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【略号一覧】 

 

本論文では、以下の略号を用いた。 

 
AUC   area under the curve 
CCD   charge coupled device 
CYP   cytochrome P450 
ECL   enhanced chemiluminescence 
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 
ESI   electrospray ionization 
EtBr   ethidium bromide 
FBS   fetal bovine serum 
HIF   hypoxia-inducible factor 
HPLC   high performance liquid chromatography 
KCl   potassium chloride 
KH2PO4  potassium dihydrogen phosphate 
K2HPO4  potassium hydrogen phosphate 
LC-MS  liquid chromatography-mass spectrometr 
MgCl2   magnesium chloride 
NaOH   sodium hydroxid 
NP-40   Nonidet P-40 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction 
PVDF   polyvinylidene difluoride 
SDC   sodium deoxycholate 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
SIM   selected ion monitoring 
SPE   solid phase extraction 
SRY   sex determining region Y 
TBS   Tris-Buffered Saline 
Tris   2-amino-2-hydroxymethyl-1, 3-propanediol 
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【序 論】 

 

妊娠中の医薬品の使用は、胎児への影響を考慮し、できる限り避けられている。し

かしながら、慢性疾患を持つ女性や妊娠中にがんや痙攣発作の治療等、母体の生命を

脅かす疾病と診断された場合、医薬品による治療が行われることがある。日本を含む

世界各国では、やむを得ず妊婦に対して医薬品を使用する際には、独自のリスクカテ

ゴリーをそれぞれに定めている。欧米では、妊婦に対するリスクカテゴリーは、医薬

品の副作用よりも、医薬品を使用することで得られる主作用に主眼がおかれており、

過去の臨床例や、患者の希望を考慮して、医師が医薬品を積極的に使用している。そ

れに対して、日本における妊婦に対するリスクカテゴリーは、医薬品を使用すること

で得られる主作用よりも、動物実験で得られた医薬品を使用することによる副作用に

主眼がおかれている。そのために、過去の報告によると、日本では調査した医薬品（全

403種類）のうち、25.3%が妊婦に対して投与禁忌となっているのに対し、アメリカで

は、それより少ない 4.5%、オーストラリアでは、わずか 2.5%であり、日本のリスク

カテゴリーと欧米のリスクカテゴリーとで大きな差が生じている 1)。その結果として、

日本においては、妊婦に対して投与禁忌となっている医薬品が欧米よりも多く、妊娠

期に使用可能な医薬品の選択肢を狭めている。このような中、日本において、有用な

薬理作用を有しているにも関わらず、妊婦に対して投与禁忌となっている医薬品を活

かすには、妊娠中の薬物治療を積極的に行うための安全性に関するエビデンスが必要

となる。 

一般に、薬物の効果と副作用は、薬物が体内のどこに集積しているのかを明らかに

することで、おおよそ推定することが可能である。Benzodiazepine系の薬物 midazolam

は、痙攣発作の治療や手術時の麻酔の導入・維持を目的に、second trimester（妊娠 3ヶ

月）以降の妊婦に対して限定的ではあるものの依然使用されている 2-4)。しかしなが

ら、胎児に移行した midazolamの薬物動態は、全く明らかになっておらず、現在のと



4 

ころ胎児に対する安全性の予測は困難な状況にある。特に、midazolam は、脳に作用

する薬物であることより、胎児の神経発生への影響が危惧されるため、妊婦が

midazolam を使用することに関する安全性を確立することが急務となっている。そこ

で本研究では、midazolam を妊娠中に使用した際の胎児における薬物動態を詳細に解

析することにより、midazolamの胎児への影響を明らかにすることを試みた。 

 

1. 胎児の肝臓における薬物代謝酵素 cytochrome P450 3A（CYP3A）の発現量の解析

（第一章） 

 

2. 胎児期から乳児期のマウスの肝臓における薬物代謝酵素 CYP3A の zonation の

形成時期の解析（第二章） 

 

3. 胎児における midazolamの薬物動態の検討（第三章） 
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【第一章】 

 

胎児期のマウスの肝臓における薬物代謝酵素 cytochrome P450 

3Aによる midazolamの代謝活性が極めて低いことが、奇形の

発生率の高い要因となっているのか 

 

1. 緒言 

 

 Midazolam及び triazolam は benzodiazepine 系の薬物であり、睡眠薬や麻酔導入剤として

多用されている。近年、これら benzodiazepine 系の薬物を妊娠中に使用すると、胎児の催奇

形成のリスクが高くなることが報告された 5)。これらの薬物は、ヒトの成体では、半減期が約 2

時間と短く、容易に体内から消失することが知られている 6-8)。すなわち、ヒトの成体では主に

肝臓の CYP3A4、マウスの成体では肝臓の CYP3A11 によって、1’-OH 体あるいは 4-OH 

体に速やかに代謝される 9-11)。今のところ、benzodiazepine 系の薬物と催奇形成の因果関係

は明確になっていない。我々は、胎児の肝臓において CYP3A の発現あるいは機能に何ら

かの障害があるため、benzodiazepine 系の薬物の代謝が正常に行われず、胎児中に高濃度

で蓄積したことがその要因であると考えた。Benzodiazepine 系の薬物の服用と催奇形成との

因果関係を解析することができれば、妊娠中における benzodiazepine 系の薬物の適正使用

に役立つであろう。 

 我々は、本仮説を立証するにあたり、胎児期のマウスの肝臓に発現している CYP3A 分子

種を同定した。さらに、我々は、胎児期に発現が見られた CYP3A 分子種の midazolam に対

する代謝活性を調べた。マウスの CYP3A には、様々な特徴を持った分子種が存在する 12, 

13)。本研究では CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、CYP3A25、CYP3A41 及び CYP3A44 を

研究対象とした。CYP3A11 はヒトの CYP3A4 に相当し、成体マウスの肝臓に恒常的に発現
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しており、薬物代謝の中心的な役割を担っている 14, 15)。CYP3A13 は小腸での発現が高く、

消化管内での薬物代謝に重要な働きをしている 16, 17)。CYP3A16 は、ヒトの CYP3A7 に相当

し、胎児期に多く発現し、胎児期の薬物代謝に関与していることが示唆されている 15, 18)。

CYP3A25 は、成体マウスの肝臓に恒常的に発現し、薬物あるいは異物の代謝に関与して

いる 18-20)。CYP3A41 と CYP3A 44 はメスに特異的に発現することが明らかとなっている 13, 14, 

18)。 

 本研究では、マウスの CYP3A 分子種の発現解析をタンパク質レベルで行うことを計画し

たため、まず、CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、CYP3A25、CYP3A41 及び CYP3A44 の

強制発現系をそれぞれ構築した。次に、作成したそれぞれの CYP3A 分子種を指標とし、2

種類の抗体の特異性を利用し、マウスの胎児期から成体までの各ステージにおける肝臓の

CYP3A 分子種のタンパク質発現量を western blotting により解析した。さらに、胎児期のマ

ウスの肝臓に発現している CYP3A 分子種について、midazolam に対する代謝活性を、

midazolam の 1’位の水酸化反応を指標とし、解析した 21)。 
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2. 方法 

 

2-1. 試薬 

	 Midazolam、isoflurane、methanol、ultrapure water、phosphoric acid、acetonitrile、formic 

acid、dimethyl sulfoxide（DMSO）、ethidium bromide（EtBr）、2-amino-2-hydroxymethyl-

1, 3-propanediol（Tris）、Nonidet P-40（NP-40）、sodium dodecyl sulfate（SDS）、sodium 

deoxycholate（SDC）、sucrose、imidazole、ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）、sodium 

hydroxide（NaOH）、potassium chloride（KCl）、magnesium chloride（MgCl2）、potassium 

dihydrogen phosphate（KH2PO4）、potassium hydrogen phosphate（K2HPO4）、isopropyl alcohol、

glycerol、chloroform、Proteinase K Solution、bromophenol blue及び acetic acidは、Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd.（Osaka, Japan）より購入した。α-Hydroxymidazolam solution、

α-hydroxymidazolam-d4 solution、TRI reagent 及び Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

（D-MEM）は、Sigma-Aldrich Corp.（St. Louis, MO, USA）より購入した。Zero BluntⓇ 

TOPOⓇ PCR Cloning Kit、PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit、Opti-MEM 及び fetal 

bovine serum（FBS）は、Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）より購入した。NADPH 

Regenerating System は、Corning Inc.（NY, USA）より購入した。Bacto tryptone及び Bacto 

yeast extractは、Becton Dickinson and Company（Franklin Lakes, NJ, USA）より購入し

た。Phosphate buffered saline tablet（without magnesium, calcium）、TaKaRa Ex TaqTM、10 

×Ex Taq buffer、dNTP mixture及びTrans IT-LT1は、タカラバイオ株式会社（Shiga, Japan）

より購入した。High capacity cDNA synthesis kitは、Applied Biosystems（Foster City, CA, 

USA）より購入した。各種 primerは、北海道システム・サイエンス株式会社（Hokkaido, 

Japan）より購入した。6×Loading Buffer Orange、Agarose S及び Tris-EDTA Bufferは、

株式会社ニッポンジーン（Tokyo, Japan）より購入した。KOD Plus及び KOD FX Neo

は、東洋紡株式会社（Osaka, Japan）より購入した。Phenol・chloroform・isoamyl alcohol

（PCI）及び Protease Inhibitor Cocktailはナカライテスク株式会社（Kyoto, Japan）より
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購入した。Rabbit anti-rat CYP3A2 antibody は日本農産工業株式会社（NOSAN）

（Kanagawa, Japan）より購入した。Goat anti-mouse CYP3A antibody（L-14）は Santa Cruz 

Biotechnology（Santa Cruz, CA, USA）より購入した。Rabbit Anti-Goat IgG H&L（HRP）

は、abcam（Tokyo, Japan）より購入した。Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey

及び enhanced chemiluminescence system（ECL）plus Western blotting detection reagentsは、

