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略語表 

 

AUC Area under the plasma concentration-time curves 

BSA Bovine serum albumin 

CYP Cytochrome P450 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

ESI Electrospray ionidation 

HPLC High-performance liquid chromatography 

LC-MS/MS High-performance liquid chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry 

LC-UV/MS/MS High-performance liquid chromatography coupled with ultra violet detector 

and tandem mass spectrometry  

MRM Multiple reaction monitoring 

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 

PAPS Adenosin 3’-phosphate 5’-phosphosulfate 

SULT Sulfotransferases 

Tmax Time taken to reach maximum concentration 

UDPGA Uridine 5’-diphosphate-glucuronic acid 

UGT UDP-glucuronosyltransferase  

UPLC Ultra performance liquid chromatography 

UV Ultra violet detection 
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序論 

 

創薬研究開発において，薬物動態が問題となって開発中止となる医薬品は，近年著しく減少

したと言われている (Frank and Hargreaves, 2003)。その理由は，多くの薬物の代謝に関与する薬

物代謝酵素である CYP の基礎研究が進展し，動物の in vivo および in vitro 体内動態 (PK) 

試験をもとに，非臨床段階でヒト PK の予測が可能になったためである。現在では創薬研究の初

期の段階より in vivo および in vitro PK 試験を行い，ヒトにおいて良好な PK を示すことが期

待できる医薬品候補をスクリーニングしている。その結果，近年の医薬品候補化合物は CYP 以

外の代謝酵素，特に第Ⅱ相代謝酵素と言われる UGT や SULT により体内から消失する化合

物が増加傾向にある (Yokoi, 2009)。しかしながら，CYP 以外の代謝酵素については比較的研

究が進んでおらず，化合物のスクリーニング方法やヒト PK の予測方法は十分に確立されていな

い。 

UGT によるグルクロン酸抱合代謝は，カルボキシル基，水酸基，アミンを有する薬物の主要な

代謝経路の 1 つである。CYP に次いで多くの薬物の消失に寄与する代謝酵素であり，米国の処

方数トップ 200の医薬品の約 70%が代謝により体内から消失するが，そのうち約 15%が主にグル

クロン酸抱合代謝により消失することが知られている (Williams et al., 2004)。UGT は肝や腎に

加え小腸にも多く発現し，薬物動態に影響すると考えられている。近年，小腸におけるグルクロン

酸抱合代謝が薬物のヒトの経口バイオアベイラビリティ (F) に影響を与えることを示す複数の知

見が報告されている (Ritter, 2007; Zhang et al., 2007; Wu et al., 2011)。例えば，骨粗鬆症治療薬

である raloxifene はヒト F が数％と低いが，その一因は小腸で UGT による初回通過代謝を受

けるためと考えられている (Kemp et al., 2002; Mizuma, 2009)。また，小腸コレステロール吸収阻

害薬である ezetimibe は，ヒトおよびラットにおいて小腸の UGT により代謝され，血漿中には主

にグルクロン酸抱合体として検出されることが報告されている (van Heek et al., 2000; Kosoglou et 

al., 2005)。また，サプリメントとして広く用いられている resveratrol (Wenzwl et al., 2005)，quercetin 

(Chen et al., 2005) 等の多くのフラボノイドは，ヒトにおける血漿中濃度が投与量に比して著しく低

いことが知られており，その一因は小腸におけるグルクロン酸抱合代謝であることが報告されてい

る (Zhang et al., 2007)。このように，小腸グルクロン酸抱合代謝は医薬品を含む UGT 基質化合

物の F を著しく低下させる場合がある。また，ヒト F への影響の程度は明らかにされていないが，

フェニル基を有する薬物には小腸に発現する UGT 分子種の基質となる薬物 (acetaminophen，

irinotecan，tamoxifen など) が複数報告されている (Wu et al., 2011)。そのため，創薬初期段階

で小腸グルクロン酸抱合がヒト体内動態へ与える影響を定量的に予測することは，ヒトにおいて高

い F が期待できる医薬品候補を創製するために重要である。しかしながら，小腸グルクロン酸抱

合代謝の基質となる化合物の定量的な PK パラメーターの予測方法については，まだあまり議

論されていない。 

F と消化管代謝の関係は以下の式で表される。 

 

F = Fa × Fg × Fh 
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Fa は吸収フラクション，Fg は小腸アベイラビリティ，Fh は肝アベイラビリティを表す。Fa と Fg は in 

vivo 実験による分離評価が困難であるため，通常は分離せずに FaFg と表される。医薬品候補

の FaFg と，小腸抽出物を用いた in vitro 代謝試験における代謝固有クリアランス (CLint) との

相関を調べることは，体内動態の決定因子を明らかにするために重要である。CYP3A の基質で

ある化合物に関しては，FaFg と CLint の関係を調べた報告がいくつかある。CYP3A はヒトにおい

て肝と小腸の両方で最も多数の薬物の代謝に関与する酵素と考えられている。加藤ら (2003) は 

CYP3A の基質である 10個の市販薬を用いて，FaFg と肝ミクロソーム中の in vitro CYP 代謝固

有クリアランス (CLint,CYP) との関係を調べ，CLint,CYP が 78 L/min/mg 以上のとき，FaFg が顕著

に低くなることを示した。なお，CYP3A 基質の肝ミクロソーム中の CLint,CYP は，小腸ミクロソーム

中の CLint,CYP と相関関係にあることが知られている (Komura and Iwaki, 2008; Kadono et al., 

2010)。また，門野ら (2010) は，CYP3A の基質である 13 化合物を用いて，ヒトの FaFg と小腸ミ

クロソーム中の CLint,CYP の間に相関があることを見出し (図 序-1)，CLint,CYP から Fg を予測す

るモデル式である simplified Fg model (SIAモデル) を提案した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 序-1. CYP3A 基質の FaFg と CLm, index (評価化合物とリファレンス化合物の CLint,CYP の比) 

の関係 

曲線は SIA モデルによるフィッティングカーブを示す。 

 

しかし UGT の基質については，小腸でグルクロン酸抱合代謝を受けることが知られている薬物

の数が限られているために，同様の検討はまだ十分に行われていない。 

筆者は，アステラス製薬で合成された類似構造を有する 3 つの新規カルボン酸化合物が，ラッ

ト，イヌ，およびサルにおいて小腸グルクロン酸抱合代謝を受けることを見出した (Furukawa et al., 

2012b)。次に，ラットを用いて，構造の異なる複数の UGT 基質の FaFg と，小腸ミクロソームを用

いて求めた in vitro グルクロン酸抱合代謝クリアランス (CLint,UGT) との関係を調べ，その関係に 

SIA モデルを適用し Fg の予測式の構築を検討した (Furukawa et al., 2012a)。さらに，FaFg と 

CLint,UGT の相関関係をヒト，ラット，イヌ，およびサル間で比較した (Furukawa et al., 2013)。これら

の結果について以下，順に述べる。 
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Compound

1 R1 = CL, R2 = OCH2CH2(CH3)2

2 R1 = H, R2 = OCH2CH2(CH3)2

3 R1 = H, R2 = OCH2CH2CH3

R1
OH
N
H

O

OH

R2

本論 

第 1章 新規カルボン酸化合物の経口バイオアベイラビリティに 

対する小腸グルクロン酸抱合代謝の影響 

 

1-1. はじめに 

カルボン酸は NSAIDs やフィブラート系高脂血症薬など多くの薬物の薬理活性に必須の官

能基である。グルクロン酸抱合代謝はカルボン酸の重要な代謝経路であり，特に小腸における代

謝は著しい低 F を引き起こす場合があるため，創薬初期段階よりその体内動態の決定要因を調

べ，ヒトで高い F を示す可能性が高い化合物を見出すことが求められる。 

本研究において筆者は，新規薬物候補として合成された新規カルボン酸化合物 1 とその構造

類似体2，3 (図1-1) について，小腸グルクロン酸抱合代謝が FaFg に与える影響を調べるために，

以下の検討を行った (Furukawa et al., 2012b)。まず，化合物 1–3 のラット，イヌ，サルにおける 

PK を調べ，FaFg を算出した。また，化合物 1 の消失にグルクロン酸抱合が関与しているかを調

べるため，ラット胆汁および尿中の代謝物プロファイルを調べた。次に，ラット，イヌ，およびサルの 

CLint,UGT を算出し，FaFg との関係を調べた。 

 

 

 

 

 

 

図 1-1. 新規カルボン酸化合物 1–3の構造 

矢印はグルクロン酸抱合代謝を受ける可能性のある部位を示す。 

 

 

 

1-2. 実験方法 

1-2-1. 試薬 

化合物 1–3はアステラス製薬にて合成された。雄性 Sprague-Dawley (SD) ラット，雄性ビーグ

ル犬，雄性カニクイザル，およびヒトのプール小腸ミクロソーム (それぞれ n = 110, 11, 15, 18) は 

XenoTech より購入した。UDPGA は  Sigma-Aldrich より購入した。NADPH•4Na は  Roche 

Diagnostics より購入した。-グルクロニダーゼ (Source: Helix pomatia, 活性 80000 units/mL) は

和光純薬工業より購入した。リコンビナントヒト UGT である Supersomes
TM

 (組み換えバキュロウ

イルスの導入により，ヒト UGT 1A1, 1A3, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10, 2B7, 2B15, 2B17 が発現し

た昆虫細胞のミクロソーム) は BD Gentest より購入した。その他の試薬は試薬特級または分析
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用のグレードを購入した。 

 

1-2-2. 動物 

雄性 SD ラット (8週齢，約 0.2 kg，日本チャールズリバー) および雄性ビーグル犬 (約 12 kg，

アステラスリサーチテクノロジー) を用いた in vivo 試験はアステラスリサーチテクノロジーにて実

施した。カニクイザル (約 5 kg，新日本科学) を用いた in vivo 実験は新日本科学にて実施した。

本試験は国際医学団体協議会によって策定された「医学生物学領域の動物実験に関する国際

原則」に従い，アステラス製薬の動物実験倫理委員会の承認を受けて実施した。 

 

1-2-3. ラット，イヌ，およびサルにおける in vivo PK 試験 

[静脈内および経口投与後の血漿採取] 

試験に用いる動物は投与前約 17 時間絶食とし，n = 3 で実施した。化合物は溶液として

1 mg/kg (イヌへの化合物 1投与時は 0.2 mg/kg，サルへの化合物 2投与時は 0.5 mg/kg) を静脈

内および経口投与した。イヌおよびサルにおいては，経口投与後 7 日間の休薬期間後に，同一

個体に静脈内投与を行った。血液サンプルは静脈内投与後 0.1，0.25，0.5，1，2，4，6，24時間，

経口投与後 0.25，0.5，1，2，4，6，24 時間にへパリン存在下で採取した。血液サンプルは採取後

速やかに氷冷し，16,000 g，4°C で 2 分間遠心して血漿サンプルを得た。血漿サンプルは 

LC-MS/MS 分析まで -20°C で保存した。 

[ラット尿および胆汁の採取] 

ラットの尿および胆汁サンプルは，胆管カニューレしたラット (n = 2) に化合物 1を 1 mg/kg 経

口投与して得た。コントロールの尿および胆汁サンプルは，投与溶媒のみを経口投与して得た。

尿および胆汁は，化合物 1 のカルボニル基のグルクロン酸抱合体であるアシルグルクロニドの分

解を防ぐために，尿および胆汁とほぼ同量になるようにあらかじめ 100 mmol/L クエン酸水溶液 

(pH 4.7) を添加した容器に，0–6 時間および 6–24 時間に分けて採取した。サンプルは 

LC-MS/MS 分析まで -20°C で保存した。 

 

1-2-4. 化合物 1–3の血漿中濃度測定 

血漿サンプルの測定前処理操作は，化合物 1–3のアシルグルクロニドの分解を防ぐために 4°C 

または氷冷下で実施した。血漿 0.03 mL に，内部標準物質 (IS) を溶解した 50%アセトニトリル

溶液 0.03 mL，0.1%ギ酸-アセトニトリル 0.15 mL を添加した後，16,000 g で 5分間遠心し，得ら

れた上清を LC-MS/MS で分析した。LC-MS/MS は Acquity UPLC と Quattro Ultima Triple 

Quadrupole Mass Spectrometer (いずれも Waters 製) により構成したシステムを用い，分析カラ

ムは Capcell PAK C18 MG (2.0 × 35 mm，3 µm，資生堂製) を用いた。HPLC 条件はカラム温

度 40°C，流速 0.35 mL/min とし，移動相は A 液 (0.1%ギ酸-10%アセトニトリル水溶液) と B 

液 (0.1%ギ酸-90%アセトニトリル水溶液) のグラジェントとした。LC-MS/MS 分析は ESI ポジ

ティブモードでイオン化し，MRM モードで各化合物の検出感度が最大となる条件でイオンを検

出した (キャピラリー温度 330°C，窒素ガス流量 40 psi，ソース電圧 4.5 kV)。各化合物と IS の

ピークエリア比を算出し，化合物 1–3 の標準濃度溶液をブランク血漿サンプルに添加して作成し
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た検量線を用いて，血漿中未変化体濃度を算出した。 

 

1-2-5. PK解析 

化合物投与後 0時間から最終採血時点までの AUC (AUC0-t)，静脈内投与後の血漿からの全

身クリアランス (CLt) は，アステラス製薬にて構築したプログラムを用いてモデル非依存的解析に

より算出した。F は経口投与後の AUC0-t を 静脈内投与後の AUC0-t で割ることにより求めた。

FaFg は式 (1)–(3) を用いて算出した。 

 

CLh = (CLt/Rb) × (1 − fe)  (1) 

Fh = 1 − CLh / Qh   (2) 

FaFg = F / Fh   (3) 

 

CLh は肝クリアランス，Rb は血液-血漿中濃度比，fe は静脈内投与後の尿中未変化体排泄率

/100，Qh は肝血流量を示す。化合物 1–3 は肝代謝および尿中排泄によって体内より消失すると

仮定した。化合物 1–3の fe は，化合物 1の静脈内投与後の尿中未変化体排泄率が 1%未満で

あったことから 0 と仮定した。Rb は一般的に用いられる値である 1 と仮定した。ラット，イヌ，および

サルの Qh は 58.8，27.0，および 43.6 mL/min/kg を用いた (Sawada, 1985)。Fh と FaFg は， 

CLh と F の 3例の平均値より算出した。 

 

