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１． は じ め に

新しい医薬品を世に送り出すためには，動物

を用いた前臨床試験とヒトでの臨床試験の二つ

の試験を実施して，安全性と有効性を確認しな

ければならない。どちらの試験に進行の遅れや

問題があっても新薬創製の作業は完了しない。

最近では、固相合成法を応用して極めて多種類

の化合物を短時間に合成するコンビナトリアル

ケミストリーや得られた化合物群の薬理活性を

ロボットを用いて大量迅速スクリーニングする

ハイスループットスクリーニングなどの技術が

導入され，前臨床試験段階でのスピードは格段

に向上してきた。一方で，臨床試験の能率やス

ピードは，特に我が国においては新GCPが施

行されて以来むしろ以前よりも落ちて来ている

ようにも見える。これに対して欧米では規制当

局が臨床試験の効率化を図るべく色々な手段を

講じており，例えば最近，欧州医薬品審査庁

（The European Agency for the Evaluation of

Medicinal Products）の医薬品委員会（Commit-

tee for Proprietary Medicinal Products）が，

限られた安全性試験を実施するのみで１００µ g
以下の投与量でヒト試験を行っても良い（マイ

クロドージング試験），という欧州の立場をま

とめた報告書（Position Paper といわれる）を

提出している１）。従来では２種類の動物種に静

注投与と臨床投与経路で投与後，１４日間まで

の毒性学的観察を行い２時点（２日目と１４日

目）で病理学的及び組織学的観察を行うことに

なっていたものが，この場合，１種類の動物種

で良いとしている（動物種の選択にはインビト

ロの代謝試験でヒトに類似しているなど，妥当

性を示す必要があるが）。このような低用量試

験では薬物濃度測定がポイントとなり，ポジト

ロン断層撮影法（Positron Emission Tomogra-

phy,PET）や加速器質量分析（Accelerator Mass

Spectrometry, AMS）及びその他の鋭敏な測定

法が有効に使えるであろう，とされている。既

に µ Ci オーダーの１４C 標識薬物を用いたヒト試

験が欧米諸国では合法的にかつ安全に実施され

ている現状であるが，更に上記のような臨床試

験が盛んに実施されるようになれば，我が国は

新薬開発のグローバル競争にはるかに後れをと

ってしまうであろうことが危惧される。本稿で

は本邦における前臨床及び臨床試験の今後の展

ライフサイエンスのためのアイソトープ測定機器（第四シリーズ）

蠧．加速器質量分析（AMS）の薬物動態試験への応用研究†

池田敏彦

三共株式会社 薬剤動態研究所

１４０‐８７１０ 東京都品川区広町１‐２‐５８

Key Words：accelerator mass spectrometry, drug metabolism and pharmacokinetics,

microdosing, human study

† Instruments for Radiation Measurement in Life

Sciences盻. 蠧. Use of Accelerator Mass Spec-

trometry in Studies on Drug Metabolism and Phar-

macokinetics.

Toshihiko IKEDA : Drug Metabolism and Pharma-

cokinetics Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd.,

1-2-58, Hiromachi, Shinagawa-ku, Tokyo 140-8710,

Japan.

