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略号及び用語の定義一覧 

 

AMP adenosine 5’-monophosphate 

ATP adenosine 5’-triphosphate 

AUC0–t area under the curve from 0 to t hours、0からt時間までの血漿中濃度時

間曲線下面積 

AUC0–inf area under the curve from 0 to infinity、0から無限大時間までの血漿中

濃度時間曲線下面積 

BBMV brush-border membrane vesicle、刷子縁膜小胞 

BCRP (ABCG2) breast cancer resistance protein (ATP-binding cassette sub-family G 

member 2) 

C0 initial plasma concentration after intravenous injection、静脈内投与直後

の血漿中濃度 

Ct plasma concentration at t hours、被験物質投与t時間後における血漿中

濃度 

CPM count per minute、1分あたりの放射線計測回数 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO dimethyl sulfoxide 

EGTA ethylene glycol tetraacetic acid 

FEUA fractional excretion of urate、尿中尿酸排泄率 

GLUT9 (SLC2A9) glucose transporter type 9 (solute carrier family 2 member 9) 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

HCl hydrochloric acid 

HEK293 human embryonic kidney cells 293 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPLC high-performance liquid chromatography、高速液体クロマトグラフィー 



 

 

IC50 half maximum inhibitory concentration、50%阻害濃度 

IL-1 interleukin-1、インターロイキン-1 

Ki inhibitor constant、阻害定数 

Km Michaelis constant、ミカエリス定数 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry、液体クロマトグラフ

ィータンデム質量分析装置 

MC methylcellulose又はmetolose 

MDCKII Madin-Darby canine kidney strain II 

MgCl2 magnesium chloride 

MRP4 (ABCC4) multidrug resistance-associated protein 4 (ATP-binding cassette 

sub-family C member 4) 

NaCl sodium chloride 

NaOH sodium hydroxide 

NLRP3 Nod-like receptor family pyrin domain-containing 3 

NPT4 (SLC17A3) sodium-phosphate transporter 4 (solute carrier family 17 member 3) 

OAT1 (SLC22A6) organic anion transporter 1 (solute carrier family 22 member 6) 

OAT3 (SLC22A8) organic anion transporter 3 (solute carrier family 22 member 8) 

PCRE plasma concentration of creatinine、血漿中クレアチニン値 

PUA plasma concentration of urate、血漿中尿酸値 

PZA Pyrazinecarboxylic acid 

[S] concentration of substrate、基質濃度 

SD standard deviation、標準偏差 

SGLT2 sodium glucose cotransporter 2 

SNP single nucleotide polymorphism、一塩基多型 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

URAT1 (SLC22A12) urate transporter 1 (solute carrier family 22 member 12) 



 

 

UCRE urinary concentration of creatinine、尿中クレアチニン値 

UPLC ultra-performance liquid chromatography、超高速高分離液体クロマトグ

ラフィー 

UUA urinary concentration of urate、尿中尿酸値 
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緒言 

 

 痛風は急性の関節炎を伴う疾患であり、関節に沈着した尿酸塩結晶が剥がれ落ちることで炎症が

惹起される。遺伝要因（Lesch-Nyhan 症候群、家族性若年性高尿酸血症性腎症など）及び環境要因

（食事や飲料）が痛風の発症に関与することが知られている（Kuo CF, 2015）。本邦における痛風

の罹患者は 100 万人を超えており（厚生労働省，2016 年）、世界的にも痛風の発生率は増加してい

る（Roddy E, 2012）。痛風の炎症過程には自然免疫が関与しており、近年、その詳細なメカニズム

が明らかとなった。すなわち、関節に遊走された好中球が尿酸塩結晶を貪食し、Nod-like receptor 

family pyrin domain-containing 3（NLRP3）インフラマソームを活性化し、インターロイキン 1β（IL-1β）

を産生することで痛風関節炎が発症する（Martinon F, 2006）。また、痛風の特効薬として古くから

使用されているコルヒチンが、好中球における α-tubulin の重合を阻害し，NLRP3 インフラマソー

ムの形成を抑制することが明らかとなった（Misawa T, 2015）。また、IL-1 関連の生物学的製剤であ

る Anakinra（IL-1 受容体拮抗蛋白質）、Rilonacept（IL-1 受容体デコイ蛋白質）及び Canakinumab（抗

IL-1β 抗体）がいずれも痛風関節炎を抑制したことから（Jassen CA, 2019; Schumacher HR Jr, 2012; 

Schlesinger N, 2011）、痛風関節炎の発症メカニズムは NLRP3 インフラマソームの形成とそれに続

く IL-1β の産生であることが裏付けられた。痛風の原因疾患として高尿酸血症が知られているが、

尿酸の溶解度（37°C の 140 mmol/l Na+水溶液で 6.8 mg/dl）を超える状態が続くことで関節に尿酸

塩結晶が沈着するためである（Loeb JN, 1972）。また、高尿酸血症は慢性腎障害やメタボリックシ

ンドロームの独立した危険因子であることが複数報告されており（Iseki K., 2004; Obermayr RP, 

2008; Yu TY, 2016）、2018 年に発行された高尿酸血症・痛風の治療ガイドライン（第 3 版）では腎

機能の改善を目的として尿酸降下薬の使用が条件付きで推奨されている（日本痛風・核酸代謝学会

ガイドライン改定委員会、2018 年）。これらのことから、高尿酸血症の治療は痛風の予防だけでは

なく、生活習慣病の予防という観点からも重要と考えられる。 

 高尿酸血症治療薬は尿酸生成抑制薬と尿酸排泄促進薬の 2 つに分類され、尿酸生成過剰型の患者

には前者、尿酸排泄低下型の患者には後者を使用することが推奨されてきた（日本痛風・核酸代謝

学会ガイドライン改定委員会、2018 年）。尿酸生成抑制薬は xanthine oxidase を阻害し、ヒポキサン
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チンからキサンチン、キサンチンから尿酸の生成を抑制することで血中尿酸値を低下させる。

Allopurinol は古くから使用されている尿酸生成抑制薬であるが、副作用として重篤な皮膚症状が発

現する点や腎機能障害患者で用量調節が必要な点に留意が必要である。近年、Febuxostat や

Topiroxostat といった新規尿酸生成抑制薬が誕生し（Terkeltaub R, 2006; Matsumoto K, 2011）、中等

度までの腎機能障害患者に用量調節不要な薬剤として使用されている（Kimura K, 2018; Hosoya T, 

2014）。一方、尿酸排泄促進薬は尿中への尿酸排泄を促進することで血中尿酸値を低下させる。最

も古い尿酸排泄促進薬である Probenecid は非常に高用量かつ 1 日 3 回投与であること、有機アニオ

ントランスポーター（organic anion transporters; OATs）阻害による薬物相互作用のリスクがあるこ

とから、臨床ではほとんど使用されていない。Benzbromarone は本邦で最も多く処方される尿酸排

泄促進薬であるが、まれに発現する劇症肝炎のためにほとんどの EU 諸国では市場から撤退してお

り、米では上市されていない。近年、欧米で Lesinurad が尿酸生成抑制薬との併用という条件付き

で承認されたが、血中尿酸値低下作用は他剤と比べて弱く、さらに高用量で腎機能障害が認められ

ている。図 1 に本邦における高尿酸血症患者の病型分類の割合を示した。高尿酸血症患者の 85%

は尿酸排泄低下型の素因を持っていることから（中村，2003 年）、尿酸排泄促進薬の処方が大半を

占めることが妥当と考えられるが、上記のように既存の尿酸排泄促進薬には問題点が多く、実際は

ほとんど処方されていない。以上のことから、薬効及び安全性に優れた新規尿酸排泄促進薬の開発

が求められている。 

 尿酸排泄促進薬の作用メカニズムに関わる重要な発見が 2002 年に報告され、腎臓の近位尿細管

管腔側に発現するトランスポーターである URAT1 が尿酸の再吸収を担っていること、

Benzbromarone が URAT1 を強く阻害することが明らかとなった（Enomoto A, 2002）。また、URAT1

の一塩基多型（single nucleotide polymorphism: SNP）で機能が欠損している個人では無症候性の尿

中尿酸排泄の増加がみられ、血中尿酸値が 1 mg/dl 未満と著しい低尿酸血症になることが報告され

ている（Ichida K, 2008）。これらのことから、URAT1 の機能低下により尿酸の再吸収が抑制され、

尿酸排泄が促進した結果として血中尿酸値が低下すると考えられ、URAT1 が尿酸排泄促進薬の標

的分子であることが裏付けられた。近年、同様な考え方で開発された薬剤が上市されている。糖尿

病治療薬の sodium glucose cotransporter 2（SGLT2）阻害剤は、近位尿細管の管腔側に発現して糖を
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再吸収するトランスポーターである SGLT2 を阻害することで、尿中に糖を排泄して血糖値を低下

させる薬剤である。SGLT2 の SNP で機能が低下している個人では無症候性の尿糖の増加がみられ

ており（Santer R, 2003）、SGLT2 を阻害して糖の再吸収を抑制し、尿糖が増加した結果として血糖

値が低下するという、創薬の方向性が示されていた。 

 既存の尿酸排泄促進薬と比べて薬効が強く，Benzbromarone で報告されていた劇症肝炎のリスク

を避けた新規尿酸排泄促進薬の創生を目指して創薬を開始した。肝障害のリスク回避のため、肝障

害リスク構造を避けて合成展開し、肝臓ミトコンドリア毒性のスクリーニングを実施した。一方、

薬理効果のスクリーニングは汎用性の観点からげっ歯類を用いることが多いが、ヒトとの種差が大

きいために適切なモデルが報告されておらず、最適な実験モデルの選択が必要であった。そこで、

第一章では尿酸代謝の種差最小化を指向して検討した複数のラットモデルについて論述し、第二章

ではラットモデルの評価で有望な尿酸排泄促進薬と考えられた Dotinurad について、既存の尿酸排

泄促進薬と比較して得られた薬理学的特長について論述した。 

正常型
3% 尿酸産生過剰型

12%

尿酸排泄低下型
60%

混合型
25%

 

図 1 高尿酸血症患者の病型分類 

本邦における高尿酸血症患者における病型分類と構成比率を示す（中村，2003 年）。混合型は尿酸産生過剰型と尿

酸排泄低下型を併せ持つ高尿酸血症患者を示し、正常型は尿酸産生過剰型と尿酸排泄低下型のいずれでもない高尿

酸血症患者を示す。 

 



 

4 

 

第一章 尿酸代謝の種差最小化を指向したラットモデルによる

尿酸排泄促進薬の評価 

 

序論 

 薬効のスクリーニングは汎用性の観点からげっ歯類を用いることが多いが、げっ歯類とヒトの間

で尿酸代謝の種差が大きいため（図 2）、尿酸排泄促進薬の効果を適切に評価できるげっ歯類モデ

ルはほとんど報告されていない。1 つ目の要因は、尿中尿酸排泄率（FEUA）がヒトでは 10%未満（再

吸収優位）に対して（宇治、1994 年）、げっ歯類は 30–50%であり（Dan T, 1989）、げっ歯類では尿

酸再吸収の寄与が小さいことに起因する。2 つ目の要因は、尿酸をアラントインに代謝する酵素で

ある uricase がヒトでは欠損していることに起因する（Friedman TB, 1985）。3 つ目の要因は、げっ

歯類のプリン代謝回転速度がヒトに比べて速く、ラットの体重当たりの尿中プリン体代謝産物量は

ヒトに比べて 36.6 倍であることに起因する（Shimo T, 2009）。これらの結果、血中尿酸値はヒトで

は 4–6 mg/dl であるのに対し、げっ歯類では 0.3–0.6 mg/dl 未満であり（Sato S, 1991）、げっ歯類で

はわずかな血中尿酸値の変化を捉えにくい状態になっていると考えられる。そこで、これらの種差

の要因を改善した 3 種のラットモデルを検討し、尿酸排泄促進薬の効果を適切に評価でき、かつ臨

床効果の予見性の高いモデルを選択した。第一節では Pyrazinamide を処置して尿酸再吸収の寄与を

あげること、第二節では Oxonate を処置して uricase を阻害すること、第三節では Topiroxostat を処

置してプリン代謝回転を抑制することで、尿酸排泄促進薬の効果を評価できるか否かを検討した。 
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＜ヒト＞

プリン体

尿酸

体外へ排泄

＜げっ歯類＞

uricase

アラントイン

プリン体

尿酸

体外へ排泄

②uricase欠損

③代謝回転遅い

①再吸収多い
①

②

③

 
図 2 げっ歯類とヒトの尿酸代謝の種差 

げっ歯類とヒトの尿酸代謝の種差の要因を模式図で示した。①ヒトはげっ歯類に比べて尿中尿酸排泄率が低く、尿

酸再吸収の寄与が大きい。②ヒトは uricase を欠損しているため、プリン体は尿酸として体外に排泄される。③ヒト

はげっ歯類に比べてプリン代謝回転が遅いため、尿酸の生成量は少ない。 
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第一節 Pyrazinamide 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

