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序論 

医薬品開発において、その代謝反応に関与する薬物代謝酵素の同定は重要である。

米国で 2002 年に処方された上位 200 医薬品の代謝酵素を調査した結果、cytochrome 

P450（総称を P450、個別分子種を CYP と記す）により代謝消失される医薬品の割合

が最も多かった (Williams et al., 2004)。2015 年から 2020 年に米国食品医薬品局 

(Food and Drug Administration、FDA) により新たに承認された医薬品の統計 (Bhutani 

et al., 2021) においても、P450 により代謝消失される医薬品の割合が依然最も高いこ

とが報告された。P450 に次いで医薬品代謝に関与する酵素としては、uridine 5'-

diphosphate - グルクロン酸抱合酵素、エステラーゼおよびフラビン含有酸素添加酵素 

(FMO) などが報告されている (Williams et al., 2004; Bhutani et al., 2021)。 

日本の厚生労働省が 2018 年 7 月に発信した「医薬品開発と適正な情報提供のため

の 薬 物 相 互 作 用 ガ イ ド ラ イ ン 」 

(https://www.mhlw.go.jp/hourei/doc/tsuchi/T180724I0150.pdf、以下 薬物相互作用ガイド

ラインと記す）では、医薬品開発時における薬物間相互作用の評価にあたり、現時点

において科学的に妥当である一般的な検討の手順が提示されている。米国 FDA およ

び欧州 European Medicines Agency においても同様のガイダンスおよびガイドライン

が 、 そ れ ぞ れ  2020 年  1 月 お よ び  2012 年  6 月 に 発 出 さ れ て い る 

(https://www.fda.gov/media/134582/download 、

https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-investigation-drug-

interactions_en.pdf）。いずれのガイダンスあるいはガイドラインにおいても、開発する

医薬品の体内からの消失に関わる薬物代謝酵素の同定方法が記載されている。それぞ

れ検討を必要とする多くの薬物代謝酵素およびその分子種が具体的に記載され、それ

ぞれの酵素の被験薬消失への寄与の見積りが求められている。検討の結果、体内から

の消失の 25% 以上を担う代謝酵素が存在する場合、その代謝酵素を阻害する医薬品

との薬物間相互作用を確認する臨床試験の実施が要求される。したがって、化合物の

https://www.mhlw.go.jp/hourei/doc/tsuchi/T180724I0150.pdf
https://www.fda.gov/media/134582/download
https://www.ema.europa.eu/en/%20documents/scientific-guideline/guideline-investigation-drug-interactions_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/%20documents/scientific-guideline/guideline-investigation-drug-interactions_en.pdf
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消失に関わる各代謝酵素の寄与率を早期に明らかにすることは、医薬品開発の臨床試

験計画策定に重要である。さらに、同ガイダンスでは、代謝酵素同定試験実施にあた

り、実験系の陽性対照となるプローブ基質の組み込みが推奨されているが、具体的な

記載はない。代謝酵素により生成する代謝物が異なる場合は、臨床試験で代謝物を定

量することで酵素の寄与が推定可能であるが、異なる代謝酵素が同一の代謝物生成に

関与する場合、in vitro 実験での寄与の評価が必要となる。FMO が関与する酸化代謝

反応は、FMO 単独で触媒される場合もあるが、同時に P450 が寄与する報告例も多

い (Nakamaru et al., 2014a; Yamazaki et al., 2014)。各酵素種により至適反応条件は異な

るため、スクリーニングでの in vitro の実験条件の設定は慎重に行う必要がある 

(Williams et al., 2004)。代謝酵素として最も報告例が多い P450 に関しては、酵素活性

に及ぼす有機溶媒の影響など、代謝実験条件を設定するための酵素特性に関する知見

が多数報告されているが (Hickman et al., 1998)、基本的な特性が詳細に検討されてい

ない薬物代謝酵素も多い。 

FMO (EC 1.14.13.8) は窒素、硫黄、リンまたはセレン原子を含む広範囲の求核ヘテ

ロ原子へ NADPH 依存的に分子状酸素を添加する反応を触媒する酸素原子添加酵素

である (Krueger and Williams, 2005; Cashman and Zhang, 2006; Phillips and Shephard, 

2020)。ヒトにおいては FMO1-FMO5 分子種が存在し (Hernandez et al., 2004)、FMO1 

は胎児の肝臓 (Koukouritaki et al., 2002) および成人の腎臓 (Yeung et al., 2000) で発現

している。FMO3 および FMO5 は成人肝臓の小胞体膜に局在しており、FMO3 のヒ

ト肝臓での発現量は、医薬品代謝にかかわる薬物代謝酵素として最も報告の多い 

CYP3A4 に匹敵する (Koukouritaki and Hines, 2005; Shimizu et al., 2011)。しかし、FMO 

酵素を介する臨床での薬物相互作用報告は少ない (Cashman, 2008)。さらに、P450 と

は対照的に酵素誘導を受けにくい FMO 酵素の代謝反応への寄与を明らかにし、創薬

に活用することは、医薬品の開発にとって有益な情報となる (Krueger and Williams, 

2005; Cashman, 2008)。しかしながら、P450 に比べ FMO の認知度は低く、開発後期

になるまで代謝への寄与に気付けない場合も想定される (Liu et al., 2018)。 
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一般に医薬品のハイスループット代謝スクリーニング系は、大規模分注ロボット等

を活用し、医薬品の代謝消失への関与報告が最も多い P450 が触媒する酵素反応に最

適化した反応条件に設定されている (Williams et al., 2004; Wienkers and Heath, 2005)。

製薬企業各社は化合物溶液を保存し易く、取り扱いが容易な有機溶媒である dimethyl 

sulfoxide (DMSO) で調製し、保管、使用している (Bowes et al., 2006)。しかしながら、

P450 に最適化された実験条件や有機溶媒 DMSO などが FMO 酵素活性におよぼす

影響は詳細には検討されていない。最適化されていない条件下での代謝酵素同定試験

の実施は、FMO 酵素の寄与を著しく見誤る危険性がある。 

以上の背景から、本研究は酸化的薬物代謝への FMO 寄与を推定する in vitro 代

謝実験条件および化合物の構造由来物性値に基づく in silico FMO 基質該当予測法提

案を目的とした。第Ⅰ章では、FMO 酵素の特性を明らかにし、代謝反応への FMO お

よび P450 それぞれの寄与を精度よく推定できる in vitro 実験条件の設定を行った。

さらに、薬物代謝酵素同定に関する 3 極ガイダンスにて未記載の FMO が代謝に寄

与する場合の陽性対照化合物候補として benzydamine を推奨する知見を得た。一方、

医薬品の大規模代謝スクリーニング実験は、P450 に至適な条件にて候補化合物選択

を行わざるを得ないことから (Wienkers and Heath, 2005)、FMO が代謝に関与する可

能性を簡便に予測する方法の開発に期待が寄せられている。そこで、第Ⅱ章では FMO 

酵素の代謝への寄与について、構造情報を用いて in silico により推定する方法を探索

した。化合物構造の塩基性度を算出し、pKa (base) 8.4 以上を指標とすることで、FMO 

酵素の酸化的代謝への寄与を推察できる可能性を見出した。FMO 寄与推定のための

簡便な in vitro 実験系を用いて、in silico 予測の妥当性を実験的に検証し、in silico pKa 

(base) 値を用いることで FMO の酸化的代謝の寄与が予測可能であることを実証し

た。以上、FMO 酵素が関わる薬物代謝の寄与を正確に算出する実験条件の設定とそ

の実験系陽性対照化合物を提案し、ソフトウェアによる事前予測法の活用も含めた医

薬品スクリーニング時における FMO 酵素の寄与同定を目的とした推奨手順を統合

して提示できたので、これらの新知見を以下に詳述する。  
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第I章 フラビン含有酸素添加酵素の寄与を考慮した薬物酸化的代謝反応条件 