GE Healthcare（Chalfont St. Giles, UK）から購入した。その他の試薬は、市販されてい

る物の内、最もグレードの高いものを購入した。 

 

2-2. 動物実験 

	 妊娠 12.5日目の雌性 ICRマウス及び 2, 4, 6, 8週齢のマウスは日本エスエルシー株

式会社（Shizuoka, Japan）より購入した。マウスは温度 24±1℃、湿度 55±5％の施設に

おいて飼育し、明暗条件は 8：00点燈、20：00消灯の条件下で飼育した。 

	 本動物実験は、実験動物の適正な使用及び管理について定められた星薬科大学薬学

部実験動物ガイドラインに準じて、同大学動物実験施設で行われた。 

 

2-3. Total RNAの抽出 

	 マウスの肝臓から TRI Reagent®を用いて、total RNAを精製した。得られた total RNA

溶液の一部を NanoDrop Lite（Thermo Scientific, Waltham, MA, USA）で 260 nm及び 280 

nmの吸光度を測定することで RNA濃度 （µg/mL）の算出及び純度の確認を行った。 

	 RNA 1 µgから High capacity cDNA synthesis kitを用いて cDNAを合成した。これ

を TE bufferで 20倍希釈し、cDNA TE buffer溶液とした。 

 

2-4. RT-PCR 

	 Table 1 に示すプライマーを作成し PCR を行い CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、

CYP3A25、CYP3A41及び CYP3A44遺伝子の発現を検出した。PCR plates 96-wellの各
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wellに TaKaRa Ex TaqTM 0.1 µL、10×buffer 2.5 µL、dNTP mixture 2.0 µL、DMSO 1.0 µL、

cDNA溶液 2.0 µL、目的遺伝子の forward primer（20 µM）1.0 µL、reverse primer（20 

µM）1.0 µL、ultrapure water 15.4 µLをそれぞれ加えた。CFX Connect™ Real-Time PCR 

detection system（Bio-Rad Laboratories, California, USA）で、最初に 98℃で 10秒間変性

させ、55〜58℃で 30 秒間アニーリングし、72℃で 1 分間伸長反応を行った。これを

1サイクルとして、30〜35サイクル行い、目的遺伝子を増幅した。 

	 PCR産物に 6×Loading Buffer Orange G 5.0 µLを加え、良く混合した。EtBr含有の

1.2% agarose gelと TAE bufferを用いて 10 µL/laneで室温で 20 min、100 volt、遮光条

件下で agarose電気泳動を行った。電気泳動後の agarose gelを冷却 charge coupled 

device（CCD）カメラ（LAS-3000mini, 富士写真フイルム株式会社, Tokyo, Japan）を

用いて撮影し、image J analysis software version 1.51q.（Wayne Rasband, NIH, U.S.A.）

で解析した。 
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Table 1 マウスの mRNAに対するプライマー配列 
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2-5. プラスミドの構築 

	 PCR plates 96-wellの各 wellに KOD-Plus 1.0 µL、10×KOD-Plus buffer 5.0 µL、dNTP 

mixture 4.0 µL、MgSO4 4.0 µL、DMSO 2.0 µL、cDNA溶液 1.0 µL、目的遺伝子の forward 

primer（20 µM）2.0 µL、reverse primer（20 µM）2.0 µL、ultrapure water 29 µLを入れ混

和した。CFX Connect™ Real-Time PCR detection systemで、最初に 94℃で 2分間熱変

性させた。その後、98℃で 10秒間変性させ、55〜58℃で 30秒間アニーリングし 68℃

で 1分 30秒間伸長反応を行った。これを 1サイクルとして、30サイクル行い、目的

遺伝子を増幅した。目的遺伝子 CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、CYP3A25、CYP3A41

及び CYP3A44 について、Table 2 に示す forward primer 及び reverse primer を使用し

た。 

	 作成した PCR産物を精製後、Zero BluntⓇ TOPOⓇ PCR Cloning Kitを用いて、PCR産

物をクローニングベクターに組み込んだ。配列を確認後、インサートを切り出し、pEF-

BOS vectorに組み込み、それぞれの発現 vectorとした 22)。 
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Table 2	 CYP3A各分子種のクローニングに使用したプライマー配列 

 
 

2-6. Transfection 

	 12wellプレートの各 wellにカバーガラスを沈め、その上にアフリカミドリザル腎

臓由来細胞株 COS7細胞を 1.0×104 cellで播種し、24時間後に遺伝子導入した 23)。

pEF-BOS (vector)、pEF-BOS-CYP3A11、pEF-BOS-CYP3A13、pEF-BOS-CYP3A16、

pEF-BOS-CYP3A25、pEF-BOS-CYP3A41及び pEF-BOS-CYP3A44をそれぞれ 1.0 µg

に OPTI-MEM溶液 150 µLに TransIT-LT1を 2 µLを混ぜたものと混合し、室温で 15

分間、インキュベート後 COS7細胞に滴下した。 

 

2-7. CYP3Aタンパク質の調製 

	 COS7細胞を 6 cm dishに 1.0 × 105 cellで播種し、24時間後に transfectionと同様の

方法で各 vectorを 2 µg遺伝子導入した。その 24間後、培地を吸引し、氷上で PBS（-）

1 mLで 3回細胞を洗浄し、Protease Inhibitor Cocktail（fianl conc.：1%（v/v））を添加
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した。RIPA buffer (Tris-HCl 25 mM、NP-40 0.1%（v/v）、NaCl 150 mM、SDS 0.1%（w/v）、

SDC 0.1%（w/v））を 300 µLを添加し、1.5 mLマイクロチューブに細胞を回収した。

その後、ボルテックスミキサーと超音波破砕機（UH-50, SMT Co., Ltd., Tokyo, Japan）

に 1分間ずつかけ、その後、15,000 rpm、4℃で 10分間遠心分離し、上清を回収した。

この溶液を CYP3A各分子種の標準タンパク質とした。 

 

2-8. ミクロソーム画分の調製 

	 摘出した肝臓に Protease Inhibitor Cocktail（final conc.：1%（v/v））を添加した dissecting 

buffer（sucrose 300 mM、imidazole 25 mM、EDTA 1 mM）1 mLを添加し、氷上でホモ

ジナイズした。ホモジネートを 9,000×g、4℃で 20分間遠心分離した後、上清 800 µL

を回収し、105,000×g、4℃で 1時間超遠心分離（日立工機株式会社, Tokyo, Japan）し

た。上清除去後、沈殿物に RIPA bufferを適量（300～1,000 µL）加え、超音波破砕機で

分散させ、ミクロソーム画分サンプルとした。 

タンパク質濃度は、BSA を標準品として、bicinchoninic acid（BCA）法により測定

した 24)。 

 

2-9. SDS-PAGE及びWestern blotting 

	 サンプル溶液に等量の sample bufferを加え、よく混合し、ボイル（95℃、5 min）し

た後、10％ ポリアクリルアミドゲルで電気泳動（5.0 g/lane、110 min、20 mA/枚）を

行った。タンパク質を polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレンに転写（60 min、

70 mA/枚）し、ブロッキング（5％ スキムミルク、10 min）を行った。次に、PVDFメ

ンブレンを 1次抗体溶液（anti-rat CYP3A2 Ab 1 : 10,000, anti-mouse CYP3A Ab 1 : 500）

と反応（室温、1 hr）させた。TBS-Tween でよく洗浄した後、2 次抗体溶液（donkey 

anti-rabbit IgG-HRP Ab 1 : 10,000, donkey anti-goat IgG-HRP Ab 1 : 2,000）と反応（室温、

1 hr）させた。PVDFメンブレンを TBS-Tweenで洗浄した後、ECL prime Western blot 

detection reagentsと反応させた。PVDFメンブレンを冷却 CCDカメラで撮影した。 
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2-10. CYP3A活性試験 

	 CYP3A各分子種の発現ベクターを COS7細胞に transfectionした。24時間後、buffer

（10 mM Tris-HCl、10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、1% Protease Inhibitor Cocktail、pH 7.4）

を用いて細胞を回収し、ミクロソーム画分を調製した。CYP3Aの活性は、midazolam

の 1’位の水酸化反応を指標として評価した。1.5 mLマイクロチューブに buffer（0.1mM 

potassium phosphate buffer、3 mM MgCl2、pH 7.4）と CYP3A各分子種のミクロソーム

画分（50 µg）と midazolam（final conc. : 0.2 µM）を加え、37℃で 5分間、プレインキ

ュベーションした。反応液に NADPH regeneration system Aを加え、37℃で 60分間、

インキュベーションした。反応は、等量の 4%リン酸水溶液で停止させた。固相抽出

でサンプルの前処理を行い、LC-MSで midazolamの代謝物（1’OH-midazolam）を定性

分析した。 

 

2-11. LC-MS分析 

分析は、LC-20A high performance liquid chromatography（HPLC）システム（SHIMADZU, 

Kyoto, Japan）と LCMS-2010 EV single quadrupole mass spectrometer（SHIMADZU）を

組み合わせて行った。分析カラムは、XBridge C18（3.5 µm, 21 mm x 150 mm）（Waters）

を使用した。カラム温度は、40℃で分析を行った。移動相 Aは、0.1%のギ酸を加えた

超純水を使用した。移動相 Bは、0.1%のギ酸を加えたアセトニトリルを使用した。分

析は、以下に示す binary gradientモードで行った。（Gradient 条件（% of B）:0.00 min 

10%, 10.00 min 70%, 12.00 min 70%, 12.01 min 10%, 16.00 min 40%）流速は、0.2 mL/min

で一定とした。 

	 Interfaceは、positiveモードの electrospray ionization（ESI）を使用した。ネプライザ

ーガスの流量は、1.5 L/min に設定した。CDL 温度とヒートブロック温度は、それぞ

れ、250℃、200℃に設定した。検出器の電圧は、1.5 Vに設定した。測定は、m/z 342 

for 1′-hydroxymidazolamによる SIM methodで行った。 

	 HPLC システムの制御及び MS クロマトグラムの解析は、LCMSsolution Ver.3.40
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（SHIMADZU）を用いて行った。 
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3. 結果 

 

3-1. 各ステージにおけるマウス肝臓中 CYP3A分子種の mRNA発現の変化 

CYPは、雌雄で発現量に差があることが明らかとなっている。そこで各ステージの

マウス胎児の尾から genomic DNAを抽出し、sex-determining region Y（SRY）geneを

指標に雌雄を判別した（data not shown）25)。また、使用したプライマーの配列は、Table 

3に示した。その後、それぞれのマウスについて肝臓中 CYP3A（11、13、16、25、41、

44）の mRNA発現量を RT-PCR法で解析した。 

解析の結果、マウスの胎児の肝臓において、mRNA レベルでは、CYP3A13 が優位

に発現していた。CYP3A13以外の CYP3A分子種では、CYP3A16及び CYP3A41が胎

生 13.5日のメスの胎児の肝臓でわずかに発現しているのみであった。出生後では、生

後 1日目から 14日目にかけて、CYP3A13以外の分子種の発現量が上昇し始めた（Fig. 

