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本論文中には以下のチトクロム P-450分子種名を記載した。

CYP1A(CYP1A2) 

CYP2B 

CYP2C 

CYP2D 

CYP2E (CYP2El) 

CYP3A 

本論文中には以下の略号を使用した。

TP : テオフィリン

1-MX : 1 -メチルキサンチン

1-MU : 1-メチル尿酸

3-MX : 3-メチルキサンチン

1, 3-DMU: 1, 3-ジメチル尿酸

F : コルチゾール

6゚-OHF: 6β-ヒドロキシコルチゾール

EDTA : エチレンジアミン四酢酸

DMSO 

NADP+ 

NADPH 

TBA 

TCA 

HPLC 

IC50 

Km 

Vmax 

V'max 

ANOVA 

IS 

SD 

ジメチルスルフォキシド

ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

還元型 NADP+

硫酸水素テトラ -n-ブチルアンモニウム

トリクロロ酢酸

高速液体クロマトグラフィ-

50 %阻害濃度

Michaelis定数

単位タンパク質濃度あたりの最大酵素反応速度

単位チトクロムP-450含量あたりの最大酵素反応速度

分散分析

内部標準

標準偏差

F事 議省首

テオフィリンは、茶葉に含有されるキサンチン誘導体のアルカロイドで、慢性閉塞

性肺疾患、特に気管支瑞息の治療に臨床上で広く用いられている代表的な気管支拡張

剤である (1 -4) 。本剤の強力な気管支平滑筋弛緩作用には、ホスホジエステラー

ゼ活性阻害 (5) 、アデノシン受容体に対する括抗 (6 ， 7) 、カテコラアミンの放出

促進 (8) あるいは化学伝達物質遊離抑制(9) などの多岐にわたる機序が介在するも

のと考えられているが、その多様な薬理作用は中枢神経系・心血管系にも現れ、痘箪

や不整脈などの重篤な有害反応も誘発することが知られている (10) 。近年、テオフ

ィリンの体内動態に関する研究の進歩に伴い、その血液中濃度と臨床効果、副作用と

の関連性が追究された。その結果、有効濃度域と中毒発現濃度域とは互いに近接して

いることが明確となり (11 -13) 、本剤による治療効果を高め副作用を回避するた

めには、体液中濃度の継続的なモニタリングが必須であるとの認識が現在では定着し

ており、モニタリングの健康保険への適用もすでに認可されている (14) 。

体内に投与されたテオフィリンは、大部分が酸化的に代謝されて消失するため、そ

の体内動態は薬物代謝酵素活性に大きく依存するものと考えられている (15 ， 16) 。

本剤は、 8 位の水酸化または 3 位あるいは 1 位の N-脱メチル化反応を受け、それぞ

れ1， 3ージメチル尿酸(1， 3-DMU) 、 1-メチルキサンチン (l-MX) および3-メチルキサンチ

ン (3-MX) に変換される (Fig. 1) 。これら 3 つの代謝経路は、ヒトをはじめとして多く

の晴乳動物に共通しており、代謝酵素の本体はいずれも肝臓ミクロソーム分画のチト

クロム P-450 (P-450) であることが証明された (16 ， 17) 。一方、免疫学的手法によ

り、これらの代謝反応には、多環芳香族炭化水素誘導型のP-450分子種である CYP1Aが

関与することが見いだされた (17 ， 18) 。このことは、喫煙 (19) 、高タンパク食の

摂取 (20) によってテオフィリンクリアランスが増加すること、また、実験動物に環

状炭化水素を前投与した場合にテオフィリン代謝酵素活性が顕著に上昇する (17 ， 21, 

22) などの in vivo での現象の理論的根拠となるものである。しかしながら、肝ミ

クロソームを用いた検討により、過剰量の抗CYP1A抗体の存在下でもテオフィリン代

謝酵素活性はかなりの割合で残存することが認められ (17 ， 23) 、事実、臨床上で他剤

併用時に頻繁に遭遇するテオフィリン体内動態の変動は、その薬剤種の多様さを鑑み

ると CYP1A活性の変動のみでは説明し得るものではない (24) 。すなわち、テオフィ

リンの酸化的代謝反応には、 CYP1A 以外にいずれの分子種がどの程度寄与しているか

の詳細は明確にされておらず、これらを明らかにすることは、特に、テオフィリン代

謝をめぐる薬物相互作用を評価あるいは予測する上で重要であると考えられる。
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日ユ::X~)-OH 第一章 固相抽出法を利用したHPLCによるマウス肝ミクロソームの

テオフィリン代謝酵素活性測定法の開発
1.3-Dimethylurlc acld 

(1. 3-D眠D
第一節序

3品Demethylatlon

H，Cユ::X>

(1-1II) 

Hュ:E:〉-oH
肝ミクロソームのテオフィリン代謝酵素活性測定法の研究は、 Lohmann ら (25) が

HPLCによる検討を手掛けて以来、本法に改良を加えたいくつかの報告がなされてきた

(16 , 26 -28) 。とれらの方法は、 HPLCの長所を十分に生かし、酵素反応で生成し

たテオフィリン代謝物の分離分析を可能にしたものであるが、いずれの場合も試料の

前処理段階において煩雑な有機溶媒抽出操作を必要としている。また、有機溶媒での

抽出効率自体がすぐれているとは言えず、逆に爽雑物を転溶させてしまうなど、定量

性に直接影響を与えるような重大な問題点を抱えている。

そ乙で著者は、有機溶媒抽出に代えて、固相法によるテオフィリン代謝物の抽出を

試み、テオフィリン代謝酵素測定のための定量精度の高いHPLC法の確立に着手した。

日!ユ:工:〉
Theopbylline 

(TP) 
l-Methylurlc acid 

(1-皿D

Hユ::X>

Fig. 1. 島letabolic Pathways of Theophylline 

第二節 テオフィリン代謝物分難分析のための HPLC条件

テオフィリンの 3 種の代謝物、テオフィリンおよび内部標準物質 (rs) のアセトア

ミノフェンを含有する標準液をHPLCに供したところ、 Fig. 2 に示すように、適切な

保持時間で互いに良好な分離が得られた。

とれらの観点から著者は、テオフィリン代謝物の生成率がヒトと類似しているマウ

スを用い、肝ミクロソームにおけるテオフィリン代謝酵素活性の精度の高い測定法を

新たに開発し、各代謝反応を種々の条件下で速度論的に解析するととにより関与する

P-450分子種の特性を明らかにしようとした。さらにヒトにおいて、強力なP-450阻害

作用を有する抗真菌剤・フルコナゾールとの併用時にテオフィリンの酸化的代謝能に

変動を生ずるか否かを検証し、テオフィリン代謝に係わる薬物相互作用を類推する指

針を得ょうとした。
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Fig. 2. HPLC Separation of Theophylline, 1臼 Metabolites and Internal Standard 
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IS の選定にあたっては、いくつかのキサンチン系化合物も含め、その適性をあら

かじめ調べた。 8-クロロテオフィリンや1， 3, 7- トリメチル尿酸は保持時聞が長すぎ、

テオブロミン、パラキサンチンや β-ヒドロキシエチルテオフィリンは、後述するよ

うな酵素反応に応用した場合、未反応のテオフィリンの大きなピークと重なる。ま

た、 3 ， 7- ジメチル尿酸は1， 3-DMUとの分離が困難など、いずれもおとして条件を満た

すものではなかった。 一方、アセトアミノフェンはキサンチンとは化学構造的には異

なるものの、テオフィリンおよびその代謝物との分離性が高く、テオフィリン代謝物

の吸収極大波長である 270 -290 nmに平坦な吸収スペクトラムを有するなどの理由

で IS として採用し、以下の検討に供した。

移動相は、 Muir ら (29) が提唱したイオンぺアークロマトグラフの原理に準拠し、

その溶媒組成とpH値に関して変更を加えた。すなわち、イオンベアリング効果により

移動相のpH値を変えることで、特にメチル尿酸の保持時間を容易に修正できるため、

ISあるいは爽雑ピークとの分離を確実にする上で非常に有用であった。

第三節 固相抽出法の検討とその妥当性

ミクロソーム反応を想定し、既知量の1， 3-DMU 、 1-MXおよび3-MX と IS を溶解した 70

mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) 1 ml に除タンパク剤の15 %トリクロロ酢酸 (TCA) 100 IL 1 

を添加したものを試料とした。試料溶液が疎水性溶媒とは混和しないこと、また、液

性が酸性に傾いているためいずれの分析物も荷電状態にないことから、願相あるいは

イオン交換を目的とした方式は適性を欠くと判断し、逆相系のカラムを用いることと

した。テオフィリン代謝物の極性が高く (29) 、広範な保持能力がある吸着担体が装

填されたカラムが必要であるとの観点から、固相抽出用カラムにはSep-Pak C18カー

トリッジを選択した。

あらかじめ活性化したSep-Pak C 18カートリッジに、試料溶液700 ILI を添加した後、

洗浄と溶出過程における各分析物の回収率を定量したところ、 Fig. 3 に示すように、

精製水 2.5 mlでの洗浄および 40 %メタノール 2 mlでの溶出によりほぼ完全に抽出

できることが判明した。また、 40 %メタノール溶出液 2 皿 l は減圧下で比較的容易に

濃縮乾固が可能であり、残留物の存在は肉眼的に認めなかった。このことは、試料中

に多量に含まれている無機リン酸塩やTCA、あるいは変性したタンパクの断片などの

爽雑物が効率的に除去できたことを意味している。

これらの結果から、テオフィリン代謝物を含む試料は、 Fig. 4 に示す操作手順を

経てHPLCによる分析に供した。

-4-
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Fig. 3. Behavior of the Analytes during Solid Phase Extraction 

(A) Desorption of the analytes from tbe column by passing of water. 
(B) Effect of metbanol content on elution of the analytes from the column. 

