/L)

in 50 mmol/L phosphate buffer (pH7.4)

Reaction mixture (500 µL)

centrifugation

(10,000 rpm, 

4℃, 5 min)

NADPH 

preincubation

(37℃, 3 min)

incubation 

(37℃, 5, 10, 15 or 20 min)
10% trichloroacetic acid 100 µL

10 µmol/L naproxen in CH3CN 600 µL

supernatant 500 μL

solid phase extraction

mobile phase 

filtration (0.45 μm)

HPLC injection 20 μL
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10Avp）を用いた．）を用いて，カラムは CHIRALPAK AS-RH column（4.6×150 mm, 5 µm particle 

size, ダイセル，東京），移動相は，水 : アセトニトリル= 55 : 45で測定した．カラム温度は 40℃，

流速は 1.0 mL/min，波長 320 nmに設定した． 

Cortisolは，Piwowarska らの方法［105］を若干変更して定量した．1-2-10と同じ HPLC装置（検

出器は UV-Vis 検出器（SPD-10Avp）を用いた．）とカラムを用いて，移動相は，水：アセトニト

リル= 7 : 3で測定した．カラム温度は 40℃，流速は 1.0 mL/min，波長 252 nmに設定した． 

Hydroxyhexamideは，Takagishiらの方法［106］を若干変更して定量した．1-2-10と同じ HPLC

装置（検出器は UV-Vis 検出器（SPD-10Avp）を用いた．）とカラムを用いて，移動相は，0.2% 酢

酸水溶液：アセトニトリル= 53 : 47 で測定した．カラム温度は 30℃，流速は 1.0 mL/min，波長 

230 nmに設定した． 

 

3-2-11 統計解析 

 

 阻害実験におけるコントロール（阻害剤非添加）との比較は，統計ソフト R（version 3.5.1）を

用いて対応のない t 検定またはダネットの多重比較により評価した．いずれの場合も，有意水準

は p＜0.01とした． 
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第 3節 結果・考察 

 

3-3-1  Nabumetone から 4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-ol（MNBO）への変換

に関する検討 

 

3-3-1-1  Nabumetoneから MNBOへの変換における酵素キネティックパラメータの算出 

 

 ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルを用いて in vitro代謝実験を行い，nabumetoneからMNBO

への NADPH 依存性の還元代謝の酵素キネティックパラメータを算出した．MNBO 生成速度と

nabumetonen 濃度の Michaelis-Menten plot を Fig. 36 に示す．ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾ

ル，どちらの場合も MNBO の生成速度は基質濃度の上昇に伴い飽和する傾向を示し，Michaelis-

Menten 速度論に従った．Eadie-Hofstee plot より求めた Km，Vmax および固有クリアランス（Vmax/ 

Km）を Table 14に示す． 

 

 

 

Fig. 36 Michaelis-Menten plots for MNBO formation from nabumetone in human microsomes and 

cytosol.    

Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

Table 14 Michaelis-Menten kinetic parameters of MNBO formation from nabumetone in human liver 

microsomes and cytosol.  
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ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルにおける Km値は，それぞれ 35.0 µMおよび 27.1µMであ

った．ヒト肝ミクロソームにおける Vmaxはヒト肝サイトゾルの値の約 4倍であり，Vmax/Km値はヒ

ト肝サイトゾルの値より約 3 倍高かった．ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルは，どちらも S

体と R 体の両方の光学異性体を生成した．(S)-/(R)-MNBO の生成比はミクロソームで 74/26，サイ

トゾルで 67/33であった． 

また，サイトゾルでのMNBO生成における補酵素の影響を検討したところ，NADPH だけでな

く NADH においても同程度の MNBO の生成が観察された（Fig. 37）．AKR1C4 によって触媒され

る(S)-1-indanol の脱水素化反応は，NADPH または NADH を補酵素として用いたときに同様の速

度で進行することが報告されている［85］．今回のサイトゾル中で nabumetone からMNBO への還

元代謝が，NADPH と NADH で同様の速度で進行したという結果は，nabumetone から MNBO の

生成に AKR1C4が関与していることを示唆した． 

 

  

 

Fig. 37   Formation of MNBO from nabumetone with NADPH or NADH in human liver cytosol. 

Each bar represents the mean of duplicate incubations. 

