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【序論］

Cytochrome P450 3A4トランスジェニツクマウスを用いた

ヒト薬物動態の新規予測法の開発

分子衛生薬学分野 3PS10012E満井哲也

医薬品開発において、化合物の薬効および毒性の評価に加えて薬物動態特性を評価することは、経口吸収

性、組織移行性および体内滞留性等の特性を最適化するために重要であり、その評価方法は、ヒトの薬物動

態を高い精度で予測しうるものである必要がある。評価すべき薬物動態パラメ－?zの中で、全身クリアランス

(CL101）およびバイオ7ベイラビリティー（F）は、薬物の薬効および毒性と密接に関係する全身曝露を決定す

るものであり、最も重要である。Cltotは肝クリアランス（Clh）や腎クリアランス（CL，）に代表される各臓器ク

リアランスの和として表されるが、近年の医薬品候補化合物は脂溶性が高く、肝臓で代謝を受ける割合が高い

（ ことから、CL101の大部分を Clhが占める。よって、Clhおよび Fの高い精度でのヒト予測法の開発は重要
な課題と考えられ、研究が進められている。

ヒト Clhの予測は、実験動物の invivoデー舎を利用するアニマルスケールアップ法、ヒト肝組織を使った

・in vitroデー舎を利用する invitro-in vivo exploratory法が主要な方法であるが、いずれの方法においても予

測値の 1/2～2倍の範囲に実測値を示す化合物の割合は 60%程度にとどまり、その予測精度は満足できる

レベルにはない。Fに関しても、いくつかのアプローチが試みられているが、高い精度で予測する標準的な方

法は開発されていない。本研究では、マウスの遺伝子・紹胞・組織の一部がヒトのものに置き換わったヒト化マ

ウスに着目し、これがヒト Clhおよび Fの予測ツールとして適するのではないかと考えた。なぜなら、既存の

アニマルスケールアップ法の欠点である代謝種差を埋めることで精度向上が期待されるからである。ヒト化マ

ウスの中でも、市販される 50%以上の薬物の代謝に関わる CYP3A4のトランスジエニックマウス、特にマ

ウスに発現する 8種の Cyp3a分子種全ての遺伝子がノックアウトされたマウス（Cyp3a-KOマウス）をベ

ースにした CYP3A4トランスジェニックマウス（CYP3A4・Tgマウス）がヒト薬物動態予測モデルとして有用と

考え、CYP3A4基質のヒト Clhおよび F予測に対する有用性を評価した。

( CLtotおよび Fには個体差があり、これが血禁中薬物濃度の個体差、ひいては医薬品の薬効や副作用の

発現の個体差につながる。従って、個体聞の血築中薬物濃度のバラツキまで予測することが、医薬品のさらな

る適性使用に寄与すると期待される。個体差の要因としては、代謝酵素の発現レベル、代謝酵素の遺伝子多

型などが存在するが、それらだけでは全ての個体差を説明できない。そこで本研究では、ヒトにおける

CYP3A4基質の CLの個体差を生み出す要因の 1っと考えられる、P450とUGTの相互作用に着目し、

CYP3A4-Tgマウス、Cyp3岳 KOマウスおよび wild-type(VI汀）マウスの肝ミクロゾームを用いて酵素活性の

変動を解析することで、Cyp3a/3A4としJgtの機能的相互作用を検討した。

【方法】

CYP3A4基質の新規ヒト CL戸盟陸園盆

本研究では、主として CYP3A4Tgマウスの invivoデ－?zを活用することで、ヒト Clhおよび Fの正確な

予測法の確立を目指した。具体的には、 6種類の CYP3A4基賞、アルプラゾラム（ALP）、フエロジピン

(FLO）、ミダゾラム（MDZ）、ニフエジピン（NF旬、ニトレンジピン（NTL）およびキニジン（QND）を



CYP3A4－丁目マウスおよび wrマウスヘ静脈内投与したのち、CL1ctを算出した。各基質の尿中排池結果か

