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炎症性腸疾患治療薬 E3040の

尿酸排池促進機構および動態学的解析
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序論

医薬品開発における、副作用機構解析と、相互作用予測の重要性

近年、ソリブジンと 5-フルオロウラシル系抗府斉IJとの01:用で起こった死に至るよ

うな重篤な薬害に代表される、築物問相互作用の間短が大きく注目されている。医薬品の

開発において、医薬品はその品質、有効性とともに安全性の確立が必須条件になっている。

しかしながら、市販後に主化な副作用、汚性作用が報告され、発売中止になった医薬品も

少なくない。例えば、スピゾフロン(肝毒性)、ジレハロール(肝障害)、クリダナク(胃腸

降筈)などがそうであり、また、アスピリン(ライ症候群)、ベスナリン(無頼粒球症)など

はその副作用により使用が制限されている。近年、上記のソリブジンによる薬害を契機に、

医薬品の適正使用への木俗的な取組や、新薬開発の段階においても予想される相互作用に

関して、非|臨床データをとる主~性が提唱されつつある。例えば\動物実験および tn

VltrO実験による、新規ニューキノロン系抗菌剤に関する相互作用予測 (Kawakamiet al.， 

1993; Kawakami etal.， 1995)や、動物モデjレを用いた心血管系副作用の定量的予測 (Ohtani

et al.， 1996)や、最も霊的な相互作用を引き起こす代謝阻害に関して、肝細胞や、遺伝子

レベルにおける代謝酔素の詳釧な検討などにより代謝レベルでの相互作用に関する検討が

数多く研究されている。

一方、代謝以外の相互作用として知られているのが、腎排1世に関する相互作用であ

る。アニオン系薬物輸送を阻筈するプロベネシドは、腎排il!.t型薬剤lである非ステロイド系

消炎鋲打ii剤 (5巴egmillerand Grayz巴1，1960;Runk巴1et al.， 1978; Dash and Mills， 1976)、メトトレ

キサート (Bourkeet al.， 1975; Kates et al.， 1976)、クロルプロパミド (5towerset al.， 1958)な



どと腎扮池過程において相互作用し、また、シメチジンに代表されるカテオン系薬物の

H2遮断薬は、同じカチオン系築物のプロカインアミドと相互作用し (Somogyiand Heinzo¥V， 

1982; Somogyi et al.， 1983; Christian et al.， 1984)、いずれの薬物もその効果を増強させること

が知られている。さらに近年、 p-:tiliタンパク質を介して尿細管分也、されるジゴキシンが、

基質であるキニジンによってその分泌が阻害されることが明らかにされている

(Tanigawara et al.， 1992)。これら附阪における薬物輸送や相互作用は、腎近位尿細管上皮細

胞に存在する有機アニオン、カチオン系薬物輸送系、ジペプチド!愉送系、 p-糖タンパク輸

送系なとが関わっている。これらの愉送系は、上皮細胞の刷子縁Il史と1l!1J底膜にそれぞれ局

在し、その基質や輸送協mが兵なる ことが知られている。この輸送機構の解析系として、

刷子縁膜と官]IJ底膜をそれぞれ分間rr!i製して朕小胞とし、その小j泡内部への取込みや、内部

からの effl ux 機構を解析する J~輸送実験系が大きな役割を果たしている(乾， 1994) 。

しかしながら、生体内物質あるいは薬物の腎排池機構における往々3毒物との、相互

作用予測とその回避の研究に関しては卜分になされているとは言えない。

炎症性腸疾患、治療薬E3040の尿酸排;世促進作用

エーザイ株式会社で開発された、 E3040(6-hydroxy-5， 7-dimethyl-2-methylamino-4-(3-

pyridylmethyl) b巴nzothiazole)(Fig. 1)は、債務性大腸炎、ク ローン病などの難治性疾患であ

る炎症性腸疾患治療薬として開発された薬物で、アラ キ ドン酸カスケードの炎症性メデイ

エータである、 5-リポキシゲナーゼ、 トロンボキサン合成防素抑制効果、サイトカイン、

活性酸素などの広範囲なメディエータ産生に対する抑制効果を有するMulti-Mediators

Inhibitorであり、炎症部位で区篠その効果を発tmし、u'l蕩性大l助炎モデルラットに有効性
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を示し、炎症性l協疾患(lBD)治療柴として臨床的有用性が期待されている薬物である。

E3040は、 臨床開発の9il1相試験の段階において、世i:?;?人への反復投与試験で

E3040笑薬投与群の全貝のlflli，'j尿酸レベルが、投与前値と比較して約 50%の有意な低下

が認められ、投与終了後速やかに正常範囲へ回復し、プラセボ併では変化は見られていな

い (Fig.2)。一方、尿中への尿般矧池茸は E3040投与群でプラセポ群に較べて高いことが

見いだされている (Fig.3)。従って、この健常人における血清中尿酸レベルの低下は、

E3040に起因するものと考えられた(エーザイ(株)社内資料)。

この血清中尿酸レベルの低下の原因として、 E3040がアロプリノールのように、プ

リン体よりキサンチンを経て尿般を令成する際に閃わるE手素のキサンチンオキシダーゼ抑

制作用を有するか、あるいは、尿酸州地促進作用を有することが考えられた。そこで、尿

酸合成の抑制についての検討において、尿酸生成酔素であるキサンチンオキシダーゼ活性

の抑制作用を示すアロプリノールと異なり、 E3040にはその阻害作用がないことが確認さ

れている (Fig.4) (エーザイ(株)社内資料)。従って、健常人における血清中尿酸レベル

の低下は、 E3040による尿酸初出促進作用によるものと考えられた。

一方、尿酸は有償アニオン系の物質であり、管!臓で尿中にtJI池されることが知られ

ている。また、先に述べたとおり、腎Jl械の近位尿剤II~~・上皮創11胞には有機アニオン系物質の

輸送系が存在しており、尿般を始めとして、p-aminohippuricacid (PAH) (Kahn et aI.， 1983)、

メトトレキサート (Saitoet aI.' 1996)などの有機アニオン系薬物が、このアニオン輸送系に

より輸送されることが明らかにされている。また、臨床で繁用されている尿酸排池促進

薬のプロベネシドは、尿般のみならず有機アニオン系薬物と腎釧池過程において相互作用

することが数多く報告されている。そこで、この尿限tJlil止促進作用を有することが予想さ

れる E3040も、プロベネシドと同級に、有機アニオン系薬物を始めとして、腎排池型の
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薬物と相互作用を起こす可能性が考えられた。

また、ヒトおよび、実験動物に投与後の E3040は、主として肝臓において抱合代謝

を受け、 Sulfat巴および Glucuronideに代謝された後、尿および胆汁中に耕地される薬物で

ある (Fig.S)。これらの抱合代謝物は、いずれも有機アニオン系の物質であるため、

E3040の尿酸矧池に対する作用は、 E3040未変化体のみならず Sulfateおよび Glucuronid巴

の関与の可能性も考えられた。

そこで本研究では、 E3040をモデル薬物として用い、この築物の生体内内因性物質

の腎挙初J に及ぼすJ;}~併を検討し、さらに E3040 の 112f排他過程における薬物!日1相互作用に

ついて検討した。
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本研究の目的

本研究では、ラットをmいて E3040による尿酸排池促進作用発現について調べ、

E3040および抱合代謝物の体内動態との検討を行なう(第 l章 1-1)。また、マウスを用い

て、 E3040の尿酸釧I1止促進作用の作川機悦のWf析を行う(第 l章 1-2)。そして、 E3040の

尿酸排池促進作用を、腎尿剤11包ーに存在する有機アニオン系輸送機併における尿酸の挙動に

対する効果として、 lnvllro実験系において検討を行う(第 2章)。また、尿酸と同線に腎有

機アニオン系により輸送されるイI機アニオン系薬物の腎挙動にあIする E3040の効果を tn

VIVOラットを用いて検討し(第 3お3・1)、さらに、腎尿来日l管に存在する有機アニオン、カ

チオン輸送系に対する E3040の効呆を検討する(第 3章子2)。
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E3040 

Fig. 1 Chemical stracture of E3040 
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第 1章

ラッ トおよびマウスにおける E3040の

尿酸排池促進作用の動態学的解析



第 1章

I -I 

高尿酸モデルラットにおける E3040の

尿酸排池促進作用
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緒言

エーザイ(株)で間売された、 E3040(6-hydroxy-5， 7-dimethyl-2一methylamino-4-(3-

pyridylmethyl) benzothiazole)は、 5リポキシゲナーゼ阻害作用と卜ロンボキサン合成酵素阻

害作用を有する OualInhibitorであり、さらに腹腔浸出k:!111胞からの TNF産生を抑iIilJする作

用も有する炎症性脇疾患 (180)治療薬として|臨床的有用性がWH守される楽物である。また、

経口投与された E3040は、!fUJ物実験において投与去の約 30-50%が小腸から吸収され、主

として肝臓において sulfate(E3040-Suりおよび glucuro川 d巴(E3040-Glu)に抱合代謝され、胆

汁中と尿中に州池されることが、ヒトおよひ、実験ifUJ物により硲かめられている。

この E3040の臨床第 I相|試験の、反復投与試験において、 E3040実楽投与鮮の全員

の血清尿酸レベルに、投与前他と比'1皮して約 50%の低下が認められ、投与終了後速やか

に正常純四へ回復するが、プラセボ群ではその変化は見られていない。このことより、血

清尿酸他の低下は、 E3040に起囚するものと考えられた。

Jn vrtro実験において、 E3040は尿酸生成酔素であるキサンチンオキシダーゼ活性に

影響を及ぼさないことが示されており、 E3040による IflU;';尿酸値の低下は、尿目立の生成抑

制ではなく、間以における尿般州地促進作川であることが考えられる(エーザイ(株)社

内資料)。

一方、実験動物として繁mされるげっ歯類(ラ y ト、マウス等)は、ヒトとは異な

り、主として肝臓中に尿取を allantoin に II[~換させる ri干支のウリカーゼを有しており、ヒト

の正常l血後中尿酸レベル(<7.5 mg/dl)に比べて低い他(ト2mg/dl)を示すこと、各種尿酸

排池促進ihEに対する感受性がヒトとはjもなることが知られている (Roch-Rameland Peters， 

1978; Ullrich and Greger， 19X8; Oall et al.， 1989)ロまた、 Smithおよび Oallらは、げっ歯類が
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有しているウリカーゼを抑制する oxonateを投与して作成したお尿酸モデルラットを用い

て (Fig.l)、各.fili尿酸1J1池促進裂の効果を(f(告しており、この日尿酸モデルラットは、尿

酸t!l'i世促進効果のjr(f.，fJiに右月lであると考えられる (Slllithet al.， 1979; Dan et al.， 1994)。

そこで、木ziiでは、日尿限モデルラットを汗lいて、 E3040およびその他合代謝物の

尿酸排池促進作川の有無を部lべ、次いで、尿酸矧池作用のメカニズムに|渇する検討を行な

った。さらに、 E3040の築物動態について調べ、 E3040の尿酸州地促進作用との関係につ

いて解析を行なった。

16 



材料および方法

実験材料

使用動物

Wistar系1.i!ltlラット(体重 240- 280 g)は (株)日本医科学動物資材研究所(東京)

より購入し、環ぢ'~~佐官H されたステンレスケ ージに入れて飼育した。水および飼料 (MF実

験動物周囲形飼料ラット マウスオリエンタル酔母工業(株) 東京)は実験に供する

まで自由に摂食させた。

使用薬物

E3040、E3040-Sulfate(E3040-Sul)及び E3040-GI山 Jronide(E3040-Glu)はエーザイ(株)

(東京)より提供された。 Oxonicacid. ponasium salt (oxonate)は、 AldrichChem. Co. (WI. 