 

3-3-1-2  Nabumetoneから MNBOへの変換に対する化学阻害剤の影響 

 

化学的阻害剤（Table11再掲）を添加してヒト肝ミクロソームにおける nabumetone の in vitro代

謝実験を行った（Fig. 38）．ミクロソーム中のMNBO の生成は，NBI（P450阻害剤），methimazole

（ FMO 阻害剤）， TlCl3 （ NADPH-cytochrome P450 reductase 阻害剤）および dicumarol

（NAD(P)H:quinone oxidoreductase 阻害剤）では阻害されなかった．一方，11β-HSDの阻害剤であ

る 18β-glycyrrhetinic acid と menadione でコントロールに比べてそれぞれ 78.5%，52.3%低下した． 
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Table 11 Inhibitors used in the inhibition studies using human liver microsomes.（p. 76再掲） 

 

 

   

 

Fig. 38 Effect of enzyme inhibitors on MNBO formation from nabumetone in human microsomes.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). ** p＜0.001, compared with no treatment of each 

inhibitor. 

 

ヒト肝サイトゾルでもミクロソームと同様に阻害実験（Table12 再掲）を行った（Fig. 39）．サ

イトゾル中のMNBO の生成は，barbituric acid（aldehyde dehydrogenase阻害剤），pyrazole（alcohol 

dehydrogenase 阻害剤）および dicumarol（NAD(P)H:quinone oxidoreductase 阻害剤）によって阻害

されなかった．カルボニル還元酵素（CBR）阻害剤である quercetin，menadione および ethacrynic 

acid でコントロールに比べてそれぞれ 64.0%，77.4%および 78.5%低下し，AKR1C1-1C4 阻害剤で

ある phenolphthalein，flufenamic acid ではそれぞれ 47.1，43.8%低下した．AKR1C1，1C2 および

1C4阻害剤である medroxyprogesterone acetateではコントロール値と比べて 56.2%の阻害が観られ

たが，AKR1C2 阻害剤である 5β-cholanic acid-3α,7α-diolでは阻害は観られなかった．  
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Table 12 Inhibitors used in the inhibition studies using human liver cytosol.（p. 76再掲） 

 

 

 

 

Fig. 39 Effect of enzyme inhibitors on MNBO formation from nabumetone in human cytosol.  

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). *p＜0.01, *p＜0.001, compared with no treatment of 

each inhibitor. 

 

阻害実験の結果より，nabumetone から MNBO への NADPH 依存性の還元代謝は，ミクロソー

ム中では 11β-HSD，サイトゾル中では CBRおよび AKR1C の関与が示唆された．サイトゾル中で

は，nabumetone の還元活性は，CBR および AKR を阻害する ethacrynic acid によって最も効果的

に阻害された．また，phenolphthalein，medroxyprogesterone acetateにより，それぞれコントロール

の 47.1%，56.2%阻害された．Phenolphthaleinは，AKR1C1，1C2および 1C3よりも AKR1C4に対
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してより選択的に阻害することが報告されている［92］．また，medroxyprogesterone acetate は

AKR1C1，1C2および 1C4の阻害剤であり，AKR1C4に特異性が高いことが報告されている［85］．

Phenolphthalein および medroxyprogesterone acetate を用いた阻害実験の結果からは，NADPH 依存

性の還元代謝に AKR1C4の関与が高いと考えられたが，AKR1C1，1C2および 1C3に選択性があ

り，AKR1C4 の弱い阻害剤である flufenamic acid［86］でも阻害が観られたことから，AKR1C4だ

けでなく他の分子種も関与していることが示唆された．一方， AKR1C2 を選択的に阻害する 5β-

cholanic acid-3α,7α-diol［86］で阻害が観られなかったことから，AKR1C2の関与の可能性は低い

と推察した．  

 

3-3-1-3 ミクロソーム中の 11β-HSD 活性と nabumetone から MNBO への生成速度との相関性の

検討 

 

7人のヒト個別ミクロソームを用いて nabumetoneから MNBOへの生成速度と 11β-HSDの基質

である cortisoneの還元代謝活性との相関性を検討した（Fig. 40）．MNBOの生成速度と cortisolの

生成速度に相関が認められた（r2=0.93,  p<0.0005）ことから，ヒトにおける nabumetone から 

MNBO への変換には，ミクロソーム中の 11β-HSDが関与していることが示唆された． 

 

   

 

Fig. 40  Correlation between 11β-HSD activity and MNBO formation from nabumetone by liver 

microsomes obtained from seven human samples. 

