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第 1 章 序論 
 

癌は日本における死因の第1位であり，年間約37万人が癌により死亡している 1) . 近年，

人口の高齢化とともに，日本における癌の罹患者数，癌による死亡者数が増加しており，継

続的に医療を受けている患者は、2 人に 1 人は，癌に罹患すると推計されている 2 ).  そ

のため，癌は我が国にとって重要な問題といえる．また癌治療の際に問題となるのが， 癌

患者の 70%が経験するといわれる癌性疼痛である． 

癌性疼痛は，腫瘍細胞の浸潤により組織が損傷される，あるいは腫瘍に伴う種々の不快を

伴う苦痛全体のことをさす．この痛みは身体的苦痛だけではなく，心理的，社会的，精神的

にも影響を及ぼし患者の QOL を低下させる．すなわち，癌性疼痛に対して鎮痛薬を適正に使

用し、痛みをコントロールすることは， 患者の QOL を維持，向上させる上で，重要である． 

世界保健機関 (World Health Organization; WHO) は 1986 年に，癌の痛みからの解放

を目指して「癌性痛緩和のガイドライン： Cancer Pain Relief 」を発表した．このガイド

ラインは誰でもできる痛みの治療法を普及させることにより，全世界のあらゆる国に存在す

る癌患者を痛みから解放することを意図して作成され，鎮痛薬使用の基本 5原則や、WH0 方

式 3段階除痛ラダーが示されている．「鎮痛薬使用の 5原則」においては， ①経ロ的に，②

時刻を決めて正し<, ③除痛ラダーにそって効力の順に，④患者ごとの個別的な量で，⑤そ

の上で細かい配慮を、とされている．また，「WHO 方式 3段階除痛ラダー」では，第一段階：

非オピオイド鎮痛薬 士 鎮痛補助剤，第二段階：弱オピオイド鎮痛薬 土 非オピオイド鎮痛

薬 士 鎮痛補助剤，第三段階：強オピオイド鎮痛薬 土 非オピオイド鎮痛薬 土 鎮痛補助剤

というように示し，患者の痛みに応じて使用する鎮痛薬を推奨している．各段階で使用され

る鎮痛薬については， Table 1 に示す３) . 癌性疼痛緩和においては、基本原則を守った投

与を行う限り依存性はほとんど認められず，疼痛治療には医療用麻薬の積極的使用が推奨さ

れているが，日本における医療用麻薬使用量は，先進諸国と比較すると少ないのが現状であ

る．しかし患者の QOL の維持，向上のためには，鎮痛薬、麻薬を適正使用することができる

医薬品情報の蓄積が重要である． 

モルヒネ（Morphine：Mor）は，古くから臨床で使用されているアヘンアルカロイドのひ

とつであり、WHO 方式 3 段階除痛ラダーでは、第 3 段階に位置付けられている強オピオイ

ドである．特に，在宅緩和ケアでは、末期癌患者の約 80%が経験するといわれる疼痛の管

理において重要な役割を果たしている. Mor は、ヒトにおいて，約 90%が肝臓で UDP-グル

クロン酸転移酵素(UDP-glucuronosyltransferase ; UGT) によりグルクロン酸抱合され， 

鎮痛作用を有する活性代謝物であるモルヒネ-6—グルクロニド (Morphine-6-
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glucuronide;M6G)と鎮痛作用を有さない不活性代謝物であるモルヒネ-3—グルクロニド 

(Morphine-3-glucuronide; M3G)を生じることが知られている． 

一方、癌患者で生じる痛みストレスは、免疫系を抑制し，感染症や癌の進展，またとき

には発がんに関与する遺伝子などに影響する．また，最初は単純な痛みでも長く放置する

と痛みの程度は大きくなり，やがて隣接部位へと拡大し，さらに離れた場所に関連痛を惹

起する４) .癌性疼痛の主な原因としては神経障害性疼痛，骨転移痛，消化管閉塞，腹部膨

満，炎症などがある．癌性疼痛の初期段階では，癌の進展，転移，浸潤に伴い患部に集積

したマクロファージ，好中球，その部位の血管内皮細胞から放出されるプロスタグランジ

ンにより生じる炎症性の痛みがほとんどであり，進行した癌性疼痛においても炎症は持続

している． 

Mor の体内動態は炎症により影響を受ける可能性が考えられる．例えば λ-カラゲニン

投与による局所炎症によって，血液 — 脳関門 (BBB) の P 糖タンパク質の発現量が増加

し，その結果モルヒネの脳への取り込みが減少し，モルヒネによる鎮痛作用の減弱がみら

れたという報告がある 5）.また完全フロイトアジュバントの投与による全身性の炎症によ

り，種々のトランスポーターの発現や機能が変化するという報告もある. 例えば肝細胞に

発現しモルヒネの胆汁中排泄を担う P 糖タンパク質は，アジュバント投与によってその活

性が低下すると報告されている ６） . また、 UGT についても炎症時に発現量が減少すると

の報告がある７） .  さらに、炎症時には血漿中 α１-酸性糖タンパク質(α1-acid 

glycoprotein ; AAG)が増加することが報告されている８）.これらから炎症により Mor 体内

動態が変化する可能性が考えられ，Mor 鎮痛効果にも影響を与える可能性が考えられる. 

さて、炎症性疼痛を対して使用する非ステロイド性抗炎症薬 (Non‐steroidal anti-

inflammatory drugs : NSAIDs )は WHO 方式がん疼痛治療法の第 1段階から使用され，癌

が進行して痛みが強くなると，モルヒネを中心とするオピオイドと併用されてより高い

鎮痛効果を発揮する３）． 

癌性疼痛緩和の際に Mor と併用される NSAIDｓのジクロフェナク（Dic）はヒト in vitro

で Morの主要代謝酵素であるUGTを著しく阻害することが報告されている９). このことか

ら， Dic の併用により UGT による Mor の代謝が阻害され，Mor の体内動態が変化し，そ

れに起因して Mor の薬理作用に影響を与える可能性がある． 

しかし， 臨床においては， Mor と Dic に相互作用があるという認識はなく， 中枢で作

用する Mor と、末梢で作用する Dic による作用点の違いによる鎮痛効果の相加・相乗効

果を期待して使用しているのが現状である．そこで本研究では 癌の病状の一つである炎

症が Mor の PK と PD への影響を調べるとともに、in vivo で Mor と Dic を併用した際の
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Mor の体内動態と薬理作用の変化ならびにその機構を、ラットを用いて検討した． 
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第 2 章 ラット炎症性モデルにおける Morphine PK および PD の

検討 

 

第 1節 緒言 

癌性疼痛の主な原因としては神経障害性疼痛，骨転移痛，消化管閉塞，腹部膨満，炎症な

どがある．炎症性疼痛の動物モデルとして Complete Freund's adjuvant（CFA）を投与し、

関節炎だけでなく、全身性の炎症が引き起こされるアジュバント関節炎モデル、紅藻類から

得られた多糖類の椊物性ゴムで、起炎物質のカラゲニンを投与するモデル、ラットをウシの

II 型コラーゲン投与するコラーゲン関節炎モデルなどがある．今回は、その炎症時に薬物代

謝酵素や種々のトランスポーターの発現や機能に関する変動について報告があるアジュバ

ント関節炎モデルを用いて Mor の体内動態を検討した． 

 

第 2節 アジュバンド関節炎モデルラットの作製と全身炎症の評価 

アジュバント関節炎モデルにおける， von Frey test による痛覚過敏(Figure l(A)), 後

ろ足の腫脹(Figure l(B)), 体重(Figure l(C))の測定結果を示す．アジュバント関節炎ラット

では， アジュバント投与 14 日目に痛覚過敏および腫脹の増大が見られた．また，アジュ

バント関節炎モデルは 12 日目からコントロール群に比べて有意に体重減少が見られた. 

