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略語 

ACE   angiotensin converting enzyme、 

アンジオテンシン変換酵素 

AI   angiotensin I、アンジオテンシン I 

AII   angiotensin II、アンジオテンシン II 

ARB   angiotensin receptor blocker、 

アンジオテンシン受容体ブロッカー 

AT1   angiotensin II type 1 receptor、 

アンジオテンシン 1型受容体 

AQC   6-aminoquinoryl carbamate 

CID   collision-induced dissociation、衝突誘起解離 

DAO   diamine oxidase、ジアミン酸化酵素 

DNMT  DNA methyltransferase、 

DNAメチル基転移酵素 

DR   drug repositioning、ドラッグリポジショニング 

hAG   human angiotensinogen、 

ヒトアンジオテンシノーゲン 

HDC   histidine decarboxylase、ヒスチジン脱炭酸酵素 



 2 

HDP   hypertensive disorders of pregnancy、 

妊娠高血圧症候群 

Hdz   Hydralazine、ヒドララジン 

HNMT  histamine N-methyl transferase、 

ヒスタミン N メチル基転移酵素 

HPLC   high performance liquid chromatography、 

   高速液体クロマトグラフィー 

hRN   human renin、ヒトレニン 

IUGR   intrauterine growth restriction、 

子宮内胎児発育遅延 

iPS細胞  induced pluripotent stem cells、 

人工多能性幹細胞 

LC-MS/MS  liquid chromatography tandem 

mass spectrometer、 

液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析計 

LSD1   lysine specific demethylase 1、 

リジン特異的脱メチル化酵素 

MALDI-QIT-TOF/MS  

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization- 
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Quadrupole Ion Trap- Time-of-Flight Mass 

Spectrometer、 

   レーザーイオン化四重極イオントラップ飛行時間型 

質量分析装置 

MAO   monoamine oxidase、モノアミン酸化酵素 

m/z   mass-to-charge ratio、質量電荷比 

Olm   olmesartan、オルメサルタン 

PAH   pregnancy-associated hypertension 

RAS   renin-angiotensin system、 

レニン・アンジオテンシン系 

SAM   S-adenosylmethionine、S-アデノシルメチオニン 

SSAO   semicarbazide-sensitive amine oxidase、 

   セミカルバジド感受性アミンオキシダーゼ 

TCP   tranylcypromine、トラニルシプロミン 

UPLC   ultra performance liquid chromatography 

VAP-1   vascular adhesion protein-1、血管接着因子 1 
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第一章 序論 
 

血管拡張薬として古くから高血圧の治療に用いられているヒドラ

ラジン（Hdz）は、特に全妊婦の約 8％を占め、妊娠後期の母体高血

圧とタンパク尿を主病態とする妊娠高血圧症治療の第一選択薬とし

て広く使用されている。しかしその一方で、頭痛や悪心、嘔吐、頻脈

などの副作用が報告され、降圧作用を示すメカニズムと共に、副作用

の原因となる機構も詳細には分かっていない。 

当研究室ではこれまでに、妊娠高血圧モデルマウス（PAHマウス）

を用いた研究において、血圧の上昇に伴い体内濃度が上昇し、Hdzま

たはアンジオテンシン受容体阻害薬オルメサルタン（Olm）の投与に

より、血圧低下と共に正常妊娠マウスと同レベルまで減少する物質

としてエタノールアミンを同定した（3）。そこで本研究では、Hdz投

与時にのみ変化する物質を探索することで、Hdz の作用メカニズム

を解析できるのではないかと考え、Hdz 投与特異的に血圧低下と連

動して量的変化を示す物質の探索を目的として研究を開始した。 

 薬剤非投与或いは Hdz、Olm 投与の組み合わせで、妊娠 19 日目

の PAH マウスから母獣血漿を採材し、HPLC 分析を行ったところ、

Hdz 投与時のみ増加するピークを検出した。この物質を単離し、
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MALDI-QIT-TOF/MS 分析による分子量測定並びに構造解析を行っ

た結果、本物質がヒスタミンの代謝産物である tele-メチルヒスタミ

ン（tHM）であることが判明した。Hdz の投与では、ヒスタミンの

明らかな減少が認められなかったことから、tHMの増加は生成の亢

進ではなく、代謝の抑制が原因であることが予想された。tHMはモ

ノアミンオキシダーゼ-B（MAO-B）による-アミノ基の酸化的脱ア

ミノ化を通して代謝される。 

そこで、tHM を基質とした MAO-B 活性に対する tHM の影響を

調べる目的で、既知の MAO-A/B の阻害剤であるトラニルシプロミ

ン（TCP）をコントロールとして、酵素反応阻害実験を行った。その

結果、Hdz は tHM を基質とした MAO-B 反応を in vitro で抑制し

たことから、PAH マウスへの Hdz 投与による tHM の増加が、in 

vivoでのMAO-B活性阻害に起因する可能性が示唆された。 

 ところでMAOは、補酵素として FADを要求する酸化還元酵素で

あるが、同様な FAD依存性酵素としてヒストンリジン特異的脱メチ

ル化酵素 1（LSD1）が知られている（4）。タンパク質メチル化リジ

ン残基の酸化的脱メチル化反応を触媒する LSD1 が、MAO-A/B 阻

害剤である TCPにより阻害される（5）ことから、私は Hdz も LSD1
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の活性を阻害しうるのではないかと仮説を立てた。そこで、合成ヒス

トンペプチドを基質とする in vitro 脱メチル化活性の測定系を用い

てこの仮説を検証した結果、Hdz存在下で LSD1の活性が低下した。

このことから、Hdz が LSD1 による内在性タンパク質の脱メチル化

活性も同様に阻害する可能性が示唆された。 

 本研究において、一般的に血管弛緩剤として使用されている Hdz

の作用メカニズムを解明する目的で、Hdz 投与時の内因性物質の生

化学的変化に着目することで、FAD 依存性酵素に対する阻害効果を

見出し、Hdzの作用発現に関して新たな知見を得るに至った。 
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第二章 妊娠高血圧モデルマウスにおけるヒド

ララジンによるモノアミンオキシダーゼ-Bの阻

害と tele-メチルヒスタミンの増加 

 

 

要旨 

 

血管拡張薬として古くから高血圧の治療に用いられているHdzは、

特に妊娠時特有の疾患である HDP の第一選択薬として広く用いら

れている。その一方で、近年いくつかの分子標的が報告されているも

のの、直接的に Hdzの降圧作用に結びつくメカニズムや、頭痛をは

じめとする副作用の発現機構については未だ明らかとなっていない。 

本研究ではHdzの作用点を明らかにすることを目的とし、私の研

究室で開発された PAHマウスを用いて、Hdz投与時特異的に血圧の

正常化と連動して量的変化を示す物質の探索を行った。探索には、ア

ミノ基を有するアミノ酸やアミン、ペプチドを高感度に検出する蛍

光検出法を用いた。物質の同定にはMALDI-QIT-TOF/MS解析を行

い、Hdz に応答して特異的に増加する物質として tMH を同定した。

更にこの tMH上昇のメカニズムを明らかにするため、tMHの代謝系
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に注目し、tMH の分解を触媒する MAO-B の活性に対する Hdz の作

用を in vitro の実験系で調べた。その結果、Hdz は tMHの MAO-Bに

よる代謝産物である t-MIAAの産生を阻害した。これらの結果は、妊

娠高血圧モデルマウスにおいて Hdz が MAO-B の活性を抑制し、母

獣血中に tMHが上昇したことを示唆している。 
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背景 

 

