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学位論文の要旨 

 

本研究では、白血病治療薬候補物質として開発された新規キナーゼ阻害剤 KW-2449 が、生

体外試験において高い有効性を示すにもかかわらず、臨床試験において十分な有効性を示せ

なかったことの背景にあるメカニズムを解明することと、それにより、類似薬剤の開発にお

ける問題の解決に資することを目的とした。その結果、以下に示すように、KW-2449 からオ

キソピペラジン型の代謝物（M1）への比較的稀な代謝経路及び代謝酵素の阻害という、ピペ

ラジン環を有する化合物群に共通して起こる可能性のあるメカニズムを見いだした。 

第一に、KW-2449 から M1 への代謝には、代表的な薬物代謝酵素であるシトクローム P450

（CYP）は関与しておらず、KW-2449 がモノアミンオキシダーゼ B（MAO-B）によりイミニ

ウムイオン中間体へと代謝され、次いでこのイミニウム中間体がアルデヒドオキシダーゼ

（AO）により M1 へと代謝されることを明らかにした。また、MAO-B 及び AO が代謝に関

与した場合にヒトの全身クリアランスを予測する方法について、比較検討を行い、肝細胞の

代謝データをサルの in vivo データで補正することで、実用的精度で予測できることを実証し

た。 

第二に、阻害パラメータの解析から、KW-2449 及び代謝物 M1 はいずれも、反復投与後の

M1 濃度低下の原因ではないと考えられる結果を得た。次いで、KW-2449 のイミニウム中間

体が AO を強力に不可逆阻害するとともに、内因性タンパクと共有結合することを明らかと

した。 

以上の結果から、KW-2449 が臨床試験において十分な薬効を示せなかった原因は、MAO-B

及び AO による協奏的代謝にあると推定した。すなわち、KW-2449 が速やかに M1 に代謝さ

れたことで KW-2449 濃度が低下し、次いでイミニウムイオン中間体による AO 阻害のため、

薬理作用を有する M1 の濃度も低下して、キナーゼを十分阻害するのに必要な血中濃度を維

持することができなかったと考えた。さらに本研究で明らかにしたイミニウムイオン中間体

によるタンパクとの共有結合は、臨床における毒性発現の危険性を有していたことを示唆し

た。 

近年、本研究で明らかにしたKW-2449の代謝経路のように、通常の薬物代謝酵素であるCYP以

外の薬物代謝酵素（Non-CYP）であるMAOやAOのような酵素で医薬品候補が代謝される事例の

報告が増加している。KW-2449の薬物動態上の問題を改善するため、本研究の前段部で明らか

にしたKW-2449の代謝機構を根拠として、MAO-B及びAOへの代謝安定性を高めた後続化合物

が合成された。この化合物は薬物動態プロファイル、タンパクとの共有結合量ともに、KW-244

9より改善していた。このことから、医薬品候補化合物が想定外のNon-CYP代謝を受けた場合に



おいても、その代謝経路や毒性懸念のある代謝中間体の物性を分析し、代謝安定性を高める戦

略は、より優れた化合物を創出する上で有効であった。また、本研究の対象としたKW-2449が有

するピペラジン環のようなN-ヘテロ環構造は、開発中の他の多くの医薬品にも導入されている

構造である。本研究で実証した代謝中間体の物性検討方法やヒトの薬物動態予測方法は、今後

の医薬品開発において、医薬品の安全性確保と有効性確保の両方の観点から有用であると考え

られる。 
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略語表 

 

4-HQ: 4-hydroxyquinoline 

5-FU: 5-fluoro uracil 

ABHD10: α/β hydolase domain containing 10 

ADH: Alcohol dehydrogenase 

ALDH: Aldehyde dehydrogenase 

ALL: Acute lymphoblastic leukemia  

AML: Acute myeloid leukemia 

AO: Aldehyde oxidase 

AUC: Area under the plasma drug concentration-time curve 

CES: Carboxyesterase 

CL: Clearance 

CML: Chronic myelogenous leukemia  

CYP: cytochrome P450 

EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid 

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor  

ESI: Electrospray ionization 

F: Bioavailability 

FDA: Food and Drug Administration 

FLT3: FMS-like tyrosine kinase 3 

FMO: Flavin-containing monooxygenase 

G-6-P: Glucose-6-phosphate 

GSH: Glutathione 

IC50: half maximal inhibitory concentration 

IDA: Information dependent acquisition 

IP: Imaging plate 

I.S.: Internal Standard 

ITD: Internal Tandem Dupli-cation 

iv: intravenous 

kdeg: Turnover rate of the enzyme 

Ki: Inhibition constant 

kinact: Rate of enzyme inactivation 

Km: Michaelis constant 

kobs: Observed rate of enzyme inactivation 

KW-2449: (E)-1-{4-[2-(1H-Indazol-3-yl)vinyl]benzoyl}piperazine 
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LC-MS/MS: Liquid Chromatography-tandem Mass spectrometry 

MAO: Monoamine oxidase 

MgCl2: Magnesium chloride 

MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

MRM: Multiple reaction monitoring 

MS/MS: Tandem Mass spectrometry 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NaCN: sodium cyanide 

PBPK: physiologically based pharmacokinetic 

PDGER: Platelet-derived growth factor receptor  

po: oral 

PXR: pregnane X receptor 

RB: Blood/plasma ratio 

QH: Hepatic blood flow 

SD: Sprague-Dawley  

SDS: Sodium dodecyl sulfate 

Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

VEGER: vascular endothelial growth factor receptor  

Vmax: Maximum velocity  

XO: Xanthine oxidase 
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第 1章 諸言 

 

第 1節 医薬品開発における薬物代謝研究 

 

新たな医薬品の創製には、10 年以上の期間と数百億円に及ぶ費用が必要であると言われて

おり、2000年以降そのコストは年々上昇している 1,2,3)。また、その成功確率は初期の化合物合

成段階から考えると 1/30000以下である 4,5)。このような環境下、医薬品開発の成功確率を向上

させることは、製薬企業のみならず、医療経済、公衆衛生の観点からも重要である。 

1960 年代から 1990 年代までに臨床第 1 相試験（Phase1）まで進んだ化合物の開発中止原因

の 39%は不適切な薬物動態であり、次いで有効性、安全性の問題であった（Figure 1）6,7)。

2000 年代には、薬物動態を原因とする開発中止事象は減少し、有効性と安全性が主な中止原

因であった。しかし、見かけ上薬効不足や毒性が発現した事例であっても、実際には不適切な

薬物動態が原因であった事例もあると考えられ、医薬品開発において優れた薬物動態特性を持

つ化合物を選抜することは依然として重要である 8,9)。 

 

薬物動態研究の目的は、医薬品候補化合物が体内でどのような挙動を示すかを予測すること

であり、医薬品の ADME（吸収、分布、代謝、排泄）が様々な手法で評価されている 10)。上

市されている医薬品の 7割以上はなんらかの代謝を受けて、解毒・体外へ排泄されるため、代

謝に関する評価は特に重要である 11)。また、薬物相互作用の多くは代謝酵素の阻害や誘導に

関連したものであり 12,13)、安全性の観点からも薬物代謝の研究は重要であると考えられる 14)。

薬物相互作用による副作用の例として、古くはソリブジンが 5-FU の代謝を阻害することで重

篤な副作用が発生したソリブジン薬害事件や 15,16)、テオフィリンの代謝をニューキノロン系抗

菌薬や選択的セロトニン受容体阻害薬が阻害することで起こるテオフィリン中毒が知られてい

る 17,18)。 

 

代謝を受ける医薬品の約 80%はチトクロム P450（CYP）で代謝されるため 12,19)、医薬品開

発の現場においては、CYP 代謝に関する種々の評価方法が確立されている。肝ミクロソーム

画分、S9 画分やサイトゾル画分等を用いた in vitro の代謝安定性スクリーニング系や 20,21,22)、

各 CYP 分子種の阻害を効率的に検出するためのプローブ基質等が精力的に開発されるととも

に 23,24)、ロボット等を用いてこれらを評価する自動化システムも開発されている 25,26)。代謝酵

素の誘導に関しては、従来生細胞による評価が必要であることから、ヒト肝細胞が用いられて

いたが 27,28)、良質な肝細胞の入手や培養時の代謝活性変動など課題は多く、肝癌由来の不死化

細胞株である HepaRG 細胞を用いた評価や 29)、CYP を誘導する核内受容体である pregnane X 

receptor（PXR）を用いたレポータージーンアッセイなども用いられてきている 30)。さらに、

コンピューター科学の発展を受け、化合物の代謝安定性や代謝経路を予測する in silico システ

ムの開発も試みられている 31,32,33)。 
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CYP代謝に関しては in vitroの結果を in vivoに外挿する方法論の開発も進んでおり、肝ミク

ロソームの代謝実験から、ヒトでの肝クリアランス・肝アベイラビリティを精度よく予測でき

ることなどが報告されている 34)。また、近年は生理学的薬物動態モデル（physiologically based 

pharmacokinetic model、PBPKモデル）と呼ばれる多数の臓器コンパートメントにより、人体で

の薬物の挙動をシミュレーションする手法も活用されており 35,36)、PBPK モデルを内蔵したソ

フトウェア（Simcyp、Gastro plus）により、一部の臨床薬物相互作用を省略することも可能と

なりつつある 37,38)。 

このように、CYP が関与する代謝に関しては、多様な評価方法が開発されると共に、基質

特異性や誘導機構、遺伝子多型による活性変動などの知見が蓄積され、開発化合物候補品の選

択や、臨床における薬物相互作用の回避、予測に役立てられている。近年、CYP 代謝を直接

の原因として医薬品候補化合物が開発中止になる事例は減少している 6)。 

 

Figure 1 Reasons for attrition during clinical development6) 
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第 2節 医薬品開発における Non-CYP代謝 

 

第 1 節で述べたように、CYP に関するスクリーニング法が進展したことにより、CYP 代謝

を原因とする医薬品の開発中止は著しく減少した。一方、CYP への代謝安定性向上を指標に

化合物を最適化した結果、開発後期になってから CYP 以外の薬物代謝酵素（Non-CYP）で代

謝される事例の報告が増加している 39,40)。Non-CYP 酵素は CYP とは異なり、肝臓以外の臓器

にも発現していることが多く 41)、Non-CYP 代謝に由来する高クリアランスにより、臨床開発

が中止に追い込まれる事例も多く報告されている 42,43,44)。 

医薬品候補化合物が Non-CYP 酵素により代謝される場合、ヒトの全身クリアランスの予測

法や、薬物相互作用評価の方法論は十分確立しておらず、予測精度の高い in vitro 評価系や動

物モデルはほとんど存在していない。また、種差や遺伝子多型の情報がない場合も多く、適切

な非臨床試験の動物種を選択し、ヒトでの個体差を予測することは困難である。代表的な

Non-CYP 薬物代謝酵素としては Flavin-containing monooxygenase（FMO）、Monoamine oxidase

（MAO）、Carboxyesterase（CES）、Alcohol dehydrogenase（ADH）、Aldehyde dehydrogenase

（ALDH）、Aldehyde oxidase（AO）等が挙げられるが 41)、α/β hydolase domain containing 10

（ABHD10）のように薬物代謝への関与が考えられていなかった酵素の寄与が見いだされるな

ど 45)、薬物代謝における Non-CYP代謝酵素の知見は未だ十分ではない。 

医薬品候補化合物が Non-CYP により代謝されることが明らかとなった場合、その代謝経路

を同定し、薬物相互作用の可能性やヒトでのクリアランスを予測することは、医薬品開発の成

功確率を向上させる上で重要な課題であると考えられる。 

 

反応性代謝物 

Non-CYP が薬物代謝に関与する場合の別の問題点として、反応性代謝物の生成が挙げられ

る。医薬品はその代謝の過程で、化学的に不安定な代謝物に変換される場合があり、生体中の

タンパク質と不可逆的に結合して免疫反応を惹起し、時として重篤な副作用を起こすことが示

されている 46,47)。これらは一般に特異体質性薬物毒性（Idiosyncratic toxicity）と呼ばれている

が、発生頻度が低く、投与量等にも依存しないことから、予測することが非常に困難とされて

いる。臨床試験や、上市後にこのような毒性が明らかとなった場合、市場撤退や開発中止を余

儀なくされる場合もあり、糖尿病治療薬であるトログリタゾンは、重篤な肝毒性により、上市

後に間もなく撤退している 48)。 

製薬企業では、このような重篤な毒性を可能な限り避けるため、創薬の初期段階から反応性

代謝物のスクリーニングを実施しているが 49,50)、CYP 代謝を念頭に肝ミクロソーム画分など

を用いて検討されていることが多く、Non-CYP 代謝によって生成する反応性代謝物は見落と

されてしまう可能性が考えられる。従って、Non-CYP 代謝が認められた場合、毒性回避の観

点から、反応性代謝物生成の有無についても検討をすることが重要である。 
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Monoamine oxidase（MAO） 

