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研究成果の概要（和文）：トファシチニブは関節リウマチ治療における分子標的薬として初めての経口投与製剤
である。本研究計画ではトファシチニブの個別化投与指針構築を目指し、これまでの関節リウマチ分子標的薬の
主流であった注射剤では障壁とならなかった経口投与時の消化管吸収に関与するトランスポーターの影響を評価
した。
本研究期間においては、高速液体クロマトグラフ法による定量法の構築に加え、トランスポーター発現細胞系を
用いた薬物輸送実験により、P-糖タンパク質（P-gp）や乳癌耐性タンパク質（BCRP）の基質となることを見いだ
した。さらに本薬剤投与患者を対象とした薬物血中濃度及びトランスポーターの遺伝子多型解析を実施してい
る。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to develop the individual dose of 
tofacitinib, which is a novel synthetic disease modifying anti-rheumatic drug (DMARD) that 
selectively inhibits Janus kinase (JAKs), particularly JAK1 and JAK3.
In the present study, a novel and simple HPLC-UV assay method for the estimation of tofacinib 
concentration has been developed and validated. Transport characteristics of ABCB1 (P-glycoprotein, 
P-gp) and ABCG2 (breast cancer resistance protein, BCRP) were assessed by HEK293 cells stably 
expressing ABCB1 and ABCG2. The cellular accumulation of tofacitinib in HEK293-ABCB1 and 
HEK293-ABCG2 were markedly decreased than that in HEK293 cell as a control. These findings suggest 
that pharmacogenomic analysis help to optimize the individual dose of tofacitinib.

研究分野： 医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
分子標的薬は疾患に関連する特定の分子

のみを標的としてその活性を制御すること
で薬効を示すものであり、正常組織への障害
性が低いとされる。しかしながら、分子標的
薬はその標的以外の分子にも結合活性を有
する可能性が報告されており  (Karaman, 
Nat. Biotechnol., 2008)、分子標的抗がん剤
である上皮成長因子受容体 (EGFR) 阻害剤
による皮疹、間質性肺炎や血管内皮細胞増殖
因子 (VEGF) 阻害剤による高血圧、消化管
穿孔など、開発段階では予想が困難な毒性が
生じている。さらに、実臨床における多様な
背景を有する患者群では、治験段階とは異な
り個体間変動が大きいため、市販後の実臨床
における臨床薬理学的研究は必須と言える。
関節リウマチ治療における分子標的薬とし
て、初めての経口投与製剤であるトファシチ
ニブは注射による疼痛や頻回の来院による
ストレスを軽減できることから、関節リウマ
チ患者の QOL を向上させる新たな選択肢と
して期待されている。一方で、ヤヌスキナー
ゼ阻害という新規の作用機序に起因する未
知の副作用など、安全性への懸念が取りざた
されており、厳格な適正使用が求められてい
る。一方で、本薬剤の治療効果・副作用に与
える患者背景因子に関する情報は不足して
おり、有効かつ安全な投与設計指針は構築さ
れていない。 

以上のような背景から、経口分子標的抗が
ん剤の効果および副作用の予測、管理を目的
に薬物血中濃度モニタリング (TDM) が行
われている。慢性骨髄性白血病治療薬である
イマチニブでは、その血中濃度と治療効果の
関連が示されており (Picard, Blood, 2007)、
その臨床的意義が認められ、本邦では平成 24
年 4 月に特定薬剤治療管理料 (TDM の診療
報酬) の請求対象薬物となった。また、イマ
チニブの血中濃度と治療効果は消化管に発
現するトランスポーターである Brest 
Cancer Resistance Protein (BCRP) の遺伝
子多型により影響される。さらに、BCRP は
ゲフィチニブやエルロチニブ、スニチニブの
血中濃度、治療効果にも影響を与えることが
報告されており (Noguchi, Adv. Drug Deliv. 
Rev., 2009)、消化管のトランスポーターは患
者間の治療効果や副作用の個体差を生む原
因となっている。 

一方、がん治療だけでなく、関節リウマチ
治療においても分子標的薬の適応は広がっ
ており、症状の緩和を目標とした従来治療を
大幅に改善し、寛解を目標とした治療を可能
と し て い る  (Upchurch, Rheumatology, 
2012)。しかしながら、従来の分子標的抗リ
ウマチ薬の投与経路はすべて静脈内または
皮下注射であり、煩雑な投与方法や頻回の来
院など患者の負担が大きかった。そこで登場
したのが、経口投与可能な分子標的抗リウマ
チ薬、トファシチニブである。本薬剤は有用
性が期待される一方で、上述の経口分子標的

抗がん剤と同様に、トランスポーターを介し
た体内動態の個体差や副作用等の発生が懸
念される。また、本薬剤は日本及び米国では
承認されているが、同時期に承認申請を行っ
た欧州では、安全性の観点から承認が保留さ
れており、安全性には細心の注意を要する。
このようなハイリスク薬にこそ、科学的基盤
に基づいたきめ細やかな処方設計が求めら
れる。 
 