 

3-3-1-4 サイトゾル中の CBR および AKR1C 活性と nabumetone から MNBO への生成速度と

の相関性の検討 

 

6-8人のヒト個別サイトゾルを用いて nabumetoneから MNBOへの生成速度と CBR および

AKR1Cの種々基質の還元代謝活性との相関性を検討した（Fig. 41）．AKR1C1，1C2 および 1C4

の基質である acetohexamide，AKR1C1および 1C4の基質である ethacrynic acid，CBR1 および
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AKR1C4の基質である metyrapone，CBR，AKR1C1，1C2および 1C4 の基質である loxoprofen，

CBRの基質である 4-benzoylpyridine を用いた．MNBO の生成速度と hydroxyhexamide の生成速

度に相関が認められた（r2=0.92,  p<0.0005）．また，MNBOの生成速度と ethacrynic acid

（r2=0.93, p<0.005），metyrapone（r2=0.93,  p<0.005）および loxoprofen（r2=0.86,  p<0.01）の

還元速度にも相関性が観られた．一方 CBRの基質である 4-benzoylpyridineとは相関性が認めら

れなかった（r2=0.24）． 

 

今回の相関実験では，Fig. 39で示したように nabumetone からMNBOへの生成は，CBR 阻害剤

である quercetin，menadione および ethacrynic acidで阻害が観察された．また，ヒト肝臓では CBR

が高度に発現しており，その発現は AKR1C よりもワンオーダー高いことが知られている［95］．

NabumetoneからMNBOへの生成速度と CBRの基質である 4-benzoylpyridineの還元代謝活性との

間には統計学的に有意な相関が観られなかったが，サイトゾル中の CBR もある程度関与してい

る可能性がある． 

 

以上の結果より，nabumetone からMNBOへの還元代謝は，AKR1C4 と CBRにより触媒される

ことが示唆された． 
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Fig. 41 Correlation between CBR and/or AKR1C activities and MNBO formation from nabumetone by 

liver cytosol obtained from six-eight human samples. 
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3-3-2  Nabumetone から 4-(6-hydroxy-2-naphthyl)butan-2-one（M3）への変換に関す

る検討 

 

3-3-2-1  ヒト肝ミクロソームを用いた nabumetone から M3 への変換における酵素キネティッ

クパラメータの算出 

 

 ヒト肝ミクロソームを用いて nabumetoneからM3への in vitro代謝実験を行い，M3への酸化的

代謝の酵素キネティックパラメータを算出した．Fig. 42に示すとおり，nabumetone からM3への

変換はMichaelis-Menten速度論に従った．Eadie-Hofstee plotより求めた Km，Vmaxおよび固有クリ

アランス（Vmax/ Km）を Table 15に示す． 

 

  

Fig. 42 Michaelis-Menten plot for M3 formation from nabumetone in human microsomes. 

Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

 

Table 15 Michaelis-Menten kinetic parameters of M3 formation from nabumetone in human liver 

microsomes. 
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3-3-2-2  ヒト CYP発現系ミクロソームを用いた nabumetoneからM3への in vitro代謝実験 

 

 ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いて，nabumetone からM3代謝に関与する CYP 分子種につ

いて検討した（Fig. 43）．  

 

 

 

Fig. 43   Formation of M3 from nabumetone by cDNA-expressed CYPs. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

複数の CYP 分子種で M3 の生成が観察された．一方，CYP 発現系で得られた結果は，発現量

の違いなどにより，ヒト肝ミクロソームで得られる結果と必ずしも一致しないことが報告されて

いる［61-65, 107］．CYP発現系で得られた結果からヒト肝ミクロソームで得られる結果を予測す

るためには，何らかの補正が必要となる［45, 108-111］．そこで，Rodrigues らの方法［45］に従っ

て，関与するそれぞれの CYP分子種について，発現系における代謝活性とその分子種のヒト肝ミ

クロソームにおける発現量を乗じた値を求め，その合計に対するそれぞれの分子種の比率を分子

種の寄与率として算出した．ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いた代謝実験の結果から求めた

各 CYP 分子種の寄与率は，CYP2C9が約 36%と最も高く，次いで CYP3A4，CYP2B6，CYP1A2，

CYP2C19の順であった（Fig. 44）． 
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Fig. 44 Estimated CYP contribution by cDNA-expressed CYPs. 

