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略語一覧 

AUC  血漿中濃度曲線下面積 

BA  バイオアベイラビリティー 

CL  クリアランス 

CLB,observed  実測の in vivo 血液クリアランス 

CLB,predicted  In vitro 試験より算出した in vivo 血液クリアランス 

CLint  固有クリアランス 

CLint,vitro  In vitro 試験より算出した固有クリアランス 

CLint,met,in vitro  In vitro 試験より算出した代謝固有クリアランス 

CLint,uptake,in vitro In vitro 試験より算出した肝取り込み固有クリアランス 

CLh,met,predicted  In vitro 試験より算出した in vivo 肝代謝クリアランス 

CLh,uptake,predicted In vitro 試験より算出した in vivo 肝取り込みクリアランス 

CLtot  全身クリアランス 

CYP  チトクロム P450 の個別分子種 

Cmax   循環血漿中最大濃度 

DMSO  Dimethylsulphoxide 

DN  dispersion number 

F  バイオアベイラビリティー 

Fh  肝通過率 

fu  フリー体分率 

fu,inc,hep  緩衝液懸濁肝細胞液中フリー体分率 

fu,mic  肝ミクロソーム反応液中フリー体分率 

fu,p  血漿中フリー体分率 

HPLC  高速液体クロマトグラフィー 
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ke  消失速度定数 

LC-MS/MS  高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析装置 

NADPH  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 

P450  チトクロム P450 の総称  

PBS  リン酸緩衝生理食塩水 

Qh  肝血流量 

Rb  血液／血漿中濃度比 

RN  efficiency number 

t1/2  半減期 

Tmax  最高血漿中濃度到達時間 

Vd  分布容積 

Vss  定常状態分布容積 
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序論 

医薬品開発において，薬剤の血漿中濃度は有効性や副作用を予測する上で極めて重要な

評価項目である．有効性を発揮するためには疾患および臨床試験を実施する薬剤候補（開

発候補化合物）は適正な血漿中濃度である必要があり，血漿中濃度が低ければ有効性を発

揮できず，逆に高すぎると副作用を発現してしまう．そのため，医薬品開発において，開

発候補化合物のヒト血漿中濃度予測を予測する必要がある．ヒト血漿中濃度予測は非臨床

段階初期から実施される．多くの化合物から開発候補化合物を絞り込む過程では，主にヒ

ト組織を用いた in vitro 試験による吸収性や肝臓における代謝安定性に関する評価を行う．

開発候補化合物を選択する段階では，複数の候補化合物についてより詳細な in vitro および

in vivo 評価を行い，それらのデータを用いてヒト血漿中濃度を予測し，化合物の選択および

臨床試験に進むか否かの意思決定を行う．その際に得られるヒト血漿中濃度予測結果は，

第一相臨床試験における投与量および用法の設定や，投与量依存的な安全性を確認する用

量漸増試験においてどこまで投与量を漸増していくか，またそれに応じた開発候補化合物

の原薬供給計画など，臨床試験計画全体に多大な影響を与える．そして第一相臨床試験に

おいて実測のヒト血漿中濃度が予測と異なり低すぎた場合には有効性が期待できず，逆に

血漿中濃度が高すぎる場合は重篤な副作用が生じてしまうなどにより，臨床試験が中止と

なる可能性がある．したがって，開発候補化合物のヒト血漿中濃度予測精度を向上させる

ことは，医薬品開発における重要課題である． 

医薬品を最も多く服用するのは高齢者である．厚生労働省の 2014 年患者調査の概況によ

ると 65 歳以上の高齢患者数が全患者数の 52％であり，2015 年 9 月調査の薬剤料は 65 歳以

上が全体の 61 ％を占める．また，高齢者は複数の薬剤を同時に服用することが多く，臨床

試験において高齢者で開発候補化合物の血漿中濃度が予想より高い場合には，薬物間相互

作用により副作用が発現してしまう可能性もある．したがって，開発化合物のヒト血漿中

濃度予測の中でも，特に高齢者血漿中濃度の予測は医薬品開発において重要である． 
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化合物の薬物動態を考える上で重要な因子は消化管吸収，体内分布，代謝排泄臓器であ

る肝臓および腎臓への取り込み，代謝および排泄である．経口投与された化合物は胃内で

溶解するが，その際に胃内 pH 値に影響を受ける．溶解した薬剤は胃から排出されるが，消

化管から吸収されるまでにかかる時間はこの胃排出速度に影響を受ける．消化管から吸収

された化合物は血中に移行し全身に分布することになり，脂溶性の高い化合物は脂肪組織

に多く分布し，逆に脂溶性が低く水溶性が高い化合物は体液に主に分布するため，化合物

の分布は体脂肪率や体水分率に影響を受ける．消化管から吸収される際，また吸収され全

身に分布した後も，化合物は継続的に代謝排泄臓器である肝臓および腎臓を循環し，体内

から消失するため，その消失は肝臓および腎臓の代謝排泄能（クリアランス， CL）に影響

を受ける．高齢者では若年者に比べこれらの種々生理学的パラメータが変化することが知

られており(Corsonello et al., 2010; Klotz 2009; McLachlan & Pont 2012)，その変動を考慮した

ヒト血漿中濃度予測が必須となる．ヒト血漿中濃度予測は動物およびヒト組織を用いた in 

vitro 評価および動物を用いた in vivo 評価により実施される(Ring et al., 2011)．2002 年の米国

における最頻処方薬上位 200 の医薬品について，73％が肝臓で代謝され体内から消失する

ため(Wienkers & Heath 2005)，in vitro 評価で特に重要となるのは肝 CL の予測である．肝臓

での消失を考える上で重要な因子は，血漿から肝臓への化合物の移行（肝取り込み）と，

肝臓内の代謝酵素による化合物の代謝である．血漿から肝臓への移行には，化合物の血漿

蛋白との結合率が影響を与える．アルブミンや α1 酸性糖蛋白などの血漿蛋白に結合してい

る化合物は肝臓に移行することはできず，結合していないフリー体だけが肝臓に移行する

ことができる（フリー体理論）．したがって，肝 CL 予測のための in vitro 評価として，化合

物の肝細胞への取り込み速度の評価および血漿蛋白結合率の測定が重要である．一方，動

物を用いた in vivo 評価として，ラット，イヌおよびサル等に化合物を投与し，経時的に採

血し血漿中濃度を測定する，いわゆる血中動態試験が行われる．その結果を用いてアロメ

トリックスケーリング法や in vitro–in vivo extrapolation (IVIVE)などの手法(Ring et al., 2011)
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により，ヒトにおける消化管吸収，体内分布，代謝および排泄を考慮したヒト血漿中濃度

を予測する．これらのように in vitro および in vivo の両面からヒト血漿中濃度を予測するが，

高齢者血漿中濃度を予測する際にはそれぞれ大きな課題がある．肝取り込み CL に及ぼす加

齢の影響についてはこれまでに報告がなく，その影響を予測する上で高齢者の肝細胞を用

いた肝取り込み評価を実施する必要があるが，in vitro 肝取り込み評価系において，高脂溶

性および高蛋白結合率の化合物は，容器および肝細胞への吸着等により，精度の高い肝取

り込み速度の評価および血漿蛋白結合率測定が困難であることが課題である．In vivo に関

しては，老齢動物がヒトにおける各種生理学的パラメータの加齢による変動を反映するか

どうかの情報がないことが課題である． 

そこで本研究では，化合物の肝取り込みに及ぼす加齢の影響を評価するための基盤を構

築すべく，高脂溶性・高蛋白結合率化合物についても精度の高いヒト肝取り込み CL 予測が

可能となる新規 in vitro 肝取り込み評価系を構築すること，また，高齢者血漿中濃度予測モ

デル動物としての老齢カニクイザルおよびビーグル犬の有用性を検証すべく，加齢による

種々生理学的パラメータの変動を確認することを目的とした．第 I 章では，肝臓での消失が

肝取り込み律速である薬物について，肝細胞表面や試験容器への非特異的吸着を防ぎ，別

途血漿蛋白結合率を評価する必要のない，血清で懸濁した肝細胞を用いた肝取り込み評価

を行い，ヒト肝 CL 予測精度を検証した．第 II 章では，若齢および老齢のカニクイザルおよ

びビーグル犬を用いて，血清アルブミン濃度，α1 酸性糖蛋白濃度，胃内 pH，胃排出速度，

体水分率，体脂肪率，肝血流量，肝代謝能および腎排泄能などの種々生理学的パラメータ

の加齢による変動を測定，もしくは指標薬物の血中動態試験により推定し，加齢によるそ

れらの変動をヒトと比較した．第 III 章では，若齢および老齢のカニクイザルを用いて，薬

物の体内動態において最も重要な肝臓における薬物の酸化代謝活性について，各代謝酵素

の指標薬物の血中動態試験，および若齢から老齢の 55 頭のサルから調製した個体別の肝ミ

クロソームを用いた指標薬物の in vitro 代謝安定性試験を行い，サルにおける酸化代謝活性
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の加齢による変動がヒトにおける変動を反映するかを検証した．本研究によって，高脂溶

性・高蛋白結合率化合物について簡便に精度良く肝取り込み CL 予測が可能となる新規 in 

vitro 評価系を構築し，高齢者における薬物の体内動態予測に貢献した．さらに，高齢者血

漿中濃度予測モデル動物としての老齢カニクイザルの有用性を明らかにしたので，以下に

詳述する． 
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第 I 章 血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価系の構築 

 

第 1 節 緒言 

化合物の肝臓での消失には，血漿中の化合物の肝細胞への移行および肝細胞中から血漿

中への排出，肝細胞中での代謝，もしくは未変化体のまま胆汁排泄されるなど，複雑な要

因が絡み合う．肝代謝型の化合物については，肝ミクロソームもしくは緩衝液に懸濁させ

た肝細胞を用いた代謝安定性評価により in vivo 肝クリアランス（CL）予測が行われる(Chiba 

et al., 2009)．一方，pravastatin などの複数のスタチン系に代表されるように，薬物によって

は肝臓への取り込みにアニオン系化合物を認識する OATP などの取り込みトランスポータ

ーが関与しており，代謝ではなく肝細胞への取り込みが血中からの消失の律速過程である

化合物が存在する．緩衝液に懸濁させた肝細胞には肝臓組織と同程度のOATP1B1，OATP1B3

および OATP2B1 蛋白が発現しており(Badee et al., 2015)，代謝安定性評価同様，緩衝液に懸

濁させた肝細胞を用いて化合物の肝細胞内への取り込み評価を実施して取り込み CL を算

出し，in vitro–in vivo extrapolation (IVIVE)により in vivo 肝 CL を予測できることが報告され

ている(Watanabe et al., 2010; Watanabe et al., 2011)．しかしながら，脂溶性の高い化合物につ

いては，in vitro 試験時の容器や肝細胞表面への非特異的吸着により，肝取り込み速度を精

度良く評価するのが困難な場合がある（Figure I-1）．また，IVIVE に必要な血漿（または血

清）蛋白結合率についても，脂溶性の高い化合物については測定が困難，または測定値の

信頼度が低い場合がある．蛋白結合率測定には，限外濾過法，超遠心法および平衡透析法

が用いられる．限外濾過法においては化合物添加血漿を限外濾過器フィルターにより濾過

し，濾液中の薬物濃度を測定し，濾液中濃度と血漿中濃度の比から非結合型（フリー体）

分率および血漿蛋白結合率を算出するが，濾液中には蛋白質が存在しないため，化合物が

限外濾過フィルターや容器に吸着してしまい，蛋白結合率を過大評価する．超遠心法では

化合物添加血漿を超遠心することで血漿蛋白質を沈殿させ，上清中の化合物濃度を測定す
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るが，限外濾過法同様，蛋白質が存在しない上清中の化合物が容器に吸着する．平衡透析

法では化合物添加血漿と緩衝液を平衡透析膜で区切り，透析を行い，緩衝液中の化合物濃

度を測定するが，化合物が容器に吸着しても平衡状態においては緩衝液側と血漿側の濃度

比が変わらないため，蛋白結合率に与える影響は小さい．しかしながら，限外濾過法およ

び超遠心法にも共通した課題であるが，高脂溶性・高蛋白結合率化合物については，吸着

の影響および測定検出限界の問題から測定できない場合がある．また，平衡透析法ではイ

ンキュベーション時間が長く，化合物によっては平衡状態に達するまで 24 時間以上かかる

ため，血漿中で不安定な化合物の測定には適していない．そこで，高脂溶性・高蛋白結合

率化合物の肝取り込み CL 予測における課題を解決するため，血清懸濁肝細胞を用いた取り

込み評価を考案した（Figure I-1）．血清懸濁法では，緩衝液の代わりに血清で肝細胞を懸濁

して取り込み評価を行うため，高脂溶性化合物についても容器や細胞表面への吸着を防止

することで正確な取り込み速度が算出できる可能性がある．また，血清で懸濁させた状態

での取り込み評価であるため，すでに化合物の血漿蛋白結合率を反映した状態であり，別

途血清蛋白結合率を測定する必要がない．さらに，緩衝液懸濁法においては吸着により緩

衝液中の化合物濃度が大きく低下している場合があるため，緩衝液中の化合物フリー体濃

度の測定が必要であるが，血清懸濁法においては吸着が防がれることにより血清中の化合

物濃度はほとんど変化がなく，別途血清中濃度を測定する必要はない．このように緩衝液

懸濁法では肝取り込み評価，血漿蛋白結合率および緩衝液中の化合物フリー体濃度の 3 種

類の評価が必要であるのに対し，血清懸濁法では肝取り込み評価のみを測定すればよい．

以上より，血清懸濁法は簡便でスループットが高く，予測精度の高い評価系となる可能性

がある． 
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Figure I-1. 緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み評価（従来法）における課題と血清懸濁肝

細胞を用いた取り込み評価による課題解決の可能性 

 

 そこで本研究では，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価の有用性を検証すべく，血清

の pH 7.4 ではマイナスに帯電しており，血漿蛋白結合率が 99％以上と高く脂溶性の低い

diflunisal，cerivastatin，fluvastatin，および脂溶性の高い montelukast および telmisartan を検証

薬物として選択した．Cerivastatin，fluvastatin，montelukast および telmisartan は，いずれも

肝取り込みトランスポーターである OATP の基質であることが報告されている(Ishiguro et 

al., 2006; Kameyama et al., 2005; Kopplow et al., 2005; Matsushima et al., 2005; Noe et al., 2007; 

Varma et al., 2017)．ヒト肝細胞を用いた取り込み試験において，cerivastatin，fluvastatin およ

び telmisartan 肝取り込み固有 CLは 37℃でそれぞれ 89.2，101 および 268 μL/min/106 cells，4℃

ではそれぞれ 7.52，9.76 および 12.4 μL/min/106 cells であり(Izumi et al., 2018)，montelukast

の 4℃における肝取り込み固有CLは 37℃におけるそれの25％の値に低下している(Varma et 
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al., 2017)．これらのことから，これらの薬物の肝取り込みにおいてはトランスポーターによ

