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緒論 

 

 食糧の安定生産等に用いられる農薬は、我々の生活に欠かすことのできない化学物質で

ある。農作物の病害虫（菌、昆虫、だに等）や雑草の防除に優れた効果を有し、ヒトおよ

び環境に対する安全性に優れた農薬が望まれているため、世界中の企業により精力的に農

薬 開 発 が 進 め ら れ て い る 。 以 前 は 、 優 れ た 防 除 効 果 を も つ 殺 虫 剤

Dichloro-diphenyl-trichloroethane （DDT）やパラチオン、除草剤パラコート等の農薬が使用

されていたが、DDT においては、作物や土壌に残留することが明らかになったこと、そし

てパラチオンおよびパラコートにおいては、ヒトに対する中毒、死亡事故が多数発生した

ことにより、現在は農薬として使用されることは少なくなっている 1)。今日では、ヒトおよ

び環境に対する安全性が確保された農薬のみが上市を許可されている。したがって、新規

農薬の開発において、安全性評価研究は重要な役割を担っている。 

 農薬の安全性評価では、ヒトおよび環境に対する農薬の影響を調べるため、多数の試験

が実施される 2-3)。農薬の使用者は高濃度の農薬に暴露される可能性があることから、使用

者への安全性を調べる目的で、急性毒性試験等が実施される。また、消費者は農薬が使用

された農作物を食べることにより、長期的に微量な農薬を摂取する可能性があることから、

消費者への安全性を担保するため、1年間反復投与毒性試験等が行われる。さらに、農薬の

毒性評価に資することを目的とした、動物代謝試験の実施も必要とされている。 

 哺乳動物における代謝試験により、農薬の体内における蓄積性や毒性代謝物の生成につ

いて明らかになるため、安全性評価の中で果たす役割は大きい 4)。一般的に代謝試験では、

14
C 等の放射性同位元素で標識した化合物をラット等の実験動物に投与し、尿、糞および呼

気への排泄率、組織への分布、血中濃度、代謝物の化学構造を明らかにする。放射性同位

元素を用いる利点は、化合物の体内での挙動を代謝物も含めて追跡できることである 5)。以
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上のように、農薬の安全性評価において代謝試験は重要であるが、代謝には動物とヒトで

種差があることが知られており、それを明確化することが重要と考える 6)。動物における代

謝をヒトに外挿する方法としては、in vitro代謝、生理学的薬物動態（PBPK）モデル、定量

的構造活性相関（QSAR）解析、バイオモニタリング等が知られている。 

 

 肝臓のミクロソーム画分（肝ミクロソーム）等を用いた in vitro代謝研究は、代謝のヒト

への外挿に有用である 7)。化合物をヒトの肝ミクロソーム、もしくは肝細胞とインキュベー

トし、反応終了後のサンプルを高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、薄層クロマトグラ

フィー（TLC）、液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）等で分析することにより、ヒ

トの代謝物を検出することができる。肝ミクロソームには主に代謝酵素シトクロム P450

（CYP）が含まれているため、肝ミクロソームによる in vitro代謝により酸化や水酸化とい

った第 1 相代謝反応を調べることができるが、肝細胞には抱合反応に必要な補酵素等も含

まれているため、肝細胞を用いた in vitro代謝ではグルクロン酸抱合等の第 2相反応も検出

できる 8)。 

 PBPKモデルでは、全身を肝臓、腎臓、脂肪、脳、血液、消化管といった多くのコンパー

トメントに分け、物質収支式を解き、血中濃度や組織中濃度を計算する 9)。各コンパートメ

ントは、生理学的および化合物特異的パラメータを必要とする。血流量や組織重量等の生

理学的パラメータは通常文献値を引用し、代謝速度や吸収率等の化合物特異的パラメータ

は実測値、もしくは in silico による推定値を用いる。ヒト特有のパラメータを用いて PBPK

モデルを作成すれば、ヒトにおける代謝を予測できる。 

 QSAR研究の一種である in silico代謝予測研究では、代謝部位や速度に関する情報が得ら

れ、SmartCYP は代表的なソフトウェアとして知られている 10)。また近年、農薬のヒトにお

ける暴露を調べるため、バイオモニタリング研究が実施されている 11)。バイオモニタリン

グ研究では、ヒトの排泄物（尿）や血漿中に農薬がどの程度含まれているか調査される。 
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 本博士論文では、安全性の高い農薬開発に貢献するため、直接ヒトへの投与により代謝

実験ができない農薬について、動物における代謝をヒトに外挿する手法を確立することを

目的とした。農薬を有効成分により分類すると、殺虫剤、除草剤、および殺菌剤の 3 種類

に分けることができるが、本博士論文では代謝を受けやすいことが明らかとなった除草剤

プロピスルフロン、殺虫剤ペルメトリン、および除草剤フルミオキサジンを研究対象とし

た。なお、農薬によっては代謝を受けにくい化合物も知られているが、その場合、ヒトへ

の外挿を目的とした研究を実施することは困難と考えられる。第 1 章では、プロピリスル

フロンのラットにおける in vivo 代謝実験により詳細な代謝を明らかにし、特に、ヒトと動

物における代謝種差を明確化する際に重要な代謝物に関して、機器分析を駆使して主要代

謝物から微量代謝物に至るまで多数の代謝物の構造を決定した。第 2 章では、ペルメトリ

ンのヒトにおける詳細な代謝を、ヒト肝ミクロソーム、代謝に関わる酵素（CYP、UDP−グ

ルクロン酸転移酵素（UGT））を用いた in vitro代謝実験により明らかにした。第 3章では、

フルミオキサジンのヒトにおける体内濃度を予測するための PBPK モデルを構築した。さ

らに、農薬の催奇形性を理解する上で重要である胎盤透過性に関して、ヒトに外挿する手

法を確立しようと考えたが、農薬においてはヒトの胎盤透過性に関するデータを得ること

が困難であるため、農薬に限らず、医薬や一般化学物質まで研究対象とすることとした。

第 4 章では、ヒトにおける化学物質の胎盤透過性を簡便に予測するための QSAR 式を構築

した。第 1～4章で述べる研究はそれぞれが動物における代謝をヒトに外挿する際に必要で

あり、これらの技術を複合的に適用することにより精緻な外挿が実現できると考えた

（Summary figure）。  
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Summary figure. Complex evaluation method for predicting human pesticides metabolism. 
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本論 

 

第 1章 プロピリスルフロンのラットにおける in vivo代謝研究 

 

 スルホニルウレア系除草剤（SU 剤）は、従来の除草剤と比較して低用量で効果を発揮し、

広い除草スペクトルを有する農薬である。対象としない生物に対する安全性が高く、構造

修飾により多くの作物に対し選択性を付与できることから、選択性除草剤において重要な

位置を占めている 12-15)。SU 剤は分岐鎖アミノ酸の合成に必要なアセト乳酸合成酵素（ALS）

を阻害することにより、除草効果を発揮する 16-18)。しかし、SU剤が広く使用されるように

なったため、SU 剤に対して抵抗性を有する雑草の出現が問題となってきた 19)。抵抗性雑草

は、ALS の変異により生じると報告されている 20-21)。 

 プロピリスルフロンは、住友化学株式会社により創製された水稲用 SU 剤であり、SU 剤

抵抗性雑草にも除草効果を示す 22-23)。プロピリスルフロンの安全性評価として実施された

毒性試験から、プロピリスルフロンの毒性は低く、安全性の高い化合物であることが明ら

かになっている 23)。 

 SU 剤の代謝反応として SU 結合の開裂、水酸化、脱メチル化およびグルクロン酸抱合が

報告されているが、プロピリスルフロンは従来の SU 剤と比較して顕著に水溶解度が低く、

特徴的な代謝パターンとなる可能性が考えられた 24)。第 1 章では、プロピリスルフロンの

in vivo代謝研究を行い、14
C 排泄率、血中 14

C濃度、組織中 14
C 濃度、代謝物、in vitro血漿

タンパク結合率について検討した。 

  



6 

 

実験方法 

 

化合物 

 プロピリスルフロンのプロピル基の１位の炭素を 14
C標識した [pr−

14
C]プロピリスルフロ

ン、およびピリミジン環の 5 位の炭素を 14
C 標識した [pm−

14
C]プロピリスルフロンの比放

射能は、2.15 GBq/mmol および 2.04 GBq/mmolであった（Figure 1）。標識体の放射化学的

純度は TLC により分析し、99.1% および 98.3%以上であった。非標識体のプロピリスルフ

ロンの純度は、100%であった。合成代謝物標品（PISN、PHDU、PIHU、ACPS、ADPM、

ADPM−OH および PDMU）は代謝物の同定に用いた（Figure 2）。他の試薬は特に記述がな

い限り、特級以上を用いた。 

 

 

 

Figure 1. Chemical structures of [pr−
14

C]propyrisulfuron and [pm−
14

C]propyrisulfuron. * represents 

the position of 
14

C. 
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TLC 

 分析にはシリカゲル 60F254TLC プレート（20×20 cm、0.25m厚、Merck）を用いた。展開

条件は、クロロホルム/アセトン/ギ酸/水、40:40:10:5（v/v/v/v）およびクロロホルム/メタノ

ール、9:1 (v/v)の 2条件とした。TLC プレート上の放射性化合物を imaging plate（富士フイ

ルム）に室温で密着させ、fluorescent image analyzer（FLA–5000、富士フイルム）を用いた

オートラジオグラフィーにより検出した。 

 

HPLC 

 HPLC 装置（ポンプ：L–7100もしくは L–6300、UV 検出器：L–7400もしくは L–4200、日

Figure 2. Chemical structures of PISN, PHDU, PIHU, ACPS, ADPM, ADPM-OH and PDMU. 
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立）は RI検出器（Radiomatic 505TR RI detector、PerkinElmer）と接続して使用した。分析用

カラムは、Atlantis dC18 column（4.6 mm I.D.×150 mm、Waters）を用いた。分析時の注入量

は、サンプルの濃度に応じて 5–100 µLとした。移動相はアセトニトリルおよび 0.1%トリフ

ルオロ酢酸水を用い、5:95（v/v）から 40分で 30:70（v/v）となるように分析した。 

 

LC–MS 

 LC–MS 装置（LC: Finnigan Surveyor、MS: LTQ XL、Thermo Fisher Scientific）は RI検出器

と接続して使用した。移動相の条件は、実験方法の HPLC に記載した条件と同様とした。

ESIを質量分析におけるイオン化の方法として用い、代謝物のイオン化効率に応じて、ポジ

ティブもしくはネガティブイオンモードで測定した。キャピラリーの温度は 200C、電圧は

8 V、コリジョンエネルギーは 35%とした。 

 

NMR 

 NMR分光計として、Varian UNITY 400 plus（Agilent）を用いた。NMR測定における溶媒

は、重メタノールとした。 

 

放射化学分析 

 尿、胆汁および抽出液等の放射能は、LSC（TRI–CARB 2500TR、PerkinElmer）により測

定した。回収した糞は水でホモジナイズし、糞ホモジネートを燃焼後、LSC により放射能

を測定した。血液および組織は、燃焼後、LSC により放射能を測定した。 

 

実験動物 

 雄性および雌性 BrlHan:WIST@Jcl（GALAS）ラットは日本クレアから入手した。動物は

次の条件で動物室にて飼育した：室温（21～25C）、湿度（40～70%）、換気（1時間に 10
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回以上）、12時間周期の照明。化合物を投与する前の動物はエコンケージ（290 mm×340 mm 

×170 mm、日本クレア）、投与後は代謝ケージにおいて飼育した。動物は固形飼料 CRF–1

（オリエンタル酵母工業）、ろ過水道水を自由に摂取させた。全ての動物実験は、住友化

学株式会社生物環境科学研究所動物実験倫理指針に従って行われた。 

 

14
C 排泄実験 

 7週齢の雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5および 1000 mg/kg、[pm−
14

C]プロ

ピリスルフロンを 5 mg/kg にて単回経口投与した。各投与群あたりの動物数は、雌雄 4匹ず

つとした。低用量（5 mg/kg）は動物に毒性を与えない用量とし、高用量（1000 mg/kg）は

試験ガイドラインの上限用量とした。投与後、6、12 時間、1、2、3、4、5、6 および 7 日

の尿、投与後、1、2、3、4、5、6 および 7 日の糞を回収した。呼気は低用量の投与後 1 日

のみ、10% NaOH水溶液 200 mLで呼気中の 14
C をトラップすることにより回収した。尿と

糞を回収後の代謝ケージは水で洗い、その洗浄液も回収した。洗浄液中の 14
C は尿の回収率

に含めた。 

 

14
C 胆汁排泄実験 

雌雄ラットの胆管に麻酔下でカニューレ（Becton Dickinson and Company）を挿入し、

[pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5 mg/kg にて単回経口投与した。動物数は、雌雄 4 匹ずつと

した。投与後 1、2および 3日の尿、胆汁および糞を回収した。 

 

14
C 血中濃度実験 

雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5および 1000 mg/kgにて単回経口投与した。

各投与群あたりの動物数は、雌雄 4匹ずつとした。投与後、0.5、1、2、4、8、12、24、48、

72、120 および 168 時間の血液を尾静脈から採取した。血液の約 0.1g を全血試料として採
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取し、残りを遠心分離（2000×g、5分、4℃）することにより、血漿を得た。半減期は、低

用量において投与後 24－168 時間、高用量において投与後 48－168 時間の血漿中濃度を用

いて、直線回帰により計算した。AUC（0－168 時間）は、直線台形法により求めた。AUC

（0－∞）は、AUC（0－168 時間）および 168 時間から∞の面積との和で求めた。168時間

から∞の面積は、半減期算出に用いた回帰式にあてはめて算出した。 

 

14
C 分布実験 

 雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5および 1000 mg/kgにて単回経口投与した。

各投与群あたりの動物数は、雌雄 9匹ずつとした。投与後 4、24および 72時間後に麻酔下

で腹部大動脈より全採血し、安楽死させた。各時点あたりの動物数は、雌雄 3 匹ずつとし

た。なお、投与後 168 時間の測定には、14
C 排泄実験の動物をそのまま用いた。安楽死後、

放射能測定のため組織を摘出した。 

 

代謝物分析のための前処理 

 代謝物同定において MS および MSn スペクトルを測定する場合は、尿を固相抽出カート

リッジ（OASIS HLB、Waters）により濃縮・精製した後、LC–MS に供した。糞ホモジネー

トまたは血漿は、約 4 倍量（v/w）の 50%アセトニトリル水溶液（v/v）を加えて 20 分間振

とうし、5分間の超音波処理に供した後、遠心分離により上清と残渣に分離した（2回実施）。

次に、同量のアセトニトリルを用いて同様に振とう、超音波処理、遠心し、上清と残渣に

分画した（2 回実施）。得られた 4 回分の上清を一つに合わせて糞および血漿抽出液とし、

その一部を窒素気流でほぼ濃縮乾個した後にアセトンで再溶解し、分析試料とした。組織

（肝臓および腎臓）は、同量（v/w）の水を加え、氷冷下でホモジナイズし、得られた組織

ホモジネートを糞ホモジネートと同様に処理し、分析試料とした。 
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代謝物同定 