序 

 尿中尿酸排泄率（FEUA）はヒトでは 10%未満（再吸収優位）に対して（宇治、1994 年）、げっ歯

類は 30–50%である（Dan T, 1989）。この一因として、ヒトとラットにおける URAT1 の遺伝子相同

性が 74%と低く、ラット URAT1 はヒト URAT1 と比べて尿酸との親和性が 7 倍低いことがあげら

れる（Tan PK, 2017）。げっ歯類で尿酸再吸収の寄与が小さいことが、尿酸排泄促進薬の評価を難し

くしていると考えた。 

 Pyrazinamide は抗結核薬として Isoniazide や Rifampicin と併用される薬剤であるが、副作用とし

て 43–100%の患者で高尿酸血症が起こることが報告されている（Gerdan V, 2013）。この要因として

Pyrazinamide の代謝物である Pyrazinecarboxylic acid（PZA）が尿酸再吸収トランスポーターである

URAT1 の交換基質となり尿酸再吸収を促進すること、尿酸分泌トランスポーターである organic 

anion transporter 1（OAT1）の輸送を阻害することが in vitroで報告されている（Iwanaga T, 2007; Ichida 

K, 2003）。そこで、ラットに Pyrazinamide を処置して尿酸再吸収を促進したモデルとなるか否かを

検討した。さらに、本モデルを用いて既存の尿酸排泄促進薬である Probenecid 及び尿酸排泄促進薬

の候補化合物である Dotinurad の評価を試みた。 

 

材料・方法 

実験動物 

 日本エスエルシー（Shizuoka, Japan）から雄性 Slc:Wistar/ST ラットの 6 週齢を入手し、7–9 週齢

で試験に供した。動物はブラケットケージで飼育し、飼料は日本クレア（Tokyo, Japan）の CE-2 を

使用し、水は自由摂取させた。飼育室の室温及び湿度はそれぞれ 22±4°C 及び 60±20%、明暗サ

イクルは 12 時間に設定した。 

 動物実験は富士薬品第二研究所の動物実験委員会で承認されており（2009 年 3 月 23 日、2017

年 2月 3日）、「第二研究所における実験動物を用いた実験の実施に関する規定」に従って実施した。 

 



 

7 

 

被験物質 

 Dotinurad は富士薬品（Saitama, Japan）で合成されたものを使用した。Probenecid は Sigma-Aldrich

（St. Louis, MO）から入手した。構造式を図 3 に示した。 

(A) (B)

 

図3 Dotinurad（A）及びProbenecid（B）の構造式 

 

試薬 

 Pyrazinamide、尿酸及び 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)は Sigma-Aldrich

から入手した。Methanol（HPLC grade）、disodium hydrogen phosphate 12-hydrate、phosphoric acid、

acetic acid、D-mannitol、 tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)、 sodium sulfate anhydrate 及び

hydrochloric acid はキシダ化学（Osaka, Japan）から入手した。Albumin standard（2 mg/ml BSA）及

び Coomassie plus protein assay reagent は Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA）から入手した。

Pyrazinecarboxylic acid（PZA）、10×DPBS (-)、methylcellulose 400cp 及び potassium gluconate は和光

純薬工業（Osaka, Japan）から入手した。ノボ・ヘパリン注は持田製薬（Tokyo, Japan）から入手し

た。Acetonitrile（HPLC grade）は関東化学（Tokyo, Japan）から入手した。Ethylene glycol tetraacetic 

acid disodium salt (EGTA・2Na)、及び dimethyl sulfoxide (DMSO）は同仁化学（Kumamoto, Japan）か

ら入手した。Protease inhibitor cocktail set III は Calbiochem（San Diego, CA）から入手した。 

 

動物実験モデル、被験物質投与、試料採取 

 動物実験の試験デザインを図 4 に示した。正常ラット又は Pyrazinamide 処置ラットにおける尿酸

排泄促進薬の評価（図 4A 又は 4B）では、ラットを約 16 時間絶食させた後、0.5%（w/v）methylcellulose
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水溶液（0.5%MC）又は 0.5%MC で懸濁した Pyrazinamide 400 mg/kg を経口投与し、その 30 分後に

0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した被験物質を経口投与した。Pyrazinamide の投与用量は文献報告を

参考に設定した（Dan T, 1989）。被験物質投与 2 時間後から 1 時間、ステンレス尿受けで採尿した。

採尿後に眼窩静脈叢から約 500 μl 採血し、ヘパリン入りのチューブに入れて氷上で保管した。血

液は 4°C、700×g で 10 分間遠心分離して血漿とした。Pyrazinamide 処置ラットにおける尿酸排泄促

進薬の持続性評価（図 4C）では、ラットを約 16 時間絶食させた後、0.5%MC で懸濁した Pyrazinamide 

400 mg/kg を経口投与し、その 30 分後に 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した被験物質を経口投与し、

0–1、1–2、2–4、4–6、6–8 時間に分けてステンレス尿受けで採尿した。 

 
図 4 動物試験デザイン I 

第一節で用いた動物試験デザインを示した。A：正常ラットにおける尿酸排泄促進薬の評価、B：Pyrazinamide 処置

ラットにおける尿酸排泄促進薬の評価、C：Pyrazinamide 処置ラットにおける尿酸排泄促進薬の持続性評価。 
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血漿及び尿中の尿酸及びクレアチニンの測定 

 尿酸及びクレアチニンは LSI メディエンス（Tokyo, Japan）のイアトロ LQ UAII（uricase 法）及

び和光純薬工業の L-タイプワコーCRE-M（creatininase 法）を用いて測定した。すなわち、日立ハ

イテクノロジーズ（Tokyo, Japan）の紫外可視吸光度計 U-3000 で、主波長 600 nm／副波長 700 nm

の吸光度を測定した。検量線より血漿中尿酸値（PUA）、尿中尿酸値（UUA）、血漿中クレアチニン

値（PCRE）及び尿中クレアチニン値（UUA）を算出した。さらに、尿中尿酸／クレアチニン（UUA/UCRE）

及び尿中尿酸排泄率（FEUA、次式）を算出し、尿酸排泄促進作用の指標とした。FEUA (%) = (UUA/PUA) 

/ (UCRE/PCRE) × 100。 

 

尿中 PZA の測定 

 尿中 PZA は methanol で除蛋白した試料を Waters（Milford, MA）の Alliance high-performance liquid 

chromatography（Alliance HPLC）で測定した。カラムは Mightysil RP-18 Aqua GP 250-4.6mm (5μm)、

移動相は 0.5%（v/v）acetic acid を用い、流速 1 ml/min、カラム温度 40°C、波長 268 nm で測定し

た。検量線から尿中 PZA 濃度（UPZA）を算出し、尿中 PZA／クレアチニン（UPZA/UCRE）を算出し

た。 

 

腎刷子縁膜小胞を用いた尿酸の取り込みの測定 

 腎刷子縁膜小胞（brush-border membrane vesicle, BBMV）は Biber らの方法に従って調製した（Biber 

J, 1981）。すなわち、ラットを約 16 時間絶食させた後、放血致死させて腎皮質を採取した。19 倍

量の 300 mmol/l D-mannitol 及び 5 mmol/l EGTA を含む 12 mmol/l Tris-HCl buffer（pH7.4）並びに 1/20

量の Protease inhibitor cocktail set III を加え、ホモジナイザーで破砕した。破砕液に magnesium 

chloride を最終濃度 12 mmol/l となるように添加し、氷上で 15 分間インキュベートした。4°C、2000 

×g で 15 分間遠心分離し、上清をさらに 4°C、23000 ×g で 30 分間遠心分離した。沈査に 12 mmol/l 

magnesium chloride、300 mmol/l D-Mannitol 及び 5 mmol/l EGTA を含む 12 mmol/l Tris-HCl buffer

（pH7.4）を加え、ホモジナイザーで破砕し、氷上で 15 分間インキュベートした。4°C、2000 ×g

で 15 分間遠心分離し、上清をさらに 4°C、23000 ×g で 30 分間遠心分離した。沈査に Assay buffer
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（100 mmol/l potassium gluconate、100 mmol/l D-mannitol、20 mmol/l HEPES-Tris pH7.4）を加え、ホ

モジナイザーで破砕後、4°C、23000 ×g で 30 分間遠心分離した。沈査に Assay buffer を加え、ホモ

ジナイザーで破砕した。破砕液を 2 つに分け、片方に PZA を最終濃度 5 mmol/l となるように添加

した。PZA 非添加及び添加の破砕液を 25°C で 1 時間インキュベート後、4°C、23000 ×g で 30 分間

遠心分離した。PZA 非添加の沈査に Assay buffer を、PZA 添加の沈査に 5 mmol/l PZA を含む Assay 

buffer を適量加えて懸濁し、それぞれ蛋白質濃度を測定した。蛋白質濃度の測定は Coomassie plus 

protein assay reagent 3 ml に試料を 100 μl 加えて 10 分間インキュベートし、島津製作所（Kyoto, 

Japan）の紫外可視分光光度計 UV-2200 で 595 nm の吸光度を測定した。Albumin standard を用いて

作製した検量線より試料中の蛋白質濃度を算出した。PZA 非添加の懸濁液に Assay buffer を加えて

3 mg/ml としたものを BBMV（-PZA）、PZA 添加の懸濁液に 5 mmol/l PZA を含む Assay buffer を加

えて 3 mg/ml としたものを BBMV（+PZA）とした。 

 尿酸取り込みは Roch-Ramel らの方法に従って評価した（Roch-Ramel, 1997）。すなわち、100, 300, 

1000 μmol/l の尿酸を含む Assay buffer に BBMV（-PZA）又は BBMV（+PZA）を最終濃度 0.5 mg/ml

となるように加え、25°C で 20 秒間インキュベートした。インキュベート後、氷冷した 1 mmol/l 

Probenecid、300 mmol/l D-mannitol、60 mmol/l sodium sulfate を含む 5 mmol/l Tris-sulfate buffer（pH7.4）

を加えて反応を停止させた。BBMV をニトロセルロースフィルターで回収し、acetonitrile を 300 μl

加えてフィルターを溶解させた。さらに、水を等量加えて 4°C、18,000×g で遠心分離した。上清

を遠心エバポレーターで乾固し、等量の 1×DPBS(-) phosphate buffer で再溶解した。4°C、18,000×g

で遠心分離した上清をAlliance HPLCで測定し、検量線より尿酸濃度を算出した。カラムはMightysil 

RP-18 Aqua GP 250-4.6mm (5μm)、移動相は 74 mmol/l phosphate buffer（pH2.2）を用い、流速 1 ml/min、

カラム温度 30°C、波長 284 nm で測定した。さらに、蛋白質量（mg）あたりの尿酸取り込み量を

算出した。 

 被験物質による阻害の評価は、300 μmol/l の尿酸を含む Assay buffer に DMSO で溶解した被験物

質（DMSO の最終濃度 0.5%）及び BBMV（+PZA）を最終濃度 0.5 mg/ml となるように加え、25°C

で 20 秒間インキュベートした。以降の操作は上記の通りに実施した。媒体である DMSO を添加し

た時の尿酸取り込みを 100%とし、被験物質による阻害率を算出した。 
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統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft（Redmond, WA）の Microsoft Excel を用いた。統計

解析は SAS institute（Cary, NC）の JMP を用い、試験 1 における無処置群と被験物質群との差を

Student’s t-test（P<0.05 又は 0.01）、その他の Control 群と被験物質群との差を Dunnett’s test（P<0.05

又は 0.01）で評価した。 

 

結果 

１．正常ラット及び Pyrazinamide 処置ラットを用いた Probenecid の評価 

 Pyrazinamide 処置により尿酸の再吸収が増加するか否かを検討した。次に、正常ラット及び

Pyrazinamide 処置ラットを用いて、既存薬である Probenecid の尿酸排泄促進作用を比較した。 

 正常ラット及び Pyrazinamide 処置ラットに媒体である 0.5%MC 又は Probenecid（30 及び 100 

mg/kg）を経口投与して尿酸排泄促進作用を評価した（表 1）。Pyrazinamide 処置ラットの尿中尿酸

排泄率（FEUA）は 23.0%であり、正常ラット（27.7%）と比べて低下傾向を示した。また、Pyrazinamide

処置ラットの血漿中尿酸値（PUA）は 0.663 mg/dl であり、正常ラット（0.483 mg/dl）と比べて増加

した。 

 正常ラットでは Probenecid（100 mg/kg）の影響はみられなかった。一方、Pyrazinamide 処置ラッ

トでは Probenecid（100 mg/kg）は尿酸排泄促進作用を示し、UUA/UCRE は 75%増加（P<0.01）し、

FEUAは 41%の増加傾向がみられた。また、血漿中尿酸値は Probenecid（100 mg/kg）により増加傾

向であった。 
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表 1 正常ラット及び Pyrazinamide 処置ラットを用いた Probenecid の尿酸排泄促進作用 

Group 

Pyrazinamide 

(mg/kg) 

Probenecid 

(mg/kg) 

PUA (mg/dl) UUA/UCRE FEUA (%) 

