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生体内に投与された薬物は、血流によって各臓器に運ばれた後、主として肝臓におい

て代謝を受け、体外に排出される。薬物の代謝過程は、生体防御における解毒過程のー

環と考えられるが、薬物代謝物の中には薬理学的または毒性学的に強い活性を有するも

のが存在し、親薬物の臨床効果に影響を与える場合も少なくないD。代謝物の毒性によ

つて致命的な副作用がもたらされた例として、トログリタゾンの反応性代謝物

(reactive metabolite)によって引き起こされた"部章害が挙げられる部)。トログリタゾ0

ンは糖尿病治療に非常に効果的な新薬として期待されていたが、その代謝物による重篤

な肝毒性が原因で市場からの撤退を余儀なくされた。

反応性代謝物は代謝過程で生じる極めて反応性の高い分子で、生体内の脂質、タンパ

ク質、核酸のような高分子と速やかに反応し、その機能を妨げる。通常、反応性代謝物

は速やかに消失し、全身循環血中には検出されない。一方、親薬物投与後、全身循環血

中で検出される安定な代謝物"circulatin牙 metab0Ⅱtes"の中にも、親薬物には認めら

れない毒性を有し、様々な有害事象を引き起こすものが存在する')。その例として、バ

ルプロ酸、ナファゾドン等が挙げられる。これらの代謝物は親薬物とは異なる毒性を有

することが報告されている。例えぱ、バルプロ酸は小児においてミトコンドリアを傷害

し、それによって肝障害を引き起こすことが知られているが、その代謝物であるバルプ

口酸2・プロピノレ・4・ペンテン酸(△り§ノレプロ酸)はラットにおいて強力な肝毒性に加え、

催奇升針生を示すことが知られており、さらに(の△'バルプロ酸に代謝されることでげ

つ歯類において胎児毒性を示すととが報告されている 7,8)。また、ナファゾドンはネク

ローシスによって肝細胞障害を起こし、肝移植、最悪の場合は死亡させる危険性を有す

るが、その代謝物であるPヒドロキシナファゾドンはヒト肝ミクロソームにおいて、P・

ヒドロキシアニリンアナログ及び安定性毒素複合体を形成し、ヒト肝ミクロソームにお

いて CYP3A4 を介して求電子性キノイド中間体に変換され、毒性を発現することが報

告されている 9)0

この様に、近年増加する薬物の代謝物に起因する有害事象毒性に関する報告を受け、

アメリカ食品医薬品局(USFoodandDrU今Adm血istration(FDA))はその発生防止を

目的として、 2008年に代謝物の安全性担保のためのガイダンス(MIST : Metab0Ⅱtes

InsafetyTestinψを公示したW)。このガイダンスは、「定常状態における親薬物のAUC

の 10%を超えるAUC を示す代謝物に関して、ヒトに特異的である、もしくはヒトに相
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当する曝露量が動物実験で得られない場合、その代謝物を用いた非臨床安全性試験を別

途要求する」としている。 MISTが公示されて以来、世界中の製薬企業は、新規医薬品

候補化合物のヒト代謝物の同定に注力しており、実際、第1相臨床試験で高濃度に検出

されたヒト代謝物が毒性試験の対象となったケースも報告されている。

薬物治療において重篤な有害作用を引き起こす要因として、代謝物毒性の他、多剤併

用による薬物間相互作用がある。薬物間相互作用のうち最も頻度の多いものが、薬物代

謝酵素の阻害によって併用薬の血中濃度が高くなった結果、有害事象が生じるケースで

あるⅡ)。その様なケースのーつとして、セリバスタチンとゲムフィブロジノレの併用によ

り横紋筋融解症の発症りスクが上昇し、少なくとも 10名の患者が死亡したことが報告

されている功。 shitaraらはこの薬物間相互作用のメカニズムについて解析を行い、ゲ

ムフィブロジルの代謝物であるグルクロン酸抱合体(ゲムフィブロジル1-0-6・グノレクロ

ド)が、"刊蔵におけるセリバスタチンの CYP2C8 による代謝を阻害した結果、セリ

バスタチンの全身曝露量が増加し、副作用としての横紋筋融解症が誘発されたことを明

らかにした玲)。また、カルバマゼピンはCYP2C9 またはCYP2C19誘導作用を有し、

フェニトインのクリアランスを上昇させることが報告されているが 14,15)、その一方で、

カノレバマゼピンの主代謝物であるオキシカルバゼピンがフェニトインのクリアランス

を低下させ、そのAUCを上昇させることが報告されている,6,功。本症例で明らかなよ

うに、薬物間相互作用は、薬物自体のみでなく、その代謝物が代謝酵素やトランスポー

ターを阻害することによって引き起こされる場合がある。そのような状況から、2012年

に公示された薬物間相互作用に関する FDAのガイダンス(Guida11Ceforlndustw:DNg

interaction studies - study design, data analysis, implications for dosing, and labeling

recommendation)、及びヨーロッノく医薬品庁(Europea11Medicines Agency (E八IA))の

ガイドライン(Guideline on the invest地ation drug・dNg interaction)では、親薬物の

25%以上の血中AUCを示す代謝物については、代謝物に起因する薬物間相互作用の可

能性に関して十分な検証を実施する必要があることが記載されている 18,19)0

代謝物の動態解析は、代謝物に起因する副作用や薬物間相互作用による有害事象が起

こる可育断生を予測する上で極めて重要である⑳⑳。通常、新規医薬品の開発過程におい

て、その主代謝物の体内動態は、実験動物を用いた非臨床試験、および第1相臨床試験

において健常人を対象として検証されている。しかしながら、例えぱ代謝阻害活性を有

する薬物を併用した場合には、薬物間相互作用によって対象となる薬物のみでなく、そ、

の代謝物の動態も影響を受けることが予想される。また、1刊蔵に重篤な疾患を持った患
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者においては、肝臓での代謝活性の低下によって薬物の代謝速度が低下しているため、

代謝物の生成速度やその血中濃度レベルが健常人と異なっている可育尉生がある。しかし

ながら現在の薬物間相互作用研究や疾患時の薬物体内動態の研究において、親薬物とと

もに代謝物の体内動態の変動について詳細な検討を行った事例はほとんど報告されて

し、ない

本研究では、代謝阻害に起因した薬物間相互作用や肝疾患によって、"刊蔵での薬物代

謝活性が低下した場合、薬物の代謝物の体内動態はどの様に変動するのかを明らかにす

ることを目的として、ラット、サルを用いた血ガV0試験、肝ミクロソームを用いた血

力な0試験を実施するとともに、血S辺ωでの速度論的な解析を行った。対象薬物とし

ては、ミダゾラム、ジアゼパム、タモキシフェンを用いた。これら薬物の特徴として、

いずれも主として肝臓のシトクロム P450代謝酵素(CYP)により複数のステップで逐

次的に代謝され、その薬理活性を有する中間代謝物がCirculatin今metab0Ⅱte として血

中に検出される。その中でも特にミダゾラムはヒトにおいて最も発現量の多いCYP3A

酵素の代表的な基質薬物であることが知られている。本研究ではこれら3種の薬物を用

い、親薬物投与後の中間代謝物の血中濃度推移に及ぼす代謝阻害および肝障害の影響に

ついて検討を行った。

以下、得られた結果を三章にわたり論述する。
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第1章 CYP酵素の阻害による薬物代謝物の血中曝露の変動

CYP は薬物を始めとした外来異物の解毒を担う最も重要な代謝酵素であり、肝臓、

d明昜に高発現し、主に酸化・還元による第 1相代謝をつかさどっている。 CYP には多

くのサブファミリーが存在し、ヒトにおける主な分子種としては CYPIA1 から

CYP3A5 にいたるⅡの分子種が知られている。中でも、 CYP3A4はヒト肝臓において

最も発現量の多い代謝酵素であり狗、様々な薬物の代謝に関与していることから、

CYP3A4 の基質となる薬物の併用投与によって薬物間相互作用が生じる確率も高い 26

44)
0

薬物間相互作用における代謝の阻害様式として、同じ代謝酵素で代謝される薬物を併

用投与した場合、代謝酵素の活性部位への結合を競合することによって生じる競合阻害

と、ある薬物が代謝酵素の活性部位以外の部位に結合することによって酵素の活性を低

下させる非競合阻害がある。 CYP 酵素に対して非競合阻害を起こす代表的な薬物とし

て、 H.受容体捨抗薬シメチジンならびにアゾール系抗真菌薬(ケトコナゾール,イト

ラコナゾーノレ,フルコナゾールなど)があり、これら薬物はCYP分子の活性中心に存

在するへムの第6配位子に結合することで、非特異的に複数のCYP分子種を阻害する

ことが知られている"50)。競合、非競合いずれの阻害においても、阻害作用は阻害薬が

存在している場合にのみ生じる可逆的阻害であり、阻害薬濃度が低下すれぱ作用は消失す

る。

一方、阻害薬が消失しても阻害作用が持続する不可逆的な阻害として、薬物代謝過程

で生じる活性中間代謝物が酵素タンパク質と共有結合を形成して不活化させる

mechanism・based血hib北ion(MBD がある 51)。 MB1では、酵素活性回復には新規タン

パク質の生合成や細胞膜へのソーティングが必要となるため、阻害薬が消失してもすぐ

に活性が回復せず、また低濃度の阻害剤でも長時間曝露されれば強い阻害作用を示す。

MB1は臨床的にも重篤な相互作用を引き起こす場合が多く、15名も死者を出したソリ

ブジン事イ牛も、ソリブジンの代鶚t物(ブロモビニルウラシノレ)がフノレオロウラシノレの代

謝酵素であるジヒドロウラシルデヒドロゲナーゼと結合し、その活性を不可逆的に阻害

したためであることが報告されている52'囲。CYP酵素に対してMB1を引き起とす薬剤

としては、エリスロマイシンなどのマクロライド系抗生物質があり、使用に際しては注意

が必要とされている 50,5D。

いずれの阻害においても、 CYP による代謝活性の低下に伴って、その基質となる薬物の

,
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代謝速度が低下し血中曝露量は増加する。代謝阻害による薬物間相互作用に起因した薬物

血中曝露量の増加に伴う副作用発現の危険性に関する注意点、およびその評価・検証方法に

関して1ネ、 FDA のガ'イダンス(Guidanceforlndustry: Druginteractionstudies-studydesign,

data analysis,implications for dosing, and labeling recommendation)18)、 1乏.びヨーロッノく医三駆

『口庁(European Medicines Agency, E八,1A)19)のガイドライン(Guideline on the investigation

d川g・dNginteraction)、および PMDA のガイドライン(医薬品開発と適正な情報提供の

ための薬物相互作用ガイドライン)鋤にまとめられ、現在、新薬開発における安全性担

保の一環として実施されている。

CYP 阻害によって親薬物の血中からの消失が遅延した場合には、代謝物の生成速度

は低下するものの、親薬物が長時間血中に存在するため、代謝物の血中濃度推移も正常

時と比べて有意に変化すると考えられる。しかしながら、上記のガイドラインは、基本

的には投与された薬物自身の体内動態の変化から相互作用の危険性を評価するための

ものであり、薬物の代謝物の動態変化に関する記述は極めて少ない。

本章では、 CYP酵素を阻害した場合の、 CYP基質薬物およびその代謝物の体内動態

の変動を明らかにすることを目的として、ラットを用いた血Vル0試験を実施した。CYP

酵素阻害剤としては、 CYP酵素に対してM剖を起こすことによって、各CYP分子種

を非特異的に阻害する 1・アミノベンゾトリアゾール(ABT)を用いた卵囲 ABT は0

CYP に対しては非特異的な阻害作用を示すものの、 UDP・グルクロン酸転移酵素

(UGT)、スルホトランスフェラーゼ(SULT)などの抱合代謝酵素、および有機アニオン

トランスポーター(oatp)、 P・糖タンパク質(P・今P)などの薬物トランスポーターには

ほとんど影響しないことが知られている 69,卿。また、モデル薬物としては、 CYP 基質

薬物であるミダゾラム(MDZ)、ジアゼパム(DAP)、タモキシフェン(TAM)を用いた。

これらの薬物は体内でCYPによる代謝を受け、それぞれ中間代謝物である 1'・OH ミダ

ゾラム(1'・OH MDZ)または 4-OH ミダゾラム(4・OH MDZ)、デスメチルジアゼパム

(DesmethylDAP)、 4・OH タモキシフェン(4・OHTAM)に代謝された後、さらに CYP

によって最終代謝物に代謝されることが知られている牡'73)。とれら中間代謝物は、それ

ぞれ薬理活性を有した代謝物であり7482)、また、親薬物投与後、主代謝物として全身血

中に検出されることから、 CYP 酵素阻害時のこれら中間代謝物の全身循環血中の曝露

量の変動に関して詳細な検討を行った。
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第1節ミダゾラム(MDZ)の中間代謝物の血中曝露に及ぽすCYP阻害の影響

まず、 CYP3Aの典型的な基質薬物であるMDZを用いた検討を行った。 MDZは、ラ

ツト体内でその中間代謝物である 1'・OH MDZ、または 4・OH MDZ に代謝された後、

さらに CYP による代謝を受け、最終代謝物である 1',4-OHMDZ に代謝される(Fig.1)

か。 MDZ の代謝にはCYP3A以外の代謝酵素の関与が少なく、代謝経路もシンプルで

あることから、 FDA の薬物間相互作用に関するガイダンスにおいて CYP3A基質のモ

デル薬物として推奨されている玲)。 MDZの代謝物による有害作用に関する報告はされ

ていないが、中間代謝物である 1'・OHMDZ、 4・OHMDZは鎮静及び催眠活性作用を有

しており%'76)、全身循環血中に検出されることが知られている。

CYP酵素の阻害薬として用いたABTは、Meschter らの報告によると、ラットに 100

mgnζ今を投与しても、副作用は認められていない67)。そこで本研究では、 strelevitZ ら

の方法にしたがい69)、 MDZ投与の 18時間前にラットに 10o m牙小今のABT を経口投

与(前処理)することでCYP阻害ラットを作成した。

匝匝亟]
＼ー"

ー、- F

Midazolam

"゜ΥくCI -'N

ー、- F

＼/

1'、OH MDZ

.ー。、 B。,ー

Fi宮.1. Metabolic pathway ofMDZ71)

4-OH MDZ

HO 'ノ'＼・,、,ノ

1' 4-OH MDZ
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1・D MDZ静脈内投与後のMDZ及びその中間代謝物の血中濃度推移に及ぼすCYP阻

害の影、響

F喰.2 に、コントロール群およびABT前処理群ラットにMDZ を急速静注した後の

MDZおよびその中問代謝物である 1'・OHMDZ、 4-OHMDZの血中濃度推移を示す。

コントロール群において、親薬物であるMDZは静脈内投与後、速やかに全身血中から

消失した。一方、 ABT前処理群においては、 MDZの血中からの消失はコントロール群

と比較して緩やかであったことから、ABTによって"刊蔵のCYP代謝が阻害されている

ことが確認された。

コントロール群において、両中間代謝物はMDZの消失に伴って速やかに血中に出現

し、実験開始およそ 30分で最高血中濃度に到達した後、 MDZと同様に速やかに消失

した。一方、 ABT 前処理群においては、中間代謝物の全身血中への出現はコントロー

ル群と比較して遅延し、 1'・OHMDZは実験開始からおよそ 2時間後、 4・OHMDZは4

時間後にそれぞれ最高血中濃度に到達した。また、その後の全身血中からの消失も緩や

かであった。

Table1には、コントロール群、 ABT前処理群における MDZ及び両中間代謝物の全

身血中曝露の指標として、血奬中の Area under the plasma concentration・11me

Curve(AUC)を算出した結果を示す。 ABT前処理群において、親薬物である MDZは

コントローノレ群と比較し、 AUCがおよそ3.5倍上昇した。一方、中間代謝物である 1'・

OH MDZ、 4-OH MDZ は CYP代謝が阻害されているにもかかわらず、コントロール

群と比較し、 AUC がそれぞれ 5.1倍、 4.3倍上昇した。これは、 CYP阻害によって親

薬物からの代謝速度が低下すると、中間代謝物のAUCはコントロール群と比較して小

さくなるという我々の予想と反する、極めて興味深い結果であった。さらに興味深いこ

とに、中間代謝物のAUC の上昇率(ABT前処理群/コントロール群)は親薬物であ

るMDZのそれを上回るものであった。
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Table 1. E丘ectofABTpretreatmentontheAuc ofMDz anditsprimary

metabolites a丘er intravenous admi11istration ofMDz to rats

MDZ

1'・OH MDZ

4・OHMDZ

In the ABT"pretreated rats, MDz was intravenously administrated at a丘er 18hr of

Oralpretreatment withABT. The values are mean士 SD (n = 6).★Pく 0.05;"P く

0.01, compared to the correspondin今 Values in controlrats

AUC (0・⑳)(na/mL ・ hr)

Contr01

1-2) MDZ中間代謝物の全身クリアランスに及ぽすC四阻害の影響

CYP 阻害による中間代謝物の大幅なAUC上昇の理由として、 ABT による CYP 阻

害の影響が親薬物から中間代謝物への代謝だけでなく、中間代謝物から最終代謝物

(1',4-OH MDZ)への代謝を阻害している可ヨ断生が考えられた。そこで、各中間代謝物

をラット静脈内に投与し、 CYP 阻害による中間代謝物の全身クリアランスへの影響を

調べた。

103.1 士 11.8

27.0士 8.1

17.7士 9.6

ABT、pretreated

357.0 士

137.4 士

76.1 士
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Fi牙.3. plasma concentration'time profile of田 1" OH MDz andb) 4-OH MDz a丘er
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Pretreated (●)in rats.

