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研究成果の概要（和文）：ラットを用いた検討により、薬物の消化管吸収にP-gpおよびOATPが関与している可能性が示
され、それらの影響に消化管部位差が存在することが示唆された。また、OATP2B1上には特徴の異なる複数の基質結合
部位が存在することが示唆された。一方、CYP3A代謝評価ではCYP3A4のみならずCYP3A5を考慮することの重要性が、CYP
2C19を介した薬物間相互作用評価では代謝物の影響を考慮することの重要性が示された。本研究成果によって、より高
精度な薬物吸収性評価法を提唱するために、トランスポーター活性、代謝酵素活性ならびにそれらの消化管部位差や結
合サイトなどの情報を組み込むことの重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to clarify the site-specific contribution of transp
orters and metabolic enzymes to the intestinal drug absorption. The rat in situ studies with talinolol and
 colchicine demonstrated site-specific drug absorption presumably due to differential expression and funct
ion of OATP and P-gp. Further analysis revealed presence of multiple binding sites on OATP2B1 with differe
nt affinity for drugs. Meanwhile, microsomal studies demonstrated that CYP3A5 genotype and expression leve
l have a significant impact on inhibitory potency for CYP3A-catalyzed drug metabolism, but that the magnit
ude of its effect is inhibitor-substrate pair specific. The results of the study focusing on CYP2C19 show 
that, although metabolites contribute to in vivo DDIs, their relative abundance in circulation does not pr
edict their contribution to in vivo DDI risk. These findings revealed involvement of influx/efflux transpo
rters and metabolic enzymes in the intestinal drug absorption process.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、新たに承認される医薬品の数は日米

欧共に年々減少している。特に、多くの製薬
企業で第一指針となっている「経口剤」の開
発では、臨床試験段階での吸収性不良が原因
となった開発中止が度々生じ、その医薬品開
発に大きな影響を与えている。したがって、
臨床試験に入る前に、候補化合物の吸収性を
精度良く予測することが重要となる。しかし
ながら、近年のより複雑で多様な構造を有し
た化合物の創製はその吸収動態予測そのも
のを複雑化させ、従来の in vitro 吸収評価法
の精度に混乱を与えている。その原因の一つ
として、十二指腸、空腸、回腸、大腸などの
消化管部位に起因した薬物吸収部位差が考
えられている。全長 5～8m と長い腸管は、
全ての部位が均一な特徴を有しているわけ
ではなく、pH 環境、粘液量、絨毛構造、機
能タンパク質などその粘膜環境が部位毎に
大きく異なっている。特に、消化管上皮細胞
に発現する機能タンパク質 「トランスポー
ター」や「代謝酵素」の発現部位差は、薬物
吸収動態に大きな影響を及ぼす可能性が示
唆されている。したがって、消化管全体を均
一の組織と捉えた従来の in vitro 吸収性評価
法では、高精度な吸収性評価や投与剤形の決
定に対し充分な貢献を期待できない。そこで
本研究では、トランスポーターおよび代謝酵
素などの消化管部位特性を速度論的に解析
し、最終的に薬物の吸収部位特性を考慮した
新しい吸収性評価システムを構築すること
により、薬物の吸収性を最大限に引き出せる
製剤化戦略に貢献していくという着想に至
った。 
 
２．研究の目的 
消化管は全ての部位が均一な環境と特徴

を有しているわけではなく、例えば、トラン
スポーターや代謝酵素の発現量は十二指腸、
空腸、回腸、大腸で顕著な部位差を有してお
り、それらの薬物吸収動態への影響が示唆さ
れている。したがって、消化管全体を均一の
組織として捉えている従来の in vitro 評価法
では、高精度な吸収性評価や投与剤形の決定
に対し充分な貢献を期待できない。そこで本
研究では、トランスポーターや代謝酵素など
の消化管部位特性を速度論的に解析し、最終
的に“薬物の吸収部位特性を考慮した吸収性
評価システム”を構築すると共に、その成果
を“吸収部位特性に基づいた製剤設計の最適
化”に応用し、より高い吸収性を確保できる
創薬戦略に貢献することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、主に下記に示した計画（概要）

