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序 論

生物薬剤学に おける薬物速度論の研究目的ほ､ 体内に取り込ま れ る薬

物の吸収､ 分布､ 代謝 ､ 排壮 ( A t 沼0 叩ti o m
･ D istrib 血 皿 ･ M et ab ol由m ･

E x c r e ti o n) の速度過程を速度式で表現 し､ 薬物 の安全か つ効果的な投

与計画 ､ すなわ ち､ 投与経路､ 投与量 ､ 投与間隔などを予測する こ とで

ある｡ したが っ て ､ そ の研究の中心ほ体内動態を解析 ｡ 予 測で きる モ チ

ル式の 確立 である ｡ 薬物の 移行過程ほ必ずしも単純な物理化学的機構蘇

反映して い る もの と は限らず､ また､ 個 々 の 過聴が単純な数式で表現で

きた と しても､ 生体 で起 こ る現象ほ こ れ ら個 々 の過程を総合したも の で

あるため ､ 複雑な数式となる｡ こ の こ とは､ 薬物速度論にお い て は モ デ

ルの 設定とその解析手段の確立が必要不可欠である ことを意味して い る ｡

最初 に薬物体内動態を定量的 に表現したの は T e o 托u であ っ た ( 19 3 7

年) o 解析に用 v - られ たモ デ ル式 は血中濃度 - 時間曲線を指数関数の和

で表現するもの であり､ こ の解析 にほ必ずしも コ ン ビ ュ - タ を周 い た数

値解法を必要と しなか ? た. こ れほ､ い わゆ る ､ コ ン パ - トメ ン トモ デ

ル と呼ばれて い るo モ デ ル を構成して い る指数関数の数は ､ 血中濃度 ～

時間曲線をより正確に表わすため決め られたもの であり､ コ ンパ -

トメ

ン トの 数､ コ ン パ ー トメ ン トとその コ ン パ ー トメ ン ト間の 速度定数ほ具

体的な意味を持 っ て い なか っ た ｡ したが っ て ､ 個々 の 患者における臨床

上 の所見 ( たとえば心拍出量､ 腎機能の変動など) を血中膿度の予測に

反映する こ とができなか っ たo こ の こ とは､ こ れらの 生理学的パ ラ メ ー

タ がコ ン パ ー トメ ン トモ デ ルの 解析から得られた どの パ ラメ - 夕 に相当

するの か判断で きな い ことを意味して い る｡ しかし､ その モ デ ル の 構築

手順はきわめ て汎用性があるた め現在まで数多くの薬物に適用されて き

た ｡

しか し､ 近年コ ン ピ ュ ー タの 開発が進み､ 複雑な数値解法が容易 に計

算で き る ように な っ た ｡ こ の ような状況の 下 で ､ 19 6 8 年 B is c h o ff と

D e drick は ､ 上述の コ ン パ ー トメ ン トモ デ ル を発展させ た､ い わ ゆる ､

生理学的モ デ ル の手法を確立した ｡ こ の モ デ ル は､ 生体を構成して い る

各臓器ご とに 一 つ の コ ン パ
ー トメ ン トを割り当て､ 各コ ン パ

ー

トメ ン ト

間の薬物移行速度を具体的な臓器間血流量 で表現して い る ｡ その た めモ

デ ルを構成して い る臓器の数だけ連立 した微分方程式を数値的に解く必
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要があり､ コ ン ピ ュ
ー タの 高度な音慣 能力が こ の モ デ ル に よ る解析 の成

功の鍵 とな っ た ｡ また ､ こ の モ デ ルを構成して い る コ ンパ
ー トメ ン ト容

積や血沈量は周 い られ た実験動物固有 の解剖学的パ ラ メ
ー タ であ る こと

か ら､ こ れらの 債を ヒ トの 備に変換する こと によ っ て ､ 実験動物で の体

内動態を ヒト に外挿するこ と - の 応用 ( ア ニ マ ルス ケ
- ル ア ツ プ) が可

能であり､ 現在 ､ 生理学的モ デ ル は薬物速度論 にお い て主要な解析法の
一 つ とな っ て い る ｡

生理学的モ デルを構成して い る パラ メ
ー

タ のうち ､ 薬物の 臓器内分布

に関しては ､ 種差や年齢差と い っ た分布様式などの詳しい検討が活発に

行なわれて い る ｡
一

方､ 肝臓にお ける薬物の代謝に関して ､ 酵素学的お

よ び生化学的観点か ら されて い る例 は少な い o こ れは ､ 生理学的モ

デ ルを研究して い る グル ー プが ､ あくまで薬物速度論の立場から速度定

数の
一 つ として 代謝速度を P して い る ため で あり､ 酵素学的に どの様

な酵素反応奉る い は酵素分子種 に よ っ て 代謝が行なわ れ て い るか と い っ

た考察が乏し い ｡

生物薬剤学の薬物代謝の研究分野は ､ 現在､ 大きく2 つ に大別され て

い る . すなわち ､ ｢ 薬物代謝研究+ を中心 に ､ i m vi 紐o で の 生化学的手

法を伺 い て酵素学的 レ ベ ル で研究を行な っ て い るグ ル ー プと､ ｢ 薬物体

内動態+ を､ 主にi n viv o で の 薬物体内動態を中心に解析して い る研究

グ ル - プである ｡ 前者の研究グ ル ー プの 研究対象と して い る薬物代謝酵

素ほ ､ 多岐に わた っ て い る が ､ 薬物 の P h a s e Ⅰ代謝 に関与して い る P
-

4 5 0 に関 しては ､ その 分子種を精製 し､ 分子多様性､ 物理化学的性

状､ 基質特異性 ､ 誘導性､ 性差､ 種差 ､ 年齢差 を明か にする こ とを中心

に研究が行なわ れて い る｡ 特に最近の分析技術 ､ 精製技術の進歩 に とち

な い ､ こ の分野 の研究 はより精密な分子生物学的検討 ､ すな わち酵素タ

ン パク の遺伝学的特性を調 べる こ とが活発に行なわ れ て い る ｡ ､

一 方 ､ 後

者の研究グル ー プは､ 薬物の体内動態を精密に記述で きる モ デ ル の構築

や体内動態を支配して い る要因の解明､ 薬物をより効率よく体内に送逮

できる シス テ ム の開発に焦点がお かれて い るo こ の ように両グ ル ー

プは ､

異なる視点から の研究結果を蓄積する傾向がある ｡ しかし､ 生物薬剤学
の最終目的が､ 薬物の体内勅願､ 代謝 ､ 毒性を支配して い る要因を解明
する こ とによ っ て ､ こ れらを予測 でき る投与指針を確立する こ と で ある

とすれば ､ 前者の研究のみ では薬物代謝の酵素化学的およ び分子生物学
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的解明はなさ れる も の の ､ i n vi陳o での 知見が闇他oie b od y で の 薬物体内

動態に どの様に反映して い るか定量的に予測するこ とが不可能であり､

また ､ 後者の研究の み でほ ､ 得られた代謝パ ラ メ ー タ に関する分子静的

基盤が薄 い と いう問題点がある ｡ した が っ て ､ 丙研究グル ー プの 協力が

今後の 生物薬剤学の発展に は不可欠であると考えられる｡ 特 に､ 投与さ

れた薬物か ら薬効を持 っ た代謝物 (準巨財宅謝物) が代謝生成される場合 ､

薬効お よ び毒性を予測する ため に は投与され た薬物の みな らず代謝物の

体内動態も同時に把捉する こ と が重要であり ( i)T ay e T , 19 7 6) ､ 両 者

の 代謝を司る酵素学的検討が不可欠となる ｡

本研究では投与さ れ た弗物と代謝さ れる こ と により生成された活性代

謝物の体内動態を同時に予測する ことを目的と して酵素学的研究結果に

立脚した速度静的モ デ ル の構築を進め た｡

対象薬物 として 三環系抗う つ 薬 払ip T a m i n e を取りあげた o こ の薬物

は臨床上問 い られて い る三環系抗うつ 其のうち ､ 敦初に発見され現在で

も繁伺されて い る代表的な三環系抗う つ 薬で ある｡ しかし､ 肝臓 におけ

る初回通過効果が大き い ことか ら､ 投与され たⅠm ip T a m i n e の体内動態

は ､ 肝臓 の代謝活性 に大きく影響を受ける こ とが明らかに され て い る

( N ag y & 首o h a n s s o n , 19 7 5) 0 ‡m ip r a mi n e の と トおよびラ ッ トの 主要代

謝経路をs c h e m e 且 に示 した (I)i m g ell eもai . ,且9 6 3; C h ris 血rRS e n a,i ai . ,且9 6 7;

B i ck ei & W ed e 訂
,
且9 6 i ; C r a m m e T e官aL ,19 6 8;S u 戚m e息al . 919 8 4) ｡ こ の 薬物 は

まず脂肪酸ア ル キル塞がN - 脱メ チル化ある い はイ ミ ノジ ベ ンジル基の

2 位が永酸化を受け､ 随 sip r a m i n e ( D M I ) お よ び2 位水駿佃 mi p r a m
-

i n e ( 2 0 H - Ⅰ M I) が生成される o さらに ､ こ れらの 1 次代謝物は

それぞれ2 位水酸化反応およびN 一 脱メ チル北辰応をうけ共通の 2 次代

謝物､ 2 位水酸1b D esip r a mi 泥 ( 2 0 H
- D M I ) が生成される｡ これ ら

の 反応 は肝臓に お い て P h as e I 反応 に関与して Vi る主要な薬物代謝酵

素である C yt ∝ hr o m e P
- 4 5 0 に よ っ て触媒されて い る こ と が報告さ

れ て い る ( v o m B a h r & O T r e ni u s , 19 7 1) . また ､ 二 つ の 2 位水酸化代謝

物 ( 2 0 H - I M I と 2 0 H - D M I ) ほ ､ P h a s e ⅠⅠ反応を触媒 して い

る主要代謝酵素 である U D P -

gi u c u r o m yltr a n sf e r a s e によ っ て グ!V タ
ロ ン 醍

抱合を受ける こ とが知られて い る ( Di n g ell eもal . ,1 9 6 3;C h ri sti a n s e n e t

al .
,
19 6 7; n ic k el 皮 W ed e r ,1 9 6 8; C r a m m e r e t al . ,19 6 8 ;S u tfi n et al .

,
19 8 4) 0

I m * r a mi n e の 代謝経路 にお い て特 に注目される こ と ほ ､ その脱メ チ ル

3
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化励芯に よ っ て生成さ れる D M I にも強力な抗うつ侍周があり､ こ れ自

身抗う つ 発として臨床 に用 い られて い る ことである ｡ 三環系抗う つ 薬の

薬理効果の磯序 は ､ 脳に 掛ナる 神経伝達物質 である N o r ad r e n ah n e と

S e'r o t o mi n の神経終束 へ の再取り込みを抑制する こ と によ っ て ､ シ ナ プ

ス 間隙で の伝達物質膿庶を上昇さ せ る こ とによ っ て発現される｡ 興味疎

い こ とに､ 瓦mi p ra m i n e と D M I は ､ 取り込みを抑制する神経倍達物質に

対して ､ 特異性を持 っ て お り､ 前者は S er oもO nまn に対 して ､ また ､ 後

者ほ N or a dr e m a T 払 e に対 して選択的である こ とが ラ ッ トの 大脳皮質を伺

い た実験か ら明らか にされて い る ( R ais m a n 飢 al .;1 9 79) . また､ こ れ

らの神経伝達物質 によ っ て惹起さ れ る抗う つ 作用 は ､ N o r ad r e n alin e で は

意欲高揚作周 に ､ ま た ､ S er o 伽 in は気分高揚作 馴 こ関係して い る と言

わ れ て い る (C ar且s s o n , 19 7 6) o したが っ て ､ ‡m 睡r a m i n e と D M I で は ､

欝病患者の治療にお い て､ 輿怒る種類の抗欝作周を発現して い る可能性

が示唆されて い る ( K ie'lh ol ,19 78) 0

さらに､ Ⅰm ip T 弧 i n e が ヒ トで服周された場合の体内動態における問題

点と して ､ Ⅰmi p Ta m i n e および D M Ⅰ の 血中濃度が投与量 に対して非線形

に上昇する こ とが報告されて い る (B r o s e n e宅 aL ,19 8 6) o こ の こと は ､

あ る投与量で の 血中濃度から異な る投与量で の 血中濃度を簡単な比例計

算から予測で きな い こ とを意味しており､ 血中濃度を基に した投与計画

を立て る こ とが困難と なる ｡ また ､ こ の 非線形性ほ患者の年齢 (B 3
'

e r r e

eも al . ,且9 8且) お よ び遺伝的特性 ( B r o s e n eも al . ,1 9 8 6) に よ っ て ､ その 程

度が変動する こ一とが報告されて い る o こ れらの事実ほ､ b iip r a mi n e の 肝

臓で の代謝活性が､ 臨床で用い られる投与量範囲で飽和する こと ､ およ

び､ そ の 活性が年齢およ び遺伝的要因に よ っ て 影響を受ける こ とを意

味 してお り､ 肝臓に 掛ナる酵素学的研究がそ の体内動態を理解するた め

に ほ不可欠である ｡

以上 の こ とか ら ､ Ⅰrnip r a m ぬe は､ 本研究で 目標 と して い る点､ すな わ

ち ､ 活性代謝物を同時予測で き る生理学的モ デ ル を in v itr o 代謝実験

より得られる酵素学的知見から構築する上で ､ 最も適したモ デル薬物の
‾ つ である o また､ 本研究で構築されたモ デ ル によ っ てi n ァ

itr o デ
ー タ

から in vi v o 体内動態の予測が可能で ある こ とが明か となれ ば､ 今後 ､

Ⅰm ip r a mi m e 同様活性代謝物 を持つ 薬物を用 い た治療にお い て ､ そ の体

内動態を解析 ｡ 予測する上 でも重要な指針を与える こ とが期待され る0
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h n睡ra mi n e の 各主要代謝物の薬物代謝研究に基づ い た弗物速度静的モ

デ ル の 構築に当た り､ まず最初 に ､ 触ip r a m 由e とそ の代謝物の 同時定量

汝を確立する必要があるo 本研究の第 1 章で は ､ 現在まで に報告さ れて

い る定量法を見直し､ 新た に高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー を周 い た 簡便

か つ精度の高 い微量 同時定量法を開発した結果をまとめた ｡ こ れ を利局

して ､ ヱmi p r a m i n e の ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ
- ムを周 い た i 皿 Vitr o 代謝実験よ

り､ h Tlip T a m i n e 代謝の各代謝反応の酵素学的特徴と､ それ に関与して

い る P -

4 5 0 分子種に つ い ての 検討を行な っ た (第2 車) o 次 に､ i n

vitr o 実験より得られた知見をin vi v o で の薬物速度論的モ デ ル に反映さ

せ る前段階として､ 遊離肝細胞を用い た代謝実験から肝ミク ロ ソ - ム で

の 代謝k in e d c s およ び代謝反応 に おける酵素学的特徴が細胞 レ ベ ル で

も再現されて い る こ と を確認した (第3 章) ｡ 以上 の研究結果を元 に定

常状態で の阜m viv o 薬物速度静的モ デ ル の構築 (第4 車) と非定常状態

で の生理学的モ デ ル の 確立およ び ヒ トの 体内動態を予測する モ デ ル へ の

ア ニ マ ル ス ケ - ルア ツ プを布い (第5 章) ､ 各代謝反応の酵素､ 細胞 レ

ベ ルで の 性質に基づ く薬物体内動態の 予測が可能で あ るか検討を行な っ

た ｡



第頂章 E m ip『aL m im e とそg) 主要代謝物の高速液体ク m マ トゲ

ラブ イ - に よる微量同時定量法の検討

地軸r a mi n e の 体内動態の薬物速度静的解明に は ､ 既 に序論 で言及した

よう に､ 払ip r a 血 n e 本体 のみ だけで ほをく､ そ の代謝物 ( D M I ､ 2 0

H - I M I ､ 2 0 H
- D M I) の微量同時定量法を確立する必要がある ｡

従来､ 三環系抗うつ薬 に関する定量法ほ ､ 薬効 との 関連か ら ､ 投与薬物

本体およ びそれと同様な抗うつ 件周を持 つ 脱ア)i, キ ル化体の モ ニ タ J )

ン グを主眼と したも の が多い ｡ 現在まで に知られて い る定量法の主なち

の をまとめ る と以下 の よう にをる ｡

盆重畳塾 地
測定試料を抽出後､ 酸性水溶液中の 三環系抗うつ 其の蛍光強度を測定

する方法で ある( M o o d y eも a且. , 19 6 7 ,19 7 3) ｡ 試料中 に い く つ かの 蛍光を

持つ 物質が共存する場合 (Ⅰmi p m m i n e の主要代謝物であるD M I ､ 環水

酸化体 にも‡mi p r a mi n e と同じ励起波長で蛍光がある) に ほ､ 測定値の特

異性に疑問が ある ｡

旦 迎 蛭敷
こ の 方法は ､ 測定対象三環系抗うつ 発と比括性の わか っ て い る放射

性物質を定量的に反応させ ､ 生成物を精製して その 放勇将 性の希釈率か

ら定量する もの
‾
であ る o Ⅰ) M I 耶a m m e T & B r o die , 19 6 7) ､ N o r tri p t yli n e

( M a g uir eもal . , 19 76) ､ C hl o mi p r a mi m e (C a m is et al . , 19 76)な どの 三環系抗

う つ薬 に関して その応用例が報告され て い るが ､ 反応生成物をT L C に

よ っ て ､ 精製するため に時間がかかり､ またそ の選択性は T L C 分離条

件 に制限される た め ､ 分離能､ 迅速性及び簡便性に問題がある ｡

a
-薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー ー

デ ン シ トメ トリ
ー 法汀hi n - L a v e r C hr o m a t

也 - D e n sit e m e

測定試料を T L C で展開後､ 発色試薬で里色し､ 分別定量する方法で

あり ､ h nip r a m i n e ある い は Am itriptylin e (B r ey e r e t al . , 1 97 6) , h ip r am i n e と

D M I (F e n i m o r e e t al . , 1 9 7 7) ､ A mi t ri ptyli n e とN o mi p tylin e 肝ab e r e t al . ,

19 7 4;Ⅲa efelfin g e r , 19 78) の 定量接が報告さ れ て い る ｡ 前述の 同位体希釈
7



怯同様､ 定量精度は 主 にT L C によ る分離精度 に依存して い る ｡

豊星之望こと巨星皇之まこ盛盈腰 望 望 盤 班 盛ぬ
ぬip r a m i n e とその代謝物を選択的に抽出して定量する方法 ( w id er &

ni ck el , 19 6 8) ､ 複数の 内部標準物質を周 い たA m i 噛もylin e ､ N o r td p tylin e

の 同時定量法( B u r c h eもal . , 1 97 9) ､ 誘導体を生成 し て 2 級ア ミ ン を定量

する方法 曙r vik 朗 ai . , 1 9 7 0) な どが報舎され て い る ｡ こ れ らの 方法で

峠､ 試料の前処理が繁雑であり ､ またそ の応周範抑ほ化合物 の安定性､

反応 の 選択性から限定され る ｡

畳 艶
月旨溶性の高 い 三環系抗う つ薬 の H P L C に よ る定量法は ､ 順粕カ ラ ム

を用 い た有機溶媒を移動相 と した方法が多く報告され て い る( M ellstr 00 l

& 甘y b ri n g , 1 9 77; K n o 濫 & 甘Ⅶr a n d , 19 7 4; G r e v l n g et al . , 1 9 79 ; B r o die et al . ,
●

19 7 7; V a n d e m a rk eもal . , 19 78; D et a e v e m i e T et al . , 1 9 76) o 対象化合物 は3 級 ア

ミ ンの 三環系抗うつ 薬 とそ の脱 ア ル キル化代謝物を同時定量するもの で

あり､ 試料の前処理が必要でをく ､ ま た､ 分離選択能､ 簡便性に関して

上述の定量法に比 べ 最も優れ て い る ｡

こ こ に挙げた定量法のうち､ 特 に高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー

( H

P L C ) によ るもの は ､ 広範囲な三環廃坑う つ 其の 簡便なモ ニ タ -

リ ン

グの手段 として ､
い くつ か の三環系抗う つ 薬 が併周された場合の分離定

量 に適して い る ｡ しか し､ 三環系抗うつ 薬の代謝物を含めた体内機序を

in vib: o およ びin vi v o 実験よ り詳細に調べ る た め に は ､ 環水酸化代謝物

を含め た迅速か つ 簡便を同時定量法が必要とな る｡ 前述した従来の 順棉

系カラ ム を伺 い たH P L C 法で は ､ そ の 環水酸化体に対する分粧能 ｡ 選

択性が除く ､ これらの活性湘財ヒ代謝物を同時定量する事が不可能であ っ

た . また､
一 般に､ 対象化合物 の分離選択性に優れ て い る逆相系 の H P

L C で は
､ 脂溶性有機 アミ ンイヒ食物である三環系抗うつ 薬の 固定相 へ の

吸着が著しく ､ ピ ー ク の対称性､ 分離能が劣 る ため ､ 微量定量に は不過

当であ る こ とが知られて いや(S o k ol o w s ki & W ahl u n d , 19 8 0) ｡ 最近 ､ こ
の 道相系 カラ ム の 固定相 へ の吸着性を改善する目的で ､ カ ウ ン タ ー イオ

ン試薬 ( 長鎖ア ル キル ス ル ホ ン酸ナトリ ウ ム) を中 - 酸性移動相中 に添

8



加し､ 薬物及び代謝物とイオ ン ペ ア ー 相を形成させる理鍬B 姐ぬg m ev e r ,

且9 7 9)8こ基づ い て分離定量を行なう方法 が開発され､ A m 主軸ty 払 e およ び

N 劇 痛 砂 粒 の光学興隆体の環水酸化代謝物の分歓定量(s u ck ㈲ 皮C o 呼e r ,

且98 2) ､ 払豆野鼠m 鮎e とその 主要代謝物の分離定量 に対する応周例が報告さ

れた( 馳 o e且s s 朗 ai ･ , 且那 g; L o ぬm a n m eも朗･ , 且97 8 ;S u ck o w & C o o p e r , 且9 8 1) o し

か し､ こ の 方法ほ､ 薬物に対する主観把牲､ 定監感度の点で問題はない が ､

カ ウ ンタ - イ 身 ン試薬カ唱価な上 ､ カ ラ ム の 耐火性に著しく影響を与え

る o ま た願禰 カラ ム の 免件を伺 い て 触ip r a m ぬe とその 2 位永酸化体およ

びD M I の 同時定量法が報告さ れ て い る (S uも鮎 & ∬u sk o , 且9 79) が ､

且サン プルの 定盤時間に2 0 分以上かかる｡ 以上の こ とからこれらの方

法は､ 多数の検体を処理する定魔法には適当では憩 い ｡ ぞこで今臥 s u 血

らの潤 い た移動梱の組成に検討を加え､ 多く のB旨溶性碓食物の H P L C

によ る定盈に周 い られ てレ､ るシリ カゲ)V)桝田弟 カラ ム を潤 い て ､ 安価で

簡便か つ 迅速な敬監同時定登法を

戟検討を衛な っ た ｡

し､ 己 れ慧で 報告された方法と比



1 - 巧 移動相の組成お よび抽出条件とク ロ マ トゲラ ム

H P L C 条件の 検討 にあ たり､ まず､ h ip ra m i n e およ びそ の代謝物の

U V 吸収ス ペ ク トル を測定した｡ 各薬物 の吸収極大は ､ 2 5 4 n m にあ

るが ､ 低波長側 (< 23 0 n m ) で より大きな U V 吸収があ っ た ｡ しか し､

目的とするH P L C 系が順相であり､ 移動相 と して有機溶媒を基本細威

として い る た め ､ こ れ らの溶媒吸収 カ t; トオ フ波長 (23 0 n m ) 以下 で

の測定は不可能 で ある こ と から､ 2 5 4 n m を最適測定波長と し て ､ 以

下 の検討を行な っ た ｡

H P L C 移動相の基本組成は ､ 前述の 順相系 で の 定量条件 と して 最も

利用されて い る メ タ ノ
ー

ル およ び アセ トニ トリ ル の 混食溶媒 とした ｡ 混

合比は､ アセ ト ニ トリ ル の 内容量が大き い ほ ど各ピ ー ク の 理論段数の 上

昇が認め られ たが､
一

方､ メ タノ ー ル塞が減少する の に従 い ､ 環水酸化

体の理論段数が低下 した｡ 今回定量条件 の検討に用 い られ た シリ カ ゲル

カ ラ ム( M er ck 社製､ s I -6 0 ､ 5 FL m ) で は( A c et o nit o ril : M eth a n ol) の 混合比

が 7 :1 で ､ I m ip r a m i n e お よ び他の 全 て の 代謝物 に射 し満足 で き る理論

段数を与えた ｡ 三環系抗うつ薬 の場合､ 有機溶媒の み の移動棚 で は 逆粕

糸カラ ム の場合と同様 ､ シ リカ ゲル 固定層に対する吸着性が強い こ とか

ら､ 薬物およ び代謝物 の ピ
ー ク が テ - リ ングを起こ し非対称性( A 野 m m e -

try F a c t o r; A S P)が著 しく高く､ 分離能の低下 の要因となる ｡ こ の A S F 上

昇の改善として ､ 移動相中 へ 塩基を添加する こ とで ､ 測定対象化合物の

固定層 - の吸着を競合的に 阻害し､ 溶離を早め る方法が採用 されて い る

( G r e vi n g et al .

,
19 79 ;D et a6 v e mi e r e t al .

,
19 76) o そ こ で ､ こ の 報告をもと

に､ 今回採用した有機溶媒に濃度を変えて ､ 塩基 ( ア ン モ ニ ウム イオ ン)

を添加し､ 各ピ ー

ク の保持時間(R et e nd o n 血 e: t
R
) ､ A S F に与える影響

を調べ た ｡

[ 1 ] 移動相 の検討結果

Fig u r e 1
- 1 に は ､ ア

1

( モ
ニ ア濃度 とI m ip r a m i n e とそ の 主要代謝物

お よ び内部標準物質 ( N o rqipt yl in e) 各ピ
ー ク の保持時間お よ び A S F の

関係を示した｡ この 結果か ら移動相中の ア ンモ ニ ア濃度の上昇とともに ､

t
R
の 減少と A S F の 改善が認め られた が ､ ア ン モ ニ ア濃度が 3 % (v/ v)

1 0
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で は ､ h ip r a m h e と 2 0 H
- I M I の 分離が低下 した o これ らの 検討結

果より､ H P L C 移動棚の基本組成は ､ A c 昏t O ni 陳i且e: M e ぬa n o且 = 7 : 1 ＋ 2 8

睡 度盛地 として ､ 以下 の 抽出灸件 の検討を行な っ

た ｡

[ 2 ] 抽出条件の検討結果

払ip T a m i n e やA m i 軸 eylin 愈な どの 三環系抗うつ其 の 主要代謝物の 生体

試料 ( 血液､ 肝小胞体サス ペ ン ジ ョ ン ､ 臓器 ホ モ ジネ
- トな ど) か らの

抽出溶媒として ､ 主に ､ 1 ｡ 5 % イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー

ル含有 へ ブタ ン

(s u ek o w & C o o p 8 T , 且9 8 2) ､ 1 % イ ソ ア ミ ル ア ル コ
-

ル 含有 ヘ キ サ ン

ⅣaEld e m a Ek 6屯ai . , 且9 7 S; 取 舵且s s 鵡 ai . , 且9 78 ; L o 払m a n 弧 eもai . , 且9 7S) ､ エ
ー テ)L '

( 地 温s 加 m & 甘y b ri m 農, 且9 77;B T 戚i e et aL , 脚 7;S u ck o w a C o op e T , 且9 8 且) を伺

い た抽出倒が報告されて い るo しかし今回ほ､ 比較的極性の高い 環水酸

化代謝物の同時定量を田的として い るため､ 抽出溶媒と して極性力唱く ､

永の溶解度が高 い有機溶媒ほどこ れら環水酸化代謝物に対する抽出率が

高くなる ことが期待される o そ
･

こ で ､ 上述の 抽出溶媒に加えて ､ 比較的

極性が高く､ 永 の溶解度が大きな酢酸 エ チ ル ( T abl e 且
- l 参照) を

周 い た場合の抽出率を比故検討した ｡

T able 1 - ユ 今回比較検討した抽出溶媒 の極性およ び水 の溶解度

抽出溶媒 庵性パ ラ メ ー タ値 水の 溶解度

n
-

へ プタ ン

n
-

ヘ キサ ン

ジ ュ チ ル エ ー テ ル

酢酸 エ チ ル

0 ｡
2

0 ｡ 1

2 . 8

4 ｡ 4

0 ｡ 0 1 0

0 ｡ 0 1 0

1 ｡ 3

9 . 8

* 極性パ ラ メ
ー タ は文献 (波多野ら(p .1 0

-

12
,
1 9 8 5)) より転載 . 大き い億 ほど極性が高 い ｡

* 永 へ の溶解度 は 2 0 ℃ での 溶解度 ( w % ) を示した｡
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T a b l e 且 - 2
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c o M P O U N D S
払

0 況G A N ‡C I M ‡ 2 0 H - ‡紺I D M 王 2 0 琵 - D 柑‡

S O 玉+ U T I O N

7 9 . 7 せ且 ｡ 且
b
5 且 ｡ 5 サ6 B 6

( 2丁7 像)
a
( 2 5 舟 8 )

5 9 ｡ 1 ♯且 ｡ 9 6

( 3 ｡ 3 記)

8 6 ｡ 8 ＋4 ｡ 2 5

( & T 8 9 .)

8 且 ｡ 8 ♯0 . 5

( 且 ｡ 2: 0
.
)

2 7 ｡ 且 d

?
･ 3 ◎ 9 1

( 且壕 ｡ 趨)

3 6 ｡ 記♯4 ｡ 0 像

ぞユ1 ｡ 2 )

8 S ｡ 3 ♯0 ｡ S

( 1丁8 3 )

6 9 ◎ 且ヰ5 ｡ 9

( 且7 ｡ 0 )

且且 . 4 史且 ｡ 唾鳩

ギユ諾 ｡ 7 )

5 7 ｡ 6 ヰ5 や 6 5

i 凱 8 且)

9 0 ｡ 詔ヰ3 . 且

( 6 . 7 7 )

2 2 ｡ 6 増･ 趨
｡ 3

i 3 8 血 3 )

5 7 ｡ 9 ♯1 O 帝 埋

( 1 8 ｡ 0 )

7 8 ｡ 3 ♯1 且 ｡ 6

( 1 4 . 那

9 1 ｡ 5 ♯2 由 7

( 5丁8 2 )

O T g a n 且o g o 且u 七i o n ;

A ; 且 ｡ 5 % i s o 乱 m y 且軌 I c ぬo エ i n 孤 - 払e p t a m e

a ; 1 ｡ 0 % 且s o 亀 m y 且a 且c ぬo 且 i n n 一 弘e p も亀 n e

C ; D i e もh y 且e 七h e T

D ; E 七h y 且亀 C e 七a 七e

a

b

a

A b b r e v i a t i o n s u s e d i n 七h e 七亀b ユe 軌 T e a 昏 君o 且o w s

I M r
タ
i m l p T 亀 弧息n e ; 2 0 甜

- I m f , 2 - h y d T O X y i 弧 I p T 乱弧 i n e ;
■

D M I , d e s l p T a m i n e ; 2 0‡ま - D M I
,
2 A - ぬy d T O X y d e 凱 p T a m i n e

D a 七亀 T e P T e S e n も M e a n 土S ｡ 凱 ( n = 3 ) ｡

D a t a i n p a T e n 七ぬe s i s T e p T e 9 e n 七 C o V o

( c o e f f i c i e n 七 o f v a T i a もi o n , % ) v a l u e s ｡
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こ れらの有機溶媒を伺 い て抽出率を調 べ た結果を T able 1 - 2 に示し

た ｡ 酢酸 エ チル を除く各軸出溶媒 では ､ 特に 2 0 H - I M I と D M I に

対する抽出率が悪く ､ また ､ 1 ｡ 5 % イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル含有 ヘ プタ

ンは､ 2 0 H
- D M I の抽出率および抽出再現性 ( c .Ⅴ .) を著 しく低下

させ た ｡ したが っ て ､ 環水酸化体を含め たh ip m mi n e の 同時定量法の抽

出溶媒と して は ､ 酢酸 エ チ ル が最適で あ る こ と が明らかと な っ た ｡ また

三環系抗うつ薬 の生体試料からの アル か) 抽出で は ､ 抽出サ ン プ)i , の液

性と して ､ N a O を‖こよ る強ア ル か) 悼( M 曲 tr o m & T yb 血 島 19 7 7; B の die

et al . , 19 77 ;S tl Ck o w & C o o p e r , 且9 8 2; 取 舵1s s et al . , 且9 78 ; L o h m a n n e t al . , 1 9 7 8)

と炭酸綾衝液に よ るpⅠi lO 前後で の 抽出衆件(s u ck o w & C o o p e r , 19 8 1)が

報告されて い る ｡ 本研究の検討から､ 環水酸化体の抽出率は顕著にサ ン

プルの 液性に よ っ て影響を受け､ N a O H で の アル カリ条件下 で は ､ 炭

酸親衛液で の p 斑 10 前後の 抽出率に比 べ 約 1 / 3 程度 に低下する こ と

が明かとな っ た ｡ こ れらの検討結果よ り､ 本研究で は ､ 抽出対象試料の

液性を炭酸緩衝液 によ っ て p H IO の ア ル カ リ性と し､ 酢酸 エ チ ル に よ っ

て抽出する方法 を採用 した ｡

[ 3 ] 既存 の H P L C 定量法との 比較

これまでの検討から決定した抽出､ 定量条件に基 づ い て ､ 生体試料か

ら 軸 温血 n e と主要代謝物 ( 2 0 H
-

I M I
,
D M I

,
2 0 H - D M I)

を抽出した H P L C タ ロ マ ト グラ ム を Fig tl r e 1
- 2 に示 した ｡ 生体試

料は ､ ラ ッ ト血液 o .3 m l にⅠmi p r a mi n e とその 主要代謝物各5 00 n g を添

加したも の を周 い た o また ､ 同図には生体荻分を含ま 凱 ､ 抽出タ ロ マ ト

グラム と化合物を含まない ブラ ン ク試料のク ロ マ トグ ラム を併せ て 示し

た が､ こ れらの タ ロ マ トグラム の 比較から明らかな ように ､ い ずれ の化

合物ピ ー ク に対 して ､ 生体成分からの妨害ピ ー ク は認められず､ ま た､

生体成分由来の フ ロ ン トピ ー ク の化合物 ピ - ク へ の影響も認められなか っ

た o 同時に､ 各化合物間で の十分な分離能お よ び各ピ ー

ク の 良い 対称性
が確認さ れ た ｡ 1 検体当り

一
に要する溶離時間は 7 - 8 分間で あり ､ 現在

ま でに報告され て い る環水野ヒ代謝物を含め た同時定量敬s u ck D W & C b c >

p e r , 19 8 1;S utfin & J u sk o , 19 7 9) K 比 べ 分析時間が約 1 / 3 程度短縮され ､
よ り迅速な定量法とな っ た ｡ また､ カ ラ ム 1 本当り約 1 00 0 検体程皮
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の 定量が可能で ある ｡

T able l
- 3 には ､ 今回確立 された H P i C 定量条件に基づくI m喪)ra m -

i n e およびその 代謝物の タ ロ マ トグラ ム の各ピ
- ク に対 して ､ タ ロ マ ト

グラ ム解析パ ラ メ - 夕 陶 魁 弧 郎 9 7 且) を計算し､ 既存 の カ ウ ン タ
- イ オ

ンを周 い た定量法 ( T 曲Ie 1
- 3 の

”

方法A
' '

はS u c k 卿 & C o o p e r( 19 8 1)
' '

方法B
' '

ほ P FO e且ss et ai . (且9 78)) の グ ロ マ トグ ラ ム より計算した)

で の値 と ､ カラ ム効率およ び分離能に掬して 比較険討を行な っ た結果を

示した｡ 今回比較肘象とした報告 Åおよ びB の 方法 は ､ 遭相免件 でイ オ

ン ペ ア - 技術を招い たもの であり､ 飽食物の溶出順序 は､ 嬢性の 高 い化

合物 ( 環水酸僧体) ほ ど早く溶出する ｡ 良い コ ンデ ィ シ ョ ン での k
'

値

( [ 2 ] ) ほ 4 密度以下と考えられ､ 今 回の 方法と報告A で は ､ ほ ぼ全

て の化合物で こ の免停を満たして い るが ､ 報告B で ほ､ 臨画T a m 由e の k
争

値 ( [ 3 ] ) が大きく､ 固定相 へ の吸着傾向が認め られ､ こ の こ とが非

柑称性 (Ås F) の増加 ( [ 3〕) と理論段数 ( N) の 低下 ( [ 4 ･] ) を

引き起 こ
◆
して い る と思 われ る｡ タ ロ マ ト グラ ム ピ

- ク の非対称性に関し

てほ ､ 全て の例で 1 を絶えて盛り､ 若干の テ
-

リ ング傾向がみられたが ､

今回の 方法で ほ ､ そ の雀皮は3 0 % 程度であり､ 他の 方法と比 べ て も良

い対称性が認め られ たo タ ロ マ ト理論 における理論段数 ( N ; [ 4 ] )

とほ､ グ ロ マ 恥グラ ム ピ
- クの 理想溶出曲線 である ガウス 型曲線の バ ン

ドの拡がりの程度を表わすパ ラメ ー タで あり､ こ の償が欠き い ほ ど拡が

りが鋭く鋭い ピ - 夕 で ある ことを意味して い る (すな わち カ ラ ム 内外で

の 化合物の分散為朝､ さ い) . また､ こ の償は 一 般に ､ カラ ム の長さが長

い ほ ど大きな値となる の で ､ カ ラ ム本来 の分離効率を異なる長さ の カラ

ム 同士で比較する場合 にほ ､
こ の 償で そ の カ ラ ム の 長さを割 っ た儀 であ

る理論段相当高 (H ; [ 5 ] ) で比較牽 きれて い る｡ 今何の方法で は ､

特 に触ip Ta mi n e に対する N 値が大きく ､ 報告A 孟主よ びB で の値 の 約2

倍の償であっ た ｡ また他の 化合物 に対する倦も報告Å , B に比 べ て同程

度以上 であ っ た o H 億 は.､ 高性能の カ ラ ム の 条件 であ る 0 .0 1 - 0 .2 m m

の 範団 (原 & 辻､ 19 79) を満たして おり､ 特 にⅠmi p r a m i n e ､ 2 0 H
-

王 M I
､ I . S . ( 内部標準物質; N o rt d p tyli n e) で は他 の方法に比 べ

釣2 倍 の カ ラ ム効率を示して い る ( [ 5] ) ｡ 化合物間 の 分離能

(R s) は 2 つ の ピ ー クの保持時間の差とバ ン ド帽で計算される ( [ 6] ) o

ピ ー

ク の溶出曲線が理想的な ガ ウ ス型曲線 である と倣定した場合､ R s
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T abl e i
- 3

< 1 > 各方凍の便周カ

ラム
- ド

磨

; 今回の方凍 : 報告 A i 報告 B

S I - 6

順相

｢
仙 qtr

p

十
o
壬逆晶幣

n

l
d

鮮JS学 叫

(c m/ s) ! 0 . 2 6 0 言0 . 2 5 : 0 ｡ 2 0
+

< 2 > 各化合碑の保持能(C a p a c i濫y T a 息i o
･

. 奴
'

) の比較
r

～

化食物 蔓今回の方凍 :
l
報告 A 王朝告 B l

I M ‡

2 0 H
- I M I

‡.s .( 鮎 Tせr 五郎y且まm e)
D M I

2 0 ‡壬 - D M I

0 ｡ 6 9 ; 5 ｡ 2 1

且 ｡ 1 0 ; 且 ｡ 5 2
1

.
5 6 i 2 .

5 2

2 ｡ 3 0 享 4 . 2 8

4 .
3 8 1 且

B 壕O

3 ｡ 5 9

3
｡
0 9

2 ｡ 5 5

< 3 > 沓化鎗稗ピ - クの非対称健(細野脚 鵬 押 野盈C 紬T ; A S野) a)沈毅

す比倫碑

I M I

営O H - ‡ M I

王｡S . (紺紺七ri 如y l豆ne)
D M ‡
営O H

-

D M I

｢
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- - - - - + - - - - +

且 中 1 0

且 ｡ 2 5

1 - 2 5

且 .
2 0

1
｡
3 3

1 ｡ 且0 ;

1
｡
0 0 ;

1 ｡ 5 0 ;

1 ｡ 3 3 亨
1 血 1 0 享

1 . 5 0

1 ｡ 2 5
1

. 3 8

< 4 > 各化食物の増給段数( 馳取払℡r of 紬e o 訂eも息c a 且 p且盈息愈S 潤) の比戟
叶

｢

i 化合物 T 今回の有線 : 報告 A ! 報告 B

I M ‡

営 O H - ‡M I
玉.

D

2

S ｡( 馳T t r i 郎y l豆n e)
M I

O H - D M I

唾o o °

且 6 0 0
3 6 0 0

3 8 0 0

3 0 0 0

2 0 0 0

2 1 0 0
1 6 0 0

2 8 0 0

4 1 0 0

1 4 0 0

1 8 0 0
2 2 0 0
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化合物 ; 今珂の方法… 鞄曽 A ; 報告 B i

‡ M I

2 0 H - I M I
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3 O i

N T 0
.
8 7 2 !

