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第一章  諸言 

 

はじめに 

2014 年度の治療満足度調査によると，アルツハイマー病の治療満足度(16.7%)，血管性認知症

（17.9％），統合失調症（26.0％），パーキンソン病（43.6％），うつ病（46.7％），及び不安神経

症(48.1%)と，治療満足度が 50％以下の 17 疾患中，6 疾患が中枢神経系に関する疾患であり，

中枢薬のアンメット・メディカル・ニーズは高いことが知られている1。しかしながら，一般に中枢

薬の開発は難しいと言われており，実際 1999—2000年にヒト初回投与試験から登録申請までの中枢薬の

成功確率(8%以下)は，女性医療領域(4%)及び腫瘍(5%)を除くと，他の薬効分類(9-20%)と比較して低い

2。また，中枢薬として望ましい物理化学的性質は，他の疾患領域の医薬品と比較して限定されており，分

子量(MW)は< 450，LogDの値は 1—3，極性表面積(PSA)は≦90Å，水素結合供与体数< 3，水素結

合受容体数< 7 とされている3。48 化合物の中枢薬と 45 化合物の非中枢薬を比較したところ，そ

れぞれ中枢薬及び非中枢薬では，MW は平均 319 (範囲 151–655)及び 330 (163–671)，cLogP は

3.43* (0.16–6.59)及び 2.78* (-2.81–6.09)，cLogD は 2.08 (-1.34–6.57) 及び 1.07 (-2.81–5.53), PSA は

40.5 (4.63–108)及び 56.1 (3.25–151)，水素結合供与体数は 0.85* (0–3)及び 1.56* (0–6)，水素結合受

容体数 3.56 (1–10) 及び 4.51 (1–11)であったと報告されている（*は統計的に有意な差があったも

の）4。 

 

中枢薬の脳内動態の決定要因 

 中枢薬の脳内動態の決定要因として，血中滞留性及び血液脳関門(Blood–brain barrier, BBB)透過性

が挙げられる。BBB透過性は LogD/√MWに相関し，脂溶性が高いほど透過性が高い傾向にあるが，

P-glycoprotein (P-gp)をはじめとするトランスポーターによる能動輸送が関わる場合には，この相関から外

れることが知られている5。従って，化合物の脳移行性を予測する際には，分子量や脂溶性に加え，トラン

スポーターの基質になるかどうかを検討する必要がある。 

 

中枢薬開発のバイオマーカー 
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 中枢薬の開発の際，薬効のサロゲートマーカーとして，標的とする脳内の受容体占有率(receptor 

occupancy, RO)を評価する方法が知られている。医薬品の薬効を予測する際，フリー薬物仮説に基づい

て unbound fractionを考慮する必要があるが，中枢薬の場合，BBBは血管内皮細胞の密着した単層構

造により中枢を血管循環から隔離しているため6，血中の非結合形薬物濃度は必ずしも薬物の中枢にお

ける薬効の指標とはならない。事実，実験動物を用いた検討では，脳内非結合形薬物濃度は脳脊髄液

(cerebrospinal fluid, CSF)中濃度や血中非結合形濃度よりも受容体占有率(RO)を良く予測することができ

ている7。 

ヒトにおいて，陽電子放射断層撮影(positron emission tomography, PET)は標的タンパク質に適した

PETプローブを用いることにより，治験薬の脳内濃度や，脳内の標的タンパク質との相互作用の定量化

に利用されている。実際，中枢薬の開発では，PhaseⅠの後期または PhaseⅡの初期に proof of 

concept 試験の１つとして，PET によるターゲットの RO が測定される。開発薬物の選択やその

後の PET 試験のデザインにあたり，RO 最高値やその到達時間，持続時間などに関する議論が行

われるが，実験動物や経験に基づいて結論されることが多い。多くの PET試験において，通常標

的タンパク質との相互作用は，血液の最高濃度到達時間(time to maximum concentration, Tmax)を含め

たわずかな時点で評価されている。薬物の動態特性によっては，脳内非結合形濃度は血液の Tmax

に最高濃度に達しないことがあり，このことは治験薬の中枢作用を過小評価する原因にもなりう

る。血漿中濃度の Tmaxにおいて Cu,brainがピークとなるかどうかは，その薬物の薬物動態特性，特

に脳内の分布容積に依存する。従って，モデリング&シミュレーションは中枢薬において薬物投

与量と RO の関係を明らかにするために適した方法であり，薬物を経口投与後の臨床データを補

間することが可能になるため，開発中の中枢治験薬の臨床 PET 試験について合理的な試験デザ

インを提供することにも役立ち，薬物動態の変動が中枢作用に与える影響についても明らかにす

ることができると考えられる。 

 Phase1 試験では，候補化合物そのものが標識されて中枢移行性が評価される場合もある。中枢

神経系では，脳実質内の lysosome や mitochondria など酸性コンパートメントへの塩基性薬物の蓄

積などもあることから，脳内の薬物総濃度を議論しても直接薬効を予測することはできない。 
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マイクロドース臨床試験の活用 

一方，マイクロドース臨床試験8はヒトにおいて薬理作用を発現すると推定される投与量の

1/100 を超えない用量又は 100μg のいずれか少ない用量の被験物質を，健康な被験者に単回投与

することにより行われる臨床試験で，被験物質のヒトにおける薬物動態に関する情報を医薬品の

臨床開発の初期段階に得ることができる。この試験により，初期段階で，ヒトにおける血漿中濃

度推移の情報が得られるが，薬効を早期に評価することは困難であり，臨床用量を推定すること

も難しい。CSF は脳内の非結合形濃度の代替指標として利用されることがあるが，P-gp や breast 

cancer resistance protein (BCRP)により能動的な排泄がある場合等，必ずしも脳内の非結合形濃度

と一致するわけではないことが報告されている9。そこで，ヒトにおける血漿中濃度の時間推移

が得られた段階で，薬効の指標となる RO を定量的に予測することは，早期に薬効や臨床用量を

推定するのに役立つと考えられる。 

 

脳内標的分子と薬物との相互作用の速度論 

通常，被験物質の受容体との結合親和性を表す阻害定数(Ki)を評価するには，放射性リガンド

と被験物質の平衡時の競合結合試験を実施する。この試験とは別に，標識体リガンドと被験物質

の結合時間推移を評価することにより，平衡試験では得られない被験物質の結合速度定数(kon)と

解離速度定数(koff)を算出することが可能となる。 

Ki= koff/ kon 

さらに，後者の方法では結合が平衡に達する前に Kiを得ることができるというメリットがあ

り，koffの値から，平衡に達する時間を推測することも可能となる。平衡に達していない状態で

競合試験を行った場合，正しい Ki値を得ることはできない10。さらに，RO は中枢の非結合形薬

物濃度(Cu,brain)とターゲットとなる受容体との kon及び koffにより決定される11。 

 

本研究の目的 

そこで，本研究では，PET 試験実施前に合理的な試験計画を立案できないか，また RO の持

続にはどのような特性が関係するのか。薬物間相互作用が生じた場合薬効にどの程度影響するの
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か。について検証するため，①受容体との相互作用に関わるパラメータの測定(受容体からの解

離の半減期の評価)，②脳内における非特異的結合評価，③血液脳関門(blood–brain barrier, BBB)

における能動輸送に関わるトランスポーター評価，④血漿中の滞留性(全身クリアランス，分布

容積，非結合形分率)に関する薬物動態パラメータの取得を行い，生理学的薬物動態

(physiologically based pharmacokinetic, PBPK)モデルを用いて検討を行った。前臨床試験において

取得するデータ及び PhaseⅠ試験で得られる血漿中濃度推移を用いて脳内受容体占有率の時間推

移を前向きに予測し，報告されている臨床 PET 試験のデータと比較した。 
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第二章  ドパミン D2 受容体占有率時間推移の予測 

 

 要約 

 

中枢における薬効の発現はターゲットとなる受容体の占有と密接な関係がある。本研究では，血漿中

濃度，受容体結合やタンパク結合，in silicoのデータを用いて生理学的薬物動態 (PBPK) モデルにより

ヒトにおける受容体占有率(RO)の予測を試みた。抗精神病薬である quetiapine及び perospironeのヒトに

おけるドパミン D2受容体の占有率及び血漿中濃度は臨床試験を実施または報告値を利用した。受容

体への結合速度定数及び解離速度定数は in vitroでヒトの D2受容体発現膜画分を用い，血清中タン

パク結合率はヒトの血清を用いて in vitroで，脳内のタンパク結合率はマウス脳を用いて in vivoで評価し

た。血液脳関門(BBB)を介した薬物の透過性は物理化学的特性を基に計算した。Perospironeの主代謝

物である ID-15036の影響も考慮に入れた。Quetiapine または perospironeを経口投与後の ROの時間

推移は実データと同程度だった。 
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 諸言 

 

統合失調症には，幻覚，妄想，思考混乱，奇異な行動を示す陽性症状と，意欲低下，感情鈍

麻，思考貧困，引きこもりなどの症状を示す陰性症状とがある。ほとんどの抗精神病薬が D2 受

容体遮断作用を持つこと，線条体での D2 受容体遮断作用が統合失調症の陽性症状改善効果と相

関することから，ドパミン D2 受容体と統合失調症との関連が良く知られている12。 

ドパミン D2 受容体拮抗薬は統合失調症及び関連疾患の治療に用いられている。PET を含めた

いくつかの試験に基づき，D2 の RO は 70—80％の間が適した範囲であると提唱されている13。さ

らに，手のふるえ，こわばり，じっとできないといったパーキンソン病に類似した症状を示す錐

体外路への副作用のリスクは RO が 80％を超えた患者で高くなることが示されている 13。本試験

では，日本において第二世代の統合失調症治療薬として用いられている quetiapine と perospirone

に着目した。経口投与後，perospirone (消失半減期 t1/2: 1.9 時間14)は quetiapine（t1/2: 3.1—5.5 時間15)

よりも速く体循環から消失する。既に perospirone による RO の時間推移については[11C]raclopride

を D2 受容体の PET トレーサーとして健常人男性で実施されている16。本試験では，さらに PET

試験を実施し quetiapine の RO 時間推移を評価した。その結果 perospirone による RO は投与後

25.5 時間において 31% 以上だったのに対し 16，quetiapine による同じ時点の RO は 1％以下であ

ったことから，perospirone の脳内での RO の持続が quetiapine よりも長いことが判明した。

Quetiapine と perospirone のラット脳におけるドパミン D2 受容体に対する阻害定数(Ki)には顕著な

違い(それぞれ 329 nM17 および 1.77 nM18)があるため，perospirone の RO の持続は，D2 受容体か

らの解離速度が決定因子になっている可能性が考えられた。さらに perospirone の代謝物には血

漿中濃度(AUC)が未変化体の約 4 倍で19，薬理活性を持つ ID-15036 が含まれており，これが

perospirone の中枢作用に関与している可能性も考えられた。 

本試験の目的は，生理学的薬物動態(PBPK)モデルを用いて，臨床用量における血漿中非結合形

薬物濃度推移と，ドパミン D2 受容体に対する結合(結合及び解離速度定数)，脳内の非特異的な

結合，BBB の透過性などの非臨床データを統合することにより quetiapine 及び perospirone を経口

投与後の脳内 RO 時間推移を説明可能であることを実証することである。このアプローチは次の
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開発段階に進む見込みのある候補化合物を選択することや，動態の薬物間相互作用(drug–drug 

interactions, DDI)が中枢作用に与える影響を予測することにも貢献すると考えられる。 
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結果 

 

1 [3H]raclopride の D2 受容体拮抗薬結合パラメータ評価 

[3H]raclopride はヒトドパミン D2 受容体発現細胞膜に対して飽和性があり(Fig. 2- 1A) 結合親

和性(Kd)及び最大結合量(Bmax)及びはそれぞれ 1.75 ± 0.10 nmol/L (mean ± calculated S.D.)及び 18.2 

± 0.6 pmol/mg protein であった。さらに[3H]raclopride の結合を被験物質(quetiapine, perospirone,及

び ID-15036)存在下で評価し Kiを算出した(Fig. 2- 1B, Table 2- 1)。 

Butaclamol添加後の[3H]raclopride の解離速度定数(koff)は 0.288 ± 0.008 min–1であり，この値を

用いて[3H]raclopride の結合速度定数(kon)及び Bmaxを計算したところ，それぞれ 361 ± 44 

mL/nmol/min 及び 15.5 ± 1.1 pmol/mg protein と算出された(Fig. 2- 1C)。[3H]raclopride の結合を

80%程度阻害する被験物質濃度を共存させた条件下における[3H]raclopride の結合時間推移を評価

し，算出された[3H]raclopride の kon, koff, 及び Bmaxを用いて被験物質の kon及び koffを算出した

(Fig. 2- 1D)。これらのデータは Table 2- 1 にまとめた。Perospirone 結合試験時の回収率が悪か

ったため(約 30%)，回収率を上げる目的で perospirone 及び ID-15036 の反応液に BSA(0.1%)を添

加した(回収率>60%)。パラメータは 0.1% BSA 中の非結合形分率(fu,BSA)で補正した。

[3H]raclopride の結合パラメータは 0.1% BSA の有無で変化がなかった(Table 2- 1)。 
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Fig. 2- 1  Effect of D2 receptor antagonists on the [3H]raclopride binding to human dopamine D2 

receptor. 

(A) Scatchard plots of human dopamine D2 receptors (5 μg/assay) derived from saturation curves 

performed for 60 min with [3H]raclopride at concentrations ranging from 0.2 to 20 nM.  (B) Competition 

curves of D2 antagonists against [3H]raclopride performed for 60–90 min.  ■: quetiapine, ○: 

perospirone, △: ID-15036.  (C) Binding kinetics of [3H]raclopride to human dopamine D2 receptors.  

After 30 min incubation, [3H]raclopride dissociation was induced by the addition of 10 μM butaclamol.  

(D) Binding kinetics of D2 antagonists.  [3H]raclopride association kinetics were performed in the 

presence of a single concentration of D2 antagonists (chosen to inhibit approximately 80% of 

[3H]raclopride-specific binding at equilibrium, quetiapine: 1000 nM ■; perospirone: 1 nM ○; ID-15036: 

10 nM △).  Binding experiments and data analysis were performed as described in 第五章 3.  Results 

are reported in Table 2- 1.  Solid lines represent the fitted line.  Each symbol represents the mean ± 

S.E.M. (n = 3).  Some error bars were concealed in the symbols. 
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2 D2 拮抗薬の in vitro 及び in silico 非結合形分率 

平衡透析法により，被験物質のヒト血清(fu,human), 雄 ICRマウス血漿(fu,mouse), 0.1%BSA(fu,BSA), 及び

マウス大脳ホモジネート(fu,brain homogenate)における非結合形分率を測定し，結果を Table 2- 2にまとめた。

Racloprideの fu,BSAは 0.945であった。 

 

Table 2- 2  Unbound fractions and calculated parameters of quetiapine, perospirone and ID-15036  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Each value represents the mean ± S.E.M.  For fu,brain homogenate, each value represents the mean ± S.E.M of 2 

nM–2 μM (quetiapine; 60 nM–10 μM).  For fu,brain vivo, each value represents the calculated mean ± 

calculated S.D.  fu,brain silico = 1/Vu,brain , Log Vu,brain = 0.47 * Log D7.4 + 0.04520，fb=fu, human × RB.  PS was 

calculated as described in 第五章 12. 