第1節 緖言 

薬物代謝酵素同定に関する米国および日本当局が発布するガイドラインあるいは

ガイダンス内において、FMO は検討を要する代謝酵素として明記されている。FMO 

は抗癌薬 tozasertib (Catucci et al., 2012) や dipeptidyl peptidase-Ⅳ (DPP-Ⅳ) 阻害剤 

teneligliptin (Nakamaru et al., 2014a) などの医薬品代謝に関与することが報告されてい

る。しかし、FMO は P450 と比較するとその注目度は低く、医薬品酸化反応への寄

与の可能性すら検討されない場合も想定される (Barbier et al., 2015)。FMO は酵素タ

ンパク質に NADPH が結合することにより、その酸化サイクルが開始され、 医薬品

に対する見かけの Km 値が高い。これらの知見から、FMO が関与する臨床薬物相互

作用報告が少ないとされている (Krueger and Williams, 2005; Cashman, 2008)。一方、

P450 とは対照的に酵素誘導を受けにくい FMO の代謝への寄与を明らかにすること

は、医薬品の開発計画および市販後の使用方法を決定する上で有益な情報となる 

(Krueger and Williams, 2005; Cashman, 2008)。 

一般に、医薬品開発における薬物代謝酵素同定の実験系は P450 に重きを置いて各

種条件が設定されている場合が多い (Wienkers and Heath, 2005)。P450 に最適化され

た条件下での FMO 酵素の活性については、十分に明らかにされておらず、熱安定性

や使用可能な有機溶媒の種類などに関する実験の注意点は明らかとなっていない 

(Grothusen et al., 1996; Yeung et al., 2000)。FMO にとって適切ではない実験条件での代

謝酵素同定試験の実施は、開発医薬品の代謝分子種推定を誤った結論に導く懸念が持

たれる。 

非ステロイド性抗炎症薬 benzydamine の代謝には、N-酸化と N-脱メチル化の両酸

化経路がある (Stormer et al., 2000; Yeung et al., 2000) (Fig. I-1)。そこで、第 I 章では、

主にヒト肝ミクロゾームならびに遺伝子組換えヒト FMO 酵素およびヒト P450 酵
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素を用い、FMO および P450 活性の指標として benzydamine 代謝を指標に網羅的に

検討し、酵素学的特徴を明らかにした。 

Fig. I-1. Benzydamine N-oxygenation and N-demethylation pathways mediated by liver 

microsomes. 

 

第2節 実験材料および実験方法 

I-2-i 試薬および実験材料 

Benzydamine hydrochloride、benzydamine N-oxide、1-aminobenzotriazol、methimazole 

および quinidine hydrochloride monohydrate は、Sigma-Aldrich (St. Louis、MO) から入

手した。Demethylbenzydamine hydrochloride および benzydamine-d6 N-oxide（分析内標

準物質）は  Toronto Research Chemicals (North York、ON、Canada) から購入し、

ketoconazole および dimethyl sulfoxide (DMSO、純度 100.0%） は富士フィルム和光純

薬（大阪）から購入した。雄 Sprague-Dawley ラット、雄ビーグル犬、雄カニクイザ

ルおよびヒト肝ミクロゾーム（200 ドナーのプール）、ヒト腎ミクロゾーム（8 ドナー
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のプール）は SEKISUI XenoTech (Lenexa、KS、 USA) から購入した。大腸菌発現系

ラット、サルおよびヒト FMO1 および FMO3 酵素は、昭和薬科大学薬物動態学研究

室より提供いただいた。ヒト P450 発現系酵素は Human CYP Bactosome (Cypex、

Scotland、UK) を使用した。その他の試薬は市販品の最高グレードのものを使用した。 

 

I-2-ii Benzydamine の酸化酵素活性の測定と代謝活性値の算出 

Benzydamine 酸化反応は既報 (Uno et al., 2013; Yamazaki et al., 2014) を一部改良し

た条件で実施した。基本的な酵素反応は、0.1 mol/L リン酸緩衝液 (pH 7.4) の緩衝液

条件、ミクロゾームタンパク質は 0.05 – 0.2 mg/mL、大腸菌発現 FMO 酵素あるいは 

P450 酵素は 0.6 – 20 nmol にて実施し、補酵素として NADPH 生成系を用いた。

NADPH 生成系は、最終濃度 1.3 mmol/L NADP+、3.3 mmol/L glucose-6-phosphate、3.3 

mmol/L MgCl2、および 0.4 U/mL glucose-6-phosphate 脱水素酵素とした。基本的な反

応は 5 分間、37℃ でプレインキュベーションした後、基質 (0 - 1000 µmol/L) を添加

して開始し、37℃ で 6 - 30 分間反応させた。検討内容により一部添加順やプレイン

キュベーション時間を変更した。反応系に用いるタンパク量および反応時間について

は、各動物種に対し反応条件の最適化を行いそれぞれの種において、反応の直線性が

ある条件を用いた。 

熱処理の影響は、0.05 - 0.2 mg/mL のミクロゾームタンパク質を NADPH 生成系非

存在下、45℃ で 0、1、3、5 または 10 分間予熱する条件で検討した。熱処理後、

混合物を 15 分間氷上で冷却した。その後、NADPH 生成系を添加し、5 分間 37℃ 

でプレインキュベーションした後、基質 (5 µmol/L) を添加して反応を開始し、37℃ 

で 6 分間（ラット、イヌ）あるいは 30 分間（サル、ヒト）後に反応を停止した。

In vitro 実験で汎用される有機溶媒および P450 と FMO に対する各阻害剤の影響

を検討するため、DMSO（最終濃度 0.1% または 0.5%、14 mM または 70 mM）、

methanol (0.5%)、acetonitrile (0.5%)、1-aminobenzotriazole（1-ABT、分子種非特異的 P450 
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阻害薬、1-2 mM）、quinidine（CYP2D6 阻害薬、1.0 µM）、ketoconazole（CYP3A 阻害

薬、0.5 µM）および methimazole（FMO 阻害剤、200 µM）を用いた (Hucker et al., 1967; 

Mori et al., 1985; Otton et al., 1988; Guo et al., 1997; Hamman et al., 2000)。いずれも反応

液の 2 倍量のメタノールを添加して反応を停止した。反応混合物に内部標準物質と

して benzydamine-d6 N-oxide 溶液を加えた後、遠心分離によりタンパク質を沈殿さ

せ、上清を液体クロマトグラフィー (LC) を接続した質量分析装置で定量した。 

Benzydamine N-oxide および demethylbenzydamine（脱メチル benzydamine）のクロ

マトグラフィー分離は、Waters Acquity UPLC システム（日本、東京、日本ウォータ

ーズ株式会社）に接続した Acquity UPLC BEH C18 カラム (1.7 µm、 2.1×50 mm) 

で行った。移動相には 10 mM ammonium acetate および acetonitrile を用いた。化合

物の定量は Waters Quattro Premier Tandem Quadrupole Mass Spectrometer を用いて陽

イオンモード下、multiple reaction monitor 法で分析した。Benzydamine N-oxide (m/z 

326→102)、脱メチル benzydamine (m/z 296→72)、および benzydamine-d6 N-oxide (m/z 

332 → 108) の条件で検出を行った。 Benzydamine N-oxide および脱メチル 

benzydamine の定量は、内標準物質 benzydamine-d6 N-oxide に対する標準物質のピ

ーク面積比を用い、3 - 3000 nmol/L の濃度範囲で定量できることを、選択性、直線性、

および定量限界の真度の指標で確認した。 

反応により生成した代謝物濃度を反応時間 (min) および反応に用いた肝ミクロゾ

ーム濃度 (mg protein/mL) あるいは発現系酵素量 (nmoL/mL) で除し、それぞれの代

謝物の生成速度を算出した。一部の実験においては、それぞれのゼロ ( 0 ) 分あるい

はコントロール試料の活性値を 100% とし、活性残存率 (%) を算出した。 
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第3節 結果 

I-3-i 探索段階での FMO の寄与を考慮した薬物酸化的代謝反応条件 

ラット、イヌ、サルおよびヒト肝ミクロゾームを用いて benzydamine N-酸化および 

N-脱メチル化活性を測定した (Fig. I-2)。ヒトおよびサルに比べ、イヌとラットの肝ミ

クロゾームの benzydamine N‐酸化活性は高値を示した (Fig. I-2 A)。検討した 4 動物種

すべての肝ミクロゾームで benzydamine N-脱メチル化活性が認められた (Fig. I-2 B)。

肝ミクロゾームの benzydamine N‐酸化および N-脱メチル化活性の最大速度 (Vmax) 

およびミカエリス定数 (Km) を Table I-1 にまとめた。各動物種の肝ミクロゾームに

おける N-脱メチル化活性の Vmax /Km 値はほぼ同等であったが、N‐酸化活性は、サル

およびヒトに比べ、ラットが 10 倍以上、イヌにおいては 100 倍以上高く、 N‐酸化

活性には種差が認められた (Table I-1)。 

 

Fig. I-2. Benzydamine N-oxygenation (A) and N-demethylation (B) by liver microsomes 

from rats, dogs, monkeys and humans. 

Benzydamine (0–1000 µM) was incubated with liver microsomes (0.050 mg protein/mL) from 

dogs (squares) and rats (diamonds) for 6 min and liver microsomes (0.20 mg protein/mL) from 

monkeys (triangles), and humans (circles) for 30 min, respectively, in the presence of an 

NADPH-generating system at 37°C. Data points represent means ± SD of triplicate 

determinations. Kinetic parameters were calculated by non-linear regression and are shown in 

Table I-1. 
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Table I-1. Kinetic parameters for N-oxygenation and N-demethylation activities of 

benzydamine mediated by liver microsomes from rats, dogs, monkeys, and humans. 

Km, µM; Vmax, nmol/min/mg protein; Vmax/Km, µL/min/mg protein. 