ら腎クリアランス（CL，）を算出し、CltotからCL，を差し引くことで Clhを算出した。次に、血築中タンパク非結

合率（fu）および血球移行率（Rs）等のパラメータを実験により求め、生理学的モデル（Dispe問onモデル）に

あてはめることで Clhから肝固有クリアランス（CL;nt,h）を算出した。ヒトと CYP3A4-Tgマウスもしくは wr

マウスの CL;nt,hに関して回帰分析を行い、ヒトと各マウスの相関について検討した。ヒトの体内動態パラメ－

9は文献調査により入手した。さらに得られた回帰式を用いたヒト Clhの予測精度を算出することで、ヒト Clh

予測ツールとしてのCYP3A4目Tgマウスの有用性を評価した。CYP3A4-Tgマウスに発現するマウス由来の代

謝酵素が、本試験で用いた CYP3A4基質の代謝を触媒する可能性が考えられたことから、CYP3A4-Tgマウ

スから銅製した肝ミクロゾームとCYP3A4特異的な抗体を用いた invitro代謝試験を実施し、CYP3A4基質

の CYP3A4-Tgマウスの代謝における CYP3A4の寄与率（fm,CYP3A4）を算出し、CYP3A4ーTgマウスの

CL;nthに対する補正項として用いた。

CYP3A4基質の新婦ヒト F予測法開発

Fは F=Fa×Fg×Fhで表される。本研究では、CYP3A4基質をそれぞれ CYP3A4-Tgマウスに経口投与

（した時の各基質の血築中濃度推移から薬物動態パラメ－$1を求め、静脈内投与時のデー告と合わせることでF、

Fhおよび FaF9の各パラメ－$1を算出した。ヒトと CYP3A4-Tgマウスの各パラメー告を回帰分析することで両

者の相関を明らかにし、ヒト F予測に対する CYP3A4-Tgマウスの有用性を評価した。

次いで、CYP3A4-Tgマウスへの静脈内投与試験から算出された C汗P3A4基質のCL;nt,hを用いることによ

り、ヒトの F予測を試みた。なぜなら、ヒトにおける CYP3A4基質の Fhおよび Fgと CYP3A4・Tgマウス

の CL;nt,hとの聞に梧闘があることが、本研究成果および論文報告により推察されており、さらにヒ卜の Faが

マウスの Faと同等である可能性も、論文情報から見出されているからである。よって、CYP3A4-Tgマウス

の CL;nt,hとヒトの九日、Fhおよび Fについて相闘を検討することで、ヒト F予測の可能性を推察した。

ウリア弓ンスの伺休善悪因としての P450-UGT相互作用検討

Cyp3a-KOマウス、CYP3A4-Tgマウスおよび wrマウスの各肝ミクロゾームを用いて、 Ugtの基震である

モルヒネを代謝させ、モルヒネの主代謝物である 3位のグルクロン酸抱合体（モルヒネー3ーグルクロニド，

M-3-G）を測定することで Ugtの酵素活性変動の有無を解析した。同時に、各マウスの肝臓に発現する主要

（な Ugt分子種 11穫の mRNA発現レベルの解析も実施し、活性変動と合わせて分析することで、Ugt機能

に及ぼす Cyp3a/3Aの役割を推察した。

【結果】

CYP3A4基雷の新規ヒト CL

6種の CYP3A4基質に関して、ヒトと CYP3A4-Tgマ

ウスの Cltot,bおよび CLhをそれぞれ比較し、相関につ

いて検討した。しかし、いずれのパラメータも、明確な相関

は得られなかった。次に、ヒトと CYP3A4-Tgマウスの

CL;nt,hに関して回帰分析を行うことで、両者の相関を検討

した。まず直線回帰により回帰直線を求めたところ、ヒトと

CYP3A4-Tgマウスの CL;n1,Iこ高い相関（R2=0.977）が

認められたが、回帰直線の 1/2～2倍の範囲から 6化合
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物中 3化合物（MDZ,QNDおよびALP）が外れていた。CYP3A4-Tgマウスの CL;nt,hを fm,CYP3A4で補正し



