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論 文 内 容 要 旨

【緒言】

イ ミダゾール環は核酸の構成成分であるプ リン塩基,必 須ア ミノ酸 であるヒスチジン,生 理活性物

質 ヒスタミン,あ るいはビタミンB12な ど,生 体成分に広 く認められる重要な複素環の一つである。ま

た,・イ ミダゾール環は様々な医薬品の構造中にも含まれ,標 的酵素や受容体への結合を介 した薬理活性

の発現や,水 分子 との水素結合形成を介 した薬物の溶解性 とも密接に関わっている。したがっで創薬に

おいては薬理活性の向上や水溶性の改善を目的としてイ ミダゾールな どの含窒素複素環を分子内に組み

込んだ ドラッグデザインがしばしば行われる。一方,イ ミダゾール環を含む薬物の中には薬物代謝酵素

cytochromep450(CYP)に 対 し強い阻害作用を示すものがあることが知 られ,臨 床において薬物相互作

用 を引き起 こす原因ともなっている。こゐようにイ ミダゾール環は生体内で多様な作用を示 し,創 薬戦

略上重要な含窒素複素環の一つであるが,イ ミダゾールが医薬品の薬効発現を左右す る薬物動態に関わ

る諸因子に及ぼす影響に関 して十分な研究が行われていないのが現状である。よって,イ ミダゾール環

が薬物動態を変動 させる重要な因子であるCYPお よび トランスポーターに与える影響にっいて明らかに

す ることは,体 内動態に優れた医薬品創製への手がか りの一つになると期待される。

カル モ ジ ュ リン(CaM)拮 抗 薬DY-9760eは,脳 虚 血 に伴 うCa2+/

CaM依 存 性酵 素 の活 性化 を抑 制 して神経細 胞 保護 効果 を発 揮す る と

い う新 しい作 用機序 を示す脳保 護薬 として期待 され る化 合物で あ る。

DY-9760eはtriHuoperazineやW-7な ど従 来 のCaM拮 抗薬 とは構 造 的

に異な るイ ンダ ゾール誘 導体で,側 鎖 に置換基 のないイ ミダ ゾール環

詩
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2HCI・3.5H20

DY-9760e

を含んでい る。 そ こで本研究 ではイ ミダ ゾール含有 薬物のモ デル として この新規化合物 を選 択 し,そ の

体 内動態 特性 を明 らか に したのち,体 内動態 を大き く左右 してい るCYPと,標 的部位で ある脳への分布

を制御 して い る トラ ンスポ ーターP-glycoprotein(P-gp,MDR1)に 対 し,イ ミダゾール 環が どの よ うな

影 響 を及ぼ してい るかにつ いて検討 を行 った。

【実験結果】

1.体 内動態

DY-9760eは ラ ッ ト中大脳動 脈 閉塞 モ デル にお い て,lmglkglhで6h持 続 注入 した時 に抗脳 浮 腫効

果 が認 め られ てい る。本薬 効用法 用量 を無処置 雄性 ラッ トに投与 した時 の血 漿 中の未変化 体DY-9760

(DY-9760はDY-9760eの フ リー体 を表す)濃 度 は,6h持 続注入 直後 に最高濃 度758nglmLに 達 し,

その後 半減期3-4hで 減 衰 した。 ラ ッ ト血 漿 中 には主代謝 物 としてイ ミダ ゾイル メチル基 が脱離 した

DY-9836が 見出 され,DY-9760とDY-9836の 血 中濃 度推 移 プ ロファイル が類 似 してい るこ とか ら代謝

は速 や かであ る と示 唆 され た。 ラッ トにお いてDYつ760eは 高 い組織移行 性 を示 したが,中 枢 神経 系お

よび精 巣への分布 は低 かった。脳 におけ るDY-9760濃 度は血漿 中のそれ に比べ低 かった(脳/血 漿 中濃

度比:KpO.04)が,DY-9836濃 度は高 く(Kp2.3),6h持 続注入直後には脳 中DY-9760濃 度の2.3倍 を
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P450-NADPHreductaseの 大 腸 菌 共 発