MAO はフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）含有の酵素であり、ヒトにおいては基質

特異性、発現分布の異なる MAO-A、MAO-B が存在する 51,52)。MAO は肝臓、腎臓、肺など全

身の主要臓器に発現しており、細胞内では主にミトコンドリア画分に局在する。中枢神経系に

発現している MAO はセロトニン、ノルアドレナリン、ドーパミンといった神経伝達物質の制

御に重要であり 53)、MAO-B はパーキンソン病、鬱病、統合失調症といった精神・神経疾患の

創薬標的としても有力であると考えられている 54,55)。 

薬物代謝酵素としては、アドレナリン受容体アゴニスト・アンタゴニスト（フェニレフリン、

プロプラノロール等）やセロトニン受容体アゴニスト（スマトリプタン等）などを代謝するこ

とが知られている 56,57,58)。MAO は医薬品代謝だけでなく食品に含まれるアミン代謝において

も重要であり、MAO-B 阻害によりチーズ効果と呼ばれるチラミン中毒が生じるため、医薬品

候補化合物が MAO を阻害する場合、薬物相互作用だけでなく、食品との安全性についても注

意が必要である 59)。 

また、CYP 同様、代謝の過程で反応性高いアルデヒドやイミニウムイオン型の反応性代謝

物を生じる場合があるため、代謝物の反応性や毒性についても注意が必要である。MAO 代謝

に起因した重篤な毒性として、1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）が MAO-B

によりイミニウムイオンに代謝されることでパーキンソン病様の症状を惹起することが知られ

ている 60,61)。 

 

Aldehyde oxidase（AO） 

AO は細胞内のサイトゾル画分に存在するモリブデン含有酵素であり、ほとんどの哺乳類に

存在し、Xanthine oxidase（XO）と共にキサンチン酸化酵素ファミリーに属している 62,63)。AO

は内因性のアルデヒドや N-ヘテロ環化合物の代謝を担当しているとされているが、その生理

学的役割については十分明らかとなってはいない。AO は薬物代謝酵素として注目されており、

CYP 代謝等で生じる化学的に活性なアルデヒド等の解毒において重要と考えられている。AO

によって代謝される医薬品の絶対数は多くないものの、ザレプロン、メタトレキセート、ファ

ンシクロビルなどの酸化代謝やゾニサミドの還元代謝など重要な医薬品の代謝に寄与している

64,65,66,67)。 

近年、開発中の医薬品候補化合物が AO代謝による低曝露、短半減期のために開発中止にな

るケースが増加してきている。リウマチ治療薬として開発中であった p38マップキナーゼ阻害

剤 RO1 やパーキンソン病治療薬として開発されていたアデノシン A1/2 拮抗薬 FK3453 が共に

AO 代謝による低曝露のため開発中止となっている 68,69)。これらの事例は、CYP を対象とする

従来の代謝安定性試験では、Non-CYP 代謝の寄与を十分に評価できていないことを示唆して

いる。 
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また、AO による代謝が非臨床試験の段階で判明した場合にも、ヒトでの AO 代謝の寄与を

予測することは容易ではない。ヒト肝細胞や肝サイトゾル画分を用いた AO代謝予測法がいく

つかのグループで検討されているものの、いずれも実際のクリアランスを過少評価してしまっ

たことが報告されている 70,71,72)。AO の薬物代謝酵素としての重要性は増してきているが、そ

の影響や薬物相互作用を予測する方法は十分確立していないのが現状である。 

Figure 2 Putative mechanism of drug-induced idiosyncratic toxicity triggered by reactive 

metabolites73). 
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第 3節 新規チロシンキナーゼ阻害剤 KW-2449 

 

分子標的薬：チロシンキナーゼ阻害剤開発の歴史 

チロシンキナーゼの過剰発現及び活性化変異は、ある種の血液癌では頻繁に認められ、異常

活性化したチロシンキナーゼ経路が、癌細胞の増殖や不死化に関与していると考えられている。

慢性骨髄性白血病（CML）及び急性リンパ球白血病（ALL）の治療薬として 2001 年に初めて

承認された Bcr-ABL、KITチロシンキナーゼ阻害剤イマチニブの臨床的な成功により 74,75)、数

多くのチロシンキナーゼ阻害剤が開発されており、これまでに上皮成長因子受容体（EGFR）

阻害剤であるゲフィチニブ、エルロチニブなど多くのチロシンキナーゼ阻害剤が承認され、目

覚ましい成果をあげている 76,77)。 

FMS-like受容体チロシンキナーゼ 3（FLT3）は class III receptor tyrosine kinase familyに属し、

急性骨髄性白血病（AML）で最も高頻度に変異が認められるチロシンキナーゼである。また、

Internal Tandem Dupli-cation（ITD）と呼ばれる FLT3の恒常活性化変異は AML患者の約 30%に

見られ，同変異を有する患者では、血中の癌細胞数が多く予後が不良であることが知られてい

る 78)。 

消化管間質腫瘍及び進行性腎細胞癌を適用として承認されているスニチニブは血小板由来

増殖因子受容体（PDGFR）、血管内皮増殖因子受容体（VEGFR）、FLT3 など多様なチロシン

キナーゼを阻害する薬剤であり、AML を対象とした Phase1/2 試験において、血中 AML 芽球

細胞の減少、骨髄芽球の減少、好中球数の増加などの効果を示したことが報告されている 79,80)。

スニチニブは副作用の問題から AML での開発は継続されていないと見られているが、FLT3

阻害の有効性が示されたことを受けて、FLT3 阻害活性を持つ薬剤の研究開発が活発化してい

る。既に肝臓癌、腎臓癌治療薬として承認されているソラフェニブをはじめとして、キザルチ

ニブ（アステラス製薬）、ペキシダルチニブ（第一三共）などが、米国の Food and Drug 

Administration（FDA）から画期的治療薬に指定され開発されている 81,82,83)。 

 

チロシンキナーゼ阻害剤 KW-2449の創製 

KW-2449（(E)-1-{4-[2-(1H-Indazol-3-yl)vinyl]benzoyl}piperazine）は協和発酵キリンにおいて、

FLT3阻害剤として見いだされた FLT3、ABL、FGFR及び Auroraキナーゼ阻害を主要な作用と

する薬物である 84)。協和発酵キリンでの FLT3 阻害剤の探索は 2000 年に名古屋大学のグルー

プが FLT3キナーゼの点変異を発見したことをひとつの契機とし、2001年にアカデミアとの共

同研究として着手された 85,86)。当時の薬剤スクリーニングのクライテリアとしては、1）点変

異を含む FLT3 変異を有する細胞に対して強い増殖抑制活性を有すること、2）吸収性が良好

で経口投与可能であること、3）比較的マイルドな毒性であること等を設定し、難治性の AML

患者に安全な新規薬剤を届けることを目標とした 86)。 

当初 FLT3 阻害剤としてヒットしたリード化合物は肝ミクロソーム中で極めて不安定であっ

たため、ヒト、マウス肝ミクロソームを用いたスクリーニングを行い、代謝的に安定な化合物
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として KW-2449 が見いだされた。マウスやラットに経口投与した時の曝露も高く、ヒト、サ

ル、ラットの血漿懸濁肝細胞を用いた評価でも概ね代謝的に安定であった。また、KW-2449

は野生型 FLT3及び活性化変異 FLT3（FLT3/ITD、FLT3/D835Y）を強く阻害し、これらを発現

する白血病細胞株の増殖を in vitroで強く阻害した。さらに、FLT3/ITD変異を有するヒト白血

病細胞（MOLM-13）を移植した担癌マウスにおいても著効を示したことから、臨床において

も強力な抗腫瘍活性を発揮することが期待された 84)。 

毒性や薬物動態を評価する非臨床試験を経て、2004 年に開発化合物として選定され、2005

年の年末に FDA に治験申請を行い、白血病患者を対象とした臨床試験を開始した。KW-2449

の第 1 相臨床試験（Phase1）は AML、ALL、CML 患者を対象に実施され、試験期間中、KW-

2449は FLT3/ITD変異を有する患者の約半数で 50%を超える一時的な抹消血中の AML芽球細

胞の減少を認めたものの、臨床的に意味のある抗腫瘍効果は確認されず、臨床試験は中止され

た 87)。 

臨床試験において KW-2449 が十分な有効性を示せなかった原因として、ヒトでの薬物動態

プロファイルが想定よりも悪く、薬効発現に必要な血中濃度を維持できなかったことが挙げら

れる。KW-2449 のヒトでの半減期は 3 時間程度と短く、ラットやマウスではほとんど認めら

れなかったオキソピペラジン型の代謝物 M1 への代謝が認められた。M1 は KW-2449 の 10 倍

以上の高濃度で検出されたことから、M1への代謝が KW-2449濃度低下の一因と考えられた。

また、M1は FLT3阻害活性を保持していることから、M1が薬効へ寄与することも期待された

が、反復投与により M1の曝露も顕著に減少した。 

KW-2449 は前述の通り、ヒト肝ミクロソーム中で安定な化合物として選抜されたことから、

M1への代謝には Non-CYP代謝酵素が関与していることが推測された。 

 

そこで、本研究では KW-2449 が臨床試験において十分な有効性を示せなかったことの背景

にあるメカニズムを解明し、それにより、類似薬物の開発における問題の解決に資することを

目的とした。 

第 2章では、KW-2449から M1への代謝酵素を同定し、シアン化ナトリウムを用いたトラッ

ピング法を用いて、代謝中間体としてイミニウムイオンが存在することを明らかにした。次い

で、同定した代謝経路について、ヒトの薬物動態を簡便に予測する方法を比較検討した。また、

短半減期の原因と考えられた代謝酵素に対する安定性を高めることで、後続化合物の薬物動態

を改善できることを実証した。 

第 3章では、反復投与により M1の曝露が低下した原因を解明するため、代謝酵素に対する

KW-2449、M1及びイミニウムイオン中間体の阻害能を検討した。また、2章で存在が明らか

となったイミニウムイオン中間体のタンパクへの共有結合能についても毒性発現の点から評価

を行い、イミニウムイオン中間体の酵素阻害能及びタンパク共有結合能について、新たな知見



 

 

 11 

を得た。

 

Figure 3 Signaling pathways activated by FLT388). 
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第 2章 Monoamine oxidase B及び Aldehyde oxidaseによる KW-2449の代謝 

 

第 1節 研究の目的 

 

医薬品の開発において、臨床試験に到達した候補化合物であっても有効性や薬物動態におけ

る問題が明らかとなり最終的に各国の規制当局による承認に至らない確率は高い。このため、

製薬会社では、医薬品開発の成功確率向上を企図して、早期段階からヒトの薬物動態を予測す

るため、種々のスクリーニング法を開発し、候補化合物の選定に利用している。1960 年代か

ら 1990 年代における医薬品開発失敗の原因は、薬物動態に起因するものが最も多く、特に代

謝酵素による急速な代謝は、しばしば薬物の生物学的利用率（Bioavailability）や曝露を低下さ

せ、臨床試験の失敗につながることから、医薬品の代謝安定性は極めて重要である。 

KW-2449 はある種の血液癌で過剰発現及び活性化変異が認められるチロシンキナーゼであ

る FLT3 の阻害を主薬効とする白血病治療薬として開発されていたものの、臨床試験において

十分な FLT3 阻害活性を示すことができず、開発中止となった化合物である。臨床試験におけ

る KW-2449の消失半減期は 3時間前後と、想定よりも短く、FLT3阻害に十分な濃度を維持す

ることができなかった。臨床試験では、オキソピペラジン型の代謝物である M1 が KW-2449

の 10 倍以上の高濃度で検出されたことから、M1 への代謝が KW-2449 の半減期が短かった要

因である可能性が考えられた。 

そこで、本章では、KW-2449 から M1 への代謝に関わる代謝酵素を特定し、その詳細な代

謝経路を明らかにすることを目的とした。KW-2449 は CYP に対して安定な化合物として選抜

されているため、特に Non-CYP 代謝酵素の寄与について検討した。また、Non-CYP 代謝につ

いては、in vivoのクリアランスを予測する方法が確立されていないことから、明らかとなった

薬物代謝経路についてのヒトの薬物動態予測法予測法についても比較検討を行った。 
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第 2節 実験材料及び方法 

 

第 1項 被験物質及び対照物質 

 

KW-2449、代謝物標品（M1-M4）及び代謝安定性を向上させた後続化合物 Compound Aは協和

発酵キリンで合成したものを用いた。14C-KW-2449 は Amersham Biosciences で合成したものを

用いた。 

 

略称 化合物名 

KW-2449 (E)-1-{4-[2-(1H-Indazol-3-yl)vinyl]benzoyl}piperazine 

M1 (E)-1-{4-[2-(1H-Indazol-3-yl)vinyl]benzoyl}piperazine-3-one 

M2 (E)-4-[2-(1H-indazol-3-yl)vinyl]benzoic acid 

M3 (E)-N-(2-aminoethyl)-4-[2-(1H-indazol-3-yl)vinyl]benzamide 

M4 E)-2-{4-[2-(1H-indazol-3-yl)vinyl]benzamido}acetic acid 

Compound A (E)-3-amino-1-{4-[2-(1H-Indazol-3-yl)vinyl]benzoyl}-pyrrolidine 

 

 

 

Figure 4 Chemical structures of KW-2449, its metabolites and successor compound A. 