Each pointin the 6宮Ure representsthe mean士 SD (n = 4).
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Fi曾.3 に 1'・OHMDZ、 4・OHMDZの静脈内投与試験後の血中濃度推移を示す。両中

間代謝物の全身循環からの消失は、 CYP 阻害によって有意に遅延した。全身クリアラ

ンス(CL那)を算出した結果(Table2)、 CYP阻害によって両中間代謝物とも全身クリ

アランスは半分程度まで低下していた。したがって、中間代謝物から最終代謝物への代

謝力那且害され血中からの消失が遅延したことが、AUC上昇のーつの理由と考えられた。

Table 2. Effect ofABTpretreatment on the systemic clearance (CL.y.) ofprimary

metabolites a丘erintravenous administration ofeach primary metabolite

to rats

1'・OH MDZ

4-OH MDZ

In theABT'pretreated rats, MDz wasintravenously administrated at a丘er 18hrof

Oral pretreatment with ABT. The values are mean 士SD (n = 4)."★P く 0.001

Compared to the correspondin曾 Values in controlrats

1・3)MDZ静脈内投与後の両中間代謝物の血中移行量の算出

次に、 MDZ静脈内投与後の両中間代謝物の肝臓から全身循環への移行量(血中移行

量)を、式(1・1)にしたがって算出した。すなわちMDZの各中間代謝物の血中移行量

は、 MDZ静脈内投与試験より得られた各条件下での中間代謝物のAUCと、中間代謝

物の静注試験より得られたそれぞれの全身クリアランス(CL部)の積として得られる。

Contr01

CL部(mL/miwkg)

51.4 士 6.1

66.8 士 7.1

ABT、pretreated

22.1 士 1.0史★★

27.4 士 7.3史★史

Table3 にMDZ静脈内投与後の 1'・OH MDZ及び4・OHMDZの血中移行量を示す。

コントローノレ群において、 1'・OHMDZ、 4・OHMDZの血中移行量はそれぞれMDZ投

与量の34.5、23.6%であり、その合計として投与量の半分程度が血中に移行することが

示された。一方、 ABT前処理群において、両中間代謝物の和はおよそ 100%であり、投

与されたMDZはほぼすべて中間代謝物として肝臓から血中に移行することを示す結果

となった。なお、 ABT前処理群における両中間代謝物の血中移行量の和は100%を上

回るものであったが、one・samplet検定によって 100%と有意な差はないことが証明さ

中間代謝物の血中移行量=AUC X CL那

ratlo

0.43

0.41

式(1-1)

Ⅱ



れている(P= 0.43)。

以上の結果より、 CYP 阻害による MDZ 中間代謝物の大幅な血中曝露量の増加の理

由として、(1)両中間代謝物の消失クリアランスの低下、および/あるいは(2)中間代

謝物の肝臓から全身循環への移行量自体の増加、の二つの要因が関与しているものと推

察された。

Table 3. Amount ofprimary metabolites ofMDz exposed to the systemic circulation

a丑erintravenous adn1血istration ofMDZ

Exposed amount(μ宮)

% ofadministrated

MDZ

Exposed amounts of primary metabolites were calculated by multiplyin宮 their

Auc a丑er intravenously adm血istration ofMDZ (Table l) and their cL.y.(Table

2)in both controlandABTpretreated rats. obtained vales ofmetabolite amounts

Were converted to the correspondin曾 amounts ofMDz by using the ratio ofthe

molecular wei套ht. The values are mean 士 SD (n = 6).史P く 0.05, compared to the

Correspondin宮 Values in controlrats

1'・OH

Contr01

19.1 士 5.フ

34.5 士 8.3

4-OH

1・4)CYP阻害による MDZ静脈内投与後の中間代謝物の体内動態の変動に及ぽす胆汁

中排池の影響:胆管カニューレラットを用いた検討

前項の MDZ 静脈内投与試験において、 CYP 阻害によってその中間代謝物の血中移

行量が増加するという極めて興味深い知見が得られた。その原因として、 ABT によっ

て中間代謝物の代謝が阻害された結果、中間代謝物の肝臓から胆汁中への排出量が増加

し、腸肝循環によって再び血中に吸収された可盲断生が考えられる。本検討では、中間代

謝物の腸肝循環に対するCYP阻害の影響を観察するため、胆管カニュレーション処理

を施したラット明旦管カニューレラット)胸を用いて MDZ 静脈内投与試験を行った。

この時、血液とともに胆汁を経時的にサンプリングし、胆汁中への中間代謝物量を算出

することで、 CYP阻害による中間代謝物の胆汁中排池量の変動を観察した。

11.9 士

23.6 士 143

6.5

ABT'pretreated

1'・OH

39.8 士 15.8★

74.8 士 28.8★

4-OH

22.0 士 11.9

42.9 士 26.0
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F喰.4に胆管カニューレラットにMDZを静脈内投与した結果を示した。無処理ラッ

トを用いた検討と同様に ABT前処理によって、 MDZ のみでなくその中間代謝物の血

中からの消失が遅延することが示された。この時、血中AUCを算出した結果、 MDZ自

体は5.7倍、また 1'・0亘 MDZ、 4-OH MDZ はコントロール群と比較してそれぞれ5.1

倍、 6.7倍上昇していた(Table4)。 CYP阻害による AUCの上昇率は、無処理ラット

の場合と比べて若干大きくなったものの、その傾向はほぽ同様と考えられた。
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Table 4. E丑'ectofABTpretreatmenton the systemicexposure (AUC) ofMDZ

and its primary metabolites a丘erintravenous administration ofMDZ

to bile'cannulated rats

MDZ

1'・OH MDZ

4・OH MDZ

In the ABT'pretreated rats, MDz wasintravenously administrated at a丑er 18 hr of

Oralpretreatment withABT. The values are mean士 SD (n = 30r 4).北P く 0.05;"P く

0.01, compared to the correspondin今 Values in control rats

AUC (0・⑳)(n今/mL ・ hr)

Contr01

141.8 士 29.1

Table5には、各時間にサンプリングした胆汁中に含まれる中間代謝物量の和を示す。

コントロール群において、胆汁中に排池された中間代謝物量は極めて低く、1'・OHMDZ、

4-OHMDZは、それぞれMDZ投与量の 0.64、 0.0053%であった。また、 ABT前処理

群においてもそれぞれ0.62、 0.0066%であり、胆汁中に含まれる中間代謝物にCYP阻

害による有意な差は見られなかった。この結果から、中間代謝物の胆汁中排池量はCYP

阻害の影響を受けないことが明らかとなった。また、腸肝循環の影響をなくすために胆

汁を体外に排池しているにもかかわらず、無処理ラットと同様、 CYP 阻害による中間

代謝物の AUC が大幅に上昇したことから、 C四阻害による中間代謝物の大幅な血中

曝露増加の原因として、腸肝循環の関与は低いと考えられた。

14.3 士

15.6 士

9.フ

9.1

ABT"pretreated

790.8 士 182.6士

72.9士 32.4史

104.9士 40.0史史

ratlo

5.フ

5.1

6.フ
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Table 5 Amount of primary metabolites of MDz excreted into the bile a丑er

intravenous administration ofMDz to bile cannulated rats

Excreted amount

(ng)

% ofdoseofMDZ

Obtained vales ofmetabolite amount were converted to the corresponding amount of

MDz by usin今 the ratio ofthe molecular wei曾ht. The values are mean士 SD (n = 30r 4)

1'・OH

Contr01

344 士 173

0.64 士 0.32

第2節ジアゼパムΦAP)及びタモキシフェン(TAM)の中間代謝物の血中曝露に

及ぽすCYP阻害の影響

前節において、 MDZ静脈内投与後の中間代謝物の血中曝露が、CYP阻害時に増加す

ることを見出し、その理由として、(1)中間代謝物から最終代謝物への代謝が阻害され

ることによって中間代謝物の全身クリアランスが低下すること、(2)CYP阻害時に肝臓

で生成した中間代謝物の全身血中への移行量が増加すること、の二つの要因が関与して

いることを明らかにした。そこで本節では、 MDZ以外の薬物においても同様な現象が

認められるか否かについて検討を行った。

本節ではモデル薬物としてDAP およびTAM を用いた(Fi今.5)。 DAPは、ヒトにお

いて主としてCYP2C19 によってN・脱メチル化され、活陛代謝物であるデスメチルジ

アゼパム(Desmethyl DAP)に代謝される 72)。さらに、 Desmethyl DAP は CYP3A4

によって 3 位・が水酸化され、やはり活性を有する Oxazepam へと代謝される。

DesmethylDAP は親薬物である DAP より活性は少し落ちるものの、部分作動薬とし

て作用することが知られている 7フ)。一方、 TAMはプロドラッグであり、主にCYP2D6

により代謝された 4-OH・タモキシフェン(4-OHTAM)と、 4-OH TAMが CYP3A4 に

よってさらに代謝されたエンドキシフェンが薬効に関与する。 4・OH TAM およびエン

ドキシフェンはエストロゲン受容体への親禾叶生およびエストロゲン依存性の細胞増殖

抑制能が、親化合物であるTAMの30~100倍程度と極めて強い薬理効果を有している

79,則。本研究では、薬理活性を有する中間代謝物である、 DesmethylDAPおよび4-OH

4・OH

2.8 士

0.0053 土 0.0OH

0.6

ABT、pretreated

1'・OH

334 士 170

0.62 士 0.31

4-OH

3.5 士 0.9

0.0066 士 0.0016
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TAMの体内動態に及ぼすCYP阻害の影響に関して、 MDZの場合と同様な検討を行っ
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Fi牙S.6,7 に示す。また、それぞれの血中AUC を算出した結果をTable6 に記す。
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Fi曾.6. plasma concentration'time pr0丘le ofa) DAp and b) DesmethylDAp a丑er

intravenous admi11istration ofDAp to contr01(0) and ABT・pretreated (●)

rats.

Each pointin the f1牙Ure represents the mean 士 SD (n = 4).
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Table 6. Effect ofABTpretreatment on the systemicexposure (AUC) ofparent

drU目S(DAP, TAM) and theirprimary metabolites(DesmethylDAP,4・

OH TAM) a丑erintravenous administrationofeachparent drU客 to rats

DAP

DesmethylDAP

TAM

4・OH TAM

In theABT'pretreated rats, each parent drU今 Was intravenously administrated at

a丘er 18hroforalpretreatment W北hABT. The values are mean 士 SD (n = 4).★火P く

0.01, compared to the corresponding values in controlrats

AUC (0・⑳)(n今/mL ・ hr)

Contr01

166.5 士 56.5

F喰.6に示したように、 ABT前処理によってDAPの血中からの消失は明らかに遅延

し、同時にDesmethylDAP の血中への出現および消失も遅延した。したがって、DAP、

DesmethylDAPとも血中AUCはABT前処理によって上昇し、その程度は親薬物、代

謝物でほぽ同程度(3.1倍、 2.6倍)であった(Table6)。一方、 Fi今.7 のTAM の場合、

TAM 自体の血中濃度に対するABT前処理の影響は小さく、 AUCには差が認められな

かった。しかしながら、中間代謝物の4・OHTAMの血中濃度推移には明らかな遅延が

認められ、 AUCもABT前処理群で2.3倍と有意に上昇するという、極めて興味深い結

果が得られた。この理由のーつとして、 TAMから4-OH TAMへの代謝と4・OH TAM

からエンドキシフェンへの代謝に関わるCYP分子種が異なっていることから(CYP2D,

CYP3A)73,84'86)、それぞれの代謝過程のABTに対する感受性に違いがあった可育晉性が考

えられる。この点に関して、次章において血W'tr0等での詳細な検討を行っている。

本節での結果より、 DAP、 TAM ともABT前処理によってCYP代謝酵素を阻害した

場合、中間代謝物のAUCが上昇することが明らかとなった。これは前節でのMDZの

結果と同様であったことから、次に各代謝物の全身クリアランスに及ぽすCYP阻害の

影響を観察し、それぞれの血中移行量の変化を算出した。

53.8 士 17.4

271.1 士 35.4

69.1 士 15.2

ABT、pretreated

511.4 士 122.0史★

137.4 士 27.7★★

278.4 士 35.8

157.8 士 40.9★北

ratlo

3.1

2.6

1.0

2.3
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2・2)中間代謝物の全身クリアランスに対するCYP阻害の影響

DesmethylDAPおよび4-OHTAMをコントロールおよびABT前処理ラットに静脈

内投与した後の血中濃度推移を Fig.8 に、それぞれの血中濃度推移から求めた全身ク

リアランスをTable7 に示す。

100

a) DesmethylDAP

10

860 420 2 86 10 124

Time (hr) Time (hr)

Fi容.8. plasma concentration'time profile ofprimary metabolites, a) Desmethyl

DAp and b) 4-OH TAM a丑erintravenous admi11istration to contr01(0) and

ABT'pretreated (●)to rats.

Each pointin the fi晉Ure l'epresents the mean 士 SD (n = 4)

On the systemic clearance (CL.y.) of

intravenous admi11istration of each

0.49

1.0

Contr01

100

b)4-OH TAM

CL那(mL/miwk牙)

10

14.0 士 1.8

49.5 士12.0

Table

ABT'pretreated

フ. Effect of ABTpretreatment

Primary metabolites a丘er

Primary metabolite to rats

0.1

6.9 士 1.4ま史

49.0 士 9.1
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DesmethylDAP

4-OH TAM

In the ABT'pretreated rats, each primary metabolite intravenouslyWas

administrated at a丑er 18hr oforalpretreatment with ABT. The values are mean 士

SD (n = 4).史史P く 0.01, compared to the correspondin牙 Values in controlrats.
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コントロール群において、 DesmethylDAPは全身血中から速やかに消失し、 4時間

以降では血中に検出されなかったのに対し、 ABT 前処理群では消失が明らかに遅延し

実験開始 12時間後も全身血中に存在した。その結果、 DesmethylDAP の全身クリア

ランス(CL那)は約半分にまで低下し、 DesmethylDAP の代謝が ABT によって有意

に阻害されたことが示唆された。一方、4-OHTAMではコントロール群と ABT前処理

群の血中濃度推移はほぽ一致し、 CL部にも変化は認められなかった。これは、親薬物

であるTAM と同様の結果と考えられた。

2・3)親薬物静脈内投与後の中間代謝物の血中移行量に対するCYP阻害の影響

式(1・1)にしたがって、親薬物投与後の各中間代謝物の血中 AUC と、それぞれの

CL部から、中間代謝物の肝臓から全身血中への移行量(血中移行量)を算出した。結

果を親薬物の投与量に対する割合(%ofDose)としてTable8に示す。

8. Amount ofprimary metabolites of DAp and TAM exposed to theTable

Systemic circulation a丘er intravenous administration of DAp or

TAM

DesmethylDAP

4-OH TAM

Exposed amounts of primary metabolites were calculated by multiply血今 their

Auc a丑erintravenously administration ofparent drU今S(Table 6) and their cL.y.

(Table 7) in both control and ABT・pretreated rats. obtained vales of metabolite

amounts were converted to the correspondin宮 amounts ofparent drU套S by usin今

the ratio ofthe molecular wei套ht. The values are mean 士 SD (n = 4).★北P く 0.01,

Compared to the correspondin宮 Values in controlrats

Contr01

9.0 士 3.2

% ofDose

38.4 士 8.9

DAP の中間代謝物である DesmethylDAPでは、血中への移行量にはコントロール

群とABT前処理群で有意な差は認められず、CYP代謝阻害によって、中間代謝物の移

行量は変化しないことが示唆された。したがって、 Table6 に示されたDesmethylDAP

のAUCの上昇は、 DesmethylDAPの代鶚妨那且害され、その全身クリアランスが低下

ABTpretreated

9.8 士

90.9 士 25.3史★

1.9

ratlo

1.1

2.4
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したためと考えられた。一方、 4・OH TAM のコントローノレ群での全身血中への移行量

は投与量のおよそ40%程度であったのに対し、 ABT前処理群では2.4倍と有意に増加

しMDZと同様、投与量とほぼ同量が全身血中に移行する結果となった。 Figs.フ、 8で

明らかなように、 TAMおよび4-OHTAM静脈内投与後の血中濃度推移はABT前処理

の影響を受けず、全身クリアランスも変化しないことから、 TAM静注後の4-OHTAM

のAUCが上昇した理由は、4・OHTAMの血中移行量の増加に起因した現象であると考

えられた。

第3節 CYP阻害による薬物中間代謝物の血中曝露増加のメカニズムの解析

これまでの検討において、著者は CYP 酵素を阻害したラットにモデル薬物として

MDZ、 DAP、 TAMを静脈内投与した結果、いずれの薬物においても中間代謝物の血中

AUC が有意に上昇するという、極めて興味深い知見を得た。さらに、中間代謝物の全

身クリアランスおよび血中移行量を算出したところ、 CYP 阻害による中間代謝物の

AUC増加の理由として、(1)中間代謝物から最終代謝物への代謝が阻害された結果、そ

の全身クリアランスが低下した、(2)肝臓中で生成した中間代謝物の血中への移行量が

増加した、という二つの要因が関与していること、及びそれぞれの要因の関与の仕方は

薬物によって異なっている可能陛が考えられた。

投与した薬物の中間代謝物の血中曝露の増加がどの様なケースで起こるのか、また実

際の臨床の場でも認められるのかを考えるためには、その要因及びメカニズムを明らか

にすることが重要である。そこで本節では、 CYP 阻害による中間代謝物の血中曝露の

上昇の原因について、生理学的速度論(PB・PK:physi010部・basedpharmacokinetics)

を用いたモデル解析を試みた。

3・1)親薬物静脈内投与後の中間代謝物の体内動態に関するPB・PKモデルの構築

PB・PK モデルでは様々な臓器を組み込んだ複雑なモデル解析も可能であるが、本章

では、薬物の肝臓での代謝とその全身循環血中での動態を明らかにすることを目的とし

て、親薬物、中間代謝物、最終代謝物、それぞれに対して全身循環と肝臓の2つのコン

パートメントから成る簡単なPB・PKモデルを構築した。 Fi今.9に示したモデノレでは、

親薬物と中間代謝物の全身血中からの消失経路は主に肝臓での代謝・胆汁中排治および

腎臓での尿中排池とした。本モデルでは、静脈内に投与された親薬物は全身循環
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(systemiccirculation)からa刊蔵(1iver)に取り込まれた後、まず中間代謝物に代謝され

