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1  はじめに

多数の死者を出したソリブジン事

件は，作用的に全く関係の無い薬剤

の併用により重篤な副作用が発現し

たことで世間を驚かせた．原因は，

薬物代謝酵素の阻害による思いがけ

ない作用の増強で，他剤併用による

薬物相互作用への注意が大いに喚起

されることとなった．現在では，臨

床で他剤との併用により重篤な薬物

相互作用が起こる可能性について評

価することは，薬を開発する上で重

要かつ必須な項目となっており，平

成13年に検討方法のガイドラインも

出されている1）．

ヒトの体内に摂取された薬物は主

に肝臓の酵素によって代謝され，活

性を失ったり，水への溶解度が増加

して尿や胆汁中に排泄されるように

なる．薬物の代謝は，体内に入った

薬物が解毒・除去されるための重要

なシステムである．従って，薬物代

謝酵素が阻害されると，体内の薬物

濃度が予想以上に上昇したり長期間

残存するといったことが起こり，薬

物の作用や副作用が増強され，致命

的な症状が発現する場合がある．実

際の臨床報告例からも薬物相互作用

で問題が生じる場合の多くが，代謝

酵素の阻害に基づくものであること

が明らかになっている．ヒトの薬物

代謝酵素として最も重要なものは，

試験管内反応で薬物相互作用を予測する
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肝臓のチトクロームP450（CYP）

だが，近年，ヒト肝臓由来試料（ヒ

ト肝ミクロソーム）を利用して試験

管内で薬物代謝反応を調べることに

より，CYPに対する阻害の強さを調

べることが可能となった．具体的に

は，CYPによる代謝反応に対して阻

害作用を示す薬物（阻害剤I）の阻害

定数（Ki）を求めることにより，血

中阻害剤の濃度［I］や蛋白結合率等

の薬物動態パラメータと組み合わせ

て相互作用の程度を予測することが

可能である．当社では，超微量分析

法を応用した薬物相互作用の解析技

術（Ki測定）を確立した．

2  Kiを求める一般的な手順

CYPによる薬物の代謝反応は，

以下のMichaelis-Mentenの式に

従うことが知られ

ている．

v=Vmax・［S］

／（Km+［S］）

――①

ここでvは反応速

度，［S］は初期薬

物濃度，Vmaxは最

大反応速度，Kmは

1／2・Vmax を与

える［S］である．

vは薬物の代謝反応

によって生成する

代謝体の生成速度を測定することに

よって求められ，［S］とvの関係か

らKmとVmaxを求めることができ

る（具体的には①式から誘導される

Lineweaver-BurkまたはEadie-

Hofsteeの式から求められる）（図

１）．

次に，薬物濃度［S］をKm付近に

固定して，阻害剤の濃度を変化させ

て反応系に添加した場合のｖを測定

し，vがVmaxの1／2になる阻害剤

濃度［I］（IC
50
）を求める（図2）．

IC
50
も酵素阻害の強さを示す数値で，

Kiの代用として利用できる．

最後に，3濃度の薬物濃度［S］

（一般的にKmをはさむ3濃度が目安

となる）のそれぞれについて，阻害

剤濃度［I］をIC
50
を含む範囲で変化

させてvを測定する．薬物の濃度毎に，
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図1  酵素反応のLineweaver-Burk PlotによるKmおよびVmaxの算出
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阻害剤濃度［I］に対して1／vをプ

