
1801 心筋血流製剤 99mTc-MIBIのヒト肝ミクロゾーム画分における薬物代謝酵素の同定 

 

桐谷 武明 

(指導教員: 川井 恵一 教授、水谷 明日香 助教) 

 

要旨: 一般に生体内に投与された医薬品の多くは薬物代謝酵素により代謝されること

から、核医学画像診断薬も生体内で薬物代謝を受けることで分布、動態が変化する可

能性がある。心筋血流製剤である99m
Tc-2-hexakis 2-methoxyisobutyl-isonitrile (

99m
Tc-MIBI)  

は、生体内で代謝を受けないとされてきた。一方、本研究室ではヒト肝ミクロゾーム 

(HLMS) 画分において 99m
Tc-MIBI の放射性代謝物の生成を確認している。そこで本研

究では、99m
Tc-MIBI の代謝経路を解明するために代表的な薬物代謝酵素の同定を試み

た。その結果、HLMS 中に NADPH 生成系を加えることで 99m
Tc-MIBI の放射性代謝物

が生成されたため、99m
Tc-MIBI の代謝に薬物代謝酵素 cytochrome P450 (CYP) の関与

が確認できた。更に、医薬品代謝の 9 割以上を占める 6 種類のヒト CYP 分子種に対

する阻害剤を負荷した結果、CYP3A4 阻害剤負荷により、99m
Tc-MIBI の HLMS におけ

る放射性代謝物の生成が特異的に抑制されることが確認できた。以上の結果より、

HLMS において 99m
Tc-MIBI はヒト肝 CYP3A4 によって代謝されることが明確になっ

たことから、その放射性代謝物の排泄経路を特定すると共に生成量を定量評価するこ

とで、ヒト肝 CYP3A4 活性を評価できる可能性が示された。 

 

I. はじめに 

薬物は生体内で吸収 (absorption), 分布 (distribution), 代謝 (metabolism), 排泄 (excretion)の頭文

字から ADME と呼ばれる動態を示す。中でも、薬物代謝は生体にとって異物である医薬品を体外

へ排出しやすくする重要な機能である。医薬品の代謝は、生体内の様々な薬物代謝酵素によって

進行する。薬物代謝酵素の活性は個人差があり、活性の高低によって代謝反応の程度が変化する

ため、医薬品を同量投与した場合でもその薬効や副作用の発現は個々人で異なる。よって、患者

個々の薬物代謝酵素の活性を定量した上で医薬品の投与量を決定することができれば、薬物療法

の個別化における EBM (evidence-based medicine) の観点から非常に有用である。 

現在、薬物代謝酵素の欠損や機能低下が遺伝子多型として存在することが知られており、遺伝

子検査によって診断することができる。しかし、遺伝子検査によって評価できるのは個人が生来

持っている個体差のみであり、薬物代謝酵素活性の個人差は遺伝子多型のみを要因とするもので

はない。一つの薬物代謝酵素に対してそれを基質とする医薬品は多数存在するため、特定の薬物

代謝酵素を基質とする医薬品が同時に 2 種類以上存在した場合、競合して代謝の阻害が起こる。

このような多剤併用による薬物相互作用もまた、薬物代謝酵素の活性の個体差要因となり得る。

薬物相互作用をはじめとした、食生活、喫煙、飲酒などの環境的な要因も、薬物代謝酵素活性を

評価する上で非常に重要な要素である。従って遺伝的、環境的要因の双方の影響により変動した

薬物代謝酵素活性を評価できる、より現状を反映した薬物代謝酵素活性の定量手法が必要である。 

一般に放射性医薬品は、標的組織における滞留機序としての代謝以外には代謝反応を受けない

ことを前提に設計されている。心筋血流製剤である 99m
Tc-2-hexakis 2-methoxyisobutyl-isonitrile 



(
99m

Tc-MIBI) も生体内では分解されず未変化体として腎尿路系及び肝胆道系によって排泄される

と考えられている 1)。一方、本研究室では 99m
Tc-MIBI における肝胆道系排泄機序の検討を行った

際、99m
Tc-MIBI がヒト肝ミクロゾーム (human liver microsomes: HLMS) 画分に存在する薬物代謝

酵素によって代謝されることを確認したが、99m
Tc-MIBI の薬物代謝経路は未だ解明されていない。

99m
Tc-MIBI がある特定の薬物代謝酵素によって代謝されることが明らかとなれば、その放射性代

謝物の生成量を定量することで特定の薬物代謝酵素の活性を評価できると考えられる 2)。 

以上のことから、本研究では 99m
Tc-MIBI の HLMS 中での代謝に着目し、薬物代謝酵素の同定を

目指した。 

 