る。さらに、肝臓内で生成した中間代謝物のうち、一部は全身循環に移行し、残りは肝

臓内でさらに代謝を受けて最終代謝物となる。なお、図または式中に用いた略号の意味

は以下のとおりである。

Qn:肝血流速度、 CLR:腎クリアランス、 CLbil.:胆汁排池クリアランス

fub,NN武吐MI:親薬物または中間代謝物(MI)の血中タンパク非結合率、

CLi址,血吼,円Nm位脚:親薬物またはM1の肝代謝固有クリアランス

CLR,parent

Systemic
Circula"on

Liver

CLR,MI

CLbile,parent CLbile,MI

Fi宮.9. PB"PK model analysis used in tMs study

Systemic
Circulauon

^

CLI"t,met,parent

3・2)親薬物およびその中間代謝物のAUCの式の誘導

一般に、薬物の体内からの消失経路としては、 F喰.9で示したように肝臓での代謝の

他に胆汁中および尿中排池が考えられるが、今回は式の展開を簡略化するため、本研究

で用いた薬物は"刊蔵での代謝によってのみ体内から消失するとして、他の消失経路は無

視できるものと仮定した。 Fig.9 のモデルに従い、 weⅡ・stirredmode1を用いて親薬物

(parent)及び中間代謝物(MD の全身クリアランス(CL部)および全身循環血中の

AUC (AUC映)を書き表すと、それぞれ式(1-2)ー(1・フ)となる。

Liver

CLR,M2

Systemic
Circula"on

^

CLmt,met,MI

親埜^

親薬物の全身クリアランスは

Liver

CLbile,M2
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QH+fub,parent

薬物を静脈内に投与した場合には、

Sys,parent

CLsys,parent

式(1-2)において、親薬物の血奬中非結合型分率X肝代謝固有クリアランス

(fub,皿N址・CL址,m吼,NN址)力明干血流(Q旬よりも十分に大きければ、その全身クリアラン

スは血流律速となり、仮に ABT によって肝代謝固有クリアランスが低下しても全身

クリアランス及びAUCにそれほど大きな変化は見られないと考えられる。

Aucsysparent

QH ' fub,parent ' CLint,metparent

CLint,met,parent

AUC=D/CL部の関係が成立することから

式(1-3)
D

中間代謝物(MI)

一方、中間代謝物M1の全身クリアランスは

QH ' fub,MI ' CLint,met,MI

QH+fub,MI ' CLint,met,MI

この時、1刊蔵中で生成したM1が全身循環血中に移行する割合(F部,MD は

QH

CLsys,MI

QH+ fub,MI ' CLint,met,MI

また、親薬物は"刊蔵においてすべてM1に代謝されることによって全身循環血中から消

失すると、全身循環血中に移行するM1の量は

QH

式(1-2)

Fsys,MI

QH+ fub,MI ' CLjnt,met,MI

したがって、 M1のAUC は式(1-4)と式(1・6)より、

Sys,MI

Aucsys,MI

式(1-フ)より、中間代謝物の AUC はその肝代謝固有クリアランス(CLim,m此,M゛と

反比例の関係にあり、血流の影響は受けないことがわかる。また、 ABT 前処理によっ

てAUCが上昇する理由としては、中間代謝物の肝代謝固有クリアランスの低下に伴っ

fub,MI ' CLint,met,MI

式(1・4)

D

・D

式(1・5)

式(1-6)
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て、式(1・4)で示した全身クリアランスが低下すること、及び式(1・6)で示した循環血

中への移行量が増加すること、の二つの要因が関与していることが数理的にも証明され

た。そこで、次節において、速度論的解析で得られた結果を検証することを目的として、

肝細胞より調整したミクロソームを用いたmV北r0での代謝試験を行った。

第4節親薬物及び中間代謝物の代謝に及ぽすC四阻害の影響:ラット肝ミクロソー

ムを用いた血ガな0代謝試験

hⅦ'tr0代謝試験には、摘出臓器(血SルU)、組織スライス、分離細胞、組織ホモジネ

ートおよびミクロソーム等を用いた種々の実験系があり、目的に合わせて最も適切な血

ガh・0実験系を選択することが重要である 87,鬮。薬物代謝の主要臓器である"刊蔵及び小0

腸において、 CYP 酵素はミクロソーム画分に局在している。従って、それらの組織か

ら調製したミクロソーム画分を用いて基質薬物の血Ⅶ'h・0代謝試験を行い、基質薬物の

減少及び代謝物の生成を測定することで、 CYP による代謝活性を評価することが可能

である。

前節において、親薬物および中間代謝物の血中曝露の変化を数理的に理解するため、

全身循環および肝臓の2つのコンパートメントからなるPB・PKモデルを用いた解析を

行ったところ、中間代謝物のAUCはその肝代謝固有クリアランスに反比例することが

明らかとなった。本節では、 ABT が親薬物および中間代謝物の代謝をどの程度阻害す

るのかに関して、肝ミクロソームを用いた加ガtr0代謝試験を行い、血V北ro・血Ⅶ'V0相

関について考察を試みた。
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4・D ラット肝ミクロソームを用いた血ガtr0代謝試験による MDZとその中間代謝物

の代謝速度定数の算出

まず、 MDZ を用いた検討を行った。 Fig.10 にラット肝ミクロソーム中でのMDZ及

び中間代謝物の濃度推移に及ぼすABTの影響を示した。ここでは、中間代謝物の各時

間における濃度は 1'・OHMDZと4-OHMDZの濃度の和を用いて表した。
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コントロール群において、 MDZ の消失は極めて速く、実験開始およそ 15分でほぼ消

失した。一方、 ABT前処理群では、 MDZの消失はABTの濃度依存的に遅延し、 ABT

濃度を 5μM とした場合には実験開始2時間後にも有意な濃度のMDZ が残存してい

た。また、この時コントロール群における中間代謝物の生成は速やかであり、実験開始
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およそ 10分程度でピークを迎え、その後、速やかに消失した。一方、 ABT前処理群に

おける中間代謝物の消失は遅延しており、5μM処理群では1時間以降ほぼ一定の濃度

を示した。 ABT の添加によって中間代謝物の消失に遅延が観察されたことから、 ABT

がMDZの代謝速度だけでなく、中間代謝物の代謝速度にも影響を及ぽしていることが

示唆された。そこで、 MDZ及び中間代謝物の代謝速度定数を算出し、各代謝過程にお

けるABTの影響について検討を行った。

代謝酵素による基質の代謝速度は、通常、ミカエリスーメンテン式によって表される

が、基質濃度がミカエリス定数に比べて十分に低い場合には、基質の代謝は見かけ上1

次速度式に従うとみなすことが出来る。そこで、今回ラット肝ミクロソームを用いた血

Ⅶ'h・0代謝試験における親薬物(parent)から中間代謝物(MD、さらに最終代謝物(M2)

への代謝過程を下記の様に表した。すなわち、parentから M1への代謝速度定数をk、

M1から M2への代謝速度定数を k2とし、非線形最小二乗法プログラム"MULTI"を

用いて、 Fi今.10 に示したMDZおよび中間代謝物の濃度推移を式(1・8)、(1・9)に同時

丘ttin曾し、それぞれの値を求めた 89)。

k k
ーーー^ーーーーーー^Parent

・d [parent]/ dt = kl .[parentl

各代謝過程の代謝速度定数を算出した結果、 ABT処理によって如および驗ともに

有意な低下が確認され、さらに、 M1からM2への2次代謝過程(k分がより顕著に阻

害されていることが明らかとなった(Table9)。本結果およびPB・PK モデル解析の結

果より、 ABT前処理ラットにおけるMDZ中間代謝物のAUC上昇の理由として、中

間代謝物から最終代謝物への肝代謝固有クリアランスがCYP阻害によって顕著に低下

したためと考えられた。また、 MDZ静脈内投与試験の結果から、 weⅡ・stirredmodel

に基づく式(1-2)を用いてMDZの血ガV0での肝固有クリアランスを算出した結果、

コントロールラットでは 1560mumiwkg、 ABT前処理ラットでは280mL/miwk牙

であった。この結果は、第1節で行ったmⅦ'V0での検討において、 ABT前処理によ

つてMDZの肝固有クリアランスがおよそ 18%に低下したことを示している。 Table9

d [MU /dt = kl.[parent]-k2.[MU

MI
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において、血V北r0でのABT濃度として5μMを用いた場合、 MDZの代謝速度定数

(k゛はコントロール群と比較しておよそ 17%まで低下していたことから、加Vル0試

験との相関を考えた場合、 5μM濃度のABTを用いることが妥当と判断された。

Table 9. E丑'ect ofABTpretreated onthe1力 Vitrometabolism rate ofMDz and its

Primary metabolitesin ratliver microsomes.

ABT (1μM)

ABT (5 μM)

Rate constants, kl and k2, representthe first'order constant for MDz to the primary

metabolites (kl) and the primary metabolites to the flnalone (k2) obtained from the

Concentration'time pr0丘les ofMDz and the metabolites in Fi宮.10. For calculatin宮

the rate constants, sum ofthe concentrations oftwo primary metabolites (1" OH

MDz and4'OH MDZ) were used

kl(min'1)

kバmin'リ

k.(m血'リ

kバm血'リ

Contr01

0.29

4・2)ラット肝ミクロソームを用いた血ガtr0代謝試験による DAP及びTAM とその中

間代謝物の代謝速度定数の算出

MDZを用いた血νルr0代謝試験において、 ABTによって親薬物の代謝のみでな

く、中間代謝物から最終代謝物への代謝も阻害されことが明らかとなった。ここで

は、さらにDAP及びTAMを用いて同様な血ガh・0代謝試験を行い、各代謝過程にお

ける代謝速度定数を算出した。 ABTの濃度としては、 MDZの加Ⅶ'tr0代謝試験にお

いて、 mガV0試験の結果と同程度の阻害効果を示した5μMを採用した。

Fi牙.11にDAP、 Fi牙.12 にTAM の血Ⅶ'tr0代謝試験の結果を示した。 MDZ 同様、

DAP、 TAM共に、 ABT前処理によって親薬物の消失が遅延した。この時、 DAPの中

間代謝物である desmethylDAPは、コントロール群において実験開始直後にピーク

を示し、その後速やかに消失したのに対し、 ABT前処理群での生成速度は遅く、その、

後の消失も緩やかであった。また、 TAMの中間代謝物の4-OHTAM も desmethyl

DAPの場合と同様なパターンを示し、両薬物も親薬物とともに中間代謝物の代謝も阻

害されていることが考えられた。

0.10

ABT・pretreated

0.17

0.015

0.051

0.012

ratlo

0.57

0.15

0.17

0.12
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k,およびk2はABTによってそれぞれ31%、 35%低下したにも関わらず、 mガV0試

験ではTAMのAUCに対するABTの影響はほとんど観察されなかった。この理由と

して、 TAMには4-OHTAM以外にも N・desmethylTAM に移行する経路が存在して

おり、血Ⅶ'V0試験において、 4・OHTAMに移行する経路が阻害された結果、 N・

desmethylTAMへの移行量がしたことが考えられた。以上の結果より、薬物によって

ABTの阻害のパターンが異なることが示された。

Table lo. E丘ectofABTpretreated on the 1力彰1'trometabolism rate ofDAp and

TAM andtheirprimary metabolitesin ratlivermicrosomes.

DAP

TAM

k,(min'1)

k2 (min'1)

Rate constants, kl and k2, represent the first'order constant for each parent drU今

to the primary metabolites (kl) and the primary metabolites to the 6nalone (k2)

Obtained from the concentration"time pr05.1es ofeach parent drU今 and the

metabolite in Figs.11 and 12

k,(min'1)

k2 (min'1)

Contr01

0.071

0.020

第5節考察

本章ではMDZ、 DAPおよびTAMをラットに静脈内投与した後、代謝物の血中濃

度推移に及ぽすCYP代謝酵素の阻害の影響に関して、 mⅦ'V0での試験を実施した。

これらモデル薬物はいずれも、(1)CYP酵素の基質であり、主として代謝によって体

内から消失する、(2)CYP酵素によって逐次的な代謝を受け、その中間代謝物が循環

血中に検出される、(3)それら中間代謝物は薬理活性を有する

代謝物である、ことが知られており、それぞれの薬物の中間代謝物の血中曝露の変化

に着目して検討を実施した。その結果、いずれの薬物においても、ラット静脈内投与

後の中間代謝物のAUCを指標とした血中曝露が、 ABT前処理によるCYP阻害によ

つて有意に上昇すると言う極めて興味深い結果が得られた。一般に、薬物間相互作用

ABT'pretreated

0.014

0.043

0.0034

0.013

0.0043

0.015

ratlo

0.047

0.68

0.31

0.35
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などによって薬物代謝酵素の活性が阻害された場合、親薬物の代謝速度の低下に伴っ

て代謝物の生成速度が低下し、その血中曝露も低くなると考えられる。したがって、

CYP阻害時に逆に代謝物の血中曝露が上昇するという結果は、薬理活性、もしくは何

らかの毒性を持った代謝物を生成する薬物の臨床使用において、極めて重要な知見と

考えられる。

ラット静脈内投与試験において、親薬物のAUCと中間代謝物のAUCの比

(Aucm.ゾAUCNN址ratio)を算出したところ、 ABT前処理によってMDZ と 1'・OH

MDZ の比は 26.2%から 38.5%、 4-OHMDZ では 172%から 21.3%に上昇した。ま

た、 DAP と DesmethylDAP及びTAM と 4-OHTAM のAUC比は 7.4%から

26.9%、 25.5%から 56.フ%にそれぞれ上昇した(Tablel,6)。薬物の代謝物による有

害事象発現の防止を目的として2008年に米国FDAから公示されたガイダンス

(MIST)圃では、定常状態において親薬物の血中AUCの 10%以上のAUCを示す代謝

物で、ヒト特異的あるいは動物試験においてヒトと同等な曝露が担保されていないも

のについて、別途、代謝物を用いた安全性試験の実施を要求している。また、米国、

欧州の薬物間相互作用ガイドラインにおいても、親薬物のAUCの25%以上のAUC

を示す代謝物について、代謝物による相互作用の可能性に関して検証を実施するよう

求めている玲,玲)。したがって、現在の新規医薬品開発過程において、主代謝物の同定

とその血中曝露の評価は極めて重要な項目であり、出来るだけ早い段階でヒトにおけ

る代謝物を同定し、安全性試験を追加実施する必要性に関して判断する必要がある。

本章で認められた現象がもしヒトでも同様に生じるのであれぱ、臨床試験プロトコー

ルの設定等、製薬企業における開発Strategyに混乱を招く可ヨ断生がある。さらに、薬

物間相互作用によって代謝物の血中曝露が増大するのであれぱ、上記の様なガイダン

スの基準が、実際の臨床における安全性を担保する上で適釖であるかどうかについ

て、再度検証する必要があると考えられる。

Meyerらは、健常人においてDAPとフェロジピンを併用した場合、 DAPの血中

AUCは変化しないにもかかわらず、 DesmethylDAPのAUCが上昇することを報告

している阿。この現象に関する詳細なメカニズムについては検討されていないもの

の、彼らはフェロジピンがDesmethylDAPから最終代謝物である Oxazepamへの代

謝を遅延させたと推察している。この報告から、ラットと同様、ヒトにおいても CYP

阻害による薬物代謝物の血中曝露の増加が起こることが考えられる。また、 Hoenら

はMDZがラット肝臓で主にCYP3A2によって中間代謝物に代謝されることを報告し
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ている 9D。ラットのCYP3A2のアミノ酸配列のおよそ 70%がヒトの CYP3A と一致0

している 92)。また、 DAP及びTAMについても CYP3Aの関与が知られていることか

ら花,袷)、ヒトにおいても本検討で得られた結果と同様の結果が得られる可能性があ

る。

CYP阻害時には、肝臓での代謝活性が低下することによって、相対的に胆汁中排池

の割合が増加し、腸肝循環によって親薬物あるいは代謝物が小腸より再吸収された結

果、それらのAUCが上昇した可育断生が考えられる。しかしながら、胆管カニューレ

を施して胆汁をすべて採取したラットにおいても同様な結果が得られたこと、および

胆汁中に排池された中間代謝物量は親薬物の投与量に比べて極めて少なかったことか

ら、今回の現象に胆汁排汝過程は関与していないと判断された。したがって、 CYP阻

害時に中間代謝物の血中AUCが上昇した理由として、(1)中間代謝物から最終代謝物

への代謝も阻害された結果、中間代謝物のCL部が低下した、(2)中間代謝物の血中へ

の移行量が増加した、の二つの要因の関与が考えられた。そこで、ラットに直接中間

代謝物を静脈内投与して、そのCL那に及ぽすCYP阻害の影響を観察したところ、

MDZおよびDAPの中間代謝物ではCL那がコントロールのν2以下にまで低下する

ことが明らかとなった(TableS2,フ)。さらに、中間代謝物の血中移行量を算出したこ

ろ、 MDZ と TAMでは移行量が有意に上昇することが示された(TableS3,8)。以上

の結果をまとめると、 CYP阻害による各代謝物の体内動態の変化は下表の様に表され

る。
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Table 11. E丑'ect ofABTpretreatment on the pharmacokinetics of

Primary metabolites ofmodeldrU宮Sin rats

1'・OH,4-OH MDZ

DesmethylDAP

4・OHTAM

Table11において、薬物間で中間代謝物の挙動が異なる理由、また 1'・OH,4・OH

MDZおよび4-OHTAM の血中移行量がCYP阻害によって増加する理由を明らかに

するため、薬物速度論的な解析を行うとともに、肝ミクロソームを用いた血ガh・0で

の検討を実施した。今回用いたPB・PKモデルとは、投与された化合物(薬物)が血

流によって組織に供給され、組織中に分布し、一部が代謝・排池されて組織から消失

CLW. Exposed amount

ー^

』一)