妊娠時の母体では、胎盤を通して胎児への酸素や栄養素の供給を

行うために体液量が増加するが、血圧等様々な恒常性が維持されて

いる（6）。しかし、妊娠恒常性が維持できなくなると、様々な妊娠時

疾患を引き起こす。例えば、HDPは、全妊婦の約 8％と高頻度に認

められ、妊娠後期における母体高血圧とタンパク尿を主病態とする

（7、8）。さらに、母体では心臓や肝臓、胎盤など様々な組織の障害

を、また胎児では子宮内発育遅延（IUGR）を呈し、重篤な場合には、

母子ともに死に至る危険性のある疾患である。しかし、妊婦や胎児を

研究対象とすることへの倫理的な問題や、HDPモデル動物の開発が

進んでいない等の技術的な問題が本病態研究上の障壁となっており、

詳細な発症メカニズムはいまだ不明である為、有効な治療法も確立

されていない（9）。 

HDP の病態発症原因に関連して、ヒトの HDP 患者でアンジオテ

ンシン II（AII）に対する感受性が亢進していることが報告されてい

る（10）。この報告から、代表的な血圧上昇系であるレニン・アンジ

オテンシン系（RAS）の HDP への関与が考えられた。RAS では、
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基質であるアンジオテンシノーゲンが酵素レニンによる特異的分解

を受け、10アミノ酸からなるアンジオテンシン I（AI）を生成する。

AI はさらにアンジオテンシン変換酵素（ACE）による切断を受け、

8アミノ酸からなる AIIへと変換される。AIIはその受容体アンジオ

テンシン 1型受容体（AT1）を介して、血管平滑筋の収縮や、副腎に

おけるアルドステロンの分泌促進によるナトリウム貯留を介した血

圧上昇作用を有する（11）（図 1）。 

当研究室では、これまでに、オスのヒトレニン（hRN）遺伝子導入

マウス（hRNマウス）とメスのヒトアンジオテンシノーゲン（hAG）

遺伝子導入マウス（hAGマウス）を交配して、妊娠後期に著しい高

血圧やタンパク尿を呈し、ヒトの妊娠高血圧症と同様の病態を示す

妊娠高血圧モデルマウス（PAHマウス）の作出に成功している（12）

（図 2）。妊娠後期に胎仔・胎盤で産生されるオス親由来の hRN が

母体血中へ透過し、母体血中の hAGと反応することで過剰な AIIが

産生され、母体血圧が上昇する PAHマウスは、ヒトHDPの動物モ

デルとして広く使われている。病態発症前の妊娠 13日目より、AT1

阻害薬（ARB）の一種であるオルメサルタン（Olm）を浸透圧ポンプ

で PAHマウスに投与したところ、母体病態である妊娠後期の高血圧
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や心肥大、また、胎盤構造変化の著しい改善が認められ、産仔におい

ても IUGR の程度が大幅に改善され、心臓の病態の発症を予防出来

ることが明らかとなっている（13）。 

このように PAH マウスでは、その病態形成に AT1 の作用亢進が

重要であることが明確である一方で、このモデルにおいても、AT1を

介したシグナルの亢進から病態形成に至るまでの詳細な機構を含め

た病態の全体像は、未だ明らかとなっていない。これまでに PAHマ

ウスの胎盤で発現する遺伝子のマイクロアレイ解析や、病態形成の

引き金となるタンパク質の研究が行われ、徐々に病態形成に関わる

機能高分子が明らかになりつつある（13）。その一方で、ヒトやげっ

歯類のHDPでは、ホモシステインやセロトニン、オキシトシンと行

ったアミノ酸やアミン、ペプチド類の変動が報告されている（14、

15）ものの、PAHマウスを用いた生体低分子に着目した解析はほと

んど行われていなかった。 

このような病態形成に関与する生体低分子には、共通して「官能基」

がある。これらは糖や脂肪酸、アミノ酸と言った範疇を超えて、広く

一般的に、しかしその物質の性質を決めている重要な部分である。特

に極性が大きく、反応性に富むアミノ基を持つアミノ酸や重要なシ
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グナリング分子であるカテコールアミン、アミノ糖、リポアミンを含

む有機分子の大きくて重要なサブグループであり、これらの中には、

血圧の恒常性維持に関わるものや、或いはその制御不全の結果変動

するものも少なくない。 

そのため当研究室の先行研究では、PAHマウスと野生型正常妊娠

マウスを比較し、量が変動している生体低分子の探索が行われた。そ

の際、アミンを特異的に抽出し、6−アミノキノリン-N-サクシンイミ

ジルカルバミン酸を用いてアミノ基を蛍光誘導体化・高感度に検出

する方法が確立された（16）。この技術と MALDI-QIT-TOF/MS の

技術を組み合わせることにより、PAH マウスに対して ARB のみな

らず血管拡張剤である Hdz投与時に母獣血中で低下する物質として、

エタノールアミンが同定された（3）。 

 しばしば治療薬開発において、その主作用及び副作用発現の観点

から、薬物自体の動態や代謝は盛んに研究される一方で、薬物投与に

よって引き起こされる内因性物質の合成や代謝といった生化学的な

変化に着目した研究は少ない。ARBや Hdzにより血圧降下と共に変

動するエタノールアミンを同定した先行研究は、疾患における生体

の薬剤応答性と薬剤そのものの作用点を解明する可能性を示した。 
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 本研究では、血管弛緩剤として HDPの第一選択薬として広く用い

られている Hdz の作用点を明らかにすることを目的とし（図 3）、

PAH マウスを用いて Hdz 投与時特異的に血圧の正常化と連動して

量的変化を示す物質の探索を行った。 
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材料と方法 

 

試薬 

 ヒスタミン及びメチルヒスタミンの二塩酸塩と(R)(-)-α-メチルヒ

スタミン二塩酸塩、トラニルシプロミンの塩酸塩、ラサギリンのメシ

ル酸塩、ブラジキニンフラグメント 1-7はシグマアルドリッチ社（St. 

Louis, MO, USA）から購入した。MALDI-MS純度の 2,5-ジヒドロ

キシ安息香酸（DHBA）マトリクスは島津ジーエルシー社（Kyoto, 

Japan）から購入した。ヒドララジン塩酸塩は和光純薬工業社（Osaka, 

Japan）より購入した。1-イミダゾール酢酸塩酸塩は東京化成工業社

（Tokyo, Japan）、メチルイミダゾール酢酸塩酸塩はサンタクルズ社

（CA, USA）より購入した。AccQ-Tag Ultra-Fluor™ 誘導体化試薬

キットはWaters社（Milford, MA, USA）から購入した。安定同位

体ラベルヒスタミン（histamine-α,α,β,β-d4 (d4-ヒスタミン)）の塩酸

塩は CDNアイソトープ社（Quebec, Canada）から購入した。オル

メサルタンは第一三共社（Tokyo, Japan）より供与いただいた。溶媒

及び全ての試薬はHPLCグレードのものを用いた。 
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動物実験 

妊娠高血圧モデルマウス（Pregnancy associated hypertensive: 

PAHマウス）は、当研究室で繁殖維持しているヒトレニン遺伝子導

入マウスのオスと、ヒトアンジオテンシノーゲン遺伝子導入マウス

のメスを交配して実験に用いた（1）。マウスの飼育と交配方法は先

行報告に準じ、温度 22℃湿度 40-60%にて、12時間ごとの明暗周期

が管理された環境で、自由摂食自由飲水条件下で飼育を行った（2）。

妊娠マウスは、2.5~5ヶ月齢の初産に条件をそろえた。夕方 16-19時

の間に、1匹飼いのオスマウスのケージにメスマウスを入れ、翌日の

8-11 時にプラグの確認を行い、プラグのついた日を妊娠 1 日目とし

た。胎仔数が 5 匹以上の妊娠マウスを実験個体として用いた。動物

実験は、国立大学法人筑波大学動物実験取扱規程に基づき、動物実験

委員会の承認を得て実施した。 

 

薬剤投与方法 

 オルメサルタンは、妊娠期間を通して正常血圧範囲（90〜120 

mmHg）に制御するために、15 mg/Lの濃度にて妊娠13日目から19日目

まで飲水経口投与した。ヒドララジンは妊娠13-15日目までは62.5 mg/L、
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妊娠15-17日目は250 mg/L、妊娠17日目から出産までは375 mg/Lの濃