II. 実験材料と方法 

(A) HLMS 中での 99m
Tc-MIBI 代謝実験 

NADPH は薬物代謝酵素 cytochrome P450 (CYP)による代謝のエネルギー源となるため、NADPH

生成系添加の有無により代謝物の NADPH 依存性を判断することで、代謝反応への CYP の関与を

明らかにできる。NADPH 生成系の組成を以下に示す。Glucose-6-phosphate (Nacalai tesque) 及び

β-NADP
+
 (Nacalai tesque) を、精製水にそれぞれ 133.3 mM, 12.2 mM となるように溶解した。MgCl2 

(Nacalai tesque) を 1.0 M に調整した。Glucose-6-phosphate 水溶液 536 µL, β-NADP
+水溶液 482.4 µL

を混合し、1.0 M MgCl2 53.6 µL 及び glucose-6-phosphate dehydrogenase (Nacalai tesque) 10.72 µL を

添加した。混和後は使用まで氷冷した。 

99m
Tc-MIBI代謝実験には、100 mM phosphate buffer (pH 7.4), HLMS (50-donor pool, BD Biosciences), 

NADPH 生成系、精製水をtable 1に示した組成に調整してよく混和し、NADPH 生成系を添加した

ものを NADPH(+)サンプルとした。一方、NADPH 生成系を加えず、精製水で置き換えたサンプル

を同様に用意し、NADPH(−)サンプルとした。それぞれに 1.5 MBq/10 µL となるように調整した
99m

Tc-MIBI (日本メジフィジックス) を加えた後、37 °C で加温して反応させた。反応時間は、5, 15, 

30, 60 min とし、ethanol 50 µL を加えて反応を停止させた。 

各サンプルを 15000 rpm, 4 °C, 5 min 遠心分離し、その上清を分取した。この上清を total counts

が等しくなるように固定相: シリカゲル薄層板  (Silica gel 60 RP-18 F254s, Merck)、移動相: 

acetonitrile: methanol: 0.5 M ammonium acetate: THF＝4: 3: 2: 1 で TLC (thin-layer chromatography) に

より分析した。また、あらかじめ ethanol を添加して酵素を失活させたサンプルに 99m
Tc-MIBI とそ

の標識原料である 99m
TcO4

−を加え同様に TLC 分析したものを標準として Rf 値を比較した。 

 

Table 1 各サンプルの組成 [µL] 

 NADPH(+) NADPH(−) 阻害実験 

100 mM phosphate buffer (pH 7.4) 37.5    37.5    37.5    

HLMS (human liver microsomes) 10.0    10.0    10.0    

NADPH 生成系 25.0    0. 25.0    

精製水 42.5    67.5    30.0    

阻害剤溶液 0.0    0.0    12.5    

99m
Tc-MIBI 10.0    10.0    10.0    

Total volume 125.0    125.0    125.0    

 



(B) HLMS 中での 99m
Tc-MIBI 代謝阻害実験 

CYP は現在臨床利用されている医薬品の 8 割以上の代謝に関与し、その分子種は 50 種類以上

存在する。Fig. 1に医薬品の代謝に関与する CYP 分子種の割合を示す 3)。本実験では、数多く存在

する CYP 分子種の中でも医薬品代謝の 9 割以上を担う 6 種類 (CYP1A1/2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 

3A4/5) の CYP 分子種を対象に評価を行った。本研究で用いた CYP 分子種に対する特異的阻害剤

をtable 2に示す。各種阻害剤は最終濃度が 10 µM (dimethyl sulfoxide 0.8% v/v) になるようにそれ

ぞれ調整した 4-12)。また、CYP3A4特異的阻害剤であるketoconazoleは最終濃度が0.1, 1 µM (dimethyl 

sulfoxide 0.8% v/v) となるように別に調整した。 

99m
Tc-MIBI 代謝阻害実験には 100 mM phosphate buffer (pH 7.4), HLMS, NADPH 生成系、精製水、

阻害剤溶液をtable 1に示した組成に調整してよく混和し、1.5 MBq/10 µL となるように調整した
99m

Tc-MIBI を添加した後、37 °C で加温して反応させた。反応時間は 15, 60 min とし、ethanol 50 µL

を加えて反応を停止させた。その後、各サンプルを 15000 rpm, 4 °C, 5 min 遠心分離し、その上清

を分取した。この上清をⅡ(A)と同様の条件で TLC 分析を行った。 

 

Fig. 1 医薬品の代謝に関わる CYP 分子種割合 

 

Table 2 CYP 分子種に対する特異的阻害剤 

CYP 分子種 阻害剤 

1A1/2 α-Naphthoflavone (Apolo scientific) 
4, 5)

 

2C9 Sulfaphenazole (Santa cruz biotechnology) 
5, 6, 7)

 

2C19 Fluconazole (富士フィルム和光純薬工業) 
6, 8)

 

2D6 Quinidine (Sigma-aldrich) 
7, 8, 9, 10)

 

