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研究成果の概要（和文）：心疾患患児における薬物体内動態に関する文献情報は非常に限られている。我々は小
児循環器患者におけるワルファリンの抗凝固作用推定モデルの構築においてアロメトリー式に基づく仮想的な
body size（SIZE）の導入が有用であることを示すとともに、VKORC1のジェノタイプとボセンタン併用によって
抗凝固作用が変動する事を明らかにした。また、蛋白漏出性胃腸症の発症を契機としてタダラフィルの非結合型
分率（fu）が長期的に上昇傾向にある事を見出した。さらに関連するin vitro基礎実験によって薬物動態変動機
構の裏づけとなる基礎的な知見を得る事ができた。

研究成果の概要（英文）：There has been a limited number of reports documenting the pharmacokinetics 
of drugs in children with congenital heart disease.  We demonstrated that the SIZE parameter 
appeared to be an effective way to describe the pediatric dose response relationship of warfarin, 
and that the anti coagulant effect of the drug was changed by the VKORC1 genotype and concomitant 
use of bosentan.  We also found that the unbound fraction of tadalafil was tend to increase in the 
patients with protein-losing enteropathy. These efforts could provide an important basis for the 
proper use of drugs in children with heart disease.

研究分野：医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
薬物療法の安全性を確保しつつ有効性を
引き出すためには、薬物動態特性と個体間変
動機構を明らかにし、患者毎に薬物投与の最
適化を図る必要がある。しかし、頻回の血中
濃度測定に基づく薬物速度論解析は、患者に
多大な採血負担を強いるため、治療上のメリ
ットが少なく倫理面でも問題がある。これま
でに申請者は、一人あたりの採血を 2回とす
る臨床試験デザインとデータ解析法を考案
するとともに、この方法論を小児・高齢者を
対象とする臨床薬物動態研究へ応用し、循環
器官用薬の体内動態変動性評価に取り組ん
できた。その結果、小児・新生児は成人より
も薬物動態の個体差が顕著であった事から、
特に治療の最適化（個別化）が必要な患者集
団と考えられた。一方、先天性心疾患（複雑
奇形）を有する新生児・小児の一部では、血
中濃度の異常値が観察される場合があるが、
従来の PPK 解析法ではこうした患者はアウ
トライヤーとして除外され、学術的対象とな
り難い問題がある。しかし、異常な薬物動態
が観察される患者集団こそ薬物投与の最適
（標準）化が必要であるとも考えられる。す
なわち、小児心疾患の複雑多様性を鑑みれば、
個々の症例における薬物動態の実態と体内
動態変動機構の解明を目指す探索的研究が
小児医療の安全性確保の観点からも緊要性
が高い課題と考えられた。小児循環器患者の
中には心臓生理と心血管構造の先天異常を
合併した病態が含まれる事から、我々は心疾
患症例において使用される薬物に関して体
内動態特性の評価を行うとともに、薬物動態
（或いは薬効）変動機構の解明を図る必要が
あると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、現在小児循環器領域で汎用さ
れる２つの薬剤に着目し、基礎と臨床の観点
から薬物動態特性の評価を行い、薬物動態変
動機構解明に繋がる基礎的根拠を得る事を
目的とした。具体的には、抗凝固薬ワルファ
リン、５型ホスホジエステラーゼ阻害剤タダ
ラフィルを服用中の小児・新生児を対象とし
た臨床試験を企画・実施し、薬効や薬物動態
変動を来す共変量を探索的に解析した。また
我々は、得られた医薬品情報を速やかに医療
現場へ還元する一方、臨床薬物動態特性と個
体間変動機構の裏づけとなる基礎的知見を
得るため、各種培養細胞株やヒト肝ミクロソ
ーム等を用いた基礎研究を実施した。 

 
３．研究の方法 
 主に以下の（１）～（５）の研究を行った。 
（１）ワルファリン抗凝固作用の共変量に関
する解析： 抗凝固薬ワルファリンの小児期
における維持投与量（mg/kg/day）には大き
な個体間変動および個体内変動が観察され
る。これまでに我々は、体重補正したワルフ
ァリン一日投与量（DD/WT）、ビタミン Kエポ

