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略語一覧 

 

AIC Akaike’s information criterion 

ALK Anaplastic lymphoma kinase 

ANOVA Analysis of Variance 

AUC Area under the curve 

BCRP Breast cancer resistance protein 

BSA Bovine serum albumin 

BSEP Bile salt export pump 

Cmax Maximum plasma concentration 

CYP Cytochome P450 

DCF 2',7'-dichlorofluorescein 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

E1S Estrone-3-sulfate 

E2G Estradiol-17β-glucuronide 

EC50 Half-maximal (50%) effective concentration 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EMA European Medicines Agency 

Emax Maximal effect 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS Fetal bovine serum 

FDA Food and Drug Administration 

FL Fluoresein 

fu Unbound fraction in blood 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

HEK Human embryonic kidney 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 

HPLC High performance liquid chromatography 

IC50 50% inhibitory concentration 



 

 

[I]u,inlet,max Estimated maximum unbound concentration at the liver inlet 

Ki Inhibition constant 

Km Micaelis-Menten constant 

MHLW Ministry of Health, Labor and Welfare 

MRP Multidrug resistance protein 

MULTI The name of a nonlinear least squares program 

NTCP Sodium taurocholate co-transporting polypeptide 

OAT Organic anion transporter 

OATP Organic anion transporting polypeptide 

OCT Organic cation transporter 

PBS Phosphate buffered saline 

P-gp P-glycoprotein 

PGT Prostaglandin transporter 

PS-mix Penicillin-streptomycin mixture 

RT-PCR Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor 

Vmax Maximum velocity 

UGT UDP-glucuronosyltransferase 

UPW Ultrapure water 
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序論 

 

臨床現場では、原疾患や合併症の治療のため複数の薬物が処方される場合が多く、併用薬物、飲食

物または嗜好品との薬物相互作用に注意を払わなければならない。経口投与された薬物は小腸上皮細

胞から取り込まれた後、小腸上皮細胞または肝細胞において代謝され、代謝を逃れた薬物が全身循環

へと入る。全身循環に入った薬物は未変化体または肝臓で代謝された後、尿中または胆汁中に排泄さ

れる。そのため、薬物相互作用は消化管、肝臓または腎臓で生じることが多く、バイオアベイラビリ

ティや全身クリアランスが変動する結果、併用薬物の有効性低下や有害事象増大を招いてしまう。薬

物相互作用は、シトクロムP450 (CYPs)、UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGTs) をはじめとする薬物代

謝酵素を介するものやP糖タンパク質 (P-gp) や有機アニオン輸送ポリペプチド (OATPs) をはじめと

する薬物トランスポーターを介するものが代表的である。また、このような薬物代謝酵素や薬物トラ

ンスポーターは広範な基質認識性を有するものも存在するため、一つのタンパク質の機能変動が薬物

の薬理作用による枠組み、すなわち構造類似性を超えて影響することに留意しなければならない。し

たがって、薬物相互作用を回避するためには、対象薬物が薬物代謝酵素や薬物トランスポーターの機

能に及ぼす影響を適切に評価しなければならない。 

肝臓は、薬物の主たる代謝臓器であると同時に、生体内成分の解毒にも関与している。多くの薬物

および生体内成分は、CYPsやUGTsなどにより代謝され、胆汁排泄または尿中排泄されることで体内

から消失する。また、薬物トランスポーターも同様に薬物および生体内成分の消失に関与している。

肝臓類洞側膜における肝細胞内への取り込みにはOATPs、有機カチオン輸送体 (OCT) 1およびナトリ

ウムタウロコール酸共輸送ポリペプチド (NTCP) といった取り込みトランスポーターが、肝細胞内か

ら胆管への分泌輸送にはP-gp、乳がん耐性タンパク質 (BCRP) および多剤耐性関連タンパク質 (MRP) 

2といった排泄トランスポーターがそれぞれ関与している 1)
 (Figure 1)。 
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肝臓に発現する薬物トランスポーターのうち、ヒト肝臓類洞側膜に選択的に発現するOATP1B1は、

12回膜貫通型の取り込みトランスポーターであり、広範な薬物を基質認識することが知られている 2)。

OATP1B1 の代表的な基質薬物として、アトルバスタチンやプラバスタチンといった HMG-CoA 還元

酵素阻害薬、レパグリニドやナテグリニドといった速攻型インスリン分泌促進薬、バルサルタンやオ

ルメサルタンといったアンギオテンシンⅡ受容体拮抗薬およびイリノテカン活性代謝物SN-38やメト

トレキサートといった抗がん薬などが挙げられる。また、OATP1B1は、ビリルビンやそのグルクロン

酸抱合体、胆汁酸、ステロイドの硫酸抱合体およびグルクロン酸抱合体、甲状腺ホルモンなどの生体

内成分も基質として認識する 3)。Yamazaki らは、HMG-CoA 還元酵素阻害薬およびアンギオテンシン

Ⅱ受容体拮抗薬において、ヒトにおける in vivo肝固有クリアランスは、ヒト凍結肝細胞により得られ

た肝取り込みの固有クリアランス値から予測可能であることを報告している 4, 5)。すなわち、このよう

なOATP1B1基質薬物では、OATP1B1を介した取り込み過程が肝消失における律速過程であることを

示しており、OATP1B1は様々な薬物の体内動態を規定する重要な因子の1つであると考えられている。 

Figure 1. Basolateral and canalicular transporters in human liver 

BCRP, breast cancer resistance protein; BSEP, bile salt export pump; 
MRP, Multidrug resistance protein; NTCP, Sodium taurocholate 
co-transporting polypeptide; OAT, Organic anion transporter; OATP, 
Organic anion transporting polypeptide; OCT, Organic cation 
transporter; P-gp, P-glycoprotein; PGT, Prostaglandin transporter 
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OATP1B1 の輸送機能は、遺伝的多型、特殊病態および併用薬物によって変動することが知られて

いる。まず遺伝子多型の影響について記せば、OATP1B1の輸送能低下を示すSLCO1B1のT521C変異

アレル 6)
 を有する患者ではアトルバスタチン 7)

 やSN-38
8)
 などのOATP1B1基質薬物の血中濃度が増

大することが報告されている (Table 1)。また、SLCO1B1遺伝子のT521C変異アレルを有する患者で

はシンバスタチンによる横紋筋融解症のリスク増大 9)
 やイリノテカンによる重篤な好中球減少症の

リスク増大 8) などが報告されている。 

 

Table 1. Clinical pharmacogenomics study for the SLCO1B1 

Atorvastatin TT/TC/CC=16/12/4 CC vs TT; 144%, TC vs TT; 52% 7)

Pravastatin TT/TC/CC=16/12/4 CC vs TT; 91.2%, TC vs TT; 9.6% 10)

Rosuvastatin TT/TC/CC=16/12/4 CC vs TT; 65.0%, TC vs TT; 57.6% 7)

SN-38 TT/TC/CC=55/23/3 TC+CC vs TT; 28.7% 8)

Methotrexate TT/TC/CC=61/20/1 CC vs TC+TT; 310% 11)

Repaglinide TT/CC=12/8 CC vs TT; 56-108% 12)

Nateglinide TT/TC/CC=11/4/2 CC vs TT; 108%, TC vs TT; 82% 13)

Fexofenadine TT/TC/CC=10/8/2 CC vs TT; 127%, CC vs TC; 76% 14)

Drug
No. of subjects divided by

SLCO1B1  c.521T>C
AUC (increase) Ref.

AUC, Area under the curve 

 

次に特殊病態時の変化について記す。SN-38
15)、ロスバスタチン 16) およびレパグリニド 17) は、いず

れも肝消失型薬物であるにも関わらず、それらの血中濃度は重篤な腎機能障害時に増大することが報

告されている。これらの現象は、重篤な腎機能障害時において血中に高濃度に蓄積するフラン化合物

やインドール化合物などのタンパク結合性の高い尿毒症物質が OATP1B1 の輸送活性を低下させるこ

とに一部起因すると考えられている 18, 19)。さらに、併用薬物による薬物相互作用について記す (Table 2)。

HMG-CoA 還元酵素阻害薬とゲムフィブロジルまたはシクロスポリンの併用は代表的な薬物相互作用

事例であり、本相互作用は重篤な有害事象である横紋筋融解症の発症、時として死を招く場合がある

と報告されている 20-22)。これはゲムフィブロジルおよびシクロスポリンが OATP1B1 を介した

HMG-CoA 還元酵素阻害薬の肝取り込みを抑制するためであると考えられている 23, 24)。また、C 型肝

炎治療薬であるシメプレビルは、高頻度で高ビリルビン血症を誘発することが報告されている 25)。こ
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れは、シメプレビルが OATP1B1 を介したビリルビンの肝取り込みを阻害するためと考えられ 26)、こ

の報告と一致して、シメプレビルの併用は OATP1B1 基質薬物であるシンバスタチン、アトルバスタ

チンおよびロスバスタチンの血中濃度を顕著に増大させることが知られている 27)。以上のように、遺

伝子多型、病態、および併用薬物が OATP1B1 の基質薬物や内因性成分の肝固有クリアランスに影響

を与え、それらの体内動態を変動させることで有効性の低下または有害事象の増大をもたらす例も少

なくない。したがって、OATP1B1の活性変動にはCYPs同様に細心の注意が必要である。 

 

Table 2. Clinical drug-drug interactions between OATP1B1 substrate and inhibitor 

Drug Inhibitor AUC (increase) Ref.

Atorvastatin Cyclosporine 770% 28)

Pitavastatin Cyclosporine 300% 29)

Pravastatin Cyclosporine 890% 30)

Rosuvastatin Cyclosporine 610% 31)

SN-38 Cyclosporine 20–630% 32)

Methotrexate Cyclosporine 20% 33)

Repaglinide Cyclosporine 140% 34)

Fexofenadine Rifampicin 210–250% 35)
 

AUC, Area under the curve 

 

近年、科学技術の進歩により、数多くの分子標的抗がん薬 (分子標的薬) が登場している 36)。分子

標的薬は、Bcr-Abl融合遺伝子や anaplastic lymphoma kinase (ALK) 融合遺伝子のようにがん細胞に特異

的に発現する因子、または、上皮増殖因子受容体 (EGFR) や血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) のように

がん細胞に過剰に発現する因子を標的とするため、既存の細胞障害性の抗がん薬と比較して有害事象

が少ないと考えられる。イマチニブやソラフェニブなどの小分子の分子標的薬は長期間継続的に経口

投与されることが多く、このことは抗がん薬治療を入院治療から外来治療へのシフトに繋がっている。

その反面、分子標的薬と基礎疾患または合併症の治療薬との薬物相互作用に十分注意する必要がある。

分子標的薬は適応患者が限られるため、薬物相互作用の臨床報告は必ずしも多くはないものの、分子

標的薬の併用が他の抗がん薬の体内動態を変動させることがいくつか報告されている (Table 3)。たと

えば、イリノテカン静脈内投与患者において、分子標的薬であるソラフェニブやレゴラフェニブ服用

時における SN-38 の血中濃度は、非併用時と比較して有意に高いことが報告されている 37, 38)。SN-38

およびドセタキセルはいずれもOATP1Bファミリーの基質であることから 39, 40)、これら分子標的薬は
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OATP1B1の輸送機能に影響を及ぼしている可能性が考えられる。 

 

Table 3. Clinical drug interaction between OATPs substrate and morecular-targeted agents  

Pazopanib SN-38 20% increase 41)

Sorafenib SN-38 67-120% increase 37)

Regorafenib SN-38 44% increase 38)

Cediranib SN-38 No change 42)

Axitinib Docetaxel 55% increase 43)

Pazopanib Docetaxel 57% increase 44)

Sorafenib Docetaxel 36–80% increase 45)

Afatinib Docetaxel No change 46)

Cediranib Docetaxel No change 42)

Nintedanib Docetaxel No change 47)

Morecular-targeted agents Drug AUC (rate of change) Ref.

 

AUC, Area under the curve 

 

In vitro実験においても、OATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響が報告されている。たとえ

ば、ゲフィチニブ 48)、パゾパニブ 49)
 およびソラフェニブ 50)

 がOATP1B1の輸送活性を阻害すること、

また、ニロチニブ 51)、ソラフェニブ 52)
 およびレゴラフェニブ 53)

 がOATP1B1 の基質となることがそ

れぞれ報告されている。しかしながら、OATP1B1 の輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響は、in vitro

実験間で必ずしも一致した見解を得られていないことが問題である。たとえば、ニロチニブおよびソ

ラフェニブは、Huらの報告 50)
 ではOATP1B1を介した estradiol-17β-glucuronide (E2G) の輸送を阻害す

る一方で、Johnstonらの報告 54)
 ではOATP1B1輸送を介した estrone-3-sulfate (E1S) を阻害しないこと

が報告されている。このような in vitro実験間の相違は、選択した基質の種類などの実験条件の違いが

影響していると推察されるが、その原因は不明である。 

そこで本研究は、OATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響を明らかにすることを目的とした。

第1章では、OATP1B1安定発現細胞および複数のOATP1B1基質を用いたin vitro実験により、OATP1B1

輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響を5種類の基質を用いて網羅的に評価した。第2章では、OATP1B1

輸送活性に対して強力な阻害作用を示したレンバチニブについて、OATP1B1により輸送されるか否か
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を明らかにすると共に、他の OATP1B1 基質に対する阻害について検討を行った。また、レンバチニ

ブが臨床において到達しうる濃度範囲内で OATP1B1 を介した相互作用を引き起こすか否かについて

も合わせて検討した。第3章では、基質によりOATP1B1輸送機能への影響が異なったアファチニブ、

セリチニブおよびニンテダニブについて基質濃度依存実験および速度論的解析を行った。また、これ

ら分子標的薬が臨床において到達しうる濃度範囲内で OATP1B1 を介した相互作用を引き起こすか否

かについても合わせて検討した。 

以下、得られた結果を3章にわたり知見する。 
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第 1章 OATP1B1を介した基質の取り込みに及ぼす分子標的抗がん薬の影響 

 

第 1節 緒言 

 

Tamai ら 55)
 は、OATP1B1 を介した E1S の輸送を Eadie–Hofstee プロットを用いて解析した結果、

OATP1B1 を介した E1S の輸送には高親和性で低容量の基質結合部位と低親和性で高容量の基質結合

部位が存在することを報告している。このことは、OATP1B1は複数の基質結合部位を有することを示

唆している。また、一部のOATP1B1阻害薬において、OATP1B1に対する阻害作用の程度は基質の種

類により大きく異なることが報告されている 56, 57)。たとえば、フィブラート系薬物であるゲムフィブ

ロジルは、OATP1B1を介したフルバスタチン、プラバスタチン、シンバスタチンおよびタウロコール

酸の輸送を阻害する一方で、OATP1B1を介したE1Sおよびトログリタゾン硫酸の輸送を阻害しない56)。

これらの報告は、OATP1B1の阻害作用に明確な基質依存性が存在することを示唆しており、不適切な

基質選択が OATP1B1 に対する阻害作用を評価する上で誤った結果を導く可能性を孕んでいる。しか

しながら、OATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響について基質の種類に着目した検討は行われ