 

 

大腸菌発現ラット、サルおよびヒト  FMO1 および  FMO3 酵素を用いて 

benzydamine N-酸化および N-脱メチル化活性を測定した。N-脱メチル体はすべて検出

限界未満 (< 0.01 nmol/mg protein/min) であり、FMO 酵素が benzydamine N-脱メチル

化に関与しなかった (data not shown) 。得られた benzydamin N-酸化活性を Fig. I-3 お

よび Table I-2 に示す。ラットにおいては FMO1、サルにおいては FMO3 とそれぞれ

の肝ミクロゾームの Km 値が近値を示した (Table I-1、Table I-2)。 

 

 

N-Oxygenation  N-Demethylation 

Km Vmax Vmax/Km  Km Vmax Vmax/Km 

Rat 22 6.1 280  26 1.4 55 

Dog 6.2 10 1700  140 5.0 36 

Monkey 710 7.7  11  95 2.5 26 

Human 45 0.42  9.2  63 0.41  6.5 
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Fig. I-3. Benzydamine N-oxygenation by recombinant FMO1 or FMO3 from rats, 

monkeys, and humans. 

Benzydamine (0–1000 µM) was incubated with bacterial membranes expressing enzymes from 

rat, monkey and human FMO1 or 3 (2 nmol/mL) for 10min, in the presence of an NADPH-

generating system at 37°C. Data points represent means of duplicate determinations. Kinetic 

parameters were calculated by non-linear regression and are shown in Table I-2. 

 

 

Table I-2. Kinetic parameters of benzydamine N-oxygenation in recombinant FMO1 

and FMO3. 

Species   Km (μM) Vmax (nmol/min/nmol FMO) 

Rat FMO1 6.96 29.7 

 
FMO3 >1000 - 

Monkey FMO1 115 8.81 

  FMO3 708 26.9 

Human FMO1 32.7 96.4 

 
FMO3 71.1 189 
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ラット、イヌ、サルおよびヒト肝ミクロゾームを用いて benzydamine N-酸化および

N-脱メチル化活性への熱処理の影響を検討した。ラットおよびイヌ肝ミクロゾームの 

benzydamine N-酸化は、肝ミクロゾームを 45℃ で 3 分間予熱することにより 80% 

以上低下した (Fig. I-4 A)。サルおよびヒト肝ミクロゾームの benzydamine N-酸化活性

は、45℃ で 5 分間の熱処理により約 70% 低下した (Fig. I-4 A)。いずれの動物種に

おいても、FMO 活性は補酵素 NADPH 非存在下で 45℃ の熱処理により著しく影響

を受けた。一方、検討したすべての動物種の肝ミクロゾームの benzydamine N-脱メチ

ル化活性は 45℃、3 - 5 分間の熱処理で 70% 以上維持し、P450 活性は影響を受けに

くかった (Fig. I-4 B)。 

 

 

Fig. I-4. Effects on benzydamine N-oxygenation (A) and N-demethylation (B) of 

preheating liver microsomes at 45°C. 

Liver microsomes from rats (diamonds), dogs (squares), monkeys (triangles), and humans 

(circles) were preheated at 45°C for 0–10 min without an NADPH-generating system. Then the 

percentage of remaining benzydamine N-oxygenation (A) and N-demethylation (B) activities 

were determined at a substrate concentration of 5.0 µM. Control (100%) N-oxygenation 

activities of liver microsomes from rats, dogs, monkeys, and humans were 2.3, 6.2, 0.097, and 

0.062 nmol/min/mg protein and control N-demethylation activities were 0.27, 0.82, 0.19, and 

0.056 nmol/min/mg protein, respectively. Data points represent means ± SD of triplicate 

determinations. Other details are the same as those in Fig. I-2. 
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ラット、イヌ、サルおよびヒト肝ミクロゾームに P450 分子種非特異的阻害剤であ

る 1-ABT (Emoto et al., 2003) を添加し、benzydamine N-酸化活性および N-脱メチル化

活性を測定した。Benzydamine N-酸化活性は、検討した 4 動物種すべての肝ミクロゾ

ームにおいて 1-ABT の影響をほとんど受けなかったが (Fig. I-5 A)、benzydamine N-

脱メチル化活性は 1 mmol/L の 1-ABT の添加ですべての種で 90 % 以上、ヒト肝ミ

クロゾームにおいては 95% 以上阻害された (Fig. I-5 B)。 

 

Fig. I-5. Effects on benzydamine N-oxygenation (A) and N-demethylation (B) of 

preincubation of liver microsomes with 1-aminobenzotriazole, a general P450 inhibitor, 

at 37°C. 

Liver microsomes from rats (diamonds), dogs (squares), monkeys (triangles), and humans 

(circles) were pretreated with 1-aminobenzotriazole at 37°C for 30 min in the presence of an 

NADPH-generating system. Then the remaining benzydamine N-oxygenation (A) and N-

demethylation (B) activities of liver microsomes were determined at a substrate concentration 

of 5.0 µM. Control (100%) N-oxygenation activities of liver microsomes from rats, dogs, 

monkeys, and humans were 2.1, 5.4, 0.067, and 0.044 nmol/min/mg protein and control N-

demethylation activities were 0.12, 0.56, 0.12, and 0.024 nmol/min/mg protein, respectively. 

Data points represent means ± SD of triplicate determinations. Other details are the same as 

those in Fig. I-2. 

 

各種動物およびヒト肝ミクロゾームの benzydamine 酸化活性に及ぼす熱処理およ

び 1-ABT の添加の影響は類似していたことから、さらなる評価はヒト肝ミクロゾー
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ムおよびヒト肝臓に発現する  FMO3 組換え酵素  (Koukouritaki and Hines, 2005; 

Shimizu et al., 2011) に焦点を当てて実施した。In vitro 実験に一般的に使用する有機

溶媒 (Hickman et al., 1998; Busby et al., 1999) の benzydamine 酸化活性への影響を、ヒ

ト肝ミクロゾームを用いて検討した (Fig. I-6)。検討する有機溶媒には、医薬品の候補

化合物の保存溶液として汎用される DMSO と、in vitro 実験で用いられる methanol 

および acetonitrile を用いた。DMSO（0.1%および 0.5%）は benzydamine N‐酸化活性

を用量依存的に阻害し、0.5% においては 50% 以上の活性を阻害した (Fig. I-6 A)。

Methanol および acetonitrile は影響を及ぼさなかった。同様にヒト FMO3 発現系酵

素を用いて検討した結果、ヒト肝ミクロゾームと同様に、DMSO によって活性が低下

することが明らかとなった (Fig. I-6 C)。一方、検討した 3 種の有機溶媒は、最終濃

度 0.5% までの濃度範囲において、ヒト肝ミクロゾームの benzydamine N‐脱メチル化

活性に影響を及ぼさなかった (Fig. I-6 B)。 

 

Fig. I-6. Effects of common organic solvents on benzydamine N-oxygenation (A, C) and 

N-demethylation (B) activities of human liver microsomes (A, B) and recombinant human 

FMO3 (C). 

Benzydamine N-oxygenation and/or N-demethylation by human liver microsomes and 

recombinant human FMO3 were determined at a substrate concentration of 5.0 µM. Data 

represent means ± SD of triplicate determinations. 
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ヒト肝ミクロゾームを用い、in vitro 実験時の補酵素 NADPH や基質の添加順の影

響について検討した。ヒト肝ミクロゾームの benzydamine N-酸化活性は、NADPH 非

存在下で 37℃、5 分間あるいは 10 分間のプレインキュベーションにより、それぞ

れ約 30% および 50% 低下したが、NADPH 存在下では変化しなかった (Fig. I-7 A)。

一方、NADPH の添加順序は benzydamine N-脱メチル化活性に影響しなかった (Fig. 

I-7 B)。このことから、FMO 酵素の活性を維持するためには、酵素源と NADPH を常

に共存させる手順策定が必要であることが示された。 

 

Fig. I-7. Effects of NADPH in the preincubation mixtures on benzydamine N-oxygenation 

(A) and N-demethylation (B) catalyzed by human liver microsomes. 

