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緒 言

て んか んは 『種々 の 成因に よ っ て もたらされる慢性の 脳疾患で あ っ て ､
･大脳 ニ ュ

ー

′
ロ

ン の 過剰な発射か ら由来する 反復性の 発作 ( て んかん発作) を主徴とし､ そ れに変異に

富 んだ臨床ならびに検査所見 の表出が伴う ｡ 』 と W H O 国際て んかん用語委員会によっ

て定義されて い る [1] ｡ つ まり ､ て んか んとは ( 1 ) 慢性の 脳疾患 ､ ( 2 ) 大脳 ニ ュ
ー

ロ ン の 過剰な放電 ､ ( 3 ) 反復性の発作 ( て んか ん発作) の 3 条件を満たす状態をさす

とい える ｡ て んかんの 発現につ いて は ､ 主 に ( 1 ) 抑制性神経伝達系の 障害 ､

-

( 2 ) 輿

奮性神経伝達系の 増強 ､ ( 3 ) イ オンチ ャ ンネルの 障害による神経細胞膜の奥奮性の 増

大が 関与する と考えられて い る が ､ 発作焦点で の 高頻度な発射の原 因につも1 て はまだ明

確な説明が つ い て い な い ｡ また ､ 最近 の アメリカて んかん協会の調査 に よる と､ て んか

んの 有病率 は人口 の 約 1 % 以上で ある と考えられて い る ｡

て んかん発作に対 して 適切 な治療を行なわな い と､ けいれ んが持続 し ､ 重積発作の 状

態となり ､ 不可逆的な脳障害､ て んかんの 増悪 を引き起こ し ､ さ らには呼吸不全 ･ 心不

全 ･ 肺浮腫などをきたし ､ 致死的経過をた どる ｡ 現状におい て ､ て んかんの 治療として ､

臨床発作の 抑制ない し発作頻度を減少させ る ことを目的に､ 対症療法として の 抗て んか

ん薬を用 い た薬物療法が行なわれ る ｡ 適切な薬物療法によりおよそ80 % の 患者の 発作が

コ ン トロ ー ルされ得る とい われて い る [2] ｡ したが っ て ､ て んかん治療にお ける薬物

療法の 意義は非常に大 きい ｡

適切 な薬物療法の ポイ ン トは､ 病型 にあ っ た抗て んかん薬の 選択 と､ そ の 患者にお け

る適切 な投与量 の 決定にある ｡ 現在､ て んかん に関する国際的な分類は､ 症状に基づく

『て んかん発作の 分類』 [3] と慢性の 脳障害として て んか ん自体の 『て んか んの 分類』

[4] の 2 通りがある ｡ これ らの 臨床発作型 と脳波所見に基づ い て抗て んかん薬の 選択

がな され る o 治療薬 は単剤で用 い る の が原則 で あるが ､ 発作型は多く の 患者で単 一 で は

なく ､ 複数の 薬剤が併用 される こ とが多く ､ 特に難治性て んか んに対して は多剤併用さ

れ る
.場合が多い のが現実で ある ｡ したが っ て ､ 薬物相互作用 の 報告も多く見受けられ る

[5 - 7] 0

また ､ 抗て んか ん薬の 治療血中薬物濃度域は 一 般に狭く ､ 副作用 ･ 中毒発現血中濃度

域 と近接して おり ､ また, 体内動態および発作発現の 個人差が大 きく ､ 特に非線形体内

動態 を示す薬物がある こ となどか ら､ 抗て んか ん薬を臨床使用する場合は

T h e r a p e u ti c D ru g M o n it o ri n g

I

( T D M) を行なう こ とが望ましい とされて い る o T D M

は投与量の 最適化 ､ 中毒原因薬物の 同定､ コ ン プライ ア ンス の確認等に効果 を発揮する
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が ､ 副作用 ･ 相互作用 の 発現 の 予測 に はほとん ど無力と言 わ ざるをえない ｡ したが っ て ､

有効治療域 の 狭い 抗て んかん薬 の有効か つ 安全な薬物療法 の ために は ､ 薬物投与前 に既

存情報か ら薬物相互作用 を予測 し回避する こ とが重要で ある ｡

薬物相互作用は ､ そ の 発現機序か ら薬物動態学的相互作用 と薬力学的相互作 用 に分類

され る ｡ 社会問題 ともな っ た抗 ウイルス 英ソリ ブジン と フ ルオ ロ ウラシル系抗腫癌薬の

併用時の 骨髄抑制による死亡例 [8] や ､ 抗アレルギ ー 薬テル フ エ ナ ジンと マ ク ロ ライ

ド系抗生物質の併用 による重篤なQ T 延長､ 心室性不整脈による死亡 に至 るおそれ の あ

る副作用例 [9] は､ 薬物の 代謝過程にお ける相互作用 であり , 薬物動態学的相互作用

で ある ｡ 多く の薬物相互作用は ､ 薬物動態学的相互作用であり ､ 中で も代謝に起因する

相互作用 の 重要性が指摘され て い る ｡ そ こ で ､ 薬物の 代謝に つ い て 詳細に解明する こと

は ､ 薬物相互作用 を回避する 上で 非常に有益な情報とな る ｡

ゾニ サ ミ ドは国内で 19 7 4 年た合成された抗て んかん薬で ､ 既存の 抗て んかん薬が有

する ウレイ ド骨格を持たず ､ 薬物として は新規な べ ンズイソキサ ゾ -

ル環を構造に持つ

抗て んか ん薬で ある [ 10] ｡ 既存 の 抗て んかん薬服用下で 発作が抑制されな い 部分発作､

全般発作患者を対象に行なわれ た臨床試験にお い て ゾ ニ サ ミ ドの 有効性が示され

[1 ト 1 5] ､ 1 9 8 9 年に国内で 承認され臨床に供され るよう にな っ た ｡ 承認後 も､ 複数

の 発作型 が混在す る ウエ ス ト症候群や レンノ ッ クス ｡ ガス ト
- 症候群 な どの 難治性て ん

か んに対する有効性を示す報告 [1 6] や既存の 抗て んか ん薬との 併用投与で なく ､ ゾニ

サ ミ ド単剤投与 の 有効性を示す報告 [1 7 - 1 8] が数多く なされて おり ､ ゾニ サ ミ ドの 抗

て んか ん薬 として の 有効性が改めて 認め られて い る [1 9] 0

しか し 一 方で ､ ゾニ サ ミ ドと他の 抗て んかん薬との 併用 により ､ ゾニ サ ミ ドある い は

併用抗て んかん薬の 体内動態が変化 したとする報告が なされて い る . ゾニ サ ミ ドの体内

動態が変化した症例 として , Cj e m a n n ら[2 0] は , ゾニ サミ ドとカルバ マ ゼ ピンや フ エ

ニ トイ ン の併用 により ､ ゾニ サ ミ ドの 消失半減期が短縮する こ とを､ また ､ 八木 ら[2 1]

は ､ ゾニ サミ ドとカルバ マ ゼ ピン の 併用か らカルバ マ ゼ ピン を休薬する こと により ､ 血

中ゾニ サ ミ ド濃度が上昇する こ とを､ 同様に福島ら [2 2] は､ バル ブロ 酸の 併用か らバ

ル ブロ 酸を休英する こ とに より､ 血中ゾニ サ ミ ド濃度が上昇する こ とを報告して い る ｡

また ､ 併用薬の 体内動態が変化した症例として ､ 香坂ら [2 3] ､ 田川ら [2 4] お よび

M i m a中 ら [25] は ､ ゾニ サ ミ ドと フ ェ ニ トイ ン の 併用 により血中フ ェ ニ トイ ン濃度が

'

上昇する ことを ､

一 方, 樋口 ら [2 6] は ､ ゾニサ ミ ドと フ ユ ニ トイ ンの 併用 に より血中

フ エ ニ トイ ン濃度が低下する こと を報告して い る ｡ こ の よう に､ ゾニ サミ ドと併用薬の

薬物相互作用が報告されて はい る が ､ そ の 機序につ い て は詳細にはされて い な い ｡

- 2 -



本研究で は ､

‾
て んかんの 薬物療法 の 適正イヒを目標に､ 新規抗て んかん薬ゾニ サミ ドに

よ る薬物相互作用 の 可能性を予測し､ 回避する ことを目的に ､ ラ ッ トおよびヒ ト肝ミク

ロ ゾ -

ム や発現ヒトP 4 5 0 を用 い 1
'

n vl
'

t T O にお い て ゾニ サミ ド代謝につ い て検討 を行っ

た ｡

1 ) ゾニ サミ ドおよび代謝物 2 - ス ル フ ァ モイル アセチル フ ェ ノ ー ル (S叩A P) の 定量

法を H P L C を用 いて確立した o さらに､ ラ ッ ト肝に おける ゾニ サミ ド代謝に つ い て ー

反応の 特性および関与する酵素を検討した ｡

2 ) ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムおよび ワク シ ニ ア - H e p G 2 発現系で 発現した ヒ トP4 5 0 を用

い て ､ ゾニ サミ ド代謝に関与する ヒトP 45 0 分子種 につ い て検討した ｡

3 ) ヒ ト肝ミ クロ ゾ ー

ムを用いた 1
'

n vl
'

tT O 代謝実験系 における種々 代謝阻害剤の影響

を検討し､ 得られた結果 から 1
'

n v l
'

v o で の 薬物併用時における ゾニ サミ ドの代謝クリア

ラ ンス の 変化を算出し相互作用 の 可能性につ い て考察 した ｡

- 3 -



第1 章 ラ ッ ト肝の 1
'

n v lt T O におけるゾニ サ ミ ド代謝

ゾニ サ ミ ドは ラッ トに経口投与後､ 未変化体 の他 ､ ベ ンズイソキサ ゾ -

ル環 の 開環体

で ある 2 -

ス ルフ ァ モイル アセチル フ ェ ノ
-

ル (S M A P) の 硫酸抱合体 ､ カルポキ シル

体, お よびアセチル化体と して尿中に排推 され る こ とが ､ 吉田ら [2 7] に より薄層ク ロ

マ トグラフ ィ
ー

/ 二次イオ ン質量分析法 (T L C / SI M S) による尿中排雅物の 解析に より

報告され て い る ｡ 同様に ､ 松本ら [2 8] に よりイ ヌ ､ サ ル における尿中代謝物の 検討 も

なされ ､ これら実験動物にお けるゾニ サ ミ ドの 推定代謝経路が松本 らにより Fi g . 1 の よ

うに示 されて い る ｡ さ らに尿 中の排滑 の 約4 0 % が S M A P で あり ､ これが ゾニ サミ ドの

主代謝物で あ る こ とが 明らか とな っ て い る [28] ｡ また ､ S tiff と Z e m aiti s もラ ッ トに

お い て 同様の 結果 を報告しており [2 9] ､ ベ ンズイ ソキサ ゾ -

ル環の 開裂が代謝的に生

じる こ とが 明らか とされたが ､ 本反応に関与する代謝酵素につ い て の詳細は明らか にさ

れて い な い ｡

そ こで本章で は , ラ ッ トにお ける ゾニ サ ミ ドの 還元的 S M A P 生成に関与する代謝酵素

につ い て ､ 薬物代謝の 主要臓器で ある肝に注目し1
'

n v l
'

t r o にお い て検討を行な っ た .

-

4
-
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第1 節 ラ ッ ト肝の 1

'

n v l
'

tT O におけ る S M A P の 生成

ラ ッ ト肝より常法に従い 肝ミ ク ロ ゾ ー

ムおよびサイ トゾ -

ル を調製し ､ これ らを酵素

源 とした 1
'

n v l
'

t T O の 反応系 でゾニ サ ミ ドを基質とし N A D P H の存在下で検討した o 尚,

検討 に先立 ち H P L C による定量法 を検討 した｡

H P L C によ る分離定量

【結果 ･ 考察】

ゾニ サ ミ ドおよび S M A P をジク ロ 臼メ タン で抽出後､ リ ン酸緩衝液(0 .
1 M , p H 4 . 0)

: アセ トニ トリル : 2 - プロ パ ノ
-

ル の 1 5 : 5 : 1 の 混液を移動相とし､ I n e rt sil O D S - 2

カラム を用いた逆相 H P L C によ.り分離後 26 0 n m でモ ニ タ
ー したと ころ ､ ゾニ サ ミ ド

と S M A P ピ ー

ク の 良好な分離が得られた o プロ ムワ レリル 尿素は ､ S M A P お よびゾニ

サ ミ ドの 溶出後に溶出し､ 内部標準物質 として使用 で きる こ とを確認した｡

そ こで ､ ゾニ サミ ドと S M A P を添加 したラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム 0 .5 m g を含む 1
'

n

v l
'

t T O 反応溶液か ら抽出後の ク ロ マ トグラムも , それぞれの ピ ー

クの 良好な分離が認め

られた (Fi g . 2 ) . ま考
'

, 薬物末添加の ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム 0 ･5 m g を含む 1

'

n v l
'

t T O

反応溶疲から抽出後の ク ロ マ トグラム で は , S M A P ､ ゾニ サ ミ ド､ プロ ム ワ レリル尿素

の 溶出時間には妨害 ピ ー クを認 めなか っ た ｡

ノ本分離条件におい て検討した 8 0 0 n m o1/ m L まで の 範囲で は ､ 良い 直線性を確認 した｡

また ､ 定量限界はチ ャ
ー

トの ノイ ズの 3 倍の 2 n m o1/ m L とした ｡ 日内お よび日間変動

の 変動係数はそれぞれ 4 % 以下 で あっ た ｡

定量の 再現性､ 溶出時間な どか ら ､ l
e

n v l
'

t T O に 掛ナる S M A P の定量に本方法が利用可

能である と考えられた｡

細胞画分お よび酸素濃度q) 連立)
_
旦こ基

_
星

_
塾坦旦生産型蛙壁

〔結果 ･ 考察】

s D 系雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムおよびサイ トゾ - ル を用い ､ ゾニ サ ミ ドを基質とし

N A D P H 存在下で好気的条件下お よび嫌気的条件下 におい て ､ 3 7 ℃ で 2 0 分間イ ンキ ュ

ベ - 卜したときの S M A P の 生成畢を測定した (T a bl e l) ｡ サイ トゾ -

ル を用 いた場合

は好気的､ 嫌気的の どちら の 条件におい て も S M A P の 生成は認 められなか っ た o

一 方 ､

-

6
-



ミ ク ロ ゾ - ム を用し1 た場合は , 薬物未処理の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム で は､ 好気的条件下

で は S M A P の 生成は認められ なか っ たもの の ､ 嫌気的条件下 におい て S M A P の 生成が

認 められた ｡ さ らに､ フ ェ ノ バ ル ビタ
ー

ルやデキサ メサ ゾンで処理 したラ ッ ト肝ミク ロ

ゾ - ムにお い て は､ 顕著な S M A P 生成の 増加が認め られた｡ また ､ こ の とき好気的条

件下にお い て も S M A P の 生成が認められ ､ これ は薬物未処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムの

嫌気的条件下の S M A P 生成量よりも有意に多い もの で あっ た ｡

ゾニ サ ミ ドは､ N A D P H を電子供与体とした とき ､ 酵素源としてミク ロ ゾ ー ムを用 い
l

た場合に活性が認められ , サイ トゾ - ル を用い た場合にほ活性が認められなか っ たこ と

か ら､ ゾニ サミ ドはミク ロ ゾ ー

ム画分に存在する酵素により S M A P に代謝される こと

が示唆された ｡ また ､ こ の 酵素はフ ェ ノバ ル ピタ
ー

ルやデキサメサゾン誘導性で ある こ

とが示された ｡ さ らに ､ ゾニ サミ ドか ら S M A P へ の 反応は酸素濃度の影響を受 け､ 好

気的条件下より嫌気的条件下におい て高い活性を示す ことか ら､ 本反応に酸素が 阻害的

に作用する こ とが示 された ｡ また ､ フ ェ ノバル ビタ
ー ルやデキサメサ ゾン前処理 ラ ッ ト

肝ミ ク ロ ゾ ー ム の 好気的条件下にお ける S M A P 生成活性は ､ 薬物未処理 ラッ ト肝ミク

ロ ゾ ー ム の 嫌気的条件下で の活性よりも有意に高く､ 好気的条件下にお い て本反応 に関

与する酵素は嫌気的条件下におい て 関与する酵素と異なる可能性も考えられ た｡

- 7 -
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T a bl e 1 F o r m a ti o n of S M A P fr o m z o nis a m jd e i n r at li v e r s u b c e(Iul a r f r a cti o n s

S M A P f o r m a ti o n

F ra c tio n s

A e r o bi c A n a e r o bi c

C yto s oI ( u n tr e
.

at e d)

M i c r o s o m e s ( u nt r e 由t e d)

M i c r o s o m e s ( P B p r e tr e a te d)

M ic ro s o m e s ( D E X p r e tr e at e d)

n m o U m g/ m J
L

n

< 0 . 0 2

< 0 . 0 2

1 . 4 2 ± 0 . 3 6

1 .8 2 ± 0 . 4 9

< 0 .0 2

o . 5 0 ± b .1 3

3 .6 4 ± 0 - 4 9

7 .5 5 ± 0 . 5 6

C y to s ol a n d m i c r o s o m e s w e r e p r e p a r e d fr o m liv e rs of m al e S D r at . P r e tre at m e n t of
r a ts w e r e i n di c a te d i n p a r e n th e s e s ･ P B a n d D E X r e p r e s e nt p h e n o b a rbital a n d
d e x a m e th a s o n e

,
r e s p e c tiv ely . E a c h･ v alu e r e p r e s e nts th e m e a n ± S D of th r e e

a ni m al s .

