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序論 

 

近年、個別化医療進展に伴い、遺伝子変異などの薬理遺伝学情報が添付文書に記載され

る医薬品が増加している。とりわけ、がん治療領域では、がん細胞の遺伝子変異情報が薬

剤選択に使われる一方、ヒト薬物代謝酵素の遺伝子多型情報を基に投与量が決定される治

療薬も登場している（家入, 2014）。医療現場では、患者一人ひとりの薬物の血中濃度を適

正な領域に保つために、薬物の動態特性、薬理遺伝学情報などを基盤とし、実地に治療薬

物モニタリングを実施するなど、それぞれの患者に適した用法・用量が設定されている。

このような薬物の生体内運命を規定する因子のひとつに、薬物代謝酵素チトクロム P450

（総称を P450、個別分子種を CYP と記す）（Iwasaki and Uno, 2009）が挙げられる。中で

もCYP3AおよびCYP2C酵素群はヒトでの医薬品の代謝への関与が大きいことが指摘され

ている（Williams et al., 2004）。ヒトにおいては、CYP2C9 および CYP2C19 に多様な遺伝子

多型があり、薬物の体内動態の個人差の主要な原因のひとつになることが知られている

（家入, 2014）。ともに治療域の狭いワルファリンやフェニトインの体内動態に影響を及ぼ

す一因として、責任酵素である CYP2C9 の酵素機能の個人差が挙げられる。この CYP2C9

には、代謝酵素活性低下を伴う遺伝子多型 CYP2C9*2 および 2C9*3 が知られている。米国

のワルファリン添付文書にはCYP2C9*2および 2C9*3の診断情報をもとにワルファリンの

個別化投与設計が推奨されている。同様に、CYP2C19 はプロトンポンプ阻害剤等多くの

医薬品を代謝するが、日本人の約 5 人に一人が酵素活性をほとんど有しない活性欠損型の

CYP2C19*2 および 2C19*3 であり、これら遺伝子多型情報を基に薬物治療が考慮されてい

る（前川ら, 2014）。さらに、薬物の適正使用のため、医薬品開発における被験薬の薬物動

態に対する遺伝子多型の影響を定量的に評価するための検討方法を提示する「「医薬品開

発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドライン」について」（薬生薬審発 0723 第

4 号 平成 30 年 ７ 月 23 日付け 厚生労働省医薬・生活衛生局医薬品審査管理課長通知）

が発出された（https://www.mhlw.go.jp/hourei/doc/tsuchi/T180724I0150.pdf）。この薬物相互作
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用のガイドラインでは、近年のモデリング＆シミュレーション技術の進展から、薬物血中

濃度の予測式も幾つか採択されるようになってきた。特に動的な生理学的薬物動態（PBPK）

モデルの活用が推奨され、その予測結果を基にする使用上の注意が添付文書に記載される

新薬も承認されている。このような状況下、個別化医療に役立てるための基礎研究の重要

性は益々高まってきている。医薬品開発の非臨床試験では、医薬候補品の薬効を裏付ける

薬効・薬理試験、一連の安全性試験が実施される。医薬候補品の薬効・毒性と薬物動態の

関連付けや動態特性を明らかにするため、トキシコキネティクスや薬物動態試験が実施さ

れるが、これらの非臨床試験の情報を臨床予測に役立てるためには、医薬候補品の in vitro

および in vivo での薬物動態の特性を的確に把握し、両者の関係性を明確にすることは極め

て重要である。非臨床試験では、ヒトとの類似性を考慮した実験動物の選択が推奨されて

いる。 

カニクイザル（Macaca fascicularis、サル）は、他の実験動物に比べて進化的にヒトに近

く、解剖学的、生理学的にヒトとの類似性が高いことから重要な実験動物として、非臨床

試験において広く使用されている（Uno et al., 2006）。ヒトおよびサルの CYP3A 酵素は、

ともに基質認識性が類似し（Uehara et al., 2010）、脂溶性の高い薬物を代謝することから、

創薬段階からサルを用いて CYP3A 基質薬物のヒトでの薬物動態の予測を試みる研究がな

されている（Nishimuta et al., 2011; Mano et al., 2015）。近年では、サルを用いて医薬候補品

の CYP3A 阻害および酵素誘導を評価する方法（Ogasawara et al., 2009; Ohtsuka et al., 2010）

や PBPK モデルを用いて、サルでの in vivo 体内動態情報を基にヒト体内動態を予測する手

法（Shida et al., 2015）など、医薬品開発の効率化に貢献する多くの基礎研究成果が報告さ

れている。一方、CYP2C 酵素群については、ヒトとサルの基質認識性に若干の差があり、

霊長類同士でありながら稀に薬物代謝の種差が認められる（Hosaka et al., 2015a, 2015b, and 

2015c; Utoh et al.,）。近年、サル CYP2C8（サル CYP は mCYP と記す）、mCYP2C9、mCYP2C19

および mCYP2C76 の各分子種の基質認識性の網羅的な解析がなされ、その全体像が明ら

かにされた。保坂ら（Hosaka et al., 2015b）は、89 種類のヒト CYP2C（ヒト CYP は hCYP
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と記す）の基質薬物を用いて検討し、mCYP2C19 と mCYP2C9 のそれぞれの基質認識性は

hCYP2C9 あるいは hCYP2C19 のそれらに概ね類似し、さらに mCYP2C8 の基質認識性に

関しても hCYP2C8 のそれに類似していると報告している。一方で、ヒトに相同な遺伝子

群のないサル mCYP2C76 は多様な化合物を代謝し、ヒトで報告のない代謝物を生成しう

ることから、ヒトとサルの薬物代謝の種差の一因となる可能性がある旨が報告されている

（Hosaka et al., 2015a）。近年、サルにおいても、mCYP2C9 および mCYP2C19 の遺伝子多

型に関する in vitro 研究がなされ、薬物代謝酵素活性に個体差があることが報告されてい

る（Uno et al., 2014a; Uno et al., 2015a）。このような状況下、サルでも、上述のヒトと同様

に、薬物代謝酵素の遺伝子多型が各種医薬品の薬物動態に影響することが十分に推察され

るが、in vivo での薬物動態の研究は全くなされていないのが現状である。 

そこで本研究では、mCYP2C 分子種のうち遺伝子多型の出現頻度が高く重要な

mCYP2C19 について、モデル薬物としてワルファリンを選択し、遺伝子多型のワルファリ

ン薬物動態に及ぼす影響に関する検討を行い定量的な評価を行った。第 I 章では、ヒトお

よびサル肝による R-/S-ワルファリンの in vitro 代謝の検討を行い、ヒトおよびサル肝によ

る 6-/7-水酸化代謝反応の立体選択性の相違およびサル肝による 6-/7-水酸化代謝反応に関

与する P450 酵素の同定と寄与の程度を明らかにした。第 II 章では、mCYP2C19 の遺伝子

多型[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]を持つサルを用いて in vivo 薬物動態試

験を行い、mCYP2C19 遺伝子多型の R-/S-ワルファリンの薬物動態に及ぼす影響を明らかに

した。第 III 章では、R-ワルファリンの個別 PBPK モデリングによる定量的評価系を構築

し、mCYP2C19 遺伝子変異により R-ワルファリンの肝クリアランスが有意に低下すること

を明らかにした。さらに同一個体肝の in vitro データと in vivo データの相関性を明らかに

した。以上のことから、mCYP2C19 分子種の遺伝子多型の非臨床研究における意義を明ら

かにし、加えて医薬開発候補品の動態特性、薬物代謝酵素遺伝子多型による代謝能の低下、

代謝酵素の寄与率等の in vitro の情報を組み込んだ PBPK モデルを用いた薬物体内動態の

有用な解析手法の新知見を得たので、以下に詳述する。  
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第 I 章 サル肝におけるワルファリンの in vitro 代謝の検討 

 

第 1 節 緒言 

 

サルを用いた薬物動態試験結果をヒトの臨床薬物動態の予測に役立てるためには、サル

とヒト間の薬物代謝の相違を理解する必要がある。P450 酵素はアミノ酸配列の相同性に基

づいて分類される。サルおよびヒトの P450 酵素のアミノ酸配列の相同性は極めて高く、

mCYP2C19 と hCYP2C9 は 93%、mCYP2C19 と hCYP2C19 は 92%、mCYP2C19 と mCYP2C9

は 94%のアミノ酸相同性を示す（Iwasaki and Uno, 2009; Hosaka et al.,2015b; Uno et al., 

2016a）。mCYP2C19 は hCYP2C9 の典型的な代謝反応であるトルブタミド 4-水酸化反応を

触媒し、ジクロフェナク、ワルファリンおよびフルルビプロフェン等の hCYP2C9 の指標

薬を特異的に代謝することから、機能的には hCYP2C9 に類似していると報告（Iwasaki and 

Uno, 2009; Hosaka etal., 2015b）されている。特にワルファリンのように代謝により消失す

る薬物に関しては、薬物代謝の種差を明確にすることは極めて重要である（Bullock et al., 

1995; Emoto et al., 2011; Sakai et al., 2014）。mCYP2C19 の遺伝子多型の薬物動態に及ぼす影

響を検討するには、薬物の吸収、分布、代謝、排泄の各プロセスのうち、多様な代謝酵素

が関与する代謝プロセスが最も重要で、mCYP2C19 のワルファリン代謝への寄与の程度な

ど in vitro 代謝を詳細に検討する必要がある（Hosaka et al., 2015b; Takahashi et al., 2001）。 

保坂らは、ヒト同様に薬物代謝への寄与の大きい mCYP2C9 および mCYP2C19、並びに

ヒトにオーソログが存在しない mCYP2C76 の基質認識性を明らかにするため、ヒト P450

の代表的な基質または阻害剤、さらに、ヒト P450 2C 分子種の基質または阻害剤を加えた

89 化合物を用いて網羅的に解析し、89 化合物中 34 化合物，20 化合物および 19 化合物が、

それぞれ mCYP2C19、mCYP2C9 および mCYP2C76 の基質であることを明らかにした

（Hosaka et al., 2015a, 2015b, and 2015c）。mCYP2C9 は概ね hCYP2C9 および hCYP2C19 に

類似した基質認識性を示し、エファビレンツが mCYP2C9 の指標基質となる可能性がある
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と報告されている（Hosaka et al., 2015c; Iwasaki et al.,2016; Utoh et al.,2017）。また、保坂ら

は mCYP2C19 も hCYP2C9 および hCYP2C19 に概ね類似した基質認識性を示し、hCYP2C9

の指標基質として知られるジクロフェナク、フルルビプロフェンおよびワルファリンが

mCYP2C19 の指標基質となる可能性があると報告している（Hosaka et al., 2015b）。さらに、

保坂らは、ジアゼパムおよびオメプラゾールは hCYP2C19 および mCYP2C19 の指標基質

である可能性があることも明らかにしている（Hosaka et al., 2015b）。上記の mCYP2C19 基

質化合物の中でワルファリンは、臨床での治療域が狭く、hCYP2C9 遺伝子多型情報に基づ

く薬物治療が考慮されている薬剤であることから、本研究の対象薬物とした。 

ワルファリンは代表的な光学活性医薬品で、臨床では S-および R-ワルファリンのラセミ

体として使用されている。光学活性医薬品は、分子内に光学活性中心を持ちキラル化合物

の 2 種類の鏡像異性体（R 体および S 体）が等モル量混合されたラセミ体の薬物で、その

中には薬効発現に一方の光学活性体が他方より強く関与するもの（Villanueva et al., 1993）、

あるいは、ヒトでの代謝消失において一方の代謝が優位に触媒されるものがある

（Yasumori et al., 1993）。ワルファリンは、ヒトにおいては7位が優先的に水酸化されるが、

S-ワルファリンは主に hCYP2C9 により代謝され、R-ワルファリンは hCYP1A2、hCYP2C19

および hCYP3A4など複数のヒト P450酵素により代謝される（Zhang et al.,1995, Yamazaki et 

al., 1997, Kaminsky et al., 1997, Yamazaki et al., 1998a, Rendic et al., 2010）。このように R-およ

び S-ワルファリンは、ヒトにおいてはそれぞれ異なる P450 酵素により代謝され、S-ワル

ファリンの主たる代謝酵素は hCYP2C9 で、hCYP2C9 の遺伝子多型がワルファリンの体内

動態に顕著な影響を及ぼすことが知られている（家入, 2014）。しかし、サルにおいては、

ワルファリン代謝の立体選択性や関与する酵素などの十分な検討はなされていない。 

以上の背景から、本章ではヒトおよびサル肝による R-/S-ワルファリンの in vitro 代謝の

検討を行い、ヒトおよびサル肝によるワルファリン 6-/7-水酸化代謝反応の立体選択性の

相違とこれらの代謝反応に関与するサル P450 酵素の同定と寄与の程度を明らかにした。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

 

I-2-i 実験材料および試薬 

R-ワルファリン、S-ワルファリン、エトキシレゾルフィン、ペントキシレゾルフィン、

ジクロフェナク、S-メフェニトイン、ブフラロール、デキストロメトルファンおよびクロ

ルゾキサゾンは Sigma-Aldrich Japan より購入した。クマリン、フルルビプロフェン、ミダ

ゾラム、α-ナフトフラボン（7,8-ベンゾフラボン）、キニジンおよびケトコナゾールは和光

純薬工業より購入した。その他の試薬は市販品の最高純度のものを使用した。 

個別雌雄サル 20 検体（4-9 歳）の肝は株式会社新日本科学において採取されたものを

使用した。プールドヒト肝ミクロゾーム（H150 および H161） は BD Bioscience より購入

した。動物肝の使用は、昭和薬科大学実験動物倫理委員会において承認された上で研究を

実施した。  

 

I-2-ii サル肝ミクロゾームの調製 

肝ミクロゾームは Inoue ら（Inoue et al., 1997）および Shimada ら（Shimada et al., 2001）

の方法に従って、以下に示す手順で調製した。凍結した肝試料に肝重量あたり 3 倍容の 0.10 

M Tris-塩酸 (pH 7.4) / 0.10 M 塩化カリウム / 1.0 mM EDTA (pH 7.4) ホモジネート緩衝液

を添加し、肝組織をポリトロンホモジナイザーで粉砕した。テフロンホモジナイザーで懸

濁し、ホモジネートを 9,000×g、4ºCで 15分間冷却遠心分離した。上清を回収し、105,000×g、

4ºC で 60 分間遠心分離した。上清を除き、肝重量あたり等容の 10 mM Tris-塩酸 (pH 7.4) / 

1.0 mM EDTA / 20% （v/v） グリセロール緩衝液を加え、沈殿物をテフロンホモジナイザ

ーで再懸濁した。調製した肝ミクロゾームは使用時まで-80ºC で凍結保存した。 

肝ミクロゾームのタンパク量は Smith ら （Smith et al., 1985）の方法に従い、ウシ血清

アルブミンを標準タンパクとして  BCA Protein Assay Kit を用いて Model 550 

MICROPLATE READER （日本バイオ・ラッドラボラトリーズ）を用いて測定した。肝ミ
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クロゾーム中の総 P450 含量は、Omura と Sato （Omura and Sato, 1964）の方法に従い、CO

差スペクトル法により測定した。肝ミクロゾーム 100 µL を 0.1 M リン酸カリウム緩衝液 

(pH 7.4) / 20% (v/v) グリセロールに懸濁し、試料側のミクロゾーム懸濁液に CO を通気し、

試料側および対照側にハイドロサルファイトナトリウムを少量添加し、分光光度計 

U-3000 （日立製作所） により UV 500-400 nm 間のスペクトルを測定した。P450 含量の

算出には分子吸光係数 91 mM-1⋅cm-1 を用いた。チトクロム P450 レダクターゼ（CPR）活

性の測定は Phillips と Langdon （Phillips and Langdon, 1962）の方法に従って行い、分光光

度計 U-2001（日立製作所）により測定した。精製 CPR 1.0 µM 液 5 µL での 1 分間あたり

の吸光度変化値 0.3 を用いて CPR 発現量を算出した。基準となる精製 CPR 濃度は吸光係

数 21 mM-1⋅cm-1 を用い算出した。サル肝ミクロゾーム中の P450 2C 酵素発現量は、抗

hCYP2C9 抗体を用いた Uehara らの方法（Uehara et al., 2011a）により求めた。サル肝ミク

ロゾーム中の推定 mCYP2C19 酵素発現量は、Uno ら（Uno et al., 2011d; Uno et al., 2014a）

のリアルタイム RT-PCR 法を用いて各肝試料中の mCYP2C9 および mCYP2C19 の mRNA

量比を求め、mCYP2C19 の含有比を前述の P450 2C 酵素発現量に乗じて推定した。 

 

I-2-iii サル P450 発現大腸菌膜画分の調製 

大腸菌発現用 pCW プラスミドベクターに mCYP1A1、1A2、2A23、2A24、2A26、2C8、

2C9、2C19、2C76、2D17、2D44、2E1、3A4 および 3A5 と CPR を構築し、Guengerich ら

（Guengerich et al., 1996）および Parikh ら（Parikh et al., 1997）の方法を用いて大腸菌 DH5α

に形質転換した。その後、Lysogeny Broth （LB）培地（50 µg/mL Amp Na） 3 mL で 37ºC、

180 rpm で 16 時間前培養後、100 µg/mL Amp Na、0.5 mM δ-ALA および 1 mM 塩酸チアミ

ンを加えた Terrific Broth（TB）培地 100 mL 中に植え換え 37ºC、180 rpm で 3 時間振盪培

養した。3 時間後 1 mM IPTG を添加し、30ºC、180 rpm でさらに 30 時間培養した。培養終

了後、菌懸濁液を氷上で 1 時間放置した後、50 mL のコニカルチューブに移し、8,000 rpm 

（Sakuma、50F8A-E24、SS-1500）、4ºC で 10 分間遠心分離した。上清を捨てて菌体を回収
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し、菌 1 g あたり 15 mL の 0.2 M Tris-塩酸 (pH 7.5) / 1.0 mM EDTA / 1.0 M スクロース緩衝

液、0.1 mg/mL lysozyme および 15 mL の冷却した超純水を加えた。これを氷上で 30 分間

放置した後 8,000 rpm、4ºC で 15 分間遠心分離した。上清を捨て 1 M リン酸カリウム緩衝

液 (pH 7.4) 100 mL / glycerol 200 g / 酢酸マグネシウム 1.29 g / DTT 15.4 mg とした

Sonication buffer を 5 mL 加え、1 mM PMSF を加えた。その後、懸濁液を氷上で冷却しなが

ら 20 秒間、3 回超音波粉砕し、9,000 rpm、4ºC で 15 分間冷却遠心後、上清を回収し 40,000 

rpm、4ºC で 1 時間超遠心分離した。沈殿は 1.5 mL の 10 mM Tris-塩酸 (pH 7.4) / 1.0 mM 

EDTA / 20% (v/v) グリセロール緩衝液で氷上にてホモジナイズし、各種 P450 / CPR 膜画分

とした。P450 含量は Omura と Sato （Omura and Sato, 1964）の方法に従い、I-2-ii 項に述

べた手順に準じて CO 差スペクトルを測定することにより定量した。CPR 活性の測定は

Phillips と Langdon （Phillips and Langdon, 1962）の方法にしたがって行い、I-2-ii 項に準じ

て算出した。 

 