CFA 投与群では痛覚過敏， 後ろ足腫脹の増大 ，体重減少という全身炎症時に特有の症状が

確認され，これは過去の報告 ６）と一致していることから， アジュバント関節炎モデルの作

製法は確立できたと判断した． 
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第 3節   アジュバント関節炎モデルラットにおける UGT 活性 

Michaelis-Menten plot を Figure 2 に Vmax および Km を Table 2 に示す．アジュバン

ト関節炎モデルラットではコントロール群に比べて Vmax および Km が低下し，UGT 活性

の低下が見られた．ラットヘのリポサッカライド(LPS) 投与による炎症で， Mor の主代謝

酵素である UGT の活性が低下するという報告があり７）, アジュバント投与による全身炎症

によっても同様な現象が起こったものと考えられる． 
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第 4節 アジュバント関節炎モデルラットにおけるタンパク結合率 

アジュバント関節炎モデルラットにおける Mor 遊離型分率を Figure 3 に示す. Mor 遊

離型分率はコントロール群では 84.9%, アジュバント関節炎モデルラットでは 63.9%とな

り， アジュバント関節炎モデルラットではコントロール群に比べて Mor 遊離型分率が低下

した． これは炎症によりαl 酸性糖タンパク質の産生が増加し８）， 塩基性薬物である Mor 

のタンパク結合率が増加したためと考えられる． 
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第 5節 アジュバント関節炎モデルラットにおける Morphine 輸送体の変化 

アジュバント関節炎モデルラットにおける肝 MDR1 のタンパク発現変化を Figure 4 に示

す． アジュバント関節炎モデルラットにおいて肝 MDR１発現量は，コントロール群と比較

して減少していた．これは過去の報告６）と一致した． 

 

 

第 6節   アジュバント関節炎モデルラットにおける Morphine 血中濃度 

Mor 血中濃度推移を Figure 5(A), M3G 血中濃度推移を Figure 5(B) に示す．また，Mor

の薬物動態パラメーターを Table 3(a)に， M3G の薬物動態パラメーターを Table 3(b)に

示す．アジュバント関節炎モデルにおいて， Mor および M3G の血中濃度はコントロール群

と有意差が見られなかった． 
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第 7節 アジュバント関節炎モデルラットにおける Morphine 鎮痛効果 

アジュバント関節炎モデルにおける Mor 鎮痛効果の経時変化を Figure 6 (A), これより

得られたモルヒネ鎮痛効果の AUC を Figure 6 (B)に示す．アジュバント関節炎モデルでは

Mor 投与 30～60 分後， コントロール群では 30 分後において鎮痛効果が最大となった．

アジュバント関節炎モデルにおける Mor 鎮痛効果の AUC（Area Under the blood 
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concentration-time Curve）はコントロール群の 4.0 倍で， アジュバント関節炎モデルで

はモルヒネ鎮痛効果がより大きく現れた． 

 

 

第 8節 考察 

アジュバント関節炎モデルでは ，Mor 代謝酵素である UGT 活性の低下,組織移行に関与す

る Mor 遊離型分率の低下， Mor 胆汁中排泄を行う肝 MDR１の発現低下が見られた．これら

は過去の報告と一致する結果であった６），７），８）. しかし，Mor および M3G の血中濃度は炎症

モデルとコントロールで差は見られなかった．以上より、アジュバント関節炎モデルにおい

て、Mor の体内動態に影響する可能性のある UGT 活性の低下, Mor 遊離型分率の低下，肝 MDR

１の発現低下に関わらず、鎮痛効果が得られる Mor 投与量では Mor の体内動態は変化しな

いことが明らかになった．これより癌などの慢性炎症の病態変化では Mor 体内動態は変化

しない可能性が示唆された．またアジュバント関節炎モデルにおいて， Mor 血中濃度は変

化しないにも関わらず， Mor 鎮痛効果は増強した．既にアジュバント関節炎モデルにおい

ても，中枢神経系における µオピオイド受容体の発現が増加し，Mor 感受性が増強したとの

報告がある１０). 今回の結果はこの報告と一致したものと考えられる． 
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第 3 章 Morphine の体内動態（PK）に及ぼす Diclofenac 

の影響 
 

第 1節 緒言 

痛みには，体性組織への機械的刺激が原因で発生する体性痛および臓器の炎症や閉塞，腫

瘍による圧迫などが原因で発生する内蔵痛を含む「侵害受容性疼痛」と，末梢，中枢神経の

直接的損傷に伴って発生する「神経障害性疼痛」の 2 種類がある．侵害受容性疼痛にはオ

ピオイドや NSAIDｓなどの非オピオイド鎮痛薬が有効であるが， 神経障害性疼痛にはオ

ピオイド，非オピオイド鎮痛薬が効きにくく，鎮痛補助剤との併用が有効とされる．鎮痛補

助剤には抗うつ薬， 抗てんかん薬， 抗不整脈薬， 局所麻酔薬， NMDA 拮抗薬,α2 アド

レナリン受容体作動薬，ステロイド，ビスホスホネート系などがあり，単独では顕著な鎮痛

作用を有さないが，鎮痛薬と併用することにより鎮痛効果を高め，特定の状況下においての

み鎮痛効果を示す．痛みの病態に応じて，鎮痛薬，鎮痛補助薬，あるいは両者の併用が選択

される１１）.  

これらのモルヒネと併用される NSAIDｓや鎮痛補助剤がヒトのミクロゾーム UGT を

阻害するとの報告がある９）．これらをモルヒネ併用すると，モルヒネの代謝が阻害され血中

濃度が上昇して鎮痛効果の増強や副作用出現が変化する可能性があるが in vivo では検討さ

れていない．そこで,ラットを用いて, NSAIDｓの Dic のモルヒネの体内動態へ影響を検討

した.  

また， Dicは血漿タンパク結合率が 90 %以上と高く，アルブミン (Albumin ; Alb) と

結合性が強いことが報告されている１２）. そのためアスピリンなどタンパク結合の高い薬

剤を併用することで Dicのタンパク結合率が低下することが報告されている１２）. 一方， 

Mor のタンパク結合率は 35 %であり，Alb および γ-グロブリン (γ⁻globulin ) に結合

する １３）． モルヒネのタンパク結合率が低いものの， DicとMor の併用により Mor のタ

ンパク結合率が低下して体内動態が変動する可能性がある．そこでラット血漿を用い， 

Mor のタンパク結合にDic が影響するかを検討した． 

 

第 2 節  ラット肝ミクロゾームにおける Diclofenac の Morphine の UGT 活性の阻害定数 

反応速度の逆数と基質（併用薬剤）についてプロットし，Dixon plot を作製した . 

