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総 論 の 部

緒 言

タクロリムスは､1984年茨城県筑波山近郊の土壌に生息するstreptomycestsukubaensis

の培養液中から単離 された23員環のマクロライ ド系抗生物質であるが､抗菌活性はほ

とんど有 しない (Fig.1)1~6)｡しかしながら､ヒト及びマウスにおいてはT細胞の活性化

を阻害することで免疫抑制作用を示すことが見出された｡タクロリムスは､肝臓､腎臓､

心臓及び小腸移植時の拒絶反応抑制や､骨髄移植後の拒絶反応及び移植片対宿主病抑制

を目的に使用されているト4)｡近年､全身型重症筋無力症や塗布剤としてア トピー性皮膚

炎にも適応が追加され､さらに多 くの疾患への適応拡大が期待される薬物である6,7)0

タクロリムスはシクロスポリンAとは構造上大 きく異なっているにもかかわらず､免

疫抑制活性を発現する上での分子的作用機序は類似 している｡ T細胞の活性化にはヘル

パーT細胞 (Th-1)の産生するInterlukin-2(IL-2)が必須であ り､両薬物はTh-1細胞の IL-2

産生 を選択的に阻害することによっ

て免疫反応 を抑制する 2･5･6)｡即 ち､

タクロリムス及びシクロスポリンA

はイムノフイリンと呼ばれる細胞質

内に存在するレセプターと結合する

ことによって薬理活性 を示す ｡ タク

ロ リム ス は イ ム ノ フ イ リ ン FK

BindingProtein(FKBP12)と結合 し､

活性体であるタクロリムスーFKBP複

合体 を形成する｡ この複合体は Th-1

細胞 において､カルシニュー リンに

よる NuclearFactorofActivatedTcells

(NFAT)の 脱 リ ン酸化 を 阻害 し､

NFATの核内への移行とそれに基づ く

OCH3 0CH3

Fig.1 ChemicdstructureoftacrolimtkS.



TCR

Ras/PKC Ca2+

fig. 2 Effect of tacrolinius on IL-2 gene trunscription during T cell activation S).

    Engagement of the T cell receptor initiates at least two separate signaling

    pathways driven by Ras/PKC and an elevation of intracellular Ca2'. The

    latter activates CaN. Enzymatically active CaN can dephosphorylate the

    cytoplasmic NFAT fatnily members and cause the dissociation of inhibitor

    IiCB ffom NFicliS. NFAT and NFid3 are then translocated into the nucleus

    where they can interact with their DNA binding sequences (A-E) on the IL-2

    promoter. The complex formed between FKBP- 12 and tacrolimus impedes

    access of CaN to its substrates and thereby, prevents the nuclear

    translocation or activation of these fattors.
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IL－2　mRNAの転写を阻害する（Fig．2）。さらにタクロリムスは、　IL－3、　Interferon（IFN）γ、

瓢mor　Necrosis　Factor（TNF）αといったT細胞由来のサイトカイン産生も抑制し、その作

用はシクロスポリンAより10～100倍強力である5）・

　タクロリムスの有効血中濃度域は狭く、肝移植時には10～20ng1㎞しに設定されている

8・9）。臓器移植後の拒絶反応抑制薬として用いられる場合、血中濃度が有効域を下回ると

拒絶反応が起きる。一方、血中濃度が上昇した時には、過度の免疫抑制による感染症・

急性腎障害、中枢神経系障害、高カリウム血症及び高血糖等の副作用が起きることが報

告されている1’篇6）。また、タクロリムスの体内動態、特に経口投与時におけるバイオ

アベイラビリティの個体間変動が4～89％と大きいため、現段階では頻回の薬物血中濃

度測定crDM）に基づく投与設計に頼らざるを得ない1）。これまで、タクロリムスは主に

肝臓のチトクロームP450（CYP）3Aによって代謝され体内から消失すると考えられてい

た1’z◎旧2）。一方、CYP3Aは肝臓のみならず小腸上皮細胞にも発現すること1345）、いく

つかの薬物について小腸での代謝が体内動態に対して強く影響することが示されつつあ

る1←21）。従って、タクロリムス体内動態の大きな個体間変動は、肝臓だけでなく小腸を

含めた初回通過効果における個体問変動に起因することが想定される。しかし、タクロ

リムスの初回通過効果における小腸及び肝臓の役割については不明の点が多い。

　そこで著者は、タクロリムスの初回通過効果における小腸と肝臓の薬物動態学的な役

割を明確にすることを目的として、ラット伽’voを用いた詳細な速度論的解析を行った。

第1章では、タクロリムスの初回通過効果における小腸及び肝臓の役割について正常ラッ

トを用いて検討した。第II章ではタクロリムスの初回通過効果における小腸部位差に関

する比較解析、さらに第III章において部分肝切除後の肝再生期におけるタクロリムス

の肝臓及び小腸初回通過効果に対する寄与について解析を行った。

以下、本研究より得られた結果を論述する。
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第1章タクロリムスの初回通過効果における小腸及び肝臓の
　　　　役割

　タクロリムスは強力な免疫抑制能を有するマクロライド系の化合物であり、臓器移植

後の拒絶反応抑制などを目的に使用されている1－4）。本薬物は、シクロスポリンAと同

様にカルシニューリン阻害効果を発揮し免疫抑制作用を示すが、シクロスポリンAより

も10～100倍強い薬理活性を持っている5）。しかし、有効血中濃度域が狭く、腎障害、

神経障害等の重篤な副作用もシクロスポリンAより低い血中濃度で発現することが明ら

かになってきた1’2’5’6）。さらに、体内動態の個体差、特に経口投与時におけるバイオア

ベイラビリティの個体問変動が大きいことが示唆されているため、本薬剤は投与設計の

難しい薬物とされている1）。

　タクロリムスは肝臓においてCYP3Aサブファミリーによって代謝され顕著な初回通

過効果を受けることが示唆されているが、経口投与時のバイオアベイラビリティの変動

機構については未だ不明の点が多い1’馴び12）。一方、CYP3Aサブファミリーは肝臓のみ

ならず小腸上皮細胞にも発現していること13’15）、いくつかの薬物が小腸においてCYP3A

による代謝を受けることが示されつつある1昏21）。さらに、CYP3Aと類似の基質認識性を

持つ薬物排出トランスポータP一糖蛋白質（Pgp）が小腸上皮細胞に発現し、いくつかの薬

物のバイオアベイラビリティを低下させていることが示唆されつつある2乳23）。しかし、

タクロリムスの小腸における初回通過効果については詳細な検討は行われていない。そ

こで本章では、タクロリムスの初回通過効果における肝臓及び小腸の寄与を明らかにす

るため、ラットを用いてタクロリムス体内動態の速度論的解析を行った。また、ラット

摘出反転腸管法を用いて小腸におけるタクロリムスの代謝及びCYP3A活性に関する検

討を行った。

第1節　タクロリムスの体内動態解析

タクロリムスの初回通過効果における小腸及び肝臓の寄与を明らかにするため、ラッ

トに対してタクロリムスを静脈、門脈及び小腸管腔内に投与後4時間までの血中濃度推

4
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Fig. I-1 Time course of changes in blood tacrolimus concentrations measured

by HPLC-MEIA. Tacrolimus was administered by 60-rnin intravenous
(A), 60-min intraportal (B) infusion or intraintestinal (C) injection at a

dose of O.3 (closed symbols) or 1.0 (open symbols) mg/kg to normal rats.

Each point represents the mean ± S.E. ofseven or eight rats.

Table I-1 Pharmacokinetic
in normal rats

parameters after intravenous infusion

Parameters     CL

(mL/min/kg)

 Vi

(L/kg)

    Q

(mLlmin/kg)

 Vss

(L/kg)

42.7±2.4 O.253±O.O03 60.5±1.3 5.22±O.34

Results are mean ± S.E. of eight rats.
CL, Total clearance

V,, Volume of the central compartment
Q, Intercompartmental clearance
Vss, Volume of distribution
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Table　I・2　Apparent　clearance　and　bioavailability　in　normal　rats