I-2-iv R-および S-ワルファリン酸化酵素活性の測定 

Lang と Böcker（Lang and Böcker, 1995）の方法を一部改変し、ヒトおよびサル肝ミクロ

ゾームならびに大腸菌発現系サル P450 分子種による R-および S-ワルファリン酸化酵素活

性は以下の方法により測定した。肝ミクロゾーム（0.1 mg protein） または大腸菌発現系

サル P450 分子種（5 pmol） をワルファリン（0-400 µM）、NADPH 生成系（0.5 mM NADP+、

5 mM G-6-P、0.5 unit/mL G-6-P DH） および 100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4） を

含む反応混液 に添加し、計 0.2 mL とした。水浴上 37ºC で 15 分間反応させ、60% 過塩素

酸（0.01 mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液は 2,500 rpm で 5 分間遠心分離し、

上清 100 µL を HPLC に注入し分析に用いた。 

阻害実験の場合は、反応混液に各種阻害剤を共存させ同様の操作を行った。CYP1A 阻

害剤として α-ナフトフラボン、CYP2A 阻害剤としてクマリン、CYP2D 阻害剤としてキニ

ジン、CYP2E 阻害剤としてクロルゾキサゾンおよび CYP3A 阻害剤としてケトコナゾール
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を用いて、阻害剤濃度は終濃度が 1 µM および 5 µM となるように設定し、反応を行った。

HPLC の測定条件は、カラムに Mightysil RP-18 GP （150×4.6 mm、5 µm、関東化学）、移

動相には 36% アセトニトリル / 0.04% リン酸を使用し、流速は 1.5 mL/min、測定波長は

UV: 205 nm、Ex: 320 nm、Em: 415 nm とし、UV 波長で 6-水酸化体を、蛍光波長で 7-水酸

化体を測定した。酸化酵素活性を算出するにあたり、ワルファリンの代謝物の標品である

6-水酸化ワルファリンを移動相に溶解させ、50 pmol 相当の溶液を HPLC に注入し、保持

時間および基準面積を測定した。Kmおよび Vmax値は Kaleida Glaph 4.0（Synergy Software, 

Reading, PA）を用いて算出した。 

 

I-2-v 各 CYP 分子種指標基質に対する酸化酵素活性の測定 

a)エトキシレゾルフィンおよびペントキシレゾルフィン O-脱アルキル化酵素活性の測定 

Hanioka ら（Hanioka et al., 2000）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるエト

キシレゾルフィンおよびペントキシレゾルフィン O-脱アルキル化酵素活性は以下の手順

により測定した。肝ミクロゾーム（0.04 または 0.05 mg protein）をエトキシレゾルフィン

（10 µM）またはペントキシレゾルフィン（50 µM）、NADPH 生成系および 100 mM リン

酸カリウム緩衝液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 10 分間

反応させ、メタノール（0.4 mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液を 2,500 rpm で

10 分間遠心分離し、上清 10 µL を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、カ

ラムに Mightysil RP-18 GP、移動相には 3% アセトニトリル / 45% メタノール / 20 mM リ

ン酸カリウム緩衝液（pH 6.5）を使用し、流速 0.8 mL/min、測定波長は Ex: 550 nm、Em: 585 

nm とした。 

 

b）クマリン 7-水酸化酵素活性の測定 

Yamazaki ら（Yamazaki et al., 1994）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるク

マリン 7-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム（0.05 mg protein）
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をクマリン（50 µM）、NADPH 生成系および 100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）を

含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 10 分間反応させ、60% 過塩素酸（0.01 

mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液を 2,500 rpm で 5 分間遠心分離し、上清 25 µL

を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、カラムに Mightysil RP-18 GP、移

動相には 45% アセトニトリル / 20 mM 過塩素酸ナトリウム緩衝液（pH 2.5）を使用し、

流速 1.2 mL/min、測定波長は Ex: 338 nm、Em: 458 nm とした。 

 

c）ジクロフェナク 4-水酸化酵素活性の測定 

Yamazaki ら（Yamazaki et al., 1994）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるジ

クロフェナク 4-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム（0.05 mg 

protein）をジクロフェナク（50 µM）、NADPH 生成系および 50 mM リン酸カリウム緩衝

液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 15 分間反応させ、60% 過

塩素酸（0.01 mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液を 2,500 rpm で 5 分間遠心分離

し、上清 100 µL を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、カラムに Mightysil 

RP-18 GP、移動相には 45% アセトニトリル / 20 mM 過塩素酸ナトリウム緩衝液（pH 2.5）

を使用し、流速 1.5 mL/min、測定波長は 280 nm とした。 

 

d）フルルビプロフェン 4′-水酸化酵素活性の測定 

Yamazaki ら（Yamazaki et al., 1998b）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによる

フルルビプロフェン 4′-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム

（0.04 mg protein）をフルルビプロフェン（100 µM）、NADPH 生成系および 50 mM リン

酸カリウム緩衝液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 15 分間

反応させ、60% 過塩素酸（0.01 mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液を 2,500 rpm 

で 5 分間遠心分離し、上清 25 µL を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、

カラムに Mightysil RP-18 GP、移動相には 45% アセトニトリル / 20mM 過塩素酸ナトリウ
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ム緩衝液（pH 2.5）を使用し、流速 1.5 mL/min、測定波長は Ex: 260 nm、Em: 320 nm とし

た。 

 

e）S-メフェニトイン 4′-水酸化酵素活性の測定 

Yamazaki ら（Yamazaki et al., 2002）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによる

S-メフェニトイン 4′-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム（0.125 

mg protein）を S-メフェニトイン（200 µM）、NADPH 生成系および 50 mM リン酸カリウ

ム緩衝液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.25 mL）とした。水浴上 37ºC で 30 分間反応さ

せ、1 M 塩酸（0.025 mL）および酢酸エチル（1.5 mL）を添加し、反応を停止し 1 分間ボ

ルテックスにより抽出操作を行った。2,500 rpm で 5 分間遠心分離し、上層の有機層 1 mL

を採取し、遠心エバポレーターで乾固させた。残渣を移動相 200 µL で再溶解し、そのう

ちの 100 µLをHPLCに注入し分析に用いた。HPLCの測定条件は、カラムにMightysil RP-18 

GP、移動相には 25% アセトニトリル / 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 4.0）を使用

し、流速 1.0 mL/min、測定波長は 204 nm とした。 

 

f）ブフラロール 1′-水酸化酵素活性の測定 

Yamazaki ら（Yamazaki et al., 1994）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるブ

フラロール 1′-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム（0.05 mg 

protein） をブフラロール（20 µM）、NADPH 生成系および 100 mM リン酸カリウム緩衝

液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 15 分間反応させ、60% 過

塩素酸（0.01 mL）を添加し、反応を停止させた。反応混液を 2,500 rpm で 10 分間遠心分

離し、上清 25 µL を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、カラムに Mightysil 

RP-18 GP、移動相には 33% アセトニトリル / 20 mM 過塩素酸ナトリウム緩衝液（pH 2.5）

を使用し、流速 1.5 mL/min、測定波長は Ex: 252 nm、Em: 302 nm とした。 
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g）デキストロメトルファン O-および N-脱メチル化酵素活性の測定 

Matsunaga ら（Matsunaga et al., 2009）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによる

デキストロメトルファン O-および N-脱メチル化酵素活性は、以下の手順により測定した。

肝ミクロゾーム（0.04 mg protein）をデキストロメトルファン（400 µM）、NADPH 生成系

および 50 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.4) を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴

上 37ºC で 15 分間反応させ、60% 過塩素酸（0.01 mL）を添加し、反応を停止させた。反

応混液を 2,500 rpm で 10 分間遠心分離し、上清 20 µL を HPLC に注入し分析に用いた。

HPLC の測定条件は、カラムに Mightysil RP-18 GP、移動相には 33% アセトニトリル / 20 

mM 過塩素酸ナトリウム緩衝液（pH 2.5）を使用し、流速 1.2 mL/min、測定波長は Ex: 270 

nm、Em: 370 nm とした。 

 

h）クロルゾキサゾン 6-水酸化酵素活性の測定 

Shimada ら（Shimada et al., 1999）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるクロ

ルゾキサゾン 6-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム（0.05 mg 

protein）をクロルゾキサゾン（50 µM）、NADPH 生成系および 100 mM リン酸カリウム緩

衝液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.2 mL）とした。水浴上 37ºC で 10 分間反応させ、43% 

リン酸（0.025 mL）および酢酸エチル（1.5 mL）を添加し、反応を停止させ 1 分間ボルテ

ックスにより抽出操作を行った。反応混液を 2,500 rpm で 5 分間遠心分離し、上層の有機

層 1 mL を、遠心エバポレーターで乾固した。残渣を移動相 200 µL で再溶解し、そのうち

の 100 µL を HPLC に注入した。HPLC の測定条件は、カラムに L-column C-8（150×4.6 mm、

5 µm、化学物質評価研究機構）、移動相には 27% アセトニトリル / 0.5% リン酸を使用し、

流速 1.5 mL/min、測定波長は 287 nm とした。 

 

i)ミダゾラム 1′-および 4-水酸化酵素活性の測定 

Kronbach ら（Kronbach et al., 1989）の方法を一部改変し、サル肝ミクロゾームによるミ
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ダゾラム 1′-および 4-水酸化酵素活性は以下の手順により測定した。肝ミクロゾーム

（0.125 mg protein）をミダゾラム（100 µM）、NADPH 生成系および 100 mM リン酸カリウ

ム緩衝液（pH 7.4）を含む反応混液（計 0.25 mL）とした。水浴上 37ºC で 15 分間反応さ

せ、メタノール（0.25 mL）を添加し、反応を停止させた。反応後の溶液は 2,500 rpm で 5

分間遠心分離し、上清 50 µL を HPLC に注入し分析に用いた。HPLC の測定条件は、カラ

ムに Mightysil RP-18 GP、移動相には 24% メタノール / 33% アセトニトリル / 10 mM リ

ン酸カリウム緩衝液 (pH 7.4) を使用し、流速 1.0 mL/min、測定波長は 220 nm とした。 

 

I-2-vi ドッキングシミュレーション 

 

mCYP2C19 三次元モデルの構築およびドッキングシミュレーションに関する一連の作

業は、Molecular Operating Environment （MOE）ソフトウェア（ver. 2011.10, Chemical 

Computing Group, Montreal, Canada）を用いて行った。mCYP2C19 三次元立体構造のモデリ

ングは hCYP 2C9 （Protain Data Bank ID:1R90） を基に行った。構造エネルギーの極小化

計算は、分子力場として AMBER12EHT を用いて行った。MOE 上の Sitefinder 機能により

酵素側のリガンド結合部位を探索した。選択したヘム周辺での結合部位でリガンドとのド

ッキングシミュレーションを行った。ドッキングシミュレーションの結果により得られる

安定化エネルギーU_dock（kcal/mol） は、リガンドの歪みエネルギー（U_strain）、受容体

とリガンドの静電相互作用エネルギー（U_ele）、および受容体とリガンド間のファンデル

ワールス相互作用エネルギー（U_vdw）の総和により表される。ドッキングシミュレーシ

ョンの分子力場としても AMBER12EHT を用いて行い、安定化エネルギーU_dock の最も

小さいものをモデルとした。ドッキングシミュレーションに先立ち、モデリングした三次

元構造のエネルギーは CHARMM22 force field により最小化した。ドッキングシミュレー

ションには ASE Dock software（Ryoka Systems）を使用し、U value およびヘムと代謝部位

の距離を算出した。 
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I-2-vii 統計学的解析 

各種酸化酵素活性の統計学的解析は、InStat 3（GraphPad Sofrware, San Diego, CA, USA）

を用いて、Linear regression analysis または Mann-Whitney U-test を行い算出した。 

 

第 3 節 結果 

 

I-3-i ヒトおよびサル肝のワルファリン酸化酵素活性の比較 

ワルファリン代謝について種差の検討を行うために、プールドヒトおよびサル肝ミク

ロゾームを用いたワルファリン酸化酵素活性（10 および 100 µM）の測定を行った（Fig. 1-1）。

ヒトおよびサル肝の主代謝物はそれぞれ S-7-水酸化体および R-7-水酸化体であり、ヒトお

よびサル間の立体選択性に種差が認められた。ヒト肝の S-ワルファリン 6-/7-水酸化酵素

活性は、R-ワルファリン 6-/7-水酸化酵素活性より高い酵素活性を示した。ヒト肝の S-ワ

ルファリン 7-水酸化酵素活性（2.6 pmol/min /mg protein）は、低濃度条件（10 µM）におい

て R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性（0.06 pmol/min /mg protein）の 43 倍の酵素活性を示

した（Fig. 1-1A）。ヒト肝の S-ワルファリン 6-水酸化酵素活性は高濃度条件（100 µM）に

おいて R-ワルファリン 6-および 7-水酸化酵素活性よりも高値を示した。サル肝の R-/S-ワ

ルファリン 7-水酸化酵素活性は R-/S-ワルファリン 6-水酸化酵素活性より高値を示した。

サル肝の R-および S-ワルファリン 6-水酸化酵素活性は低濃度条件において類似した活性

を示した。サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、低および高濃度条件において、

S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性よりも高値を示した。高濃度条件におけるサル肝の S-

ワルファリン 7-水酸化酵素活性（12.6±6.8 pmol/min /mg protein）は、ヒト（3.1 pmol/min /mg 

protein）よりも高値を示した。サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性（33.4±30.5 

pmol/min /mg protein）は S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性よりも有意に高値（p < 0.05, n=20）

を示した。サル肝のワルファリン水酸化酵素活性値の個体間変動は大きく、低濃度および
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高濃度条件における 20個体のサル肝のR-ワルファリン 7-水酸化酵素活性値の変動係数は

78～91%で、R-ワルファリン 6-水酸化酵素活性値の変動係数 48～51%および S-ワルファリ

ン 7-水酸化酵素活性値の変動係数 54～62%より高値を示した。 

 
Fig. 1-1. R- and S-warfarin 6- and 7-hydroxylation activities of liver microsomes from pooled 

humans (A) and individual monkeys (B). 
R- and S-warfarin 10 (   ,   ) μM and 100 (   ,   ) μM were incubated with liver microsomes 
from pooled humans (A) and individual monkeys (B).  Rates of warfarin 6- (filled bars) and 7- 
(solid bars) hydroxylation are shown.  Data are means (and SD in case of 20 individual monkeys 
of duplicate determinations. *p < 0.05, comparison of R- and S-warfarin hydroxylation activities in 
monkey livers was analyzed using the Mann-Whitney U test. 
 

I-3-ii サル肝ミクロゾームを用いたリアクションフェノタイピングの検討 

サル肝のR-および S-ワルファリン主要代謝反応を触媒するP450分子種について検討す

るために、個別サル肝（n=20）の R-および S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性と各 P450 分

子種指標基質に対する酸化酵素活性または個別サル肝の P450 2C および推定 mCYP2C19

発現量との相関関係について検討した（Table 1-1, Figs. 1-2 and 1-3）。サル肝の R-ワルファ

リン 7-水酸化酵素活性はヒト P450 2B 酵素の指標基質であるペントキシレゾルフィン O-

脱エチル化酵素活性（r=0.46, p < 0.05, Fig. 1-2C）、hCYP2C9 の指標基質であるジクロフェ

ナク 4’-水酸化酵素活性（r=0.44, p < 0.05, Table 1-1 and Fig. 1-2D）およびフルルビプロフェ
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ン 4-水酸化酵素活性（r = 0.55, p < 0.05, Table 1-1 and Fig. 1-2E）との間に有意な相関が認め

られた。一方で、サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は hCYP2C19 の指標基質で

ある S-メフェニトイン 4’-水酸化酵素活性との間には有意な相関は認められなかった（Fig. 

1-2F）。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はヒト P450 1A、2A、2D、2E および 3A 酵素の

いずれの指標基質との間にも有意な相関は認められなかった（Figs. 1-2A, 1-2B, 

1-2G∼1-2L）。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は個別サル肝ミクロゾームの総 P450 2C 発

現量（Uehara et al., 2011）との間に有意な相関は認められなかった（Table 1-1 and Fig. 1-3A）。

しかしながら、R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は推定 mCYP2C19 発現量（Uno et al., 

2011a）との間に有意な相関が認められた（r = 0.53, p < 0.05, Table 1-1 and Fig. 1-3B）。 

S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はエトキシレゾルフィン O-脱エチル化酵素活性、ジ

クロフェナク 4’-水酸化酵素活性、フルルビプロフェン 4-水酸化酵素活性、ミダゾラム 1’

-水酸化酵素活性との間に有意な相関は認められなかった（Table 1-1）。以上の結果から、

サルの R-ワルファリン 7-水酸化反応には mCYP2C19 が関与することが推察された。 

Table 1-1.  Correlation between liver microsomal drug oxidation activities in 20 monkey 

samplesand four marker drug oxidation activities or P450 2C/ 2C19 contents  

 
*Significant correlation coefficients (p < 0.05).  R- and S-warfarin (100 μM) and four other 
typical substrates were incubated with liver microsomes from 20 individual monkeys.  Estimated 
mCYP2C19 contents were determined based on the total immunochemically determined P450 2C 
contents (Uehara et al., 2011a) and the ratios of mCYP2C9 and 2C19 mRNA levels in individual 
monkey liver microsomes (Uno et al., 2011a). 