現系 を用いて これ ら・の生合成 を試 み,

MSお よびNMR分 析 に よ りそ の構造

を解 明 した。 これ ら6種 の代謝物 は,

DY-9760eと 雄性 ラ ッ トお よび サル肝

ミク ロソー ム とのイ ンキ ュベ ー シ ョ

ン に よ って も生 成 し,invitroに お け

示 した。 ラッ トお よびサル に14C-DY-9760eを 投 与 した時,両 動物 種 ともに投 与放射能 の主排泄経 路は

糞 中で あ り,ま たラ ッ トにおいて投与放射能の86%は 胆汁 に排泄 され た。尿 および胆汁 中には多 くの極

性代 謝物 が存在 した が未 変化体 は殆 ど認 め られず,DY-9760eは 肝代謝 型薬物 であ るこ とが示 された。

ラ ッ ト胆汁 中の主要代謝物は」DY-9760ま たはDY-9836の 水酸化体あるいは脱 メチル体 のグル クロン酸

抱合体 であ った。

2.lnvitro代 謝

DY-9760eと ヒ ト肝 ミク ロソー ム とのイ ンキ ュベー シ ョンによ り6種 の主代謝物 が生成 し,主 代謝経

路 は1>一 脱 アル キル化(DY-9836),イ ミダ ゾール環 の酸化(M6とM8),ベ ンゼ ン環 の水 酸化(M3)

お よび脱 メチ ル化(M5とM7)で あ った(下 図)。 これ までイ ミダ ゾール環 の代謝 に 関す る知 見 は少
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る代 謝経路 た顕著 な種 差 は認 め られ なか った。M3,M5,お よびM7は ラ ッ ト胆汁 中に認 め られ たグル

ク ロン酸抱合型代 謝物 のア グ リコンで あ り,invitro代 謝物 はinvlvoの 結果 をよ く反映 していた。 ヒ ト肝

ミク ロ ソー ムにお け るDY-9760eの 代謝 反応 には主 にCYP3A4が 関与 し,M5の 生成 のみ主 にCYP2C9

が関 与 して いた。 とこ ろが,DY-9760eはCYP3A4以 外 に もCYP2C8,2C9,2C19,お よび2D6発 現 系 ミ

ク ロソーム に よって も代謝 を受 け,そ の反応速 度論 を解析 した とこ ろVm、、値 は小 さい が 、Km値は1μM

以 下 と低か っ た こ とか ら,DY-9760eと これ らのCYPは 高い親 和性 を有す るこ とが 明 らか とな った。

また,CYP3A4発 現 系 ミク ロ ソーム による代謝反 応 にはtestosteroneやcarbamazepineに 見 られ るよ うな

autoactivationが 観察 され,ま たその他 のCYP分 子種に よる代 謝反応 に も非典型 的な酵素速度論(atypical

kinetics)が 認 め られ た。 山方,ヒ ト肝 ミク ロ ソー ムに よる代 謝反応 にはautoactivationは 見 られず,M8

を除 く5種 の代謝 物 の生成反 応 は基質 阻害 を示 した。 よって,低 基質濃 度 において はCYP3A4以 外 の

CYP分 子種 が関与 してい るこ とが示唆 された。

3.CYPに 及 ぼす影響

DY-9760eは イ ミダ ゾール 基を有す るketoconazoleやcimetidineと 同様 にCYP阻 害作用 を示す可能性 が

推察 され る。そ こで,ヒ ト肝 ミク ロソー ムを用 いてCYPIA2,2A6,2B6,2C819,2CI9,2D6,2E1,お

よび3A4の 各CYP分 子種 に特異 的な代謝活性 に及 ぼすDY-9760eの 影響 を検 討 した ところ,DY-9760e

はCYP2EIを 除 く残 りすべ てのCYP分 子種 の代謝活性 を阻害 した。 この うちCYPIA2,2C819,2C19,2D6,
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お よび3A4に つ い て阻害 定数 瓦 値

を求 め た(下 表)。 興 味 深 い こ と

に,DY-9760eは キニ ジン と同様,

自身 の代謝 に主 に関与す るCYP3A4

と は 別 のCYP2C819,2Cl9,お よ び

2D6を よ り強 く阻 害 した。 一 方,

DY-9836のCYP阻 害作用 はいず れ

のCYP分 子種に対 して もDY-9760e

よ り弱 かった。

CYP

isozyme
CYPisozyme-specificactivity

瓦(ドM)

