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研究成果の概要（和文）：薬物相互作用 (くすりの飲み合わせ) の起こりやすさには個人差がある。特に、薬物相互作
用の中でも、薬物酸化代謝酵素である P450 の不可逆的な阻害は、臨床上問題となっていることから、本研究では、P4
50 の不可逆的な阻害を介した薬物相互作用のリスクが、遺伝的な要因によってどの程度影響を受けるかについて、さ
まざまな遺伝的変異型 P450 酵素分子 (CYP3A4, 2D6 変異型) を用いて、in vitro (試験管レベルの) 酵素実験を行い
、解析した。その結果、薬物代謝酵素の阻害を介した薬物相互作用は、さまざまな程度で、遺伝的要因の影響を受ける
ことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：There seems to be considerable inter-individual variations in the extent of drug 
interactions, especially via the inhibition of oxidative metabolic enzymes, P450s. This study aimed to 
investigate quantitatively the influence of genetic variation of P450s, such as CYP3A4 and CYP2D6, on the 
extent of drug interaction in the in vitro studies using genetic variants. As a result of enzymatic study 
with probe substrates and mechanism-based inhibitors (MBI), we concluded that the inhibitory potencies of 
MBI differ among genetic variants. These results suggest that the genetic variation of metabolic enzymes 
affect the extent of drug interactions caused by their inhibitors, as well as the pharmacokinetics of 
their substrate drugs.

研究分野：臨床薬物動態学、医薬品情報学、薬物治療の情報科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 薬物相互作用回避の重要性 
	
 医薬品の有害反応（いわゆる副作用）は、
全米における死因の五指に入るともいわれ
るほどの重大な問題である。そして、薬物相
互作用は、回避可能な有害反応の 1/4 以上に
関与しているとの報告もある。したがって、
薬物相互作用を未然に予測して回避するこ
とは、現在に至るまで、医薬品の適正使用上、
極めて重要な課題といえる。 
 
(2) 薬物相互作用の個人差とその要因 
	
 しかし多くの研究者は、薬物相互作用の予
測においては、その「平均値」を対象にして
いた。一方実際には、薬物相互作用の程度に
は個人差が大きく、同じ臨床試験の条件であ
っても、顕著に薬物相互作用がみられる被験
者と、あまりみられない被験者がいる。研究
代表者らは以前からこの相互作用の個人差
に注目し、「相互作用に個人差をもたらす要
因」の究明に力を注いできた。そして例えば、
阻害剤の消失を担う代謝酵素に誘導が生じ
たり、遺伝的多型があると、阻害剤の血中濃
度に個人差を生じ、結果的に相互作用の大小
に個人差をもたらす、という可能性を実証し
てきた。 
	
 薬物相互作用の原因として臨床上最も重
要なものに、代謝酵素の阻害による薬物血中
濃度の上昇がある。特にチトクロム P450 
(CYP) の阻害を介した相互作用は、現在でも
臨床的に問題となっている。一方、P450 の
中でも代表的な薬物代謝酵素の分子種であ
る CYP3A4 や CYP2D6 等には、アミノ酸
の置換を伴う遺伝的変異が存在し、変異型分
子では酵素活性が変化している。同様に、変
異型分子においては、阻害剤の阻害特性も変
化しており、これが薬物相互作用の程度に個
人差をもたらす要因となっている可能性が
考えられていた。事実、CYP2D6 に関して
は、東洋人に特異的な変異型分子である 
CYP2D6.10 では、競合的阻害剤の阻害強度
が野生型とは異なっていることが報告され
ていた。また研究代表者らもこの点に着目し
研究をすすめ、CYP3A4 の変異型分子 
(CYP3A4.2、.7、.16、.18) においては、競
合阻害剤に対する感受性が異なることを報
告していた。 
 
(3) 代謝酵素の不可逆的阻害を介した相互作
用の個人差 
	
 一方、酵素活性を不可逆的に失活させる 
mechanism-based inhibition (MBI) は、競
合阻害とは異なり、阻害剤が体内から消失し
ても相互作用が遷延するという点で、競合阻
害以上に問題となりやすい。臨床的には、
CYP3A4 の阻害剤であるマクロライド系抗
生物質やグレープフルーツジュース、
CYP2D6 の阻害剤であるパロキセチンなど、
MBI を引き起こすものが多数知られている。 
	
 しかしながら、CYP3A4 や CYP2D6 の野

生型分子と変異型分子の間における  MBI 
阻害剤の阻害特性の差違については、研究開
始当時は検討が行われておらず、ましてやそ
の臨床的重要性についてはまったく情報が
なかった。 
 
