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略語／略号一覧 

 

AUC                area under the plasma concentration-time curve 

cDNA               complementary DNA 

CL                  clearance 

Cmax                 the peak plasma concentration 

CYP                 cytochrome P450 

DMEM               Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

F                    bioavailability 

GFP                green fluorescent protein 

HMG-CoA           3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 

HPLC               high performance liquid chromatography 

KHB                 Krebs-Henseleit bicarbonate buffer 

Km                  Michaelis-Menten constant 

MATE               multidrug and toxin extrusion proteins 

MPP+                 1-methyl-4-phenylpyridinium 

OAT                organic anion transporter 

OATP                organic anion transporting polypeptide 

OCT                 organic cation transporter 

PAH                  p-amino hippuric acid 

Pdif                  non-saturable uptake clearance 

PM                  poor metabolizer 

SD                  standard deviation 

SDS                sodium dodecyl sulfate 

SE                  standard error 

SLC                  solute carrier 

SNP                 single nucleotide polymorphism 

SU                  sulfonylurea 

TEA                 tetraethylammonium 

Tmax                 time to maximum plasma concentration 

UKPDS              United Kingdom Prospective Diabetes Study 

Vmax                 maximum uptake rate 
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序 論 

 

ビグアナイド薬の歴史は古く、中世ヨーロッパで糖尿病の治療に用いられた植物である

Goat’s rue（French lilac）に始まり 1)、この植物に含まれるグアニジンが血糖改善作用を有す

ることから、グアニジンの骨格を 2 つ有するビグアナイドの研究が行われた 2)。その結果、

1950 年代後半よりフェンホルミン、ブホルミン、メトホルミンの 3 種類のビグアナイド薬

（Fig. 1）が発売された 3-5)。しかし、1970 年代に、主としてフェンホルミンによる重篤な

乳酸アシドーシスの副作用報告が相次ぎ、多くの国でフェンホルミンは使用中止となった

6)。乳酸アシドーシスは、いったん発症すると致死率が高く十分な注意を要する副作用であ

る。この影響により、わが国では他のビグアナイド薬も使用が敬遠されることになった。

フェンホルミンによる乳酸アシドーシスの発現頻度は 1 年に 10 万人あたり約 40～60 人で

あるが、メトホルミンによる乳酸アシドーシスの発現頻度は 1 年に 10 万人あたり 3 人程度

と、フェンホルミンに比較すると 1/10～1/20 低く 7,8)、この副作用の発現頻度はスルホニル

尿素（SU）薬による低血糖昏睡の発現率よりも低いことが指摘されている 9)（Table 1）。ま

た、DeFronzo らによって行われたメトホルミンの有効性に関する詳細な解析は、ビグアナ

イド薬の有効性と安全性を再評価するきっかけとなり 10)、さらに英国で実施された大規模

臨床試験 United Kingdom Prospective Diabetes Study （UKPDS）によって、肥満 2 型糖尿病

患者を対象にメトホルミンの臨床的有用性が明らかにされた 11)。これらの臨床研究に基づ

き近年メトホルミンの有効性と安全性が見直され、米国や欧州においては 2 型糖尿病治療

の第一選択薬として用いられるようになっている 12)。このように、臨床現場でビグアナイ

ド薬が使用され始めて 50 年以上が経つが、メトホルミンとフェンホルミンの乳酸アシドー

シス発現頻度の違いに関する詳細については未だ明らかではない。 

 

 

Fig. 1. Chemical structure of guanidine derivatives. 
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Table 1. Glibenclamide-associated hypoglycaemia and metformin-associated lactic acidosis in 

Sweden, 1972 - mid 19819). 

 

Drug Deaths 
Usage* 

patient years 

Mortality risk per 

1,000 patient years 

Glibenclamide 10 300,645 0.0332 

Metformin 2 83,482 0.0240 

*Average daily dose for glibenclamide = 10 mg 

Average daily dose for metformin = 1500 m g 

 

近年、薬物の体内動態を制御する薬物輸送トランスポーターの研究が進み、多くの医薬

品がトランスポーターを介して膜輸送されることが明らかになってきた 13-16)。トランスポ

ーターはいくつかの種類に分類されるが、二次性能動輸送や促進拡散を媒介するトランス

ポーターは solute carrier (SLC)ファミリーに分類される 14)。現在までに SLC は 52 の遺伝子

ファミリーが明らかにされている 17)。SLC はすべて膜タンパク質であるためαヘリックス

構造の膜貫通部位を有することが共通の特徴であるが、膜貫通回数はトランスポーターご

とに異なる 17-20)。SLC に分類されるトランスポーターは多様な機能を有しているが、これ

らの中で薬物動態に重要な役割を果たすのは、プロトンペプチド共輸送体（SLC15）、有機

アニオントランスポーター（SLC21）、有機イオントランスポーター（SLC22）、プロトン/

有機カチオンアンチポーター（SLC47）の 4 つのトランスポーターである。このうち SLC22

ファミリーは、12 回膜貫通型の構造を有しており、第１細胞外領域に長いループが存在す

る 18)（Fig. 2）。SLC22 ファミリーには 3 種類の有機カチオントランスポーター（OCT1-3）

がある 21)。SLC22A1（OCT1; organic cation transporter1）は 1994 年に初めてクローニングさ

れた有機カチオントランスポーターであり、ヒトでは肝実質細胞の類洞側の細胞膜に発現

している 22,23)。また、ヒトの腎近位尿細管上皮細胞の側底膜には SLC22A2（OCT2; organic 

cation transporter2）が発現している 24)。OCT1 と OCT2 が体内からの主要な消失過程に関

与する肝臓や腎臓に発現しているのに対して、OCT3 は脳、心臓、骨格筋、胎盤などに広

く発現している 18)。なお、ラットでは Oct1 は肝臓と腎臓、Oct2 は腎臓に発現が認められ

る 25,26)。生体内においてカチオンとして存在するメトホルミンは OCT1 を介して薬効・毒

性標的組織である肝臓に取り込まれ、OCT2 を介して尿中へと排泄される。従って、OCT

はメトホルミンの体内動態を制御する重要な要因と考えられる。 

 

薬物の薬効や毒性の発現を把握する指標の 1 つに血中濃度のモニターがある。薬物の血

中濃度がある一定の有効濃度よりも低ければ薬としての効力が十分に発揮できず、逆に高
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くなりすぎると毒性が発現する。このような薬物の血中濃度を変化させる要因としては、

薬物輸送トランスポーター、薬物代謝酵素、薬物間相互作用、肝腎機能の低下や疾患など

様々な要因があげられる。従って、メトホルミンに関連するトランスポーターが原因とな

って体内動態を変動させ、毒性の発現に影響を与える可能性が考えられる。しかし、フェ

ンホルミンの OCT 介在性輸送に関する検討はこれまでなされておらず、ビグアナイド薬の

毒性発現と OCT の関連性を考察するためには、OCT におけるフェンホルミンとメトホルミ

ンの動態特性を比較することが有用ではないかと考えられた。 

そこで本研究では、カチオン性薬物の体内動態を制御するヒト OCT1 および OCT2 に着

目し、ビグアナイド薬の肝臓および腎臓への取り込み動態特性について 14C 標識した 2 種の

ビグアナイド薬（メトホルミンとフェンホルミン）を用いて検討を行った。 

 

 

 

 

Fig. 2. Predicted secondary structure of OCT118).  

The protein is thought to contain 12 transmembrane domains with both N and C terminus located 

intracellularly. The first large extracellular loop contains three putative N -linked glycosylation sites 

(indicated by branches). Cytoplasmic (IN) and extracellular (OUT) orientation are indicated. 
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本 論 

 

第Ⅰ章 ラットにおける in vivo および in vitro 肝取り込み 

 

メトホルミンは経口投与された後、消化管から吸収され、門脈を経由して肝臓へ取り込

まれる。肝臓に取り込まれたメトホルミンは糖新生を抑制する作用を発現し、肝臓から血

液中への糖の放出を低下させる 27,28)。一方、ミトコンドリアの電子伝達系を阻害すること

で、肝臓内におけるピルビン酸の消費が低下し、乳酸値の上昇を招く 29)。正常な状態にお

いてピルビン酸と乳酸は平衡状態を保っているが、ピルビン酸濃度が高くなると、乳酸を

産生する方向に向かう。乳酸はそこから先へ代謝を受けることがなく、脱水素酵素により

ピルビン酸に再度代謝されなければ、体内から消失する経路はない。肝臓における乳酸の

上昇は血中の乳酸値に反映され、血中乳酸値が 5 mmol/L（45 mg/dL）を超えて血液中の pH

が 7.35 未満を示す場合に乳酸アシドーシスと診断される 30)。乳酸アシドーシスになると、

筋肉痛、筋肉の痙攣、倦怠感、脱力感、吐き気、嘔吐、悪心などの症状が出て、数時間す

ると死亡率が高い昏睡状態に陥る 31)。乳酸アシドーシスはいったん発症すると致死率が高

く十分な注意が必要である。このように、メトホルミンにとって肝臓は薬効の標的組織で

あると同時に副作用の乳酸アシドーシスに関連する毒性の標的組織でもある。フェンホル

ミンに関してもメトホルミンと同様に肝臓に取り込まれた後、薬効や毒性を発現すると考

えられるが、これまでにフェンホルミンの肝取り込みの詳細な検討は行われていない。そ

こで本章では、ビグアナイド薬の肝取り込み特性を把握するため 14C 標識したメトホルミン

およびフェンホルミンを用いて in vivo におけるラット肝臓への移行性および in vitro 凍結肝

細胞における取り込みを検討した。 

 

 

第 1 節 経口投与時の体内動態 

 

メトホルミンとフェンホルミンの肝臓への取り込み特性を比較するため、14C-メトホルミ

ンあるいは 14C-フェンホルミンを 50 mg/kg の用量で雄性ラットに単回経口投与し、血漿中

放射能、肝臓中放射能および門脈血漿中放射能を測定した。使用した各標識化合物の構造

を以下に示す（Fig. 3）。 
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Fig. 3. Chemical structure of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B). 
     * : 14C-labeled position 
 
 
【血漿中濃度推移の検討】 

各 14C 標識体を 50 mg/kg の用量で雄性ラットに経口投与後、頸静脈から経時的に採血を

行い、血漿成分を分離して放射能を測定した。14C-メトホルミンを投与したときの血漿中放

射能濃度は投与後速やかに上昇し、1 時間で最高血漿中濃度（Cmax）4.74 μg eq./mL に達した。

消失は速やかであり、投与後 24 時間では Cmaxの約 6%にまで減少した。14C-フェンホルミン

を投与したときは、メトホルミンに比べて血漿中放射能濃度の上昇は緩やかであり、投与

後 4 時間で Cmax 3.49 μg eq./mL に達した後、比較的緩やかに低下した（Fig. 4）。投与後 24

時間では Cmaxの約 17%に減少した。 

 

 

Fig. 4. Plasma concentrations of radioactivity in male rats following an oral dose (50 mg/kg) 
of 14C-metformin (●) and 14C-phenformin (○).  Data are mean ±SD values for three animals. 
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Table 2. Pharmacokinetic parameters of radioacitivity after an oral dose (50 mg/kg) of 
14C-metformin and 14C-phenformin in male rats. 

 

Drug 
Tmax 

hr 

Cmax 

μg eq./mL 

AUC0-∞ 

μg eq.*hr/mL 

Metformin 1.3 ± 0.6 4.93 ± 0.15 34.4 ± 2.1 

Phenformin 4.7 ± 1.2 3.55 ± 0.76 62.9 ± 8.6 

The data are the means ±SD of data for three animals. 