る能動輸送が優位であると考えられる．本研究では，これら薬物の血清懸濁肝細胞取り込

み評価を行い，肝細胞を用いた代謝安定性評価および緩衝液懸濁法による取り込み評価と

in vivo CL の予測精度を比較した．また，自社プロジェクトにおいて，脂溶性が高く蛋白結

合率が 99.97％以上で試験容器への吸着および測定感度の問題から蛋白結合率測定ができな

い化合物群があり，それらは肝細胞などを用いた代謝安定性試験によるヒト肝 CL 予測が困

難であった．一方，これらの化合物はカルボン酸を有する酸性化合物であることから，OATP

などの肝取り込みトランスポーターの基質であり肝取り込み過程が CL を規定する可能性

が考えられた．そこで，血清懸濁肝取り込み評価によりヒト肝 CL を予測できる可能性があ

ると考え，本手法で in vivo CL を予測し得るかを検証するため，SD ラット（ラット），Hartley

モルモット（モルモット）およびカニクイザル（サル）の血清懸濁肝細胞を用いた取り込

み評価を行い，in vivo CL との相関性を確認した． 

 

第 2 節 実験材料および方法 

I-2-i) 試薬 

Diflunisal，montelukast sodium，cerivastatin sodium salt hydrate および telmisartan は

Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した．ONO 化合物（ONO-A，B，C，D，E お

よび F）は小野薬品工業にて合成された（Osaka, Japan）．Fluvastatin sodium は Sequoia Research 

Products （Pangbourne, UK）より購入した．SD ラット凍結肝細胞（雄性 8 匹混合），

Dunkin-Hartley モルモット凍結肝細胞（single donor），カニクイザル凍結肝細胞（雄性 3 頭

混合）およびヒト凍結肝細胞（22～74 歳の男性 5 例および女性 5 例の混合）は Celsis IVT 

(Baltimore, MD, USA)より購入した．ラット血清およびモルモット血清（それぞれ雄性 10 匹

混合）は社内で調製した．サル血清（雄性 10 頭混合）はハムリー（Ibaraki, Japan）より購

入した．ヒト血清（18～62 歳の男性 5 例および女性 5 例の混合）は Biopredic International
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（Rennes, France）より購入した．Hepatocyte Isolation kit (K2000) は XenoTech (Kansas City, KS, 

USA)より購入した．HBSS（Hanks’ Balanced Salt Solution, with Calcium Chloride and Magnesium 

Chloride）および 1 mol/L HEPES（pH 7.55）は Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA）

より購入した．KHEM5100 培地は株式会社ケー・エー・シー（Kyoto, Japan）より購入した．

Silicone oil（high temperature. Density 1.05 g/mL）および mineral oil（heavy. Density 0.862 g/mL）

は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した．Sucrose はナカライテスク（kyoto, Japan）

より購入した．Microcentrifuge Tube（0.4 mL Microcentrifuge Tube & Cap Low Density 

Polyethylene, Natural）はビーエム機器（Tokyo, Japan）より購入した．WellSolve はセレステ

（Tokyo，Japan）より購入した．その他の試薬および溶媒は HPLC 用，LC-MS/MS 用もしく

は特級品を購入した． 

 

I-2-ii) LogD（pH 7.4）計算 

LogD（pH 7.4）は ACD/LogD（version: 12.01，ACD/Labs. Toronto, Canada）により計算し

た． 

 

I-2-iii) SD ラット，Hartley モルモットおよびカニクイザルを用いた血中動態試験 

血中動態試験（静脈内投与）は，ONO-A，ONO-B，ONO-C，ONO-D，ONO-E および ONO-F

と，同一プロジェクト内の類似化合物について，複数の組み合わせの混合投与液を用いて

実施した．SD ラット（ラット）， Hartley モルモット（モルモット）への採血および血漿の

採取は小野薬品工業株式会社（Osaka, Japan）で実施した．すべての動物実験計画は小野薬

品工業株式会社の動物実験委員会で承認された．カニクイザル（サル）への採血および血

漿の採取はハムリー株式会社（Tsukuba, Japan）で実施した．すべての動物実験計画はハム

リー株式会社の動物実験倫理委員会で承認された．SD ラット（Crl:CD (SD) IGS 系，雄，8

週齢）は日本チャールス・リバーより購入した．Hartley モルモット（雄，6～7 週齢）は日
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本 SLC（Shizuoka, Japan）より購入した．カニクイザル（雄，3 歳齢）はハムリー株式会社

にて小野薬品工業株式会社が委託飼育しているサルを使用した．化合物投与前日の夕方か

ら絶食を施し，飲水は自由飲水とした．投与液は，投与液中における各化合物の濃度がそ

れぞれ 0.1 mg/mL（10％Wellsolve および化合物に対し 2 等量の NaOH を含有）となるよう

調製した．調製した投与液を，ラットおよびサルについては 1 mL/kg，モルモットについて

は 2 mL/kg の用量で静脈内投与した．ラットについては投与後 0.033，0.083，0.25，0.5，1，

2，4，6，8 および 24 時間後，モルモットおよびサルについては投与後 0.083，0.25，0.5，1，

2，4，6，8 および 24 時間後にヘパリンナトリウム添加シリンジを用いて採血した．血液を

遠心して血漿を分取し，測定に供するまで-80℃で保存した． 

 

II-2-iii) 血漿中薬物濃度の測定 

検量線用添加試料は，ブランク血漿 25 μL に，測定対象物質の混合溶液 5 μL を添加する

ことで調製した．測定試料 25 μL 及び検量線用添加試料に，内標（自社化合物）を含むアセ

トニトリル／エタノール（7/3）混合液を 200 μL 添加し，全量をフィルタープレートにアプ

ライし，吸引濾過した．ろ液を蒸留水にて 2 倍希釈し，LC-MS/MS 装置（Agilent 1100 HPLC 

System, AB SCIEX API4000）で薬物濃度を測定した． 

 

I-2-iv) ヒト肝細胞中代謝安定性試験 

化合物溶液は，diflunisal，montelukast，cerivastatin，telmisartan および fluvastatin をそれぞ

れアセトニトリルで溶解して等量混和し，各化合物あたり 10 μmol/L となるよう調製した．

凍結肝細胞を Hepatocyte isolation kit を用いて融解及び精製し，KHEM5100 培地を加えて生

細胞数 1.0×106 cells/mL となるように細胞懸濁液を調製した．マイクロチューブに細胞懸濁

液 500 μL を分注後，化合物溶液を 5 μL 加え撹拌し，100 μL ずつ別のマイクロチューブに等

分し，37℃の 5% CO2インキュベータでインキュベーションした．反応開始直後，反応 0.5，
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1および 2時間後に 400 μLの内標準物質（自社化合物）含有アセトニトリルを添加して vortex

し，反応を停止させた．検量線試料は化合物を添加していない肝細胞懸濁液に化合物溶液

を添加し，内標準物質（自社化合物）含有アセトニトリルを添加し vortex して調製した．

代謝安定性試料および検量線試料を遠心して上清を別の容器に移し，LC-MS/MS

（Prominence UFLCXR, Shimadzu, Kyoto, Japan, and API5000, AB SCIEX, Framingham, MA）で

測定した． 

 

I-2-v) 肝取り込み試験 

化合物溶液は，diflunisal，montelukast，cerivastatin，telmisartan および fluvastatin をそれぞ

れ DMSO で溶解して等量混和し，各化合物あたり 200 および 10 μmol/L（肝細胞懸濁液中化

合物濃度は，緩衝液懸濁法においては各化合物あたり 0.1 μmol/L，血清懸濁法においては各

化合物あたり 2 μmol/L．化合物濃度は測定の検出限界を考慮して設定した）となるよう調製

した．また，diflunisal，montelukast，cerivastatin，ONO-A，ONO-B，ONO-C，ONO-D，ONO-E

および ONO-F をそれぞれ DMSO で溶解して等量混和し，各化合物あたり 200 μmol/L（血清

懸濁肝細胞反応液中化合物濃度は各化合物あたり 2 μmol/L．化合物濃度は測定の検出限界を

考慮して設定した）となるよう調製した．Hanks’ 緩衝液（20 mmol/L HEPES, pH 7.4）は，

500mL の HBSS に，1 mol/L HEPES を 10 mL 加え，2 mol/L NaOH を用いて pH 7.4 に調整す

ることで調製した．シリコンレイヤーチューブは，0.4 ml Microcentrifuge Tube に 1 mol/L ス

クロースを 50 μL 入れ，その上からシリコンレイヤーオイル（Silicone oil (high temperature) / 

Mineral oil (heavy) = 81.7 / 18.3，v/v）100 μL を重層して調製した．氷上で凍結肝細胞を融解

して Hepatocyte isolation kit を用いて精製し，緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み試験にお

いては Hanks’ 緩衝液，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み試験においては血清を加えて，生

細胞数 1.0×106 cells/mL となるように細胞懸濁液を調製した．37℃で 5 分間プレインキュベ

ーションした肝細胞懸濁液 0.5 mL に化合物溶液 5 μL を添加（DMSO 最終濃度 1%）し，緩
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やかに vortex して反応開始した．反応開始後，緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み試験に

おいては 0.5，1 および 3 分後に，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み試験においては 1，3 お

よび 10 分後に 100 μL サンプリングし，シリコンレイヤーチューブに慎重に添加した．ただ

ちにエッペンドルフミニスピンプラスを用いて 14500 rpm で 1 分間遠心し，ドライアイスで

凍結した．検量線調製用試料として，化合物非添加の肝細胞懸濁液 100 μL をシリコンレイ

ヤーチューブに慎重に添加し，エッペンドルフミニスピンプラスを用いて 14500 rpm で 1 分

間遠心し，ドライアイスで凍結した．取り込み試験検体およびブランク試料について，ハ

サミを用いてオイル部分でチューブをカットし，下層，上層それぞれをチューブ切片と共

に 200 μL（下層）もしくは 1 mL（上層）の内標準物質（自社化合物）含有メタノール溶液

を加えた 1.5 mL 容器に添加した．検量線用ブランク試料には化合物溶液を添加した．ピペ

ッティングにより細胞ペレットを破砕し，vortex した．卓上遠心機で 13000 rpm で 3 分遠心

後，上清を 96 well plate に移し，LC-MS/MS（Prominence UFLCXR, Shimadzu, Kyoto, Japan, and 

API5000, AB SCIEX, Framingham, MA）で測定した． 

 

I-2-vi) データ解析 

I-2-vi-a) 血中動態試験データ解析 

薬物動態パラメータは PhoenixTM WinNonlin® 6.1（Pharsight, Mountain View, CA）を用いて

ノンコンパートメント解析により算出した．  

 

I-2-vi-a) 予測肝 CL の算出 

代謝固有 CL（CLint,met,in vitro．mL/min/kg）は以下の式により算出した． 

CLint,met,in vitro = ke／肝細胞数(cells/mL)・肝臓 1g 当たりの肝細胞数(cells/g liver)・体重 1 kg

当たりの肝重量(g/kg body weight)／fu,inc,hep 

この式において keは消失速度定数（1/min）であり，肝細胞中代謝安定性試験における代謝
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反応時間 0～120 分の薬物の残存率より算出した．fu,inc,hepは緩衝液懸濁肝細胞溶液（1×106 

cells/mL）における緩衝液中フリー体分率であり，緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み試験

における化合物添加 30 秒後のシリコンレイヤーチューブ遠心後の上層中の化合物濃度を化

合物添加理論値で除した値を用いた．ヒト肝臓 1g 当たりの肝細胞数として 1.2×108 cells/g 

(Iwatsubo et al., 1997)，ヒト体重 1 kg 当たりの肝重量として 25.7 g/kg body weight (Davies & 

Morris 1993)を用いた 

肝取り込み固有 CL（CLint,uptake,in vitro．mL/min/kg）は以下の式により算出した． 

CLint,uptake,in vitro = Uptake CL (mL/min/106 cells)／肝細胞数(106 cells)・肝臓 1g 当たりの肝

細胞数(cells/g liver)・体重 1 kg 当たりの肝重量(g/kg body weight) 

この式において，Uptake CL（mL/min/106 cells）は，肝細胞懸濁液へ化合物添加後の各時点

における細胞側濃度を，緩衝液懸濁法においては化合物添加 30 秒後のシリコンレイヤーチ

ューブ遠心後上層中の化合物濃度，血清懸濁法では化合物添加濃度理論値で除することで

uptake volume（mL/106 cells）を算出し，さらにインキュベーション時間（min）で除するこ

とで算出した．Uptake CL は初期取り込み速度評価に適した 2 時点を用いて算出した．ラッ

ト，サルおよびヒトの肝臓 1g 当たりの肝細胞数としてそれぞれ 1.25×108 (Watanabe et al., 

2009b)， 1.20×108 (de Bruyn et al., 2018)および 1.20×108 (Iwatsubo et al., 1997; Watanabe et al., 

2011) cells/g liver を用い，モルモットはラットと同じ値を用いた．ラット，サルおよびヒト

の体重 1 kg 当たりの肝重量として 40.0，30.0 および 25.7 g/kg body weight を用い(Davies & 

Morris 1993)，モルモットはラットと同じ値を用いた．In vivo 血漿 CL（CLh,predicted．代謝 CL

については CLh,met,predicted，取り込み CL については CLh,uptake,predicted）は Naritomi らの報告に

従い，dispersion model を用いて算出した(Naritomi et al., 2001)． 

CLh,predicted = Qh (1 − Fh) · Rb 

Fh = 
}1)/2D  exp{-(aa) - (1 - }1)/2D - exp{(aa)  (1

4a

N
2

N
2 ++
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a = (1 + 4RN · DN)1/2 

RN = (fu,p /Rb) · CLint,vitro /Qh 

DN = 0.17 

この式において，Qhは肝血流量であり，ラット，サルおよびヒトの Qhは 55.2，43.6 および

20.7 mL/min/kg を用い(Davies & Morris 1993)，モルモットはラットと同じ値を用いた．Fhは

肝通過率， RNは efficiency number，DNは dispersion number を表した．CLint,vitroは肝細胞代

謝安定性試験においてはCLint,met,in vitro，肝取り込み試験においてはCLint,uptake,in vitroを用いた．

Diflunisal，montelukast，cerivastatin，telmisartan および fluvastatin のヒト血漿中フリー体分率

（fu,p）および全身クリアランス（CLtot）は文献より引用した(Obach et al., 2008)．血清懸濁

肝細胞を用いた取り込み評価においては CLint,uptake,in vitroにフリー体分率がすでに加味されて

いるため，dispersion model による計算において fu,pは 1 とした．Rb は 0.6 と仮定した． 

 

第 3 節 結果 

Diflunisal，montelukast，cerivastatin，telmisartan および fluvastatin の ACD/LogD により計

算された LogD (ph 7.4)は montelukast および telmisartan でそれぞれ 3.2 および 3.5 であり，

diflunisal，cerivastatin および fluvastatin のそれぞれ 0.51，0.071 および 1.5 に比べ高い値であ

った（Table I-1）．緩衝液懸濁ヒト肝細胞を用いた取り込み試験において測定された，化合

物を肝細胞懸濁液に添加して 30 秒後における緩衝液中フリー体分率（fu,inc,hep）は montelukast

および telmisartan でそれぞれ 0.603 および 0.565 であり，diflunisal，cerivastatin および

fluvastatinのそれぞれ 0.798，0.718および 0.778に比べ低い値であった（Table I-1）．Montelukast，

cerivastatin，telmisartan および fluvastatin のヒト肝細胞を用いた代謝安定性試験より予測し

たヒト肝CLはそれぞれ 0.00276，0.00802，0.00987，および 0.358 mL/min/kgであり（Table I-1），

ヒト CLtotの 0.10，0.68，2.9，8.4 および 16 mL/min/kg (Obach et al., 2008)に比べ 1/45～1/851
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と大幅に小さい値であった（Figure I-2 A）．Diflunisal については今回の試験条件では消失が

認められずヒト肝 CL を算出できなかった．一方，緩衝液懸濁ヒト肝細胞を用いた取り込み

試験より予測したヒト肝 CL はそれぞれ 0.369，0.0642，3.18，4.92 および 2.16 mL/min/kg で

あり（Table I-1），代謝安定性試験より求めた予測肝 CL に比べ，いずれの薬物もヒト CLtot

に近い値を示したが，脂溶性の高い montelukast の予測肝 CL は CLtotの 1/11 の値であり，依

然として大きく過小評価していた（Figure I-2 B）．そこで今回考案した血清懸濁ヒト肝細胞

を用いた取り込み試験を実施したところ，予測ヒト肝 CL はそれぞれ 0.287，0.172，1.66，

7.56 および 1.26 mL/min/kg であり（Table I-1），脂溶性の高い montelukast および telmisartan

の予測肝 CL は CLtotのそれぞれ 1/4.0 および 1/1.1 と緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み試

験に比べ CLtotにより近い値を示した（Figure I-2 C）． 

 

Table I-1  Chemical properties and values of in vivo total clearance (CLtot) reported and in 

vitro hepatic clearance (CLh,met,predicted) and uptake (CLh,uptake,predicted) determined using human 

hepatocytes in the absence and presence of human sera of the 5 drugs. 