 測定試料中の代謝物および未変化体は、HPLC によるコクロマトグラフィーおよび LC–

MS により同定した。いずれの標品とも一致しない代謝物については、酵素または酸加水分

解によって生成する分解物と標品の HPLC によるコクロマトグラフィー、MS および MSn

スペクトル、単離精製物の NMRスペクトル等の結果に基づいて構造を同定または推定した。

酵素加水分解においては、分析試料に 0.1 M 酢酸緩衝液（pH 5.0）と加水分解酵素（β–

glucuronidase/aryl sulfatase、from Helix pomatia、Merck）を加えて 37℃で 3時間振とうした。

反応液に等量のアセトニトリルを加えて反応を停止させた後、遠心分離（15000 rpm、5 分

間）に供し、得られた上清を分析試料とした。酸加水分解においては、分析試料に 2N塩酸

溶液を加えて 50℃で 6時間振とうした。反応液に約 2倍量の 1 N 水酸化ナトリウム水溶液

を加えて中和し、分析試料とした。 

 

代謝物定量 

 尿、胆汁、および前処理した糞および組織の各分析試料中の代謝物を、実験方法の HPLC

に記載した条件で定量した。得られた結果から、試料中における各代謝物の割合（% of dose

もしくは% in sample）を算出した。 

 

in vitro血漿タンパク結合率測定 

 血漿タンパク結合率の測定に使用する遠心型タンパク結合試験器（セントリフリー、

Amicon）の限外ろ過膜に対する、[pr−
14

C]プロピリスルフロンの透過性を検討した。0.1 M

リン酸緩衝液（pH7.4）に、[pr−
14

C]プロピリスルフロンのアセトニトリル溶液（3および 30 

ppm）を添加し、その 1 mLを遠心型タンパク結合試験器に入れて遠心（1000×g、20℃、5

分間）し、下記の式により [pr−
14

C]プロピリスルフロンの膜透過率を算出した。 

膜透過率[%] ＝(濾液中 14
C 濃度÷濾過前緩衝液中 14

C 濃度)×100 
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また、 [pr−
14

C]プロピリスルフロンのアセトニトリル溶液を 3および 30 ppmとなるよう

に血漿に添加し、その１mL を遠心型タンパク結合試験器に加えた。これを 1000×g、20℃

で 10分間遠心し、下記の式により血漿タンパク結合率を算出した。なお、血漿タンパク結

合率測定で設定したプロピリスルフロンの濃度は、14
C 血中濃度実験により得られた最高血

中濃度およびその 1/10 とした。 

タンパク結合率[%]＝{1－(濾液中 14
C濃度÷(膜透過率÷100)÷濾過前血漿中 14

C濃度)}×100 
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結果 

 

14
C 排泄 

 [pr−
14

C]プロピリスルフロンおよび [pm−
14

C]プロピリスルフロンをラットに単回経口投

与後７日間の尿、糞、および呼気中への 14
C 排泄プロファイルを、Figure 3に示した。5 mg/kg

投与時の両標識体の尿および糞中への 14
C 排泄は同等であり、雄性ラットにおける投与後 1

日の尿および糞中累積排泄率は 9.5−11.8%および 25.6−36.3%であり、投与後 7日の尿および

糞中累積排泄率は 16.7−17.9%および 80.9−82.3%であった。一方、雌性ラットにおける投与

後 1 日の尿および糞中累積排泄率は 13.5−15.5%および 14.8−21.7%であり、投与後 7 日の尿

および糞中累積排泄率は 29.3−29.8%および 64.6−69.4%であった。以上から、14
C の主要排

泄経路は雌雄ともに糞中であった。また、呼気中への排泄は認められなかった。後述の通

り、胆汁中に排泄された 14
C 中に未変化体は認められず、未吸収のプロピリスルフロンは糞

中に排泄されたため、14
C の体内吸収率は、[総 14

C 回収率－糞中未変化体排泄量]より、

88.0−93.7%と算出された。 

 1000 mg/kg 投与時の雄性ラットにおける投与後 7日の尿および糞中累積排泄率は 5.7%お

よび 97.4%であった。一方、雌性ラットにおける投与後 7 日の尿および糞中累積排泄率は

11.2%および 89.2%であった。以上から、主要排泄経路は雌雄ともに糞中であった。また 14
C

の体内吸収率は、21.3−23.2%と算出された。 

 胆管カニュレーション済みのラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを5 mg/kgにて単回経

口投与後 3日間の尿、糞、および胆汁中への 14
C排泄率を測定した。雄性ラットにおける投

与後 1日の尿、糞および胆汁中累積排泄率は 2.9、0.1および 12.4%であり、投与後 3日の尿、

糞および胆汁中累積排泄率は 18.5、11.6および 37.6%であった。一方、雌性ラットにおける

投与後 1 日の尿、糞および胆汁中累積排泄率は 1.4、0.1 および 3.2%であり、投与後 3 日の

尿、糞および胆汁中累積排泄率は 21.9、9.3 および 33.5%であった。以上から、雌雄ともに
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胆汁排泄が主要な排泄経路であった。 

 

 

Figure 3. Cumulative 
14

C excretion after a single oral administration of [pr−
14

C] 

propyrisulfuron (a−d) and [pm−
4
C] propyrisulfuron (e−f) in male and female rats at doses of 

5 and 1000 mg/kg : a) male, 5 mg/kg; b) female, 5 mg/kg; c) male, 1000 mg/kg; d) female, 

1000 mg/kg; e) male, 5 mg/kg; f) female, 5mg/kg. Points and bars represent the mean values 

and standard deviations for data from four animals. 
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14
C 血中濃度 

 ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5 mg/kg および 1000 mg/kg にて単回経口投与後

の血液および血漿中 14
C濃度推移を、Figure 4に示した。また、算出した薬物動態パラメー

タを、Table 1 にまとめた。5 mg/kg 投与時において、雌雄ともに投与後 12時間で最高血漿

中濃度（Cmax）に到達した（雄性ラット: 32.0±0.95 ppm、雌性ラット: 32.5±1.50 ppm）。そ

の後血漿中の 14
C は、雄性および雌性ラットにおいて半減期（t1/2）が 23.3および 27.1時間

にて消失した。また、血液/血漿の 14
C 濃度比は、いずれの時点においてもほぼ同様であり、

雄性および雌性ラットで 0.52–0.61 および 0.49–0.62 であった。1000 mg/kg 投与時において

は、雌雄ともに投与後 4時間で Cmaxに到達した（雄性ラット: 786.2±68.01 ppm、雌性ラッ

ト: 887.2±140.12 ppm）。その後血漿中の 14
C は、雄性および雌性ラットにおいて t1/2が 31.7

および 32.1 時間にて消失した。また、血液/血漿の 14
C 濃度比は、いずれの時点においても

ほぼ同様であり、雄性および雌性ラットで 0.53–0.64および 0.52–0.63であった。 
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5 mg/kg 1000 mg/kg 

  

male female male female 

Tmax (hr) 

 

12 12 4 4 

Cmax (μg eq. of propyrisulfuron/g) 

 

32.0±

0.95 

32.5±

1.50 

786.2±

68.01 

887.2±

140.12 

t1/2 (hr) 

 

23.3 27.1 31.7 32.1 

AUC (µg eq. of propyrisulfuron･hr/g) 

(0−168hr) 1424 1452 22954 29281 

(0−∞) 1434 1473 23302 29751 

Figure 4. 
14

C concentration in blood and plasma after a single oral administration of [pr−
14

C] 

propyrisulfuron in male and female rats at doses of 5 and 1000 mg/kg: a) blood; b) plasma. Points 

and bars represent the mean values and standard deviations for data from three animals. 

Table 1. Pharmacokinetic parameters of 
14

C in plasma after a single oral administration of 

[pr−
14

C] propyrisulfuron at 5 and 1000 mg/kg in male and female rats. 
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14
C 組織分布 

雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5 mg/kgにて単回経口投与後の組織中 14
C濃

度を、Figure 5に示した。大腸とその内容物を除く全ての組織は、投与後 4時間で最高濃度

に到達し、その後減少した。消化管やその内容物を除き、血漿中 14
C 濃度（23.47–30.67 ppm）

より高濃度の組織は認められなかった。さらに、組織/血漿濃度比は、投与後 12、48および

96時間のいずれにおいてもほぼ同様であり、組織中の 14
Cは血漿と同様の速度で消失した。

雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 1000 mg/kg にて単回経口投与後の組織中 14
C

濃度を、Figure 5に示した。全ての組織は投与後 4時間で最高濃度に到達し、その後減少し

た。消化管やその内容物を除き、血漿中 14
C濃度（204.2–255.8 ppm）より高濃度の組織は認

められなかった。さらに、組織/血漿濃度比は、投与後 4および 24時間のいずれにおいても

ほぼ同様であり、組織中の 14
C は血漿と同様の速度で消失した。雌雄ラットに [pm−

14
C]プ

ロピリスルフロンを 5 mg/kg にて単回経口投与後 168時間の組織中 14
C 濃度は、雄性ラット

にて腎臓（0.11 ppm）、血球（0.06 ppm）、血液（0.05 ppm）および血漿（0.04 ppm）、雌

性ラットにて血漿（0.39 ppm）、血液（0.26 ppm）および大腸内容物（0.24 ppm）が比較的

高かった（Figure 6）。 
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Figure 5. 
14

C levels in tissues of male and female rats after a single oral administration of 

[pr−
14

C] propyrisulfuron in male and female rats at doses of 5 and 1000 mg/kg: a) 5 mg/kg, b) 

1000 mg/kg. Bar charts represent the mean values for data from three animals. 
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尿および糞中における代謝物同定 

 [pr−
14

C]プロピリスルフロンおよび [pm−
14

C]プロピリスルフロンをラットに単回経口投

与後の尿および糞抽出液を、HPLC により分析した。検出された 14
C ピークは、HPLC の溶

出時間に応じて昇順に Mn（n=1–17）と名付けた。尿および糞抽出液の代表的な HPLC クロ

マトグラムを Figure 7 に、各代謝物の溶出時間を Table 2に示した。 

Figure 6. 
14

C levels in tissues of male and female rats after a single oral administration of 

[pm−
14

C] propyrisulfuron in male and female rats at a dose of 5 mg/kg. Bar charts represent the 

mean values for data from three animals. 
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Figure 7. Typical HPLC chromatograms of pooled urine and fecal extracts. a) HPLC 

chromatograms of pooled urine 2 days after administration of [pr−
14

C] propyrisulfuron at a dose 

of 5 mg/kg in male rats. b) HPLC chromatograms of pooled fecal extracts 2 days after 

administration of [pr−
14

C] propyrisulfuron at a dose of 5 mg/kg in female rats. 
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14
C-Peaks Metabolites Retintion time (min) 

Mass differences between metabolites 

and propyrisulfuron 

M1 ADPM−OH−Sul 5.4 −204 

M2 ADPM 8.5 −300 

M3 CHOA 12.3 +4 

M4 CHAA 12.7 -24 

M5 MPHO 14.3 +18 

M6 ACPS 15.5 −96 

M7 CHAD 15.9 −40 

M8 PISN−OH 17.6 −165 

M9 CMOA 18.6 +18 

M10 PDMU 21.1 +2 

M11 PHDU-GlucA 21.6 +192 

M12 PISN 23.4 -181 

M13 PIHU 24.3 −14 

M14 MPDU−GlucA 25.4 +192 

M15 PHDU 27.9 +16 

M16 HPDU 29.3 +16 

M17 MPDU 33.6 +16 

Parent Propyrislufuron 34.9 0 

 

Table 2. HPLC retention times of metabolites and mass differences between metabolites and 

propyrisulfuron. 
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(1) プロピリスルフロン 

尿および糞抽出液とプロピリスルフロンの非標識体をHPLCコクロマトグラフィーによ

り分析し、これらのサンプル中にプロピリスルフロンと溶出時間が一致する化合物を確認

した（Table 2）。さらに、尿および糞抽出液の LC–MS 分析において、擬分子イオン[M+H]
+
 

が m/z 456、それを前駆イオンとした MS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが

m/z 196/261と観測され、プロピルスルフロンの非標識体の MS/MSスペクトルのフラグメ

ントパターンと同一であることが示唆された（Figure 8）。 

 

(2) ACPS [M6]、PIHU [M13]、PHDU [M15]、PISN [M12]、PDMU [M10]、ADPM [M2]  

尿および糞抽出液と代謝物標品（ACPS、PIHU、PHDU、PISN、PDMU および ADPM）

を HPLCコクロマトグラフィーにより分析し、これらのサンプル中に代謝物標品と溶出時

間が一致する代謝物を確認した（Table 2）。さらに、尿および糞抽出液の LC–MS 分析に

おいて、MS/MSスペクトルにおけるフラグメントパターンが代謝物標品のそれと同一であ

ることが示唆された（Table 3）。ただし、ADPMに関しては、イオン化効率が低かったた

め、サンプル中のMS/MSフラグメントパターンを得ることができなかった。 

 

(3) PISN–OH [M8]  

尿の LC-MS 分析において、M8の擬分子イオン[M+H]
+
 は m/z 291、それを前駆イオンと

したMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークがm/z 273と観測された（Figure 8）。

M8 は、[pm−
14

C]プロピリスルフロンを投与したラットのサンプルにおいては検出されな

かったため、PISN（分子量 274）のモノ水酸化体と推定した。そこで、M8を TLC により

単離精製し、1
H NMR を測定したところ、次の結果が得られた。1

H NMR（CD3OD、 in ppm）

8.08（1H、d、J = 9.2 Hz）、7.62（1H、d、J = 9.6 Hz）、1.82–1.94（2H、m）、1.01（3H、

t、J = 7.4 Hz）。1
H NMRにおいて、イミダゾピリダジン環の C–4および C–5のプロトン、
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プロピル基末端の 3個のプロトン、プロピル基 C–2の 2個のプロトンが観測された。加え

て、プロピル基 C–1 の 2 個のプロトンが水の位置（4.8 ppm）に観測され、プロピリスル

フロンの同プロトン（2.69 ppm）と比べ、低磁場シフトしていることが明らかになった。

以上から、M8を PISN–OH と同定した。 

 

(4) PHDU–GlucA [M11]  

M11 を尿から HPLC により単離し、β–glucuronidase/aryl sulfatase により酵素加水分解を

行った。反応液を HPLC にて分析したところ、M11 のピークが消失し、新たな代謝物ピー

ク（溶出時間 27.40 min）が検出され、代謝物標品の PHDUと同様の溶出時間であることが

明らかになった。LC–MS 分析において、M11の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 648、それを前

駆イオンとしたMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 472（= 648–176［グ

ルクロン酸］）と観測された。以上から、M11を PHDU のグルクロン酸抱合体、PHDU–GlucA

と同定した。 

 

