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序論

臨床における薬物療法は、薬物を如何に有効にかつ安全に標的臓

器に送達するかにあるが、疾患時の薬物動態は正常時に比べ大幅に

異なると予想されるにも関わらず、多くの薬物動態の研究は正常実

験動物においてなされており、種々の疾患時における薬物動態に関

する情報は未だ十分とはいえない。 この様な現状から、疾患、時に

おける薬物動態を、疾患に関する生理的パラメーターに基づき理解

し、予測し得ることは薬物療法の分野においても有用な情報を与え

るものと考えられる。

肝臓は、薬物の代謝・排慣をつかさどり、さらに、血祭蛋白質生

合成の場となっているなど、薬物の体内動態に関する最も重要な臓

器となっている。 従って、肝疾患、時においては、肝血流速度の低

下や薬物代謝能の低下に加え、血祭蛋白質組成や含量等が変動し、

薬物の体内動態が大幅に変化することが考えられる。

肝障害時における薬物動態に関して、酸性薬物では比較的多くの

報告があるト6)。 その大きな特徴として、肝代謝機能の低下によ

るクリアランスの減少、及び血紫蛋白質結合率の減少による分布容

積の増大等があげられる。 特に、分布容積の増大に関しては、ガ

ラクトサミン肝障害ラットにおける phenytoin7)についてなど、詳細

な報告がなされている。

一方、弱塩基性薬物に関しては、肝疾患患者の血祭蛋白質結合率

に関する臨床報告はあるものの、一定の見解は得られておらず、結

合率の増加または低下といった相反する結果か報告されているのが

現状である 8-1 2)。 また、肝障害動物モデルにおいても、弱塩基性

薬物の体内動態を詳細に検討した報告は、我々が知るところでは未

だなされていない。 一般に弱塩基性薬物は、血中において中性や

酸性薬物の結合蛋白質である albuminや lipoprotein~こ結合する他、



特に αl-acidglycoproteinと高い親和性をもって結合していること

が知られている 13 • 1 4)。 また、弱塩基性薬物は、中性や酸性薬物

に比べ、その組織移行性が高く、その組織分布率は臓器問で著しい

差を示すことが知られている 15-1 7)。 この様に、弱塩基性薬物の

体内動態は、中性、酸性薬物のそれらとは大きく異なっており、肝

疾患時における弱塩基性薬物の体内動態の変化について検討するこ

とは、臨床上からも有用な知見を与えるものと考えられる。

本研究は、実験的肝障害惹起化合物として広く用いられている四

塩化炭素を用いて薬物性肝障害モデルを作成し、弱塩基性薬物であ

るquinidineの体内動態を検討した。 更に、その体内動態の変化の

要因として肝機能及び血祭蛋白質結合率を中心に詳細な解析を試み

た。
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本論

第 1章 四塩化炭素肝障害モデルにおけるquinidineの体内動態

肝疾患、時における弱塩基性薬物の体内動態について検討するため、

四塩化炭素肝障害モデルを作成した。 四塩化炭素は肝障害を惹起

する代表的化合物として知られており、その作用機序、肝組織の

形態学的変化、生化学的変化等に関する報告は数多くなされてい

るt8 -2 O)。 その肝障害発現の機構としては、肝細胞の滑面小胞体

で四塩化炭素が代謝され、 CC13・とCl'こ分解し、発生したフリーラジ
カルが、膜の脂質過酸化をひきおこすためであるといわれている。

また、四塩化炭素は、肝障害惹起の再現性がよいことから、今日、

実験的肝障害の研究に最も広く用いられている物質の一つである。

弱塩基性薬物のモデルとして、 quinidineを用いた。 Quinidine

は、その代謝・消失がほとんど肝臓に限られていることから 21)、肝

障害時の体内動態の研究に適していること、体内動態及び体内分布

に関する参考の報告があること 22-25)、さらに定量が比較的簡単で

あること、などの理由で選択した。

第 1節 単回静注投与後の血築中挙動

四塩化炭素をオリーブ泊に混合し、 20%溶液としたものを、 5ml/ 

kgの投与量でラットの腹腔内に投与した。 肝障害の指標としては、

投与24時間後、血禁中GPT活性(Karmenunit)を測定した。

Table 1. GfYf Acti vi ty 24 h following Administration of CC14 

Control a叫
'
E
i
 

ρ
し
ρ
t
u
 

GfYf (Karmen uni t) 18.57士 0.69 1291. 7士 124.0
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Tab1e 1 ~こ示したように、四塩化炭素投与により血紫GPTの著しい上

昇が認められ、肝障害が惹起されたことが確認された。 ごれらの

ラットに、 quinidine12.5 rng/kgを股静脈より単回急速投与し、血

禁中濃度を経時的に測定した。 Quinidineの血撲からの消失は

contro1及び四塩化炭素肝障害群ともbiexponentialcurveで示され

ることから (Fig.1)、 twocompartment mode1を用い種々の薬物速度

論的パラメーターを求めた (TableII)o Control群においては、

quinidineの分布は静注後30分以内に平衡に達し、平衡到達後の F相

における半減期は0.93時間、消失速度定数(kel)は0.027rnin-1、分

布容積(VdSS)は7.6 1/旬、全身クリアランス (CLtot)は102rn1/rnin/ 

kgであった。 これらの値は、 Nishiuraら24)やWatariら25)によっ

て報告されている値とほぼ一致した。 一方、四塩化炭素肝障害群
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Fig.1. Disap関aranceof Quinidine from P1asma after Intravenous 
Administration 

Quinidine sulfate was injected at a dose of 12.5 mg/kg as quinidine base. Each凹int
represents the間出 土 s.E. of 6 animals. 0， control;・，CC14 -intoxicated. 
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Table II. Pharmacokinetic Parameters of Quinidine after Intravenous Adminis tration 

A(μg/ml) 

B(μg/ml) 
α(lIin-l) 

s (lIIin-1 ) 
kl 2 (lIin-I ) 
k21(min-
'
) 

ke I (min-
' 
) 

Vc (I/kg) 
Vdss(I/kg) 
AUC(μg . min/ml) 
α-tot (ml/min/kg) 

Control 

1. 90士 0.11
1. 44士 0.07
O. 225 i:: O. 026 
0.0124士 0.0008

0.104士 0.013

0.107士 0.015
0.0269士 0.0017
3. 79士 0.11

7.60 i:: 0.33 
131. 4士 9.4
101. 7士 7.2

CCL~ 

3.50士 O.43a) 
2. 52 i:: O. 28日)
O. 268 i: O. 056 
0.0058 i: O. 0012b) 
O. 152 i: O. 045 
0.108 i: 0.012 
0.0133 i: O. 0020b) 
2.10 i: 0.13b) 
4.89 i: O. 64a) 
481. 2 ::t 75b) 
27.5 ::t 3. 3b ) 

百1edrug concentrations in plasma from an individual animal were fitted to the 
問団tionCt Ae- ~t 1 Be-st by non-linear least squares regression. Values are 
the means士 S.E.of 6 animals. a)pく0.01，b)pく0.001.

においては、血中からの薬物の消失は著しく遅延した。 すなわち、

F相における半減期はcontrol値に比べて102%、 AUCは266%増加し、

CLt ot、 ke1 、及びVdssは、それぞれ、 73，51及び36%減少した。

第 2節 定常状態における組織分布

四塩化炭素肝障害モデルにおける quinidineのVd5 S減少を、組織分

布の観点から解析するため、組織と血紫問における薬物の分配係数

である Kp値を求めた。 検討した組織は、 quinidineの作用部位であ

る心臓、高い移行性が知られている肺臓、消失臓器と考えられる肝

臓、腎臓、及び牌臓を加えた主要なS種の組織である。 各組織中薬

物濃度(Ct)と体循環血禁中薬物濃度(Cp)の比、 Ct/Cp値からKp値を求

める方法を以下に示す 26)。

まず、 1 つの組織における薬物の動きを見ると、 Fig.2~こ示すよう

に、薬物は組織血流速度(Q)、薬物濃度 Caで動脈から毛細血管に流

れ込み、濃度 Cvで静脈側に流れ出す。 その聞に薬物は毛細血管と

組織間で濃度平衡に達するとともに、組織内で代謝、排法等により

消失する o そのためCaとCvの聞に濃度差が生じる。 組織分布

5 
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Fig.2. Schematic Diagram of Well-Stirred Model 
Q: blood flow rate， Ca: drug concentration in 
arterial plasma， Cv: drug concentration in 
venous plasma， CLint: intrinsic clearance， 
. drug concentration in capillary， 

一一一 drug concentration in tissue. 

を解析する主なモデルとして、毛細血管中の薬物濃度を場所の関数

と考えるparalleltube modelと、毛細血管中や組織中はよく携持さ

れ、瞬時に平衡が成立すると考えるwell-stirredmodelの二つがあ

る。 Paralleltube modelは実際の薬物の動きを反映するものと考

えられるが、数学的な処理が複雑なため、通常は well-stirred

modelで代用されることが多い。 Well-stirredmode1 においては、

毛細血管中薬物濃度は場所に依らず末端の組織静脈血中濃度 Cvと等

しいと考える。

Kp値は、前述したように、組織と毛細血管の血梁間の薬物の分配

係数であるので、 we11-s t i r・redmode1 においては、次式で示すこと

ができる o

Kp = Ct / Cv (1) 

( A )非消失組織における Kp値の求め方

代謝や排滑による消失を受けない非消失組織では、組織中の物質

収支式は

dX / dt 

で表される。
= Q. Ca Q . Cv 一一一一一一一一一 (2) 
ここで、 Xは組織中の薬物量、 Qは組織血流速度を示

6 



す。 血禁中濃度が一定に保たれる定常状態では、組織中の薬物量

は変化しないため、 (2)式の左辺はOであり、 CaとCvは等しくなり、
更に体循環血禁中の薬物濃度、 Cpとも等しいことから、 (3)式が得ら

れる。

Kp Ct / Cv 二 Ct/ Cp ー一一一一一ー一一一一一一一- (3) 

( B )消失組織における Kp値の求め方

代謝や排濯による消失を受ける消失組織では、物質収支式は次式

で示される。

dX/dt = Q. Ca -Q . Cv - CLj nt . Cft --ー 一 一一ー (4) 
ここで、 Cftは組織中の非結合型薬物濃度を表し、 また、 固有クリ
アランス CLi n tは、組織が単位時間当りに組織内液から薬物を代謝、
排滑によりクリアーする真の能力を表す。 血液中と組織中の非結

合型薬物濃度は等しいと考えられるため、

Cft 二 Cv . fB 一一一一一ーーーーーー一一一一一一一一一一一一ーーーー一一一 (5) 

となる。 ここで、 fBは血液中薬物の非結合型分率を表す。また、
定常状態では (4)式の左辺はOとなるため、次式が得られる。

Cv 二 A . Ca ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 (6) 

ただし、

A 二 Q/ (Q + C L j n t . fB ) 一一 一一一一一一一一一一一 (7) 

定常状態においては Cp = Ca となる。 このCpより、 control群に
おいてはQ及びquinidineのCLint... fB値に関する文献値27)を用いて、
(6)及び (7)式に従ってCvを算出することができる。 しかし、四塩

化炭素肝障害群のQや、 CLi n t及びPの値に関しては、 いまだ報告が
なされていない。 そこで、本研究では消失組織におけるKp値は、
control群、四塩化炭素肝障害群とも消失組織のCvを実測することに
より求めた。

ラットにおいてquinidineは、未変化体として尿中に排准される割

合は2.6%'こすぎず、 また、腎クリアランスの寄与は無視することが

可能であり、全身クリアランスは肝クリアランスによりほぼ説明で

7 



きることが知られている 21 ) 以上のことから、本研究では、肝臓

のみを消失臓器として扱い、肝臓におけるKp値は肝静脈血禁中薬物

濃度 (Cvh)を実測し、他の組織ではCp値を用いて (1)式より求めた。

Quinidineの組織分布は、血媛中薬物濃度 1μg/mlの定常状態に

おいて測定した。 定常状態を設定するためのquinidineの

infusion rate及びbolus injection doseは、 Table IIで示した急速

静注後のパラメーターよりそれぞれ算出した。 Quinidineの注入開

始60分後には、血築中濃度は一定となり、定常状態が成立した。

定常状態での実測血禁中濃度は、パラメーターから求めた理論値と

差がなく、このことはパラメーターの妥当性を示すものである。

完全な定常状態を確保するため、持続注入開始後90分に、肺臓、牌

臓、心臓、腎臓及び肝臓の各組織中薬物濃度 (Ct)、頚静脈血禁中薬

物濃度 (Cp)及び肝静脈血築中薬物濃度 (Cvh)を測定した。 また、全

血の薬物濃度 (Cb)も測定し、次式より血液ー血祭間分配比、 Rb値を

求めた。

Rb = Cb / Cp -一一一一一一一 一ー一一一一一一一一一一一一 (8)
TablelIIに control及び四塩化炭素肝障害ラットにおける種々の組織

のquinidineのKp値と Rb値を示した。 Control群の肺臓、牌臓、心

Table ill. Tissue to Plasma Partition Coefficients(Kp，vivo) of Quinidine in Various 
Tissues 

Control CC14 Change(%)dJ 

Lung 73.1士 3.2 49.5 =l::: 4.0bJ 

Spleen 26.0 ::t 1. 3 17.4士 0.8bJ

恥art 11. 1士1.1 7.4士 0.3dJ

Kidney 28.9士1.5 15.2 =l::: 0.9bJ 

Liver 26.4士 2.3 15.2 =l::: 0.8bJ 
RJ， C ) 1.55士 0.02 1.25士 0.05b)

The plasma concentration of quinidine at the steady state condition was 
1. 08士 0.04μg/mlin control and 1.05士 0.05μg/mlin CC14-treated rats. 
Va 1 ues are the ，時ans士 S.E.of 4 to 8 animals. a) pく0.01，b) pく0.001.