1）。 

 

Table 3 マウスの SRY遺伝子に対するプライマー配列 
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Fig. 1 マウスの発育過程の肝臓における CYP3A分子種の mRNA発現の変動 
マウスの発育過程の肝臓より、total RNAを抽出し、RT-PCR法により、CYP3A（11、
13、16、25、41、44）の mRNA発現量を測定した。A : 雄、B : 雌。さらに発現量の
変化をグラフで示した（C）。 
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3-2. 肝ミクロソーム画分中の CYP3A分子種の同定 

	 市販されている 2 種類の抗体（anti-rat CYP3A2 Ab 及び anti-mouse CYP3A Ab（L-

14））と、作成した CYP3A分子種の標準タンパク質を用いて、マウスの肝臓より調製

したミクロソーム画分中の CYP3A分子種の同定を western blotting により行った。Fig.3

には、一例として 6週齢（生後 42日）の雄のマウスの肝臓の western blotting を示す。

Anti-rat CYP3A2 Abに対しては、2本の主要なバンドが検出された。これらのバンド

を標準タンパク質の泳動度と比較したところ、高分子量側のバンドは、標準タンパク

質の CYP3A11 の泳動度と一致した。また、低分子量側のバンドは、標準タンパク質

の CYP3A13あるいは CYP3A25の泳動度と一致した。一方、	 CYP3A16、CYP3A41

及び CYP3A44は、標準タンパク質の CYP3A11と CYP3A13（or CYP3A25）の中間の

位置に検出されることがわかったものの、ミクロソーム画分中には、ほとんど存在し

なかった（Fig. 2A）。 

	 Anti-mouse CYP3A Ab（L-14）に対しては、anti-rat CYP3A2 Abとは異なり標準タン

パク質の CYP3A11と泳動度が一致する 1本のバンドが検出された。一方、この抗体

は、CYP3A13 を強く検出することがわかったが、肝臓のミクロソーム画分中には、

CYP3A13に相当するバンドは見られなかった。さらに、この抗体は、CYP3A16及び

CYP3A25はほとんど認識しないことが明らかになった（Fig. 2B）。 

	 以上に結果から、6 週齢の雄のマウスの肝臓には、標準タンパク質の CYP3A11 及

び CYP3A25に一致するバンドがあることがわかった。 
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Fig. 2 6 週齢の雄のマウスの肝臓の CYP3A 分子種の同定 
6 週齢の雄マウスの肝臓より調製したミクロソーム画分に発現している CYP3A 分子種を、

CYP3A の標準タンパク質及び anti-rat CYP3A2 Ab（A）あるいは anti-mouse CYP3A Ab（L-
14）（B）を用いて、western blotting により解析した。 
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3-3. 肝臓における CYP3A分子種の発現パターンの変化 

	 CYP3Aの標準タンパク質と 2種類の抗体の特性を利用して、western blottingでマウ

スの肝臓の CYP3A 分子種のタンパク質発現量を解析した。雄のマウスの肝臓におい

ては、胎児期には、CYP3A16が優位に発現しており、その他の CYP3A分子種の発現

は、確認できなかった。一方、生後 7日目以降は、CYP3A11が優位な CYP3A分子種

となり、28日目移行からは、CYP3A25も強く発現することがわかった（Fig. 3A, B）。

雌のマウスの肝臓においては、CYP3A11、CYP3A16 及び CYP3A25 の発現パターン

は、雄とほぼ同一であったものの、生後 28 日目以降には雌に特有な CYP3A41 及び

CYP3A44が見られた（Fig. 3C, D）。 
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Fig. 3 マウス肝臓中 CYP3A の各ステージにおける発現量の変化 
ステージの異なるマウスの肝臓より調製したミクロソーム画分を、（A）（C）anti-rat CYP3A2 Ab、

あるいは（B）（D）anti-mouse CYP3A Ab（L-14）の抗体を用いて、CYP3A 分子種の発現量の

変化を western blotting により解析した。A, B : 雄、C, D : 雌。 
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3-4. CYP3A16の midazolamに対する代謝活性 

	 胎児期に CYP3A16が優位に発現していることが明らかになったので、CYP3A16

の midazolamに対する代謝活性を調べた。Midazolamの代謝物 1′-hydroxymidazolam

の産生量を指標に代謝活性を検討した。分析は、方法の部で示すように LC-MSで行

った。1′-Hydroxymidazolamは、保持時間が 9.066分にピークを示し、分子量は 342.0

であった。Fig. 4の LC-MSプロファイルに示すように CYP3A16には、midazolamを

代謝する活性がほとんど見られなかった。なお、ポジティブコントロールとして用

いた CYP3A11は、文献記載のデータとほぼ同一の代謝活性を示した（Fig. 4）。 
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Fig. 4 LC-MSによる 1′-hydroxymidazolamの同定 
CYP3A11（A）及び CYP3A16（B）の標準タンパク質の midazolamに対する代謝活性
を解析した。代謝活性は、反応液中の 1′-hydroxymidazolam の量を LC-MS で定量し、
評価した。 
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4. 考察 

 

	 本研究では、midazolam を含む benzodiazepine 系薬物を妊娠中に使用した際に、新生

児に催奇形成が生じるリスクが上昇したことについて、胎児期の肝臓中の CYP3A 分子の発

現と機能の低下したことが要因であるとの仮説を立て、その立証を試みた。 

 CYP3A分子種のそれぞれアミノ酸配列は、ホモロジーが極めて高い。そこで我々は、

mRNA レベルの解析に際して、使用する primer がターゲット以外の分子種に対して

非特異的に結合していないことを十分に確認した。実際には、ホモロジーの極めて高

い CYP3A 分子種（11、13、16、25、41、44）の発現ベクターを構築し、これらに対

する PCR反応を行い、primerの特異性を評価した（data not shown）。その結果、胎児

期のマウスの肝臓において、mRNA レベルでは、CYP3A13 が優位に発現しているこ

とを明らかにした（Fig. 1）。 

	 次に我々は、胎児期のマウスの肝臓に発現している CYP3A 分子種についてタンパ

ク質レベルで解析することを試みた。これまで、マウスの CYP3A 分子種をタンパク質レ

ベルで解析した研究は乏しく、mRNA レベルでの解析がほとんどであった。その理由として、

CYP3A 分子種間ではアミノ酸配列のホモロジーが高いため、western blotting による解析で

は、交差反応を考慮した解析が必要となることがあげられる。そこで我々は、CYP3A 分子種

それぞれに対する抗体の作成を試みたが、それぞれの CYP3A 分子種を特異的に識別でき

る抗体を作成することはできなかった。そこで、CYP3A 分子種の発現系を構築し、CYP3A

分子種の標準タンパク質を作成し、これらの標準タンパク質と市販されている２つの抗

CYP3A 抗体を用いて、胎児期から 8 週齢にわたるマウスの肝臓の CYP3A 分子種の発現

変動を調べた。 

	 CYP3A 分子種の標準タンパク質は、SDS-PAGE によって 3 つの異なる泳動度に分

離できた（Fig. 2）。なぜ、ほぼ同一の分子量である CYP3A 分子種が異なる泳動度を

示すのか。この理由に関しては、以下のように考える。ポジティブチャージのアミノ
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酸であるリジン、アルギニン及びヒスチジンは、SDS-PAGEでの泳動速度を低下させ