(5) HPDU [M16]  

尿の LC–MS分析において、M16の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 472、それを前駆イオンと

したMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 212（= 196+16）、MS/MS/MS

スペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 154（= 212–Pr-OH［モノ水酸化プロピル基］

+1）と観測された（Figure 8）。M16を HPLC により単離し、塩酸溶液により加水分解した

ところ、アミド結合が開裂し、ADPMおよび PISN−OH が生成した。以上から、M16を HPDU

と同定した。 

 

(6) MPDU [M17] 

尿の LC–MS 分析において、M17 の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 472、それを前駆イオン
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としたMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 212（= 196+16）、MS/MS/MS

スペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 170（= 212–Pr［プロピル基］+1）と観測

された（Figure 8）。つまり、M17 はプロピリスルフロンのイミダゾピリダジン環が水酸

化された代謝物と推定された。M17を HPLC により単離し、塩酸溶液により加水分解した

ところ、ADPMおよび PISNよりわずかに高極性の代謝物が生成した。以上から、M17を

MPDUと推定した。 

 

(7) CMOA [M9] 

糞抽出液の LC–MS 分析において、M9の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 474、それを前駆イ

オ ン と し た MS/MS ス ペ ク ト ル に お い て 、 フ ラ グ メ ン ト ピ ー ク が m/z 

128/156/174/196/275/301 と観測された（Figure 8）。つまり、プロピリスルフロンと比べ、

分子量が 18多い代謝物と考えられた。ジメトキシアミノ−ピリミジン環というプロピリス

ルフロンと共通した構造を有する、SU 剤ハロスルフロンメチルの植物における代謝にお

いて、未変化体より分子量が 18 大きく、カルボキシル基を有する代謝物について報告さ

れている 25)。ハロスルフロンメチルの代謝では、ピリミジン環 C–5が水酸化され（プロピ

リスルフロンにおける PHDU）、また、ピリミジン環のメチル基が脱メチル化する（プロ

ピリスルフロンにおける PIHU）。それから、プロピリスルフロンの PDMUのようなカテ

コール体の生成を経て、ピリミジン環が開裂し、ハロスルフロンメチルより分子量が 18

大きい、カルボキシル基を有する開環体が生成する。 

代謝物標品PDMUのLC–MS分析において、擬分子イオン[M+H]
+はm/z 474が観測され、

これは PDMU の分解物と考えられた。また、この分解物の溶出時間は M9 と同様であった

ことから、M9を CMOAと同定した。 
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(8) MPHO [M5] 

糞抽出液のLC–MS分析において、M5の擬分子イオン[M+H]
+はm/z 474、[M–H]

–はm/z 472

と観測され、CMOA と同様にプロピリスルフロンより分子量が 18 大きい代謝物と考えら

れた。[M+H]
+を前駆イオンとした MS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 

194/301 と観測されたことから、CMOA と同様にイミダゾピリダジン環部分の構造が保持

されていることが示唆された。また、[M–H]
–を前駆イオンとした MS/MS スペクトルにお

いて、フラグメントピークが m/z 155/172/299/369/412と観測された（Figure 8）。カテコー

ル体から開裂代謝物が生成する機構として、CMOA で認められた N–3 と C–4 の間での開

裂に加え、N–1と C–6の間での開裂が推定された 25)。 

代謝物標品PDMUのLC–MS分析において、擬分子イオン[M+H]
+はm/z 474が観測され、

これは PDMU の分解物と考えられた。また、この分解物の溶出時間は M5 と同様であった

ことから、M5をMPHOと同定した。 

 

(9) CHOA [M3] 

M3 を糞抽出液から HPLC により単離し、代謝物標品との HPLC コクロマトグラフィー

を行ったところ、M3の分解物として PISNが検出された。つまり、M3はイミダゾピリダ

ジン環とスルホンアミド部分を保持していることが示唆された。なお、HPLC における

M3の分解は、移動相に含まれるトリフルオロ酢酸（0.1%、v/v）の効果と考えられた。LC–

MS 分析において、M3の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 460、[M–H]

–は m/z 458、[M+H]
+を前

駆イオンとしたMS/MSスペクトルにおいてフラグメントピークがm/z 301/414と観測され

た（Figure 8）。以上から、M3を CHOA と推定した。 
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(10) CHAD [M7] 

糞抽出液の LC–MS 分析において、M7の擬分子イオン[M+H]
+は m/z 416、それを前駆イ

オンとしたMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 196/275/301と観測さ

れた（Figure 8）。M7は[pm−
14

C]プロピリスルフロン投与時においても検出されたことか

ら、ピリミジン環の C–5（14
C 標識位置）が保持されていると考えられた。以上から、M7

を CHAD と推定した。 

 

(11) CHAA [M4] 

糞抽出液のLC–MS分析において、M4の擬分子イオン[M+H]
+はm/z 432、[M–H]

–はm/z 430

と観測された。また、[M–H]
–を前駆イオンとした MS/MS スペクトルにおいて、フラグメ

ントピークが m/z 358/273と観測された（Figure 8）。M4は[pm−
14

C]プロピリスルフロン投

与時においても検出されたことから、ピリミジン環の C–5（14
C 標識位置）が保持されて

いると考えられた。また、M4 の分子量から、MPHO から ACPS へのピリミジン環開裂反

応の中間体の可能性が示唆された。この中間体の一つとして同定された CHAD は、アルデ

ヒド基を有していることから、M4は CHADのアルデヒド基がカルボキシル基へ酸化され

た代謝物と考えられた。以上から、M4を CHAAと推定した。 

 

(12) ADPM–OH–Sul [M1] 

尿の LC–MS分析において、M1の擬分子イオン[M–H]
–は m/z 250、それを前駆イオンと

したMS/MSスペクトルにおいて、フラグメントピークが m/z 155/170と観測された（Figure 

8）。M1は[pm−
14

C]プロピリスルフロン投与時においてのみ検出されたことから、ピリミ

ジン環に由来する代謝物と考えられた。プロピリスルフロンと同様にジメトキシピリミジ

ン環を有する SU剤であるベンスルフロンメチルにおいて、代謝物としてADPMが生成し、

その後、ADPM の C–5 が水酸化することが報告されている 25)。以上から、M1 を ADPM–
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OH–Sulと推定した。 

 

  

Figure 8. Proposed fragmentation of metabolites on LC–MS/MS or MS/MS/MS measurements. 



28 

 

 

Metabolites [M+H]
+
 (m/z) MS

2
 (m/z) 

ACPS 360 196/275 

PIHU 442 196/275 

PHDU 472 196/277 

PISN 275 216 

PDMU 458 196/275 

 

胆汁中における代謝物同定 

 胆管カニュレーション済みのラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを5 mg/kgにて単回経

口投与後の胆汁を、HPLC により分析した。  

 

(1) PHDU–GlucA [M11]  

M11を胆汁から HPLC により単離し、β–glucuronidase/aryl sulfataseにより酵素加水分解

を行った。反応液を HPLC にて分析したところ、M11のピークが消失し、新たな代謝物ピ

ーク（溶出時間 28.40 min）が検出され、代謝物標品の PHDUと同様の溶出時間であった。

胆汁の加水分解の際に、β–glucuronidaseの阻害剤 D–saccharic acid 1, 4–lactone添加すると、

M11 の分解は阻害された。以上から、M11を PHDU のグルクロン酸抱合体、PHDU–GlucA

と同定した。 

 

(2) PIHU [M13]  

胆汁と代謝物標品を HPLC コクロマトグラフィーにより分析し、M13を PIHU と同定し

Table 3. Fragment patterns of MS/MS spectrum of authentic metabolite standards (ACPS, 

PIHU, PHDU, PISN and PDMU). 
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た。 

 

(3) MPDU–GlucA [M14]  

M14を胆汁から HPLC により単離し、β–glucuronidase/aryl sulfataseにより酵素加水分解

を行った。反応液を HPLCにて分析したところ、新たな代謝物ピーク（溶出時間 32.20 min）

が検出された。胆汁の加水分解の際に、β–glucuronidase の阻害剤 D–saccharic acid 1, 4–

lactone 添加すると、M14 の分解は阻害された。糞抽出液から HPLC により MPDU を単離

し、M14の酵素加水分解物と HPLC コクロマトグラフィーを行ったところ、溶出時間が一

致した。以上から、M14をMPDU のグルクロン酸抱合体、MPDU–GlucAと同定した。 

 

[pr−
14

C]プロピリスルフロン投与後の尿および糞中の代謝物定量 

 [pr−
14

C]プロピリスルフロン投与後の尿および糞中の代謝物を定量するため、HPLC 測定

を行い、Table 4にまとめた。尿においては、プロピリスルフロンと 9種の代謝物が検出さ

れた。プロピリスルフロンは僅かに検出され、投与 14
C量の 0.3–4.1%であった。主要代謝物

である PHDU–GlucA、PHDU、PIHU および PISN–OH、2.1–3.7、1.0–8.9、0.6–7.6および 1.0–

2.5%認められた。また、その他に ACPS、HPDU、PISNおよびMPDUが、0.4–1.4、0.4–1.4、

0.2–0.3 および 0.1–0.4%認められた。PIHU および PHDU は雄性ラットより雌性ラットにお

いて多く検出されたが、その他の代謝物に関しては雌雄でほぼ同様であった。一方糞にお

いては、プロピリスルフロンと 16 種の代謝物が検出された。プロピリスルフロンは、7.1–

79.9%認められた。なお、1000 mg/kg 投与時において、糞中に検出された 14
C はほとんどプ

ロピリスルフロンであった。主要代謝物である ACPS、MPHO、PIHU、PISN および PHDU

は、0.2–9.2、N.D.–9.5、N.D.–7.8、N.D.–6.4 および 1.0–6.2%認められた。また、その他に

MPDU、CMOA、CHOA、CHAD、HPDU、PDMU および CHAAが、1.9–2.8、N.D.–4.8、N.D.–

4.2、N.D.–2.5、N.D.–2.4、N.D.–2.7および N.D.–0.6%認められた。  



30 

 

 

[pm−
14

C]プロピリスルフロン投与後の尿および糞中の代謝物定量 

 [pm−
14

C]プロピリスルフロン投与後の尿および糞中代謝物の定量結果を、Table 4 にまと

めた。尿においては、プロピリスルフロンと 7 種の代謝物が検出された。プロピリスルフ

ロンは僅かに検出され、0.1–2.3%認められた。主要代謝物である PHDU–GlucA、PHDU、PIHU

および PISN–OH は、5.7–6.5、2.9–7.6、3.2–6.4および 1.0–2.5%認められた。また、その他に

ADPM–OH–Sul、MPDU および HPDU が、0.9–1.4、0.1 および 1.0–1.2%認められた。PIHU

および PHDU は雄性ラットより雌性ラットにおいて多く検出されたが、その他の代謝物に

関しては雌雄でほぼ同様であった。一方糞においては、プロピリスルフロンと 17種の代謝

物が検出された。プロピリスルフロンは、6.4–9.7%検出された。主要代謝物である MPHO、

PIHUおよびPHDUは、9.6–12.7、N.D.–9.5および4.2–5.6%検出された。また、その他にCMOA、

CHOA、CHAD、HPDU、MPDU、PDMU および CHAA が、4.6–4.8、4.6–4.8、2.6–3.0、2.4–

3.7、3.4–4.2、3.5–4.0および N.D.–0.1%検出された。  
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% of dose 

 
[pr−

14
C]propyrisulfuron [pm−

14
C]propyrisulfuron 

  
5 mg/kg 1000 mg/kg  5 mg/kg 

 
Metabolite 

 
Male Female Male Female 

 
Male Female 

 
Urine 

 
ACPS 

 
1.3  1.5  0.4  0.6  

 
N.D. N.D. 

 
PISN-OH 

 
2.6  2.2  1.0  1.7  

 
N.D. N.D. 

 
PHDU-GlucA 

 
3.8  2.1  2.1  2.6  

 
6.5  5.7  

 
PISN 

 
0.2  0.2  N.D. N.D. 

 
N.D. N.D. 

 
PIHU 

 
2.6  7.6  0.6  1.8  

 
3.2  6.4  

 
PHDU 

 
3.7  8.9  1.0  3.0  

 
2.9  7.6  

 
HPDU 

 
1.1  1.4  0.4  0.7  

 
1.0  1.2  

 
MPDU 

 
0.1  0.4  N.D. 0.1  

 
0.1  0.1  

 
Propyrisulfuron 

 
0.5  4.1  N.D. 0.3  

 
0.1  2.3  

 
ADPM-OH-Sul 

 
N.D. N.D. N.D. N.D. 

 
1.4  0.9  

 
unidentified metabolites 

 
0.2  0.3  N.D. N.D. 

 
2.6  3.5  

 
Total 

 
16.2  28.7  5.5  10.8  

 
17.8  27.8  

 
Feces 

 
ACPS 

 
9.2  7.8  0.2  0.3  

 
N.D. N.D. 

 
PISN 

 
6.4  4.9  0.3  N.D. 

 
N.D. N.D. 

 
PIHU 

 
7.0  7.8  N.D. N.D. 

 
5.8  6.8  

 
PHDU 

 
6.2  2.5  9.0  1.9  

 
5.6  4.2  

 
HPDU 

 
2.4  1.1  N.D. N.D. 

 
3.7  2.4  

 
MPDU 

 
2.2  2.1  2.8  1.9  

 
4.2  3.4  

 
Propyrisulfuron 

 
10.1  7.1  79.9  79.2  

 
9.7  6.4  

 
CHOA 

 
4.2  2.9  N.D. N.D. 

 
4.8  4.6  

 
CHAA 

 
<0.1 0.6  N.D. N.D. 

 
0.1  N.D. 

 
MPHO 

 
9.5  7.0  0.4  N.D. 

 
12.7  9.6  

 
CHAD 

 
2.5  2.4  N.D. N.D. 

 
3.0  2.6  

 
CMOA 

 
4.8  4.1  N.D. N.D. 

 
4.8  4.6  

 
PDMU 

 
1.9  2.7  N.D. N.D. 

 
3.5  4.0  

 
ADPM 

 
N.D. N.D. N.D. N.D. 

 
1.3  0.4  

 
unidentified metabolites 

 
4.8  4.4  N.D. N.D. 