Human liver microsomes were pretreated at 37°C for 5 or 10 min in the absence (filled bars) 

and presence (open bars) of an NADPH-generating system. Then benzydamine N-oxygenation 

and N-demethylation activities by human liver microsomes were determined at a substrate 

concentration of 5.0 µM for 30 min. Data represent means ± SD of triplicate determinations. 
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I-3-ⅱ ヒト肝 benzydamine N-酸化および N-脱メチル化に寄与する酵素分子種の推

定 

ヒト肝および腎ミクロゾーム、大腸菌発現ヒト FMO1 および FMO3 酵素と主要 

P450 代謝酵素である CYP1A2、CYP2C19、CYP2D6 および CYP3A4 の大腸菌発現

酵素を用い、各酵素の benzydamine N-酸化および N-脱メチル化への寄与を検討した 

(Table I-3)。ヒト腎ミクロゾームの benzydamine N‐酸化活性は、肝ミクロゾームに比較

して高く、いずれの活性も pH 8.4 の条件で活性がより高値を示した。組換え酵素を

用いた検討では、benzydamine N‐酸化活性は FMO1 および FMO3 で高値を示し、そ

れぞれ、9.2 nmol/min/nmol および 1.9 nmol/min/nmol を示した。CYP2D6 においても

活性が認められ、1.5 nmol/min/nmol であった。FMO1 および FMO3 の benzydamine 

N‐酸化活性は pH 7.4 条件と比較して pH 8.4 条件にて 2 - 2.4 倍上昇した。その他の 

P450 分子種の活性は 0.1 – 0.4 nmol/min/nmol と低値を示した。Benzydamine N‐脱メチ

ル化活性は腎ミクロゾームでは検出されず (< 0.01nmol/min/mg protein)、肝ミクロゾー

ムにて検出された。組換え酵素を用いた検討では、benzydamine N‐脱メチル化は FMO 

酵素では定量限界未満 (< 0.1 nmol/min/nmol) であり、CYP2D6 において最も高値を

示した。各酵素の肝臓での発現量  (Rodrigues, 1999) を考慮し、補正した結果、

benzydamine N-酸化活性は FMO3 の寄与が最も高く、pH 8.4 条件下でより高値を示

した。一方、benzydamine N-脱メチル化活性は CYP2D6 と CYP3A4 の寄与が高かっ

た(Fig. I-8)。 

Benzydamine N-酸化活性は FMO の阻害剤である methimazole により 80% 以上

阻害され、CYP2D6 の阻害剤 quinidine や CYP3A4 阻害剤 ketoconazole では阻害さ

れなかった (Fig. I-9 A)。一方、benzydamine N-脱メチル化活性は CYP2D6 阻害剤であ

る quinidine によって約 50% 阻害された (Fig. I-9 B) が、単独の阻害剤で完全に阻害

されることはなかった。 
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Table I-3. Benzydamine N-oxygenation and N-demethylation activities of recombinant 

enzymes and human liver and kidney microsomes. 

Enzyme source pH 7.4  pH 8.4 

 N-Oxygenation N-Demethylation  N-Oxygenation N-Demethylation 

 nmol/min/ mg protein  nmol/min/ mg protein 

Liver 

microsomes 

0.02  0.03  0.05  0.06 

Kidney 

microsomes 

0.39 <0.01  0.90 <0.01 

 nmol/min/ nmol P450 or FMO  nmol/min/ nmol P450 or FMO 

CYP1A2 0.4  0.9  0.5  1.3 

CYP2C19 0.3  1.1  0.5  2.5 

CYP2D6 1.5 11  2.1  7.2 

CYP3A4 0.1  0.5  0.1  1.1 

FMO1 9.2  < 0.1  18  < 0.1 

FMO3 1.9  < 0.1  4.6 < 0.1 

Benzydamine (5.0 µM) was incubated with human liver or kidney microsomes (0.10 mg/mL) 

or recombinant enzymes (2.5–25 pmol equivalent/mL) for 10 min in the presence of an 

NADPH-generating system at 37°C. 

Data represent means of triplicate determinations. 
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Fig. I-8. Benzydamine N-oxygenation and N-demethylation activities of human liver 
microsomal P450 or FMO enzymes. 

The activities of recombinant enzymes shown in Table I-3 were modified and expressed with 

reported expression levels (Rodrigues, 1999) in human liver microsomes. 

Fig. I-9. Effects of typical P450 or FMO inhibitors on benzydamine N-oxygenation (A) 

and N-demethylation (B) by human liver microsomes. 

Benzydamine N-oxygenation and N-demethylation by human liver microsomes were 

determined at a substrate concentration of 5.0 µM in the presence or absence of quinidine (a 

CYP2D6 inhibitor, 1 µM), ketoconazole (a CYP3A inhibitor, 0.5 µM), methimazole (a FMO 

inhibitor, 200 µM), or both ketoconazole and methimazole. Control N-oxygenation and N- 

demethylation activities of human liver microsomes were 0.19 and 0.04 nmol/min/mg protein, 

respectively. Data represent means ± SD of triplicate determinations. 
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第4節 考察 

 

FMO 分子種の動物種間のアミノ酸相同性は高いことが知られているが、その臓器

分布には大きな種差がある (Fagerberg et al., 2014; Yu et al., 2014; Yue et al., 2014)。医薬

品開発の in vivo 実験に供されるラットおよびイヌの肝臓では FMO1 が、サルおよ

びヒトにおいては FMO3 が主に発現しており、その種差が医薬品開発の際に課題と

なる場合もある。FMO 分子種局在の種差が理由で、動物種により化合物の血漿中濃

度が大きく異なる場合がある (Zhou et al., 2011)。FMO の関与に気付かず毒性試験に

供する動物種の選択を見誤った場合、十分な血中濃度が得られず、また臨床試験実施

に必要な安全域の担保ができない場合も想定される。 

本研究では、benzydamine を用いて、各動物種の肝臓での N-酸化活性および N-脱

メチル化活性について検討した。ラット、イヌ、サルおよびヒト肝ミクロゾームの 

benzydamine N-酸化活性には動物種差が認められ、イヌ、ラット、サル、ヒトの順に

高値を示した (Fig. I-2A、Table I-1)。一方、benzydamine N-脱メチル化活性の種差は小

さかった (Fig. I-2B、Table I-1)。ラット、サルおよびヒトの FMO 大腸菌発現酵素を

用いた検討の結果、benzydamine N-脱メチル化活性は検出されず、benzydamine N-酸化

活性のみ検出された (Fig. I-3、Table I-2)。発現酵素と肝ミクロゾームの速度論的解析

結果を比較したところ、ラット肝ミクロゾームの Km 値はラット FMO1 組換え酵素

の Km 値と近似した (Table I-1、I-2)。一方、サルおよびヒト肝ミクロゾームの Km 値

はサルおよびヒトの FMO3 組換え酵素の Km 値に近似した (Table I-1、I-2)。以上の

ことから、肝ミクロゾームの benzydamine N-酸化を担う主な酵素は、ラットは FMO1、

サルおよびヒトは FMO3 と考えられた。 

ヒト肝ミクロゾームの benzydamine N-酸化活性は、45℃、5 分の熱処理により阻害

され (Fig. I-4 A)、P450 分子種非特異的阻害剤 1-ABT (Emoto et al., 2003) の影響をほ

とんど受けなかった (Fig. I-5A)。さらに、FMO 阻害剤である methimazole (Nace et al., 

1997; Hamman et al., 2000) により 80% 以上阻害された (Fig. I-9 A)。一方、benzydamine 
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N-脱メチル化活性は 45℃、5 分の熱処理により影響を受けず (Fig. I-4 B)、1 mmol/L

の P450 分子種非特異的阻害剤 1-ABT によりほぼ完全に活性が阻害された (Fig. I-

5B)。このことから、benzydamine N-酸化活性は FMO により、N-脱メチル化活性は 

P450 により担われていることが推察された。同様に、発現酵素を用いた代謝反応お

よび肝臓での酵素の発現量を考慮した結果も、ヒト肝臓で benzydamine N-酸化は

FMO3 に、benzydamine N-脱メチル化は複数の P450 分子種、主に CYP2D6 および 

CYP3A4 が担っていることを支持した。このことから、benzydamine を基質とし、N-

酸化活性および N-脱メチル化活性を同時に測定することは、FMO および P450 活性

を同時にモニターできる良い指標となることが示唆された。 

FMO 酵素の特性を考慮し、医薬品スクリーニング代謝実験条件での FMO 活性に

ついて検討した。最終濃度 0.5% の DMSO、methanol および acetonitrile は P450 活

性に対しては 10% 以内の変動であり、大きな影響を示さなかったが、FMO 活性は 

0.1% DMSO の添加より影響を受け、最終濃度 0.5% では 50% 以上活性が低下した 

(Fig. I-6)。一方、methanol および acetonitrile は 0.5% の濃度において FMO 活性に

影響を及ぼさなかった。DMSO は製薬会社の大規模スクリーニング時の化合物溶解

溶媒として最も汎用される有機溶媒であるが (Bowes et al., 2006)、高濃度 (4%) にお

いて DMSO は P450 の活性を阻害することが報告されている (Mori et al., 1985; 

Hickman et al., 1998; Busby et al., 1999)。今回の研究は、FMO は P450 に比べ低用量

（0.1% および 0.5%）から阻害が認められることを明らかにした。DMSO は抗炎症

作用などの薬理作用が知られ (Stewart et al., 1967)、過去に膀胱炎の治療薬等として臨

床利用された実績がある。ヒトに経口投与した際、DMSO が酸化された dimethyl 

sulfone が尿中に投与量の約 15% 排泄されることが報告されている (Hucker et al., 

1967)。このことから、DMSO は FMO 酵素に基質として認識され、代謝反応系内で

評価化合物の代謝を競合的に阻害していると推察された。今回の結果より外挿して考

察すると、DMSO 最終濃度 0.01% (1.4 mM) まで低下させるなどの工夫が必要である

と考えられた。 
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さらに、代謝反応系の構成要素の添加順を検討した。補酵素 NADPH を非添加の条