Administration Dose　　　　CLIF

（mg！kg）　（mLlminlkg）

F

（％）

Intraintestinal

IntraportaI

Intraporta1

1．0

1．0

0．3

163±18

107±13

104±20

26．2

39．8

41．3

Results　are　mean±S．E　of　seven　or　eight　rats．

移を求めた（Fig．1－1）。門脈内投与時の血中濃度は、静脈内投与時と比べて大きく低下し

ていた。また、小腸管腔内投与時の血中濃度は、門脈内投与時と比べてさらに低下して

いた。一方、タクロリムスの小腸からの吸収性は良好であり、小腸内投与4時間後、管

腔内に残存していたタクロリムスは投与量の0．2％であった。Table　I－1、1－2には各投与

経路における体内動態パラメータを示した。静脈内投与時の血中濃度から算出したタク

ロリムスのクリアランス（CL）は42．7　ml／min，仮gであり、定常状態の分布容積（V，、）は

5．22L！kgであった。小腸管腔内投与時のバイオアベイラビリティ（F）は26．2％と低く、

門脈内投与時におけるバイオアベイラビリティはlmg1kgの投与量では39．8％、0．3

mg！kgでは41．3％と算出され、この投与量の範囲ではタクロリムスの体内動態は線形で

あった。

第2節摘出反転腸管法を用いたタクロリムスの代謝

　前節では、小腸内投与時に小腸組織においてタクロリムスが消失することが示唆され

た。そこで、摘出反転腸管を用いて小腸におけるタクロリムスの代謝を解析した。タク

ロリムス溶液中で、ラット摘出反転腸管を1時間インキュベートした後に残存していた

タクロリムス未変化体の量、及びその値から算出されるタクロリムス代謝量をTable　I－3

に示した。インキュベート後にタクロリムスは粘膜側に69．4％、小腸組織内に7．6％残

存していたが、漿膜側は検出限界（0．5％）以下であり、摘出反転腸管をほとんど透過し
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ないことが明らかになった。従って、1時間のインキュベート中にタクロリムスは約

23％代謝されたと考えられた。一方、CYP3A阻害剤であるミコナゾール共存下において

は、粘膜側に85．4％、小腸組織内に15．3％のタクロリムスが残存しており、タクロリム

スはほぼ100％回収された。従って、ミコナゾールによってタクロリムスの小腸組織に

おける代謝は完全に阻害された、即ち小腸組織においてもタクロリムスはCYP3Aによっ

て代謝されることが示唆された。

第3節ラット小腸におけるCYP3A活性評価

薬物吸収障壁としての小腸の機能を明らか、にするため、タクロリムスと同様にCYP3A

によって代謝されるテストステロンを用いて薬物代謝活性について解析を加えた。なお

CYP3A活性は、小腸及び肝臓ミクロソームを調製し、　NADPH生成系存在下テストステ

ロン6β水酸化活性を指標に測定した。ミクロソーム蛋白の収量は、肝臓で15．7mglg

tissue、小腸において2．9　mglg　tissueであった。　Fig．1－2には肝臓及び、小腸ミクロソーム

におけるテストステロン6β水酸化体生成のタイムコースを示した。肝臓及び小腸のど

ちらにおいてもテストステロン6β水酸化体生成は時間に対して直線的に増加した。小

腸ミクロソームの実験で用いた蛋白量は肝臓ミクロソームの100倍であるにもかかわら

Table　I・3　Amount　remaining　after　incubation　and　metabolism　of

　　　　　tacrolimus　by重he　everted　sac　method

Miconazole（一）　Miconazole（＋）

％of　remained　after　60　min

　　　Mucosal　side

　　　Tissue

％of　metabolized

69．4±2．7

7．6±1．6

23．0±2．5

85．4±5．2　＊

15．3±1．6　＊

一〇．7±6．1　＊

Results　are　mean±SE．　of　four　separate　experiments．

＊：Significantly　different　from　respective　value　without

miconazole，　P＜0。05．
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Fig. I-2 Time course of 6P-hydroxytestosterone formation by microsomes of rat

small intestine (A) and liver (B). Reaction mixtures containing 1 mg of

small intestine microsomes protein or O.Ol mg of liver microsomes protein

were incubated at 37eC with 2oo "iM testosterone.

Each point represents the mean ± S.E. of three independent preparations of
liver microsomes and six of small intestine microsomes.

Table I-4 Testosterone 613-hydroxylase activity of microsomes and everted sacs

Microsomes Everted Sacs

Intrinsic Clearance Liver intestine

(pL/min/g tissue)

(p L/min/mg protein)

51.0 ± 12.2 a

3.23 ± o.s4 a

O.03 18 ± O.oo52 b

O.OI05 ± O.oo20 b

5.48 ± o.13 a

Values are shown as means ± S.E. of three independent preparations of liver
microsomes, six of small intestine microsomes and three independent everted sacs.

a Values were calculated from formation rate of 63-hydroxytestosterone of 60 min.

b Values were calculated from formation rate of 6B-hydroxytestosterone of 30 min.
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ずテストステロン6β水酸化活性は低く（Fig．1－2）、代謝活性を固有クリアランスで表

すと肝臓では51．0μLlminlg　tissue、小腸では0．0318μノminlg　tissueであった（Table　I－4）。

さらに、小腸組織における代謝活性を明らかにするため、摘出反転腸管を用いた代謝実

験を行った。テストステロン溶液中で、ラット摘出反転腸管を1時間インキュベートし

た後に生成した6β水酸化テストステロンの量をFig．1－3に示した。6β水酸化テストス

テロンはほとんどが粘膜側及び小腸組織中に存在しており、漿膜側へはほとんど透過し

なかった。また、摘出反転腸管における代謝活性を固有クリアランスで表すと5．48

ロノminlg　tissueと算出された（Table　I－4）。一方、摘出反転腸管におけるテストステロン

6β水酸化活性は、CYP3A阻害剤ミコナゾール及びタクロリムス共存下でほぼ完全に阻

害された（Fig．1－3）。
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第4節考 察

　経口投与後のタクロリムスのバイオアベイラビリティは、腎、肝移植患者で4～89％

（平均25％）と低く、個体内・個体間変動も極めて大きい1）。近年、小腸に代謝酵素であ

るCYP3Aが発現することが報告されているB－15）。また、タクロリムスはCYP3Aの基質

であるため1び12）、肝臓での代謝に加えて小腸での代謝が、バイオアベイラビリティの低

下や個体内・個体間変動に寄与していると推察される。さらに、タクロリムスを基質と

する薬剤排出トランスポータPgpが、　CYP3Aと同様に小腸上皮細胞に発現しているこ

とが報告されている22’23）。PgpはCYP3Aと類似の基質認識性を示すことが知られてお

り、これら代謝酵素と薬剤排出トランスポータが協働的に機能し、小腸が薬物の初回通

過効果に大きく関与しているという仮説が提示されている22）。従って、本章では吸収障

壁としての小腸の機能に注目し、ラットを用いてタクロリムスの初回通過効果に関して

速度論的解析を行い、バイオアベイラビリティに対する肝臓と小腸の寄与を明らかにし

た。また、摘出反転腸管法を用いてタクロリムスが小腸によって代謝されることを確認

した。

　第1節において、タクロリムスの小腸内投与4時間後には、小腸管腔内にタクロリム

スはほとんど残存しないこと（投与量の0．2％）が明らかとなった。またタクロリムスは

pH　6．98のバッファー中で24時間は安定であると報告されていることより24）、タクロリ

ムスはほぼ完全に吸収されていたものと考えられた。さらに小腸内投与時の最高血中濃

度到達時間が15－30分と短いことより、タクロリムスの吸収は速やかに行われるものと

考えられた（Fig．1－1）。従って、タクロリムスをラット小腸内へ投与した場合の吸収は速

く完全であり、吸収不全が小腸内投与時における低バイオアベイラビリティの要因では

ないことが示された。

　近年、ヒトにおいてシクロスポリンA等のCYP3Aの基質である薬物が、　CYP3A阻害

剤によって小腸で代謝阻害を受け、薬物相互作用が起きる可能性が示唆されている16’23）。

本研究においても、小腸内投与時のバイオアベイラビリティが26．2％と、門脈内投与時

の値（39．8％）に比べて低く、小腸でタクロリムスが代謝を受けていることが示唆された

（Fig．1－1、　Table　I－2）。また、門脈内投与時のバイオアベイラビリティは投与量に依存し
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なかったことから、タクロリムスの肝代謝は線形性を示す範囲であると考えられた。そ

こで、門脈内及び小腸内投与後のバイオアベイラビリティの値から、タクロリムスの肝

臓及び小腸における抽出率を算出したところ、それぞれ60．2％、34．2％であると推定さ

れた。即ち、小腸内に投与したタクロリムスを100％とすると、0．2％が吸収されずに残

存し、小腸組織によって34．1％が代謝される。続いて、残りの65．7％が門脈を通って肝

臓に入り、肝臓によって39．5％が代謝され、最終的に26．2％が全身循環に入るものと考

えられた（Fig．1－4）。さらに、ラット摘出反転腸管法による検討で、タクロリムスの小腸

での代謝がCYP3Aの阻害剤であるミコナゾール共存により完全に阻害されたことから、

小腸における34。1％の消失は、CYP3Aを介した代謝によるものであると考えられた。一

方、組織内に残存したタクロリムスはミコナゾール共存下では15．3％、非共存下では

7．6％であった。ミコナゾールはCYP3AだけでなくPgpの阻害剤でもあるため、ミコナ

ゾール共存下では組織中のタクロリムス濃度が上昇したものと推察された。従って、

Pgpはタクロリムスを小腸管腔内へ排出することによって吸収不全ともたらすのではな

く、小腸上皮細胞中のタクロリムス濃度を低く保つことによって、CYP3Aの機能を補

助している可能性が示唆された。

Small
htestine

Por量al　Veh

　65．7％

Unabso「bed　　　　Metabolized

　O．2％　　　　　　34．1％

Liver

聾

Metabolized

　39．5％

Circulation

　26．2％

Fig．1・4　Sc恥ematic　diagram　depicting　the行rst・pass　ef雷ect　of　tacroiimus

　　　　after　in加面nal　administra髄on．
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cYp3Aサブファミリーはラットにおいて5分子種 (cYp3Al,3A2,3A9,3A18,3A23)が

