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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗HIV薬のTherapeutic Drug Monitoring (TDM) 実臨床応用に向けた基
礎的情報蓄積を目指し、インテグラーゼ阻害薬ドルテグラビルの薬物動態制御因子の同定を試みた。その結果、
ドルテグラビルは薬物排出トランスポータであるBCRPの基質となることを明らかにした。以上より、ドルテグラ
ビルの薬物動態制御因子の一つとしてBCRPが関与していることが示唆され、将来的にヒト血液を用いた臨床研究
への展開に向けて有用な基礎的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In current study, we tried to identify pharmacokinetic regulatory factors of
 the integrase inhibitor dolutegravir with the aim of accumulating basic information for Therapeutic
 Drug Monitoring (TDM) of anti-HIV drugs.  As a result, it became clear that dolutegravir will serve
 as a substrate for BCRP, an efflux transporter.  It was suggested that BCRP is involved as one of 
pharmacokinetic regulators of dolutegravir, and obtained a useful finding for the development to 
clinical studies using the human blood sample in the future.

研究分野： 医療薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Human 

Immunodeficiency Virus: HIV）感染患者は
世界中で増加しており、日本では先進国の中
でも特に増加が著しく、2014 年末には感染患
者は約 25,000 人と報告されている (平成 26
年エイズ発生動向、厚生労働省)。一方で近
年、抗 HIV 薬の開発は目覚ましく、従来の逆
転写酵素阻害薬やプロテアーゼ阻害薬に加
え、新たな作用機序のインテグラーゼ阻害薬
やCCR5阻害薬といった多くの新薬が登場し、
薬剤選択の幅は広がった。 
HIV 感染症治療の成功への鍵は、継続した

抗HIV薬の服薬と適切な血中濃度の維持と考
えられている。なぜなら、血中濃度の上昇は
抗 HIV 薬による副作用の増加につながり、患
者の服薬アドヒアランスを低下させ、治療の
成功率を減少させてしまう。また、血中濃度
の低下は HIV の耐性獲得を促進し、治療の失
敗につながる。さらに、薬剤耐性を獲得する
と、他の作用機序を有する抗 HIV 薬への変更
を余儀なくされ、結果として将来の薬剤選択
の幅を狭めてしまうことになる。このように
抗HIV薬の使用について適切な血中濃度の維
持は重要であるが、抗 HIV 薬は薬物動態学的
に複雑な挙動を示す薬剤でもある。新規イン
テグラーゼ阻害薬ドルテグラビルは、ヒトの
代表的な代謝酵素である CYP3A4 や UGT1A1 に
よって代謝され、また、有機カチオントラン
スポータやABCトランスポータなど種々のト
ランスポータが排泄に関与することが示唆
されているが、in vivo におけるこれら薬物
動態制御因子の寄与は不明な点が多く、薬物
相互作用や遺伝子多型が血中濃度に与える
影響についての情報も不十分である。すなわ
ち、ドルテグラビルの血中濃度を適切に維持
するために、代謝酵素やトランスポータとい
った薬物動態制御因子を解明し、それら遺伝
子多型などの薬物動態に与える影響を明ら
かにすることは極めて重要と言える。 
 
 
２．研究の目的 
 
抗 HIV 薬のうち、キードラッグの一つであ

り、かつ使用頻度の高いインテグラーゼ阻害
薬ドルテグラビルを対象薬とし、培養細胞系
や動物を用いた基礎的実験と医療機関にお
ける電子カルテからの臨床情報の融合によ
り、実臨床での血中濃度モニタリングによる
Therapeutic Drug Monitoring (TDM)の確立
に向けて、ドルテグラビルの薬物動態学的特
徴を明らかにすることを目的とする。その過
程で、ドルテグラビルの体内動態に影響を与
える薬物トランスポータや薬物代謝酵素と
いった薬物動態制御因子を同定することに
より、ドルテグラビルの血中濃度を至適範囲
内に到達させる方法を模索し、HIV 感染患者
の長期生存、生活の質 (QOL) の向上に貢献

することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1)ドルテグラビルの細胞内濃度および血中
濃度測定系の確立 
細胞内濃度や血中濃度を測定するための

ドルテグラビル定量系構築には LC/MS/MS を
用いた。 
ドルテグラビルを種々濃度で調製し、ヒト

血清中に添加したスパイク検体を作製した。
内部標準として用いるドルテグラビル-d4 を
含有したアセトニトリルを用いて除タンパ
ク処理するなどして精製した後、繰り返し測
定することによって本測定系の真度、精度な
どを確認し、定量性を評価した。測定系の構
築にあたり、妥当性を検証するために、厚生
労働省「医薬品開発における生体試料中薬物
濃度分析法のバリデーションに関するガイ
ドライン」を参照した。 
 

