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Abbreviations 

 

ABC ATP binding cassette 

AUC area under the curve 

BCRP breast cancer resistance protein 

BSP sulfobromophthalein 

CsA cyclosporin A 

CYP cytochrome P450 

DDI drug-drug interaction 

DCF 2’, 7’-dichlorofluorescein 

DBF 4’, 5’-dibromofluorescein 

E2G estradiol-17β-glucuronide 

E1S estrone-3-sulfate 

EMA European Medicines Agency  

8-FcA 8-fluorescein-cAMP 

FDA Food and Drug Administration 

FL fluorescein 

GEM gemfibrozil 

GEM-glu gemfibrozil-O-β-glucuronide 

IC50 half maximal inhibitory concentration 

Ki inhibition constant 

Km Michaelis-Menten constant 

MATE multidrug and toxin extrusion protein 

MHLW Ministry and Health, Labour and Welfare 

OAT organic anion transporter 

OATP organic anion transporting polypeptide 

OCT organic cation transporter 

OG Oregon green 

P-gp P-glycoprotein 

PK pharmacokinetics 

RI radio isotope 

RIF rifampin 

SLC solute carrier 

TCA taurocholate
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第一章 序論 

第一節 トランスポーターとは 

トランスポーターは小腸，肝臓，腎臓，脳などの様々な組織に発現する膜タン

パク質であり，生体物質や医薬品の細胞膜内外への輸送を担っている．トランスポー

ターを介する輸送は大別して促進拡散と能動輸送に分類され，前者は細胞膜内外にお

ける基質薬物の濃度勾配に従う輸送でありエネルギーを必要としないが，後者は基質

薬物の濃度勾配に逆らう輸送でありエネルギーを必要とする．能動輸送はさらに一次

性能動輸送と二次性能動輸送に分類される．前者は adenosine triphosphate (ATP) のエネ

ルギーを駆動力としており，トランスポーターの分子内に ATP 結合部位ならびに ATP

加水分解部位を有することから ATP binding cassette (ABC) トランスポーターと称され

る．後者は一次性能動輸送により蓄積されたエネルギーを駆動力としており，H+，Na+

などの共役イオンと同方向に物質が輸送される共輸送と，逆方向に輸送される逆輸送

の二種類がある．生体内には多くの種類のトランスポーターが存在しており，ABC ト

ランスポータースーパーファミリーと Solute carrier (SLC) トランスポータースーパーフ

ァミリーの 2 つのスーパーファミリーに分類され，さらにそれぞれが複数のファミリ

ーを有している． 

数多く存在するトランスポーターのうち，P-glycoprotein (P-gp)，breast cancer 

resistance protein (BCRP)，organic anion transporting polypeptide (OATP) 1B1，OATP1B3，

organic anion transporter (OAT) 1，OAT3，organic cation transporter (OCT) 2，multidrug and 

toxin extrusion protein (MATE) 1，および MATE-2Kは多様な薬物の輸送を担い，これら

のトランスポーターを介した薬物間相互作用 (drug-drug interaction; DDI) や遺伝的多型

に起因する医薬品の体内動態の変動について多くの臨床報告がなされていることから，
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薬物動態上特に重要なトランスポーターとして認識されている 1-2．上記 9 つのトラン

スポーターのうち，P-gp，BCRPは小腸，肝臓，腎臓，および血液脳関門などに発現す

る ABC トランスポーターであり，医薬品の消化管吸収や中枢移行を妨げるとともに，

胆汁・尿中排泄に関与している 3．OATP1B1 および OATP1B3 は肝臓特異的，OCT2 は

腎臓特異的に発現する SLC トランスポーターであり，医薬品の血中から肝臓または腎

臓への取り込みに関与している．さらに MATE1，MATE-2K は腎臓に発現し，医薬品

の腎臓から尿中への排泄に関与している (Figure 1) ． 

 

Figure 1.  Drug transporters expressed in the intestine (A), brain (B), kidney (C), and liver (D) in 

human.
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第二節 肝臓に発現する OATP ファミリートランスポーター 

肝臓は薬物の代謝および排泄に特に大きな役割を果たす臓器であり，肝細胞，

類洞内皮細胞，肝星細胞，クッパー細胞，単球由来マクロファージ，樹状細胞，ナチ

ュラルキラー細胞などの複数の細胞から構成されている．このうち肝細胞は肝臓を構

成する主要な細胞であり，肝臓で行われる薬物の代謝および排泄において中心的な役

割を担っている．市販薬の約 8 割が肝代謝排泄 (クリアランス) 型に分類されており，

肝臓における異物解毒能力 (肝クリアランス) は，循環血における滞留性ならびに経口

投与時のバイオアベイラビリティに関連している．そのため，医薬品開発において，

適切な肝クリアランスを有する化合物を選別することは極めて重要なポイントであり，

肝ミクロソームや肝細胞などを用いた in vitro試験法の開発，ならびに in vitro試験結果

に基づいた肝クリアランスの予測法 (in vitro-in vivo correlation) が開発されてきた． 

肝臓内で薬物が代謝あるいは胆汁中に排泄されるためには，血中から肝細胞中

に取り込まれる必要がある．細胞膜は脂質二重膜から構成されており，膜透過性の高

い化合物は受動拡散により速やかに血中から肝細胞中へ分布する．一方，膜透過性の

低い化合物では受動拡散による細胞膜透過は限定的であるが，肝細胞膜上には複数の

トランスポーターが発現しており，その基質となる場合には効率的に肝細胞内へ取り

込まれ，代謝や胆汁排泄を受ける． 

ヒト肝臓の血管側膜上に発現する SLC トランスポーターのうち，OATP ファミ

リー (SLCO) トランスポーターは生理的条件下で負電荷を有するアニオン性化合物を主

な基質とするが，一部の中性化合物や双性イオン化合物も基質として認識し，Table 1

および Figure 2に代表される医薬品の肝細胞への能動的な輸送に主要な役割を果たして

いる 4-5．ヒトの肝臓には OATP1B1，OATP1B3，および OATP2B1の 3分子種が発現し

ている．OATP1B1 と OATP1B3 のアミノ酸配列の相同性は 80%にのぼり，前者が肝小
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葉に広く発現しているのに対し，後者は中心静脈周辺に発現している 6．一方

OATP1B1 / 1B3 と OATP2B1 との相同性は 40%程度である 4．これら 3分子種のうち蛋

白レベルで最も高発現しているのは OATP1B1 であるが 7，OATP1B1 と OATP1B3 は類

似の基質認識性を有しているため，医薬品の肝取り込みにおける両トランスポーター

の寄与を明らかにする研究がなされてきた．その結果，多くの化合物において

OATP1B3 よりも OATP1B1 の寄与が大きいことが報告されている 8-12．著者らも

OATP1B1 および OATP1B3 強制発現細胞とヒト肝細胞を用い，それぞれの評価系にお

ける OATP1B1 および OATP1B3 の選択的基質の取り込み比を算出し，この比を用いて

これらトランスポーターが複数の OATP 基質薬の取り込みに果たす寄与率を検討した

結果，OATP1B1が肝取り込みに主要な役割を果たしていることを明らかにした (Figure 

3) ．このように，OATP1B1 は様々な医薬品を基質とし，さらに OATP1B1 を介した肝

取り込み過程は経口投与後の初回通過効果ならびに全身血中からの薬物のクリアラン

スに関与し得ることから，医薬品の体内動態決定因子の一つとなる．そのため

OATP1B1 は薬物動態上重要なトランスポーターとされている．また，OATP1B1 は医

薬品に加え taurocholate (TCA) などの胆汁酸，甲状腺ホルモン，ビリルビンやそのグル

クロン酸抱合代謝物，estradiol-17β-glucuronide (E2G) や estrone-3-sulfate (E1S) といった内

因性物質も基質とすることが知られている 4． 

この他，OATP1B1が薬物動態上重要なトランスポーターとされている理由とし

て，OATP1B1に機能変化を伴う遺伝的多型が存在することが挙げられる 4-5, 13．変異の

多くは一塩基多型 (single nucleotide polymorphisms; SNPs) であり，変異の頻度に人種差

が観察されている．代表的な OATP1B1 の遺伝的多型は exon 5 の c.521T>C であり，細

胞膜上の OATP1B1 の発現量が低下することにより OATP1B1 を介した肝取り込みが減

少し，基質薬である atorvastatin，pravastatin などの HMG-CoA 還元酵素阻害剤の血漿中
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濃度が他の遺伝子型キャリアーよりも高いことが知られている 4-5．また，pravastatinの

血漿中濃度はコーカソイドの方がアフリカ系アメリカ人よりも高く 14，rosuvastatin の

血漿中濃度はアジア人の方がコーカソイドよりも高い 15．しかしながら最近の研究で

は，OATP1B1 の遺伝子変異の頻度のみでは OATP1B1 基質薬の血漿中濃度の人種差は

説明できていないことが報告されている 16-18．HMG-CoA 還元酵素阻害剤の血漿中濃度

上昇に伴う副作用として横紋筋融解症やミオパシーが挙げられる．ゲノムワイド関連

解析によって，simvastatin により誘発されたミオパシーと第 12 染色体上にある

OATP1B1の一塩基多型 rs4363657との間に強い相関 (p = 4  10-9) が認められているこ

とから 19，simvastatin の肝取り込み低下が招く血中曝露の増大がミオパシーの原因とさ

れている．この他，先天性のビリルビン異常疾患である Rotor 症候群は，OATP1B1 お

よびOATP1B3遺伝子の変異による抱合型および非抱合型ビリルビンの排泄異常に起因

している 20． 

さらに，OATP1B1 に関する臨床上留意すべき事柄として，OATP1B1 を介した

DDI が挙げられる 4-5．DDI とは複数の薬物が併用された場合に薬効が減弱あるいは増

強される事象であり，特に安全域の狭い薬物の血中濃度の上昇は重篤な副作用につな

がり得るため，医薬品を開発する際には注意が必要である．OATP1B1 は広範な基質認

識性を有していることが知られている．本特性は生体にとって異物である薬物を体外

へ効率よく排泄する上で合理的であるが，一方で複数の薬物を併用した際に OATP1B1

の分子上で異なる薬物同士が競合し得るため，DDI を引き起こす原因となっている．

臨床において，OATP1B1基質薬の血中濃度が，cyclosporin A (CsA) や rifampin (RIF) な

どの OATP 阻害剤と併用した場合に上昇することが報告されている 4-5, 21-23．例えば

pravastatinの area under the curve (AUC) は，CsAおよび単回投与の RIFによりそれぞれ

9.9 – 23 倍，2.6 – 4.6 倍上昇する 24．薬物に加え，内因性基質であるビリルビンとその
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グルクロン酸抱合代謝物も併用薬による OATP 阻害により血中濃度が高くなることが

報告されている 25-26．このように，OATP1B1 阻害に起因する DDI は臨床安全性上の問

題につながり得ることから，European Medicines Agency (EMA)，Food and Drug 

Administration (FDA)，および厚生労働省  (Ministry and Health, Labour and Welfare; 

MHLW) から近年発出された DDI (ドラフト) ガイドライン・ガイダンス 27-29において，

医薬品候補化合物が OATP1B1 に対して阻害作用を有するか否かを in vitro 試験で検討

すること，さらに阻害作用を有する場合にはOATP1B1を介したDDIリスクを臨床DDI

試験で適切に評価することが推奨されている． 

Table 1.  OATPファミリートランスポーターの代表的な基質薬 

高脂血症治療薬 
Atorvastatin Fluvastatin Simvastatin  

Cerivastatin Pitavastatin  Rosuvastatin  

Ezetimib Pravastatin  

高血圧治療薬 
Atrasentan Losartan Valsartan 

Bosentan Olmesartan  

糖尿病治療薬 
Glibenclamide Repaglinide Rosiglitazone 

Nateglinide Pioglitazone  

抗菌剤 
Benzylpenicillin Rifampin  

Caspofungin Mycophenolic acid  

抗癌剤 SN-38 Methotrexate  

抗 HIV 薬 Lopinavir Ritonavir Saquinavir 

利尿薬 Torasemide   

抗アレルギー薬 Fexofenadine   
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Figure 2.  Chemical structures of representative OATP substrate drugs. (A) atorvastatin, (B) 

cerivastatin, (C) ezetimib, (D) fluvastatin, (E) pitavastatin, (F) pravastatin, (G) simvastatin, (H) 

rosuvastatin, (I) atrasentan, (J) bosentan, (K) losartan, (L) olmesartan, (M) valsartan, (N) 

glibenclamide, (O) nateglinide, (P) repaglinide, (Q) pioglitazone, (R) rosiglitazone, (S) 

benzylpenicillin, (T) caspofungin, (U) rifampin, (V) mycophenolic acid, (W) SN-38, (X) 

methotrexate, (Y) lopinavir, (Z) ritonavir, (AA) saquinavir, (AB) torasemide, and (AC) 

fexofenadine.  
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Figure 3.  Contribution of OATP1B1 (red) and OATP1B3 (blue) to the hepatic uptake of OATP 

substrate drugs in 2 batches of human cryopreserved hepatocytes (A, lot VRR; B, lot OJE) 

estimated by RAF method. E1S and cholecystokinin octapeptide (CCK-8) were used as specific 

substrates for OATP1B1 and OATP1B3, respectively.   
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第三節 OATP1B1 阻害リスク評価 