32 
33 
34 
39 
42 
20 

c) Blood-to-plasma concentration ratio. d) % = {(control一CC14)/control}x 100 
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臓、腎臓、肝のKp値及びRb値は、それぞれ、 73.1、 26.0、 11.1、

28.9、 26.4、及び1.55であった。 今回測定した組織の中で、肺臓

における Kp値が最も高く、心臓における Kp値が最も低かった。 こ

れらの結果は、 Shibasakiら23)やNishiuraら17，24)の報告とほぼ同

様であった。 四塩化炭素肝障害群のKp値は、 control群に比べ、肺

臓、牌臓、心臓、腎臓及び肝臓の各組織においてそれぞれ、 32、

33、 34、 39及び42%減少した。 また、四塩化炭素肝障害群のRb値は

control群の値に比べ20%減少した。 以上の結果から、肝障害群に

おける quinidine単回静注投与後のVdssの減少は、組織における

Kp値と Rb値の滅少によることが推察された。

今回得られた Kp値を次式に代入して定常状態での分布容積

(VdSS，Kp)を、求めた。

Vdss ・kp 二 Rb . V b + 2: kp ・ . V t ， 一一一一一ー一一 (9) 

ここで、 Vbは全血液の容量、 Vtは各組織の容量を示し、 Vtは各組織

の比重を 1と考え、各組織の湿重量から得た。 ここで用いたVtの値

をTableN~.こ記載した。

めた。

Vbは、 Bischoffら28)の式(10)によって求

Vb = Vp / (1 - Hematocrit) 一一一一ー一一一一一一一一一 (10) 

Vp 二 44 ・ (bodyweight， kg) 

Hematocrit 0.42 

Table N. Tissue Volumes of Rats (Body Weight: 250g) 

Volume (ml) 
Tissue Control CC14 

Lung 1. 38 1. 21 
Spleen 0.90 0.81 
Heむ・t 0.95 0.91 
Ki企ley 2.20 2.24 
Liver 9.40 10.5 
Blood artery 6.8 6.8 
veln 13.6 13.6 
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Control群と肝障害群の Vdss，kp~直はそれぞれ、 1.91 と 1.21 l/kgで

あり、 control群及び肝障害群の Vdss，kp値はともに、 quinidineの静

注後の血中消失曲線から得られた Vdss値のおよそ 25%を示した。 測

定した臓器の全体重に対する割合が約14%であったことから、ほぽ妥

当な数値と考えられる。 肝障害群の Vdss，kp値は、 control群の値

に比べ約37%減少し、この値は、肝障害群の Vdssの減少率 (36%)とほ

ぼ一致していた。 以上の結果から、肝障害群における Vdssの減少

は、組織における Kp値と Rb値の減少に起因することが示された。

第 3節 全身クリアランス減少と肝機能低下の関連

Table n ~.こ示 したように、四塩化炭素肝障害時に quinidineの血中

からの消失速度 (ke1 )は著しく減少した。 ラットにおける

quinidineの全身クリアランスは、腎クリアランスがわずかであるこ

と21)からほとんど肝クリアランスで説明できる。 Well-stirred

modelでは、薬物の肝クリアランスは次式で表される 26)。

CLh = Qh • E-一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 (11)

ここで、 Qhは肝血流速度、 Eは肝抽出率(hepaticextraotion 

ratio)である。 従って、四塩化炭素肝障害によるし 1の滅少は、肝

血流量や肝抽出率を主とする肝機能の低下によるものと考えられる。

そこで、肝血流量及び肝抽出率を求め、肝障害時の全身クリアラン

ス減少をこれらの値から解析した。

肝の血流速度 (Qh)は水素ガスクリアランス法29)により測定した。

本法で求めた肝血流速度 (Qh)は、 Tab1e Vに示したように、 contro1

群では1.11m1/min/gであり、この値はICG法で測定された文献

値 3s ， 3 1 )とほぼ一致した。 四塩化炭素肝障害群の肝血流速度 (Qh)

は、 control群の値に比べ、 47%減少した。

一 方、肝抽出率 (E)は、次式で求められる。

E 二 (Ca - Cv ) / Ca -一一一一一一一一一一一一一一一一 (12) 
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Caは顎静脈中薬物濃度 (Cp)、 Cvは肝静脈中薬物、猿度 (Cvh)を代入して

求めた。 Tab1eV ~こ示したように肝抽出率は、 control群で o. 527、

肝障害群で0.228であり、四塩化炭素肝障害群の肝抽出率はcontro1

群の値に比べ57%減少した。

また肝抽出率は、次式によっても表される。

E二 (fp / Rb)・CLint / {Qh + (fp / Rb).CLint} 一 (13)

肝固有クリアランス (CLint)は、組織により単位時間当りに薬物が体

液から代謝、排滑により除去される真の能力を示すものであり、四

塩化炭素肝障害群における quinidineの肝抽出率の減少は、薬物の代

謝酵素活性の低下によることが考えられる。 そこで、 (13)式より

肝固有クリアランス (CLi n t )を求めた。 Contro1群と肝障害群の

CLi n tは、それぞれ229と44m1/min/kgであり、肝障害群値は

contro1群値に比べ、 81%低下していた。 また、肝における

quinidineの代謝能を、肝homogenateの9，000g上清を用いて測定し

た結果、肝障害群の薬物代謝能は、 contro1群に比べ84%低下してお

り、肝固有ケリアランスの低下率と近似していた。 以上の結果か

ら、四塩化炭素肝障害群におけるquinidineの肝抽出率の減少には、

肝のquinidine代謝活性の低下が大きく関与していることが判明した。

今回の実験によって得られた control群と四塩化炭素肝障害群の

肝血流速度 (Qh)と肝抽出率 (E)の値を、 (11)式に代入して得られた

quinidineの肝クリアランスは、 contro1群で22.0、 四塩化炭素肝障

害群で5.7m1/min/kgであり、四塩化炭素肝障害群の肝クリアランス

は、 control群に比べて 74%減少していた。 一方、 quinidine静注後

の血中消失曲線から得られた血祭クリアランス (CLtot)は、 contro1

群で102、四塩化炭素肝障害群で27.5m1/min/kgであった (Tab1eII)。

これらの値を Rb値で割ることにより求めた全血クリアランスは、

contro1群で65.8、四塩化炭素肝障害群で、 22.0m1/min/kgであり、

四塩化炭素肝障害群の全血クリアランスは、 control群に比べて 67%

減少した。 この減少率は、四塩化炭素肝障害群における肝クリア

ランスの減少率 (74%)に近い値であった。

I I 



Table V. Hepatic Blood Flow(HBF)， Hepatic Extraction Ratio(HER) and Metabolic 
Activity in the Liver(MA) 

Control CC14 Ch出1ge(%)el 

HBFa l 
HERb) 

MAC l 

1.11士 0.07
0.527士 0.011
13.6 ::t 0.2 

0.59士 O.08d l 

0.228士 0.035dl

2.21士 0.17d)

7
7
4
A
 

8
斗
ム
「

h
u
n八
U

a) Hepatic blood flow(ml/min/g) was determined by using hydrogen monitor. 

b) Hepatic extraction ratios were calculated from the equation: 
国R二 (Cin-Cout)/Ci n where Cin: quinidine concentration in jugular 
vein; Cout: quinidine concentration in hepatic vein. c) Metabolic 
activity for quinidine was measured by using 9，000 x g supernatant of 
liver homogenates. The activity(ng/mg protein) was expressed as the 
amount of quinidine metabolized per mg protein for 10 min of incubation. 
Values are the means ::t S.E. of 4 to 5 animals. d) pく0.001.
e) % = {(control -CC14)/control)} x 100. 

第 5節小括

四塩化炭素肝障害ラットに弱塩基性薬物である quinidineを静注し

たところ、薬物の血中からの消失はcontrol群に比べ著しく遅延した。

四塩化炭素肝障害群における quinidineの全身クリアランス、消失速

度定数及び分布容積はcontrol群の値に比べてそれぞれ、 73、 51及び

36%減少し、その結果AUCは、 266%増加した。

肝障害時における quinidineの組織分布を検討するため、血禁中薬

物濃度1μg/mlの定常状態で、各組織のKp値及びRb値を求めた。

肝障害群では、肺臓、牌臓、心臓、腎臓及び肝臓のKp値が、

control群値に比べそれぞれ、 32.33. 34. 39及び42%減少した。 ま

た、肝障害群のRb値は20%滅少した。 従って、肝障害群における

Vdssの低下は組織における Kp値と Rb値の低下によることが明かとな

った。

肝血流量及び、定状状態における quinidineの肝抽出率は、四塩化

炭素肝障害群においては、 control群の値に比べそれぞれ、 47及び

12 



57%減少した。 肝固有クリアランス (CLint)を算出したところ、

control群と四塩化炭素肝障害群のCLintは、それぞれ229と44ml/ 
min/kgであり、肝障害群のCLi n tはcontrol群値に比べ、 81%低下した。
肝homogenateを用いて、肝の薬物代謝能を測定したところ、肝障害

群のquinidine代謝能は、 control群に比べ84%低下した。 以上の結

果から、四塩化炭素肝障害群における quinidineの全身クリアランス

の低下は、肝血流量及び肝代謝能等の肝機能の低下によることが明

かとなった。
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第 2章 四塩化炭素肝障害モデルにおけるquinidineの組織分布変動

の機序

第 1章において、四塩化炭素肝障害モデルでは、弱塩基性薬物で

あるquinidineの分布容積 (VdSS)が著しく減少することを見いだし

た。 すなわち、酸性薬物の分布容積が肝障害時には一般に増大す

るという知見 t-5)とは対照的な結果である。 本章では、四塩化炭

素肝障害モデルにおけるquinidineの分布容積の減少の要因について

検討をおこなった。

第 1節 組織分布の理論的解析

血禁中や組織中の薬物濃度を、それぞれ結合型薬物濃度と非結合

型薬物濃度の和と考えると、組織ー血疑問分配係数 (Kp 値)は、次式

に書き換えることができる 32)

Kp = Ct j Cv 

= (Cft + Cbt ) j ( Cfv + Cbv ) 一一一一一一一 (14)
ここでCtは組織中薬物濃度、 Cvは血築中薬物濃度、 Cftは組織中非結

合型薬物濃度、 Cbtは組織中結合型薬物濃度、 CfVは血禁中非結合型

薬物濃度、 CbVは血禁中結合型薬物濃度を表す。 (14)式は次式のよ

うに変形することができる。

Kp = (CftjCfv)・{Cfvj(CfV+ Cbv)}・(1+ CbtjCft) 一 一 (15)
(CftjCfV)は、組織及び血祭聞のpHの差による薬物分配を示すもので

