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論 文 内 容 要 旨

グ レープフルー ツジュースに よる薬物相互作用 の研究 は,主 にジヒ ドロ ピリジン型 カル シウム拮抗薬 を

中心 として展開 し,Baileyら による最初の報告以降,20種 以上 の臨床上重要な薬物 との間で相互作用 が確

認 されてい る。 この相 互作用 が注 目された理由 としては,コ ップ1杯 の果汁が明瞭 な薬効変化 を誘発 する

ことやグ レープフルーツジュース に選択 的で同 じ柑橘類 のオレンジジュースでは起 こらない ことな どが挙

げ られる。 グレープ フルーツジュースで の服用 によ り血漿中の薬物濃度が上昇す る主な薬物 は,上 記 のカ

ルシウム拮抗薬 のほか,シ クロスポ リン(免 疫抑制薬),ミ ダゾラム(催 眠薬),テ ル フェナジ ン(抗 ヒス

タ ミン薬),ロ バ ス タチ ン(HMG.CoA阻 害薬),エ チニルエス トラジオール(抗 エス トロゲ ン薬),カ ルL

バマ ゼ ピン(抗 てんかん薬)お よびサ キナ ビル(抗HIVウ ィルス薬)な ど多岐 にわた ってい る。 これ ら

の薬物 は構造上類似 しないが,共 通する薬物動態学的性質 と して,① 脂溶性が高 く消化 管か らの吸収率が

高い,② 酸化的 に代 謝 され,尿 中にはほ とん どが代 謝物 と して排泄 される,③ 経 口投与時のAUCが 動脈

内投与時のAUCに 比べ25%以 下,④ チ トクロームP450分 子種の うち,CYp3A4で 主 に代 謝 される こと

などが挙 げ られる。 これ らの特徴 か ら,グ レープフルー ッジュースは初 回通過時の代謝 を阻害 する ことに

よ り薬物 のAUCを 増加す る と考 えられるようにな った。原 因物質 は,CYP3A4の 活性 をfnyf跡oで 阻害す

ることが知 られていたフラボノイ ドのナ リンギ ンであ ると当初か ら考 え られてい た。 しか しなが ら,本 成

分 はfn卿oで 上記 ジヒ ドロピリジン型 カル シウム拮抗薬 の体 内動態 にほ とん ど影響せ ず,こ の結果本相

互作用の原 因は他 の成分 に求め られる ことにな った。そ こで本研 究 では,ナ リンギ ン以外 のCYP3A4活

性 を阻害す る成分 の探索 を目的 とし,研 究 に着手 した。 まず,グ レープ フルーツジュースの酢 酸エチル抽

出物 を試料 とし,CYP3A4活 性測定系 に及ぼす影響 を試験 した,ジ ュース抽 出物 の添加 によ りCYP3A4活

性 は濃度依存 的に阻害 され,本 試料 中に何 らかの 阻害成分が存在す る ことが明 らか とな った。次 に,抽 出

物 による阻害が従来か ら本相互作用 の原 因物質 と考 えられていたナ リンギンで解釈で きるか を試験す るた

め,ナ リンギ ンの合成標品 を用いてCYP3A4活 性の阻害試験 を行 った。 コン トロールの活性 を50%阻 害

す るナ リンギ ン濃度(IC50)は100μM以 上 とな り,先 の抽 出物添加時の試験 か らジュース中のナ リンギ