Correlation coefficient, r

R -Warfarin 7-hydroxylation S -Warfarin 7-hydroxylation

Ethoxyresorufin O-deethylation 0.20 0.27

Diclofenac 4'-hydroxylation 0.44* 0.02

Flurbiprofen 4-hydroxylation 0.55* 0.07

Midazolam 1'-hydroxylation 0.20 0.20

Total P450 2C content
　　immunochemically determined 0.34 0.25

Estimated mCYP2C19 content 0.53* 0.35
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Fig. 1-2.  Correlations between R-warfarin 7-hydroxylation activities and marker drug 

oxidation activities in 20 monkey liver microsomes. 
*Significant correlation coefficients (p < 0.05).  R- and S-warfarin (100 μM) and other typical 
substrates were incubated with liver microsomes from 20 individual monkeys. 
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Fig. 1-3.  Correlations between R-warfarin 7-hydroxylation activities and P450 2C and 2C19 

contents in 20 monkey liver microsomes. 
*Significant correlation coefficients (p < 0.05).  Estimated mCYP2C19 contents were determined 
based on the total immunochemically determined P450 2C contents (A) and the ratios of mRNA 
mCYP2C9 and 2C19 levels in individual monkey liver microsomes (B)  

 

I-3-iii P450 分子種阻害剤の影響 

サル肝のワルファリン主要代謝反応を触媒する P450 分子種について検討するため、ヒ

トおよびサル肝ミクロゾームを用いてヒト P450 阻害剤添加による R-および S-ワルファリ

ン 7-水酸化酵素活性への影響を調べた（Table 1-2）。ヒトでワルファリン代謝に関与する

ことが明らかとなっている P450 1A および 3A の他、P450 2A、2D、2E 分子種についての

阻害実験も行い、各分子種に対する阻害効果を検討した。基質として 100 µM の R-および

S-ワルファリンを用いて、それぞれの P450 分子種の阻害剤としてα-ナフトフラボン（ヒ

ト P450 1A 阻害剤）、クマリン（ヒト P450 2A 基質化合物）、キニジン（ヒト P450 2D 阻害

剤）、クロルゾキサゾン（ヒト P450 2E 基質化合物）およびケトコナゾール（ヒト P450 3A

阻害剤）を用いた。 

ヒトのR-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、α-ナフトフラボンにより 43%まで低下し、

ヒトの R-ワルファリン 7-水酸化代謝にヒト P450 1A が関与していることが示唆された。ヒ

トおよびサル肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、α-ナフトフラボンによりそれぞ
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れ 67%および 50%にまで低下し、ケトコナゾールによりそれぞれ 48%および 45%まで低

下した。しかしながら、サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、α-ナフトフラボ

ンおよびケトコナゾールによる低下は認められなかった。クマリン、キニジンおよびクロ

ルゾキサゾンを用いて阻害効果を検討した結果、サル肝の R-および S-ワルファリン 7-水

酸化酵素活性は上記阻害剤の影響を受けなかった（Table 1-2）。以上の結果から、ヒトにお

ける R-および S-ワルファリン代謝、およびサルにおける S-ワルファリン代謝に関与する

P450 分子種には、共通性が認められたが、サルにおける R-ワルファリン代謝に関与する

P450 分子種が異なる可能性が示唆された。 

 

Table 1-2.  Effects of P450 inhibitors and substrates on the R- and S-warfarin hydroxylation 

activities of human and monkey liver microsomes. 

 
R- and S-warfarin (100 μM) were incubated with microsomes from pooled human livers and three 
individual monkey livers in the absence or presence of α-naphthoflavone and ketoconazole.  Data 
are means and SDs for the monkeys.  The R- and S-warfarin 7-hydroxylation activities of human 
liver microsomes without inhibitors (controls) were 0.63 and 3.7 pmol/min/mg protein and the 
averages of those for microsomes from three monkey livers were 21 and 5.8 pmol/min/mg protein, 
respectively. 

 

Inhibitor μM

R S R S
α-Naphthoflavone 1 45 65 95 ± 2 54 ± 5

5 43 67 81 ± 6 50 ± 10
Coumarin 1 94 99 90 79

5 98 98 84 74
Quinidine 1 110 89 81 101

5 102 80 83 96
Chlorzoxazone 1 94 90 116 79

5 79 91 91 79
Ketoconazole 1 94 69 90 ± 7 69 ± 9

5 78 48 79 ± 3 45 ± 3

Warfarin 7-hydroxylation activity
(% of control)
Human Monkey
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I-3-iv 組換えサル P450 分子種の R-および S-ワルファリン酸化酵素活性の検討 

上述のサル肝での結果を踏まえ、さらに R-および S-ワルファリン酸化反応に関与する

P450 分子種を特定するため、14 種の組換えサル P450 分子種を用いて R-および S-ワルフ

ァリン酸化酵素活性の測定を行った（Table 1-3）。低濃度条件（10 µM) において、mCYP2C19

は R-ワルファリン 6-,7-水酸化および S-ワルファリン 7-水酸化反応を効率よく触媒した。

高濃度条件（100 µM）においても、mCYP2C19 は R-ワルファリン 6-,7-水酸化および S-ワ

ルファリン 7-水酸化反応を効率よく触媒し、他の分子種と比較してそれぞれ約 40 倍、250

倍および 30 倍の活性を示し、R-7-水酸化反応を優先的に触媒した。その他、mCYP1A1、

2A24、2C9、2C19、2C76、2D17、2D44、2E1、3A4 および 3A5 の R-ワルファリン 7-水酸

化酵素活性も認められた。他のP450分子種の活性は検出限界以下であった（< 0.01 min-1）。 

 

Table 1-3.  Hydroxylation of R- and S-warfarin by recombinant monkey P450s. 

Data are the means of duplicate determinations. 

6-OH 7-OH 6-OH 7-OH 6-OH 7-OH 6-OH 7-OH

1A1 < 0.01 0.4 13 17 0.01 0.4 6 5.1

1A2 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.8 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.3

2A23 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.9 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1.1

2A24 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1.2 < 0.01 0.3 < 0.01 2.7

2A26 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1.4 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.7

2C8 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

2C9 < 0.01 < 0.01 < 0.01 2.3 < 0.01 0.4 < 0.01 2.9

2C19 140 910 800 5,000 0.02 96 32 210

2C76 < 0.01 < 0.01 < 0.01 2.4 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1.2

2D17 < 0.01 < 0.01 < 0.01 4.9 < 0.01 < 0.01 < 0.01 2.6

2D44 < 0.01 < 0.01 < 0.01 1.4 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.1

2E1 < 0.01 < 0.01 3.2 1.0 < 0.01 < 0.01 < 0.01 0.2

3A4 < 0.01 0.2 19 7.8 < 0.01 0.2 9.1 3.3

3A5 < 0.01 0.2 13 12 < 0.01 0.4 20 7.5

Monkey
P450

Warfarin hydroxylation activity (pmol/min/nmol P450)

R -Warfarin S -Warfarin

10 μM 100 μM 10 μM 100 μM
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サル P450 分子種酵素は、分子種ごとに異なる立体・位置選択性を示した。mCYP1A1

は R-および S-ワルファリン 6-水酸化および 7-水酸化反応を同程度触媒した。一方で、

mCYP3A4 および 3A5 は主に R-および S-ワルファリン 6-水酸化反応を触媒した。R-および

S-ワルファリン酸化酵素活性が確認できた組換えサル P450 分子種のうち、mCYP2A24 お

よび 2C9 は S-ワルファリン酸化酵素活性が R-ワルファリン酸化酵素活性より高値を示し

たが、他の分子種では R-ワルファリン酸化酵素活性が高値を示した。これらのことからサ

ル P450 分子種は全体として R-ワルファリン優先的に選択的に触媒することが推察された。

以上の結果から、サルでは mCYP2C19 が主に R-および S-ワルファリンの代謝に関与して

おり、R-7-水酸化および S-7-水酸化反応が指標反応であることが示唆された。 

 

I-3-v R-および S-ワルファリン 7-水酸化酵素反応の速度論的解析 

上述の結果から、サルでは R-および S-ワルファリン 7-水酸化反応に mCYP2C19 が関与

することが明らかとなった。一方で、ヒトでは S-ワルファリン 7-水酸化反応に hCYP2C9

が関与することが知られている（Kaminsky et al., 1997; Yamazaki et al., 1998a; Rendic et al., 

2010）。すなわちサルとヒトにおいてワルファリン代謝に関与する P450 分子種に違いが認

められた。そこでヒトおよびサル CYP2C 分子種の機能的な違いを明らかにするために、

ヒトおよびサル遺伝子組換え CYP2C 分子種ならびにヒトおよびサル肝の R-および S-ワル

ファリン 7-水酸化酵素活性についてミカエリス-メンテンプロットおよび速度論的パラメ

ータを算出した（Fig. 1-4, Table 1-4）。組換え mCYP2C19 の R-および S-ワルファリン 7-水

酸化酵素活性は基質濃度の上昇に伴い飽和した（Fig. 1-4A）。サル肝ミクロゾームを酵素

源としても同様に飽和が認められた （Fig. 1-4B）。組換え mCYP2C19 の触媒する R-ワル

ファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax 値は 7.0 min-1 と顕著な高値を示し、Km値は 30 µM と低

値を示した。S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax 値および Km値はそれぞれ 0.46 min-1

および 120 µM であった。R 体および S 体の Vmax/Km値はそれぞれ 230 (mM·min)-1 および 4 

(mM·min)-1 を示し、R 体の値は S 体の値の 58 倍の高値を示した。サル肝の R-ワルファリ
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ン 7-水酸化酵素活性のVmax値は 0.024 min-1と高値を示し、Km値は 13 µMと低値を示した。

S-ワルファリン7-水酸化酵素活性のVmax値およびKm値はそれぞれ0.006 min-1および35 µM

を示した。R 体および S 体の Vmax/Km値はそれぞれ 2 (mM·min)-1 および 0.2 (mM·min)-1 を

Fig. 1-4. Kinetic analyses for R- and S-warfarin 7-hydroxylation in recombinant 

mCYP2C19 (A) and pooled monkey liver microsomes (B). 
R- and S-warfarin 7-hydroxylation activities of recombinant mCYP2C19 (○), and monkey 
liver microsomes (●) were determined. 

(B) Pooled monkey liver microsomes

(A) mCYP2C19
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示し、R 体の値は S 体の値の 10 倍の高値を示した。以上の結果から、サル肝の R-ワルフ

ァリン 7-水酸化酵素活性の速度論的パラメータは組換え mCYP2C19 と同様の傾向を示し

た。一方で、サル肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Km 値は組換え mCYP2C19 の

Km 値と比較して約 1/3 の低値を示した。 

組換え hCYP2C9 の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax 値は 0.16 min-1 と高値を示

し、Km 値は 10 µM と低値を示した。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax 値および Km

値はそれぞれ 0.008 min-1 および 16 µM を示した。R 体および S 体の Vmax/Km値はそれぞれ

0. 5 (mM·min)-1および 16 (mM·min)-1を示し、S体の値はR体の値の 32倍の高値を示した。

ヒト肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax値は 0.015 min-1 と高値を示し、Km値は

27 µM と低値を示した。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax値および Km 値はそれぞ

れ 0.003 min-1 および 134 µM を示した。R 体および S 体の Vmax/Km値はそれぞれ 0. 02 (mM·

min)-1 および 0.6 (mM·min)-1 を示し、S 体の値は R 体の値の 30 倍の高値を示した。以上の

結果から、ヒト肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の速度論的パラメータは組換え

hCYP2C9 と同様の傾向を示した。一方で、ヒト肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の

Km 値は組換え hCYP2C9 の Km 値と比較して約 8 倍の高値を示した。 

Table 1-4.  Kinetic parameters for 7-hydroxylation of R- and S-warfarin by recombinant 

hCYP2C9, hCYP2C19 and mCYP2C19, and by liver microsomes. 

Values of Km (μM) and Vmax (nmol/min/nmol CYP2C and nmol/min/nmol total P450 for CYP2Cs 
and liver microsomes, respectively) are shown. 
Data present the mean±SE. 

R -/S - K m, µM V max, min-1 V max / K m, (mM·min)-1

hCYP2C9 R 16 ± 3   0.008 ± 0.001 0.5
S 10 ± 1   0.16 ± 0.01 16

hCYP2C19 R 65 ± 4   0.011 ± 0.001 0.2
S 180 ± 29   0.007 ± 0.001 0.04

mCYP2C19 R 30 ± 5   7.0 ± 0.3 230
S 120 ± 30   0.46 ± 0.05 4

Human liver microsomes R 134 ± 27   0.003 ± 0.001 0.02
S  27 ± 5   0.015 ± 0.001 0.6

Monkey liver microsomes R  13 ± 3   0.024 ± 0.001 2
S  35 ± 6   0.006 ± 0.001 0.2

Enzymes
Warfarin 7-hydroxylation

Ratio
R  : S

1:32

5:1

58:1

1:30

10:1
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I-3-vi ドッキングシミュレーション 

R-ワルファリンおよび S-ワルファリンと mCYP2C19 の in silico ドッキングシミュレー

ションを行った。シミュレーションの結果、R-ワルファリンは 7 位の炭素原子がヘムの中

心を向き安定化しており、U value および炭素原子とヘムの距離はそれぞれ 51.47 kcal/mol

および 3.88 Å であった（Fig. 1-5A）。S-ワルファリンは安定化エネルギーが 45.63 kcal/mol

と R-ワルファリンと同等であったが、代謝部位とヘムの距離は 11.68 Å と R-ワルファリン

に比較して長かった（Fig. 1-5B）。R-および S-ワルファリンの光学異性体 2 分子と

mCYP2C19 のドッキングシミュレーションを行うと、Fig. 1-5C に示すように、ヘム上部に

R-ワルファリンの 7 位の炭素をヘムに向けて配位し、その上部に S-ワルファリンが配位す

る構造となった。R-ワルファリンは S-ワルファリンに比べて、Km値が 1/4で親和性が高く、

Vmax/Km 値は約 60 倍で代謝活性が高いという速度論解析の結果（Table 1-4）を支持する結

果が得られた。 

 

 

Fig. 1-5.  Docking simulation of the interaction of R-warfarin (A) and S-warfarin (B) with 

modeled mCYP2C19, and two enantiomers of warfarin fitted were superimposed (C). 
Oxygen, nitrogen, and iron atoms are colored with red, blue, and light blue, respectively.  
The ligand-P450 interaction energies (U value) of R-warfarin (A) and S-warfarin (B) with modeled 
mCYP2C19 enzyme were 51.47 kcal/mol and 45.63 kcal/mol, respectively. The distances between 
metabolism sites of R-warfarin (A) and S-warfarin (B) to heme iron were 3.88 Å and 11.68 Å, 
respectively. 

 A B C(A) (B) (C) 
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第 4 節 考察 

 

ヒトおよびサルの肝ミクロゾームによる R-および S-ワルファリン酸化反応の主代謝物

はともに 7-水酸化体であった。ヒト肝においては S 体選択的なワルファリン 7-水酸化酵素

活性が認められた。これに対し、サル肝ではヒトと同程度の S-ワルファリン 7-水酸化酵

素活性が認められたが、更に、有意に高い R 体選択的な 7-水酸化酵素活性が認められ (p < 

0.05, n=20) 、ヒトとサル肝ではワルファリン代謝の立体選択性に種差が認められた（Fig. 

1-1）。サル肝の主要代謝経路である R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性と hCYP2B の指標基

質であるペントキシレゾルフィン O-脱エチル化酵素活性、hCYP2C9 の指標酵素活性であ

るジクロフェナク 4-水酸化酵素活性およびフルルビプロフェン 4′-水酸化酵素活性との間

に有意な相関（r = 0.46, p < 0.05, r = 0.44, p < 0.05 および r = 0.55, p < 0.05）が認められた（Fig. 

1-2）。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は hCYP2C19 の指標基質である S-メフェニトイン

4’-水酸化酵素活性との間に相関は認められなかった。S-メフェニトイン 4’-水酸化酵素活

性およびフルルビプロフェン 4′-水酸化酵素活性はそれぞれ mCYP2C9 および mCYP2C19

の指標酵素活性であることが報告されている（Uno et al., 2011a; Hosaka et al., 2015b）。R-

ワルファリン 7-水酸化酵素活性とフルルビプロフェン 4′-水酸化酵素活性との相関係数は、

ジクロフェナク 4-水酸化酵素活性との相関係数より高値を示した。さらに、サル肝の R-

ワルファリン 7-水酸化酵素活性と推定 mCYP2C19 発現量との間にも有意な相関 (r = 0.53, 

p < 0.05) が認められた。以上の結果より、サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化反応には

mCYP2B および mCYP2C19 が関与することが推察された。今回の in vitro 代謝の検討にお

いて、サル肝の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性およびに大きな個体間差が認められた

（Fig. 1-1B）。mCYP2C19 発現量が同程度であっても R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性に

個体間差が認められた（Fig. 1-3B）。Uno らは mCYP2C19 には遺伝子多型があり、遺伝子

変異により R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性が低下すると報告している（Uno et al., 

2014a）。これらの結果は、サル肝で認められた R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の個体間
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差の要因は、mCYP2C19 の発現量の個体間差のみならず遺伝子多型による mCYP2C19 酵

素機能の個体間差も主要な要因のひとつである可能性が示唆される。サル肝の S-ワルファ

リン 7-水酸化酵素活性と hCYP2D の指標基質であるブフラロール 1’-水酸化酵素活性との

間に有意な相関 (r = 0.46, p < 0.05) が認められた (data not shown)。しかしながら、同じ

hCYP2D の指標基質であるデキストロメトルファン O-脱エチル化酵素活性との間に相関

は認められなかった。ブフラロールは hCYP1A の基質であることが知られており

（Yamazaki et al., 1994）、mCYP3A もブフラロールを代謝することが報告されている

（Emoto et al., 2011）。したがって、サル肝おいてブフラロールは mCYP2D ならびに

mCYP1A および mCYP3A の指標基質である可能性が考えられる。S-ワルファリン 7-水酸

化酵素活性と hCYP1A、2A、2B、2C、2E および 3A のいずれの指標基質との間にも有意

な相関は認められなかった。以上の結果から、サル肝の S-ワルファリン 7-水酸化反応には

複数の P450 分子種が関与することが推察された。 

ヒト肝のR-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はα-ナフトフラボンにより 43%まで抑制さ

れたのに対し、ケトコナゾールによる残存活性は 78%でありケトコナゾール添加による影

響はα-ナフトフラボンに比べて低かった（Table 1-2）。ヒト肝の R-ワルファリン 7-水酸化

反応には hCYP1A2 が関与することが知られており（Zhang et al., 1995; Yamazaki and 

Shimada, 1997）、今回の結果は報告と一致した。ヒト肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活

性はα-ナフトフラボンおよびケトコナゾールによってそれぞれ 65%、48%まで抑制された。

ヒトの S-ワルファリン 7-水酸化反応には hCYP2C9 が関与することが知られており

（Kaminsky and Zhang, 1997; Yamazaki et al., 1998a; Yamazaki et al., 1998b; Rendic and 

Guengerich, 2010）、本実験結果はその知見と一致しなかった。この原因として、hCYP2C9

によるS-ワルファリン7-水酸化反応のKm値は非常低く、阻害実験に用いた高濃度条件（100 

µM）では hCYP2C9 による S-ワルファリン 7-水酸化反応は飽和状態にあり、他の P450 分

子種が代謝に関与したと推察された。以上の結果から、高濃度条件における S-ワルファリ

ン 7-水酸化反応には hCYP2C9 のみならず hCYP1A および hCYP3A 等の分子種が代謝に関



 

27 
 

与すると推察された。サル肝の S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、ヒトと同様にα-ナ

フトフラボンおよびケトコナゾールによってそれぞれ 50%および 45%に抑制された（Table 

1-1）。一方で、S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はクマリン、キニジンおよびクロルゾキ

サゾンによる阻害の影響を受けなかった。以上の結果から、サルの S-ワルファリン 7-水酸

化反応には mCYP1A および mCYP3A が関与する可能性が示唆された。サル肝の R-ワルフ

ァリン 7-水酸化酵素活性は hCYP1A、hCYP2A、hCYP2B、hCYP2D および hCYP3A 阻害

剤の影響を受けなかった。以上の結果から、上記分子種が R-ワルファリン 7-水酸化反応に

関与する可能性は低いことが示唆された。 

サル肝の R-および S-ワルファリン 7-水酸化反応に関与する P450 分子種について、さら

に詳しく検討するために 14 種の組換えサル P450 分子種を用いて R-および S-ワルファリ

ン酸化酵素活性を測定した（Table 1-2）。組換え mCYP2C19 の単位酵素あたりの R-および

S-ワルファリン水酸化酵素活性は他のいずれの分子種の活性と比較しても顕著に高いこ

とから、mCYP2C19 がサル肝の R-および S-ワルファリン 7-水酸化反応への寄与が大きい

ことが示唆された。組換え mCYP1A1、mCYP 3A4 および mCYP 3A5 は低濃度条件でも R-

および S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性が認められた。上述の阻害実験の結果を考え合わ