あり、塩基性薬物の場合次式のように表すことができる。

CftjCfv = (1 + 10pKa-pHi) j (1 + 10pKa-pHv) 一一一一 (16) 

ここで、 pKaは薬物の解離定数、 pHiは組織内pH、 pHvは血紫pHを表す。

Cfvj(CfV+CbV)は血禁中における薬物の非結合型分率を示す。

(1 + CbtjCft)は、組織における薬物の結合を示すもので、

Langmuirの式により次式のように表すことができる。

1 + Cbt jCft 二 1+ nKP j (1 + K . Cft) 、、，，，ηt
 

T
i
 
〆，‘、
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ここで、 nは結合部位の数、 Kは結合定数、 Pは蛋白質または

phospholipidなどの組織結合因子の濃度を表している。 薬物濃度

が低く、また結合が線形領域ではK . Cft くく 1 となるので(17)式は

次式に変形される。

1 + Cbt/Cft 二 1 + nKP -一ー一一ー一一一ー一ーー一一一一一一一一一一 (18) 

以上のことから、弱塩基性薬物のKp値は次式で表される。

Kp = (1 + nKP)・{(1 十 10pKa-pHi)/(1+ 10pKa-pHv)}・

{CfV/(CfV + Cbv)} 一一一一一一一一一一一一ー一一一一一ー (19) 

つまり、薬物と組織成分との結合、組織及び血禁中間のpH差による

薬物分布、ならびに血築中における薬物の非結合率の関数として示

すことができる o

第 2節組織結合

Hananoらは、酸性や中性薬物である barbitura tes3 3)、

ethoxybenzamide34)やadriamycin35)のlnVIVO組織分布、及び弱塩

基性薬物である quinidine36)の一部組織分布が、組織homogenateヘ

の薬物結合実験から予測できることを報告している。 そこで、四

塩化炭素肝障害モデルにおける Kp値減少の要因を検討するため、組

織homogenateを使ったquinidineのinvitro結合実験を行った。 四

塩化炭素投与24時間後に組織を摘出し、 control群と同様に、直ちに

4倍量のpH7.0の等張bufferで組織homogenate溶液を作成した。

Quinidineの組織homogenate結合実験は、平衡透析法でおこなった。

Tabl e VI ~.こ示したように、肺homogenateヘの quinidineの結合が最も

高く、その他の組織homogenateへのquinidineの結合はほぼ同じ値で

あった。 これらの値は、 Hananoらの報告 36)と類似していた。 四

塩化炭素肝障害群の組織homogenate八のquinidineの結合はcontrol

群値との間で有意な差を示さなかった。 以上の結果から、四塩化

炭素肝障害モデルにおける quinidineのKp値の減少は、薬物の組織へ

の結合が低下したためではないことが判明した。
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Table V1. Binding Ratios(kp.f.vitro) of Quinidine in Vitro in 
Various Tissue Homogenates 

Control CC14 

Lung 34. 7士1.0 34.8 + 4.6 
Spleen 18.3士 0.5 17.8士 0.6

Heart 14.3 + O. 7 16.4士 0.8

Ki也ley 17.4士 0.4 18. 7 + 0.9 
Liver 19.2士1.3 19.8士 0.6

百1ebinding of quinidine in tissue homogenates was determined 

by the method of equilibrium dialysis. Values are the means 

+ S.E. of 4 to 8 animals. 

第 3節血業pHの測定

四塩化炭素肝障害モデルにおける quinidineのKp値の減少は、血液

の acidosis~こ起因することも考えられる。 すなわち、 quinidineの

pKaを8.6、組織細胞内pHは7.0で疾病による変化はないと仮定すると、

四塩化炭素肝障害群における 32から 42%のKp値の減少は、 (16)式から、

肝障害群の血祭pHが0.18から O.25低下することで説明される。 そ

こで、 quinidine の K p値の滅少が血撲の acidosis~こ起因するもの

Table VU. Plasma pH 

Control CC14 

凶 7.39 + 0.02 7.36士 0.03

Plasma pH from jugular vein was measured by a pH meter with a 

syringe type-electrode. Values are the means士 S.E.of 4 to 5 
animals. 
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かどうか肝障害群の血液pHの変化を調べた。 測定には、注射筒型

のpH電極を用いた。 TableVII~.こ示したように、四塩化炭素肝障害群

の血紫pHは7.36で、 control群7.39と有意な差は認められなかった。

この結果より、肝障害群における Kp値の減少は、血撲の pHの変化に

よるものではないことが判明した。

第 4節 血紫蛋白質結合

Kp値を支配する第三番目の要因である薬物の血紫蛋白質結合率の

変化について検討をおこなった。 ラット血禁中quinidine濃度が、

1μg/mlの定常状態を作成し、下大静脈より血液を採集した。 弱塩

基性薬物の血祭蛋白質結合率は、 pHの影響を大きくうけることから、

採血後のpH変動を抑えるため、 phosphatebufferで血紫のpHを7.4~こ

調整し、限外渡過法により測定した。 TableVDr~こ示したように、

control群において quinidineの血禁中非結合型分率 (fp)は0.315で、

Shibasakiらの報告 23)と近似していた。 一方、四塩化炭素肝障害

群において、 quinidineのむは、 control群値に比べて 34%減少した。

肝障害群の各組織のKp値の減少率は、 32から 42%であり、また

quinidineを静注した際の分布容積(Vdss)の減少は36%であった。

以上の結果から、四塩化炭素肝障害群における quinidineのKp値及び

Vdssの滅少は、薬物の血紫蛋白質結合率の上昇に起因することが明

かとなった。

Table vm Plasma Free Fraction(fp) of Quinidine 

Control CC14 Change(:t;)bJ 

fp 0.315士 0.016 0.207 :t O.Olla) 34 

百leplasma protein binding of quinidine was measured by the method of ultrafiltration. 
Values are the means士 S.E.of 5 animals. a) pく0.01. b) Calculated by the equation: 
% = {(control一 CC14)/control}x 100. 
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第 5節小括

四塩化炭素肝障害モデルにおける Kpイ直減少の要因について、 1)薬

物の組織結合、 2)血紫pH、 3)薬物の血竣蛋白質結合率、の三点から

検討した。 組織homogenate~こ対する quinidineの結合は、四塩化炭

素肝障害群と corrtro1群の問に有意な差は認められなかった。 また

四塩化炭素肝障害群における血祭pHの変化も認められなかった。

一方、 quinidineのfpは、 肝障害群において、 control群の値に比べ

34%滅少した。 肝障害群の各組織のし値の減少は、 32から 42%、

またquinidine静注後の分布容積 (Vdss)の減少は36%であり、これら

の値は、 quinidineのfpの減少率と近似した。 以上の結果から、四

塩化炭素肝障害群における quinidineのKp値、ならびにVdss減少の要

因は、薬物の血竣蛋白質結合率の上昇によるものであることが明か

となった。
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第 3章 四塩化炭素肝障害モデルにおける弱塩基性薬物の血紫蛋白

質結合率増大の要因

第 2章において、四塩化炭素肝障害モデルでのquinidineの分布容

積 (Vdss)の滅少は、薬物の血祭蛋白質結合率の上昇によるものであ

ることが明かとなった。 これは、酸性薬物の血祭蛋白質結合率が

肝障害時に滅少するとされている 1-5 )ことと対照的な結果である o

弱塩基性薬物は、 alburninや、 lipoproteinに結合するほか、 α1-

acidglycoprotein(AGP)に高い親和性をもって結合することが知られ

ている 37、38)。 αl-Acid glycoproteinは、炎症性病変に応答し

て、肝臓で合成される急性期炎症蛋白質群の一種である 39、4O)。

肝障害時においては、血築中のalburninやlipoprotein濃度が減少す

るのに対し 4、41)、血祭 αl-acidglycoprotein濃度は増加する可能

性が考えられる。 本章では、四塩化炭素肝障害モデルにおける

quinidineの血紫蛋白質結合率上昇の原因を明らかにするため、弱塩

基性薬物の invitro血祭蛋白質結合率と血祭 α1-acidglyco-

protein濃度との関係について検討した。

第 1節 In vitro血祭蛋白質結合

四塩化炭素肝障害ラットにおける quinidineの血媛蛋白質結合率を

in vitroにおいて検討した。 四塩化炭素投与24時間後のラット血

液を採集し、この血撲を phosphatebufferでpH7.4に調整した後、

quinidine及びpropranololを、 また比較として酸性薬物である

salicylic acidを、薬物濃度が各々 1μg/rnlとなるように添加した。

Fig.3~こ control群及び肝障害群の各薬物の血禁中非結合型分率 (f p )

を示した。 Salicylicacidのfpは四塩化炭素肝障害群では、

control群のそれに比べて 71%増加した。 この結果は同じく酸性薬

物である phenytoinの血媛蛋白結合率が、ガラクトサミン肝障害

ラットにおいて減少したというれhoらの報告 7)と 一致する。 肝障
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Fig.3. Binding of Various Drugs to the Plasma Proteins from the 
Control and CC14-Intoxicated Rats 

Animals were sacrificed 24 h after the injection. Plasma samp1es containing each 
drug at a concentration of 1μg/ml were u1trafiltrated. P1asma free fractions of 
the drug were expressed as ratios of the amount of drug in the fi1trate to the tota1 
aJIIOunt of drug. Values are the means土 S.E. of 6 to 9 animals. Significantly 
different from control; a) p(O.Ol. QN，叩inidine;PPL， proprano101; SA， sa1icy1ic 
aciιEコ， contro1; m;J. CC14・

害時の酸性薬物の蛋白質結合率減少の原因としては、 albuminや

lipoproteinなどの血祭蛋白質濃度の減少に加え、 bilirubinや free

fatty acidsなど内因性競合物質の血禁中濃度増加のためと説明され

ている 4、41-43)。 酸性薬物とは対照的に、弱塩基性薬物である

quinidineや propranololのfpは、四塩化炭素肝障害群ではcontrol群

のそれに比べそれぞれ30及び41%滅少した。 Quinidineのinvitro 

での fpは、 lnVIVOにおける fp値と同程度のものであった (TableVDI)。

第 2節 血祭蛋白質結合に及ぼすTris(butoxyethyl)phosphateの影

響

四塩化炭素肝障害群における弱塩基性薬物の血祭蛋白質結合率の

増加が、 αt-acid glycoprotein濃度の増加によるものかどうかを確

認する目的で、 αt-acid glycoproteinヘの競合的結合阻害剤である

Tris(Butoxyethyl)phosphate (TBEP)を用いて検討した 44.45)。

Fig.4は、 TBEP存在下 (200μg/ml)における controlと肝障害群血紫
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Fig.4. Inhibitory Effect of TBEP on the Binding of Various Drugs 
to the Plasma Proteins from the Control and CCl4-Intoxicated Rats 

The sa冊 plasmasamples as those uscd in Fig.3時 rcsubjected to the experiments. 
Plasma samplcs containing cach drug and TBEP(200μg/m 1) were ultraf il trated. Othcr 
experimcntal condi tions wcre the same as those in Fig.3. Values are thc mcans :L 
S.~ of 6 to 9 animals. Significantly diffcrent from control; a) p(O.05. QN. 
quinidine; PPL.. propranolol; SA. salicylic acid.仁コ.control;区m，Ccr...，・

へのquinidi ne、 propranolol及びsalicylicacidの結合をむで示し

たものである。 血祭へのTBEPの添加により、 quinidine、

propranololのfpがcontrol、四塩化炭素肝障害群ともo.5まで増加し、
またTBEP非存在下にcontrol群と肝障害群の問に認められた薬物の血

祭蛋白質結合の有意な差は、両塩基性薬物とも消失した。 一方、

酸性薬物である salicylicacidの血竣蛋白質結合は、 TBEP添加によ

っても control群と四塩化炭素肝障害群との聞の有意な差は消失しな

かった。 これらの結果は、四塩化炭素肝障害モデルにおける弱塩

基性薬物の血祭蛋白質結合率の増加は、血紫 αt-acidglyco-

protein濃度の増加によるものであることを示すものである。
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第 3節 血祭蛋白質濃度の測定

TableIXは、 control群及び四塩化炭素肝障害群の血紫total

protein、 albumin、 lipoprotein及び αl-acidglycoprotein濃度の

測定値である。 Totalprotein並びにalbumin濃度は、 control群と

四塩化炭素肝障害群問で有意な差を示さなかった。 Lipoprotein濃

度は、四塩化炭素肝障害群ではcontrol群値の約半分に減少した。

αl-Acid glycoprotein濃度は、 control群では168μg/mlであった

が、四塩化炭素肝障害群では、約2.7倍の460μg/ml~こ増加した。

F ig. 5は、四塩化炭素投与群における血祭 αl-acidglycoprotein 

濃度と GPTの経時変化を示したものである。 血紫中の α1-ac id 

glycoprotein濃度は、四塩化炭素投与24時間後でcontrol値の2.7倍、

48時間後では4.8倍に上昇し、その後漸次減少した。 一方、 GPTレ

ベルは、投与24時間後に最高値を示し、以後48時間までに急速に減

少した。

Table IX. The Plasma Concentrations of Total Proteins， Albumin， Lipoproteins and 
αl-Acid Glycoprotein(AGP) in Control and CC14-Intoxicated Rats 

Cons t i tuen t 

Total proteins 
Albumin 
Lipoproteins 
AGP 

Concentration (mg/ml plasma) 
Control CC14 

73.2士1.34 
41. 7士 0.7
1. 21 ::!: 0.073 
0.168 ::!: 0.012 

70.2 ::!: 1.13 
40.6 ::!: O. 7 
O. 62 ::!: O. 042a ) 
0.460士 O.02Sa) 

Animals were sacrificed 24 h after the injection. Values are the means ::!: S.E. of 
6 to 9 animals. Significantly different from control; a) pく0.001.