(4) IVIVE による相互作用の予測 
	
 また、in vitro 実験から得られた結果が、
果たして臨床的にどの程度の意義を有する
かを評価することも重要である。in vitro 実
験の結果からヒトでの薬物体内動態を定量
的に予測する、いわゆる in vitro-in vivo 補
外 (IVIVE) は、研究開始時期と時を同じく
してファーマコメトリクスが発展したこと
から、生理学的母集団薬物動態シミュレータ 
(SimcypTM など) による IVIVE の精度は格
段に高まりつつあった。これにより、薬物相
互作用を予測するための臨床試験をコンピ
ュータ上 (in silico) で実現できることが認
められつつあった。 
 
２．研究の目的 
代表的な薬物代謝酵素である CYP3A4 およ
び CYP2D6 を対象として、以下の 3 項目
について検討を行うことを目的とした。 
(1) CYP3A4 の野生型および変異型分子 
(CYP3A4.1、2、 .7、 .16、 .18)、ならびに 
CYP2D6 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 分 子 
(CYP2D6.1、.2、.10) について、代表的な 
MBI 阻害剤 (CYP3A4 についてはマクロラ
イド系抗生物質、柑橘果汁成分、ベラパミル
など。CYP2D6 についてはパロキセチン) の
阻害特性を in vitro 酵素実験により評価す
る。 
(2) Genetic variants間で MBI の特性に差
違が生じるメカニズムについて酵素キネテ
ィクスの解析結果からの構造活性相関アプ
ローチと、コンピュータによる in silico分子
ドッキングシミュレーションの二通りのア
プローチを行う。 
(3) 得られた阻害特性の差異が、臨床上、薬
物相互作用にどの程度の個人差をもたらす
可能性があるかを、生理学的母集団薬物動態
シミュレータ  (SimcypTM) を用い、 in 
vitro-to-in vivo 補外 (IVIVE) の手法により
予測する。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料及び代謝実験の概要 
	
 酵素反応の評価は、研究代表者らの既報の
方法 (Drug Metabol Dispos. 39: 724-728, 
2011) に従って行った。CYP3A4発現ミクロ
ソ ー ム は 、 野 生 型  CYP3A4 分 子 
(CYP3A4.1) および  4 種の変異型分子 
(CYP3A4.2、.7、.16、.18) を大腸菌発現系
を用いて発現させ、生成することにより作成
した。酵素量は CO difference spectra 法に
より定量した。 
	
 酵素活性を評価するために 3 種の基質、
すなわちミダゾラム、テストステロン、ニフ



ェジピンを用い、それぞれ 1'-水酸化、6β水
酸化、水酸化活性を評価した。常法に従い 
CYP3A4 発現ミクロソームと NADPH 再
生系を含む緩衝液に基質を添加し、一定時間
後の上記代謝物の生成量を HPLC-UV 法に
より測定することで、代謝活性を評価した。
阻害剤としては、エリスロマイシン (EM)、
クラリスロマイシン (CAM)、グレープフル
ーツジュース有機相抽出物、ベルガモチン 
(BG)、ジヒドロキシベルガモチン (DHB)、
リモニン、レスベラトロール、ベラパミル 
(VER)、ノルベラパミル (NOR) などを対象
とした。 
	
 CYP2D6 の野生型 (CYP2D6.1) および変
異型 (CYP2D6.2、.10) 酵素は、市販のバキ
ュロウイルス発現系ミクロソームを用いた。
酵素活性は、デキストロメトルファンの O-
脱メチル化により評価し、代謝物は HPLC-
蛍光法を用いて測定した。阻害剤としては、
MBI 阻害剤としてパロキセチンを、非 MBI
阻害剤の陰性対照としてテルビナフィンを
用いた。 
 
(2) 阻害剤の酵素阻害パラメータの算出 
	
 さまざまな濃度の阻害剤存在下に、酵素残
存活性のプレインキュベーション時間依存
性を評価し、酵素の不活性化速度定数と阻害
剤の濃度との関係に、非線形最小二乗法によ
りミカエリスメンテン式をあてはめ、最大不
活性化速度 kinact,max および最大不活性化速
度の 1/2 を与える阻害剤の濃度 KI を算出
した。また、プレインキュベーションを行わ
ない条件において、代謝活性に対する阻害剤
の影響を検討することで、競合阻害における
阻害定数 Ki も併せて求めた。 
 