クローニングされており､そのうちcYp3A2,3A9,3A18,3A23の4分子種が雄性ラット

の肝臓において発現していることが報告されている25~34)｡しかし､小腸において発現 し

ているCYP3A分子種については未だ不明である｡ また､ラットの客分子種に対する特

異抗体も存在しないため､本章ではテス トステロン6β一水酸化活性を指標にCYP3A活性

として評価した33)｡反転腸管におけるテス トステロン6β水酸化活性は､小腸ミクロソー

ムの結果から予想される値に比べ約 170倍と非常に高いものであり､反転腸管における

代謝活性は肝臓 ミクロソームの約 10分の 1に達することが示された (TableI-4)O 徒つ

て､小腸ミクロソームの代謝活性を測定するだけでは小腸における初回通過効果を過小

評価 してしまう危険性があることが推察された｡一方､pgpはcYp3A と協働的に機能

し､小腸が薬物の初回通過効果に大きく関与していると推察されているが22)､第2節に

おける検討及び反転陽管における代謝滑性が小腸ミクロソームより顕著に高いことより､

pgpとcYp3Aが協働的に機能し高い代謝活性を示すことが示唆された｡

以上より､タクロリムスの肝臓及び小腸における代謝が､タクロリムス経口投与時の

バイオアベイラビリティが低 く､個体間変動が大きい一因となっていることを明らかに

した｡さらに､小腸におけるCYP3A活性は非常に高く､cYp3Aを介した代謝によって

タクロリムスと併用薬物や食物との相互作用が発生する可能性があると推測された｡
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第Ⅱ章 小腸部位差に着目したタクロリムス初回通過効果の比

較解析

生体に投与されたタクロリムスは､主 として肝 cYp3Aを介する代謝によって消失す

ると考えられていた 1･2,6･10)｡ しかし､第Ⅰ章においてタクロリムスは小腸において代謝

され､初回通過効果を受けることを明らかにした｡

小腸移植は短腸症候群の患者に対する根治的な治療法であり､タクロリムスによる免

疫抑制療法は移植術後管理の中心的役割を果たす 35,36)｡ 小腸移植において移植片として

小腸全長を用いた場合､免疫的な負荷が大きく移植片対宿主病の危険性が増すため､部

分小腸移植が推奨されている36)｡特に､生体小腸移植では脂質吸収､臓器提供者の安全

性を重視 した術式の観点から回腸が移植片 として用いられているが 35･36)､移植後は移植

片がタクロリムスの吸収部位 となるため､タクロリムスの吸収及び初回通過効果に及ぼ

す移植片の寄与は非常に大きいものと考えられる｡ しかしながら､タクロリムスの動態

特性に着目した移植片小腸部位選択の妥当性に関する情報はほとんどない｡そこで本章

では､タクロリムスの初回通過効果に対する小腸の役割を機能的に明らかにすることを

目的として､小腸各部位由来の摘出反転腸管を用いてタクロリムスの代謝実験を行った｡

さらに､空腸及び回腸切除ラットを用いてタクロリムスのバイオアベイラビリティの変

化について検討を加えた｡

第 1節 小腸におけるタクロリムス代謝における部位差の解析

タクロリムスの代謝における小腸部位差を明らかにするため､ラット十二指腸､空腸､

回腸由来の摘出反転腸管を用いて代謝実験 を行った｡何れの部位においても､1時間の

インキュベーション後タクロリムスの未変化体はほとんど粘膜側及び組織中に存在して

おり､兼膜側にはほとんど透過 しないことが明らかになった (Fig.Ⅲ-トA)｡ また､すべ

ての部位においてミコナゾ-ル共存下ではタクロリムスの代謝が阻害され､回収率が上

昇していることが確認された｡ ミコナゾ-ル非共存下の消失率から､共存下での消失率

を差し引いた値は､摘出反転腸管によって代謝されたタクロリムスの割合を示すと考え

13
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Fig. II-1 Metabolism of tacrolimus in everted sac experiments. A: Recovery

rate oftacrolimus from the mucosal side (open columns) and tissue

(dotted columns), and calculated elimination (closed columns) with or

without miconazole. B: Metabolism of tacrolimus by everted sacs of

the duodenum, jejunum and ileum calculated from the difference in

recovery rate with and without miconazole. Each column represents

the mean ± S.E. of three rats.

*: Significantly different from duodenum, P<O.05.

Table II-1 Body weight changes after small bowel resection

surgery

POD*O
  (g)

POD 7

 (g)

POD Z,CPOD O

    (%)

Sham operation

Jejunum resection

Ileum resection

222±9

225 ±6

221 ± 8

243 ±9

232±9

229 ± 12

109±3

103 ±4

104±4

Results are means ± S.E. of eight rats.
*: POD, Post-operative day
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Fig．　II・2　Representati▼e　his重010gical　s㏄髄ons　of　smamntestine．珂unum（A，　C）and　ileum

　　　（B，D）fセom　befbre（A，　B）and　after　ileum　res㏄tion（C）or　j皇junum　res㏄tion（D）．

　　　Orighlal　magnification，　x　200（A，　C）and　x　400（B，　D）．

られ、その数値は、十二指腸33％、空腸22％、回腸6．4％であった（Fig．1【一1－B）。以上の

結果よりタクロリムスの代謝活性は、十二指腸がもっとも高く、空腸、回腸の順に代謝

活性が低くなることが明らかになった。

第2節空腸及び回腸切除ラットにおけるタクロリムス体内動態変動

　タクロリムスの初回通過効果における空腸及び回腸の寄与を明らかにするため、部分

小腸切除ラットを作製した。空腸及び回腸切除ラットの体重増加は模擬処置ラットと比
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H昏H・3Westem　b置ot睦ng　of　crude　p1㎜a　memb㎜e　protein　fセom　the

　　　j｛類un㎜and　ileum．　A：Cnlde　plasma　membrane　protein（25μg）

　　　isolated　from　the　upPer拘unum　and　distal　ileum　was　separated　on

　　　　SDS－PAGE．　Pgp　was　identi血ed　using　mon㏄10nal　antibody　C219　and

　　　　vi皿hl　was　identified　using　a　polyclonal　antibody　to　vilhn．　B：

　　　　r㎏nsitom面。　quantificadon　of　Pgp　was　perfomed　widl　nomalization

　　　　of　the　nesults　relative　to止e　vnl㎞si鯉s．　E㏄h　colu㎜rep㈹sents　the

　　　　mean±SE．　of　thr㏄rats．

較した場合、若干の低下が見られたが有意な差ではなかった（Table　I【一1）。また、空腸切

除及び回腸切除ラット間では差が認められなかった。空腸及び回腸切除一週間後の小腸

サンプルをパラフィン包埋した後ヘマトキシリンーエオシン染色し、顕微鏡下で観察し

たところ、形態的な変化は見られないことが示唆された（Fig．　H－2）。さらに、空腸上部、

回腸下部におけるPgpの発現をウェスタンプロット法により検出し、発現量をバンド強

度より定量化した結果、部分小腸切除後にPgp発現量は低下傾向を示したが、その差は

有意なものではなかった（Fig．　H－3）。以上より、部分小腸切除後一週間では残存小腸に
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　　　　ileum－resected　rats（C）．　Each　point　represents　the　mean±S．E．　of　five　rats．

　　　　＊：Significantly　different　from　sham　operated　controls，　P＜0．05

ほとんど変化はないことが確認された。以下の検討は小腸切除後一週間のラットを用い

て行った。

模i擬処置、空腸及び回腸切除ラットにImg！kgのタクロリムスを静脈内投与した後の

タクロリムス血中濃度推移には大きな差はなかった（Fig．　II－4）。静脈内投与後の血中濃

度推移から求めた薬物動態パラメータは、空腸及び回腸切除ラットにおいて醜、の低下

がみられ、空腸切除ラットにおいてCしが低下することが明らかになった（Table　II－2）。

次に、タクロリムスの初回通過効果に対する小腸切除の影響を明らかにするため、模擬

処置、空腸及び回腸切除ラットにタクロリムスを小腸内に瞬時投与した。何れの小腸切

除ラットにおいても明らかなタクロリムスの血中濃度上昇が認められ、空腸切除ラット

において、模擬処置及び回腸切除ラットに比べTlmxが大きく遅延することが示唆され

た（Fig．　H－5）。さらに、投与4時間後にはタクロリムスは小腸管腔内にほとんど残って
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Table II-2 Pharmacokinetic parameters
tacrolimus in sham-operated,
resected rats

after intravenous
jejunum-resected

infusion of
and ileum-

Parameters CL

(mL/min/kg)

  V,

(mL/kg)

Q

(mL/min/kg)

 Vss

(L/kg)

Sham Operation

Jejunum Resection

Ileum Resection

51.9±3.0

40.5 ± 2.1*

49.2 ± 1.5

349 ± 19

324 ± 10

280 ± 11*

53.9 ± 3.7

37.8 ± 1.8*

46.1 ± 2.1

6.65 ± O.31

4.06 ± O.24*

5.05 ± O.13*

Results are mean ± S.E. of five rats.
": Significantly different from sham operated controls, P < O.05
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Time course of changes in blood tacrolimus concentrations measured by

MEIA following intraintestinal iajection at a dose of 1.0 mgtkg.

