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　　　　　　　　　　　　　　　動物倫理

　動物の取り扱いはすべて麻布大学実験動物ガイドライン、Apri12000．を順守

して行った。また血液採取はすべてのイヌにおいて欧州連邦製薬工業協会の定

める推奨最大採血量（64m1／体重10　kg／24時間を1週間隔）を下回っている。
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　　　　　　　　　　　　　　　略語一覧

A。：累積尿排泄率

AUC：濃度時間曲線下面積

AUMC：一次モーメント曲線下面積

Cli。t＝固有クリアランス

Cm躍：最大血中濃度

CLR：腎クリアランス

CLt。t：全身クリアランス

CL｛。t／F：みかけのクリアランス

CYP：チトクロームP450

HPLC：高速液体クロマトグラフィー

ISACHC（lntemational　Small　Animal　Cardiac　Co㎜se1）：国際小動物心臓学会議

k、：吸収速度定数

k、：排泄速度定数

Km：ミ二一リス定数

MR：僧帽弁閉鎖不全

MRT：平均滞留時間

NADPH：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

tm砥：最大血中濃度到達時間

t1／2a：吸収相半減期

t1ρ，：排泄相半減期

Vd／F：みかけの分布容積

Vd、、：定常状態時の分布容積

Vm眠：最大反応速度
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　　　　　　　　　　　　　　　　緒言

　薬物治療中は他の薬物や食物の相互作用について考慮する必要がある。ヒト

では、併用薬［1］、食餌［2］、病態［3］、経口投与補助剤［4］、サプリメント［5］など

様々な因子によって薬物動態が変化することが報告され、これらの情報をもと

に適正な薬物治療が行われている。しかし、獣医療では、薬物相互作用を引き

起こす因子に関する知見が非常に少ない。薬物相互作用により血中濃度が予測

より増加あるいは減少することで、薬物の効果を過小評価したり、副作用を過

大評価したりしてしまうケースがある。例えば、ゾニサミドはイヌのてんかん

発作に対し有効性が高いことが前臨床試験において判明していたが、実際の獣

医療ではてんかん発作を抑制しないというのが獣医師の見解であった。この矛

盾は、獣医療でのてんかん発作に対する第一選択薬であるフェノバルビタール

が薬物代謝酵素を誘導し、ゾニサミドがその誘導した酵素で分解されるという

薬物相互作用が原因であることを本論文の第1章で明らかにした。すなわち、

フェノバルビタールの薬物代謝酵素の誘導により、ゾニサミドの血中濃度が減

少し、てんかん発作抑制効果が減弱してしまう可能性を突き止めた。本事例の

ように薬物本来の有効性ではなく、それ以外の因子によって、薬物の効果の有

無が評価されてしまうケースがある。

　　薬物相互作用を引き起こす因子は獣医療特有のものも多く、ヒトの情報が

転用できない場合が非常に多い。ヒトのてんかんに対し広く用いられているバ

ルプロ酸やカルバマゼピンは、イヌでは代謝が著しく速いため、1日に4－5回

投与しなければ有効血中濃度を維持できない［6］。そのため、イヌのてんかんに

はフェノバルビタールが第一選択として用いられ［7］、前述のような事例がイヌ

特有に起こることになった。また、イヌはヒトとは異なり、毎日同じドッグフ

ードを摂取する。ドッグフードの成分が薬物と相互作用を引き起こす場合、そ
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の作用は継続するため、イヌ特有の薬物一食餌相互作用が惹起される可能性が

非常に高い。すなわち、ヒトで起こり得ない薬物代謝酵素への影響がイヌでは

生じ、薬物治療中であればイヌ特有の薬物一食餌相互作用が惹起される可能性

が非常に高い。

　　本論文では相互作用を引き起こす可能性のある5つの因子と獣医療におい

てそれらに関連の深い薬物との関係を明らかにした。第1章では薬物一薬物相

互作用としてフェノバルビタールが抗てんかん薬ゾニサミドの薬物動態におよ

ぼす影響とその持続期間、第2章では薬物一食餌相互作用として尿pHコント

ロール食が抗てんかん薬フェノバルビタールの薬物動態におよぼす影響、第3

章では薬物一病態相互作用として僧帽弁閉鎖不全（MR）が新規心不全薬指コラ

ンジルの薬物動態におよぼす影響、第4章では薬物一経口投与補助剤相互作用

として経口投与補助剤（ペースト、カプセルおよびオブラート）がゾニサミド

の薬物動態におよぼす影響、第5章では薬物一サプリメント相互作用としてセ

ントジョーンズワートが免疫抑制剤シクロスポリンの薬物動態におよぼす影響

を追究した。これらの研究により、本論文では、獣医臨床上イヌで薬物相互作

用を惹起する因子を薬物動態学的観点から明らかにすることで、イヌ特有の適

正な薬物使用の礎を構築した。
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第1章　薬物一薬物相互作用：フェノバルビターールが抗てん

かん薬ゾニサミドの薬物動態におよぼす影響とその持続期

間

第1節はじめに

　イヌの抗てんかん薬の第一選択はフェノバルビタールである。しかし、フェ

ノバルビタールによって、てんかん発作が抑制できない場合の代替薬もしくは

併用薬として近年、ゾニサミドが用いられ始めている［8］。そのためゾニサミド

とフェノバルビタールは併用されるもしくはフェノバルビタール使用後にゾニ

サミドに変更される可能性が高い薬物である。

　フェノバルビタールはチトクロームP450（CYP）の分子種であるCYP2B、

CYP2CおよびCYP3Aなど様々な酵素を誘導し、その薬物代謝酵素の増加によ

って、併用薬の血中濃度を減少させることがイヌにおいて報告されている［9，10］。

また、ゾニサミドはヒトにおいてCYP3Aで代謝されると報告されている［11］。

そのためフェノバルビタールとゾニサミドを併用した時、フェノバルビタール

によってCYP　3A活性が上昇し、ゾニサミドの血中濃度を減少させる可能性が考

えられる。しかし、イヌにおいてフェノバルビタールがゾニサミドの薬物動態

に影響を与えるという報告はいまだない。

　本章ではイヌにフェノバルビタールを反復投与した時のゾニサミドの薬物動

態を検討した。またフキノバルビタールがゾニサミドの薬物動態に影響を与え

た時、その影響がどの程度持続するのかも検討した。さらにその薬物相互作用

にcYPが関わっているかどうかを様々なcYPで代謝されるcYP活性のin　vivo

マーカー薬物アンチピリン［12，13］を用いて検討した。
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第2節　材料と方法

1）使用動物

　健常雌ビーグル犬5頭を用い（4・6歳、10－12kg）、麻布大学獣医臨床センター

6階小動物飼育施設で飼育した。すべてのビーグルはそれぞれの実験の前に、一

般身体検査、血液検査および血清生化学検査を行い、腎臓や肝臓に疾患が示唆

される臨床徴候はみられなかった。食餌は1日2回kld（Hi11’s　Prescription　Diet

k／d⑧、日本ヒルズ・コルゲート株式会社、東京）を8：00AMと6：00　PMに与え、

水は自由給水とした。成犬の1日栄養要求量63kcal／kg／dを基準に食餌を与え

た。

2）使用薬物および化学物質

　フェノバルビタール、塩酸、ジクロロメタン、リン酸、フェナセチン、アン

チピリンおよびアセトニトリルは和光純商工業（大阪）から購入した。ゾニサ

ミドの原末は大日本住友製薬株式会社（大阪）から供与された。内部標準物質

の5・4・Methylphenyl・5－phenylhydantoinはSIGMA　ALDRI　C且（マサチューセ

ッツ、米国）から購入した。ゾニサミドとフェノバルビタールは経口投与のた

めにカプセル（カプスゲル・ジャパン株式会社、神奈川）に封入して与えられ

た。

3・1）ゾニサミドの投与計画および採血

　フェノバルビタール投与4日前、フェノバルビタール（5mg／kg，　PO，　BID）反復

投与35日目およびフェノバルビタール断薬から56（8）、70（10）、84日（12週）

後にゾニサミド（5mg／kg，　PO）を1回投与し、その後、1，2，3，4，6，9，12およ

び24時間後に頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり5m1採血した（Fig．1）。そ
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れそれの実験の間の休薬期間は基礎検討によって算出されたゾニサミドの半減

期から14日間以上とした［14］。全血を遠心（9809，10min）し、得られた血清を

測定まで・20℃で冷凍保存した。

3－2）アンチピリンの投与計画および採血

　フェノバルビタール投与5日前、フェノバルビタール（5mg／kg，　PO，　BID）反復

投与34日目およびフェノバルビタール断薬から14（2），28（4），42（6）および55

日（8週）後にアンチピリン（5mg／kg，　IV）を1回投与しその後、0．5，1，2，3およ

び4時間後に頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり5ml採血した（Fig．11）。アン

チピリン投与後イヌの頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり5m1採血した。そ

れぞれの実験の間の休薬期間は基礎検討によって算出されたアンチピリンの半

減期から7日間以上とした［15］。全血をEDTA2Naで抗凝固処理をした後、遠

心（1150g，15　min）し、得られた血清を測定まで・20℃で冷凍保存した。

4）血清中ゾニサミドおよびアンチピリン濃度の測定

　血清中ゾニサミドおよびアンチピリン濃度はHPLC（SC：L・10Aシリーズ、島

津製作所株式会社、京都）にて測定した［16，17］。サンプル分離はODSC18カ

ラム（ODSpak　F・411、4．6　mm　i．d．×150　mm、　particle　size　5μm、昭和電工’

株式会社、東京）で行った。カラムオーブンは31℃、流速は1．8mL／min。　血

清中ゾニサミドおよびアンチピリン濃度測定の移動相はそれぞれアセトニトリ

ル＝8mMリン酸を3：7（v／v）およびアセトニトリル：8mMリン酸を15：85（v／v）

で、波長は215nmで測定した。

　血清中ゾニサミドおよびアンチピリン濃度の測定は以下の方法を用いた［18］。

血清200μ1に内部標準物質（5・4・Methylpheny1・5・phenylhydantoin，100

10



μg／ml）を20μ1を加え、0．2　M塩酸を40μ1、ジクロロメタンを2ml加え、3

分間ミキサーで混和した後、遠心（9809，15min）した。有機層のみとりだし、真

空遠心器（CC・105、株式会社トミー精工、東京）によって乾燥固化した。残渣

を移動相200Flに溶解し、25μ1をHPLCに注入し、測定した。ゾニサミドお

よびアンチピリン濃度が0．1，1および5μg／mlとなるように添加した血清を各5

本ずっとなるよう調製し，各濃度におけるばらつきを精度によって算出した（精

度＝標準偏差／平均値×100）。また同時に作成した検量線から真の濃度を求め，

各濃度における正確度を算出した（正確度＝真の濃度／推定される濃度（今回は

0．1，1および5μg／ml）×100）。同時再現性の試験を1日のうちに5回行うこと

を日内変動における再現性とし、異なる日に5日間行うことを日間変動におけ

る再現性として評価した。ゾニサミドの測定限界は0．05μg／m1で回収率は

86・96％であった。精度と正確度の算出には0．1，1および5μg／m1の既知のゾニ

サミド血漿を作成し行った。精度における日内変動（n＝5）および日間変動（n＝5）

はそれぞれ2．6・5．7％および5．6－8．5％であった。正確度における日内変動（n＝5）

および日間変動（n＝5）はそれぞれ91・101％および100・104％であった。アンチピ

リンの測定限界は0．05μg／m1で回収率は91・94％であった。精度と正確度の算

出には0．1，1および5F9／m1の既知のアンチピリン血清を作成し行った。精度に

おける日内変動（n＝5）および日間変動（nニ5）はそれぞれ2．3・7．5％および4．6・5．8％

であった。正確度における日内変動（n＝5）および三間変動（n＝5）はそれぞれ

0．4－3．3％および0．1・3．2％であった。

5）薬物動態パラメーター解析

　薬物動態解析にはノンコンパートメント解析を用いた。経口投与後のCm。．と

tmaxは実測値を用いた。血中濃度時間曲線下面積は台形法によって算出した。排
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泄速度定数は7つ以上の測定点を基に算出した。排泄相半減期はt1／2，＝ln2／k，の