1 - - 0.483 ± 0.092 0.98 ± 0.11 27.7 ± 3.6 

2 - 100 0.525 ± 0.096 1.05 ± 0.11 30.6 ± 8.8 

3 400 - 0.663 ± 0.077 1.29 ± 0.09 23.0 ± 4.1 

4 400 30 0.695 ± 0.025 1.37 ± 0.21 24.1 ± 4.9 

5 400 100 0.715 ± 0.062 2.26 ± 0.50** 32.5 ± 5.1 

PUA；血漿中尿酸値、UUA；尿中尿酸値、UCRE；尿中クレアチニン値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

Group 1 及び 2 の試験デザインは図 4A に従い実施し、Group 3、4 及び 5 の試験デザインは図 4B に従い実施

した。統計解析は無処置群（Group 1）と被験物質投与群（Group 2）について Student’s t-test を、Pyrazinamide

処置の Control 群（group 3）と被験物質群（Group 4 及び 5）について Dunnett’s test（**: p<0.01）を実施した。

データは平均±SD（n=4）で示した。 

 

２．正常ラット及び Pyrazinamide 処置ラットを用いた Dotinurad の評価 

 Probenecid を用いた検討より、Pyrazinamide 処置ラットは尿酸排泄促進作用を評価する有用なモ

デルと考えられた。そこで、Pyrazinamide 処置ラットを用いて尿酸排泄促進薬の候補化合物である

Dotinurad の尿酸排泄促進作用を評価し、正常ラットにおける作用と比較した。 

 正常ラット及び Pyrazinamide 処置ラットを用いて、Dotinurad（3、10 及び 30 mg/kg）を経口投与

して尿酸排泄促進作用を比較した。正常ラットでは Dotinurad による FEUA の増加傾向は認められ

たものの有意な変化ではなかった（表 2）。 

 Pyrazinamide 処置ラットでは Dotinurad は用量依存的な尿酸排泄促進作用を示し、UUA/UCREはそ

れぞれ 26.2%、55.6%（P<0.01）及び 67.0%（P<0.01）増加し、FEUAはそれぞれ 50.5%、70.9%（P<0.05）

及び 77.6%（P<0.05）増加した（図 5B 及び C）。一方、血漿中尿酸値低下作用は認められなかった

（図 5A）。 
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表 2 正常ラットを用いた Dotinurad の尿酸排泄促進作用 

Dotinurad 

(mg/kg) 

PUA (mg/dl) UUA/UCRE FEUA (%) 

- 0.506 ± 0.134 0.72 ± 0.10 23.9 ± 4.6 

3 0.415 ± 0.089 0.79 ± 0.06 28.9 ± 5.0 

10 0.319 ± 0.041 0.66 ± 0.05 31.3 ± 4.6 

30 0.399 ± 0.065 0.80 ± 0.06 33.5 ± 8.8 

PUA；血漿中尿酸値、UUA；尿中尿酸値、UCRE；尿中クレアチニン値、FEUA；尿中尿酸

排泄率 

試験デザインは図 3A に従い実施した。統計解析は 0.5%MC を投与した Control 群と被

験物質群について Dunnett’s test を実施した。データは平均±SD（n=4）で示した。 
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図 5 Pyrazinamide 処置ラットを用いた Dotinurad 投与による血漿中尿酸値（A）、尿中尿酸／ク

レアチニン（B）及び尿中尿酸排泄率（C）の変化 

PUA；血漿中尿酸値、UUA；尿中尿酸値、UCRE；尿中クレアチニン値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 4Bに従い実施した。統計解析は 0.5%MCを投与したControl群とDotinurad群との間でDunnett’s test

（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。データは平均±SD（n=3–4）で示した。 
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３．Pyrazinamide 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の持続性の評価 

 既存の尿酸排泄促進薬である Probenecid は 1 日 2–4 回投与が必要である。服薬コンプライアンス

の向上を図るためにも、新たな薬剤には 1日 1–2回投与を可能とする持続性が求められる。そこで、

Probenecid 及び Dotinurad の持続性を評価するために、Pyrazinamide 処置ラットを用いて 0–1、1–2、

2–4、4–6 及び 6–8 時間の UUA/UCREを評価した。また、Pyrazinamide 処置により尿酸再吸収が促進

する要因を検討するために、UPZA/UCREを評価して尿酸との関係を調べた。 

 Pyrazinamide 処置ラットに Probenecid（100 mg/kg）又は Dotinurad（10 mg/kg）を経口投与して尿

酸排泄促進作用の持続性を評価した（図 6）。Probenecid 及び Dotinurad はいずれも UUA/UCREを増加

させ、1–2 時間で最大の効果を示し、それぞれ 92.9%（P<0.05）及び 70.1%（P<0.01）であった。

さらに、Dotinurad は 6–8 時間においても 53.3%の増加（P<0.01）がみられ、Probenecid と比べて持

続的な効果であった。 

 さらに、同じ尿試料を用いて UPZA/UCREを評価した（図 7）。Probenecid（100 mg/kg）及び Dotinurad

（10 mg/kg）により UPZA/UCREの低下がみられた。さらに、Dotinurad は 6–8 時間においても 43.4%

の低下（P<0.01）がみられ、Probenecid と比べて持続的な効果であった。尿酸排泄促進薬による尿

中 PZA の減少は尿中尿酸の増加と逆の方向に動いていることから、URAT1 を介して PZA が尿酸と

交換輸送していると考えられた。 
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図 6 Pyrazinamide 処置ラットにおける Probenecid 及び Dotinurad 投与による尿中尿酸／クレア

チニンの推移（A）及び増加率（B）の変化 

UUA；尿中尿酸値、UCRE；尿中クレアチニン値 

試験デザインは図 4C に従い実施した。A：0–1、1–2、2–4、4–6、6–8 時間において採尿した尿中の UUA/UCREを採尿

の中間時点（それぞれ 0.5、1.5、3、5、7 時間）の値として経時推移を示した。B：被験物質群における Control 群か

らの UUA/UCRE増加率を示した。統計解析は 0.5%MC を投与した Control 群と被験物質群との間で各時点の UUA/UCRE

について Dunnett’s test（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。データは平均±SD（n=4）で示した。 
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図 7 Pyrazinamide 処置ラットにおける Probenecid 及び Dotinurad 投与による尿中 PZA／クレア

チニンの推移（A）及び減少率（B）の変化 

UPZA；尿中 Pyrazinecarboxylic acid 濃度、UCRE；尿中クレアチニン値 

試験デザインは図 4C に従い実施した。A：0–1、1–2、2–4、4–6、6–8 時間において採尿した尿中の UPZA/UCREを採

尿の中間時点（それぞれ 0.5、1.5、3、5、7 時間）の値として経時推移を示した。B：被験物質群における Control

群からの UPZA/UCRE減少率を示した。統計解析は 0.5%MC を投与した Control 群と被験物質群との間で各時点の

UPZA/UCREについて Dunnett’s test（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。データは平均±SD（n=4）で示した。 
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４．ラット腎刷子縁膜小胞を用いた尿酸排泄促進薬の評価 

 Pyrazinamide 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の持続性の評価で、尿中尿酸の増加と尿中 PZA

の減少がみられた。この反対の動きは URAT1 を介した尿酸と PZA の交換輸送によるものであると

考えられた。URAT1 は腎臓の近位尿細管管腔側（刷子縁膜側）に発現しているため、ラット腎皮

質から刷子縁膜小胞（BBMV）を調製し、尿酸の取り込みを評価した。BBMV による尿酸の取り込

みは再吸収を評価していることになる。BBMV（-PZA）及び BBMV（+PZA）を用いて、尿酸取り

込みに対する PZA の影響を調べた。さらに、BBMV（+PZA）を用いて尿酸取り込みに対する

Probenecid 及び Dotinurad の影響を評価し、Pyrazinamide 処置ラットにおける効力比の要因につい

て考察した。 

 BBMV の尿酸取り込みはいずれの尿酸濃度においても PZA 添加により増加（2.7–3.6 倍）してお

り、尿酸と PZA が交換輸送することが示された（図 8A）。 

 BBMV（+PZA）を用いた検討で、Probenecid 及び Dotinurad は濃度依存的な尿酸取り込み阻害を

示し、IC50値はそれぞれ 1431 及び 3.6 μmol/l であった（図 8B）。Dotinurad は Probenecid よりも 398

倍強く尿酸取り込みを阻害していることが示された。 
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図 8 ラット腎刷子縁膜小胞の尿酸取り込みに対する PZA 添加の影響（A）並びに Probenecid 及び

Dotinurad の濃度阻害曲線（B） 

PZA；Pyrazinecarboxylic acid、BBMV；刷子縁膜小胞 

（A）BBMV（-PZA）及び BBMV（+PZA）を用いて、尿酸取り込みを比較した。Assay buffer 中の尿酸濃度は 100、

300 及び 1000 μmol/l の 3 点で評価した。（B）BBMV（＋PZA）を用いて、尿酸取り込みに対する被験物質の阻害を

評価した。Assay buffer 中の尿酸濃度は 300 μmol/l で評価した。BBMV をフィルターで回収し、アセトニトリルを添

加して尿酸を抽出した。抽出液中の尿酸濃度を Alliance HPLC で測定した。データは平均±SD（n=3）で示した。 
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考察 

 Pyrazinamide 処置ラットは正常ラットと比べて FEUA が低下しており、尿酸再吸収が促進したモ

デルであることが示唆された。正常ラットでは Probenecid（100 mg/kg）による尿酸排泄促進作用は

みられなかったが、Pyrazinamide 処置ラットでは Probenecid（100 mg/kg）で有意な尿酸排泄促進作

用が認められたことから、尿酸再吸収を促進したことで尿酸排泄促進薬の効果がより低用量で発現

すると考えられた。なお、Pyrazinamide 処置ラットで正常ラットに対して血漿中尿酸値の増加がみ

られた。一方、Probenecid による血漿中尿酸値の低下はみられなかった（表 1）。この要因としては

PZA が尿酸分泌トランスポーターである OAT1 の基質となり、高濃度では他の基質の輸送を阻害す

ることが in vitro で報告されていることから（Ichida K, 2003）、Pyrazinamide 処置ラットでみられた

血漿中尿酸値の増加は OAT1 阻害による尿酸分泌の抑制により引き起こされている可能性が考え

られた（図 9）。 

 Pyrazinamide処置ラットでDotinuradは 10 mg/kgから有意な尿酸排泄促進作用が認められており、

Probenecid に比べて 1/10 の用量で効果を示す強力な薬剤であることが示された。さらに、Dotinurad

の結果から、Pyrazinamide 処置ラットは正常ラットに比し 1/10 の用量で効果を示す高感度なモデル

であることが明らかとなった。一方、本モデルでは Probenecid 及び Dotinurad による血漿中尿酸値

の低下は認められなかった。尿酸排泄促進薬による血漿中尿酸値の低下を捉えにくい要因として、

uricase により尿酸がすぐに代謝されるために血漿中尿酸値が低値であること、又はプリン代謝回

転が速いために尿酸がすぐに補充されることが考えられ、それぞれ第二節及び第三節で検討するこ

ととした。 

 Pyrazinamide 処置ラットにおいて Probenecid（100 mg/kg）及び Dotinurad（10 mg/kg）の持続的な

尿酸排泄促進作用を評価した（図 6）。Dotinurad は 6–8 時間まで尿酸排泄促進作用を示したことか

ら、Probenecid に比べて持続性に優れた薬剤であることが示された。また、UUA/UCRE の増加は

UPZA/UCREの低下と逆の方向に動いていることから（図 7）、尿酸と PZA が交換輸送しており、尿酸

排泄促進薬はこの交換輸送を阻害していると考えられた。 

 ラットの腎皮質から調製した BBMV を用いた検討から、PZA を交換基質とした尿酸の取り込み

（再吸収）が尿酸排泄促進薬の作用点であることが示された（図 8）。Iwanaga らの報告によると
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URAT1 を過剰発現させたアフリカツメガエル卵母細胞で PZA が尿酸の交換基質として働くことか

ら（Iwanaga T, 2007）、Pyrazinamide 処置ラットにおける尿酸排泄促進薬の作用点は URAT1 と考え

られた。BBMV（+PZA）の尿酸取り込みに対する Dotinurad の IC50は 3.6 μmol/l であり、Probenecid

に比べて 398 倍低濃度であることが、Pyrazinamide 処置ラットにおける Dotinurad の強力な薬効を

裏付けていると考えられた。 

 以上より、Pyrazinamide 処置ラットは PZA を交換基質として尿酸再吸収を促進する点で、より

ヒトに近づいたモデルであることが示された。本モデルは正常ラットに比べて 1/10 用量で尿酸排

泄促進薬の尿酸排泄促進作用を評価できる点で有用であると考えられたが、血中尿酸値低下作用は

みられておらず、さらなる改良が必要と考えられた。 

管腔側 血管側

（A）

URAT1 OAT1尿酸 尿酸

管腔側 血管側

URAT1 OAT1

尿酸

PZAPZA

（B）

尿酸

 
図9 正常ラット（A）及びPyrazinamide処置ラット（B）における尿酸及びPZAの近位尿細管細胞における動態 

PZA：Pyrazinecarboxylic acid 

A：正常ラットでは URAT1 の交換基質が少なく、尿酸の再吸収が少ない。また、尿酸は OAT1 の基質となり、近位

尿細管細胞内に取り込まれる。B：Pyrazinamide 処置ラットでは近位尿細管細胞内に URAT1 の交換基質である PZA

が豊富に存在するため、尿酸の再吸収が多い。また、PZA は OAT1 の基質となり細胞内に取り込まれるため、OAT1

により細胞内に取り込まれる尿酸は減少する。矢印の太さは輸送量の大きさを示した。 



 