- 9 -



第 2 節 嫌気的条件下に おける ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム による ゾニ サ ミ ド代謝

ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム画分 の N A D P H を電子供与体とする酵素に より ､ 嫌気的条件下

におい て ゾニ サミ ドは S M A P に代謝される こ とが明らか とな っ た ことから､ 本反応に

関与す る酵素の 同定を目的に検討 を行な っ た｡

【結果 ･ 考察】 .

生 地 三重逆旦至通底産金盈

嫌気的条件下にお ける ゾニ サ ミ ドから S M A P へ の l
'

n vltT O にお ける代謝反応の 至適条

件を､ 薬物未処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用い電子供与体として N A D P H を用 い て検

討した (Fi g . 3) o ゾニ サ ミ ドは反応時間 20 分で ､ 反応溶液中の ミ ク ロ ゾ ー

ム蛋白演

度 2 m g / m L まで S M A P 生成量は直線的に増加した (Fi g . 3 - A ) . また ､ ミ ク ロ ゾ ー

ム蛋白濃度 1 m g / m L で ､ 反応時間 20 分まで時間に比例して S M A P 生成量は増加した

が ､ 反応時間4 0 分で は生成量にやや頭打ちが認められ た (Fi g . 3
- B) . また ､ ミ クロ

ゾ ー ム蛋白量 1 m g / m L ､ 反応時間 20 分で ､ リ ン酸緩衝液およびトリス塩酸緩衝液を

用 い た p H 6 . 5 - 9 . 0 におい て は ､ リ ン酸緩衝液を用い た p H 7 .0 の ときに最大活性を示

した (Fi g . 3 - C) ｡ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 いた 1
'

n vlt T O の 反応条件を､ リ ン酸緩衝

液による p H 7 .0 ､ ミ クロ ゾ ー

ム蛋 白濃度 1 m g / m L ､ 反応時間 20 分で 行なう こ とと し

た ｡

c o f a ct o r 要求性

薬物未処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムを用い ､ 嫌気的条件下にお い て電子供与体 として

N A D P H または N A D P の 1 m M 存在下お よびそれぞれ 1 m M 共存下にお い て S M A P 生

成活性を測定したと ころ ､ N A D H を用 い た場合より N A D P H を用 い た場合が約4 倍高

い活性 を示 した ( Fi g . 4) ｡ また ､ N A D P H と N A D H 共存下にお いて も S M A P 生成活

性は､ N A D P H l m M の み の 場合 とほぼ同等の 活性を示 した ｡ また , 8 0 ℃ で10 分間熱処

理 した ミ クロ ゾ -

ム で は活性が認 められなか っ た (デ ー

タ末提示) .

ミ ク ロ ゾ ー

ム画分の 主な構成成分である小胞体膜 には, N A D P H や N A D H か ら供給

され る還元力を多数の末端酵素に伝える電子伝達ネ ッ トワ ー

クが形成されて お り ､ これ

は ､ 酸化還元ポテ ン シ ャ ル を化学ポテ ンシ ャ ルに変換する呼吸鎖電子伝達系 の 整然とし

た構成とは異なり小胞体電子伝達系 の特徴で ある ｡ そ れ ゆえ､ 小胞体膜上 の 電子伝達経

路は機能的に役割分担され て い る も の の ､ 禰償的や相乗的に働く ことも ある ことが知ら.
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れて い る [3 0] ｡ しか し､ ゾニ サ ミ ドを基質 とした場合に おい て は ､ N A D H

s y n e r gi s m 現象は認め
.
られなか っ た こ とか ら､ ゾニ サ ミ ドの還元的S M A P 生成反応は ､

ミ ク ロ ゾ -

ム中の N A D P H を電子供与体とする熱不安定な酵素により触媒され て いる

こ とが明らかにな っ た｡

阻害剤の 影響

薬物未処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムを用 いて ､ S M A P 生成反応に対する各種阻害剤の 影
l

響を検討した結果を Fi g . 5 に示 した . S M A P 生成活性はシメチジン ､ ケトコ ナゾ - ル ,

- 酸化炭素により顕著に阻害された ｡ さらに ､ シメチ ジンで は濃度依存的な阻害が観察

された ｡ シメチ ジンは ､ そ の構造中の イミ ダゾ -

ル基 の 窒素原子が ､ P 4 5 0 の ヘ ム鉄 に

配任する こ とにより P 4 5 0 による代謝阻害を示す [3 1] こと､ また､ ケ トコ ナゾ -

ルは

C Y P 3 A の 選択的阻害剤で ある [3 2] こと ､ さらに
一

酸化炭素による代謝阻害は P 4 5 0

の 代表 的特徴で ある こ とな どか ら､ ゾニ サミ ドか ら S M A P へ の 反応 には肝ミ クロ ゾ ー

ム の P 4 5 0 が関与して い る ことが強く示唆された ｡

一 方､ S K F 5 2 5 - A は S M A P 生成活性を顕著に増大した . S K F 5 2 5 r A は P 4 5 0 の代

謝阻害剤と して広く知 られ て い るが ､ ｢ 方で 一 酸化炭素 - P 4 5 0 複合体の 還元 を促進する

こ と [3 3] や アゾ化合物の P 45 0 系による還元が S K F 5 2 5 - A により活性化される こと

[34] が報告されて い る こ とか ら､ ゾニ サミ ドの 還元 的S M A P 生成は､ ゾニ サミ ド -

P 4 5 0 複合体に電子が導入 され ､ その 電子 によるゾニ サ ミ ドの還元が生じるもの と考え

られた ｡

性差

S M A P 生成活性の 性差の有無につ い て検討 した結果を､ T a b l e 2 に示 した o 雌雄の 薬

物未処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー

ム により ､ 嫌気的条件下にお い て ゾニ サミ ドは S M A P に

代謝されたが ､ そ の 活性は雄が雌より有意に高く ､ 約 4 倍高い活性を示 した ｡ これ は､

雌雄間の総 P 4 5 0
■
比含量 の 差以上 の 違い であ っ た ｡

ラッ トには雄特異的な C Y P 2 C l l ､ 雌特異的な C Y P 2 C 1 2 の 発現 [3 5] や ､ 雄> 雌で

ある C Y P 3 A の 発現量差 [3 6] などの ､ P 4 5 0 の 質的 ･ 量的な性差の ある こ とが知 られ

て い る ｡ S M A P 生成活 性には雌雄間で顕著な性差がある こ とが明らか とな っ た ことか ら､

性差の 存在する P 45 0 分子種の 関与の 可能性が示唆された｡

誘導剤の影響
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P 4 5 0 の 誘導剤 [3 7] として知 られて い る フ エ ノ バル ピ夕
-

ル ､ プレグネノ ロ ン 1 6

-

α カ
ー ボニ トリル ､ 3 - メチル コ ラ ンス レ ン ､ エ タノ

ー

ル ､
･ イ ミ ダゾ -

ル の影響を

Fi g . 6 に示 した Q フ エ ノバル ピ夕
-

ル前処理お よびプレグネノ ロ ン 1 6
-

α カ ー ボニ トリ

ル前処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ -

ム にお い て顕著な S M A P 生成活 性の 増加が認 め られた ｡

一

方 ､ イ ミ グゾ -

ル ､ エ タノ ー ル ､ 3 - メチル コ ラ ンス レン で前処理 したラ ッ ト肝ミク

ロ ゾ -

ム で は有意な変化は認め られなか っ た o

また , S M A P 生成活性を測定 したミ ク ロ ゾ ー ム の 抗 P 4 5 0 抗体 (抗 C Y P 2 B l 抗体､

抗 C Y P 2 C l l 抗体､ 抗 C Y P 3 A 4 抗体) を用 いたイ ムノ ブロ ッ ト分析の 結果 を Fi g . 7 に

示 した｡ S M A P 生成活性の 高い フ ェ ノバル ビタ
ー ルお よびプレグネノ ロ ン 1 6 -

α カ -

ボニ トリル前処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ -

ム で は ､ プ レグネ ノ ロ ン 1 6 -

α カ ー ボニ トリル前

処理 で は C Y P 3 A の バ ン ドが , また フ ェ ノ バル ビ夕
-

ル前処理 で は C Y P 3 A と C Y P 2 B l

の バ ン ドが強く現わ れ それぞれ酵素誘導され て い る こ とが確認されたo

一 方､ 雄特異

的に発現して い る C Y P 2 C l l は用 い た誘導剤す べ て にお い て 未処理 に比較しバ ン ドの 発

色強度は弱く ､ 誘導はされず単位タ ンパ ク当たり で はむ しろ減少して い る ことが確認さ

れた [ 3 8] 0

酵素活性 (Fi g . 6) とイム ノ ブ ロ ッ ト分析 (Fi g . 7) の 結果から , C Y P 3 A の タン ^
o

ク

量の 挙動 と S M A P 生成活性は相関して い る こ とか ら ､ ゾニ サ ミ ドか ら S M A P ヘ の 代謝

には C Y P 3 A が関与 して い る可能性が考え られた ｡

塾墜E 皇!型班ヒと三重旦』三選重遥追空虚選墜

前項 の 活性測定に使用した誘導剤前処理 ラ ッ ト肝ミ クロ ゾ ー ム 中 のP 4 5 0 分子種含量

を抗P 4 5 0 抗体 (抗C Ⅵ)2 B l 抗体 ､ 抗C W 2 C l l 抗体 ､ 抗C Y P 3 A 4 抗体) を用 い たイ

ムノ ブロ ッ ト分析により定量し､ S M A P 生成活性との 相関性を検討し結果をFig . 8 に

示 した o C Y P 2 B l および m 2 C l l とS M A P 生成活性 との 間 に は有意な正 の 相関は認

め られなか っ た o

一 方 ､ C Y P 3 A l/ 2 とS M A P 生成活性と の間にはr
2

: o . 9 0 1 と有意な

正 の 相関が認められた. Fi g . 7 は誘導斉1]処理群の 中 の 各1 個体の 結果 で あるが , 全個体

のイ ム ノ ブロ ッ ト分析のFi g . 8 の結果からも ､ ゾニ サミ ドか らS M A P へ の代謝には

C Y P 3 A が関与して い る可能性が示唆された ｡

上 雌 ゴ主立泣主星透萱遡盈

プレグネノ ロ ン 1 6 -

α カ
ー ボニ トリル同様 C Y P 3 A を誘導する ことが知られ て い る ､

トリ アセチルオ レア ンドマ イ シ ンお よびデキサメサ ゾン前処理 の影響 を検討 した結果 を

-

1 2
⊥



Fi g . 9 に示した ｡

トリ アセチルオ レア ン ドマイ シ ンは C Y P 3 A の 誘導剤で ある と とも に､ 自身の 代謝物

の C Y P 3 A に対する親和性の 高さか ら安定な C Y P 3 A 一 代謝物複合体を形成する こ とに

より ､ C Y P 3 A の触媒活性 を阻害する ことが知られて い る [3 9 , 4 0] ｡ さ らに ､ そ の複

合体は､ 1
'

n v l

'

t T O におい て は P 45 0 をフ ェ リ シア ン化 か+ ウムにより酸化する ことによ

り元の 活性な P 4 5 0 酵素に復帰する ことが知 られて い る [3 9 , 4 0] 0

トリアセチルオレア ンドマ イ シ ン前処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムで は､ フ ェ リシ アン化
l

カリウム処理 により P 45 0 比含量および S M A P 生成活性が フ ェ リ シアン化 かJ ウム未

処埋 に比較し有意に増加 し､ デキサメサゾン前処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム の レベル に達

した こ とか ら, ゾニ サ ミ ドか ら S M A P へ の 代謝には C Y P 3 A が関与 して い る可能性が

示唆された ｡

精製酵素による活性

フ ェ ノ バル ビタ ー ル前処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー

ム より精製した C Y P 2 B l お よび プレグ

ネノ ロ ン 1 6 α
-

カ
ー ボニ トリル前処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムより精製した C W 3 A 2 を

用 いた再構成系による S M A P 生成活性の 結果 を T a bl e 3 に示 した｡ ジラウリル フ ォ ス

フ ァチ ジル コ リ ン ( D L P C) を脂質とし､ ラ ッ ト肝より精製した N A D P H - P 4 5 0 還元酵

秦 (fp 2) およびチトクロ ー ム b 5 (b 5) を添加した再構成系にお いて , C Y P 2 B i より

5 倍以上 の S M A P 生成活性を示 した o C Y P 3 A 2 がゾニ サミ ドの 還元的S M A P 生成活性

を有する ことが明らか とな っ た ｡

抗体 の影響

抗 C Y P 2 B l 抗体 ､ 抗 C Y P 3 A 4 抗体および抗fp 2 抗体の ､ ラ ッ ト肝ミ クロ ゾ ー

ム によ

るゾニサ ミ ドの 還元的 S M A P 生成活性に対する影響を検討した結果を Fi g . 1 0 に示した｡

抗 C Y P 2 B l 抗体で は顕著な阻害は藤め られなか っ たが ､ 抗 C Y P 3 A 4 抗体および抗

fp 2 抗体 により ､

■
ほぼ同程度にゾニ サミ ドの 還元的 S M A P 生成活性が濃度依存的に阻害

され ､ 最高濃度添加 により約8 0 % の 阻害が認 められた ｡ したが っ て: ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムにお ける ゾニ サミ ドの還元的 S M A P 反応には ､ C Y P 3 A 酵素が主 に関与して い る こと

が明 らか とな っ た ｡
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第3 節 好気的条件下にお ける ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ -

ム による ゾニ サミ ド代謝

低酸素症 の患者にお ける薬物代謝は ､ 正常時と比較 し異なる こ とが知られ て い る

[4 1 , 4 2] ｡ また ､ P 4 5 0 に よる薬物代謝は酸素濃度の 変化により 1
'

n v l

'

v o [ 4 3 , 4 4] ､

1
'

n v l

'

t T O [ 4 5 - 4 7] に おい て代謝活 性や代謝経路に影響 を受 ける こ とが報告されて い る .

