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研究成果の概要：オセルタミビルの体内動態の変動要因として、血液脳関門でオセルタミビ

ルの排出輸送に関与する P-糖タンパク質と、消化管吸収に関与するペプチドトランスポーター、
PEPT1 を見出した。オセルタミビルの体内動態(脳内濃度)の個人差には、これらのトランスポ
ーターの機能変化を伴なう遺伝子多型、発現量の年齢差および併用する薬物や食物による相互
作用等が関与する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
リン酸オセルタミビル（商品名：タミフル）

は、ノイラミニダーゼ阻害剤である
Ro64-0802 のエステル型プロドラッグであり、
A型およびB型インフルエンザイウイルス感
染症治療を目的に使用されている。この薬物
の重大な副作用として、精神神経症状（意識
障害、異常行動、せん妄、幻覚、妄想および
痙攣等）が知られており、最近、若年患者に
おいてこれらの症状が頻発したことから、10
代の患者への投与が原則的に禁止された。 
一般的に中枢性副作用は薬物が血液脳関

門を透過して中枢に移行することにより発

現する。タミフルのインタビューフォームに
は、安全性試験における未変化体の脳内暴露
量は 7、14、24 日齢のラットでは 48 日齢の
ラットの 1540, 650, 2倍であるが、活性本体
である Ro 64-0802 の脳内濃度は血漿中濃度
より低く、脳内未変化体濃度に応じた毒性が
観察されたと記載されている。このことは、
オセルタミビルそのものの中枢移行が毒性
発現に関与しており、血液脳関門が未熟な幼
若動物においてその傾向が顕著であること
を示唆している。薬物の脳内濃度は、血液か
ら脳実質細胞への受動拡散、脳組織への蓄積
のみならず、血液脳関門を介した排出系の能



動輸送により規定されている。排出系輸送機
能の一部は、脳毛細血管内皮細胞の管腔側に
発現している P-糖タンパク質(P-gp)により維
持されている。P-gpの機能を阻害剤などによ
り抑制または遺伝子をノックアウトするこ
とにより、P-gpの基質薬物の脳内濃度は上昇
することが知られている。本研究では、オセ
ルタミビルとその活性本体である Ro 64-0802
が P-gpの基質であるかを先ず検討した。また、
血液脳関門に発現しているその他の排出系
および取り込み系トランスポーターが寄与
する可能性についても検討を加えた。 
また、研究の過程で、哺乳ラットにおける

毒性は、絶食によって強く現れ、血漿中濃度
の上昇を伴っていたことから、血中濃度の変
動も中枢毒性の発現に寄与すると考え、その
要因の一つとしてオセルタミビルの消化管
吸収に関与するトランスポーターを同定し、
食物成分との相互作用についても検討を加
えた。 
 
２．研究の目的 
 オセルタミビルの中枢性副作用を惹起す
る毒性本体を特定し、その中枢移行を既定す
るメカニズムを明らかにすることにより、精
神神経症状を伴う中枢性の副作用との関連
性を明らかにする。中枢移行メカニズムの特
定に際してはオセルタミビルおよび活性本
体である Ro 64-0802の脳移行に、各種トラン
スポーターが関与する可能性を精査する。 
 オセルタミビルおよび Ro 64-0802 の中枢
移行と中枢性副作用に関連が認められた場
合には、トランスポーターなどの中枢移行を
既定するタンパクの遺伝子多型の情報を、頻
度、機能への影響について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) オセルタミビルおよび Ro 64-0802の血液
脳関門透過機構の解析 
① 培養細胞による輸送実験（P-gpの関与） 
頂端膜上に P-gp を高発現している細胞

(LLC-PK1-GA5-COL150) お よ び 対 照 細 胞
(LLC-PK1)を Transwell フィルター膜上に培
養し、頂端膜側(A)から基底膜側(B)、および
Bから Aの輸送を測定し、両者を比較するこ
とにより、P-gpの寄与を推定した。また非線
形最少二乗法により輸送の速度論パラメー
タを算出した。 
② In vivo脳移行性実験(P-gpの関与) 
 オセルタミビルを水に溶解し、30, 100, 
300mg/10mL/kgを mdr1a/1b（P-gp遺伝子）ノ
ックアウトマウスおよび対照である FVB マ
ウスに経口投与した。投与 1時間後に全血を
採取し、3mL の生理食塩水で全身かん流後、
全脳を採取した。血液は、直ちに遠心分離し
て血漿を得た。血漿中および脳内のオセルタ
ミビルおよび Ro 64-0802濃度を定量した。 