件で、酵素反応実施時の一般的な反応開始前加温（プレインキュベーション） (37℃、

5 - 10 分) を行うと、FMO 活性は著しく低下し、P450 活性は変化しなかった (Fig. I-

7)。一方、NADPH を含有した条件でプレインキュベーションを行った場合は FMO 

活性の低下は認められなかった。FMO 酵素は、活性中心に補欠分子族として flavin 

adenine dinucleotide (FAD) を含有している。FAD は NADPH と複合体を形成するこ

とで安定化および活性化することが知られていることから  (Eswaramoorthy et al., 

2006)、FMO 酵素の安定化に NADPH は重要な因子であると推察された。このことか

ら、FMO 酵素が関与する代謝実験は、プレインキュベーション時に NADPH を含有

させておくことが重要であり、反応を基質添加スタートにするなどの工夫が必要であ

ることが示唆された。本結果は、有機溶媒の選定およびプレインキュベーション時の

補酵素の有無、いずれも FMO 活性に大きく影響をする要素であり、条件によっては 

FMO の代謝への寄与を過小評価する可能性があることを示した。 

製薬企業等の大量スクリーニングは、主にロボット分注機を用いて実験を行うが、

その際分注精度等の問題から、微量の被験物質添加ではなく、補酵素 NADPH 添加に

て反応開始を行うことが通例である (Wienkers and Heath, 2005)。しかし、補酵素 

NADPH 非存在下では、プレインキュベーション中に、FMO 活性が低下することか

ら、FMO 酵素源と NADPH を常に共存させ、酵素機能を保持する手順策定が必要で

あることが示唆された。さらに、スクリーニングでは膨大な被験物質溶液を、溶解度

および不揮発性の観点から DMSO で調製し、長期保管して各種実験に使用するが、

FMO 活性は DMSO の添加により著しく影響を受けた。医薬品候補化合物の一般的

な迅速スクリーニング条件 (Wienkers and Heath, 2005) では、DMSO の添加や補酵素

の添加タイミングによって、検討対象化合物の薬物酸化反応に対する FMO の寄与を

過小評価することが示された。 

薬物酸化反応に関与する FMO 酵素の過小評価は、場合によっては、P450 などの特
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定の薬物代謝酵素分子種の至適条件で実施した結果を過大評価し、責任酵素分子種の

寄与を見かけ上高く見積ることにつながる可能性がある。体外消失への寄与が 25% 

未満の酵素を 25% 以上と見誤った場合、薬物相互検討ガイダンスに従うために、本

来不要である臨床試験を実施が求められる事態となり得る。以上のことから、創薬段

階にて FMO が酸化的代謝に関与する薬物代謝酵素の寄与を定量的に評価する際は、

本研究で提案する責任酵素に合致させた至適条件での寄与推定実施が重要と推察さ

れた。 

 

第5節 小括 

 

ヒト肝ミクロゾームの  benzydamine N-酸化と N-脱メチル化は、それぞれ主に 

FMO3、CYP2D6 および CYP3A4 により触媒された。DMSO 添加やロボット分注機

を使用する一般的な迅速スクリーニング条件では、薬物酸化反応への FMO 酵素の寄

与を過小評価することを示した。そのため、FMO 酵素が代謝に関与する医薬品の代

謝酵素の寄与を推定する際は、適切な有機溶媒を使用し、補酵素の添加タイミングを

変更するなど、酵素が失活しないための配慮が必要であることを示した。FMO およ

び P450 の双方が触媒する薬物酸化反応を一基質で確認できることから、3 極相互作

用検討ガイダンスが推奨する標準的陽性対照薬として benzydamine の登録を推奨す

る。  
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第II章 化合物構造由来物性値に基づく FMO 基質該当予測とその実証 

第1節 緒言 

FMO 酵素は窒素、硫黄、リンまたはセレン原子を含む広範囲の求核ヘテロ原子部

位を代謝する酵素として知られており (Cashman, 2008; Fu and Lin, 2017)、FMO 分子

種間の特異性の主な要因は、求核性化合物の分子の大きさと形状であることが示唆さ

れている (Poulsen and Ziegler, 1995)。求核基の大きさの違いが FMO1 基質の予測因

子である可能性を示唆する報告もある (Kim and Ziegler, 2000)。しかしながら、FMO 

酵素全般の基質を定量的かつ簡便に予測する方法は十分に確立されていない。第Ⅰ章

で示したように、医薬品代謝スクリーニング実験系は、FMO 酵素の寄与を過小評価

する可能性があることから、in silico で FMO 酵素の代謝寄与を予測する方法の提案

は、医薬品開発の初期段階で非常に有用である。 

第 II 章では、化合物の構造式から窒素含有基の塩基性度 pKa (base) を計算し、酸

化的代謝への FMO 酵素の寄与を予測することを目的とした。In silico FMO 寄与予

測に pKa (base) 推定値の活用を提案し、入手可能かつヒト肝ミクロゾームを用いた

実験で未変化体の消失によりクリアランス算出が可能であった 11 化合物の pH 7.4 

および pH 8.4 （FMO 至適条件）でのヒト肝ミクロゾーム代謝実験を行い、各化合物

の pH 8.4 と pH 7.4 での代謝クリアランスの比を算出し、pH の影響および FMO の

寄与について検証を行った (Shimizu et al., 2015)。これらをまとめ、FMO 基質は pH 

8.4 の条件下で、優位に代謝クリアランスが増加し、FMO 酵素が酸化的代謝に寄与す

るか否かの予測となりうる手法を提唱する。 

 

第2節 方法 

第 I-2 項に記したヒト肝ミクロゾーム画分  0.5 mg/mL を酵素源とし、補酵素 
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NADPH 生成系とリン酸緩衝液（pH 7.4 あるいは pH 8.4、0.1 mol/L）を含む反応混

液にて、benzydamine に加え、trimethylamine、clomipramine、imipramine、olopatadine、

vandetanib、diphenhydramine、tamoxifen、ranitidine、itropride、loxapine、xanomeline、

tozasertib、dasatinib、moclobemide、olanzapine、clozapine および voriconazole （Sigma-

Aldrich）ならびに chlorpromazine および midazolam （富士フィルム和光純薬）の計 

20 化合物のヒト肝代謝消失速度を実測した。薬物酸化反応は、既報 (Uno et al., 2013; 

Yamazaki et al., 2014) を一部改良し、反応混液を 5 分間、37℃ でプレインキュベー

ションした後、各基質 (1.0 µmol/L) を添加して酸化反応を開始し、37℃ で 3、6、

12、24 および 48 分間後に一部採取し反応を停止した。反応停止には内部標準物質

indomethacin （富士フィルム和光純薬）を含有する 2 倍量の有機溶媒 (methanol / 

acetonitrile (1:1) ) を用い、それらの遠心分離後の上清画分を分析試料とした。各化合

物の分離分析は、第 I-2 項に述べた方法に準じ、移動相は 0.1% formic acid および 

acetonitrile、あるいは 10 mM ammonium acetate および acetonitrile を用いて行った。

各化合物の定量分析は、内標準物質に対する標準物質のピーク面積比を用い、Waters 

TQD Tandem Quadrupole Mass Spectrometer を用いて陽イオンモードあるいは陰イオ

ンモード下、multiple reaction monitor mode で実施した。 

In vitro ヒト肝代謝消失クリアランス値は、化合物それぞれの反応開始ゼロ時点の

化合物濃度を 100% とし、各時点の残存率 (%) の対数値と反応時間を用いて線形回

帰分析より算出した。緩衝溶液 pH 条件を変動させた化合物の in vitro 肝代謝クリア

ランス値の変化率と、ACD / Percepta ソフトウェア（Advanced Chemistry Development、

Toronto、ON、Canada）の pKa Classic Module を用いて算出した各化合物の 窒素含有

基の酸および塩基解離定数の関係は、Prism (GraphPad Prism、La Jolla、CA) を用いて

評価した。 
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第3節 結果 

Ⅱ-3-ⅰ 構造由来物性値に基づく FMO 基質該当予測 

In vitro 代謝実験で、FMO 酵素の関与の有無について検討されている化合物を文献

検索したところ、38 化合物が抽出された。その中には、FMO 酵素の寄与を検討した

ものの、関与がない化合物も含まれていた。そのうち、窒素含有基を有する 30 化合

物についてソフトウェアを用いて 窒素含有基の pKa (base) を計算した。pH 8.4 が 

FMO 酵素の至適条件であることから、化合物内の最も高い pKa 値が 8.4 以上を示

す化合物を Table II-1 に、8.4 以下を示す化合物を Table II-2 に示し、主に文献に記

されている触媒酵素を示した。各化合物の窒素含有基の pKa (base) 値について Fig. 