   *: An asterisk represents the labeled position with 14C. 
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第 2項 In vivo 薬物動態評価 

 

すべての動物実験は「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針（文部科学省）

89)」及び各実施機関における動物実験委員会の基準に従って実施した。 

KW-2449をカニクイザルに静脈内（0.82 mg/kg）及び経口（100 mg/kg）投与し、投与後 5分

から 48 時間まで経時的に採血を行った。KW-2449 を雄性 Sprague-Dawley（SD）ラットに 10 

mg/kg 経口投与し、投与後 3 分から 48 時間まで経時的に採血を行った。サルにおける KW-

2449の代謝物プロファイルを分析するため、14C-KW-2449（8.04 MBq/kg）をカニクイザルに 5 

mg/kg 経口投与し、投与後 30 分に採血を行った。また、サルにおける KW-2449 の M1 への変

換率を算出するため、M1をサルに 2 mg/kg静脈内投与し、投与後 5分から 24時間まで経時的

に採血を行った。後続化合物 Compound A の薬物動態を評価する目的で、Compound A をカニ

クイザルに 1 mg/kg静脈内投与し、投与後 5分から 24時間まで経時的に採血を行った。 

 

第 3項 凍結肝細胞を用いた代謝速度、代謝物プロファイルの検討 

 

ヒト、カニクイザル、イヌ及びラットの凍結肝細胞（Tissue Transformation Technologies社製

又は In Vitro Technologies社製）を 2 × 106 又は 4 × 106 cells/mLになるよう血漿で懸濁し、KW-

2449 又は 14C-KW-2449 を添加して、37°C でインキュベートした。代謝速度を評価する場合、

KW-2449の濃度は 20-2000 ng/mLとし、20分間インキュベーションした。代謝物プロファイル

を評価する場合、14C-KW-2449の濃度は 5又は 50 μmol/Lとし、2-6時間インキュベーションし

た。氷冷したアセトニトリルを添加して反応を停止させ、遠心分離（約 20000 × g、4°C、5 分

間）した上清を検討に用いた。 

 

第 4項 肝ミクロソームを用いた in vitro代謝 

 

KW-2449（5 μmol/L）を 100 μmol/L ethylenediamine tetraacetic acid（EDTA）含有の phosphate 

buffer（100 mmol/L、pH 7.4）に溶解し、NADPH生成系（0.8 mmol/L β-NADP+、8 mmol/L G-6-

P、1 unit/mL G-6-P dehydrogenase and 6 mmol/L MgCl2）存在下、37°Cで 3分間プレインキュベ

ートした。ヒト、カニクイザル又はラット肝ミクロソーム（Sekisui Xenotech 社製）を 0.5 

mg/mL になるよう添加して 37°Cで 1 時間インキュベートした。氷冷したアセトニトリルを添

加して反応を停止させ、遠心分離（約 5000 × g、4°C、5分間）した上清を検討に用いた。 

また、イミニウムイオン型の代謝中間体を捕捉する場合、0.1 mmol/Lになるようシアン化ナ

トリウム（NaCN、和光純薬工業社製）を添加した試料を調製した。 
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第 5項 CYP発現系を用いた in vitro代謝 

 

酵素源として CYP 発現系（CYP1A2、2A6、2C9、2C19、2D6、3A4、0.5 mg/mL、商品名

CYP Supersome、BD Biosciences社製）を用い、0.1 mmol/Lになるよう NaCNを添加して、4項

と同様に反応を行った。 

 

第 6項 S9画分、ミトコンドリア画分を用いた in vitro代謝 

 

KW-2449（5 μmol/L）を 100 μmol/L EDTA含有の phosphate buffer（100 mmol/L、pH 7.4）に

溶解し、37°Cで 3分間プレインキュベートした。ヒト肝 S9画分（Sekisui Xenotech社製）、肝

ミトコンドリア画分（Sekisui Xenotech 社製）、腎ミトコンドリア画分（HAB 研究機構提供の

組織より調製）又は肺ミトコンドリア画分（HAB研究機構提供の組織より調製）を 0.5 mg/mL

になるよう添加して 37°C で 1 時間インキュベートした。氷冷したアセトニトリルを添加して

反応を停止させ、遠心分離（約 5000 × g、4°C、5 分間）した上清を検討に用いた。下表の濃

度になるよう、各阻害剤、イミニウムイオン捕捉剤を添加した試料も調製した。 

 

阻害剤 化合物名 メーカー 最終濃度 

MAO-A阻害剤 Clorgyline90) MP Biomedicals 0.1 μmol/L 

MAO-B阻害剤 Pargyline90) Sigma 10 μmol/L 

XO阻害剤 Alloprinol91) ナカライテスク 100 μmol/L 

AO阻害剤 
Menadione91) ナカライテスク 50 μmol/L 

Anti-AO antibody Thermo Fisher Scientific 20 μg/mL 

イミニウムイオン捕捉剤 NaCN92) 和光純薬工業 0.1 mmol/L 

MAO-A: monoamine oxidase A, MAO-B: monoamine oxidase B, XO: xanthine oxidase, AO: aldehyde oxidase 

Anti-AO antibodyを添加した場合、酵素源の濃度は 0.2 mg/mLとした。 

 

第 7項 MAO発現系を用いた in vitro代謝 

 

酵素源として MAO発現系（MAO-A、MAO-B、Negative control、0.02 mg/mL、商品名 MAO 

Supersome、BD Biosciences社製）を用い、0.1 mmol/Lになるよう NaCNを添加して、6項と同

様に反応を行った。 
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第 8項 MAO発現系＋ヒト肝 cytosol画分を用いた in vitro代謝 

 

KW-2449（5 μmol/L）を 100 μmol/L EDTA含有の phosphate buffer（100 mmol/L、pH 7.4）に

溶解し、37°C で 3 分間プレインキュベートした。MAO 発現系（0.02 mg/mL）及びヒト肝

cytosol画分（0.5 mg/mL）の混合液を添加して 37°Cで 1時間インキュベートした。氷冷したア

セトニトリルを添加して反応を停止させ、遠心分離（約 5000 × g、4°C、5 分間）した上清を

検討に用いた。下表の濃度になるよう、各阻害剤を添加した試料も調製した。 

 

阻害剤 化合物名 メーカー 最終濃度 

MAO-A阻害剤 Clorgyline MP Biomedicals 0.1 μmol/L 

MAO-B阻害剤 Pargyline Sigma 10 μmol/L 

AO阻害剤 
Menadione ナカライテスク 50 μmol/L 

Anti-AO antibody Thermo Fisher Scientific 20 μg/mL 

MAO-A: monoamine oxidase A, MAO-B: monoamine oxidase B, AO: aldehyde oxidase 

Anti-AO antibodyを添加した場合、ヒト肝 cytosol画分の濃度は 0.2 mg/mLとした。 

 

第 9項 LC-MS/MS分析 

 

KW-2449、M1、CN 付加体（CN adduct、イミニウムイオン型の代謝中間体が NaCN により

捕捉されたもの）及び Compound Aの定量は LC-MS/MSを用いて行った。 

 

代表的な LC分析条件を以下に示す 

Liquid chromatograph : Agilent 1100 (Agilent Technologies) 

Auto sampler : HTC PAL (CTC Analytics) 

Analytical column : XTerra RP18, 3.5 μm, 2.1 mm i.d. × 100 mm (Waters) 

Guard column : YMC AS12S05-0102CC (YMC) 

Mobile phase : (A) 10 mmol/L ammonium acetate - acetonitrile (95:5, v/v) 

 (B) 10 mmol/L ammonium acetate - acetonitrile (5:95, v/v) 

Gradient program : Time (min) 0 10 10.1 12 12.1 18 

   Pump B (vol%) 18 46 100 100 18 18 

 (linear gradient)         

Flow rate : 200 μL/min 

Column temperature : Room temperature 

Time program : 0-6 min, 13-18 min, Switching valve position 1 (to waste line)  

   6-13 min, Switching valve position 2 (to MS/MS) 
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代表的な MS/MS分析条件を以下に示す 

Mass spectrometer : API 4000 (Applied Biosystems/MDS SCIEX) 

Ionization mode : Electrospray ionization (ESI), positive 

Scan type : Multiple reaction monitoring (MRM) 

Source temperature : 600°C 

Monitoring ion : KW-2449, m/z 333/247 (Q1/Q3) 

 M1, m/z 347/247 (Q1/Q3) 

 CN adduct, m/z 358/247 (Q1/Q3) 

 Compound A, m/z 333/247 (Q1/Q3)  

 Internal Standard (I.S., methylated KW-2449), 347/261 (Q1/Q3) 

 

代謝物プロファイル及び代謝物の構造解析を実施する際には、上記の条件を基に、Scan type

を Information dependent acquisition（IDA）93)、Precursor ion scan又は Product ion scanモードに

変更して解析を行った。 

 

第 10項 14C-KW-2449を用いた代謝物プロファイル分析 

 

14C-KW-2449 を投与後のサル血漿試料、14C-KW-2449 を添加してインキュベーションした肝

細胞試料は Deepwell Lumaplate-96（PerkinElmer Life and Analytical Sciences社製）に分画し、

各ウェルの放射能を TopCount NXT（PerkinElmer Life and Analytical Sciences社製）で測定

した。 

 

代表的な分取条件を以下に示す 

Liquid 

chromatograph 
: Agilent 1100 (Agilent Technologies) 

Fraction collector : Gilson 222XL 

Analytical column 
: L-column ODS, 3.5 μm, 1.5 mm i.d. × 150 mm 

(Chemicals Evaluation and Research Institute) 

Mobile phase : (A) 10 mmol/L ammonium acetate  

 (B) acetonitrile 

Gradient program : Time (min) 0 10 35 45 45.1 50 50.1 

   Pump B (vol%) 10 18 24 45 95 95 10 

 (linear gradient)         

Flow rate : 300 μL/min 

Column temperature : Room temperature 
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第 11項 薬物動態パラメータの算出 

 

カニクイザル及びラットに KW-2449 を静脈内又は経口投与した時の薬物動態パラメータは

WinNonlin software（Pharsite社製）を用いて算出した。 

 

第 12項 肝クリアランスの予測 

 

肝細胞を用いた代謝実験の結果を用い、ヒト、カニクイザル及びラットの肝固有クリアラン

ス（CLHint）を以下の式に従って予測した 94)。 

 
k: KW-2449 の消失速度（ng/cell/min）、A: 肝臓 1g あたりの肝細胞数（cell/g liver）、B: 体重当たりの肝臓重量(liver 

weight/body weight）、S: KW-2449添加濃度（ng/mL） 

* インキュベーション中、KW-2449濃度は一定と仮定した。 

 

算出された肝固有クリアランスを well-stirred modelを用いてヒト、カニクイザル及びラット

の肝クリアランス（CLH）を予測した 95)。 

 

QH: 肝血流量（ng/cell/min）、RB: 血球移行率（血液/血漿濃度比） 

 

各生理学的パラメータは以下の値を用いた。また、KW-2449 の血球移行率（RB）は 1.26

（ヒト）、1.45（カニクイザル）及び 2.76（ラット）を用いた。 

 

略号 生理学的パラメータ ヒト カニクイザル ラット 

A 
肝細胞 1gあたりの肝細胞数 

（cells/g liver）96) 
120 × 106 120 × 106 120 × 106 

B 
体重当たりの肝臓重量 

（肝臓重量/体重）97) 
0.0257 0.03 0.04 

- 肝臓重量（kg）97) 1.8 0.15 0.01 

- 体重（kg）97) 70 5 0.25 

QH 肝血流量（L/h）97) 87 13.08 0.83 

 

第 13項 ヒト全身クリアランスの予測（In Vitro to In Vivo Extrapolation） 

 

12 項で算出されたヒト及びサル肝クリアランスとサルの in vivo クリアランス（全身クリア

ランス、CLTotal）からヒトの全身クリアランスの予測を行った。臨床試験において、KW-2449

  
S

BAk
)weight body kgmin//mL(CL intH




BintHH

BintHH
H

R/CLQ

R/CLQ
CL





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の消失には肝外代謝の寄与があることが示唆されたため、予測にあたっては、肝外代謝の予測

法として既報がある以下の 2法を比較した。 

 

(A) In vitro to in vivo normalization98) 

サルの全身クリアランス-肝クリアランスの比を用いてヒトの肝クリアランスを補正し、全

身クリアランスを予測した。 

CL Total, Human = CL H, Human × (
CL Total, Monkey

CL H, Monkey
⁄ ) 

 

(B) Allometric scaling for extrahepatic clearance99) 

サルの全身クリアランスと肝クリアランスの差から肝外クリアランス（CL Extrahepatic）を

求め、アロメトリー法を用いてヒトの肝外クリアランスを予測した。体重のべき乗の指数には

ヒトとサルの肝外血流量の比を用いた。 

CL Total, Human = CL H, Human + CL Extrahepatic, Monkey × (
BWHuman

BWMonkey
⁄ )

a

 

CL Extrahepatic, Monkey = CL Total, Monkey − CL H, Monkey 

a = (Cardiac output-Hepatic blood flow) in human / (Cardiac output-Hepatic blood flow) in monkey 

CL Extrahepatic: 肝外クリアランス、BW: Body weight 
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第 3節 結果及び考察 

 

第 1項 カニクイザル及びラットにおける薬物動態 

 

KW-2449投与後のカニクイザル及びラットの血漿中薬物濃度推移を Figure 5に示す。カニク

イザルでは KW-2449の経口及び静脈内投与後、1.26-3.48時間の半減期で消失した。M1の産生

は投与直後から認められ、M1の薬物濃度-時間曲線下面積（AUC）は KW-2449の AUCの 4-6

倍であった（Table 1）。また、M1を静脈内投与した際の AUC比から算出された KW-2449か

ら M1への変換率は 28.3%であり、カニクイザルでは M1への代謝が KW-2449の主要な消失経

路の一つであると考えられた。 

一方、ラットでは M1 の産生は認められず、サルと比較して長い消失半減期を示したことか

ら、KW-2449 の代謝には種差があり、M1 産生の有無が KW-2449 の半減期に影響している可

能性が示唆された。 

 

Table 1 Pharmacokinetic parameters of KW-2449 in human, cynomolgus monkey and rat. 