(Figure7) これより Dic の UGT 阻害定数 Ki は,19.9µM で阻害様式は拮抗阻害であるこ

とが分かった． 
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第3節  Morphine および M3G の血漿中濃度 

Dic の投与量とタイミングは，MorとDic の体内動態における相互作用の予備的検討につ

いて検討した報告１４) を参考に行った． 

Figure 8(a) には,Dic非併用群 (Mor群)とDic(5mg/kg)併用群(Mor+Dic群)のMor皮下投与

後、180分までの Mor 血漿中濃度推移を，Table 4 にはその際の Morの体内動態パラメー

ターを示す．また Figure 8(b)には， Dic非併用群 (Mor群)とDic (5 mg/kg) 併用群 

(Mor+Dic 群)のMor皮下投与後 360 分までの M3G 血漿中濃度推移を， Table 4 にはその

際のM3Gの体内動態パラメーターを示す． 

Dic併用群では Mor群と比較して， Morの血漿中濃度が, Mor投与後,15,30 分で有意に上

昇し， 体内動態パラメーターについては最高血漿中濃度 (Cmax) および血漿中濃度一時間

曲線下面積  (area  under the blood concentration-time curve ; AUC)  が有意に上

昇， 分布容積 (volume of distribution ; Vd) 及び全身クリアランス(total 

clearance ; CLtot )  が有意に低下した.  また，M3G の血漿中濃度についても， Dic 併

用群で Mor 群と比較して，Mor 投与後 90 分以降で有意に上昇し、体内動態パラメーター

については最高血漿中濃度到達時間 (Tmax) , Cmax, AUC が有意に上昇した． 
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第4節 Diclofenac 併用時の Morphine および M3G の尿中排泄および胆汁排泄 

Figure 9(a)(b)  には， 胆管カニュレーション (Bile duct cannulation ; BDC) 処置

を行わず， 腸管循環されている状態で， Dic非併用群 (Mor 群と Dic (5 mg/kg) 併用群 

(Mor+Dic 群）の Mor (5mg/kg) 皮下投与後 12 時間までの Mor(a) および M3G(b) の累積

尿中排泄を示す． 

Morの累積尿中排泄量は， Mor 投与後3時間までの Mor 尿中排泄率が Mor+Dic 群で有意

に低くなった．また有意差はみられなかったが，Mor 投与後 6 時間，12 時間までの Mor 

尿中排泄量も低くなる傾向がみられた．一方で，M3G の累積尿中排泄量にも有意な変動は

見られなかった. 

Figure 9(ｃ)(ｄ) には，BDC 処置を行い， 腸管循環を受けない状態で， Dic 非併用群  

(Mor 群）と Dic (5 mg/kg) 併用群 (Mor+Dic 群)の Mor  (5 mg/kg) 皮下投与後6 時間

までのMor(ｃ) および M3G (ｄ) の累積胆汁中排泄を示す． 

Morの累積胆汁中排泄量は， 投与後 1.5,3,4.5,6 時間までで，それぞれ，Mor 群

Mor+Dic 群 、すべての時間において,Morの胆汁中排泄量に有意な変動は見られなかった．  

一方、M3G の累積胆汁中排泄量に有意な変動は見られなかった. 
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第5節 Morphine の遊離型分率に及ぼす Diclofenac の影響 

Figure 10 には，Dic (0.9 mg/mL) 存在下または非存在下での Mor7.5µg/mL (A) または 

4 µg/mL (B) の遊離型分率を示す. (A) における Mor 濃度は Dic 併用群での Cmax を，

(B) における Mor 濃度は Dic 非併用群での Cmax を想定したものである．Mor の遊離

型分率は Dic 非存在下で， それぞれ 76.3% (Mor 7.5µg/mL),  81.8% (Mor 4.0µg/mL), Dic 

存在下で， それぞれ 77.46% (Mor 7.5µg/mL),  80.9% (Mor 4.0 µg/mL) と，Dic 添加によ

る有意な変動は見られなかった． 

第 6節 考察 

Dic併用時の Morの血漿中濃度は， Dic非併用時のものに比べ， Cmax, AUC ともに 1.8 

倍程度と有意な上昇が見られた．このことから， Dicにより UGT の阻害が起こり，Mor の

代謝が遅延した可能性が示唆された．しかし，Dic併用時の M3G の血漿中濃度についても

Dic併用群で，非併用群に比べ Cmax が 1.8 倍程度， AUC が 2.3 倍程度と有意に上昇し

ていた. この結果はDicによりMorの UGT の阻害が起こていないことが示唆された．M3Gの

血中濃度が上昇した可能性として肝もしくは腎，あるいはその両方における M3G の排泄経

路を阻害する可能性が考えられた． 

そこで Dic による Mor および M3G の尿中および胆汁中排泄への影響を検討するため

に， Mor および M3G の尿中排泄および胆汁中排泄の検討を行った．その結果、Dic併用時

の Morの尿中排泄量は,Mor投与後 3 時間までで,Dic 非併用群と比べ 46%程度と有意な低

下が見られ，また Mor 投与後 6 時間，12時間までのものについても有意な変動は見られ

なかったが， Dic 非併用群と比べそれぞれ 34%程度， 28%程度低下しており，低下傾向が

見られた．一方で，M3Gの尿中排泄についてはすべての時間において有意な変動が見られな
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かった．Dic併用時の Morおよび M3G の胆汁中排泄量はすべての時間帯において，Dic 併

用群とDic非併用群で有意な変動が見られなかった． 

以上の結果から， Dicの投与量 (5 mg/kg) ではラット in vivoにおいて UGT を阻害す

る可能性が低く， Mor の腎排泄経路を阻害する可能性が示唆された.  UGT ではなく，Mor

の腎排泄経路を阻害することで， Mor の血漿中濃度が有意に上昇し， それが UGT により

代謝されることで， 結果としてDic 併用群において， 本来，UGT が阻害されるのであれ

ば低下するはずの M3G の血漿中濃度が 有意に上昇したと考えられた. Morと同様にグルク

ロン酸抱合により代謝されるコデインにおいても in vitro において Dicとの併用によ

り，コデイン代謝 UGT が阻害されるという結果が出ているが，in vivo においてはこの 2 

剤は相互作用を起こさないという報告があり，本研究の結果と類似した結果となっている 

１５）.しかし Mor の腎排泄に関与するトランスポーター等については詳細が不明であり， 

今後の検討課題である．また， Dic は， シクロオキシゲナーゼ(Cyclooxygenase ; COX) 