II-1 に図示する。 

Table II-1 に示す 18 化合物 trimethylamine (Shimizu et al., 2007)、AZD328 (Zhou et 

al., 2011)、C-1305 (Fedejko-Kap et al., 2011)、cevimeline (Washio et al., 2001)、clomipramine 

(Nielsen et al., 1994)、imipramine (Rouer et al., 1987)、chlorpromazine (Stevens et al., 1993)、

benzydamine (Stormer et al., 2000; Shimizu et al., 2007)、pyrazoloacridine (Reid et al., 2004)、

N,N-Dimethylamphetamine (Lee et al., 2009)、olopatadine (Kajita et al., 2002)、darexaban 

glucuronide (Shiraga et al., 2012)、N-deacetyl ketoconazole (Rodriguez and Miranda, 2000)、

vandetanib (Indra et al., 2020)、diphenhydramine (Sharma and Hamelin, 2003)、itopride 

(Mushiroda et al., 2000)、tamoxifen (Hodgson et al., 2000) および ranitidine (Chung et al., 

2000)は pKa (base) 値が 8.4-9.8 と強い塩基性と推定され、窒素部位でのすべての代

謝物生成は FMO によって触媒されることが報告されている。 

一方、Table II-2 に示す 12 化合物 nomifensine (Yu et al., 2010)、loxapine (Luo et al., 

2011)、xanomeline (Ring et al., 1999)、L-775,606 (Prueksaritanont et al., 2000)、tozasertib 

(Yamazaki et al., 2014)、K11777 (Jacobsen et al., 2000)、dasatinib (Christopher et al., 2008)、

moclobemide (Polasek et al., 2006)、olanzapine (Ring et al., 1996)、clozapine (Pirmohamed 

et al., 1995; Fang et al., 1998)、voriconazole (Murayama et al., 2007; Yanni et al., 2008; Yanni 
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et al., 2010) および T-1032 (Li et al., 2014)の pKa (base) の最高値は 8.4 未満と推定さ

れた。これらの pKa (base) 値が 2.7-7.9 の 12 基質のうち、3 化合物（xanomeline、

L-775,606 および tozasertib）のみが FMO により中程度に N‐酸化され、P450 におい

ても代謝された(Ring et al., 1999; Prueksaritanont et al., 2000; Yamazaki et al., 2014)。他の 

9 基質の N‐酸化は、FMO の寄与が低いかあるいは寄与が認められず、P450 酵素に

よって代謝されていた。L-775,606 (Prueksaritanont et al., 2000) の pKa (base) 3.9 の窒

素含有基は主に CYP3A4 により代謝され、pKa (base) 7.7 の窒素含有基では主に 

FMO3 により代謝されると報告されている。T-1032 の窒素含有基の pKa (base) 4.8 は

主に CYP3A5 が触媒しており、FMO 酵素の関与は小さい (Li et al., 2014)。P450 の

代表的基質である Midazolam の窒素含有基 pKa (base) 値は 6.0 と 1.0 であった。

これらのことから代謝部位の pKa (base) によって FMO 酵素の基質該当予測が可能

と推察された。  
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Table II-1. Model drugs with the highest pKa (base) values of >8.4 and their reported 

oxidative pathways for N-oxygenations. 

 

Compound Structure Main 

metabolic 

site 

Minor metabolic site Highest 

pKa 

(base) 

pKa (base) pKa 

(base) 

pKa (acid) 

Trimethylamine  

(Shimizu et al., 

2007)  

9.8 

[by 

FMO3] 

  9.8 

AZD328 (Zhou 

et al., 2011) 

 

9.6 

[by 

FMO1] 

3.4  9.6 

C-1305 

(Fedejko-Kap et 

al., 2011; 

Shimizu et al., 

2007)  

9.5 

[by 

FMO3] 

–0.2 

 

 9.5 

Cevimeline 

(Washio et al., 

2001) 

 

9.5 

[by 

FMO1] 

 [S-

oxidation 

by P450 

2D6/3A4] 

9.5 

 

Clomipramine 

(Nielsen et al., 

1994) 

 

 

9.5 

[by 

FMO3] 

0.6  9.5 

Imipramine 

(Rouer et al., 

1987) 

 

9.5 

[by 

FMO3] 

1.8  9.5 
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Table II-1. Continued 

Compound Structure Main 

metabolic 

site 

Minor metabolic site Highest 

pKa 

(base) 

pKa (base) pKa 

(base) 

pKa (acid) 

Chlorpromazine 

(Stevens et al., 

1993; Bhamre et 

al., 1995) 

 

9.4 

[by 

FMO3] 

–1.3  9.4 

Benzydamine 

(Stormer et al., 

2000; Shimizu et 

al., 2007) 

 

9.3 

[by 

FMO3] 

[N-

demethyla

tion by 

P450 2D6] 

1.2 

 

 9.3 

Pyrazoloacridine 

(Reid et al., 

2004) 

 

9.3 

[by 

FMO3] 

6.7  9.3 

N,N-

Dimethylamphet

amine (Lee et al., 

2009)  

9.3 

[by 

FMO1] 

  9.3 

Olopatadine 

(Kajita et al., 

2002; Lee et al., 

2009) 

 

9.2 

[by 

FMO1/3] 

  9.2 

Darexaban 

glucuronide 

(Shiraga et al., 

2012)  

 

9.0 

[by 

FMO1/3] 

2.1 

–3.2 

14.4 9.0 
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Table II-1. Continued 

Compound Structure Main 

metabolic 

site 

Minor metabolic site Highest 

pKa 

(base) 

pKa (base) pKa 

(base) 

pKa (acid) 

N-Deacetyl 

ketoconazole 

(Rodriguez and 

Miranda, 2000) 

 

9.0 

[by 

FMO1/3] 

4.2 

6.9 

 9.0 

Vandetanib 

(Indra et al., 

2020)  

8.9 

[by 

FMO3 

and P450 

3A4] 

5.4  8.9 

Diphenhydramin

e (Sharma and 

Hamelin, 2003)  

 

8.8 

[by 

FMO3] 

  8.8 

Itopride 

(Mushiroda et 

al., 2000)   

8.7 

[by 

FMO1/3] 

–1.5 14 8.7 

Tamoxifen 

(Hodgson et al., 

2000) 

 

8.7 

[by 

FMO3] 

  8.7 

Ranitidine 

(Chung et al., 

2000)   

8.4 

[by 

FMO3] 

2.4 

–2.6 

  8.4 

Arrows indicate the metabolic site for N-oxygenations. 
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Table II-2. Model drugs with the highest pKa (base) values of <8.4 and their reported 

oxidative pathways for N-oxygenations. 

 

Compound Structure Metabolic 

site 

Non-metabolic site Highest 

pKa 

(base) pKa (base) pKa 

(base) 

pKa 

(acid) 

Nomifensine 

(Yu et al., 

2010) 

 

7.9 

[by P450 

3A4] 

2.9  7.9 

L-775,606 

(Prueksaritan

ont et al., 

2000)  

 

7.7 

[by FMO3], 

minor 

3.9 [by 

P450 

3A4], 

major 

2.7 

 7.7 

Loxapine 

(Luo et al., 

2011) 

 

 

7.3 

[by P450 

3A4] 

3.9  7.3 

Xanomeline 

(Ring et al., 

1999) 

 

7.3 

[by FMO3] 

–1.4  7.3 

Tozasertib 

(Yamazaki et 

al., 2014) 

 

7.1 

[by FMO3 

and P450 

3A4] 

5.1 

1.2 

14.1 7.1 

K11777 

(Jacobsen et 

al., 2000)  

 

7.0 

[by P450 

3A4] 

–4.3 12.4 7.0 

Dasatinib 

(Christopher 

et al., 2008) 

  

6.8 

[by P450 

3A4] 

7.3 

–2.5 

0.0 

10.9 

7.3 
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Table II-2. Continued 

Compound Structure Metabolic 

site 

Non-metabolic site Highest 

pKa 

(base) pKa (base) pKa 

(base) 

pKa 

(acid) 

Moclobemide 

(Polasek et 

al., 2006) 
 

6.5 

[by P450 

2C19] 

–2.3 14.3 6.5 

Olanzapine 

(Ring et al., 

1996) 

 

6.0 

[by P450 

1A2/2D6] 

7.8 

–2.9 

  7.8 

Clozapine 

(Pirmohamed 

et al., 1995; 

Fang et al., 

1998) 

 

5.9 

[by P450 

1A2/3A4] 

7.3  7.3 

Voriconazole 

(Murayama et 

al., 2007; 

Yanni et al., 

2008; Yanni 

et al., 2010) 

 

0.6 

[by P450 

2C19/3A4] 

2.7  2.7 

T-1032 

(Li et al., 

2014) 

 

4.3 

[by P450 

3A5] 

4.8 

–5.8 

 4.8 

Arrows indicate the metabolic site for N-oxygenations. 