22 



1.0 100 

0.8 
75 

E 、、、
~ 0.6 

0... 

204 

1--. 
:ご---1l25 

。
~ 
」

50ζ 
仏

U 

T
じ
A

・・4

T
l
A千
J
i
-

-AK--

0.2¥，!'; 
4‘-ー・ーー『司・ー-11--ーー--

。。 24 48 

-・・亙.... .. ... 
96 144 h 

Fig.5α1出1gesin the Plasma Concentrations of αt-Acid Glycoprotein(AGP) 
and GPT in the Rat after the CC14-Intoxication 

Animals were sacrificed at definite times after the injection. Values are the 
means士 S.E. of 6 to 8 animals. The AGP level; O. control group;・.CC14 group. 
The GPT levels(企)were expressed as ratios of the plasma concentrations in the 
CC14-intoxicated rats to those in normal rats. 

第 4節 血紫蛋白質結合率と血紫 αt-acidglycoprotein濃度の相関

四塩化炭素肝障害群において、血祭 αt-acidglycoprotein濃度の

変動が弱塩基性薬物の血祭蛋白質結合率に及ぼす影響を調べるため、

四塩化炭素投与後、経時的に血撲を採集し、 αl-acid glyco~ 

protein濃度と propranololの血紫蛋白質結合率を測定した。

Fig.6は、 propranololの血祭蛋白質結合性を bound/freeで表したも

のを縦軸に、血紫 αt-acidglycoprotein濃度を横軸にとり plotした

ものである。 これらのplotは、相関係数r= 0.978の直線性を示し、

propranololの血祭蛋白質結合と血祭 αl-acidglycoprotein濃度は、

高い相関性を有することが示された。 以上の結果から、四塩化炭

素肝障害モデルにおける弱塩基性薬物の血祭蛋白質結合率増加の主

な要因は、血祭 αt-acidglycoprotein濃度の増加であると考えられ

る。 また、ヒトにおいて、肝疾患は様々な原因で引き起こされるが、

四塩化炭素肝障害のような重篤な肝障害時においても、肝臓組織に

おける αl-acidglycoproteinの生合成が増大していることは興味深

いものと考えられる。
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tt， CC14 group. Regression line y = 13.95 x + 0.415; r 0.978; pく0.001.

小括

四塩化炭素肝障害群において、血撲のtotalprotein、および

albumin濃度は変化がなく、 lipoprotein濃度はcontrol値の約半分に

低下し、また αl-acidglycoprotein濃度は2.7倍に増加した。 四

塩化炭素肝障害時において、弱塩基性薬物である propranololと

quinidineの血竣蛋白質結合率はcontrol群に比べて有意に増加した。

弱塩基性薬物の αt-acidglycoproteinへの結合の競合的阻害剤であ

るTBEPを血祭ヘ添加すると、 control群と四塩化炭素肝障害群問にお

ける薬物の血紫蛋白質結合率の有意な差はpropranolol、 quinidine

共に消失した。 また、 control群及び四塩化炭素投与群において、

血祭 αl-acidglycoprotein濃度と propranololの血紫蛋白質結合の

聞には、相関係数r 二 0.978の非常に高い相関性が示された。 以上

の結果から、四塩化炭素肝障害モデルにおける弱塩基性薬物の血竣

蛋白質結合率の増加は、血紫 αt-acidglycoprotein濃度の増加によ

るものであると結論づけられた。
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第 4章 種々の薬物性肝障害モデルにおける弱塩基性薬物の血紫蛋

白質結合

α1 -Acid glycopr、otein(AGP)は、急性期炎症蛋白質群の一種であ

り、外傷46)、 リューマチ性関節炎 47)、火傷 48)、心筋梗塞49)及び

癌 5~ )などの疾患において、その血禁中濃度は著しく増加する。 肝

障害の際、本臓器が αt-acidglycoprotein合成の場であることから、

その病理学的状態によって血紫 αt-acidglycoprotein濃度は複雑に

変動する。 13 ， 5 t ) すなわち、血紫 αt-acidglycoprotein濃度は、

慢性の肝疾患あるいは肝硬変患者では減少するとされている 52、53)

一方、急性ウイルス性肝疾患患者では上昇する報告がある 54、55)。

また、動物実験においても、ガラクトサミン肝障害モデルでは、血

紫 αt-acidglycoprotein濃度は低下すると報告 56、57)されているが、

第 3章に示した様に、四塩化炭素肝障害モデルでは、血築中 α1-

acid glycoprotein濃度が増加することが判明した。 ごの様に、肝

疾患時における血祭 αl-acidglycoprotein濃度の変動に関する報告

は少なく、また、 一致した見解が得られていない。

本章においては、様々の薬物性肝障害モデルを作成し、その血禁

中 αt-acidglycoprotein濃度及びa1bumin濃度の変動を調べると共

に、弱塩基性薬物である Proprano101の血禁蛋白質結合率と血紫

αl-acid glycoprotein濃度との関係について検討した。

第 1節 血築蛋白質濃度の測定

肝障害惹起薬物として、四塩化炭素(C C 14 ，1m 1 / kg )の他に、

ga1actosamin(Ga1N， 500 mg/kg)、ethionine(EN，800 mg/kg)、
N-nitrosodimethy1amine(NDA， 50 mg/kg)、a11y1a1coho1(AOH， 

50 mg/kg)、 acetaminohen(AA，900 mg/kg)、あるいはbromobenzene

(BB， 1 m1/kg)をラット腹腔内に投与し、 24時間後に、下大静脈より

血液を採集した。 N-Nitrosodirnethy1arnine、 acetarninophen及

25 



Table X. The Plasma level of G円 inControl and Several Different 
Models of Chemically-Induced Liver Injury 

Control 23 + 3a) Allyl alcohol 657士 187C)
Galactosamine 900士 186d) CC14 1126士 142d)

Ethionine 83士 18C) Acetaminophen 64 + 14b) 

N-Nitroso 115士 21d) Bromobenzene 86 + 24b) 

di配 thylamine

Animals were sacrificed 24 h after the injection of galactosamine 
(500 mg/kg) ， ethionine(800 mg/kg)， N-nitrosodimethylamine(50 mg/kg)， 
allyl alcohol(50 mg/kg) ， CC14(1 ml/kg)， acetaminophen(900 mg/kg) or 
bromobenzene(l ml/kg). a)G門 values(Karmenunit). Values are the 
舵 ans士 S.E.of 4 to 10 animals. Significantly different from the 
control; b) pく0.05，c) pく0.01，d) pくO.001. 

ぴbromobenzeneは致死量に近い量を投与し、 ethionineは肝障害を最

も強く引き起こすと報告されている投与量を用いた 58) TableX 

Lこ示した様に、薬物投与群の血築GPT値は、いずれもcontrol群値に

比べて有意に増加しており、肝障害が惹起されたが、各々の肝障害

モデル間においてGPT値に大きな差が認められた。

Control群の血祭中totalprotein、 albumin、及びαt-acid 

glycoprotein濃度は、それぞれ76.9士1.3、 37.2+0.7、及び0.137士

0.039 mg/mlであった。 Fig.7は、それぞれの肝障害群の血紫蛋白

質濃度を、 control群値からの変化%で示している。

Galactosamine投与群の血祭 αt-acidglycoprotein濃度はcontrol群

値に比べ45%減少した。 この結果は、 Monnetら57)の報告と 一致し

ている。 対照的に、四塩化炭素、 acetaminophen、 N-nitroso-

dimethylamine、allylalcohol及びbromobenzeneの投与群では、血

築 αl-acidglycoprotein濃度はcontrol群値に比べて明らかに増加

しており、その増加率は、それぞれ、 244、 188、 166、 122及び 92

Zであった。 一方、 ethionine投与群の血紫 αl-acidglyco-

protein濃度には有意な変化が認められなかった。

血祭albumin濃度は、 allylalcohol、 galactosamine、及び
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N-nitrosodimethylamine投与群において、 control値に比べそれぞれ、

及び 11%減少した。 また、血紫total protein濃度も、

alcohol、 galactosamine及びN-nitrosodimethylamine投与群

albumin濃度の減少に対応して、それぞれ、 23、 17及び

四塩化炭素、 acetaminophen及びbromobenzene投与群

protein及びalbumin濃度にはほとんど変化が認めら

今回作成した種々の薬物性肝障害モデルは、その血

23、

ally 1 

においては、

8%滅少した。
の血禁中total

れなかった。
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Fig.7. Relative Plasma Concentrations of Total Protein， Albumin and α1-

Acid Glycoprotein(AGP) in Several Models of Chemically-Induced Liver Injury 

百1erelative concentration(%) were calculated from the equation: 
Z二 {(Pj-Pc)/Pc}x 100 where Pi is the plasma protein concentration in the rats with 
chemically-induced hepatic lOJury and Pc is thc plasma protein concen1ration in 1he 
control ra1s. Values are the means土 S.E.of 4 10 10 animals. Significantly 
different from control; a) pく0.05，b) pく0.01. GaIN， galactosamine; EN， ethioninc; 
NDA， N-nitrosodimethylamine; AOlI， allyl alcohol; AA， acetaminophen; BB， bromobenzene. 
亡コ， total protein;医ヨ.albumin; fW}J. AGP. 
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Table X 1. Classification of Several Different Models of Chemically-
Induced Liver Injury 

Category 1 AGP↑， Albumin → CC14. Acetaminophen. 
Bromobenzene 

Category 2 AGP↑， Albumin↓ N-Nitrosodimethyiamine. 
Ally 1 alcohol 

Category 3 AGP→， Albumin → Ethionine 

Category 4 AGP↓， Albumin ↓ Galactosamine 

紫蛋白質濃度の変動の違いから、 αt-acid glycoprotein濃度のみ増

加するもの (category 1 )、 αt-acid glycoprotein濃度が増加し、

albumin濃度が減少するもの (category II )、 αt-acid glycoprotein 

濃度、 albumin濃度ともに変化しないもの (category IlI)、及び αt-

acid glycoprotein濃度、 albumin濃度ともに減少するもの

(categoryN)の四種に分類することができた (TableX1 )。

第 2節 肝障害度と血祭 αt-acidglycoprotein濃度の関係

薬物性肝障害モデルにおける血紫 αl-acidglycoprotein濃度の増

加の原因として、肝細胞障害にひき続いて起きる炎症性反応が考え

られる。 そこで、種々の肝障害モデルにおいて血祭 αt-acid

glycoprotein濃度の増加と、肝細胞壊死の指標となる血禁中GPT増加

との相関性を調べた。 四種類の肝障害モデルのcategoryの中から

肝障害惹起薬物として、それぞれ、四塩化炭素、 allylalcohol、

galactosamine及びethionineを選択し、 これらの薬物の様々な量を

ラットに投与し、 24時間後の血中 αl-acid glycoprotein と GPT~濃度

を調ペた。 Fig.8に、横軸の投与量に対して血禁中の α1-ac id 
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glycoprotein濃度と GPT活性を縦軸にplotした。 四塩化炭素群の血