被験物質の物理化学パラメータ (Table 2- 3)を用いて計算により求めた in silico脳内非結合形分率

(fu,brain silico)20 ，血中非結合形分率 (fb) ，さらに BBBを介した受動的な透過クリアランス (PS)について

も Table 2- 2にまとめた。 

 

Table 2- 3  Calculated physicochemical parameters of quetiapine, perospirone, and ID-15036 

Parameter Quetiapine Perospirone  ID-15036 Software 

TPSA 49.5  58.0  78.2  MOE 

Vsa_base 0 0 0 MOE 

LogD7.4 2.52 3.36 2.72  ADMET predictor 

RB 0.79 0.86 0.86 ADMET predictor 

Acid pKa 3.3 - - ADMET predictor 

Base pKa 6.8 7.2 7.20  ADMET predictor 

 

 

Parameter Quetiapine Perospirone  ID-15036 a 

fu,human 0.096 ± 0.005 0.015 ± 0.001 0.043 ± 0.005 

fu,mouse 0.10 ± 0.00 0.064 ± 0.003 0.13 ± 0.00 

fu,BSA Not tested 0.81 ± 0.06 0.84 ± 0.06 

fu,brain homogenate 0.036 ± 0.004 0.020 ± 0.003 0.034 ± 0.005 

fu,brain vivo 0.037 ± 0.010 0.0054 ± 0.0008 0.015 ± 0.001 

fu,brain silico 0.059 0.024 0.047 

fb
  0.12 0.017 0.050 

PS (mL/min/g) 0.637 0.889 0.398 
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3 D2 拮抗薬の in vivo 脳内非結合形分率 

被験物質をマウスに静脈内投与後の血液(血中濃度/血漿中濃度比(RB)×血漿中濃度で計算)及び脳

内濃度時間推移を Fig. 2- 2に示した。Quetiapineの血液及び脳内濃度はほぼ平行に消失したものの，

perospirone及び ID-15036は脳からの消失に遅れが生じた。脳内濃度時間推移を説明するために Fig. 

2- 3に示すモデルを用い，フィッティングにより in vivoの脳内非結合形分率(fu,brain vivo)を求めた(Table 

2- 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2- 2  Blood (●) and brain (▲) concentration time profiles of (A) quetiapine, (B) perospirone, and 

(C) ID-15036 after intravenous administration (5 μmol/kg) to ICR mice. 

Blood samples were collected from the jugular vein at 5, 15, and 30 min, and 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8 h 

after the administration, and brain was collected at 1, 3, 6, and 8 h.  Solid lines represent the fitted line.  

Each symbol represents the mean + S.E.M. (n = 3-4; quetiapine 7 and 8 h, n = 1 ID-15036 1.5 h, n = 2). 
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Fig. 2- 3  PKPD model describing the pharmacokinetics in mice after intravenous administration of 

D2 antagonists. 

X, V, k, Q, PS, and f represent the amount of drug in each compartment, the volume of the compartment, the 

rate constant (ke, elimination; k12, transfer from central to peripheral compartment; k21, transfer from 

peripheral to central compartment), the blood flow rate, the permeability clearance across the BBB, and the 

free fraction, respectively.  Subscripts represent the name of the compartment: b, blood; bc, brain capillary; 

br, brain; and 2, peripheral.  The obtained plasma concentrations after intravenous injection of test 

compounds in mice were multiplied by RB (Table 2- 3) and converted to blood concentration.  Using blood 

and brain concentration time profiles, kinetic parameters (Vb, ke, k12, k21 and fbr = fu,brain vivo) of test compounds 

were obtained by fitting in this model assuming fb = fb, mouse = fu, mouse /RB (Table 2- 2 and Table 2- 3), Qbr 

(1.07 mL/min/g brain, C57BL6 mice)21, PS (Table 2- 2), Vbr (1 mL/g brain), and Vbc (0.011 mL/g brain, the 

geometric mean of the reported arterial cerebral blood volume in humans measured by PET22) values are the 

fixed parameters.  Obtained parameters and used fb (fb, mouse) were summarized in Table 2- 2 (fu,brain vivo) 

and Table 2- 4.  Mass balance equations are described in 第五章 19. 

 

Table 2- 4  Pharmacokinetic parameters of quetiapine, perospirone, and ID-15036 in mouse  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 P-gp 発現細胞を用いた経細胞輸送 

Quetiapine 及び perospirone の P-gp 発現細胞 (LLC-GA5-COL15023,24)における経細胞輸送を評

 

X2 Vb Xb

Vbr Xbr

fbr

i.v. administration

k21

ke

Vbc Xbc fb

Qbr

Qbr

Brain 

capillary

Brain
k12

Central

compartment

Peripheral

compartment

fb・PS

fbr・PS

  
Quetiapine Perospirone ID-15036 

Parameter Units 
   

Vb mL 2409  2141  5056  

ke min-1 0.0421  0.0432  0.0487  

k12 min-1 0.00115  0.00212  0.00479  

k21 min-1 0.01005  0.00925  0.00790  

fb, mouse  
0.127 0.0747 0.156 

 



18 

 

価したところ，コントロール細胞(LLC-PK1 細胞)と同様な輸送推移を示した(Fig. 2- 4)。P-gp の

典型的基質である verapamil の net flux ratio は 19.6 であったのに対し，quetiapine 及び perospirone

ではそれぞれ 1.12 及び 0.88 であったことから quetiapine 及び perospirone のいずれも P-gp の基質

ではないと考えられた。 

 

 

 

 

 

Fig. 2- 4  The transcellular transport of (A) verapamil, (B) quetiapine and (C) perospirone (each 1 

μM) across LLC-PK1 and LLC-GA5-COL150 cell monolayers (n=2). 

 

5 PET によるヒトドパミン D2 受容体占有率 

臨床 PET試験における quetiapineの，平均血漿中濃度推移を RBで補正した，血液中濃度推移を

Fig. 2- 5Aに示した。Quetiapineによるドパミン D2の ROは投与後 1.5, 8, 及び 25.5時間でそれぞれ

45.1 ± 2.2%, 24.8 ± 4.9%, 及び 0.7 ± 0.5% (mean ± S.E.M.)であった。 

 

6 脳内非結合形濃度及び D2RO の予測 

被験物質の血液濃度時間推移をフィッティングした結果を Fig. 2- 5A, D及び Table 2- 5に示した。

これらのデータと Table 2- 1 の kon 及び koff ，Table 2- 2 の fb, PS，及び脳内非結合形分率(fbr)とし

て fu,brain vivoを用いて Fig. 2- 6に示すモデルを用い，被験物質の脳内非結合形濃度及び D2 受容体

の占有率をシミュレーションした(Fig. 2- 5B, C, E, 及び F)。Quetiapine 及び perospirone の予測

RO と実測値はよく合っていた。ID-15036 は D2 受容体に対して perospirone よりも 10 倍程度阻

害活性が低いものの(Table 2- 1)，ID-15036 の最高血液中濃度(Cmax)は perospirone よりも 4 倍高く

(Fig. 2- 5D)，結果的に ID-15036 は Tmaxにおける RO の 50%程度を占めると予測された(Fig. 2- 

5F)。 

 

 

A B C
●：LLC-PK1, apical to basal

○：LLC-PK1, basal to apical

■：LLC-GA5-COL150, apical to basal

□: LLC-GA5-COL150, basal to apical
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Fig. 2- 5  Time profiles of the blood and brain concentration of the D2 receptor antagonists, and RO 

in the brain. 

(A, D) Blood concentration time profiles after oral administration of 400 mg of quetiapine (A) and 16 mg 

of perospirone (D).  Each point represents the observed data in the PET study of quetiapine (■), 

perospirone (○), and ID-15036 (△)16; the line is the fitted line.  (B, E) Estimated brain unbound 

concentration time profiles of quetiapine (B), perospirone (E, solid line), and ID-15036 (E, dashed line).  

(C, F) Observed receptor occupancy in the PET study after administration of quetiapine (C, ◆) and 

perospirone (F, ◇)16; bold line: estimated receptor occupancy time profiles.  Solid and dashed lines 

represent the contributions of perospirone and ID-15036, respectively.  Estimations were performed as 

described in the 第五章 16. Each point represents the mean ± S.E.M. (n = 4).  

 

Table 2- 5  Pharmacokinetic parameters of quetiapine, perospirone and ID-15036 for the estimation 

of receptor occupancy  

 

 

 

 

 

 

a ka, ke and Vb of ID-15036 were calculated assuming the same dose as perospirone (based on the molecular 

weight) was administered. The parameter definitions are described in Fig. 2- 6. 
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Fig. 2- 6  PKPD model describing the pharmacokinetics and receptor binding of D2 antagonists after 

their oral administration. 

X, V, ka, ke, Qbr, PS, f, and Bmax represent the amount of drug in each compartment, the volume of the 

compartment, the absorption rate constant, the elimination rate constant, the blood flow rate of brain 

capillaries (0.31 mL/min/g brain)25, the permeability clearance across the blood–brain barrier (PSinf, influx 

from blood to brain; PSeff, efflux from brain to blood; assuming PSinf = PSeff), the free fraction, and the 

maximal number of binding sites (0.027 nmol/g brain)26, respectively.  Subscripts represent the name of 

the compartment: 0, GI tract; b, blood; bc, brain capillary; br, brain (unbound form to the receptor); and r, 

receptor (bound form to the receptor).  Vb is includes bioavailability, Vbr and Vr are assumed to be 1 mL/g 

brain, and the volume of brain capillaries (Vbc, 0.011 mL/g brain) is the geometric mean of the reported 

arterial cerebral blood volume in humans measured by PET22.  Mass balance equations are described in 第

五章 19.  

 

7 感度分析 

予測 ROに対する Ki (koff/kon), BBB を介した受動輸送クリアランス(PS), 及び fbrの影響を評価

した。報告されている Ki値(quetiapine, 322 nM27; perospirone, 1.77 nM; ID-15036, 5.8 nM18)を用いた

場合，RO を過小評価した(Fig. 2- 7A 及び B)。シミュレーションの際，konは koff/Kiにより，koff

は kon×Kiにより算出したが，kon及び koffのどちらを初期値に合わせて計算した場合にも予測 RO

に影響は認められなかった。PS の値を初期値よりも大きくすると quetiapine の場合は影響がな

く，perospirone 投与後の場合 RO が早い推移を示した Fig. 2- 7C 及び D)。反対に，PS の値が

初期値より小さい場合，両化合物とも RO の推移に遅れが認められた(Fig. 2- 7C 及び D)。fbrの

値を変化させると，quetiapine による RO の予測には影響を与えなかったが，perospirone 及び

ID-15036 による RO の予測には fu,brain vivoが最も適していると考えられた。 
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Fig. 2- 7  Sensitivity analysis of pharmacokinetic and pharmacodynamics parameters for RO. 

Effect of the Ki (koff/kon), PS, and fbr on the estimation of receptor occupancy in the brain.  (A: 400 mg 

of quetiapine, B; 16 mg of perospirone) Ki (koff/ kon) values were changed at 86.6 nM (koff: 2.52 /min, kon: 

29.1 mL/nmol/min; quetiapine), 0.0507 (0.0477, 940; perospirone), and 0.555 (0.320, 577; ID-15036); Ki: 

obtained (bold solid line), previously reported value (322 nM; quetiapine27, 1.77; perospirone and 5.8; ID-

1503618 data from animal) assuming kon values were the same as obtained (koff: 9.37 /min, kon: 29.1 

mL/nmol/min; quetiapine, 1.66, 940; perospirone, and 3.35, 577; ID-15036); Ki: reported (obtained kon) 

(dashed line), or assuming koff values were the same as obtained (koff: 2.52 /min, kon: 7.83 mL/nmol/min; 

quetiapine, 0.0477, 26.9; perospirone, and 0.320, 55.2; ID-15036); Ki: reported (obtained koff) (two-dot 

chain line).  The dashed line [Ki: reported (obtained kon)] and the two-dot chain line [Ki: reported 

(obtained koff)] overlap each other. (C: 400 mg of quetiapine, D; 16 mg of perospirone) PS values were 

changed at 0.637 mL/min/g brain (quetiapine), 0.889 (perospirone), and 0.398 (ID-15036); PS = 1 (bold 

solid line), their one-tenth; PS =  0.1 (dashed line), one third; PS = 0.33 (dotted line), three times; PS = 
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3 (chain line) and ten times; PS = 10 (two-dot chain line).  (E; 400 mg of quetiapine, F; 16 mg of 

perospirone) The values for fbr were changed at fu,brain vivo (data obtained from mouse in vivo study, bold 

solid line), fu,brain silico
20 (in silico estimation, dashed line) and fu,brain homogenate (obtained in the in vitro mouse 

brain homogenate study, dotted line).  The other parameters were the same as in Fig. 2- 5. Each point 

represents the observed receptor occupancy in PET study after administration of quetiapine (◆) and 

perospirone (◇), mean ± S.E.M. 

 

8 パラメータの最適化 

最尤法を用いて quetiapine 及び perospirone のパラメータを最適化した。パラメータの予測を

次の 5 つの場合で実施した(Fig. 2- 8); ①他は初期値のままで fbrのみを最適化した場合，②PS 及

び fbrを最適化した場合，③kon及び koffを最適化した場合，④PS, fbr, 及び koffを最適化した場

合，⑤PS, fbr, 及び konを最適化した場合。Perospirone では, perospirone と ID-15036 のパラメータ

が収束しないことを避けるため，ID-15036 のパラメータを固定した。Table 2- 6 に示すように，

結果として，fbr 及び PS の片方または両方を変化させても実測値と予測値の違いを説明できな

かったが，konまたは koffの両方を変化させるとその差を説明することができた。この Ki値の違

いは quetiapine 及び perospirone でそれぞれ 1.4 及び 0.43 倍であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2- 8  Simulation of RO in the central nervous system using the optimized parameters. 

Parameters were optimized to account for the observed RO(%) following quetiapine (400 mg) 

and perospirone (16 mg) administration using Phoenix Winnonlin with the Maximum 

Likelihood Estimation method. RO-0 represents the simulated data using initial parameter 

set.  The optimized parameters were as follows; RO-1, fbr; RO-2, PS and fbr; RO-3, kon and 

koff; RO-4, PS, fbr and koff; RO-5, PS, fbr and kon. 

Each point represents the observed RO(%) ± S.E.M.  
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9 Quetiapine の代謝物に関する検討 

Norquetiapine (N-desalkylquetiapine)は quetiapine の主要代謝物の一つであり，D2 受容体に対して

quetiapine と同程度の阻害活性を有している(ヒト D2受容体に対し 196 nM28)。既報によると，quetiapine 

(300 mg) 投与後の norquetiapine の Cmax 及び AUC0–24h は quetiapine のそれぞれ約 34% 及び 75%

であった29。ここで norquetiapine も考慮に入れた RO の予測を行うため，norquetiapineの血中濃度

は quetiapineの 2分の 1で推移し，ヒト D2受容体に対する Ki値がそれぞれ 19628及び 86.6 nM (Table 

2- 1)であり，他のパラメータについては全て quetiapine と同様であると仮定した場合，Fig. 2- 9のように予

測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 薬物間相互作用(DDI)予測 

Quetiapine及び perospironeの主な消失経路はチトクローム P450(CYP)3A4による肝代謝であると考

えられている30,31。CYP3A4を誘導または阻害すると顕著な DDIを引き起こすことが知られている 30,32,33。

このような誘導剤または阻害剤を併用後の，quetiapine及び perospirone 投与(本試験の投与量，それぞ

れ 400及び 16 mg，に補正)後の ROへの影響を予測した。誘導試験において，血漿中濃度の減少とと

もに quetiapine及び perospironeによる ROはコントロールと比較して低く予想された(Fig. 2- 10B及び

D)。一方，阻害試験においては quetiapine及び perospironeによる ROはコントロールと比較して高く予

想された(Fig. 2- 10F及び H)。CYP3A4の阻害が起きている際には，perospironeの寄与率は ID-15036

よりも大きいと予想された(Fig. 2- 10H)。DDI試験における実際の投与量を用いたシミュレーションの結

果は Fig. 2- 11に示した。 
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Fig. 2- 9  Simulation of D2 receptor occupancy 

considering the effect of quetiapine metabolite. 

D2 receptor occupancy time profiles was simulated 

assuming the blood concentration time plofile of 

norquetiapine is the half of that of quetiapine and the 

pharmacokinetic parameters of norquetiapine are the 

same as those of quetiapine, except for Ki values (196 

and 86.6 nM, respectivery, assuming kon 29. 1 

mL/nmol/min is the same). Each point represents the 

observed receptor occupancy in the PET study after 

administration of 400 mg of quetiapine (◆), mean ± 

S.E.M. 
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Fig. 2- 10  Simulation of receptor occupancy in the case of induction or inhibition of quetiapine and 

perospirone elimination. 