22 

 

第二節 Oxonate 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

序 

 ヒトにおけるプリン代謝の最終産物は尿酸であるが、げっ歯類を含めたその他の哺乳類は uricase

を発現しているため、尿酸はアラントインに代謝されて排泄される（Friedman TB, 1985）。げっ歯

類では uricase の働きで血中尿酸値が低値であることが、尿酸排泄促進薬の評価を難しくしている

と考えた。 

 Oxonate は uricase を阻害することが知られている試薬であり、げっ歯類において血漿中尿酸値を

3 mg/dl 程度まで増加させることができる。Oxonate 処置ラットは uricase が欠損しているヒトに近

いモデルとして尿酸生成抑制薬のスクリーニング系として汎用されている。しかし、尿酸排泄促進

薬の評価に使用されている報告はほとんどみられない。そこで、oxonate を処置して血中尿酸値を

増加させたラットを用いて既存の尿酸排泄促進薬である Probenecid 及び尿酸排泄促進薬の候補化

合物である Dotinurad 及び F12859 の評価を試みた。 

 

材料・方法 

実験動物 

 日本エスエルシーから雄性 Slc:Wistar/ST ラットの 6 週齢を入手し、7 週齢で試験に供した。動物

はブラケットケージで飼育し、飼料は日本クレアの CE-2 を使用し、水は自由摂取させた。飼育室

の室温及び湿度はそれぞれ 22±4°C 及び 60±20%、明暗サイクルは 12 時間に設定した。 

 動物実験は富士薬品第二研究所の動物実験委員会で承認されており（2014 年 11 月 10 日）、動物

の使用は「第二研究所における実験動物を用いた実験の実施に関する規定」に従って実施した。 

 

被験物質 

 Dotinurad 及び F12859（フェノール誘導体、構造非開示）は富士薬品で合成されたものを使用し

た。Probenecid は Sigma-Aldrich から入手した。 
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試薬 

 Potassium oxonate 及び尿酸は Sigma-Aldrich から入手した。Disodium hydrogen phosphate 12-hydrate、

phosphoric、perchloric acid及び Trisはキシダ化学から入手した。Methylcellulose 400及び uricase (from 

yeast）は和光純薬工業から入手した。生理食塩液は大塚製薬工場（Tokushima, Japan）から入手し

た。ノボ・ヘパリン注は持田製薬から入手した。 

 

動物実験モデル、被験物質投与、試料採取 

 動物実験の試験デザインを図 10 に示した。ラットを約 16 時間絶食させた後、0.5%（w/v）MC-

生理食塩液で懸濁した potassium oxonate 250 mg/kg を皮下投与し、その 1 時間後に 0.5%MC 又は

0.5%MC で懸濁した被験物質を経口投与した。Potassium oxonate の投与用量は文献報告を参考に設

定した（Yonetani Y, 1980）。被験物質投与 1 時間後から 1 時間、ステンレス尿受けで採尿した。採

尿後に眼窩静脈叢から約 500 μl 採血し、ヘパリン入りのチューブに加えて氷上で保管した。血液は

4°C、700×g で 10 分間遠心分離して血漿とした。 

 

図 10 動物試験デザイン II 

第二節で用いた動物試験デザインを示した。Oxonate 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価。 

 

血漿及び尿中の尿酸及びクレアチニンの測定 

 尿酸は 0.3 mol/l perchloric acid で除蛋白した後、0.2 mol/l disodium hydrogenphosphate 水溶液を等

量加えた試料を Alliance HPLC で測定した。検量線より血漿中尿酸値（PUA）及び尿中尿酸値（UUA）

を算出した。カラムは Mightysil RP-18 Aqua GP 250-4.6mm (5μm)、移動相は 74 mmol/l phosphate 
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buffer（pH2.2）を用い、流速 1 ml/min、カラム温度 30°C、波長 284 nm で測定した。 

 クレアチニンは第一節と同様に測定した。さらに、尿中尿酸排泄率（FEUA）を次式により算出

し、尿酸排泄促進作用の指標とした。FEUA (%) = (UUA/PUA) / (UCRE/PCRE) × 100。 

 

Uricase 活性の測定 

 25 μmol/lの尿酸を含む 50 mmol/l tris-HCl buffer（pH8.0）を 25°C で 5分間プレインキュベートし、

uricase を最終濃度 16.7 mU/ml となるように添加した。紫外可視吸光度計 U-3000 で 25°C、292 nm

の吸光度を測定し、2 分間の吸光度変化から uricase 活性を求めた。DMSO で溶解した被験物質を

最終濃度 1%となるように添加し、媒体添加時の活性を 100%として被験物質の阻害率を算出した。

試験は n=3 で実施した。 

 

統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft Excel を用いた。統計解析は SAS institute（Cary, NC）

の JMP を用い、Oxonate 処置の Control 群と被験物質群との差を Dunnett’s test（P<0.05 又は 0.01）

で評価した。 

 

結果 

１．Uricase 活性に対する尿酸排泄促進薬の影響 

 Uricase 活性を強く阻害する薬剤は血漿中尿酸値増加作用を示すため、Probenecid、Dotinurad 及

び F12859 について uricase 活性を阻害するか否かを検討し、血漿中尿酸値に変化を及ぼす可能性を

調べた。 

 Uricase 活性に対する Probenecid、Dotinurad 及び F12859 の 100 μmol/l における阻害はそれぞれ

3.8%、5.0%及び 6.4%であり、いずれの被験物質も阻害は認められなかった。 

 

２．Oxonate 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

 Oxonate 処置による血漿中尿酸値の増加を確認した。次に、Oxonate 処置ラットを用いて
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Probenecid、Dotinurad 及び F12859 の尿酸排泄促進作用を評価した。 

 Oxonate 処置により血漿中尿酸値は 0.82 mg/dl から 3.04 mg/dl に増加した（図 11A）。また、FEUA

は 32.5%から 62.1%に増加した（図 11B）。本モデルで Dotinurad（30、100 mg/kg）及び F12859（30、

100 mg/kg）の影響はみられなかった。Probenecid（600 mg/kg）では血漿中尿酸値の増加が認めら

れた。 
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図 11 Oxonate 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬投与による血漿中尿酸値（A）及び尿中尿酸排

泄率（B）の変化 

PUA；血漿中尿酸値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 10 に従い実施した。統計解析は Oxonate 処置の Control 群と被験物質投与群について Dunnett’s test

（*: p<0.05）を実施した。データは平均±SD（n=5–6）で示した。 
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考察 

 Oxonate 処置で uricase が阻害され、想定通り血漿中尿酸値の増加がみられたものの、各種尿酸排

泄促進薬の血漿中尿酸値低下作用はみられなかった。反対に、Probenecid による血漿中尿酸値の増

加が認められた。我々の検討と同様に、Oxonate を処置したラットに Probenecid を投与した時、血

漿中尿酸値が増加したと報告されている（Yonetani Y, 1980）。これは、Probenecid の非特異的な OATs

（特に OAT1/3）阻害により、尿酸の近位尿細管細胞内への取り込みが抑制された結果であると推

察された。Oxonate 処置自体で尿酸排泄促進作用の指標である FEUAを 32.5%から 62.1%に増加させ

たため、尿酸排泄促進薬の効果がマスクされていると考えられた。この理由として 2 つの仮説が立

てられる。1 つ目は、oxonate が uricase 阻害作用以外に尿酸排泄促進作用を持つ可能性である。

Oxonate は尿酸と構造類似性がある有機アニオンであることから、トランスポーターを介した尿酸

輸送に影響を与える可能性が考えられる。2 つ目は、oxonate 処置により uricase が阻害され、血漿

中尿酸値が増加したことで FEUAに変化をもたらした可能性である。前者については in vitro の各種

尿酸トランスポーターの尿酸輸送に対する oxonate の阻害を評価することにより、後者については

uricase ノックアウトマウスを評価することにより検討が可能であるが、現在のところ報告されて

いない。いずれにしても、oxonate 処置ラットは尿酸排泄促進薬の効果をマスクしてしまうため、

スクリーニング系としては不適であると考えられた。ただし、前者の仮説の場合、oxonate と異な

る、uricase のみを阻害する新たな試薬が見い出されれば、適切なモデルを作製できる余地がある。 
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第三節 Topiroxostat 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

序 

 げっ歯類のプリン代謝回転速度はヒトに比べて速く、ラットの体重当たりの尿中プリン体代謝産

物量はヒトに比べて 36.6 倍である（Shimo T, 2009）。その一因として、ラットの肝臓重量当たりの

xanthine oxidase 活性がヒトに比べて 5 倍高いことがあげられる（Parks DA, 1986）。げっ歯類では尿

酸の生成が速く、随時補給されていることから、尿酸排泄促進薬の血漿中尿酸値低下作用がマスク

されていると考えた。 

 Topiroxostat は新規尿酸生成抑制薬として 2013 年に日本で上市された薬剤である。Topiroxostat

は xanthine oxidase 活性を強力に阻害し、その阻害定数（Ki）は 5.1 nmol/l である（トピロリック®

錠インタビューフォーム、2013 年）。ラットに Topiroxostat を処置し、xanthine oxidase を阻害した

結果、プリン代謝回転速度を抑制させたモデルを作製し、既存の尿酸排泄促進薬である Probenecid

及び尿酸排泄促進薬の候補化合物である Dotinurad 及び F12859 の評価を試みた。 

 

材料・方法 

実験動物 

 日本エスエルシーから雄性 Slc:Wistar/ST ラットの 6 週齢を入手し、7–9 週齢で試験に供した。動

物はブラケットケージで飼育し、飼料は日本クレアの CE-2 を使用し、水は自由摂取させた。飼育

室の室温及び湿度はそれぞれ 22±4°C 及び 60±20%、明暗サイクルは 12 時間に設定した。 

 動物実験は富士薬品第二研究所の動物実験委員会で承認されており（2013 年 5 月 21 日、2013

年 6 月 26 日）、動物の使用は「第二研究所における実験動物を用いた実験の実施に関する規定」に

従って実施した。 

 

被験物質 

 Dotinurad 及び F12859 は富士薬品で合成されたものを使用した。Probenecid は Sigma-Aldrich か

ら入手した。 
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試薬 

 Topiroxostat は福寿製薬（Toyama, Japan）から入手した。イノシン、尿酸及びキサンチンは

Sigma-Aldrich から入手した。Disodium hydrogen phosphate 12-hydrate、phosphoric、perchloric acid、

及び EDTA･2Na はキシダ化学から入手した。Methylcellulose 400 及び sodium pyrophosphate は和光

純薬工業から入手した。Xanthine oxidase（from bovine milk）はオリエンタル酵母（Tokyo, Japan）

から入手した。ノボ・ヘパリン注は持田製薬から入手した。 

 

動物実験モデル、被験物質投与、試料採取 

 動物実験の試験デザインを図 12 に示した。Topiroxostat 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評

価（図 12A）では、ラットを約 16 時間絶食させた後、0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した Topiroxostat 

0.1 mg/kg を経口投与し、その 1 時間後に 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した被験物質を経口投与し

た。Topiroxostat の投与用量は予備検討を実施し、有意な血漿中尿酸値低下作用が得られる用量と

して設定した。被験物質投与 1 時間後から 1 時間、ステンレス尿受けで採尿した。採尿後に眼窩静

脈叢から約 500 μl 採血し、ヘパリン入りのチューブに加えて氷上で保管した。血液は 4°C、700×g

で 10 分間遠心分離して血漿とした。Topiroxostat 処置ラットに対するイノシン負荷の影響（図 12B）

では、ラットを約 16 時間絶食させた後、0.5%MC で懸濁した Topiroxostat 0.1 mg/kg を経口投与し、

その 30 分後に 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁したイノシン 1000 mg/kg を経口投与し、さらに 30 分

後に 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した被験物質を経口投与した。イノシンの投与用量は予備検討

を実施し、血漿中尿酸値が正常ラットと同等まで増加する用量として設定した。被験物質投与 1

時間後から 1 時間、ステンレス尿受けで採尿した。採尿後に眼窩静脈叢から約 500 μl 採血し、ヘパ

リン入りのチューブに加えて氷上で保管した。血液は 4°C、700×g で 10 分間遠心分離して血漿と

した。 
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図 12 動物試験デザイン III 

第三節で用いた動物試験デザインを示した。A：Topiroxostat 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価、

B：Topiroxostat 処置ラットに対するイノシン負荷の影響。 

 

血漿及び尿中の尿酸及びクレアチニンの測定 

 尿酸及びクレアチニンは第二節と同様に測定した。さらに、尿中尿酸排泄率（FEUA）を次式に

より算出し、尿酸排泄促進作用の指標とした。FEUA (%) = (UUA/PUA) / (UCRE/PCRE) × 100。 

 