Arrows indicate the conditions for sequential experiments. 
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I Treatment with 15 % TCA (1∞ J!1) 
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Fig. 4. Diagram of Solid Phase Extraction Method 

for Determination of Theophylline Metabolites 
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各代謝物の種々濃度 (X， jlg) に対する代謝物/IS のピーク面積比(めは、添加量が

0.025 -10 /l g の範囲で、いずれも下記の式で表される相関係数 O. 996 -0.， 998 の

ほぼ原点を通る高い直線性を示した。

3-MX : Y = O. 928 X -0.005 

1-MX : Y = O. 724 X -O. 004 

1, 3-DMU : Y = O. 648 X -O. 009 

また、回収率は添加量に関係なくほぼ 100 %であり、再現性も変動係数が 6 %以

内と良好な成績が得られた (Table 1) 。

Fig. 5 に示すように、酵素反応後において、標準品と一致した位置に 3 種の代謝

物のピークが検出され、 IS および未反応のテオフィリンのピークとの分離性もきわ

めて良好であった。 一方、 1 -メチル尿酸 (l-MU) が検出されなかったのは、ここで

用いたミクロソーム画分には細胞質酵素であるキサンチンオキシダーゼはおそらく微

量しか混在していないため、 1-MXから 1-MUへの反応は進行しなかったためと考えられ

る。また、各代謝物および IS の保持時間の近傍に妨害ピークはほとんど認めず、溶

出はほぼ20分で完了し、その後の持越しピークも出現しなかった。

なお、失活させたミクロソーム標品を用いて酵素反応を行なった場合では、いずれの

代謝物も生成されなかった。

Table 1. Precision of HPLC Determination of Theophylline Metabollites 

Following Solid Phase Extraction 

Metabolites Added Analytical Cyb) 

A (/lg) recoverya) (先) (%) 

3-MX 0.15 96.8 4.52 
0.50 98.9 2.67 
1. 50 102.2 2.81 

1-MX 0.15 98.5 4. 72 
0.50 97.1 2.14 
1. 50 98.8 2.25 

1, 3-DMU 0.3 100.4 6.22 
1.0 103. 7 3.15 
3.0 100.6 2.29 

a) Mean of four experiments. b) Coefficient of variation. 
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第四節 肝ミクロソームのテオフィリン代謝酵素活性測定への応用

o 10 20 

Time (mim) 

o 10 20 

Time (mim) 

前節において、高い精度でテオフィリン代謝物の定量が可能であることを明らかに

したので、その方法をマウス肝ミクロソームの P-450による酵素反応に適用し、活性

測定法の妥当性を検討した。

マウス肝ミクロソームは常法により調製し、 70 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) 中 1 m.M 

テオフィリンおよび NADPH 再生系とともに 37 oc にて反応、 Fig. 4 にしたがって前

処理を施し、 HPLCにより代謝生成物を測定した。また、反応に先立って失活させたP-

450酵素を用い、同一条件で分析を行なった場合のクロマトグラムと対比させた。

Fig. 5. HPLC Chromatogram of Extract of Incubation Mix組問 ofTheophylline 

and Mouse Hepatic microsomal P-450 (A) and That of Theophylline with 

Microsomal P-4S0 Inactivated Prior to Enzyme Reaction (B) 

Metabolic reaction of theophylline with mouse hepatic microsomal P-450 was carried out 

at 37 oc for 30 min in a total volume of 1 ml including 1 mg protein of microsomes, 1 f1mole 

of substrate and NADPH generating system in 70 mM phosphate buffer, pH 7.4. Following 

solid phase extraction, chromatographic analysis was performed under f10w rate of 1 ml per 

m匤 and detection by absorbance at 275 nm. 

Peaks : (1) 3-MX; (2) l-MX; (3) IS; (4) 1,3-DMU; (5) unmetabolized theophylIine 
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第五節 酵素反応条件の至適化 第六節 考察および小括
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テオフィリン代謝には 3 つの酸化的経路が存在するため、その酵素活性を測定する

ためには、それぞれの代謝産物を高い精度で定量することが必須である。しかし、 3-

MX, l-MX は1， 3-DMUはいずれも極性が高く、物理化学的性質も互いに大きく異なっ

ているため、有機溶媒では抽出されにくく、また移行性も一様ではない (29) 。

生体試料中のホルモンや薬物など、両親媒性をもっ物質のクロマト分離を目的とす

る場合、近年、液一液抽出法に代わって固相抽出法による爽雑物の除去が試みられて

おり、その優秀性が数多く報告されている (30 -32) 。

そこで今回、アセトアミノフェンを IS として固相抽出法を実施したところ、操作

条件を適切に規定することにより、目的物のみをより選択的に高い回収率で抽出でき

ることを見いだした。さらに、既報 (28) と比較して分析精度が著しく向上したのみ

ならず、前処理に多量の溶媒を必要とせず、抽出時における試料の乳化の危険性も排

除できる。また、作業行程が短縮・簡素化され、実践面での有用度もきわめて高いな

ど多くの利便性を有している。本法をミクロソームによる反応に応用したところ、各

代謝物は明瞭に分離・検出され、活性測定法としての妥当性が明らかとなった。さら

に、反応の進行が NADPH 依存性であったことより、代謝変換はP-450によるものであ

ることが確認された (16) 。

以上のことより、マウス肝ミクロソーム分画を酵素源とし、固相抽出 -HPLC法によ

るテオフィリン代謝酵素活性測定法を確立できたといえる。

Fig. 6 で示すように、テオフィリン代謝物の生成量は時間依存的に増加すること

が確認された。 Hemsworth ら (26) は、ウサギ肝による研究で酵素反応時間を 2 時間

に設定しているが、今回著者は、直線性が認められた30分を以降の実験での酵素反応

時間とした。

また、本条件下での代謝物の生成は、ミクロソームタンパク質濃度が少なくとも

1. 5 mg/ml までは比例的に増加した。 NADPH再生系を添加しないと酵素反応が進行しな

いこと、テオフィリン非存在下では代謝物のピークが検出されないとともあわせて確

認した。
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Fig.6. E町ect of Reaction Time on Formation of Tbeophylline Metabolites 
Ana汀ow shows the incubation time adopted for sequential experiments. Dott:ed 

lines indicate theoretical production of the metabolites on the assumption of linearity 

of the enzyme reaction. 

Symbols : 0 , 3-~α; ム， l-MX; 口， 1 ，3-DMU
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第二章 マウス肝ミクロソームのテオフィリン代謝に関与する

チトクロム P -450分子種の速度論的多様性

テオフィリン 1 -脱メチル化反応のプロットは直線上に位置したのに対し、 8 -水酸

化および 3 -脱メチル化反応のプロットの軌跡は曲線を示した。 二相性を呈 した原因

としては、アロステリック効果など酵素タンパクの構造的変化の可能性もあるが、 p-

450を構成する分子種の多様性 (34) からすると、複数種のP-450が代謝に関与すると

考えるのが妥当である(35) 。

これらの結果に基づいて、テオフィリン代謝に関与する P-450活性の速度論的パラ

メータを算出した。 1 -脱メチル化反応には見かけ上単一の P-450種で触媒されている

ものと仮定した。一方、 二相性を示した 8-水酸化および 3-脱メチル化反応の場合に

は、理論的には 2 種以上のP-450群が関与している可能性がある。しかし、予測モデ

ル式に対する実測値の統計学的適合性を示す尺度である赤池の情報量基準値 (36) か

ら判断すると、 2 種を超える P-450群の関与を想定するよりもむしろ、基質親和性が

相似する P-450はひとつのグループにまとめて取り扱う方が実際をより的確に反映す

るものと考えられる。したがって、これらの代謝系には、見かけ上 2 種のP-450が関

与するものと仮定し、下記の Michaelis-Menten式にしたがって反応が進行するもの

として解析を行なった。

第一節序

テオフィリン代謝に関与する肝ミクロソームのP-450には、免疫化学的な研究 (17 ，

18 , 23) 等により、 CYP1A 以外にもそれとは異なる分子種の存在が示唆されている。

しかし、これらの分子種が実際にどの程度代謝反応に寄与しているかについは不明な

点が多い。したがって、 CYP1Aも含め、テオフィリン代謝に係わる P-450の触媒活性能

の全容とそれらの諸性質を把握することは、本剤の体内動態は薬物代謝酵素活性に支

配されていることからも意義が深い。

前章で、テオフィリン代謝を担う P-450活性測定法を開発した。そこで、本章では、

テオフィリン代謝物の生成比率がヒトと類似しているマウス (33) の肝ミクロソーム

を用い、各代謝酵素活性を速度論的に解析した。さらに、酵素誘導、酵素阻害の観点

から、基質親和性の異なる P-450分子種の酵素学的反応性の相違を精査した。

第二節 テオフィリン各代謝反応の速度論的解析 1 脱メチル化: V=Vmax *S/(Km 十S)

8-水酸化と 3-脱メチル化: V=VmaXl * S/(Kml 十 S) 十 Vmax2 * S/(Km2 チ S)

(Kml く Km2， Vma:� < Vmax2) 

基質濃度 0.1 -15 mM においてテオフィリンの代謝反応を行い、それぞれの代謝

変換について Fig. 7 で示すような Eadie-Hofstee プロットを作成した。

V: 反応速度 (pmol/mg/min) 

S: 基質濃度 (mM)

(A) (8) 

0.' 
(C) 

V ¥.¥_ 0.05 

V , 
¥. ~ 

事....._、と.......a十ー司・・・・・ーー...・.て.ーL一- ・ ・・.....-一ー-ー ....一ー.・一 . 

. 
0.02 

0 J--， 0:1 ・ 0E.2 
。

V/S 

0| 
。0.4 

V/S 

。

V/S 

Table 2. Kinetic Parameters for Metabolic Conversion of Theophylline 

in Mouse Hepatic Microsomes 

Km (mM) Vmax (pmol/mg/min) 

Reaction Km1 Km2 Vmaxl Vmax2 

8-Hydroxylation 0.2610.03 3.1610.63 120129 14501270 

1-Demethylation 

0.2210.07 3.70 土 0.72

a) 3.4310.54 

39 1 12 370 1 80 

a) 163 土 23

Fig.7. Eadie-Hofstee Plots for 8・Hydro巧rlation (A), 3・Demethylation (H) 

and 1・Demethylation (C) of Theophylline in Hepatic Microsomes 

The slope of the dotted lines re句pr陀es臼en凶t the estimates of the Mi比ch凶aelis

constants for the high and low affinity s凶it匂es久， r児es叩pe伐ctively.

S , substrate concentration (mM). V , reaction velocity (町nol/mg/min).

3-Demethylation 

The values of Km and Vmax were determined according to Michaelis-Menten equation 

described in the text. Each value represents the mean + SD of four animals. a) Not detected. 
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いずれの代謝経路においてもそれぞれおよそ10Km値と対応する 2 つの Vmax値には、

P-450分子種はhigh affinity-low ca-2 つのこのことは、倍の隔差が認められた。

pacity および low affinity-high capacity の性質を有することを明らかに示すも

1 -脱メチル化反応の場合、得られた Km値は上記のKm2値に対応し一方、のである。

low affinity-high capacity P-450分子種のみでているものと考えられ、見かけ上

反応が進行するものと解釈される。

8-水酸化> 3-脱メチルいずれの基質濃度においても、また、酵素活性の強さは、

。....

0.1 1 10 20 

Theophylline (mM) 

(33) が報告したマウスにテオ

フィリンを投与した時の in vivo での各代謝物の生成クリアランスの大きさの序列と

化> 1-脱メチル化代謝活性の序列にあり、 Betlach ら

Fig.8. Pr吋iles of the Enzyme Activities for 8・Hydroxylation (A), 3・Demethylation

(B) and 1・Demethylation (C) of Theophylline after Exposure to Inducers 

Each activity represents the mean + SD of experiments with five animals given vehicle 

alone (0), ﾟ -naphthoflavone (.) or phenobむbi凶(ム).