で進めた。すなわち、 
(1) In situ ラット消化管吸収実験による各薬

物の十二指腸、空腸、回腸ならびに大腸膜
透過性の評価 

(2) 部位依存的な消化管膜透過性に対する原

因分子（トランスポーターおよび代謝酵
素）の同定 

(3) 原因トランスポーターおよび代謝酵素分
子における消化管発現の定量とクローニ
ング 

(4) 原因トランスポーターおよび代謝酵素分
子の遺伝子導入細胞の作製と膜透過実験
によるその評価 

(5) トランスポーターおよび代謝酵素発現部
位差を速度論的に導入した薬物吸収評価
法を構築 
具体的には、本研究はヒトでの評価が困難

であるため、ヒトを十分に考慮した上での動
物（ラット）実験が基本となった。まず、実
際に影響することが推察されるトランスポ
ーター遺伝子 (OATP1A2、OATP2B1、Oatp1a5、
Oatp2b1、P-gp (MDR1/Mdr1a)、BCRP/Bcrp)を
LLC-PK1 細胞あるいはアフリカツメガエル
卵母細胞(oocyte)に導入し in vitro 実験系を構
築した。本 in vitro 実験系を用い各消化管トラ
ンスポーターの活性を評価し薬物動態パラ
メータを得ることとした。また、主要な代謝
酵素である CYP3A4、CYP3A5、CYP2C19 に
よる薬物代謝活性は、ヒト肝ミクロソームな
どによる in vitro 実験系を用い、その薬物動態
学パラメータを得ることとした。一方、ラッ
ト消化管を用いて in situ 実験（closed loop 
method）を行い、得られた膜透過性と in vitro
実験の結果を速度論的に比較し、各トランス
ポーターおよび代謝酵素の消化管吸収過程
に対する寄与を解析した。 
 
４．研究成果 

ラット in situ closed loop 法により、消化管各
部位における talinolol の膜透過性を算出したと
ころ、空腸 > 回腸 > 大腸と消化管の上部から
下部にかけてその膜透過性が有意に低下する傾
向が認められた。P-gp 選択的阻害剤として
itraconazole (ITZ)を併用したところ、talinolol の
膜透過性は control に比べ、いずれの部位も有意
に上昇した。各部位に対する P-gp 阻害効果の程
度に有意な差は得られなかったが、回腸 > 大
腸 > 空腸となる傾向が観察され、ラット小腸
における P-gp 発現量を示したこれまでの報告
と矛盾のない結果となった。さらに、ITZ と共
に P-gp および Oatp1a5 両阻害剤である naringin 
を併用したところ、talinolol の膜透過性は ITZ
単独併用下と比べ、いずれの部位においても有
意に減少した。また、その阻害効果は、空腸 > 
回腸 > 大腸となり消化管上部ほど大きな効果
が観察された。次に、P-gp 選択的基質として
colchicine を用い同様の検討を行ったところ、消
化管各部位における colchicine の膜透過性は大
腸 > 回腸 > 空腸と消化管の上部から下部に
かけてその膜透過性が有意に上昇する傾向が認
められ、ITZ 併用下においてその膜透過性は
control に比べ、いずれの部位も有意な上昇を示
した。各部位に対する P-gp 阻害効果の程度に有
意な差があり、回腸 > 大腸 > 空腸となる傾向
が観察され、ラット小腸における P-gp 発現量を



示したこれまでの報告と矛盾のない結果となっ
た(2)。以上の結果より、消化管における talinolol
および colchicine の吸収に P-gp あるいは
Oatp1a5 が関与している可能性が示され、それ
らの影響に消化管部位差が存在することが示唆
された。特に、P-gp については薬物の吸収障壁
として機能していることが知られていることか
ら、消化管下部にかけて発現が高くなる消化管
部位特性が、吸収動態の改善を目的とした薬物
の徐放化により吸収性低下を招く可能性が推察
される。 