Xanthine oxidase 活性の測定 

 100 μmol/lキサンチン及び 0.2 mmol/l EDTAを含む 100 mmol/l pyrophosphate buffer（pH8.5）を 25°C

で 5 分間プレインキュベートし、xanthine oxidase を最終濃度 3.2 mU/ml となるように添加した。

紫外可視吸光度計 U-3000 で 25°C、295 nm の吸光度を測定し、1 分間の吸光度変化から xanthine 

oxidase の活性を求めた。DMSO で溶解した被験物質を最終濃度 1%となるように添加し、媒体添

加時の活性を 100%として被験物質の阻害率を算出した。試験は n=3 で実施した。 
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統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft Excel を用いた。統計解析は SAS institute（Cary, NC）

の JMP を用い、Topiroxostat 処置の Control 群と被験物質群との差を Dunnett’s test（P<0.05 又は 0.01）

で評価した。 

 

結果 

１．Xanthine oxidase 活性に対する尿酸排泄促進薬の影響 

 既存の尿酸排泄促進薬である Benzbromarone が尿酸生成酵素である xanthine oxidase 活性を弱い

ながらも阻害する（Ki＝8.5 μmol/l）ことが報告されている（Sinclair DS, 1975）。Xanthine oxidase

活性を強く阻害する薬剤は血漿中尿酸値低下作用を示すため、Probenecid、Dotinurad 及び F12859

について xanthine oxidase 活性を阻害するか否かを検討し、血漿中尿酸値に変化を及ぼす可能性を

調べた。 

 Xanthine oxidase 活性に対する Probenecid、Dotinurad 及び F12859 の 100 μmol/l における阻害はそ

れぞれ-0.4%、11.0%及び 6.0%であり、いずれの被験物質も阻害は認められなかった。 

 

２．Topiroxostat 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

 Topiroxostat 処置による血漿中尿酸値の低下を確認した。次に、Topiroxostat 処置ラットを用いて

Probenecid、Dotinurad 及び F12859 の尿酸排泄促進作用を評価した。 

 Topiroxostat 処置により、xanthine oxidase が阻害され、血漿中尿酸値は 0.462 mg/dlから 0.294 mg/dl

に低下した。本モデルで Dotinurad（30、100 mg/kg）及び F12859（30、100 mg/kg）は用量依存的

に血漿中尿酸値を低下させ（図 13）、Dotinurad（100 mg/kg）及び F12859（100 mg/kg）は Control

に比べて 0.136 mg/dl（P<0.01）及び 0.093 mg/dl（P<0.05）低値であった（表 3）。一方、Probenecid

（600 mg/kg）は Control に比べて 0.064 mg/dl 低値であったが、有意な変化ではなかった。また、

被験物質による FEUAの増加がみられており、Probenecid（600 mg/kg）及び Dotinurad（100 mg/kg）

で Control に比べて 52.7%（P<0.01）及び 49.6%（P<0.01）増加した。一方、F12859（100 mg/kg）

で Control に比べて 27.5%増加したが、有意な変化ではなかった。 



 

31 

 

0

10

20

30

40

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

**
*

Intact Control 30 100 30 100 600 (mg/kg)

Dotinurad F12859

P
U

A
(m

g
/d

l)

Probenecid

F
E

U
A

(%
)

(A)

(B)

**
**

Intact Control 30 100 30 100 600 (mg/kg)

Dotinurad F12859 Probenecid

 

図 13 Topiroxostat 処置ラットを用いた尿酸排泄促進薬投与による血漿中尿酸値（A）及び尿中尿

酸排泄率（B）の変化 

PUA；血漿中尿酸値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 12Aに従い実施した。統計解析は Topiroxostat処置の Control群と被験物質群について Dunnett’s test

（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。データは平均±SD（n=5–6）で示した。 
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表 3 Topiroxostat 処置ラットを用いた Probenecid、Dotinurad 及び F12859 の尿酸排泄促進作用 

Test article 

Dose 

(mg/kg) 

Topiroxostat 

(mg/kg) PUA (mg/dl) 

Decrement from 

Topiroxostat-treated 

control (mg/dl) FEUA (%) 

0.5%MC 

- - 0.462 ± 0.086 - 22.4 ± 3.0 

- 0.1 0.294 ± 0.047 - 19.5 ± 4.1 

Dotinurad 

30 0.1 0.231 ± 0.047 0.063 27.1 ± 7.8 

100 0.1 0.158 ± 0.027** 0.136 29.1 ± 5.4** 

F12859 

30 0.1 0.223 ± 0.017 0.071 21.1 ± 3.4 

100 0.1 0.201 ± 0.032* 0.093 24.8 ± 3.1 

Probenecid 600 0.1 0.230 ± 0.071 0.064 29.7 ± 2.1** 

PUA；血漿中尿酸値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 12A に従い実施した。統計解析は Topiroxostat 処置の Control 群と被験物質投与群について

Dunnett’s test（*, **: p<0.05, 0.01）を実施した。データは平均±SD（n=5–6）で示した。 

 

３．Topiroxostat 処置ラットに対するイノシン負荷の影響 

 イノシンはプリン体の中間代謝物であり、ヒポキサンチンに代謝される。さらに、xanthine oxidase

によりヒポキサンチンからキサンチン、キサンチンから尿酸に代謝される。イノシンを投与し、尿

酸生成を亢進することで、Topiroxostat 処置ラットにおける尿酸排泄促進薬の作用が消失するか否

かを検討した。 

 Topiroxostat 処置ラットの血漿中尿酸値は 0.245 mg/dl であり、イノシン負荷により 0.452 mg/dl

まで増加し（表 4）、正常ラットとほぼ同程度の値と考えられた。本モデルで Probenecid（600 mg/kg）

及び Dotinurad（100 mg/kg）の作用は消失した。 
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表 4 Topiroxostat 処置ラットにイノシンを負荷した時の Probenecid 及び Dotinurad の尿酸排泄

促進作用 

Test article 

Dose 

(mg/kg) 

Topiroxostat 

(mg/kg) 

Inosine 

(mg/kg) PUA (mg/dl) 

Decrement from 

inosine-treated 

control (mg/dl) FEUA (%) 

0.5%MC 

- 

- 

0.1 

0.1 

- 

1,000 

0.245 ± 0.019 

0.452 ± 0.086 

- 

- 

21.4 ± 7.3 

23.5 ± 8.5 

Dotinurad 100 0.1 1,000 0.384 ± 0.083 0.068 33.9 ± 4.5 

Probenecid 600 0.1 1,000 0.439 ± 0.076 0.013 32.6 ± 9.1 

PUA；血漿中尿酸値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 12B に従い実施した。統計解析は Topiroxostat 処置の Control 群と被験物質投与群につい

て Dunnett’s test を実施した。データは平均±SD（n=5–6）で示した。 

 

考察 

 Topiroxostat 処置により xanthine oxidase を阻害して血漿中尿酸値を低下させたことから、プリン

代謝回転を抑制したラットモデルであると考えられた。本モデルで尿酸排泄促進薬の効果を評価し

たところ、Dotinurad による尿酸排泄促進作用を伴う血漿中尿酸値低下作用がみられた。さらに、

Topiroxostat処置モデルでみられたDotinuradの血漿中尿酸値低下作用がイノシン負荷により消失し

たことから、血中尿酸値低下作用を評価するためには尿酸生成速度を抑える必要があることが裏付

けられた。 

 一方、Probenecid は尿酸排泄促進作用を示したが、血漿中尿酸値低下作用はみられなかった。

Probenecid は尿酸排泄促進薬の分子標的である URAT1 だけでなく、OATs を非特異的に阻害するこ

とが知られている（Miner JN, 2016; Takeda M, 2001）。特に OAT1/3 は腎臓の近位尿細管において尿

酸の分泌を担っており、その阻害により血漿中尿酸値が増加すると考えられる。実際、OAT3 のノ

ックアウトマウスは尿中への尿酸排泄が低下しているものの血漿中尿酸値には変化がないが、

OAT3 ノックアウトマウスに Probenecid を投与すると OAT1 阻害に基づくと考えられる、血漿中尿
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酸値の増加が認められている（Wu W, 2017）。 

 以上より、Topiroxostat 処置ラットはプリン代謝回転速度を抑制したという点でよりヒトに近い

モデルであることが示された。本モデルでは Dotinurad による尿酸排泄促進作用を伴う血漿中尿酸

値低下作用が認められることから、尿酸排泄促進薬の血漿中尿酸値低下作用を評価できる有用なモ

デルであることが示された。 
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第四節 まとめ 

 本章ではヒトとげっ歯類の尿酸代謝の種差に着目し、これらの種差を改善するラットモデルの作

製を試みた。3 種のモデル（Pyrazinamide 処置ラット、oxonate 処置ラット、Topiroxostat 処置ラッ

ト）の評価から、尿酸代謝の種差の中でもラットにおいて尿酸再吸収の寄与が低いこと及びプリン

代謝回転が速いことが、尿酸排泄促進薬の評価を難しくしている要因と考えられた。Dotinurad は

Pyrazinamide 処置ラットで Probenecid に比べて 1/10 の用量で尿酸排泄促進作用を示し、6–8 時間ま

での持続的な作用を示した。さらに、Dotinurad は Topiroxostat 処置ラットで尿酸排泄促進作用を伴

う血漿中尿酸値低下作用を示したことから、有望な尿酸排泄促進薬であると考えられた。 

 なお、尿酸排泄促進薬のスクリーニングに適した動物（げっ歯類以外）が存在する可能性につい

て、文献報告を基に検討した。FEUAはヒトでは 10%未満であるのに対して、雑種犬では 51%であ

り（Stapleton FB, 1981）、イヌはげっ歯類と同等と考えられた。Uricase の活性はヒトでは欠損して

いるのに対して、類人猿を除く哺乳類は保有している（Friedman TB, 1985）。同論文ではアナウサ

ギの肝臓蛋白質あたりの uricase 活性及び xanthine oxidase 活性はそれぞれマウスの 1.75 倍及び 0.84

倍であると報告されていることから、ウサギはげっ歯類と同等と考えられた。プリン代謝回転速度

はヒトとカニクイザルの体重当たりの尿中プリン体代謝産物量はほぼ同じである（Shimo T, 2009）。

一方、ビーグル犬の体重当たりの尿中プリン体代謝産物量はカニクイザルに比べて 6.3 倍であるた

め（Shimo T, 2011）、イヌはヒトに比べてプリン代謝回転が速いと考えられた。血中尿酸値はヒト

では 4–6 mg/dl であるのに対し、類人猿を除く哺乳類（サル、イヌ、ラット及びマウス）では 0.1–0.6 

mg/dl と低値である（Sato S, 1991）。これらの報告から、げっ歯類以外の動物においてもヒトとの

種差は依然として大きいと考えられた。以上より、汎用性も鑑みて、尿酸排泄促進薬のスクリーニ

ングにはげっ歯類を用いた検討が最適と考えられた。 
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第二章 新規尿酸排泄促進薬 Dotinurad の薬理学的研究 

 

序論 

 第一章のラットモデルを用いた検討で有望な尿酸排泄促進薬と考えられた Dotinurad について、

薬剤としての資質を評価するために非臨床試験が開始された。すなわち、薬物動態試験としてラッ

ト及びサルを用いた吸収・分布・代謝・排泄の検討、安全性試験として遺伝毒性やげっ歯類及びサ

ルを用いた反復投与毒性の検討である。Dotinurad の生物学的利用率（F）はラット及びサルでそれ

ぞれ 86.8%及び 91.0%であり、良好な吸収性を示した。さらに、分布容積が小さく、かつ全身クリ

アランスが小さいことから、結果として血中薬物濃度の半減期（T1/2）はラット及びサルでそれぞ

れ 11.4 h 及び 9.0 h であり、持続性が認められた。以上より、Dotinurad は良好な薬物動態プロファ

イルであると評価された。また、安全性の面でも大きな問題はみられず、特に既存の尿酸排泄促進

薬である Benzbromarone で報告されていた肝臓への影響については、ラット肝臓ミトコンドリアの

機能試験、ヒト肝細胞共有結合試験、ラット及びサルの反復経口投与毒性試験等の結果から、

Dotinurad の肝障害発現リスクは低いと評価された。これらより、Dotinurad は薬剤としての資質が

あると評価された。 

 そこで、Dotinurad の薬理学的特長を明らかにするために、さらなる評価を実施した。すなわち、

第一節では尿酸排泄促進薬の標的分子である尿酸再吸収トランスポーターURAT1 による 14C 尿酸

輸送に対する阻害を評価し、さらに尿酸分泌トランスポーターABCG2、OAT1 及び OAT3 による 14C

尿酸輸送に対する阻害を評価した。第二節ではフサオマキザルを用いて Dotinurad 及び

Benzbromarone の尿酸排泄促進作用及び血漿中尿酸値低下作用を評価した。第三節では尿酸排泄促

進薬が in vivo においても尿酸分泌トランスポーターに影響するか否かを評価するために、ラット

を用いて ABCG2 又は OAT1 の典型的基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響を評価