I M I i

l

(
… +

1 7



償が 1 の 時は 2 つ の バ ン ドの 重 なりは 4 ♂ で あり ､ 1 .5 で あ れ ば ､ 十

分な分離である と報告されて い る (重なりほ 1 % 以下 ､ 6 q ) ｡ こ の観

点から各方法 の分雄状態を検討すると今回の方法で の各ピ
- クの 分離状

態ほ十分である の に射し､ 報告A でほ ､ 2 0 H
- I M I と 2 0 H

-

D M

I の分離 が不十分 で あり､ また､ 報告B で は N o rtrip ty且in e と 払 ip r a mi n e

間の ピ - ク の重 なりが認め られる ｡ こ れ らの 原因と して ､ 報告A で は両

者の k
'

値の 近接と 2 0 H - I M I の 理論段数の低さ に起因する と思わ

れ ､ また ､ 報告B では k
'

値 の 近接と D M I ピ ー ク の テ -

リ ン ダ ( A S P

値が大き い) が原因 と考えられる ｡

以上 の 結果より､ 今回確立 した方法は ､ 目的とする化合物分離に

関する カ ラム効率を決定す る2 つ の大きな要因である ピ
- ク位置の規定

パ ラメ ー タ ( k
'

､ R s) とタ ロ マ トグラ ム ピ ー ク の 形状を規定する パ

ラメ ー タ ( ÅS 臥 N ある い はH ) にお い て､ 十分洞見する億 を示し､ 他

の カウ ン 9
,

- イ オ ン を用 い た逆相条件 で の分離法に比 べ優 れて お り､ 迅

速かつ 簡便な環水酸化体を含め た同時定量法 の H P L C 灸件 として きわ

めて有用 である と判断され た ｡
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1 - 2 定登時度

定量精度は､
一

般に ､ ( i ) 抽出検量線の直線性(Li n e 吻 ) ( i i)

抽出再現性取ep r o d u ci 弧 ty) ( i i i) 定量限界(s e n sit五vii y) ( i V) 抽出

( 回収) 撃取e c o v e ry) などの 観点か ら評価さ れる ｡ そ こ で ､ こ れ まで の

検討よ り確立され た抽出法及びH P L C 条件を伺 い て ､ 生体試料中の

馳ip r a mi m e
とその 主要代謝物を定量する際の定量精度 に つ い て検討を

行な っ た｡

[実験結果]

T able 1
- 4 に は ､ 抽出検量線 に関 して 以降の i n v おo お よ びi n vi v o

実験 に必要 と思 わ れ る浪度範囲 ( 2 0 - 20 0 0 n g/ m l) で の 直線性を調べ

た結果を示した ｡ そ の結果､ 各化合物に関して P .Ei . a . ( 馳a k 胡 eigbt 収 か

也o) とサン プ)i
,申の 薬物慶の間に良い 相関性 ( r > 0 . 9 9 9 ) が確認

された｡ また ､ 定量 過曜の再現性の指標として ､ 化合物濃度を変えた時

の P . 訊.A . の C .V .値(c o efFI Ci e n t of V a ri ati o n) を T abl e 1
- 5 に示した o こ

の 表からも明らかな ように ､ a .V . 値 は今回調べ た濃度範囲で全 て の化

合物に関して ほ ぼ1 0 % 以下であ っ た . 定量限界は ､ ピ - ク の高さがベ

ー

ス ライ ン の乱 れ ( N ois e) の 約 3 倍以上 である と した場合､ h nip r a m in e

と 2 0 H - Ⅰ M I で約 3 - 4 n g ､ また ､ D M I と 2 0 H
- D M I で は約

6 1 1 0 n g の 薬物量 を十分定量する事が可能である こ とが わ か っ た ｡ ま

た ､ T able 1 - 6 には ､ 各菜物濃度をin vit m ､ i n v i v o 実験で問題とな る

範囲内 (50 - 3 2 00 ng/ m l) で変えて ､ 抽出率を検討した結果を示した ｡

各化合物の抽出率ほ全濃度範囲で ほぼ∵定であり､
,
9 0 % 前後の 値であ っ

た ｡ こ の ことから抽出率が高くそ の再現性がき わめで良い こ とが定量精

度 に反映して い ると考えられ る ｡
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1 - 3 J3 ､ 措

本章では ､ 従来報告されて} ､ るⅠmi p ra mi r3 B とそ の 脱ア ル キ ル化体D M

I の順相での H P L C 免件を改良し､ 高僧な カ ウン タ ー

イ オ ン試薬を使

周 しな い 環水酸化代謝物を含 め た微量同時定量法を確立した ｡

抽出法 に対する改良は､ 抽出溶媒に ､ 極性が高く ､ 水の溶解度が大き

な酢酸 エ チ ル を採周したこ とに よ っ て ､ 特に環水酸化代謝物の抽出率が

顕著 に向上 した ( T ab le 1 - 2 参照) ｡ カ ウ ン タ ー

イ オ ン試薬を用 い

た逆相集件 で の同時定量法 で ある S u ck o w らの 方法(且98 1) に比 べ ､ 2

0 H - I M I で は 1 0 % ､ 2 0 H - D M I で は 3 0 % 以上の 抽出率の

向上 が認め られた ｡ また ､ 定量精度に関して S u ck o w らの 方法(1 9 8 1)

と比較する と ､ 全 て の 点で 同程度以上 の性能を示して い る ( T a b k 1 -

3 参照) . また ､ 本定量法 を検討する際に参考 と した S utfin e らの 方法

(19 79) に比 べ ､ 分析時間が3 分の 1 に短縮され ､ 多検体の定量法とし

て の 簡便性お よ び迅速性の点で改良された ｡

以上 の よう に ､ 本研究で確立したⅠmi p r a m i n e とその 主要代謝物 ( D

M I ､ 2 0 H
- I M I ､ 2 0 H - D M I ) の 同時定量法 ほ ､ i n vitr o お

よ びin viv o における代謝実験 を行なう上 で こ れまで の報告に比 べ 優れ

た方法で あると結論できた｡ した が っ て ､ 本定量法を用 い る ことにより ､

h ip r a mi n e} 体内機序 に関する より詳細な情報が得られる こ とが期待さ

れ た ｡
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第 2 輩 魯m 蜘盈m豆m e 代謝に関尊する P
- 櫓 5 0 分子穫の解明

肝臓に 掛ナる代謝酵素活性は ､ 投与さ れた薬物の 生体内運命を左右す

る最も重要な要因の
一

つ である ｡ した が っ て ､ ある薬物の体内動態を特

徴づける酵素反応の性質を明らか にする こと は ､ そ の薬物 が臨床的に捕

い られる場合の投与指針や副作摘発現の 回避とい う観寝か ら重要 である ｡

多くの 種類の酵素 が薬物代謝に関与し七い る が､ 中で も ､ 第
一 相反応

( , p 払as e Ⅰ 鮎 a cd o m ) を触媒する C yt ∝ h r o m e P 掴5 0 ( P
- 4 5 0 ) や､ 第

二相反応(野馳as e Ⅲ 汲e a c組o n) を触媒する抱合酵素 ( ダル ク ロ ン駿抱合酵

素､ 硫酸抱合酵素､ グ ルタ チ身 ン抱合酵素など) が良く知られ て い る｡

最近､ 生化学的 ｡ 分子生物学的実験校衝 の向上とともに ､ こ れらの 薬物

代謝酵素 には ､ 分子多様性( M ul由p且i city) が存在する こ と が明かとな っ

て きた ｡ 特に ､ 本研究にお い て 対象と して い る P
- 速 5 0 に関して は､

G o TR Z 盛e z の 給論 (19 8 9) に記述さ れ て い る よう に､ 分子穫構成や発生 の

遺伝的な解明が進ん で い る ｡

酵素分子種は岡 - 機構によ っ て反応を触媒するが ､ 分子種 ご と にそ の

基質特異性は 一 部舟 - パ ー ラ ツ プするも の の 顕著怒差があり､ 類似の ア

ミ ノ酸配列と補欠分子族を有し､ また ､ ･ 生化学的､ 物理化学的性質およ

び誘導剤に対する感受性に差が認め られ て い る ｡ したが っ て ､ あ る薬物

の代謝反応に関与する代謝酵素の性質を明らか にする こ とほ､ そ の 反応

形式の 同定だけでは不十分であり ､ 反応を触媒して い る分子穫を特定す

る こ とに よ っ て 初め て臨床上有意義な情報 にな る と考えられ る ｡

h ip T a m iEl e は ヒ トおよ びラ ッ ト肝臓 にお い て主 に､ 序論 s c h e m e l で

示 した代謝経路で代謝消失する こ とが知られて い る ｡ 主要代謝経路のう

ち環2 位水酸化反応と脱メ チ ル化反応は ､ P - 4 5 0 に よ る P h as e ‡反

応であり､ 環 2 位水酸化代謝物の 抱合反応は その ほ とん どが ダル ク ロ ニ

ル トラ ン ス フ ェ ラ - ゼ ( G T ) に よ る ダル ク ロ ン酸抱合 の P h as e I王反

応で ある こ と が報告されて い る( Bic 姐 & W e ぬ ,19 68 ; S 砿鮎 e 軌 1 9 8 4 p i 喝e 且

et a且
,
19 6 3; v o a B a h r & O T r e ni u s ,19 7 1) ｡ h ip r a mi n e の 2 つ の 主 要代謝経路

で ある環2 位永酸化反応と
ノ
脱メ チ ル化反応の速度比 は ､ 動物種に よ っ て

異なり､ ヒ トおよびラ ッ トでは脱メチ ル化反応が優位であっ たの に対し､

ラ ビッ トおよ び マ ウ ス で は環2 位水酸化活性 が高い こ とが明らか にされ

たのi ng ell et al . ,19 6 3) o ま た ､ 同文献で は､ Ⅰmi p r a m i n e をラ ッ トおよ び ヒ
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トに投与した場合と ラ ビッ トおよ びマ ウ ス に投与した場合とでほ ､ 血中

D M Ⅰ レ ベ ル に顕著な差が認め られ､ 前者の 方がより高い 血中レ ベ ルを

尊えた ｡ これ は それ ぞれの代謝活性の種差に基づくもの であると考察さ

れ て い る ｡ 本研究で は ､ 払ipT a m i n e の代謝反応 の穫差発現の メ カ ニ ズ ム

の解明を田的として は い 釦 ､ が､ こ の 報告は少なくともt: トで の払癖 m T>

鼻血e 体内動態機序解明の詳細な検討を行なう上で ､ ラ ッ トをt: ト の モ デ

ル動物と して周 い る こ と の 費当性を支持して い る ｡ こ れら馳ip r a m i n e

およ びその 括性代謝物 D M I の ヒ トで の体内動態の特徴は ､ 丑m 五卵 mi n e

お よび D M I 代謝に関草するP - 塊 5 0 分子穫の性質を明らかにするこ

と によ っ て より明確に解明される と考えられ る o

本研究は､ こ れ ら酵素学的 レ ベ ル の 情報を息凱 Viv o の 速度論的モ デ)i,

に組み込むこ と によ っ て ､ 臨床的 に応周範囲の広む一生理学的聴 デ ル の確

立を最終田的と して い るため､ 臨床上問題と怒 る要因 (被験者の性別 ゆ

年齢､ 酵素誘導剤の影響､ 薬物禰宜怜周など) の代謝反応速度に与える

影響に つ い て ､ ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム および精製P - 4 5 0 とその 抗体

を伺 い た五n vi患T O 実験より ､ 以下詳細な検討を行な っ た｡
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叩 ■■

｢

2 - て 8 m v 斬o 代謝実験条件の確立

[ 1] 代謝速度 に与える M g
2 ＋ 濃度 の 影響

･ ラ ツ M 干ミ ク ロ ソ - ム を用 い た in vitr o 実験を行なうた め に は ､ い く

つ かの 人為的な実験条件を設定しかナれ ばな らない ｡ すで に前述 したよ

う に､ 軸 血 e の 場合､ そ の ミク ロ ソ
-

- ム 上 の代謝形式ほ ､ ヘ ム タ ン

パ ク質で ある P - 4 5 0 に よる分子状
-

酸素添加反応 である た め ､ 六単

港 .) ン敵側路 ( H e x o s e m o n op h o sp h at e s h u n t) を利用 した電子生成系

(N A D P H g e n e r a 血g sy st e m ) に よ っ て電子を供給しなければならな い o

ミ ク ロ ソ
- ム膜 を安定化する こ と に よ っ て ､ こ の 電子を効率よくP

-

4 5 0 に伝達する要因 として2 偶 の陽イ オン が重要な役割を果た して い

る こ とが知られて い る( Ci nti ,19 8 2;P et e r s & F o ut s ,1 9 7 0) ｡ そ こ で本研究

で は､ 二億の 陽イ オ ン のうち､ 最もこ の効果の大き い マ グネシウ ム イオ

ン ( M g
2 ') を周 い て ､ 反応液中 の M g

2 '濃度とⅠm ip r a m in e ､ D M I ､

2 0 H
-

I M I か らの
一 次代謝物 の 生成速度 との 関係を調 べ た ｡

[ 実験結果]

Fig u r e 2
- 1 に示した ように ､ h ip r a m i n e と 2 0 H

- I M I の 脱メ

チ ル 化速度は , M g 2
' 濃度の 増加 に つ れ､ ベ ル 型 の 上昇を示した o

一

方､ 触ip r a mi rE , と D M I の環 2 位水酸化反応速度 ほ ､ M g
2 ' 濃度 に依存

せずほぼ 一

定であ っ た ｡ また､ こ の M g
2 } 依存 パ タ

ー

ン は 同
一 基質 で も

代謝経路 ( h ip r a mi n e からの D M I と 2 0 H
- I M I ) によ っ て異なる

こ と (代謝経路依存性があ るこ と) ､ お よび ､ 2 つ の対に なる平行代謝

経路間 (環2 位水酸化反応と脱 メ チ ル北風芯) で同 じ依存性 を示すこと

が明か とな っ た ｡

[考察]

ci nd (19 8 2 ) に よ れば ､ 代謝活性の M g
2 ＋ 濃度依存性は その パ タ

ー ン

に より基質 によ っ て おお よ そ三つ の グ ル ー プ に分け られ る ( 仁i 血 (1 98 2)

より転載した 次ペ ー ジ 図参照) .
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T h e c o n c e n tr ati o n of i m IP r a m i n e , D M ‡a n d 2 0 卜= M 首w e re 1 0 0 , 1 0 , 5 0

n m ol e/ m い e s p e cti v e[y ,

2 7



マ グネシウ ムイ 身 ン濃度の代謝活性 に与える影響 ( Gi 鴫 1 9 8 2)

秦

物

代

謝

鰭

性

細♂
♯

S もi m u 且釦i o 皿 O nl y

S もi m u 且a 由o m f o 且且o w e d

b y 盈 血 c 陀 a S e

N o e 艶 鴫 o 訂

a d e c 陀 a S e

Å m i p o p ym e

N e o p r o n t o sin

p
- Å m i n o b e n z oi c a ci d

A 皿i 血 e

A e m z p h e t a m i n e

H e x o b a rbiも幻

Z o x a ∑o且e a m i n e

迅e n z( a) p y 陀 m e

節
- N 如 o a n i s o 旭

こ の依存パタ ー ンがそれぞれの 代謝反応 に関与する P
- 4 5 0 分子種に

依存するも の か ほ明か で はな い が ､ 本研究 によ っ て得られ る丑m i 伊a mi n e

代謝に関する P 一 連 5 0 分子種 の検討結果は ､ P - 4 5 0 分子種の

M g
2 ' 濃度依存性に つ い て も重要な知見を与える も の と思わ れる o さ

らに､ 興味深い ことは､ 脱メチ ルイ蛎こ応活性の至適M g 濃疫 ( 1 0 m M )

が､ 報告されて い る(C i n d ,1 98 2; 朗 u rd o ch & H e at o n ,1 96 8)生理 的 別田胞内

M g 濃度 ( 8 m M ) と よ く
一

致 して おり ､ in vi& o 代謝実験から得られ

た定量的な情報を細胞 レ ベ ル以上 の実験系に外挿する際に は ､ M g 2
十濃

度 は重要な デ ー タ の
一

つ で ある と考えられ る ｡

[ 2 ] 反応時間の検討

P - 4 5 0 代謝反応 は N A D P H g e n e r a d n g s y st e m 存在下 ､ N A D P あ

る い は N A D P H の 添加に よ っ て 開始され る . I m 由r a mi n e の 代謝経路の

ように､ 一 次代謝物からさらに2 次代謝物を生成する反応経路が存在す
る場合に ほ ､ 生成物で ある 1 次代謝物 が時間と とも に消失し､ 代謝速匿

を低く見積る こ と になり､ 1 次代謝物生成速度の評価 には ､ 反応時間が

2 8



大きな影響を与える可能性があ る o そこ で 払五p m in e ､ D M I ､ 2 0 H

- I M Ⅰ を基質 (各1 0 F& M ) とした ときの 反応速度とそれぞれ の代謝

物の 生成量の関係を調べ た｡

[実験結果]

Fi題u 陀 2
- 2 から明らか なよう に ､ ‡m ip T a m まm e が基質の 場合に は ､

且次代謝物の 生成量 ほ ､ おおよ そ6 0 砂まで は線形に増加する ( 生成速

度が
一

定で ある) こ と がわ か っ た o
J

B ､ 馳息p m m i m e か らの 2 0 H
- D

M I の 生成ほ3 0 砂で は定量限度以下 ( D M 貰 および 2 0 H
- I M 王生

成量の 5 % 以下) であり､ ほぼ 且次代謝物の 盤成の み に限定できた が､

6 0 砂以降で は 2 0 H
- m M ‡ の 生成が顕著に増加し､ また ､ Ⅰm ip T 盈

m 五孤6 か らの D M ‡ ､ 2 0 調
- I M ヱ の 生成も頭打 引こな っ た ｡ こ の こ

とは､ こ れらの 代謝物 の生成速度とそ こ から の 2 次代謝物 の生成速度が

ほぼ等しく､ 定常状態とな っ て おり､ 私 はや､ 2 次代謝物の生成反応を

無視で き 軌 ､ と考え られる o したが っ て ､ 4 5 秒以上 の反応時間 で得ら

れた 且次代謝物 の生成豊からその 生成初速麓を計算した場合､ 反応初逮

皮を過/3 ､ 評価 し て しまう こ とが明かとな っ た o

[考察]

現在まで に報告 さ れ てレ､ る瓦m 孟p ra m 息皿e の i皿 Ⅴおo 代謝実験 に関する報

告の多くは､ 各代謝物 の分離定量手段が不十分であり､ 2 次代謝物 ( 2

0 H - D M Ⅰ) 生成の 時間推移を調べ て い な い ため ､ 6 0 分間もの イ ン

キ ュ ベ ー シ ョ ン時間を採周して い る例がある(Sk ett 飢 a且. ,且9 80 ,且9 8 5) .

したが っ て､ こ れら の実験結果に基づく考察の信頼性は著しく低 い もの

である と考えられ る o 本研究で は ､ 払ip r a m 由e' の 逐次塑反応経路に 釦
､

て ､ 正確な反応初速度を求めな ければな らな い ため ､ 以下 の検討で ほ皮

応時間として3 0 秒を採周した ｡
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q
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T I M E くM 川 )

E 『F E C T ･ O F I N C U B A T IO N TI M E O N T H E M 臣T A B O L 汀臣 F O R M A 一

丁召O N F R O M ! M盲P R A M I N E ( L E F T P A N E L) , D M‡A N D 2 0 卜H M且(R ! G H T

P A N 臥) .

K e y ( 朗 p a n e[):D M l(㊨) , 2 0 H -1 M 菅(○) , a n d 2 0 H - D M 宇( ▽) f o r m e d fro m

(
'

m lP r a m i n e .

K e y ( m
'

g hモp a n ef) :2 0 ‖- D M J f o r m e d fr o m D M l( 息) o r 2 0 H
一畳M ヨ(□) ,

E a c h s u b str at e c o n c e n tr ati o n w a s 1 0 n m ole/ m I .
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2 - 2 ヨm ip ra m i m e 代謝kin 朗i c s の性差およ ぴ誘涛執こよる変化

h n軸r a mi n e代謝 に関与する P
- 4 5 0 分子種を解明するた め ､ まず､

ミ ク ロ ソ - ム レ ベ ル で の代謝活性を検討したo ㍗ - 4 5 0 で はその 分子

種ごと の 基質特異性は かなり緩く (今井ら､ 198 2) ､

一 つ の 代謝反応に

複数の分子種が関与して い る こと が多い ｡ こ の場合､ ある基質濃度 [S ]

で の 代謝速度Ⅴ【s] は異なる K m ,iをもつ 複数 の M i ch e払s - M e n t e n 式の 和 で

表現さ れ る ( 式2 - 1 ) o

計 V m a x ,.
･ ･ [ s]

Ⅵs] - ∑
l

-

= l
K
m
,
i ＋[s]

- I(2
- i)

また
一 般に代謝速度 と基質濃度の関係から 鮎 n e d c P a r a m et e r s を算出す

る ため に周 い られ る Li n e w e a v e r - B u & プロ ッ トほ ､ 代謝速度が ( 2 - 1 )

式で表現される場合( n > 1) ､ 直線と はならない . こ の場合u n e w e a v e r - B u 枚

プロ ッ トから直接パ ラ メ ー タを正確に評価する こ とは不可能である ｡ し

た が っ て本研究では ､ 得られた代謝速度と基質濃度の関係を直接 ( 2
-

1 ) 式 にあて ほめ ､ 非線形最/l ､ 自乗法 (si m 頭e x(S p e rd e y ,19 62)) によ っ

て パ ラ メ ー タ を算出した o ミ ク ロ ソ - ム を周 い た実験系から得られ た

M ic ぬelis 定数 ( K m 値) ほ ､ ミ クロ ソ - ム膜 へ の 基質の非特異的な結合

の ため ､ 基質とP - 4 5 0 が直接結合するこ と によ る基質結合ス ペ ク ト

ル(S d l e n k m a n ,1 9 7 0) の解析から得られ る解離定数 ( a s 値) とは必ずし

も
一

致せ ず､ あくまでも見かけの値とな る ｡ しか し､ B e n z( a)p y T e n e

牡u et al . ,19 7 8) ､ T e s t o s t e r o n e( 斑y a n et al . ,19 79) や W a rfATi n (K a mi n sk y et al .

,19 78) で ほ精製さ れ た異なる P
- 4 5 0 分子種間で再構成で の K m 値が

大きく異な る こ とや､ また､ B ip h e n yl ､ 7 - E th 肱y r e 紛r Cin やA niR n e(Jo h n s o n

e t al . ,19 7 8) で は ､ 精製 さ れ た P
- 4 5 0 分子種の再構成系で の K m 値が

ミ ク ロ ソ
-

ム で の K m 備に極め て近 い値を示した｡ さ らに ､ βブ ロ ッ カ
ー

･ B mi tr ol d の代謝 に関して ､ S u d a n Ⅲで 誘導さ れた ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム で の 4 位水酸化反応 の K ⅠT 聴 ( 9 0 7･fL M ) と ､ 誘導さ れた主要P
- 4 5 0 分子種 で ある P - 4 5 0 M C - ほ 用 い た再構成実験で の K m 億

( 8 1 2 FL M ) が きわ めて良く
一

致した (仮家, 19 8 7) ｡ したが っ て､

ミ ク ロ ソ -

ム を用 い た実験系で の速度静的パ ラ メ
ー

タ は､ そ の反応 に関

与して い る P - 4 5 0 分子種の性質を定性的に反映して い ると考えられ

3 1



る｡ また､ 反応に関与して い る P
- 4 5 0 分子聴 の推定を行なう上では ､

異なる性 に 釧ナる代謝逮夜論的パ ラメ
- 夕の 比 較や､ 無処理 ラ ッ ト肝ミ

ク ロ ソ - ムと誘導剤処理ミ ク ロ ソ
- ム で の パ ラ メ - 夕 の比較から ､ より

療橿的な デ ー タが得られ る と考えられ る ｡

本研究では ､ 無処理雌雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
- ム

､ 誘導剤処理ラ ッ ト肝

ミ ク 四 ソ
- ム (厨h e 脚 b a rbit al (P B) およびS u d 弧 Ⅲ) を周 い た ｡ P B お

よ びS u d a n Ⅲ は ､ 肝 ミ ク 四 ソ
- ム の P - 4 5 0 分子種親戚の変化を誘導

する偲義的な誘導剤で あ る ｡ N め e 鵬 ら によ る ア ミ ノ 酸配列に よ る P
一

塊 5 0 分子穫令名法によ れ ば (且987) ､ 前者に よ っ て 誘導さ れ る㌘
- 4

5 0 分子穫は 野一線50Ⅰ随 且m E B 2 フ ァ ミ リ
- に分類 され て い る ( G o n z a且e z ,

1 98 9) o
一

方､ 後者は い わゆ る3
-

メ チ ル コ ラ ン 軒レ ンやペ ン ズパ イ レ

ンなどの芳香族炭陀永素と同じ分子榎を誘導するこ とが明かとな っ てお

り (『癖臨 餌 軌 且卵4) ､ 誘導され る分子聴は ､ 伊棚 O E A 且 フ ァ ミリ
- に

属する こ とが報告 され て い る ( G o n z a 旭z , 且粥9) ｡ 本林節で は､ こ れ ら

の 肝ミ グ 四 ソ - ム を伺 い て ､ 馳i阿a m in e からの 且次代謝尉㌫に関する詳

細な速度静的検討を行な い ､ それ ぞれ の 反応に閑卑して い る P
- 4 5 0

分子種を推定する こ とを目的と した ｡

[ 且] 無処理雄雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ
- ム で の Ⅰm ip r a m 畳n 8 代謝活性の

性差

無処理雄雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ
- ム を伺 い たⅠm ip T a m i n e の in vi 加 代謝

監i n e虎c s の性差を調べ た｡

[実験結果 ｡ 考琴]
Fi農政e 2

- 3 およ び 2 - 4 は ､ 基質濃度 に対する代謝物生成速度の

n o r m al プロ ッ トを ､ また､ Fig u r e 2
- 5 お よ び 2 - 6 に は その Li n -

e w e a v e r
- B u 汝 プロ ッ ト (以 下 L B プロ ッ ト) を示した ｡ L B プロ ッ ト

か ら明らかなように ､ 雌チ ッ ト肝 ミク ロ ソ
- ム で の 環2 位水酸化反応以

外の名代謝反応 の L B プロ
ー
ツ トほ直線と はな らず､ こ れらの 代謝反応に

関与する P
- 4 5 0 分子種の複数性を示唆した o こ れらの デ ー タ か ら､

N 甲 al プ
ロ ッ トの代謝速度を表現する最適なM id l a e 温s -R 鹿nte n 式の 数を､
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非線形蔵小自乗法より計算され たK m ､ V m 拡 備に基づ くシ ミ ュ レ ー シ ョ

ン結果 と実測値の
一 致性から評価した ｡ T ab且e 2 - 且 にそ の結果を示

した ｡ 複数の 独 h 威is - M e 地 力式で代謝反応の 監触感cs が表現される場合､

その 式の 数を禰 (p h as e) 数と呼び､ Ⅸ m 償 の外さ い 方から番号を つ け

た o また ､ 異なる サ ン プル 群での 比較ほ､ 岡桁数の K m 儀を持 つ 相を同

じ番号で記した ｡ さ らに､ ある基質濃度での代謝速度 に肘する各相の育

与を今回調べ た基質濃度範囲 (且.5 一 且5 00 jA M ) で計算し た結果を F孟g -

u r e 2 - 7 に示した ｡ N - 脱メ チ ルイヒ反応は ､ 両性で 2 相性を示した

( T abl e 2
- 1 ) o こ の 反応の 性差の特徴は ､ 全基質温度範囲 で性差が

観察され るが (Fig u r e 2
-

3 ) ､ 高基質浪皮領域で活性の雌雄差が/l ､

さくな る傾向があ っ た ( Fig u r e 2
-

5 ) ｡ 各梱の 寄与率を示した 『五g -

u r e 2 - 7 から､ 雄の 場合 p h as e l の 寄尊ほ 5 0 Fe M 以上 で無視 ( <

1 0 0/.) でき
†
広 い 範囲で 馳 as e 2 ( K m - 7 3 p M ) の 活性が担 っ

て い る が ､
一 方､ 雌で はP h as e 3 の K m が大き い た め ( 8 2 3 jL M ) ､

雄に比較して広範囲で P h as e l が代謝晴性に寄与 して おり ､ その 寄与

率が1 0 % 以下 になる の は 1 0 0 0 jL M 以上 で あっ た｡ また ､ 雄の 鞄 as e

2 と雌の P h as e 3 の V m 弧 値は雌雄間で ほ とん ど等しい ( T able 2 - 1

参照 ; 雄 4 .且5 v s . 雌 4 .3 1 n m o且e/ m i n/ m g p r ot ei m) ため ､ 広 い 範囲で の 性差

は雄p h a s e 2 と雌p h as e 3 の K m 債の 差 (甘地始 2 - 1 参照 ; 雄 73 .O v s .

雌 8 23 jL M ) に依存して おり､ 雄の P h as e 3 が飽和する に したが い ､

性差が消失して い く こ とが明かとな っ た｡
一 方､ 環 2 位永酸化反応は､ T ab le 2 - 1 より､ 雄で 2 相､ 雌で ほ

1 相で解析され､ K m 値の 低 い相 の 間では ､ 両性で有意な差 は認められ

なか っ た｡ Fig w e 2
- 4 の N o r m al プロ ッ トから明らかなように ､ 環2

位水酸化凪蒜に関して は広 い範囲 ( < 1 0 0 p M) で性差が認められな

い 航 基質濃度 が高くなる にした が い ､ 雄の代謝痕性が蝶よ り大きくな

り､ 性差が顕著にな っ た｡ こ れ は ､ 雌で ほ p h as e l が全濃度で の 代謝

活性を担 っ て い る の に対 し､ 雄で は高濃度 にな るに したが い K m 億の 大

きな ( 2 6 6 FE M ) p ぬs e 3 が関与してくる こ と に起因して い る と考え

られる ｡
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[ 2 ] p h e m o b a 地 軸E お よぴ s u ぬ m 捌 前処理 ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ
- ム で

のすm 柳盈m 壷n e 代謝 蜘 eti c s の放較

p h e n ob a rbii al ( P B ) お よびS ud a n Ⅲ ( F ujit a et al ｡ ,且9 8 4) は異なる P
- 4 5 0 分子種を増量させ る代表的な誘導剤である ｡ こ れ らの誘導剤で

前処理 ( P B ; 80 m 選推g/d a y i .p . 5 日間､ s u d a n Ⅲ ; 4 0 m g偲g/d ay i .p . 5

日間) したラ ッ ト肝臓から調製したミ多ロ ソ - ム を伺 い て ､ 代謝kin et -

i c s を調 べ た ｡

[ 実験結果]

F ig u r e 2
- 8 に ほS u d an Ⅲ処理雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の結果を ､

また ､ Fig u r e 2
- 9 - 2 - 1 0 に は P B 処理雌雄ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ -

ム での 結果を示したo また ､ 非線形最小自乗法より得られ た パ ラメ
- 夕

を T abl e 2
.

- 2 にま とめ た .

雄におけるS 威 a n Ⅲ処理 によ る速度論的パ ラ メ - 夕 の 変動ほ､ 全て の

反応経路 に関して認め られなか っ た (Fig u 陀 2
- 8 ､ T ab且e 2

- 2 ) 0

一

方､ P B 処理 で は ､ 雌雄ラ ッ トで ､ パ ラ メ - 夕 の変動が認め ら れた

( T ab且e 2 - 2 ) . 雄の 脱 メ チ ル化反応ほ ､ コ ン ト ロ
ー

ル (無処理) で

は 2 相で解析された が ､ P B 処理する こ とに より1 相で解析され る よう

にな っ た ( L B プ ロ ッ ト が直線 と なる ､ F ig u r e 2 - 9 参照) ｡ ま た ､ そ

の 相の V m 弧 値は ､ コ ン トロ ー ル での 監 m 値の 高 い方の 相の 約 1 ｡ 5 倍

であ っ た.
一

方､ 雄ラ ッ トに対する P B 前処理 の影響も､ Fig u r e 2
-

9 およ び T ab且e 2 - 2 か ら明らかな ように ､ 補数の 減少 ( 2 相から1

棉) とな っ て 表わ され ､ その相の Ⅹ m 値 ほ雄の P B 処理 で得 られ た値と

極めて近 い値 とな っ た｡ すなわ ち､ コ ン ト ロ
ー

ルの 状態で認められて い

た顕著な性差は ､ 雌が P B 誘導を受ける こ と によ っ て消失 した｡ こ の現

象は ､ Ⅴ 湖 Ⅹの変化でほ なく ､ K m 値の 変化によ る こ とが明か とな っ た.

環2 位水酸化反応に対するP B 処理 の 雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ
-

ム におけ

る誘導効果は ､ 相数の 変化を伴わず､ K m 値 の 高 い 方の相 の V m a x 値が

約2 . 5 倍上昇 し ( T abl e
.
2 - 2 参照) ､ さ らに ､ K m 億 が低下 ( 2 6

6
-

- 1 1 9 F L M ) する こ と. に
よ り､ 約 4 0 FL M 付近 で代謝速度の逆転が

認められ た ｡ 一

方､ 雌で は ､ 新 し い相の 出現が認め られ､ その相 の K m

借は雄ラ ッ トで の高 い 方の K m 億 と比較的近 い こと か ら､ 高基質濃度で

4 0
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は雄ラ ッ トの 活性 に近付 い て い く こ とが明かとな っ た ( Fig u r e 2
- 1

0 ) o

[ 考察]

以上 のh nip r a mi n e代謝静隆に与える諌導剤 ( P 盟) の 影響を検討した

結果よ り ､ ラ ッ トをP B で 前処理する こ と によりV m a x 値を 且.5 - 2 . 5

倍程度上昇させるだけで ほなく､ K m 値も変服すること が明かとな っ た o

K m 儀は
一 般に､ その反応に関与して い る酵素 ( ある い は本研究の場合 ､

酵素分子種) に特有の もの である と考えられる の で ､ P 馴 こよる K m 値

の 変化は ､ ミク ロ ソ -

ム に∃削ナる その 反応に関与して い る酵素分子種の

構成の変動を反映して い る と考える こ とが で きる ｡ 払 Ⅴおo 実験か らあ

る代謝反応が誘導剤に よる影響を受けるかどうかを検討する場合､
-

般

には十分 に高 い 基質濃度 で の V m 弧 儀の 測定 に よっ て宥恕われ るが ､ 令

臥 取血p r a mi 泥 代謝反応 のP 馴 こよ る影響を検討した結果よ り､ 誘導剤

の影響 が K m 値の変動を引き起 こ した場合 ( 特に雌ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
-

ム で の脱メ チ ル化反応) . ､ た とえV m a x備 に変偲がなくとも､ 低基質濃

度 で の 代謝活性の大きな変動を招.く結果とな る こ と がわ か っ た ｡

h 申ra mi n e の 誘導効果の基質濃度依存性を ､ P B 処理 とコ ン ト ロ
ー

)i ,

の ミ ク ロ ソ - ム に 掛ナる各基質濃度の代謝速度比率 ( V
p B
/ V

｡ ｡ N r R ｡ L
)

で表現し､ その 結果を Fig u r e 2
一 旦 且 に示 した｡ K m 償 に変化 がな

く､ V m a x 億が上昇した場合 ( 雌雄環2 位水酸化反応お よび雄脱メ チ

ル化反応) ､ 各基質濃度 で の代謝活性の比 は､ K m 値の差によ っ て高基

質濃度にな る に した が い 上昇 し､ V m a x 優に達した後､
一

定の 値 ( コ ン

トロ ー ル とP B 処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ -

ム での Ⅴ 淵 題借の 比) とな っ たo

こ れ とほ対照的に ､ 蝉に 釧ナるI m ip r a m i rE5脱メ チ ルイヒ反応で ほ ､ P B

誘導によ っ て V m 弧 億 は ほ と ん ど変動しな い が ( コ ン トロ
-

ル ; 0 . 3 ＋

4
･3チ

- 4 ･6 2 v s ･ P B ; 3 ･8 1) ､ K m 値が約 1 0 分の 1 に低下 し (82 3

か ら7 且.3 j A M ) ､ P B 処理 で の代謝活性が飽和する基質濃度が コ ン ト

ロ
ー

ル で の値よりかなり低くな る ため ､ 低基質濃度領域で の 代謝活性の

比 の顕著な上昇が認められ､ そ れ以後 ､ 誘導効果は消失して い .くパ タ -

ン とな っ た ｡ こ の こ と は ､ V m a x 値を測定する ことに よ る誘導効果の程

度の判断ほ必ずしも低基質液圧で の代謝速度の変化の程度 に反映して い

な い こ と を意味して い る ｡ 多く の 誘導実験 によ る報告は ､ V n n x 値の み
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を測定 しており ､ 対象 として い る代謝反応に園与して い る酵素量 の増減

に関して検討したも の が多いが ､ 一

つ の代謝反応にも複数の P - 4 5 0

分子種が関与して い る こ とが明らかに されて い る現在 ､ 本研究の ように

臨床で の 薬物投与指針に与える情報を目指したin vi 加 代謝実験で ほ ､
コ ントロ ー

ル で の デ ー タの みならず､ 誘導剤に よる代謝活性の変動を調
べ る場合に も､ 詳細なK in eti c s の 必要性を示唆する結果とな っ た ｡

4 7



2 - 3 ラ ッ ト肝ミクE3 ソ
- ム におもサる臣m 柳 a m i m e 藤代謝速度の性差

と老 脚こよ る偲謝活性変動に関する検討

1 ､ 2 節 に 釦 ､ て ､ 放血p r a r ni n e 各代謝線路に関与して い る P
- 4 5 0

分子種の性差及び誘導剤に対する感受性の特徴をK i n 由 cs か ら明らか に

した. そ こ で各P 一 連 5 0 分子種 を准定する 上で ､ よ り明確な指針 を与

える と考えられ る都 E nip r a 血 e代謝経路の反応速度の 雌雄ラ ッ ト で の 老

化に よる ( 3 カ月か ら3 0 カ月齢) 変動を調べ た ｡

[実験結果]

Fig ur e 2
- 1 2 には ､ 血ip r a mi n e 代謝経路 のうち ､ 主要な 4 つ の 代

謝経路に つ い て 雅雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
- ム で の 代謝活性の老化に よ る変

動を示した ｡ 払ip 汲 m i n e および2 0 H
- I M I の 脱 メ チ ル化活性は若齢

時 ( 3 - 1 2
.
B 齢) に顕著な性差を示 した が ､ それ以後雌と 同じ レ ベ ル

ま で低下し､ 性差が消失した ｡
一

方 ､ h nip r a n i n e およ びD M I の 環 2 位

水嘗財ヒ反応にほ若齢から老齢にかけて 活性の顕著な変北およ び性差 は認

め られなか っ た ｡

[考察]

老齢化社会に なりつ つ ある現在､ 老齢患者と薬物代謝活性 の関係を明

らか にするこ とが必要となり､ ラ ッ トをモ デ ル動物 と した多くの実験結

果が報告されて い る伊u3
'

it a et al . ,19 8 3 ,19 8 5 a ,19 8 5 b; Kit ag a w a 飢 al . ,1 9 8 4) o

こ れらの報告をまとめ ると､ 代謝活性の老化 によ る変動パ タ
-

ン は ､ 基

質によ っ て大きく二 つ の パ タ
ー

ン に分ける こ とがで き る (次 ペ
ー ジ図参

照 ､ 鈴木 且985 から引用) ｡ すな わち ､ A m in o p yrirE: の 脱メ チ ル化反

応 や 説e x o b a rbi宅a且の 酸化反応の よう に ､ 若齢時 ( 3 カ月齢) に ほ顕著

な性差 が認め られたが ､ 老化する に従 い ( 2 5 カ月齢以後) 雄で の代謝

活性 が急激 に低下 し､ 性差 が消失する タイ プ ( タイ プA ) ､ Ån ili n e の

水酸化反応の ように ､ 若齢から老齢にかけで性差が認め られず､ また､

代謝活性の大きな変動をともなわ か ､ タイ プ ( タイ プB) で ある o タイ

プA に属する代謝活性の雄ラγトで の老化による代謝活性の変動 (低下)

の メ カ ニ ズム に関して は ､ い く つ かの 貌が報告されて い る ｡
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すな わち ､ ①総 P - 4 5 0 含量 の老化 にともなう低下 ( K aもo & T a k a 一

皿ak a , 且9 6 7;且9 6 8) ･

､ ②P - 4 5 0 に電子を供与する酵素であるN A D P H

C yt o c h r o m e a R ed u c 臨s e 活性の 老化 に伴う低下 (S c h m u ck e r e息 a且. ,且9 8 2

) ､ ③ミ ク ロ ソ - ム膜の流動性の質的変化 (s ぬ et al ”且9 8 2; Å m b re c ht

e屯 a且
. , 19 8 2) お よ び④P - 4 5 0 分子種の構成比 の老他 にともなう変

動 ( R ik a n s & N o d e y ,且9 8 岬 u3
'

it a e t a且.
,
1 98 2) な どの機構が提唱されて い

る ｡ こ れ らのうち ､ ①③は A nilin e 凍酸化反応活性や h ip ra mi n e 環2 位

水酸化反応活性 の ように老化して も代謝静性の変動を示さな い代謝経防

( タイ プB ) の存在を説明で きな い o また､ Ⅰmi f W a mi n e の ように同
一 基

質であ っ ても脱 メ チ ル 化反応と環2 位水酸化反応間で異なる変動 パ タ ー

ン (前者はA ､ 後者は B) を示す実験事実を ､ 膜の 流動性が垂 - 4 5 0

と基質間の相互惟 馴 こ影響を与える要因で ある とい う観点 (③) か らは

説明できな い ｡ したが っ て ､ 現在でほ①の説が有力である ｡ 事実､ 性差
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発現に関与し､ また老化にともなレ､ その ミク ロ ソ - ム申で の 存在量が低