資 料

RADIOISOTOPES，５４，１５‐２１（２００５）

（１７）



開に期待を込め，AMSの色々な利用法，特に

薬物動態試験への応用例についてまとめた。な

お，超高感度１４C 測定法としてのAMSの特徴

については本誌AMSに関する連載を参照され

たい２）－５）。

２． AMSの高感度薬物濃度分析法としての
応用例

薬物動態試験において，血液・生体組織中の

薬物濃度を測定することは，薬物に対する生体

の曝露量を知る上で必須の作業である。このこ

とにより投与量の妥当性を確認でき，副作用を

避けるための適正使用が可能になるからである。

最近では液体クロマトグラフとマススペクトロ

メータを組み合わせた LC/MSや，これに更に

マススペクトロメータを繋いだ LC/MS/MSに

よる測定法が高感度薬物濃度分析法として繁用

され始めている。これらの方法は nmol オーダ

ーの定量感度を有しており，通常の薬物濃度測

定に十分対応できる方法となっている。一方，

遺伝子工学の発展により極低濃度で生物活性を

有するバイオテクノロジー医薬品も開発される

ようになり，こうした医薬品の薬理学的に有効

な血中濃度を測定することは LC/MS/MS法な

どでは極めて困難であり，ラジオイムノアッセ

イや酵素イムノアッセイのような更に超高感度

な分析法が測定に用いられている。ラジオイム

ノアッセイは，病院などでも極低濃度の血漿中

ホルモン濃度測定などには汎用されているが，

この方法は放射性の廃棄物を産することが短所

になっており，最近では更に感度が高い蛍光法

や発光法による非放射性免疫測定法がより好ま

れている。しかし，Shan らはAMSをラジオ

イムノアッセイに応用することにより，極微量

の１４C 標識体（１測定あたり１dpm以下）を用

いて放射性廃棄物が排出されない高感度測定を

達成できることを報告している６）。この報告に

よると米国で最も良く使用されている除草剤で

あるアトラジン及び代表的環境汚染物質ダイオ

キシンの測定ではそれぞれ２．０×１０－１０M及び

２．０×１０－１１Mの定量下限が得られ，これは従来

のエンザイムイムノアッセイ法よりも１オーダ

ー良い感度であった。

AMSとラジオイムノアッセイ組み合わせの

別の応用例として Luらは，がん疾患において

高カルシウム血症の原因となる副甲状腺ホルモ

ン関連蛋白（Parathyroid hormone-related pro-

tein, PTHrP）を測定する方法を報告している。

彼らは PTHrP に対する１４C 標識したモノクロ

ナル抗体（PTHrP のアミノ末端側を認識する

抗体）を調製し，この１４C 標識抗体とカルボキ

シル末端側を認識する非標識の抗体と組み合わ

せてAMS測定する方法を考案し，エンザイム

イムノアッセイよりも高感度でかつ放射性廃棄

物の出ない二抗体ラジオイムノアッセイ法を開

発することに成功した７）。一抗体を用いた拮抗

法のラジオイムノアッセイは検量線がシグモイ

ドになるのに対し，二抗体法では検量線が直線

状に得られることも優れた特徴である。この方

法では９６穴プレートを利用しているが，１プ

レートあたり１．６nCi の１４C を必要とするのみ

であり，廃棄できる基準（５０nCi/g）よりもは

るかに低い放射能レベルで十分な感度の測定が

可能であった（１０pmol から１．３nmol まで直

線の検量線）。これらのAMSを用いたラジオ

イムノアッセイ法の有用性については本誌にも

既に解説されている５）。このようにAMSとラ

ジオイムノアッセイを組み合わせた測定法は，

超高感度が要求され他に測定手段がない薬物の

血漿中濃度測定などに使用可能であると考えら

れ，現時点では医薬品開発に応用された報告は

ないものの将来いろいろな応用例の報告が増え

てくるものと推察される。

AMSによる高感度定量法は発がん性・変異

原性物質のDNAや蛋白への結合量の測定にも

応用されている（DNA付加体定量）。比較的

最近までの方法では，蛍光法と３２P ポストラベ

リング法がこの目的のために使われており，そ

れぞれ１０８及び１０１０塩基に一つの付加物を定量

することができるが，AMSを用いた場合には
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１０１２塩基に一つの付加物を定量できるぐらい格