ることが知られている。CYP3A 分子種のリジン、アルギニン及びヒスチジンの割合

を比較すると、最も高分子側に検出された CYP3A11 の値が他の分子種より高いこと

が報告されており、これが原因であろうと考えている。その他の CYP3A 分子種につ

いても、同様の理由により、泳動度が変化したものと考察される。 

	 mRNA レベルの解析においては、CYP3A16 の mRNA は検出されず、CYP3A13 の

mRNAが胎児期に優位に発現していた（Fig. 1）。しかし、タンパク質レベルの解析で

は、雌雄ともに胎児期のマウスの肝臓では、CYP3A16のみが発現していた（Fig. 3）。

この理由については、以下のように考察した。過去の報告において、胎児期に

CYP3A16の mRNAが発現していることが示唆されているのにもかかわらず、我々の

解析では、CYP3A16の mRNAの発現は、雄の胎児期の肝臓では検出されず、雌では

E13.5 日において一過性にみられた 18)。さらに、新生児になると雄の CYP3A16 の

mRNAも一過性の発現を示している（Fig. 1）。これらの結果から、胎児期の肝臓にお

いて、CYP3A16の mRNAの発現はオシレーションしている可能性が示唆される。実

際、CYP3A 分子種の中には、オシレーションを示す分子種が存在する 26, 27)。この点

については、さらに詳細に解析する必要があるものと考えている。一方、CYP3A13に

ついては、転写後遺伝子サイレンシングが関係していると考えているが、この点に関

しても未解決のままであり、今後、詳細に解析しなければならない課題の一つである

と考えている。 

	 次に、我々は、胎児期のマウスの肝臓で優位に発現していた CYP3A16 の標準タン

パク質を用いて、CYP3A16がmidazolamを代謝するか否か調べた。その結果、CYP3A16

は midazolamの代謝活性をほとんど有していないことが明らかとなった（Fig. 4）。こ

の結果から、胎児期のマウスの肝臓では、midazolam をほとんど代謝できないことが

示唆された。ところで、ヒトの胎児の肝臓では、CYP3A7 が優位に発現している 28)。

また、ヒトの CYP3A7 は、マウスの CYP3A16 に相当し、midazolam に対する代謝活

性は、CYP3A4と比較して、1/6程度と低いことが報告されている 14, 29)。今後、詳細
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に解析しなければならないが、ヒトの胎児期においても、マウスの場合と同様に

midazolam を代謝する活性が極めて低いものと考えられる。それに対して、生後は、

midazolam を代謝することのできる CYP3A11 などの分子種が増えるため、新生児に

おける midazolamの蓄積量は減少することが示唆される。 

 これまでの CYP3A の研究は、mRNA レベルでの解析で議論されることがほとんどであっ

た。また、タンパク質レベルでの研究では、CYP3A の各分子種を識別することなく CYP3As

として解析されてきた。しかしながら、本研究の結果より、CYP3A 分子種の発現パターンや

midazolam の代謝活性は、それぞれの分子種ごとに大きく異なることが明らかとなった。した

がって、生体内での CYP3A 分子種の薬物代謝を正確に評価するためには、タンパク質レ

ベルで解析することが必要であると考えられる。 

 本研究では、胎児期と成体のマウスの肝臓に発現している CYP3A 分子種について、タン

パク質レベルで、発現量や代謝活性について比較検討した。その結果、胎児期の肝臓では、

成体と比較して midazolam に対する代謝活性が著しく低いことが明らかになった。この点が、

妊娠中に midazolam を服用した場合、胎児に奇形が生じた原因であろうと考える。本研究

の結果は、妊娠中における benzodiazepine 系薬物の適正使用に役立つであろう。 
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【第二章】 

 

薬物代謝酵素 cytocrome P450 3Aの zonationは離乳前の乳児期

より形成されはじめる 

 

1. 緒言 

 

	 妊婦や授乳婦への医薬品の使用は、胎児あるいは乳児への影響を考慮し、できる限

り避けられている。その一方で、高血圧、糖尿病あるいは脂質異常症などに代表され

る慢性疾患や帝王切開の麻酔など、妊婦や授乳婦に医薬品を使用しなければならない

場合がある。しかしながら、その場合における医薬品の安全性に関する科学的根拠は、

ほとんどなかった。我々は、その安全性を確立すべく、薬物動態学の観点から種々の

研究を行ってきた。その結果、胎児期のマウスの肝臓では、医薬品に対する代謝活性

の低い CYP3A16が優位に発現していること、及び、代謝活性の高い CYP3A11は、生

後７日目から発現し始めることを明らかにした。我々のこれらの発見は、胎児期及び

授乳期において薬物代謝活性が低い一つの理由を説明し得るものであった。 

	 ところで、最近、胎児期における薬物代謝活性が低い理由を説明し得る別の理由も

明らかになってきた。CYPを含む薬物代謝に関連した酵素は、肝臓において門脈領域

から中心静脈領域にかけて不均質性があり、zonation と呼ばれる特徴的な局在を示し

ている 30-33)。最近、この zonationが、肝臓における医薬品に対する代謝のエネルギー

効率の向上に寄与しているのではないかと考えられている。また、胎児の肝臓では、

この zonationが見られず、このことが胎児期の肝臓において医薬品に対する代謝活性

を低下させている要因の一つであると考えられている 30)。 

	 我々は、CYP3A16及び CYP3A11の発現と zonationの関係を明確にすることができ
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れば、妊婦や授乳婦における医薬品の適正使用に関するより明確な科学的根拠を提示

できるものと考え、胎児期から乳児期にわたるマウスを用いて、肝臓の CYP3A の

zonationの形成過程について、免疫染色法により解析した。 
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2. 方法 

 

2-1. 試薬 

Isoflurane、sucrose、ultrapure water、Triton® X-100及び dimethyl sulfoxide（DMSO）は、

Wako Pure Chemical Industries, Ltd.（Osaka, Japan）より購入した。Paraformaldehyde及

び Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（D-MEM）は、Sigma-Aldrich Corp.（St. Louis, 

MO, USA）より購入した。Zero BluntⓇ TOPOⓇ polymerase chain reaction（PCR）Cloning 

Kit、PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit、Opti-MEM、fetal bovine serum（FBS）、Alexa 

Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG（A21206）及び Alexa Fluor 594 donkey anti-goat IgG

（A11058）は、Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）より購入した。Bacto tryptone及び Bacto 

yeast extractは Becton Dickinson and Company（Franklin Lakes, NJ, USA）より購入した。

Phosphate buffered saline tablet（without magnesium, calcium）及び Trans IT-LT1は、タカ

ラバイオ株式会社（Shiga, Japan）より購入した。各種 primerは、北海道システム・サ

イエンス株式会社（Hokkaido, Japan）より購入した。6 x Loading Buffer Orange G、Agarose 

S及び Tris-EDTA Bufferは、株式会社ニッポンジーン（Tokyo, Japan）より購入した。

KOD Plusは、東洋紡株式会社（Osaka, Japan）より購入した。Surgipath FSC22 Blue Frozen 

Section Compoundは、Leica Biosystems（Wetzlar, German）より購入した。Rabbit anti-

rat CYP3A2 Ab（R-PAP171）は、日本農産工業（Kanagawa, Japan） より購入した。Goat 

anti PECAM-1 Ab（M-20; sc-1506）は、Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz, CA, USA）

より購入した。Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG（A21206）及び Alexa Fluor 594 

donkey anti-goat IgG（A11058）は、Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）より購入した。そ

の他の試薬は、市販されている物の内、最もグレードの高いものを購入した。 
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2-2. 動物実験 

	 妊娠した ICR マウス及び各週齢の ICR マウスは日本エスエルシー株式会社

（Shizuoka, Japan）より購入した。マウスは温度 24±1℃、湿度 55±5％の施設において

飼育し、明暗条件は 8：00点燈、20：00消灯の条件下で飼育した。 

	 本動物実験は、実験動物の適正な使用及び管理について定められた星薬科大学薬学

部実験動物ガイドラインに準じて、同大学動物実験施設で行われた。 

 

2-3. プラスミドの構築 

	 PCR plates 96-wellの各 wellに KOD-Plus 1.0 µL、10×KOD-Plus buffer 5.0 µL、dNTP 

mixture 4.0 µL、MgSO4 4.0 µL、DMSO 2.0 µL、cDNA溶液 1.0 µL、目的遺伝子の forward 

primer（20 µM）2.0 µL、reverse primer（20 µM）2.0 µL、ultrapure water 29 µLを入れ混

和した。CFX Connect™ Real-Time PCR detection systemで、最初に 94℃で 2分間熱変

性させた。その後、98℃で 10秒間変性させ、55〜58℃で 30秒間アニーリングし 68℃

で 1分 30秒間伸長反応を行った。これを 1サイクルとして、30サイクル行い、目的

遺伝子を増幅した。目的遺伝子 CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、CYP3A25、CYP3A41

及び CYP3A44 について、Table 4 に示す forward primer 及び reverse primer を使用し

た。 

	 作成した PCR産物を精製後、Zero BluntⓇ TOPOⓇ PCR Cloning Kitを用いて、PCR産

物をクローニングベクターに組み込んだ。配列を確認後、インサートを切り出し、pEF-

BOS vectorに組み込み、それぞれの発現 vectorとした 22)。 

 

2-4. Transfection 

	 12wellプレートの各 wellにカバーガラスを沈め、その上にアフリカミドリザル腎臓

由来細胞株 COS7細胞を 1.0×104 cellで播種し、24時間後に遺伝子導入した 23)。pEF-

BOS (vector)、pEF-BOS-CYP3A11、pEF-BOS-CYP3A13、pEF-BOS-CYP3A16、pEF-BOS-

CYP3A25、pEF-BOS-CYP3A41 及び pEF-BOS-CYP3A44 をそれぞれ 1.0 µg に OPTI-
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MEM溶液 150 µLに TransIT-LT1を 2 µLを混ぜたものと混合し、室温で 15分間、イ

ンキュベート後 COS7細胞に滴下した。 

 

2-5. 免疫細胞化学染色 

COS7細胞を PBS(-)で洗浄後、4% PFA/PBSで室温、10分間、固定した。PBS (-) で

穏やかに 1回洗浄した後、blocking buffer（0.1% TritonX-100, 3% FBS /PBS）を用いて、

室温で、1時間、その後、1次抗体溶液を用いて、4℃で一晩インキュベートした。PBS 

(-) で穏やかに 3回洗浄した後、2次抗体溶液を用いて、遮光して室温で、1時間、反

応させた。PBS (-) で穏やかに 3回洗浄した。その後、MICRO COVER GLASSを用い

て VECTASHIELD（Vector Laboratories, Bulingama, CA, USA）にて封入した。免疫染色

した sectionsを FV1200（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて検出した。 

 

2-6. 免疫組織化学染色 

妊娠 13、15 及び 17 日目の ICR マウスをイソフルランで麻酔し、帝王切開により

胎児を取り出した。4% PFA/PBSを用いて、4℃、20分間、固定した。PBS (-) で洗浄

後、サンプルを 4℃で、10% sucrose溶液に浸し、組織が沈んだら 20% sucrose溶液、

30% sucrose溶液と順で同様に浸した。Surgipath FSC22 Blue Frozen Section Compound

で包埋し、-80℃で保存した。これをLEICA CM1850（Leica Biosystems, Wetzlar, Germany）

で 12 µmにカットし、MICRO SLIDE GLASSに接着させ、凍結切片とした。切片は室

温で十分に乾燥させた後、-80℃にて使用まで保存した。その後、免疫染色は免疫細胞

化学染色と同様に行った。 
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3. 結果 

 