U.S.A.)より、 Inulin、mannitolおよびウリツクアシツドーテストワコーは、和光純薬 (株)

(東京)より購入した。その他の全ての試薬は HPLC庁jまたは、特級のものを使用した。

ln VIVO動物実験

高尿酸モデルラ y 卜の作成

高尿酸モデlレラットは、 oxonateを0.5%carboxymetyl cellulos巴sodiumsalt (CMC)に

懸i溺し、 250mgj 3ml/ kgのffrをラッ トのJISUI空内に投与して作成した。



クリアランス実験

ラットを、 ether~*I't't，した後、 lは l比にカ ニューレ (Hibiki no_ 8;ヒピキイ叫li;京京)を

挿入し、次いで左大IJ退却u. ，'ff>JlJRにカニュレーション (SP31;耳目製作所， ZK京)を施した。

薬物投与 60min前に、上記の方法で調製した oxonateの CMC懸巡i液をj即位内投与し、同

時に 3% mannitol、1.5%inulinを0.9%生型企!tt水にi容解したものを、 10ml/kgの容量で静

脈内に|採H寺投与した後、直ちに 10ml/kg/hrの速度でテルフュー ジョンシリンジポンプ

(model STC525;テルモ(株)、東京)を灯jいて定述注入した。 1(11築中尿酸他が有意に上

昇する oxonate投与後 60分に、 E3040(50， 20 mg/kg)、E3040ふJ!及び E3040・Glu(各々 100，

50 mg/kg)を前fl[IR内に腕11.¥投与した。 controlとして生:01食収水のみを投与した。各薬物投

与後 1n~iI日]までは 30 分何に、 311守 II\J までは 60 分符に尿を係取し、その mid pointで血液

試科を保取した。 1(11決t:1"Jj_び尿cl'の川ul川7;;11.立は、 anthronを用いる Whiteの方法により測

定し (W削除， 1954)、I(IL袋'-1"及び尿'-1"の尿酸泌皮は、ウリ γクアシ yドテストワコーを用

い、リンタングステン酸法により測定した。糸球体出過速度の指初日で、ある inulinc1earanc巴

(CLin)は、採取した尿中へのイヌリン州地誌を尿庁、1良JtfJ問の中Ilりで採取したi血液より求め

た血後中イヌリン iJ;1}}t で|徐したイíll より tÎ~ Illjし、 uricacid c1earance (CLurat巴)も同様にして求

めた。尿剤11管での尿限1J1I111作mを示す fracrionalexcl巴tionof uric acid (FEurate; CLurat巴/CLin)

は、 inulinclearanceで uricacid c1earance を除することによりす~~tLJ，した。 Fig_ 2に実験のスキ

一ムを示す。

薬物動態実験

ラットを、巴th巴r耳*N-¥'した後、右大腿動 的1UF<にカニュレーション (SP31;夏目製作

所，東京)を施した。E3040(50， 20， 10 mg/kg)および E3040・Sul(20， 10， 50 mg/kg)を静脈内
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投与し、カニューレより薬物投ワー後 1，3，5，10，15，20，30，45，60，90，120，180分毎に 1(ll液

を 200μl採取し、 i4;心分離後、 Ifll~是をどp収した。'(1-1肢は、薬物投与後、 15 ， 60 ， 120 ， 180

分に ether麻酔下に UfJJl弘し、服部大動脈を切断して完全に脱Ullした後、府j似を奴取し秤呈

した。採取した試料は、 -20"Cでむ!II定まで冷凍保存した。

血祭および腎臓中の E3040および Sulfate濃度の測定

1) E3040の測定

血祭:採取した IIll策 0.1mlに internalstandard (4Q-276)を1)11え混合した後、 0.4mlの

アセトニトリルを加え、氷11JLで 10分J&i立し遠心分断後、上ij'iを採取し、 i!!IJ定サンプルと

し、その 25μlを下記の HPLCカラムに注入した。

l皆l臓.摘出した li雪 I~~ に 0.6 M Briton-Robinson Buffer (pH 6.0)を加えて 20%ホモジナ

イズ液を調製し、このホモジネート 0.5mlに internalstand孔rd(4Q-276)を加えた後、 5.5ml 

の isopropyleth引を加え、 10分川振猿し、 3100rpmで 5分間遠心分慨した。上相を分取し、

50 mM  H3P04 0.3 mlを加え、さらに 10分j:[j振戦し、 3100rpmで 5分間速七、分離した。上

相を asp，rator減圧下で除去した水利を HPLCサンプルとし、その 25μlを下記の HPLCカ

ラムに注入した。

HPLC条件 移動中日として、 ν15MPhosphate buffer (pH6.8) : Acetonitrile (6:4， v/v)， 

cont釦ning50 mM  NaCI04 and 0.01% EOTA 2NaをJTJい、 columnは、 YMCAP-313， 250*6.0 

mm 1.0.， S-5μm， 300A (YMC Co. Ltd.;束京)を伎汀lした。 columm7爪皮は 40'Cに設定し、流

速1.0ml/minとした。 検山背任として、 SIMAOZUしーECO-6A(5nAUSF， 550 mV) 

(SH1MAOZU Co.;東京)を使用した。

検出限界は、 Ifll奴で 10ng/ml、肝臓では 100ng/mlであった。
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2) E3040-Sulの測定

IflL疑:IfILi!麦 0.1mlに川ternalstandard (4Q-297)を加え混合した後、 0.4mlのアセトニ

トリルを加え、氷IIliて、 10分放u1し迷心分離後、上ii'iを採取し、その 50μlを下記の HPLC

カラムに注入した。

'i年l臓 .1符l肢の 0.6M Briton-Robinson Buffer (pH 6.0)、20%ホモジネート 0.5mlに

internal standardを力11え混合した後、 0.4mlの acetontrilを加え、混合し、 3100rpmで10分間

遠心分離して除袋 I~I し、上半11 を 0.7 ml分l収、 H202.2 mlを加えた。あらかじめ、 3vo1の

H20とm巴thanolて、活性イヒした bondelut(CI8; 3 cc; 200 mg)に spikeし、 4mlの10%m巴thanol

で洗い、 3mlの methanolでit山したものを1吃燥 N2で乾悶し、 200μlのH20で溶解し、

3100 rpmで 10分間遠心分自11した上j，';.の 50μlを下記の HPLCカラムに注入した。

HPLC条件・移動相として、 CH3CN: 1 % NaCI04， pH3.0 adjusted by HCI04 (16:84， 

v/v)を用い、 co1umnは、 YMCAP-313， 250*6.0 mm I.D.， S-5μm， 300A (YMC Co. Ltd.;東京)

を使用した。 columm7~，t皮は 25"Cに設定し、初Ll主1.5 ml/m川とした。検出総として、 SPD

6AVUV-VIS sp巴ctrometricdetector (SH1MADZU Co.;束京)を使用し、検出波長 262nmに設定

した。

検出限界は、 IflL援で 100ng/ml、肝臓では lμg/m1であった。

データの検定

lfIL築中の各薬物泌反の日!IJ定イl!lは Means:tS.Dで示し、他の測定値は全て Mean:tS.E 

で示した。有意差検定は、多瓜因不'Tm71~検定 (ANOVA) にて検定し、 pく0.05 以下を有意差

ありと判定した。
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結果

Fig.3に、ラ Y トに oxonatepottasium salt 250 mνkg、または vehicleの0.5%CMCを

JJWt:主内投与した後の IfIL~'I' J.iR椴レベルのlI~j 間変化を示す。 oxonate 投与l作において、投与

後 30分から 240分までのIflL奴'1'尿酸レベルは、 vehicl巴投与群に比べて到着に高い値を維

持した。従って、木方法により、市尿酸モデルラ y 卜が作成できたと考え、定型クリアラ

ンス実験は、有意な IfIL~丘中尿般レベルの上昇がみられる、 oxonate 投与後、 60分から 240

分の期f/lJで行なった。

Fig.4 に、各~物投与 11.\，の FEurate {iむの11.¥二川変化を示す。 panelAに示す E3040投与

併では、 50mg/kgの投与況において投与後 30分から 90分の問で FEurateはcoI1tro 1 群に比

べて有意に上昇した。 20mg/kgでは有fJJ.:'iiは符られなかったが、投与一後 30分で FEurateは

上昇傾向にあった。 panelBに示す E3040・Sul投与1r(では、投与量が 100mg/kgの11寺のみ投

与後 30分で FEurateの一過tlの卜.1'1が見られたが祈意差は認められなかった。 一方、 50

mg/kg投与時では、 FEurateの上Flは見られなかったo panel Cに示す E3040-Gluは、 100お

よび 50mg/kgの日投与査でも FEurateに有意な変化は観察されなかった。また、築物投与

後 0-30分後におけるイヌリンクリアランスは、 E3040投与 (50mg/kg)で 11.3:!:: 0.5 

ml/kg/min、E3040-Sul投与 (100mg/kg)で 11.6:!::1.4 ml/kg/miであり、両l洋間で差は認めら

れなかった。

Fig.5に、各jLE物投与後の尿仁l'尿限JJlil仕述j立の変化を示す。 E3040投与群において、

50 mg/kgの投与後の尿中尿酸JJIillti山立は、 col1trolmに比べて投与後 30分から増大し、 60

分まで有記、にtU大した (Fig.5， pan巴1A)o E3040-Sul 100および 50mg/kg投与後の尿酸初池

速度の増大はほとんど見られなかった (Fig.5， panel B)c E3040・Gluにおいても、尿酸初計u:
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速度に有昔、な変化は飢ぷされなかった (Fig.5， panel C)。

Fig.6に、 E3040I移行:.1f2のIfll後rl"E3040および E3040-S111のIIc¥q::Jjfl移 (panelA， B)と、

E3040-Sul J'{f'Y主後の Ifll淡'1'E3040-SulのIlcH/fJ抗日多 (panelC)を示す。 E3040I作注後の凶l禁中

E3040 iJ~皮は速やかに減少し、その{ì'l 9ミ半減JYJ は約 12 分であった (Fig. 6， panel A)o 50 

mg/kg投与 H寺の E3040の全身クリアランス (CL[ot)および分布谷初 (Ydss)の他は、 10およ

び20mg/kg投与一11.¥に比べてイi'K:i:に減少した。代議J物である E3040-Sulのl(Jl築中レベルは、

E3040投与後 10分で Q，'::;に述し、その他は 50m訓〈g投与時で約 45μg/mlであった。一方、

E3040-Sul rff'注11.¥では、 5-20mg/kgの投与一iii111囚|において E3040・SulのIfn築中政度[IU線下

面積 (AUC)は投与11に比例して抑大した。

Fig.7に E3040(50 mg/kg)の静注後のl削減， ~，の E3040 と E3040-Sul i;111支 (panelA)お

よび E3040-Sul(100 mg/kg) i'{H.上後の'i"flu;，t ~l E3040-S III波皮 (pan巴1B)を示す。 50mg/kg投与

時の腎!隊中の E3040未変化体iRtl立は、投与後 15分で平均 22μg/gwet tissueであり、以後

速やかに低下した。また、 lf行政'1'E3040-S111 ~':l}iI. は、投与後 15 分で 50 mg/kgで 60μg/g

we[ [ISSll巴、投与後 60分でも 50μg/gwe[ tisslle の iJ1~ J.正であった。一方、 E3040-Sul 100 mg/kg 

を静脈内投与した後の附版'1'E3040・SllliJW立は、投与後 15分で240μg/gwe[ lissueと、 6倍

以上の波度を示し、 tiO分後でも 150μg!gwet tiSSll巴と高いifuを品If持していた。
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考察

尿酸はlIili乳fjiにおいてプリン体代謝の最終代謝物であり、尿中にね1・1世されることが

知られている。しかしながら、尿般の肝臓でのJJIil止には種差があり、例えば、正l床の分泌

を示す、ウサギ、ブタや、正l沫の T呼吸収を示すラット、マウス、イヌ、~Jí人紋、ヒト等に

分類することができる (Roch-Rameland Weiner， 1980)。また、げつ歯却は、肝臓中に尿酸

を剖lantoinに転換するR手素のウリカーゼが存在し、このため類人税やヒト(正常値<7.5

mg/dl)に比べてげ つl府知のlfll奴"，尿般レベルは低い (1-3mg/dl)ことが知 られている (Roch

Ram巴1and Peters， 1978; Ullrich and G，巴ger，1988; Oan巴ta1.， 1989)。しかし、げっ歯類である

ラットにウリカーゼ抑制作川を訂する oxonateを投与することにより、通常のラ y卜より

も高いIUL築中尿酸レベルが剥f'持されることが悦iltされており (Fig.l)、この高尿酸モデル

ラ Y トを月一lいて、尿酸釧ilJl作用を解析する実験がなされている (Smithet a1.， 1979; Oan et a1.， 

1994)。木研究において、 oxonateをl阪Jt}内投与したラ Y トが高い1(ll築中尿酸値を維持した

ことから (Fig.3)、この日尿!被モデルラ yトは、 E3040とその代謝物の腎l臓における尿酸排

池促進作用を部lべるためのイf)lJなモデル動物と考える。

1背!阪での尿般州ilUメカニズムは、尿酸が1JT糸球イ木で泌過された後、近位尿細管にお

いて再吸収された後、分泌され、j1}び肝吸収されるという、 4-compomentモデルで説明さ

れている (L巴vinsonand Sorens巴n，I980)。そ こで、本研究では尿酸の正l床の排祉の変化を測

定することにより、 E3040 及びその抱合体の腎尿*III<~ における尿酸初池促進作用を解析し

た。

クリアランス笑験において何られた、 CLinulinの他(約 11ml/kg/min)は、 Oanらの

報告値とほぼ一致した (Oanet al， 1991; Oan et a1.， 1994)。また、 E3040および抱合体の投与
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により、尿限クリアランスおよび、尿(¥t:jJlilllif肢が卜釘ーする投与後 0-30分のIlIJで、各1洋