ハ ロ タ ン の代謝は好気的条件下で は酸化的代謝物が生成され るが ､ 低酸素濃度下にお い

て は還元的代謝物が生成され ､ 肝毒性を示す こ とが示 されて い る例は典型例 とい える ｡

[ 4 5] 0

前節 の検討で ､ ゾニ サミ ドは嫌気的条件下にお い て ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム中の

C Y P 3 A l / 2 により還 元的代謝 を受け, S M A P に変換され る こ と を明らか とした o

一 方､

フ ェ ノバル ビタ
-

ルやデキサメサ ゾンで 前処理 したラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム は ､ 好気的条

件下にお い て もゾニ サ ミ ド還元帯性を有 し､ その活性は嫌気的条件下にお い て薬物未処

理 ラ ッ ト肝ミ ク ロゾ - ム の そ れより有意に高い もの で あ っ た こ とか ら ､ 好気的条件下に

お ける ゾニ サ ミ ド代謝は嫌気的条件下にお ける代謝と質的に異なる 可能性が考え られた ｡

そ こ で ､ デキサ メサ ゾン ､ フ ェ ノ バル ビタ
ー

ルお よび トリアセテルオ レア ン ドマ イ シ ン

前投与ラ ッ トより調製した肝 ミク ロ ゾ ー

ム を用も1 好気的条件下におけるゾニ サ ミ ド代謝

に関与する酵素につ い て検討 を行な っ た｡

【結果 ･ 考察】

c o f a ct o r 要求性

デキサメサ ゾン前処理 した ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用せ1 た好気的条件下 にお ける ゾニ

サ ミ ドの還元的 S M A P 生成 へ の c o f a c t o r 要求性を検討したと ころ, N A D H よりも

N A D P H をよりよい電子供与体と し､ N A D P H と N A D H の 相加 ･ 相乗効果 は認められ

なか っ た (Fi g . l l) . また ､ 熱処理 した ミ クロ ゾ ヤ ム で は N A D P H の存在にお い て も

活性は認 められ なか っ た ｡ したが っ て ､ ミク ロ ゾ ー

ム画分 の熱不安定で N A D P H を電

子供与体とする酵素が ､ 好気的条件下にお い て もゾニ サ ミ ド代謝に関与して い る こ とが

示 唆され た ｡

阻害剤 の影響

デキサ メサ ゾンお よびフ エ ノバ ル ビ夕
-

ル前投与したラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 いた

ゾニ サミ ド代謝にお よぼす種々 阻寧剤の影響を検討 したと こ ろ (Fi g . 1 2) , 両誘導ミク

ロ ゾ ー ム にお い て 一 酸化炭素で 顕著な 阻害が認 められた . また ､ シメチ ジン (1 m M )
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で 約60 % の 阻害が認め られた他､ 検討した他の 阻害剤.( ケ トコ ナゾ -

ル ､ S K F 5 2 5 - A ､

n
- オクテル アミ ン ､ トリ アセ チル オ レアン ドマイ シ ン) にお いて もシメチ ジン以上の強

い 阻害が認 められた ｡ したが っ て ､ デキサメサ ゾンおよびフ ェ ノバル ビタ
ー ル誘導性の

p 45 0 酵素の関与が示唆され た ｡

また ､ 嫌気的条件下と異なり好気的条件下で は､ S K F 5 2 5 - A により S M A P 生成は顕

著に阻害された ことか ら､ 酸素の 存在 により ､ P 4 5 0 還元酵素か らの ゾニ サ ミ ド ー P 4 5 0

複合体 へ の 電子導入に よる還元に影響が生じた可能性が推察された｡

トリアセテル オレアン ドマイ シ ンによる誘導効果

さらに ､ トリ アセチルオ レア ンドマ イ シ ン前投与の影響お よびミク ロ ゾ ー ムの フ ェ リ

シア ン化カリ ウム 処理の影響につ いて検討した (Fi g . 1 3) . 好気的条件下における

S M A P 生成活性は､ トリ アセ チルオレアン ドマ イ シ ン前投与に より有意 に上昇した｡ さ

らに､ ミ ク ロ ゾ -

ムの フ ェ リ シア ン化 か+ ウム処理の前後において ､ デキサメサ ゾン前

投与群で は変化はなか っ たが ､ トリアセチル オレアン ドマイ シ ン前投与群で 有意に活性

が上昇した ｡ トリ アセ テルオ レア ン ドマイ シ ン は C Y P 3 A の 誘導剤で あり ､ か つ 代謝物

が還元塾 c y p 3 A と複合体 を形成し限害効果を示す代表的薬物で ある [39 , 4 0] o さら

に､ こ の複合体は酸化型 C Y P 3 A にお いて は解離す る ことが知られて い るo したが っ て ､

トリ アセチルオ レア ン ドマ イ シ ン前投与により有意に活性が上昇した こと､ さらにミク

ロ ゾ ー ム の フ ェ リ シア ン化カリ ウム処理 により活 性がさらに上昇した ことから ､ 好気的

条件下にお いて も ゾニ サミ ドの 還元的 S M A P 生成に C W 3 A l / 2 が関与して い る ことが

強く示唆された｡ しか し､ S K F 5 2 5 ｢ Å の S M A P 生成反応 におよぼす影響は ､ 嫌気的条

件下と異な り代謝阻害を示 した ことか ら､ 同
一

酵素が関与して い るも の の そ の 反応機構

は両条件下で異なる可能性も考えられた ｡
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Fig . 1 3 E 什e c t of f e r r( c y a nid e t r e at m e nt o n S M A P f o r m ati o n in li v e r m ic r o s o m e s of r a ts

p re tr e ate d w ith tri a c e tyi ol e a n d o m y c ]n a n d d e x a m eth a s o n e

Li v e r m i cr o s o m e s w e r
? p r e p a re d fr o m r ats u ntr e at e d ( C o n tr ol) a n d r ats p re tr e at e d

with trj a c etyl ol e a nd o m y cJ n O r d e x a m e th a s o n e
,
a n d P 4 5 0 s p e cifi c c o n te nt a n d S M A P -

p r o d u ci n g a cti vity w e r e
.

m e a s u r e d b ef o r e (
.

F e rri c y a nid e
-

) a n d afte r ( F e rri c y a nid e ＋)
th e tr e a t m e n t of li v e r m lC r O S O m e S With f e m c y a nid e . ＋ , p < 0 .0 5 , c o m p a r e d w ith th e

c o n tr ol r ats ; *
, p < 0 . 0 5 ; c o m p a r e d with b ef o r e f e r rJ C y a njd e tr e a t m e nt . E a c h v alu e

r e p r e s e nts th e m e a n ± S D of d at a of 4 diff e r e n t a ni m als .
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第4 節 反応速度論的解析

前節ま での 検討で ､ ゾニ サ ミ ドはラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム の C Y P 3 A l/ 2 により嫌気的

条件下にお い て S M A P に代謝され る こと ､ また嫌気的条件下に比較し活性は低い もの

の好気的条件下にお い て も C Y P 3 A l/ 2 により S M A P に代謝されるこ とが明らかとな っ

た. 本節にお いて は ､ 両条件下に 糾ナるゾニ サ ミ ドの 還元的 S M A P 生成の速度論的解

析をデキサメサ ゾン前投与ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ -

ムを用 い て行な っ た｡

【結果 ｡ 考察】

Li n e w e a v e r
- B u rk プロ ッ ト解析の 結果 ､ 好気的条件下お よび嫌気的条件下 の どちら

にお い て も検討した基質濃度 ( 1 - 4 0 0 L L M ) におい て直線で 回帰された (Fi g . 1 4) .

得られた反応速度論パ ラメ ー タ を T a bl e 4 に示 した. 嫌気的条件下の V m a 又 は好気的条

件下の それより約3 倍大きく ､ K m は好気的および嫌気的の 両条件下にお い て ほぼ同 じ

値で あっ た ｡ したが っ て ､ ゾニ サミドの還元的S M A P 生成反応に対して酸素は非括抗

阻害的に作用する こ とが明らか とな っ た ｡

嫌気由条件下お よび好気的条件下で の 結束より ､ ゾニ サ ミ ドと P 4 5 0 の 反応機作を以
l

下の ように推察した｡

1) 酸素の 存在により S M A P 生成反応は非括抗阻害様式を示 した こ と､ また ､ S tiff ら

[2 9] の ラッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムを用い たゾニ サ ミ ドの 基質結合差ス ペ ク トル の 結果が ､

ス ペ クトル変化はT∀p e I を示すこ とか ら､ ス ル ホンアミ ド基を構造に有する ゾニ サミ

ドで あるが ､ P 4 5 0 酵素 ヘ の 結合部位は ヘ ム 鉄で はなくP 4 5 0 タ ンパ ク側で ある と考え

られた ｡

2) 嫌気的条件下におい て S M A P 生成活性は S K F 5 2 5 - A により顕著に克進した こと

か ら､ ゾニ サミ ド ー P 4 5 0 複合体 ヘ の fp 2 か らの 電子導入 により ヘ ム鉄が還元され ､ 引

き続きゾニ サ ミ ドが還元され ､ 酵素複合体が解離する い わゆ る - 電子還元反応と考えら

れた｡

3) S K F 5 2 5 r A によ る ゾニ サ ミ ドー P 4 5 0 複合体 へ の fp 2 からの 電子導入 による ヘ ム鉄

の還元促進は ､ 酸素により影響 を受けると考えられ た ｡

- 方､ 小西 ら [48] は ､ ゾニ サ ミ ド基質差ス ペ ク トルをマ ウス肝ミ ク ロ ゾ ー

ムを用い

行っ たと こ ろ ､ T y p e Ⅱ を示 したと報告して い る o ゾニ サ ミ ドはス ルホ ンア ミ ド基を有

する ことか ら､ T y p e Ⅱ変化 を示すことも十分考え られるo ゾニ サミ ド ー P 4 5 0 の 反応機

作には種差が ある可能性もある と予想された ｡

- 2 9 -
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T h e r e a cti o n w a s c a rri e d o u t u nd e r a n a e r o bi c (◎) a n d a e r o bic (○) c o n diti o n s . E a c h

v al u e r e p r e s e nts th e m e a n of d u pli c a te d et e r m i n a ti o n s .

T a bl e 4 Ki n etic p a r a m et e r s f o r S M A P f o r m atio n f r o m z o nis a m id e u n d e r

a e r o bic a n d a n a e r o bic c o n diti o n s in ‥v e r m i c ro s o m e s of r a ts p r et r e ate d w ith

d e x a m eth a s o n e

K m V m a x

( u M) ( n m ol/ m g/ m i n)

A n a e r o bic 2 7 5 7 . 7 3

A e r o bic 2 8 7 2 . 3 9
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第5 節 小 括

ラ ッ ト肝の i n v it r o におけるゾニサ ミ ド代謝 の検討か ら以下の知見を得た ｡

1) ゾニ サ ミ ドを基質とした1
'

n vl
'

t T O の反応系で 生成する主代謝物である S M A P の

H P L C で の 定量を可能とした ｡

2) ゾニサ ミ ドはラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム画分の N A D P H を電子供与体とする酵素によ

り嫌気的および好気的条件下にお いて 還元的に S M A P に代謝される こと､ さ らに ､ こ

の代謝には C Y P 3 A l / 2 が 関与して い る こ とを明らかと した ｡

3) ゾニサ ミ ドの 還元的 S M A P 生成反応に対 し ､ 酸素は非括抗阻害を示すこ とが明 ら

かとな っ た ｡

3) ヅ ニ サミ ドの還元的代謝は ､ b 5 由来の 策2 電子 を必要とせず､ 第 1 電子 で還元さ

れて い畠と考えられた o
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実験 の 部

a

S p r a g u e D a w l e y ( S D) 系雄性ラ ッ トは高杉実験動物 (埼玉) より購入 し､ 1 週間 の 予

備飼育 の 後8 週齢 (2 5 0 - 3 5 0 g) の も の を用 い た ｡ 誘導剤前処理 の ラ ッ トには ､ フ ェ ノ

バル ビタ ー

ル (80 m g / k g , i p) 5 日間､ プレグネノ ロ ン 1 6 α
-

カ
ー ボニ トリル (5 0 m g

/ k g ,
i p) 5 日間､ イミ グゾ -

ル (2 0 0 m g / k g , i p) 4 日間､ エ タノ 1 t' (1 0 %) 5 日間､

3 -

メチル コ ラ ンス レン (2 5 皿 g / k g , i p) 1 日お きに3 日､ トリ アセチルオ レアン ドマ

イ シ ン (4 0 0 m g / k g , i p) 3 日間､ デキサメサゾン (5 0 m g / k g , i p) 3 日間､ それぞれ

投与した ｡ 1 8 - 2 0 時間絶食した後 ､ 放血致死させ肝臓 を摘出した ｡

試薬

ゾニ サ ミ ドお よび 2 - ス ル フ ァ モイル アセチル フ ェ ノ ー ル (S M A P) は ､ 大 日本製薬

(樵) より供与されたも の を用 い た ｡ N A D P H ､ N A D H ､ N A D P ＋ ､ グル コ
ー

ス 6 リ ン

酸 ､ グル コ
-

ス 6 リ ン酸脱水素酵素はオリ エ ンタル酵母 (樵) より購入 した o プ ロム ワ

レリル康素は ､ 局方品を再結晶して用い た ｡

そ の 他の試薬は ､ H P L C 用 または特級以上 の 物を用 いた ｡

監主 虻 遡製

肝 ミク ロ ゾ ー

ムお よびサイ トゾ - ルは Kit a d a らの 方法 [4 9] に より調製した o 即 ち ､

放血致死 させ た動物より摘出 した肝 を ､ 1 . 1 5 % の K Cl 溶液に て還 流し血液 を十分除去

した後､ 肝重量の 3 倍容の氷冷 1 ｡1 5 % K C l 溶液を加えホモ ジナイズし, 冷却遠心機に

て 9 , 0 0 0 ×g で 2 0 分間遠心分離した ｡ 得られた上清をさらに 1 0 5 , Oq O X g で 6 0 分間超

遠心 し､ そ の 上清をサイ トゾ -

ル と した o そ の 時の 沈殿 を再度 1 . 1 5 % K C l 溶液を加 え

ホモ ジナイズした後､ 1 0 5
,
0 0 0 × g で 3 0 分間超遠心し､ 得られ た沈殿を 0 . 1 m M

E D T A を含む 5 0 m M リ ン酸 かノウム緩衝液 (p H 7 .4) に懸濁し肝ミ ク ロ ゾ ー

ム とした ｡

タ ンパ ク定量

夕γ/1
o

ク定量は L o w r y ら [5 0] の方法に従い ､ 牛血清アル ブミ ンを標準タ ン/ t
o

ク と

して 行い ､ 測定は H IT A C H I 1 0 0 - 2 0 型分光光度計により行 っ た o

C y t o C h r o m e P 4 5 0 含量 の 測定

- 3 2 -



o m u r a と S at o [ 5 1] の方法に従 い い 還元型 の
一 酸化炭素結合差ス ペ クトルから求め

たo 測定は H IT A C H I 2 2 8 r A 型ダブル ピ
-

ム分光光度計により行っ た.

鑑三之旦 辿 過重塾望速星

基本的な反応溶液 (全量1 m L) の 組成は ､ 1 0 0 m M リ ン酸 か+ ウム 緩衝液 (p H 7 .0)

o . 1 m M E D T A ､ 0 .
4 m M ゾニ サミド､ ミク ロ ゾ ー

ムまた はサイトゾ - ル (1 m g 蛋白)

および N A D P H 一 生成系 (0 .3 3 m M N A D P ＋､ 8 m M グル コ ー ス 6 J ) ン酸, 0 .1 U グル
ー

コ - ス 6 - リ ン酸デ ヒ ドロゲナ - ゼ ､ 6 m M 塩化マ グネシウム) からなり､ ツ ン ベル グ

管中に作成した o ただし､ N A D P H 生成系はツ ンベ ルグ管の ア
- ム部に入れ密栓した｡

必要に応 じて ツ ン ベル グ管内を､ バキ ュ
ー

ムフ ラ ッ シ ュ 法によりアルゴ ンガス で 置換し

た｡ 3 7 ℃ で 5 分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H 一 生成系の 添加により反応を開始し

た｡ 2 0 分の 反応の 後､ 反応液 0 . 5 m L をジク ロ ロメ タン 4 m L の 入 っ たキ ャ ッ プ付き試

験管にと る こ と により反応を停止 させた ｡ 内部標準物質として 0 . 4 m g / m L プロ ム ワレ

リル尿素メタノ
-

ル溶液 16 0 LL L を添加した後､ 1 0 分間振返しジク ロ ロ メタン に抽出

した. 1 , 6 0 0 × g で 1 0 分間遠心分離した後､ 有機層を分取し､ ロ
-

タリ
ー

エバボレ
ー

タ
- で有機層 を減圧留去後 ､ 残液をメタノ

ー

ル 1 0 0 〃. L に溶解し H P L C にイ ンジ ェ ク

卜した ｡

H P L C による S M A P の定量条件

ポンプ; d u a トd eli v e r y p u m p ( W at e r s M o d el 6 0 0 0 A)

検出器 ; S o m a M o d el S - 3 1 0 A

レコ
- ダ -

; N a ti o n al V P - 6 6 1 0 A

カラム ; I n e rt sil O D S -

.