Molecular fu
a LogD fu,inc,hep

b CLtot
a CLh,met,predicted

b

weight (pH 7.4) (mL/min/kg) (mL/min/kg) Conventional Serum
suspension

Diflunisal 250 0.0016 0.51 0.798 0.10 not calculated 0.369 0.287
Montelukast 585 0.0020 3.2 0.603 0.68 0.00276 0.0642 0.172
Cerivastatin 460 0.010 0.071 0.718 2.9 0.00802 3.18 1.66
Telmisartan 515 0.0040 3.5 0.565 8.4 0.00987 4.92 7.56
Fluvastatin 411 0.0079 1.5 0.778 16 0.358 2.16 1.26

CLh,uptake,predicted (mL/min/kg)b

 

a Plasma unbound fraction (fu,p) and total clearance (CLtot) values were taken from literature (Obach 

et al., 2008). 

b Human hepatocyte unbound fraction (fu,inc,hep), CLh,met,predicted, and CLh,uptake,predicted suspended in 

buffer (conventional) or human sera (serum suspension) values were determined in duplicate. 
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Figure I-2  Comparison of observed human CLtot values with hepatic clearance values 

predicted from in vitro hepatic clearance with human hepatocytes (A) and uptake using 

hepatocytes in the absence (B) and presence of human sera (C). 

Plots indicate results for diflunisal (circles), montelukast (triangles), cericastatin (squares), 

telmisartan (diamonds), and fluvastatin (asterisks). Data represent mean values in duplicate. Solid 

line, dotted line, and dashed line represent unity, two-times and three-times differences, respectively. 
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次に，pH 7.4 における LogD 計算値が 3.4～4.7 と脂溶性が高く高蛋白結合率である自社化合

物について，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価により予測肝 CL を算出し，それぞれの

in vivo 血中動態試験より得られたラット，モルモットおよびサルの CLtotと比較した（Table 

I-2 および Figure I-3）．血中動態試験により算出された自社化合物の CLtotは，ラットで 0.294

～1.01，モルモットで 0.580～3.90，サルで 1.18～6.77 mL/min/kg であった（Table I-2）．ラッ

ト，モルモットおよびサルの血清および肝細胞を用いた血清懸濁肝細胞を用いた取り込み

評価により算出した自社化合物の予測肝 CL はそれぞれ 0.499～0.96，1.09～3.39 および 1.08

～6.70 mL/min/kg であり，同時に評価した diflunisal，montelukast および cerivastatin を含め，

サルにおける montelukast が 1/5.8 である以外，いずれも CLtotの 3 倍以内の予測精度であっ

た（Table I-2 および Figure I-3）． 
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Table I-2  Chemical properties and values of in vivo total clearance (CLtot) and in vitro hepatic 

uptake (CLh,uptake,predicted) determined using hepatocytes of rats, guinea pigs, and monkeys in 

the presence of sera of the nine drugs. 

LogD
(pH 7.4) Rat Guinea pig Monkey Rat Guinea pig Monkey

ONO-A 584 3.9 0.294 0.580 1.28 0.547 1.09 1.08

ONO-B 618 4.6 0.308 2.52 1.47 0.499 3.39 1.52

ONO-C 624 3.5 0.425 0.706 2.17 0.667 1.29 1.78

ONO-D 600 4.7 0.484 1.04 1.18 0.96 1.68 1.16

ONO-E 642 3.4 1.01 1.60 3.10 0.705 2.09 2.54

ONO-F 668 3.5 NT 3.90 6.77 not
tested

3.32 6.70

Diflunisal 250 0.51 1.73 not
available

not
available

0.762 not
tested

not
tested

Montelukast 585 3.2 15.0 1.00 2.30 6.59 0.473 0.399

Cerivastatin 460 0.071 27.0 not
available

not
available

25.6 not
tested

not
tested

CLh,uptake,predicted (mL/min/kg)b
Compound Molecular

weight
CLtot (mL/min/kg）a

 

a Each data represents mean value in triplicate, except for rat CLtot values of diflunisal and 

cerivastatin taken from literature (Lin et al., 1985; Watanabe et al., 2009a). 

b Data represent mean values in duplicate for rats and monkeys and in triplicate for guinea pigs. 
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Figure I-3  Comparison of observed CLtot values with hepatic clearance values predicted 

from hepatic uptake using hepatocytes of rats (A), guinea pigs (B) and monkeys (C) in the 

presence of corresponding sera. 

Plots indicate diflunisal (asterisks), montelukas (triangles), cericastatin (squares), and five (rats) or 

six (guinea pigs and monkeys) ONO compounds (circles). Data represent mean values in duplicate 

for rats and monkeys and in triplicate for guinea pigs. Solid, dotted, and dashed lines represent unity, 

two-times, and three-times differences, respectively. 
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第 4 節 考察 

高脂溶性・高蛋白結合率化合物について体内動態を予測するのに緩衝液懸濁肝細胞を用

いた肝取り込み評価を行う上で，i）化合物の細胞表面や容器への吸着により正確な取り込

み速度の算出が困難，ii）別途血漿（または血清）蛋白結合率測定が必要であるが，試験容

器や測定感度の問題から測定が困難，iii）緩衝液懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価におけ

る緩衝液中の化合物フリー体濃度を測定する必要があるため，i）～iii）の 3 種類の評価が

必要となりスループットが低いことなどの課題がある．緩衝液懸濁肝細胞を用いた肝取り

込み評価においては，細胞表面や試験容器への吸着防止のために，緩衝液中にヒト血清ア

ルブミン添加を添加して取り込み評価がなされている(Ishiguro et al., 2006)．また，酸性化合

物で血漿蛋白結合率が高い場合，化合物の肝細胞への取り込みがフリー体理論に従わず，

血清アルブミンにより化合物の肝取り込みが促進され，血清中フリー体分率以上に化合物

が肝臓へ取り込まれる可能性が示唆されている(Baker & Parton 2007; Burczynski et al., 2001; 

Miyauchi et al., 2018)．肝取り込み試験における緩衝液中に血漿中と同じ濃度の血清アルブミ

ンを添加することで反応液中フリー体分率と血漿中フリー体分率が等しくなるのであれば，

別途血漿蛋白結合率および緩衝液懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価における緩衝液中化

合物フリー体濃度を測定する必要はないが，血漿中には，化合物との結合に関与する蛋白

質として，血清アルブミン以外に α1 酸性糖蛋白やリポタンパク質，免疫グロブリンなどが

存在する．酸性化合物は主に血清アルブミンに結合するが，高脂溶性・高蛋白結合率の酸

性化合物は，化合物によっては血清アルブミン以外にも結合する(Colussi et al., 1999)．また，

血清アルブミン以外による化合物の肝取り込みに及ぼす影響については報告がなく，可能

性は否定できない．したがって，アルブミン以外の蛋白が共存している状況，すなわち in vivo

を反映した状況における化合物の肝取り込み速度を算出するには，血清アルブミンではな

く，血清そのものを用いることが最適であると考え，血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込み

評価を考案した．本血清懸濁法では，血清で肝細胞を懸濁させているため別途血漿蛋白結
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合率を測定する必要がなく，また，緩衝液懸濁法と異なり高脂溶性化合物の細胞表面や試

験容器への吸着が防がれることにより，特に高蛋白結合率化合物については肝取り込み試

験において血清中の化合物濃度の減少はほとんど認められないため濃度測定が不要である．

このように，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価は，細胞表面や容器への吸着を防ぎ，

緩衝液懸濁法に比べ評価項目が少ないためスループットが高く，in vivo の状況を反映し精度

良く肝取り込み CL を予測し得る可能性があると考えられた． 

そこで本検討では，血漿蛋白結合率が 99％以上と高く脂溶性の低い diflunisal，cerivastatin

および fluvastatin と，脂溶性の高い montelukast および telmisartan を検証薬物として，血清

懸濁肝細胞を用いた取り込み評価について緩衝液懸濁法との比較検討を行った．Cerivastatin

はヒトにおいて尿中に未変化体として排泄されず，主な消失経路は肝代謝であることが報

告されている(Muck 2000)．Fluvastatin はヒトにおいて代謝され，主に胆汁および糞中に排泄

される(Tse et al., 1992)．[14C]montelukast をヒトに経口投与した場合，放射活性の大部分は糞

中に排泄され，尿中には 0.2％以下しか排泄されない(Balani et al., 1997)．[11C]telmisartan を

用いたヒト全身 PET 試験において，静脈内投与後の大部分の放射活性は速やかに肝臓に取

り込まれ，尿中に排泄される割合は 1.5％である(Shimizu et al., 2012)．Diflunisal は一部腎ミ

クロソームで代謝されるものの，主にヒト肝臓でグルクロン酸抱合代謝を受け(Brunelle & 

Verbeeck 1996; Cappiello et al., 1991)，ヒトに経口投与後，投与された 78％が主代謝物である

グルクロン酸抱合体として尿中に排泄される(Addison et al., 2000)． このように，diflunisal，

cerivastatin，fluvastatin，montelukast および telmisartan の消失経路は肝臓であると考えられた

ことから，本研究では CLtotは肝 CL に等しいと仮定し，肝代謝試験および肝取り込み試験

より算出した in vivo CL を CLtotと比較し，その予測精度を比較した．緩衝液懸濁肝細胞を

用いた取り込み評価における緩衝液中薬物濃度を測定したところ，脂溶性の高い

montelukast と telmisartan は緩衝液中フリー体分率が他の薬物より低いことから，細胞表面

や容器への吸着が大きいと考えられた（Table I-1）．肝細胞代謝安定性評価により予測され
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た肝 CL は，緩衝液懸濁肝細胞および血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価による予測肝

CL に比べて CLtotを大きく過小評価したことから，これらの薬物の肝消失は肝取り込み律速

であると考えられた．一方，緩衝液懸濁肝細胞および血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評

価を実施したところ，両方法から予測された肝 CL は montelukast 以外いずれも 2 倍未満の

差であったが，脂溶性の高い montelukast および telmisartan の血清懸濁法による予測 CL は

緩衝液懸濁法に比べ CLtotに近い値を示した．血清懸濁法により CL 予測精度が向上した一

つの要因として，細胞や試験容器への吸着が防がれたことにより正確な肝取り込み速度が

算出できた可能性が考えられた．他にも，脂溶性が高いほどフリー体理論に従わない可能

性や，試験容器への吸着により血漿蛋白結合率の測定精度が低い可能性などの要因も考え

られ，それらのいずれか，もしくは複合的な要因が血清懸濁法では改善されたことにより

CL 予測精度が向上した可能性が考えられた．以上より，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み

評価は簡便でスループットが高く，脂溶性の低い薬物にも適応でき，脂溶性の高い薬物に

ついては肝 CL 予測性を向上させる可能性のある評価系であることが示唆された．なお，緩

衝液懸濁肝細胞および血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価により算出した fluvastatinの

予測 CL は，いずれも CLtotの 1/7 以下の値であった．緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み評

価による fluvastatinの予測肝取り込みCLの過小評価はWatanabeらによっても報告されてお

り，ラットにおける in vivo 肝取り込み CL を in vitro 肝取り込み評価により算出した肝取り

込み CL で除することでスケーリングファクター（SF）を算出し，SF をヒト in vitro 肝取り

込みCLに乗ずることで in vivo肝取り込みCLを精度良く予測している(Watanabe et al., 2010)．

SFは化合物ごとに異なる値を示しており，ヒトにおける肝取り込み CLを予測する際には，

今回の社内化合物における検討のように動物における IVIVE を実施し，予測肝 CL と実測

肝 CL の相関性を確認することが重要であり，予測肝 CL と実測肝 CL に乖離が認められる

場合には， SF を算出しヒト肝 CL を予測することが重要であると考えられた． 

本評価系の有用性をさらに示すため，これまで高脂溶性のため容器への吸着や測定感度
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の問題から血漿蛋白結合率を測定できず（定量下限より 99.97％以上と算出），in vitro によ

るヒト CL 予測ができなかった社内プロジェクトの化合物群について，血清懸濁肝細胞を用

いた取り込み評価によりヒト CL を予測した．これら化合物の同一プロジェクト内の類似化

合物について，SD ラットおよびカニクイザルに静脈内投与したところ，尿中に未変化体は

検出されなかったことから，本研究においては，ラット，モルモットおよびサルにおいて，

それら社内化合物の CLtotは肝 CL に等しいと仮定した．ラット，モルモットおよびサルの

血清および肝細胞を用いて血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価を実施し，in vivo CL の予

測精度を検証した結果，いずれの動物においても本血清懸濁法により in vivo CL を精度良く

予測することができた（Table I-3 および Figure I-3）．このように，本血清懸濁法はヒトだけ

でなくラット，モルモットおよびサルにおいても in vivo CL 予測の上で有用であることが示

された．これらのことから，本化合物群について血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価に

よりヒト CL 予測が可能であると判断し，血清懸濁ヒト肝細胞を用いた取り込み評価により，

高いヒト血漿中濃度が期待される化合物を選択することができた． 

 