1-2-6. 人工膜透過性評価 

人工膜透過性評価 (PAMPA) は，PAMPA Evolution (pION 製) を用いて，pION のプロト

コールに従って実施した。すなわち，96 well マイクロタイタープレート (pION 製) と 96 well フィ

ルタープレート (polyvinylidene difluoride，ミリポア製) とで構成され，20% (w/v) ドデカン溶液-

レチシン混合液をコートした 125 µm 厚マイクロフィルターディスク (0.45-µm pores，pION 製) を

挟んだサンドイッチプレートを用いた。評価化合物の 10 mmol/L DMSO 溶液 0.005 mL を pH 

6.5の緩衝液 (pION製) で希釈して 50 µM にして，ドナー側に添加した。アクセプター側に pH 

7.4 の緩衝液 (pION 製) を添加し，25°C で 2 時間インキュベートした後，ドナー側とアクセプ

ター側のサンプルの UV スペクトル (270–400 nm) を測定した。膜透過係数 (Papp) は PAMPA 

Evolution 付属のソフトウェア (pION 製) を用いて算出した。 

 

1-2-7. 化合物 1投与後のラット胆汁および尿の LC-UV/MS/MS 分析 

化合物 1投与後のラット胆汁および尿サンプル 0.1 mL にアセトニトリル 100 L を添加し，30

分間静置した。16000 g で 5 分間遠心し，上清をフィルターろ過した後，LC-UV/MS/MS にて分

析した。LC-UV/MS/MS は Acquity UPLC (Waters製)，LTQ Orbitrap Velos mass spectrometer 

(Thermo Fisher製) で構成したシステムを用いた。分析カラムは Acquity UPLC BEH C18 column 

(2.1 × 50 mm, 1.7 µm, Waters 製) を用い，カラム温度 40°C とした。移動相 A 液 (5 mmol/L 

ギ酸アンモニウム-5%アセトニトリル水溶液) および B 液 (アセトニトリル) のグラジェントで流速

0.2 mL/min として分析し，未変化体の保持時間が約 11分になるようにグラジェント条件を調整し
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た。UV の検出波長は 284 nm とした。MS/MS 条件は ESI ポジティブイオンモード，キャピラ

リー温度 330°C，窒素ガス流量 40 psi，ソース電圧 4.5 kV とした。 

 

1-2-8. 化合物 1のラット胆汁中代謝物の脱抱合 

[-グルクロニダーゼによる脱抱合] 

-グルクロニダーゼは 0.2% NaCl 水溶液で 1:3 (v/v) の割合で希釈して使用した。ラット胆汁

0.025 mL，-グルクロニダーゼ 0.02 mL，100 mmol/L 酢酸緩衝液 (pH 5.0) 0.125 mL，水

0.08 mL を混合した。37°Cで 2時間加温した後，反応液 0.05 mL を分取し，0.1%ギ酸-アセトニト

リル 0.1 mL と混合して LC-MS/MS サンプルとした。 

[アルカリ添加による脱抱合] 

化合物 1-アシルグルクロニドのアルカリ加水分解は次のように実施した。ラット胆汁 0.025 mLに

1 mol/L NaOH 0.025 mL を添加し，37°C で 10分間加温した後，1 mol/L HCl 0.025 mL を添加

し中和した。これに 100 mmol/L 酢酸緩衝液 (pH 5.0) 0.125 mL，水 0.05 mL を添加した後，サ

ンプル 0.05 mL を分取し，0.1%ギ酸-アセトニトリル 0.1 mL と混合して LC-MS/MS サンプルとし

た。 

 

1-2-9. 小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 

小腸ミクロソームを用いた in vitro グルクロン酸抱合代謝試験は次の条件で実施した。反応液 

(1 mL) の組成は，化合物濃度0.2 mol/L，小腸ミクロソームタンパク濃度0.1 mg/mL，50 mmol/L 

Tris-HCl緩衝液 (pH 7.4)，8 mmol/L MgCl2 とし，ミクロソームタンパク 1 mg あたりのアラメチシン

濃度は 50 g/mg とした。37°C で 30 分間プレインキュベーションした後，UDPGA を 2 mmol/L 

になるように添加して反応開始とした。 

小腸ミクロソームを用いた in vitro CYP 代謝試験は次の条件で実施した。反応液 (1 mL) は

化合物濃度 0.2 mol/L，小腸ミクロソームタンパク濃度 0.2 mg/mL， 100 mmol/L Na,K-リン酸緩

衝液 (pH 7.4), 0.1 mmol/L EDTA として調整した。37°C で30分間プレインキュベーションした後，

NADPH を 2 mmol/L になるように添加して反応開始とした。 

37°Cで加温した後，反応液 0.05 mL を 3–5時点サンプリングし，IS を含む 0.1%ギ酸-アセトニ

トリル溶液 0.1 mL と混合して反応停止とした。サンプルを 4°C，16,000 g で 5分間遠心し，上清

を LC-MS/MS 測定用サンプルとした。アッセイは n = 2で実施した。 

 

1-2-10. CLint の算出 

CLint,UGT および CLint,CYP は，1-2-9 に示した実験における未変化体の残存率の経時変化より，

式 4を用いて最小二乗法による直線回帰により算出した (Naritomi et al., 2001)。 

 

CLint (L/min/mg protein) = 消失速度定数／ミクロソームタンパク濃度  (4) 
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1-2-11. リコンビナントヒト UGT を用いた in vito グルクロン酸抱合代謝試験 

ヒトリコンビナントヒト UGT (Supersomes
TM

) を用いて，BD Gentest のプロトコールに従って化

合物1–3の in vito グルクロン酸抱合代謝試験を実施した。反応液 (0.25 mL) の組成は，化合物

濃度 0.2 mol/L，Supersomes
TM

 タンパク濃度 0.1 mg/mL，50 mmol/L Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.5)，

5 g/mL alamethicin，8 mmol/L MgCl2 とした。37°C で 30分間プレインキュベーションした後，

UDPGA を 2 mmol/Lになるように添加し反応を開始した。37°C で 0，30，および 60 分間加温し

た後，反応液 0.05 mL を 0.1%ギ酸-アセトニトリル 0.1 mL と混合して反応停止とした。サンプルを

4°C，16,000 g で 5分間遠心し，上清を LC-MS/MS 測定用サンプルとした。アッセイは n = 2で

実施した。  

 

 

1-3. 結果 

1-3-1. 化合物 1–3のラット，イヌ，およびサルにおける PK パラメーター 

いずれの化合物も，F はラット (0.13–0.35) およびサル (0.26–0.44) においては低い値を示し

た (表 1-1)。Fh および FaFg を算出したところ，Fh (ラット 0.74–0.86，サル 0.68–0.87) は比較的高

い値であったが，FaFg (ラット 0.16–0.47，サル 0.39–0.51) は低い値であった。従って，ラットおよび

サルにおける低  F の原因は  FaFg であると考えられた。一方，イヌの  F および  FaFg は

0.43–0.80 および 0.81–1.0 であり，他の 2 種に比べ高かった。Fh は他動物種と同様に，イヌにお

いても 0.53–0.88 と高かった。 

 

 

表 1-1. 化合物 1–3を静脈内および経口投与したときの PK パラメーター 

(平均値±標準偏差，n = 3) 

Compound 

iv 
 

po 

AUC0-t 

(ng·hr/mL) 

CLt 

(mL/min/kg) 
fe Fh 

 AUC0-t 

(ng·hr/mL) 
F FaFg 

 

Rat 
        

1 2020 ± 143 8.27 ± 0.61 <0.01 0.86  
 

272 ± 85 0.13 ± 0.04 0.16  

2 1100 ± 221 15.5 ± 3.2 NT 0.74  
 

261 ± 73 0.24 ± 0.07 0.32  

3 1130 ± 81 14.7 ± 1.0 NT 0.75  
 

399 ± 122 0.35 ± 0.11 0.47  

Dog 
        

1 1330 ± 221* 12.8 ± 2.3 <0.01 0.53  
 

585 ± 247* 0.43 ± 0.13 0.81  

2 3080 ± 1675 6.44 ± 2.90 <0.01 0.76  
 

2240 ± 853 0.77 ± 0.11 1.00 

3 5830 ± 2192 3.23 ± 1.48 <0.01 0.88  
 

4680 ± 1794 0.80 ± 0.01 0.91  

Monkey 
        

1 1210 ± 220 14.0 ± 2.5 <0.01 0.68  
 

324 ± 139 0.26 ± 0.07 0.39  

2 1543 ± 299* 11.1 ± 2.0 <0.01 0.75  
 

462 ± 192* 0.32 ± 0.18 0.43  

3 2950 ± 275 5.68 ± 0.51 <0.01 0.87  
 

1280 ± 343 0.44 ± 0.13 0.51  

iv: intravenous; po: oral; NT: not tested. 

*パラメーターは投与量 1 mg/kg 当たりに換算した。  
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1-3-2. 人工膜透過性評価 

FaFg への Fa の寄与を推測するため，化合物 1–3の PAMPA 膜透過性を評価した結果，Papp 

はいずれも >30 × 10
-6

 cm/s であった。門野ら (2010) はPapp が >1 × 10
-6

 cm/s である化合物は 

Fa が >0.8 と高いことを報告している。従って，化合物 1–3の Fa は良好であり，ラットおよびサル

における低 FaFg の主要因は Fg と考えられた。 

 

1-3-3. 化合物 1のラットにおける代謝物プロファイル 

評価化合物の in vivo における消失にグルクロン酸抱合代謝が関与しているかを調べるため，

化合物 1 をラットに経口投与したときの胆汁および尿中の代謝物プロファイルを調べた。ラット胆

汁の LC-UV クロマトグラムには，代謝物ピークが 1 つのみ検出された (図 1-2)。このピークは化

合物 1のグルクロン酸抱合体に相当する m/z の値 (未変化体より m/z が 176大きい値) を示し

た。ラット胆汁を -グルクロニダーゼ処理したところ，この代謝物ピークは消失し，未変化体ピーク 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2. 化合物 1 または投与溶媒のみを投与後 0–6時間のラット胆汁の LC-UV クロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3. 化合物 1投与後のラット胆汁中の LC-MS/MS クロマトグラム 

MRM モードで m/z 496.2→251.21および 672.2→251.21をトレース。  
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が増大したことから (図 1-3)，代謝物はグルクロン酸抱合体であることが示された。また，胆汁をア

ルカリ処理したところ，-グルクロニダーゼ処理の際と同様に，代謝物ピークの消失と未変化体

ピークの増大が認められた (図 1-3)。水酸基のグルクロン酸抱合体は一般にアルカリに対して安

定であるが，アシルグルクロニドは不安定であることから (Tong et al., 2007)，抱合部位はカルボン

酸部分と推定された。化合物 2および 3の代謝される可能性のある部位は化合物 1 と同じである

ことから，化合物 2および 3においてもカルボン酸部分がグルクロン酸抱合代謝を受けると推測さ

れた。 

一方，ラットの尿中には明確な未変化体および代謝物ピークは検出されなかった。 

 

1-3-4. 小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 

ラット，イヌ，サル，およびヒト小腸ミクロソームを用いて求めた化合物 1–3 の CLint,UGT を表 1-2

に示した。また，FaFg との関係を調べるために，図 1-4 を作成した。化合物 1–3 のラット CLint,UGT 

は 184–731 μL/min/mg であり，FaFg が低い化合物ほど大きい傾向を示した。イヌ CLint,UGT は

38.3–59.6 μL/min/mg と比較的小さい値であり，FaFg が高いという結果を支持していた。サル 

CLint,UGT は 101–252 μL/min/mg であり，ラットと同様に，低 FaFg であるほど CLint,UGT が高い傾

向を示した。 

化合物1–3はヒトミクロソーム中でも代謝されたが，CLint,UGT (26.9–114 μL/min/mg) はラットおよ

びサルに比べ小さい値であった。各化合物の反応液中の小腸ミクロソーム中には，グルクロン酸

抱合体に相当するピーク (未変化体+176の m/z) が認められた (データは割愛する)。 

 

 

表 1-2. 化合物 1–3の小腸ミクロソーム中 in vitro 代謝固有クリアランス 

Compound 
CLint,UGT (μL/min/mg)  CLint,CYP (μL/min/mg) 

Rat Dog Monkey Human  Rat Dog Monkey Human 

1 731  59.6 252  114  ND ND 58.9 ND 

2 243  44.9 149  68.2  ND ND ND ND 

3 184  38.3 101  26.9  ND ND ND ND 

ND: no depletion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4. 化合物 1–3の FaFg と CLint,UGT の関係  
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化合物 1 はラット凍結肝細胞を用いた in vitro 代謝実験において CYP 代謝物と推測される 

N-脱アルキル体が検出されており (アステラス製薬社内資料)，小腸でも CYP 代謝を受ける可

能性が考えられたことから，CLint,CYP についても検討した (表 1-2)。化合物 1のサル CLint,CYP は

58.9 μL/min/mg であり，CLint,UGT の 1/4 程度であった。その他の動物種では化合物の減少は認

められなかった。化合物 2，3 はいずれの動物種においても未変化体の減少は認められなかった。

従って，小腸 CYP 代謝が化合物 1–3 の FaFg に与える影響は UGT 代謝に比べ小さいと考え

られた。 

 

1-3-5. ヒトリコンビナント UGT を用いた in vitro 代謝試験 

化合物1–3はヒトミクロソーム中でも代謝されたため，ヒト小腸に発現している分子種 (Ohno and 

Nakajin, 2009) のリコンビナント UGT を用いて，化合物 1–3の代謝に寄与する UGT 分子種を

調べた。表 1-3 に示すとおり，UGT1A7，1A8，および 1A9 が高い化合物 1–3 の代謝活性を示し

た。化合物 1については UGT1A3 も代謝活性を示した。 

 

 

表 1-3. ヒトリコンビナント UGT各分子種による化合物 1–3の in vitro グルクロン酸抱合代謝クリ

アランス 

Compound 
CLint,UGT (μL/min/mg) 

1A1 1A3 1A6 1A7 1A8 1A9 1A10 2B7 2B15 2B17 

1 ND 31.5 ND 130 316 132  ND ND ND ND 

2 ND ND ND 158 27.5 58.9  ND ND ND ND 

3 ND ND ND 39.0 8.59 30.9  ND ND ND ND 

ND: no depletion. 