一致する結果であった。

基質親和性の異なるチトクロムP-450分子種の誘導特性の比較第三節

前節で明らかにした high affinity-low capacity および low affinity-high ca-

で互いに異なる代表的なモノオキシゲナーゼの誘導剤 (37)pacity P-450分子種が、

ある β-ナフトフラポンおよびフェノバルビタールによってどのような影響を受ける
これらの酵素誘導剤投与後における P-450活性の速度論的パラメータの変動を解析

これらの薬剤をマウスに投与して酵素誘導をもたらした後に、かについて検討した。

前節で述べた high affinity-low capacity および low affi-した。酵素反応は、
8-水8 に示すように、テオフィリン代謝酵素活性変動の様相を調べたととろ、 Fig.

nity-high capacity P-450分子種の関与を前提としたMichaelis-Menten式に従うもの
ß-ナ酸化および 3-脱メチル化反応において、 0.5 mM 以下の低基質濃度領域では、

とした。フトフラボン投与による酵素活性の克進作用はフエノパルビタールのそれよりもはる
8-水酸化および 3-脱メチル化反応に関する Vmaxl値は、Table 3 に示すように、

しかし、基質濃度の増加にしたがい両者の活性元進効率のかに顕著なものであった。

フェノパルビタールの場合には変ß-ナフトフラポン投与により有意に増加したが、
それらの酵素活性は β ーナフトフ差は縮小し、 0.5 -1 mM 以上の基質濃度範囲では、

。ーナフトフラボンはいずれのYmax2値にこれとは対照的に、動は認められなかった。ラボンよりはむしろフェノパルビタールによって優位に上昇することが明らかとなっ
フェノバルビタール投与においてのみ有意な増加がもたらされた。も影響を与えず、

β ーナフトフラボンではいずれの基質濃度でも酵素1-脱メチル化反応は、一方、た。

フェノK皿 1値は誘導剤投与の有無によらず有意な変動は認められなかったが、一方、
フェノバルビタール投与によりその活性が顕著に活性に克進は認められなかったが、

この Km2値の僅かな変動パルビタール投与時にはKm2値に減少する傾向が認められた。増加した。

low affinity P-450分子種に対する誘導作用の不均一性に起因するものと考えらは、
なお、酵素誘導剤の懸濁もしくは溶解のために用いたプロピレングリコールを投与

れ、特にN-脱メチル化反応に係わる low affinity P-450が、親和性の類似した複数
した場合でも、投与しない群と速度論的パラメータに有意な差はないことを確認した。

部分的な変動

lowaffinity群全体の変動として包括して評価することの整合性を示している。

この現象は、の分子種で構成されていることを間接的に示唆している。

を
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Table 4. ch組ges in the Individnal Metabolic Capacity Calculated 00 P-450 

Table 3. Changes in the Kinetic Parameters for Individoal Metabolic Cooversion Content Basis Following Exposnre toβ-Naphtboflavone and Phenobarbital 

ofThωphylline for H培hAffinity (A) and Low Affinity Phases (B) in Moose 1-Demethylation 
Hepatic ~位crosomes Caosed byβ-Naphtho8avone and Phenobarbital 

8-Hydroxylation 3-Demethylation 

A 8-Hydroxylation 3-Demethylation 
1nducer Y' maXl a) y' maX2 a) Y' maXl a) Y' maX2 a) Y' maX2 a) 

1-Deme thy 1 a ti on 

1nducer Km
1 
a) Vmaxl b) Km

1 
a) Vmaxl b) Km

1 
a) Ymaxl b) Control 115 士 22 1270 士 260 37 土 7 419 :1 93 156 士 27 

Control 0.24:!:0.05 117:!: 28 O.26:!:0.09 38士11 _C) _C) 

。 -NFC) 403 :1 219b
) 1380 士 220 169 士 54b ) 397 士 106 141 :!: 50 

。 -NF e ) 0.18:!:0.07 440:!:211d
) 0.17土0.05 197:!:92d

) 
C) c) 

PBfl 0.19士0.04 131士 22 0.25士0.12 33士11 C) _C) PBd) 64 土 24 918 士 205 b ) 14 土 6 340 土 40 180 土 16 

lnducer Km2 a) Vmax2 b) Km2 a) Vmax2 b) Km2 a) Vmax2 b) 

The values of V' max 1 組d V' max2 for 伺chme旬bolic pa也waywe詑 designated ぉ max
imum reaction vel∞ity per nmol P-450 content for high 紐dlowaffmi旬 phぉes， r叫蹴tively .
Each value 詑presen白血emean + SD of five 祖国.als. a) pmolJnmol P-4卸min. b) Si伊ifi-
ωntly different from control (p<O.05, Fisher' s 附)・ c) ﾟ -naph也oflavo配. d) Phenob訂bi凶.

B 8-Hydroxylation 3-Demethylation 1-Demethylation 

Control 2.92士O. 77 1270土190 3.84土0.92 416:!: 77 3.02土O. 70 152土20

。-NFe) 3.90士1. 29 1460士320 4. 95:!:0.89 469士124 2.38士0.55 149士35

，
z
・0

D
 

nr 
1. 85士0.47 2020:!:350d

) 2.10土0.95 d ) 763:!:154d
) 2.58iO.43 405:!:81d

) 

第四節 代謝酵素活性の基質濃度依存的な阻害感受性

前節での検討結果より、基質濃度がKm l と Km2付近では主として関与する分子種が異

なることが示唆されたので、テオフィリン濃度を0.2 酬とら酬における 8-水酸化お

よび 3-脱メチル化代謝酵素活性に対する各種P-450阻害剤の阻害効率を比較検討し、

その結果をTable 5 に示した。

ここで用いたエリプチシンはCYP1Aに対する特異的阻害剤であり (38) 、プロアデ

イフエン (39) 、ジフエンヒドラミン (40) 、ジエチルジチオカルパメート (41) あ

るいはケトコナゾール (42 ， 43) はCYP2B ， CYP2C , CYP2E , CYP3Aなどのフエノバルヒ

タールによって誘導されうる P-450分子種に比較的阻害選択性が高いと考えられてい

τ'he values ofKm and Vmax weredetermined a∞ording to Michaelis-Menten equation 

described in 由etext. Each value represents the m伺n + SD of five animals. Control mice 
限定ived vehicle alone. The vehicle wぉ∞nfrrmedto exert no si伊出ωnt effec:文 onthe kinetic 

戸rame記ぉ. a) mM. b) pmoUmg proteinlmin. c) Not de肱阪i d) Si伊江1αntly different from 

∞ntrol (p<O.05, Fisher' s t倒). e) ﾟ -naphthoflavone. f) Pheno凶rbital.

次に、上記 highおよび low-affinity P-450種の酵素誘導性をP-450含量に対する最

大反応速度 (V'max) の増加率を求めることで評価した。

Table 4に示すように、。ーナフトフラボンはV'maxz値を有意に変動させず、 V'maXl

値のみを顕著に増加させた。これは、単位タンパク濃度を基準に算出した場合と同様

の結果であった。一方、フェノバルビタールの場合では、 y'maxl値に有意な減少が見

られたのみならず、 y ' max2 にも低下する傾向が認められた。このことは、 P-4:50含量

の増加率に比し、酵素活性上昇の程度は小さいことを示すものである。

る。

基質濃度 0.2 mMとら酬での 1C50値(それぞれ1C50 ( H) および 1C50 (L)と定義する)

の比(1 C 50 (L) 11 C 50 (H) )を比較すると、エリプチシンとそれ以外の阻害剤の問には、
いずれの代謝経路においてもおよそ 2 オーダーの差が認められ、 2 つの P-450種の阻

害感受性が本質的に異なるととが示唆された。さらに、エリプチシンを除く阻害剤の

中には、 1C50 (υ<IC5o (H ) となる例も認められた。しかし、 IC50 (L)値をこれら 2 つ
の代謝反応問で、比較すると、同一の阻害剤であっても、その数値は必ずしも近接する

ものではなかった。この理由については、第三章で詳細に述べる。

4
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Table 5. Effects of P-450 Inhibitors OD Theophylline 8-Hydroxylatioll and 

みDemethylation at Substrate Concen仕ations of 0.2 mM  and 5 mM  

8-Hydroxylation 3-Demethylation 

1C50 (ttM) 1C50 �) 

Inhibitor 1C50 (.H) 1C50 (LJ 1C50 (LJ /1C50 (H) 1C50ω 1C50 (υ1C50 (L) /1C50 (日

Ellipticine 0.23 15 65.2 0.43 17 39.5 

Proadifen 220 180 0.8 83 67 0.8 

DPH3J 360 290 0.8 270 170 0.6 

DEDTCb
) 85 87 1.0 75 100 1.3 

KCZC) 12 37 3.1 10 14 1.4 

TheIC叩)was defined as the lGo at a theophylline concentration of 0.2 mM" 組d

血eIC釧L) was defined as that at 5 mM. Each va1ue is 也em伺n of experiments with four 

separate microsomal preparations. a) Diphenhy企amine. b) Diethyldithiocarbamate. 

c) Ketoconazole. 

第五節 考察および小括

代謝酵素活性を速度論的に解析するととにより、テオフィリンの酸化的代謝には、

affinity と capacityがそれぞれ大きく異なる少なくとも 2 つの P-450分子種が関与す

ることを示した。さらに、これら 2 つの分子種は酵素誘導性および阻害感受性も本質

的に異なり、それらの酵素学的挙動の相違から (44) 、 high affinity P-450分子種

は、従来よりその関与が指摘されている CYP1Aに属し、 low affinity P-450分子種は

フェノバルビタール誘導型の分子種に分類されることが明らかとなった。

CYP1Aの基質特異性は比較的狭く、ベンツビレンや7-エトキシレゾルフィンなどの

極めて平面性の高い分子構造を有する化合物に対してのみ高い触媒活性を示すと推定

されている (45) 。テオフィリンの分子構造にも高い平面性が確認されていることか

ら、必然的にCYPIAの良好な基質となる (45 、 46) 。しかし、肝ミクロソームにおけ

る CYP1Aの発現量は、他の分子種のそれと比べると一般的に低いので (47) 、テオフ

イリン代謝に関し、 CYPIAは高い親和性は示すものの代謝許容量としては低いl のであ

ろう。その一方で、テオフィリンはフェノバルビタール誘導型P-450種の非特異的な

ハb
可

i

基質としても働くようである。この範障に属する分子種は多岐にわた っ ているととか

らは8) 、その中のいくつかが協同して作用することで、テオフィリンの高い代謝能

が得られるものと推定される。

Campbel ら (27)は、ヒト肝ミクロソームにおけるテオフィリン酸化反応の Eadie 

Hofsteeプロットは二相性とみなしうると報告しており、今回マウスで得られた結果

と同様、テオフィリン代謝に関与する P-450種の多様性を示唆するものである。テオ

フィリンクリアランスは喫煙によって元進されるが、臨床上、フェノバルビタールと

の併用によっても有意に増大することが認められており (49) 、酵素誘導特性が類似

した他の薬剤との併用時にも同様の現象が見いだされている (50 、 51) 。とれらの知

見は、フェノパルビタール誘導型 P-450分子種の in vivo での寄与を知実に示してい

るものである。体内におけるテオフィリン代謝に速度論的に区別できる 2 種のP-450

が関与するとすれば、テオフィリン濃度が希薄である場合でも、 lowaffinity分子種

の寄与率はそれぞれの肝固有クリアランスの比 (Vmax2 ・ Kml/VmaX l ・ Km2) に近似できる

(52) 。テオフィリンの肝臓内濃度は血清中のそれとほぼ同じレベルで推移すること

がラットで報告されているが (53) 、肝ミクロソーム近傍での薬物濃度はその周囲よ

りも高いことが一般的な概念として受け入れられている。したがって、血清中テオフ

イリン濃度が治療有効範囲内， 50 -100 ILM (10) ， にあっても、 low affinity分子種

の寄与の程度は理論値に比して高くなると予測され、 capacity が十分に大きければ、

high affinity 分子種のそれに匹敵する役割を担うものと考えられる。

以上、本章では、マウス肝ミクロソームのテオフィリン 8-水酸化およびN一脱メチ

ル化代謝には、 CYPIA以外に、それよりも capacityがはるかに高いフェノパルビター

ル誘導型のP-450分子種が関与することを明らかにした。

ワ
a

噌
i
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マウス肝ミクロソームのテオフィリン 8 -水酸化反応に関与する