Test 

Article 

 
Dose KW-2449 

 
M1 

Species (mg/kg)/ AUC t1/2 CLa)  
 

AUC t1/2 

 
Route (ng・h/mL) (h) (L/h/kg) 

 
(ng・h/mL) (h) 

KW-2449 

Humanb) 1, po 821 2.93 3.70 
 

8540 2.65 

Monkey 0.82, iv 108 1.26 5.77 
 

632 3.29 

 
100, po 13600 3.48 - 

 
52700 4.78 

Rat 10, iv 6140 6.22 0.59 
 

- - 

M1 Monkey 2, iv - 5330 - 
 

5330 5.95 

a) CL/F for po and CL for iv, converted as human body weight was 70kg, monkey body weight was 5 kg and rat body weight was 

0.2 kg. 

b) calculated using the data from clinical trial87)  

po: oral administration 

iv: intravenous administration 
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Figure 5 Plasma concentration-time profiles of KW-2449 and M1 in cynomolgus monkey after (A) 

100 mg/kg of KW-2449 oral administration and (B) 0.82 mg/kg of KW-2449 intravenous 

administration, (C) Plasma concentration-time profiles of KW-2449 in rat after 10 mg/kg of 

KW-2449 intravenous administration. 
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第 2項 代謝物構造解析 

 

代謝物の構造解析は LC-MS/MS により、合成標品とマススペクトルを比較することで行っ

た。KW-2449（m/z 333）のプロダクトイオンスペクトル上には主に m/z 247と 219にフラグメ

ントイオンが観測され、これらはそれぞれピペラジン環の脱離とベンゾイル基の開裂に由来す

るものと考えられた（Figure 6A）。M1（m/z 347）のプロダクトイオンスペクトル上には多様

なフラグメントイオンが観測された。m/z 247はピペラジン環の脱離、m/z 290, 319及び 219は

ピペラジン環の開裂、m/z 127はベンゾイル基、m/z 99はオキソピペラジン環に由来するもの

と考えられた（Figure 6B）。M2-M4についても同様に構造解析を実施した（Figure 7A, B, C）。

代謝物構造解析の結果から KW-2449 の主な代謝部位は末端のピペラジン環部分であると推測

された。 

 

 

Figure 6 Mass spectrum of (A) KW-2449 and (B) M1. 
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Figure 7 Mass spectrum of (A) M2, (B) M3 and (C) M4. 
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第 3項 肝細胞中代謝物プロファイル 

 

各動物種の肝細胞中代謝物プロファイルを LC-MS/MS を用いて評価した。ヒト及びカニク

イザルでは M1 が主要な代謝物であり、イヌ及びラット肝細胞中では M1の産生はほとんど認

められなかった。ラット肝細胞中では水酸化体と思われる+16 Da 体が主な代謝物であったが、

イヌ肝細胞ではほとんど代謝活性が認められなかった（Figure 8）。In vivoと同様 KW-2449の

代謝には種差が認められ、代謝プロファイルの観点からはサルが最もヒトに近いと考えられた。 

 

Figure 8 Metabolic profiles after incubation of KW-2449 with various species of hepatocytes. 

 * after 2h incubation with human and cynomolgus monkey hepatocytes and 6 h incubation with dog and rat hepatocytes. 

 

第 4項 14C-KW-2449を用いた代謝物プロファイル検討 

 

代謝物プロファイルをより定量的に比較するため、14C-KW-2449 をヒト及びカニクイザルの

肝細胞に添加して代謝物プロファイルを比較した。また、in vivoにおける代謝物プロファイル

を確認するため、カニクイザルに 14C-KW-2449 を経口投与後の血漿中代謝物プロファイルを

同様に評価した。ヒト、カニクイザルいずれの肝細胞中でも M1 が主要な代謝物であり、他の

代謝物はわずかであった。また、サル血漿中でも M1が主要な代謝物であり、肝細胞中の代謝

物プロファイルは、in vivo の代謝物プロファイルをよく反映していると考えられた（Figure 

9）。 
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Figure 9 Radiochromatograms of 14C-KW-2449 (A) after incubation in human hepatocytes, (B) after 

incubation in cynomolgus monkey hepatocytes, (C) after oral administration to cynomolgus 

monkey. 

 

第 5項 肝ミクロソーム、肝 S9画分の M1産生能 

 

代表的な薬物代謝酵素である CYPs の M1 生成への寄与を評価するため、ヒト肝ミクロソー

ム及び肝 S9 画分（ミクロソーム画分+サイトゾル画分）を用い、NADPH 存在/非存在下で M1

の生成量を評価した。M1 産生は S9 画分中では認められたが、肝ミクロソーム中ではほとん

ど認められず、その活性は S9 画分の 1/10 程度であった。このことから、M1 産生にはサイト

ゾル画分含まれる薬物代謝酵素が関与していることが示唆された。また、M1 産生が NADPH

に依存しなかったことから、M1産生における CYPsの寄与は小さいものと推測された（Figure 

10）。 
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Figure 10 Formation of M1 after incubation of KW-2449 with human liver microsomes and human 

liver S9 

 

第 6項 Aldehyde oxidase及び Monoamine oxidaseの寄与の検討 

 

サイトゾル画分に存在する薬物代謝酵素を調査したところ、Aldehyde oxidase（AO）が窒素

を含むヘテロ環化合物をラクタム型の代謝物に変換する薬物代謝酵素の候補として考えられた。

そこで、M1産生における AOの寄与及び AOの isozymeである Xanthine oxidase（XO）の寄与

を検討した。また、AOはラクタム型の代謝物を生じる際に炭素-窒素原子間の sp2軌道を攻撃

することから 100)、M1産生に AOが寄与していた場合、KW-2449は AOで代謝される前にイミ

ニウムイオン（4 級アミン）型の代謝物に代謝されることが予想された。そこで、CYPs と並

んでイミニウムイオン型の代謝物を与えることが知られている Monoamine oxidase（MAO）の

寄与も同時に検討した 101)。 

M1産生は Clorgyline（MAO-A阻害剤）、Allopurinol（MAO-B阻害剤）添加ではほとんど阻

害されなかったが、Pargyline（MAO-B 阻害剤）、Menadione（AO 阻害剤）添加した場合に顕

著に阻害された（Figure 11）。抗 AO抗体の効果は限定的であったが、抗体原液濃度が低かっ

たため、十分な濃度を添加できなかったことが原因であると考えられた。また、イミニウムイ

オンの捕捉剤として NaCN を添加した場合、M1 の産生が完全に抑制され、代わりにピペラジ

ン環部分にシアノ基が結合した CN 付加体が検出された（Figure 12）。このことから、M1 の

産生には MAO-B 及び AO が関与していると共に、代謝の過程でイミニウムイオンを経ている

ことが強く示唆された。 
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Figure 11 Effects of AO, XO and MAO inhibitors on the formation of M1 after incubation of 

KW-2449 in human liver S9  

Figure 12 MRM chromatograms of M1 and CN adduct after incubation of KW-2449 in human liver S9. 

(a) Formation of M1 in the absence of NaCN, (b) formation of M1 in the presence of NaCN, (c) formation of CN adduct in the 

absence of NaCN, (d) formation of CN adduct in the presence of NaCN. 
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第 7項 イミニウムイオン中間体産生能の種差及び CYPsの寄与 

 

イミニウムイオン中間体産生能の種差を検討するため、MAO-B の酵素源としてヒト、カニ

クイザル、ラットの肝ミクロソームを用い、KW-2449の CN付加体の産生量を指標として比較

を行った。また、CYP 3A4 や 2D6 はしばしばイミニウムイオン型の代謝物を産生することが

知られているため、これら CYP分子種の寄与もヒト CYP発現系を用いて検討した 102,103)。 

ラット肝ミクロソームの CN 付加体の産生能はヒト、サル肝ミクロソームの 1/10 程度であ

り、ラットにおける CN 付加体の代謝能は低いことが示唆された。ラット肝臓の MAO-B 活性

はヒトよりも低く、基質特異性も異なるとの報告があることから、この結果は一般的に知られ

ている MAO-Bの種差と一致しているものと考えられた 104,105)。 

また、ヒト CYP発現系を用いた検討では、いずれの CYP分子種でも CN付加体の産生はほ

とんど認められなかった。このことから KW-2449 からイミニウムイオン代謝への CYPs の寄

与はほとんどないものと考えられた（Figure 13）。 

Figure 13 Formation of CN adduct in various species microsomes and recombinant human CYPs 

  MS: microsomes 

0 50 100 150 
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第 8項 ミトコンドリア画分におけるイミニウムイオン中間体産生能の比較 

 

MAO は一般的にミトコンドリア膜上に発現していることが知られているため、ヒト肝 S9

画分とヒト肝、腎及び肺のミトコンドリア画分を用いて、イミニウムイオン中間体の産生能を

KW-2449の CN付加体の産生量を指標として比較した。 

肝、腎ミトコンドリア画分の CN 付加体産生能は肝 S9 画分の 2-3 倍高い一方で、肺ミトコ

ンドリア画分の CN 付加体産生能は低かった（Figure 14）。この結果は MAO-B のタンパク及

び mRNA の臓器毎の発現分布 106,107,108,109)及び MAO-B 活性の細胞内分布 110)と一致しており、

KW-2449のイミニウムイオンへの代謝に MAO-Bが寄与していることを支持するものと考えら

れた。 

Figure 14 Formation of CN adduct in liver S9 and liver, kidney, lung mitochondria 

 

第 9項 イミニウムイオン中間体産生に対する MAO及び AO阻害剤の影響 

 

KW-2449 を肝 S9 画分中で代謝させ、イミニウムイオン中間体産生に対する MAO 阻害剤、

AO阻害剤の影響を CN付加体の産生量を指標として検討した。CN付加体産生は抗 AO抗体、

Allopurinol（XO 阻害剤）、Clorgyline（MAO-A 阻害剤）では阻害されず、Pargyline（MAO-B

阻害剤）添加した時に顕著に阻害された（Figure 15）。本結果も、KW-2449のイミニウムイオ

ンへの代謝に MAO-Bが寄与していることを支持するものと考えられた。 

Menadione（AO阻害剤）添加でも CN付加体産生が約 60%阻害されたが、抗 AO抗体で全く

阻害が認められておらず、MAO-B による Tyramine 代謝に対する Menadione の Ki 値は 27 

μmol/L と報告されていることから、Menadione の非特異的な酵素阻害により、MAO-B が阻害

されたものと推測された 111,112)。 

 

0 50 100 150 200 250 300 

Liver S9

Liver Mitochondria

Kidney Mitochondria

Lung Mitochondria

CN adduct formation (relative intensity)



 

 

 30 

 

Figure 15 Effects of MAO and AO inhibitors on the formation of CN adduct  

 

第 10項 MAO発現系を用いたイミニウムイオン中間体産生評価 

 

イミニウムイオン中間体産生に寄与する MAO 分子種を特定するため、MAO 発現系中で

KW-2449をインキュベートし、イミニウムイオン中間体産生を CN付加体の産生量を指標とし

て検討した。CN 付加体は MAO-B 発現系のみで検出され、MAO-A 発現系、Negative Control

（発現系母体の昆虫細胞由来のミクロソーム）では全く検出されなかった（Figure 16）。 

 

Figure 16 Formation of CN adduct in recombinant human MAO expression microsomes 
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第 11項 MAO発現系及びヒト肝サイトゾルを用いた M1産生評価 

 

第 10 項までの検討から、KW-2449 は MAO-B によりイミニウムイオン中間体に代謝され、

次いで AOにより M1に酸化されると考えられた（Figure 17）。この代謝経路を確認するため、

MAO 発現系及び AO の供給源としてヒト肝サイトゾル画分を混合し、M1 産生及び、MAO-B

阻害剤、AO阻害剤の影響を評価した。 

M1 産生は MAO-B 発現系とヒト肝サイトゾル画分を混合した場合に顕著に認められ、

MAO-A発現系とヒト肝サイトゾル画分を混合した場合の活性は MAO-B発現系と比較して 1/5

以下であった。M1 産生は Pargyline（MAO-B 阻害剤）、Menadione（AO 阻害剤）を添加した

場合に 90%以上阻害されが、抗 AO 抗体を添加した場合の阻害率は 60%程度であった（Figure 

18）。 

MAO-A 発現系とヒト肝サイトゾル画分を混合した際にも、わずかに M1 の産生が認められ

たが、サイトゾル画分にわずかに存在する MAO-B 活性によるものと考えられた。また、抗

AO 抗体の効果は限定的であったが、十分な濃度を添加できなかったことが原因であると考え

られた。これらの結果から、KW-2449が MAO-B及び AOにより協奏的に M1に代謝されるこ

とが強く示唆された。 
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Figure 17 Proposed metabolic pathway from KW-2449 to M1 
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(A) 

(B)  

Figure 18 Formation of M1 in mixture of recombinant human MAO and human liver cytosol (A), 

Effects of inhibitors on M1 formation (B). 