キシド還元酵素複合体 1（VKORC1）の遺伝子
変異（1173 T>C）、および患児の年齢（Age）
を共変量とするワルファリンの抗凝固作用
（プロトロンビン時間国際標準比；PT-INR）
推定モデルを報告した。一方、小児発達の個
体差は大きく、共変量に年齢を用いると患児
個々の発達の影響を過大/過小評価する場合
があった。そこで本研究では、発達の影響に
対してより頑健なモデルを得る目的で、体重
をアロメトリー式に基づく仮想的な body 
size（SIZE）に置き換えるとともに、長期デ
ータの収集・解析によって共変量の再評価を
試みた。少なくとも 3年以上にわたりワルフ
ァリンを服用した小児循環器患者 23 名を対
象とした。PT-INR 値の急変動時は調査対象外
とし、2 週間以上同一用法・用量で維持され
た際の PT-INR を実測値として収集した。デ
ータ解析には、NONMEM プログラムを用いた。 
（２）P-糖タンパク質発現細胞を用いたタダ
ラフィルの輸送特性評価： PDE-5 阻害剤であ
るTadalafil(TAD)と Sildenafil(SIL)は肺高
血圧症の治療薬として広く使用される。半減
期の短いSILは心臓手術後の肺高血圧症に使
われ、長期管理へ移行する際に TAD へ切り替
えられる。これまでに、小児患者における SIL
及び TADの体内動態には大きな個体差が観察
されることが報告されている。一方、近年 SIL
の体内動態に P-糖タンパク質(P-gp)の関与
を示唆する報告がなされたが、TAD が P-gp の
基質であるか否かは不明である。そこで本研
究では、P-gp を介した TAD の輸送特性を明ら
かにする目的で、in vitro 経細胞輸送実験を
行った。すなわち、腎上皮由来細胞株 LLC-PK1
およびその P-gp 発現株 LLC-GA5-COL150 を実
験モデルとして使用した。SIL と TAD の経細
胞輸送活性の比較にあたって、LLC-GA5- 
COL150 における薬物輸送の速度論パラメー
タを算出した。また、選択的 P-gp 阻害剤
（PSC833）による阻害実験を追加した。 
（３）カルベジロール代謝に及ぼすアミオダ
ロンの影響： β遮断薬カルベジロール(CRV)
の主代謝経路は UDP-グルクロン酸転移酵素
(UGT)による直接抱合反応である。これまで
に我々は、プールド・ヒト肝ミクロソーム
(HLM)によるラセミ体 CRV のグルクロン酸抱
合(Glu)反応がアミオダロン(AMD)共存下で R
体選択的に亢進する現象を見出した。一方近
年、CRV の Glu 反応においてエナンチオマー
が相互に影響を及ぼす事が報告された。そこ
で本研究では、AMD による立体選択的な反応
亢進機構を明らかにする目的で、光学異性体
がない実験条件でGlu活性の変動を解析した。 
より具体的には、市販の HLM を用いて S体ま
たは R体の Glu代謝物の生成活性を評価した。
本反応系はウシ血清アルブミン(BSA)を 0.2%
含むことから、AMD による CRV の蛋白結合率
の変動を限外濾過法により評価した。 
（４）P-糖タンパク質を介したタクロリムス
の経細胞輸送に及ぼすリスペリドンの影響： 
近年我々は、非血縁者間同種造血幹細胞移植