チトクロム P -450分子種の特殊性一一 N-脱メチル化反応との相異

序

第三章

第一節

テオフィリン 8 -水酸化と N-脱メチル化酵素活性との間で、抗P-450抗体あるいは

それ(17 、 23 、 26) 、各種薬剤に対する阻害効率に顕著な差異が認められることから

万
一O
L

ぞれの代謝経路には、少なくとも部分的には異なる P-450種が関与しているものと推

それよりも capa-察されている。前章において、テオフィリン代謝は、 CYP1Aの他に、

c ityが大きいP-450群によって営まれていることを論じた。 high capacity P-450群の

乙れらの P-450群を構成す特性は代謝反応の全貌を規定する重要な因子となるため、

る分子種の異同を各代謝経路間で明確にする必要がある。

high capacity P-450群の8-水酸化およびN一脱メチル化代謝に関与するそこで、

C B A 酵素学的性質の相異を明らかにする目的で、各種薬剤に対する酵素誘導および酵素阻

Fig. 9. DifTerential Induction of Theophylline Oxidations after Exposure to 

Phenobarbital (A), Pregnenolone-16α-carbonitrile (B) and Acetone (C) 
Each column represents the mean + SD of 6 -10 experiments. a) Significantly 

different from the other enzyme activities in respective experimental group (p く 0.05，

Tukey' s test). 

Columns :圃 ， 8-hydroxylation;

さらに他の代謝反応との関連性の面から検討し、特に、最も代謝活性の高い

8 -水酸化反応に関与する P-450分子種を特定しようとした。

害挙動、

図 ， l-demethylation 口 ， 3-demethylation; 

高基質濃度におけるテオフィリン代謝酵素活性におよぽす酵素誘導剤の影響第二節

誘導剤投与後の肝ミクロソ ームを試料とし、 high capaci ty (low -affini ty) P-450 

これらの酵素群の寄与が全活性の大部分群に対する各種P-450誘導剤の作用特性を、

アセトン投与に対する各種薬物代謝酵素活性の反応性
を占める基質濃度5 mM の条件下で代謝反応を行なうことにより検証した。

第三節
CYP2Bをはじめとして広範なP-450分子種に酵素誘導効果がおよぶフエノバルビター

アセトンを暴露させたマウスの肝ミクロソームのテオフィリン代謝酵素活性を広いにて前処置したところ、すべての酵素活性が明瞭に上昇したが、各代謝経路ル (48)

8 -水酸化反応に関していず10 に示すように、範囲の基質濃度下で測定した。 Fig.また、 CYP3Aの選択的誘導剤で聞に有意な差異はなく選択性に乏しいものであった。

れの基質濃度においてもアセトン投与により活性の上昇が見られたが、有意な増加はいずれのを投与した場合では、54) あるプレグネノロンー16α-カルボニトリル(48. 

1 -および 3-脱メチル化反応に関して一方、高基質濃度領域のみに限定されていた。エタノール誘導型分子種として一方、酵素活性にも有意な変動は認められなかった。

は、基質濃度を問わずそれらの活性に全く変動は認められなかった。(5!5 -57) 知られる CYP2Eを比較的強力かつ優先的に誘導するとされているアセトン

その結果をTable 6 とこれらの測定値から速度論的パラメータを算出し、さらに、1 -および 3-脱メチル化活性には全く変動は認められなかっを投与することにより、

N-脱8-水酸化反応のVmax 2値のみに明らかな増大が認められたが、して記載した。8-水酸化酵素活性のみに有意な上昇が認められ、各代謝活性は酵素誘導たものの、

いずれの代謝系また、メチル化反応のVmax2値には有意な上昇は認められなかった。これらの結果を総括して剤に応じて異なった反応性を示すことが明らかとなった。

のVmaxlおよびKm (K皿 1 またはKm2) 値にも有意な変動はなかった。なお、表には示さな

いが、 P-450含量を基準として各パラメータを算出しても同様な結果が得られた。

Fig. 9 に示す。
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アセトン投与後におけるテオフ ィリ ン代謝以外の薬物代謝酵素活性の変動の様相を

アミノピリ ン N-脱メチル化酵素活性お11 に示すよ う に、F ig. あわせて検討した。
(C) (8) 

lま

よびペントキシレゾルフィン 0 -脱アルキル化酵素活性には変動を認めなかっ たが 、

ほとんど専ら CYP2Eによって触媒されている pーニ トロフエノ ール水酸化活性 (58 )

(C) , NS, (8) 
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Inductive Response of 8・Hydro勾Tlation (A), 3-Demethylation (B) 
and l-Demethylation (C) of Theophylline upon Exposure to Acetone 

Each activity represents the mean + SD of experiments with five animals given 

drinking water (0) or 1 % acetone (・ ) .

a) Significantly different from control (p < 0.05, 

Fig.l0. 
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Fig.l1. Inducibility of p-Nitrophenol Hydro勾rlation (A), Aminopyrine 
N-Demethylation (B) and Pento勾Tresorufin 0・Dealkylation (C) by Acetone 

Each column represents the mean 土 SD of the enzyme activities of five experiments. 

Statistical comparison was made by unpaired t -test. NS , not significant 

Table. 6. Changes in the Kinetic Parameters for the Three Metabolic Pathways 

of Theophylline in Mouse Hepatic Microsomes after Induction by Acetone 

Vmax (pmol/mg/min) Km (mM) 

Vma以 2Vm似 1Km2 Kml Reaction 
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(51 士 19)641:20 

4.68士0.80 (3.97士0.6 7)

4.52土 1.54 (3.65:tO.45) 

0.31 土0.13 (0.28土0.04)

0.20:t0.09 (0.19士0.06)

8-Hydroxylation 

3-Demethylation 
CYP2E阻害剤に対するテオフィリン代謝酵素活性の感受性第四節

(176土 35)173:t 28 一_ a) 3.71 土0.08 (4.07士0.74)l-Demethylation CYP2Eに対する選択的阻害剤である 4 ーメチルピラゾールあるいはアミノアセトニト
各酵素活性の共存下で基質濃度 5 酬にてテオフィリン代謝反応を行い、リル (47)

8-水酸化反応はこれら12 に表わすように、F ig. の阻害感受性を比較したところ、

2 つの N-脱メチル

阻害抵抗性を示すことが明ら

これとは対照的に、

化反応ではそれらの活性に低下はほとんど認められず、

の阻害剤によって濃度依存的に抑制された。

The values of Km and Vmax were determined according to Michaelis-Menten equation 

described in the text. Each value represents the mean + SD of five animals. The parameter 

values of control groups are described in parentheses. The control mice recejved drinking water 

alone instead of 1 % acetone. a) Not detected. b) Sigillficantly different from control (p < O.05, 

Tukey' s test). 
かとなった。
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Table 7. Relationship of Metabolic Activities Among Thωphylline Oxidations 

組dp-Ni仕ophenol HydJ・0玄ylati側面 Untreated Hepatic Microsomes 
(B) 

弓 Correlation coefficient (r) 

8-Hydroxylation 
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0.83 a) 

ハ
Un

υ
 

(
一
宣
言
。
ご
。
渓)k
p一〉Z
U
2
3
℃
一
む
ぽ

l-Demethylation 3-Deme也ylation75 

o. 73 a) 

0.07 

p-Ni甘ophenol
hydroxylation 

Theophylline 1-
demethylation 

50 

(A) 

25 

Theophylline 3-
demethylation 

nu 
ハ
U

(
一
O
」
Z
o
ご
。
求

)
k
D
E
Z
2
3℃
白
星

75 

50 

25 

0.10 
,--1.... 

400 500 

。

。

。

。

TheEnzymer伺ction prα完成Ied at substrate ∞ncentrations of 5 mM for 也ωphylline 組d

50 Jl M for p-nitrophenol, reヰ脱tively. The r values we児∞m抑制 using 18 micro鈎mal

pre戸rations.p-Nittophenol hydroxylぉeactivity ranged from 1.41 to 2.43 nmol/mglmin. Acｭ

tivities of 8-hydroxylation, 3-de脱出ylation were in the range of 690ω1220 pmol/mg畑血，

195ω365 pmoUmglmin 祖d64ω112 pmollmglmin，陀S戸ctively. a) p<O.05. 

300 

Aminoacetonitrile (ドM)

Fig. 12. Effect of CYP2E Inhibitors, 4・Methylpyrazole (A) and 

AminoacetonitoriIe (B), 00 Theophylline Oxidations 

The substrste concentration was fixed at 5 m M  theophylline. Each point is the 

mean + SD of five preparations from untreated mice , and is expressed as a percen凶ge

ofco汀esponding activity without an inhibitor. 