 

 

【組織中濃度の検討】 

血漿中放射能濃度推移から各ビグアナイド薬が消化管からの吸収段階にあると考えられ

る投与後 30 分における門脈血漿中放射能と肝臓中放射能を測定し、肝臓への移行性を検討

した。その結果、肝臓中の放射能濃度はメトホルミンが 21.5 μg eq./g、フェンホルミンが 147.1 

μg eq./g であり、フェンホルミンの方が約 7 倍高い値を示した。一方、門脈血漿中濃度はメ

トホルミンが 5.22 μg eq./mL、フェンホルミンが 2.53 μg eq./mL を示し、メトホルミンの方

が約 2 倍高い濃度であり、血漿中放射能濃度推移の結果を反映していた。なお、投与後 30

分における門脈血漿中放射能濃度は循環血漿中濃度に比べると、いずれも高値であった。

組織移行性を示す Cliver/Cplasma値は、メトホルミンが 4.22、フェンホルミンが 61.3 であり、

ともに肝臓への移行性が良好であることが分かった。以上、両ビグアナイド薬は肝臓に選

択的に取り込まれることが明らかとなった。また、フェンホルミンはメトホルミンに比べ

て肝臓へ取り込まれる移行性が高いことが示された（Table 3）。 

 

 

Table 3. Tissue radioactivity at 0.5 hr after an oral dose (50 mg/kg) of 14C-metformin and 
14C-phenformin to male rats. 

 

Tissue Metformin Phenformin 

Portal vein plasma (μg eq./mL) 5.22 ± 0.47 2.53 ± 0.91 

Liver  (μg eq./g) 21.5 ± 14.7 147.1 ± 29.6 

Cliver/Cplasma 4.22 ± 2.98 61.3 ± 13.6 

The data are the means ±SD of data for three animals. 
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第 2 節 ラットにおける代謝 

 

in vivo の肝臓への移行性試験における 14C 標識体の取り込みが、未変化体の挙動を反映し

たものであるのか確かめるため、投与後 30 分に採取した門脈血漿中の放射性成分をラジオ

HPLC で分析した。その結果、メトホルミンを投与した時の門脈血漿中には未変化体のみが

検出され（Fig. 5）、フェンホルミンを投与したときは、未変化体の他に 2 つの代謝物と考え

られるピークが検出された（Fig. 6）。フェンホルミン投与後に検出された代謝物は肝臓に取

り込まれる前の門脈血漿中に存在していたことから、フェンホルミンはラットの消化管を

初回通過する際に代謝を受けることが示唆された。 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Representative radio-HPLC chromatograms of portal vein plasma at 0.5 hr after an 

oral dose (50 mg/kg) of 14C-metformin to male rats.  14C-metformin standard (A) and portal vein 

plasma (B) are compared. 
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Fig. 6. Representative radio-HPLC chromatograms of portal vein plasma at 0.5 hr after an 

oral dose (50 mg/kg) of 14C-phenformin to male rats.  14C-phenformin standard (A) and portal 

vein plasma (B) are compared. 
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第 3 節 肝細胞における時間依存的な取り込み 

 

 ラットに経口投与後の各ビグアナイド薬が肝臓に移行することが分かったので、肝取り

込みの動態をさらに詳細に比較するためラット凍結肝細胞を用いた検討を行った。ラット

凍結肝細胞において 14C-メトホルミン（20 μM）と 14C-フェンホルミン（20 μM）を 37℃に

てインキュベートして、所定の時間に細胞内へ取り込まれた放射能を測定したところ、各

ビグアナイド薬の取り込みは、氷冷下で反応させた細胞に比べて各測定時点で高値を示し

た。14C-メトホルミンは、取り込み開始からほぼ 5 分まで直線的に取り込まれたが、それ以

降は定常状態に達する傾向が認められた。一方、14C-フェンホルミンは、10 分までほぼ直線

的な取込みが認められた。いずれのビグアナイド薬も氷冷下での取り込み増加は認められ

なかった。また、肝細胞への取り込み量はフェンホルミンの方が多かった（Fig. 7）。この結

果より、次節における濃度依存性の検討は、取り込みの反応時間をメトホルミンは 5 分、

フェンホルミンは 10 分に設定した。 

 

 

 

(A)                                        (B) 

   

 

Fig. 7. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin（20 μM) (B) 

by rat hepatocytes.  Both compounds were incubated for the designated periods at 0C (○) and 

37C (●). Each point represents the mean of two measurements.  
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第 4 節 肝細胞における濃度依存的な取り込み 

 

各ビグアナイド薬のラット凍結肝細胞への時間依存的な取り込みが認められたので、次

に取り込みの濃度依存性を検討した。14C-メトホルミンは 20～10000 μM、14C-フェンホルミ

ンは 1～1000 μM の濃度範囲で、放射能の取り込み量を測定した。その結果、メトホルミン

およびフェンホルミンともに濃度依存的な取り込みを示し、いずれにおいても低濃度での

直線性と高濃度における飽和性が認められた（Fig. 8）。ラット肝細胞への取り込みは、トラ

ンスポーターを介していることが示唆されたので、非線形最小二乗法（MULTI）32)を用い

て以下の Michaelis-Menten 式に当てはめ、速度論パラメータを算出した。 

v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 

 

Km値はメトホルミンの 404 μM に対してフェンホルミンは 5.17 μM であった。Vmax値は

メトホルミンが 640 pmol/min/106 cells、フェンホルミンが 180 pmol/min/106 cells、非特異的

取り込みクリアランスであるPdif 値はそれぞれ 0.293 μL/min/106 cells 、0.573 μL/min/106 cells

であった。また、取り込み活性を示す CLint 値はメトホルミンが 1.58 μL/min/106 cells、フェ

ンホルミンは 34.7 μL/min/106 cells であった。Km値と CLint値から、フェンホルミンはメトホ

ルミンよりもラットの肝細胞に対する親和性が高く、取り込み活性も 20 倍以上高いことが

示された（Table 3）。 

 

 

 

Table 3. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by rat 

hepatocytes. 

 

Parameters Metformin Phenformin 

Km   (μM) 404 5.17 

Vmax  (pmol/min/106 cells) 640 180 

Pdif   (μL/min/106 cells) 0.293 0.573 

CLint  (μL/min/106 cells) 1.58 34.7 

Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 

Values of intrinsic clearance were calculated as follows: Vmax/Kmax. The data are the means of three 

measurements. 
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(A) 

 

(B) 

 

 

Fig. 8. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 

rat hepatocytes. 14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 10000 μM at 

37C for 5 min and 14C-phenformin from 1 to 1000 μM at 37C for 10 min. Each point represents 

the mean ± SD of three measurements. 
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第 5 節 小括 

 

本章では、ビグアナイド薬の薬効・毒性標的組織である肝臓への取り込みを把握するた

め、14C 標識したメトホルミンとフェンホルミンを雄性ラットに経口投与して肝臓への移行

性を in vivo で検討した。さらにラット凍結肝細胞を用いた in vitro 取り込み動態を解析した。 

第 1 節ではラット in vivo における肝臓への移行性を検討した。その結果、メトホルミン

とフェンホルミンを同じ投与量（50 mg/kg）で経口投与したときの肝臓中濃度はいずれも血

漿中濃度よりも高値を示し、肝臓に移行しやすいことが分かった。フェンホルミンはメト

ホルミンに比べて約 7 倍高い肝臓中濃度を示した。門脈血漿中濃度比で比較するとフェン

ホルミンの肝臓への移行性はメトホルミンより約 15 倍高値を示し、フェンホルミンは低い

投与量でもメトホルミンと同等の肝臓内濃度に達するものと考えられた。なお、両ビグア

ナイドの経口投与時の吸収性についてはラットおよびヒトでいずれも 50～60%程度であり、

大きな違いはない 33-36)。ビグアナイド薬は脂溶性が低く、生体膜を透過しにくいと考えら

れるが、メトホルミンの肝臓/門脈血漿中濃度比は 4 以上を示しており、血液側から肝細胞

内への移行には肝取り込みの輸送系が働いていることがうかがえる。 

第 2 節ではビグアナイド薬の生体内における代謝に関して検討した。メトホルミンは生

体内で代謝されないことが報告されているが 37)、今回分析したラットの門脈血漿中にも代

謝物は検出されなかった。一方、フェンホルミンはメトホルミンに比べて代謝を受けやす

く、ヒトにおける主要な代謝物はフェニル基の 4 位が水酸化された代謝物

（4-hydroxyphenformin）である 38)。また、ラットの尿中にはフェンホルミンの水酸化体が

グルクロン酸抱合された代謝物も報告されている 35)。今回、ラット in vivo におけるフェン

ホルミンの代謝を検討したところ、門脈血漿中に代謝物と思われるピークが検出された。

これは全放射性成分の約 30％の割合であった。従って、肝臓内に取り込まれる放射能の 2/3

以上はフェンホルミンの挙動を反映していると考えられる。検出された代謝物の構造は検

討していないが、文献情報から検出された 2 つの代謝物のうち 1 つはパラ位の水酸化体で

はないかと推察している。また、フェンホルミンはラットの消化管を初回通過する際に代

謝を受けることが示唆された。 

第 3 節および第 4 節においては肝臓への取り込み動態の詳細な検討を行うため、ラット

凍結肝細胞を用いた in vitro の取り込みを解析した。その結果、両ビグアナイド薬は、取り

込みに飽和性が認められ、トランスポーターを介して肝細胞に取り込まれることが示唆さ

れた。速度論パラメータを比較するとフェンホルミンの Km 値（5.17 μM）はメトホルミン

の Km値（404 μM）よりも顕著に低値を示し、肝細胞における取り込みにおいて高い親和性

を示した。メトホルミンのラット肝細胞への取り込みにおける Km値は Umehara らの報告し

た値（510 μM）と一致するものであった 39)。また、肝細胞への取り込み活性を示す CLint

値の比較では、フェンホルミン（34.7 μL/min/106 cells）はメトホルミン（1.58 μL/min/106 cells）

の約 22 倍の活性を示した。この取り込み活性の違いは in vivo の Cliver/Cplasma値の違いに相当
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する値であり、ビグアナイド薬の肝細胞への取り込みが in vivo の肝臓への移行性を反映し

ていることが示唆された。HMG-CoA 還元酵素阻害剤であるプラバスタチンは肝臓の類洞側

膜に発現している有機アニオントランスポーターである organic anion transporting 

polypeptide 1B1（OATP1B1）によって肝臓に取り込まれる 40)。プラバスタチンの肝取り込

みは、ビグアナイド薬と同様にラットの肝細胞を用いた in vitro の評価が in vivo の肝臓への

取り込みをよく反映しており 41,42)、肝臓の類洞側膜に発現するトランスポーターを介する

薬物の取り込み動態は肝細胞を用いることで in vivo を反映した評価が行えるのではないか

と考えられた。今回のラット凍結肝細胞への取り込みにおける Pdif 値の値は CLint 値に比べ

ると低値であり、メトホルミンのトランスポーターに依存した取り込みは、肝臓への取り

込み全体に対して 84%、フェンホルミンは 98%を占めると見積もられた。また、Eadie-Hofstee

プロットから飽和性輸送系と非飽和性輸送系の存在が示唆された（Fig. 9）。メトホルミンの

肝取り込みには OCT1 が関与していることが報告されており、フェンホルミンも OCT1 に

よって肝臓に取り込まれていることが推察された。 

以上、ビグアナイド薬はトランスポーターを介して肝臓へ取り込まれ、フェンホルミン

はメトホルミンよりも肝臓への移行性が高いことが明らかになった。また、ビグアナイド

薬のラット凍結肝細胞への取り込みは in vivo の肝臓への移行性を反映することが示唆され

た。 

(A)                                     (B)  

 

 

Fig. 9. Eadie-Hofstee plots for the uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) in rat 

cryopreserved hepatocytes. Uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by rat cryopreserved 

hepatocytes was measured at concentrations of 20, 100, 200, 500, 1000, 2000, and 10000 μM for 

metformin and 1, 5, 10, 50, 100, 500, and 1000 μM for phenformin, respectively. Each point 

represents the mean of three measurements.  
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第Ⅱ章  ヒト肝細胞および hOCT1 発現系卵母細胞における取り込み  

 