 

第 12項 ヒトの全身クリアランスの予測 

 

MAO-B は肝臓、腎蔵、肺、骨格筋、血小板等、AO は肝臓、腎蔵、肺、小腸等、多様な臓

器に発現していることが知られていることから 107,108,113)、一般的に薬物が代謝される肝臓以外

での代謝も KW-2449の消失に寄与していることが考えられた。 

そこで、in vitro の代謝実験及び動物実験の結果から、ヒトの全身クリアランスの予測を試

みることとし、in vivo データにはヒトと KW-2449 の薬物動態プロファイルや代謝物プロファ

イルが近いカニクイザルを用いた。 

肝細胞を用いた代謝実験から得られた in vitro の肝クリアランスはヒト（0.741 L/h/kg）とカ

ニクイザル（0.687 L/h/kg）でほぼ同程度であった。肝細胞代謝データをサルの in vivo で補正

した予測されたヒトの全身クリアランスは 6.22 L/h/kg（In vitro to in vivo normalization法）98)、

13.26 L/h/kg（Allometric scaling for extrahepatic clearance法）99)であった（Table 2）。臨床試験に

おけるヒトの見かけの全身クリアランスは 3.70 L/h/kgであり、In vitro to in vivo normalization法

0 1 2 3

MAO-B+cytosol

MAO-A+cytosol

M1 formation

(pmol･min-1･mg cytosol protein-1)

0 20 40 60 80 100 120

Control

Pargyline

Menadione

Anti-AO antibody

M1 formation (% of control)
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では概ね 2倍以内の精度で予測することができた。Allometric scaling for extrahepatic clearance法

ではやや過大評価となったが 4倍程度の精度で予測可能であった。 

 

Table 2 Prediction of total body clearance of KW-2449 in human. 

 in vitro 

 

in vivo 

Species 
CLH,int CLH 

 

Observed 

CLtotal 

Predicted 

CLtotal 

mL/min/kg L/h/kg 
 

L/h/kg L/h/kg L/h/kg 

Rat 18.1 0.352 
 

0.59 
  

Dog NC NC 
 

- 
  

Monkey 22.5 0.687 
 

5.77 
  

Human 38.6 0.741 
 

3.70 6.22 a) 13.26 b) 

a) calculated by in vitro to in vivo normalization 

b) calculated by allometry scaling for extrahepatic clearance 

NC: not calculated (Sufficient metabolic activity in dog hepatocytes was not detected). 

 

第 13項 後続化合物 Compound Aの薬物動態評価 

 

MAO-B及び AOによる代謝が KW-2449の高クリアランスの原因であると推察されたため、

MAO-B 及び AO に対する代謝安定性を高めた化合物の探索を行い、薬物代謝プロファイルの

改善を検討した。Compound Aは KW-2449と同程度のキナーゼ阻害活性を持ちながら、MAO-

B 及び AO による代謝に対して安定な化合物である。Compound A をカニクイザルに 1 mg/kg

静脈内投与後の血漿中薬物濃度推移を Figure 19に示す。Compound Aのカニクイザルにおける

全身クリアランスは 0.47 L/h/kgであり、KW-2449（5.77 L/h/kg）と比較して 1/10以下に低下し、

消失半減期は 8.51時間と KW-2449の消失半減期 1.26時間と比較して長半減期を示した。この

結果から、代謝酵素への安定性を高めることが、化合物の薬物動態プロファイルを改善する上

で有効であることが示された。 
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 (A) 

(B)  

Figure 19 (A) Chemical structure of Compound A, (B) Plasma concentration-time profiles of KW-

2449 and Compound A in cynomolgus monkey after 0.82 mg/kg of KW-2449 or 1 mg/kg 

of Compound A intravenous administration. 
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第 4節 結語 

 

本章では、KW-2449のピペラジン環が MAO-Bによってイミニウム中間体へと代謝され、次

いで AOによりオキソピペラジン型の代謝物（M1）に変換されることを明らかにした。 

 

本章の実験結果は以下のように要約される。 

肝細胞を用いた KW-2449 の代謝物プロファイル解析では、カニクイザルが最もヒトに近い

代謝物プロファイルを示す動物種であり、ヒトとカニクイザルでは M1 が主代謝物であった。

KW-2449の半減期は M1が産生されないラットでは比較的長かったものの、カニクイザルでは

ヒトと同様に短半減期であり、M1 への代謝が短半減期、低曝露の一因であると推測された。

NaCN を用いた代謝中間体のトラップ法を用いて、M1 への代謝中間体としてイミニウムイオ

ンが存在していることを明らかにし、KW-2449が MAO-Bによってイミニウム中間体へと代謝

され、さらに、イミニウムイオン中間体が AOにより M1に代謝されるという M1への代謝経

路を同定した。AOの N-ヘテロ環化合物をラクタム型の代謝物に変換する活性には大きな種差

があることが知られており、その活性は霊長類>>げっ歯類>イヌであることから、ラットやイ

ヌでほとんど M1 が産生されず、ヒト、カニクイザルでは主代謝物であった原因は、AO 活性

の種差が M1産生の種差の一因であると考えられた。 

章の後半では、in vitro のデータをサルの in vivo データで補正することにより、ヒトにおけ

る KW-2449の全身クリアランス予測を試み、2-4倍の実用的精度で予測可能であることを示し

た。明らかにした KW-2449 の代謝機構を根拠として MAO-B 及び AO に対する代謝安定性を

高めた後続化合物である Compound A は KW-2449 に比べ長い半減期を有しており、良好な薬

物動態を示した。 

 

MAO-B 及び AO によるピペラジン環のオキソピペラジンへの協奏的代謝は、ピペラジン環

の代謝機構としては、本研究で初めて同定した。ピペラジン環の代表的な代謝としては N-脱

アルキル化、水酸化、N-酸化、ラクタム化、ピペラジン環の開裂や開環などが知られており

114,115)、ラクタム型に変換された代謝物はニューキノロン系抗菌薬のノルフロキサシンやエノ

キサシンなどで報告されていたものの、代謝酵素及び代謝経路は過去に報告されていなかった

116,117)。これらピペラジン環がラクタム化された代謝物は KW-2449 と同様の代謝機構により生

成している可能性が考えられる。また、ピペラジン環は抗精神病薬であるブスピロン、ネファ

ゾドン、抗菌薬であるレボフロキサシン、ケトコナゾール、性機能改善薬のシルデナフィル

（バイアグラ）、抗癌剤のイマチニブをはじめ、数多くの医薬品に含まれる構造であり 114,118)、

本研究でピペラジン環からオキソピペラジンへの詳細な代謝経路を明らかにしたことは、今後、

ピペラジン環を有する医薬品の代謝経路を検討する上で有用と考えられる。 

また、MAO-B 及び AO が協奏的に作用してラクタム型の代謝物を産生する代謝機構は、合

成麻薬の一種である MPTP（1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine）の代謝以外ではこれ
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まで報告されていないが 101)、N-ヘテロ環化合物からラクタム型の代謝物が生成するという報

告例は多い 115)。今回見いだした MAO-B 及び AO による協奏的な反応機構は、他の N-ヘテロ

環代謝でも重要な代謝経路の一つである可能性が考えられる。 

 

一般的に、代謝経路の途中に化学的に不安定な中間体が存在する場合、中間体を直接検出で

きることはほとんどないため、その構造推定や代謝酵素を同定することは難しい。本章では

KW-2449 のイミニウムイオン中間体を検出するため、シアン化ナトリウムによるトラップ法

を用い、シアン付加体の生成量を指標として代謝酵素の同定を行った。一般にエポキシドやキ

ノンなどの求電子性の反応性代謝物の捕捉にはグルタチオン（GSH）が用いられるが、脂肪族

アミンから生成するイミニウムイオンではシアノイオンのほうが反応性が高い。イミニウムイ

オンは MAOだけでなく CYPや FMOなど他の薬物代謝酵素からも産生される場合もあること

から 119)、本トラップ法はイミニウムイオンが介在する場合の代謝経路の同定に有用であると

考えられる。 

 

Non-CYP は肝臓以外の臓器にも発現している場合が多く、Non-CYP で代謝される薬物の全

身クリアランス（CLTotal）予測法は未だ確立されていない。本章では MAO-B 及び AO が代謝

に関与する場合のヒト全身クリアランスの予測を試みた。MAO は主に細胞内のミトコンドリ

ア画分に、AO はサイトゾル画分に局在していることから、これらの寄与を総合的に検討する

ため、肝細胞での代謝試験から求めた肝クリアランス（CLH）を用い、サルの CLTotalとの比較

によってヒトの CLTotal を予測した。In vitro to in vivo normalization 法では実測値の 2 倍、

Allometric scaling for extrahepatic clearance法では 4倍と、ある程度実用的な精度で予測すること

が可能であった。肝サイトゾル画分や肝 S9 画分、凍結肝細胞を用いて AO で代謝される化合

物の CLTotalを予測した先行研究では、実際の CLTotalを大幅に過少評価（~1/11 程度）してしま

うことが報告されていることから 71)、本研究で用いた手法は、今後さらに多くの化合物で検

証することが必要なものの、医薬品開発早期において簡便な Non-CYP 代謝の評価法となり得

ると考えられる。 

Non-CYP 代謝酵素の発現や活性は、細胞の保存状態や試料採取の過程で大きく変わってし

まう事が多いことから、より精度の高い予測には、ヒトの新鮮肝細胞の使用やマウスの肝臓を

ヒトの肝臓に置き換えたキメラマウス（PXB マウス、Phoenix Bio）の使用が有用である可能

性がある 120,121)。また、Non-CYP 酵素の各臓器での発現量やターンオーバーなどを反映させた

PBPKモデルの確立も今後の検討課題である 122,123)。 

 

ピペラジン環をはじめとする N-ヘテロ環構造は、医薬品開発の場において、しばしば候補

化合物の水溶性や代謝安定性を向上させる目的で導入されている。また、これらの構造は多く

の天然物にも含まれ、多様な生物活性をもつ Drug-Like な構造であるとみなされており、N-ヘ

テロ環を含む医薬品開発は今後も拡大するものと考えられる。本章で明らかにしたピペラジン
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環の代謝経路検討手法や全身クリアランスの予測法は N-ヘテロ環構造を含む医薬品開発にお

いて有用であると考えられる。 
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第 3章 KW-2449のイミニウムイオン中間体による Aldehyde oxidase阻害 

 

第 1節 研究の目的 

 

第 2 章では KW-2449 が MAO-B によってイミニウムイオン中間体に代謝され、次いで AO

によって M1へと変換されることを明らかにした。 

一方、M1は KW-2449の約 1/3程度の FLT3阻害活性を持つため、臨床試験においては、M1

の曝露も FLT3阻害に寄与することが期待されていた。しかしながら、臨床試験において KW-

2449 の血中濃度推移は反復投与（1 日 2 回経投与）で変化しなかったものの、M1 の血中曝露

は反復投与によって顕著に低下し、投与開始から約 2 週間後には初回投与時の約 30%まで低

下した 87)。M1 曝露の低下により、FLT3阻害活性で補正した KW-2449 及び M1 の総濃度が低

下し、十分な FLT3阻害を維持できる時間が短縮したことも、KW-2449が臨床試験において十

分な有効性を示すことができなかった一因であると考えられた（Figure 20）。 

反復投与により M1 の濃度が低下したことから、M1 産生酵素である MAO-B 及び AO の阻

害か M1 代謝酵素の誘導が原因として考えられた。M1 産生酵素である MAO 及び AO は薬物

の代謝のみならず、広範な内因性物質を代謝することが知られており、MAO はセロトニン、

ノルエピネフリン、ドーパミンといった神経伝達物質の代謝に関与し、AO は内因性のアルデ

ヒド化合物や N ヘテロ環化合物の代謝に関与している。そのため、MAO または AO が強く阻

害された場合、予期せぬ薬物相互作用や毒性発現につながる可能性も懸念された。 

本章では、まず KW-2449 の代謝物プロファイルがヒトと類似しているサルを用い、反復投

与よる M1 曝露の低下が酵素阻害であるか、酵素誘導であるかを検討した後、KW-2449 及び

M1の MAO-B、AO阻害能や阻害形式を評価し、臨床試験で M1曝露が低下した原因が代謝酵

素阻害であるかを阻害パラメータから考察した。また、前章で明らかとなった KW-2449 のイ

ミニウムイオン中間体のこれら代謝酵素への阻害作用も併せて評価した。さらに、イミニウム

イオンは一般的に高い求電子反応性を有し、タンパクと共有結合することが知られていること

から 124)、章の後半では KW-2449のタンパクとの共有結合能についても評価した。 
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Figure 20 Total concentrations of KW-2449 and the metabolite M1 in plasma after multiple dosing of 

KW-2449 in Phase 1 trial87). 

M1 concentrations were divided by 3.6 to normalize the inhibitory activity on FLT3. 

