
 

 

ヒト肝代謝クリアランスの in vitro試験から

の予測に関する新規方法論構築 

 

 

 

 

 

 

 

森田 圭一 

  



1 

 

目次 

 

論文目録 ......................................................................................................................................... 3 

略語一覧 ......................................................................................................................................... 4 

序論 ................................................................................................................................................. 6 

第 1章 HLMsを用いた IVIVEにおける変動要因 ............................................................... 11 

1.1. 緒言 ............................................................................................................................... 12 

1.2. 調査 ............................................................................................................................... 14 

1.2.1. HLMsの CLint（CLint, u） .................................................................................... 14 

1.2.2. 生理学的パラメータ ........................................................................................... 14 

1.2.3. ヒト in vivo全身クリアランス ........................................................................... 14 

1.3. 結果 ............................................................................................................................... 15 

1.3.1. HLMsの CLint（CLint, u） .................................................................................... 15 

1.3.2. 生理学的パラメータ ........................................................................................... 19 

1.3.3. ヒト in vivo全身クリアランス ........................................................................... 19 

1.4. 考察 ............................................................................................................................... 21 

第 2章 CYP3A 基質を用いた in vitroと in vivo CLintの検証 ............................................... 23 

2.1. 緒言 ............................................................................................................................... 24 

2.2. 方法 ............................................................................................................................... 25 

2.2.1. 実験材料および試薬 ........................................................................................... 25 

2.2.2. In vitro CLint........................................................................................................... 25 

2.2.3. In vivo CLint ........................................................................................................... 29 

2.2.4. IVIVE（Physiologically based Scaling） ............................................................. 31 

2.3. 結果 ............................................................................................................................... 32 



2 

 

2.3.1. In vitro CLint........................................................................................................... 32 

2.3.2. In vivo CLint ........................................................................................................... 36 

2.3.3. IVIVE（Physiologically based Scaling） ............................................................. 38 

2.4. 考察 ............................................................................................................................... 41 

第 3章 スケーリングファクターを用いた新規方法論の検証 ........................................... 43 

3.1. 緒言 ............................................................................................................................... 44 

3.2. 方法 ............................................................................................................................... 45 

3.2.1. スケーリングファクターの定義 ....................................................................... 45 

3.2.2. スケーリングファクターおよび midazolamの CLint, u値による補正 ............ 46 

3.3. 結果 ............................................................................................................................... 48 

3.3.1. スケーリングファクターの定義 ....................................................................... 48 

3.3.2. スケーリングファクターおよび midazolamの CLint, u値による補正 ............ 48 

3.4. 考察 ............................................................................................................................... 52 

総括 ............................................................................................................................................... 54 

謝辞 ............................................................................................................................................... 58 

引用文献 ....................................................................................................................................... 59 

 

 

  



3 

 

論文目録 

 

本論文の内容は以下の原著論文に基づいたものである。 

 

Keiichi Morita, Motohiro Kato, Toshiyuki Kudo, Kiyomi Ito 

In vitro-in vivo extrapolation of metabolic clearance using human liver microsomes: factors 

showing variability and their normalization 

Xenobiotica 50 (9): 1064-1075 (2020) 

  



4 

 

略語一覧 

 

CLh  hepatic clearance、肝クリアランス 

CLint  intrinsic clearance、代謝固有クリアランス 

CLint, u  intrinsic clearance corrected by unbound fraction、 
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CLint, u, vivo in vivo試験から求めた肝代謝固有クリアランス 

CLr  renal clearance、腎クリアランス 

CLtot, b  systemic blood clearance、全身血液クリアランス 

CLtot, p  systemic plasma clearance、全身血漿クリアランス 
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5 

 

NADPH  nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, reduced form、 

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 

Qh  hepatic blood flow、肝血流速度 

RB  blood-to-plasma concentration ratio、血液/血漿中濃度比 

  



6 

 

序論 

 

医薬品開発において開発候補薬物のヒト投与量を予測することは、製造および臨床試

験計画の観点から極めて重要であり、早期段階かつ精度の高い方法が求められている。

ヒト予測投与量は以下により表される。 

ヒト予測投与量 = 有効 AUC ×
全身クリアランス

バイオアベイラビリティ
 

ここで AUC は血中濃度時間曲線下面積であり、動物実験などから薬効を示す有効値（有

効 AUC）が、有効血中濃度などと併せ、予測される。ヒト投与量を予測するためにはこ

のファクターに加え、全身クリアランスやバイオアベイラビリティ（生物学的利用率）

といったヒトの薬物動態学的パラメータの見積もりが必要となる。全身クリアランスは

各臓器の薬物排泄能力の総和であり、腎臓から排泄される腎排泄クリアランス、肝臓で

代謝あるいは胆汁排泄される肝代謝/排泄クリアランスなどが主に知られ、その総和をさ

す。バイオアベイラビリティは循環血に到達するまでの振り分け効率であり、静脈内投

与薬物の場合は 1 であるが、経口投与薬物においては、1)消化管に到達し消化管上皮細

胞に取り込まれる効率（Fa）、2)消化管上皮細胞内での代謝を逃れ門脈に移行する効率（Fg）、

3)肝臓を 1 回通過して代謝、排泄を逃れる効率（Fh）の 3 者の積で表される[1]。Fhの値

は肝代謝/排泄クリアランスおよび肝血流速度（hepatic blood flow; Qh）から算出される[1]。 

全身クリアランスに関し、一般に水溶性であり分子量が比較的小さい薬物は腎排泄ク

リアランスが占める割合が大きいが、近年開発される医薬品は脂溶性が高く分子量が大

きいものが増えており、肝代謝クリアランスが占める割合が大きい。そのため、医薬品

開発企業において肝代謝クリアランス予測が不可欠となっている。ヒトクリアランス予

測法は用いるデータの観点から表 1のように分類される。動物データを用いた主な方法

としてアロメトリック式に当てはめるアロメトリックスケーリング（薬物動態パラメー
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タが体重のべき乗に比例するという考え）が知られており、体重以外にも補正項を導入

した精度向上が試みられている[2, 3]。アロメトリックスケーリングは経験則であり、特

に代謝に関してはヒトと動物の種差が大きいことから、代謝クリアランス予測には理論

的なアプローチが望まれてきた。その中で近年、ヒト由来試料が使用できるようになっ

た歴史的背景から、in vitro-in vivo補外（in vitro-in vivo extrapolation; IVIVE）[4]が多用さ

れるようになってきた。さらに、ヒト由来試料を用いた IVIVE に動物データの補正項を

導入する方法も報告されている[5, 6]。 

 

表 1 ヒトクリアランス予測法の種類 

データ in vitro/in vivo 方法 

動物 in vivo アロメトリックスケーリングなどの経験則 

ヒト in vitro ヒト由来試料を用いた IVIVE 

ヒト/動物 in vitro/in vivo ヒト由来試料を用いた IVIVEを動物データで補正 

 

IVIVE で肝代謝クリアランスを予測する場合、主なヒト由来試料として肝細胞画分や

肝細胞が知られており、ともに複数の市販品が購入可能である。肝薬物代謝酵素では酸

化代謝酵素であるチトクロム P450（cytochrome P450; CYP）が代表的であり、最も多く

の研究が行われている。CYPは小胞体に多く局在しており、肝細胞画分のマイクロゾー

ムに回収されてくるため、CYP 代謝を想定した肝代謝クリアランス予測ではヒト肝マイ

クロゾーム（human liver microsomes; HLMs）が広く使用されている[7, 8]。CYP 代謝を想

定した HLMs による肝代謝クリアランス評価は、医薬品開発における創薬初期段階から

候補化合物選定後の開発段階に至る広いステージで実施されている（図 1）。第一段階と

して、in vitro 条件下で代謝実験から HLMs の代謝固有クリアランス（intrinsic clearance; 

CLint）を算出する方法として複数の実験法がある[7, 9]。創薬初期段階では代謝経路や生
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成代謝物が不明であることが多く、簡易的に化合物の未変化体減少を経時的に測定し、

HLMsの CLintを求める方法が一般的である（Substrate depletion approach）。一方、開発段

階では選定された候補化合物の代謝経路が明らかとなり、代謝物生成から HLMsの CLint

を求めることが可能となる。代謝物が利用できない創薬初期段階において Substrate 

depletion approach による簡易的かつ精度の高い方法が確立されれば、ヒト肝代謝クリア

ランス予測への貢献は大きい。 

 

 

図 1 医薬品開発における肝代謝クリアランス評価（HLMsの CLint算出） 

 