た値を用いた場合、補正無しの場合に比べて相関は高ま

ったものの（R2=0.99句、回帰直線の 1/2～2倍の範囲か

ら ALPが外れていた。次に、累乗回帰により回帰直線

を求めたところ、直線回帰と同等の相関（R2=0.951）が

得られた。さらに CL;nt.hを fm.CYP3A4で補正した場合にお

いては、補正無しの場合と比べてがは変わらなかったが、

検討した低クリアランス｛ALP）から高クリアランス

(FLO）の 6種全ての CYP3A4基質が回帰直線の

1/2～2倍の範囲に収まった（Fig.1）。このように、ヒトと

CYP3A4-Tgマウスの CL;nt,hに関して、fm,CYP3A4補正と

累乗回帰により最も良好な相関関係を見出すことができた。F匂.1に示される回帰式を用いて、CYP3A4-Tgマ

ウスの CL;nt,hX fm,CV同A4からヒト CL;nt,hの予測値を計算し、さらに Dispersion式および Fh=1-Clh/Qh式よ

りヒ卜 Clhの予測値を算出し、ヒト Clhの実測値と比較した（Qh：肝血流速度）。その結果、すべての予測値が

（実測値の 1/2-2倍の範囲に入る結果が得られた（Table仏師マウスから得られた CL州を用いても同様

の解析を行ったが、ALPは実測値の 452%、NFDは 18%となり、CYP3A4-Tgマウスに比べて明らかに低

い予測精度であった。

CYP3A4基質の新規ヒト F予測法開発

6種の CYP3A4基質の F、Fhおよび FaFgに関して、ヒ

トと CYP3A4-Tgマウスの聞で回帰分析を行った結果、いず

れのパラメー告も全く相闘が認められず、よって

CYP3A4-Tgマウスに CYP3A4基質を経口投与した時の F

を用いてヒトの Fを予測することは困難と考えられた。次に

CYP3A4基質を CYP3A4－丁目マウスに静脈内投与した時の

CL;nt,hを用いることで、ヒトの F予測が可能か検討した。ヒト

の FaFgと CYP3A4-Tgマウスの CL;nt,hとの相関は、

( , fm,CYP3A4の補正の有無にかかわらず、 R2が 0.30.4程度

であり、明確な相関は得られなかった。しかし、ヒトの Fhおよ

び FとCYP3A4－丁目マウスの CL;nt,hとの相聞に関しては、

fm,CYP3A4で補正しない場合とした場合のいずれにおいても、 R2はそれぞれ 0.90以上および 0.85以上で

どちらも高い相関が認められた。CYP3A4-Tgマウスの CL;nt,hを fm,CYP3A4で補正した場合において、補正し

ない場合に比べて相関が高くなることが示され、補正した場合の Fに関しては、ヒトと CYP3A4-Tgマウスの

R2は 0.907であった（Fig.2）。

ウリア弓ンスの伺休差要因としての P450-UGT相宜

生盟強量

Cyp3在 KOマウス、CYP3A4-Tgマウスおよび

WTマウスの各マウスから調製した肝ミクロゾームを

用いてモルヒネに対する Ugt酵素活性を測定した

結果、いずれの群の酵素活性も Michaelis-Menten
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式に従う Kineticsを示した（Fig.3）。3穫のマウスから得られた結果を比較すると、Kmは各マウス聞で差は

認められなかった。しかし、Vm酷は Cyp3aKOマウス（1.96nmol/min/mg）で最も大きく、山庁マウス（1.25

nmol/min/rng）と比べて有意差が認められた。また CYP3A4－丁目マウス（0.95nmol/min/mg）で最も小さな

値となり、WTマウスおよび Cyp3a-KOマウスのいずれと比べても有意差が認められた。よって、Cyp3a/3Aの

はUgt機能に抑制的に働くことが明らかとなった。

【考察】

ヒト Clhの予測に関しては、ヒ卜と CYP3A4-Tgマウスの CL;n1.hに関して、累乗回帰による回帰分析結果を

用いた場合、評価した 6種の CYP3A4基質の予測値は、すべて実測値の 1/2～2倍の範囲に入ったことから、

本法は既存の予測法を超え、より高い精度でヒト Clhを予rn11しうる可能性を有することが示された。本研究で

は、CYP3A4-Tgマウスを用いた場合に、WTマウスに比べて明らかに高いヒト Clhの予測精度を示した。こ

れは、用いたCYP3A4-Tgマウスにヒト CYP3A4が発現しているだけでなく、ヒトとの代謝種差の要因となるマ

ウス由来の代謝酵素 Cyp3a分子種の全てが欠失させられているためと考えられた。

（ ヒト Fの予測に関して比CYP3A何 gマウスに CYP3A4基質を経口および静脈内投与した誤験から算
出した Fを用いた場合には、ヒトと CYP3A4四Tgマウスの聞に明確な相聞は認められず、予測は困難で、あっ

た。しかし、 CYP3A4基質を CYP3A4-Tgマウスに静脈内投与した時の CL;nt.hを用いることで、ヒトと

CYP3A4-Tgマウスの Fはがが0.9以上の高い相関を示したことから、高い精度でのヒト F予測は可能と

なることが推察された。この時、 FaF9に関しては高い相聞は得られず、原因は FLOにあると推察された。カル

シウムチャンネルブロッカーである FLOや NFDは血管拡張作用を有し、肝血流速度を高めることが知られ

ており、特に FLOはその効果が早くて強いことが報告されている。本研究ではヒト Qhを20.7ml/min/kgに

設定したが、 FLOの臨床試験時には想定より高く、その結果 FaF9が本来より高〈算出され、相聞を低下させ

ていることが考えられた。

P450と UGTの相互作用の検討では、マウスの Cyp3aおよび発現させたヒトCYP3A4は、 M-3目G を生

成するマウス Ugtの Vmaxを抑制することが明らかとなった。その要因として、Ugtの発現を Cyp3aおよび

CYP3A4が低下させる可能性が考えられた。ただ、既発表のデー告も考慮すると、P450と UGTそれぞれ

（ の分子種および発現している細胞の状況によって P450ーUGT聞の相互作用は、内容や機構が異なる可能
性が大きく、今回のモルヒネを対象とした解析のみでは全容の解明には至っていない。

本研究により、 CYP3A4基質のヒトにおける CLhおよび Fを既存の方法を超える高い精度で予測するに

は、CYP3A4-Tgマウスを活用し、invivo実験データから算出された CL；叫hを用いることが有用であることが

示された。その際、CYP3A4－丁目マウスの肝ミクロゾームを用いた CYP3A4寄与率を補正項として用いること

で、予測精度が向上することも示された。CYP3A4ーTgマウスの利用は、既存のアニマルスケールアップ法の

欠点である代謝種差を埋めることで精度向上が実現できたものと推察される。これらの成績は、研究開始当初

の仮説を支持するものであり、本研究の成果は医薬品開発の富lj薬段階における成功確率の高い化合物の選

択や、精度の高い臨床試験プロトコール策定への応用が期待される。
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