間でイヌリンクリアランスにi':はよLられなかった。このことは、 E3040による尿酸クリア

ランスの上昇は、糸上主体illdill:，:のi去によるものではないことを示唆している。さらに、

E3040投与後に飢祭された FEurat巴他および尿阪JJIilU:速度の増大は、 E3040は腎尿剤IJ管に

おける尿酸釧池促i1主作用を有することを示唆している。

E3040の 10および 20mg/kg投与後に符られた E3040の CLrorの他は、 T札kenakaら

が報告している 1mg/kg投与後のもU.(10 L/hr!kg)とほぼ一致した (Takenakaet al.， 1995)。一方、

E3040 50 mg/kg投与 11.¥の E3040の AUCは20mg/kg投与H手に比べて有訟に上昇し、 CLlOr

は低下したことは、 20m g/kg の投与五j 以上では E3040 は非線型加IJrL~ を示すことが示唆さ

れた。

E3040 f.削工後、 'i~fl以 cl' には代謝物の E3040-Sul が、 E3040 よりも高松度(腎中/Ir[築

中濃度比.約 2)に見いだされた (Fig.7; pallel C)。一方、E3040-Sul(1∞mg!kg)静注により、

一過性の FEurateの山大傾向が見られたが、こ の投与量での1間以中の E3040-Sul波度は

E3040投与後に見いだされるよりもがJ4伐の向い波lズを示した。これらのことから、

E3040投与後にIIJIf，きされる FEucareの上昇に対する E3040-Sulの評与はほとんどないと考

えられた。

一方、 E3040 の Iln~脈内投与後に生成される E3040-Glu の Irll築中 il足度は E3040-Sul の

約 lρ と低いこと、また尿 '.1' への VI・ il仕fE は E30~0-Sul の約 lハ0 であることが報告されてお

り(Takenakaet al.; 1995)、従って、町政巾の E304(トGlu波皮も低値であると考えられた。

さらに、 100mg/kgの投与句においても、 FEurare、以限州r吐i生j立ともに上JTが観察きれな

かったことから、 E3040-Gluには尿rl'JJI千|仕促illif'lO川が;まとんどないと考えられる。以上の

ことから、 E3040投与後に仰伐された尿殿山地促進作用は、主に E3040自体によるもので
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あると考えられる。
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まとめ

|臨床第 l111試験において似渋された、ヒトの[f[li，'i-rt尿限レベルの低下が、 E3040に

よること、その尿酸レベルの低下は、 E3040の腎尿剤1¥管における尿酸NI一地促進作用によっ

て起こることを、ラットをmいた;lf験により l列らかにした。さらに、ラットにおける

E3040 の築物動態の検討から、 li千尿剤I\~û での尿政JJI illi促進作川は、主として E3040未変化

体の作用であることが示唆された。
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第 1章

1 -2 

DBAl2Nマウスを用いた E3040の

尿酸排池促進機構の解析
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緒言

賞作 l 主主 1-1 において、 A1JJ尿般モデルラ y 卜における検討により、定!I~ クリアランス

j去により E3040が11f尿剤11官における尿酸j)1・7世促進作川を有し、その作用は、 E3040による

ことを示した。

日fI)乳類における腎l阪での尿限JJI池のメカニズムは、糸球イ本泌過、分泌前の再吸収、

分泌、分泌後の再吸収過干-11の、 4-compornentモデルで説明されている (Levinsonand 

$orensen， 1980)。最近、尖l段助物として繁JT1されるげっ歯類の巾で、 DBA/2NマウスはJUl

築中尿酸レベルが比較的問Jく、 fractional巴xcr己tionof urat巴の他もラ γ トよりもヒトに近い系

1えであることが明らかにされており (Fig.1) (Roch-Ramel and Peters， 1978; Dan巴ta1.， 1990)、

腎尿*111管における尿酸のさと切jにl対する禁物の1'r:fI1-1:酎/1;の解析が可能である。Fig.2に、腎

尿剤11管における尿般の挙動と、各尿酸釧 I1止促進、抑HilJ斉11の作用部f立を示す。

そこで、 E3040による尿般州地促進作)fjのメカニズムをより詳細|に調べるために、

聞阪での尿酸NIヰ祉の挙動がヒトにより近い DBA/2Nマウスを用いて検討を行った。
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材料および方法

実験材料

使用動物

DBN2N系雌性マウス(休ifI18 g-2S g)は日本生物材料(株) (東京)より購入し、

環境整備されたステンレスケージに入れて飼育した。水および飼料 (MF実験動物用図形

飼料ラット マウスオリエンタル俳句て業(株) 京)i'()は笑験に供するまで自由に摂

食させた。

使用薬物

E3040、E3040-Sulfate(E3040-SlIl)及び E3040-GIlIclIronide(E3040-Glu)はエーザイ(株)

(東京) より、 AAI93は、 r小|ド}外:製民t主楽L定3 (株) より i拭ι

Sigma. Co. (仰U.S. A.)より、 pyrazinoicacid、gllmarabic は、和光純~(株) (東京)より購入

した。その他の全ての試薬は HPLC用または、 41級のものを使用した。

in VIVO動物実験

逆説効果実験

DBN2Nマウスは、実験の 21I"j'/l'，Jiiijより、絶食、 M'!水させた。マウスは、 ether麻

酔した後、 !防)此にカニューレ (Hibikino. 5;ヒピキ本filli;東京)を押入した。proben巴cid、

benzbromarone、AAI93および pyrazinoicacidは、 3%glli11 arabic ~U'Jl食瓜水溶液に N&濁し、
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40 ml(kgの訟で経口投与し、 E3040及びそのYLl令代謝物はとt~I'.食品1水に浴似した浴液を 10

m1/kgの孟で尾，'{j".J1民内投与した。 E3040及び代謝物の投与 11与の直前に 3%gum arabic生理食

塩水溶液を 40m1/kgのiEで経口投与した。 3%gum arabic生担金t:，t水溶液経口投与のみ、

および 3%gum arabic 生Jj[食J:;\lt水溶液経口投与後、 ~I".里J.!食~水を尾静脈内投与したものを

それぞれの cOl1lro1とした。 Fig.3に実験方法と各l示般fJli世促進iLEおよび、尿酸釧池抑制粂

である pyrazinoicacidの{1(j:ili式を示す (Fig.4)。各楽物投与後 611¥問までの尿を採取し、尿

中の尿酸iJ2:皮を訓');i::し、尿中尿椴州I1止速度をt.. ~~ tL~ した。尿中の尿民主iJt.皮は、ウリックアシ

y ドーテストワコーを川い、リンタングステンMiLにより測定した。

Pyrazinoic acid抑制試験

Fig.5に実験スキームを示す。 DBA/2Nマウスは、上記の逆説効果実験と同様の処

置を行ったのち、 pyrazinoicacid (2(めmg/10m1/kg)を経口投与した。その 30分後に、

probenecid 1200 mg/kg、benzbrom zrone 400 m g)句、 AA193400 mg/kgを、 40ml(kgの量で経

口投与した。 E3040は、 3%以 marabic生J]!食出水浴訟を 40m1/kgの量で経口投与した後、

直ちに 10mg/kgを尾静脈l大l投与した。 pyrazinoicacid 2∞mg/IO m1/kgを経口投与後 30分

に 3%gum arabic生Jj!食.t:II水裕被 40ml/kgを経口投与ーしたもの、生l:ill食寝水 10m1/kgを尾

静脈内投与したものを、それぞれの conrrolとしたo ~薬物投与後、出i寺問までの尿を採取

し、尿中への尿酸1J1池速度をij!l)定した。

デー タの検定

データは、全て Mean:tS.E で示した。ギ)主必検定は、多項目有意差検定 (ANOVA)

にて検定し、 p<0.05 以 F をイ1.'む::7'(~ありと平1)えした。
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結果

Fig.6に各尿椴州地楽の尿F後初池速度と投与iiiの関係を示す。尿酸州地主Eである

probenecidは低投与JIIでは尿酸州池抑制作用を現わし、高投与量:では初池促進作用を現わ

す、いわゆる逆説ガ1);誌を示した。一方、 AA193および benzbromaroneでは逆説効果を示さ

ず、 AA193では、 200と400mg/kgの投与量において尿酸州地速度が conmolに比べて有

意に上昇した。 benzbromaroneでは、投与査が出加するにつれて上昇の傾向が見られ、 600

mg!kgの投与主において有なに尿般tJl'i¥止速度が上!1{した。また、分J必を抑制するpyrazlnolC

acidでは400mg/kgの投与丑で尿酸州地述皮はイ{，C':に抑ilil)された。

Fig.7に E3040と各抱合体投与 Ilcfの尿般jJli¥り速度を示す。 E3040投与で、尿酸抑1・i¥!l:

速度は投与量依存的に上昇し、 10および 50mg/kさでは controlに比べて有意な上昇を示し

たが、逆説効果はWIf，きされなかった。一方、各抱合体では、 200mg/kgの高投与量におい

て上昇傾向が観察されたが、ヰI也、差は認められなかった。また、逆説効来は各抱合体にお

いて観察されなかった

Fig.8に pyrazinoicacid jJPililJ試験のあっ来を示す。 pyrazinoicacid単独投与 H寺の尿酸拘|

池速度低下率に対し、 pyrazinoicacidとprobenecidおよび benzbromaroneを併用時の変化は、

両薬物単独投与l刊の尿般iJlil!l:A主j立上釘率と比'1比して、まだ低下したままであった。一方、

pyrazinoic acidとAA193の(J1f!Jは、尿般JJI計U:A出jぷのぎに化を AA193単独投与l侍の約 50%に

までに回復させた。同様に、 E3040は pyrazinoicacid投与で低下した尿酸排池速度を薬物

単独投与i時の約 30%まで回復させた。
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考察

本研究において使用した DBN2Nマウスは、 Ifll中尿酸他が他のマウス、ラット等の

げっ歯知よりも日く、尿般の fractionaexcr巴tionof urat巴、および尿利l包での尿酸の 4

compomentモデルでの挙動がヒ卜に近いこと (Fig.l)、従って、尿F渋川池促進茶の開発と、

尿酸初池促進作用をWf.lJrJするのにisiした実験動物であることが、 Danらにより報告されて

いる (Danet a1.， 1989; Dan et a1.， 1990)。そこで、尿剤IJtiでの 4-compomentモデルで説明さ

れる尿酸の主主主力に対する E3040およびその仰合代謝物の作用をjげ明するために、この

DBA/2Nマウスを1fmした。

尿殴抄li世楽である probenecidは尿キIlltiにおいて尿般の汚吸収、分泌双方を抑制する

ことにより、低投与茸では分泌を主としてjill:1i1Jするため、尿酸りIi世抑制作用を、高投与量:

では再吸収も抑制するため、尿f唆VI'I世促進1'rJ日を示す、逆説効来を示し (Yuand Gutman， 

1959; Fanel1i and Wein巴r，1975; Emmerson， 1978)、円吸収のみを抑制する AA193、

benzbromaroneでは逆説効扶を示さないことが、ヒト (Levinsonand Sorenson， 1980)及び

DBA/2Nマウスにおいて報告されている (Danet川， 1989; Dan et a1.， 1990)0 DBA/2Nマウス

を用いた本実験において、各尿MtJl'ilU:促進楽および尿酸初 il止を抑制する pyraz川口icacidに

おいて、この報告と一致したがIよいが何られた。一方、E3040投与で、尿酸抑1'1世速度は投与

量依存的に上昇し、逆説反応は?!:Jlf.きされなかった (Fig.7)。このことにより、 E3040は尿

酸の尿剤JI管での再吸収を抑制するが、分泌抑制竹川をイTしないか、ごく弱い抑制作用しか

有さないことが示された。また、各抱合体は、 200mg/kgの投与量においても有意な尿酸

}JI池の上昇は観察されなかった。このことは、 E3040が尿酸初湘促進作用を有することを

示唆し、前項の市以般モデルラ y トにおける FElI rate の~NM~ と 一致した。
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pyrazinoic acid拘J;!札式験は、分泌のみをj{pililJする pyrazinoicacidを投与して、尿中尿

酸排池を低下させた後、科薬物による尿般tJlilll:，:の1111復を観察することにより、分泌前あ

るいは分泌後のPj.1反収を抑制するかを検討する試験である。この試司会は臨床においても、

各尿酸州池促進楽の作川機NljJWゆ]のために使用されている (Diamondand Meis巴1，1977;

Ste巴l巴， 1979; Levinson and Sorenson， 1980)0 pyrazinamideは、 pyrazinoicacidのプロドラッグ

であり、抗結核必として使川され、体内で活tl休の pyrazinoicacidに代謝されて尿酸初池

抑制効果を現わすことが知られている (Fane1iand Weiner， 1975; Emmerson， 1978)。この

pyrazinoic acid j{jJHiリ試験において、Ii'H主的に尿剤11れにおける尿酸の 4-componentモデルが

説明され (Levinsonancl Sorenson， 1980)、また、 benzbromarone、proben巴cid、tienilicacid等の

尿酸初池促進主主の作川機怖がJW析されてきた (Diamondand Meise1， 1977; Steele， 1979; 

Levinson and Sorenson， 1980)。

本研究での DBA/2Nマウスを汀lいた pyrazinoicacid抑制試験において、分J泌主必、、再吸

収の両方を抑H制!じ凶}沿リする P戸r巾0ぬbe引ene氏CI泊di巾ji

pyr悶az却1Il01にcaおCIιd土単i己i犯独!投与 11時1時寺には、 i近に尿酸州 il止i単位:は約 20%減少した。ついで、 これら 2

つの薬物のfj!:rnll~i の尿般tJl ilU 速度は、薬物~I，投与 11\ の 11Ü よりも小きかった。この尿酸矧 /1止

の様相は、分泌後のj1}1吸収を村民的に阻害すると言われるほnzbromaroneにおいても、

probenecidの場合と同級の線打|を示した。一方、分泌、前の再吸収を抑制する AA193では

pyrazinoic acid との V!:mll~i の尿般州 illi .i主度は、~物~I'投与l時の値よりも大きく、 AA193 単

独投与時に観察される尿限釧 illl;必度の上昇に刈し約 50%にまで回復させた。 pyrazinoicacid 

抑制試験における AA193の尿限州地の回復は、 probenecid、benzbromaron巴に比べて大きい

ことが報告されており (DanT. et al.， 1989; Dan丁目 al.， 1990)、これ らの結果は報告と一致

した。そこで、 E3040と pyrazinoicacidとの1)!:}n 11.¥の尿般州地速11の変化の比較から、
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AA193とfi1Jf;kのイiH)Jを〆J'すことカてわかった (Fig.S)。このことより、 E30.+0は AAI93と[i;]

級に分減、出jのIT}吸収を抑制することにより以限tJIilll促進作用を現わすことが示唆された

(Fig.9)。

尿釧包での尿般の之j~']]山を説明するのにi@している 4・componen t モ デルは、通常のよ応

物が糸球体協過後、jl}吸収され、さらに分泌され、尿中』こ排池されるのに対し、尿酸で

は分泌後に、 iiE'[UJ(ドJ な:尿酸の愉送は、:rq:吸収、分泌双方で平jiJ!iであるが、管l院内の尿酸Ù~

度が血cl"よりも向くなっているため、拡散により IflLrl'に移動すると考えられており、これ

を、分泌後の円吸収と 11千んでいる (GI川 lhamand Chonko， 1986)。これを直接的に説明し、

各尿酸封I'i世促進、および抑制楽、また、 E3040の作JTJ機.f1Iiをより詳細に解明するためには、

例えば、尿酸l愉i孟系の~VJ!. したじj主剤1 1)胞.t;\，:1t系での、 intlux 、 efflux を詐創11 に検討する必~

カ〈あると考えられるの
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まとめ

本研究で、げっ歯郊のrl'で尿剤11包:での尿般のノ止ifUJがヒトに近い、 DBA/2Nマウスを

用いて、 E3040の尿f肘JI池促進作川機併を詐出111に検討した。その最古来、 E3040は投与圭依

存的に尿酸州地をよ19加させ、 probenecid で irJl~きされる逆説効果を示さなかったことから、

E3040 は、尿剤1I'ì~・での尿酸の分泌を抑制せず、)11吸収を抑制することが示唆された。さら

に、 pyrazinoicacid糾1:1;リ試験の結果より、尿創11色における 4-componentモデルで説明される

尿酸の挙動において、糸J:k体協過後、分/在、白iJのTfJ吸収をjijJa;uすることが示唆された。
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第 2章

ラッ ト腎刷子縁膜小胞を用いた

腎尿酸輸送に対する E3040の作用

ココ



緒言

腎l臓の近{立尿*111色・において、グルコース、アミノ酸、 1)ンなどの栄必物質の再吸収

並びに医楽品等の生体J';~物の尿 1: 1 1 への分泌が'日まれていることは良く知られている。尿剤11

管上皮細胞は、形態的、機能的に非対称性を示し、特に物質輸送機十1~や局イLする Mi長が)'(:

なっている。細胞は互いに隣接する車111胞と引妙、な街活接合で接合し、細胞11共はその部分で

管粧仮IJの刷子縁jJ矢 (3rushborder membrane， 33M)と、 IflL液似lの目IJJま朕 (3asolate凶 m巴mbrane，

BLM) に区分される。この 'i'f JJ)UIII~~: 上JHIII胞のそれぞれの脱には有機アニオン系物質の輸

送機構が存在することが知られている (Fig.1) (Inui， 1988)。

これらの近位尿キIII'jj，・における物質11倫単をWi析し、それぞれの朕輸送特性を明らかに

するための実験系が、各!映画分を分抑制以したJJ~~小JY~ (membrane vesicle)を斤jいて開発さ

れた。 ~:IJ子縁JI~l小胞の訓以は、上位斜11胞のミトコンドリア、ライソソーム、小胞体、但IJ底

!阪が Ca2+、Mg2+なとの 2制liカチオンと複合体を形成して凝集、沈澱するが、刷子縁膜は

上清に残るという tl質を利JFIしている (Malathier al.， 1978)。この昂IJ子縁朕小胞を用いるこ

とにより、様々な物質の117尿剤11包での輸送機附WI析が飛~;'iI的に進歩した (Fig. 2) (乾， 1994)。

一方、尿酸は、近位尿剤11色上皮剥11胞を通過して、能動的に再吸収されることから、

尿酸の輸送機m7J引肖近位尿*lIIt; の刷子縁Jt~に存在することが示唆されている (Klamp and 

L巴noir，1975; Weiman et al.， 1976; Frankfurt and W巴il11an，1977; Diamond，1978)。また、上記の

刷子縁l肢小胞をmいた、 pH勾配存在下の尿般の取込み実験において、 overshoor現象およ

びcounrertransport現象が仰祭され、さらに probenecid、D1DSにより t愉送が阻害されること

から、尿酸は、尿出1I1't'::において能動的に円吸収されることが知られているのlomstedtet al.， 

1980; Guggino et al.， 1983; Kahn er al.， 1983; Kahn and Aronson， 1983， Kahn and W巴iman，1985; 
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Dan and Koga， 1990; Roch-Ramel et al.， 1994)。

前項までの実験において、 E3040 は 'i'1' l示 *11I'I~での尿般の再吸収を抑制することを IYi

らかにした。そこで木研究では、腎刷子縁II!火小胞を汀jいて、小胞への尿酸取込みに対する

E3040およ び各.vc!令体のlifl書作川を検討し、その作川を他の臨床で使用される尿酸排I1仕促

進薬と比較した。
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材料および方法

実験材料

使用薬物

E3040、 E3040-Sulfate(E3040-Suり及び E3040-Glucuronide(E3040-Glu)はエーザイ

(株) (東京)より、 AA193は中外製楽 (株)より提供された。 probenicid、

benzbromaroneは、 Sigma.Co. (U. S. A.) より j!'\~入し、 mannitol 、 MgS04 ， KH2P04， K2HP04、

HEPES (N-hydroxyethlpiperazine-N' -2-ethaneslIlfonic acidl、Tris(2-Arnino-2-hydroxymethyl-1 ，3・

propanediol)、CaCI2、マイクロ TP テストワコー、アルカリ↑生フォスフ 7B-テストワコ一、

ATP、モリブデン酸アンモニウム、 ascorbicaciJ、ScintisolEX-Hは、和光純真~ (株) (東京)

より購入した。 Ollabain(g-srrophanthin)は京京化J1Y.工系(株) (東京)より、 [8_14C]Uric acid 

(50 mCi/mmol)はMoravekBiochemical (U. S. A.)より W，'i入した。その他の全ての試楽は

HPLC FI'lまたは、 ~;J 級のものを似汀l した。

in vitro腎刷子縁模小胞取込み実験

腎皮質の摘出;去

Wistar系1&性ラ y 卜(イ*1I280-320 g)をエーテル麻M下、|制限し、腹部大動脈およ

び後大静脈を切断してJmlrlLした後、直ちに阿liTを焔(]IIした。摘出した腎l肢は氷冷した

buffer (10 111M l11annitol， 2 111M HEPES-T，爪 pH7.5) '1'へ入れ、皮質部分のみを切りだし、 iYJ

重量 (Xg) を秤宜し、以 Fに述べる腎相1) 子;Î>J: JJ~:小胞の訓裂に用いた 。 なお、ラ y ト腎刷子

縁膜小胞の調裂にはラ γ 卜 10I庄分の'i'tJ臓をfIJい、 fりられた皮質の混重量は、約 8- 10g 
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であった。

腎刷子縁膜小胞 (BrushBorder Membrane Vesicles; BBMV)の調製

腎刷子縁Jt.えノl、)j包 (BBMY)は、 Wistar系統的ラット(体重 280g-300g)のl昨皮質より ，

Malathiらのカルシウム沈澱i1::に従ってljip，!fした (Malathiet al.， 1978)。以下に操作の概210を

述べる。

遠心分間tは全て 4.Cで行い、全ての訓製行紅は氷山L下で行った。腎Si.1'lは、 i皇室託

(X g) の 9 1l~'容量1 (9 X ml)の氷冷した BufferA (10 rnM rnanni!ol， 2 mM  HEPES-Tris; pH 7.5) 

を加え、ヒストコロン (1=1's区別利機械製竹所)により 1，800rpmで 2分間ホモジナイズし

た。得られたホモジネートに、 BufferA rl'の CaCl2iJ;V立が 10mMになるようにCaCl2を加

え、ガラス総で良く品l判、した後、 15分間以ii'iしたo Ii文f丘後、 CaCl2が 10rnMのilEkJ1tになる

ように調製した、作成11.y~t.並立の 10 1;'.'谷川の BufferAを加えた。これを、冷却逮心機

(HIMAC Cel1!rifuge SCR208， HITACHI;束京)により、 500X gで 12分間遠心分離した上il'i

を、さらに 15，000X呂で 12分間法心分離した。何られたペレットに、 5X 011の BufferA 

を加え、ガラス/テフロンポッター型ホモジナイザーにより、 1000r.p.o1の回転数で 10

回ホモジナイズした。この!恒例液に 10rnMの泌皮になるように、 CaCl2を加え、 15間分

放置した後、 CaCl2が 1001Mの政皮になるように調製した、 5X mlの BufferAを加えた。

これを、 750X g で 12 分 11'，J 法心分~Mfした上れをさらに必速心機 (Au!o01atic preparative 

ultracentrifuge 70P-72， HITACHI;東京)により、 30，000X gで 12分間遠心分郁した。得ら

れた残溢に 20X011の氷冷した BufferB (100 O1M manni!ol， 20 mM  HEPES-丁目 buffer;pH 

75)を加え、ガラス/テフロンポツター型ホモジナイザーにより、 1000r.p.o1の回転数で

10回ホモジナイズし、 48，000X gで 20分I1Ui主心分削lーした。 fqられたベレ yトに、腎皮質
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の 91去を千i止の BlIfferBを}J[[え、 11舟)11(20 G X [;テルモ， Hi京)を)1)1.、て吸引-1)1出を繰返