(A, C, E, G) Blood concentration time profiles after oral administration of 400 mg of quetiapine (A, E) and 

16 mg of perospirone (C, G).  Each point represents the observed data corrected based on the dose of the 

present study of quetiapine (■), perospirone (○), and ID-15036 (△); the line is the fitted line.  (A, C); 

CYP3A4 induction study by coadministration of carbamazepine (200 mg) three times daily for more than 21 

days (A) or for 5 days (C), (E, G); CYP3A4 inhibition study by coadministration of ketoconazole (200 mg) 

for 4 days (E) or coadministration of itraconazole (50 mg) for 5 days (G).  (B, F) Observed receptor 

occupancy ± S.E.M. in the PET study of quetiapine (400 mg, ◆); bold line: estimated receptor occupancy 

time profiles.  (B); induction study, (F); inhibition study.  (D, H) Observed receptor occupancy ± S.E.M. 

in the PET study of perospirone (16 mg, ◇); bold line: estimated receptor occupancy time profiles.  Thin 

solid and dashed lines represent the contribution of perospirone and ID-15036, respectively.  (D); induction 

study, (H); inhibition study. 
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Fig. 2- 11  Simulation of receptor occupancy when induction or inhibition of quetiapine and 

perospirone elimination occurs. 

(A, C, E, G) Blood concentration time profiles after oral administration of 300 (A) or 25 mg (E) of quetiapine 

and 8 mg of perospirone (C, G).  Each point represents the observed data in the DDI study of quetiapine 

(■), perospirone (○), and ID-15036 (△); the line is the fitted line.  (A, C); CYP3A4 induction study by 

coadministration of carbamazepine (200 mg) three times daily for more than 21 days (A) or for 5 days (C), 

(E, G); CYP3A4 inhibition study by coadministration of ketoconazole (200 mg) for 4 days (E) or 

coadministration of itraconazole (50 mg) for 5 days (G).  (B, F) Observed receptor occupancy ± S.E.M. in 

the PET study of quetiapine (300, 25 mg, ◆) ; bold line: estimated receptor occupancy time profiles.  (B); 

induction study, (F); inhibition study.  (D, H) Observed receptor occupancy ± S.E.M. in the PET study of 

perospirone (8 mg, ◇); bold line: estimated receptor occupancy time profiles.  Thin solid and dashed lines 

represent the contribution of perospirone and ID-15036, respectively.  (D); induction study, (H); inhibition 

study. 
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11 他の受容体における占有率予測 

D2 受容体拮抗薬は脳内の他のタンパクにも作用することが知られており，quetiapine のヒト

ヒスタミン H1 受容体に対する Ki値は 2.234, 7.535及び 11 nM36と報告されている。そこで H1 受容

体に対する結合を瞬時平衡であり，その他のパラメータは本検討で用いたモデルと同様と仮定し

て RO を予測した。Ki値として 2.2 nM を用いた場合，ヒト PET 試験 (投与量 25 mg)で評価した

H1 受容体の RO37を再現することができた(Fig. 2- 12B)。Quetiapine 400 mg 投与では RO が 90%

以上になると予測された(Fig. 2- 12C)。また，アドレナリン α1A(Ki =22 nM35)及び α2C 受容体(Ki 

= 28.85 nM35) に対しても 400 mg 投与では顕著な占有を示すと予測された(Fig. 2- 12D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2- 12 Blood concentration time profiles after oral administration of quetiapine, and simulation 

of H1-, alpha1A- and alpha2C receptor occupancy. 

(A) Blood concentration time profiles after oral administration of 25 mg of quetiapine. Each point 

represents the observed data in reported PET study of histamine H1 receptor by quetiapine37 (■), the line 

represented the simulated data using parameters in Table 2- 2 and Table 2- 5.  (B) Observed receptor 

occupancy in the PET study after administration of 25 mg of quetiapine37 (●).  (B, C) H1 receptor 

occupancy time profiles after administration of 25 (B) or 400 mg (C) of quetiapine was simulated 

assuming rapid equilibrium of the receptor binding. Bold line: Ki = 2.2 nM34 ; dotted line: Ki = 7.5 nM35 ; 

and dashed line: Ki = 11 nM36.  (D) Adrenergic alpha1A (bold line, Ki =22 nM35) and alpha2C (dotted 

line, Ki = 28.85 nM35) receptor occupancy time profiles after administration of 400 mg of quetiapine were 

simulated assuming rapid equilibrium of the receptor binding.  
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考察 

 

本研究では，PBPKモデルを用いて in vivo, in vitro及び in silicoパラメータを統合することにより，D2

受容体拮抗薬である quetiapine及び perospironeを経口投与後の RO時間推移を予測した。シミュレー

ションの精度は PET試験により得られた RO時間推移と比較することで評価した。体循環からの消失は

quetiapine と比較して perospironeの方が早いにもかかわらず，ROの持続は perospironeの方が長いた

め，ROの持続を決定する要因を深く理解する目的で D2受容体結合及び脳内動態の速度論解析を実

施した。 

始めに D2受容体発現膜画分を用いて速度論パラメータを算出した。このヒト D2受容体発現系で

は，racloprideの Kd値は 1.6 nM と算出され，既報の値(1.3 nM38)と同程度であった。被験物質

(quetiapine, perospiron,及び ID-15036)の Ki値は 2つの方法で評価した。①定常状態における競合阻

害，及び②結合時間推移から算出した koff/konである。この 2つの方法から同程度の Ki値が得られた

が，全ての被験物質で koff/konの方が 2倍程度小さい結果となった(Table 2- 1)。Quetiapineの Ki値は

既報のヒト D2受容体への 28639 及び 322 nM27と同程度か若干小さかった。Perospirone及び ID-15036

の D2受容体に対する Ki値はラット脳ホモジネートのみで評価されており(それぞれ 1.77及び 5.8 

nM18)，本試験で得られた値よりも 5―14倍大きかったことから，Ki値にはラットとヒトで種差の存在する可

能性がある。 

本検討の実施前，quetiapine及び perospironeは受容体からの解離の半減期が異なるために ROの

持続が異なるのではないかと推測していた。実際，perospironeの解離の半減期は quetiapine よりも 54倍

長かった(Table 2- 1)。しかしながら，perospironeの半減期は長くて 15分であり，ヒトにおけるこれら 2化

合物の RO持続の違いを説明するには明らかに不十分であった。このことから，quetiapine及び

perospironeの脳内動態に潜在しているメカニズムが原因であると考えるに至った。 

これら薬物の脳内動態を特徴づけるためには，脳内非結合形分率及び BBBを介した受動輸送クリア

ランスを予測する必要がある。本試験において脳内非結合形分率は次の 3種の方法で予測した。①マウ

ス脳ホモジネートを用いた非特異的結合評価(fu,brain homogenate)，②定量的物理化学パラメータ-活性相関

(fu,brain silico)，及び③in vivo動物試験(fu,brain vivo)である(Table 2- 2)。マウス in vivo試験において Fig. 2- 
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3に示したように Qbr, fb及び PS の値を固定したモデルフィッティングにより fu,brain vivoを算出した。

算出された fu,brain vivoは quetiapineの場合 fu,brain homogenateとほぼ同程度であったが，perospirone及び ID-

15036の場合 fu,brain homogenateよりもそれぞれ 3.7及び 2.3倍低かった(Table 2- 2)。このような過大評価を

避けるため，細胞構造の保たれている系である脳スライスが in vitroのモデルとして提案されている40。

fu,brain homogenate及び薬物の酸解離定数(pKa)を基に脳スライスの脳内非結合形分布容積(Vu,brain)を予測す

るために用いられる数学モデル 40によると，予測された fu,brain slice (1/ Vu,brain) はそれぞれ 0.049, 

0.011, 及び 0.019 であり，fu,brain vivoの値と同等であった。 

本モデルでは BBBを介した薬物の透過を受動拡散と仮定した(Fig. 2- 6)。Perospironeは P-糖タン

パク(P-glycoprotein, P-gp)の阻害剤であり，Caco-2 細胞における rhodamine 123 の蓄積を顕著に促

進したと報告されている41。Quetiapine 及び perospirone の P-gp 発現 LLC-PK1 細胞 (LLC-GA5-

COL150)における経細胞輸送はコントロール細胞である LLC-PK1 細胞と同程度であったため，

quetiapine 及び perospirone のいずれも P-gp の基質ではないと考えられ，quetiapine は既報 32と同

様であった。 

これらパラメータを用いたシミュレーションでは, 臨床 PET試験で測定した場合と同程度の ROを予

測することができた。予測した最高 ROは実測値と同程度であった(Fig. 2- 5C及び F)。Perospironeの代

謝物には薬理活性のある ID-15036が含まれているため，D2受容体結合に対する ID-15036の寄与に

ついても検討した。ID-15036の D2受容体に対する阻害活性は perospirone よりも 10倍程度低いものの

(Table 2- 1), ID-15036の最高血液中濃度及び予測した脳内非結合形濃度は perospirone よりもそれぞ

れ 4及び 12倍高く(Fig. 2- 5D 及び E)，したがって投与後初期の段階では ID-15036及び

perospironeは ROに対して同程度寄与しているが，ID-15036の ROの持続は perospirone よりも短い

(Fig. 2- 5F)と予測された。 

さらに，Ki, PS, 及び fbrの値を変化させることで感度分析を行った。Ki値として報告値を用い

た場合，RO を過小評価した(Fig. 2- 7A 及び B)。PS 値を増やすと RO は早く上昇し，RO の持続

は短くなり，PS 値を減らすと逆の現象が起きた(Fig. 2- 7C 及び D)。Quetiapine の場合 fbr は RO

に影響を及ぼさなかったが(Fig. 2- 7E)，perospirone の RO 持続には影響を与え，脳ホモジネート

や in silico で得られた fbrでは perospirone の RO の持続を説明することができなかった(Fig. 2- 
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7F)。従って，中枢および血液間の薬物の交換に瞬時平衡を仮定すると，perospirone 投与後の RO

時間推移を説明できないと考えられた。 

ボトムアップの手法でシミュレーションした場合，全ての実測値を説明できなかった(Fig. 2- 

5)のは，in vitro パラメータ評価における誤差が原因であると考えられる。そこで最尤法を用いて

quetiapine 及び perospirone のパラメータを最適化した。konと koffの両方を変化させるとその差を

説明することができ，このときの Ki値の違いの程度は許容範囲であると考えられた(Table 2- 6 

及び Fig. 2- 8)。しかし perospirone の kon，koffの絶対値は初期値と大きく異なった。 

Norquetiapineは quetiapineの主要代謝物の一つであり，D2受容体に対して quetiapine と同程度の

阻害活性を有している。 [11C]raclopride をリガンドに用いた別の PET 試験において，300 mg の

quetiapine 投与後 2 時間及び 24 時間の RO は 50 ± 4% 及び 7 ± 7% (mean ± S.D.)であった 29。この

報告では norquetiapine の Cmax 及び AUC0–24h は quetiapine のそれぞれ約 34% 及び 75%であっ

た。仮に norquetiapineの血中濃度が quetiapineの 2分の 1で，ヒト D2受容体に対する Ki値がそれぞ

れ 196, 86.6 nMであり，他のパラメータについては全て quetiapine と同様であると仮定した場合，

norquetiapineの影響も加味した ROは Fig. 2- 9のように予測され，norquetiapine も一部 ROに関与する

と考えられた。本試験で用いた PET 解析では norquetiapine の血漿中濃度を評価していないが，

D2RO に対する norquetiapine の寄与も本モデルに組み込むべきであると考えられる。 

本試験で構築したモデルは薬物動態 DDIの脳内 ROに対する影響を予測する手がかりとなる。

Quetiapine及び perospironeの主要消失経路は CYP3A4による代謝である。従って，CYP3A4の誘導や

阻害はこれら薬物の全身暴露に影響を及ぼす。CYP3A4の誘導作用を有する carbamazepine (200 mg)

併用時，quetiapine及び perospironeの血液中濃度時間曲線下面積（AUC)はそれぞれ 86%及び 77%低

下した 32,30。CYP3A4誘導後の quetiapine及び perospironeの RO予測から，ROの減少の程度は血液

AUCほど大きくないことが示唆された(Fig. 2- 10B及び D)。特に perospirone投与後の ROの減少は，

ID-15036の影響である程度補われていると考えられた(Fig. 2- 10D)。CYP3A4阻害作用を有する

ketoconazole (200 mg) または itraconazole (50 mg)を併用後，quetiapine及び perospirone の AUCがそ

れぞれ 523% 及び 582%上昇した 32,33。実際の DDI試験に用いられた quetiapineの投与量(25 mg)は，

恐らく錐体外路症状を避けるため，臨床投与量(400 mg)よりも低く設定されている。実際，本シミュレーシ
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ョンによると，この 25 mg という投与量では，ROは Tmaxであっても最大で 20％と予想された(Fig. 2- 

11)。臨床投与量の場合，ROは Tmaxで副作用の発現に対する閾値(80%13)を超える 90％になると予想さ

れた。CYP3A4の阻害は ID-15036の全身暴露に影響を与えなかったが 33，perospironeの全身暴露の

増加のため，ROに対する ID-15036の寄与は減少した (Fig. 2- 10H)。 

本試験では D2RO に着目したが，D2 受容体拮抗薬は脳内の他のタンパクにも作用することが

知られており，Ki値が D2 受容体と同程度かそれより低いタンパクもあるため，臨床投与量にお

いてはこれらタンパクに対し顕著な阻害を引き起こすことが予想される。例えば，quetiapine の

ヒトヒスタミン H1 受容体に対する Ki値として 2.2 nM を用いた際，本シミュレーションはヒト

PET 試験で評価した H1 受容体の RO を再現できた(Fig. 2- 12)。さらに，quetiapine はアドレナリ

ンα1A 及びα2C 受容体に対しても顕著な占有を示すと予想された(Fig. 2- 12)ため，PET による

検証が望まれる。しかしながら，臨床適用可能な選択的プローブが確立され，かつ利用可能かど

うかに依存しており，全ての活性を持つ脳内タンパクに対して PET を用いてヒトにおける作用

を確認するのは必ずしも現実的ではない。モデリング&シミュレーションは in vitro データを統

合することで欠測データを補う事ができ，中枢薬の薬理作用を深く理解するのに役立つ。近年，

被験薬を微量(100 μg 以下)投与後の薬物動態特性を検討するため，マイクロドーシングが新しい

治験薬の評価過程の一つとして取り入れられている。本アプローチでは原則的に薬理応答性は評

価することができないため，マイクロドースのデータをモデリング&シミュレーションと組み合

わせることで，治験薬の次の開発段階への候補選択に対しても一助となると期待できる。 

D2 受容体拮抗薬である olanzapine, haloperidol, 及び risperidone が PET 試験において，下垂体

よりも大脳皮質で高い RO を示し，sulpiride では逆の結果になったとの報告がある42。薬物は，

血液から下垂体にある受容体へはバリアーが欠損しているため自由に近づくことができるが，大

脳は BBB により保護されている。この知見は olanzapine, haloperidol, 及び risperidone に能動的な

取り込み機構が関与していることを示唆している。このような薬物のヒトにおける BBB 透過性

を予測することも課題である。  
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第三章  ヒスタミン H1 受容体占有率時間推移の予測 

 

 要旨 

 

中枢におけるヒスタミン H1 受容体の顕著な占有は鎮静作用に繋がる。本研究では鎮静性

(diphenhydramine 及び ketotifen)と非鎮静性(bepotastine 及び olopatadine)の H1 受容体拮抗薬(抗

ヒスタミン薬)を用い in vitro 及び動物のデータを統合することで，臨床投与量における中枢 H1

受容体占有率(RO)の時間推移を検討した。血漿中濃度及び受容体の結合を関連付けた薬物動態モ

デルを構築した。H1 受容体との解離及び結合速度定数と血漿中や脳内の非結合形分率は in vitro

で評価した。血液脳関門(BBB)を介した受動および能動的な透過クリアランスは，物理化学的特

性とマウス及びサルにおけるマイクロダイアリシスの結果を基に予測した。予測した RO は，ヒ

トにおいて陽電子放出断層撮影により血漿中の最高濃度到達時間(Tmax)で評価した報告値と同等

であった。シミュレーションから，bepotastine と olopatadine による最高 RO は報告値よりも大き

いことが示唆された。感度分析により，BBB を介した能動輸送が，評価した抗ヒスタミン薬の

RO の持続に大きく影響を与えていることが示された。 
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 諸言 