 

 

 

 

1-4. 考察 

小腸グルクロン酸抱合代謝の基質として知られている化合物の多くはフェノール化合物である

が (Wu et al., 2011)，カルボン酸である化合物 1のラット胆汁中の代謝物検索および脱抱合試験

の結果より，主な抱合部位はカルボン酸部位であることが示された。ラット胆汁の LC-UV/MS/MS

クロマトグラム上に認められた化合物 1-アシルグルクロニドのピークは，小腸ミクロソームを用いた 

in vitro グルクロン酸抱合代謝試験の反応液中に検出された抱合体ピークと一致しており (アス

テラス製薬社内資料)，in vitro および in vivo の代謝部位は同じと考えられた。化合物 1は水酸

基を有しているが，この水酸基はグルクロン酸抱合をほとんど受けないと考えられた。化合物 1–3

は同じ官能基を有する構造類似化合物であることから，化合物 2および 3 も化合物 1 と同様にカ

ルボン酸部分がグルクロン酸抱合代謝を受けると推測された。化合物1–3と同様に，いくつかのカ

ルボン酸化合物は主にヒト小腸に存在する UGT 分子種 (1A3，1A7，1A9，1A10，および 2B7) 
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により代謝されることが報告されている (Sakaguchi et al., 2004)。従って，新薬候補を選択する際

には，フェノール化合物だけでなくカルボン酸化合物についても，小腸グルクロン酸抱合代謝に

注意する必要があると考えられる。 

化合物 1–3 のラットにおける FaFg と CLint,UGT の間には逆相関関係が認められ，CLint,UGT が

大きい化合物ほど FaFg が小さい傾向が認められた (図 1-4) 。ラットにおいては，Mistry ら 

(1987) により3つのオピオイド化合物において同様の in vitro-in vivo 相関が認められることが報

告されている。FaFg と CLint,UGT の間に相関関係が認められるという結果は，小腸グルクロン酸抱

合代謝安定性が化合物の FaFg の決定因子であることを示している。本研究および Mistry らの

研究で用いた化合物は構造類似体であり，代謝に寄与する UGT 分子種も共通しているために，

良好な相関が得られた可能性が考えられる。FaFg と CLint,UGT の関係の汎用性を調べるために

は，さらに広範囲な構造の化合物を用いて検討する必要がある。 

イヌおよびサルの小腸にも UGT が発現しており，morphine (Bock et al., 2002) や raloxifene 

(Kosaka et al., 2011) などのいくつかの化合物について，小腸ミクロソーム中でグルクロン酸抱合

代謝を受けることが示されている。一方，in vivoの研究は raloxifene (Kosaka et al., 2011) に限ら

れている。イヌにおける化合物 1–3の CLint,UGT の値は他の動物種に比べ一様に小さく (表 1-2)，

FaFg との相関を検討することはできなかったが，FaFg が高い (表 1-1) という結果を支持していた。

サルではラットと同様に FaFg と CLint,UGT の間に相関が認められたこと (図 1-4)，CLint,UGT はラッ

トと同程度の高い値を示し，FaFg が低いという結果を支持していたことから，サルにおいても低 

FaFg の原因は小腸グルクロン酸抱合代謝であると考えられた。しかしながら，消化管の血流量，

UGT の発現量，化合物の吸収部位などの消化管代謝に影響し得るパラメーターに種差がある

場合，Fg と CLint,UGT の関係は動物種ごとに異なる可能性が考えられるため，さらに様々な Fg と 

CLint,UGT の値を示す複数の化合物を用いて，動物種ごとに in vitro-in vivo の関係を調べる必

要があるだろう。 

化合物1–3はヒト小腸ミクロソーム中でも代謝されたが，CLint,UGT はラットおよびサルに比べ小さ

な値であった。中でも化合物 3 の CLint,UGT は 26.9 μL/min/mg と小さいことから，高い FaFg が

期待される。最近，西牟田ら (2011) は，CLint,UGT と PAMPA の Papp からヒト Fg を予測する式

5を提案した。 

 

Fg = 0.011∙ Papp (× 10
-6

 cm/s) / (0.011∙Papp (× 10
-6

 cm/s) + CLint,UGT)  (5) 

 

式 5 により化合物 3の Fg を算出したところ，0.92 と算出された。この結果からも，化合物 3はヒト 

FaFg が高いことが期待される。しかしながら，彼らの研究は，予測方法を構築するために用いたモ

デル化合物が 5 つと少ないことに加え，モデル化合物の Fg，CLint,UGT，および Papp の値が同程

度であることから，さらに多くの化合物を用いた検証が必要であろう。 

化合物 1–3 と同様に，UGT 基質にはしばしば顕著な PK パラメーターの種差が認められる。

例えば，raloxifene の F はヒトでは 2%と著しく低いが (Kemp et al., 2002)， ラットでは比較的良

好 (39%) であり，この F の種差は FaFg の種差に起因することが報告されている (Kosaka et al., 

2011)。ヒトにおいて raloxifene の代謝に主に寄与している UGT1A10 がラットでは欠損している
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ことが，この種差の原因であると考えられている (Jeong et al., 2005)。また Soars ら (2001) は，

UGT1A1 と 2B7 の基質について，肝ミクロソーム中での CLint,UGT はイヌの方がヒトより 1桁大き

いことを示した。これらの知見より，UGT 基質の代謝安定性の種差は，各 UGT 分子種の発現

量の種差に起因する可能性が考えられる。化合物 1–3は主として UGT1A7，1A8，および 1A9に

より代謝された (表 1-3)。UGT1A7，1A8，および 1A9 はアミノ酸配列の相同性が高く，基質特異

性も顕著にオーバーラップしていることが知られている (Gong et al., 2001; Webb et al., 2005)。

UGT1A7，1A8，および 1A9 の mRNA 発現量は，ヒトにおいては全 UGT 分子種の 5%未満と

低い (Ohno and Nakajin, 2009) が，ラットにおいては 27% (Shelby et al., 2003)，サルにおいては

38% (Nishimura et al., 2009) と高レベルに発現していることが報告されている。筆者が知る限り，

イヌでは小腸における UGT の mRNA 発現レベルの網羅的解析は報告されていないが，この

ような UGT 分子種の発現の種差が化合物 1–3 の FaFg および CLint,UGT の種差の一因である

可能性が考えられる。しかしながら，mRNA の発現量はタンパク発現量を反映していない場合が

あることに留意する必要がある。それぞれの動物において，どの分子種が小腸におけるグルクロ

ン酸抱合に重要かを明確にするためには，UGT 各分子種の特異的基質や抗体，およびタンパ

ク発現量に関する研究の進展が必要である。 

要約すると，筆者は構造が類似した 3 つの新規カルボン酸化合物が小腸グルクロン酸抱合代

謝の基質であること，および，ラット，イヌ，およびサルにおける FaFg の決定因子は小腸グルクロ

ン酸抱合代謝であることを見出した。また，3 化合物はヒト小腸ミクロソーム，およびヒト小腸に発現

する UGT 分子種により代謝されることから，ヒト PK も小腸グルクロン酸抱合代謝に影響を受け

ると考えられた。 
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第 2章 ラットにおける in vitro 代謝クリアランスを用いた 

小腸グルクロン酸抱合代謝の定量的予測 

 

2-1. はじめに 

第1章では，構造が類似した3つのカルボン酸化合物について，小腸グルクロン酸抱合代謝の

基質となること，および，ラットとサルにおいては FaFg と CLint,UGT との間に良好な相関関係があ

ることを見出した。しかしながら，このような in vitro-in vivo 相関が異なる構造の化合物間でも成

立するかについては，まだ調べられていない。様々な UGT 基質で FaFg と CLint,UGT との間に

逆相関が認められれば，その関係に SIA モデルを適用して，CLint,UGT から Fg を予測する式を

構築することができる。現在のところ，ヒトで小腸グルクロン酸抱合代謝を受けることが知られてい

る薬物の数は限られているが，ラットにおいては FaFg の算出や小腸ミクロソームを用いた in 

vitro 代謝実験に加え，経口投与後の門脈血漿中代謝物濃度測定などの in vivo における詳細

な検討により，小腸でグルクロン酸抱合代謝を受けることが直接的に示されている化合物が比較

的多く報告されている。ラットを用いた研究は様々な条件での検討が可能であり，ヒト PK のサ

ポートデータを得る手段として有用である。 

筆者は，ヒトにおいて CLint,UGT から FaFg を予測するための基盤となる情報を得ることを目的と

して，様々な構造の 9 市販化合物を用いて，ラットにおける FaFg と CLint,UGT との相関関係を調

べることとした (Furukawa et al., 2012a)。さらに，この相関関係を門野ら (2010) が考案した SIA 

モデルにあてはめて，CLint,UGT から FaFg を予測するための式を構築した。 

 

 

2-2. 実験方法 

2-2-1. 試薬 

雄性 SD ラットのプール小腸ミクロソームおよび S9 (それぞれ n = 110および 97のプール) は 

XenoTech より購入した。PAPS，ketoprofen，raloxifene，および quercetin は Sigma-Aldrich より

購入した。Tolcapone は  United States Pharmacopeia より購入した。Telmisartan は  LTK 

Laboratories よ り 購 入 し た 。 Entacapone ， raloxifene 4’-glucuronide (R4’G) ， raloxifene 

6-glucuronide (R6G) ， ezetimibe phenoxy glucuronide (EPG) ，および  ezetimibe hydroxy 

glucuronide (EHG) は Toronto Research Chemicals より購入した。Resveratrol は東京化成工業

より購入した。Buprenorphine (レペタン注，0.2 mg) は大塚製薬より購入した。Ezetimibe は AK 

scientific より購入した。化合物 4 および 5 はアステラス製薬にて合成された。その他の試薬につ

いては第 1章の 1-2-1に記載した。 

 

2-2-2. 動物 

使用した動物については第 1章の 1-2-2に記載した。 
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2-2-3. モデル化合物の選択 

FaFg と CLint,UGT との相関関係を調べるために用いるモデル化合物として，ラットにおいて小

腸代謝を受けるとの報告がある化合物，またはラットにおける主代謝物がグルクロン酸抱合体であ

る化合物を選択した (表 2-1，図 2-1)。 

 

 

2-2-4. ラットにおける in vivo PK試験 

[静脈内-経口投与法] 

試験方法は第 1章 1-2-3に記載した。評価化合物の主消失経路はいずれも尿中排泄ではない

ため CLr = 0 と仮定し，Rb は実測値を用いた。 

[門脈-循環血同時採血法] 

試験は  Hoffman ら  (1995) の方法に従って実施した。化合物は溶液として 1 mg/kg 

(resveratrol は 3 mg/kg) を経口投与した。血液サンプルは投与後 5，10，15，20，30，60，120，

240分後に，へパリン存在下で門脈内および腹大動脈から同時に採取した (各ポイント n = 3ま

たは 4)。血液サンプルの処理は第 1章 1-2-3 と同様に行った。 

 

2-2-5. 血漿中濃度測定 

Resveratrol および quercetin の血漿中濃度測定用サンプル調製は，Meng ら (2004) およ

び Lan ら (2007) の方法を一部改編して実施した。 

Resveratrol の濃度測定用サンプルは，血漿 0.1 mL，0.5 mol/L 酢酸 0.01 mL，2 mg/mL アス

コルビン酸 0.01 mL，および IS 溶液 0.01 mL を混合し，さらに酢酸エチル 1 mL を添加して混

合した。有機層を分取して窒素気流下で溶媒を留去した後，残渣を 50%メタノールに溶解して調

製した。 

Quercetin の濃度測定用サンプルは，血漿 0.1 mL，0.5 mol/L 酢酸 0.01 mL，2 mg/mL アスコ

ルビン酸 0.01 mL，および IS 溶液 0.01 mL を混合した後，アセトニトリル 0.2 mL を添加して撹

拌・遠心し，上清を分取して調製した。 

その他の化合物については，血漿 0.03 mL に 50%アセトニトリル 0.03 mL，IS 溶液 0.03 mL，

および 0.1%ギ酸-アセトニトリル 0.15 mL を添加した後，16000 g で 5分間遠心し，得られた上清

を LC-MS/MS で分析した。サンプル調製は 4°C または氷冷下で実施した。 
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表 2-1. ラットにおけるモデル化合物の代謝に対するグルクロン酸抱合代謝の寄与 

Compounds 
Data for intestinal 

glucuronidation 

Enzymes contri- 

-buting to clearance 
Reference 

Ketoprofen — UGT Palylyk-Colwell and Jamali, 2004 

Tolcapone — UGT, CYP 
Drug Approval Package for Tasmar; 

Lave et al., 1996 

Telmisartan In vitro, in vivo UGT 
Drug Approval Package for Micards; 

Ebner et al., 1999 

Raloxifene In vitro UGT 
Dalvie et al., 2008, Lindstrom et al., 
1984 

Entacapone — UGT 
Wikberg et al., 1993;  

Wikberg and Vuorela, 1994 

Resveratrol In situ, in vivo UGT Kuhnle et al., 2000; Yu et al., 2002 

Buprenorphine In vitro, in vivo UGT, CYP 
Mistry and Houston, 1987; 

Brewster et al, 1981 

Quercetin In vivo UGT, SULT Chen et al., 2005 

Ezetimibe In vivo UGT van Heek et al., 2000 

—: 情報なし。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1. 評価化合物の構造 

矢印の位置は抱合代謝部位を示す。代謝部位は Sabolovic et al., 2004 (ketoprofen)，

Drug Approval Package for Tasmar (tolcapone)，Ebner et al., 1999 (telmisartan)，Kemp et 

al., 2002 (raloxifene)，Wu et al., 2011 (entacapon, resveratrol, quercetin)，Brown et al., 

2011 (buprenorphine)，van Heek et al., 2000 (ezetimibe) より引用。  
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2-2-6. LC-MS/MS 分析条件 

Raloxifene，resveratrol，および quercetin の測定は LC-VP/LC-20A series (島津製作所製) 