度で飲水中に溶解し、自由飲水により投与した。 

 

血漿サンプルの調製 

 妊娠19日目のマウスをイソフルラン麻酔下にて下大静脈から全血

を採取した。血液抗凝固剤には、0.5 M EDTAもしくはヘパリンを用

いた。次に、得られた血液を遠心分離（4 ℃、1,500 g、10分間）に

供し、上清の血漿を回収した。血漿は直ちに液体窒素で凍結し、測定

までの間-80℃で保存した。 

 

血漿からのアミンの抽出 

 UPLC分析に供するために、先行報告（3）と同様の手法にて、100 

μlの血漿からアミンを抽出した。内部標準物質として0.6 nmolのα-メ

チルヒスタミンを血漿に加えた後、500 μlの 0.4N HClO4を加え、ボ

ルテックスにて撹拌して15分間氷上で静置した。次に、遠心分離

（4 ℃、13,000 g、30分間）によりタンパク質を沈殿させ、560 lの

上清を回収した。上清は560 μlの5N NaOHにてアルカリ化し、塩飽

和した1-ブタノールを1 mLを添加した。室温、13,000 g、10分間の

遠心分離を行い、有機層を回収した。500 μlの0.1 N NaOHを加え、
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撹拌の後、遠心分離（室温、13,000 g、10分間）を行い、再び有機層

を回収した。400 μlの0.1N HClと700 μlのn-ヘプタンを加え、5分間

振盪の後、室温、13,000 g、10分間の遠心分離を行い、水層にアミン

を抽出した。回収したアミンは遠心エバポレーターにて乾固し、後述

のAQC誘導体化反応を行った。 

LC-MS/MS分析に供するにあたっては、メタノールクロロホルム

抽出法を行った。内部標準物質としては1 nmolのd4-ヒスタミンを

100 μlの血漿に加えた。400 μlのメタノールと100 μlのクロロホルム

を血漿サンプルに加え、ボルテックスにて撹拌し、総量が900 μlとな

るようにMilli-Q水を添加した。4 ℃、13,000 g、10分間の遠心分離

を行った後、上清の水層を回収して後述のLC-MS/MS分析に供した。 

 

AQC誘導体化反応 

UPLC用のアミン抽出を行った血症サンプルは10 µl のMilliQ水

と、10 µL のAccQ-Tag Ultra ホウ酸バッファーを加え、予めアセト

ニトリルに溶解させた10 µL のAccQ-Fluor 試薬を加えた後、速やか

に10秒間撹拌し、遮光して1分間静置することで誘導体化反応を行っ

た。AccQ-Fluor試薬は、アミノ酸分析用に開発された誘導体化試薬
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で、6-aminoquinolyl carbamile (AQC) 基が第1級または第2級のア

ミノ基と反応し、安定な蛍光性の誘導体を生成する。誘導体化の後、

混合液は遠心エバポレーターにて乾固し、30 μlの0.1% TFAにて溶

解して分析用バイアルへ移し、後述のUPLC分析に供した。 

 

UPLC分析条件 

装置は AcquityTM UPLC system (Waters) を用いた。AQC化した

サンプルは COSMOSIL 2.5πNAP 分析カラム（nacalai tesque, 

Kyoto, Japan）にて分離した。カラム温度は40℃、流速は0.25 ml/min、

また、移動相 Aには 0.1% TFA、移動相 Bには TFAを 0.1%含むメ

タノールを用いた。溶出条件は、移動相 Bの割合が 0% (0 - 10 min)、 

0% から 30% (10 - 40 min)、 30% から 100% (40 -40.5 min)、 

100% (40.5- 50.5 min), 100% から 0% (50.5 - 51 min), 0% (51 -66 

min) となるようグラジエント溶出を行った。測定は ACQUITY 

UPLC蛍光検出器 (Waters) により行い、励起波長 250nm、蛍光波

長 475 nm で検出した。目的ピークは、後述の質量分析解析に供し

た。 
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MALDI-QIT-TOF/MS 

 MS1 とMS2 スペクトルは  Axima Resonance 質量分析計

（Shimadzu-Biotech, Kyoto, Japan）を用い、窒素レーザー（337 nm）

にて測定した（2）。データの取得と変換は Launchpad software 

（Shimadzu Biotech）にて行った。1%（w/v）のDHBAマトリクス

溶液は0.06%濃度のTFAを含む40%アセトニトリルに溶解して用い

た。単離して乾固したアミンはMilli-Q水にて溶解した後、0.5 μlを0.5 

μlのマトリクス溶液と共にMALDI-プレート （Kratos analytical, 

Manchester, UK）に滴下し、サンプルーマトリクス共結晶を形成さ

せるために室温にて乾固した。MS1とMS2の両方のモードで、イオン

は2つの電極間で電荷を印加されることで引き出され、加速電圧

10kVでTOFチューブ内に放出された。コリジョンガスにはアルゴン

を用いた。マススペクトルは90任意単位強度のレーザーを200回照射

した合計値から得た。CIDの制御値は200とした。外部キャリブレー

ションはブラジキニンフラグメント1-7（monoisotopic mass of 

[(M+H)+ = 757.4]）と DHBAマトリクス（monoisotopic mass of 

[(M+H)+ = 155.03]）を標準試薬として用いた。 
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in vitro MAO-B反応 

 12.5 μlの 10 mM濃度の HEPESバッファー（pH 7.5）に終濃度

の 4倍濃度の阻害剤を溶解し、5 μgのMAO-Bを含む 25 μlバッフ

ァー溶液を加え、37℃にて 2.5 分間のプレインキュベーションを行

った。次に、12.5 μlの 800 μM tMHを基質として 37℃にて 12時間

酵素反応を行った。反応後、2 nmolの IAAを内部標準物質として添

加した後、終濃度 95%となるようにアセトニトリルを加え、氷上に

て 10 分間静置して除タンパク操作を行った。サンプルは 4 ℃、

13,000 g、10分間の遠心分離を行った後、上清の水層を回収して後

述の LC-MS/MS分析に供した。 

 

LC-MS/MS分析 

 LC-MS/MS 分析は、トリプル四重極型質量分析計 LCMS-8050-

Nexera X2 超高速液体クロマトグラフィーシステム（島津製作所）

を用いた。解析はポジティブ・エレクトロスプレーイオン化-多重反

応モニタリング（multiple-reaction monitoring : MRM）モードで行

った。カラムには SeQuant ZIC-HILIC カラム（内径 2.1 mm、長さ 

150 mm、粒径 3.5 μm）を使用し、サンプルに由来するカラムへの
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汚染を防ぐ目的で、ZIC-HILIC guard-fitting カラム（内径 1.0 mm、

長さ 14 mm, Millipore社）をカラムのインレット前部に接続した。

移動相 Aとして 0.1%ギ酸を、また移動相 Bとして 0.1%を含むアセ

トニトリル混合溶媒をそれぞれ使用した。流速は 0.2 ml/min、カラ

ムオーブンは 50℃の条件で分析を行った。分離のグラジエント条件

は以下のように行った：0～1.0分（%B = 95）→1.0～10.0 分（%B 

= 95→5）→10.0〜18.0分（B% = 5）→18.0〜18.1分（%B = 5→95）

→18.1～25.0 分（%B = 95）。 

 MS/MS部の最適化は以下のように行った。ヒーティングブロック

温度：400℃、脱溶媒管（DL）温度：250℃、イオン化部温度：300℃、

イオン化電圧：4.0 kV, 60 V、ヒーティングガス（空気）流量：10 l/min、

ネブライザーガス（窒素）流量：3 l/min、ドライングガス（窒素）

流量：10 l/min、衝突誘起開裂（collision-induced dissociation : CID）

（アルゴン）ガス圧力：230 kPa。定量のための各物質の測定イオン

（プリカーサーイオン→プロダクトイオン）には以下を用いた：tMH

（ 126.20 > 109.10）、 tele-メチルイミダゾール酢酸（ tele-

methylimidazoleacetic acid : t-MIAA, 141.15 > 95.10）、イミダゾー

ル酢酸（imidazoleacetic acid : IAA, 124.90 > 80.90 (-)）、d4-ヒスタ
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ミン（116.20 > 99.10）。各測定イオンの設定は、それぞれのプリカ

ーサーイオンスキャンおよびプロダクトイオンスキャンにより行っ

た。全ての分析及びデータプロセッシングには、LabSolutions ver. 