せるとR-ワルファリン 7-水酸化酵素活性に対するmCYP1A1、mCYP3A4およびmCYP3A5

の関与は低いと推察され、mCYP2C19 が R-ワルファリンの代謝に関与する主要 P450 分子

種であることが強く示唆された。阻害実験の結果から mCYP1A1、mCYP 3A4 および

mCYP3A5 は S-ワルファリン 7-水酸化反応に関与すると推察された。mCYP3A4 および

mCYP3A5 は肝での存在比が高い（Uehara et al., 2011）ことから、S-ワルファリン 7-水酸化

反応への寄与が大きいことが示唆された。以上、サル肝および組換えサル P450 分子種を

用いた実験から、サルのワルファリン主要代謝経路である R-ワルファリン 7-水酸化反応に

は mCYP2C19 が主に関与することが明らかとなった。S-ワルファリン 7-水酸化反応には

mCYP2C19 を含む複数の P450 分子種（mCYP1A1、mCYP2C19、mCYP 3A4 および mCYP 

3A5）が関与する可能性が示唆された。 
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組換え mCYP2C19 およびサル肝ミクロゾームを用いた R-ワルファリン 7-水酸化酵素反

応の速度論的解析より、組換え mCYP2C19 とサル肝ミクロゾームのミカエリス-メンテン

プロット（Fig. 1-3）が同様の挙動を示したことから、サル肝での R-ワルファリン 7-水酸

化反応の主要酵素が mCYP2C19 であることが明らかとなった。組換え mCYP2C19 の R-ワ

ルファリン 7-水酸化反応の Km 値（30 µM）はサル肝ミクロゾームの Km 値（13 µM）より

も高くなったが、これは組換え mCYP2C19 の R-ワルファリン酸化機能が非常に高く、単

一酵素の組換え酵素を用いた実験系では高濃度領域でも反応が Vmax まで到達せず、Km 値

が高くなったと推察された。サル肝ミクロゾームを用いた実験系では、単位タンパクあた

りの mCYP2C19 酵素量に制限があり、より低濃度領域で反応速度が Vmax に到達したと推

察された。組換えmCYP2C19が触媒する S-ワルファリン7-水酸化酵素反応のKm値（120 µM）

はサル肝による代謝反応の Km 値（35 µM）で大きく異なる結果となった。この原因として、

サル肝の S-ワルファリン 7-水酸化反応には複数の分子種が関与する影響でサル肝での Km

値は組換え mCYP2C19 単独の Km値よりも小さくなったと推察された。サル肝ミクロゾー

ムのR-および S-ワルファリン 7-水酸化反応にはいずれも主にmCYP2C19が関与しており、

S-ワルファリン 7-水酸化反応にはmCYP2C19以外にもmCYP3A等の複数の P450分子種が

関与することが明らかとなった。サル肝ミクロゾームおよび組換え mCYP2C19 の R-ワル

ファリン 7-水酸化酵素活性の Vmax/Km値は S 体の Vmax/Km 値のそれぞれ 10 及び 58 倍で、組

換え mCYP2C19 の Vmax/Km 値はより高値を示した。このサル肝と組換え酵素による R-およ

び S-ワルファリン代謝反応の立体選択性の違いは、サル肝および組換え酵素試料における

mCYP2C19 の寄与の差に起因すると推察される。組換え hCYP2C9 およびヒト肝ミクロゾ

ームを用いた S-ワルファリン 7-水酸化酵素反応の速度論的解析より、ヒト肝での S-ワルフ

ァリン 7-水酸化反応の主要酵素が hCYP2C9 であることが本実験からも確認できた。組換

え hCYP2C9 の S-ワルファリン 7-水酸化反応の Km 値（10 µM）はヒト肝ミクロゾームの

Km 値（27 µM）よりも低値を示した。これはヒト肝の高濃度条件下での S-ワルファリン

7-水酸化反応には、hCYP2C9 のみならず複数の P450 分子種が関与するためだと考えられ
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る。R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性の Km値は、組換え hCYP2C9 およびヒト肝ミクロゾ

ーム、それぞれ 16 および 134 µM と一致しなかった。しかし、ヒト肝の R-ワルファリン

7-水酸化反応に関与する主要 P450 分子種は CYP1A2 であることが報告されており（Zhang 

et al.,1995; Yamazaki and Shimada, 1997）、hCYP2C9 の R-ワルファリン 7-水酸化反応への関

与は低いと考えられた。以上、ヒトおよびサル肝はともに立体選択的にワルファリンを代

謝するが、R-/S-立体選択性およびその代謝に関与する分子種に種差があることが明らかに

なり、肝ミクロゾームでみられた立体選択性の種差は代謝に関与する P450 分子種の酵素

機能の差異に起因することが明らかとなった。In silico でドッキングシミュレーションし

た結果、2 分子のワルファリンの結合が予測された。Uno らは組換え mCYP2C19 を用いて

詳細な検討を行い、mCYP2C19 の R-ワルファリン基質濃度-7-水酸化反応速度曲線はシグ

モイド型で、協同性の指標である Hill 係数 2.3 であり、R-ワルファリン自身により、代謝

の活性化に寄与するホモトロピックな協同性を示すと報告している（Uno et al., 2014a）。

これらの知見より、基質による酵素反応の促進と mCYP2C19 の R-ワルファリンに対する

高親和性が相まった R-ワルファリン水酸化反応の高い効率性がヒトとサル間の R-ワルフ

ァリン代謝の顕著な種差の主要な要因のひとつになっていると推察された。 

 

第 5 節 小括 

 

ヒトおよびサル肝における R-および S-ワルファリンの in vitro 代謝の検討を行った。ヒ

トでは S-ワルファリンは hCYP2C9 により立体選択的に S-水酸化体に変換されるが、サル

での主要代謝経路は R-ワルファリン 7-水酸化反応で、ヒトとは異なる立体選択性を示した。

サル肝 S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はヒト肝のそれと概ね同程度であるが、R-7-水酸

化反応は効率的であり、S 体に比べ有意に高い水酸化酵素活性を示した。サルにおいて R-

ワルファリンは主に mCYP2C19 により立体選択的に R-7-水酸化体に変換されるが、S-ワル

ファリンは複数の P450 分子種により代謝されることが明らかとなった。 
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第 II章 mCYP2C19遺伝子型を判定したサルを用いたワルファリン薬物動態の

検討 

 

第 1 節 緒言 

 

薬物の体内動態は、薬物の吸収、分布、代謝および排泄の変動要因により決定づけら

れる。臨床での薬物動態の個人差の主たる要因は、このうち代謝プロセスにあることが多

く、遺伝、年齢、疾病などの内的要因や食事、併用薬、環境因子などの外的要因が挙げら

れる（横井、2001）。ヒトにおけるワルファリンの in vivo 体内動態は詳しく調べられ、そ

の薬物動態（PK）パラメータなど体内動態特性が明らかにされている。ヒトにおいて、ワ

ルファリンは消化管から速やかかつ良好に吸収され、最高血漿中濃度到達時間（tmax）は

0.5～1 時間（土肥ら, 2008）、生物学的利用率（BA）は 100%であり、血中では 99%以上が

血漿アルブミンと結合して存在する（O'Reilly, 1969; Shetty et al., 1989）。分布容積は R-およ

び S-ワルファリンともに 0.14 L/kg（Banfiel et al., 1983; Holford, 1986）、R-および S-ワルフ

ァリンの全身クリアランスは、それぞれ 2.6 および 4 mL/h/kg（Banfield et al., 1983）と報

告されている。ワルファリンは肝で代謝され、尿中、あるいは胆汁を介して糞便中に排泄

される。胆汁を介して排泄されたワルファリンの一部は再吸収され腸肝循環する。ワルフ

ァリン投与後 144 時間までの累積排泄率は 99%に達し、尿中には投与量の約 1/3 が排泄さ

れる一方、未変化体はほとんど尿中には検出されない（O'Reilly, 1969）。ワルファリン単回

経口投与後 10 日間の主要な尿中代謝物は、R 体では 6-水酸化体、7-水酸化体および R, S-

ワルファリンアルコール体であり、それらの累積尿中排泄率は、それぞれ 17.0%、3.4%お

よび 9.1%（合計 29.5%）、一方、S 体では 6-水酸化体、7-水酸化体および S, S-ワルファリ

ンアルコール体であり、それらの累積尿中排泄率はそれぞれ 12.7%、40.0%および 5.3%（合

計 58.0%）と報告されている（O'Reilly, 1969）。 

ワルファリンは、血栓塞栓症の治療・予防薬として世界的にも古くから使用されてい
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る経口抗凝固薬（Clatanoff et al., 1954）で、ビタミン K エポキシド還元酵素複合体 1

（VKORC1）を阻害することにより血液凝固を抑制する。個人別の必要量が大きく異なる

ことから、服用開始後に至適投与量 を見つけるため、頻回に凝固時間を測定して、プロ

トロンビン時間-国際標準比（PT-INR）を指標にして投与量の増減をはかる必要があり、

患者個々に適切な投与量を決めるまで 30～60 日要する（南雲, 2013）。Sconce ら（Sconce et 

al., 2005）は、遺伝子多型および患者の背景因子とワルファリン用量の関係を検討し、年

齢、CYP2C9 および VKORC1 遺伝子多型、身長が変動要因であったと報告している。こ

れら 2 種類の遺伝子多型情報を用いて、ワルファリン初期投与量予測に関する大規模な

国際共同研究が行われ（Klein et al., 2009）、米国においては添付文書に初期投与量を決め

る際に参考となる遺伝子型別の予想投与量域が収載され、日本においては CYP2C9 およ

び VKORC1 遺伝子多型に関する情報とワルファリン療法への導入方法が一部の医薬品イ

ンタビューフォームに記載されている。 

In vivo において、薬物代謝酵素の遺伝子変異が薬物の体内動態に影響を及ぼす場合、

肝固有クリアランス（CLh,int）の程度（肝抽出率：Eh）、代謝酵素の経口クリアランス（CLpo）

に対する寄与率（CR）、遺伝子変異による CLh,int の低下の程度（RR）が重要な因子になる

と考えられる。例えば、ワルファリンなど hCYP2C9 の遺伝子変異により酵素活性が低下

する場合、遺伝子変異の CLpoに及ぼす影響の程度は、hCYP2C9 の代謝寄与率が大きな薬

物では、薬物の体内動態に大きな影響を及ぼす。ヒトにおいて S-ワルファリンは主に

hCYP2C19 により代謝されるので、hCYP2C9*3 変異により S-ワルファリンの Vmax/Km は

野生型の 1/9 へ低下し、遊離型経口クリアランス（CLpo,u） は約 1/10 へ低下するが、他

方、ジクロフェナクでは hCYP2C9*3 変異によりジクロフェナク の Vmax/Km は野生型の 

1/3 への低下に留まり、CYP2C9 の代謝寄与率（fm）が 30%程度と小さいため、CLpo,u に

及ぼす CYP2C9*3 変異の影響はほとんど認められないとの報告がある（Takahashi et al., 

2000; Takahashi et al., 1998a; Takahashi et al., 1998b）。Takahashi ら（Takahashi et al., 2001）は、

血漿中濃度に及ぼす遺伝子変異の影響を予測する場合には、薬物の fm, fh（肝で代謝され
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る割合）や Ehなど、薬物ごとの動態情報を基にして genotype が phenotype に及ぼす影響

を予測する必要があると報告している。 

サルにおけるP450酵素群の遺伝子多型に関しては、これまでにmCYP1B1、 mCYP1D1、

mCYP2C9, mCYP2C19、mCYP2C76、mCYP2D17、mCYP2D44、mCYP3A4 および mCYP3A5

に関して報告（Uno et al., 2009, 2010, 2011b, 2011c, 2014a, 2014b, 2015a, 2015b, 2016a, and 

2016b）されている。この中で、mCYP2C19 には発現頻度が 20/76 と高く基質ポケットを構

成する 3 個のアミノ酸が置換した遺伝子多型[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]

があると報告され、4 種類のアミノ酸置換を伴う遺伝子組換え mCYP2C19 酵素の機能解析

がなされた（Uno et al., 2014a）。3 箇所すべてのアミノ酸が置換した mCYP2C19 の遺伝子

多型酵素の R-ワルファリンおよび S-ワルファリン酵素活性は、野生型に比べて、それぞれ

1/700 および 1/50 以下で、顕著に低下することが報告（Uno et al., 2014a）されている。し

かし、これら in vitro では顕著な酵素活性の低下がみられる R-ワルファリンおよび S-ワル

ファリンについて、mCYP2C19 の遺伝子多型の in vivo 薬物動態に及ぼす影響は全く検討

されていない。そこで、本章では mCYP2C19 の遺伝子多型[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and 

p.Ile112Leu]を判定したサルを用いて in vivo 薬物動態試験を行い、R-および S-ワルファリ

ンの薬物動態特性と薬物代謝酵素遺伝子多型との関係性を調べることを目的とした。 

 

第 2 節 実験材料および実験方法 

 

II-2-i 試薬 

ワルファリンナトリウム（生化学用：ラセミ体）は和光純薬工業から購入した。R-ワル

ファリン、S-ワルファリン、6-水酸化ワルファリン、7-水酸化ワルファリン、フェニル-d5-7-

水酸化ワルファリンは、Sigma-Aldrich Co. LLC から購入した。（±）-ワルファリン-d5 （フ

ェニル-d5）は CDN ISOTOPES から、6-水酸化ワルファリン-d5 （フェニル-d5）は TLC 

PharmaChem., Inc.からそれぞれ購入した。その他の試薬は購入可能な最高純度のものを購
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入した。 

 

II-2-ii 動物 

サルは、Guangxi Grandforest Scientific Primate Company（中国）、 Guangdong Zhaoqing 

Laboratory Animals Research Center（中国）、Guangxi GuiDong Quadrumana Development & 

Laboratory（中国）、Nanning Fuze Animal Breeding（中国）および Angkor Primates Center（カ

ンボジア）より入手し、株式会社新日本科学薬物代謝分析センターで馴化した。馴化期間

中は毎日一般状態を観察し、少なくとも 1 週間以上異常のみられなかったサルのうち、

mCYP2C19 遺伝子[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]（c.[(298TT>AA; 308C>T; 

334ATC>CTT)]）が野生型（4 頭）、変異型ヘテロ接合体（4 頭）および変異型ホモ接合体

（3 頭）の雄性ザル（11 頭；年齢 4～8 歳、体重 3.5～7.4 kg）を使用した。動物は 12 時間

の明暗期サイクルで温湿度管理された室内で飼育し最終の試料採取が終了するまで毎日

一般状態を観察した。薬物投与日前日は 17 時前後に残った餌を除去し、動物を薬物投与

前 16～20 時間絶食し、投与 4 時間後から再給餌した。薬物投与前の終夜絶食時を除いて、

固型飼料（HF Primate J 12G，Purina Mills, Llc）約 108 g（約 12 g × 9 個）を 1 日 1 回 11

時前後に与え、翌日の一般状態観察を行う際に残った餌を除去した。薬物投与前から薬物

投与後 1 時間までの間を除き、水道法水質基準に適合した水を給水ボトルに入れ自由に飲

ませた。動物実験に関するすべての手続きおよび操作は、株式会社新日本科学薬物代謝分

析センターの動物の管理と使用に関する所内動物実験委員会で承認されており、動物実験

委員会が定める倫理基準に従って実施した。 

 

II-2-iii 動物実験 

上記 11 頭のサルを使用し、2 期に分けて薬物動態実験を行った。第 1 期および第 2 期

にそれぞれワルファリン（ラセミ体）の単回経口投与および単回静脈内投与試験を行った。

第 1 期はワルファリンを経口投与し、第 2 期は第 1 期終了から 12 週間後に開始した。塩
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酸ワルファリンを注射用水（経口投与用）あるいは生理食塩液（静脈内投与用）に溶解さ

せて投与液を調製した。これを 1.0 mg/kg の用量（1 mL/kg）で、動物に胃内投与または前

腕橈側皮静脈内より急速投与した。経口投与後 15、30 分、1、2、4、8、24、48、72、96、

168、240 および 360 時間、および、静脈内投与後 5、15、30 分、1、2、4、8、24、48、72、

96、168、240 および 336 時間に、大腿静脈よりヘパリン処理したシリンジを用いて採血し

た。採取した血液を遠心後、血漿をとり速やかに凍結保存した（設定温度：-70ºC）。 

 

II-2-iv 血漿中ワルファリンおよび水酸化ワルファリン濃度測定 

血漿 50 µL に内標準（ワルファリン-d5、7-水酸化ワルファリン-d5）溶液 10 µL、超純水

200 µL および 0.1 mol/L の塩酸溶液 10 µL を加えよく攪拌し、前処理試料を調製した。あ

らかじめメタノール 200 µL および超純水 200 µL を用いてコンディショニングしておいた

固相抽出プレート（Oasis MAX µElution plate 30 µm, Waters Corporation）の各ウェルに前処

理試料を負荷した。その後、固相抽出プレートを 2％アンモニア水 200 µL 、超純水 200 µL、

メタノール 200 µL で洗浄した。測定対象物質を 5％ギ酸含有のメタノール：アセトニト

リル（1：1）溶液 50 µL を用いて溶出させた。溶出液に超純水 50 µL を加え攪拌し測定試

料を調製した。なお、血漿中濃度の算出および測定の精度管理を行うため、既知量の測定

対象物質をブランク血漿に添加して調製した試料（検量線試料および QC 試料）も同一バ

ッチで実試料とともに前処理・LC-MS/MS 分析を行った。測定試料（5.0 µL）中のワルフ

ァリン（R-/S-ワルファリン）および水酸化ワルファリン（R-/S-6-水酸化ワルファリンおよ

び R-/S-7-水酸化ワルファリン）は LC30A システム（島津製作所）および TSQ Vantage 三

連四重極質量分析計（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用い、各測定対象化合物を選択反応

モニタリング（SRM）法により測定した。R-および S-ワルファリン測定（保持時間：7 分）

に際しての HPLC の測定条件は、分析カラムとして CHIRALCEL OD-RH（内径 2.1 mm，

長さ 150 mm，粒子径 5 μm、株式会社ダイセル）、移動相には 6%（v/v）メタノール、54%

（v/v）アセトニトリル、40%（v/v）0.1%ぎ酸溶液を用いて、また、R-6-および R-7-水酸化
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ワルファリン、S-6-および S-7-水酸化体ワルファリン測定（45 分）の場合は、分析カラム