一方、talinolol は P-gp のみならず吸収型ト
ランスポーターの一つ OATP2B1 の基質とな
ることも知られている。OATP2B1 を介した薬
物吸収過程においては、fruit juice (FJ)の併用
によりその吸収性が低下することが推測さ
れ、実際に talinolol は grapefruit juice (GFJ)と
の併用によりその吸収性は低下する。しかし
ながら、OATP2B1 の基質薬物と GFJ との相
互作用に着目すると、必ずしも吸収性の低下
は観察されず、その相互作用には基質依存性
が存在する。そこでまず、OATP2B1 上に特性
の異なる複数の基質結合部位  (multiple 
binding sites: MBS)が存在し、吸収特性や相互
作用特性に基質依存性を生じさせている可
能性について検討を行った。OATP2B1 を介し
た estrone 3-sulfate (E13S) 輸送の濃度依存性
試験の結果、Eadie-Hofstee plot により二相性
が観察され、OATP2B1 上に E13S を輸送する
2 つの基質結
合部位の存在
が示唆された。
得られたパラ
メータを用い
て、各基質結
合部位の寄与
率を推定した
結果、高/低親
和性基質結合部位 (high/low affinity site)がそ
れぞれ0.005µMと50 µMでほぼ分離評価でき
ると判断された。各濃度における阻害効果、
pH 依存性の検討結果から、両 affinity site の
阻害剤感受性が異なり、pH 依存性は low 
affinity site 特異的であることが示された。以
上より、OATP2B1 上には特徴の異なる少なく
とも 2 つの基質結合部位の存在が示唆され、
MBS 仮説が支持された。 
次に、OATP2B1 の基質でありながら臨床試

験においてGFJとの併用によって相互作用を
生じない pravastatin と、吸収性の低下が観察
される fexofenadine を用いて、MBS が GFJ-
薬物間相互作用の規定因子となる可能性を
検討した。OATP2B1 を介した両薬物の輸送に
は二相性が観察された。得られた kinetic 
parameter より、両 affinity site の寄与率を各薬
物に対して推定した結果、両薬物ともに臨床
投与量においては low affinity site の寄与が大
きいことが推測された。GFJ による阻害試験
の結果、pravastatin に関しては high affinity site
が GFJ により阻害され、low affinity site は阻

害されなかった。一方、fexofenadine に関し
ては high affinity siteはGFJによる阻害を受け
ないと考えられ、low affinity site が特異的に
阻害された。以上の in vitro 実験結果から臨床
投与量では fexofenadine のみが GFJ と相互作
用することが予測されたが、これは臨床試験

結果と対応するものであった。以上より、
OATP2B1 上に特徴の異なる MBS が存在する
ことが示唆され、OATP2B1 の基質薬物間で輸
送部位が異なるだけでなく、同一薬物であっ
てもその濃度/投与量により主たる輸送部位
が変化する可能性が示唆された。したがって、
OATP を介した薬物吸収あるいは相互作用を
評価するためには、薬物の消化管吸収部位差
のみならず、その投与量に依存した基質認識
性についても考慮する必要があると考えら
れた。 
一方、近年では上述したような消化管トラ