HLMs を用いた IVIVE の考え方は以下のように示される（図 2）。In vitro 試験から求

めた HLMs の CLint は生理学的パラメータを用いて、肝全体の肝代謝固有クリアランス

（in vivo CLint）に変換するスケールアップを行う。得られた in vivo CLintは、肝モデルを

用い、実際の生体内を反映する肝クリアランス（hepatic clearance; CLh）に変換される。

一方、IVIVE の予測精度を検証するためには、実際のヒト CLhとの比較が必要であるが、

ヒト in vivo全身クリアランスのデータがある場合はこの値から CLhへの変換が可能であ

る。HLMs を用いた IVIVE 手法は過去数十年にわたり使用される間、経験則を用いた方

法（in vitro/in vivo 回帰分析より求めたスケーリングファクターで補正）[6]だけではなく

実験法

臨床試験

創薬 開発

非臨床試験

候補化合物選定

ヒト投与

代謝物生成を測定

未変化体減少を測定

Substrate depletion approach
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mechanisticな方法（肝モデルにおける化合物の非結合形分率を補正）[10]など、予測精度

改善に関わる研究が続けられているが、in vitro と in vivoから求めた値のギャップは存在

し、その理由は完全に解明されていない[11, 12]。IVIVEは図 2で示した手順に沿って行

われているが、このプロセスにおいても解決すべき問題はある。すなわち、in vitro 試験

条件やスケールアップに用いる生理学的パラメータ値は標準化されておらず、同一化合

物においても異なる予測値が得られる。さらに、予測精度を検証する際に用いるヒトの

全身クリアランスデータも標準化されていない。このように、IVIVE のプロセスには複

数の変動要因が存在するが、この差にフォーカスし、特定の化合物で詳細な検討は実施

されていない。今回 CYP分子種の中でも肝臓に最も多く含まれ、ヒトで多くの薬物の代

謝に関与している CYP3A [13]の基質を用いて検討を行うこととした。 

 

 

図 2 HLMsを用いた IVIVE 

HLMs CLint：ヒト肝マイクロゾーム代謝固有クリアランス、In vivo CLint：肝代謝固有ク

リアランス、CLh：肝クリアランス、In vivo total body clearance：in vivo全身クリアランス 

 

In vitro

HLMs CLint

(μL/min/mg protein)

In vivo CLint

(mL/min/kg body weight)

Hepatic model

CLh

(mL/min/kg body weight)

In vivo total body clearance

(mL/min/kg body weight)

Scale-up (physiological parameters)
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目的 

 

本研究では、HLMs を用いた IVIVE のプロセスにおける変動要因に着目し、それらの

補正を可能とする新規方法論構築に関する検討を行った。 

1. HLMs を用いた IVIVE のプロセスにおける 3つの変動要因に関し、文献報告値から

その変動幅について調査を行った。 

2. 2 つの変動要因について CYP3A 基質を用いた in vitro 代謝実験（Substrate depletion 

approach）および多数の in vivo文献データ収集を行い、in vitroと in vivoの CLint比較

を行った。 

3. 新規方法論構築を目的とし、変動要因を補正するためのスケーリングファクターを

定義した。さらに本実験以外の in vitro代謝試験結果を用い、スケーリングファクタ

ーにさらなる補正を加えた新規方法の有用性を検討した。 
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第 1 章 HLMs を用いた IVIVE における変動要因 
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1.1. 緒言 

HLMs を用いた IVIVE のプロセスには複数の変動要因が存在し、同一化合物において

も異なる結果が得られる。本章では 3つの変動要因に着目した（図 3）。 

第一に、in vitro 代謝試験から求める HLMsの CLintがある。この値は、用いる HLMsバ

ッチや反応液組成といった in vitro試験条件の影響を受ける。HLMsは複数ドナーから調

製された市販品が入手可能であるが、これらのプールドバッチにおいても酵素活性のバ

ッチ間差は存在する。また、反応液中の緩衝液や基質溶解に用いる有機溶媒組成の違い

が CYP で代謝される化合物の CLint や活性値に影響を及ぼすことが報告されている[14-

17]。さらに、Obach は IVIVE の in vitro 代謝試験におけるマイクロゾームの非特異結合

と非結合形分率補正の重要性を報告しており[18]、HLMs の CLintは通常、非結合形分率

補正代謝固有クリアランス（intrinsic clearance corrected by unbound fraction; CLint, u）とし

て求められる。非結合形分率補正の方法の違いは CLint, uの値に影響を及ぼすと考えられ

る。 

第二に、in vitro代謝試験から求めた HLMsの CLintを肝全体の in vivo CLintに変換する

ための生理学的パラメータがある。肝臓 1 gあたりのマイクロゾーム蛋白量（microsomal 

protein per gram of liver; MPPGL）および肝重量が生理学的パラメータとして用いられる

が、これら 2つのパラメータとして用いる値の違いが予測値に影響を与える。 

第三に、IVIVE の予測精度を検証するために用いられるヒト in vivo全身クリアランス

がある。健康成人のデータにおいても個体間差が認められ、使用される臨床データは標

準化されていない。また、薬物によってはデータ利用が患者母集団のみに制限される場

合も考えられる。 

以上、HLMsを用いた IVIVE のプロセスの 3 つの変動要因について実際にどの程度の

変動幅があるか、本章では文献調査より明らかにした。 
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図 3 HLMsを用いた IVIVE（本研究で着目した変動要因を赤字で示す） 

HLMs CLint, u：ヒト肝マイクロゾーム非結合形分率補正代謝固有クリアランス、In vivo 

CLint：肝代謝固有クリアランス、CLh：肝クリアランス、In vivo total body clearance：in vivo

全身クリアランス 

 

  

In vitro

HLMs CLint, u

(μL/min/mg protein)

In vivo CLint

(mL/min/kg body weight)

Hepatic model

CLh

(mL/min/kg body weight)

Scale-up (physiological parameters)

Experimental conditions

• Microsomal batches

• Compositions of reaction mixtures

In vivo total body clearance

(mL/min/kg body weight)



14 

 

1.2. 調査 

1.2.1. HLMs の CLint（CLint, u） 

CYP3A 基質として、高 CLint基質（midazolam、nifedipine）、中 CLint基質（diltiazem、

quinidine）、低 CLint基質（alprazolam、clonazepam）を選択した。Midazolam、nifedipine、

diltiazem、quinidine、alprazolamの HLMsにおける CLintに占める CYP3A寄与率はそれぞ

れ 92%、95%、79%、93%、62%である[19]（clonazepamは不明）。各基質について HLMs

を用いた代謝実験（Substrate depletion approach）から HLMsの CLintあるいは CLint, uが算

出されている場合、その値を文献から収集した。HLMs は個別ドナーではなく、複数ド

ナーから調製されているバッチを使用している実験に限った。HLMs のプールドドナー

数および購入元も調査した。CLint, u が算出されている場合はマイクロゾーム非結合形分

率（microsomal unbound fraction; fu, mic）の値も調査した。併せて、反応液中の緩衝液およ

び有機溶媒組成についても調査した。 

 

1.2.2. 生理学的パラメータ 

HLMs の CLint, uをスケールアップする際に用いる MPPGL および肝重量の値を文献か

ら収集した。 

 

1.2.3. ヒト in vivo 全身クリアランス 

CYP3A 基質（midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidine）について、HLMsを用いた

IVIVE を行っている文献を収集し、その中から予測精度検証に用いたヒトの全身血漿ク

リアランス（systemic plasma clearance; CLtot, p）の値が確認できるものをピックアップし

た。併せて、CLtot, pの引用元（referenceあるいは dataset数）についても調査した。 
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1.3. 結果 

1.3.1. HLMs の CLint（CLint, u） 

調査結果を表 2 に示す。Clonazepam に関しては文献から HLMs の CLint算出値を収集

することができなかった。その他 5 基質における HLMs の CLint, uに関し、midazolam で

は最大 4倍程度の差が実験あるいは HLMsバッチ間で認められた。Nifedipine、diltiazem、

quinidineにおいても最大 2～5倍程度の差が実験あるいは HLMsバッチ間で認められた。

HLMs のプールドドナー数は購入元により異なっており、記載があるもので 6～60 個体

の範囲内であった。fu, mic 算出は実測あるいはモデル式からの予測で行われていたが、fu, 

mic が算出されておらず CLint で示されている報告もあった。反応液中の緩衝液組成に関

し、記載があるものはすべてリン酸緩衝液であり、その多くが 0.05～0.1 Mであった。反

応液中における基質溶解に用いる有機溶媒は dimethyl sulfoxide（DMSO）、acetonitrile、

methanolあるいはその混液であり、反応液中割合はいずれも 1%以下であった。 
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表 2 文献における HLMsの CLint値および実験条件 

基質 
HLMsのプールドドナー数

（購入元）b 

CLint  

(μL/min/mg protein) 

fu, mic 

(protein concentration; 

mg/mL) 

CLint, u  

(μL/min/mg protein) 
反応液中有機溶媒 反応液中緩衝液 c Reference 

Midazolam 

>30 (BD) 290.5 NT NC UNK 0.1 M phosphate [20] 

UNK (Xenotech) UNK UNK 390 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [21] 

50 (Xenotech) UNK UNK 389 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [22] 

50 (BD) 410 NT NC UNK 0.05 M phosphate [23] 

60 (UNK) 196 0.88 (0.71) 223 1% (v/v) DMSO 0.1 M phosphate [24] 

33 (BD) 353 Predicted UNK UNK UNK [25] 

