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略語一覧 

 

AAM copolymer E Aminoalkylmethacrylate copolymer E 

（アミノアルキルメタクリレートコポリマーＥ） 

AEA Polyvinylacetal diethylaminoacetate 

（ポリビニルアセタールジエチルアミノアセテート） 

AUC Area under the plasma concentration-time curve 

（血漿中濃度-時間曲線下面積） 

Cmax Maximum plasma concentration （最大血漿中濃度） 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

DO Dose Number 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FaSSIF Fasted-state- simulated intestinal fluid（絶食時小腸内模擬腸液） 

FBS Fetal bovine serum 

FD-4 Fluorescein isothiocyanate-dextran-4000 

（フルオレセインイソチオシアネート-デキストラン 4000） 

FeSSIF Fed-state-simulated intestinal fluid（飽食時小腸内模擬腸液） 

HBSS Hank’s balanced salts solution 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperzineethane sulfonic acid 

HPLC High-performance liquid chromatography 

MES 2-(N-morpholino) etanesulfonic acid  

NDL Nadolol（ナドロール） 

NEAAs Nonessential amino acids 

NMR Nuclear Magnetic Resonance（核磁気共鳴） 

Papp Apparent permeability coefficient（見かけの膜透過係数） 

P/D ratio Polymer to drug ratio（高分子添加剤/薬物比） 

PPL Propranolol（プロプラノロール） 

Tmax The time after administration of a drug when the maximum plasma 

concentration is reached（最大血漿中濃度到達時間） 
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要約 

 

 

N-[4-[(1-acetoamidoyl-4-piperidyl)oxy]phenyl]-N-[(7-amidino-2-naphtyl)methyl]sulfamoyl 

acetic acid monomesilate (YM466) は強力な抗 factor Xa 活性および高い安全性を兼ね備え

る新規抗凝血薬として開発中の化合物である。Factor Xa 阻害剤は、連日の服用を必要と

することから、簡便な服用を可能とする経口製剤としての開発が望まれている。しかしな

がら、YM466 の経口バイオアベイラビリティは、ラットおよびイヌにおいて、それぞれ

4%および 7%と低く、その理由は低い経口吸収性であることが報告されている。従って、

本薬物の経口製剤化を可能とする為には、経口吸収性を改善する必要があり、そのために

はまず、本薬物の低い経口吸収性の要因を解明する必要がある。 

本研究では、まず YM466 の低い経口吸収性の要因を理解する目的で、本薬物の溶解性

および膜透過性について評価を行った。溶解性に関しては、経口投与後の消化管管腔内液

を想定して pH 1－7 において検討したところ、1.6－18.3 mg/mL であった。次いで、この

溶解性が実際の経口吸収性を制限する要因となるか否か、Dose number (DO) を算出するこ

とにより検討した。DOは、投与量を投与時に摂取する水の容積(通常 250 mL)と溶解度で

除することにより算出するが、得られた値が 1 を超えると当該薬物の溶解性が吸収性を律

速する可能性を示すとされている。YM466 について得られた DOは 0.02－0.27 と 1 よりも

小さく、このことから、本薬物の消化管内での溶解性には問題はなく、本薬物の低吸収性

は薬物自体の溶解性に起因するものではないと考えられた。次いで、本薬物の膜透過性に

ついて、ヒトにおける吸収性が報告されている 3 種のモデル化合物 (プロプラノロール、

ナドロール、フルオレセインイソチオシアネート-デキストラン 4000)と共に、ヒト結腸が

ん由来細胞 Caco-2 細胞を用いて、比較・検討を行った。その結果、YM466 の膜透過性は、

ナドロールをやや上回る程度であり、Biopharmaceutics Classification System では低膜透過
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性薬物に分類されるものの、ヒトにおける吸収量は約 30－40%と推察された。しかしなが

ら実際の経口バイオアベイラビリティは、前述の通り種々の動物において 4%から 7%と低

い結果が得られていることから、本薬物の低い経口吸収性には膜透過性以外の因子が関与

している可能性が示唆された。一方で、YM466 は、肝ミクロソームによりほとんど代謝さ

れないこと、またラットにおいては経口投与後に代謝物が検出されないことが報告されて

おり、経口投与後の初回通過代謝によるバイオアベイラビリティ低下の可能性も低いと考

えられた。 

そこで、更に消化管からの吸収についてより詳細な検討を行うため、YM466 の消化管吸

収における部位差について、ラット in situ ループ法により評価した。その結果、YM466

の吸収性には消化管部位による差が認められ、腸管上部（十二指腸、空腸）からの吸収が

胃及び腸管下部（回腸、結腸）に比して良好であることが示された。この結果は、腸管上

部における滞留時間を延長することで、本薬物の吸収性の改善が期待できることを示唆す

るものであった。そこで次に、YM466 の経口吸収性に及ぼす消化管内移行性の影響を、消

化管内移行性を抑制することが知られている臭化プロパンテリン処理を施したイヌを用

いて評価した。その結果、臭化プロパンテリン処理群で得られた YM466 の AUC および

Cmax は、予想に反し、それぞれ対照群の 19%および 9%に著しく低下することが明らかと

なった。この結果は、本薬物の消化管内滞留時間の延長が、むしろ吸収の抑制につながっ

ていることを示すものであった。YM466 は、生理的 pHでは化学的にも安定であり、前述

のように代謝もほとんど受けないことから、この YM466 の吸収低下の原因として胆汁等

の消化管内成分との相互作用の影響が考えられた。 

そこで、YM466 の吸収に及ぼす胆汁の影響を、ラット in situ ループ法により検討した。

胆管カニュレーションにより胆汁のループ内への流入を阻害したラットにおける YM466

の血漿中濃度は、無処置群と比較して有意に高く、投与後 1 時間では約 3 倍の値を示した

ことから、YM466 は小腸内の胆汁により吸収性が低下することが示唆された。さらに
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YM466 に種々の濃度の胆汁あるいは胆汁酸塩を添加・混合したところ、YM466 の溶解度

は、添加濃度 10－15 mg/mL まで濃度依存的に減少し、YM466 自身の溶解度の 20－25%

まで低下することが明らかとなった。このことから、YM466 は胆汁あるいは胆汁酸と相互

作用し、難溶性の複合体を形成しているものと考えられた。胆汁あるいは胆汁酸塩濃度 15 

mg/mL 以上においては、YM466 の溶解度は対照の 50%程度にまで漸増する傾向を示した

が、これは可溶性複合体（ミセル）が形成されているものと考えられた。この可溶性複合

体をラットに経口投与した時の薬物血漿中濃度は薬物単独投与時の約 25%であったこと

から、この可溶性複合体は難吸収性であると考えられた。ヒトにおける小腸管腔内胆汁酸

濃度は 3－15 mM（タウロコール酸ナトリウム濃度換算では 2－8 mg/mL）と報告されてお

り、YM466 と難溶性複合体を形成する条件に相当することから、YM466 と胆汁との相互

作用は、ヒト小腸管腔内環境においても難溶性複合体を形成することにより本薬物の吸収

に抑制的に影響する可能性が示唆された。次に、この YM466 と胆汁酸との相互作用のメ

カニズムを分子レベルで評価することを目的に、NMR (Nuclear Magnetic Resonance) 分析

を行った。その結果、YM466 と胆汁酸は YM466 のナフタレン環と胆汁酸のステロイド骨

格との間で相互作用していることが示唆された。 

これらの知見を元に、YM466 の経口吸収性を改善する目的で、本薬物と胆汁との相互作

用を抑制する添加剤の探索を、胆汁末を用いた in vitro 限外ろ過法により行った。添加剤

として、アルギン酸ナトリウム、ヒプロメロース、アミノアルキルメタクリレートコポリ

マーＥ(AAM copolymer E) の 3 種を選択し、YM466 と胆汁との相互作用に対する影響を検

討した結果、AAM copolymer Eが顕著に難溶性複合体の形成を抑制することが明らかとな

った。この相互作用抑制効果は AAM copolymer E 濃度に依存的であり、YM466 に対して

重量比で約 5 倍量の AAM copolymer E を共存させることにより、胆汁との相互作用をほ

ぼ完全に抑制可能であることが示された。この相互作用抑制機序解明の一端として、

YM466とAAM copolymer E、および胆汁酸とAAM copolymer Eの相互作用について in vitro
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限外ろ過法により検討した。その結果、AAM copolymer E は YM466 とではなく胆汁酸と

相互作用していることが明らかとなった。このことから、AAM copolymer E は胆汁酸と相

互作用することで、YM466 と胆汁酸の難溶性複合体形成を抑制しているものと考えられた。 

次に、AAM copolymer E が実際に YM466 の経口吸収性に影響を及ぼすか否か検討する

ために、ラットに YM466 および AAM copolymer Eの同時経口投与を行った。その結果、

YM466 の血漿中濃度は AAM copolymer E 濃度に依存的な増大を示し、薬物量に対し 3 倍

量のポリマーを投与することにより、薬物単独投与時に比し、AUCは約 2.6 倍と、有意な

増大を示すことが明らかとなった。このことから、AAM copolymer Eは、経口投与後にお

いても小腸管腔内において、YM466 と胆汁の相互作用を抑制し、難溶性複合体の形成を防

ぐことで、YM466 の吸収を改善しているものと考えられた。AAM copolymer E はカチオン

性合成高分子 (平均分子量 150000) で、主に苦味マスキングの為のコーティング剤として

用いられている経口製剤用添加剤であり、安全性の観点からも非常に有用であると考えら

れた。 

 以上、YM466 の経口吸収に影響を及ぼし得る諸因子の解析結果より、胆汁との相互作用

による難溶性複合体の形成が、YM466 の吸収性を抑制する重要な要因であることを明らか

とした。この相互作用を回避・軽減することが、本薬物の経口吸収の改善に有用と考えら

れ、探索の結果、AAM copolymer E が YM466 と胆汁との相互作用抑制および YM466 の経

口吸収改善に有用な添加剤であることを見出した。これらの知見は、YM466 および胆汁と

の相互作用により吸収性が低下するその他の薬物に対して、その経口製剤処方設計に有益

な情報を提供するものと考えられる。 
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総論の部 

 

諸言 

 

N-[4-[(1-acetoamidoyl-4-piperidyl)oxy]phenyl]-N-[(7-amidino-2-naphtyl)methyl]sulfamoyl acetic 

acid monomesilate (YM466, FX-93 monomesilate, Figure 1) は、近年、抗凝血治療薬開発の為の

新たな標的として着目されている factor Xa (凝固第 10因子)
1, 2)に対する強力な抗活性作用を

有するとともに、高い安全性を兼ね備える新規抗凝血薬として開発中の化合物である 3-7)。

Factor Xは、生体中における凝血機構において、中心的な役割を果たす糖タンパク質であり、

内因性および外因性の両経路において活性化される 8)。Factor Xa (活性化された factor X)に

よって血液の凝固を促すタンパク分解酵素トロンビンの形成が促進されるが、この機構を

阻害するのが YM466 の抗凝血活性メカニズムと考えられている 3)。 

Factor Xa 阻害剤は、連日の服用を必要とすることから、簡便な服用を可能とする経口製

剤としての開発が望まれている3)。しかしながら、YM466の経口バイオアベイラビリティは、

ラットおよびイヌにおいて、それぞれ4%および7%と低いことが報告されている9)。YM466

は、pH 3–7 （40 ºC）で24時間インキュベーションを行った後の回収率、およびpH 1.2 （37 

ºC）の溶出試験における30分後の回収率は、いずれも100% であることを確認しており、生

理的条件において化学的に安定であると言える。また、アミジノ基の存在により、pKa （計

算値）は11以上となることから、イオン型に対する非イオン型の割合は、生理的pH条件

（pH 1–7）において殆ど同じ（0.01%以下）であり、YM466の親油性 は、これらのpH条件

において影響を受けないと考えられる。さらに、YM466は、肝ミクロソームによりほとん

ど代謝されないこと9)、またラットにおいては経口投与後に代謝物が検出されないことが報

告されており10)、経口投与後の初回通過代謝によるバイオアベイラビリティ低下の可能性も

低いと考えられた。これらの結果より、YM466の低い経口バイオアベイラビリティは低い
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Figure 1.  Chemical structure of YM466. 