ン濃度(文 献値:約800㎏/L)用 いて算 出 したIC50値(68.9μM)よ り14倍 以上 も高 くなった ことか ら,

抽出物で認め られた阻害 はナリンギ ン以外 の成分 に起因す ることが明 らか となった。ナ リンギ ンは消化管

で腸内細 菌 によ り糖鎖が はずれ,ア グリコンであるナリ ンゲニ ンに変換す る ことが知 られてい る。本 試験

系 において検討 したナ リンゲニ ンのIC50は 約50μMと な り,抽 出物 中のナ リンギ ンがすべてナ リンゲニ

ンに変換 していた と仮定す ると,抽 出物 に よる阻害 はナ リンゲニ ンで解釈可能 となる。 しか しなが ら,抽

出物のHPLC分 析 ではナ リンゲニ ンを検 出す ることがで きず,ナ リンゲニ ンによって も抽出物 による阻害

を説明する ことはで きなか った。同様 の検討 を以下 に示す3成 分,す なわちグ レープフルー ツに特有 の苦

味成分で トリテルペ ノイ ドの リモニ ン,オ オバ クノ ン,お よび フレーバー成分 であるセス キテルペ ノイ ド

の ノ トカ トンについて も試験 し,原 因物質 としての可能性 を定量 的に評価 した。いずれの成分 もCYP3A4

の活性 を阻害 したが,』そ一の効果 は弱 く,抽 出物 で認 め られた阻害効果 を説 明するには至 らなか った。 これ
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らの ことか ら,抽 出物 に含 まれ るフラボノイ ドお よびテルペ ノイ ド以外 の成分がCYP3A4の 阻害 に寄与

していることが示 唆 された。 グ レープフルー ツには,フ ラボノイ ドをは じめ としてテルペ ノイ ド,ク マ リ

ン類 な ど多種多様 の成分が含 まれ てい る。 したがって,化 合物標 品 を用 いてCYP3A4活 性 の阻害効 果 を

検討す ることは非効率的であ り,ま たすべ ての標 品を入手する ことも容易ではない と考 え られた。そ こで,

逆相HPLCに て抽 出物 を分画 し,得 られた粗精製 フラクシ ョンについてCYP3A4の 阻害効果 を検 討す る

こ とに した。逆相HPLCの 移動相 にはメタノールお よび水 を採用 し,グ ラジェン ト溶出を行 った。 グレー

プフルー ツジュースの酢酸エチ ル抽出物 を注入後,溶 出液 の分取 を15分 間隔で90分 まで行い,6フ ラク

シ ョンを得 た。試料 中の溶媒 を留去 した後,メ タノールに再溶解 レてCYP3A4活 性 の阻害効 果 を検討 し

た結果,2つ の フラクシ ョンにおいて有意な阻害効果が認め られ,酢 酸エチル抽 出物 の阻害効果 を説明で

きることが明 らか となった。本HPLC条 件 下 において,ナ リンギ ン,ナ リンゲニ ンお よび リモニ ンの標品

が溶出す るフラク シ ョンには有意 な阻害効 果が認 め られず,先 の標 品で行 った結果 を支持 した。阻害が認

め られた フラクシ ョンを さらに細分画 し,阻 害試験 を行 うこ とによ り成分 の特定 を行 った結果,最 終的 に

4成 分 を単離 する ことに成功 した。 これ らの阻害成分 の構造 について は,各 種機器分析,す なわちUVス.