公式を用いて算出した。みかけのクリアランスはCLt。♂F＝投与量！AUCo一。。の公

式を用いて算出した。静脈注射時のMRTo一。。，　CLt。tおよびVdssはMRTo・。。＝

AUCo．。。／AUMCo．。。，　CLt。t＝投与量／AUC肋およびVdss＝C』t×MRTo．。。の公式

を用いて算出した。それ以外のt1！2，およびAUCo・。。は経口投与時のものと同様に

算出した。

6）統計学的処理

　データはすべて平均値±標準偏差（SD）で示した。フェノバルビタール投与前

および投与中のゾニサミドの薬物動態パラメーターの差はMann・WhitneyのU

検定を用いた。フェノバルビタール投与中と断薬後のゾニサミドの薬物動態パ

ラメーターの差はKruska1－Wallis検定を行った後Shirley・WiIhams検定を用

いた。フェノバルビタール投与前、投与中および断薬後のアンチピリンの薬物

動態パラメーターの差はDunnettの多重比較を用いた。すべての値はP＜0．05

で有意差があると評価した。
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第3節　結果

　フェノバルビタール投与前と反復投与中のゾニサミドの薬物動態をFig．2に

示した。血清中ゾニサミド濃度一時間曲線はフェノバルビタールの反復投与に

より下方に移動した。フェノバルビタール反復投与中のゾニサミドのCm。、およ

びAUCo．24はフェノバルビタール反復投与前より減少し、t112，は短縮した（Fig．3）。

フェノバルビタールの反復投与により下方に移動した血清中ゾニサミド濃度一

時間曲線はフェノバルビタール断薬から10週後までは下方にあったが、12週

後には元のレベルに戻った（Fig．4）。フェノバルビタール反復投与中と比べて、

フェノバルビタール断薬から8週後と10週後のゾニサミドのCmaxおよび

AUCo・24に有意な差は認められなかったが、断薬から12週後にはCmaxおよび

AUCo・24が増加し、t1／2，が延長した。フェノバルビタール断薬から12週後のCmax、

AUCo・24およびt112，はフェノバルビタール投与前の値とほぼ同等の値を示した

（Fig．5）。

　フェノバルビタール投与前に比べ、フェノバルビタール反復投与中から断薬

から4週後までアンチピリンのAUC伽は減少し、　CLt。tおよびVdssは上昇した

（Table　1）。しかし、フェノバルビタール断薬から6および8週後のアンチピリ

ンのAUCo℃。、　C：Lt。tおよびVdssはフェノバルビタール投与前の値と同等であっ

た（Table　1）。
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第4節　考察

本章の目的はフェノバルビタール反復投与によりゾニサミドの薬物動態に影

響を与えるか、また影響を与えた場合その影響がどの程度持続するかを明らか

にすることだった。フェノバルビタール反復投与は血清中ゾニサミド濃度を減

少させ、その作用はフェノバルビタール断薬から10週後まで持続したが、12

週後には元のレベルにまで戻っていた。この薬物相互作用においてCYP活性の

上昇が関与しているかに着目し、アンチピリンを用いてCYP活性の上昇の持続

を調査したところフェノバルビタール断薬から4週後まではCYP活性の上昇が

持続していた。しかし、断薬から6週後以降のCYP活性は元のレベルにまで戻

っていた。

フェノバルビタールの反復投与はイヌのCYP2B、　CYP2CおよびCYP3Aを誘

導することが報告されている［91。本章では、イヌのフェノバルビ北川ルの反復

投与中にCYP活性が上昇していることをアンチピリン試験によって間接的に明

らかにした。しかし、アンチピリンによってどのCYP分子種活性が上昇したの

かを特定することはできない。そのため、本章では血清中ゾニサミド濃度に影

響を与えたCYP分子種は特定できなかった。またゾニサミドが代謝するイヌの

CYP分子種も明らかではないため、本章ではフェノバルビターール反復投与がイ

ヌのどのCYP分子種に影響を与えたかについては明らかにすることができなか

った。ゾニサミドがイヌのどのCYP分子種で代謝されるかを明らかにすれば、

そのCYPで代謝される薬物にも本章と同様の薬物相互作用が引き起こされるこ

とを推察できるため、獣医療により多くの情報が提供できる。この問題は今後

の検討課題である。

フェノバルビタールが血清中ゾニサミド濃度を減少させるのはフェノバルビ

タール断薬から10週後までであるのに対し、CYP活性の上昇は断薬後から4
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週後までしか持続しなかった。そのため血清中ゾニサミド濃度の減少はフェノ

バルビタールのCYP活性の上昇によってだけではないことを示しているかもし

れない。ゾニサミドはヒトにおいてCYPだけでなく、第二相反応酵素であるグ

ルクロン酸転移酵素によっても代謝される［19］。また、フェノバルビタールはイ

ヌにおいてCYPだけでなくグルクロン酸転移酵素も誘導する［20］。さらに第二

相反応酵素は一度上昇すると第一相反応酵素であるCYP活性の上昇よりも長く

持続する［21］。そのため本章のフェノバルビタールの反復投与による血清中ゾニ

サミド濃度の減少は断薬から4週後までCYP活性の上昇とグルクロン酸転移酵

素の上昇が関与し、断薬4週後から10週後まではグルクロン酸転移酵素の上昇

のみが関与していたのかもしれない。今後は第二相反応酵素についても詳細に

明らかにしなければならない。

本章からフェノバルビタールの反復投与が血清中ゾニサミド濃度を減少させ

ることを明らかにした。しかし、これはイヌのてんかん発作の治療にフェノバ

ルビタールとゾニサミドの併用を妨げる結果ではない。フェノバルビタールは、

主たる作用として、抑制神経系のGABAA受容体に結合し、　C1・チャネルを開く

時間を延長する［22］。これによりCl・流入が促進することで神経興奮を抑制し、

てんかん発作を抑制する。またゾニサミドは電位依存性Ca2＋チャネルやNa＋チ

ャネルを阻害することにより、神経興奮を抑制することで発作を抑制する［23］。

つまりフェノバルビタールとゾニサミドのてんかん発作抑制の機序は異なる。

そのためこの2剤の併用はてんかん発作の抑制に協力作用を示す可能性がある。

よって本章の結果はフェノバルビタールとゾニサミドを併用する際、血清中ゾ

ニサミド濃度が減少するため、ゾニサミドは単独で用いるよりも投薬量を多く

しなければ同等の発作抑制効果を得られない可能性が高い。これらは実際のて

んかん症例において検討する必要がある。
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結論としてフェノバルビタール反復投与は血清中ゾニサミド濃度を減少させ、

その作用はフェノバルビタール断薬から少なくとも10週後まで持続した。その

作用はフェノバルビタール断薬から少なくとも4週後まではCYP活性の上昇が

関与している可能性を明らかにした。以上のことから本章はイヌのゾニサミド

のてんかん治療においてフェノバルビタールを併用またはフェノバルビタール

から変更する時の治療の適正化の一端を担った。
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第5節小括

本章ではイヌにフェノバルビタールを反復投与した時および断薬後のゾニサ

ミドの薬物動態を追究し、その薬物度相互作用の有無および持続期間を明らか

にした。また、その薬物相互作用にCYP活性の上昇が関わっていることを追究

した。

1）フェノバルビタール反復投与が血清中ゾニサミド濃度を減少させた。

2）フェノバルビタール反復投与の血清中ゾニサミド濃度に対する影響は断薬か

ら少なくとも10週後まで持続し、12週後には元のレベルに戻っていた。

3）フェノバルビタール反復投与によるCYP活性の上昇は少なくとも断薬から

少なくとも4週後まで持続し、6週後には元のレベルに戻った。

　以上の結果からフェノバルビタールの反復投与は断薬から少なくとも10週後

まで血清中ゾニサミド濃度を減少させた。また、この作用に断薬から4週後ま

ではCYP活性の上昇が関わっている可能性を示唆したが、その後の血清中ゾニ

サミド濃度が減少する作用を示唆する知見を得ることはできなかった。
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第2章　薬物一食餌相互作用：尿pHコントロール食が

抗てんかん薬フェノバルビタールの薬物動態におよぼす

影響

第1節　はじめに

　フェノバルビタールなどの抗てんかん薬は副作用として尿石症を引き

起こす可能性があるとヒトで指摘されている［24］。イヌにおいても確実な

エビデンスは存在しないが、抗てんかん薬が尿石症を誘発するかもしれな

いという報告がある［25］。イヌの場合、尿石症を引き起こした際の治療も

しくは尿石の防止の第一選択になるのが食餌療法である［25］。ストラバイ

ト尿石症などの尿中に増加した場合は食餌を変更することで尿を酸性に

し、またシュウ酸カルシウム尿石などができることを予防するためには尿

をアルカリ性にし尿石を溶解もしくは予防する。そのため、フェノバルビ

タール治療中に尿石症を患いもしくはその素因が認められその治療また

は予防のために、尿pHコントロール食と併用する可能性は非常に高い。

　フェノバルビタールは弱酸性でpKaが7．2であるため尿pHが7．2以下

（以下、酸性）では非イオン型のフェノバルビタールが増加し、尿p且が

7．2以上（以下、アルカリ性）ではイオン型のフェノバルビタールが増加

する［26】。これが腎臓の近位尿細管では、尿が酸性になれば分子型のフェ

ノバルビタールが増加し再吸収が促進し、尿がアルカリ性になればイオン

型のフェノバルビタールが増加し排泄が促進することが理論上予測でき

る。そのためフェノバルビタールは尿を酸性にすると排泄が抑制され血中

濃度が増加し、尿をアルカリ性にすると血中濃度が減少する可能性がある。
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しかし尿pHコントロール食がイヌのフェノバルビタールの薬物動態に影