Dashed line at 500 nmol/L represents the estimated drug concentration at which FLT3 is 

inhibited by 80%. 
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第 2節 実験材料及び方法 

 

第 1項 被験物質及び対照物質 

 

KW-2449、M1 は協和発酵キリンで合成したものを用いた。 14C-KW-2449 は Amersham 

Biosciencesで合成したものを用いた。 

 

第 2項 動物実験 

 

すべての動物実験は「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針（文部科学省）

89)」及び各実施機関における動物実験委員会の基準に従って実施した。 

KW-2449をカニクイザルに 10 mg/kgで 1日 2回経口投与（計 5回）し、初回、3回目、5回

目投与時の、投与前、投与後 2、4、8、24時間後に採血を行った。 

14C-KW-2449（8.04 MBq/kg）をカニクイザルに 5 mg/kg経口投与し、投与後 30分から 48時

間まで経時的に採血を行った。 

 

第 3項 MAO及び AO活性測定 

 

MAO の活性は kynuramine（MAO 基質、Sigma）を基質として、4-hydroxyquinoline（4-HQ、

kynuramine 代謝物、和光純薬工業社製）の産生量を評価した 125)。AO の活性は phthalazine

（AO 基質、和光純薬工業社製）を基質として phthalazone（phthalazine 代謝物、和光純薬工業

社製）の産生量を評価した（Figure 21）126)。 

Figure 21 Reaction of kynuramine to 4-HQ and reaction of phthalazine to phthalazone 
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第 4項 KW-2449及び M1による MAO阻害活性評価 

 

KW-2449 又は M1 並びに kynuramine を 100 μmol/L EDTA 含有の phosphate buffer（100 

mmol/L、pH 7.4）に溶解し、37°Cで 3分間プレインキュベートした。MAO発現系（MAO-A、

MAO-B、BD Biosciences 社製）を添加し 37°Cで 10 又は 20 分間反応させた。氷冷したアセト

ニトリルを添加して反応を停止させ、Ultrafree MC（日本ミリポア、0.2 μm）を用いて濾過

（約 5000 × g、4°C、5 分間）した反応液を検討に用いた。各阻害剤と基質濃度の組み合わせ

は以下とした。 

 

 
タンパク濃度 

（μg/mL） 

Kynuramine 

（μmol/L） 

KW-2449 or M1 

（μmol/L） 

MAO-A活性測定 0.02  40 0.5, 5, 50 

MAO-B活性測定 0.04 25 0.5, 5, 50 

 

阻害様式及び阻害パラメータを算出する場合には以下の濃度を用いた 

 
タンパク濃度 

（μg/mL） 

Kynuramine 

（μmol/L） 

KW-2449 or M1 

（μmol/L） 

MAO-B活性測定 0.04 10, 20, 40, 80, 200 2, 10, 50 

 

 

第 5項 KW-2449及び M1による AO阻害活性評価 

 

KW-2449又は M1（0.5, 5, 50 μmol/L）並びに phthalazine（2 μmol/L）を 100 μmol/L EDTA含

有の phosphate buffer（50 mmol/L、pH 7.8）に溶解し、37°Cで 3分間プレインキュベートした。

ヒト肝サイトゾル画分（0.2 mg protein/mL）を添加し 37°Cで 10分間反応させた。氷冷したア

セトニトリルを添加して反応を停止させ、Ultrafree MC（日本ミリポア、0.2 μm）を用いて濾

過（約 5000 × g、4°C、5分間）した反応液を検討に用いた。 

 

第 6項 イミニウムイオン中間体による AO阻害活性評価 

 

ヒト肝サイトゾル画分（0.5 mg protein/mL）、MAO-B発現系（0.1、0.25、0.5 mg protein/mL）

及び KW-2449（2.5、5、10 μmol/L）を含む懸濁液（50 mmol phosphate buffer、pH 7.8、100 

μmol/L EDTA）を 37°Cで 0-20分間プレインキュベーションした。phthalazine（2 μmol/L）を添

加し 37°Cで 10分間反応させた（Figure 22）。氷冷したアセトニトリルを添加して反応を停止

させ、遠心分離（約 15000 × g、4°C、5分間）した上清を検討に用いた。 
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Figure 22 Assay procedure for inhibition of AO activity by the iminium ion metabolite produced 

from KW-2449. The iminium ion metabolite was produced from the incubation of KW-

2449 and MAO-B in human liver cytosol (AO source) for 0-20 min and then phthalazine 

was added as a substrate for AO. 

 

第 6項 イミニウムイオン中間体による AO不可逆阻害評価 

 

ヒト肝サイトゾル画分（0.5 mg protein/mL）、MAO-B 発現系（0.5 mg protein/mL）及び KW-

2449（5、10、20 μmol/L）を含む懸濁液（50 mmol phosphate buffer、pH 7.8、100 μmol/L EDTA）

を 37°C で 0-30 分間プレインキュベーションした。プレインキュベーション後の反応液を 20

倍希釈し、phthalazine（20 μmol/L）を添加して 37°Cで 10分間反応させた（Figure 23）。氷冷

したアセトニトリルを添加して反応を停止させ、遠心分離（約 15000 × g、4°C、5 分間）した

上清を検討に用いた。ヒト肝サイトゾルと MAO-B 発現系及び KW-2449 を別々にインキュベ

ーションしたサンプルをコントロールとして調製した（プレインキュベーション時にイミニウ

ムイオン中間体と AOが共存しない条件）。 
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Figure 23 Assay procedure for the evaluation of irreversible inhibition of AO by the iminium ion 

metabolite produced from KW-2449. KW-2449 and MAO-B were preincubated with/without human liver 

cytosol. The preincubation mixture was diluted 20-fold before the determination of AO activity. 

 

第 7項 LC-MS/MS分析 

 

KW-2449、M1の定量は第 2章と同様の条件で行った。 

MAO及び AO活性測定での 4-HQ及び phthalazoneの定量は LC-MS/MSを用いて行った。 

 

代表的な LC分析条件を以下に示す 

Liquid chromatograph : Agilent 1100 (Agilent Technologies) 

Auto sampler : HTC PAL (CTC Analytics) 

Analytical column : XTerra RP18, 3.5 μm, 2.1 mm i.d. × 50 mm (Waters) 

Guard column : Symmetry C18、3.5 μm、2.1 mm i.d. × 10 mm (Waters) 

Mobile phase : (A) 0.1 vol% acetic acid 

 (B) acetonitrile 

Gradient program : Time (min)      0     1       2       3      6      6.1    12.5 

   Pump B (vol%)      5     5      50     80    80      5         5 

 (linear gradient)         

Flow rate : Time (min)     0       7       7.1     11.5    11.6    12.5 

 (μL/min)                  200   200    300      300     200     200 (linear gradient) 

Column temperature : Room temperature 

Time program : 0-2 min, 7-12.5 min, Switching valve position 1 (to waste line)  

   2-7 min, Switching valve position 2 (to MS/MS) 

 

 

preincubation

Determination of

AO activity

Phthalazine
(AO substrate)

・KW-2449
・MAO-B
・Cytosol(AO) incubation

LC/MS/MS

preincubation

・Cytosol(AO)

・KW-2449
・MAO-B

Mix

Formation of iminium ion intermediate

dilution

・Co-incubation condition

・Separate incubation condition
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代表的な MS/MS分析条件を以下に示す 

Mass spectrometer : API 4000 (Applied Biosystems/MDS SCIEX) 

Ionization mode : Electrospray ionization (ESI), positive 

Scan type : Multiple reaction monitoring (MRM) 

Source temperature : 600°C 

Collision energy : 37 eV 

Monitoring ion : 4-HQ, m/z 146/91 (Q1/Q3) 

 Phthalazone, m/z 147/90 (Q1/Q3) 

4-HQを定量する際には phthalazoneを I.S.として添加し、phthalazoneを定量する際には 4-HQを

I.S.として添加した。 

 

第 8項 14C-KW-2449を用いた代謝物プロファイル分析 

 

14C-KW-2449投与後のサル血漿試料の代謝物プロファイル分析は 2章と同様に実施した。 

 

第 9項 MAO-B阻害の速度論的解析 

 

MAO-Bによる kynuramine代謝の Km、Vmax、KW-2449及び M1の MAO-Bの阻害定数（Ki）

の初期値は Lineweaver-burk plotから算出した。求めた初期値を用いて、Dixon plot上でフィッ

ティングを行い、Km、Vmax 及び Ki 値を決定した。フィッティングは WinNonlin Professional

（Pharsight 社製）を用い、競合阻害を前提とした下記の式に従って実施した。フィッティング

は 2 段階で行い、Simplex（Nelder-Mead）アルゴリズムを用いて算出されたパラメータを初期

値として、再度 Gauss-Newton（Levenberg and Hartley）アルゴリズムでフィッティングを行い

各パラメータを求めた。 

[S]+)
K

[I]
+(1K

[S]V
v

i

m

max   

v: MAO-B活性（nmol/min/mg protein）、 I: KW-2449又はM1添加濃度（μmol/L） 

S: kynuramine添加濃度（μmol/L）、Vmax: 最大反応速度（nmol/min/mg protein） 

Km: ミカエリス定数（μmol/L）、Ki: 阻害定数（μmol/L） 

 

第 10項 AO阻害の速度論的解析 

 

AOX 残存活性を自然対数変換した値をプレインキュベーション時間に対してプロットし、

各 KW-2449 濃度における見かけの酵素不活化速度定数（kobs; min-1）を算出した 127)。さらに

KW-2449 濃度（[I]; μmol/L）と[I]/kobs を以下の式を用いて直線回帰し、最大不活化速度定数

（kinact、min-1）及び見かけの阻害定数（Ki,app、μmol/L）の初期値を算出した。 
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inact

app,i

inactobs k

K

k

]I[

k

]I[
  

kobs: 見かけの酵素不活化速度定数（min-1）、kinact: 最大不活化速度定数（min-1） 

I: KW-2449添加濃度（μmol/L）、Ki,app: 見かけの阻害定数（μmol/L） 

 

以降の解析には WinNonlin Professional を用い、以下の式に基づいて各パラメータを非

線形最小二乗法で算出した。フィッティングは 2 段階で行い、Simplex（Nelder-Mead）アル

ゴリズムを用いて算出されたパラメータを初期値として、再度 Gauss-Newton（Levenberg and 

Hartley）アルゴリズムでフィッティングを行い各パラメータを求めた。 

]I[K

]I[k
k

app,i

inact
obs




  

kobs: 見かけの酵素不活化速度定数（min-1）、kinact: 最大不活化速度定数（min-1） 

I: KW-2449添加濃度（μmol/L）、Ki,app: 見かけの阻害定数（μmol/L） 

 

第 11項 14C-KW-2449のタンパクへの不可逆結合 

 

（1）サル血漿との反応 

14C-KW-2449（50 μmol/L、107.5 MBq/L）をサル血漿に添加し、37°Cで 3分間プレインキュベ

ーションした。MAO-B 発現系（0.25 mg protein/mL）またはヒト肝ミクロソーム（1 mg 

protein/mL）を添加し、NADPH生成系存在/非存在下で 37°Cで 6時間インキュベートした。 

 

（2）ヒト血清アルブミンとの反応 

14C-KW-2449（50 μmol/L）をヒト血清アルブミン溶液（1 mg/mL）に添加し、37°Cで 3分間

プレインキュベーションした。MAO-B 発現系（0.25 mg protein/mL）または MAO-B Negative 

Control を添加し、37°C で 1 時間インキュベートした。下表の濃度になるよう、各阻害剤、イ

ミニウムイオン捕捉剤を添加した試料も調製した。 

 

阻害剤 化合物名 メーカー 最終濃度 

MAO-B阻害剤 Pargyline Sigma 20 μmol/L 

イミニウムイオン捕捉剤 NaCN 和光純薬工業 10 mmol/L 

 

（3）ミクロソーム中での反応 

14C-KW-2449（10 μmol/L）にヒト及びサル肝ミクロソームに添加し、NADPH 生成系存在/非存

在下で 37°Cで 1時間インキュベートした。 
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（4）肝細胞中での反応 

14C-KW-2449（10 μmol/L）及び 14C-Compound Aにヒト肝細胞懸濁液（2 × 106 cells/mL）を添

加し、37°Cで 2時間インキュベートした。 

 

 

第 12項 結合放射能の定性分析 

 

11 項で得られた試料に SDS 緩衝液（0.125 mol/L Tris 緩衝液（pH 6.8）、4 w/v% SDS、20 

vol% glycerol、50 μg/mL bromophenol blue）と 2-メルカプトエタノールを 1000 : 63（v/v）の比

で混合したものを等量添加し、95°C で約 4 分間処理して泳動用試料とした。ポリアクリルア

ミドゲル（PAGEL NPU-7.5L、アトー社製）に試料をアプライし、泳動用緩衝液（0.0316 mol/L 

Tris、0.1 w/v% SDS、0.192 mol/L glycine）中、20 mA/枚の定電流で約 75分間泳動した。電気泳

動終了後のゲルを Coomassie brilliant blue R-250（ナカライ社製）で染色後、乾燥させた。乾燥

後のゲルを、imaging plate（IP、富士写真フィルム社製）と密着させ、シールドボックス

（BAS SHB 2040、富士写真フィルム社製）内で 4 日間以上露光させた。露光後の IP を IP 

reader（Bio-Imaging Analyzer IPR 2500、富士写真フィルム社製）で読み取り、放射能の測定を

行った。 

 

第 13項 結合放射能の定量分析 

 

10 項で得られた試料の一部に等量のアセトニトリルを添加して、定量分析用の試料とした。

沈殿したタンパクペレットをメタノールとジエチルエーテルを 3:1 で混合した溶媒で 3 回洗浄

した後、5 w/v% SDS 溶液中 50-60°C でインキュベーションしてペレットを溶解させた。再度

メタノール/ジエチルエーテル混合液を添加してタンパクを沈殿させ、上記の洗浄過程を繰り

返した 128,129)。組織溶解剤 Solvable（PerkinElmer Life and Analytical Sciences社製）を加え、50-

60°C で 6 時間以上インキュベーションして沈殿を完全に溶解させた。液体シンチレーション

カクテル Hionic Fluor（PerkinElmer Life and Analytical Sciences社製）を適量加え、液体シンチ

レーションアナライザーTri-Carb 2700TR（PerkinElmer Life and Analytical Sciences社製）で放射

能を測定した。 
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第 3節 結果及び考察 

 

第 1項 カニクイザルに KW-2449を反復投与した時の KW-2449及び M1の血中濃度推移 

  

カニクイザルに KW-2449を 1日 2回、1 mg/kgの用量で経口投与した時の KW-2449及び M1

の血漿中薬物濃度推移を Figure 24に示す。KW-2449の濃度推移は反復投与によりほとんど変

化しなかった。一方、M1 は初回投与後には KW-2449 の 10 倍以上の濃度で検出されたが、3

回目投与後には 1/10程度まで低下し、5回目投与後にはさらに低下した。カニクイザルでもヒ

トと同様に M1 曝露の低下が認められ、M1 の産生酵素阻害か M1 の代謝酵素誘導が起きてい

る可能性が高いと考えられた。一般に薬物代謝酵素の誘導には数日から数週間かかることが知

られている 130,131)。カニクイザルにおける M1 濃度の低下は投与翌日に認められたことから、

酵素誘導による M1代謝の亢進の可能性は低いと考えられた。 

 

Figure 24 Plasma concentration-time profiles of KW-2449 and M1 after the repeated oral 

administrations of 1 mg/kg KW-2449 to cynomolgus monkeys at the time indicated by 

the arrows. 
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第 2項 KW-2449及び M1による MAO-A、AO阻害活性 

 

KW-2449、M1の MAO-A及び AO活性への影響を Figure 25に示す。MAO-A及び AO活性は

50 μmol/Lの KW-2449または M1存在下でも、コントロールの 80%以上であり、ほとんど阻害

されなかった。臨床試験における初回投与後の KW-2449及び M1の最高濃度はそれぞれ、0.54 

μmol/L and 3.44 μmol/L であることから、ヒトにおいて KW-2449 または M1 が直接 MAO-A、

AO を阻害する可能性は低いと考えられた。MAO-A 及び AO に関しては、追加の速度論的解

析は実施しなかった。 

 

Figure 25 Effects of KW-2449 or M1 concentrations on the activities of MAO-A (A) and AO (B). 