禁中 αl-acidglycoprotein濃度は、投与量の増加とともに、

GPT活性の上昇とほぼ平行して増加した。 しかしながら、 allyl

alcohol投与群においては、 GPTレベルが上昇する以前から、血禁中

αl-acid glycoprotein濃度の増加が認められた。 また、四塩化炭

素、 allylalcohol投与群とも、重篤な肝障害の状態では、血築中

αl-acid glycopr、otein濃度は逆に低下した。 一方、

galactosamine投与群では血築中 αl-acidglycoprotein濃度は、い

かなる投与量においても増加することはなく、肝障害の重篤度と共

に漸次減少した。 また、 ethionine投与群においては、血禁中

αl-acid glycoprotein濃度の有意な変化は認められなかった。

以上の結果から、肝障害惹起薬物投与モデルにおいて、血媛 α1-

acid glycoprotein濃度の上昇は、肝障害の程度とは相関しないこと

が示された。

今回の実験で血禁の αl-acidglycoprotein濃度を上昇させた薬物、

すなわち四塩化炭素 59)、 acetaminohen6B)、 N-nitroso-

dimethylamine61 )、 allylalcoho162)及びbromobenzene63)の肝障害

発現のメカニズムは、薬物あるいは代謝物によって生じた活性酸素

が、膜の脂質過酸化を引き起こすためであると報告されている。

一方、血禁中 αl-acidglycoprotein濃度を上昇させなかった

galactosamine65)及びethionine66、67)の肝障害発現には、活性酸素

の関与はないとされている また、四塩化炭素投与動物において

は、膜のリン脂質の過酸化が引き起こされた結果、炎症反応の

mediatorである leukotrienが生じるという報告 68、69)もある。 こ

れらのことから肝障害惹起薬物による血紫 αl-acidglycopr、oteinの

上昇に、肝臓における脂質過酸化のなんらかの関与があるように思

われる。
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Fig.8 The Plasma Concentrations ofαl-Acid Glycoprotein(AGP) and G円 inthe Rats 
Treated with Various Doses of CC14， Allyl alcohol， Galactosamine or Ethionine 

如limalswere sacrificed 24 h after the injection of hepatotoxin. Various are the 
means ::t S. E. of 7 to 8 animals. 0， AGP leve 1;・， GPT level. GalN， galactosamine; 
EN， ethionine; AOH， allyl alcohol. 

血祭蛋白質結合率と血紫 αt-acidglycoprotein濃度との相

関

第 3節

血祭albuminとαt-acidglycoprotein濃度の変動が弱塩基性薬物

の血紫蛋白質結合率に及ぼす影響を評価するため、血祭蛋白質濃度

とpropranolol血祭蛋白質結合を同時に、種々の薬物性肝障害モデル
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間で測定した。 蛋白質結合率の測定は、 propranolol 1μg/皿lの

濃度で限外漣過法で行った。 Fig.9は、 propranololの血祭蛋白質

結合性を bound/freeで表したものを縦軸に、 albuminあるいは α1-

acid glycoprotein濃度を横軸にとり plotしたものである。

Propranololの血祭蛋白質結合は、 albumin濃度との問には相関性を

示さず、 一方、 αt-acid glycoprotein濃度との聞には相関係数

r=O.940で高い相関性を示した。 以上の結果から、種々の薬物性肝

障害モデルにおいて、 propranololの血撲蛋白質結合率は、 αt -

acid glycoprotein濃度の変動に大きく影響を受け、 一方albumin濃

度の変動にはほとんど影響を受けないことが判明した。
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Fig.9 Relationships between the Ratios of Bound to Free Fraction of Propranolol 
and the Concentrations ofαI-Acid Glycoprotein(AGP) or Albumin in the Plasma from 
Control and Several Different Kodels of Chemically-Induced Liver lnjury 

百1esame plぉ masamples as those shown in Fig.7 were subjected to the experiments. 
o ， control;企， galactosamine; I園， ethionine;① ， N-nitrosodimethylamine;口 ，allyl 
alcohol;・， CC14; 0， acetaminophen; W， bromobenzene. Regression line for α1 -acid 
glycoprotein y = 11.90 x + 0.714; r = 0.940; pく0.001.
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第 4節小括

7種の肝障害惹起薬物をラットに投与し、種々の薬物性肝障害モデ

ルを作成した。 肝障害モデルは、血築中蛋白質濃度の変動の相違

から 4種類の category~.こ分類された。 種々の肝障害モデルにおいて、

propranololの血祭蛋白質結合性は、 α1-acid glycoprotein濃度と

の問に相関係数r二0.940の高い相関性を示したが、 albumin濃度との

聞には相関性を示さなかった。 従って、種々の薬物性肝障害モデ

ルにおいては、弱塩基性薬物の血媛蛋白質結合率は、血禁中 α1

acid glycoprotein濃度の変化から予測されることが判明した。
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第 5章 高 αl-acidglycoprotein血竣モデル(テレビン泊投与ラッ

ト)におけるquinidineの体内動態

第 3章において、四塩化炭素肝障害モデルでは、血禁中の α1-

acid glycoprotein(AGP)濃度が上昇することにより、 quinidine等の

弱塩基性薬物の血紫蛋白質結合率が増加することが判明した。 ま

た第 1章で示したように蛋白質結合率の増加は、四塩化炭素肝障害

モデルにおいて、 quinidineの分布容積 (Vd 55)を滅少し、更に

plasma total body clearance(CLtot)や消失速度定数 (Ke1 )の減少に

も影響を及ぼしていると考えられた。 しかしながら、四塩化炭素

肝障害モデルにおいては、 quinidineの体内動態変化の要因として、

血祭蛋白質結合率の増加の他に、肝代謝能、肝血流量の著しい減少

も充分考慮しなくてはならない。 従って、 quinidineの血紫蛋白質

結合率の増加が及ぼす本薬物の体内動態への影響について詳細に検

討するためには、肝障害及び肝血流低下を伴わず、 αl-acid 

glycoprotein濃度のみが上昇する動物モデルが必要と考えられる。

テレビン油をラットに皮下投与すると、投与部位Lこ肉芽を形成する

とともに、血禁中 αl-acidglycoprotein濃度が著しく上昇すること

が知られている 7O、71)。 本章においては、ラットにテレピン油を

投与して高 αl-acidglycoprotein血紫モデルを作成し、その肝機能

を検討すると共に、 quinidineの血紫蛋白質結合率の増加が本薬物の

体内動態に及ぼす影響について検討した。

第 1節 生理学的パラメーター

テレピン油 5ml/kgをラットに皮下投与し、 16、 48時間後に

(以後16h-テレビン群、 48h-テレビン群と表す)血築中albuminや

αl-acid glycoprotein濃度、 quinidineの血禁中非結合型薬物分率

(fp)及び血液ー血紫間分配比 (Rb)、さらに肝機能を示すものとして

血業GPTと肝血流量を測定した (TableXII)。 テレビン油投与群の
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Table X II. Physiological Parameters in Turpentine Oi l-Treated Rats 

Control Turpentinea) 
16 h 48 h 

GPT(Karmen uni t) 19.5士 1.0 20.6士 1.01 18.6 ::t 1. 3 
Albumin(mg/ml) 37.2 ::t 1.2 38.6士 O.7 39.4士 0.5
AGP(mg/ml) 0.142 ::t 0.011 0.466 ::t O. 045f ) 2.18 ::t O. 13f ) 
HBF(ml/min/g)b) 1. 11 ::t O. 07 1.13 ::t 0.10 
fpC) O. 332 ::t O. 009 0.234士 O.020e) 0.079 ::t 0.006fl 
Rbd) 1. 50士 0.02 1.19士 0.03') O. 704士 0.020fl

a) Determined at 16 h and 48 h after the injection of turpentine oil at a dose of 
0.5 ml開r100g lx対yweight. b) Hepatic blood flow was measured hydrogen gas 
clearance method. c) Free fraction of quinidine in the plasma. The concentration 
of叩 inidinein plasma was 1μg/ml. -d) Blood-to-plasma concentration ratio. 
Significantly different from the control group， e) p(O.Ol， f) pく0.001. Values are 
the means士 S.E.of 4 to 6 animals. 

肝血流量及びGPT値は、 control群値と比べて有意な変化が認められ

なかった。 従って、テレビン油投与によってラットに肝障害は惹

起されていないことが推察される。 一方、血祭 αt-acidglyco-

protein濃度は、 16h-及び48h-テレビン群で、それぞれcontrol群値

の約3倍及び約15倍に増加した。 しかし、血禁中albumin濃度は

control群値と比べて有意に変化しなかった。 16h-及び48h-テレビ

ン群から、血禁中quinidine濃度が1μg/mlの定常状態で採集した血

撲における quinidineのfpは、それぞれ0.234と0.079であり、

control群値と比べて30%及び76%滅少した。 Fig.10は、 quinidine

の血祭蛋白質結合性をbound/freeで表したものを縦軸に、血衆 αt-

acid glycoprotein濃度を横軸にとり plotしたものである。 これら

のplotから、相関係数r二0.987が得られ、 quinidineの血祭蛋白質結

合と血祭 αt-acidglycoprotein濃度の間には、非常に高い相関性が

あることが示された。 この図において、 quinidineのbound/freeの

比と血禁中 αt-acidglycoprotein濃度のplotが原点を通らず、その
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Fig.l0 Relationship between the Ratio of the Bound to Free Fraction of 
Quinidine and the Plasma αl-Acid Glycoprotein(AGP) Concentration in Rats 

Control(())， 16 h-(企)and 48 h-(・)turpentine oi1-treated rats. The line 
represents regression line (r 0.987， pく0.001).

切片が1.18であることは、 quinidineの一部は αl-acidglyco-

protein以外の血祭成分とも結合していることを示唆している o '"7 

L-

の事は、 quinidineの血祭濃度1μg/mlで、 control群における本薬物

の血紫蛋白質結合率68%のうち 52%が、 albuminなどの他の血竣成分と

結合していることが示された結果と 一致している。

第 2節 単回静注投与後の血紫中挙動

Quinidine 3.0、 7.0あるいは12.5mg/kgを、 control及びテレビン

群に静注し、 quinidineの血禁中濃度を経時的に測定した (Fig.11)。

テレビン群においては、 quinidineの血禁中濃度はいずれの投与量に

おいてもcontrol値に比べて高く、また、血祭からのquinidineの消

失の遅延が認められた。 Control、テレビン群ともに、 quinidine
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F ig. 11 D isap開aranceof Quinidine from Plasma after Intravenous Injection 
in Control(A)加 dTurpentine Oil-Treated(B) Rats 

Quinidine sulfate was injected at a dose of 3.0(・)， 7.0(..) or 12.5(・or0) mg/kg as 
quinidine base. Each point represents the mean :t S.E. of 4 to 6 animals. ・..・): 
48 h-turpentIne oil-treated rats， (0): 16 h-turpentine oil-treated rats. 