下 して い くP
- 4 5 0 分子種が同定精製されて い る o この P - 4 5 0 分

子種は精製した研究者に よ っ て様々 な名称 ( ㍗ - 4 5 0 m 弧e [K a m t aki

et al l ,19 8 2; K at e & 監a m at aki ,1 9 8 2; K a m at aki et al . ,且9 85] , 鼠L M 5[J a n s s o n e t

aL ,1 9 8 5] , h [R y a n eもai ･ ,1 9 8 4] , 2 c [ W a x m a n ,且9 8 4] , ” - 叩M a 蜘 m ot o et al . ,

1 % 6]) で呼ばれて い る 航 本研究では P - 4 5 0 m l t 命名した 軸k a
et al ･ , 19 8 9) ｡ こ の P - 4 5 0 分子穫畳が雄で高く､ また ､ 老化に よ っ

て減少するメ カ ニ ズム は ､ 現在の とこ ろ､ 明確な見解が得られて い な い

が､ ホルモ ン レベ ルとの因果関係が指愉されて いる. その例として､ 触

が脳下垂体からの雌性化 フ ァ ク タ -

肝e m i niz ad o n F a ct o r ; 成長ホ ル モ

ン で ある と言われ て い る( M od e et al . ,19 8 3)) の 分泌の 調節を行な っ て お

り､ さらにそ の分泌パ タ ー ンの 性差が肝臓の雌性化に影響をあたえて い

る可能性を示唆する報告( E d e n ,19 79)b 号ある o

これ ら､ 肝臓 レベ ル での 薬物代謝括性の老化 に伴う変動と ヒトで の体

内動態を関連付ける臨床デ ー タ として､ 払ip r a mi n e の 変動につ い て報告

さ れて い る(A b e m eth y 郎 1 ･ ,19 8 5) ｡ 同文献で は h ip ra mi n e の ヒ トにおけ
る体内動態ほ ､ 若齢被験者と老齢被験者間で有意に消失ク リ アラ ン ス が

低下 して い る の に射 し､ D M I で ほ､ そ の消失が影響を受けない こ とが

示さ れ て い る o こ の 試験の投与量 で ほh n ip r a n i n e の 消失 航 聯メ チ ル化
反応に基づ い て い る の に射 し､ D M I は環2 位水酸化励芯が担っ て い る

と考えられる ｡ した が っ て ､ こ の 臨舞上の試験結果ほ ､ 本研究で得られ

たラ ッ ト肝ミク ロソ - ムで の老化 によ る代謝活性変動パタ ー ンの代謝経

路依存性を反映して い る と思われる ｡

5 1



2 - 喝 葛m 量p F a m 亘n e 代謝に お け る脱メ チ ル北辰応 に関与する

P 一 喝 5 0 分子種の解明

前節ま で の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ
- ム を周 い た代謝 温血eti cs 実験 から､

払i F a mi n e名偲謝経路 に関与して い る P
- 4 5 0 分子種の推定を行な っ

た ｡ 本節 [ 1〕 で は ､ この 推定をより確実にするため若齢雄性ラ ッ ト肝

ミ ク ロ ソ - ム で 最も多量 に存在し､ また廟遵及び老化 によ る代謝活性の

変動を引き起 こすP - 4 5 0 分子種で ある P - 逢 5 0 m 且と雌性ラ ッ ト

肝 ミク ロ ソ
- ム の 主要P - 4 5 0 分子種 である P

- 4 5 0 分子種 ( こ こ

で は T - 45 0 F) の 精製標品を用 い た再構成系で のⅠm ip r a m i n e代謝経路の

各代謝反応に対する触媒括性を調 べ た ｡ また ､ 本節 [ 2] で は､ こ れら

の P - 4 5 0 精製標品のうち､ P - 4 5 0 m 且に対する抗体を伺 い て ､

払i野a m i n e の各 1 次代謝速度 (脱メ チ)I, 化反応 ､ 環 2 位水酸化反応) に

対する 阻害効果の比較検甜と､ 若齢 ( 3 ケ月齢) お よ び老齢 ( 2 8 ケ月

齢) 雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で の 馳ip r a m 払e脱 メ チ ル 化活性及 び環2

位水酸化活性 に対するP 一 塩 5 0 抗体の 阻害効果を調べ ､ Ⅰmi p ra mi n e 脱

メ チル化凪芯の性差及び老化によ る反応速度の変動 に対する P - 4 5 0

m i の 関与を明らかに し､ また ､ 2 次代謝経路を含 め た各代謝反応経路

間での 反応に関与して い る P - 4 5 0 分子種の相同性およ び独立性 に関

する知見を得る こ とを目的と した ｡

[ 1] P - 4 5 0 m 且およ びP - 4 5 0 F を周 い た再構成実験

本実験で の再構成系は ､ 精製P - 4 5 0 本体 と N A D P 迅 C yt . P - 4 5 0 還

元酵素およ び D il a u r o yl - P h o sp h ad d yl C h oiin e のC L ,P) に よ る非ベ シタ ル

系で の電子伝達系によ っ て作成した｡ 再構成糸で の 触媒活性はP - 4 5

0 分子種の その 代謝反応に関与する可能性を調べ る とともに ､ 触媒能刀
の有無を部断する有周を手段で あ る と考えられ る ｡

[ 実験結果]

Fig u r e 2
- 1 3 に ほ ､ P

-

4 5 0 n l と F を､ ま た ､ 基質としてⅠm i -

p r a mi n e およ び その 1 次代謝物2 0 H - I M I ､ D M I を周 い た 再構成

系での各代謝反応に対する角蛸日計性を調べ た結果を示した . 雄に お い て
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主要P - 4 5 0 分子種で あ るP - 4 5 0 m l は ､ 払ip ra mi n e およ び2 0 H

- I M I の 脱メ チ ル化励芯を良く触媒した の に対 し ､ h nip r a m i n e およ び

D M I の環 2 位水酸化反応 は全く触媒しなか っ た｡ また､ 雌 における主

要P 一 塩 5 0 分子種 で ある P
- 4 5 0 F は ､ Ⅰmi 伊a m in e代謝経路に お け

る全 て の代謝活性 に関与 して い な い こ とが明かと な っ た ｡

再構成系に おける触媒活性の大きさ か ら直接ミ ク ロ ソ
-

ム で の代謝活

性を評価する こ とは できな い が､ 少なく とも再構成系で触媒能力が無い

P - 4 5 0 分子種が ､ ミク ロ ソ - ム で の 代謝反応に関与して い る可能性

は棲めて低 い と考えられる o 従 っ て ､ P
- 4 5 0 m l がⅠmi p ra mi n e お よび

D M I の 環 2 位永酸化反応に は関与せず､ またP - 4 5 0 F は全 て の

I m ip r a mi n e> 代謝反応に関与して い な い P
- 4 5 0 分子種であ る と考察

され た ｡

[ 2 ] 若齢 およ び老齢 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の h nip r a m i n e 代謝活性

に対する P - 4 5 0 m l 抗体 を用 い た 阻害実験

精製P - 4 5 0 を用 い た再構成糸で のI m ip r am i n e およ び2 0 H
-

'
I M I の 脱メ チ ル化反応で は ､ P - 4 5 ･O m l が非常に高 い触媒活性を

示した o しかし､ 耳m享pr a mi rE ) の肝 ミク ロ ソ ナ ム における代謝反応 に は ､

複数の P
-

4 5 0 分子種が関与して い る こ とが示唆された ( 前節まで)

の で
､ 再構成実験の結果が ､ 直接 (定量的に) 肝ミク ロ ソ - ムで の代謝

滑陰には結び つ かな い ｡ したが っ て ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム の代謝にお い て は ､

P - 4 5 0 のあ る分子種がどの程度関与して い るか ､ 定量的に知 る ため

に は その 分子種の抗体(Ⅰg G) によ っ て その P
- 4 5 0 分子種由来の代謝

活性を阻害する実験方法が有用な手段 であ ると考えられる ｡

[実験結果]

Fig u r e 2
- 1 4 に は ､ P - 4 5 0 m l 抗体の 蛋白量 によ り､ 若齢雄性

ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ
-

ム で のI m ip r am i n e の 2 つ の
一

次代謝静性がどの よう

に変動するかを示した ｡ こ の結果から ､ 阻害が飽和 に達した時､ 脱メ チ

ル化活性は P - 4 5 0 m l に.より約8 0 % 阻害を受けたが ､ 環2 位水酸

化反応 に は ､ ほ と ん ど 阻害が み られな か っ た . また ､ P - 4 5 0 m l 抗

体を5 皿 g 添加 した と きの 阻害が加齢 に よ っ て どの様に影響される かを
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F ig u T e 2
- 1 5 に示した. 雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で の 脱メ チ ル 化

活性ほ3 節の検討よ り､ 加齢に拠 っ て 約1 / 3 に低下する ( 3 ケ月齢 -

2 8 ケ月齢) こ とが明らかに され た (本実験 で の コ ン トロ -

ル Ig G

添加時 の代謝活性 の変動 と対応して い る) o 本実験 にお い て P -

4 5 0 m 且の 添加に よ り､ 3 ケ月齢で は8 1 % 阻害された の に比 べ ､ 2

8 ケ月齢では 5 8 % 阻害と ､ 阻害の程度が顕著に低くなっ たが､ 阻害さ

れなか っ た活性値はほ ぼ等しく､ 雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ -

ム で認められた

加齢 によ る脱メ チ ル化括性の低下 がP - 4 5 0 m l 畳 の 減少に基づ く活

性の低下 に起因して い る こ とが示された .
一

方､ P 一 旦 5 0 m 且に依存

して い 凱 -I mi p r a m i n e脱メ チ ル化括性は年齢 の影響を受けな い こ と が わ

か っ た o ま た､ 環 2 位水酸化反応 には P - 4 5 0 m 且が全く関与して い

な い こ とが加齢 によ る代謝活性の低下 お よび若齢時の憶差が発現しな い

原因である こ とが明かとな っ た｡

[ 考察 ( [ 1 ] お よ び [ 2〕) 〕

本節 [ 1〕 および [買] の検討結果より､ 第 1 節で明らか にされ た雄

性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ
-

ム におけ るⅠ血p ra mi rx 5脱メ チ ルイヒ反応で の 性差お

よ び節3 節の 実験よ り得られた加齢によ る脱メ チ ル化活性の低下の 原因

が P - 4 5 0 m l の量的減少である こ とが酵素学的レ ベ ル の検討より明

確 に解明され た ｡ 一 方､ 環 2 位永酸化反応を触媒して い る P - 4 5 0 分

子種ほ ､ 本節の検静からも､ 解明きれなか っ たがこ 少なくとも､ P - 4

5 0 m l ､ F の 各p - 4 5 0 分子種とは全く独立した P - 4 5 0 が触媒

して い る点が明かとな っ た ｡
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2 - 5 宜m i p r a m i n e 代謝に お ける環2 飽水酸化反応に関与す る

P - 4 5 0 分子種の解明

前節まで の 検討か ら雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で のh mi p r a mi n e 代謝

にお ける脱メ チ ル化反応 は ､ 主 に P - 4 5 0 m l によ っ て触媒さ れ て い

る こ とが明らか とな っ たo
一

方､ Ⅰmi p r 甲irx3 に対 して親和性の高
い ( K

m 億が小さ い) 反応 で あり ､ 低基質濃度で主 にh n由Ta mi n e およ びD M I

自身の消失に優位 に関係してい る と考えられる環2 位水酸化反応を触煤

して い る P - 4 5 0 分子種を推定する決定的な検討結果は得られて いな

い ｡

i m ip r a mi n 8B艮周時のI m ip r a mi n e に対する環2 位水酸化代謝物 ( グ)I, タ

ロ ン酸抱合体を含む) の尿中排壮量の 比率は被験者間で大きく2 つ の グ

ル
ー プに分け られ ､ こ の 比率が 1 .0 に近 い グル - プを E M (E x t e n si v e

M et ab oliz e T) ､ ま た ､ ほ とん ど0 の グル
ー

プは P M (P o o r M et a b oli z e r) と

呼ん で 区別さ れた ( B r o s e n e t al .

,
19 8 6 a) ｡ こ の よ うに ある特定 の代謝

活性が固体間で大きく2 つ の グ ル
ー

プに分 けられ る代表的な例はD d )ri -

s o q ui n e お よ びSp a rt ei n e の永酸化活性が報告きれ て い る (E ic h elb a u m ,

19 8 2) o さ らに ､ これ ら代謝静牲の グ ル ー

プ間で の差は ､ こ の 両代謝反

応を触媒して い る特定 の P - 4 5 0 分子種の発現を コ ン トロ ー ル して い

る 遭転子 の有無に基 づ い て い る こ とが明らか に され ､ こ の よ うな代謝皮

応を遺伝的多様性( G e n eti c P ol ym oTP his m ) の ある代謝反応である と呼ば

れ て い る ( Ei ch elb a u m ,19 8 2) 0

また ､ D M I に関して も､ ヒ ト個人間における環2 位水酸化反応速匿

がD ebd s oq u h e と よく相関する こ と ( B r o s e m et al . ,19 86 a) ､ ま た､ D e b 正一

s o q ui n e に対する P M から得られ た肝 ミ
J
ク ロ ソ - ム で ほ D M I の 代謝速

度も極 め て 遅 い こ と (s p in a et al . ,19 84; D a vi e s e t al . ,19 8 1) ､ さら に ､ D

M I の水酸化活性 ほ ヒ トおよ びラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム にお い てI btEi 監 喝血 e

に より競合的に 阻害 され る ( v o n B ah r et al . ,19 8 4) な どの実験結果 が報

告され て い る ｡ こ れ らの実験結果から､ ヒ トにお い て ほ D M I の 環 2 位

永酸化反応は ､ 主 に 臨b r由粥 u in e およ びs 卵 血e で代表される代謝反応を

触媒して い る P - 4 5 0 分子種が関与して い る こと が強く示唆され て い

る o
一

方､ h ip r am i n e の環 2 位水酸化反応が 加b ri s o q ui a / S p a rt e 血 型 の

遺伝的多棟性発現に関与してい る P -

4 5 0 分子種 に触媒されて い る可
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能性を支持する報告は､ 前述した ヒ トi m vi v o で の試験結果の みであり､

その 反応 に関与する P - 4 5 0 分子種を､ i m vi 加 レベ ル か ら直接示唆

する実験結果は報告さ れて い な い ｡

ある特定 の代謝経路カ3TD e 蜘s 喝 ui 聡 / S 卵 ぬe 塑の 遺伝的多様性発現に

関与して い る P - 4 5 0 分子種 に触威されて い るこ とを調 べ畠ス ク リ ー

ニ ン グ試験 と し て ､ ヒ トお よ び ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ツ ー ム を周 い て ､ S p a r
一

癖血e の水酸化静隆に対する 阻害効果の程度を調べ る方法が報告されて お

り (瓦m ab a et aL ,且9 8 5) ､ 同文献で は､ N o T叫 脚i m e ､ P r op T a n O且o且およ び

Q ui nidim e な どが棲め て強 い 阻害効果を持 っ て い る こ とが示さ れた｡ し

た が っ て ､ こ れら の薬物の 阻害効果はあ る薬物 の特定め代謝反応が

D eb Tis o q uin e / S p a Tt ei n e 塑の 遺伝的多様性発現に閑卑して い る P - 4 5

0 分子種に触媒されて い る代謝反応であ るかを評価する第
一

段階の ス ク

リ
ー ニ ン グに適し て い る と考えられる ｡

そ こ で本節で は ､ こ れらの 強力な阻害剤であ るN o 血 p Eyli n a (以下 N

T) ､ 恥 pr a n ol o且 ( ㍗ L ) お よ びQ ui nidin e ( Q D ) の 馳ip r a m 五n e お よ び

D M Ⅰ の 環2 位水酸化反応 と 馳ip T a m i n e の 脱メ チ ル化反応 に対する阻

害効果を調べ ､ ラ ッ トに おける遮億的多様性発現に関与して い る P -

4 5 0 分子種が ､ 瓦m 妙m mi yE, お よびD M I 代謝に関与して い る可能性 に

つ い て検討する こ とを目的と した｡

[実験結果]

Fig u r e 2
- 1 6 に は雄 ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム で の瓦m ip T a mi n e お よ び

D M I の 各代謝速度 に対するN T ､ P L およ びQ D の 併周 佃書) 効果

を示したo 併周剤 は ､ 払ipr a rri n e およ び D M I の 環 2 位水酸化反応を極

め て 強く阻害した の に射し､ h mi 伊a mi m e の脱メ チ ル化速度に対する 阻害

効果ほP L で ほ全く認 められず､ また､ N T お よびQ D で は弱か っ た｡

さら に､ こ れらの 併周剤の 一

つ で あ るQ D のI mi 卵 mi n e およ びD M I の

環 2 位水酸イヒ反応速度 に対する阻害パ タ ー ン を調べ た監i n eti c s を Fig u r e

2 - 1 7 に示したが ､ Q D は両環2 位水酸化反応 に対し､ 競合的に強

く阻害して い る(C o m p e 舶 v e Ⅰnhibiti o n) こ とが明か とな っ た o
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[考察]

D e b ris o q ui n 缶の ヒ トに 掛ナるP M ほ ､ 他の い く つ かの 薬物 の ある特

定の代謝反応 に もP M であるこ とが知られて い る｡ 下表に はその 代謝宿

性の遺伝的多様性がむ曲Tis o q ui n e と良く相関する こ とが知られ て い る も

の を挙げた ｡

鎧塾 辿
い る薬物とそ の 反応

薬物 代謝反応 引周文献

S p aTd n e

T h e n a c e 血

P h 8 n ね m in

P h e n y t oi n

N o Ttrip ty且i n e

¢Ⅶa n o x a n e

P e rh e x 姐i n e

Am i 軸 tyli n e

D e sip r a mi n e

馳 o p r a n oi ol

N - 0 Ⅹid a塩o n

¢･恥e ぬ y且a由o n

p
- H yd r o x yi atio n

p
- H y d r o x yl ait o n

打a n 島 -1 0 - H y d r o x yla 由o n

6 一 斑y dr o x y la d e n

7 - H y d r o x yl atio n

liy d r o x yl a d e n

10 - H y d r o x yla 血)a

2 一班y d r o x ylatio n

4 - H yd r o x yiatio n

N - D e sis o p r op yl a由o n

a

b

a

a

a

引用文献: a; Ei ch elb a u m , 1 9 82 , b ; M ellstr o m et al . ,1 9 83 ,

c ; C . v o a B ah r e t al . , 1 9 8 4 , a ; L a r r ey et al . ,19 8 4

この ように ､ ある薬物で は遺伝的多様性を示す代謝経路をもつ ため ､

臨床にお い て 安全な投与指針を立 て る上 で ､ 活性の 変動を考慮する必質

があり ､ それ に関連した基礎的研究として､ ヒ ト肝ミ ク ロ ソ
- ム から遺

伝的多様性の発現に関与してい る P - 4 5 0 分子種が同定精製され て い

る ( P i sd e r a th & G u e n g e ri ch ,1 9 8 4] で は P - 45 0 d b) . しか し､ こ の ような

遺伝的多様性は ラ ッ トでも観察され ､ D eb d s 叩 i n e の水酸化活性があ る
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特定の ラ ッ トの系統 ( D A ) で ほ他の系統の ラ ッ トに比べ て極めて低い

こ と が報告さ れ た ( A l - D ab b ag h eもal . , W 8 1) o また､ ラ ッ トにお い て も

D eb ris o q ui n e / S p a rt ei n e の水酸化活性を効率よく触媒する P
- 4 5 0 分

子種が同定精製され ( m arT e y et al . ,19 8 4】で は P
- 4 5 0 U T 一斑) ､ ラ ッ

トにお い て も ヒ ト同様の P - 4 5 0 分子種の遺伝的多様性にもとづ く代

謝活性 の変動が存在する こ と が明か とな っ た ( 監u pf eT e忠 al . ,19 8 2) .

さ らに ､ ラ ッ トよ り精製された P - 4 5 0 U T 一斑 に対する抗体を用 い た

阻害実験からラ ッ ト肝ミク ロ ソ
- ム で の D eb ris oq uin e 水酸化活性は ､ こ

の抗体 によ っ て ほ ぼ 1 0 0 % 阻害され る こ とがわか っ た (L ar r ey et al . ,

19 8 4) . した が っ て､ 本研究で の実験結果よ り ､ I m ip T 血 e およ びD M

I の雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
- ム で の環2 位水酸化反応 は ､ こ の 代謝速度が

N T ､ P L ､ Q D に よ っ て 強く 阻害さ れ ､ ま たそ の 阻害パ タ
- ン が競合

的であ る こ とから､ ラ ッ トにお ける遺伝的多様
′ 娩 現に関与して い る P

- 4 5 0 U T 一 別 こよ っ て主 に触媒 され て い る可能性が高 い と考えられ

る ｡
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2 -

6 8 m
-

IP r a m i m e 代謝に磨 ける平行代謝経路間相互作周

(P a r a‖e3 P ath w a y F nt e r a cii o n)

本章第 1 か ら5 節ま で の酵素学的レ ベ ル からの 詳細な検討か らI m わrar r >

i n e の 雄性ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
- ム 上 で の各代謝反応 に関与して い る P -

4 5 0 分子種 の特定が行なわれ た ｡ 1 次代謝物から2 次代謝物を生成す

る二次代謝反応 の詳細な 鮎 n ed cs は検討 しなか っ たが ､ 老化 に ともなう

代謝活性 の変動 パ タ
ー ン (第 3 節) ､ 再構成実験系で の P - 4 5 0 mi

の触媒能力 ( 第4 節) ､ N T ､ P L ､ Q D によ る阻害効果 (第5 節) を

調べ た実験結果は､ それぞれ対となる 1 次代謝反応の特徴を反映してお

り､ 関与 して い る P - 4 5 0 分子種 の相同性 が示唆された ｡

こ れら各代謝反応に関与する P - 4 5 0 分子種の関係を見 る と ､ I m i -

p r a m h e代謝に おけ る同種 の (環2 位水酸化反応 v s . 脱メ チル 化反応)

代謝経路時､ 同
一

の P - 4 5 0 分子種 が触媒 して おり､ こ れらの 代謝経

路で は異な る基質 (Ⅰmi p r a m in e と 1 次代謝物) が同
一

の P - 4 5 0 分子

檀 ( P - 4 5 0 m l ある い は P
- 4 5 0 U T - ”) に対 して競合的 に関与

して い る と考えられ る ｡

そ こ で本節で は以上 の推測からⅠmi p ra mi rE :代謝経路内 での 対 にな る代

謝経路間での 相互阻害関係を調 べ ､ ま た､ その 阻害効果の強さ ( 阻害パ

タ
ー

ン と 阻害定数 ( K
I
) ) を評価する こ とを目的とした .

[ 実験結果]

F ig u r e 2
- 1 8 (上図) に ほI m * r a m i n e およ びD M I の 環 2 位永酸化

反応 に対する D M ‡お よびh ip r a m i n e の 阻害効果を ､ また､ Fig u r e 2
-

1 8 (下図) に はI m 申r a mi rE) およ び2 0 H
- I M I の 脱メ チ ル化反応 に

対する2 0 H - I M I お よ びh ni F a m in e の 阻害効果を示した ｡ 実験結果

よりこ れらの 代謝経路間に は相互 に競合的な阻害関係(c o m pe titiv e l n hi
-

b id o n) が認められ た｡ さら に ､ 各代謝経路の代謝 パ ラメ
ー タ ( K m ､ V

m a x 値) とそ の 経路 に対する阻害剤 ( 1 次代謝物) の 阻害効果の強さ

( K
I
値) を同時 に評価すろため ､ 阻害剤濃度 を変えた と き の 基質濃度

一

代謝速度の 関係を競合阻害を取り入れた ( 2 - 2 ) 式にあては め ､ 非
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線形最小自乗法によ り各パ ラ メ
ー タ を算出した ( T ab且e 2

- 3 ) 0

Ⅴ =

V m 8又
･ [s]

K
-

･(且 ＋掛[s]
- (2

- 2)

こ こ で K
I
は阻害定数､ また[耶は 阻害剤濃度である o T a 鮎 2

- 3 から ､

阻害剤自身の K m 値 と､ その 阻害剤が 阻害対象として い る代謝反応 へ の

K
‡
値が ほ と ん ど等しく ､ Fig u r e 2

- 1 8 で 認め られた競合的阻害関係

が ほ ぼ完全な競合的阻害関係である こ と が明か とな っ た ｡

[考察]
一 般 に､ 親化合物 とその代謝物が相互作周を起こす関係 にある例は､

数多く報告されて い る . こ れらの 報告のうち特に肝ミ ク ロ ソ
-

ム を伺い

た in vitr o 代謝実験系で P
- 4 5 0 によ っ て触媒されて い るもの に つ い

てま とめる と次の ようになる (親化合物をÅ､ その代謝物をB とする) a

A か ら B にな る代謝過程で A ある い は B が直接その触媒活性を低下 させ

る場合が ある o 一 般的に ､ 前者 ほ基質阻害(S u b st T at e l n hibitio n) ､ また

後者は代謝物阻害( p r o d u c屯 h hibi 血 n) と呼ばれ､ 前者の例 と してA niu n e

水酸化 (A b el ,19 8 1) ､ A mi 坤 畔地 e の 脱メ チ ル化反応 ( 窪軌 198 8)

が ､ また後者の例として2 0 H
-

D M I の D M I 環2 位水酸化反応阻害

効果 ( Y o n
.

B ah r & O r r e ni u s
,
19 7 1) が知られて い る . こ の 阻害関係 の特

徴 は､ P - 4 5- 0 が触媒酵素の場合､ A ある い は B が直接､ P
- 逢 5 0

の 本来､ 分子状酸素が結合するサイ トに不可逆的に結合し､ その代謝能

力を低下 させ て い る点 であ るo
一

方､ B がさら にC の 代謝物にな る逐次

型 の代謝経路をもつ 場合､ ( A - - B ) と ( B
一

斗 C) の 代謝過程を触媒し

て い る P - 4 5 0 分子種の 相同性によ っ て ､ A ま∋よ び B が競合的な阻害

関係を示すこ とがある ｡ こ の場合､ P
- 4 5 0 分子種の相同性を分子学

倒 レベ ル から明らか に した上 で ､ 現象の解明を行な っ て い る例 はほ とん

ど無い が ､ B あるい はC の 生成速度を測定し､ A から B あ る い は B から

C の代謝速度 に与える B あ る い は A の 添加効果の E3 n etic s が競合的で

ある こ とか ら､ 推測して い る例 と して ､ T e sID S te r O r E が水酸イヒ体の代謝反

応 に対して 阻害する例 ( A が B
-

- C を阻害; J a c ob s o n e t al . ,19 6 9) や

Am in o p yrin e の 脱メ チ ル化代謝物が Am in o p y ri n e の 脱メ チ ル 化反応を阻
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害 ( B が A
- - B を阻害; B a st 皮 N o o rd h α 汰,且9 8 0 ; M ats u y am a e t al ･ ,1 9 8 5)

して い る例が報告さ れて い る ｡ こ の 他 にも D ip h e n ylb y d a nt oi n とそ の永

酸化代謝物との相互関係 ( B o r o n d y et 弧 ,19 7 2) ､ P h e n ylb ut a z o n e とそ

の 永酸化代謝物 o x y ph e nb ut a z o n e と の 阻害関係 ( J 血 ch e n & L e v y ,

1 9 7 2) ､ 臨h o x yb e n z a m id e とそ の 脱 エ チ ル化代謝物 (s alic yla mi d e) の 阻

害関係 ( L im 8も al . ,19 8 2) な どが報告され てお り､ こ れ らの代謝物の

併用はi n viv o に お い て も親化合物の体内からの消失速度を顕著に低下

させ る こ とが報告されて い る (次章参照) . しか し､ D 蜘 e n y 払y d a nt oi n

以下 の 相互関係 に つ い て は詳細な K in etic s が調 べ られて お らず､ その

阻害パタ
ー ンカキ上言己の どち らに属して い る の か判断する こ とがで きない ｡

Ⅰmi p ra m i m e に関して は ､ その 代謝経路 におレ
､ て対 とな る各代謝経路 に

関与する P
- 4 5 0 分子種の相同性が本研究から明らか に されて お り､

それを裏付け る結果と して次の 4 つ の 親化合物
一 代謝物間相互作用 が確

認された .ド ; 脱メ チ ル化反応 ,
- - ; 環 2 位水酸化反応 ､ か - ; A

が矢印の先 の代謝経路を阻害する関係を示す) 0

( i ) 川j - - - - - A - - - i > D削

』 幸
Ⅴ

川I B削
t
I

!

”

巾 ･ ■○一 ■
1

1

∀

20H ･

亡 = = 』

附 ( = )

( i i ) l削

『 州 サ D削

20 州 ふ20H 洲
20H 珊 c
l†
( i V )

(i) か ら (i v) の ケ
ー

ス の うち ､ (i) およ び (ii) は前述 の逐次塾

代謝経路 ( A - - B - - C ) の 場合に形式上当て はま るが､
-

( A - ち) と ( B

- c ) に関与 して い る P
- 4 5 0 分子種 ほ独立 して い る点で異な っ て い

る . また､ (iii) およ び (iv) の ケ
ー

ス は ､ 阻害剤と阻害される代謝経

路が同じ逐次型の代謝系路上に存在 して い な い o した が っ て ､ Ⅰmi p ra m
-

i n e の 代謝経路内 に確認され た親化合物
一 代謝物開梱互関係 ほ ､ 次ペ

-

ジ左図の D にあた る共通した2 次代謝物 ( 2 0 H - D M I ) が異なる 二

つ の 1 次代謝物から生成される平行四辺形型の代謝経路に お い て形成普
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A

i
6:

a

i
防

れ る ユ ニ ー ク な相互関係である と考え

られる ｡ こ の ような平行四辺形型の代

謝経路はb lip r a m i n e の他 に Lid u ain e や

D ia RX :Ⅰ琴m で知られて おり､ 開発物 で は

肝 ミ ク ロ ソ -

ム を周 い たi n v 血o 代謝

監血e 血s で その 対となる代謝経路問で競

合型の相互阻害関係 が確認され て い る (S u z uk i et a且. , 且9 8 4 ; 龍野 ､

且985) ｡ また､ 本節で得られた実験結果は ､ 前節まで の酵素学的検討か

ら明らかにされたⅠm 転)r a m i 捉代謝経路内での 対となる代謝催路に関与し

て い る P - 4 5 0 分子種の相同性を轟付ける もの で あり､ 互m ip r a mi n e お

よ びD M I の im viv o 体内動態を予測する こ とを員的としたin vi 飢) デ ー

タか らの 速度静的モ デ ル の構築に ほ､ i n vi 加 代謝実験より得られた反

応初速度から算出された代謝パ ラ メ ー タの俄 に ､ 境食的な阻害餌係を秦

わすK
‡
健を導入しなければならな い 可能性 が示唆され た o
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2 - 7 か括

第2 章で の実験結果は大きく分けて以下 の 2 つ の 項目に要約で きる ｡

過 腰遮真数堕盛土重機温ま聖地退迩L遷遜盛
して い る P

- 4 5 0 分子種の検討

雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム における h ipr a m 血e代謝経路における 2 種類

の代謝反応に それぞ れ関与して い る P - 4 5 0 分子種を酵素学的検討カゝ

ら明らか に した ｡

( 1) Ⅰmi p r a mi n e およ び 2 0 H
- I M I 脱メ チ ル化反応

ラ ッ ト肝ミクロ ソ - ム での 憾 活性の若齢時の顕著な性差(第2 節 [ 1] )

及 び雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の 老化 に ともなう代謝速度の低下 (第3

節) ､ およ び誘導剤処理に よ っ て も代謝静性が顕著な影響を受けなか っ

た (第2 節 [ 2 ] ) こ とから､ こ の代謝経路が雄ラ ッ ト肝臓 の主要P -

4 5 0 分子種であ る P - 4 5 0 m 且に よ っ て触媒され て い る こ と が推測

され､ 精製P - 4 5 0 分子種を伺 い た再構成実験お よ びそ れに対する抗

体に よ る阻害実験 ( 第4 節) から確認された ｡

( 2 ) Ⅰm ip r a m i n e およ びD M I 環 2 位水酸化反応

D eb ris oq ui n e 型の 遺伝的多様性に関連した薬物の代謝活性 に対する特

異的な阻害剤 で あ る Q uinidin e ､ N o mi pもyli n e ､ P r o p r a n ol o 招 どを用 い た

阻害実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で の代謝活性の遺伝的多様性発現

に関与して い る P - 4 5 0 分子種である P - 4 5 0 U T 一斑 が 2 位水酸化

反応を触媒して い る こ とが示唆された (第 5 節) 0

Ⅱ . 平行代謝経路開梱互作用

上述 の知見 か ら明か とを っ たI m * ra m i n e の 肝代謝経路 にお い て ､ 対 と

な る代謝反応を角嫁 して∨一
､ る P - 4 5 0 分子種間の相同性 に起因する相

互阻害作用 が認め られ た. こ れ ら の相互関係は ､ Ⅰ血p r a mi r E お よ び D M

I の消失速度を低下させる方向に作用 し､ 南北合物 の体内動態に大きな

7 0



影響を及ぼす可能性が十分考えられ る o また ､ 亙n v iv o の 体内動態を予

測で きる速度論的モ デ ル の 速度式に は in v it r o 代謝実験の反応初速度

から算出さ れ た代謝パ ラメ ー タ ( K m ､ V m 拡 値) に加え､ 対となる代

謝経路間で の 禰宜作ノ剛厨a r all e且P ath w ay 耳nt e r a c d o n) を定量的に組み込む

こ と の必要性が示唆された ｡
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第3 章 ラ ッ ト肝玉ク m ソ
- ム と･遊離肝細胞に お

t

tサる

Em V絶『o 代謝jヾラ メ 一 夕 の比較

前章にお い て 明らか にさ れ た 払ip r a mi n e の肝臓 に 掛ナる代謝反応 の

kin ed c s お よ び酵素学的特徴 (平行代謝経路間相互作周) は ､ 肝細胞 に

お い て 最も多量 にP
- 4 5 0 が局在して い る肝 ミ ク ロ ソ

-

ム を用 い て検

討され たもの で ある o 肝ミ ク ロ ソ
-

ム は ､ 多くの動物聴か ら比較的容易

･に分画できる生体試料であ るため ､ 多く の研究者に よ っ て 酵素反応 を解

析する酵素源として周 い られて い る が ､ こ こ で得 られた デ
ー タをi n viv o

に 掛ナる薬物動態 - 外挿する場合 に は ､ 以下 の 点が問題 とな る o

①肝ミ ク ロ ソ
- ム を用 い た代謝実験系で ほ肝細胞膜 (pla s m a ‡偲 m b r a n e)

の 薬物に対する透過障壁 が無 い ｡ 薬物の膜透過が五m viv o で の代謝

消失 の律速段階になる可能性 が ある ｡

③肝ミ ク ロ ソ - ム
■

を 剛 ､ た代謝実験で ほ ､ 細胞質液 ( c yt o s ol) を欠如

し て い る の で ､ こ の分画 に局在する代謝酵素 ( グル タ チ オ ン抱合 ､

硫酸抱合など) に よ っ て代謝され る薬物で は ､ そ の細胞 レ ベ ル で の

消失速度を過小評価する危険があ為o また ､ ミ ク ロ ソ
- ム 厳 に局在

す る酵素が関与する場合でも ( ダ ル ク ロ ン駿抱合) ､ 吟t o s ol分画に

存在するC o 払ct o r ( U D P G A) の 人為的僕給が無 い と反応が進行しな

い
｡ 上記 の代謝速度の過小評価 に加え ( p r o d u ct l n hibitio n :第 2 章第

6 節参照) があ る ｡

③肝細胞内の 生 理的なイオ ン濃度や ､ 電子供給能力などが代謝反応を律

達して い る可能性がある ｡

そこ で本章で は ､ 今後 ､ Ⅰmi p r a mi n e およ び D M I の 薬物速度静的 モ デル

の 構築を展開するた め ､ 肝 ミク ロ ソ - ム を用 い た代謝実験か ら得られた

in vitr o 代謝パ ラ メ
ー

タ お よ び代謝反応 の特徴を ､ 遊離肝細胞を用 い た

実験系で の実験結果と比較検討し､ 肝 ミク ロ ソ
- ム で得ら れ た値をin

vi v o へ 外挿する こ との要当性を確認す る こ とを目的とした ｡
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3 - 一 道離肝細胞をPq い た代謝実験系での 反拓条件の確立

遊離肝細胞を周 い たi n vitr o 代謝実験系で は ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム を伺 い

た寛険系とは異なり､ P - 4 5 0 やダル ク ロ ン 醸抱合酵素活性に必要な

電子 A C o 鮎もo T の供給 ､ 2 価陽イ オ ン濃度などをÅ為的に調節する必要

が無 い . しかし､ 前車 で触れたよう に､ 2 次代謝物を生成する馳ip Ea m -

i m 8 の場合で は､ 代議初速皮を評価する た め の 反応時間の設定ほ ､ 1 次

代謝物生成初速度を正確に求める ため に ほ､ 代謝寛験系を問わず重要な

検討現題である ｡

[実験結果]

『蜘r e 3
一 且 に ほ ､ 反応時間と瓦Trip r a m i 皿e およ びD M I を基質と した

ときの それ ぞれ の代謝物生成量の関係を示した ｡ Fig u r e 3
- l から明

らかなように ､ h ni 伊a m i皿e及び D M I が基質の場合 には ､ 1 次代謝物の

生成量 は ､ お およそ3 0 砂まで ほ基質濃度に比例 して 増加する (生成速

度が 一 定で ある) こ とがわか っ た .
一

方､ Ⅰm ip x a mi IR e か らの 2 0 H
- D

M I (遊離型＋ ダル ク ロ ン酸抱合体の合計と して計算) の 生成ほ ､ 3 0

砂以内で は定量 限界以下 ( D M I お よ び2 0 H - I M I 生成量の 5 % 以

下) であり､ Ⅰm ip 脚 m 払e からの代謝物は ほぼ 且次代静物の みを=
.

限定でき

た. しか し､ 2 0 H
- D M I の 生成ほ ､ 6 0 砂B1 降で は顕著に増加し､

また ､ 払ip ra m in e か らの D M I ､ 2 0 H
- I M I の 生成も頭打ち の傾向

を示した ｡ こ の こ とか ら､ 肝ミク ロ ソ - ム の 場合と 同様､ 遊離肝細胞を

用 い たin vitr o 実験で も ､ 3 0 砂を越えた反応時間で得られた1 次代謝

物の生成量からその 生成初速度を計算した場合､ 反応初速度を過/j ､ 評価

して しまう こ とが明か とな っ た ｡ したが っ て ､ 遊離肝細胞を用 い た

in vitr o 実験系で も 3 0 秒の 反応時間を採周した ｡

さらに ､ 立錐B瑚田月包の代謝実験系に お ける反応時間の検討の過程 で ､

Ⅰmi p r a mi n e の 2 位水酸化代謝物2 0 H
-

I M I は ､ 抱合活性の無 い 肝

ミク ロ ソ - ム実験系とは異なり､ 0 ｡ ユ - 1 ｡ 5 〃 M の 基質濃度範囲で ､

%
'

の 9 0 % 以上 が ダ ル ク ロ ン酸抱合を受けて い る こ と が明 らかになり

( T a由e 3 - 1 ) ､ 2 0 H
-

Ⅰ M I の 脱メ チ ル 化反応は ､ 肝細胞を用 い

た実験系で ほ無視で きる こ とがわ か っ た ｡
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-1 M E
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K e y :(㊨) d e sip r a m in e ;( 息) 2 0 H
-1 M 8;( 野) 2 0 ‖

- D M ! f o r m e d f ro m

i m ip r a m i n e;(○) 2 0 H
I D MⅠf o r m e d fr o m d e s盲p r a m i n e . 8 n c u b a ti o n s w e r e

p e rf o r m e d i n th e r e a cti o n m i xtu r e c o nt aini n g 1 .0 x 1 0 6 c e ”s/ m L T h e

s u b str a te c o n c e nt r ati o n w a s 1 0 n m o U m I . E a c h p oin t r e p r e s e n ts th e

m e
t

a n of 3 d et e r m i n ati o n s .
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3 - 2 遊離肝細胞 甘 肝 ミク m ツ ー ム代謝実験系での‡m 柳 a m i m e

お よ ぴD M 転 の代謝 蜘 et豆c s の比較

加ゎT a mi n e およ び D M I の薬物速度静的モ ア)i
, に伺 い る代謝 パ ラ メ ー

タ ( 監 m ､ V m a x ) およ び前章で明らかに さ れた両薬物の 2 位水酸化

経路間の相互作周 ( 平行代謝経路開梱互作伺) に関する阻害パ タ ー ンお

よ び競食的阻害定数を､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム と遊離肝細胞を伺 い た i n vitr o

代謝実験から算出した ｡ 本節で は ､

① h 垂r a d m e およ び D M I の 代謝過程 が ､ 2 0 H
- I M I と D M I ､

また ､ D M I に関 して は2 0 H - D M I の 生成 によ っ て ､ 説明 で き

る か｡

②各代謝紐賂の代謝物生成逮夜に関して ､ 肝 ミ ク ロ ソ
-

ム および遊離肝

細胞甲代謝実験系から得られ か ヾラ メ
一

夕 を比較し､ 肝ミ ク ロ ソ
-

ム より得られたパ ラ メ ー

タ を im vi v o 代謝速度論的モ デ ル の 構築に

利周 で き るか どうか ｡

③前車で明らか に されたぬip r a m 亙n e代謝経路内 で の 平行代謝経路開梱互

作用が肝細胞 レ ベ ル で確認され る･か o ま た､ その 阻害形式及び阻害

定数の償が細胞 レ ベ ル で も反映され て い る か｡

以上の 点につ い て ､ 若齢雄性ラ ッ トか ら調製された肝ミク ロ ソ - ム およ

び遊離肝細胞を用 い た in vitr o 代謝実験より比較検討した.