響を与えるかについては報告されていない。もし、フェノバルビタールの

薬物動態が尿pHコントロール食によって変化するのであれば、それを考

慮にいれた薬物治療の適正化が必要である。そこで本章では健常ビーグル

において尿pH：コントロール食がフェノバルビタールの薬物動態に与える

影響について検討した。また、その相互作用が理論通り、尿pHの変化に

よって影響があるかを明らかにするためフェノバルビタールの尿中排泄

も調査した。
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第2節　材料と方法

1）使用動物

　健常雌ビーグル犬5頭を用い（2－7歳、7．7・8．7kg）、麻布大学獣医臨床セ

ンター6階小動物飼育施設で飼育した。すべてのビーグルはそれぞれの実

験の前に、一般身体検査、血液検査や尿路感染検査を行い、腎臓や肝臓に

疾患が示唆される臨床徴候はみられなかった。食餌は1日2回k／dを8：00

AMと6：00　PMに与え、水は自由給水とした。成犬の1日栄養要求量63

kcal／kg／dを基準に食餌を与えた。

2）使用薬物および化学物質

　塩化アンモニウム、クエン酸カリウムおよび硫酸アンモニウムは和光純

薬工業（大阪）から購入した。それ以外の薬物はすべて前章と同じものを

用いた。

3）投与計画および採血と採尿

　すべての処置は同じビーグル犬でクロスオーバーで行われた。投与1週

間前から実験終了まで、k／dのみを与えた時を中性、　k／dと尿を酸性にす

るために塩化アンモニウム（0．1g，　BID）を投与した場合を酸性、　k／dと尿を

アルカリ性にするためにクエン酸カリウム（0．3g，　BID）を与えた場合をア

ルカリ性とした。なお塩化アンモニウムとクエン酸カリウムは尿p且を変

化させるために一般的な尿pH：コントロール食にも含まれている試薬であ

る。それぞれの食餌を7日間摂取させた後、フェノバルビタール（3mg／kg，

PO）を1回投与し、その後、0．5，1，2，3，4，6，10，12，24，48，72，96，120，144，
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168，192および216時間後に頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり2ml

採血した。またフェノバルビタール投与後0・1，1・2，2・3，3・4，4・6，6・10，

10・12，12－24，24・48，48・72，72・96，96－120，120・144，144・168，168・192お

よび192－216時間の尿をすべて採取し、尿量と尿pHを直ちに測定した。

採血および採尿中も同様の食餌を10日間与え続けた。それぞれの実験の

間の休薬期間は以前報告されたフェノバルビタールの半減期から14日間

以上とした［27］。全血を遠心（9809，10min）し、得られた血清を測定まで

・20℃で冷凍保存した。

　フェノバルビタール投与後の採尿は独自の方法を開発したため以下に

特記する。それぞれのイヌのケージの下に尿と糞を分離できる採尿器を設

置し（Fig．6）、そこで採取した尿およびその時間での膀胱尿をカテーテルで

採尿し、併せたものを24時間後の尿サンプルとして採取した。予備検討

の結果少なくとも24時間常温で放置しておいても膀胱からカテーテルで

採尿した直後の尿pHと変わらないことを確認した。ただし、採尿器を入

念に洗浄しなかった場合、尿がアルカリ性になったため、採尿後、毎日、

採尿器は入念に洗浄し、乾燥してから用いた。採尿器はすべてで10個作

成し、乾燥のため各日ごとに取り換えた。

4）尿pH、血清および尿中フェノバルビタール濃度測定

　尿pHはpH：メーターにて測定した（SEVEN　EASY⑪、　Mettler　Toledo、

オハイオ、米国）。血清中および尿中フェノバルビタール濃度は第1章と

同様のHPLC条件を用いた。

　血清中フェノバルビタール濃度の測定は以下の方法を用いた［181。血清
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200μ1に内部標準物質（5－4－Methylpheny1・5・phenylhydantoin，100

μg／ml）を20μ1を加え、0．2　M塩酸を40μ1、ジクロロメタンを2m1加

え、3分間ミキサーで混和した後、遠心（980g，15　mi：n）した。有機層のみ

とりだし、真空遠心器（CC－105、株式会社トミー精工、東京）によって

乾燥固化した。残渣を移動相200μ1に溶解し、25μ1をHPLCに注入し、

測定した。

　尿中フェノバルビタール濃度の測定は以下の方法を用いて行った［16］。

尿200μ1に内部標準物質（5・4・Methylphenyl・5・phenylhydantoin，100

ドg／m1）を20F1を加え、飽和硫酸アンモニウムを1．Om1、ジクロロメタ

ンを2．O　mlを加え、3分間ミキサーで混和した後、遠心（980　g，15　mi：n）

した。有機層のみ抽出し、真空遠心器によって乾燥固化した。残渣を移動

相200Flに溶解し、25μ1をHP：LCに注入し、測定した。測定限界は血

清中および尿中フェノバルビタール濃度ともに0．05μ9／m1で回収率は

96・107％であった。精度における日内変動（n＝5）および一間変動（n＝5）は血

清中および尿中フェノバルビタール濃度ともに10％以下であった。正確度

における日内変動（n＝5）および日記変動（n＝5）は血清中および尿中フェノバ

ルビタール濃度ともに10％以下であった。

6）薬物動態パラメーター解析

　薬物動態解析はノンコンパートメント解析を用い、Cmax，　tmax，　t1！2e

AUCo．24，　AUCo．。。およびCLt。t／Fは第1章と同様に算出した。累積尿排泄量

はフェノバルビタール投与216時間後まで求めた。腎クリアランスはCLR

＝A，／AUCo．216の公式を用いて算出した。
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7）統計学的処理

　データはすべて平均値士標準偏差（SD）で示した。血清中と尿中の薬物

動態パラメーターの差は対応のある一元配置分散分析の後Bonfferoniの

多重比較法を用いた。腎クリアランスと尿pHの問の関係性は単回帰分析

を用いた。尿pHと時間の関係、尿中排泄：率と時間の差はすべて二元配置

分散分析（繰り返し有り）を用いた。すべての値はP＜0．05で有意差があ

ると評価した。
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第3節　結果

　実験を開始する以前にすべてのビーグル犬にk／dのみを7日間与え、食

餌による様々な因子の順化を行ったところ、尿pHは6．9土0．5であった。

　食餌によって尿を酸性、中性およびアルカリ性にするための処置をした

後の24時間尿pHはそれぞれ6．92・7．34、6．73・5．89および7．61・8．16

であり、それぞれ目標の尿pHにコントロールすることができた（Fig．7）。

各処置酒の尿量に有意な差は認められなかった（Table　2）。

　それぞれの尿処置時のフェノバルビタールの血中濃度推移および薬物

動態パラメーターはFig．8およびTable　3に示した。フェノバルビ面一ール

は投薬後6時間以内にCmaxに到達し、その後、血清中フェノバルビター

ル濃度は10日間かけてゆっくり減少していった。フェノバルビタールの

Cmax，　Tmax，　AUCo．216，　CLt。t／FおよびA。o．216は3つの処置の問では有意な

差は認められなかった。尿を酸性に処置をした場合のt1！2，およびCLRは

アルカリ性の処置をした場合に比べてそれぞれ有意に短縮および増加し

た。

　尿を中性に処置をした場合、フェノバルビタール投与から216時間後ま

での尿中に排泄された未変化体フェノバルビタール量はA，0．216から投与

量の24．7％であった。尿をアルカリ性および酸性に処置した場合では投与

からフェノバルビ白油ルのA，0・216は中性の時に比べてそれぞれ29．5％と

有意に上昇および1819％と有意に減少した（Fig．9）。尿pHと投与から216

時間までのCLRの問には正の相関が認められ、尿pHが上昇すればするほ

どフェノバルビタールの尿中への排泄が増加した（Fig．10）。
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第4節　考察

　本章の目的は食餌による尿pHの変化が臨床用量のフェノバルビタール

（3mg／kg）の薬物動態に与える影響を精査することであった。本章から食餌

による尿pHの変化はフェノバルビタールの尿中排泄を変化させることに

よって薬物動態に影響を与えることを明らかにした。

　ビーグル犬における腎臓からのフェノバルビタールのA，は報告されて

いなかった。本章および以前のウマの研究から尿pHが中性の時、フェノ

バルビタール投与72時間後のイヌおよびウマの累積尿排泄率はそれぞれ

15％および11％であった［28］。またフェノバルビタール投与120時間後の

イヌおよびヒトの累積尿排泄率はそれぞれ21％および25％であった［29］。

そのためイヌのフェノバルビタールの尿中からの排泄はウマおよびヒト

とほぼ同等の値を示すことを明らかにした。

　本章から尿pHとフェノバルビタールのCLRの間には正の相関が認めら

れ、尿pHが上昇すればするほどフェノバルビタールの排泄は促進される

ことが明らかになった。しかし、尿pHを変化させることで薬物動態に影

響を与えるサリチル酸やスルファメトキサゾールの場合、尿pHと各薬物

のCLRの間には本章の結果より強い正の相関が認められた［30，31］。これ

らの違いは両研究の間の尿pHの変化が持続する時間によるのかもしれな

い。以前の研究では持続点満によって実験期間中、常に尿p且は一定にさ

れていたが、本章では1日2回の食餌の投与で尿pHを変化させたため、

尿pHは1日中常に一定ではないかもしれない。そのためフェノバルビタ

ールの尿中排泄が1日のうちで尿pHに依存的に変動し、尿pH：とフェノ

バルビタールのCLRの問に強い正の相関が認められなかったのかもしれ
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ない。

　本章の結果は犬種によって異なる可能性がある。例えば本章においてビ

ーグルの尿pHは6．9～7．1の範囲にコントロールされた。しかし本章と同

様にミニチュアシュナウザーにk／dを投与した時、尿pHは6．3～6．7の範

囲にコントロールされ、ラブラドールレトリーバーは5．8～6．5の範囲に

コントロールされたと報告されている［32・35］。このように同じ食餌でも犬

種によって、尿pHの値は異なるため、フェノバルビタールの尿排泄の影

響は犬種によって異なるのかもしれない。そのため尿pHを変化させる食

餌がフェノバルビタールの薬物動態に与える影響は犬種によって異なる

可能性があり、今後さらなる研究が必要である。

　フェノバルビタールは臨床現場において反復投与される薬物である。一

方、イヌにおいて、フェノバルビタールの反復投与はCYPを誘導するた

め、フェノバルビタール自身の血中濃度を減少させる［27］。フェノバルビ

タールの単回投与から反復投臨時の血中濃度をシュミレーションした時

の血中濃度は、実際の反復投与時の血中濃度よりも低いとも報告されてい

る［27］。本章ではフェノバルビタールの単回投与のみで検討しているため

臨床現場で想定される反復投与の結果に適用できない可能性がある。今後、

フェノバルビタールを反復投与している時に尿p且を変化させる食餌を毎

日摂取させた時の影響についても検討する必要がある。

　尿pHを変化させあ食餌はフェノバルビタールの尿中ならびに血中の薬

物動態に影響を与えることを明らかにした。
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第5節　小括

　本章ではイヌに尿pHを変化させる1日2回の食餌を7日間与えた後の

フェノバルビタールの薬物動態について追究した。また、その際の尿中の

フェノバルビタールの排泄に関しても追究した。

1）尿pHを変化させる1日2回の食餌を与え、尿をアルカリ性にした時の

フェノバルビタールのt1／2，は尿をアルカリ性にした時より短縮した。

2）尿pHを変化させる1日2回の食餌を与えた時のフェノバルビタールの

尿中排泄は尿をアルカリ性にした時が一番速く、中性、酸性の順に遅くな

った。

3）尿pHが上昇すればするほどフェノバルビタールの尿中への排泄が増

加した。

　以上の結果から尿pHを変化させる食餌はイヌのフェノバルビタールの

薬物動態に影響を与えることを明らかにした。また、その相互作用は尿の

pHの上昇に伴うフェノバルビタールの尿中排泄の増加であることをフェ

ノバルビタールの示唆した1
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Fig．6．　Urine　collecting　device　made　hands　by　us　for　dogs．