 

3-3-2-3 Nabumetoneから M3への変換に対する化学阻害剤の影響 

 

Nabumetone から M3 への変換に対する各 CYP 分子種の阻害剤の影響について検討した（Fig. 

45）．今回用いた阻害剤（Table 13再掲）のなかで nabumetoneからM3 への変換を顕著に低下させ

るものは無かった．一般的に，ヒト肝ミクロソーム中で複数の酵素分子種が関与する同一の代謝

反応では，化学阻害剤を用いた代謝実験では，一つの CYP 分子種がある程度の相対的寄与率を持

っていないと代謝酵素の特定が難しいとされている． 

 

Table 13 Inhibitors used in the inhibition studies.（p. 82再掲） 

 

 

C
Y

P
 c

o
n

tr
ib

u
ti

o
n

 (
%

)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

CYP1A2 CYP2B6 CYP2D6 CYP2C8 CYP2C9 CYP2C19 CYP2E1 CYP2J2 CYP3A4 CYP3A5

Inhibitor                                           Concentration (µM)                                           Enzyme

Furafylline* (FUR)

α-Naphthoflavone (α-NF)

Ticlopidine* (TICP)

Montelukast (MK)

Sulfaphenazole (SFZ)

(S)-(+)-N-3-Benzylnirvanol (N-BN)

S-Mephenytoin (S-MF)

Quinidine (QUIN)

Diethyldithiocarbamate* (DETC)
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Fig. 45 Effect of enzyme inhibitors on M3 formation from nabumetone in human microsomes. 

Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

 

3-3-2-4 Nabumetoneから M3への変換に対する阻害抗体の影響 

 

 ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いた代謝実験の結果から，nabumetone から M3 の生成に関

与していると推定された 5 つの CYP 分子種（CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19 および

CYP3A4）について，抗体を用いて阻害実験を行った（Fig. 46）．ヒト肝ミクロソーム 100 µgに対

して 20 µLの抗体を添加したときに，CYP2C9 抗体では M3 の生成を約 57.1%阻害した．CYP2C19

抗体，CYP1A2抗体，CYP3A4抗体および CYP2B6抗体ではそれぞれ 45.4%，34.0%，17.5%およ

び 7.4%の阻害が観察された．抗体を用いた阻害実験の結果から，阻害曲線を作成することで，最

大阻害率から CYP 分子種の相対寄与率を推定することが可能である．阻害抗体を用いた阻害実

験の結果より，nabumetone からM3の変換には，複数の酵素が関与しており，特に CYP2C9が約

60%と最も関与している可能性が示唆された． 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

FUR α-NF TICP MK SFZ N-BN S-MF QUIN DETC KCZ TAM

R
e
la

ti
v
e
 m

e
ta

b
o

li
c
 r

a
ti

o

(%
 o

f 
c
o
n

tr
o
l)

Inhibitors



96 

 

  

 

Fig. 46 The effects of antibody of CYPs on the M3 formation from nabumetone in human liver 

microsomes. 

Each point represents the mean ± S.D. (n = 3). 

  

 

 

 

 

3-3-2-5  Silensomes™を用いた nabumetone から M3 への変換に関与する各 CYP 分子種の寄与

率の検討 

 

Silensomes™はプールドヒト肝ミクロソームと mechanism based inhibitor（MBI）をインキュベー

ションした後，遊離の MBI を除去して調製された特定の CYP 分子種の活性が抑制された（80%

以上）ミクロソームである［112-115］．Silensomes™を用いて nabumetone から M3 への変換に関

与する各 CYP 分子種の寄与率の検討した． 

5つの CYP分子種（CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19および CYP2C19）の Silensomes™

を用いて nabumetone から M3 への変換に関与する各 CYP 分子種の寄与率を求めた（Fig. 47）．

CYP2C9の寄与率が最も大きく 54.0%であり，次いで CYP1A2（33.4%），CYP2B6（7.6%），CYP2C19

（12.2%），CYP3A4（8.8%）の順であった． 
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Fig. 47 Estimated CYP contribution by Silensomes™. 

Each point represents the mean ± S.D. (n = 3). 