[ 1 ] 払ip r a mi n e お よ びD M I の代謝K in e d c s

[実験結果]

Fig u r e 3
- 2 の A

, B に
-は ､ 肝ミ ク ロ ソ

-

ム で の ､ ま た ､ C , D に

は遊離肝細胞を周 い た代謝実験系で のⅠmi p T a m i n e代謝 配 n eti c s を示し

た｡ A お よびC は ､ im vi v o で問題 とな る低基質濃度範囲 ( ¢.2 - 2 .0

n m d / mi ) で のⅠmi p ra m h
,

e の 消失速度 (㊨) と ､ 2 0 H - I M I ( A ) ､

D 丸4 I (□) の 生成初運慶を示した｡ また､ B およ びD に は ､ こ れらの

生成 に関するK in etic s パ ラ メ ー

タ をで き る だけ正確 に算出する た め に ､

高基質濃度 (3 7 n m ol e/ m l) に及 ぶ実験 の結果を示した ｡ F ig u r e 3
- 2
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-IM I;
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T a b l e 3 - 2
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d

1 9 7 ＋1 4
f

2 0 H - D M E

” O ｡ 9 5 7 ＋0 . 0 8 4 1 ｡ 2 6 ＋0 ｡ 1 2
C
4 5 . 4 ＋4 ｡ 3

e

c 1 . 4 5 ＋0 ｡ 2 0 0 ｡ 5 6 7 ＋0 ｡ 0 2 7
d
5 5 ｡ 6 ＋2 ｡ 6

f

M l ｡ 9 2 ＋0 . 2 1 0 ｡ 3 3 5 ＋0 . 0 9 1
C
ユ2 . 1 ＋3 . 3

e

.T

£三宝a
e

芸｡ 且i 七e s ‥ ｡ 2 ｡ 3 8 . ｡ ｡ 6 7 ｡ ｡ 1 6 5 ♯｡ . . 1 9
d
1 6 . 2 ♯1 . 9

f

a
D a t a w e r e e x p r e s s e d a s m e a n ＋S ｡ E ･ o f 3 e x p e T i m e n t s

Åb b T e V i a t i o n s u s e d i n 七h e 七a b l e a r e a S f o l l o w s ;

硯 T冨蓋……言
s

冨冨
e

芸孟.
c

i
'

; m主ヲ
o l a 七e d h e p a 七o c y 七e s I

言霊芸…≡≡…慧
a

a≡≡≡…圭;芸三芸;T告6
m

芸
c

e言冒≡?
m a l p r o 七e i n ｡

e
v m a x o b t a i n e d f o r l o o m g m i c r o s o m a l p r o t e i n W a s
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p r o t e i n , m e a n 土S ｡ E ｡
,
n = 3 】 u s e d

l i v e r r 2 9 ｡ 7 土3 ｡ 0 8
,

P - 4 5 0 c o ‡1 t e n t i n 七b e

P - 4 5 0 / m g m i c r o s o m a l

i n t h i s s t u d y . T h e

V m a x
'

w a s c a l c u l a
.
t e d a s f o l l o w s ; V m a x

'
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,
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A , C か ら､ Ⅰmi p l u ni n e の消失豊 は ､ ほ ぼその 1 次代謝物の 生成量 の和

となり､ 本研究で調べ た基質濃度範囲で ほ他の代謝物の生成ほ､ 無視で

きる こ と が明かとな っ た ｡ また､ Fig u r e s
-

2 B およ びD から､ 2

0 H
- I M I とD M I の生成に関与するP

- 4 5 0 分子種は､ それぞれ ､

hi か affiniもy -且o w - c ap a ci 呼 とl o w
- a ffi nity

- hi選恥c ap a ci呼の対照的な特徴を持

つ こ とが認 め られ た ｡ 各代謝パ ラ メ ー

タを非線形最小自乗法 sまm pl a x

を用 い て算出した結果を T able 3 - 2 に示した o 両代謝実験系 で ､

D M I 生成の K m およ びV m a x 倦は ､ 2 0 H -

I M I 生成に関する億

の約1 0 倍であり､ 肝ミク ロ ソ - ム で の特徴は遊離肝細胞に お い て 良く

反映されて い る こ とが明か とな っ た o

同様に ､ Fig u r e 3
- 3 A , B に は ､ D M I の消失 ( ㊨) お よ び 2

0 H
- D M I の 生成 ( A ) に関して､ 肝 ミク ロ ソ - ム ( A ) ､ 遊離月瀬田

胞 ( B ) を用 い た代謝窺験系より調べ た結果を示した ｡ 両代謝実験系に

お い て ､ D M I の代謝過程は､ 2 0 H - D M I の生成だけ で は7 0 - 8

0 % 程度 しか貌明する こ とができず､ 今回調べ た代謝物以外の未同定代

謝物が生成されて い る こ とが明かとな っ た｡ したが っ て ､ 未同定の代謝

物の 生成を
”

o 血e r m et ab o且息t es
-- と して ､ その 生成速度を [ ( D M I の 消

失初速度) - ( 2 0 H - D M I の 生成初速度) ] として計算した (□) 0

非線形最小自乗法より算出さ れ た代謝パ ラ メ ー

タを 甘ab且e 3 - 2 に示

した o D M I の 2 位水酸化反応 の K m ､ V m a x 値 ほ､ 払ip ra m i n e の 2

位水酸化励芯の億と極めて近い 値 であ っ たo また､ 2 0 H - D M I およ

び
”

oth e r m e t ab olit e s
”

の 生 成に関する パ ラ メ
ー

タ は､ ぬip r a m i n e の 代謝

に関する脱メ チノVlヒ反応と2 位水酸化凪芯の酵素学的特徴と同様であり､

また ､ 肝ミ ク ロ ソ -

ムと造離月稲田胞の両代謝実験系で良く
一

致して した ｡

[考察]

以上 の凍 から､ 低基質濃度領域 ( 0 . 1 - 2 . O F L M ) で のI m 如 皿

in e の 代謝初速度は ､ 次式で表現され る こ とが明かとな っ た ｡

b id al
^

v

S

el o city v m a x
,
1

･[ 叫I .

V
m a x

,
2

･[ 叫
of

i m ip ra n h e
y

由et atx )姐s m K m
,
1 十[ M ]

I

K m
,
2 ＋【叫

同様に D M I に関して ､
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肝 F E e T O 『 D 臣S畳P R A M B N 匠 C O N C 臣N T 円A T# O N O N T M 匡 閃A T 臣S

O F D音S A 野P 臣A R A N C 臣 O F D 臣S8P R A M耳N 臣 A N D T H E 『0 閃M A TすO N S

O F 2 0 ト竜一D M 音A N D T M 臣 臣S T‡M A T 臣D F O R M A T‡O N O 『
”

O T ‖E R

M E T A B O L 汀臣S
''

昔N R A T L W 臣R M且C R O S O M E S (A) A N D 8 S O L A T 臣D

M E P A T O C Y T E S ( 防) .

K e y :(㊨) dis a p p e a r a n c e 由官d e s盲p r a m i n e ;( △) 触 m a 紬 円 0守2 0 M - D Mヨ;

(口) e sti m a 始d f o r m ati o n oず
-r

o th e r m et a b oiii e s
叩

. E a c M g u r e s h o w s 伽

r e s u陀of o n e e x p e ri m e n t･ ty pi c al of th re e . T h e fo m l alio r w ale s o菅
”

oth e r

m e t a b o]ile s
”

w e r e e s ti m a 旭d a s th e r at e of diff e re n c e b e t w e e n di s a p
-

●

P e a r a n C e Of d e s rp r a m i n e a n d f o r m ati o n of 2 0 H - D M L
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触由al
^

v

c

el o city v m 弧
,
3
･【m M q

,

V m a x
,
4

･[ 汲戯]

d esip ra mi m e m etab o姐s m

-

壕蒜 面
＋ Aof
監m

,
4ヰE)M E]

- (3 - 2)

こ こで ､ K m ,1 ､ Y m 弧 ,A ; 2 0 H
- I M I の 生成初速度から算出された代

謝パ ラ メ
ー タ ､ 監 m ,2 V m a x ,2 ; D M I の 生成初速度から算出された代謝

パ ラ メ
- 夕 ､ K m ,3 V m a 叉 ,3 ; 2 0 H

- D M I の 生成初速庶から算出され

た代謝 パ ラ メ ー タ ､ K m ,4 V m a x ,4;
”

o 伽 r m et a b o且i 紐S
”

生成初速皮か ら算

出さ れ た代謝パ ラ メ
ー タ ､ [I M q ; 払ip T a mi n e の 基質浪度､ p 喝 ; D M I

の 基質浪皮 である ｡

こ こまで の検討から､ s ch e m e l (序翰) で示した貰mi p 訂a m i n 8 の 代謝

経路のうち ､ 瓦m i p 脚 mi n e から生成した2 0 H
- I M Ⅰ の脱メ チ ル化反応

は ､ 細胞 レベ ル の系で は無視でき る こ と ( 3 車 1 節) ､ また ､ D M I の

消失には2 0 H
- D M I の 生成の ほ か､

”

o ぬe T m et ab olit e s
”

の 生成を考

慮しなければならな い こ とが明らかとなり､ 生成物にお い て ､ h ip ra m
-

i n e はi n vi v o にお い て S ch e m e 3
- 1 に示した代謝経路 に従 っ て代謝 き

れ て い る と考えられ た｡

[ 2 ] 触 p r a m ぬe と D M I の 2 位水酸化凪芯経路間の平行代謝経路間相

互作周

前車 (第6 節) の 肝ミク ロ ソ
-

ム 実験から明らかにされたI m ip m m i n e

の in vib: 0 代謝反応経路に おける平行代謝経路開梱互作用が､ 肝細胞 レ

ベ ル に お い て反映されて い るこ とを遊離月瀬田胞の代謝実験系を用 い て調

べ た ｡

[ 実験結果〕

F ig u r e 3
- 4 から明らかなよう に､ 肝ミ 夕 日 ソ

- ム を用 い た実験結果

同様､
. 肝細胞 にお

い ても両代謝経路間に ほ競合的な阻害作用がある こ と

がわ か っ た ｡. また､ T abi e 3
- 3 に は ､ 両代謝実験系で の平行代謝経路

開梱互作f削と関する代謝パ ラメ
ー

タ に関する実験結果を対比 させ て 示し

た｡ こ れ らの デ
- 夕 か ら肝ミク ロ ソ

- ム での 両 2 位水酸化反応経路間の

競合的な阻害定数は ､ 月市田胞に お い てもほぼ同 じ値として再現して い る

こ とが 明かとな っ た ｡
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P A N E L A : u N 臣W E A V E 閃 - B U R K P L O T S O F ‡M BP R A M !N 臣 2 - H Y D R O X Y L A 一

丁‡O N A e T 8V m 臣S 8N T H E P R E S E N C E O F D E S菅P R A M BN 監且N 旧O L A T E D

R A T H E P A T O C Ⅵ｢臣S .

T his s h o w s 納 e Fe S uほ o官 o m e e x p e r盲m e m 咽p衰c aE o菅 伽 e e . T h e s o md 伽 es

w e r e d ra w n b a s e d o n 帥e c o m p u 蜘 d e r豆v e d p a r a m 細 rs ( K m - 0 . 9 1 m m o U m !
,

V m a x = 0 ･ 6 3 6 n m o V m i m/ 柑
6
c e”s , Ki = 0 .9 9 8 n m o U m B) . K e y :( ㊨) c o 柵 o u n o

d e sip r a m 盲n e a d d e d);(○)0 .8 3 m m ol/ m 守¢音 曲 軸『a 汀納 e a d d e d;( △)瑠.6 5 n m ol/

m 8 o亨d e sip r革m 育n e a d d e d .

P A N E L a : U N E VV E A V E R - B U R K P L O T S O F D E S8P R A M ⅠN E 2 - ‖Y D R O X -

Y L A T]O N A C T8V m E S 8N T H E P R E S E N C E O F IM !P R A M IN E JN ‡S O L A T E D

R A T ”E P A T O C Y T E S .

T his sh o w s th e r e s u 托 of o n e e xp e ri m e n 岬 pic a8 o菅 伽 e e . T h e s o=d H n e s

W e
l
r e d r a w n b a s e d o n th e c o m p ut e r d e ri ve d p a r a m e t e rs ( K m = 1 .4 4 n m o V m I,

V m a x - 0 4 6 0 3 n m o U m i n n O
6
c eu s , Ki = 0 ･8 9 7 n m o V m ]) . K e y :( ㊨) c o ntr ol ( n o

i m ip r a m i n e aq d e d);(○)0 ･7 1 n m o U m l of i m ip r a m i n e a d d e d;( △) 1 , 5 0 n m o U m I

Of i m )p r a m i n e a d d e d .
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c
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[考察]

前節 の 馳ip r a r ni n e お よ びD M I の消失速度 に関する式 (3
- 1 ､ 3

-

2 式) ほ､ 生体系にお い て 代謝物が生成し共存する場合､ それぞれの 2

位水酸化代謝物の生成初速度狐 平行な代謝繊賂の関係 にある基質によ っ

て 親告的な阻害を受ける式 に変更され る可能性があ る ことが示さ れた0

すな わち ､

鮎改組

.

v

f

elo ci ty
伽 + 聖 虻望撃 ＋

V m a x
,
2

･ [EM I]
i m ip Ⅷ h e m e ぬ 蜘

監- , 1ペ謝 - 〕＋[I W ]
監m

･
2 仰 ]

また ､ D M I の代謝初速度 は ､

蜘 弧

o

v

f

e且o city
v m a 又

,
3

･[ - ]
＋
V m a x

,
4
･[工汲戯]

d esip T m i n e m e w b o且is m
監
- 3億緋岬 ＋[ m M q

‾

監m ･4ヰ 瑚

- (3 - 3)

- (3 -4)

こ こ で ､ E m お よ びV m a x に関 して ほ ( 3
- 1) - ( 3 - 2 ) 式と同

様で あ る が ､ K
I
の); D M I によ る ぬip T a m i n e 2 位水酸化反応に射する競

合的阻害定数 K
‡
(瓦) 伽 ip r a m i n e に よる D M Ⅰ 2 位水酸化反応 に対する

競合的阻害定数が導入された ｡
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3 00 3 か緒

肝ミ ク ロ ソ - ム ､ 遊離肝細胞などの in v itr o 代謝実験系と ､ 肝海流実

験系､ i n v iv o で の 薬物代謝速度を比較検討し､ 遊離肝細胞を伺 い た代

謝実験 の方が ､ よりiEI Viv o の値 に近 い値を与える こ と が報告され て い

る ( 凱 1i ng s e& a L ,且9 7 7; E ric k s o m eも al ･ ,1 9 7 6
.

; R a n e e t ai ･ ,1 9 7 7;斑a y e s e t al . ,

19 76) ｡
一 方､ 肝ミク ロ ソ

- ムを周 い た 実験系で も､ その反応条件 を肝

細胞 レ ベ ルで の 免件に設定する こ とに よ っ て ､ 肝ミク ロ ソ - ム ー 遊離肝

細胞 -

in vi v o の 各実験系で良い 対応 が可能で あ る こ とが報告されて い

る ( Li n eも aL ,19 8 0) ｡ 遊離肝細胞 は ､ 細胞 固有の代謝条件を有して お

り､ 細胞膜 の透過障壁 の存在怨ど､ より in vi v o に近 い免件で in v i 加 代

謝実験が可能である反面､ vi ability の 高 い 遊離肝細胞を得 る こ とが ､

特に大型の寛験動物 ( ヒトを含めて) で ほ 困難であると いう免寛がある o
一

方､ 肝ミ ク ロ ソ
- ム は ､ 多くの実験者 に と っ て ､ 比較的容易に

調製で き る生体試料であり ､ 薬物 の肝臓 での 代謝に関する デ ー タ の 蓄積

も大き い ｡ したが っ て ､ 肝ミ ク ロ ソ -

ム を伺 い た代謝ki n ed c s が ､ 肝細

胞 レベ ル に外挿 でき る こ と が明らか に なれば ､ 多岐に わた る薬物代謝に

関する情報が in vi v o にお い て も反映さ れ て い る こ と が期待 で き る ｡

I m ip r a mi n e およ びD M I の 代謝 に関して ､ 本章の 比較実験か ら明らか

にされた ように ､ 肝 ミク ロ ソ - ム - 遊離B瑚田胞間で ､ その 代謝パ ラ メ -

タ の 良い対応および代謝反応上の特徴 (平行代謝経路開梱互作伺) の対

応が確認され ､ 前章で の i n v お o 代謝反応 の特徴 (性差 ､ 年齢差 ､ 誘

導剤 の影響など) は ､ in vi v o で も反映され て い る可能性が示唆され

た o また､ Ⅰmi p r a m i n e お よびD M I の 2 位水酸イヒ反応間で の競合的阻

害作用が肝細胞 レ ベ ル で確認された こ とか ら､ in viv o に お い て両基質

が共存する場合にほ ､ 励芯初速定から評価さ れる雨水酸化代謝速度で は ､

両基質の消失速度を過大評価する こ と になり､ in vi v o で の 速度論的モ

デル の構築に ほ､ こ の 阻害関係を組み込む こ と ( 3 - 3 および3 - 4 式)
の 必要性が確認された ｡ 一 方､ ･ 肝ミク ロ ソ - ム で確認され た脱メ チ ル化

反応間の競合的阻害関係は ､
′

イ ミ プラ ミ ンから生成した2 0 H - I M I

が 9 0 % 以上抱合を受けて しまう ( T ab le 3 - 1 ) こ とか ら､ こ の経路

で の平行代謝経路開梱互作用は ､ 細胞 レ ベ ル で無視 で きる こ とが新 たに

知見として得ら れ た ｡
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第鴇章 非線形体内動態を示す審m 柳菰m 豆m e と活性代謝物
m M 昏 の速度論的菅デル

既に序論で述 べ たよう に､ 本研究の最終日的は細胞分画 レ ベ ル で の代

謝実験系から得られた薬物代謝活性の デ ー

タを 馴 ､ て ､ V m l Ole b o d y (in

vi v o) レ ベ ル で の体内動態を解析 ｡ 予測で き る速度静的モ デ ル の 構築で

あるo 三環糸抗う つ 動 m i阿a m ぬe の 場合 ､ h nip r a m i n e か ら生成する D M I

ほ､ h nip T a mi fE: と同様の向精神件周をも つ活性偲謝物である ｡ 従 っ て ､

h nipr a m i n e の 薬効を予測する場合､ ぬip 氾 m i 兜 自身だけ で は なく､ D M I

の体内動態も T D M ( T h er ap e u ti c D r u 題 M o niも0 血 g;効果的治療を目指し

た薬物血中漉度モ ニ タリ ン グ) に 如 - て考慮すべきである ことが指摘さ

れて い る ( G r a m et al . ,19 75 ;P o 耽e T et aL ,且9 8 且;S u息fi n eもa且り且98 4) o こ の こ

とから､ 本研究で目指す速乾静的モ デ ル は､ Ⅰm ip r a m iE E'投与時のI mip m m -

i n e およ びD M I 両薬物 の 血申渡庶及び臓器内膿度 ( 特に標的静官と し

て の脳内濃度) を同時 に予測で きる モ デ ル で 馴ナればならな い ｡
-

股に ､ 薬物を単回投卑した場合､ 血中薬物漉皮は時間の関数と して

表現され ､ 体内の各臓静､ 轟鵬 中英物渡庶も時間とともに変化する ｡
一

方､ 克適性入に よる投与で は時間の経過ととも に､ 体内の各部分の薬物

濃度ほ い ずれ の部分もそれぞれ特有の
一

定催 ( 変化速度は0 ) とな るo
こ の 時､ 体内動態は定常状態(s t e ad y -S t at e) に達 して い る と呼ばれ る o

定常状態で は ､ [体内の薬物注入速度] - [体内からの薬物消失速度]

の 関係が成立して い る の で ､ 薬物消失の無い 臓器は ､ 注入速度 - の 寄与

を考慮する必要が か ､ ｡ こ の こ と は､ 定常状態での体内動態の数式的敬

扱は､ 非定常状態で の取扱 に比 べ てき わめて簡単になる こ とを意味して

い る . 本章で は ､ Ⅰm毎'r a m ir K お よ び D M I め速度静的モ≠ル構築の方法
と して ､ i n v i 加 代謝実験 より得られ た代謝パ ラ メ

■
一 夕 がi n viv o 定常状

撃で の 速度論式に適用 で きる かを目的と した ｡
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4 - l 邑m ip r a 汀軸 e の 門脈内定速注入実験一

薬物の投与計画を立 て る 上で特 に問題 となる体内動態は ､ 投与量 (逮

皮) に対して (定常状態) 血中薬物濃度が茅絹将 に変化する こ とである ｡

Fig u r e 4
- 1 に は ヒ トで 報告され て い るⅠmi p r a mi n e の経口 か らの 反復級

用時の服用量とⅠ血 野 Ⅲ血e , D M I 定常状態血中濃度の 関係を文献 ( B m se n

et al . ,19 8 6) よ り転載した ｡ Fig ur e 4
- 1 ぁら明らかな ように ､ h ip r a m -

i n e 服用時の定常状態 h ip r a m i n e ､ D M I 濃度は 払 ip ra mi n e服用量 に対し

て ､ 明か な非線形性を示して い る ｡ また ､ こ の 非線形性は D M 工 の 方が

よ り顕著であ っ た ｡

馳 ip r a mi n e の 場合 ､ 代謝物D M I も薬効を持 つ た め ､ 投与さ れ たI m i
-

p r a mi n e の みならず､ D M I が払ip r a mi n e 投与量 に対 して非線形に変動す

る と
､ その薬効 ･ 副作用を コ ン トロ

-

ル して投与計画を立 て るこ とが困

難になる ｡ した が っ て ､ 両 薬物の体内動態を同時に予測で き る速度静的

モ デ ル が得られれ ば､ 臨床で のⅠm 喪)ra m in e お よ び D M I の体内動態を理

解する こ と に大きく貢献 で き る もの と思 われる ｡

そこ で ､ ヒ トにお い て認められた こ れ らの 関係 ｡ 特徴が モ デ ル動物に

お い て も再現される こ とを確かめ るた め ､. 本節 で ほ ､ 若齢雄性ラ ッ トを

用 い て実験を行な っ た｡

[実験結果]

薬物投与法として ､ 投与速匿が定量的に規定で きる定適性入法を採周

し､ 投与経路 と して経口投与に相当する門脈内投与を行な っ た｡ Fig w e

4 - 2 にほ ､ 門脆内 へ の定速注入持続時間とⅠmi 野a mi n e およ びD M I の

血中濃度の 関係を示した｡ Fig u r e か ら明らかな ようにh n ip r a mi n e お よ び

D M I 血中濃度は ､ 5 - 5 ｡ 5 時間の持続注入 によ っ て､ ほ ぼ定常状態

に達する こ と が明か とな っ た｡ したが っ て､ 以後の 実験結果 にお ける定

常状態血中濃度 は6 ､ 6 . 5 ､ 7 時間の血中濃度 の平均値とした o Fig -

u r e 4
-

3 に は ､ こ の 時の注入時の注入速度 と定常状態h Tlip r a mi n e およ

びD M I 濃度 の 関係 を示した｡ 図か ら明 らかな ように､ h ip r a m i n e の定
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門O m 軸 e a v 糟g r e S Si o m a n a一y s is u S m g e q u a 紬 n s y = A
8 X
B
a n d y - A

･

x
,

帽 S P e Cii v e宅y ･ 首門 帥 e s e e q u aモ盲o n s , x r e p r e s e 円モs 紬e i nf u si o n r a te of

i m IP r a m 毒m e , a n d y , s 紬 a d y
- s 旭紬 e o 門e e 棚 a骨i o n s oずi m 8P r a m i n e a n d

d e s 8P r a m 豆n e ･ 甘h e b e sモ潮 e q u ati o m s 官o r i m 即 a m i n e a r e y - 0 . 0 0 1 5 8
●

X l ｡ 3 6 ( A R C - 一 8 ･3) a n d y - 0 ,0 0 7 3 0 x ( A首C = l l .0) a n d th o s e f o r

d e sip r a m in e a re y ≡ O 10 1 3 4 x l ･1 6 ( Aもc = -1 9 .2) a n d y - 0 . 0 2 7 1 x (A K: =

- 8 . 8) .
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速注入速度と定常状態血中濃度の関係 は非線形 で あ っ た ｡
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4 - 2 ヨm 柳 a m 豆n e お よぴ D M E の胆 汁中排准お よ び尿中排池

本章の は じめ ですで に言及した よう に ､ 定常状態 で は､ 薬物の 投与逮

痩 ( エ) は体内からの薬物消失速度と等しくなる｡ すなわち ､ 代謝､ 胆

汁中排壮およ び尿中排継 によ っ て体内から消失する薬物で は ､

I - R
M
＋ R

B
＋ R

u

･ ･ ･ ( 4
- 1 )

が成り立 つ . こ こ で ､ R
M
､ R

B
､ R

u
は それ ぞれ代謝( M e め o且is m ) ､ 胆汁

中排壮( B nia ry 鼠ⅩcT e d o n) ､ 尿中排壮即 血 ary E x c r e 血 n) に よ る消失速度を

示して い る . した が っ て､ 定常状態で の 質量保存式を基にⅠm ip m mi n e お

よび D M I の速度静的モ デ ルを つ くる第
一 段階は ､ 投与速度 (すなわち ､

全消失速度) の うち ､ 胆管 ､ 腎臓 の彰維経路を経由するⅠmi p r a mi n e お よ

びD M I を測定し馴ナればならな い ｡ そ こ で ､ I m 喪汀a mi n e ある い は D M

I を静脆内に ､ 投与速度を変えて定速注入し､ 採取した胆汁お よ び尿中

から回収され た‡mi 阿 a mi m e と D M I の 畳を伺 い て こ れらの経路 に よ る消

失過程 の寄与 を調 べ た ｡

[実験結果 ･ 考察]

h n ip T a mi n e お よ び D M I の 胆汁申およ び尿中排聴率を甘ab且e 4
- 1 に

示したo l m ip r a m i m e お よ びD M I の 胆汁申およ び尿中排壮速度の投与速

度に対する割合 の和ほ､ それぞれ ､ 1 . 5 % 以下で あり､ こ れらの 経路

によ っ て ､ 雨薬物が消失する過程 は無視でき る ( R M
- R
｡

- 0 ) こ と が

明かとな っ た o すな わち ､ ( 4 - 1 ) 式 ほ ､

I - R
M

･ - ( 4
- 2 )

と表現され ､ 前節 で確認され た血if E
･

a m h e 門脈内投与時の h ip r a mi n e およ

びD M I の多聞鼓形性は代謝消失過程に起因して い る ことが明かとな っ た ｡
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4 - 3 b m i p r a m 畳m e お よ びD M 8 の 血紫中非結合率あよび

血紫/ 血中事物濃度比

前節 の実験結果から ､ 本章第1 節で示 され た 門脈内払ip r a r d n e 投与速

度と定常状態 h ip r a mi n e ･ D M I 濃度 の轟線形な関係 ( Fig ur e 4 - 3 )

は ､ 主 に肝臓 に∃削ナる代謝消失過程に起因して い る こ とが明らか と され

た ｡ 薬物が門脈内に投与された場合､ 定常状態 にお ける血中薬物濃度

( C ss) ほ ､ そ の 薬物の投与速度 ( I ) ､ 血中非結合率 ( f B) お よ び

違離塑薬物 に対する ( 遊離型) 肝固有クリ アラ ン ス ( C L in t ) を用 い

て ､

C s s ≡
Ⅰ

I I ～(4 - 3)
f B

･ C L i n l

( 4
-

3 ) 式 で表わ される o 本式 は ( 4 - 2 ) 式で の肝代謝速度 R
M
を

f
B

･ C エ血 ･

.
C ss で 置き換える こと によ っ て誘導された｡ した が っ て ､

Ⅰmi p 摺 ni n e およ び D M I の 定常状態血中濃度のh mi 野a m h e の 投与速度 に対

する非線形な上昇は､ f
B

･ C L h t の値 の 変動が要因である と考えられ

る o こ こ で ､ C L h もは M ic h a elis - M e n t8 n 式と関連付けられ､ 肝臓に おけ

る代謝能力を意味して い る ( R a n e e t al ･ ,19 7 7) ｡
一

方 ､ f
B
は血祭中の

非結合率 ( f
｡
) と血渠 一 血中薬物濃度比 ( P B r ati o : Pl a s a m 掘 トbl o o d

c o n c e n t r ad o n 洞点o) の構 に として計算され る償 である ｡ そ こ で ､ 本節で

は ､ 代謝過程 の モ デ ル の計算に必要なb lip r a mi n e
･ D M I の 血中非結合

率を算出した o ま た ､ h ip r a mi n e あ る い は D M I の みをラ ッ ト血液 に添

加し ､ 測定 したin v itr o 実験値と ､ 本章第1 節で の 門脈内定速注入実験

を行を っ た 際に採取した血液での e x viv o 実験値を比較する こ とに よ り ､

結合 に関する相互作周 の有無を検討した ｡

[実験結果]

Fig u r e 4
-

4 にほ ､ Ⅰm ip ra mi n e およ び D M I の 血祭
一

血中薬物濃度

比 (左図) ､ 血渠申非結合率 (右図) を ､ 血中ある い は血祭中薬物濃度

を変化させ測定した結果を示したo また ､ 得られ た値をT a ble 4
- 2 に

示した ｡ Fig u r e 4
- 4 から ､ 帝薬物の各パ ラ メ

ー タ は それ ぞ れの 血中

ある い は血祭中薬物濃度に対して ､ ほ ぼ
一

定で あ っ た . また ､ i n vitr o

実験 で の 値 ( ⑳､ 園) と e x vi v o 実験 で の 値 (○ ､ □) は ､ ほ ぼ 同 じ
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で あり ( T abぬ 4
-

2 ) ､ 今回調べ た血中薬物漉度範囲 (E mi p r a mi n e :0 . ト

4 .0 ; D M I :0 .2 ,1 2 ( n m o且e/ m l)) で ほ ､ 両薬物 の血祭蛋白結合に関する相

互作周は確認されなか っ た ｡

[考察]

h nip r a mi n e およ びD M I は､ 血費申 にお い て ､ 血祭タ ン パ ク 質であ

る ア ル ブミ ンや a
l

- 酸性糖タ ンパ ク 質 ( A G P ) と結合して い る こ と

が知られて い る (B o rg a e 旭 . ,19 7 7;Pi aEsk y et 乱 ,且9 77 ;J a v aid et aL ,1 9 82 ;F 血1ich

& G ia rdi n a ,且9 8 4;S ch且e y et al . ,1 9 8 5;S u z u ki 飢 弧 ,且粥5) ｡ とく に､ A G P

は､ 地軸m m i 旺 やD M I などの塩遊牧薬物と高 い親和性で給食し (pia虫軌

19 8 0 ; P ik e 飢 al . ,19 8 1; R e 地 mb ers & D T ay e r ,且9 8 4) ､ また ､ こ の結合サイ

トは多くの塩基性薬物で共通して おり､ 薬物間で結合を競合する ことが

報告され て い る ( M ul且er & S tillb a u e r ,且9 8 3;凝r u n n e)T & M u且且e r ,19 8 7) ｡ し

た が っ て ､ Ⅰmi p r a m 豆n e お よ び D M I が豆n v豆v o にお い て血中 に共存する

場合 ､ お互 い に血祭申非結合率に影響を与えて い る可能性がある ｡ また ､

そ の結合容量が低 い ため ､ i m v iv o で問題とな る血祭中薬物過度 で ､ 非

線形な結合を示す可能性も考えられる ｡ しか し､ 本節での 実験結果から

は今回調べた浪度範囲で は これらの可能性を否定する こ と ができ､ ( 4
- 3 ) 式に おけるC s s と I と の 非線形な関係は､ f

B
の 変動に起因する

もの ではなく､ 薬物代謝能力 (遊離型薬物に対する肝固有クリアラ ンス)

本来の性質に基づくも の である と結論され た ｡

9 9



4 - 格 8 m ip r a m i m ¢門脈内定遠投与時の‡m 柳a m 盲m e およ ぴ D M E の

定常状態血中濃度を同時予測できる速度論的モ デ ル

前節まで の 実験結果より h ip r a m i n e お よ び D M I の i n viv o 体内動態

ほ ､ その 肝臓 に おける代謝能力を反映したも の である ことが 明か とな っ

た o 本節で は ､ 本草第 1 節で調べ た 触ip ra m 払e の 門脈内定適性人達度と

定常状敷 m ip r a mi n e お よ び D M I 血中濃度ゐ非線形な関係 ( Fig u r e 4
-

3 ) を予測で きる速度静的モ デ ル ､ すなわ ち ､ h 軸r a mi n e の 門脈内投与

速度から定常状態Ⅰm享pr a mi 泥 およ びD M I 濃度を計算で きる速度静的モ

デ ル の構築を行な っ た｡

[ 1 ] 速度論的モ デ ル と速度式の誘導

肝臓内での代謝消失 に関与する基質濃度は ､ 肝流出液中の非結合型秦

物濃度に等し い と仮定できる場合
* 1

､ 定常状態下 で のⅠmi p 腿 m i n e の 門舵

内投与速度 ( A) と肝流出液中血中濃度 ( c 慧 ) の 関係は ､ ( 4 -

3 ) 式で の C s s を c 慧 で 置き換える こ と に よ っ て ､

R = C L
I
inS
Ⅰ

･ fB
･ C 慧 - ( 4 - 4)

で表わされ る o f
B
ほ 払ip ra m i n e の 血中非結合率､ 代謝に関与する基質

濃度は ､ f
B

･ C 慧 である ｡ また ､ 薬物が 門脆内に定速注入 され たと

きの定常状態血中濃度 ( C ss) は ､ そ の肝流出液中濃度 ( C o Ⅶt) と等

し い の で ( W ag n e r ,19 8 5) ､ ( 4
- 4 ) 式 は ､ 次の ( 4

- 5 ) 式に よ っ

て表現され る ｡

R = C 増
Ⅰ

･ f B
I C 野 - (4 - 5)

* 1
肝臓内で の 薬物濃度は肝臓を

一 つ の 良く撹拝され た タ ン ク と仮定

した
”

w ell - S tir r e d M o d el(P a n g 卑 R o w la n d ,1 9 7 7)
”

で 良く説明 で き る こ と

が多く の薬物 にお い て 報告 さ*L て い る ( P a n g & R o w l 弧 d , 19 7 7; A h m ad

et al .

,
19 8 3; Jo n e s e t al . , 且9 8 4; Eid w a rd s et ai . , 19 8 4 ) . 本研究で は 払ip r a m -

i n e 串よ び D M I の肝内動態 に こ の モ デ ル が適用 で きる と仮定した .

1 0 0



こ こ で ､ c 且濫 は 地ip ra mi n e の代謝消失に関する肝固有クリ アラ ン ス で

ある｡ また､ 定常状態 で は ､ (薬物投与速度) - (薬物の 金将失速皮)

の 関係が成り立 つ の で ､ R は 坤 m 血 の食代謝消失速度と等しくな る｡

馳 vi v o で観測された肝固有クリア ラ ン ス ( C 喝I n v &.v o ) の 非線形
性ほ ､ 任意の 個数の ミ カ エ リス

-

メ ン テ ン式で表現され る ｡

c 増 加 ■
● ■ 肝

V & V O A
i = 1

昭監,
i
,
i n vi v o

曜菅, ” vi v o ＋ fB ･ CSy I
- (4 - 6)

こ こ で ､ 監瓢 n vi v o お よ び 偲
,
&
,
& n v &

.

v o
は ､ i n vi

r

v o 代謝パ ラ メ ー タ で

ある ｡ 同様にD M ‡ の in v iv o 生成速度 ( v 2 ,i n v i v o ) と消失速度の 間

にも次の関係 が成り立 つ ｡

Ⅴ慧 , 岬 V ,
･

v o

)
･ f B

I a
s

D
s
M I

- (4
- 7)

買 監DmT5･ n vl v o ･ f B ･ C P s
M [

n

v 2
,
如 vi v o

= (∑

一

方､ 全車まで のin vitr o 代謝実験の研究結果からh ip ra m i m e の代謝

消失速度 ほ､ 環 2 位水酸陀凪芯と脱メ チ ル化反応の代謝速度の和で表現

さ れる ( 3 - 3 式) . したが っ て ､ 馳ip ra mi m e に対するin v itr o 肝固有

ク リ アラ ン ス ( C 増 加 k , a) は､

c L % ･

n ”
･

E, o
-

V
r n a x

,
i

♯

V
m 弧

,
2

監m ･,
･ 訟fも

･ 掛 fB ･ C y I 監m ･2 ＋ fB
･ C y l

- (4 -8)

が成立する｡ さらに ､ 定常状態で は､ 中間代謝物の 生成と消失に関して

( 代謝物の 生成速度) - (代謝物の消失速度) が成立して い る の で ､

D M I の 生成速度を V
2
とすると ､ 前車 ( 3

- 4 ) 式から､

V 2
=

v m 弧
,
3

･ f&
･ C s
D
s

R 4I

＋
v m 弧

,
4

･ち･ a s
D
s

R aI

監
-
･
3
･ 謡

･ f B
･ C
sFy I ･ pB I C s

D
s

R E 監 -
,
4 ＋ FB
CPs”I

･ - (4
-9)

が成立する . S ch e m e 3
- l に基 づ い た モ デ ル ス キ ー ム を S c h e m e 4 -

1 に示した ｡ ( 4
- 8 ) およ び ( 4 - 9 ) 式とS c h e m e 4 - 1 を構成す

る各代謝 パ ラ メ
-

タ の 意味は S c h e m e 4 T
- 1 の 下 に載せ た o こ こ で 仮

に ､ in vid o で の 代謝 パ ラ メ ー タがそ の ままin viv o に適用 で きる と した
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c孟冒
且
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且
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V
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2
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2

)

c冒望
且
J
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随M亀 卜匪 V L壬
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i
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i
(且)

2 0 =
-

互門且

ノ
■

(lく
吋
V
t-- a x
(

)

V
ぅ

( K
”1
3

,
V
M a X
3

)

2 0‖
-

u門呈

S c h e m e 4 一 息

Ⅹ‡ N 屈 T I C M O D 苫h F O 罷 工 M I p R A M ‡ N E A N D D E S ‡ P R A 朋 ヱN 腰

玉L I 朗ヱN A 甘E O N W ‡耶昔
'●
p Å況A h h 玉h P Å耶丑W ÅY エN T 濫R A C T 五O N

'-

N o m e n c l a t u r e ま
､

o r S c h e m e 4 - 1

R I p v エ n t r a p o r t 軌 I i n f u s i o n r a t e o f i m i p T 8 m i n e , n m o l / m i n ･

c s s 川 E S t e a d y
-

S t a t e C O n C e n も T a t i o n o f
-

i m i p r a m i n e D n m O l / m 且 ｡

c s B D 朋 ‡ S も e a d y
-

S t a t e C O n C e n t . r a t 且o n o f d e s 且p T a m 五n e 9 n m O l / m 1 ｡

f 丑 F r e e f r 払 C t i o m o f i m l p r & m i m e i n b 且 o o d ･

f D
P

F r e e F r a c t i o n o f d e さ i p r a m i n e i m b l o o d ｡

V l

Ⅴ之

V 3

V 4

S a もu r a b l . e

凸 i o n f r o m

S a t u r a b l e

B i o n i
-

r o n

S a . C u r a b l e

s i o n f r o m

S a もu r a b l e

8 i o n i
-

r o n

r a t e ( v m a x l ; n n O l / m i n , 昆 m l ; n n O l / m l ) o f c o n v e r -

i m ユ P r 8 m i n e t o 2
- h y d r o x y l - m l P r & m i n e ｡

●

r a t e ( V m a x 2 ; n m o l / m i n , 拡 m 2 ; m m O 且/ m L ) o f c o m v e r -

i m ユ p r a m i n e t o d 閃 1 p ‡
'
a m i n e ･

r a t e ( v T n a X 3 ; n m O l / m i n , !( m 3 ; n m o 1 / m l ) o f

d e $ 1 p r a m i n e t ･ o 2
- h y d r o x y d e g l p r a m i n e ･

r a t e ( v m 8 . X 4 ; n m O l / 机 i n , X m 4 ; n m O l / m 1 ) o f

d e 8 1 p r a m i n e t o
T'

o t h e r m e t a b o l i t e s
' -

｡

C O n V e r
. -

C O n V e r
一

K l ( I) C o n s t a n t f o r c o m p e t i t i
v e i n h i b i t i o n o f d e 9 1 p r a m i n e 2

-

h y d r o x y l a t i o n b y i m i p r a m i n e , n m o l / m l ｡

K I ( D ) C o n ヨ t a n t f o r c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o n o f i m l p r a m i n
e 2 -

h y d r o x y l a t i o n b .y d e s i p r a m i n e , n n o 1 / m 1 ･

1 0 2



場合､ 4 - 8 お よび 4 - 9 式を それぞれ 逢 - 6 およ び4 - 7 式に代入し

て ､

c 域in v ,･ v o -
V
m a x

,
且

監
m ･ 1
･ 誌 ｡fi

･ C es W ･ fB ･ C 野

V 2
.
l

･

乃 Vi v o
= V 2 =

V
m a x

,
3
･ f遠

･ C Ps
R aI

監m
･
3 十誌

･f B
･ 岬 ＋pB ･ CPs

”

＋

♯

V
m 弧

,
2

監m
,
2 ＋f B ･ C

I
sy I

v m a x
,
4

･ 鴨･ CPs
M I

監m
,
4 ＋f& CPs

W

- (4 - 10)

- (A l l1)

と式 を立て られ ､ R に対する C 野 と C 評
互 を Bi -

s e c 血 n 法より計算

する こ と が可能で あ る ( 本節 [ 2 ] お よび [ 3 ] 参照) 0

以下 の /l ､節で は､ 肝ミ ク ロ ソ ー ム実験より得られた代謝パ ラメ
ー タを

周 い た シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン と実測値の関係から ､ in vit r o 代謝パ ラ メ

ー タ

が i n vi v o に適周 で きる か の 検討を行な っ た ｡

[ 2 ] 五n vitr o 代謝実験から得られた パ ラ メ
- 夕 の in viv o に適周 で き

る パ ラ メ
ー

タ へ の 変換

本節 [ 且] で構築されたモ デ ル に対する式 ( 4 - 1 0 お よ び4 - l l

式) に代入するin v itT O 代謝パ ラ メ ー タ は､ 対象実験動物の全肝臓当り

の静陰に変換したも の で 馴ナれ ばならな い o そ こ で本小節で は骨法 によ

りパ ラ メ
- タ億 の変換を行な っ た結果を示した o

[実験結果]

代謝パ ラ メ ー タの V m a x値につ い て変換した ｡ こ こで ､ 肝ミ ク ロ ソ
-

ム 1 m g た ん ぱく質当りの V m a x 値ほ､ 本研究で用 い られた肝ミ ク ロ ソ

ー ム での 1 m g たん ぱく質当りの P
- 4 5 0 含量 (6 .8 2 5 ±0 .0 85 , m e a n

± s ･F ･[ m m o I P
- 45 0/ m g mi c r o s o m al p r ot ei n]) と ､ 肝 ホモ ジネ

-

ト 1 g 当

りの 含量 (29 .7 ±3 .0 8 , m e a n ±S 且【n m oI P
- 45 0/g iiv e r]) をもと に次式

によ う て 肝臓1 g 当りの V m a x 値 ( V m a x
'

) に外挿され る (S u gi t a et

al . ,19 8 1;Ig a d et al . ,1 9 8 2) 0
m i c r o s o m al p r otei n

n m ol e P -45 0蒜う
･

慌 や

1 0 3

n m ol e

m i c r o s o m al

v
'

m -
-

転蒜
- v

- a x

･ 29 ･7 ･( 蕊)



実際に ほ ､ 4 章 1 節で瓦mi p r a m i n e の 門脈内投与速度 と定常状態Ⅰmi p r a m -

i n e お よ び D M I 血中濃度 の関係を調 べ た ラ ッ トで の 平均肝重量(7 .7 g)

で さ らに V m a x
'

値 を肝全体 の備 に補正した ｡
一

方､ K m およ び K
I
備 に関して は､ 肝細胞内で の 非結合型薬物濃度

が ､ 肝流出液中 の非結合型薬物濃度に等しく ､ こ の 濃度が ､ 代謝反応の

基質濃度にな る前述の
-

W e且又- Stirr e d M o d e且
”

を仮定 し て い る の で ､ ぬ vitr o

代謝K im e 血 s を行な っ た際の 反応液中 で の肝 ミク ロ ソ
- ム - の 結合 を補

正する必要があ る ｡ Fig u r e 4
- 5 に は ､ 反応液中の薬物濃度 と非結合

型薬物漁魔の 関係を示した ｡ 非結合率ほ濃度 に依存せず
一 定 で あり ､

そ の傾きか ら算出された非結合率は ､ E m ip r am i n e で 0 .45 3 ､ D M I で

o .4 09 で あ っ た｡ したが っ て ､ i n v ib: o 代謝K i n eti c s フから得られた M ic h a -

eli s 定数 ( K m 償) は次式 .