34



=ao
=･=
 )

9

8

7

6

5

**

] **

**

          rNmNir""mm"mfmNptm"iFmmFNmx
          O 48 96 144 192 240
                        Time (h)

Fig.7. Changes in urine pH after single phenobarbital (3 mg/kg, PO) in

dogs treated with alkalization (circle), neutral (triangle) or

acidification (square). Values represent the mean + or " SD of 5 dogs. te"

P < O.Ol vs. 3 treatments with two'way ANOVA with repeated

measurements.

35



9
.g
･
'.'-S

8

2
･g
-

± -1

       e

T

x

9

Fig.8. Serum

treated with

(circle). Values represent the mean + or -

iMMMMMMfi""--M-M"-E"-"'--""'"N-fi"-----""--"-T"-'-"""-"--a

             Time (h)

 concentrations of phenobarbital (3 mg/kg, PO) in dogs

acidification (square), neutral (triangle) or alkalization

                        SD of5 dogs.

36



*-

Vo
s
l..N.-

2
o
Ao
=o
=a

35

30

25

20

15

10

5

o

] **

] ** **

Fig.9. Cumu

phenobarbital (3

neutral

+ or " SD

with repeated measurements.

      E-MNHIN"-MI
      O 48 96 144 192 240
                    Time (h)

   lative excretion rate of phenobarbital in urine after single

        mg/kg, PO) in dogs treated with alkalization (circle),

(triangle) or acidification (square). Values represent the mean

 of 5 dogs. *" P < O.Ol vs. 3 treatments with two-way ANOVA

37



40

　　

R0
@
　
2
0
　
　
1
0

（
‘
＼
一
∈
）
匡
」
2
。
5
壼
お
O
o
⊂
①
‘
＾
」 0

○

O　　Oo　　O

　　　O　　　　o

　　（）　　O

O　　　O
O

　　　　　　　5　　　6　　　7　　　8　　　9
　　　　　　　　　　　　　　UrinepH

Fig．10．　Linear　regression　ofphenobarbital　renal　clearance　versus　urine

pH：．　y：＝7．69x－29．6（R2＝0．46；n＝15；p＜0．05）

38



①
o
っ

．
拐
①
9

の
，
哨
舅
竃
。
ρ
。
8
ヨ
の
。
g
呼
声
慧
①
き
屋
口
磐
①
墓
臼
羅
①
日
峯
§
①
主
馨
謬
O
z
衷
¢
詳
①
自
○
。
の
b
、
。
で
£
。
∩
の
懲
応
①
日
①
§
器
の
①
角
q
①
臼
の
①
三
醇

cq

閧
g
引
寸
㊤
N

①
O
H
引
σ
っ
σ
う
N

oう

g
N
引
◎
○
◎
O
N

卜
○
○
唱
H
①
H

㊤
①
引
①
H
N

N
卜
闇
N
寸
㎝

卜
⑩
唱
㊤
O
N

N
O
H
引
◎
O
O
N

㊤
o
う
H
引
O
寸
N

ゆ
㊤
引
㊤
◎
O
H

卜
①
七
二
N
N

oっ

ｩ
卍
①
ゆ
N

寸
◎
○
＋
H
O
N

αO

盾ﾁ

g
判
O
α
O
N

H
O
H
覗
o
O
ゆ
㎝ N

①
引
目
◎
う
㎝

N
N
目
＋
寸
寸
N

N
寸
H
引
寸
O
o
っ

卜
①
唱
。
っ
O
N

①
①
N
引
O
ゆ
。
つ

ゆ
α
O
H
唱
◎
○
ゆ
。
っ

QO
ｩ
引
㊤
o
っ
N

①
卜
唱
N
㊤
N

oう

@
目
＋
㊤
o
っ
。
っ

卜
㊤
唱
①
卜
H

N
ゆ
卍
。
う
。
っ
N

①
o
っ
H
“
卜
◎
O
N

自
。
咽
捻
。
頸
麟
。
＜

　
　
完
魯
β
①
Z

自
。
刺
捻
N
嵩
邸
征
く

網
㎏
N
N

網
題
N

網
題
N

網
、
、
N

網
◎
軸
N

網
℃
軌

唄
ミ

“
偽
、

網
坤
軸

総
q
Φ
§
淵
電
9
自

．
g
o
お
σ
さ
。
頸
窟
器
お
麗
畦
塗
ぎ
慧
N
刷
蚕
宕
幽
馨
も
①
§
毬
b
、
。
も
編
（
○
山
．
b
D
芝
⑳
日
。
う
）
§
署
盛
8
①
畳
£
b
、
自
簗
①
慧
ω
①
日
三
。
〉
①
相
『
。
q
①
室
壽



O
寸

の
帽
①
日
①
量
器
①
霞
で
①
捻
①
8
』
綴
の
禁
男
O
Z
＜
詮
≧
・
①
8
ヨ
写
の
帽
①
日
捻
9
9
。
う
．
の
＞
8
．
O
v
山
＊

　
．
拐
①
9
ω
，
石
。
詑
囲
。
ρ
q
。
ヨ
お
。
q
①
毫
盈
で
①
≧
。
目
ε

．
翫
。
も
£
○
∩
の
湘
器
①
日
①
豪
富
①
の
①
鼠
①
葛
①
づ
一
蓋
〉

⑩．

?
ﾚ
「
卜
．
①
H

OO．

?
ﾚ
¶
N
．
寸
N

OO．

芟
禔
�
n
．
N
O
う

㊤
ゆ
．
H
』
日
㊤
卜
．
寸

σう

g．

g
』
目
O
N
．
⑩

O
寸
．
H
引
o
O
◎
う
．
卜

卜．

n
』
日
寸
．
H
H

O
．
目
唱
目
．
H
目

H．

g
唱
寸
．
N
H

N
H
刑
H
寸
N

O
N
唱
㊤
ゆ
㎝

O
N
刑
O
o
う
N

寸
．
寸
引
㊤
．
①
ゆ

寸
．
寸
引
0
つ
．
N
ゆ

O．

｡
＋
H
．
．
昭

◎○．

g
“
N
．
①

㎝
．
N
引
寸
．
Q
O

oっ．

揩ﾁ

g
⑩
．
①

目
N
．
O
引
㊤
①
．
㎝

①
H
．
○
』
日
ゆ
N
．
0
う

◎O

m．

n
引
卜
①
．
N

⇔
o
刷
捻
。
頸
窟
。
＜

　
　
罵
お
つ
①
Z

q
o
咽
捻
N
コ
邸
巻
く

（
ξ
q
）
5
Q

（bD

焉
j
罠
，
。
①
＜

（
ξ
口
）
亀
。
自
O

（
頑
≧
・
望
）
。
寅
，
δ
⇒
＜

（
綴
）
①
。
、
＼
お

（
綴
）
×
邸
～

（
唱
＼
b
D
註
）
×
邸
ぎ

ω
9
d
【
①
d
〔
【
の
d
①
し
門
［

』
。
［
頸
馨
①
『
q
。
一
毛
N
莞
函
一
応
酒
場
で
①
招
①
お
の
b
D
。
で
鎖

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
d
　
O
咽
の
督
O
φ
帽
も
帽
O
応

（
○
山
、
⑳
ぎ
b
D
d
q
o
う
）
§
署
盛
。
口
①
鼠
①
軸
重
の
』
①
慧
の
§
①
日
頭
巴
の
§
①
繧
図
。
器
雪
白
韻
．
。
，
①
誘
発



第3章　薬物一病態相互作用：僧帽弁閉鎖不全（MR）が

新規心不全薬ニコランジルの薬物動態におよぼす影響

第1節　はじめに

　イヌで最も多い心疾患の一つであるMRの治療には、僧帽弁置換術に代

表される外科手術が行われているが、医療費が高額である。そのため、QOL

改善ならびに延命効果を目的とした薬物治療を行うことが多い。イヌの

MRに対し徴候改善作用を有する薬物としてジゴキシン、アンギオテンシ

ン変換酵素阻害薬およびフロセミドが用いられている［36］。しかし、これ

ら3剤併用により徴候改善効果の認められない症例も少なくないため、よ

り多角的な心不全治療のために新たなる治療薬の獣医領域への導入が必

要である。

　ニコランジルは、血管に存在するATP感受性K＋チャネルを開口させる

［37］。これにより、血管平滑筋細胞は過分極を引き起こし、結果的に血管

を拡張させる［38，391。これに加え、一酸化窒素（NO）作用により静脈系

をも拡張させることで心臓の前負荷や後負荷の軽減を導く。またニコラン

ジルは、K＋チャネル開口を通じ心筋保護作用も有すると報告されている

［40，41］。実際に、ニコランジルは心保護作用を有することがヒト臨床で

も明らかになっている［42しこれらのエビデンスよりニコランジルは、イ

ヌのMRの徴候改善作用を有する可能性が高い。一方で血管拡張薬は、血

中濃度が高くなりすぎると低血圧を惹起したり、虚血部位の灌流記が低下

したりするため、循環徴候を悪化させてしまう可能性がある。そのため適

用量範囲を明らかにしておくことが必要である。ニコランジルの薬物動態
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は、健常なビーグルでは明らかにされている。一方でMRにより肝臓の

CYP活性が低下し、薬物動態を変化させる可能性が報告されている［43，

44］。このことから、正常犬と異なりMR犬のニコランジルの血中濃度が

高く推移し、循環徴候を悪化させてしまう可能性が考えられる。従って、

獣医領域にニコランジルを導入する際には、MR犬におけるニコランジル

の薬物動態から適用量範囲を明らかにする必要がある。そこで、本章では

MRのビーグルを作出し、ニコランジルの薬物動態を詳細に解析した。
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第2節　材料と方法