AUC

↑
↑
↑

↓
↓



し、残った化合物が血流に乗って流れていく、といった一連の過程を各臓器における

血流や臓器容量等の生理・解剖学的な情報ならびに代謝クリアランス等の薬物固有の

情報に従い、実態に即した形で記述するモデルであり、体内のどの臓器に注目するか

によって様々なバリエーションが存在する。 PB・PK モデルの特徴として、代謝活性

や組織結合などの血Ⅶ'た,0で測定したデータを直接モデルに組み込んだ解析が可能、

また、あるパラメータを変化させて計算を行うことにより体内動態におけるそのパラ

メータの重要性を定量的に評価可能、などの点が挙げられる船,⑭。 2015年に作成され

たファリーダック⑱カプセル(パノビノスタット乳酸塩カプセノレ)の添付文書には、薬

物間相互作用に関する注意事項としてPB・PKモデルを用いた解析結果が記載されて

いる 95)。このように、現在の医薬品開発において、 PB・PKモデルは非臨床やヒトにお

ける体内動態を予測する手段として繁用されており、医薬品候補化合物の選択、最適

化を予測する手段として有用である 96,97)。

本章では、全身循環血および"刊蔵からなる簡単なモデルを用いて、親薬物静脈内投

与後の親薬物、および中間代謝物の血中AUCを書き表した結果、中間代謝物のAUC

はその肝代謝固有クリアランスに反比例することが明らかとなった。そこで、各薬物

について、肝ミクロソーム中での親薬物から中間代謝物、中間代謝物から最終代謝物

への代謝過程を観察し、それぞれの代謝過程における速度定数を算出した。血流やタ

ンパク結合の影響を受けない条件で求めた血ガな0代謝速度定数は、"刊蔵の真の代謝

能力を表す肝代謝固有クリアランスに相当するパラメータであり、実験に用いた溶液

の容積を乗じることによって代謝固有クリアランスとして扱うことが出来る。そこ

で、式(1-2)あるいは(1-4)および式(1・6)に、血Ⅶ'h・0で求めた肝代謝固有クリア

ランスを代入することによって、 CYP阻害による親薬物と中間代謝物の全身クリアラ

ンス(CL部)、中間代謝物の"刊蔵から循環血中への移行率(F映,MD を推定し、血Ⅶ'VO

での実測値と比較した(Table12)。

Table12において、 MDZおよびDAPの親薬物、中間代謝物の全身クリアランスの

比(ABT前処理群/コントローノレ)は、 m Ⅶ'tr0と血Ⅶ'V0で良好な相関を示し、いず

れもABT前処理によるCYP阻害によって有意に低下することが示された。また、

MDZの中間代謝物の循環血中への移行率については、血ガな0からの予測が血Ⅶ'VO

実浪Ⅱ直より大きくなっているものの、これは、血Ⅶ'V0におけるABT前処理群での中

間代謝物の血中移行率がすでに 100%であったためと考えられる。またDAPについて

は、中間代謝物の肝固有クリアランスの低下の程度が小さく、血ガV0では血中移行率
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の有意な変化が検出できなかったと推察された。したがって、 MDZの中間代謝物の

AUCの上昇には中間代謝物の全身クリアランスの低下およびその血中移行率の上昇が

関与すること、またDAPの場合には主として中間代謝物の全身クリアランスの低下

が原因であることが、血Ⅶ'tr0においても確認された。

一方、 TAMにおいては、親薬物、中間代謝物とも血Ⅶ'V0での全身クリアランスに

変化が認められなかったのに対し、血Ⅶ'tルでは親薬物、中間代謝物とも有意な減少が

予測された。この理由に関しては現時点では明らかではないものの、 TAMは今回の検

討で対象とした 4-OHTAM以外に、 N・desmethylTAM を介してエンドキシフェンに

代謝される経路が存在しており73)、その全身クリアランスに対する寄与が加W'tr0で

は十分に評価されていない可能性が考えられる。今後、それら他の代謝物についても

同様な検討を行い、加Ⅶ'tro・加Ⅶ'V0間での整合性を検証司、る必要がある。しかしなが

ら、 Table12 の結果は、 Table11に示した血ガV0での現象が速度論的解析と力?Ⅶ'tro

での簡単な実験によってほぽ説明可能であることを示すものであり、多くの薬物の中

間代謝物の血中曝露を評価する上で、本手法は有用な手段と考えられる。

12. h2 1、itro '1h ガVo correlation in the ratio (ABTpretreated / controD ofTable

exposed amount and systemic clearance of pHmary metabolite of MDZ,

DApandTAM

MDZ

1'+ 4・OH MDZ

DAP

DesmethylDAP

kl or k2

In Vユιro

TAM

4-OH TAM

(ABT'pretreated /controDRatio

0.17

0.12

以上本章では、 CYP阻害時に薬物の中間代謝物の血中曝露が有意に上昇するという

新たな知見を得た。 C四酵素に特異的な阻害剤であるABTを用いた検討は、実際の

臨床現場で起こる薬物間相互作用とは状況が異なっていると考えられるものの、 ABT

と同じように非可逆的なMB1による阻害を引き起こす薬物も存在することから舶,肌)、

Exposed amountofMI

In ▼ユtro

0.047

0.68

0.31

0.35

83

In V2VO

1.5

2.0

2.9

In vltro

1.1

CL.卵

0.28

0.44

2.4

In V2VO

0.36

0.73

0.33

0.42

0.48

0.75

0.31

0.50
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同様な現象が起こる可育尉生は十分に考えられる。さらに、もしヒトにおいても同様な

現象が認められるのであれば、本結果は、薬物代謝物の安全性および活性代謝物によ

る薬理効果の臨床的な寄与を評価する上で、極めて重要な知見と判断される。
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第2章親薬物経口投与後の中間代謝物の血中曝露に及ぼすCYP阻害の影響

第1章において著者は、CYP酵素を阻害したラットにモデル薬物としてMDZ、DAP、

TAM を静脈内投与した結果、いずれの薬物においても中間代謝物の血中AUC が有意

に上昇するという、極めて興味深い知見を得た。この様な現象が今回モデルとして用い

た薬物以外にも同様に起こるのであれば、薬物間相互作用等によってCYP酵素の活性

が阻害された場合、代謝物の血中曝露が上昇し、それに起因した有害事象が引き起こさ

れる可育断生が考えられる。

今回用いた3種のモデル薬物をはじめ、現在、臨床的に用いられている医薬品の多く

が経口投与製剤である。 CYP 酵素は肝臓の実質細胞のみでなく、小腸の上皮細胞にお

いても高レベルで発現しており 98)、ヒトにおいてはd明昜に発現する CYP 酵素全量の

70%以上が CYP3A4である羽)。したがって、その基質となる薬物を経口投与した場合

には、門脈に移行する前に小腸で初回通過代謝を受け、十分な吸収率田A

bioavailability)が得られないケースが多く報告されている,00,血)。第 1節でモデノレ薬

物として用いた MDZ についても、吸収された薬物の 50%近くがヒト小腸で初回通過

代謝を受けることが知られている 102'104)。ラットの消化管においても、 C四3A62、 3A9

及び3A18 が多く発現していることが明らかにされており妨)、消化管における代謝は

経口投与された薬物のBA に大きく寄与すると考えられる。

一般に、経口投与後の薬物のBA(F)は、消化管膜透過率(Fa)、消化管での初回通

過代謝の回避率(F套)、及び肝臓での初回通過代謝の回避率(Fh)の積として表される

(Fi曾.13)。

したがって、消化管代謝の寄与が大きい薬物は、経口投与後のBAが低くなるだけでな

く、薬物間相互作用によって小腸での代謝が阻害された場合には、急激な血奬中濃度の

上昇を引き起こし、重篤な副作用を生じる可能性が考えられる。実際、 Tsunoda らは

CYP 阻害剤としてケトコナゾールを用いて MDZ の静脈内投与及び経口投与試験を行

つたところ、静脈内投与試験と比較し、経口投与試験におけるMDZのAUCの上昇が

大きくなることを報告している 106)。 MDZ を含め、本研究でモデル薬物として用いた

DAP およびTAM は、いずれも臨床では経口剤として用いられることが多い。したが

つて、薬物間相互作用によってCYP代謝が阻害された場合のこれら薬物の中間代謝物

の血中濃度推移の変化に関しても、経口投与試験による検証が必要と考えられる。

F=FaxF牙XFh 式(2・1)
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そこで、本章ではモデル薬物としてMDZ を用い、コントローノレおよびABT前処理

ラットに経口投与した後の中間代謝物(1'・OHMDZ、4-OHMDZ)の血中濃度推移を観

察した。さらに、速度論的な解析手法および門脈にカニュレーションを施したラットを

用いて、経口投与後の親薬物および中間代謝物の吸収挙動に関する詳細な検討を行った。

Enterocyte

P0此alvein

Fa.Fg

metabolism

Liver

第1節 MDZ経口投与後のMDZ及びその中間代謝物の血中濃度推移に及ぽすCYP阻

舌の影響

一般に、 CYP3A基質薬物は排出系輸送担体であるP・糖タンパク質(P・即)の基質と

なる場合が多く川)、薬物間相互作用の解析も複雑となる。しかし、 MDZはP・即には

認識されないため、小腸での代謝の影響のみを観察することが可能である鄭)。本節で

は、第1章と同様な方法を用いてABT前処理を行ったラットにMDZ を経口投与し、

中間代謝物の血中曝露に及ぽすCYP阻害の影響を検討した。

Fig.13. DrU容 bioavailability a丘er oraladministration

metabolism

Systemic
Circulation

Fh

1・DMDZ経口投与後のMDZ及びその中間代謝物の血中濃度推移

F喰.14 にMDZ をコントロールおよびABT前処理ラットに経口投与後の、 MDZお

よび両中間代謝物(1'・OH MDZ、 4-OH MDZ)の血奬中濃度推移を、 Table13 にはそ

れぞれの血奬中濃度より算出したAUCを示す。経口投与されたMDZの血奬中濃度は

ABT前処理によって顕著に上昇し、 AUCはコントロール群と比較して35倍以上の値

を示した。この時、 1'・OHMDZ、 4-OHMDZについても、血中AUCはABT前処理に

よってそれぞれ18.6倍、12.3倍に上昇し、静脈内投与試験と同様、 CYP代謝を阻害し
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ているにもかかわらず代謝物の血中曝露が高くなることが明らかとなった。また、経口

投与試験より得られたMDZ及び両中間代謝物のAUC の上昇率は、 Table1に示した

静脈内投与試験における上昇率を大きく上回るものであった。

400

300

a) MDZ

200

100

200

0

160

b) 1'・OH MDZ

0

120

4

80

8 12

Time (m・)

40

0

16

0

20

Fi牙.14. plasma concentration・time profile ofa) MDZ, b) 1" OH MDz and c) 4'OH

MDz a丘er oraladministration ofMDz to contr01(0) andABT・pretreated

(●) rats.

Each pointin the fi牙Ure representsthe mean士 SD (n = 4).

4
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8 12 16

Time (hT)

C) 4-OH MDZ
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Table 13. E丘ectofABTpretreatmenton theAuc ofMDz and its primary

metabolites a丘er oraladministration ofMDz to rats

MDZ

1'・OH MDZ

4-OH MDZ

In the ABT、pretreated rats, MDz was oraⅡy administrated at a丑er 18hr of oral

Pretreatment withABT. The values are mean士 SD (n = 4).史P く 0.05, compared to

the corresponding values in controlrats.

Contr01

AUC (0・⑳)(ng/mL ・ hr)

1・2)MDZ経口投与後のバイオアベイラビリティの算出

経口投与及び静脈内投与後のAUCを比較することによって経口投与後のBA(F)を

求めることが可能である。ここでは、 MDZのF を式(2-2)に示すように、 MDZ経口

投与試験で得られた血中AUCと MDZの全身クリアランスの積を投与量で除すること

で算出した。

93.8 士 35.5

63.5 士 12.2

39.3 士

ABT・pretreated

9.フ

3289.8 士 2802.4史

1179.1士 548.7★

4852士 242.5★

また、 FhはMDZの全身クリアランス(CL部)を肝血流速度(Q命

MDZの肝抽出率佃h)を 1から引くことで算出した。さらに、 Fa

除することによって算出した。

F = AUC,P。. CL.y.,N / Dose,P。

ratlo

35.1

18.6

12.3

Fh = 1- CL.郡,N / QH

Table14に今回の検討で得られた値を用いてMDZのEFh およびFa・Fgを算出した

結果を示す。ただし、 MDZの体内からの消失は主として肝臓での代謝によるものであ

ることから、 CL部は肝クリアランス(CLh)と等しいと過程して計算した。また、ラ

ツトの肝血流速度(Q命は70mumiwk号蜘)とした。

Fa ・ F牙= F / Fh

で除して得られた

・ F牙はF を Fh で

式(2・2)

式(2・3)

式(2-4)
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14. E丘ectofABTpretreatmentonthe BAofMDz a丑eroralTable

administration to rats

コントロール群ラットにおける MDZ のF は約 10%と低く、 Fa・F今が 0.18 と低いこ

とがその主たる理由と考えられた。 MDZ は1蹴容性の薬物で、その小腸膜透過性は高い

ことから、 4明昜膜透過率(Fa)はほぼ1とみなすことが出来る。したがって、 MDZ は

ラットにおけるF今が極めて低い、すなわち小腸における初回通過代謝を受けやすいと

考えられた。一方、 ABT前処理群ではMDZのBAはほぼ1となり、 ABTの前投与に

よってラットにおける消化管及び肝臓のCYP代謝がほぼ完全に阻害されたことが示さ

れた。以上の結果より、 MDZ経口投与後の中間代謝物のAUC の上昇率が静脈内投与

を大きく上回った原因として、 ABT 前処理群では消化管代謝がほぽ完全に阻害された

結果、投与されたMDZのほぼ全量がそのまま全身循環血中に移行した後、1刊蔵におい

て代謝物が生成したためと推察された。

そこで、静脈内投与試験と同様、式(1-1)を用いてMDZ経口投与後のコントロー

ル群及びABT前処理群における中間代謝物の血中移行量を算出し、結果をTable15

に示す。コントロール群において、 1'・OHMDZ、 4-OHMDZの血中移行量はそれぞ

れ41.9、 46.0μ号であり、その合計はMDZ投与量のおよそ 15%程度であった。

方、 ABT前処理群では、 1'・OHMDZ で 331μ今、 4-OHMDZ で 189μ曾であり、静脈

内投与試験と同様、 MDZの投与量とほぽ同量が全身血中に移行したことを示す結果と

なった。また、 MDZ静脈内投与試験における血中移行量はCYP阻害によって約2倍

に上昇したのに対し、経口投与試験においては6倍以上もの上昇が確認された。

F

Fa . F今

Fh

Contr01

0.10

0.18

0.53

ABT、pretreated

1.1

1.3

0.84
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Table 15.AmountofprimarymetabolitesofMDz exposedtothe syste皿iccirculation

a丑er oraladmi11istration ofMDZ

Exposed amount(μ今)

% ofadministratedMDZ

Exposed amount ofl" OH MDz and 4'OH MDz were calculated by multiplying their

Auc a丑er oraladministration ofMDZ (Table 13) and their cL..(Table 2)in both

ControlandABT'pretreated rats. obtained vales ofmetabolite amount were

Conve此ed to the correspondin宮 amount ofMDz by using the ratio ofthe molecular

Wei宮ht. The values are mean 士 SD (n = 4).史P く 0.05;史史P く 0.01, compared to the

Correspondin宮 Values in control rats

1'・OH

41.9 士 8.6

Contr01

フ.9 士 1.6

第2節親薬物経口投与後のC四阻害による中間代謝物の血中曝露増加のメカニズム

の解析

第 1節でMDZ の経口投与試験を行ったところ、 CYP阻害によって親薬物だけでな

くその中間代謝物のAUCが上昇し、その上昇率は静脈内投与試験を上回る結果が得ら

れた。またその理由として、 ABT 前処理によって消化管代謝がほぽ完全に阻害された

結果、MDZの全身循環血中への移行量が増加したためと考えられた。そこで本節では、

MDZ経口投与後のMDZ及びその中間代謝物の体内動態に及ぽすABT前処理の影響

を定量的に評価することを目的として、速度論的なモデル解析を行った。

4-OH

46.0士 11.3

8.6 士 2.1

ABT'pretreated

1'・OH

331 士167史史

62.0士 31.2★北

4-OH

189士 943火

35.4 士 17.7北

2・DMDZ経口投与後のMDZ及びその中間代謝物の体内動態モデルの構築

F喰.15に、 MDZ経口投与後のMDZ及びその中間代謝物の体内動態に関する速度論

的モデルを示した。 MDZは経口投与後、消化管から吸収されて門脈、肝臓を経て全身

血中に移行する。その過程でMDZは消化管上皮細胞及ぴ肝実質細胞内で初回通過代謝

を受け、中間代謝物(MI)、さらに最終代謝物(M2)に代謝される。
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Gastro intes"ne

(GI)
Dose

MDZ(GI)
Fa'FgMDZ
^

Hepa"C

(H)

MI (GI)

MDZ(H)

Fa"FgMI

Fig.15. pharmacokinetic modelofMDz and its primary metabolites a丑er oral

admi11istration ofMDz to rats.

MI: primary metabolite M2: secondly (丘naD metabolite

M2

IEhMDZ
MI

^

Systemic
Circulation

(sys)

(H),H

MI

Fig.15においてM1が全身循環血中に移行する経路としては、①吸収されたMDZが

消化管初回通過代謝を受け、生成したM1が全身血中に移行する、②吸収されたMDZ

が肝初回通過代謝を受け、生成したM1が全身血中に移行する、③初回通過代謝を受

けずに全身循環血中に到達したMDZが肝臓で代謝を受けM1が生成する、の3通り

と考えられる。 F喰.15では、①の経路で全身血中に移行したM1量をMI,GI、②の経

路のM1量をMI,H、③の経路のM1をMI,部と表記した。この3つの経路で全身血

中に移行した中間代謝物をMI(totaD は式(2-5)で表される。

(H),GI

MIH

MDZ(sys)

^

MIGI

M2

MI(t0始1)

MI(totaD = MI,H + MI,GI + MI,映 式(2-5)

一方、 MI(total)はMDZ経口投与試験における中間代謝物のAUC(AUC即,脚)(Table

13)と、第 1章で求めた中間代謝物の全身クリアランス(CL部,脚)(Table2)を用いて

以下の式によって算出することができる。

M2

MI(totaD =AUC即,脚 X CLsys,脚
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以下、式(2-6)で示された各経路のM1量を算出し、それぞれに及ぼすABT前処理

の影響の定量的評価を試みた。

2・2) MI,Hの算出

MI,HはFig.16、式(2-フ)に示すように、 MDZ投与量(DMDZ)に消化管初回通過代

謝を受けずに肝臓に移行したMDZの割合(Fa・F今MDZ)、 MDZの肝抽出率

(EhM叱)、及び肝臓で生成した中間代謝物が最終代謝物にまで代謝されずに血中に移行

する割合(M1血中移行率)を乗じることによって算出される。

MI,H= DMDZ X Fa. F部DZ X EhMDZ X M1血中移行率

Gastro intestine

(G"
Dose

MDZ(G"
Fa'FgMDZ
^

^
,

Hepatic
(H)

IEhMDZ
. MI(H),H゛(H),H

.
.
.