ロット(Dixonプロット)して，3本の

直線の交点を与える阻害剤濃度［I］

（-Ki）からKiが算出される（図3）．

3  実務上の問題点と対策

目的とする代謝反応速度vは，薬物

からその代謝反応によって生じる代

謝体の生成速度で測定するが，その

ためには代謝体の標準品が必要とな

る．しかし，臨床において併用され

る可能性のある薬物の数は非常に多

く，相互作用を調べなければならな

い薬物は，絞り込んでも10種類程度

になることが稀でない．それらの併

用薬の多くは委託者自身の製品では

なく，薬物そのものの入手はできた

としても検討するべき全ての代謝体

標準品を入手することは殆ど不可能

と考えられる．そこで当社では，代

謝体の生成でなく未変化体の減少でv

を測定する方法も推奨している．も

う一つの問題点は，最近の薬物が微

量で効果を示すため臨床有効薬物濃

度が低下し，試験管内での代謝反応

も非常に低い濃度で実施しなければ

ならないことである．薬物の反応初

期濃度［S］は数μＭ（あるいはそ

れ以下）に設定される場合があり，

酵素反応後の残存濃度はさらに低く

なるので，超微量薬物濃度の定量が

必要となる．この問題を解決するた

めに，当社では，測定に高速液体ク

ロマトグラフ－タンデム型質量分析

計（LC-MS/MS）を用いている．特

に，代謝体生成でなく未変化体減少

で代謝反応速度を求める場合には，

反応前後の濃度差から変化量を求め

るために誤差が大きくなり易く，堅

牢な分析法を確立するとともに，熟

練した分析者が厳しい精度管理下で

測定を実施することが必要である．

4  テストステロンの代謝に対す

るケトコナゾールの阻害の解析

ヒトCYP分子種のうちCYP3A4

は肝臓における

含量が最も多

く，多くの医薬品の代謝に関わって

いることから，最も重要な分子種で

あり，臨床で認められている薬物代

謝阻害に起因する薬物相互作用も，

CYP3A4に関連したものが最も多

い2）．CYP3A4の代謝活性は一般的

にテストステロンの6β水酸化反応

によって評価される．また，CYP3

A4を阻害する薬剤として最も代表的

なものは，アゾール系抗真菌剤のケ

トコナゾールであり，CYP3A4の典

型的阻害剤としてミクロソーム代謝

阻害評価試験等に使用される3）．今回，

このテストステロンを指標とした

CYP3A4代謝活性に対するケトコナ

ゾールの阻害の程度を，未変化体の

減少を測定することによって評価し

た具体例を示す．

【定量法】

内部標準（IS）にメチルテストステ

ロンを用いたHPLC-UV（カラム：
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図2  反応阻害曲線からIC
50
の算出 図3  Dixon Plotによる阻害定数Kiの算出
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SUMIPAX-ODS）で測定した．テス

トステロン濃度2～200μmol/Lで

検量線に良好な直線性が認められた．

【代謝反応条件】

ガラス製試験管に500mmol/Lリン

酸塩緩衝液(pH7.4)（終濃度100

mmol/L），市販のヒト肝ミクロソー

ム（20mg/mL），基質テストステロ

ン溶液（終濃度［S］），さらに阻害試

験では阻害剤ケトコナゾール溶液を

加え，37℃で10分間プレインキュ

ベーションしたのち10mmol/L

NADPH溶液（終濃度1mmol/L）を

加えることにより反応を開始した．

37℃で所定時間反応後，氷冷メタノ

ールを添加することにより反応を停

止させた．反応液にIS溶液を添加後

遠心分離し，上清中のテストステロ

ン濃度を測定した．反応0時間との

濃度差からテストステロンの減少量

を計算し，反応速度vを求めた．
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【結果】

テストステロンの減

少が直線的に進行す

る反応条件を検討し，

反応時間（20分），ヒ

ト肝ミクロソーム濃

度（0.5 mg蛋白/mL）

及びテストステロン

初期濃度範囲（20～

200μmol/L）を決

定した．テストステ

ロンの濃度を変化さ

せ て v を 測 定 し ，

Lineweaver-Burkプ

ロットから，テスト

ステロンのKm（201μmol/L）を

求めた．次にテストステロン濃度を

80μmol/Lに設定し，ケトコナゾー

ル濃度を変化させてvを測定してIC
50

（111nmol/L）を求めた．さらに，

テストステロン濃度を20，40及び

80μmol/Lと設定し，それぞれケト

コナゾール濃度を0～300 nmol/L

と変化させてvを測定し，Dixonプロ

ットによりKi（42 nmol/L）を求め

た（図4）．この値は文献値4）とほぼ

一致した．

5  今後の方向性

薬物未変化体の減少で相互作用を

評価する方法は，複数の代謝反応が

存在する場合，それらを総合的に評

価しており，個々の代謝反応を評価

できていない等の問題点を抱えてい

るが，代謝体標準品を必要としない

点では非常に実際的であり，十分有

用性があると考えれられる．代謝体
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図4  テストステロン代謝に対するケトコナゾールのKi算出

標準品入手の可否，代謝に関与する

CYP分子種とそのKm やVmax等の

情報，分析する薬物濃度（必要な分

析感度）等，個々の薬物の実情に即

して適切な試験法を選択することが

必要と考えられる．