1）使用動物

　健常雌ビーグル犬6頭およびMR雌ビーグル犬6頭を用い（4・8歳、8・12

kg）、麻布大学獣医臨床センター6階小動物飼育施設で飼育した。健常犬

には偽手術を施し、Control群とした。　MR犬にはイソフルラン麻酔下で

直接僧帽弁の腱索を断裂させることでMR群とした。本章で用いたMR犬

は劇的な臨床徴候はみられず、心雑音が聴取されるのみの軽度なMRであ

る（5頭はISACHC　lb、1頭はISACHC　la）。すべてのイヌはそれぞれの

実験の前に、一般身体検査、血液検査および血清生化学検査を行い、腎臓

や肝臓に疾患が示唆される臨床徴候はみられなかった。食餌は1日2回

k／dを8：00AMと6：00　PMに与え、水は自由給水とした。成犬の1日栄養

要求量63kca1／kg／dを基準に食餌を与えた。

2）使用薬物および化学物質

　ニコランジルおよび内部標準物質のSG－89の原末は中外製薬株式会社

（東京）から供与された。ほう酸および水酸化ナトリウムは和光純薬工業

（大阪）から購入した。それら以外の薬物は前章と同様のものを用いた。

3）ニコランジルの投与計繭および採血

　ニコランジルは水に溶解し、それぞれのイヌに0．2ml／kgに調整した。3

用量のニコランジル（0．1，0．3および1．O　mg／kg，　PO）をそれぞれ1回投与

し、その後、5，15，20，30，45，60および90分2，3および4時間後に頚

静脈を直i接穿刺し、1測定点あたり5ml採血した。実験はクロスオーバー
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デザインで行った。それぞれの実験の間の休薬期間は基礎検討によって算

出されたニコランジルの半減期から7日間以上とした。全血をEDTA2Na

で抗凝固処理をした後、遠心（980g，15　min）し、得られた血漿を測定まで

・20℃で冷凍保存した。

4）血漿中ニコランジル濃度の測定

　血漿中ニコランジル濃度を高速液体クロマトグラフィー（HP：LC、

SC：L・10Aシリーズ、島津製作所株式会社、京都）にて測定した［45］。サン

プル分離はODS　C18カラム（ODSpak　F・411、4．6　mm　i．d．×150　mm，

particle　size，5μm、昭和電工株式会社、東京）で行った。カラムオーブン

は25℃、流速は1．8mL／min．移動相はアセトニトリル：0．1　Mほう酸

（pH8．0）：水を15：15：70（v／v）を用い測定波長は220　nmで行った。

　血漿500μ1に内部標準物質（SG・89，2．5μg／ml）を50μ1を加え、0．1　M

水酸化ナトリウムを90μ1、ジクロロメタンを4．Om1加え、3分間ミキサ

ーで混和した後、遠心（800g，15　min）した。有機層のみとりだし、真空遠

心器によって乾燥固化した。残渣を移動相100μ1に溶解し、45μ1をHPLC

に注入し、測定した。ニコランジルの測定限界は5ng／m1で回収率は

97．4・104．2％であった。精度における日内変動（n＝5）および日間変動（n＝5）

はそれぞれ9．7・15．7％および2．5・12．5％であった。正確度における日内変

動（n＝5）および日間変動（n＝5）はそれぞれ91．1・101．3％および93．5・106．4％

であった。

6）薬物動態パラメーター解析
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　薬物動態解析はノンコンパートメント解析を用い、Cmax、　tmax，　t1／2，，

AUCo．。。，　AUMCo・。。，　MRTo一。。，　CLt。t／FおよびVd／Fは前章と同様に算出した。

7）統計学的処理

　データはすべて平均値±標準偏差（SD）で示した。　Contro1犬およびMR

犬の薬物動態パラメーターの差は対応のないt・検定を用いた。投与量と

Cmaxおよび投与量とAUCo．。。との間で単回帰分析を用いた。すべての値は

P＜0．05で有意差があると評価した。

45



第3節　結果

　ニコランジルを各投与量（0．1，0．3および1．O　mg／kg，　PO）で投与後、血漿

中ニコランジル濃度は1時問以内にCmaxに到達し、その後、4時間以内に

急速に減少していった。Control犬およびMR犬の問の血漿中濃度一時間

曲線は各投与量ともに同等の値をしめした（Fig．11A・C）。また、　Control犬

およびMR犬のCmax，　tmax，　t1／2。，　AUCo．。。，　AUMCo．。，，　MRTo．。。，　CLt。t／Fおよ

びVd／Fもすべて同等の値を示した（Table　4）。ニコランジルの各投与量（0．1，

0．3および1．O　mg／kg）とCmaxまたはAUCo一。。との間の関係は直線的な正の

相関を示した（Fig．12A，　B）。この直線においてもContro1犬とMR犬の問

では同等の値を示した。
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第4節　考察

　血漿中ニコランジル濃度は、投与後急速に上昇し、投与後4時間には測

定限界以下まで血漿中濃度が減少した。この薬物動態プロファイルは以前

にイヌで報告されたものと異なっていた［45，46］。以前の報告では同じ投

与量のニコランジル投与2時間後の血漿中濃度は110土40ng／m1であった

のに対し、本章の投与後2時間の血漿中濃度はContro1犬47±23　ng／m1

およびMR犬40士15　nglmlであった［47］。これは以前の研究では絶食後

にニコランジルを投与し、本章では食餌後に投与したことに起因するかも

しれない。本章におけるもっとも有用な知見はContro1犬とMR犬の問の

薬物動態プロファイルが同等であったということである。またイヌにおい

てもヒトと同じようにニコランジルの投与量とCmaxおよびAUCo．。。の間に

直線的な正の用量依存性があったということも新規の知見であった［48，

49］。

　本章においてはヒトとは異なり、各用量におけるニコランジルの薬物動

態はContro1とMRの問で全く同じ値を示した。一方、急性心不全のヒト

では健常のヒトと比較して排泄相半減期が劇的に延長することが報告さ

れている［50］。またヒトではニコランジルの主要代謝経路は腎排泄である

ため、低クリアランスや初回通過効果がニコランジルの排泄に影響を与え

ているのかもしれない［38］。そのため今回作出した軽度のMRのイヌでは

腎臓の排泄速度に影響を与えるほど腎臓に障害がなかったため、ニコラン

ジルの薬物動態プロファイルに影響を与えなかったのかもしれない。今後

は重度のMR犬においてもニコランジルの薬物動態を明らかにする必要が

ある。
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　アンギオテンシン変換酵素阻害薬およびピモベンダンはMR犬の生存率

を延長することが報告されている［51，52］。アンギオテンシン変換酵素阻

害薬は血管収縮や心肥大を引き起こすアンギオテンシンIIの産生を減少

させる。ピモベンダンは心不全犬の心臓の収縮を増加させる。MRは左室

負荷を引き起こし心筋の虚血状態を引き起こされる［53］。ニコランジルは

イヌの末梢血管を拡張させることにより血流を改善する［54］。またニコラ

ンジルはイヌの高血圧を用量依存的に減少させ、後負荷の減少を導く［47，

55】。このようにニコランジルはアンギオテンシン変換酵素阻害薬やピモ

ベンダンとは異なるメカニズムで心機能を改善するため、MRによって引

き起こされる心不全の治療の主要なもしくは補助的な薬物として効果的

であるかもしれない。本章のニコランジルの薬物動態はビーグル犬の軽度

なMRにのみ限定した研究であるため、今後は重度のMRや他の心疾患、

または犬種は性別などについても検討する必要がある。
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第5節　小活

　本章ではMR犬にニコランジルを投与し、　MRがニコランジルの薬物動

態に影響を与えるかをContro1犬と比較することで追究した。また、ニコ

ランジルの投与量と血漿中濃度の問に相関があることを追究し、それにお

いてもMRが与える影響も明らかにした。

1）MR犬のニコランジル（0．1，0．3および1．O　mg／kg，　PO）の薬物動態は

Control犬と同等の値を示した。

2）ニコランジルの各投与量（0．1，0．3および1．O　mg／kg）とCmaxまたは

AUCo一。，の間には直線性の正の相関が認められた。

3）ニコランジルの各投与量とCm。．またはAUCo・。。の間の直線においても

健常とMRでは同等の傾きを示した。

　以上の結果からニコランジルの薬物動態はMRによって影響を受けない

ことが明らかになった。また、ニコランジル投与時に必要な基礎的な情報

を臨床へ提供した。
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第4章　薬物一経口投与補助剤相互作用：経口投与補助

剤（ペースト、カプセルおよびオブラート）がゾニサミ

ドの薬物動態におよぼす影響

第1節　はじめに

　イヌはヒトとは異なり、薬物を動物の意思に任せ摂取させることは困難

である。そのため様々な専門的技術で投薬は行われる。例えば投薬量を調

節するために錠剤を破砕したものや散剤であればカプセルおよびオブラ

ートなどの経口投与補助剤に包んだりして投薬する方法がある。このよう

にカプセルやオブラートで包んだとしてもイヌに投与することが困難な

状況もあり、その際には専門的な技術を用いて投薬する。例えば、直接投

薬する場合イヌの鼻先を上に向け、逆手で唇を口の中に入れるように持ち

イヌに負担なく口を開け、咽喉に向かい薬物を投与する。しかし、このよ

うな投薬方法は専門的な技術をもたない飼主にとっては非常に難しく、イ

ヌに咬まれる可能性があるため非常に危険である。そこで飼主が行う簡便

な投薬方法としてイヌの嗜好性が高いペースト状の食餌（以下ペースト）

の中に直接薬物を混入したりカプセルやオブラートに包んだ薬物をさら

に食餌で包んだりして投薬するという方法が行われる。

　新規の薬物は薬理作用が確認された後、その薬物が実際の標的器官に到

達するために様々な剤型が考案されている。例えば免疫抑制剤であるシク

ロスポリンはその薬物を散剤で経口投与しても薬物の吸収が個体ごとに

一定ではなく、血中濃度を一定に保つことができない［56］。吸収を一定に

するたあマイクロエマルジョンという剤型を用いて投薬するのが現在の
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主流になっている。商品化されているヒト用のネオーラル⑭や動物用のア

トピカ⑪はマイクロエマルジョン型のシクロスポリンであり、それぞれの

個体ごとに散剤よりも一定の血中濃度になることが薬物動態学的研究か

ら証明されている。このようにヒトでは剤型が血中濃度に影響を与えるこ

とを薬物動態学的観点から様々検討されているにもかかわらず、イヌでは

ペースト、カプセルおよびオブラートに薬物を包んだ時の薬物動態に与え

る影響またはそれらをさらに食餌に包んだ時の薬物動態に与える影響に

関する薬物動態学的な研究は皆無である。

　ゾニサミドはイヌでは新規の抗てんかん薬である［57］。そのため単回投

与以外の詳細な薬物動態が明らかになっておらず、その投薬方法が確立さ

れていない薬物である。さらに抗てんかん薬は生涯投薬されることが一般

的で、飼主の毎日の投薬の負担を最小限にするために食餌に包むことが多

い薬物である。そこで本章ではイヌを用い、ゾニサミドをそれぞれペース

ト、カプセルおよびオブラートに包み、その時のゾニサミドの単回投与時

の薬物動態を検討した。またカプセルやオブラートをさらにペーストに包

んだ時のゾニサミドの薬物動態も検討した。またゾニサミドの薬物動態プ

ロファイルも非常に少ないため、ペーストに包んだゾニサミドを反復投与

した時の薬物動態も検討し、その用量依存性も検討した。
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第2節　材料と方法