医薬品開発において，医薬品候補化合物が臨床にて相互作用を受ける可能性，

および相互作用を与える可能性を検証することは極めて重要である．製薬会社では

cytochrome P450 (CYP) などの代謝酵素や OATP1B1 などのトランスポーターを介する

DDI リスク評価のため，代謝酵素やトランスポーターの強制発現系またはヒト組織を

用いた in vitro試験を行い，必要に応じて臨床 DDI試験を実施する． 

合成化合物の OATP1B1 に対する阻害作用は，創薬のステージに応じて段階的

に評価される (Figure 4) ．創薬初期段階では多検体を対象としたスクリーニング評価が

実施され，多くの場合単一濃度における阻害強度をもとに構造活性相関を取得し，合

成展開に活用する．その後，絞り込まれた医薬品候補化合物の阻害活性を精査するこ

ととなるが，ここでは複数の化合物濃度を評価することでOATP1B1に対する定量的な

阻害能パラメータ (inhibition constant (Ki) または half maximal inhibitory concentration 

(IC50)) を算出し，非臨床データから各化合物の DDI リスクを予備的に評価する．さら

に，臨床導入前後より当局申請を目的とした in vitro 試験が実施され，より確度の高い

Ki 値あるいは IC50 値を取得するとともに，臨床試験で得られたヒト pharmacokinetic 

(PK) データと併せて本化合物の DDI リスクが最終判断され，リスクを排除できない場

合には臨床 DDI試験により OATP1B1に対する阻害作用を確認することとなる． 

 

Figure 4.  Schematic flow of evaluation of OATP1B1 inhibition potency during drug discovery 

and development.  
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臨床 DDI 試験の必要性は，規制当局により定められた決定樹に従って判断され

る．一例として，厚生労働省より発出された「医薬品開発と適正な情報提供のための

薬物相互作用ガイドライン (最終案) 」29 に記載されている，被験薬が OATP1B1 (及び

OATP1B3) の阻害薬になる可能性を検討するための決定樹を Figure 5に示した． 

OATP1B1 を介する DDI リスク評価はまず static model に従って実施され，以下

の式より被験薬の R値を算出する． 

i

inletu

K

I
R

max,,][
1  

[I]u,inlet,max は，被験薬の門脈血液中における推定最大非結合形濃度を示す．R 値

がカットオフ値 (1.25，厚生労働省及び FDA；1.04，EMA) 以上の場合，被験薬の

OATP1B1 阻害による DDI リスクを排除できないため，臨床 DDI 試験の実施を考慮す

る必要がある．本方法は，簡便さを優先し，被験薬の[I]u,inlet,max が常に維持されている

という仮定の下で行うリスク評価であるため 30-31，DDIリスクを過大評価する傾向があ

るが，false-negative prediction を回避する上で有効である 24．本手法は，必要とされる

パラメータの数が限られており簡便であるため，医薬品開発早期から適用可能である． 

Static modelより算出された R値がカットオフ値を超えた場合，臨床 DDI試験を

実施する，あるいは生理学的薬物動態速度論  (physiologically-based pharmacokinetic，

PBPK) モデルなどに代表される dynamic modelを用いた，より高次のリスク評価が必要

となる．本 PBPK モデルにより，阻害薬および基質薬の血中濃度推移を考慮したより

定量的な DDIリスク評価が可能となるが 32-33，信頼性の高いヒト PKモデルの樹立には

非臨床データに加え，臨床ヒト PK データも必要となるため，臨床開発中期から後期に

活用されることが多い． 
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いずれの評価法においても，医薬候補化合物の OATP1B1 に対する Ki 値または

IC50値は必須パラメータとなっている．即ち，DDIリスクの適正評価を成し遂げる上で，

信頼性の高い Ki値または IC50値を in vitro試験から算出することが必要不可欠である． 

 

 
Figure 5.  Decision tree for evaluating an investigational drug as an inhibitor of OATP1B1 and 

OATP1B3 proposed by Ministry of Health, Labour and Welfare.  
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第四節 in vitro OATP1B1 阻害評価系の課題 

In vitro OATP1B1阻害試験では，Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) 細胞な

どの哺乳類動物由来細胞に OATP1B1 を安定的に発現させた OATP1B1 強制発現細胞が

一般に使用されている．ヒト肝細胞を用いた評価も可能ではあるが，ヒト肝細胞には

OATP1B1 以外のトランスポーターも発現していること，トランスポーター活性のロッ

ト間差が大きいこと，さらに価格が高く阻害評価に適したロットを大量に確保するこ

とが難しいことなどの問題点があり，創薬においてOATP1B1の阻害スクリーニングを

目的として使用することは困難である．その他，OATP1B1 を一過的に強制発現させた

アフリカツメガエル卵母細胞 (Xenopus laevis oocyte) を用いる手法もあるが，用時調製

の必要があり多検体評価には不向きである．よって，データの再現性，スループット

性，およびコストの観点で，哺乳類動物由来細胞を宿主としたOATP1B1強制発現系は

優位性があり，創薬の現場で広く使用されている． 

被験化合物の DDIリスクの適正評価を成し遂げる上で，信頼性の高いKi値ある

いは IC50値の取得は極めて重要であり，これらの値は OATP1B1を介したプローブ基質

の細胞への取り込みに対する化合物の阻害作用に基づいて算出している．この実験系

は極めてシンプルであるが，以下に示す大きな課題を二つ有している． 

一つ目の課題は，OATP1B1 が基質依存的な阻害を示すことである．Gemfibrozil 

(GEM) は OATP1B1 阻害薬の一つであるが，その in vitro 阻害活性が，用いる基質によ

って大きく異なることが報告されていた 34．本結果は，OATP1B1 阻害試験結果が選択

した基質に依存して大きく異なることを示唆するものであり，特に被験薬の阻害活性

を弱く見積もり DDI リスクを見逃した場合には，臨床安全性上の問題につながる恐れ

がある．しかし，本現象が GEMと特定の基質間のみで観察されるものであるかについ

ては明らかとなっていなかった．また，DDI リスクの false negative 予測を回避する上
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で，OATP1B1に対する阻害活性を鋭敏に検出できる基質を in vitro阻害試験で使用する

ことが望ましいが，どの OATP1B1基質がそのような資質を有するか不明であった． 

二つ目の課題は OATP1B1 阻害試験のスループット性が低いことである．従来

の阻害試験系では，3H や 14C などの放射性同位体 (radioisotope，RI) で標識した基質を

使用する手法が主流であったが，サンプル処理や測定に時間と労力を要していた．特

に，創薬初期段階では多検体スクリーニング評価を実施し，取得した情報を速やかに

合成展開に活用することが求められるため，大きな問題となっていた． 

そこで，OATP1B1 を介する DDI リスクの低いより安全な医薬品の創出に貢献

するため，本研究では，前述の二つの課題を解決することに取り組んだ．実際には，

① 臨床基質薬を用い，OATP1B1 の基質依存的な阻害について網羅的に検討し，② 

OATP1B1 阻害活性を鋭敏に検出し，DDI リスクを過小評価しない理想的な RI プロー

ブ基質を選出し，さらに，③ RI基質と等価な蛍光基質を見出し，安価かつスループッ

ト性に優れた蛍光阻害評価系を構築した． 
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第二章 臨床基質薬を用いた基質依存的な阻害の検証 

第一節 基質依存的な阻害 

薬物代謝酵素あるいはトランスポーターに対する阻害活性を評価する in vitro試

験では，使用するプローブ基質の種類によって得られる Ki (または IC50) 値が大きく異

なること，即ち基質依存的な阻害作用が報告されている．これは薬物代謝酵素あるい

はトランスポーターの分子内に複数の基質結合部位が存在することに起因すると考え

られており，基質依存的な阻害を示す代表例として CYP3A が挙げられる 35-36．厚生労

働省から発出された「医薬品開発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドライ

ン（最終案）」29においても，CYP3A の阻害作用は midazolam や testosterone などの基

質結合部位の異なる複数の基質を用いて評価し，最も小さい Ki値を用いて DDI リスク

を保守的に評価することが推奨されている．CYP3A4の他，CYP2C9でも同様の現象が

報告されているが 37，現状複数の基質を用いて阻害作用を評価することは求められて

いない．一方，SLC トランスポーターについては，2007 年の Noé らによる OATP1B1

に関する報告を端緒として 34，OATP1B3 38-40，OATP2B141，OCT2 42-43，MATE1，およ

び MATE2-K 44などについても基質依存的な阻害が報告されており，昨今この話題はト

ランスポーター研究者の関心を集めるものとなっている． 

Noé らは，OATP1B1 に対する GEM の阻害活性を 6 つの異なる基質を用いて検

討し，TCA，fluvastatin，pitavastatin，および simvastatin を基質とした場合には GEM に

よる濃度依存的な阻害作用が検出されるが，E1S および troglitazone-sulfate を用いた場

合には GEM の阻害活性を検出できないことを報告した 34．本結果は，OATP1B1 阻害

能が使用する基質によって大きく異なることを示唆するものであり，特に阻害活性を

弱く見積もった場合には，医薬品候補化合物がOATP1B1を阻害するリスクを見逃し，
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臨床で予期せぬ DDIを引き起こす恐れがある．しかし，OATP1B1の基質依存的な阻害

は GEM とこれら 6 つの基質の組み合わせに限られた現象であるのか，それ以外の基

質・阻害剤の組み合わせでも生じ得るのかについては十分な検討がされていなかった．

そこで本章では，臨床で OATP ファミリートランスポーターを阻害することが知られ

る CsA，RIF，GEM，および gemfibrozil-O-β-glucuronide (GEM-glu) の OATP1B1に対す

る阻害活性を，12種類の基質薬を用いて検討し，OATP1B1の基質依存的な阻害につい

て網羅的に検証した． 

 

第二節 臨床基質薬の OATP1B1を介した輸送の速度論的パラメータ 

OATP1B1 の基質依存的な阻害の検討に用いる基質薬として，HMG-CoA 還元酵

素阻害剤 (pitavastatin，atorvastatin，fluvastatin，rosuvastatin，pravastatin) ，高血圧治療

薬 (bosentan，valsartan) ，糖尿病治療薬 (repaglinide，nateglinide，glibenclamide) ，利尿

薬 (torasemide) ，抗アレルギー薬 (fexofenadine) を選出し，これら 12化合物の OATP1B1

強制発現細胞および control細胞への経時的な取り込みを検討した (Figure 6) ．細胞に取

り込まれた基質薬は液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計で定量した．いずれ

の化合物も control 細胞に比べ OATP1B1 強制発現細胞で高い取り込みを示し，

OATP1B1 の基質であることが確認された．以降の検討では，各基質の取り込みの初速

度を反映している 0.5 分 (rosuvastatin，pravastatin，glibenclamide，bosentan，torasemide)，

1分 (atorvastatin)，2分 (pitavastatin，nateglinide)，5分 (fluvastatin，repaglinide，valsartan)，

あるいは 10分 (fexofenadine) を取り込み反応時間として設定した． 

続いて，各基質の OATP1B1 を介した濃度依存的な取り込みを検討し，速度論

的パラメータを算出した (Table 2および Figure 7) ．これらの 12基質薬は一つの飽和性

コンポーネント，もしくは飽和性と非飽和性の二つのコンポーネントからなる取り込
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みを示し，非飽和性コンポーネントの寄与は小さかった．得られた Michaelis constant 

(Km) 値は 0.761 µM (atorvastatin) から 61.6 µM (fexofenadine) であった．Repaglinide，

nateglinide，glibenclamide，および fexofenadine の Km値は本研究により初めて報告され，

それ以外の基質薬については bosentan を除き文献報告値と概ね同等の Km値であった．

Bosentan の Km値は，著者らの値の他 1 つしか報告されておらず，またその際用いられ

ている OATP1B1 発現細胞の輸送活性値が大きく異なっている．得られた Bosentan の

Km値の妥当性については，今後さらなる情報の蓄積を待って判断する必要がある．  
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Figure 6.  Time profiles of the uptake of clinically used OATP1B1 substrate drugs in OATP1B1-

expressing cells and the control cells. 

Uptake of (A) pitavastatin (0.1 µM), (B) atorvastatin (0.1 µM), (C) fluvastatin (1 µM), (D) 

rosuvastatin (1 µM), (E) pravastatin (10 µM), (F) repaglinide (0.1 µM), (G) nateglinide (1 µM), 

(H) glibenclamide (0.1 µM), (I) bosentan (0.1 µM), (J) valsartan (1 µM), (K) torasemide (1 µM), 

and (L) fexofenadine (1 µM) in OATP1B1-expressing cells (closed circles) and the control cells 

(open circles) was examined over a period of 2 (rosuvastatin, pravastatin, glibenclamide, and 

bosentan), 10 (pitavastatin, atorvastatin, fluvastatin, nateglinide, valsartan, and torasemide), or 30 

min (repaglinide and fexofenadine) at 37C.  Each point represents the mean ± SD. (n = 3). 
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Table 2.  Saturation kinetics of OATP1B1-mediated uptake of clinically used OATP1B1 

substrate drugs 

Kinetic parameters were estimated by nonlinear least-squares regression analysis based on Eqs. 1 

or 2 as described under Experimental Section and Methods, and are shown as mean of two 

independent experiments or mean ± SD. (n = 3 or 4). 