 
9.8  10.2  

 
Subtotal 

 
71.3  57.3  92.7  85.3  

 
69.0  59.3  

 
          Unextractable (alkali-extractable) 

 
2.7  - - - 

 
4.6  3.1  

 
Unextractable (Residue) 

 
3.3  - - - 

 
4.8  4.9  

 
Subtotal (unextactable) 

 
6.0  4.3  2.6  1.8  

 
9.3  8.0  

 
Total  77.3  61.7  95.3  87.1   78.3  67.3   

 

 

  

Table 4. Amount (% of dose) of metabolites in urine and feces within 4 or 5 days after a single 

oral administration of [pr−
14

C]propyrisulfuron at 5 or 1000 mg/kg in male and female rats. N.D. 

and - represent not detected and not analyzed, respectively. 
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胆汁排泄実験における尿、糞および胆汁中の代謝物定量 

 胆汁排泄実験における尿、糞および胆汁中代謝物の定量結果を、Table 5にまとめた。雌

雄ラットの胆汁中に 3 つの共通する代謝物が検出された。胆汁中 14
C の大部分が PHDU–

GlucA であり、27.9–31.4%認められた。さらに、MPDU–GlucA および PIHU が、2.2–3.7 お

よび 2.5–3.4%認められた。尿においては、プロピリスルフロンと 7 種の代謝物が検出され

た。プロピリスルフロンは僅かに検出され、N.D.–2.3%認められた。主要代謝物である PHDU–

GlucAおよびPIHUは、1.3–7.0および3.6–5.8 %認められた。また、その他にPISN–OH、ACPS、

PISNおよび HPDU が、1.2–1.5、0.5–1.2、0.5–1.5 および N.D.–0.4 %認められた。糞において

は、プロピリスルフロンのみ 9.2–11.4%認められた。これらの結果から、体内に吸収された

プロピリスルフロンの多くは、PHDU–GlucA に代謝されて胆汁中に排泄されることが示さ

れた。また、未吸収のプロピリスルフロンは代謝を受けず糞中に排泄されることから、14
C

排泄実験において糞中に認められた代謝物は、胆汁排泄により十二指腸内へ移行した代謝

物に由来すると考えられた。 
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% of dose 

 
[pr−

14
C]propyrisulfuron 

  
5 mg/kg 

Metabolite 
 

Male Female Male Female Male Female 

  
Urine Bile Feces 

ACPS 
 

1.2  0.5  N.D. N.D. N.D. N.D. 

PISN-OH 
 

1.5  1.2  N.D. N.D. N.D. N.D. 

PHDU-GlucA 
 

7.0  1.3  31.4  27.9  N.D. N.D. 

PISN 
 

0.5  1.5  N.D. N.D. N.D. N.D. 

PIHU 
 

3.6  5.8  2.5  3.4  N.D. N.D. 

PHDU 
 

4.3  9.3  N.D. N.D. N.D. N.D. 

HPDU 
 

0.4  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

MPDU 
 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Propyrisulfuron 
 

N.D. 2.3  N.D. N.D. 11.4  9.2  

MPDU-GlucA 
 

N.D. N.D. 3.7  2.2  N.D. N.D. 

unidentified metabolites 
 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Subtotal (unextactable) 
 

- - - - 0.2  0.2  

Total 
 

18.5  21.9  37.6  33.5  11.6  9.3  

 

血漿、肝臓および腎臓中の代謝物定量 

 雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 5 mg/kg にて投与後 12、48および 96時間の

血漿中 14
C のほとんどがプロピリスルフロンであった（>99.9%）。肝臓中 14

C に関しても、

大部分がプロピリスルフロンであったが（>88.8%）、投与後 12時間の肝臓中代謝物として

は、PISN および PIHUが 4.1および 4.8%認められた。投与後 12および 48時間の腎臓中 14
C

の大部分がプロピリスルフロンであったが（>88.0%）、投与後 96時間においては非抽出性

Table 5. Amount (% of dose) of metabolites in urine, feces and bile within 3 days 

after a single oral administration of [pr–
14

C]propyrisulfuron at 5 mg/kg to bile duct–

cannulated male rats. N.D. and - represent not detected and not analyzed, 

respectively. 
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14
C が 23.3–27.5%認められた。 

 雌雄ラットに [pr−
14

C]プロピリスルフロンを 1000 mg/kg にて投与後 4、24 および 72時間

の血漿、肝臓および腎臓中 14
C の大部分がプロピリスルフロンであり、82.4–100、86.2–100

および 89.6–100.0%認められ、5 mg/kg 投与時と同様であった。代謝物としては PISNがわず

かに検出され、血漿、肝臓および腎臓中 14
C において、N.D.–17.7、N.D.–11.7および N.D.–6.0%

であった。 

 

胆汁排泄実験における尿、糞および胆汁中の代謝物定量 

 3および 30 ppmにおいて、雄性ラット血漿タンパクに対する結合率はそれぞれ 99.1およ

び 98.8%であった。また、雌性ラット血漿タンパクに対しても、高いタンパク結合率（99.3%

および 99.1%）であったことから、プロピリスルフロンの大部分が血漿タンパクに結合して

いることが示された。 
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考察 

 

 新規 SU 剤プロピリスルフロンの安全性評価に重要である、ラットにおける詳細な代謝お

よび体内動態について検討した。他の SU 剤と比較して、プロピリスルフロンは特徴的な体

内動態を示した。一般的に、アミドスルフロン等の SU 剤は未変化体のまま尿中に排泄され

ることが多い 24)。一方、プロピリスルフロンの 14
C 主要排泄経路は、尿ではなく胆汁であっ

た。プロピリスルフロンの水溶解度が他の SU剤と比べ低く（0.98 mg/L）、この違いが特異

的な体内動態の原因と推定した 23)。 

 雌雄ラットにプロピリスルフロンを投与後の血漿中 14
C 濃度は、消化管やその内容物を除

き、組織中 14
C 濃度よりも高かった。化合物の組織への分配係数は、タンパク結合と log P

により決定される 26)。プロピリスルフロンの血漿タンパク結合率は、雌雄ラットにおいて

ともに非常に高く、また、log P は 2.9 であったことから、プロピリスルフロンの組織への

分配係数は比較的低いと考えられた 23)。 

 血中のプロピリスルフロンの大部分が血漿中タンパクに結合して存在しており、血漿、

腎臓および肝臓中の 14
Cは、ほとんどプロピリスルフロンであった。また、プロピリスルフ

ロンが排泄物中において検出された量はわずかであり、ほとんどが代謝物であったことか

ら、体外への排泄には代謝を受けることが必要であり、代謝物は速やかに体外へ排泄され

ると考えられた（Table 4）。 

 一般的に、血漿タンパク非結合型の化合物が代謝を受ける 27)。結合サイトが飽和するま

で、結合型と非結合型の比率は濃度によらず一定であり、非結合型が代謝を受けると、結

合型の一部が非結合型になる。プロピリスルフロンの場合、体内において大部分は結合型

で血漿中に分布し、一部の非結合型が代謝を受けた後、速やかに体外へと排泄され、続い

て一部の結合型が非結合型となり同様に代謝を受けると考えられた。このような反応が繰

り返されることにより、プロピリスルフロンは体内から消失すると推定した。 
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 前述のように、プロピリスルフロンの主要排泄経路は尿ではなく胆汁であった。一般的

に、腸管循環が生じると、血中濃度が維持されることにより、化合物の毒性が強まる可能

性ある 28)。プロピリスルフロンの場合、投与した 14
C の 33.5–37.6%が胆汁中へ排泄される

ことから、代謝物が腸管循環する可能性について考察した。まず、血漿中の 14
C濃度は投与

後 4–12 時間で Cmaxに到達し、その後急速に減少した。また、
14

C 胆汁排泄実験における尿

中排泄率（18.5–21.9%）は、14
C 排泄実験における尿中排泄率（16.7–29.8%）とほぼ同様で

あった。さらに、14
C 胆汁排泄実験における尿中代謝物は、14

C 排泄実験における代謝物と

ほぼ同様であった。これらの結果より、胆汁中の抱合体は小腸で加水分解を受け、再吸収

されずに直接糞中へ排泄されるため、代謝物が腸管循環する可能性は低いと考えられた。 

 5 mg/kgと 1000 mg/kg投与時の 14
C 排泄パターンに、違いが認められた。雄性ラットにお

いて 5 mg/kg投与時の投与後 1日における尿および糞中への排泄率は、9.5–11.8および 25.6–

36.3%であった。一方、1000 mg/kg投与時の投与後 1日における尿および糞中への排泄率は、

4.9および 83.4%であった。また、1000 mg/kg 投与時の糞中代謝物はほとんどプロピリスル

フロンであり、5 mg/kg と 1000 mg/kg における血漿中の AUC比は、約 20と算出された。こ

れらの結果より、プロピリスルフロンの低い水溶解度のため、1000 mg/kg 投与時において

吸収が飽和している可能性が考えられた 29)。 

 プロピリスルフロンのラットにおける推定代謝経路は、1. ピリミジン環の 5 位、プロピ

ル基の１位、およびイミダゾピリダジン環における水酸化による PHDU、HPDU および 

MPDU の生成、それに続くグルクロン酸抱合化による PHDU–GluA、HPDU–GlucA および 

MPDU–GlucA の生成、2. ピリミジン環メトキシ基のモノ脱メチル化による PIHU の生成、

3. PHDUのモノ脱メチル化および PIHUの水酸化による PDMU の生成、4. PDMUピリミジ

ン環の酸化的開環による MPHO と CMOA の生成、5. MPHO のメチルエステル部分の加水

分解、脱炭酸および酸化を経由したACPSの生成、6. スルホニル尿素結合の開裂に伴う PISN

および ADPM の生成、それに続くモノ水酸化による PISN–OH および ADPM–OH の生成、
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更に ADPM-OH の硫酸抱合化（ADPM–OH–Sul）であった（Figure 9）。プロピリスルフロ

ンの水溶解度は他の SU剤と比べ低いが、代謝パターンに違いは認められなかった。 
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Figure 9. Proposed metabolic pathway of propyrisulfuron in rats. 
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小括 

 

 新規 SU 剤プロピリスルフロンのラットにおける in vivo代謝研究を行い、他の SU剤と異

なる排泄パターンであることが示された。これは、プロピリスルフロンの水溶解度が他の

SU剤と比べ低いためと考えられた。また、プロピリスルフロンの血漿タンパク結合率が高

いため、組織中 14
C 濃度は血漿より低く、体内への蓄積性は認められなかった。 

 プロピリスルフロンのラットにおける代謝物を主要代謝物から微量代謝物に至るまで複

数同定し、他の SU剤と同様の代謝を受けることを明らかにした。尿、糞および胆汁中に検

出された 14
C の多くは代謝物であったが、血漿中の 14

Cはほとんどプロピリスルフロンであ

ったことから、水溶性の高い代謝物として体内から消失することが示唆された。以上のよ

うなプロピリスルフロンの代謝に関する特性が、哺乳動物における高い安全性に貢献して

いると考えられた。 

 ヒトと動物の代謝には種差がある場合があり、動物の微量代謝物がヒトの主要代謝物で

ある可能性も考えられるため、ラットの代謝研究においては主要代謝物から微量代謝物に

至るまで可能な限り多数の代謝物の構造を決定しておくことが望ましい。第１章では、プ

ロピリスルフロンのラットにおける代謝研究を題材として、機器分析を駆使することによ

り多数の代謝物の構造を決定しており、この手法は他の農薬においても応用できると考え

られる。 
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第 2章 ペルメトリンのヒトおよびラットにおける in vitro 代謝研究 

 

 ペルメトリンは作物保護や疾患拡大予防のため、古くから使用されているピレスロイド

系殺虫剤である（Figure 10）30)。ピレスロイド系殺虫剤の哺乳動物における詳細な代謝や毒

性については、研究が進んでいる 31-33)。 

 近年、ピレスロイドのヒトに対する暴露を評価するため、バイオモニタリング研究が行

われている。この研究では、ピレスロイドそのものは高い脂溶性のため尿中に排泄されな

いため、尿中代謝物がマーカーとして使用されている。ペルメトリンにおいては、代謝物

の PBacid がマーカーとして使用されている 34-35)。PBacidは多くのピレスロイドに共通する

代謝物の一つで、ピレスロイドが加水分解し、その後、酸化された代謝物である。そして、

PBacidやその抱合体は尿中に排泄される。したがって、ヒトにおける PBacid の代謝につい

ての研究は、バイオモニタリングを実施する上で重要である。 

 ヒトにおける in vitro 代謝研究において、ペルメトリンはカルボキシルエステラーゼ 1

（hCE−1）やカルボキシルエステラーゼ 2（hCE−2）により加水分解され PBalc となり、そ

の後、アルコールデヒドロゲナーゼやアルデヒドデヒドロゲナーゼにより、PBacid に酸化

されることが報告されている 36-38)。PBacid は動物においてフリー体、グルクロン酸抱合体

およびグリシン抱合体として尿中に排泄される 31)。また、PBalc は 4’−OH−PBalc に水酸化

される。さらに、ヒトにおけるペルメトリンの酸化に関与する CYP 分子種は、CYP1A1、

CYP1A2、CYP2C8、CYP2C9 および CYP2C19 と同定されている 39)。しかし、PBalc の 4’–

水酸化や PBacid のグルクロン酸抱合に関与する CYP や UGT 分子種、また、ペルメトリン

のヒトとラットにおける比較代謝に関しての報告はない。 

 第 2章では、ペルメトリンのヒトとラットにおける代謝プロファイル（経路および速度）

を比較するため、ラットおよびヒトの肝ミクロソームを用いた in vitro代謝を行った。また、

PBalc の 4’–水酸化に関与するヒト CYP 分子種を同定した。さらに、ヒトにおける PBacid
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のグルクロン酸抱合について調べ、抱合に関わる UGT分子種を同定した。 

 

 

 

 

  

Figure 10. Chemical structure of trans−[phenoxyphenyl−
14

C]permethrin. 
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実験方法 

 

化合物 

 trans−[phenoxyphenyl−
14

C]ペルメトリンおよび[phenoxyphenyl−
14

C]PBalc の比放射能は、

4.44 GBq/mmolであった。標識体を実験に使用する前には、TLC（展開溶媒：ヘキサン/ジエ

チルエーテル、5:1（v/v））および HPLC（移動相：アセトニトリル：0.1%トリフルオロ酢

酸水、20:80（v/v））により精製した。標識体の放射化学的純度は TLC により分析し、放射

化学的純度は 100%であった。合成代謝物標品（PBalc、PBacid、4’−OH−PBalc および

4’−OH−PBacid）は、代謝物の同定に用いた。他の試薬は特に記述がない限り、特級以上を

用いた。 

 

HPLC 

 HPLC 装置（ポンプ：L–6200、UV検出器：L–4000、日立）は RI検出器（Radiomatic 610TR 

RI detector、PerkinElmer）と接続して使用した。分析用カラムは、Atlantis dC18 column（4.6 

mm I.D.×150 mm、Waters）を用いた。移動相はアセトニトリルおよび 0.1% 酢酸水を用い、

流速は 1 mL/min とし、グラジエント条件を Table 6 に示した。また、ペルメトリンや代謝

物の溶出時間を Table 7 にまとめた。 

 

       
Time (min) 0 5 5.1 20 35 40 

Acetonitrile (%) 5 5 35 35 100 100 

       
 

 

Table 6. Gradient program used in HPLC analyses. 
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Metabolite  

 

 Retention time (min) 

4’–OH−PBalc  

 