を伺 い て i n v iv o で の K m 値 ( K m
'

) に補

正 され る ｡

I mi p r a m i n e : K m
'

- 0 ･45 3 Ⅹ K m

D M I : K m
'

- 0 . 40 9 Ⅹ K m ･ ｡ ( 4 - 1 2 )

T ab ie 4 - 3 に は ､ ( 4 - 1 2 ) 式 に基 づ き第3 章の T ab le 3
- 2 -

3 - 3 に示 した肝 ミク ロ ソ - ム の代謝K i n e d c s フう､ ら得 られた代謝パ ラ メ

ー タ をi n v iv o 速度静的モ デ ル に代入 で きる償 に補正した億を示した ｡

T ab le に は ､ ( 4 - 3 ) 節で 求めたⅠmi p r a mi n e 及 び D M I の 血中非結

合率を併 せて載 せた｡ これ らの値 は､ 前節の モ デル 式 ( 4
-

.
1 0 お よび

逢 - 1 1 式) に代入され次節で の シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン に億周した.

[ 3 ] シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と実測値と の 比較

[実験結果 ｡ 考察]

Fig u r e 4
- 6 に は ､ ( 4 - 1 0 ) - ( 逮 - l l ) 式に in vitr o 代

謝実験より得ら れ た代謝パ ラ メ ー タを代入 して 計算されたⅠmi p ra mi n e の

門艦内定速注入実験で の h ip r g Tli n e お よ びD M I の 定常状態血中濃度 の

シミ ュ レ ー シ ョ ン カ ー ブと 4 章 1 節で調 べ た実測値 と の関係を示した.

実線 ( - ) は 2 位水酸イヒ反応間に平行代謝経路開梱互作岡を考慮した場

合 ､
.

ま た ､ 破線 ( ･ ･ ) は ( 4 - 9 ) 式及び ( 4 - 1 0) 式 にお い て平

1 0 4
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a
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a
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D a t a W e r e O b t a i n e d f r o m T a b l e 3 - 2 . C o T T e C 七i o n f o r

b

C

也

n o n s p e c i f i c b i n d i n g t o m i c r o s o m a ユ r e a (⊃もi o n

m i x 七u T e W a s m a d e ( s e e t e x t ) ｡ E x p 工
､

e S S e d a s n m o l / m l ｡

D a t a w ? r e o b t a i n e d f r o m T a b ユe 3
- 1
,
a n d w e r e

e x t r a p o l a t e d . t o w h o l e ユi v e T V a l u e b y m u l 七i p i y i n g

a v e r a g e l i v e r W e i g h t ( 7 ｡ 7 g ) u s e d i n 七h e s u d i e s

( F i g u T e 4 - 2 ) ｡

A v e r a g e O f 七h e ヱ
､

a t i o o f M i c h a e i i s c o n s 七a n 七 o f

i n h i b i t e d p a 七h w a y 七o t h e c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o n

c o n s 七a n 七 i n i n d i v i d u a l s a m p l e s ( s e e T a b ユe 3
- 3 ) .

F r e e f r a c t i o n o f i m l p T a m i n e a n d d e s l p T a m i n e i n

b l o o d o b t a i n e d f r o m i n v i 七r ･ o s t u d y ( s e e T a b l e 壕
- 2 ) .
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vitr o m e t a b o一i c p a r a m e t e rs (= ste d i n T a bl e 4
- 3) with 納e m e t a b oli c

i n te r早ctio n .

1 0 7



行代謝健路開梱互作用を入 れな い場合 ( K I¢声K 7q )声
∞) の シ ミ ュ レ

ー シ ョ

ン カ ー プであ る o Fig Ⅶr e より明らかな よう に ､ シ ミ ュ レ
ー シ ョ ンカ ー

ブほ実際 に観察 された平行代謝経路開梱互作周 (第2 章節6 節
･ 第 3 車

第2 節参照) をモ デ ル に取り入れ た方が実測値に より近付くこ とがわか?

た o 平行代謝経路開梱互作用をモ デ ル に考慮する こ と に よ っ てⅠmi p ra m -

i 皿e の 投与速度 の高 い と こ ろ で の‡m ip r a mi m e お よ び D M I のⅠmi p T a m i n e 投

与速度に対する非線形な上昇が予測さ れ ､ ま た､ 平行代謝経路間相互作

用を取り入れ た場合 の予測値 (実線) と取り入れな い 場合の予測値 (敬

級) と の格差は ､ D M I の 定常状態血中濃度 で 叫 招皿由Ie よ り顕著であっ

た . こ の こ とか ら､ in vi v o に おける h ip r a mi n e投与速度と定常状態h n i -

p r a mi n 8
･ D M I の 血中濃度 の非線形な関係 に は明かに平行代謝経路開

梱互作用が関与しており､ ま た､ 定常状態の血中D M I 濃度は､ 加療r a m p

i n e の 血中濃度より大きく こ の 相互作用 の影響を受けて い る こ とが示唆

された ｡

以 上 本研尭結果より前述した構築手順 の仮定 ､ すな わち ､

①h n * r a m i n e と D M I の 肝臓内で の薬物代謝 に関する基質濃度 は ､ 肝臓

流出液中非結合塑薬物濃度に等し い (
''

. w elトS tirr e d M od e且
”

) .

②i n vi 蜘 実験 に よ る代謝パ ラ メ ー タ でi n vi v o 代謝速度を評価 で き る こ

と｡

③i n vi 加 代謝実験から明かとされた平行代謝経路開梱互作周がin vi v o

で も反映され て い る こ と ｡

が ､ IE nip r a mi rE 5 とD M ‡ の体内動態を論じる場合､ 安当であると結論さ

れた ｡

[ 4 ] 平行代謝経路間相互作用 の定常状態h n ip r a mi n e およ びD M I

血中濃度お よ び加東p r a rri n e 肝代謝 におけ る各代謝速乾に与える

影響の検討

h vit K ) 代謝実験から得られ た代謝パ ラ メ ー タを用 い たシ ミ ュ レ
ー シ ョ

ン と実測値の比較から､ 以下 の 点が明かとな っ た｡
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⑳モ デ ル 内に2 位水酸化反応経路間に競合的な相互作周 ( 専行代謝経路

開梱互伶周) を考慮する こ と によ っ て ､ 予測された定常状態

地軸F a mi n e お よ びD M I 血中濃度が上昇し､ 寛測備 に近付くこ と ､

また､ 門沢内h nip T a m i m e 投与速度 に対する定常状態‡m ip 柑 m in e およ び

D M Ⅰ血中過度 の関係は ､ 帝街代謝経絡開梱亙件周を考慮した場合 ､

より非線形である こ と｡

⑳平行代謝経路開梱互 朋 を考慮した時としな い時の 予測された定常状

態血中汲庶は ､ D M I で‡mi FR
･

a m i n e より大きく差が認め られ た ( 軸t m

4 - 6 B ) ｡ すなわち ､ D M Ⅰ の 血中漁度 は 払ip Ta m i n e に比 べ ､ よ

り平行代謝経路間相互伶周をモ デル 内に組み込む こ との 影響を受ける

こ と｡

本節で は､ さきに構築した速度静的モ デル を構成して い る各代謝経路

の代謝速度 と遊離型肝固有ク リ ア ラ ンス を調 べ た ｡

S c 臨 m e 4
-

2 には ､ 平希代謝鰹格闘禰宜作周を考慮した場合 (実線)

と､ しな い場合 (破線) に分け､ 代謝速度及び遊離塑肝固有クリ アラ ン

ス の 門脈細 m ip T 弧 i n e 投与速度に柑する関係を示した. ス 専
一

ム の それ

ぞれの パ ラ メ - 夕 の 添え字は S ch e 皿 e 3 一 且 の それ と お怨 じである ｡

代謝経路上の それぞれ の パ ネル ( A , A
'

か ら E , E
'

) は その経路の

代謝活性 の速度過程を示して い る ｡ また､ 各代謝系路上の C L 償はそれ

ぞれ の代謝速度 と基質濃度から次式に よ っ て計算した ｡

C L l =

C L 3 =

V l

f B
･ C蓋yI

V 3

i?
B

･ C s
D
s
R 4I

o T C互J 2 -

O r C E . 4 ≡

V 2

fB
･ C 野Ⅰ

V 4

i?
B

･ a s
D
s

R 4I

- (4
一息3)

- (4
一旦4)

h 軸r a m i n e の 門沢内投与速度 (p a n d A ) は ､ 定常状態で の い かな る投

与速度に 釦 - て も 2 位永酸化反応速度 (パ ネ ル B ､ V
l) と脱メ チ ル 化

反応速度 ( パ ネルC ､ V
2
) の和に等しくなる ｡ また ､ 同様に､ 脱メ チ

ル化 尉芯速度 ( パネル C ､ V 2) ほ 2 0 H
-

D M I の 生成速度 ( パ ネ ル

D ､ V
3
) と ｢他 の代謝物+ の 生成速度 ( パ ネ ル E ､ V 4) の和 と等 し

く なる はずで ある ｡
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地軸r a m in e と D M I の代謝 にお い て 相互作周 が無 い 場合を考えると､

h i伊a m in e の 2 位水酸化反応 に関する (遊離型) 固有ク リア ラ ン ス ( C

L
l
,
パ ネル B

'

の破線) ､ D M I の 2 位水酸化反応 に関する (遊離型)

固有ク 1! ア ラ ン ス ( C L 3 , パ ネル D
'

破線 およ び D M I から の ｢他
の偲謝物+ の 生成に関する (遊離郵 固有ク リ ア ラ ン ス ( C L

4 ,
パ ネ

ル E
'

の破線) は ､ ‡血p T a m i n e の 門脈内投与速度 ( R ) の上昇と ともに

減少する こ とが予測された｡ これは､ それやれの代謝に関与して い るhigh -

affi mity
一且o w - c ap a ciもy な酵素速度論上 の性質によ るも の で ある ( T able 3

- 2 ) 0
一

方､ h n ip r a mi n e の 脱メ チ)i, 化反応 に関する (遊離型) 固有ク .) アラ

ン ス ( C L
2
､
パ ネル C

'

の破線) ほそ の 1o w -

a fFl nity hi か c ap a city な酵

素速度論上 の性質 ( T 曲且e 3 - 2 ) か ら､ ほ とん ど 一

恵で ある ｡ 各代謝

経路に関与して い る代謝酵素の速度論上 の性質 に起因する ( 滋離型) 固

有クリ アラ ン ス の こ れ らの 変動は ､ R の 上昇 に連 れ て h ip T a T ri m e と D M

I の定常状態濃度 が平行代謝経路開梱互作何を考慮しなく て も､ わ ずか

な非線形性を示す予測の 原因とな っ て い る ( Fig u r e 4
-

6 の破線) o

こ こ で､ I m ip r a mi n e と D M I の 2 位水酸化反応経路間に競合的な代謝

相互伶周を考慮すると､ 両代謝経路に関する ( 造離型) 固有クリ ア ラ ン

ス をさらに低下 させ る ことが予測された ｡ 相互作間が考慮された場合の

両 2 位水酸化反応経路間 の (遊離型) 固有 クリ アラ ンス ( C L
l
と

C i
3
) は特にh nip r a mi n e の 投与速度が高 い と こ ろ で ､ 相互作用が無 い

とした場合の健に比べ低くな っ た (パ ネル B
'

と D
'

の実線 対 破線) 0

また､ 相互作用が存在する場合の D M ‡の 生成速度は R の上昇に対し

て非線形に上昇した ( V
2
､
パ ネ ル C 実線) . こ れ は ､ h n ip r a mi n e の

2 位水醸すと反応速度 の低下 ( V
l
,
パ ネ ル B ) を補 い ､ R とI m ip r a m i n e

の 注入速度の 間 の線形な関係 ( パ ネ ル Å) を再現する ため で ある と考え

られる ｡

平行代謝経路間相互作用 は ､ I m 恵)r a mi rl e に比 べ ､ D M I の定常状態濃

度 の実測値 と予測値の 間の差をより小さくする結果とな っ た 晩g u re 4
-

6 の 実線) が ､ こ れ ほ､ 相耳作用が 払ip r a mi n e の 定常状態濃度を予測
する上 では h ip r a mi n e に関する

.
( 迄離型) 固有ク リ ア ラ ン ス を低下させ

る だけで あ っ た ｡
一

方､ D M I の動態に関して ､ D M I の 生成速度 ( V 2) と D M I に
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対する肝固有ク リ ア ラ ン ス ( C L
3
と C L

｡
) の 関係 は ､ 4 - 1 4 式か

ら､ cpsA 4I =
V 2

i?
B(C L 3 ＋ C m 4)

- (4 - 15)

で表現される ｡ したが っ て ､ D M I の 定常状態血中濃度にほ ､ ( 1 ) R

の 上昇に柑する D M I 生成速度 ( V
2
) の より非線形な上鼎 ( 2 ) D M

I の 2 位永酸化反応 に関する ( 遊離型) 固有 クリ アラ ン ス ( C L
3) の

低下 ( 3 ) 速度論上の性質と平行代謝経路観相互作周 によ っ て引き起こ

された定常状態D M I 濃度の上昇に基 づく ｢他の代謝物+ の 生成 に関す

る (遊離型) 固有 クリ ア ラ ン ス ( C L
4
) の 低下 と い っ たⅠmi p r a m i n e よ

り多く の要因の変動が関係して い る こ と に起因して い ると考察され た0
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4 - 5 Q u盲m毒d膏m ¢悌周 による8 m ip 暇 m 雇m e 代謝の Ki m 劇岳e fマラ メ
- タの

変化を別掲した竜デル の妥当性の検討

臨床に おい て薬物が単独に周 い られる こと ほ希である｡ 薬物が併周さ

れ た ときのⅠmi p r a mi n e の 定常状態体内動態の変動を予測する場食 ､ 代謝

活性に対する 阻害効果と血中非給食率に柑する影響に分けて検討しなけ

ればならな い ｡

前節での検討よ り ､ 馳ip 陀 血 n e お よ びD M I の 定常状態血中浪皮 には

両薬物の 2 位水酸化反応閲の禰宜作周 (平行代謝経路開梱亙作杓) が大

きく関与して おり､ 禰宜作周の有無が特にD M Ⅰの 定常状態血中浪皮に

大きく変動を与えて い る こ とが明らか にされ た (痢g u T 8 凌
- 6 ) ｡ ま

た ､ 相互伶馴ま両薬物 の 2 位水酸化反応間に関与して い る P - 壕 5 0 分

子種が共通して いる こ とに よ っ て発現して い るこ とが示唆されて い る (節

2 車6 節j3 よ ぴ第3 車2 節 [ 2 ] ) の で ､ こ の P - 逢 5 0 分子種の触媒

活性 に影響を与える薬剤の併周は ､ 馳ip r a m ぬe およ び特にD M I の 定常

状態血中液酸に大きな変動を与える こ とが予想 される o 他薬剤の併周が

地 軸a m i n e およ びD M I の代謝活性に与える影響に関しては ､ 既に欝2

寧5 節 にお い て肝ミ ク ロ ソ
-

ム を潤 い た i n vi 飢) 代謝実験より調 べ た .

その結果､ ヒ トおよ びラ ッ トで ､ 薬物代謝活性 の遺倍的多様性を示す薬

物であ る P r o由T a n Ol oi ､ Q ui nidi n 8 ､ N o 血 p 呼ii m eが併周 された場合､ h Tli -

p r a 血 e およ びD M I の 2 位水酸化反応 に対して､ 強 い 阻害効果を示し､

Q 血 idi n e およ び p ゆp T a n O且o1 の 場合 にはその 阻害効果ほ2 位永酸化反応

に射し､ 選択的であ っ た (Fig w e 2
- 1 6 ) ｡ そ こ で本筋でほI m ip r a m -

i n e およ びD M I の 2 位永酸化灰応に対して選択的に阻害する効果の強

い Q ui nidin e をモ デ ル薬物と し､ h ip r a m i n e と Q 血idi n e }が同時に 門朕内

に定適性入されたとき の定常状敷 血p Ta mi rE5 およ び D
､

M I 血中濃度に与

える影響を調べた o

ま た､ Q uinidi n e が‡m ip r a mi n e およ びD M ‡の 2 位永酸イヒ反応を選択

的に阻害して い る関係を前節で構築されたモ デ ル に組み込 み ､ 両定常状

態血中濃度の予測値 と実測値の 比較を布 い ､ 速度静的モ デ ル の拡張とそ

の 安当性を検討した o さらに本節で ほ ､ 肝潅耽美験系を用 い て 払ip 伽 n -

1i n e およ びD M I の 各代謝物の 生成速度 に関して Q ui nidi n e 併用 によ る変
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動を調 べ ､ 拡張 され た速度論的モ デル に基づ く. 予測された変動と の 比較

検討か らもそ の モ デ ル の 安当性を確認した ｡

[ 1 ] 伽i nidim e に よ る 払 ifF a m i n e およ びD M I 定常状態血中濃

度の変動

[実験結果]

異なる投与速度で 馳ip T a 血 n e を門服内に定遮注入 した時の ､ Q uini 血 e

併周 に よる定常状態Ⅰ血p r a m 払e お よ びD M I 血中濃度 の変化 に つ い て調

べ た結果をFig u r e 4
- 7 に示 した ｡ 定常状態払 ip r a m i n e お よ び D M I 血

中濃度は Q 血idi n e の併周 に よ っ て コ ン トロ
ー

ル 時の 3 - 4 倍 に上昇し

た｡ また ､ 定常状態は コ ン トロ ー ル時と同様､ 約 6 時間の定遮注入によ っ

て達成されて い る こ とがわ かっ た｡ したが っ て ､ 以降定常状態血中濃皮

は 門鹿内定速淀み開始後6 ､ 6 ｡ 5 ､ 7 ｡ 0 時間で の 血中濃度の平均し

た値とした o 加i阿 氾血e の 門版内定速注入速度と定常状態h 癖aT min e およ

び D M I 血 中濃度 の関係を『息g u r e 竣
-

8 に示した ｡ Fig u r e 4
- 8 実線

は第 後車節且節 で既 に示したh n i阿a mi n e単独門汲内定連接入時の各血中

濃度を ､ また ､ Fig u 陀 破線 は Q uinidi n e併周時 の投与速度 と各定常状態

血中濃度 の関係を示して い る ｡ 甲ig u 陀 か ら明らかな ように互m ip ra mi n e

の 定常状態血中濃度の投与速度との関係 は､ コ ン トロ
- ル で の非線形性

が Q 血idi n e 併周 に よ っ て線形に近付く こ とが明かとな っ た o
一

方､ D

M I の 定常状態血中濃度とI m i野a mi n e投与速度との関係はQ u 血di n e W 用

に よ っ て ､ よ り非線形性が強調される こ とが明かと な っ た ｡ そこ で 以下

の/l ､ 節 で は 伽inkii n e 併用 によ る これらⅠmi p r a m i n eま∋よ びD M I 定常状態

血中濃度のh nip r a m i n e 投与速度 に対する関係が異な っ た変動を示す要因

を解明する こ と と ､ Q ui nidin e併用 に よ る相互作用を考慮した速度論的

モ デ ル の 構築を行な っ た ｡
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[ 2 ] h nip T a m i n e お よ び D M I の 血中非結合率に対する Q u血din e の

影響

I m 軸r a m in e'およ びD M I ほ ､ 血祭中に 軌
､ て 血祭 タ ン パク 質で ある ア

ル ブミ ン の他に痛や炎症と い っ た息牲疾患と関連して ､ 血中で増加する

物質 (急性相反応物質) の
一

種で ある a
l

-

a C豆d 幽 00 p T O 血 ( A G P )

と結合して い る ことほ ､ すでに本章3 観で言及したが ､ 本節で取り上をヂ

た伽i血dim e もÅ G P と強く結合して レ､ る こ とが報告さ れて い る ( N il 駐 m

eも a且. ,且9 7 8) . こ の 蛋白 - の 結合 は ､ ア ル ブ ミ ン に比 べ 親和性が高く､

また ､ 結合サイ トを共有して い る た め､ E m ip雷a m 豆n e ある い は D M I の A

G P に対する結合を他 の塩基性薬物が競合的に阻害する こ とも報告され

て い る ( 4 車3 節参照) . した が っ て ､ ÅG P に結合する可能性がある

他 の薬剤の併周 に拠 っ て､ Ⅰm ipr a m i m e およびD M Ⅰの 血中非結合挙が影

響を受ける こ とが考えられる ｡ そ こ で ､ Q ui midi 皿e }が併周された とき の

地 軸a mi n 8 門駄内定適性入実験 (第4 車第5 節 [ 且] ) で得られた血液

サ ン プル 申の各薬物の 血中非結合率を調べ た ｡

[実験結果 ｡ 考察]

野ig u r 8 4
- 9 に ほ ､ コ ン ト ロ

- ル と Q 血idi m 8併周時の血費と血中

薬物濃度との関係 ( P B 比) およ び血祭申非結合型薬物漁魔の血祭中英

物濃度との関係を示した ｡ また ､ 甘abl e 4 - 後 には､ e x vi v o で の P

迅比とf
p
l直､ および計算されたf

B
償を示したo F 蜘訂e 4

- 9 およ び

甘a ble 塊 - 5 か ら､ 両 パ ラ メ
- 夕 は 伽i nidin e 併周時に お い て も血中あ

る い は血祭蜘 m ip m m in e およ び D M I 濃度に対して ほ ぼ ∵定で あ っ た｡

また ､ 両薬物の P B 比お よ びf p値 はQ 血idin e 併周 によ っ T. ･上昇し､ 計

算さ れた f
B
催は有意に上昇して い る こ とが明か とな っ た o

以上 の検討結果より､ Q uinidin e併周時の モ デル構築で は ､ Q ui nidin e

共存 によ るⅠm ip r a mi n e まほ びD M I の f B 億の 変動を考慮しなけれぼな

らな い こ とが明かとな っ た｡
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[ 3 ] 肝海流実験に よ るⅠm i 阿a mi n e およ びD M I 代謝速度 の Q uini 血 e

に よ る変動の評価

Q uini8 血£併周 に よ る肝臓で の 触ip r a mi m e およ びD M I 代謝速度 の変動

を肝潅流実験より検討した. 肝潅流実験に は ､ Q 血 idi n e が‡m ip r a m i n e

および D M ‡ の 血寮費由緒合率お よびP B 比 を変動 さ せ る こ とが明 か と

さ れて い るの で ( [ 2 ] ) ､ 血祭蛋白及 び赤血球を含まな い 海流液 を伺

い
､ 肝臓 - の酸素倣給を十分に行なう目的で 3 0 m i/ m in の 潅流速庶を

採属 した ｡ 肝流入液中 払ip r a m i n e 濃度ほ 0 .3 n m o且/ m 且とし､ 肝流出液中

お よ び胆汁液中 の 触 ip r a mi n e およ びそ の 主要代謝物の排壮速度を測定

した ( 2 硬水酸化代謝物はそ の抱合体をβTg lu c u m mid a s e/s 城f at a s e で切断

し､ 遊離型薬物の排壮途歴として測定した) 0

[ 実験籍果 ｡ 考寧]
『ig u r e 逢

- 1 0 に ほ肝潅流実験より得られた結果の典型的な
一

例を

示した o コ ン トロ ー

ル実験 で はⅠm 喪)ra m i n e の み を 1 且 0 分間定速注入 し

た の に射 し､ Q 血idi m e 併周実験で ほQ 血i 血 e を 9 0 m m ol/ m im の速度 で

h ip ra m i n e の門鹿内定適性入関始5 0 分か ら併周した o Flg u r e か ら明ら

かなように ､ h ip 汲 m irl e およ び各主要代謝物 の排漁連度は約2 5 分 で定

常状態に達して い た o 軸 ra m 払eおよ びD M I の 変哲状態排撒速度は屯如蕗

di 放餅周に よ っ て約 2 倍に上昇して い た の に射し､ 2 0 H - I M I の排

壮速度は約1 / 2 に低下 して い たo また ､ 2 0 H - D M I の排練達皮は

Q ui nidi n 昏併周 に よ っ て ､ ほ と ん ど影響を受けなか っ たo こ れら各節轍

(代謝) 速度の Q 血idi n e に よ る影響の受け方の差ほ ､ 本節 [ 6 ] にお

い て Q uini 血 8併周時の速度静的モ デル に よ る各代謝速度の変動 に関す

る予測と比較検討を行な い ､ モ デ ル の安当性の確認を行な っ た ｡

[ 4 ] 肝 ミク ロ ソ - ム を用 い た Q ui nidin e のⅠm ip r a mi n e お よ び D M I

2 位水酸化反応 に対する 阻害効果の定量的評価

Q u inidi n e を は じめ ､ P r o p r a n 9l ol や N o rt ri ptylin e な ど､ ヒ トお よび

ラ ッ ト におい て薬物代謝活性の遺伝的多様性を示す代謝反応を持 つ 薬物

に与っ て h ip r a mi n e 患; よ びD M I の 2 位水酸化反応は 選択的に阻害をう

1 2 0
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ける こ と は既に明か に さ れ た ( 第2 車5 節) o ま た ､ Q 血 idi m e によ る

両2 位水酸化活性 に対する 阻害パ タ ー

ン は完全 に競合的で あ っ た

(Fig u r e 岩
- ユ 7 ) ｡ 以上 の 知見から‡m ip T a mi n e 及び D M I の 2 位水酸

化反応 に関与して い る P - 4 5 0 分子種は共通して おり､ また､ ヒ トお

よ びラ ツ = こお い て 性の遺伝的多様性発現に関与 して い る分

子種 ( P - 4 5 0 U T 潤) が触媒して い る可能性が示唆された (第 2 車

5 節) ｡ 本/l ､ 節 で ほ Q 血豆di n e の 両 2 位水酸化反応 に対する阻害効果を

速度静的モ デ ル に組み入 れる た め ､ 速度静的パ ラ メ ー タ を調 べ た ｡

[実験結果]

T abl e 塩 - 5 に は Q ui nidi n e の 両 2 位水酸化反応 に対する競合的阻害

定数 ( a i
'

) を肝 ミ ク ロ ソ - ム 反応液中非結合率 (o .4 7 4 ± 0 .0 5 8 ,

m e a n ±s . 毘. , n 立3) で 補正 した億を示した . T ab且e 4 - 5 か ら明らかなよ

う に 伽i ni din e の 両 2 位水酸化活性 に対する阻害定数と阻害された2 位

水酸化反応の K m 値 の 比 は ほぼ 1 ｡ 0 で ある こ とが わ か っ た ｡ した が っ

て ､ Q ui nidin e に よ る 2 位水酸化反応 に対する 阻害効果は 3
- 2 [ 2 ]

節で平行代謝経路開梱互作周を モ デル に観み 入 れた場合の 阻害を示す項

と併せ て組み込むこ と が町能であり､ ( 3 - 3 ) およ び ( 3 - 4 ) 式の

各2 位水酸化活性の 阻害剤濃度として Q ui nidin e の 濃度を加える だけで

Q uinid in e 併周時の モ デ ル 式に拡張で きる こ とが わか っ た o

[ 5 ] モ デ ル の 構築

[式の誘導]

コ ン トロ - ル で のⅠmi p ra m 払e およ びD M I の 定常状態血中濃度 を同時

に予測で き る速度論的モ デ ル の構築方法 ( 4 - 5 章) に基 づ き､ 伽ini -

d in e 併用時 のI m 毎)r am i 耽 門脈内定速注入時の定常状態払ip r a mi n e
･ D M I

血中濃度を同時予測できる速度静的モ デ ルの 構築を行な っ た ｡ 前小節で

の 考察から､ 阻害剤 で あるQ uinidirE) は ､ I m ip r a mi n e 2 位水酸化反応に対

する D M I ､ ある い は､ D M I 皇位水酸化反応に対する 払ip ra m i n e の 平

行代謝経路開梱互作用に おける それ ぞ れ の 阻害剤濃度 に遊離型 Q uini -

血軍濃度を加える こ と によ っ て構築で きる こ とが明かとな っ た ｡ すなわ
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T a b エe 篠 - 5
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ち ､ Q ui nidin e 併周時の モ デ ル は ､ 第 4 章第4 節における ( 4
- 8 ) -

( 4
-

9 ) 式に 拠 出 血 e の遊離型濃度を加え た次式
-

1 8 ) 式 によ っ て表現され る .

R = C L
I
i nT ･ f B

･ C蓋瞥I - (4 - 16)

c 曜 in vit, a -

V 2
=

V
m a x

,
1

＋

( 4 - 1 6) - ( 4

‰ a x
,
2

監
m
,
i ＋ A(I) 鴨

･ Cf!h C ･fb
･
･ eps) ･ fB ･ C 野 K m

,
2 十 fB

･ Cfy
I

v m 弧
,
3
･ fh

･ C重野
＋
幽 翠

監
m .3
･ R(D) ･ (fB ･ C Isy

I
･ fh

･
･ a?s) ･ ち･ CPsM I K

m
,
4
＋fh CRs

h 8

A(4
-17)

- I(4 -18)

こ れ らの 式にお い て 増
･

,定常状態Q uinidi n e 濃度､ 砧 ; Q ui nidin e の 血中

非結合率を表わして い る . また ､ Q uin 姐i n e によ るⅠm 睡r a mi n e お よ びD M

I 2 位水酸化反応 に対する (反応液中の Q uinidi n e 非結合率で補正 され

た)

7 )

競合的阻害定数をそれぞれ K
I
(Ⅰ- Q) , K I( ”

- Q) と した時 ､ ( 4
- 1

式と ( 4 - 1 8 ) 式 における R (耶 と R P ) は ､ それぞれ

監 m
,
l 畷 の) ≡ K m ,1r K l(Ⅰ

- Q ) と K m ,3/鞄(I)
= K m ,3 促Ⅰ( D

- Q ) を意味して い

る ｡

[ シミ ュ レ - シ ョ ン結果 ｡ 考察]

各式を構成して い る速定論的パ ラメ
ー タ をT a bl e 4 - 6 に ま とめ て示

した o また､ F ig u r e 4
- 1 1 に は こ れら の パ ラ メ

ー タ と上記モ デ ル 式

を用 い て ､ 本章第6 節 [ 1 ] で調 べ たQ u h idi n e 併用時のh nip ra mi n e 投与

速度と定哲状態I m ig a mi n e
･ D M ‡血中濃度の国儀を予測した結果を示

したo こ こ で遊離型Q ui nidi n e 濃度 はFig u r e 4
-

7 に示 した実測された

Q ui ni di n e濃度 の 上限と下限 (5 ,1 0 n m ol/ m l) と した ｡ Fig u r e 4
- 1 l 破

線は平行代謝経路間相互作周の みを考慮したときの シミ ュ レ
ー

シ ョ ンを ､

また ､ 実線 a お よ びb ほ ､ 遊離型 Q uinid in e 濃度を 5 お よ び1 0 n m ol/

m l とした 時の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン カ ー

ブを示して い る ｡ 図か ら明らか な

よう に ､ h ip r a mi n e に対する Q u in idin e の併用効果 ( A ) は ､ Q uinidin e

濃度が高くなる (相互作周が強くなる) ほ どコ ン トロ
ー

ル に比べ 線形の

関係が強くなる の に射し､ D M I 革削失態血中濃度の予測 ( B) は､ 御 感 振

併用に よ っ て ､ より非線形性が強調さ れる結果とな っ た｡ こ れらの 予測

ほ実測された関係 (本章5 節 [ 1 ] ) と良く
一

致して い た ｡
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以上 の こ とか ら､ 本章塊節で確立された コ ン ト ロ -

ル で の‡m ip m m i n e

お よび D M Ⅰの 定常状態血中濃度を同時予測で きる速度静的モ デ ル は､

本林節で の 検討結果から､ Q 血idi n e が併周 され た場食で 屯各血中膿度

が同時予測でき ､ より臨床的を応周が可能で ある こ とが確認された ｡

[ 6 ] 伽五midin e の定常状態Ⅰmi p T a m i m e およ びD M I 血中濃度およ び

息皿 Vi v o 定常状態で の耳m ipr a m i n e藤代謝にお ける各偲謝速度 に

尊える影響

( 定常状態速度論的を デ ル に基づく シ ミ ュ レ ー

シ ョ ン)

前/l ､ 節までの検討結果より ､ Q ui ni 鮎 e併周時の 加療r a m in e と D M I の

定常状態体内動態の変動 の特徴 と して ､ 以下 の 点が明かとな っ た｡

⑳Ⅰm ip 訂a m i n e の 門脈内投与速度と定常状態‡m亙p T a m i n e 血 中漉魔の関係 は

伽i nidi m e併周 によ っ て線形の 関係 に近 づく ｡

⑳‡m ip T a m i n e の 門艦内投与速度と定常状態D M I 血中汲魔の関係は

Q 血i戯m 8併周 によ っ て 非線形 の関係が強調され る｡

本心節 で は ､ 先の /l ､ 節に おい て構築された速度静的モ デ ル を構成して

い る藤代謝経路の代謝速度と遊離塾肝固有クリアラ ン ス の Q uinidi m 缶併

周 に よ る変動を調 べ た｡ S ch e m 6 趨 - 3 に ほ ､ 平行代謝経路開梱互作

周の みを考慮した コ ン トロ -

〟 (破線) と ､ Q uini 血 e を併属した場合

(実線) に分け､ 門脈 触 ip ra m in e投与速度 に対する代謝速度と遊離肝

固有クリ アラ ン ス の 関係を示した｡ また､ ( 遊離型) 肝固有クリ アラ ン

ス ( C L ) と代謝速度 ( Ⅴ) の 各代謝経路 との 関連を S c 払e m e 4
- 4

に示 した ｡ ス キ ー ム の それぞれの パ ラ メ
ー タ の 添え寧ほN o m e 泥Ia恕ばe に

まとめ た . 代謝経路上 の それぞれの バ ネ)v ( A , A
'

か ら E
,
E
'

) は

その 経路の代謝活性 の速度過程を示して い る ｡

瓦m ip r a m i n e の 門沢内投与速度 ( A , p a n el A ) は､ 定常状態 で の い か

な る投与速度 に 釦 ､ て も 2 位永酸化反応速度 ( パ ネル B ､ V
l
) と脱メ

チ ル化反応速度 ( パ ネルC ､ V 2 ) の和に等し い はずである ｡ また ､ 定

常状態に おレ､ て は､ 脱メ チ ]V 化反応速度 ( バネ)i , C ､ V
2
) ほ 2 0 H -

D M I の 生成速度 ( パ ネル D ､ V
3
) と ｢ 他の 代謝物+ の 生成逮夜 ( パ

ネル E ､ Ⅴ
｡) の和 と等しくなる ほずで あ る o

平行代謝経路間相互件用 の みが発現して い る コ ン ト ロ ー ル で ほ ､ 氏

1 2 7



撃
o

p
円 25
0

15 O

”

: 沙

8 08

叩 け

a

4

0

払

b
Q

b

O-

M

ヽ

ヽ
も

ヽ

B
' ､

､

も

､

ヽ

2 LiO

州

>

0

a

I

∫

∫
0

∫
P

∫

∫

8

0
メ
I
I

0 0 0

州

a

c
Q

R 2 5 0
13 0

M

>

D

′

♂

〕 ･

托 2 5 0

i
20萱朋M!

9 .8

m

a

D M !

､
D
o

一

ヽ

ヽ

～
ヽ
～

ヽ

E
V m a x
4

J
ノ
′

lタ

13 0

吋

>

0

12 0

吋
J

”

～
･ヽ

ヽ

ヽ

ヽ

ヽ

ヽ
ヽ

ヽ
ヽ

.
.
I

臣
`

甑冒認
E

BBL !TES

m 25
0

S c h e m e ヰ･ 3

S C H 巨細A T書C R E P R 臣S 臣N T A T] O N O F T H E E F F E C T O F Q U ‡N 旧8N E O N T H E A L -

T E R A T8 0 N S 3N 臣A C ‖ M 臣T A B O u C R A T臣 A N D B N T R耳N S iC C L E A R A N C 臣 F O R

F R E E D R U G S O F - B M 甘P R A M [ N E A N D D E S !P R ÅM iN E B V E A C H M 巨T A B O u C

P A T H VV A Y
.

M e t ab o!i c p ath w a y s ofi m ip r a m i m e a r e 納e s a m e a s s h o w n 妻n s c h e m e 4
- 4 . T h e d e 帥衰-

tio n s of sy m b o3s r ef e r 官o th e [eg e n d of s c h e m e 4
- 4 . E a ch p a n e u A , A

-
- E
,
臣
'

) o n a

m e t a b ol育c p a 帥w a y r e p r e s e nts t h e r a te p ro c e s s of th e m e t a b olic a c 軸ity oず納e c o r r e
-

s p o n d 肋g p a 帥w ay ･T h e s olid a nd b 和k e
'

n 一in e s i n e a c h fig u r e r e p r e s e 柁= h e r e s u 陀s of

si m ui朗io n s w h e n o m!y
叩

p a r a ‖el p a 帥w ay int e r a cti o m
'l

i s i n c o rp o r at e d a n d w h e n n e

s 軸 cti v e in hibit o ry eff e c t of q uimidi n e ( u n b o u n d q uinidin
'
e c o n c e n tr a ti o n = 1 0 n m o V

m t) a r e 盲n c o rp o r at e d , r e sp e c ti v ely .

1 2 8



c去望
且
, g
B

R
i p v g醐暑

V
l

( lく
m
1
9
V
m a x
l

)

S e h e m 母 砲一塊

V
2

( K
n 1
2
,
V
(n a x
2
)

c
s

D

望
且
,阜左

E3棚畳

R
王
=

20 ‖- 川i #
私財

c
Q

s

D
s
,
f還

R
Ⅰ
( D)

匪 Vq
( I(
吋
V
m a x
ん
)

V
5

( K
m
3
9
V
m a x
3

)

2 0 ‖- D M !

K召悶臣下写e M O D 臣虹粁0 隅著聞EP 閃A M 昔FhB臣 A 悶D D 臣S菅野閃A M 丑N 巨 匠L8 醐ヨN A 一

丁8 0 N V V 弼匠閃匠
押

野A 閃A L L 臣L P A 甘M W A Y EN T 臣弼A G T 陀)N
叩

A N D E悶M 旧 -

8T O 円Y 匠『『E C T O 粁 Q u召糾珪D菅N 臣 A 閃臣 V A K E N 漫N 甘O A C C O U N T .

Q D m e a n s q ui ni 伽 e , a n d o 納e r d e 軸托加 s o菅s y m b ol s 帽f e r モo N o m e n
-

c 旭せu re d e s c rib e d i m 納e s e cli o m o菅
耶

N O M E N C L 風T u 円巨匠O R S C H E M E

4 - 4
叩

(n e x竜p a g e) .