３１ 

 

Fig. II-1. Model drugs with highest pKa (base) values and their reported oxidative 

pathways for N-oxygenations. 

 

Ⅱ-3-ⅱ 酸解離定数に基づく FMO 寄与予測の実験的検証 

pH 7.4 および pH 8.4 のいずれか、あるいは両条件において代謝クリアランス値が 

10 µL/min/mg protein 未満の 8 検体（imipramine、olopatadine、ranitidine、vandetanib、

diphenhydramine、moclobemide、olanzapine および voriconazole）は未変化体の減少で

の正確なクリアランス値の算出は困難であると考え採用しなかった。クリアランス値

算出が可能であった  11 検体（ trimethylamine 、 benzydamine 、 clomipramine 、

chlorpromazine、tamoxifen、itropride、loxapine、xanomeline、tozasertib、dasatinib およ

び clozapine）の pKa (base) 値を Fig. II-2 に示した。11 化合物のうち 6 化合物が 

pKa (base) 8.4 以上を示し、5 化合物が 8.4 以下であった。 

代表的な化合物の pH 7.4 と pH 8.4 の反応条件下の未変化体の残存推移を調べた

結果として、benzydamine と trimethylamine の例を Fig. II-3 に示す。11 化合物およ
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び P450 基質である midazolam の pH 7.4 および pH 8.4 反応条件下のクリアラン

ス値を Table II-3 に示す。 

Trimethylamine、benzydamine および itropride の pH 8.4 での代謝クリアランス値 

(μL/min/mg protein) は、pH 7.4 と比較して 2 – 4 倍高く、各化合物とも pH 7.4 に比

べ pH 8.4 において代謝クリアランスが増加した。対照的に、pH 8.4 での対照薬 

midazolam の代謝クリアランスは pH 7.4 の約半分であった。pH による代謝クリア

ランス速度の変化を比較するため、それぞれの化合物の pH 8.4 の代謝クリアランス

値を pH 7.4 の代謝クリアランス値で除した値 (pH 8.4/pH 7.4) を算出した (Table II-

3)。FMO が主に代謝に関与すると報告がある化合物は、pH 8.4 で高い代謝クリアラ

ンスを示した。一方、P450 基質 midazolam の代謝クリアランス比は 0.56 であった。

なお、chlorpromazine が低いクリアランス比を示した理由は、現時点では明らかでは

ない。In silico pKa (base)が 8.4 を超える化合物は、pH 8.4 条件下の代謝クリアランス

が pH 7.4 条件下に比較して高くなり、クリアランス比 (pH 8.4/pH 7.4) と pKa (base) 

値は有意に相関した (r=0.61、p＜0.05、 n=11) (Fig. II-4)。  
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Fig. II-2. pKa (base) of the model drugs used for verification.  

The highest pKa (base) values (open circles) of the selected model drugs are shown; those with 

metabolic sites susceptible to N-oxygenations reportedly mediated by FMO3 are shown in black 

and those reportedly mediated by P450s are shown in gray. 

 

Fig. II-3. Representative pH-dependent metabolic clearances of benzydamine and 

trimethylamine in substrate depletion assays mediated by FMO and P450 enzymes in 

human liver microsomes at pH 7.4 (open circles) and pH 8.4 (solid circles). Intrinsic 

clearance values were calculated from the slope −(k) determined by linear regression analyses 

(5 time points); data points represent means of duplicate determinations. 
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Table II-3. Metabolic clearance values of model drugs pH-dependently mediated by 

pooled human liver microsomes. 

 Clearance, µL/min/mg protein Ratio of clearance 

at pH 8.4 to that 

at pH 7.4 

Determined at pH 

7.4 

Determined at pH 

8.4 

Trimethylamine 26 96 3.7 

Benzydamine 23 45 2.0 

Clomipramine 16 30 1.9 

Chlorpromazine 43 57 1.3 

Tamoxifen 11 18 1.6 

Itopride 11 34 3.1 

Loxapine 31 43 1.4 

Xanomeline 270 340 1.3 

Tozasertib 64 67 1.1 

Dasatinib 97 120 1.2 

Clozapine 11 15 1.4 

Midazolam (control) 670 380 0.56 

The clearance values were calculated from the slope of the remaining substrate versus time 

curve determined in human liver microsomes using linear regression analysis at five time points 

for 3–48 min in duplicated experiments. 
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Fig. II-4. Relationship of ratio of clearance at pH 8.4 to that at pH 7.4 and in silico pKa 

(base) values. 

The calculated ratios of clearance values at pH 8.4 to those at pH 7.4 shown in Table 1 were 

plotted against the substrate pKa (base) values. Model drugs with N-oxygenation sites 

reportedly mediated by FMO3 (solid circles) and P450s (open circles) are indicated. 

 

 

第 4 節 考察 

FMO 酵素が N‐酸化を担う主代謝部位の pKa (base) 値は、非代謝またはマイナー

な代謝窒素含有基より高値を示した (Fig. II-1)。FMO 酵素の活性中心 FAD は、pH 

により異なる遷移状態を示し、pH 8.5 付近で安定な 4 a‐flavin hydroperoxide 中間体 

(Fig. II-5B) を形成することが報告されている (Poulsen and Ziegler, 1995)。化合物の非

解離型（イオン化形ではなく）は FMO 触媒サイクルにより優先的に酸化されること

から (Jones and Ballou, 1986)、pKa (base) が高値、すなわち pKa (base) 8.4 以上を示す

化合物が FMO の基質として認識されていると推察された。この過程の機構的解釈に

はさらなる研究が必要であるが、ソフトウェアにより算出された化合物塩基解離定数

が医薬品候補の N‐酸化に対する FMO 酵素の寄与を推察する簡便なマーカーとなる

ことが示唆された。 
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入手可能の化合物について pH 7.4 および pH 8.4（FMO 至適条件）で代謝実験を行

った (Shimizu et al., 2015)。両 pH 条件で比較可能であった 11 化合物および P450 基

質である midazolam について比較検証したところ、in silico pKa (base) が 8.4 を超え

る化合物は、FMO 至適緩衝液 (pH 8.4) 条件にて、汎用 pH 7.4 条件よりも代謝クリ

アランスが高値を示した。一方、主に P450 で代謝される化合物、あるいは P450 と 

FMO 両酵素で代謝され FMO 酵素の寄与は比較的少ないとされる化合物のクリア

ランスの変化は小さかった。典型的な P450 基質である midazolam は pH 8.4 では低

いクリアランス値を示した。化合物の in silico pKa (base) 値と両緩衝液条件での代謝

クリアランス比は有意 (r=0.61、p<0.05、n=11) に相関した。pH 環境に依存して、化

合物のイオン型（解離型）あるいは分子型（非解離型）の比率は異なる。そのため、

FMO 酵素の基質となる化合物は、FMO 酵素の至適 pH において分子型が増加する

ことにより代謝クリアランスが増加したと推察される (Eswaramoorthy et al., 2006)。こ

れらの結果は、pH 8.4 と pH 7.4 での代謝クリアランス値の単純な比較が N‐酸化への 

FMO の寄与を予測するのに有用であることを示唆した。このことから、in silico pKa 

(base) を用いることで、酸化的代謝反応への FMO の寄与が予測可能であると推察さ

れた。 

大規模代謝スクリーニング実験の条件を変更することは困難であることから、医薬

品候補化合物が絞られてきた段階で、化合物の酸塩基解離定数をソフトウェア計算で

求め、FMO 基質となる可能性予測を行うことを提案する。予測の結果、窒素含有基

の in silico pKa (base) が高値を示した化合物は、FMO 酵素および P450 酵素双方を

念頭においた緩衝液条件で代謝消失実験を行うことを推奨する。その結果、FMO 酵

素の代謝への関与の有無を明確化でき、かつ、化合物の消失に寄与する各代謝酵素の

寄与を精度よく推定できると示唆された。 

医薬品申請において複数の代謝酵素の寄与、そして薬物相互作用報告の少ない 

FMO 酵素の寄与を示すことは有益である。臨床において薬物相互作用を引き起こし
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にくい性質を有すると認定され、開発や上市後の市場戦略において有利に働く場合が