第Ⅰ章でビグアナイド薬のラットにおける肝臓への取り込みを検討し、メトホルミンと

フェンホルミンの肝臓への高い移行性が確認された。また、ラット凍結肝細胞を用いた検

討により、in vitro の取り込みが in vivo の肝臓への移行性を反映することが示唆された。そ

こで本章では、メトホルミンとフェンホルミンのヒト肝臓への取り込み動態を把握するた

め、ヒト凍結肝細胞およびヒト OCT1（hOCT1）を発現させた卵母細胞（oocytes）を用いて

ビグアナイド薬の取り込みを検討した。 

 

 

第 1 節 ヒト肝細胞における時間依存的な取り込み 

 

ヒト凍結肝細胞において 14C-メトホルミン（20 μM）と 14C-フェンホルミン（20 μM）の

時間依存的な取り込みを検討した。37°C における各ビグアナイドの取り込みは氷冷下に比

べて各測定時点で高値を示した。14C-メトホルミンは、取り込み開始から 20 分までほぼ直

線的な取り込みを示した。14C-フェンホルミンは 10分まで直線的に取り込みが増加したが、

それ以降は定常状態に達する傾向が認められた。肝細胞に取り込まれた量はフェンホルミ

ンの方が多かった。また、氷冷下での取り込み増加は認められなかった（Fig.10）。この結

果より、次節における濃度依存性の検討では、反応時間をメトホルミンは 20 分、フェンホ

ルミンは 10 分に設定した。  

 

  

 

Fig. 10. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin（20 μM) (B) 

by human hepatocytes.  Both compounds were incubated for the designated periods at 0C (○) 

and 37C (●). Each point represents the mean of two measurements.  
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第 2 節 ヒト肝細胞における濃度依存的な取り込み 

 

各ビグアナイド薬のヒト凍結肝細胞への時間依存的な取り込みが認められたので、次に

濃度依存性を検討した。14C-メトホルミンは 20～10000 μM、14C-フェンホルミンは 1～1000 

μM の濃度範囲における放射能の取り込みを測定した。その結果、メトホルミンおよびフェ

ンホルミンの取り込みは、低濃度での直線性と高濃度における飽和性を示し（Fig. 11）、

Eadie-Hofsteeプロットを行うと2つのコンポーネント（飽和性と非飽和性）が認められた（Fig. 

12）。両ビグアナイド薬はヒト肝細胞にトランスポーターを介して取り込まれることが示唆

されたので、非線形最小二乗法（MULTI）32)を用いて以下の Michaelis-Menten 式に当てはめ、

速度論パラメータを算出した。 

v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 
 

フェンホルミンの Km値（12.5±10.5 μM）はメトホルミンの Km値（907±324 μM）より

も約 1/70 と小さい値であった。Vmax値はフェンホルミンが 192±145 pmol/min/106 cells、メ

トホルミンが 287±112 pmol/min/106 cells であり、取り込み活性を示す CLint 値はフェンホル

ミンが 16.4±2.5 μL/min/106 cells、メトホルミンが 0.377±0.262 μL/min/106 cells とフェンホ

ルミンが約 43 倍大きかった。また、非特異的取り込みクリアランス Pdif値はフェンホルミ

ンが 0.527 ± 0.054 μL/min/106 cells、メトホルミンが 0.0588 ± 0.0154 μL/min/106 cells であった

（Table 3)。 

 

 

 

Table 3. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by human 

cryopreserved hepatocytes. 

 

Parameters Metformin Phenformin 

Km   (μM) 907 ± 324 12.5 ± 10.5 

Vmax  (pmol/min/106 cells) 287 ± 112 192 ± 145 

Pdif   (μL/min/106 cells) 0.0588 ± 0.0154 0.527 ± 0.054 

CLint  (μL/min/106 cells) 0.377 ± 0.262 16.4 ± 2.5 

Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 

Values of intrinsic clearance were calculated as follows: Vmax/Kmax. The data are means ± SD with 

three different batches of hepatocytes. 
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           (A) 

 

            (B) 

 

 

Fig. 11. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 

human cryopreserved hepatocytes. 14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 

to 10000 μM at 37C for 20 min. 14C-phenformin was incubated in a concentration range from 1 to 

1000 μM at 37C for 10 min. Experiments were conducted using hepatocytes from three different 

batches. Each point represents the mean ± SD.  
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Fig. 12. Eadie-Hofstee plots for the uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) in 

human cryopreserved hepatocytes. Uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by human 

cryopreserved hepatocytes was measured at concentrations of 20, 100, 500, 1000, 2000, 5000, and 

10000 μM for metformin and 1, 5, 10, 50, 100, 500, and 1000 μM for phenformin, respectively. Each 

point represents the mean ± SD of three different batches of hepatocytes. 
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第 3 節 取り込みに対する K+イオンの影響 

 

 メトホルミンはカチオン性の化合物であり、ヒト肝細胞内への輸送は有機カチオントラ

ンスポーター1（hOCT1）を介することが報告されている。OCT は膜電位に依存した化合物

の輸送を担っており、この膜電位を抑制すると OCT による輸送を阻害することができる。

そこで、膜電位の効果を低減する K+ buffer の影響を検討した結果、K+ buffer を加えること

によりメトホルミンおよびフェンホルミンともに肝細胞内への取り込み量が大きく減少す

ることが認められた。ヒトの肝臓には hOCT1 が特異的に発現していることから、フェンホ

ルミンの肝取り込みはメトホルミンと同様に hOCT1 を介したものであることが示唆された

（Fig. 13）。 

 

 

Fig. 13. Effect of membrane potential on 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) uptake by 

human hepatocytes. The hepatocytes were incubated with high K+ incubation medium at 37C for 

10 min with 20 μM 14C-metformin (A) or for 5 min with 1 μM 14C-phenformin (B). Each column 

represents the mean ± SD of three measurements. **Significant difference from the control (p＜

0.01). 
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第 4 節 ビグアナイド取り込みに対する代表的基質の阻害効果 

 

ヒト肝細胞におけるビグアナイド薬の取り込みに関与するトランスポーターについてさ

らに検討するため、有機アニオントランスポーター（OAT）の代表的な基質である p-アミ

ノ馬尿酸（PAH）と有機カチオントランスポーター（OCT）の代表的な基質であるテトラエ

チルアンモニウム（TEA）を用い阻害効果の検討を行った。その結果、メトホルミンおよび

フェンホルミンともに TEA で濃度依存的に取り込みが阻害されたが、PAH では有意な阻害

効果は認められなかった（Fig. 14）。この結果から、メトホルミンとフェンホルミンは hOCT1

で肝臓内に取り込まれることが示唆された。 

 

 

Fig. 14. Inhibitory effect of PAH and TEA on 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) 

uptake by human hepatocytes. The hepatocytes were incubated with respective compounds at 

37C for 10 min with 20 μM 14C-metformin (A) or for 5 min with 1μM 14C-phenformin (B). Each 

column represents the mean ± SD of three measurements. Asterisk indicates a significant difference 

from the control (*: p＜0.05,***: p＜0.001 ).   
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第 5 節 卵母細胞発現系における時間依存的な取り込み 

 

ヒト肝細胞を用いた検討結果から、メトホルミンおよびフェンホルミンは hOCT1 によっ

て肝細胞内に取り込まれることが示唆された。これまでにメトホルミンの肝取り込みは

hOCT1 を介したものであることが報告されているが、フェンホルミンに関する詳細は不明

である。そこでフェンホルミンの肝細胞への取り込みが hOCT1 によるものかを明らかにす

るため、hOCT1 を発現させた卵母細胞（oocytes）で両ビグアナイドの取り込みについて検

討を行った。各ビグアナイド薬の時間依存的な取り込みを 14C-メトホルミンおよび 14C-フェ

ンホルミンを用いて検討した結果、各ビグアナイド薬ともに反応時間に応じた取り込み量

が増加し、取り込み開始から 90 分までの直線性が認められた。水をインジェクションした

oocytes（コントロール）ではほとんど取り込みの増加は認められなかった。（Fig. 15）。 

        (A) 

 
(B) 

 
Fig. 15. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 

by hOCT1 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 

hOCT1 (●) and water injected oocytes as a control (○). Each point represents the mean ± SD of ten 

oocytes. 
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第 6 節 卵母細胞発現系における濃度依存的な取り込み 

 

hOCT1を発現させたoocytesにおいて各ビグアナイド薬の時間依存的な取り込みが認めら

れたので、取り込みの濃度依存性を検討した。14C-メトホルミンは 20～10000 μM、14C-フェ

ンホルミンは 1～1000 μM の濃度範囲で、放射能の取り込み量を測定した。その結果、メト

ホルミンおよびフェンホルミンの取り込みは、低濃度での直線性と高濃度における飽和性

が認められた（Fig. 16）。両ビグアナイド薬は hOCT1 を介して取り込まれることが示唆され

たので、非線形最小二乗法（MULTI）32)を用いて以下の Michaelis-Menten 式に当てはめ、速

度論パラメータを算出した。 

v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 
 

フェンホルミンの Km値は 5.59 μM、メトホルミンは 932 μM であった。Vmax値はフェン

ホルミンが 1.83 pmol/min/oocyte、メトホルミンが 8.94 pmol/min/oocyte であり、取り込み活

性を示す CLint 値はフェンホルミンが 0.327 μL/min/oocyte、メトホルミンが 0.00959 

μL/min/oocyte とフェンホルミンが約 34 倍大きな値であった。非特異的取り込みクリアラン

ス Pdif値はフェンホルミンが 0.0338 μL/min/oocyte、メトホルミンが 0.00340 μL/min/oocyte で

あった（Table 4）。 

 

 

 

Table 4. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by hOCT1 

expressing oocytes. 

 

Parameters Metformin Phenformin 

Km   (μM) 932 5.59 

Vmax  (pmol/min/oocyte) 8.94 1.83 

Pdif   (μL/min/oocyte) 0.00340 0.0338 

CLint  (μL/min/oocyte) 0.00959 0.327 

Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 

Values of intrinsic clearance were calculated as follows: Vmax/Kmax. The data are means of values for 

ten oocytes. 
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(A) 

 

(B) 

 

 

Fig. 16. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 

oocytes stably expressing hOCT1 (● ) and water injected oocytes as a control (○ ). 
14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 10000 μM at 37C for 90 min. 
14C-phenformin was incubated in a concentration range from 1 to 1000 μM at 37C for 90 min. Each 

point represents the mean ± SD of ten oocytes.  
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第 7 節 小括 

 

本章では、ヒト凍結肝細胞および hOCT1 を発現させた卵母細胞におけるビグアナイド薬

の取り込み動態特性について検討を行った。 

 第 1 節ではヒト凍結肝細胞におけるビグアナイド薬の時間依存的な取り込みを検討した

結果、14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンともに反応時間に依存した肝細胞への取

り込み量の増加が認められた。氷冷下で反応させると肝細胞への取り込みはほとんど増加

しなかったことから、各ビグアナイド薬がトランスポーターを介して肝細胞内に取り込ま

れていることが示唆された。 

第 2 節ではヒト凍結肝細胞における各ビグアナイド薬の濃度依存性を検討した。いずれ

のビグアナイド薬も濃度依存的に取り込み量が増加したが、その取り込みには飽和性が認

められた。速度論パラメータは、メトホルミンの Km値（907 μM）に対してフェンホルミン

の Km値（12.5 μM）は約 1/70 と小さかった。Vmax値はそれぞれ、287 pmol/min/106 cells と

192 pmol/min/106 cells であり、取り込み活性を示す CLint 値はメトホルミンが 0.377 

μL/min/106 cells、フェンホルミンが 16.4 μL/min/106 cells と約 43 倍大きな値を示した。従っ

て、フェンホルミンはメトホルミンよりもヒト凍結肝細胞において親和性が高く、取り込

み活性も高いことが分かった。非特異的取り込みクリアランスを示す Pdif 値は CLint 値に比

べると小さい値であり、メトホルミンのトランスポーターに依存した肝取り込みは、肝取

り込み全体に対して約 87%、フェンホルミンは約 97%を占めると考えられた。また、

Eadie-Hofstee プロットから、飽和性と非飽和性の輸送系の存在が示唆された。これらの結果

は、第Ⅰ章のラット肝細胞における取り込みの結果とよく相関しており、ヒトの肝臓にお

いてもフェンホルミンはメトホルミンと比較して肝臓に移行しやすいと考えられた。一般

的に適度な脂溶性を持つ化合物は生体膜の透過性が良好であることが知られているが 43)、

メトホルミンとフェンホルミンの logP 値はそれぞれ、-1.43 および -0.84 であり、高い水溶

性を有する薬物である 44,45)。このような物性であるが肝細胞内への移行性は良好であり、

単純拡散だけではなくトランスポーターの関与が示唆された。 

第 3 節ではヒト凍結肝細胞への取り込みに対する K+ buffer の影響を検討した。OCT を介

した経細胞輸送は膜電位に依存しており 46)、その膜電位が低下すれば取り込み量が低下す

る。K+ buffer は膜電位を低下させる効果があり、この K+ buffer の添加によってビグアナイ

ド薬の取り込みが大きく低下したことから、肝細胞への取り込みは膜電位に依存したもの

と推察された。 

第 4 節においては、ビグアナイド薬の取り込みに対する各種トランスポーターの代表的

な基質による阻害効果を検討した。OCT の代表的な基質である TEA を添加すると、その添

加濃度に依存した取り込み阻害が認められた。OAT の代表的な基質である PAH では有意な

阻害効果は認められず、肝細胞への取り込みが OCT によることが示唆された。以上の結果

から、ビグアナイド薬のヒト肝細胞への取り込みは OCT によるものであることが推察され
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た。ヒトの肝臓では hOCT1 が特異的に発現していることから、次に hOCT1 を発現させた