して懸泌させた !'~i'仙波を、さらに 48 ，000 Xさで 20分11¥).ibi:心分削iした。得られたベレ y ト

を、最終のタンパク筑波j立がふ 10mg/mlになるように尿酸取込み実験用 BlIff，巴r(150 mM 

mannitol， 2 mM MgS04， 50 mM pottasium phosphate buffer; pH 7.5)を加え、注射針 (27GX 1/2; 

テルモ;来京)をJIJいて吸引釧nl!を繰返して懸泌させ、 't予知1)子縁!以小l泡(BBMV)懸濁i液を

得たoii雪崩1)子総))~~小胞は、取込み尖験まで、 ・ 80
0

C で冷凍保存し、部，g以後、 1 i!Bll¥]以内に

実験に供した。

タンパク f1i;;.~ J.立は、マイクロ TP テストワコーをJIlい、ピロガロールレッド1去にて

定量した。

得られた BBMV の;f，'i~~& は、 l符刷子k-~Jl山こ )"j.{1 する、アルカリフォスファタ ー ゼ

と、腎恨1)底J)Ciに局在する、 (Na+-K+) A TP，附 を測定して検討した。 BBMVのアルカリフォ

スファターゼ活性は、アルカリ性フォスファ Bーテストワコーを用い、 pニトロフェニルリ

ン酸基質法により測定し、'1'1'1](自ホモジネー卜のアルカリフォスファターゼ活性の約 10-

15倍の酵素活性を43た。 (Na+-K+) A TPase i川:1は、 Quigleyらの方法により、 ATPを基質

として、生成するリ ン般の主により活性を別べた (QlIigleyet al.， 1969)。符られた BBMV

の (Na+-K+) ATPase活性は、作成11ホモジネー卜の 2似以下であった。

取込み実験

尿酸の腎刷子級以ノトl泡(BBMV)への取込みは、 illA主泌過1去により行なった。以下に

操作の概~を示す。

BBMV!'!F:削減 20μlは、 25
0

Cで 10分11'0)プレインキユ ベート し、 20μMの [8_t4CI

uric acidを合有した 150mM mannitol， 2 mM MgSO~ ， 50 mM pottasium phosphate buffl巴r(pH 
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6.0) 180μlを加え、 l以込みの各IL)'II'，]まで 25'cで 10分1/'，]インキユベー卜した。ノ比冷したl以

込み停止液である 150111M l11annitol， 2 111M MgSO-l， 50 111M po!!asiul11 phosphat己buffer(pH 6.0) 

Imlを加え、取込み反氏、を十/Jl:.させたo f.，;ι Jl:.させた反応液は、直ちにミリポアフィルタ

ー (HAWP，0.45μ111，25 mm diameter; Millipore Co.; U. S. A.)の上にぷj下し、吸引した。ミリ

ポアフィルター上に残った [8-14C1uric acidは、ミリポアフィ Jレターごと、プラスチック

パイアルに入れ、 if!iイ本シンチレーション川カクテル ScintisolEX-H 8 mlを加え、 1放しく-t[

猿し、液体シンチレーションカウンター (LSC引 00;アロカ(株) ;束京)によ り欣射活tl

を測定した。

?I'特異的なJIC!小胞へのl汲X1を測定するために、日IJ途、 BBMV懸溺液 20μlに氷温の

取込み停止液を力11え、直ちに 20μM[8-14Cluric acidを合有した、取込み用 Buffer(pH 6.0) 

200μl を加え、 l以引泌過し、 l収込みと同枚の r.!i:f'1 を行なって 、 ~lI'村民的制限への吸着を測

定した。この非的見(I~ な、 18- 14 C/ uric acidの似への似苅のfluは、パァクグラウンドとして、

BBMVへの [8_14quric acid 取込み世から 21 し 01 いて、 J~の BBMV 内への [8_ 14 C] uric acid 

取込み訟を算出した。

各薬物の BBMVへの 18-14C/uric acicl J以込みドIHi~作用は、 probenecid 、 b巴nzbromarone 、

AAI93の各尿酸Vlilll促進菜、および E3040、E3040-Sul、 E3040-Gluの各楽物を 20μM[8-

14C] uric acid含有取込みrnBuffelに溶解し、 10秒 1:'，]の BBMVへの [8_14C]uric acid取込み

を測定した。対照として、各薬物?I:存イF下での 10秒1/'，]の BBMVへの [8_14CJuric acid取込

みを 100%として各泌物の 18-14CIuric acid J収込みドI[:，i;率を算出した。
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結果

Fig.3に、 BBMVへのヒドロキシイオン (OH-)勾配存在 F、[8_14C]Uric acid取込み

の時間抗移を示す。 overshOOl現象が奴祭され、この取込み実験系に尿酸の能illiJ愉送の関

与が示され、過去の↑fl.告が聞かめられた。

Fig.4に、 E3040と尿限JJIilll促進楽の、 BBMVへの OH-勾配存在下 [14CJ尿酸取込

みに対する阻主 illi紘を示し、 Tabl巴Iに、尿酸釧 ilりiLEとE3040のrt4C]尿酸取込みに対する

ICSOを示す。 BBMVへの[14CI};J(般のl収込みは、いずれの薬物においても阻害効果は波皮

依存的であり、その I~[l i~: 効果の強さは AA193 > bel1zbromarone > E3040 > probenecidの順

であり、そのICSOは、それぞれ、 0.26μM、16.7μM、86.6μMおよび 181μMであった。

Fig.5に、 E3040J!;_び各Yd合体の BBMVへの OH.勾配存在 Frt4C]尿酸取込みに対

する阻害llli紘を示し、 Table11に、 E3040、名抱合体の 114C]尿酸取込みに対する IC50を示

す。 BBMVへの 114CJ尿般の取込みは、いずれの薬物においても波皮依存性を示し、その

阻害効果の強さは E3040>E3040-S111 > E3040・GIllの川!!であり、そのIC50は、それぞれ86.6

μM、1919μMおよび 8408μMであった。
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考察

BBMYへの以般の収込みは、ヒドロキシイオン勾配、クロライドイオンにより駆

動され、また、他のアニオン系炎物との、 lrans-s!imu1a!ionも観察され、尿酸の刷子縁l以に

おける l愉送は、尿際/アニオン交換輸送系であることが知られている (B1omstedtand 

Aronson， 1980; Giggio et al.， 1983; Kahn and Aronson， 1983)。さらに、 DlDS1i'iこのアニオン愉

送系のIlfF;t:斉IJで取込みがImi!;ーされることも lJfJらかにされている (Kahnet al.， 1983; Dan and 

Koga， 1990; Roch-Rame1 et al.， 1994)。

本石i)1先において、他のjぷ限jJIiI止促進柴と同級に、 E3040が尿創11包刷子縁l践における

[14 C] 尿酸の輸送を fífl:!iIJすることが示された。その ~Dl さは AA193 > benzbromaron巴>E3040 

> probenecidの111t[であった。 AA193、benzbromarone、probenecidの 1C50は、 Danらの報告

とほぼ-I土した (Danand Koga， 1990; Dan e! al.， 1991)。また、 E3040と、 E3040-Su1、E3040

G1uの BBMYへの 114C[1衣服JI見込みへのIllt:，!:効以は、 E3040が、 E3040-Su1の約 20倍、

E3040-Gluの 1000俗であり、このことは、ラ y卜および DBA/2Nマウスにおける、尿酸

初池に対する E3040と各抱合体の作用のがl米を支払するものである。

また、ラットにおいて、イT立な尿M釧illi促進作Jljを示す、 E304050 mg/kg静脈内投

与後の'i'ifl日正中日040i;:J:rsrは、 73μMであ り、本尖験で何られた BBMYへの [14Cl尿酸取込

みに対する E3040の IC50のもむの 86.6μMと以くー欽している。また、 E3040-Su1100

mg/kgをI'!'Ml長内投与して 15分後の E3040-Su1の1間以lt!ill1皮は、E3040の約 4倍の濃度であ

ることが先のラットでの尖験で明らかであり、 E3040・Su1のこの投与量においてラットで

尿酸排池促進作川をイT しなかったという知~~と -rえした。

一方、 E3040の以<[，州 irrlは未変化体が 1%以一卜と、ほとんど尿中にtJI'illtきれない楽



物である。従って、 E30405Kt:化体は、 W.剤111'¥'1'¥' W;' I付にはほとんど存在しないと考えられ

る。本研究での BBMV への 11~CJ 1示I'i如氏込みは、 cis-inhibitionを初祭したものであるが、

生理的条例二下では、尿般の尿剤11行におけるI'}吸収の際には尿般と同じ側には E3040は有

在しない。従って、 E3040 の尿隊輸送系への阻害作川は、 ~åJ.腔Mから阻害するのではなく、

血液仰IJ から尿剤11管上皮細胞内に取り込まれた E3040が、尿紺l管上皮車111胞の内~!IJ から尿酸愉

送系に作用すると考えられた。これを5正ゆlするためには、 JJ史小胞内にあらかじめ E3040

を取り込ませておいた上で、!示般の取込みをij!lJ定する、 lrans-stimulation試験を行なうこと

が良い実験であるが、 E3040のタンパク紡イ汁、が切りも以仁と向く、 E3040がJJ史小胞に非41

異的に結合する可能')'1が向いと考えられ、 ii¥!:'W，に lrans-stimulation実験を行なうことは不

可能である。
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まとめ

*研究において、ラ y卜l行局IJ子縁j以小j胞をJIJいて、他の尿般州地促進2iEと同様に、

E3040 が尿剤11包刷子 kJk I民における [14C]尿酸の輸送を jfjJ :tjlj することを示した。その~~1 さ は

AA 193 > benzbromaron巴>E3040 > probenecidの)llf[であった。また、 E3040と、 E3040-S111、

E3040-Gluの sBMYへの[14CI尿酸取込みへの阻害効果ーは E3040が段も強く、 E3040-S111

の約 20倍、 E3040-Glllの約 1000併であった。この結果は、ラットおよび DBA/2Nマウス

を用いた inyiyoRJ倹の村井ミをえ:J¥するものであった
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Fig. 1 Transport systems 01 organic ions in proximal tubular cells 

PAH : p-aminohippuric acid; TEA : tetraethylammonium 

( Inui， K.， Yakugaku Zasshi， 108， 1988) 



Proximal tubule 

vesicle 

4 

Fig.2Schematic represenMUon of the preparation of brush 
border membrane vesicles (BBMV) and uptake 
mechanism 01 uric acid into BBMV with hydroxy ion 

gradient. 
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Fig.3 Time course of uric acid uptake to brush 

border membrane vesicles. Membrane 
vesicles were suspended in 150 mM mannitol， 
2 mM MgS04， 50 mM potassium phosphate 

buffer， pH 7.5. Vesicles were incubated in 150 
mM mannitol， 2 mM MgS04， 50 mM  potassium 
phosphate buffer， pH 6.0. (mean:t S.E.; n=3・4)
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Fig.4 Concentration-dependence of the inhibition of uric acid 

uptake by E3040 and uricosuric agents in brush border 
membrane vesicles (with OH-gradient). Membrane 

vesicles were suspended in 150 mM mannitol， 2 mM 
MgS04， 50 mM potassium phosphate buffer， pH 7.5. 
Vesicles were incubated in 150 mM  mannitol， 2 mM  
MgS04， 50 mM potassium phosphate buffer， pH 6.0 for 
10 sec. (mean::t S.E.; n=3・4)
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Table I ICso of E3040 and uricosuric agents 
on uric acid uptake in brush border 
membrane vesicles. 
(with OW  gradient ) 

agents ICso 

E3040 86.6 μM 

probenecid 181 μM 

benzbromarone 16.7 μM 

AA193 0.26 μM 

Membrane vesicles were suspended in 150 mM 
mann円itol，2 mM MgS04， 50 mM potassium 
phosphate buffer， pH 7.5. Vesicles were 
incubated in 150 mM mannitol， 2 mM MgS04， 
50 mM potassium phosphate buffer， pH 6.0 for 
105巴C
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Fig.5 Concentration dependence of the inhibition of 
uric acid uptake by E3040 and its conjugates in 
brush border membrane vesicles (with O W  

gradient). Membrane vesicles were suspended 

in 150 mM mannitol， 2 mM  MgS04， 50 mM 
potassium phosphate buffer， pH 7.5. Vesicles 
were incubated in 150 mM  mannitol， 2 mM 
MgS04， 50 mM potassium phosphate buffer， 
pH 6.0 for 10 sec. (mean:t S.E.; n=3・4)
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Table 11 ICso of E3040 and its conjugates on 
uric acid uptake in brush border 
打le昨lbranevesicles. 
(with OH gradient) 

agents ICso 

E3040 86.6 μM 

E3040・Sul 1919 μM 

E3040・Glu 8408 μM 

Membrane vesicles were suspended in 150 mM 
mannnitol， 2 mM MgS04， 50 mM potassium 
phosphate buffer， pH 7.5. Vesicles were 
incubated in 150 mM mannitol， 2 mM MgS04， 