患者において、ボリコナゾール(VRCZ)とリス
ペリドン（RSP）の併用が一因と考えられる
タクロリムス（TAC）血中濃度の著しい上昇
を経験した。既報の母集団パラメータに基づ
くベイジアン解析によってこの患者の体内
動態パラメータを概算したところ、クリアラ
ンスCLの低下とバイオアベイラビリティ(F)
の上昇が示唆された。そこで我々は、VRCZ に
よる肝臓と小腸の CYP3A 阻害と、RSP による
小腸の P-gp 阻害が相乗的な影響を及ぼした
という仮説を立てた。本研究では、P-gp を介
した TACの輸送に及ぼす RSPの影響を明らか
にする目的で培養細胞株(Caco-2 および
LLC-GA5-COL150)におけるP-gp基質の経細胞
輸送に及ぼすRSPとその代謝物の影響を評価
した。 
（５）蛋白漏出性胃腸症患児におけるタダラ
フィルの体内動態変動とヒト血清由来蛋白
質に対する薬物結合特性評価： 蛋白漏出性
胃腸症（PLE）は、先天性心疾患に対する
Fontan手術やGlenn手術を受けた患者に発症
する予後不良の合併症である。PLE の病態は
アルブミン（Alb）などの蛋白を含むリンパ
液の腸管内への漏出であり、PLE 患者では低
タンパク血症を呈する。一方、肺血管拡張薬
のタダラフィル（TAD）は先天性心疾患に伴
う肺高血圧症に対し長期投与されるが、PLE
患者における体内動態変動は不明である。近
年我々はTADの血漿蛋白結合率に大きな個体
間変動がある事を報告しており（Ther Drug 
Monit, 36:576-83, 2014）、頭痛や顔面紅潮、
背部痛等のTAD投与に伴う副作用との関連性
に着目している。本研究では、PLE 患者にお
けるTADの体内動態変動の実態を明らかにす
る目的で、TAD を長期服用中の小児患者で本
研究への参加同意が得られた２症例におけ
る血漿中非結合型分率（fu）の経日変動を評
価した。本研究では患者負担を考慮し、血液
サンプルは診療目的で行われた生化学的検
査後の残血清を用いた。また、TAD の蛋白結
合に関する基礎情報を得る目的でヒト血清
Albを用いたin vitro 結合アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（１）ワルファリン抗凝固作用の共変量に関
する解析： 年齢、体重の平均値はそれぞれ
8.49 歳、24.5 kg であった。平均追跡期間は
7.36 年であり、解析に用いたデータ数は 857
ポイントであった。個々の患者の DD/SIZE と
PT-INR の関係について回帰式を得た。すなわ
ち、VKORC1 が 1173CT または CC ジェノタイプ
である患者（n=6）の薬効は、1173TT ジェノ
タイプである患者（n=14）の 47.3％と算出さ
れた。さらに、ボセンタン併用時の抗凝固作
用は、非併用時の 84.1%に低下すると算出さ
れた。以上の結果から、ワルファリンの抗凝
固効果に及ぼす発達の影響が SIZE で記述可
能であること、および長期データの解析によ
って個体間変動のみならず個体内変動の共
変量が検出可能であることが明らかとなっ