1 2 9



N o m e n c l a t u r e 普
-

o r s c h e m e 確 - 4

R 五 p v 丑 n t r a p o r t 亀I i n f
l

u 9 i o m r a ･t e o f i m i p r a m 且n e , n m o 1 / m i n °

C 日 S ‡ M I

C s 8 D 網 王

C 8 日 q D

F BI

f ぁ
,

f 皿
=

Ⅴ 且

V 急

V 3

V 4

‡( i ( ‡)

E l ( D )

E J ( I - Q )

E J ( D - Q )

S t e a d y -

g t 亀t e C O n C e n t r a t i o n o f i m i p r a m i n e , n m o 1 / m 且 ｡

S t e a d y
-

s t a t e c o n c e n t r BL t i o n o ゼ d e s i p r a m i n e 9 n m O 且/ m l ｡

S もe a d y 一 日もa t e c o n c e m もT a t i o m o f q u i n i d i m e , n m o 1 / m 且 ｡

F T e e f r a c t i o n o f i m l p r a m i n e i 托 b l o o d 且 n もh e p r e s e n c e o f

q u i m i d i n e .

F r e e f r a c t i o n o f d e 8 1 p r a m i m e 且n b l o o d i n t h e p T e B e rI C e
o 王

■

q u i m i d i m e .

F E
･

e e f T a C もi o m o 宏
一

q u 息n i d i m e i m b エo o d ｡

S 昆 t u r a b 且e

B 且o n 訂r o 打I

S a t u r a b 且e

S 息o rl i
-

r o n

S a t u r a b l e

S 五o n F r o m

S a t u r a b l e

B i o n F r o m

r a t e ( V m a x 1 ; n m o l / m i 私 , 鑑m l ; n m O l / m l ) o f c o m v e r _

i T n l p r a m i n e t o 2
- h y d r o x y i m l p r 8 m i n e ｡

r a t e ( V m a x 2 ; n m O l / m i n 1 旺m 乏 ; m m O 且/ m l ) o F c o m v e r _

i m l P r a m i n e もo d e $ 1 p r a m 息n e ｡

O

r a t e ( V m a x 3 ; n m o 1 / m i n タ E m 3 ; n m O l / m l ) o f c o n v e r -

● ■

d e $ 1 p r a m i m e t o 2
- h y d r o x y d e B 且P r a m i m e .

E
.

a t e ( V m a x 4 ; n m O l / m i n , R m 旬 ; n m O l / m l ) o f c o n v e r -

d e 8 1 p T a m i n e t o
”

o 七. h e r m e t a b o 且i t e 8
'-

.

●

C o n s t ･ a n も f o r c o m p e t i t i v e i n h i b i t 五o n o f d e 8 ユ p T 乱 m i n e 2 -

h y d r o x y l a もi o n

C o n s t a n t f o r

h y d r o x y i a t i o m

C o r ほ も色n t f o r

h y d T O X y l a t i o m

C o n s t a n t f o r

h y d r o x y l a t i o n

b y i m i p r a m i m e , n m o 且/ m 且 ｡

c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o T I O f i m 且p T a m i m e 2
-

b y d e s i p r a m i n e l n m O 且/ m エ ｡

c o m p e t i t i v e i T ) h i b i t i o n o f
-

i m ユ p r a 血 i n e 2
-

b y q u i n i d i n e , m m o 且/ m l .

c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o n o 王
■

d e 8 ユp r 臨 m i n e 2
-

I

b y q u i n i d i n e , n m o i / m i .

R I ( I ) = K m l / Ⅸ 王( D ) = 荘 m l / K ‡( ト Q ) .

R 王( D ) = K r n 3 / 旺 = Ⅰ) = K m 3 / R 王( D - Q ) ｡

1 3 0



と‡m 軸r a mi n e 2 位水酸化凪芯速度 の関係ほ上 に凸である ( パ ネ ル B
'

､

破線) が ､ Q ui nidin e 併周に よ っ て ほ ぼ直線の関係とな っ た ｡ こ の こ と

は h 砂r a m i n e の 脱メ チ ルイヒ速度の R に対する関係 にも反映し､ パネル A

の 直線関係を再現する ためV
2
も R に対 して直線関係 とな っ た ｡

一

方､ Ⅰmi p r a m i n e の 2 位水酸化反応 に対するC L ほQ 血idi n e によ る

競合的な阻害によ っ て K m 髄が大きく怒り､ R に対してほ ぼ 一 定とな っ

た ( パ ネ ル B
'

､ 実線) ｡ また ､ 丑m ip r a m i n e の 脱メ チ ル反応は本来の

K m お よ びV m 弧 億が大き い の で ､ Q uinidi n e 併周 時で もR に対 して 線

形の関係を維持 して い る こ とが予想され た ( パ ネ ルC
'

､ 実線) 0

‡mi p r a m i n e の定常状態血中膿庶 ( c
l
sy
I
) ほ ､

c 野 = 一 皿 - ( 舶 9)
fB( C L l ＋ C L 2)

で表現される o Q u ぬidi m e 併周 によ っ て C L l およ びC L 2 の 両固有クリ

アラ ン ス は R に対 して ほぼ 一 定とな る こ とか ら､ C 欝 はR の 増加に つ

れ て直線的 に上鼎する こ と が予測さ れ た｡
一

方､ D M Ⅰの 2 位水酸化反応は ､ I m ip r a m i n e の 2 位水酸化活性と

同様､ Q uimidi m e に よ っ て競合的に 阻害を受け､ その C L ほ大きく低下

し､ 石= こ対して ほぼ -

定と怒る ( パネ ル D
'

､ 実線) ｡ また､ D M I か

らの ｢他の 代謝物+ の 生成速度 ( V 4) は ､ 本来のV m a x 催が低い ため

頭打ちとなる こ とが予想された ( パネル E ､ 実線) ｡ したが っ て ､ R に

対 して線形 に上昇す る V
2
( パ ネル C ､ 実線 の関係を維持するため､

活性が頭打ちとな っ た V
4
を補う こ と によ っ て ､ V

3
ほ R に対して下 に

凸の 関係 とな る ( パ ネ ル D ､ 実線) 0

Ⅰmi p r a m i n e 同様､ D M I の cf?sM I は ､

cP sA 4I =

で表現される ｡

ネ ル C ､ 実線)

V 2
～ - (4 - 15)

fT
B(C L 3

＋ C L 4)

こ の式におい て V 2 は R に対 して ほぼ線形に上昇する ( パ

が､ C L
｡
ほ R の上昇 に つ れて顕著 に低下する ( パ ネル

E
'

､ 実線) ｡ したが っ て､ R と定常状態D M I 血中濃度の関係は､ 脚 転

の併用によ っ て非線形な関係が強調される予測となる こ とが考察された ｡

本/j ､ 節 に よる予測は ､ 肝潅流実験で得られたy mi p r a mi n e およ び D M

I の2 位水酸化速度のQ u h idin e併用 に よる琴動と対応する事ができるo

すで に､ 第 4 章5 節 [ 3〕 で示した ように ､ 両 2 位水酸イヒ速度は Q li ni -
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din e に射 し､ 異 なる影響を受けた ｡ すな わち ､ 払ip r a m i n e の 2 位水酸化

速度は約 1 / 2 にな っ たの に射 し､ D M I の 2 位水酸化速度 は影響を受

けなか っ た (F1 即 位 4
- 1 0) . こ の実験結果はモ デ ル によ る予測 ( 馳 m e

4 - 3 ､ パ ネル B お よびD の 実線 v s . 破線) と良く 一 致 して おり､

本節で確立された速度論的モ デ ル ほ ､ I m ip r a 血 n e お よ びD M I の定常状

態血中濃度を同時に予測で きただけで はなく､ その代謝過程 の変動も予

測で きる こ とが明か と な っ た｡

現在､ ヒ トお よ びラ ッ トにお い て薬物代謝活性あ る い ほ体内動態が過

伝的な多様性を示す4 0 種類以上 の薬物が報告さ れ て お り､ こ れ らの

薬物 は広範囲にわた っ て い る こ とか ら (Ⅰn ab a et al . ,19 8 5) ､ ヒ トにお

い て そ の 2 位水酸化反応 が適任的多様性を示す､ 典型的な薬物 である

Ⅰmi p r a mi m e お よ びD M I ( B T O S e n e t al . ,1 9 8 6 b; St ei m e r et al . ,19 8 7; O tt o n

et al . ,且9 8 4) が併周 される可能性 は極め て高 い と考えられ る｡ したが っ

て
､ 本/l ､ 節で確立された速度静的モ デ ル ほ､ ヒ トに おける適切な代謝パ

ラ メ
ー

タ およ び非結合率を代入すればその まま ､ 臨床 での 的確な投与指

針を立 てる こ と に利周する こ とが可能であ る ｡

ま た､ 本月､節 の 目的ほ ､ 前節 で確立されたI m i 阿a mi n e の速度静的モ デ

ル の安当性を､ 薬物代謝活性 に変動を与えた状況下 で も､ i m vitT O 代謝

実験からの パ ラ メ - 夕を周 い て im viv o 定常状態血中濃度の予測が可能

であるか する こ とにより確認する こ とであ っ た ｡ 薬物代謝活性の 人

為的な変動 と して ､ Ⅰ血p r a 血 e お よ び D M I の 環 2 位水酸化反応 に競合

的な阻害剤であるQ ti ni 盈m e を併用 し､ その ときの 体内動態の変化を追跡

した. その結果､ 本月､節 [ 3] に示した肝海流寛験で の各永酸化体 の生

成速度の変動と各代謝経路の代謝速度の変動 に鰐する シミ ュ レ ー シ ョ ン

との 一

致 [ 6 ] ､ 定常状態血中濃度の実測値と予測値と十致[ 5 ] から､

本研究で確立した速度論的モ デ ル の安当性が改め て 確認され た ｡
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4 - 6 か 暗

本章での モ デ ル構築とそ の安当憾確認の研究の揺れを以下にまとめた0

モ デ ル の構築 ( 主 に4 - 且 - 4 _ 4

①定常状態触五p 汲 m 地 お よ びD M I 血中濃度はh ni野a m h e の 門脈内定遮注

入速度 に対して非線形な関係であ っ た (Fig 耶 複
- 3 ) o

↓

(勤n v i 加 代謝取払eもi cs より得られた各代謝経路の反応初速庶から算出さ

れた 監 m お よ びV m a x 億 を伺い て ､ 定常状態で の 速度静的モ デ ル を

構築し､ h nip T a m まm e お よ びD M I の 定常状態血中過度を予測したと

こ ろ ､ 実測値 に比 べ 顕著に低か っ た ( Fig ur e 4
- 6 破線) o

↓

③払 vi 加 代謝実験 より明らか に され た‡m ip T a m 且n e 代謝反応の特晩すな

わち ､ 平衛代謝経路開梱亙伶周を考慮した ｡

ふ

④平行代謝経路開梱互伶闘を考慮した モ デ ル に よる予測値 は良く実測値

を反映して い た (Fi g u r e 4
-

6 実線) o こ の 時､ 平行偲謝経路開梱
亙伶周を考慮した こ と によ っ て ､ D M I の 定常状態血中濃度 は 払i

p T a m 嘘 の 濃度 に比 べ より顕著に こ の 相互伸周 の影響を愛吟て い る こ

とが明かとな っ た ｡.

ふ

⑤上記の モ デル に お い てi n vi v o で のI mi pT a mi n e の各代謝速度お よび肝固

有クリア ラ ン ス を計算した とこ ろ ､ 地 軸aⅠ血 e の 血中濃度ほ乎衛代謝

経路間相互作周 に よ っ て その 消失の ク リ ア ラ ン ス のみ が低下して い

る の に射し､ D M I の 血中濃度ほ消失の クリ ア ラ ンス だけで はなく ､

生成速度 (Ⅰm 軸r a m h e の脱メ チ ル化速度) も影響を受けて い る こ と が

予想され､ こ の こ とが④で言及した影響 の受け方の違 い とな っ て い

る こ とが示唆された｡ (第 4 車 4 節 [ 4 ] ) 0
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モ デ ル の安当性 の確認 ( o uimidi m e併周 時の体内動態変動 の予測)

①Ⅰmi p r a mi m e およ び D M I の 定常状態血中濃度ほQ uぬidin e の併 掛 こよ っ

て コ ン トロ ー ル に比 べ 顕著 に上昇した o ま た､ 五m ip r a mi n e の 血中濃度

と R の関係 は線形 の関係に近づ い た o
一

方､ D M I の 血中濃度 とR

の 関係 ほよ り非線形 の関係 が強調さ れ た ( Fig ur e 4
- 8 ) 0

↓

②Q uinidi n e に よ るⅠm ip r a m i n e お よ び D M I の 2 位水酸化反応 に対する競

合的な阻害関係 ･

阻害定数およ び Q ui nidin e に よ る互m ip r a m i m e お よ び

D M I の 血中非結合率の変動を コ ン ト ロ
ー

ル で確立された (平行代

謝経路開梱互作用を考慮して い る) モ デ ル に導入し､ 両定常状態血

中濃度を予測したと こ ろ ､ 実測値と比較的良く
一

致 した (碗g u r e 4
- 1 1 の実線. a , b ) 0

↓

③上記の モ デ ル に盛っき ､ Q uinid 血 併周時のI m ipE a m i n e の各代謝速度お

よ び肝固有ク リ アラ ン ス を計算した と こ ろ ､ Ⅰm 軸Ta m h e の 消失に関係

して い る 2 つ の 肝固有ク リ ア ラ ン ス ( 2 位水酸化反応と脱メ チ ル化

反応) はR に対 して ほ ぼ 一 定 とな っ て い る が ､ 一 方､ D M I の 消失

に関与して い る ｢他 の 代謝物+ 生成 の肝固有ク リ ア ラ ン ス は R の 上

昇に対して顕著 に低下して い る ことが明かとな っ た(S d le m e 4
- 3 ) 0

こ Q) こ とが ､ ①の Q ui nidi n e併用時の 南井物の定常状態血中濃度 の R

に対する関係 の異な る変動 パ タ
ー

ン に反映 して い る こ と が推測さ れ

た ｡

↓

④さ ら に､ Q uin 姐in e併用 によ る 触ip r a mi n e およ び D M I の 2 位水酸化速

度 の変動を上記 のモ デ ル に基づ い て予測した . そ の結果､ 払ipr a mi n e

の 2 位水酸化速度 は Q ui nidin e 併用に よ っ て ､ 顕著 に低下 したの に射

し､ D M I の 2 位水酸化速度はQ uimi di n e によ っ て 影響を受けて い な

い こ とが予測された (S ch e m e 4 -

. 3 ) . こ れ らの 予測は ､ 肝海流実

験 にお い て 両永酸化代謝物 の排壮速度 の変動 ( Fig u r e 4
- 1 0 ) と

棲 め て良く 一

致 して お り ､ 本章で構築さ れ た速度論的モ デ ル の安

当性が確認さ れ た ｡
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以上 の流れに した が っ て ､ 本牽で は ､ 払ip T a m i n 8 を門脈内に定連投

与した時の定常状態耳rnip T a m 鮎 溢 よ びD M I 血中濃度を予測で きる モ デ

)I, をi m vi 加 代謝実験より得られたki m 昏鮎 パ ラ メ - 夕 とE m ip r a m i m 駐
･ D M

I 代謝における静隆 (平行代謝経路開梱亙惟周) から構築したo さらに ､

薬物代謝活性 の 人為的改変動と して ､ ‡m ip T a 血 m e およ びD M I の 環 2 位

水酸化反応に競合的な阻害剤 であるQ 血豆鮎 e を併周 し､ そ の ときの 体内

動態の変化を コ ントロ
-

ル と同 じ手法で予測 した結果､ 実測値と良く
一

致した こ と よりを デ ル の 費当性が確認された o

1 3 5



第5 葦 非定常状態に あ柑る毛m 義p Fa m盲閃e とD M 昏 の生理学的

菅デルの構韓

前章で確立さ れた定常状態 で の 速度静的モ デ ル は薬物 (I m ip r a mi n e)

が ､ 体内 (門釈内) に定適性入され､ 定常状態の条件 が達成 された とき

の もの であ る. すな わち､ 軸 m 血 n ei)
官経口 より, ､ 反復投与され たと き､

h if W a mi n e およ びそ の 削新宅謝物D M I の血中膿皮が時間に対して ､
一

定とな っ たとき の投与速度と血中濃度の関係を予測
･ 解析 で きる こ とを

意味して い る ｡ こ の 場合､ 体内動態を記述する速度式は､ 薬物の 収支関

係に 限定で きる た め ､ きわ め て簡単夜式 で表現する こ とが で きた .

一

方 ､ 薬物が単回投与さ れた ときの 血中濃度は､ 時間の 経過と共 に餐

動 し､
一
こ の血中濃度 一 時間推移を予測するため には ､ 薬物 が主に分布す

る各臓器に関して ､ 速度式を立て なけれ ばな ら 飢
､
｡
この 各速度式の棉

築の手順は ､ 遜is h ofF と D e 血 ck によ っ て確立 さ れ ､
一 般に ､ 各臓器容

積とそれを支配して い る血管の 血流量な どの 生理学的パラ メ
- 夕 を必要

とする こ とから､ 生理学的モ デ ル (P h y sio且o gi c a且且y 迅as e d 馳 a r m a c o ki -

n e 血 M o d el) と呼ばれる (‡戟 m m e且st ei n & L u t z ,且9 79 ; G e rl o w ski & ∬aim ,

19 8 3) o その特徴 は ､

①モ デ ル を構築して い る速度静的パ ラ メ
- 夕 のうち ､ 薬物の 移行を表わ

すも の は､ そ の単位 として血沈量を基準としたもの であり ､ 全 て ､ 具

体的な意味を持 っ て い る ｡

②対象とする薬物 ( およびその代謝物) に限定したモ デル構築を行なう

(解剖学的パ ラメ
-

夕を除 い て ､ 対象薬物固有の パ ラ メ
- 夕 で ある) 0

③対象 とする薬物の 血中濃度だけで はなく､ 薬効と関連した臓器 ( い わ

ゆ る標的臓器) 内薬物濃度の時間推移を予測する こ とを目的と して い

る ｡

④実験動物レ ベ ルで構築された モ デ ル を ヒ トに スケ ー

ル ア ッ プする こ と

が町能である (ア ニ マ ル ス ケ - ルア ツ プ) ｡ すな わち､ ヒ トにお ける

対象薬物の標的臓器内薬物濃度の時間推移を予測する こ と によ っ て投

与指針を立 て る上 で棲 め て有用 であ る ｡

な どが挙げられ る ｡ T ab le 5 - 1 に は ､ 現在 まで に確立された生理学的
1 3 6



モ デ ル の うち ､ 本研究と同様､ 肝臓で の薬物消失速度を肝細胞分画を伺

い た in vi 紘o 代謝K in e ぬcs の パ ラ メ ー タ を組み込ん で い る もの に限定 し

て ま と め た ｡

T ab le 5 - l 肝細胞分画を周 い た in vi 加 代謝監血e由cs から構築され た生

理学的モ デ ル

薬物 動物 肝細胞分画 文献

Åでa - C
中1

監血a n o且

E ぬo x yb e n z a m 地

餌e x o b a rbi臨且

甘鮎op 8 mもai

甘o且わut a m i 血

S ulf o m a m id e

D ia z ep a m

h u m a n h u m a n b o m o g e m at e

T a t T 鉱 h o m o g e n a 隠

T芸払r ab b ii T aも,r ab bi乞 m ic r o s o m e s

r aも T a息 m 且Cr O S O m e S

T aも r aも m 且C T O S O m e S

●

T aも
,
m a n T a監 m 且C 訳)S O m e S

①

③

③

㊨

⑤⑥

⑦⑧

*1
且- β -” - a r abir o 触 象限o s y且c yi o si 阻e;①D ed rick et aA . ,19 7 2; ③馳ed rie k & F c w

-

F e S 紐r ,且97 3 ;③Li n 朗 弧且98 2;①耳g ari et a且. ,19 8 2;①s u gi 臨 朗 al l且9 8 i;⑥s ugit a

飢 a且一 ,且9 8 2; ⑦瓦g ari 朗 a且. ,且9 8 3 ;⑧‡g ari e乞al . ,且粥4

本章では ､ 対象薬物 として 取り上げた‡m息p Ta m i n e を､ 単回経口 ( 門脈

内) 投与した と きの ､ 血中及び臓器内濃度
一 時間推移 に関する生理学的

モ デ ル の構築を行な っ た｡ Ⅰm ip m m i n e をモ デ ル 薬物 と した場合､ その 目

標とす るモ デ ル ほ ､

⑳馳毎ra n i n eil
音投与きれた ときの ､ 静性代謝物D M I の体内動態､ 特 に､

向精神惟偶の標的臓器と して の 脳内濃度の時間経過 に対する変化を同

時に予測で きる こ と｡

⑳ ラ ッ トでの 体内動態から ヒ トにス ケ
ー

ル ア ッ プを行 い ､ ヒ ト脳内濃皮

の時間堆移を予測 で き る こ と ｡

を ､ 満足する必要がある｡ また､ 以上 の各予測 に対して､ ラ ッ ト肝 ミク

1 3 7



ロ ソ
- ム レベ ル で確認され た平行代謝経路開梱互作周がどの程度影響を

与えて い るか検討する こ と に よ っ て ､ W h o且e B o d y で の 生理学的モ デ

ル の構築における i n vi 加 代謝実験で得られ た知見 の重要性 を改め て

確認した ｡
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5
-

= m 柳a m i m ¢ぬ よびE3 M 8 の 各重要臓器に対する平衡定数の測定

本章 にお い て 確立する こ とを目的と して い る生理学的を デ ルほ ､

加ifW a m 畳皿e を単回 (門倣内) 投与したときの動脆申および主要臓静､

特 に､ 向精神其の標的臓経である脳内h nip r a r mi m e およ びD M I 濃度の 時

間推移を予測 で きる モ デ ル であ る ｡ こ の頃合､ 前章 で の定常状態の モ チ
)i , に億周 した肝臓 に 捌ナるヱmi p m m im e およびD M Ⅰ の薬物代謝消失に関

する式 に加えて ､ 各主要臓器で の 薬物濃度 一 時間推移を表現する微分方

程式を立 て る必要が ある ( 払 m m els w i n & L ut z , m 9 ; G e rl o w ski & g ai n ,

19 83) . すなわち､ 脳 ､ 肺､ 動胞血 ･ 静脈血 プ ー ル
､ 心施､ 職 ､ 牌膿､

消化管､ 腎臓､ 筋肉､ 月旨肪轟臓 ､ 皮膚などの非消失器官に関して ､ ( 5
- 1 ) 式が成立する ｡

v
o r甚

･驚旦 - ( c h t
,
. r g

- a . u t
,
e r g)

･ Q o r g = 捌

こ こ で ､ V o r g : 対象臓器の解剖学的容積､ c o rg : 対象臓器内薬物濃

度､ c im ,o Tg : 対象臓器 へ 流入する血液中薬物波風 c o ut ,o rg : 対象臓

器から流出する血液中薬物浪度､ Q c yg:ig
.

象騰落を流れる 血液量である｡

こ の 式 に 如 ､ て ､ 各臓器の流出液中薬物浪度 ( c o 鳴 O rg) は
一 般に (柿

を除い て) 実測 が不可能な ので ､ 臓静内薬物濃度 (c o Tg) とc o 鴫 o rg の

間 に平衡定数 ( K p , o rg) を導入 して 関連 づけ る . すをわ ち ､

監
p ･ o r g

一 恵 - (5
-2)

の 関係を ( 5 - 1 ) 式に代入 して､ ( 5 - 1 ) 式ほ ､

v
o rs

･

d

% - (c i n t･ o r g
-

恕
･Q o r g - (5 -3)

と書き換える こ とが で きる . 革p ,o rg の算出方法として い く つ かの 方法

が報告されて い る ( Lin et al . ,19 8 2) ｡ すな わち ､

①払 v iv o にお い て単回静脈内投与後のβ相 にお い て 実験動物を屠殺 ､

各威容内濃度と静脈内濃度の関係から補正式を用 い て算出する方法

②臓器試料を用 い て 平衡透析法か ら算出する in vitr o 法
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③静脈内に薬物を定速注入した とき､ 定常状態で ､ 動物を屠殺し､ 動派

血中濃度 と各臓器内濃度 の 比 か ら K p , o rg を評偏する方法

である . 本研究 で は補正式を必要 とせず直接 パ ラメ - 夕を評価で きる③

の方法を採用した｡ すなわち､ ( 5
-

3) 式が定常状態 に 釦 ､ て (左辺)
- 0 なの で ､

c i n
,
o r S

- 藍 ∴ K
p , o r S

- 恕 - (5 - 4)

とをり ､ ( 5
一 連) 式か ら直接 革p ,o T g が評価で き る ｡

一 方､ 消失臓器で ある肝臓 で の臓器内濃度 一 時間推移式 ほ､ 監v a n s ら

が プロ プラ ノ ロ ー

ル の肝臓内分布に適周した式を採周 した ( E v a m s et

al . ,乱9 7 3) ｡ こ の式で は ､ 肝臓内で薬物 が臓器内オ ル ガネラ に結合した

濃度 ( c bc 配 威 # v e r) と遊離型濃度 (c 晦 駄er) に分けて存在し､ C 観 Rh'e T

が肝流出液中速琴型薬物濃度 ( c o 鴫 蜘 eT に f B を掛 けた濃度) に等し

く ､ か つ ､ 代謝反応 に関与する基質濃度で あ る (
y℡

W e且且- sd r T ed m o d e且
”

の

飯定 (p a n g & 鮎 w 且a n d . ,且9 7 7) ) ｡ すな わ ち ､ つ ぎの ( 5
- 5 ) 式が成

立して い る こ とを仮定して い る ｡

V li v 叫 O t al
･ C
o T g ,li v e r

= ∀li v er ,tis s u e
･ C b . a n d

,
li v e r ヰ V iiv e T

,
W a t e r

･ C 触 1i v e r - (5 -5)

こ こ で ､ V 蜘 e 印0 蛾 肝臓容聴､ Ⅵi v e T ,也ss u e ; 肝臓 オ ル ガ ネラ静聴､

Ⅵiv eT , W a 甑; 肝施永分容積､ c o r & 1i v e T ; 肝臓内薬物汲度､ c b o Ⅷ d ,li v e r;

肝臓内で オ ル ガネラ に結合して い る薬物濃度､ c 鮎 e ,liv e r;肝臓内水分 に

分布して い る薬物濃度である. ( 5 - 5 ) 式の 両辺 を時間に対して微分

し､ 時間推移式とする o ま た ､ こ の 時､ c 鮎 e 蜘 er - C o 軸 v er
｡

ち
の 関係を代入する ｡

a C o r g ,li v e r _ ”
__

d C b o u n d
,
払v e r

∀li v e r
,
t o tal
∴ 二 竺旦 巴 = v li v er ,d s s u e

･

I l ＋

血
T

I A Y 叫 u さ Z ” t ;

dt

∴ ∀li v e r
,
ti s s.l e

･

d C b o u n d
,
li v e r

＋ V li v e r
,
w a te r

･

＋ ∀li v e r
,
w a te r

･

d C fr e e
,
li v e r

d C 鮎 e
,
li v e r

血
- (5

- 6)

血
y l ⊥Y 叫 W a Lt ;エ

血

- (G i n ,li v er - G o u t
,
li v e r) ･ Q li v e r - J

m eif B ･ C
叫 1i v e r) - (5 - 7)

( 5 - 7 ) 式 に 釦 ､ て J m et(f B
･

,
C o u W v e r) は前章 ( 4

- 1 0 ) - ( 4
- ユ 1 ) 式に示 した代謝に よる消失速度を表わ して おり､ そ の基質濃度

がち
｡

C o ut
,
li v e r で ある こ とを意味して い る ｡ また ､ ( 5 - 7 ) 式 にお
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い て C b o u n d
,
1iv e r が C fT e e

,
ii v e T ( = f B

･ C o u t
,
鮎 er) の 関数 Å(f B

･ C o ut
,
li v e r)

(例 えば L a n g m ui r -cy p e の結合式を ど) で表現で きる場合､

対する次の微分式で置き換える こ とが でき る ｡

∀li v e r
,
ti s s tl e

･ f B
I

d A ( C o u t
,
li v e r)

. ､ , D
d C
o 帆Ii v e r

十 V li v e r
,
w a t e r

･f B
I

その 時聞 に

血
'

山 Y 叫 叩 a L ti A ーJL}
血

- ( G i n ,li v e r
- C
叫 1i v e ri Q li v e r

- J m e払･ c . u tJiv e r) ～ - (5
- 8)

こ の こ とから ､ 肝臓 におけ る時間推移式を完成する た めに ほ ､ 肝流出級

中遊離型薬物膿度と ､ 肝臓組織 - の結合型薬物濃匿の関係を求め 馴ナれ

ばならな い ｡

以上 の考察から ､ 本節で は非消失静官に関して は平衡定数 ( 鞄 , 併g)

を､ また ､ 肝臓 に関して は ､ in vi v o に 掛ナる肝静脆採血法 ( y ok o 臨

et al . ,19 76) を周 い て肝流出液中遊鮭塑薬物濃度を測定し､ 肝振出液

中遊離型薬物濃度と肝臓組織 へ の 結合塑薬物濃度の 関係を調 べ た ｡ 各定

数は､ 静版内に 触 評a m 払e およびD M I を投与速度を変えて定速注入し､

定常状態でラ ッ トを屠殺したの ち､ 劫腺血中 ( 肝臓 に関して は肝静駄血

中) 薬物濃度と臓器内濃度の 関係から評価した ｡

[実験結果]

Fig ur e 5
- l にはⅠm ip T a m i n e お よびD M I の主要臓器 (肝臓と脳を除

く) 内濃度と動脆血中濃度の関係を示した｡ こ の 図に示した各臓器 へ の

両薬物の分布 は血中濃度に対して比例的な関係 (線形) で 近似で きた｡

したが っ て､ こ れらの膿静 に対する平衡定数を ､ 臓器内濃度に対する血

中濃度の回帰直線の傾きか ら評価した ( T abl e s
- 2 Å) o

一 方､ 脳お

よ び肝臓 へ の 南桑物の分布をFig u 陀 5
- 2 に示した ｡ 両勝者 へ の分布

の内､ 脳 へ の h ip r a m i n e の分布およ び肝臓 へ の h lib f a m i n e およ びD

M I の 分布は ､ それぞれ血中濃度およ び肝静脈血中濃度に対して非線形

で あ っ たが､ 脳 へ の 分布は 血中濃度に対して非線形な上昇を ､ また ､ 肝

臓に対して は結合 の飽和カ領民測され たの で ､ 脳 で は H im 式を､ また ､

肝臓 へ ほ L aElg m uir -

呼P e の 結合式を仮定して ､ 非線形最/l ､ 自乗法を用 い

て 結合 に関する パ ラ メ
ー タ を推定した ( T abl e 5 - 2 B ) o
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[考察]

両薬物の分布 に関して以上 の 実験から ､ 脂溶性薬物で あるⅠm i伊a mi n e

と D M I は､ p r ot ei n
-ri c h な組織 (筋肉な ど) よ り､ 鮎 d ch な組織 (脂

肪組織など) に高 い 平衡定数で分布するこ と ､ また ､ P のP ra n Old (G a 血

et al . ,19 8 3) やD ia z ep 弧 ( R 併 d g eもal . ,且9 8 4) と 同様､ 肺に対 して棲め て

高 い 親和性が確認さ れ､ これ らの勝者がI m ip ra mi n e およ びD M I の体内

分布に極めて重要な役割を持 っ て い る こ とが痢らか に され た ｡ さ らに､

標的臓券で ある脳内分布に関して ､ ぬip r a m 主m e で は血中濃度 に関して非

線形な上昇が認められた｡ この こ とか ら ､ 薬効 を推定する 上 で ､ 血中濃

度の投与量に対する非線形性に加えて ､ 標的臓器内 - の非線形な分布も

考慮すべ き要因 であ る こ とが明かとな っ た｡
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5
- 2 定常状態での速度論的モデ]』g) 非定常状態生理学的

驚デル へ の拡張

本節では ､ 第 4 牽で 確立 された定常状態で の濫m * T a mi n e およ び D M I

の 速度論的モ デ ル を､ 前節で調べ た主要臓器 - の各薬物の分布に関する

知見と ､ ラ ッ トの各臓器容構及び血流量に関する情報を基に ､ 非定常状

態 での 生理学的モ デ ル に拡張した o 本研究にお い て 確立する こ とを田的

とする生理学的モ デ ル を Fig ur e 5
-

3 に示 した . I m ip r a mi n e は肝臓に小

腸から流入する血流､ すな わち門脈血中に
一 定時間 ( 2 0 分) 定連接入

さ れた . Ⅰm i pr a mi n e は肝臓 にお い て 前節s ch e m e 4
- 1 に示した代謝経

路によ っ て D M Ⅰを生成､ ある い ほ､ 環 2 位水酸陀反応によ っ て代謝潤

失する ｡ I m ip r a mi n e およ び生成したD M I は肝静脆血流を通り ､ 大静脈

血 に合漉 し､ 心臓か ら肺を通 っ て 大動脈血中に出現する｡ サ ン プリ ング

ほ下肢動脆から採血する こ とによ っ て 大動脈血中濃度 の時間推移を測定

した｡ また､ 大動脈血 は標的臓器である脳をは じめ ､ 各主要臓器に分醍

流入する ｡ こ の 生理学的モ デル を構成して い る逮夜式は前節 ( 5
- 3 )

お よ び ( 5 - 8 ) 式を基に ､ 次の よう に表現さ れる (各式中の パ ラ メ
ー

タの 意味 ほそれらの健 と とも に T able 5
- 3 に示 した) .

⑳動脈 コ ン パ
ー

トメ ン トに関して (i = E M I o r D M I)

･母 = 鮎鼓 払R･Q f d Q u ･ % A ＋Q p ･ Q I＋Q - . 払D Q sK)
･ C A }

･
- I(5 -9,

⑳肺 コ ン パ ー トメ ン トに関して (i = I M I o r D M ヱ)
C L U ,.

･

･ 血警ま- Q v E ･ C v E
･
i
.

- Q L U ･

哀 話
- (5 - 10,

⑳}L 臓 ､ 牌耗､

トに関 して

牌臓 ､ 消化管､ 腎臓､ 筋肉､ 脂肪､ 皮膚コ ン バ
ー

トメ ン

(k =‡荘 ,P A ,S P ,G I , K I , 帆 ,
A D ,S K ; i = I M Ⅰo r D M I)

v 撒 - Q A
,
i

･ C A ,i
- Q k ･ 鼓

- I(5
-

川

⑳静脈血 コ ン パ ー トメ ン トに関して (Q u d Q L A 噛 A ＋Q sp , i = I M I o r

D M I)
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⑳標的臓器であ る脳 コ ンパ ー トメ ン トに関して 地軸ra mi n e で ほ非線形性
カ確認された (Fig u r e s

- 2 ま芳よ びT able 5
-

2 B )

して H il且式を仮定した ｡

V B R
d C B R

,
I M I

dt
≡ Q A ･ C A , 別Ⅰ

- Q B R ･

こ こ で K
p B R J 姐
は ､

K
p ,B R , 別Ⅰ

≡

C
B R ,i M ‡

K
p ,B R ,i M I

f B ＋ C A B R
,
I M Ⅰ

･f B
n

･ C A
,
I M I

n - 1

監d
,
B R

,
別 Ⅰ'(fB ･ C A

,
I M ‡>

の で ､ 分布 に関

- (5 - 13)

また､ D M I に関してほ ( 5 - l l ) 式と同様に式を立 て るこ とがで

きる ｡

⑳肝臓 コ ン パ - トメ ン トに関 して ほ ､ ぬip r a mi n e お よ び D M I とも に平

衡定数に肝静脈血中濃度に対する非線形性 が確認されたの で (訊g ur e
5 - 2 ) ､ 前節 ( 5 - 7 ) およ び ( 5 - 8 ) 式か ら肝組織 - の結合
型薬物濃度 に肝静脈血中造離型薬物濃度 ( f B ･ C

叫 L I ,I M Ⅰ O r

P
B

･ C
o u t

,
LI , D M I ) に基づく L a ng m ui r 式を f 即) あ る い ほ 印p M I)

とすると､

d卑 M )
d C . .1t

,
”
,
別Ⅰ

こ こ で

F B I

a C
o .lt

,
”
,
汎 陀

d C o u t
,
u

.
別‡

d C o u t
,
LI

,
I M I

d t

＋Q p A ･

は
､

≡ Ⅰ＋ C ÅR
I Q L A ＋Q G I ･

C p A

監p
,
G‡P A

= V u
,
w a t e r ＋V u

,
d s s u e

･

& Q s p
･

C s p

K p
,
s p

- G o ut
,
”
,
I M I

･ Q u - R( m 儲) I I I(5 - 1 4)

C A W
, M

(K d L I , 別 I ' fB ･ C
. u t r u . 別Ⅰ車

で表され る o また ､ ⅠはⅠmi p r am i n e の 門脈内 へ の 投与速度で あり､ 一 定
投与時間 (本研究で は 2 0 分) 以後 ､ Ⅰ - o で あ る ｡ また ､ A ( 別Ⅰ) は
Ⅰmi p ra mi n e の 代謝消失速度を表して おり第4 章の ( 4

-

8 ) 式か ら､
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R(I M Ⅰ) ≡ fB ･ C 噌
Ⅰ

･ c 叫 L Ⅰ,I M I
≡

V m a x l
･f B

･ G o u t, ” ,
ⅠM Ⅰ

K m l(且＋

＋

鞄野)
＋ fB

･ C o 叫 L I ,ⅠM I

V m a x
･2

･fB
･ C 叫 LI ,E M Ⅰ

で ある ｡ ( 5 - 1 5 ) 式中の パ ラ メ ー タ は

で あ る . ま た ､ D M ‡ は ､ 同様に ､

dq
.
D R 儲)

d C . u t
,
L I

,
D M Ⅰ

こ こ で

f鼓
･

- (5 -且5)

馳 ♯f 取 ･ C
o 帆 乱,I ,Ⅰ朋Ⅰ

( 4 - 8 ) 式の それ と 同じ

dC
叫 L E,D M I V m a x2

･f B
･ C
o 位t ,L u M Ⅰ

･ . . . ･ ･ ･ . . . . ･. ･ ･, ･■ .･ ･. ･. I - ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ - - - = : . I -

叫工漁瓜)

血 監m 2 ＋fB
･ C o u t ,” ,ⅠM I

d C . u t ,” ,
D M I

a a
. u t

,
M
,
D M I

は ､ E m ip r a mi n e と同様､

≡ V LI , w at e r
＋V ”

,
ti s s u e

- A( D M I
.トC o u t

,
”
.
D M i

･ Q ”(5 - 16)

C Åu
,
D 柑

(K d 此 D M 鴫 C 叫 L‡, D M ‡車

と書ける ｡ ( 5 - 1 6) 式中 R P M ヱ) は ､ D M ‡の 代謝消失速度を意味

して おり､ 第 4 革 ( 4
- 9 ) 式から､

a ( m 朋) - V 2 - fも
･ C LPnT

Ⅰ
･ c
o u t

, 岨 D M I
-

で ある o 以上 の ( 5
-

.
1 6 )

ラメ 一 夕 は第4 章の ( 4 - 9 )

V m a x 3
･f&

･ C o 叫 L もD M I

監 m 3(1 ＋

＋

監Ⅰ(丑)
＋fも

･ C
o 叫 u ,
D M I

V m a x 4
･fh

･C o 叫 u ,
D M Ⅰ
(5 -1 7)

監m 4 ＋fh
･ C o 叫 u ,

D M I

およ び ( 5 - 1 7 ) 式中代謝 に関する各パ

式と同 じである｡ 五血転rafri 捉お よび D M I ､

それぞれ 1 3 個､ 計 2 6 個 の コ ン パ
ー

トメ ン トに関して ､ 2 6 の 連立微

分方程式を構築した o 各血中及び組織中h ifE
.

m n h e お よ びD M I 濃度は ､

こ の連立微分方程式を数値的に積分する こと によ っ て計算された. 数値

積分 は非線形性徴分方程式の数億解法に安定で ある A d a m s
- M o ult o n 法

の予 測子 一 修正子法を F O R W で 記述し､ 東京大学大型計算機セ ン

タ ー

( H I T A C H ヱ M -6 8 0) に プロ グラ ム し.7 = もの を使用し
た o 各微分方

程式を構成して い る各速度論的パ ラメ
ー タ をT ab le 5 - 3 にまとめ て示

した ｡

1 5 1



[計算結果 ･ 考察]

数値積分に よ っ て得られ た各薬物の 血中及び主要臓器 (脳 ､ 筋肉､ 脂

肪 ､ 心臓､ 牌膿､ 牌臓 ､ 消イヒ管､ 肝臓､ 肺､ 腎臓) 中濃度の時間推移を

Fig u r e 5
- 4 に示 した o 国中実線は肝ミ ク ロ ソ - ム およ び遊粧肝細胞

で認められ た ぬip m mi n e およ びD M I の 2 位永酸化反応間の平行代謝経

路間相互作用をモ デ ル 式 ( 5 - 1 5) お よび ( 5
-

1 7) 式 に考慮した

とき の ､ また ､ 図中破線 ほ考慮しなか っ た時ゐ計算値を示 した｡ 『ig l∬e

5 - 4 か ら明らかな ように肝臓 に おける代謝経路間の相互作周は D M I

の 予測値 に柑し顕著 に上昇させ る効果があり､ より実測噂に近付けたの

に対し､ h nip r a r ni n e の 予測値に は ほ とん ど影響を与えなか っ た . 以上 の

こ とから肝減 における平行代謝経路間相互作用 の知見を生理学的モ デル

に組み込む こ と はⅠm享pr a mi 捉 の単回投与後の 血中及び組織中濃庶
- 時間

推移の予測に はほとん ど影響を与えなか っ たの に射 し､ D M I の 血中､

およ び､ 特に標野臓器 である脳内濃度
一 時間推移の予測に大きく影響を

与える こ と､ すなわ ち､ こ の平行代謝経路開梱互作用を考慮して い ない

生理学的モ デ ルによ る予測 でほ薬効

1 5 2
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5 - 3 非定常状態生理学的モ デ ル を 軌 ､ た邑m 柳a m i m e およぴD M 篭