③ 血液脳関門におけるP-gp発現量とオセル
タミビルおよび Ro 64-0802の脳移行性の
週齢差 

 2, 3, 4, 8週齢のラットに絶食下、オセルタ
ミビルを 300mg/kg 経口投与し、投与１時間
後の血漿および脳内未変化体および Ro 
64-0802 濃度を測定した。また、同週齢のラ
ットの脳膜画分における P-gp の発現量をウ
ェスタンブロッティング法により定量した。 
④ P-gp以外の排出系トランスポーターの関
与 

 MRP1 (Multidrug Resistance Protein 1), 
MRP4 (Multidrug Resistance protein 4)または
BCRP (Brest Cancer Resistance Protein)発現 Sf9
昆虫細胞膜画分を用い、これらの特異的基質
であるエストラジオール-17β グルクロニド
の輸送に及ぼす高濃度(1mM)のオセルタミビ
ルまたは Ro 64-0802共存の影響を検討した。 
⑤ オセルタミビルの脳への取込みトランス
ポーターの関与 

 ラット不死化脳毛細血管内皮細胞(RBEC1)
へのオセルタミビルの取込みの温度および
濃度依存性を検討し、速度論パラメータを算
出した。また、各種阻害剤の影響を検討し、
取り込みに関与するトランスポーターを推
定した。 
  
(2) オセルタミビルおよび Ro 64-0802の消化
管吸収機構の解析 
① ヒト結腸がん由来消化管上皮細胞

(Caco-2)を用いた経細胞輸送実験および
取り込み実験 

 オセルタミビルが P-gp およびカルボキシ
ルエステラーゼの基質であるため、ベラパミ
ル（P-gp阻害剤）および bis(4-nitrophenyl) 
phosphate (エステラーゼ阻害剤)共存下での
刷子縁膜側から基底膜側へのオセルタミビ
ルの輸送と、各種トランスポーターの基質に
よる阻害効果を検討した。取り込み実験にお
いては、時間、温度、濃度依存性（速度論パ
ラメータ算出）および各種阻害剤の効果を検
討した。 
② PEPT1/HeLaおよびMock細胞への取り込
み実験 

 オセルタミビルが PEPT1 の基質であるこ
とを確認する目的で、PEPT1発現 HeLa細胞
および対照(Mock)細胞への未変化体および
Ro 64-0802の取込みの温度および濃度依存性
を検討し、速度論パラメータを求めた。 
③ In vivo薬物動態実験 
 30mg/kg のオセルタミビルをラットに
PEPT1 阻害剤存在、非存在下、経口投与し、
未変化体血漿中濃度推移を検討した。また、
ミルクに溶解して投与した場合、ミルク中の
主要タンパク質であるカゼイン共存下に投
与した場合についても検討し、高蛋白食との
相互作用の可能性について検討を加えた。 



 さらに、１週齢のラットを用い、哺乳した
場合と母獣と隔離して絶食した場合におけ
るオセルタミビル投与後の血漿中および脳
内濃度を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) オセルタミビルおよび Ro 64-0802の血液
脳関門透過機構の解析 
 
オセルタミビルおよび Ro 64-0802 の脳移
行性を既定する要因を明らかにする目的で、
先ず、 P-gp の関与について、P-gp 高発現細
胞を用いた検討を行った。 

P-gp高発現細胞における基底膜(B)から頂
端膜(A)方向の輸送速度は、反対方向の輸送に
比較して有意に高かったが、P-gpを発現して
いない細胞ではこのような方向性は観察さ
れなかった。また、P-gp高発現細胞における
輸送の方向性はP-gp阻害剤であるシクロスポ
リン共存により消失した。この結果から、オ
セルタミビルはP-gpの基質であり、膜透過性
はこの排出トランスポーターの影響を受け
ることが示唆された。B-to-A方向の輸送は飽
和性を示し、KmおよびVmaxは各々、1.3mM、
0.203 nmoL/min/cm2であった。このKmは、ヒ
ト臨床血中濃度(50 nM)よりはるかに高いこ
とから、P-gpは臨床投与量では飽和しておら
ず、オセルタミビルの脳移行性にP-gpが影響
を及ぼしている可能性が推察された。一方、
活性代謝物であるRo 64-0802の輸送には方向
性は認められなかったことから、Ro 64-0802
はP-gpの基質とはならないことが示唆された。 
 