50 mM potassium phosphate buffer， pH 6.0 for 
10 sec. 
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第 3章

他薬物に対する E3040の相互作用
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第 3章

3 -1 

他薬物のラット体内動態に対する E3040の作用
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緒言

腎J肢は、多くの薬物の主要な排出機関であり、特に近位尿剤11管において築物は、 t~

腔内に分泌されることが知られている。この薬物分泌系は、 I削減が様々な生体異物を積極

的に体外に排出する機構であり、 ZE物の体内動態に大きな役割を担っている。代表的な尿

細管分泌系として、有機アニオン愉送系、午T機カチオン愉送系が良く知られており、また、

抗癌剤に多剤耐性を示す府主1111抱から発見された p 担\f タンパク伎が、 l符尿*1lI~~上皮細胞に

も存在することがゆ]らかにされている (Tanigaw山 aet al.， 1992)。昨tJii世過程における築物

悶相互作用については、多くの報告があり、特に臨床上重要な相互作用として、アニオン

系薬物の競合阻害である、メトトレキサートと非ステロイド系消炎鎮痛斉1)やサリチル酸系

製剤(Liegleret al.， 1969; Maier et al.， 1986; Fr巴niaand Long， 1992)、および非ステロイド系Ni

炎鎮痛剤と probenecid(Seegmiller and Grayzel， 1960; Runkel et al.，1978)、カチオン輸送系に

関しては、日2i1t断楽と、プロカインアミドなどがある (Somogyiand Heinzow， 1982; 

Somogyi et al.， 1983; Christian et al.， 1984)。これらの相互作用のメカニズムは、近f立尿細管

での薬物の管j庭内への分泌阻害によるとされている。

第 lおよ び 2!~において、 E3040 は、アニオン系物質の尿般の排池促進作用を有す

ること、尿酸のI腎刷子縁))英における尿酸の輸送を阻害すること、その阻害の強度は

probenecidよりも強いことを示した。尿敵はアニオン系物質の p-aminohippuricacidと同じ

輸送系で認識されることが知られている のlomst巴dtet al.， 1980; Guggino et al.， 1983; Kahn巴I

al.， 1983)。また、刷子縁朕とU!I)Iま似の双方のアニオン愉送系を probenecidが阻害すること

が報告されており (Hori巴tal.， 1982; Shimada et al.， 1987; Ohoka et al.， 1993; Makhuli et al.， 

1995)、尿酸の輸送をjfjJH討する作用を有する E3040が、尿酸と同級に他のアニオン系物質
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の腎挙'1lIJを抑制する可能性が考えられた。

そこで木{引先では、 iiE物動!L~ において作州刑のffj 与が大きいアニオン系築物の、

acyclovir (O'Brien and Campoli-Richads， 1989; d巴 Mirandael al.， 1981; de Miranda and Blum， 

1983)あるいは melhorrexate(Chrislophidis el al， 1981; Wang and Fujimolo， 1984; [ven巴1al.， 

1985; Bannwanh el al.， 1994)と、 E3040DUIJによる相互作用の打無を JnVIVO実験により検

討しfこ。
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材料および方法

実験材料

使用動物

Wistar系雌性ラット(体主 240- 280 g)は(株)日本医科学動物資材研究所(東京)

より購入 し、環境主主怖されたステンレスケージに入れて飼育した。水および飼料 (MF実

験動物汀l図形飼来|ラット ・マウスオリエンタル昨月工業(株) • 東京)はj)'iJ段に供する

まで自由に摂食さ せた。

使用薬物

E3040はエーザイ(株) (東京)より、 acyclov町 (ACV)は、日本ウェルカム社よ り

提供された。 methotrexat巴(MTX)は、白木レダリー(株)より、 inulin、mannitolは和光純

薬(株) (東京)より購入した。その他の全ての試交ーは HPLC用または、特級のものを

使用した。

ln VIVO動物実験

薬物動態実験

ラットを、巴ther麻Mした後、)防脱にカニューレ (Hibikino. 8;ヒピキ本eili;東京)を

挿入し、次いで、左大IJ返動 的!仮にカ ニュ レーシヨ ン(SP31;夏目製作所，東京)を施した。

79 



E3040 50 mg!kgをj'rMj長内投与後 l分に、 ACV25 mg/kgをi刷版内投与し、投与後、 1，3. S. 

10. 20. 30， 45， 60， 120分にカニューレより 1f11液を 200μl採取し、遠心分離後、 1([1疑を保利

した。尿益事止保のため、 i築物投与前 5 分に生J:l[食~:\I水を 8 m1/kgの孟で、腹腔内に投与 し

た。尿は、投与後 111 'f rcn旬;に探1.!} した。 E3040 非併JrJ i洋には、 d工程食!~水のみを r{í. j派内投

与した。

MTXはその投与により腎附害が報告されているため、十分な尿査を確保するため

に、薬物投与 60min前に、 3%rr悶 nn川l

m削n川1リl/kgの谷i泣注て、!附甘符別トりj脈限内に boω1u凶s4投交与したf後灸、回ちに 10ml/kg/hrの速度でテルフュージョン

シリンジポンプ (mode1STC525;テルモ (株)、東京)を用いて;'ff.脈内に定速注入した。

E3040 50 mg!kgをl'rI.j派内投与後 l分に、 MTX10 mg!kgを前リ派内投与し、その投与後 1，5， 

10， 20， 30， 45， 60， 90， 150， 180分 にカニューレより 1fll波を 200μl採得し、逮心分離して U1l

疑を採取した。尿は、投与後 111;¥川仮に採取した。 E日30倒40非非f併i

青静1予bリj脈脈内投与与-した。

各3築物のli¥干クリアランスは、尿中への各染物の州地主を Ifll中波j支1111線下而積 (AUC)

で除して算出した。

血祭および尿中の acyclovirおよび methotrexate濃度の測定

](119丘中、尿中の ACViJl~皮の i!!lj定は、 Sm ith ら および Fujioka らの方法を一部改変し

て行なった (Smithand Wallくer，1985; Fujioka et al.， 1990)0 If且紫 0.1m1に、アセトニトリル

0.1 mlを加え、激しく混合した後、 5分1:';]1必L、分間後、上mを採取した。尿中の Acvi農j支

は、尿 10μlにアセトニトリル 190μlを加え、激しく混合した後、 5分間遠心分離した後、

上消を採取した。それぞれの 30および 10μlを下記の HPLCカラムに注入した。
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HPLC条件移動中[1は、 CH30H: 0.05 M octane sulphonic acid川 phosphatebuffer， 

pH3.0 adjusted by H3P04 (10:90， v/v)を用い、 columnは、 YMCAP-313， 250*6.0 mm 1.0.， S-5 

μm， 300A (YMC Co. Ltd.，東京)を佼則した。 c∞Oll川u山叩1汀川fπ町T

した。検出器として、 SPO-6AYUV-YIS spectrom巴tricdetector (SHIMAOZU Co.，東京)を用い、

検出波長は 254nmに設定した。検出限界は、 Ull疑で lμg/ml、尿では 5μg/mlであった。

凶i』丘中、尿rl'の MTχ は、蛍光免疫il[IJ定1去により、 TOx(ダイナボ Y ト、*京)によ

り測定した。検LU限界は、 l(Jl袋、尿ともに 0.01μMであった。

データの検定

デ タは、全て Mean:tS.Oで示した。有立差検定は、 student[-teslにて検定し、

pく0.05以下を有諮差ありと判定した。
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結果

Fig.1に、 ACV、MTX、E3040のfll}i)i式を示す。

Fig.2に、 E3040併用および非併用11.¥の ACVのIIIL集中波j文推移を示す。ACV投与

後 l分から 30分のIiUで、 E3040i)1・用時の IIIL~丘中 Acvi，山立は、::11，併用時に比べて有意に高

い値を示した。 ACVの AUCは、 E3040官f:JIJlIiの 3178.5:t 412.5μg. min/mlおよび非1j!llJ

時の 1386.2:t 38.4μg . min/mlに比べて 2.3倍大きく、両群問の差は有意であった。

Fig.3に、 E3040fJ!)fJおよび::11:01川11¥の ACVのlj守クリアランスを示す。 E3040Of:llJ 

時の ACVの腎クリアランスは、非官I:mn¥に比べて不T:0-:にf氏ぃi[iIを示した。

Fig.4に、 EE30401JI: mおよび非仰 JIJIIljの MTXのIIIL張中波反抗移を示す。 MTX投

与後、5分からの分の問で、 E3040fjf: m 11 ¥の l(Jti県'-1"MTX波EEは、非fJI用H寺に比べてギ)色;

に高い{[(Iを示した。 MTXの AUCは、 E3040fJl:ffJ 11;¥で 1244.6:t107.3μg. min/mlであり、

この値は、 非併用問の 777.0:t 18.4μg . min/mlの他に比べて有意に大きかった。

Fig.5に、 E3040併用および非官i川lI:jの MTXの腎クリアランスを示す。 E3040併用

時の MTXの腎クリアランスは、非iJI月J11¥に比べて有志、に111下した。
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考察

抗ウイルス必である ACYと楽酸代謝杭抗斉IJの MTXは、いずれも、腎釧池の寄与

が大であり、腎尿剤IIt:での分泌、の寄与が大きいこと、そしてアニオン輸送系で輸送される

ことが示唆されている (O'Brienand Campoli-Richads， 1989; Bannwarth et al.， 1994)。さらに

MTX は、アニオン '1命送系の lifl苔剣である probenecid の Of:ffJにより、その楽物動 1l.~が影響

されること (Bourkeet al.， 1975; Kates et al.， 1976)、並びに腎尿創11管上皮細胞での輸送が

probenecidにより li[l告されることが、 inviu"ORJ段系により IYJらかにされている (B巴sseghir

et al.， 1989; Saito et al.， 1996)。これらのことから、 E3040が、上記のような薬物のl皆尿剤11<8

におけるそHÚJ に~~~:i~を与えること由主考えられた。

本研究において、 ACYあるいは MTXとE3040の併用により、 ACYとMTXいずれ

の血中波度も、 E3040~I'併用 lff に比べて有むに市まることが示され、この要因はこれらの

薬物の輸送系における相互作用による腎クリアランスの低下に起因することが明らかにな

っTこ(Fig.3，5)。

以上のことから、 E3040は、 ACYとMTXのようなアニオン系楽物の尿剤11管上皮*111

胞における輸送、すなわち包:舵ll!IJへの薬物の分泌を問答することにより、これらの薬物の

腎クリアランスを低下させ、さらには、来物の体内切'J!L~ にも影響を与え、薬物t:\J相互作m

を示すことが考えられた。この、 l汗尿剤1I'i::における、これらの楽物の分泌の、 E3040併用

による阻害機怖については、次1JIのJJ史小j胞をf日いた笑鉄系により検討を行った。



まとめ

本研究において、アニオン系物質である尿般の li守尿剤II~~・における l陥送が、 E3040 に

より阻答されたことから、他のアニオン系:築物の尿剤11包における輸送も同級に阻害するこ

とが考えられた。そこでアニオン系薬物であり、行jJl'il止型薬物の ACV、MTχ に対する、

E3040併用の作用を検討した結栄、 E3040併川により、 ACV、MTXのllll築中波度は有志

に上昇し、その上主lは腎クリアランスの低下によることが示唆された。
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第 3章