Substrates Km Vmax Pdif Reported Km values 

 µM pmol/min/mg protein µL/min/mg protein µM 

Pitavastatin 2.48 ± 0.07 114 ± 15 0.632 ± 0.354 1.331, 3.09, 4.845 

Atorvastatin 0.761 ± 0.056 42.2 ± 12.0 NA 
0.6231, 0.7746, 

0.9347, 1248, 1949 

Fluvastatina 
4.80 

(4.98, 4.63) 

87.6 

(74.0, 101) 
NA 2.534, 1231 

Rosuvastatina 
9.31 

(9.15, 9.48) 

103 

(90.6, 116) 

0.624 

(0.588, 0.660) 

0.8011, 4.050, 9.031, 

1351, 1544 

Pravastatin 27.0 ± 8.1 187 ± 32 NA 2931, 3552, 8648 

Repaglinide 1.36 ± 0.69 7.04 ± 3.27 0.412 ± 0.183 - 

Nateglinide 36.4 ± 1.9 174 ± 53 NA - 

Glibenclamide 1.24 ± 0.76 38.1 ± 11.6 0.507 ± 1.013 - 

Bosentana 
4.27 

(4.98, 3.55) 

56.1 

(57.9, 54.4) 
NA 4453 

Valsartana 
7.48 

(6.99, 7.96) 

42.3 

(44.5, 40.2) 

0.0545 

(0.0541, 0.0550) 
1.412, 1854 

Torasemide 20.9 ± 4.4 154 ± 38 0.908 ± 0.329 6.255 

Fexofenadine 61.6 ± 20.4 41.0 ± 5.6 0.0199 ± 0.0190 - 

-, not reported; NA, not applicable. 
aKinetic parameters are presented as mean with individual values in parenthesis from 2 

independent experiments. 
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Figure 7.  Concentration dependence of the OATP1B1-mediated uptake of (A) pitavastatin (0.01–

100 µM), (B) atorvastatin (0.01–10 µM), (C) fluvastatin (0.03–30 µM), (D) rosuvastatin (0.1–

100 µM), (E) pravastatin (1–100 µM), (F) repaglinide (0.01–100 µM), (G) nateglinide (0.1–100 

µM), (H) glibenclamide (0.01–10 µM), (I) bosentan (0.03–10 µM), (J) valsartan (0.3–1000 µM), 

(K) torasemide (0.1–100 µM), and (L) fexofenadine (0.1–1000 µM).  The uptake was determined 

for 0.5 (rosuvastatin, pravastatin, glibenclamide, bosentan, and torasemide), 1 (atorvastatin), 2 

(pitavastatin and nateglinide), 5 (fluvastatin, repaglinide, and valsartan), or 10 min (fexofenadine) 

at 37C.  Representative data from two to four independent experiments are shown as Eadie-

Hofstee plots, and each point represents the mean ± SD. (n = 3).  Fitted lines that were obtained 

by a nonlinear least-squares regression analysis based on Eqs. 1 or 2 are presented as solid lines.  
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第三節 CsA，RIF，GEM，およびGEM-gluのOATP1B1に対する阻

害活性 

CsA，RIF，および GEM は臨床用量で OATP1B1 を阻害し，OATP1B1 基質薬の

血中濃度上昇を伴う DDI を引き起こすことが知られている 4, 13, 24．本節では OATP1B1

の基質依存的阻害を網羅的に検証する目的で，これら 3化合物の OATP1B1に対する in 

vitro阻害活性を，先の 12種の臨床基質薬を用いて検討した (Figure 8および Table 3) ．

また，GEMの OATP1B1阻害による臨床 DDIでは，代謝物である GEM-gluも本 DDIに

寄与すると考えられていることから 56，本代謝物についても OATP1B1 阻害活性を検討

した．なお，12種の臨床基質薬の濃度については，前節で得られたKm値よりも低く，

かつ液体クロマトグラフィー /タンデム質量分析計で十分に検出可能な 0.1 µM 

(pitavastatin，atorvastatin， repatlinide，glibenclamide，bosentan) ，1 µM (fluvastatin，

rosuvastatin ， nateglinide ， valsartan ， torasemide ， fexofenadine) ，もしくは 10 µM 

(pravastatin) に設定した．化合物によっては Km 値に対して十分に低い基質濃度を設定

できなかったため，阻害試験から得られた IC50 値は競合阻害を仮定して Ki値に変換し

た． 

CsA，RIF，GEM，およびGEM-gluはいずれの基質を用いた場合もOATP1B1を

濃度依存的に阻害し (Figure 8) ，その Ki値はそれぞれ 0.0771 – 0.486 µM，0.358 – 1.23 

µM，9.65 – 252 µM，および 11.1 – 170 µMであった (Table 3) ．CsA，RIF，GEM，およ

び GEM-glu の OATP1B1 に対する Ki値は，基質によってそれぞれ 6.3，3.4，26，およ

び 15倍の差を生じた．本結果より，GEM以外の阻害薬も OATP1B1に対して基質依存

的な阻害を示すこと，さらに Ki 値が基質によって数十倍程度も異なり得ることが確認

された．したがって，CYP3A と同様に 57-58，OATP1B1 についても in vitro 阻害評価を

行う際にはプローブ基質の選択に留意する必要があると言える． 
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Figure 8.  Inhibitory effects of CsA (A), RIF (B), GEM (C), and GEM-glu (D) on OATP1B1-

mediated uptake of 12 clinically-used OATP1B1 substrate drugs. 
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Table 3.  Ki values of CsA, RIF, GEM, and GEM-glu for OATP1B1-mediated uptake of 12 

clinically-used OATP1B1 substrate drugs 

OATP1B1-mediated uptake of 12 clinically-used OATP1B1 substrate drugs was examined in the 

presence and absence of CsA, RIF, GEM or GEM-glu as shown in Figure 8.  The IC50 values were 

estimated by a nonlinear least-squares regression analysis.  The Ki values (parameter estimate ± 

parameter SD.) were estimated using substrate concentrations, Km, and IC50 values by Eq. 5 (n = 

6 or 9).  

 

Substrates 
Inhibitors 

CsA RIF GEM GEM-glu 

 Ki (µM) 

Pitavastatin 0.228 ± 0.027 1.07 ± 0.08 58.8 ± 10.7 31.0 ± 3.3 

Atorvastatin 0.160 ± 0.016 0.922 ± 0.122 46.0 ± 8.9 30.2 ± 3.3 

Fluvastatin 0.157 ± 0.016 1.05 ± 0.19 72.7 ± 8.7 53.6 ± 11.5 

Rosuvastatin 0.301 ± 0.031 0.952 ± 0.098 63.6 ± 8.4 29.5 ± 3.8 

Pravastatin 0.184 ± 0.046 0.653 ± 0.117 9.65 ± 2.79 11.1 ± 1.2 

Repaglinide 0.0857 ± 0.0330 0.598 ± 0.198 48.3 ± 18.6 36.7 ± 8.8 

Nateglinide 0.244 ± 0.038 0.358 ± 0.079 252 ± 100 42.0 ± 6.9 

Glibenclamide 0.102 ± 0.005 0.442 ± 0.102 29.6 ± 5.2 17.8 ± 3.6 

Bosentan 0.206 ± 0.056 0.694 ± 0.211 36.6 ± 5.8 11.2 ± 3.3 

Valsartan 0.138 ± 0.017 0.377 ± 0.022 13.4 ± 0.3 18.4 ± 1.7 

Torasemide 0.486 ± 0.112 1.23 ± 0.30 49.5 ± 10.8 170 ± 44 

Fexofenadine 0.0771 ± 0.0100 0.423 ± 0.032 31.4 ± 4.3 23.9 ± 4.1 
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第三章 OATP1B1阻害評価に適した RI標識基質の探索 

第一節 RI プローブ基質を用いた阻害試験 

第二章での臨床基質薬を用いた OATP1B1 阻害試験では，細胞内に取り込まれ

た OATP1B1 基質薬の量を液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計で定量した．

本手法は，被験薬のOATP1B1に対する阻害活性を実際の臨床基質薬を用いて評価でき

る点で魅力的であるが，化合物によっては検出感度が問題となる場合もある．また，

確度の高いデータを取得するためには事前に分析系のバリデーションが必要である．

一方，RI標識基質を用いた OATP1B1 阻害試験 (RI法) では，基質の高感度な検出が可

能であり，かつ定量も容易であることから，創薬の探索段階から当局申請を企図した

試験まで幅広く運用されている．そこで第三章では，RI基質に焦点を当てOATP1B1の

基質依存的な阻害を検討するとともに，OATP1B1 に対する阻害活性を鋭敏に検出でき

る RI基質の探索を試みた． 

OATP1B1 の RI 基質として，[3H]E2G，[3H]E1S，および[3H]sulfobromophthalein 

(BSP) に着目した 9, 59-61．いずれも高い輸送活性を有する良好な OATP1B1基質であり，

in vitro 阻害試験において典型的プローブ基質として古くから使用されている．実験条

件設定のため，これら 3 基質の OATP1B1 発現細胞および control 細胞に対する取り込

み時間推移を 30 分に渡り検討した結果，いずれも control 細胞に比べ OATP1B1 発現細

胞で顕著に高い取り込みを示した (Figure 9) ．[3H]E2Gおよび[3H]BSPは，取り込み開始

後 10 分以上に渡り初速度が保たれていたことから，以降の試験では取り込み反応時間

を 5 分に設定した．一方，[3H]E1S は取り込み開始直後に定常状態に達したため，実験

的に実施可能な 1分に設定した． 
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Figure 9.  Time profiles of the uptake of [3H]E2G (A), [3H]E1S (B), and [3H]BSP (C) by 

OATP1B1-transfected cells and control cells.  Uptake of [3H]E2G (0.1 µM), [3H]E1S (0.01 µM), 

and [3H]BSP (0.01 µM) by OATP1B1-transfected cells (closed circles) and the control cells (open 

circles) was determined over a period of 30 min at 37°C.  Each point represents the mean ± SD. 

(n = 3).  

 

続いて，基質依存的な OATP1B1 阻害作用を検討するため，これら 3 種の RI 基

質を用いて，各種阻害剤の OATP1B1 に対する in vitro 阻害作用を検討した．阻害活性

の強弱を幅広くカバーする 15 化合物 (E1S，CsA，BSP，ritonavir，RIF，tacrolimus，

erythromycin，E2G，ketoconazole，GEM-glu，TCA，GEM，verapamil，probenecid，

cimetidine) を阻害剤として使用した．なお，RI 基質濃度 (E2G，0.1 µM；E1S，0.01 

µM；BSP，0.01 µM) は，OATP1B1 に対する Km 値 (E2G，7.04 µM；E1S，0.271 µM；

BSP，0.327 µM) よりも十分に低い濃度に設定し，IC50値が Ki値に近似される条件とし

た (Figure 10) ． 
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Figure 10.  Study design for substrate-dependent inhibition of OATP1B1 using [3H]E2G, [3H]E1S, 

and [3H]BSP as substrates. 

 

阻害評価結果を Figure 11 および Table 4 に示した．Cimetidine を除く 14 化合物

は，各 RI プローブ基質の OATP1B1 を介する取り込みを濃度依存的に阻害した．

[3H]BSP の取り込みに対する E1S の阻害作用は二相性を示し，Ki値はそれぞれ 0.429 お

よび 611 µMであった．また，E1S，CsA，ritonavir，RIF，E2G，ketoconazole，GEM-glu，

TCA，GEM，verapamil および probenecid は，低濃度域において[3H]BSP の取り込みを

有意に活性化し，cimetidine は 3-1000 µM の濃度範囲において [3H]BSP の取り込みを有

意に活性化した． 

OATP1B1に対する各阻害剤の Ki値を基質間で比較した (Figure 12) ．[3H]E2Gと

[3H]E1Sを用いて得られた Ki値を比較すると (Figure 12A) ，検討した全ての阻害剤にお

いて[3H]E2Gを基質とした場合の方がKi値が低く，[3H]E1Sよりも[3H]E2Gの方が阻害活

性を鋭敏に検出できることが明らかとなった．特に，ritonavir，GEM，およびRIFのKi

値は，[3H]E1S を用いるとそれぞれ 117 倍，14 倍，および 12 倍も高い値を示した．ま

た，CsAについても，[3H]E1Sを用いると 6倍高い Ki値が得られた．その他の阻害剤で
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は 3倍以内の差であった．[3H]E2Gと[3H]BSPの比較においても (Figure 12B) ，[3H]E2G

を基質として使用した時に全ての阻害剤に対して低い Ki 値が得られ，阻害活性を鋭敏

に検出できることが判った．Erythromycin の Ki値は両基質間で 13 倍の差が認められた

が，このような差は[3H]E2G と[3H]E1S との比較では観察されなかった．また BSP，

ritonavir，tacrolimus，E2G，ketoconazole，TCA，GEM，および probenecid の Ki 値も，

[3H]BSP を基質とした時に[3H]E2G よりも 5 倍以上高い値を示した．以上より，RI プロ

ーブ基質においてもOATP1B1の顕著な基質依存的な阻害作用が認められること，さら

に 3 種類の RI プローブ基質のうち，[3H]E2G は検討した全ての阻害剤に対してその阻

害活性を最も鋭敏に検出できることが明らかとなった． 

さらに，OATP1B1 に対する CsA，RIF，GEM，および GEM-glu の Ki値につい

て，RI プローブ基質と第二章で検討した臨床基質薬の結果を比較した (Figure 13) ．

[3H]E2Gから得られた CsA，RIF，GEM，および GEM-gluの Ki値は，OATP臨床基質薬

から得られた Ki値の下限値と同等 (3 倍以内) であった．一方，[3H]E1S および[3H]BSP

から得られた CsA，RIF，および GEM の Ki値は，[3H]E2G あるいは臨床基質薬から得

られた Ki値よりも大きくなる傾向が認められた．[3H]E1S は OATP1B1 による輸送活性

の高さから in vitro阻害試験で RIプローブ基質として使用されることが多いが，DDIリ

スクを過小評価する恐れがある．以上の結果から，[3H]E2G は OATP1B1 阻害試験にお

いて臨床基質薬の代替基質として使用できるうえ，阻害活性を鋭敏に検出できること

から，DDI リスクの過小評価の回避に役立つ RI プローブ基質となることが期待された．  
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Figure 11.  Inhibitory effects of 15 compounds on OATP1B1-mediated uptake of [3H]E2G, 

[3H]E1S, and [3H]BSP. 