２．研究の目的 

本研究計画では、経口抗関節リウマチ分子
標的薬であるトファシチニブの個別化投与
指針の構築を目指し、これまでの関節リウマ
チ分子標的療法の主流であった注射剤では
障壁とならなかった経口投与時の消化管吸
収に関与するトランスポーターの影響を明
らかとすることを目的とした。 
  
３．研究の方法 

1)  トファシチニブの定量法の構築 
トファシチニブの定量には、高速液体ク
ロマトグラフ (HPLC-UV) 法を用いた。
サンプルの前処理は後述の通りとした。
トファシチニブ含有サンプルに対し、内
標準物質 (スニチニブ) を一定量添加す
る。蛋白を除去するため、等量のアセト
ニトリルを加えて十分に撹拌後、遠心し
た上清を全量分取し、65°C、大気パージ
下で溶媒を完全留去した。残渣に対し、
20 mM リン酸緩衝液を加えて再溶解し、
0.45 mのフィルターで濾過したものを
HPLC 用サンプルとした。 
水系移動相には 20 mM リン酸緩衝液 
(pH2.5) を用い、有機溶媒系移動相には
アセトニトリルを用い、グラジェントシ
ステムにより溶出時間を制御した。トフ
ァシチニブ及びスニチニブの検出波長
はそれぞれ 290 nm、423 nm とした。 

2)  トランスポーター安定発現細胞の構築
と薬物蓄積性評価 
HEK293 細胞に対し、ABCB1 及び
ABCG2 をコードする配列を有するプラ
スミドを Lipofectamine により導入し、
各々の基質となる薬剤 (ビンブラスチ
ン、SN-38) の存在下で培養を行い、各々
の薬剤に耐性を示す細胞のみを選択す
ることにより、各トランスポーターの安
定発現細胞を構築した。 
構築した安定発現細胞及び対象として
用いた HEK293 細胞を播種したプレー
トに、トファシチニブ溶液を添加し、一
定時間後の細胞内蓄積薬物濃度を定量
した。併せて、各トランスポーターの阻
害剤 (ベラパミル、ko134) 併存時の細
胞内蓄積性についても評価を行った。 

3)  トファシチニブ服用患者を対象とした
臨床薬物動態学的研究 
トファシチニブを通常用量 (1日1-2回、
5-10mg) で投与された関節リウマチ患



者を対象として、文書による同意取得を
行い、薬剤投与後の 1-3 時間及び次回投
与前 (12-24 時間) の採血を実施し、血
漿中薬物濃度を測定した。また、別に採
血した検体から、Taqman PCR 法によ
り、各トランスポーターの遺伝子多型を
解析した。腎機能、肝機能、併用薬剤な
どの患者情報は電子カルテより抽出し
た。さらに関節リウマチの病態スコア 
(ACR20 反応率、DAS-28) についても継
続的に評価した。 

 
４．研究成果 

1)  トファシチニブの定量法の構築 
HPLC-UV 法により得られたトファシ
チニブの検量線は、2.5-80 ng/mL の範
囲で高い直線性 (R2 > 0.99) を示し、主
薬剤と内標準物質とのピークの分離も
良好であった。検量線範囲内で作成した
標準溶液を測定した際の真度及び精度
はいずれも誤差 10％以下であり、良好
な定量性を示した。 

2)  トランスポーター安定発現細胞の構築
と薬物蓄積性評価 
各トランスポーター導入細胞は、各々の
基質となる薬物  (ビンブラスチン、
SN-38) に対して耐性を示したことに加
え、ウエスタンブロットにおいて、該当
する分子量の単一バンドが確認された
ことから、各トランスポーターが安定発
現していることが確認された。 
各トランスポーター安定発現細胞を用
いたトファシチニブの蓄積性評価から、
ABCB1 及び ABCG2 発現細胞では、非
発現細胞に比較して、細胞内蓄積薬物量
がそれぞれ 40％、60％にまで低下した。
また、各々の阻害薬併存時では、蓄積薬
物量はほぼ 100％となったことから、ト
ファシチニブは ABCB1 及び ABCG2 の
基質となることが示唆された。 

3)  トファシチニブ服用患者を対象とした
臨床薬物動態学的研究 
滋賀医科大学医学部附属病院に通院中
の患者でトファシチニブを処方された
患者について、同意取得の上、血中濃度
測定及び遺伝子多型解析を実施し、副作
用や治療効果 (疾患マーカー) との関連
を調査中であるが、当初の予定よりも患
者の導入が遅れているため、引き続き研
究を継続する。 
 

以上、本研究では、HPLC-UV を用いたト
ファシチニブの定量法の構築に成功すると
ともに、トランスポーター発現細胞系を用い
た薬物輸送実験から、消化管吸収の障壁とな
り得る P-糖タンパク質 (ABCB1) や乳癌耐
性タンパク質 (ABCG2) の基質となること
を明らかとした。さらに、実臨床におけるト
ランスポーターの影響を明らかとするため、
本薬剤投与患者を対象とした血中濃度測定

及びトランスポーター遺伝子多型解析を継
続している。今後、更なる情報の集積により、
経口の分子標的抗リウマチ薬であるトファ
シチニブの科学的根拠に基づく投与指針の
構築に繋がることが期待される。 
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