3-2 

ラッ ト腎刷子縁膜、但Ij底膜小胞を用いた

他薬剤輸送に対する E3040の作用解析
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緒言

尿酸、p-aminohippuricacidを始めとするイi機アニオン系物質の愉活系が、腎近位以

細包・に存在することは、古くから知られており、 W2常で述べた、尿般の愉送機mを始め

として、p-aminohipPllricacidをモデル薬物とした4輸送系のWI析が数多くなされてきた。側

底!民および刷子k~1以に局iEする有機アニオン輸送系の後十il}WI析や、アニオン系2築物の l陥 ill

特性の解析にj狭小胞をmいたjl:験系が汀lいられてきた (Horiet al.， 1982; Kahn el al.， 1983， 

Inui， et al. 1986; Prirじhard，1988; Ohaka el al， 1992; Makh凶

存在する有機カチオン輸送にl均しても間以のM析がなされている (Schaeliet al， 1983; 

Takano et al.， 1984; hori el al.， 1987; Wrllghl and Wllnz， 1987; 0[[0 el al.， 1991)。

tfi 2 I主において、 E3040はl符刷H止l院でのアニオン系物質の尿酸の取込みを阻害す

ること、また前立lにおいて、 E3040とアニオン系楽物である acyclovirおよび melholrexale

が JnVIVO において相互作用起すことを示した。そこで本引先では、 l符尿剤11管において、

E3040が、アニオン系楽物輸送に彩ぞltを与える可能。1'1があると考え、府IJ子縁l段、および側

底朕における尿限以外のアニオン系来物のI1必輸送に対する E3040の作肘を、

p-aminohippuric acid (PAH)をモデル薬物としてl払i小胞を用いて検討した。さらに、有機ア

ニオン輸送系とともに、腎尿キ111色に存イfする有機カチオン輸送系に対する E3040の影響

について検討するために、モテソレ薬物としてほlraelhylammonillm(TEA)を用いて、膜小j泡

への取込み実験を行った。
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材料および方法

実験材料

使用薬物

E3040、E3040-Sulfate(E3040-Sul)はエーザイ(株) (東京)より、 AAl93は、中外

製薬(株)より、 cimetidineは、スミスクライン ーピーチャム(東京)より提供された。

probenicid、4，4'一diisO!hiocyano-2，2'-dislllfonic stilben巴(DIDS)は、 Sigma.Co. (U. S A.)より、

HgCl2、Mes(2-MorpholinoethaneSlllfonic acid)、PottasillmGIllConate、sucrose、EDTA、

mannitol、MgS04、KH2P04、K2HP04，HEPES (N-hydroxy巴thlpiperazine-N' -2-ethanesulfonic 

acid)、Tris(2-Amino-2-hydroxymethyl・1，3-propanediol)、CaCl2、マイクロ TP-テストワコ一、

アルカリ性フォスフ 7Bーテストワコ一、 ATP、モリブデン酸アンモニウム、 ascorbicacid、

Scintisol EX-Hは、キ1I'j'(j純楽(株) (東京)より l!昨入したの Ollabain(g-strophanthin)は東京化成

工業(株) (東京)、 P巴rcollはファルマシア バイオテク(株) (東京)、 p-[glycyl-2九1]-

aminohippuric acid (4.88 Ci(mmol)、[1_14C]tetraethylammonillm (3.36 mCi/mmol)は、 DuPont

NEN社 (U.S. A.)より l!昨入し、その他の全ての試薬は HPLC川または、特級のものを使用

した。

ln vítro 腎刷子縁模小胞、 i~11I哀膜小胞取込み実験

腎皮質の摘出法

ラット腎伎町は、 ~5 2 i;'i'に記述した方法と同級の方法でが1た。
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腎刷子縁膜小胞 (BrushBorder Membrane Vesicles; BBMV)の調製

第 2i;1 に記述した方法と同総にカルシウム j人波i.tにより訓裂を行ない、 Ii苛刷子ij\~JJ~

小胞を符た。

腎側底腹膜小胞 (BasolateralMembrane Vesicles; BLMV)の調製

Percoll 自己桁j交勾I'icJI~成泣心法に従って訓~~した (Sacktor et al.， 1981)。以下に採れ

の概要をi&べる。i必L、分断tは全て 4.Cで行い、他の令ての操作は、氷冷下で行った。

符られたl符皮質にj早ill.ITl(X g)の 5伯作:，::(5 X ml)の氷冷した BufferC (0.25 M 

sucrose， 1 mM  EDTA， 10 mM  HEPES-Tris; pH 7.5)を加え、 DOllnceHomogenizer (Wheaton社、

Type B; U. S. A.)によ りホモジナイズし (10strokes)、ホモジネートを冷却l遠心拡主 (HIMAC

Centrifug巴SCR208;HITACH1; *京)により、 2，400Xgで20秒I/¥J逮心分雌した。得られた

よìj~ を、ïÎÍJ操作をさらにもう 2 回繰り返した。その仁川をさらに 2，400 Xgで 15分間遠

心分離した後、上i.'iと tluffylayerを20，500X呂で 20分間Ji本心分却した。得られたベレッ

ト上の fluffylayerをパスツールピベ y トで回収し、ガラス/テフロンポッター型ホモジ

ナイザーにより、 49.5mlのBlIfferCを)JIIえ、 1，α)0r.p.mの回転数で lu回ホモジナイスし、

懸濁した (crudeplasma mem brane;束京)。これに Percoll5.5 ml を加え、ガラス金~で良く鋭1'1'

した後、 2本のチューブに分け、 izi泣心披 (AlItomaticpreparat附 ultracentrifuge70P-72; 

HITACHI;束京)によ り、 48，000X gで 20分川遠心分自11した。遠心分離後、各チューブの

上層から 2mlずつ採取し、 15本ずつのフラクションを符た。それぞれのフラクションに

ついて、側底朕局在併素の (Na+-K+) ATPaはと、 11:1]-[-i刻限局在M素のアルカリフ ォスフ

ォターゼを測定し、却IJ子縁JJ交の混入が位小になるように側J氏以四分を分取した。アルカリ

フォスファターゼi，~tlーは、アルカリ tl フォスフ 7 B-テストワコーを用い、 p-ニトロフェ



ニルリン般1，Vi'liLにより測定し、 (Na'-K') ATPasei，Ti.t'lは、 QlligleyのJJiliにより、 ATP

を2H'Iとして、生成するリン般の l止により i，Ti-t'1を，J，¥Jべた (Qlligley，1969)。その結糸、上川

から 16mlを取り除き、 (Na'-K.) A TPaseiif，ttの向い、次の 41111()J英成分)を採取して側広J

I英国分として用いたo 1-~}られた MJ氏以西分に、 B uffer Cを加えて全lil:25 mlとした後、

100，000 X gで 120分間法心分断した。 1¥]'られたヒに存在する白色のペレットに、 Buffer

B (100 mM mannitol， 20 mM HEPES-Tris bllffer; pH 7.5)をJJnえて、ガラス/テフロンポ yタ

一型ホモジナイザーにより、 1，000r.p.m の回転数で 10回ホモジナイズし、再び 100，000

X gで 120分間遠心分別した。作られたペレットに泊予の取込み実験汀!の Bllffe.を加え、

注射信i(27G X 1/2; Terumo)をfIJいて吸引JJPU"，を紋返して沼地ijさせ、腎1nrJ底JJ史小j泡 (BLMV)

懸濁液を符た。 1.}j-られた BLMVの総タンパク民合illは、 2-3 mg/mlであった。i'J.lJ裂した

j波小胞は、 l収込み尖験まで、 ・80.Cで冷;米'W1fし、訓以後、 1.i!!iIl'o]以内に実験に供した。

s!%ノトJI包のタンパク質i/lJ.J.えは、マイクロTPーテストワコーを用い、ピロガロ ールレッ

ド法にて定量した。

取込み実験

各築物の腎刷子k:;!;J以小j泡(BBMV)、lJ刊!IJJ削l史小Jl包 (BLMV)への取込みは、第 2単に

記述したとおり 、迅速治過法により行なった。

調製したl波小j胞の懸i\1~ì0:は、 j扶ノl、l抱、取込み楽物ごとに作成し、朕小)泡調製時にl伝

活iに用いた。

各取込み笑験の懸削減のキILJぷは、各'よ験の図d<.に示した。
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結果

Fig.1に、作られた crlld巴plasmamembra同の名フラクシヨンの (Na+-K+) ATPa児

活性とアルカリフォスファターゼ活性を示す。 BLMの局在酔素である、 (Na+-K+) 

ATPas巴活性は、フラクション 110.9から 110.10まて、が布市立を示し、かつ BBMの局在悦ぶ

アルカリフォスファターゼìM~1 が低く、 BLM の混衣が少ないと判断し、このフラクショ

ンを BLM として係l以した。政終的に~~}られた BLMV の (Na+ -K+) ATPase 活性は、皮質

ホモジネートの沼恒のがJ8・10俗であり、 |分に打1J22された BしMVが採取できたと考える。

まず、アニオン系およびカチオン系楽物の BBMV取込みに対する E3040および、

阻筈剤の効果を検討した。 Fig.2に、 BBMVへの PAH取込みに対する E3040および、ア

ニオン輸送阻害剤である、 probe l1ecid 、 DIDS の問答 illi*)~ を示し、 Table 1に各楽物の PAH

取込みに対する IC50を示す。各薬物ともに以j立依平1'1'1を示し、 ICSOは、それぞれ、 57.0

μM、834μMおよび 33.4μMであった。

さらに、アニオン輸送系と同級にBBMVに干r:irするカチオン輸送系に対する E3040

の効果を検討した。カチオン系薬物として、 I巴[rae[hylammo山 lltn(TEA)を川い、対照薬物と

して、 SH阻害剤の HgCI2、カチオン!愉込系への%J1.111"1'1が TEAより高いことが知られてい

るカチオン系薬物のシメチジンを汀]いて、 HT勾配平T1t:下で TEA取込みに対する阻害効果:

を測定した。 Fig.3に、 BBMVへの TEAJ収込みに対する各築物の阻害山総を、 Tabl巴IIに

各薬物の TEA取込みに対する ICSOを示す η シメチジンおよび HgCI2は、腎刷子縁膜小j抱

への H+ 勾 INc存主t 下において TEAJ収jるみを ~W，i: したが、 E3040 では 100μM の波j交におい

ても TEA 取込みの 1~ll~~作用は rl)If，~きれなかった。

次に、刷子縁j)公と同級に ~!IJ ，剖j川!IJ にも允JJi しているアニオン愉送系およびカチオン
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輸送系に対する E3040のがJ米を検討した。

Fig.4に、 sLMVへの PAHJ収込みに刈する E:;040、E:;040-Sul、probeneιidおよび

DTDSの阻害1I1i*阜をポし、 Table111に各業物の PAH取込みに刈する IC50を示す。 sLMVへ

の PAH取込みは、 probenecid、DIDSおよび E3040-S111により iJiI.J!r.依存的に|泊之されたが、

E3040では取込みm;r;:作用は仰ihちされなかった。 E30-l0-Sulの sLMVへの PAH取込みに

対する IC50は 3641μMであり、 DIDSの 10り7μMに比べて、その阻害作川は弱かった。

Fig.5に、 TEAの sLMVへの取込みに対する E3040、E3040-Sul、シメチジンおよ

びHgCI2の阻筈1111線を示し、 Tabl巴IVに名公物の TEAI収込みに刈する ICSOを示す。カチ

オン系薬物の TEAJ限り込みに刈して、シメチジンと HgCI2はi;3:皮依存的に取込みを阻筈

したが、 E3040とE3040-S111はいずれも日IL';しなかった。
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考察