 

ヒスタミン H1 受容体拮抗薬（抗ヒスタミン薬）は鼻炎やアトピー性皮膚炎などのアレルギ

ー疾患治療に広く用いられている43。特に第一世代薬に見られる副作用の 1 つである鎮静は，中

枢の H1 受容体の占有に原因があると考えられている44。これまで[11C]doxepin などの H1 受容体

のリガンドを用いた PET 試験により，ヒト脳内での抗ヒスタミン薬と H1 受容体の相互作用が実

証されてきた。抗ヒスタミン薬を臨床投与量投与すると，[11C]doxepin の中枢における放射活性

が著しく減少した。抗ヒスタミン薬を投与前後の被験者の放射活性を比較することで，薬物の中

枢における RO が明らかになる。抗ヒスタミン薬は RO の大きさに基づき，鎮静性(50～100%の

占有率），弱鎮静性(20～100%)及び非鎮静性(0～20%)に分類される45。臨床試験における RO の評

価時点は限られているため（血漿の Tmax
46,47,48,49,50または他のより遅い時点51），抗ヒスタミン薬の

投与量または血漿中濃度と RO の関係について定量的な解析はなされていない。従って，H1 の

RO が in vitro データにより説明できるかどうかは未だ解明されていない。 

第二章 では，ドパミン D2 受容体拮抗薬である quetiapine と perospirone において，動態パラ

メータを統合することで，D2 受容体や，これら薬物がヒトの脳内で相互作用する他の受容体の

占有率の時間推移を予測できることを示した。 

いくつかの抗ヒスタミン薬は BBB において P-gp を介した能動的な排泄を受ける。P-gp 遺伝

子(Mdr1a または Mdr1a/1b)欠損(knockout, KO)マウスにおいて，抗ヒスタミン薬である

bepotastine や olopatadine の脳内/血漿中濃度比は，正常マウスと比較して 2.9—5.3 倍高い52,53。反

対に，ヒトの不死化脳血管内皮細胞（hCMEC/D3）において，diphenhydramine の細胞内取り込み

に，プロトン共役有機カチオン輸送の関与が示唆されている54。さらに，ラットにおけるマイク

ロダイアリシス試験から diphenhydramine の Cu,brainが血漿中非結合形濃度(Cu,plasma)よりも 5.5 倍高

いことが示されている55。従って，抗ヒスタミン薬の中枢における分布を表現する薬物動態モデ

ルには，BBB を介した能動的な取り込みや排泄を考慮に入れる必要がある。 

本研究では抗ヒスタミン薬の非臨床（in vitro, 動物，及び in silico)データ及び臨床 PET 試験に

おける投与量投与後の血液中濃度 (Cblood) 時間推移を基に，中枢における RO 時間推移を予測し
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た。RO の予測値は臨床 PET 試験で得られた値と比較した。モデル化合物として，鎮静性の抗ヒ

スタミン薬 (diphenhydramine 及び ketotifen)と非鎮静性の抗ヒスタミン薬 (bepotastine 及び

olopatadine)を選択した。 
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 結果 

 

1 ヒト H1 受容体との結合パラメータ評価 

ヒト H1 受容体への[3H]mepyramine の結合飽和性を検討し(Fig. 3- 1A)，Kd 及び Bmax はそれぞ

れ 4.35 ± 0.63 nM 及び 4.11 ± 0.38 pmol/mg protein (mean ± calculated S.D.)と算出された (Table 3- 

1)。抗ヒスタミン薬は[3H]mepyramine のヒト H1 受容体への結合を濃度依存的に阻害した(Fig. 3- 

1B)。算出した Ki値は Table 3- 1 にまとめた。 

[3H]mepyramine のヒト H1 受容体への結合時間推移を cetirizine 存在下及び非存在下で評価し，

[3H]mepyramine の koff 及び kon はそれぞれ 1.41 ± 0.07 /min 及び 195 ± 0.66 mL/nmol/min と算出さ

れた(Fig. 3- 1C)。[3H]mepyramine の結合時間推移は抗ヒスタミン薬が 80％の阻害を起こす濃度存

在下でも評価した(Fig. 3- 1D)。Diphenhydramine 存在下では，[3H]mepyramine の H1 受容体への結

合が瞬時に定常状態に達したため，その他の抗ヒスタミン薬の kon 及び koffのみ算出した(Table 3- 

1)。Olopatadine は H1 受容体からの解離に最も長い半減期(2 時間以上)を示した。 

さらに，リガンドの違いによる影響を検討するため，[3H]doxepine の結合飽和性を検討し Kd を

算出した後，抗ヒスタミン薬の Ki値を評価した(Table 3- 2)。リガンドによらず同程度の Ki値が

得られた。 
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Fig. 3- 1  Kinetic analysis of association and dissociation of H1 antagonists with human H1 receptor 

(A) [3H]Mepyramine (0.3-30 nM) was incubated with the human H1 receptor expressing membrane (50 

µg/assay) for 2 h at 37°C. Concentration dependence was shown in Scatchard plots.  (B) [3H]Mepyramine 

(3 nM) binding to the human H1 receptor (25 g/assay) was determined at 37°C for 3 h (olopatadine) or 2 

h (the others) in the presence or absence of an H1 antagonist; □, diphenhydramine (0.003–10000 nM); ■, 

ketotifen (0.001–3000 nM); △, bepotastine (0.1–3000 nM); ▲, olopatadine (0.03–1000 nM).  (C) After 

incubation of [3H]mepyramine (3 nM) with the human H1 receptor (25 g/assay) for 30 min at 37°C, 

[3H]mepyramine dissociation was induced by the addition of 10 μM cetirizine.  (D) [3H]Mepyramine (3 

nM) association kinetics were examined at 37°C in the presence or absence of a single concentration of the 

H1 antagonists (chosen to inhibit approximately 80% of [3H]mepyramine-specific binding at equilibrium).  

□, diphenhydramine (100 nM); ■, ketotifen (1 nM); △, bepotastine (50 nM); ▲, olopatadine (5 nM).  

Binding experiments and data analysis were performed as described in 第五章 3.  Solid lines represent 

the fitted line. Each symbol represents the mean ± S.E.M (n = 3). Some error bars are concealed by 

symbols. 
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2 抗ヒスタミン薬の血清・血漿・脳内非結合形分率及び RB 

抗ヒスタミン薬のヒト血清(fu,human)，サル血清(fu,monkey)，マウス血漿(fu,mouse)及びマウス脳ホモジ

ネート(fu,brain homogenate)における非結合形分率を in vitro で評価した(Table 3- 3)。脳スライス取り込

み試験において，[14C]carboxyl-inulin の脳スライスへの取り込みは 0.23 mL/g brain であり，既報56

と同程度であった。fu,brain silicoの値は被験物質の物理化学パラメータ (Table 3- 4)を用いて計算により

求めた。fu,brain homogenateの値は脳スライスで求めた fu,brain sliceと同程度（3 倍以内の差）であったが，

diphenhydramine 及び ketotifen の fu,brain silicoの値は fu,brain sliceよりも 5—7 倍高かった。血中濃度/血漿

中濃度比(RB値)はヒト血液で評価し Table 3- 3 にまとめた。 

 

Table 3- 3  Unbound fractions and RB of H1 antagonists 

Parameter Diphenhydramine Ketotifen Bepotastine Olopatadine 

RB 0.733 ± 0.064 1.02 ± 0.05 0.841 ± 0.121 0.919 ± 0.012 

fu,human 0.378 ± 0.012 0.337 ± 0.004 0.684 ± 0.011 0.604 ± 0.026 

fu,monkey 0.277 ± 0.001 0.287 ± 0.002 0.740 ± 0.021 0.630 ± 0.017 

fu,mouse 0.325 ± 0.010 0.193 ± 0.012 0.790 ± 0.035 0.784 ± 0.090 

fu,brain slice 0.0193 ± 0.0018 0.0125 ± 0.0019  0.238 ± 0.024 0.180 ± 0.007  

fu,brain homogenate 0.0531 ± 0.0020  0.0373 ± 0.0015  0.218 ± 0.009  0.213 ± 0.030  

fu,brain silico 0.142 0.0583 0.437 0.172 

RB and fu,human were determined in human, fu,monkey was determined in monkey, and fu,mouse, fu,brain slice and 

fu,brain homogenate were determined in mouse.  Each value represents the mean ± S.E.M. or the calculated S.D. 

(fu,brain homogenate) (n = 3).  Determination of these parameters were performed as described in 第五章 4, 5, 

7, and 12. 

 

Table 3- 4  Calculated physicochemical parameters of diphenhydramine, ketotifen, bepotastine, and 

olopatadine 

parameter Diphenhydramine Ketotifen Bepotastine Olopatadine Software 

TPSA 12.5  20.3  62.7  49.8  MOE 

Vsa_base 0  0  0  0  MOE 

LogD7.4 1.71 2.53 0.670 1.53 ADMET predictor 
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3 マウス及びサル脳マイクロダイアリシス法による抗ヒスタミン薬の CISF 

マウスにおいて抗ヒスタミン薬の間質液(ISF)中濃度(CISF) は迅速に定常状態に達した(Fig. 3- 

2A)。定速静脈内投与開始から 90 分後に評価したマウスにおける diphenhydramine, ketotifen, 

bepotastine 及び olopatadine の非結合形濃度基準の血漿中脳内濃度比(Kp,uu, mL/g brain)はそれぞれ

8.33 ± 0.78, 5.18 ± 0.69, 0.124 ± 0.019, 及び 0.157 ± 0.018 (mean ± S.E.M.)であった。 

Diphenhydramine 及び ketotifen の CISF及び Cu,plasmaはサルにおいても評価した。いずれの濃度も

4 時間までに定常状態に達した(Fig. 3- 2B)。定速静脈内投与開始 240 分後の diphenhydramine 及び

ketotifen のサルにおける Kp,uu (mL/g brain) はそれぞれ 1.16 ± 0.29 及び 2.39 ± 0.36 であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 2  Time profiles of H1 antagonists concentrations in the interstitial fluid of mice and monkeys using 

microdialysis 

Unbound plasma (●) and interstitial fluid (□) concentration-time profiles of diphenhydramine, ketotifen, 

bepotastine, and olopatadine in ddY mice (A) and those of diphenhydramine and ketotifen in cynomolgus 

monkeys (B) after constant intravenous infusion with a bolus dose.  Priming doses and infusion rates are 

given in 第五章 9.  Each point represents the mean ± S.E.M. of six (A, diphenhydramine and ketotifen), 

five (A, bepotastine and olopatadine), or four (B) animals. 

 

0 20 40 60 80 100
0

1

2

3

4

time (min)

c
o

n
c
e

n
tr

a
ti

o
n

 (


M
)

0 20 40 60 80 100
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

time (min)

c
o

n
c
e

n
tr

a
ti

o
n

 (


M
)

0 20 40 60 80 100
0

5

10

15

time (min)

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (


M
)

0 20 40 60 80 100
0

5

10

15

time (min)

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (


M
)

0 60 120 180 240
0.0

0.1

0.2

0.3

time (min)

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (


M
)

0 60 120 180 240
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

time (min)

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (


M
)

A

B

diphenhydramine ketotifen

diphenhydramine ketotifen

bepotastine olopatadine



41 

 

 

4 脳内非結合形濃度及び RO の予測 

抗ヒスタミン薬の Cblood-時間推移は Fig. 3- 3 に示した。PET 試験時に得られた Cblood（RB×血漿

中濃度）は他の臨床試験で得られた濃度57,58,59,60と同程度であった(Fig. 3- 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 3  Simulation of blood concentrations, and brain unbound concentrations of H1 antagonists, 

and the RO in the brain 

The blood concentration-time profiles (left panel), estimated unbound brain concentration-time profiles 

(middle panel), and estimated RO (right panel) in human brain following an oral administration of 30 and 50 

mg diphenhydramine (A), 1 mg ketotifen (B), 10 mg bepotastine (C), and 5 mg olopatadine (D)  were shown.  

Estimations were performed as described in the 第五章 16. The details are summarized in Table 3- 5. 
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Table 3- 6  Pharmacokinetic parameters used for prediction of H1 RO 

Parameter   Diphenhydramine Ketotifen Bepotastine Olopatadine 

fb
a   0.516 0.33 0.813 0.657 

PS mL/min/g brain 0.84 1.17 0.159 0.349 

ka /min 0.0149 0.00758 0.0362 0.168 

ke /min 0.00252 0.00565 0.00491 0.0046 

k12 /min - - - 0.00174 

k21 /min - - - 0.00187 

tlag min 15.2 27.8 17.6 25.4 

Vb L 1140 1540 76.4 107 

a fb = fu,human /RB. The parameter definitions are described in Fig. 3- 4. 

 

Table 3- 6 に示したように，得られた薬物動態パラメータ及び PS (Table 3- 6), kon 及び koff 

(Table 3- 1), 及び fu,brain slice (Table 3- 3)を用いて，PBPK モデル(Fig. 3- 4)により抗ヒスタミン薬の

Cu,brain時間推移を予測し(Fig. 3- 3), さらに H1 受容体の RO 時間推移を予測した。予測 RO は既報

の臨床 PET 試験における報告値と比較した 49,50,51。Diphenhydramine 及び ketotifen の予測と実測の

RO の値はよく合っていた(Fig. 3- 3A 及び B)。Bepotastine 及び olopatadine による予測 RO 値は，

RO を測定した時点付近では同程度であった (bepotastine, 1 h の実測 RO, 15%; 0.5 h の予測値, 19%; 

1 h の予測値, 70%; olopatadine, 1 h の実測 RO, 15%; 0.4 h の予測値, 15%; 1 h の予測値, 80%)が，予

測した最高 RO 値は血漿中濃度の Tmax (1 h)で実測した値より著しく高かった(Fig. 3- 3C 及び D)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 4  PKPD model describing the pharmacokinetics and receptor binding of H1 antagonists after 

their oral administration 
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The definition of X, V, ka, ke, Qbr, PS, f, Bmax, Vb, Vbr, and Vr are the same as described in Fig. 2- 6 except 

for k12 (transfer from central to peripheral compartment rate constant), k21 (transfer from peripheral to central 

compartment rate constant), PS (PSinf, influx from blood to brain; PSeff, efflux from brain to blood), Bmax (the 

maximal number of binding sites of H1 receptor, 0.0036 nmol/g brain)61, respectively. Subscripts represent 

the name of the compartment: 0, GI tract; b, blood; 2, peripheral; bc, brain capillary; br, brain (unbound form 

to the receptor); and r, receptor (bound form to the receptor). Mass balance equations were described in 第

五章 19. RO by diphenhydramine was calculated assuming rapid equilibrium: RO(%) = fbr ×Xbr/Vbr 

×100/(Ki + fbr ×Xbr/Vbr) 

 

5 P-gp 発現細胞を用いた経細胞輸送及び relative activity factor (RAF)法による予測 

Bepotastine 及び olopatadine の P-gp 発現細胞における経細胞輸送を検討したところ，典型的基

質である verapamil と同様に，コントロール細胞(LLC-PK1)が A to B, B to A ともに同程度の輸送を

示しているのに対し P-gp 発現細胞(LLC-GA5-COL150)では P-gp の発現している apical 側への輸送

(B to A)が上昇し，逆方向は低下した(Fig. 3- 5)。算出された net flux ratio は bepotastine 及び

olopatadine でぞれぞれ 2.38 及び 2.60 であり，P-gp の阻害剤である GF-120918 存在下では net flux 

ratio が bepotastine 及び olopatadine でぞれぞれ 1.32 及び 1.24 まで低下した(Table 3- 7)。PET イメ

ージングデータの速度論解析で得られた[11C]verapamilの排泄速度定数62が P-gp 活性に相関してい

ると仮定し，RAF メソッドにより外挿した bepotastine 及び olopatadine の排泄能 (PS brain to blood / PS 

blood to brain)はそれぞれ 3.0 及び 3.2 であった(Table 3- 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 5  The transcellular transport of (A) bepotastine (1 μM), (B) olopatadine (10 μM), and (C) 

verapamil (0.2 μM) across LLC-PK1 and LLC-GA5-COL150 cell monolayers (n=3). 