oocytes を用いた検討を行った。 

第 5 節および第 6 節ではビグアナイド薬の hOCT1 による取り込み動態について oocytes

発現系を用いて解析した。14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンともに反応時間に依

存した oocytes への取り込み量の増加が認められ、hOCT1 を介して oocytes に取り込まれて

いることが示唆された。次に、濃度依存性を検討した結果、放射能の取り込み量は水をイ

ンジェクションした oocytes（コントロール）に比べて高値を示し、濃度依存的に取り込ま

れ、その取り込みには飽和性が認められた。hOCT1 に対するメトホルミンとフェンホルミ

ンの Km値はメトホルミンの 932 μM に対してフェンホルミンは 5.59 μM であり、取り込み

活性を示す CLint値はメトホルミンが 9.59 × 10-3 μL/min/oocyte、フェンホルミンが 327 × 10-3 

μL/min/oocyte であり、フェンホルミンが約 34 倍大きな値であった。hOCT1 に対する Km値

はヒト肝細胞で得られた Km 値（12.5 μM）とほぼ同じ値を示しており、肝細胞への取り込

みは hOCT1 を介したものであると考えられた。また、メトホルミンの hOCT1 に対する Km

値はこれまでに報告されている HEK293 に発現させた hOCT1 の Km値とほぼ同等の値であ

った。これまでメトホルミンが hOCT1 の基質であることは報告されていたが、フェンホル

ミンについては不明であった。今回の結果から、フェンホルミンはメトホルミンに比べて

hOCT1 に対する親和性が高く、取り込み活性も高いことが示され、メトホルミンよりも特

異性が高い良好な基質であることが明らかになった。hOCT1 はヒトの肝臓の類洞側膜に発

現しており 22,23)、ビグアナイド薬の肝臓への取り込みに寄与していると考えられる。従っ

て、ヒトにおいてフェンホルミンはメトホルミンに比べて肝臓への移行性がより高いと推

察される。国内におけるメトホルミンの 1 回あたりの最大投与量は 750 mg であるのに対し

て、フェンホルミンの過去の投与量は 1 回あたり 50 mg と推察され 47-49)、メトホルミンに

比較すると低用量である。フェンホルミンはメトホルミンに比べてミトコンドリア膜への

結合が強いため薬効も強力であると考えられている 29)。一方、メトホルミンは体内で代謝

を受けないが 37)、フェンホルミンはデブリソキンと同じCYP分子種で代謝されることから、

主に CYP2D6 による代謝を受けると考えられる 50,51)。なお、両ビグアナイド薬の経口吸収

性には大きな違いはないと考えられる 33-36)。これらの結果から、フェンホルミンがメトホ

ルミンよりも低用量で薬効を示すのは、標的組織の肝臓への移行性が良好であることが１

つの要因であり、上記の hOCT1 に対するビグアナイド薬の特性を反映していると考えられ

る。 

ヒト肝細胞への取り込みが hOCT1 を介するものであることが明らかとなったが、hOCT1

には遺伝子多型が認められている 52-56)。Kerb らは、57 名の健康なコーカシアンの hOCT1

遺伝子を解析し、25 種の SNP のうち 5 種がアミノ酸変異を伴い、そのうち 3 種類は基質認

識性を変化させる変異であると報告している 52)。また、Shu らはコーカシアンを含む多様

な人種 494 名の遺伝子を解析して、15 種のアミノ酸変異を伴う SNP のうち輸送活性の低下

した 5 種と輸送活性の上昇した 1 種類の変異を報告している 53)。さらに、これらのメトホ
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ルミン輸送活性の低下する 4 種類（p.Arg61Cys, p.Gly401Ser, p.Met420deletion, p.Gly465Arg）

の SNP を有する健康成人にメトホルミンを投与して、薬効と体内動態評価を実施している

57,58)。変異を有する健康成人と野生型をホモ接合型で有する健康成人においてメトホルミン

の糖負荷後の血糖値の変化を比較すると、野生型ではメトホルミン投与後に良好な血糖降

下作用が認められるのに対して、変異を有する群では血糖降下作用の減弱が認められてい

る。また、同じ被験者群を対象として体内動態を比較したところ、変異を有する被験者で

は AUC が有意に高くなっており、CL/F は有意に低くなることが観察されている。この結果

は hOCT1 の輸送活性が低下することによってメトホルミンの肝臓への取り込みが低下し薬

効が減弱し、分布容積が小さくなったことで血中濃度が上昇したものと考えられる。また、

ビグアナイド薬の肝臓への取り込みと乳酸アシドーシス発現に関して Oct1 ノックアウトマ

ウスにおける検討がなされている 59)。野生型マウスにメトホルミンを定速静注するとノッ

クアウトマウスに比べて肝臓中濃度は高値を示し、血中乳酸値の上昇が認められた。一方、

ノックアウトマウスでは肝臓中濃度は野生型に比べて約 1/10 程度と低く、血中乳酸値の上

昇も低かった。この結果は、ビグアナイド薬の肝取り込みは Oct1 によって制御されており、

その取り込み活性の変動によって血中乳酸値も変動する可能性を示唆している。従って、

hOCT1 はビグアナイド薬の薬効や毒性発現に影響を与える要因と考えられるが、その機能

変化によって肝臓への取り込み量は減少することから毒性発現頻度を高める可能性は低い

と推察される。 

以上、フェンホルミンはメトホルミンに比べて hOCT1 に対する親和性が高く、取り込み

活性も高いことが明らかになった。hOCT1 はビグアナイド薬の肝臓への移行性を支配する

要因であり、薬効や毒性発現に関与していると考えられたが、毒性発現頻度を高める要因

ではないと推察された。 
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第Ⅲ章 hOCT2 を介したビグアナイドの動態 

 

第Ⅰ章および第Ⅱ章においてはビグアナイド薬の肝臓への取り込み動態について検討し

た。一方、ビグアナイド薬の体内動態の観点からは、主な消失経路である腎排泄も重要な

ターゲットである。メトホルミンはヒトに経口投与後、生体内で代謝を受けず、未変化体

として投与量の約 50%が尿中に排泄され 34)、静脈内投与した場合には 99%が尿中に排泄さ

れる 37)。フェンホルミンは体内で代謝を受けるが、経口投与後の尿中には未変化体として

投与量の約 40～50%が排泄される 36)。したがってビグアナイド薬の腎排泄を制御する要因

は体内動態の変動にも影響を与える可能性が考えられる。 

ヒト腎近位尿細管上皮細胞の側底膜に発現する hOCT2 は、カチオン性基質の腎臓への取

り込みに関与するトランスポーターである 24)。OCT2 の機能が低下するとメトホルミンの体

内動態が変動することが報告されており、マウスの腎臓に発現する 2 種の Oct1 と Oct2 をダ

ブルノックアウトしたマウスにメトホルミンを静脈内投与すると、野生型マウスに比べて

血漿中濃度（AUC0-∞）が約 4.5 倍上昇する 60)。これは、腎臓への取り込みが低下したため

と考えられる。また、in vitro でメトホルミンの輸送活性が低下する hOCT2 の変異を有する

健康成人にメトホルミンを投与すると、腎排泄量の低下と血漿中濃度の上昇が認められる

61)。このように、hOCT2 はメトホルミンの腎排泄に影響を及ぼす重要な要因であり、その

機能変化はメトホルミンの体内動態の変動に関連している。一方、フェンホルミンと hOCT2

に関する詳細な検討はこれまでになされておらず、ビグアナイド薬の腎排泄に関与する要

因を明らかにするために hOCT2 を発現した卵母細胞（oocytes）を用いた検討を行った。な

お、本章では hOCT2 の他にも、有機カチオントランスポーターの hOCT1 と hOCT3 につい

て評価を行った。 

 

 

第 1 節 卵母細胞発現系における取り込みに対する阻害効果 

 

hOCT2 の代表的な基質の取り込みに対するビグアナイド薬の阻害作用を確認するため、

hOCT2 を発現させた卵母細胞（oocytes）を用いて検討した。hOCT2 の代表的な基質として
14C 標識したテトラエチルアンモニウム（TEA）を用いた。また、hOCT1 代表的な基質に

は TEA、hOCT3 の代表的な基質としては 3H 標識した 1-メチル-4-フェニルピリジニウム

（MPP+）を使用し、各トランスポーターの阻害剤としてキニジンを用いた。阻害作用は
14C-TEA および 3H-MPP+の放射能の取り込み量の変化で評価した。 

hOCT2 を発現させた oocytes における 14C-TEA（10 μM）の取り込みは、メトホルミン（1 

mM）およびフェンホルミン（1 mM）によって有意に阻害された。フェンホルミンの阻害

能はメトホルミンよりも強かった（Fig. 17）。hOCT1 を発現させた oocytes においても
14C-TEA の取り込みは両ビグアナイド薬によって有意に阻害された。hOCT2 と同様、フェ
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ンホルミンはメトホルミンよりも阻害能が強かった（Fig. 18）。hOCT3 を発現させた oocytes

ではフェンホルミンが 3H-MPP+の取り込みを有意に阻害したが、メトホルミンでは阻害傾

向が認められたものの、有意な阻害作用ではなかった（Fig. 19）。阻害剤のキニジンは、各

hOCTにおいて代表的な基質の取り込みを有意に阻害した。各 hOCTにおける阻害率を Table 

5 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. Inhibitory effect of unlabeled TEA, metformin, phenformi, and quinidine on 

hOCT2-mediated 14C-TEA (10 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 

respective compounds at room temperature for 60 min with TEA, metformin, phenformin, and 

quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± SE of 6 determinations. 

Asterisk indicates a significant difference from the control (***: p＜0.001 ).   
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Fig. 18. Inhibitory effect of unlabeled TEA, metformin, phenformi, and quinidine on 

hOCT1-mediated 14C-TEA (10 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 

respective compounds at room temperature for 60 min with TEA, metformin, phenformin, and 

quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± S of 6 determinations. Asterisk 

indicates a significant difference from the control (**: p＜0.01, ***: p＜0.001 ).   

 

 

 

Fig. 19. Inhibitory effect of unlabeled MPP+, metformin, phenformi, and quinidine on 

hOCT3-mediated 3H-MPP+ (0.05 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 

respective compounds at room temperature for 60 min with MPP+ at 30 μM and metformin, 

phenformin, and quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± SE of 6 

determinations. Asterisk indicates a significant difference from the control (n.s., not significant; ***: 

p＜0.001 ).   
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Table 5. Summary of inhibitory potencies of biguanides on hOCT1-3 mediated transport. 