ておらず、OATP1B1輸送機能に対して基質依存的な影響を有するか否かは不明である。 

そこで、本章ではOATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響を明らかにすることを目的として、

OATP1B1 を介した輸送に及ぼす分子標的薬の影響について複数の基質薬物を用いて網羅的に比較検

討した。 
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第 2節 実験方法 

 

1. 試薬 

アトルバスタチン、カンプトテシン、2',7'-ジクロロフルオレセイン (DCF)、フルオレセイン (FL)、

SN-38、バルサルタン、テルミサルタン、ロスバスタチンおよび酪酸ナトリウムは、Tokyo Chemical 

Industry (Tokyo, Japan) より購入した。アファチニブ、セリチニブ、ニロチニブおよびレゴラフェニブ

はMedChem Express (Monmouth Junction, NJ, USA) より、カボザンチニブはChem Scene (Monmouth 

Junction, NJ, USA) より、セジラニブはLKT Laboratories (St. Paul, MN, USA) より、ネラチニブ，ニン

テダニブおよびソラフェニブはLC Laboratories (Woburn, MA, USA) より、レンバチニブ、パゾパニブ

およびチバンチニブはAdooQ Bioscience (Irvine, CA, USA) より、それぞれ購入した。リファンピシン

は、Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。その他の試薬は試薬特級グレードまた

はHPLCグレードのものを使用した。 

 

2. 細胞 

ヒト胎児由来腎臓 (HEK293) 細胞は、ヒューマンサイエンス研究資源バンク (Tokyo，Japan) より

購入した。なお、実験にはOATP1B1を安定発現させたHEK293細胞 (HEK/OATP1B1細胞) および空

のベクターが導入されたHEK293細胞 (HEK/Mock細胞) をそれぞれ使用した 19)。 

 

3. 試薬の調製 

1) 細胞培養液の調製 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 粉末培地およ

び NaHCO3 (終濃度 44.0 mM) を発熱性物質を除去した超純水 (pf-UPW) 1L に溶解した後、

Penicillin-Streptomycin Mixed Solution (PS-mix，終濃度Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 µg/mL, Nakalai 

Tesque, Kyoto, Japan) 10 mLおよびMEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) (終濃度 0.1 mM, 

Nakalai Tesque) 10 mLを添加した。この時、HEK/OATP1B1細胞およびHEK/Mock細胞では、G418 (終

濃度0.72 mM, Nakalai Tesque) を添加した。クリーンベンチ内で、その混合液を 0.22 µmのメンブラン

フィルターを用いて濾過滅菌した後、0.45 µm のメンブランフィルターを用いて濾過滅菌した非動化

済みのウシ胎児血清 (FBS, 終濃度10%, Lot No. AXM56561およびAAJ208538, Thermo Fisher scientific 

K.K., Waltham, MA, USA) 100 mLを添加し、細胞培養液を調製した。調製後は冷蔵庫にて4˚Cで保存し、

細胞培養時には温浴で37˚Cに加温したものを用いた。 
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2) HEPES-HBSS (HEPES-Hank’s balanced salt solution buffer) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.20 g、CaCl2 0.07 g、MgSO4•7H2O 0.05 g、MgCl2•6H2O 0.05 g、Na2HPO4•12H2O 0.054g、

KH2PO4 0.03g、NaHCO3 0.176 g、Glucose 0.50 gおよび 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic 

acid (HEPES) 2.98 g を pf-UPW で溶解後、500 mL にメスアップし、1M NaOH で pH 7.4 とし、

HEPES-HBSSを調製した。調製後は冷蔵庫にて4˚Cで保存した。 

 

3) PBS (Phosfate-buffered saline) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.10 g、KH2PO4 0.10 gおよびNa2HPO4•12H2O 1.448 gを pf-UPWで溶解後、500 mL 

にメスアップし、PBS (-) を調製した。この時、PBS (+) はCaCl2 (終濃度0.9 mM)、MgCl2 (終濃度0.5 mM) 

を添加した。滅菌PBS (-) 調製の場合は、121 ̊ Cで 20分間、高圧蒸気滅菌した。調製後は冷蔵庫にて

4˚Cで保存した。 

 

4. 細胞の継代 

あらかじめ細胞培養液および滅菌PBS (-) 溶液は37˚C に加温し、Tripsin-EDTA溶液は室温に戻し

た。10 cmディッシュの細胞培養液を吸引除去後、滅菌PBS (-) 溶液により2回洗浄した。Tripsin-EDTA

溶液2 mLを添加して、37˚Cで数分間加温することでディッシュから細胞を剥離した。細胞培養液8 mL

を添加し、190×gで 6分間遠心分離した。上清除去後に得られたペレットを細胞培養液10 mLで懸濁

し、10 cmディッシュ (培養面積55 cm
2
, IWAKI AGC Techno glass Co., Ltd., Chiba, Japan) に播種し、37˚C、

5%CO2条件下にて培養した。 

 

5. コラーゲンコート法 

細胞接着と伸展の促進を目的として、株式会社ニッピ (Tokyo, Japan) のコラーゲンコート培養方法

に従って、24穴細胞培養プレート (培養面積1.9 cm
2
, Corning Inc., Corning, NY, USA) および12穴細胞

培養プレート (培養面積3.8 cm
2
, Corning Inc.) にコラーゲン処理を行った。すなわち、ウシ真皮由来Ⅰ

型コラーゲン (3 mg/mL) に濾過滅菌済5 mM酢酸を加え300倍希釈した溶液 (10 µg/mL, 24穴細胞培

養プレート) または 150倍希釈した溶液 (20 µg/mL、12穴細胞培養プレート) を、0.5 mLずつ各穴に

添加した。30分静置後、内容液を吸収除去した。その後30分間風乾させ、PBS (-) 0.5 mLで3回洗浄

し細胞播種に用いた。 
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6. 細胞播種 

HEK/OATP1B1 細胞および HEK/Mock 細胞をコラーゲン処置済 24 穴細胞培養プレート (0.5×10
5
 

cells/mL/well) または12穴細胞培養プレート (1.5×10
5
 cells/mL/well) に播種し、37˚C，5%CO2条件下に

て培養した。3 日間後、遺伝子発現を活性化させる目的でヒストン脱アセチル化酵素阻害薬である酪

酸ナトリウム (終濃度5 mM) 含有細胞培養液に交換し、培養した 58)。翌日、細胞内取り込み実験を第

1章第2節 7. に示すとおり行った。 

 

7. 細胞内取り込み実験 

細胞内取り込み実験は、既報に準じて行った 19)。アトルバスタチン 7) およびSN-38
8) の血中濃度は

OATP1B1 の機能低下型の遺伝子多型の保因者において有意に高いこと、バルサルタンの血中濃度 59)
 

は 
OATP1B1 の活性増大型の遺伝子多型の保因者において低下傾向にあることがそれぞれ報告されて

いる。そのため、本検討では臨床試験において肝消失における OATP1B1 の重要性が示されているア

トルバスタチン、SN-38およびバルサルタンをハイスループット性に優れる蛍光化合物であるFL
60)

 お

よびDCF
60)

 に加えて検討した (Figure 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figure 2. Structural formulas of selected OATP1B1 substrates.  

Structural formulas were acquired through a SciFinder database search. 
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分子標的薬は、各疾患治療において臨床上有用性が高いと考えられるもの (アファチニブ、カボザ

ンチニブ、セジラニブ、セリチニブ、レンバチニブ、ネラチニブ、ニロチニブ、ニンテダニブ、パゾ

パニブ、レゴラフェニブ、ソラフェニブおよびチバンチニブ: Figure 3) を選択した。OATP1B1阻害の

ポジティブコントロールとしてリファンピシン 61)
 を選択した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3. Structural formulas of molecular-targeted agents.  

Structural formulas were acquired through a SciFinder database search. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 1”. 
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細胞は、37˚Cに加温したHEPES-HBSS溶液で 2回洗浄し、加温したHEPES-HBSS溶液で 10分間

プレインキュベーションした。 12 種類の分子標的薬処置実験では、基質と同時に分子標的薬を添加

した。試験溶液として、各種基質 (FL: 3 µM, DCF: 1 µM, アトルバスタチン: 0.5 µM, SN-38: 1 µM, バル

サルタン: 1 µM) のみをHEPES-HBSSに溶解したコントロール溶液、基質にリファンピシン (30 µM) 

を添加したHEPES-HBSS溶液、基質に各種分子標的薬 (30 µM) を添加したHEPES-HBSS溶液を調製

した。なお、基質としてSN-38を用いる場合は、取り込み実験の前日にDMSOに溶解し、等量の0.05 

M NaOHを添加することでSN-38を完全にカルボキシ体に変換したものを用い、取り込み実験開始3

分前に試験溶液を調製した 19, 39)。取り込み実験は、37˚Cに加温した試験溶液0.3 mL (24穴細胞培養プ

レート) または0.5 mL (12穴細胞培養プレート) を添加することにより開始した。一定時間 (FL, DCF, 

アトルバスタチンおよびバルサルタン: 2分，SN-38: 0.5分) 経過後に、試験溶液を吸収除去すること

により取り込みを停止した。その後、直ちに氷上に移し、氷冷PBS (+) で細胞を 3回ずつ素早く洗浄

した。なお、OATP1B1 機能評価実験に先立ち、基質の細胞内取り込み量を経時的に測定したところ、

FL、DCFおよびアトルバスタチンでは2分間までの範囲内において時間依存的な増加と5分間以降で

の定常状態が、バルサルタンでは2分間までの範囲内において時間依存的な増加と 10分間以降での定

常状態がそれぞれ観察されたため、基質の輸送実験は取り込み時間を 2 分間とした。一方、SN-38 で

は取り込み 1分間までの範囲内において時間依存的な増加が観察されたものの、それ以降では速やか

に定常状態に達したため、基質の輸送実験は取り込み時間を 0.5 分間とした。また、いずれの基質に

おいても、基質の輸送実験は、基質濃度と細胞内取り込み量との間に線形性が成り立つ濃度範囲内に

おいて検討した。取り込み実験終了後、第 1 章第 2 節 8. に示す細胞内薬物量の定量が行われるまで

-80˚Cにて保管した。 

 

8. 細胞内薬物量の定量 

基質としてFLおよびDCFを用いた場合は、0.1 M NaOH水溶液350 µLでアルカリ溶解させた細胞

溶液を、基質としてアトルバスタチンおよびバルサルタンを用いた場合はUPW 500 µLで凍結融解し

た細胞懸濁液を、基質としてSN-38を用いた場合は0.4 M NaOH水溶液350 µLでアルカリ溶解後、0.4 

M HCl水溶液 350 µLで中和させた細胞溶液をそれぞれ検体とし、以下に示す基質の細胞内蓄積量の定

量を行った。なお、基質の取り込み量は、タンパク質の定量により単位タンパク質当たりの基質取り

込み量とした。 
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1) FLおよびDCFの定量 

FLおよびDCFは、Izumiらの報告 60)
 に準じて行った。検体200 µLを96穴蛍光測定用黒色プレー

ト (Corning
TM

 96-well Solid Black Polystyrene Microplates, Corning Inc.) に分取後、Multi-Mode Microplate 

Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan, Tokyo, Japan) を用いて、励起波長485 nm、蛍光波長528 nmにて

蛍光強度を測定することで定量した。 

 

2) アトルバスタチンの定量 

アトルバスタチンの定量は、Ayadらの報告 62)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である2 

nMテルミサルタン含有アセトニトリル1,200 µLを添加し 63)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心

分離することで除タンパクした。上清 1,500 µLを分取後、窒素気流下にて 40˚C で蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40) 150 µLを添加し溶解し

たものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所,

  Kyoto, Japan)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社,Tokyo, Japan)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長260 nm, 蛍光波長300 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : アトルバスタチン13分, テルミサルタン6分

 

3) SN-38の定量 

SN-38の定量は、Katsubeらの報告 19)
 に準じて行った。検体 400 µLに内標準物質である1.25 ng/mL

カンプトテシン含有50%メタノール水溶液100 µLおよびアセトニトリル1,300 µLを順次添加し、1分

間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離することで除タンパクした上清 1,600 µLを分取後、すべてラ

クトン体にするために上清に 0.2 M HCl 100 µLを加え 19, 39)、窒素気流下にて40˚Cで蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25) 150 µLを添加し溶

解したものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 
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使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長370 nm, 蛍光波長530 nm

カラム槽温度 : 40˚C

 

4) バルサルタンの定量 

バルサルタンの定量はRaoの方法 64)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である50 nMロ

サルタン含有アセトニトリル 1,200 µLを順次添加し 65)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離す

ることで除タンパクした。上清1,500 µLを分取後、窒素気流下にて40 ˚Cで蒸発乾固した。さらに、

残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45) 150 µLを添加し溶解したも

のを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長270 nm, 蛍光波長380 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : バルサルタン14分, ロサルタン7分

 

5) タンパク質の定量 

タンパク質の定量は、ウシ血清アルブミン (BSA) を標準タンパク質としたLowlyらの方法 66) に準

じて行った。サンプル200 µLに対して2 w/v %Na2CO3含有0.1 M NaOH水溶液と0.5% CuSO4•5H2O含

有 1 w/v %酒石酸カリウム水溶液を50 : 1で混合した溶液1 mLを添加後、直ちに攪拌した。10分間静

置後に、UPWで 2倍希釈したフェノール試薬100 µLを添加し、直ちに攪拌した。30分間静置したも

のMulti-Mode Microplate Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan) を用いて、検出波長 750 nmにて吸光度

を測定した。 
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9. データ解析 

OATP1B1特異的な基質の取り込み速度は、HEK/OATP1B1細胞における取り込み速度から、

HEK/Mock細胞における取り込み速度を差し引いて算出した。得られた測定値は、すべて平均値±標

準誤差 (S.E.) (n = 6) で表示した。統計学的検定として、三群間以上の多群間の比較には一元配置分散

分析法 (non-repeated measures a one-way analysis of variance (ANOVA)) に続くDunnett’s testを適応した。

その際、危険率5%未満 (両側) を有意差ありとした。統計学的解析には、統計解析ソフト SPSS II 

version 24.0. (IBM, Armonk, NY, USA) を用いた。次に、OATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響

が基質間で相違するのかを検討するため、分子標的薬存在下における基質の取り込み効率を他の基質

の取り込み効率に対して散布図としてプロットし、相関性を評価した。1: 1の相関性から外れる分子標

的薬を選択するために、1: 0.5、1: 2の相関性の範囲を評価の目安とした。また、基質間の分子標的薬

存在下における取り込み効率の一致度を定量化するためにBland-Altman分析を行った67)。Bland-Altman

プロットは、12種類の分子標的薬に関して、2基質間の取り込み効率の平均値をx軸に、2基質間の取り

込み効率の差をy軸にプロットした散布図で表した。一致度の平均的偏り (bias) および95%一致限界 

(95% limit of agreement; 95%LoA) は、それぞれ2基質間の取り込み効率の差の平均値および平均値±

1.96×標準偏差 (S.D.) と定義した。  



16 

 

第 3節 結果 

 

1. OATP1B1を介した基質薬物の取り込みに及ぼす分子標的薬の影響 

FL の取り込みは、アファチニブ (240%)、ニンテダニブ (312%)、パゾパニブ (133%) 処置時に有

意に増大し、カボザンチニブ (59%)、セリチニブ (51%) およびレンバチニブ (33%) 処置時に有意に

低下した (Figure 1-1A)。また、DCFの取り込みは、カボザンチニブ (61%)、セリチニブ (49%)、レン

バチニブ (11%)、ニロチニブ (49%)、ニンテダニブ (74%)、ソラフェニブ (84%) およびチバンチニブ 

(69%) 処置時に有意に低下した (Figure 1-1B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figure 1-1. Effects of molecular-targeted agents on OATP1B1-mediated uptake of fluorescent  

substrates.  