Uptake of [3H]E2G (0.1 µM, closed circles), [3H]E1S (0.01 µM, open triangles), and [3H]BSP 

(0.01 µM, open squares) was investigated in the presence and absence of unlabeled E1S (A), CsA 

(B), BSP (C), ritonavir (D), RIF (E), tacrolimus (F), erythromycin (G), E2G (H), ketoconazole (I), 

GEM-glu (J), TCA (K), verapamil (L), GEM (M), probenecid (N), and cimetidine (O).  The data 

are shown as percent of control as described in Experimental Section.  Thick, thin, and dashed 

lines represent fitted lines for the uptake of [3H]E2G, [3H]E1S, and [3H]BSP, respectively.  Each 

point represents the mean ± SD. (n = 6). 
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Table 4.  Ki values for OATP1B1-mediated uptake of [3H]E2G, [3H]E1S, and [3H]BSP 

OATP1B1-mediated uptake of [3H]E2G (0.1 µM, 5 min), [3H]E1S (0.01 µM, 1 min), and [3H]BSP 

(0.01 µM, 5 min) was examined in the presence and absence of inhibitors as shown in Figure 12.  

Ki values were estimated by non-linear regression analysis based on Eqs. 3 or 4 under 

Experimental Section, and are presented as mean ± computer-calculated SD. 

Inhibitors 
Substrates 

[3H]E2G [3H]E1S [3H]BSP 

 Ki (or Km) µM 

E1S 0.0954 ± 0.0149 0.271 ± 0.013b 0.429 ± 0.175a 

       611 ± 387a 

CsA 0.118 ± 0.015 0.732 ± 0.224 0.694 ± 0.149 

BSP 0.131 ± 0.010 0.215 ± 0.058 0.327 ± 0.033b 

Ritonavir 0.397 ± 0.023 46.4 ± 9.8 3.38 ± 0.66 

RIF 0.585 ± 0.074 6.96 ± 1.31 2.75 ± 0.62 

Tacrolimus 0.668 ± 0.156 1.78 ± 0.34 3.57 ± 0.43 

Erythromycin 4.88 ± 0.65 13.4 ± 4.0 63.3 ± 11.5 

E2G 7.04 ± 0.53b 16.6 ± 2.4 39.3 ± 9.0 

Ketoconazole 9.90 ± 2.40 15.4 ± 3.7 60.9 ± 26.1 

GEM-glu 16.7 ± 2.6 42.6 ± 3.1 87.6 ± 33.0 

TCA 19.0 ± 1.0 50.0 ± 4.8 161 ± 35 

Verapamil 22.3 ± 4.2 44.0 ± 7.3 84.3 ± 30.1 

GEM 26.4 ± 2.1 381 ± 60 173 ± 34 

Probenecid 79.4 ± 5.8 227 ± 69 740 ± 181 
aE1S showed biphasic inhibition of [3H]BSP uptake, and the Ki values for high and 

low affinity components are presented. 
bKm values. 
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Figure 12.  Comparison of Ki values between [3H]E2G and [3H]E1S (A), [3H]E2G and [3H]BSP 

(B), and [3H]E1S and [3H]BSP (C).   

Ki values are taken from Table 4, and each point represents the mean ± SD.  The solid line and 

the dashed lines represent the line of unity and the lines of 1:10 and 10:1 correlations, respectively.  

1, E1S; 2, CsA; 3, BSP; 4, ritonavir; 5, RIF; 6, tacrolimus; 7, erythromycin; 8, E2G; 9, 

ketoconazole; 10, GEM-glu; 11, TCA; 12, verapamil; 13, GEM; and 14, probenecid.  Ki values 

of E1S for [3H]BSP uptake were eliminated from panels (B) and (C) because E1S showed biphasic 

inhibition for [3H]BSP uptake. 

 

 

Figure 13.  Comparison of Ki values of CsA (A), RIF (B), GEM (C), and GEM-glu (D) obtained 

with [3H]E2G (1), [3H]E1S (2), [3H]BSP (3), pitavastatin (4), atorvastatin (5), fluvastatin (6), 

rosuvastatin (7), pravastatin (8), repaglinide (9), nateglinide (10), glibenclamide (11), bosentan 

(12), valsartan (13), torasemide (14), and fexofenadine (15) as substrates.  
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第二節 基質依存的な阻害が DDI リスク評価に与える影響 

In vitroで観察された基質依存的な OATP1B1 阻害作用に起因する Ki値の相違が

DDIリスク評価に与える影響を検証するため，CsA，RIF，GEM，およびGEM-gluによ

って引き起こされる DDIリスクを規制当局の (ドラフト) ガイダンス・ガイドラインに

従って評価した．第一章第三節に記載した static modelに従い，各阻害剤の R値を Ki値 

(Table 3および Table 4) と[I]u,inlet,max (Table 5) から算出し，臨床 DDI試験の要否判断に使

用するカットオフ値 (1.25，厚生労働省及び FDA；1.04，EMA) と比較した．さらに

FDA では[I]u,inlet,maxでの最終判断の前に，阻害薬の最高血漿中濃度 (Cmax) を用いて R 値

を算出することが推奨されているため，Cmax に基づく R 値も算出し，カットオフ値 

(1.1) と比較した．得られた R値を Table 6に示した．  

CsA は臨床用量で OATP1B1 を阻害し，OATP 基質薬と DDI を引き起こすこと

が知られており 24，本研究で用いた OATP1B1 基質薬の AUC は CsA 併用により 2.0 

(bosentan) から 23倍 (pravastatin) 上昇する (Table 6) ．また，RIFも臨床用量で OATP1B1

を阻害し 22，OATP基質薬の AUC上昇率は 2.2 (glibenclamide) から 12倍 (atorvastatin) と

報告されている (Table 6) ．このことから，CsAおよび RIFは OATP1B1の強力な in vivo

阻害薬として認識されている．Cmaxに基づく CsA および RIF の R 値は，それぞれ 2.95 

(torsemide) – 13.3 (fexofenadine) ，19.7 (torasemide) – 65.2 (nateglinide) であり，いずれの

基質においてもカットオフ値 1.1 以上であった．また，[I]u,inlet,max に基づく CsA および

RIFの R値も，それぞれ 3.47 (torasemide) – 16.6 (fexofenadine) および 9.13 (torasemide) – 

28.9 (nateglinide) であり，カットオフ値 1.25 (厚生労働省および FDA) もしくは 1.04 

(EMA) 以上であった．したがって，基質依存的阻害に起因する Ki値の相違によって R

値も基質間で異なるものの，いずれのケースでもカットオフ値を上回っており，CsA

および RIFの DDIリスクを検出することができた． 
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一方，GEM (および GEM-glu) も臨床用量で OATP1B1を阻害することが知られ

ているが，GEM 併用による OATP 基質薬の AUC の上昇率は repaglinide を除き 1.1 

(fluvastatin) から 2.0倍 (pravastatin) であり (Table 6) ，CsAや RIFに比べて OATP1B1に

対する阻害作用は弱い．Repaglinide の AUC 上昇率が 7.0 から 8.1 倍と他の OATP 基質

薬に比べて顕著に高い理由は，repaglinide の代謝を担う CYP2C8 が GEM-glu によって

mechanism-based inhibitionを受けるためである 56．Cmaxに基づく GEM (および GEM-glu) 

の R値はそれぞれ 3.07 (nateglinide) – 17.7 (pravastatin) であり，いずれの基質を用いた場

合もカットオフ値 1.1 以上であった．しかし，[I]u,inlet,max に基づく GEM (および GEM-

glu) の R値は 1.10 (torasemide) – 1.99 (pravastsatin) であり，EMAの定めるカットオフ値 

(1.04) 以上であったが，基質によっては R値が 1.25 (厚生労働省および FDA) に達しな

いケースが散見された．GEM のように臨床において弱～中程度の OATP1B1 阻害作用

を示す阻害剤の場合には，in vitro 評価で用いるプローブ基質の選択ならびに R 値のカ

ットオフ値の設定が臨床 DDI 試験の要否判断に大きく影響し，場合によっては DDI リ

スクの見逃しにつながり得ることが分かった． 

RI プローブ基質のうち，[3H]E2G は 3 種類全ての阻害剤の DDI リスクを検出す

ることができた．一方，[3H]E1Sおよび[3H]BSPはGEM (およびGEM-glu) によるDDIリ

スクを検出することができなかった．以上の結果から，[3H]E2G は基質依存的阻害に起

因する DDIリスクの過小評価を回避できる，阻害試験に適した RIプローブ基質である

と結論づけた．  
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Table 5.  Clinical pharmacokinetic parameters of inhibitors used for the calculation of R-values. 

[I]u,inlet,max (estimated maximum unbound inhibitor concentrations at the inlet to the liver) of CsA, 

RIF, and GEM were calculated by Eq. 9 as described under Experimental Section, in which ka of 

0.1  

min-1, Fa×Fg of 1, and Qh of 97 L/h were used.  The blood to plasma concentration ratios of the 

inhibitors were assumed to be unity in the [I]u,inlet,max calculations. 

Inhibitors Dose fu Cmax [I]u,inlet,max 

 (mg) (%) (µM) (µM) 

CsA 20062 1163 0.9562 1.2 

RIF 60024 1564 2322 10 

GEM 60024 0.6565,a 10066 1.6 

GEM-glu - 11.565 2065 - 
aAs the fu was less than 1%, the [I]u,inlet,max was calculated assuming fu of 1% based on the 

regulatory DDI guidelines or draft guidance materials in FDA, EMA, and MHLW. 
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Table 6.  Prediction of OATP1B1-mediated DDIs with a static model 

R-values of CsA, RIF, GEM, and GEM-glu were determined using Ki values obtained from each probe substrate and [I] (Cmax or [I]u,inlet,max) based on 

Eqs. 7 and 8.  The Ki values were taken from Table 3 and Table 4.  

 

Substrates 

Inhibitors 

CsA  RIF 

Ki 

R-value (= 1+[I]/Ki)a 
Observed 

AUCRa 

 

Ki 

R-value (=1+[I]/Ki)b 
Observed 

AUCRb [I] = Cmax [I] = [I]u, inlet max 
 

[I] = Cmax [I] = [I]u,inlet, max  

 (µM)     (µM)    

In vitro prototypical probe substrates 

E2G 0.118 9.05 (4.05–13.7) 11.2 (4.81-17.1) NA  0.585 40.3 18.1 NA 

E1S 0.732 2.30 (1.49-3.05) 2.64 (1.61-3.60) NA  6.96 4.30 2.44 NA 

BSP 0.694 2.37 (1.52-3.16) 2.73 (1.65-3.74) NA  2.75 9.36 4.64 NA 

Clinically-used substrate drugs 

Pitavastatin 0.228 5.17 (2.58-7.58) 6.26 (2.97-9.33) 4.624  1.07 22.5 10.3 5.767 

Atorvastatin 0.160 6.94 (3.25-10.4) 8.50 (3.81-12.9) 9.024, 1524  0.922 25.9 11.8 
7.324,d, 8.524, 

1224 

Fluvastatin 0.157 7.05 (3.29-10.6) 8.64 (3.87-13.1) 3.524  1.05 22.9 10.5 - 

Rosuvastatin 0.301 4.16 (2.20-5.98) 4.99 (2.50-7.31) 7.168  0.952 25.2 11.5 4.467 

Pravastatin 0.184 6.16 (2.96-9.15) 7.52 (3.45-11.3) 1224, 2324  0.653 36.2 16.3 2.624, 4.624 

Repaglinide 0.0857 12.1 (5.20-18.5) 15.0 (6.25-23.2) 2.424  0.598 39.5 17.7 - 

Nateglinide 0.244 4.89 (2.48-7.15) 5.92 (2.84-8.79) -  0.358 65.2 28.9 - 

Glibenclamide 0.102 10.3 (4.53-15.7) 12.8 (5.41-19.6) -  0.442 53.0 23.6 2.224,d 

Bosentan 0.206 5.61 (2.75-8.28) 6.83 (3.18-10.2) 2.069  0.694 34.1 15.4 570,e 

Valsartan 0.138 7.88 (3.61-11.9) 9.70 (4.26-14.8) -  0.377 62.0 27.5 - 

Torasemide 0.486 2.95 (1.74-4.09) 3.47 (1.93-4.91) -  1.23 19.7 9.13 - 

Fexofenadine 0.0771 13.3 (5.67-20.5) 16.6 (6.84-25.6) -  0.423 55.4 24.6 3.9-4.671 

Continued to the following page.  
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Substrates 

Inhibitors 

GEM and GEM-glu 

Ki  R-value (=1+[I]/Ki)c 

Observed AUCRc 
GEM GEM-glu 

 
[I] = Cmax [I] = [I]u, inlet, max 

 (µM) (µM)    