3-1. CYP3A分子種に対する抗 CYP3A抗体の特異性の解析 

	 CYP3Aには、多くの分子種が存在するが、CYP3A分子種間のアミノ酸配列の相同

性は非常に高く、それぞれの CYP3A 分子種に特異的に反応する抗体を作製すること

は困難である 34, 35)。したがって、実験で使用する CYP3Aに対する抗体が、CYP3Aの

どの分子種を認識することができるかについて解析することが重要な課題である。ま

ず、我々は、本研究で使用する抗体（rabbit anti-rat CYP3A2 Ab）の CYP3A分子種に

対する反応性を免疫細胞化学染色で解析した。 

	 それぞれの CYP3A分子種の発現 vectorを COS7細胞に transfectionし、24時間後に

細胞を固定し、rabbit anti-rat CYP3A2 Abで免疫細胞化学染色した。その結果、control 

vectorを transfectionした細胞を除くすべての細胞から細胞質に局在したシグナルが得

られた（Fig. 5）。このことより、rabbit anti-rat CYP3A2 Abは、使用した CYP3A分子

種を識別することはできないものの、CYP3A16、CYP3A11 を含むほとんどの CYP3A

分子種（CYP3A11、13、16、 25、41 及び 44）を認識できることが明らかとなった。

そこで、本研究では、CYP3A分子種を識別することなく、rabbit anti-rat CYP3A2 Abを

用いて免疫染色を行ない肝臓における CYP3Aの zonationを解析することとした。 

 

 
Fig. 5 Immunocytochemistry による抗体の認識分子種の解析 
COS7 細胞に CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、CYP3A25、CYP3A41 及び CYP3A44 を

強制発現させた。細胞を固定後、anti-rat CYP3A2 Ab を用いた immunocytochemistry によ

り、反応性を検討した。（×1,200） 
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3-2. 成体マウスにおける肝臓組織切片の免疫組織化学染色 

	 まず、zonationが確実に形成されていることが知られている 6週齢のマウスの肝臓

を用いて、rabbit anti-rat CYP3A2 Abで CYP3Aの zonationが過去の報告通り検出でき

るかどうかを確認した。その結果、血管内皮細胞のマーカーの PECAM-1が発現する

中心静脈の周囲に、CYP3A の特徴的な局在が見られること、及びその局在は中心静

脈から離れるにつれて減少していることが観察できた。このことより、rabbit anti-rat 

CYP3A2 Ab を用いた本法により、CYP3A の zonation を確認できることがわかった

（Fig. 6）。 

 

 

 
Fig. 6	 成体マウスから摘出した肝臓組織切片の免疫組織化学染色 
6 週齢の雄性マウスより肝臓を摘出し、組織切片を作製した。Rabbit anti-rat CYP3A2 
antibody を用いた免疫組織化学染色法で、CYP3A の発現と、局在を確認した。また、
血管内皮細胞のマーカータンパク質である PECAM-1の染色も行った。（×200） 
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3-3. マウスの胎仔肝臓組織における CYP3Aの発現変化 

	 胎児期 13.5日目（E13.5）から乳児期 7日目（P7）のマウスの肝臓を摘出し、組織

切片を作製し、rabbit anti-rat CYP3A2 Abで免疫染色を行った。その結果、過去の報告

と同様に、胎児期においては、CYP3Aの zonationは見られなかった。さらに、生後 1

日目及び 3 日目においても胎児期と同様に、CYP3A の zonation は、認められなかっ

た。一方、生後 7日目には、中心静脈周囲の細胞において CYP3Aの発現量が上昇し、

特徴的な CYP3Aの局在が観察された（Fig. 7）。これらの結果より、CYP3Aの zonation

は、生後 7日目という離乳前の乳児期の肝臓において始めて形成されることが明らか

になった。 

 
Fig. 7 各ステージにおけるマウスから摘出した、肝臓の組織切片の免疫組織染色 
各ステージ（E13.5、E15.5、E17.5、P1、P3及び P7）のマウスより肝臓を摘出し、組
織切片を作製した。Rabbit anti-rat CYP3A2 antibodyを用いた免疫組織化学染色法で、
CYP3Aの発現と、その局在を各ステージで解析を行った。（×400） 
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4. 考察 

CYPを含む薬物代謝酵素は、肝臓において zonationを形成し、基質の代謝の効率化を

はかっていると考えられている。我々は、胎児期及び乳児期における薬物の適正使用

に関する科学的根拠を明確にするため、肝臓における CYP3Aの発現と zonation形成

過程の関係を調べた。その結果、薬物代謝活性の低い CYP3A16 が優位に発現してい

る胎児期には、CYP3Aの zonationは見られず、薬物代謝活性の高い CYP3A11が優位

に発現しだす乳児期から、CYP3A11の発現に符合して CYP3Aの zonationも形成され

始めることが明らかとなった（Fig. 7）。経口摂取した食物や医薬品等に含まれる

CYP3Aの基質は、門脈から肝臓に入り、中心静脈から全身血に送られる。門脈付近の

CYP3A の基質濃度と中心静脈付近の基質濃度は異なり、代謝の不均質性が必然的に

現れる。そのため、効率良く代謝を行うために、CYP3Aの zonationが存在しているの

ではないかと考えられている。胎児期、乳児期、離乳期の順に CYP3A の基質の種類

も量も増加するものと考えられる。また、離乳期以降の劇的な環境の変化に対応する

ため、肝臓においても多様な酵素が発現する。このような成長過程の変化に符合して、

CYP3A の代謝活性の効率化も必要になるのではなかろうか。マウスにおいては、離

乳が生後約 3 週目より始まることより、その離乳にそなえて、代謝活性の高い

CYP3A11の発現増加と CYP3Aの zonationの形成が始まるものと考えられる。 

	 本研究は、CYP3A の分子種を識別した zonation の研究ではないが、我々の過去の

研究をもとに今回得られた免疫染色の結果を考察すると、胎児期における結果は、

CYP3A16を反映したものであり、乳児期における結果は、CYP3A11を反映したもの

であると考えられる。今後、CYP3A の分子種を明確にする必要があるとは考えられ

るものの、本研究により、胎児期においては、CYP3Aの代謝活性は極めて低いこと及

び、乳児期から徐々に CYP3Aの代謝活性が増加することが、CYP3Aの分子種の面か

らだけではなく、zonation の面からも明らかにすることができたと考える。今後、さ

らなる研究を積み重ねることによって、妊婦及び授乳婦における医薬品の適正使用が
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確立されるものと考える。 
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【第三章】 

 

Second trimesterの妊娠マウスに midazolamを投与すると胎児

マウスの脳内に midazolam及び 1′-hydroxymidazolamが多量に

移行する 

 

1. 緒言 

 

	 母親が first trimesterに midazolamを含む benzodiazepine系の薬物を服用した場合、

先天性奇形が高頻度で見られることが報告されて以来、現在では、first trimester に

benzodiazepine系の薬物を服用することはほとんどなくなった 5)。一方、second trimester

以降では、first trimesterと比較して、薬物による胎児への先天性奇形のリスクが少な

くなることもあり、benzodiazepine系の薬物は、限定的ではあるが、依然、使用されて

いる。例えば、妊娠高血圧症候群に関連した痙攣発作の治療や帝王切開時の麻酔薬と

して使用されている 2-4)。しかしながら、この期間に midazolamを妊婦に使用する場合

の胎児への安全性については十分に検証されていない。特に、midazolam は脳に移行

しやすい薬物であるので、胎児の神経発生を障害することが危惧される。 

	 Second trimester において胎児の脳は、神経幹細胞が非対称分裂を繰り返しながら、

ニューロンへと分化する。胎児の脳は、成体の脳と比較して、恒常的に低酸素の状態

にあり、低酸素誘導因子 hypoxia-inducible factor（HIF）-1α が高発現している 36)。こ

の HIF-1α は、神経幹細胞からアストロサイトへの分化を促進するが、近年、third 

trimester に母体に midazolam を投与したところ、胎児の脳において HIF-1α の機能が

阻害されたとの報告がある 37)。この報告は、たとえ second trimester以降でも妊娠中に

midazolamを投与することは、HIF-1αの機能を阻害する可能性があり、胎児の神経発
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生に影響を及ぼすことを示唆している。 

	 これまで、妊娠中に midazolamを含む benzodiazepine系の薬物を母体に投与した際

の胎児の脳への移行や蓄積を解析した研究は、皆無であった。そこで、我々は、妊娠

中に midazolamを母体に投与した際に midazolamが胎児の脳にどの程度移行し、蓄積

するかを調べることとした。Midazolamの脳への移行や蓄積が明らかになれば、second 

trimester以降に妊婦に midazolamを投与した際の胎児の脳へのダメージを推測できる

であろう。 

	 まず、本研究では、妊娠マウスを用い、母体に投与した midazolamがどの程度胎児

の脳に移行し、蓄積するのかについて調べた。また、midazolam は、母体の肝臓で速

やかに代謝され、活性を有する代謝物 1′-hydroxymidazolamに変換されることより、1′-

hydroxymidazolamの脳内移行についても検討した。 

	 次に、midazolamと 1′-hydroxymidazolamが胎児の脳へどのような経路で移行し、蓄

積したかを解析した。母体から胎児の血中に移行したmidazolamは、胎児中において、

ほとんど代謝されることなく、再び母体へ移行する循環をくり返す。一方、1′-

hydroxymidazolamは、単純な母体と胎児間の循環のみならず、胎児の尿を介して羊水

中に排泄される可能性が考えられる。そこで、本研究では、この胎児-羊水間の循環系

にも着目して、midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの脳への移行メカニズムを解析し

た。 
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2. 方法 

 

2-1. 試薬 

	 Midazolam、isoflurane、methanol、ultrapure water、phosphoric acid、acetonitrile 及び

formic acid は、Wako Pure Chemical Industries, Ltd.（Osaka, Japan）より購入した。α-

Hydroxymidazolam solution、α-Hydroxymidazolam-d4 solution及び tween 80は、Sigma-

Aldrich Corp.（St. Louis, MO, USA）より購入した。生理食塩水は、Otsuka Pharmaceutical 

Factory, Inc.（Tokushima, Japan）より購入した。4-Hydroxymidazolam は、Corning Inc.