 

経口吸収性によるものと考えられた。従って、本薬物の経口製剤化を可能とする為には、

経口吸収性を改善する必要があり、そのためにはまず、本薬物の低い経口吸収性の要因を

解明する必要がある。 

本研究では、まず YM466 の経口製剤化の為の基礎的知見を得る目的で、YM466 の吸収

動態特性の評価を行った。経口吸収に影響を及ぼし得る諸因子の解析結果より、胆汁が

YM466 の吸収低下の重要な因子であることを明らかとした。次いで、YM466 と胆汁との

相互作用の評価の結果、難溶性複合体の形成が、YM466 の吸収性を抑制する重要な要因で

あることを明らかとした。この相互作用を回避・軽減することが、本薬物の経口吸収の改

善に有用と考えられ、当該作用を有する素材の探索の結果、合成高分子アミノアルキルメ

タクリレートコポリマーE（Aminoalkylmethacrylate copolymer E, AAM copolymer E） が

YM466と胆汁との相互作用抑制およびYM466の経口吸収改善に有用な添加剤であること

を見出した。 

 以下、三章にわたり得られた知見を論述する。 
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第１章 YM466 の吸収動態特性および吸収性に及ぼす胆汁の影響評価 

 

1.1. YM466 の溶解度評価 

はじめに、YM466 の低い経口吸収性の要因を解明する目的で、本薬物の溶解性について

評価を行った。検討には YM466（メシル酸塩）、および YM466 塩酸塩の２種類の塩形態の

薬物を用いた。種々の pH 条件における YM466 および YM466 塩酸塩の溶解度を示す

（Table 1）。いずれの塩形態においても、YM466 は高 pH 条件よりも低 pH 条件において、

より高い溶解度を示したことから、YM466 は塩基性薬物であることが確認された。YM466

の溶解度は 0.8 – 9.9 mg/mL、YM466 塩酸塩の溶解度は 0.3 – 18.3 mg/mL と、pH 11 の場合を

除き、塩酸塩の方がメシル酸塩よりも高い溶解度を示したが、経口投与後の消化管管腔内

液環境と想定される pH 1－7 条件においては、YM466 の溶解度はいずれも 1 mg/mL 以上

であった。次いで、この溶解性が実際の経口吸収性を制限する要因となるか否かを、Dose 

number (DO) を算出することにより評価した。DOは、投与量を投与時に摂取する水の容積(通

常 250 mL)と溶解度で除することにより算出するが、得られた値が 1 を超えると当該薬物の

溶解性が吸収性を律速する可能性を示すとされている 11)。 

DOは以下の式により算出される。 

DO = (D/VO)/CS 

CSは溶解度、Dは服用量、VOは服用時に飲む水の量であり、水の量に関しては標準値とし

て報告されている 250 mL を用いた 12)。YM466 の臨床最大投与量は一日あたり 100 mg と

想定されており、この値を D に用いて計算した結果、生理的 pH 条件（pH 1-7）における

YM466 および YM466 塩酸塩の DO値はそれぞれ 0.04-0.27、および 0.02-0.09 と、1 よりも十

分に小さい値であることが明らかとなった。このことから、本薬物の消化管内での溶解性

には問題はなく、本薬物の低吸収性は薬物自体の溶解性に起因するものではないと考えら

れた。 



9 

 

 

Table 1. Solubility of YM466 in various pH conditions. 

pH 1 3 5 7 9 11 

Solubility 
(mg/mL) 

YM466 

(monomesilate) 
 9.9 1.7 1.5 1.6 1.7 0.8 

YM466 
monohydrochloride 

18.3 6.8 4.5 4.3 4.1 0.3 

 

1.2. Caco-2 細胞を用いた膜透過性の評価 

ヒト結腸がん由来細胞 Caco-2 細胞はヒトにおける薬物の経口吸収を予測する際の小腸

上皮細胞のモデルとして広く用いられている 13, 14)。本検討では、YM466 の膜透過性につい

て、ヒトにおける吸収性が報告されている 3 種のモデル薬物 （プロプラノロール、ナドロ

ール、フルオレセインイソチオシアネート-デキストラン 4000）13, 14)と共に、Caco-2 細胞を

用いて比較・検討を行った。 プロプラノロール（PPL）、ナドロール（NDL）、フルオレセ

インイソチオシアネート-デキストラン 4000（FD-4） は、それぞれ、高吸収性、中吸収性、

低吸収性の薬物として評価に用いた。得られた YM466 および他のモデル薬物の見掛けの膜

透過係数 Pappを Table 2 に示す。YM466 の Papp は、0.45 ± 0.10 (×10
-6

 cm/s)、FD-4、NDL、

PPLの Papp はそれぞれ、0.06 ± 0.22 (×10
-6

 cm/s)、0.37 ± 0.09 (×10
-6

 cm/s)、および 4.53 ± 1.15 

(×10
-6

 cm/s) であった。YM466 の膜透過性は NDL と同程度かやや上回る程度であった。

Caco-2 細胞における Papp と種々のモデル薬物のヒトにおける吸収性にはシグモイド型の

相関関係が存在することが知られており 15)、今回得られたモデル薬物の Papp の結果より、

YM466 のヒトにおける吸収率は 30%-40% と推定された。本結果は、YM466 は

Biopharmaceutics Classification Systemでは低膜透過性薬物に分類されるものの 11)、 経口製

剤開発の観点からは許容レベルの吸収性を示すことを示唆するものであった。しかしなが

ら実際の経口バイオアベイラビリティでは前述の通り種々の動物において 4%から 7%と低

い結果が得られていることから、本薬物の低い経口吸収性には膜透過性以外の因子が関与 
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Table 2. Permeability of YM466 and model compounds across Caco-2 cell monolayers. 

Compound Papp (×10
-6

 cm/s) F (%)
a
 

YM466 0.45 ± 0.10 - 

FD-4 0.06 ± 0.02 0 

NDL 0.37 ± 0.09 35 

PPL 4.53 ± 1.15 90 

Results are expressed as the mean ± SD (n=9). 

a
Fraction of dose absorbed, F, in humans was cited from references; FD-4 [Yamashita et al., 2000], 

NDL and PPL [Chong et al., 1996]. 

 

している可能性が示唆された。 

 

1.3. YM466 の消化管吸収部位の影響評価 

 YM466 は、肝ミクロソームによりほとんど代謝されないこと 9)、またラットにおいては

経口投与後に代謝物が検出されないこと 10)が報告されており、経口投与後の初回通過代謝

によるバイオアベイラビリティ低下の可能性は低いと考えられる。また、静脈内投与後の

胆汁中への排泄率は高いものの肝抽出率は 0.33 程度であり 10)、低バイオアベイラビリティ

の主要な原因とは考えられない。これらのことから、YM466 の経口バイオアベイラビリテ

ィは主として消化管内管腔からの吸収性により決定されると考えられた。そこで、消化管

からの吸収について詳細に検討を行うため、YM466 の消化管吸収における部位差について、

ラット in situ ループ法により評価した。YM466 は、静脈内投与後、主として胆汁に排泄さ

れることが報告されていることから 10)、検討は胆管を結紮した条件において実施した。消

化管ループは、胃、十二指腸、空腸、回腸、結腸の 5 つの消化管部位について作成した。 
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Figure 2. Plasma concentrations of YM466 after administration to different segments of the 

gastrointestinal tract in rats.  Keys: ●, Stomach; ○, Duodenum; ■, Jejunum; □, Ileum; ▲, Colon.  

Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3). 

 

YM466 をそれぞれの消化管内ループから投与した後の薬物血漿中濃度プロファイルを

Figure 2 に示す。胃を除き、何れの部位においても投与後 60 分まで持続的な薬物の吸収が

認められた。YM466 の吸収性には消化管部位による差が認められ、特に、腸管上部（十二

指腸、空腸）からの吸収は胃及び腸管下部（回腸、結腸）に比して良好であることが示さ

れた。腸管上部と下部における吸収性の違いの理由の詳細は現時点で不明であるが、今回

の結果より、YM466 は胃を除いていずれの消化管部位でも吸収されること、中でも腸管上

部がより効率的な吸収部位であることが明らかとなった。 
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1.4. YM466 の経口吸収性に及ぼす消化管内移行性の影響 

 1.3 での検討結果は、YM466の腸管上部における滞留時間を延長することで、本薬物の吸

収性の改善が期待できることを示唆するものであった。そこで次に、YM466の経口吸収性

に及ぼす消化管内移行性の影響を、臭化プロパンテリン処理を施したイヌを用いて評価し

た。副交感神経遮断効果を有する臭化プロパンテリンは、ラットおよびイヌにおいて静脈

内投与することにより、消化管運動を抑制することがよく知られている16, 17)。ラットを用い

た難吸収性薬物の経口投与に関する検討においては、本処理によりCmax の低下やTmaxの

遅延は認められるものの、吸収量は増加したことが報告されている17)。今回の検討における、

臭化プロパンテリン処理による消化管運動の抑制効果の確認は、スルファサラジンの経口

投与により行った。スルファサラジンは経口投与後、消化管から吸収されないが、盲腸到

達後、腸内細菌によりアゾ結合が開裂することで、吸収性のスルファピリジンを生成し、

このスルファピリジンが吸収され血中に出現する18)。この特性を利用することで、スルファ

サラジン／スルファピリジンは盲腸到達時間のマーカーとして用いられる19)。本検討におい

て、スルファサラジン経口投与後の血漿中のスルファピリジンの初回検出時間（平均値）

は、未処置群では2.8時間であったのに対し、処置群では5.0 時間に遅延した。本結果より、

臭化プロパンテリン処理により確かに消化管運動が抑制されていることを確認した。臭化

プロパンテリン処置群における、YM466 経口投与（5 mg/kg）後の、血漿中濃度プロファイ

ルおよび薬物動態パラメータをそれぞれFigure 3 およびTable 3 に示す。比較として、未処

置群の結果を対照として合わせて示した。臭化プロパンテリン処置群におけるYM466の

Cmax は74.2 ± 29.6 ng/mL、AUC0-10hは278.4 ± 125.3 ng･h/mL であり、対照群に比してそれぞ

れ9%、19%といずれも著しく有意な低値を示した。Tmax は4.5 ± 2.2 h と、対照群に比して

約4時間の遅延が認められた。本結果は、予想に反し、YM466の消化管内滞留時間の延長が、

むしろ吸収の抑制につながっていることを示すものであった。YM466は、生理的pHでは化

学的にも安定であり、前述のように代謝もほとんど受けない。それ故、今回認められた 
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Figure 3. Plasma concentrations of YM466 after oral administration at 5 mg/kg to fasted dogs 

with or without treatment of propantheline bromide.  Keys: ●, Non-treatment; ○, Treatment 

with propantheline bromide.  Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value 

(n = 6). 

 

消化管運動抑制条件での YM466 の吸収低下を説明する一つの考え方として、YM466 の胃排

出速度、言い換えれば小腸上部への移行速度の低下が本薬物と小腸上部に存在、あるいは

分泌されている、例えば胆汁等の物質との相互作用を促進し、その相互作用が薬物の消化

管吸収を抑制している可能性が考えられた。胆汁は、通常、イヌやヒトにおいては、胆嚢

より十二指腸に分泌される。ラットにおいては、小腸管腔に持続的に分泌されている 20)。

胆汁はその大部分が食事中に分泌されることはよく知られているが、空腹・絶食条件にお

いても、一定の割合での分泌はなされており 21)、消化管内、特に小腸上部には常時存在 
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Table 3. Pharmacokinetic parameters of YM466 after oral administration of YM466 solution 

(5 mg/kg) to fasted beagle dogs. 

 

Treatment 
Tmax 

(h) 

Cmax 

(ng/mL) 

AUC0-10h 

(ng·h/mL) 

None (control) 0.7 ± 0.2 823.1 ± 354.8 1481.3 ± 579.6 

Propantheline bromide 4.5 ± 2.2   74.2 ± 29.6
 **

   278.4 ± 125.3
 **

 

Pharmacokinetic parameters were calculated based on the results shown in Fig. 3.  Results are 

expressed as the mean ± SD (n = 6).  ** p< 0.01, compared with none-treatment (control).  