2E1 4-Methylpyrazole (東京化成工業) 
11)

 

3A4 Ketoconazole (富士フィルム和光純薬工業) 
7, 11, 12)

 

 

III. 結果と考察 

(A) HLMS 中での 99m
Tc-MIBI 代謝実験 

15, 60 min 反応させた NADPH(+)サンプル及び NADPH(−)サンプルを TLC 分析した結果をそれ

ぞれFig. 2 (a), (b) に示す。99m
Tc-MIBI, 

99m
TcO4

−のRf値確認のために標準サンプルを展開した結果、

Rf 値はそれぞれ 0.25, 0.95 であった。Fig. 2 (a)より、反応後 15 min では Rf 値 0.40-0.50 と 0.60-0.75

に放射性代謝物の画分が確認できた。反応後 60 min では Rf 値 0.60-0.80 に放射性代謝物の画分が

確認できた。代謝物のうち、Rf値が 0.5付近の画分をM1, 0.7付近の画分をM2と呼ぶこととする。

またFig. 2 (b)より、NADPH(−)サンプルでは代謝物 M1, M2 の画分は共に確認できなかった。以上

の結果から 99m
Tc-MIBI の代謝物生成には NADPH 依存性があるため、99m

Tc-MIBI の代謝に CYP の

関与が確認された。未変化体と代謝物の経時変化をFig. 3に示す。一度生成された M1 が 15 min を

境に減少するとともに M2 は時間経過に伴い増加することから、99m
Tc-MIBI の代謝反応が 1 段階

目に M1 へと代謝され、2 段階目に M2 へと代謝される直列型であることが推測された。 
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(a) NADPH(+) (b) NADPH(−) 

Fig. 2 HLMS 中の 99m
Tc-MIBI 放射性代謝物 TLC 分析 (上: 15 min、下: 60 min) 

 

 

Fig. 3 HLMS 中の 99m
Tc-MIBI 放射性代謝物 TLC 分析 (経時変化) 

 

(B) HLMS 中での 99m
Tc-MIBI 代謝阻害実験 

HLMS を用いた 99m
Tc-MIBI 代謝実験における各種阻害剤負荷時の未変化体及び放射性代謝物の

生成量の変化をFig. 4に示す。NADPH(−), CYP3A4 特異的阻害剤である ketoconazole 負荷の両サン

プルにおいて代謝物生成が有意に減少していることが確認できた。更にFig. 3で示した代謝物 M1

の生成量が最大となった反応後 15 min においても NADPH(−), ketoconazole 負荷の両サンプルは代

謝阻害効果が顕著であった。また反応後 60 min においても NADPH(−), ketoconazole 負荷の両サン

プルは非常に顕著な阻害効果が確認できた。従って、直列型であると推測された 99m
Tc-MIBI の代

謝において、CYP3A4 は代謝第 1 段階の 99m
Tc-MIBI から M1 への代謝に関与していることが考え

られた。 
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CYP3A4 特異的阻害剤である ketoconazole 負荷における代謝阻害効果が確認できたため、各負

荷濃度における放射性代謝物の生成量の変化を検討した。その結果をFig. 5 に示す。Ketoconazole

負荷濃度の増加に伴って 99m
Tc-MIBI の放射性代謝物生成が減少していることが確認できた。 

以上の結果から CYP による代謝を受けた 99m
Tc-MIBI の放射性代謝物は、CYP3A4 の特異的阻害

剤である ketoconazole を負荷することで代謝阻害を受けることが明らかとなった。更に、
99m

Tc-MIBI の代謝物の生成量が CYP3A4 活性に依存していることから、99m
Tc-MIBI の放射性代謝

物量を定量することで、ヒト肝 CYP3A4 活性を評価できると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 各種阻害剤負荷による放射性代謝物の生成量変化 

 

 

Fig. 5 CYP3A4 特異的阻害剤 ketoconazole 負荷濃度における代謝物の生成量変化 

 

IV. 結語 

99m
Tc-MIBI を用いた in vitro 代謝物分析の結果、HLMS 中において NADPH 依存性の放射性代謝

物の生成が確認されたため、99m
Tc-MIBI はヒト肝 CYP によって代謝を受けることが明らかとなっ

た。更に代表的なヒト CYP 分子種に対する阻害剤負荷実験を行った結果、CYP3A4 特異的阻害剤

である ketoconazole 負荷によって 99m
Tc-MIBI の代謝反応が抑制されたため、HLMS 中での

99m
Tc-MIBI の代謝第 1 反応がヒト肝 CYP3A4 特異的に行われていることが明らかとなった。 

従って、99m
Tc-MIBI における代謝物の排泄経路を確認すると共に、その代謝物生成量を簡便に
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定量する手法を確立することで、医薬品代謝のおよそ半数を占める CYP3A4 活性を評価できる可

能性が示された。 
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