Tacrolimus was administered to sham-operated (A),jejunum-resected (B) or

ileum-resected rats (C). Each point represents the mean ± S.E. of five rats.

": Significantly different from sham operated controls, P<O.05
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Table　II・3　Pharmacokinetic　parameters　after　intraintestinal　adm面stration

　　　　　in　sham・operated，　jejunum－resected　and　ileum・resected　raIs

Parameters 　CLIF　　　　　F

（mLlminlkg）　　（％）

Tmax

（min）

Cmax1Cmin

Sham　Operation

J句unum　Res㏄tion

Ileum　Resection

302±41

166±9＊

151±24＊

17．2　　　　9．3±1．0　　　　9．3±25

24。2　　　　25．2±0．9＊　　　　3．7±0．3

32．5　　　10．1±1．4　　　　6．9±1．5

Results　are　means±SE．　of　five　rats．

＊Significant　differences　ffom　sham　operated　controls，　P＜0．05．

いなかったことから、小腸切除ラットにおいてもタクロリムスの小腸における吸収は極

めて良好であることが確認された。小腸内投与時の血中濃度推移からTmaxを算出し、

静脈、及び小腸内投与時のAUCから、小腸内投与時のバイオアベイラビリティを算出

しTable　II－3に示した。空腸切除ラットにおいてTmaxは、模擬処置ラットに比べ約2倍

に遅延していることが明らかになった。また、バイオアベイラビリティは回腸切除ラッ

トにおいて、模擬処置ラットの約2倍に上昇しており、空腸切除ラットにおいても若干

の上昇が認められた。さらにCmax1Cmin比を比較した結果、空腸切除ラットにおいて模

擬処置ラットの約40％に低下していた。

第3節考 察

第1章における検討より、タクロリムスの肝臓及び小腸における代謝が、タクロリム

ス経口投与時のバイオアベイラビリティが低く、個体間変動が大きい一因であることが

明らかとなった。生体部分小腸移植では術式の観点から回腸が移植片として選択される

ことが多いが35’36）、タクロリムスの吸収・代謝を担う小腸の部位差に関する情報はほと
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んど無い。従って、本章ではタクロリムスの初回通過効果に対する小腸部位差に注目し、

摘出反転腸管法を用いてタクロリムス代謝活性を評価した。さらに、空腸及び回腸切除

ラットを用い、タクロリムス初回通過効果における空腸及び回腸の寄与について比較解

析を行った。

　タクロリムスの代謝に関与するCYP3A蛋白の発現量は、小腸上部における発現量が

中部及び下部に比べ高いことが報告されている15’22）。一方、タクロリムスを基質とする

薬剤排出トランスポータPgpは、　CYP3Aとは反対に小腸上部から下部にかけて発現量

が上昇することが報告されている2以37）。第1節において摘出反転腸管におけるタクロリ

ムス代謝活性は、十二指腸〉空腸〉回腸の順であり、CYP3A発現量に対応したもので

あった（Fig．　II－1）。

　Masudaら35）は生体小腸移植患者においてタクロリムス血中濃度般与量比がPgpをコー

ドするMulddrug　Resistance　protein（MDR1）mRNAの小腸における発現量と良好な負の相

関を示すことを報告した。従って、Pgp発現量に変化が認められる場合、タクロリムス

のバイオアベイラビリティに影響を与えることが推察される。しかし、第2節において

用いた術後7日後の小腸部分切除ラットではPgp発現量に変化が見られず、さらに形態

学的な変化も見られなかった（Figs．　II－2、　n：一3）。そのため、小腸部分切除後一週間では

残存小腸における機能的な変化はなく、タクロリムス体内動態変動は空腸及び回腸の機

能的欠損を反映することが示唆された。

　空腸及び回腸切除ラットにおけるタクロリムスのバイオアベイラビリティ上昇は、タ

クロリムス吸収量の増大、もしくは小腸における初回通過効果の減少に起因することが

推察される。しかしながら小腸内投与実験終了後、小腸管腔内に残存していたタクロリ

ムスの投与量に対する割合は、模擬処置群1．1％、空腸切除群1．2％、回腸切除群0．8％で

あり、吸収はほぼ完全であった。これらの結果より、部分小腸切除群におけるタクロリ

ムスのバイオアベイラビリティ上昇は、小腸における初回通過効果の減少によるもので

あることが明らかになった。1η卿。における小腸各部位のタクロリムス初回通過効果は

CYP3Aによる代謝、　Pgpによる小腸管腔側へのくみ出し及び血流による洗い流しの過程

の総和と考えられる22’38）。摘出反転腸管及び加V∫VOにおける検討から、回腸における

代謝活性は空腸よりも低いにもかかわらず、空腸及び回腸のどちらにおいてもタクロリ
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Fig. II-6 A schematic diagram depicting the process of first-pass extraction in the

jejunum and ileum following an oral administration of tacrolimus. To gain

entry into the body, tacrolimus absorbed from the gut lumen into epithelial cells

(shaded arrow) is metabolized by CYP3A (closed arrow), and is also excreted

by Pgp (hatched arrow), then remnant tacrolimus diffuses into the portal blood

(open arrow). In thejejunum, the expression level of CYP3A is higher than that

in the ileum and, the expression level of Pgp is lower than that in ileum.

Therefore, the metabolic activity of tacrolimus in the jejunum is higher than that

in the ileum, but the rate of diffkision into portal blood is fast. On the other hand,

the high level of Pgp expression in the ileum limits the tacrolimus diffusion rate

into the portal blood.
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ムスは顕著な初回通過効果を受けることが明らかになった（Fig．　II－5、　Table　II－3）。一方、

吸収部位が回腸となる空腸切除ラットにおいてTmaxが模擬処置及び回腸切除ラットの

約二倍に延長した。これは、回腸の表面積が空腸に比べ小さいこと、及びPgp発現量が

空腸に比べて顕著に高いことに起因すると考えられる37）。これらの結果から、空腸にお

いては高いCYP3A活性がタクロリムス初回通過効果に寄与していること、回腸におい

ては高いPgp発現量がタクロリムス吸収を遅らせることにより、結果としてCYP3Aへ

の暴露時間が長くなるため、’η卿。において顕著な初回通過効果を示すことが推察され

た（Fig．　II－6）。

　本章で用いた部分小腸切除モデルは、簡便な部分小腸移植時の体内動態のモデルとし

ても用いることができると考えられる。空腸切除ラットにおいてタクロリムスの吸収遅

延が認められることから、移植片として回腸を用いた生体小腸移植患者において、他の

臓器移植患者に比べタクロリムスのTmaxが延長する、即ち免疫抑制の標的臓器である

小腸に長く残存することが予想される（Fig．　II－5、　Table　II－3）。また、空腸切除ラットに

おいてタクロリムスのCmax／Cmin値が回腸切除ラットよりも小さいことから、回腸移植

時にはタクロリムスのトラフ値を高く設定しても、Cmax値は空腸移植時よりも低くコ

ントロールできることが示唆された。これらの特徴から、回腸を移植片として用いた小

腸部分移植は、臓器提供者の安全性を重視した術式の観点からだけでなく免疫抑制療法

の観点からも優れていることが示された。一方、回腸切除ラットにおいてバイオアベイ

ラビリティの上昇が見られたことから、回腸を用いた生体小腸移植の臓器提供者におい

てCYP3Aによって代謝される薬物を投与する際に血中濃度が上昇する可能性が示唆さ

れた。

以上より、空腸及び回腸はそれぞれ異なる機能的特徴を有しており、これらの総和が

タクロリムスの初回通過効果として現れること、回腸を用いた生体部分小腸移植は術後

管理の面からも空腸移植よりも優れていることが明らかになった。
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第皿章部分肝切除ラットにおけるタクロリムスの初回通過効