第 5 節 小括 

簡便でスループットが高く，脂溶性の低い化合物にも適応でき，高脂溶性・高蛋白結合

率化合物については，従来法である緩衝液懸濁肝細胞を用いた取り込み評価に比べ肝取り

込み CL 予測精度が高いことが示唆される，血清懸濁肝細胞を用いた取り込み評価系を構築

した．以上のことから，高齢者血漿中濃度予測に重要な肝取り込みに及ぼす加齢の影響を

検討するための基盤を構築することができた．今後，若齢者および高齢者の血清および肝

細胞を用いた肝取り込み評価を実施することで，肝取り込みに及ぼす加齢の影響を検討す

ることが可能になると考えられる． 
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第 II 章 サルおよびイヌにおける加齢による生理学的パラメータの変動 

 

第 1 節 緒言 

多くの国で高齢者人口比率は増え続けており，様々な疾患の罹患率も上昇している．高

齢者は多くの薬剤を服用するが，加齢に伴い生理学的パラメータが変化し，薬剤の血漿中

濃度推移も変動する(Corsonello et al., 2010; Klotz 2009; McLachlan & Pont 2012)．一般的に，

加齢に伴い胃内 pH は上昇し，また，体脂肪率が増加することにより脂溶性薬物の分布容積

は増大する．血漿中のアルブミン濃度は減少し，逆に α1 酸性糖蛋白質濃度は増加する．肝

臓における薬物代謝活性や肝血流量は減少し，薬剤の CL は減少する．腎血流量と糸球体濾

過量も減少することで，腎排泄される薬剤の CL も減少する．これらの加齢に伴う血漿中濃

度の変化は，薬効の変化や副作用を引き起こす可能性がある．これらのリスクを低下させ

るために，開発候補化合物の高齢者血漿中濃度を予測することは医薬品開発の上で極めて

重要である．サルおよびイヌなどに開発候補化合物を投与して経時的に採血し血漿中濃度

を測定する in vivo 血中動態試験がヒト血漿中濃度予測を行う上で重要であるが，老齢動物

がヒトにおける加齢の影響を反映するかの情報がなく，老齢動物を用いた in vivo 薬物血中

動態試験による高齢者血漿中濃度予測ができないことが大きな課題である．そこで本研究

では，老齢カニクイザルおよびビーグル犬が，ヒトにおける加齢による種々生理学的パラ

メータ変動を反映するか，すなわち高齢者血漿中濃度予測モデル動物として有用であるか

を確認するため，各種生理学的パラメータの指標となる薬物を用いて，若齢および老齢の

サルおよびイヌにおける血中動態試験を実施した．若齢および老齢イヌとしてそれぞれ 2

歳齢および 11 歳齢を用いた．ビーグル犬の典型的寿命が 12.9 年(Horiuchi 2003)であること，

日本人男性の平均寿命が 80.98 歳（平成 28 年簡易生命表の概況．厚生労働省）であること

から，寿命に対し比例計算すると，若齢および老齢イヌはヒトではそれぞれおよそ 13～19

歳および 69～75 歳に相当すると考えられる．若齢および老齢サルとしてそれぞれ 3 歳齢お
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よび 14～18 歳齢を用いた．カニクイザルの寿命は 15～30 年と言われているが明確でない

ため，ヒトの年齢との対応は，Hood の報告における若年期におけるサルおよびヒトの年齢

の関係性から比例計算した(Hood 2006)．その結果，今回用いた若齢および老齢サルはヒト

ではそれぞれおよそ 12～16 歳および 56～76 歳に相当すると考えられる．指標薬物として，

acetaminophen，antipyrine，diazepam，diphenhydramine および ofloxacin を選択した．ヒトに

おいて，acetaminophen は胃からは吸収されず，小腸から速やかに吸収されるため，胃排出

速度のマーカーとして使用されている(Heading et al., 1973; Petring & Flachs 1990)．ヒトと同

様に，サルおよびイヌにおいても acetaminophen は同じ目的で指標薬物として使用されてい

る(Ikegami et al., 2003; Mizuta et al., 1990a; Mizuta et al., 1990b)．Antipyrine のヒトにおける代

謝には少なくとも 6 種類の肝 P450（CYPlA2，2B6，2C8，2C9，2C19 および 3A4）が関与

しており，ヒトの肝機能検査における酸化的肝代謝活性の評価に使用されている(Engel et al., 

1996)．サルおよびイヌにおける antipyrine の全身 CL は肝 CL を反映しており(Vickers et al., 

1989)，両動物種においても肝代謝能を評価する指標薬物として使用されている(Balani et al., 

2002; Branch et al., 1974)．さらに，antipyrine はヒトや多くの動物種において体水分率と同程

度に体内分布するため，ヒト，サルおよびイヌにおいて体水分率のマーカーとして使用さ

れている(Soberman et al., 1949; Soberman 1950)．Diphenhydramine はサルおよびイヌにおける

代謝が肝血流律速である薬物として選択した．Diphenhydramine は CYP2D6，1A2，2C9 お

よび 2C19 を含むいくつかのヒト肝 P450 により代謝される(Akutsu et al., 2007)．ヒト，サル

およびイヌに投与された diphenhydramine は最大で 85％が代謝物である

diphenylmethoxyacetic acid および diphenhydramine N-oxide に変換される(Chang et al., 1974; 

Drach & Howell 1968; Drach et al., 1970)．雄性アカゲザルおよびビーグル犬に

diphenhydramine を静脈内投与した時の血漿中濃度(Drach et al., 1970)および雄性カニクイザ

ルおよびビーグル犬の血液／血漿中濃度比（Rb）（それぞれ 1.06 および 1.46．社内予備検討

結果）より算出した血液 CL はそれぞれ 39 および 53 mL/min/kg であり，肝血流量に比べ高
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い値である．Diazepamは高脂溶性薬物であり，体脂肪率(Kumana et al., 1987)および年齢(Klotz 

et al., 1975)の増加に応じた Vssの増加と血漿中 t1/2の延長がヒトにおいて認められている．ま

た，ヒトと類似した diazepam の二相性の血漿中濃度推移がサルおよびイヌにおいても認め

られている(Curry et al., 1977; Klotz et al., 1976)．Ofloxacin は腎排泄型の薬物であり，ヒトに

おいて加齢により CL が低下する(Molinaro et al., 1992)．同様に，ヒトと同様，サルおよびイ

ヌにおいても未変化体として腎排泄される(Okazaki 1984; Sudo et al., 1984)．これらの指標薬

物の若齢および老齢サルおよびイヌにおける血中動態パラメータを若齢と老齢で比較し，

また各動物の胃内 pH，血漿中アルブミン濃度および薬物の蛋白結合率を測定し，種々生理

学的パラメータに及ぼす加齢の影響をヒトのそれと比較した． 

 

第 2 節 実験材料および方法 

II-2-i) 試薬 

Acetaminophen，antipyrine および diphenhydramine hydrochloride は Sigma-Aldrich（St. Louis, 

MO, USA）より購入した．Diazepam，ofloxacin，acetaminophen (13C2, 15N)，antipyrined3，

diphenhydramine-d6 hydrochloride，ofloxacin-d8 および desalkylflurazepam were purchased from 

和光純薬工業（Osaka，Japan）より購入した．WellSolve はセレステ（Tokyo，Japan）より購

入した．その他の試薬および溶媒は HPLC 用，LC-MS/MS 用もしくは特級品を購入した． 

 

II-2-ii) カニクイザルおよびビーグル犬を用いた血中動態試験 

カニクイザルおよびビーグル犬への投与，採血および血漿の採取は NAS 研究所（Chiba, 

Japan）で実施した．すべての動物実験計画は NAS 研究所の Institutional Animal Care and Use 

Committee で承認された．12 頭の雄性カニクイザル（3 歳齢 6 頭および 14 - 18 歳齢 6 頭）

および 6 頭の雄性ビーグル犬（2 歳齢 3 頭および 11 歳齢 3 頭）は GMJ（Hyogo, Japan）より

購入した．薬物投与 17 時間前から絶食を施した．飲水は自由飲水とした．投与液は 5 種類
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の薬物の混合液として調製した（カセット投与） ．経口投与用として Wellsolve／生理食塩

水溶液，静脈内投与用として DMSO／5％グルコース溶液に薬物を溶解させて投与液を調製

した．投与液中における acetaminophen，antipyrine，diphenhydramine，diazepam および ofloxacin

の濃度がそれぞれ 0.2，0.2，0.2，0.04 および 0.2 mg/mL となるよう調製した．調製した投与

液を 5 mL/kg の用量で経口投与した．その後 7 日間以上のウォッシュアウト期間後，調製し

た投与液を 1 mL/kg の用量で静脈内投与した．投与後 0.083，0.25，0.5，1，2，4，6，8 お

よび 24 時間後に，ヘパリンナトリウム添加シリンジを用いて約 1 mL ずつ採血した．血液

を遠心して血漿を分取し，測定に供するまで-80℃で保存した． 

 

II-2-iii) 血漿中薬物濃度の測定 

検量線試料はそれぞれの薬物をブランク血漿に添加することで調製した．50 μL の採取試

料もしくは検量線試料に 20 μL の内標準物質を添加して混和した後，2 mL のアセトニトリ

ルを添加して混和した．Acetaminophen，antipyrine，diphenhydramine および ofloxacin の内標

準物質としてそれぞれの重水素標識体，diazepam の内標準物質として desalkylflurazepam を

用いた．遠心後，上清を別の新しい容器に移して蒸発乾固させた後，0.1% ギ酸／アセトニ

トリル（80:20，v/v）で再溶解させた．薬物濃度は LC-MS/MS（Prominence FLCXR（Shimadzu，

Kyoto，Japan）および API4000（AB SCIEX Framingham，MA））を用いて測定した．  

 

II-2-iv) 胃内 pH，血漿アルブミン濃度および血漿蛋白結合率測定 

胃内pHはマイクロpHガラス電極を胃内に挿入しデジタルpH測定器を用いて測定した．

血漿アルブミン濃度は Albumin II-HA kit（和光純薬工業）を用い，BCG 法により測定した．

5 mL の血漿に BCG 溶液を添加した 1 分後に吸光度を測定し，検量線の吸光度を用いてアル

ブミン濃度を定量した．血漿蛋白結合率は Rapid Equilibrium Dialysis Device（Thermo Fisher 

Scientific，Tokyo，Japan）を用いて平衡透析法により測定した．Acetaminophen，antipyrine，
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diphenhydramine，diazepam および ofloxacin の混合溶液を添加した各動物の血漿（各薬物あ

たり最終濃度 300 nmol/L．最終 DMSO 濃度 1％）を透析膜チャンバーに添加し，リン酸緩

衝生理食塩水（PBS）を緩衝液チャンバーに添加した．37℃，80 rpm で 24 時間振とう後，

血漿及び PBS を採取し，内標準物質として candesartan を含む acetonitrile／ethanol（80:20，

v/v）に添加して混和した．遠心後，上清を新しいチューブに移し，薬物濃度を LC-MS/MS

（Prominence UFLCXR（Shimadzu）および API5000（AB SCIEX））を用いて定量した．蛋白

結合率は以下の式により算出した． 

蛋白結合率（％）＝（1 - PBS 中薬物濃度／血漿中薬物濃度）×100 

 

II-2-v) 薬物動態データ解析 

薬物動態パラメータは血漿中濃度データを用い，PhoenixTM WinNonlin® 6.1（Pharsight，

Mountain View, CA）によりノンコンパートメント解析法により算出した．統計的有意性は

t-test により評価した． 

 

第 3 節 結果 

II-3-i) 胃内 pH，血漿アルブミン濃度および血漿蛋白結合率測定 

6 頭ずつの若齢および老齢のサルおよび 3 頭ずつの若齢及び老齢のイヌの胃内 pH を測定

した（Table II-1）．若齢および老齢サルの胃内 pH はそれぞれ 2.11～2.51 および 1.28～4.12

であり，若齢および老齢イヌの胃内 pH はそれぞれ 2.50～3.10 および 1.50～4.70 であった．  
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Table II-1. Gastric pH of young and aged monkeys and dogs. 

 

 

II-3-ii) 血漿アルブミン濃度測定 

血漿アルブミン濃度を測定した結果，サルおよびイヌともに血漿アルブミン濃度の年齢

による有意な違いは認められなかった（Table II-2）． 

 

Table II-2. Concentrations of plasma albumin in young and aged monkeys 

and dogs. 

 

Each value represents the mean ±S.D. 

 

II-3-iii) 血漿蛋白結合率測定 

Acetaminophen，antipyrine，diphenhydramine，diazepam および ofloxacin の血漿蛋白結合率
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を測定した結果，イヌにおいては加齢による有意な蛋白結合率の変動は認められなかった．

一方，サルでは，antipyrine で若齢および老齢の蛋白結合率はそれぞれ 9.3%および 17.0%で

あった．Ofloxacin に関しても同様に若齢および老齢でそれぞれ 16.7%および 29.9%となり，

年齢による有意な違いが認められた（Table II-3）．Diphenhydramine の蛋白結合率はサルおよ

びイヌ共に加齢による有意差はなかったが，イヌにおいては若齢の 95％信頼区間を上回る

老齢個体が認められた（Figure II-1）． 
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Table II-3. Protein binding of acetaminophen, antipyrine, diazepam, diphenhydramine and ofloxacin in plasma of young and aged monkeys and 

dogs. 

 

 

Each value represents the mean±S.D. *p < 0.05, **p < 0.01 versus young group. AAP, acetaminophen; AP, antipyrine; DPH, diphenhydramine; DZP, 

diazepam; and OFX, ofloxacin; fu,p, fraction unbound in plasma. 