の血竣からの消失はbiexponentialcurveで示され、 twocompart-

ment model~こ従って解析した pharmacokinetics parameterを

TableX III ~こ示した。 Control群及びテレビン群の Rb値はすべての

quinidine濃度において一定であり、 CLpとRb値から算出した全身血

液クリアランス (CLb)は、投与量の増加とともに漸次減少していった。

この様なquinidineの血禁中挙動のdose-dependencyは、分布容積

(Vc)にdose-dependencyが認められないことより、肝における

quinidineの薬物代謝の飽和、即ち Kelの滅少によるものと考えられ

る。 CLbは、テレビン群ではcontrol群に比べ、より著しいdose-

dependencyを示した。 48h-テレビン群における CLbは、投与量
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Table Xill. Pharmacokinetic Parameters of Quinidine after Intravenous Administration 

control 48 h-turpentine 16 h-turpentine 

' 
3.0mg/kg 7.0mg/kg 12.5mg/kg 3.0mg/kg 7.0mg/kg 12.5mg/kg 12.5 mg/kg 

T. (pg/ml) 1.09 1.26 2.03
8
} 2.41 e} 9C，n 7.05C，t) 2.86 d) 4.5 

..0.21 ..0.05 +0.19 +0.10 士0.20 10.67 +0.16 

B (pg/ml) 0.232 o .56o CI 1.29
C
) 1.141) 2.77 C，n 6.45C，O 1.79 e) 

+0.013 ..0.015 ..0.11 ..0.04 ..0.20 土0.45 土0.03

。L(min-1) 0.223 0.178 0.186 0.253 0.158
8
) 0.163

8
) 0.144 

..0.016 +0.011 +0.027 ..0.016 ..0.022 ..0.028 ..0.036 

~ (min-1) 0.0148 0.0131 0.0126 0.02441) 0.0131C) 0.00978
c
，e) 0.0101 e) 

..0.0007 +0.0003 ..0.0006 土0.0006 土0.0006 土0.00044 土0.0002

)(12 (min-1) 0.121 0.0908 0.0856 0.117 0.0722
8
) 0.0696

8
) 0.0685 

+0.010 ..0.0079 ..0.0116 ..0.010 ..0.0112 ..0.0144 +0.0212 

K21 (min-1) 0.0698 0.0640 0.0837 0.0982 0.0687 0.0839 0.0621 
φ0.0076 ..0.0043 +0.0189 +0.0082 ..0.0112 +0.0147 ..0.0147 

Kel (min-1) 0.0476 0.0363
C
) 0.0291 C、' 0.0629f) 0.0304c，f) 0.0191c，f) 0.0232

0 

令0.0012 ..0.0009 +0.0011 !:0.0022 土0.0004 土0.0006 土0.0002

Vc (l/kg) 3.41 3.86 3.80 0.845
0 0.957f) 0.943f) 2.70 f) 

φ0.18 +0.11 +0.16 ..0.021 ..0.042 ..0.063 令0.11

Vdss (l/kg) 9.32 9.32 7.97
a
) 1.84 f) 1 .98 f) 1 .65 f) 5.59 e) 

+0.32 +0.29 +0.36 +0.06 ..0.12 ..0.06 ..0.36 

T.UC (pg. min/ml) 18.7 50.2c ' 】 114 c) 56.7
f
) 241 c，f) 709c.f) 201 f) 

φ0.7 + 1 .3 j;3 +0.7 ..9 令43 +9 

140
8
) 110 c) 53.0

f
) 

c，f) 
17.9 c.f) 62.6 f) CLp (ml/min/kg) 162 29.1 

..6 +4 +4 ..0.7 ..1.1 ..1.1 +2.9 

CLb (ml/min/kg) 108 93.2
8
) 73.4 C) 75.3 f) 41 .3 c.f) 25.4C，f) 52.6

e
) 

+4 +3.6 +3.6 ..1.0 ..1.5 φ1.5 +2.4 

百levalues except CLb were estimated from plasma concentration. The value of CLb 
was calculated by the equation: CLb = CLp ! Rb・ Valuesare the means士 S.E.of 4 to 
6 animals. Significantly different from a dose of 3.0 mg!kg. a) pく0.05，b) pく0.01，
c) pく0.001. Significantly different from the control of corresponding dose. 
d) pく0.05，e) p(O.Ol， f) pく0.001.
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3.0、 7.5、 12.5mg/kgにおいて、 control群値と比べてそれぞれ30、

56、 65%減少した。 テレビン油投与群における分布容積は、各投与

量問で一定の値を示したものの、 control群に比べて大幅に低下した

ことから、テレビン群における CLbの減少は、分布容積 (Vc)と消失速

度定数 (ke1 )の両パラメーターの減少によることが判明した。 また、

投与量12.5mg/kgのquinidineの分布容積(VdSS)は、 16h-及び48hテレ

ビン群において、 control群値と比べてそれぞれ30と79%減少した。

このVdssの減少は、四塩化炭素肝障害モデルにおける結果と同様、

血築中 αt-acidglycoprotein濃度の増加による fpの減少によるもの

と考えられる。

第 3節 肝抽出率の測定

ラットにおいて、 quinidineはほとんど肝臓で代謝除去される 2t ) 

ことから、単回静注後のquinidineのCLbの減少は、肝クリアランス

の減少によるものと考えられる。 肝クリアランスは、 well-

s tir・redmodelに従うと、 (11)式で示したように肝血流と薬物の肝抽

出率の積として表される。

CLh 二 Qh • E --ー一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一 (11) 

TableX n ~，こ示したように、肝血流量は、テレビン油処理によりほと

んど影響を受けなかった。 そこで、 quinidineの肝クリアランス減

少のもう 一方の要因である肝抽出率を control及び48h-テレビン群問

で比較した。 肝抽出率は、 quinidineの血中濃度が0.5から2.3μg/

mlまでの定常状態で測定した。 Fig.12に示したように、 control及

びテレピン両群とも、 quinidineの肝抽出率は血中濃度の増加に従い

漸次減少した。 これらの結果は、単回静注時に認められたdose-

dependencyの結果と 一致するものである。 テレビン群の肝抽出率

は、 いずれのquinidine血中濃度においても control群値に比べて低

く、その低下率はquinidine血中濃度の上昇と共に、約15から 40%に

増大した。 実測した肝抽出率から (13)式に従って肝臓における
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Fig.12 Hepatic Extraction Ratio as a Function of Blood Concentration of 

Quinidine in Control and 48 h-Turpentine Oil-Treated Rats 

百lehepatic extraction ratio was determined in control(())加 d48 h-turpentine oiト
treated(・)rats under the steady state blood concentration of quinidine ranging from 
0.5 to 2.3μg/ml. 

quinidineの代謝能を示すCLin tを求めたところ、 control及びテレピ

ン両群の問に有意な差は認められなかった。

E = (fp / Rb)・CLint / {Qh + (fp / Rb).CLint} 一一 (13) 
従って、テレビン群においては、血祭 αl-acidglycoprotein濃度の

増加に基づく quinidineの血祭蛋白質結合率の増加が、肝抽出率の低

下を引き起こし、更にはCLbの減少を招くものと考えられた。

これまで肝臓で主として代謝される薬物の血祭蛋白質結合率の変

動が及ぼす CLbへの影響について、肝抽出率の観点から多くの研究が

なされている 72-75) Wilkinsonや Shandら76)は、肝固有クリアラ

ンス (CLint)の小さい薬物の肝抽出率は、血祭蛋白質結合率Lこ依存す
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るが、大きなCLintをもった薬物の肝抽出率は、血祭蛋白質結合率の

変動の影響を殆ど受けないことを報告している。 しかし、

quinidineのような中程度のCLin tをもった薬物に関しては、血紫蛋
白質結合と肝抽出率の関係について未だ一致した見解が得られてい

ない。 Guentert及びZieらは 11)、虚血した家兎において、

quinidineのCLpが、その血祭蛋白質結合率の減少の影響を受けない
ことを報告している。 一方、 Mansorらは 18)、単離ラット肝臓の濃

流実験において、 αt-acid glycoproteinの添加によるquinidineの

血祭蛋白質結合率の増加が、 quinidineのCLhを有意に減少させるこ
とを報告している。 今回テレピン群において得られた結果は、

Mansorらの報告を指示するものである。

第 4節 組織分布と血祭蛋白質結合率との相関

第 2節において述べたように、 16h-及び48h-テレピン群では、

quinidine12.5 mg/kg静注後の分布容積(Vd s s )は、 control値に比べ

それぞれ30及び79%減少した。 そこで、 control群とテレビン群に

おいて肺、腎臓、牌臓、肝臓、心臓における quinidineのKp値を測定

した (TableXN)。 各組織のKp値はcontrol群値に比べ、 16h-テレ
ビン群では28-39%、 48h-テレビン群では76-81%減少し、これらの値

はVds sの減少率に近似した。 従って、テレビン群におけるVdssの
減少は、組織分布の減少に起因するものと考えられる。 19-81) 薬

物の fpの変動が分布容積(Vdss)に大きな影響を与えること、更には
むと組織分布 (Kp)との関係を論じた報告はあるが、実際に、薬物の

組織分布と fpとの相関性について実測した報告はない。 そこで、

controlと16h-、 48h-テレビン群における個々のラットのKp値と fp値

をplotして両者の相関性を検討した。 Fig.13に示すように、検討

したすべての組織において、 Kp値と fpの間には、原点を通る高い相

関性が認められた。 第 2章において、 Kp値は血祭蛋白質結合率

の他に、薬物と組織との結合、組織及び血禁中のpHによっても左右
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されることを述べた。 今回、 Kp値と fpの聞に原点を通る相関性が
認められたことは、テレビン油投与による各組織のKp値の滅少が、

fpの減少によってのみ引き起こされたものであることを示唆してい

る。 すでにFig.lOで示したように、 control及びテレビン群問にお

ける血禁中の αt-acidglycoprotein濃度と quinidineのfpの間には、

相関係数r=O.987と非常に高い相関性が認められた。 従って、テレ

ビン群における Vds sあるいはKp値の滅少は、血築中 αt-acid

glycoprotein濃度の上昇に起因するものと結論された。

Table X N. Tissue to Plasma Parti tion Coeff icients (K p • V i V 0) of Quinidine 
in Various Tissues in Control and Turpentine Oil-Treated Rats 

Control 16 h-Turpentine 48 h-Turpen t ine 
(change%)a) (change%)a) 

wng 73.5士 4.6 49.2士 5.7(33 )b) 14.8 + 2.4( 80 )c) 
Kidney 29.5士 1.6 20.2士 2.0(32 )b) 5.63士 0.22( 81 )c) 
Spleen 2ι7 :::!::: 0.5 17.8士 1.2(28 )cl 5.92 + 0.66( 76 )cl 
Liver 2ι5士 1.3 14.9 :::!::: 1.2( 39 )cl 5.59土 0.44(77 )cl 
Heart 9.88士 0.43 7.02士 0.72(29 )b) 1.98 + 0.29( 80 )cJ 

Values are the n悶 ns士 S.E.of 5 to 6 animals. a) Calculated by the 
珂uat i on: % {(Kp i n c 0 n t r 0 1 - Kp i n t u r p e 川 in e ) /Kp i n c 0川 rol} X 100. 
b) pく0.01，c) pく0.001.
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小括

テレビン泊の投与は、肝障害を伴わず、その血紫 αt-acid

glycoprotein濃度のみを著しく上昇した。 Control及びテレビン油

投与ラットの聞において、血祭 αt-acidglycoprotein濃度と

quinidineの血紫蛋白質結合は、相関係数r=O.987という非常に高い

相関性を示した。 従って、テレビン油投与ラットは、 quinidineの

血祭蛋白質結合率増加による本薬物の体内動態の変化を説明する上

有用な高 αt-acidglycoprotein血祭モデルであることが示され

第 5章
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高 αl-acidglycoprotein血紫モデルにおいて、 quinidineの血衆

消失を調べたところ、 quinidineのCLbが、 dose-dependentに

control群の CLb~こ比べ著しく減少した。 このことは、高 αl-acid

glycopr‘otein血祭モデルにおけるquinidineの肝抽出率がcontrol群

のそれに比べて明らかに滅少することからも実証された。

高 αl-acidglycoprotein血祭モデルでは、 quinidineのplasma

free fraction(fp)の減少に伴い、 Kp値も減少し、 またcontrolラッ

ト及び同モデル聞における quinidineのむと Kp値の間には、高い相関

性が認められた。 以上の結果から、四塩化炭素肝障害モデルにお

いては、血紫 αl-acidglycoprotein濃度の増加に基づく

quinidineの血竣蛋白質結合率増加が、 quinidineのVd55の減少のみ

ならずCLbやKelの滅少にも寄与していることが証明された。
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結論