5.60 ソフトウェア（島津製作所）を用いた。 

 

検量線 

 検量線作成用標準溶液として、分析直前にストック溶液からそれ

ぞれ tMH及び t-MIAAを、5.0, 7.5, 10.0, 25.0 pmol/インジェクシ

ョン及び 0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 pmol/インジェクションとなるよう

に蒸留水で希釈することにより調製した。tMHの検量線作成にあた

り、血漿サンプルは内部標準として 1 nmolの d4-ヒスタミンをスパ

イクし、上記の方法で LC-MS/MS分析を行った。t-MIAAの検量線

作成においては、MAO-B反応産物に対し内部標準として 2 nmolの

IAAをスパイクし、LC-MS/MS分析に供した。 

 

阻害曲線 

 それぞれの阻害剤実験におけるt-MIAAの50%阻害用量（50% 

inhibitory concentration : IC50）は非線形回帰法により求め、用量阻
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害曲線はコンピュータ解析プログラムであるGraphPad Prism 4

（GraphPad Software, Inc., San Diego, CA）を用いて算出した。 

 

統計処理 

 統計学的検定は、GraphPad Prism 4 を用いて算出した。群間比

較においてStudent’s t検定並びにWelch’s 補正を行った。統計的な

有意差は、p<0.05とした。 
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結果 

 

Hdz特異的に増加する物質の探索と同定 

妊娠 19 日目の PAH マウス母獣血漿の液体クロマトグラフィー

（UPLC）分析の結果を図 4 から図 6 に示した。青い矢印はヒスタ

ミン（後述）、アスタリスクは AQC 誘導体化により非特異的に検出

されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、赤い矢印は Hdz投

与時に増加したピークをそれぞれ表している。クロマトグラムの比

較の結果、ARBでは変化せず、Hdz投与時に特異的に血中で増加す

る物質を検出した。このピークの面積を比較したところ、非投与のマ

ウスに比較して 1.5-2倍増加していた。この物質を単離し、MALDI-

QIT-TOF/MSで分子量を求めたところ、m/z 297.36（MS1）であり、

さらに CID の結果 AQC が脱離した m/z 126.20 が生成した（MS2）

ことから、この物質がアミノ基を有し、分子量が 125 であることが

判明した（図 7）。そこでデータベース（Human Metabolome 

Database）を用いてアミノ基をもっている物質を検索した結果、本

物質がヒスタミンの代謝物質である tele-メチルヒスタミン（tMH）

が候補アミンとしてヒットした。そこで、市販の tMH と Hdz 投与
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PAH マウスの血漿をそれぞれ AQC ラベル化し、それぞれクロマト

グラフしたところ、完全にピークの溶出位置が一致した。さらにこの

標準 tMHについてMALDI-QIT-TOF/MS分析を行ったところ、MS1

並びに CIDで得られた MS2の解裂パターンが、Hdz投与 PAH マウ

ス血漿から得られた AQC-アミンと一致した（図 8）。これらの結果

より、本物質が tMHであると結論づけた。 

 

tMHの定量解析 

LC-MS/MS による定量分析をおこなうために、市販の tMH を用

いて tMH の mol（横軸）に対して得られたピーク面積値（縦軸）か

ら最小 2 乗法により一次回帰直線を作成したところ、5〜25pmol の

間で直線性を示した（図 9A）。得られたクロマトグラムから相対定

量を行ったところ、非投与群に比べ、Hdz投与群では 2.29倍増加し

ていることが判明した（図 10）。 

tMHはヒスタミンの代謝経路のうち、ヒスタミン Nメチル基転移

酵素（HNMT）によりイミダゾール環 tau 位の窒素原子がメチル化

を受けることで生成し（17）、モノアミン酸化酵素-B（MAO-B）によ

りαアミノ基が酸化的脱アミノ化されて代謝される（18）（図 11）。
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Hdzの投与により、ヒスタミンのメチル化が亢進した結果 tMHが蓄

積したと仮定すると、基質であるヒスタミンの消費が予想されるは

ずである。しかし、今回ヒスタミンピークの明らかな減少は認められ

なかった（図 4-6）ことから、tMH の増加はヒスタミンのメチル化

の亢進ではないと推論した。 

 

in vitroにおける MAO-B反応に対する Hdzの阻害効果 

そこで、PAHマウスへのHdz 投与が、tMHのMAO-Bによる酸

化的脱アミノ化反応が抑制されているのではないかと仮説を立て、

MAO-B 反応における tMH の脱アミノ化産物である tele-メチルイ

ミダゾール酢酸（t-MIAA）の産生を in vitroで測定し、tMH分解に

対するHdzの効果を検討した。この目的のために、LC-MS/MSを用

いた t-MIAAの定量系を確立した。標準 t-MIAAを用いて t-MIAAの

mol（横軸）に対して得られたピーク面積値（縦軸）から最小 2乗法

により一次回帰直線を作成したところ、0〜0.1 pmolの間で直線性を

示した（図 9B）。 

次に、in vitroにおけるMAO-B反応を検出するために、バッファ

ー濃度と反応時間、酵素量の条件検討を行った。HEPESバッファー
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（pH 7.5）の濃度を 10 mM、50 mM、100 mMの三点を検討したと

ころ、10 mMにて最も t-MIAAの産生が認められた（図 12）。酵素

反応の時間は 3時間と 6時間、12時間の三点で比較したところ、12

時間にて t-MIAAの高い生成が認められた（図 13）。一反応あたりの

酵素量は 5 μgで、阻害剤の効果を検証するために十分な t-MIAAが

検出された（図 14）。最適化した反応条件は図 15にまとめた。次に、

in vitroで tMHを基質とするヒト組換え MAO-Bの酵素反応系に、

Hdz、MAO-Bの特異的阻害剤であるラサギリン（19）及び MAO-A

及び B に対する阻害剤として知られるトラニルシプロミン（TCP）

（20）を添加し阻害実験を行い、t-MIAA生成量を定量した。その結

果、他のMAO阻害剤同様に Hdzの濃度依存的に t-MIAAの生成が

阻害され、それぞれの IC50は、0.16 μM、1.72 μMそして 54.62 μM

であった（図 16）。 
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考察 

 

これまでに Hdz が、MAO の反応を in vitro で阻害することは報

告されていた（21）。この研究では分光学的に活性検出が迅速かつ簡

便なアミンであるキヌラミン（22）やベンジルアミン（23）が基質

として用いられていた。この方法は tMHを含む他のアミンに適応で

きないため、Hough と Domino は、tMH の場合は、放射性ラベル

tMHを用いて、生成した t-MIAAをクロマトグラフィーで分画しそ

の放射活性を測定する方法を報告した（18）。しかし、これまで tMH

を基質としたMAO-Bの反応でのHdzの阻害活性については調べら

れていなかった。従って今回の結果は、tMH を基質とした MAO-B

の反応でのHdzの阻害活性を in vitroで証明した初めての報告であ

る。 

質量分析の結果では、目的物質の S/N比が低めではあるものの（図

7、8）、ブランクフラクションのみのMSスペクトルと比較し、サン

プル特異的なピークに着目した解析を行っているため、確実性のあ

るデータであると思われる。更に、CIDにより AQCのカルボニル基

とアミンの C-N結合が最も開裂しやすい為、目的のアミンが検出さ
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れたと考えられる。m/z 126.20以外のピークとしては、m/z 145.09