2 c ol um n ( p a rti cle si z e 5 [L m
,
4 ･6 Ⅹ 2 5 0 m m , G L S ci e n c e)

カラム温度 ; 3 5 ℃

移動相 ; 0 . 1 M リ ン酸 か+ ウム緩衝液 p H 4 .0 : アセ トニ トリル : 2 - プロ パ ノ ー ル

(12 0 : 4 0 : 8 , Ⅴ/ v )

流速 ; 0 . 8 m L / m i n

検出波長 ; 2 6 0 n m

内部標準物質; プロ ム ワ レリル尿素

イ ムノブロ ッ ト分析

I A e m m li [ 5 2] の方法により S D S - P A G E を行 っ た後､ G u e n g e ric h ら [5 3] の 方法

- 3 3
-



に従 い ､ ニ トロ セル ロ
-

ス膜に転写した後 ､ P e r o x id a s e a n ti p e r o x id a s e 法 により染色

をし､ 得られたバ ン ドの染色強度を各精製 P 4 5 0 榛品の 漁色強度を検量線と して 2 波長

ク ロ マ トス キ ヤ ナ
-

を用い て ､ 4 0 0 n m の 吸収を測定する ことにより算出した ｡

ミ ク ロ ゾ ー ム の フ ェ リ シ ア ン化カリ ウム 処理

ミク ロ ゾ -

ム (3 m g / m L) を 5 0 〃 M フ ェ リ シ ア ン化カリウム と 25 ℃ で 1 5 分間イ ン

キ ュ ベ -

卜した後 ､ 1 0 5 ,0 0 0 × g で 3 0 分間程遠心 した ｡ 得 られた ペ レッ トを 1 . 1 5 %

K C l に懸濁
･

し1 0 5 , 0 0 0 × g で 3 0 分間超遠心した ｡ この操作 を2 回線り返した後 ､

o . 1 m M E D T A を含む 50 m M リ ン酸 か+ ウム緩衝液 (p H 7 .4) に約 20 m g / m L の タン

パ ク濃度で懸濁した ｡

再構成系による代謝

D L P C 2 5 m g に精製 P 4 5 0 5 0 p m o1 ､ ラ ッ ト肝より精製した fp 2 1 u nit , ラ ッ ト肝よ

り精製 した b 5 5 0 p m ol をツン ベル グ管にとり､ 1 0 0 m M リ ン酸カリ ウム緩衝液 (p H

7 . 0) ､ 0 .1 m M E D T A , 0 . 4 m M ゾニサ ミ ド､ お よび酸素消費系 (10 m M グル コ ー ス ､

5 u n it グル コ ー ス オキシダ -

ゼ ､ 3 0 u n it カタラ
ー ゼ) を加え､ バキ ュ

⊥ ム フ ラ ッ シ ュ

法により アル ゴンガス で置換した [5 4] . 3 7 ℃ で3 分の プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンの後 ､

3 7 ℃ で5 分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H 一

生成系 (0 . 3 3 m M N A D P ＋, 8 m M グ

ルコ
ー ス 6 - リ ン酸 ､ 0 .1 U グル コ

ー

ス 6 -

リ ン酸デ ヒ ドロ ゲナ
- ゼ ､ 6 m M 塩化マ グ

ネシ ウム) の 添加により反応 を開始した｡ 以降は ､ ミク ロ ゾ ー ム を酵素源 にした ときと

同様に行 っ た ｡

抗体添加による代謝

抗 P 4 5 0 抗体または抗f p 2 抗体と p r eir n r n u n o I g G を､ 反応溶液中の 総I g G 量が
一 定

(1 0 m g l g G / n m oI P 4 5 0) となる ようにツ ンベ ルグ管 にとり ､ ミ クロ ゾ - ム (0 . 2

m g / m L) と抗体とを 3 7 ℃で 1 0 分間イ ンキ エ ペ - 卜した後 ､ 1 0 0 m M リ ン酸カリウム

緩衝液 (p H 7 .0) ､ 0 .1 m M E D T A ､ 0 .4 m M ゾニ サ ミ ド､ および酸素消費系 (10 m M

グル コ
-

ス ､ 5 u nit グル コ
ー

ス オキ シ ダ ー ゼ , 3 0 u n it カ タラ - ゼ) を加え ､ バキ ュ
ー

ム フラッ シ ュ 法によりアルゴ ン ガス で置換 した o

′
3 7 ℃ で3 分の プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン

の後 ､ 3 7 ℃ で5 分間プレイ ン キ ュ べ
-

卜した N A D P H 一

生成系 (0 . 3 3 m M N A D P ＋ ､ 8

m M グルコ
ー ス 6 - リ ン酸､ 0 . 1 U グルコ

ー

ス 6 T リ ン酸デヒ ドロ ゲナ
- ゼ ､ 6 m M 塩

化マ グネシウム) の 添加により反応 を開始 した ｡ 以 降は ､ ミク ロ ゾ､ - ムを酵素源 にした

-

3 4
'

-



とき と同様に行 っ た ｡

@

c y p 2 B l はフ エ ノバル ビ夕
- ル前処理雄性ラ ッ ト肝より ､ R y a n ら [5 5] の 方法によ

り精製したも の を用 い た ｡ C Y P 2 C l l は薬物未処理雄性ラッ ト肝より ､ K a m at a k i ら

[5 6] の 方法により精製したも の を用い た . C Y P 3 A 4 は ヒ ト肝より ､ K o m o ri ら [5 7]

の方法により精製した もの を用い た｡ f p 2 はフ エ ノバル ピタ ー ル前処理雄性ラッ ト肝よ
l

り､ Y a s u k o c hi と M a st e r s [ 5 8] の 方法を若干変更した ､ K it a d a ら [5 9] の 方法によ

り精製したもの を用い た ｡ b 5 はラ ッ ト肝より ､ O h m o ri ら [6 0] の 方法により精製し

たもの を用 い た ｡ 抗体 は精製酵素を抗原とし ､ 雄性 日本白色ウサギに精製酵素を感作し､

K a m at a k i ら [ 6 1] の方法を改変して ､ 氾t a d a ら [6 2] の 方法により作成したo
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第 2 章 ゾニ サ ミ ド代謝に 関与す る ヒ ト肝 P 4 5 0 分子種

薬物代謝には動物種により善がある こ とが知られて い る ｡ つ まり代謝能の 量的 ･ 質的

な違い で ある ｡

一 般に､ 実験動物として汎用されて い る 小動物 ( マ ウス ､ ラ ッ ト､ モ ル

モ ッ トなど) で得 られた実験結果 を､ ヒトに外挿する際に ､ 満足な結果が得られ ない 理

由の
一

つ で ある ｡ そ こで ､ ヒ トにお ける薬物動態お よび薬物間相互作用を考える 上で ､

薬物 の ヒ トにおける代謝の 特徴 ･ 関与する酵素を明らか にす る こ とが重要で ある o

ゾニ サミ ドの ヒトにおける体内動態の 特徴として 血中濃度 の非線形性が上 げられ る｡

ゾニ サ ミ ドの 非線形体内動態は ､ W a g n e r ら [6 3] お
′
よび西 口ら [6 4] により ､ そ れぞ

れ1 0 人お よび8 人の 患者にお い て 1. 人 の患者か ら2 つ の 異な る投与量により得られた定

常状態の 血中濃度か ら検討され報告されて い る ｡ 前者は投与量が 40 0 m g / d a y
- 1 , 2 0 0

m g / d a y と高用量で ある こと♪ 後者は小児患者を含む 8 人 (1 歳 - 2 6 歳､ 平均 1 3 ･4 歳)

におい て 3 . 3 m g / k g / d a y
- 1 3 .O m g / k g / d a y の範囲で ､ さらに 1 1 歳末満 と 1 1 歳以

上 の 2 群におい て検討 されて い る ことが特徴で ある .

一 方 ､ 小野 ら [1 4] により ､ ゾニ

サ ミ ドの 線形体内動態も報告されて いるが ､ 臨床第3 相にお ける 4 5 6 例の血 中濃度デ⊥

夕の 全体解析か らで あり､ 多施設による検討でもある こ とか ら､ 種々 条件の 誤差の 存在

も否定で きない こ とを考慮しな ければならない ｡

非線形体内動態を示す代表的な薬物で ある フ エ ニ トイ ンで は ､ 代謝過程の 飽和がそ の

機序とされて い る [65] ｡ ゾ ニ サ ミ ドの ヒ トにおける代 謝に つ い て詳細に検討す る こ と

は ､ 非線形体内動態をとる ゾニ サ ミ ドの 臨床における体内動態 を把握する上 で 有意義な

こ と と考えられる ｡

本章にお いて は ､ ゾニ サ ミ ド代謝に関与する ヒトにお ける酵素につ いて ､ ヒト肝ミ ク

ロ ゾ - ム とワクシ ニ アウイルス ー H e p G 2 発現系による発現ヒ ト P 4 5 0 を用 いて検討し

た ｡
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第1 節 ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ムによるゾニ サミ ド代謝

前章の 結果 より､ ゾニ サ ミ ドの 還元的代謝には C Y P 3 A サブフ ァミ リ
ー

に属する酵素

が関与する ことが明らか とな っ た o 本節にお い て は､ ヒト肝ミク ロ ゾ ー

ム を酵素源とし

s M A P 生成活性に及 ぼす c o f a ct o r ､ 酸素濃度､ 阻害剤の 影響を検討した . また ､

s M A P 生成活性と総 P 4 5 0 量や P4 5 0 分子種量と の相関性､ および種々 の 薬物代謝活性

との 相関性を検討した. さ らに､ ヒ ト肝より C Y P 3 A 4 を精製し､ C Y P 3 A 4 の S M A P 生
‡

成活性の 有無を検討した ｡ また ､ 各種抗 P 45 0 抗体の影響を検討した ｡

【結果 ｡ 考察】

c of a ct o r 要求性

ヒト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 い ､ 嫌気的条件下にお いて電子供与体として N A D P H または

N A D P の 1 m M 存在下お よびそれぞれ 1 m M 共存下におい て S M A P 生成活性を測定し

たと ころ ､ N A D H を用 い た場合より N A D P H を用いた場合が約4 倍高い活性を示 した

(Fi g . 1 5) . また ､ N A D P H と N A D P 共存下にお いて も S M A P 生成活性は ､ N A D P H

l m M の み の場合とほぼ同等の 活性 を示 した. また ､ 熱処理 したミ ク ロ ゾ -

ム には活性

が認められなか っ た ( デ -

夕来援示) 0

ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム を用いた場合と同様に ､ ゾニ サ ミ ドを基質とした場合､

N A D P H を電子供与体と したときに高い活性が得られ､ さ らに相乗的に増加する現象

( N A D H s y n e r gi s m ) は認められなか っ た こ とか ら､ ゾニ サミ ドの 還元的 S M A P 生成

反応は ､ ヒト肝ミク ロ ゾ∵ ム 中の N A D P H を電子供与体とする熱不安定な酵素により

触媒されて い る ことが明らかになっ た｡

酸素濃度の 影響

ヒト肝ミ ク ロ ゾ -

ム にお ける ゾニ サミ ドの 還元的 S M A P 生成活性は ､ 好気的条件下

(大気中の 酸素濃度 : 20 . 9 6 %) で は活性が認められず､ 検討した低酸素濃度域 (1 % 以

下) にお い て活性が認 められた ｡ また､ 酸素消費系 ( グル コ - ス ､ グル コ
-

ス オキ シダ -

ゼ ､ カタラ
ー

ゼ) を添加 した完全嫌気系にお い て最大活性を示 した ( Fi g . 1 6) ｡ ヒト肝

ミ ク ロ ゾ ー

ム におい て も ゾニ サミ ドの還元的 S M A P 生成は､ 好気的条件下より嫌気的

条件下で進行する ことが 明らか とな っ た ｡
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T a k a h a r a ら [4 6] は ､ 気相中の酸素濃度を変化させた ときの 反応液中の 酸素濃度を

実測しており ､ そ の 結果を検量線とする と ､ 生体内の 肝小胞体周囲の 酸素濃度と い われ

て い る濃度域 (5 - 1 0 LL M ) は ､ 気相中の酸素濃度 0 .0 1 % 以下に相当す る . S M A P 生

成活性は ､ 0 .0 1 % 以下の 気相中酸素濃度にお い て ､ 酸素消費系を添加したとき と大きな

活性 の差は認められない こ とから ､ ヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける ゾニ サ ミ ド代謝に つ い

て は ､ 酸素消費系を添加した完全嫌気条件下におい て行なっ て も問題はな い と考え られ

た｡

阻害剤の影響

ゾニ サ ミ ドの S M A P 生成活性にお よぼす各種阻害剤 の影響を検討した ( Fi g . 1 7) 0

s M A P 生成活性は ､ シメチジ ン (1 m M ) で約4 0 % 阻害され ､ さ らに､

一

酸化炭素､ ケ

トコ ナ ゾ - ル (4 0 LL M ) ､ n
+
オクチル アミ ン (2 5 0 LL M ) により ､ ほぼ完全に阻害され

た ｡ これ らは P 4 5 0 に対する代表的な阻害剤で ある こ とか ら､ ゾニ サ ミ ドの 還元的

S M A P 生成に P 4 50 が関与する ことが推察された｡

一 方 ､ P 4 5 0 の代表的阻害剤として

知 られて い る ､ S K F 5 2 5 - A にお い ては , 濃度依存的な活 性の 上昇が認め られた ｡

S M A P 生成の個体差と P 4 5 0 量

2 1 例 の ヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て ゾニ サ ミ ドの S M A P 生成活 性を潮定した と こ ろ ､

5 例で検出限界以下で あり､ 活性の認 められた 16 例にお い て も 0 .0 1 n m o1/ m g / m i n か

ら 1 . 0 5 n m o1/ m g / m in まで顕著な活性の個体差を認 めた (Fi g . 1 8) ｡ また ､ これ ら

2 1 例の ヒト肝ミク ロ ゾ ー

ム の P 4 5 0 比含量と S M A P 生成活性の 間に は有意な正 の 相関

は認 められなか っ た (Fi g . 1 9) . したが っ て ､ 複数 の 分子種の 存在が知られ て い る

P 4 5 0 にお いて ､ 各分子種間 で ゾニ サ ミ ドの 還元的 S M A P 生成活性に違い が ある こ とが

推察された ｡

塾堕里_生成造進呈迫 雌 退追望遊里塩

21 例の ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム を用 い ､ ゾニ サ ミ ドの 還元的S M A P 生成活性とア ニ リ ン

水酸化活性､ ベ ンツ フ ェ 夕ミ ンN - 脱メチル化活性､ イ ミ プラミ ン2
- 水酸化活性 ､ テス

トス テロ ン6 β
-

水酸化活性 とS M A P 生成活性の相関性を検討 した結果をFi g .
2 0 に示

した . ゾニサ ミ ドの 還元的S M A P 生成活 性は､ テス トス テ ロ ン6 β
-

水酸化活性 と最も

高い 正 の 相関 ( r
2

- o .9 6) を示 し､ それ以外の活 性とは､ 有意な相関は認 め られなか っ

た｡

-
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アニ リ ン水酸化は C Y P 2 E l [ 6 6] により ､

.
ベ ン ツ フ ェ タミ ン N 一 脱メチル化は

C Y P 2 B [ 6 7] ､ C Y P 2 C [ 6 8] ､ C Y P 3 A [ 6 9] によ-り ､ イ ミ プラミ ン 2 一 水酸化は

c y P 2 D 6 [ 7 0] により ､ テ ス トステ ロ ン 6 β
-

水酸化活性は C W 3 A 4 [ 7 1] により代謝

され る こ とが報告さ れて い る こ とから ､. ゾニ サ ミ ドの還元的 S M A P 生成には､ 最も相

関の 高か っ たテス トス テ ロ ン 6 β
一 水酸化に関与する C Y P 3 A 4 により代謝される ことが

推察された ｡

S M A P 生成活性と P 4 50 分子種含量との相関性

2 1 例の ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用い ､ ゾニ サミ ドの 還元的S M A P 生成活性とイ ムノ ブ

ロ ッ ト法により求めたP 4 5 0 分子種含量との 相関性を検討した結果泰Fig . 2 1 に示した ｡

抗C Y P 2 C 9 抗体を用 い て定量したC Y P 2 C とS M A P 生成活性との 間にほ相関は認 めら

れなか っ た .