ペ ク トル,LCIMSIMSお よびIH-NMRス ペク トルによ り解析 した。 その結果,単 離 した4庚 分 はいずれ も

5一ゲラニルオキシソラ レン誘導体で あ り,こ の うち2種 は新規化合物 であるこ とが判明 した。そ こで,グ

レー プフルーツ(Ωrap睡uit)中 のCYP3A4阻 害物 質(lnhibitor)に ちなみ,各 々GF-1-1お よびGF-1-4と 命 名

した。新規化合物(GF-1-1お よびGF-1-4)のCYP3A4に 対す る阻害が特 に強か った ことか ら,Dixonplot

による解析 を行 った。阻害定数(Ki)の 比較か ら,GF-1-1お よびGF-1-4の 阻害効果 は,cYP3A4の 典 型的

かつ強力 な阻害薬 であるケ トコナゾール と同等 かあるい はそれ以上であ ることが明 らか とな り,阻 害反応

の様 式 は競合 お よび非競 合的拮抗 阻害 の混合型 であ ると推察 され た。薬物 に よるチ トクロームP450活 性 』

の低 下 は薬 物 間の競 合 に よる阻害(競 合 阻害)と 不可逆 的 な酵素 修飾 に よる失 活(Mechanism-based

Inhibition)に よって起 こる と考 えられ る。添加物 質が反応液中で よ り活性 な反応性代謝物 に変換 され酵素

失活 を起 こす場合,添 加物質 と酵素 との プレイ ンキュベー シ ヨンに よって阻害率が増加す る と予想 され る。

そ こで,GF-1-1お よびGF-1-4を 予 めNADPHの 存在下 に15分 間 ヒ ト肝 ミクロソーム と反応 させ,阻 害活

性 の変化 を調べ た。GF-1-1お よびGF-1-4の 阻害率 は,プ レインキュベ ーシ ョンによって著 しく増加 し,

同様 の結果 が ジュースの酢酸 エチル抽 出物 において も認 め られた。 したが って,GF-1-1お よびGFI-4に

よる阻害 メカニズムには,競 合的阻害だけでな く代謝的活性化 による非競合 的阻害が一部関与 している こ

とが明 らか となった。 この結 果は,ジ ュースの影響 が飲用後12時 間以上持続 し.,ま たCYP3A4のmRNA

では な くタンパ クのみが減少す る とい う臨床 知見 を矛盾 な く説明する現象 として非常 に興味深い。.以 上の

結 果か ら,グ レープ フルー ッジュースの酢酸エチル抽出物で認め られたCYP3A4活 性 の阻害 は,今 回単 ・

離 した4成 分,す なわちGF-1-1,GF-1-2,GF-1-3,お よびGF-1-4,に 起 因 し,こ れ らが相加的 に作用 して

多数 の薬剤 との間で薬物動態 学的相互作用 を引 き起 こしてい る と考え られる。

次 いで,今 回単離 した成分 のHPLCに よる定量法 を確 立 し,市 販の ジュース または果実 中の局在 につい

て考 察 した。市販 のジュースの分析 で は,ブ ラン ド間の濃度差 は大 きかったが,試 験 したいずれの ジュー
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ス にも阻害成分が含 まれていた。また,ホ ワイ ト種 のフルーツか ら製造 されたジュースで は,ル ビー レッ