した。 
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第一節 尿酸再吸収／分泌トランスポーターの尿酸輸送に対する尿酸排泄促進薬の影

響 

序 

 腎臓の近位尿細管において複数のトランスポーターが尿酸輸送に関与することが報告されてい

る。管腔側の URAT1 及び血管側の GLUT9（SLC2A9）は尿酸再吸収に関与するトランスポーター

であり、SNP で機能が欠損している個人では血中尿酸値が 1 mg/dl 未満になることから（Ichida K, 

2008; Dinour D, 2010）、これらは尿酸再吸収に重要な役割を担うトランスポーターとして位置付け

られている。この他に尿酸分泌に関与するトランスポーターがあり、管腔側には NPT4（SLC17A3），

MRP4（ABCC4）及び ABCG2、血管側には OAT1 及び OAT3 が発現している（Ishikawa T, 2013）。 

 これら尿酸分泌トランスポーターの阻害により血中尿酸値が増加する可能性が示されている。例

えば、OAT3 ノックアウトマウスに非特異的な OAT 阻害を示す Probenecid を投与した際、OAT1 阻

害が原因と考えられる血中尿酸値の増加がみられている（Wu W, 2017）。さらに、oxonate を処置し

たラットに Probenecid を投与した時、血漿中尿酸値が増加したと報告されている（Yonetani Y, 1980）。

また、痛風患者において ABCG2 機能低下の割合が多いことが報告されている（Matsuo H, 2009）。

ABCG2 ノックアウトマウスでは血中尿酸値が増加し、小腸における尿酸排泄が低下していること

から、小腸に発現する ABCG2 が尿酸排泄を担うと考えられている（Ichida K, 2012）。さらに、尿

酸生成抑制薬である Febuxostat 及び尿酸排泄促進薬である Benzbromarone が in vitro で ABCG2 によ

る尿酸輸送を強力に阻害し、臨床上もABCG2を阻害する可能性があると報告されている（Miyata H, 

2016）。 

 以上を踏まえ、図 14 に腎臓及び小腸における尿酸排泄と関連するトランスポーターを示した。

健常人における尿酸の排泄は腎臓（尿）が約 500 mg/day であり、残りのほとんどの排泄を担う小

腸（便）が約 200 mg/day である（Sorensen LB, 1975）。ABCG2，OAT1 及び OAT3 に対する阻害が

弱い、URAT1 選択的な阻害剤は効率的に尿酸の排泄を促進すると考えられる。そこで、Dotinurad

並びに既存の尿酸排泄促進薬である Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid について URAT1、

ABCG2、OAT1 及び OAT3 による 14C 尿酸輸送の阻害を評価し、さらに URAT1 に対する選択性を

評価した。 
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図 14 腎臓及び小腸における尿酸排泄とトランスポーター 

腎臓において尿酸は 100%糸球体ろ過され、近位尿細管における再吸収と分泌を受け、尿中に排泄される。小腸にお

いて尿酸は ABCG2 により分泌され、便中に排泄される。尿中に排泄される約 500 mg/day と便中に排泄される約 200 

mg/day の尿酸は健常人での値。矢印は尿酸の動きを示した。 

 

材料・方法 

被験物質 

 Dotinurad は富士薬品で合成されたものを使用した。Benzbromarone 及び Probenecid は

Sigma-Aldrich から入手した。Lesinurad は Sequoia Research Products（Berkshire, UK）から入手した。

尿酸排泄促進薬の構造式を図 15 に示した． 
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(A) (B)

(C) (D)

 

図 15 尿酸排泄促進薬の構造式 

A：Dotinurad，B：Benzbromarone，C：Lesinurad，D：Probenecid 

 

試薬 

 Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 4.5 g/l glucose（DMEM）は Gibco®を Thermo Fischer 

Scientific（Waltham, MA）から入手した。Sodium gluconate、potassium phosphate dibasic trihydrate、

HEPES、calcium D-gluconate、potassium gluconate、DMSO、adenosine 5’-monophosphate (AMP) sodium 

salt、adenosine 5’-triphosphate (ATP) sodium salt hydrate、sucrose、hydrochloric acid (HCl)、sodium 

hydroxide (NaOH)、magnesium chloride hexahydrate (MgCl2･6H2O）、sodium chloride (NaCl）、Tris は

Sigma-Aldrich から入手した。Glucose monohydrate は Fluka®を Honeywell（Charlotte, NC）から入手

した。14C 尿酸は Moravek（Brea, CA）から入手した。 

 Hank’s balanced salt solution（HBSS）は sodium gluconate、potassium phosphate dibasic trihydrate、

HEPES、calcium D-gluconate、potassium gluconate 及び glucose monohydrate を水に溶解し、NaOH で

pH7.4 に調整したものを使用した。 
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URAT1、OAT1 及び OAT3 発現細胞を用いた 14C 尿酸取り込みの測定 

 Solvo Biotechnology（Szeged , Hungary）のヒト URAT1 安定発現 MDCKII 細胞並びにヒト OAT1

又は OAT3 安定発現 HEK293 細胞を使用し、14C 尿酸取り込み阻害を評価した。すなわち、DMEM

に懸濁した細胞を 96 well plate に 1 × 105 cells/well 蒔き込み、37°C、5% CO2で 24 時間インキュベ

ートした。培地を吸引し、HBSS で 2 回洗浄した。20 μmol/l の 14C 尿酸及び DMSO に溶解した被

験物質（最終濃度 1%）を含む HBSS を 50 μl 添加し、10 分間（URAT1 及び OAT1）及び 5 分間（OAT3）

インキュベートした。氷冷した HBSS を添加し、さらに 0.1 mol/l の NaOH を添加し細胞を溶解し

た。細胞溶解液中の 14C 尿酸は PerkinElmer（Waltham, MA）の Optiphase supermix（URAT1）又は

Ultima Gold XR（OAT1/3）を添加し、PerkinElmer の MicroBeta2 liquid scintillation counter で CPM

（1 分あたりの放射線計測回数）を測定した。以下の計算式から、Relative transport of urate を求め

た。Relative transport of urate (% of control) = (A－B) / (C－D) × 100、A：発現細胞における被験物

質存在下の CPM、B：非発現細胞における被験物質存在下の CPM、C：発現細胞における 1%DMSO

添加時の CPM、D：非発現細胞における 1%DMSO 添加時の CPM。 

 

ABCG2 発現細胞由来膜小胞を用いた 14C 尿酸取り込みの測定 

 Solvo Biotechnology のヒト ABCG2 安定発現 HEK293 細胞由来膜小胞を使用し、14C 尿酸取り込

み阻害を評価した。すなわち、30 μmol/l の 14C 尿酸を含む Transport buffer（250 mmol/l sucrose, 10 

mmol/l MgCl2, 10 mmol/l Tris-HCl, pH7.4）で膜小胞を懸濁し、96 well plate に 50 μl 添加した。DMSO

で溶解した被験物質を最終濃度 1%となるように添加し、37°C で 15 分間インキュベートした。12 

mmol/l MgCl2-ATP 又は AMP を含む Transport buffer を 25 μl 添加し、3 分間インキュベートした。

氷冷した Washing buffer（250 mmol/l sucrose, 100 mmol/l NaCl, 10 mmol/l Tris-HCl, pH7.4）を加えて

反応を停止し、ガラスファイバーのフィルターで回収した。フィルターを氷冷した Washing buffer

で 5 回洗浄し、風乾した。膜小胞中の 14C 尿酸は Ultima Gold XR を添加し、MicroBeta2 liquid 

scintillation counter で CPM を測定した。以下の計算式から、Relative transport of urate を求めた。

Relative transport of urate (% of control) = (A－B) / (C－D) × 100、A：被験物質及びATP存在下のCPM、
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B：被験物質及び AMP 存在下の CPM、C：1% DMSO 及び ATP 存在下の CPM、D：1% DMSO 及び

AMP 存在下の CPM。 

 

統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft Excel を用いた。濃度阻害曲線は GraphPad Software

（San Diego, CA）の GraphPad Prism 7.03 software を用いて解析した。IC50値及び 95%信頼性区間

は各濃度における阻害率から 4 パラメータロジスティック回帰により算出した。また、各トランス

ポーターの IC50値から URAT1 阻害比（ABCG2，OAT1 又は OAT3 の IC50値／URAT1 の IC50値）を

算出した。 

 

結果 

１．尿酸再吸収トランスポーター（URAT1）の尿酸取り込みに対する尿酸排泄促進

薬の影響 

 尿酸排泄促進薬の標的分子であり、尿酸再吸収トランスポーターである URAT1 を過剰発現させ

た MDCKII 細胞を用いて、尿酸排泄促進薬による尿酸取り込みの阻害を評価した。 

 Dotinuradは濃度依存的に尿酸取り込みを阻害し、その IC50値は 0.0372 μmol/lであった（図 16A）。

一方、Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid の IC50値はそれぞれ 0.190、30.0 及び 165 μmol/l

であり、Dotinurad に比べてそれぞれ 5.11、806 及び 4440 倍高値であった（図 16B, C, D）。 
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図 16 URAT1 発現細胞の 14C 尿酸取り込みに対する尿酸排泄促進薬の濃度阻害曲線 

A：Dotinurad，B：Benzbromarone，C：Lesinurad，D：Probenecid 

URAT1 安定発現 MDCKII 細胞を用いて尿酸排泄促進薬の 14C 尿酸取り込み阻害を評価した。濃度阻害曲線は

GraphPad Prism 7.03 software を用いて解析した。データは平均±SD（n=3）で示した。 
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２．尿酸分泌トランスポーター（ABCG2，OAT1 及び OAT3）の尿酸取り込みに対

する尿酸排泄促進薬の影響 

 既存の尿酸排泄促進薬である Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid は尿酸分泌トランスポー

ターを阻害することが知られている。すなわち、Benzbromarone は ABCG2 及び OAT1/3 を阻害す

ること（Miyata H, 2016; Ahn 2016）、Lesinurad は OAT1 及び OAT3 を阻害すること（Miner JN, 2016）、

Probenecid は非特異的に OATs を阻害することが報告されている（ベネシッド®錠インタビューフォ

ーム、2011 年）。そこで、尿酸排泄促進薬による ABCG2、OAT1 及び OAT3 による 14C 尿酸取り込

みの阻害を評価した。 

 Dotinurad は各トランスポーターの尿酸取り込みを 0.3–300 μmol/l（ABCG2）、0.1–100 μmol/l

（OAT1）及び 0.03–30 μmol/l（OAT3）で濃度依存的に阻害し、IC50値はそれぞれ 4.16、4.08 及び

1.32 μmol/l であった（表 5）。Benzbromarone は各トランスポーターの尿酸取り込みを濃度依存的に

阻害し、IC50値はそれぞれ 0.289、3.14 及び 0.967 μmol/l であった。Lesinurad は各トランスポータ

ーの尿酸取り込みを濃度依存的に阻害し、IC50値はそれぞれ 26.4、6.99 及び 1.07 μmol/l であった。

Probenecid は各トランスポーターの尿酸取り込みを濃度依存的に阻害し、IC50 値はそれぞれ 433、

10.9 及び 2.37 μmol/l であった。 
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表 5 URAT1、ABCG2、OAT1 及び OAT3 発現細胞を用いた尿酸取り込みに対する尿酸排泄促進薬の影

響 

Test article 

IC50 (μmol/l) 

(95% confidence interval) 

URAT1 ABCG2 OAT1 OAT3 

Dotinurad 

0.0372 

(0.0238–0.0581) 

4.16 

(1.13–15.29) 

4.08 

(2.19–7.59) 

1.32 

(1.12–1.56) 

Benzbromarone 

0.190 

(0.121–0.299) 

0.289 

(0.154–0.543) 

3.14 

(1.00–9.82) 

0.967 

(0.772–1.211) 

Lesinurad 

30.0 

(21.9–41.1) 

26.4 

(16.7–41.6) 

6.99 

(3.54–13.78) 

1.07 

(0.57–2.01) 

Probenecid 

165 

(127–215) 

433 

(140–1343) 

10.9 

(9.5–12.7) 

2.37 

(0.93–6.01) 

IC50；50%阻害濃度 

URAT1 安定発現 MDCKII 細胞、OAT1 又は OAT3 安定発現 HEK293 細胞及び ABCG2 安

定発現 HEK293 細胞由来膜小胞を用いて尿酸排泄促進薬の 14C 尿酸取り込み阻害を評価

した。IC50は 4-パラメータロジスティック回帰を用いて算出した。データは平均及び 95%

信頼性区間（n=2–3）で示した。 

 

 表 5 で得られた IC50を用いて URAT1 選択性を評価した。すなわち、ABCG2、OAT1 及び OAT3

の URAT1 阻害比（URAT1 の IC50に対する ABCG2、OAT1 及び OAT3 の IC50の比）を算出した。

Dotinurad の URAT1 阻害比はそれぞれ 112，110 及び 35.5 倍であり、URAT1 選択性の高い薬剤であ

ることが示された（表 6）。一方、Benzbromarone の URAT1 阻害比はそれぞれ 1.52、16.5 及び 5.09

倍であり、ABCG2 阻害が強いことが示された。Lesinurad の URAT1 阻害比はそれぞれ 0.880、0.233

及び 0.0357 倍であり、URAT1 を阻害する濃度よりも低濃度で ABCG2、OAT1 及び OAT3 を阻害す

ることが示された。Probenecid の URAT1 阻害比はそれぞれ 2.62、0.0661 及び 0.0144 倍であり、OAT1
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及び OAT3 阻害が強いことが示された。 