22 (BD) UNK UNKa 264 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

[26] 50 (BD) UNK UNKa 419 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

33 (BD) UNK UNKa 589 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

16 (Xenotech) UNK Predicted 828 
0.25% (v/v) CH3CN 

/0.01% (v/v) DMSO 
0.1 M phosphate [27] 

UNK (BD) 253 NT NC 

0.015% (v/v) 

DMSO/0.01% (v/v) 

CH3CN 

0.1 M phosphate [28] 

11 (BD) 640 NT NC UNK 0.1 M phosphate [29] 

6 (UNK) 178 0.88 (1.0) 202 UNK 0.025 M phosphate [30] 

Nifedipine 

>30 (BD) 191.9 NT NC UNK 0.1 M phosphate [20] 

UNK (Xenotech) UNK UNK 160 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [21] 
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50 (Xenotech) UNK UNK 159 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [22] 

50 (BD) 210 NT NC UNK 0.05 M phosphate [23] 

33 (BD) 96 Predicted UNK UNK UNK [25] 

22 (BD) UNK UNKa 295 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

[26] 50 (BD) UNK UNKa 264 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

33 (BD) UNK UNKa 341 0.1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate 

Diltiazem 

UNK (Xenotech) UNK UNK 81 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [21] 

50 (Xenotech) UNK UNK 65 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [22] 

60 (UNK) 39 0.72 (0.71) 54 1% (v/v) DMSO 0.1 M phosphate [24] 

33 (BD) 31 Predicted UNK UNK UNK [25] 

UNK (BD) 18 NT NC 

0.015% (v/v) 

DMSO/0.01% (v/v) 

CH3CN 

0.1 M phosphate [28] 

15 (Human Biologics 

International) 
94 0.863 (0.2) 109 1% (v/v) CH3OH 0.1 M phosphate [5] 

UNK (IIAM or IVT) 56 NT NC 
1% (v/v) DMSO or 

CH3CN 
0.1 M phosphate 

[31] UNK (IIAM or IVT) 22 NT NC 
1% (v/v) DMSO or 

CH3CN 
0.1 M phosphate 

UNK (IIAM or IVT) 22 NT NC 
1% (v/v) DMSO or 

CH3CN 
0.1 M phosphate 

6 (UNK) 17 0.76 (2.0) 22 UNK 0.025 M phosphate [30] 
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Quinidine 

UNK (Xenotech) <18 UNK NC 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [21] 

50 (Xenotech) UNK UNK 19 0.5% (v/v) CH3CN 0.05 M phosphate [22] 

60 (UNK) <7 1 (0.71) NC 1% (v/v) DMSO 0.1 M phosphate [24] 

33 (BD) 25 Predicted UNK UNK UNK [25] 

UNK (BD) 16 NT NC 

0.015% (v/v) 

DMSO/0.01% (v/v) 

CH3CN 

0.1 M phosphate [28] 

6 (UNK) 4 0.32 (5.0) 12 UNK 0.025 M phosphate [30] 

Alprazolam 

>30 (BD) NC NT NC UNK 0.1 M phosphate [20] 

60 (UNK) <7 0.46 (0.71) NC 1% (v/v) DMSO 0.1 M phosphate [24] 

6 (UNK) 2 0.66 (5.0) 3 UNK 0.025 M phosphate [30] 

UNK：不明、NC：算出せず、NT：試験未実施、Predicted：以下式より予測[32]: 
1

1+P×100.072×log P/D2+0.067×log P/D−1.126
 。Pはマイクロゾーム蛋白濃

度を表し、log P/D は diltiazemおよび quinidine では log P 値、midazolamおよび nifedipineでは log D値を用いている。 

a プールドドナー数 22個体の HLMsからのみ値を求めている。 

b BD; BD Biosciences, IIAM; International Institute for the Advancement of Medicine, IVT; In Vitro Technologies 

c pHは 7.4 – 7.5に調整している。
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1.3.2. 生理学的パラメータ 

調査結果を表 3 に示す。 

ヒトMPPGLに関し、報告値で最大 10倍程度の大きな差が認められた。算出に用いら

れている肝試料数は報告により異なっていた。Barter らのメタアナリシスでは、加重幾

何平均値（加重算術平均値）は 32 mg protein/g liver（34 mg protein/g liver）であり、IVIVE

において一般的に使用されている値（45 mg protein/g liver）よりも低い傾向にあった[33]。

上記メタアナリシスで検討されたドナーの大部分は Caucasianである。一方、128例の肝

試料（Chineseドナー）を用いて算出された平均値は 39.46 mg protein/g liverであり、試料

間で最大 19倍の値の差が認められている[34]。 

ヒト肝重量に関しては報告間で大きな差は認められなかった。1,500 g liver [8]、1,613.6 

g liver [35]、1,800 g liver/70 kg body weight [36]の報告があった。 

 

1.3.3. ヒト in vivo 全身クリアランス 

調査結果を表 4 に示す。Midazolam、quinidine では IVIVE の検討を行っている文献間

で CLtot, pの値にそれぞれ最大 2.5、1.8 倍の差が認められた。一方、nifedipine、diltiazem

では文献間で値に大きな差は認められなかった。各文献で使用している CLtot, pの引用元

に関しては、大部分が 1～2種類の reference/datasetを使用していたが、midazolamでは多

くの reference/datasetを用いている例もあった。 
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表 3  HLMsの CLint, uをスケールアップする際に用いる生理学的パラメータ値の範囲 

 生理学的パラメータ 値の範囲 Reference 

肝臓 1 gあたりのマイクロゾーム蛋白量 

(MPPGL) 

(mg protein/g liver) 

7 ― 77 [33, 34, 37] 

肝重量 a 

(g liver/kg body weight) 

21.4 ― 25.7 [8, 35, 36] 

a体重は 70 kgとして算出した。 

 

表 4 HLMsの IVIVEで用いられているヒト in vivo全身クリアランス値 

CLtot, p (mL/min/kg body weight) 

Reference 

Midazolam Nifedipine Diltiazem Quinidine 

6.4 (1) - 12.0 (1) 2.5 (1) [10] 

11.4 (1) - 13.0 (1) 4.5 (1) [24] 

6.5 (2) 8.1 (1) 12.0 (1) 4.0 (1) [38] 

5.3 (1) 7.3 (1) 13.0 (1) 4.0 (1) [25] 

7.0 (22) - - - [27] 

6.6 (1) - - - [39] 

4.6a (1) - 12.0a (1) 2.5a (2) [30] 

括弧内は reference あるいは dataset数を表す。 

a非腎クリアランスを表す。 
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1.4. 考察 

HLMsを用いた IVIVEにおける 3つの変動要因について、その変動幅を明らかにした。 

HLMsの CLint, uに関しては、使用する HLMsのバッチ、反応液組成、fu, micの差が変動

因子になると推察される（表 2）。HLMsのバッチ間差について、今回調査した文献はい

ずれもプールドバッチであったが、調製ドナー数は異なっている。BD Biosciences社資料

によると、300 以上のドナーから単離された HLMs を用いて CYP3A 活性を測定した結

果、正規分布時の CV 値は 85%であり、モンテカルロ法で計算した CV 値はプールサイ

ズが増加するに従って減少していき、150 ドナーを超えると横ばいになる傾向がある。

今回調査した HLMs のプールドドナー数は最大で 60 ドナーであった。調製ドナー数に

加え、購入元による調製法相違もバッチ間差を生じる要因になりうると考えられる。反

応液組成に関しては、緩衝液と基質溶解に用いる有機溶媒に着目した。リン酸緩衝液濃

度が CYP3A に及ぼす影響については、HLMs の CLint値が 0.1 M の場合と比較し、0.05 

Mでは 77%、0.01 Mでは 24%に低下するとの報告がある[15]。今回の調査では、記載が

あるものはすべてリン酸緩衝液であり、その多くが 0.05～0.1 Mであったが、変動因子と

なる点は留意が必要である。反応液中の有機溶媒組成が CYP3A に及ぼす影響について

は、CYP3A4発現系活性が 1% DMSOおよび acetonitrileでそれぞれ 43%および 11%阻害

されるとの報告がある[14]。今回の調査では 1% DMSO 使用例もあり、HLMs の CLint低

下への影響が大きいと考えられる。活性への影響が少ない有機溶媒を用いることが推奨

されるが、化合物溶解度やスループットの観点から統一されておらず、変動因子となる

点は留意が必要である。fu, micに関しては、物性に基づきモデル式から予測する方法が複

数提唱されている[32, 40, 41]が、脂溶性の高い化合物の予測精度は不十分であることが

近年報告されている[42]。fu, micの算出法については完全に標準化されておらず、IVIVEに

おいてもモデル式から予測する場合と実験から実測値を算出する場合が混在している。 

生理学的パラメータに関しては、ヒトMPPGL で大きな差が認められた（表 3）。要因
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のひとつとして、MPPGLの個体間差が大きく、各報告の平均値算出に使用されている例