In vitro prototypical probe substrates 

E2G 26.4 16.7  8.99 1.58 NA 

E1S 381 42.6  2.91 1.20 NA 

BSP 173 87.6  2.38 1.11 NA 

Clinically-used substrate drugs 

Pitavastatin 58.5 31.0  4.96 1.30 1.524 

Atorvastatin 46.0 30.2  5.50 1.32 1.324 

Fluvastatin 72.7 53.6  3.68 1.18 1.124 

Rosuvastatin 63.6 29.5  4.95 1.31 1.924 

Pravastatin 9.65 11.1  17.7 1.99 2.024 

Repaglinide 48.3 36.7  4.98 1.27 
7.024, 7.624, 8.124, 

8.224 

Nateglinide 252 42.0  3.07 1.20 1.524 

Glibenclamide 29.6 17.8  8.32 1.54 - 

Bosentan 36.6 11.2  9.99 1.79 - 

Valsartan 13.4 18.4  12.3 1.62 - 

Torasemide 49.5 170  3.43 1.10 - 

Fexofenadine 31.4 23.9  7.12 1.42 - 

NA, Not applicable; -, Not reported. 
aDose of CsA ranged from 75 to 322 mg in clinical DDI studies.  R-value is presented as the representative value that was calculated based on 200-mg 

dose of CsA with range in parenthesis.  R-value range that corresponds to the clinical dose range (75 to 322 mg) was calculated based on the parameters 

of CsA given in Table 5 assuming the linear pharmacokinetics. 
bDose of RIF was 600 mg in clinical DDI studies. 
cDose of GEM was 600 mg in clinical DDI studies. 
dThe inhibitor was given as a single intravenous dose. 
eFold increase in the trough concentration on Day 2. 
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第三節 基質依存的な阻害のメカニズムの検証 

OATP1B1 と同様に基質依存的な阻害を示す薬物代謝酵素 CYP3A では，分子内

に複数の基質結合部位を有することにより 72，基質依存的な阻害を引き起こすと考え

られている 73．OATP1B1 も同様のメカニズムで基質依存的な阻害を引き起こすと考え，

OATP1B1 の基質依存的阻害のメカニズムの解明を目的として，[3H]E2G ，[3H]E1S，お

よび[3H]BSP の 3 種類の RI 基質に対して相互の阻害様式を検討した (Figure 14 および

Table 7) ． 

阻害剤非存在下において，E2G および BSP は過去の報告と同様に OATP1B1 に

対して一相性の取り込みを示し 9, 59-60，E2G の Kmおよび Vmaxはそれぞれ 8.17 μM，250 

pmol/min/mg protein，BSPではそれぞれ 0.280 μM，20.8 pmol/min/mg proteinであった．

OATP1B1 を介した E1S の取り込みは本検討では一相性を示し，Kmおよび Vmax はそれ

ぞれ 0.286 μM，36.4 pmol/min/mg proteinであった．E1Sの OATP1B1を介した取り込み

については，一相性との報告がある一方で 9，二相性を示すという報告もある 31, 34, 74．

この違いの理由は不明であるが，検討に用いた細胞や実験条件の違いに起因するもの

と考えられる． 

E2G の OATP1B1 を介する取り込みは，0.1 μM の E1S 存在下において Km値が

8.17 から 18.7 μMへと有意に上昇したが，Vmaxに影響を与えなかったことから，E1S が

E2G の輸送を競合的に阻害することが明らかとなった．また，E1S の OATP1B1 を介す

る取り込みは，10 μMの E2G存在下において Km値が 0.286から 0.488 μMへと有意に上

昇したが，Vmaxに影響を与えず，E2Gが E1Sを競合阻害することが示された．したがっ

て，E2G と E1S は OATP1B1 上で互いに競合阻害し，両基質が OATP1B1 の同一の結合

部位を介して輸送されることを示唆するものである．しかし，Table 3および Table 4に
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示した様に，複数の阻害剤において OATP1B1 に対する Ki 値が両基質間で顕著な相違

を示したことから，両基質が単一の結合部位を介して取り込まれるとは考えにくい． 

0.3 μM の BSP 存在下での E2G の輸送は，Vmax のみ 250 から 55.8 pmol/min/mg 

protein へと有意に低下したが，Km値は影響されなかったことから，BSP は E2G を非競

合的に阻害することが判明した．一方で，10 μMの E2G 存在下での BSPの輸送は，Km，

Vmax ともに有意な変化はなく，阻害様式は明らかとならなかった．この結果は，少な

くとも BSP は E2G の結合部位とは異なる部位に作用することで E2G の輸送を阻害して

おり，両基質がOATP1B1上の異なる結合部位を介して輸送されることを示唆するもの

である．また，第三章第一節で実施した阻害試験において，複数の阻害剤が特に低濃

度領域において BSPの取り込みを有意に活性化したが (Figure 11) ，本現象も OATP1B1

上に複数の結合部位が存在することを示唆するものである． 

0.3 μMの BSP存在下での E1Sの輸送は，Kmのみ 0.286から 0.677μMへと有意に

上昇し，Vmaxに影響がなかったことから，BSPはE1Sを競合的に阻害することが判明し

た．10 μM の E1S 存在下での BSP の輸送は，Kmが 0.280 から 4.78 μM へと有意に上昇

し，Vmaxも 20.8から 111 pmol/min/mg proteinへと有意に上昇したことから，E1Sは BSP

の阻害を非定型的に阻害した． 

これらの現象は，3基質の OATP1B1による取り込みが単一の結合部位を介して

なされるという単純なモデルでは説明し難く，OATP1B1 上に複数の基質結合部位が存

在し，これが OATP1B1の基質依存的な阻害作用の要因であると推察された． 
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Figure 14.  Mutual inhibition of OATP1B1-mediated uptake of [3H]E2G, [3H]E1S, and [3H]BSP. 

(A) Concentration-dependent uptake of [3H]E2G (0.003–100 µM) for 5 min in the absence (closed 

circles) and presence of unlabeled E1S (0.1 µM, open triangles) or BSP (0.3 µM, open squares).  

(B) Concentration-dependent uptake of [3H]E1S (0.003–10 µM) for 1 min in the absence (closed 

circles) and presence of unlabeled E2G (10 µM, open triangles) or BSP (0.3 µM, open squares).  

(C) Concentration-dependent uptake of [3H]BSP (0.007–10 µM) for 5 min in the absence (closed 

circles) and presence of unlabeled E2G (10 µM, open triangles) or E1S (10 µM, open squares).  

Data are shown as Eadie-Hofstee plots.  Each point represents the mean ± SD. (n = 3).  Fitted 

lines, which were obtained from nonlinear regression analysis based on Eqs. 1 or 2 under 

Experimental Section are also presented. Representative data from three independent experiments 

are shown in this figure. 
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Table 7.  Saturation kinetics of OATP1B1-mediated uptake of [3H]E2G, [3H]E1S, and [3H]BSP in the presence and absence of unlabeled E2G, E1S, 

and BSP 

Inhibitor 

Substrates 

[3H]E2Ga [3H]E1Sb [3H]BSPc 

Km Vmax Pdif Km Vmax Km Vmax 

 M pmol/min/mg µL/min/mg µM pmol/min/mg µM pmol/min/mg 

No 

inhibitor 
8.17 ± 2.28 250 ± 89 NA 0.286 ± 0.054 36.4 ± 10.3 0.280 ± 0.041 20.8 ± 1.0 

E2G NA NA NA 0.488 ± 0.072* 35.7 ± 8.3 0.361 ± 0.069 18.5 ± 1.9 

E1S 18.7 ± 2.2** 251 ± 22 NA NA NA 4.78 ± 0.65** 111 ± 18** 

BSP 5.80 ± 2.53 55.8 ± 24.7** 0.667 ± 0.642 0.677 ± 0.112* 34.3 ± 11.7 NA NA 

Kinetic parameters were estimated by non-linear regression analysis based on the Eqs. 1 or 2 under Experimental Section, and are shown as 

mean ± SD (n=3).  

*P < 0.05 and **P < 0.01 compared to parameters determined without any inhibitors. 

a: Concentration-dependent uptake of [3H]E2G (0.003 – 100 µM) for 5 min was examined in the absence and presence of unlabeled E1S (0.1 

µM) or BSP (0.3 µM). 

b: Concentration-dependent uptake of [3H]E1S (0.003 – 10 µM) for 1 min was examined in the absence and presence of unlabeled E2G (10 

µM) or BSP (0.3 µM). 

c: Concentration-dependent uptake of [3H]BSP (0.007 – 10 µM) for 5 min was examined in the absence and presence of unlabeled E2G (10 

µM) or E1S (10 µM).  

NA: Not applicable. 
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第四章 新規 OATP1B1 蛍光基質の探索と蛍光法に基づく阻害評

価系の構築 

第一節 蛍光法阻害評価系構築の意義と既存の蛍光基質の問題点 

従来，OATP1B1に対する阻害作用評価は，第二章で示した非標識体を基質とし

て液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計によって検出する方法，または第三章

で示した RI 標識体を基質として放射活性を検出する方法が用いられてきたが，両手法

ともサンプルの後処理および測定に多大な労力と時間を要するため，創薬初期に求め

られる多検体評価のニーズを十分に満たしていなかった．OATP1B1を介した DDIリス

クの低い医薬品を創出するためには，創薬初期の段階から多検体に対してOATP1B1阻

害評価を実施し，構造活性相関を合成展開に活かすことが大切である．より多検体評

価に適したOATP1B1阻害評価系を構築するため，蛍光基質を使用する蛍光法に着目し

た．蛍光法は，被験物質の自家蛍光や溶媒極性，pH などが蛍光強度に影響を与えると

いう欠点はあるが，これらは評価に用いる蛍光基質の特性を予め理解することでコン

トロール可能であり，蛍光法の有する高感度かつ高いスループット性は探索初期段階

の多検体評価において有用なツールとなると期待される．  

これまでに報告されている OATP ファミリートランスポーターの蛍光基質を

Table 8 にまとめた．胆汁酸である cholic acid (CA)，chenodeoxycholic acid (CDCA)，

deoxycholic acid (DCA)，lithocholic acid (LCA)，および ursodeoxycholic acid (UDCA) など

に蛍光団として fluorescein (FL) または 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole (NBD) を付加した蛍

光胆汁酸は，OATP ファミリートランスポーターの基質となることが知られているが，

これらは一般試薬として購入できず，必要に応じて合成しなければならない 75-78．一方，
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fluorescein methotrexate (FMTX) 79，Oregon Green® 488 Taxol (Flutax-2) 79，8-fluorescein-

cAMP (8-FcA) 80，FL79, 81，fluo-339, 82，および 5-(and 6)-carboxy-2’, 7’-dichlorofluorescein 

(CDCF) 83は一般試薬として購入可能である．このうち，OATP1B1の基質となる FMTX，

FL，および8-FcAについて比較すると，FLのOATP1B1を介する取り込み活性はFMTX

のそれと同等かやや劣るとの報告があり，さらに FMTX については十分な輸送活性が

ないため OATP1B1 阻害試験への適用に際しては改善を要すると報告されていた 79．

FMTXは抗癌剤である methotrexateを分子内に含むことから，試薬の取り扱いに際し安

全上の懸念もある．cAMP に蛍光団である FL を付加した 8-FcA は OATP1B1 と

OATP1B3 の基質となるが，その価格は FL に比べて非常に高く，評価系運用にかかる

費用が高いという欠点がある．このように，一見OATP1B1の蛍光基質の選択肢は豊富

なように見えるが，一般試薬として購入できるものは限られており，購入可能なもの

についてもOATP1B1を介する輸送活性や取り扱い時の安全性，ランニングコストの面

で課題があり，必ずしも創薬ニーズを満たしていなかった．また，これら蛍光基質に

対してOATP1B1の基質依存的な阻害の検討はなされておらず，既存の蛍光基質のプロ

ーブ基質としての妥当性の検証は不十分であった． 

そこで本研究では蛍光法に基づく OATP1B1 阻害評価系を樹立することを目的

とし，その際使用する OATP1B1の蛍光基質の満たすべき条件として，① OATP1B1の

良好な基質であり，OATP1B1 を介して細胞内に多く取り込まれること，② [3H]E2G と

同等の Ki値を与えること，および③ 安価でランニングコストがかからないことの 3点

を設定した． 
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Table 8.  Reported fluorescent substrates of hepatic OATP/Oatp family 

Fluorescent 

substrates 
Substances labeled with fluorophores Fluorophores Transporters References 

CDCA-NBD Bile acid (Chenodeoxycholic acid) NBD OATP1B1, OATP1B3, Oatp(s) 75-76 

CA-NBD Bile acid (Cholic acid) NBD OATP1B1, OATP1B3, Otap(s) 75-76 

DCA-NBD Bile acid (Deoxycholic acid) NBD OATP1B1, OATP1B3 76 

LCA-NBD Bile acid (Lithocholic acid) NBD OATP1B1, OATP1B3 76 

UDCA-NBD Bile acid (Urosodeoxycholic acid) NBD OATP1B1, OATP1B3 76 

CGamF Bile acid (Cholic acid) FL OATP1B1, OATP1B3, Oatp(s) 75, 77 

CLF Bile acid (Cholic acid) FL OATP1B1, OATP1B3 78 

FMTX Methotrexate FL OATP1B1, OATP1B3 79 

Flutax-2 Paclitaxel OG OATP1B3 79 

FL - FL OATP1B1, OATP1B3, Oatp(s) 79, 81 

8-FcA cAMP FL OATP1B1, OATP1B3 80 

Fluo-3 - Fluo-3 OATP1B1, OATP1B3 39, 82 

CDCF - CDCF Oatp(s) 83 

-, Not applicable. 
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第二節  新規 OATP ファミリートランスポーターの蛍光基質の探索 

FL 誘導体は一般的に，分子内にフェノール性水酸基およびカルボキシル基を有

することから生理的条件下 (pH 7.4 付近) にて負電荷を帯び，かつアルカリ条件下にて

強い蛍光を発する 84．アニオン性化合物であるために OATP1B1 の基質になる可能性が

あることに加え，FL のアルカリ条件下における蛍光量子収率は 0.85 と非常に高いこと

から 85-86，仮に被験物質が FL 誘導体と同じ蛍光波長領域に自家蛍光を示した場合にお

いても評価結果に与える影響は少ないと期待できる． 

そこで本研究では一般試薬として購入可能な FL ならびに FL 誘導体である

Oregon green (OG)， 2’, 7’-dichlorofluorescein (DCF)， 4’, 5’-dibromofluorescein (DBF)，5-

carboxyfluorescein (5-CF) ， 6-carboxyfluroescein (6-CF) ， 5-(and-6)-carboxy-2’, 7’-

dichlorofluorescein (CDCF)，2’, 7’-bis(2-carboxyethyl)-5-(or 6)-carboxyfluorescein (BCECF)，

calcein，fluo-3，および 8-FcA (Figure 15) が OATP1B1，OATP1B3および OATP2B1の基

質となるか，発現細胞を用いて検討した．用いた FL 誘導体の蛍光特性を Table 9 にま

とめた． 
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Figure 15.  Chemical structures of FL and its derivatives used in this study.  (A) FL, (B) OG, (C) 

DCF, (D) DBF, (E) 5-CF, (F) 6-CF, (G) CDCF, (H) BCECF, (I) calcein, (J) fluo-3, and (K) 8-

FcA. 