を阻害し， プロスタグランジン (Prostaglandin;PG) の生成を阻害することで腎血流量を

低下させる．それにより Morの尿中への排泄量が低下した可能性が考えられる．しかし，

Dic 併用群および非併用群における尿量に有意差はなく，また，M3G の尿中排泄にも変動

がないことから， 今回の検討における影響は少ないと考えた． 

Dic 添加時の Morのタンパク結合率の変動は， 本検討の結果より Morの濃度にかかわら

ず有意な変動は見られなかった．また， Dic非添加時の Morの遊離型分率は 76.3 ,81.8 % 

であった．ヒトの遊離型分率は 65%であり１３) ，この差は， これは種差によるものと考え

られる． したがって Dicによって Mor のタンパク結合率が変動することにより相互作用

が起こる可能性は低いことがわかった． 

本章では， Dic による Mor の体内動態変動要因を検討した．Figure 11に示すよう

に、Dic 併用時の Mor 血漿中濃度の上昇は， Dic による UGT の阻害ではなく， Morの腎

排泄経路の阻害に伴う Morの尿中排泄の低下に起因すると考えられる．また，Dic を併用

しても Morのタンパク結合率は変動しないことがわかった． 
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第 4 章 Morphine の鎮痛効果（PD）におよぼす Diclofenac の影

響 
 

第 1節 緒 言 

オピオイド性鎮痛薬として臨床で汎用されている Mor は、高度の癌性疼痛、特に骨転移

による疼痛の緩和の際に Dic と併用される．しかし、これらの薬剤間での PK に関する相

互作用については考えられておらず， 末梢と中枢での作用点の違いによる鎮痛効果の相加・

相乗効果を期待して使用されている．第 3 章で、ラットにおいて、Dic の併用により、Mor

の血漿中濃度が上昇、すなわち，Mor と Dic の相互作用の可能性を示唆し、それは Mor の

主要代謝酵素である UGT の阻害ではなく、Mor の腎排泄経路の阻害に起因する可能性があ

ることを明らかにした．また、Dic を併用しても Mor のタンパク結合率は変動しないこと

がわかった．そこで，Dic 併用時の Mor の鎮痛効果について検討した． 

 

第 2節  Morphine の鎮痛効果 

Figure 12 (a)には，薬剤非投与群 (Cont 群)，Dic 単剤投与群 (Dic 群），Dic 非併用群 

(Mor 群)および Dic (5 mg/kg) 併用群(Mor+Dic (5 mg/kg)群)における Mor 投与 360 分間

までの Mor の鎮痛効果を示す．また Figure 12 (b) には、Dic 非併用群 (Mor 群)および

Dic (5mg/kg) 併用群 Mor +Dic(5 mg/kg)群における効果時間曲線下面積 (Area under the 

effect curve ; AUEC )を示す.  Cont 群については、薬剤の投与を行わず， 他の群と同じタ

イミングで測定を行っている．Mor+Dic(5 mg/kg)群では Mor 群と比較して，Mor による

鎮痛効果が Mor 投与後 60, 90 分で有意に高くなり，AUEC についても Mor+Dic (5 

mg/kg)群で Mor 群と比較して有意に高くなった．また Dic 群では Cont 群と比較して，

Mor による鎮痛効果に有意差は見られなかった． 
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第 3節  Morphine の体内動態と鎮痛効果作用の関係 

Figure 13 に， Mor 群 (A) および Mor+Dic 群 (B) における Mor の血漿中濃度推移

と鎮痛効果の関係を示す．Mor 群および Mor+Dic 群ともに， 曲線が左回りのヒステリシ

スを描き，Cmax と最大鎮痛効果到達時間にタイムラグが存在することが示された． 
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第 4節  考察 

本研究第 3 章において， Dic の併用により Mor および M3G の血漿中濃度が有意に上

昇し，それは Dic による Mor の腎排泄経路の阻害に起因する可能性が示唆された．Mor

の血漿中濃度が上昇したことにより、Mor による鎮痛効果も増強するのではないかと考え

た．そこで，本章では Dic 投与時の Mor の鎮痛効果推移の検討を行った． 

Dic の併用により、Dic 非併用群と比べ， Mor による鎮痛効果が Mor 投与後 15, 30, 

60, 90, 120, 270 分で有意に増強した．これは Dic 併用により， Mor の血漿中濃度が上昇

したことと相関しており， Dic 併用による Mor の鎮痛効果の上昇は Mor の血漿中濃度の

上昇に起因する可能性が示唆された. Dic についても軽度の癌性疼痛における鎮痛に用いら

れるように鎮痛作用があるが，Dic 単剤投与群と薬剤非投与群を比較すると退避反応潜時に

有意な変動は見られなかった．Dic は抗炎症効果により鎮痛効果を発揮する薬剤であり， 今

回のような炎症が起こっていないラットにおいては鎮痛効果を発揮しないと考えられる．  

Mor の血漿中濃度推移と鎮痛効果の関係は、Cmax と最大鎮痛効果到達時間にタイムラ

グが存在していることがわかる . Mor は脳内で µ 受容体に結合することで下行性痛覚抑制

系を賦活化し、鎮痛作用を発現する．また，脳内へ移行し薬理作用を発現するためには血液

脳関門 (blood-brain barrier; BBB) を通過しなければならない．一方で， Mor は水溶性が

高く， 生理的 pH ではイオン系で存在している．すなわち， Mor は BBB を通過しにく

く、脳内へ移行し 作用を発現するにはある程度の時間がかかると考えられる．これらのこ

とから，本検討において Mor の Cmax と最大鎮痛効果到達時間にタイムラグか生じたのは 

Mor の脳内移行に時間を要したことに起因していることが示唆された１６) . 
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第 5 章 Morphine の PK-PD におよぼす高濃度 Diclofenac 

の影響 
 

第 1節 緒言 

第 3 章，および第 4 章では，ラットにおいて Dic の併用により Mor の血漿中濃度が上

昇， 鎮痛効果が増強 ，すなわち Mor と Dic の相互作用の可能性を示唆した．また， M3G

の血漿中濃度の上昇，Mor の尿中排泄量の低下といった結果や， M3G の胆汁及び尿中排

泄，Mor の胆汁中排泄に変化がなかったという結果から， Dic による Mor の血漿中濃度

及び鎮痛効果の増強は UGT の阻害が関与する可能性が低く， Mor の腎排泄経路の遅延

が関与している可能性があることを明らかにした．しかし， ヒト in vitro における結果で

は， Dic は UGT 活性を著しく阻害しており， in vivo において阻害作用がないとは考え

にくい．そこで， Dic の投与量を 5 mg/kg から 30 mg/kg に増量させることで， UGT の

阻害作用が出現し， Mor の体内動態及び薬理作用に影響を与えるかを明らかにするため， 

高濃度 Dic 併用時の Mor の血漿中濃度及び鎮痛効果を検討した． 

 

第 2節 高濃度 Diclofenac による Morphine および M3G の血漿中濃度 

Figure 14 に，Dic 非併用群 (Mor 群)と Dic (5mg/kg or 30 mg/kg) 併用群 (Mor+Dic (5 

mg/kg or 30 mg/kg)群)の Mor 皮下投与後 180 分までの Mor 血漿中濃度推移を Table5 に

はその際の Mor の体内動態パラメーターを示す．また Figure 15 には,Dic 非併用群(Mor

群と Dic (5 mg/kg or 30 mg/kg) 併用群 (Mor+Dic 群）の Mor 皮下投与後 360 分までの

M3G 血漿中濃度推移を Table 6 にはその際の M3G の体内動態パラメーターを示す． 

Mor+Dic (30 mg/kg) 群では Mor +Dic (5 mg/kg)群と比較して,Mor の Cmax, AUC は上

昇傾向 ，Vd, CLtot が低下傾向にあるものの有意差は見られなかった．また M3G につい

ても，Mor+Dic (30 mg/kg) 群において M3G の排泄が遅延する傾向が見られたが，血漿中

濃度推移，体内動態パラメーターともに有意差は見られなかった． 
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第 3節 高濃度 Diclofenac による Morphine の鎮痛効果 