と API-3000 triple quadrupole mass spectrometer (Applied Biosystems 製 ) で構成した 

LC-MS/MS システムを用いた。その他の化合物の測定は Acquity UPLC と Quattro Ultima 

Triple Quadrupole Mass Spectrometer (いずれも Waters 製) で構成したシステムを用いた。 

HPLC による分離は，カラム温度 40°C，流速 0.3–0.4 mL/minとし，移動相は A 液 (0.1%ギ酸

-10%アセトニトリル水溶液) と  B 液  (0.1%ギ酸 -90%アセトニトリル水溶液 )，または  C 液 

(10 mmol/L 酢酸アンモニウム-10%アセトニトリル水溶液) と D 液 (10 mmol/L 酢酸アンモニウ

ム-90%アセトニトリル水溶液) のグラジェントで分析した。Resveratrol は 10%メタノールと 70%メタ

ノールのグラジェントで分析した。分析カラムは Capcell PAK C18 MG (2.0 × 35 mm，3 µm，資

生堂製)，Inertsil ODS-4 (2.1 × 30 mm，3 µm，ジーエルサイエンス製) ，Supelco Discovery HS 

C18 (2.1 × 75 mm，3 µm，Supelco 製) のいずれかを用いた。LC-MS/MS 分析は ESI ポジ

ティブモードまたはネガティブモードでイオン化し，MRM 条件でイオンを検出した。その他の分

析条件は表 2-2に示した。 

 

 

表 2-2. LC-MS/MS 分析条件 

Compound IS Column Polarity 
Monitering ion 

(precursor > product) 

Ketoprofen Tolmetin Capcell PAK C18 MG Positive 255.0 > 208.9 

Tolcapone Diazepam Inertsil ODS-4 Positive 274.0 > 181.8 

Telmisartan Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 515.4 > 497.5 

Raloxifene Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 474.3 > 112.0 

R4’G Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 650.1 > 474.2 

R6G Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 650.1 > 474.2 

Entacapone Diazepam Inertsil ODS-4 Positive 305.6 > 232.5 

Resveratrol Naringenin Supelco Discovery HS C18 Negative 227.1 > 185.1 

Buprenorphine Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 468.2 > 396.2 

Quercetin Naringenin Capcell PAK C18 MG Negative 301.0 > 151.1 

Ezetimibe Diclofenac Capcell PAK C18 MG Negative 408.0 > 271.1 

EPG Diclofenac Capcell PAK C18 MG Negative 584.0 > 112.9 

EHG Diclofenac Capcell PAK C18 MG Negative 584.1 > 447.0 

Compound 4 Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 504.3 > 131.3 

Compound 5 Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 532.2 > 404.3 
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2-2-7. Rb の測定 

へパリン存在下で採取した血液に，50 g/mL 化合物溶液を化合物濃度が 1 g/mL となるよう

に添加した。37ºC で 20分間 (quercetin の場合は 5分間) 加温した後，全血中濃度測定のため

にサンプルを 0.05 mL 分取して 0.1 mL の水を添加した。Quercetin の場合は，水の代わりに

2 mg/mL のアスコルビン酸を添加した。残りの血液サンプルを 4°C，1,800 g で 10分間遠心して

血漿サンプルを得た。全血および血漿サンプルは 2-2-5 に記載した方法で処理した後，

LC-MS/MS 分析を行った。Rb は全血サンプル中濃度／血漿サンプル中濃度として算出した。 

 

2-2-8. PK 解析 

静脈内-経口投与法による FaFg の算出方法は第 1章 1-2-5に記載した。 

門脈-循環血同時採血法による FaFg の算出は式 6を用いて行った。 

 

FaFg = Qpv × Rb × (AUCpv – AUCsys) / Dose  (6) 

 

門脈血漿中の AUC (AUCpv) および循環血中の AUC (AUCsys) は台形法で算出した。ラットに

おける門脈血流量 (Qpv) の値は 39.2 mL/min/kg を用いた (Davies and Morris, 1993)。 

 

2-2-9. 小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 

小腸ミクロソームを用いた in vitro グルクロン酸抱合代謝試験および CYP 代謝試験の操作

方法は，第 1章 1-2-9に示した。反応液からのサンプリング時点は，反応開始後 0，10，20，30，45，

60 分間 (resveratrol および quercetin の場合は 0，1，2，5，10，20 分間) とした。 

 

2-2-10. 小腸ミクロソームを用いた quercetin の in vitro 硫酸抱合代謝試験 

反応液  (1 mL) は  quercetin 濃度 0.2 mol/L，小腸  S9 タンパク濃度 0.1 mg/mL，

10 mmol/L Na-リン酸緩衝液 (pH 7.4) となるよう調整した。37°C で 5分間加温した後，PAPS を

0.02 mmol/L となるように添加して反応を開始した。37°C で 0，1，2，5，10 分間加温した後，IS 

を含む 0.1%ギ酸-アセトニトリル溶液 0.1 mL と混合して反応停止とした。サンプルを 4°C，

16,000 g で 5分間遠心し，上清を LC-MS/MS 測定用サンプルとした。アッセイは n = 2で実施

した。 

 

2-2-11. CLint の算出 

CLint,UGT，CLint,CYP，および CLint,SULT (in vitro 硫酸抱合代謝固有クリアランス) の算出方法は

第 1章 1-2-10に示した。 

 

2-2-12. PAMPA アッセイ 

PAMPA アッセイの手順は第 1章 1-2-6に示した。 
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2-2-13. ラット CLint,UGT と FaFg の相関関係への SIA モデルの適用 

門野ら (2010) は以下の手順で SIA モデルを構築した。FaFg は以下の式で表わされる。 

 

FaFg = CLab / (CLab + CLm)  (7) 

 

ここで CLab は吸収クリアランス，CLm は小腸代謝クリアランスを表わす。消化管膜透過性が高い

化合物の場合，Fa = 1 と仮定できることから，式 7は以下のように表わされる。 

 

Fg = CLab / (CLab + CLm)  (8) 

 

消化管膜透過性が高い化合物の場合，CLab はどの化合物も一定の値に近づくと仮定すると，式

8は以下のように単純化して表わすことができる。 

 

Fg = 1 / (1 + A × CLm)  (9) 

 

ここで A は CLab の逆数であり，定数として取り扱うことができると仮定する。さらに CLm は 

CLint に比例すると仮定すると，式 9は以下のように表わされる。 

 

Fg = 1 / (1 + α × CLint)  (10) 

 

α は empirical scaling factor であり，CLm と CLint をつなぐ係数および A を含む定数と定義す

る。 

式 10 を，モデル化合物 (buprenorphine と quercetin を除く) の FaFg と CLint,UGT の関係に

あてはめて α を算出し，ラット Fg の予測式を構築した。式のフィッティングは MULTI (Yamaoka 

et al., 1981) を用いて最小二乗法で行った。 

 

 

2-3. 実験結果 

2-3-1. モデル化合物を静脈内および経口投与したときの PK パラメーター 

化合物を静脈内および経口投与したときの PK パラメーターを表 2-3に示した。Ketoprofen，

tolcapone，telmisartan については，静脈内および経口投与したときの PK パラメーターより式

1–3を用いて FaFg を算出した。Ketoprofen および tolcapone は F が 0.97であり，FaFg はほぼ

１と算出された。Telmisartan の F は 0.51であり，FaFg は 0.61 と算出された。Raloxifene，

entacapone，resveratrol，buprenorphine，quercetin，ezetimibe については，CLt,blood が Qh を上

回っており式 1–3を適用できないため，後述する門脈-循環血同時採血法で FaFg を算出した。 
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2-3-2. モデル化合物の門脈-循環血同時採血法における PK パラメーター 

Raloxifene，entacapone，resveratrol，buprenorphine，quercetin，ezetimibe については，門脈-循

環血同時採血法で  FaFg を算出した。AUCpv，AUCsys，および  FaFg を表 2-3 に示した。

Raloxifene および  entacapone の  FaFg はそれぞれ 0.30 および 0.20 と低い値を示した。

Resveratrol，buprenorphine，ezetimibe，quercetin の FaFg はさらに著しく小さく，0.01 未満であっ

た。 

 

 

表 2-3. ラットにおける PK パラメーター 

Compound Rb 
CLt 

(mL/min/kg) 

CLt,blood 

(mL/min/kg) 
F Fh 

AUCpv 

(ng∙min/mL) 

AUCsys 

(ng∙min/mL) 
FaFg 

Ketoprofen 1.0
a
 1.14 1.14 0.97 0.98 ― ― 0.99 

Tolcapone 0.63 6.57 10.4 0.97 0.82 ― ― 1.0 

Telmisartan 0.61
b
 6.12 10.0 0.51 0.83 ― ― 0.61 

Raloxifene 1.0 56.2 55.6 0.074 ― 8630 973 0.30 

Entacapone 0.57 49.5 86.6 0.066 ― 23300 14400 0.20 

Resveratrol 0.78 195
d
 251 0.38

d
 ― 7130 1710 0.055 

Buprenorphine 0.60
c
 35.4

c
 59.0 0.14

c
 ― 1930 358 0.037 

Quercetin 0.68 147
e
 216 0.053

e
 ― 5990 2310 0.033 

Ezetimibe 0.81 84.9 105 ― ― 880 16.4 0.027 

a仮定の値; 
b
Shimasaki et al., 1999; 

c
Mistry et al. 1987; 

d
Marier et al., 2002; 

e
Chen et al., 2005.  

―: 未算出または試験未実施。 

CLt,blood = CLt / Rb. 

 

 

 

2-3-3. ラット Fa および PAMPA 膜透過性  

FaFg への Fa の寄与を推測するため，モデル化合物について，文献よりラット Fa を調べた。文

献より得た Fa は 0.5以上であり，中程度から高い値であった。また，PAMPA アッセイにより膜透

過性を調べたところ，ketoprofen，tolcapone，telmisartan，raloxifene，entacapone，resveratrol，

ezetimibe の PAMPA 膜透過性は >1.0 × 10
-6

 cm/sと高く (表 2-4)，Fa は 1に近いと推測された 

(Kadono et al., 2010)。Buprenorphine および quercetin については，十分な定量感度を得られ

なかったため，PAMPA 膜透過性を評価することができなかった。 
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表 2-4. モデル化合物のラット Fa と PAMPA 膜透過性 

Compound Fa Reference for Fa 
Papp in PAMPA 

(×10
-6

 cm/s) 

Ketoprofen 0.99
a
 ― 7.0 

Tolcapone 0.83
b
 Drug Approval Package for Tasmar 18 

Telmisartan 0.79–0.86
c
 Shimasaki et al., 1999 >30 

Raloxifene 0.71
b
 Lindstrom et al., 1984 3.0 

Entacapone 0.54
b
 Drug Approval Package for Comtan 4.1 

Resveratrol 0.77–0.80
b
 Wenzel and Somoza, 2005 1.7 

Buprenorphine 0.88–1.0
d
 Mistry and Houston, 1987 Not tested 

Quercetin 0.59
e
 Chen et al., 2005 <1.5 

Ezetimibe 0.40–0.66
b
 Drug Approval Package for Zetia >30 

a 本試験の結果より仮定。 
b アイソトープ標識化合物を経口投与したときの胆汁および尿中放射

能排泄率の合計。 
c腸管結紮ループ法によるアイソトープ標識化合物の吸収性。 

dアイソトープ

標識化合物を静脈内および十二指腸内投与したときの PK パラメーターより算出。 
e 化合物を

静脈内および経口投与したときの未変化体および代謝物の PK パラメーターより算出。 

 

 

 

2-3-4. 門脈血中のグルクロン酸抱合体濃度推移  

消化管でグルクロン酸抱合代謝を受けていることを直接的に示すデータを得るため，門脈-循

環血同時採血法検討時の門脈血漿中にグルクロン酸抱合体が検出されるかを調べたところ，評

価したすべての化合物で，投与直後から門脈血中にグルクロン酸抱合体に相当するピーク (未

変化体より m/z が176大きいピーク) が検出された。代表的な小腸グルクロン酸抱合代謝を受け

る薬物である ezetimibe と raloxifene については，抱合体の合成標品を用いて門脈血漿中濃

度を定量した。Tmax を含む投与後 5–60分の未変化体および抱合体の濃度-時間推移を図 2-2に

示した。Ezetimibe については，主代謝物である EPG とマイナー代謝物である EHG (Kosoglou 

et al., 2005; van Heek et al., 2000) の両方を定量したところ，門脈血漿中には未変化体の 10倍

以上の EPG が検出され，EHG は検出されなかった。Raloxifene については，R4’G と R6G の

2つの主代謝物 (Kemp et al., 2002) を定量したところ，門脈血漿中の R4’G と R6G を合計し

た濃度は未変化体を 3–8倍上回っており，ラットでの主代謝物である R6G の濃度はR4’G を 10

以上上回っていた。 
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図 2-2. 経口投与後の門脈血漿中の未変化体およびグルクロン酸抱合体の濃度推移 

(平均値±標準偏差，n = 3–4) 

 

 

 

2-3-5. 小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験  

モデル化合物のラット小腸ミクロソーム中での CLint,UGT および CLint,CYP を表 2-5に示した。

CLint,UGT は，FaFg が <0.1 と著しく低い resveratrol，quercetin，および ezetimibe において高い

値を示し，それぞれ 19200，7940，1170 L/min/mg であった。Buprenorphine も FaFg が著しく低

いが，CLint,UGT は比較的小さく，95.0 L /min/mg であった。FaFg が 0.2–0.6 と中程度～低い 

telmisartan，raloxifene，および entacapone の CLint,UGT はそれぞれ 138，667，および

321 L/min/mg であった。FaFg が 1である tolcapone および ketoprofen のCLint,UGT は小さかっ

た (57.8 L/min/mg，no depletion)。CLint,UGT は基質濃度 0.2 moL/L および 2 moL/L で概ね

同じ値を示した (アステラス製薬社内資料)。 

表 2-1に示したとおり，いくつかのモデル化合物は CYP でも代謝されることが報告されている

ため，小腸ミクロソーム中の CYP 代謝安定性についても評価した。Buprenorphine の CLint,CYP 

は 44.7 L/min/mg であり，CLint,UGT (95.0 L/min/mg) の約 1/2の大きさであった。この結果は，

UGT に加え CYP が buprenorphine の低 FaFg の原因であることを示唆している。他の化合物

については明確な減少は認められず，CLint,CYP は算出できなかった。 

Quercetin は主代謝経路の一つに硫酸抱合があることから (表 2-1)，ラット小腸 S9 を用いて，

PAPS 存在下で  in vitro 硫酸抱合代謝安定性を評価した。その結果， CLint,SULT は

302 L/min/mg であり，SULT も quercetin の小腸代謝に関与していることが示唆された。 
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表 2-5. ラット小腸ミクロソームまたは S9 中の in vitro 代謝固有クリアランス 

Compounds CLint,UGT (L/min/mg) CLint,CYP (L/min/mg) CLint,SULT (L/min/mg) 

Ketoprofen ND ND NT 

Tolcapone 57.8 ND NT 

Telmisartan 138 ND NT 

Raloxifene 667 ND NT 

Entacapone 321 ND NT 

Resveratrol 19200 ND NT 

Buprenorphine 95.0 44.7 NT 

Quercetin 7940 ND 302 

Ezetimibe 1170 ND NT 

ND: no depletion; NT: not tested. 