 

 

 

A B C
●：LLC-PK1, apical to basal

○：LLC-PK1, basal to apical

■：LLC-GA5-COL150, apical to basal

□: LLC-GA5-COL150, basal to apical
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Table 3- 7  Permeability for the transcellular transport of bepotastine, olopatadine, and verapamil 

in LLC-PK1 and LLC-GA5-COL150 cells 

Compound Inhibitor 

LLC-PK1 Papp  

( 10-6 cm/s)  

LLC-GA5-COL150 Papp  

( 10-6 cm/s) 

net flux 

ratio 

A to B B to A Flux ratio 
 

A to B B to A Flux ratio 
 

Bepotastine none 2.06 2.20 1.07 
 

1.33 3.38 2.54 2.38 

Bepotastine GF-120918 2.74 2.05 0.75 
 

2.17 2.15 0.99 1.32 

Olopatadine none 2.01 2.08 1.03 
 

1.50 4.03 2.69 2.60 

Olopatadine GF-120918 2.55 2.26 0.89 
 

2.16 2.38 1.10 1.24 

Verapamil none 47.8 30.7 0.64 
 

11.8 85.3 7.22 11.3 

Verapamil GF-120918 48.2 41.9 0.87 
 

55.0 49.2 0.89 1.03 

The transcellular transport of bepotastine (1 μM), olopatadine (10 μM), and verapamil (0.2 μM) across 

LLC-PK1 and LLC-GA5-COL150 cell monolayers in the presence or absence of a P-gp inhibitor (GF-

120918, 2 μM) was evaluated.  Each Papp value represents the calculated slope from 1, 2, and 4 h 

(bepotastine and olopatadine) or 0.25, 0.5, and 1 h (verapamil) and is expressed as the mean of each 

permeated amount of compounds (n=3). 

 

Table 3- 8  In vitro to in vivo extrapolation of permeability across the BBB 

in vivo k  

 (1/min) calculation method 

Verapamil K1(fp×PSblood to brain) 0.048 mean of cortex62 

 k2(fbr×PSbrain to blood) 0.070 mean of cortex62 

 fp 0.104 63 

 fbr 0.0165 9 

 PSblood to brain 0.46 K1/fp 

 PSbrain to blood 4.2 k2/fbr 

 PSbrain to blood/PSblood to brain 9.2  

 PSpassive,vivo 4.7 adjusted using PSblood to brain = (PSpassive,vivo)2/(2×PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo) 

 PSP-gp.vivo 39 (PSbrain to blood/PSblood to brain-1)×PSpassive,vivo 

in virto LLC-GA5-COL150 Papp  

  ( 10-6 cm/s) 

Verapamil Papp A to B (+GF-120918) 55.0  

 Papp B to A (+GF-120918) 49.2  

 Papp A to B  11.8  

 Papp B to A 85.3  

 Flux ratio 7.22 Papp B to A/Papp A to B 

 PSpassive,vitro 104 [mean of Papp A to B (+GF-120918) and Papp B to A (+GF-120918)] ×2 

 PSP-gp, vitro 648 ([Flux ratio]-1) ×PSpassive,vitro 
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Bepotastine Papp A to B (+GF-120918) 2.17  

 Papp B to A (+GF-120918) 2.15  

 Papp A to B  1.33  

 Papp B to A 3.38  

 Flux ratio 2.54 Papp B to A/Papp A to B 

 PSpassive,vitro 4.32 [mean of Papp A to B (+GF-120918) and Papp B to A (+GF-120918)] ×2 

 PSP-gp, vitro 6.66 ([Flux ratio]-1) ×PSpassive,vitro 

 Ratio of PSpassive,vitro 24.1 PSpassive,vitro(verapamil)/PSpassive,vitro(bepotastine) 

 Ratio of PSP-gp, vitro 97.3 PSP-gp,vitro(verapamil)/PSP-gp,vitro(bepotastine) 

Olopatadine Papp A to B (+GF120918) 2.16  

 Papp B to A (+GF120918) 2.38  

 Papp A to B  1.50  

 Papp B to A 4.03  

 Flux ratio 2.69 Papp B to A/Papp A to B 

 PSpassive,vitro 4.54 [mean of Papp A to B (+GF-120918) and Papp B to A (+GF-120918)] ×2 

 PSP-gp, vitro 7.66 ([Flux ratio]-1) ×PSpassive,vitro 

 Ratio of PSpassive,vitro 22.9 PSpassive,vitro(verapamil)/PSpassive,vitro(olopatdine) 

 Ratio of PSP-gp, vitro 84.6 PSP-gp,vitro(verapamil)/PSP-gp,vitro(olopatadine) 

Predicted in 

vivo 

k  

(1/min)  

Bepotastine PSpassive,vivo 0.20 PSpassive,vivo(verapamil)/[Ratio of PSpassive,vitro(bepotastine)] 

 PSP-gp.vivo 0.40 PSP-gp,vivo(verapamil)/[Ratio of PSP-gp,vitro(bepotastine)] 

 PSblood to brain 0.048 (PSpassive,vivo)2/(2×PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo) 

 PSbrain to blood 0.15 PSpassive,vivo×(PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo)/(2×PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo) 

 PSbrain to blood/PSblood to brain 3.0  

Olopatadine PSpassive,vivo 0.21 PSpassive,vivo(verapamil)/[Ratio of PSpassive,vitro(olopatadine)] 

 PSP-gp.vivo 0.46 PSP-gp,vivo (verapamil)/[Ratio of PSP-gp,vitro(olopatadine)] 

 PSblood to brain 0.049 (PSpassive,vivo)2/(2×PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo) 

 PSbrain to blood 0.16 PSpassive,vivo×(PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo)/(2×PSpassive,vivo+PSP-gp,vivo) 

 PSbrain to blood/PSblood to brain 3.2  

Calculation was carried out in accordance with the described order. 

Equations were referred from Adachi et al64 assuming passive permeability is the same value. 

LLC-GA5-COL150 Papp is from Table 3- 7.  
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6 感度分析 

Diphenhydramine 及び ketotifen について，fbrの値を fu,brain sliceから fu,brain homogenateや fu,brain silicoに変

更したところ，初期の時間では明らかな RO の過大評価が，後期には過小評価が認められた(Fig. 

3- 6A 及び B)。一方，bepotastine 及び olopatadine では影響が認められなかった(Fig. 3- 6C 及び D)。 

全ての被験物質について，PS の値を初期値から 10 倍大きくしたところ，RO の予測には影響

を及ぼさなかった(Fig. 3- 6)。逆に PS の値を初期値から 10 倍低くしたところ，diphenhydramine, 

ketotifen,及び bepotastine については反応の遅延が認められ，olopatadine では認められなかった。 

Diphenhydramine 及び ketotifen について，PSeff は一定にして，血液から脳方向の透過クリアラ

ンス(PSinf)と脳から血液方向の透過クリアランス(PSeff)の比の値(PSinf / PSeff)として，サルのマイク

ロダイアリシスで評価した Kp,uuからマウスの値に変更した場合，中枢における RO の持続が延長

した(Fig. 3- 6A 及び B)。PSinf 及び PSeffが一定であると仮定した場合 diphenhydramine の RO に

はほとんど影響しなかったが，ketotifen の RO の持続は減少した。 

Bepotastine 及び olopatadine について，PSinf は一定にして，PSinfと PSeffの比の値として，P-gp 

KO マウスにおける血漿中脳内濃度比 (Kp)と正常マウス Kpの比の逆数から，マウスマイクロダイ

アリシスで評価た Kp,uuに変更した(Fig. 3- 6C 及び D)。Bepotastine の Kp,uu (0.124)は P-gp KO マウ

スの Kp比の逆数(1/2.9 = 0.345)よりも小さいため 52，計算した RO は低くなった。一方 olopatadine

の場合は Kp,uu (0.157)が P-gp KO マウスの Kp比の逆数(1/5.3 = 0.189)と同程度であるため 53，RO に

対する影響は無視できる程度であった。 

Bepotastine の in vitro 経細胞輸送のデータから RAF メソッドにより予測したヒト BBB におけ

る PSinf 及び PSeff の比 (3.0)は P-gp KO マウスにおける脳の Kp 比 (2.9)と同程度だった(Table 3- 

8)。しかしながら，olopatadine では RAF により予測した PSinf 及び PSeffの比 (3.2)が P-gp KO マ

ウスの Kp比 (5.3)より小さいことから，RO の持続が少し長くなった(Fig. 3- 6D)。 
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Fig. 3- 6  Sensitivity analysis of RO estimation 

The effect of the unbound fraction in the brain (fbr), passive permeability across the blood–brain barrier 

(PS), and PSinf or PSeff on the estimation of RO in human brain after the administration of 30 mg 

diphenhydramine (A), 1 mg ketotifen (B), 10 mg bepotastine (C), or 5 mg olopatadine (D).  (Left panel) 

The fbr values differed between fu,brain slice (data obtained in the in vitro mouse brain slice study, black solid 

line), fu,brain homogenate (data obtained in the in vitro mouse brain homogenate study, gray solid line), and fu,brain 

silico (in silico estimation, dotted line).  (Middle panel) The PS values were changed to their one-tenth (gray 

solid line) or ten times (dashed line), keeping the PSinf:PSeff ratio constant. (Right panel of A and B) The PSinf 

values changed (without changing the value of PSeff = PS) from PSinf = Kp,uu in monkeys × PS (black solid 

line) to PSinf = PS (gray solid line) or PSinf = Kp,uu in mice × PS (dashed line).  (Right panel of C and D) The 

PSeff values changed (without changing the value of PSinf = PS) from PSeff = Kp brain ratio in the P-gp KO 

mice × PS (black solid line) to PSeff = PS/Kp,uu in mice (gray solid line) or PSeff = calculated permeability 

ratio across the BBB in vivo described in Table 3- 8 [PSbrain-to-blood/PSblood-to-brain] × PS (dashed line).  ●, 

the observed RO ± S.E.M in the PET study49,50,51. 
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7 Bepotastine のパラメータ最適化検討 

Bepotastine の投与後 1 時間で得られた RO に合うように konの値を 20 分の 1 または koffの値を

20 倍にしたところ，12 時間後の RO はそれぞれ 1.5, 1.3%と予測され，実測値(17%）を説明できな

かった(Fig. 3- 7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 7 Parameter optimization for bepotastine 

The effect of the koff and kon on the estimation of RO in human brain after the administration of 10 mg 

bepotastine. (Left panel) The koff value was changed at initial value 0.0267/min), to its three times, ten times, 

and twenty times. (Right panel) The kon value was changed at initial value 2.56mL/nmol/min), to its one-

third, one-tenth, and one-twentieth. ●, the observed RO ± S.E.M in the PET study.50,51 

 

8 Olopatadine を反復投与後の RO 予測 

本モデルを用いて olopatadine (5 mg) 1 日 2 回反復投与後の RO を予測したところ，報告されて

いる 1 日目と 4 週間目の RO49,65をほぼ再現することができた(Fig. 3- 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-week

0        12

Fig. 3- 8 Simulation of the RO in the brain after 

repeated administration of 5 mg olopatadine bid for 

4 weeks. 

Estimated RO in human brain following an oral 

administration of olopatadine (5 mg, bid) was shown.  

Estimations were performed as described in the 第五

章 16. ● , the observed RO ± S.E.M in the PET 

study.49,65 
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9 Ketotifen グルクロン酸抱合体による結合試験 

Uridine diphosphate-glucuronic acid (UDPGA)存在下及び非存在下において, ketotifen (1 

μM) をヒト肝ミクロソーム (1 mg/mL)とインキュベーションした反応液の上清を用いて結合試

験を実施した。添加 ketotifen 濃度として終濃度が 1 nM の UDPGA 存在下の反応液上清を用い

た場合，[3H]mepyramineのH1受容体への結合は非存在下と比較して40%増加した(Fig. 3- 9A)。

ヒト肝ミクロソームとのインキュベーションにより ketotifen 濃度は 52%減少しており，UDPGA

存在下及び非存在下における残存 ketotifen 濃度を横軸にプロットしたところ，結合曲線はほぼ

一致した(Fig. 3- 9B)。これらのことから[3H]mepyramine の H1 受容体への結合には未変化体の

ketotifen が影響を及ぼし，ketotifen グルクロン酸抱合体は H1 受容体に対する結合能を示さな

いと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3- 9  Competitive inhibition of [3H]Mepyramine (3 nM) binding to human H1 receptor with 

ketotifen-glucuronide 

 [3H]Mepyramine (3 nM) binding to the human H1 receptor (25 g/assay) was determined at 37°C for 2 h 

in the presence or absence of ketotifen; ketotifen was incubated with human liver microsome, ○, in the 

absence of UDPGA; in the presence of UDPGA.  The concentration of ketotifen were based on the (A), 

before incubation (added concentration); (B), after incubation (remained concentration).  Binding 

experiments and data analysis were performed as described in 第五章 3 and 10.  Each symbol represents 

the mean ± S.E.M (n = 3).   
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 考察 

 

中枢神経系にある標的タンパク質に対する RO は，薬物の薬効発現のバイオマーカーとなる。

さらに，RO 推移の正確な予測は，医薬品開発にとって，①非臨床段階から臨床段階への橋渡しの

ため，②候補化合物を選択するため，③臨床試験のデザイン設計のため，④臨床試験における DDI

の影響を予測するため，に大変重要な課題である。第三章 では，鎮静性および非鎮静性の抗ヒ

スタミン薬を用い，非臨床データを基に臨床投与量単回経口投与後の RO 推移を予測した。 

H1 受容体に対する Ki値は，競合阻害試験及び koff/konの 2 種類の方法で評価した。阻害試験は

解離の半減期を考慮に入れて実施したため， bepotastine 及び olopatadine では 2 種類の方法で同様

な Ki値が得られたものの，ketotifen では競合試験の Ki値よりも koff/konのほうが若干低い値となっ

た。既報の Ki値と比較すると，ヒト H1 受容体発現細胞膜において[3H]mepyramine をリガンドに

用いた際 diphenhydramine では 9.5766 及び 13.5 nM67であり，モルモット脳において[3H]mepyramine

をリガンドに用いた際 ketotifen では 0.31–1.26 nM68, bepotastine では 34 nM69であったことから，

本検討において評価した値と矛盾がなかった。一方，olopatadine の Ki値には 20 倍の差(32 nM70に

対し本検討では 1.62 nM)があり，モルモットとヒトにおける種差の可能性が考えられた。これら

化合物の間で diphenhydramine による[3H]mepyramine の H1 受容体への結合阻害は瞬時に定常状態

に達した(Fig. 3- 1D)ため，以降の解析には瞬時平衡を仮定した。 

本検討ではリガンドとして[3H]mepyramine を用いたが，臨床 PET 試験においては H1 受容体リ

ガンドとして [11C]doxepin が用いられている。三環系抗うつ薬は，ラット脳組織において

[3H]mepyramine の結合よりも[3H]doxepin の結合に対し 10 倍以上の強い競合活性を持つが71，少な

くとも本検討に用いた抗ヒスタミン薬は[3H]doxepin（Table 3- 2）及び[3H]mepyramine (Table 3- 1)

結合に対して同様の阻害活性を有していた。従って，本シミュレーションではリガンドの依存性

は考慮しなかった。 

BBB を介した能動輸送は Cu,brain : Cu,plasma比を変化させるため，基質となる薬物の中枢での薬効

に影響を及ぼす。既報のラットの結果 55 と同様に，マウスにおいても diphenhydramine の CISF は

Cu,plasmaよりも高かった(Fig. 3- 2A)。マウスにおいて ketotifen の CISF も Cu,plasmaより高いものの，
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bepotastine 及び olopatadine の CISFは Cu,plasma よりも低かった。特にマイクロダイアリシス試験で