 

表 6 尿酸排泄促進薬の URAT1 選択性 

Test article 

IC50 Ratio to URAT1 

URAT1 ABCG2 OAT1 OAT3 

Dotinurad 1 112 110 35.5 

Benzbromarone 1 1.52 16.5 5.09 

Lesinurad 1 0.880 0.233 0.0357 

Probenecid 1 2.62 0.0661 0.0144 

IC50；50%阻害濃度 

表 5 から次式により算出した。IC50 Ratio to URAT1 = IC50 of URAT1, ABCG2, OAT1 or OAT3 / IC50 

of URAT1。 

 

考察 

 Dotinurad、Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid は URAT1 による 14C 尿酸の取り込みを阻

害し、IC50はそれぞれ 0.0372、0.190、30.0 及び 165 μmol/l であることから、Dotinurad は他剤に比

べて強力な URAT1 阻害剤であることが明らかとなった。さらに、Dotinurad は ABCG2、OAT1 及び

OAT3 による 14C 尿酸取り込みをわずかに阻害し、その URAT1 阻害比はそれぞれ 112、110 及び 35.5

倍であった。一方、Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid の URAT1 阻害比はそれぞれ 5.09–16.5

倍、0.0357–0.880 倍及び 0.0144–2.62 倍であることから、Dotinurad は他剤に比べて URAT1 選択的

な薬剤であることが明らかとなった。 

 なお、Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid の各トランスポーターに対する阻害が複数報告

されている（Miner JN, 2016；Food and drug administration, 2015；Miyata H, 2016；Ichida K, 2003）。

これらの文献と今回得られた IC50を比較したところ、Lesinurad 及び Probenecid の URAT1 阻害（IC50

はそれぞれ 3.53 及び 13.23 μmol/l）を除けばほぼ同等の値であった。なお、Miner らの試験では

ABCG2 を発現している Caco-2 細胞を用いた検討で Lesinurad は 100 μmol/l でも阻害がないと報告
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しているが、Food and drug administration の審査資料では ABCG2 を過剰発現させた細胞の膜小胞を

用いた検討で Lesinurad は 100 μmol/l で 62.7%の阻害が認められている。今回の試験では被験物質

の阻害を同一条件（細胞、基質等）で評価しているため、得られた結果は被験物質間の阻害の強さ

を比較するために適していると考えられる。 

 なお、図 14 に示したように近位尿細管には URAT1、ABCG2、OAT1/3 以外にも複数の尿酸トラ

ンスポーターが存在する。尿酸再吸収トランスポーターとして管腔側に発現する OAT4 や血管側に

発現する GLUT9（血管側）が挙げられる。URAT1 の SNP で機能が欠損している個人では血中尿酸

値が 1 mg/dl 未満になることから（Ichida K, 2008）、URAT1 の阻害が十分に強い化合物では OAT4

や GLUT9 の阻害の強さは薬効に影響しないと考えられる。尿酸分泌トランスポーターとして管腔

側に発現する NPT4 や MRP4 が挙げられる。In vitro で尿酸を輸送することがそれぞれ報告されて

いるが（Jutabha P, 2011; Van Aubel RA, 2005）、ノックアウトマウス等の in vivo における尿酸動態を

評価した報告がないため、生体における尿酸排泄に対する寄与は不明である。以上のことから、尿

酸再吸収トランスポーターとしては尿酸排泄促進薬の標的分子である URAT1 のみを、尿酸分泌ト

ランスポーターとしては ABCG2 及び OAT1/3 を優先して評価した。 
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第二節 フサオマキザルを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

序 

 第一章で述べた通り、類人猿を除く哺乳類とヒトとの間には大きな種差が存在し、結果としてサ

ル、イヌ、ラット及びマウスの血中尿酸値は 0.1–0.6 mg/dl と低値である（Sato S, 1991）。一方、サ

ルの中でもフサオマキザルの血中尿酸値は 1.5–6 mg/dl と哺乳類の中でも高値であると報告されて

いる（Fanelli GM, 1970）。また、オマキザル属のサルはヒトと同程度の FEUAを示し、尿酸再吸収

が優位であるため、げっ歯類よりもヒトに近い種と考えられている（Skeith MD, 1968）。実際、尿

酸排泄促進薬の候補化合物であり、臨床試験も実施している AA-193 及び UR-1102 はフサオマキザ

ルを用いて尿酸排泄促進作用及び血漿中尿酸値低下作用を評価している（Dan T, 1989; Ahn SO, 

2016）。 

 これらの報告を踏まえ、フサオマキザルが薬効評価に最適な動物種であると考え、Dotinurad の

尿酸排泄促進作用及び血漿中尿酸値低下作用を評価した。また、血漿中の被験物質濃度を測定して

薬理効果との関連を調べた。Benzbromaron 群では Benzbromarone とその活性代謝物である

6-Hydroxybenzbromaron の血漿中濃度をそれぞれ測定した。さらに、URAT1 選択性の高さが薬効に

及ぼす影響について考察した。 

 

材料・方法 

実験動物 

 新日本科学（Kagoshima, Japan）で飼育されている 5–10 年齢の雄性のフサオマキザル（2.85–3.70 

kg）を試験に供した。動物はステンレスのケージに個別飼育し、飼料は Purina Animal Nutrition（Gray 

Summit, MO）の New World Primate Diet 5040 を使用し、リンゴを 1 日 1 個与え、水は自由摂取させ

た。飼育室の室温及び湿度はそれぞれ 26±3°C 及び 55±20%、明暗サイクルは 12 時間に設定した。 

 動物実験は新日本科学安全性研究所の動物実験委員会で承認されており（承認番号

IACUC129-014）、本委員会の動物実験倫理指針に従って実施した。 
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被験物質 

 Dotinurad は富士薬品で合成されたものを使用した。Benzbromarone は和光純薬工業から入手した。 

 

試薬 

 Metolose SM-1500 は信越化学工業（Tokyo, Japan）から入手した。ノボ・ヘパリン注は味の素製

薬（Tokyo, Japan）から入手した。尿酸は Sigma-Aldrich から入手した。Methanol（HPLC grade）、

ammonium acetate 及び acetic acid はキシダ化学から入手した。Acetonitrile（HPLC grade）は関東化

学から入手した。 

 

動物実験モデル、被験物質投与、試料採取 

 フサオマキザル 5 例を用い、対照群、Dotinurad 群及び Benzbromarone 群のクロスオーバー試験

を実施した。動物実験の試験デザインを図 17 に示した。約 18 時間絶食したフサオマキザルに 0.5%

（w/v）metolose 水溶液（0.5%MC）又は 0.5%MC で懸濁した Dotinurad（1，5 及び 30 mg/kg）もし

くは Benzbromarone（30 mg/kg）を経口投与した。投与前、投与 2、4、8 及び 24 時間後にヘパリン

を含む注射針で伏在静脈から約 1 ml 採血し、投与 0–4、4–8 及び 8–24 時間の尿をステンレス尿受

けで採取した。血液は 4°C、1710×g で 15 分間遠心分離し、血漿とした。 

 

 

図 17 動物試験デザイン IV 

第二節で用いた動物試験デザインを示した。フサオマキザルを用いた尿酸排泄促進薬の評価。  
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血漿及び尿中の尿酸及びクレアチニンの測定 

 尿酸及びクレアチニンは第一章第一節と同様に測定した。さらに、尿中尿酸排泄率（FEUA）を

次式により算出し、尿酸排泄促進作用の指標とした。FEUA (%) = (UUA/PUA) / (UCRE/PCRE) × 100。 

 

血漿中被験物質濃度の測定 

 血漿をmethanolで除蛋白し、遠心エバポレーターで乾固した。等量の移動相で再溶解してAlliance 

HPLC で測定した。Dotinurad の測定は、カラムは Mightysil RP-18 Aqua GP 250-4.6mm (5μm)、移動

相は acetonitrile：5 mmol/l ammonium acetate＝21：79 を用い、流速 1 ml/min、カラム温度 40°C、波

長 325 nm で測定した。Benzbromarone 及びその代謝物である 6-Hydroxybenzbromarone の測定は、

カラムは Mightysil RP-18 Aqua GP 250-4.6mm (5μm)、移動相は acetonitrile：0.5%（v/v）acetic acid

＝65：35 を用い、流速 1 ml/min、カラム温度 40°C、波長 300 nm で測定した。いずれも検量線より

濃度を算出した。各時点の血漿中薬物濃度から台形法により、AUC0–24 を求めた。0–8 時間の尿中

尿酸排泄量は次式から求めた。尿中尿酸排泄量＝0–2 時間の尿中尿酸値×尿量＋2–4 時間の尿中尿

酸値×尿量＋4–8 時間の尿中尿酸値×尿量。 

 

統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft Excel を用いた。統計解析は SAS institute（Cary, NC）

の JMP を用い、対照群と被験物質群との差は Dunnett’s test（P<0.05 又は 0.01）で評価した。 

 

結果 

１．フサオマキザルを用いた尿酸排泄促進薬の評価 

 Dotinurad は用量依存的な血漿中尿酸値の低下を示し、5 及び 30 mg/kg の 4 及び 8 時間後におい

ては対照群に比べ有意であった（図 18A）。8 時間後における血漿中尿酸値変化量は対照群に比べ

てそれぞれ 1.0 及び 1.8 mg/dl 低値であった。一方、Benzbromarone の 30 mg/kg では統計学的有意差

はみられなかったが、血漿中尿酸値変化量は対照群に比べて低値で推移し、8 時間後では 0.5 mg/dl

低値であり、Dotinurad の 1 mg/kg とほぼ同等の効果であった。また、Dotinurad は用量依存的に FEUA
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を増加させ、0–4 時間では 30 mg/kg で 25.2%と対照群（8.9%）と比べて有意であり、その傾向は投

与 8–24 時間まで持続した（図 18B）。一方、Benzbromarone の 30 mg/kg では統計学的有意差はみら

れなかったが、0–4 時間の FEUAは 11.5%と対照群と比べて増加傾向であった。さらに、0–8 時間の

尿中尿酸排泄量を評価したところ、Dotinurad は用量依存的な増加傾向を示し、対照群の 13.7 mg

に対して 1、5 及び 30 mg/kg でそれぞれ 16.2、22.8 及び 25.3 mg であった（図 18C）。Benzbromaron

の 30 mg/kg 投与群における尿中尿酸排泄量は 19.4 mg であり、Dotinurad の 1 mg/kg と 5 mg/kg の間

であった。 
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図 18 フサオマキザルを用いた尿酸排泄促進薬の血漿中尿酸値（A）、尿中尿酸排泄率（B）及び

尿中尿酸排泄量（C）に対する効果 

MC；methylcellulose、PUA；血漿中尿酸値、FEUA；尿中尿酸排泄率 

試験デザインは図 17 に従い実施した。血漿及び尿中の尿酸及びクレアチニン値は紫外可視吸光度計 U-3000 で吸光

度を測定した。統計解析は 0.5%MC 群と被験物質群について Dunnett’s test（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。デー

タは平均＋又は―SD（n=4–5）で示した。 
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２．フサオマキザルにおける尿酸排泄促進薬の血漿中濃度推移 

 Dotinurad は用量依存的な血中薬物濃度の増加を示した（図 19A）。Dotinurad の 30 mg/kg におけ

る C2は 107 μg/ml、AUC0–24は 780 μg･hr/ml であり、持続的な血漿中薬物濃度推移を示した（表 7）。

一方、Benzbromarone の 30 mg/kg における C2 は 20.9 μg/ml、AUC0–24 は 95.2 μg･hr/ml であり、

6-Hydroxybenzbromarone の C2は 12.7 μg/ml、AUC0–24は 80.9 μg･hr/ml であった（図 19B）。 
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図 19 フサオマキザルを用いた被験物質の血漿中濃度推移 

試験デザインは図 17 に従い実施した。血漿中の薬物濃度は Alliance HPLC で測定した。Benzbromarone 投与時は

Benzbromarone 及びその代謝物である 6-Hydroxybenzbromarone を測定した。データは平均＋SD（n=4–5）で示した。 
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表 7 フサオマキザルを用いた被験物質の薬物動態パラメーター 

Administered article 

Dose 

(mg/kg) 

Measured article 

C2 

(μg/ml) 

AUC0–24 

(μg･h/ml) 

Dotinurad 

1 

Dotinurad 

2.06 ± 0.61 20.3 ± 8.6 

5 11.4 ± 4.8 109 ± 53 

30 107 ± 22 780 ± 265 

Benzbromarone 30 

Benzbromarone 20.9 ± 9.0 95.2 ± 28.1 

6-Hydroxybenzbromarone 12.7 ± 4.4 80.9 ± 33.9 

C2；被験物質投与 2 時間後における血漿中濃度、AUC0–24；0 から 24 時間までの血漿中濃度時間曲線下面積 

血漿中薬物濃度は Alliance HPLC で測定した。Benzbromarone 投与時は Benzbromarone 及びその代謝物である

6-Hydroxybenzbromarone を測定した。データは平均±SD（n=4–5）で示した。 

 