として CHIRALPACK IB-3（内径 2.1 mm、長さ 250 mm、粒子径 3 μm、株式会社ダイセル）

および YMC-Triart C18（内径 2.0 mm、長さ 75 mm、粒子径 3 μm、株式会社 YMC）、移動

相には 13%（v/v）メタノール、26%（v/v）アセトニトリル、61%（v/v）0.1%ぎ酸溶液を

使用し、流速は 0.25 mL/min とした。ワルファリンおよび内標準の SRM トランジション

（m/z）は、それぞれ 307→250 および 312→255、6-および 7-水酸化ワルファリンおよび内

標準の SRM トランジション（m/z）は、それぞれ 323→177 および 328→270 とした。ワル

ファリンおよび水酸化ワルファリンの定量限界は、それぞれ 10および 0.5 ng/mLであった。 

 

II-2-v データ解析 

ノンコンパートメント解析による PK パラメータは Phoenix WinNonlin version 6.1

（Pharsight, Mountain View, CA）を用いて算出した。最高血漿中濃度（Cmax）およびそれに

到達する時間（tmax）は実測値を用いた。静脈内投与後初期値（C0）は投与後 5 および 15

分の血漿中濃度を用いて投与 0 時間の値を外挿することにより求めた。終末相の消失速度

定数（kel）を最小二乗法によって算出し、消失半減期（t1/2）は式 2-1、無限時間までの血

漿中濃度-時間曲線下面積（AUCinf）は式 2-2 に従い台形法により算出した。 

𝑡1/2 =
ln(2)
𝑘el

 

𝐴𝑈𝐶𝑖nf = 𝐴𝑈𝐶last +
𝐶last
𝑘el

 

全身クリアランス（CLtotal）は式 2-3 に示すとおり肝クリアランス（CLh）および腎クリア

ランス（CLr）の和で静脈内投与時の投与量（Doseiv）を静脈内投与時の AUCinf（AUCinf,iv）

で除することにより求めた。 

𝐶𝐿𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐶𝐿h + 𝐶𝐿r =
𝐷𝑜𝑠𝑒iv

AUCinf,iv
 

血漿中濃度推移の 1 次モーメントとして平均滞留時間（MRT）を定義し、静脈内投与時の

(2-3) 

(2-1) 
 
 
(2-2) 
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定常状態分布容積（Vss）を以下の式 2-4 に従い算出した。 

𝑉ss = 𝑀𝑅𝑇 ∙ 𝐶𝐿total 

ワルファリンは吸収が良好で尿中に未変化体はほとんど検出されない薬物である（O'Reilly, 

1969）ことから、肝クリアランスは全身クリアランスに等しいものとして、肝抽出率（Eh）

および肝通過率（Fh）は以下の式 2-5 および 2-6 より求めた。 

𝐸ℎ =
𝐶𝐿ℎ
𝑄ℎ

=
𝐶𝐿𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑄ℎ

 

𝐹ℎ = 1 − 𝐸h 

ここで Qhは肝血流量（2.62 L/h/kg）を表す（Davies and Morris, 1993）。 

生物学的利用率（BA）は経口および静脈内投与時の AUCinf を用い以下の式に従い算出し

た。なお、経口投与時の BA は Fa、Fgおよび Fhの関数として以下の式 2-7 で記述される。 

𝐵𝐴 =
𝐴𝑈𝐶𝑖𝑛𝑓,𝑝𝑜

𝐴𝑈𝐶𝑖𝑛𝑓,𝑖𝑣
= 𝐹a⋅𝐹g⋅𝐹h 

II-2-vi 統計学的解析 

R-および S-ワルファリンの PK パラメータは、SAS（SAS Institute, Cary, NC）を用いて

共分散分析を行った。 

 

第 3 節 結果 

 

II-3-i 静脈内投与後の R-および S-ワルファリンおよび代謝物の体内動態 

 mCYP2C19 [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]遺伝子多型の in vivo ワルファリ

ン薬物動態に及ぼす影響を検討するため、mCYP2C19 の遺伝子多型判定を行った 11 頭の

サル（野生型：4 頭、変異型ヘテロ接合体：4 頭および変異型ホモ接合体：3 頭）にワルフ

(2-4) 

(2-5) 
 
 
(2-6) 

(2-7) 
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ァリンのラセミ体を静脈内投与し、投与後の血漿中の未変化体（R-および S-ワルファリン）

および水酸化代謝物（R-および S-6-水酸化ワルファリン、R-および S-7-水酸化ワルファリ

ン）濃度を測定し、各化合物のPKパラメータを求めた（Figs. 2-1 and 2-2, Tables 2-1 and 2-2）。

静脈内投与後の血漿中 R-および S-ワルファリンの血漿中薬物濃度推移を Fig. 2-1 に示す。

血漿中 R-および S-ワルファリンはともに投与後速やかに分布したが、R-および S-ワルファ

リンの血漿からの消失は異なる推移を示した。R-ワルファリンの血漿からの消失は遺伝子

多型により異なり、野生型群の消失が最も速やかで、次いで変異型ヘテロ接合体群、変異

型ホモ接合体群の順で消失は緩やかとなった。野生型群および変異型ヘテロ接合体群の血

漿中R-ワルファリン濃度は投与後それぞれ48および72時間では定量限界未満（< 10 ng/mL）

となったが、変異型ホモ接合体群の R-ワルファリンは投与後 240 時間においても検出され

た（Fig. 2-1A）。これに対して、各群の S-ワルファリンの血漿からの消失は同様で、野生

型、変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の各群の血漿中 S-ワルファリン濃度推移

は、投与後 240 時間までほぼ類似していた（Fig. 2-1B）。 

ワルファリン（ラセミ体）静脈内投与後の野生型、変異型ヘテロ接合体および変異型

ホモ接合体の各群における R-ワルファリンおよび S-ワルファリンの PK パラメータを

Table 2-1 に示す。共分散分析を行った結果、R-ワルファリンについては t1/2 、AUCinfおよ

び CLtotalに有意な差が認められた。野生型群、変異型ヘテロ接合体群および変異型ホモ接

合体群の R-ワルファリンの t1/2 の平均値は、それぞれ、4.0、8.1 および 43.2 時間で、R-ワ

ルファリンの血漿中からの消失は遺伝子変異により遅延した。変異型ホモ接合体群の R-

ワルファリンの CLtotalの平均値は野生型の値の 1/10 を下回る有意な低値を示し、t1/2 およ

び AUCinfの平均値はそれぞれ約 10 および 8 倍の値を示した（Table 2-1）。R-ワルファリン

および S-ワルファリンの Ehは、それぞれ 0.09～0.7%および 0.15～0.2%と極めて低く、変

異型ホモ接合体群の R-ワルファリンの Eh値（0.09%）は野生型群に比べて有意に低値を示

した。これに対し、R-および S-ワルファリンの C0および Vss、S-ワルファリンの PK パラ

メータのいずれについても遺伝子多型による有意な差は認められなかった。 
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Fig. 2-1.  Plasma concentrations of R- (A) and S- (B) warfarin after intravenous 

administration of racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight.  
Cynomolgus monkeys genotyped as wild type (circles), heterozygous mutant (triangles), and 
homozygous mutant (squares) for mCYP2C19 [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu] were 
used.  Symbols and bars show the mean ± SD, n=3-4 for each genotype group. 

 

Table 2-1.  Pharmacokinetic parameters of R- and S-warfarin after intravenous 

administration of racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight.  

Four wild-type monkeys, four heterozygotes, and three homozygotes for mCYP2C19 
[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu] were used.  Results are expressed as mean values 
(± SD) obtained with 11 monkeys (*p < 0.05 and **p < 0.01, analysis of covariance was used to 
assess the statistical significance of mean differences among experimental groups, as compared 
with the wt/wt group). 
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Compound Genotype C 0 t 1/2 AUC inf CL total V ss E h

ng/mL h ng• h/mL mL/h/kg mL/kg %

R -Warfarin wt/wt 6,870 ± 1300 4.0 ± 0.6 28,500 ± 7,400 18.4 ± 4.50 99.9 ± 27.3 0.70 ± 0.17

wt/mut 8,670 ± 1080 8.1 ± 5.9 70,600 ± 52,200 10.4 ± 6.90 79.3 ± 13.3 0.40 ± 0.26

mut/mut 6,110 ± 566 43.2 ± 1.7** 226,000 ± 39,700** 2.26 ± 0.36** 111 ± 11.5 0.09 ± 0.01**

S -Warfarin wt/wt 6,800 ± 1220 29.4 ± 12.4 98,500 ± 21,900 5.28 ± 1.26 116 ± 12.5 0.20 ± 0.05

wt/mut 8,370 ± 1080 33.6 ± 12.7 114,000 ± 39,000 4.82 ± 1.77 117 ± 25.5 0.18 ± 0.07

mut/mut 6,460 ± 313 30.1 ± 10.9 137,000 ± 35,300 3.85 ± 1.17 110 ± 15.8 0.15 ± 0.04

(A) (B) 
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ワルファリン（ラセミ体）静脈内投与後の R および S 体それぞれの 6-および 7-水酸化

ワルファリンの血漿中薬物推移を Fig. 2-2 に示す。6-および 7-水酸化代謝は R 体優先で、

野生型群および変異型ヘテロ接合体群の R-6-および R-7-水酸化ワルファリンは、それぞれ

の光学異性体である S-6-および S-7-水酸化ワルファリンより高い濃度推移を示した。S-7-

水酸化ワルファリンの Cmax は 40 ng/mL 程度であったが、R-7-水酸化ワルファリンは 100 

ng/mL を超える濃度推移を示し、ともに投与後 72 時間まで検出された。変異型ホモ接合

体群の R-7-水酸化ワルファリンは 2 ng/mL 以下の濃度で推移し、投与後 72 時間では定量

限界（0.5 ng/mL）未満となった（Fig. 2-2A）。野生型群および変異型ヘテロ接合体群では、

R 体および S 体とも 7 位水酸化ワルファリンは、それぞれの構造（位置）異性体である 6

位水酸化ワルファリンより高い濃度推移を示した（Fig. 2-2）。これに対し、変異型ホモ接

合体群の R-6-および R-7-水酸化体、S-6-および S-7-水酸化体の 4 種の水酸化ワルファリン

は類似した血漿中濃度推移を示した（Fig. 2-2）。 

R-水酸化ワルファリンおよび S-水酸化ワルファリンの PK パラメータを Table 2-2 に示

す。共分散分析により遺伝子多型の影響を検討した結果、野生型群の R-6-および R-7-水酸

化ワルファリンのみならず、S-6-および S-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfにつ

いても変異型ホモ接合体より高い値を示し有意差が認められた。野生型群の R-7-水酸化ワ

ルファリンの Cmax および AUCinf の平均値は変異型ホモ接合体群の値のそれぞれ約 130 お

よび 24 倍の値を示し、S-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfの平均値は変異型ホ

モ接合体群の値のそれぞれ約 12 および 7 倍の値を示した（Table 2-2）。野生型群および変

異型ヘテロ接合体群、それぞれの群内では R-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfは

光学異性体である S-水酸化ワルファリンより高く、7 位の水酸化ワルファリンの Cmaxおよ

びAUCinfは構造異性体である6位水酸化ワルファリンより高い値を示し有意差が認められ

た。変異型ホモ接合体群の R-7-水酸化ワルファリンの tmax および t1/2 は、野生型および変

異型ヘテロ接合体群に比べて有意に遅延した。変異型ホモ接合体群の R-6-水酸化ワルファ

リンの t1/2 は、野生型および変異型ヘテロ接合体群に比べて有意に遅延した。 
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Fig. 2-2.  Plasma concentrations of R- (A) and S- (B) 6-hydroxywarfarin (open) and 

7-hydroxywarfarin (closed) after intravenous administration of racemic warfarin at a dose of 

1.0 mg/kg body weight.  
Detailed information is shown in the legend for Fig. 2-1. 
 

Table 2-2.  Pharmacokinetic parameters of R- and S-hydroxywarfarin after intravenous 

administration of racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight. 

 
Detailed information is shown in the legend for Table 2-1. 

Compound Genotype t max C max t 1/2 AUC inf

h ng/mL h ng⋅h/mL

R -7-Hydroxywarfarin wt/wt 1.8 ± 0.5 187 ± 32 8.1 ± 1.4 2330 ± 180

wt/mut 2.9 ± 3.5 121 ± 77 10.9 ± 4.7 2150 ± 840

mut/mut 8.0 ± 0.0** 1.4 ± 0.6** 44.8 ± 5.7** 96.2 ± 37.5**

R-6-Hydroxywarfarin wt/wt 1.8 ± 0.5 119 ± 33 5.9 ± 0.6 1190 ± 180

wt/mut 3.3 ± 3.2 60.5 ± 28.9* 9.4 ± 5.6 974 ± 237

mut/mut 1.3 ± 0.6 1.5 ± 0.4** 50.9 ± 12.2** 99.1 ± 14.3**

S -7-Hydroxywarfarin wt/wt 3.3 ± 1.5 37.7 ± 11.6 16.5 ± 3.8 654 ± 150

wt/mut 3.5 ± 3.0 18.3 ± 4.2* 18..6 ± 7.1 402 ± 87*

mut/mut 1.0 ± 0.0 3.3 ± 0.6** 20.7 ± 3.4 89.5 ± 10.1**

S-6-Hydroxywarfarin wt/wt 2.3 ± 1.3 11.2 ± 3.3 17.4 ± 3.6 191 ± 46

wt/mut 3.1 ± 3.3 6.9 ± 1.6 20.5 ± 8.8 145 ± 11

mut/mut 1.0 ± 0.0 2.8 ± 1.6** 17.7 ± 2.6 62.4 ± 14.9**
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II-3-ii 経口投与後の R-および S-ワルファリンおよび代謝物の体内動態 

同じ用量のワルファリンのラセミ体を同じ動物に経口投与し、投与後の血漿中のワル

ファリンおよび水酸化ワルファリンの血漿中薬物動態を検討した（Figs. 2-3 and 2-4, Tables 

2-3 and 2-4）。ワルファリン経口投与後も、静脈内投与後と同様の血漿中ワルファリン濃度

推移が観察された（Fig. 2-3）。経口投与後、ワルファリンは良好に吸収され、血漿中 R-お

よび S-ワルファリンはともに速やかに Cmaxに達した。その後の R-および S-ワルファリン

の血漿からの消失は異なる推移を示した。R-ワルファリンの血漿からの消失は遺伝子多型

により異なり、野生型群での消失が最も速やかで、次いで変異型ヘテロ接合体群、変異型

ホモ接合体群の順で消失は緩やかとなった。野生型群および変異型ヘテロ接合体群の血漿

中R-ワルファリン濃度は投与後それぞれ 48および 72時間では定量限界未満（<10 ng/mL）

となったが、変異型ホモ接合体群では、R-ワルファリンは投与後 240 時間でも検出された

（Fig. 2-3A）。これに対して、各群の S-ワルファリンの血漿からの消失は同様で、野生型、

変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の各群の血漿中 S-ワルファリン濃度推移は、

投与後 240 時間までほぼ類似していた（Fig. 2-3B）。 

ワルファリン経口投与後の R-ワルファリンおよび S-ワルファリンの PK パラメータを

Table 2-3 に示す。共分散分析を行った結果、R-ワルファリンについては、Cmax、t1/2 およ

び AUCinfに有意な差が認められた。変異型ホモ接合体群の R-ワルファリンの Cmax、 t1/2 お

よび AUCinfの平均値は野生型群の値のそれぞれ約 1.5、11 および 8 倍の値を示した（Table 

2-3）。これに対し、R-ワルファリンおよび S-ワルファリンの BA は、それぞれ 88～91%お

よび 89～92%で遺伝子多型による差は認められなかった。S-ワルファリンの PK パラメー

タのいずれについても遺伝子多型による有意な差は認められなかった。 
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Fig. 2-3.  Plasma concentrations of R- (A) and S- (B) warfarin after oral administration of 

racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight.  
Detailed information is shown in the legend for Fig. 2-1. 

 

Table 2-3. Pharmacokinetic parameters of R- and S-warfarin after oral administration of 

racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight.  

Detailed information is shown in the legend for Table 2-1. 

ワルファリン経口投与後の R および S 体それぞれの 6-および 7-水酸化ワルファリンの

血漿中薬物推移を Fig. 2-4 に示す。経口投与後の 6-および 7-水酸化ワルファリン濃度は、

静脈内投与後と同様に、R 体優先の 6-および 7-水酸化代謝が観察された。野生型群および

変異型ヘテロ接合体群のR-6-およびR-7-水酸化ワルファリンはそれぞれの光学異性体であ
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Compound Genotype t max C max t 1/2 AUC inf BA

h ng/mL h ng• h/mL %

R -Warfarin wt/wt 0.6 ± 0.3 3,170 ± 709 3.6 ± 0.4 25,200 ± 7,340 88 ± 10

wt/mut 1.3 ± 0.9 4,170 ± 681 8.3 ± 5.2 59,700 ± 39,800 91 ± 18

mut/mut 1.3 ± 0.6 4,610 ± 484* 40.4 ± 5.8** 207,000 ±
51,500**

91 ± 10

S-Warfarin wt/wt 1.5 ± 0.6 3,900 ± 410 31.1 ± 13.2 87,400 ± 17,300 89 ± 4

wt/mut 1.1 ± 0.7 4,110 ± 450 26.4 ± 10.7 103,000 ± 29,000 92 ± 11

mut/mut 1.0 ± 0.0 4,430 ± 257 24.9 ± 9.59 127,000 ± 42,000 92 ± 9
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る S-6-および S-7-水酸化ワルファリンより高い濃度推移を示し、R 体および S 体とも 7 位

水酸化ワルファリンはそれぞれの構造異性体である 6位水酸化ワルファリンより高い濃度

推移を示した（Fig. 2-4）。これに対し、変異型ホモ接合体群の 4 種の水酸化ワルファリン

は類似した血漿中濃度推移を示した（Fig. 2-4）。 

 

Fig. 2-4.  Plasma concentrations of R- (A) and S- (B) 6-hydroxywarfarin (open) and 

7-hydroxywarfarin (closed) ) after intravenous administration of racemic warfarin at a dose 

of 1.0 mg/kg body weight. 
Detailed information is shown in the legend for Fig. 2-1. 
 

R-水酸化ワルファリンおよび S-水酸化ワルファリンの PK パラメータを Table 2-4 に示

す。共分散分析により遺伝子多型の影響を検討した結果、野生型群の R-6-および R-7-水酸

化ワルファリンのみならず、S-6-および S-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfにつ

いても変異型ホモ接合体より高い値を示し、有意差が認められた（Table 2-4）。野生型群の

R-7-水酸化ワルファリンのCmaxおよびAUCinfの平均値は変異型ホモ接合体群の値のそれぞ

れ約 156 および 27 倍の値を示し、S-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfの平均値

は変異型ホモ接合体群の値のそれぞれ約 11 および 8 倍の値を示した（Table 2-4）。野生型
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群および変異型ヘテロ接合体群、それぞれの群内では R-水酸化ワルファリンの Cmax およ

び AUCinfは光学異性体である S-水酸化ワルファリンより高く、7 位の水酸化ワルファリン

の Cmax および AUCinf は構造異性体である 6 位水酸化ワルファリンより高い値を示し、有

意差が認められた。変異型ホモ接合体群の R-6 および R-7-水酸化ワルファリンの t1/2 は、

野生型および変異型ヘテロ接合体群に比べて有意に遅延した。 

 

Table 2-4. Pharmacokinetic parameters of R- and S-hydroxywarfarin after oral 

administration of racemic warfarin at a dose of 1.0 mg/kg body weight. 