段に感度が上昇している８）。またAMSは以下

に記述するごとく，ヒトに１４C 標識した発がん

性物質を極低用量で投与し，安全にDNA付加

体を定量することができるようになったという

点で画期的な方法である。

2-Amino-3，8-dimethylimidazo［4，5-f］quinox-

aline（MeIQx，図１）は肉を焼いた時に生ずる

変異原性物質であり，高用量投与では動物で発

がんが認められている。これはMeIQx が代謝

によりヒドロキシルアミン型の代謝物（NHOH-

MeIQx）に変化し，続いてこれがエステル化

を経たあとDNAのグアノシン部分に共有結合

（MeIQx-dG-C８及びMeIQx-dG-N２）することに

由来するとされている（図１）。ヒドロキシル

アミン型代謝物はグルクロン酸抱合により一旦

解毒を受けるが（NHOH-MeIQxN２グルクロナ

イド），この代謝物は体循環によって大腸など

の組織に移行して元のNHOH-MeIQx に戻り，

遠位臓器でも発がん性を示すと考えられる。ヒ

トは食事をすることにより極低用量のMeIQx

に曝露されているが（一日に２．６ng/kg body

weight のMeIQx を摂取していると見積もられ

ている），そのリスクをこれまで評価すること

ができなかった。Mauthe らは低用量の１４C 標

識MeIQx（３０４ng/kg，４．３µ Ci/body）を手術
を予定している大腸癌患者５名に経口投与し，

術後摘出された大腸組織中のDNA付加体を

AMSにより測定し，正常ラット及びマウスで

の結果と比較している９）。この程度の放射能量

では被験者の被曝量は年間被曝量の０．０５～

０．１％であり，安全性の観点からは問題が無い

とされた。摘出されたヒト正常及びがん組織中

でのDNA付加体生成量はそれぞれ２５．６及び

２８．０付加体/１０１２塩基であり（正常組織とがん

組織間に有意差無し），ラット及びマウスでは

それぞれ２０．６及び１７．１付加体/１０１２塩基であ

ったことから，同じ用量では実験動物よりもヒ

トにおけるDNA付加体濃度が有意に高く，ヒ

トはMeIQx による発がんに対して感受性が高

いことが示唆された。Mauthe らは更に大腸組

織から得たDNA付加体を加水分解し，HPLC

分離してAMS検出を行い，生成したDNA付

加体の同定を試みている（図２）。その結果，１４C

―MeIQx の投与を受けた患者からのDNAから

はMeIQx-dG-C８及びMeIQx-dG-N２と一致する

図１ MeIQx の DNA塩基への共有結合（文献９より引用）
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ピークが認められ，これは投与を受けていない

対照サンプルには検出されなかった。この試験

は１９９９年の報告であり，マイクロドージング

に関する Position Paper が提出される前に実施

されているが，日常的に経口摂取している発が

ん性物質についての，正にマイクロドージング

試験そのものである。

３． AMSの薬物動態試験への応用例

Garner は AMSを新薬の研究・開発に種々

応用が可能であろうことを発表後１０），現実に

AMSが定量法として動物実験に使えることを

液体シンチレーションカウンタ法と比較して確

認している１１）。その結果，血漿サンプルの放射

能を測定した場合，AMS法と液体シンチレー

ションカウンタ法で測定値はほぼ一致し，相関

係数は０．９９９であった。また，動物マスバラン

ス試験の試料についてもほぼ同様な結果が得ら

れることを実証した（AMSの場合は試料を希

釈して定量）。このようにAMS法と液体シン

チレーションカウンタ法による１４C 放射能の測

定値が良く相関することを確認した実験は本邦

図２ １４C―MeIQx 投与後のDNA付加体のクロマト

グラム（文献９より引用）

図３ HPLCによる１４C―GI１８１７７７１投与後の糞中代謝物（メタノール抽出）の測定（文献１２より引用）

LOQ：定量限界（Limit of Quantification）
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の施設でも実施されており，本誌にも結果が解