Uptake experiments of (A) FL and (B) DCF in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS 
containing FL (3 µM) and DCF (1 µM) in the absence (Control) of rifampicin, presence of 
rifampicin (30 µM), or presence of molecular-targeted agents (30 µM) at 37°C for 2 min after 10 
min pre-incubation. Each column represents mean ± S.E. (n = 6). The significance of any 
differences from Control were determined using analysis of variance (ANOVA) followed by 
Dunnett’s test (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, 
fluorescein. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 2”. 
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アトルバスタチンの取り込みは、レゴラフェニブ (133%) 処置時に有意に増大し、セジラニブ 

(62%)、セリチニブ (41%)、レンバチニブ (30%) およびニロチニブ (56%) 処置時に有意に低下した 

(Figure 1-2A)。SN-38の取り込みは、アファチニブ (148%) 処置時に有意に増大し、セリチニブ (61%)、

レンバチニブ(17%)、ネラチニブ (74%)、ニロチニブ(44%)、ニンテダニブ (78%) およびチバンチニブ 

(76%) 処置時に有意に低下した (Figure 1-2B)。バルサルタンの取り込みは、セリチニブ (166%) およ

びニンテダニブ (133%) 処置時に有意に増大し、カボザンチニブ (74%)、レンバチニブ (30%)、ニロ

チニブ(58%) およびチバンチニブ (74%) 処置時に有意に低下した (Figure 1-2C)。 
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Figure 1-2. Effects of molecular-targeted agents on OATP1B1-mediated uptake of clinically used 

substrate drugs.  

Uptake experiments of (A) atorvastatin, (B) SN-38, and (C) valsartan in HEK293 cells were performed 
in HEPES-HBSS containing atorvastatin (0.5 µM), SN-38 (1 µM), and valsartan (1 µM) in the absence 
(Control) of rifampicin, presence of rifampicin (30 µM), or presence of molecular-targeted agents (30 
µM) at 37°C for 2 min (atorvastatin and valsartan) or 0.5 min (SN-38) after 10 min pre-incubation. 
Each column represents mean ± S.E. (n = 6). The significance of any differences from Control were 
determined using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test (*p < 0.05, **p < 0.01, and 
***p < 0.001). 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 2”. 
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2. OATP1B1輸送機能に及ぼす分子標的薬の影響における基質間の相関性および一致性 

分子標的薬存在下、アトルバスタチン、OATP1B1を介したSN-38およびバルサルタンの輸送とFL

の場合と比較した散布図およびBland-AltmanプロットをFigure 1-3に示す。分子標的薬存在下におけ

るアトルバスタチンの取り込み効率は、アファチニブおよびニンテダニブを除いて、FLにおいて得ら

れた値の 0.5-2 倍の範囲内に収まった (Figure 1-3A)。また、分子標的薬存在下における SN-38 の取り

込み効率は、ニンテダニブおよびニロチニブを除いて、FLにおいて得られた値の 0.5-2倍の範囲内に

ほぼ収まった (Figure 1-3C)。さらに、分子標的薬存在下におけるバルサルタンの取り込み効率は、ア

ファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブを除いて、FLにおいて得られた値の 0.5-2倍の範囲内に

収まった (Figure 1-3E)。一方で、アファチニブおよびニンテダニブ存在下におけるアトルバスタチン

の取り込み効率、ニロチニブおよびニンテダニブ存在下におけるSN-38の取り込み効率、およびアフ

ァチニブ、セリチニブおよびニンテダニブ存在下におけるバルサルタンの取り込み効率は、0.5-2倍の

範囲外となった。Bland-Altman プロットでは、ニンテダニブ存在下における臨床基質薬および FL の

取り込み効率の差が95%LoAの範囲外となった (Figure 1-3B, 1-3Dおよび 1-3F)。 
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Figure 1-3. Comparison of the effects of molecular-targeted drugs on OATP1B1-mediated uptake of 

FL and clinically used substrate drugs.  

Values of substrate uptake (% of Control) were taken from Figure 1-1 and 1-2. (A, C and E) Relationship 
between the uptake of clinically used substrate drugs and that of FL in the presence of molecular-targeted 
agents. Each point represents the mean ± S.E. The solid lines represent 1:1 correlation; the dotted lines 
represent 1:0.67 and 1:1.5 correlations; the dashed broken lines represent 1:0.5 and 1:2 correlations. (B, D 
and F) Bland-Altman plot (bias and LoA) for the uptake of two substrates in the presence of 
molecular-targeted agents. For each of the molecular-targeted agents, the mean of the uptakes of two 
substrates is plotted on the abscissa, and the difference between the uptakes of two substrates is plotted on 
the ordinate. FL, fluorescein; LoA, limits of agreement. a, afatinib; b, cabozantinib; c, cediranib; d, ceritinib; 
e, lenvatinib; f, neratinib; g, nilotinib; h, nintedanib; i, pazopanib; j, regorafenib; k, sorafenib; l, tivantinib. 
Figure 1-3A, 1-3C and 1-3E were cited form “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 
2017; Figure 3”. 
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分子標的薬存在下、OATP1B1を介したアトルバスタチン、SN-38およびバルサルタンの輸送とDCF

の場合と比較した散布図およびBland-AltmanプロットをFigure 1-4に示す。また、分子標的薬存在下

におけるアトルバスタチンの取り込み効率は、レンバチニブを除いて、DCF において得られた値の

0.5-2倍の範囲内に収まった (Figure 1-4A)。分子標的薬存在下におけるSN-38の取り込み効率は、DCF

において得られた値の0.5-2倍の範囲内に収まった (Figure 1-4C)。さらに、分子標的薬存在下における

バルサルタンの取り込み効率は、セリチニブを除いて、DCF において得られた値の 0.5-2 倍の範囲内

に収まった (Figure 1-4E)。一方で、レンバチニブ存在下におけるアトルバスタチンの取り込み効率、

およびセリチニブ存在下におけるバルサルタンの取り込み効率は、0.5-2 倍の範囲外となった。

Bland-Altmanプロットでは、アファチニブ存在下におけるSN-38およびDCFの取り込み効率の差、セ

リチニブ存在下におけるバルサルタンおよび DCF の取り込み効率の差が 95%LoA の範囲外となった 

(Figure 1-4Dおよび1-4F)。 
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Figure 1-4. Comparison of the effects of molecular-targeted drugs on OATP1B1-mediated uptake of 

DCF and clinically used substrate drugs.  

Values of substrate uptake (% of Control) were taken from Figure 1-1 and 1-2. (A, C and E) Relationship 
between the uptake of clinically used substrate drugs and that of DCF in the presence of molecular-targeted 
agents. Each point represents the mean ± S.E. The solid lines represent 1:1 correlation; the dotted lines 
represent 1:0.67 and 1:1.5 correlations; and the dashed broken lines represent 1:0.5 and 1:2 correlations. (B, 
D and F) Bland-Altman plot (bias and LoA) for the uptake of two substrates in the presence of 
molecular-targeted agents. For each of the molecular-targeted agents, the mean of the uptakes of two 
substrates is plotted on the abscissa, and the difference between the uptakes of two substrates is plotted on 
the ordinate. DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; LoA, limits of agreement. a, afatinib; b, cabozantinib; c, 
cediranib; d, ceritinib; e, lenvatinib; f, neratinib; g, nilotinib; h, nintedanib; i, pazopanib; j, regorafenib; k, 
sorafenib; l, tivantinib. 
Figure 1-4A, 1-4C and 1-4E were cited form “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 
2017; Figure 4”. 
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分子標的薬存在下、FLとDCFを基質とした場合を比較した散布図およびBland-Altmanプロットを

Figure 1-5に示す。分子標的薬存在下におけるFLの取り込み効率は、アファチニブ、レンバチニブお

よびニンテダニブを除いて、DCF において得られた値の 0.5-2 倍の範囲内に収まったのに対して、ア

ファチニブおよびニンテダニブ存在下における取り込み効率は 0.5-2 倍の範囲外となった (Figure 

1-5A)。Bland-Altmanプロットでは、ニンテダニブ存在下におけるFLおよびDCFの取り込み効率の差

が 95%LoAの範囲外となった (Figure 1-5B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1-5. Comparison of the effects of molecular-targeted drugs on OATP1B1-mediated uptake of 

FL and DCF. 

Values of substrate uptake (% of Control) were taken from Figure 1-1. (A) Relationship between uptake of 
FL and that of DCF in the presence of molecular-targeted agents. Each point represents the mean ± S.E. 
The solid lines represent 1:1 correlation; the dotted lines represent 1:0.67 and 1:1.5 correlations; the dashed 
broken lines represent 1:0.5 and 1:2 correlations. (B) Bland-Altman plot (bias and LoA) for the uptake of 
FL and DCF in the presence of molecular-targeted agents. For each of the molecular-targeted agents, the 
mean of the uptakes of FL and DCF is plotted on the abscissa, and the difference between the uptakes of 
two substrates is plotted on the ordinate. DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein; LoA, limits of 
agreement. a, afatinib; b, cabozantinib; c, cediranib; d, ceritinib; e, lenvatinib; f, neratinib; g, nilotinib; h, 
nintedanib; i, pazopanib; j, regorafenib; k, sorafenib; l, tivantinib. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 5”. 
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第 4節 考察 

 

本研究においてアファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、OATP1B1 輸送機能に対する基

質間の阻害効率または促進効率の違いが、それらの相関関係から大きく外れ、OATP1B1輸送機能に及

ぼす影響は基質により大きく異なった (Figure 1-1–1-5)。本結果は、リトナビルやエリスロマイシン 68)、

イブプロフェンやジクロフェナク69)
 によるOATP1B1を介した基質輸送の促進または阻害作用が基質

の種類によって顕著に異なるという結果と一致している。また、アファチニブは OATP1B1 を介した

E2Gの輸送を軽微に阻害すること (IC50 = 82.8 μM) 
70)、0.05–5 μMのセリチニブはOATP1B1を介した

E2Gの輸送を阻害すること 71)、ニンテダニブがOATP1B1を介した基質輸送を阻害しないこと 72)
 が報

告されている。以前の報告を合わせて考えると本検討結果は、アファチニブ、セリチニブおよびニン

テダニブによる OATP1B1 を介した薬物相互作用のリスクを評価する際には、適切な基質を用いた

OATP1B1の機能評価が必要であることを示唆している。 

過去に、ルチンがOATP1B1を介したデヒドロエピアンドロステロン硫酸の輸送を促進すること 73)、

イリノテカンがOATP1B1 を介した E1S の輸送を促進すること 74)
 がそれぞれ報告されている。また、

イブプロフェン、ジクロフェナクおよびルミラコキシブは OATP1B1 を介したブロモスルホフタレイ

ンの輸送を阻害する一方で、OATP1B1を介したプラバスタチンの輸送を促進させることが報告されて

いる。これら薬物によるプラバスタチン輸送の促進は、イブプロフェン存在下ではミカエリス定数 

(Km) の低下および最大取り込み速度 (Vmax) の増大を、ジクロフェナクまたはルミラコキシブ存在下で

は Vmaxの増大を伴っており 69)、このことはいくつかの化合物が OATP1B1 の基質との結合過程または

基質のトランスロケーション過程に影響することを示している。本検討はアファチニブ、セリチニブ

およびニンテダニブが一部の OATP1B1 を介した基質輸送を促進させることを初めて示した報告であ

る (Figure 1-1および1-2)。これらのことから、イブプロフェンと同様に、アファチニブ、セリチニブ

及びニンテダニブもアロステリックな調節を介して OATP1B1 の基質に対する親和性および基質のト

ランスロケーションを増大させることでOATP1B1を介した基質輸送を促進させていると推察される。 

OATP1B1を介したDCF輸送において、全ての分子標的薬による阻害効率が他の基質の場合と比較

して、同等または大きかった (Figure 1-4 および 1-5)。一般的に、医薬品開発段階の非臨床試験では

OATP1B1の基質としてE2G，E1Sおよびブロモスルホフタレインなどが選択されており、これら3基

質のうちE2GがOATP1B1阻害薬に対する感受性が最も高いことが報告されている 57)。また、DCFの

OATP1B1阻害薬に対する感受性はE2Gと同等であることが報告されている 60)。すなわち、DCFを基

質とした OATP1B1 の機能評価は、高感度かつ簡便、迅速かつ安全に測定できるだけでなく、シクロ
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スポリンなどの OATP1B1 阻害薬と同様に、分子標的薬においても薬物相互作用予測の偽陰性を生じ

にくいことが示唆されるため、相互作用評価に有用なツールであると考えられる。しかしながら、ニ

ロチニブはOATP1B1を介したE2GおよびE1Sの輸送を強力に阻害すること (IC50 = 2.8 μM) 
49, 50)、パゾ

パニブおよびソラフェニブがOATP1B1を介したE2Gの輸送を強力に阻害すること 50, 75)、レゴラフェ

ニブがOATP1B1を介したE2GおよびE1Sの輸送を強力に阻害すること 50, 53)
 がそれぞれ報告されてい

る。既報の結果に反して、30 μM のパゾパニブ、レゴラフェニブおよびソラフェニブはOATP1B1 を

介したDCFの輸送にほとんど影響せず、30 μMのニロチニブはOATP1B1を介したDCFの輸送を約

50%程度阻害するのみであった (Figure 1-1B)。また、分子標的薬の一つであるイマチニブがFLの取り

込みを有意に減少させるものの、フルオレセイン-メトトレキサートの取り込みに影響しないことが報

告されている 76)。以上のことから、一部の分子標的薬においては、単一の基質を用いた評価のみでは、

誤った薬物相互作用の理解へと導く可能性が示唆される。したがって、OATP1B1を介した薬物相互作

用が疑われる場合には、該当する薬物を基質とした OATP1B1 の機能評価の実施が望ましいと考えら

れる。 

本検討においてカボザンチニブ、セジラニブ、ネラチニブ、パゾパニブ、レゴラフェニブ、ソラフ

ェニブおよびチバンチニブは、OATP1B1を介した5種の基質の輸送にほとんど影響しなかった (Figure 

1-1および1-2)。一方で、ニロチニブはDCF、アトルバスタチン、SN-38およびバルサルタンの輸送を

50%程度阻害し、レンバチニブは5種全ての基質の輸送を強力に阻害した (Figure 1-1および1-2)。本

結果は、15 µM カボザンチニブがOATP1B1を介したE2Gの輸送に影響しない 77)、セジラニブ、ネラ

チニブ、ソラフェニブ (それぞれ10 µM) がOATP1B1を介したE1Sの輸送に影響しない 54)、10 µMレ

ゴラフェニブがOATP1B1を介したプラバスタチンの輸送に影響しない 78)
 、レンバチニブがOATP1B1

を介したE2Gの輸送を阻害する (IC50 = 7.29 µM) 
79)