ξ・少

MDZ(川

Fig.16. productive pathway ofMI,Ha丑er oraladministration ofMDz in rats

M2

以下、式(2・フ)に用いる各パラメータを求める方法を示す。 EhMDZは式(2-8)に示す

ように、 MDZ静脈投与試験で算出したMDZの全身クリアランス(CLsys,MDZ)が肝ク

リアランスと見なせることから、それをラット肝血流量(Q命で除することによって

求めた。その結果、 EhゆZはコントローノレ群で0.47、 ABT前処理群で0.16であっ

た。
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MDZは膜透過性が高いことからFaはほぽ1と考えることができる。また、消化管で

の初回通過代謝の回避率(FgMDZ)は、 Table14の値からコントローノレ群で0.18、

ABT前処理群で 1.0とした。 M1血中移行率としては、 Table3 に示したMDZ静脈内

投与時のMDZ投与量に対する中間代謝物の血中移行率を用いた。それら値は、コン

トローノレ群で 1'・OHMDZ は 0.35、 4-OHMDZ は 0.24、またABT前処理群で 1'・OH

MDZ は 0.75、 4-OHMDZ は 0.43 であった。

2・3) MI,G1の算出

MI,G1は、 Fi今.17、式(2-9)に示すように、消化管での初回通過代謝によって生成

して"刊蔵に移行した中間代謝物量(MI(H),GD と、中間代謝物の肝初回通過効果の回避

率(Fh地)の積として算出した。

MI,GI= MI(印,GI X FhMI

Gastro intestine

(GI)
Dose

MDZ(GI)

Hepatic
(川

MI(GI)

^沙

◆

.
.

Fh "▲Fa'FgMf FhMIFh MI
"^i'- M,(H),GI'^^ー'

{' MIGI

M2 M2 M2

Fi宮.17. productive pathw'ay ofMI,Gla丘er oraladministration ofMDz in rats

ここでFh脚は、式(2-1のおよび(2-1D に示すように、中間代謝物の全身クリアラ

ンスを肝血流量(Q田で除することで得られた中間代謝物の肝抽出率(Eh脚)から算

出した。

式(2-9)

MI(total)

Systemic
Circula"on

(sys)

唱

^ゆ
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EhMI=CLtotMI/ QH

一方、 Fi套.17 に示すように、 MI(H),G1 を算出するためには、中間代謝物の(Fa・ F宮)

を求める必要があるが、理論上、この値はこれまでの静注試験および経口投与試験の

結果のみから算出することは出来ない。そこで、以下の検討では、門脈カニューレラ

ツトを用いたMDZ経口投与試験を行い、門脈中および全身循環血中の中間代謝物の

AUCを求めることで、消化管代謝によって生成した後に肝臓に移行した中間代謝物量

(MI(H),GD を算出した。

FhMI = 1・ EhMI

2・4)門脈カニューレラットを用いたMDZ経口投与試験後の門脈中AUCの算出

本検討では、門脈にカニュレーション処置を施したラット(門脈カニューレラット)

を用いて消化管代謝によって生成した中間代謝物量の算出を試みた。 Bachir・cherifら

は、ラットに対してカニュレーション手術を施すことで、1刊蔵における CYP代謝の活

性が低下することを報告している Uの。 Murakamiらも、門脈へカニュレーションを施0

した場合、術部への凝固因子の遊走により術後3日目の血小板数が有意に減少したこと

を報告していることから山)、手術の影響を避けるためにも十分な回復期間が必要であ

ると考えられた。一方、 Matsuda らは門脈カニューレ手術後、 9日間の回復期間を設

けたラットの血液学的検査値及びCYP代謝活性は無処置ラットと比較して有意な差は

認められないことを報告しており1⑲、手術後十分な回復期間を設ければ、MDZ及び中

間代謝物の体内動態が門脈カニュレーションの影響を受ける可育断生は極めて低いもの

と考えられた。そこで本節での実験方法として、門脈カニュレーションを施したラット

を手術後9日間以上飼育した後にMDZの経口投与試験を実施し、門脈血および全身血

中の中間代謝物濃度を測定した。

Fig.18およびTable16に門脈カニューレラットを用いたMDZ経口投与試験の結果

を示す。無処置ラットを用いた検討と同様、門脈カニューレラットを用いた検討におい

ても CYP阻害による中間代謝物の大幅なAUCの上昇が確認された。この結果より、

今回用いた門脈カニューレラットが、無処置ラットと同様な消化管および肝臓での代謝

能を有していることが確認された。

式(2・10)

式(2・1D
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Fig.18. systemic plasma concentration・time pr0丘le ofa) MDZ, b) 1'・OH MDz and

C) 4-OH MDz a丑eroraladministrationofMDz tocontr01(0) andABT・

Pretreated (●)inportalvein cannulated rats.

Each pointin the fi今Ure represents the mean 士 SD (n = 4).

100

2

0

4

Ti皿e (hr)

AUC (0・⑳)(n創mL ・ hr)

6

2

58.6

45.1

16.3

8

ratlo

Table 16. E任ectofABTpretreatmenton theAuc ofMDz and itsprimary

metabolites a丘er oral admi11istration ofMDz to portalvein

Cannulated rats

C) 4-OHMDZ

Contr01

116.9 士 135.フ

34.1士 18.1

11.1士 2.8

ABT'pretreated

MDZ

1'・OH MDZ

4・OHMDZ

In the ABT'pretreated rats, MDz wasintravenously administrated at a丑er 18hr

Oforalpretreatment with ABT. The values are mean士 SD (n = 4).史史P く 0.01;

★★★P く 0.001, compared to the corresponding values in controlrats.
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Fi容.19 に門脈血及び全身血中の中間代謝物(1'・OHMDZ、 4・OHMDZ)の濃度推移

を示す。コントロール群においては、両中間代謝物ともに投与直後より全身血に比べ

て門脈血中での代謝物濃度が高くなったのに対して、 ABT前処理ラットでは、門脈血

と全身血中の中間代謝物濃度はほぼ一致した。また、 ABT前処理群では、両中間代謝

物の門脈血AUC(AUCW)と全身血AUC(AUC那)に差はみられなかった(Table

17)。
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Table 17.豆丑'ect ofABTpretreatment on the portal and systemic Auc ofprimary

metabolites a丑er oral administration of MDz to portal vein cannulated

rats

1'・OH MDZ

4-OHMDZ

In theABT'pretreatmentrats, MDz was oraladministrated at a丑er 18hr oforal

Pretreatment withABT. The values are mean士 SD (n = 4).史Pく 0.05,史史Pく 0.01;史史史Pく

0.001, compared to the correspondin套 Values in controlrats.

Portalvein

89.1 士 44.4

Contr01

11.0 士

以上の結果に基づき、消化管での初回通過代謝によって生成したMDZの中間代謝物

量を算出した。 Fi套.20 に示すように、門脈中に存在する中間代謝物量(M,,W)は消化

管代謝によって生成し、門脈中に移行した中間代謝物量(M,,値),GD と全身循環血より流

入した中間代謝物量(M.,部)の和であり、この時、式(2・12)が成り立つ。

AUC (0・的)(n套/mL ・ hr)

2.9

Systemic

34.1 士 18.1

11.1 士 2.8

MI,P,= MI,(H),GI + MI,.y.

Portalvein

1396 士 264史★北

ABT・pretreated

156士 79.7★

C.y. Q.け

Systemic

1540 士 231★史史

C.y. Q糾

182士 95.8ま

AUC.y.(MI)

Fi今.20. schem.atic diagram ofpharmacokinetic modelin the cannulated ratS112).

八11,値),GI, mass ofdrU牙 absorbed 丘'om Gltract. Qa此, Qpv and Qh (出 Qa + QPV)

Were blood aow rates atthe hepatic artery, portalvein and hepatic vein. CW

and c'y.were plasma concentrations at portal and systemic circulation.

Systemic blood

Portalvein

Gltract

MI,(H),GI

C糾 Q則

式(2・12)

AUCW 御1)

Qh
Liver

47



Fi今.20 において、 MI,W及びMI,部は、それぞれ式(2・13)及び式(2-14)によって表

される。

MIW=Q秒 X Rb x AUCW

ここで、 QW、 Rb、 AUC那、 AUC部はそれぞれ門脈血流量、血液血奬濃度比、門脈血奬

中濃度AUC及び全身血奬中濃度AUC を示す。従って、 M,,値),G1は式(2-15)として書

き表すことができる。

MI'卵=QW X Rb x AUC那

式(2・15)を用いて消化管での初回通過代謝によって生成した 1'・OHMDZおよび4・

OHMDZ量を算出した。今回、ラットのQ劃は32.9mL/min小g、両代謝物のRb値は

1.22 を用いた 112)。その結果、コントローノレ群ラットにおいて、消化管代謝によって0

生成した 1'・OHMDZ は87.7μ今小今、 4・OHMDZ は 0.12μ今永今であった。一方、 ABT

前処理によって CYP を阻害した群では、それぞれ3.9μ套小g、 0.01μg永曾と極めて低

い値となることが明らかとなった。また、 1'・OHMDZと比較し、 4-OHMDZの消化

管初回通過代謝による生成量は極めて小さいものであった(Table18)。

MI,(印,GI=M1が一M1部= QW X Rb x (AUC〆-AUC部)

48

式(2-13)

Table 18.Amount ofprimary metabolites ofMDz exposed tothe portal

Vein a丘eroraladministration ofMDZ

式(2-14)

1'・OH MDZ

4・OH MDZ

式(2-15)

Exposed amountl" OH MDz and 4-OH MDz werecalculated by multiplyin容

their Rb values, betweenAuc to the portalvein andAuc to the systemic

Circulation and hepatic blood aow (Eq.2'15). obtained valus ofmetabolite

amount were converted to the correspondin客 amountofMDz by usin宮 the

ratio ofthe ratio ofthe molecular wei套ht. The values are mean 士 SD (n = 4).

孝)< 0.05, compared to the correspondin宮 Values in controlrats

Contr01

MI,(印,GI(μ宮小宮)

87.7 士42.6

0.12士 0.05

ABT"pretreated

3.9 士2.2★

0.01 士 0.01北



2-5)全身循環血中に移行したMDZ中間代謝物の生成量に及ぽすCYP阻害の影響

以上、 MDZ経口投与後、3つの過程によって全身血中に移行したMDZの中間代謝

物量を算出した結果を TableS19、 20 に示す。なお、 MI,那の値は、式(2-5)より、

として算出した。

MI,鍍.

Table 19. E丘'ectofABTpretreatment on the amount ofl'・OH MDz provided

from each process a丘eroraladministration ofMDz to rats

MI (totaD ・ MI,亘・ MI,GI

MI (total)

MI,GI

MI,H

MI,.y.

Obtained values ofmetabolite amount were converted to the correspondin今 amount

OfMDz by using the ratio ofthe molecular wei牙ht.

Contr01

AmountofMI(μg小号)

Table 20. E丘ectofABTpretreatmentonthe amountof4'OH MDzprovided

from eachprocess a丘eroraladministration ofMDz to rats

139.8

23.フ

式(2・16)

62.2

53.9

ABT、pretreated

MI(totaD

MI,GI

MI,H

MI,.y.

1103.2

2.フ

299.2

Obtained values ofmetabolite amount were converted to the correspondin今

amount ofMDz by usin牙the ratio ofthe molecular wei牙ht

801.3

Contr01

AmountofMI(μ今小牙)

153.4

0

42.5

111.0

ABT'pretreated

629.0

0

171.6

457.4
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TableS19,20 より、 1'・OHMDZ、 4-OHMDZ ともに、 1刊蔵の初回通過代謝によって

生成した後に全身循環に移行した量、および全身血中に到達後、生成した量は、 ABT

前処理によって大幅に増加することが示された。一方、消化管での初回通過代謝によ

つて生成した量(MI,GI)は、 1'・OHMDZの場合はCYP阻害によってν10程度まで

低下し、さらに門脈カニューレラットを用いた検討より、 MI,⑪,G1はMDZ投与量のお

よそ4.5%程度であったことから、投与されたMDZのほとんどが消化管代謝によって

最終代謝物に代謝されることが明らかとなった。また、 4-OHMDZではコントロール

群、 ABT処理群とも有意な値は検出されないことが明らかとなった。

第3節考察

本章では、第1章で認められたCYP阻害による中間代謝物のAUCの上昇が、親薬

物を経口投与した場合にも認められるか否かに関し、 MDZをモデル薬物として検証を

行った結果、経口投与時には静脈内投与を上回る中間代謝物の血中曝露の増加が確認

された。

この時、 MDZ の BA(F)および4明昜からの吸収率(Fa・ F今)、肝アベイラビリティ

(Fh)を算出したところ、コントロール群における MDZのBAは 10%と低く、その主

たる理由としてFa・F今が 18%程度と低いことが示された。 MDZ をラットに経口投与

した場合のBAに関しては多くの報告があり、その多くは10-20%程度と低い値である

ことから今回の検討結果の妥当性が確認された山,山)。また、 MDZの4明昜膜透過性は

十分に高いことから、 MDZを経口投与した場合、吸収量の80%以上が小腸で初回通

過代謝を受けると考えられた。一方、 ABT前処理群におけるMDZのBAはほぼ

100%となったことから、小腸および肝臓における初回通過代謝はほぼ完全に阻害され、

たことが明らかとなった。したがって、経口投与試験において、 CYP阻害時の中間代

謝物のAUCの上昇率が顕著に大きくなった理由として、小腸および肝臓での初回通

過代謝が阻害された結果、 MDZ自体の血中移行量が 10倍程度まで上昇し、それに伴

つて代謝物の血中曝露も増大したと推察された。

次に、 MDZ経口投与後の中間代謝物の吸収挙動に関して、速度論的解析および門脈

カニューレラットを用いた検討を実施した。門脈カニューレラットにおいて、中間代

謝物の門脈血中および全身血中でのAUCの差より、消化管での初回通過代謝によっ

て生成した後、肝臓に移行したMDZの中間代謝物量(MI,H,GI)は、コントロールラッ
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ト条件下で87.7μ曾小曾であった(Table18)。本検討において、経口投与試験に用い

たMDZの投与量はおよそ2000μ今小今である。コントロール群ラットにおいてMDZ

のFa・ Fgが0.18であったことから、 Fa=1と仮定すれば、投与されたMDZのうち

1640昭小宮が消化管で初回通過代謝を受け、さらにそのうちの 1512.3昭小gが最終代

謝物に代謝されたとことになる。したがって、コントロール条件下では、 MDZの投与

量の約別4が、全身循環血中に移行する前に最終代謝物にまで代謝されており、中間

代謝物として血中に検出される量は、最大でも投与量のν4以下と考えられる。

一方、 ABT前処理群ではMDZの初回通過代謝はほぽ完全に阻害されるため、経口

投与されたMDZは消化管で代謝されることなく、ほぽ全量が門脈から肝臓に移行す

る。 Table19、 20において、肝臓で代謝を受けた後に全身循環に移行した中間代謝物

量(MI,H)が、 ABT前処理によって増加した理由としては、 j刊蔵に到達したMDZの

量が顕著に増加したことが挙げられる。また、全身血中に移行した後のMDZは静脈

内投与試験と同じ体内動態を示すことから、肝臓で代謝されて生成したMDZの中間

代謝物は、ほぽ100%が全身循環血中に移行したと考えることができる。したがっ

て、 MDZ経口投与試験において、静脈内投与試験を上回る血中曝露の増加が観察され

た理由として、コントロール群では消化管初回通過代謝で投与量のおよそ別4が最終

代謝物まで代謝されるのに対し、 ABT前処理群では投与量とほぽ同量のMDZが全身

血中に移行したことが大きく寄与していると推察された。

経口投与の場合には、 CYP阻害によるMDZの中間代謝物のAUCの上昇は静脈内

投与よりも顕著であったものの、この時、親薬物であるMDZのAUCは35.1倍とよ

り大きな上昇を示した。これはABT前処理によってMDZの初回通過代謝がほぽ完全

に阻害されたためであり、臨床での薬物間相互作用によってCYPが阻害された場合に

も、まず親薬物の血中濃度推移に及ぼす影響を確認することが重要と考えられた。た

だし、この場合にも、本章で明らかにしたように中間代謝物のAUCも 10倍以上に上

昇している可育自陛があることに、十分な注意を払う必要がある。

以上本章では、 MDZ経口投与後の中間代謝物の血中曝露増加のメカニズムを明らか

にすることができた。本検討ではMDZをモデル薬物として用いたが、ここで得られ

た結果は、 MDZだけでなく DAPやTAMのようにMDZと似た代謝過程を有する薬

物にも当てはまる可す断生が考えられる。今後、より多くの薬物を用いて同様な解析を
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行い、薬物間相互作用による代謝物の血中曝露の変化に関する情報を取得しておくこ

とが重要と考えられる。
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第3章臨床における中間代謝物の血中曝露増加の可能性