数の違いが考えられた。1.3.2.項で示したようにメタアナリシスや例数の多い報告では値

の差は大きくなかった。Barterらは、MPPGL を既報の 21、45、77 mg protein/g liverおよ

びメタアナリシスの加重算術平均値（34 mg protein/g liver）に変更した場合の 21薬物の

経口クリアランスの IVIVE 予測精度を比較するとともに、MPPGL の値の差が予測絶対

値に与えるインパクトを指摘している[33]。IVIVE に用いられる肝重量含めた生理学的

パラメータが完全には標準化されておらず、変動要因となる。 

ヒト in vivo全身クリアランスに関しては、実際の IVIVE検討に用いられていた CLtot, p

の値を調査したが、報告間で差が認められた（表 4）。特に、midazolam は CYP3A 基質

として臨床薬物相互作用試験における指標薬として推奨されており[43]、臨床試験デー

タ数は多い。CLtot, pの引用元として 1～2 種類の reference/dataset を使用している場合が

多かったが、midazolam のように臨床試験データ数が多い薬物は引用元による変動が生

じる。十分な臨床試験データ（母集団）からの平均値を引用するなど標準化が重要であ

る。 
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第 2 章 CYP3A 基質を用いた in vitro と in vivo CLintの検証 
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2.1. 緒言 

1 章において、HLMs を用いた IVIVE の 3 つの変動要因の変動幅を文献調査により明

らかにした。これらの差は肝代謝クリアランス予測値や予測精度検証に影響を及ぼすと

考えられる。変動要因のさらなる検証のため、3つの変動要因のうち 2つ（HLMsの CLint, 

uおよびヒト in vivo 全身クリアランス）について既知の CYP3A基質を用いた代謝実験と

多数の文献データ収集を行い、in vitroおよび in vivoから求めた CLint値の比較を行った。

変動要因である HLMsの CLint, uについては実際に代謝実験を行い、もうひとつの変動要

因であるヒト in vivo 全身クリアランスについてはより多くのデータから平均値を求める

ことで適切な in vitroと in vivoの比較が可能と考えた。 

まず、HLMsを用いた代謝実験から CYP3A基質の CLint, u値を算出した。本実験では反

応液中の緩衝液および有機溶媒組成を一律にし、fu, micの値も実験より求めた。HLMs は

4バッチ用意し、バッチ間差を評価した。 

次に、代謝実験を行った CYP3A 基質について、多数のヒト文献データ収集を行い、in 

vivo全身クリアランスの平均値を算出した。1章の文献調査から、IVIVEに用いられるヒ

ト in vivo全身クリアランス報告値には差が認められた。今回、より多くのデータから平

均値を求め、その値から in vivo CLint値を算出した。 

最後に、in vitro から求めた HLMsの CLint, uは定法である生理学的パラメータを用いた

スケールアップにより in vivo CLint予測値に変換し、in vivo全身クリアランスから求めた

in vivo CLint値との比較を行った。 
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2.2. 方法 

2.2.1. 実験材料および試薬 

Midazolam、nifedipine、diltiazem hydrochloride、alprazolam、clonazepam は Wako Pure 

Chemical Industries（Osaka、Japan）から購入した。Quinidine、(±)-verapamil hydrochloride

は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）から購入した。還元型ニコチンアミドアデニン

ジヌクレオチドリン酸（nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, reduced form; NADPH）

は Oriental Yeast（Tokyo、Japan）から購入した。その他の試薬や溶媒は市販の特級あるい

は分析用を購入した。 

Mixed-genderのプールド HLMs（24、50、50、150ドナーから調製した 4種類のプール

ドバッチ：各々HLMs_24、HLMs_50a、HLMs_50b、HLMs_150 と表記）は BD Biosciences

（Woburn、MA、USA）から購入した。各 HLMs のドナー性別は HLMs_24（男性 17 個

体、女性 7個体）、HLMs_50a（男性 27個体、女性 23個体）、HLMs_50b（男性 27個体、

女性 23 個体）、HLMs_150（男性 75 個体、女性 75 個体）であり、人種構成は HLMs_24

（Caucasian 22個体、African American 1 個体、Hispanic 1個体）、HLMs_50a（Caucasian 46

個体、African American 3個体、Hispanic 1個体）、HLMs_50b（Caucasian 43個体、African 

American 4個体、Hispanic 2個体、Asian 1個体）、HLMs_150（Caucasian 150個体）であ

る。HLMs_24 は各ドナーから異なる蛋白量割合で調製されているが、HLMs_50a、

HLMs_50b、HLMs_150 は全てのドナーから等しい蛋白量になるよう調製されている。 

 

2.2.2. In vitro CLint 

2.2.2.1. 代謝安定性試験（Substrate depletion approach） 

ポリプロピレン製の 96ウェルプレートを用い、反応液（500 µL）を 37℃でインキュベ

ーションした。反応液組成（最終濃度）は基質（1 µM）、potassium phosphate buffer（pH 

7.4）（100 mM）、NADPH（1 mM）、HLMs（midazolam および nifedipine は 0.2 mg/mL、
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diltiazemおよび quinidine は 0.5 mg/mL、alprazolamおよび clonazepamは 1 mg/mL）とし

た。基質溶媒には DMSOを用い、反応液中の最終濃度は 0.1%（v/v）となるようにした。

37℃、5分間プレインキュベーション後、NADPH溶液を添加することにより反応を開始

した。インキュベーションは 37℃ triplicateで行った。反応液の採取時点はmidazolam（0、

3、5、10、15分）、nifedipine（0、5、10、15、20分）、diltiazemおよび quinidine（0、10、

20、30、40分）、alprazolamおよび clonazepam（0、15、30、45、60分）とした。反応液

の採取時点（0分）は NADPH溶液を添加したときとした。各々の採取時点において、30 

µLの反応液を氷上の 96ウェルプレート内の内部標準溶液（100 ng/mL verapamil、溶媒：

DMSO/acetonitrile（1/9,999））90 µL と混合し、反応を停止した。混合液を 96ウェルフィ

ルタープレート（0.45 µm MultiScreen、Millipore Corp.、Billerica、MA、USA）に移し、

4℃、500 gで 10分間遠心操作を行った。遠心後のろ液全量を 60 µLの精製水と混合し、

試料として 10 µL を高速液体クロマトグラフィー /タンデム質量分析装置（high 

performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry; LC/MS/MS）にインジェクショ

ンした。 

 

2.2.2.2. 平衡透析試験 

平衡透析装置として Rapid Equilibrium Dialysis（RED）device（Thermo Fisher Scientific 

Inc.、Waltham、MA、USA）を使用した（透析膜分画分子量：～8,000）。各々の基質およ

び HLMsについて、代謝安定性試験（2.2.2.1.項）と同一の組成溶液（NADPH を除く）を

ポリプロピレンチューブに調製した。上記 HLMs溶液（200 µL）および 100 mM potassium 

phosphate buffer（pH 7.4）（350 µL）を RED deviceの試料側およびバッファー側チャンバ

ーにそれぞれ添加し、チャンバーをプレートに装着した。実験は各々の基質および HLMs

について triplicate で実施した。シーリングしたプレートを 37℃、800 rpmで 4 時間振と

うした。振とう後、RED deviceの試料側およびバッファー側チャンバーから各々30 µLを
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96 ウェルプレートに採取し、それぞれ 30 µL の 100 mM potassium phosphate buffer（pH 

7.4）およびブランク HLMs 溶液（上記 HLMs 溶液において基質のかわりに DMSO を使

用）と混合した。その後、内部標準溶液（100 ng/mL verapamil、溶媒：DMSO/acetonitrile

（1/9,999））90 µLと混合し、混合液を 96ウェルフィルタープレート（0.45 µm MultiScreen）

に移し、4℃、500 g で 10分間遠心操作を行った。遠心後のろ液全量を 30 µL の精製水と

混合し、試料として 10 µL を LC/MS/MSにインジェクションした。 

 

2.2.2.3. 生体試料分析 

LC/MS/MS 分析により分析試料中の化合物ピーク面積比を求めた。高速液体クロマト

グラフィー（high performance liquid chromatography; HPLC）およびタンデム質量分析装置

（tandem mass spectrometry; MS/MS）分析条件を以下に示した。 

 

HPLC条件 

HPLC装置：Shimadzu VP/10A series（Shimadzu Corporation、Kyoto、Japan） 

分析カラム：Phenomenex Luna C18(2), 5 µm, 2.0 mm I.D.×50 mm L 

（Phenomenex、Torrance、CA、USA） 

移動相（midazolam、nifedipine、diltiazem、alprazolam、clonazepam）： 

（A）0.1% v/v formic acid in purified water 

（B）0.1% v/v formic acid in acetonitrile 

移動相（quinidine）： 

（A）0.2% v/v ammonia solution* in purified water 

（B）0.2% v/v ammonia solution* in methanol 

*ammonia solution: 28% ammonia in water 

流速：0.6 mL/min 
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グラジエント条件： 

min  B%  gradient/linear 

0  5   - 

 2  100   gradient 

 3  100   linear 

 3.5  5   gradient 

 4.5  5   linear 

MS/MS条件 

MS/MS装置：API4000（AB/MDS SCIEX、Forester City、CA、USA） 

イオン化法：Positive ionization electrospray 

Selective reaction monitoring（m/z: precursor ion/product ion）： 

midazolam（326.0/291.2） 

nifedipine（346.9/315.2） 

diltiazem（415.0/178.1） 

quinidine（325.2/160.1） 

alprazolam（308.9/281.1） 

clonazepam（316.1/270.0） 

verapamil（454.9/303.3）（内部標準物質） 

 