 という既報の結果と一致している。一方で、ニロ

チニブ、パゾパニブ、レゴラフェニブおよびソラフェニブにおいては、本検討結果と既報において示

された結果 49, 50, 53, 75)
 とは一致しなかった。すなわち、ニロチニブがOATP1B1を介したE1Sの輸送を

阻害すること (IC50 = 2.8 µM)
 49)、パゾパニブがOATP1B1を介したE2Gの輸送を強力に阻害すること 

(IC50 = 0.79 µM) 
75)、0.5-100 µM レゴラフェニブがOATP1B1を介したE1Sの輸送を濃度依存的に阻害

すること 53)
 がそれぞれ報告されている。また、Huら 50)

 は、ニロチニブ、パゾパニブ、レゴラフェニ

ブあるいはソラフェニブ (それぞれ10 µM) の 15分間のプレインキュベーション処置がOATP1B1を

介したE2Gの輸送を顕著に阻害することを報告している。さらに、30分間のプレインキュベーション

処置の追加によりシクロスポリン 80)
 やリトナビル 81)

 の OATP1B1 阻害作用が、単なる同時処置より

も顕著に増強することが報告されている。したがって、ニロチニブ、パゾパニブ、レゴラフェニブお
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よびソラファニブにおける既報との差異は、選択した基質の違いだけでなく、プレインキュベーショ

ン処置の有無にも起因している可能性が考えられる。 

本検討において、ソラフェニブおよびレゴラフェニブは、SN-38 の取り込みを阻害しなかった 

(Figure 1-2B)。この結果は、ソラフェニブ 37)
 またはレゴラフェニブ 38)

 服用患者において生じるイリノ

テカン静脈内投与時の SN-38 血中濃度の増大が、OATP1B1 の直接的な阻害では説明出来ないことを

示している。過去に、SN-38 グルクロン酸抱合体の血中濃度と SN-38 の血中濃度との比 (SN-38 グル

クロン酸抱合体の血中濃度/SN-38の血中濃度) が、UGT1A1の機能低下アレルを有する患者で顕著に

低下することが報告されており、SN-38 の消失には OATP1B1 だけでなく、UGT1A1 も大きな役割を

果たすことが知られている 82)。また、ソラフェニブおよびレゴラフェニブがUGT1A1機能を阻害する

ことから 83)、これらの相互作用はOATP1B1 の直接的阻害ではなく、UGT1A1 の機能阻害など他のメ

カニズムに起因すると考えられる。 

本検討では分子標的薬の影響を過小評価しないように、分子標的薬の処置濃度を臨床濃度 (例えば、

ソラフェニブおよびレゴラフェニブの最高血中濃度 (Cmax) はそれぞれ16.8 µM
84)

 および8.1 µM
78)

 で

ある) と同等以上である30 µMで設定したため、必ずしも臨床的な濃度を反映していない。分子標的

薬による薬物相互作用の臨床的重要性を明らかにするためには、本章で明らかにしたレンバチニブの

ようなOATP1B1輸送活性を強力に阻害する分子標的薬あるいはOATP1B1輸送活性を促進する分子標

的薬 (アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブ) についてさらなる検討が必要である。 
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第 5節 小活 

 

本章では、OATP1B1 を介した輸送に及ぼす分子標的薬の影響について複数の基質を用いて比較検

討し、次の知見を得た。 

 

1. OATP1B1 輸送機能に及ぼすアファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブの影響は、基質の種

類により大きく異なること 

2. アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、一部のOATP1B1を介した基質輸送を促進さ

せること 

3. レンバチニブは、OATP1B1を介した5種全ての基質の輸送を強力に阻害すること 

 

以上の結果から、分子標的薬によるOATP1B1を介した薬物相互作用が疑われる場合には、実臨床

で相互作用が疑われたOATP1B1基質薬物を用いた評価が必要であると考えられた。 
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第 2章 OATP1B1による基質輸送に及ぼすレンバチニブの影響 

 

第 1節 緒言 

 

第 1 章では、5 種の OATP1B1 基質を用いて網羅的に OATP1B1 機能に及ぼす分子標的薬の影響を

評価した結果、レンバチニブが OATP1B1 による全ての基質の輸送を強力に阻害することについて明

らかにした。そこで本章では、レンバチニブに焦点を当てた詳細な検討を行った。第 1章においてFL

以外の基質の輸送を中程度に阻害したニロチニブが、OATP1B1の基質となることが報告されている 51)。

また、レンバチニブは肝消失型薬物であるり 85)、その血中濃度は OATP1B1 阻害薬であるリファンピ

シンの併用により有意に増大することが報告されている 86)。これらのことから、レンバチニブもニロ

チニブと同様にOATP1B1の基質となり、他のOATP1B1基質の輸送を強力に阻害する可能性が考えら

れた。 

OATP1B1 を介した薬物相互作用は、時として致死的な有害事象にもなるため 22-24)、最近では、ア

メリカ食品医薬品局 (US Food and Drug Administration (FDA)) 
87)

 や欧州医薬品庁 (European Medicines 

Agency (EMA)) 
88)

 は、CYP同様に医薬品承認申請時に、OATP1B1を介した薬物相互作用リスク評価

に関する資料の提出を求めている。本邦においても、2014 年に厚生労働省医薬食品局審査管理課 

(Japan Ministry of Health, Labor and Welfare (MHLW)) より、「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)」が公表されている 89)。OATP1B1 の輸送機能を変動させる薬物の中

には、リファンピシンのようにOATP1B1の基質となり 90)、OATP1B1を介した基質薬物の輸送を臨床

用量から想定される血中濃度域で阻害するものもあれば 91)、シクロスポリンのように OATP1B1 基質

とならないが、強力な阻害作用を示す薬物も存在する 80)。現状では in vitro実験によるOATP1B1の相

互作用試験を行い、in vitro相互作用試験のデータと臨床相互作用のデータに基づいて作成された決定

樹を用いて薬物相互作用の有無が評価されている (Figure 2-1)。 

そこで本章では、レンバチニブによるOATP1B1を介した基質輸送の阻害機序について検討すると

共に、レンバチニブが臨床において OATP1B1 を介した相互作用の可能性についても合わせて評価し

た。 
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Figure 2-1. OATP1B1 inhibition decision tree: evaluation of the possibility of the investigational drug  

being an OATP1B1 inhibitor. 

The decision tree of the FDA for the inhibition of OATP1B1 consists of two steps
87)

, and MHLW recommends 
only the second step

89)
. Cmax, steady-state total plasma concentration; [I]u,inlet,max, estimated maximum unbound 

concentration of molecular-targeted agent at the inlet to the liver; Ki, inhibition constant. 
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第 2節 実験方法 

 

1. 試薬 

アトルバスタチン、カンプトテシン、DCF、FL、SN-38、バルサルタン、テルミサルタン、ロスバ

スタチンおよび酪酸ナトリウムは、Tokyo Chemical Industry より、レンバチニブは AdooQ Bioscience 

(Irvine, CA, USA) より、それぞれ購入した。その他の試薬は試薬特級グレードまたはHPLCグレード

のものを使用した。 

 

2. 細胞 

HEK293 細胞は、ヒューマンサイエンス研究資源バンクより購入した。なお、実験には OATP1B1

を安定発現させた HEK293 細胞 (HEK/OATP1B1 細胞) および空のベクターが導入された HEK293 細

胞 (HEK/Mock細胞) をそれぞれ使用した 19)。 

 

3. 試薬の調製 

1) 細胞培養液の調製 

D-MEM (Life Technologies) 粉末培地およびNaHCO3 (終濃度44.0 mM) をpf-UPW 1Lに溶解した後、

PS-mix (終濃度 Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 µg/mL, Nakalai Tesque) 10 mL および MEM 

Non-Essential Amino Acids Solution (100x) (終濃度0.1 mM, Nakalai Tesque) 10 mLを添加した。この時、

HEK/OATP1B1細胞およびHEK/Mock細胞では、G418 (終濃度0.72 mM, Nakalai Tesque) を添加した。

クリーンベンチ内で、その混合液を0.22 µmのメンブランフィルターを用いて濾過滅菌した後、0.45 µm

のメンブランフィルターを用いて濾過滅菌した非動化済みのFBS (終濃度 10%, Lot No. AXM56561お

よびAAJ208538, Thermo Fisher scientific K.K.) 100 mLを添加し、細胞培養液を調製した。調製後は冷蔵

庫にて4˚Cで保存し、細胞培養時には温浴で37˚Cに加温したものを用いた。 

 

2) HEPES-HBSS (HEPES-Hank’s balanced salt solution buffer) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.20 g、CaCl2 0.07 g、MgSO4•7H2O 0.05 g、MgCl2•6H2O 0.05 g、Na2HPO4•12H2O 0.054g、

KH2PO4 0.03g、NaHCO3 0.176 g、Glucose 0.50 gおよびHEPES 2.98 gをpf-UPWで溶解後、500 mL に

メスアップし、1M NaOHで pH 7.4とし、HEPES-HBSSを調製した。調製後は冷蔵庫にて4˚Cで保存

した。 
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3) PBS (Phosfate-buffered saline) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.10 g、KH2PO4 0.10 gおよびNa2HPO4•12H2O 1.448 gを pf-UPWで溶解後、500 mL 

にメスアップし、PBS (-) を調製した。この時、PBS (+) はCaCl2 (終濃度0.9 mM)、MgCl2 (終濃度0.5 mM) 

を添加した。滅菌PBS (-) 調製の場合は、121 ̊ Cで 20分間、高圧蒸気滅菌した。調製後は冷蔵庫にて

4˚Cで保存した。 

 

4. 細胞の継代 

あらかじめ細胞培養液および滅菌PBS (-) 溶液は37˚C に加温し、Tripsin-EDTA溶液は室温に戻し

た。10 cmディッシュの細胞培養液を吸引除去後、滅菌PBS (-) 溶液により2回洗浄した。Tripsin-EDTA

溶液2 mLを添加して、37˚Cで数分間加温することでディッシュから細胞を剥離した。細胞培養液8 mL

を添加し、190×gで 6分間遠心分離した。上清除去後に得られたペレットを細胞培養液10 mLで懸濁

し、10 cmディッシュ (IWAKI AGC Techno glass Co., Ltd.) に播種し、37˚C、5%CO2条件下にて培養し

た。 

 

5. コラーゲンコート法 

細胞接着と伸展の促進を目的として、株式会社ニッピのコラーゲンコート培養方法に従って、24

穴細胞培養プレート (Corning Inc.) および 12穴細胞培養プレート (Corning Inc.) にコラーゲン処理を

行った。すなわち、ウシ真皮由来Ⅰ型コラーゲン (3 mg/mL) に濾過滅菌済5 mM酢酸を加え300倍希

釈した溶液 (10 µg/mL, 24穴細胞培養プレート) または 150倍希釈した溶液 (20 µg/mL、12穴細胞培養

プレート) を、0.5 mLずつ各穴に添加した。30分静置後、内容液を吸収除去した。その後 30分間風

乾させ、PBS (-) 0.5 mLで3回洗浄し細胞播種に用いた。 

 

6. 細胞播種 

HEK/OATP1B1 細胞および HEK/Mock 細胞をコラーゲン処置済 24 穴細胞培養プレート (0.5×10
5
 

cells/mL/well) または12穴細胞培養プレート (1.5×10
5
 cells/mL/well) に播種し、37˚C，5%CO2条件下に

て培養した。3 日間後、遺伝子発現を活性化させる目的でヒストン脱アセチル化酵素阻害薬である酪

酸ナトリウム (終濃度5 mM) 含有細胞培養液に交換し、培養した 58)。翌日、細胞内取り込み実験を第

2章第2節 7. に示すとおり行った。 
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7. 細胞内取り込み実験 

1) 基質の細胞内取り込み実験 

細胞内取り込み実験は、第1章第2節 7. と同様に行った。細胞は、37˚Cに加温したHEPES-HBSS

溶液 (pH 7.4) で 2回洗浄し、加温したHEPES-HBSSで 10分間プレインキュベーションした。レンバ

チニブの濃度を変化させた OATP1B1 基質の輸送実験では、基質と同時にレンバチニブを添加した。

試験溶液として、各種基質 (FL: 3 µM, DCF: 1 µM, アトルバスタチン: 0.5 µM, SN-38: 1 µM, バルサルタ

ン: 1 µM) のみをHEPES-HBSSに溶解したコントロール溶液、基質にレンバチニブ (0.3-30 µM) を添

加した HEPES-HBSS 溶液を調製した。なお、基質として SN-38 を用いる場合は、取り込み実験の前

日にDMSOに溶解し、等量の0.05 M NaOHを添加することでSN-38を完全にカルボキシ体に変換し

たものを用い、取り込み実験開始3分前に試験溶液を調製した 19, 39)。基質濃度を変化させた実験では、

試験溶液として、各種基質 (FL: 5-200 µM, DCF: 2-100 µM, アトルバスタチン: 0.2-5 µM, バルサルタン: 

5-150 µM) のみをHEPES-HBSSに溶解したコントロール溶液、基質にレンバチニブ (3 µM) を添加し

たHEPES-HBSS溶液を調製した。なお、SN-38の検討に関してはSN-38の溶解度が低いため十分な濃

度の取り込み実験が行えなかったことから、検討した濃度範囲内では輸送飽和性が確認できず、速度

論的解析を行うための十分なデータを確保できなかった。取り込み実験は、37˚Cに加温した試験溶液

0.3 mL (24穴細胞培養プレート) または0.5 mL (12穴細胞培養プレート) を添加することにより開始し

た。一定時間 (FL, DCF, アトルバスタチンおよびバルサルタン: 2分, SN-38: 0.5分) 経過後に、試験溶

液を吸収除去することにより取り込みを停止した。その後、直ちに氷上に移し、氷冷PBS (+) で細胞

を 3回ずつ素早く洗浄した。なお、OATP1B1機能評価実験に先立ち、基質の細胞内取り込み量を経時

的に測定したところ、FL、DCFおよびアトルバスタチンでは2分間までの範囲内において時間依存的

な増加と 5分間以降での定常状態が、バルサルタンでは 2分間までの範囲内において時間依存的な増

加と10分間以降での定常状態がそれぞれ観察されたため、基質の輸送実験は取り込み時間を2分間と

した。一方、SN-38では取り込み1分間までの範囲内において時間依存的な増加が観察されたものの、

それ以降では速やかに定常状態に達したため、基質の輸送実験は取り込み時間を 0.5 分間とした。ま

た、いずれの基質においても、レンバチニブの濃度を変化させた輸送実験は、基質濃度と細胞内取り

込み量との間に線形性が成り立つ濃度範囲内において検討した。取り込み実験終了後、第 2章第 2節

8. に示す細胞内薬物量の定量が行われるまで-80˚Cにて保管した。 

 