た。 
（２）P-糖タンパク質発現細胞を用いたタダ
ラフィルの輸送特性評価： LLC-GA5-COL150
では SIL (5 μM)の basolateral 側から
apical側(B→A)への120分間の輸送活性が反
対方向(A→B)の 1.52 倍であり、LLC-PK1 の場
合(0.711 倍)と比べて有意に大きかった。同
様に、LLC-GA5-COL150 では TAD (5 μM)の B
→A方向の120分間の輸送活性がA→B方向の
10.4 倍であり、LLC-PK1 の場合(1.23 倍)と比
べて有意に大きかった。LLC-GA5-COL150 にお
ける SIL 輸送の Vmax および Km 値は、それぞ
れ 101 ± 64 pmol/min/cm2、112 ± 47 μM で
あった。同様に、LLC-GA5-COL150 における
TAD輸送のVmaxおよびKm値は、それぞれ13.6  
± 4.8 pmol/min/cm2、22.7 ± 9.3 μM であっ
た。PSC833(2 μM)の存在下では、LLC-GA5- 
COL150におけるTADの B→A方向の30分間の
輸送量が 28.6%減少し、A→B方向の輸送量が
6.59 倍に増加した。本研究の結果から、TAD
は SIL よりも P-gp に対する親和性の高い基
質であることが明らかとなり、TAD の体内動
態変動メカニズムに P-gp が関与する可能性
が考えられた。 
（３）カルベジロール代謝に及ぼすアミオダ
ロンの影響： AMD 非共存下における Glu 活性
は、S体および R体(30μM)でそれぞれ 0.487、
0.027(pmol/min/mg protein)であり、AMD の
添加(50μM)によってそれぞれ 1.60 および
6.15 倍に上昇した。しかし、BSA 非存在下、
或いはBSAをヒト血清アルブミンに置換した
場合、AMD による Glu 活性亢進が観察されな
かったことから、BSA が Glu 反応の亢進に関
与すると考えられた。反応系における CRV の
遊離型濃度は、AMD 非共存下では S 体優位で
あったのに対し、AMD 共存下では S 体と R 体
でほぼ同等であったことから、AMD が CRV の
蛋白結合率を変動させたことが明らかとな
った。AMD によって R 体選択的に Glu 反応が
亢進したのは、BSA に対する CRV の特異的な
蛋白結合が S体よりも R体で大きく変動した
ためであることが明らかとなった。 
（４）P-糖タンパク質を介したタクロリムス
の経細胞輸送に及ぼすリスペリドンの影響： 
Caco-2 細胞では Rhodamine123(5 μ M) の
apical(A)側から basolateral(B)側への輸送
(A→B)が RSP(100μM)存在下で47.1%上昇し、
B→Aが 61.7%低下した。一方、P-gp を強発現
させた LLC-GA5-COL150 細胞では、TAC(5μM)
の A→Bが RSP(100μM)によって 30.5%上昇し
た。また、RSP の代謝物であるパリペリドン
(100μM)によってもA→Bが26.1％上昇した。
RSP とその代謝物の影響は、P-gp の選択的阻
害剤である PSC833(2μM)の阻害効果(33.1%)
と同程度であったことから、RSP 併用が小腸
の P-gp を介した TAC 排出を阻害し得ること
が明らかになった。我々の臨床知見では、
VRCZ併用によるFの上昇がRSP併用時に特に
著明であった。本研究の結果は、上述した
我々の仮説を支持するものと考えられた。 



 
（５）蛋白漏出性胃腸症患児におけるタダラ
フィルの体内動態変動とヒト血清由来蛋白
質に対する薬物結合特性評価： 症例 1 では
入院期間中、PLE の再燃毎に血清 Alb 値の変
動が認められたのに対し、症例2では血清Alb
値が症例 1に比べて安定的に推移した。すな
わち、症例 1における血清 Alb 値は 2.4～4.2 
g/dl の範囲で変動し、TAD の fu（3.9～13.0%）
が Alb 低下時に上昇する傾向が観察された。
一方、症例 2の血清 Alb 値の変動は 2.9～3.5 
g/dl と比較的小さく、fuは 5.0～7.0%と安定
していた。但し、症例 2が 3歳時点における
過去データと比較した場合、血清 Alb と fu
の値がそれぞれ 4.5 g/dl、3.3%であった事か
ら、PLE の発症前後で TAD の fu が顕著に異な
る事が明らかとなった。また、ヒト Alb 濃度
の低下（5.0→1.0 g/dl）に伴い fu が上昇す
る現象は in vitro における TAD の結合アッ
セイでも確認できた事から、Alb は TAD の重
要な結合キャリアと考えられた。本研究の結
果、PLE 患者では TAD の fu が上昇傾向にある
ため、TAD のみならず血漿蛋白結合率が高い
薬剤の治療モニタリングにあたっては遊離
型濃度の測定が必要である事が示唆された。
一方、今回の fu の評価にあたっては、残血
清を使用したため採血時間が一定でない事
に加え、アルブミン以外のタンパク質の影響
が交絡した可能性を排除しきれない。In 
vitro の蛋白結合アッセイの追加試験によっ
てTADがα-1酸性糖蛋白質とリポタンパク質
にも結合する事が明らかとなった。(投稿準
備中) 
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