Figure 16  には，薬剤非投与群 (Cont 群）， Dic 単剤投与群 (Dic 群）， Dic 非併用群 

(Mor 群），Dic (5 mg/kg) 併用群 (Mor+Dic (5 mg/kg)群）および Dic (30 mg/kg) 併用群 

(Mor +Dic (30mg/kg) 群）における Mor 投与 360 分間までの Mor の鎮痛効果を， Figure 

17 には Dic 非併用群 (Mor 群），Dic (5ｍg/kg)  併用群 (Mor +Dic (5 mg/kg)群）および 

Dic (30 mg/kg) 併用群 (Mor+ Dic (30 mg/k )群）における AUCE を示す. Mor+Dic (30 

mg/kg) 群では Mor+Dic (5 mg/kg) 群と比較して Mor による鎮痛効果に有意差は見られ
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なかった． 
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第 4節 考察 

Dic がラット肝ミクロゾームの Mor の代謝酵素 UGT を著しく阻害する．しかし, in 

vivo では Dic の併用により,Mor の血漿中濃度は有意に上昇，M3G の血漿中濃度も有意に

上昇したものの，UGT 阻害が明確に表れなかった．また、Dic の併用により Mor の腎排泄

が阻害されるという結果を得た．In vivo で Dic による UGT の阻害が見られなかった原因

として，Dic を 5mg/kg の濃度で併用した場合，UGT を阻害する濃度に到達していない可

能性を考え、Dic の投与量を 30 mg/kg に増加させた．Dic の投与量を増加させたところ、

Mor の血漿中濃度推移は上昇傾向が見られたものの， 有意差は見られず，M3G の血漿中

濃度についても，排泄遅延の傾向が見られたものの有意差は見られなかった．また、Mor の

鎮痛効果についても Dic 増量前と比べ， 有意差は見られなかった．しかし，特に M3G の

血漿中濃度推移では，有意差は見られなかったものの遅延する傾向が見られた．それが 

UGT の一部阻害に起因している可能性が考えられる．本検討において は， Dic (30 mg/kg) 

併用時の Mor および M3G の尿中排泄，胆汁中排泄については検討しておらず，今後の検

討課題である．． 

本章では，Dic の投与量増加による UGT 阻害作用発現の有無、それによる Mor の体内

動態および鎮痛効果への影響を検討し，Dic 投与量の増加は UGT の一部阻害を示唆した

が、体内動態パラメーターに有意差はなく， Dic は、ラット in vivo において UGT を阻

害しない可能性が高いことが示唆された．しかし，更なる検討が必要であると考えられる． 
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第 6 章 雌性ラットにおける Morphine の PK・PD におよぼす 

Diclofenac の影響 
 

第 1節 緒言 

モルヒネによる痛覚抑制効果には性差があることが知られており 17)，18)，19）, またその性差

による Mor の感受性の差はヒトよりもラットにおいて大きく， Mor に対する感受性は雄

性ラットで高いことが報告されている２０）. このように雄性ラットで Mor の感受性が高くな

る原因として， 雌性ラットにおいては女性ホルモンにより M3G の生成能が高い可能性が示

唆されている２０）. また雌性ラットにおぃて， Dic の投与タイミングをずらして Mor と併

用することで BBB における Mor の排泄トランスポーターである P 糖タンパク質  

(P­glycoprotein ; P-gp )が増加し， Mor による鎮痛効果が減弱するという報告もある５），

２１). すなわち， 雄性ラットにおいて見られなかった Dic による UGT の阻害作用が雌性

ラットにおいては見られる可能性や， Dic の投与タイミ ングによって， Mor の鎮痛効果

が減弱する可能性がある．そこで雌性ラットにおいて Dic 併用時の Mor の体内動態，鎮

痛効果の変動を明らかにするために， Dic 併用時の Mor および M3G の血漿中濃度推移お

よび Mor の鎮痛効果推移を検討した． 

 

第 2節 Morphine および M3G の血漿中濃度 

Figure 18 には,雌性ラットにおける Dic 非併用群 (Mor 群)と Dic (5mg/kg) 併用群

(Mor+Dic(5mg/kg)群）、Dic(30mg/kg)同時併用群,(Mor+Dic(30 mg/kg)同時群および Dic(30 

mg/kg) 分離併用群(Mor +Dic(30 mg/kg)分離群）の Mor 皮下投与後 180 分までの Mor 血

漿中濃度推移を、また、Mor 皮下投与後 360 分までの M3G 血漿中濃度を示す． 

雌性ラットでは、Mor の血漿中濃度は全群で有意な変動は見られず， M3G の血漿中濃度

推移については Dic を併用することで有意に上昇した．また Mor+Dic (30 mg/kg)同時群

と Mor+Dic (30 mg/kg)分離群を比較すると， Dic (30 mg/kg) 分離群で Mor 投与後 15,30

分に M3G の血漿中濃度が有意に上昇した．
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Figure 19 には,雄性および雌性ラットにおける Dic 非併用群 (Mor 群)と Dic(5 mg/kg) 

併用群(Mor+Dic(5mg/kg)群）， Dic(30 mg/kg)同時併用群, (Mor +Dic(30 mg/kg)同時群お

よび Dic (30 mg/kg) 分離併用群(Mor+Dic(30 mg/kg)分離群）の Mor 皮下投与後 180 分ま

での Mor および M3G の血漿中濃度推移の比較を示す．Mor の血漿中濃度推移については、

雌性では、雄性に比べ、Mor 単独投与では低い傾向が認められた．また、Dic の影響は、第

2 章、第 3章、第 4章で示したように有意な変化が認められたが、雌性においては有意な変

動は見られなかった．Dic 大量投与でも同様な結果が認められた． 

M3G の血漿中濃度推移については、雌性では、雄性に比べ、Mor 単独投与では高い結果とな

った．また、Dic の併用は、雄性は大きな影響が認められなかったが、雌性では有意な上昇

が認められた．Dic 大量投与でも同様な結果が認められた． 

体内動態パラメーターは、Mor については Table7 に、M3G についても Table8 に示す．Dic 
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の投与量を増加することで Mor の AUC に増加傾向，CLtot に低下傾向が見られるものの有

意差は見られなかった. 