 

しているものと考えられる。従って、臭化プロパンテリン処置によるYM466の胃排出速度

の低下は、YM466と胆汁との相互作用を引き起こしている可能性が考えられた。以上の結

果より、消化管移動を抑制したイヌにおけるYM466の血漿中濃度の低下の原因として、

YM466と胆汁との相互作用の関与が示唆された。 
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1.5. YM466 の消化管吸収に及ぼす胆汁の影響 

 YM466 の消化管からの吸収に及ぼす胆汁の影響を、ラット in situ ループ法により検討し

た。小腸内への胆汁の流入を抑えるための胆管カニュレーション処置を施した群と、同処

置を施さない群につき、胃幽門部および回盲接合部を結紮した小腸ループを作成し、本ル

ープ内に、2.5 mg/kg の投与量となるように投与した YM466 の血漿中濃度プロファイルを

調べた。得られた結果を Figure 4 に示す。胆汁の存在する胆管カニュレーション無処置ラ

ットにおける YM466 の AUC0-1hは 56.7 ± 12.3 ng･h/mL （平均値, n=3）であったのに対し、

胆管カニュレーション処置を行った胆汁分泌を抑制したラットにおける YM466 の AUC0-1h

は 160.4 ± 18.7 ng･h/mL （平均値, n=3）と、無処置群と比較して有意に高く、YM466 の血

漿中濃度は投与後 1 時間で、約 3 倍の値を示した。本結果より、YM466 の消化管吸収は小

腸管腔内における胆汁の存在により著しく抑制されることが明らかとなった。胆汁はその

主成分に内因性の界面活性剤である胆汁酸を含有しており、脂質、コレステロール、脂溶

性ビタミン等の消化管吸収に重要な役割を果たしていることが報告されている 22)。またこ

れまでに、グリセオフルビン 、フェノールレッド、スルファグアニジン 等多くの薬物に

おいて、胆汁の存在によって、薬物の溶解度あるいは膜透過性が改善されることにより消

化管吸収が改善されることが報告されている 23-26)。その一方で、 胆汁が薬物の吸収を抑制

することがあることも報告されており、例として、イミプラミン、パフェノロール、ナド

ロール といった塩基性薬物の吸収が、胆汁によりそれぞれ、50－60%、40－55%、50% 低

下することが報告されている 22, 27-28)。今回の実験で YM466 は胆汁存在下で約 65%の吸収低

下を示したことから、上記の他の薬物での報告例と比べても、YM466 の吸収性は小腸管腔

内の胆汁により、同程度かそれ以上の抑制的影響を受けていると考えられた。 
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Figure 4. Plasma concentrations of YM466 after administration to the small intestinal loop of 

fasted rats with bile duct cannulation or sham operation.  Keys: ○, rats with bile duct 

cannulation; ●, rats with sham operation. Results are expressed as the mean with the bar showing the 

SD value (n = 3).  ** p< 0.01, compared with rats with sham operation. 
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1.6. 小括 

 本章では、まず YM466 の低い経口吸収性の要因を理解する目的で、本薬物の溶解性につ

いて評価を行った。溶解性が実際の経口吸収性を制限する要因となるか否かの指標となる

Dose number (DO)は、生理的消化管管腔内条件下において、1 よりも低値であった。このこ

とから、本薬物の消化管内での溶解性には問題はなく、本薬物の低吸収性は薬物自体の溶

解性に起因するものではないと考えられた。 

次いで、本薬物の膜透過性について、ヒトにおける吸収性が報告されている 3 種のモデ

ル化合物と共に、ヒト結腸がん由来細胞 Caco-2 細胞を用いて、比較・検討を行った。そ

の結果、ヒトにおける吸収量は約 30－40%と推察された。実際の経口バイオアベイラビリ

ティは、種々の動物において 4%から 7%と低い結果が得られていることから、本薬物の低

い経口吸収性には膜透過性以外の因子が関与している可能性が示唆された。 

更に、消化管からの吸収についてより詳細な検討を行うため、YM466 の消化管吸収にお

ける部位差について、ラット in situ ループ法により評価した。その結果、YM466 の吸収

性には消化管部位による差が認められ、腸管上部（十二指腸、空腸）からの吸収が胃及び

腸管下部（回腸、結腸）に比して良好であることが示された。一方で、YM466 の経口吸収

性に及ぼす消化管内移行性の影響を、消化管内移行性を抑制することが知られている臭化

プロパンテリン処理を施したイヌを用いて評価した結果、臭化プロパンテリン処理群で得

られた YM466 の吸収は、予想に反し、対照群に比し著しく低下することが明らかとなっ

た。この結果は、本薬物の消化管内滞留時間の延長が、むしろ吸収の抑制につながってい

ることを示すものであった。YM466 は、生理的 pHでは化学的にも安定であり、肝ミクロ

ソームによりほとんど代謝されないこと、またラットにおいては経口投与後に代謝物が検

出されないことから、この YM466 の吸収低下の原因として胆汁等の消化管内成分との相

互作用の影響が考えられた。 

そこで、YM466 の吸収に及ぼす胆汁の影響を、ラット in situ ループ法により検討した。
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胆管カニュレーションを施すことにより胆汁のループ内への流入を阻害したラットにおけ

る YM466 の血漿中濃度は、無処置群と比較して約 3 倍の有意な高値を示したことから、

YM466 は消化管内の胆汁により吸収性が低下することが示唆された。 

以上、YM466 の経口吸収に影響を及ぼし得る諸因子の解析結果より、消化管管腔内の胆

汁が、YM466 の吸収性を抑制する重要な要因であることが示唆された。 
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第２章 YM466 と胆汁との相互作用の評価 

第 1 章での検討において、YM466 の低い経口吸収性の原因として、消化管管腔内の胆汁

との相互作用の影響が示唆された。第 2 章では、YM466 と胆汁との相互作用の詳細を明ら

かとする目的で、種々の検討を行った。 

 

2.1. YM466 と胆汁／胆汁酸との相互作用の in vitro 評価 

 YM466 と胆汁との相互作用を定量的に評価する目的で、種々の量の胆汁存在下における

本薬物の溶解度を調べた。胆汁の主成分である胆汁酸の影響についても、タウロコール酸

ナトリウムを用いて、YM466 の溶解度に及ぼす影響について調べた。タウロコール酸ナト

リウムは代表的な胆汁酸塩として、絶食時小腸内模擬腸液である FaSSIF (fasted-state- 

simulated intestinal fluid)や、飽食時小腸内模擬腸液 FeSSIF（fed-state-simulated intestinal fluid） 

等の成分として用いられている 29-30)。種々の濃度の胆汁および胆汁酸塩を添加した際の本

薬物の溶解度プロファイルを Figure 5 に示す。YM466 の溶解度は、胆汁および胆汁酸塩の

添加濃度 10－15 mg/mL まで濃度依存的に減少し、YM466 自身の溶解度の 20－25%まで低

下した。このことから、YM466 は胆汁および胆汁酸と相互作用し、難溶性の複合体を形成

しているものと考えられた。また、濃度 15 mg/mL 以上においては、YM466 の溶解度は対

照の 50%程度にまで漸増する傾向を示した。これは、可溶性の複合体（ミセル）が形成さ

れたためではないかと考えられた。胆汁と胆汁酸において、同様の溶解度プロファイルを

示したことから、胆汁酸が YM466 との相互作用を示す胆汁中の代表的な成分であると考え

られた。Figure 5 に示した YM466 の溶解度-胆汁および胆汁酸塩濃度プロファイルは、

YM466 は胆汁および胆汁酸と相互作用し、難溶性の複合体を形成すること、そして薬物に

対する胆汁の量比が複合体形成に重要であることを示している。胆汁および胆汁酸塩濃度

が 10－15 mg/mL までは、濃度依存的に、YM466 の溶解度の低下が認められた。本結果は、

1.4 で認められた、臭化プロパンテリン処置を行ったイヌにおける YM466 の吸収性の低下 
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Figure 5. Effect of bile or bile salt on YM466 solubility.  Keys: □, Control (saturated solution in 

phosphate buffered saline, pH6.5); ●, Bile added; ○, Sodium taurocholate added. Each symbol 

represents a single value of YM466 concentration in the supernatant of mixture. 

 

を説明可能なものであった。すなわち、胃排出速度の低下が小腸上部への薬物の移行速度

の低下を引き起こし、胆汁および胆汁酸に対する薬物の割合が低い状態が形成されたもの

と考えられた。これにより、小腸管腔内において難溶性の複合体が形成され、吸収の低下

につながった可能性が考えられた。一方、胆汁および胆汁酸塩濃度 15 mg/mL 以上の条件に

おいては、限外濾過（分子量カットサイズ：3000 Da）で YM466（0.875 mg/mL）と胆汁

（50 mg/mL）との混合物を濾過した結果、濾液中の薬物濃度は約 30%にまで低下したこと

から、見掛け上高分子となる可溶性複合体（ミセル）が形成されているものと考えられた。 

以上の結果より、YM466 は胆汁および胆汁酸と相互作用し、難溶性あるいは可溶性の複
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合体を形成することが明らかとなった。 

 

2.2. 胆汁酸の種類の違いにおける YM466との相互作用性評価 

YM466 は親水基と疎水基の両方を有する塩基性薬物であり、これは、胆汁酸との相互作

用が報告されているナドロール、イミプラミン、パフェノロール、アテノロール等の薬物

と共通している点である 22, 27, 28, 31)。また、胆汁酸と相互作用することが知られている薬物

の中でも、βブロッカーであるナドロールは、胆汁酸との相互作用が胆汁酸の種類に依存す

ることが報告されている 22)。YM466 についても、胆汁酸との相互作用における胆汁酸の種

類の影響を評価する目的で、タウロコール酸ナトリウムを含む 6 種の胆汁酸塩または胆汁

酸（タウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナトリウム、コール酸ナトリウム、デオ

キシコール酸ナトリウム、ケノデオキシコール酸、リトコール酸）を用い、その薬物の溶

解度に対する影響を評価した。用いた胆汁酸塩および胆汁酸の構造式をFigure 6 に示した。

各種胆汁酸塩または胆汁酸を用いて得られた薬物の溶解度プロファイルをFigure 7 に示す。

比較の為、胆汁を添加した際の溶解度プロファイルを合わせて示した。結果、得られた溶

解度プロファイルは、胆汁酸の種類に依存して異なることが明らかとなった。相互作用の

様式としては、1) 難溶性複合体形成による溶解度の低下の後、可溶性の複合体を形成する

（タウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナトリウム、コール酸ナトリウム）、2) 難溶

性の複合体の形成による溶解度低下のみを示す（デオキシコール酸ナトリウム、ケノデオ

キシコール酸）、3) 相互作用による溶解性の低下を殆ど生じない（リトコール酸）の 3 種類

に分類された。興味深いことに、様式 1) に分類された胆汁酸は、何れも構造中に 3つの水

酸基を有する胆汁酸であり、様式 2)、様式 3) に分類された胆汁酸はそれぞれ、構造中に 2

つの水酸基、および 1 つの水酸基を有する胆汁酸であった。本結果より、胆汁酸の水酸基

の数が、YM466 と胆汁酸との相互作用の様式に影響を及ぼす可能性が示唆された。胆汁酸

の水酸基の数が薬物と胆汁酸との相互作用の程度に影響を及ぼす例はナドロールにおいて 
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Figure 6. Chemical structure of bile salts used in this study.  a) Sodium taurocholate, b) Sodium 

glycocholate, c) Sodium cholate, d) Sodium deoxycholate, e) Chenodeoxycholic acid (bile acid), f) 

Lithocholic acid (bile acid). 

 

も報告されている 22)。しかしながら、ナドロールでの検討においては、3つの水酸基を有す

る胆汁酸のみが相互作用を示し、2 つの水酸基、および 1 つの水酸基を有する胆汁酸では相

互作用が殆ど認められなかった 22)。YM466 においては、2 つの水酸基を有する胆汁酸とも

相互作用が認められていることから、ナドロールで認められた胆汁酸との相互作用とはメ

カニズムが異なっている可能性が考えられた。ヒトの小腸上部における胆汁酸については、

約 60%以上がタウロコール酸、グリココール酸といった、3つの水酸基を有した胆汁酸で 
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Figure 7. Effect of various bile salts on YM466 solubility.  Keys: □, Control (saturated solution 

in phosphate buffered saline, pH6.5); ●, Bile added ; ○, a) Sodium taurocholate, b) Sodium 

glycocholate, c) Sodium cholate, d) Sodium deoxycholate, e) Chenodeoxycholic acid, f) Lithocholic 

acid adeed. Each symbol represents a single value of YM466 concentration in the supernatant of 

mixture. 