 

 

 

2-3-6. ラットにおける FaFg と CLint,UGT の相関と Fg 予測式の構築  

ラットにおける FaFg と CLint,UGT の相関を検討するため，図2-3を作成した。In vitro 小腸グル

クロン酸抱合代謝試験において化合物の減少が認められなかった ketoprofen の CLint,UGT は

10 L/min/mg と仮定してプロットした。その結果，CYP 代謝を受ける buprenorphine を除いて，

評価化合物の FaFg と CLint,UGT の間には負の相関が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3. ラットにおける UGT 基質の CLint,UGT と FaFg の関係 

 

 

得られた相関に対し，門野ら (2010) が提案した SIA モデルの適用を検討した。PAMPA お

よび Fa の文献値より，ほとんどの評価化合物の Fa は良好と推測されることから，FaFg = Fg と仮
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定した。Buprenorphine と quercetin は小腸ミクロソーム中で UGT だけでなく他の酵素で代謝さ

れたため，SIA モデルを適用するモデル化合物からは除いた。SIA モデルを 7つのモデル化合

物のプロットに当てはめた結果，αは0.0050と算出され，得られたフィッティングカーブはモデル化

合物の値とよく一致した (図 2-4)。 

得られた式の信頼性を検証するため，第 1章で用いた化合物 1–3の CLint,UGT を式に代入して

予測 Fg を算出した。それに加えて，アステラス製薬で合成された化合物 4および 5についても，

同様に予測 Fg を算出した。化合物 4および 5は化合物 1–3 とは異なる骨格の化学構造を有す

る UGT 基質であり，代謝部位はそれぞれ水酸基およびカルボン酸である。化合物 4，5の 

PAMPA の Papp は 1 × 10
-6

 cm/sec を上回り，Fa はいずれも良好と推測されることから FaFg = Fg 

とみなすことができる。算出された化合物 1–5の予測 Fg は，静脈内-経口投与法により実験的に

得られた FaFgに近い値であった (図 2-4，表 2-6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4. SIA モデルによるフィッティングカーブと化合物 1–5の CLint,UGT と FaFg の関係 

 

 

 

表 2-6. 化合物 1–5の in vitro パラメーター，ラットに静脈内および経口投与したときの PK パラ

メーター，および予測 Fg 

In-house 

compound 

Papp in 

PAMPA 

 (×10
-6

 cm/s) 

CLint,UGT 

(mL/min/mg) 
Rb 

CLt,blood 

(mL/min/kg) 
F FaFg 

Predicted 

Fg 

1 >30 731 0.59 14.0 0.13 0.18* 0.22 

2 >30 243 0.63 24.5 0.24 0.40* 0.45 

3 >30 184 0.60 24.5 0.35 0.60* 0.52 

4 22 160 0.50 27.6 0.32 0.60  0.56 

5 >30 596 0.70 38.9 0.079 0.23  0.25 

*化合物 1–3の FaFg は Rb の実測値を用いて再算出した。 

 

■ Compounds metabolized  

by  UGT only 

○ In-house compounds 

metabolized by UGT 
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2-4. 考察 

第1章にて類似化合物間で認められた FaFg と CLint,UGT との相関は，ラットにおいては様々な

構造を有する化合物間でも同様に認められた。本研究では FaFg の算出方法の第一選択は，静

脈内および経口投与後の PK パラメーターより FaFg を求める静脈内-経口投与法とした。第 1章

でも用いたこの方法は簡便で非侵襲性であるため，創薬初期段階で詳細な検討が難しい場合や，

ヒトで FaFg を見積もる際に有用である。低 CLt である ketoprofen，tolcapone，および 

telmisartan はこの方法を用いて FaFg を算出した (表 2-3)。しかし，この方法は CLt が Qh を超

える化合物の場合は，式 1–3を適用できないため用いることができない。そこでCLt が Qh を超え

る entacapone，buprenorphine，resveratrol，ezetimibe，raloxifene，quercetin については，直接的

に FaFg を求めことができる門脈-循環血同時採血法を用いた。門脈-循環血同時採血法は，in 

situ 腸管灌流法などの FaFg を調べる他の手法に比べ簡便という利点がある。創薬初期段階で 

FaFg を求める際には，簡便さおよび化合物の PK パラメーターの特徴を考慮して方法を選択す

る必要がある。 

序論でも述べたとおり，吸収および消化管代謝は実験的に分離評価することが困難であるため，

通常は分離せずに FaFg と表わされる。Fa は一般的にアイソトープ標識した化合物を用いた吸収

実験により評価する。表 2-4に示したとおり，ketoprofen，tolcapone，telmisartan，raloxifene，

resveratrol，buprenorphine については，Fa は 0.7を上回る高い値であった。Entacapone の Fa 

(0.54) は，胆汁および尿への排泄率と等しいとして算出されているが，引用した研究 (Drug 

Approval Package for Comtan) におけるアイソトープの胆汁，尿および糞からの回収率は約 80%

であり，未回収の 20%は吸収された後に体内に留まっていると考えられることから，実際の吸収率

は高いと考えられる。Quercetin および ezetimibe の FaFg はそれぞれ 0.033および 0.027 と著し

く低いが，Fa は 0.59および 0.40–0.66と中程度であることから，FaFg の決定因子は Fg であると考

えられた。消化管で代謝を受ける化合物の場合，消化管細胞内に取り込まれて代謝された後，代

謝物が消化管内にもどる場合があることが知られていることから (Fan et al., 2013)，アイソトープ実

験等で求めた Fa は真の値より低く見積もられている可能性がある。そのため，本研究のモデル

化合物については PAMPA 膜透過性も併せて評価した。その結果，ketoprofen，tolcapone，

telmisartan，raloxifene，entacapone，resveratrol，ezetimibe の PAMPA 膜透過性は >1.0 × 

10
-6

 cm/s と高く，Fa は 1に近いと推測された (Kadono et al., 2010) ことから，FaFg = Fg とみなす

ことができると考えられた。 

小腸で薬物がグルクロン酸抱合代謝を受けることを直接的に示すために，経口投与後の門脈

血中のグルクロン酸抱合体をモニターすることは重要である。Ezetimibe については経口投与直

後の門脈血中に未変化体を大きく上回る量の EPG が検出された (図 2-2)。この結果は，

ezetimibe 投与直後のラット門脈血中のほとんどが EPG であり，未変化体は <5%であったという 

van Heek ら (2000) の報告を支持する。EPG は消化管からほとんど吸収されないため (van 

Heek et al., 2000)，門脈血漿の抱合体は，肝で生成した抱合体の腸肝循環によるものではないと

推測された。Raloxifene についても，ezetimibe と同様に，投与後 60分までの R4’G と R6G の

総濃度は，未変化体を 3–8倍上回っていた (図 2-2)。門脈血漿中には，Jeong ら (2005) がラッ

ト小腸ミクロソーム中で見出した結果と同様に，ラットの主代謝物として知られる R6G が検出され
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た。Entacapone，resveratrol，buprenorphine，quercetin についても，投与後比較的早い時間より

グルクロン酸抱合体に相当するピークが検出された。これらの結果は，経口投与した化合物が

ラット小腸でグルクロン酸抱合代謝を受けていることを示している。 

図 2-3に示したように，buprenorphine を除いたモデル化合物の CLint,UGT と FaFg には負の相

関が認められた。この結果は，ほとんどのモデル化合物の CLint,UGT と FaFg に直接的な関係が

あり，CLint,UGT を用いて FaFg を予測できることを示している。そこで我々は，UGT のみで代謝さ

れた 7つのモデル化合物 (ketoprofen，tolcapone，telmisartan，raloxifene，entacapone，

resveratrol，ezetimibe) の相関関係に，門野ら (2010) が構築した SIA モデルを適用して Fg 

の予測式を導いた。このモデルは Fg，小腸ミクロソーム中の CLint および empirical scaling factor 

(α) のみで構成されており，必要なパラメーターが少ないことから創薬初期段階においても実用

的である。FaFg = Fg という仮定のもとで得られたフィッティングカーブは，モデル化合物の実測値

とよく一致し，α は 0.0050 と算出された。得られた予測式により，UGT 基質である化合物 1–5の 

Fg を精度よく予測できたことから，この式により UGT 基質のラット Fg を予測可能と判断すること

ができた。今回は 7化合物を用いて予測式を構築したが，モデル化合物の数をさらに加えること

により，式の信頼性はさらに向上すると期待される。 

ヒトを含む様々な動物の小腸には，約 10種類の UGT 分子種の mRNA が発現している 

(Shelby et al., 2003; Buckley and Klaassen, 2007; Nishimura et al., 2009; Ohno and Nakajin, 

2009)。ヒトにおいては小腸特異的に発現している分子種として 1A7，1A8，および 1A10があり 

(Ohno and Nakajin, 2009)，raloxifene (Jeong et al., 2005) およびいくつかのフラボノイド (Zhang 

et al., 2007) の小腸グルクロン酸抱合代謝に大きな影響を与えていることが報告されている。ラッ

トにおいても 1A2，1A3，および 1A7を含む複数の分子種の mRNA が小腸に発現しており 

(Shelby et al., 2003)，小腸代謝に重要な役割を果たしていると考えられている。しかし，化合物の

ラットにおける代謝に関与する UGT 分子種の同定試験はほとんど実施されていないことから，

本研究ではモデル化合物の代謝に関与する分子種は考慮しなかった。小腸に発現する分子種

の特異的阻害剤や抗体はまだ報告数が限られているが，充分な情報が得られた際には，さらなる

研究の発展が期待される。 

本研究では UGT の基質に焦点を当てたが，小腸には UGT に加えて CYP や SULT，エ

ステラーゼ等が存在することが報告されており，複数の酵素で代謝される化合物もある。本研究に

おいても，buprenorphine の小腸ミクロソーム中の CLint,CYP は CLint,UGT の約半分と無視できな

い大きさであり (表 2-5)，buprenorphine の小腸代謝には UGTに加えて CYP も関与する可能性

が考えられた。Mistry ら (1987) は buprenorphine を含む 3つのオピオイド化合物を用いて in 

vitro と in vivo の小腸代謝クリアランスに良好な相関を見出している。しかし本研究においては，

buprenorphine は図 2-3に示した CLint,UGT と FaFg の相関から外れていた。両研究で異なる結果

となった要因としては，Mistry らの研究では雌性ラットを用いているが，本研究では雄性ラットを

用いたことが考えられる。Buprenorphine の代謝に対する CYP 代謝の寄与は，メスに比べオス

の方が大きいことが知られている。本研究においては，buprenorphine は雄性ラットの小腸におい

てグルクロン酸抱合代謝と CYP 代謝の両方を受けた結果，低 FaFg になったと考えられる。 
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また，quercetin は小腸 S9 中で SULT でも代謝されたことから，小腸で UGT に加えて 

SULT でも代謝されると考えられた。そのため，quercetin は図 2-3に示した CLint,UGT と FaFg の

相関関係に当てはまっていたが，Fg の予測式の構築からは除外した。Quercetin のラット in vivo 

PK に，小腸におけるグルクロン酸代謝および硫酸抱合代謝が関与していることは Chen ら 

(2005) により報告されているが，血漿中の各抱合体濃度は分離せずに定量されており，グルクロ

ン酸抱合体と硫酸抱合体の生成比率は不明である。小腸における硫酸抱合代謝が化合物の 

PK プロファイルに影響を与えるとの論文はいくつか報告されている。例えば，ポリフェノール構造

を有するフラボノイドには経口バイオアベイラビリティが低いものがあるが，これらの化合物はヒト小

腸 S9 または cytosol 中で PAPS 存在下で代謝されることから，小腸 SULT が Fg に影響し

ていると考えられている (Maiti and Chen, 2003; Huang et al., 2009)。また水間ら (2005) は，

sulbutamol を含む３つの硫酸抱合代謝の基質がヒトで 0.1–0.7 という低い Fg を示し，その結果低 

F になることを報告している。小腸硫酸抱合代謝を受ける化合物の報告はまだ少数だが，小腸 

SULT が Fg に与える影響を明らかにするためには，硫酸抱合の基質を用いた CLint,SULT と Fg 

の比較が有用と考えられる。 

結論として，筆者は様々な構造の UGT 基質について，ラットの FaFg と CLint,UGT の間に良好

な相関があることを見出した。得られた相関に SIA モデルを適用して構築した Fg の予測式によ

り，モデル外の化合物 1–5のラット Fg を精度よく予測できたことから，予測式は妥当と判断された。

ヒトにおいても同様の相関があり，UGT 基質の Fg を予測できることが期待される。 
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第 3章 小腸グルクロン酸抱合代謝活性の 

ヒト，ラット，イヌ，およびサル間の種差に関する検討 

 