 

 



32 
 

80
82
84
86
88
90
92
94
96

0.5 1.5 2.5

Pr
ot

ei
n 

bi
nd

in
g 

(%
)

Young Aged

(A)

   

74

76

78

80

82

84

86

88

0.5 1.5 2.5

Pr
ot

ei
n 

bi
nd

in
g 

(%
)

Young Aged

(B)

 

Figure II-1. Individual protein binding data of diphenhydramine of monkeys (A) and dogs (B) 

Each circle represents individual protein binding. Top bar, middle bar and bottom bar represent upper limit of 95% confidence interval, mean, and lower 

limit of 95% confidence interval, respectively. 
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II-3-iv) 血中動態試験 

若齢および老齢のサル（n=6）およびイヌ（n=3）に acetaminophen，antipyrine，diphenhydramine，

diazepam および ofloxacin をそれぞれ 1，1，1，0.2 および 1 mg/kg ずつ単回カセット経口投

与，また，0.2，0.2，0.2，0.04 および 0.2 mg/kg ずつ単回カセット静脈内投与した結果，胃

排出速度のマーカーである acetaminophen の血中動態パラメータについては，サルにおける

t1/2およびイヌにおける Cmax以外，Tmaxを含め加齢による影響は認められなかった（Figure 

II-2 A，Table II-4）． 

肝代謝機能のマーカーである antipyrine については，静脈内投与した時の CL は老齢サル

では有意に減少した（若齢および老齢でそれぞれ9.17および4.72 mL/min/kg）（Figure II-2 B，

Table II-4）．また，サルに経口投与した時の AUC は有意に増加し（若齢および老齢でそれ

ぞれ 3290 および 5990 ng·h/mL），t1/2は有意な延長が認められた（若齢および老齢でそれぞ

れ 2.3 および 3.3 h）（Figure II-2 B，Table II-4）．一方，イヌにおいては薬物動態パラメータ

の加齢による有意な変動は認められなかったが，CL の個体別プロットにおいて若齢の 95％

信頼区間を下回る老齢個体が 3 例中 1 例認められた（Figure II-4 A）．体内水分量の指標でも

ある antipyrine のサルにおける Vssは加齢による有意差はなく（Figure II-2 B，Table II-4），個

体別プロットにおいて若齢の 95％信頼区間を下回る老齢個体も認められなかった（Figure 

II-4 B）．一方，イヌにおいても加齢による有意差は認められなかったものの，個体別プロッ

トにおいて若齢の 95％信頼区間を下回る老齢個体と上回る老齢個体が 3 例中 1 例ずつ確認

された（Figure II-4 C）． 

代謝が肝血流律速である diphenhydramine の若齢サルおよびイヌにおける静脈内投与時の

CL は高く（それぞれ 51.8 および 70.1 mL/min/kg），経口投与時の F は小さかった（それぞ

れ 3.3 および 7.3％）（Figure II-2 C および II-3 C，Table II-4 および II-5）．老齢サルおよびイ

ヌに静脈内投与した時の CL はそれぞれ 30.9 および 33.8 mL/min/kg であり，若齢動物に比

べ有意に低い値を示した．サルにおいては加齢により有意な t1/2の延長が認められたが（若
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齢および老齢でそれぞれ 1.3 および 1.7 h），イヌではその差は有意ではなかった． 

脂溶性が高く分布容積の大きい diazepam について，Vssの平均値は若齢サルおよび老齢サ

ルでそれぞれ 909 および 1280 mL/kg，若齢イヌおよび老齢イヌでそれぞれ 3830 および 8690 

mL/kg であり（Figure II-2 D および II-3 D，Table II-4 および II-5），有意差はなかったが，Vss

の個体別プロットにおいて，若齢の 95％信頼区間を上回る個体が老齢サルでは 6 例中 2 例，

老齢イヌでは 3 例中 1 例認められた（Figure II-4 D および E）．Diazepam の CL は若齢サル

および老齢サルでそれぞれ 24.5 および 17.5 mL/min/kg，若齢イヌおよび老齢イヌでそれぞ

れ 53.7 および 35.7 mL/min/kg であり，両動物種において加齢による有意な CL の減少が認

められた（Figure II-2 D および II-3 D，Table II-4 および II-5）．静脈内投与時の t1/2はサルに

おいて加齢により有意に延長したが（若齢および老齢でそれぞれ 0.80 および 1.4 h），イヌ

では有意差は認められなかった． 

腎排泄型薬物である ofloxacin の静脈内投与時の CL は，サルにおいて加齢により有意に

減少した（若齢および老齢でそれぞれ 10.9 および 5.96 mL/min/kg）（Figure II-2 E および Table 

II-4）．静脈内投与時の有意な Vssの減少（若齢および老齢でそれぞれ 1880 および 1480 

mL/Kg）および t1/2延長（若齢および老齢でそれぞれ 2.2 および 2.9 h），および経口投与時の

AUC の有意な増加もサルにおいて認められた（1900 および 2640 ng·h/mL）．一方，イヌに

おける CL は若齢および老齢でそれぞれ 1.54 および 1.07 mL/min/kg であり（Figure II-3 E お

よび Table II-5），有意差はなかったが，個体別プロットにおいて若齢イヌの 95％信頼区間を

下回る老齢イヌが 3 例中 1 例認められた（Figure II-4 F）． 

 



35 
 

 

Figure II-2. Plasma concentrations of acetaminophen (A), antipyrine (B), diphenhydramine 
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(C), diazepam (D) and ofloxacin (E) in young (open triangles and circles) and aged (filled 

triangles and circles) monkeys after single simultaneous administration intravenously (0.2, 0.2, 

0.2, 0.04 and 0.2 mg kg-1, respectively; open and filled triangles) or orally (1, 1, 1, 0.2 and 1mg 

kg-1, respectively; open and filled circles). Symbols and bars show the mean±SD, n=6 for each 

dosing. AAP, acetaminophen; AP, antipyrine; DPH, diphenhydramine; DZP, diazepam; and OFX, 

ofloxacin. 
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Table II-4. Pharmacokinetic parameters of acetaminophen, antipyrine, diphenhydramine, diazepam and ofloxacin in young and aged monkeys 

after single simultaneous administration intravenously (0.2, 0.2, 0.2, 0.04 and 0.2 mg kg-1, respectively) or orally (1, 1, 1, 0.2 and 1mg kg-1, 

respectively). 

 

Each value represents the mean±S.D. of 6 monkeys. *p < 0.05, **p < 0.01 versus young group. AAP, acetaminophen; AP, antipyrine; DPH, 
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diphenhydramine; DZP, diazepam; and OFX, ofloxacin; Cmax, maximal observed concentration; Tmax, time of maximal observed concentration; t1/2, 

terminal half-life; AUC, area under the plasma concentration-time curve; CL, clearance; Vss, steady state volume of distribution; F, oral bioavailability; NC, 

not calculated. 
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Figure II-3. Plasma concentrations of acetaminophen, (A), antipyrine (B), diphenhydramine 

(C), diazepam (D) and ofloxacin (E) in young (open triangles and circles) and aged (filled 

triangles and circles) dogs after single simultaneous administration intravenously (0.2, 0.2, 0.2, 

0.04 and 0.2 mg kg-1, respectively; open and filled triangles) or orally (1, 1, 1, 0.2 and 1mg kg-1, 

respectively; open and filled circles). Symbols and bars show the mean±SD, n=3 for each dosing. 

AAP, acetaminophen; AP, antipyrine; DPH, diphenhydramine; DZP, diazepam; and OFX, ofloxacin. 
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Table II-5. Pharmacokinetic parameters of acetaminophen, antipyrine, diphenhydramine, diazepam and ofloxacin in young and aged dogs after 

single simultaneous administration intravenously (0.2, 0.2, 0.2, 0.04 and 0.2 mg kg-1, respectively) or orally (1, 1, 1, 0.2 and 1mg kg-1, respectively). 

 

Each value represents the mean ±S.D. of 3 dogs. *p < 0.05, **p < 0.01 versus young group. AAP, acetaminophen; AP, antipyrine; DPH, 

diphenhydramine; DZP, diazepam; and OFX, ofloxacin. 
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Figure II-4. Individual plots of antipyrine CL of dogs (A), antipyrine Vss of dogs (B) and monkeys (C), diazepam Vss of dogs (D) and monkeys (E), 

and ofloxacine CL of dogs (F). 

Each circle represents individual pharmacokinetic parameters. Top bar, middle bar and bottom bar represent upper limit of 95% confidence interval, mean 

and lower limit of 95% confidence interval, respectively. 
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第 4 節 考察 

高齢者においては胃腸の生理学的パラメータが変化する．北米においては，40 歳以下に

おける無酸症（胃内 pH が高くなる）の頻度が 1％未満であるのに対し高齢者ではおおよそ

11％と高くなる(Russell et al., 1993)．一方，日本人においては無酸症の割合は加齢とともに

増加し，60 歳以上では 70％以上と高い(Morihara et al., 2001)．このように人種差はあるが，

いずれも加齢により無酸症の割合は増加している．今回の試験では，若齢サルおよび若齢

イヌの胃内 pH はそれぞれ 2.11～2.51 および 2.50～3.10 であった．一方，老齢サル及びイヌ

においては若齢サルおよびイヌの胃内 pH の 95％信頼区間上限を超える個体が存在し，サル

では 6例中 1例で 4.12，イヌでは 3例中 2例で 3.60および 4.70の pH値であった（Table II-1）．

このように，老齢サルおよび老齢イヌにおいてもヒトと同様に高い pH の個体が存在し，こ

れら動物における胃内pHの変化に認められる加齢の影響はヒトと類似の傾向が認められた． 

ヒトで若年者および高齢者における血漿中アルブミン濃度はそれぞれ 49.5 および 36.3 

g/L と報告されており，(Viani et al., 1992)，加齢により有意に減少することが示されている．

対照的に，血漿中 α1 酸性糖蛋白質濃度は若齢者および高齢者でそれぞれ 0.622 および 0.731 

g/L であり，加齢により有意に増加することが示されている(Paxton & Briant 1984)．今回の

試験においては，ヒトと異なり，サルおよびイヌにおいて加齢による血漿アルブミン濃度

の変動は認められなかった（Table II-2）．ヒトにおいて α1 酸性糖蛋白質濃度の減少に伴い

diphenhydramine の蛋白結合率は低下している(Zhou et al., 1990)ことが報告されている．今回

の試験において，サルおよびイヌにおける diphenhydramine の蛋白結合率の平均値に加齢に

よる有意差はなかったが（Table II-3），イヌでは若齢の 95％信頼区間を上回る老齢個体が 3

例中 2 例認められた（Figure II-1）ことから，加齢による α1 酸性糖蛋白質濃度の増加が示唆

された． 

胃排出は経口投与される薬剤の吸収において重要な律速過程である． Acetaminophen は

胃からは吸収されず小腸から速やかに吸収されるため，胃排出のモデル薬物として使用さ
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れている(Heading et al., 1973; Petring & Flachs 1990)．ヒトにおいて acetaminophen の Tmaxは

加齢により変化しないことが報告されている(Divoll et al., 1982; Gainsborough et al., 1993)．今

回の実験では，ヒトと同様，サルおよびイヌにおいて acetaminophen の Tmaxに加齢による有

意な変動は認められなかった（Table II-4 および II-5）．これらの結果から，サルおよびイヌ

における胃排出速度は，ヒトと同様に加齢により影響を受けないことが示唆された． 

Antipyrine はヒトの肝臓における酸化代謝活性の指標として使用されており(Engel et al., 

1996)，加齢により antipyrine の CL が約 29～40％有意に低下することが報告されている

(Greenblatt et al., 1982; Sotaniemi et al., 1997)．今回，若齢および老齢サルにおける静脈内投与

時の CL はそれぞれ 9.17 および 4.72 mL/min/kg であり（Table II-4），加齢により約 49％有意

に低下していることから，サルの肝臓における酸化代謝活性に及ぼす加齢の影響は，その

低下率も含め，ヒトと類似していることが示唆された．一方，若齢及び老齢イヌにおける

CL はそれぞれ 6.23 および 5.62 mL/min/kg であり（Table II-5），有意差はなかった．CL の個

体別プロットにおいて若齢の 95％信頼区間を下回る老齢個体が 3 例中 1 例認められたもの

の（Figure II-4 A），イヌにおける加齢による CL 平均値の減少率は約 10％でありヒトに比べ

小さく，加齢による影響がヒトと異なる可能性が示唆された．肝 CL の低い薬物については，

肝固有 CL（CLint）および血漿中フリー体分率（fu,p）の変動によって影響を受ける．今回，

若齢及び老齢サルにおける antipyrine の fu,p値はそれぞれ 0.907 および 0.830 であり（Table 

II-3），加齢による fu,p値の低下は 10％未満であった．したがって，老齢サルにおける CL の

低下は，fu,p値の低下だけではなく CLintなどの変化を伴った複合的なものに起因することが

示唆された． 

ヒトにおいて加齢により肝血流量は低下し，22 歳に比べ 82 歳では 49％有意に低下する

ことが報告されている(Wynne et al., 1990)．今回の試験において，diphenhydramine の若齢サ

ルおよびイヌにおける血漿 CL はそれぞれ 51.8 および 70.1 mL/min/kg であった（Table II-4

および II-5）．血液 CL は血漿 CL を血液／血漿中濃度比（Rb）で割ることで算出される．予
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備的に評価した若齢サルおよびイヌにおける diphenhydramine の Rbはそれぞれ 1.06 および

1.46 である．算出された若齢サルおよびイヌにおける血液 CL はそれぞれ 48.9 および 47.9 

mL/min/kg であり，サルおよびイヌにおける肝血流量である 43.6 および 30.9 

mL/min/kg(Davies & Morris 1993)より高い値を示した．サルおよびイヌにおける

diphenhydramine の未変化体尿中排泄率が低いこと(Chang et al., 1974; Drach & Howell 1968; 

Drach et al., 1970)，およびバイオアベイラビリティーが若齢サルおよびイヌでそれぞれ 3.3

および 7.3％と低いことから（Tables II-4 および II-5），サルおよびイヌにおける CL は肝 CL

を反映していると考えられる．老齢サルおよびイヌにおける diphenhydramine の血漿 CL は

それぞれ 30.9 および 33.8 mL/min/kg であり（Tables II-4 および II-5），若齢動物に比べ有意

に低下した．様々な動物における研究で，diazepam の主な消失経路は代謝であることが示

されている(De Silva et al., 1966; Marcucci et al., 1970; Marcucci et al., 1968; Schwartz et al., 

1965; Schwartz & Postma 1968)．サル，イヌおよびヒト肝細胞を用いた代謝安定性試験にお

いて，代謝物として temazepam および nordiazepam が生成することから，これら 3 種におい

て代謝経路が類似していると考えられる(Seddon et al., 1989)．予備的に評価した Rbを用いて

算出した diazepam の若齢サルおよびイヌの血液 CL はそれぞれ 37.0 および 93.0 mL/min/kg

と高い値である．Diazepam のイヌにおける高い血液 CL（35 mL/min/kg）は他のグループに

よっても報告されている(Klotz et al., 1976)．今回の試験において，サルおよびイヌにおける

diazepam の CL は加齢により有意に減少した（Table II-4 および II-5）．これらの

diphenhydramine および diazepam の結果より，サルおよびイヌにおいて，ヒトと同様に加齢

により肝血流量が減少したことが示唆された． 

 加齢による体脂肪率の増加および体水分率の減少に伴い，極性薬物の分布容積は低下し，

脂溶性薬物の分布容積は増加する(Klotz 2009)．極性薬物である antipyrine の分布容積（Vd）

は，23～43 歳の若齢者では 660 mL/kg であるのに対し，60～76 歳の高齢者では 550 mL/kg

と有意に減少することが報告されている(Greenblatt et al., 1982)．今回の試験ではサルおよび
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イヌのいずれにおいても加齢による有意な antipyrine の Vssの低下は認められず（Table II-4

および II-5），個別プロットでも傾向は認められなかった（イヌは若齢の 95％真楽区間を下

回る個体もあったが，逆に上回る個体もあった）ことから，今回の試験条件では，ヒトと

異なり，サルおよびイヌにおける加齢による体水分率の減少は示唆されなかった． 

ヒトにおいて，加齢により diazepam の Vssは増加し，t1/2が延長されることが報告されて

いる(Klotz et al., 1976)．今回の試験では，サルおよびイヌにおいて，ヒトと同様に，diazepam

は二相性の血漿中濃度推移を示し（Figure II-1 および II-2），加齢により Vssが増加する傾向

が示されたことから（Figure II-4 D および E），サルおよびイヌにおける体脂肪量は，ヒトと

同様に，加齢により増加する可能性が示唆された． 

 Ofloxacin は腎排泄型の薬物であり，健常若年者，健常高齢者および腎機能に障害のない

高齢患者における経口 CL はそれぞれ 233，169 および 83.3 mL/min であり，ヒトにおいて

は加齢により CL が有意に低下する(Molinaro et al., 1992; Rademaker et al., 1989)．Ofloxacin

の健常者におけるバイオアベイラビリティーは 95％以上であることから(Lode et al., 1987)，

ヒトにおける CL の加齢による低下は腎 CL の低下によると考えられる．25～75 歳における

クレアチニン CL は加齢により減少しており(Elseviers et al., 1987)，健常高齢者において

ofloxacin の腎 CL とクレアチニン CL の間には相関関係がある．このように，ヒトにおける

ofloxacin の CL の加齢による低下はクレアチニン CL の低下を反映していると考えられる．

今回の試験において，若齢および老齢サルにおける ofloxacin の CL はそれぞれ 10.9 および

5.96 mL/min/kg であり，加齢による有意な減少を示した（Table II-4）．イヌにおいても加齢

により CL が低下する傾向が認められた（Figure II-4 F）．これらのことから，サルおよびイ

ヌにおいて，ヒトと同様に加齢によりクレアチニン CL が低下し腎 CL が低下したことが示

唆された． 

 