Symbols: _, 8-hydroxylation; 0 , 3-demethylation; .ð.., l-demethylation 

200 100 50 40 

4-Methylpyrazole (ドM)

30 20 10 

P-450への親和性や活性抑制強度など阻害特性がさまざまな薬剤の共存下でテオフ

ィリン代謝酵素活性と p-ニトロフェノール水酸化酵素活性を測定し、両者の阻害挙

動を比較検討した。酵素反応はテオフィリン濃度を 5 mM および p-ニトロフェノー

p-ニトロフェノール水酸化酵素活性のル濃度を 50 ILM として行なった。すなわち、

テオフィリン代謝と p-ニトロフェノール水酸化反応との関連性第五節

とこの阻害実験で用いた基質濃度と

とほぼ同じようになるようテオフィリン代謝に関する比 (Km2値/基質濃度)

Km値 (27 ILM であることをあらかじめ算出した)

の比が、

テオフィリンの各代謝酵素および p-ニトロフエノール水酸化酵素の相互の関連性

無処置肝ミクロソームにおける各酵素活性の相関性を比較した。を検索する目的で、

に設定した。
前節と同様にテオフィリン濃度はら mM に設定した。 Table 7 に示すように、なお、

テオフィリン 8-水酸化酵素活性と N-脱メチル化酵素活性

N-脱メチル化酵素活性は p-ニトロフェノール水酸化活性とは大きくかけ離

8-水酸化酵素活性の阻害感受性はその阻害剤の

種類によらず p-ニトロフェノール水酸化活性のそれと概ね一致するものであった。

しかし、

13 に示すように、

との問に顕著な相違が認められた。

Fig. 
実測されたそれぞれの酵素活性は比較的狭い範囲に分散しており、統計学的有意性が

論じがたい条件ではあったが、テオフィリン 8-水酸化酵素活性と p-ニトロフェノー

テオフィリン N-

脱メチル化酵素活性の p-ニトロフェノール水酸化酵素活性に対する相関は見られな

しかし、ル水酸化酵素活性の間には有意な正の相関が認められた。

1-および 3-脱メチル化反応は互図には示していないが、

いにきわめて類似した阻害挙動を呈した。

一方、れた修飾を受けた。
一方、テオフィリンの 1-および 3-脱メチル化酵素活性問の相関性はきわめ

て良好であることが判明した。

かった。
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これが p-ニ トロフェノール水酸化活性の上昇と

一致することが速度論的に解析することで明白となり、 CYP2Eである可能性が強く示

唆された。
1 。

テオフィリン 8 一水酸化酵素活性と p-ニトロフェノール水酸化活性は非誘導時の肝。
1
n

A
σ
 

。
3

0

1

 

内
ヨ

さらに、種々の薬剤によるミクロソームを用いても有意な相関性が認められたとと、

上記の推論を立証するものである阻害感受性が両代謝酵素問で類似していたととは、14 
0 
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• 阻害剤による阻害様式が括抗・非括抗あるいは不括抗するように設定しているので、r2=0.08 (NS) r~0.09 (NS) r2=0.71 (p<O.Ol) 

などいずれの機序に基づくとしても、共通した酵素であれば同程度の抑制がもたらさ
25 50 75 100 

p-Nitrophenol hydroxyla tion 

(% of clOntrol) 

。

。25 50 75 100 

p-Nitrophenol hydroxylation 

(% of control) 

0 
0 25 50 75 100 

p-Nitrophenol hydroxylation 

(% of control) 

。

。

2 つのテオフィリンN-脱メチル化活性

は数々の点でそれらの酵素学的反応性が極似することから、 CYP2Eには属さないが伺

ーもしくは密接に関連する P-450分子種によって触媒されているのであろう。

一方、れるとの理論が成立するからである。

CYP2Eは、有機溶媒類やニトロソアミンなどの低分子化合物に対し良好な基質とし

クロルゾキサゾンなどのテオフィリ、近年、て作用することが知られているが (41)

lD ンに類した混成環状構造を有する薬物も CYP2Eによって酸化的に代謝されることが
、，...

L (65) 。同様な事実が臨床上でも認められているvitroで、証明されており (64) 、

ヒトに

おいて、テオフィリン 8-水酸化代謝にCYP2Eが実際にどの程度関与しているかについ

れらの知見はCYP2Eの基質特異性は必ずしも高くないことを意味しているが、

Fig. 13. Rela出re Change in Enzyme Activities of 8・Hydroxylation (A), 3・ Demetlftylation 

(B) and 1・Demethylation (C) of Theophylline Compa民d with That of p .Ni位叩henol

Hydroxylation in the Presence of P-450 Inhibitors 

The enzyme reaction proceeded at substrate concentrations of 5 mM  for theophylline and 50 !1 M 

of p-nitrophenol. The concentration of the inhibitors was fixed at 1∞.uM. Each point is 出emean

of 4 -6 experiments , and expressed as the remainder of activities in the ab~ence of inhibitors. 

NS , not significant. 

lnhibitors : 1, 4-methylpyrazole; 2 , diethyldithiocarbamate; 3, aniline; 4 , coumarin; 5, proadifen; 

6, aminoacetonitrile; 7, ticlopidine; 8, mexiletine; 9, diphenhydramine;10 , verapamil; 11 , metyrapone; 

12, propranolol; 13 , orphenadrine; 14, propafenone; 15, cimetidine; 16, fluconazole いくつかのヒト P-450発現細胞系を用いては、(66) ては明確にされていない。 Gu ら

基質濃度 1 mMで、代謝反応を行なったところ、 CYP2E1はテオフィリシ 8-水酸化活性を

有するが CYPIA2と比較してその役割は低いと報告している。一方、 . Sarkar ら (23)
考察および小括第六節

ヒト肝ミクロソームにおける基質濃度 20 凶で、のテオフィリン 8-水酸化活性はは、

免疫化学的に検出されたCYP2El含量と有意に相関し、 CYP1A2含量との関連性はないとhigh capacity P-450群に焦マウス肝ミクロソームのテオフィリン代謝に関与する

それぞれの実験で用いられた基質濃度の20 倍の差に起これらの矛盾は、している。
8-水酸化酵素はCYP2E と一致した酵素学的挙動を示した点をあてて精査したところ、

因していると考えられ、 CYP2Eの真の代謝能を評価するためには、特に、最も代謝ク8-水酸化反応のみにCYP2EのN-脱メチル化酵素とは明確な相違が認められた。が、

リアランスの高い 8-水酸化反応の速度論的解析が必須であることを示している。今

回マウスで得られた結果を直接ヒトに外挿することは危険を伴うが、 CYP2Eが動物種

寄与を支持する主たる理由は、本活性のみがアセトンの暴露によって上昇したこと、

をこえて相向性の高いP-450分子種であること

リン代謝の酵素化学的解析には十分応用が可能であり、速度論を念頭に置いた今後の

ヒトのテオフィを考慮すると、(47) 

特異的CYP2E阻害剤によって選択的に抑制されたことである。

アセトンは、 CYP2E酵素タンパクあるいは対応するmRNAを安定化させることで相対

そして、

しかしこの薬物は、摂取量と60) (59 , 的に肝CYP2E レベルを高めるとされている

研究の発展が期待される。フェノバルビタールと同じ機暴露期間によっては転写段階での活性化作用も発揮し、

マウス肝ミクロソームのテオフィリン 8-水酸化反応をつかさど以上、本章では、今回のアセトしかし、(61) 。構でCYP2Bの生合成を制御することが報告されている

N-脱メチル化反応に関与する P-450る high capacity P-450分子種はCYP2Eに相当し、ン投与プロトコールでは、 CYP2Bが関与するペントキシレゾルフィン 0-脱アルキル化

分子種とは本質的に異なることを明らかにした。などが不変であったことから CYP2Bの誘導が惹起された可能性は

High capacity P-450群が担うテオフィリン 8-水酸化活性はアセトン

63) 酵素活性 (62 ，

否定できた。
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第四章 ヒトのテオフィリン代謝に対するフルコナゾールの阻害作用の

有無と本代謝系に関与するチトクロム P -450との関連性

第二節 コルチゾールの 6 ß-水酸化代謝能におよぽすフルコナゾールの影響

ヒトの酸化的薬物代謝能を包括的に評価する手段として、内因性コルチゾール (F)

とその酸化的代謝物である 6ß- ヒドロキシコルチソール (6ß-OHF) の尿中排植量の比

(6ß-OHF/F) を、生体に対して非侵襲的に測定する方法が知られており (75) 、酵素

誘導ならびに酵素阻害の研究に広く応用されている (75 -79) 0 F 分泌量には日内

変動が知られており、尿中 6ß-OHF排池量もそれに呼応して変化するが、 F との比とし

て表わす限り日内変動に由来するバラツキは補正され、任意の時間帯の採尿試料であ

ってもほぼ一定の値を示すことが明らかにされている (75) 。

健康成人 5 名に 1 日 200 mgのフルコナゾールを連続経口投与したととろ、 Fig. 15 

に示すように、 6ß-OHF/F比は経目的に減少し、投与開始 3 日目にはその比は服用前の

50 先以下にまで低下した。また、服用を中止しても元の値に回復するまで約 1 週間を

要した。これらの結果は、フルコナソールはヒトの酸化的薬物代謝能に対して強力か

っ持続的な抑制作用を有することを示している。

第一節序

近年、深在性真菌症の羅患者数は世界的に増加の一途をたどり、その趨勢を止める

べく有用な薬剤の開発が積極的に模索されてきた。フルコナゾール (Fig. 14) は、

いわゆる第二世代と言うべきトリアゾール誘導体の抗真菌剤で、現在、呼吸器真菌症

をはじめとする多彩な日和見真菌感染症の治療に広く用いられている (67 -69) 。

本剤は、真菌細胞膜に存在する P-450 (ステロールー14-脱メチル化酵素)を作用標的

とし、ラノステロールからエルゴステロールへの生合成を阻止して細胞膜異常を誘発

することで真菌を死滅させ、結果としてその主たる薬理作用を発現する (70) 。

フルコナゾールは、シクロスポリン (71) 、フェニトイン (72 ， 73) およびテルフ

エナジン (74) など、いくつかの併用薬剤の血清中濃度を顕著に上昇させることが臨

床上で認められている。これらの知見は、フルコナゾールの酵素阻害作用は真菌のP-

450のみならず宿主であるヒ卜肝ミクロソームのP-450にも及ぶことを示唆しているも

のと考えられることから、それをさらに明確にする必要がある。

一方、テオフィリンは治療有効血清中濃度域が狭く (10) 、他剤との併用によりテ

オフィリンに代謝阻害が起こればその体内濃度が上昇し、重篤な副作用を招く危険性

がある。事実、テオフィリンはさまざまな要因でその代謝クリアランスに変動を生じ

易いことが知られており、薬理効果の減弱あるいは毒性の出現に至った臨床例が数多

く報告されている (24) 。したがって、フルコナゾールのP-450阻害作用およびテオ

フィリン体内動態におよぽす影響を検証するととは、臨床薬理学的に重要のみならず

in vivo でのテオフィリン代謝に関与する P-450種の推定に有用な指標となる。

本章では、ヒトにおいて、フルコナゾールの酸化的薬物代謝酵素阻害作用をより明

確にするとともに、本弗j併用時のテオフィリン体内動態変動を薬物動態学的に解析し、

テオフィリン代謝酵素の阻害感受性を精査した。
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Fig. 15. Change in the Ratio of 6β-Hydro玄ycortisolωCortisolin Urine 

Obtained from 5 H飽lthy Subjects Following Fluconazole Adm.inis仕ation

The ordinate shows the percentage to 也e ratio on day 0 in each subject. Shaded 

columns indicate the values during fluconazole administration. Each column represents 

the mean + SD. a) Significantly different from day 0 (p < 0.05, p泊red t-test). 

b) Significantly different from day 0 (p < 0.01 , paired t-test). 

Fig.14. Chemical Structure ofF1uconazole 
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テオフィリン代謝能におよぽすフルコナゾールの影響第三節

ヒトにおけるテオフィリンの酸化的薬物代謝能に対するフルコナゾールの阻害力を

評価するに際し、テオフィリン代謝を抑制することが臨床上すでに知られているビリ

ドンカルボン酸系合成抗菌剤・エノキサシン を対照薬剤として検討した。(80) 

テオフィリンの血清中濃度推移

健康成人 5 名を被験対象とし、 フルコナゾールあるいはエノキサシンの併用時また

16 とはこれら薬剤の非併用時における血清中テオフィリンの時間一濃度曲線を Fig.

