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研究成果の概要（和文）：相互作用評価には、被作用薬代謝に関与する酵素寄与率の情報が重要である。免疫不
全マウスにヒト肝細胞を移植後、P450 1A2、2C9および3A4/5の不活化薬フラフィリン、チエニリン酸およびアザ
ムリンを前投与し、それぞれ単一 P450 分子種を不活化させた。モデル動物での各P450プローブ薬として、クマ
リン、ワルファリンとジクロフェナクおよびデキサメタゾンの効果修飾された体内動態を明らかにした。これら
前処置したヒト肝キメラマウスは、代謝的に不活性化された P450 1A2、2C9およびP450 3A4/5 の in vivo モデ
ルとなりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the respective roles of cytochromes P450 1A2, 2C9 and 3A4/5 
in drug oxidation in human livers, the in vivo pharmacokinetics of coumarin, S-warfarin and 
diclofenac, and dexamethasone were analyzed after intravenous administrations in chimeric mice that 
had been transplanted with human hepatocytes. P450 1A2, 2C9, and 3A4/5 were metabolically 
inactivated in the humanized mice by orally pretreating them with furafylline, tienilic acid, and 
azamulin, respectively. After intravenous administration of probe drugs, significant differences in 
the concentration-time profiles of the primary metabolites coumarin 3,4-epoxide (as estimated by the
 levels of o-hydroxyphenylacetic acid), 7-hydroxywarfarin and 4’-hydroxydiclofenac, and 6β
-hydroxydexamethasone between untreated mice and mice treated with suppressors were observed. These 
presumably resulted from suppressed P450 1A2, 2C9, and 3A4/5 activities in the primary oxidative 
metabolism in vivo. 

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 不活性化　ヒト肝細胞移植マウス　フラフィリン　チエニリン酸　アザムリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特定のP450 分子種を時間依存型阻害薬（生成代謝物による酵素との共有結合による）で不活化したヒト肝ミク
ロゾームと対照（非処置）肝ミクロゾームを用い、各P450 分子種の薬物代謝反応へのin vitro 寄与率を簡便に
検討する手法が有効であることを明らかにした。さらに本手法をヒト型モデル動物でも活用し、P450 1A2, 2C9
と3A4/5酵素のin vivo薬物体内動態での寄与を調べる手法を樹立した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
医薬品開発と臨床適応の際、副作用発現や有効性の変動要因となり得る薬物相互作用の有無

について、産官学のそれぞれが適正に試験し、評価することが求められている。被験薬の薬物動
態に対する薬物代謝酵素分子等の影響を定量的に評価するための検討方法を提示した薬物相互
作用ガイドラインの改定が、欧州、米国および我が国の規制当局で進められ、2018 年 7 月日本
の相互作用ガイドライン最新版が国内外に発信された。これらに提示された考え方を社会実装
するためには、各薬物代謝反応への各チトクロム P450 分子種の寄与率および主反応経路の変
換の程度を精度良く、簡便に検討する有効な手法が望まれている。しかしながら、特定の酵素寄
与率を求めるにあたって、特異的阻害剤や抗体を用いた阻害実験等が歴史的に行われてきたが、
材料の選択や阻害効率の一定化など、今なお検討課題が残されている。近年、特定の不活化薬を
前処置することで単一 P450 分子種の活性を抑制した市販ヒト肝ミクロゾームがフランスにて
開発され、我が国にも輸入されはじめた。これら in vitro 酵素源と指標薬の選択と in vivo 条へ
の外挿が、その後の臨床での医薬品血中濃度変動予測に重要な役割をもつことが判明している
が、現状での in vitro での試験状況が、予測すべき in vivo 状況を充分に反映しているかは必ず
しも明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 
薬物代謝が規定する相互作用試験では、相互作用が生じる代謝反応経路を特定し、被験薬が被

相互作用薬となる場合は、全体の消失経路の中でその経路が占める重要性を定量的に把握し、一
方、相互作用薬となる場合は、阻害、誘導等の機序によりその経路の代謝酵素活性に与える影響
を詳しく評価することが重要である。薬物代謝が関与する薬物相互作用の多くには、酸化的代謝、
特に P450 が触媒する代謝が関連する。そこで、簡便かつ正しく P450 寄与率を求める方法の
提唱を目指し、組換えヒト P450 分子種、ヒト肝ミクロゾームおよび肝細胞、特にヒト肝細胞
を生体に移植した免疫不全マウスを組み合せ、P450 1A2, 2C9 および 3A4/5 を始めとする主要
代謝酵素が関わる合理的な in vivo 定量的薬物相互作用予測手法を提供することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
既存の市販のヒト肝単一 P450 酵素を不活化した酵素源を活用する一方、新たに in vivo でヒ

ト P450 1A2, 2C9 および 3A4/5 酵素を不括化したヒト肝移植モデルマウスの作出とそれらの評
価を行った。免疫不全マウスにヒト肝細胞を移植後、P450 1A2、2C9 および 3A4/5 の不活化薬
であるフラフィリン、チエニリン酸およびアザムリンをそれぞれ経口前投与し（13-15 mg/kg 体
重）、生体中にて対応するヒト肝単一 P450 分子種を不活化させた。これらヒト型モデル動物で
の各 P450 プローブ薬として、それぞれクマリン、ワルファリンとジクロフェナクおよびデキサ
メタゾンを静脈内投与(10-30 mg/kg)し、単一 P450 分子種の不活化により効果修飾された体内
動態を調べた。 
 
４．研究成果 
 
相互作用評価には、被作用薬代謝に関与する酵素寄与率の情報が重要である。特定の P450 分

子種を時間依存型阻害薬（生成代謝物による酵素との共有結合による）で不活化したヒト肝ミク
ロゾームと対照（非処置）肝ミクロゾームを用い、各 P450 分子種の薬物代謝反応への in vitro 
寄与率を簡便に検討する手法が有効であることを確認した。次いでこれら時間依存型阻害薬の
影響を、クマリンの反応性 3,4-epoxide の代償的代謝物（図１）、S-ワルファリン 7-水酸化体と
ジクロフェナク 4’-水酸化体（図２）およびデキサメタゾン 6β水酸化体（図３）生成を指標とし
て、in vivo 系にて評価した結果を図示する。 
クマリンと S-ワルファリンは、in vivo 系と in vitro 系での P450１A2 と 2C9 分子種の寄与

率の評価結果は概ね高く、同様であった、しかし、ジクロフェナクとデキサメタゾン代謝で見込
まれる P450 2C9 と 3A4/5 分子種の寄与率には、in vivo 条件にてやや in vitro 予測より低値
を示すことが判明した。これらの知見は、P450 1A2, 2C9 および 3A4/5 を始めとする主要代謝
酵素が関わる in vivo 定量的薬物相互作用予測において、in vitro から in vivo 状況を外挿する際
の留意事項となることが示唆された。 
以上、典型的な P450 不活薬にて前処置したヒト肝細胞移植キメラマウスは、代謝的に不活性

化された P450 1A2、2C9 および P450 3A4/5 のヒト型 in vivo モデルとなりうることが示唆
された。ヒト型モデル動物にて、P450 1A2, 2C9 と 3A4/5 酵素の in vivo 薬物体内動態での寄与
を調べる手法を樹立した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ クマリンの反応性 3,4-epoxide 由来代謝物のフラフィリンによる生成抑制 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ S-ワルファリン 7-水酸化とジクロフェナク 4’-水酸化体生成のチエニリン酸による抑制 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ デキサメタゾン 6β水酸化体生成のアザムリンによる抑制 
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