ンスポーターを介した GFJ-薬物間相互作用
が注目されているものの、これらの薬物動態
的相互作用は、元来、消化管に発現する代謝
酵素(CYP)を介したものが主なメカニズムと
して重要視されてきた。そこで次に、CYP3A
を介した薬物間相互作用(drug-drug interaction, 
DDI)を適切に予測できる方法論を確立する
ことを最終目的として、CYP3A 阻害パラメー
タ IC50値 (あるいはKi値) に関する詳細な検
討と考察を行った。CYP3A4 は主に小腸およ
び肝臓に発現しており、多様な薬物の代謝過
程ならびに相互作用に関与する。一方、
CYP3A4 と類似構造を有する CYP3A5 は、そ
の発現特性 (小腸や肝臓などでの発現) のみ
ならず基質認識性においても高い類似性を
示す。また、CYP3A5 発現はその多様な遺伝
子多型に基づいて大きな個体差を示すこと
が明らかにされており、例えば、CYP3A5*1/*1
あるいは CYP3A5*1/*3 を有する健常人は
CYP3A5*3/*3 (6981 A>G) を有する健常人に
比べ顕著に高い CYP3A5 発現レベルを示す。
したがって、CYP3A5発現の個体差が、CYP3A 
(あるいは CYP3A4) を介した代謝過程なら
びに阻害過程を複雑化する可能性が考えら
れる。そこで本研究では、各 CYP3A5 遺伝子
型を有したヒト肝ミクロソーム (human liver 
microsome, HLM) と代表的 CYP3A 基質 
(midazolam, MDZ および testosterone, TST) お
よび阻害剤  (ketoconazole, KTZ) および
itraconazole, ITZ) を用い、薬物の CYP3A 阻害
活性  (Ki 値あるいは  IC50 値 ) に対する
CYP3A5 発現の影響について詳細な検討を行
った。その結果、MDZ および TST 代謝に対
す る KTZ お よ び ITZ の IC50 値 は 、
CYP3A5*3/*3 遺伝子型を有する HLM に比べ



CYP3A5*1/*1 および CYP3A5*1/*3 遺伝子型
を有する HLM で有意に高いことが示された。
CYP3A5*1/*1 および CYP3A5*1/*3 遺伝子型
を有する HLM における CYP3A5 発現レベル
は CYP3A5*3/*3 遺伝子型を有する HLM に比
べて有意に高かったことから、これら IC50値
の上昇は薬物代謝過程におけるCYP3A5の関
与ならびにCYP3A4/CYP3A5間における阻害
活性の違いに起因していると推察された。次
に、各 HLM における CYP3A5 発現と得られ
た IC50値の関係について考察を試みたところ、
MDZ および TST 代謝に対する ITZ の IC50 値
は著しいCYP3A5発現レベル依存性を示した
一方で、KTZ の IC50値においては高い依存性
は観察されなかった。また、CYP3A5 の影響
を考慮した速度論モデルを構築し IC50値に対
するCYP3A5発現の影響をシミュレートした
ところ、その予測値と実測値の間に良好な相
関関係が観察された。さらに、仮想パラメー
タを用いたシミュレーション解析により、
CYP3A4/CYP3A5間におけるKi ratio (阻害剤) 
および Vmax/Km ratio (基質薬物) が、IC50値
のCYP3A5発現依存性に対する規定因子とな
ることが明らかとなった。以上より、CYP3A
を介したDDIはCYP3A5遺伝子型および発現
レベルにより規定されている可能性が示さ
れた。特に、これらの影響は CYP3A4/CYP3A5
間における阻害剤の Ki 値および基質薬物の
Vmax/Km 値の違いに起因していることが示唆

された。また、CYP3A5 代謝過程を考慮した
モデル解析により、CYP3A5 発現レベル依存
的な IC50 値を予測できることが実証された。 
一方、米国食品医薬品局 (FDA)や欧州医薬

品庁(EMA)は、現在の DDI 評価ガイダンスの
中で、代謝物の血中濃度や薬物動態パラメー
タに基づき考慮するべき代謝物を判定する
基準を提示するなど、薬物とその代謝物を複
合的に評価することを推奨している。そこで
次に、omeprazole (OMP)とその代謝物をモデ
ル薬物として用い、医薬品代謝において最も
重要な代謝酵素分子種である「CYP3A4」な
らびに「CYP2C19」を介した DDI リスク評価
に対する代謝物の影響を考察することを目
的とした詳細な検討を行うことにした。ヒト
で は OMP は 主 に CYP2C19 に よ っ て
5-hydroxyomeprazole (OHOMP)、5-O-desmethyl 
omeprazole (DM-OMP) 、 carboxyomeprazole 
(C-OMP)に、CYP3A4 によって omeprazole 
sulfone (OMP-S)に代謝される。健常人に OMP 
(20 mg)を経口投与したところ、血中からは
OMP に加え、OHOMP、DM-OMP、C-OMP、
OMP-S といった代謝物が 30 分後から検出さ
れた。これらの代謝物のうち、血中濃度が