 

Transporter 
Probe 

substrate 

Reference 

inhibitor 

Results (% of control) 

Metformin Phenformin Reference 

hOCT1 TEA Quinidine 37.9 ± 8.6** 1.2 ± 0.2*** 1.3 ± 0.5*** 

hOCT2 TEA Quinidine 33.3 ±1.4*** 1.7 ± 0.1*** 1.4 ± 0.3*** 

hOCT3 MPP+ Quinidine 65.5 ± 7.1 5.5 ± 0.2*** 6.3 ± 0.3 *** 

Each value represents the mean ± SE of 6 determinations.  p <0.01: and ***, p <0.001 vs. control. 

 

 

 

 

第 2 節 卵母細胞発現系における時間依存的な取り込み 

 

第１節の検討において hOCT2 の代表的基質の取り込みに対して有意な阻害作用が認めら

れたため、ビグアナイド薬について時間依存的な取り込みを検討した。 

hOCT2 を発現させた oocytes において 14C-メトホルミン（20 μM）と 14C-フェンホルミン

（20 μM）の時間依存的な取り込みを検討した。各ビグアナイドの取り込みは、水をインジ

ェクションした oocytes（コントロール）に比べて各測定時点で有意に高値を示した。14C-

メトホルミンの取り込みは 60 分までほぼ直線的に増加したが、その後定常状態に達する傾

向が認められた。14C-フェンホルミンは 300 分まで直線的な取り込みの増加が認められた。

取り込み量はフェンホルミンの方が多かった（Fig.20）。この結果より、次節における濃度

依存性の検討では、取り込みの反応時間を 60 分に設定した。 

また、hOCT1 を発現させた oocytes における 14C-メトホルミン（20 μM）および 14C-フェ

ンホルミン（20 μM）、hOCT3 を発現させた oocytes における 14C-フェンホルミン（20 μM）

の時間依存的な取り込みを検討した結果、ビグアナイド薬の取り込みはコントロールに比

べて各測定時点で有意に高値を示し、いずれも 300 分までほぼ直線的に取り込みが増加し

た（Fig. 21 および Fig. 22）。この結果より、次節における濃度依存性の検討では、取り込み

の反応時間を 120 分に設定した。なお、メトホルミンは hOCT3 における代表的な基質であ

る MPP+の取り込み阻害に有意差が認めなかったことから時間依存性の検討は実施しなか

った。 
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   (A) 
                 

 

(B) 

 

 

Fig. 20. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 

by hOCT2 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 

hOCT2 (■) and water injected oocytes as a control (□). Each point represents the mean ± SE of 6 

determinations. ***, p < 0.001 vs. water injected oocytes. 
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Fig. 21. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 

by hOCT1 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 

hOCT1 (■) and water injected oocytes as a control (□). Each point represents the mean ± SE of 6 

determinations. ***, p < 0.001 vs. water injected oocytes. 
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Fig. 22. Time course of uptake of 14C-phenformin (20 μM) by hOCT3 expressing oocytes. 
14C-phenformin was incubated for the designated periods in hOCT3 (■) and water injected oocytes 

as a control (□). Each point represents the mean ± SE of 6 determinations. ***, p < 0.001 vs. water 

injected oocytes. 
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第 3 節 卵母細胞発現系における濃度依存的な取り込み 

 

hOCT2 を発現させた oocytes を用いて 14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンの濃度

依存性について検討した。反応時間は第 2 節で検討した結果を基に設定した。速度論パラ

メータの Km値および Vmax値は Eadie-Hofstee プロットから算出し、非特異的取り込みクリ

アランスである Pdif  値は水をインジェクションした oocytes（コントロール）の取り込み量

から見積もった。 

hOCT2 を発現させた oocytes における 14C-メトホルミンと 14C-フェンホルミンの取り込み

動態を調べるため、14C-メトホルミン（20～2000 μM）および 14C-フェンホルミン（0.2～70 

μM）の濃度依存的な取り込みを検討した。 

各ビグアナイド薬ともに濃度依存的に取り込まれ、その取り込みは低濃度での直線性と

高濃度における飽和性を示し（Fig. 23）、各ビグアナイドが hOCT2 を介して oocytes に取り

込まれていることが示唆された。コントロールにおける取り込みはわずかであった。

Eadie-Hofstee プロットでは、いずれのビグアナイドも直線性を示した。速度論パラメータは

Km 値はメトホルミンが 235 μM、フェンホルミンが 37.4 μM、Vmax値はメトホルミンが 16.9 

pmol/min/oocyte、フェンホルミンが 7.83 pmol/min/oocyte、取り込み活性を示す CLint値はメ

トホルミンが 71.9 × 10-3 μL/min/oocyte に対してフェンホルミンは 209 × 10-3 μL/min/oocyte 

であった。非特異的取り込みクリアランスである Pdif 値は、それぞれ 4.69 x 10-5 

μL/min/oocyte と 43.0 × 10-5 μL/min/oocyte であり、hOCT2 を介さない oocytes への取り込み

はほとんど影響がないと考えられた（Table 6）。メトホルミンの取り込み活性は hOCT1 に比

べると 30 倍以上高かったが、フェンホルミンは hOCT1 とほぼ同じ程度であった。これら

の結果より、各ビグアナイド薬は hOCT2 の良好な基質であり、フェンホルミンはメトホル

ミンに比べると親和性が高く、取り込み活性も高いことが明らかになった。 

 

Table  6.  Kinetic Parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by 

hOCT-expressing oocytes. 

 

Substrate Transporter 
Km Vmax CLint Pdif 

μM pmol/min/oocyte 10-3 μL/min/oocyte 10-5 μL/min/oocyte 

Metformin 
hOCT1 369 0.911 2.47 2.37 

hOCT2 235 16.9 71.9 4.69 

Phenformin 

hOCT1 5.71 1.12 196 29.8 

hOCT2 37.4 7.83 209 43.0 

hOCT3 22.3 0.196 8.79 22.6 
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(A) 

 

(B) 

 

Fig. 23. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 

oocytes stably expressing hOCT2 (■ ) and water injected oocytes as a control (□ ). 
14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 20000 μM for 60 min. 
14C-phenformin was incubated in a concentration range from 0.2 to 70 μM for 60 min. Each point 

represents the mean ± SE of 6 determinations. Inset: Eadie-Hofstee plots. V, uptake rate (pmol/ 

min/oocyte) S, concentration (μM). 

 



35 

 

また、hOCT1 を発現させた oocytes における 14C-メトホルミンと 14C-フェンホルミンの取

り込みおよびhOCT3を発現させたoocytesにおける 14C-フェンホルミンの取り込み動態を検

討した。その結果、ビグアナイド薬はいずれも濃度依存的に取り込まれ、その取り込みは、

低濃度での直線性と高濃度における飽和性を示した。コントロールにおける取り込みは低

かった。Eadie-Hofstee プロットは、いずれも直線性を示した（Fig. 22）。今回実施した hOCT1

における Km値は、第Ⅱ章で実施した結果に比べるとやや低値であった。フェンホルミンは

hOCT3 の基質と考えられるが、hOCT1 や hOCT2 に比べると取り込み活性はかなり低かっ

た（Table 6）。 

(A)                                (B) 

        

(C) 

 
Fig. 22. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 

oocytes stably expressing hOCT1, and 14C-phenformin (C) by oocytes stably expressing 

hOCT3 (■) and water injected oocytes as a control (□). 14C-metformin was incubated in a 

concentration range from 20 to 2000 μM for 60 min. 14C-phenformin was incubated in a 

concentration range from 0.2 to 70 μM for 60 min. Each point represents the mean ± SE of 6 

determinations. Inset: Eadie-Hofstee plots. V, uptake rate (pmol/ min/oocyte) S, concentration (μM). 
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第 4 節 小括 

 

本章では、主として hOCT2 を発現させた oocytes におけるビグアナイド薬の取り込み動

態について検討を行った。 

 第 1 節では hOCT1-3 を発現させた oocytes における代表的な基質（放射性標識リガンド）

の取り込みに対するメトホルミンあるいはフェンホルミンの阻害作用を検討した。hOCT1

および hOCT2 を発現させた oocytes において、両ビグアナイド薬は代表的基質（TEA）の

取り込みを有意に阻害した。フェンホルミンはメトホルミンよりも阻害作用が強かった。

hOCT3 を発現させた oocytes ではフェンホルミンは代表的基質（MPP+）に対する有意な阻

害作用を示したが、メトホルミンでは阻害傾向は認められたものの、有意な作用ではなか

った。フェンホルミンによる阻害作用は hOCT1 や hOCT2 に比べると弱いものであった。

これらの結果から、メトホルミンおよびフェンホルミンは hOCT1 および hOCT2 の基質で

あり、フェンホルミンは hOCT3 の基質であることが示唆された。 

 第 2 節では hOCT2 を発現させた oocytes においてビグアナイド薬の時間依存的な取り込

みを検討した結果、14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンともに反応時間に依存した

取り込み量の増加が認められた。水をインジェクションした oocytes（コントロール）への

取り込みはほとんど認められず、ビグアナイド薬は hOCT2 を介して oocytes に取り込まれ

ていることが示唆された。 

 第 3節においては hOCT2を発現させた oocytesにおける 14C-ビグアナイド薬の濃度依存性

を検討した。その結果、各ビグアナイド薬ともに放射能の取り込みはコントロールに比べ

て有意に高値を示し、濃度依存的な取り込みと飽和性が認められた。速度論パラメータは

メトホルミンの取り込み活性を示す CLint値（71.9 × 10-3 μL/min/oocyte）が hOCT1 に対する

値（2.47 × 10-3 μL/min/oocyte）よりも約 29 倍大きな値を示した。フェンホルミンの CLint値

（209 × 10-3 μL/min/oocyte）は hOCT1 の値（196 × 10-3 μL/min/oocyte）とほぼ同じ値であっ

た。この結果より、肝臓にはフェンホルミンがメトホルミンに比べて特異的に取り込まれ

るが、腎近位尿細管上皮細胞への取り込みは肝臓ほど大きな違いがないことが示された。

以上の結果から、腎排泄に関与する hOCT2 に対してメトホルミンとフェンホルミンはとも

に良好な基質であることが明らかとなった。ビグアナイド薬の主たる消失経路は腎排泄で

あるため、腎近位尿細管上皮細胞の側底膜に発現してビグアナイド薬を基質として認識す

る hOCT2 は腎排泄を制御する重要な要因と考えられる。一方、hOCT2 には遺伝子多型が存

在しており 62-65)、そのうちアミノ酸変異を伴うものにはカチオン性化合物の輸送活性に影

響を及ぼすものがある。Shuらは in vitroでメトホルミンの輸送活性が低下する3種類のSNPs

（p.Thr199Ile、p.Thr201TMet、p.Ara270Ser）のいずれかを有するヒトにおける体内動態を評

価している 61)。これらの変異を有する健康成人にメトホルミン 500 mg を経口投与したとこ

ろ、p.Ara270Ser をホモ接合で有する被験者において腎クリアランスが野生型の被験者に比

べて約 1/2 に低下し、Cmaxは約 1.6 倍、AUC が約 1.7 倍上昇している。一方、クレアチニン
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クリアランスに変化はなかった。この結果は hOCT2 の機能変化がメトホルミンの体内動態