は、AQC基からカルボニル基が除かれたイオン、m/z 152.07は tMH

にカルボニル基が付加されたイオンであるとアサインされる（図 7、

8）。 

tMHは炎症やアレルギーに関与するヒスタミンの代謝産物である。

ヒスタミンはヒスチジン脱炭酸酵素によりヒスチジンから合成され、

HNMTにより tMHに変換され、MAO-Bによって最終的に t-MIAA

へと代謝される経路と、ジアミン酸化酵素（DAO）によりイミダゾ

ール酢酸へと代謝される経路が存在する（図 11）。Hdz 投与による

tMH の増加は、HNMT の活性亢進と MAO-B 活性抑制のいずれか

に起因するのではないかと予想された。HNMTの活性が上昇したこ

とで tMHが増加したとすると、同時にヒスタミン量の減少が起きる

と考えられた。図 4 と図 6 を比較すると、Hdz 投与により tMH は

増えた一方で、ヒスタミンは変化しないことが明らかとなった（青矢

印のピーク）。そのため、HdzによりMAO-Bの活性が阻害されたの

ではないかと仮定した。 

UPLC分析と LC-MS/MS分析では、前処理や誘導体化の過程でア

ミンを選択的に測定する系を用いたため、本研究では t-MIAA 及び
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イミダゾール酢酸の解析は行っていない。これらのヒスタミン関連

代謝物についても測定を行うと、より正確に Hdz 投与による tMH

増加現象を捉えることができると考えられる。また、tMHは尿中に

排泄されることが知られている（24）。そのため、尿中 tMH 量に関

しても、Hdz投与により変化するのかどうか検討する余地がある。 

tMH量もしくは t-MIAA量の定量により、in vitroにおけるMAO-

B活性の測定が可能と考えられた（図 11）。最適化を行う過程（図 12-

14）で、tMHの代謝量よりも t-MIAAの産生量の方が阻害剤の効果

を比較しやすかったことから、本研究では t-MIAA 量を測定し、

MAO-B反応条件の検討を行った。図 15の反応条件にて t-MIAAが

充分量産生されたことから、阻害剤の濃度を多点とり、阻害曲線をフ

ィッティングした（図 16）。ラサギリンと TCP の IC50 はそれぞれ

0.16と 1.72 μMであり、これらの濃度は先行報告の IC50と同程度で

あり（19、20）、in vitro MAO-B反応の測定系は有効であると考え

られる。 

ヒトに Hdz を投与した際の最高血漿中濃度は、経口投与で 0.4～

1.3 μg/mL、静脈内注射で 0.16～0.61 μg/mLとされており（Hdz添

付文書）、Hdzの分子量 160.176から、0.99～8.12 μMに相当する。
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Hdzの IC50は 54.62 μMであったことから（図 16）、in vivoにおい

ても tMH を基質とした MAO-B 反応に対して、Hdz は阻害作用を

示すと予想される。 

MAO-Bの発現が高い組織としては、神経系の他に血小板やリンパ

球などが挙げられる（25）。また、細胞内のミトコンドリア外膜に局

在することが知られている（26）。Hdzは血液脳関門を通過すること

から（Hdz添付文書）、細胞膜透過性は高いと考えられるため、おそ

らく Hdz による tMH を基質とした MAO-B 反応の阻害は、血小板

中にて起きていると推測される。 

Hdzの降圧作用もしくは投薬により生じる副作用が、FAD依存性

酵素を介するものなのか否かは、さらなる検討の余地がある。例えば、

Hdz の投与により MAO-B の基質であるドーパミンが増加すること

で、神経抑制型のドーパミン受容体 D2の作用が増強され、血圧降下

が生じる可能性が考えられる。また、ドーパミンなどの神経伝達物質

が過剰になることが悪心などの副作用に関係していると予想される。 

本章では Hdz 投与 PAH マウスの血中で tMH が上昇することを

検出した。この PAHマウス体内での tMHレベルの増加は、Hdzが

MAO-B の活性を in vivo で阻害し tMH の代謝を抑制した結果、母
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体血中に tMHが蓄積したことによる可能性が示唆された。Hdzは前

述のように、血管拡張作用を示すことから、臨床的にも経口投与でき

る降圧剤として HDP治療の第一選択薬として使用されているが（1）、

その一方で頭痛や吐き気、動悸・頻脈等の副作用があることも報告さ

れている（2）。しかしながら、Hdz の薬効と副作用の関係について

の知見の蓄積は不十分である。モデル動物を用いて Hdzを投与した

際の体内物質の代謝変化を観測し、in vitroでその生化学的分析を行

った今回の研究結果は、Hdz の副作用の発現メカニズムに関する基

礎的な知見を与えるものであると考えられる。 
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第三章 リジン特異的脱メチル化酵素 1に対す

るヒドララジンの阻害作用 

 

 

要旨 

 

ヒドララジン（Hdz）は血管平滑筋に作用し血管を弛緩させる降圧

剤である。近年、血管新生の促進やがんの増殖抑制との関連が報告さ

れ、多様な作用が存在することが示唆されている。第二章の研究で、

Hdzが FAD依存性のモノアミンオキシダーゼ（MAO）-Bに対して

阻害作用を示すことを明らかにしてきた。一方、タンパク質リジン特

異的脱メチル化酵素 LSD1 も MAO-B と同じく FAD 要求性酵素で

ある。更に、LSD1は既知のMAO-A/B 阻害剤である TCPにより阻

害される。 

LSD1 はヒストンの酸化的脱メチル化反応を触媒し、転写調節に

関与することが知られている。リジン残基のメチル化はモノメチル

化、ジメチル化、トリメチル化が知られており、ヒストンや様々なタ

ンパク質はメチル化されることによって活性が制御され、特にヒス

トンに関してはクロマチン構造の調節によって転写が制御される。
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従来リジン残基のメチル化は不可逆的なものと考えられていたが、

2004 年の研究により、脱メチル化反応を担う酵素として初めて LSD1

が同定された。LSD1 の代表的な基質はヒストン H3 や H4 のメチル

化リジンである。 

本章では、既知の MAO-A/B 阻害剤である TCP が、同じく FAD

依存性酵素である LSD1を阻害し、第二章の結果から、HdzがMAO-

Bを阻害することが分かっていたため、Hdz も LSD1の活性を阻害

しうるのではないかと考え、解析を始めた。そこで、合成ヒストンペ

プチドを基質とする in vitro 脱メチル化活性の測定系を用いてこの

仮説を検証した結果、Hdz 存在下で LSD1 の活性が低下した。この

ことから、Hdz が LSD1 による内在性タンパク質の脱メチル化活性

も同様に阻害する可能性が示唆された。  
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背景 

 

近年、ヒドララジン（Hdz）は血管新生の促進（27）やがんの増

殖抑制（28、29）との関連が報告され、多様な作用が存在すること

が示唆されている（図 3）。第二章の研究から、Hdzは tele-メチル

ヒスタミンを基質としたモノアミンオキシダーゼ（MAO）-B反応

に対して阻害作用を示すことが明らかとなった。 

薬剤が主たる作用以外に、複数の作用を持つことはよく知られて

いる（30）。西洋医学の礎とも言えるアスピリンは、元々は抗炎

症・鎮痛薬として使用されてきたが、抗血小板薬として臨床利用可

能であることが報告された（31）。ミノキシジルはアドレナリンβ

受容体を阻害する降圧剤として開発されたが、後の研究から男性型

脱毛症の治療薬として働くことが明らかとなった（32）。また、シ

ルデナフィルはホスホジエステラーゼ 5を抑制する狭心症治療薬と

して臨床開発される過程で勃起促進効果を持つことが見出され、バ

イアグラとして非常に大きな売上を上げている（33）。薬害として

有名なサリドマイドも複数の作用を持つ。当初サリドマイドは睡眠

導入剤として利用されたが、胎児の催奇形性を引き起こすことから
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販売中止になった。しかしその後、血管新生抑制作用を示すことが