  

発現系ミクロソームを用いて算出した CYP の寄与率，阻害抗体を用いて算出した CYP の寄与

率および Silensomes™を用いて算出した CYPの寄与率を Table 16にまとめた．3つの実験方法で

求めた寄与率は，CYP2C9 が最も大きいという点においては一致していた．また，阻害抗体と

Silensomes™を用いて算出した寄与率は，CYP2C19を除いて似た傾向を示した． 

CYP 発現系ミクロソームは，自然には存在しない酵素であり，CYP と酵素化学的に同一であっ

ても CYP タンパク質が過剰に発現している可能性がある．また，電子伝達系酵素（NADPH-

cytochrome P450 reductase，cytochrome-b5），酵素周辺の環境や膜脂質組成はヒト肝細胞とは異なっ

ており，ヒト肝ミクロソームでの活性と必ずしも一致するとは限らない［61-65, 107］．そのため，

CYP 発現系を用いた代謝実験の結果は何らかの補正が必要となる．補正する方法には，ヒト肝ミ

クロソームにおける CYP分子種の含量に基づく補正方法と relative activity factor（RAF）を用いて

補正する方法が提唱されている［45, 108-111］．CYP 分子種の含量に基づく補正方法は，CYP 発

現系で求めた活性値にヒト肝ミクロソーム中の各 CYP 分子種の発現量を乗じる方法であるが，

ヒト肝ミクロソームにおける各 CYP 分子種含量に大きな変動があるために正確に寄与率を求め

るには注意が必要である．RAF はある CYP分子種に特異的な代謝反応の CYP 発現系による代謝

活性とヒト肝ミクロソームによる代謝活性との比である．しかし，同一の CYP分子種により代謝

されるいくつかのプローブ基質について，RAF が常に一定であるかどうかがまだ確認されていな

い．RAF を用いて寄与率を算出する場合は，事前に CYP 分子種に特異的な代謝反応のプローブ

基質を用いて，CYP 発現系ミクロソームおよびヒト肝ミクロソームで活性を測定し RAF を求め

なくてはならないため，手間がかかる．一方，CYP 分子種同定において，阻害抗体を用いる方法

は最も有用な方法であると報告されている［107］．しかし，CYP 分子種同定における有用性は使

用する阻害抗体の交差反応性に依存する．そこで，従来の CYP発現系ミクロソームや阻害抗体か

ら寄与率を求める際の欠点を補うために，CYP の寄与率を求めるツールとして Silensomes™が開

発された．Silensomes™は，従来の方法と比べて主要なヒト CYPの in vivoにおける寄与を正確に

予測することを可能であり，簡単に寄与率を求めることができるとされている． 
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今回，阻害抗体と Silensomes™を用いて算出した寄与率は，CYP2C19 を除けば似た傾向を示し

た．使用した CYP2C19の阻害抗体は polyclonal抗体であり，データシートに CYP2C8 および 2C9

に対して交差反応性を示すことが記されていた．Silensomes™と比較して阻害抗体で CYP2C19の

寄与率が高かったのは，阻害抗体の交差反応性により CYP2C19 の寄与率を高く見積もっている

可能性が考えられた． 

 

Table 16 Estimated CYP contribution. 

 

 

  

CYP Contribution (%)

cDNA-expressed CYPs Antibody Silensomes™
CYP

1A2

2B6

2C9

2C19

3A4

33.4

7.6

54.0

12.2

8.8

34.0

7.4

57.1

45.4

17.5

12.5

14.0

35.6

6.4

19.4
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第 4節 小括 

 

Nabumetone から MNBO への NADPH 依存的な還元代謝は，阻害実験と相関実験の結果から，

ヒト肝ミクロソームでは，11β-HSDによって代謝されることが明らかになった．ヒト肝サイトゾ

ル中では，AKR1C サブファミリーの複数の酵素が還元代謝に関与し，特に AKR1C4 は nabumetone

の還元代謝において主要な役割を果たしていることが明らかになった．CBR についても

nabumetoneから MNBOの生成にある程度関与していると推察した． 

 

NabumetoneからM3への変換は，ヒト CYP 発現系ミクロソームを用いた in vitro代謝実験，各

CYP 分子種の抗体による阻害実験および Silensomes™を用いた in vitro 代謝実験の結果から，複

数の CYP 分子種が関与しており，CYP2C9 の寄与率が最も高いことが明らかになった．  
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総括 