 M3G の血漿中濃度推移については Dic を併用することで有意に上昇したが、体内動態

パラメーターに有意差はなかった．また Mor+Dic(30 mg/kg)同時群と Mor+Dic(30 mg/kg)

分離群を比較すると， Dic (30 mg/kg) 分離群で Mor 投与後 15,30 分に M3G の血漿中濃度

が有意に上昇したが、体内動態パラメーターに有意差はなかった． 
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第 3節 Morphine の鎮痛効果 

Figure 20（A） には，雌性ラットにおける薬剤非投与群 (Cont 群），Dic 単剤投与群 (Dic

群），Dic 非併用群(Mor 群），Dic (5mg/kg)併用群 (Mor+Dic(5mg/kg)群），Dic (30 mg/kg)
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同時併用群(Mor+Dic(30mg/kg)同時群）および Dic(30mg/kg)分離併用群 (Mor+Dic(30mg/kg)

分離群）における Mor 投与 360 分間までの Mor の鎮痛効果を示す. Cont 群については，薬

剤の投与を行わず，他の群と同じタイミングで測定を行っている．また Figure 20（B）には，

Dic 非併用群(Mor 群），Dic(5 mg/kg)併用群 (Mor+Dic(5 mg/kg)群）， Dic(30 mg/kg) 同時

併用群 (Mor+Dic(30 mg/kg)同時群）および Dic(30 mg/kg)分離併用群(Mor+Dic(30 mg/kg)

分離群)における AUEC を示す． 

Dic(5 mg/kg)を併用することによって，Mor 群に比べ Mor 投与後 90 分，180 分での鎮

痛効果が有意に高くなり，AUEC についても有意に高くなった．また Dic の投与量を増加

させても Mor の鎮痛効果に有意差はなかったが，一方で，Dic の前投与により，Mor の鎮

痛効果が有意に減弱した．これらの AUEC についても投与量により有意差はなかったが，前

投与により有意に低くなった． 
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第 4節 考察 

本章では雌性ラットにおいて Dic 投与時の Mor および M3G の血漿中濃度ならびに 

Mor による鎮痛効果の変動の検討を行った． 

その結果、Dic 併用時の Mor 血漿中濃度および，体内動態パラメーターに有意な変動は

見られなかった．一方で，Dic (5 mg/kg) の併用により M3G の血漿中濃度は Mor 単剤群に

比べ有意に高くなったが，体内動態パラメーターについては， Cmax 以外有意差は見られ

なかった．このことから，雌性ラットにおいては、Dic を併用することにより， Mor の代

謝および排泄には影響がなく， 一方で M3G の排泄経路を阻害している可能性が考えられ

た． しかし、本検討では Dic を併用した際の Mor および M3G の尿中排泄については検討

を行っていないため，これらについての検討が必要であると考えられる．また、雄性ラット

における結果と比較して， Mor の血漿中濃度が低く, M3G の血漿中濃度が高くなっている

ことから， 雌ラットにおいては UGT 活性が高く M3G の生成能が高い可能性を示唆した報

告を裏付けている２０). 

Dic 併用による Mor の鎮痛効果について，また Dic の投与タイミングを Mor と同時では

なく， Mor 投与の 3時間前にすることで Mor の鎮痛効果が同時投与と比べ有意に低下し

た．この現象は雄ラットではみられなかった．これは Dic により，BBB における P-gp 発

現が増加し， Mor による鎮痛効果が減弱するという報告 ２１） の結果と一致しており、この

現象に性差があることを明らかにした．今後 Mor の脳内濃度等や、BBB における P-gp の

発現について検討する必要がある． 

Dic を併用した際の Mor の血漿中濃度と鎮痛効果の結果を比較すると Dic 非併用群と

比ベ， Mor の血漿中濃度に差がないにも関わらず， Mor の鎮痛効果が増強していること

がわかる．この結果は雄性ラットでの結果とは異なった結果となった．異なる系統や性別間

においては，Mor の血漿中濃度は鎮痛効果と相関しないという報告もあり２２，２３), 雄性ラッ

トと雌性ラットの結果を比較することはできない．このことから雌性ラットにおいては，雄

性ラットと異なり， Mor の鎮痛効果と Mor の血漿中濃度が 相関しない可能性がある．ま

た M3G が Mor の鎮痛効果に拮抗するという報告や ２４，２５，２６，２７）, 性差には性腺ステロイド

が関連しているという報告もあり２８) , 今後、雌性ラットにおける Mor の鎮痛効果と関連

する要因を検討する必要があると考えられる． 
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第 7 章 実験の部 

 

7―1) 試薬 ・使用機器 

モルヒネ塩酸塩は武田薬品工業(Osaka, Japan)から購入した．M3G は九州大学薬学部山

田英之教授より恵与された．Diclofenac, naloxone, uridine 5’-diphosphoglucronic acid 

(UDPGA), および alamethicin は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)から購入した．以下特

に断らない限り，試薬は特級を用いた． 

 

7-2)  第 2章 ラット炎症性モデルにおける Morphine PK および PD の検討 

実験動物 

Lewis 系雄性ラット(日本 SLC 株式会社)を使用した.実験開始まで自由飲水・自由摂食下

で飼育した．また動物実験は本学宝町キャンパス実験動物倫理指針に基づき,「動物の愛護

及び管理に関する法律」,「実験動物の飼育及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」,「研

究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」を遵守して行った．  

アジュバント関節炎モデルラットの作製と評価 

10mg/mL 完全フロイトアジュバント（CFA）の作製は Mycobacterium tuberculosis 

(Biosciences) 100mg に 1mg/mL Complete Freund's adjuvant (Sigma-Aldrich) 10mL を

加えて懸濁し，121℃で 15 分間滅菌処理を行った．使用するまで 4℃で保存した． 

Lewis 系雄性ラット(7 週齢)の尾根部(尾の付け根から約 1cm の位置)に 10mg/mL 完全フロ

イトアジュバントを 0.6mL 皮内投与した．全身炎症の評価はいかの 3 点で行った 

① 炎症性痛覚過敏の評価 (Von Frey test)：CFA投与後0,3,6,10,12,14,19日後にラット後足底に

機械刺激を与え，逃避行動が見られた時の刺激の大きさを5回ずつ測定した(Von Frey test)．

最大値と最小値を除く3つの値の平均値を用いた．ラットの怪我を防ぐためにCut off値は50gに

設定した． 

② 腫脹の測定：CFA投与後0,3,6,10,12,14,19日後に，ラット後足底近位1/3部をノギスを用いて

測定した． 

③ 体重測定：CFA投与後0,3,6,10,12,14,19日後に，ラットの体重を測定した． 

ラット後足底近位 1/3 部の肥厚がもとの 2 倍以上となったものを全身炎症が発現したアジ

ュバント関節炎モデルラットとみなし，以下の実験に使用した．(CFA 投与後 14~19 日の間

で以下の実験を行った．) 

 

7－2－2） UGT 活性の測定
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 (a)ラット肝ミクロゾ‐ムの調製 

ラットから肝臓を取り出し，肝重量の約３倍容の氷冷したホモジナイズ用緩衝液(0.1M 

Tris-HCl／0.1M KCl／1mM EDTA(pH7.4))を加え，ホモジナイズした．ホモジネートを 4℃，

9,000g で 15 分間遠心分離し，得られた沈殿にホモジナイズ用緩衝液を加えホモジナイズ

し，4℃，10,5000g で 90 分間遠心分離した．得られた沈殿にホモジナイズ用緩衝液を加え，

4℃，9,000g で 60 分間遠心分離し，沈殿に肝重量の 1 倍容の懸濁用緩衝液 (TGE 

buffer:10mM Tris-HCl／20％glycerol／1mM EDTA(pH7.4))を加えホモジナイズし，使用

直前まで－80℃で保存した．タンパク定量は Bio-Rad Protein Assay kit (Bio-Rad)を用い

て行った．サンプル 20µL に発色試薬を 200µL 加え，620nm における吸光度をマイクロプ

レートリーダー (Bio-Rad)を用いて測定した．タンパク質量は BSA (Bio-Rad)を用いて作成

した検量線により求めた． 

 