今回、弱塩基性薬物のモデル薬物としてquinidineを選ぴ、薬物性

肝障害時におけるその体内動態の変化と要因について検討し以下の

結論を得た。

(1) 四塩化炭素肝障害モデルにおいては、 quinidineの血祭蛋白質結

合率の増加のため分布容積や組織分布率が減少していること、

また、肝抽出率 (HER)と肝血流量 (HBF)の低下により全身クリア

ランス (CLtot)が減少していることを明らかにした。

(2) 同モデルにおける弱塩基性薬物の血祭蛋白質結合率の増加は、

血紫 αt-acidglycoprotein(AGP)濃度の上昇によることを明ら

かにした。

(3) 血撲の αt-acidglycoprotein濃度は、四塩化炭素肝障害

(CCL，)の他、 N-nitrosodimethylamine(NDA)、 allylalcohol 

(AOH)、 acetaminophen(AA)、及びbromobenzene(BB)肝障害モデ

ルにおいて増加し、 ethionine(EN)肝障害モデルでは変化せず、

galactosamine(GalN)肝障害モデルで滅少した。 またこれらの

薬物性肝障害モデル間において、弱塩基性薬物の血祭蛋白質結

合率は、血築 αt-acidglycoprotein(AGP)濃度に大きく影響を

受け、血祭albumin濃度の変動にはほとんど影響されないことを

明らかにした。

(4)肝障害を伴わない高 αt-acidglycoprotein(AGP)血祭モデルを

用いて、 quinidineの血祭蛋白質結合率増加が、 VdssやKp値を減

少させるだけでなく、肝抽出率 (HER)を低下させ、その結果

CLtotを減少させることを明らかにした。

本研究は、肝障害動物モデルにおける弱塩基性薬物の体内動態を

生理学的速度論に基づき解析したものである。 弱塩基性薬物とし

てquinidineを用いて検討した結果、四塩化炭素肝障害時の体内動態
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変動を各生理学的パラメーターの変動として表現し理解するごとが

可能となった。 なかでも肝障害時の血祭 αl-acidglycoprotein濃

度の上昇が、 quinidineの体内挙動変動の重要な因子となることを、

全身クリアランス、肝抽出率及び組織分布の面から明らかにするこ

とができた。 これらの知見は、臨床における弱塩基性薬物のより

安全で有効な投与計画確立に有用な情報を与えるものと考えられる。

45 



謝辞

本論文の作成に際し、御懇篤な御指導と御鞭縫を賜りました広島

大学医学部 矢田 登教授に謹んで感謝の意を表します。

本研究を遂行するに当り、終始御指導と御鞭縫を賜りました広島大

学医学部 村上照夫助教授に深く感謝致します。 更に、御世話に

なりました東 豊助教授をはじめとして、広島大学医学部医療薬剤

学教室の皆様に厚く御礼申し上げます。

本研究は福山大学薬学部で行ったものであり、その間終始懇切な

御指導と有益な御援助を賜りました福山大学薬学部 古野浩二教授

に心からの感謝の意を表します。

また、 αt-acid glycoproteinの精製に御協力と御助言を頂きまし

た福山大学薬学部 辻 宏教授、赤崎健司講師、並びに肝血流量の

測定に御協力頂ました湧永製薬株式会社 天ケ瀬暗信博士に深く感謝

致します。 さらに、本研究に御協力と御援助を頂きました福山大

学薬学部 喜多典子助手に深く感謝致します。

最後に、本研究の機会を与えて下さり、終始御理解と御激励を賜

りました福山大学薬学部長 井口定男教授に心からの感謝の意を表

し、厚く御礼申し上げます。

46 



論文目録

1. 1f主主]日miSUGIHARA， Koji FURUNO， Noriko KITA， 

Teruo MURAKAMI， Noboru YATA: 

“Distribution of Quinidine in Rats with Carbon 

Tetrachloride-Intoxicated Hepatic Disease." 

J. Pharmacobio-Dyn.， 15， 167-174 (1992). 

2. 1f呈rl~mi SUGIHARA， Koji FURUNO， Noriko KITA， 

Teruo MURAKAMI， Noboru YATA: 

“Increase in the Plas~a Protein Binding of Weakly Basic 

Drugs in Carbon Tetrachloride-Intoxicated Rats." 

Chem. Pharm. Bu 11. ， 三塁， 2671-2673 (1991). 

3. 1f主主umiSUGIHARA， Koji FURUNO， Noriko KITA， 

Teruo MURAKAMI， Noboru YATA: 

“Plasmaαl-Acid Glycoprotein Concentration in Rats with 

Chemical Liver Injury." 

Chem. Pharm. Bu 11. ，生.Q， 2516-2519 (1992). 

4. 1f主口ImiSUGIHARA， Koji FURUNO， Noriko KITA， 

Teruo MURAKAMI， Noboru YATA: 

“The Influence of Increased Plasma Protein Binding on 

the Disposition of Quinidine in Turpentine-Treated Rats." 

Biol. Pharm. Bull.， 16， No.1 (1993). 

47 



実験の部

第 1章の実験

(1) 試薬

Quinidine sulfateはWakoPure Chemicals Co.， Ltd. から購入し、

他の試薬は市販特級品を使用した。

(2) 動物

Wistar系雄性ラット(体重250g) を使用した。 四塩化炭素肝障

害モデルは、オリーブ油に溶解した20%四塩化炭素溶液を、 5ml/kgの

投与量でラット腹腔内に投与して作成した。 Controlラットには、

同量のオリーブ油のみを投与した。 実験は、オリーブ泊または四

塩化炭素投与24時間後におこなった。 Control及び四塩化炭素肝障

害ラットの血禁中のglutamatepyruvate transaminase活性(GPT，

Karmen unit)の平均値は、それぞれ、 18.6と1290であった。

(3) 急速単回静注投与

Sodium pentobarbital麻酔下、体温が正常を維持するよう、 370C 
の保温板上にラットを固定し、実験をおこなった。 生理食塩水に

溶解したquinidinesulfate12.5 mg/2 ml/kg (quinidine baseとし

て)は股静脈から急速静注した。 静注後、経時的に頚静脈からヘ

パリン処理したシリンジを用いて血液を採取した。 採取した血液

を10，000rpmで遠心分離し、血撲を sampleとして得た。 速度論的

解析は、 plasmaconcentration-time curveから、 twocompartment 

modelに従って行った。

(4) 血媛quinidine濃度の定常状態の設定

麻酔下に、ラットの股静脈にpolyethylenetubing(PE-50， Clay 
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Adams， U. S. A. )を挿入した。 股静脈から quinidineのbo1us投与を

した後、直ちに股静脈カニューレを介してconstantinfusionをお こ

ない、 quinidineの血禁中濃度を 1μg/m1の定常状態に保った。

Contro1と四塩化炭素肝障害群のquinidineのbo1us投与量は、それぞ

れ3.79mg/kgと2.1mg/旬、 infusionrateは、 101.7μg/min/kgと

27.5μg/min/kgで行った。 このbo1us injection投与量と

infusion rateは静注投与後のpharmacokineticparameterから求め

た。 血禁中quinidine濃度の定常状態は、 infusion開始、約60分後

に得られた。 定常状態をより確実に行うため90分間infusionした

後、頚静脈、肝静脈及び下大静脈から採血した。 直ちに門脈から

氷冷したsa1ineを注入し脱血した後、肺、牌臓、心臓、腎臓及び肝

臓の各組織をすばやく摘出した。 各組織は、 4倍量の0.05MTris-

HC1 buffer(pH 7.4)で、 tef10nhomogenizerを使って、氷冷下で

homogenizeした。

(5) 定常状態における quinidineのKp値と Rb値の算出

各組織のKp値は、次式に従って求めた。

Kp = Ct / Cp 
= 5 ・ Ct. d i I / Cp 

ここで、 Ctは、組織中の薬物濃度を、 Ct. d i Iは20%組織homogenate

中の薬物濃度を表す。 Cpは、頚静脈血から得られた血築中薬物濃

度を表す。肝臓の場合、 Cpは、肝静脈血から得られた値を用いた。

Rb値は、全血の薬物濃度 (Cb)を測定し、次式より求めた。

Rb = Cb / Cp 

(6) Quinidineの定量 17 ) 

血液、血祭及び組織homogenate中のquinidineは、 Nishiuraらの方

法に従って抽出した後、 HPLC~.こて定量した。 すなわち、血液、血

祭sample(100μ1)を、 O.lNNaOH 1mlでアルカリ性とした後、

benzene 3m1で抽出し、そのbenzene層2m1を採取して、減圧乾回した。

49 



組織homogenatesample(0.5ml)は、 1NHCl 0.5mlで酸性とした後、

dichlormethane-isopropanol(4:1 v/v)混合液3mlで抽出し、有機層

を除去し、水層を採取した。 この水層に3N NaOH 0.9 mlを加え、

dichlormethane-isopropanol(4:1 v/v)混合液3mlで抽出し、その有

機層2mlを減圧乾回した。 減圧乾国後の残査を、 methanol100μ1 

で溶解し、その20μlをHPLC column~こ注入した。 使用したHPLCの

機種及び定量条件を以下に示す。

lnstrument Jasco Twincle (Japan Spectroscopic 

Co.，. L td. ) 

Fluorometric detector FP-210 (Japan 

Spectroscopic Co.，. Ltd.) 

TSK Gel ODS-80T門 (Tosoh)
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(7) 肝抽出率の測定

血築中quinidine濃度 1μg/mlの定常状態において採取した頚静脈

(Cp)、肝静脈血中 (Cvh)のquinidine濃度から、次式に従って、肝抽

出率 (E)を算出した。

E = (Cp - Cvh) / Cp 

(8) 肝血流量の測定 29)

Sodium pentobarbital麻酔下、ラットを 370Cの保温板上に固定し、

正中線にそって開腹した。 HydrogenMonitor(PHG-300，Tokai 

lrika CO.，. Ltd.)の電極を、肝左葉上に固定し、ラットに、 50%

hydrogen gasを1分間吸入させた。 血中のhydrogen濃度を、
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Hydrogen Monitorで経時的に測定し、次式に従って、肝血流量

(HBF)を算出した。

HBF = 0.693 / Tt/2 ml / min / g 

ここで、 Tt/2は、肝血中hydrogenの半減期を表す。

(9) 肝 homogenateにおける代謝

肝臓を、 0.25Msucrose-0.05M Tris-HCl buffer(pH7.2)で

homogenizeし、 25%homogenateを作成した。 このhomogenateを

1，000gで5分、続いて 9，000gで20分遠心分離し、その上清を用いた。

この上清(蛋白質濃度 10mg/ml)に、還元型nicotinamideadenine 

dinucleotide phosphate(NADPH)O.lmMとMgC1215mM及びquinidine

O. 5μg/mlを添加し、 37BCでincubationした。 10分後、 1NのHCl

1mlで反応を停止させ、残存している quinidineを定量した。

(10) 血祭GPT活性

Shino Test Kit(Shino Test Co.， Ltd.)で定量した。

(11) 蛋白質濃度の定量

Lowryらの方法82)に従っておこなった。

(12) 統計学的解析

Controlと四塩化炭素肝障害群問の有意差検定は、危険率をはとし

て、 Student'st-testにより検定した。

第 2章の実験

(1) Quinidineの組織homogenate結合

氷冷した salineを門脈から注入すると同時に、下腹部の大静脈、

大動脈をまとめて切断して各組織を脱血した。 直ちに各組織を摘

出し、 4倍量の0.15MKCI-0.01 M phosphate buffer(pH7.0)で
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homogenizeした。 組織homogenateヘの結合実験は、平衡透析法で

行った。 実験には、 semimicrodialysis cells(Sanko Plastic 

Co.， L td. )と semipermeablemembranes(Sanko Plastic Co.， Ltd.) 