47 
 

第 5 節 小括 

サルおよびイヌにおける加齢による胃内 pH の変化はヒトと類似していたが，血漿中アル

ブミンの加齢による変化はヒトと異なっていた．イヌではヒトと同様に加齢により α1 酸性

糖蛋白質が増加する可能性が示唆されたが，サルではその変動は認められなかった．サル

およびイヌにおける胃排出速度は，ヒトと同様に加齢により変化しなかった．肝血流はヒ

ト同様，サルおよびイヌにおいて加齢により低下したことが示唆された．体水分率につい

ては，サルおよびイヌともにヒトと異なり加齢による低下が認められなかったが，体脂肪

率については両動物種ともにヒトと同様に加齢により増加する可能性が示唆された．サル

における肝代謝活性は，ヒトと同様に加齢により有意に低下し，その低下率もヒトと類似

していたが，イヌにおいては肝代謝活性の有意な変動は認められなかった．腎排泄能につ

いては，サルはヒトと同様に加齢により有意に低下し，イヌにおいては低下傾向を示した．

以上のことから，老齢サルおよび老齢イヌはヒトにおける複数の生理学的パラメータの加

齢による変動を反映することが明らかとなったが，特に薬物動態において極めて重要な肝

代謝能の加齢による変動を反映する老齢サルは，ヒトにおける血中動態に及ぼす加齢の影

響を予測する上で有用な動物モデルであると考えられた． 
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第 III 章 サルにおける加齢による P450 代謝活性の変動 

 

第 1 節 緒言 

第 II章では，サルもヒトと同様に加齢に伴った生理学的パラメータの変動が認められた．

本研究においては，薬物の体内動態において最も重要な肝臓における酸化代謝酵素である

P450 の各分子種に着目し，その活性のヒトにおける加齢による変動をサルが反映するかに

ついて確認することを目的とした．医薬品の代謝に主に関与するのは，主に肝臓の小胞体

に存在する P450 と呼ばれる代謝酵素であり，P450 は CYP1A2，2C9，2C19，2D6，3A お

よびその他分子種を含む総称である．2002 年の米国における最頻処方薬上位 200 の医薬品

について，73％が代謝により体内から消失し，その代謝の中で P450 の寄与率は約 75％であ

り，その P450 分子種ごとの寄与率の内訳は，高い方から CYP3A（46％），CYP2C9（16％），

CYP2C19（12％），CYP2D6（12％），CYP1A（9％）であることが報告されている(Wienkers 

& Heath 2005)．このように，P450 は薬物動態上非常に重要な代謝分子種であるが，サルに

おける P450 による薬物酸化酵素活性の加齢による変動については研究されていない．

Caffeine，S-warfarin，omeprazole，metoprolol および midazolam は，ヒト CYP1A2，2C9，2C19，

2D6 および 3A の指標薬物として，ヒトにおいて混合液（カセット）投与で用いられている

(Turpault et al., 2009)．一方，P450 の基質認識性には種差があることが知られており，サル

においては，caffeine は CYP2C9 (Utoh et al., 2013)，S-warfarin は CYP2C19，3A4，および 3A5

など複数の分子種 (Hosoi et al., 2012)，omeprazole はヒトと同様に CYP2C19 (Uno et al., 

2014b)，midazolam はヒトと同様に CYP3A (Kanazu et al., 2004)によって代謝される．

Metoprolol のヒトにおける主代謝分子種は CYP2D6 であるが，サルにおける代謝分子種は明

らかにされていない．本研究では，metoprolol の代謝分子種を明らかにするとともに，これ

らの指標薬物の混合溶液を 3 頭ずつの若齢（3 歳齢）および老齢（16 歳齢）サルに静脈内

および経口投与した時の血中動態を確認した．16 歳齢は Hood の報告における若年期におけ

るサルおよびヒトの年齢の関係性から比例計算すると，ヒトではおよそ 64～68 歳に相当す
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る(Hood 2006)．さらに，3～16 歳齢の 55 頭のサルから調製した個別の肝ミクロソームを用

いた指標薬物の代謝安定性試験を行い，ヒトにおける P450 の加齢による変動をサルが反映

するかを確認した． 

 

第 2 節 実験材料および方法 

III-2-i) 試薬 

Caffeine，warfarin（R 体，S 体及びラセミ体），metoprolol，paraxanthine および

1,3,7-trimethyluric acid は Sigma-Aldrich Ultrafine（St. Louis，MO, USA）より購入した．

Midazolam，theophylline および theobromine は和光純薬工業（Osaka，Japan）より購入した．

Omeprazole は東京化成工業（Tokyo，Japan）より購入した．Caffeine-d9 および candesartan

は Toronto Research Chemicals (North York, ON Canada)より購入した．WellSolve はセレステ

（Tokyo，Japan）より購入した．ヒト肝ミクロソームは Xenotech（Kansas，KA）から購入

した．カニクイザル肝ミクロソームは Xenotech（Kansas，KA）から購入もしくは Uehara ら

の手法に従い調製した(Uehara et al., 2011)．サルおよびヒトの P450 組み換え蛋白質は，

Iwasaki らおよび Uno らの手法 (Iwasaki et al., 2010; Uno et al., 2010)に従い，大腸菌を宿主と

して発現させた後に精製したものを使用した．その他の試薬および溶媒は HPLC 用，

LC-MS/MS 用もしくは特級品を購入した． 

 

III-2-ii) カニクイザルを用いた血中動態試験 

薬物の投与，採血および血漿の採取は NAS 研究所（Chiba, Japan）で実施した．すべての

動物実験計画は NAS 研究所の Institutional Animal Care and Use Committee で承認された．3

頭の 3 歳齢雄性カニクイザル（若齢サル）および 3 頭の 16 歳齢雄性カニクイザル（老齢サ

ル）は GMJ（Hyogo, Japan）より購入した．若齢および老齢サルについて薬物投与 17 時間

前から絶食を施し，飲水は自由飲水とした．投与液は caffeine，warfarin（ラセミ体），omeprazole，
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metoprolol および midazolam の 5 種類の薬物の混合液として調製した（カセット投与）．静

脈内投与用として35％ hydroxypropyl-b-cyclodextrin水溶液，経口投与用として10％Wellsolve

水溶液に薬物を溶解させて投与液を調製した．投与液中における各薬物の濃度が各薬物あ

たり 0.2 mg/mL となるよう調製した．調製した投与液を 1 mL/kg の用量で静脈内投与した．

その後 7 日間以上のウォッシュアウト期間後，5 mL/kg の用量で経口投与した．投与後 0.25，

0.5，1，2，4，6，8 および 24 時間後に，ヘパリンナトリウム添加シリンジを用いて約 0.5 mL

ずつ採血した．血液を遠心して血漿を分取し，測定に供するまで-80℃で保存した． 

 

III-2-iii) 血漿中薬物濃度の測定 

検量線試料はそれぞれの薬物をブランク血漿に添加することで調製した．50 μL の採取試

料もしくは検量線試料に内標準物質として candesartan を含むアセトニトリル 200 μL を添加

して混和した後，その遠心上清を別の容器に移し，LC-MS/MS（Prominence UFLCXR, 

Shimadzu, Kyoto, Japan, and API5000, AB SCIEX, Framingham, MA）で測定した．測定方法は

Mogi らの方法に従った(Mogi et al., 2012)．ただし R- warfarin および S-warfarin は Chiralcel 

OD-RH analytical カラム（Daicel, Tokyo, Japan）を用いて分離測定した． 

 

III-2-iv) カニクイザルの血液／血漿中濃度比（Rb）測定 

カニクイザルからの採血および血漿の採取はハムリー（Ibaraki, Japan）で実施した．すべ

ての動物実験計画はハムリーの Institutional Animal Care and Use Committee で承認された．ハ

ムリー社所有の 3 頭の 5 歳齢雄性カニクイザル（ハムリー．Ibaraki, Japan）について，17 時

間の絶食後（飲水は自由飲水）に採血し，一部を遠心して血漿を得た．caffeine，warfarin（ラ

セミ体），omeprazole，metoprolol および midazolam の混合溶液を血液および血漿に添加（各

薬物の最終濃度は R -warfarin および S-warfarin はそれぞれ 0.15 μmol/L，それ以外の薬物は

0.3 μmol/L．アセトニトリルの最終濃度 1％）して混和し，37℃で 10 分間インキュベートし
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た．血液試料については遠心して血漿を分取し，血漿試料とともに，III-2-iii)項に従い薬物

濃度を LC-MS/MS により測定した． 

 

III-2-v) カニクイザル肝ミクロソーム中安定性 

3～9 歳齢の雄性 26 頭および雌性 23 頭（新日本科学．Kainan, Japan），および血中動態試

験に用いた若齢および老齢サルから調製された肝ミクロソームを代謝安定性試験に使用し

た．Caffeine および warfarin（ラセミ体）はそれぞれ単独の調製液，omeprazole，metoprolol

および midazolam は 3 種混合溶液を使用した．サル肝ミクロソーム反応液は，肝ミクロソー

ム（caffeine および warfarin 用反応液は 1 mg protein/mL，3 種混合溶液用反応液は 0.1 mg 

protein/mL），NADPH 生成系（1.3 mmol/L NADP+，3.3mM glucose 6-phosphate，0.4 unit/mL 

glucose 6-phosphate dehydrogenase および 3.3mM magnesium chloride），薬物（各化合物の反応

液中薬物濃度は，caffeineは100 μmol/L，R-warfarinおよびS-warfarinは0.05 μmol/L，omeprazole，

metoprolol および midazolam は 0.1 μmol/L）および 100 mmol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）の混

合液を使用した．代謝反応は 37℃で実施し，midazolam については 5 分，それ以外の薬物に

ついては 2 時間インキュベート後，内標準物質として caffeine については caffeine-d9，それ

以外の薬物については candesartan を含む acetonitrile/ethanol（70:30 v/v）溶液を反応液の 4

倍量添加することで代謝反応を終了させた．混和して遠心し，その上清を新しい容器に移

し，薬物濃度を III-2-iii) 項に従い LC-MS/MS で測定した． 

 

III-2-vi) カニクイザル血漿および肝ミクロソーム蛋白結合率測定 

蛋白結合率を Rapid Equilibrium Dialysis Device（Thermo Scientific, Tokyo, Japan）を用いた

平衡透析法により測定した．血漿蛋白結合率測定においては，若齢および老齢サルの各個

体から得られた血漿に caffeine，warfarin（ラセミ体），omeprazole，metoprolol および midazolam 

の混合溶液を添加（各薬物の最終濃度はR -warfarinおよびS-warfarinはそれぞれ0.15 μmol/L，
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それ以外の薬物は 0.3 μmol/L．アセトニトリルの最終濃度 1％）して混和した． 

肝ミクロソーム結合率測定においては，Xenotech（Kansas，KA）から購入した肝ミクロ

ソームを使用した．5種の薬物の混合溶液を各薬物の最終濃度がR -warfarinおよび S-warfarin

はそれぞれ 0.05 μmol/L，それ以外の薬物は 0.1 μmol/L（アセトニトリルの最終濃度 1％）と

なるよう，NADPH 生成系を含まない肝ミクロソーム反応液に添加して混和した．各薬物添

加試料を透析膜チャンバーに添加し，緩衝液チャンバーにはリン酸緩衝液を添加した．37℃，

80 rpm で 24 時間振とう後，添加試料およびリン酸緩衝液試料を，内標準物質として

candesartan を含む acetonitrile/ethanol（70:30 v/v）溶液に添加した．混和して遠心し，その上

清を新しい容器に移し，薬物濃度を III-2-iii) 項に従い LC-MS/MS で測定した． 

 

III-2-vii) データ解析 

薬物動態パラメータは PhoenixTM WinNonlin® 6.1（Pharsight, Mountain View, CA）を用いて

ノンコンパートメント解析により算出した．R -warfarin および S-warfarin の薬物動態パラメ

ータ算出の際の投与量は，warfarin ラセミ体の投与量を 2 で割った値（静脈内および経口投

与でそれぞれ 0.1 および 0.5 mg/kg）を用いた． 

Rbは以下の式により算出した． 

Rb = 血液中理論濃度／血漿中濃度 

血漿中フリー体分率（fu,p）および肝ミクロソーム反応液中フリー体分率（fu,mic）は以下の

式により算出した 

fu = リン酸緩衝液中濃度／血漿もしくは肝ミクロソーム反応液中濃度 

カフェイン以外の薬物の肝固有 CL（CLint,vitro．mL/min/mg microsomal protein）は以下の式に

より算出した． 

CLint,vitro = ke／[MSprot]／fu,mic 

この式において keは肝ミクロソーム反応液中における未変化体の消失速度定数，[MSprot]は
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反応液中肝ミクロソーム蛋白濃度である． 

カフェインの CLint,vitroは以下の式により算出した． 

[Metabolites]／[S]／[MSprot]／t／fu,mic 

この式において，[Metabolites]は肝ミクロソーム反応 2 時間後におけるカフェインの代謝物

（1,3,7-trimethyluric acid，paraxanthine，theobromine および theophylline）濃度の総和，[S]は

添加 caffeine 濃度，そして t は肝ミクロソーム反応時間である． 

In vivo 血液 CL（CLB,predicted）は Naritomi らの報告に従い，dispersion model を用いて算出し

た(Naritomi et al., 2001)． 

CLB,predicted = Qh (1 − Fh) 

Fh = 
}1)/2D  exp{-(aa) - (1 - }1)/2D - exp{(aa)  (1

4a

N
2

N
2 ++

 

a = (1 + 4RN · DN)1/2 

RN = (fu,p /Rb) · CLint,vitro MA·LW/Qh 

DN = 0.17 

この式において，Qhは肝血流量であり，若齢サルの値として 43.6 mL/min/kg を使用した

(Davies & Morris 1993)． Fhは肝通過率，MA は肝臓 1 g あたりのミクロソーム蛋白含有率（45 

mg/g (Houston 1994)），LW は体重 1 kg あたりの肝臓重量（30 g/kg (Davies & Morris 1993)），

RNは efficiency number，そして DNは dispersion number を表す．老齢サルにおける肝血流量

（Qh,aged）は，以下の式のように若齢および老齢サルにおける diphenhydramine の CL 

(Koyanagi et al., 2014)を用いて算出した 26.0 mL/min/kg を使用した． 

  Qh,aged = 43.6 × [老齢サルにおける diphenhydramine の CL／若齢サルにおける

diphenhydramine の CL] 