ド種 か ら得 られ たピンクグレープフル ーッジュース より阻害成分の濃度が高 かった。.グレープフルーッ以

外 のフ レッシュジュースの分析 では,レ モ ンジュース 中に微量 のGF-1-2お よびGF-1-4が 検出 されたのみ

で,そ の他検討 したオ レンジ,ミ カン,リ ンゴお よび グ レー プジュース に検 出す るこ とはで きなかった。
/

したが って・今 回単離 したCYP3A4活 性 の阻害成分 はグ レー プフルーン ジュー スに特有 な成分 である と

考 え られた。 この結果は,グ レープフルーッ以外 のジュースで は相互作用が見 られ ない とい う臨床知見 を

支持 してい る。果実中の局在 に関す る検討 では,ホ ワイ ト種お よび ビー レッ ド種 のグ レー プフルー ツをそ

れぞ れ果皮,嚢,果 肉お よび種子 に分 け,各 部位 に阻害成分が どの程度含 まれているか をHPLCで 検討 し

た。 その結果,当 該成分 の大部分(果 実総量の7-8割 以上 に相 当)が 果肉 に含 まれるこ とが明 らか となっ

た。 また,ホ ワイ ト種 はル ビー レッ ド種 よ りも阻害成分 を多 く含んでお り,市 販 ジュースでの試験結 果 を

支持 した。 グレープ フルーッジュースは,コ ップ1杯,す なわ ち約200mLで フェロジピ ンのバ イオアベ

イラビ リテ ィを上昇す る ことが報告 されている。今 回検討 した阻害成分 の定量結果か ら,市 販 の ジュース

と果 肉(ホ ワイ ト種)中 の含量 を比較 し,果 実 の摂食 による相 互作用 の危険性 を考察 した。すなわち,市

販 ジュース200mL中 に含 まれるGF-1-1,GFI-2,お よびGF-1-4は,そ れぞれ64.3μg,1128.2μgお よび

59.3μgと 算 出 され,こ れ は果肉のお よそ100gに 含 まれ る量 に相当す る(そ れぞれ59.9μg,1141.8μg,

48.9μg)。 一方,グ レープフルーツ1果 実当た りの果肉重量は約300gで あったこ とか ら,果 肉の約1/3を

摂食す ることにより薬物相互作用 を惹起す る可能性が示唆 され た。 グループ フルーツ果実の摂 食 による相

互作 用 については まだ報告 され ていないが,服 薬時の注意事項 と して医療機 関のみ な らず,一 般 にも広 く

知 ら しめる必要が あると思われる。

以上,本 研究 ではグ レープフルー ッジュースの飲用 に起因 した薬物動態学 的相互作用の原因物 質 につい

て詳細 な検 討 を行 った。』グ レー プフル ーツ中 にはCYP3A4の 活性 を阻害す る少 な くとも4種 の5一ゲラニ

ル オキシソラレン物質が含 まれてお り,こ れ らが相加的 に働 いて相互作用 を惹起 してい ると結論付 け ら.れ

る。 また,ソ ラ レン誘導体 は グレープフルー ツに限 らず,セ リ科の植物(セ ロ リ,パ セ リな ど)や 生薬

(ビ ャクシ,キ ョウカッ,ボ ウフ ウ,ハ マ ウ ドな ど)お よび クワ科の植物(イ チ ジクな ど)に も含 まれて

お り,今 回の検討結果 は食物(食 品)や 生薬 を含 めた広義の薬 物相互作用 を考 える上で有用 な情報 を与え

るもの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

グ レープ フルーツジュースに よる薬物相互作用の研 究は,主 にジヒ ドロピリジン型 カルシウム拮抗薬 を

中心 として展開 し,Baileyら による最初 の報告以 降,20種 以上の臨床上重要 な薬物 との問で相互作用が確

認 されている。 この相互作用 が注 目された理 由と しては,コ ップ1杯 の果汁が明瞭な薬効変化 を誘発す る

ことやグ レープフルーツ ジュースに選択的で同 じ柑橘類 のオ レンジジュースでは起 こらないことなどが挙

げ られる。 グレー プフルーツジュースでの服用 によ り血漿 中の薬物濃度が上昇す る主 な薬物 は,上 記の カ

ルシウム拮抗薬の ほか,シ クロスポ リン(免 疫抑 制剤)な ど多岐 にわ たっている。 これ らの薬物 は構造 は

類似 しないが,共 通 する薬物動態学的性質か ら,グ レープフル ーツジュースは初 回通過時の代 謝 を阻害す

るこ とによ り薬物 のAUCを 増加す る と考 えられる ようになった。そ こで,逆 相HPLCに て抽 出物 を分画

し,得 られた粗精 製 フラクシ ョンについ てCYP3A4の 阻害効 果 を検 討 して,イ ンビ トロ阻害試験 を行 う

こ とによ り成分の特定 を行 った結果,最 終的 に4成 分 を単離す ることに成功 した。 これ らの阻害成分の構

造 については,各 種機器分析,す なわちUVス ペ ク トル,LCIMSIMSお よびIH-NMRス ペ ク トルによ り解

析 した。その結果,単 離 した4成 分 はいず れ も5一ゲラニ ルオキシソラ レン誘導体 であ り,こ の うち2種 は

新規 化合物 で あ るこ とが判 明 した。 そ こで,グ レー プ フル ー ツ(Ωrapefruit)中 のCYP3A4阻 害物 質

(lnhibitor)に ちなみ,各 々GF-1-1お よびGF-1-4と 命名 した。新 規化合物(GF-1-1お よびGF-1-4)の

CYP3A4に 対す る阻害が特 に強か った ことか ら,Dixonplotに よる解析 を行 った。阻害定数(Ki)の 比較

か ら,GF-1-1お よびGF-1-4の 阻害効 果 は,CYP3A4の 典型的かつ.強力な阻害薬 であるケ トコナゾール と

同等 かあるいはそれ以上で あるこ とが明 らか とな り,GF-1-1お よびGF-1-4に よる阻害 メカニズムには,

競 合的阻害だけでな く代謝的活性化 による非競合 的阻害が一部関与 しているこ とが明 らか と.なった。次 い

で,今 回単離 した成分のHPLCに よる定量法 を確立 し,市 販 のジュー スまたは果実 中の局在 について考察

した。 グレープフル ーッ中にはCYP3A4の 活性 を阻害す る少 な くとも4種 の5一 ゲラニルオキ シソラ レン

物 質が含 まれてお り,こ れ らが相加 的に働いて相互作用 を惹起 している と錆論付 けられ る。

よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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