の k= 卜での体内動態の予測 ( ア ニ マ ル ス ケ - ル ア ッ プ)

本章の はじめ にすで に言及した ように ､ 本研究の最終日的は､ 動物レ

ベ ルで確立した薬物速度静的モ デ ルからヒ トで の体内動態を予測する こ

と で あり､ 様々 な臨床ケ ー ス にお い て 適切な投与指針を確立する上 で ､

有用なモ デ ル を確立する こ とで ある｡ したが っ て ､ モ デ ル を構成する令

速度論的パラ メ ー

タが ､ 生理学 † 生化学 ｡ 解剖学と い っ た具体的な意味

を持 っ て い る ほど､ これらの パラ メ ー

タの 変動と体内動態の関連を解析 ･

予測する こと が可能となる ｡ 前章で確立 した動物レ ベ ル で の 生理学的モ

デ ル は ､ 動物 レ ベ ル で の具体的に意味の ある パ ラメ ー タ によ っ て構築さ

れ て い る ｡ した がっ て ､ こ れら動物 ( ラ ッ ト) で の パ ラメ - 夕を ヒ トで

の 優に変換 ( ス ケ ー ル ア ッ プ) すれば､ その ままヒ トでの 体内動態を予

測で きる モ デ ル に拡張する ことが でき る と考えられ る . 実際､ β
- ラク

タ ム抗生物質 (s a w ad a 8 t a L ,1 9 8 4) ､ C ep h a z o ri n e ( T s uji et ai . ,19 8 5) ､

Q uinidin e ( 班a r a s hi m a et . a l . ,1 9 86) およ びp h e n yt oi n な どの 薬物 (s a w ad a

et al . ,且9 8 5) で は､ ラ ッ トある い はラ ビ ッ トで確立 された生理学的モ デ

ル をヒ トの体内動態を予測できる モ デ ル に拡張し､ そのス ケ
-

ル ア ツ プ

の 手法の安当性 が確認された｡ そ こで本革で は ､ 前車にお い てラ ッ トで

確立されたⅠm ip ra m i n e および D M I の 生理学的モ デ ル からヒ トの体内動

態を予測 で きる モ デ ル に拡張 し､ I m ip r a mi n e が単回投与され た場合の

h n i伊a m i n e あよ びD M I の 血中濃度
一 時間曲線を予測し､ 実測された時

間曲線と比較するこ と によ っ て ､ ヒト で の体内動態を予測するた め に紘

張 され た生理学的モ デ ル の 安当性を確認する こ とを目的と した ｡

[計算結果 ･ 考察]

動物 レ ベ ル で の生理学的モ デル をヒ トに拡張する場合､ 必要とされて

い る パ ラ メ ー タ の 変換 ( ス ケ - ル ア ツ プ) は､

①分布臓器の解剖学的重量および支配して い る血流量 の ヒ トの値 へ の餐

換

③血中非結合率の差 に基づく平衡定数の変換

③肝臓における代謝活性の ヒ トで の備 へ の 変換

1 5 7



で ある ｡ ①は ､ 多く の 文献によ っ て標準体重 ( 7 0 .k 鑑) の男性 に
つ い

て 報告されて い る｡
一 方､ ②に関 して は ､ 組織分布がその細胞間質液に

限定されて い る いく つ かの抗生物質に関して は ､ その 容横の差を考慮し

なければならな い こ とが報告されて い る が ( T s u3
'

i 朗 al . ,且9 8 3 ,且9 8 5) ､

h ni 伊a mi n e を初め多くの脂溶性薬物 に関して ほ そ の分布 が組織中の脂肪

へ の非特異的な結合が平衡定数の 主な決定要因 であ る ため ､ 血中 にお汁

る費自結合の種差だけを考慮すれ ば良い こと が報告されて い る (S a w 威a

eもal . ,且9 8 5) o また ､ ③に関して は､ 薬物代謝酵素P
- 4 5 0 分子種 に

種差が存在し､ また ､ 代謝静牲が大型動物ほ ど低くな っ て い る こ と が知

られて い るこ とから ､ 実際のス ケ
ー

ル ア ッ プに は ヒ トでの 生体試料を用

い たi n vitT O 代謝実験が不可欠である と考えられ る . T able 5 - 4 に ほ ､

ラ ッ トと ヒトの 主要臓器の重量お よ び血液量 の文献儀を対比 して掲載し

た｡ また､ T able 5
- 5 に はラ ッ トの 実験で得られた 馳ip r a mi n e お よ び

D M I の 主要勝算 へ の 平衡定数 ( 5 - 1 の T able 5 - 2 参照) と ヒ トお

よ びラ ッ トで の 血中非結合率で補正した ヒ トに おける平衡定数の推定値

を示した o さら に､ T ab le 5 - 6 にほ報告さ れ たh nip r a m i n e お よ び D M

I の ヒ ト肝臓ミ ク ロ ソ - ム で の i n vi 地 代謝実験か ら得られ た各代謝経

路の代謝パ ラメ -

夕 をラ ッ トで の値 ( 5 - 2 の T abl e 5 - 3 参照) と対

比して掲載したo こ れらの値を前節で構築した連立徽伊方程式に代入し ､

ヒ トに 5 0 m g のヱm 睡r a m i 斑 が 6 0 分間 にわ た り静脈内に定速注入さ れ

た時の 血祭中 ( 静脆内) 濃度
一

時間曲線およ び脳内触ip r am 払e ｡ D M I

濃度 一 時間曲線を予測した (Figtlr e 5
- 5 ) o 血祭中濃度 に関して は

報告されてい る3 人の患者 ( M Z ,I . 盟, G .蕊 .) での 結果 (N ag y & J 血 ss m ,

19 75) を併せて示した｡ こ の 図からも明らかなよう に ､ 予測され た ぬi -

p r a mi n e ,の 血祭中濃慶 一 時間推移 ほ､ 3 患者で実測された値を極 め て 良

く予測する こ とがで きた｡ また ､ D M I の血祭中濃慶 一 時間推移は ､ 実

測さ れた患者M ｡ Z . で の催よ り低く予測された が､ 他 の 2 患者 (Ⅰ且

お よ びG ･ K ) で ほ ､ D M I 濃度が定量限界以下 ( 2 ng/ m l) で あ っ た と

い う報文中の コ メ ン トから､ 平均的な レ ベ ル が予測さ れて い ると考えら

れ るo したが っ て､ 平行代謝経路間相互作屑を考慮して確立 され た動物

レ ベ ル で の生理学的モ デ ル は､ その構成して い るパ ラ メ ー タ をヒ トの備

に変換する こ とによ っ て ､ ヒトの体内動態 に拡張するこ とが可能であり ､

また ､ 臨味的に用 い られた時のⅠm 申ra m i n e お よ び D M I の血祭中濃度 の

1 5 8



T a b ユe 5 - 4

P Ei 甘S Ⅱ0 臥O G ‡G Åh P 鳳配Å田富甘選凝S F O 取 脚O E)選乱文甜錯

王闘 甘隠宅 O . 芝5 監G 親ÅT ÅN E) 管温選 甘0 鼠G 粥ÅN

V o l u m e ( m l ) B 且o o d S 且o w T 汲 もe 紬 1 / m i n )

T i s s u e R a t
a
H u m a n

b
鮎 t
a
伽 m a n
b

B T a i n

L u n g

L i v e r

G . I ｡ t T a C 七

P a n c r e a s

S p l e e n

H e a r t

E i d n e y

M u s c l e

A d i p o s e

S k j _ 孤

A r 七e 王
､

y

V e i n

1 . 2

1 @ 2

7 . 7

l l . 1

1 ｡ 0

1 ｡ 0

1 ｡ 0

2
｡ 0

1 2 5 ｡ 0

ユ0 ｡ 0

4 3 . 7

6 ｡ 8

1 3 ｡ 6

1 5 0 0

6 0 0

3 9 0 0

3 1 8 0

2 0 0

2 0 ¢

3 0 0

3 0 0

3 0 0 0 0

1 0 0 0 0

3 0 0 0

1 7 0 0

3 3 9 0

1 . i

壕4 . 5

1 卑 ｡ O
C

1 2 ｡ 0

1 . 0

1 ｡ 0

4 . 2

l l . 壕

6 ｡ 8

1 ｡ 8

4 ｡ 5

4 4 . 5

4 4 ｡ 5

7 0 0

4 6 2 0

且5 0 0
C)

1 1 0 0

2 0 0

2 0 0

2 4 0

1 2 4 0

6 0 0

2 0 0

6 0

4 6 2 0

4 6 2 0

芸3冨t
t

芸三芸e
e

霊
f r o m T a b l e 5 - 3 ｡

f r o m t h e l i t e r a t u r e s ( I g a r i e 七 a 1 .
9
1 9 8 3 ;

H a T a S h i m a e t a 1 .
,
1 9 8 5 ) .

c
Q
L I

ニ Q
G I
ヰ Q
s p
＋ Q
p A

｡

1 5 9



T a b l e 5 - 5

c A L C 町L A T E D T ⅡS S ロE
- T O - B L O O D C O N C 選N T R A T ⅡO N R Å甘ⅡO S O F

E 細E P 鼠Å凹E N 玄 A N D B 玉S ⅡP R A M Ⅱ鮒習 ⅡN M ÅN
a

P a r t i t i o n c o e f f i c i e n t

T i s s u e I m i p r
･

a m i n e
-

D e s I P T a m i n e

B T a i n

M u s c l e

S k i n

L u n g

G . I . t T a O t

H e a r t

E i d n e y

A d i p o s e

4 ｡ 2 7 - 1 2 ｡ 5
b

3 . 3 7 ( 2 ｡ 1 )

5 ｡ 8 ( 3 . 6 3

7 0 ｡ 0 ( 4 3 ｡ 8 )

1 9 ｡ 7 ( 1 2 ｡ 3 )

9 ｡ 6 ( 6 . 0 3

2 9 . 9 ( 1 8 . 7 )
1 1 ｡ 1 ( 6 ｡ 9 5

2 1 ｡ 5

4 ｡ 0 4

4 ｡ 0 4

2 4 6 ｡ 7

3 8 ｡ 4

2 8 ｡ 6

8 4 ｡ 1

4 . 6 8

5 . 4 2

1 . 0 2

1 ｡ 0 2

6 2 ｡ 2 )

9 . 6 9

7 ｡ 2 1

2 1 ｡ 2 )

1 . 1 8

a
L i n e a r p a T 七i 七i o n c o e f f i c i e n t s ( E p ) w e T

.

e C O n V e r もe d

i n t o t h e v a l u e s w h i c h c a n b e u s e d i n M a n 岬 p , m a n )
b y 七血e f o l l o w i n g e q u a t i o n ;

E p 9 m a n = K p x ( f B , m a n / f B )

:
h

n言
T e

f
B

f

w

B
; s
m a

f

n

T e

W

e

a S

f r

f

a

r

c

e

t

e

i ｡

f

n

T

琶
c

n

七

志
o

l

n

o o d

l n

i n

b l

r

o

a

o

t

d

s ｡

i a m a n '

F T e e f T a C 七i o n s i n h u m a n b l o o d f o r i m l P T a m i n e a n d

d e s l p T a m i n e w e r e r e p o T 七 e d 七o b e 0 . 1 7 1 , a n d

O ｡ 2 0 7
,
r e s
p
e c t i v e l y ( C i r a u l o e t a l l , 1 9 8 8 ) ｡ F T e e

f r a c t i o n s ユ n r a t b l o o d w e r e LO b t a i n e d f r o m T a b l e

5 - 3 .

D a t a i n p a T e n 七h e s i s

d e s c r i b e d i n T a b l e 5 - 3

W e r e Ⅹp v a l u e s i n r a t s

b
E s t i m a 七e d v a l u e s f o r K p o f i m l P r a m i n e i n m a n w a s

p r e d i c t e d t o b e 4 . 2 7 - 1 2 ｡ 5 a t s y s t e m i c a r 七e T i a ユ

c o n e e n t r a 七i o n o f 3 0 - 3 0 0 n g / m l .

1 6 0



T a b l e 5 - 6

C O 粥P ÅR 耳S O N S O F 閲雷T ÅB O I j 工C P A 況Å田富T 雷況S F o 汲

r 細工P 況A 組E N E 開選T ÅB O L ⅡS 朗 ⅡN R Å甘S Å紺D 琵V 班鳳紺
盈

R e a c t i o n S p e c i e s Ⅸm
b

‡【m
タ b , a v m a x

d
v m -

, 管

I m f 2 Ⅰ号L
a

R a t

日u m a n

I M I N D L
a ･

R a t

Fl u m a n

D M I 2 H L
a

R a t

D M I o 七h e T

m e 七a b o 1 五七e s

H u m a n

R a t

H u m a n

0 ｡ 9 壕8 0 ｡ 4 3 0

( 0 ｡ 0 2 8 ) ( 0 ｡ 0 1 3 )

1 7 ｡ 0 6 ｡ 9 5

2 ｡ 且6 ) ( 0 ｡ 8 8 )

1 1 ｡ 3 5 . 1 2

1 . 7 ) ( 0 ｡ 7 7 )

9 且 ｡ 7 4 1 . 5

7 ｡ 6 ) ( 3 ｡ 4 )

0 ｡ 9 5 7 0 ｡ 3 9 1

( 0 . 0 8 卑) ( 0 . 0 3 4 )

1 7 血 0 6 .
9 5

2 ｡ 1 6 ) ( 0 . 8 8 )

1 ｡ 9 2 0 ｡ 7 8 5

( o

ニ夢
1 ) i O
ニ箪
8 7 )

1 ｡ 2 埋

0 ｡ 0 6 )

O B O 7 2

0 ｡

.
0 1 1

8 . 0 3

且 ｡ 2 2 )

0
｡ 4 8 5

0 . 0 9 2

1 ｡ 2 6

0 . 1 2 )

0 ｡ 0 7 2

0 ｡ 0 1 ユ

0
｡ 3 3 5

o

ニ箪
9 1

3 3 9 6

( 2 1 9 )

1 0 1 0 9

1 5 5 6 )
2 2 0 2 8

( 3 3 4 6 )

6 8 0 9 4

( 1 2 9 1 7 )
3 4 6 5

( 3 2 7 )
1 0 1 0 9

( 1 5 5 6 )
9 2 0

i
空夢
o )

a
D a 七a f o r T a t s w e r e b a s e d o n T a b l e 3 - 2 , a n d 七h o s e f o r

h u m a n w e r e o b 七色 且n e d f T O m 七h e l i も e T a 七 u T e ( S p i n a &

E o i k e
,
1 9 8 6 ) ｡ Åb b T e V i a 七i o n s u s e d i n 七ぬe t a b l e a r e a S

b芸
o

x

l

p

l

r

o

e

w

s

s

9

;

e d

2 H

a

L

s

' 2
- 払y d T O X y l a もi o n ; N D L , N

- d e m e 七h y l a t i o n ｡

n m o 1 / m ユ ｡

C
監 m

9
= 監 m x げ T e e f r a c t i o n o f

i m l P T a m i n e o T d e s 且p r a m i n e i n r a 七 I i v e T m i c T O S O m a l

r e a c t i o n m i x 七u T e [ 0 ｡ 4 5 3 雷o r i m i p T a m i n e ; 0 ｡ 4 0 9 官o T

d e s i p r a m i n e 】 d e s c r 五b 早通 i n 七h e l e g e n d o f T a b l e 4 - 3 ) ｡

T h e s a m e c o T r
･

e C もi o n s f o r n O n S p e C i f i c b i n d i n g i n 七h e
t

芸e
u

T

n

f

a

o

n

T m e

l

d

i

.

v

d
e

i x p T
m

e

L

s

C

s

r

e

O

d

ら

a

O

s

m a

n

l

m o l

r

/

e

m

a

i

C

n

t

/a g
o n

m l

m

C芸.
x

s

t

.

u

m

r

a

e

l

A

｡ r

W

.

e

t

T

e; 臥 ｡

e
v m a x ( n m o 1 / m i n / m g p T O 七e i n ) w a s e x 七T a p O i a 七e d 七o

.

t h e

V m a x
'
v a l u e ( n m o 1 / m i n / w h o l e 且i v e r ) w a s p e r f o r m e d a s

d e s c r i b e d i n 七h e l e g e n d . o f T a b i e 3 - 1 ; V m a x
9

げ o r T a t s ) I

V m a x x 2 9 ｡ 7 ( n m o 且 P - 4 5 0 / g l i v e r ) Ⅹ 9 ｡ 9 ( g / w h o l e l i v e r )

/ 0 中 8 2 5 ( n m o I P - 4 5 0 / m g p T O t ･ e i n ) ｡ T h e P - 4 5 0 c o n 七e n t p e r

g T a m m O f T a t l i v e r a n d t h a t i n t h e r a t l i v e r m i c ヱ
､

0 -

s o m e s w e r e a s s u 皿 e d 七o b e 七h e s a m e i n t h e s a m p l e s

o b t a i n e d f r o m h u m a n l i v e r ｡ T h e n
,
V m a x

タ

( f o r h u m a n ) =

Ⅹ 2 9 ｡ 7 Ⅹ 3 9 0 0 ( 蛋/ h u m a n w h o i e ユi v e r ) / 0 . 8 2 5

D a t a f o r t h e f o r m a t i o n o f t h e o t h e r m e t a b o l i t e s i n

h u m a n l i v e r m i c r o s o m e s w e r e n o t a v a i l a b l e . T h e r e f o r e ,

t h i s m e t a b o l i c p a t h w a y w a s a s s u m e d n o t t o e x i s t ｡

砂

1 6 1

君芸芸冨…



1 0 0 0

50 0

㌔

.

l
'

i
㌔

㌔

A
■

ゝ
P A T 瓦E N T S B

⑳ 0 -
｡

M ｡ Z .

底
- ･

王 ｡ E .

圏 - ･ G . K .
′
l
ヽ

畠
＼

t D

=

ヽ 一
′

=

⊂⊃

=

トー

i
lコゴ

ト ー

=

L LJ

U

: ≡≡

⊂⊃

U

=

…

a

∝

ロコ

(⊃亡

⊂⊃

< 亡
芝=
く′つ

a
J

C L

10 0

5 0 ｡ 0

10 . 0

5 . 0

A

@

㌔
㌔
M l

＼

王M

㌔
●

＼

/
一.

/

⑳

川 B R A I N

T

㌔ T ここニD門Ⅰ

川 B R A iN

㌔

/

i
●

●

∫
●

I

∫
I

A
底

O
o

′
一

′

Q

∫

∫

A

ー _Q

∫

'

D m I I N

息

A

㊨ A

0 0

ヽ

､
､

ヽ

､

川Ⅰ 川 PL A S M A

A

息
㊨

0

p しA SrlA

ー
-
-
-
-
-
- -

･
- …

0 2 . 0 L! . 0 6 . 0 8 . 0

TI M E ( H R )

Fig u re 5
･ 5

P R E D) C T E D ( U N E S) [M IP R A MIN E A N D D E SiP R A M I N E C O N C E N T R A T書O N S i N

V E N O U S PL A S M A A N D B R AIN
,
A N D O B S E R V E D V E N O U S P L A S M A C O N C E N

-

T R A TIO N S (S Y M B O L S) 1 N M A N .

O b s e Ⅳed d at a f o r v e n o u s pl a s m a c o n c e n tr朗io n s of i mip r a m i n e (clo s ed sy m b o[ s)

a n d d e sipr a m i n e ( op e n sy m b o一s) of t hr e e s e p a r at e ad u 托p atie nt s afte r 1 .0 - h r i ntr a v e -

n o u s in f u sio n o f 50 m g i m ip r a mi n e w e r e s h o w n (d at a t a k e n fro m th e lit e r a tu r e ; N ag y a

J o h a n s s o n , 1 9 7 5) ･ B od y w e ig ht w a s p re s u m e d モo b e 7 0 k g . D e sip r a m i n e c o n c e n
-

tr atk ) n s i n p[s m a oず L E . a nd G .K . w e r e n ot d ete c te d .

1 6 2



時間推移 と予測値と の 比較からその安当性が確認さ れ た ｡ また ､ 脳内濃

度の予測か ら､ h Tli F a mi n e が静艦内に定速注入された時の薬効を示す本

体は ､ 血祭中濃度だけから推定する と､ 主 にⅠ孤 癖a m in e であ ると考えら

れ る が ､ 予測さ れた脳 軸 m ip r a mi n 6 (Fig u r e s
- 4 ;

- ･ - ) お よ び D

M I 膿度 (
-

｡ ･ - ) は､ 投与開始後3 時間以降ほ ぼ等しくな っ て い る

こ とから､ 活性代謝物D M I の体内挙動も薬効を予測する上で は無視で

きな い こ とが推察された ｡ こ れは ､ ヒ トで の脳 へ の分配係数が､ D M I

で は ､ 約 2 0 で ある の に射 し､ ‡m ip T a mi n e で は 4 から i 2 程度で あり

( T able s -5) ､ D M 互 の 方が ､ 姐ip T a m i n e に比 べ 約2 から5 倍程度脳

に分布しやすい ため で ある推測さ れた ｡

実際､ ヒ トにおけて ぬip r a m i n e を服潤 したとき の 抗精神作周を予測す

る と き ､ 血中で の‡m わr a mi 艦 およ び D M I 膿度 と薬理効果の間に は明確

な相関関係が存在しな い こ と ( G r a m eも al . ,且9 7 6) ､ さらに ､ 副作用と

の 間にも相関性が無 い こ と ( w h y 随 eも al . ,19 76) が報告されて い る ｡

こ れ は血中の D M I 濃度がi m ip m mi n e濃度よりもかなり低い か､ ある い

ほ ､ 検出されなくても ､ 実際に ほ脳内に D M I が高 い濃度で分布してV l

る こ とが原因の 一

つ で ある と考察されたo
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5 - 4 小 結

本草で確立さ れた生 理学的モ デ ル の 構築に採周され た手原を以下 にま

とめた｡

塾 幽 ニ之

①主要分布臓器お よ び標的臓器 へ の 平衡定数せ調 べ る ｡

②消失経路およ びそ の消失ク リ アラ ン ス を調べ る ｡

③血中非結合率を調べ る ｡

＋

実験動物固有パ ラメ
ー タ

①各分布臓器を支配して い る血流量 に関する情報 の収集｡

②各分布勝券の解剖学的重量 に関する情報の収集 ｡

↓

○各分布臓器に関して速度論式 ( M a ss 温al 弧 C e 式) を構築する ｡

↓

○数値計算法 ( 数値膚分) によ っ て ､ 実験動物 で の各分布臓器､ 血 中濃

度の時間経過に対する推移を予測する ｡

実測デ - 夕と此戟して ､ その モ デ ル の妥当性を確認

↓†

○実験動物固有パラ メ ー

タ をヒ トでの パラ メ - 夕 にスケ - ルア ツ プして ､

ヒ トに 劉ナる体内動態を予測する ｡

以上 の 手順によ っ て 地 軸a m 由e 単回投与後 の瓦mi 伊a m h e お よび代謝物D

M I の 体内動態を予測する生理学的モ デ ルが ､ 動物 レ ベ ル で の 酵素学的

薬物代謝実験より得られたI mi p m m i n e および D M I の 肝臓にお吋る代謝

上 の特徴 (平街代謝経路間相互作用) をモ デ ル に組み込む こ とに より､

消失に関する速度過程 が記述され ､ さらに､ 本章5 - 2 で 調べ られ た主

要臓器 へ の分布の特徴 (非線形な肝臓及び脳 - の分布) を考慮する こと

によ っ て構築され､ 実測さ れた血中およ び主要臓器内濃度 一 時間推移と

比撃する こ と に よ っ て その安当性が確認された ｡ また ､ 骨法 にした が っ
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た ア ニ マ ル ス ケ ー ル ア ッ プの手法を採周する こ とに よ っ て ､ ヒトで の体

内動態を予測 で きる生理学的モ デ ル に拡張され ､ ヒ ト被験者に投与さ れ

た時の 血祭申渡度 - 時間推移と比較する こと に よ っ て その安当性が確認

された ｡
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総 括

魯m 柳a m 盲m @ とをの 主要代謝物g) 高速液体ク m マ トゲラ フ イ
- によ

る同時微塵定魔法の検討 (第巧章)

アル カリ条件下酢酸 エ チ ル で の サ ン プル 抽出と ､ ア ン モ ニ ア を

添加した アセ ト ニ い) )レ -

メ タ ノ - ル移動相を周 い た順相カ ラ ム で

の H P L C 法によ り､ 耳mi p ra mi n e およ び代謝物の迅速か つ 高精度の

微量同時定量法が確立され ､ 以後の 研究 に適周した ｡

M すm ip r a m i m e 代謝に 関与する P - 4 5 0 分子穫の解明 (第2 章)

a ) 払ip ra mi n e脱メ チ ル北反応に つ い て

h n ip r a mi n e の脱メ チ ル化反応 は ､ 雄ラ ッ トで の 主要な P
- 4 5

o 分子種であ畠p - 4 5 0 m l によ っ て 主 に触媒されて い る ｡ こ の

P - 4 5 0 分子種の量的な差異およ び変動 が ､ こ の 代謝活性 の若齢

時の性差および雄ラ ッ トでの 加齢 に伴う低下 の 原因 で あ るこ と が明

らかとな っ た ｡

b ) 払ip ra m i n e 2 位永酸化反応に つ い て

互m ip 即 ni n e お よびD M I の環 2 位水酸化反応は ､ 脱メ チ ル化 と ほ

独立した P - 4 5 0 分子種が関与して お り､ その P -

4 5 0 分子種
l

ほ ､ 間接的な推測で はある が ､ ラ ッ トお よび ヒ トで代謝静性の遺伝

的多様性発現に関与してい る P - 4 5 0 分子種 ( ラ ッ トで は u T _

H ) である と考察された ｡ また ､ 両 2一位水酸化経路に共通 したP -

4 5 0 分子種の関与が示唆され､ この こ とに よ っ て両代謝経路間で

代謝阻害の関係 が期待された｡
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c ) 平街代謝経路開梱亙作周 に つ い て

‡m ip ra m i n e の 平行関係にある代謝経路閤に 釦
､ て ､ それぞれの 基

質が柑となる代謝反応 の敵性を髄食的に阻落した｡ こ の 相互阻害関

係を平行代謝経路開梱亙伶周 (p T a且且el p a 曲 w ay i 地 T a C 血 m) と名付

けた. w ぬole b o d y で の 馳ip r a m i n e の体内動態 における肝臓で の 代謝

で は ､ 掛 こ 馳ip r a m i n e とD M I の 2 位水酸化反応間の禰宜件周が両

者の体内動態に影響を尊えて い る可能性が示唆された ｡ また ､ この

関係ほⅠm ip r a m i n e と同様の代謝経路を持 つ L L豆d o c ai n e や D i a z e p a m で

も確認され てい る こ とより､ こ の よう恕平行関係にある代謝経路を

持 つ 薬物 で ほ 一 般的な関係で ある と考えられた ｡

ラ ッ ト肝ミク m ソ - ム と遊離肝細飽に お ける昏m V盲細 代謝パ ラ メ -

タの 比較 (第3 章)

コ ン トロ
ー ル放ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ

-

ム で得 られたh ip r a mi n e代

謝 ki n etic s の特徴 ､ すなわち ､ h nip r a m i n e の 脱メ チ ル化反応ほ 1o w -

afFl nit y
-hi g h

-

c ap a city であり､ 環 2 位永酸化反応ほhig h - affinit y
-1 o w -

c 野ad cy である こ と が､ 定量的に遊離肝細胞実験系でも再現された｡

また ､ コ ン トロ
- ル雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で 認められたI m ip 詑 皿 -

i n e) お よ び D M I 2 位水厳化反応間の平行代謝経路開梱互件周ほ遊

離肝細胞実験系 で も再現され た ｡
一

方､ Ⅰ血p T a mi n e の 2 位水酸化代

謝物で あ る 2 0 H
-

Ⅰ M I は ､ ほ とん ど 抱合を受けてしまうた

め ､ 脱メ チ ル化反応間の平行代謝経路間相互作用は無視でき ると推

測さ れた ｡

W 非線形体内動態を示す官mip ra m i円e と活性代謝物D M E の 速度論的

モ デ ル(第4 章)

a ) 速度静的モ デ ル の 構築

コ ン トロ ー

ル 堆ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ -

ム で の代謝 kin etic s お よ び

平行代謝経路間相互作用を基 に構築され た定常状態で の 薬物速度論
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的モ デ ル に よ っ て ､ 馳 ip r a 血 n e を門脈内に定連注入 した とき の 定常

状態払ipra mi n 8 およ びD M I 血中濃度 とI m ip r a mi n e投与速度の非線形

な関係を予測で き た｡ こ の こ と は肝ミ ク ロ ソ
- ム で の代謝実験によ

る知見がh viv o に おける体内動態に定量的に反映 され て い る こ と ､

およびモ デ ル構築の仮定が妥当で あ る こ と を意味して お り､ i n vit m

実験で の P
- 4 5 0 分子種およ び酵素学的研究結果が W h ole B o d y

での体内動態を予測する上でき わ めて重要ヤあ るこ とが明か とな っ

た ｡

b ) モ デル の安当性 の検討 (Q uini di n e 併用実験)

コ ン トロ -

ル の 条件で確立 さ れた モ デ ル の安当性を改め て確認

する ため ､ 払ip r a mi n e およ びD M I の 両 2 位水酸化代謝活性に射 し

特異的な阻害剤 (Q ui nidi n e) を h ip T a mi n e と併用 し､ 定常状態I m i -

p r a mi n e およ びD M I 血中濃度の変動をin vi触り 代謝パ ラ メ
ー タ に基

づく上述の モ デ ル によ っ て予測した ｡ そ の結果､ 予測値と実測値の

良い ⊥ 致が認められ ､ 速度論的モ デ ル の賓当性を支持する結果となっ

た ｡

V 非定常状態に お ける 加ip r a m i n e と D M 葛の生理学的宅 デ ル の 構築

(第5 童)

定常状態で確立された触ip ra mi n e およ びD M I の 血中濃度と h i -

p r a mi n e 投与速度 の関係を予測でき る薬物速度論的モ デ)i, は ､ 南井

物の主要臓器 へ の分布に関する情報を待て ､ ‡m ip r a mi n e が門腺内に

単回投与されたとき の 血中及び標的臓器 である脳 内 m 軸ra mi n e お よ

び D M I 濃度の 時間推移を予測できる生理学的モ デ ル に拡張され､

ま た､ その 安当性が確認された｡ さらに ､ 本研究で の 最終日的であ

る ヒ トで の 体内動態を予測で きる モ デ ル の確立 には ､ ラ ッ ト を用い

た肝ミ ク ロ ソ - ム での代謝実験に よる知見 (平行代謝経路間相互作

局) と ヒ トでの 生理学的およ び解剖学的情報からの ス ケ ー

ル ア ッ プ

に よ っ て可能 で ある こ とが明かとな っ た ｡
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本研究で探周され た研究手順 は ､ ある薬物が開発された と きの 薬剤翠

的研究指針を与える も ので ある o 一

般 に､ 薬物連投論は､ 薬物の体内動

態を単に記述する数式 の構築に偏重して い るが ､ 本研究で は ､ 速度静的

モ デ ル の 構築過聴にお い て常に酵素学的基盤に激｢郎ナられた知見を参照

し､ それがi n viv o 体内動態にお い て どの ように反映 して い る かを明か

と した . こ の モ デ ル に よる耳m ip m m in e と D M I 体内動態の同時予測は ､

肝臓 で の i m vitr o 代謝実験より確認された投与薬物とそ の - 次代謝物

( D M Ⅰ) の 消失代謝経路間に相互阻害関係がある (平行代謝経路開梱

互作周) ことを明かと したこ と に よ っ て は じめて可能 とな っ たo ま た､

対象薬物が薬効上重要な代謝物を生成する場合の モ デ ル ケ ー

ス と して ､

投与薬物とその代謝物の体内動態を同時に予測できる モ デ ル が確立され

た こ と ほ ､ 現在報告さ れて い る速度静的モ デ ル に他に例を見ず､ 重要な

指針を与える も の で ある ｡
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実 験潜 法

[ H 実験動物

Q 呈 出 睦塵
w ist a T 系6 - 7 週齢雌雄ラ ッ ト ( 2 0 0 - 2 3 5 宮) を便周 した ｡

嘘 遜塞墜
s p F(S p e ci 鮎 P a 也 呼 n F re e)条件下 で ､ 東京都老人総合研究所 で飼育

された Fi sc h e T 3 舶 系雌雄ラ ッ ト ( 3 ケ月齢 - 3 0 ケ月齢) の 肝臓

を使周した｡

馳 遜
w ist a r 系 7 週齢雌雄ラ ッ ト ( 2 3 0 - 2 4 5 g ) に 8 0 m g 収g/d ay で

フ ェ ノ バ ル ピ夕 ∵ ル生理食塩永溶液を腹腔内に 5 日間連続投与後 ､

6 日巨= こ実験 に使周した ｡

④ス ダ ン Ⅲ前処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ソ
-

ム代謝実験

w istT a r 系8 週齢雄ラ ッ ト ( 2 逢 0 - 2 5 5 宮) に 40 m g推g/d a y で ス

ダン Ⅲ コ ー

ン オイ ル溶液を腹腔内に 5 日間連続投与後､

鹸に使用した｡

唖 塵
w ista r 糸 6 - 7 過齢雄ラ ッ トを使用した .

⑥肝潅流実験

6 日日に実

W i st a r 系9 過齢雄ラ ッ ト ( 2 9 5 - 3 l o g ) を使用した .

唖 塵盈
W ist a r 系 7 - 8 週齢雄ラ ッ ト ( 2 3 5 - 2 5 5 g ) を使用 した｡

以上の W ist a r 系ラ ッ トは全 て㈱高教実験動物より購入し､ ㈱ オリ エ

ンタ ル酵母の飼育試料 (C E - 2 ) で最低1 週間飼育後実験に供した｡

[ 2 ] 試葵

包ま主エ 地 盤
本研究で使用したイ ミ プラ ミ ンと D M I は ､ S垣m a 皿 e m k' al 払 m 芦皿y
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(S も. L 血is) よ り購入 した塩酸塩をその まま使周 した｡ 両薬物の 2 位水

敵地体である2 位永酸化イ ミプラ ミ ン ほ㈱藤沢薬品工業より ､ また､

2 位水酸化ヂ シ プラ ミ ン の塩酸塩は㈱ チ パ ガイ ギ - よ り挽俵 を受け

た ｡

②生化学的試薬

G 且u c o s e - 6 -

p h o sp 払at e( a - 6 - P) ､ a -6 - P d e h y 赦喝 8 皿aS e ､ N ÅD P 馴ま㈱ か)

エ ン 夕 ル酵母 よ り､ C o ㍊ag e m a s e は B o e hri m g 8 r e O m P a n y ( 朋 a n 地 ei m ) よ

り ､ β -

g iu c u r o mi 血s e (もyp e H
一息) は Sig m a C 鮎8 m 豆c al C o m p a n y (Sも.i . o uis)

よ り購入 した ｡

馳 迫盛藍
主 に㈱和光純薬より ､ 分析ある い は特級試薬を購入した o

[ 3] 高速液体クm マ トゲラフ イ - を潤 い たイ ミプラミン とぞの代

謝物の微塵同時定魔法

Q 艶塾法
イ ミプラ ミ ン およ びその代謝物の高回収率､ 高再現性のある抽出法

ほ第1 車1 節で検討した｡ 基本的に ほ全て の 生体試料の抽出に採用

した . 以下 に その ス キ ー ム を示すo

生体試料

＋ 1 . O M (p 斑 10 .0) C a rb o n a 紐 迅uff eT

(試斜ア ル カリ性を鮭持でき る畳 : o .5 - 1 .O m l)

↓＋ 内部標準物質; ノ ル トリ プチリ ン

(試料中薬物濃度と の対応から 25 0 - 5 0 0 n g)

↓＋ 酢酸 エ チ ル

( M ix in g に よ っ て 乳化しな い 適量 : 5
-

7 m l)

M ixi ng w ith v o rt e x mi Ⅹer (3 0 s e e
-

6 0 s e e)

↓

遠心分離 200 0 Ⅹg , 10 mi n

↓

酢酸 エ チ ル層

J
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減圧留去 ( 也 o ℃)

↓ ＋ メ タ ノ
ー

ル ; 1 0 0 j l l

適者彼処理後 m ixi n g

与

高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

敏弘臼遥塵豊
使用機器 ポ ン プ 日本分光 T 剛 N C L E 型高速液体タ ロ マ ト

検出器

記録計

試料導入

グラ フ イ
一

日本分光 u v Ⅱ泥 C Ⅱ型紫外分光光度計

検出器

島津卓上型自動平衡記録計

レ オ ダイ ン社製サ ン プル イ ン ジ ェ ク タ -

恒温層 M -3 型サ - モ ボ ッ ク ス ( サ
ー

モ ニ ク ス

社製)

分離カラ ム SI -6 0 (5 FL m) プ レパ ッ ク ドカ ラ ム ( メ ル タ社製

H ib e r R T - 25 0 ヰ 25 c m 蕊 4 .6 m m i .a .)

移動相 ア セ ト ニ トリ ル : メ タ ノ
ー

ル ( 3･ : 1 , Ⅴ/v) ＋2 8 %

ア ン モ ニ ア永 ( 2 . 5 % , Ⅴ/ v)

流速 2 . 0 m y m i n

カラ ム温度 4 0 - 5 0 ℃

測定波長 2 5 4 n m

包ま主三三土 地 腰崖量重畳
本論第4 草第5 節で の ､ 盤捗試料申キ ニ ジ ン濃度は ､ 移動相の組成を

次の よう に変更し､ イ ミ プラ ミ ン およ びその 代謝物と同
一

条件で の 同時

定量が可能であらた ｡

移動相 ア セ トニ トリ ル : メ タ ノ ー ル ( 5 : 1 , v/v) ＋2 8 %

ア ン モ ニ ア水 ( 2 . 0 % , v/ v)
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[ 轟] ラ ッ ト肝ミク ロ ソ ー ムを涌 い たi m v 耐o 代謝実験お よぴ

P 一 塊 5 0 精敏標晶 を開 い た再構成実験

①ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム 調製法

ラ ッ トを断頭後､ 速や か に肝臓を嫡出し､ di 胞 r e n由ai c e 皿 ぬ g ac ai o m

法 ( o m u T a & S a 恥 19 糾) によ り肝ミ ク ロ ソ
-

ム を調製した ｡ 得られ

た ミ ク ロ ソ -

ム ペ レ ッ トは ､ 0 .且5 M /p H 7 . 4 T d s駿衝液 に懸濁し､ ポリ

エ チ レ ン製バ イ ヤ ル に約且 m 且ずつ 分敬した後 に液体窒素を周 い て 蘇

同線結した ｡ こ の ミ ク ロ ソ - ム懸濁液は - 7 0 ℃ で保存し､ 必要に

応 じて 解凍して実験に使摺した ｡ ミク ロ ソ - ム 蛋白濃度の測定ほ ､

L o w ry らの 方法 (19 5 1) に従 っ て行な っ た o

噛 望塵豊墜塵旦畳主題盈垂塵と
イ ミ プラ ミ ン ある い は ､ そ の代謝物凝よ びそれらを組み合わせ た基

質溶液､ N Å抄P 冠 博 n er a 血 卵 y 舵 m を含む反応溶液 ( 下表参照) を､

好気的免停下 ､ 3 7 ℃で 5 分 間イ ン卑 エ ペ
- シ ョ ン した ｡ こ の反応

液中 に2 0 j& m O且 N A D P 班 を加える こと に よ っ て反応を開始した o

さらに3 0 秒間のイ ンキ エ ペ
- シ ョ ンを行な っ た後に､ 水冷 した 1 . 0 岬

p 雄 1 0 ｡O C a rb o 弧at e 親衛液を加え､ 直ちに淑冷する事によ っ て 反応を

停止した｡ 反応液中の代謝物の濃度は上述の H
･

P i C 定筆法に基づ

き測定した . 生成 した各代謝物の畳をイ ン キ エ ペ - シ ョ ン時間 ( 3

0 砂) で 険して ､ その 代謝物 の生成速度と した ｡
･

且.O m 且反応液中の親戚

loo m M

1 0 0 ‡. U .