]IIjJf[の研究において、アニオン輸送系により '1'1-1ぷ*1II<uにおける分泌されるアニオン

系薬物の acyclovir、melholl芭xaleのIfll築，[，泌jJEを、 E3040が有氾、に上昇させ、この主な:i:!jl~ 

は、腎クリアランスの低下であることを示した。本研究では、 E3040のアニオン系薬物愉

送系への阻害作川を訓べるために、尿剤1m・」二 }5f.創 11胞の刷子縁!氏、 ~!IJ底Jl史ノト胞を月]いて詐剥iI

に検討を行った。

BBMVにおける、 PAHのi収込みは、 probel1eιid、DIDSにより i/l11.支依存的に阻答さ

れた。この阻害の程度は、、;五告イlむとほぼ一放している (Horiel川， 1982)。一方、 E3040は、

BBMVへの PAHJ以込みを probel1ecid、DIDSと同級に波皮依存的に阻害し、その阻害の強

さは、 DIDSと、 probenecidの仁j'lI'dの目iさを不すことがわかり (Fig.2)、E3040は、腎尿利|

管での PAH'愉送、すなわち、分泌のjiI1}:を示すことが示唆された。

さらに、ff!lll氏Jp;ltl!IJにも存在するアニオン愉iL;系への E3040の阻害の検討において、

E3040 には 1000μM とおiJ~Jit て、さえも、その l以込みに対して、阻害を示さなかったが、ア

ニオン系薬物である抱合代謝物の E3040-Sul は、 BLMV への PAH 取込みに対する阻答~JJ

呆を有すること、そしてその阻害効~~は、 DIDS に比べ弱いことがが示された (Fig.4)。以

上のことから、 E3040とE3040-Sulは、 '(fjl:ljTMJb~M でのアニオン系築物輸送阻害効栄を

有するが、側底JI~n!IJ でのアニオン系i築物愉iL;lill ~l: は、 E3040-Sul のみが弱い阻害効果をイT

することが示唆された。これらの結来は、 E3040および E3040-Su1により、 PAHで代表さ

れるアニオン系j築物の腎尿*llIti:における '1自弘、すなわち分j在、を阻害する可能性を示してお

り、前項の、 acyclovirおよび melhotrexateのtfTクリアランスが E3040iil: Jfjにより低下した

現象を説明できると与える。

J()J 



カチオン系米物として、 lerr:¥elhylalllt1lOllium(TEA)をmいて行なった取込み実験にお

いて、刷子k5i1以、n!II}反映ともに、カチオン愉1ι系に刈する IS[[答指IJとして知られる、 SHl，~ 

阻害斉IJ の HgCI2、カチオン 'l'I~ .ì:&系に対する $JHlltIが TEA よりも怖いシメチジンでは、

BBMV、BLMVへの TEA1収込みに刈し、 i/l1JiIイ{C{Jイドjに阻害効以を示した。一方、 E3040お

よび E3040-Sulは、 BBMV、BLMVへの TEA取込みに対して ISfl ~!::~)J呆を示さなかった (Fig

3_ 5)。このことは、 E3040は、 111VIVQにおいて、カチオン系i築物に対し、少なくとも IjT挙

動における相互作川を示す可能的は極めて低いと考えられる。

IJ史小胞による'よil定系は、以剥111;先物愉iLf攻防w!析にイT川であるばかりでなく、討Ii2 

章において行なった、尿酸取込みに1・jする ISI[:.i::f'1 川の WI析を ~fìめとして、生体内物質や栄:

物の尿剤1I'iまにおける、中[11Iイ午川のスクリーニングおよび彼f!lj:WI析のために、簡便かつギ1m

な実験系であると考えられる。
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まとめ

本実験において、 E3040 がli守尿剤11れ上位五IIIJ胞における、アニオン系j築物の '1命送を I~II

害することが証明でき、 InV1VOにおけるアニオン系iiE物と E3040の相互作用は、このア

ニオン輸送系に対する E3040の肌答によるものであることが、 InvJlroにおいて託明され

た。一方、カチオン系i築物愉i三には、 E3040、E3040・Sulともにl愉送阻害効果を有せず、

従って、 invivoにおいても、 E3040OUIJ によって少なくとも、 i築物の腎さ'Ì~ 1JiリJ に対し相互イノl'

用を示す可能性は!氏いと考えられた。
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Fig. 1 Distribution of marker enzymes for basolateral 

and brush border membrane on percoll gradient. 

The crude plasma membranes， suspended in 0.25 M 

sucrose/1 mM EDTA/ 10 mM HEPES-丁目s(pH 7.5) / 

10% (v/v) percoll， were centrifuged in a Hitach 

ultracentrifuge at 48，000 X 9 for 30 min. The percoll 

gradient was collected from the top into 15 fractions of 

2 ml. 
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Fig.2 Concentration dependence of the inhibition of 
p-aminohippuric acid (PAH) uptake by E3040， 
probenecid and DIDS in brush border membrane 
vesicles. Membrane vesicles were suspended in 
100 mM mannitol， 20 mM HEPES-Tris， pH 7.5. 
Vesicles were incubated with the substrate mixture 
(180μ1) conprising 100 mM mannito_l， 100 mM NaCI， 
20 mM  HEPES-Tris， pH 7.5， 2.0μM [" H] PAH. 
(mean:t S.E.; n=3-4) 
(DIDS : 4，4・-diisothiocyano・2，2・-disulfonicstilbene) 



Table 1 IC50 of E3040， DIDS and probenecid on 
PAH uptake in brush border membrane 
vesicles. 

agents 

E3040 

probenecid 

DIDS 

IC50 

57.0 μM 

834μM 

33.4 μM 

Membrane vesicles were suspended in 100 mM 
mannitol， 20 mM HEPES-Tris， pH 7.5. Vesicles 
were incubated with the substrate mixture (180μ1) 
conprising 100 mM mannitol， 100 !!1M NaCI， 20 
mM HEPES-Tris， pH 7.5， 2.0μM [~ Hl PAH 
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Fig.3 Concentration dependence of the inhibition 
of tetraethylammonium (TEA) uptake by 
E3040， cimetidine and HgCI2 in brush border 
membrane vesicles (with H+ gradient). 
Membrane vesicles were suspended in 100 
mM  mannitol， 100 mM KCI， 10 mM  Mes， pH 
6.0 and were incubated with the substrate 
mixture (180μ1) comprising 100 mM  maηI'")itol， 
100 mM KCI， 10 mM HEPES， 0.125 mM ["C] 
TEA， pH 7.5. (mean:t S.E.; n=4) 
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Table 11 ICso of cimetidine and HgCI2 on TEA 
uptake in brush border membrane 
vesicles (with H+gradient). 

agents 

cimetidine 

HgCI2 

ICso 

1.44 ~l M 

15.3 μM 

Membrane vesicles were suspended in 100 mM 
mannitol， 100 mM KCI， 10 mM Mes， pH 6.0 and 
were incubated with the substrate mixture (180μ1) 
comprising 100 mM mannitol， 100 mM KCI， 10 mM 
HEPES， 0.125 mM r4C) TEA， pH 7.5 
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Fig.4 Concentration dependence of the inhibition of the 
inhibition of p-aminohippuric acid (PAH) uptake by 
E3040， E3040・Sul，probenecid and DIDS in basolateral 
membrane vesicles. 
Membrane vesicles were suspended in 100 mM 
mannitol， 20 mM HEPES-Tris， pH 7.5. Vesicles were 
incubated with the substrate mixture (180μ1) 
conprising 100 mM mannitol1 100 mM NaCI， 20 mM 
HEPES-Tris， pH 7.5， 2.0 ~LM [3H] PAH. 
(mean:t S.E.; n=4・5)
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Table 111 ICso of E-Sul， DIDS and probenecid 
on PAH uptake in basolateral 
membrane vesicles 

agents 

E3040・Sul

DIDS 

probenecid 

ICso 

3641 μM 

1097 μM 

22027 μM 

Membrane vesicles were suspended in 100 mM 
mannitol， 20 mM HEPES-Tris， pH 7.5. Vesicles 
were incubated with the substrate mixture (180 
μ1) conprising 100 mM mannitol， 1 OOr:nM f'JaCI， 
20 mM HEPES-Tris， pH 7.5， 2.0μM[3H]PAH 
(mean ::!:: S.E.; n=4-5) 
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Fig.5 Concentration dependence of the inhibition 
of the inhibition of tetraethylammonium (TEA) 

uptake by E3040， E3040・Sul，cimetidine and 
HgCI2 in basolateral membrane vesicles. 
Membrane vesicles were suspended in 100 mM 

mannitol， 100 mM KCI， 10 mM HEPES， pH 7.5 and 
were incubated with the substrate mixture (180μり
comprising 100 mM mannitol， 100 mM KCI，1 0 mM 

HEPES， 0.125 mM [14 C] TEA， pH 7.5. 
(mean:t S.E.; n=3・4)
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Table IV ICso of cimetidine and HgCI2 on TEA 
uptake in basolateral membrane 
vesicles. 

agents 

cimetidine 

HgCI2 

ICso 

90.0 ~lM 

54.6 μM 

Membrane vesicles were suspended in 100 mM 
mannitol. 100 mM KCI. 10 mM HEPES. pH 7.5 
and were incubated with the substrate mixture 
(180μ1) comprising 100 mM mannitol. 100 mM 
KCI.10 mM HEPES. 0.125 mM f4

C) TEA. pH 7.5. 
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総括

医楽品のIJfmにおいて、 I又iLElTlはそのlTIff、有効性とともに安全性の硲立が:必m条

件になっている。しかしながら、 i!i版後に主的な間作用、 iE性作用が報告され、発売中止

になった医楽品も少なくない。また、抗ウイルス剤のソリプジンと、抗悪性股坂一斉1)との0¥

用投与による薬品相互作JTJ作mは多数の死亡例が(fI辺され、薬品の相互作用に閲して、医

薬品開発の段階において予怨される相互作川に|刃して、臨床データとともに非臨床データ

をとる主要性が提唱されつつある。これらの liiH1li;床における、日1)作用、相互作用の殺出W(

析、 さらには、副作用、相互作用予iWIは、動物や 川vltroの系を用いた基礎的研究により、

最終的には、患者へのより i息切な市iJ1HrJ、イ[Illfl一川回避の情報を医療の現場に提供するこ

とが霊妥と考えられる。現イ玉、 111ゴされている中1111.作用として、主として肝臓における代

謝阻害による薬物政J史上芥による刑作川の泊先が数多くなされており、ミクロソーム、主111

胞系、 分子生物学的なアプローチがなされている。一方、))干I\Î~と同校に主要な薬物のクリ

アランス若手宮である腎l践においても、2Jí.:r.f~ な f目IWro汀j は数多く報告されており、その機椛Wf

析 と 、 相互作用予測に I'!Jしての;/，~(i定的なイ引先が屯 'b:: な~*日11 となっている。

本研究では、炎iit性協がこ¥Uifi総決としてIHI:')iとされた E3040の臨床 tfiI相試験にお

いて 、 プラセポ投与HP に比べて;l~投与 ir( で、低い Ifll約 cfl J5R般レベルが観察されたことか

ら、E3040の尿酸tJI，池促進作mおよび予測される相互作用に閲する基礎的検討を行なっ

た。その検討において、 E3040が、ラットにおいて尿限切I1仕促進作用を有すること、その

作用が王として E3040未公化体によよることを示し、さらに、 E3040の尿酸釧池促進作用

が、腎尿細管での糸球体協jf¥後の分泌liijの、 11)吸収を抑制することによるという機構を明

らかにした(第 1i;¥)。次に、 Invltro夫駁系において E3040がYf刷子縁!院において尿酸と
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ヒドロキシイオンとの対liT]'¥命送をtfll:!i!Jすることを示し、 JnVIV()でのlJJi.般iJli世促進作mが、

腎尿剤11'苦における尿酸愉illK[ l~t: によることを示した(釘 2 ::;Ir:)。さらに、以般と同じアニオ

ン輸送系で輸送される3剖初の'if:tJ1礼u:に刈し、 E3040が mVIVOにおいて相互作用を示すこ

と、さらに、腎アニオン l愉送系を E3040がド[l守するが、カチオン愉送系の阻笹効果は布さ

ないことから、アニオン輸送系により!!(uY;返されるアニオン系楽物のl行挙動に E3040が影

響を及ぼす可能旬が示唆された(第 3~;;'J:) 。

本lVl 究において、 [~I;}永 dìllJ3!'I 1 の泌物の行:tJ lilll: におけるキ[[立作用に|対して、事前に 111

vltro、m VIVOの手法により、動物をmいて1μ従的知|見を得る方/1，論の十II}築が可能となった。

今後、医薬品開発において行州川沿松における相互作用が|刃係した制作月J予測について、

本研究のような方法論にぶついた、)，~{陀(I(j な土11見が主要な iLE 品情報を提供するものと考え

らる。
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