　　　　　果

カルシニューリン阻害薬であるタクロリムスは、強い免疫抑制作用を持つマクロライ

ド化合物であり、肝移植の術後管理に必須の薬物であるL3’賦39’40）。近年、臓器提供者か

ら安全に肝臓の右葉を摘出できるようになり、生体部分肝移植が小児だけでなく成人に

対しても適用されるようになった41’46）。生体部分肝移植直後はタクロリムスの体内動態

が不安定であることが知られ、タクロリムスの初期投与量を決定するための情報が不足

している8’10）。しかし、生体部分肝移植術後の移植肝は経国的に再生し増大することが

知られ、タクロリムスをはじめ多くの薬物が肝臓において代謝・排泄を受けることから、

肝再生期における薬物動態の変動を明らかにすることは、移植患者に対する薬物投与設

計を立てる上で重要である。著者は第1章において、タクロリムスは肝臓のみならず小

腸においても顕著な初回通過効果を受けることを示した。また、Hashidaら47）は生体部

分肝移植後の患者において、移植後1週間はタクロリムスの血中濃度1投与量比が小腸

MDRI　mRNAの発現量と負の相関を示すことを報告している。第1、　II章及びこれらの

検討からタクロリムス体内動態における大きな個体問変動は、小腸における初回通過効

果の個体差に起因している可能性が示された。しかし、Hashidaらの検討は移植後一週

間に限ったものであるため、一週間以上経過した後については不明である。一方、

Fukatsuら48）はタクロリムス体内動態の母集団解析の結果、成人生体内移植患者におい

てタクロリムスの全身クリアランスが経時的に増大することを明らかにした。このよう

なタクロリムス体内動態の変動は、肝組織重量の回復、代謝酵素などの発現変動に起因

するものと想定されるが、詳細な機序については不明である。

　そこで本章では、生体部分肝移植直後は肝臓における初回通過効果が小さいために、

小腸での初回通過効果に大きく影響を受け、術後日数が経過するに従って肝臓の寄与が

増大するという仮説を立て、それらを証明するため以下の検討を行った。
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第1節部分肝切除ラットにおけるタクロリムス体内動態変動

肝再生期におけるタクロリムス体内動態の変動について詳細に検討するため、70％部

分肝切除モデルを作製した。肝切除後の肝重量は術後1日まで回復が見られず、2日以

降は経時的に回復した。ALT、　AST、総胆汁酸値などの肝機能マーカーは、術後一過性

に上昇し、4日目には模i擬処置群と同程度まで低下した（Table　III－1）。

　まず、タクロリムスの消失に及ぼす肝切除の影響を明らかにするため、肝重量によっ

て投与量を調節し静脈内にタクロリムスを定速投与し、投与後4時間までの経時的な血

中濃度推移を求めた（Fig．　III－1）。肝切除群においてタクロリムスの消失が遅延している

コ
S35・

暑1器

11器

80

A B 杢 C D

60　120　1802400　　60　120　180240　0　　60　120　1802400

　　　　　　　　　　　　　Time（min）

コ
∈350
喜3∞

）250
量2∞
董150
芒100
8　50
呂

O　　O

60　120180240

E F G

60　1201802400　　60　1201802400　　60　120180240

　　　　　　　　　Time（min）

Fig．　IIH　Time　course　of　c臨anges　in　b蓋ood　tacrolimus　concentrations　measured　by

　　　　MEIA　following　60・min　intravenous　infusion　at　a　dose　of　O．125　mガg

　　　　liver／kg．　Tacrolimus　was　ad血nistered　to　rats　at　the　different　time　points　after

　　　　paltial　hepat㏄tomy（closed　symbols）and　at　a　dose　of　1．O　mglkg　to　sham

　　　　operated　rats（open　symbols），0．5（A），1（B），2（C），4（D），7（E），14（F）and　21

　　　　（G）day，　Each　point　represents　the　mean±S．E．　of　four　to　five　rats．
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　　　　total　clearance（A），　intercompartmental　clearance（B），　the　volume　of　the

　　　　ce叫ral　compartment（C）and　the　volume　of　distribution（D）of　tacrolimus

　　　　in　sham　operated（open　symbols）and　partiany　hepat㏄tomized（closed

　　　　symbols）rats．
　　　　Each　point　represents　the　mean±S．E　of　four　to　five　rats．

　　　　＊：Significantly　di脆rent　f止om　sham　operated　controls，　P＜0．05

ことが明らかになった。しかし、タクロリムスの消失は徐々に回復し、術後14日には

ほぼ模擬処置群と同程度であることが示唆された。静脈内投与後の血中濃度推移よりタ

クロリムスの体内動態パラメータを算出しFig．　III－2に示した。肝切除によってCLは約

30％に低下し、経日的に回復した。Q、　Vl、又、も同様に肝切除によって低下した。

次に、タクロリムスの肝臓における初回通過効果に及ぼす肝切除の影響を検討するた
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Fig．　m・3　Time　course　of　changes　in　blood　tacmlimus　concentra髄ons　measured　by

　　　　MEIA酬owing　60・min　intmportah曲sion　at　a　dose　of　O．125　mσg　liverlkg．

　　　　Tacrolimus　was　administered　to　rats　at　the　different　time　points　after　partial

　　　　hepatectomy（closed　symbols）and　at　a　dose　of　1．O　mglkg　to　sham　operated　rats

　　　　（open　symbols），0．5（A），豆（B），2（C），4（D），7（E），14（F）and　21（G）day．　Each

　　　　point　represents　the　mean士SE．　of　four　to　five　rats．

め、肝重量によって投与量を調節し門脈内にタクロリムスを定速投与し、投与後4時間

までの経時的な血中濃度推移を求めた（Fig．　III－3）。門脈内投与後の血中濃度は、静脈内

投与後の血中濃度よりも低下しており、部分肝切除ラットにおいてもタクロリムスは肝

初回通過効果を受けることが明らかとなった。

　さらに、タクロリムスの小腸における初回通過効果に及ぼす肝切除の影響を検討する

ため、lm酪9のタクロリムスを小腸内に瞬時投与し、投与後4時間までの血中濃度推

移を求めた（Fig．　III－4）。肝切除群では、術後2日目まで顕著な血中濃度上昇が見られた

が、4日目以降徐々に低下し、14日目までにほぼ模擬処置群程度まで低下した。また、
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Fig．　IH・4　Time　course　of　changes　in　b霊ood　tacrolimus　concentrations　measured　by

　　　　MEL△following　intraintes“nahnj㏄“on裂t　a　dose　of　1．O　mglkg．　Tacrolimus

　　　　was　administered　to　rats　at　the　different　time　points　after　partial　hepatectomy

　　　　（closed　symbols）and　to　sham　operated　rats（open　symbols），05（A），1（B），2（C），

　　　　4（D），7（E），14（F）and　21（G）day．　Each　point　represents　the　mean±S．E　of　four

　　　　to　five　rats．

投与4時間後にはタクロリムスは小腸管腔内にほとんど残っていなかったことから、肝

切除ラットにおいてもタクロリムスの小腸における吸収は極めて良好であることが示さ

れた。一方、肝切除後のラットでは小腸内に投与した場合の最高血中濃度は模擬処置ラッ

トに比べ約3倍に上昇したが、小腸内投与時のバイオアベイラビリティは約2倍で血中

濃度の上昇に比べて小さいものであった（Fig．　HI－5）。
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第2節部分肝切除後の肝CYP3A活性の評価

部分肝切除後は、肝臓における各種CYP分子種の発現変動が起きることが報告されて

いる4軌5α51）。そこで、タクロリムス代謝に関わる肝CYP3Aサブファミリーの発現変動

に注目し、残存肝における代謝活性を評価した。肝切除後の肝臓におけるCYP3A活性

は、肝切除後の残存肝よりミクロソームを調製し、NADPH生成系存在下テストステロ

ン6β水酸化活性を指標に測定した。肝ミクロソームにおけるテストステロン6β水酸化

体の生成は基質濃度上昇に伴い飽和性を示し、ミカエリスメンテン式に当てはめて得ら

れた㎞値は術後すべての期間でほぼ一定であった（Fig．　III－6、　Table　III－2）。V㎜値は

肝切除後1日目に低下が見られ、その後4日目に大きく上昇した後、模擬i処置群程度ま

で低下した。Vmax値をKm値で除した固有クリアランス（CLint）値はV㎜値の推移と

同様に、肝切除後1日目に低下が見られ、その後4日目に大きく上昇した後、模擬処置
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　　　　　　Liver　microsomes　used　were　prepared　ffom　rats　at　the　diffbrent　time　points　after

　　　　　　partial　hepatectomy（closed　symbols）and　sham　operation（open　symbols），0，5（A），1

　　　　　　（B），2（C），4（D），7（E），14（F）and　21（G）day．　Each　point　represents　the　mean±S．E．

　　　　　　of　three　rats．

群程度まで低下するという二相性の回復を示すことが明らかになった（Table　III－2）。

第3節考 察

生体部分肝移植は、胆道閉鎖症や劇症肝炎を始め様々な肝不全に対して救命的に行わ

れる治療である。免疫抑制剤タクロリムスは肝移植後の拒絶反応抑制薬として用いられ

ており、術後管理において非常に重要な役割を果たしている39’46）。タクロリムスは体内
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動態、特に経口投与時のバイオアベイラビリティの変動が大きいことが知られており投