 

あることが報告されている 32)。残りの胆汁酸成分は 2 つの水酸基を有する胆汁酸であり、

１つの水酸基を有する胆汁酸は殆ど確認されていない 32,33)。以上の結果より、ヒト小腸管腔

内においても、YM466 は各種胆汁酸と相互作用を示す可能性が示唆された。 
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2.3. 難溶性複合体の経口吸収性の in vivo 評価 

 2.1 および 2.2 の検討において、YM466 は胆汁および胆汁酸と相互作用し、難溶性あるい

は可溶性の複合体を形成することが明らかとなった。そこで、これら複合体の吸収性につ

いて評価を行う目的で、ラットを用いた経口投与実験を行った。本検討ではまず、難溶性

複合体の経口吸収性を評価した。YM466 水溶液に、胆汁酸塩（タウロコール酸ナトリウム）

をモル比 1:1 で添加し、乾燥することで得た難溶性複合体を 15 mg/kg の YM466 投与量とな

るように絶食下経口投与した後に得られたYM466の血漿中濃度プロファイルおよび薬物動

態パラメータを Figure 8 および Table 4 にそれぞれ示す。比較の為、YM466 単独投与群（対

照群）の結果も合わせて示した。対照群の吸収性は 1.5 で示したラットにおける薬物吸収

性の結果に比し、胆管未処置条件であるにも関わらず、一定の吸収性を示したが、これは

投与量を 2.5 mg/kg から 15 mg/kg へと 6 倍（投与液量濃度としては 0.125 mg/mL から 

3 mg/mL へ 24 倍）に上げたことにより、薬物の胆汁酸に対する存在割合が増大することで

胆汁の影響が限定的になった為であると考えられ、複合体化による吸収の影響を簡易的に

評価可能な投与条件と判断した。難溶性複合体投与群の血漿中濃度、AUC0-2h および Cmax

はいずれも対照群に比して、有意な低値を示した。難溶性複合体試料投与群の YM466 の

AUC0-2hおよび Cmaxの平均値は、対照群のそれぞれ 23%および 30%であった。本結果より、

形成された難溶性複合体中のYM466の吸収性は低いことが明らかとなった。要因としては、

複合体自体の溶解度の低いことに依るものと考えられ、消化管内におけるこのような複合

体の形成は、YM466 の吸収低下の一因となり得ると考えられた。 
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Figure 8. Plasma concentrations of YM466 after oral administration of YM466 solution and 

insoluble complex with bile salt to rats.  Keys: ●, YM466 solution (control); ○, insoluble 

complex with bile salt. Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3).  

** p< 0.01 and * p< 0.05, compared with control. 
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Table 4. Pharmacokinetic parameters of YM466 after oral administration of YM466 solution 

and insoluble complex with bile salt to rats. 

Dosing sample 
Tmax 

(h) 

Cmax 

(ng/mL) 

AUC0-2h 

(ng·h/mL) 

YM466 solution (control) 1.2 ± 0.8 815.6 ± 208.3 1072.9 ± 240.6 

Insoluble complex with bile 
salt 

1.7 ± 0.6  247.6 ± 156.7
 *
  242.0 ± 100.5

 **
 

Pharmacokinetic parameters were calculated based on the results shown in Fig. 8.  Results are 

expressed as the mean ± SD (n = 3).  ** p< 0.01 and * p< 0.05, compared with control. 

 

2.4. 可溶性複合体の経口吸収性の in vivo 評価 

2.1 および 2.2 の検討において、胆汁および胆汁酸が過剰量存在する条件においては、可

溶性複合体の形成が認められた。この複合体が可溶化により良好に吸収されるのであれば、

胆汁のような性質を有する添加剤を添加する等の手法で、可溶性の複合体を形成すること

が YM466 の吸収改善アプローチの候補の１つとなり得る。そこで本検討では、YM466 水溶

液に過剰量の胆汁酸塩（タウロコール酸ナトリウム）を YM466 : 胆汁酸塩= 1:67（モル比）

で加えた可溶性複合体試料を調製し、ラットに 15 mg/kg の YM466 投与量となるように絶

食下経口投与し、吸収性について評価した。得られた YM466 の血漿中濃度プロファイルお

よび薬物動態パラメータをそれぞれ Figure 9 および Table 5 に示す。YM466 単独溶液群（対

照群）に比し、可溶性複合体投与群の血漿中濃度および薬物動態パラメータはいずれも有

意な低値を示した。可溶性複合体投与群における YM466 の AUC0-2hおよび Cmax の平均値

は、対照群のそれぞれ 26%および 22%であり、これらの値は 2.3 で示した難溶性複合体の

結果とほぼ同程度であった。本結果より、YM466 と胆汁酸との相互作用により形成される

可溶性複合体は難吸収性であると考えられた。この理由としては、ミセル自体のサイズが

大きい為にミセルとして細胞を透過することができないこと、また、安定なミセルが形 
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Figure 9. Plasma concentrations of YM466 after oral administration of YM466 solution and 

micelle solution to rats.  Keys: ●, YM466 solution (control); ○, micelle solution. Results are 

expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 4).  ** p< 0.01 and * p< 0.05, 

compared with control. 

 

成されており YM466 のミセルからの放出が遅く、YM466 としての吸収も少なかったものと

考えられた。ヒトにおける小腸管腔内胆汁酸の濃度は 3-15 mM と報告されている 30,35)。本

濃度は今回用いたタウロコール酸ナトリウム（分子量：537.7 Da）濃度に換算すると、2-8 

mg/mL であり、この濃度は今回得られた YM466 の溶解度-胆汁あるいは胆汁酸塩濃度プロ

ファイルからは、YM466 と難溶性複合体を形成する条件に相当することから、YM466 は、

ヒト小腸管腔内環境においても胆汁と相互作用し難溶性複合体を形成することにより、そ

の吸収が抑制される可能性が示唆された。 
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Table 5. Pharmacokinetic parameters of YM466 after oral administration of YM466 solution 

and micelle solution to rats. 

Treatment 
Tmax 

(h) 

Cmax 

(ng/mL) 

AUC0-2h 

(ng·h/mL) 

YM466 solution (control) 1.1 ± 0.6 743.8 ± 262.0 956.7 ± 304.4 

Micelle solution 0.8 ± 0.8  166.4 ± 29.4
 **

  247.4 ± 39.3
 **

 

Pharmacokinetic parameters were calculated based on the results shown in Fig. 9.  Results are 

expressed as the mean ± SD (n = 4).  ** p< 0.01, compared with control.  

 

2.5. 
1
H-NMRによる YM466 と胆汁酸との相互作用の評価 

 核磁気共鳴（Nuclear Magnetic Resonance, NMR）による分析は、分子の化学構造解析のみ

でなく、分子間相互作用の分析においても用いられる。そこで YM466 と胆汁酸との相互作

用を分子レベルで評価する目的で、タウロコール酸ナトリウムを用い、YM466 に対して滴

定することにより、NMR分析を行った。YM466 にタウロコール酸ナトリウムを添加するこ

とにより、YM466 の各原子に由来するシグナルの変化を観察した。その結果、Figure 10 に

示す様に、シグナルのシフト、またピークの形状のブロード化が認められた。この観察さ

れたケミカルシフトから、分子間相互作用している原子の同定を試みた。YM466 およびタ

ウロコール酸ナトリウムにおいて認められたケミカルシフトの結果より、相互作用してい

ると考えられた原子を Figure 11 にまとめた。YM466 におけるケミカルシフトの変化は、主

にナフタレン環において認められることが明らかとなった。一方、タウロコール酸ナトリ

ウムにおけるケミカルシフトは主にステロイド骨格の疎水箇所に位置しているメチル基に

認められた。これらの結果より、YM466 は胆汁酸との相互作用は、YM466 のナフタレン環

と胆汁酸のステロイド骨格の間の疎水的相互作用に依って起こり、難溶性あるいは難吸収

性の複合体が形成されていることが示唆された。今回、NMR 分析では示されなかったが、
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YM466 は正電荷を、タウロコール酸ナトリウムは負電荷を有していることから、これらに

よる静電的相互作用が先行して起こった可能性が考えられる。この静電的相互作用により、

両分子が接近し、その後 NMR分析で推定された疎水的相互作用につながったのではないか

と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. The NMR spectra of YM466 in the titration of sodium taurocholate. 

Spectra were recorded for YM466 when the molar ratio of sodium taurocholate to YM466 was a) 0, 

b) 1, c) 3, d) 7, e) 15 or f) 19. 

*, ** ; Signals with changes of chemical shifts more than 0.1 ppm by the titration of sodium 

taurocholate.  

a)

b)

c)

d)

e)

f)

8.5                               8.0 7.5                               7.0    ppm

8.5                               8.0 7.5                               7.0 ppm

8.5                               8.0 7.5                               7.0    ppm

8.5                               8.0 7.5                               7.0    ppm

8.5                               8.0 7.5                               7.0    ppm

8.5                               8.0 7.5                               7.0    ppm

* **

* **

* **

* **

* **

* **
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Figure 11. NMR analysis of YM466 and bile salt interaction. Evaluation was based on the results 

shown in Fig. 10.  Changes of chemical shifts: ●, >0.1 ppm; ▲, >0.05 ppm; ■, >0.01 ppm. 
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2.6. 小括 

 本章では、第１章の検討において示唆された YM466 と消化管管腔内の胆汁との相互作用

の詳細を評価する目的で、YM466 の溶解度に対する胆汁および胆汁酸の影響を検討した。

結果、YM466 の溶解度は胆汁あるいは胆汁酸の添加濃度依存的な変化を示し、用いる胆汁

酸の濃度および種類により難溶解性あるいは可溶性の複合体が形成されることが明らかと

なった。 

 次いで、YM466 と胆汁酸を混合して形成される難溶性複合体および可溶性複合体の経口

吸収性をラットを用いて評価した。難溶性複合体を経口投与した時の YM466 の血漿中濃度

は薬物単独投与群（対照群）に比して有意な低値を示し、AUC0-2hおよび Cmax の平均値は、

対照群のそれぞれ 23%および 30%であった。本結果より、形成された難溶性複合体からの

YM466 の吸収性は低いことが明らかとなった。また、可溶性複合体を経口投与した場合に

おいても、AUC0-2hおよび Cmax の平均値は、対照群のそれぞれ 26%および 22%であり、難

溶性複合体投与時と同程度の低値を示した。本結果より、YM466 と胆汁との相互作用によ

り形成される複合体は可溶性の場合も難吸収性であると考えられた。また得られた結果よ

り、YM466 と胆汁との相互作用は、ヒト消化管管腔内環境においても難溶性複合体を形成

することにより本薬物の吸収に抑制的に影響する可能性が示唆された。 

更に、NMR (Nuclear Magnetic Resonance) 分析により、YM466 と胆汁酸との相互作用のメ

カニズムを分子レベルで評価した。得られたプロトンシグナルのケミカルシフト変化の結

果より、YM466 は胆汁酸との相互作用は、YM466 のナフタレン環と胆汁酸のステロイド骨

格の間の疎水的相互作用に依って起こり、難溶性かつ難吸収性の複合体が形成されること

が示唆された。 
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第３章 YM466 と胆汁との相互作用抑制物質の探索および評価 

 これまでの検討の結果、YM466 の低い経口吸収性には、消化管管腔内における胆汁との

相互作用が関与していることが考えられた。従って、この相互作用を製剤学的工夫により

抑制できれば、YM466 の経口吸収を改善することが可能になると考えられた。そこで第 3

章では、YM466 と胆汁との相互作用を抑制する物質の探索および評価を行った。 

 

3.1. YM466 と胆汁との相互作用評価系の確立 

 はじめに、YM466 と胆汁酸との相互作用を抑制する添加剤を見出す目的で、薬物と胆汁

の相互作用を評価する in vitro 評価法の検討を行った。ヒトと同様に、胆汁酸のタウリン抱

合体およびグリシン抱合体の両方が胆汁酸として含有されているウシ由来胆汁末を胆汁と

して用い 36)、限外濾過法の応用を試みた。YM466 と胆汁との混合物は目視観察より不溶性

であることが確認できた為、限外濾過に用いる濾過膜の分子量カットサイズは、YM466 の

分子量（フリー体として 537.5 Da）よりも大きい 10,000 Da とし、限外濾過後の濾液中の薬

物量を測定した。添加した胆汁濃度と、限外濾過後の濾液中の YM466 回収率との関係を

Figure 12 に示す。YM466 の回収率は胆汁の添加量依存的に、胆汁非混合群（対照）に比し、

有意な低下を示した。ヒトの小腸上部における胆汁濃度に近い 5 mg/mL 存在下においては

（第 2章 2.1 参照）、YM466の濾液中の回収率は対照の約 30%にまで低下した。この結果は、

YM466 が胆汁との相互作用により難溶性の大きな複合体を形成することを示しており、前

述した”YM466 の溶解度が胆汁の存在下で顕著に低下すること（第 2 章 2.1 参照）”およ

びラットにおける”胆汁存在下の YM466 の消化管吸収が約 35%にまで低下する結果（第

1 章 1.5 参照）”を支持するものであった。今回用いた、胆汁 5 mg/mL での in vitro 限外濾

過法は、簡便な方法であるとともに、小腸管腔内における YM466 と胆汁との相互作用を良

好に反映できている評価法であると判断できたことから、本相互作用を抑制する添加剤の

スクリーニングに用いることとした。 
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Figure 12.  Recovery of YM466 from the mixtures with bile following ultrafiltration.   

Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3).   

**p< 0.01, compared with the result of bile concentration 0%. 
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3.2. YM466 と胆汁との相互作用を抑制する添加剤の探索 

 YM466と胆汁との相互作用を抑制する添加剤の探索に際し、高分子添加剤が立体的障害

効果により化合物間の相互作用を抑制することが報告されていることから37)、高分子添加剤

に着目した。そこで、3種類の帯電性の異なる高分子として、アルギン酸ナトリウム （ア

ニオン性）、ヒプロメロース （非イオン性）、アミノアルキルメタクリレートコポリマーE

（Aminoalkylmethacrylate copolymer E, AAM copolymer E）（カチオン性）を選択し、検討する

こととした。それぞれの添加剤の構造式をFigure 13 に示した。アルギン酸ナトリウムは褐

藻類由来のβ-D-マンニュロン酸およびα-L-グルクロン酸からなる直鎖型の多糖類であり、ゲ

ル化剤や安定化剤として用いられている。また、アニオン性の性質やカルシウムイオンと

の反応でゲル化する特性を利用した、ハイドロゲル製剤の基剤としても広く用いられてい

る38-40)。ヒプロメロースは、メチルセルロースにヒドロキシプロピル基を導入したセルロー

スエステルであり、主にフィルムコート基剤や結合剤として食品、医薬品用に広く使用さ

れているのみならず、水溶性高分子としての特性を利用した放出制御製剤の基剤としても

多くの報告がなされているセルロース誘導体である41-43)。AAM copolymer Eは、ジメチルア

ミノエチルメタクリレートおよびメタクリル酸エステルからなる、酸可溶性の性質を有す

る合成高分子であり、主に苦味のマスキング剤や湿度をプロテクトする為のコーティング

剤として用いられている他、経口放出制御製剤や固体分散体の基剤としての利用が報告さ

れている 
44-46)

 。これらの添加剤は、既にいずれも市販され、汎用されている経口剤用の添

加剤であること、消化管内では安定な高分子であるため、全身血中には吸収されにくく、

安全性の観点からも適した素材と考えられたことから、これらの添加剤を候補として選択

した。 

3.1の項で示したin vitro 限界濾過法を用い、YM466と胆汁の混合試料に、これらの添加剤

を加えた時の、濾液中へのYM466の回収率を検討した。結果をFigure 14 に示す。YM466に

対して、胆汁のみを添加し、添加剤を加えなかった試料におけるYM466の濾液中への回収



35 

 

率は、YM466単独時（対照）の33%と有意な低値を示した。YM466および胆汁の混合物に、

アルギン酸ナトリウムおよびヒプロメロース を添加した時の回収率は、それぞれ26%、39%

であり、添加剤を加えなかった試料と同様に、対照に対して有意な低値を示し、その値も

添加剤非使用条件の結果とほぼ同程度であった。アルギン酸ナトリウムに関しては、その

アニオン性の静電的特性が、YM466の正電荷との静電的相互作用により、胆汁との相互作

用を抑制することを期待したが、結果としては胆汁の添加によって低下したYM466の溶解

度を改善する効果は認められなかった。一方、AAM copolymer Eを添加した場合、YM466

と胆汁の混合物からの薬物の回収率は大きく増大した。その値はほぼ100%と対照とほぼ同

程度であり、対照との間に有意な差は認められなかった。本結果より、AAM copolymer Eは

YM466と胆汁との相互作用をほぼ完全に抑制する効果を有することが明らかとなった。

AAM copolymer Eは、平均分子量150000 Daのカチオン性合成高分子であり、前述の通り、

経口製剤の添加剤として、主に苦味マスキングの為のコーティング剤として広く使用され

ている。今回の結果より、AAM copolymer Eは、YM466と胆汁との相互作用を抑制する添加

剤として有用な候補であると考えられた。 
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Figure 13.  Chemical structure of tested polymeric excipients : a) sodium alginate, b) 

hypromellose, c) aminoalkylmethacrylate (AAM) copolymer E. 
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Figure 14.  Effect of polymers on the recovery of YM466 from the mixtures with bile 

following ultrafiltration.  AAM copolymer E means aminoalkylmethacrylate copolymer E.  

Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3).  **p< 0.01, compared 

with the control (YM466 only).  NS, not significant. 
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3.3. AAM copolymer E による YM466-胆汁相互作用抑制効果の用量依存性の評価 

 AAM copolymer E の YM466-胆汁相互作用の抑制効果をさらに詳細に評価する目的で、

AAM copolymer E の濃度が、YM466 と胆汁との混合試料の限外濾過後の濾液中への YM466

の回収率に及ぼす影響を評価した。結果を Figure 15 に示す。AAM copolymer E は添加濃度

依存的に、YM466 と胆汁との相互作用を抑制した。AAM copolymer E 非添加条件（YM466

と胆汁の混合）においては、YM466 単独の 33%と有意な低値を示したのに対し、AAM 

copolymer E 1 mg/mL 添加時（高分子添加剤/薬物重量比、the polymer to drug ratio, P/D ratio 

1.6）においては、濾液中への薬物回収率は 84.5 ± 1.6%と、AAM copolymer E 非添加時に比

して有意な改善効果を示した。AAM copolymer E 1 mg/mL 添加時には、依然として YM466

単独の値との比較においては、有意な低値を示していたものの、AAM copolymer E 3 mg/mL

（P/D ratio 4.8）の条件においては、薬物回収率は 103.6 ± 1.2%まで有意に改善し、YM466

単独時との間に有意な差を認めなかった。AAM copolymer E 5 mg/mL 条件（P/D ratio 7.9）

においても 99.2 ± 2.0%と、有意な回収率改善効果は維持されていた。これらの結果より、

この相互作用抑制効果は AAM copolymer E 濃度に依存的であり、YM466 に対して重量比で

約 5 倍量の AAM copolymer E を共存させることにより、胆汁との相互作用をほぼ完全に抑

制可能であることが示された。 
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Figure 15.  Dose-dependent effect of aminoalkylmethacrylate (AAM) copolymer E on the 

interaction between YM466 and bile.  Results are expressed as the mean with the bar showing the 

SD value (n = 3).  **p< 0.01, compared with the control (YM466 only).  ††p< 0.01, compared 

between the indicated two groups. 
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3.4. 他のカチオン性高分子を用いた YM466 と胆汁との相互作用抑制効果の用量依存

性の評価 

 これまでの検討において、カチオン性高分子である AAM copolymer E が YM466-胆汁相

互作用の抑制効果を有することが認められた。そこで、更に有効な添加剤を検索するため

に、他のカチオン性高分子について YM466-胆汁相互作用に対する抑制効果を検討した。 

 他のカチオン性高分子としては、ポリビニルアセタールジエチルアミノアセテート（Poly- 

vinylacetal diethylaminoacetate, AEA）およびキトサンを選択した。AEA およびキトサンの構

造式をFigure 16 に示した。AEAは分子量約65000の合成高分子であり、AAM copolymer E と

同様に、酸性条件（< pH 5.8） にて溶解する特性を有することから、主に苦味マスキング

用の添加剤として用いられる他、酸可溶性の特性を利用したpH依存的放出制御製剤の基剤

としての検討が報告されている47-49)。キトサンはD-グルコサミンとN-アセチル-D-グルコサ

ミンからなる直鎖型の多糖類であり、甲殻類の外骨格由来であるキチンをデアセチル化す

ることにより得られる50)。この天然物由来のカチオン性高分子の特性を利用して、キトサン

およびその誘導体を用いた、粘膜付着製剤、ハイドロゲル製剤、タンパク質やDNAのデリ

バリー製剤等、種々の製剤への応用研究が報告されている51-53)。 

AEAおよびキトサンを、3.3 で行ったAAM copolymer E の評価時と同じ濃度条件で添加

した際の、YM466と胆汁との混合試料限外濾過後の濾液中へのYM466の回収率を評価した。

結果をそれぞれFigure 17 およびFigure 18 に示す。結果、いずれの高分子を用いた場合も、

添加量依存的に限外濾過後の濾液中へのYM466の回収率の有意な増加が認められた。AEA 

1 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL 添加時の回収率は、それぞれ43.0 ± 0.9%、67.3 ± 0.5%、90.0 ± 

0.4% であった。キトサン 1 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL 添加時の回収率は、それぞれ78.3 ± 

1.3%、95.7 ± 1.1%、100.0 ± 0.8% であった。本結果より、いずれの高分子を用いた場合にも

YM466と胆汁との相互作用を抑制する効果を有することが明らかとなったことから、カチ

オン性の性質が本相互作用を抑制するための重要な役割を果たしている可能性が示唆され
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た。次に、今回用いた3種のカチオン性高分子のYM466-胆汁相互作用抑制効果を比較評価し

たところ(Figure 19)、改善効果の程度はAAM copolymer E = キトサン > AEA の順であった。

AAM copolymer E と比較し、AEAは同等の効果発現の為には多量の添加が必要となること、

またキトサンについては、経口製剤に使用可能な添加剤が市販されていないことから、AAM 

copolymer E がYM466と胆汁との相互作用の抑制に用いる添加剤として、高い効果と十分な

安全性を兼ね備えている点において、より有望であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16.  Chemical structure of polyvinylacetal diethylaminoacetate (AEA) (a) and 

chitosan (b). 
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Figure 17.  Dose-dependent effect of polyvinylacetal diethylaminoacetate (AEA) on the 

interaction between YM466 and bile.  Results are expressed as the mean with the bar showing the 

SD value (n = 3).  **p< 0.01, compared with the control (YM466 only).  ††p< 0.01, compared 

between the indicated two groups. 
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Figure 18.  Dose-dependent effect of chitosan on the interaction between YM466 and bile.  

Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3).  **p< 0.01, compared 

with the control (YM466 only).  ††p< 0.01, compared between the indicated two groups. 
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Figure 19.  Effect of tested cationic polymers on the interaction between YM466 and bile.  

Keys: ●, AAM copolymer E; ▲, AEA; ■, Chitosan. Results are expressed as the mean with the bar 

showing the SD value (n = 3).  

 

3.5. AAM copolymer E の YM466 および胆汁酸への結合性評価 

 AAM copolymer E の YM466 と胆汁との相互作用抑制機序解明の一端として、YM466 と

AAM copolymer E、および胆汁酸と AAM copolymer E の相互作用について in vitro 限外濾過

法により検討した。検討には代表的な胆汁酸塩であるタウロコール酸ナトリウムを用いた。

タウロコール酸ナトリウムの濃度については、ヒト小腸上部の胆汁酸濃度が 3-15 mM と報

告されていることを参考に 8 mM の条件とした 30,35)。Figure 20(A) に示すように、限外濾過

後の濾液中への YM466 の回収率は、AAM copolymer Eの添加によっても全く影響を受けな

かった。一方、胆汁酸に AAM copolymer E を添加し、限外濾過を行った後の濾液中への胆

汁酸の回収率は、Figure 20 (B)に示すように、AAM copolymer E 非添加（胆汁酸単独）条件

の約 10%と有意な低値を示した。これらの結果より、AAM copolymer E は YM466 とではな
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く胆汁酸と相互作用していることが明らかとなった。AAM copolymer Eは疎水性骨格を有し

たカチオン性高分子であり、一方、胆汁酸はアニオン性の両親媒性物質である。それゆえ、

AAM copolymer E と胆汁酸との間で認められた相互作用は、静電的および／あるいは疎水的

相互作用に依るものと推察された。このことから、AAM copolymer Eは胆汁酸と相互作用す

ることで、YM466 のナフタレン環と胆汁酸のステロイド骨格との間で起こる疎水的相互作

用（第 2 章 2.4 参照）を抑制し、YM466 と胆汁酸の難溶性／難吸収性複合体の形成を抑制

しているものと考えられた。 

 

Figure 20.  Investigation for the interaction of aminoalkylmethacrylate (AAM) copolymer E 

with YM466 (A) and bile salt (B).  Results are expressed as the mean with the bar showing the SD 

value (n = 3).  **p< 0.01, compared with the control.  NS, not significant. 
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3.6. ラット経口投与における AAM copolymer Eの YM466 吸収改善効果の評価 