14.9 

4’–OH−PBacid    

 

17.4 

PBalc    

 

26.9 

PBacid 

 

28.3 

trans–permethrin  

 

37.3 

   
TLC 

 分析にはシリカゲル 60F254TLC プレート（20×20 cm、0.25m厚、Merck）を用いた。代謝

サンプルの展開条件は、酢酸エチル/アセトン/ギ酸/水、4:1:1:1（v/v/v/v）とした。TLC プレ

ート上の放射性化合物を imaging plate（富士フイルム）に室温で密着させ、fluorescent image 

analyzer（FLA–5000、富士フイルム）を用いたオートラジオグラフィーにより検出した。 

 

酵素類の調製および準備 

 雌雄 Crj:CD（SD）ラット（チャールスリバー）の肝臓を採取し、重量を測定後、3 倍量

の 0.05 M トリス緩衝液（pH 7.4）を加え、ポッター型ホモジナイザーでホモジナイズした。

肝臓ホモジネートをトリス緩衝液で 50 mLに希釈し、10000×gで 20分間遠心し、上清を回

収した。その後、上清を 105000×gで 45分間遠心し、沈殿をミクロソーム画分として回収

した。プールされたヒトの肝ミクロソームは、KAC より購入した。ヒトの組み換え CYP お

よび UGTは、BD Biosciencesより購入した。 

 

 

Table 7. HPLC retention times of permethrin and authentic standards 
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ヒト、雄性ラットおよび雌性ラットの肝ミクロソームを用いたペルメトリンおよび PBalc

の in vitro代謝 

 trans−[phenoxyphenyl−
14

C]ペルメトリン（2.7−98 µM）もしくは [phenoxyphenyl−
14

C]PBalc

（2.7−98 µM）を 3 mM NADPH の存在下および非存在下において、ヒト、雄性ラットおよ

び雌性ラットの肝ミクロソーム（終濃度 1 mg/mL）と 100 mMリン酸緩衝液（pH 7.4）中で

37C、60 分間インキュベートした。インキュベート後、アセトニトリルを添加することに

より反応を停止し、10分間氷上で静置後、10000×gで 5分間遠心することにより上清を回

収し、HPLC 分析に供した。 

 

ヒトの組み換え CYP を用いた PBalcの in vitro代謝 

 [phenoxyphenyl−
14

C]PBalc（9.0 µM）を 3 mM NADPHの存在下において、ヒトの組み換え

CYP（1A2、2A6、2B6、2C19、2C8、2C9、2D6、2E1 および 3A4）と 100 mM リン酸緩衝

液（pH 7.4）中で 37C、60分間インキュベートした。コントロールとして、CYP を除いて

同様の実験を行った。インキュベート後、アセトニトリルを添加することにより反応を停

止し、10 分間氷上で静置後、10000×g で 5 分間遠心することにより上清を回収し、HPLC

分析に供した。 

 

PBacidに対するグルクロン酸抱合活性 

 [Glucuronyl−
14

C]UDP−glucuronic acid（3 µM）を 100 µM PBacidの存在下および非存在下で、

ヒトおよび雌性ラット肝ミクロソーム（終濃度 1 mg/mL）と 100 mMトリス緩衝液（pH 7.4）

中で 37C、30分間インキュベートした。インキュベート後、アセトニトリルを添加するこ

とにより反応を停止し、10分間氷上で静置後、10000×gで 5分間遠心することにより上清

を回収し、TLC 分析に供した。 
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ヒトの組み換え UGT を用いた PBalcの in vitro代謝 

 [Glucuronyl−
14

C]UDP−glucuronic acid（3 µM）を 100 µM PBacidの存在下および非存在下で、

ヒトの組み換え UGT（1A1、1A3、1A4、1A6、1A7、1A8、1A9、1A10、2B4、2B7、2B15

および 2B17）と 100 mM トリス緩衝液（pH 7.4）中で 37C、30分間インキュベートした。

インキュベート後、アセトニトリルを添加することにより反応を停止し、10 分間氷上で静

置後、10000×gで 5分間遠心することにより上清を回収し、TLC 分析に供した。 
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結果および考察 

 

ペルメトリンの比較代謝 

 trans−[phenoxyphenyl−
14

C]ペルメトリン（2.7、4.5、17、46 および 98 µM）を、ヒト、雄

性ラットおよび雌性ラットの肝ミクロソームとインキュベートした。いずれのインキュベ

ーションにおいても、PBalc、PBacid および 4’−OH−PBalc が検出され、trans−ペルメトリン

の加水分解により生じる PBalcが主要代謝物であった（Figure 11）。4’−OH−PBacidはヒト

の肝ミクロソームにおいて検出されなかったが、ヒトとラットの肝ミクロソームで生成し

た代謝物はほぼ同一であった。また、各代謝物の生成速度に関しても、ヒトとラットで同

様であった（Figure 11）。trans−ペルメトリンはヒトおよびラットの肝ミクロソームとの in 

vitro 代謝において、水酸化よりも優位に加水分解されたことから、速やかな加水分解がヒ

トおよびラットにおける trans−ペルメトリンの主要代謝経路と考えられた。 
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Figure 11. Rates of metabolite formation of trans−permethrin with human, male rat, and female rat 

microsomes. The PBalc, PBacid, 4’−OH−PBalc, and 4’−OH−PBacid formed were determined 

using HPLC. 
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PBalcの酸化に関与するヒト CYP 分子種の同定 

 trans−[phenoxyphenyl−
14

C]ペルメトリンのヒトおよびラットの肝ミクロソームとの in vitro

代謝において、PBalc が主要代謝物として検出され、PBalc はその後、PBacid、4’−OH−PBalc

および 4’−OH−PBacid へ代謝されると考えられた。つまり、in vivo において 4’−OH−PBalc

は trans−ペルメトリンの水酸化、加水分解の経路ではなく、trans−ペルメトリンの加水分解

による PBalc の生成、PBalc の水酸化により生成する可能性が示唆された 31)。したがって、

PBalc の 4’位の水酸化に関与するヒト CYP 分子種を同定することは、ペルメトリンのヒト

における代謝を理解する上で重要と考えられた。 

 [phenoxyphenyl−
14

C]PBalc をヒトの組み換え CYP とインキュベートした。CYP2E1、

CYP2C19および CYP2D6が代謝に関与しており、CYP2E1が主要 CYP 分子種であると推定

した（Figure 12）。興味深いことに、PBalc の 4’位の水酸化に関与するヒト CYP 分子種

（CYP2E1、CYP2C19 および CYP2D6）と、trans−ペルメトリンの代謝に関与するヒト CYP

分子種（CYP1A1、CYP1A2、CYP2C8、CYP2C9 および CYP2C19）はわずかに異なってい

た 39)。 

 [phenoxyphenyl−
14

C]PBalc とヒトの組み換え CYP の代謝反応に関して、速度論的解析を行

った。Table 8 に CYP2E1、CYP2C19 および CYP2D6 の速度論的パラメータを示す。Kmは

CYP2C19 > CYP2D6 > CYP2E1であり、Vmaxは CYP2C19 > CYP2E1 > CYP2D6の順であった。

また、CYP2E1 が最も高い固有クリアランスを示した（Vmax/Km 値）。速度論的解析結果と

肝臓中の CYP2E1の発現量を合わせて考えると、CYP2E1が PBalcの 4’位の水酸化における

最も主要な CYP 分子種と考えられた 40)。 
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CYP2E1 CYP2D6 CYP2C19 

Km [µM] 

 

24 29 272 

Vmax [pmol·(min·pmol CYP)
-1

] 

 

3.6 1.3 11.2 

Vmax/Km [µl·(min·pmol CYP)
-1

] 

 

0.150 0.046 0.041 

     
 

PBacidに対するグルクロン酸抱合活性 

Figure 12. Rates of [phenoxyphenyl−
14

C]4’−OH−PBalc formation with baculovirus−insect 

cell−expressed human CYPs from [phenoxyphenyl−
14

C]PBalc. The formed 4’−OH−PBalc was 

determined using HPLC. 

Table 8. Kinetic parameters for 4’−OH−PBalc formation by recombinant CYP enzymes. 
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 ラットにおける in vivo代謝において、PBacid のグルクロン酸抱合体が尿中の主要代謝物

の一つであると報告されている 31)。加えて、ヒトにおけるピレスロイドの暴露を調べるた

め、尿中の PBacid やグルクロン酸抱合体の濃度が調べられている 34-35)。しかし、ヒトとラ

ットにおける PBacid のグルクロン酸抱合活性の種差についての報告はない。そこで、ヒト

およびラットの肝ミクロソームを用いて PBacid のグルクロン酸抱合活性を調べたところ、

種差は認められなかった（Figure 13）。また、PBacid のグルクロン酸抱合に関与するヒト

UGT 分子種に関して同定を試みたところ、UGT1A9 により抱合されることが明らかとなっ

た（Figure 14）。UGT1A9 には UGT1A9
33Thr、UGT1A9

167Alaおよび UGT1A9
183Glyという 3種

の変異型が知られているが、これらを保有しているヒトは非常に少ないと報告されている

41)。また、プロポフォールの代謝における UGT1A9
256Asnおよび UGT1A9

483Aspといった、変

異型が及ぼす影響についても研究されている 42)。プロポフォールは麻酔薬として用いられ、

UGT1A9 によるグルクロン酸抱合により体内から排泄される。UGT1A9
256Asn のプロポフォ

ールに対するグルクロン酸抱合活性は、野生型と比べ比較的低かったことから、

UGT1A9
256Asn を保有する患者にプロポフォールを使用する際には注意する必要がある 42)。

これらの研究は、UGT1A9 の遺伝的多型により代謝の遅いヒトが存在する可能性を示唆し

ている。しかし、仮に UGT1A9 の遺伝的多型により PBacid のグルクロン酸抱合速度が遅く

なったとしても、PBacidはフリー体として、また 4’−OH−PBacidやグリシン抱合体等として

体外へ排泄されるため、影響は小さいと考えられる。 
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Figure 13. TLC autoradiogram of in vitro glucuronidation of PBacid in human, male rat, and 

female rat liver microsomal incubations. 

Figure 14. TLC autoradiogram of in vitro glucuronidation of PBacid in human UGTs incubations. 
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バイオモニタリング 

 PBacid はピレスロイドの多くに共通の代謝物のため、バイオモニタリングにおけるマー

カーとして使用されており、多くの検出方法が開発されている 34, 43)。具体的には、GM−MS

によるヒトの尿中 PBacidの分析法や、免疫学的測定による PBacidのグリシン抱合体の分析

法等が報告されている。ラットにおける in vivo代謝研究において、ラットの尿中に PBacid

フリー体、PBacid のグルクロン酸抱合体、PBacid のグリシン抱合体および 4’−OH−PBacid

の硫酸抱合体が、10、14.9、4.4 および 42.8%検出されている 31)。PBacid のグルクロン酸抱

合は UGT1A9 により触媒されることを示したが、UGT1A9 には遺伝的多型が知られている

41-42)。遺伝的多型により PBacid が効果的にグルクロン酸抱合されないときには、通常より

多くのグリシン抱合体が排泄されるかもしれない。その場合、ピレスロイドの暴露を正確

に評価するためには、PBacid のフリー体およびグリシン抱合体等の各種抱合体の総量を定

量することが必要になると考えられる。 

 さらに、より正確にペルメトリンのバイオモニタリングを行うためには、尿中の

4’−OH−PBacid の硫酸抱合体を定量することも必要かもしれない。PBalc はヒトとラットの

肝ミクロソームにおいて等しく生成し、PBalc は多くの CYP（CYP2E1、CYP2D6 および

CYP2C19）により、 4’−OH−PBalc に水酸化されることを明らかにした。PBacid と

4’−OH−PBacidの 2つの代謝物をバイオモニタリングのマーカーに使用することで、より正

確な評価が可能になるであろう。 
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小括 

 

 ヒトおよびラットの肝ミクロソームを用いた、trans−ペルメトリンの in vitro 代謝につい

て検討した。ヒトおよびラットにおいて、trans−ペルメトリンの主要代謝経路はエステル結

合の加水分解による PBalc の生成であり、4’−OH−PBacid がヒトで検出されなかったことを

除いて、代謝物に種差は認められなかった。また、in vivo において 4’−OH−PBalc は trans−

ペルメトリンの水酸化、加水分解の経路ではなく、trans−ペルメトリンの加水分解による

PBalc の生成、PBalc の水酸化により生成する可能性が示唆された。さらに、PBalc の 4’位

の水酸化に関与するヒト CYP 分子種を CYP2E1、CYP2D6 および CYP2C19と同定した。ヒ

ト CYP 分子種の中には、遺伝的多型が知られている分子種もあり、遺伝的多型により代謝

が遅くなる場合、予期せぬ副作用が生じる化合物が知られている 44-45)。しかし、PBalcは多

くの分子種により代謝されることから、遺伝的多型による影響は少ないと考えられた。 

 ヒトおよびラットにおける、PBacid のグルクロン酸抱合活性およびグルクロン酸抱合を

触媒するヒト UGT分子種についても検討した。PBacid のグルクロン酸抱合活性に、種差は

認められなかった。また、PBacidのグルクロン酸抱合に関わる UGT分子種は、UGT1A9で

あった。UGT1A9 には変異体があり、いくつかの変異体においては活性が低いことが知ら

れている 41-42)。つまり、PBacid のグルクロン酸抱合活性が低いヒトにおいて、ペルメトリ

ンの暴露を正確に見積もるためには、PBacid の代謝プロファイルが変わる可能性を考慮し

たほうが望ましいと考えられた。 

 ヒトと動物の代謝には種差がある場合があるため、種差を明確化することが重要である。

第 2 章では、代謝において最も重要な組織であるヒト肝臓由来の試料（肝ミクロソーム）

および代謝に関わる様々な酵素を用いて、殺虫剤ペルメトリンのヒトにおける詳細な代謝

を初めて明らかにした。農薬においてヒトにおける詳細な代謝が解析された例は少なく、

今後、第 2章で示した手法を他の農薬に応用し、種差を解明していくことが必要と考える。 
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第 3章 フルミオキサジンのヒトおよびラットにおける PBPK モデル研究 

 