(ｂ) UGT 活性の測定 

ラット肝ミクロソーム 5μg，モルヒネ，UGT 阻害剤 (ジクロフェナク)を含む反応液を 37℃

で約 2 分間プレインキュベーションした．100mM uridine diphosphate glucuronic acid 

(UDPGA) 10μL を加え反応を開始し，37℃で 30 分間インキュベーションした．過塩素酸

100μL を加え，反応を停止後，10,000 g で 10 分間遠心して上清 100μL をとり，HPLC

で M3G 生成量を測定した． 

〈反応液〉 

                               final conc 

MgCl2                       5mM 

Tris-HCl buffer(pH7.4)        50mM 

ラット肝ミクロソーム       0.5mg/mL 

アラメチシン                 33μM 

モルヒネ            50,100,200μM 

阻害剤 (ジクロフェナク) 

 

（c） 阻害定数 Ki の算出 

阻害剤濃度はジクロフェナク 0,1.875,3.75,7.5,15μM，モルヒネ濃度は 50,100,200μM の

3 段階でそれぞれ反応速度を測定した．Dixon plot を作製して阻害定数を SigmaPlot 13 

(Hulinks, Tokyo)を用いて算出した 

 

7－2－3） Morphine タンパク結合率の検討 
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湯村らの方法 29）を参考に、ラット血漿およびモルとネ（2.5μM）を含むサンプル 1.2mL を

37℃ で 1 時間インキュベートし,反応液を総濃度測定用として 100μL 分取後,残りを限外

ろ過器(Centrifree)にアプライし 37℃，2,000 g （9400 rpm）で 30 分間遠心し，遊離型

濃度測定用としてろ液を採取した．それぞれの画分の Mor 濃度を HPLC により測定した．血

漿における遊離形分率（f）は以下の式により算出した． 

f=Cf/Ct（Cf：遠心分離後のサンプル中薬物濃度、Ct：遠心分離前のサンプル中薬物濃度） 

 

7－2－４） 輸送体タンパク質発現量の測定 

川瀬らの方法６）に従い、肝膜画分を Mem-PER eukaryotic membrane protein extraction 

reagent kit (Thermo, Massachusetts)をもちいて調整した．肝膜画分 10µg タンパク質に相

当する各サンプルを 10%ポリアクリルアミドゲルを用いて，分離を行った．SDS-PAGE 終

了後，分離したタンパク質を転写バッファーを用いて転写装置(ATTO)で PVDF メンブレ

ン(Bio-Rad)に転写した．その後 PVDF メンブレンを BB (Blocking Buffer：TS(Transfar 

Buffer：20mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.15M NaCl) with 5% (W/V) スキムミルク)に浸して室

温で 1 時間振とうした．その後 PVDF メンブレンを抗 MDR1 ラビットモノクローナル抗体

(Cell Signaling Technology) とアクチン mouse anti-β-actin (clone B11V08) (Acris 

Antibodies, California, USA) で 4℃で一晩反応させた．PVDF メンブレンを洗浄後，HRP

標識抗ラビット IgG ロバポリクローナル抗体(Amersham LIFE SCIENCE)と室温で 1 時間

反応させた．PVDF メンブレンを洗浄後，Western Lightning(Perkin Elmer)を用いて発色

させ，Fluor-S でシグナル検出を行った．検出されたバンドのシグナル強度は，、MRD1 の

β-actin に対する比をそれぞれの発現量として Image J により定量した． 

 

7-2-6) Morphine 濃度および M3G 濃度の測定 

エーテル麻酔下でラットの頸静脈から採血を行った．Mor 5 mg/kg を皮下投与後 0，15，

30，60，90，120，180，360，720 分において，10 U/ml ヘパリン処理したシリンジを用い

て 300 μL 採血した．採取した血液は 4℃，5,000g で 7 分間遠心し，上清(血漿)を採取し

た．血漿サンプルは測定に用いるまで－80℃で保存した． 

 内部標準  (Internal standard；IS)としてナロキソン(Naloxone；Nal)を使用した．Mor

および M3G は共に 1 mg/mL となるように，Nal は 4 μg/mL となるように精製水で溶か

し，それぞれ保存溶液として－30℃で保存し，サンプル処理時に精製水で希釈して使用し

た．長谷川らの方法 30)を一部改編し，以下の方法で前処理を行った．前処理に用いたサン

プルは定量範囲内 (1000～50 ng/ml) に入るよう予め精製水で希釈したものを用いた．サン
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プル 200 μL に 4 μg/ml Nal 水溶液 20 μL を加え，10 秒間ボルテックスした．その後

メタノール 3 mL と精製水 3 mL，acetonitrile/ 10mmol/l phosphate buffer 810：90 v/v  

pH2.1 ) 2 mL，0.5 mol/l ammonium sulfate buffer (pH9.3) 3 mL でコンディショニングし

た InertSep®個相抽出カートリッジ(GL Science Inc., Tokyo, Japan.)に処理サンプルを全

量アプライし，5 mmol/l ammonium sulfate buffer (pH9.3) 4 mL で洗浄し，acetonitrile/ 

10mmol/l phosphate buffer (10：90 v/v  pH2.1) 2 mL で溶出し，50 μL を HPLC により

解析した．分離カラムはTSKgel ODS-80TM., Tokyo, Japan)を用い、移動相は 0.1 M sodium 

dihydrogen phosphate buffer、流速（0.5ml/min）で行った 

検出には電気化学的検出器 ((Coulochem II; Esa Inc., Chelmsford, MA, USA))を用いた．

M3G の濃度測定は長谷川らの方法を一部改変し，以下の方法で前処理を行った．前処理に

用いたサンプルは定量範囲内 (1000～50 ng/ml) に入るよう予め精製水で希釈したものを

用いた．サンプル 200 μL に 4 μg/ml Nal 水溶液 20 μL を加えボルテックスした．その

後メタノール 3 mL と精製水 3 mL，acetonitrile/ 10mmol/l phosphate buffer (10：90 v/v  

pH2.1) 2 mL，0.5 mol/l ammonium sulfate buffer (pH9.3) 3 mL でコンディショニングし

た InertSep®個相抽出カートリッジに処理サンプルを全量アプライし， 5 mmol/l 

ammonium sulfate buffer (pH9.3) 4 mL で洗浄し，acetonitrile/10mmol/phosphate buffer 

(10：90 v/v  pH2.1) 2 mL で溶出し，50 μL を HPLC で解析した．検出には蛍光検出器 

(RF-535) (excitation: 210 nm; emission: 350 nm)を用いた． 

データ解析は，Chromato-PRO（ランタイムインスツルメンツ）を用いて行った 

 

7-2-７) Mor 鎮痛効果の検討(Tail flick tesｔ) 