1 00 m M

5 m g/ m l

S u b str at e

G lu s o c e T6 -

p h o s p h at e ( a
-6 - P)

a -6 - P d eぬy d r o g e n a s e

M g C l 2

h % c r o s o m e s

0 . 15 R y p 斑 7 .4 T d s
一斑C且b u ffe r

0 .1 m l

0 .0 2 m 且

0 . 1 m l

0 . 2 m l

0 .2 5 m l

0 .33 m l

鮎 遵畳表遜
以下 の組成から再構成系を作成し､ 上記の 反応条件によ っ て活性を刺

定したo p - 45 0(0 .且n品o y m 且) ,fp 2 (0 ･4 U/ m!) , D L P C (5 u g/ m l) , s o diu m ch o

la! e(0 ｡1 m g/ m l) , G 6 P (2 0 m M ) , G 6 P D fl (1 ･5 U/ m l) , M g C l 2(3 m M ) ,S 由b str at e ･
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[ 5 ] ラ ッ ト遊離肝細胞を潤 い た盲門 V 鮒o 代謝実験

屯芝≧ 過 渡
ラ ツ T 遊離肝細胞は 鯛 oid e u s およ びs egle n らに よ っ て確立 さ れた方

法 に従 っ た ( 馳且血Ⅶs et a且. ,且9 78 ;S eg且e n 飢 al .; 且9 76) . ラ ッ トは ､ 5 0

m g侭g
ベ ン トパ ル ビタ

-

ル麻酔後､ 開腹 した ｡ 門脈 より潅流液流入

用カ ニ ュ
- レ ( 1 6 G 留置針ポリ エ チ レ ン チ エ

∴ プ) を挿入固定後 ､

胸腔を開き左心房よ り潅流液洗出周 カ ニ ュ - レ ( 1 4 G 留置針 ポ リ

エ チ レ ン チ ュ
ー ブ) を肝静脆方向 へ 挿入 した ｡ 下帝大静脈を右腎静

放と大静脈結合上部で結索した ｡ 結索後 ､ 肝臓 を取り はずし､ 潅流

液だめ上部に固定し､ B市田胞調製周潅流液を門脈から肝静聴方向 -

遠沈した o 海流液Å (組成ほ下表に示した) を約1 0 分間 o n c e 一

血 o u g h で海流 した後､ c o 弧ag e n a s e を含む潅流液 B を肝臓 の状態を観

察しな がら且 0 - 1 5 分間リ サイク ル潅流した ｡ こ の 間､ 潅流液 の

漁連ほ2 5 - 3 0 m U m iri を維持 した｡ 潅沈液 によ る消化が完了した

後､ 肝施をp 斑 7 .4 alb u m i n -f r e e H a n k
-

s 液中で未消化 の組織か ら細胞

を分散させ たQ 細胞懸濁液は ガ ー ゼで ろ過した後､ 5 0 Ⅹ g , 3 mi n の

遠心に より上清を捨 て るこ と によ っ て ､ 沈静した ｡ こ の 操作を3 回

線り返 した｡ 沈静後の細胞は 0 .4 % 取ip a n b iu e･漁色 によ っ て viability

を調べ ､ 9 0 % 以上 の V i abi且ity を示 した調製サ ン プ ル の み実験 に

使用した｡

遊離肝細胞調製周潅洗液

A

N a C l 13 7 m M

K C 1 5 . 4 m M

N a H
2
P O み2 H

2
0

N a
2
H P O 4 - 12 H

2
0

H E P E S

E G 甘A

N a H C O
,

G lu c o s e

0 .5 m M

0 . 4 2 m M

10 m M

0 . 5 m M

4 . 2 m M

5 .0 m M

adj u st ed t o p H 7 . 2 b y N a O‡i

B

N a Cl

監C I

C a Cち
N 蝿 m .

- 2 H
2
0

N a
2
ⅢP O

.

- 1 2 H
2
0

耶 S

N a H C O
3

C on ag e n a s e

1
.
7 4

13 7 r n M

5 . 4 血 M

5 . 0 血 M

O . 5 血 M

O .4 2 r n M

IO 血M

4 . 2 m M

O .5 m g 伽1

adj ust e d t o p H 7 .5



遊離肝細胞洗浄周 誤a nk
-

s 親衛液

N a C且

監C且

C a C且
2

M 題C且2
-6 H
2
0

M g S O .
- 7 H
2
0

13 7 m M N a H
2
P O 4 -

卿
5 ｡4 m M N a

2
肝 0
4

-1 2 濫
2
0

且
｡2 7 m M N 8戯C O

3

且.0 0 m M 題且u c o s e

0 .8 3 m M

0 ｡5 m M

0 .櫓2 m M

胤望 m M

5 .0 m M

adj u s t e d t o p 斑 7 .2 b y N a O 訊

亀区塾生監 戯
肝ミ ク ロ ソ - ム で の 反応条件と同様 ( [ 4] - ②) ､ 5 分間の プ レ

イ ン 卑 エ ペ - シ ョ ン の 後､ 3 7 ℃に保温した基質溶液を添加する こ

とに よ っ て反応を開始した ｡ 3 0 秒間の反応後､ 約9 0 ℃ の熱湯 (且.0

m i) を加えた後直ち に試験管を加熱する事 によ っ て反応を停止した｡

生成 した各代謝物ほ後述した酵素 ( p 瑠且u G 弧和 n亙d as e) に よる 2 位水

酸化抱合体 の加水分解後､ 前述の H ‡) L C に よ る定量法に よ っ て 測

定した ｡

Q連 由 班避望遊金塵望墜鮎盟睦豊墜
予試験から瓦m 融T a m h e お よ び D M I の グ)i

, タ ロ ン 醸抱合体の加水分解

の条件を確立した｡ 遊離塑の 2 位水酸化体ほ加水分解中に酸化分解

を受けるため抗酸化剤として アス コ ルビ ン駿の添加が必要であっ た0

加熱 によ っ て反応を停止した反応液 に ､ 2 0 00 u niもβ
- G且u c u r o nid a s e/

9 8 u nit S ulf at a s e お よ び 抗酸化剤として3 % (v/v) アス コ ル ピ ン敢を含

む 1 .O R y p H 5 .O a c e E a t e 親衛液を1 .O m l 添加 し､ 2 5 ℃ 1 6 時間イ ン

キ ュ ベ ー シ ョ ン する こ と に よ っ て抱合体を加水分解した ｡

[ 6 ] 定常状態での盲n vi v o 投与実験

Q 塾塾豊墜法
ラ ッ トは エ ー テ ル麻酔下 にお い て手術を行な っ た

.
｡ 血液の 採取の た

め 3 0 ‡.U . の ヘ パ リ ン を含む生理食塩永 で満た され たポリ エ チ レ ン

カ ニ ユ ー

レ (P E - 幻) を下肢動脈 に挿入した｡ 門脆内定速注入には 同

じく ヘ パ リ ン
ー 生 理食監水溶液を含むポリ エ チ レ ン カ ニ ュ

-

レ ( 托 -
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且0) を門舵 ( 回腸
一 首腸静腺) に挿入しア ロ ンア?レフ アで 固定した｡

こ の 方法は ､ 門鹿血流を妨げる こ と がなく ､ また ､ 薬液が肝臓 に流

入する前 に良く門朕血と混合する点で他 の方法より優れて い る ｡ こ

れ らの 処置を施した ラ ッ トほエ
ー テ ル麻酔から覚醒後､ 約1 時間経 っ

て から実験に供した｡

嘘 豊
門脆内に定速注入 した とき の 血中b lip r a mi n e お よ びD M ‡濃度 と門

廉和 m 畳p r a m in e 投与速度と の 関係 は ､ 各ラ ッ トに 2 5 , 5 0 , 及O O , 且5 0 ,

2 0 0 , 2 50 ( n m o y m in) の 速度 で 払ip r a m i n e を o ｡7 2( m 且伽) で定速注入 し､

投与開始後､ 1 , 2 , 3 , 4 , 4 .5 , 5 , 5 .5 , 6 , 6 .5 , 7 時間にお い て採取した血

液サ ン プル 朝 m ip T a m i n e およ びD M I 濃度を測定する こ と に よ っ て

調べ た ｡ 投与予試験から南桑物の定常状態 は投与後約 5 時間で達成

される ことが明かと な っ たの で ､ 上記の サ ン プ ル時間中5 ,5 ｡5 , 6 , 6 . 5
,

7 時間で の薬物濃度 の平均値をそれぞれ の投与速度で の定常状態血

中濃度とした o また ､ 本実験の終了後､ 各ラ ッ トで の 血液 (約4

m 且) を動脆か ら採取し､ 紘 Viv o で の 血 中
一 血祭中薬物漁度比 お よ

び血寮申非結合率を貸出した ｡

③胆汁およ び尿中排聴速度 の評価

h ip r a m i n 8 を静脈内に定遮注入した とき の‡m ip ra 血 n e お よび D M I の

胆汁申およ び尿中排壮を調べ る実験は､ 胆管及び腰既 に ポリ エ チ レ

ン チ ュ ー ブ ( それぞれ p 臥且0 およ び 和 一2 6 0) を挿入して各生体試

料を採取したo 実験中の 尿量は マ ン ニ ト ー

ル を 80 0 (FL m O且伽) で 走

速注入する こ とによ っ て増加した o 胆汁及び尿 は 5 分間の間隔で in

t ot o で採取 し､
.
35 - 4 0 と 4 0 - 45 分 の サ ン プ ル で の排練達度 の平均

値をそれぞれ の投与速度で の 定常状態排壮速度と した ｡

軌 軸 適量
ラ ッ トか ら心臓採血 に よ っ て新鮮血を採取 (約 1 3 m l) し､ 2 m l

ずづ 5 等分した o Ⅰmi p m m in eあるレi は D M I の高濃度生理食塩水液を

それぞれの 血液試料 に添加して､ 最終濃度 網 軸 a mi n e の 場合 ､ o .2 5 ,

0 ･5 , 且.0 , 2 .0 , 4 . 0 ( n m ol/ m l) また ､ D M I の 場合､ o .5 , 1 .0 , 2 . 0 , 6 .0 ,
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且2 .0 ( n m oy m耳) とな る よう に調整した o こ れ らの サン プ)i, を 3 7 ℃で

2 0 分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ンしたの ち､ その
一 部 (o .且n i) を採取し､

血中浪度 ( C D) を測定した ｡ 残りほ 1 20 0 Ⅹ g で 5 分間遠心分離す

る こ と により血祭を採取したo そ の + 描 (o .且m l) を血祭申渡度 (C

節) と して 測定した ｡ さ らに血費サ ン プル は平衡透析セ ル を伺 い て血

祭申非結合率を測定した｡ 平衡透析セ ル は半透膜 (sp e c 放ap o r 2) で

2 つ の ch a m b e r に分け られ､ それぞれ2 m l の 容積をもつ もの を億周

したo
一

方 に血祭サ ン プル を ､ ま た ､ 他方に は 0 .15 M /p 斑 7 .4 りん

酸嬢衝液を入れ ､ 3 7 ℃で 8 時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンする こ とに よ っ

て平衡が達成さ れ た o 平衡後､ 両C h 鮎n b e r の 薬物濃度の 比 から血衆

非結合率 ( f p) を算出した. 血中非結合率 ( f B) は ､ f p に血祭中
一

血中薬物膿度比 ( C p / C 態) を掛ける こ と によ っ てi n vi 細 の健を

算出した ｡ また ､ ②の 寛除から得られた血液サ ン プル に関して も同

様に ､ 血中非結合率を算出し､ 弧 Vi v o で の償 を評価したo

[ 7 ] ラ ッ ト肝潅流実験

Q 豊萱鎚堅皇蓮塵豊
ラ ッ トを讃すする手術手技は前述の遊離肝細胞調製の ための手術法 ( [ 6]
-

①) と同機であ る . 海流は ､ i m sit u の状態で 門放から肝臓を通

り､ 肝静脈 へ 流 れる o m c 8 -t h T O 喝h sin g且e p a s s で衛を っ たo すな わち､

酸素 - 二酸化炭素混合 ガス ( 9 5 : 5 ) で飽和させ たⅠmi p T a m i n e あ

る･ い は h ip r a mi n e と Q 血i 血 e を含んで い る潅涼液を流したo 潅淀液

ほ血球成分を含 んで い な い た め十分な.酸素供給を行なうため3 0 (inlノ

m in) の 洗速で流した (S 喝 a n O et aL ,19 78) . 肝臓の 海流中のもi ability

ほ ､ 遺漏酵素であるG 0 T 活性の安定性 (1 0 - 20 u ni&/ m 旦, 監a r m e n 単

位) ､ 胆汁の生成量 ( 5 jL王ふi n 以上) お よ び潅流出液中薬物濃直の

定常状態から確認された｡

句塗塾塗塾盛
N a C I

K CI

M g C 1 2

1 1 5 m M N a
2
S O
.

1 ･ 2 m M

5 ･9 血M C a Cち 2 ･5 m M

l ･2 r n M N a H C O
,

2 5 m M
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N a H
2
P O
4

且･2 m M G lu c o s e 3 0 0 m g %

s u c r o s e 4 0 0 m g %

嘘 塾
潅涜液中h nipT a 血 e 濃度ほ0 .3 ( n m oy m l) と した｡ コ ン ト

ロ - ル 実験

で は こ の 潅流液を 且 i O 分間潅流 した ｡
一

方､ Q u m五血 e の 併周 に よ

る各代謝物の生成速度 に対する影響を調 べ た夷験で は ､ Q 皿idin e を

9 0 ( n m d/ m in) の速度でⅠ血p ra mi ri e投与開始5 0 分から併用 した ｡

投与期間中､ 肝臓洗出液は 15 , 25 , 3 5 , 4 5 , 7 5 , 8 5 , 9 5 , 1 0 5 分 に お い

て､ また ､ 胆汁は 1 0 分間の in も0 ぬ によ る採取に よ っ て ､ 各サ ン プ

ル申 に排壮された‡m 豆pra mi n e お よ びそ の代謝物 ( 2 位水酸化代謝物は

抱合俸を加永分解して遊離型と して 評価 した) を測定した ｡

[ 8 3 非定常状態で の生理学的モデ ル の構築

敏 週墓
ベ ン トパ ル ビタ ー ル で麻酔した ラ ッ トを開腹後､ 肝静脱 にポリ エ チ

レ ン カ ニ ユ -

レ ( P 毘- 10)
‾を挿入した ( Y o k o乞a eも a且. ,19 7 6) o さ ら

に
､ 下肢動鹿及び静灰に ポリ エ チ レ ン カ ニ ュ

-

レ ( 陀 -5 0) を挿入 固

定し､ それぞれ採血伺およ びⅠmi p r a mi n e ある い ぼ D M I 定遠注入周

としたo 麻酔下 ､ h n ip r a m i n e ある い は D M I を下肢静朕 より宝達注

入し､ 6 0 分後､ 肝静温血液と下肢動脈血液を採取し､ 各サ ン プル

中薬物濃度を測定した ｡ 測定サ ン プル 採取後 ､ た だち に ､ 腹腔内 に

液体窒素を涜入した ｡ ラ ッ トを永上 で解凍しながら､ 脳 ､ 肺､ 心臓 ､

/l ､ 腸､ 牌膿､ 揮膿 ､ 腎臓､ 骨格筋､ 皮膚､ 肝膿の 順 に生体サ ン プ)i ,

を採取 し､ 適量 の生 理食塩水で ホ モ ジ ュ ネ - ト後 ､ そ の 一

部 を抽出

サ ン プル
.
と して各臓器内薬物浪度を海Tj足 した o 肝臓 を除く臓器 の平

衡定数は､ 動脈血中薬物濃度に対する臓器内濃度の 比 により ､ ま た ､

肝臓で は肝静脆内薬物濃度に対する肝臓内濃度比から算出した｡

馳 遡墓
ラ ッ トに エ ー テ ル で麻酔陵､ 門脈 (投与用) およ び下肢効験 ( 採血

周) に ポリ エ チ レ ン カ ニ ュ -

レ を挿入後､ 門脈 よ り2 0 m g 促g のⅠmi -
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p T a m i n e を 2 0 分間定通性入 した ｡ 血中濃度
一 時間推移を調べ た実験

で ほ投与開始後､ 1 0 , 2 0 , 2 2 , 3 0 , 4 0 , 6 0 , 亀0 , 且2 0 , 且40 分 で ､ 脳内濃度

ほ投与開始後､ 且0 , 20 , 2 2 , 3 0 , 4 0 , 8 0 , 1 2 0 分で ､ ま た､ 他の 臨器に つ

い て は投与開始後 ､ 且0 , 2 0 , 3 0 , 8 0 分にお い て ､ 速やか に上述の①の

方法によ っ て各臓静 を採取し､ 血中ある い は臓器内薬物濃度を測定

した ｡

[ 9 〕 計算法の 窓 とめ

Q 蓮塵汲敷 地 遜鹿
本研究にお い て非線形 馴 ､自乗法ほ ､ お も に肝 ミ ク ロ ソ - ム を伺 い

た代謝 ki 皿e 血s を調 べ た実験から ､ その 代謝パ ラ メ
ー タ を算出する

こ と に周 い られた｡ すな わち ､ 代謝速度 (Ⅴ) と基質漉度 (s) の 関

係 に両逆数プロ ッ ト ( L五n e w e a v e r - 凱 Tk p 且ot) を衝 い ､ そ の代謝経路

を説明 で きる ミ カ エ リス -

メ ン テ ンの 数を評価し､ 代謝速度を 皿 偶

の ミ カ エ リ ス
ー

メ ン テ ン式の和で表わした もの をモ デ ル 関数 として

定義した ｡ 非線形最林自乗液 の ア ル ゴ ､) ズム ほ寓京大学大型計算椀

セ ン タ -

の フ レ
ー ム コ ン ビ ュ - 夕 ( 駁汀 A 岱敬 賂 680 駈) の 数値計算

ライブラリ
- に登録され て い る S A i S (S 臨d sd c ai Å皿al y sis of i . e a st

s q u a T e m et h o d) の 修正 マ
- カ - ト法を 馴 1 たQ 計算の際の初期微分

幅は且OOO 分の且を採周した o 残差平方和の w 軸ht は (代謝速度) の

由来分の 1 を用 い た ｡

鮎
第4 章 で確立 さ れた定常状態血中濃度と門限内投与速度の縞係を算

出する方法 と して ､ 与えられ た 1 次式の独立変数を薮償的に解析す
る B i - s e cti o n 法を採周 した o こ の 方法は M ai s ら (19 7 4) に よ っ て ､

F o r & a n 言語によ りそ の フ ロ
ー

チャ
-

トが公表されたも の を今回､

B a si c に翻訳 して便属した . すなわ ち.､ 従属変数が独立変数の増加

ある い は減少に対 して単調に増加ある い ほ減少する国数である と仮

定 できる場合､ 初期値から計算された従属変数と実際の債との比率

を元 に､ 独立変数を増加ある い は減少させ て再度従属変数値を計算

する . こ の 計算を繰り返して行なうこ
●

と に よ っ て ､ 目的とする
一

次
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式を満たす独立変数健を推定する こ と が可能で ある ｡ こ の 方法 に基

づき ､ 第逢章 ( 4
- 8 ) - ( 4

-

9 ) 式で の‡mi p ra m i n e' の 門脈内投

与速度を従属変数 と したときの 血中b ip r a m i n e ' およ びD M I 濃度を

独立変数とした
一 次式を数値的に解き ､ 投与速度が与えられた とき

の
一

次式を満足する独立変数 (Ⅰmi p r a m i n e およ びD M I 血中濃度)

を算出した ｡

@ &
生 地 過重豊里萱遡
数値積分法は第5 単にお い て ぬipE a mi n が 門腺内に定速注入され た と

き の h ipr m ni n e およ びD M I の 血中をほ じめ主要臓静の薬物濃度 の時

間推移を算出さる ため､ 2 6 個の 連立微分方程式を数値的に解く こ

とに利用した. この 場合､
一 般の パ ー

ソ ナ]V コ ンビ ュ - ダ ー (且6 ビッ

ト P C - 9 8 0 1 な ど) で は ､ 時間がか かる ため ､ 千葉大学情報

処哩セ ンタ ー

の フ
ー
v

- ム コ ンピ ュ ー タ ( 郡 Å岱壬Ⅰ 脱 80 m) に､ 触 m

言語で記述した数値計算ア ル ゴ リズ ム を構築した｡ 本研究で は ､ そ

の連立微分方程式内に非線形な式を食むため､
一 般 の数値聴分ア ル

ゴリズム である 鮎 n g 8 - K u tt a ある い ほ R t m g e
一 監u 払 ･ G il且法で は十分な

非線形性を計算する こ とがで きなか っ た ｡ したが っ て ､ 非線形領域

で の 収束性を改良した A d a m s - B a sh fo r 血 法を元 に ､ さらに ､ 収束 の

安定性を向上させるため M o ult o n によ る予測子 一 膝正子法を導入し

たア ル ゴ リズム を採属した ( A d a m 計 M o u k o n の 予測子 一 修正子法) a

数値積分の積分幅ほ ､ フ レ ー ム コ ン ピ ュ ー タ を T S S から利用したと

きの最大 c p u 利用時間の 上 限を越えな い範囲として1 00 分の 1 砂 を

採周した｡
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p o p 血 t豆o n c h a 柑 Cもe 由sEi c s of p h a r m a c o kin e !i c p a T a m e 蜘 s 飴o m

r o u d n e c姐ni G al d a盲a . 3 . P h a T m a C O kin . B i op 払a r m . , 5 , 舶 5 -4 B O (且97 7)

Sh ein e r
･
L
･
B

･ , a n d 遜e al , S ･ L ･ E v al u a 嘘o n of m e 血od s f o r e S 由m a 由n g

p o p ulati o n p h a r m a c oki n e 紘c p a T a m e 紐TS 互瓦I B ie x p o
- n e m ti a且 m o d e且

a n d e x p e ri m e n t al p h a r m a c o kin etic d a t a ･ g ･ P h a m a c o ki n ･ B i o p ぬa m ‥

9 , 6 3 5 - 6 5 1 (1 9 8 1)

S h ei n e r , L 鳳 , a n d B e ai ･ S ･ L ･ E v al u ati o n of m e 也 o d s f o r e s息-i m a 血 g

p o p uiati o 皿 p h a r m a c o ki n etic p a r a m e t e r s . Ⅰ. M i c h a eli s 一 朗e n 紐n

m e ぬo d:R o utin e clinic al p h a r m a c oki n e ti c d a t a . J . P h a m a c oki n .

B i o p h a r m .

争
8 , 5 53 - 5 7 2 (1 9 8 0)

S h ei n e r , L ･ B
･ , a n d B e a且, S ･ L ･ , E v al u ati o n of m et h od s f o r e sti m atl n g

p o p ula d o n p h a m a c o ki n etic p a r a m e t e r s ⅠII ･ M o n o - e x p o n e n ti al

m o d eヱ･
･

R o u ti n e c且i mi c al p h a r m a c o ki n e ti c d at a . I . P h a m a c o ki n .

Bi op h a T m ･

,
且1 , 3 0 3 - 3 2 0 (1 9 8 3)
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S hl e y , 3 ｡ , a n d 帆 1且e T - 0 即Ii n g h a u s e m , 臥 , 五n v c s 軸盈如 m of 加 ゎi n 血 g
of v a ri o u s もric y clic n e 弧T Ole 卯ic 亀 a n d a ntid ep 陀 S S a n tS t O a且ph a 一息- a cid

g且y c o p T O 臨 地 . 甘｡ W h a m . P 払a m a c o且. , 3 8 , 且0 2
一旦06 (呈98 5)

SK 孤 P . 9 M od e , A . . 鼠a 鮎T , g . や S a hlin , i . , a n d G u s t afs s o n ,5 , - A .

,
耶 蛤

effe c忠s of g o m ad c c息o m y a m d 触y p o ph y s e 成 o m y o m 伽 m e息a 細五s m of

息m 聯 a mi m e a n d 艶d o c ai 耽 b y 払駐 仏v 昏r O君 m 訊1e a n d fe m al e T at s .

跳 o c ぬe 軌 P h a T m a G O且.
曾
2 9 9 27 5 9

- 2 7 6 2 . (且粥0)

S k e 恥 P ｡ , a n d P a息e r s o m , 節. , S c x 曲ffe T e m C e 豆m 蝕 e e 馳 cもS ¢f

m ic T O S O m 如 e n z y m e 豆m 血 脚 $ O n ぬe p a電放 置坤盈S e 宜 d 陀g m e 臨払o且is m
息n ぬ e 訂at . 愚息o 地 e m . P h a r m a c ol .

管
3 為争 3 5 3 3

- 3 5 3 6 (昔粥5)

S o k o且o w s ki , A . , a n d W a hi u n 軌 監｡

- a . , 炉e 地 色盈弧息喝 弧戚 釘eも境地 o 孤

b e h a vi o 髄T O好 も如 y c且息c a m tid ep T e S S a 弘息 a m 豆n e容 a 弧d 富 加 随鵡

hy 血 o p ぬo bic 訊m m O n i u m c o m p o u n d s i n r e v c T S 昏成
一

pぬa s e 亙o mp a l野

且i q uid c 触T O m a 紬富F ap 触y o n 盈肱yi
- b o n 雌e d p h a s 弧 3 ･ 打払r o m aもO g T ･ , 1 i 9 ,

2 9 9 - 3 1 6 (且9 名0)

S p e n 戯e y 9 W ･ , 馳 弘 G 胤 a n d 旭 m s w o 地 F . 鼠
‥ S eq Ⅷe n 由ai ap piic 盈d o 皿

of s孟m 紳 Ⅹ d e 軸m s i n o p嘘m 豆s a 由o n 盈m d e v 地 軸 m a Ty O P 即 a 組o n .
r

E
l

e c ぬm o m e乞Tie s , 堵, 舶且- 舶且 (且9 6 2)

Spin 盈, 毘｡ , 渉i 曙e T S S O 恥 C 一 争 V O n 海蝕T , a . , 藍ぬcs s o m , 0 . , 朋e 姐s& T O m , 臥
Sもei n e r , 駁‥ a n d Sj o 喝Visも, 臥 , P h 孤 0もy pi c c o 皿Sis 紙 皿c y 豆n 触y かo xy且a電io n
o f d e s m e 也y且i m ip T a m 畳m e a n 虚 血払ぬs o喝u 且m e 亙m 鮎e aity s 哨 e cもS a n d im

●

h u m a m 且iv 即 m ic r o s o m e s ｡ 仁王畳皿. 野ぬa m a c o且. T ぬ甜 ｡ , 3 6 , 6 7 7 (旦9$ 4)

S p五n a , 監｡ , a n d 監o畳k e , Y . , D i 晩 Te m ti a且 c 恥 c毛S Of c五m e怠idi m e 盈m d

首a nitidi n e o n i m 叩r 盈m i n e d e m e ぬy 旭ti o 皿 盈m d 舶s m eih yi m lP T a m i n e

鮎y d r o x y且盈成o n by ぬu m a n ii v e T mi c T O S O m e S . 監 即 . 3 , Cli n . p h a r m･ . , 3 0 ,

2 3 9 - 24 2 (且9 8 6)

S 紐i n e T , 監･

,
D u m o m t , 臥 S pin a , A . , a nd D ahlq vist , 汲. , 飯山ibid o n of

d e sip r a mi m e 2
-h y d r o x ylati o n b y q 血豆di m e a n d q u且取1 n e ･ C li n ･

P h a r m a c o且. T h e y . , 4 3 , 5 7 7
- 5 8 1 (且9 & 7)

S d e r , A ･ , Fi n c h , S ｡
A 風 , 伽 ei n e rt , A . a n d M u n e T , A .

,
Li v e r a n d A gi n g

( K it a ni , K e d .) , p p . 3
,
Ei s e vi e r B io m e dic a且 P r e s s (且98 2)

S u ck o w
,
a .
,
a n d C o op e r , T J臥 , Si m ult a n占o u s d ete m i n ati o n of

a mi t rip tyii n e a n d t h ei r r e SP e C d v e i s o m e ri c 1 0
- h y d r o x y

-

m e t a b olit e s i n pl a s m a b y liq uid c h r o m a t og r ap h y ･ J ･ C h r o m at o g T ･ ,

23 0 , 3 9 1
- 4 0 0 (1 9 8 2)
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S u ck o w , 鼠｡ , a n d C o op e T , T .
B . , S i m ult a n e o u s d e t e m i n a 嘘o 皿 Of

i m ip 訂a mi n e , a n d th ei r 2
-h y d r o x y m e t a b oiiもe s i 皿 p且a s m a b y i o n p a l r

r e v e r s e d -

p h a s e hig h
-

p e Tf o T m a m C e 且iq 皿id c h T O m at O g r a P h y w i 仙

a m p e T O m e tぬc d ete c 由o n . ∬｡
馳 a 皿

｡
S ci ･ , 7 0 , 2 5 7 - 2 6 且 (且9 8 且)

馳g a n o , T ･ , S u d a , 監 ｡ , S hi m a ぬ , M ･ ,a n d O hi n o , N 4

,
取i o cぬe m ic al a n d

ult T a St T u C 紬T al e v a且Ⅶaもi o n of is o且at e d T aも 且iv e T S y S息e m s p e Tf u s e d w i th

a h e m o gl obin
一 触 e m e di u m ･ g ･ 跳 o c 払e m l , 8 3 , 9 9 5 -且0 0 7 (1 9 7 8)

馳 git a , 0 . , S a w a d a , Y り S u giy 盈m 亀, Y ‥ 互g a , 甘･

,
a n d 閑a m 弧 0

,
M ･

,

P 陀 曲c 嘘o 皿 ¢f d r u g
-鵡柑 g 五nt e T a C 如 m 鉦o 弧 i m vi 細 野且as m ap 閃光ei n

bi n din g a n d m e息a b olis m . A s息u d y of 紬且b Ⅶもa m 息d e
- s u且紬 m a m id e

i n te T a C吐o n i 弧 T ai s . B i o e ぬe m . P h a r m a c o且. , 2 4 , 3 3 4 7 - 3 3 54 (且9 8 且)

S u由払 0 . , S a w a d a , Y .

,
S u giy a m a 9 Y り 昔g 盈,

r

T . , 盈n d 調a n a n o ,

M P 触y si o且o gi c a且且y b 盈S e 成 p ぬa T m a e Oki n e 組c s o f d m 針 鮎u g 畳皿t 帥

ac 嘘o m: A sもu d y o f 紬弛ut a m id e
- s Ⅶ且f o 皿a m 豆d e 息m 随T 盈e 如 m 豆m 雷a忠凱 ∬.

P h a T m a C O kin , B 息o p h a T m . , 且0 , 2 9 7 - 3 旦6 (1 9 8 2)

S uも毘恥 T .Å ｡ a n d 紬s e o 9 W . 3 ｡ , 運動g 弘
一

p e TE o T m 盈m C e 且i 耶豆d eぬT O
-

m at o g T a p hi c 畠s s a y f o r i m 且P T a m 豆皿e , d e s息p T a m i n e a n 虚 血eiT 2
-

h y d T O X y 蜘 ed m e 臨b o且iもe s . 3 . 馳 a T m . S c豆. , 6 8 , 7 0 3
- 7 0 5 (且9 7 9)

S Ⅶ臆n
,
甘｡ A .

,
i) e V a n e , a .i .

. a n d ∬Ⅶs k o , W . ,
馳 e a m a且y sis 弧 d dis p o si 如 n

of 豆m ip T a m i m e a 弧d 畳もS a cもi v e m eもa 払o 蜘e s i m m a n .

P sy ch op h a T m a C ¢且o g y , 8 2 , 3 1 0
- 3 1 7 (且9 8 4)

S u z 取払 甘. , 野Ⅶj畳晩 S . , a n d 監a w a亙, 鼠 . ,
P 陀 C u T S O r - M eもab o 蜘 e i弧t e T a C もi o n

i n 也e m e 嘘 o且is m of 且i 血 c ain e . ∬. W h a m . S ea . , 73 , 且3 6 -且3 S (且9 朗･)

Stl Z u ki , Y . , 馳 giy 即n a , Y ｡ , S a w ad a , Y . ,
‡g a , T . , a n d 馳 弧a n O , ” . ,

A s s e s s m e n t of 払e c o mもrib Ⅶ 加 n of a且p 払盈
一旦- a cid gly c o p T O E ei m もo ぬe

s e m 氾n bi n di n g of b a si c d r u g s u s i n g S e r u m もTe 盈盲ed w i 也
＋

s ulp h o s al畳c y且ic 盈Cid a n d D 望Å臥c e且且u l os e .I .
甲h a r m . P 払a m a c oi . , 3 7 ,

7 1 2 - 7 且7 (1 9 8 5)

T e o r el且, T ･

,
ÅTC h . ‡nt: P h a T m a C O d y n . 弛 e r . , 5 7 , 2 0 5 (1 93 7)

T s uji , A .

, N i shid e , K . , M i n a mi , 放 り N ak a shi m a , E .

,
T e T a S aki ,T . , a n d

Y a m a n a , T ･ , P h y si ol ogic al且y b as e d p h a T m a C O kin etic m o d el f o r

c ef a z o 払n in r ab bits a n d it s p r eli mi n a ry e 又もT a p Ol ati o m もo m a n ･ D r u g
M et ab .

D i sp o s . , 13 , 7 2 9
- 7 3 9 (19 8 5)

T s uj亙, A . , Y o shik a w a , T . , N i shid e , a . , M i n am i , ” . , 監i m u r a , ” . ,

N a k a shi m a , E ･ , T e T a S aki , T . , M i女a m ot o , E . , N igh 血 g ale , C . a . , a n d

Y a m a n a
,
T

･ , P h y si ol o gic ally b a s e d p h a r m a c oki n e ti c m od el f o r b e t a
-
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且a c乞a m a m屯ibi o怒ic s ‡: 甘iss u e d豆st Ti 蜘由o 皿 a m d 正且i m i m ati o 弧 i m r a もS . g .

P 払a m . S ci ｡ , 7 2 , 且2 3 9 -且2 5 1 (且98 3)

Ⅴ盈m d e m 盈政, F . L . , A ぬ m s 争 乱『｡

, a n d S c h 孤 独 , 岱皿 9 i .五耶且d

C 払r o m aもo gT a P hi c p r o c e 血 Te 紬T 忠Tic y c且i c 戚F u 爵S 弧 姐 ぬeiT m 紬 b o且亙t c s

i m p且a s m 凱 C且i m . 打払e m . 2鴇/且, $ 7 - 9 1 (且9 7S)

W 亀g 弧e T , S ｡ G 一 骨 S 芝P 闇皿a 訂, a .臥
,
弧d 野e rTy 9 S ｡凱 , A m o mi急皿e 盈『 紳ysi 戚o 如

紳a m n a c ok且m e 鮎 m oく弛丑s . 瓦. 凱e a d y
- s宅急窓e . 3 . 野馳盈悶m a e O ki 弧 .

迅亙o p ぬa r m り 且3 , 7 3
- 9 2 (且9$ 5)

W 盈Ⅹm 弧 甲 恥 .冴. 9 汲盈鑑 馳ep a乾亙c c y忠o GぬT ⑳m e 野
-堵5の五s o 鑑m 盗y m 鎗 2 c . 凱 迅畳紙

C 触e m D 争 慧5 9 , 且5 埠露見-且5 確卯 ( 柑昆確)

W e 舶T
,
甜

｡P . , a m d 脇息ck 銑 朗 胤 p S e p a T 盈如 m 盈m d 最盛昏n 成鮎 a嘘⑬弧ゆE

i m 旦P T 盈m 息弧e 弧d 馳s m e もa触oii隠 s '紺o m bi o息電場息c a且 s a m 脚c s b y 雷aS -

q

且軸id 地訂O m a 噸 柑P 触y ｡ g ･ C ぬ訂O m 盈 咽 訂･9 3 7 , 盈S M $ 9 (母野6 S)

Y o k o 晩 朋 . , 耳g a , 甘. , Åw a z u , S . , a n d 甑a n a n o , ” . ,S息m p且e m 醜払o 血f

ぬe p 盈息i e v e 汲O u S 払且o o d s 盈m P且畳皿g 且m 曲e T 弧 3 . 鹿野P鳳｡ P ぬy si o且. , 司札 埠39 -

舶 1 (且9 7 6)

Z a恥l 紐 恥 汲.”. , a m 戚 S屯F at m 盈皿, 『｡ W . , 甘払鑑 豆s o且a 如 m o君 ぬo m o m e - s e m s は v e

T 盈忠 弘ep a思o c yも愈S 馳y 亀 m O 戚息鮎 d 監馳Zy 昔汲ati c 紐e 払ni喝Ⅶ昏. 如 血 . 凱 o c h e m .

脇立o 紳y 臥 9 且弧 6 0 0 - G O 馬 ( W 7 堵)

v o m 凝ah T , C ｡ , a n d O T T e n五u s , S . , Sp e c屯r al s 息u di e s o 皿 也e i mt
-

甲盈C 由o 弧 Of

豆m 聯 盈m 五皿e a n 魂 s o m e o野 馳s o xid畳z e d m 鑑思盈b o 弧紐S w 豆ぬ 野鼠も 蜘 e T

m 息c T ¢S O m 鑑S . X e n ⑬bi o 嘘c a , i , 6 9 -7 各 ( W 7 息)

v o m 怒ah r
, C ｡ , Ås 蜘 m , 胤 9 迅i 曙e T S S O n , a . , 別a n k , A ,毘組c ss o m , 0 ｡ 9 a n d

S pin a 9 臥 9 鞄 d T O X yl a d o n o f d e s m 地 沖 m ip T
.

盈m 息n e( D 聞置) a n d
d e 払ぬs o q ui n e ( ”) 五弧 h u m a n 盈m d F aも且iv e 訂 i n v 蛇T O . 瓦m 盈o o b豆s , A . A . ,

C ald w ell , 5 り D e M a t tei s , 鼠 a n d Ei c o m b e , C 風(e ds) M ie T O S O m e S a n d
m 和 g O x豆d a 組o n , p p .3 70 - 3 7 9 (旦9 8 4)
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今井義郎､ 肝ミ ク ロ ソ - ム の P - 4 5 0 の 分子多様性と分類名､ 細胞

工学 6 ､ N o . 2 ､ 1 7
- 2 7 (且9 8 7)

今井嘉郎､ 佐藤了､ 肝 ミク ロ ソ - ム の チ トタ ロ - ム P - 4 5 0 分子多様

性と反応の多様性 ､ 代謝 19 ,3 -且5 (且9 8 2)

仮家 悟 ､ 修士論文 (19 8 6)

窪田玉緒､ 修士論文(19 8 8)

鈴木徳治老脚 こ伴うラ ッ ト肝異物 ( がん原物質を含む) 代謝能力の変

動と その 要因の解明昭和 5 9 年度科学研究費補助金 ( 一 般研究B) 研

究成果報告書 ､ p p .1 2 7 - 且3 7 (且9 85)

龍野 浮､ 修士意文 (19 8 5)

波多野博軌 牧野童祐 ､ 中野勝之訳 馳 st 血 vi c , A . ” . & 迅雷O W n
,
P
.
a

.

著 ､ 逆相高速液体タ ロ ∇ 恥グ ラ フ イ ､ 東京化学同人
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掲 朝 雄 訪 日線

⑳第2 車ほ ､ 以下 の論文を基に記述した｡

M ･ C hib a 渦 N is払ih a T a , S . F uj ぬ 弧d T . S u z u ki , P o si由o n s el e c 由v e s e x dif6e 陀 n C e

i n i m iP r a m i n e m e 曲 o風量s m i m T a t且i v e T m 豆c m s o m e s , B R
'

o ah 8 m ･ 臓 m 題C Ol . ,
.塾,

8 9 8 -9 00 (且粥5)

M ･ C hib 盈
, S ･ F u3

'

it a , 監 ･ 監it a ni a n d T ･ S u z u ki
,
Å 酔 a S S 耽最a 紐d 盈1t 8 T a ぬ n i n

i m 耶 a m i n e m e ぬ 弘s m 且S P O S息tio m s ei e cd v 8 , B l
'

i} Cb 8 m . 臓 m a c ol .
, 遊, 26 2 8

-

望6 3 0 (19 8 6)

M ･ C 払ib a , 臥 F u3
.

ぬ a n d T ･ S u z uki , P a r aiie且p a ぬw ay in 恕汀a C 血 n in i m 且p r a m i n e

m e ぬb o且is m i m m 屯
,
J ･ 臓 aB m

. S e l
l

. , 盟 , 9 舶 一 朗7 (且98審)

S . F u3
'

it a , A . M o ri m oもo , ” . C 払ib a
,
監 . 監i臨 皿i a n d T . S u z u ki , 馳 al u a由o n of ぬe

i n v oi v e m 組もof a m al e sp e cia c eyt o ch m m e P 梱5 0 is o zy m 缶 m S 8 C e S 促 n C e - a S S ∝i -

at ed d a 血 e o f h ep a 血 d r u g m 銃ab oiis m i n m al e r ats , B l
'

t K h 弧 臓 m &c ol . , 過
3 9 25 -3 9 3 1 (19 8 9)

⑳第3 章は ､ 以下め論文を基に記述した｡

M
･ C hib a , S ･ F t13

.

it a a n d 甘･ S u z u ki
,
鮎 m 8ti c p r o p e rd e s of ぬe m ec ab oヱis m of

i m lP r a mi n e a n d d e sip r a mi n e i n is o且紐 舶 ai h ep 紙 灯y te S , B l
'
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⑳第4 章ほ､ 以下 の 論文を基 に記述した｡
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終わ り に臨み､ 本研究の発表の機会を御与え下さる と共 に ､ 本論文の

御硬閲を賜り､ 終始御懇切な御指導御鞭捜を頂 い た千葉大学兼学部医痩

薬剤学講座 生物薬剤学研究童 鈴木徳治教授に衷心 より感謝の意を表

します｡

また ､ 本論文の御校閲を賜り､ 終始御懇切な御指導御鞭捜を頂 い た千

葉大学薬学部薬効 ･ 安全性学講座 佐藤哲男教授､ 渡辺和夫教授､

同医療薬剤学講座 仲井由宣教授､ 同衛生薬学講座 今成登志男教揺

に衷心より感謝の意を表します｡

また､ 本研究遂行にあたり終始温かい御指導御鞭逢を頂きました千葉

大学薬学部医療薬剤学落盤 藤田正 一 助教投に謹ん で厚く御礼申し上げ

ます｡

また ､ 本研究遂行にあたり､ 加齢ラ ッ トの研究に御協力下 さ い ま した

東京都老人給食研究所臨衆第 一

生理学研究室室長 木谷健 一 博士 に心か

ら感謝致します｡

さらに本研究の遂行に際し､ 御協力下さい ま した､ )i)合
･

良成博士 ､ 西

原恵里氏､ 柳井清美氏､ 窪田玉緒氏､ 伸佐啓評氏､ 森本玲子氏､ 緒方港

人氏､ 福島由子氏は じめ千葉大学薬学部生物薬剤学研究室の卒業生 の管
様に厚く御礼申し上げます｡

最後に ､ 深 い 愛情を持 っ て今日 の礎を築 い て下さ い ました母 静代と

祖母 初江に心から感謝致します｡
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