第1章において著者は、 MDZ、 DAPおよびTAMの中間代謝物の血中AUCがABT

前処理によるCYP阻害時に顕著に上昇することを見出し、その要因及びメカニズムに

関する血釘笠ω、血ガtr0での詳細な解析を行った。さらに第2章では、 MDZを経口投

与した場合にも同様な現象が認められることを明らかにした。本研究で見出した現象が

臨床現場において生じた場合、活性代謝物の血中曝露の増加に伴う薬効の増強、あるい

は毒性を持った代謝物による有害事象など、予想外の事態が引き起こされる可能性があ

る。

しかしながら、これまでの検討はすべてラットを用いた動物試験であるため、本研究

で見出した現象が、ヒトにおいても同様に認められるか否かに関しては確証が得られて

いない。また、 CYP酵素の阻害邦ルして用いたABTは、 CYP特異的な強い阻害活性

を有する試薬であり、実際の臨床現場で生じる薬物間相互作用とは異なった結果を与え

る可官断生も否定できない。

そこで本章では、中間代謝物のAUCの上昇が臨床現場で起こる可能性について検討

を行うことを目的として、①臨床で使用されている薬剤のうち、強いCYP阻害作用を

示すケトコナゾール(KTZ)の併用による検討、②急オ生肝障害モデルラットを用いた

検討、③カニクイザノレを用いたmVル0試験、及びカニクイザノレ、ヒト肝由来のミクロ

ソームを用いた血ガtr0試験による検討、を行った。

第1節ケトコナゾール(KTZ)との薬物間相互作用によるMDZ中間代謝物の体内動

態の変化

医薬品の有害作用に起因した副作用が生じる頻度は、併用する薬剤の数が多くなるほ

ど高くなることが報告されており、ほとんどのケースで薬物間での何らかの相互作用が

発現の原因となっている。そのうちCYP3Aの阻害に起因する動態学的な薬物間相互作

用は、 CYP3A酵素の基質となる薬物が極めて多いことから発現頻度が高く、それら薬

物の添付文書には併用注意、もしくは禁忌の記述が記載されている山)。中でも抗真菌

薬である KTZはCYP3Aを競合的及び非競合的に阻害することが知られており、アス

テミゾーノレ、シサプリド、ジゴキシン、タクロリムスをはじめ、多くの医薬品はKTZ と

の併用が禁忌とされているⅡ6'm)。

本研究では、これまで代謝酵素阻害剤として CYP の非特異的阻害剤である ABT を
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用いてきた。しかし、 ABTはCYPを阻害する目的で動物実験等に使用される試薬であ

り、 MB1 を起こすことによって強力な阻害効果を示すことから、臨床的に高い頻度で

発現する薬物間相互作用とは質的にも異なる可育断生がある。そこで本節では、 CYP 阻

害郵ルして実際に臨床使用されている KTZ を用い、 MDZ の中間代謝物の血中曝露に

及ぼす影響について検討を行った。

1・1) MDZ及びその中間代謝物の血中AUCに及ぽすKTZ前処理の影響

臨床現場で薬物間相互作用が引き起こされる場合、 CYP 阻害の原因薬物の血中濃度

は十分に高いことが考えられる。そこで本検討では、 KTZ(20または50 m今小今)を経

口投与し、そのKTZが最高血中濃度に達する 1時間後にMDZを静脈内投与した。そ

の結果、親薬物である MDZはKTZの併用によって血中からの消失がコントロール群

と比較して遅延し、その遅延は20m宮小☆と比較し、50m今小宮でより顕著であった(Fig

2D。したがって、 KTZ が投与量依存的に肝臓の CYP代謝を阻害することが確認され

た。またこのとき、中間代謝物である 1'・OHMDZ、 4-OHMDZ も MDZ と同様、 KTZ

の併用によって血中からの消失が大きく遅延した。さらに、 ABT を阻害剤として用い

た検討においては、両中間代謝物の最高血中濃度はコントロール群と比較して差はなか

つたのに対し、 KTZ を阻害剤として用いた検討では、両中間代謝物の最高血中濃度は

コントロール群よりも高い値を示した。

Table21 にMDZ、 1'・OH MDZ、 4-OH MDZ の血中AUC を算出した結果を示す。

親薬物である MDZはコントロール群と比較して、 KTZ投与量20m今小今で 1.1倍、 50

mg永牙では 1.6倍にAUCが上昇したのに対し、中間代謝物である 1'・OHMDZでは2.フ

倍及び4.1倍、 4・OH MDZでは3.6倍及び5.8倍の上昇が認められ、 ABTによって前

処理した場合と同様、中間代謝物のAUCの上昇率(KTZ前処理群/コントロール群)

が MDZ のそれを大きく上回る結果が得られた。ラットの肝臓では主に CYP3A2 が発

現していることから91,92)、 MDZおよび両中間代謝物のCYP3A2 による代謝がKTZ に

よって強く阻害されたと考えられた。

以上の結果は、実際に臨床的に用いられる薬物同士の相互作用によっても、 CYP 酵

素が阻害された場合に代謝物の血中曝露が上昇する可能性を示すものと考えられる。
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Pretreated (20 mg小g (◆),50 m客小g (■)) rats.

Each pointin the flgure representsthe mean士 SD (n = 3)
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Table 21. E丘ect ofKTZ'pretreatment on the systemic exposure (AUC) ofMDz and

its primary metabolites a丑erintravenous administration ofMDz to rats

MDZ

1'・OH MDZ

4-OHMDZ

Contr01

In the ketoconazole'pretreated rats, MDz was intravenously administrated at a丑er lhr

Oforalpretreatmentwith KTZ. The values are mean士 SD (n = 3).史P く 0.05, compared

to the correspondin曾 Values in controlrats

137.4 士 4.3

AUC (0・的)(n曾/mL ・ hr)

フ.8 士 2.6

5.2 士 2.6

20 m宮nヌ套

156.4 士 23.2

21.3士 3.3*

第2節急性肝障害モデルラットにおけるMDZ中間代謝物の体内動態の変動

肝臓の代謝機能は、遺伝子多形や疾患などによって大きく変動する。特に、肝疾患時

には、急性、慢性を問わずCYP を始めとした代謝酵素の活性が低下する 122'1狗。また、

肝硬変、肝癌などの重篤な肝疾患では、代謝酵素活性の他にも、正常肝細胞数や有効肝

血流量が低下することが報告されている鄭)。したがって、肝機能が低下した患者では、

健常人に比べて投与された薬物の代謝速度が低下し、その血中からの消失が遅延する可

育討生が高いと考えられることから、肝代謝型の薬物を用いて治療を行う場合には、投与

量の調節等、患者の病状に応じた投与設計が必要となる。さらに、活性を有した代謝物

を生じる薬物では、安全性や有効性の面からも代謝物の血中曝露に関して十分に検討を

行うことが求められる。しかしながら、肝疾患旧寺の薬物代謝物の体内動態の変動に関す

る情報はほとんど報告されていない。

そこで本節では、薬物間相互作用による肝臓の代謝酵素阻害以外のケースでも、肝機

能が低下した場合に薬物代謝物の血中曝露が上昇するか否かを明らかにすることを目

的として、急性肝障害モデルラットにMDZを静脈内投与した後の中間代謝物の体内動

態の変動に関する検討を行った。

21.1士

KTZ

ratlo

フ.5

1.1

2.フ

50 m晉nく曾

3.6

2262 士 5.0*

28.3 士 6.7★

30.3 士 7.7史

ratlo

1.6

4.1

5.8
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2・1)急性肝障害モデルラットの作成

急性肝疾患のモデルとして、肝毒性を有する化合物を用いた動物モデルが作成され、

薬理効果や薬物動態の検証に使用されている口N羽。本検討では、投与後速やかに"郡章

害を誘導することが知られている四塩化炭素(CCI0 を用いて、急性肝障害モデルラッ

トを作成した 130,13D。 CCI'は主に肝臓のシトクロム P450系によって代謝され、その過0

程でトリクロロメチルラジカル、過酸化トリクロロメチルラジカル、ホスゲンなど、極

めて不安定で反応性の高い中間代謝物を生じる。その中間代謝物が、脂質の過酸化、タ

ンパク質などの生体高分子への結合、 CYP をはじめとする各種酵素タンパク質の不活

性化及び分解、グルタチオンなどの細胞内チオール化合物との結合等を引き起こすこと

によって肝毒性を発現する 132,1訟)。CC14処理ラットはヒト1部章害モデルとして頻用され

ている御)ことから、肝機能低下時の親薬物および中間代謝物の体内動態の評価に有用

なモデルであると考えられる。

57

Plasma AST and ALT levels in rats at 24hr a丘er intraperitonealTable 22

admi11istration of cC14

AST

ALT

In the cC14'pretreated rats, plasma samples were c011ected at a丑er 24hr of

intraperitoneal pretreatment with 25% CC14.1n the reference rats, only the

Vehicle (olive oiD was used forthe pretreatment. The values are mean土 SD (n =

6).史火史P く 0.001, compared to the correspondin宮 Values in reference rats

Reference

56.7 士 17.8

14.3 士

Karmenun北

Mukaiらの方法を用いて急オ甥郛章害ラットを作成した 134,135)。ラットの腹腔内にオリ

ーブオイルで希釈した 25%四塩化炭素(CC五)をミダゾラム投与のおよそ 24時間前

に腹腔内投与した。本検討では、肝機能低下の指標として血清中アスパラギン酸アミノ

トランスフェラーゼ(AST)及びアラニンアミノトランスフェラーゼ(ALT)を測定し

た。 AST、 ALTは肝細胞中に含まれる酵素であり、肝細胞がウィルス感染や薬物、ある

いはがんなどのために破壊されると、血液中に漏れ出る。 AST及びALTは肝機能の状

態を知る上で測定される。今回、 CCI'の前投与を行ったラットの血中AST、 ALT値を

2.9

CC14、pretreated

227フ.1 士 171.0★★史

1905.3 士 343.6★史★

ratlo

40.2

133.2



測定したところ、CCU非投与群と比較してそれぞれ40、133倍増加したことから、CC、

投与によって急性肝障害が誘発されたことが確認された(Table22)。

2・2)急性肝障害モデルラットにおけるMDZ及び中間代謝物の血中曝露の変動

CCL投与群及びコントロール群ラットにMDZを静脈内投与し、急性肝障害による

MDZ及び中間代謝物の体内動態の変化を観察した結果をFi套.22に示した。

1000

100

10

1

0.1

0.01

0.001

0.0001

a) MDZ

1000

100

10

1

b) 1'・OH MDZ

0 2

0.1

0.01

8 0 42 60 2 64

Ti皿e (hr) Ti皿e (hT)

Fig.22. plasma concentration・time profile ofa) MDZ, b) 1'・OH MDz and c) 4・OH

MDz a丑er intravenous administration ofMDz to reference (0) and cC14'

Pretreated (●) rats.

Each pointin the flgure representsthe mean 土 SD (n = 4)

4

Time (hr)

0.1

6

0.01

8

100

CC14前処理ラットにおいて、 MDZの全身血中からの消失は非投与群と比較して有

意に遅延していたことから、急性肝障害ラットではMDZの全身クリアランスが低下

していることが示された。一方、 1'・OHMDZ、 4-OHMDZの両中間代謝物とも、

10

8

C) 4-OH MDZ

1
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CC14前処理ラットにおいて血中濃度推移は遅延し、最高血中濃度はCC14非投与群よ

りも有意に上昇した。この時、血中AUCを比較したところ、親薬物であるMDZの

AUCはCCU前処理によっておよそ 3倍上昇したのに対し、 1'・OHMDZ、 4・OHMDZ

のAUCの上昇率はそれぞれ9.9倍、 6.6倍となり、第 1章で示したABT前処理時の

上昇率を上回る結果が得られた(Table23)。

Table 23. E豊ect ofcC14"pretreatment on the syste血ice)甲Osure (AUC) of

MDz and its primary metabolites a丘erintravenous

administration ofMDz to rats

MDZ

1'・OH

4・OH

In the cC14"pretreated rats, MDz was intravenously administrated at a丘er

24 hr ofintraperitonealpretreatment with 25% CC14.1n the reference rats,

Only the vehicle (olive oiD was used for the pretreatment. The values are

mean 士 SD (n = 4).火P く 0.05, compared to the c01'responding values in

reference rats

AUC (0・⑳)(ng/mL ・ hr)

reference

99.6 士 102

95.3 士 21.9

17.0 士

ABT前処理はCYP代謝のみに影響を与えると考えられるが、 CC五投与した急性肝

障害モデルラットでは、 CYP代謝の活性の低下以外にも、肝血流速度や血奬中タンパ

ク結合など、さまざまな要因が変化している可育断生が考えられる。今回得られた結果

に対する、それら要因の影響に関しては明らかではない。今後は、血中タンパク結合

率や肝クリアランス、あるいは体内からの消失経路等が異なる様々な薬物を用いて同

様な検討を行うことによって、肝疾患旧寺の薬物およびその代謝物の体内動態を明らか

にしていく必要があると考えられる。

CC14、pretreated

9.6

297.9士 87.3火

946.0 士 440.0★

111.5士 41.7★

ratlo

3.0

9.9

6.6
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第3節サルを用いたMDZ中間代謝物の血中曝露の変動に関する検討

本研究では、これまでラットを用いてCYP阻害時あるいは肝障害時の薬物中間代謝

物の体内動態の変化について検討を行ってきた。得られた結果は、 CYP 代謝の活性が

低下した場合には、親薬物だけでなくその中間代謝物の血中曝露が有意に増加するとい

う極めて興味深いものであり、もし、ヒトでも同様な現象が起こるのであれば、代謝物

の安全性を担保する上で重要な知見と考えられる。

新規医薬品を開発する場合、様々な動物が候補化合物の薬効、毒性、または体内動態

を検証するために用いられる B9)。開発初期では多くの化合物を処理するために、

throU今hput の高いマウスやラットなどの小動物が利用される。一方、開発後期ではヒ

トにおける薬効や体内動態を精度よく予測することを目的に、イヌ、サルなどの大動物

が用いられる。特に、ヒトと同じ霊長類に属するサルは、医薬品開発研究において幅広

く用いられている実験動物であり、薬物動態研究および毒性研究において、非げっ歯類

の動物種として頻繁に選択されている NO)。サルはラットやイヌなどと比較して遺伝的

にヒトに近く、特にカニクイザルはCYP酵素のアミノ酸配列の90%以上がヒトと一致

司一る 141)。 sakuda らは、 MDZ を含む 13 の薬物について、カニクイザルの肝初回通過

率(Fh)がヒトに極めて近いこと地)、また Akabane らは、 MDZ、デキサメタゾン、

イブプロフェンの肝固有クリアランス(CLm゛がヒトに近いことを報告している H3)。

さらに、 0部Sawara らはカニクィザルの薬物間相互作用試験の結果がヒトと類似して

いること報告しており 1卿、カニクイザルはヒトにおける薬物間相互作用を予測するた

めの実験動物として推奨されている。

本節では、 ABT を前処理したカニクイザルに MDZ を静脈内投与し、中間代謝物の

体内動態の変動を観察することで、ヒトにおけるCYP阻害時の中間代謝物の血中曝露

増加の可ヨ断生について考察を試みた。さらに、カニクイザル及びヒト肝ミクロソームを

用いた血Ⅶ'tr0代謝試験を実施した。

3・D カニクイザルにおけるCYP代謝阻害時のMDZ中間代謝物の血中曝露の変化

Fig.23 に、カニクィザルにMDZ を静脈内投与した後のMDZおよび中間代謝物の

血中濃度推移に及ぼす CYP 阻害の影響を示す。 ABT 前処理群において親薬物である

MDZの血中からの消失の遅延が確認され、カニクイザルにおいてもラットと同様、肝

臓のCYP代謝が阻害されていることが確認された。この時、 MDZのAUCはABT前

処理によって 2.2倍上昇した(Table24)。一方、中間代謝物である 1'・OHMDZ、 4-OH

60



MDZの最高血中濃度はABT前処理群においてコントロール群を大きく上回っており、

全身循環からの消失も明らかに遅延していた。両代謝物のAUCを算出したところ、コ

ントロール群と比較し、それぞれ3.1倍、5.4倍と、 MDZ よりも高い上昇率を示すこと

が明らかとなった。

MDZは、カニクイザルにおいて、ヒトと同様にCYP3A4によって代謝されることが

報告されている 145)。また、"刊蔵での薬物代謝活性の発現量もヒトに近いことから、カ0

ニクイザルを用いた試験において CYP阻害による中間代謝物のAUC上昇が確認され

たことは、ヒトにおいても同様な現象が起こることを強く示唆するものと考えられる。

61
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Table 24. E丘ect ofABTpretreatmenton the systemicexposure 仏UC) of

MDz and itsprimary metabolites a丑erintravenous

administration ofMDz to cynomolgus monkeys

MDZ

1'・OH MDZ

4-OHMDZ

In the ABT'pretreated monkeys, MDz was intravenously administrated

at a丘er 2 hr oforalpretreatment withABT. The values are mean 士 SD

(n = 4).まP く 0.05,史史P く 0.01, compared to the correspondin曾 Values in

Controlcynomolgus monkeys

AUC (0-00)(ng/mL ・ hr)

Contr01

131.2 士 11.5

3・2)ヒト及ぴカニクイザルの肝ミクロソームを用いた血ガtr0代謝試験

第1章で、ラットにおける中間代謝物の血中曝露の増加のメカニズムを明らかにする

ことを目的として、 PB・PK モデルを用いた速度論的解析、およびラットの肝ミクロソ

ームを用いた血Ⅶ'tr0代謝実験を行った。その結果、 ABTはMDZのみでなく、中間代

謝物から最終代謝物の代謝も阻害すること、およびその代謝速度定数(kりの低下に伴

つて中間代謝物の"刊蔵から全身血中への移行量が増加することを明らかとした。

そこで本節では、カニクイザルの肝ミクロソームを用いた血佐'tr0代謝試験を行い、

MDZ の各代謝過程に及ぼすABT の影響について検討を行った。さらに、ヒト肝ミク

ロソームを用いて同様の試験を行うことによって、ヒト血Ⅶ'V0における中間代謝物の

血中曝露の変動に関して定量的な考察を試みた。

Fi牙.24 及び Table25 に、カニクィザルを用いた血ガtr0代謝試験の結果を示す。

ラット肝ミクロソームを用いた検討と同様、カニクイザノレの肝ミクロソームにおいても

CYP阻害によって試験液中での中間代謝物の濃度推移が遅延したことより、MDZのみ

でなく、中間代謝物の代謝が阻害されたことが確認された。 MDZおよび中間代謝物の

濃度推移より、 MDZ から中間代謝物への代謝速度定数(k,)及び中間代謝物から最終

代謝物への速度定数(kりを算出した結果、 ABTによるbの低下はおよそ80%程度で

あったのに対し、 k"ネ17%まで低下していた。カニクイザルを用いた検討では、中間

代謝物の血中移行量は算出していないものの、前章に示したPB・PK モデル解析によれ

10.5 士

5.0 士

6.8

ABT、pretreated

4.9

282.3 士 743k

32.5士 6.5北史

26.9士 4.1史史

ratlo

2.2

3.1

5.4
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ぱ、中間代謝物の肝臓から全身血中への移行量は肝臓中での中間代謝物の固有クリアラ