 経口投与した YM466 の吸収性に及ぼす AAM copolymer E の効果を評価する目的で、ラ

ットを用いた in vivo 投与実験を行った。投与試料の調製は、以下に示す噴霧乾燥加工を施

した AAM copolymer E を用いて行った。AAM copolymer E は pH 依存性の溶解性を有して

おり、酸性条件（< pH 5.5）において溶解する。この高分子を小腸のような中性付近（pH 6

－8）の pH 条件においても安定的に溶解させる目的で、AAM copolymer E を pH調節剤を

含有した噴霧乾燥品へと加工した。本加工を施した AAM copolymer E は中性条件の pH試

験液および精製水にも溶解可能であることを確認した。 

 高分子の薬物に対する重量添加比（P/D ratio）は治療条件の観点より1および3 にて実施

した。すなわち、YM466の臨床上の一日最大投与量が100 mg であるとの前提で、毎日服用

する患者の利便性の観点から1錠の錠剤化を考慮した場合に、許容可能なAAM copolymer E

の添加量は薬物の3倍（300 mg）が上限と考えられた。Figure 21 に、YM466 (2.5 mg/kg) と

AAM copolymer E を2種の比率で同時経口投与した後の薬物血漿中濃度プロファイルを示

す。得られた薬物動態パラメータはTable 6 に示した。YM466単独(control) 投与時のCmax お

よびAUC0-1hはそれぞれ、15.8 ± 2.3 ng/mL、8.6 ± 4.5 ng/mLであった。AAM copolymer E の投

与により、YM466のCmax およびAUC0-1hは添加量依存的な増大を示し、P/D ratio 3 の条件

においては、Cmax は33.6 ± 2.5 ng/mL、AUC0-1hは22.4 ± 2.9 ng/mL と、control のそれぞれ2.1

倍、2.6倍と有意な増大を示した。本結果より、AAM coloymer E は添加量依存的に、YM466

の経口吸収を増大することが明らかとなった。Cmax およびAUC0-1hの増大効果は、胆汁の

影響を評価した各種 in vitro 実験（Figures 12 and 14）で得られた結果と近似した結果であ

り、AAM copolymer Eは、経口投与後においても小腸管腔内において、YM466と胆汁の相互

作用を抑制し、難溶性複合体の形成を防ぐことで、YM466の吸収を改善しているものと考

えられた。AAM copolymer Eの、小腸管腔内の他のアニオン性成分、例えば粘液層などへの
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相互作用性の評価等を行うことで、AAM copolymer E によるYM466の経口吸収の改善機序

をより詳細に理解できるものと考えられた。 

 また、今回用いたAAM copolymer Eの投与量（2.5 mg/kg, 7.5 mg/kg）は製造メーカーによ

り提唱されている経口連日投与時の最大許容投与量（20 mg/kg）より低い条件であったこと、

および前述の通り、本高分子はすでに経口製剤用の添加剤として汎用されている素材であ

ることから、安全性の観点からも非常に有用であると考えられた。 

 

Table 6. Dose-dependent effects of aminoalkylmethacrylate (AAM) copolymer E on absorption 

kinetics of YM466 after oral administration to rats. 

Dose of  

AAM copolymer E (mg/kg) 
Cmax (ng/mL) Tmax (h) AUC0–1h (ng·h/mL) 

Control (P/D 0) 15.8 ± 2.3 0.7 ± 0.3  8.6 ± 4.5 

2.5 (P/D 1) 18.9 ± 10.4 0.5 ± 0.0 12.7 ± 6.9 

7.5 (P/D 3) 33.6 ± 2.5
*
 0.5 ± 0.0 22.4 ± 2.9

*
 

YM466 was orally administered to rats at a dose of 2.5 mg/kg.  P/D means the ratio of AAM 

copolymer E to YM466 (w/w) in dose.  Results are expressed as the mean ± SD (n = 3).  * 

p<0.05, compared with the control group. 
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Figure 21.  Effect of aminoalkylmethacrylate (AAM) copolymer E on plasma concentrations 

of YM466 after oral administration of YM466 (2.5 mg/kg) to rats.  Keys: ○, control (P/D, 0); ■, 

with 2.5 mg/kg of AAM copolymer E (P/D 1); ▲, with 7.5 mg/kg of AAM copolymer E (P/D 3).  

Results are expressed as the mean with the bar showing the SD value (n = 3). *p< 0.05, compared 

with control. 
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3.7. 小括 

 本章では、YM466 の経口吸収性を改善する目的で、本薬物と胆汁との相互作用を抑制す

る添加剤の探索を、胆汁末を用いた in vitro 限外濾過法により行った。帯電特性の異なる各

種の高分子添加剤につき、YM466 と胆汁との相互作用に対する影響を検討した結果、カチ

オン性高分子である AAM copolymer E が顕著に難溶性複合体の形成を抑制することが明ら

かとなった。この相互作用抑制効果は AAM copolymer E濃度に依存的であり、YM466 に対

して重量比で約 5 倍量の AAM copolymer E を共存させることにより、胆汁との相互作用を

ほぼ完全に抑制可能であることが示された。他のカチオン性高分子を用いて評価を行った

結果、いずれも抑制効果が認められたことから、カチオン性という静電的特性が効果の発

現に関与している可能性が示唆された。候補添加剤の比較評価においては、抑制効果の程

度や経口製剤用の添加剤としての使用実績、安全性の観点より、AAM copolymer E が YM466

と胆汁との相互作用を抑制するために用いる添加剤として、より有用であると考えられた。 

次いで、AAM copolymer E による相互作用抑制機序解明の一端として、YM466 と AAM 

copolymer E、および胆汁酸と AAM copolymer E の相互作用について in vitro 限外濾過法に

より検討した。その結果、AAM copolymer E は YM466 とではなく胆汁酸と相互作用して

いることが明らかとなった。このことから、AAM copolymer E は胆汁酸と相互作用するこ

とで、YM466 と胆汁酸の難溶性複合体形成を抑制しているものと考えられた。 

更に、AAM copolymer E が実際に YM466 の経口吸収性に影響を及ぼすか否か検討する

ために、ラットに YM466 および AAM copolymer Eの同時経口投与を行った。その結果、

YM466 の血漿中濃度は AAM copolymer E 濃度に依存的な増大を示し、薬物量に対し 3 倍

量のポリマーを投与することにより、薬物単独投与時に比し、AUCは約 2.6 倍と、有意な

増大を示すことが明らかとなった。このことから、AAM copolymer Eは、経口投与後にお

いても小腸管腔内において、YM466 と胆汁の相互作用を抑制し、難溶性複合体の形成を防

ぐことで、YM466 の吸収を改善しているものと考えられた。AAM copolymer E は主に苦味
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マスキングの為のコーティング剤として広く用いられている経口製剤用添加剤であり、安

全性の観点からも非常に有用であると考えられた。 
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結論 

 

以上、著者は三章にわたり、新規抗凝血薬 YM466 の低い経口吸収性の要因の解明および

YM466 の経口吸収性の改善に向けた製剤設計を目的として種々の検討を行い、以下の結論

を得た。 

 

第１章 YM466 の吸収動態特性および吸収性に及ぼす胆汁の影響評価 

YM466 の溶解性について評価を行った結果、本薬物の低吸収性は薬物自体の溶解性に起

因するものではないと考えられた。また、Caco-2 細胞を用いた膜透過性の評価から予測さ

れた吸収率は in vivo 経口投与後のバイオアベイラビリティよりも高く、本薬物の低い経口

吸収性には膜透過性以外の因子が関与している可能性が示唆された。ラット in situ ループ

法による YM466 の消化管吸収における部位差評価、および消化管内移行性を抑制すること

が知られている臭化プロパンテリン処理を施したイヌを用いたYM466の経口吸収性に及ぼ

す消化管内移行性評価の結果、YM466 の吸収低下の原因として胆汁等の小腸管腔内成分と

の相互作用の影響が考えられた。そこで、YM466の吸収に及ぼす胆汁の影響を、ラット in situ 

ループ法により検討した結果、胆管カニュレーションにより胆汁のループ内への流入を阻

害したラットにおける YM466 の血漿中濃度は、無処置群と比較して約 3倍の有意な高値を

示し、YM466 は小腸管腔内の胆汁により吸収性が低下することが示唆された。 

以上、YM466 の経口吸収に影響を及ぼし得る諸因子の解析結果より、小腸管腔内の胆汁

が、YM466 の吸収性を抑制する重要な要因であることが示唆された。 

 

第２章 YM466 と胆汁および胆汁酸との相互作用の評価 

 各種濃度の胆汁および胆汁酸存在下における YM466 の溶解度を調べた結果、本薬物の溶

解度は胆汁あるいは胆汁酸の添加濃度依存的な変化を示し、YM466 は胆汁および胆汁酸と
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相互作用をすることにより難溶性あるいは可溶性の複合体を形成することが明らかとなっ

た。形成される難溶性複合体および可溶性複合体からの YM466 の経口吸収性をラットを用

いて評価した結果、いずれの複合体においても、YM466 の吸収性は著しく低いことが明ら

かとなった。以上の結果より、YM466 と胆汁との相互作用は、ヒト小腸管腔内環境におい

ても難溶性複合体を形成することにより本薬物の吸収に抑制的に影響する可能性が示唆さ

れた。また NMR により YM466 と胆汁酸との相互作用のメカニズムを分子レベルで評価し

た結果、YM466 と胆汁酸との相互作用は、YM466 のナフタレン環と胆汁酸のステロイド骨

格の間の疎水的相互作用に依って起こり、難溶性、難吸収性の複合体が形成されることが

示唆された。 

 

第３章 YM466 と胆汁との相互作用抑制物質の探索および評価 

YM466 の経口吸収性を改善する目的で、本薬物と胆汁との相互作用を抑制する添加剤の

探索を、胆汁末を用いた in vitro 限外濾過法により行った。結果、カチオン性の合成高分子

である AAM copolymer E が難溶性複合体の形成を顕著に抑制することが明らかとなった。

この相互作用抑制効果は高分子の添加濃度に依存的であり、YM466 に対して重量比で約 5

倍量の AAM copolymer E を共存させることにより、胆汁との相互作用をほぼ完全に抑制可

能であることが示された。他のカチオン性高分子を用いて評価を行った結果、いずれも抑

制効果が認められたこと、アニオン性および非イオン性高分子では効果が認められなかっ

たことから、高分子のカチオン性の静電的特性が効果の発現に関与している可能性が示唆

された。候補添加剤の比較評価においては、抑制効果の程度や経口製剤用添加剤としての

使用実績、また安全性の観点より、AAM copolymer E が YM466 と胆汁との相互作用抑制物

質として、より有用であると考えられた。In vitro 限外濾過法による相互作用性評価の結果、

AAM copolymer E は YM466 とではなく胆汁酸と相互作用することで、YM466 と胆汁酸の難

溶性複合体形成を抑制しているものと考えられた。ラットを用いた経口投与による評価の
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結果、YM466 の血漿中濃度は併用する AAM copolymer E濃度に依存的な増大を示し、薬物

量に対し 3 倍量の AAM copolymer E を投与することにより、薬物単独投与時に比し、AUC

は約 2.6 倍と、有意な増大を示すことが明らかとなった。このことから、AAM copolymer E

は、経口投与後においても小腸管腔内において、YM466 と胆汁の相互作用を抑制し、難溶

性複合体の形成を防ぐことで、YM466 の吸収を改善しているものと考えられた。 

 

以上著者は、YM466 の経口吸収に影響を及ぼし得る諸因子の解析結果より、胆汁との相

互作用による難溶性複合体の形成が、YM466 の吸収性を抑制する重要な要因であることを

明らかとした。この相互作用を回避・軽減することが、本薬物の経口吸収の改善に有用と

考え、探索の結果、カチオン性合成高分子アミノアルキルメタクリレートコポリマーE（AAM 

copolymer E）が YM466 と胆汁との相互作用抑制および YM466 の経口吸収改善に有用な添

加剤であることを見出した。これらの知見は、YM466 および胆汁との相互作用により吸収

性が低下するその他の薬物に対して、その経口製剤処方設計に有益な情報を提供するもの

と考えられる。 
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実験の部 

 

第１章 実験の部 

 

【1】試薬 

 YM466、YM466 塩酸塩および YM-59892 (内部標準物質) はアステラス製薬株式会社（旧 

山之内製薬株式会社）で作製した。Caco-2 細胞は大日本住友製薬（旧 大日本製薬株式会

社）より購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), nonessential amino acids 

(NEAAs), fetal bovine serum (FBS), L-glutamine, trypsin(0.25%)-ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA)(1mM), および細胞培養用 antibiotic-antimycotic mixture は Life Technologies, Inc. よ