2) レンバチニブの細胞内取り込み実験 

レンバチニブの細胞内取り込み実験は、以下のように行った。細胞は、37˚C に加温した
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HEPES-HBSS溶液 (pH 7.4) で2回洗浄し、加温したHEPES-HBSSで 10分間プレインキュベーション

した。試験溶液として、レンバチニブ (時間依存性: 0.2 µM, 濃度依存性: 0.1-5 µM) を添加した

HEPES-HBSSを調製した。取り込み実験は、37˚Cに加温した試験溶液0.5 mL (12穴細胞培養プレート) 

を添加することにより開始した。一定時間 (時間依存性: 0.5-10分, 濃度依存性: 2分) 経過後に、試験

溶液を吸収除去することにより取り込みを停止した。その後、直ちに氷上に移し、氷冷PBS (+) で細

胞を 3回ずつ素早く洗浄した。なお、レンバチニブ時間依存実験は、基質濃度と細胞内取り込み量と

の間に線形性が成り立つ濃度範囲において検討し、レンバチニブ濃度依存性実験は、取り込み時間と

細胞内取り込み量との間に線形性が成り立つ時間範囲内において検討した。取り込み実験終了後、第

2章第2節 8. に示す細胞内薬物量の定量が行われるまで-80˚Cにて保管した。 

 

8. 細胞内薬物量の定量 

基質としてFLおよびDCFを用いた場合は、0.1 M NaOH水溶液350 µLでアルカリ溶解させた細胞

溶液を、基質としてアトルバスタチン、バルサルタンおよびレンバチニブを用いた場合はUPW 500 µL

で凍結融解した細胞懸濁液を、基質としてSN-38を用いた場合は0.4 M NaOH水溶液350 µLでアルカ

リ溶解後、0.4 M HCl水溶液 350 µLで中和させた細胞溶液をそれぞれ検体とし、以下に示す基質の細

胞内蓄積量の定量を行った。なお、基質の取り込み量は、タンパク質の定量により単位タンパク質当

たりの基質取り込み量とした。 

 

1) FLおよびDCFの定量 

FLおよびDCFは、Izumiらの報告 60)
 に準じて行った。検体200 µLを96穴蛍光測定用黒色プレー

ト (Corning
TM

 96-well Solid Black Polystyrene Microplates, Corning Inc.) に分取後、Multi-Mode Microplate 

Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan) を用いて、励起波長485 nm、蛍光波長528 nmにて蛍光強度を測

定することで定量した。 

 

2) アトルバスタチンの定量 

アトルバスタチンの定量は、Ayadらの報告 62)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である2 

nMテルミサルタン含有アセトニトリル1,200 µLを添加し 63)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心

分離することで除タンパクした。上清 1,500 µLを分取後、窒素気流下にて 40˚C で蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40) 150 µLを添加し溶解し

たものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 
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使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長260 nm, 蛍光波長300 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : アトルバスタチン13分, テルミサルタン6分

 

3) SN-38の定量 

SN-38の定量は、Katsubeらの報告 19)
 に準じて行った。検体 400 µLに内標準物質である1.25 ng/mL

カンプトテシン含有50%メタノール水溶液100 µLおよびアセトニトリル1,300 µLを順次添加し、1分

間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離することで除タンパクした上清 1,600 µLを分取後、すべてラ

クトン体にするために上清に 0.2 M HCl 100 µLを加え 19, 39)、窒素気流下にて40˚Cで蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25) 150 µLを添加し溶

解したものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長370 nm, 蛍光波長530 nm

カラム槽温度 : 40˚C

 

4) バルサルタンの定量 

バルサルタンの定量はRaoの方法 64)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である50 nMロ

サルタン含有アセトニトリル 1,200 µLを順次添加し 65)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離す

ることで除タンパクした。上清1,500 µLを分取後、窒素気流下にて40 ˚Cで蒸発乾固した。さらに、

残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45) 150 µLを添加し溶解したも

のを下記のHPLC分析条件にて定量した。 
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使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長270 nm, 蛍光波長380 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : バルサルタン14分, ロサルタン7分

 

5) レンバチニブの定量 

レンバチニブの定量は、Prashanthiらの報告 92) に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である

200 nMアムロジピン含有アセトニトリル1,300 µLおよび50%メタノール水溶液 100 µLを添加し 93)、

1分間撹拌後、15,000×gで10分間遠心分離することで除タンパクした。上清1,700 µLを分取後、窒素

気流下にて40˚Cで蒸発乾固し、残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0) : アセトニトリル = 67 : 

33) 200 µLを添加し溶解した。その混合物を再度15,000×gで 10分間遠心分離することで不溶性異物を

除去したものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu System Controller SCL-10Avp (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-10ADvp (島津製作所)

ポンプ : LC-10AD (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0) : アセトニトリル = 67 : 33

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : SPD-20A (島津製作所)

検出波長 : 吸光度波長240 nm

カラム槽温度 : 40˚C

オンラインデガッサ : DGU-12A (島津製作所)

保持時間 : レンバチニブ11分, アムロジピン15分

 

6) タンパク質の定量 

タンパク質の定量は、BSAを標準タンパク質としたLowlyらの方法 66) に準じて行った。サンプル

200 µLに対して2 w/v %Na2CO3含有 0.1 M NaOH水溶液と0.5% CuSO4•5H2O含有 1 w/v %酒石酸カリ

ウム水溶液を50 : 1で混合した溶液1 mLを添加後、直ちに攪拌した。10分間静置後に、UPWで2倍

希釈したフェノール試薬100 µLを添加し、直ちに攪拌した。30分間静置したものMulti-Mode Microplate 
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Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan) を用いて、検出波長 750 nmにて吸光度を測定した。 

 

9. データ解析 

1) 統計学的解析 

OATP1B1 特異的な基質の取り込み速度は、HEK/OATP1B1 細胞における取り込み速度から、

HEK/Mock細胞における取り込み速度を差し引いて算出した。得られた測定値は、すべて平均値±標

準誤差 (S.E.) (n = 4) または算出値 (95%信頼区間 (平均値±1.96×S.E.)) (n = 4) で表示した。統計学的

検定として、三群間以上の多群間の比較にはnon-repeated measures a one-way ANOVAに続くDunnett’s 

test を適応した。その際、危険率 5%未満 (両側) を有意差ありとした。また、輸送パラメータの比較

は、両群の95%信頼区間が重ならない場合を有意差ありとした。統計学的解析には、統計解析ソフト 

SPSS II version 24.0. (IBM) を用いた。 

 

2) 速度論的解析 

OATP1B1の輸送パラメータであるVmaxおよびKm、非線形最小二乗法プログラム (MULTI program) 

を用いて 94)、HEK/OATP1B1細胞およびHEK/Mock細胞において基質濃度依存性実験から得られたデ

ータに式 (2-1, 2-2) を当てはめることで算出した。 

HEK/OATP1B1細胞の場合： 

 
 

  )1(dif

m

max SP
SK

SV
v 




  

 

HEK/Mock細胞の場合： 

  )2(dif SPv   

 

ここで、v、[S] およびPdifは、それぞれ取り込みの初速度 (initial uptake velocity)、基質濃度、非特異的

取り込みクリアランス (non-saturable uptake velocity) を示す。 

OATP1B1を介した基質輸送に対する分子標的薬の50%阻害濃度 (IC50) は、MULTI programを用い

て 91)、得られたデータに式 (2-3, 2-4) を当てはめることにより算出した 68, 95)。 
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ここで、P、P0 および [I] は、それぞれ阻害コンポーネント、非阻害コンポーネントおよび分子標的

薬の濃度を示す。なお、最適適合モデルは、Akaike information criterion (AIC) の値が最も低値したもの

を選択した 96)。 

また、分子標的薬のOATP1B1輸送活性に対する阻害定数 (Ki) は，競合阻害を仮定した式 (2-5) を

用いて算出した 97)。なお、SN-38 の [S] は Km値よりも十分に低いと推測されたので、SN-38 の Ki値

は IC50とほぼ同一であるとした。 
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3) 薬物相互作用指数予測 

OATP1B1の直接的阻害を介したDDIの可能性を予測するために、OATPに関するFDAのドラフト

ガイダンスに従い 87)、それぞれの分子標的薬の臨床推定用量における定常状態の総Cmaxおよび非結合

形薬物の門脈血中最高濃度 ([I]u,inlet,max) 並びに本研究で得られた各基質を用いた際における Ki 値を用

いて、式 (2-6) から薬物相互作用指数 (R 値：特定の取り込み反応に対する被験薬の存在下と非存在

下のOAP1B1を介した輸送における基質の固有クリアランス値の比) を算出した。OATP1B1の機能評

価は、FDAでは、[I] = Cmaxを用いた場合と[I] = [I]u,inlet,maxを用いた場合の2段階 87)、本邦においては [I] 

= [I]u,inlet,maxを用いた場合の1段階で行われている 89)
 (Figure 2-1)。 

 
)6(1

iK

I
R   

 

なお、[I] には、[I]u,inlet,maxまたはCmaxを代入した。FDAのドラフトガイダンスに従い、式 (2-7) に [I] = 

Cmaxを代入した場合は R ＝ 1.1を、[I] = [I]u,inlet,maxを代入した場合はR ＝ 1.25を、それ以上の値を示

せば薬物相互作用が生じうるしきい値とした。[I]u,inlet,maxは、式 (2-7) を用いて算出した 98)。 
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ここで、fuは血中非結合率、kaは分子標的薬の吸収速度定数、Dose は分子標的薬の一回投与量、Fa×

Fgは分子標的薬の消化管アベイラビリティ、Qhは総肝血流量 (97 L/hr) を示す。本研究では、既報に

基づき、偽陰性の予測リスクを避けるために ka = 0.1およびFa×Fg = 1に設定した 98)。  
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第 3節 結果 

 

1. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼすレンバチニブの濃度依存的な影響 

レンバチニブは、OATP1B1を介したFL、DCF、アトルバスタチン、SN-38およびバルサルタンの

取り込みを濃度依存的に低下させた (Figure 2-2)。 

 

 

  

Figure 2-2. Concentration-dependent effects of lenvatinib on OATP1B1-mediated uptake 

of substrates. 

Uptake experiments with substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS 
containing FL (A, 3 µM), DCF (B, 1 µM), atorvastatin (C, 0.5 µM), SN-38 (D, 1 µM), and 
valsartan (E, 1 µM) in the absence (Control) or presence of presence of lenvatinib (0.3−30 µM) 
at 37 ˚C for 2 min (FL, DCF, atorvastatin, and valsartan) or 0.5 min (SN-38) after 10 min of 
pre-incubation. Each point represents mean ± S.E. (n = 4). The significance of any differences 
from Control were determined using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test 
(*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 6”. 
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2. 薬物相互作用指数予測 

Table 2-1に、Figure 2-2から算出した IC50値および既報から算出したR値を示す。 

OATP1B1を介したFL、DCF、アトルバスタチン、SN-38およびバルサルタンの輸送におけるレン

バチニブの IC50値はそれぞれ 1.86 µM、2.35 µM、2.68 µM、3.21 µMおよび2.62 µMであった。また、

FL、DCF、アトルバスタチン、SN-38 およびバルサルタンを基質とした際のレンバチニブの R 値は、

レンバチニブの濃度が Cmaxで想定した場合はそれぞれ 1.71、1.57、1.81、1.38 および 1.48 であり、全

ての基質でカットオフ値を満たした。しかしながら、レンバチニブの濃度が [I]u,inlet,maxで想定した場合

はそれぞれ1.09、1.08、1.11、1.05および1.06であり、全ての基質でカットオフ値を満たさなかった。 

 

Table 2-1. IC50 and R values of lenvatinib inhibition of OATP1B1 activity. 

(mM) (mM) (mM) (mM)

FL 1.86 ± 0.15 1.72 ± 0.14 1.71 1.09

DCF 2.35 ± 0.05 2.12 ± 0.05 1.57 1.08

atorvastatin 2.68 ± 0.40 1.49 ± 0.22 1.81 1.11

SN-38 3.21 ± 0.25 3.21 ± 0.25 1.38 1.05

valsartan 2.62 ± 0.06 2.50 ± 0.06 1.48 1.06

R  value
 Molecular-

targeted

agents

Substrate

lenvatinib 1.21 0.16

IC50 K i Cmax [I ]u,inlet,max

[I ] =

Cmax

[I ] =

[I ]u,inlet,max

 

 

 

 

 

  

Each column represents the estimated mean ± S.E. obtained using MULTI software based on eq (3-3–3-7) 
as described in the Experimental Section. Dosage and plasma concentration information obtained from 
cited pharmacokinetics studie

79)
. Values of fu, Dose were set to 0.034, 24 mg (lenvatinib). Cmax, steady-state 

total plasma concentration; DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein; fu, unbound fraction in blood; 
[I]u,inlet,max, estimated maximum unbound concentration of molecular-targeted agent at the inlet to the liver; 
IC50, Half-maximal inhibitory concentration; Ki, inhibition constant. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Table 1”. 
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3. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼすレンバチニブの影響に関する速度論的解析 

Figure 2-3には、レンバチニブ共存下における基質濃度依存の検討結果を示す。また、Table 2-2に

は、速度論的解析の結果を示す。 

レンバチニブ (3 µM) 存在下におけるFLおよびDCFのVmax値は、コントロールと比較して22%

および15%有意に低値を示したが、アトルバスタチンおよびバルサルタンのVmax値に有意な変動は認

められなかった。一方、レンバチニブ存在下におけるFL、DCF、アトルバスタチンおよびバルサルタ

ンのKm値は、コントロールと比較して28%、187%、99%および62%有意に高値を示した。 

 

 

 

  

Figure 2-3. Concentration dependence of OATP1B1-mediated transport of substrates in the absence or 

presence of lenvatinib. 