明らかにされた（34）。この作用は、胎児に対しては手足の毛細血

管の成長を妨げ、奇形を発生させる原因となるが、がんの血管新生

をも抑制することから、現在は多発性骨髄腫の治療薬として用いら

れている（35）。サリドマイドは他に、ハンセン病に対して劇的な

改善効果を持つことも知られている（36）。 

MAO-B は補酵素として FAD を要求する酸化還元酵素である。

FAD依存性酵素には他に、ポリアミンオキシダーゼや L-アミノ酸オ

キシダーゼ（37）、グリセロール 3-リン酸デヒドロゲナーゼ、サルコ

シンオキシダーゼ、D-アミノ酸オキシダーゼなどが知られている（表

1）。そこで、HdzもMAO-B以外の FAD依存性酵素に対して作用点

を持つことが予想された（図 17）。 

興味深いことに、既知の MAO-A/B 阻害剤であるトラニルシプロ

ミン（TCP）は、タンパク質リジン特異的脱メチル化酵素、LSD1の

活性を阻害することが報告されている（5）。MAO阻害薬は抗うつ剤

として古くから臨床利用されてきたため（38）、既存の薬剤を LSD1

阻害薬として開発できる可能性があり、研究は大きく進んでいる。 

LSD1 はヒストンの酸化的脱メチル化反応を触媒する翻訳後修飾
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により、転写調節に関与する（38）。翻訳後修飾はタンパク質構造の

増強や触媒作用の活性化など、機能の調節に関わっており、メチル化

やリン酸化、アセチル化、グリコシル化、ユビキチン化、SUMO化、

ADP-リボシル化、ニトロシル化、カルボキシル化、およびスルホン

化などが知られている（39）。このような修飾は、安定性や溶解性、

タンパク質分解に対する耐性などを制御し、細胞増殖や分化など

様々な生体内現象に関わっている（39）。1964年に初めて RNA合成

制御にヒストンのアセチル化とメチル化が関与することが報告され

て以来（40）、タンパク質やヒストンのメチル化は細胞内制御機構に

広く関わることが明らかになってきた（39）。タンパク質リジンのメ

チル化はモノメチル化、ジメチル化、トリメチル化が知られており

（図 18）、SETドメインを含む酵素群や DOT1/DOT1Lなどの SAM

依存性リジンメチル基転移酵素により触媒される（41、42）。リジン

残基のメチル化状態は、転写活性化や抑制化、クロマチンリモデリン

グ、シグナル伝達、などにおいて重要な役割を果たす（42）。従来リ

ジン残基のメチル化は不可逆的なものと考えられていたが、2004年

の研究により、脱メチル化反応を担う酵素として初めて LSD1 が同

定された（4）。LSD1の主な基質はヒストンH3や H4のメチル化リ
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ジンであり、ヒストン以外には p53（K370）や DNMT1（K1096）、

E2F1（K185）、MYPT1（K442）、STAT3（K140）、HIV Tat（K51）

HSP90（K615）、MTA1（K532）などが報告されている（43-52）。

LSD1はこれらの基質と SWIRMドメインや Towerドメインを介し

て相互作用し、がんや様々な疾患に関与する（53）（図 19）。 

そこで私は、既知の MAO-A/B 阻害剤である TCPが、同じく

FAD依存性酵素である LSD1を阻害し、第二章の結果から、Hdz

がMAO-Bを阻害することが分かっていたため、Hdz も LSD1の

活性を阻害しうるのではないかと考え、解析を始めた（図 20）。 
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材料と方法 

 

試薬 

 ヒドララジン塩酸塩は和光純薬工業社（Osaka, Japan）より購入し

た。ヒト組換え体 LSD1及び活性評価キット（BML-AK544）は Enzo 

Life Sciences (Plymouth Meeting, PA, USA)より購入した（図 21）。

LSD1 活性評価キットには、合成ヒストンペプチド（H3K4Me2）、

西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）、CELLestial®Red Peroxidase 

Substrate、過酸化水素水（H2O2）、DMSO、TCP、反応バッファー、

半分容量 96穴マイクロプレートが含まれている。基質として用いた

合成ヒストンペプチドは以下の配列であり、四番目のリジン残基に

ジメチル修飾が入ったものである。 

 

NH2-ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA-COOH 

 

in vitro LSD1活性測定 

 TCPと Hdzは終濃度の 20倍となるように反応バッファーに溶解

した。合成ヒストンペプチドは反応バッファーにて溶解し、0.5 mM

のストック溶液を作製した。LSD1は反応バッファーで 0.1 μg/μlに
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希釈した。HRP は反応バッファーにて希釈し、反応系の 50 倍濃度

のストック溶液を作製した。CELLestial®Red Peroxidase Substrate

は DMSO に溶解し、反応系の 100 倍濃度のストック溶液を調製し

た。実験を行う直前に、ストック溶液から反応系の 2倍濃度の HRP

溶液と基質溶液を調製した。2倍濃度の基質溶液には、合成ヒストン

ペプチドと CELLestial®Red Peroxidase Substrate を溶解させた。 

まず、96 穴マイクロプレート上で終濃度の 20 倍濃度の阻害剤 5 

μl と 0.1 μg/μl の LSD1 溶液 5 μl をピペッティングにて混合し、

23℃で 30分間のプレインキュベーションを行った。プレインキュベ

ーション終了後、2倍濃度の HRP溶液を 45 μl加え、ピペッティン

グにて混合した。次に、8連ピペットを用いて 2倍濃度の基質溶液を

45 μl加え、ピペッティングにて混合した後、30秒以内に蛍光波長の

測定を開始した。蛍光波長は分光蛍光光度計 Wallac 1420 ARVOsx

（パーキンエルマーライフサイエンス社）を用い、530 nmの波長で

励起し、590 nmの蛍光波長を測定した。1サンプルあたりの測定時

間は 0.1秒、励起光の強度は 3000に設定し、約 30秒毎に 20分間、

蛍光波長を測定した。実験のコントロールは、阻害剤なしをポジティ

ブコントロール、ペプチドなしをネガティブコントロールとした。反
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応系における LSD1 と合成ヒストンペプチドの終濃度は、それぞれ

5 μg/mlと 20 μMである。 

次に、得られた蛍光強度から縦軸を蛍光強度、横軸を時間にとり、

Excel（マイクロソフト社）にてグラフを作成した。グラフの近似直

線をとった場合、一定の時間以上になると徐々に傾きが小さくなる。

そのため、近似直線の直線性が高い範囲までの傾きを算出し、データ

の比較を行った。 

 

統計処理 

 統計学的検定は第二章と同様に、GraphPad Prism 4 を用いて算出し

た。群間比較においてStudent’s t検定並びにWelch’s 補正を行った。

統計的な有意差は、p<0.05とした。 
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結果 

 

LSD1活性測定の原理 

LSD1による脱メチル化反応が進行する際にはH2O2が副次的に生

成される（図 21）。そのため、先行報告では H2O2の産生量を測定し、

LSD1 の脱メチル化活性を評価している（4）。そこで、本研究では

HRP存在下で H2O2と反応して蛍光色素が生じる系を用いて、LSD1

に対するHdzの脱メチル化活性を測定することとした（図 21）。 

 

LSD1活性の測定 

合成ヒストンペプチドを基質とした LSD1の in vitro 脱メチル化

活性を測定し、縦軸を蛍光強度、横軸を時間にプロットして近似曲線

を作成した（図 22）。このグラフから、青の時間範囲で近似直線の直

線性が高く、範囲外になると直線の傾きは小さくなることが明らか

となった。in vitro の実験系において LSD1 の脱メチル化反応は速

いことが知られていること（4）から、反応開始後 172秒までの範囲

で近似直線の傾きを求め、薬剤の阻害効果を比較した（図 23）。その

結果、TCPは既報（5）と同程度の 20 μMで LSD1の活性が低下し、

Hdzは 2 mMの濃度で活性が減少した。  
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考察 

 