Table 9.  Fluorescence properties of FL and its derivatives 

FL誘導体 蛍光量子収率 最大吸収波長 (nm) 最大蛍光波長 (nm) References 

FL 0.85 490 515 86 

OG 0.97 490 514 87 

DCF 0.86 503 522 88 

DBF 0.69 511 534 85 

5-CF 0.92 500 524 85 

6-CF 0.91 500 521 85 

CDCF - 504 529 84 

BCECF - 503 528 84 

Calcein 0.79 494 516 89 

Fluo-3 0.183 (with Ca2+) 506 526 90 

8-FcA - 494 517 91 
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各蛍光色素1 μM (FL，OG，DCF，DBF，8-FcA) または10 μM (CDCF，BCECF，

5-CF，6-CF，calcein，fluo-3) を含むアッセイ溶液を各 OATP 発現細胞および control 細

胞と 5 分間インキュベーションし，細胞内に取り込まれた蛍光色素の量を比較した結

果，DCF，OG，および DBFを新規 OATP1B1蛍光基質として見出した (Figure 16) ．こ

れらの OATP1B1を介する取り込み活性は既知の蛍光基質 (FL，8-FcA) を上回っており，

特に DCF は最も高い輸送活性を示すとともに，本実験条件下において OATP1B1 に対

して選択性の高い基質であることが判った．また，FL は OATP1B1，OATP1B3 だけで

なく OATP2B1 の基質ともなること，さらに CDCF はラット Oatp だけでなくヒト

OATP1B1の基質になることも見出した． 

本評価に用いた蛍光色素の数は 11種類と限られており，明確な構造活性相関を

得ることはできないが，① FL骨格のベンゼン環にカルボキシル基が入ると OATPファ

ミリートランスポーターの基質になりにくくなる (e.g. 5-CF，6-CF，および CDCF) ，② 

キサンテンの 2’，7’位にハロゲンが入ると OATP1B1 の基質になりやすくなる一方，

OATP1B3，OATP2B1に対する影響は少ない (e.g. OG，および DCF) ，③ キサンテンの

4’，5’位にハロゲンが入ると OATP1B1 および OATP2B1 の基質になりやすくなる (e.g. 

DBF) という傾向が観察された． 
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Figure 16.  Uptake of FL and its derivatives in OATP1B1-, OATP1B3-, and OATP2B1-

expressing cells and the control cells.  

Transporter-expressing cells and the control cells were incubated with KH buffer containing FL 

(A), OG (B), DCF (C), DBF (D), 5-CF (E), 6-CF (F), CDCF (G), BCFCF (H), calcein (I), fluo-3 

(J), or 8-FcA (K) for 5 min at 37°C.  Final substrate concentration in the KH buffer was 1 μM (for 

FL, OG, DCF, DBF, and 8-FcA) or 10 μM (for CDCF, BCECF, 5-CF, 6-CF, calcein, and fluo-3, 

due to the limit of detection).  Each point represents the mean ± SD (n = 3).  *P < 0.05 and ***P 

< 0.001 between transporter-expressing cells and the control cells.  
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第三節 OATP1B1 蛍光基質の精査 

OATP1B1 の新規蛍光基質として見出された OG，DCF，および DBF，ならびに

既知蛍光基質である FL および 8-FcA について，OATP1B1 を介した輸送をさらに精査

した．各蛍光基質の OATP1B1 発現細胞および control 細胞への経時的な取り込みを検

討し，いずれの化合物も OATP1B1 発現細胞において control 細胞に比べて高い取り込

みを示し，DCF で最も高い取り込みが認められた (Figure 17) ．本結果に基づき，以降

の検討では初速度が保たれている 5分 (DCF，OG，8-FcA，およびFL) または 1分 (DBF) 

をインキュベーション時間として設定した．続いて各蛍光基質のOATP1B1を介した濃

度依存的な取り込みから，速度論的パラメータを算出した (Table 10) ．いずれの蛍光基

質も一相性の取り込みを示し，OATP1B1に対するKm値は 4.16 (DBF) から 54.1 μM (OG) 

であった．OATP1B1 を介した取り込みクリアランス (Vmax / Km) は 1.37 (FL) から 16.5 

μL/min/mg protein (DCF) と得られ，DCFがもっとも効率的に OATP1B1によって輸送さ

れることが判明した．DBF についても DCF とほぼ同程度の輸送活性を示したが，DCF

の方が DBF よりも高い蛍光量子収率を示し 85，control 細胞に対する発現細胞への取り

込み量比も高く，さらに安価であることから，OATP1B1 阻害試験系における蛍光プロ

ーブ基質として DCFの方が DBFよりも優れていると考えられた． 
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Figure 17.  Time profiles of the uptake of DCF, DBF, OG, 8-FcA, and FL in OATP1B1-

expressing cells and the control cells. 

OATP1B1-expressing cells (closed circles) and the control cells (open circles) were incubated 

with DCF (A), DBF (B), OG (C), 8-FcA (D), or FL (E) at 1 μM over a period of 30 min at 37°C.  

Each point represents the mean ± SD (n = 3). 

 

 

Table 10.  Kinetic parameters of OATP1B1-mediated uptake of FL, OG, DCF, DBF, and 8-FcA 

Kinetic parameters were estimated by nonlinear least-squares regression analysis based on Eq. 1 

as described under Experimental Section and are shown as mean ± SD. of 3 (OG), 4 (8-FcA), 5 

(FL and DBF), or 6 (DCF) independent experiments. 

Substrates Km Vmax Vmax/Km 

  μM pmol/min/mg protein μL/min/mg protein 

DCF 5.29 ± 1.51 87.9 ± 35.9 16.5 ± 3.7 

DBF 4.16 ± 2.53 48.1 ± 8.0 13.9 ± 5.8 

OG 54.1 ± 9.6 187 ± 11 3.53 ± 0.63 

8-FcA 9.05 ± 3.44 26.0 ± 8.1 2.97 ± 0.69 

FL 19.1 ± 6.5 26.5 ± 10.9 1.37 ± 0.33 
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第四節 OATP1B1 阻害試験に適した蛍光基質の選出 

前述のとおり，OATP1B1 は顕著な基質依存的阻害を示すことから，OATP1B1

阻害試験で用いる蛍光基質に対しても，[3H]E2G と同様に阻害活性を鋭敏に検出するこ

とが求められる．そこで，DCF，DBF，OG，8-FcA，および FL を蛍光プローブ基質と

して使用し，第三章で顕著な基質依存的な阻害作用を示した CsA，ritonavir，RIF，

erythromycin，GEM，および probenecid の OATP1B1 に対する Ki値を求め，[3H]E2G の

結果と比較した (Figure 18) ．その結果，いずれの蛍光基質も[3H]E2Gと同等の Ki値を与

え，[3H]E2G と同様に阻害作用を鋭敏に検出できることがわかった．そのため，

OATP1B1 を介する輸送活性が最も高く，control 細胞と OATP1B1 発現細胞での蛍光強

度の比が最も高い DCF を OATP1B1 阻害試験に用いる蛍光基質として選出し，さらに

多くの阻害剤について阻害能を検討した (Figure 19および Table 11) ．DCFと[3H]E2Gを

基質として得られた Ki 値を比較したところ，両者の間に良好な 1:1 の相関が認められ

た (Figure 20) ．さらに，CsA，RIF，および GEM (および GEM-glu) の Ki値を用いて臨

床での DDI リスクを評価した結果，DCF と[3H]E2G は同等の R 値を与え，これら阻害

剤の DDIリスクを検出することができた (Table 12) ．以上より，E2Gと DCFは DDIリ

スク評価の観点からも等価なプローブ基質であると結論づけた． 
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Figure 18.  Comparison of Ki values between [3H]E2G and DCF (A), [3H]E2G and DBF (B), 

[3H]E2G and OG (C), [3H]E2G and 8-FcA (D), and [3H]E2G and FL (E).   

The solid line and the dashed lines represent the line of unity and the lines of 1:10 and 10:1 

correlations, respectively.  1, CsA; 2, ritonavir; 3, RIF; 4, erythromycin; 5, GEM; 6, probenecid.  
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Figure 19.  Inhibitory effects of 15 compounds on OATP1B1-mediated uptake of DCF.   

Uptake of DCF (3 μM) mediated by OATP1B1 was examined for 5 min at 37°C in the presence 

and absence of (A) E1S (0.01−10 μM), (B) CsA (0.01−10 μM), (C) BSP (0.01−10 μM), (D) 

ritonavir (0.01−10 μM), (E) RIF (0.01−10 μM), (F) tacrolimus (0.01−10 μM), (G) erythromycin 

(1−1000 μM), (H) E2G (0.01−100 μM), (I) ketoconazole (1−100 μM), (J) GEM-glu (0.1−100 μM), 

(K) TCA (1− 1000 μM), (L) verapamil (1−300 μM), (M) GEM (1−500 μM), (N) probenecid 

(1−1000 μM), and (O) cimetidine (1−1000 μM).  The data are taken from two independent 

experiments with six samples per concentration and are shown as % of control as described in the 

Experimental Section.  Solid lines represent fitted lines for the inhibition of DCF uptake by the 

inhibitors that were obtained by a nonlinear least-squares regression analysis based on Eqs. 3 or 

5.  Each point represents the mean ± SD (n = 6).  



 58 / 92 

 

Table 11.  Ki values of test compounds for OATP1B1-mediatd uptake of DCF 

OATP1B1-mediated uptake of DCF (3 µM) was determined for 5 min in the presence and absence 

of inhibitors (Figure 19), and the IC50 values were obtained by a nonlinear least-squares regression 

analysis based on Eqs. 3 or 5.  Using the IC50 values, the Km value of DCF for OATP1B1 (5.29 

µM), and substrate (DCF) concentration (3 µM), the Ki values were calculated according to Eq. 

6.  Each value represents parameter estimate ± computer-calculated SD. 

Inhibitors Ki (μM) 

E1S 0.0449 ± 0.0039 

CsA 0.116 ± 0.015 

BSP 0.102 ± 0.012 

Ritonavir 0.320 ± 0.024 

RIF 0.355 ± 0.061 

Tacrolimus 0.533 ± 0.046 

Erythromycin 5.27 ± 0.63 

E2G 6.63 ± 0.91 

Ketoconazole 11.5 ± 0.9 

GEM-glu 9.45 ± 1.34 

TCA 8.97 ± 1.97 

Verapamil 15.3 ± 2.3 

GEM 18.1 ± 3.9 

Probenecid 39.8 ± 4.4 

 

 

Table 12.  Prediction of OATP1B1-mediated DDIs using [3H]E2G and DCF as substrates 

following a static model 

R-values of CsA, RIF, GEM, and GEM-glu were determined using Ki values obtained from each 

probe substrate and [I] (Cmax or [I]u,inlet,max) based on Eqs. 7 and 8.  The Ki values were taken from 

Table 4 and Table 11.  

Inhibitors 

R-value (=1+[I]/Ki) 

E2G  DCF 

[I] = Cmax [I] = Iu,inlet,max  [I] = Cmax [I] = Iu,inlet,max 

CsA 9.05 11.2  9.19 11.3 

RIF 40.3 18.1  65.8 29.2 

GEM + GEM-glu 8.99 1.58  13.94 1.99 
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Figure 20.  Comparison of Ki values for OATP1B1 between DCF and [3H]E2G. 

Ki values determined with DCF and [3H]E2G as substrates were obtained from Table 11 and Table 

4, respectively.  Each point represents parameter estimate ± computer-calculated SD.  The solid 

line and dashed lines represent the line of unity and the lines of 1:10 and 10:1 correlations, 

respectively. 1, E1S; 2, CsA; 3, BSP; 4, ritonavir; 5, RIF; 6, tacrolimus; 7, erythromycin; 8, E2G; 

9, ketoconazole; 10, GEM-glu; 11, TCA; 12, verapamil; 13, GEM; 14, probenecid.  
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第五節 DCF と E2G の相互阻害様式の検討 

E2G と DCF は，各種阻害剤の OATP1B1 に対する阻害活性を同等に見積もるこ

とができることから，両基質はOATP1B1の同一の結合部位を介して輸送されると推測

し，基質間の相互阻害作用を検討した (Figure 21および Table 13) ． 

E2Gの OATP1B1に対する Km値は，10 μMの DCF存在下で 7.96から 16.6 μMへ

と有意に上昇したが，Vmaxに影響を与えなかった．同様に，DCFのOATP1B1に対する

Km値は，10 μMの E2G存在下で 4.82から 12.6 μMへと有意に上昇したが，Vmaxに影響

を与えなかった．即ち，両基質は互いに競合的に阻害し，両基質が OATP1B1上の同一

の結合部位を介して輸送されることが示唆された． 

 

Figure 21.  Mutual inhibition of OATP1B1-mediated uptake of DCF and [3H]E2G. 