与設計が難しい薬物である1’1q47）。第1章において、経口投与されたタクロリムスは肝

臓のみならず小腸においても代謝を受け、顕著な初回通過効果を受けることを明らかに

した。一方、生体部分肝移植後の移植肝は再生しそのサイズが回復することが知られて

いる。しかし、肝再生期におけるタクロリムス体内動態変動に関する検討はなされてい

ない。そこで、本章では70％肝切除モデルラットを用い、肝再生期におけるタクロリム

ス体内動態の変動について、機能的変化を中心に検討した。

静脈内投与後の血中濃度推移より、タクロリムスの体内動態パラメータを算出したと

ころ、タクロリムスの全身クリアランスは、肝重量に変化が見られず肝臓における

CYP3A活性が低下する肝切除2日目までは減少した（Fig．　III－2、Table　III－2）。一方、タ

璽ii

奎ll

きll

ll

　　　O　O．1　0．20．30．40．50．6

　　Testosterone　6β一Hydroxylation

　　　　（mL！mg　protein130　min）

　　　Liver　Weight（9）
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Fig．皿・7　Changes　in　total　clearance　of　tacrohmus　after　intravenous　infusion・

　　　　（A）Relation　between　total　clearance　and　testosterone　6β一hydroxylase

　　　　activity　of　sham　operated（open　symbols）and　partially　hepatectomized

　　　　（closed　symbols）rats．（B）Relation　between　total　clearance　and　liver　weight

　　　　of　sham　operated（open　symbols）and　partiaUy　hepatectomized（closed

　　　　symbols）rats．　Each　point　represents　the　mean±S．E　of　four　to　five　rats．
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クロリムスは主に肝CYP3Aによって代謝され消失するが1’2’6’lo）・肝切除後4日以後は

CYP3A活性ではなく肝重量の増加に伴って全身クリアランスの回復が認められた（Fig．

皿一7）。模擬処置群における全身クリアランスは51・6mlノ㎡1ソkgと算出され・肝血流量

の約80％であった。これらの結果より、タクロリムスの全身クリアランスは残存肝重量

によって影響を受ける肝血流量によって支配されることが示された。さらに、肝重量が

変化しない期間だけは、肝CYP3A活性に依存することが明らかとなった。また・中心

コンパートメントの分布容積V、は模擬処置群で439．2rnUkg、肝切除1日目で328．6

mI／kgであり、タクロリムスは肝臓への分布が非常に大きいことが明らかになった。

CYP3Aサブファミリーは雄性ラットの肝臓においてCYP3A2，3A9，3A18，3A23の4分

子種が発現していることが報告されている25－34）。肝切除によってCYP3Aの発現量が一

時的に低下することが報告されているが49）、すべての分子種に関する詳細な検討はなさ

れていない。本章においても肝切除によってCYP3A活性は一時的に低下し、その後一

過性に上昇するという二相性の回復を示した。CYP3Aサブファミリーのうち、どの分

子種がタクロリムスの代謝に関わっているかは不明であり、本章ではテストステロン

6β一水酸化活性を指標にCYP3A活性として評価したが、これらがタクロリムスのクリア

ランスと相関しない原因の可能性も考えられた。一方、ヒトではタクロリムスは主に肝

臓においてもっとも含量が多いCYP3A4によって代謝されるが、　CYP3A4のアイソフォー

ムであるCYP3A5の寄与については不明である。また、　CYP3A4、3A5のどちらの分子

種についても多くの遺伝子多型が存在することが知られており、それらの関与について

も不明である52’53）。さらに、近年CYP3A43もクローニングされたが機i能については不

明であり5455）、タクロリムス代謝に関してはさらなる研究が必要であると考えられる。

　肝切除後のラットにおける、タクロリムス静脈、門脈及び小腸内投与後の血中濃度推

移より、小腸における抽出率を算出し小腸内投与後のバイオアベイラビリティとの相関

をFig．　m－8－Aに示した。肝切除後4日間は小腸における抽出率とバイオアベイラビリティ

との間に非常によい負の相関が見られたが、7日以降は相関が見られなかった。一方・

肝重量と小腸内投与後のバイオアベイラビリティの相関を検討した結果・肝切除後2日

以降は非常によい負の相関が見られることが明らかになった（Fig・III－8－B）。術後2～4
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Fig．　nl・8　Changes　in　bioavailability　of　tacrolimus　after　intraintes6nal

　　　　i可㏄髄on．
　　　　（A）Relation　between　bioavailability　and　gastrointestinal　extraction

　　　　ratio　of　sham　operated（open　symbols）and　partially　hepatectomized

　　　　（closed　symbols）rats。　Although　bioavailability　was　closely　related　to

　　　　the　gastrointestinal　extraction　ratio　fbr　4　days　after　resection（circle

　　　　symbols），　bioavailability　was　not　related　after　7th　day（triangle

　　　　symbols）．（B）Relation　between　bioavailabi蓋ity　and　liver　weight　of

　　　　sham　operated（open　symbols）and　partially　hepatectomized（closed

　　　　symbols）rats．　After　2nd　day（triangle　symbols），　a　good　correlation

　　　　was　seen　between　the　bioavailability　and　the　liver　weight，　and　was　not

　　　　seen　for　l　day（circle　symbols）．　Results　are　based　on　the　data　of　fbur

　　　　to　five　rats．

日ではバイオアベイラビリティに対し、小腸における抽出率及び肝重量の双方に相関を

示すことから、小腸における抽出率及び肝重量の両方の寄与が同程度であることが示唆

された。これらの結果より、肝再生期におけるタクロリムス体内動態変動には三段階の

回復過程が存在することが推察された。即ち、肝切除後初期では、タクロリムスのバイ

オアベイラビリティの変動は肝初回通過効果をほとんど受けないために、小腸における

初回通過効果に大きく影響されること、さらに、肝初回通過効果及び小腸における初回

通過効果の両方に影響を受ける時期を経て、肝重量回復期には主に肝臓における初回通

過効果の変動の影響を受けることが示唆された（Fig．　III－9）。また、　Hashidaら47）は生体
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部分肝移植後の患者において、移植後1週間はタクロリムスの血中濃度！投与量比が小腸

MDR　I　mRNAの発現量と負の相関を示すことを報告している。小腸MDR　Iの発現量は、

小腸におけるタクロリムス初回通過効果を調節する因子として考えられ、移植直後の肝

初回通過の寄与が小さい時期では、小腸における初回通過効果の変動に大きな影響を受

けるという本章における結果と一致する。しかしながら、タクロリムスの初回通過効果

における肝初回通過効果の寄与は肝再生が進むにつれて大きくなっていき、小腸におけ

る初回通過効果の寄与よりも大きくなったときには、タクロリムスの体内動態は肝再生

における個体差に大きく依存することになると考えられる。そのため、生体部分肝移植

後の患者では、移植肝の再生をモニタリングすることによってタクロリムス体内動態を

Gastrointestinal

　Extraction

1－ive「Ext「action

Dominat　o「gan（s》

on　Tac「olimus

　Bioavailablily

Immediately　A髄er

　Hepatectomy
1＿iver　Regenerating

　　Period

匝］ll⇒［05］翻日〔⇒［亜］

↓

匝］　1［＝〉匝コ旺⇒
↓

Small　Intestlne

↓

Small　intestine

　　I－iver

0．4

↓

Liver

Fi＆nI・9　A　schematic　diagr㎜depic戯ng血e　pr㏄㏄s　of∬rst・p螂extrac髄on　in

　　　　pardally　hepatectomized　rats　following　an　oral　administration　of　tacrolimus．

　　　　In　this　study，　the　results　indicated　that　there　were　three　stages　of　change　in

　　　　tacrolimus　pharmacokinetics．
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予測できる可能性がある。

以上の結果より肝切除直後では、タクロリムスバイオアベイラビリティの変動は肝初

回通過効果をほとんど受けないために、小腸における初回通過効果に大きく依存するこ

と、肝初回通過効果及び小腸における初回通過効果の両方に影響を受ける時期を経た後、

主に肝重量の回復に応じて初回通過効果が変動することが示された。
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結 論