 

Detailed information is shown in the legend for Table 2-1. 

 

第 4 節 考察 

 

サルは非臨床試験で広く使われていたが、その試験結果の評価に影響を及ぼす個体差

の要因は必ずしも明らかではなかった。本研究では予め Uno ら（Uno et al., 2014a）の方法

により mCYP2C19[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]遺伝子型を判定したサルを用

Genotype t max C max t 1/2 AUC inf

h ng/mL h ng⋅h/mL

R -7-Hydroxywarfarin wt/wt 1.4 ± 0.8 220 ± 34 6.3 ± 0.7 2510 ± 320

wt/mut 3.3 ± 3.2 107 ± 52* 13.3 ± 11.1 1990± 620

mut/mut 3.5 ± 4.0 1.4 ± 0.7** 45.3 ± 10.2** 93.7 ± 23.1**

R-6-Hydroxywarfarin wt/wt 1.8 ± 0.5 163 ± 44 4.2 ± 1.0 1470 ± 120

wt/mut 3.3 ± 3.2 61.0 ± 23.9** 8.9 ± 5.6 977 ± 230*

mut/mut 2.0 ± 0.0 2.0 ± 0.8** 39.2 ± 6.7** 102 ± 23**

S -7-Hydroxywarfarin wt/wt 3.3 ± 1.5 40.7 ± 13.4 13.3 ± 2.8 638 ± 84

wt/mut 3.5 ± 3.0 18.7 ± 1.4* 15.5 ± 4.1 406 ± 104*

mut/mut 1.7 ± 0.6 3.6 ± 0.8** 16.5 ± 3.9 83.1 ± 1.3**

S-6-Hydroxywarfarin wt/wt 1.8 ± 0.5 12.5 ± 3.5 15.1 ± 0.7 196 ± 25

wt/mut 3.3 ± 3.2 6.7 ± 1.7* 17.4 ± 4.0 170 ± 67

mut/mut 2.0 ± 0.0 3.1 ± 0.9** 28.9 ± 15.8 86.0 ± 21.9**
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いた。mCYP2C19 野生型、変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の遺伝子型を有す

るサルにラセミ体ワルファリンを静脈内および経口投与し、R-/S-ワルファリン、R-/S-6-水

酸化ワルファリンおよび R-/S-7-水酸化ワルファリンの血漿中濃度を測定し、それらの in 

vivo PK パラメータを求めた。さらに、PK パラメータについて共分散分析を行い、in vivo

における R-/S-ワルファリン水酸化代謝の立体・構造選択性、ならびに mCYP2C19 遺伝子

多型の R-/S-ワルファリン、R-/S-6-水酸化ワルファリンおよび R-/S-7-水酸化ワルファリン

薬物動態に及ぼす影響について検討した。 

ラセミ体ワルファリン静脈内投与後の R-および S-ワルファリンは速やかに分布した。

経口投与後 R-および S-ワルファリンは良好な吸収性を示し、血漿中濃度は速やかにピーク

に達した。吸収・分布過程に関連する PK パラメータ C0、Vss、tmax、Cmax はいずれも R-/S-

立体選択的な差のみならず、mCYP2C19 の遺伝子多型による影響は認められなかった。各

群の R-および S-ワルファリンの Vss平均値は 80～120 mL/kg で、細胞外液量値 200 mL/kg

（Davies and Morris、1993）の半分前後で変動係数も 30%と個体差も小さく、組織分布は

少なく体格差も小さいと推察された。経口投与後の各群の R-および S-ワルファリンの tmax

平均値は 0.6～1.5 時間で R-および S-ワルファリンは速やかに吸収、分布した。R-および

S-ワルファリンは分布容積が小さく、吸収・分布が速やかであるため、各群の C0 および

Cmax は同様の値を示した。BA は小腸および肝の初回通過効果の影響を受けるが、各群の

R-および S-ワルファリンの BA 平均値は 88～92%で良好な吸収性を示し、遺伝子変異によ

る差も認められなかったたことから、小腸における代謝は僅かであったと推察される。経

口投与 PK 試験の R-および S-ワルファリンの BA、tmaxおよび Vssはヒトの臨床試験で得ら

れた結果（O'Reilly, 1969; Shetty et al., 1989; 土肥ら, 2008; Holford, 1986）と類似していた。

血漿中タンパク結合率はヒトおよびサルとも高く血漿中タンパク非結合形分率はそれぞ

れ 0.005%および 0.006%と類似し（Berry et al., 2011）、ヒトおよびサルの血球移行性も類似

していると報告（Berry et al., 2011; Shida et al., 2015）されている。以上のことから、R-お

よび S-ワルファリンの吸収・分布過程に関連する PK パラメータは、R-/S-立体異性構造、
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遺伝子多型のみならずヒトとの種差がないことが明らかとなった。 

ヒトとの差、あるいは、立体構造選択性、遺伝子多型による差が認められた代謝・消

失過程に関する PK パラメータについて、以下、詳細に検討した。静脈内および経口投与

後のR-および S-ワルファリンの 6-および 7-水酸化代謝物の in vivo PKパラメータの共分散

分析を行った結果、in vivo における R-/S-ワルファリン水酸化代謝の立体・位置選択性は、

第Ⅰ章で述べた in vitro代謝試験で観察されたサル肝による代謝と同様であった（Tables 2-2 

and 2-4）。野生型および変異型ヘテロ接合体群では、静脈内および経口投与後の R-6-およ

び R-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinfは、対応する S-6-および S-7-水酸化ワルフ

ァリンより有意に高く（p < 0.01）、ワルファリンは主に mCYP2C19 により R 体選択的に水

酸化代謝されたと推察される（Tables 2-2 and 2-4）。野生型および変異型ヘテロ接合体群で

は、静脈内および経口投与後の R-7-水酸化ワルファリンの Cmax および AUCinf は、構造異

性体である R-6-水酸化ワルファリンより有意に高く（p < 0.01）、R-ワルファリンは主に

mCYP2C19により 7位選択的に水酸化代謝されたと推察される（Tables 2-2 and 2-4）。一方、

静脈内および経口投与後の野生型群の S-7-水酸化ワルファリンの AUCinfは、構造異性体で

ある S-6-水酸化ワルファリンより有意に高く（静脈内投与後：p < 0.05、経口投与後：p < 

0.01）、S 体の 7 位選択的な水酸化代謝反応に対する mCYP2C19 の寄与は大きいと推察さ

れる（Tables 2-2 and 2-4）。第Ⅰ章で述べた in vitro 代謝試験では、mCYP2C19 が R-ワルフ

ァリンの代謝に関与する主要 P450 分子種であることが示唆される結果が得られており、

肝 mCYP2C19 のワルファリン水酸化代謝活性に応じて血漿中 R-および S-7-水酸化ワルフ

ァリン濃度が推移していると推察される。これらの結果から、in vitro 同様に、in vivo にお

いても R-ワルファリンは主に mCYP2C19 により R 体∙7 位選択的に水酸化代謝され、R-ワ

ルファリン 7-水酸化反応は mCYP2C19 の in vivo 指標反応であることが示唆された。S-ワ

ルファリンについては、in vitro 代謝試験で、mCYP3A4 および mCYP3A5 などが S-ワルフ

ァリン代謝に関与する結果が得られており、mCYP2C19 の寄与は R 体代謝に比べ小さいが、

本研究において、mCYP2C19 により S-7-水酸化ワルファリンの Cmaxおよび AUCinf の顕著
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で有意な増加が認められたことから、S-ワルファリン 7-水酸化反応も mCYP2C19の in vivo

指標反応となる可能性が示唆された。 

静脈内および経口投与後の変異型ホモ接合体群の 4 種の水酸化代謝物（R-/S-6-および

R-/S-7-水酸化ワルファリン）の Cmaxおよび AUCinf には有意な差は認められなかった（Tables 

2-2 and 2-4）。Uno ら（Uno et al., 2014a）は、mCYP2C19 の遺伝子多型の組換え mCYP2C19

酵素を作製し、遺伝子変異[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]の in vitro 代謝活性を

測定したが検出限界以下であったと報告している。これらの結果から、変異型ホモ接合体

では mCYP2C19 の活性は極めて僅かであるため、変異型ホモ接合体群では、ワルファリ

ン R 体・7 位選択的な水酸化能を有するという特性は認められなかったものと推察される。

静脈内および経口投与後の R-および S-水酸化ワルファリンの t1/2 は、遺伝子多型各群の未

変化体の t1/2 と相関した（Tables 2-2 and 2-4）。Banfield ら（Banfield et al., 1983）はヒトに

おけるワルファリンの血中動態と尿中排泄を調べ、R-および S-水酸化ワルファリンは主要

代謝物として尿排泄されると報告している。サルの糸球体ろ過量（GFR）は 125 mL/h/kg

（Davies B and Morris T, 1993）で、本研究で得られた R-および S-ワルファリンの CLtotal平

均値は 2.26～18.4 mL/h/kg は GFR より明らかに小さい。この結果から、遺伝子変異による

水酸化ワルファリンの t1/2 の変動は、腎排泄機能等の代謝物の消失能の変動によるのでは

なく、遺伝子多型による代謝物の生成能の変動が t1/2 として観察されたフリップ・フロッ

プ現象と推察される。以上のように、R-ワルファリンの 7 位水酸化反応は主に mCYP 2C19

により触媒されるため、mCYP 2C19 遺伝子多型が様々な個体間差として観察される。今回

の in vivo 結果を考え合わせると、in vitro および in vivo で見られるサルの R-ワルファリン

のクリアランスの個体間差は主に mCYP2C19 の発現量の個体間差のみならず遺伝子多型

に起因していると推察される。 

mCYP2C19 遺伝子多型のワルファリン薬物動態に及ぼす影響について、吸収・分布・

代謝・排泄の各プロセスに関わる PK パラメータを比較し、どのような因子・要素が、ど

のように関与して体内動態に影響を及ぼしているのかについて要因分析した。要因分析に
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際しては、クリアランス概念（Gibaldi and Perrier, 1982; 粟津と渡邊, 1988）に基づき遺伝

子変異と薬物動態の関係を捉え、因子・要素を整理した。ワルファリンのように未変化体

としてほとんど尿中排泄されず（O'Reilly, 1969）、主に肝において代謝されて消失する薬物

の肝固有クリアランス（CLint,h）と全身クリアランス（CLtotal）、経口クリアランス（CLoral）

および BA の関係は、以下の式 2-8 ～2-10）で記述される。 

𝐶𝐿total = 𝐶𝐿h + 𝐶𝐿r =
𝑄h⋅𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB
𝑄h + 𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB

 

𝐶𝐿oral =
𝐶𝐿total

𝐹a ∙ 𝐹g ∙ 𝐹h
=
𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB
𝐹a ∙ 𝐹g

 

𝐵𝐴 =
𝐶𝐿𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝐶𝐿𝑜𝑟𝑎𝑙

=
𝑄h ∙ 𝐹a ∙ 𝐹g

𝑄h + 𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB
 

mCYP2C19 遺伝子変異により mCYP2C19 酵素活性が低下、すなわち CLh,int が低下する

と、CLtotal、CLoralおよび BA が低下する。ワルファリンのように Qhに対し CLh,int と fuBの

積（CLh,int⋅fuB）が顕著に小さい場合は、CLh,int が低下すると CLh,int の低下に比例して CLtotal

および CLoralは低下するが BA は変化しない。これに対し、Qhに対し CLh,int⋅fuBが顕著に大

きい場合は、CLh,int が低下しても CLtotalは変化せず、CLoralは CLh,int の低下に比例して低下

し、BA は増大する。このように CLh,int および CLh,int⋅fuBは重要な要因となる。CLh,int は様々

な代謝酵素等の固有クリアランスの総和であるので、mCYP2C19のCLh,intに対する比率（fm）

と mCYP2C19 酵素活性の低下率（RR）は CLh,int の低下の程度に影響する要素となる。R-

ワルファリンは単代謝酵素薬物であり、R-ワルファリン水酸化酵素活性が高いので、寄与

率および低下率はともに高く遺伝子変異による変動は大きい。一方、S-ワルファリンは多

代謝酵素薬物であり、S-ワルファリン水酸化酵素活性は R-ワルファリン水酸化酵素活性に

比べて低いので、寄与率および低下率は R-ワルファリン水酸化反応に比べて低く遺伝子変

異の変動は R-ワルファリン水酸化反応に比べて小さい。代謝過程の要因分析では、単代謝

(2-8) 
 
 
 
 
(2-9) 
 
 
 
 
(2-10) 
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酵素薬物である R-ワルファリンと多代謝酵素薬物である S-ワルファリンについて、Eh と

の関係性、合わせて in vitro データと in vivo データの相関性についても検討した。

mCYP2C19 の寄与の大きい R-ワルファリンの代謝過程について、未変化体の消失および

6-/7-水酸化代謝物の生成に関わる PK パラメータを比較検討した。静脈内投与後の

mCYP2C19 野生型群、変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体各群の R-ワルファリン

の CLtotal値は、それぞれ、18.4、10.4 および 2.26 mL/h/kg で、mCYP2C19 の酵素機能低下

に応じて有意に低下した。変異型ホモ接合体群の CLtotal 値は野生型の 12%と算出され、

mCYP2C19 遺伝子変異により CLtotalが 1/8 以下に低下したことが明らかとなった。各群の

Eh は、それぞれ 0.7、0.4 および 0.09%と極めて低く、遺伝子変異による差は小さく、BA

は 88～91%であることから R-ワルファリンの消化管からの吸収は良好で、小腸における初

回通過効果もほとんどないと推察された。これらの結果を総合し、R-ワルファリンがサル

において肝固有クリアランス律速型薬物であることが明らかとなった。静脈内投与後の野

生型群、変異型ヘテロ接合体群、変異型ホモ接合体群各群の R-7-水酸化ワルファリンの

AUCinf値は、それぞれ、2,330、2,150 および 96 ng⋅h/mL で、mCYP2C19 遺伝子変異による

酵素機能の低下に応じて有意に低値となった。変異型ホモ接合体群の AUCinf 値は野生型群

の 4%で遺伝子多型により代謝能に 24 倍の差があることが明らかとなった。mCYP2C19

の寄与が小さい S-ワルファリンでは、静脈内投与後の野生型群、変異型ヘテロ接合体、変

異型ホモ接合体各群の S-ワルファリンの CLtotal 値は、それぞれ、5.28、4.82 および 3.85 

mL/h/kg で、野生型 mCYP2C19 の機能低下に従い低値となる傾向が見られたが、これらの

間に有意差はなかった。変異型ホモ接合体群の CLtotal値は野生型群のそれの 73%で遺伝子

多型により代謝能に 1.4 倍の差が見られた。これらの結果を総合し、S-ワルファリンも血

流律速度型薬物であることが明らかとなった。静脈内投与後の野生型群、変異型ヘテロ接

合体群および変異型ホモ接合体群各群のS-7-水酸化ワルファリンのAUCinf値は、それぞれ、

654、402 および 89 ng⋅h/mL で、野生型 mCYP2C19 の機能低下に従い有意に低値を示した。

変異型ホモ接合体群のAUCinf値は野生型の 14%で遺伝子多型により代謝能に7倍の差があ
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ることが明らかとなった。宇野ら（Uno et al., 2014a）は、mCYP2C19 [p.Phe100Asn, 

p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]遺伝子多型の in vitro 代謝に及ぼす影響の検討を行い、サル肝

の R-ワルファリン 7-水酸化酵素活性は、野生型、変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ

接合体で、それぞれ 11、3.4 および 0.2 pmol/min/mg protain、S-ワルファリン 7-水酸化酵素

活性についても、それぞれ 2.8、0.8 および 0.5 pmol/min/mg protain と mCYP2C19 遺伝子型

に依存した酵素活性の差があることを報告している。野生型および mCYP2C19 

[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]変異型の遺伝子組換え酵素を用いて R-および S-

ワルファリン 7-水酸化酵素活性を測定したところ、野生型の R-および S-ワルファリン 7-

水酸化酵素活性は変異型の酵素活性に比べて、それぞれ、少なくとも 700 倍および 50 倍

の代謝能を有していることを報告している（Uno et al., 2014a）。以上の結果を考え合わせ

ると、ワルファリンのような肝固有クリアランス律速型の薬物の場合、mCYP2C19 遺伝子

変異の薬物動態に及ぼす影響の大きさは、R-あるいは S-ワルファリンの 1 次代謝反応に対

する mCYP2C19 の寄与の程度（寄与率）、さらに、遺伝子変異にともなう肝固有クリアラ

ンスの低下の程度（低下率）の二つの要素が相互に関与していると推察された。すなわち、

R-ワルファリンでは、mCYP2C19 の消失代謝に対する寄与率が高く、遺伝子変異による代

謝能の低下率も大きく、血漿中 R-ワルファリンの消失が著しく遅延し、R-ワルファリンの

血中曝露量は増大する。一方、S-ワルファリンでは、遺伝子変異による代謝能の低下率は

大きいが、この代謝消失に複数の P450 分子種が関与し、mCYP2C19 の消失代謝に対する

寄与率が小さいために、血漿中 S-ワルファリンの消失の遅延および曝露量の増加は僅かで

あったと推察された。このように mCYP2C19 により代謝される薬物は、mCYP2C19 遺伝

子多型による体内動態の個体差が生じる可能性があるが、遺伝子多型の影響の程度は

mCYP2C19 の寄与率の大きさによることが明らかとなり、寄与率が極めて重要な要素であ

ることが示唆された。そこで、本研究では、さらに in vivo における mCYP2C19 の R-ワル

ファリンおよび S-ワルファリン代謝に対する寄与率の概数を試算した。概数の算出は、臨

床で使用されている薬物相互作用の in vivo 予測法（Ohno et al.,2007）を参考に、未変化体
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と代謝物の AUC の変化率（AUCR）と mCYP2C19 の活性の低下率を用いて行った。Ohno

ら（Ohno et al., 2007; Ohno et al., 2008; Hisaka et al., 2009; Hisaka et al., 2010）は、薬物相互

作用の臨床試験における被相互作用薬（基質薬）の AUCR は、相互作用に関与する薬物代

謝酵素の寄与率（CR）および相互作用薬（阻害剤）の阻害率（IR）の関係は以下の式 2-9

で記述することが可能であることを報告している。 

𝐴𝑈𝐶𝑅 =
1

1 − 𝐶𝑅⋅𝐼𝑅
 

この知見を基に、本研究で得られた未変化体の AUC の比率と 7-水酸化代謝物の生成量の

低下の情報を基に mCYP2C19 の寄与率を算定した。野生型群と変異型ホモ接合体群の R-

ワルファリンの平均 AUCinf値の比率を AUCR、野生型群の R-7-水酸化ワルファリンの平均

AUCinf 値と変異型ホモ接合体群の R-水酸化ワルファリンの平均 AUCinf 値から求めた比率

を低下率（RR）として用い、以下の式 2-10 に代入すると 

𝐶𝑅 =
1
𝑅𝑅

⋅ �1 −
1

𝐴𝑈𝐶𝑅
� 

mCYP2C19 の R-ワルファリンおよび S-ワルファリン代謝に対する寄与率は、それぞれ概

ね 0.9 および 0.3 と見積もられた。寄与率は薬物相互作用の評価や予測を行ううえで極め

て重要な要素で、当該P450酵素の阻害処理を行った肝試料と非処理肝試料を用いた in vitro

実験で寄与率を推定する方法が報告（Murayama et al., 2018; Parmentier et al., 2018）されて

いる。薬物相互作用の予測手法を遺伝子多型研究に応用すると、寄与率や低下率（遺伝子

変異による変化率）は、上記の方法以外の当該代謝酵素の阻害実験、遺伝子多型組み換え

P450 酵素や遺伝子多型個体（野生型および変異型ホモ接合体）由来試料を用いた基質消失

実験、など fm（fraction metabolized）を求める実験からも推定可能であると推察される。 

本研究の結果、in vivo においてもヒトとサル間でワルファリン代謝に in vitro 同様の種

差があることが明らかとなった。R-ワルファリンのヒトとサルとの種差は、サル肝で特徴

的に観察された mCYP2C19 の高代謝活性によると推察された。ヒトにおいて S-ワルファ

(2-9) 

(2-10) 
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リン 7-水酸化反応は in vitro および in vivot ともに主に hCYP2C9 によりに速やかに触媒さ

れる（Shimizu et al.,2003; Scordo et al., 2002）。サル肝 in vitro において、S-ワルファリン 7-

水酸化反応は、ヒトとは異なり主に mCYP2C19、mCYP3A4 および mCYP3A5 など複数の

代謝酵素により代謝されるが、その酵素活性はヒト肝と同様で速やかに代謝された（Fig. 