1）使用動物

　健常雌ビーグル犬6頭もしくは8頭を用い（5－9歳、8．8－11．4kg）、麻布

大学獣医臨床センター6階小動物飼育施設で飼育した。すべてのビーグル

はそれぞれの実験の前に、一般身体検査、血液検査および血清生化学検査

を行い、腎臓や肝臓に疾患が示唆される臨床徴候はみられなかった。食餌

は1日2回k／dを8：00AMと6：00　PMに与え、水は自由給水とした。成

犬の1日栄養要求量63kcal／kg／dを基準に食餌を与えた。

2）使用薬物および化学物質

　ゾニサミドを包むためにペースト状の肉（サイエンスダイエット・アダ

ルト⑩、日本ヒルズ・コルゲート株式会社、東京）を購入した。カプセル

はカプスゲル・ジャパン株式会社（神奈川）から、オブラートは白十宇株

式会社（東京）から購入した。それら以外の薬物は前章と同様のものを用

いた。

3）一1　ペースト、カプセルおよびオブラートを使用した時のゾニサミドの

単回投与時の投与計画および採血

　ゾニサミドの原末を市販されている嗜好性の高い肉（約5g）で包んだも

のをペースト、カプセルに包んだものをカプセル、オブラートに包んだも

のをオブラート、カプセルに包んだものをさらに肉に包んだものをカプセ

ル＋ペーストおよびオブラートに包んだものをさらに肉に包んだものオ

ブラート＋ペーストとした。それぞれの形態のゾニサミド（5mg／kg，　PO）
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を6頭のビーグル犬に1回投与し、その後、0．5，1，2，3，4，5，6，9，12，24，

36，48，60および72時間後に頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり5ml

採血した。実験はクロスオーバーデザインで行った。それぞれの実験の問

の休薬期間は基礎検討によって算出されたゾニサミドの半減期から14日

間以上とした［14］。全血をEDTA2Naで抗凝固処理をした後、遠心（9809，

15min）し、得られた血漿を測定まで・20℃で冷凍保存した。

3）一2　ペーストを使用した時のゾニサミドの反復投与時の投与計画および

採血

　ペーストで包んだゾニサミド（5mg／kg，　PO，　BID）を8頭のビーグル犬に

反復投与し、それぞれの日の最初の投与の直前（＝血漿中トラフ濃度）に

頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり5m1採血した。それぞれの用量で反

復投与中の5日間のゾニサミドの血漿中トラフ濃度の間のばらつきが8％

以内の時に定常状態であると定義した。5mg／kgのゾニサミド（PO，　BID）

の反復投与で定常状態に達した後、休薬期間を設けず、連続して10mg／kg

の反復投与に変更し、血漿中トラフ濃度を測定した。その後、定常状態に

達することに15および30mg／kgの反復投与を行った。全血をEDTA2Na

で抗凝固処理をした後、遠心（9809，15min）し、得られた血漿を測定まで

・20℃で冷凍保存した。

4）血漿中ゾニサミド濃度の測定

　血漿中ゾニサミド濃度のHPLCによる測定条件は第1章で用いた条件と

同じ条件下および同様の前処理で行った。
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6）薬物動態パラメーター解析

　薬物動態解析はノンコンパートメント解析を用いて行った。吸収速度定

数とk，は8つ以上の測定点を基に残差法を用い算出した。吸収相半減期

はt1／2。bSニ1n2／kaの公式を用いて算出した。その他のパラメーターCmax，

tmax，　AUCo．。，，　AUMCo・。。，　MRTo・。，，　CLt。t／FおよびVd1Fは前章と同様に算出

した。

7）統計学的処理

　データはすべて平均値±標準偏差（SD）で示した。各投薬方法の薬物動

態パラメーター差は対応のある一元配置分散分析の後Bonfferoniの多重

比較法を用いた。カプセルとカプセル＋ペーストの間およびオブラート

とオブラート＋ペーストの問の薬物動態パラメーターの差は対応のある

t・検定を用いた。投与量とゾニサミドの血漿中トラフ濃度の問の関係性は

単回帰分析を用いた。すべての値はP＜0．05で有意差があると評価した。
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第3節　結果

　ゾニサミドの血中濃度一時間曲線はペーストにくらべ、カプセルおよび

オブラートの方が右方に移動した（Fig．13）。ペーストに比べ、オブラート

のt1／2。b、およびMRTo，。。が有意に延長した（Table　5）。一方、各処置間のt1／2，，

tmax，　Cmax，　AUCo．。．，AUMCo．．．，CLt。t／FおよびVd／Fに有意な差は認められ

なかった。ゾニサミドの血中濃度一時間曲線はカプセルよりもカプセル＋

ペーストの方が右方に移動した（Fig．14）。カプセル＋ペーストのtl／2。b、，　t112。，

tmaxおよびMRTo．。。はカプセルの値よりも有意に延長した（Table　6）。ゾニ

サミドの血中濃度一時間曲線はオブラートよりもオブラート＋ペーストの

方が右方に移動した（Fig．15）。オブラート＋ペーストのt1／2。b、およびtmax

はオブラートの値よりも有意に延長した（Table　7）。

　ゾニサミド（5mg／kg，　PO，　BID）をペーストで包んで反復投与した時、そ

の血漿中トラフ濃度は4日以降すべて同じ濃度になり、定常状態になった。

以降、投与量を段階的に（5→10mg／kg，10→15　mg／kgおよび15→30

mg／kg）増加し、反復投与した時、それぞれゾニサミドの血漿中トラフ濃

度は4，3および4日で定常状態になった（Fig．16）。それぞれの用量の時の

ゾニサミドの血漿中トラフ濃度は直線性の正の相関が認められた（Fig．17）。
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第4節　考察

　本章の目的は投与形態の違いがゾニサミドの薬物動態に影響を与える

か否かを明らかにすることであった。またイヌでのゾニサミドの薬物動態

プロファイルが明らかにされていなかったため、適切な投与形態での反復

経口投与時のゾニサミドの薬物動態を明らかにすることであった。投与形

態はゾニサミドの薬物動態の代謝や排泄に影響を与えなかったが、吸収に

影響を与えた。ペーストで包むことでゾニサミドの吸収が最も速く、カプ

セル、オブラートの順に吸収速度は遅くなっていった。またカプセルやオ

ブラートをペーストで包むことは単独で投与するよりも吸収速度を遅ら

せることも明らかになった。ペーストでゾニサミドを反復経口投与した時、

定常状態は4日以内に到達することが明らかになった。またゾニサミドの

血漿中トラフ濃度と投与量の間には直線的な正の相関があることも明ら

かにした。

　ペースト、カプセル、オブラートの順に吸収速度が異なった理由はゾニ

サミドが腸内に暴露される形態の違いが関与しているのかもしれない。ペ

ーストは肉で、カプセルはゼラチンで、オブラートはでんぷんで主に構成

されているため、ゾニサミドが暴露されるにはそれぞれ胃および腸内の蠕

動運動による物理的破砕、水分による溶解およびアミラーゼによる溶解が

関与している可能性がある［58］。つまり胃および腸内に到達したものには

蠕動運動による物理的刺激の影響が一番大きく、ついで水分、アミラーゼ

の影響があることを示唆しているかもしれない。さらにカプセルやオブラ

ートをペーストで包むことはゾニサミドが胃および腸内に暴露されるま

でに2重の層＝構造から溶出してこなければならない。そのためカプセルや
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オブラート単独で溶出してくる速度よりも遅くなるのかもしれない。本章

ではペースト、カプセルやオブラート単独でゾニサミドを投与した時の

tmaxはそれぞれ3．0、4．8および5．5時間であった。さらにペーストで包む

ことによってカプセルおよびオブラートは二重構造になるためtmaxもそ

れぞれ単純計算で4．8＋3．0＝7．8および5．5＋3．0＝8．5時間である。カプ

セルとオブラートをペーストで包んだ時のtmaxの実測値はそれぞれ7．3お

よび9．0時間であったため、計算値とほぼ同等の値を示し、理論通りであ

った。

　臨床現場において、てんかん発作の抑制は1日でも早く行うことが必要

である。しかし、抗てんかん薬はその薬物の半減期が長いため、発作抑制

効果のある血中濃度（＝定常状態）に達するまで長い時間を要する［6］。その

ため定常状態に達する日数が短いことが重要である。そこで本章では吸収

速度が最も早いペーストを用いてゾニサミドの血漿中トラフ濃度が安定

する定常状態までの日数を調査し、各投与量において4日以内に定常状態

に達することを明らかにした。これは獣医療で用いられている他の抗てん

かん薬フェノバルビタール（定常状態までの日数7日）や臭化カリウム（定常

状態までの日数28日）に比べ格段に早かった［59，60］。これは獣医療にお

いてゾニサミドがある程度、緊急を要する発作を抑制する際の第二選択薬

になるかもしれない。

　以上のことから本章ではゾニサミドの薬物動態には投与形態が影響す

ることを明らかにし、その反復投与時の定常状態にかかる日数が4日以内

であるということを明らかにした。このように本章の結果はゾニサミドを

臨床現場で使用する際、適正な薬物治療を施す重要な情報源となった。
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第5節　小括

　本章ではゾニサミドをペースト、カプセルおよびオブラートに包んだ時

のそれぞれのイヌの薬物動態について追究した。カプセルやオブラートを

ペーストにさらに包んだ時のイヌのゾニサミドの薬物動態についても追

究した。また、ペーストに包んだゾニサミド反復投与時の血漿中トラフ濃

度が定常状態になるまでの日数と各用量における用量依存性についても

追究した。

1）ペーストよりカプセルおよびオブラートにゾニサミドを包む方が順に

吸収を遅延させることが明らかになった。

2）カプセルやオブラートにゾニサミドを包んだものをさらにペーストに

包むことで、さらに吸収が遅延することが明らかになった。

3）ペーストに包んだゾニサミドを反復投与した時（5mg／kg，　PO，　BID）ま

たは用量を増加した時（5→10mg／kg，10→15　mg／kgおよび15→30　mg／kg）

の血漿中トラフ濃度が定常状態になるまでの日数は多くとも4日以内であ

った。

4）定常状態に達したゾニサミドの血漿中トラフ濃度と投与量の問には直

線性の正の相関が認められた。

以上の結果からゾニサミドを投与する経口投与補助剤の違いはゾニサ

　　　　　　　　　　　　　　　61



ミドの吸収に差を生じることを明らかにした。また、ゾニサミド反復投与

時に必要な基礎的な情報を臨床へ提供した。
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第5章　薬物一サプリメント相互作用：セントジョーン