以上、著者は免疫抑制剤タクロリムスの初回通過効果における小腸の役割を解明する

ため、三章にわたる研究を行い、以下の結論を得た。

第1章　　タクロリムスの初回通過効果における小腸及び肝臓の役割

　タクロリムスの小腸及び肝臓における初回通過効果を比較解析するため、タクロリム

スを静脈、門脈、あるいは小腸管腔内に投与し経時的に採血した。門脈内投与後のタク

ロリムス血中濃度は、静脈内投与後の血中濃度と比べて大きく低下しており、タクロリ

ムスが肝臓において顕著な初回通過効果を受けることが明らかになった。一方、タクロ

リムスを小腸管腔内に投与したところほぼ完全に吸収されたにもかかわらず、その

Aucは門脈内投与時と比較して大きく低下しており、タクロリムスが小腸組織中で消

失することが示された。タクロリムスの血中濃度推移からバイオアベイラビリティ及び

抽出率を算出した結果、小腸内投与時のバイオアベイラビリティは26．2％であり、タク

ロリムスは肝臓において約60％、小腸において約35％の抽出率で除去されることが明ら

かとなった。また摘出反転腸管を用いた検討から、タクロリムスは小腸組織中で代謝さ

れることが認められた。さらに、CYP3Aの阻害剤であるミコナゾールの共存によって、

摘出反転腸管でのタクロリムスの代謝活性が完全に阻害されたことから、タクロリムス

は小腸においてもCYP3Aを介した初回通過効果を受けることが明らかとなった。

第II章　小腸部位差に着目したタクロリムス初回通過効果の比較解析

生体部分小腸移植では、ドナーの安全性を重視した術式の観点から回腸が移植片とし

て選択されることが多いが、術後管理の中心となるタクロリムスの動態特性に着目した

移植片選択の妥当性に関する情報はほとんど無い。そこで、摘出反転腸管におけるタク

ロリムス代謝活性の小腸部位差に関する検討を行った。反転腸管におけるタクロリムス

37



の消失速度は、十二指腸〉空腸〉回腸の順となり、タクロリムス代謝活性の部位差が明

確となった。また、空腸もしくは回腸を切除し、タクロリムス体内動態を解析したとこ

ろ、模擬処置ラットに比べてタクロリムスのバイオアベイラビリティは何れの部分小腸

切除ラットにおいても顕著に上昇し、小腸を切除することによって吸収障壁としての機

能が低下することが示唆された。さらに、空腸切除ラットにおいて、タクロリムスの吸

収遅延と最高血中濃度1最低血中濃度比の低下が認められた。以上、空腸及び回腸はそれ

ぞれ異なる機能的特徴を有していること、回腸を用いた生体部分小腸移植ではタクロリ

ムスの最高血中濃度が低く維持されること、即ち術後管理の面からも空腸移植より優れ

ていることが示唆された。

第III章部分肝切除ラットにおけるタクロリムスの初回通過効果

　生体部分肝移植術後の移植肝は経説的に再生し増大する。タクロリムスをはじめ、多

くの薬物が肝臓において代謝・排泄を受けることから、肝再生期における薬物動態の変

動を明らかにすることは、肝移植患者に対する薬物投与設計を行う上で重要と考えられ

る。そこで70％肝切除ラットを作製し、肝再生期におけるタクロリムス体内動態の変動

について機能面を中心に検討した。静脈内投与時の血中濃度推移より求めたタクロリム

スの全身クリアランスは、肝重量の増加が見られない肝切除2日目まで低下し、以降は

肝重量の増加に伴って回復した。肝切除ラットではタクロリムス小腸内投与時のバイオ

アベイラビリティが、肝切除4日目までの問、小腸における抽出率と良好な負の相関を

示した。肝切除2日目以降は肝重量との間に良好な負の相関を示し、術後2～4日では

小腸における抽出率及び肝重量の両方の寄与が同程度であることが示唆された。以上の

結果より、肝切除直後ではタクロリムスのバイオアベイラビリティは小腸における初回

通過効果に大きく依存すること、肝再生期では主に肝重量の回復に応じた初回通過効果

の増大を示すこと、即ちタクロリムス体内動態に対する支配臓器の転換を見出すことが

できた。
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　以上著者は、経口投与された免疫抑制剤タクロリムスが肝臓のみならず小腸において

も顕著な初回通過効果を受けることを明らかにした。また、タクロリムス初回通過効果

に対する小腸各部位の機能的役割や、肝再生期における小腸及び肝臓の寄与について新

知見を得た。本研究成果は、タクロリムス体内動態の変動機構を解明し、臓器移植患者

に対するタクロリムスの適正使用を推進する上で、有用な基礎的知見になると考える。
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実験の部

本研究た際して、試薬及び定量は特記しない限り以下の方法を用いた。

試薬

藤沢薬品工業

t㏄rolimus（プログラフ◎注射液、原末）

大日本製薬

sodium　pentobarbita1（ネンブタール⑭注射液）

（±）一miconazole

CIS　Bio　hltemational

mon㏄lonal　antibody　C219

polyclonal　andbody　to　vnlin

ナカライテスク

testosterone，β一nicotinamide　adenine　dinucleotide　phosphate（NADP），glucose　6－phosphate

（G6P），　glucose　6－phosphate　dehydrogenase（G6PDH）

Ultrafine　Chemicals

6β一hydroxytestosterone

その他の試薬は市販特級品を用いた。

定量

タクロリムス血中濃度

MEIA法（IMx⑬タクロリムスIIダイナパック⑭、ダイナボット）で定量した1q　56）・
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　採取したサンプル100叫に沈澱試薬（メタノール（MeOH）50％、エチレングリコール

30％、水（H20）20％及びZnSO4100　mM）200匹を加え、一20℃で30分間静置した。4℃下

遠心分離後上清0．18n1LをHPLCで分画した。　HPLCには、　LC－9Aポンプ（島津製作所）、

CrO－10Aカラムオーブン、ガードフィルターSumipax　F皿ter　PG－ODS（住化分析センター）、

分析カラムChemcoP砥⑭（Chemcosorb　5－ODS－H、4．6x　150㎜、ケムコ）、SPD－2A分光検

出器、C－R6Aクロマトパック、　SCL－10Aシステムコントローラ（島津製作所）を使用し

た。移動相はMeOH：H20＝80：20、移動相流速は1mL〆㎞n、カラム温度は60℃に設定した。

タクロリムスの標準液（10Fg1血L）をUV　214㎜で検出することによってHPLCにおけ

る保持時間を測定し、保持時間（約5．7分）の前後1分ずつを未変化体画分として分取し

た。溶媒除去後、沈澱試薬に再溶解してブランク全血を用いてMEIA法で定量した10）。

もしくは、溶媒除去後、MeOH：saline＝3：7からなる試薬に再溶解しMEIA法で定量した57）。

　6水酸化テストステロン

　ミクロソーム反応液100μLをMeOH　200匹によって除蛋白を行い、4℃下遠心分離後、

上清50叫をHPLCで定量した。　HPLCには、　LC－10AVPポンプニ台（島津製作所）、ガー

ドブイルターSumipax　Filter　PG－ODS（住化分析センター）、分析カラムZORBAX⑭（ODS　5

脚，250x4．6㎜、　Hewle賃一P㏄k礎d）、SPD－10AVP分光検出器、　C－R6Aクロマトパック、

SCL－10AVPシステムコントローラ、　SIL　10ADVPオートサンプラー（島津製作所）を使用

した。移動相はMeOH：H20＝70：30、移動相流速はlmLlhhn、カラム温度は40℃に設定し

た。6β水酸化テストステロンの検出はUV　240㎜で行った58）。

総胆汁酸

　市販のアッセイキット（総胆汁酸一テストワコー、和光純薬工業）を用い、酵素比色法

により測定した。

　ALT、　AST

市販のアッセイキット（トランスアミラーゼCILテストワコー、和光純薬工業）を用い、

POP・TOOS法により測定した。
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第1章　実験：の部

第1節

　【1】実験動物

Wis惚r1ST系雄性ラット（清水実験材料）を使用した。ラットは実験に用いるまで恒温

（22－24℃）、水と固形飼料を自由に摂取条件下で飼育した。なお、小腸内投与実験前には

18時間絶食させた。実験開始時におけるラットの体重は、225－270gであった。動物実

験は、京都大学動物実験に関する指針を遵守し行った。

　【2】Zηv∫vo体内動態実験lo）

　（1）動物の処置

　ベントバルビタール（50mglkg）麻酔下、大腿動脈（SP31、夏目製作所）にカニュレーショ

ン手術を施した。なお、カニューレには予めヘパリン（loo　m！mL）を満たしておき、カ

ニュレーション終了時に大腿動脈から採血を行いブランク血として用いた。静脈内投与

時には、頸静脈（PE－10、　Clay　Adams）にカニュレーション手術を施した。門脈投与時に

は、腹部を正中切開し門脈（PE－lo）にカニュレーション手術を施した。小腸内投与時に

は、腹部を正中切開し十二指腸の胆管出口直上を絹糸で結紮した。

　（2）投与量及び投与方法

　静脈内及び門脈内投与時には、生理食塩水によってプログラフ⑪注を希釈しカニュレー

ションチューブを介して頸静脈もしくは門脈より定速（2．2mL！kg！hr）で1時間持続注入

（タクロリムス1．O　mg！kg！hrもしくは0．3　mglkglhr）を行った。

小腸内投与時には、生理食塩水によってプログラフ①注を希釈し、十二指腸結紮部直

下に瞬時投与（タクロリムス1．O　mgl駄g、2mLkg）した。

　（3）採血

　静脈内及び門脈内投与時には、薬物投与開始後15、30、60、65、75、90、120、180、

240分にエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム（EDTA）処理を施したマイクロチューブ

を用いて採血を行い、定量まで一20℃で保存した。小腸内投与時には、薬物投与開始後

15、30、45、60、75、90、120、180、240分に採血を行った。なお、小腸内投与実験終
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了後に、管腔内を洗い込み、吸収されずに残存した薬物量を測定した。タクロリムスの