モルヒネの鎮痛作用は、ラット尾部に照射熱刺激を与える装置（Ugo Basile, Italy）を用

い、その照射開始から回避反応を起こすまでの時間を疼痛閾値とするtail-flick testによっ

て測定した．モルヒネ の鎮痛作用の評価は、tail-flick 反応の阻害を示す最大有効反応率

であるpercent maximum possibleeffect（%MPE）で表し、[(T1-T0)/(T2-T0)]×100 の式

により算出した．なお、T0 値およびT1 値にはそれぞれ同一ラットにおける投薬前および

投薬後の反応時間（sec）を、T2 値にはcut-off time（30.1sec）を入力した．また、マウ

スの熱刺激部位における損傷を最小限にとどめるために、熱刺激時間を最長で10 秒まで

とした．実験は一群を3 匹として行ない、算出された%MPE 値は平均値（Mean）および

標準誤差（Standard Error of the Mean :S.E.M.）で表した． 

 

7-2-8)  統計学的処理 
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統計処理は，血漿中濃度，体内動態パラメーター，胆汁中排泄量，尿中排泄量について

は対応のない t 検定を適用し，鎮痛効果推移については 2元配置分散分析および sidak 

の方法を用いて P<0.05 を有意差ありとした． 

 

7-3） 第 3章 Morphine の体内動態（PK）に及ぼす Diclofenac の影響 

 

7－3－1） UGT 活性の測定 

(a)ラット肝ミクロゾ‐ムの調製 

 7-2-2)(a)と同様の方法で調製した． 

(b)タンパク定量 

 7-2-2）（ｂ）と同様の方法で求めた． 

(ｃ) UGT 活性の測定(in vitro) 

7-2-2）（ｃ）と同様の方法で行った． 

(d)阻害定数 Ki の算出 

7-2-2）（d）と同様の方法で行った． 

 

7-3-2) Morphine 濃度および M3G 濃度の測定 

Morphine の濃度測定 

7-2-6 と同様の方法で行った． 

M3G の濃度測定 

7-2-6 と同様の方法で行った． 

7-3-3) Diclofenac 併用時の Morphine および M3G 血漿中濃度推移の検討実験 

ラットの頸静脈をエーテル麻酔下で露出させ， Dic 5 mg/kg もしくは 30 mg/kg を腹

腔内投与し， 1 分後に Mor5 mg/kg を皮下投与した．雌性ラットについてのみこれ以外に， 

Dic 30 mg/kg を腹腔内投与し， 3 時間後に Mor 5mg/kg を皮下投与する方法を追加した． 

採血を露出させた頸静脈から行い， Mor 投与後 0,15,30,60, 90,120,180,360,720 分に

エーテル麻酔下にて ，ヘパリン処理したシリンジを用いて 300 µ L 採血した． 

採取した血液は， 4 ℃， 10 ,000 rpm で 7 分間遠心し， 上清 （血漿）を採取した．

血漿サンプルは測定に用いるまで一 30℃で保存した．シリンジのヘパリン処理は， 採血

前に 10 U/ml ヘパリンをシリンジで吸い取り， 針先をヘパリンで満たしておいた． 

 

7-3-4) Diclofenac 併用時の Morphine および M3G の尿中排泄量の検討実験 
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ラットに，Dic 5 mg/kg を腹腔内投与し， 1 分後に Mor 5 mg/kg を皮下投与後， 代謝

ケージを用いて採尿した．尿は予め重量を計測したチューブに回収した．採尿時間は，Mor 

投与後 3,6,12 時間とし， チューブは on ice  の状態で採尿できるよう固定した．得ら

れた尿サンプルはチューブごと秤量し，空のチューブの重量を差し引いて尿サンプルの重

量を算出した．また，尿の比重は 1 g/ml とした．採取した尿サンプルは， 測定に用いる

までー30 ℃で保存した． 

7-3-5) Diclofenac 併用時の Morphine および M3G の胆汁中排泄量の検討実験 

ラットをエーテル麻酔下，背位を固定し，上腹部中央を切開し，胆管にポリエチレンチ

ューブ (Polyethylene  TubeSP-10, I.D.0.28 mm,  O.D.0.61 mm)  を挿入し， 縫合糸で

胆管とチューブを固定し， 腹部を縫合した．その後， Dic 5 mg/kg を腹腔内投与し，1 

分後に Mor 5 mg/kg を皮下投与後， 6 時間まで経時的に胆汁採取を行った．胆汁は予め重

量を 計測したチューブに回収した．胆汁の採取時間は Mor 投与後 1.5 時間間隔で行っ

た．胆汁回収用のチューブは on ice の状態で採取できるように固定した．得られた胆汁

サンプルはチューブごと秤量し，空のチューブの重量を差し引いて胆汁サンプルの重量を

算出した．また，胆汁の比重は 1 g/ml とした．採取した胆汁サンプルは， 測定に用いる

までー30 ℃で保存した． 

7-3-6) 薬物速度論的解析 

薬物速度論的パラメータは MULTI コンピュータープログラムを用いて、モデル非依存 

的解析により求めた 31)．投与後無限大までの血漿中濃度－時間下面積（AUC）は最終採血

時点までは台形法にて算出し、全身クリアランス（CLtot）は Dose/AUC、平均血中滞留時

間（MRT）は AUMC（一次モーメント曲線下面積）/AUC、定常状態の分布容積（Vdss）

は CLtotx MRT より算出した． 

 

7-４) 第 4章、第５章 第 6章の実験  

第 4章 Morphine の鎮痛効果 （PD） におよぼす Diclofenac の影響 

第 5章 Morphine の PK-PD におよぼす高濃度 Diclofenac の影響 

第 6章 雌性ラットにおける Mor の PK・PD におよぼす Diclofenac の影響 

 

動物実験 

Fischer 系雄性 or 雌性ラット 10 週齢（日本 SLC 株式会社）を使用した．実験開始ま

で自由飲水・自由摂食下で飼育した．また， 動物実験は本学宝町キャンパス実験動物倫理

指針に基づき，「動物の愛護及び管理に関する法律」，「実験動物の飼育及び保管並びに苦痛
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の軽減に関する基準」，「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」を遵守

して行った． 

 

7-５） Diclofenac 併用時の Morphine 鎮痛効果推移の検討実験 

ラットを Von Frey 式感覚測定装置のケージに入れ，環境に慣れさせるために 15分放置

した後， 雄性ラットについては Dic 5 mg/kg もしくは 30 mg/kg を腹腔内投与し，1 分

後に Mor 5 mg/kg を皮下投与した．雌性ラットについては， 雄性ラットの投与方法に加

え ，Dic 30 mg/kg を腹腔内投与し， 3 時間後に Mor 5 mg/kg を皮下投与する方法も追

加した. Mor 投与後 0,15,30,  60, 90, 120, 150, 180, 270, 360 分に Von Frey 式感覚

測定装置により Mor の鎮痛効果を測定した． 

 

7－6）  統計学的処理 

統計処理は，血漿中濃度，体内動態パラメーター，胆汁中排泄量，尿中排泄量について

は対応のない t 検定を適用し，鎮痛効果推移については 2元配置分散分析および sidak 

の方法を用いて P<0.05 を有意差ありとした． 

 

  

f 
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