3-1. はじめに 

第 2 章ではラットにおいて UGT 基質 7 化合物の CLint,UGT と FaFg に逆相関関係があること

を示した。さらに中森ら (2012) は，UGT 基質 11 化合物を用いて，ヒトにおいてもラットと同様に 

in vitro と in vivo に相関があることを示した (Nakamori et al., 2012)。しかしながら，イヌおよび

サルにおいても，ラットおよびヒトと同様に FaFg と CLint,UGT に相関があるか否かについては，ま

だ検討されていない。 

前述のとおり，ヒトを含む様々な動物の小腸には，約 10 の UGT 分子種の mRNA が発現し

ており，小腸特異的に発現している分子種として，ヒトにおいては 1A7，1A8，および 1A10 が 

(Ohno and Nakajin, 2009)，ラットにおいては1A2，1A3，および1A7が (Shelby et al., 2003)，サル

においては 1A8が (Nishimura et al., 2009) 報告されている。しかしながら，これらの発現分子種

の種差が UGT 基質の代謝安定性の種差に影響しているか否かについては，まだ明らかとなっ

ていない。なお，UGT は各分子種の特異的基質や抗体がオーバーラップしているため，各分子

種の存在量に関する情報は限られていることから mRNA 発現量をもとに議論されることが多い

が，mRNA 量は発現タンパク量を反映していない場合がある点に留意する必要がある。 

近年，BSA 存在下でヒト肝または小腸ミクロソームを用いたグルクロン酸抱合代謝実験を実施

すると，BSA 非存在下に比べ in vitro 代謝クリアランスが大きく増大することが報告されている 

(Rowland et al., 2007, 2008; Gill et al., 2012)。増大の程度は特に UGT1A9および2B7の基質で

大きいと言われている。この場合の in vitro 代謝クリアランスは，BSA およびミクロソームタンパク

に結合していない非結合型化合物のクリアランス (CLint,u) を指す。UGT 基質の中でも特にカル

ボン酸化合物は，BSA への結合率が一般に >90% と高いため，BSA 添加条件下で得られた 

CLint,UGT を反応液中の化合物の非結合型分率で補正して CLint,u,UGT を算出する必要がある。

BSA 添加により CLint,u,UGT が増大するメカニズムは次のように考えられている (Rowland et al., 

2007; Rowland et al., 2008)。ミクロソーム調製時および in vitro 代謝試験中に，生体膜成分より

アラキドン酸などの脂肪酸が生成し，特に UGT1A9 および 2B7 による化合物のグルクロン酸

抱合代謝を競合的に阻害するが，BSA 存在下では脂肪酸が BSA に吸着するため，UGT 基質

化合物に対する競合阻害が起こらなくなる。その結果，BSA 添加により CLint,u,UGT が大きくなる

と考えられている。しかし筆者が知る限り，ヒト以外の動物種の小腸ミクロソームについては，BSA 

添加による CLint,u,UGT への影響は調べられていない。 

そこで著者は，ヒトと汎用される実験動物であるラット，イヌ，およびサルの小腸グルクロン酸抱

合代謝活性の種差を調べる目的で，以下の検討を行った。まず UGT 基質 17 化合物について

小腸ミクロソームを用いて CLint,u,UGT を調べた。また，文献より収集した PK パラメーターおよび

自社化合物の実験データより，各動物種における FaFg を算出した。続いて，ラットおよびヒトと同

様に，イヌおよびサルにおける CLint,u,UGT と FaFg の関係性を調べ，得られた相関関係を動物種
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間で比較した。さらに  BSA 存在下での  CLint,u,UGT を調べ，BSA 非存在下の値と比較して 

CLint,u,UGT の増加の程度を調べた。 

第 3 章では in vitro 小腸グルクロン酸抱合代謝活性として CLint,u,UGT を用いた。第 1 章およ

び第 2章では，in vitro 代謝試験時のミクロソームタンパク濃度を 0.1 mg/mL と比較的低くしてい

たことから，ミクロソームタンパクへの結合率は考慮せずに CLint,UGT を用いて FaFg の関係を検

討した。しかし本章では，ヒトミクロソーム中で十分な基質の代謝を検出するためにミクロソームタ

ンパク濃度を最大で 0.4 mg/mL としたこと，および BSA 存在下でも試験を行ったことから，反応

液中の化合物のフリー体濃度を求めて CLint,u,UGT を算出した。  

 

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬 

ヒト，雄性 SD ラット，雄性ビーグル犬，および雄性カニクイザルのプール小腸ミクロソーム (そ

れぞれ n = 13，110，6，9) は XenoTech より購入した。Diclofenac，gemfibrozil，indomethacin，

tolfenamic acid，BSA (fatty acid free) は  Sigma-Aldrich より購入した。Etodolac は  LKT 

Laboratories より購入した。Telmisartan acyl-β-D-glucuronide，gemfibrozil 1-O-β-glucuronide は 

Toronto Research Chemicals より購入した。Mycophenolic acid は和光純薬工業より購入した。化

合物 6 はアステラス製薬にて合成された。その他の試薬については第 1 章 1-2-1 および第 2 章

2-2-1に記載した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1. 評価化合物の構造 

第 1章，第 2章で用いた化合物の構造式は，それぞれ図 1-1，図 2-1に示した。矢印の

位置は抱合代謝部位を示す。代謝部位は Kumar et al., 2002 (diclofenac)， Ritter, 2007 

(etodolac, mycophenolic acid)，Yang et al., 2006 (gemfibrozil, indomethacin,) より引用。

Tolfenamic acid および化合物 6の代謝部位は構造より推定。  
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3-2-2. 小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 

小腸ミクロソームを用いた in vitro グルクロン酸抱合代謝試験および CYP 代謝試験の手順

は第 1 章 1-2-9 に示した。ミクロソームタンパク濃度は，buprenorphine，ezetimibe，quercetin，

raloxifene，および化合物 1–3 の場合は 0.1 mg/mL，etodolac および indomethacin の場合は

0.4 mg/mL，その他の化合物の場合は 0.2 mg/mL とした。 

BSA を添加する場合の反応液中の BSA 濃度は，1%で CLint,u,UGT の増大が頭打ちになると

の報告があることから (Rauland et al, 2007, 2008)，1%とした。 

 

3-2-3. LC-MS/MS分析条件 

Gemfibrozil，gemfibrozil 1-O-β-glucuronide，quercetin の測定には Acquity UPLC system お

よび Xevo Triple Quadruple Mass Spectrometer (いずれもWaters 製) で構成した LC-MS/MS 

システムを用いた。その他の化合物の測定には Acquity UPLC および Quattro Ultima Triple 

Quadrupole Mass Spectrometer (いずれもWaters 製) で構成したシステムを用いた。HPLC によ

る分離はカラム温度 40°C，流速 0.3–0.6 mL/min とし，移動相は A 液と B 液または C 液と D 

液のグラジェントで分析した。移動相の組成は第 2 章 2-2-6 に示した。LC-MS/MS 分析は ESI 

ポジティブモードまたはネガティブモードでイオン化し，MRM 条件でイオンを検出した。分析カラ

ムは Capcell PAK C18 MG (2.0 × 35 mm, 3 m, 資生堂製) または Acquity UPLC BEH C18 

(2.1 × 50 mm, 1.7 m, Waters 製) のいずれかを用い，カラム温度 40°C とした。その他の分析

条件は表 3-1に示した。第 1章，第 2章で用いた化合物の分析条件は第 1章 1-2-4，第 2章 2-2-6

に示した。 

 

 

表 3-1. LC-MS/MS 分析条件 

Compound IS Column Polarity 
Monitering ion 

(precursor > product) 

Diclofenac Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 293.6 > 249.8 

Etodolac Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 288.2 > 171.0 

Gemfibrozil Carprofen Acquity UPLC BEH C18 Negative 248.8 > 120.9 

Gemfibrozil 1- 

O--glucuronide 
Carprofen Acquity UPLC BEH C18 Negative 424.9 > 120.9 

Indomethacin Carprofen Capcell PAK C18 MG Negative 356.0 > 312.1 

Mycophenolic acid Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 321.0 > 303.1 

Quercetin Carprofen Acquity UPLC BEH C18 Negative 301.0 > 151.1 

Telmisartanacyl 

--D-glucuronide 
Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 691.2 > 515.4 

Tolfenamic acid Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 262.1 > 243.6 

Compound 6 Diazepam Capcell PAK C18 MG Positive 437.2> 405.8 
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3-2-4. In vitro 代謝試験時の反応液中のタンパク非結合型分率の測定 

In vitro グルクロン酸抱合代謝試験における反応液中の化合物のタンパク非結合型分率 

(fu,inc) は平衡透析法により求めた。8 kDa の半透膜を用いた 96 well 平衡透析プレートは 

Tharmo Fisher Scientific より購入した。プレートのドナー側に反応液 (UDPGA 非添加) を，アク

セプター側にリン酸緩衝液 (pH 7.4) を添加し，37°C で 6 時間振とうした。振とう後，両側より

0.05 mL を分取し，それぞれのサンプルに IS を溶解した 0.1%ギ酸-アセトニトリル溶液 0.1 mL 

を添加した。16,000 g，4°C で 5分間遠心した後，上清を LC-MS/MS で分析した。アッセイは n 

= 3で実施した。fu, inc は式 11により算出した。 

 

fu,inc = Cacceptor side / Cdonor side  (11) 

 

ここで Cacceptor side および Cdonor side は，それぞれアクセプター側およびドナー側の化合物濃度を

指す。検討はヒト小腸ミクロソームを用いて行い，ラット，イヌ，およびサルにおける値はヒトで代用

した。また in vitro CYP 代謝試験における fu,inc の値は in vitro グルクロン酸抱合代謝試験の

反応液中の値で代用した。 

 

3-2-5. CLint,u の算出 

CLint,UGT および CLint,CYP の算出方法は第 1章 1-2-10に示した。 

Gemfibrozil および telmisartan について BSA の CLint,u,UGT に対するの影響を調べる場合

は，グルクロン酸抱合体の生成速度 (v) をもとに，式 12を用いて算出した。 

 

CLint,UGT (L/min/mg protein) = v / ミクロソームタンパク量 / 化合物濃度  (12) 

 

得られた  CLint,UGT および  CLint,CYP を  fu,inc で補正して  (CLint / fu,inc)，CLint,u,UGT および

CLint,u,CYP を算出した。 

 

3-2-6. CLint,u,UGT のヒトとラット，イヌ，およびサル間の比較 

CLint,u,UGT の値をヒト，ラット，イヌ，およびサル間で比較した際の決定係数 (r
2
) は，GraphPad 

Prism 5 (GraphPad Aoftware) を用いて算出した。 

 

3-2-7. 化合物 6のラット，イヌ，およびサルの in vivo PK 試験 

アステラスにて合成された新規カルボン酸化合物 6は，第 1章および第 2章でも用いた化合物

1–3とは異なる骨格の化学構造を有する。PAMPA の Papp は >1.0 × 10
-6

 cm/s と高く，Fa は良好

と推測される。本化合物のラット，イヌ，およびサルにおける PK 試験および血漿中濃度測定は

第 1章 1-2-3および 1-2-4に記載した方法と同様に行った。 

 

3-2-8. Rb の測定 

Rb の測定は第 2章 2-2-7 に記載した方法と同様に実施した。  
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3-2-9. FaFg の算出 

本章で用いた化合物 6を除く UGT 基質の PK パラメーターは文献または本研究の第 1章お

よび第 2 章より引用した。FaFg の算出方法は第 1章 1-2-5 に示した。ヒト Qh は 20.7 mL/min/kg 

を用いた (Sawada, 1985). 

 

3-2-10. CLint,u,UGT と FaFg の相関への SIA モデルの適用 

第 2章 2-2-13と同様に，SIA モデルを各動物種における CLint,u,UGT と FaFg の相関関係にあ

てはめて empirical scaling factor である α を算出した。 

 

 

3-3. 実験結果 

3-3-1. ヒト，ラット，イヌ，およびサル小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 

UGT 基質 17 化合物について，各動物種の小腸ミクロソーム中での CLint,u,UGT を求めた (表

3-2)。CLint,u,UGT はヒトにおいて 5.20–8320 L/min/mg，ラットにおいて ND–8820 L/min/mg，イヌ

において 3.15–20100 L/min/mg，サルにおいて 15.5–7170 L/min/mg であった。CLint,u,UGT をヒ

トとラット，イヌ，およびサル間で比較したところ (図 3-2) ，ヒト－ラット間 (r
2
 = 0.666)，ヒト－イヌ間 

(r
2
 = 0.604)，およびヒト－サル間 (r

2
 = 0.833) の CLint,u,UGT には相関が認められたが，多くの化

合物の ヒト CLint,u,UGT の値は，ラット，イヌ，およびサルに比べ低い値であった。本実験で評価し

た化合物の代謝に寄与する UGT 分子種は，表 3-3 に示したとおり化合物によって異なる。動物

種間の CLint,u,UGT の相関に関しては，各化合物の代謝に関与する UGT 分子種による違いは

認められなかった。しかしながら，表 3-3に示した各化合物の代謝に寄与する UGT 分子種はヒト

における情報であり，各実験動物における分子種の寄与は不明であることに留意する必要があ

る。 

  



- 32 - 

 

0 1 2 3 4 5
0

1

2

3

4

5

Log human CLint,u,UGT

(L/min/mg)

L
o

g
 m

o
n

k
e

y
 C

L
in

t,
u

,U
G

T

(
L

/m
in

/m
g

)

r2 = 0.833

2

11
1

0 1 2 3 4 5
0

1

2

3

4

5

Log human CLint,u,UGT

(L/min/mg)

L
o

g
 r

a
t 

C
L

in
t,

u
,U

G
T

(
L

/m
in

/m
g

)

r2 = 0.666

A B C

0 1 2 3 4 5
0

1

2

3

4

5

Log human CLint,u,UGT

(L/min/mg)

L
o

g
 d

o
g

 C
L

in
t,

u
,U

G
T

(
L

/m
in

/m
g

)

r2 = 0.604
9

10

123

6
4

14
15

7

513

16
8 17

1

2

3

4

5

6

7

9

10
14

16

17

15
11 12

13

8
1

2

3

4

5

6

7

9

10

14

16

17

15

11

12
13

8

表 3-2. ヒト，ラット，イヌ，およびサル小腸ミクロソーム中の CLint,u,UGT 

Compound 
CLint,UGT (µL/min/mg) 

fu,inc
d
 

CLint,u,UGT (µL/min/mg) 