（NY, USA）より購入した。Phosphate buffered saline tablet（without magnesium, calcium）、

はタカラバイオ株式会社（Shiga, Japan）より購入した。ヘパリンナトリウム注射液

（10,000単位）は、清水製薬株式会社（Shizuoka, Japan）より購入した。その他の試薬

は、市販されている物の内、最もグレードの高いものを購入した。 

 

2-2. 動物実験 

	 妊娠 12.5日目の ICRマウスは日本エスエルシー株式会社（Shizuoka, Japan）より購

入した。マウスは温度 24±1℃、湿度 55±5％の施設において飼育し、明暗条件は 8：00

点燈、20：00消灯の条件下で飼育した。 

	 本動物実験は、実験動物の適正な使用及び管理について定められた星薬科大学薬学

部実験動物ガイドラインに準じて、同大学動物実験施設で行われた。 

 

2-3. 薬液投与 

	 Midazolamの薬液は、10 mg/mLとなるように polyoxyethylene (80) sorbitan monolaurate

に溶解し、stock solutionとした。Stock solutionを生理食塩水で 50倍希釈し、midazolam

溶液（0.2 mg/mL）とした。イソフルラン麻酔下でマウスの体重 10 gあたり midazolam

溶液を 100 µLとなるように静脈内に投与した。 
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2-4. 解剖 

	 マウスは、midazolam投与から各時間（10、15、30、45、60、90、120、180、240及

び 300 min）にイソフルラン麻酔下で、中心静脈から採血した。次に、母体の血液が

胎児に付着することを避けるために、子宮周囲の血管を電気メス（Beaver-Visitec 

International, Tokyo, Japan）で焼くことで止血した。羊水は、子宮に 26G 1/2の注射シ

リンジを穿刺して採取した。また、子宮から胎児を摘出する際、臍帯を、電気メスで

止血した。胎児は、実体顕微鏡（MDG33, Leica Microsystems, Wetzlar, German）下で解

剖し、脳及び肝臓に分けた。その後、母体を開胸し、左心室から PBS（-）を注入しす

ることで体内の血液を洗い流した後、母体の脳及び肝臓を摘出した。各サンプルは、

使用時まで-80℃で保存した。 

 

2-5. LC-MS sample preparation 

	 胎児は、4 mLの 2%リン酸水溶液でホモジナイズし、1分間、ボルテックスした。

その際、内標準物質として 200 ngの 1′-hydroxymidazolam-d4を 10 µLのメタノールに

溶解し、スパイクした。ホモジネート液を 9,000×g、RT で 10 分間、遠心分離した。

上清を 3.8 mLを Solid-phase extraction（SPE）columns Oasis® HLB PRiME 3 cc （60 mg）

（Waters, Milford, MA, USA）に充填した。 SPE columnsは、あらかじめ 1 mLのメタ

ノールでコンディショニングし、500 µLの超純水と 2%リン酸水溶液で平衡化したも

のを用いた。洗浄は、1 mLのメタノール：超純水（5：95, v/v）で行った。サンプル

の溶出は、2 mLのアセトニトリル：メタノール（90：10, v/v）で行った。溶出液は、

窒素灌流下、50℃で溶媒を留去した。100 µLのグラジエント開始時の移動相で再溶解

し、LC-MSサンプルとした。 

	 胎児の脳及び肝臓は、1 mLの 2%リン酸水溶液でホモジナイズし、胎児と同様の方

法で前処理した。 

	 母体の血液から調製した血漿 100 µLと羊水 500 µLに同量の 4%リン酸水溶液を加

え、1分間、ボルテックスした。そして、上述した胎児のサンプルと同様の方法で、
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前処理した。 

	 検量線は、コントロールの各サンプルに midazolam、1′-hydroxymidazolamあるいは

4-hydroxymidazolamの標準液をスパイクし、同様の方法で前処理し、作製した。検量

線の定量域は、母体の血漿 : 1.953〜5,000 ng/mL、母体の脳 : 9.765625〜5,000 ng/tissue、

wholeの胎児 : 1.953〜500 ng/embryo、胎児の脳 : 1.5625〜100 ng/tissue、羊水 : 1.953

〜125 ng/mLの範囲で作製した。 

 

2-6. LC-MS analysis 

	 分析は、LC-20A HPLCシステム（SHIMADZU）と LCMS-2010 EV single quadrupole 

mass spectrometer（SHIMADZU）を組み合わせて行った。分析カラムは、XBridge C18

（3.5 µm, 21 mm x 150 mm）（Waters）を使用した。カラム温度は、40℃で分析を行っ

た。移動相 A は、0.1%のギ酸を加えた超純水を使用した。移動相 B は、0.1%のギ酸

を加えたアセトニトリルを使用した。分析は、以下に示す binary gradientモードで行

った。（Gradient 条件（% of B）:0.00 min 10%, 10.00 min 70%, 12.00 min 70%, 12.01 min 

10%, 16.00 min 40%）流速は、0.2 mL/minで一定とした。 

	 Interfaceは、positiveモードの ESIを使用した。ネプライザーガスの流量は、1.5 L/min

に設定した。CDL温度とヒートブロック温度は、それぞれ、250℃、200℃に設定した。

検出器の電圧は、1.5 V に設定した。測定は、m/z 326 for midazolam、m/z 342 for 1′-

hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam、m/z 346 for 1′-hydroxymidazolam-d4による

selected ion monitoring（SIM）methodで行った。 

	 HPLC システムの制御及び MS クロマトグラムの解析は、LCMSsolution Ver.3.40

（SHIMADZU）を用いて行った。 

	 以上の分析条件の元で、それぞれの薬物の標準品を分析した際のMSクロマトグラ

ムと保持時間を、Fig. 8と Table 4に示した。 
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2-7. Statistics  

	 実験値は、平均値±標準偏差として表記した。その際、外れ値は、Smirnov-Grubbsの

棄却検定により算出した。有意差は、Student’s t-testで算出した。薬物動態学の各種パ

ラメータは、解析ソフト Numeric Analysis Program for Pharmacokineticsを用いて算出し

た 38)。 
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Fig. 8 各標準品のMSクロマトグラム 
Midazolam、1′-hydroxymidazolam、4-hydroxymidazolam及び 1′-hydroxymidazolam-d4の
濃度がそれぞれ 100 ng/mLになるように移動相（0.1% formic acid/water : 0.1% formic 
acid/acetonitrile = 9 : 1）に溶解し、5 µLをインジェクションした。 

 

 

Table 4 各標準物質の保持時間 
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3. 結果 

 

3-1. 母体及び胎児の脳中 midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam の経時変化及び薬物

動態学的解析 

	 妊娠 14.5日の母マウスに midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈内に投与したところ、投

与 5分後から約 20分間にわたり、睡眠状態を呈した。Midazolam投与後、母体及び胎

児から脳を摘出し、脳内 midazolam及び 1′-hydroxymidazolam濃度を測定した。母体の

脳内 midazolam濃度は、投与直後から急激に低下し、投与 180分後以降では、検出限

界以下であった。一方、1′-hydroxymidazolam は、投与 10 分後には、すでに母体の脳

内に認められ、それ以降は midazolamに類似した推移を示した（Fig. 9A）。 

	 それに対して、胎児の脳内における midazolam濃度は、母体の脳内濃度の推移とは

異なり、投与 15分後に最大となり、120分後移行では検出限界以下であった。一方、

胎児の脳内における 1′-hydroxymidazolamの濃度は、投与 15分後に最大となったもの

の、midazolamとは異なり、300分後まで、脳内で検出された（Fig. 9B）。 

	 母体と胎児の脳における midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam の薬物動態パラメー

タ（AUC（area under the curve）、AUCinf、AUCinf ratio（midazolam / 1′-hydroxymidazolam）、

t1/2）を Table 5に示す。Midazolamに対する 1′-hydroxymidazolamの脳内における存在

比（AUCinf ratio）は、母体及び胎児において、ともに 1:1であり、両者の存在比に差

は認められなかった。一方、胎児の脳における midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの

存在量は、母体の脳における存在量の、それぞれ 44.7%及び 44.5%であり、胎児の脳

にも両化合物が多量に移行することが明らかになった。 
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Fig. 9 母体と胎児の脳内 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化と脳・体重
比 
Midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈から投与し、各時間（10、15、30、60、90、120、180、
240、及び 300 min）の母体の脳（A）と胎児の脳（B）の midazolam 及び 1′-
hydroxymidazolam の濃度を LC-MS で測定した。脳内 midazolam 濃度と 1′-
hydroxymidazolam濃度の変化は、それぞれ実線と点線で示した。分析結果は、中央値
±標準偏差（母体 : n = 5, 胎児 : n = 15）で示した。 

 

Table 5 母体と胎児の脳における midazolamあるいは 1′-hydroxymidazolamに関する

薬物動態パラメータ 
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3-2. 母体の血漿中 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化 