は diphenhydramine 及び ketotifen の CISF : Cu,plasma 比にマウスとサルの間で種差があることが示唆

された。サルでは，diphenhydramine の CISF は Cu,plasmaと同程度であり，ketotifen の CISF は Cu,plasma

より若干高いままであった (Fig. 3- 2B)。この比は非結合形濃度に基づいて定義されているため，

この種差はBBBに存在する仮説のカチオン性薬物トランスポーター54の基質特異性による可能性

も考えられる。RO の予測では，diphenhydramine 及び ketotifen の PSinf : PSeff比としてサルマイク

ロダイアリシスデータを用いたが，bepotastine 及び olopatadine では正常マウスと P-gp KO マウス

間の Kp,brain比を用いた。 

抗ヒスタミン薬を投与後の RO 予測は Cblood 時間推移及び非臨床での取得データを用いて実施

した (Fig. 3- 3)。予測した RO は，少なくとも報告されている時点付近ではよく合っていたが，

予想に反して bepotastine 及び olopatadine による RO は血漿中濃度が Tmax に達したところで最高

値に達しなかった。予測された RO の最高値は鎮静性の抗ヒスタミン薬で認められた値に近かっ

たが，bepotastine 及び olopatadine による RO は BBB を介した排泄クリアランスの大きさ

(fu,brain,slice×PSeff)と脳内の分布容積の小ささのため，diphenhydramine や ketotifen よりも速く減衰し

た。既報では bepotastine の Cblood が最高値に達する時間は 1—3 時間の間であった 59。PET 試験は

Tmax (すなわち bepotastine 及び olopatadine 投与 1—2 時間後) に[11C]doxepin を投与した 70—85 分後

に行っている 49,50。この期間中 RO は時間と共に増加すると予測され，RO の過小評価を引き起こ

す可能性がある。さらに，olopatadine による RO はその RO 結合からの解離に関する半減期が長

いため，Tmax の後においても時間と共に増加し続けると予想された。5 mg の olopatadine を 1 日 2

回反復投与した被験者において，1 日目と 4 週間目の投与後 75 分の RO を本シミュレーションで

ほぼ再現することができた(Fig. 3- 8)ことから，olopatadine による RO の最高値は 15%以上である

という結論が裏付けられた。本研究における in vitro 試験において，bepotastine 及び olopatadine の

Ki (koff/kon)値を過小評価した可能性もある。しかしながら，bepotastine では投与後 1 時間で得られ

た RO に合うように Ki値を増加させると，12 時間後の RO を説明できなかった(Fig. 3- 7）。その

他に考えられる原因は，これらの化合物がヒト BBB においてマウス BBB よりも効率的に排泄さ

れているという可能性である。 
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Diphenhydramine の眠気の発生確率(35%72)は他の抗ヒスタミン薬の値(4.4%—7.0%73,74,75)よりも

高い。Tashiro らは diphenhydramine 及び bepotastine の投与後，眠気を line analogue rating scale とい

う方法を用いて評価したところ 50，diphenhydramine 投与 120—180 分後ではプラセボと比較して眠

気は有意に増加したが，bepotastine 投与後では有意な増加は認められなかった 50。血漿の Tmax で

得られた RO (diphenhydramine, 56%; ketotifen, 72%; bepotastine, 15%; olopatadine, 15%) または予測

した RO > 50%となる持続時間 (diphenhydramine 50 mg, 12 h; ketotifen, 16 h; bepotastine, 5 h; 

olopatadine, 13 h)は，抗ヒスタミン薬による鎮静効果の良い測定基準にならない可能性がある。こ

の RO 予測の正当性を立証するには，さらなる臨床試験が望まれる。 

RO 予測における各パラメータの影響を評価するため，感度分析を行った(Fig. 3- 6)。fbrとして

fu,brain,homogenate または fu,brain,silicoを用いた場合，RO の中枢での持続は diphenhydramine 及び ketotifen

で短くなったものの，bepotastine 及び olopatadine では変わらなかった。細胞内の pH が低いため，

diphenhydramine 及び ketotifen といった塩基性化合物は細胞内にトラップされ 20，結果として

fu,brain,homogenate や fu,brain,silico と比較して fu,brain,sliceでは低い fbrの値となっていると考えられる。PSinf : 

PSeff 比を一定にして受動輸送クリアランスを 10 分の 1 にした場合，diphenhydramine 及び ketotifen

では RO の最高値が減少するとともに RO 推移が遅くなった。これらのパラメータ推移の精度が

diphenhydramine 及び ketotifen の RO の持続に影響すると考えられる。 

Diphenhydramine及び ketotifenではROに対する能動的な取り込みの影響も評価した(Fig. 3- 6)。

マウスのマイクロダイアリシスデータを用いた場合 diphenhydramineによるRO の持続は延長した

ものの，PSinf を PSeffと等しくした場合には顕著な影響はなかった(Fig. 3- 6A)。シミュレーショ

ンデータを考慮すると，サルマイクロダイアリシスのデータが diphenhydramine による RO に適し

ていると考えられ(Fig. 3- 3)，ヒト BBB においては能動的な取り込みの寄与が無視できるかまた

は低いと考えられた。Ketotifen による血漿 Tmaxでの予測 RO は能動的な取り込みがない場合やマ

ウスマイクロダイアリシスのデータを用いた場合でも影響がなかったが，RO の持続は顕著に短

縮または延長した(Fig. 3- 6B)。Ketotifen でヒト BBB を介した能動的な取り込みの重要性を結論

付けるためには，投与後 12 h またはそれよりの後の RO の評価が望まれる。 

RO 予測の際，bepotastine や olopatadine の BBB を介した能動的な排泄クリアランスはマウスの
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P-gp KO データを基に予測した値を暫定的に用いた (Fig. 3- 3)。マウスマイクロダイアリシスの

データから予測した bepotastine の PSeff : PSinf比は P-gp KO マウスにおける Kp,brain比から予測した

値よりも 2.8 倍大きく，その結果 RO を低く予測した (Fig. 3- 6C)。一方，opatadine の比は試験方

法に関係なく同程度であった (Fig. 3- 6D)。BBB における P-gp タンパクの発現はマウスと比較し

てヒトで低いため76,77，試験方法以外にも，P-gp を介したクリアランスに関する種差についても議

論すべきである。この問題を解決するため，PET イメージングデータの速度論解析で得られた

[11C]verapamil の排泄速度定数 62 が P-gp 活性に相関していると仮定し，RAF メソッドにより

verapamil をリファレンスとしてヒト P-gp による bepotastine 及び olopatadine の排泄能を in vitro か

ら in vivo へ外挿した (Table 3- 8)。RAF を基にした bepotastine の PSeff : PSinf比は P-gp KO マウス

における Kp,brain比と同程度であった (Fig. 3- 6C)。一方，RAF を基にした olopatadine の PSeff : PSinf

比は P-gp KO マウスにおける Kp,brain比やマイクロダイアリシスの解析で得られた値よりも低かっ

た。この結果は種差の存在を示唆しており，RAF を基にした値は olopatadine の RO 持続を若干延

長させた (Fig. 3- 6D)。投与後 3—5 時間付近の RO 評価をすることにより bepotastine や olopatadine

のヒト P-gp 能を予測することに役立つと考えられる。 

ヒト血漿において，ketotifen のグルクロン酸抱合体の AUC は ketotifen よりも 6 倍程度大きい

58。グルクロン酸抱合体が薬効を持つこともあるため，ketotifen グルクロン酸抱合体の H1 受容体

に対する影響を評価した。UDPGA 存在下及び非存在下, ketotifen をヒト肝ミクロソームインキュ

ベーションした反応液の上清を用いて結合試験を実施したところ，[3H]mepyramine の H1 受容体

への結合は補酵素存在下でのインキュベーションによる ketotifen 濃度の減少に伴い増加したこと

から，ketotifen グルクロン酸抱合体は H1 受容体に対する結合能を示さないと考えられた（Fig. 3- 

9）。従って ketotifen の RO 予測の際には代謝物を考慮に入れる必要はないと考えられた。 

第二章 では，D2 受容体について非臨床データや PET 試験での投与量における Cblood 時間推

移を統合することで，ヒト中枢におけるRO時間推移を予測することが可能であると示してきた。

第三章 のモデルやパラメータでは BBB における能動的な取り込みや排泄が関与するような)複

雑な PK の場合でもヒト中枢における RO の値を予測することができた。PET 試験の前にモデリ

ング&シミュレーションを実施することは，臨床 PET 試験の設計時に薬物の中枢作用に関連する
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測定基準を提供することにも役立つ。単回・連投後の薬物の中枢作用について PK と PD の関係を

深く理解することにもつながる。さらに，一度モデルが確立されれば，PK の変化が PD に及ぼす

影響や他の中枢標的タンパク質への影響を予測する手助けにもなると考えられる。 
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第四章  結語 

 

一般に，中枢薬はアンメット・メディカル・ニーズが高いものの，開発は困難であると言わ

れている。その理由の一つとして，血中の非結合形薬物濃度は必ずしも薬物の中枢における薬効

の指標とはならず，容易に薬効の予測ができないことが挙げられる。本研究では薬効または副作

用の指標として，PBPK モデルを用いたボトムアップアプローチにより，ターゲットの占有率(RO)

の時間推移の予測を行った。この方法は，有効性が期待できる化合物の選別，第 I 相試験のデザ

インにも貢献するものと期待される。このような予測が受け入れられるため，かつその課題を見

出すためには具体例に基づいた，予測と実測値との比較検証が不可欠である。そこで，本論文で

は，D2 受容体拮抗薬（薬効），H1 受容体拮抗薬（有害事象に関連）に注目した。 

第二章では，ドパミンD2受容体拮抗薬である quetiapineと perospironをモデル化合物とした。

in vitro, in silico, in vivo パラメータを統合することにより臨床用量の D2 拮抗薬を投与後の脳内 D2

受容体に対する RO を予測することができた。Perospirone は quetiapine と比較して血漿中濃度の半

減期が速いにもかかわらず，RO の持続が長い原因は，脳からの消失が遅いためであることが示唆

された。Perospirone の代謝物である ID-15036 も RO に関与すると考えられたが，RO の持続には

関与しないと予想された。また，quetiapine の他の相互作用受容体に対しても，別試験で行われた

臨床研究の結果を説明可能であることを示した。 

第三章では，ヒスタミン H1 受容体拮抗薬である diphenhydramine, ketotifen, bepotastine 及び

olopatadine をモデル化合物とした。BBB を介した能動輸送についても考慮することで，より正確

な予測が可能であることが判明した。また投与後何時間の PET を評価すれば，副作用と RO の関

係やヒトにおける能動輸送の影響について推察が可能であるか，について予め予測することがで

き，PET 試験実施前に合理的な試験計画を立案することにも役立つと考えられた。血液脳関門に

おける能動輸送については，マウスとサルとの種差も見つかり，ヒトへの外挿するデータにも注

意を払うべきである。 

PK/PD パラメータに関する非臨床データや一部臨床データを統合することで，臨床投与量に

おける D2 拮抗薬や抗ヒスタミン薬の，臨床で得られた RO を合理的に説明可能であることを実
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証することができた。RO の持続には koff の半減期や脳内からの半減期[1/(fbr×PSeff)]が関わり，こ

れらの半減期が長い場合には血漿中濃度半減期と比較して RO が持続すると考えられた。血液脳

関門で能動輸送を受ける薬物の場合には，予測精度の改善のための複数の時点でのRO測定など，

臨床データのさらなる収集が必要である。 

本取り組みは，医薬品開発のための臨床試験デザイン，オンターゲット及びオフターゲット

作用の予測，臨床における薬物間相互作用が中枢作用に及ぼす影響の予測にも役立つと考えられ

る。 
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第五章  実験の部 

 

1 化合物・血清・酵素・細胞等 

[Methoxy-3H]raclopride (76 Ci/mmol), [Pyridinyl-5-3H]pyrilamine [(3H)mepyramine, 20 Ci/mmol], 

[14C]carboxyl-inulin (2 mCi/g), 及び human Histamine H1 receptor は PerkinElmer, Inc. (Boston, MA)か

ら購入した。Doxepin hydrochloride, [N-methyl-3H] [(3H)doxepin, 80 Ci/mmol] は室町薬品から購入し

た。Bepotastine は田辺三菱製薬から提供を受けた。ID-15036 (hydroxyperospirone) は大塚製薬株式

会社 (Tokyo, Japan)で合成した。プールドヒト血清， raclopride, butaclamol, diphenhydramine 

hydrochloride, cetirizine, antipyrine, colchicine, verapamil, Uridine 5'-diphosphoglucuronic acid trisodium 

salt (UDPGA), β-glucuronidase TypeH-2 from Helix pomatia, Medium 199 及び phosphate-buffered saline 

(PBS) は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)から購入した。ヒト肝ミクロソーム(50 ドナープール, gibco)

及び Hank’s balanced salt solution（HBSS)は Life technologies (Carlsbad, CA)から，雄サルプールド血

清は Hamri Co., Ltd. (Ibaraki, Japan)から購入した。ブタ腎上皮細胞由来 LLC-PK1 細胞は JCRB 細胞

バンク（医薬基盤・健康・栄養研究所 (Osaka, Japan)から，ヒト P-gp 発現 LLC-PK1 細胞である

LLC-GA5-COL150 細胞は，文部科学省ナショナルバイオリソースプロジェクトを介して，理化学

研究所バイオリソースセンター (Ibaraki, Japan)から提供された。Perospirone,及び ketotifen は和光

純薬工業 (Osaka, Japan)から, quetiapine は LKT Laboratories, Inc. (St Paul, MN)から, olopatadine は東

京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan)から，fetal bovine serum (FBS)は American Type Culture Collection 

(Manassas, VA) か ら ， human dopamine D2L receptor-expressing cell membrane (HTS039M 

ChemiscreenTM) は Millipore Corp. (Bedford, MA)から，それぞれ購入した。その他の試薬は全て市

販の特級を用いた。 

 

2 動物 

雄 ICR マウス (体重 30—43g) は Charles River Laboratories Japan, Inc. (Kanagawa, Japan)から購

入し，少なくとも 7 日間飼育した後に，雄 ddY マウス (8—9 週令)は日本エスエルシー株式会社

(Shizuoka, Japan)から購入し，少なくとも 4 日間飼育した後に試験に用いた。飼育は明暗周期下自



59 

 

由摂餌・摂水の標準的な条件下で行った。動物試験は東京大学動物管理委員会(Tokyo, Japan)によ

るガイドラインに従って実施した。マウスを用いたマイクロダイアリシス試験は「大塚製薬株式

会社 動物実験指針」(Tokushima, Japan).に従った。  

サルを用いたマイクロダイアリシス試験の手順は株式会社トランスジェニック(Kumamoto, 

Japan)及びエーザイ株式会社(Ibaraki, Japan)における実験動物委員会に承認を受けた。本試験には

雄のカニクイザル 8 匹(4—7 歳 3.6—5.1 kg)を用いた。全ての手術及び処置は株式会社トランスジェ

ニックの獣医が実施し，手術前後及び手術中の状態は獣医が厳密に監視した。苦痛を最小限にす

るよう努めた。 

 

3 膜調製及び結合試験 

HEK293 細胞への一過性のヒト H1 受容体(D28481.1)発現は pcDNA3.1(+) (Life Technologies)及

び FuGENE HD (Roche Applied Science, Penzberg, Upper Bavaria, Germany)を用いてメーカーの手順

書に従い実施した。膜画分は 4°C で既報に従い調製した78。 

ドパミン D2 受容体及びヒスタミン H1 受容体に対する結合試験は既述の方法で実施した79。

D2 受容体の場合は発現膜(タンパク量 5 μg)を 0.2 mL の 50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 7.4) 中，

[3H]raclopride (0.2—20 nM または 2 nM)と各濃度の非標識の D2 拮抗薬とともに 37℃で 1—2 時間イ

ンキュベーションした。非特異的結合は butaclamol (10 μM)共存下で評価した。H1 受容体の場合

は発現膜(タンパク量 25—50 μg, 購入した human Histamine H1 receptor は 5 μg)を 0.5 mL の 50 mM 

Na2/K phosphate 緩衝液 (pH 7.4) 中，[3H]mepyramine (0.3—30 nM または 3 nM)または[3H]doxepine 