エノキサシンの併用により顕著に上昇した

フルコナゾールの場合では非併用時での推移と大差は認められなかった。

テオフィリンの血清中濃度は、して示す。

が、

Fig. 17. Cumulative Urinary Recovery of Unchanged Theophylline 

Each point is the m飽n + SD. Subjects received thωphylline 240 Iilg alone (0); after 

3 days of treatment with fluconazole 2∞ mg 也ily (・) or enoxacin 600 mg 白日y (..6.). 
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各テオフィリン代謝物の尿中排波挙動

フルコナゾールあるいはエノキサシンの併用時および非併用時での24時間までの 3

24 18 12 6 
0 

0 

18 に示す。F ig. 種のテオフィリン代謝物の累積尿中排潜量を定量し、

1-MU (肝細胞質のキサンチンオキシダーゼによエノキサシンの併用時では、 1-MX ，

それぞれ 29.4および1， 3-DMUの尿中回収量は、って1-MXからすみやかに産生される)

Fig. 16. Serum Theophylline Concen仕ation-Time Profile in Hωlthy 
Sobjects in Combination with Fluconazole or Enoxacin 

Each point is the mean + SD. Subjects received theophylline 240 mg alone (()); after 

3 days of treatment with fluconazole 2∞ mg dail y (.) or enoxacin 伐ぬ mgdむly (ム)・

Time after administration (h) 

そして19.2 i 7.4 mg に、i 3.8 mg から 10.2 i 4.1 mg に、 36.0 i 7.1 mg から

その低下率は 35 -70 %にまでお97.5 i 12.6 mg から 74.8 i 8.4 mg に減少し、

これに対してフルコナゾール併用時には、代謝物尿中排池抑制率はエノキサ

シンのそれに比べると明らかに小さく、わずか15 %前後にとどまり、テオフィリン

ょんだ。

未変化体テオフィリンの尿中排池挙動

フルコナゾールあるいはエノキサシンの併用時の24時間までの未変化体テオフィリ 単独服用時との聞に有意差は認めなかった。

いずれの場合も 24時間尿量に差異は認めなかった。なお、17 に示す。ンの累積尿中排液量を、非併用時の場合と比較し Fig.

39.5 i 2.9 mg へ有意に増加した。28.3 i 3.5 mg からエノキサシン服用時には、

フルコナゾールの併用時と非併用時では、未変化体テオフィリンの回収率に全

く変動は見られなかった。

一方、

ハYつ
ム-28-



Table 8. Pharmacokinetic Parameters of TheophylIine and Its Metabolites 

after Fluconazole and Enoxacin Treatment 

1,3-DMU (C) 

100 

l-MU (8) 

40 

Signific加ce (P) 

NS 

NS 

Fluconazole 
vs 

Enoxacin 

く0.05

く0.05

NS 

Enoxacin 
vs 

Control 

く0. 05

く0.05

NS 

F I uconazo I e 
vs 

Control 

NS 0.516 :t 0.070 

0.057 :t 0.013 

0.030 :t 0.009 

Enoxacin 

0.036 

0.022 

0.016 

Fluconazole 

0.092 :t 

0.518 :t 

0.047 士

0.051 

0.025 

0.014 

Control 

0.496 士

0.114 :t 

0 . 056 士

Theophyll ine disposition 

K. , (1/h) 

CL T (1 /h/kg) 

Parameter 

V d (1 /I{g) 

75 

50 

25 
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10 

3-MX (A) 

25 
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NS 

く0.05

NS 

く0.05

NS 

NS 

5.4 士1. 4

25.4 :t 6.9 

1.3 

41. 7 士 12.3

6. 1 士1.2 

49 . 8 士 11.7

6.8 士CLR (ml/h/kg) 

CL.. (ml/h/kg) 
24 18 12 6 

Time after oral administration of theophylline (h) 

。

。

24 18 12 6 。

。

24 18 12 6 。

。

Partial metabolic clearance 

く0.05

く0.05

く0.05

く0.05

NS 

NS 

2.5 :t 1. 3 

4.7 士 2.6

6.6 士 2.2

9.6 士 3.8

8 . 0 士 2.5

11.6 :t 4.5 

CL 3 - ", x (ml/h/kg) 

CL1-..U (ml/h/kg) 

Cumolative Urinary Excretion of Theophylline Metabolite~ 
Each point is the mean + SD. Subjects received theophylline 240 mg alone (0); after 

3 days of treatment with fluconazole 2∞ mg ぬily (.) or enoxacin 600 mg d担ly (.6). 

Fig.18. 

NS く0. 05NS 18.6 士 2.525.6:t 6.7 初. 2 士 5. 1 CL 1. 3 -DMU (m I /h/kg) 

Statistic comparison was made by ANOVA followed by 

NS , not significant. 

Each value is the mean + SD. 

Dunnett' s test. 

薬物動態学的パラメータの変動

フルコナゾールあるいはエノキサシンの併用に前項の結果をより定量化するため、

として要その結果をTable 8 よる種々の薬物動態学的パラメータの変動を解析した。

考察および小括第四節血紫タンパク結合率や組織移行性の指標となる分

は有意に変動せず、(CLR) 布容積 (V d) および薬物排権能を表わす腎クリアランス

エノキサシン併用時には、約する。

また一部は肝ミクロソームのP-

抱合反応を受けることなく尿中に排植さ

分泌されたコルチゾール (F) の総量のうちヒドロキシコル

副腎から分泌された F の一部は未変化体のままで、

450によって6B-OHFへと酸化的に変換され、
(CLM) など(CLT ) および肝クリアランス全身クリアランス消失速度定数 (K e l )

したがって、(81) れる
代謝物生成クリア

フルコナしかし、

また、

ランスのうち、 CL 1 - MUおよび CL3 -MXの低下は特に顕著であった。

の代謝能に関連するパラメータに有意な低下が認められた。

肝ミクロソーム

ヒトのP-450を構成する主要分子種で

6ß-OHF/F 比は、チゾール (6ß-OHF) へ代謝された比率をあらわす尿中

のP-450活性状態を端的に反映するものであり、
いずれのパラメータにも有意な変動は認められVd や CL Rを含め、ゾールの場合には、

(78) 

晴乳動物の肝P-450へのフルコナゾールの親和性は真菌P-450に対するそれに比較し

ある CYP3A活性と高い相関性があると言われている
フルコナゾール併用時およびエノキサシン併用時の間で比較すると、また、

CL 1 ・ 3-DMUを除くすべての代謝関連パラメータに有意差が認められた。
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なかった。
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て低いとされている (82) 。しかし、 P-450全般に対するフルコナゾールの阻害作用

は、その構造中のトリアゾール基の窒素原子がP-450のヘム鉄に配位する共通の機序

によって発現することから (83) 、実際には本剤によって酸化的薬物代謝能はかなり

抑制されるようであり、これの服用後に認められた6ß-OHF/F 比の顕著な低下は、主

としてCYP3A活性が強力に阻害されたことによるものと考えられる。また、投与を中

止しでも 6ß-OHF/F 比はすみやかに回復せず低いレベルのままで留まっていたのは、

フルコナゾールの血紫タンパク結合率は低く遊離型濃度が総濃度のおよそ90 %に達

するとの血中分布特性 (84) に加え、その長い体内消失半減期，約 30時間 (85) ，に
ある程度起因していると考えられる。

一方、テオフイリン代謝に対するフルコナゾールの影響は、予期に反して著しく弱

いことがエノキサシンとの比較を通して明らかとなった。テオフィリンは投与量の90

%近くが代謝過程で消失し、未変化体の尿中回収率はわずか 10 %内外である。主要

代謝経路は 8-水酸化反応であり、投与量の約 50 %が1. 3-DMUとして尿中に排被さ

れる。また、 N-脱メチル化反応によって1-MXおよび3-MXが生成されるが、後者はさ

らに 1-MUへと代謝されて 3-MXと共に尿中へ排泊される (12) 。とれらのテオフィリ

ン代謝挙動の特性を考慮すると、今回いずれの薬剤の併用時にも . V dおよびCLRには変

動が認められなかったととから、フルコナゾールとエノキサシン間で見られた K eJ お
よびCLTの変動の相違は、 CLMの低下率の差異に立脚していると判断される。すなわち、
テオフィリンの血中動態から算出されたKe 1 およびCL Tは、未変化体とその代謝物の尿
中排権推移と連動していたからである。

フルコナゾールの併用時にはテオフィリン代謝能に関連するすべてのパラメータに

有意な変動を認めなかったのに対し、エノキサシン併用時ではこれらのすべてに顕著

な変動が見いだされた。このことより、フルコナゾールの併用ではテオフィリン体内
動態に対して臨床上留意すべき変動をもたらさないと考えることができる。そして同
時に、フルコナゾールのP-450阻害作用にはP-450種選択性があり、 CYP3Aに対しては
高い親和性を有するがテオフィリン代謝に関与する P-450種には弱い阻害作用しか持