(A) Concentration-dependent uptake of [3H]E2G (0.002 to 100 μM) for 5 min in the absence 

(closed circles) or presence of DCF at 3 (open squares) or 10 μM (open diamonds).  (B) 

Concentration-dependent uptake of DCF (0.1 to 100 μM) for 5 min in the absence (closed circles) 

or presence of unlabeled E2G at 3 (open squares) or 10 μM (open diamonds).  Representative data 

from three independent experiments are shown as Eadie-Hofstee plots.  Each point represent the 

mean ± SD (n = 3).  Fitted lines were obtained by a nonlinear least-squares regression analysis 

based on the Eq. 1 in the Experimental Section.  
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Table 13.  Kinetic Parameters of OATP1B1-Mediated Uptake of [3H]E2G and DCF in the 

Presence and Absence of DCF and Unlabeled E2G 

Kinetic parameters were estimated by nonlinear least-squares regression analysis based on Eq. 1 

in Experimental Section and are presented as mean ± SD of three independent experiments.  

Concentration-dependent uptake of [3H]E2G (0.002−100 μM) for 5 min was examined in the 

absence and presence of DCF at 3 or 10 μM.  Concentration-dependent uptake of DCF (0.1−100 

μM) for 5 min was examined in the absence and presence of unlabeled E2G at 3 or 10 μM.  ***P 

< 0.001 compared with parameters determined without any inhibitors. 

Inhibitors 

Substrates 

[3H]E2G   DCF 

Km Vmax   Km Vmax 

  µM pmol/min/mg protein   µM pmol/min/mg protein 

No inhibitor 7.96 ± 1.60 259 ± 76   4.82 ± 1.23 68.3 ± 13.1 

DCF (3 μM) 10.7 ± 1.7 254 ± 66   NA NA 

DCF (10 μM) 16.6 ± 2.5*** 213 ± 44   NA NA 

E2G (3 μM) NA NA   6.38 ± 1.30 59.3 ± 10.2 

E2G (10 μM) NA NA   12.6 ± 1.2*** 63.3 ± 12.3 

NA, not applicable.    
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第五章 総括と今後の展望 

OATP1B1は様々な医薬品の肝取り込みに関わる薬物動態上極めて重要なトラン

スポーターであり，OATP1B1阻害に起因する DDIが数多く報告されている．医薬品候

補化合物の DDI リスクを適正に評価する上で，信頼性の高い OATP1B1 に対する阻害

能を in vitro試験から求めることが重要であるが，OATP1B1は基質依存的な阻害を示す

ことが示唆されているにも関わらず，阻害試験に適したプローブ基質は検討されてこ

なかった．そこで本研究では，まず① 臨床基質薬を用い，OATP1B1の基質依存的な阻

害について網羅的に検討した．12 の臨床基質薬を用い，CsA，RIF，GEM，および

GEM-glu の OATP1B1 に対する阻害活性を検証した結果，Ki値がそれぞれ 6.3，3.4，26，

および15倍乖離し，OATP1B1が顕著な基質依存的な阻害を示すことを明らかにした． 

続いて，創薬の探索段階から当局申請を企図した試験まで幅広く使用可能なプ

ローブ基質を見出すために，② OATP1B1阻害活性を鋭敏に検出し，DDIリスクを過小

評価しない理想的な RIプローブ基質の選出を試みた．代表的な OATP1B1の RI基質で

ある[3H]E2G，[3H]E1S，および[3H]BSP に着目し，15 化合物の OATP1B1 に対する阻害

能を評価した結果，場合によっては基質間で Ki値が 100 倍以上乖離することを示した．

また，OATP1B1の典型基質として古くから用いられてきた[3H]E2Gは OATP1B1阻害を

鋭敏に検出可能であり，かつ，臨床基質薬と同等のKi値を与えるが，[3H]E2Gと同様に

OATP1B1 の典型的基質として使用されてきた[3H]E1S および[3H]BSP は，[3H]E2G に比

べて被験物質の阻害活性を弱く見積もることを明らかにした． 

さらに，基質依存的な阻害に起因するKi値の相違が DDIリスク評価結果に与え

る影響についても検討した．規制当局の DDI (ドラフト) ガイダンス・ガイドラインに

則り，臨床で OATP1B1 を阻害する CsA，RIF，および GEM (および GEM-glu) に対し

て R値を算出したところ，臨床において強力な OATP1B1阻害剤である CsAおよび RIF
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については，阻害試験に用いるプローブ基質あるいは当局の定める R 値のカットオフ

値によらず，DDI リスクを検出することができた．一方，GEM (および GEM-glu) の

DDI リスク評価では，阻害試験で使用するプローブ基質，ならびにカットオフ値に依

存して DDIリスクの判定結果に差異を生じた．GEMのような弱～中程度の阻害剤の場

合，実際に臨床で観察される OATP1B1 基質薬の AUC 上昇率はわずかかもしれないが，

基質薬の安全域が狭い場合には重篤な副作用につながり得るため，DDI リスクを適切

に検出する必要がある．[3H]E2G をプローブ基質とした場合には，規制当局のカットオ

フ値によらず，いずれの阻害剤の DDI リスクも検出できていたことから，[3H]E2G は

DDIリスクの過小評価を回避する上で有用な OATP1B1プローブ基質であることが明ら

かとなった．Table 1 に代表される数多くの医薬品が OATP1B1 の基質として報告され

ており，したがって医薬品候補化合物が臨床現場で不特定多数のOATP1B1基質薬と併

用される蓋然性が高い．このような場合には，[3H]E2G を基質薬の代替プローブ基質と

して選択し，OATP1B1阻害評価を実施することが望ましいと考える． 

OATP1B1 で認められた顕著な基質依存的な阻害作用は，OATP1B1 分子内に複

数の基質結合部位が存在することに起因すると考えられた．そこで，OATP1B1 の典型

的 RI基質 ([3H]E2G，[3H]E1S，および[3H]BSP) を用いて，3基質間の相互阻害様式を検

討した．BSP が[3H]E2G の輸送を非競合的に阻害するなど，OATP1B1 に複数の基質結

合部位が存在することが示唆され，このことが基質依存的阻害の要因の一つと考えら

れた．しかながら，3基質間で認められた阻害様式を説明し得るモデルの構築には至ら

なかった．今後，X 線結晶構造解析法などの構造解析法により OATP1B1の構造情報が

得られれば，基質依存的な阻害の原因究明も可能になるものと期待される． 

OATP1B1 阻害に起因する DDI リスクの少ない医薬品を創出する上で，創薬初

期段階から合成化合物のOATP1B1に対する阻害活性を評価し，得られた構造活性相関
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を速やかに合成展開へ活用することが大切である．そのためには，多検体に対して

OATP1B1 阻害スクリーニング評価を実施することが不可欠であるが，従来の RI 法は

スループット性に課題があった．そこで本研究では③ RI 基質と等価な蛍光基質を見出

し，スループット性に優れた蛍光阻害評価系を構築することで課題の解決を試みた．

FL 誘導体が強蛍光性を有し，生理的条件下においてアニオン性化合物であることに着

目し，各種 OATP 発現細胞を用いて取り込み活性を検討した．その結果，DCF，OG，

および DBF を新規 OATP1B1 蛍光基質として見出し，その中でも特に DCF は既存の蛍

光基質を上回る良好なOATP1B1基質であることを明らかにした．さらに，DCFを基質

とした時に得られた各種阻害剤の OATP1B1 に対する Ki値は，[3H]E2G を用いた際と同

等であったことから，基質依存的阻害に起因する DDI の過小評価を回避する上でも

DCF は有用なプローブ基質であることが判明した．DCF を用いた新規蛍光阻害評価系

の構築により，従来法に比べスループット性が著しく改善し，現在創薬現場において

有用なツールとして活用されている．また，当局申請を企図したOATP1B1阻害試験で

は依然として RI 法での評価が主流であるが，DCF は[3H]E2G と同等の Ki 値ならびに

DDI リスク評価結果が得られることから，DCF を用いた蛍光法に置き換えることも可

能である．本研究により，非臨床における OATP1B1 を介した DDI リスクの適正評価

が推進され，DDI リスクの低い，より安全な医薬品の創出に貢献するものと確信して

いる． 

さらに，本研究で見出した蛍光基質 DCF は，OATP1B1 強制発現細胞以外の実

験系への応用も期待される．例えば，ヒト肝細胞は医薬品候補化合物のヒト肝クリア

ランスを予測する上で重要なツールとなっているが，OATP1B1 活性に大きなロット間

差があることが知られている．肝クリアランスの過小評価を避ける上で，高い

OATP1B1 活性を保持するヒト肝細胞ロットを選定しクリアランス予測に使用すること
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が求められる．本研究結果より DCF は OATP1B1 への選択性の高い基質であることが

示唆されており，DCF のような蛍光プローブ基質を使用することでロット選定を迅速

に進めることができるものと期待される (Figure 22) ．また，本研究では DCFの肝取り

込み過程に関わる OATP ファミリートランスポーターのみに着目したが，肝細胞胆管

側膜に発現する排泄トランスポーターの関与が明らかとなれば，サンドイッチ培養ヒ

ト肝細胞 (sandwich-cultured human  hepatocytes) や，Madin-Darby canine kidney (MDCK) 

細胞などの極性細胞に OATP1B1 と排泄トランスポーターを共発現させた double-

transfected 細胞系による方向性輸送実験などへの適用も期待され 92-93，取り込み・排泄

の両過程を含めた阻害評価が可能になるかもしれない．  

本研究の成果がこれからのトランスポーター研究の礎となることを願う． 

 

 

Figure 22.  Comparison of hepatic uptake clearance of DCF and E2G obtained with 7 batches of 

human cryopreserved hepatocytes. 
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第六章 実験の部 

第一節 Materials and Methods 

[3H]E2G (48.9 – 50.3 Ci/mmol), [3H]E1S (45.6 – 54.3 Ci/mmol), and [3H]cholecystokinin 

octapeptide (CCK-8) (80.0 Ci/mmol) were purchased from PerkinElmer Life Sciences (Boston, 

MA).  [3H]BSP (5.5 Ci/mmol) was synthesized by Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig, 

Germany).  Unlabeled BSP, DBF, E2G sodium salt, E1S sodium salt, gemfibrozil (GEM), 

ketoconazole, probenecid, rifampin (RIF), repaglinide, sodium taurocholate (TCA), and 

verapamil hydrochloride were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).  Cimetidine, 

cyclosporin A (CsA), erythromycin, pitavastatin calcium, pravastatin sodium, and glibenclamide 

(glyburide) were obtained from Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan).  BCECF, calcein, 

and fluo-3 were from Dojindo (Kumamoto, Japan).   Atorvastatin calcium trihydrate, rosuvastatin 

calcium, tacrolimus, and valsartan were purchased from LKT Laboratories (St. Paul, MN), and 

fluvastatin sodium, fexofenadine hydrochloride, gemfibrozil 1-O-β-glucuronide (GEM-glu), and 

bosentan were purchased from Toronto Research Chemicals (Toronto, ON, Canada).  DCF, FL, 

and torasemide were obtained from Tokyo Chemical Industries (Tokyo, Japan).  CDCF mixed 

isomer and OG were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA).  Nateglinide, 5-CF, 6-CF, 8-FcA, 

and ritonavir obtained from Tocris Bioscience (Minneapolis, NM), Calbiochem (Darmstads, 

Germany), AnaSpec (Fremont, CA), Biolog Life Science Institute (Bremen, Germany), and 

Abbott Laboratories (Abbott Park, IL), respectively.  All other chemicals were of analytic grade 

and commercially available. 

 

第二節 Transporter-expressing cells 

The open reading frame of OATP1B1/SLCO1B1, OATP1B3/SLCO1B3 or OATP2B1/SLCO2B1 

was subcloned into the Kpnl/Xhol sites of expression vector pcDNA3.1/Hygro (+) (Invitrogen, 
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Carlsbad, CA), and the inserted sequence was confirmed by DNA sequencing.  The expression 

vector with or without cDNA of OATP1B1, OATP1B3, or OATP2B1 was transfected into human 

embryonic kidney 293 (HEK293) cells using Lipofectamin 2000 (Invitrogen) according to the 

manufacturer’s protocol.  HEK293 cells stably expressing OATP1B1, OATP1B3, or OATP2B1 

were obtained by hygromycin B selection.  The cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (Invitrogen) supplemented with 10% (v/v) of fetal bovine serum, penicillin (final 

concentration, 100 units/mL), streptomycin (100 μg/mL), and hygromycin B (80 µg/mL) in a 

humidified incubator with 5% CO2 at 37 °C. 

 

第三節 Uptake and Inhibition Studies Using Transporter-expressing 

Cell. 

