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1　はじめに
　新規蛍光トラッピング剤 CysGlu-Dan1）は，ソフトおよび
ハードな反応性代謝物（RM：Reactive Metabolite）を幅広く
検出可能にする革新的な試薬です。当社はこれまでの実績と経験
を生かしてCysGlu-Danを用いたRMスクリーニング評価系を
構築・最適化しました。本稿では従来のトラッピング剤ダンシル
グルタチオン（dGSH）との違いを解説するとともに，最新の
評価事例を紹介します。

2　反応性代謝物と dGSHトラッピングアッセイ
　1997年に発売された糖尿病治療薬トログリタゾンは，市販
後に重篤な薬物性肝障害（DILI：Drug-Induced Liver Injury）を
引き起こすことが明らかとなり，わずか3年で販売中止に至り
ました。後の研究から，トログリタゾンは投与後の体内の代謝
過程でRMを生成し，RMと肝細胞タンパク質との共有結合や
酸化ストレスの惹起などを通じて肝障害が発現したのではない
かと考えられています。この事例は新薬の創薬段階での安全性
評価，特に開発候補化合物が体内で代謝されてRMを生成するか
どうかの確認が化合物のスクリーニングで極めて重要であること
を示しています。しかしRMは反応性が高く不安定であること
から，生成したRMそのものを直接検出することが困難なため，
タンパク質との結合量を放射能で測定する「共有結合試験」や，
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dGSHなどのトラッピング剤で捕捉・検出する「トラッピング
アッセイ」といった，間接的な評価法が用いられてきました。なか
でもdGSHを用いたトラッピングアッセイは，グルタチオンが
有するチオール基で RMを捕捉するシンプルで汎用性の高い
方法として，創薬初期スクリーニングの標準的なツールとなって
います。

3　新規トラッピング剤CysGlu-Dan の可能性
　dGSHは汎用的なトラッピング剤ですが，すべてのRMを捕捉
することはできません。グルタチオン分子内にあるチオール基は
HSAB則によるソフトな求核部位であるため，キノン構造などを
有するソフトなRMは捕捉しやすい一方で，アルデヒドのような
ハードなRMは捕捉しにくいという限界があります。そのため
dGSHを用いたアッセイだけではハードなRMの生成を見逃し，
DILIリスクを過小評価してしまう可能性があります。この課題に
対し，2023年に市販されたCysGlu-Danは，分子内にチオール
基とアミノ基を併せ持つ蛍光標識トラッピング剤として設計され
ました。ソフトなRMはチオール基で，アルデヒドなどのハード
な RMは安定な環状構造としてアミノ基とチオール基で捕捉
できるため，ソフトとハード両方のRMを一挙に検出できる点
が大きな特長です（図1）。そのためCysGlu-Dan は，従来の
dGSHでは捕捉できないハードな RMを含め，RM生成プロ

ファイルをより網羅的に把握することが可能な蛍光
トラッピング剤と言えます。

4　CysGlu-Danを用いたアッセイ：事例
紹介
　当社ではdGSHを用いたトラッピングアッセイに
15年以上の実績があります。その経験を活かして
CysGlu-Danを用いた反応条件の最適化，CysGlu-
Danによる酵素阻害の検討等を行い，RMスクリー
ニングに適用可能な分析評価系を構築しました。
評価例としてトログリタゾン，クロザピンおよび
シプロフロキサシンを用い，CysGlu-Dan存在下で
ヒト肝ミクロソームによる代謝反応を行い，反応試料
をUPLC®- 蛍光検出器にて分析しました（図2）。
矢印で示したピークがCysGlu-Danとこれら化合物
のRMの付加体を示しており，蛍光強度から付加体量
を算出することで，各化合物のRM生成量を評価して
います。
　次に，CysGlu-DanトラッピングアッセイでDILI
リスクレベルの異なる43化合物の評価を行い，共有
結合試験 3）～5）および dGSHアッセイと比較しま
した（図3）。DILIリスクはFDA DILI ランク 2）等に
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図1　CysGlu-Dan の構造と反応性代謝物のトラップメカニズム
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基づき，化合物とDILI に因果関係があるもののうち重症度の
異なる3グループ（Most，Less，No）と，因果関係があい
まいな1グループ（Ambiguous）に分類しました。共有結合
試験ではDILI リスクの閾値を 50 pmol/mg protein 以上 6）

とし，このうちDILI リスクのない化合物を除く26化合物を
「DILI リスクあり」と定義しました。またトラッピングアッセイ
ではRMの定量値が0.1 μmol/L 以上の化合物を「DILI リスク
あり：Positive」と定義しました。その結果，dGSHアッセイ
では26化合物中18化合物がPositive（69 %）であったのに
対し，CysGlu-Danアッセイでは22化合物がPositive（85 %）
となりました。CysGlu-Dan は dGSHと比較して，ハードな

RMも含めてより網羅的にRMを捕捉・検出できることが示され，
RM評価における見逃しを減らし，DILI リスク予測の信頼性を
高める評価法として有用です。

5　総括と展望
　CysGlu-Danを用いたトラッピングアッセイは，ソフトおよび
ハードなRMを網羅的に検出することでDILIリスク評価の精度を
高めることが期待されます。当社では，CysGlu-Danを用いた
分析をUPLC®を用いて 1サンプルあたり約15分，一回の
測定で最大45化合物を評価し，結果は約2週間で報告します。
これにより，製薬会社等における初期スクリーニングから候補
化合物の絞り込みまでの迅速化に寄与できると考えます。また，
高分解能質量分析計を用いた構造解析と組み合わせることで，
精密質量測定による RMの組成情報の取得，フラグメンテー
ションパターン解析によるRM構造の推定やRM生成経路の解析
など，製薬会社等における開発候補化合物の構造最適化を支援
することも可能です。
　このように，当社は dGSH アッセイで蓄積した知見と
CysGlu-Danの特長を統合した反応性代謝物評価に構造解析を
組み合わせ，お客様のターゲット化合物の特性に合わせて最適な
反応性代謝物評価法を提案し，より安全で革新的な医薬品の研究
開発に貢献してまいります。
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図2　代謝反応試料の蛍光クロマトグラム

図3　共有結合試験（CB），dGSHトラッピング，CysGlu-Dan トラッピングの結果比較
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