たないということ、換言すれば、テオフィリン代謝にはCYP3Aはほとんど寄与しない
と言えるであろう。

CYP3Aはヒト肝ミクロソームのP-450分子種の中で最も発現量が高く、多種多様な薬

物、環境化学物質から内因性ステロイドに到るまで非常に広範な物質の代謝に幅広く

機能している (47) 。近年、フルコナゾールと同じアゾール系抗真菌剤あるいはエリス

ロマイシンが併用薬剤の代謝を阻害して血中濃度を高め、中毒あるいは死亡事故につ

ながった事例が相次いで報告された。この現象は、併用薬の代謝に携わる CYP3Aがア

ゾール系抗真菌剤によって強力に阻害されたととによるものと推定されており (86 ，

87) 、薬物相互作用の観点から CYP3Aの薬理学的意義に関して世界的に注目を集めて

いる。その中で、 CYP3Aのテオフィリン代謝への関与の有無も議論されており、ヒト

肝ミクロソームやP-450発現細胞を用いて基礎的に研究されているが一致した結論が

得られていない。一方、臨床面では本代謝系へのCYP3Aの係わりについては肯定的な

見解が示されている (88) 。これは、 CYP3Aの基質となるマクロライド系抗生物質の併

用によってテオフィリンクリアランスが低下した臨床所見 (24 ， 89) から論証された

ものであり、これらの抗生物質の酸化的代謝過程で生成する中間体がP-450と不活性

な複合体を形成するとの分子化学的な証拠を背景としている (90 ， 91) 。しかし、 P-

450不活化作用がCYP3Aのみに選択的に惹起されるか否かについての明確な結論は出さ

れておらず、テオフィリン体内動態の変動はこれらの抗生物質を高用量かつ長期間に

わたって投薬するなどの比較的激しい条件下でのみ観察され、この現象は喫煙習慣で

相殺される(93) 等、 CYP3Aの関与を支持することに対する疑問点も多い。このよう

に、テオフィリン代謝へのCYP3Aの関与の有無については混沌とした状況にもかかわ

らず、今回、生体においてCYP3Aの積極的な関与を否定するに足る結果を導き出せた

意義は大きいと思われる。

テオフィリン代謝速度に大きな個人差を示す要因として、一部に遺伝子多様性の存

在が示唆されているが (94) , s-メフェニトイン水酸化やデブリソキン水酸化代謝に

代表されるような正常者と欠損者の二峰性 (47) は、テオフィリン代謝には未だ見い

だされていないことから、本代謝系にはCYP2Cや CYP2Dの関与の可能性も低いと推定さ

れる。その一方、第三章において、テオフィリン 8-水酸化代謝に CYP2Eが関与する可

能性を論述した。事実、これを支持する臨床知見が得られている。すなわち、シメチ

ジンやエノキサシンなどのテオフィリン代謝を阻害する薬物の多くは、 8-水酸化よ

りもむしろ N-脱メチル化反応を効率的に阻害するととが経験上知られているが (24 ，

95, 96) 、ジスルフィラム服用時には、テオフィリンN-脱メチル化反応に比べ 8-水

酸化反応がより顕著に抑制されることが認められており (97) 、このことがジスルフイ

ラムの還元代謝物がCYP2Eの強力な阻害剤であることと符合するからである (64) 。

ピリドンカルボン酸系合成抗菌剤に関しては、 CYP2Eや CYP3Aに対する阻害作用を示唆

する報告がないことから、エノキサシン併用時に確認されたテオフィリン酸化的代謝

能の低下はCYP1A活性が阻害されたことに起因すると推論できる。また、フルコナゾ

ールは CYP2Eによって触媒されている p-ニトロフェノール水酸化およびテオフィリ

ン 8-水酸化に対してほとんど阻害作用を持たないことを肝ミクロソームレベルで明

らかにしている(第三章、 Fig.13) 事実も、 in vivo におけるテオフィリン代謝への
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CYP2Eの関与を裏づける根拠となりえるであろう。

ヒトのテオフィリン代謝に関与する P-450種を特定するにはさらに詳細な検討を必

要とするが、今回観察されたフルコナゾールとエノキサシン併用問でのテオフィリン

代謝の阻害感受性の差異から判断すると、特に主要代謝経路である 8-水酸化反応に

は、マウスで得られた結果と同様に、 CYPIA (CYPIA2) およびCYP2E (CYP2El)が主と

して関与すると考えるのが妥当であろう。

以上、本章において、 CYP3Aが関与するコルチゾール 6β-水酸化代謝に対し、臨床

容量のフルコナソールは強力な阻害作用を有するととを明らかにした。しかし、フル

コナゾールの酵素阻害作用にはP-450種選択性があり、本剤を併用しでもテオフィリ

ンの体内動態はほとんど変動しないことを実証した。また、テオフィリン代謝におけ

るヒト肝の主要P-450分子種である CYP3Aの寄与は低く、本代謝系には、 CYPIAや CYP2E

といった比較的特殊性のある P-450分子種が関与していることが推定された。
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気管支拡張剤・テオフィリンの酸化的薬物代謝の様相とそれに関与する P-450の特

性について、マウス肝を用いた in vi troでの検討、および他剤併用時にテオフィリン

体内動態がどのような影響を受けるかについてのヒトで実施した in v i vo での検証を

通し、以下に示す知見を得た。

1 )固相抽出法を応用したHPLCにより、テオフィリンの 3 種の代謝物について高精度

な定量を可能にし、肝ミクロソームにおける P-450依存性のテオフィリン代謝酵

素活性測定にも利用できることを明らかにした。

2 )マウス肝ミクロソームのテオフィリン代謝に関与する P-450について反応速度論

的に解析し、 high affinity-low capacity および low affinity-high capacity 

分子種の存在を明らかにした。そして、前者は従来より知られている CYPIA に、

後者はフェノバルビタール誘導型の分子種にそれぞれ分類されるととを示した。

3) Low affinity-high capacity 分子種はさらに複数存在し、 8-水酸化反応を触媒

する P-450分子種はCYP2Eに属することを示した。

4) 抗真菌剤・フルコナゾールはヒトの酸化的薬物代謝能、特に主要P-450分子種で

ある CYP3Aを強力に阻害するが、テオフィリン代謝に対しては阻害作用をほとん

ど持たないととを実証した。また、テオフィリン代謝へのCYP3Aの寄与は低く、

本代謝系にはCYPIAや CYP2Eなどの別のP-450種の関与が示唆された。

臨床上で見られる薬物相互作用のうち、 P-450阻害に基つくものの占める割合がき

わめて高いことが明らかにされている。多剤併用療法が主流となった現在、薬物代識

をめぐる相互作用に起因する不測の事態を回避するためには、目的とする薬物の代謝

に関与する P-450種の特定や分類の必要性が高まるものと考えられる。

テオフィリンは有効血中濃度域がきわめて狭く、その体内動態はほとんど代謝過程

に依存していることから、薬物相互作用に関して最も留意すべき薬剤のひとつである。

本研究で得られた結果はテオフィリン代謝に携わる P-450種の特性をより明確にした

ものであり、今後のより良い気管支端息治療のために活用されることを期待したい。
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第一章の実験

1，試薬および材料

テオフィリン(スタンダードリファレンス用)、 1-MX ， 3- MX , 1 ， 3-DMUおよびアセ

トアミノフェンは Sigma社より購入した。その他の試薬、溶媒類はいずれも市販特級

品を用いた。 Sep -Pak C 18カートリッジ(粒子型 55 -105 11m、充填剤重量 100 mg) 

は、 Waters社より購入した。

2，肝ミクロソームの調製

ddY系雄性マウス (4 -6 週齢)をエチルエーテルによる弱い麻酔下で頚椎脱臼に

より屠殺後開腹し、上大静脈および門脈から等張塩化カリウム溶液を注入して肝臓の

脱血を行なった。次いで肝臓を摘出し、氷冷した等張塩化カリウム溶液中でホモジナ

イズ(容量容積比、 1 : 4) した後、 10000 X g で 15分間遠心分離した。その上清を

さらに105000 X g で 60分間遠心分離し、沈査として得たミクロソーム画分を、 0.1

M リン酸緩衝液 (pH 7.4) に懸濁して、タンパク質濃度が 10 皿g/皿 l となるように調

製した。これらの一連の操作は、原則として 4 oc以下で行なった。タンパク質濃度

は、ウシ血清アルブミンを標準タンパクとして、 Lowry らの方法 (98) にしたがって

定量した。

3，酵素反応条件

反応溶液は、 NADPH再生系 (0.5 mM NADP+ , 5 mM グルコース -6- リン酸、 5 mM 塩

化マグネシウム、および 2 国際単位のグルコース -6- リン酸脱水素酵素)、 0.2 mM 

EDTA 、 1 mM テオフィリン、 70 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) およびミクロソーム懸濁液

(1皿g/皿1)をそれぞれ含有し、全量を 1 ml とした。

酵素反応は、 NADPH再生系を添加することで開始し、 37 oc で 30分間振還を加えなが

らインキュベートした。反応は15 児 TCA 100 111 を添加することで停止した。

4，固相抽出の手順

酵素反応終了後の試料にアセトアミノフェン水溶液 (50 Il g/m 1) を 100 Jd添加し、

氷冷下に約10分間放置し除タンパクを促進した。その後、 3000 X g で 5 分間遠心分

離し、得られた上清から 700 111 を分取して、メタノール 5 ml と精製水10 mlで処理

po 
q
t
u
 

ワ
4

q
δ
 



することであらかじめ活性化させたSep-Pak C 18カートリツジに添加し、精製水 2.5

皿 l で洗浄後、 40 %メタノール 2 皿 lで必要画分を溶出させた。固相抽出条件を決定す
るに際しては、 3-MX. 1-MXおよび1， 3-DMUをそれぞれ1. 5 /L g/ml 、1. 5 /L g/mlおよび 3
/L g/mI の濃度で含有する 70 mM リン酸緩衝液を試料とし、 Sep-Pak C 18カートリツジ
に添加後に、精製水 1. 5 -10 ml にて洗浄、 o -100 %の濃度範囲に調製したメタノ
ール溶液で溶出し、各テオフィリン代謝物の回収率を定量した。固相カラムの洗浄お
よび溶出操作はいずれも弱い減圧下で 1 分以上の時間をかけて実施した。得られた溶
出液は37 ocで減圧乾固し、移動相に再溶解してHPLCシステムへの注入試料とした。

5, HPLC装置とクロマト条件

分析には、 ModeI 7125 シリンジ注入装置 (Pheodyne社製)、 Model SPD-2ASUV検
出器(島津製作所製)および Model C-R2AX クロマトグラムデータ処理装置(島津製
作所製)を装着したModel LC-4A HPLC装置を用いた。

分離用カラムは ODS-80TM (粒子サイズ 5 畑、 150 mm X 46 mm Í.d. 、東ソー製)
を、移動相は 2.5 mM 硫酸水素テトラ-n ーブチルアンモニウム (TBA) と 4 %アセトニ
トリルを含有する 25 皿M 酢酸緩衝液 (pH5.25) を使用した。移動相の流速は 1 ml/min 

に設定し、検出波長は275 nm とした。移動相で調製した試料の 15 /L 1 を HPLCシステム
に注入し、 1S に対する面積比から各テオフイリン代謝物を定量した。

第二章の実験

1，試薬類

フエノバルビタールナトリウム、。ーナフトフラボン、塩酸ジフエンヒドラミンお
よびジエチルジチオカルパミン酸ナトリウムはナカライテスク社より、エリプチシン
はSigma社よりそれぞれ購入した。プロアデイフヱンおよびケトコナゾールは、 smi
Kline & French研究所および協和発酵工業より分与された。その他の試薬、溶媒類は
いずれも市販特級品を用いた。

2，各薬物溶液の調製

フエノバルビタールナトリウムおよび β ーナフトフラボンは、いずれもプロピレツ
グMールに溶解もしくは懸濁させて調製した。エリプチシンおよびケトコナゾ」レ
はいずれも DMSOに溶解させて調製した。
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3，マウスへの薬物投与

ddY系雄性マウス (4 -6 週齢)を少なくとも 1 週間環境に思11化させて使用した。

フェノパルビタールは 1 日 1 回 80 皿g/kgを 3 日間連続腹腔内投与した。。ーナフトフ

ラボンは 2 日目のみに 80 mg/kgを単回投与し、 1 および 3 日目には溶剤のみを単回

腹腔内投与した。対照群には溶剤のみを同様に投与した。いずれの場合も最終投与の

24時間後に屠殺した。

4，肝ミクロソームの調製と酵素反応

第一章に準拠して行なった。ただし、酵素反応は、テオフィリン濃度 0.1 -15 mM 

で行なった。また、 IC 5 0値を求める実験においては、各種阻害剤の存在下で実施し、

反応溶液に添加する DMSO濃度を一律に 0.1 %とした。

5，肝ミクロソームの P-450含量の定量

測定には、 Mode1 UV-300 2 波長分光光度計(島津製作所製)を用い、 Omura and 

Satoの方法 (99) にしたがって行なった。 1 mg/皿 l に調製したミクロソーム試料にハ

イドロサルファイトを少量添加し、試料キュベットと対照キュベットにそれぞれ分注

し、 400 -500 nm の波長閑を走査することによりベースラインを記録した。次に、

試料側のみに一酸化炭素を通じ、再び400 -500 nm の波長閑を走査して得られた差

スペクトルの 450 nm と 490 nmの吸光度の差を測定して、分子吸光係数 91 mM-1cm-1 

から P-450量を算出した。

6，速度論的パラメータの算出

基質濃度を独立変数、テオフィリン各代謝酵素活性を従属変数として、各種速度論

的パラメータ (Kml ， Km2 ， Vmaxl(V'maxl) および VmaX2(V'maX2)) を非線形最小二乗法

プログラム MULTI (100) を Model PC-9801VM2 マイクロコンビューター (NEC 製)