2.2.2.4. In vitro CLintの算出 

代謝安定性試験の LC/MS/MS 分析から求めた内部標準物質に対する CYP3A 基質のピ

ーク面積比を計算に用いた。代謝安定性試験における CYP3A基質の未変化体残存率（y

軸、%）をインキュベーション時間（x軸、min）に対し、片対数プロットした。未変化

体残存率は 0 minのピーク面積比を 100%とし、各時点における割合を算出した。線形回
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帰より傾きを求め、消失速度定数（ke）とした。HLMsの CLintを以下（1）式により算出

した。 

 

HLMs の CLint (μL/min/mg protein) = 1,000 ×
ke (min−1)

HLMs 蛋白濃度 (mg protein/mL)
 （1） 

 

平衡透析試験の LC/MS/MS 分析から求めた内部標準物質に対する CYP3A 基質のピーク

面積比から fu, micを以下（2）式により算出した。 

 

fu, mic =
バッファー側チャンバーサンプルのピーク面積比

試料側チャンバーサンプルのピーク面積比
    （2） 

 

HLMsの CLint, uを以下（3）式により算出した。 

 

HLMs の CLint, u (μL/min/mg protein) =
HLMs の CLint

fu, mic (triplicate の平均値)
   （3） 

 

2.2.3. In vivo CLint 

2.2.3.1. In vivo CLtot, p 

In vivo 試験の結果から CLintを算出するため、まず in vivo の CLtot, pの算出を行った。

CLtot, p の算出にあたり、多数のヒト文献データ収集を行った。調査対象は、健康成人に

おける静脈内投与時の値とした。性別は男女混合とし、患者や老齢者などの特殊集団は

除外した。また、CYP3A基質においては代謝クリアランスの明確な人種間差が報告され

ていないため、人種の除外規定は設けなかった。体重が明記されていない場合は 70 kgと

し、CLtot, p（mL/min/kg body weight）の算出を行った。各 CYP3A 基質について、各文献

の値、文献間の算術平均値±標準偏差および中央値の算出を行った。また、全被験者の

加重算術平均値を以下（4）式により算出した（文献数を nとする）。 
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加重算術平均値 =

(文献 1の平均値×文献 1 の被験者数)+(文献 2 の平均値×文献 2の被験者数)+⋯+(文献 nの平均値×文献 n の被験者数)

文献 1 の被験者数+文献 2の被験者数+⋯+文献 nの被験者数

         （4） 

 

2.2.3.2. In vivo CLintの算出 

2.2.3.1.項で算出した CLtot, pの文献間平均値から、全身血液クリアランス（systemic blood 

clearance; CLtot, b）、腎クリアランス（renal clearance; CLr）、CLhを以下（5）（6）（7）式に

より算出した。なお、算出に必要な血液/血漿中濃度比（blood-to-plasma concentration ratio; 

RB）、尿中未変化体排泄率（urinary excretion ratio of unchanged drug; fe）は報告値[44]を用

いた。 

 

CLtot, b (mL/min/kg body weight) =
CLtot, p

RB
     （5） 

 

CLr (mL/min/kg body weight) =
CLtot, b × fe

100
     （6） 

 

CLh (mL/min/kg body weight) = CLtot, b − CLr    （7） 

 

Microsoft Excel 2013（Microsoft Co.、Redmond、WA、USA）のゴールシーク機能を用い、

dispersionモデルの以下（8）（9）（10）式により CLhから CLintを算出した。これを in vivo

試験から求めた肝代謝固有クリアランス（CLint, u, vivo）とした。dispersion number（DN）は

0.17を用いた[45]。なお、算出に必要な Qhは 20.7 mL/min/kg body weight [36]、血中非結

合形分率（unbound fraction in blood; fB）は報告値[44]を用いた。 
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CLh = Qh × {1 −
4a

(1+a)2exp[
(a−1)

2DN
]−(1−a)2exp[−

(a+1)

2DN
]
}    （8） 

 

a = (1 + 4RN × DN)1/2       （9） 

 

RN =
fB × CLint, u, vivo

Qh
        （10） 

 

2.2.4. IVIVE（Physiologically based Scaling） 

2.2.2.4.項で算出した HLMsの CLint, uから定法である以下（11）式の Physiologically based 

Scalingにより in vivo CLint予測値を算出した。MPPGLおよび肝重量は一般的に使用され

ている値として 45（mg protein/g liver）[33]および 25.7（1,800 g liver/70 kg body weight）

[36]を用いた。 

 

𝐼𝑛 𝑣𝑖𝑣𝑜 CLint予測値 (mL/min/kg body weight) =

個々の CYP3A 基質における HLMs の CLint, u (mL/min/mg protein) ×

MPPGL (mg protein/g liver) ×肝重量 (g liver/kg body weight)   （11） 

 

2.2.3.2.項で算出した CLint, u, vivoと比較し、予測精度について検証した。 
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2.3. 結果 

2.3.1. In vitro CLint 

2.3.1.1. 代謝安定性試験（HLMs の CLint算出） 

代謝安定性試験では、4種類の異なる HLMsバッチを用い、CYP3A 基質における HLMs

の CLintを求めた。Alprazolamおよび clonazepamについては代謝安定性が高く、alprazolam

の 60 分間インキュベーション後の未変化体残存率は 82～102%（HLMs_24）、93～104%

（HLMs_50a）、90～107%（HLMs_50b）、80～93%（HLMs_150）であり、clonazepam は

95～123%（HLMs_24）、94～102%（HLMs_50a）、109～114%（HLMs_50b）、92～110%

（HLMs_150）であった。両基質の triplicateで取得した未変化体残存率の値の変動は大き

く、一次消失の指数関数にもフィッティングしなかったため、CLintは算出できなかった。 

 

2.3.1.2. 平衡透析試験（fu, mic算出） 

平衡透析試験では、代謝安定性試験に用いた 4種類の HLMsバッチを用い、fu, micを求

めた（表 5）。いずれの基質も値のバッチ間差は小さく、CV 値は 2.7%（quinidine）～8.9%

（alprazolam）であった。 
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表 5 4種類の HLMsバッチで求めた CYP3A基質における fu, mic値 

HLMsバッチ 基質 

Midazolam Nifedipine Diltiazem Quinidine Alprazolam Clonazepam 

HLMs_24 0.79 ± 0.08 0.81 ± 0.02 0.84 ± 0.06 0.76 ± 0.07 0.90 ± 0.10 0.68 ± 0.04 

HLMs_50a 0.84 ± 0.06 0.81 ± 0.01 0.79 ± 0.03 0.77 ± 0.01 0.85 ± 0.04 0.74 ± 0.03 

HLMs_50b 0.87 ± 0.01 0.76 ± 0.01 0.86 ± 0.03 0.77 ± 0.03 0.80 ± 0.04 0.70 ± 0.01 

HLMs_150 0.88 ± 0.04 0.77 ± 0.02 0.83 ± 0.09 0.81 ± 0.04 0.73 ± 0.03 0.69 ± 0.04 

Mean ± SD  

（バッチ間） 

0.85 ± 0.04 0.79 ± 0.03 0.83 ± 0.03 0.78 ± 0.02 0.82 ± 0.07 0.70 ± 0.03 

CV (%)  

（バッチ間） 

5.0 3.2 3.7 2.7 8.9 3.6 

各 HLMsバッチの値は mean ± SD (n=3) を表す。Midazolam, nifedipine, diltiazem, quinidine, alprazolam, clonazepamの HLMs 

濃度はそれぞれ 0.2, 0.2, 0.5, 0.5, 1, 1 mg/mL である。 
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2.3.1.3. In vitro CLintの算出（HLMs の CLint, u算出） 

HLMsの CLintを算出することができた 4基質（midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidine）

について HLMsの CLint, uを算出した（図 4）。いずれの基質も値のバッチ間差は小さく、

CV 値は 11%（diltiazem）～19%（nifedipine）であった。4基質いずれも HLMs_24が最も

小さい値を示した。CYP3A 基質として最も共通に使用されている midazolam の値は 344

～467 µL/min/mg proteinであり、平均値は 407 µL/min/mg proteinであった。 
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図 4 4種類の HLMsバッチで求めた CYP3A基質における HLMsの CLint, u値 

HLMs の CLint, u値は、substrate depletion approach から求めた CLint値および fu, mic値（表

5）より算出した。 
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2.3.2. In vivo CLint 

2.3.2.1. In vivo CLtot, p 

4基質（midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidine）について健康成人における静脈

内投与時の CLtot, pを多くの文献から収集した。収集した文献数は midazolam、

nifedipine、diltiazem、quinidineにおいて、それぞれ 32、9、3、3であった。各文献の

値、文献間の平均値および中央値をプロットした（図 5）。各文献における被験者数は

midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidineにおいて、それぞれ 5～99、5～23、3～10、