ズワートが免疫抑制剤シクロスポリンの薬物動態におよ

ぼす影響

第1節　はじめに

　セントジョーンズワートは、ヒトの二度のうつ症状の治療に医師の処方

なしに手に入れることのできるハーブの一種である。作用メカニズムは明

らかにされていないが、セロトニンやノルエピネフリンの取り込みを阻害

することがセントジョーンズワートの抗うつ作用のメカニズムだと報告

されている［61］。獣医療においても三二トニンやノルエピネフリン阻害薬

であるクロミプラミンがイヌの問題行動を抑制するとの報告がある［62］。

セントジョーンズワートとクロミプラミンは同じ作用機序であるため、セ

ントジョーンズワートもイヌの問題行動の治療に効果があるかもしれな

い。また獣医療においてセントジョーンズワートは、無駄吠えを抑制する

などの目的で近年発売もされており今後、使用頻度が増加する可能性もあ

る。

　セントジョーンズワートは数多くの薬物と相互作用を引き起こすもの

として医療分野では広く認識されている。その相互作用のメカニズムはセ

ントジョーーンズワートがCYP2C，　CYP　3AおよびCYP2Eを誘導すること

によって、それらCYPで代謝される併用薬の血中濃度を減少させると報

告されている［63，64］。セントジョーンズワートが薬物相互作用を引き起

こした最初の事例は免疫抑制剤であるシクロスポリンとの相互作用であ

る［65，66］。臓器移植の患者が移植終了後の精神不安を改善するために医
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師に相談なく、セントジョーンズワートを使用していた。そのため、血中

シクロスポリン濃度が減少し、拒絶反応が強く現れた。イヌにおいて臓器

移植時にシクロスポリンを使用される事例は少ないかもしれない。しかし、

シクロスポリンはアトピー性皮膚炎などで用いられ、服用中に飼主が獣医

師に相談なく、セントジョーンズワートを服用させる可能性がある。しか

し、イヌにおいてセントジョーンズワートがシクロスポリンやその他の併

用薬に影響をあたえる可能性についての報告はない。そこで本章ではセン

トジョーンズワートの反復投与がシクロスポリンの薬物動態に与える影

響を検討し、その他の併用薬の影響を予測するためにセントジョーンズワ

ートが薬物相互作用を引き起こす主要因である小腸や肝臓のCYPの

mRNA量に与える影響もあわせて検討した。
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第2節　材料と方法

1）使用動物

　　健常雌ビーグル犬8頭を用い（1・2歳、9・10kg）、麻布大学獣医臨床セ

ンター6階小動物飼育施設で飼育した。すべてのビーグルはそれぞれの実

験：の前に、一般身体検査、血液検査および血清生化学検査を行い、腎臓や

肝臓に疾患が示唆される臨床徴候はみられなかった。食餌は1日2回k／d

を8：00AMと6：00　PMに与え、水は自由給水とした。成犬の1日栄養要

求量63kca1／kg／dを基準に食餌を与えた。

2）使用薬物および化学物質

　セントジョーンズワート（Kira⑭）はLichtwer　Healthcare　GmbH株式会

社（ベルリン、ドイツ）およびシクロスポリンとしてネオーラル⑯内用液

10％（マイクロエマルジョン製剤）をノバルティスファーマ株式会社（東京）

から購入した。内部標準物質のシクロスポリンDはLKT　Laboratories（ミ

ネソタ、米国）から購入した。酢酸エチル、α・ナフトフラボン（NF）、クロラ

ムフェニコール（CP）、スルファフェナゾール（SP）、キニジン（QD）、ケトコ

ナゾール（KT）は和光純薬株式会社（大阪）から購入した。イヌCYP抗体

は塩野義製薬株式会社（大阪）からそれら以外の薬物は前章と同様のもの

を用いた。

3）シクロスポリンの投与計画および採血

　セントジョーンズワートを投与するビーグル犬4頭（SJW群）、投与しな

いビーグル犬4頭（Cont群）を準備した。セントジョーンズワート（300
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mg／day，　PO，　SID）反復投与0，7（1），14（2）および28日（4週）後にシクロスポ

リン（5mg／kg，　PO）を1回投与し、その後、0．5，1，1．5，2，2．5，3，4，6，8，10

および12時間後に頚静脈を直接穿刺し、1測定点あたり2ml採一三した

（Fig．18）。それぞれの実験の間の休薬期間は以前に報告されたシクロスポ

リンの半減期から7日間以上とした［67］。得られた全血は測定まで・20℃で

冷凍保存した。セントジョーンズワート投与29日目にベントバルビター

ル（100mg／kg）で麻酔したのちに安楽死させ、その後、小腸と肝臓を採取

し、分析するまで・80℃で保存した。

4）全血中シクロスポリン濃度の測定

　全血中シクロスポリン濃度はHPLC（EPC－500型、株式会社　エイコム

京都）にて測定した。サンプル分離はODS　C18カラム（ODSpak　F・411、4．6

mm　i．d．×150　mm，　particle　size，5Fm、昭和電工株式会社、東京）で行

った。カラムオーブンは70℃、流速は3．O　ml／minで行った。全血中のシ

クロスポリン測定の移動相はアセトニトリル：水を7：3　（v／v）とし、

波長は210nmで測定を行った。

　マイクロテストチューブに採取した全血500μ1に内部標準物質（シク

ロスポリンD、10ng／m1）を15μ1とアセトニトリル800　Flを加え、3分

間ミキサーで混和し、完全に溶血させた後、遠心（10800g，10　min）した。

有機層のみを抽出し、真空遠心機によって乾燥固化した。残渣に0．025M

の塩酸500μ1、メタノーール1ml、ヘキサン2．8　m1を加え、3分間ミキサ

ーで混和した後、遠心（9809，5皿in）した。その後、下層のみを抽出し、

0．025Mの水酸化ナトリウム水溶液1m1と酢酸エチル2．8ml加え、3分
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問ミキサーで混和した後、遠心（9809，5min）した。その後、有機層のみ

を抽出し、真空遠心機によって乾燥固化した。残渣を移動相100μ1に溶解

し、65μ1をHPLCに注入し、測定した。シクロスポリンの測定限界は50

ng／mlで回収率は90・99％であった。精度と正確度の算出には0．1，1およ

び5μ9／m1の既知のシクロスポリン全血を作成し行った。精度における日

内変動（n＝5）および日間変動（n＝5）はそれぞれ3．2・10．2％および4．269．8％で

あった。正確度における日内変動（n＝5）および日間変動（n＝5）はそれぞれ

10．0・13．3％および8．8・13．6％であった。

5）イヌ肝ミクロソームにおけるシクロスポリンの代謝

　小腸および月刊蔵のミクロソーム分画をCont群とSJW群の犬から定法に

従って、遠心（10500g、60　min）し、採取した。シクロスポリン（0．5，1，2．5，

5，10および20μM）の反応溶液は50mMのリン酸緩衝液（p且7．4）、肝臓お

よび小腸のミクロソーム（250mg）およびNADPHの再構築系を含み、全量

を250μ1とした。反応液はインキュベーション（37℃，30min）の後、500μ1

のアセトニトリルで反応を停止した。遠心（100009，10min）後、有；機層の

み抽出し、真空遠心機によって乾燥固化した。残渣を移動相100μ1に溶解

し、65μ1をHPLCに注入し、測定した。

6）シクロスポリンの代謝に関与するCYP分子種の同定

　シクロスポリンの代謝に関与するCYP分子種を同定するために

chemical　inhibitionおよびimmuno　inhibitionを行った。分析方法はin

vitroでのシクロスポリンの代謝と同様の方法を用い、シクロスポリンの
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濃度は10μMに設定した。chemical　inhibitionで用いた阻害剤はCYPIA

阻害剤として10FM　NF，　CYP2B阻害剤として100μM　CP，　CYP2C阻害剤

として10μMSP，　CYP2D阻害剤として10μM　QDおよびCYP3A阻害剤

として5ドMKTを用いた。　immuno　inhibitionで用いた阻害剤はイヌの

ポリクローナル抗体としてCYP　IA1／2，　CYP2B11，　CYP2C21および

CYP3A12を用いた。

7）定量リアルタイムRT－PCR

　小腸および肝臓から定法にしたがい、RNAを抽出し（SV　Total　RNA

isolation　system，プロメガ株式会社、東京）、　cDNA（Transcriptor　First

Strand　cDNA　Synthesis　Kit，ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社、

東京）にした後、定量リアルタイムRT・PCR（SYBR⑪GREEN　RT・PCR　kit，

アプライドバイオシステム、東京）をサーマルサイクラー（LightCycler⑪

1．5（ST300）、ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社、東京）で行った。

8）薬物動態パラメーター解析

　薬物動態解析はノンコンパートメント解析を用い、Cmax，　AUCo．。。，

CLt。t／FおよびVd／Fは第1章と同様に算出した。

9）統計学的処理

　データはすべて平均値土標準偏差（SD）で示した。　Cont群およびSJW

群の間の薬物動態パラメーターおよびCYP皿RNA発現量の差は対応のな

いt・検定を用いた。すべての値はP＜0．05で有意差があると評価した。
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第3節　結果

セントジョーンズワートの反復投与1，2および4週間後の全血中シクロ

スポリン濃度一時間曲線はCont群に比べて下方に移動した（Fig．19）。セ

ントジョーンズワート反復投与中のシクロスポリンのCmaxおよびAUCo一。。

はCont群に比べて有意に減少していた。セントジョーンズワート投与中

のシクロスポリンのCLt。t／FおよびVd／FはCont群に比べて有意に増加して

いた（Table　8）。

セントジョーンズワート投与中の小腸および肝臓のミクロソームにおけ

るシクロスポリンの代謝のVmaxはCont群に比べ促進していた（Table　20）。

シクロスポリンのイヌの肝臓のミクロソームによるin　vitroの代謝はNF，

CP，　SP，　QD，　CYPIA1／2，2B11および2c21抗体では阻害されなかったが、

KTとcYP3A12抗体では阻害された（Fig．21A，　B）。

セントジョーンズワート投与犬の小腸のCYP2B11および3A12のmRNA

量はCont群に比べ有意に上昇した。セントジョーンズワート投与犬の肝

臓の2C21および3A12のmRNA量もCont群に比べ有意に上昇した。
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第4節　考察