(0.02—20 nM または 0.1 nM)と各濃度の非標識の抗ヒスタミン薬とともに 37℃で 2—3 時間インキュ

ベーションした。購入した human Histamine H1 receptor はリガンドの違いによる検討にのみ用い，

RO の予測には，調製した膜を用いて得られたデータを使用した。非特異的結合は cetirizine (10 μM)

共存下で評価した。Perospirone 及び ID-15036 は結合試験時の回収率を上げるため，0.1% bovine 

serum albumin (BSA)存在下で実施した。 

その後反応混液を迅速にガラス繊維ろ紙(24 mm, GF/C; Whatman, Clifton, NJ)に添加し，氷冷し

た 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (D2)または Na2/K phosphate 緩衝液 (H1) で 2 回洗浄した。放射活性は
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液体シンチレーションカウンター(LSC-6101, Aloka Co, Ltd, Tokyo, Japan または LS 6000SE; 

Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA)で測定した。 

Kd(結合親和性)，Bmax(最大結合量)及び Ki(阻害定数)は反復非線形最小二乗法を用いアルゴリズ

ムを Damping–Gauss–Newton として MULTI80にて次の式に従い算出した。 

Cb = Bmax × Cf /(Kd + Cf),  

% of control = (Kd + Cf) × 100 / (Kd × (1 + I/Ki) + Cf)   

ここで Cb は D2 または H1 受容体特異的なリガンド（[3H]raclopride, [3H]mepyramine, または

[3H]doxepine）特異的結合濃度，Cfはリガンドの非結合形濃度，I は非標識の被験物質濃度である。 

受容体に対する結合及び解離速度定数(kon及び koff)は既報に従い評価した 79。koff を評価する

際は，発現膜をリガンド（[3H]raclopride (2 nM)または [3H]mepyramine (3 nM)）と 30 分間インキュ

ベーション後，butaclamol (10 μM)または cetirizine(10 μM)を添加することでリガンドを解離させた。

kon及び Bmaxはさらに非結合形及び結合型のリガンド濃度時間推移に当てはめて算出した。非標識

体の被験物質の kon 及び koff を求める際は，定常状態におけるリガンド結合が 80%程度になる濃

度の被験物質存在下でリガンドの結合反応時間推移を評価した。データは Motulsky 及び Mahan10

の提唱したモデルに従い Phoenix™ WinNonlin® version 6.1 (Pharsight Corp., Mountain View, CA)を

用いて解析した。微分方程式は第五章 19 に示した。 

 

4 血清，血漿および脳ホモジネート中非結合形分率の評価 

被験物質のプールドヒト血清，サル血清，マウス血漿およびマウス大脳ホモジネート，0.1% 

BSA に対する非結合形分率を平衡透析法により評価した。平衡透析装置及び透析膜は High 

Throughput Dialysis Model HTD96b 及び Dialysis Membrane Strips MWCO 12–14kDa を HTDialysis, 

LLC (Gales Ferry, CT)から，rapid equilibrium dialysis (RED) を Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, 

MA, USA)から購入した。マウス大脳は 0.067 M phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4)を用いてホ

モジナイズし 1%, 3% 及び 5%（または 8%, 16%及び 24%)ホモジネートを調製した。BSA は 50 

mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.4)に溶解させた。血清，血漿，脳ホモジネートまたは 0.1%BSA に被験

物質(1–10000 nM)を添加し，150 μl (HTD)または 200μl (RED)を装置に充填して 150 μl (HTD)または
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350μl (RED)のコントロール緩衝液(血清および血漿: 0.1 M PBS; 脳: 0.067 M PBS;及び 0.1% BSA: 

50 mM Tris-HCl 緩衝液）に対して 37C で 5–6 時間透析を行った。非結合形分率(fu)はレシーバー 

(コントロール緩衝液) 側濃度(Cf)のドナー(試料)側濃度(Cs)に対する比(Cf /Cs)で計算した。脳ホモ

ジネートの非結合形分率 fu,brain homogenateの評価では，結合型濃度(Cb = Cs − Cf)を非結合形濃度(Cf)で

除した値(Cb/Cf)に対してホモジネートの%をプロットし，Phoenix™ WinNonlin®を用いて 100%ホ

モジネートに補外した。全ての被験物質において濃度依存性がなかったため，結果は各濃度の平

均値で表した。 

 

5 脳スライスを用いた非結合形分率評価 

抗ヒスタミン薬の脳における分布容積(Vd,brain)は in vitro 脳スライス取り込み試験により評価

した。脳スライスは，ddY マウスを用いて既述の方法 9により調製した。すなわち，300 μmの厚

さのスライスを，マイクロスライサー (DTK-2000, Dosaka EM, Kyoto, Japan)を用いて調製し，

95% O2–5% CO2で平衡化させた酸素飽和 extracellular fluid (ECF)緩衝液で維持した。37°C 5 分

間のプレインキュベーション後，2 枚の脳スライスを抗ヒスタミン薬(1–3 μM)を含む酸素飽和

ECF に添加し，1, 2, 及び 4 時間 37°C でインキュベーションした。脳スライスは回収し 2 倍量の

PBS と共に超音波処理し，LC–MS/MS による測定を実施した。付着水の容量は別の試験で 

[14C]carboxyl-inulin (0.02 μCi/mL)を脳スライスと 1, 5, 及び 10 分間インキュベーションすることで

算出した。inulin の取り込みを時間に対してプロットし，直線回帰により y 切片を付着水とした。

Vd,brain は脳スライスで評価した被験物質の総取り込み量から付着水の用量を差し引くことで算出

した。脳スライスにおける脳内非結合形分率は fu,brain slice= 1/Vd,brainにより算出した。 

 

6 マウス脳における in vivo 非結合形分率評価 

イソフルラン麻酔下 , quetiapine, perospirone, 及び  ID-15036 (5 μmol in 5 mL 1% dimethyl 

sulfoxide -saline/kg)を ICR マウスに静脈内瞬時投与した。血液は投与後 5,15,30 分, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8 時間に，大脳は 1, 3, 6, 8 時間に採取した。血漿は血液試料を 15,000 g で遠心することによ

り得た。大脳試料は 4 倍量の PBS でホモジナイズした。血液及び脳内濃度時間推移を用い，Fig. 
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2- 3 に記載したモデルで Phoenix™ WinNonlin®によりフィッティングし動態パラメータを得た。 

 

7 血中濃度/血漿中濃度比 RB値の評価 

ヒト新鮮全血は健常人男性ボランティア(n = 3)から採取し，抗ヒスタミン薬(終濃度 1 μM)を

添加して室温で 45 分間インキュベーションした。その後血液を 4°C，1,800 × g で 15 分間遠心し

て血漿を調製し，血漿中測定濃度及び血液中理論濃度から RB値を計算した。本試験のヒト血液の

使用は大塚製薬株式会社研究倫理委員会に承認された。D2 拮抗薬の RB値は ADMET Predictor で

計算した(Table 2- 3)。 

 

8 P-gp 発現細胞を用いた経細胞輸送及び relative activity factor (RAF)法による予測 

LLC-PK1 細胞及び LLC-GA5-COL150 細胞をそれぞれコントロール細胞及び P-gp 発現細胞とし

て使用した。コントロール細胞の培地には 10% FBS 含有 Medium 199 を，P-gp 発現細胞の培地に

は 10% FBS 及び 150 ng/mL colchicine 含有 Medium 199 を使用した。Transwell プレート(0.4 μm pore 

size, 12 mm diameter; Corning, Corning, NY)の apical 側に細胞浮遊液を添加し（3.6 × 105 cells/cm2）

8 日間培養した。試験前日に 10% FBS 含有 Medium 199 で培地交換し，試験当日膜抵抗値が 150 

・cm2以上であることを確認した。輸送用緩衝液（HBSS，25 mmol/L glucose，10 mmol/L HEPES，

pH 7.4）に被験物質(quetiapine, perospirone, bepotastine, 1 μmol/L; olopatadine, 10 μmol/L),及び基質

(verapamil 0.2 または 1 μmol/L)を添加し，ドナー溶液とした。ドナー溶液と同じ有機溶媒含有率の

輸送用緩衝液をレシーバー溶液とした。阻害の影響を評価する際はドナー及びレシーバー溶液と

もに阻害薬（GF-120918, 2 μmol/L）を添加した。Apical to basal（A to B）及び basal to apical（B to 

A）方向の透過試験を実施した。 

輸送用緩衝液で洗浄した各ウェルにレシーバー溶液を添加し，30—60 分間，37C でプレイン

キュベーションした。レシーバー溶液を除去した後，apical 側及び basal 側にドナー溶液あるいは

レシーバー溶液を添加し（透過開始），37C でインキュベーションした。ドナー側から溶液の一

部を採取し，初期濃度測定用試料とした。所定時間経過後にレシーバー側から溶液の一部を採取

し，各時点の透過量測定用試料とした後，レシーバー側にレシーバー溶液を補充し，引き続きイ
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ンキュベーションした。最終時点でレシーバー側から溶液の一部を採取し（透過終了），最終時

点の透過量測定用試料とした。apical 側から basal 側への透過係数を Papp A to B，逆方向への透過係

数を Papp B to A として，次の式により算出した。 

Papp A to B 及び Papp B to A (cm/second) = dQ/dt  1 / (A  C0) 

ここで dQ/dt は単位時間あたりの透過量（nmol/second），A は単層膜の表面積（1.12 cm2），C0は

初期濃度測定用試料の濃度（mol/L）である。なお，dQ/dt は透過量（Q1，Q2，…，Qk nmol，但

し k は時点数）を縦軸に，インキュベーション時間（t1，t2，…，tk second）を横軸にプロットし

た回帰直線の傾きより求めた。透過量は次の式により算出した。 

Q1 = C1  Vr，Q2 = C1  Vs + C2  Vr，Qk = (C1 + C2 + … + Ck-1 )  Vs + Ck  Vr 

ここで C1，C2，…，Ckは各透過量測定用試料の濃度（mol/L），Vrはレシーバー側の液量（mL），

Vs は採取した液量（mL）である。また 1 時点における透過係数(verapamil: 30 分，olopatadine, 

bepotastine: 120 分）を，以下の式により算出した。 

Papp A to B 及び Papp B to A (cm/second) = Q1 / (t1  A  C0) 

以下の式に従い，コントロール細胞及び P-gp 発現細胞における flux ratio，及び net flux ratio を

算出した。 

Flux ratio = Papp B to A / Papp A to B 

Net flux ratio = flux ratio of P-gp expressing cells / flux ratio of control cells 

Bepotastine 及び olopatadine については，P-gp 発現細胞における阻害剤存在下及び非存在下に

おける Papp B to A及び Papp A to B の値を用いて，PET イメージングデータの速度論解析で得られた

[11C]verapamil の排泄速度定数 62 が P-gp 活性に相関していると仮定し，RAF メソッドにより

verapamil をリファレンスとして，ヒト BBB の P-gp を介した排泄能を in vitro から in vivo へ外挿

した。計算方法の詳細は(Table 3- 7 及び Table 3- 8)に示した。 

 

9 マウス及びサルにおける in vitro 及び in vivo マイクロダイアリシス 

マウス及びサルにおける脳マイクロダイアリシスは既報に従い実施した81。 

1)マウスマイクロダイアリシス：プローブは D-I-4-2, shaft length: 4 mm, membrane length: 2 
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mm (Eicom, Kyoto, Japan)を用いた。 

In vitro マイクロダイアリシス試験は antipyrine (500 M，リファレンス化合物), 

diphenhydramine (1 M), ketotifen (1 M), bepotastine (0.1 M), または olopatadine (0.1 M)を含む

Krebs–Ringer phosphate 緩衝液で実施した。被験物質及びリファレンス化合物の in vitro 透過クリ

アランス(PAvitro) は次の式により求めた 

PAvitro = −F × ln (1 − Cd/Cr)     

ここで Cd 及び Crはそれぞれ in vitro 試験における透析液及びリザーバー濃度, F は透析の流速 (1 

μL/min)である。antipyrine, diphenhydramine, ketotifen, bepotastine, 及び olopatadine の PAvitro μL/min 

はぞれぞれ 0.301 ± 0.01, 0.171 ± 0.013, 0.257 ± 0.034, 0.0798 ± 0.0058, and 0.111 ± 0.005 であった。 

In vivo マイクロダイアリシス試験は次のように実施した。プローブは ddY マウス大脳皮質

(lateral 1.1 mm, anterior 1.1 mm, depth 3 mm from the bregma)に挿入した。手術の翌日試験を実施

し，マウスはイソフルランで麻酔した。プローブを 1—2 時間平衡化した後，初回投与量(mg/kg)

及び維持用量(mg/h/kg)をそれぞれ antipyrine, 50 及び 58; diphenhydramine, 1 及び 1.2; ketotifen, 3

及び 3.4; bepotastine, 7 及び 3.1; olopatadine, 2.7 及び 3.4 として静脈内投与した。透析液は 15 分間

隔で回収した。投与後 5, 30, 60, 及び 90 分に頸静脈から採血し 4°C , 20,400  g で 10 分遠心し血

漿を得た。マウスは迅速に断頭し，大脳を分析に用いた。 

In vivo 透過クリアランス (PAvivo) は次の式により求めた 

PAvivo = −F × ln(1 − Cd/CISF)   

ここで CISFは間質液(ISF)中濃度である。リファレンス化合物では血漿中非結合形濃度が CISFに

等しいと仮定した。Effective dialysis coefficient (Rd,ref) を次のように定義した。 

Rd,ref = PAvivo/PAvitro  

Antipyrine の PAvivo (μL/min) は 0.0639 ± 0.0035 であり，in vitro–in vivo スケーリングファクター 

(Rd,ref) は 0.213 ± 0.01 と算出された。Rd,ref値は化合物によらず一定と仮定し (Rd,drug = Rd,ref)，被

験物質の CISF (CISF,drug)を次のように計算した 

  CISF,drug = Cd / [1 − exp(−Rd,ref × PAvitro,drug/F)]   

投与後 75–90 分における透析液中の diphenhydramine, ketotifen, bepotastine,及び olopatadine の濃度
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(Cd, nM)はそれぞれ 104 ± 10, 37.3 ± 5.1, 18.1 ± 2.6, 及び 32.5 ± 5.1 であった。 

非結合形濃度基準の血漿中脳内濃度比(Kp,uu)は次のように算出した 

Kp,uu = CISF/(Cp × fu) = CISF/Cu, plasma 

ここでCp, fu及びCu, plasma はそれぞれ血漿中濃度，非結合形分率，及び血漿中非結合形濃度であ

る。  

2)サルマイクロダイアリシス：初回投与量(mg/kg) 及び維持用量 (mg/h/kg)はぞれぞれ

diphenhydramine, 0.55及び0.3; ketotifen, 2.6 及び1とした。Diphenhydramine及びketotifen のCISFは

既報82に従いCdから算出した。Diphenhydramine及びketotifenのin vitroにおける損失回収率(recovery 

loss, RLvitro)，増加回収率 (recovery gain, RGvitro), 及びin vivo における損失回収率(RLvivo) は それ

ぞれ0.316 ± 0.018 及び0.248 ± 0.021, 0.317 ± 0.012及び0.254 ± 0.006, 0.114 ± 0.021及び0.195 ± 0.034, 

であった。プローブ回収率は次のように計算した 

Probe recovery=RLvivo×RGvitro/ RLvitro 

Diphenhydramine 及び ketotifen のプローブ回収率はそれぞれ 0.114 ± 0.021 及び 0.199 ± 0.035 で

あった。150–240 分に回収した透析液中の diphenhydramine 及び ketotifen 濃度(Cd, nM) はそれぞれ

22.6 ± 4.9 及び 112 ± 8 であった。CISF は Cd をプローブ回収率で除して算出した。Kp,uuはマウス

マイクロダイアリシスと同様に算出した。 

 