Uptake experiments of (A) FL, (B) DCF, (C) atorvastatin and (D) valsartan in HEK293 cells were performed 
in HEPES-HBSS containing FL (5−200 µM), DCF (2−100 µM), atorvastatin (0.2−5 µM), and valsartan 
(5−150 µM) in the absence (open circles) or presence of lenvatinib (3 µM, closed circles) at 37˚C for 2 min 
after 10 min before incubation. Fitted lines obtained using nonlinear least-squares regression analysis based on 
eq (2-1, 2-2) are shown as Michaelis-Menten plots; each point represents mean ± S.E. (n = 4). DCF, 
2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
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Table 2-2. Kinetic parameters of OATP1B1 activity in the absence or presence of lenvatinib 

 Molecular-targeted agents V max K m

 (3 μM) (pmol·mg protein
-1

·2 min
-1

) (μM)

Control 230 (222–238) 43.2 (39.0–47.4)

lenvatinib 180 (173–187) * 55.5 (51.8–59.1) *

Control 203 (198–208) 10.8 (10.1–11.6)

lenvatinib 173 (167–179) * 31.1 (27.0–35.1) *

Control 26.6 (24.7–28.4) 0.63 (0.52–0.74)

lenvatinib 28.0 (25.4–30.6) 1.25 (1.01–1.49) *

Control 66.8 (65.8–67.9) 21.1 (20.1–22.0) 

lenvatinib 63.0 (58.6–67.4) 34.2 (28.4–40.0) *

valsartan

Substrate

atorvastatin

DCF

FL

 

  Uptake experiments of substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS containing FL 
(5−200 µM), DCF (2−100 µM), atorvastatin (0.2−5 µM), and valsartan (5−150 µM) in the absence or 
presence of lenvatinib (3 µM) at 37˚C for 2 min after 10 min before incubation. Each column represents 
estimated mean (95% confidence intervals) value (n = 4) obtained using MULTI software based on eq (2-1, 
2-2) as described in Experimental Section. *Non-overlapping 95% confidence intervals, vs. Control. DCF, 
2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein; Km, Michaelis-Menten constant; Vmax, maximum uptake. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Table 2”. 
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4. HEK/Mock細胞およびHEK/OATP1B1細胞におけるレンバチニブの細胞内取り込み 

HEK/OATP1B1細胞およびHEK/Mock細胞におけるレンバチニブの取り込み量は時間依存的に増

加し、HEK/OATP1B1細胞におけるレンバチニブの取り込み量はHEK/Mock細胞における取り込み量

と比較して、軽微であるが有意に増大した (Figure 2-4A)。また、レンバチニブのOATP1B1を介した

輸送は濃度依存的な増加し、飽和性が認められた。速度論的解析から得られたレンバチニブの

OATP1B1を介した輸送におけるVmax値およびKm値は、それぞれ146 (106–186) pmol/mg protein/2 min.、

2.77 (1.37–4.18) µMであった (Figure 2-4B)。 

 

 

  

Figure 2-4. Cellular uptake of lenvatinib in HEK/OATP1B1 and HEK/Mock cells. 

(A) Uptake experiment to determine potential time-dependent effects of lenvatinib in HEK/OATP1B1 
(open circles) and HEK/Mock (closed circles) cells was performed in HEPES-HBSS containing 
lenvatinib (0.2 µM) at 37°C for 0.5–10 min after 10 min pre-incubation. (B) Uptake experiment to 
determine potential concentration-dependence of lenvatinib in HEK/OATP1B1 (open circles) and 
HEK/Mock (closed circles) cells was performed in HEPES-HBSS containing lenvatinib (0.1−5 µM) at 
37°C for 2 min after 10 min pre-incubation. OATP1B1-mediated points (closed triangle) representing 
specific contribution of OATP1B1 to observed transport of lenvatinib were calculated by subtracting 
intracellular accumulation of lenvatinib in HEK/Mock cells from that in HEK/OATP1B1 cells. Fitted 
lines obtained using nonlinear least-squares regression analysis based on eq (2-1, 2-2) are shown as 
Michaelis-Menten plots; each point represents mean ± S.E. (n = 4). The significance of any differences 
between means was determined using unpaired Student’s t-test (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 
0.001). 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 7”. 
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第 4節 考察 

 

レンバチニブは、OATP1B1 を介した 5種全ての基質の輸送を濃度依存的に強力に阻害し、そのKi

値は1.49–3.21 µMであった (Figure 2-2およびTable 2-1)。レンバチニブ反復投与時のCmaxは 1.21 µM

と報告されており 79)、算出されたR値はレンバチニブの濃度がCmaxと想定した場合はいずれもカット

オフ値を満たした。しかしながら、レンバチニブは血清タンパク結合率が 96.6% と非常に高いため、

レンバチニブの濃度を [I]u,inlet,max (= 0.16 µM) と想定した場合は、いずれもカットオフ値を満たさなか

った。この基準のみではより積極的な肝濃縮などの理由で生じる偽陰性を完全には否定できないもの

の 99)、レンバチニブが臨床において OATP1B1 の直接的阻害を介した薬物相互作用を引き起こす可能

性は低いと考えられる。 

レンバチニブは、FL、DCF、アトルバスタチンおよびバルサルタンのKmを増大させた一方で、Vmax

にほとんど影響しなかった (Table 2-2)。加えて、HEK/OATP1B1 細胞におけるレンバチニブの取り込

み量は、HEK/Mock細胞における取り込み量と比較して有意に高値を示した (Figure 2-4)。さらに、速

度論的解析にて算出されたKm値は2.77 (1.37–4.18) µMであり、レンバチニブのKi値 (1.49–3.21 µM) と

一致していた (Table 2-1)。これらの結果から、レンバチニブは OATP1B1 の基質となることで、他の

OATP1B1基質の輸送を競合的に阻害することが考えられた。興味深いことに、レンバチニブと共通す

る 4-(4-aminophenoxy)-quinoline 骨格を有するカボザンチニブの代謝物 EXEL-1644 が、OATP1B1 の基

質であり阻害薬となること 77)
 が報告されている。したがって、OATP1B1 がレンバチニブを基質認識

するには、4-(4-aminophenoxy)-quinoline骨格が重要である可能性が考えられる。 
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第 5節 小活 

 

本章では、OATP1B1 による基質輸送に及ぼすレンバチニブの影響について詳細な検討を行い、次

の知見を得た。 

 

1. レンバチニブはOATP1B1を介した輸送において検討した4種全ての基質のKm値を増大させるこ

と 

2. レンバチニブがOATP1B1の基質となること 

3. レンバチニブのCmaxから得た相互作用指数 R値はカットオフ値を満たしたものの、[I]u,inlet,maxから

得たR値はカットオフ値を満たさないこと 

 

以上の結果から、レンバチニブがOATP1B1の基質となることで、他のOATP1B1基質の輸送活性

を強力に阻害するものの、その高いタンパク結合率のため臨床用量から想定される血中濃度域では

OATP1B1の直接的阻害に基づく薬物相互作用を引き起こす可能性は低いことを明らかにした。 
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第 3章 分子標的抗がん薬存在下でのOATP1B1基質輸送の速度論的解析 

 

第 1節 緒言 

 

第 1章では、複数のOATP1B1 基質を用いてOATP1B1 の機能に及ぼす分子標的の影響について評

価した結果、アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブが OATP1B1 基質の輸送を促進または阻

害するなど、OATP1B1基質の種類によって異なる影響を及ぼすことを明らかにした。すなわち、1) ア

ファチニブがアトルバスタチン、DCF およびバルサルタンの輸送にほとんど影響しないものの、FL

および SN-38 の輸送を促進させること、2) セリチニブが FL、DCF、アトルバスタチンおよび SN-38

の輸送を低下させるものの、バルサルタンの輸送を促進さること、3) ニンテダニブがアトルバスタチ

ン、DCF、およびSN-38の輸送にほとんど影響しないものの、FLおよびバルサルタンの輸送を促進さ

せることを示した。単に OATP1B1 上に複数の基質結合部位があり 55)、基質により結合部位が異なっ

ている場合は、同一の経路で輸送される基質群は同じ挙動を示すと考えられる。しかしながら、取り

込み促進を観察した基質がアファチニブではFLおよびSN-38、セリチニブではバルサルタン、ニンテ

ダニブではFLおよびバルサルタンであり、取り込み阻害を観察した基質が、セリチニブではFL、DCF、

アトルバスタチンおよびSN-38、ニンテダニブではDCFおよびSN-38であるなど、促進または阻害作

用を受ける基質が分子標的薬間で一致しないことも明らかである。以上のことから、OATP1B1に複数

の基質結合部位が存在するという仮説のみでは、これら分子標的薬による多様な影響を説明すること

は難しい。 

そこで本章では、OATP1B1 輸送機能に及ぼすアファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブの影

響における基質間の相違性の原因を明らかにする目的に、速度論的解析を用いて詳細に検討すること

とした。 
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第 2節 実験方法 

 

1. 試薬 

アトルバスタチン、カンプトテシン、DCF、FL、SN-38、バルサルタン、テルミサルタン、ロスバ

スタチンおよび酪酸ナトリウムは、Tokyo Chemical Industry より、アファチニブおよびセリチニブは

MedChem Expressより、ニンテダニブはLC Laboratoriesより、それぞれ購入した。その他の試薬は試

薬特級グレードまたはHPLCグレードのものを使用した。 

 

2. 細胞 

HEK293 細胞は、ヒューマンサイエンス研究資源バンクより購入した。なお、実験には OATP1B1

を安定発現させた HEK293 細胞 (HEK/OATP1B1 細胞) および空のベクターが導入された HEK293 細

胞 (HEK/Mock細胞) をそれぞれ使用した 19)。 

 

3. 試薬の調製 

1) 細胞培養液の調製 

D-MEM (Life Technologies) 粉末培地およびNaHCO3 (終濃度44.0 mM) をpf-UPW 1Lに溶解した後、

PS-mix (終濃度 Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 µg/mL, Nakalai Tesque) 10 mL および MEM 

Non-Essential Amino Acids Solution (100x) (終濃度0.1 mM, Nakalai Tesque) 10 mLを添加した。この時、

HEK/OATP1B1細胞およびHEK/Mock細胞では、G418 (終濃度0.72 mM, Nakalai Tesque) を添加した。

クリーンベンチ内で、その混合液を0.22 µmのメンブランフィルターを用いて濾過滅菌した後、0.45 µm

のメンブランフィルターを用いて濾過滅菌した非動化済みのFBS (終濃度 10%, Lot No. AXM56561お

よびAAJ208538, Thermo Fisher scientific K.K.) 100 mLを添加し、細胞培養液を調製した。調製後は冷蔵

庫にて4˚Cで保存し、細胞培養時には温浴で37˚Cに加温したものを用いた。 

 

2) HEPES-HBSS (HEPES-Hank’s balanced salt solution buffer) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.20 g、CaCl2 0.07 g、MgSO4•7H2O 0.05 g、MgCl2•6H2O 0.05 g、Na2HPO4•12H2O 0.054g、

KH2PO4 0.03g、NaHCO3 0.176 g、Glucose 0.50 gおよびHEPES 2.98 gをpf-UPWで溶解後、500 mL に

メスアップし、1M NaOHで pH 7.4とし、HEPES-HBSSを調製した。調製後は冷蔵庫にて4˚Cで保存

した。 
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3) PBS (Phosfate-buffered saline) の調製 

NaCl 4.00 g、KCl 0.10 g、KH2PO4 0.10 gおよびNa2HPO4•12H2O 1.448 gを pf-UPWで溶解後、500 mL 

にメスアップし、PBS (-) を調製した。この時、PBS (+) はCaCl2 (終濃度0.9 mM)、MgCl2 (終濃度0.5 mM) 

を添加した。滅菌PBS (-) 調製の場合は、121 ̊ Cで 20分間、高圧蒸気滅菌した。調製後は冷蔵庫にて

4˚Cで保存した。 

 

4. 細胞の継代 

あらかじめ細胞培養液および滅菌PBS (-) 溶液は37˚C に加温し、Tripsin-EDTA溶液は室温に戻し

た。10 cmディッシュの細胞培養液を吸引除去後、滅菌PBS (-) 溶液により2回洗浄した。Tripsin-EDTA

溶液2 mLを添加して、37˚Cで数分間加温することでディッシュから細胞を剥離した。細胞培養液8 mL

を添加し、190×gで 6分間遠心分離した。上清除去後に得られたペレットを細胞培養液10 mLで懸濁

し、10 cmディッシュ (IWAKI AGC Techno glass Co., Ltd.) に播種し、37˚C、5%CO2条件下にて培養し

た。 

 

5. コラーゲンコート法 

細胞接着と伸展の促進を目的として、株式会社ニッピのコラーゲンコート培養方法に従って、24

穴細胞培養プレート (Corning Inc.) および 12穴細胞培養プレート (Corning Inc.) にコラーゲン処理を

行った。すなわち、ウシ真皮由来Ⅰ型コラーゲン (3 mg/mL) に濾過滅菌済5 mM酢酸を加え300倍希

釈した溶液 (10 µg/mL, 24穴細胞培養プレート) または 150倍希釈した溶液 (20 µg/mL、12穴細胞培養

プレート) を、0.5 mLずつ各穴に添加した。30分静置後、内容液を吸収除去した。その後 30分間風

乾させ、PBS (-) 0.5 mLで3回洗浄し細胞播種に用いた。 

 

6. 細胞播種 

HEK/OATP1B1 細胞および HEK/Mock 細胞をコラーゲン処置済 24 穴細胞培養プレート (0.5×10
5
 

cells/mL/well) または12穴細胞培養プレート (1.5×10
5
 cells/mL/well) に播種し、37˚C，5%CO2条件下に

て培養した。3 日間後、遺伝子発現を活性化させる目的でヒストン脱アセチル化酵素阻害薬である酪

酸ナトリウム (終濃度5 mM) 含有細胞培養液に交換し、培養した 58)。翌日、細胞内取り込み実験を第

3章第2節 7. に示すとおり行った。 
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7. 細胞内取り込み実験 

細胞内取り込み実験は、第1章第2節 7. と同様に行った。細胞は、37˚Cに加温したHEPES-HBSS

溶液 (pH 7.4) で 2回洗浄し、加温したHEPES-HBSSで 10分間プレインキュベーションした。分子標

的薬の濃度を変化させた OATP1B1 基質の輸送実験では、基質と同時に分子標的薬を添加した。試験

溶液として、各種基質 (FL: 3 µM, DCF: 1 µM, アトルバスタチン: 0.5 µM, SN-38: 1 µM, バルサルタン: 1 

µM) のみをHEPES-HBSSに溶解したコントロール溶液、基質に各種分子標的薬 (アファチニブ, セリ

チニブ, ニンテダニブ: 0.3-30 µM) を添加したHEPES-HBSS溶液を調製した。なお、基質としてSN-38

を用いる場合は、取り込み実験の前日にDMSOに溶解し、等量の0.05 M NaOHを添加することでSN-38

を完全にカルボキシ体に変換したものを用い、取り込み実験開始3分前に試験溶液を調製した 19, 39)。

基質濃度を変化させた実験では、顕著な促進または阻害 (IC50 < 30 µM) が認められた基質と分子標的

の組み合わせを選択し、DCFと分子標的薬の組み合わせを比較対象とした。試験溶液として、各種基

質 (FL: 5-200 µM, DCF: 2-100 µM, アトルバスタチン: 0.2-5 µM, バルサルタン: 5-150 µM) のみを

HEPES-HBSSに溶解したコントロール溶液、基質に各種分子標的薬 (アファチニブ, セリチニブ, ニン

テダニブ: 30 µM) を添加した HEPES-HBSS 溶液を調製した。なお、SN-38 の検討に関しては SN-38

の溶解度が低いため十分な濃度の取り込み実験が行えなかったことから、検討した濃度範囲内では輸

送飽和性が確認できず、速度論的解析を行うための十分なデータを確保できなかった。取り込み実験

は、37˚Cに加温した試験溶液 0.3 mL (24穴細胞培養プレート) または0.5 mL (12穴細胞培養プレート) 