	 母体の血漿中の midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam の濃度を定量分析した。

Midazolamの血漿中濃度は、母体の脳内濃度と同様に、投与直後から急激に低下した

（Fig. 10）。一方、1′-hydroxymidazolam の血漿中濃度は、母体の脳内における 1′-

hydroxymidazolam 濃度の推移とは異なり、投与 15 分後が最も高くなり、それ以降は

緩やかに減少した。Midazolamと 1′-hydroxymidazolamの血漿中濃度を比較すると、投

与 15分後までは、midazolamの方が高いが、投与 15分後以降では、1′-hydroxymidazola

の方が高かった（Fig. 10）。なお、4-hydroxymidazolamについては、すべてのサンプル

で検出できなかった。 

	 母体の血漿中における midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam の薬物動態パラメータ

（AUC、AUCinf、AUCinf ratio、t1/2）を Table 6の上段のカラムに示す。Midazolamに対

する 1′-hydroxymidazolam の AUCinf ratio は 1.92 であり、血漿中では、 1′-

hydroxymidazolam の方が midazolam に比べ約 2 倍多く存在することがわかった。一

方、母体の血漿中の midazolamの AUCinfと母体の脳内の midazolamの AUCinfを比較

すると、脳内の AUCinfの方が 1.86 倍高かった。それに対して、1′-hydroxymidazolam

は、血漿と脳内の AUCinfにほとんど差は見られなかった。これらのことより、母体に

投与した midazolamは、速やかに代謝され、1′-hydroxymidazolamを生成するが、母体

の血漿から脳内への移行率は、1′-hydroxymidazolamに比べ、midazolamの方が高いこ

とがわかった。さらに、母体の血漿中の midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの AUCinf

と胎児の脳内における両者の AUCinfを比べると、胎児は母体の、それぞれ 83.3%及び

44.9%であった。 
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Fig. 10 母体の血漿中 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化 
Midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈から投与し、各時間（10、15、30、60、90、120、180、
240、及び 300 min）の血漿中の midazolam及び 1′-hydroxymidazolam の濃度を LC-MS
で測定した。分析結果は、中央値±標準偏差（n = 5）で示した。 
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3-3. 胎児中 midazolamあるいは 1′-hydroxymidazolamの経時変化 

	 胎児の血漿中の midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam 濃度を測定することはできな

かったため、脳を含む胎児全体における midazolam 及び 1′-hydroxymidazolam の濃度

を定量分析した。母体に midazolam を投与してから 15 分後に胎児中の midazolam 濃

度が最高値となり、それ以降は急激に減少した。一方、1′-hydroxymidazolamの濃度は、

15分後に最高値となったものの、midazolamとは異なり、300分まで胎児中に検出で

きた（Fig. 11）。なお、4-hydroxymidazolamについては、胎児中では検出できなかった。 

	 Midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの薬物動態パラメータ（AUC、AUCinf、AUCinf 

ratio、t1/2）を Table 6中段のカラムに示す。胎児全体における midazolamに対する 1′-

hydroxymidazolamの AUCinf ratioは 2.46であり、母体の血漿中における両者の AUCinf 

ratio（1.92）よりも高かった。胎児全体のmidazolamのAUCinfと胎児の脳内のmidazolam

の AUCinfを比較すると、胎児の脳内の AUCinfの方が 1.78倍高かった。この値は、母

体の血漿中の AUCinfと母体の脳中の AUCinfの関係（1.86）と近似していた。一方、1′-

hydroxymidazolamでは、胎児の脳内の AUCinfは、胎児全体の 75.4%であった。この値

は、母体の血漿中の AUCinfに対する母体の脳中の AUCinfの関係に比べ、小さかった。 
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Fig. 11 胎児中 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化 
Midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈から投与し、各時間（10、15、30、60、90、120、180、
240、及び 300 min）の胎児中の midazolam及び 1′-hydroxymidazolam の濃度を LC-MS
で測定した。分析結果は、中央値±標準偏差（n = 15）で示した。 
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3-4. 母体の羊水中 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化 

	 Midazolamと 1′-hydroxymidazolamの母体の血漿中における AUCinf ratioと胎児全体

における AUCinf ratioが、それぞれ、1.92と 2.46と異なる値となった。本研究では、

この差がどうして生じたのか検討した。検討に際して、我々は、胎児からの midazolam

と 1′-hydroxymidazolam の消失過程に注目した。母体では、midazolam と 1′-

hydroxymidazolamは、尿中に排泄される。この際の排泄率は、1′-hydroxymidazolamの

方が高いことが報告されている 39)。母体と同様に、胎児において、midazolam と 1′-

hydroxymidazolam が尿中に排泄されると、母体の場合とは異なり、midazolam と 1′-

hydroxymidazolamは羊水中に移行する。薬物が羊水中に移行した場合、胎児が羊水を

飲むことで再び胎児の体内に薬物が移行する。我々は、このような胎児と羊水の循環

系が、上述の差が生じた主な理由ではないかと推察した。そこで、羊水中における

midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの推移を解析した。 

	 羊水中の midazolam濃度は、投与 15分後に最大となり、その後は急速に減少した。

一方、羊水中の 1′-hydroxymidazolam 濃度は、投与 30 分後に最大となり、その後は、

緩やかに減少した（Fig. 12）。この羊水中の 1′-hydroxymidazolamの推移には、胎児全

体における 1′-hydroxymidazolamの推移に比べ、約 15分間のタイムラグがあった。 

	 Midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの薬物動態パラメータ（AUC、AUCinf、AUCinf 

ratio、t1/2）を Table 6下段のカラムに示す。Midazolamに対する 1′-hydroxymidazolamの

羊水における AUCinf ratio は、2.65 であり、母体の血漿や胎児全体における両者の

AUCinf ratioよりも高かった。 

	 以上の結果より、胎児において、1′-hydroxymidazolamは、羊水と胎児間を循環して

いることがわかった。加えて、この羊水と胎児間の循環は、midazolam に比べ 1′-

hydroxymidazolamの方が多いことも明らかになった。 
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Fig. 12 母体の羊水中 midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの経時変化 
Midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈から投与し、各時間（10、15、30、60、90、120、180、
240、及び 300 min）の羊水中の midazolam及び 1′-hydroxymidazolam の濃度を LC-MS
で測定した。分析結果は、中央値±標準偏差（n = 5）で示した。 

 

Table 6 母体と胎児の各組織における midazolam及び 1′-hydroxymidazolamに関する

薬物動態パラメータ 
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4. 考察 

 

	 妊娠中の midazolamの使用は、子癇発作や帝王切開等の手術時の麻酔薬に限られて

いる 2-4)。また、妊娠中の midazolamの使用は、胎児への安全性が懸念されるために、

積極的な使用は認められていない。さらに、胎児の薬物動態に関する研究は、血液-胎

盤関門の透過性に焦点が置かれていることが多く、胎児自身の薬物動態は、ほとんど

調べられていない。我々は、胎児における midazolamの薬物動態を明らかにすること

で、妊娠中の midazolam の適正使用につながるものと考え、midazolam の作用部位で

ある脳を中心に解析を行った。 

	 本研究の結果、脳内における midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの存在比は、母体

においても胎児においても、ほぼ 1:1であり、両者に差がないことがわかった。この

結果ならびに母体の血漿における midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの AUCinfから

考えると、midazolamの方が 1′-hydroxymidazolamに比べ、脳内に移行しやすいことが

示唆された。一方、脳における midazolamと 1′-hydroxymidazolamの存在量は、胎児に

おいては、ともに母体の約 1/2であることがわかった。この結果は、midazolamと 1′-

hydroxymidazolam の血液-胎盤関門の透過性の差に起因しているものと考えられる。

ヒトを対象にした研究では、midazolamの透過性は、約 50〜60%と報告されているこ

とからも、本推論は妥当であると考える 40, 41)。 

	 母体の血漿におけるmidazolamに対する 1′-hydroxymidazolamの AUCinf ratioは、1.92

であった。それに対して、胎児全体のmidazolamに対する1′-hydroxymidazolamのAUCinf 

ratioは、2.46であった。母体の肝臓においては、midazolamは、cytochrome P450（CYP）

3Aによって代謝され、1′-hydroxymidazolamを産生するが、胎児の肝臓では、midazolam

を代謝する活性がほとんどないことを、我々は明らかにしている。また、多くの研究

において、胎児の肝臓においては、midazolam の代謝活性の低いことが報告されてい

る 42-46)。そこで、母体の血漿に比べ胎児全体において 1′-hydroxymidazolam の存在比
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が多いことについて、その理由を調べた。その結果、midazolam に比べ 1′-

hydroxymidazolam の方が、胎児-羊水間の循環が多いことがわかり、これが 1′-

hydroxymidazolamの存在比が多い理由であると考えられた。 

	 以上の結果をまとめると、母体に投与した midazolam は、速やかに代謝され、1′-

hydroxymidazolamに変換される。両者ともに、母体及び胎児の脳内へ、ほぼ 1:1の割

合で移行することが明らかになった。また、両者の脳内での存在量は、母体の脳に比

べ、胎児の脳では約 1/2という高値であることがわかった。神経の発達期である脳へ、

母体の脳の約 1/2の midazolam及び 1′-hydroxymidazolamが移行することは、神経の発

生において何らかの影響を及ぼす可能性は否定できず、たとえ妊娠の second trimester

以降でも、妊婦の midazolamの使用には、十分注意が必要だと考える。 

	 さらに、母体の血漿中の midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの AUCinfに比べ、胎

児の脳の AUCinfは、それぞれ、83.3%及び 44.9%であることも明らかになった。この

結果は、midazolam及び 1′-hydroxymidazolamについて、母体の血漿中の AUCinfがわか

れば、胎児の脳における AUCinfが予測できる可能性を示唆している。この点に関して

は、今後、検討すべき課題であると考えられる。 
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【総 括】 

 