(2)ドルテグラビルの排泄に関わるトランス
ポータの同定 

薬物の排泄に関わるABCトランスポータの
中で代表的な Breast Cancer Resistance 
Protein (BCRP)の遺伝子である ABCG2 を発現
プラスミド pcDNA3.1(+)に導入し、BCRP の発
現プラスミドを作製した。このプラスミドを
ヒト胎児腎由来 HEK293 細胞にトランスフェ
クションすることで一過性に発現させた。ド
ルテグラビル溶液を一定時間インキュベー
ションすることで細胞内に取り込ませ、細胞
内に蓄積したドルテグラビル量を定量し、
Mock細胞での蓄積量と比較した。さらにBCRP
の特異的阻害剤である Ko143 で BCRP による
輸送を阻害することによる細胞内ドルテグ
ラビル蓄積量の変化を観察することで、排泄
に関与するトランスポータの同定を試みた。 

 
図 1：ドルテグラビル構造式 

 
 
(3)BCRP 遺伝子多型 ABCG2 421C>A 発現プラス
ミドの構築 
構築した野生型 BCRP 発現プラスミドに点

突然変異を導入することで、BCRP の遺伝子多
型として多くの報告がされており、BCRP の輸
送活性にも影響を及ぼすとされている ABCG2 
421C>A 発現プラスミドの作成を試みた。 
 
 



４．研究成果 
 

(1)ドルテグラビル測定系の構築 
ドルテグラビルの細胞内濃度や血中濃度

を測定するため、文献検索を行い、HPLC によ
る分離条件およびMS/MSの測定条件について
の情報を得た。その情報に基づいて LC/MS/MS
におけるドルテグラビル測定条件を作成し、
最適化を行った。 
ヒト血清中にドルテグラビルを種々濃度

で添加したスパイク検体を測定したところ、
図2のように血清中ドルテグラビル濃度と内
部標準物質によって補正したドルテグラビ
ルのピーク面積の間に良好な直線関係を持
つ検量線を得ることが出来た。厚生労働省
「医薬品開発における生体試料中薬物濃度
分析法のバリデーションに関するガイドラ
イン」に基づいて、定量下限や検量線につい
て評価したところ、平均真度や精度などガイ
ドラインに記されている要件をほぼ満たす
結果となったため、ドルテグラビルの測定系
を構築できたと判断した。また、ヒト血清で
はなく、HEK293 細胞からの抽出液に種々濃度
のドルテグラビルを添加したサンプルを用
いても、良好な直線関係を持つ検量線を得ら
れることを確認した。 
 

 
図 2:ドルテグラビルの検量線 

 
 
(2)BCRP を介したドルテグラビルの輸送 
次に、HEK293 細胞に薬剤排出トランスポー

タである BCRP を一過性発現させた系を用い
てドルテグラビルの排出実験を行った。60 分
間ドルテグラビルをインキュベーションし
た後の細胞内ドルテグラビル蓄積量は、BCRP
発現細胞においてMock細胞と比べて75%程度
に減少した。さらに、BCRP の特異的阻害剤で
あるKo143存在下でドルテグラビルをインキ
ュベーションした際のドルテグラビル細胞
内蓄積量を観察すると、Mock 細胞と同レベル
まで細胞内蓄積量が回復した。これらの結果
より、ドルテグラビルが弱いながらも BCRP
の基質となり、BCRP によって排出される可能
性があることが示唆された（図 3）。 
 
 
 

 
図 3：BCRP 一過性発現細胞におけるドルテ

グラビルの細胞内蓄積量 
 
 

(3)BCRP 遺伝子多型 ABCG2 421C>A 発現プラス
ミドの構築 
BCRP の主な遺伝子多型である ABCG2 

421C>A を野生型 BCRP の配列を持つプラスミ
ドに点突然変異を導入した。シークエンス解
析を行うことで目的の変異が正しく導入さ
れていることを確認した。今後、HEK293 細胞
に発現させ、輸送実験を行うことで、BCRP を
介したドルテグラビル輸送への遺伝子多型
の影響を観察することを計画している。 
 
 
以上、本研究により、インテグラーゼ阻害

薬ドルテグラビルの細胞内濃度及びヒト血
中濃度を測定できる系を構築し、ドルテグラ
ビルが薬物排出トランスポータ BCRP の基質
となることを明らかにした。本研究成果は、
将来的にヒト血液を用いた臨床研究や薬効
との相関研究を行うにあたり、有用な基礎的
情報になるものと考える。 
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