Kynuramine and phthalazine and were used as substrates for MAO-A and AO, respectively. 
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第 3項 KW-2449及び M1による MAO-B阻害 

 

KW-2449、M1の MAO-B活性への影響を Figure 23に示す。MAO-Bは KW-2449及び M1の

濃度依存的に阻害され、50 μmol/L では 50%以上阻害された（Figure 26A）。また、KW-2449

の MAO-B 阻害活性は反応時間には依存しなかった（Figure 26B）。このことから、KW-2449

が MAO-B に代謝される過程で自殺基質として作用し、MAO-B を不可逆的に阻害する可能性

は低いと考えられた。基質（kynuramine）及び阻害剤濃度（KW-2449 or M1）を変化させて検

討した際の Lineweaver-burk plot の交点が Y 軸上であったことから、KW-2449 及び M1 はいず

れも MAO-B を競合的に阻害すると考えられた（Figure 27）。Dixon plot から求めた阻害係数

（Ki）はそれぞれ 8.32 μmol/L、11.5 μmol/Lであった（Figure 28, Table 3）。 

この Ki値は臨床試験における初回投与後の KW-2449及び M1の最高濃度である 0.54 μmol/L 

and 3.44 μmol/Lより低値であった。また、一般的に酵素阻害に寄与すると考えられているのは

血漿タンパクに結合していないフリーの薬物濃度である 132)。KW-2449 及び M1 の血漿中フリ

ー体分率は 0.1 前後であることから、実際の血漿中フリー体濃度は Ki値の 1/10 以下であり、

循環血中に存在する KW-2449及び M1が MAO-Bを阻害する可能性は低いと考えられた。 

一方、経口投与後の門脈中薬物濃度は循環血中の薬物濃度より高くなる場合があり、経口投

与後の吸収過程において門脈中の KW-2449 濃度が Ki値よりも高くなり、肝臓中の MAO-B が

阻害された可能性は否定できない 133)。しかしながら、MAO-Bは肝臓、腎蔵、肺、骨格筋、血

小板をはじめとした広範な臓器に発現している。さらに、第 2章での全身クリアランスの予測

検討から KW-2449 の代謝には肝外代謝の寄与が大きいことも示唆されている。このため、肝

臓内の MAO-B阻害により、KW-2449及び M1の薬物動態に影響が出る可能性は否定できない

が、その可能性は限定的であると推測される。ヒト及びカニクイザルの反復投与試験では M1

の曝露は 1/10 程度まで低下していることから、MAO-B 阻害が M1 曝露低下の主因である可能

性は低いと考えられた。 

 

Table 3 Kinetic parameters for the effects of KW-2449 and KF90693 on MAO-B 

activities. 

 

Ki Km Vmax 

Compound (μmol/L) (μmol/L) (nmol/min/mg protein) 

KW-2449 8.32 34.4 49.6 

M1 11.5 29.1 39.8 
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Figure 26 (A) Effects of KW-2449 or M1 concentrations on the activities of MAO-B.  

(B) Incubation time did not affect on the MAO-B activity at various concentrations of KW-

2449. 
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Figure 27 Lineweaver-burk plots for MAO-B activity against KW-2449 (A) or M1 (B). 
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Figure 28 Dixon plots for MAO-B activity against KW-2449 (A) or M1 (B). 
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第 4項 KW-2449のイミニウム中間体による AO阻害 

 

第 2 章において存在を明らかにした KW-2449 のイミニウムイオン中間体による AO の阻害

活性を検討するため、プレインキュベーション法を採用した 134)。ヒト肝サイトゾルを KW-

2449 及び MAO-B 共存下でプレインキュベーションし、AO 活性の変化を検討した。AO 活性

は、プレインキュベーション時間依存的に減少し、添加した KW-2449、MAO-B 濃度とも比例

していた（Figure 29）。この結果より、KW-2449の代謝中間体であるイミニウムイオン中間体

が AO活性を阻害することが示唆された。 

プレインキュベーション法は不可逆阻害を検出する簡便な手法であり、医薬品開発では広く

用いられているが、プレインキュベーション中に生成する代謝物が強い競合結合を有する場合、

不可逆阻害と競合阻害を区別することが難しい。また、イミニウムイオン型の化合物はしばし

ば AOの基質となり、かつ競合阻害剤として働くことが知られている 135)。 

そこで、イミニウムイオン中間体による AO不可逆阻害と競合阻害の寄与を分離するため、

プレインキュベーション＋希釈法を採用した 136,137)。この方法では、プレインキュベーション

時の KW-2449 及び MAO-B を高めることで不可逆阻害を最大化し、反応液を希釈した後に高

濃度の基質存在下で AO活性を測定することで競合阻害の影響を最小化することができる。本

条件下でも AO活性はプレインキュベーション時間依存的に低下した。一方、プレインキュベ

ーション時に AOとイミニウムイオンが共存しないよう別々にインキュベーションした場合に

は AO活性は阻害されなかったことから、イミニウムイオン中間体による AO阻害は不可逆阻

害であることが強く示唆された（Figure 30）。 

見かけの不活化速度定数を KW-2449 濃度に対してプロットして得られた最大不活化速度定

数（kinact）及び見かけの阻害定数（Ki,app）はそれぞれ 0.111 min-1 及び 11.8 μmol/L であった

（Figure 31, Table 4）。これら阻害パラメータの値は furafylline（CYP1A2 に対する Ki,app: 23 

μmol/L、kinact: 0.87 min-1）や erythromycin（CYP3A4に対する Ki,app: 8.82 μmol/L、kinact: 0.120 min-1）

等、過去にヒトにおいて不可逆阻害を起こすことが報告されている化合物に匹敵する値であり

138,139)、KW-2449 は in vivo においても AO の不可逆阻害を起こす可能性が高いと考えられた。

本項の最後に検討により明らかとなった KW-2449、M1 及びイミニウム中間体の代謝酵素阻害

の概略図を Figure 32に示す。 

 

 

Table 4 Parameters for inhibition of AO activity by KW-2449 in the 

presence of MAO-B. 

kinact (min-1) 0.111 

Ki,app  (µmol/L) 11.8 
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Figure 29 Inhibition of AO activity by the iminium ion metabolite produced from KW-2449. The 

iminium ion metabolite was produced from the incubation of KW-2449 and MAO-B in 

human liver cytosol (AO source) for 0-20 min and then phthalazine was added as a 

substrate for AO. (A) Effects of MAO-B Supersomes concentration in the presence of 10 

μmol/L of KW-2449. (B) Effects of KW-2449 concentration in the presence of 0.25 

mg/mL of MAO-B Supersomes. 
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Figure 30 Evaluation of irreversible inhibition of AO by the iminium ion metabolite of KW-2449 

catalyzed by MAO-B. (A) Co-incubation condition: KW-2449 and MAO-B Supersomes 

were preincubated with human liver cytosol. (B) Separate incubation condition: KW-2449 

and MAO-B Supersomes were preincubated separately from human liver cytosol. 
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Figure 31 Plot of observed rate of enzyme inactivation against KW-2449 concentration. 

 

 

 

Figure 32 Metabolic pathway of KW-2449 and inhibitory effects of KW-2449, M1 and the iminium 

ion metabolite on their metabolizing enzymes. 
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第 5項 KW-2449のイミニウムイオン中間体によるタンパクへの不可逆結合 

 

第 4 項で KW-2449 のイミニウムイオン中間体が AO を不可逆阻害したことから、イミニウ

ムイオン中間体が AO以外の内因性タンパクとも共有結合する可能性が考えられた。 

サルに 14C-KW-2449 を経口投与した際の血漿中代謝物プロファイル及び、血漿をアセトニ

トリルで除タンパクした時に、上清に回収された放射能の割合を Table 5 に示す。2 章での検

討同様、サル血漿中では M1 が主代謝物であったが、除タンパク上清へ回収される放射能の割

合は時間依存的に低下し、投与後 30分では 83.4%であったが、4時間では 51.5%になり、24時

間以降は 10%以下まで低下した。回収される放射能量の低下により、投与後 24 時間以降の代

謝物プロファイルは解析できなかった。この結果から、投与後 24 時間では投与された放射能

の大半が沈殿したタンパクペレット側に存在しており、KW-2449 が血漿タンパクと不可逆的

に結合したことが示唆された。 

14C-KW-2449 を種々酵素源存在下、サル血漿と反応させた際の Radioluminograph を Figure 

33A に示す。放射能はアルブミンを中心とする血漿タンパクの泳動位置に存在しており、

MAO-B または肝ミクロソーム存在下で 14C-KW-2449 がタンパクに不可逆結合したことが示唆

された。アルブミンは本来の分子量よりやや低分子量側に泳動された。この明確な原因は特定

できなかったものの 14C-KW-2449 がアルブミンに結合したことにより、泳動プロファイルに

変化が生じたためと推測された。また、結合放射能は NADPHの存在に依存しなかったことか

ら不可逆結合への CYPの寄与はほとんどないものと推測された。 

不可逆結合のメカニズムをより詳細に検討するため、ヒトアルブミンをターゲットタンパク

として MAO-B 存在下、pargyline（MAO-B 阻害剤）、NaCN（イミニウムイオン捕捉剤）を添

加して、14C-KW-2449 と反応させた。放射能は MAO-B 存在下でヒトアルブミンと強く結合し

たが、pargyline 及び NaCN 添加によりそれぞれ 7.6%及び 0.1%まで減少した（Figure 33B、

Table 6）。以上より、14C-KW-2449 の血漿タンパクとの共有結合も、MAO-B により代謝され

るイミニウムイオン中間体により引き起こされることが明らかとなった。 

薬物によるタンパクとの共有結合は、薬物の免疫原性を亢進させ、Idiosyncratic な毒性（特

異体質性薬物毒性）発現の原因になることが報告されている 46,47)。そこで、既報のスクリーニ

ング法を用いて 14C-KW-2449 の不可逆結合による毒性発現リスクを評価した 140)。算出された

1 時間あたりの肝ミクロソームへの 14C-KW-2449 の不可逆結合量は 110-163 pmol/h/mg 

microsomal protein であり、Merck 社から報告されているカットオフ値である 50 pmol/h/mg 

microsomal proteinを上回っていた。さらに、後続化合物 Compound Aとのタンパクへの共有結

合量を肝細胞を用いて比較したところ、14C-Compound Aの共有結合量は 14C-KW-2449の 1/4以

下であり、タンパクとの共有結合量の低下に関しても MAO-B 及び AO への代謝安定性を高め

ることが有効であると示唆された。 
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Table 5 Metabolite profiles of KW-2449 after oral administration of 14C-KW-2449 to cynomolgus 

monkeys 

  
Time (h) 

  
0.5 4 24 168 

Plasma concentration (ng eq./mL) 284.8 2064.9 640.0 177.5 

% of radioactivity in the supernatant fraction 

after deproteinization a) 
83.4 51.5 6.5 <2.5 

Metabolite 

Profile (%) b) 

KW-2449 7.33 1.80 NA NA 

M1 42.22 34.39 NA NA 

M2 8.75 15.63 NA NA 

M3 ND 2.18 NA NA 

M4 1.61 1.91 NA NA 

Other Metabolites 8.44 8.62 NA NA 

a): Radioactivity in the supernatant fraction after deprotenization / Total radioactivity in plasma × 100 

b): Metabolite profiles in the supernatant fraction 

ND: not detected 

NA: not applicable 

 

Table 6 Irreversible binding of radioactivity to human serum albumin after incubation of 14C-

KW-2449 with MAO-B Supersomes. 

  
Binding radioactivity 

  

pmol/min/mg  

MAO-B protein 
% 

Human Control 31.9 100 

Serum + Pargyline 2.43 7.6 

Albumin + NaCN 0.031 0.1 
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Figure 33 Radioluminograms of 14C-KW-2449.  

 (A) 14C-KW-2449 was incubated in cynomolgus monkey plasma with MAO-B 

Supersomes or human liver micrsomes.  

Lane 1: Molecular marker (220, 97, 66, 45, 3 0 and 20.1 kDa in descending order).  

Lane 2: MAO-B Supersomes and human liver microsomes in the absence of NADPH. 

Lane 3: Human liver microsomes in the presence of NADPH.  

Lane 4: Human liver microsomes in the absence of NADPH.  

 (B) 14C-KW-2449 was incubated in the mixture of human serum albumin and MAO-B 

Supersomes.  

Lane 1: MAO-B Supersomes.  

Lane 2: MAO-B Supersomes and pargyline (MAO-B inhibitor).  

Lane 3: MAO-B Supersomes and NaCN (Iminium ion trapping reagent). 

Lane4: MAO-B Negative control. 
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Table 7 Irreversible binding of radioactivity to microsomal proteins after incubation of 14C-KW-

2449 with liver microsomes. 