ンスに反比例すること、および k2 の低下の程度はラット肝ミクロソームでの結果

(12%)とほぽ同程度であったことから、カニクイザルにおいても CYP阻害時には中間

代謝物の血中移行量が上昇していたと推察される。

100
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a) MDZ

40

20

1.510.50 21.51

Time (hx)Time (hr)

Fi套.24. concentration'tim.e pr0丘le ofa) MDz and b) 1'+ 4 'OH MDz in the contr01

(0) andABTpreincubation (●)suspensionofmicrosomesprepaぞed丘'omthe

Iiverofcynom01容Us monkey

Each pointin the f1牙Ure representsthe mean士 SD (n 票 3)

0

ABT、pretreated

0.33

0.0048

30
b)1'+ 4-OH MDZ

ratlo

Table 25. E丘ect ofABTpretreatment on the 1力 Vプ'trorate contentforthe

metabolism ofMDz and its primary metabolitesinthe suspensionof

microsomesprepared from the liverofcynomolgus monkey
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ヒト肝ミクロソームを用いて実施した MDZ の代謝実験の結果を F喰.25 および

Table26 に示す。ヒト肝ミクロソームにおいても、ラット、カニクイザルの場合と同

様、 ABTによる k.の顕著な低下(18%)が確認された。 zhガV0試験において、 ABT と

同様、 KTZ を用いた検討においても中間代謝物の血中曝露の増加が観察されたことか

ら、 KTZ を用いたヒト肝ミクロソーム試験においても中間代謝物の消失の遅延が観察

されることが考えられる。したがって、ヒトにおいても、 CYP 酵素の活性が低下した

場合には、 MDZの中間代謝物の血中移行量の上昇に伴ってその血中曝露が増加するも

のと推察された。
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0

a) MDZ

1.5 210.500.50 1 21.5

Time (hT) Time (111,)

Fi牙.25. concentration'time profile ofa) MDz and b) 1'+ 4 -OH MDz in the contr01
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Table 26. E丑'ect ofABTpretreatment on the 1力 Vitrorate contentforthe

metabolism ofMDz and its phmary metabolitesin the suspension

Ofmicrosomespreparedfrom the liverofhuman

k,(min',)

k.(m血'リ

Rate constants, kl and k2, represent the 6rst'order rate constant for the

metabolism ofMDz to the primary metabolites (kl) and the primary metabolites

to the flnal one (k2). To calculate rate constants, sum ofthe concentrations oftwo

Primary metabolites(1'・OH MDz and 4'OH MDZ) were used

Contr01

第4節考察

本章では、本研究で著者が新たに見出した明干臓でのCYP酵素が阻害された場合、

薬物の中間代謝物の血中曝露が増加する」という現象が、実際の臨床現場で起こる可能

性について詳細な検討を行った。その内容としては、(1)実際の臨床現場で生じる薬物

間相互作用を想定し、 MDZと同じく CYP3Aの基質薬物である KTZをCYP阻害剤と

して用いた検討、(2)"刊蔵の CYP 酵素活性が低下している肝疾患患者を想定し、ラッ

ト急性肝疾患モデルを用いた検討、および(3)ヒトの肝代謝と質的および量的に近い

代謝活性を有することが報告されているカニクイザルを用いた検討、の3項目の試験を

実施した。その結果、いずれの検討においても、本現象が臨床的に起こる可能性を強く

示す結果が得られた。

まず、臨床的に用いられている薬物の中で、強いCYP酵素阻害活性を有することが

知られているKTZを用いて、薬物間相互作用に関する血 W'V0試験を行い、 ABTを用

いた第1章と同様な結果を得た。 KTZ以外にも、臨床現場にはCYP酵素に対して阻害

作用を有する医薬品が数多く存在する H田剣。例えば、キニジンは CYP3A4 で代謝さ

れるが、 CYP2D6の阻害薬として作用する。また、抗不整脈薬アミオダロンはCYP3A4

で代謝され、自身もCYP3A4阻害作用を示す一方、その脱エチル化代謝物はCYP2C9

やC四2D6 を阻害することが報告されている 115)。また、シメチジンはCYPのへム鉄

に酉酎立することで非特異的にC四酵素を阻害し、エリスロマイシン、クラリスロマイ

シン等のマクロライド系抗生物質は、 CYP酵素に対してMB1による阻害を示す。一般

1王Ulnan

0.37

0.013

ABTpretreated

0.20

0.00020

ratlo

0.55

0.18
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に、これら阻害剤を併用した場合、基質となる親薬物の代謝速度が低下し、それに伴っ

て代謝物の血中濃度は通常よりも低くなると考えられることから、薬物間相互作用の検

討において代謝物の体内動態が考慮されることは少ない。しかし、臨床的に用いられて

いる薬物同士の併用によって、中間代謝物の血中曝露が有意に上昇するのであれば、薬

効や毒性を有する代謝物については、血中濃度モニタリングを実施するなど、慎重な対

応が必要と考えられる。

次に、肝疾患時に認められる肝機能の低下によっても、 CYP 酵素の阻害時と同様な

現象が生じるのかに関して、急、性肝障害モデルラットを用いた検討を行った。急性肝障

害モデルラットは CCI'の腹腔内投与によって作成し、これにMDZ を静脈内投与した

結果、 MDZの中間代謝物(1'・OHMDZ、 4・OHMDZ)の血中AUC は、 ABT前処理ラ

ツトの場合と同様に有意に上昇した。 CCI'の前投与よる肝障害の誘導によって、ラッ

トの"刊蔵での CYP発現量が低下することが報告されている玲0)。 Kose らはラット肝ミ

クロソーム内の CYP3A2 の発現量を測定した結果、 021nmovm牙of microsomal

Protein から 0.17 nmovm宮ofmicrosomalprotein にイ氏下していることを明らかにして

いる玲D。本検討で用いた CCI'濃度(0.375 mLnく宮)は Kose らが用いた濃度(0.5

mL小宮)よりも低いものの、本検討においても Kose らの検討と同様にCYP3A2 レベル

が低下していると考えられる。したがって、"郡章害モデルラットでは、 MDZおよびそ

の中間代謝物の肝固有クリアランス自体が低下していることが考えられる。本検討では

MDZ両中間代謝物の血中移行量は算出していないものの、肝障害モデルラットにおい

てMDZの中間代謝物の血中AUCが上昇した理由として、中間代謝物の肝臓から全身

循環への移行量の増加が関与しているものと推察される。

一方、肝疾患は薬物の体内動態に複雑な影響を与えることが知られており m,鄭,蜘

153)、 CCI'の前投与によっても、肝代謝酵素活性のみでなく、肝血流量、胆汁排池機能

および血奬タンパク結合率などが変化している可ヨ断生が考えられる。それら個々の要因

が薬物代謝物の体内動態にどの様な影響を及ぼすのかに関しては、現段階では明らかで

はない。今後、肝障害モデルラットにおける各パラメータと代謝物の血中曝露の関係に

ついて検証を行うとともに、 MDZとは異なる薬物動態的特徴を持つ薬物を用いた検討

も行っていきたいと考えている。

肝疾患を発症する要因のーつに、薬害性肝障害があり、公衆衛生上大きな問題となっ

ている 154'161)。現在、 900種類以上の医薬品について、肝障害誘発の可能陛があると添

付文書に記載されており玲2)、ジクロフェナク、エリスロマイシン、フノレクロキサシリ
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ン、ハロタンなどによる死亡例または肝移植例が報告されている 163)。これら肝疾患患

者における薬物の体内動態を正確に予測することは困難で、肝機育断氏下の原因、重症度、

あるいは肝機能検査結果との相関性は確立されていない。今後、肝機育断氏下時の薬物投

与量や投与間隔の指標となるパラメータ等に関する研究が進むものと期待されるが、そ

の際、本研究で明らかにしたように、薬物自体のみでなく、その代謝物の血中曝露の変

化を考慮した投与計画の構築が必要と考えられる。

新規医薬品開発において、臨床試験段階で重篤な副作用が認められた場合、開発の遅

れや中止につながり、それまでの前臨床試験に要した費用が無駄になることから、製薬

企業にとって大きな損失となる。したがって、前臨床段階で新規候補化合物のヒトでの

体内動態をできるだけ精度よく予測し、ヒトにおける治療効果と安全性を確保すること

がその後の医薬品開発の成功のカギとなる。ヒトにおける薬物の体内動態を予測するた

めにどの動物種が最も適しているかに関しては、未だ統一した見角引よ得られておらず、

対象となる薬物の物理化学的あるいは動態学的な特性を見ながら、casebycaseに対応

しているのが現状である。カニクイザルは医薬品開発に最も多く利用されている動物の

一種であり、代謝酵素の遺伝的ホモロジーや1刊蔵での発現量がヒトに近く、肝代謝の評

価に適することが知られている。カニクイザルの"刊蔵においても、 CYP3A4はCYP分

子種の中で最も発現量の高い酵素であり、ヒトの CYP3A4と同様な基質認識性を示す

川,H3)。今回の検討で用いたMDZ も、カニクイザノレにおいてヒトと同様にCYP3A4に

よって逐次的に代謝されることが報告されている 1究,145)。本章での検討において、カニ

クイザルおよびヒトの肝ミクロソームいずれにおいても、 ABT が MDZ の中間代謝物

の代謝を顕著に阻害し、代謝速度定数の低下の程度はほぽ同程度であった(カニクイザ

ノレ:17%、ヒト:18%)。したがって、 CYP 阻害時には、ヒトにおいても MDZ の中間代

謝物の血中AUCがカニクイザルと同程度に上昇するものと考えられた。

以上、本章で得られた結果は、臨床的にも中間代謝物の血中曝露が増加する可能性を

示すものであり、代誘邦且害に起因した薬物間相互作用が疑われる患者、あるいは肝疾患

等によって肝代謝機能が低下している患者に対して薬剤を投与する場合には、薬物自体

の動態のみでなく、その代謝物の動態変化にも十分な注意を払う必要があると考えられ

る。今後は、実際に臨床試験を実施することによって、本章で推定した結果を検証する

必要がある。その場合、 ABTの臨床使用は認められていないため、 ABTを用いた代謝

阻害実験をヒトで実施することは不可能である。ヒトに投与可能な代謝阻害剤として、
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本章でABT と同じ効果を示すことを明らかにした KTZ を用いることで、安全性を担

保した上で臨床試験の実施が可能になるものと期待される。
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以上、著者は3章にわたり、薬物間相互作用や肝疾患によって肝代謝機能が低下した

場合の薬物代謝物の血中曝露の変動について、ラット、サルを用いた血ガV0での動態

試験、肝ミクロソームを用いた血Ⅶ'な0での代謝試験、及び薬物速度論的手法を用いた

要因解析を実施した結果、以下のような結論を得た。

第1章 CYP酵素の阻害による薬物代謝物の血中曝露の変動

一般に、肝臓での代謝が阻害された場合、薬物の血中からの消失が遅延し、それに伴

つてその代謝物の血中曝露は小さくなると考えられる。そこで、モデル薬物として

CYP3A によって速やかに代謝される MDZ を用い、 C四酵素の強力な阻害剤である

ABT で前処理したラットに静脈内投与した後の MDZ及びその中間代謝物の血中濃度

推移を観察した。その結果、 ABT前処理ラットにおいて、親薬物であるMDZの全身血

中からの消失が遅延し、 CYP酵素が阻害されたことが確認された。一方この時、 MDZ

の中間代謝物である 1'・OHMDZおよび4・OHMDZ の血中AUCは、 ABT前処理によ

つて 4.3~5.1倍にまで上昇し、親薬物の代謝が阻害されたにもかかわらず代謝物の血

中曝露が増加すると言う極めて興味深い現象が観察された。

そこで、 MDZの中間代謝物の静注試験を実施したところ、 ABT前処理ラットでは両

代謝物とも全身クリアランス(CL部)がν2 程度に低下しており、 ABT によって中間

代謝物から最終代謝物への代謝も阻害されることが示唆された。また、 MDZ静脈内投

与後に全身循環血中に移行した中間代謝物の量(血中移行量)を算出したところ、CYP

阻害によって約2倍上昇していることが明らかとなった。血中移行量増加の理由として

腸肝循環の関与が考えられたが、胆管カニューレラットを用いた検討において、腸肝循

環の関与は認められなかった。

次に、モデル薬物としてCYPの基質であるDAP、 TAMを用いて同様な検討を行っ

た結果、両薬物とも、ABT前処理によってその中間代謝物の血中AUCが有意に上昇し

た。そこで、3種のモデル薬物(MDZ、 DAP、 TAM)静脈内投与後の、それぞれの中間

代謝物のCL部及び血中移行量に及ぽすABT前処理の影響を比較した結果、 CYP阻害

によって中間代謝物のAUCが上昇した理由として、(1)中間代謝物から最終代謝物へ

の代謝が阻害されその CL部が低下した、(2)1刊蔵中で生成した中間代謝物の血中への

移行量が増加した、という二つの要因が関与していること、及びそれぞれの要因の関与

結論
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の仕方は薬物によって異なることが示唆された。

親薬物と中間代謝物の、"刊蔵及び全身循環血中での動態を表すPB・PKモデルを用い

て速度論的な解析を行った結果、親薬物静脈内投与後の中間代謝物の血中AUCは、そ

の肝代謝固有クリアランスと反比例の関係にあることが明らかとなった。そこで、ラッ

ト肝ミクロソームを用いた血 V北r0代謝試験を行い、各薬物の親薬物から中間代謝物、

および中間代謝物から最終代謝物への代謝速度に及ぽすABTの影響を調べた。その結

果、いずれの薬物も、両代謝過程が阻害され、それぞれの代謝速度定数(k、 k分が有

意に低下することが示された。 h1Ⅶ'h・0で求めた代謝速度定数より、各々の薬物の中間

代謝物のCL那および血中移行率を算出した結果、① MDZの中間代謝物のAUCの上

昇には中間代謝物の CL那の低下及びその血中移行率の上昇の二つの要因が関与する、

② DAPでは主として中間代謝物のCL部の低下が原因である、③ TAMでは主として

中間代謝物の血中移行率の上昇が原因である、と推察された。

本章で用いた3種のモデル薬物の中間代謝物は、いずれも薬理活性を有した活性代謝

物である。したがって、ここに示した結果は、薬物間相互作用等によって肝臓での代謝

が阻害された場合、薬物の中間代謝物の血中曝露増加による予期せぬ薬効の増強、さら

には副作用の発現の可育断生を示すものと考えられた。

第2章親薬物経口投与後の中間代謝物の血中曝露に及ぽすCYP酵素阻害の影響

臨床的に用いられている多くの薬物は経口的に投与されることから、実際の臨床にお

ける代謝物の血中曝露の変動を明らかにするためには、親薬物を経口投与した後の血中

濃度を調べる必要がある。そこで、 MDZ をラットに経口投与した後の中間代謝物の血

中濃度推移に及ぽす CYP 阻害の影響を観察したところ、 MDZ及び両中間代謝物の血

中AUC はそれぞれ35.1、18.6、12.3倍と顕著に上昇することが明らかとなった。 MDZ

経口投与後の中間代謝物の血中曝露が、静脈内投与の場合よりも顕著に上昇した理由を

明らかにするため、静脈内投与試験との比較による経口吸収率(F)の算出、及び門脈

カニューレラットを用いた門脈中での中間代謝物の濃度推移の測定を実施した。その結

果、コントロールラットにおいては、投与されたMDZのおよそ別4が全身循環に移行

する前に最終代謝物に代謝され、中間代謝物として血中に移行する量は投与量の1雄以

下であったのに対し、 ABT 前処理ラットでは初回通過代謝がほぼ完全に阻害され、投

与量とほぽ同量のMDZが、代謝されることなく全身循環血中に移行することが示され

た。すなわち、 CYP阻害によってMDZの全身循環血中への吸収率がほぼ100%となっ
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た結果、"刊蔵においてより多くの中間代謝物が生成し、その血中曝露が増加したものと

推察された。

臨床的に用いられている医薬品の多くが経口剤であることから、本結果は、薬物間相

互作用によって肝代謝が阻害された場合には、親薬物のみでなくその代謝物の血中曝露

の上昇にも十分な注意を払う必要があることを示すものと考えられた。

第3章臨床における中間代謝物の血中曝露増加の可能性

臨床的に繁用されている KTZ を CYP 阻害剤として用い、第 1章と同様なラット静

脈内投与試験を行った結果、ABTで前処理した場合と同様、 MDZの中間代謝物の血中

AUC の上昇が確認された。したがって、臨床現場で実際に生じる薬物間相互作用によ

つても、薬物の中間代謝物の血中曝露の増加が引き起こされる可能性が示された。

薬物を投与される患者には、肝疾患などが原因で肝臓での薬物代謝機能が低下した患

者も多く存在する。そこで、 CCLを腹腔内投与することによって急性肝障害モデルラ

ツトを作成し、 MDZの中間代謝物の血中曝露の変動について検討を行った。急性肝障

害モデルラットにMDZを静脈内投与した結果、両中間代謝物の血中AUCの上昇が確

認され、その上昇率はABT前処理ラットを上回る値であった。 CC14処理によって肝臓

のCYP酵素の発現量が低下することが報告されていることから、急性肝障害によって

MDZの中間代謝物の肝代謝固有クリアランスが低下し、その血中移行量が増加したも

のと推察された。本結果より、薬物間相互作用のみでなく、肝疾患等によって肝代謝能

が低下した場合には、親薬物とともにその代謝物の血中曝露の変動にも注意する必要が

あると考えられた。

最後に、これまでラットを用いて明らかにしてきた現象が、ヒトにおいても同様に認

められる可能性について検証を行うことを目的として、肝臓での代謝活性及び代謝酵素

の遺伝的ホモロジーがヒトに近いカニクイザルを用いた検討を行った。その結果、ラッ

トの場合と同様、 ABT 前処理による CYP 阻害によって、 MDZ の中間代謝物の血中

AUCの有意な上昇が確認された。さらに、カニクイザルの肝ミクロソームを用いてm

Ⅶh0代謝試験を行ったところ、ABT処理によって中間代謝物の代謝速度定数の低下が

観察されたことから、カニクイザルにおいてMDZの中間代謝物の血中AUCが上昇し

た理由として、中間代謝物の CL那の低下及び血中移行量の増加が考えられた。また、

ヒト肝ミクロソームを用いて検討を行った結果、カニクイザルのミクロソームと同様の

結果が得られたことから、 CYP 酵素が阻害された場合には、ヒトにおいても中間代謝
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物の血中曝露が増加する可育断生が示された。