一 方､ 抗C Y P 2 D l 抗体 を用い て定量 したC Ⅵヲ2 D 6 お よび抗C Y P 3 A 4 抗

体を用 いて 定量したC Y P 3 A との 間には正 の 相関が認め られたが､ 相関性はC Y P 2 D 6 ､

c y p 3 A にお い てr
2
でそ れぞれ0 .3 1 ､ 0 . 7 7 であり ､ C Y P 3 A の 方が顕著に高か っ た ｡ 前

項で の 結果で あるC Y P 2 D 6 の プロ
ー ブ活性で あるイ ミ プラミ ン2 ｢ 水酸化活性とゾニ サ

ミ ドの 還元的S M A P 生成活性の 間に高い相関性が認められなか っ たこ と､ および､

c y p 3 A 含量とC Y P 2 D 6 含量が正 の相関 (r
2

- o .4 5) を示 した こと (デ ー

タ末提示) か

ら､ Fi g . 2 1 で の C Y P 2 D 6 含量とゾニサ ミ ドの還元 的S M A P 生成活性の 間の 弱 い相関

性はヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム中のC Y P3 A とC Y P 2 D 6 の 発現量の 相関による結果と考え ら

れ ､ 本結果か らもゾニ サ ミ ドの 還元的S M A P 生成には､ C Y P 3 A が代謝に関与する こと

が推察され た｡

精製 P 4 5 0 による代謝活性

ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー

ムより精製した C Y P 3 A 4 を用 い ､ 精製酵素における ゾニ サミ ドの

還元的 S M A P 生成活性を検討した (T a bl e 5) . 脂質としてD L P C を使用 し､ ラ ッ ト肝

より精製した fp2 お よび b 5 を必要に応じ添加した o D L P C と f p 2 の 系で は､ S M A P 生

成活性 は認 められなか っ たが ､ さ らに精製 C Y P 3 A 4 を添加 した系および精製 C Y P 3 A 4

と b 5 を添加した系を嫌気的条件下で 反応させた場合に S M A P 生成活性が認められた ｡

こ の こ とより ､ C Y P 3 A 4 は嫌気的条件下にお い て ゾニ サ ミ ドを S M A P に代謝する こと

が明らかとな っ た ｡ また ､ b 5 は P 4 5 0 の 酸化 ･ 還元サイクルの 中で ､ 第 2 電子 の 導入

に 関与 しており ､

一

般に C Y P 3 A に対 して は第 2 電子 の 導入が律速 となる [7 2] こ とか

ら, b 5 の 添加により C Y P 3 A 4 の 関与する活性が上昇する ことが報告されて い る [73 ,
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7 4] 0 b 5 の添加により S M A P 生成活性の 上昇は認められなか っ た ことか ら ､ ゾニ サミ

ドから S M A P へ は ､ b 5 由来の 第2 電子 を必要としな い 1 電子 で還元 され て い る も の と

推察された｡

抗体 の影響

ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム におけるゾニサ ミ ドの 還元的 S M A P 生成反応に対する抗 P 4 5 0 抗

体 の影響を検討 した(Fi g . 2 2) o 異なる2 検体とも ､ 抗 C Y P 2 C 9 抗体お よび抗 C Y P 2 D l

抗体により S M A P 生成活性は阻害されなか っ たが ､ 抗 C Y P 3 A 4 抗体 により濃度依存的

に活性が阻害され , P 4 5 0 当たり1 0 m g I g G の 抗体の添加で90 % 以上 の 阻害が認められ

た ｡ こ の こ とか ら､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける ゾニ サ ミ ドの 還元的 S M A P 生成反応

に､ C Y P 3 A が主に関与して い る ことが示 唆された ｡

反応速度論的解析

ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム による ゾニ サミ ドの還元的S M A P 生成反応の 速度論的解析を行なっ

た ( Fi g . 2 3) o Li n e w e a v e r
- B u r k プロ ッ トにより ., 検討した基質濃度範囲 (1 0 〃. M

- 4 0 0 LL M ) で は明らかな直線が得られ ､ K m は 2 1 1 LL M ､ V m a x は 0 .3 1 4 n m o1/ m g

/ m i n で あっ た｡ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー

ムによるシク ロ ス ポリ ン代謝の K m は 3 - 1 0 〃′ M

[ 7 5] ､ ミタゾラム代謝の K m は 4 - 1 8 〃′ M [ 7 6] と報告され ており , こ れらと比較

する と､ ゾニ サミ ドq) 代謝の K m は顕著に大きく ､ 親和性は比較的小さい も の と考えら

れ る o それゆえ､ C Y P 3 A により代謝され る薬物と の 併用により代謝阻害を容易に受け

やす い も の と推察され た｡
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第2 節 発現 ヒト P 4 5 0 によるゾニ サ ミ ド代謝

ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムお よび精製酵素を用 い た前節の 結果から ､ C W 3 A 4 が ゾニ サ ミ ド

の還元的S M A P 生成活性 を有し､ 主に関与して いる こ とが明らかとな っ た ｡ しか･し､

こ の 結果か ら他の P 4 5 0 酵素が活性を示さな い と断定する ことは無理 で ある ｡ ゾニ サ ミ

ドは多剤併用 の 可能性が高い こ と､ および体内動態が非線形性を示すこと [6 3 ､ 6 4]

などか ら,
･ 代謝に関与する酵素を詳細に解明する ことは､ 薬物相互作用を回避する上で

l

重要で ある と考え られる ｡ そ こで ､ 近年発達して きた分子生物学的手法を用 い H e p G 2

細胞に発現させ た 1 0 積の ヒ トP 4 5 0 [ 7 7] を用 い ､ ゾニ サ ミ ド代謝に関与する P 45 0

分子種を詳細 に検討 した｡

【結果 ･ 考察】

発現 ヒ トP 4 5 0 による S M A P 生成活性

Fig ･ 2 4 にゾニサミ ドを基質とし､ ワクシ ニ ア
- H e p G 2 系で発現さ草た 10 種の ヒト

P 45 0 を用 いたときの S M A P 生成活性を示 した o 1 0 種の 分子種のうち ､ C Y P 2 C 1 9 ､

c y p 3 A 4 j 3 よび C W 3 A 5 の 3 分子種に S M A P 生成活性が認められ 他 の 7 分子種にお

い ては認 められなか っ た ｡ S M A P 生成活性の 認 められ た3 つ の 分子種の うち ､

C Y P 3 A 4 の 活性が最も高く ､ C Y P 2 C 1 9 および C Y P 3 A 5 の 活性は ､ C Y P 3 A 4 の そ れぞ

れ 1 / 1 6 お よび 1/ 1 1 で あ っ た . シク ロ ス ポリ ン ､ ミ グゾラム ､ な ど C Y P 3 A 5 の 基質選

択性は C Y P 3 A 4 とほぼ同じで あり ､ 活性は C Y P 3 A 4 より低い o ゾニサ ミ ドに対 して も

これ ら と同様で あ っ た ｡

1 0 種の 発現ヒト P 4 5 0 を用 いた検討か ら､ C Y P 3 A 4 以外 に C Y P 2 C 1 9 と C Y P 3 A 5 が

ゾニ サミ ドの 還元的 S M A P 生成活性を有する ことが示された ｡ しかし､ 各 P 4 5 0 分子

種間で 活性の 差が大きく認め られ ､ 本反応に対 して C Y P 3 A 4 の活 性が顕著に高い こ と

が示唆された ｡

反応速度論的解析

S M A P 生成活性の 認 め られた 3 つ の 分子種 ( C Y P 2 C 1 9 ､ C W 3 A 4 ､ C Y P 3 A 5) およ

びヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て反応速度論的解析 を行な っ た｡ Fi g . 2 5 に Li n e w e a v e r
-

B u r k pl o t で示 したグラフ を ､ T a bl e 6 にグラフか ら得られた K m ､ V m a x および

V m a x / K m を示 した ｡ C Y P 2 C 1 9 ､ C Y P 3 A 4 C Y P 3 A 5 の K m は ､ それぞれ 18 8 2 4 7 ､

1 7 9 〃′ M とほぼ等しい値であ っ たが ､ V m a x は C Y P 3 A 4 が他 に比 べ ､ 6 - 8 倍大きい
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値を示 した o また ､ C Y P 2 C 1 9 ､ C Y P 3 A 4 ､ C Y P 3 A 5 の K m は ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ- -

ム を

用い た時の K m 2 7 4 〟 M とも ほぼ等しい 値で あっ た ｡

さ らに､ 固有クリアラ ンス の指標となる V m a x / K m にお い て は ､ C Y P 3 A 4 の V m a x

/ K m は C Y P 2 C 1 9 の 7 倍､ C Y P 3 A 5 の 5 倍大きい 値を示 した ｡

s M A P 生成活性の 認められた 3 つ の 分子種 ( C Y P 2 C 1 9 ､ C Y P 3 A 4 ､ C Y P 3 A 5) の

K m は ほぼ等しい値で あっ たが ､ V m a x / K m には顕著な差が認められ ､ C Y P 3 A 4 の そ

れが他に比 べ 大きか っ たこ とか ら､ これ ら3 種の うち C Y P 3 A 4 はゾニ サ ミ ドの 還元的

s M A P 生成反応に対し ､ 選択性が非常に高い ことが示 唆された ｡

また ､ 既に, ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム に よる ゾニ サ ミ ドの還元的 S M A P 生成反応に対 し､

抗 C Y P 2 C 9 抗体は影響を与 えな い こ とを明らか として い る こ とから ､ 抗 C W 2 C 9 抗体

と免疫交叉性を示す C Y P 2 C 1 9 の ヒ ト肝にお ける S M A P 生成反応 に対する寄与 は非常

に低い も
,
の と考えられ る o また ､ C Y P 3 A 5 の V m a x / K m が C W 3 A 4 のそ れの 1/ 5 以

下であ っ た こ と と､ C Y P 3 A 5 の 発現には個体差が存在 し 10 - 2 0 % の個体に発現 して い

る こ と [7 8] ､ さらに発現して い る個体にお い て も肝に存在する総 C Y P 3 A の約 20 %

で ある こと [7 9 , 8 0] を考え合わせ る と ､ ヒト肝における ゾニ サミ ドの 還元的 S M A P

生成反応に関与する C Y P 3 A 5 の 寄与率は非常に低い も の と考 えられる .
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第3 節 小 括

ヒト肝ミク ロ ゾ ー

ム をお よび発現ヒトP 4 5 0 を用 いた検討から以下の 知見を得た｡

1) ゾニ サ ミ ドは ヒト肝ミク ロ ゾ ー

ム により嫌気的条件下において S M A P に代謝され

る こと , さらに C Y P 3 A に属する分子種により代謝されることが明らかとな っ た ｡

2) ゾニ サ ミ ドの還元的代謝は ､ b 5 由来の 第 2 電子 を必要とせず､ 第 1 電子で還元さ

れて いる と考えられた ｡

3) ゾニ サ ミ ドの 還元的代謝の K m は , 他の C W 3 A 4 が基質とする シク ロ スポリ ンA ､

ミ グゾラム の K m に比較し､ 顕著 にに大きい ことか らゾニ サミ ド代謝は他薬物による代

謝阻害を受けやすい 可能性が考えられ た｡

4) ゾニ サミ ドは C Y P 3 A 4 の みな らず､ c y p 2 C 1 9 お よび C Y P 3 A 5 も還元活性を有す

る ことが由らかとな っ たが ､ V m a x / K m の 比較か ら C Y P 3 A 4 の 選択性が非常に高い こ

とが明 らか とな っ た ｡

-

5 5
-



実験の 部

ヒ ト肝

ヒ ト肝は千葉大学医学部法医学研究室 より司法解剖により得 られたも の を､ 木村康名

誉教授､ 木内政寛教授より ご供与頂い た ｡ 死後 2 0 時間以内の 肝を使用した .

発現 ヒ トP 45 0

発現 ヒ ト P 4 5 0 各分子種は ､ A m e r sh a m 社小野博士 によ. り ､ ワク シ ニ ア
ー H E P G 2 細

胞系により発現 [8 1 - 8 3] されたも の を ､ 0 .1 M リ ン酸緩衝液(p H 7 .4) / 1 m M E D T A /

2 0 % グリセ ロ
-

ル を加 えたの ち超音波細胞被砕機を用 い て懸濁する こ とに よりセル ライ

セ - ト として用 い た｡

塾藍

第1 章の 実験の 部に記した ｡

ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム調製法

ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ムは常法により調製した ｡ 即ち ､ 裁断した肝を 1 .1 5 % の K Cl 溶液

にて 洗浄し血液をで きるだけ除去 した後､ 肝重量の 3 倍容 の ホモ ジナイズ溶液 (1 . 1 5 %

K C l ､ 1 0 m M リ ン酸緩衝液(p H 7 . 4) ､ 1 m M E D T A ､ 0 .5 m M D 7 T ) を加えホ モ ジナイ

ズし､ 冷却遠心機にて 9 ,0 0 0 × g で 20 分間遠心分離した ｡ 得 られた上清をさ らに

1 0 5
,
0 0 0 × g で 6 0 分間超遠心し ､ そ の 沈殿を再度ホ モ ジナイ ズ溶液 を加えホ モ ジナイ

ズした後 ､ 1 0 5 , 0 0 0 × g で 3 0 分間超遠心した ｡ 再度 こ の 操作を行 っ た後 ､ 得 られた沈

殿を 0 . 1 m M E D T A を含む 5 0 m M リ ン酸カリウム緩衝液

ク ロ ゾ ー ム と した｡

乏立 地 逗垣⊆垣望望進呈些乱重量望遡崖

第1 章の 実験の 部に記した方法と同様に行 っ た ｡

S M A P 生成活性

(p H 7 . 4) に懸濁 しヒ ト肝ミ

ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用い る他は ､ 反応溶液の 組成お よび反応操作は第1 章 と同様 に

行 っ た o 代謝物の抽出操作は ､ 内野標準物質 として 0 . 4 m g / m L プロ ム ワ レリル尿素メ

タノ
ー

ル溶液 1 0 0 LL L を添加 した他は ､ 第 1 章と同様に行 っ た ｡

- 5 6 -



払 底量急性

第1 章に記した方法と同様に行 っ た ｡

酸素濃度の影響

ツンベ ル グ管中に反応混合液を作製し､ ツ ン ベ ル グ管の ア
ー

ム部にイ ンキュ ベ -

ト済

の N A D P H 生成系を入れ密栓した後､ バキ ュ
ー

ム フ ラッ シ ュ 法 により種々 酸素濃度ガ

ス とガス 交換を行なう こ とにより ､ 酸素濃度の 調整を行な っ た｡ 濃度調整ガス は , 3 . 5
1

リ ッ トル瓶 ( ガロ ン瓶) に1 % 酸素ガス (補整ガス ; 窒素) を必要量水中補集した後､

窒素ガス で希釈補整を行な い作製した o 酸素濃度は 1
,
0 .1

, 0 . 0 1 % とした｡ また ､ アル

ゴンガス およびアル ゴ ンガス と酸素消費系 ( グルコ ー ス ､ グルコ
ー

ス オキシ ダ - ゼ ､ カ

タラ ー ゼ) を用 い た場合 ､ さらに好気的条件にお い て も行な っ た｡

イ ムノ ブロ ッ ト分析

第1 章に記した方法と同様 に行 っ た ｡

ア ニ リ ン水酸化活性

反応溶液 (全量1 m L) は ､ 1 0 0 m M トリス 一 塩酸緩衝液 (p H 7 .4) 0 . i m M E D T A

5 m M ア ニ リ ン ､ ミ ク ロ ゾ - ムお よび N A D P H 一 生成系 (0 .3 3 m M N A D P ＋､ 8 m M グ

ル コ
ー

ス 6 1

リ ン酸､ 0 .1 U グルコ
⊥

ス 6 J ) ン酸デヒ ドロゲナ
- ゼ ､ 6 m M 塩化マ グ

ネシ ウム) からなり､ 試験管中に作成した ｡ 3 7 ℃ で 5 分間プレイ ンキ ュ ベ -

卜した

N A D P H
一

生成系 の 添加 により反応を開始した ｡ 3 7 ℃ で1 5 分の 反応の 後､ I m ai らの 方法

[8 4] により生成した p
- ア ミ ノフ ェ ノ ー ル を定量した｡

ベ ンツ フ エ 夕 ミ ンN -

脱メチル化活性

反応溶液 ( 全量1 m L) は ､ 1 0 0 m M リ ン酸緩衝液 (p H 7 . 4) ､ 0 .
1 m M E D T A ､ 1

m M ア ニ リ ン ､ ミ
■
ク ロ ゾ ー

ム お よび N A D P ロ
ー

生成系 (0 . 3 3 m M N A D P ＋､ 8 m M グル

コ
ー

ス 6
-

リ ン酸､ 0 . 1 U グル コ
-

ス 6 -

リ ン酸デ ヒ ドロ ゲナ
- ゼ ､ 6

'

m M 塩化 マ グネ

シ ウム) か らなり , 試験管中に作成した ｡ 3 7 ℃ で5 分間プレイ ンキ ュ ベ -

卜した

N A D P H 一 生成系の 添加 により反応を開始したo 3 7 ℃で1 5 分の 反応の 後､ N a s h の方法

[8 5] に より生成したホル ムアルデヒ ドを定量した ｡

イ ミ プラミ ン2 一

水酸化活性

ー 5 7 -



反応溶液 ( 全量 1 m L) は ､ 1 0 0 m M リ ン酸緩衝液 (p H 7 .4) ､ 0 . 1 m M E D T A ､ 2 0 0

〃 M イ ミ プラミ ン ､ ミ ク ロ ゾ ー ムお よ び N A D P H 一 生成系 (0 .3 3 m M N A D P ＋ ､ 8 m M

グル コ ー ス 6 - リ ン酸､ 0 . 1 U グル コ
ー

ス 6 -

リン酸デヒ ドロゲナ
- ゼ ､ 6 m M 塩化 マ

グネシウム) か らなり ､ 試験管中に作成したo 3 7 ℃ で 5 分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した