肝ミクロソームおよび組換え CYP2D および 3A による metoprolol O-demethylation は Johnson 
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& Burlew らの方法に従い測定した(Johnson & Burlew 1996)．速度パラメータは非線形回帰に

よるフィッティング曲線より算出した（mean ±SE）．統計的有意性は t-test により評価した． 

 

第 3 節 結果 

III-3-i) 血中動態試験 

3 頭ずつの若齢および老齢のサルに Caffeine，warfarin（ラセミ体），omeprazole，metoprolol

および midazolam を各 0.20 mg/kg（R-warfarin および S-warfarin としてそれぞれ 0.10 mg/kg

ずつ）単回カセット静脈内投与，各 1.0 mg/kg（R-warfarin および S-warfarin としてそれぞれ

0.50 mg/kg ずつ単回カセット経口投与し，血漿中濃度推移を測定し（Figure III-1），薬物動

態パラメータを算出した（Table III-1）．Caffeine を経口および静脈内投与した時の血漿中濃

度は単相性の消失を示した（Figure III-1A および B）．若齢及び老齢サルにおける静脈内投

与時の caffeine の AUC はそれぞれ 2690 および 1250 ng·h/mL（Table III-1）であった．若齢

及び老齢サルにおける経口投与時の caffeineのCmaxはそれぞれ 297および 422μg/mLであり，

AUC はそれぞれ 4380 および 3960 ng·h/mL であった．Caffeine の若齢および老齢サルにおけ

るバイオアベイラビリティー（BA）はそれぞれ 31.7 および 66.2％であった．同様に，

R-warfarin および S-warfarin は経口および静脈内投与時の血漿中濃度は単相性の緩やかな消

失を示した（Figure III-1C～F）．Warfarin 静脈内投与時の AUC は，R-warfarin では若齢及び

老齢でそれぞれ 9980 および 21900 ng·h/mL，S-warfarin はそれぞれ 19100 および 21300 

ng·h/mL であった（Table III-1）．R-warfarin の老齢サルにおける CL（0.0854 mL/min/kg）は

若齢サルにおけるそれ CL（0.228 mL/min/kg）と有意差はなかったが，老齢サルの CL 平均

値は若齢サルに比べ 62％低い値であった．Warfarin 経口投与時の R-warfarin の Cmaxは若齢

及び老齢サルでそれぞれ 3290 および 4580 ng/mL，S-warfarin の Cmaxはそれぞれ 2650 および

3700 ng/mL，R-warfarinのAUCは若齢及び老齢サルでそれぞれ40200および74800 ng·h/mL，

S-warfarin の AUC はそれぞれ 65200 および 87300 ng·h/mL であった．特に，老齢サルにおけ
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る R-warfarin および S-warfarin 経口投与時の Cmaxは若齢よりも有意に高かった．R-warfarin

の BA は若齢及び老齢サルでそれぞれ 90.8 および 78.0％であり，S-warfarin の BA は 71.9 お

よび 99.1％であった．対照的に，omeprazole を静脈内投与した時の血漿中濃度は，単相性の

速やかな消失を示した（Figure III-1G）．若齢及び老齢サルにおける omeprazole 静脈内投与

時の AUC はそれぞれ 322 および 377 ng·h/mL であった（Table III-1）．Omeprazole 経口投与

時の若齢及び老齢サルにおける Cmax はそれぞれ 11.8 および 41.3 ng/mL，AUC はそれぞれ

37.5 および 120 ng·h/mL， BA は 2.1 および 7.0％であった．若齢および老齢サルに metoprolol

を静脈内投与した時の血漿中濃度は，単相性の速やかな消失を示した（Figure III-1I）．

Metoprolol 静脈内投与時の AUC は若齢および老齢サルにおいてそれぞれ 73.7 および 86.3 

ng·h/mL であった（Table III-1）．Metoprolol 経口投与時の若齢および老齢サルにおける Cmax

はそれぞれ 0.643 および 0.751 ng/mL，AUC はそれぞれ 3.77 および 4.05 ng·h/mL であり，BA

はそれぞれ 1.1 および 0.9％であった．同様に，midazolam 静脈内投与時の血漿中濃度は単相

性の速やかな消失を示した（Figure III-1K）．Midazolam 静脈内投与時の老齢サルにおける

AUC は 357 ng·h/mL であり，若齢サルの 251 ng·h/mL に比べ有意に高い値を示し（Table III-1），

midazolam の老齢サルにおける CL（9.47 mL/min/kg）は若齢サル（13.3 mL/min/kg）に比べ

有意に小さい値であった．Midazolam 経口投与後の Cmax は，若齢および老齢サルにおいて

それぞれ 5.87 および 7.58 ng/mL，AUC はそれぞれ 48.5 および 58.6 ng·h/mL であり，BA は

それぞれ 3.9 および 3.5％であった．今回の実験条件下では，caffeine，omeprazole および

metoprolol の経口および静脈内投与時の若齢および老齢サルにける血中動態パラメータに

統計的有意差は認められなかった． 
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Figure III-1. Plasma concentrations of caffeine (A and B), R-warfarin (C and D), S-warfarin (E and F), omeprazole (G and H), metoprolol (I and J) 

and midazolam (K and L) in young (open circles, triangles and squares for each animal and dotted line for mean of three animals) and aged (filled 

circles, triangles and squares for each animal and long dashed line for mean of three animals) monkeys after single simultaneous administration of 

five-probes intravenously (A, C, E, G, I and K, 0.20 mg kg-1) or orally (B, D, F, H, J and L, 1.0 mg kg-1). Symbols and bars show the mean±SD, n=3 

for each dosing. 
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Table III-1. Pharmacokinetic parameters of caffeine, R-/S-warfarin, omeprazole, metoprolol and midazolam in young and aged monkeys after 

single simultaneous administration of five-probes intravenously (0.20 mg kg-1) or orally (1.0 mg kg-1). 
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ap < 0.05 versus young group (t-test). AUC, area under the plasma concentration-time curve; CL, clearance; Vss, steady state volume of distribution; Cmax, 

maximal observed concentration; BA, oral bioavailability. The warfarin doses divided by two (0.1 and 0.5 mg/kg for intravenous and oral administration, 

respectively) were used for the calculations of the pharmacokinetic parameters of R- and S-warfarin. 

 

 

 

 

 



61 
 

III-3-ii) Rb，fu,mic，個体別 fu,p および CLint,vitro に基づく予測 CL と実測 CL の比較 

Caffeine，R-warfarin，S-warfarin，omeprazole，metoprolol および midazolam の Rb，fu,mic，

若齢および老齢サルにおける個体別血漿中 fu,pを Table III-2 に示した．これら薬物のサル Rb

は 0.692～1.44，fu,micは 0.457～1.00 であった．若齢および老齢動物の fu,pについて，加齢に

よる有意な変化は認められなかった．Metoprolol および caffeine の若齢サルにおける fu,pは

0.767 および 0.761 であり，omeprazole，R-warfarin，S-warfarin，および midazolam のそれぞ

れ 0.0532，0.0122，0.0137，および 0.0372 に比べ高い値を示した．血中動態試験に用いた個

別の若齢および老齢サルから調製した肝ミクロソームを用いて代謝安定性試験を実施し， 

CLint,vitroを算出した（Table III-3）．若齢および老齢動物の間で，各薬物とも CLint,vitroに有意

な違いは認められなかった．若齢サルにおいて，Midazolam の CLint,vitroは評価した薬物の中

で最も大きな値を示し（1.97 mL/min/mg protein），それに次いで omeprazole（0.0970 mL/min/mg 

protein）および metoprolol（0.0555 mL/min/mg protein）が高い値を示した．対照的に，R-warfarin

（0.00684 mL/min/mg protein），S-warfarin（0.00263 mL/min/mg protein）および caffeine

（0.000315 mL/min/mg protein）の CLint,vitroは低い値を示した． 
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Table III-2. Blood to plasma ratios, plasma and microsomal protein bindings of caffeine, R-/S-warfarin, omeprazole, metoprolol and midazolam. 

 

 

Rb, blood to plasma ratio (n=3); fu,p, free fraction in plasma; fu,mic, free fraction in microsomal incubation (n=2). There were no significant differences 

between young and aged groups in terms of fu,p (t-test). 
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Table III-3. CLint of caffeine, R- and S-warfarin, omeprazole, metoprolol and midazolam in the liver microsomes prepared from young and aged 

monkeys used in in vivo pharmacokinetics study. 

 

There were no significant differences between young and aged groups (t-test). 
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次に，CLB,predictedと CLB,observedの相関図を Figure III-2 に示した．CLB,observedは静脈内投与時の

血漿 CL を Rbで割ることで算出した．R-warfarin の相関係数は，CLB,predictedの算出に若齢サ

ルの血漿蛋白結合率平均値を用いた時に比べ，若齢および老齢サル個体別の血漿蛋白結合

率を用いることでより高値を示した（Fugure 2B，r=0.94，p=0.0051，n=6）．また，midazolam

の相関係数は老齢サルの肝血流量を代入することで改善した（Figure 2F，r=0.89，p=0.018，

n=6）．若齢および老齢サル個体別の血漿蛋白結合率や老齢および若齢それぞれの肝血流量

を用いて算出した midazolam もしくは R-warfarin の CLB,predictedは，若齢サルに比べ老齢サル

で小さかった．  
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Figure III-2. Comparison plot of caffeine (A), R-warfarin (B), S-warfarin (C), omeprazole (D), 

metoprolol (E) and midazolam (F) between blood CL predicted using microsomal stability 
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(CLB,predicted) and observed in vivo blood CL (CLB,observed) of young (open) and aged (closed) 

monkeys. CLB,predicted was calculated by dispersion model using individual CLint estimated by 

microsomal stability. (a) Squares, average plasma protein binding of young monkeys and the same 

hepatic blood (43.6 mL/min/kg) flow both in young and aged monkeys were used for calculation. (b) 

Triangle, individual plasma protein binding and the same hepatic blood (43.6 mL/min/kg) flow both 

in young and aged monkeys were used for calculation. (c) Circle, individual plasma protein binding 

and as the hepatic blood flow (43.6 mL/min/kg in young monkeys and 26.0 mL/min/kg in aged 

monkeys) were used. Dashed and solid lines represent regression lines of (b) and (c), respectively. *p 

< 0.05 and **p < 0.01, statistically significant. 

 

III-3-iii) 加齢による CLint,vitro の変動 

 55 頭のサルより調製した個体別の肝ミクロソームを用いて caffeine，R-warfarin，S-warfarin，

omeprazole，metoprolol および midazolam の CLint,vitroを評価し，年齢との相関性を確認した

（Figure III-3）．その結果， omeprazole の CLint,vitro（r=0.29，p=0.034，Figure III-3D）および

metoprolol（r=0.30，p=0.026，Figure III-3E）の CLint,vitroは年齢との間に有意な逆相関が認め

られた．他の薬物の CLint,vitroについては，今回の試験条件においては年齢との有意な相関性

が認められなかった． 
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Figure III-3. Relationship between hepatic CLint,vitro values [of caffeine (A), R-warfarin (B), 

S-warfarin (C), omeprazole (D), metoprolol (E) and midazolam (F)] and their age in monkeys. 

Solid line represents linear regression. *p < 0.05, statistically significant. 
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III-3-iv) Metoprolol O-demethylation 代謝活性の種差の検討 

ヒト CYP2D6 の典型的基質である metoprolol について，酸化代謝についての評価を実施

した結果を Table III-4 に示した．Metoprolol O-demethylation 活性速度パラメータは，ヒトと

サルの肝ミクロソーム，また，組換えヒト CYP2D6 とサル CYP2D17 および 3D44 で類似し

ていた．一方，ヒト CYP3A4 および 3A5 と異なり，サル CYP3A4 および 3A5 は CYP2D17

および 2D44 と同様の metoprolol O-demethylation 代謝能を示したが，CYP3A4 および 3A5 の

Km値は CYP2D17 および CYP2D44 比べ高い値であった． 

 

Table III-4. Kinetic parameters for metoprolol O-demethylation by liver microsomes and 

recombinant CYP2D and 3A enzymes. 

 

 

第 4 節 考察 

 本研究では，ヒト P450 の指標薬物(Turpault et al., 2009)を若齢および老齢サルにカセット

投与したときの血中動態を評価した．サルにおいて caffeine，R-warfarin および S-warfarin の

緩やかな血漿中からの消失，omeprazole，metoprolol および midazolam の速やかな消失が認

められたが（Figure III-1），これはヒトにおける報告と一致していた(Obach et al., 2008)．し

たがって，これら P450 指標薬物のサルにおける加齢による血中薬物動態の変動はヒトと比

較できると考えられた． 

ヒトにおいて，高齢者における midazolam の CL は若者に比べ 43％減少することが報告さ

れている(Greenblatt et al., 1984)．今回，midazolam の老齢サルにおける CL は若齢サルより

も有意に低い値を示した（Table III-1）ことから，サルはヒトと同様，CYP3A による midazolam
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の CL が加齢により減少していることが示された． 

Metoprolol の代謝分子種の検討の結果，ヒトでは CYP2D6 により代謝されるが，サルにお

いては，CYP2D に加え，CYP3A によっても代謝された（Table III-4）．CYP3A はサルの肝

臓に最も豊富に存在する代謝酵素(Uehara et al., 2011)であることから，metoprolol はサルにお

いて CYP2D 活性の指標とはならないが，midazolam 同様 CYP3A 活性の指標となると考え

られた．55 頭のサル肝ミクロソームを用いて算出した metoprolol の CLint,vitroは年齢との有意

な逆相関を示した（Figure III-3E）．midazolam の CL が加齢により低下したことと合わせ考

察すると，ヒトと同様にサル CYP3A で代謝される薬物の CL は 加齢により減少することが

示唆された． 

R-warfarin はサル CYP2C19 により代謝を受けることが報告されている(Hosoi et al., 2012)．

今回の試験において，R-warfarin の老齢における CL は若齢の 38％の値であった．この加齢

による CL の変動傾向は，R-warfarin を経口投与後の老齢サルにおける Cmaxが若齢サルに比

べて有意に高いことと一致していた（Table III-1）．ヒト CYP2C19 の典型的基質(Klotz et al., 

2004)である omeprazole の CL は加齢により有意に減少（homozygous extensive metabolizer の

若齢者および高齢者でそれぞれ 20.6 および 5.4 L/h）することが報告されている(Ishizawa et 

al., 2005)．Omeprazole はサルにおいても CYP2C19 によって代謝されるが(Uno et al., 2014b)，

55 頭の個別サルの肝ミクロソームを用いて算出した omeprazole の CLint,vitroは年齢との有意

な逆相関を示した（Figure III-3D）．以上のことから，サル CYP3A と同様，CYP2C19 で代謝

される薬物の CL は加齢により減少することが示唆された． 

 一方，サル肝 CYP2C9 の基質である caffeine (Utoh et al., 2013)のサルにおける CL は加齢に

よる影響を受けなかった．ヒトで主に CYP2C9 により代謝を受ける S-warfarin (Takahashi et 

al., 1998)は，ヒトにおいて加齢により CL が有意に減少（1 年あたり 0.3％減少）することが

報告されているが(Jensen et al., 2012)，今回の試験条件下では，サル CYP2C9 による CL の加

齢による低下は認められなかった．その原因としてサルにおけるCYP2C9の遺伝子多型(Uno 
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et al., 2014a)の影響である可能性が示唆された． 