 フルミオキサジンは、広葉雑草等に対し除草活性を有する N−フェニルイミド系除草剤で

あり、その除草メカニズムは、ポルフィリンの生合成阻害である 46)。一方、フルミオキサ

ジンの毒性に関して、ラットとウサギで種差があることが明らかになっている。妊娠ラッ

トにフルミオキサジンを 30 mg/kg にて経口投与すると、母体に毒性は現れないが、胎児に

死亡例が認められた。一方、妊娠ウサギにおいては、フルミオキサジンを 3000 mg/kg にて

経口投与しても母体、胎児ともに毒性が認められなかった 47)。ポルフィリンの生合成阻害、

特にプロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ（PPO）の阻害が、ラットにおける催奇形性の

要因として考えられており、ラット、ヒトおよびウサギの中で、最も PPO 阻害活性が強い

のはラットであった 48)。 

 フルミオキサジンの 14
C 標識体（14

C−フルミオキサジン）を用いたラットにおける in vivo

代謝研究により、投与された 14
C−フルミオキサジンは尿および糞中に、13−43および 56−85%

排泄されることが示されている 49-50)。また、NMRやMSにより 7種の代謝物について同定

されており、推定代謝経路は、1. シクロヘキサン環の水酸化、2. イミド結合の開裂、3. ア

ミド結合の開裂、4. アミノ基のアセチル化、5. テトラヒドロフタルイミド環への亜硫酸の

付加である。 

 PBPKモデルは、ヒトにおける代謝を予測するための有用なツールである。PBPKモデル

を利用した多数の研究が行われており、それらの研究ではまず、ラット等の代謝に関する

データを基に、ラットにおける PBPK モデルを構築し、動物とヒトで種差のある代謝速度

のパラメータ等を変更することにより、ヒトにおけるモデルを構築している 51-52)。 

 催奇形性メカニズムの解明において、フルミオキサジンの胎児中濃度を調べることは重

要である。ラットとウサギの胎児中濃度を比較すると、ラットの濃度が高いことが明らか

になっているが、ヒトに関しては実測値を得ることができない 48)。また、妊娠ラット、マ
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ウスおよびウサギにおける除草剤の PBPK モデルについては研究されているが、ヒトにお

ける同様の研究は行われていない 53-54)。 

 第 3 章では、フルミオキサジンの胎児における濃度を推定するため、妊娠ラットおよび

ヒトの PBPKモデルを構築した。 
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実験方法 

 

化合物 

 フルミオキサジンのフェニル基を 14
C 標識した [phenyl−U−

14
C]フルミオキサジン（14

C−

フルミオキサジン）の比放射能は、4.00 GBq/mmolであった（Figure 15）。標識体の放射化

学的純度は、98.6%であった。非標識体のフルミオキサジンの純度は、99.4%であった。他

の試薬は特に記述がない限り、特級以上を用いた。  

 

 

 

ヒトおよび雌性ラットの肝ミクロソームを用いたフルミオキサジンの in vitro代謝 

 14
C−フルミオキサジン（5.6−100 µM）を 3 mM NADPH において、ヒトおよび雌性ラット

の肝ミクロソーム（終濃度 1 mg/mL）と 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）中で 37C、20分

間インキュベートした。コントロール実験として、ミクロソームを添加せずに同様の実験

を行った。インキュベート後、アセトニトリルを添加することにより反応を停止し、10 分

間氷上で静置後、10000×g で 5 分間遠心することにより上清を回収し、上清に対し 10%の

酢酸を加え、TLC 分析に供した。 

  

Figure 15. Chemical structure of [phenyl−U−
14

C]flumioxazin. * represents the position of 
14

C. 
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実験動物 

 動物実験は、住友化学株式会社生物環境科学研究所動物実験倫理指針に従って行われた。

胆管カニュレーション済みの雌性 Sprague-Dawley（Crl:CD（SD））ラットは、日本チャー

ルスリバーから入手した。動物は次の条件で動物室にて飼育した：室温（21～25C）、湿

度（40～70%）、換気（1時間に 10回以上）、12時間周期の照明。動物は固形飼料 CRF–1

（オリエンタル酵母工業）、ろ過水道水を自由に摂取させた。 

 

14
C 胆汁排泄実験 

 胆管カニュレーション済みの雌性ラット 3 匹に、14
C−フルミオキサジンを 1000 mg/kg に

て単回経口投与した。投与後、24、48および 72時間の胆汁、尿および糞を回収した。胆汁、

尿および糞を回収後の代謝ケージは水で洗い、その洗浄液も回収した。洗浄液中の 14
C は尿

の回収率に含めた。投与後 72時間に安楽死させ、消化管内容物を回収し、その他の組織は

カーカスとした。吸収率は尿、胆汁およびカーカス中の 14
Cを合計することにより算出した。 

 

放射化学分析 

 尿、胆汁の放射能は、LSC（TRI–CARB 2500TR、PerkinElmer）により測定した。回収し

た糞は水でホモジナイズし、糞ホモジネートを燃焼後、LSC により放射能を測定した。消

化管内容物は、燃焼後、LSCにより放射能を測定した。 

 

TLC 

 分析にはシリカゲル 60F254TLC プレート（20×20 cm、0.25m厚、Merck）を用いた。展開

条件は、クロロホルム/トルエン/エタノール/酢酸、18:2:2:1（v/v/v/v）およびトルエン/酢酸

エチル/酢酸、3:6:1（v/v/v）の 2 条件を 14
C−フルミオキサジンの純度測定に用いた。また、

トルエン/酢酸エチル/酢酸、50:50:1（v/v/v）の条件を in vitro 代謝の分析に用いた。TLC プ
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レート上の放射性化合物を imaging plate（富士フイルム）に室温で密着させ、fluorescent image 

analyzer（FLA–5000、富士フイルム）を用いたオートラジオグラフィーにより検出した。 

 

妊娠ラットにおけるフルミオキサジンの in vivo代謝 

 妊娠ラットにおけるフルミオキサジンの血液、肝臓、胎児中濃度等のデータは、妊娠ラ

ットに 14
C−フルミオキサジンを 30 mg/kg にて単回経口投与して行われた、in vivo 代謝実験

の報告書から引用した 48)。 

 

妊娠ラットにおける PBPKモデル 

 PBPKモデルの構築は、acslXtreme（version 3.0.1.6、The AEgis Technologies Group）を用

いて行った。PBPKモデルの構造を、Figure 16に示す。モデルを構成する各コンパートメン

トの式およびモデルの構造は、Godin等のモデルに基づき作成した 52)。しかし、Godin等の

モデルには胎盤および胎児のコンパートメントが含まれていないため、妊娠動物を用いた

川本等のモデルも参照した 55)。 
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妊娠ラットにおける生理学的パラメータ 

 PBPKモデルに使用した妊娠ラットの生理学的パラメータは、文献から引用した 56-57)。な

お、我々の研究所にて行われた in vivo代謝実験と同様に、妊娠 12日目のパラメータをモデ

ルに適用した。 

 

妊娠ラットにおける化合物特異的パラメータ 

 各組織における分配係数（Pt）の初期値は、Poulin 等が提唱する in silico の手法により算

出することにした 26)。Ptの算出に必要な log P および血漿タンパク非結合率に関しては、

ADMET Predictor（Simulations Plus）により予測した（log P = 1.353、血漿タンパク非結合率 

= 0.151）。log Pおよび血漿タンパク非結合率を用いて、肝臓および筋肉（筋肉の値をその

Figure 16. The PBPK model structure developed in this study. 
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他組織、胎盤および胎児における分配係数と仮定した）の Ptを計算したところ、0.72 およ

び 0.57であった。胃排出速度定数（Ksi）および排泄速度定数（Kfe）の初期値は、文献から

引用した 52)。ラットにフルミオキサジンを 30 mg/kg 投与したときの吸収率は 50 %であった

ため、消化管吸収速度定数（Ki）の初期値を Kfeに等しいとした
48)。Kmおよび Vmaxは、in vitro

代謝実験の結果を適用した。また、Vmaxに関しては次の文献値を用いて、ラット 1 kg 当た

りの代謝速度に換算した：44.8 mg（ラット肝ミクロソームタンパク量）/40 g（ラット肝重

量）/1 kg（ラット体重）58)。in vitroと in vivoの代謝速度に関するスケーリングファクター

（）の初期値は、1 とした。胎児から胎盤への拡散係数（PA1）および胎盤から胎児への

拡散係数（PA2）の初期値は、文献から引用した 55)。Pt、Ksi、Kfe、、PA1 および PA2のパ

ラメータを妊娠ラットにおける 30 mg/kg 単回投与時のデータ（フルミオキサジンの血液、

肝臓および胎児中濃度）にフィッティングさせることにより、最適化を行った。胎盤の Pt

に関しては、フルミオキサジンの胎盤中濃度の実測値が得られていないため、その他組織

の Ptに等しいと仮定した。 

 

妊娠ラットにおける PBPKモデルのヒトへの外挿 

 妊娠 2か月はヒトにおける器官形成期のため、2か月時の生理学的パラメータを PBPKモ

デル作成に用いることとし、文献から引用した 59)。Pt、Ksi、Kfe、、PA1 および PA2 のパ

ラメータは妊娠ラットと等しいとしたが、Kiに関しては 1000 mg/kg投与時の吸収率が 12 %

であることから、4.98×10
-3に変更した。Kmおよび Vmaxは、in vitro 代謝実験の結果を適用

した。また、Vmaxに関しては次の文献値を用いて、ヒト 1 kg当たりの代謝速度に換算した：

48.8 mg（ヒト肝ミクロソームタンパク量）/25.7 g（ヒト肝重量）/1 kg（ヒト体重）58)。妊娠

ラットおよびヒトにおける PBPKモデル構築に使用した全てのパラメータを、Table 9に示

す。 
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Rat 

 (pregnant, 12day) 

Human 

(pregnant, 2months) 

Body weight (kg) 
 

0.32 60.55 
Dose (mg/kg) 

 
30 1000 

Cardiac output 
   

  Total (QCC) [L·h-1·kg-0.75] 13.92 16.44 

 
To liver (QLC) [% QCC] 0.18 0.27 

 

To other tissues (QOC) [% 

QCC] 
1-QLC-QPC 1-QLC-QPC 

 
To placenta (QPC) [% QCC] 1.97×10-3 1.23×10-4 

Tissue volume  
   

 
Blood (VBC) [%BW] 7.00×10-2 7.30×10-2 

 
Liver (VLC) [%BW] 3.00×10-2 2.30×10-2 

 
Other tissues (VOC) [%BW] 1-VBC-VLC-VPC-VFC 1-VBC-VLC-VPC-VFC 

 
Placenta (VPC) [%BW] 7.35×10-4 1.66×10-4 

 
Fetus (VFC) [%BW] 6.86×10-4 9.09×10-5 

Pt (unitless) 
   

 
Liver (PL) 35.0 35.0 

 
Other tissues (PO) 1.0 1.0 

 
Placenta (PP) 1.0 1.0 

 
Fetus (PF) 1.2 1.2 

Stomach-intestine transfer rate constant 
(1/h) 

Ksi 3.1  3.1  

Intestinal uptake rate constant (1/h) Ki 3.6×10-2 5.0×10-3 

Fecal excretion rate constant (1/h) Kfe 3.6×10-2 3.6×10-2 

Hepatic metabolic rate constant 
  

 
Vmax [mg·(h·kg)-1] 84.8  207.8  

 
Km [mg/L] 34.8  202.4  

Scaling factor (unit less) α 5.0  5.0  

Diffusion coefficient (L/h) 
  

Fetus to placenta PA1 1.5×10-2 1.5×10-2 

Placenta to fetus PA2 1.0×10-2 1.0×10-2 

 

感度解析 

 感度解析は、PBPKモデルに使用したパラメータを 0.1 %変更することにより行った 52)。

ラットおよびヒトに30 mg/kgおよび1000 mg/kg投与後24時間の血液および胎児中濃度を、

感度解析の時点として選択した。正規化された感度係数（NSC）を以下の式に従い計算した

52)。m、∆M、p および∆P は予測値、予測値の変化、モデルのパラメータおよびパラメータ

の変化を示す。 

𝑁𝑆𝐶 =  
∆𝑀/𝑚

∆𝑃/𝑝
 

 

  

Table 9. Flumioxazin PBPK model parameters. 
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誤差率解析 

 PBPK モデルにより計算した体内濃度の精度を確認するため、誤差率（Error ratio）を以

下の式に従い計算した。ymi、yei、│x│および<x>は、計算値、実測値、絶対値および平均

値を示す 60)。誤差率が 1 の場合、計算値と実測値が完全に一致しており、誤差率が 2 の場

合、モデルは実測値を過大評価または過小評価していることを示す。 

𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 = exp [< │log (
𝑦𝑚𝑖

𝑦𝑒𝑖
)│ >] 
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結果 

 

フルミオキサジンの in vitro代謝 

 14
C−フルミオキサジン（5.6、20、50および 100 µM）を、ヒトおよび雌性ラットの肝ミク

ロソームとインキュベートした。ヒトと雌性ラットで生成した代謝物に、違いは認められ

なかった（Figure 17）。コントロール実験において 1種類の代謝物が検出されたが、これは

加水分解により生成したものと推定した。 

 ヒトおよび雌性ラットの速度論的パラメータを、Table 10に示す。Kmおよび Vmaxはヒト > 

雌性ラットの順であった。また、ヒトよりも雌性ラットの方が 2 倍程度高い固有クリアラ

ンス（Vmax/Km 値）を示したことから、フルミオキサジンはヒトよりも雌性ラットにおいて

すみやかに代謝されることが示唆された。 
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  female rat human 

Km [mg/L] 

 

34.8  202.4  

Vmax [mg·(h·kg)
-1

] 84.7  207.8  

Vmax / Km [L·(h·kg)
-1

] 2.4 1.0 

    

Figure 17. Typical TLC autoradiogram of the in vitro metabolism of flumioxazin. 

Table 10. The kinetic parameters for [phenyl−U−
14

C]flumioxazin degradation in female rat and 

human liver microsomes. 
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胆汁排泄 

 胆管カニュレーション済みのラットに 14
C−フルミオキサジンを 1000 mg/kg にて単回経口

投与後 3日間の尿、糞、および胆汁中への 14
C 排泄率、カーカスおよび消化管内容物中の 14

C

残留率を測定した。14
C 累積排泄率の結果を、Table 11 に示す。投与後 3日の胆汁、尿およ

び糞中累積排泄率は 5.2、6.8および 84.7%であった。消化管内容物を除くカーカスおよび消

化管内容物中の 14
C 残留率は、0.3 %および 0.6%であった。1000 mg/kg投与時における雌性

ラットの吸収率は、尿、胆汁およびカーカス中の 14
C を合計することにより、12.3%と算出

した。 
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Fraction 

% of dosed 
14

C 

Time after administration 

 

0−1day 

 

0−2day 

 

0−3day 

 Bile   4.2 ± 3.03 

 

5.0 ± 4.01 

 

5.2 ± 4.14 

 Urine   5.6 ± 2.12 

 

6.7 ± 1.87 

 

6.8 ± 1.85 

 Carcass   

 

N.A 

   

N.A 

  

0.3 ± 0.20 

 Sub total   9.8 ± 1.35  11.7 ± 2.21 

 

12.3 ± 2.56  

GIT contents 

  

N.A 

   

N.A 

  

0.6 ± 1.06 

 Feces 

 

31.2  ± 23.78 

 

82.9 ± 5.76 

 

84.7 ± 6.44 

 Total 

 

41.0 ± 23.32  94.6 ± 5.83 

 

97.6 ± 7.56 

 

               

妊娠ラットにおけるフルミオキサジン濃度のシミュレーション 

 妊娠ラットにフルミオキサジンを 30 mg/kg にて経口投与したときの血液、肝臓および胎

児中フルミオキサジン濃度を、PBPKモデルにより計算した。血中濃度の実測値と計算値は、

ほぼ一致していた（Figure 18）。また、肝臓中濃度は血中濃度よりも非常に高かったが、血

中濃度と同様に実測値と計算値は、ほぼ一致していた（Figure 19）。肝臓における Ptは 35

であったことから、フルミオキサジンは他組織（Pt = 1）よりも容易に肝臓に分布すること

が示唆された。さらに、胎児中濃度は血中濃度とほぼ同等であり、実測値と計算値は、ほ

ぼ一致していた（Figure 20）。 

Table 11. Cumulative 
14

C-excretion into the bile, urine and feces within 3 days after a single oral 

administration of [phenyl−U−
14

C]flumioxazin at a dose of 1000 mg/kg to bile duct−cannulated rats. 