5～14人であり、全文献における総被験者数はそれぞれ 494、75、19、30人であった。

Midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidineにおける CLtot, pの文献間平均値±標準偏差

はそれぞれ 6.5±1.7、7.3±1.7、12.4±1.2、3.9±0.1 mL/min/kg body weightであった。特

に、midazolamおよび nifedipineは文献間で約 3倍の差が認められた。Midazolam、

nifedipine、diltiazem、quinidineにおける CLtot, pの文献間中央値はそれぞれ 6.4、7.1、

12.0、3.9 mL/min/kg body weightであり、平均値と近似した値であった。文献間平均値

および全被験者の加重算術平均値は、いずれの基質も両者で近い値を示した（表 6）。 
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図 5 文献から収集した CYP3A基質における健康成人の CLtot, p値 

収集した文献数は、midazolamにおいて 32 [46-77]、nifedipineにおいて 9 [78-86]、diltiazem

において 3 [87-89]、quinidineにおいて 3 [90-92]である。赤および青はそれぞれ CLtot, pの

文献間平均値（Mean）および中央値（Median）を表す。 

 

表 6  CLtot, pの文献間平均値と全被験者加重算術平均値の比較 

平均値 

(mL/min/kg body weight) 

基質 

Midazolam Nifedipine Diltiazem Quinidine 

文献間平均値 6.5 7.3 12.4 3.9 

全被験者加重算術平均値 6.6 7.4 12.8 3.9 
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2.3.2.2. In vivo CLintの算出 

2.3.2.1.項で算出した CLtot, pの平均値とその他のパラメータから各基質の CLint, u, vivoを

算出した（表 7）。Midazolam、nifedipine、diltiazem、quinidineはいずれも肝代謝により

主に消失するが、quinidineにおいては相対的に高い CLrの寄与（全身クリアランスの

18%）が認められた。Quinidineおよび diltiazemにおいては、CLrの寄与を考慮し、CLint, 

u, vivoを算出した。 

 

2.3.3. IVIVE（Physiologically based Scaling） 

Physiologically based Scalingによる IVIVE 相関をプロットした（図 6）。In vivo CLint予

測値は CLint, u, vivoに対し、0.50～0.97倍であり、いずれの基質においても過小評価の傾向

にあった。また、各基質の予測精度は、用いる HLMs バッチの種類によって異なってい

た。 
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表 7 CYP3A基質の CLint, u, vivoおよび算出に用いられたパラメータ 

基質 

CLtot, p 

(mL/min/kg 

body weight)a 

RB
b 

CLtot, b 

(mL/min/kg 

body weight) 

fe 

(% of dose)b 

CLr 

(mL/min/kg 

body weight) 

CLh 

(mL/min/kg 

body weight) 

fB
b 

CLint, u, vivo 

(mL/min/kg 

body weight) 

Midazolam 6.5 0.653 10.0 0c 0 10.0 0.025 598 

Nifedipine 7.3 0.670 10.9 0c 0 10.9 0.035 489 

Diltiazem 12.4 0.976 12.7 4 0.5 12.2 0.166 125 

Quinidine 3.9 0.930 4.2 18 0.8 3.5 0.074 52.5 

a図 5参照 

b Ogawaらの報告[44] 

c n.d.（1% of dose未満）は 0とした。 
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図 6  Physiologically based Scalingによる in vivo CLint予測値と CLint, u, vivoの相関 

実線は予測の一致を表し、実線と破線の間は前後 2倍以内の予測精度を表す。 
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2.4. 考察 

代謝安定性試験における反応液の緩衝液および有機溶媒組成はそれぞれ 100 mM 

potassium phosphate buffer（pH 7.4）および 0.1% (v/v) DMSO とし、CYP3A活性に及ぼす

影響が少なくなるよう設定した。Substrate depletion approach は、代謝経路が不明な場合

においても未変化体残存率測定のみで HLMsの CLintを算出できる利点がある一方、代謝

安定性の高い化合物は未変化体残存率の経時推移を精度良く測定できない欠点がある。

今回の in vitro 実験条件において、低 CLint基質である alprazolamおよび clonazepamでは

HLMsの CLintを算出することができなかった。本実験では、未変化体残存率および一次

消失の指数関数フィッティングにおける再現性を確認するため、各例 triplicate で評価を

行っている。IVIVE 検討における Substrate depletion approachを用いた代謝安定性試験で

は、特に代謝安定性の高い化合物について、HLMsの CLint値を決めるクライテリア設定

に留意する必要がある。 

fu, mic値について、6 基質いずれも用いた 4 バッチのバッチ間差は小さかった（表 5）。

fu, mic値については種間比較の報告があり、ヒトと動物で高い相関が認められている[93]。

今回は同一種間（ヒト）の比較であるが、少なくともプールされた 4 バッチ間において

差は認められないことが明らかとなった。 

HLMs の CLintを求めることができた 4 基質について、各々の fu, mic値から各 HLMs バ

ッチで CLint, uを算出したが、バッチ間差は小さかった（図 4）。HLMsの個体間差は内的

要因（遺伝的多型、喫煙、飲酒、服薬）および外的要因（肝試料の調製プロセスおよび

保存条件）からなると考えられ[94]、プールドバッチにおいてもバッチ間差の問題は存在

する。今回用いた HLMsのバッチ間差が小さかった要因として、いずれのバッチも同一

供給元から購入したものであり、同じプロセスで調製したと推定されること、ならびに

バッチ間差を最小化するため多くの個体からプール調製されていることが考えられる。

4 基質いずれも CLint, u の値が最も小さい HLMs_24 はプールしたドナー規模が一番小さ
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いことから、プール個体数とバッチ間差に関係のある可能性が推察される。 

変動要因のひとつである CLtot, pについては、多数の文献データから平均値を算出する

ことにより、標準化を試みた（図 5）。特に多くの文献を収集することができた midazolam

および nifedipine では文献間差が認められ、選択する文献により異なる IVIVE 予測精度

結果が得られることに注意が必要である。いずれの基質も文献間平均値と全被験者の加

重算術平均値が相似していた（表 6）ことから、文献間平均値による標準化が可能であ

ると考えられた。 

CLtot, pの平均値から CLint, u, vivoを算出する際、肝モデルとして dispersion モデルを選択

した。一般に肝モデルは、dispersionモデルに加え、well-stirredモデルや parallel tubeモデ

ルが使用される[9]。Well-stirredモデルは数学的取り扱いが簡単であるため IVIVEに良く

使用されるが、他の 2モデルと比較し、予測精度が低い[95]。高次モデルである dispersion

モデルは高 CLint化合物に対しても高い予測精度を有する[94]ことから、本研究の肝モデ

ルとして選択した。 

定法である Physiologically based Scaling による IVIVE は、いずれの基質も HLMs の 4

バッチすべてで過小評価であった（図 6）が、予測精度は変動要因である HLMsの CLint, 

uやスケールアップに用いる生理学的パラメータ相違の影響を受けると考えられた。特に、

HLMsのバッチ間差は小さかったが、HLMsの CLint, uの変動因子のひとつとなっていた。

4 バッチすべてが過小評価であった理由のひとつとして、先に述べた HLMs の個体間差

における外的要因（肝試料の調製プロセスおよび保存条件）が artificial な活性低下を引

き起こしていた可能性が考えられた。  



43 

 

 

 

 

 

 

第 3 章 スケーリングファクターを用いた新規方法論の検証 
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3.1. 緒言 

2 章では、収集した多数の文献データを基にヒト in vivo 全身クリアランスを平均値と

して固定するとともに代謝実験を行い、in vitro/in vivo 相関を確認した。本章では、1 章

で着目した IVIVE の 3つの変動要因をスケーリングファクターで補正（標準化）できな

いか、検討を行った。 

まず、2章で求めた CLint, u, vivoを代謝実験から求めた HLMsの CLint, uで割ることにより

スケーリングファクターを定義し、標準化できないか検討を行った。このスケーリング

ファクターは生理学的パラメータを用いずに、HLMs の CLint, uからダイレクトに使用で

きるスケーリングファクター（SFdirect）になりうると考えた。様々な HLMsバッチにおい

て同じ CYP 分子種で代謝される化合物の代謝活性に良好な相関があることが良く知ら

れており[96]、SFdirectは同じ CYP3A で代謝される化合物間で定義できる可能性があると

考えた。HLMs バッチ含む同じ実験条件では CYP3A 基質の種類によらず SFdirect は等し

いという仮説を検証した（表 8）。次に、HLMsバッチ間差含む実験間差（HLMsの CLint, 

u）を補正する方法について、上記 SFdirectを利用したさらなる検討を行った。 

 

表 8 スケーリングファクターの概念（同じ HLMsバッチでは SFdirectの値が等しい） 

HLMsバッチ 

CYP3A基質 

Midazolam Nifedipine Diltiazem Quinidine その他基質 

HLMs_24 SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect 

HLMs_50a SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect 

HLMs_50b SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect 

HLMs_150 SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect SFdirect 
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3.2. 方法 