For cell seeding, the cells were trypsinized and uniformly suspended in the designated volume of 

the culture medium to provide 4  105 cells/mL.  One mL of the cell suspension was added to 

each well of a poly-D-lysine–coated 24-well plate (BD Biosciences, San Jose, CA), and the cells 

were further cultured in the incubator for 48 hours.  The transport study was carried out as 

described previously9.  In brief, cell culture medium was replaced with prewarmed Krebs 

Henseleit (KH) buffer (118 mM NaCl, 23.1 mM NaHCO3, 4.83 mM KCl, 0.96 mM KH2PO4, 1.20 

mM MgSO4, 12.5 mM HEPES, 5.0 mM glucose, and 1.53 mM CaCl2, pH 7.4), and the cells were 

preincubated for 5 min at 37°C. The preincubation buffer was aspirated, and the uptake reaction 

was initiated by addition of 250 µL of a prewarmed KH buffer containing a substrate with or 

without an inhibitor.  For inhibition studies with CsA, BSP, ritonavir, RIF, tacrolimus, E2G, and 

GEM, each of the dimethylsufoxide (DMSO) original solutions was prepared, serially diluted 

with DMSO, and 1,000-fold diluted with KH buffer containing a substrate (final DMSO 

concentration 0.1%).  KH buffer containing a substrate and 0.1% DMSO without any inhibitors 

was used as the solvent control.  For E1S, erythromycin, TCA, probenecid, and cimetidine, each 
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of the compounds was directly dissolved in KH buffer containing a substrate and serially diluted 

with KH buffer containing the substrate. For ketoconazole and verapamil, each of the compounds 

was completely dissolved in KH buffer containing a substrate at acidic pH to prepare the original 

solution, which was serially diluted with KH buffer containing the substrate to prepare the 

working solutions. The pH of the working solutions was adjusted at 7.4 before the inhibition 

assays. KH buffer containing a substrate without any inhibitors was used as the control for 

inhibition studies with E1S, erythromycin, TCA, ketoconazole, verapamil, probenecid, and 

cimetidine.  At the designated time, the buffer was aspirated, and the cells were washed twice 

with 1 mL of ice-cold KH buffer.   

When the RI-labeled substrates ([3H]E2G, [3H]E1S, and [3H]BSP) were used, cells were lysed with 

0.5 mL of 0.1 N NaOH overnight at room temperature.  The resulting cell lysate was neutralized 

with 50 µL of 1N HCl.  A 400-µL sample of the aliquot was mixed with 4 mL of scintillation 

fluid (Hionic-Fluor; PerkinElmer Life Sciences), and the radioactivities associated with the cells 

and incubation buffer were measured with a liquid scintillation counter (Tri-Carb 3100TR; 

PerkinElmer Life Sciences).  Remaining neutralized cell lysate samples were used to quantify 

protein concentrations (BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

For the cellular uptake studies with unlabeled substrates (pitavastatin, atorvastatin, fluvastatin, 

rosuvastatin, pravastatin, repaglinide, nateglinide, glibenclamide, bosentan, valsartan, torasemide, 

and fexofenadine), the cells were vigorously mixed and deproteinized with 250 µL of methanol 

containing an appropriate internal standard, which was followed by centrifugation.  The obtained 

supernatant was filtrated, and the resulting filtrates were subjected to high-performance liquid 

chromatography with tandem mass spectrometry analysis. Chromatography was performed using 

an Atlantis T3 column (3.0 µm, 2.1 mm i.d., 50 mm; Waters, Milford, MA) at a flow rate of 0.3 

mL/min.  Distilled water containing 0.1% formic acid (solvent A) and acetonitrile containing 

0.1% formic acid (solvent B) were used as the mobile phases.  The initial condition was 100% 

solvent A; the percentage of solvent B was linearly increased to 80% over 3 min, then to 100% 
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over the next 0.01 min, and was maintained at this level for 1 min. The column was equilibrated 

with the initial mobile phase before each injection (injection volume, 10 µL).  A Quattro Premier 

mass spectrometer (Waters) was used for the detection.  The analytes were ionized by electrospray 

ionization in positive or negative (only for pravastatin) ion mode, and the selected ion monitoring 

transitions were: 422.2 > 274.0 for pitavastatin, 559.3 > 249.9 for atorvastatin, 412.2 > 265.9 for 

fluvastatin, 482.4 > 258.0 for rosuvastatin, 423.3 > 320.9 for pravastatin, 453.3 > 230.0 for 

repaglinide, 318.3 > 68.7 for nateglinide, 494.3 > 368.9 for glibenclamide, 552.3 > 201.8 for 

bosentan, 436.4 > 180.0 for valsartan, 349.3 > 263.9 for torasemide, and 502.7 > 466.3 for 

fexofenadine.  In the studies with unlabeled substrates, extra cells were prepared to quantify the 

protein amount per well. 

For the fluorescent compounds (FL, OG, DCF, DBF, 5-CF, 6-CF, CDCF, BCECF, calcein, fluo-

3, and 8-FcA), the cells were lysed overnight with 0.1 N NaOH (500 μL/well) at room temperature, 

and 200 μL each of the cell lysate samples was directly used for measuring the fluorescence 

intensity with a microplate spectrofluorometer (SpectraMax M2; Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA).  Calibration curves were prepared by spiking each fluorescent compound solution to 0.1 N 

NaOH (0.1 to 1000 nmol/L).  For calcein or fluo-3, 4 µL of 50 mM CaCl2 was added to 200 μL 

of the cell lysate and samples for calibration curves before measuring the fluorescence intensity 

because they require Ca2+ to emit fluorescence under the alkaline condition.  The fluorescence 

intensity of all dyes was measured at 515 nm with excitation at 490 nm.  Remaining cell lysate 

samples (300 µL/well) were neutralized with 30 µL of 1N HCl, and used to quantify protein 

concentration. 

 

第四節 Determination of Kinetic Parameters 

Uptake of a substrate was expressed as the uptake volume (µL/mg protein), which was given as 

the amount of the substrate taken up into the cells (dpm or pmol/well) divided by the product of 
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the substrate concentration in the incubation buffer (dpm or pmol/μL) and the protein amount (mg 

protein/well). Transporter-mediated uptake was obtained by subtracting the uptake into control 

cells from the uptake into transporter-transfected cells. 

Concentration dependence of the uptake of a substrate mediated by OATP1B1 was analyzed using 

the following Michaelis-Menten equation: 

SK

SV
v

m 


 max

 (1) 

where v, S, Km, and Vmax represent uptake velocity of the substrate (pmol/min/mg protein), the 

substrate concentration in the incubation buffer (μM), Michaelis constant (μM), and the maximum 

uptake rate (pmol/min/mg protein), respectively.  When nonsaturable component was observed, 

the following equation was used for the analysis: 
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where Pdif represents nonsaturable uptake clearance (μL/min/mg protein).  Fitting was performed 

by a nonlinear least-squares regression method using MULTI program94.  

IC50 of an inhibitor was estimated by examining the inhibitory effect on the uptake of a substrate 

(% of control) using the following equation: 
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where CL and CLi represent the uptake clearance in the absence and presence of an inhibitor, 

respectively, and I (µM) is the concentration of the inhibitor.  P was set as a free parameter to 

achieve the best fit in the nonlinear iterative least squares regression analysis. To the inhibitor 

which showed biphasic inhibition for OATP1B1, the following equation was applied: 
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where IC50,1 and IC50,2 represent IC50 values for high- and low-affinity components, respectively.  

P1 and P2 are parameters for high- and low-affinity components, and P1 / (P1 + P2) and P2 / (P1 + 

P2) represent the contribution of high- and low-affinity components, respectively.   

For the inhibition of OATP1B1-mediated uptake of DCF by E1S, the data were fitted to the 

following equation to estimate the IC50 value: 
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where P0 represents the non-inhibitable component that was observed even at the maximum tested 

concentration of E1S.  P and P0 (initial value of P + P0 = 100) were set as free parameters. 

When the substrate concentrations were sufficiently lower than their Km values in the inhibition 

studies, IC50 values of inhibitors theoretically approximates the Ki regardless of inhibition 

mechanisms, except in the case of uncompetitive inhibition95.  When the substrate concentrations 

were not sufficiently lower than their Km values, the inhibition constant (Ki) was estimated by the 

following equation with the assumption of competitive inhibition47: 
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where S’ and Km represent the substrate concentration in the incubation buffer used for inhibition 

studies and Michaelis constant of the substrate for OATP1B1, respectively.  The parameters were 

estimated by a nonlinear least-squares regression method using the MULTI program94 and 

expressed as the mean  computer-calculated SD. 

 

第五節 Statistical Analysis 

The data are presented as mean ± SD.  One-way analysis of variance followed by Dunnett’s post 

hoc test was used to identify significant differences between groups where appropriate.  P < 0.05 

was considered significant. 
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第六節 Prediction of OATP1B1-mediated Drug-drug Interactions with 

a Static Model 

The degree of inhibition of OATP1B1-mediated hepatic uptake (R-value) was calculated for 4 

inhibitors (CsA, RIF, GEM, and GEM-glu) based on the DDI guidelines and draft guidance 

materials released by regulatory agencies in U.S.,27 E.U.,28 and Japan.29  The decision tree of U.S. 

FDA for the inhibition of hepatic uptake transporters including OATP1B1 consists of 2 steps and 

recommends to evaluate the inhibition potential of an investigational drug on OATP1B1 using 

the following R-value as the first step: 


i

max

K

C
1R  (7) 

where Cmax represents the maximum systemic total (bound + unbound) plasma concentration of 

the inhibitor.  U.S. FDA (the second step), EMA, and MHLW recommend to evaluate the 

inhibitory potential of an investigational drug on OATP1B1 using the following R-value: 
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where [I]u,inlet,max represents the estimated maximum unbound inhibitor concentration at the inlet 

to the liver and is defined as follows:95 
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where fu is the unbound fraction of an inhibitor in blood, which was calculated from the unbound 

fraction in plasma assuming the blood to plasma concentration ratio to be unity in this study, Imax 

is the maximum circulating blood concentration of an inhibitor, ka is the absorption rate constant 

of the inhibitor, Fa is the fraction of the inhibitor dose absorbed, Fg is the fraction of the absorbed 

inhibitor dose escaping gut wall extraction, Dose is the inhibitor dose, and Qh is the hepatic blood 

flow rate (97 L/h). 28-29  To minimize the risk of false-negative DDI prediction, ka = 0.1 min-1 and 

Fa×Fg = 1 were applied to the [I]u,inlet,max calculations in this study.  Dose, fu, Cmax, and [I]u,inlet,max 

of CsA, RIF, GEM, and GEM-glu are given in Table 5.  
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第七章 特許出願・学会発表 

【特許出願】 

「OATP1B1 の輸送活性を促進又は阻害する化合物をスクリーニングするための方法，

及び OATP1B1発現量を測定するための方法」 

出願番号 JP2012055719 

発明者：和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文（2012年 3月 6日） 

【学会発表】 

和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文，前田和哉，竹中理，草野一富，吉村勉，楠原洋之，

杉山雄一“Substrate-dependent inhibition of organic anion transporting polypeptide (OATP) 

1B1: Comparative analysis with prototypical probe substrates, estradiol-17β-glucuronide, 

estrone-3-sulfate, and sulfobromophthalein”28th JSSX Annual Meeting, Nov, 2013, Tokyo, Japan  

和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文，前田和哉，竹中理，草野一富，吉村勉，楠原洋之，

杉山雄一 “Comprehensive Analysis of Substrate-Dependent Inhibition of Organic Anion 

Transporting Polypeptide 1B1: Time-Dependent Inhibition by Cyclosporine A”19th North 

American ISSX and 29th JSSX meeting, Oct, 2014, San Francisco, US 

和泉沙希，野﨑芳胤，前田和哉，小森高文，竹中理，楠原洋之，杉山雄一“Substrate 

Selection for In Vitro Evaluation of the Inhibitory Effect on Organic Anion Transporting 

Polypeptide 1B1 to Avoid False-negative Prediction of Drug-drug Interaction”19th North 

American ISSX and 29th JSSX meeting, Oct, 2014, San Francisco, US 

和泉沙希，野﨑芳胤“Impact of Substrate Selection on In Vitro OATP1B1 Inhibition Profiles 

for the Prediction of DDIs”Open Symposium in Sugiyama’s Laboratory, Jun, 2015, Tokyo, Japan 
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和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文，竹中理，前田和哉，楠原洋之，杉山雄一

“Investigation of fluorescein derivatives as substrates of organic anion transporting polypeptide 

(OATP) 1B1 to develop sensitive fluorescence-based OATP1B1 inhibition assays”20th North 

American ISSX meeting, Oct, 2015, Orlando, Florida, US  

和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文“Prediction of in vivo human hepatic clearance of organic 

anion transporting polypeptide substrate drugs from the hepatic uptake in cryopreserved human 

hepatocytes”2015 AAPS Annual Meeting and Exposition, Oct, 2015,  Orlando, Florida, US 

和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文“Comparative evaluation of prediction methods for human 

hepatic clearance of organic anion transporting polypeptide (OATP) substrate drugs”30th JSSX 

Annual Meeting, Nov, 2015, Tokyo, Japan 

和泉沙希“SLC トランスポーター阻害評価について”第 367 回 CBI 学会講演会, Tokyo, 

Japan 

和泉沙希，野﨑芳胤，小森高文，前田和哉，楠原洋之，杉山雄一“Quantitative prediction 

of hepatic uptake clearance mediated by organic anion transporting polypeptide (OATP) 1B1 and 

OATP1B3 using relative activity factor-based scaling approach”31th JSSX Annual Meeting, Oct, 

2016, Matsumoto, Japan 
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