Hdz は TCP と同様に用量依存的に LSD1 の活性を減少させたこ

とから、これら 2 つの薬剤は LSD1 に対して阻害活性を持つと考え

られる。しかしながら、Hdzの LSD1に対する作用濃度は TCPと比

較して非常に高いことが本研究から明らかとなった。この濃度の違

いの要因としては、LSD1に対する選択性の違いが考えられる。第二

章の研究において、MAO-Bに対する TCPの IC50は 1.72 μM、Hdz

は 54.62 μMであったことからも（図 16）、Hdzの FAD依存性酵素

に対する結合能は TCPよりも低いことが推測される。また、Hdzは

MAO活性を可逆的に抑制すること（21）から、おそらく LSD1に対

して、共有結合は作らずに阻害作用を示したと考えられる。 

Hdz の生体内挙動は、経口投与及び静脈注射された場合、肝臓に

て抱合を受けてすみやかに尿中に排泄される（54-56）。ヒトに Hdz

を投与した際の最高血漿中濃度は経口投与で 0.4～1.3 μg/mL、静脈

内注射で 0.16～0.61 μg/mLとされており（Hdz添付文書）、Hdzの

分子量 160.176 から、0.99～8.12 μM に相当する。このため、実際

にヒトにおいてHdzによる LSD1の阻害が起きているかについては
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疑問が持たれる。以上のことから、in vivoにおける血管平滑筋に対

する LSD1の抑制を介したHdzの影響は軽微なものであると予想さ

れ、LSD1の阻害が降圧作用に結びついているとは考えにくい。 

血圧と LSD１の関連についてはノックアウトマウスの解析がされ

ており、LSD1 のヘテロノックアウトマウスは食塩感受性高血圧に

なりやすいことが報告されている（57）。このことから、LSD1の阻

害が起きると血圧は上昇すると予想され、今回の結果とは一見矛盾

する。しかし、酵素活性の抑制は一過的な場合と恒常的な場合では挙

動が異なるため、今後の解析が必要と考えられる。 

また、本章の背景で記述したようにHdzは幾つかの分子標的が報

告されているが、血圧を制御しうる分子としてはセミカルバジド感

受性アミンオキシダーゼ（SSAO）が挙げられる（58、59）。SSAO

は血管接着因子 1（VAP-1）としても知られており、細胞膜接着型と

血中可溶型の 2種が存在する（60）。どちらのフォームも一級アミン

の酸化還元酵素として機能し、酸化的脱アミノ化が起きると H2O2が

産生される（61-63）。詳細な分子機構は明らかにされいていないが、

Hdz によって SSAO が阻害されると H2O2の発生が抑えられ、血圧

の降下に繋がると示唆されている（59）。 
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この様に、Hdz の降圧作用と LSD1 の関連性は希薄であるが、近

年の研究における LSD1 の主な注目は、がん疾患とのつながりであ

る（53）。がんの発生や増悪化にはエピジェネティックスの異常が関

与している（64）。エピジェネティックスとは DNAの塩基配列の変

化を伴わず、染色体の変化によって遺伝子発現を制御するシステム

のことである（65）。DNA のメチル化やヒストンのメチル化、アセ

チル化などの翻訳後修飾は、エピジェネティックスの一部であるこ

とが広く知られている。これら化学的修飾を触媒する酵素の異常が

がん細胞において多数見つかっている（66）。したがって、がん細胞

におけるエピジェネティックスの異常な状態を正常な状態に変換す

ることが出来れば、がん治療が可能になると考えられる。 

LSD1は前立腺がん細胞、乳がん細胞、急性骨髄性白血病細胞など

様々ながん細胞の増殖に関与することが報告されている（40）。その

ため、LSD1は抗がん剤の新たな分子標的として期待されている。本

研究で実験のコントロールに用いた TCPは、急性骨髄性白血病の治

療薬として現在臨床試験が行われている（67、68）。 

興味深いことに、TCP は人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の作製効

率に関連することが知られている（69）。iPS細胞は 2006年にOct4、
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Sox2、Klf4、c-Myc の 4 つの遺伝子をマウス線維芽細胞に導入して

作製可能なことが発表され（70）、2007 年にはヒトの皮膚細胞から

も導入できることが報告された（71）。iPS細胞作製には、遺伝子の

導入にウイルスベクターを用いること、また c-Myc ががん遺伝子と

して機能することから安全性が問題視されてきた。そのため、より安

全な作製方法についての研究が進められてきた。2011年に、導入遺

伝子は Oct4のみで、その他を低分子化合物で代替したマウス iPS細

胞の作製法が開発された（72）。この時に用いられた 4種の化合物の

うちの 1つが TCPである。更に 2013年には、低分子化合物のみで

マウス線維芽細胞から iPS 細胞が作成可能であることが発表された

（69）。2013年の報告では、化合物のみでの作製に TCPは必須では

ないが、導入効率に大きく関わることが明らかとなっている（69）。

TCP が作用する分子としては MAO-A/B と LSD1 が考えられるた

め、iPS 細胞の導入時に LSD1 が関与し、エピジェネティックスを

制御していることが推定される。 

エピジェネティックスに関係して、Hdz は DNA メチル基転移酵

素（DNMT）に対して阻害作用を持つことが報告されている（29、

30）。哺乳類の DNA のうち CpG アイランドは大部分がメチル化さ
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れている（73）。DNMTは DNAのメチル化を制御して遺伝子発現を

調節している。がんにおいては、DNMTの発現や活性が過剰になり、

がん抑制遺伝子プロモーターが過度にメチル化され、がんの発生や

増悪化を抑えきれなくなっている（74）。そのため、DNMTを阻害す

ることでがん抑制遺伝子を再活性化し、がんを縮小できると考えら

れている。DNMT阻害薬として代表的なアザシチジンやデシタビン

は、骨髄異形性症候群の治療薬として臨床試験が実施されており

（75）、Hdzも DNMTに対して阻害作用を示すことから、卵巣がん

や脳腫瘍をはじめとした固形腫瘍の患者に対して臨床実験が行われ

ている（76-78）。 

本章の背景では、薬剤が元々の薬理効果とは異なる作用を示す例

を示した。挙げた例の多くは偶然による発見によるものであるが、近

年では積極的に新規効能を探索しようとする研究が行われ、この手

法はドラッグリポジショニング（DR）と呼ばれている（31、79）。

DRは、薬物動態が明らかとなっている既存薬を対象とすることから、

薬剤の開発コストを抑えることができると期待されており、製薬会

社では専用の研究機関を設ける動きもある。従来、高血圧の治療薬と

して使用されてきた Hdz が、DNMT の阻害効果を期待して臨床試
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験に用いられるようになり、現在ではその高い安全性に注目される

ようになってきている。そのため、DR初期スクリーニングの化合物

ライブラリーに Hdzが加えられるようになってきた（80）。 

本研究から、Hdz が LSD1 を阻害することでエピジェネティック

スの変化に関与している可能性が示唆された。上述の様に、Hdz は

DNMT 阻害剤として研究が加熱している一方、LSD1 に対しても阻

害活性を示しうること、また研究が加速している DR の分野におい

ても、Hdzの LSD1に対する作用を加味することは、Hdzのエピジ

ェネティックス制御機構を理解する上で重要な知見をもたらすと考

えられる。 



 51 

第四章 結語 

 