	 妊娠中の医薬品の使用は、胎児への影響を考慮し、できる限り避けられている。し

かしながら、慢性疾患を持つ女性や妊娠中にがんや痙攣発作の治療等、母体の生命を

脅かす疾病と診断された場合、医薬品による治療が行われることがある。日本を含む

世界各国では、やむを得ず妊婦に対して医薬品を使用する際には、独自のリスクカテ

ゴリーをそれぞれに定めている。欧米では、妊婦に対するリスクカテゴリーは、医薬

品の副作用よりも、医薬品を使用することで得られる主作用に主眼がおかれており、

過去の臨床例や、患者の希望を考慮して、医師が医薬品を積極的に使用している。そ

れに対して、日本における妊婦に対するリスクカテゴリーは、医薬品を使用すること

で得られる主作用よりも、動物実験で得られた医薬品を使用することによる副作用に

主眼がおかれている。その結果として、日本においては、妊婦に対して投与禁忌とな

っている医薬品が欧米よりも多く、妊娠期に使用可能な医薬品の選択肢を狭めている

1)。このような中、日本において、有用な薬理作用を有しているにも関わらず、妊婦に

対して投与禁忌となっている医薬品を活かすには、妊娠中の薬物治療を積極的に行う

ための安全性に関するエビデンスが必要となる。 

	 一般に、薬物の効果と副作用は、薬物が体内のどこに集積しているのかを明らかに

することで、おおよそ推定することが可能である。Benzodiazepine系の薬物 midazolam

は、痙攣発作の治療や手術時の麻酔の導入・維持を目的に、second trimester（妊娠３

ヶ月）以降の妊婦に対して限定的ではあるものの依然使用されている 2-4)。しかしなが

ら、胎児に移行した midazolamの薬物動態は、全く明らかになっておらず、現在のと

ころ胎児に対する安全性の予測は困難な状況にある。特に、midazolam は、脳に作用

する薬物であることより、胎児の神経発生への影響が危惧されるため、妊婦が

midazolam を使用することに関する安全性を確立することが急務となっている。そこ

で本研究では、midazolam を妊娠中に使用した際の胎児における薬物動態を詳細に解
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析することにより、midazolamの胎児への影響を明らかにすることを試みた。 

 

1）胎児の肝臓における薬物代謝酵素 cytochrome P450 3A（CYP3A）の発現量の解析

（第一章） 

	 Midazolamを含む現行の医薬品の約半数は、CYP3Aによって代謝される。Midazolam

の胎児における薬物動態を明確にするためには、胎児における CYP3A の発現状態を

明らかにする必要がある。そこで、まず、胎児期の肝臓における CYP3A の発現量の

変化を調べた。 

	 CYP3A には、アミノ酸配列の高い相同性を有した分子種が多く存在し、その発現

量は、性別や年齢によってダイナミックに変化することが知られている。しかしなが

ら、胎児期の肝臓において、どの CYP3A 分子が発現しているのかをタンパク質レベ

ルで解析した研究は皆無であった。本研究では CYP3A11、CYP3A13、CYP3A16、

CYP3A25、CYP3A41 及び CYP3A44 の標準タンパク質を作成するとともに、CYP3A

分子種に対する反応性の大きく異なる 2種類の抗体を駆使し、マウスの CYP3A分子

種の発現量をタンパク質レベルで解析した。その結果、胎児期から新生児期の肝臓に

おいて優位に発現している CYP3A分子種は、CYP3A16であること及び出生直後から

CYP3A11が強発現することを明らかにした。 

	 これまで、midazolam は CYP3A によって代謝されることはわかっていたものの、

CYP3A のどの分子種によって代謝されるかについては、明確にされていなかった。

そこで、胎児期に優位に発現している CYP3A16 並びに生後発現が急速に増加する

CYP3A11 について、midazolam に対する代謝活性を in vitro の系で解析した。その結

果、CYP3A16 は、midazolam をほとんど代謝できないこと並びに CYP3A11 は

midazolamに対する代謝活性が非常に高い分子種であることが明らかになった。 

以上の結果より、胎児期の肝臓においては、代謝活性の低いCYP3A16が主要なCYP3A

分子種であり、薬物代謝活性は極めて未熟な状態にあり、その役割を母体の肝臓に依

存している可能性が示唆された。 
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2）胎児期から乳児期のマウスの肝臓における薬物代謝酵素 CYP3Aの zonationの形成

時期の解析（第二章） 

	 Midazolam を代謝する CYP3A を含む薬物代謝酵素の多くは、門脈領域から中心静

脈領域にかけて不均質に分布し、zonation と呼ばれる特徴的な発現局在を形成してい

る。CYP3A16や CYP3A11を含む種々の薬物代謝酵素は zonationを形成することによ

って、代謝に関連したエネルギー効率を向上させ、効率よく基質を代謝しているもの

と考えられている。したがって、胎児期の肝臓における CYP16 及び CYP3A11 の

zonationの形成過程を明確にすることは、CYP3Aの分子種の面ばかりではなく、代謝

の効率の面からも midazolamの胎児への影響を推定する上で重要な知見となる。 

胎児期 13.5 日目から生後 7 日目にわたるマウスを用いて zonation 形成過程を解析し

た結果、胎児期、生後 1日目及び生後 3日目においては、CYP3Aの zonationは、認め

られなかった。一方、生後 7日目には、中心静脈周囲の細胞において CYP3Aの発現

量が上昇し、特徴的な CYP3A の局在が観察された。これらの結果より、CYP3A の

zonationは、生後 7日目という離乳前の乳児期の肝臓において始めて形成されること

が明らかになった。 

	 経口摂取した食物や医薬品等に含まれる CYP3A の基質は、門脈から肝臓に入り、

中心静脈から全身血に送られる。門脈付近の CYP3A の基質濃度と中心静脈付近の基

質濃度は異なり、代謝の不均質性が必然的に現れる。そのため、効率良く代謝を行う

ために、CYP3Aの zonationが存在しているのではないかと考えられている。胎児期、

乳児期、離乳期の順に CYP3Aの基質の種類も量も増加するものと考えられる。また、

離乳期以降の劇的な環境の変化に対応するため、肝臓においても多様な酵素が発現す

る。このような成長過程の変化に符合して、CYP3A の代謝活性の効率化も必要にな

るのではなかろうか。マウスにおいては、離乳が生後約 3 週目より始まることより、

その離乳にそなえて、代謝活性の低い CYP3A16 から代謝活性の高い CYP3A11 への

発現変換と CYP3A11の zonationの形成が始まるものと考えられる。 
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3）胎児における midazolamの薬物動態の検討（第三章） 

	 第一章及び第二章において、second trimester 以降の胎児であっても、midazolam の

代謝活性が低いことを明らかにした。そこで、本章では、second trimester の妊婦に

midazolam を使用した際の胎児における薬物動態を解析する目的で、妊娠期のマウス

を用いて、種々検討した。 

	 Second trimester（妊娠 14.5日）のマウスに、midazolam（2.0 mg/kg）を尾静脈より処

置した。投与後、10-300分目にマウスを解剖し、母体の脳及び血漿並びに胎児全体あ

るいは胎児の脳における midazolam 及びその代謝物 1′-hydroxymidazolam の移行量を

LC-MSで定量分析した。さらに、定量結果をもとに薬物速度論解析を行い、両薬物の

脳への移行性を母体と胎児で比較検討した。その結果、胎児の脳における midazolam

あるいは 1′-hydroxymidazolam の時間-濃度曲線下面積（AUCinf）は、母体の脳におけ

る AUCinfと比較すると、それぞれ 44.7%と 44.5%であり、両薬物ともに母体の脳の約

1/2 の量が胎児の脳に移行していることが明らかになった。Midazolam と 1′-

hydroxymidazolam の血液-胎盤関門の透過性が、約 50〜60%であるとの報告がある。

したがって、本結果は、midazolamの血液-胎盤関門の透過性を反映したものと考えら

れる。 

	 一方、midazolam及び 1′-hydroxymidazolamの母体における血中から脳への移行性と、

胎児における全身から脳への移行性を比較したところ、母体では血中に比べ脳のそれ

ぞれの濃度が 1.86倍及び 1.02倍高かった。胎児においてもそれぞれ 1.79倍と 0.75倍

となり、midazolamと 1′-hydroxymidazolamの末梢から脳への移行性は、母体と胎児で

差がないことが示唆された。一般に、薬物が末梢血から脳に移行する場合、血液-脳関

門を透過しなければならない。これまで、胎児の血液-脳関門は成体と比較して未熟で

あり、薬物の末梢から脳への移行性は成体と比較して胎児の方が高いという見解が一

般的であった。しかしながら、近年、胎児の血液-脳関門は、脳の発生の早い時期から

形成されており、その機能も十分に持っていることが明らかになってきている。本研

究においても、母体と胎児で、midazolam の末梢から脳への移行性に差が見られなか
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ったことは、胎児の血液-脳関門が母体とほぼ同等の機能を有していたためであると

考察できる。 

 

	 以上、本研究では、妊婦に midazolamを使用した際の胎児への影響を薬物動態学の

観点から詳細に解析した。その結果、第一章及び第二章において、second trimester以

降の胎児の肝臓における CYP3A の代謝活性は、発現している CYP3A の分子種の面

からも、zonation を形成していないという面からも、極めて脆弱であることが明らか

になった。また、第三章において、second trimesterに midazolamを使用した場合にも、

母体の脳の約1/2の量のmidazolamが、胎児の脳へと移行することが明らかになった。

これまで、second trimester以降の妊婦に対して、限定的ではあるが midazolamが使用

されてきた。胎児の肝臓における midazolamの代謝活性は母体と比較して著しく低い

ことに鑑みると、母体の脳の 1/2という量は、胎児に奇形や何らかの障害を引き起こ

す可能性のある蓄積量であると推測される。今後、second trimester以降であっても妊

婦の midazolam使用については、十分注意する必要があると考える。最後に、本研究

の成果は、母体の血中 midazolam濃度のデータから胎児の脳に移行する midazolamの

量を推測できる可能性を示唆している。今後、さらに詳細な解析を行うことによって、

妊娠中のmidazolamの投与設計に対して明確な科学的根拠を与えることができるもの

と期待される。 
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