 

非ステロイド性抗炎症薬 nabumetone は，1980 年代後半から臨床で使用されているが，その代

謝特性については様々な異なる結果が報告されており，詳細は解明されていない．本研究では，

プロドラッグである nabumetone の活性化，不活化および非活性化経路に関わる酸化，還元，抱合

などの複数の代謝反応を触媒する複数の代謝酵素の代謝特性を種々酵素源，種々条件の in vitro代

謝実験により詳細に評価し，以下の知見を得た（Fig. 48）． 

 

第 1章では，nabumetoneから活性代謝物 6-MNA への変換について検討した． 

Nabumetone から 6-MNA への変換は，ヒト凍結遊離肝細胞を用いた in vitro 代謝実験でのみ観

察されたことから，補酵素の異なる複数の酵素の関与が示唆された．種々酵素源を用いて 2段階

インキュベーションを行い検討したところ，nabumetone はまずヒト肝ミクロソーム画分に存在す

るフラビン含有モノオキシゲナーゼ 5（FMO5）によりエステル体となり，次いで加水分解されて

アルコール体となり，さらにヒト肝サイトゾル画分の alcohol dehydrogenase（ADH）によりアルデ

ヒド体となった後に，aldehyde dehydrogenase（ALDH）により 6-MNA になることが判明した．

Nabumetoneからエステル体への生成を，Baeyer-Villiger monooxygenase（BVMO）の基質である 4-

methoxyphenylacetone（4-MP-one）が低減したことから，4-MP-oneは，Baeyer-Villiger酸化を触媒

する FMO5 の阻害剤となり得ることが明らかとなった． 

また，nabumetone から 6-MNA への変換には，nabumetone の 3-水酸化体（3-OH-NAB）を経由

する経路も存在し，3-OH-NABが FMO5 によりエステル体となり，加水分解されてアルデヒド体

となり，次いで ALDH により 6-MNAとなることを明らかにした．一般にアルデヒド体は安定性

が低く，検出が困難なことが多いが，本章ではアルデヒド捕獲剤の methoxyamine および HPLC 用

アルデヒドラベル化試薬 DBD-H を用いる 2 つの方法で，アルデヒド体の存在を確認することが

できた．  

 

第 2章では，活性代謝物 6-MNAの不活化代謝について検討した． 

6-MNAから 6-HNA への不活化には，CYP2C の関与が判明した．さらにこの不活性化代謝には

種差が存在し，ヒトでは CYP2C9が，ラットでは CYP2C6および CYP 2C11が不活化を担う酵素

分子種であることを明らかにした．6-MNA の不活化代謝に関する酵素キネティックパラメータ

をヒトとラットで比較したところ，ヒトとラット間で Vmax/Km値に著しい差は観察されなかった． 

 

第 3章では，nabumetoneの非活性化代謝について検討した． 

 Nabumetone の非活性化代謝は，炭素鎖中のケトンが 2 級アルコールに還元され 4-(6-

methoxynaphthalen-2-yl)butan-2-ol（MNBO）となる経路と 6-methoxy 基が O-脱メチル化されて 4-

(6-hydroxy-2-naphthyl)butan-2-one（M3）になる経路の 2つが存在する． 

Nabumetone から MNBO の還元代謝は，ヒト肝ミクロソーム中では 11β-hydroxysteroid 

dehydrogenase（11β-HSD）が触媒することを明らかにした．また，ヒト肝サイトゾル中では複数

の酵素が関与するが，特に aldo-keto reductase 1C4（AKR1C4）が主要な役割を果たしていること
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が示唆された． 

NabumetoneからM3への O-脱メチル化には複数の CYP が関与し，なかでも CYP2C9が最も寄

与率が高いことが示唆された．  

 