り購入した。プロプラノロール(PPL)、アルギン酸ナトリウムは和光純薬株式会社より購入

した。ナドロール(NDL)およびフルオレセインイソチオシアネート-デキストラン 4000 

（FD-4）は Sigma Chemical Company 社より購入した。臭化プロパンテリンおよびスルファ

サラジンは Sigma-Aldrich 社より購入した。胆汁末は片山化学工業より購入した。その他の

一般試薬は市販の特級品を使用した。 

 

【2】実験動物 

ラット 

Fisher 系雄性ラット（8週齢、体重130－160 g）およびWistar 系雄性ラット（8週齢、体重180

－210 g）（日本エスエルシー株式会社）を用いた。室温20－26 ºC、湿度40%－70%に設定し

た動物管理エリア内で1週間馴化させた。馴化中は実験動物用標準飼料と水を自由に与えた。

実験に際しては、実験20時間前から絶食を行った。消化管内投与、処置、採血はエーテル

麻酔下で実施した。 

イヌ 

オスのビーグル犬（11.6－14.0 kg）（株式会社ナルク）を用いた。室温 20－26 ºC、湿度 40%
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－70%に設定した動物管理エリア内で１ヶ月以上馴化させた。馴化中は実験動物用標準飼料

と水を自由に与えた。実験に際しては、実験 20 時間前から絶食を行い、実験終了後速やか

に実験動物試料を与えた。水は実験開始 30分前迄および試料投与後 2 時間以降は自由に与

えた。 

 

【3】 YM466 の溶解度評価 

YM466 または YM466 塩酸塩を 0.1 mol/L の塩酸（pH 1） または Briston-Robinson 緩衝

液（pH 3, 5, 7, 9, 11）に 25 ºC条件で添加し、飽和溶液を調製した。フィルターろ過後の薬

物濃度を高速液体クロマトグラフィー（HPLC） を用いて測定した。 

 

【4】 Caco-2 細胞を用いた膜透過性実験 

実験に用いた Caco-2 細胞の培養は、既報の方法 53)に準じて実施した。Caco-2 細胞は 10% 

(v/v) FBS を添加した 4.5 g/L D-glucose、1% (v/v) L-glutamine、1% (v/v) NEAA、および 1% (v/v) 

antibiotic-antimycotic mixture を加えた DMEMを培地として用い、37 ºC、5%CO2、98%相対

湿度の環境に制御した CO2 インキュベーター（CPD-170W, 平沢ワークス）内で培養した。

培地は 48 時間毎に交換した。21 日培養 Caco-2 単層膜の調製の為に、Caco-2 細胞を

trypsin-EDTA 溶液を用いて回収し、HTS Multiwell
TM

 （pore size : 1 µm、area : 0.31 cm
2、

Becton-Dickinson 社）上に 1 × 10
5
 cells/insert の濃度で播種し、21 日間培養した。培養液は

播種後 3 日間は毎日交換し、その後は 48 時間毎に交換した。20 mM glucose を加えた Hank’s 

balanced salts solution（HBSS）を 20 mM 2-(N-morpholino) etanesulfonic acid (MES)で pH 6.0 に

調整し、apical side に 0.5 mL 添加した。20 mM glucose を加えた HBSS を 20 mM 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperzineethane sulfonic acid (HEPES) で pH 7.4 に調整し、basal side に添

加した。 

透過性実験はYM466 (100 µg/mL)または吸収性の異なるモデル化合物（PPL、NDL、FD-4；, 
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300 µM）をapical chamber に添加した。サンプル（100 µL）はbasal side から15 分 および1

時間後に採取し、サンプリング後直ぐに等量のHBSSをbasal side に加えた。全ての実験は

37 ºC条件で実施した。各薬物のapical からbasal への透過性（見かけの透過係数, apparent 

permeability coefficient, Papp）は既報の以下の式により算出した13)。 

Papp (cm/s) = dQ/dt(1/COA) 

dQ/dtは basal sideへの見かけの透過速度（mg/s）、COは apical side の初期の薬物濃度（mg/mL）、

および Aは単層膜の表面積（cm
2）である。Caco-2 細胞膜の電気抵抗値は EVOM

TM
 epithelial 

voltohmeter （World Precision Instruments 社）を用いて、実験を通じていずれも 350 Ω·cm
2
 以

上であることを確認した。 

 

【5】 In situ 消化管内吸収部位差の影響評価 

 Fisher 系雄性ラットを用い、次に示す in situ closed loop 法により、消化管内の各セグメン

トからの薬物吸収性を評価した。ペントバルビタールナトリウム麻酔下で開腹した後、胆

管を結紮した。胃ループは噴門部と幽門部を結紮して作成した。十二指腸、空腸、回腸の

ループについてはそれぞれの部位 10 cmの両端を、結腸については 5 cm の部位の両端を結

紮して作成した。YM466 塩酸塩をリン酸緩衝液（pH 6.5）に溶解し、それぞれのループに

1 mg/0.5 mL投与した。投与後 15 分、30 分、60 分に下大静脈より１匹１点で採血を行った。

採取した血液は 1800×g、15 分、4 ºCの条件にて遠心分離後、血漿を回収し、濃度測定時ま

で-20 ºCにて保管した。 

 

【6】 イヌ経口投与試験 

 リン酸緩衝液に溶解したYM466 塩酸塩（3 mg/mL）を 5 mg/kg となるように経口投与し、

その後 20 mL の水を経口投与した。消化管内運動を抑制する目的で、副交感神経遮断薬の

臭化プロパンテリンを生理食塩水に溶解し（3 mg/mL）、YM466 溶液の投与 10 分前にイヌ

の前肢腕頭静脈から 0.5 mg/kg で投与した。結腸到達時間のマーカーとして用いた
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Sulfasalazine は 50% polyethylene glycol 400 を用いて 50 mg/mL 懸濁液を作成し、本懸濁液

0.6 mL を 0 号のハードゼラチンカプセルに充填した後、YM466 溶液投与の直前に水 10 mL 

と共に経口投与した。YM466 溶液を経口投与後 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 6, 8, および 10

時間後に大腿静脈より採血した。採取した血液は 1800×g、15 分、4 ºCの条件にて遠心分離

後、血漿を回収し、濃度測定時まで-20 ºC にて保管した。 

 

【7】 YM466 の消化管吸収におよぼす胆汁の影響評価 

Wistar 系雄性ラットを用い、次に示す in situ ループ法により、小腸吸収におよぼす胆汁

の影響評価実験を行った。胃幽門部および回盲接合部を結紮して腸管ループを作成した。

胆汁の影響を排除したい評価群については、小腸内への胆汁の流入を抑制する為、胆管カ

ニュレーション処置を行った。リン酸緩衝液（pH 6.5）に YM466 を溶解し（0.125 mg/mL）、

ループ内に 2.5 mg/kg となるように投与した。YM466 溶液を腸管ループ内に投与後 0.25, 0.5

および 1 時間後に頸静脈より採血した。採取した血液は 1800×g、15 分、4 ºCの条件にて遠

心分離後、血漿を回収し、濃度測定時まで-20 ºCにて保管した。 

 

【8】 YM466 と胆汁および胆汁酸との in vitro 相互作用性評価 

 YM466 塩酸塩を種々の濃度の胆汁末または胆汁酸塩（タウロコール酸ナトリウム）と共

にリン酸緩衝液（pH 6.5）中で YM466 が 10 mg/mL となるように混合し、約 3 時間振とう

した。混合後、1400×g、10 分、室温の条件にて遠心分離後、上清中に溶解している YM466

を HPLC により測定した。 

 

【9】 定量法 

(1) YM466 

YM466の血漿中濃度測定は、既報34)に準じ、HPLC法により実施した。内部標準物質であ
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るYM-59892 solution (5 µg/mL) 0.1 mL および 50 mM リン酸緩衝液（pH 3.0）1 mL を0.5 mL 

の血漿試料に加え、固相抽出カラムOASIS HLB （Waters 社）に通した。10%エタノール 2 mL 

でカラムをWash した後、2 mL のエタノールを加えてYM466 を溶離させた。この溶離液を

蒸発乾固し、残渣を50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）0.25 mL に再溶解した。生体由来の不純

物をジエチルエーテル 2 mL で2回抽出除去し、水相画分 50 µL をHPLC装置に注入した。

HPLC はLC-10AT ポンプ（島津製作所）、SIL-10A オートサンプラー（島津製作所）、

SPD-10AV 分光光度計（島津製作所）、C-R7A インテグレーター（島津製作所）から構成さ

れたものを使用した。分離カラムはTSK gel ODS 80Ts [4.6 × 250 mm ]（東ソー株式会社）を

室温条件にて用いた。移動相は50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）／アセトニトリル混液（74:24, 

v/v）を用い、1.0 mL/min の速度で流した。YM466は波長240 nm で検出した。本定量法の

検出限界は10 ng/mL であった。検量線（10-2000 ng/mL）の相関係数はいずれも0.9992 以上

であり、変動係数はいずれも0.5%から3.0%の間であった。in vitro 実験で得られたYM466 試

料の濃度定量は、固相抽出カラムでの前処理を行わないことを除き、上記と同じ方法にて

実施した。 

 

(2) スルファピリジン 

スルファピリジンはスルファサラジン の盲腸周囲に存在する腸内細菌によるアゾ結合の

開裂により生成される 18)。血漿中のスルファピリジン濃度は 既報 55)に準じ、次の方法によ

り測定した。内部標準物質である 2-acetaminophenol (20 µg/mL) 0.1 mL および 0.5 M リン酸

緩衝液（pH 7.4）1 mL 、および酢酸エチル 5 mL を 0.5 mL の血漿試料に加え、10 分振と

う後、遠心分離した（830×g、5 分、4 ºC）。有機相はエバポレーターにて減圧留去し、残渣

は後述する HPLC用移動相 0.2 mL で再溶解した。サンプル 50 µLを YM466 の定量法の項

で記載した HPLC装置を用い、分離カラム Nucleosil 5C18  [内径 4 × 150 mm ]（株式会社ケ

ムコ）に注入した。移動相はメタノール、アセトニトリル、および水の混液（4:4:92, v/v）
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を用い、1 mL/min の速度で流した。スルファピリジン は波長 254 nm で検出した。検量線

（50-2000 ng/mL）の相関係数はいずれも 0.9995 以上であり、変動係数はいずれも 2.2%から

14.1%の間であった。 

 

(3) プロプラノロール（PPL） 

全てのサンプルの測定は HPLC システム LC-10AVP （島津製作所）を用いて行い、検出

には蛍光検出器（励起波長 295 nm、発光波長 360 nm）を使用した。測定試料（20 µL）を分

離カラムWako Sil AR column  [内径 4.6 × 150 mm ]（和光純薬株式会社）に注入した。移動

相は 10 mM リン酸とメタノールの混液（6:4, v/v）を用い、流速 1.0 mL/min で流した。検

量線（10-200 ng/mL）の相関係数はいずれも 0.9995 以上であり、変動係数はいずれも 1.8%

以下であった。 

 

(4) ナドロール（NDL） 

全ての試料の測定は HPLC システム LC-10AVP （島津製作所）を用いて行い、検出には

蛍光検出器（励起波長 230 nm、発光波長 300 nm）を使用した。測定試料（30 µL）を分離カ

ラムWako Sil AR column  [内径 4.6 × 150 mm ]（和光純薬株式会社）に注入した。移動相は

50 mM 酢酸アンモニウム（pH 4.5）とアセトニトリルの混液（85:15, v/v）を用い、流速

1.0 mL/min で流した。検量線（1-100 ng/mL）の相関係数はいずれも 0.9995 以上であり、変

動係数はいずれも 2.5%以下であった。 

 

(5) フルオレセインイソチオシアネート-デキストラン 4000 （FD-4） 

全ての試料の測定は HPLC システム LC-10AVP （島津製作所）を用いて行い、検出には

蛍光検出器（励起波長 495 nm、発光波長 514 nm）を使用した。測定試料（30 µL）を分離カ

ラムWako Sil RS column  [内径 4.6 × 250 mm ]（和光純薬株式会社）に注入した。移動相は
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0.04 M クエン酸を加えた 0.13 M リン酸緩衝液（pH 6.0）とアセトニトリルの混液（9:1, v/v）

を用い、流速 1.0 mL/min で流した。検量線（6-120 ng/mL）の相関係数はいずれも 0.9999

以上であり、変動係数はいずれも 1.2%以下であった。 

 

【10】 薬物動態パラメータの算出 

 最大血漿中濃度 Cmax 、Cmax に到達するまでの時間 Tmax は、実測値より求めた。血

漿中濃度-時間曲線下面積（AUC）は台形公式に従って算出した。 

 