Human Rat Dog Monkey Human Rat Dog Monkey 

Buprenorphine 26.7 95.0
c
 89.9 66.1 0.85 31.3 111 105 77.4 

Diclofenac 59.0
a
 9.93 15.2 90.9 0.94

 a
 62.7 10.6 16.1 96.8 

Entacapone 27.0
a
 321 670 702 1.0 27.0 321 670 702 

Etodolac 6.20
a
 9.27 3.20 15.5 1.0

a
 6.20 9.27 3.15 15.5 

Ezetimibe 266 1170
c
 8250 662 0.41 649 2860 20100 1620 

Gemfibrozil 17.0
a
 15.4 39.8 39.5 0.97

a
 17.5 15.9 41.0 40.8 

Indomethacin 4.20
a
 ND 37.6 16.4 0.80

a
 5.20 ND 47.0 20.5 

Mycophenolic acid 31.1
a
 206 87.1 95.4 0.85 36.4 241 102 112 

Quercetin 3590 7940
c
 6160 6450 0.90

a
 3990 8820 6840 7170 

Raloxifene 2770 667
c
 854 1720 0.33

a
 8320 2010 2570 5170 

Telmisartan 20.0
a
 155 83.8 47.9 0.92

a
 21.7 168 91.1 52.0 

Tolcapone 40.0
a
 58.1 151 322 0.39

a
 103 148 388 825 

Tolfenamic acid 155
a
 652 378 1440 0.88

a
 176 741 430 1640 

Compound 1 114
b
 731

b
 59.6

 b
 252

b
 1.00 114 731 59.6 252 

Compound 2 68.2
b
 243

b
 44.9

 b
 149

b
 0.92 73.7 263 48.5 161 

Compound 3 26.9
b
 184

b
 38.3

b
 101

b
 1.00 26.9 184 38.3 101 

Compound 6 41.7 66.2 486 97.7 0.71 58.4 92.7 681 137 
a
Nakamori, 2012; 

b
Furukawa, 2012b; 

c
Furukawa, 2012a. 

dラット，イヌ，およびサルにおける値はヒト

で代用した。 

ND: no depletion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2. ヒト，ラット，イヌ，およびサルの CLint,u,UGT の比較 

x と y 軸はそれぞれヒトとラット (A)，ヒトとイヌ (B)，ヒトとサル (C) の値を示す。実線は

線形回帰直線，破線は x = y を示す。Indmethacinのラット CLint,u,UGT は in vitro 代謝

試験で未変化体の減少が認められなかったため 1 L/min/mg としてプロットした。化合物

は 1: buprenorphine，2: diclofenac，3: entacapone，4: etodolac，5: ezetimibe，6: 

gemfibrozil，7: indomethacin，8: mycophenolic acid，9: quercetin，10: raloxifene，11: 

telmisartan，12: tolcapone，13: tolfenamic acid，14–16: compound 1–3，17: compound 6。  
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表 3-3. 評価化合物のグルクロン酸抱合代謝に関与するヒト UGT 分子種 

UGT substrates Primary UGTs Other UGTs Other enzymes 

Buprenorphine
a, b

 1A1, 1A3, 2B7 None CYP 

Diclofenac
c, d

 2B7 1A9, 2B15, 2B17 CYP 

Entacapone
c
 1A7, 1A9 1A1, 1A3, 1A4, 2B7, 2B17 — 

Etodolac
c,d,e

 1A9 1A10, 2B7 CYP 

Ezetimibe
f
 1A1, 1A3 1A4, 1A9, 2B7, 2B15 — 

Gemfibrozil
c, g

 2B7 1A3 CYP 

Indomethacin
c, h

 1A9 1A1, 1A3, 2B7 CYP 

Mycophenolic acid
i
 1A9 1A1, 1A7, 1A8, 1A10 — 

Quercetin
c, j

 Multiple Multiple — 

Raloxifene
c, k

 1A10 1A8, 1A9 CYP 

Telmisartan
c
 1A3 1A8, 1A10 — 

Tolcapone
c
 1A9 1A1, 1A3, 1A4, 2B7, 2B17 — 

Tolfenamic acid
c
 1A9, 2B7 1A1, 1A7, 2B15 — 

Compound 1
l
 1A7, 1A8, 1A9 1A3 CYP 

Compound 2
l
 1A7, 1A8, 1A9 None CYP 

Compound 3
l
 1A7, 1A8, 1A9 None CYP 

Compound 6 Not tested Not tested CYP 
a
Kobayashi et al., 1998; 

b
Rouguieg et al., 2010; 

c
Nakamori et al., 2012; 

d
Sabolovic et al., 2004; 

e
Cayen et al., 1981; 

f
Ghosal et al., 2004; 

g
Kilford et al., 2009, 

h
Mano et al., 2007; 

i
Court, 2005; 

j
Boersma et al., 2002; 

k
Jeong et al., 2005;

 l
Furukawa, 2012b. 

—: 情報なし。 

 

 

 

3-3-2. ヒト，ラット，イヌ，サルの FaFg 

文献から引用または実験により得た PK パラメーターを用いて算出した FaFg を表 3-4 に示し

た。17の UGT基質のうち，in vivo PK パラメーターが文献より得られなかった化合物は表 3-4か

ら除いた。また，buprenorphine および quercetin のラット FaFg は，第 2 章で述べたとおり，ラット

小腸で UGT 以外の代謝酵素により代謝されるために除いた。さらに diclofenac，indomethacin，

および quercetin のイヌ FaFg は，イヌ小腸ミクロソーム中の CLint,u,CYP が CLint,u,UGT と同程度以

上の値を示しており (表 3-5)，小腸において UGT だけでなく CYP でも代謝される可能性が考

えられたために除いた。 

ヒト，ラット，イヌ，およびサル間の FaFg の比較については，複数の動物種で FaFg の値が得ら

れた化合物の数が限られているためにポイントの分布に偏りがあり，関係性を検証することは適切

ではないと考えられたため，データは不掲載とした。 
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表 3-4. In vivo PKパラメーター 

Species Compound 
CLt,plasma 

(mL/min/kg) 
F Rb FaFg 

Human Diclofenac 3.5
a
 0.54

a
 0.63

a
 0.74

a
 

 Entacapone 12
a
 0.25

a
 0.59

a
 1.0

a
 

 Etodolac 0.66
a
 0.80

a
 0.55

a
 0.85

a
 

 Gemfibrozil 1.7
a
 0.98

a
 0.58

a
 1.0

a
 

 Indomethacin 1.4
a
 1.0

a
 0.55

a
 1.0

a
 

 Quercetin 11.0
a
 0.0010

a
 1.0

a
 0.0030

a
 

 Raloxifene 14.7
a
 0.02

a
 1.0

a
 0.069

a
 

 Telmisartan 8.4
a
 0.43

a
 0.67

a
 1.0

a
 

 Tolcapone 1.9
a
 0.6

a
 0.61

a
 0.71

a
 

 Tolfenamic acid 2.2
a
 0.6

a
 0.66

a
 0.72

a
 

Rat Diclofenac 15.7
b
 0.79

b
 0.70

j
 1.0 

 Entacapone — — 0.57
e
 0.20

e, m
 

 Etodolac 0.159
c
 0.94

c
 0.55

l
 0.95 

 Ezetimibe — — 0.81
e
 0.027

e, m
 

 Gemfibrozil 1.77
d
 0.86

d
 0.83

d
 0.89 

 Indomethacin 6.36
d
 0.92

d
 0.97

d
 1.0 

 Raloxifene — — 1.0
e
 0.30

e , m
 

 Telmisartan 6.12
e
 0.51

e
 0.61

e
 0.61

e
 

 Tolcapone 6.57
e
 0.97

e
 0.63

e
 1.0

e
 

 Compound 1 8.27
f
 0.13

f
 0.59 0.18 

 Compound 2 15.5
f
 0.24

f
 0.63 0.40 

 Compound 3 14.7
f
 0.35

f
 0.60 0.60 

 Compound 6 21.4 0.81 0.56 1.0 

Dog Etodolac 1.60
c
 0.96

c
 0.55

l
 1.0 

 Ezetimibe 25.9
g
 0.0058

g
 0.81

l
 0.027

n
 

 Gemfibrozil 2.27
d
 0.75

d
 0.64

d
 0.86 

 Raloxifene — — 1.1
k
 0.36

k, m
 

 Telmisartan 6.75
d
 1.0

d
 1.2

d
 1.0 

 Tolcapone 1.89
h
 0.67

h
 0.57 0.76 

 Tolfenamic acid 2.88
i
 0.50

i
 0.69 0.59 

 Compound 1 12.8
f
 0.42

f
 0.84 0.98

o
 

 Compound 2 6.44
f
 0.77

f
 0.63 1.0

o
 

 Compound 3 3.23
f
 0.80

f
 0.54 1.0

o
 

 Compound 6 7.00 0.27 0.65 0.45 

Monkey Diclofenac 10.2
d
 0.59

d
 1.0

d
 0.77 

 Gemfibrozil 5.77
d
 0.86

d
 0.67

d
 1.0 

 Indomethacin 3.86
d
 1.0

d
 1.1

d
 1.0 

 Raloxifene 18.9
d
 0.030

d
 1.4

d
 0.04 

 Telmisartan 2.82
d
 0.94

d
 1.2

d
 1.0 

 Compound 1 14.0
f
 0.26

f
 0.72

l
 0.47

o
 

 Compound 2 11.1
f
 0.32

f
 0.63

l
 0.53

o
 

 Compound 3 5.68
f
 0.44

f
 0.57

l
 0.57

o
 

 Compound 6 17.1 0.11 0.61
l
 0.31 

a
Nakamori et al., 2012; 

b
Peris-Ribera et al., 1991; 

c
Cayen et al., 1981; 

d
Deguchi et al., 2011; 

e
Furukawa et al., 2012a; 

f
Furukawa et al., 2012b; 

g
PMDA review report, 2007; 

h
FDA approval 

package, 1998; 
i
Priymenko et al., 1993;

 j
Nakamori et al., 2011; 

k
Kosaka et al., 2011. 

l
Rb 値は他動物種の平均値で代用した。 

m
FaFg の値は経口投与後の門脈血漿中および循環血

漿中の AUC より求めた。 
n
CLt/Rb>Qh であったため CLt/Rb を Qh の 90% と仮定して FaFg 

を算出した (Kilford et al., 2009)。 
o
Rb を用いて再算出した。 

—: データを FaFg の算出に用いなかった。  
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表 3-5. ヒト，ラット，イヌ，およびサル小腸ミクロソーム中の CLint,u,CYP 

Compound 
CLint,u,CYP (µL/min/mg) 

Human Rat Dog Monkey 

Buprenorphine NT 52.4
b
 137 NT 

Diclofenac ND
a
 ND 14.1 ND 

Entacapone ND
a
 ND

c
 NT NT 

Etodolac ND
a
 ND ND NT 

Ezetimibe NT ND
c
 NT NT 

Gemfibrozil ND
a
 ND ND ND 

Indomethacin ND
a
 ND 44.2 ND 

Mycophenolic acid NT NT NT NT 

Quercetin ND
a
 ND

c
 17900 NT 

Raloxifene 26.8 ND
c
 372 1180 

Telmisartan ND
a
 ND

c
 ND ND 

Tolcapone ND
a
 ND

c
 ND NT 

Tolfenamic acid ND
a
 NT ND NT 

Compound 1 ND
b
 ND

b
 ND

b
 58.9

b
 

Compound 2 ND
b
 ND

b
 ND

b
 ND

b
 

Compound 3 ND
b
 ND

b
 ND

b
 ND

b
 

Compound 6 NT ND 46.2 11.7 
a
Nakamori, 2012; 

b
Furukawa, 2012b; 

c
Furukawa, 2012a. 

ND: no depletion; NT: not tested (文献等より FaFg が得られなかった化合物または in vivo で 

CYP 代謝物が見出されていない化合物は試験を行わなかった). 

 

 

 

3-3-3. CLint,u,UGT と FaFg の相関関係と動物種間の比較 

各動物種における CLint,u,UGT (表 3-2) と FaFg (表 3-4) の相関関係を図 3-3に示した。なお，ヒ

トにおける bazedoxifene の数値は中森らの論文 (2012) より引用して用いた。第 2 章において

ラットの CLint,UGT と FaFg に良好な逆相関が認められたが，CLint,u,UGT と FaFg 間にも同程度の良

好な相関が認められた。イヌおよびサルにおいても，ラットおよびヒトと同様に，CLint,u,UGT と FaFg 

に逆相関が認められた。得られた相関に SIA モデルをあてはめてフィッティングカーブを作成し，

empirical scaling factor (α) を算出した (図 3-3，表 3-6)。本実験に用いた化合物は PAMPA ま

たはアイソトープ標識体を用いた吸収性評価試験により吸収性は良好であることが示されている

ことから (Furukawa et al., 2012a, 2012b; Nakamori et al., 2012) FaFg = Fg と仮定した。α の値はヒ

ト，ラット，およびサルでは近い値を示し，フィッティングカーブに顕著な差はなかった。一方，イヌ

における α の値は他動物種の 1/3–1/4 と小さく，フィッティングカーブは他動物種より右方にシフ

トしていた (図 3-4)。  
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図 3-3. 評価化合物のヒト (A)，ラット (B)，イヌ (C)，およびサル (D) における FaFg と CLint,UGT 

の関係 

 

 

表 3-6. CLint,u,UGT と FaFg の関係より求めた SIA モデルの empirical scaling factor ()  

Parameter Human Rat Dog Monkey 

α 0.0044 0.0035 0.0011 0.0050 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4. CLint,u,UGT と FaFg の関係の動物種間比較  
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3-3-4. ヒト，ラット，イヌ，およびサルにおける CLint,u,UGT への BSA の効果 

BSA 存在下での CLint,u,UGT を調べ (表 3-7)，BSA 非存在下の値と比較して増加率を求めた 

(図 3-5)。評価化合物は，予備検討において BSA 存在下での in vitro グルクロン酸抱合代謝

試験で消失が認められた buprenorphine，etodolac，ezetimibe，raloxifene とした。これに加えて，

グルクロン酸抱合体の合成標品を購入可能であった gemfibrozil と telmisartan についても検

討した。Gemfibrozil と telmisartan については，グルクロン酸抱合体の生成速度をもとに BSA 

非存在下および存在下の CLint,u,UGT を算出した (表 3-7)。その他の化合物については，表 3-2

に示した BSA 非存在下の値と，表 3-7に示した BSA 存在下の値を比較した。BSA 添加による 

CLint,u,UGT の増加率は動物種によって異なり，ヒトでは 0.87–9.2倍，ラットでは 2.3–22倍，イヌでは

0.38–6.3 倍，サルでは 0.62–34 倍であった。Buprenorphine，ezetimibe，および gemfibrozil の 

CLint,u,UGT の増大は，4 動物種中でサルにおいて最も大きく，次いでラットにおいて大きかった。

一方 raloxifene の CLint,u,UGT はヒトで最も大きく増大した。イヌ  CLint,u,UGT の増大の程度は 

raloxifene を除く 4化合物で最も小さかった。 

BSA 非存在下および存在下において，評価化合物のヒトとラット，イヌ，およびサル小腸ミクロ

ソーム中の CLint,u,UGT を比較した (図 3-6)。化合物数が少ないために明確な結論は出せないが，

BSA 添加により各動物種間の CLint,u,UGT の相関性が改善する傾向は認められなかった。 
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Buprenorphine Etodolace