を添加することにより開始した。一定時間 (FL, DCF, アトルバスタチンおよびバルサルタン: 2 分, 

SN-38: 0.5分) 経過後に、試験溶液を吸収除去することにより取り込みを停止した。その後、直ちに氷

上に移し、氷冷PBS (+) で細胞を3回ずつ素早く洗浄した。なお、OATP1B1機能評価実験に先立ち、

基質の細胞内取り込み量を経時的に測定したところ、FL、DCFおよびアトルバスタチンでは2分間ま

での範囲内において時間依存的な増加と 5分間以降での定常状態が、バルサルタンでは 2分間までの

範囲内において時間依存的な増加と10分間以降での定常状態がそれぞれ観察されたため、基質の輸送

実験は取り込み時間を 2分間とした。一方、SN-38 では取り込み 1分間までの範囲内において時間依

存的な増加が観察されたものの、それ以降では速やかに定常状態に達したため、基質の輸送実験は取

り込み時間を 0.5 分間とした。また、いずれの基質においても、分子標的薬の濃度を変化させた輸送

実験は、基質濃度と細胞内取り込み量との間に線形性が成り立つ濃度範囲内において検討した。取り

込み実験終了後、第3章第 2節8. に示す細胞内薬物量の定量が行われるまで-80˚Cにて保管した。 
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8. 細胞内薬物量の定量 

基質としてFLおよびDCFを用いた場合は、0.1 M NaOH水溶液350 µLでアルカリ溶解させた細胞

溶液を、基質としてアトルバスタチンおよびバルサルタンを用いた場合はUPW 500 µLで凍結融解し

た細胞懸濁液を、基質としてSN-38を用いた場合は0.4 M NaOH水溶液350 µLでアルカリ溶解後、0.4 

M HCl水溶液 350 µLで中和させた細胞溶液をそれぞれ検体とし、以下に示す基質の細胞内蓄積量の定

量を行った。なお、基質の取り込み量は、タンパク質の定量により単位タンパク質当たりの基質取り

込み量とした。 

 

1) FLおよびDCFの定量 

FLおよびDCFは、Izumiらの報告 60)
 に準じて行った。検体200 µLを96穴蛍光測定用黒色プレー

ト (Corning
TM

 96-well Solid Black Polystyrene Microplates, Corning Inc.) に分取後、Multi-Mode Microplate 

Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan) を用いて、励起波長485 nm、蛍光波長528 nmにて蛍光強度を測

定することで定量した。 

 

2) アトルバスタチンの定量 

アトルバスタチンの定量は、Ayadらの報告 62)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である2 

nMテルミサルタン含有アセトニトリル1,200 µLを添加し 63)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心

分離することで除タンパクした。上清 1,500 µLを分取後、窒素気流下にて 40˚C で蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40) 150 µLを添加し溶解し

たものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 7.0)：アセトニトリル= 60：40

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長260 nm, 蛍光波長300 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : アトルバスタチン13分, テルミサルタン6分
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3) SN-38の定量 

SN-38の定量は、Katsubeらの報告 19)
 に準じて行った。検体 400 µLに内標準物質である1.25 ng/mL

カンプトテシン含有50%メタノール水溶液100 µLおよびアセトニトリル1,300 µLを順次添加し、1分

間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離することで除タンパクした上清 1,600 µLを分取後、すべてラ

クトン体にするために上清に 0.2 M HCl 100 µLを加え 19, 39)、窒素気流下にて40˚Cで蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25) 150 µLを添加し溶

解したものを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.02 Mクエン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル = 75：25

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長370 nm, 蛍光波長530 nm

カラム槽温度 : 40˚C

 

4) バルサルタンの定量 

バルサルタンの定量はRaoの方法 64)
 に準じて行った。検体400 µLに内標準物質である50 nMロ

サルタン含有アセトニトリル 1,200 µLを順次添加し 65)、1分間撹拌後、15,000×gで 10分間遠心分離す

ることで除タンパクした。上清1,500 µLを分取後、窒素気流下にて40 ˚Cで蒸発乾固した。さらに、

残渣に移動相 (0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45) 150 µLを添加し溶解したも

のを下記のHPLC分析条件にて定量した。 

 

使用機器 : Shimadzu CBM-20A Prominence Communications Bus Module (島津製作所)

オートインジェクタ : SIL-20A (島津製作所)

ポンプ : LC-20AT (島津製作所)

カラム : Inertsil ODS-Ⅲ (粒子径5 µm, 長さ25 cm×内径4.0 mm,

  ジーエルサイエンス株式会社)

移動相 : 0.05 Mリン酸緩衝液 (pH 2.0)：アセトニトリル = 55：45

流速 : 1.0 mL/min

検出器 : RF-20Axs (島津製作所)

検出波長 : 励起波長270 nm, 蛍光波長380 nm

カラム槽温度 : 40˚C

保持時間 : バルサルタン14分, ロサルタン7分
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5) タンパク質の定量 

タンパク質の定量は、BSAを標準タンパク質としたLowlyらの方法 66) に準じて行った。サンプル

200 µLに対して2 w/v %Na2CO3含有 0.1 M NaOH水溶液と0.5% CuSO4•5H2O含有 1 w/v %酒石酸カリ

ウム水溶液を50 : 1で混合した溶液1 mLを添加後、直ちに攪拌した。10分間静置後に、UPWで2倍

希釈したフェノール試薬100 µLを添加し、直ちに攪拌した。30分間静置したものMulti-Mode Microplate 

Reader (Power Scan
®
HT, BioTek Japan) を用いて、検出波長 750 nmにて吸光度を測定した。 

 

9. データ解析 

1) 統計学的解析 

OATP1B1 特異的な基質の取り込み速度は、HEK/OATP1B1 細胞における取り込み速度から、

HEK/Mock細胞における取り込み速度を差し引いて算出した。得られた測定値は、すべて平均値±標

準誤差 (S.E.) (n = 4) または算出値 (95%信頼区間 (平均値±1.96×S.E.)) (n = 4) で表示した。統計学的

検定として、三群間以上の多群間の比較にはnon-repeated measures a one-way ANOVAに続くDunnett’s 

test を適応した。その際、危険率 5%未満 (両側) を有意差ありとした。また、輸送パラメータの比較

は、両群の95%信頼区間が重ならない場合を有意差ありとした。統計学的解析には、統計解析ソフト 

SPSS II version 24.0. (IBM) を用いた。 

 

2) 速度論的解析 

OATP1B1の輸送パラメータであるVmaxおよびKmは、MULTI programを用いて 91)、HEK/OATP1B1

細胞およびHEK/Mock細胞において基質濃度依存性実験から得られたデータに式 (3-1, 3-2) を当ては

めることで算出した。 

HEK/OATP1B1細胞の場合： 

 
 

  )1(d if

m

max SP
SK

SV
v 






 

 

HEK/Mock細胞の場合： 

  )2(dif SPv   

 

ここで、v、[S] およびPdifは、それぞれ取り込みの初速度 (initial uptake velocity)、基質濃度、非特異的

取り込みクリアランス (non-saturable uptake velocity) を示す。 

････････････････････････････････････････････････････････ (3-1) 

････････････････････････････････････････････････････････････････････････(3-2) 
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OATP1B1 を介した基質輸送に対する分子標的薬の IC50、50%促進濃度 (EC50) および最大促進作用 

(Emax) は、MULTI program を用いて 94)、得られたデータに式 (3-3–3-6) を当てはめることにより算出

した 72, 95)。 

阻害作用の場合： 
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促進作用の場合： 
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ここで、γは、シグモイド定数 (sigmoidal constant) を示す。なお、最適適合モデルは、AICの値が最

も低値したものを選択した 96)。 

また、分子標的薬のOATP1B1輸送活性に対するKiは，競合阻害を仮定した式 (3-7) を用いて算出

した 97)。なお、SN-38 の [S] は Km値よりも十分に低いと推定されたので、SN-38 の Ki値は IC50とほ

ぼ同一であるとした。 
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3) 薬物相互作用指数予測 

OATP1B1の直接的阻害を介したDDIの可能性を予測するために、OATPに関するFDAのドラフト

ガイダンスに従い 87)、それぞれの分子標的薬の臨床推定用量における定常状態のCmaxおよび [I]u,inlet,max 

並びに本研究で得られた各基質を用いた際におけるKi値を用いて、式 (3-8) から薬物相互作用指数 (R

値：特定の取り込み反応に対する被験薬の存在下と非存在下のOAP1B1を介した輸送における基質の

固有クリアランス値の比) を算出した。OATP1B1の機能評価は、FDAでは、[I] = Cmaxを用いた場合と

[I] = [I]u,inlet,maxを用いた場合の 2段階 87)、本邦においては [I] = [I]u,inlet,maxを用いた場合の1段階で行われ

･･･････････････････････････････････････････ (3-3) 

･･･････････････････････････････････････ (3-4) 

････････････････････････････････････････････････････････････････････ (3-7) 

････････････････････････････････････････････ (3-5) 

･･･････････････････････････････････････････ (3-6) 



54 

 

ている 89)
 (Figure 2-1)。 
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なお、[I] には、[I]u,inlet,maxまたはCmaxを代入した。FDAのドラフトガイダンスに従い、式 (3-9) に [I] = 

Cmaxを代入した場合は R ＝ 1.1を、[I] = [I]u,inlet,maxを代入した場合はR ＝ 1.25を、それ以上の値を示

せば薬物相互作用が生じうるしきい値とした。[I]u,inlet,maxは、式 (7) を用いて算出した 98)。 
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ここで、fuは血中非結合率、kaは分子標的薬の吸収速度定数、Dose は分子標的薬の一回投与量、Fa×

Fgは分子標的薬の消化管アベイラビリティ、Qhは総肝血流量 (97 L/hr) を示す。本研究では、既報に

基づき、偽陰性の予測リスクを避けるために ka = 0.1およびFa×Fg = 1に設定した 98)。 

  

･･･････････････････････････････････････････････････････････････････････ (3-8) 

･･･････････････････････････････････････ (3-9) 
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第 3節 結果 

 

1. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼすアファチニブの濃度依存的な影響 

アファチニブは、OATP1B1を介したFLの取り込みをアファチニブ処置濃度30 µMまで濃度依存

的に有意に促進させた。また、アファチニブは、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みをアファチニ

ブ処置濃度3 µMまで濃度依存的に増大させ、それ以上の濃度では一定となった。一方で、OATP1B1

を介したDCF、アトルバスタチンおよびバルサルタンの取り込みに及ぼすアファチニブの影響は軽微

であった (Figure 3-1)。 

  

Figure 3-1. Concentration-dependent effect of afatinib on OATP1B1-mediated uptake of 

substrates. 

Uptake experiments with substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS 
containing FL (A, 3 µM), DCF (B, 1 µM), atorvastatin (C, 0.5 µM), SN-38 (D, 1 µM), and 
valsartan (E, 1 µM) in the absence (Control) or presence afatinib (0.3−30 µM) at 37 ̊ C for 2 min 
(FL, DCF, atorvastatin, and valsartan) or 0.5 min (SN-38) after 10 min of pre-incubation. Each 
point represents mean ± S.E. (n = 4). The significance of any differences from Control were 
determined using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test (*p < 0.05, **p < 
0.01, and ***p < 0.001). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 6”. 
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2. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼすセリチニブの濃度依存的な影響 

セリチニブは、OATP1B1を介したFL、DCF、アトルバスタチンおよびSN-38の取り込みを濃度依

存的に低下させた。一方で、セリチニブは OATP1B1 を介したバルサルタンの取り込みを濃度依存的

に増大させ、その影響はセリチニブ処置濃度3 µM以降で一定となった (Figure 3-2)。 

  

Figure 3-2. Concentration-dependent effect of ceritinib on OATP1B1-mediated uptake of 

substrates. 

Uptake experiments with substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS 
containing FL (A, 3 µM), DCF (B, 1 µM), atorvastatin (C, 0.5 µM), SN-38 (D, 1 µM), and 
valsartan (E, 1 µM) in the absence (Control) or presence ceritinib (0.3−30 µM) at 37 ˚C for 2 
min (FL, DCF, atorvastatin, and valsartan) or 0.5 min (SN-38) after 10 min of pre-incubation. 
Each point represents mean ± S.E. (n = 4). The significance of any differences from Control 
were determined using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test (*p < 0.05, 
**p < 0.01, and ***p < 0.001). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 6”. 
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3. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼすニンテダニブの濃度依存的な影響 

ニンテダニブは、OATP1B1を介したFLおよびバルサルタンの取り込みは濃度依存的に増大させ、

その影響はニンテダニブ処置濃度10 µM以降で一定となった。一方で、ニンテダニブはOATP1B1を

介したDCF、アトルバスタチンおよびSN-38の取り込みを軽微に低下させた (Figure 3-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-3. Concentration-dependent effect of nintedanib on OATP1B1-mediated uptake 

of substrates. 

Uptake experiments with substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS 
containing FL (A, 3 µM), DCF (B, 1 µM), atorvastatin (C, 0.5 µM), SN-38 (D, 1 µM), and 
valsartan (E, 1 µM) in the absence (Control) or presence of nintedanib (0.3−30 µM) at 37 ˚C for 
2 min (FL, DCF, atorvastatin, and valsartan) or 0.5 min (SN-38) after 10 min of pre-incubation. 
Each point represents mean ± S.E. (n = 4). The significance of any differences from Control 
were determined using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test (*p < 0.05, 
**p < 0.01, and ***p < 0.001). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Figure 6”. 
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4. 薬物相互作用指数予測 

Table 3-1には、Figure 3-2から算出した IC50値並びに既報から算出されたR値を示す。 

OATP1B1を介したDCFおよびSN-38の輸送におけるセリチニブの IC50値はそれぞれ20.4 µMおよ

び 18.0 µM であった。また、FL、DCF、アトルバスタチンおよびSN-38を基質とした際のセリチニブ

のR値は、濃度がCmaxを想定した時、それぞれ< 1.07、1.10、< 1.11、1.10であり、濃度が [I]u,inlet,maxを

想定した時、それぞれ< 1.09、1.14、<1.15および 1.14であった。 

 

Table 3-1. IC50 and R values of ceritinib inhibition of OATP1B1 activity. 