以上、本研究では、薬物間相互作用等によって肝臓での薬物代謝能が低下した場合、

薬物の中間代謝物の血中曝露が増加するという新たな現象を見出し、血佐'な0 から血

Ⅶ'V0 に至る詳細な検討によってそのメカニズムを明らかにするとともに、実際の臨床

においても同様な現象が生じる可育断生を示した。薬物の代謝物の中には、親薬物を凌ぐ

強い薬効、あるいは親薬物には認められない毒性を有するものも多く存在することから、

本研究で得られた結果は、医薬品の安全使用を担保する上で極めて重要な知見と考えら

れる。今後、本研究の成果が、新規医薬品の開発における代謝物の薬物動態学的評価、

さらに臨床現場における代謝物による有害事象の発現の防止に役立てられることを期

待する。
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第1章 C四酵素の阻害による薬物代謝物の血中曝露の変動

田実験材料

ABTは東京化学工業より購入した。MDZとDAPは和光純薬株式会社より購入した。

1'・OHMDZ と 4-OHMDZ は BDBioscienceS より購入した。 desmethylDAP、 TAM、

4・OHTAM、6・グノレクロニダーゼはSi今ma・Ndrich社より購入した。胆管カニュレーシ

ヨンに使用したポリエチレンチューブ(PEI0、内径0.28mm、外径 0.61mm)は夏目

製作所より購入した。 K2HPO'と MgC12はナカライテスクより購入した。 NADPH は

Sigma・Ndrich社より購入した。 KH2P04は和光純薬株式会社より購入した。 W'istar雄

性ラットは清水実験材料より購入した。 wistar ラット肝ミクロソームは積水メディカ

ル株式会社より購入した。

[2]ラットを用いた血Vル0 静脈内投与試験

(1)各試薬の調整

・ ABT

ABTは25m創mLになるように生理食塩水に加え、超音波処理により溶解させた。

・ MDZ I'・OHMDZ 4・OHMDZ
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MDZ及び1'・OHMDZ、 4・OHMDZは02m創mLとなるように生理食塩水に添加

した後、 1NのHC1を数滴滴下し、完全溶解させた。

・ DAp desmeth lDAP

DAP及びdesmethylDAPはそれぞれ50及び 10 m創mL となるようにDMS0 に

完全溶解させた。その後、ラット血奬でそれぞれ100倍希釈し、DAPは0.5m創mL、

desmethylDAP は 0.1m創mL となるように調整した。

・ TAM 4-OHTAM

TAM及び4-OH TAMはそれぞれ50及び10 m創mLとなるようにDMS0 に完全

溶解させた。その後、ラット血奬でそれぞれ 100倍希釈し、 TAMは0.5m創mL、 4・

OHTAMは0.1m創mL となるように調整した。



②実験手順

実験開始のおよそ 18時間前にラットにABT (4 mL小牙、したがって 10o mg小g)を

経口投与した。その後、 MDZ、 1'・OHMDZ及び4-OHMDZ (1mukg、したがって

0.2 mgn【牙)、 DAP 及びTAM (1 muk今、したがって 0.5 m套小g)、 desmethylDAP及

び4-OHTAM (1mLnζg、したがって 0.1mg小曾)を頸静脈より急速投与した。そして、

もう一方の頸静脈から 1'・OH MDZ及び4・OH MDZ は 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、

240分、 MDZ、 4-OHTAM は 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分、 desmethyl

DAP は 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分及び 12時間、 DAP、 TAM は

2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分及び 12、 24、 36、 48時間まで経時的

に0.5mL採血を行い、得られたサンプルは直ちに4゜C、 15,ooorpmで 10分間遠心分

雛し、その上清を血奬サンプルとして・80OCで保存した。

(3)血奬サンプル処理

血奬サンプル100μLをアセトニトリル900μLに加え、タンパクを除去した。十分

に撹桙した後、 20゜C、 15,ooorpm で20分間遠心分雛を行い、上清800μL を減圧下

で蒸発乾固させた。蒸発乾固したサンプルを 0.1 %ギ酸/アセトニトリル(50/50,

V/V%)混合溶液 100μLで再溶解させた。撹捍させた後、 20゜C、 15,ooorpmで 10分

間遠心分離したものをLOMS爪ISサンプルとした。

[31 胆管カニューレラットを用いた血Ⅶ'V0静脈内投与試験

(1)各試薬の調整

ABT、 MDZの調整方法については通常のラットを用いた静脈内投与試験と同様の方

法を用いた。

(2)胆管カニューレラット作成方法

イソフルラン吸入麻酔下開腹し、ピンセットを用いて十二指腸の胆管付近の脂肪を剥

がし、胆管を露出させた。そして、注射針(27G)で胆管に穴をあけ、その穴から上流

に向けてポリエチレンチューブを挿入し、糸で胆管及びボリエチレンチューブをきつく

縛る(このとき、胆汁がチューブ内に出てきていることを確認する)。また、胆管の下

流側も糸できつく縛る。
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(3)実験手順

実験開始のおよそ 18時間前にABT を前投与したラットにイソフルラン麻酔下で胆

管カニューレ処理を施し、頸静脈より MDZ (1 mL小牙、従って 0.2 m宮小g)を投与し

た。そして、 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分まで経時的に採血を行っ

た。得られたサンプルの保存方法は通常のラットを用いた静脈内投与試験と同様の方法

を用いた。また、胆汁は実験開始から終了まで採取し続けた。

(4)血奬サンプル処理

血奬サンプルの処理方法については通常のラットを用いた静脈内投与試験と同様の

方法を用いた。

(5)胆汁サンプル処理方法

6・グノレクロニダーゼは02%NaC1水溶液で 1:3の割合で希釈して使用した。ラット

胆汁 0.025mL、 6・グルクロニダーゼ 0.02mL、 10ommovL酢酸緩衝液(PH5.0)0.125

mL、水 0.08mL を混合した。370Cで2時間加温した後、その反応液0.05mL を 0.1%

ギ酸・アセトニトリル0.1mL と混合してLOMS爪ISサンプルとした。

141 ラット肝ミクロソームを用いた血Ⅶ'tr0代謝試験

(1)各種試薬の調整

3.3mMM C12を含むりン酸緩衝液.

3.3 mM M今C12 を含む 10o mM 証12PO'溶液と 3.3 mM M牙C12 を含む 10omM

K2HPO'溶液を混合して 3.3mMMgC12を含む 10omM りン酸緩衝液を作成し、 PH

を 7.4 に調整した。

・MDZ DAP TAM

MDZ、 DAP、 TAMは lmM となるように、 ABTは 1または5mM となるように

メタノーノレに溶解した。

・ NADPH

NADPH は 20 mM となるように 3.3 mM MgC12を含む 10o mM りン酸緩衝液

(PH 7.4)で溶解し、調整した。
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②代謝反応液の調整

コントロール群及びABT添加群の代謝反応液の組成を次に示す。

・コントローノレ群

33 mMM今C12を含む 10o mM potassium phosphate buffer

MDZ (最終濃度 1μM)

肝ミクロソーム(20m創mL、最終濃度 0.4m創mL)

20mMNADPH (最終濃度 1.3mM)

Total

・ABT添加群

3.3 mMMgC12 を含む 10o mM potassium phosphate bU丘er

MDZ (最終濃度 1μM)

ABT (最終濃度 1または5μM)

肝ミクロソーム(20m創mL、最終濃度 0.4m創mL)

20mMNADPH (最終濃度 1.3mM)

Total

③実験手順

3.3mMM牙C12を含む 10omM りン酸緩衝液に親薬物、肝ミクロソーム、 ABT添加

群においてはABT をそれぞれ添加し、5分間プレインキュベーションを行った。そし

て、 20mM の NADPH を添加し、反応を開始させた。 MDZ は 0、 2、 5、 10、 20、 30、

45、 60、 90、 120分、 DAPは0、 2、 5、 10、 20、 30、 45、 60、 90、 120、 180、 240、

360分、 TAM は0、 2、 5、 10、 20、 30、 45、 60、 90、 120、 180、 240分まで経時的に

30μLサンプリングを行い、氷上でアセトニトリル270UL と混合させ、反応を停止さ

せた。そして、直ちに 4 ゜C、 15,ooorpm で 10分間遠心分高隹し、その上清 200 μL を

LCMS爪ISサンプルとした。

457 μL

0.5 μL

10 μL

32.5 μL

μL500

456.5 μL

0.5 μL

0.5 μL

10 μL

32.5 μL

固親薬物及び中間代謝物の定量

溶液サンプル中の親薬物及び中間代謝物量は、LC爪ISMS(ACQUITY@UPLC,TQD,

μL500
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Waters)により定量した。親薬物及び中間代謝物のMS爪Iscond北ionは、以下のとお

りである。

MDZ

Lc cond北ion

Column: watersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×150 mm column

Mobile phase (A): W'ater contain血号 0.1 % formic acid

Mobile phase (B):Acetonitrile contain血牙 0.1 % formic acid

Gradient program:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B 冨 2 %,3.5 min End

Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone volta曾e:30 kv

C011ision energy,24 ev

Parent m/Z:327.08

Daughter m/Z:292.12

1'・OH MDZ

Lc condition

Column: watersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×150 mm column

Mobile phase (A): W'ater containing o.1 % formic acid

Mobile phase (B): Acetonitrile containin牙 0.1 % formic acid

Gradient pr0晉ram:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5 min End
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Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone volta牙e:30 kv

C011ision ener今y,24 ev

Parent m/Z:342.32

Daughter m/Z:203.22

4・OHMDZ

Lc condition

Column: watersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×150 mm column

Mobile phase (A): W'ater containin宮 0.1 % formic acid

Mobile phase (B): Aceton北rile containin宮 0.1 % formic acid

Gradient program:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5 min End

Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray 十

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone volta宮e:30 kv

C011ision ener部,24 ev

Parent m/Z:34231
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DaU曾hter m/Z:325.43

DAP

Lc condition

Column:X入7atersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×50 mm column

Mobile phase (A): water containing o.1 % formic acid

Mobile phase (B): Methanolcontainin宮 0.1 % formic acid

Gradient pr0宮ram:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5min End

Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone voltage:30 kv

C011ision ener今y,24 ev

Parent m/Z:286.17

Daughter m/Z:154.0

Desmeth lDAP

Lc condition

Column: W'ate玲ACQUITY⑧ UPLC BEH C18 1.7 μm 2.1×50 mm column

Mobile phase (A): X入later containin今 0.1 % formic acid

Mobile phase (B): Methanolcontainin今 0.1 % formic acid

Gradient pr0宮ram:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5 min End
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Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone volta今e:30 kv

C0Ⅱision ener曾y,24 ev

Parent m/Z:272.1

DaU今hter m/Z:140.0

Lc condition

Column: W'atersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×50 mm column

Mobile phase (A): X入7ater containin今 0.1 % formic acid

Mobile phase (B): Acetonitrile containin今 0.1 % formic acid

Gradient pr0牙ram:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5 min End

Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

Column temperature:40 ゜C

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone voltage:30 kv

C0Ⅱision ener晉y,24 ev
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Parent m/Z:372.3

DaU今hter m/Z:71.9

4・OH TAM

Lc cond北ion

Column: W'atersACQUITY@ UPLC BEH C181.7 μm 2.1×50 mm column

Mobile phase (A): watercontain血今 0.1 % formic acid

Mobile phase (B):Acetonitrile containin今 0.1 % formic acid

Gradient program:0.o minA= 98 %, B = 2 %,2.o minA= 5 %, B = 95 %,2.5 minA

98 %, B = 2 %,3.5 min End

Flow rate:0.3 mL/min

Inject volume:5 μL

40 ゜CColumn temperature

MS爪Is condition

10nization: Electrospray +

Source temperature,150 ゜C

Desolvation temperature,400 ゜C

Cone volta套e:30 kv

C011ision ener部,24 ev

Parent m/Z:388.3

Daughter m/Z:71.9

固薬物動態解析

MDZ及び中間代謝物の静脈内または経口投与後の血奬中濃度推移からのAUC(0・伽)

(n創mL ・ hr)及び全身クリアランス(CL部: mL/miwkg)の算出はmoment.×1S を用い

た。代謝速度定数(k,。詑)の算出にはMULT1を用いた。mome址.×1S及びMULT1は、

京都大学大学院薬学研究科病態情報薬学研究室からダウンロードしたものである。詳

細はホームページ参照。 htt ソ/WWW. harm.k oto・U.ac
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第2章親薬物経口投与後の中間代謝物の血中曝露に及ぼすCYP酵

素阻害の影響

田試験材料

門脈カニューレラットは日本チャーノレズリバー(株)

関しては 1章を参照。ラットに関しては 1章を参照。

[2]ラットを用いた血佐'V0 経口投与試験

(1)薬液調整

・ ABT

ABTについては静脈内投与試験と同様の方法を用いた。

・ MDZ

MDZは0.5 m創mLとなるように生理食塩水に添加した後、 1NのHC1を数滴滴

下し、完全溶解させた。

[3]門脈カニューレラットを用いた加 W'ν0 経口投与試験

(1)各試薬の調整

ABTおよびMDZ の調整は通常のラットを用いた MDZ経口投与試験と同様の方法
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(2)実験手順

実験開始のおよそ 18時間前にラットにABTを経口投与した。その後、MDZ(4muk套、

従って 2 m今灰今)を経口投与した。そして、頸静脈から 5、 15、 30、 60、 120、 240、

360、 480分、 12、 24時間まで経時的に0.5mL採血を行った。サンプルの保存方法は

静脈内投与試験と同様の方法を用いた。

より購入した。 ABT、 MDZに

(3)血奬サンプル処理

血奬サンプルの処理方法については1章と同様の方法を用いた。



を用いた。

②実験手順

実験開始のおよそ 18時間前にラットにABTを経口投与した。その後、 MDZ を経口

投与した。そして、頸静脈から 5、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分まで尾静脈及

び門脈より経時的に100μL採血を行った。サンプルの保存方法は1章と同様の方法を

用いた。

(3)血奬サンプル処理

血柴サンプルの処理方法は1章と同様の方法を用いた。

なお、本実験は科研製薬株式会社新薬創生センター(京都)にて、今野芳浩博士、松

田良樹博士のご協力のもと実施させていただいた。

團薬物動態解析

薬物動態解析に関しては第1章を参照。

囿親薬物及び中間代謝物の定量

定量に関しては第1章を参照。
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第3章臨床における中間代謝物の血中曝露増加の可能性

田試験材料

KTZ は東京化成工業株式会社より購入した。四塩化炭素は和光純薬より購入した。

カニクイザル及びヒト肝ミクロソームは積水メディカル株式会社より購入した。ドルミ

カムはアステラス製薬より購入した。 ABT、 MDZ に関しては第 1章を参照。 KH2PO'、

K2HPO、 M今C12に関しては第2章を参照。

[2] CYP阻害剤としてKTZ を用いた血Ⅶ'V0静脈内投与試験

(1)各試薬の調整

・ KTZ

KTZ を 50o m創mLまたは 1250 m創mL となるようにDMS0 に溶解し、その後、

生理食塩水で 100倍(5m創mLまたは 12.5m創mL)に希釈した。

・ MDZ

MDZの調整方法に関しては第1章を参照。
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急オ生肝障害ラットを用いた血Ⅶ'V0静脈内投与試験

各試薬の調整

(2)実験手順

実験開始のおよそ 1時間前にラットにKTZ(4mL永牙、したがって 20m今小今また

は50m牙小曾)を経口投与した。 MDZ (1muk宮、従って 0.2m三小号)を静脈内投与し

た。そして、頸静脈から 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 360、 480分まで経時的

に0.5 mL採血を行った。サンプルの保存方法については第 1章と同様の方法を用い

た。

(3)血柴サンプル処理

血奬サンプルの処理方法については1章と同様の方法を用いた。

]
)

[
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・四塩化炭素

四塩化炭素をオリーブオイルで希釈し、25%四塩化炭素とした。そして、実験開始

のおよそ24時間前にラットに腹腔内投与した。

・ MDZ

MDZの調整方法に関しては第1章を参照。

②実験手順

実験開始のおよそ2時間前にラットにABT(4mL小今、したがって 10om牙小g)を経

口投与した。その後、 MDZ (1mL小島したがって0.1mg小牙)を静脈内投与した。そ

して、頸静脈から 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 480分及び24時間まで経時的に 0.5

mL採血を行った。サンプルの保存方法については第1章と同様の方法を用いた。

(2)実験手順

実験開始のおよそ 24時間前にラットに 25%四塩化炭素(60o m今小曾、四塩化炭素量

として0375mL)を腹腔内投与し、その後、 MDZ を静脈内投与した。そして、頸静脈

から 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 240、 480分まで経時的に 0.5 mL採血を行った。

サンプルの保存方法は第1章と同様の方法を用いた。

(3)血奬サンプル処理

血粲サンプルの処理方法については1章と同様の方法を用いた。

[4]カニクイザルを用いた血Vル0静脈内投与試験

①各試薬の調整

・ ABT

ABTについては第1章と同様の方法を用いた。

・ MDZ

既製品であるドルミカムを用いた。 0.1m創mL となるように生理食塩水に添加し

た。

なお、本実験は(株)イブバイオサイエンスのご協力のもと実施させていただいた。
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(3)血奬サンプル処理

血柴サンプルの処理方法については1章と同様の方法を用いた。

[5}カニクイザル及びヒト肝ミクロソームを用いた加佐'tr0代謝試験

①各種試薬の調整

第2章と同様の方法を用いた。

②代謝反応液の調整

第2章と同様の方法を用いた。

③実験手順

第2章と同様の方法を用いた。

固薬物動態解析

薬物動態解析に関しては第1章を参照。

囲親薬物及び中間代謝物の定量

定量に関しては第1章を参照。
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