DY-9760eDY-9836

IA2

2C8/9

2C19

2D6

3A4

7-EthoxyresorufinO-deethylation

Tolbutamide4-methylhydroxylation

③ 一Mepkenytoin4F-hydoxylatio且

Bu血 ぽalo童r-hydroxylatioll

Midazolam1'一hydroxylation

22.2

1.9

2.5

0.2s

11.7

123.7

7.5

13.1

7.9

62.1

DY-9760eは ヒ ト肝 ミクロ ソー ムにおい て タイプIIの 基質結合差 スペ ク トル を示 した こ とか ら,イ ミ

ダ ゾール基 がP450ヘ ムへ配位す るこ とによ りCYP活 性 を強 く阻害す るもの と推察 され る。

4.血 液脳 関門透 過性 とP-gpの 関与

ラ ッ トにお いて 中枢 組織 への 分布 を制 限す る メ

カニ ズ ムの存在 が示唆 され た こ とか ら,血 液脳 関

門(BBB)透 過性 につ いて検討 した。Insitu脳 灌流

法 に よ り14C-DY-9760eのBBB透 過 速度 を示すPS

値 は5.8×10-6(cmlsec)と 算出 され,こ のPS値 と

10gP値4.09と の関係 は,抗 癌剤 と同様 に化 合物の

脂水 分配係数/分 子量1'2と ラ ッ トBBB透 過性 との

相 関 か ら外 れ てい た(右 図)。 よってDY-9760eの

脳 移 行 に はBBBに 発 現 してい るP-gpの 関与 が示

唆 され た。そ こで,'η4〃 α(一1一)knockoutmouseを
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用 いてDY-9760eを 静脈 内投与 した ときの脳 中濃度 を測 定 した ところ,wild-type(+1+)に 比 べて 配4rlo

(一1一)で は投与後0.5hで15.7倍,4hで46.0倍 高い値 を示 し,DY-9760eの 脳移行 はP-gpの 排 出機能

に よ り制 限 され てい る ことが 明 らか とな った。 さ らに,ブ タ腎上皮細胞 由来LLC-PK:1細 胞 お よび これ

に ヒ トMDR1を 過剰発現 させ た細胞 を用 いて,DY-9760eと その代謝物の経細胞 輸送実験 を行 った ところ,

イ ミダ ゾール 基 を含 むDY-9760e,M3(水 酸化体),お よびM5(脱 メチル体)はP-gp依 存 的な輸送 特

性 を示 したが,イ ミダ ゾール基 を含 まないDY-9836お よびその水 酸化体 はP-gp依 存性 を示 さなか った。

P-gpと 基質 との相互作用 には水素結合 が重要 な役割 を果 たす とされ てい るこ とか ら,DY-9760eの イ ミ

ダ ゾール部 分 は水素結合受容体 としてP-gp認 識に寄与す ると推察 され た。

【考 察】

DY-9760eは 様 々な位置 に代謝 を受 ける多経 路代謝型 薬物 であ り,そ の体 内か らの消失過 程 には肝の

薬 物代謝酵 素CYP3A4が 重 要な役割 を果 た してい た。DY-9760eのCYP3A4発 現系 ミクロ ソー ムに よる

代謝 反応に はautoactlvation型 のkineticsが 観察 され たが,こ のよ うなCYPのatypicalkineticsに ついては,
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基質結合 部位 に複数 の基質が 同時 に結 合 し基質問 に相互作用 が生 じる,あ るい はエ フェクターサイ トに