3.2.1. スケーリングファクターの定義 

2 章で求めた HLMs の CLint, uおよび in vivo 試験から算出した CLint, u, vivoを用い、以下

（12）式により SFdirectを定義した。 

 

SFdirect (mg protein per kg body weight) =
CLint, u, vivo (mL/min/kg body weight)

HLMs の CLint, u (mL/min/mg protein)
 （12） 

 

HLMsを用いた IVIVE 手順と SFdirectの関係を示す（図 7）。 

 

図 7  HLMsを用いた IVIVE手順と SFdirectの関係（本研究で着目した変動要因を赤字

で示す） 

HLMs CLint, u：ヒト肝マイクロゾーム非結合形分率補正代謝固有クリアランス、In vivo 

CLint：肝代謝固有クリアランス、CLh：肝クリアランス、CLr：腎クリアランス、In vivo 

CLtot, p：in vivo全身血漿クリアランス、fu, mic：マイクロゾーム非結合形分率、fB：血中非

結合形分率、Qh：肝血流速度、RB：血液/血漿中濃度比 

In vitro

HLMs CLint, u

(μL/min/mg protein)

In vivo CLint

(mL/min/kg body weight)
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CLh
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Scale-up (physiological parameters)

Experimental conditions

• Microsomal batches
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各々の基質および HLMsバッチについて、個別に SFdirectを算出した。その後、基質およ

び HLMsバッチごとに SFdirectの平均値、標準偏差、CV 値を算出するとともに、全 SFdirect

の平均値、標準偏差、CV値を同様に算出した。 

 

さらに、in vivo CLint予測における SFdirectの有用性について検証するため、2.3.1.3.項で算

出した HLMsの CLint, uから全 SFdirectの平均値（1,600 mg protein per kg body weight）を用

い、以下（13）式により in vivo CLint予測値を算出した。 

 

𝐼𝑛 𝑣𝑖𝑣𝑜 CLint予測値 (mL/min/kg body weight) =

個々の CYP3A 基質における HLMs の CLint, u (mL/min/mg protein) × SFdirect平均値

 (1,600 mg protein per kg body weight)     （13） 

 

2.3.2.2.項で算出した CLint, u, vivoと比較し、予測精度について検証した。 

 

3.2.2. スケーリングファクターおよび midazolam の CLint, u値による補正 

3.2.1.項で算出した SFdirectに加え、HLMsバッチ間差を含む実験間差補正のさらなる検

討を行うため、今回検討を行った CYP3A 基質における様々な HLMs の CLint, u報告値を

文献から収集した（7種類の HLMsバッチ：A～Gと表記、プールドバッチ A～Cおよび

個別ドナーバッチ D～G）[22, 24, 30, 97]。収集した HLMsの CLint, uから当該基質の in vivo 

CLint予測値を算出するにあたり、以下（14）式に従い、SFdirect（1,600 mg protein per kg body 

weight）および midazolamにおける HLMsの CLint, u値比（2.3.1.3.項で算出した平均値 407 

µL/min/mg protein の当該基質と同じ試験で求められた報告値に対する比）による補正を

試みた（Direct Scaling）。 

 



47 

 

𝐼𝑛 𝑣𝑖𝑣𝑜 CLint予測値 (mL/min/kg body weight) =

文献から収集した CYP3A 基質における HLMs の CLint, u (mL/min/mg protein) ×

SFdirect平均値 (1,600 mg protein per kg body weight) ×

midazolam における HLMs の CLint, u値比     （14） 

 

上記 Direct Scaling による予測値と（11）式の Physiologically based Scaling による予測値

の精度を比較した。 
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3.3. 結果 

3.3.1. スケーリングファクターの定義 

各々の基質および HLMsバッチについて SFdirectを算出した（表 9）。算出した SFdirectの

個別値は 1,190～2,310 mg protein per kg body weight であり、HLMs_24、HLMs_50a、

HLMs_50b、HLMs_150における値は、それぞれ 1,580～2,310、1,190～1,700、1,250～1,810、

1,290～1,730 mg protein per kg body weight であった。SFdirect の基質間の CV 値は 12%

（HLMs_150）～18%（HLMs_24、HLMs_50a）であった。基質間の CV 値が小さかった

ことから、CYP3A基質共通のスケーリングファクターとして適用できる可能性が示され

た。また、バッチ間の CV値も小さかった（12～22%）ことから、全 SFdirectの平均値（1,600 

mg protein per kg body weight）を用い、in vivo CLint値の予測を行った。予測精度は高く、

すべての基質および HLMsバッチにおいて 2倍以内（0.69～1.3倍）で予測することがで

きた（図 8）。 

 

3.3.2. スケーリングファクターおよび midazolam の CLint, u値による補正 

In vivo CLint値予測における Direct Scaling（SFdirectおよび midazolamにおける HLMsの

CLint, u値比による補正）の有用性について、文献から様々な HLMs バッチの値を用い、

評価した。2つの方法（Direct Scalingおよび Physiologically based Scaling）の予測精度を

比較した（図 9）。プールドバッチ（A～C）は、Physiologically based Scalingにおいてい

ずれも過小評価傾向にあったが、Direct Scaling により予測精度は改善した。個別ドナー

から調製されたバッチ（D～G）は、Physiologically based Scalingにおいて幅のある予測精

度を示したが、特に過小あるいは過大評価傾向にあったバッチ（D、F、G）において、

Direct Scalingにより予測精度は改善した。 
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表 9 4 種類の HLMs バッチで求めた CYP3A 基質の SFdirect（mg protein per kg body 

weight） 

HLMsバッチ 

基質 

Mean ± SD CV (%) 

Midazolam Nifedipine Diltiazem Quinidine 

HLMs_24 1,740 2,310 2,160 1,580 1,950 ± 347 18 

HLMs_50a 1,280 1,700 1,680 1,190 1,460 ± 264 18 

HLMs_50b 1,350 1,510 1,810 1,250 1,480 ± 246 17 

HLMs_150 1,590 1,490 1,730 1,290 1,530 ± 184 12 

Mean ± SD 1,490 ± 212 1,750 ± 385 1,850 ± 217 1,330 ± 170 1,600 ± 315 - 

CV (%) 14 22 12 13 - 20 
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図 8  SFdirectの平均値（1,600 mg protein per kg body weight）を用いたときの in vivo 

CLint予測値と CLint, u, vivoの相関 

実線は予測の一致を表し、実線と破線の間は前後 2倍以内の予測精度を表す。
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図 9 新規方法（Direct Scaling）および定法（Physiologically based Scaling）の予測精度比較 

文献から収集した 7種類の HLMsバッチ（プールドバッチ A～Cおよび個別ドナーバッチ D～G）の CLint, u値から算出した in vivo CLint予測

値と CLint, u, vivoの相関。実線は予測の一致を表し、実線と破線の間は前後 2倍以内の予測精度を表す。
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3.4. 考察 

本章において、CYP3A 基質かつ 4 つの HLMs バッチに共通な SFdirect を定義した（表 

9）。SFdirectの定義に関し、代謝関与酵素、HLMsへの非特異結合、臨床データの観点から

基質を選択することは重要である。SFdirect 算出に用いた 4 基質の CYP3A 代謝寄与率は

79%以上（midazolam：92%、nifedipine：95%、diltiazem：79%、quinidine：93%）[19]であ

るが、基質間で異なる特徴がある。例えば、ヒト CYP3A の主な分子種は CYP3A4 であ

るが、CYP3A5 の寄与も一部知られている。今回用いた 4 基質の CYP3A 代謝に占める

CYP3A5 寄与率は大きく異なっている（midazolam：49%、nifedipine：14%、diltiazem：

14%、quinidine：<10%）[19]。また、CYP3A4 については基質との複数結合サイトに関す

る報告[98]があり、今回用いた基質の少なくとも midazolamと nifedipine は異なるドメイ

ンに結合すると考えられている。このように、本研究で定義した SFdirectは異なる特徴を

有する CYP3A 基質を用いて算出された。用いた基質の CYP3A代謝寄与率から、少なく

とも約 80%の CYP3A 代謝寄与率があれば SFdirect（1,600 mg protein per kg body weight）を

使用することが可能と考えられる。SFdirect を定義するにあたり、代謝関与酵素だけでは

なく、HLMsへの非特異結合の観点からも基質を選択した。CYP3A基質には felodipineの

ように高い非特異結合を示すものもあり[24]、このような基質の fu, micの算出は実験誤差

を引き起こす可能性があるため除外した。今回定義した SFdirectを用いる場合、fu, micの小

さい化合物を試験する場合は予測精度への影響に注意が必要である。2 章における検討

（表 5）から fu, mic のバッチ間差は小さいことが明らかになったが、各バッチにおける

SFdirectを正確に見積もるためそれぞれの fu, mic値を用いた。SFdirectの定義における基質選

択では、定義式からもわかるように、臨床で薬物動態パラメータが良く特徴づけられて

いる点も重要である。2章における検討（図 5）から midazolamおよび nifedipineは十分

な文献ならびに被験者数から CLtot, pの平均値を算出することができた。Diltiazemおよび

quinidine は限られた文献数であるが、CLtot, pの文献間差が小さかったため、これら 2 基
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質も SFdirectの算出に含めた。1 章における検討（表 4）からも IVIVE 検討に用いられて