本研究では、in vitroにおいてHdzが tHM を基質とした MAO-

B反応を抑制することが明らかとなった。このことから、in vivoに

おいてもHdzが MAO-Bを阻害する可能性が示唆された。更にモ

デルベプチドを用いた実験で、Hdzが LSD1に対しても阻害活性を

示したことから、Hdzが細胞内タンパク質の脱メチル化反応を阻害

する可能性が考えられる。また、今後更なる解析を進めるにあたっ

て、カロリメーターなどを用いて MAO-B や LSD1 中の FADに対す

る Hdz の結合能を厳密に評価する必要がある。 

Hdzの降圧作用もしくは投薬により生じる副作用が、FAD依存性

酵素を介するものなのか否かは、さらなる検討の余地がある。例えば、

Hdz の投与により MAO-B の基質であるドーパミンが増加すること

で、神経抑制型のドーパミン受容体 D2の作用が増強され、血圧降下

が生じる可能性が考えられる。また、ドーパミンなどの神経伝達物質

が過剰になることが悪心などの副作用に関係していると予想される。

他方、LSD1 のヘテロノックアウトマウスは食塩感受性高血圧にな

りやすいことが報告されている（51）ことから、LSD1の阻害が起き

ると血圧は上昇すると予想され、今回の結果とは一見矛盾する。しか
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し、酵素活性の抑制は一過的な場合と恒常的な場合では挙動が異な

る。そのため、培養細胞やノックアウトマウスの解析を行うことで、

Hdzの LSD1に対する阻害効果を検証できると考えられる。 
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図2:妊娠高血圧モデルマウスの模式図

hAG: human angiotensinogen

hRN: human renin

AII: angiotensin II

AT1R: angiotensin II type 1 receptor

永島祐介博士の学位論文より一部抜粋して改変
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図3: 近年のヒドララジンに関する研究

Hdz: ヒドララジン
SSAO: セミカルバジド感受性アミンオキシダーゼ
DNMT: DNAメチル基転移酵素
HIF: 低酸素誘導因子
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図4: 妊娠19日目における
薬剤非投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果

青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表している。
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図5: 妊娠19日目における
Olm投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果

青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表してい
る。
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図6: 妊娠19日目における
Hdz投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果

青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表している。



図7: Hdz投与によりPAHマウス母獣血漿中にて
増加した物質の質量分析結果

マトリクスのみのMSスペクトルをBlankとして下段、単離し
たサンプルのMS1スペクトルを中段に示している。中段の青
いボックスで囲んだm/z 297.36 のイオンをMS2解析した結果
を上段に表している。AQC誘導体化由来と考えられるイオン
は緑のボックスで囲んだ。
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図8: 誘導体化したtMH標準物質の質量分析結果

マトリクスのみのMSスペクトルをBlankとして下段、tMH標準
物質をのMS1スペクトルを中段に示している。中段の青いボッ
クスで囲んだm/z 297.36 のイオンをMS2解析した結果を上段に
表している。AQC誘導体化由来と考えられるイオンは緑のボッ
クス、tMHのイオンは赤いボックスで囲んだ。
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図9: 標準物質の測定による検量線結果
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図10: 薬剤投与PAHマウス母獣血漿中のtMH量測定結果

妊娠19日目におけるPAHマウス母獣血漿中のtMH量測定結果の相対値
を示す。薬剤非投与群を黒、Olm投与群を青、Hdz投与群をオレンジ
で示す。サンプル数はそれぞれ8、5、5個体である。
*: p < 0.005
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図11: ヒスタミン関連物質の代謝マップ

ヒスタミンはアミノ酸であるヒスチジンからHDCにより合成され
る。ヒスタミンはHNMTによりイミダゾール環 tau 位の窒素原子
がメチル化を受けることで生成し、MAO によりαアミノ基が酸化
的脱アミノ化されて代謝される経路と、DAO により直接 αアミノ
基が酸化的脱アミノ化を受けて代謝される経路が存在する。
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図12: in vitro MAO-B 反応のバッファー条件検討

HEPESバッファー（pH 7.5）の濃度を 10 mM、50 mM、100 mM
の三点で検討した。酵素なしを黒、MAO-B存在下で阻害剤な
しを青、TCP添加を赤、Hdzを黄色で示している。
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図13: in vitro MAO-B 反応時間の条件検討

反応時間を3、6、12時間の三点で比較した。酵素な
しを黒、MAO-B存在下で阻害剤なしを青、TCP添加
を赤、Hdzを黄色で示している。
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図14: in vitro MAO-B 反応の酵素量条件検討

MAO-B量を1 μgと 5 μg にて比較した。酵素なしを黒、
MAO-B存在下で阻害剤なしを青、TCP添加を赤、Hdzを
黄色で示している。
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図15: in vitro MAO-B反応条件
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図16: in vitro MAO-B 反応の結果に基づく阻害曲線

t-MIAA の産生量の相対値（%）を縦軸、薬剤の濃度（M）の対
数を横軸にとった。MAO-B特異的阻害剤であるrasagilineを緑、
MAO-A/B阻害剤であるTCPを赤、Hdzをオレンジで示している。
それぞれのIC50は0.16 μM、1.72 μMそして 54.62 μMである。
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EC number Name

EC 1.4.3.4 monoamine oxidase A/B

EC 1.6.3.5 renalase

EC:1.1.99.5 glycerol-3-phosphate dehydrogenase

EC:1.5.3.1 sarcosine oxidase beta subunit

EC:1.4.99.1 D-alanine oxidase

EC:1.4.3.1 D-aspartate oxidase

EC:1.4.3.3 D-amino acid oxidase

EC 1.4.3.2 L-amino acid oxidase

EC 1.5.3.13 N1-acetylpolyamine oxidase

EC 1.5.3.14 polyamine oxidase (propane-1,3-diamine-forming)

EC 1.5.3.15 N8-acetylspermidine oxidase (propane-1,3-diamine-forming)

EC 1.5.3.16 spermine oxidase

EC 1.5.3.17 non-specific polyamine oxidase

EC 1.14.11.B1/B2 lysine-specific demethylase 1

表1: FAD依存性酵素の一覧
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図17: FAD依存性酵素とFAD非依存性酵素に対する
Hdzの阻害作用の模式図
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図18: リジンのメチル化と脱メチル化の模式図

KMT: lysine(K) methyltransferase、リジンメチル基転移酵素
タンパク質リジンのメチル化はモノメチル化、ジメチル化、
トリメチル化が知られており、KMTによりメチル基が付与さ
れる。LSD1はジメチルリジン及びモノメチルリジンの脱メチ
ル化反応を触媒する。
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Transmembrane domain

Amine oxidase-like domain

図19: MAO-BとLSD1の構造模式図

Transmembrane domain: 膜貫通ドメイン
Amine-oxidase-like domain: AOL, アミンオキシダーゼ様ドメイン
SWIRM: SWI3p, Rsc8p, and Moria: タンパク質相互作用ドメイン
Tower: タンパク質相互作用ドメイン
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TCP

Hdz

MAO-B LSD1

?

図20: HdzによるLSD1に対する阻害作用の仮説モデル図

既知のMAO-A/B 阻害剤であるTCPが、同じくFAD依存性酵素であるLSD1を
阻害し、第二章の結果から、HdzがMAO-Bを阻害することが分かってい
たため、HdzもLSD1の活性を阻害しうるのではないかとの仮説を立てた。
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図21: LSD1活性評価系の模式図

red peroxidase substrate: 蛍光色素の前駆体
resorufin: 蛍光色素
LSD1による脱メチル化反応が発生する際にはH2O2が副次的に生成さ
れる。本研究ではHRP存在下でH2O2と反応して蛍光色素が生じる系
を用いて、LSD1に対するHdzの脱メチル化活性の測定を行った。
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図22: LSD1活性測定の結果１
530 nmの波長で励起し、590 nmの蛍光波長を測定した蛍光強度を縦軸、
横軸を時間にプロットして近似曲線を作成した。青の時間範囲で近似
直線の直線性が高く、範囲外になると直線の傾きは小さくなることが
明らかとなった。
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図23: LSD1活性測定の結果２
図20のうち、反応開始後172秒までの範囲で近似直線の傾きを
求め、薬剤の阻害効果を比較した。ペプチドなしを白、阻害
剤なしを黒、TCP添加を赤、Hdzを黄色で示している。
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