結合 した薬物 が活性 部位 の コ ンフォー メー シ ョンを変化 させ る等の機序 が推定 され て いる。DY-9760e

は ヒ ト肝 ミク ロ ソーム にお いて タイ プIIの 基質結合 差 スペ ク トル を示 す こ とか ら,P450ヘ ムへの配位

に よ りCYPの コンフォー メー シ ョン変化 が惹起 され る可能性 が考 え られ る。一方,DY-9760eは 複数 の

CYP分 子種 の代謝活性 を阻害 し,イ ミダ ゾール 基のP450ヘ ムへ の配位 を介 した阻害 メカニズムが示唆

され た。特 にCYP2C9,2D6,お よび2C]9に 対す る κ 値 は臨床予想 血 中濃度 よ り低 く,薬 物相 互作用発

現 の リスクが高い と考 え られ る。脳保護薬 が適用 され る脳梗塞急性期 の治療 には,抗 脳浮腫薬や血栓溶

解 薬の他 に個 々の病態 に即 した治療薬 が多数併用 され るこ とか ら,臨 床 で薬 物相 互作用 を発現す るか否

かの充 分な検討 を行 うこ とが今 後の重 要な課題 とな る。 また,DY-9760eはBBBに おい てP-gpに よる

能動 的 な汲み 出 しを受 けてお り,薬 効作用部位 であ る脳 内濃度 は著 しく低 かった。 ところがイ ミダ ゾー

ル環 を含 まない代謝 物はP-gpの 影 響 を殆 ど受 けていない ことか ら,DY-9760eの イ ミダゾール環上 の孤

立電 子対 は水素結合受容体 としてP-gp認 識に寄与 してい ると考え られ た。

以上 よ り,DY-9760eのCYP阻 害作用 お よびP-gpに よる基質認 識性 は,イ ミダ ゾール の もつ 高い配

位結 合能 と水 素結合能 による もので あるこ とが明 らか とな った。イ ミダ ゾールや トリア ゾール基 を持つ

CYP阻 害剤 の多 くはP-gpと 相互作用 を示す こ とか ら,一 般的 にア ゾー ル基の もつ化 学的特 性はCYPと

P-gpと の相互作 用 に寄与す る と考え られ る。水素結合性は薬物 一受容体分子間 の結合力 を高 めて薬理活

性 の向上 に寄与 し うるが,薬 物相互作 用 の発現 リスクを低 く抑 え,中 枢 薬 のよ うにP-gpに よる基質認

識 を回避 したい場合 には逆 に大きな問題 となる。 したが って,今 後 これ らのア ゾール類 を利 用 した ドラ

ッグデザイ ンにおいて は,薬 理作 用 とのバ ランス を図 りなが らCYPお よびP-gpと の相互 作用 を考慮 す

る必 要 があ る。DY-9760eに 見 られ た よ うな薬物動 態上の 問題 点 を回避す るた めには,環 内の孤 立電 子

対 に対 して立体 障害 を与 える側鎖 の導入,あ るい は水素結合 受容能の低い複素環 の利用等 の分子 設計が

有用 と予想 され る。

本研 究成 果 は,体 内動 態 に及 ぼす影響 を考慮 した ドラ ッグデ ザイ ンの必要性 を改 めて示 した一例 であ

り,こ れ を創薬 の現 場に フィー ドバ ックす るこ とによ り優れ た医薬品の創製 に寄与す るもの と考え られ

る。
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審 査 結 果 の 要 旨

イ ミダゾール環は様々な医薬品の構造に含まれ,薬 理活性の発現や,水 素結合形成 を介した薬物の溶

解性 とも密接に関わっている。したがって創薬においてはイ ミダ ゾール系含窒素複素環がしば しば利用

され る。一方,イ ミダ ゾール環 を含む薬物は薬物代謝酵素(CYP)に 対 し強い阻害作用を示すことが知

られ,臨 床 において薬物相互作用を引き起こす原因ともなっている。このようにイ ミダゾール環は生体

内で多様な作用 を示し,創 薬戦略上重要な含窒素複素環の一つであるが,イ ミダゾールが医薬品の薬効

発現 を左右する薬物動態に関わる諸因子に及ぼす影響に関 して十分に研究 されていないのが現状であっ

た。カルモ ジュ リン(CaM)拮 抗薬DY-9760eは,脳 虚血 に伴 うCa2+/CaM依 存性酵素の活性化 を抑

制 して神経細胞保護効果 を発揮す るとい う新 しい脳保護薬 として期待 されている。DY-9760eは 側鎖に

置換基のないイ ミダゾール環を含んでいる。そこでこの新規化合物をイ ミダゾール含有薬物のモデル と

して選択 し,そ の体内動態特性を明 らかに したのち,体 内動態を大きく左右 しているCYPと,標 的部

位 で あ る脳 へ の 分 布 を制 御 し`い る トラ ン ス ポ ー ターP-glycoprotein(P-gp,MDRI)に 対 し,イ ミダ ゾ

ール環 が どの よ うな影 響 を及 ぼ してい るか について論文提 出者は検討 を行 った。そ の結果DY-9760eは

複 数 のCYP分 子種 の代謝活 性 を阻害 し,イ ミダゾール基 のP450ヘ ムへ の配位 を介 した阻害 メカニズム

が示唆 された。特 にCYP2C9,2D6,お よび2C19に 対す る κ 値 は臨床 予想血 中濃度 よ り低 く,薬 物相 互

作用発 現 の高 い リス クが示 され迄。今後の重 要な課題 と して臨床 で薬物相 互作 用 を発現す るか否 かの充

分な検討 が示 され た。 また,DY-9760eは 脳 関 門にお いてP-gpに よる能動的 な汲 み出 しを受 けて お り,

DY-9760eの イ ミダ ゾール環 上の孤立電子対 は水 素結合受容体 としてP-gp認 識 に寄与 してい る と考 え ら

れ た。

以上 よ り,DY-9760eのCYP阻 害作 用お よびP-gpに よる基質 認識性 は,イ ミダ ゾール の もつ高 い配

位結 合能 と水 素結合能 による もので あるこ とが明 らか となった。今後 これ らのア ゾール類 を利用 した ド

ラッグデザイ ンにお いては,薬 理作用 とのバ ランスを図 りなが らCYPお よびP-gpと の相互作用 を考慮

す る必 要 がある こ とを示 した。.本研究成果 は,体 内動態に及 ぼす影響 を考慮 した ドラ ッグデ ザイ ンの必

要性 を示 した例で あ り,よ って学位論文 として適す る と判断 され た。
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