(3) 生理学的母集団薬物動態シミュレータに
よる IVIVE 
	
 生理学的母集団薬物動態シミュレータと
しては SimcypTM (http://www.simcyp.com) 
を用いた。CYP3A4 及び CYP2D6 の各変異
型の homozygote からなる仮想日本人母集
団を想定し、in vivo における代謝阻害 (薬物
相互作用) のシミュレーションを行った。基
質、阻害剤、変異の組み合わせ毎に、基質と
MBI 阻害剤の併用による基質薬物の血中濃
度 (AUC) 上昇率とそのバラツキをシミュレ
ーションすることで、薬物相互作用の個人差
要因としての代謝酵素の変異の臨床的意義
を評価した。 
	
 また、paroxetine の自己MBI阻害パラメ
ータをもとに、臨床で観測された非線形薬物
動態を IVIVE により再現可能か、検証を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) CYP3A4 variants に対する各種MBI阻
害剤の阻害特性 (図 1) 
	
 いずれの MBI 阻害剤においても、5 種の
CYP3A4 variants に対する MBI 阻害特性 

(KI 値および kinact,max 値) は、variants 間
で大きく異なっていた。 

 
図 1. CYP3A4 variants に対する各種 MBI
阻害剤の阻害特性 (レーダー図としてまとめ
たもの) 
 
	
 そして、特定の variants が MBI 阻害を
受けにくい/受けやすいということはなく、遺
伝子変異の影響は検討した MBI 阻害剤ごと
に異なっていた。しかし、kinact,max 値 (最大
不活性化速度) に対する遺伝子変異の影響は、
構造が類似した MBI 阻害剤間では類似し
ていた。そこでその一因として、CYP3A4 で
は遺伝的変異により酵素分子の構造が変化
し 、 活 性 部 位 へ の 基 質 や 阻 害 剤 の 
accessibility が変化している可能性を考え、
in silico docking simulation による検討を
行ったが、観測された結果を説明するに十分
な結果を得ることはできなかった (data not 
shown)。 
	
 また、EM による CYP3A4 の MBI 阻害
特性について、プロープ基質を変えて特性を
検討したところ、最大の 1/2 の不活性化をも
たらす阻害剤濃度 (KI) は三基質間で同等の
値が得られたが、最大不活性化速度定数 
(kinact,max) は NIF が TST よりも 1.44 倍
有意に高く、MBI 特性は用いる基質によっ
て異なって観測される可能性が示された。ま
た、CYP3A4 の酵素活性は、EM との 
preincubation 時間に対して二相性に低下し、
一定時間経過後は不活性化が進まず、一定の
残存活性がある可能性も示された。現在この
点について引き続き検討を進めている。 
 
(2) CYP2D6 variants に対する各種MBI阻
害剤の阻害特性 
	
 陰性対照の非 MBI 阻害剤 (競合阻害剤) 
として用いたテルビナフィンについて、その
阻害強度に variants 間で顕著な差異が認め
られた。すなわち、CYP2D6.1, .2, .10 に対



する競合阻害の Ki 値はそれぞれ 0.0525, 
0.355 および  1.85 µM であり、野生型と 
CYP2D6.10 の間で  32 倍も感受性が異な
っていた。これまでも同様の感受性の違いが
他の阻害剤について報告されていたが、最大
でも 10 倍程度の違いしか認められていなか
った。テルビナフィンによる薬物相互作用は、
CYP2D6 の遺伝子型による影響を非常に顕
著に受ける可能性が示唆されたといえる。 
	
 一方、パロキセチンの  CYP2D6 各種 
variants に対する MBI 特性 (kinact,max お
よび KI値)、ならびに CYP2D6 を介した自
身の代謝特性を評価した。さらに、得られた
実験結果 (自己 MBI パラメータ) を使用す
ることで、Simcyp を用いた IVIVE により、
パロキセチン連続投与時の非線形薬物動態
を、平均値のみならず、分散も含めて良好に
シミュレーションすることができた (図 2, 3)。 

 
 
(3) まとめ 
	
 薬物代謝酵素における MBI 阻害の受け
やすさは、variants 間で大きく異なっていた。
したがって、MBI を介した薬物相互作用や、
自己 MBI に基づく非線形薬物動態は、代謝
酵素の遺伝子多型の影響を受けると考えら
れた。また、その影響は阻害剤間でも異なっ
ていた。Variants 間で阻害特性に差が生じ
た原因については、構造が類似している阻害
剤間では遺伝子多型の影響パターンが類似
していたことから、基質や阻害剤の酵素活性
中心への accessibility の違いが考えられた
が、in silico ドッキングシミュレーションで
はこれを定量的に支持する計算結果は得ら
れなかったことから、accessibility 以外の要
因についても考慮する必要があると思われ
た。 
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