を用いた。 Semipermeablemembraneをはさんで一方のchamberには

0.15M KCI-0.01 M phosphate buffer(pH7.0)を、もう一方の

chamberには、 quinidine1μg/mlを含有した組織hJomogenate溶液を

それぞれ1ml注入し、 37"Cで16時間incubationした。 ただし、肝臓

homogenateのincubationは、 4"Cでおこなった。

式に従って算出した 36)。

Kp.f.vitro = Ct / Cf 

=(Cb + Cf) / Cf 

= 1 + d . Cd. d i I / Cf 

Kp • f • v i t r 0は、次

ここで、 Ct、 Cf、 Cbは、それぞれquinidineの組織中total濃度、非

結合型濃度、及び結合型濃度を表す。 dは、希釈係数(ここでは、

d = 5 )を、 Cd. d i Iは、希釈組織homogenate中の結合型quinidine濃

度を表す。

(2) 血祭pHの測定

血液のpHは、 シリンジ型pHメーター (MCE702，Tokyo Chemical 

Laboratories， Co.， Ltd.)を用いて測定した。

(3) 血紫蛋白質結合率の測定

Quinidineの血禁中濃度を、 1μg/mlの定常状態に設定したのち、

下大静脈から採取した血紫を sampleとして用いた。 1MPhosphate 

buffer(pH7.4) 0.1mlを血祭O.9ml ~こ添加し、血撲の pH を 7. 4~こ調整し

た。 このsample1mlを、 Molcutn LGC(Millipore-Japan)を用い
て限外漉過にかけ、海液 50μlを得た。 Plasmafree fraction 

(fp)は、次式に従って求めた。

f p = Cf / Cp 

ここでCfは、海液中のquinidine濃度を、 Cpは血禁中のquinidine濃
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度を表す。

第 3章の実験

(1) 試薬

dl-[3HJ Propranolol(27Ci/rnmol)及び [14CJsalicylic acid 

(56mCi/mmol)はDupon/NENResearch Productsから購入した。

dl-Propranolol、quinidine及びsalicylicacidはWakoPure 

Chemicals Co.， Ltd.のもの、他の試薬は市販特級品を使用した。

(2) 動物

Wistar系雄性ラット(体重250g) を使用した。 四塩化炭素肝障害

モデルは、第 1章と同様の方法で作成した。

(3) 薬物の血紫蛋白質結合率

Control及び四塩化炭素肝障害ラットの下大静脈から、 heparin処

理したシリンジで血液を採取し、この血液を 10，000rpm.で遠心分離

し、血撲を得た。 薬物濃度が1μg/mlとなるように、血紫に薬物を

添加した。 薬物の血媛蛋白質結合率は、第 2章と同様の限外漉過

法により求めた。

Tris(butoxyethyl)phosphate (TBEP)による競合的薬物結合阻害実

験は、 TBEPの最終濃度が200μg/mlとなるよう、 ethanol'こ溶解した

TBEP 5μ1を血祭sample1ml中に添加しておこなった。

(4) 薬物の血祭蛋白質結合と蛋白質濃度の相関

血禁中の薬物は次式によって表される。

Cp = Cf + C~ G P + C~ 1 b + C~ i p 一一一一一一一一一一一一ー (a)
ここで、 Cfは血禁中の遊離薬物濃度、 ccGP、cllb及びCii Pはそれぞ
れ αt-acidglycoprotein、albuminもしくは lipoprotein八の結合型

薬物濃度を表す。 Langmuirの式に従うと、薬物の血祭蛋白質ヘの
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結合は、線形領域において次式によって表される。

Ci 二 LniKiPiCf

ここで、 ni、 Ki及びPiは血祭蛋白質iの結合部位の数、結合定数及び

蛋白質濃度を表す。 従って (a)式を変形すると、

Cp / Cf ニ 1+ LniKiPi 

(Cp - Cf) / Cf = Bound / Free LniKiPi 
従って、薬物の血祭蛋白質結合と血媛蛋白質濃度との相関は、縦軸

にBound/Free、横軸に蛋白質濃度をとって検討した。

(5) 薬物の定量

a) Quinidine 

血祭(20μ 1)、潟液(50μ1)を、 O.lNNaOH 1mlでアルカリ性とした

後、 benzene3mlで抽出し、そのbenzene層2mlを別のtest tube~，こ採

取した。 これに、 0.5NH2 S04を加え、再抽出し、水層の蛍光活性

を測定した。

Instrument 

Detection 

Hitachi 650-10S Fluorescence Spectro-

photometer 

Ex. 350nm Em. 450nm 

b) Propranolol及びsalicylicacid 

血祭(50μ1)及び鴻液(50μ1)のradioactivityをliquid

scintillation counter(Aloka Co.， Ltd.)で測定した。

(6) 血祭蛋白質濃度の定量

a) Total protein 

Lowry法82)で測定した。

b) Albumin 

Albumin B-Test kit(Wako Pure Chemicals Co.， Ltd.)で定量した。

54 



c) Lipoprotein83) 

血撲にKBrを添加した後、 105，000gで48時間遠心を行い、血祭

lipoproteinをその上清中に分離した。

Lowry治 82)で定量した。

採取した lipoproteinは、

d)αl-Acid glycoprotein 

1)αl-Acid glycoproteinの精製84)

体重250-350gのラットに turpentineoil 5ml/kgを皮下投与し、

48時間後に血液を採取した。 この血液を、 3，000rpmで遠心分離し

血祭を得た。 血築中の αt-acidglycoproteinは，下記の scheme~こ

従って精製した。

①硫安処理による精製

テレビン油投与ラット血祭 (60ml) 

硫酸アンモニウム添加(最終濃度21%)

12，000rpm x 20min 

Supernatant Pel1et 

← 10%TCAでpH3.0に調整

12，000rpm x 20min 
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② DEAE-Sepharose による精製

次に、 0.05Macetate buffer(pH4.5)で透析したsampleを、 DEAE-

sepharose CL-6B(Pharmacia Fain Chemical Co.，Ltd.)を用いてさら

に精製した。 DEAE-Sepharoseは、 0.05Macetate bufferで一晩洗

浄(流速 1滴/秒)したものを用いた。

Sample 

(0.05M Acetate buffer(pH4.5)で透析したもの)

← 0.05M Acetate buffer(pH4.5)を、

O.D.280が0.05以下になるまで流す

Free pass 

← 0.05M Citrate buffer(pH2.6)を流し、

各fraction9mlづっ集める

o. D.値が高いfractionを集め、 lNNaOHで
pH4.5に調整し、限外漣過器で蛋白を濃縮する。

20mK Phosphate buffer(pH7.0)で約10mg/ml

になるように小分けして、 -30OCで保存

③ Davis systemの電気泳動による精製

DEAE-Sepharoseで精製した sampleを、 Davissystemによる電気泳

動にかけた。 電気泳動後、その内の1本をコマシブルー染色し、
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αt-acid glycoproteinの位置を確認した。 他のゲルの αt-acid

glycoproteinの位置を測って切取り、回収した。 回収したゲルを

50mM Tris-HCl(pH7.4)-0.2M NaCl buffer中で、 homogenateし、

15，OOOrpm x 25minで遠心分離し、上清を得た。 この上清を、透

析後、濃縮した。

2)αt-Acid glycoprotein抗血清の作成

上記の方法により作成した αt-acidglycoproteinとFreunds'

complete aduvantを等量混合し、 homogenizerを用いて乳化させた。

乳化液を家兎に、蛋白量で500μg相当を 10日間隔で3回、皮下投与し

た。 途中、 Ouchterlonytestをおこない、ラット αt-acidglyco-

protein抗体が家兎血清中に生成されたことを確認した。 最終皮下

投与した10日後、 saline'こ溶解した αt-acidglycoprotein溶液

200μgjO.5mlを家兎の耳静脈内に投与した。 一週間後、血液を耳

から採取した。

3)αt-Acid glycoproteinの定量85)

アガロース LGT(低ゲル化温度)に、 50mMphosphate buffer 

(pH7・4)を加え、加熱溶解しては溶液を調整した。 この溶液が、

40OC以下に冷却した後、抗 αt-acidglycoprotein血清を、 5%となる

よう混合し、 15mlずつ90mmシャーレに展開した。 ゲル化した後、

直径2:mmの穴をあけ、その中に血衆sampleを7μl注入し、 3日開放置

した。 3日後に形成された沈降輸の直径を測定した。 単離精製し

た αl-acidglycoproteinを標準品として用いて検量線を作成した。

αl-Acid glycoprotein濃度は、 500ng-5μg/holeの範囲において、

沈降輸の直径の二乗と直線関係を示した。

第 4j掌の実験

(1) 試薬
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dl-[3HJ -Propranolol(27Ci/mmol)は、 Dupon/NENResearch 

Productsから購入した。 dl-Propranolol-HCl、carbontetra-

chloride及びgalactosamine-HClは、 WakoPure Chemical Co.， 

Ltd. から購入した。 Ethionine、N-nitrosodimethylamine、

allyl alcohol、 acetaminophen及びbromobenzeneは、 Nacalai

Tesque. Inc. より購入した。 他の試薬は市販特級品を使用した。

(2) 動物

Wistar系雄性ラット(体重250g) を、 24時間絶食させて使用した。

種々の薬物性肝障害モデルは、下記の薬物量を腹腔内に投与するこ

とによって作成した。 四塩化炭素(1ml /kg)、 bromobenzene(lml/

kg)は、オリーブ油に溶解させ、それぞれ20%、 50%溶液としたものを

投与した。 Galactosamine(500mg/kg)、 ethionine(800mg/kg)、

N-nitrosodimethylamine(50mg/kg)及びallylalcohol(50mg/kg)は、

生理食塩水に溶解させて投与した。 Acetaminophen(900mg/kg)は、

20%glycerol懸濁液として投与した。 薬物投与24時間後に、下大静

脈より血液を採取し、 3，000rpmで遠心することにより血紫sampleを

得た。

第 5章の実験

(1) 試薬

Turpentine oilは、 Nacalai Tesque、 Inc. のもの、他の試薬は市

販特級品を使用した。

(2) 動物

Wistar系雄性ラット(体重250g) の背部に、 turpentineoil(5ml 

/kg)を皮下投与した。 投与16時間または48時間後に実験に使用し

た (16hーテレビン群、 48h-テレビン群と表す)。
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(3) 急速単回静注投与

Sodium pentobarbital麻酔下、体温が正常を維持するよう、 37sC

保温板上にラットを固定し、実験をおこなった。 Quinidine

sulfate 3.0、 7.0あるいは12.5mg/2ml/kgを股静脈から急速静注した。

静注後、経時的に頚静脈からヘパリン処理したシリンジを用いて血

液を採取した。 採取した血液を 10，000rpmで遠心分離し、そのO.1 

mlをquinidineの定量に使用した。 速度論的解析は、第 1章と同様

に、 plasmaconcentration-time curveから、 twocompartment 

model に従って行った。 CLbは、次式から計算した。

CLb = CLp / Rb 

(4) 定常状態における組織分布

麻酔下でラットの股静脈にpolyethylenetubing(PE-50， 

Clay Adams， U. S. A. )を挿入した。 股静脈から、 quinidineを

bolus投与した後、直ちに股静脈カニューレを介して、 constant

infusionをおこない、 quinidineの血禁中濃度を 1μg/mlの定常状態

に保った。 Controlと16h-及び48h-テレビン群のquinidineの

bolus投与量は、それぞれ3.8、 2.7及びlmg/kg、 infusionrateは、

110、 6~3 及び 29μg/min/kg とした。 このbolus injection投与量と

infusion rateは、静脈投与後のpharmacokineticparameterから求

めた。 血禁中quinidine濃度の定常状態は、 infusion開始後、約

60分で得られた。 90分間 infusionした後、血液を頚静脈、肝静脈

及び下大静脈から採取した。 直ちに門脈から氷冷した salineを注

入し脱血した後、肺臓、牌臓、心臓、腎臓及び肝臓の各組織をすば

やく摘出した。 各組織は、 4倍量の0.05MTris-HCl buffer 

(pH7.4)で、 teflonhomogenizerを用い氷冷下でhomogenizeした。

各組織のKp値は、次式に従って求めた。

Kp 二 Ct / Cp 

5 ・ Ct. d i 1 / Cp 
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ここで、 Ctは、組織中の薬物濃度を、 Ct. d i Iは組織homogenate中の

薬物濃度を表す。 Cpは、頚静脈血から得られた血築中薬物濃度を

表す。 肝臓の場合、 Cpは、肝静脈血から得られた値を用いた。

(5) 肝抽出率の測定

血液中quinidine濃度が、 0.5から 2.3μg/mlの範囲の定常状態に設

定した後、頚静脈、肝静脈血を採取した。 肝抽出率 (E)は、次式に

従って算出した。

E = (Cb -Cbh) / Cb 

ここで、 Cb及びCbhは、それぞれ頚静脈及び肝静脈血中のquinidine

濃度を表す。
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