10 Ketotifen のグルクロン酸抱合体生成及び確認 

UDPGA, 2 mM 存在下及び非存在下，ketotifen (1 μM) をヒト肝ミクロソーム (1 mg/mL)と

37ºC で 60 分インキュベーションした。反応液を超遠心 (43000 rpm, 100000 x g, 4℃, 1 h)後，上清

を希釈して (終濃度：添加 ketotifen として 0.01, 0.1, 1, 10 nM )，3 項に示した結合試験を実施した。

また，β-glucuronidase (2000 U/mL) 存在下及び非存在下，上記の上清を NH4H2PO4 50 mM 緩衝液 

(pH4.5) と 37ºC で一晩インキュベーションし，内標準物質入りのアセトニトリルを添加して反応

を停止した。β-glucuronidase とインキュベーションしていない上記上清にも内標準物質入りのア

セトニトリルを添加し，4°C , 20,400  g で 10 分遠心した後の上清中 ketotifen 濃度を測定した。

ketotifen グルクロン酸抱合体の生成は，β-glucuronidase 処理により未変化体濃度が増えること，
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LC–MS/MS を用いて，UDPGA との反応後に未変化体より分子量が 192 増加しているピークが認

められることにより確認した。 

 

11 薬物濃度測定 

血清，血漿，脳ホモジネート，透析液及び他の分析用試料は 1—2 倍量の内標準物質(IS)を含

んだアセトニトリルを添加し 4℃, 20,400 g で 10 分遠心して除蛋白した。上清を必要に応じて水

で希釈し液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析法(LC–MS/MS)により分析した。Shimadzu 

Prominence HPLC System (島津製作所 Kyoto, Japan)を装備した API 5500 Qtrap または API 4000 

(Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いた。分析条件の詳細は Table 5- 1 に示した。サル試料中

における diphenhydramine 及び ketotifen 測定の分析条件は既に報告されている 82。 

 

Table 5- 1  The selected ion monitoring transitions in LC-MS/MS analysis 

Compounds Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) 

Quetiapine 384 253 

Perospirone 427 177 

ID-15036 443 177 

Raclopride 347 112 

Chloropropamide (IS) 277 175 

Diphenhydramine 256 167 

Ketotifen 310 96 

Bepotastine 389 202 

Olopatadine 338 165 

Antipyrine 189 56 

API5500 Qtrap or API4000 instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA) equipped with a Shimadzu 

prominence series LC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) with curtain gas, 10 psi; collision gas, 6 psi; ion 

spray voltage, 5000 V; temperature, 400°C; ion source gas 1, 60 psi; and ion source gas 2, 80 psi were used 

for quetiapine, perospirone, ID-15036, racloprode, and chloropropamide (internal standard) analysys. The 

curtain gas, 30 psi; collision gas, 7 psi; ion-spray voltage, 5500 V; temperature, 500°C; ion source gas 1, 70 

psi; and ion source gas 2, 80 psi were used for diphenhydramine, ketotifen, bepotastine, olopatadine, 
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antipyrine, and chloropropamide (internal standard) analysys.  For the mobile phase, 1% formic acid and 

acetonitrile were used.  All compounds were analyzed in multi reaction monitoring mode under positive 

electron spray ionization conditions.  The analytical columns used were Ascentis Express C18 (2.7 μm, 2.1 

mm ID x 50 mm; Supelco, St. Louis, MO) at 40°C.  The gradient mobile phase, 1% formic acid and 

acetonitrile were used at a flow rate of 0.25 mL/min. The acetonitrile concentration was initially 10%, then 

linearly increased to 90% over 1 min, and maintained at 90% for a further 2.5 min.  Finally, the column was 

re-equilibrated at an acetonitrile concentration of 10% for 3.5 min, at a flow rate of 0.25 mL/min.  The total 

run time was 7 min. 

 

12 BBB 透過性及び脳内非結合形分率の in silico 予測 

BBB を介した受動的な透過性(PS, mL/sec/g brain)は既報の in silico データから予測した83。 

Log PS = -2.19 + 0.262 * LogD7.4 + 0.0583 * vsa_base - 0.00897 * TPSA 

topological polar surface area (TPSA)及び van der Waals surface area of the basic atoms (vsa_base) 

は MOE 2008 または 2012 (Chemical Computing Group, Montreal, QB, Canada)を用いて計算し, LogD7.4

は ADMET Predictor (Simulations Plus, Lancaster, CA)で計算した。各パラメータは Table 2- 3及び

Table 3- 4 にまとめた。算出した PS の単位を mL/min/g brain に変換して予測に用いた。 

In silico 脳内非結合形分率 (fu,brain silico)は既述の方法 20を基に fu,brain silico = 1/Vu,brain , (Log Vu,brain 

= 0.47 * Log D7.4 + 0.045) により算出した。 

 

13 PET によるヒトドパミン D2 受容体占有率 

本試験は Radiation Safety Committee of the National Institute of Radiological Sciences (Chiba, Japan)

に承認された。試験の説明後にすべての被験者からインフォームドコンセントを得た。 

8 例の健常人男性(年齢：22–33 歳, 25.5 ± 1.8, mean ± S.E.M.)が本試験に参加した。いずれの被

験者も精神科，神経系や身体疾患の病歴が無く，本試験の前の少なくとも 2 週間は薬物投与も無

かった。PET スキャンのベースラインは被験薬投与前の 2 週の間にスキャンした。4 例の被験者

が quetiapine 400 mg を単回経口投与した。被験薬投与後の 1.5, 8 及び 25.5 時間に連続的に 3 回の
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PET スキャンを ECAT EXACT HR+ (CTI-Siemens, Knoxville, TN)にて実施した。被験薬の血漿中濃

度を測定するため，投与後 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 3.5, 5.0, 6.5, 8.0, 9.0, 25.5, 及び 26.5 時間の計 11 回，静

脈から血液を採取し，既報の 16方法で測定した。 

線条体におけるドパミン D2 受容体の Binding potential (BPND, 特異的な結合を nondisplaceable

コンパートメントへの取り込みと比較したパラメータ)を three-parameter simplified reference tissue 

model84,85を用いて計算した。小脳をリファレンス組織とした。受容体占有率は次のように算出し

た 

RO (%) = (BPbaseline – BPdrug)/BPbaseline  100 

ここで BPbaselineは被験物質がない状態での BPNDであり，BPdrugは被験物質投与後の BPNDである。 

頭部の動きを最小限にするため頭部を固定する装置を用いた。放射スキャンの前に減衰補正

のための透過スキャンを 68Ge–68Ga source を用いて実施した。[11C]raclopride（165.3–246.8 MBq , 

215.5 ± 4.1 MBq, mean ± S.E.M.)を静脈内投与後，60 分間ダイナミック PET スキャンを実施した。

[11C]raclopride の比活性は 135.1–320.9 MBq/nmol (210.3 ± 11.1 MBq/nmol, mean ± S.E.M.)であった。

脳の Magnetic resonance images (MRI)を 1.5 Tesla MRI (Gyroscan NT, Philips Medical Systems, Best, 

Netherlands)で取得した。1 mm スライスでの T1-weighted images を得た。 

全ての放射スキャンデータは Hanning filter を用いて再構築した。関心領域は線条体及び小脳

皮質とし，個々の MRI を参照しながら PET images を手動で作成した。 

Perospirone 16 mg 投与後の perospirone, ID-15036 の血漿中濃度推移及びについては既報の PET

試験から引用した 16。 

 

14 D2 拮抗薬の臨床データ解析 

Carbamazepine, ketoconazole, または itraconazole による CYP3A4 誘導または阻害の quetiapine, 

perospirone, ID-15036の血漿中濃度に及ぼす影響は既報の薬物相互作用(DDI)試験を参照した 32,30,33。

前項の PET 試験及び DDI 試験における血漿中濃度は，RB を乗ずることにより血液中濃度に変換

した。 

PET 試験時及び DDI 試験時の被験物質の血漿中濃度時間推移のパラメータ(Vb, ka, ke, tlag, 各
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パラメータの定義は Fig. 2- 3 に記載)は Phoenix Winnonlin を用いて 1-コンパートメントモデル(ラ

グタイムありまたはなし)にフィッティングすることで算出した。ID-15036 のパラメータは ID-

15036 を perospirone と等モル投与したと仮定して算出した。DDI 試験での投与量を PET 試験での

投与量に補正する場合は線形を仮定した。 

 

15 抗ヒスタミン薬の臨床データ 

Diphenhydramine, ketotifen, bepotastine, 及び olopatadine の RO は既報の PET 試験から引用し

た 49,50,51。引用に用いた PET 試験では血液採取ポイントが限られていたため，diphenhydramine57, 

ketotifen58, bepotastine59,及び olopatadine60 の血漿中濃度時間推移は他の臨床試験の成績を引用し

pharmacokinetic model を構築した。血漿中濃度の報告値は血漿中濃度に RB値を乗ずることによっ

て血液中濃度に変換した。被験物質の血液中濃度時間推移を表すパラメータ (Vb, ka, ke, k12, k21,及

び tlag, 各パラメータの定義は Fig. 3- 4 に記載)は Phoenix™ WinNonlin® を用いて，ラグタイムの

ある 1-または 2-コンパートメントモデルにデータを当てはめることで算出した。 

 

16 PBPK モデル解析 

ヒト中枢におけるD2受容体またはH1受容体のROは Fig. 2- 3 及びFig. 3- 4に示した PBPK

モデルに従って SAAMII (University of Washington, Seattle, WA) を用いてシミュレーションした。

微分方程式は第五章 19 に示した。Quetiapine, perospirone 及び ID-15036 の血液から脳への取り込

みクリアランス(PSinf)及び脳から血液への排泄クリアランス (PSeff)は PS と同一で等しいと仮定し

た。Diphenhydramine 及び ketotifen の PSeffは PS と同一と仮定し，血液から脳への取り込みクリア

ランスPSinfはPS及びサルマイクロダイアリシスにおけるKp,uu との積として計算した。Bepotastine

及び olopatadine の場合，PSinf は PS と同一と仮定し，PSeff は次のように計算した 

PSeff = Kp,brain ratio in the P-gp KO mice × PS 

Kp,brain ratio in the P-gp KO mice = Kp,brain in KO / Kp,brain in wild-type mice,  

Kp,brain ratio in the P-gp KO mice は bepotastine で 2.952，olopatadine で 5.353と算出された。 
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17 感度分析 

構築した PBPK モデルの各パラメータに対し，Ki (kon, koff ), PS の絶対値，fbr，Kp,uu，PSinf/PSeff

の値を変化させた場合のRO予測を行い，それぞれのパラメータの変動が及ぼす影響を検討した。 

 

18 最尤法によるパラメータの最適化 

Phoenix™ WinNonlin®を用いて PBPK モデルを作成し，初期値のパラメータを固定値として

入力した後，得られた RO に合うように一部のパラメータのみを可変にしてフィッティングを行

った。次の 5 種類①fbrのみ，②PS 及び fbr，③kon及び koff，④PS, fbr, 及び koff，⑤PS, fbr, 及び kon

のパラメータをフィッティングにより求めた。 

 

19 各モデルの微分方程式 

 kon, koff, Bmaxのフィッティング; 

D2の場合 butaclamol添加後の[3H]racloprideの解離, H1の場合 cetirizine添加後の[3H]mepyramine の

解離から，次の式により解離速度定数(koff)を算出した。 

A = A0*e-koff*t 

次に，算出した koffを以下の式で固定し，kon, Bmax を(非標識体を添加した場合は kon_i, koff_iについ

ても)算出した。 

dA1/dt = -A1*k12 + A2*koff 

dA2/dt = A1*k12 – A2*koff 

dA3/dt = -A3*k34 + A4*koff_i 

dA4/dt = A3*k34 – A4*koff_i 

k12 = kon*(Bmax-A2-A4)/1 

k34 = kon_i*(Bmax-A2-A4)/1 

 

 fu,brain vivoのフィッティング; 

dXb/dt = - ke × Xb - k12 × Xb + k21 × X2 - Qbr × Xb / Vb + Qbr × Xbc / Vbc  

dX2/dt = - k12 × Xb - k21 × X2  
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dXbc/dt = Qbr × Xb / Vb - Qbr × Xbc / Vbc - fb × PS ×Xbc / Vbc + fbr × PS ×Xbr / Vbr  

dXbr/dt = fb × PSinf ×Xbc / Vbc - fbr × PSeff ×Xbr / Vbr  

 

 Quetiapine, ketotifen, bepotastine, 及び olopatadine 投与後の Cu,brain, RO の予測; 

dX0/dt = -ka × X0  

dXb/dt = ka × X0 - ke × Xb - Qbr × Xb / Vb + Qbr × Xbc / Vbc (quetiapine, ketotifen, bepotastine の場合) 

dXb/dt = ka × X0 - ke × Xb - k12 × Xb + k21 × X2 - Qbr × Xb / Vb + Qbr × Xbc / Vbc (olopatadine の場合) 

dX2/dt = - k12 × Xb - k21 × X2 (olopatadine の場合) 

dXbc/dt = Qbr × Xb / Vb - Qbr × Xbc / Vbc - fb × PSinf × Xbc / Vbc + fbr × PSeff ×Xbr / Vbr  

dXbr/dt = fb × PSinf ×Xbc / Vbc - fbr × PSeff ×Xbr / Vbr - fbr × kon × (Bmax - Xr) / Vr×Xbr + koff × Xr  

dXr/dt = fbr × kon × ( Bmax – Xr ) / Vr × Xbr - koff × Xr  

Cu,brain = fbr×Xbr / Vbr 

RO(%) = 100 × Xr / Bmax 

 Perospirone 投与後の RO の予測; 

(下付きの“m”は ID-15036 のパラメータを表す) 

dX0/dt = -ka × X0  

dXb/dt = ka × X0 - ke × Xb - Qbr × Xb / Vb + Qbr × Xbc / Vbc  

dXbc/dt = Qbr × Xb / Vb - Qbr × Xbc / Vbc - fb × PSinf ×Xbc / Vbc + fbr × PSeff×Xbr / Vbr  

dXbr/dt = fb× PSinf×Xbc / Vbc - fbr × PSeff×Xbr / Vbr - fbr × kon × {Bmax – (Xr + Xr,m)} / Vr × Xbr + koff ×Xr  

dXr/dt = fbr × kon × {Bmax – (Xr + Xr,m)} / Vr × Xbr - koff × Xr  

dX0,m/dt = -ka,m × X0,m  

dXb,m/dt = ka,m × X0,m – ke,m × Xb,m - Qbr × Xb,m / Vb,m + Qbr × Xbc,m / Vbc  

dXbc,m/dt = Qbr × Xb,.m / Vb,m - Qbr × Xbc,m / Vbc – fb,m × PSinf,m ×Xbc,m / Vbc + fbr,m × PSeff,m ×Xbr,m / Vbr  

dXbr,m/dt = fb,m × PSinf,m×Xbc,m / Vbc – fbr,m × PSeff,m×Xbr,m / Vbr – fbr,m×kon,m × {Bmax – (Xr + Xr,m)} / 

Vr × Xbr,m + koff,m×Xr,m  

dXr,m/dt = fbr,m × kon,m × {Bmax – (Xr + Xr,m)} / Vr × Xbr,m – koff,m × Xr,m  
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Cu,brain = fbr×Xbr / Vbr , Cu,brain,m = fbr,m×Xbr,m / Vbr 

RO(%) = 100 × (Xr + Xr,m) / Bmax 

 

 Diphenhydramine 投与後の Cu,brain, RO の予測; 

dX0/dt = -ka × X0  

dXb/dt = ka × X0 - ke × Xb - Qbr × Xb / Vb + Qbr × Xbc / Vbc  

dXbc/dt = Qbr × Xb / Vb - Qbr × Xbc / Vbc - fb × PSinf ×Xbc / Vbc + fbr × PSeff ×Xbr / Vbr  

dXbr/dt = fb × PSinf ×Xbc / Vbc - fbr × PSeff ×Xbr / Vbr 

Cu,brain = fbr×Xbr / Vbr 

RO(%) = 100 × Cu,brain / (Ki + Cu,brain) 
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