1-1, Table 1-4）。注目すべき点として、ヒトの in vivo における R-ワルファリンの CLtotalとし

て報告（Scordo et al., 2002）された値 1.8～2.4 mL/h/kg と今回のサル変異型ホモ接合体群の

in vivo における R-ワルファリン CLtotal値（2.26 mL/h/kg, Table 2-1）が一致していることが

挙げられる。サル in vivo における mCYP2C19 の R-ワルファリン 7-水酸化に関するヒトの

報告値との比較では、サル野生型 mCYP2C19 の著しく高い触媒能が、サルとヒトとの種

差の一要因となっていると推察される。したがって、サルを用いたデータからヒトの曝露

量を外挿する際には、このような相違点を念頭に置き、非臨床試験の前段階にて薬物代謝

酵素遺伝子多型の情報を参照して、サルの個体差に関する情報を適切に用いることは極め

て有用である。本研究の結果は、サルの R-ワルファリン消失の遺伝子多型群間の変動は主

に mCYP2C19 の遺伝子変異[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]に起因することを示

唆している。ヒトと同様に mCYP2C19 の遺伝子多型が原因のひとつとなって、サルの P450 

2C による薬物代謝の個体間変動が生じている。サルを用いて P450 薬物代謝の検討や評価

を行う前後に、薬物代謝酵素の遺伝子型を特定することは極めて有用で、臨床における薬

物動態予測あるいは予期せぬサルでの薬物動態の個体差の解釈に重要な情報となると推

察される。 

 

第 5 節 小括 

 

mCYP2C19 [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu] 遺伝子多型を持つサルを用いて

in vivo 薬物動態試験を行い、R-および S-ワルファリンの PK パラメータと遺伝子多型との

関係性を明らかにした。すなわち、mCYP2C19 [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]
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の遺伝子多型を持つサル 11 頭（野生型 4 頭、変異型ヘテロ接合体 4 頭、変異型ホモ接合

体 3 頭）にワルファリンラセミ体を 1.0 mg/kg の用量で静脈内および経口投与し、投与後

の血漿中未変化体および 6-および 7-水酸化ワルファリンの PK パラメータを算出し、

mCYP2C19 遺伝子変異による影響を評価した。mCYP2C19 遺伝子変異は、R-/S-ワルファリ

ンの 11 個体別の PK パラメータのうち、吸収、分布または BA には影響を及ぼさなかった。

S-ワルファリンの PK パラメータには変異型ホモ接合体群と野生型群間の有意な差は認め

られなかった。一方、経口投与後の変異型ホモ接合体群の血漿中 R-ワルファリンの消失半

減期 t1/2 は野生型群のそれに比べて約 11 倍、AUCinf 値は約 8 倍それぞれ高かった。

mCYP2C19 による代謝に依存して生成した R-7-水酸化ワルファリンの血中濃度―時間推

移はきわめて遅く、その AUCinf値は野生型群のそれの約 1/27 で、有意な差が認められた。

以上の結果より、mCYP2C19 遺伝子多型はサル in vivo における R-ワルファリン薬物動態

に大きな影響を及ぼすことが明らかとなった。 
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第 III 章 PBPK モデルによる R-ワルファリン薬物動態解析と予測 

 

第 1 節 緒言 

 

第Ⅰ章および第Ⅱ章の結果から、サルにおいてワルファリンは立体選択的に代謝され

るが、R-ワルファリンは主に mCYP2C19 により立体選択的に R-7-水酸化ワルファリンに

変換されること、mCYP2C19 遺伝子変異により mCYP2C19 の肝固有クリアランスが低下

し、血中 R-ワルファリンの未変化体および代謝物の消失が遅延することが明らかとなった。

遺伝子変異の影響の大きさは、遺伝子多変異型のヘテロ接合体群よりもホモ接合体群の影

響が大きく、mCYP2C19 遺伝子変異に起因して mCYP2C19 酵素の機能変化が生じ、R-ワル

ファリンの動態特性に依存して血中濃度推移が変化すると推察されるが、その関係性・法

則性をモデル化できれば創薬プロセスの改善に貢献すると推察された。非臨床試験におけ

る遺伝子多型に関わる知見を臨床での適正使用に役立てるためには、高次な予測手法が必

要となる。その際に、遺伝子多型で変動する複合した要因を動態特性として統合的に組み

込んだ解析・予測モデル、遺伝子多型個体由来の個別肝試料および in vivo 薬物動態試験系

が活用できれば、医薬品開発の適切な計画立案や効率化が可能になると推察される。非臨

床試験では、個別の in vivo 薬物動態の予測に役立つ、代謝酵素の発現量や発現調節、代謝

寄与率の定量的評価、in vitro データから in vivo 薬物動態の予測など多くの研究（Nakajima, 

2017; Chiba et al., 2014 and 2017; Yoshikado et al., 2016 and 2017）がなされている。個別化医

療を行っている臨床現場では、薬物の処方決定に必要な情報を整備するために個別の治療

情報を集積し実務に役立てている（Hayashi, 2013; Yoshiozawa et al., 2009; 松田ら., 2011）。

さらに PBPK モデルを用いて、薬物の体内濃度推移を生理学的特性により推定する手法が

創薬段階、臨床薬物相互作用の予測や病態時の個別の薬物投与設計など臨床現場でも活用

され始めている（Shida et al., 2015; Conner et al., 2018）。 

PBPK モデルとは、薬物が血流によって組織に運び込まれ、組織中で一部が代謝・排
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出されて組織から消失し、残った薬物が血流によって組織外に運び出されるという一連の

過程を、各臓器における血流量や臓器容積等の生理・解剖学的な情報、ならびに、代謝・

排泄クリアランス等の化合物固有の生化学的情報や組織移行性の情報に基づき、実態に即

した形で記述する数理モデルである。PBPK モデルを用いた解析手法は汎用性が高いこと

から、医薬品開発の様々な用途に使われている。PBPK モデリング実施者は、in vitro-in vivo

の相関性の検討、開発候補品の標的臓器への分布予測など、目的や評価化合物の動態特性

に合わせて PBPK モデルの構成やコンパートメント数を増減させて、モデリングを行うこ

とができる。医薬品開発の関係者は、構築された PBPK モデルを確認することで、モデリ

ング結果を構造的に理解・評価することができ、PBPK モデリング結果を関係者間で情報

共有し、課題解決に活用することが可能となる（高野および山﨑, 2012）。そこで、本章で

は mCYP2C19 の遺伝子多型の R-ワルファリンの薬物動態に及ぼす影響を構造的かつ定量

的に評価するため、R-ワルファリンの個別 PBPK モデルを構築した。さらに、同一個体か

ら採取した肝ミクロゾームを用いて、個体ごとの肝クリアランス（CLh,in vitro）を求め、PBPK

モデル解析で得られた肝クリアランス（CLh,in vivo）との相関性を検討した。 

 

第 2 節 実験材料および実験方法 

 

III-2-i 試薬 

R-ワルファリンは Sigma-Aldrich Japan より購入した。個別サル肝ミクロゾームは、第Ⅱ

章の薬物動態試験で使用した同一のサルから採取された肝を用いて、I-2-ii 項に準じて調製

されたものを使用した。その他の試薬は市販品の最高純度のものを使用した。 

 

III-2-ii in vitro 代謝速度の測定 

代謝反応は個別サル肝ミクロゾームを用いて I-2-iv 項に準じて、インキュベーションを

行った。肝ミクロゾーム（1.0 mg protein）を R-ワルファリン（1.0 µM）、NADPH 生成系（0.25 
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mM NADP+、2.5 mM G-6-P、0.25 unit/mL G-6-P DH） および 50 mM リン酸カリウム緩衝

液（pH 7.4） を含む反応混液に添加し、計 0.2 mL とした。水浴上 37ºC で 30 分間反応さ

せ、60% 過塩素酸（10 µL）を添加し、反応を停止させた。反応混液は 2,500 rpm で 5 分

間遠心分離し、上清 10 µL を HPLC に注入し分析に用いた。試料中での未変化体（R-ワル

ファリン）の濃度を測定し、消失速度を求め、基質濃度で除して肝ミクロゾーム中でのク

リアランス（肝固有クリアランス）を算出した。 

 

III-2-iii PBPK モデルによる解析とシミュレーション 

第Ⅱ章の薬物動態試験の経口投与後 24時間までの血漿中R-ワルファリン濃度を用いた。

ノンコンパートメント解析による PKパラメータは Phoenix WinNonlin version 6.3（Pharsight, 

Moubtain View, CA, USA）を用いて算出した。個体ごとの PBPK モデルは、消化管（Gut）

コンパートメント、肝（Liver）コンパートメント、全身循環（Central）コンパートメント

から構成される簡素な構造の PBPK モデルを構築した（Shida et al., 2015）。R-ワルファリ

ンの血漿中非結合型分率（fuP, 0.005）（Berry et al., 2011）、オクタノール/水分配係数（LogP, 

2.90）は ChemBioDraw Ultra 11.0（HULINKS Inc.）を用いて in silico より推定した。血液対

血漿中濃度比（Rb, 0.692）は式 3-1 を用いて算出し、肝の組織-血液分配係数（Kp,h, 2.31）

は、以下の式 3-1～3-3 に従い算出した（Gargas et al., 1995; Kato et al.,2008）。 

𝐾p,h =
𝑃 × 0.02289 + 0.72621
𝑃 × 0.0396 + 0.960581

×
𝑓uP
𝑓uh

𝑅𝑏 

𝑃 = 10𝑙og𝑃 

𝑓uP
𝑓uh

= 0.5 × ( 𝑓uP + 1) 

なお、fuhは肝組織中タンパク非結合形分率で、サルの肝容量（Vh, 0.135 L）および肝血流

量（Qh, 13.1 L/h）は Davies と Morris の報告（Davies and Morris, 1933）に記載された値を

(3-1) 
 
 
 
(3-2) 
 
 
 
(3-3) 
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用いた。 

吸収・消化管透過率（Fa⋅Fg）、吸収速度定数（ka）、全身循環コンパートメント容積（V1）

および肝固有クリアランス（CLh,int）は、残差法および 1-コンパートメントモデルを用い

た最小二乗法により最適値を求めた。その後、前述の文献情報に基づき算出した各パラメ

ータの推定値と最小二乗法により得られたパラメータ値を使い、簡素な PBPK モデルの連

立微分方程式を数値解析することで、血漿中濃度のシミュレーションを行った（Shida et al., 

2015; Utoh et al., 2016）。各コンパートメントにおける物質収支式 3-4～3-6 を以下に記載し

た。 

𝑑𝑋g(𝑡)
𝑑𝑡

= −𝑘a⋅𝑋g(𝑡)   when at   𝑡 = 0,  𝑋g(0) = dose 

𝑉h
𝑑𝐶h
𝑑𝑡

= 𝑄h⋅𝐶𝑏 −
𝑄h⋅𝐶h⋅𝑅b
𝐾p,h

+ 𝑘a⋅𝑋g − 𝐶𝐿h,int⋅
𝐶h
𝐾p,h

⋅𝑓uP 

𝑉1
𝑑𝐶b
𝑑𝑡

= −𝑄h⋅𝐶𝑏 +
𝑄h⋅𝐶h⋅𝑅b
𝐾p,h

− 𝐶𝐿r⋅𝐶b 

なお、Xg は消化管コンパートメント中の薬物量、ka は吸収速度定数、Ch および Cb はそれ

ぞれ肝および全身循環コンパートメントにおける薬物濃度、Vh および V1 はそれぞれ肝お

よび全身循環コンパートメントの分布容積、Qhは肝血流量、CLh,int は肝固有クリアランス、

CLr は腎クリアランス、Kp,h は肝における組織対血漿中薬物濃度比、Rb は血液対血漿中薬

物濃度比、fuP は血漿中タンパク非結合形分率を示す。 

 

III-2-iv 統計学的解析 

R-ワルファリンの PK パラメータは、InStat 3（GraphPad Sofrware, San Diego, CA, USA）

を用いて、一元配置分散分析を行った。 

 

(3-4) 
 
 
 
(3-5) 
 
 
 
(3-6) 
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第 3 節 結果 

 

第 2 章において、mCYP2C19 の遺伝子変異[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]を

有する野生型（n=4）、変異型ヘテロ接合体（n=4）および変異型ホモ接合体（n=3）のサル

にラセミ体ワルファリンを静脈内および経口投与した薬物動態試験を実施した。その投与

後 24 時間までの血漿中 R-ワルファリン濃度結果を用いてノンコンパートメント解析を行

った。代表的な PK パラメータを Table 3-1 に示す。各 PK パラメータを用いて一元配置分

散分析を行った結果、静脈内および経口投与後ともに、変異型ホモ接合体群の消失半減期

（t1/2）の平均および投与後 24 時間までの AUC（AUC0-24）の平均は野生型群の平均に比べ

て有意に高値を示した（Table 3-1）。 

mCYP2C19の遺伝子変異[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]の変異型が判明して

いる 11 頭の各サルについて、Table 3-2 に示すパラメータを用いた簡素な PBPK モデルに

より、R-ワルファリン仮想投与後 24 時間までの血漿中 R-ワルファリン濃度推移のシミュ

レーションを行った。個別の簡素な PBPK モデルを構築する連立微分方程式を数値解析す

ることで、R-ワルファリンを仮想投与した後の血漿中 R-ワルファリン濃度を推定した。野

生型群、変異型ヘテロ接合体群および変異型ホモ接合体群の個体ごとの血漿中 R-ワルファ

リン実測値および仮想投与後血漿中濃度-時間曲線を Fig. 3-1 に示す。仮想投与後の推定濃

度は実測値に類似した推移を示した。R-ワルファリンを経口投与して得られた個別の

AUC0-24, p.o. 値とコンピュータ上で同じ 11 個体のサルに仮想投与し PBPK モデルを用いて

推定した in silico AUC0-24, p.o.値との間に有意な相関関係が認められた（Fig. 3-2A）。野生型、

変異型ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の各群の R-ワルファリンの吸収・消化管透過

率の（消化管吸収率と消化管透過率の積：Fa⋅Fg）、吸収速度定数（ka）、全身循環容積（V1）

の値は類似していた（Table 3-2）。Fa⋅Fg、kaおよび V1 の平均値は、それぞれ、0.857～1.0、

3.12～3.58（h-1）および 0.252～0.324（L）で、R-ワルファリンの吸収が良好かつ速やかで

分布容積は細胞外液容量（1.04 L, Davies and Morris ,1944）の 1/3 以下で小さかった。しか
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しながら、R-ワルファリンの in vivo 肝固有クリアランス（CLh,int, in vivo）値は mCYP2C19 の

遺伝子変異により低下し、変異型ホモ接合体群の CLh,int, in vivo）値は野生型群の値の約 1/12

で有意な低値を示した（p < 0.01, Table 3-2）。 

同じ 11 個体から採取した肝ミクロゾームを用いて、in vitro での R-ワルファリンの消失

速度を測定した。体重 5 kg のサルの 1 個体当りの肝重量は 150 g および肝 1 g 当りの肝ミ

クロゾーム蛋白量は 40 mg との値を用いて、in vitro での R-ワルファリンの消失速度から

in vitro 肝クリアランス（CLh, in vitro）を算出した。変異型ホモ接合体群の CLh,in vitro は有意に

低値を示し、野生型群の CLh,in vitro 値の約 1/13 であった（Table 3-3）。In silico PBPK モデリ

ングによって算出した R-ワルファリンの in vivo 肝クリアランス（CLh, in vivo）と in vitro で

実際に測定した in vitro 肝クリアランスとの間に有意な相関関係が認められた（Fig. 3-2B）。

R-ワルファリンの in silico 肝クリアランス（CLh, in vivo）および in vitro 肝クリアランス（CLh, 

in vitro）はともに mCYP2C19 遺伝子変異による有意な低下が認められた（Table 3-3）。 

 

Table 3-1. Observed pharmacokinetic parameters of R-warfarin in 11 cynomolgus monkeys 

after i.v. and p.o. administration.  

* p < 0.01 compared with wild type, one-way ANOVA with post tests. 

 

Bioavailabi
Body t 1/2, AUC 0-24, Body t 1/2, AUC 0-24, %
kg h μg·h/mL kg h μg·h/mL

M1 5.65 4.51 36.8 4.78 4.03 31.8
M2 4.7 3.66 17.1 3.96 3.58 12.7
M3 4.89 4.13 17.3 4 3.04 21.8
M4 4.75 3.26 31.1 3.87 3.69 29.8
Mean 5.00 ± 0.44 3.89 ± 0.55 25.6 ± 9.9 4.15 ± 0.42 3.59 ± 0.41 24.0 ± 8.7

M5 Hetero- 7.9 6.5 58.2 6.23 6.08 47.1
M6 zygote 7.86 20.7 85.8 7.31 14.4 74.6
M7 4.88 4.62 44.7 3.98 5.07 37.3
M8 3.58 3.7 25.1 3.41 4.92 27.8
Mean 6.06 ± 2.17 8.88 ± 7.97 53.5 ± 25.5 5.23 ± 1.84 7.62 ± 4.55 46.7 ± 20.2

M9 Homo- 5.95 27.4 86.9 5.59 20.5 73.8
M10 zygote 6.44 24.2 79.7 6.16 40.4 71.9
M11 6.31 30.5 98.5 5.41 30.2 85.5
Mean 6.23 ± 0.25 27.4 ± 3.2 * 88.4 ± 9.5 * 5.72 ± 0.39 30.4 ± 10.0 * 77.1 ± 7.4 *

73
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85 ± 12
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Wild type 86
94
100
100
95 ± 7

80
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86

Cynomolg
us monkey

mCYP2C19
[p.Phe100Asn,

p.Ala103Val, and
p.Ile112Leu]

i.v. p.o.
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Fig. 3-1. Individual R-warfarin plasma concentrations observed and simulated (solid lines) 

using individual PBPK models after virtual R-warfarin administration in 11 cynomolgus 

monkeys (Wild type; n=4, Heterozygote; n=4, and Homozygote; n=3). 