N A D P H 一 生成系の 添加により反応を開始した ｡ 3 7 ℃ で10 分の 反応の 後 ､ O h m o ri らの

方法 [ 70] により生成した代謝物を H P L C により定量した ｡

テス トス テ ロ ン6 β
一 水酸化活性

･

反応溶液 (全量1 m L) は､ 1 0 0 m M リ ン酸緩衝液 (p H 7 . 4) ､
0 . 1 m M E D T A ､

2 0 0 〟. M テス トス テ ロ ン ､ ミク ロ ゾ ー

ムお よび N A D P H 一

生成系 (0 .3 3 m M N A D P ＋ ､

8 m M グル コ - ス 6 J ) ン酸+ 0 . 1 U グル コ
ー

ス 6
-

リ ン酸デヒ ドロ ゲナ
-

ゼ ､ 6 m M

塩化マ グネシウム) からなり ､ - 試験管中に作成したo 3 7 ℃ で5 分間プレイ ンキ ュ ベ
-

卜

した N A D P H -

生成系 の添加 により反応を開始した o 3 7 ℃ で1 0 分の 反応の 後 ､ H a y a s hi

らの 方法 [8 6] により生成した代謝物を H P L C により定量した ｡

抗体添加による代謝

第1 章に記した方法に準じて 行 っ た ｡

精製酵素および抗体

C Y P 2 C 9 はヒ ト肝より､ S hi m a d a らにより報告された方法 [8 7] で精製したもの を

用 い た ｡ C Y P 3 A 4 は ヒト肝より ､ K o m o ri ら の方法 [8 8] により精製した もの を用 い た｡

f p 2 は フ ェ ノバ ル ビタ ー ル前処理雄性ラ ッ ト肝より､ Y a s u k o c h i と M a st e r s の 方法[5 8]

を若干変更した ､ E it a d a ら [ 5 9] の 方法により精製したも の を用い た o b 5 はラ ッ ト肝

より ､ O h m o ri らの 方法 [8 9] に より精製 したも の を用 い た ｡ 抗体は精製酵素を抗原と

し､ 雄性日本白色ウサギに精製酵素を感作し ､ K a m a t a k i らの 方法 [6 1] を改変して ､

K it a d a らの 方法 [62] により作成した ｡ C Y P 2 D 6 と交差反応する抗 C Y P 2 D l 抗体 は､

F . P . G u e n g e ri c h 博士 より ご供与頂い たも の を用 い た ｡

M i c h a eli s
- M e n t e n パ ラメ

ー

タの 算出

S M A P 生成反応の M i c h a eli s
- M e n t e n パ ラメ

ー

タの 算出には ､ Y a m a o k a ら の 非線形

最小土 乗法プロ グラム M U m [ 9 0] を用 い た ｡

- 5 8 -



第3 章 ヒ トにおける代謝的相互作用 の 予測

薬物個々 の 代謝に関与する酵素､ 分子種を同定する こ とは複数の薬物併用時の薬物間

相互作用 の可能性を考える上 で有用な情報を与えるが､ 必ずしも十分な情報とはい えな

い ｡ つ まり ､ 併用薬が同 一 酵素で代謝される薬物で あ っ て も ､ 代謝にお ける相互作用 を

必ず生ずるとも限らず ､ また ､ 影響を与える薬物と影響を受ける薬物の 判断は つか ない ｡

ゾニ サ ミ ドは難治性て んかんに対 して使用される こと [1 ト1 5] か らも､ 薬物併用が
I

なされやすい薬物である｡ また ､ ゾニ サミ ドは ､ 体内動態が非線形性を示すこ とも報告

されてお り [6 3 , 6 4] ､ 薬物併用による代謝レベル で の 相互作用により ､ 体内動態は大

きく影響を受ける可能性が考え られる ｡ ゾニ サミ ドの 多剤併用の 可能性お よび体内動態

の特性から考え ､ ヒト肝ミク ロ ゾ ー ムを用 い ､ 1
'

n v l
'

t T O におい て ゾニ サ ミ ドと他薬物と

の代謝 レベ ル で の 薬物間相互作用を反応速度論的に解析し､ 1

'

n v l

'

t T O デ - 夕か ら 1
･

n v z
･

v o

にお けるクリ アラ ンス の 変動の予測を行な っ た ｡

- 5 9 -



策1 節 ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ -

ムによるゾニ サミ ド代謝の 薬物相互作用

ゾニ サ ミ ド代謝に C Y P 3 A 4 が他 の 分子種に比較し選択的 ともい える程 の寄与率であ

る ことが発現系 の 実験から明らかにな っ た こ とか ら､ こ の 反応に対する他薬物 の影響を､

ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て ゾニ サ ミ ド基質濃度 1 0 CKL M ( 2 1 .2 LL g / m L) で検討した｡

まず､ ゾニ サ ミ ドは主 に難治性て んかんに対して用い られる こ とが多く ､ 抗て んかん

薬同志 の 薬物併用がなされる場合が しばしば生じる ことか ら､ ゾニ サ ミ ドと併用される

こ との ある ､ 臨床上汎用され る抗て んかん薬の影響を検討した ｡ さ らに､ 主 に C Y P 3 A

により代謝され る薬物および C Y P 3 A の 代表的阻害剤で ある アゾ - ル系薬物に つ い て検

討 した ｡

【結果 ･ 考察】

フ ェ ノバル ビタ ー ル ､ バル ブロ酸 ､ フ ェ ニ トイ ン , プリ ミ ドン各 1 m M にお い て 代謝

阻害は認め られなか っ たが ､ カルバ マ ゼ ピン 1 m M で は 70 % の 阻害が認められた

(T a b l e 7) ｡ ゾニ サ ミ ド1 0 0 〃. M ( 2 1 〟 g / m L) に対 して ､ 1 0 倍濃度の 1 m M フ ェ ノ

バル ビタ ー ル (23 2 〟g / m L) ､ バルブロ 酸 ( 25 2 〝 g / m L) , フ ェ ニ トイ ン (14 4 〃.

g / m L) ､ プリ ミ ドン (2 1 8 〃. g / m U は ､ 治療域で の 最高血中濃度の 約3 - 1 2 倍で あ

る ことか ら､ 臨床上 の相互作用 の 可能性は非常に低い もの と考え られた ｡ また ､ カル バ

マ ゼ ピンは C Y P 3 A 4 により主 にカルバ マ ゼ ピン - 1 0 , 1 ト エ ポキシ ドに代謝され る [9 1]

こ とか ら､ 酵素の括抗によ る代謝阻害が生 じたもぁと考 えられるが ､ I C 5 0 は 5 0 0 LL M

( 1 1 8 〃. g / m L) と治療域で の 最高血中濃度の 約 1 0 倍 で あり ､ カル バ マ ゼ ピ ンに よる ゾ

ニ サミ ド代謝阻害の 程度は強い とは言えな い と考えられた ｡

一 方 , カル バ マ ゼ ピンは臨床用量にお い て C Y P 3 A を誘導する [ 9 2 , 9 3 ] こ とが知ら

れて おり , カルバ マ ゼ ピン の ゾニ サ ミ ド代謝 へ の影響は阻害と誘導の 両 面に より生 じる

こ とが考 えられ る ｡ カルバ マ ゼ ピンとゾニ サ ミ ドの併用か らカル バ マ ゼ ピンを減量する

につ れ , ゾニ サ ミ ド血 中濃度が上昇した八木らの 症例 [21] は ､ カルバ マ ゼ ピン による

酵素誘導に起因するも の と推察された ｡ したが っ て 臨床的には誘導の影響が阻害よりも

強く現れる と考え られる ｡

代謝に C Y P 3 A 4 の 関与が知られ て い る薬物の ､ ゾニ サ ミ ド代謝 へ 及 ぼす影響につ い

て検討 した ところ ､ シク ロ ス ポリ ンA l 〝 M ､ ケ トコ ナ ゾ - ル 4 〃. M ､ ジ ヒ ドロ エ ル ゴ

タミ ン , トリ アゾラムで 顕著な 阻害が認められ ､ ジアゼパ ム ､ テル フ エ ナジ ン , エ リス

ロ マイ シ ン ､ リ ドカイ ンで 中程度の 阻害が認められた ( Fi g . 2 6) Q

-

6 0 -



そ こ で ､ ゾニ サ ミ ド代謝阻害の 認め られた薬物の 阻害強度をI C 5 0 に より比較するた

め, 阻害剤濃度の 影響を検討 した (Fi g . 2 7) o そ の結果､ ジヒ ドロ エ ルゴ夕ミ ン ､ シク

ロス ポリ ン A ; 0 . 1 LL M ､ ケ トコ ナ ゾ -

ル ; 0 .1 5 〟 M ､ トリアゾラム ; 1 2 LL M であり ､

これ らの 阻害程度が強い こ とが確認され たo また ､ これ ら以外の 薬物の IC
5 0 はジアゼ

パム お よびエ リ ス ロ マ イ シ ンで 10 0 〝 M ､ そ の他は 2 00 〝M 以上で あ っ た ｡ C Y P 3 A 4

が代謝 に関与する薬物にお い て もそ の 阻害の影響は必ずしも同じではない ことが示 され

た｡

l

さ らに､ 阻害定数 ( Ki) を Di x o n P r o t で求めた (Fi g . 2 8) とこ ろ ､ ジ ヒドロ エル ゴ

夕ミ ン ､ シク ロ スポリ ンA ､ ケトコ ナゾ -

ル ､ イ トラ コナゾ -

ルの Ki は約0 .2 〟 M と非

常に強い 阻害を示す ことが確認された (T a bl e 8) 0

-

6 1
-



T a b一e 7 Eff e ct of a n tトe pile ptic d r u g s o n S M A P f o r m atio n fr o m

z o nis a m id e in h u m a n )i v e r m ic r o s o m e s

I n hibi ot o r
S M A P f o r m ati o n

(n m ol/ m g/ m 舌n)

C o ntr ol

P h e n o b a rbit a一(1 m M)

V alp r oi c a cid (1 m M)

P h e n yt oin (1 m M )

P ri m id o n e (1 m M)

C a r b a m a z e pi n e (1 m M )

0 . 0 8 1 ± 0 . 0 0 2

0 .1 0 6 ± 0 , 0 0 3

0 ,0 7 0 ± 0 - 0 0 3

0 I O 7 7 ± 0 . 0 0 2

0 . 0 8 2 ± 0 , 0 0 1

0 . 0 2 5 ± 0 . 0 0 4

E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n of d u plic at e d et e r m in ati o n s .

S p e cific c o nt e n t of h u m a n liv e r m ic r o s o m e s w a s 0 .3 8 n m ol/ m g .

- 6 2 -
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第2 節 1
'

n vl
'

t T O デ ー タから 1
'

n vl
'

v o での 相互作用 の発現の 予測

前節に お い て ､ 抗て んかん薬お よび C Y P 3 A が代謝に 関与す る薬物の ゾニ サミ ド代謝

に与える影響を 1

'

n vitT O にお い て検討した と こ ろ､ 薬物によりそ の 影響度は異なる こと

が明らか とな っ たo しか し､ あく まで 1
'

n v l
'

t T O で の 結果で あり ､ ヒ トで の 臨床使用 にお

い て影響 を与えるか どうかが問題となる ｡ しか し､ 倫理 的な問題か ら相互作用の 臨床試

験を行う こ とは容易で はない o そ こで ､ ヒ ト肝ミク ロ ゾ -

ムを用い た 1
'

n vl
'

t T O の 実験か

ら得 られた結果を基に､ ゾニ サ ミ ドと他薬物 を臨床用量で併用した際に生 じる ゾニ サミ

ド代謝クリ アラ ンス へ の影響を予測する こ とを行っ た ｡

【仮定お よび反応速度式】

今 回 の 予測は, 1) 併用薬の ゾニ サ ミ ド代謝阻害機序は競合阻害で ある こ と ､ 2) ゾニ

サ ミ ドは臨床用量範囲にお い て線形体内動態 を示す こ と､ 3) 細胞内の 代謝酵素近傍 の

薬物濃度 は､ 血中の 非結合塾薬物濃度と等 しい こと ､ 以上三 つ の仮定の元に行 っ た ｡

薬物代謝に関して併用薬 の競合阻害を俊定した場合の肝代謝固有クリアラ ンス

(C Li n t) は ､

一 般的に (1) 式で表せられるo [9 4]

C Li n t
- V m a x / ( Ⅰ包丁l ( 1 ＋Ⅰ/ Ki) ＋ C ) ･ ･ - ･ - - - - - - - - - - - - I ( 1)

K m ､ V m a x ､ Ⅰ､ K i ､ C はそれぞれ ゾニ サ ミ ド代謝の M i c h a eli s 定数､ ゾニ サ ミ ドの

最大代謝速度､ 他薬物 (阻害薬) の 濃度 ､ 他薬物の ゾニ サ ミ ド代謝に対す る 阻害定数､

ゾニ サ ミ ドの 膿度を表すo

I ､ C は 1
'

n v l
'

v o に置 き換えて みる と細胞内の代謝酵素近傍の 薬物濃度で あるが ､ これ

を求める の は困難であるため､ 血 中の 非結合型薬物濃度で仮定する と (1) 式は (2) 式

とな る ｡

C Li Ilt - V m a x / ( K m ( 1 ＋I u /f G ) ＋ C u ) ･

丁
- - - - - - - - - - - - ( 2)

I u ､ C u はそ れぞれ他薬物 ､ ゾニ サ ミ ドの 血中非結合型薬物濃度を表す｡ K m > > C u

で あると仮定する と ､ さ らに (3) 式となる ｡

C Li n t
- V m a x / Ⅰくゎ1( 1 ＋ I u / K i) - - ･l ･ - - - - - - - - ･ - - ･ ･ - - - ( 3)

これ より ､ 薬物併用時の クリ アラ ンス の減少% は (4) 式となる ｡

D 甲r e a S e d p e r c e n t a g e o f p r e d i ct e d cl e a r a n c e ( %) - 1 0 0 - 1 0 0 / ( 1 ＋I u / K i) - ( 4)

そ こ で ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用い た 1
'

n v l
'

tT O の 代謝実験より併用 薬物の K i を実験

的に求め た o l q お よび文献情報本り得た Iu を用 い (4) 式よりクリアラン ス の 減少%

を算出した､｡
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【結果】

1
'

n vl
'

t T O にお いて 阻害程度の強か っ た薬物の 臨床用量における相互作用の予測を行な

うため に､ 各阻害剤の ゾニ サ ミ ド代謝 へ の 阻害定数 (氾) を実験的に求め ( Fig . 2 8) ､

文献的に得た蛋白非結合率 ( u) お よび臨床用量にお ける阻害剤の最高血中非結合型濃

度 (I m a x) から (95 - 1 0 2) ､ クリ アランス の 変動の 指標となる 1/( 1 ＋I m a x / K i) を

計算し､ T a ble 8 に示 したo

実験的に求めた K i は, シク ロ ス ポリ ン ､ ジヒ ドロ エ ルゴ夕ミ ン ､ アゾ -

ル 系抗真菌
1

薬で あるケトコ ナゾ - ル ､ イ トラコ ナ ゾ - ル で は､ K i は約 0 .2 LL M と非常に小さ い値で

あ っ た o

一 方 ､ アゾ - ル系抗真菌薬である フ ルコ ナゾ -

ルで は ､ K i は 6 1 .4 LL M で あ っ

た o さら に､ C Y P 3 A 4 の 基質で あるカルバ マゼ ピン で は今回検討 した薬物の 中で最も大

きい K i を示 した ｡

クリア ラ ンス の 変動の 指標で ある 1/( 1 ＋I m a x / K i) の低から､ 併用薬物の 臨床用畳

にお ける ゾニ サミ ドクリ アラ ンス へ の 影響を予測した ところ (T abl e 8) ､ ケ トコ ナ ゾ -

ル ､ シク ロ ス ポリ ン ､ ミ コ ナ ゾ - ルで は各3 1 % ､ 2 3 % ､ 1 7 % の 減少と推定され た｡ フ

ルコ ナ ゾ - ルとカルバ マ ゼ ピンで は､ 約 5 - 6 % の減少と推定された.

一

方､ イトラコ

ナゾ - ル､ ジ ヒドロ エ ル ゴ夕ミ ン ､ トリア ゾラムで はin vl
･

t T O で は代謝阻害を示すもの

の ､ 1
'

n v l
'

v o で の クリ アランス へ の影響はほとん どない と予測さ れた.