Species NADPH Binding radioactivity 

  
(pmol eq./mg microsomal protein) 

Human + 110 

 
- 130 

Monkey + 163 

 
- 133 

 

Table 8 Irreversible binding of radioactivity to human hepatocytes after incubation of 14C-KW-

2449 or 14C-Compound A. 

 

% of Added radioactivity 

KW-2449 2.3 

Compound A 0.6 
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第 4節 結語 

 

本章では、MAO-Bにより産生される KW-2449のイミニウムイオン中間体が AOを不可逆阻

害し、同時に血中タンパクに不可逆結合を起こすことを明らかにした。 

 

本章の実験結果は以下のように要約される。 

ヒトと類似した代謝物プロファイルを持つカニクイザルに KW-2449 を反復投与したところ、

サルでもヒトと同様に M1濃度が顕著に低下した。サルにおける M1 濃度の低下は投与翌日に

は生じたことから、M1 濃度低下の原因として、M1 産生酵素（MAO-B 及び AO）の阻害が推

測された。KW-2449 及び M1 のこれら代謝酵素への阻害能を検討し、KW-2449 及び M1 が

MAO-B を競合阻害することを見いだしたが、その Ki値は臨床における KW-2449 及び M1 濃

度よりも十分低く、臨床において MAO-B 阻害が生じる可能性は低いと考えられた。次いでイ

ミニウムイオン中間体の代謝酵素阻害能について検討し、イミニウムイオン中間体が AOを不

可逆的に阻害することを見いだした。その阻害パラメータは臨床で CYP を不可逆的に阻害す

ることが知られている他の阻害剤に匹敵する値であった。イミニウムイオン中間体が AOを不

可逆阻害し、高い反応性を有していることが示唆されたため、章の後半では、毒性との関連が

懸念されるタンパクへ共有結合能を評価した。サルに 14C-KW-2449 を経口投与したところ、

放射能の除タンパク血漿上清への回収率は時間依存的に低下し、14C-KW-2449 由来の放射能が

血漿中タンパクに共有結合していることが強く示唆された。MAO-B 阻害剤及びイミニウムイ

オン捕捉剤による in vitro 検討から、イミニウムイオン中間体がタンパクとの共有結合を起こ

していることを明らかにした。 

 

代謝酵素が不可逆的に阻害される場合は、可逆的阻害とは異なり、薬物が消失した後も長く

影響が残るため、重篤な副作用を引き起こす危険性が高い。不可逆阻害の実際の影響は阻害剤

の阻害パラメータに加えて阻害される酵素の分解速度定数（kdeg、ターンオーバー）にも左右

されるため定量的に判断することは難しいが、本研究で見いだされた AOの不可逆阻害パラメ

ータについて、その影響を概算した。 

各国の規制当局から発出されているガイドラインでは下記の式で算出される R値が 1.1又は

1.25 を超える場合には、薬物相互作用の懸念があるとして、臨床薬物相互作用試験の実施を検

討するよう求められている 141,142)。信頼できる AOの kdeg値は知られていないものの、CYP3A4

で報告されている 0.00033 min−1を使用した場合 143)、KW-2449の R値は 15.7とカットオフ値の

1.1 又は 1.25 を大きく超えたことから、in vivo でもイミニウムイオン中間体が AO を阻害する

可能性は高く、AO の不可逆阻害が臨床試験で M1 の曝露が低下した主因であると考えられた。 

 



 

 

 63 

deg

degobs

k

kk
R


 ,      

]I[K

]I[k
k

i

inact
obs




  

kobs: 見かけの酵素不活化速度定数（min-1）、kinact: 最大不活化速度定数（min-1） 

I:  臨床での KW-2449の最高血中濃度（μmol/L）、Ki,: 阻害定数（μmol/L）, kdeg: 酵素の分解速度定数（min-1） 

 

なお、本研究では、イミニウムイオン中間体を直接定量することはできなかったため、AO

の不可逆阻害パラメータは添加した KW-2449 濃度を元に、見かけの阻害定数として算出した。

試験系内のイミニウムイオン濃度は KW-2449 よりも低いと考えられるため、実際のイミニウ

ムイオン中間体の阻害定数はさらに強いことが予想される。正確な阻害定数を見積もることは

今後の課題であるが、KW-2449 のイミニウムイオン中間体は不安定であり、試験系内のイミ

ニウムイオン濃度を制御することは困難であった。KW-2449 のシアン付加体を合成し、Ag+イ

オンを添加することで人工的にイミニウムイオン中間体を発生させ、パラメータを算出できる

可能性がある 144)。 

近年、上市薬の AO阻害活性が網羅的に評価され、ラロキシフェン（IC50 = 2.9 nmol/L）、ペ

ルフェナジン（IC50 = 33 nmol/L）、チオリダジン（IC50 = 160 nmol/L）などが強い AO阻害活

性を有することが報告されている 126)。しかしながら、臨床用量を考慮すると、これらの医薬

品が臨床で AO阻害を起こす可能性は低い。また、シメチジンを併用した場合にザレプロンの

血中濃度が数十%増加することを除き、臨床で AO 阻害に起因する薬物相互作用は報告されて

いない 145,146)。このことから、KW-2449は臨床用量付近おいて in vivoで強力な AO阻害を起こ

す希少な化合物であると考えられた。今後、AO を介した薬物相互作用試験等の陽性対照物質

として有効利用されることが期待される。 

 

本章では、KW-2449 のイミニウムイオン中間体による AO 不可逆阻害を選択的に検出する

ため、プレインキュベーション法に加え希釈法を検討した。通常、代謝酵素の不可逆阻害能の

検出にはプレインキュベーション法が用いられ、プレインキュベーションにより阻害が増強し

た場合、不可逆阻害ありと判定する。しかしながらこの方法では、代謝物が競合阻害活性を有

していた場合、代謝物の影響を受けやすく、競合阻害と不可逆阻害の影響を区別しにくい場合

がある。 

競合阻害による阻害率は以下の式で表すことができる。また、AO による phthalazine 代謝の

Km 値は 2.6 μmol/L である 126)。ここで、本章で用いたプレインキュベーション法（[S] = 2 

μmol/L）と希釈法（[S] = 20 μmol/L）の条件下、プレインキュベーション時のイミニウムイオ

ンの濃度を 1 μmol/L と仮定して、50%阻害を起こす阻害剤の Ki を求めると、それぞれ 0.56 

μmol/L、0.0057 μmol/L と算出された。希釈法ではプレインキュベーション後の反応液を希釈

すると共に過剰量の基質存在下で酵素活性を測定することで競合阻害の影響を 1/100 程度に低

減しており、化合物の不可逆阻害能を選択的に検出する分析系として優れていると考えられた。 
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Km: ミカエリス定数（μmol/L）、S: 基質濃度（μmol/L）I:  阻害剤濃度（μmol/L）、Ki,: 阻害定数（μmol/L） 

 

本章の検討により、KW-2449 のイミニウムイオン中間体が高い反応性を有しており、AO の

阻害のみならず、タンパクとの共有結合も引き起こすことが明らかとなった。近年、薬物とタ

ンパクとの共有結合は Idiosyncratic な毒性を引き起こす原因の一つと考えられ、医薬品開発に

おいて注意が払われている。タンパク結合による毒性発現のメカニズムは十分明らかとなって

いないが、内因性タンパク機能が阻害されることによる直接的な毒性や 薬物が結合したこと

でタンパクの免疫原性が亢進し、アナフィラキシーを含む免疫反応を惹起することなどが考え

られている。Idiosyncratic な毒性発現を非臨床試験から予測することは極めて困難であるが、

過去に Idiosyncratic な毒性が認められた化合物を用いた評価から、毒性発現とタンパク結合量

にはある程度相関があることが知られている。Merck 社は肝ミクロソームタンパクへの結合量

50 pmol/h/mg microsomal proteinを毒性発現リスクの閾値として報告しており、KW-2449の結合

量はこの値を超えていた。また、KW-2449が MAO-Bで代謝されることを考慮すると、全身で

のタンパクとの結合量はミクロソームでの検討よりもさらに増えることが予想された。 

KW-2449 の臨床試験では、KW-2449 は良好な忍容性を示し、顕著な毒性は認められなかっ

たものの、本章で検討したイミニウムイオン中間体とタンパクとの共有結合の結果から、

Idiosyncratic な毒性発現のリスクを有していたことが示唆される。MAO-B への代謝安定性を向

上させた Compound Aでは共有結合量が顕著に低下したことから、代謝安定性の向上が薬物動

態の改善のみならず、安全性の観点からも有効であることが示された。 

 

最後に本章の検討で明らかとなったイミニウムイオン中間体による作用の概略図を Figure 

34 に示す。KW-2449 のイミニウムイオン中間体による AO 阻害は、薬理活性を保持した M1

の血中濃度低下を引き起こし、これにより FLT3の阻害率が低下し、KW-2449が臨床試験で有

効性を示せなかった一因になったと考えられた。また、AO 阻害はイミニウムイオン中間体の

M1への変換率（解毒）も低下させ、タンパクへの共有結合を増加させたと考えられる。 
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Figure 34 Overall influence of the iminium ion intermediate of KW-2449 
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第 4章 総括 

 

本研究では、白血病治療薬候補物質として開発されていた新規キナーゼ阻害剤 KW-2449 が

臨床試験で十分な有効性を示せなかったことを受け、その要因であると推定された KW-2449

から M1 への代謝経路及び代謝酵素の阻害機構について解明した。また、研究の過程で明らか

となった Non-CYP 酵素による代謝は、CYP 代謝と異なり、種差や個体差の情報、その評価方

法についての知見が十分定まっていないことから、ヒトの動態予測法や薬物相互作用予測法な

どの種々評価法の検討を行った。 

第 2 章では KW-2449 が臨床試験で速やかに M1 に代謝され、血中濃度が低下した原因を解

明するために、KW-2449から M1への代謝経路を検討した。KW-2449が MAO-Bによりイミニ

ウムイオン中間体へと代謝され、次いでイミニウム中間体が AOにより M1へと代謝されると

いう MAO-B 及び AO による協奏的な代謝機構を同定した。ラットやイヌで M1の産生が認め

られなかった原因は、AO の N-ヘテロ環化合物の代謝能の種差にあると考えられた。また、

MAO-B 及び AO による肝臓外での代謝の寄与を評価するため、ヒトの薬物動態予測法を比較

検討し、肝細胞の代謝データをサルの in vivo データで補正することで、実用的精度で予測で

きることを実証した。 

第 3章では、薬理学的に活性を有する M1の曝露が、KW-2449の反復投与により顕著に低下

した原因を解明するため、KW-2449 から M1 への代謝酵素の阻害能を解析した。KW-2449 及

び M1 は MAO-B の活性を競合阻害したが、その阻害活性は弱く、臨床で MAO-B 阻害は生じ

ないと考えられた。一方、KW-2449 のイミニウム中間体は AO を不可逆的に阻害し、その阻

害パラメータ解析から、臨床試験及びサルで M1 濃度が低下した原因であると推測された。イ

ミニウムイオン中間体が AOを不可逆阻害したことから、イミニウムイオン中間体の化学的反

応性についても検討し、イミニウムイオン中間体が内因性タンパクと共有結合することを明ら

かにした。 

第 2章、3章の結果から、KW-2449が臨床試験において十分な薬効を示せなかった原因は、

MAO-B 及び AO による協奏的な代謝にあると推定された。これはピペラジン環の代謝経路と

しては本研究で初めて明らかにした機構である。すなわち、KW-2449が速やかに M1に代謝さ

れることで KW-2449 の濃度が低下し、次いでイミニウムイオン中間体による AO 阻害のため、

薬理作用を保持している M1 の濃度も低下したと考えられた。また、イミニウムイオン中間体

によるタンパクとの共有結合は、臨床試験において毒性発現の危険性を有していたと示唆され

た。 

このように、CYP の代謝安定性を指標に化合物を選択する場合、Non-CYP 代謝を見落とす

ことがあり、薬物動態や安全性上の問題につながる可能性がある。KW-2449 で認められた薬

物動態上の問題点を改善するため、後続化合物として、MAO-B 及び AO による代謝に対する

安定性を高めた Compound A が合成された。その結果、Compound A は薬物動態プロファイル、

タンパクとの共有結合量とも KW-2449 に比べて改善した。このことから、医薬品候補化合物
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が Non-CYP 酵素による想定外の代謝を受けた場合においても、その代謝経路を特定し、代謝

安定性を高めることは、より優れた化合物を創出する上で有効な戦略であることが示された。 

 

近年、通常の代謝酵素である CYP 代謝を制御し回避するための医薬候補物質の開発方法論

が進歩したが、その反面、候補物質が MAO や AO のような Non-CYP 代謝酵素により代謝を

受けるという事例の報告が増加している。また、これら酵素により産生された反応性中間体に

より、毒性が惹起されることも多い。本研究で検討したヒトの全身クリアランスの予測法や、

反応性中間体のシアンによる補足法、反応性中間体による代謝酵素の不可逆阻害検討法などは、

今後の医薬品研究において、Non-CYP 代謝や反応性中間体が介在する場合に、その影響を精

査する有用な手法となり得ると期待される。 

また、本研究で対象とした KW-2449 に含まれるピペラジン環をはじめとする N-ヘテロ環構

造は、開発中の他の多くの医薬品にも含まれる構造であり、化合物の親水性向上等の目的で医

薬品に導入されることも多い。本研究で明らかにした MAO-B 及び AO による協奏的代謝経路

は、N-ヘテロ環化合物の代謝経路を検討する上で有用であると考えられる。本研究で得られた

知見は、医薬品の安全性確保と有効性確保の両方の観点から、今後の医薬品開発において、さ

らに活用し得るものと期待される。 
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