【11】 統計解析 

イヌ経口投与試験データおよびラットの消化管吸収におよぼす胆汁の影響評価データに

ついて統計解析を行った。実験群の比較に対する平均値の差の統計的有意性は Student’s 

t-test により評価した。p 値が<0.01 の場合、差は統計的に有意であると見なした。 
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第２章 実験の部 

 

【1】 試薬 

YM466、YM466 塩酸塩および YM-59892 (内部標準物質) はアステラス製薬株式会社（旧 

山之内製薬株式会社）で作製した。胆汁末（ウシ由来）は片山化学工業より購入した。タ

ウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナトリウム、コール酸ナトリウム、デオキシコ

ール酸ナトリウム、ケノデオキシコール酸およびリトコール酸は和光純薬株式会社より購

入した。その他の一般試薬は市販の特級品を使用した。 

 

【2】 実験動物 

Wistar 系雄性ラット（8 週齢、体重 180－210 g）（日本エスエルシー株式会社）を用いた。

室温 20－26 ºC、湿度 40%－70%に設定した動物管理エリア内で 1 週間馴化させた。馴化中

は実験動物用標準飼料と水を自由に与えた。実験に際しては、実験 20 時間前から絶食を行

った。採血はエーテル麻酔下で実施した。 

 

【3】 YM466 と胆汁酸の複合体（難溶性複合体、可溶性複合体）のラット経口投与実験 

難溶性複合体試料は、YM466 水溶液に、胆汁酸塩（タウロコール酸ナトリウム）をモル

比 1 : 1 で添加後、十分に乾燥を行うことにより得た。可溶性複合体試料は、YM466 水溶液

に、過剰量の胆汁酸塩（タウロコール酸ナトリウム）をモル比 1 : 67 で添加して調製した。

得られた溶液は黄色の透明であった。難溶性複合体はカプセルに充填して、可溶性複合体

は溶液で、YM466 として 15 mg/kg となるように絶食下経口投与した。比較の為、YM466

単独溶液の投与も行った。投与後 0.25, 0.5, 1 および 2 時間後に頸静脈より経時的に採血し

た。採取した血液は 1800×g、15 分、4 ºCの条件にて遠心分離後、血漿を回収し、濃度測定

時まで-20 ºCにて保管した。 
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【4】 YM466 と胆汁酸の相互作用の NMR（核磁気共鳴）分析 

 1
H NMR スペクトルは核磁気共鳴装置 Jeol Alpha 500 （日本電子株式会社）により測定し

た。YM466 および種々の濃度のタウロコール酸ナトリウムを D2O リン酸緩衝液（pH 6.5）

に溶解した。プロトン由来のケミカルシフト（ppm）をそれぞれの原子毎に測定した。YM466

のスペクトルは、YM466 単独、および YM466 にタウロコール酸ナトリウムを YM466 : タ

ウロコール酸ナトリウム比で 1 : 1 から 1 : 19 （モル比）まで滴定した条件にて測定した。 

 

【5】 YM466 定量法 

YM466の血漿中濃度測定は、既報34)に準じ、HPLC法により実施した。内部標準物質であ

るYM-59892 溶液 (5 µg/mL) 0.1 mL および 50 mM リン酸緩衝液（pH 3.0）1 mL を0.5 mL 

の血漿試料に加え、固相抽出カラムOASIS HLB （Waters 社）に通した。10%エタノール 2 mL 

でカラムをWash した後、2 mL のエタノールを加えてYM466 を溶離させた。この溶離液を

蒸発乾固し、残渣を50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）0.25 mL に再溶解した。生体由来の不純

物をジエチルエーテル 2 mL で2回抽出除去し、水相画分 50 µL をHPLC装置に注入した。

HPLC はLC-10AT ポンプ（島津製作所）、SIL-10A オートサンプラー（島津製作所）、

SPD-10AV 分光光度計（島津製作所）、C-R7A インテグレーター（島津製作所）から構成さ

れたものを使用した。分離カラムはTSK gel ODS 80Ts [4.6 × 250 mm ]（東ソー株式会社）を

室温条件にて用いた。移動相は50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）／アセトニトリル混液（74:24, 

v/v）を用い、1.0 mL/min の速度で流した。YM466は波長240 nm で検出した。本定量法の

検出限界は10 ng/mL であった。検量線（10-2000 ng/mL）の相関係数はいずれも0.9992 以上

であり、変動係数はいずれも0.5%から3.0%の間であった。in vitro 実験で得られたYM466 試

料の濃度定量は、固相抽出カラムでの前処理を行わないことを除き、上記と同じ方法にて

実施した。 
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【6】 薬物動態パラメータの算出 

 最大血漿中濃度を Cmax 、Cmax に到達するまでの時間を Tmax と表記した。血漿中濃

度-時間曲線下面積（AUC）は台形公式に従って算出した。 

 

【7】 統計解析 

ラットの経口投与実験データについて統計解析を行った。実験群の比較に対する平均値

の差の統計的有意性は Student’s t-test により評価した。p 値が<0.01 または<0.05 の場合、差

は統計的に有意であると見なした。 
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第３章 実験の部 

 

【1】 試薬 

 YM466およびYM-59892 (内部標準物質) はアステラス製薬株式会社（旧 山之内製薬株式

会社）で作製した。胆汁末（ウシ由来）は片山化学工業より購入した。タウロコール酸ナ

トリウム、アルギン酸ナトリウム (100-150 cP) およびキトサン(Chitosan 10) は和光純薬株

式会社より購入した。アミノアルキルメタクリレートコポリマーE （AAM copolymer E） 

(Eudragit
®
 E100 and Eudragit

®
 EPO) はエボニックデグサジャパンより購入し、ヒプロメロー

ス(TC-5E) は信越化学工業より購入した。ポリビニルアセタールジエチルアミノアセテート 

(AEA) は第一三共株式会社より購入した。その他の溶媒および一般試薬は市販の特級品を

使用した。 

 

【2】 実験動物 

Wistar 系雄性ラット（8 週齢、体重 180－210 g）（日本エスエルシー株式会社）を用いた。

室温 20－26 ºC、湿度 40%－70%に設定した動物管理エリア内で 1 週間馴化させた。馴化中

は実験動物用標準飼料と水を自由に与えた。実験に際しては、実験 20 時間前から絶食を行

った。採血はエーテル麻酔下で実施した。 

 

【3】 YM466 と胆汁との相互作用評価 

 YM466 溶液(1 mM) に各種濃度条件の胆汁（0, 1, 2, 5 mg/mL）の混合液を精製水中にて調

製した。それぞれの試料を、Ultrafree
®
-MC フィルター（ミリポア社製、カットサイズ 10,000 

Da）を用いて限外濾過を行った。得られた濾液の YM466 濃度を測定し、濾液中の薬物回収

率を次の式により求めた。 

濾液中の薬物回収率（%） 
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= (濾液中の YM466 量/限外濾過装置に添加した試料中の YM466 量) × 100 

 

【4】 YM466 と胆汁との相互作用抑制効果を有する添加剤の探索 

 アルギン酸ナトリウム、ヒプロメロース、AAM copolymer E、AEAおよびキトサン を評

価に用いた。それぞれの添加剤溶液(20 mg/mL)を、ヒプロメロースおよびアルギン酸ナトリ

ウムは精製水に、AAM copolymer E および AEAは 0.05 N HCl に溶解して調製した。キトサ

ンは 0.1 N HCl に溶解して調製した。各添加剤溶液を、YM466 (1 mM) および胆汁(5 mg/mL) 

の混合液に、添加後の添加剤濃度が 5 mg/mL となるように加えた。混合液を 30 秒間ボルテ

ックスミキサーにて混合後、【3】で述べた限外濾過法により、濾液中の YM466 の回収率を

求めた。 

 

【5】 AAM copolymer E と YM466 および胆汁酸との in vitro 結合性の評価 

 YM466 水溶液（2 mM）、タウロコール酸ナトリウム水溶液（16 mM）、および AAM 

copolymer E （20 mg/mL） 0.05 N HCl 溶液を調製した。これらを用いて、YM466 溶液(1 mM)

に AAM copolymer E (5 mg/mL) を混合した溶液と混合しない溶液、タウロコール酸ナトリ

ウム水溶液（8 mM）に AAM copolymer E (5 mg/mL) を混合した溶液と混合しない溶液を作

成した。各サンプルを 30 秒間ボルテックスミキサーにて混合後、【3】で述べた限外濾過法

により、濾液中の YM466 およびタウロコール酸ナトリウムの回収率を求めた。 

 

【6】 ラット経口投与試験 

AAM copolymer E 溶液(3%)を AAM copolymer E をメタノール/0.15 M HCl (4:3, w/w) に

溶解して調製した。本溶液を DL-41 噴霧乾燥機（ヤマト科学株式会社）を用いて噴霧乾燥

した（噴霧乾燥速度 10 g/min、風量 0.8 m
3
/min、噴霧空気圧 1 MPa、品温 55－57 ºC）。得

られた粉末を PH120 箱形乾燥機（松井製作所）を用いて 40 ºC で 24 時間乾燥し、AAM 
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copolymer Eの噴霧乾燥粉末を得た。YM466 と AAM copolymer E 噴霧乾燥粉末を精製水に溶

解し、ラット経口投与試験用の投与試料を調製した。AAM copolymer E の濃度が 0, 1, 3 

mg/mL と異なる 3 種の投与試料を調製し、YM466 の濃度はいずれも 1 mg/mL となるよう

に調製した（高分子添加剤/薬物比 polymer/drug ratio (P/D ratio) = 0, 1, or 3）。調製した試料

を、YM466 が 2.5 mg/kg の投与量となるようにラットに経口投与した(n=3)。全てのラット

は投与前 20 時間は絶食状態とした。投与後 30 分および 60 分にエーテル麻酔下にて頸静脈

より採血を行った。採取した血液は 1800×g、15 分、4 ºCの条件にて遠心分離後、血漿を回

収し、濃度測定時まで-20 ºCにて保管した。 

 

【7】 定量法 

(1) YM466 

YM466 の血漿中濃度測定は、既報 34)に準じ、HPLC 法により実施した。内部標準物質で

ある YM-59892 solution (5 µg/mL) 0.1 mL および 50 mM リン酸緩衝液（pH 3.0）1 mL を 0.5 

mL の血漿試料に加え、固相抽出カラム OASIS HLB （Waters 社）に通した。10%エタノー

ル 2 mL でカラムを Wash した後、2 mL のエタノールを加えて YM466 を溶離させた。

この溶離液を蒸発乾固し、残渣を 50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）0.25 mL に再溶解した。

生体由来の不純物をジエチルエーテル 2 mL で 2 回抽出除去し、水相画分 50 µL を HPLC

装置に注入した。HPLC は LC-10AT ポンプ（島津製作所）、SIL-10A オートサンプラー（島

津製作所）、SPD-10AV 分光光度計（島津製作所）、C-R7A インテグレーター（島津製作所）

から構成されたものを使用した。分離カラムは TSK gel ODS 80Ts [4.6 × 250 mm ]（東ソー株

式会社）を室温条件にて用いた。移動相は 50 mM リン酸緩衝液（pH 2.3）／アセトニトリ

ル混液（74:24, v/v）を用い、1.0 mL/min の速度で流した。YM466 は波長 240 nm で検出し

た。本定量法の検出限界は 10 ng/mL であった。検量線（10-2000 ng/mL）の相関係数はいず

れも 0.9992 以上であり、変動係数はいずれも 0.5%から 3.0%の間であった。in vitro 実験で
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得られた YM466 試料の濃度定量は、固相抽出カラムでの前処理を行わないことを除き、上

記と同じ方法にて実施した。 

 

(2) タウロコール酸ナトリウム 

タウロコール酸ナトリウム の定量は、酵素比色法により、測定キット（胆汁酸テストワ

コー、和光純薬株式会社）を用いて実施した。 

 

【8】 薬物動態パラメータの算出 

 最大血漿中濃度 Cmax 、Cmax に到達するまでの時間 Tmax は、実測値より求めた。血

漿中濃度-時間曲線下面積（AUC）は台形公式に従って算出した。 

 

【9】 統計解析 

全ての実験は3つ以上の独立した試験から得られた平均±SDで示した。実験群の単独比較

に対する平均値の差の統計的有意性はStudent’s t-test により評価した。実験群の多重比較に

対する平均値の差の統計的有意性はDunnett’s test あるいはTukey’s test により評価した。p

値が<0.01または<0.05の場合、差は統計的に有意であると見なした。 
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