次に、P-gpの責任遺伝子であるmdr1a/1bを

ノックアウトしたマウス(KO)における脳移
行性を、対照であるFVBマウスと比較した。
30mg/kgから 300mg/kgを経口投与 1時間後の
オセルタミビルのKp,app(脳／血液濃度比)の
両系統マウスにおける比、Kp,app,ratio(KOにお
けるKp,app／FVBにおけるKp,app)は、30, 100, 
300mg/kgの各々で、4.7, 4.9, 9.6であり、P-gp
ノックアウトにより脳移行性が有意に上昇
することが分かった。このことから、in vivo
においてオセルタミビルの脳移行性制御に
P-gpが大きな役割を果たしていることが明ら
かとなった。なお、両系統のマウスで投与量
に応じたKp,appの上昇が観察されていること
から、P-gp以外の輸送系が関与している可能
性も推察された。 
一方、Ro 64-0802のKp,app値は両系統におい
て、ほぼ 0.005 - 0.022を示し、脳組織中の血
管スペース容積にほぼ等しいことから、脳実
質への移行は極めて低いと考えられた。また、
Kp,appに両系統間で差は認められなかったこ
とから、Ro 64-0802の脳移行にはP-gpは関与
しないと考えられ、in vitro輸送実験で得られ
た結果と一致した。 

 
さらにラットにおける脳移行性とP-gp発現

量の週齢差を検討したところ、週齢が低いほ
ど脳におけるオセルタミビルの移行量
(Kp,app)が高い傾向が認められ(図 1)、P-gpの発
現量(図 2)と逆相関していた。この結果は、若
年層における中枢神経症状の発症との関連
において重要であろうと推察された。 
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図 1. 週齢の異なるラットにオセルタミビル 300mg/kg経口
投与 1時間後の脳内／血漿濃度比(Kp,app) 
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図 2. 週齢の異なるラット脳粗膜画分における P-糖タンパク
質(170lkDa)のウェスタンブロッティング 
Mdr1a/1b KOマウスでの脳移行性実験結果
から、P-gp以外の排出輸送系の関与が推察さ
れたため、血液脳関門に発現している排出系
トランスポーターであるMRP1, MRP4, BCRP
発現ベシクルを用い、高濃度のオセルタミビ
ルまたは Ro 64-0802が、それぞれのトランス
ポーターの特異的基質の輸送を阻害するか
否かを検討した。その結果、オセルタミビル
および Ro 64-0802は、いずれの発現系におい
ても阻害効果を示さなかったことから、これ
らのトランスポーターの基質にはならない
と推察された。 

 
また、オセルタミビルの脳への取り込み方
向に輸送系が関与する可能性について、不死
化ラット脳毛細血管内皮細胞である RBEC1
細胞を用いて検討した。オセルタミビルの
RBEC1細胞への取り込みは、温度依存性およ
び飽和性を示し、Km および Vmax は各々、
4.3 mM、82.2 pmoL/sec/mgであった。各種阻
害剤の影響を検討した結果、キニジンで有意
に取り込みが阻害され、またテトラエチルア
ンモニウムでも低下傾向が認められたこと
から、これらの阻害剤と共通する何らかの輸
送系がオセルタミビルの脳への取込方向の
輸送に関与していることが示唆された。 

 
以上より、血液脳関門におけるオセルタミ
ビルの排出方向の輸送においては、P-gpが中
心的な役割を果たしており、Ro 64-0802の排



出方向の輸送にはトランスポーターは関与
しないことが推察された。P-gpの機能に影響
を与える要因（遺伝子多型、年齢、病態、発
現量の変化、薬物間相互作用等）がオセルタ
ミビルの脳移行性に影響を及ぼし、中枢症状
の発現に関与する可能性が推察された。 

 
 