【考察】

今 回の 予測か ら､ l
l

n v l
'

t T O の 実験か ら阻害定数の 小さい つ まり薬物特性として は阻害

薬となりうる可能性の 高い薬物におい て も､ 臨床用 量の観点から考える と 1
'

n vi v o にお

ける阻害程度は非常に小さく ､ 併用 による影響はほとんどない薬物があ る ことが明らか

とな っ た｡

今回の 予測は､ 代謝阻害機序は競合阻害で ある こ とを仮定して行 っ たが ､ 併用薬 の代

謝阻害機序が非競合阻害で ある場合は ､ K m は影響を受 けず､ v m a x が 1/ ( 1 ＋I u / 和)

倍に なる こ とか ら､ V m a x / K m で 示され る C u n t は､ 結果的に (3) 式で表現で きる こ

とに なる . したが っ て ､ 非競合阻害にお い て も競合阻害の 場合 と同療に(1 ＋ I u / 氾) に

影響を受ける ことが明らかで ある ｡

また ､ ゾニ サミ ドが非線形体内動態 を示す場合にお い て は､

C u > K m で ある こ とか ら､ C u - a ･ K m ( か 0) としたとき､ (2) 式は (5) 式となり ､

C Li n t - V m a x / K m ( a ＋ 1 ＋ I u / K i ) - - - -

.

･ ･ - - - - ･ ･ - - - - - -
- ( 5)

( a ＋1 ＋I u / K i) > ( 1 ＋I u / K i) で ある こ とか ら､ 非線形体内動態 の 場合の 方が ､ 線形体内
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動態の とき より も影響が大きく出てく る こととなる ｡ したがっ て ､ 線形動態を仮定した

今回の クリア ランス変化率よりもさ らに大きい変化を生 じる可能性が ある ｡

また ､ 細胞内の 代謝酵素近傍の 薬物濃度は ､ 血 中の 非結合型薬物濃度と等 しい [9 4]

こ ととしたが ､ 肝内 へ の 薬物取り込みにつ い て は ､ 現時点で ゾニ サ ミ ドの 肝内取り込み

に輸送系の 関与の 報告がな い こ とか ら､ 血 祭タ ンパ ク非結合型 の ゾニ サミ ドが拡散によ

り細胞内に移行するもの とした ｡ また ､ 併用薬につ いて も同様の機序 を仮定したが ､ こ

れらにつ い て は ､ 臨床用量にお ける肝内濃度を正 しく評価する こ とが今後予測性を向上

させ る上 で 必要と考え られる ｡
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第 3 節 小 括

ヒ ト肝ミ クロ ゾ ー ム を用 い た 1
'

n vl
'

tT C ) における代謝阻害実験か ら､ 1
'

n v l
'

v o で のクリア

ラ ンス の 変動の 予測を行い ､ 以下 の 知見を得た｡

1) ゾニ サ ミ ドと併用される こ との ある , 臨床上汎用され る抗て んか ん薬の 影響を

1 n v l

'

t T O で検討したと ころ ､ フ エ ノバル ビタ
- ル , バル ブロ酸 ､ フ エ ニ トイ ン ､ プリミ

ドンにお い て代謝阻害は認 められ なか っ たが ､ カルバ マ ヤピン で は代謝阻害が認め られ

た ｡

2) 主 に C Y P 3 A 4 により代謝され る薬物お よび C Y P 3 A 4 の 代表的阻害剤で あ る アゾ -

ル系薬物につ い て検討した と ころ ､ ジ ヒ ドロ エ ルゴタ ミ ン ､ シ ク ロ ス ポリ ンA ､ ケ トコ

ナ ゾ - ル ､ イ トラコ ナ ゾ -

ル の K i
■
は約 0 .2 LL M と非常に強 い 阻害を示す こ とが確認 され

た ｡

3) 1
'

n v itT O で の 阻害デ -

夕お よび文献情報をも と に l
'

n vl v o で の クリアラ ンス 変動 を

予測 した と ころ､ K i の 非常に小さく阻害程度の 強い と考えられる薬剤にお い て もゾニ

サ ミ ド代謝クリアラ ンス変動を生 じる場合は少な い こ とが 明らか とな っ た ｡
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実験の 部

試薬

カルバ マ ゼ ピン ､ シク ロ ス ポリ ンA ､ ジヒ ドロ エ ル ゴタミ ンは ､ ノバルティ ス フ ァ
ー

マ より ご供与頂いた ｡ パ ル プロ酸､ トリ アゾラム ､ テル フ エ ナ ジン ､ デキ ス トロ メトル

フ ァ ン ､ リ ドカイ ン は､ それぞれ ､ 協和醗酵､ フ ァル マ シ ア ･ アッ プジ ョ ン ､ 日本 へ キ

ス ト ｡ マ リ オン ･ ルセル ､ 塩野義製薬 ､ アス トラジャ パ ンか ら ご供与頂いた ｡

l

ケ トコ ナゾ - ル ､
･ イ トラコ ナゾ - ルはヤ ンセ ン協和より ､ ミ コ ナゾ -

ルは持田製薬よ

り､ フル コ ナゾ -

ルは フ ァイ ザ - 製薬 より ご供与頂い た o

そ の 他 の 試薬 につ い て は ､ 第 1 章お よび策2 章に記したの と同様である｡

ヒ ト肝お よび ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 調製法

第 2 章に記した ｡

タンパ ク定量お よび C y t o c h r o m e P 4 5 0 含量 の 測定

第1 章に記した方法 と同様に行 っ た ｡

S M A P 生成活性

ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー

ム を用 い る他は ､ 基本的な反応溶液 (全量1 m L) の 組成は､ ゾニ

サ ミ ド漉度を 10 0 LL M に した以外は第 1 章の方法と 同様で あるが､ ツ ン ベ ル グ管の 代り

にキャ ッ プ付き試験管 に反応液を作成し､ 試験管内にアル ゴンガス を封入 した ｡ 3 7 ℃で

5 分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H 一 生成系 の 添加により反応を開始 した . 2 0 分の

反応 の 後､ ジク ロ ロ メタ ン 7 m L を試験管 に加える ことにより反応を停止させた ｡ 内部

標準物質 として 0 .5 m g / m L プロ ム ワ レリル尿素メ タノ ー ル溶液 10 0 〃. L を添加した後､

1 0 分間振塗しジク ロ ロ メタ ン に抽出
`
した ｡ 1 , 6 0 0 × g で 1 0 分間遠心分離した後､ 有機

層を分取 し, ロ ⊥
タリ

- エ バボレ -

タ
-

で有機層 を減圧 留去後 ､ 残液をメ タノ
-

ル 10 0

〟 L に溶解 し H P L C にイ ン ジ ェ ク 卜した ｡

H P L C による S M A P の 定量条件

ポン プ; d u al - d e 止v e r y p u m p ( H m C H I L - 6 0 0 0)

検出器 ; U V a b s o r b a n c e d et e ct o r ( H m C H I L - 4 2 0 0)

レコ ー ダ ー

; c h r o m at o
-i n t e g r a t o r ( H IT A C H I D - 2 5 0 0)
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カラム ; I n e rt sil O D S - 2 c ol u m n ( p a rti cle si z e 5 〃. m
,
4 . 6 Ⅹ 2 5 0 m m

, G L S ci e n c e)

カラム温度; 3 5 ℃

移動相 ; 0 . 1 M リ ン酸カリ ウム緩衝液(p H 4 .0) : アセ トニ トリル : 2 - プロ/ t
o

ノ
-

ル

(1 5 0 : 3 0 : 4 ､ Ⅴ/ v)

流速 ; 0 . 9 m L / m i n

検出波長 ; 2 60 n m

内部標準物質 ; プロ ム ワ レリル尿素
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総 括

1) ゾニ サ ミ ドを基質とした 1
'

n v l
'

t T O の 反応系 で生成する主代謝物である S M A P の

H P L C で の 定量を可能とした ｡

2) ゾニ サ ミ ドはラ ッ トおよび ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム画分の N A D P H を電子供与体とす

る酵素により嫌気的および好気的条件下におい て 還元的に S M A P に代謝される こと ､

(

さ らに､ この 代謝には C Y P 3 A に属する分子種が関与して い る ことを明らか とした o

3) ヒトにお い て は C Y P 3 A 4 の みな らず ､ c y p 2 C 1 9 および C Y P 3 A 5 も還元活性を有

するが ､ V m a x / K m の 比較か ら C Y P 3 A 4 の選択性が非常に高い ことが明らか とな っ た｡

4) ゾニ サ ミ ドの 還元 的S M A P 生成反応に対し ､ 酸素は非括抗阻害を示す こと､ さ ら

に ゾニ サミ ドの還元的代謝は､ b 5 由来 の第2 電子 を必要とせず､ 第1 電子 で還元され

て い る と考えられ た｡

5) ゾニ サミ ドと併用 され る こと の ある ､ 臨床上汎 用され る抗て んかん薬 の影響を

1
'

n v l
'

tr
･

0 で検討 した と ころ ､ フ ェ ノバ ル ビタ
ー

ル ､ パル プロ酸 ､ フ ェ ニ トイ ン､ プリ ミ

ドン にお い て 代謝阻害は認め られなか っ た ｡ また ､ カルバ マゼ ピンは代謝阻害を生じる

も の の ､ C W 3 A 4 の誘導による影響が阻害の 影響より大きい と考えられた.

6) 主 にC Y P 3 A 4 により代謝され る薬物およびC W 3 A 4 の 代表的阻害剤で あるアゾ -

ル系薬物につ いて1
'

n vlt T O での 阻害デ ー

タお よび文献情報をもとに 1
'

n v l
'

v o でめクリア

ラ ンス 変動を予測 した とこ ろ ､ ケトコ ナゾ -

ル ､ シ ク ロス ポリ ンA ､ ミ コ ナ ゾ -

ルで最

大約20 - 3 0 % の クリ アラ ンス の減少を生じ ､ 他の Ki の 非常に小さく 阻害程度の 強い と

考 えられ る薬剤にお い て はゾニ サ ミ ド代謝クリ ア ランス 変動 を生 じる ことは少な い と考

えられ た｡

多剤併用 がなされる こ と の 多い 臨床 にお い て ､ 薬物相互作用 を回避す る こ とは薬剤師

の 果たす べ き役割の
一

つ で あ る ｡ 薬物相耳作用 に関する情報を文献検索する と ､ 多く の

相互作用ポジティ ブな結果が検索に掛か っ て くる ｡ しかし ､ 特定の薬剤で相互作用 の 情
●

報を検索した場合 ､ 情報が得 られな い 場合も多く生じ る ｡ これを､ 相互作用 を生 じな い
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と解釈で き る とは限らな い ｡ こ の ような時､ 既存の 情報を利用 し､ 薬物相互作用 を予測

する ことが必要とな っ て く る o 本研究で は , ラ ッ トお よび ヒ ト肝ミク ロ ゾ - ム さ らに発

現ヒ ト P 4 5 0 を用い ､ ゾニ サ ミ ド代謝 に関与す る酵素の 同定を行い ､ さ らに ､ ヒ ト肝ミ

ク ロ ゾ -

ム を用 いた 1
'

n v l
'

t T O で の 阻害デ -

夕か ら 1

'

n v l
'

v o で の 代謝クリアラ ンス変動の

予測 つ まり薬物相互作用発現 の予 測 を行 っ たも の で ある ｡ 疾患 の 特性か らゾニ サ ミ ドは

長期服用され ､ また体内動態で はゾニ サ ミ ドの非線形体内動態 という特徴がある o それ

ゆえ ､ 本研究の薬物相互作用 の 予測は臨床におい て有意義な ことで あると考える ｡

- 74 :
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D e s c a t o ri e V , K o n st a n ti n o v a

- M it c h e v a M , W a n d s c h e e r J C
,

C o b e rt B , Le v el R , B e n h a m o u J P , J a o u e n M a n d M a n s u y D : S elf i n d u cti o n b y

t ri a c et yl ol e a n d o m y ci n o f its o w n t r a n sf o m a ti o n i n t o a m et a b olit e f o r mi n g a

st a b l e 4 5 6 n m
-

ab s o r b i n g c o m pl e x
'

wi th c y t o c h r o m e f L 4 5 0 . B i o c h e m . P h a r m a c o1 .
,

3 0 , 5 5 3 - 5 5 8 , 1 9 8 1

4 0 . D el af o r g e M , J a o u e n M a n d M a n s u y D : D u al eff e ct s of m a c r oli d e a n ti bi o ti c s

o n r at li v e r c yt o c h r o m e P - 4 5 0 . I n d u cti o n a n d f o r m ati o n o f m e t a b olit e
-

c o m pl e x : A

st r u ct u r e
-

a c ti v it y r el ati o n sh i p . B i o c h e m . P h a r m a c o1 . , 3 2 , 2 3 0 9 - 2 3 1 8 , 1 9 8 3

4 =1 . B o d e n h a m A
, S h ell y M P a n d P a rk G R : T h e alt e r e d p h a rm a c o k in eti c s a n d

p h a r m a c o d y n a mi c s o f d r u g s c o m m o nl y u s e d i n c riti c al l y ill p ati e n t s . C li n .
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P h a r m a c o ki n et . , 1 4 , 3 4 7 - 3 7 3
,
1 9 8 8

4 2 . S h ell y M P
,
P a r k G R a n d M e n d el L : F ail u r e o f c riti c all y ill p ati e n t s t o m e t a b oli s e

m i d a z ol a m . & a e st h e si a , 4 2 , 6 1 9 - 6 2 6 , 1 9 8 7

4 3 ･ J o n e s D P
,
A w T Y a n d S h a m X : D r u g m e t a b oli s m an d t o x i cit y d u ri n g h y p o xi a .

D r u g M et a b . R e v .

,
2 0 , 2 4 7 - 2 6 0 , 1 9 8 9

4 4 . d u S o ui c h P
, C o u rt e a u H , K o b u s c h A B , D alk a r a A B a n d O n g H : E

･

ff e ct of

h y p o xi a o n t h e c y t o c h r o m e P - 4 5 0 a n d t h e o p b ylli n e m et a b o 正s m . E u r . ∫.

P h a r m a c ol .
,
1 8 3

,
2 1 2 2 - 2 1 2 3 , 1 9 9 0

4 5 ･ Si p e s I G , G a n d olfi A T
,
P o h l L R , K d s h n a G a n d B r o w n B R J r . : C o m p a ris o n o f

t h e bi o t r a n s f o r m a ti o n a n d h e p at o t o xi cit y o f h al o t h a n e a n d d e u t e r a t e d

h al o t h a n e . J . P h a r m a c o1 . E x p . T h e r . , 2 1 4 , 7 1 6 - 7 2 0 , 1 9 8 0

4 6 . T a k a h a r a E , O h t a S a n d H i r o b e M : E ff e ct of o x y g e n c o n c e n t r a ti o n o n t h e

m e t a b oli c p a th w a y o f a nis ol e i n r a t li v e r mi cr o s o m e s . B i o c h e m . P h a r m a c o1
. , 3 5 ,

5 4 1 - 5 4 4 , 1 9 8 6

4 7 . O h i H , T a k a h a r a E , O h t a S a n d H i r o b e M : E ff e ct s o f o x y g e n c o n c e n t r a ti o n o n

t h e m et a b oli s m o f a n i s ol e h o m ol o g u e s b y r at li v e r m i c r o s o m e s . X e n o bi o ti c a , 2 2 ,

1 3 2 9 - 1 3 3 7 , 1 9 9 2

4 8 . 小西磨己 , 森田邦彦､ 小野 彪 ､ 島川沿巳 : 肝ミ ク ロ ソ
-

ムの 酸化的薬物代謝酵素

系に対する抗て んかん薬 Z o ni s a m i d e の影響. 薬剤学 ､ 5 0 , 3 2 3 - 3 2 8 , 1 9 9 0

4 9 . K it a d a M
,
K a m at a ki T an ° K it a g

･

a w a H : N A D H -

s y n e r gi s m o f N A D P H -

d e p e n d e n t 0 - d e alk yl ati o n o f t y p e II c o m p o u n d s-
, p

-

a n i si d i n e a n d p
-

p h e n e ti di n e ,

I i n r at li v e r m i c r o s o m e s . A r c h . B i o c h e m . B i o pI Ⅳ s . , 1 7 8
,
1 5 ト1 5 7

,
1 9 7 7

5 0 . L o w r y ､O H
,
R o s e b r o u g h N J , F a r r A L a n d R a n d all R J : P r ot ei n m e a s u r e m e n t
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wi t h t h e F t ,1i n p h e n ol r e a g e n t ･ J ･ B i ol ･ C h e m
. , 1 9 3 , 2 6 5 - 2 7 5

, 1 9 5 1

5 1 ･ O m u r a T a n d S at o R : T h e c a rb o n m o n o x i d e l ⊃i n di n g pi g m e n t o f li v e r

m i c r o s o m e s ･ Ⅰ･ E vi d e n c e f o r it s h e m o p r ot ei n n at u r e . ∫. B i ol . C h e m
‥ 2 3 9 ,

2 3 7 0 - 2 3 7 8 , 1 9 6 4

5 2 ･ L a e m m li U K : C l e a v a g e o f st r u ct u r al p r o t ei n s d u ri n g t h e a s s e m b l y o f t h e

l

h e a d o f b a c t e ri o p h a g e T 4 . N at u r e
,
2 2 7

, 6 8 0 - 6 8 5 , 1 9 7 0

5 3 ･ G u e n g e ri c h F P
,
W a n g P a n d D a v i d s o n N K : E sti m ati o n o f i s o 顎汀 n e S O f

m i c r o s o m al c y t o c h r o m e P - 4 5 0 in r at s
,

r a b bit s , a n d h u m a n s u si n g i m m u n o
-

c h e m i c al st ai ni n g c o u pl e d wi t h s o di u m d o d e c yl s ulf at e l ∋01 y a c r yl am id e g el

el e ct r o p h o r e si s . B i o c h e m i s t r y ,
2 1

, 1 6 9 8 - 1 7 0 6 , 1 9 8 2

5 4 ･ E n gl a n d e r S W
, C al h o u n D B a n d E n gl a n d e r 〟: B i o c h e m i st r y w it h o u t o x y g e n .