FDA 基準（総代謝物 AUC/ 親化合物 AUC ≧ 
0.25）を満たしたのは OH-OMP、OMP-S、
C-OMP の 3 つであった。不可逆的阻害では非
結合型代謝物の濃度が重要となることから、
非結合型代謝物 AUC/親代謝物 AUC ≧ 0.25
を判定基準とすると、基準を満たしたのは
OH-OMP、DM-OMP、C-OMP の 3 つであっ
た。これらの結果から、血中濃度や総代謝物
の AUC で評価する FDA 基準の場合、
DM-OMP が DDI リスク評価の対象から除外
されてしまう可能性が示され、FDA と EMA
の間で、重要代謝物の選定結果に違いが生じ
ていることが明らかとなった。次にヒト肝ミ
クロソームを用いて OMP およびその代謝物
による可逆的および不可逆的阻害作用を調
べ、反応速度パラメータを求めた。その結果、
可逆的阻害の FDA 基準（[I]/Ki ＞ 0.1）を満
たしたものはCYP2C19、CYP3A4ではOMP、
代謝物ともに存在せず、CYP2C19 では OMP 
とその代謝物全体を合わせて評価したとき
のみ FDA 基準を満たした。一方、不可逆的
阻害の評価値(/kdeg)は、CYP2C19 では OMP 
が 5.2、DM-OMP が 0.12、OMP-S が 0.92、
CYP3A4 では OMP が 1.23、DM-OMP が 0.11
だった。親化合物だけでなく代謝物も FDA
基準を満たしていた。これらから、OMP とそ
の代謝物による CYP の阻害様式は主に不可
逆的阻害を介したものだと考えられた。また、
CYP2C19 の阻害に占める代謝物の寄与度は
可逆的阻害では 47％、同じく CYP3A4 では
88％だった。ただし、いずれも主に不可逆的
に阻害されることから、実際の代謝産物の寄
与度は不可逆的阻害の寄与度で、CYP2C19
は 33％、CYP3A4 は 63％になると推測される。
つまり、DDI のリスク評価で考慮すべき代謝
物を FDA 基準に基づいて判定すると、
DM-OMP は除外されるにもかかわらず、実際
には CYP3A4 の不可逆的阻害への寄与度は
63%と最も大きいことになる。以上の研究結
果から、適切な DDI リスク評価を行うにあた
り、(1) 可逆的阻害に加え、不可逆的阻害に
よる DDI リスク評価も行うことが重要であ
ること、(2) さらに親化合物だけでなくその
代謝物も複合的に評価することが重要であ
ること、(3) 代謝物の重要性は血中濃度と必
ずしも相関しないため、血中濃度や AUC の
みでは生体内 DDI リスクを適切に評価でき
ない可能性が示された。 
今後は、他の種々薬物を用いて同様の検討

を行い、薬物のヒト消化管吸収に及ぼす
influx/efflux トランスポーターならびに代謝
酵素の影響を精度良く評価出来る方法論の
構築を目指し、最終的にこれら機能タンパク
質の消化管部位特性を考慮した新しい吸収
性評価システムの提唱を目指した研究を行
う予定である。本研究の成果ならびに本研究
により提唱される新しい消化管吸収性予測
システムは、新規医薬品開発にはもちろんの
こと、薬物間相互作用の予測など医薬品の適
正使用に対しても貢献できると期待される。 
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