Data represents the mean values±standard deviation of three rats. N.A. represents not analyzed. 
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 血液、肝臓および胎児中濃度の誤差率を計算したところ、1.07、1.21 および 1.10 であっ

たことから、ラットにおいて構築した PBPK モデルの定量性に問題のないことが明らかに

なった。つまり、ラットにおけるフルミオキサジンの代謝速度、組織分布、吸収および排

泄に関するパラメータは、適切と考えられた。 

 

 

  

Figure 18. Flumioxazin concentration (observed and calculated) in the blood of pregnant rats 

orally dosed with flumioxazin at 30 mg/kg. 
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Figure 19. Flumioxazin concentration (observed and calculated) in the liver of pregnant rats 

orally dosed with flumioxazin at 30 mg/kg. 

Figure 20. Flumioxazin concentration (observed and calculated) in the fetus of pregnant rats 

orally dosed with flumioxazin at 30 mg/kg. 
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ヒトにおけるモデリング 

 妊娠ラットにフルミオキサジンを 30 mg/kg にて経口投与したときの PBPKモデルを、ヒ

トに外挿した。前述のように、1000 mg/kg 投与時の吸収率は 12%、in vitro 代謝実験より明

らかとした Kmおよび Vmaxは 202.4 µg/mLおよび 207.8 mg·(h·kg)
-1であった。生理学的パラメ

ータは、文献を参考にした。以上のパラメータを妊娠ラットにおける PBPK モデルに組み

込み、ヒトにフルミオキサジンを 1000 mg/kg 投与したときの PBPKモデルを構築し、予測

された血液および胎児の最高濃度は、0.86 µg/mL（2.43 µM）および 0.68 µg/mL（1.92 µM）

であった（Figure 21）。 

 

 

 

感度解析 

 ラットおよびヒトのモデルにおいて、NSC が±0.1以上のパラメータを、Table 12 に示す。

両方のモデルにおいて、代謝に関わる Vmaxおよび Kmが敏感なパラメータであった。吸収に

関わる Kiおよび Kfeも敏感なパラメータであったが、フルミオキサジンの胎児と胎盤の輸送

Figure 21. Calculated flumioxazin concentration in the blood and fetus of pregnant humans 

orally dosed with flumioxazin at 1000 mg/kg. 
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に関わる PA1 および PA2 は、胎児中濃度においてのみ重要であり、血中濃度においては敏

感なパラメータではなかった。 

 

 

      

Parameter 

Blood concentartion 
 

Fetus concentartion 

 

Rat Human  Rat Human 
 

Vmax −1.004 −1.006 

 

−1.004 −1.006 

Kfe −0.303 −0.345 

 

−0.303 −0.335 

PA1 - - 

 

−0.937 −0.924 

PA2 - - 

 

1.000 0.997 

PF - - 

 

0.999 0.984 

Ki 0.696 0.962 

 

0.696 0.963 

Km 0.997 0.990  0.997 0.990 

      
 

  

Table 12. Caluculated normalized sensitivity coefficients (NSC) of rats and humans models (only 

greater than±0.1). 
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考察 

 

 第 3章の目的は、実験的に求めることが不可能であるヒトの血液および胎児中フルミオ

キサジン濃度を予測することである。まず、妊娠ラットにおいて予測性に優れた PBPKモ

デルの構築が、ヒトへの外挿において重要である。 

 妊娠ラットにフルミオキサジンを 30 mg/kg にて経口投与したときの肝臓中フルミオキサ

ジン濃度は、血中濃度に比べて非常に高かった。実験方法で述べたように、Ptはまず in silico

の方法により算出し、30 mg/kg経口投与時のデータ（血液、肝臓および胎児中フルミオキ

サジン濃度）にフィッティングすることで最適化を行った 26)。他の組織と異なり、in silico

の方法により算出した肝臓の Pt（0.72）と、フィッティングにより最適化した Pt（35）に大

きな違いが認められた。in silicoの方法では、log Pと血漿タンパク非結合率を用いて Ptを

予測するため、化合物の物理化学的性質のみが考慮されている 26)。しかし、フルミオキサ

ジンの場合、肝臓への能動的な取り込みが起きている可能性がある 55)。ラットおよびヒト

におけるフルミオキサジンのトランスポーターに関する報告はないが、NTCP、OATPs、

OATs、OCTs/OCTNsといったトランスポーターが、肝臓への能動的取り込みに関与してい

ることが知られている 61)。NTCP は胆汁酸の輸送に重要なトランスポーターであり、薬物輸

送における役割については明らかではない。一般的に、OATPs/OATs および OCTs/OCTSs

ファミリーは、アニオンおよびカチオン薬物の輸送に関与すると考えられている。しかし、

パクリタキセルおよびドセタキセルは、フルミオキサジンと同様に疎水性のため生理的 pH

において中性を示す化合物であるが、ヒトにおける OATP 8 の基質であり、肝臓へ取り込ま

れる 62)。より信頼性の高いモデルを構築するため、フルミオキサジンの肝取り込みに関与

するトランスポーターの同定や、速度論的解析の実験を行うことが今後の課題と考える 63)。 

 化合物の胎盤透過は、脂溶性、血漿タンパク結合、分子量、イオン化およびトランスポ

ーターによる輸送等により規定される 64-65)。PBPKモデルにより計算した妊娠ラットにおけ
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る胎児中のフルミオキサジン濃度は、血液と同様に速やかに最高濃度に到達し、その後減

少した。フルミオキサジンが速やかに胎盤透過される要因は、明らかとなっていない。フ

ルミオキサジンの脂溶性は比較的低いため、速やかな胎盤透過にはトランスポーターによ

る能動的輸送が関与しているかもしれないが、検証には胎盤透過におけるトランスポータ

ーの同定が必要である。 

 妊娠ラットにおける PBPKモデルを構築後、ヒトの生理学的パラメータや代謝速度等の

化合物特異的パラメータをモデルに適用することにより、ラットのモデルをヒトに外挿し

た。ヒトの肝ミクロソームを利用した in vitro代謝実験は、ヒトにおける代謝クリアランス

を調べる上で合理的な検討であるといえる。胎盤透過速度等の化合物特異的パラメータは、

ヒトにおけるデータが得られないため、ラットの PBPKモデルにおいて使用したパラメー

タをそのまま適用した。したがって、ヒトの胎盤等の組織を用いて in vitro実験を実施し、

得られた実験結果をパラメータとして使用すれば、PBPKモデルの予測性がさらに向上する

可能性がある。 

 ヒトおよびラットの in vitro代謝実験により検出された代謝物を、フルミオキサジンのラ

ットにおける in vivo代謝実験の結果から、3−OH−flumioxazinおよび 4−OH−flumioxazin と推

定した 49-50)。これらの代謝物は、フルミオキサジンが水酸化されて生成することから、CYP

の関与が考えられた。したがって、代謝に関与する CYP の同定は、ヒトにおけるフルミオ

キサジンの代謝の更なる理解に重要である。 

 ラットに 14
C−フルミオキサジンを 1000 mg/kg にて投与した時の吸収率（12%）は、1 mg/kg

の時の吸収率（80.4%）と比べ低かった。一方、投与後 1日において投与した 14
Cの約 60%

が体内、主に消化管に残留していたことから、フルミオキサジンは投与後すぐに糞中へ排

泄されないことが示唆された。したがって、投与量を増やした時に吸収率が低下した要因

として、フルミオキサジンの低い水溶解度（1.79 mg/L）による、吸収の飽和が考えられた

29)。 
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 PBPKモデルにより予測された、ヒトにフルミオキサジンを 1000 mg/kgにて投与したと

きの血液および胎児中の最高濃度は、0.86 µg/mL（2.43 µM）および 0.68 µg/mL（1.92 µM）

であった。投与量の 1000 mg/kg は、動物実験のガイドラインにおける限界用量に基づき選

択した。in vitro代謝実験により得られた Km（202.4 µg/mL）は、ヒトにフルミオキサジンを

1000 mg/kgにて投与したときの濃度よりも高かったため、1000 mg/kgという高用量におい

てもヒトにおける代謝は飽和しないことが明らかになった。ヒトにフルミオキサジンを

1000 mg/kgにて投与したときの血中および胎児中濃度は、妊娠ラットに 30 mg/kg にて投与

した時の濃度を考慮すると比較的低かったが、これは吸収率が低く、高用量においても代

謝が飽和しないことに起因すると考えられた。また、誤飲以外でヒトがフルミオキサジン

を 1000 mg/kg摂取する可能性はなく、PBPKモデルにより予測されたヒトのフルミオキサ

ジン濃度は、想定される最大値であると考えられた。しかし、感度解析により代謝や吸収

に関する Vmax、Km、Ki、Kfeが敏感なパラメータであることが明らかとなったが、これらの

パラメータの個人差により、濃度が変動する可能性がある。 

 第 3 章において明らかにしたヒトにおける血液および胎児中のフルミオキサジン濃度は、

ヒトにおける催奇形性を調べるための in vitro毒性実験を行う上で有用である。これらの実

験により、ヒトにおいてフルミオキサジンの影響がないことが明らかになれば、フルミオ

キサジンはヒトにおいて催奇形性を引き起こさない化合物であると結論付けることができ

る。 
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小括 

 

 フルミオキサジンの妊娠ラットにおける PBPK モデルに基づいて、in vitro 代謝実験等か

ら得られた代謝速度のパラメータや、文献から得られた生理学的パラメータを適用するこ

とにより、ヒトにおける PBPKモデルを構築した。PBPKモデルにより予測された、ヒトに

フルミオキサジンを 1000 mg/kg にて投与したときの血液および胎児中の最高濃度は、0.86 

µg/mL（2.43 µM）および 0.68 µg/mL（1.92 µM）であった。今回構築した PBPKモデルは比

較的簡素であり、必要とするパラメータ数も少ないことから、他の除草剤をはじめとする

農薬にも活用が可能であろう。PBPKモデルにより明らかとしたヒトの血液および胎児中に

おけるフルミオキサジン濃度は、ヒトにおける催奇形性を調べるための in vitro 毒性実験を

実施する際の濃度設定に、特に有用になると考えられた。 

 第 3 章では N−フェニルイミド系除草剤フルミオキサジンを題材として、PBPK モデルに

よりヒトの血中濃度等を予測した。本研究により開発した PBPK モデルを、農薬の特徴に

応じてカスタマイズすれば、多くの農薬のヒトにおける体内動態を予測できると考えられ

る。 
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第 4章 化学物質のヒトにおける胎盤透過性予測のための QSAR 研究 

 

 医薬品や農薬等の化学物質の胎児に対する毒性評価において、その胎盤透過性を明らか

にすることは重要である。多くの薬物に関して、胎盤透過に関する研究が行われている。 

 一方、倫理的な観点から、ヒトの胎盤透過性を実験的に調べることは困難であるため、

簡便な胎盤透過性の予測が望まれており、in vitroや ex vivo の手法が開発されている 66)。in 

vitroの手法では、ヒトの胎盤から得られた BeWo、Jarおよび JEGといった細胞株が胎盤の

モデルとして使用されている 67)。また、ex vitroの手法では、ヒトの胎盤を潅流させ、化合

物の透過が調べられており、多くの研究において有用性に関して検証されているが、ヒト

の胎盤の入手が困難という欠点がある 66, 68)。 

 QSAR は化学物質の生物活性を予測するための有用なツールである。logP や分子量とい

った記述子が QSAR 式の構築に必要であり、これらの記述子は実験、計算、ソフトウェア

を用いた予測等により算出できる。QSAR は代謝の研究分野において、バイオアベイラビリ

ティー、ヒト結腸癌由来細胞（Caco−2）透過性、代謝物の構造予測等に利用されている 69-71)。

胎盤透過の QSAR研究としては、ex vivoの胎盤透過に関するデータを用いた QSAR式が報

告されているが、主に臨床研究（in vivo）から得られた臍帯血−母体血濃度比（F/M 値）を

利用した研究は報告例がない 72-73)。 

 第 4 章では、in vivo の F/M 値を用いた、化学物質のヒトにおける胎盤透過性予測のため

の QSAR研究について述べる。 
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実験方法 

 

データセット 

 55化合物の F/M値をデータセットとして用いた 74-89)。F/M値は文献の値をそのまま使用

したが、11化合物（carnitine、chlordane、chlorpyrifos、DDE、diazinon、dicloran、HCB、heptachlor 

epoxide、nonachlor、oxychlordane、phthalimide）に関しては文献に F/M値が記載されていな

かったため、化合物の母体血および臍帯血中濃度から計算した。 

 

記述子 

 化合物の記述子は、PaDEL−descriptor（version2.18、National University of Singapore）によ

り計算した 90)。化合物の分子量や脂溶性は、膜透過において重要であると報告されている

ため、記述子として分子量（MW）と XLogPを選択した 72-73)。さらに、化合物の極性に関わ

る以下の記述子も選択した：sum of the atomic polarizabilities（Apol）、autocorrelation of a 

topological structure（ATS）、ATS weighted by charges（ATSc1、ATSc2、ATSc3、ATSc4、ATSc5）、

ATS weighted by polarizability（ATSp1、ATSp2、ATSp3、ATSp4、ATSp5）、sum of the absolute 

value of the difference between atomic polarizabilities of all bonded atoms in the molecule（Bpol）、

aximum E-state of hydrogen atom（Hmax）、maximum E-state（Gmax）、minimum E-state of hydrogen 

atom（Hmin）、minimum E-state（Gmin）、Global topological charge index（GlobalTopoChargeIndex）、

combined dipolarity/polarizability（MLFER_S）、topological polar surface area（TopoPSA）91-95)。

各記述子間の相関係数が 0.7以上の場合、多重共線性を回避するため、片方の記述子を除外

した。最終的に、ATSc3、ATSc4、ATSp1、Hmax、Gmax、Hmin、GlobalTopoChargeIndex、TopoPSA、

MWおよび XLogPを QSAR 式の構築に使用した。 
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QSAR 式の構築 

 乱数を発生させることにより、データセットをトレーニングセット（75 %）とテストセ

ット（25 %）に分割した。R programming language（version 3.1.0）を用いて、トレーニング

セットの重回帰分析を行った。QSAR式の構築に使用した記述子は、赤池情報量規準（AIC）

を基準とした変数減少法により絞り込みを行い、記述子の p 値が 0.05 を下回るものを選択

した 96)。 

 QSAR式の交差検証として、一個抜き交差検証（Leave−one−out Cross−Validation）を行い、

交差検証した決定係数（Q
2）を指標とした 97)。また、QSAR 式の予測性を評価する上で最

も優れた手法である外部検証を行い、外部検証の決定係数（R
2

pred）を指標とした
97)。 
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結果および考察 

 

重回帰分析 

 AIC を基準とした変数減少法と p値に基づき、3種の記述子（MW、TopoPSA および Hmax）

をトレーニングセットの QSAR 式構築のため選択した。MW および TopoPSA は、分子量お

よび化合物の極性面積を示す記述子であり、化合物の胎盤透過に関与することが知られて

いる 72-73)。一方、Hmaxは化合物の水素原子における最も大きい E−state値を示す記述子であ

り、化合物の電荷と相関している 98)。例えば、OH、NH2、COOH 基の水素原子が Hmaxとな

る場合が多い。Hmaxに関しては、化合物の胎盤透過に関与することを示す報告はない。 

 トレーニングセットの重回帰分析と交差検証を行った（式（1）、括弧内の数値は、95%

信頼限界）。また、各化合物の予測値と実測値を、Figure 22および Table 13 に示す。 

 

Log (F/M) = −0.00231(±0.000581)MW +0.00233(±0.00160)TopoPSA  

+0.382(±0.285)Hmax −0.00363 

n = 41, Ra
2
 = 0.64, Q

2
 = 0.63   (1) 
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Figure 22. A plot of observed vs. predicted log (F/M) ratio of training sets. Solid triangles 

indicate outliers. 