にて作動させて求めた。解析時に必要なパラメータの初期値は、実測された酵素活性

を Lineweaver-Burkプロットに変換し、見かけ上直線を示す部分を外挿した時の x

および y切片より求めた。測定値の重みづけは数学的に等価とし、残差平方和が変動

幅の 1%未満に至った時に計算の収束とみなした。

7，統計処理

一元配置の分散分析 (ANOVA) を行い、続いて Fisher法による検定を実施した。危

険率 5%未満を有意と判断した。
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第三章の実験

1，試薬類

アセトンおよび p-ニトロフエノールはナカライテスク社より、プレグネノロン-

16α ーカルボニトリルはSigma社よりそれぞれ購入した。プロアディフェンは、 Smith 

Kline & French研究所より、フルコナゾールはファイザー製薬より、塩酸メキシレチ

ンは日本ベーリンガーインゲルハイム社より、塩酸プロプラノロールは住友化学工業

より、塩酸チクロビジンは第一製薬よりそれぞれ分与された。その他の試薬、溶媒類

はいずれも市販特級品を用いた。

レゾルフィン0-脱アルキル化反応は 10分間、アミノピリン N-脱メチル化反応は 5

分間)振還を加えながらインキュベー卜した。テオフィリン各酸化反応は15 お TCA

100 Id を、 p-ニトロフェノール水酸化反応は10 先 TCA 300 #1 を、アミノピリン N

脱メチル化反応は10 先 TCA 1 ml を、また、ペントキシレゾルフィン0-脱アルキル化

反応はアセトン 2 ml を、それぞれ添加することにより停止した。

テオフィリンの各代謝酵素活性は第一章に記載した方法により測定した。 p-ニト

ロフェノール水酸化酵素活性は、 Reinke らの報告 (101) に従い、生成した p-ニトロ

カテコールをアルカリ条件下で比色定量することにより求めた。アミノビリン N-脱

メチル化酵素活性は、 Nashの方法 (102) に従い、遊離したホルムアルデヒド量から

算出した。ペントキシレソルフィン0-脱アルキル化酵素活性は、 Lee and Forkert 

の手順 (57) に従い、生成したレソルフィンの蛍光強度を測定することにより求めた。

各代謝酵素活性と、その反応時間および酵素タンパク濃度との聞に直線関係が成立す

ることを確認した。

2，各薬物溶液の調製

フエノパルビタールは生理食塩水に溶解して調製し、プレグネノロン-16α-カルボ

ニトリルはプロピレングリコールに懸濁させて調製した。

3，マウスへの薬物投与

ddY系雄性マウス (4 -7 週齢)を少なくとも 1 週間環境に馴化させ、食餌および

飲料水は自由に摂取させた。

アセトンは、屠殺するまでの 8 日間、飲料水に 1%の濃度で混ぜて摂取させた。フ

ヱノパルビタールおよびプレグネノロンー16α ーカルボニトリルは、それぞれ80 mg/kg 

および 50 mg/kgの用量で、 1 日 1 回 3 日関連続腹腔内投与し、最終投与の24時間後
に屠殺した。

6，速度論的パラメータの算出および統計処理

各速度論的パラメータは、第二章に記載した非線形最小二乗法により算出した。群

間平均値の比較は、 ANOVAに組み合わせたTulωy法、または対応のない t-検定により

実施した。相関牲については、 Student法による直線回帰分析を行なった。危険率 5

%未満を有意と判断した。

第四章の実験

4，肝ミクロソームの調製および P-450含量の定量

第一章および第二章に準拠して行なった。
1，投与製剤

いずれも滋賀医科大学医学部附属病院薬剤部に保管中の市販製剤のうち、試験研究

用に分与されたものを用いた。テオフィリン製剤として 1 錠中 300 mgのアミノフィ

リン(テオフィリン 240 mgと等価)を含有するネオフィリンTM錠を、フルコナゾー

ル製剤として 1 カプセル中に 100 mgを含有するジフルカン TMカプセルを、エノキサ

シン製剤として 1 錠中に 200 mgを含有するフルマーク TM錠をそれぞれ使用した。

5，酵素反応条件と測定法

反応溶液は全量 1 ml 中、 NADPH再生系、 0.2 mM EDTA 、 70 mM リン酸緩衝液 (pH

7.4) ミクロソーム懸濁液 (1 mg/ml)および基質 (0.13 -10 mM テオフィリン、 15 -

75 11M p-ニトロフヱノール、 5 mM アミノピリン、もしくは 2.5 ILM ペントキシレゾ

ルフィン)をそれぞれ含有するものとし、必要に応じて、図の脚注に記す各種阻害剤

をいずれも 100 ILMの濃度で添加した。

酵素反応は、ミクロソーム懸濁液を添加することで開始し、 37 ocで所定時間(テ

オフィリン各酸化反応は30分間、 p-ニトロフエノール水酸化反応およびペントキシ

2，被検者

あらかじめ研究内容について十分な認識をもち、参加に同意した滋賀医科大学医学

部附属病院薬剤部に在籍する薬剤師を被検者とした。全員、試験期間の前後を通して

何ら薬物も服用していないこと、また、肝および腎機能に異常のないことを生化学検

-40- 1-4 



査により確認した。

3，各薬剤の投与法および体液サンプルの採取

コルチゾール 6β-水酸化代謝能変動試験

健康成人ら名(男性 4 名と女性 1 名、年齢 24 -45 才)に、 200 mgのフルコナゾ

ールを 1 日 1 回 7:00 に、 3 日関連続投与した。

フルコナゾール投与の前日( 0 日目)、および投与開始から1， 2, 3, 5, 8, 10 日目

の 14:00 -16:00の問に 1 回採尿した。尿サンプルは6ß-OHFおよび F の分析に供する

まで -80 oc にて凍結保存した。

テオフィリン代謝能変動試験

健康成人ら名(男性 4 名と女性 1 名、年齢 23 -35 才)を対象とし、試験期間を

通してキサンチンを含有する食物および晴好品の摂取を禁じた。試験はクロスオーバ

一法にて実施した。対照群として、 13:00 (空腹時)にテオフィリン 240 mgを単回経

口投与した。併用群として、 1 日用量 200 mgのフルコナゾールを 2 回 (7:00 ， 19:00) 

に分け、または、 1 日用量 600 mgのエノキサシンを 3 回 (7:00 ， 15:00, 21:00) に分

け、それぞれ 3 日関連続経口投与した。いずれも、 4 日目の 7:00に最終投与を行な

い、当日の13:00 (空腹時)にテオフィリン 240 mgを単回経口投与した。フルコナゾ

ールもしくはエノキサシンの最終投与から次回の試験に至るまで、少なくとも 2 週間

の休薬期間を設けた。

採血時間はテオフィリン投与後 0.5 ， 1, 2, 3, 5, 8, 19, 24時間とし、肘静脈か

ら 1 回あたり約 3 ml を抗凝固剤を添加せずに採血した。各血液試料は、採血後30分

間室温に放置し、 1000 X g で 5 分間遠心分離することにより血清を分取し、テオフ

イリン濃度測定に供するまで -20 oc にて凍結保存した。また、採尿時間はテオフイ

リン投与前および投与後 2 ， 4, 6, 8, 12, 19, 24時間とし、尿量を測定した後、そ

の一部をテオフィリンおよびその代謝物の濃度測定に供するまで -20 oc にて凍結保

存した。

4，尿中 6B-OHFおよび F の定量

尿中 6B-OHFの定量は、著者らが開発した HPLC法 (30) により行なった。尿中 F の

定量は、尿試料をクロロホルムにて抽出処理を施した後、蛍光偏光免疫測定法(ダイ

ナポット社製、 TDX™システムキット)により行なった。
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5，血清中テオフィリン濃度の測定

蛍光偏光免疫測定法(ダイナボット社製、 TDX™システムキット)により行なった。

6，尿中テオフィリンおよびテオフィリン代謝物の定量

Muir らの HPLC法 (29) に一部改良を加えて行なった。 HPLC装置は、第一章と同様

なものを使用した。分離用カラムは Cosmosil 5C18 (150 mm x 46 mm i.d. 、ナカラ

イテスク社製)を、移動相は 5 mM TBA と 10 %メタノールを含有する 10 mM 酢酸緩

衝液 (pH 4.8) を使用した。移動相の流速は 1 ml/min、検出波長は270 nm に設定し、

ISの S ーヒドロキシエチルテオフィリンに対する面積比からテオフィリン、 3-MX 、 1-

MUおよび1， 3-DMUを定量した。検量線の作成には、テオフィリン投与前の各人の尿試

料に標準品を段階濃度で添加したものを用い、フルコナゾール、エノキサシンあるい

はそれらの代謝物が測定に対し干渉しないことをあらかじめ確認した。

7，テオフィリンの動態学的パラメータの算出

1 次吸収過程をもっワンコンパートメントモデルを組み入れた非線形最小二乗法プ

ログラム MULTI (98) を用い、 Ke 1 および腎排世速度定数 (Kc r) を算出した。血中薬物

濃度 (y軸)・時間 (x軸)の曲線下面積 (AUCo→∞)は、 24時間目までは台形法により、

それ以降は24時間値のKe 1 に対する比を用いて無限大時間まで外挿するととにより求

めた。 CLTおよびV dは、テオフィリンの生物学的利用率を100 %とみなし、次式によ

り算出した。

CLT = Dose/AUCo→∞ 

Vd = CLT/Ke1 

CLRおよび CLMは以下の算式にしたがって求めた。

CL R ニ Kcr ・ V d

CLM = CLT-CLM 

CL 3 - MX 、 CL1 -MUおよびCL1.3-DMU は、 L ・ CLMとして算出した。ここで、 Lは代謝物

の全回収量に占める当該代謝物回収量の割合と定義し、代謝物尿中排池量はテオフィ

リンとの等価性を保つためにモル単位で表わした。

8，統計処理

ANOVAに組み合わせたDunnett法、または対応のある t-検定により実施した。危険

率 5%未満を有意と判断した。
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