いる CYP3A 基質の CLtot, pは変動幅が認められており、各基質における SFdirectを正確に

求めるため、全文献からの平均値を用いた。なお、高～低 CLintの様々な基質へ SFdirectを

適用するため、肝モデルは dispersionモデルを用いている（2章参照）。 

実験間差を考慮した新規方法である Direct Scaling は、CYP3A 基質の in vivo CLint を

様々な HLMs バッチから予測しうる有用なツールになることが期待される。Midazolam

は創薬および開発の代謝安定性試験においてリファレンス化合物として最も共通に使用

されている。医薬候補化合物が主に CYP3A によって代謝される場合、Substrate depletion 

approach により midazolam と医薬候補化合物の代謝安定性試験を同時に行い HLMs の

CLint, uを決定することで、in vivo CLintを簡易かつ精度良く予測することが可能となる。

HLMs は商用の製品を複数の購入元から入手可能であり、標準基質として midazolam に

おける HLMs の CLintあるいは CLint, uのデータが添付されていることが多い。しかし、

Direct Scalingを用いる場合、SFdirectのコンセプトに基づき、midazolamと医薬候補化合物

の CLint, uは同一実験条件下で決定する必要があると考えられる。その場合、midazolamに

おける HLMsの CLint, u値が本実験の範囲内（344～467 µL/min/mg protein）あるいは近い

値であれば、midazolam の値による補正を行わず、本実験で定義した SFdirect（1,600 mg 

protein per kg body weight）のみ使用することで簡易的に予測することも可能と考えられ

る。今後、多くの CYP3A基質を用い、Direct Scalingから予測した in vivo CLint値の精度

を検証することで本法の堅牢性を確認することが重要である。 
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総括 

 

医薬品の創薬開発段階において化合物のヒトクリアランスを予測することは極めて重

要である。開発される医薬品において、肝代謝クリアランスにより体内から消失するも

のは多いが、肝代謝クリアランスには大きな種差が知られており、HLMs などのヒト由

来試料を用いた IVIVE が予測法として汎用されている。IVIVE では、ヒト試料を用いた

実験から生理学的パラメータおよび数学モデルによるスケールアップを行い、実際の生

体内を反映する肝代謝クリアランスを求める。しかしながら、そのプロセスには複数の

変動要因が存在し、同一化合物においても異なる結果が得られる。本研究では、酸化代

謝の代表的酵素である CYP3A 基質を用い、3 つの変動要因に着目し、HLMsを用いた実

験（Substrate depletion approach）から変動要因補正を可能とする新規方法論の構築を行っ

た。 

 

まず、本研究で着目した 3 つの変動要因①～③に関し、文献報告値からその変動幅に

ついて調査を行った。 

① HLMsの CLint, u 

CYP3A 基質において、HLMs を用いた in vitro 代謝試験から求めた CLint, u報告値の調査

を行った。In vitro 実験条件の相違（HLMsのバッチ間差、反応液組成の違いなど）に基

づくと考えられる CLint, u 値の差が認められた（CYP3A 標準基質として汎用される

midazolamで最大 4倍程度）。 

② スケールアップに用いる生理学的パラメータ 

CLint, u値は生理学的パラメータ（MPPGL、肝重量）を用いて肝全体の in vivo CLintにスケ

ールアップされる。特にMPPGLの報告値に大きな差が認められ、in vivo CLint予測値は

用いる値により影響を受けると推察される。 
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③ ヒト in vivo全身クリアランス 

HLMs を用いた IVIVE 検討では、①②で予測された in vivo CLintと in vivo 全身クリアラ

ンスから変換された CLint値を比較し、予測精度の検証を行う。IVIVE の検討を行ってい

る文献間で CYP3A 基質のヒト in vivo 全身クリアランス値は異なり、midazolam で最大

2.5倍の差が認められた。 

次ステップとして、多数のヒト文献データから上記③の平均値算出を行うとともに、

代謝実験から①を算出し、in vitro と in vivo の CLint比較を行った。異なる 4 バッチのプ

ールド HLMs を用いた CYP3A 基質の代謝実験を行い、代謝実験条件下における基質の

非結合形分率を平衡透析試験より求めた。その結果、CYP3A 基質における HLMsの CLint, 

uに大きなバッチ間差は認められなかった。代謝実験を行った CYP3A 基質についてヒト

in vivo 全身クリアランス（平均値）を多数の文献データから求め、この平均値から肝モ

デルを用い、in vivo試験から求めた肝代謝固有クリアランス（CLint, u, vivo）を算出した。

HLMs の CLint, u から定法である生理学的パラメータによるスケールアップ

（Physiologically based Scaling）で in vivo CLintを予測したところ過小評価傾向にあったが、

予測精度は HLMs のバッチ間差やスケールアップに用いる生理学的パラメータ相違の影

響を受けると考えられた。 

上記 3 つの変動要因①②③を標準化する新規方法論構築のため、まず上記で求めた

CLint, u, vivoを代謝実験から求めた HLMs の CLint, uで割ることによりスケーリングファク

ター（SFdirect）を定義した。SFdirectの基質間変動値は小さかったことから、CYP3A 基質共

通のスケーリングファクターとして変動要因を補正できる可能性が示された。SFdirect の

平均値（1,600 mg protein per kg body weight）を用いたときの in vivo CLint値の予測精度は

高かった。本研究における代謝実験では HLMsバッチ間差に起因する CLint, uの変動幅が

小さかったことから共通の SFdirect（1,600 mg protein per kg body weight）を用いたが、HLMs

バッチ間差含む実験条件は研究所間で異なると考えられるため、様々な HLMs の CLint, u
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（文献値）から SFdirectを用いた変動要因補正が可能か検討した。SFdirect（1,600 mg protein 

per kg body weight）に加え、midazolamにおける HLMsの CLint, u値比を用い、様々なバッ

チで算出されている CYP3A 基質における HLMs の CLint, u 値の補正を試みた（Direct 

Scaling）。その結果、Direct Scaling の予測精度は高く、Physiologically based Scalingによる

予測精度が低いバッチについても精度の改善が認められた。 

 

以上、HLMs を用いた IVIVE による肝代謝クリアランス予測に関し、プロセスにおけ

る変動要因について問題提起し、それらを補正する方法論について実験および文献調査

から有用性を確認した。CYP3Aで代謝される医薬候補化合物のクリアランス値が、SFdirect

値および midazolamにおける HLMsの CLint, u値比から簡便かつ精度良く予測できる可能

性が示唆された。CYP3Aで代謝される医薬品は多く、本研究で構築した方法論はヒトク

リアランス予測法のひとつとして、医薬品研究開発の効率化・成功確率向上に貢献する

ことが期待される。具体的には、創薬段階で CYP3A 代謝寄与率が大きいと推定された化

合物に本法を適用し、肝代謝クリアランス予測を行う。開発段階では、候補化合物選定

後すみやかに予測値から投与量を見積もり、化合物合成量や臨床試験計画に反映させる。

臨床試験結果が得られた後、本法予測精度の検証を行い、方法改善に役立てる。このサ

イクルを繰り返すことにより、トランスレーショナルリサーチを加速させることを提案

したい（図 10）。 
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図 10 医薬品開発における新規方法（Direct Scaling）の適用 

 

本研究で検証した SFdirectの概念は、CYP3A 以外の CYP 分子種や Non-CYP代謝酵素に

も適用できる可能性が考えられる。各薬物代謝酵素について複数基質を用い、共通の

SFdirectが定義できるか否か、本研究と同様なアプローチが必要とされる。In vitro 実験条

件の相違に基づくと考えられる SFdirectのバリエーションが各薬物代謝酵素に存在すると

考えられるが、いずれも CYP3Aの midazolamのような標準基質を用いることにより、生

体試料のバッチ間差含む実験条件の補正が可能となる。本研究における代謝実験では

HLMsバッチ間差は小さく、4 バッチ共通の SFdirectを定義した。一方、CYP2C19、CYP2D6

など遺伝的多型を示す代謝酵素では HLMs バッチ間差が大きくなる可能性も考えられる

ため、実験結果から SFdirectの定義ならびにバッチ間差補正の十分な考察が必要である。

また、ヒト肝代謝クリアランス予測における IVIVE では HLMsの他にも肝細胞などの生

体試料が用いられるが、バッチ間差が問題となる[99]。さらに、本研究で着目した変動要

因は IVIVE における経験則を用いた方法や mechanistic な方法のいずれにも明らかに影

響を及ぼす。IVIVE 手法全般の発展に貢献できるよう、今後 SFdirectの適用範囲を広げる

ためのさらなる研究が必要である。 
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