定量はHPLC－MEIA法で行った。

　【3】薬物動態パラメータの算出

　タクロリムスの静脈内投与後の薬物動態パラメータは、NONMEMソフトウェア

（double　precision　NONMEM　Version　IV　and　PREDPP　Version　IH）を用いて算出した。2一コン

パートメントモデル用PREDPPサブルーチンのADVAN3とTRANS3を用いて、全身ク

リアランス（CL）、中心コンパートメントの分布容積（Vl）、インターコンパートメンタ

ルクリアランス（Q）、定常状態の分布容積（v、、）を求めた59）。

　門脈内及び小腸内投与時の見かけの全身クリアランス（CLIF）は、台形公式及び最終採

血点における血中濃度と消失速度定数の外挿により求めた、血中濃度時間曲線下面積

（AUC）を用い、投与量1AUCの計算式により算出した。バイオアベイラビリティ（F）は

門脈及び小腸内投与時のCLIF、及び静脈内投与時のCLより求めたlo）。

第2節

　ラット摘出反転腸管法

Wis慮1ST系雄性ラットを用いてベントバルビタール麻酔下で開腹し、小腸上部を15

㎝ほど取り出して生理的食塩水で洗浄した。その後、既報に準じて10㎝の反転腸管

を作製し60）、内側（漿膜側）にKrebs－Henseleit　Bicarbonate　Buf∬er（KHBB、　Table　I－5）をl

mL入れて両端を糸で結紮した。作

製した反転腸管を、グルコース5

mM、タクロリムス500　nMに調製

したKHBB　30　mL中で、60分間イ

ンキュベートした。インキュベー

ト中はバッファーを37℃に保ち、

95％02－5％CO2ガスで酸素化した。

またタクロリムスの代謝阻害剤は、

ミコナゾールを20μMの濃度で共

Table　I■5 The　composition　of　Krebs・Henseleit

bicarb①nate　buffめr

NaCl

KCl

CaC12

KH2PO4

MgSO4

NaHCO3

115．O　mM

　4。7mM

　2．5mM

　1．2mM

　l．2mM

25．OmM
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存させることにより行った。インキュベート後、粘膜側、漿膜側の液をサンプリングす

ると共に、小腸組織内のタクロリムスの濃度を測定するため、小腸組織に9倍量の

KHBBを加えホモジネートした。タクロリムスの定量はHPLC－MEIA法で行った。

第3節

　【1】ミクロソームの作製

小腸及び肝臓ミクロソームは常法に従って作製した61）。即ち、Wistar1ST系雄性ラット

を用いてベントバルビタール麻酔下で開腹し、門脈より生理食塩水を流し込み肝臓内よ

り脱血した後に肝臓を摘出した。また、小腸上部を10㎝取り出して生理食塩水で洗浄

した。小腸管腔を切り開いた後、mucosa部分をかきとった。組織重量の4倍の0．15　M

塩化カリウム溶液を加えPotter－Elve切emホモジナイザーを用いてホモジネートを作製し

た。ホモジネートは冷却遠心機（日立High　Speed　Re価gerated　Centrihlge　SCR　20B（rotor：

RPR20－2））を用いて12，500　gで15分間遠心した後、上清を超遠心機（日立

UltracentrifUge　65P－7（rotor：RPR50T））を用いて100，000　gで60分間遠心しミクロソーム

選分を分離した。ミクロソームは100mMカリウムーリン酸緩衝液（pH　7．4）に古言濁し、

実験：に用いるまで一80℃で保存した。ミクロソーム細分における蛋白量は、牛γ一globulin

を標準物質としてBradfordの方法に準じてBio－Rad　Protein　Assay　Kitを用いて定量を行っ

た62）Q

　【2】ミクロソームにおけるCYP3A活性の評価

反応液（05mL）は、小腸及び肝臓ミクロソーム（タンパク量1mg（小腸）、0．01　mg

（肝臓））、100nMカリウムーリン酸緩衝液（pH　7．4）、NADPH生成系（1．5　mM　NADP、

12mM　G6P、0．251．U．　G6PDH、6mM　MgCl、）からなり、テストステロン200画を加え

37℃でインキュベートした。反応の開始はNADPを加えることによって行った63）。

CYP3A活性はテストステロン6β水酸化体の生成を指標に評価した。
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　【3】摘出反転腸管におけるCYP3A活性の評価

　第2節に準じて行った。

反転腸管を、グルコース5mM、テストステロン200画に調製したKHBB　30　mL中で、

60分間インキュベートした。インキュベート中はバッファーを37℃に保ち、95％02－5％

CO2ガスで酸素化した。また、代謝阻害剤としてミコナゾール20μM及びタクロリムス

20μMを用いた。CYP3A活性はテストステロン6β水酸化体の生成を指標に評価した。

第幽遠実験：の部

第1節

　ラット摘出反転腸管法

　第1章第2節に準じ、一部変更して行った。

十二指腸、空腸、回腸の各部位より15㎝の反転腸管を作製し、漿膜側に等張リン酸

緩衝液（pH　7．4）を2mL入れて両端を糸で結紮した。作製した反転腸管を、グルコース

5nlM、タクロリムス10μMに調製した等張リン酸緩衝液（pH　6．5）30　mL中で、60分間

インキュベートした。またタクロリムスの代謝阻害は、ミコナゾールを10μMの濃度で

共存させることにより行った。タクロリムスの定量はHPLC－MEIA法で行った。

第2節

　【1】小腸部分切除

9週齢のWistar系雄性ラット（日本SLC）を使用した。ラットは手術まで恒温（22－24℃）、

水と固形飼料を自由に摂取条件下で飼育した。なお、手術前には18時間絶食させた。

手術は、15cmの空腸もしくは回腸を切除し、両端を連続吻合することによって行った

砿65）。術後は水のみを与え、24時間後から給餌を再開した。7日間飼育した後’ηv’vo体

内動態実験に供した。

【2】組織学的解析

組織学的検討に用いたサンプルは小腸より切り出しパラフィン包埋した。4μmの厚さ
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にスライスし、ヘマトキシリン．エオシン染色し、顕微鏡下で観察した。

　【3】ウェスタンプロット解析

小腸粗率虚心は既報に準じて調製した66）。レーンあたり25μgの膜サンプルを

SDS－PAGEにより分離した後、　PVDF膜（1㎜obilon－P、　Mllipore）に電気プロットにより

転写した。Pgpの検出にはC219モノクローナル抗体（200　nglhiL）を47’67’68）、内部標準

vUhnの検出にはポリクローナル抗体（1㎜倍希釈）を用いた。バンド強度はNIH　image

1．61を用いて数値化し、Pgpのvimnに対する比をPgp発現量とした47）。

　【4】1ηv’vo体内動態実験

　第1章第1節【2】に準じて、静脈及び小腸内投与実験を行った。

　なお、静脈内投与時の投与ルートは大腿静脈（PE－10）にカニュレーション手術を施し、

確保した。また、小腸内投与時の採血時間を8、15、30、45、60、75、90、120、180、

240分に設定した。タクロリムスの定量はMEIA法を用いた。

　【5】　薬物動態パラメータの算出

第1章第1節【3】に準じて、行った。

　なお、小腸内投与時の吸収速度定数は1次吸収1一コンパートメントモデル用PREDPP

サブルーチンのADVAN2とTRANS2を用いて求めた。

第m章実験の部

第1節

　【1】70％部分肝切除

9週齢のWistar系雄性ラット（日本SLQを使用した。ラットは手術まで恒温（22－24℃）、

水と固形飼料を自由に摂取条件下で飼育した。部分肝切除は、HigginsとAndersonの手

技を用い中央及び心葉を結紮し、肝重量の70％を切除した6＆71）。肝切除後0．5、1、2、4、

7、14、21日のラットを’ηv’vo実験に供した。
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　【2】1η卿。体内動態実験

第1章第1節【2】に準じて行った。

　なお、静脈内投与時の投与ルートは大腿静脈（PE－10）にカニュレーション手術を施し、

確保した。また、小腸内投与時の採血時間を8、15、30、45、60、75、90、120、180、

240分に設定した。タクロリムスの定量はMEIA法を用いた。

【3】　薬物動態パラメータの算出

第1章第1節【3】に準じて行った。

第2節

　【1】ラット肝臓ミクロソームの作製

第1章第3節【1】に準じて行った。

なお、肝切除後0．5、1、2、4、7、14、21日のWistar系雄性ラットの残存肝より調製

した。

【2】ミクロソームにおけるCYP3A活性の評価

第1章第3節【2】に準じて行った。

なお、肝臓ミクロソームは反応液中に0．lmg加えた。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　目　録

本研究の内容は、以下の論文に発表した。

Effects　of　intestinal　and　hepatic　metabolism　on　the　bioavailability　of　tacrolimus

in　rats．

　　　　　、Phαηηごzcεκ’∫αzl　R8∫8α7℃乃15：1609－1613，1998

Roles　of　the　j句unum　and　ileum　in　the　first－pass　effbct　as　absorptive　barriers　fbr

orally　administered　tacrolimus．

　　　　　」δ麗η吻oZ｛ゾ3配㎎’αzZ　Rθ∫εα7rch　103：215－222，2002

First－pass　e脆ct　of　tacrolimus　during　liver　regeneration　in　the　partially

hepatectomized　rats．

　　　　　1n　preparatlon
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