(2) オセルタミビルおよび Ro 64-0802の消化
管吸収機構の解析 
 
オセルタミビルの幼若ラットにおける脳

移行性を検討した過程で、絶食により血中濃
度と毒性が増大する傾向を見出した。そこで、
食事由来成分の吸収に関与するトランスポ
ーターがオセルタミビルの吸収にも関与し
ているのではないかと考えた。離乳前のラッ
トは常に母乳を摂取しているので、消化管内
には常に多量のジ、トリペプチドが存在して
いると考えられる。そこで、先ず消化管に発
現するペプチドトランスポーターである
PEPT1 がオセルタミビルの吸収に関与する
可能性について検討した。 

Caco-2 細胞単層膜を用いた透過性実験に
おいて、オセルタミビルの刷子縁膜側(A)から
基底膜側(B)への輸送は、PEPT1の基質である
グリシルサルコシン(Gly-Sar)およびトリプト
フィルグリシン(Trp-Gly)により有意に低下し
た。Caco-2細胞への初期取り込み速度は温度
依存性で飽和性を示し、Km および Vmax は
各々、6.5 mM, 45.6 nmol/min/mg proteinであっ
た。Gly-Sarおよび Trp-Glyは有意に濃度依存
的にオセルタミビルの取り込みを抑制した。 
そこで、 PEPT1 安定発現 HeLa 細胞

(PEPT1/HeLa 細胞)へのオセルタミビルの取
り込みを検討した。取り込みは、時間、温度
依存的であり、Gly-Sar などの PEPT1 基質に
より阻害された。またオセルタミビルの取り
込みは飽和性で、Km および Vmax は各々、
8.6 mM、11.4 nmol/10min/mg proteinであり、
KmはCaco-2細胞を用いた場合と同等であっ
た。なお、Ro 64-0802の PEPT1/HeLa細胞へ
の取り込みは、PEPT1を発現していないmock
細胞への取り込みと差がなかったことから、
Ro 64-0803 は PEPT1 の基質とはならないこ
とが推察された。 

 
PEPT1の寄与と乳汁成分との相互作用を in 

vivoで検討する目的で、オセルタミビルを水
またはミルク、ミルク相当量のカゼイン、ミ
ルクペプチド相当量の Gly-Sar と共にラット
に経口投与し、血中濃度推移を検討した。そ
の結果、オセルタミビルの血中濃度は、ミル
ク、カゼイン、Gly-Sar共存により劇的に低下
することが分かった(図 3)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに、同母由来の幼若ラットを、一昼夜 
母獣から隔離した絶食群と、非絶食群に分け、
オセルタミビルを 30mg/kg 経口投与 30 分後
の血漿中および脳内濃度を比較した。絶食群
における血漿中および脳内未変化体濃度は、
13.4 – 15.3 µg/mLおよび 0.83 – 1.34 µg/g brain、
非絶食群では、0.344 – 0.884 µg/mL および
0.0483 – 0.172 µ g/g brainであり、脳内濃度は
血漿中濃度に比例して増大しており、絶食群
の血漿中および脳内濃度は、非絶食群の約 10
倍高い値を示した。 
 
以上の結果から、オセルタミビルは PEPT1
の基質であり、オセルタミビルの消化管吸収
において PEPT1 が大きな役割を果たしてい
ることが示唆された。また、高濃度の食事由
来ペプチドはオセルタミビルの消化管吸収
を阻害することが明らかとなった。このこと
は、インフルエンザ罹患時、食欲減退などに
より絶食状態となった乳児における血中お
よび脳内濃度は、非絶食で行われている臨床
試験から予想されるよりもはるかに高い可
能性があることを示唆しており、絶食時の投
薬に注意が必要であると考えられる。 
 
(3) まとめ 
オセルタミビルの脳内濃度の変動要因と

して、血液脳関門で排出輸送に関与する P-gp
と、消化管吸収に関与するペプチドトランス
ポーター、PEPT1を見出すことができた。既
にこれらのトランスポーターには機能変化
を伴なう遺伝子多型が報告されている。脳内
濃度の個人間差を生じ得るその他の要因と
して、P-gpの場合は、血液脳関門における発
現量の年齢差、PEPT1の場合は、食事由来ペ
プチドによる吸収阻害が関与する可能性が
あることを示すことができた。これらはいず
れも実験動物における結果であり、血液脳関
門に関してはヒトで実証することが困難で
あるが、消化管吸収における PEPT1上での
相互作用に関しては、ヒトで検証する必要が
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あると考えられた。 
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