A n al . Bi o c h e m .

,
1 6 1

, 3 0 0 - 3 0 6 , 1 9 8 7

5 5 ･ R y an D E
,
T h o m a s P E , K o r z e ni o w s ki D a n d Le vi n W : S e p a r ati o n a n d

c h a r a ct e ri z ati o n o f hi g h l y p u rifi
-

e d f o r m s o f li v e r mi c r o s o m al c yt o c h r o m e f L 4 5 0

f r o m r at s t r e at e d w it h p ol y c 山o ri n at e d bi p h e n yls , p h e n o b a rbit al a n d

3 -

m e th yl c h ol a n t h r e n e . J . B i o1 . C h e m .
,
2 5 4 , 1 3 6 5 - 1 3 7 4

,
1 9 7 9

5 6 . K am at a ki T , M a e d a K , Y am a z o e Y
,
N a g ai T an d K at o R : S e x diff e r e n c e of

c y t o c h r o m e f L 4 5 0 i n t h e r at: p u rifi c ati o n c h a r a ct e ri z a ti o n , a n d q u a n tit a ti o n o f

c o n stit u ti v e f o rm s o f c y t o c h r o m 占P - 4 5 0 f r o m li v e r m i c r o s o m e s o f m al e an d

f e m al e r at s . A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s . ,

.
2 2 5

, 7 5 8 - 7 7 0 , 1 9 8 3

5 7 ･ K o m o ri M
, H a s hi z um e T , O hi H , M i u r a T

,
K it a d a M , N a g a sh i m a K a n d

K am at a k i T : C yt o c h r o m e f L 4 5 0 i n h um a n li v e r m i c r o s o m e s : h i g h p e rf o r m a n c e

li q ui d c h r o m a t o g r a p h i c i s ol ati o n o f th r e e f o r m s a n d th ei r c h a r a ct e ri z ati o n , J
.

B i o c h e m . ( T o k y o) , 1 0 4 , 9 1 2 - 9 1 6 , 1 9 8 8
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5 8 . Y a s u k o c hi Y a n d M a st e r s B S S : S o m e p r o p e rti e s o f a d et e r g e n t
-

s ol u bili z e d

N A D P H -

c y t o c h r o m e c ( c y t o c h r o m e P -4 =5 0) r e d u ct a s e p u rifi e d b y bi o s p e cifi c

c h r o m at o g r a p h y . J . B i ol . C h e m . ,
2 5 l , 5 3 3 7 - 5 3 4 4 , 1 9 7 6

5 9 . K it a d a M
,
S a k a m o t o K

, Rik i hi s a T a n d K a n a k u b o Y : T h e i n t e r a cti o n b et w e e n

t w o f o r m s o f c y t o c h r o m e P - 4 5 0 d u ri n g d r u g o x i d ati o n i n t h e r e c o n stit u t e d

s y st e m c o n t ai n i n g li m it e d a m o u n t o f N A D P H -

c y t o c h r o m e P - 4 5 0 r e d u ct a s e .

Bi o c h e m . P h a r m a c ol .

,
3 3 , 3 9 7 1 - 3 9 7 6 , 1 9 8 4

6 0 ｡ O h m o ri S ; S hi r a k a w a C
,
M o t o h a s hi K

,
Y o shi d a H , A b e H , N a k a m u r a T , H o ri e

T , K it a g a w a H , A s a o k a K
,
拙ki 出s a T ,

K an a k u b o Y a n d K it a d a M , 1 9 9 3 : P ur ifi c ati o n

fr o m li v e r mi c r o s o m e s fr o m u n t r e a t e d c y n o m ol g u s m o n k e y s o f c y t o c h r o m e P 4 5 0

cl o s el y r el a t e d t o h u m an c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 B 6 . M o1 . P h a r m a c o1 . , 4 3 , 1 8 3 - 1 9 0 ,

1 9 9 3

6 1 ･ K a m a t a ki T , B el c h e r D H , a n d N e al R A : S t u d i e s o f t h e m e t a b oli s m o f di et h yl

p
-

n it r o p h e n yl p h o s p h o r o t hi o n at e ( p a r a th i o n) a n d b e n z p h et a m i n e u si n g a n

a p p a r e n tl y h o m o g e n e o u s p r e p a r ati o n o f r at li v e r c y t o c h r o m e P - 4 5 0 : eff e ct o f a

c y t o c h r o m e P - 4 5 0 a n tib o d y p r e p a r a ti o n . M o1 . P h a r m a c ol
り 1 2

, 9 2 ト93 2 , 1 9 7 6

6 2 . K it a d a M
,
n at o T

, O h m o ri S , K am at a ki T , It a h a s hi K , G u e n g e ri c h F P
, R iki hi s a

T an ° K an a k u b o Y : h n m un o c h e m i c al c h a r a ct e ri z ati o n a n d t o Ei c ol o gi c al

si g nifi c a n c e o f P - 4 5 0 H F L b p u rifi e d f r o m h um a n f e t al 1i v e r s . Bi o c h i m . B i o p h y s .

A ct a , 1 1 1 7 , 3 0 1 - 3 0 5 , 1 9 9 2

6 3 . W a g n e r J G
,
S a c k ell a r e s J C

,
D o n o f h o P D

,
B e r e n t S a n d S a k m a r E : N o nl i n e a r

p h a r m a c o ki n eti c s o f C ト9 1 2 i n a d 1 山 e pil e p ti c p ati e n t s . ¶ユe r a p . D r u g M o nit り 6 :

2 7 7 - 2 8 3 , 1 9 8 4

･ 6 4 . 西 口工 司 ､ 大西憲明､ 岩川精吾 ､ 奥村勝彦 ､ 八木次朗 ､ 中山慎
一

､ 高田 哲 ､ 中村

肇 : ゾニ サ ミ ドの 体内動態 : 難治性て んか ん患者にお ける検討 . T D M 研究､ 7
,

1 7 3 - 1 7 8 , 1 9 9 0
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6 5 ･ L u d d e n T M : N o nl i n e a r p h a r m a c o ki n eti c s : cli ni c al l m pli c ati o n s . Cli n .

P h a r m a c o ki n e t .

,
2 0 , 4 2 9 - 4 6 , 1 9 9 1

6 6 ･ S hi m a d a T
, M i m u r a M , I n o u e K

, N a k a m u r a S , O d a H , 0Ⅰ 皿 O ri S an d Y a m a z a ki

H : C y t o c h r o m e P 4 5 0 - d e p e n d e n t d r u g o xi d a ti o n a cti v iti e s i n li v e r m i c r o s o m e s o f

v a ri o u s a ni m al s p e ci e s i n cl u di n g r a t s , 如 n e a pi g f s
,
d o g s , m o n k e y s

, a n d h u m a n s .

A r c h . T b xi c o1 .
,
7 1

,
4 0 ト4 0 8 , 1 9 9 7

6 7 ･ G u e n g e ri c h F P
,
D a n n a n G A

,
W ri g h t S T , M a rti n M V a n d K a mi n s k y L S :

P u rifi c ati o n an d c h a r a ct e ri z ati o n of li v e r mi c r o s o m al c y t o c h r o m e P - 4 5 0 :

el e ct r o p h o r e ti c , s p e ct r al , c a t aly ti c , a n d i m m u n o c h e m ic al p r o p e rti e s a n d

i n d u cibilit y o f ei g h t i s o z y m e s i s ol a t e d f r o m r at s t r e at e d w it h p h e n o b a rb it al o r

b e t a
-

n a p h t h o fl a v o n e ･ Bi o c h e m i st r y , 2 1 , 6 0 1 9 - 6 0 3 0 , 1 9 8 2

6 8 ･ R y a n D E an d Le v i n W : n l ria c ati o n a n d c h a r a ct e ri z ati o n o f h e p a ti c m i ct o s o m al

c yt o c h r o m e P - 4 5 0 ･ P a r m a c o1 ･ R e v
. , 4 5 , 1 5 3 - 2 3 9

,
1 9 9 0

6 9 ･ M a e n p a a J ･ P elk o n e n 0
,
C r e st eil T a n d R a n e A : T h e r ol e o f c yt o c h r o m e P 4 5 0

3 A ( C Y P 3 A) i s o f o r m ( s) i n o xi d A ti v e m et a b oli s m o f t e st o st e r o n e a n d

b e n z p h e t a mi n e i n h um a n a d u lt a n d f et al li v e r ･ J ･ S t e r oi d B i o c h e m . , 4 4 , 6 ト6 7 ,

1 9 9 3

7 0 ･ O h m o ri S , T a k e d a S , 把kih is a T
,
氾 u c h i M , K a n a k u b o Y a n d K it a d a M : S t u di e s

o n c y t o c h r o m e P 4 5 0 r e s p o n sibl e f o r o xi d a ti v e m et ab oli s m of i mi p r am i n e i n

h u m a n li v e r m i c r o s o m e s . B i o1 . P h a m . B ull . , 1 6 , 5 7 ト5 7 5
,
1 9 9 3

7 1 ･ W a x m a n D J
, A 亡ti s a n o C , G u e n g e ri ch F P a n d L a p e n s o n D P : H u m a n li v e r

mi c r o s o m al s t e r oid m et a b oli s m ; i d e n tifi c ati o n o f t h e m aj o r mi c r o s o m al st e r oid

h o r m o n e 6 b et a
- h y d r o x yl a s e c yt o c h r o m e P - 4 5 0 e n 町IT l e . A r c h . B i o c h e m

.

B i o p h y s .
,
2 6 3 , 4 2 4 - 4 3 6

,
1 9 8 8

7 2 ･ T a n ig u c h i H
,
I m ai Y a n d S at o R : R ol e of th e el e ct r o n t r a n sf e r s y st e m i n
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m i cr o s o m al d r u g m o n o o x y g e n a s e r e a cti o n c a t al y z e d b y c y t o c h r o m e P - 4 5 0 . A r c h .

B i o c h e m . Bi o p h y s .

,
2 3 2

, 5 8 5 - 5 9 6 , 1 9 8 4

7 3 . E b e r h a rt D C a n d P a rk i n s o n A : C y t o c h r o m e P 4 5 0 IIL A 1 ( P 4 5 0 p) r e q ui r e s

c y t o c h r o m e b 5 a n d p h o s p h oli pid w it h u n s at u r a t e d f att y a ci d s ｡ A r c h . Bi o c h e m .

B i o p h y s .
,
2 9 1

,
2 3 ト24 0 , 1 9 9 1

7 4 ･ Y am a z a ki H , N a k an o M ,
I m ai Y , U e n g Y F , G u e n g 9 ri c h F P a n d S h i m a d a T :

R ol e s of c y t o c h r o m e b 5 i n t h e o x id ati o n o f t e st o s t e r o n e a n d nif e d ipi n e b y

r e c o m bi n a n t c yt o c h r o m e P 4 5 0 3 A 4 a n d b y h u m a n li v e r m i c r o s o m e s .

A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s .

,
3 2 5 , 1 7 4 - 1 8 2 , 1 9 9 6

7 5 . P i c h a r d L
,
F a b r e I

,
F a b r e G , D o m e r g u e J , S ai n t A u b e rt B

,
M o u r a d G a n d

M a u r el P : C y cl o s p o ri n A d r u g i n t e r a cti o n s . S c r e e n i n g f o r i n d u c e r s a n d i n hibit o r s

of c y t o c h r o m e P - 4 5 0 ( c y cl o s p o ri n A o x i d a s e) i n p ri m a r y c ult u r e s o f h u m a n

h e p at o c y t e s a n d i n li v e r m i c r o s o m e s . D r u g M e t a b . D i s p o s . , 1 8 , 5 9 5 - 6 0 6 , 1 9 9 0

7 6 . G a s c o n M P a n d D a y e r P : I n v it r o f o r e c a sti n g of d r u g s w h i c h m a y i n t e rf e r e

w ith t h e bi ot r a n sf o m ati o n o f m id a z ol a m . E u r . ∫. C li n . P h a m a c o1 . 4 1 , 5 7 3 - 5 7 8 ,

1 9 9 1

7 7 . O n o S
,
H at a n a k a T

,
M i y a z a w a S , T s u t s u i M , A o y a m a T , G o n z al e z F J a n d S at o h

T : H um a n li v e r mi c r o s o m al di a z e p am m et a b oli s m u si n g C D N A -

e 耳P r e S S e d

c y t o c h r o m e P 4 5 0 s : r ol e o f C Y P 2 B 6
,
2 C 1 9 a n d t h e 3 A s u b f am ily . X e n o b i o ti c a

,
2 6

,

1 1 5 5 - 1 1 6 6
,
1 9 9 6

7 8 . G o r s k i J C
,
J o n e s D R

,
W ri g h t o n S A an d H all S D : C h a r a ct e ri z ati o n o f

d e x tr o m e t h o r p h a n N -

d e m e tb y l a ti o n b y h u m a n 止v e r m i c r o s o m e s : C o n t rib u ti o n

o f t h ? c y t o c h r o m e P 4 5 0 3 A ( C Y P 3 A) s u b f a m il y : Bi o c h e m . P h a r m a c ol . , 4 8 ,

1 7 3 - 1 8 2 , 1 9 9 4

7 9 . A o y a m a T , Y am a n o S , W a 皿 an D J
,
I A P e n S O n D P , M e y e r U A , Fi s c h e r V ,
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T y n d al e 良, I n a b a T , K al o w W
,
G elb oi n H V a n d G o n z al e z F J : C y t o c h r o m e ‡L 4 5 0

h P C N 3 , a n o v el c yt o c h r o m e P - 4 5 0 ⅠⅠIA g e n e p r o d u ct t h a t is diff e r e n ti all y

e x p r e s s e d i n a d u lt h u m a n li v e r . ∫. Bi ol . C h e m .

, 2 6 4 , 1 0 3 8 8 - 1 0 3 9 5
,
1 9 8 9

8 0 . W ri g h t o n S A , B ri a n W R , S a ri M r A , I w a s a ki M
,
G u e n g e ri c h F P

,
R a u c y J L ,

M ol o w a D T a n d V a n d e n b r a n d e n M : S t u d i e s o n t h e e x p r e s si o n a n d m e t a b oli c

c a p a biliti e s o f h u m a n li v e r c y t o c h r o m e P 4 5 0ⅠⅠIA 5 ( H L p 3) . M ol .
P h a r m a c ol . , 3 8 ,

2 0 7 - 2 1 3 , 1 9 9 0
1

-

8 1 . A o y a m a T
, Y a m a n o S , G u z eli a n P S , G elb oi n H V

,
an d G o n z ale z F J .

･

Fi v e of 1 2

f o r m s o f v a c ci n i a v ir u s
-

e x p r e s s e d h u m an h e p ati c c yt o c h r o m e P 4 5 0 m e t a b oli c all y

a c ti v e afl at o x i n B l . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A , 8 7 , 4 7 9 0
- 4 7 9 3

, 1 9 9 0

8 2 . G o n z al e z F J
,
A o y a m a T . G elb oi n H V : E x p r e s si o n o f m am m ali a n c y t o c h r o m e

P 4 5 0 u si n g v a c ci n i a v i r u s . M e th o d s E n zy m ol . , 2 0 6 , 8 5 - 9 2 , 1 9 9 1
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