に影響を与えることを示している。フェンホルミンと hOCT2 に関する検討はこれまでにな

されていないが、今回得られた速度論パラメータを基に考えると、メトホルミンと同様に

hOCT2 はフェンホルミンの腎排泄を制御する要因であり、その機能変化によって体内動態

が変動することが推察された。このようなビグアナイド薬の体内動態の変動は、副作用で

ある乳酸アシドーシスの発症に繋がる可能性がある。すなわち、hOCT2 の機能が低下する

ことにより、腎排泄量が低下し、血漿中濃度の上昇とそれに伴う肝臓中濃度の上昇によっ

て乳酸アシドーシスが発現しやすい状況が生じると考えられる。従って、hOCT2 はビグア

ナイド薬の毒性発現に関連する要因と考えられる。 

 なお、今回ビグアナイド薬の hOCT3 における取り込みについて検討した結果、フェンホ

ルミンが hOCT3 の基質であることが示唆された。しかし、hOCT3 は脳、心臓、骨格筋、胎

盤など多くの組織で発現しており 18)、CLint値は hOCT1 や hOCT2 に比べるとかなり小さい

ことから、ビグアナイド薬の体内動態に大きな影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。

また、メトホルミンは hOCT3 の良好な基質ではないことが示唆された 66,67)。 

以上、hOCT1-3 を発現させた oocytes において 14C-メトホルミンと 14C-フェンホルミンの

取り込み動態を詳細に検討した結果、メトホルミンとフェンホルミンはともに hOCT2 の良

好な基質であることが明らかになった。hOCT2 はビグアナイドの主たる消失経路である腎

排泄を支配する要因であり、体内動態に変動を及ぼすことによってビグアナイド薬の毒性

発現頻度を高める可能性が考えられた。 
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第Ⅳ章 乳酸アシドーシスの発現に関する考察 

 

本研究においてビグアナイド薬のフェンホルミンはメトホルミンと同様に hOCT1 と

hOCT2 の良好な基質であることが明らかとなった。各トランスポーターに対する親和性と

輸送活性は、フェンホルミンの方が高かった。そこでビグアナイド薬の体内動態を支配す

るこれらトランスポーターによる動態特性と乳酸アシドーシスの発現との関連性について

考察を行った。 

 

ビグアナイド薬の肝臓への取り込みは hOCT1 を介しており、hOCT1 の機能変化は体内動

態や薬効、毒性の発現に反映されると考えられる。メトホルミンの輸送活性が低下した

hOCT1 の変異を有する健康成人にメトホルミンを投与すると、血中濃度の上昇と薬効の低

下作用が認められる 57,58)。これは薬効標的組織である肝臓へのメトホルミンの取り込みが

低下したことによって分布容積が減少し、血中濃度が上昇したためと考えられる。すなわ

ち、hOCT1 に起因する体内動態の変動によって薬効が低減したと考えられる。これよりメ

トホルミンよりもさらに良好な基質であるフェンホルミンにおいても同様の効果が認めら

れると推察される。 

乳酸アシドーシスの発症には、肝臓中濃度の上昇が重要な条件となる 59)。上述のごとく、

肝臓中濃度が低くなると薬効が減弱し、副作用の発現も低下すると考えられる。一方、ア

ミノ酸変異を伴う hOCT1 の SNP（p.Ser14Phe）において MPP+の取り込みが野生型の約 2

倍上昇することが報告されている 53)。この変異を有するヒトにおいては hOCT1 を介した肝

臓への取り込みが増加することが考えられる。しかし、基質としてメトホルミンを使用し

た検討において、野生型に比べて取り込みが低下する結果が報告されている 57)。この原因

は不明であるが、メトホルミンの輸送活性を促進する hOCT1 の変異は今のところ報告され

ていない。以上のことから、hOCT1 はビグアナイド薬の体内動態を支配し、薬効や毒性発

現に関与する重要な要因であるが、副作用である乳酸アシドーシスの発現頻度を高める可

能性は低いと考えられた。 

 一方、ビグアナイド薬の主たる消失経路は腎排泄であり、腎近位尿細管上皮細胞の側底

膜に発現してビグアナイド薬を基質として取り込む hOCT2 も、体内動態の変動に関与する

重要な要因である。メトホルミンの輸送活性が低下する hOCT2の 3種類のSNP（p.Thr199TIle、

p.The201Met、Ara270Ser）のいずれかの変異を有する健康成人にメトホルミンを経口投与す

ると、腎排泄量の低下とそれに伴う血中濃度の上昇が認められる 61)。これは、主消失経路

の腎排泄の抑制により循環血中の濃度が高くなることを示している。これより hOCT2 に対

する良好な基質であるフェンホルミンにおいても同様の変動が起こることが推察される。

hOCT1 の機能変化では、肝臓中への取り込みが抑制されて血中濃度が上昇したが、hOCT2

では腎排泄が抑制され血中濃度が上昇しているため、肝臓中濃度も上昇すると考えられる。

従って、hOCT2 はビグアナイド薬の体内動態を支配し、薬効および副作用の発現頻度を高
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める可能性が示唆された。 

次に、メトホルミンとフェンホルミンの乳酸アシドーシスの発現頻度の違いについてビ

グアナイド薬の体内動態の関連性から考察した。 

薬物の体内動態を変動させる要因の１つに代謝酵素がある。メトホルミンは体内で代謝

されないため代謝酵素の影響を受けないが 37)、フェンホルミンは主として CYP2D6 により

代謝される 50,51)。CYP2D6 には遺伝子多型が知られており、代謝能が低下した poor 

metabolizer（PM）がコーカシアンでは約 7%存在する 68)。PM にフェンホルミンを投与する

と代謝能が低下しているため血中のフェンホルミン濃度が上昇し、乳酸値が高くなる傾向

が報告されている 69)。従って、CYP2D6 はフェンホルミンによる乳酸アシドーシス発現に

関与するリスクファクターの１つと考えられる。しかし、PM の割合からだけでは、フェン

ホルミンの乳酸アシドーシス発現頻度（約 40～60 名/10 万人/年間）を説明することはでき

ない。本研究において hOCT2 がビグアナイド薬の毒性発現に関与する要因の１つと考えら

れたことから、hOCT2 の遺伝子多型による輸送活性の低下とその頻度について考察した。

メトホルミンの hOCT2 における輸送活性の低下が認められる変異（p.Ara270Ser、p.Thr199Ile、

p.Thr201Met）について、韓国人のアレル頻度はそれぞれ 14%、1%、2%である。A270S の

変異をホモ接合型で有する健康成人にメトホルミン 500 mg を投与するとコントロール群に

比べて腎排泄量が有意に低下して約半分となり、血中濃度の上昇（Cmax が約 1.6 倍、AUC

は約 1.7 倍）が認められる 61)。in vitro におけるメトホルミンの輸送活性は T199I と T201M

が A270S に比べて低下しており、これらの変異をホモ接合型で有する被験者ではメトホル

ミンの腎排泄量の低下および血中濃度の上昇はさらに大きくなると推察される（臨床研究

におけるこれらのホモ接合型のデータは報告がない）。ただし、T199I と T201M の変異はこ

れまでコーカシアンにおいて報告がない。以上のように、CYP2D6 と hOCT2 はフェンホル

ミンの体内動態を変動させる要因であり、この 2 つの要因が重なりあった場合には単独時

に比べて血中濃度がさらに上昇すると推察される。コーカシアンにおける A270S のアレル

頻度は 2.5~15.7%と報告されており 56,62)、この変異のホモ接合型の頻度と CYP2D6 の PM の

割合（0.07）を掛け合わせると、10 万人あたり 4.3 人～172 人の割合となる。これはフェン

ホルミンの乳酸アシドーシスの発現頻度（約 40～60 人/10 万人）を包括する頻度となる。

メトホルミンは代謝酵素の影響がないため、発現頻度の割合はフェンホルミンよりも低い

と推察される。 

さらにビグアナイド薬の血中濃度の変動と乳酸値の関連性について文献より考察を行っ

た。Marchettiらは 2型糖尿病患者 37名においてメトホルミンを処方した群（平均投与量 1240 

± 560 mg/day）とフェンホルミンを処方した群（平均投与量 66 ± 20 mg/day）の血漿中濃度

と乳酸値の相関性を比較している 70)。血漿中メトホルミン濃度は平均値 505 ng/mL（236-718 

ng/mL）、フェンホルミン濃度は 55 ng/mL（28-114 ng/mL）を示し、いずれも臨床における

有効血中濃度の範囲内を示している。この時、メトホルミンの血漿中濃度と乳酸値との間

には明確な相関性はないが（r = 0.22）、フェンホルミンにおいては相関性が認められている
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（r = 0.49, P＜0.05）。また、Nattrass らは、メトホルミン（500 mg × 3 回/日）、フェンホルミ

ン（50 mg × 2 回/日）、グリブリド（2.5 あるいは 5 mg/日）を糖尿病患者（6 名）に投与した

ときの経時的な血中乳酸値の変動を比較しており、各薬剤を投与後の乳酸値の変動が最も

大きかったものはフェンホルミンであり、次いでメトホルミン、グリブリドではほとんど

変化がなかったことを報告している 71)。さらに、Bando らは雌雄ラットにおいてヒト臨床

血漿中濃度とほぼおなじ暴露量になるように設定した投与量でメトホルミンおよびフェン

ホルミンを 28 日間反復経口投与し、血漿中濃度と乳酸値の変動を検討している 72)。血漿中

薬物濃度はいずれのビグアナイド薬でも用量に応じた増加が認められるが、乳酸値の増加

はフェンホルミン投与群でのみ認められた。これらの文献情報から、フェンホルミンはメ

トホルミンに比べて、臨床用量において乳酸値の上昇を惹起しやすい特性を有することが

推察された。 

以上のことから、hOCT2 はビグアナイド薬の腎排泄を規定する重要な要因であり、薬効

や毒性発現にも関与していることが示唆された。さらに、hOCT2 の輸送活性を低下させる

遺伝子多型のアレル頻度や代謝酵素（CYP2D6）の遺伝子多型の PM の割合ならびに乳酸値

上昇のなどを総括的に考えると、メトホルミンとフェンホルミンの乳酸アシドーシス発現

頻度の違いを説明できると考える。 

 

さらに、最近の研究によりメトホルミンの腎排泄には、血液側からの取り込みは hOCT2

が関与しており、管腔側への排泄は multidrug and toxin extrusion proteins（MATE1/SLC47A1 

や MATE2-K/SLC47A2）によることが報告されている 73-75)。MATE はプロトン共役型で非

起電性のカチオン輸送体であり、ヒトおよびマウスの腎臓からプロトン/有機カチオン逆輸

送体の実体として最初に MATE1 が同定されている 76)。MATE1 は 570 のアミノ酸から構成

され、推定 13 回膜貫通領域を有している 77)。ヒトの hMATE1 は主に腎臓、肝臓、副腎、骨

格筋などに発現しており、hMATE2-K は腎臓にほぼ特異的に発現している 77,78)。MATE に

は遺伝子多型が存在し、アミノ酸変異を伴う変異体においてカチオン性化合物の輸送活性が

低下することが報告されている 79-83)。マウスの Mate1 をノックアウトして、メトホルミン

を経口投与すると野生型に比べて血漿中濃度が 15 倍、肝臓中濃度が 69 倍上昇し、血中乳酸

値も有意に高値を示すが 84)、現在までにアミノ酸変異を伴う MATE の変異を有するヒトに

おける明らかな体内動態の変動は報告されていない。しかし、アミノ酸変異を伴わないプロ

モーター領域の変異を有する被験者にメトホルミンを投与すると、hOCT との関連解析によ

ってメトホルミンの薬効が変化する結果が報告されている 85)。今後、臨床において遺伝子

多型の頻度や薬物の体内動態の変動に関する研究が進めば、MATE の機能変化に基づくビグ

アナイド薬の体内動態動態変動が明らかになることが期待され、MATE が hOCT2 と同様に

ビグアナイド薬の乳酸アシドーシス発現に関与する要因の 1 つになる可能性が考えられる。 
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結 論 

 

本研究では、カチオン性薬物の体内動態を制御しているヒトの OCT1 および OCT2 に着

目して、ビグアナイド薬の毒性発現と OCT の関連性を考察するため、メトホルミンとフェ

ンホルミンの肝臓および腎臓への取り込み動態特性について比較検討した。また、ビグア

ナイド薬の重篤な副作用である乳酸アシドーシスと体内動態の変動の関連性について文献

情報から考察を行い、以下の知見を得た。 

 

第Ⅰ章 ラットにおける in vivo および in vitro 肝取り込み 

 