 

Table 3-2. Parameters for simplified individual monkey PBPK models for R-warfarin. 

 

a: Mean and SD by fitting.  
b: Mean and SD for the same group genotyped for mCYP2C19 c.[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and 

p.Ile112Leu].  
*: p < 0.01 compared with wild type, one-way ANOVA with post tests. 
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Time after administration (h)

R
-W

ar
fa
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ce

nt
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tio
n 

(n
g/

m
L)

M1 0.883 3.09 ± 0.55 a 0.209 ± 0.032 a 16.0 ± 1.4 a 25.6
M2 1 3.12 ± 0.22 0.368 ± 0.020 28.1 ± 0.8 15.3
M3 1 3.16 ± 0.27 0.440 ± 0.020 25.7 ± 0.6 17.1
M4 1 3.10 ± 0.31 0.278 ± 0.026 18.2 ± 1.0 25.8
Mean 0.971 ± 0.059 b 3.12 ± 0.03 b 0.324 ± 0.101 b 22.0 ± 5.8 b 21.0 ± 5.5 b

M5 Heterozygote 0.804 3.02 ± 0.13 0.101 ± 0.009 8.89 ± 0.20 36.4
M6 0.732 3.93 ± 0.62 0.124 ± 0.019 3.05 ± 0.26 49.0
M7 0.893 3.74 ± 0.40 0.277 ± 0.019 13.0 ± 0.6 29.6
M8 1 3.61 ± 0.06 0.504 ± 0.015 20.1 ± 0.1 23.0
Mean 0.857 ± 0.116 b 3.58 ± 0.39 b 0.252 ± 0.186 b 11.3 ± 7.2 b 34.5 ± 11.1 b

M9 Homozygote 1 2.76 ± 0.55 0.157 ± 0.037 1.88 ± 1.05 71.2
M10 1 2.85 ± 0.45 0.361 ± 0.047 1.81 ± 1.37 61.4
M11 1 4.05 ± 0.36 0.249 ± 0.014 1.69 ± 0.20 67.9
Mean 1.0 ± 0.0 b 3.22 ± 0.72 b 0.256 ± 0.102 b 1.79 ± 0.09 b,* 66.8 ± 5.0 b,*

Hepatic intrinsic
clearance for
substrate,
CL h,int, in vivo (L/h)

Wild type

Absorption rate
constant, ka

(1/h)

Cynomolgu
s monkey

mCYP 2C19
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p.Ala103Val, and
p.Ile112Leu]

Fraction absorbed
intestinal
availability, F a·F g

Volume of systemic
circulation for
substrate,
V 1 (L)

AUC 0-24,p.o.

after virtual
administration,
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Fig. 3-2. Relationship between reported individual AUC0-24, p.o. values and AUC0-24, p.o. values 
estimated using individual PBPK models after virtual R-warfarin administration in 11 
monkeys (A). Estimated CLh, in vivo values and measured CLh, in vitro values based on R-warfarin 
elimination mediated by liver microsomes from the same 11 cynomolgus monkeys (B).  
 

Table 3-3. R-warfarin depletion rates in liver microsomes from 11 monkeys genotyped for 

mCYP2C19 and CLh, in vivo values estimated based on CLh,int, in vivo values in the same 11 

monkeys after oral administration of racemic-warfarin. 

 
a Mean and SD from triplicate determinations.  
b Mean and SD for the same group genotyped for mCYP2C19 c. [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, 
and p.Ile112Leu].  
* p < 0.01 compared with wild type, one-way ANOVA with post tests. 

Estimated in vivo  R -
warfarin clearance from

PBPK models

pmol/min/mg
microsomal protein

CL h , in vitro ,  L/h CL h , in vivo ,  L/h

M1 0.92 ± 0.17a 0.33 ± 0.06 a 0.080
M2 1.92 ± 0.13 0.69 ± 0.05 0.139
M3 2.38 ± 0.26 0.86 ± 0.09 0.127
M4 0.84 ± 0.20 0.30 ± 0.07 0.091
Mean 1.52 ± 0.76b 0.55 ± 0.27 b 0.109 ± 0.029 b

M5 0.26 ± 0.04 0.093 ± 0.016 0.043

M6 0.50 ± 0.08 0.18 ± 0.03 0.015

M7 0.34 ± 0.07 0.12 ± 0.07 0.065

M8 0.70 ± 0.12 0.25 ± 0.04 0.100

Mean 0.45 ± 0.19 b 0.16 ± 0.07 b 0.056 ± 0.036 b

M9 0.11 ± 0.02 0.039 ± 0.005 0.016

M10 0.19 ± 0.01 0.069 ± 0.001 0.013

M11 0.060 ± 0.009 0.022 ± 0.003 0.010

Mean 0.12 ± 0.07 b,* 0.043 ± 0.024 b,* 0.013 ± 0.003 b,*

Heterozygote

Homozygote

Cynomolgus
monkey

mCYP 2C19
[p.Phe100Asn,
p.Ala103Val, and
p.Ile112Leu]

In vitro  R -warfarin depletion determined
from microsomes

Wild type

(A) (B) 
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第 4 節 考察 

 

第 II章に記述した薬物動態試験の遺伝子多型既知 11頭のサルの血漿中R-ワルファリン

濃度データを基に簡素な PBPK モデルを構築し、異なる肝クリアランスを有する個体のそ

れぞれの in vivo 血漿中 R-ワルファリン濃度推移を推定した（Fig. 3-1 and Table 3-2）。本研

究では、経口投与後 24 時間までの個別の血漿中 R-ワルファリン濃度推移に基づく結果

（Table 3-1）から、肝固有クリアランス依存の薬物動態を記述した簡素な個別 PBPK モデ

ルを構築した（Table 3-2）。さらに、そのモデルを用いて算出した in vivo 肝クリアランス

値は、同一個体から採取した肝を用いて取得した in vitro 肝クリアランス値と有意に相関

することを明らかにした（Fig. 3-1B and Table 3-3）。野生型群および変異型ホモ接合体群の

結果から、in vitro 代謝酵素活性および in vivo 肝固有クリアランスが mCYP2C19 遺伝子変

異により 1/12 程度に低下することが示唆され、mCYP2C19 の R-ワルファリン代謝に対す

る寄与率（fm）が 0.9 程度であると推察される。本研究の結果から、mCYP2C19 遺伝子変

異による R-ワルファリンのサル血中からの消失遅延と全身的曝露量の増大は、以下の機序

により引き起こされると推察される（式 3-7）。mCYP2C19 遺伝子変異[p.Phe100Asn, 

p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]により mCYP2C19 酵素の基質ポケットの構成アミノ酸が置換

され、基質ポケットの立体構造変化に伴いmCYP2C19酵素のR-ワルファリン代謝能（CLh,int）

が低下する。mCYP2C19 遺伝子変異により R-ワルファリンの消失クリアランスは低下する

が、分布は遺伝子変異の影響を受けないので、R-ワルファリンの AUC は増大し t1/2 も遅延

すると推察される。R-ワルファリンは主に肝 mCYP2C19 による代謝で消失する固有クリ

アランス律速型薬物であるため、R-ワルファリンの全身クリアランス（CLtotal）は血流量

（Qh）、腎クリアランス（CLr）などの変動の影響は受けず、経口クリアランス（CLoral）も

Fgおよび Fhの影響を受けないと推察される。 

𝐶𝐿total = 𝐶𝐿h + 𝐶𝐿r =
𝑄h⋅𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB
𝑄h + 𝐶𝐿h,int⋅𝑓uB

+ 𝐶𝐿r          (3-7) 
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このように、PBPK モデリングは、遺伝子多型の薬物動態への影響の定量的評価を行うと

ともに遺伝子多型による薬物体内動態の個体差の生じる機序や他の生理学的要因との関

係性を構造的に明確化するのに極めて有用である。 

個体差の予測の視点からは、mCYP2C19 発現量の要因を考慮し遺伝子型既知の個体肝

ミクロゾームを用いて R-ワルファリンの in vitro 肝固有クリアランス情報を取得すれば、

簡素な個別 PBPK モデルにより R-ワルファリンの経口投与後の in vivo 薬物動態を推定す

ることが可能と推察される。R-ワルファリンのように腎排泄がほとんどなく、分布容積が

小さく肝固有クリアランス律速型薬物の場合は、サル肝ミクロゾームの in vitro 代謝デー

タに基づき PBPK モデルを構築して、in vivo 体内動態を定量的に記述する、いわゆる、ボ

トムアップ PBPK アプローチが可能と推察される。Berry らは、ヒトおよびサルにおける

ワルファリンの分布容積はともに 0.11 L/kg で、細胞外液量の半分程度と小さく、血漿タ

ンパク非結合形分率もほぼ等しいと報告（Berry et al., 2011）しており、ヒトおよびサルの

ワルファリンの腎排泄、体内分布に関わる要素は類似していることが示唆される。このこ

とから、ヒトとサルのワルファリン代謝、とりわけ、主要代謝酵素機能の相違点を明確に

することで、ヒトにおいてもサル同様なワルファリンの PBPK モデリング＆シミュレーシ

ョンが可能と推察される。本研究結果は、R-ワルファリンなど mCYP2C19 遺伝子多型の影

響を受ける医薬開発候補品や化学品の体内動態の個体差の解明・予測に役立つと推察され

る。さらに、得られた結果は、mCYP2C19 の肝クリアランスへの寄与率の推定に有用な情

報になると推察される。個別の簡素な PBPK モデルは、サルの個体ごとの R-ワルファリ

ンの予測のみならず、関連する医薬開発候補品や化学品の血漿中濃度の予測に役立つと推

察される。加えて、サルを用いて医薬開発候補品の曝露量を測定し、サルでの血漿中濃度

推移のシミュレーションが可能な PBPK モデルを構築しておけば、蓄積されたアニマルス

ケールアップのデータを適用し、信頼のおけるアロメトリック・スケーリング・ファクタ

ーを用いてのヒトの経口投与後の血漿中濃度推移の予測が可能となり、医薬品開発の効率

化や創薬プロセスへのフィードバックにより開発品の最適化にも貢献すると推察される。 
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第 5 節 小括 

 

mCYP2C19 遺伝子多型の R-ワルファリン薬物動態に及ぼす影響を定量的に評価するた

め、個体ごとに PBPK モデルを構築した。このモデルを用い、仮想投与後に得られる血漿

中濃度値と実測値を比較したところ、両者それぞれから算出した AUC0-24 は良好な相関性

を示した。個体ごとの PBPK モデル構築で得られた仮想投与曲線の指標を用いる一元配置

分散分析の結果、変異型ホモ接合体、変異型ヘテロ接合体および野生型群間で、R-ワルフ

ァリンの t1/2、AUC0-24 および in vivo 肝クリアランス（CLh,in vivo）に mCYP2C19 の遺伝子変

異による有意な差が認められた。さらに同一個体から採取したサル肝を用いて個体ごとの

in vitro 肝クリアランス（CLh,in vitro）を求めたところ、変異型ホモ接合体群の CLh,in vitro は、

有意に低値を示し、個体それぞれのCLh,in vitroとCLh,in vivoには有意な相関関係が認められた。

以上、R-ワルファリンは分布容積が小さく、主に肝の mCYP2C19 による代謝で消失する

肝固有クリアランス律速型薬物であるため、mCYP2C19 の遺伝子変異による mCYP2C19

の代謝クリアランスの顕著な低下は、直接的に R-ワルファリンの全身クリアランスの低下

につながり、ひいては R-ワルファリンの in vivo 薬物動態に大きな影響を及ぼしたものと

判断された。本研究で構築した PBPK モデルを用いる手法は、R-ワルファリンに類似した

動態特性を有する化合物にも適用可能で、非臨床試験の in vivo 薬物動態の予測や解釈に役

立つものと推察される。 
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総括 

 

薬物治療において、特に治療域が狭く血中濃度依存的に生じる副作用が重篤である薬

物では、薬物動態の個体差は重大な課題となっている。薬物の体内動態の個体差は、薬物

代謝酵素の発現量や代謝活性、肝・腎疾患等の病態、体格、加齢、他の薬物との相互作用

などの影響により同じ用量を投与しても個体によって血中濃度が大きく異なる場合があ

る。医療現場でモニターできる病態時の薬物の血中濃度は、薬物の動態特性と生体の多様

な因子により変動するので、個体差の大きな要因となっている薬物代謝酵素の遺伝子多型

による影響を検討するのは容易ではない。従前の非臨床試験においては、均質化された実

験動物を用いるため、薬物代謝の種差や個体差の検討についての課題は多いのが実状であ

る。 

近年、ヒトと同様に、サルにおいても mCYP2C9 および mCYP2C19 の遺伝子多型に関す

る in vitro 研究がなされ、in vivo においても、ヒト同様な P450 分子種の遺伝子多型の個体

差が示唆された。そこで、本研究では mCYP2C19 の遺伝子多型のワルファリン薬物動態に

及ぼす影響を定量的に評価することを目的とした。 

第 I 章では、ヒトおよびサル肝における R-/S-ワルファリンの in vitro 代謝の検討を行っ

た。ヒトでは S-ワルファリンは主に hCYP2C9 により立体選択的に S-7-水酸化体に変換さ

れるが、サルでの主要代謝経路は R-ワルファリン 7-水酸化反応で、ヒトとは異なる立体選

択性を示した。サル肝 S-ワルファリン 7-水酸化酵素活性はヒト肝のそれと概ね同程度であ

るが、R-7-水酸化反応は効率的であり、S 体に比べ有意に高い水酸化酵素活性を示した。

サルにおいて R-ワルファリンは主に mCYP2C19 により立体選択的に R-7-水酸化体に変換

され、S-ワルファリンは mCYP2C19 の他 mCYP3A4/5 等複数の P450 分子種により代謝さ

れることを明らかにした。 

第Ⅱ章では、mCYP2C19 の遺伝子多型[p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]既知の

サルを用いて in vivo 薬物動態試験を行い、R-/S-ワルファリンの PK パラメータと遺伝子多
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型との関係性を明らかにした。mCYP2C19 [p.Phe100Asn, p.Ala103Val, and p.Ile112Leu]の遺

伝子多型を持つサル 11 頭（野生型 4 頭、変異型ヘテロ接合体 4 頭、変異型ホモ接合体 3

頭）にワルファリンラセミ体を 1.0 mg/kg の用量で静脈内および経口投与し、投与後の血

漿中未変化体および R-/S-6-および R-/S-7-水酸化ワルファリンの PK パラメータを算出し、

mCYP2C19 遺伝子変異による影響を評価した。mCYP2C19 遺伝子変異は R-/S-ワルファリン

の 11 個体の PK パラメータのうち、吸収、分布または BA には影響を及ぼさなかった。S-

ワルファリンの PK パラメータには変異型ホモ接合体群と野生型群間の有意な差は認めら

れなかった。一方、経口投与後の変異型ホモ接合体群の血漿中 R-ワルファリンの t1/2は野

生型群のそれに比べて約 11 倍長く、AUCinf値は約 8 倍高かった。mCYP2C19 による代謝

に依存して生成した R-7-水酸化ワルファリンの血中濃度推移はきわめて低く、その AUCinf

値は野生型群のそれの約 1/27 で、有意な差が認められた。以上の結果より、mCYP2C19

遺伝子多型はサル in vivo における R-ワルファリン薬物動態に影響を及ぼすことを明らか

にした。 

第Ⅲ章では、mCYP2C19 遺伝子多型の R-ワルファリン薬物動態に及ぼす影響を定量的

に評価するため、薬物動態試験の経口投与後 24 時間までの濃度結果を基に個体ごとに

PBPK モデルを構築した。このモデルを用い、in silico 仮想投与後に得られる血漿中濃度値

と実測値を比較したところ、両者それぞれから算出した AUC0-24 は良好な相関性を示した。

個体ごとの PBPK モデル構築で得られた in silico 仮想投与曲線のパラメータを用いる一元

配置分散分析の結果、変異型ホモ接合体、変異型ヘテロ接合体および野生型群間で、R-ワ

ルファリンの t1/2、AUC0-24 および in vivo 肝クリアランス（CLh,in vivo）に mCYP2C19 遺伝子

変異による有意な差が認められた。さらに同一個体から採取したサル肝を用いて個体ごと

の in vitro 肝クリアランス（CLh,in vitro）を求めたところ、変異型ホモ接合体群の CLh,in vitro

は、有意に低値を示し、個体それぞれの CLh,in vitro と CLh,in vivo には有意な相関関係が認めら

れた。以上の結果、R-ワルファリンは良好に吸収され、その分布容積は小さく、主に肝の

mCYP2C19 による代謝で消失する肝固有クリアランス律速型薬物であるため、mCYP2C19
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の遺伝子変異による mCYP2C19 の代謝クリアランスの顕著な低下は、直接的に R-ワルフ

ァリンのサル全身クリアランスの低下となり、ひいては R-ワルファリンの in vivo 薬物動

態に大きな影響を及ぼしたものと判断された。本研究で構築した PBPK モデルを用いる手

法は、R-ワルファリンに類似したサルでの動態特性を有する化合物にも適用可能で、非臨

床試験の in vivo 薬物動態の予測や解釈に役立つものと推察される。 

総括すると、R-ワルファリンはサルでは主に遺伝子多型性を示す mCYP2C19 により立

体選択的に R-7-水酸化体に変換されることを本研究にてはじめて明らかとした。サルでの

ワルファリン動物体内血中濃度データ、同一個体肝試料による試験管内代謝消失速度およ

び実測値を再現する仮想動物PBPKモデル用肝クリアランス（肝代謝消失）値のいずれも、

mCYP2C19 遺伝子多型に応じて変動することを明らかにした。この mCYP2C19 遺伝子多

型の R-ワルファリンの薬物動態に及ぼす影響を定量的に評価する PBPK モデルは、in vivo

薬物動態をも予測し得る方法であることを示した。以上、ヒトと同様に、サルにおける薬

物代謝酵素遺伝子多型の非臨床研究における意義を明らかにした。さらに医薬開発候補品

の動態特性、薬物代謝酵素遺伝子多型よる代謝能の低下、代謝酵素の寄与率等の in vitro

の情報を組み込んだ PBPK モデルを活用しサル等の薬物体内動態を解析する本手法は、医

薬開発候補品の薬物動態と薬効・毒性の明確化のみならず、非臨床試験の計画立案と開発

の効率化、創薬プロセス最適化にも貢献し、臨床薬物動態予測、さらに医薬品の適正使用

領域にも応用可能であると推察される。 
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