以上より，nabumetone の代謝の複数の経路と複数の酵素の関与の詳細が判明した．Nabumetone

の代謝には，CYP 以外の複数の代謝酵素（non-CYP）が関与していることが明らかになった．特

にプロドラッグである nabumetoneの活性化にヒト FMO5による Baeyer-Villiger反応が関与し，こ

れが活性化代謝のエントリーポイントとなることを見出したのは新たな知見である． 

 一般に生体内の薬物代謝は CYP の寄与が大きく，臨床では CYP が関与する薬物相互作用，遺

伝子多型による薬物動態の個人差が問題となることが多い．そのため，近年の医薬品開発では

CYP で代謝されず，non-CYPで消失するリード化合物が選択される傾向が強くなっている．しか

し，CYP と比較して non-CYP の情報は少ない．なかでもヒト FMO5 の基質特異性はほとんど解

明されておらず，また，阻害剤も知られていないため代謝酵素を特定することはこれまでは困難

であった．本研究で得られた nabumetoneの代謝経路および代謝酵素に関する新たな知見は，これ

を医療現場に添付文書やその他の手段を通じて提供することにより，nabumetone の適正使用のた

めに有用な情報となると考える． 

さらに，本研究の一連の代謝実験で新たに考案した 2 段階インキュベーション法および non-

CYP 代謝酵素である FMO5 の阻害剤の発見は，複数の代謝酵素が関与する代謝反応の中間代謝物

の特定および non-CYP 代謝酵素の特定方法の確立に寄与するものと考える． 
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Fig. 48 Proposed metabolic pathways of nabumetone in human.
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付録 1 LC/MS/MS分析 

 

実験方法 

 

1-2-3（nabumetone + hepatocytes，3-OH-NAB + hepatocytes），1-2-5（nabumetone + hFMO5 + S9 

(NAD+) ）および 1-2-7（3-OH-NAB + hFMO5 + S9 (NAD+)，3-OH-NAB + hFMO5 + S9 (NADPH) ）

の in vitro代謝実験で生成した 6-MNAを LC/MS/MS を用いて以下の測定条件で分析した． 

 

試料 

1-2-2の方法と同様に固相抽出を行い，固相抽出後の残渣に 10 mmol/L酢酸アンモニウム/アセトニ

トリル（75:25, v/v）混液を 1 mL 加えて 5分間超音波処理した後，撹拌して溶液を得た．溶液の一部

を回収し，遠心分離（10,000 rpm，室温，10分間）した上清を測定試料に用いた． 

 

機器 

HPLC  ： LC-30AD（Nexera X2）シリーズ（島津製作所） 

MS/MS ： LCMS-8060（島津製作所）  

 

測定条件 

LC条件 

分析カラム ： Inertsil ODS-3 2.1 mm×150 mm, 5 µm 

（ジーエルサイエンス，東京） Lot: 1II87524 

移動相 A ： 10 mmol/L酢酸アンモニウム溶液 

移動相 B ： アセトニトリル 

移動相 Bグラジエント条件 ： 

Time (min) 0.0 8.0 8.3 8.5 10.0 

B conc. (%) 25 85 85 25 25 

流速 ： 0.2 mL / min 

注入量 ： 10 µL 

カラム温度 ： 40℃ 

 

MS条件 

イオン化法 ： エレクトロスプレーイオン化法（ESI） 

マルチプルリアクションモニタリング（MRM）条件： 

化合物 極性 Q1（m/z） Q3（m/z） 

6-MNA - 215.40 156.30 

 

Q3 スキャン条件： 測定範囲（m/z）50.00～500.00，ポジティブ及びネガティブ 
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結果 

 

 6-MNA 標準溶液のMS/MS スペクトルを Fig. 49に示す．6-MNA は m/z 215.25 [M-H]-をプリカ

ーサーイオンとして，m/z 156.30 と m/z 171.25 が特徴的なプロダクトイオンとして得られた．定

量には感度が高かった m/z 156.30を用いた． 

 

 

 

Fig. 49 MS/MS precurser ion scan spectra (a) and product ion scan spectra (b) of 6-MNA. 

 

6-MNA標準溶液と 1-2-3（nabumetone + hepatocytes，3-OH-NAB + hepatocytes），1-2-5

（nabumetone + hFMO5 + S9 (NAD+) ）および 1-2-7（3-OH-NAB + hFMO5 + S9 (NAD+)，3-OH-

NAB + hFMO5 + S9 (NADPH) ）の in vitro代謝実験から得た試料のMRMクロマトグラムを Fig. 

50および Fig. 51に示す．全ての試料から 6-MNA が検出された．3-OH-NAB + hFMO5 + S9 

(NAD+) では，3-OH-NAB + hFMO5 + S9 (NADPH) に比べて約 5倍の 6-MNAの生成が確認でき

た． 
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Fig. 50 MRM chromatograms of the standard (a) and samples. Samples obtained from the incubations of   

cDNA-expressed hFMO5 and human S9 fractions in the presence of NAD+ (b) and 

cryopreserved hepatocytes (c) with nabumetone. 