ビグアナイド薬の薬効および毒性標的組織である肝臓への取り込みを検討するため、14C-

メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンをラットに投与した。両剤ともに血漿中濃度に比べ

て肝臓中濃度が高値を示し、フェンホルミンはメトホルミンに比べて肝移行性が約 15 倍高

かった。また、ラット凍結肝細胞を用いた検討では、両剤とも濃度依存的な取り込みが認め

られ、トランスポーターの関与が示唆された。取り込み活性を示す CLint値はフェンホルミ

ンがメトホルミンに比べて約 22 倍高い値を示し、in vitro 肝細胞への取り込み活性は in vivo

の肝臓への移行性を反映することが推察された。これらの結果から、ビグアナイド薬はトラ

ンスポーターを介して肝臓内に取り込まれ、高い移行性を示すことが明らかになった。 

 

第Ⅱ章 ヒト肝細胞および hOCT1 発現系卵母細胞における取り込み 

 

ヒト肝臓への取り込みを調べるため、ヒト凍結肝細胞を用いて検討した。フェンホルミン

はメトホルミンに比べて約 43 倍高い取り込み活性を示し、トランスポーターを介して輸送

されることが示唆された。ヒト肝細胞における取り込みは、膜電位を抑制することで低下し

た。さらに OCT の代表的な基質であるテトラエチルアンモニウム（TEA）の共存によって、

取り込みが濃度依存的に阻害された。これらの結果から。肝細胞への取り込みはヒト肝臓に

特異的に発現している hOCT1 によるものと推察された。そこで hOCT1 を発現させた卵母細

胞を用いた検討を行ったところ、各ビグアナイド薬の Km値は肝細胞の値と一致し、取り込

み活性はフェンホルミンがメトホルミンに比べて約 34 倍高い値であった。以上、フェンホ

ルミンの肝取り込みは、hOCT1 を介したものであり、その取り込み活性はメトホルミンよ

りも高いことが示された。一方、hOCT1 の遺伝子変異によってメトホルミンの輸送活性が

低下することが報告されており、このような変異を有する患者においては肝臓への取り込み

が低下し薬効が減弱する。従って、メトホルミンよりも hOCT1 に対する親和性が高く、輸

送活性も高いフェンホルミンの場合も薬効の減弱が生じると推察される。薬効の減弱は毒性

発現の低下につながることから、hOCT1 はビグアナイド薬の薬効や毒性発現に関与する要
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因の 1 つではあるが、毒性発現頻度を高める可能性は低いと考えられた。 

 

第Ⅲ章 hOCT2 を介したビグアナイドの動態 

 

ビグアナイド薬の主たる消失経路である腎排泄に関与するヒトの OCT2 について調べる

ため、hOCT2 を発現させた卵母細胞を用いて検討した。両剤とも OCT2 の代表的な基質で

ある TEA の取り込みを有意に阻害した。また、濃度依存的な取り込みが認められた。 Km

値はフェンホルミンがメトホルミンの約 1/6 程度であり、取り込み活性はフェンホルミンが

約 3 倍高い値を示し、両ビグアナイド薬は hOCT2 の良好な基質であることが明らかになっ

た。これらの結果から、フェンホルミンは hOCT2 を介して腎排泄されることが示唆された。

hOCT2 の遺伝子変異によってメトホルミンの輸送活性が低下することが報告されており、

このような変異を有する患者においては、腎排泄量が低下し血中および肝臓中濃度が上昇す

ることが推察される。肝臓中濃度の上昇は乳酸アシドーシスの発現を高めることになり、

hOCT2 はビグアナイド薬の毒性発現頻度を高める要因の 1 つと考えられた。 

 

第Ⅳ章 乳酸アシドーシスの発現に関する考察 

 

 フェンホルミンは主に CYP2D6 による代謝を受ける。hOCT2 の輸送活性が低下した変異

を有する患者が、CYP2D6 の PM であった場合、フェンホルミンの体内動態はさらに大きく

変動すると考えられる。一方、メトホルミンは生体内で代謝されないため、代謝酵素によ

る影響は受けない。また、臨床用量においてフェンホルミンの血漿中濃度は血中乳酸値と

相関するが、メトホルミンでは相関性が認められないことが報告されており、各ビグアナ

イド薬の血中乳酸値に対する反応性に違いがあることが示唆される。以上のことから、フ

ェンホルミンでは複数の要因が重なることにより、乳酸アシドーシスの発現頻度がメトホ

ルミンに比べて高まることが推察された。 

 

以上、本研究で得られた知見は、ビグアナイド薬の体内動態を支配している OCT1 およ

び OCT2 を介したメトホルミンとフェンホルミンの動態特性を明らかにしたものであり、

ビグアナイド薬の重篤な副作用である乳酸アシドーシスの発現頻度を規定する要因を明ら

かにする上で有用な基礎的知見と考える。 
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実験の部 

 

第Ⅰ章 

【実験材料】 

14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、962 MBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社

（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は

Amersham Biosciences 社（Little Chalfont、UK）にて合成した。非標識のメトホルミンは和

光純薬株式会社（大阪）から、また、非標識のフェンホルミンはシグマ・アルドリッチ社

（St. Louis、MO）から購入した。ラットの凍結肝細胞は Xenotech LLC 社 (Lenexa、KS)か

ら入手した。その他の試薬は市販特級品を用いた。 

 

【実験動物】 

Crl:CD（SD）系雄性ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を購入した。動物室は

室温を 23 ± 2 C、相対湿度を 55 ± 15 % に設定して 12 時間の明暗サイクル（点灯：8:00～

20:00、消灯：20:00～8:00）、1 時間あたり 10 回以上の換気回数になるように制御した。す

べての動物は、固型飼料（CFR-1、オリエンタル酵母工業株式会社）と水道水を自由摂取さ

せ、検疫・馴化を経た後、7 週齢にて 1 群 3 匹で実験に供した。 

 

【投与方法】 

14C-メトホルミンと 14C-フェンホルミンはそれぞれ非標識のメトホルミンおよびフェンホ

ルミンと混合して蒸留水に溶解させ、25 mg/1.85 MBq/mL に調製した。ラットには 2 mL/kg 

（50 mg/3.7 MBq/kg）の用量で経口ゾンデを用いて投与した。 

 

【血漿中放射能濃度】 

14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンを経口投与後、0.5、1、2、4、6、24 時間目

にエーテル麻酔下でヘパリン処理をしたシリンジを用いて頸静脈から経時的に血液を採取

した。採取した血液は遠心分離（1800 × g、4℃ で 10 分間）を行って、血漿成分を分取し

た。血漿 0.1 mL に液体シンチレーター（ハイオニックフロー、パーキンエルマー社）10 mL

を加えて、液体シンチレーションカウンター（2500TR、パーキンエルマー社）で放射能を

測定した。 

 

【肝臓中放射能濃度】 

14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンを経口投与後 0.5 時間においてエーテル麻酔

下でヘパリン処理をしたシリンジを用いて門脈から血液を採取し、腹下大動脈から全採血 

を行った後、速やかに肝臓を摘出した。血液は遠心分離（1800 × g、4℃で 10 分間）を行い、
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血漿成分を分取した。門脈血漿中放射能は上記の血漿と同様の方法で測定した。肝臓は一

部を採取して湿重量を測定した後、組織溶解剤（ソルエン、パーキンエルマー社）2 mL を

添加し 40 ℃に加温して溶解させた。その後、液体シンチレーター（ハイオニックフロー）

10 mL を加えて、液体シンチレーションカウンター（2500TR）で放射能を測定した。 

 

【放射性成分分析サンプルの調製】 

門脈血漿 0.1 mL にメタノール 2 mL を加えて撹拌抽出した後、遠心分離（1800×g、4℃で

10 分間）を行った。上清成分を分取して窒素ガス気流下で蒸発乾固させ、残渣を HPLC 移

動相 0.15 mL に溶解させた。調製した抽出成分を HPLC 分析に供した。なお HPLC への注

入は 100 μL とした。 

 

【放射性成分の HPLC 分析条件】 

（1）14C-メトホルミン： 

カラム：Inertsil® 3 series column ODS-3 (5 m、4.6 mm i.d. × 250 mm、GL サイエンス) 

移動相：0.2 mol/L KH2PO4 pH 4.0 

流速       ：1.0 mL/min 

カラム温度 ：40°C 

分析時間 ：15 min 

検出        ：放射能 

（2） 14C-フェンホルミン 

カラム：Symmetry C18 (5 μm、4.6 mm i.d. × 250 mm、Waters) 

ガードカラム ：SUMIPAX Filter  PG-ODS (住化分析センター) 

移動相：(A) 0.1%トリフルオロ酢酸/精製水 (1/1000, v/v) 

(B) 0.1%トリフルオロ酢酸/アセトニトリル (1/1000, v/v) 

グラジエント ： 

移動相 0 min 10 min 15 min 20 min 30 min 

A 100% 0% 100% 100% 100% 

B 0% 100% 0% 0% 0% 

流速 ：1.0 mL/min 

カラム温度 ：設定なし 

分析時間 ：30 min 

検出     ：放射能 

 

【ラット凍結肝細胞の調製】 

雄性ラットの凍結肝細胞を 37℃で急速融解し、Isolation Percoll 溶液 13 mL に DMEM 培

地 2 mL を入れた遠沈管に添加した。70 × g で 5 分間、室温で遠心分離を行い、細胞を沈殿
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させた。上清を除いた後、沈渣を Krebs-Henseleit 緩衝液 (118 mM NaCl、5 mM KCl、1.1 mM 

MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM NaHCO3、10 mM glucose and 10 mM HEPES、

pH 7.4、以下 KHB) 2 mL で懸濁し、懸濁液 50 μL にトリパンブルー450 μL を加え、細胞数

を計測し、生存率を算出して生細胞率が 80%以上であることを確認した。細胞懸濁液に再

度 DMEM 培地を 10 mL 添加し、50 × g で 3 分間、室温で遠心分離を行った。上清を除き沈

渣に KHB を加えて、細胞濃度を 2.0 × 106 cells/mL となるように調製した。 

 

【ラット凍結肝細胞への取り込み】 

2.0 × 106 cells/mL に調製した細胞懸濁液 450 μL を 37℃で 5 分間プレインキュベーション

した。基質（14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミン）を含む反応溶液も同時に 37℃で

5 分間プレインキュベーションした。細胞懸濁液に反応溶液を等量添加して取り込みを開始

した。取り込み時間と温度の検討では、14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンを 20 μM

として、37℃あるいは 0℃において 15 秒、1 分、2 分、3 分、5 分、7 分、10 分間インキュ

ベーションした。所定時間に反応溶液を 100 μL 採り、シリコンオイル 100 μL と 2N の水酸

化ナトリウム溶液 50 μL が入ったチューブに添加し、10000 × g で 15 秒間、室温で遠心分離

を行った。遠心分離後のチューブ内が 3 層に分離していることを確認して、シリコンオイ

ル層の中央部分をカミソリで切断した。細胞分画を放射能測定用のバイアルに入れ、組織

溶解剤（ソルエン）2 mL を加えて超音波処理を行った。液体シンチレーター（ハイオニッ

クフロー）10 mL を加え、液体シンチレーションカウンター（2500TR）で取り込まれた放

射能を測定した。濃度依存性の検討では、細胞懸濁液に 14C-メトホルミン（20、100、200、

500、1000、2000、10000 μM）および 14C-フェンホルミン（1、5、10、50、100、500、1000 

μM）を含む基質溶液を等量添加し、メトホルミンは 37℃で 5 分間、フェンホルミンは 10

分間インキュベーションした。所定時間に上記の時間依存性と同様の操作を行い、取り込

まれた放射能を測定した。 

 

【速度論パラメータの算出】 

血漿中濃度‐時間曲線下面積（AUC0-t）は最終測定時までは台形法により、最終測定時以

降の AUCt-∞は消失相の傾きと最終定量時間の濃度を用いて算出し、AUC0-∞はそれらを合す

ることにより算出した。 

ラット肝細胞におけるメトホルミンとフェンホルミンの速度論パラメータは、非線形最小

二乗法プログラム（MULTI）を用い、以下の Michaelis-Menten 式に当てはめて算出した。 

v = Vmax × S / (Km+S) + Pdif × S 
ここで vは取り込みの速度（pmol/min/106 cells）、Vmaxは最大取り込み速度（pmol/min/106 cells）、

KmはMichaelis-Menten定数（μM）、Pdif は非特異的取り込みクリアランス（μL /min/106 cells）、

S は添加した基質濃度（μM）を示す。 
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【データの表示と統計処理】 

血漿および肝臓中放射能濃度は各薬剤の量に換算して μg eq./mL or g で表示した。得られ

たデータは平均値±標準偏差（SD）で表示した。また、2 群間の平均値の差の検定は Student

の t-検定で行い、有意水準は両側 5%とした。 

 

 

第Ⅱ章 

【実験材料】 

14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、962 MBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社

（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は

Amersham Biosciences 社（Little Chalfont、UK）にて合成した。非標識のメトホルミンは和

光純薬株式会社（大阪）から、また非標識のフェンホルミンはシグマ・アルドリッチ社（St. 