DDE 

Didanosine 

Chloroquine 
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 3化合物（chloroquine、DDEおよび didanosine）に関して、標準化残差の絶対値が 2以上

であったため、外れ値とみなした。3化合物除外後の QSAR 式を下記に示す（式（2）、括

弧内の数値は、95%信頼限界）。 

Name Hmax TopoPSA MW observed log (F/M) predicted log (F/M) Reference

17-hydroxyprogesterone caproate 0.582 60.4 428 −0.70 −0.63 10

Abacavir 0.689 101.9 286 0.01 −0.16 11

Acebutolol 0.753 87.7 336 −0.10 −0.29 12

Buprenorphine 1.250 62.2 467 −0.46 −0.46 15

Carnitine 0.670 60.4 161 0.11 0.02 16

Cefoperazone 1.015 264.3 648 −0.46 −0.49 17

Chlordane 0.230 0.0 406 −0.78 −0.85 18

Chloroquine 0.544 28.2 319 −0.03 −0.47 17

Chlorpyrifos 1.154 82.5 349 −0.01 −0.18 19

Clindamycin 0.814 127.6 424 −0.30 −0.37 17

Clonazepam 0.841 84.6 315 −0.23 −0.21 17

DDE 0.407 0.0 316 −0.98 −0.58 18

Diazepam 0.791 32.7 284 0.10 −0.28 14

Dicloran 0.674 69.2 206 0.03 −0.06 19

Didanosine 0.849 88.7 236 −0.42 −0.02 11

Ethabutol 0.577 64.5 204 −0.12 −0.10 17

Etidocaine 0.637 32.3 276 −0.47 −0.32 21

Flecainide 1.391 59.6 414 −0.20 −0.29 17

Flupenthixol 1.339 52.0 434 −0.62 −0.37 17

HCB 0.150 0.0 282 −0.70 −0.60 18

Heptachlor epoxide 0.468 12.5 386 −0.48 −0.69 18

Indinavir 0.795 118.0 613 −1.10 −0.84 14

Isoniazid 0.675 68.0 137 −0.21 0.10 17

Lamivudine 0.819 113.5 229 −0.03 0.05 11

Lidocaine 0.637 32.3 234 −0.26 −0.23 17

Metronidazole 0.735 81.2 171 0.00 0.07 17

Mifepristone 0.595 40.5 429 −0.96 −0.67 17

Naloxone 0.890 70.0 327 −0.30 −0.26 17

Nelfinavir 0.768 127.2 567 −0.60 −0.72 23

Nevirapine 0.624 58.1 266 −0.17 −0.24 22

Nifedipine 1.039 107.8 346 −0.11 −0.15 24

Nonachlor 0.228 0.0 440 −0.84 −0.93 18

Phthalimide 0.635 46.2 147 −0.09 0.01 19

Piperacillin 1.052 181.7 517 −0.57 −0.37 17

Propranolol 0.707 41.5 259 −0.59 −0.23 14

Remifentanil 0.701 76.2 376 −0.14 −0.43 25

Sotalol 1.019 86.8 272 0.00 −0.04 12

Stavudine 0.931 78.9 224 0.12 0.02 11

Ticarcillin 0.980 177.6 384 −0.04 −0.10 17

Valproic Acid 0.669 37.3 144 0.18 0.01 14

Zidovudine 0.945 91.2 267 0.09 −0.05 11

Table 13. Names, descriptors, and observed and predicted log (F/M) ratio of training sets. 
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Log (F/M) = −0.00238(±0.00050)MW +0.00238(±0.00139)TopoPSA  

+0.380(±0.245)Hmax +0.0283 

n = 38, Ra
2
 = 0.73, Q

2
 = 0.71   (2) 

 

 各記述子の重要度を明確にするため、標準偏回帰係数を計算したところ、MW、TopoPSA

および Hmaxにおいて、−0.922、0.376および 0.314であった。つまり、ヒトの F/M値を規定

する要因として、分子量は化合物の極性を表す記述子より重要であることが示された。 

 QSAR式において、記述子MWの符号は負であったが、ex vivo実験によって得られたQSAR

式のそれと同様であった 73)。つまり、MW が増加すると、F/M 値は低下するということを

意味する。分子量の小さい化合物の方が、分子量の大きい化合物より容易に胎盤膜を透過

できるため、MW が負となるのは合理的である 73)。一方、化合物の極性を表す記述子であ

る TopoPSAおよび Hmaxの符号は正であったが、ex vivo 実験によって得られた QSAR 式のそ

れと反対であった。つまり ex vivoでは、TopoPSAおよび Hmaxが減少すると、F/M値は増加

するのに対し、in vivo では F/M値が低下するということを意味する。ex vivo の実験系にお

いて、F/M値は化合物の膜透過の影響のみで決定される。したがって、極性の低い化合物ほ

ど膜透過しやすいことから、極性を規定する記述子の符号は負となる。しかし、in vivoの実

験系において、F/M値は化合物の膜透過および血中脂質との相互作用という 2つの影響によ

り決定される。妊婦の血液には、新生児と比較して、数倍脂質が多いことが知られている

99)。つまり、極性の低い化合物ほど母体血中に存在しやすい。加えて、取り込み型トランス

ポーターの寄与も考えられる 100)。例えば、バルプロ酸の胎盤透過において、モノカルボン

酸トランスポーター（MCT）が関与していることが報告されている 101)。一般的に、バルプ

ロ酸のように極性の高い化合物ほど、トランスポーターの基質になる可能性がある 102)。こ
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れらの複合要因により、in vivo において極性を規定する記述子の符号は、ex vivo と異なる

と考えられた。 

 

外部検証 

 QSAR式検証用の 14化合物のデータセットを用い、外部検証を行った（Figure 23、Table 

14）。予測性の指標である R
2
predが 0.51 であったことから、許容できる QSAR 式が構築さ

れたと判断した 97)。 
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Name Hmax TopoPSA MW observed log (F/M) predicted log (F/M) Reference

Atazanavir 0.910 171.2 704 −0.89 −0.90 13

Bupivacaine 0.637 32.3 288 −0.52 −0.34 14

Clonidine 0.492 36.4 229 −0.05 −0.24 17

Diazinon 1.173 95.4 304 0.00 −0.02 19

Disopyramide 0.662 59.2 339 −0.59 −0.39 17

Duloxetine 0.701 49.5 297 −0.92 −0.29 20

Indomethacin 0.820 68.5 357 −0.01 −0.35 17

Lopinavir 0.902 120 628 −0.62 −0.84 22

Metoprolol 0.691 50.7 267 0.00 −0.22 12

Midazolam 0.785 29.7 325 −0.13 −0.38 17

Norbuprenorphine 0.768 71.0 413 −0.31 −0.49 15

Oxprenolol 0.727 50.7 265 −0.43 −0.21 12

Oxychlordane 0.465 12.5 420 −1.02 −0.76 18

Procainamide 0.549 58.4 235 0.04 −0.18 17

Figure 23. The plot of observed vs. predicted log (F/M) ratio of testing sets. Solid triangles 

indicate outliers. 

Table 14. Names, descriptors, and observed and predicted log (F/M) ratio of testing sets. 
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小括 

 

 ヒトにおける化合物の胎盤透過を予測するため、文献から収集した 55化合物の F/M値を

用いて QSAR解析を試みた。まず、トレーニングセット（41化合物）と記述子（MW、TopoPSA

および Hmax）による重回帰分析により、QSAR 式を構築した。次に、テストセット（14 化

合物）により QSAR 式の予測性を検証したところ、問題のないことが明らかになった。ヒ

トにおける化合物の F/M 値を実験的に求めることは難しいため、本研究により開発した

QSAR 式は、化合物の胎盤透過に関してリスクアセスメントを行う上で有用である。 

 第 4 章では農薬を含む化学物質の胎児における毒性評価に重要である、ヒトにおける胎

盤透過性に関してQSAR解析および検証を行い、予測性に問題のないQSAR式を構築した。

この QSAR 式を用いることにより、ヒトにおける農薬等の胎盤透過の簡便な予測が可能と

なる。 
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結論 

 

 農薬は我々の生活に必要不可欠な化学物質であり、安全性の高い新規農薬の開発が望ま

れている。本研究では、安全性の高い農薬開発に貢献するため、直接ヒトへの投与により

代謝実験ができない農薬について、動物における代謝をヒトに外挿する手法を確立するこ

とを目的とし、以下の 4テーマに関して研究を行った。 

 

 第 1章では、プロピリスルフロンのラットにおける in vivo代謝について検討し、他の SU

剤と異なる排泄パターンであることを明らかにした。その理由として、プロピリスルフロ

ンの水溶解度が、他の SU剤と比べて低いことが考えられた。また、排泄物および組織中の

代謝物を同定し、他の SU剤と同様の代謝を受けることを示した。尿、糞および胆汁中に検

出された 14
C の多くは代謝物であったが、血漿中ではほとんど未変化体であったため、投与

されたプロピリスルフロンは水溶性の高い代謝物として、体外へ排泄されることが示され

た。さらに、主要代謝物から微量代謝物に至るまでの多数の代謝物の構造を、機器分析を

駆使することにより決定した。 

 第 2 章では、ヒトおよびラットの肝ミクロソームを用いた trans−ペルメトリンの in vitro

代謝について検討し、ヒトおよびラットにおける trans−ペルメトリンの主要代謝経路はエス

テル結合の加水分解による PBalc の生成であり、検出された代謝物に種差は認められないこ

とを明らかにした。また、PBalc の 4’位の水酸化に関与するヒト CYP 分子種は CYP2E1、

CYP2D6 および CYP2C19 であり、PBalc は多くの分子種により代謝されることから、遺伝

的多型による影響は少ないと考えられた。さらに、ヒトおよびラットにおける、PBacid の

グルクロン酸抱合活性およびグルクロン酸抱合を触媒するヒトUGT分子種についても検討

したところ、種差は認められず、UGT分子種は UGT1A9 であった。 
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 第 3 章では、フルミオキサジンの妊娠ラットおよびヒトの PBPKモデルについて検討し、

フルミオキサジンのヒトにおける体内濃度を予測した。PBPKモデルにより予測したヒトに

フルミオキサジンを 1000 mg/kg 投与した時の血液および胎児中最高濃度は、0.86 µg/mL

（2.43 µM）および 0.68 µg/mL（1.92 µM）であり、妊娠ラットにフルミオキサジンを 30 mg/kg

投与した時の体内濃度を考慮すると比較的低かったが、1000 mg/kg 投与した時のフルミオ

キサジンの体内吸収率は約 10 %と低く、代謝速度も速やかであることが、低濃度の要因と

考えられた。 

 第 4章では、文献から収集した 55化合物の臍帯血−母体血濃度比（F/M値）を用いた QSAR

解析について検討し、ヒトにおける F/M 値の予測式を構築した。構築した予測式の予測性

に関して外部検証を行ったところ、指標である R
2

pred値が 0.51であったことから、許容でき

る予測式が構築されたと判断した。 

 

 第 1章では、除草剤プロピリスルフロンのラットにおける in vivo 代謝実験により、主要

代謝物から微量代謝物に至るまで多数の代謝物の構造を決定した。農薬のヒトにおける主

要代謝物がラットにおいては微量代謝物である可能性も考えられるため、ラットの in vivo

代謝実験において可能な限り多くの代謝物の構造情報を取得することは重要であり、第 1

章で示した試料の前処理法や機器分析法は、他の農薬においても適用可能な方法と考えら

れる。第 2 章では、殺虫剤ペルメトリンのヒトにおける詳細な代謝について、ヒトの肝ミ

クロソームや酵素を用いた in vitro代謝実験により初めて明らかにした。農薬のヒトにおけ

る代謝が詳細に解析された事例は少なく、第 2 章で示した実験手法により他の農薬におい

てもヒトにおける詳細な代謝の知見が得られることが期待される。第 3 章では、除草剤フ

ルミオキサジンのヒトにおける体内濃度を明らかにするため、精緻な PBPK モデルを構築

した。この PBPKモデルは比較的簡便であり、必要とするパラメータも多くないことから、

他の農薬においても応用可能なモデルと考えられる。第 4 章では、これまで報告がなく、
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簡便な予測式の構築が望まれていたヒトにおける化学物質の胎盤透過性に関して、予測性

能の基準を満たす QSAR式を構築した。この QSAR 式を用いることにより、農薬に限らず、

様々な化学物質のヒトにおける胎盤透過性が予測できると考えられる。 

 安全性の高い農薬開発に貢献するため、直接ヒトへの投与により代謝実験ができない農

薬について、動物における代謝をヒトに外挿する手法を確立することを目的として第 1 章

～第 4 章で示した研究を行ったが、これらは独立したものではなく、それぞれが動物にお

ける代謝をヒトに外挿するうえで必要な技術であると考える。つまり、農薬に対してこれ

らの技術を複合的に適用することが代謝をヒトに外挿する際に有用であり、今後、多くの

農薬に関して本手法が適用され、その結果が農薬のヒトにおける安全性評価に活用される

ことを期待したい。 
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