Ezetimibe Gemfibrozil

Raloxifene Telmisartan

Ratio of CLint,u,UGT BSA+/- in intestinal microsomes

*

*

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

0 10 20 30 40

Monkey

Dog

Rat

Human

表 3-7. BSA 存在下および非存在下における小腸ミクロソーム中の CLint,u,UGT 

BSA Compound CLint,UGT (µL/min/mg) fu,inc CLint,u,UGT (µL/min/mg) 

  Human Rat Dog Monkey  Human Rat Dog Monkey 

− Gemfibrozil 24.1 2.50 33.5 11.2 0.97
a
 24.9 2.57 34.5 11.5 

 Telmisartan 41.1 155 77.8 40.0 0.92
a
 44.7 168 84.6 43.5 

+ Buprenorphine 68.7 721 198 600 0.30 232 2435 667 2030 

 Etodolac 2.89 ND ND 11.4 0.051 56.9 ND ND 225 

 Ezetimibe 77.0 691 2630 1330 0.024 3210 28800 110000 55200 

 Gemfibrozil 0.336 0.063 0.131 0.824 0.010 33.6 6.3 13.1 82.4 

 Raloxifene 546 98.0 51.1 67.7 0.021 26000 4660 2430 3220 

 Telmisartan 0.729 66.2 1.39 2.48 0.019 38.9 3530 73.9 132 

Gemfibrozil と telmisartan の CLint,UGT はグルクロン酸抱合体の生成速度より求めた。 
a
Nakamori, 2012. 

ND: no depletion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5. BSA添加条件／非添加条件におけるヒト，ラット，イヌ，およびサル小腸ミクロソーム中の

CLint,u,UGT の比 

破線は BSA 添加条件／非添加条件 = 1を示す。 

*BSA 存在下では化合物の減少が認められなかったため算出できなかった。 
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図 3-6. 小腸ミクロソーム中の CLint,u,UGT のヒトとラット，イヌ，およびサルの比較 

A，C，E (■) は BSA 非添加，B，D，F (□) は BSA 添加条件を示す。x および y 

軸はそれぞれヒトとラット (A，B)，ヒトとイヌ (C，D)，ヒトとサル (E，F) の値を示す。実

線は線形回帰直線，破線は x = y を示す。化合物は 1: buprenorphine，2: etodolac，

3: ezetimibe，4: gemfibrozil，5: raloxifene，6: telmisartan。 

BSA− BSA+ 
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3-4. 考察 

本研究で検討した化合物は，ヒトにおいてそれぞれ異なる UGT 分子種で代謝されるが (表

3-3)，CLint,u,UGT のヒトと各動物種間の相関係数は高く (図 3-2)，代謝に寄与する分子種による顕

著な違いは認められなかった。前述のとおり，UGT の各分子種は基質特異性が明確ではなく，

ほとんどの UGT 基質は複数の分子種により代謝されることが一因と考えられる。 

第 2章で述べたラットおよび中森ら (2012) が報告したヒトと同様に，イヌおよびサルにおいても 

UGT 基質の CLint,u,UGT と FaFg には逆相関が認められ，SIA モデルを適用することができた 

(図 3-3)。しかしながら，算出した α の値はイヌとその他の動物種で顕著に異なっていた (表 3-6，

図 3-4)。α は CLab の逆数，および CLm と CLint,u,UGT を結ぶ係数を含む値であり，吸収や消化

管代謝に影響し得るパラメーター (化合物の吸収部位や吸収速度，血流量，代謝酵素の発現量

など) の種差が α の種差の原因になる可能性が考えられる。実際，多くの化合物でイヌにおけ

る経口投与時の Tmax はラットやヒトに比べ早い，すなわち吸収速度が速い傾向があることが報

告されている (Chiou et al., 2000) 。その原因としては，イヌは小腸の tight junction のサイズが

ラットやヒトに比べ大きいために，パラセルラールートの吸収が大きいことが考えられている 

(Madani et al., 1999) 。この吸収速度の違いが FaFg に影響し，α に種差が生じた可能性が考え

られる。また，CLint,u,UGT (L/min/mg) を体重あたりの値 (L/min/kg) に補正する小腸のスケーリ

ングファクター (SF)，すなわち体重あたりの小腸ミクロソームタンパク量 (mg microsomes/kg body 

weight) の種差が，α の種差の要因である可能性も考えられる。通常，組織の固有クリアランスは

ミクロソームタンパク当りの値 (L/min/mg) を SF で体重あたりの値 (L/min/kg) に補正して表

わされる。しかし小腸ミクロソームの SF は報告数が限られており，広く一般的に使用されている

値がないため，小腸の固有クリアランスは，本研究と同様に，通常 SF で補正せずに取り扱われ

る。ヒト，ラット，およびサルの SF についてはいくつか報告があり，それぞれ 40–90 mg/kg (Soars 

et al., 2002; Bruyere et al., 2010; Madani et al., 1999)，30–40 mg/kg (Martignoni et al., 2006; 

Yoon et al., 2009)，50 mg/kg (Fisher et al., 2007) と顕著な種差は認められていない。イヌの SF 

は信頼できる値が報告されていないため比較できないが，今後の研究によって信頼できる値が得

られた際には，SF の影響についても検討する必要があるだろう。 

Yang ら (2007) は，小腸代謝と CLint の関係を表すモデルとして，式 13および 14で表される 

Qgut モデルを提案している。 

 

Fg = Qgut / (Qgut + fuG × CLint)   (13) 

Qgut = Qvilli × CLperm / (Qvilli + CLperm)   (14) 

 

fuG は小腸細胞中のフリー体濃度，Qvilli は消化管絨毛血流量 (小腸血流量の約 48%)，CLperm 

は膜透過クリアランスを示す。本モデルにおける CLint は体重あたりの値 (L/min/kg) である。

本モデルにおいて fuG = 1 かつ CLperm >> Qvilli と仮定すると，式 15が導かれる。 

 

Fg = 1 / (1 + CLint / Qvilli)     (15) 
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中森ら (2012) は SIA モデルと式 15を比較し，SIA モデルの α は SF / Qvilli に相当すること

を述べた。文献値を用いて算出したヒト，ラット，およびサルにおける SF / Qvilli (表 3-8) は，本研

究で得られた α (表 3-6) の値の 2倍以内と比較的近く，中森らの考察を支持する結果であった。

しかしながら，小腸の SF および Qvilli のデータは報告数が限られており，広く一般的に使用さ

れている値がないことに留意する必要がある。信頼できる SF および Qvilli の値が得られた際に

は，あらためて検証する必要があるだろう。 

 

 

表 3-8. SF / Qvillの算出 

Species 
SF 

(mg/kg) 

Qvill
d
 

(mL/min/kg) 
SF / Qvill 

Human 40–90
a
 7.54  0.0053–0.0119 

Rat 30–40
b
 14.4 0.0021–0.0028 

Dog — 10.4  — 

Monkey 50
c
 12.0  0.0042  

a
Soars et al., 2002; Bruyere et al., 2010; Madani et al., 1999. 

b
Martignoni et al., 2006; Yoon et al., 

2009. 
c
Fisher et al., 2007. 

d
Davies and Morris, 1993. 

 

 

前述のとおり，近年，組織ミクロソームを用いた in vitro グルクロン酸抱合代謝試験は BSA 添

加条件で実施される例が多い (Rowland et al., 2007, 2008; Kilford et al., 2009; Gill et al., 2012)。

ヒト小腸ミクロソーム中においては，本研究においても既報の研究と同様に，1A9および 2B7で主

に代謝される buprenorphine (7.4倍) および etodolac (9.2倍) で CLint,u,UGT が大きく増大し，次

いで 1A9および 2B7がマイナーな代謝酵素の一つである ezetimibe (4.9倍) および raloxifene 

(3.1 倍) で大きな増大が認められた。Ezetimibe における増加率は，Gill ら (2012) の報告とほ

ぼ同程度であった。Gemfibrozil (1.4倍) は 2B7の基質だが，Gill らの報告と同様に，BSA 添加

の影響はあまり認められなかった。Gemfibrozil は 1A3 でも代謝されるが，1A3 で主に代謝され

る telmisartan (0.87 倍) も gemfibrozil と同様に BSA 添加の影響が認められなかったことから，

gemfibrozil は小腸ミクロソーム中では 2B7 より 1A3 の寄与が大きいのかもしれない。Telmisartan 

において BSA 添加の影響が認められなかったという結果は，BSA 添加により約 4 倍の増大が

認められたという Gill らの報告と異なっていた。彼らは未変化体の減少により CLint,u,UGT を算出

しているが，telmisartan は BSA への結合率が高いため，BSA 存在下では未変化体の減少が

小さく，精度よく CLint,u,UGT の値を得ることが難しい。そのため，本研究においては，グルクロン酸

抱合体の生成速度より CLint,u,UGT を算出した。この条件の違いが両者の違いの一因と考えられ

る。 

ラット，イヌ，およびサル小腸ミクロソーム中においても BSA 存在下で CLint,u,UGT の増大が認

められた (表 3-7，図 3-5)。BSA による CLint,u,UGT 増大の程度はそれぞれの化合物および動物

種で異なっており，一定の傾向は認められなかった。ヒトと異なり，ラット小腸には 1A9 および 2B7

が発現していない。イヌにおいても，前述のとおり網羅的な分子種の発現は調べられていないが，
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現在のところ UGT1A9および 2B7の存在は報告されていない。また，サル小腸には 2B7が発現

していない。脂肪酸を含む UGT1A9および 2B7の基質は，ヒトと動物では別の分子種によりグル

クロン酸抱合されるために，その増大の程度はヒトと動物では異なるのかもしれない。各分子種の

特異的阻害剤を用いた実験を行うことにより，それぞれの動物において UGT1A9 および 2B7 の

基質の代謝にどの分子種が寄与しているかを調べることができるが，現在のところ見出されている

分子種特異的な阻害剤は，1A4に対する hecogen などごく少数であるため (Uchaipichat et al., 

2006)，検討にはこの分野の進展が待たれる。また，BSA による  CLint,u,UGT への影響は 

UGT1A9，2B7，1A1，1A6 等の一部の UGT 分子種でしか調べられていないが (Rowland et 

al., 2007, 2008)，その他の分子種についても調べることにより，異なる動物種間でも何らかの傾向

が見出されるかもしれない。 

近年 Kilford ら (2009) は，肝ミクロソームを用いて BSA 添加条件で得た CLint,u,UGT を用い

ることにより CLh の予測精度が向上することを報告した。一方 Fg の予測については，筆者が知

る限り，BSA 存在下で得られた小腸ミクロソーム中の CLint,u,UGT を用いて Fg を予測した例は報

告されていない。本研究においては，BSA 添加条件で CLint,u,UGT を求めることができた化合物

が限られていることから，Fg の予測に対する BSA 添加の影響を調べることはできなかった。しか

しながら図 3-3で示したように，UGT 基質の FaFg と BSA 非存在下の CLint,u,UGT には良好な相

関が認められることから，SIA モデルを用いて UGT 基質の FaFg を予測する際には，CLh の予

測とは異なり，BSA 添加は必須ではない可能性が考えられる。 

結論として，UGT 基質の CLint,u,UGT と FaFg の相関関係は，イヌおよびサルにおいても，ヒト

およびラットと同様に認められ，SIA モデルで表すことができた。SIA モデルの α は，ヒト，ラット，

およびサルにおいては比較的近い値であったが，イヌでは他の動物種と 3 倍以上異なっていた。

BSA 添加による CLint,u,UGT の増加は，ヒトだけでなく，ラット，イヌ，サルの小腸ミクロソームでも認

められたが，その増加率は動物種および化合物ごとに異なっていた。しかし，BSA の添加の有無

にかかわらず，CLint,u,UGT と FaFg には良好な相関が認められていることから，SIA モデルを用い

て CLint,u,UGT から FaFg を予測する際には，BSA 添加は必須ではない可能性が考えられた。こ

れらの知見は，創薬研究において化合物の体内動態の決定因子を明らかにし，ヒトで高い FaFg 

が期待できる医薬品候補を創製するために有用である。 
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総括 

 

化学構造が類似した 3つの新規カルボン酸化合物が小腸グルクロン酸抱合代謝の基質である

こと，およびその FaFg の決定因子は小腸グルクロン酸抱合代謝安定性であることを見出した。 

 

ラットにおいて，様々な構造の吸収性が良好な  UGT 基質 7 化合物を用いて，FaFg と 

CLint,UGT の間に逆相関が成り立つことを見出した。この関係に SIA モデルをあてはめることによ

り，ラット CLint,UGT より Fg を予測する式を構築した。 

 

イヌおよびサルにおいても，ラットおよびヒトと同様に，CLint,u,UGT と FaFg の間に逆相関関係が

認められたが，SIA モデルによるフィッティングカーブには種差があり，特にイヌでは大きく異なっ

ていることを見出した。 

 

BSA 添加による CLint,u,UGT の増加は，これまでに報告されているヒトだけでなく，ラット，イヌ，

およびサルの小腸ミクロソームにおいても認められ，その増加率は動物種および化合物ごとに異

なっていた。しかしながら，BSA 非添加条件において CLint,u,UGT と FaFg に良好な相関が認めら

れていることから，SIA モデルを用いて CLint,u,UGT から FaFg を予測する際には，BSA 添加は

必須ではない可能性が考えられた。 

 

これらの知見は，創薬研究において化合物の体内動態の決定因子を明らかにし，ヒトで高い 

FaFg が期待できる医薬品候補を創製するために有用である。 
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