Louis, MO）から購入した。テトラエチルアンモニウム（TEA）は東京化成工業株式会社（東

京）から、パラアミノ馬尿酸（PAH）は和光純薬株式会社（大阪）から購入した。ヒトの凍

結肝細胞は Xenotech LLC 社 (Lenexa、KS)から、ヒト有機カチオントランスポーター

（hOCT1）を発現させた卵母細胞は BD-GENTEST 社 (Woburn、MA)から入手した。その他

の試薬は市販特級品を用いた。 

 

【ヒト凍結肝細胞の調製】 

ヒトの凍結肝細胞を 37℃で急速融解し、Isolation Percoll 溶液 13 mL に DMEM 培地 2 mL

を入れた遠沈管に添加した。70 × g で 5 分間、室温で遠心分離した後、上清を除いた。沈渣

を KHB 2 mL で懸濁し、懸濁液 50 μL にトリパンブルー 450 μL を加え、細胞数を計測し、

生存率を算出して生細胞率が 70%以上であることを確認した。細胞懸濁液に再度 DMEM 培

地を 10 mL 添加し 50 × g で 3 分間、室温で遠心分離を行った。上清を除いて沈渣に KHB

を加え、細胞濃度を 2.0 × 106 cells/mL となるように調製した。 

 

【ヒト凍結肝細胞への取り込み】 

2.0 × 106 cells/mL に調製した細胞懸濁液 450 μL を 37℃で 5 分間プレインキュベーション

した。基質（14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミン）を含む反応溶液も同時に 37℃で

5 分間プレインキュベーションした。細胞懸濁液に基質溶液を等量添加して取り込みを開始

した。 

濃度依存性の検討では、14C-メトホルミン(20、100、200、500、1000、2000、10000 μM)

および 14C-フェンホルミン（1、5、10、50、100、500、1000 μM）の濃度を設定して、メト

ホルミンは 37℃で 20 分間、フェンホルミンは 10 分間インキュベーションした。所定の時

間に反応溶液から 100 μL を採り、シリコンオイル 100 μL と 2N の水酸化ナトリウム溶液 50 

μL が入ったチューブに添加し、10000 × g で 15 秒間、室温で遠心分離を行った。遠心分離
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後のチューブ内が 3 層に分離していることを確認して、シリコンオイル層の中央部分をカ

ミソリで切断した。細胞分画を放射能測定用のバイアルに入れ、2N 水酸化ナトリウム溶液

を 2 mL 加えて超音波処理を行った。液体シンチレーター（ハイオニックフロー）10 mL を

加え、液体シンチレーションカウンター（2500TR）で取り込まれた放射能を測定した。 

膜電位の検討では、KHB の代わりにカリウム緩衝溶液（5 mM NaCl、118 mM KCl、1.1 mM 

MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM NaHCO3、10 mM glucose、10 mM HEPES、

pH 7.4)を用いて細胞懸濁液を調製した。14C-メトホルミン（20 μM）あるいは 14C-フェンホ

ルミ（1 μM）を含む反応溶液を等量添加した後、それぞれ所定時間インキュベーションし

た。反応終了後、濃度依存性と同様の操作を行い、取り込まれた放射能を測定した。KHB

で調製した細胞懸濁液における取り込み量を 100%として、カリウム緩衝溶液における取り

込み量を示した。 

阻害作用の検討では、非標識のメトホルミン、フェンホルミン、PAH および TEA を含む

細胞懸濁液に 14C-メトホルミン（20 μM）および 14C-フェンホルミ（1 μM）を含む反応溶液

を添加した後、それぞれ所定の時間インキュベーションした。反応終了後から放射能の測

定までは濃度依存性と同様の操作を行った。 

 

【hOCT1 発現卵母細胞における取り込み】 

hOCT1 を発現させた卵母細胞を ND96medium 0.5 mL を入れた試験管に移した。

ND96medium を取り除き、ナトリウム緩衝溶液（100 mM NaCl、2 mM KCl、1 mM CaCl2、1 

mM MgCl2、10 mM HEPES、pH 7.4）を 3 mL 入れ卵母細胞を洗浄した。この操作を 2 回繰

り返した（計 3 回）。ナトリウム緩衝溶液を除去した後、14C-メトホルミン（20、100、500、

1000、2000、5000、10000 μM）および 14C-フェンホルミン（1、5、10、50、100、500、1000 

μM）を含む反応溶液を 100 μL 添加し、室温で 90 分間インキュベーションした。反応終了

時に反応溶液を除去して、氷冷したナトリウム緩衝溶液 3 mL で 3 回洗浄した。洗浄後、卵

母細胞を 1 つずつバイアルに移し、10% SDS 溶液 150 μL を加えて室温で 30 分以上静置し、

卵母細胞を溶解させた。液体シンチレーター（ハイオニックフロー）10 mL を加え、液体シ

ンチレーションカウンター（2500TR）で取り込まれた放射能を測定した。なお、水を注入

した卵母細胞を用いて同様の操作を行い、コントロール群とした。 

 

【速度論パラメータの算出】 

ヒト肝細胞および hOCT1 を発現させた卵母細胞におけるメトホルミンとフェンホルミン

の速度論パラメータは、非線形最小二乗法プログラム（MULTI）を用い、以下の

Michaelis-Menten 式に当てはめて算出した。 

v = Vmax × S / (Km+S) + Pdif × S 
ここで v は取り込みの速度（pmol/min/106 cells あるいは pmol/min/oocyte）、Vmaxは最大取り

込み速度（pmol/min/106 cells あるいは pmol/min/oocyte）、Kmは Michaelis-Menten 定数（μM）、
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Pdif は非特異的取り込みクリアランス（μL /min/106 cells あるいは μL /min/oocyte）、S は添加

した基質濃度（μM）を示す。 

 

【データの表示と統計処理】 

得られたデータは平均値±標準偏差（SD）で表示した。また、2 群間の平均値の差の検

定は Student の t-検定で行い、有意水準は両側 5%とした。 

 

 

第Ⅲ章 

【実験材料】 

14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、3.53 GBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社

（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は

Amersham Biosciences 社（Little Chalfont、UK）にて合成した。14C-テトラエチルアンモニウ

ム（TEA、 2.035 GBq/mmol）と 3H-1-メチル-4-フェニルピリジニウム（MPP+、2960 GBq/mmol)

は American Radiolabeled Chemicals 社(St. Louis、MO、USA)から購入した。非標識のメトホ

ルミン、フェンホルミン、キニジンおよび MPP+ はシグマ・アルドリッチ社（St. Louis、MO、

USA）から TEA は和光純薬株式会社（大阪）から購入した。その他の試薬は市販特級品を

用いた。 

 

【卵母細胞の採取】 

アフリカツメガエル（浜松生物教材株式会社）を解剖し卵塊を採取した。採取した卵塊

をローテーター（RT-50、TAITEC）でゆるやかに回転させながらコラゲナーゼ処置を施し、

卵膜を除去した。遺伝子導入に耐えうる卵母細胞を大きさ、傷、膜の付着等の観点から選

別して選別の翌日、生細胞に遺伝子導入を行った。 

 

【cRNA の合成と卵母細胞への遺伝子導入】 

プラスミド DNA を制限酵素サイトで直鎖化し、テンプレート DNA を調製した。次に T7 

RNA ポリメラーゼによる転写反応（mMESSAGE mMACHINE T7 kit、Ambion）を行い cRNA

とし、さらに cRNA 末端への poly (A) tailing 付加反応（Poly (A) Tailling kit、Ambion）も行

った後、精製したものを導入遺伝子とした。合成した poly (A) 付加前および付加後の cRNA

サンプルは、ホルムアミド処理したアガロースゲルにアプライし、水平型ミニゲル電気泳

動装置を用いて電気泳動を行った。電気泳動後、エチジウムブロマイドによる染色を行い

UV 照射によるバンドの同定確認を行った。 

遺伝子導入自動化装置を用いて、目的のトランスポーター遺伝子およびレポーター遺伝

子として Green Fluorescent Protein （GFP）遺伝子を卵母細胞内に 32.2 nL マイクロインジェ

クションした。一方、トランスポーター未発現卵母細胞（negative control）として GFP 遺
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伝子と滅菌水を混合したものも同様にマイクロインジェクションした。マイクロインジェ

クションの際には、研磨器（ナリシゲ）を用いて作製したガラスキャピラリーを滅菌して

用いた。インジェクション後、ND96medium 中で 2-3 日間、インキュベーター（室温）中に

て培養した。cRNA の導入量は以下の通りとした。 

導入遺伝子 導入量（ng） 

トランスポーター遺伝子 10 ng/oocyte 

レポーター遺伝子 (GFP) 7 ng/oocyte 

 

インジェクションの翌日に蛍光顕微鏡を用いて GFP 発現卵母細胞を判定して、GFP の発

現が確認されないものは除去した。 

 

【ヒト OCT 発現卵母細胞における取り込み】 

各 hOCT 発現卵母細胞における代表的な基質の取り込み阻害の検討では、hOCT1 および

hOCT2 の基質として 14C-TEA、hOCT3 の基質として 3H-MPP+ を用いた。 

試験に用いる卵母細胞を ND96medium で 2 回洗浄した後、24 穴細胞培養ディッシュ

（CORNING 社）に卵母細胞を分取し、10 分間プレインキュベーションした。各ウエルか

らバッファーを除去し、室温の反応溶液（14C-TEA 10 μM、 3H-MPP+ 0.05 μM および非標識

のメトホルミン、フェンホルミン、阻害剤のキニジンを含む）を 500 L 添加した時点から、

所定時間インキュベーションを行った。インキュベーション後、反応溶液を吸引除去し、

卵母細胞を氷冷した ND96medium で 3 回洗浄した。卵母細胞は、ミニバイアルに 1 つずつ

採取し、5% の SDS 水溶液 100 L を添加し、室温で約 30 分間、振盪溶解した。卵母細胞

入りミニバイアルに液体シンチレーター（Aquasol-2）を 1.5 mL 添加し、十分混和後、液体

シンチレーションカウンター（LSC6100、アロカ社）で放射能を測定した。 

 時間依存性および濃度依存性の検討では、hOCT を発現させた卵母細胞を ND96medium で

2 回洗浄した洗浄した後、10 分間プレインキュベーションして、室温の反応溶液（14C-メト

ホルミンおよび 14C-フェンホルミン を含む）を 500 L 添加して取り込みを開始した。以

下の操作は阻害作用の検討と同様に行い、取り込まれた放射能を測定した。 

 

【速度論パラメータの算出】 

hOCT1-3 を発現させた卵母細胞におけるメトホルミンとフェンホルミンの速度論パラメ

ータは、Eadie-Hofstee プロットから得られた直線の傾きおよび Y 軸切片から各トランスポ

ーターに対する親和性  (Michaelis-Menten 定数：Km ) および最大取り込み速度 

(pmol/min/oocyte 定数：Vmax ) を算出した。また非特異的クリアランス Pdif（μL /min/oocyte）

はトランスポーター未発現卵母細胞群における取り込み速度から算出した。 
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【データの表示と統計処理】 

得られたデータは平均値±標準誤差（SE）で表示した。また、2 群間の平均値の差の検定

は Student の t-検定で行い、有意水準は両側 5%とした。 
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