　本章ではセントジョーンズワートがイヌのシクロスポリンの薬物動態

に与える影響について検討した。セントジョーンズワートの反復投与は少

なくとも1週間でシクロスポリンの血中濃度を減少させ、その後血中濃度

の減少は4週まで持続した。セントジョーンズワートがシクロスポリンの

薬物動態に与えた影響には、少なくとも小腸と肝臓のCYP3A12発現の上

昇が関与していることを明らかにした。またセントジョーンズワートは

CYP2B11やCYP2C21によって代謝される薬物の血中濃度に影響を与え

ることも示唆した。

　セントジョーンズワートの反復投与によりシクロスポリンのCmaxおよ

びAUCo．。。を約半分にまで減少した。シクロスポリンの免疫抑制効果は血中

濃度に依存していると報告されているため、イヌのシクロスポリンの効果

も半分に減少しているかもしれない［68］。

　小腸と肝臓はCYPが多量に含まれる臓器である［69］。そのため今回の

ようにシクロスポリンの血中濃度に影響を与えた臓器として着目するの

は一般的である。しかし、小腸や月刊蔵以外にも腎臓や心臓などの臓器にも

CYPは含まれている。シクロスポリンは臓器移植で用いられる可能性のあ

る薬物であるため、移植の可能性が多いその他の臓器に限局した薬物動態

についても検討する必要がある。

　同じCYP分子種であ’るにもかかわらず、イヌのCYP3AはヒトのCYP3A

で代謝される薬物を代謝しないという報告がある［70］。例えばヒトではそ

の薬物動態がCYP3A活性を評価するために適切であるとされているミダ

ゾラムはイヌにおいてはCYP2B　11およびCYP2C21で代謝されることが報
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告されている。そのため、ヒトでCYP3A4およびCYP3A5で代謝されるシ

クロスポリンもイヌでは異なるサブファミリーのCYPで代謝される可能

性があった［71］。しかし、本章ではヒトと同じCYPサブファミリーである

イヌのCYP3A12でシクロスポリンは代謝されることが明らかになった。

今後、CYPが代謝する併用薬についてもイヌとヒトの違いを明らかにする

ことが、イヌの薬物治療の適正化のために必要である。

　ヒトにおいてセントジョーンズワートはin　vivo試験でCYP2B、　CYP2C

およびCYP3Aを誘導することが報告されている［641が、　in　vitro試験では

CYP2C、CYP2DおよびCYP3Aを阻害するということが報告されている［72］。

セントジョーンズワートは投与1日後に併用薬の血中濃度を増加すること

も報告されているため、CYPを阻害するというin　vitro試験は有用である

［73］。しかし、in　vitro試験のみではセントジョーンズワートが様’々なCYP

分子種を誘導し、その併用薬の血中濃度を減少させるということは明らか

にできない。そのため本章で行ったようにin　vivO試験においてシクロスポ

リンの血中濃度が減少することを明らかにするとともに、小腸と肝臓の

CYPのmRNA発…現を明らかにすることは、セントジョーンズワートの今

後の薬物治療の適正化を行う上での非常に重要な情報源となる。

　本章ではセントジョーンズワート反復投与がCYP3A12を誘導すること

によって、イヌのシクロスポ’潟唐ﾌ薬物動態に影響を与え、イヌのCYP2B

およびCYP2Cで代謝される薬物と相互作用を引き起こす可能性も明ら

かにした。本章ではイヌのセントジョーンズワートの薬物治療時における

留意すべき点を明らかにしたため、セントジョーンズワートによる薬物治

療の適正化の一端を担った。
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第5節　小活

　本章ではセントジョーンズワート反復投与がシクロスポリンの薬物動

態に与える影響を追究した。また、その相互作用のメカニズムを明らかに

するためにイヌのシクロスポリンの代謝経路も追究した。さらにセントジ

ョーンズワート反復投与した後の小腸や肝臓のシクロスポリン活性も追

究し、それぞれのCYP分子種のmRNA量に与える影響も追究した。

1）セントジョーンズワート反復投与から少なくとも1週間後にはシクロ

スポリンの全血中濃度は減少し、4週後も同等の全血中濃度の減少が続い

ていた。

2）シクロスポリンはイヌのCYPIA1／2，　CYP2B11およびCYP2C21では代謝

されなかったが、CYP3A12で代謝された。

3）セントジョーンズワート反復投与によって小腸と肝臓によるシクロス

ポリンの代謝活性が上昇した。

4）セントジョーンズワート反復投与によって小腸のCYP2B11および

CYP3A12のmRNA量と肝臓のCYP2C21およびCYP3A12のmRNA量が増

加した。

　以上の結果からシクロスポリンの薬物動態はセントジョーンズワート

によって影響を受けることが明らかになった。また、小腸や肝臓において
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もシクロスポリンの代謝はセントジョーンズワートによって充進ずるこ

とが明らかになった。シクロスポリンはイヌのCYP3A12で代謝され、セ

ントジョーンズワートが小腸および肝臓によるCYP3A12のmRNA量を増

加させたことから、この薬物相互作用はセントジョーンズワートによる小

腸および肝臓のCYP3A12量の増加によるものであることが明らかになっ

た。
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　　　　　　　　　　　　　　総合考察

　イヌの薬物治療の適正化のために食餌、投与形態、併用薬、病態および

サプリメントがフェノバルビタール、ゾニサミド、ニコランジルおよびシ

クロスポリンという獣医療においても薬物動態が重要とされている薬物

への影響を検討した。また、イヌは毎日同じドッグフードを摂取する食餌

形態であり、ヒトとは異なるなどイヌの臨床現場で必要とされる項目を明

らかにした。本論文において病態によってイヌの薬物動態は変化しなかっ

たが食餌、投与形態、併用薬およびサプリメントはイヌの薬物動態に影響

を与えることを明らかにした。本論文において病態は軽度のMRという最

も一般的な慢性の病態を取り上げたが、軽度であったため、イヌの薬物動

態に影響を与えなかったのかもしれない。今後、重度のMRなど様々な病

態にが薬物動態に与える影響を検討しなければならないかもしれない。

　食餌と投与形態はイヌにおいて非常に密接な関係にある。イヌが薬物を

投与する場合、第2章で示したように、ペースト状の食餌で投与すること

がある。一方、第1章で示したように食餌はフェノバルビタールの薬物動

態に影響を与える。つまりフェノバルビタールをペースト状の食餌に包ん

で、投薬した場合、吸収が変化するだけでなく、その包んだ食餌の種類に

よって吸収以外の代謝や排泄にも影響を与え、食餌一投与形態一薬物相互

作用が起こる可能性があう・そのため・今後はこれら因子が同時に起こる

場合についても考慮しなければならないかもしれない。

　セントジョーンズワートはその効果にもかかわらず、一般的に薬物とし

ての認識が低いものである。そのため、様々な薬物で治療されている時に

同時に投与される可能性がある。本論文であげた食餌、投与形態および併

　　　　　　　　　　　　　　　　88



用薬と同時にセントジョーンズワートが投与された場合、どの因子がその

薬物に影響を与えたかを見極めなければ誤った治療にに繋がるかもしれ

ない。今後はこれら因子を獣医師1人1人が理解し、総合的な薬物治療を

しなければならない。
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　　　　　　　　　　　　　　総括

以上、イヌを対象として行った薬物動態試験により、以下の結論を得た。

第1章　薬物一薬物相互作用：フェノバルビタールが抗てんかん薬ゾニサ

ミドの薬物動態におよぼす影響とその持続期間

　フェノバルビタールを反復投与することにより経口投与後のゾニサミ

ド豆且中濃度は減少した。このゾニサミドの血中濃度の減少は、フェノバル

ビタール断薬後10週間持続した。この相互作用のメカニズムとしてチト

クロームP450（CYP）活性の上昇が少なくとも断薬後4週までは関与し

ていることを示唆した。本章より、フェノバルビタール反復投与時および

断薬後10週間はゾニサミドの代謝が促進され、ゾニサミド単独投与時よ

りも血中濃度が減少することを明らかにした。

第2章　薬物一食餌相互作用：尿pHコントロール食が抗てんかん薬フェ

ノバルビタールの薬物動態におよぼす影響

　尿をアルカリ化または酸性化する食餌を与え、フェノバルビタールを単

回経口投与すると、フェノバルビタールの血中濃度は、尿をアルカリ化す

る食餌で低くなり、酸性化する食餌で高くなった。この相互作用はフェノ

バルビタールの尿中排泄率が尿のアルカリ化により上昇し・酸性化で低下

することが原因であることを明らかにした。本章より、尿pHコントロー

ル食がフェノバルビタールの薬物動態に影響をおよぼすことを明らかに

した。
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第3章　薬物一病態相互作用：僧帽弁閉鎖不全（MR）が新規心不全薬ニ

コランジルの薬物動態におよぼす影響

　MR犬を作出し、偽手術をおこなった犬を対象としてニコランジルを投

与した（0．1，0．3および1．Omg／kg）ところ、ニコランジルの血中濃度は

投与量依存的に増加し、またMRはニコランジルの薬物動態に影響を与え

ないことを明らかにした。本章より、MRがニコランジルの薬物動態には

影響を与えないことが示唆された。

第4章　薬物一経口投与補助剤相互作用：経口投与補助剤（ペースト、カ

プセルおよびオブラート）がゾニサミドの薬物動態におよぼす影響

　ペースト、カプセルおよびオブラートで包んだゾニサミドを単回投与し

たところ、ペーストで包むともっとも速く吸収され、カプセル、オブラー

トの順に遅くなっていくことを明らかにした。また、カプセルやオブラー

トをさらにペーストで包むとさらに吸収が遅れることも明らかにした。ペ

ーストで包んだ時のゾニサミドの血漿中トラフ濃度は定常状態になるま

で少なくとも4日かかり、投与量依存的（5，10，15および30mglkg）に増

加することも明らかにした。したがって、ゾニサミドをペースト、カプセ

ルおよびオブラートで包むことは吸収を遅らせることを明らかにした。本

章より、ペースト、カプセルおよびオブラートで包むことはゾニサミドの

吸収を遅らせることを明らかにした。

第5章　薬物一サプリメント相互作用：セントジョーンズワートが免疫抑

制剤シクロスポリンの薬物動態におよぼす影響
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　セントジョーンズワート反復投与から少なくとも1週後にはシクロスポ

リンの血中濃度は減少し、4週後も同等の血中濃度の減少が続くことを明

らかにした。この相互作用のメカニズムとしてセントジョーンズワートに

よる小腸のCYP2B11／3A12、肝臓のCYP2C21／3A12　mRNA量増加が関与

していることを明らかにした。本章より、セントジョーンズワートが

CYP3A12量を増加することによってシクロスポリンの薬物動態に影響を

およぼすことを明らかにした。

　以上のようにイヌの薬物治療において、薬物動態を変化させる様々な因

子について追究した結果、フェノバルビタールン反復投与がゾニサミドの

血清中濃度を減少すること、尿pH：を変化させる1日2回の食餌がフェノ

バルビタールの薬物動態を変化すること、ゾニサミドをペースト、カプセ

ルおよびオブラートで包むことは吸収を遅らせること、セントジョーンズ

ワート反復投与がシクロスポリンの全血中濃度を減少することが明らか

になった。本研究はイヌの薬物動態におよぼす影響要因を臨床で起こり得

る事例を中心に、薬物動態学的に検討したものであり、今後の薬物動態研

究の重要性を示唆するとともに、薬物治療の適正化・安全管理を提唱する

うえで有用な基礎情報になるものと考える。
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