説されている３）。その後Young らは，方法の可

能性を探るための探索的な試験として，わずか

１２１Bq（７２６０dpm/body）の１４C―GI１８１７７７１（化

学構造は不明）を男子健常人志願者６名に経口

投与し，マスバランス試験及び血中放射能濃度

の定量が実施可能であることを報告した１２）。マ

スバランスの測定結果は投与後１２０時間までに

投与量の９２．２±１６．１％が糞中排泄であり，尿

中排泄量は６．５％以下であった。このような微

量の放射能の回収試験（マスバランス試験）が

実施可能であることは驚くべきことである。ま

た２名についてクロマトグラフィーの結果，糞

中には大部分が未変化体として排泄されている

もののわずかながら代謝物が存在するという情

報も得られた（図３）。この代謝物はインビト

ロ系で得られたグルクロン酸抱合体と一致して

いるので，GI１８１７７７１がヒトでもグルクロン酸

抱合を受けることが確認された。英国において

ヒトへ放射能を投与する際，１µ Sv 以下の被曝
量を与える量の場合では，当局（Administration

of Radiolabelled Substance Advisory Commit-

tee, ARSAC）の規制対象外となる。上記の投

与量ではわずか０．０６µ Sv にしか過ぎなかった。
Garner らも１４C―R１１５７７７（図４）を健常人に

経口投与し（７６２５７（３４．３５nCi）dpm/body），２

～３時間後の tmax に Cmax１．６～２．９１dpm/

mLの値が得られ，また尿中に１３．７％及び糞

中に７９．８％の放射能が回収されたことを報告

している（総放射能回収率：９３．５％，図４）１３）。

前述したYoung らの試験と比べて約１０倍の放

射能を使用したこの試験においても被曝量は１

µ Sv 以下であると計算された。更に尿，糞及
び血液試料（全て５dpm以下を注入）をHPLC

分析し，未変化体と代謝物の検出が可能であっ

た（図５に糞のメタノール抽出物のクロマトグ

ラムを示す）。

図５ １４C―R１１５７７７を健常人に経口投与後の糞中代謝物（メタノール抽出物）（文献１３より引用）

HPLC注入量：５dpm

図４ １４C―R１１５７７７を健常人に経口投与後の尿糞中放

射能排泄率（文献１３より引用）
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図６には筆者らの実験例を示す。抗血小板薬

である化合物Aの１４C 標識体をラットに経口投

与後，血小板を回収して代謝物を抽出した。こ

れに代謝物の標準品を添加し、２５dpm相当分

をHPLCにより分離しUV吸収を指標に合計

１１の分画を集めてAMS分析に供した。この

化合物は２種の立体異性体の混合物であるため，

相似な形をしたピークがほぼ同量ずつ認められ

ているが，１０番目の画分に来る未変化体に相

当する部分に最も放射能が高いことが示された。

また４，６及び８番目にも放射能が認められ，

これらの代謝物は薬理活性を有する可能性があ

ることが示唆された。ラットから得られる血小

板の量は少なく，その中に含まれる代謝物を定

量することは非常に困難であったが，AMSを

用いることによりそれが可能となった一例であ

る。

４． お わ り に

液体シンチレーションカウンタでは測定でき

ないような低濃度の放射能の測定にAMSが応

用可能であることが確認された。したがって，

AMSを応用すれば１４C 標識薬物を用いたヒト

試験を，従来の少なくとも１/１０００の量の放射

能で実施でき，被曝による影響を無視できるこ

とが明らかになった（µ Ci から nCi へ）。従来
欧米で行われてきた，ヒトに µ Ci オーダーの
１４C 標識薬物を投与する薬物動態試験は，ほぼ

開発が決定的となった薬物について実施されて

きたものである。これは当該薬物の詳細な特性

解析（characterization）が目的であって，多

くの化合物をスクリーニングして絞込みを行う

考え方ではない。欧州で実施が認められたマイ

クロドージング試験は，明らかにいくつかの化

合物から一番良い特性を有する薬物をスクリー

ニングして絞込みをすることを意図している。

スクリーニングは本来の性質として数多く行う

ものであることから，今後AMSがこれらの試

験に積極的に応用されるようになるであろうと

予想される。現時点でAMS測定の１試料あた

図６ １４C―化合物Aの血小板中代謝物のクロマトグラム

HPLC注入量：２５dpm
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りのコストは決して低くはないが，繁用される

うちに低価格化していくものと推測され，更に

頻繁に使用されるようになるであろう。
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