 我々は以前に，サルにおいて，血漿アルブミン濃度は変化しなかったが，ヒトと同様に

加齢により肝血流量が低下することを報告した(Koyanagi et al., 2014)．Acetaminophen（胃排

出速度のマーカー），antipyrine（肝代謝活性および体水分率のマーカー），diazepam（高脂溶

性であり分布容積が高い薬物），diphenhydramine（代謝が肝血流律速．主結合蛋白が α1 酸

性糖蛋白質）および ofloxacin（腎排泄型薬物）の体内動態に加齢による生理学的な変動が

カニクイザルにおいて認められ，それは α1 酸性糖蛋白質および体脂肪率の増加，肝血流量，

肝 CL，腎 CL および体水分率の低下，によるものと推察された(Koyanagi et al., 2014)．今回

の試験において，我々は血中動態試験に用いた若齢および老齢サルについて，個体別に

CLint,vitroおよび fu,pを評価した．ヒトにおいてアルブミンの血漿中濃度は加齢により減少す

るが(Viani et al., 1992)，R-warfarin および S-warfarin については加齢による fu,pの有意な変動

が認められないことが報告されている(Jensen et al., 2012)．今回用いた P450 指標薬物につい

ては，R-warfarin および S-warfarin については若齢サルに比べ老齢サルで小さい fu,pを示した

が有意ではなく，他の薬物についてもサルにおける加齢による fu,pの変動は認められなかっ

た．  

 In vivo CL の加齢による変動にどの要因が影響を与えたのかを評価するため，3 頭ずつの

若齢および老齢サルにおける P450 指標薬物の血中動態試験を実施し，CLB,predictedおよび

CLB,observedを比較した（Figure III-2）．肝 CL が低い（代謝固有 CL 律速薬物）薬物の肝 CL

は CL=fu,p×CLintにより算出され，fu,pおよび CLintの変化により CL が影響されるが，肝血流

量の影響は受けない．一方，肝 CL が高い（肝血流律速）薬物の CL は CL = Qhとなり，CL

は肝血流量の変動の影響を受けるが，fu,pおよび CLintの変化の影響を受けない．中程度の肝

CL の薬物の場合，CL は fu,p，CLintおよび肝血流量の影響を受ける．今回の試験において，

caffeine，R-warfarin，S-warfarin，omeprazole，metoprolol および midazolam の若齢サルにお

ける血液 CL はそれぞれ 1.52，0.329，0.147，13.8，31.7 および 15.8 mL/min/kg であった．



71 
 

このことから，サルにおいて，caffeine，R-warfarin および S-warfarin は固有 CL 律速薬物，

metoprolol は肝血流量律速薬物，そして omeprazole および midazolam は中程度の CL の薬物

であると考えられた．R-warfarin，S-warfarin および omeprazole の CLB,predictedおよび CLB,observed

の相関性は肝血流量ではなく fu,pにより改善し，metoprolol の相関性は fu,pではなく肝血流量

により改善した（Figure III-2E）．Midazolam の相関性は主に肝血流量により，また一部 fu,p

により改善した（Figure III-2F）．Caffeine については個体別 fu,pおよび老齢における肝血流量

を反映させても CLB,predictedおよび CLB,observedの相関性は認められなかったが，in vivo CL が小

さく肝血流量の影響を受けないことおよび血漿蛋白結合率が低いため血漿蛋白濃度の変動

の影響を受けないことを考慮すると合理的である．これらの結果から，サルにおける in vivo 

CL の加齢による変動を議論する上で，CLintだけでなく fu,pおよび肝血流量の個体ごとの値

もしくは加齢による変動を考慮することが重要であると考えられた．ただし，midazolam に

ついては若齢サルにおける CLB,observedが 15.8 mL/min/kg であるのに対し，CLB,predictedが 37.5 

mL/min/kg と高く，若齢サルの肝血流量である 43.6 mL/min/kg に近い．Midazolam の

CLB,predictedが老齢サルの肝血流量を反映させることで CLB,observedとの相関性が改善したのは，

若齢サルの CLB,predictedが肝血流律速状態となっていることによる影響が大きいと考えられ

る．一方で若齢サルの CLB,observedは 15.8 mL/min/kg であり，若齢サルの肝血流量の 1/3 程度

であるため，肝血流律速状態ではない．今回，血中動態試験における midazolam の老齢サル

の CL は若齢サルに比べ約 29％低下した． 55 頭のサル肝ミクロソームを用いた代謝試験に

おいて，加齢による有意な CLintの低下は認められなかったが，ヒトにおいても同様に加齢

による有意な低下は認められておらず，ヒトにおける CL 低下は肝血流量に加え肝重量の低

下によることが示唆されている(Marchesini et al., 1988; Parkinson et al., 2004; Wynne et al., 

1989)．老齢サルにおける肝血流量は若齢サルに比べ約 40％低下しており，老齢サルにおけ

る midazolam の CL 低下の一部を肝血流量の低下により説明できるが，それ以外にも，肝重

量低下などの影響を与える要因が考えられ，ヒトと同様に，それらが複合的に影響した結
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果 CL が低下したと推察された． 

 

第 5 節 小括 

薬物代謝への寄与率が高い CYP2C19 および CYP3A について，これらにより代謝される

薬物の CL はヒトと同様に加齢により減少することが示された．これらの結果から，

CYP2C19 および CYP3A で代謝される開発候補化合物のヒトにおける加齢による血中動態

の変動を予測する上で，サルは有用な動物種であると考えられた． 
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総括 

開発候補化合物の臨床試験において，予想より血漿中濃度が低いと有効性を示せず，高

すぎると副作用を生じてしまうため，ヒト血漿中濃度の予測精度を向上することは，臨床

試験を安全に進めかつ成功確率を高める上で極めて重要である．特に，薬剤を最も多く服

用するのは高齢者であるため，医薬品開発においては高齢者の血漿中濃度予測が重要であ

る．ヒト血漿中濃度を予測する際には，開発候補化合物の薬物動態，すなわち吸収，分布，

代謝および排泄に関わる種々生理学的パラメータを加味する必要があるが，高齢者ではこ

れらのパラメータが変動する．そのため，高齢者血漿中濃度を予測するためには，加齢に

よる種々生理学的パラメータの変動を加味した予測が必要となる．肝細胞を用いた代謝安

定性試験や肝細胞を用いた肝取り込み試験などによる肝 CL 予測や，サルおよびイヌなどを

用いた血中動態試験によりヒト血漿中濃度予測を行うが，高齢者血漿中濃度予測を行う上

では二つの大きな課題がある．一つは，肝取り込み CL に及ぼす加齢の影響についてはこれ

までに報告がなく，その影響を予測する上で高齢者の肝細胞を用いた肝取り込み評価を実

施する必要があるが，In vitro 肝取り込み評価系において，高脂溶性および高蛋白結合率の

化合物は，容器および肝細胞への吸着等により，精度の高い肝取り込み速度の評価および

血漿蛋白結合率測定が困難であるという課題である．もう一つは，老齢動物がヒトにおけ

る加齢による種々生理学的パラメータの変動を反映しているかについて詳細な検討が行わ

れていないため，in vivo 血中動態試験による高齢者血漿中濃度予測への活用が難しいという

課題である．そこで本研究では，化合物の肝取り込みに及ぼす加齢の影響を評価するため

の基盤を構築すべく，高脂溶性・高蛋白結合率化合物についても精度の高いヒト肝取り込

み速度評価が可能となる新規 in vitro 肝取り込み評価系を構築すること，また，高齢者血漿

中濃度予測モデル動物としての老齢カニクイザルおよびビーグル犬の有用性を検証すべく，

加齢による種々生理学的パラメータの変動を確認することを研究目的とし検討を行った． 

第 I 章では，高脂溶性・高蛋白結合率化合物の肝取り込み評価が可能となる新規 in vitro
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評価系の構築を目指し検討を行った．通常の肝取り込み評価においては，緩衝液に懸濁し

た肝細胞を用いて化合物の肝細胞への取り込み速度を評価するが，高脂溶性・高蛋白結合

率化合物は肝細胞表面や容器への非特異的吸着により肝取り込み速度の評価が困難である．

また，肝 CL 予測のためには別途血漿蛋白結合率を測定する必要があるが，容器等への吸着

や測定感度の問題により測定できないことがある．さらに，容器等への吸着により緩衝液

中フリー体化合物濃度が大きく低下するため，正確な肝取り込み速度算出のために緩衝液

中フリー体化合物濃度の測定も必要であり，肝取り込み評価および血漿蛋白結合率測定と

合わせ合計 3 種類もの評価を必要とするため，スループットが低い．今回提唱した血清懸

濁肝細胞を用いた肝取り込み評価においては，化合物の容器等への非特異的吸着を防ぐこ

とができ，懸濁液中の血清中濃度は高蛋白結合率の化合物についてはほとんど変化がない

ため，測定が不要であり，さらにすでに蛋白結合が加味された状態での肝取り込み速度が

算出されるため，別途血漿蛋白結合率を測定する必要がなく，スループットが高いと考え

られた．そこで様々な脂溶性（pH 7.4 における計算 LogD 値 0.071～3.5）で 99％以上の高い

蛋白結合率であり，肝取り込み過程が肝消失の律速過程であると考えられている市販化合

物の肝取り込みについて血清懸濁細胞系を用いて検証したところ，緩衝液懸濁肝細胞を用

いた取り込み評価に比べ，脂溶性の高い Montelukast および Telmisartan について予測 CL と

実測 CL の相関性が向上した．このことから，血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価法は，

高脂溶性・高蛋白結合率化合物に関しても適用可能であり，簡便かつ予測精度の高い新規

in vitro肝取り込み評価系であると考えられた．そこで，高脂溶性化合物で蛋白結合率 99.97％

以上であり，高い吸着性により蛋白結合率を測定できずヒト CL 予測困難であった自社化合

物について血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込み評価を実施した．これら自社化合物はいず

れもカルボン酸を有し，肝取り込みトランスポーターの基質であり肝取り込み過程が肝消

失の律速段階である可能性が考えられた化合物である．血清懸濁肝細胞を用いた肝取り込

み評価により in vivo CL を予測し得るかを検証するため，ラット，モルモットおよびサルの



75 
 

血清および肝細胞を用いて肝取り込み評価を行ったところ，予測 CL と実測 CL は良好な相

関性を示した．高脂溶性・高蛋白結合率であるこれらの化合物のヒト CL は血清懸濁肝細胞

を用いた肝取り込み評価により予測が可能となり，ヒトで高い血漿中濃度を示すと期待さ

れる化合物を選択することができた． 

第 II 章では，カニクイザルおよびビーグル犬がヒトにおける生理学的パラメータに及ぼ

す加齢の影響を反映するかを明らかにするため，若齢および老齢のサルおよびイヌを用い

て検討を行った．老齢のサルおよびイヌの胃内 pH は，ヒトと同様に，若齢に比べ高い値を

示す個体があった．ヒトと異なり血漿中のアルブミン濃度はサルおよびイヌともに加齢に

より変動しなかった．α1 酸性糖蛋白質濃度はヒトで加齢により上昇するが，サルではヒト

と異なり上昇は認められなかったが，イヌでは有意差はないものの上昇している可能性が

示唆された．サルおよびイヌの胃排出速度の加齢による低下は，ヒトと同様に認められな

かった．ヒトでは加齢により体水分率が低下するが，サルおよびイヌともに加齢による体

水分率の有意な低下はなかった．ヒトで加齢により増加する体脂肪率については，サルお

よびイヌともに有意ではないものの増加する傾向が認められた．サルおよびイヌにおいて

加齢による肝血流量の低下が認められたが，加齢による有意な肝 CL の低下はサルにおいて

のみ認められた．サルにおいては腎 CL の有意な低下が認められ，イヌにおいては有意では

ないものの低下傾向を示した． 以上より，サルおよびイヌは，ヒトにおける加齢による複

数の生理学的パラメータの変動を反映することが示されたが，中でも，サルは薬物動態に

極めて重要な肝代謝能に及ぼす加齢の影響がヒトと類似しており，ヒトにおける薬物動態

に及ぼす加齢の影響を予測する上で有用な老齢動物モデルである可能性が高いと考えられ

た． 

第 III 章では，サルの肝代謝能に及ぼす加齢の影響をより詳細に調べた．ヒトにおいて医

薬品の代謝における寄与度の高い CYP3A，2C19，2C9 および 2D6 について指標薬物をサル

およびイヌに静脈内および経口投与し，サルの各 P450 代謝分子種の触媒活性に及ぼす加齢
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の影響を検討した．ヒトで酸化代謝される医薬品の約半数の代謝に関与する CYP3A で代謝

される midazolam のサルにおける静脈内投与時の CL は，ヒトと同様に，有意に低下した．

ヒトでCYP2D6により代謝されるmetoprololは，今回の検討によってサルにおいてはCYP2D

に加え肝臓において最も豊富に CYP3A でも代謝されることが明らかとなり，midazolam 同

様 CYP3A 活性の指標となると考えられた．55 頭の個別サル肝ミクロソームを用いて算出し

た metoprolol の CLint,vitroは年齢との有意な逆相関を示した．midazolam の CL が加齢により

低下したことと合わせ考察すると，ヒトと同様にサル CYP3A で代謝される薬物の CL は 加

齢により低下すると考えられた．ヒトにおいて CYP2C19 の基質である omeprazole の CL は

加齢により有意に低下するが，サルにおいて CYP2C19 活性の指標である R-warfarin の静脈

内投与時の CL は有意ではないものの低下し，経口投与時の Cmaxは有意に低下した．

R-warfarin 同様サル CYP2C19 の基質である omeprazole の CLint,vitroは年齢との有意な逆相関

を示したことからも，CYP3A と同様，CYP2C19 で代謝される薬物の CL はサルにおいて加

齢により減少することが示唆された．以上より，ヒトで薬物代謝への寄与率が高い CYP3A

および 2C19 の加齢による代謝活性への影響を予測する上で，サルは有用であることが明ら

かとなった 

以上，本研究により，高脂溶性・高蛋白結合率化合物についても簡便に精度良くヒト肝

取り込み CL を予測できる血清懸濁肝細胞取り込み評価系を構築することで，肝取り込みに

及ぼす加齢の影響を評価するための基盤を構築することができた．また，カニクイザルに

おける加齢による種々生理学的パラメータの変動がヒトにおけるそれと類似することを確

認し，高齢者血漿中濃度予測モデル動物としての老齢カニクイザルの有用性を明らかにし

た．今後多くの化合物について本動物モデルを用いた高齢者血漿中濃度予測が可能となる．

このように，医薬品開発において極めて重要である高齢者血漿中濃度予測に関して，予測

精度向上につながる新たな手法および知見を見出したことから，本研究の成果は今後の医

薬品開発の成功確率向上に大きく寄与するものと期待される． 
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