(mM) (mM) (mM) (mM)

FL > 30 > 27.7 < 1.07 < 1.09

DCF 20.4 ± 1.3 18.4 ± 1.2 1.10 1.14

atorvastatin > 30 > 16.7 < 1.11 < 1.15

SN-38 18.0 ± 1.8 18.0 ± 1.8 1.10 1.14

[I ] =

[I ]u,inlet,max

R  value Molecular-

targeted

agents

Substrate

1.81ceritinib 2.55

IC50 K i Cmax [I ]u,inlet,max

[I ] =

Cmax

 

  

Each column represents the estimated mean ± S.E. obtained using MULTI software based on eq (3-3, 3-4, 
3-7–3-9) as described in the Experimental Section. Dosage and plasma concentration information obtained 
from cited pharmacokinetics studies

71)
. Values of fu, Dose were set to 0.03, 750 mg. Cmax, steady-state total 

plasma concentration; DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein; fu, unbound fraction in blood; [I]u,inlet,max, 
estimated maximum unbound concentration of molecular-targeted agent at the inlet to the liver; IC50, 
Half-maximal inhibitory concentration; Ki, inhibition constant. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Table 1”. 
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Table 3-2には、Figure 3-1–3-3から算出したEC50値およびEmax値を示す。 

OATP1B1を介したSN-38の輸送におけるアファチニブのEC50値およびEmax値はそれぞれ0.61 µM

および 0.46であった。また、OATP1B1を介したバルサルタンの輸送におけるセリチニブのEC50値お

よびEmax値はそれぞれ0.96 µMおよび 0.77であった。さらに、OATP1B1を介したFLおよびバルサル

タンの輸送におけるニンテダニブのEC50値はそれぞれ2.11 µMおよび1.72 µM、Emax値はそれぞれ2.20

および0.32であった。 

 

Table 3-2. EC50 and Emax of afatinib, ceritinib, nintedanib stimulation of OATP1B1 activity. 

(mM) (Fold increase) (mM) (mM)

afatinib
70) SN-38 0.61 ± 0.23 0.46 ± 0.03 0.17 0.26

ceritinib
71) valsartan 0.96 ± 0.08 0.77 ± 0.02 1.81 2.55

FL 2.11 ± 0.13 2.20 ± 0.05

valsartan 1.72 ± 0.42 0.32 ± 0.02

EC50 Emax Cmax [I ]u,inlet,max

nintedanib
100) 0.07 0.38

 Molecular-

targeted

agents

Substrate

 

 

  

Each column represents the estimated mean ± S.E. obtained using MULTI software based on eq (3-3–3-9) as 
described in the Experimental Section. Dosage and plasma concentration information obtained from cited 
pharmacokinetics studies

70, 71, 100 )
. Values of fu, Dose were set to 0.05, 40 mg (afatinib), 0.03, 750 mg (ceritinib), 

and 0.022, 150 mg (nintedanib). Cmax, steady-state total plasma concentration; DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; 
EC50, half-maximal effective concentration; Emax, maximal effect; FL, fluorescein; fu, unbound fraction in 
blood; [I]u,inlet,max, estimated maximum unbound concentration of molecular-targeted agent at the inlet to the 
liver. 
Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Table 1”.  
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5. OATP1B1を介した基質輸送に及ぼす分子標的薬の影響に関する速度論的解析 

Figure 3-4には、分子標的薬共存下における基質濃度依存実験の結果を示す。また、Table 3-3には、

および速度論的解析の結果を示す。 

アファチニブ およびニンテダニブ (30 µM) 存在下におけるFLのVmax値は、コントロールと比較

してそれぞれ56%および75%有意に高値を示した。一方、ニンテダニブ存在下におけるFLのKm値は、

コントロールと比較して39%有意に低値を示した。加えて、アファチニブ存在下におけるFLのKm値

はコントロールと比較して有意な差は認められなかった。 

アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブ (それぞれ30 µM) 存在下におけるDCFのVmax値

は、コントロールと比較してそれぞれ16%、30%および 31%有意に低値を示した。一方、セリチニブ

存在下におけるDCFのKm値は、コントロールと比較して253%有意に高値を示した。加えて、アフ

ァチニブおよびニンテダニブ存在下におけるDCFのKm値はコントロールと比較して有意な差は認め

られなかった。 

セリチニブ (30 µM) 存在下におけるバルサルタンのVmax値は、コントロールと比較してそれぞれ

14%有意に低値を示した。一方、セリチニブ存在下におけるバルサルタンのKm値は、コントロールと

比較して54%有意に低値を示した。 
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Figure 3-4. Concentration dependence of OATP1B1-mediated transport of substrates  

in the absence or presence of afatinib, ceritinib, and nintedanib. 

Uptake experiments of (A) FL, (B) DCF, and (C) valsartan in HEK293 cells were performed 
in HEPES-HBSS containing FL (5−200 µM), DCF (2−100 µM), and valsartan (5−150 µM) 
in the absence (open circles) or presence of afatinib (30 µM, closed circles), ceritinib (30 µM, 
closed squares), nintedanib (30 µM, closed triangles) at 37˚C for 2 min after 10 min before 
incubation. Fitted lines obtained using nonlinear least-squares regression analysis based on 
eq (3-1, 3-2) are shown as Michaelis-Menten plots; each point represents mean ± S.E. (n = 
4). DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein. 
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Table 3-3. Kinetic parameters of OATP1B1 activity in the absence or presence of afatinib, ceritinib, 

and nintedanib 

 Molecular-targeted agents V max K m

 (30 μM) (pmol·mg protein
-1

·2 min
-1

) (μM)

Control 199 (178–220) 36.4 (25.5–47.4)

afatinib 310 (297–323) * 36.1 (32.6–39.5)

nintedanib 349 (331–366) * 22.2 (19.4–25.1) *

Control 236 (230–243) 8.98 (8.14–9.83)

afatinib 198 (193–204) * 9.62 (8.83–10.4)

ceritinib 165 (157–173) * 31.7 (28.1–35.4) *

nintedanib 162 (153–172) * 9.47 (7.84–11.1)

Control 73.2 (71.9–74.5) 21.6 (20.5–22.6)

ceritinib 63.1 (61.1–65.1) * 9.83 (8.82–10.8) *

DCF

valsartan

Substrate

FL

 

  

Uptake experiments of substrates in HEK293 cells were performed in HEPES-HBSS containing FL 
(5−200 µM), DCF (2−100 µM), and valsartan (5−150 µM) in the absence or presence of afatinib, ceritinib, 
nintedanib (30 µM each) at 37˚C for 2 min after 10 min before incubation. Each column represents 
estimated mean (95% confidence intervals) value (n = 4) obtained using MULTI software based on eq. 
(3-1, 3-2) as described in Experimental Section. *Non-overlapping 95% confidence intervals, vs. Control. 
DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein; FL, fluorescein; Km, Michaelis-Menten constant; Vmax, maximum uptake. 

Cited from “Koide H., et al., Xenobiotica Published Online: Nov 10, 2017; Table 2”. 
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第 4節 考察 

 

セリチニブは、OATP1B1 を介した FL、DCF、ATR および SN-38 の輸送を濃度依存的に阻害し、

そのKi値は 16.7 µM以上であった (Table 3-1)。算出されたR値は、セリチニブの濃度をCmax (=1.21 µM) 

または [I]u,inlet,max (= 0.16 µM) のどちらを想定した場合も相互作用が生じうるカットオフ値を満たさな

かった。よって、セリチニブが、臨床用量内において OATP1B1 を直接的に阻害することで生じる薬

物相互作用を引き起こす可能性は低いと考えられる。 

アファチニブは、OATP1B1 を介した SN-38 の輸送を濃度依存的に促進させ (EC50値 = 0.61 µM: 

Figure 3-1およびTable 3-2)、セリチニブはOATP1B1を介したバルサルタンの輸送を濃度依存的に促進

させた (EC50値 = 0.96 µM: Figure 3-2およびTable 3-2)。トランスポーターの活性化を介した薬物相互

作用のリスク評価に関してはR値のような指標は知られていない。しかしながら、アファチニブおよ

びセリチニブの EC50値は、それぞれ臨床用量を反復投与した場合に予測される Cmaxおよび [I]u,inlet,max

と同程度であることから (Table 3-2)、これら分子標的薬は臨床的用量内で達し得る濃度で十分に

OATP1B1 を介した SN-38 およびバルサルタンの輸送を促進することが考えられる。したがって、ア

ファチニブおよびセリチニブ服用中の患者において、それぞれSN-38およびバルサルタンの血中濃度

が低下していることが危惧される。今後、ヒトヘパトサイトを用いた検討や臨床試験により、アファ

チニブおよびセリチニブによるOATP1B1輸送促進の臨床的意義が明らかになるだろう。 

本検討において、アファチニブおよびニンテダニブはFLのVmaxを顕著に増大させる一方で、アフ

ァチニブ、セリチニブおよびニンテダニブはDCFのVmaxを低下させた (Figure 3-4およびTable 3-3)。

また、セリチニブは DCF の Kmを増大させたものの、バルサルタンの Kmを低下させた。すなわち、

アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは Kmまたは Vmaxを変動させ、その影響は基質の種類

により大きく異なった。また、アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、いずれもOATP1B1

の基質とならないことも報告されている 70-72)。これらのことから、これら分子標的薬は、基質結合部

位以外に作用し、OATP1B1の基質に対する親和性および基質のトランスロケーションを制御している

と考えられる。また、E2GとE1Sの両者は互いに競合的阻害することが報告されているが 57)、OATP1B1

のアミノ酸残基の機能解析により、たとえば R57A の突然変異は E2G の Kmを顕著に増大させる一方

で E1S の Kmには影響を及ぼさない、K361A の突然変異は E2G の Kmを顕著に増大させる一方で E1S

のVmaxを顕著に低下させるなどアミノ酸突然変異の影響がE2GとE1Sで異なることも報告されている

101)
 。したがって、OATP1B1上の基質結合部位が同一であったとしても、基質の結合過程または基質

のトランスロケーション過程に重要なファーマコフォアは基質の種類によって異なるのかも知れない。
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いずれにしても、基質によって変化する OATP1B1 輸送機能に及ぼすアファチニブ、セリチニブおよ

びニンテダニブの影響の相違性は、アロステリックな調節を介した基質の結合過程または基質のトラ

ンスロケーション過程への影響が基質の種類による異なることに起因していると推察される。

OATP1B1 の基質認識機構または輸送機構を規定するアミノ酸領域の解析は、限定的であり 102-104)、

OATP1B1の結晶構造も明らかにされていない。今後、このような情報の蓄積により、基質のOATP1B1

を介した輸送に対するアファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブの影響の全貌が明らかになるこ

とが期待される。
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第 5節 小活 

 

本章では、分子標的薬存在下OATP1B1の基質輸送における速度論的解析について検討し、次の知

見を得た。 

 

1. アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、OATP1B1を介した基質輸送においてKm値や

Vmax値を変動させること 

2. アファチニブおよびセリチニブは、臨床濃度付近において、それぞれ OATP1B1 を介した SN-38

およびバルサルタンの輸送を促進させること 

 

以上の結果から、アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、OATP1B1 の基質に対する親

和性および基質のトランスロケーションを制御することで OATP1B1 輸送機能に対して多様な影響を

及ぼし、その影響は実臨床においても生じるうる可能性が明らかとなった。 
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総括 

 

本論文では、OATP1B1 安定発現 HEK293 細胞を用いた in vitro 実験系において、分子標的薬が

OATP1B1輸送機能に及ぼす影響を複数の基質 (FL、DCF、アトルバスタチン、SN-38およびバルサル

タン) を用いて比較検討した。その結果、以下に示す知見を得ることができた。 

 

第 1章: OATP1B1を介した基質の取り込みに及ぼす分子標的抗がん薬の影響 

カボザンチニブ、セジラニブ、ネラチニブ、パゾパニブ、レゴラフェニブ、ソラフェニブおよびチ

バンチニブは、OATP1B1 を介した 5種の基質の輸送にほとんど影響しないことが示された。一方で、

ニロチニブは FL 以外の基質の輸送を 50%程度阻害し、レンバチニブは 5 種全ての基質の輸送を強力

に阻害することが示された。また、アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、OATP1B1基質

の輸送を促進または阻害するなど、基質の種類により大きく異なる影響を有することが明らかになっ

た。以上の結果から、分子標的薬による OATP1B1 を介した薬物相互作用が疑われる場合には、実臨

床で相互作用が疑われたOATP1B1基質薬物を用いた評価が必要であると考えられた。 

 

第 2章: OATP1B1による基質輸送に及ぼすレンバチニブの影響 

レンバチニブは、OATP1B1を介した輸送において検討したFL、DCF、アトルバスタチンおよびバ

ルサルタンのKm値を増大させ、OATP1B1発現細胞におけるレンバチニブの取り込み速度は非発現細

胞よりも有意に高値であったことから、レンバチニブがOATP1B1の基質となることで、他のOATP1B1

基質の輸送活性を強力に阻害することが明らかになった。一方で、レンバチニブのCmaxから得た相互

作用指数 R 値は相互作用が生じうるカットオフ値を満たしたものの、[I]u,inlet,maxから得た R 値はカット

オフ値を満たさなかったことから、レンバチニブは臨床用量内では OATP1B1 を直接的に阻害するこ

とで生じる薬物相互作用を引き起こす可能性は低いことが明らかになった。 

 

第 3章: 分子標的薬存在下でのOATP1B1基質輸送の速度論的解析 

アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブは、OATP1B1 を介した基質輸送において Km 値や

Vmax値を変動させたから、OATP1B1の基質に対する親和性および基質のトランスロケーションを制御

することで OATP1B1 輸送機能に対して多様な影響を及ぼすものと考えられた。また、アファチニブ

およびセリチニブは、臨床濃度付近において、それぞれ OATP1B1 を介した SN-38 およびバルサルタ

ンの輸送を促進させたことから、これら分子標的薬の服用がSN-38およびバルサルタンの血中濃度を
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低下させる可能性が考えられた。 

本研究により、レンバチニブが OATP1B1 の基質となることで、OATP1B1 輸送活性を強力に阻害

することを明らかにした。一方で、アファチニブ、セリチニブおよびニンテダニブが OATP1B1 輸送

機能に対して基質ごとに異なる多様な影響を有することを示し、一部の分子標的薬では OATP1B1 を

介する薬物相互作用の評価が単一の基質のみではを不適切である可能性を明らかにした。 

以上の知見は、OATP1B1を介した薬物相互作用について、in vitro試験系を用いて評価を行う上で

有用な基礎的情報を提供するものと考えられる。  
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