ある (Nakamaru et al., 2014a; Nakamaru et al., 2014b)。構造上可能性がある医薬品候補

化合物については、積極的に本手法を用いて FMO 酵素の寄与可能性を検証すること

を推奨する。本研究は、医薬品候補化合物の代謝消失に FMO 酵素が関与するか否か

を簡便に予測し、早期に適切な代謝酵素同定の実験条件を設定できる手順を示した。

代謝酵素の寄与を精度よく算出することは、医薬品開発における臨床薬物相互作用試

験の実施要否判断に貢献するものと期待される。 

序論で述べたように、市場に流通する医薬品のうち、P450 によって代謝される医

薬品の種類が依然として多い (Bhutani et al., 2021)。あわせて P450 を介する重篤な薬

物相互作用に関する文献報告例も極めて多いが、FMO についてはその報告例はほぼ

ない。これらの差異は、両酵素の酸化反応機構に由来するものと推察される。P450 の

触媒作用は、第一段階として基質と酵素の結合により開始され (Fig. II-5A)、その後、

P450 還元酵素によって活性中心（三価ヘム鉄）に電子が伝達され、分子状酸素が結

合し、二価ヘム鉄が活性化されることにより酸化反応が進行する (Sono et al., 1996)。

そのため、第一段階での各基質の P450 に対する親和性の違いが酸化反応全体の見か

けの Km 値に反映されるため、共存併用薬と単一酵素との結合に差異が生じ、薬物相

互作用が引き起こされる。一方、FMO は  酵素タンパク質の活性中心  FAD に 

NADPH が結合して FADH2 となることを契機に、その酸化サイクルが開始される 

(Fig. II-5B)。分子状酸素の結合に続き、基質薬物が結合するため薬物酸化反応の見か

けの Km 値は第一段階で結合する NADPH により規定されるため高値を示し、個々

の薬物の酵素との親和性の違いが顕在化しにくく、薬物相互作用を受けにくい状況に

ある。P450 に加えて FMO 酵素の関与を積極的に示す薬物の開発は、新規に上市す

る医薬品の薬物相互作用リスクを判断する上で有益な情報となる可能性がある。 



３８ 

 

Fig. II-5. P450 (A) and FMO (B) catalytic cycles.  

Ferrous P450 can bind substrate in the first step (1) but flavin hydroperoxide intermediate in 

the third step (3) is capable of oxygenating substrates in the catalytic cycle (Ziegler, 2002). 

 

第 5 節 小括 

第 II 章では、FMO および P450 酵素が代謝に関与する化合物を文献調査し、化合

物の構造情報から酸化的代謝における FMO 酵素の寄与を予測する方法について検

討した。基質候補化合物の構造式より、窒素含有基の塩基性度を計算し、窒素含有基

の pKa (base) 値 8.4 以上を指標とすることで、FMO 酵素が酸化的代謝に寄与するか

否かの予測ができることを示した。得られた知見を検証するため、入手可能かつ未変

化体の消失で解析可能であった 11 化合物について、pH 7.4 および pH 8.4 の反応条

件下で代謝クリアランス値を算出した。In silico pKa (base) が 8.4 を超える化合物は、

FMO 至適緩衝液 (pH 8.4) 条件にて、汎用 pH 7.4 条件よりも高い代謝クリアランス

値を示した。さらに、被験物質の in silico pKa (base) 値と両緩衝液条件での代謝クリ

アランス比 (pH 8.4 / pH 7.4) は有意に相関した。候補化合物の in silico pKa (base) 計

算値を用いることで、酸化的代謝反応への FMO の寄与が予測可能であることを実証

した。
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総括 

医薬品開発時、代謝反応に関与する酵素分子種の同定は重要である。米国食品医薬

品局により承認された新医薬品を経年調査した結果によると、cytochrome P450 (P450) 

により代謝消失される医薬品の割合が最も多いが、グルクロン酸抱合酵素やフラビン

含有酸素添加酵素 (FMO) の寄与も一部報告されている。日米欧 3 極の薬物相互作用

検討ガイダンスには、体内消失の 25% 以上を担う各酵素を同定し、臨床薬物相互作

用試験で受ける影響を確認する旨が明記されている。さらに同ガイダンスは、いずれ

も実験系の適切な陽性対照の設定を推奨しているが、現時点にて明確な記載はない。

したがって、化合物の代謝消失に関わる酵素分子の寄与を早期にかつ適切に明らかに

することは、医薬品開発の臨床試験計画を考える上で重要である。創薬大規模代謝ス

クリーニングでは、最も医薬品代謝への関与報告が多い P450 に適した試験条件を選

択せざるを得ない状況であることも考慮すべき課題である。 

以上の背景から、本研究は酸化的薬物代謝への FMO 寄与を推定する適切な in 

vitro 代謝実験条件および構造由来物性値に基づく in silico FMO 基質該当予測法の提

案を目的とした。さらに、3 極相互作用ガイダンスに未記載の FMO および P450 両

酵素の代謝評価時に適した陽性対照化合物候補の検索を行った。提唱する in silico 

FMO 基質該当予測法を簡便かつ推奨 in vitro 評価系にて実証した成果と統合し、以下

に詳述する。 

第 I 章では、FMO と P450 の寄与を考慮した薬物酸化的代謝条件を詳細に調べた。

非ステロイド系抗炎症薬 benzydamine は、複数の酸化経路があり、FMO および P450 

双方の陽性対照プローブとなる可能性が考えられた。酵素源熱処理や選択的阻害剤の

影響等複数の手法を用い、benzydamine N-酸化が FMO 酵素活性および N-脱メチル化

が P450 酵素活性のそれぞれ良好な指標となることを示した。製薬企業等のロボット

分注機等を用いる大量医薬候補品スクリーニングでは、微量分注精度等の問題から、

薬物酸素添加反応に必須な補酵素 NADPH 添加にて酵素反応開始を行うことが通例
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である。しかし、補酵素 NADPH 非存在下では、37℃ での 5 - 10 分間プレインキュ

ベーション中に FMO 酵素活性が低下することを示し、FMO 酵素源と NADPH を

共存させた実験手順の策定が必要であることを示した。創薬段階では、溶解度および

不揮発性の観点から、膨大な被験物質溶液をジメチルスルフォキシド (DMSO) で調

製し、長期保管して使用する。しかし、酵素反応系の含有 DMSO により FMO 酵素

活性は著しく影響を受けた。候補化合物の一般的なスクリーニング条件では、薬物酸

化反応への FMO の寄与を過小評価する可能性が示唆され、特に FMO 酵素の酸化

的代謝関与を検討する場合、熱安定性、補酵素 NADPH および被験物質用溶媒を含

めた一連の操作手順を考慮した上での、適切な in vitro 代謝実験の適用が推奨された。 

第 II 章では、構造由来物性値に基づく FMO 基質該当予測と検証を実施した。FMO 

酵素が代謝に関与あるいは一部寄与する化合物を文献調査し、基質構造情報より 

ACD/Labs (Advanced Chemistry Development, Toronto, ON, Canada) を用い、N 基の塩基

性度 pKa (base) を計算した。FMO 酵素が代謝消失に寄与する化合物の代謝 N 基と

非代謝 N 基の pKa (base) および非 FMO 基質の N 基 pKa (base) を比較したとこ

ろ、主に FMO 酵素により代謝される化合物は pKa (base) 8.4 以上を示す N 基を構

造に有していた。構造推定塩基性度から、窒素含有基の pKa (base) 8.4 以上を指標と

する化合物の FMO 酵素が触媒する酸化的代謝の予測法を提案し、in silico FMO 寄

与予測の妥当性を検証した。窒素含有基の塩基性度を計算した 30 化合物のうち、入

手可能かつヒト肝ミクロゾームを酵素源とした代謝消失反応時の未変化体減少率が

実測可能であった 11 化合物および対照として、P450 典型的基質 midazolam の pH 

8.4（FMO 至適条件）と 一般的な pH 7.4 での代謝クリアランスを算出した。In silico 

pKa (base) が 8.4 を超える化合物は、pH 8.4 条件下の代謝クリアランス値が pH 7.4 

条件下に比較して高値を示し、クリアランス比 (pH8.4/pH7.4) と pKa (base) 値は相

関した。 

以上、FMO および P450 の酸化的代謝への寄与を精度よく推定できる実験条件を
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設定し、3 極相互作用検討ガイダンスが設置を推奨する標準的陽性対照薬として双方

の代謝経路を持つ benzydamine が活用できることを示した。さらに、被験物質構造

情報から市販ソフトウェアを用いた窒素含有基の  in silico pKa (base) 値に基づく 

FMO 基質該当予測法を確立し、FMO 用至適緩衝液 (pH 8.4) を加えた代謝消失実験

にて予測の有用性を示した。 

本研究によって、多くの製薬企業が採用している創薬段階での一般的な迅速スクリ

ーニング評価条件は、有機溶媒 DMSO の汎用やロボット分注機を用いた補酵素 

NADPH 添加による反応開始等により FMO 酵素の寄与を過小評価することを示し

た。創薬段階での医薬品代謝スクリーニング条件を変更することは現状では困難であ

ることから、医薬品候補化合物がある程度絞られた段階で、in silico 酸解離定数を計

算し、FMO の基質となる可能性を予測することを提案する。Ｎ 基の in silico pKa 

(base) が高値を示した化合物は、P450 および FMO 双方の寄与を念頭に置いた試験

条件で代謝消失実験を行い、正確な両酵素の寄与を見積もった上で、臨床薬物相互作

用試験が必要であるかを適切に判断することを推奨する。 
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