The concentration of standard (6-MNA) was 100 ng/mL. 

 

 

Fig. 51 MRM chromatograms of the standard (a) and samples. Samples obtained from the incubations of   

cDNA-expressed hFMO5 and human S9 fractions in the presence of NAD+ (b) or NADPH (c) 

and cryopreserved hepatocytes (d) with 3-OH-NAB. 

The concentration of standard (6-MNA) was 100 ng/mL. 

  

0.00

1.00

0.00

1.00

1.00

(x100,000)

0.00

min
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

6-MNA

(standard)

NAB + hFMO5 + S9 (NAD+)

NAB + hepatocytes

In
te

n
si

ty

(a)

(c)

(b)

min

0.00

0.00

1.00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.00

1.00

0.00

1.00

1.00

(x100,000)

6-MNA

(standard)

3-OH-NAB + hFMO5

+ S9 (NAD+)

3-OH-NAB + hepatocytes

In
te

n
si

ty

(a)

(b)

(c)

(d)

3-OH-NAB + hFMO5

+ S9 (NADPH)



118 

 

付録 2 ヒト FMO5 発現系ミクロソームで生成した 3-OH-NAB の代謝物とヒト

ALDHおよび AO発現系サイトゾルを用いた in vitro代謝実験における阻害剤の影響 

 

実験方法 

 

1-2-9の阻害実験，新たに阻害剤として hydralazine hydrochloride（HZ; 100 µmol/L）, isovanillin

（IV; 100 µmol/L）とアルデヒド体（6-MN-CHO）の構造類似体である 6-methoxy-2-naphthaldehyde

（6-MN; 100 µmol/L）［116-118］を加えて再度検討した（Table 17）．HZおよび 6-MN は東京化成

工業より購入した．IVは和光純薬工業より購入した． 

 

Table 17 Inhibitors used in the inhibition studies. 

結果 

 

Table 18に ALDHおよび AO 発現系サイトゾルを用いた in vitro代謝実験に Table17の阻害剤

を添加した結果を示す．AO 発現系サイトゾルを用いた代謝実験（2nd incubation）の反応液に，

典型的な AO の阻害剤である MDおよび RF を添加したところ阻害は観られなかった．一方，

AO の不可逆的阻害剤である HZは弱い阻害効果を示した．また，アルデヒド構造を有する IV

および 6-MN では，6-MNA の生成がコントロール（阻害剤非添加）の 52.4および 13.1%まで阻

害された（p <0.001）（Table 18）．AO 阻害剤であるMDおよび RF により阻害が観られなかった

ものの，AO 阻害剤である IVおよび HZ，さらにアルデヒド体（6-MN-CHO）の構造類似体であ

る 6-MN で阻害が観察されたことから，3-OH-NAB から 6-MNA の生成に AO が関与している可

能性が考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

Inhbitor Concentration              Enzyme                                    Enzyme Source                Cofactor

(mM)

Disulfiram  (DF)

Menadione (MD)

Raloxifene (RF)

Hydralazine hydrochloride (HZ)

Isovanillin (IV)

6-Methoxy-2-naphthaldehyde (6-MN)

NAD+, NADP+

not required

not required

not required

not required

-

microsomes, cytosol

cytosol

cytosol

cytosol

cytosol

-

1

0.1

0.01

0.1

0.1

0.1

aldehyde dehydrogenase (ALDH)

aldehyde oxidase (AO)

aldehyde oxidase (AO)

aldehyde oxidase (AO)

aldehyde oxidase (AO)

-
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Table 18  Inhibition studies on the formation of 6-MNA from incubation products of 3-OH-NAB by 

hFMO5 with ALDH or AO. 

 

  

a) Each data represents the mean ± S.D. of triplicate experiments. ** p<0.001, significantly different from no treatment with each inhibitor. 

Inhibitor Second incubation conditions % of control a)

DF ALDH + NAD+ 16.4±0.1**

MD AO 96.5±3.0

RF AO 99.4±2.9

HZ AO 73.3±0.6

IV AO 52.4±7.1**

6-MN AO 13.1±3.4**
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