考察 

 対照群の血漿中尿酸値は投与後 2–8 時間で高値を示し、投与後 24 時間では投与前に比べてやや

低値であった。フサオマキザルにおいて血中尿酸値は日内変動又はストレスにより変動することが

知られており、経口投与の操作により血中尿酸値は 8 時間まで上昇し、24 時間で投与前と同程度

まで低下することが報告されている（Shinosaki T, 1992）。 

 Dotinurad の 1 mg/kg と Benzbromarone の 30 mg/kg における作用が同程度であったことから、

Dotinurad と Benzbromarone の効力比は 30 倍と考えられた。この要因として血漿中薬物濃度の違い

が想定される。Benzbromarone（30 mg/kg）は Dotinurad（1 mg/kg）に比べて C2hで 10 倍、AUC0–24

で 4.7 倍高値であり、さらに活性代謝物である 6-Hydroxybenzbromarone は C2h で 6.1 倍、AUC0–24

で 4.0 倍高値である。6-Hydroxybenzbromarone は URAT1 による尿酸取り込みを阻害し、その IC50

は 0.23 μmol/l と報告されていることから（Shin HJ, 2011）、薬効に寄与していると考えられる。こ

れらのことから、Dotinurad と Benzbromarone の URAT1 に対する IC50の違い（5.1 倍）のみでは、

Dotinurad の 1 mg/kg と Benzbromarone の 30 mg/kg で同等の血中尿酸値低下作用が発現することは
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説明できないことから、URAT1 選択性の高さ（すなわち尿酸分泌トランスポーターを阻害しない

こと）が薬効に寄与しているかを検討した。図 18C の尿中尿酸排泄量の結果から、Benzbromarone

は尿中尿酸排泄を増加させており、その程度は Dotinurad の 1 mg/kg と 5 mg/kg の間である。本来

ならば、Benzbromarone の血漿中尿酸値低下作用も同様に Dotinurad の 1 mg/kg と 5 mg/kg の間とな

るはずであるが、実際は Dotinurad の 1 mg/kg と同等であった。このことから、Dotinurad の URAT1

選択性の高さが薬効の強さの要因であると考え、第三節でさらなる検討を実施した。 
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第三節 ラットを用いた ABCG2 又は OAT1 基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄

促進薬の影響 

序 

 フサオマキザルを用いた検討から URAT1 選択性が薬効に寄与している可能性が示唆されたが、

尿酸排泄促進薬（血漿中尿酸値を低下させる薬剤）を用いて尿酸分泌トランスポーター阻害による

血漿中尿酸値増加という相反する作用を正確に評価することは難しいと考えられた。そこで、各ト

ランスポーターの典型的基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響を評価することで、

尿酸の動きを模擬的に評価できると考えた。そこで、薬物相互作用ガイドラインから ABCG2 及び

OAT1 の典型的基質を検索した（医薬品医療機器総合機構、2018 年）。Sulfasalazine は潰瘍性大腸炎

治療薬であり、小腸の管腔側に発現する ABCG2 の基質となり排泄されることから（サラゾピリン

®錠インタビューフォーム、2014 年）、経口吸収性が 2–13%と著しく低いことが知られている（Kolz 

U, 1985）。Adefovir は抗ウイルス薬であり、体内で代謝を受けずに、近位尿細管の血管側に発現す

る OAT1 の基質となり、90%が尿中から排泄される（Cundy KC, 1995）。Sulfasalazine 及び Adefovir

が ABCG2 及び OAT1 阻害による影響を捉えやすい基質であると判断し、尿酸排泄促進薬との相互

作用を評価した。なお、ABCG2 を最も強く阻害することが報告されている Febuxostat（IC50 = 0.027 

μmol/l）と（Miyata T, 2016）、OAT を非特異的に阻害することが報告されている Probenecid（OAT

阻害によるペニシリンの血中濃度維持という適応を持つ）をそれぞれ陽性対照として設定した（ベ

ネシッド®錠インタビューフォーム、2011 年）。 

 

材料・方法 

実験動物 

 日本エスエルシーから雄性 Slc:Sprague-Dawleyラットの 6週齢を入手し、7週齢で試験に供した。

動物はブラケットケージで飼育し、飼料は日本クレアの CE-2 を使用し、水は自由摂取させた。飼

育室の室温及び湿度はそれぞれ 22±4°C 及び 60±20%、明暗サイクルは 12 時間に設定した。 

 動物実験は富士薬品第二研究所の動物実験委員会で承認されており（2017 年 2 月 3 日，2017 年

6 月 20 日）、動物の使用は「第二研究所における実験動物を用いた実験の実施に関する規定」に従
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って実施した。 

 

被験物質 

 Dotinurad は富士薬品で合成されたものを使用した。Benzbromarone は和光純薬工業から入手した。

Probenecid 及び Febuxostat は Sigma-Aldrich から入手した。Lesinurad は Selleck Chemicals から入手

した。 

 

試薬 

 Sulfasalazine は Sigma-Aldrich から入手した。Adefovir は LKT Laboratories から入手した。

Methylcellulose 400 及び Diclofenac sodium は和光純薬工業から入手した。生理食塩液は大塚製薬工

場から入手した。Acetonitrile（HPLC grade）は関東化学から入手した。Tris、methanol（HPLC grade）、

ammonium formate 及び sodium acetate anhydrate はキシダ化学から入手した。ノボ・ヘパリン注は持

田製薬から入手した。Tenofovir hydrate、chloroacetaldehyde 及び tetrabutylammonium hydroxide は東

京化成工業から入手した。 

 

動物実験モデル、被験物質投与、試料採取 

 動物実験の試験デザインを図 20 に示した。ABCG2 基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進

薬の影響（図 20A）では、約 16 時間絶食したラットに 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した Febuxostat

（20 mg/kg）、Benzbromarone（50 mg/kg）及び Dotinurad（1.3 mg/kg）を経口投与した。なお、被験

物質の用量は臨床最大用量の 20 倍量で設定した。30 分後に 0.5%MC で懸濁した Sulfasalazine（20 

mg/kg）を経口投与した。Sulfasalazine 投与から 0.25、0.5、1、2、4、8 及び 12 時間後に頸静脈よ

り約 200 μl ずつ採血した。生物学的利用率算出のために、Sulfasalazine の静脈内投与群を設定し

た。すなわち、約 16 時間絶食したラットに 0.5%MC を経口投与し、30 分後に生理食塩液で溶解し

た Sulfasalazine（5 mg/kg）を静脈内投与し、Sulfasalazine 投与から 0.083、0.25、0.5、1、2、4、8

及び 12 時間後に頸静脈より約 200 μl ずつ採血した。採血はヘパリン処理した注射針を用いてイソ

フルラン麻酔下で経静脈から採取し、氷上で保管した。血液は 4°C、700×g で 10 分間遠心分離し
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て血漿とした。OAT1 基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響（図 20B）では、約 16

時間絶食したラットに 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した Probenecid（100 mg/kg）、Benzbromarone

（50 mg/kg）、Lesinurad（67 mg/kg）及び Dotinurad（1.3 mg/kg）を経口投与した。なお、被験物質

の用量は臨床最大用量の 20 倍量（Probenecid のみ 3 倍量）で設定した。30 分後に 50 mmol/l tris-

生理食塩液で溶解した Adefovir（3 mg/kg）を静脈内投与した。Adefovir 投与から 0.083、0.25、0.5、

1、2 及び 4 時間後に頸静脈より約 200 μl ずつ採血した。採血はヘパリン処理した注射針を用いて

イソフルラン麻酔下で経静脈から採取し、氷上で保管した。血液は 4°C、700×g で 10 分間遠心分

離して血漿とした。 

 

図 20 動物試験デザイン V 

第三節で用いた動物試験デザインを示した。A：ABCG2 基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響、

B：OAT1 基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響。 
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血漿中 Sulfasalazine 濃度の測定 

 血漿中 Sulfasalazine濃度の測定は Miyataらの方法を参考に実施した（Miyata T, 2016）。すなわち、

血漿に methanol 及び Diclofenac（内標準物質）を溶解した acetonitrile を加えて除蛋白した試料を

liquid chromatography- tandem mass spectro- metry（LC-MS/MS）で測定した。LC-MS/MS は Agilent 

Technologies（Santa Clara, CA）の Agilent 1100 Series HPLC Value System 及び AB SCIEX

（Framingham, MA）の API3000 で構成されたものを用いた。カラムは Inertsustain C18 50-2.1mm 

(2μm)、移動相は 5 mmol/l ammonium formate：acetonitrile＝90：10 から開始し、10：90 となるよ

うにグラジエントをかけて測定した。流速 0.3 ml/min、カラム温度 40°C、Negative イオン検出モ

ード、検出イオン m/z = 397.1→197.0（Sulfasalazine）及び m/z = 294.0→250.0（Diclofenac）とした。

検量線より血漿中 Sulfasalazine 濃度を定量した。生物学的利用率（F）は以下の式から求めた。F (%) 

= (Sulfasalazine経口投与時のAUC0–inf / 20 mg/kg) / (Sulfasalazine静脈内投与時のAUC0–inf / 5 mg/kg) 

× 100。 

 

血漿中 Adefovir 濃度の測定 

 血漿中 Adefovir 濃度の測定は Jullien らの方法を参考に実施した（Jullien V, 2003）。すなわち、血

漿に Tenofovir（内標準物質）を溶解した methanol を加えて除蛋白した試料を遠心エバポレーター

で乾固した。0.34%（v/v）chloroacetaldehyde を含む 50 mmol/l sodium acetate buffer（pH5.5）を加え、

80°C で 50 分間インキュベートした。0.2 μm のフィルターでろ過したものを ultra-performance liquid 

chromatography（UPLC）注入試料とした。Waters の ACQUITY UPLC H-class を用いて、カラムは

Inertsustain C18 50-2.1mm (2μm)、移動相は acetonitrile：5 mmol/l tetrabutylammonium hydroxide を含

む 50 mmol/l sodium acetate buffer（pH5.5）を 8：92 の割合で用い、流速 0.4 ml/min、カラム温度 40°C、

励起波長 236 nm／蛍光波長 420 nm で測定した。検量線より血漿中 Adefovir 濃度を定量した。 

 

統計解析 

 試験より得られたデータの集計は Microsoft Excel を用いた。統計解析は SAS institute（Cary, NC）

の JMP を用い、対照群と被験物質群との差は Dunnett’s test（P<0.05 又は 0.01）で評価した。薬物
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動態パラメーターの解析は Pharsight（Sunnyvale, CA）の Phoenix WinNonlin 6.4 software を用いた。 

 

結果 

１．ラットを用いた ABCG2 基質（Sulfasalazine）の血漿中濃度推移に対する尿酸

排泄促進薬の影響 

 図 21 に血漿中 Sulfasalazine 濃度推移を示し、表 8 に Sulfasalazine の薬物動態パラメーターを示

した。0.5%MC 群における Sulfasalazine の薬物動態パラメーターは AUC0–infが 713 ng･h/ml、F が

2.0%であった。陽性対照である Febuxostat 群では顕著な血漿中 Sulfasalazine 濃度の増加がみられ、

AUC0–infは 5012 ng･h/ml、F は 14.1%に増加したことから、Sulfasalazine と相互作用することが確認

された。Benzbromarone 群でも顕著な血漿中 Sulfasalazine 濃度の増加がみられ、AUC0–inf は 288 

ng h/ml、F は 8.1%に増加したことから、Febuxostat と同様に ABCG2 阻害により Sulfasalazine と相

互作用していると考えられた。一方、Dotinurad 群の AUC0–inf は 885 ng･h/ml、F は 2.5%であり、

0.5%MC 群と変わらないことから、ABCG2 を阻害しないと考えられた。 
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図 21 血漿中 Sulfasalazine 濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響 

MC；methylcellulose 

試験デザインは図 20A に示した。約 16 時間絶食したラットに 0.5%MC 又は 0.5%MC で懸濁した Probenecid（100 

mg/kg）、Benzbromarone（50 mg/kg）、Lesinurad（67 mg/kg）及び Dotinurad（1.3 mg/kg）を投与し、30 分後に 0.5%MC

で懸濁した Sulfasalazine（20 mg/kg）を経口投与した。Sulfasalazine 投与から 0.25、0.5、1、24、8 及び 12 時間後に

採血し、血漿中の Sulfasalazine 濃度を LC-MS/MS で測定した。 

統計解析は 0.5%MC 群と被験物質群の各時点について Dunnett’s test（*, **: p<0.05, 0.01）を実施した。データは平均

＋SD（n=6）で示した。 
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表 8 尿酸排泄促進薬併用による Sulfasalazine の薬物動態パラメーター変化 

Test article 

Dose 

(mg/kg) 

T1/2 

(h) 

AUC0–12 

(ng･h/ml) 

AUC0–inf 

(ng･h/ml) 

CLT 

(l/h/kg) 

F 

(%) 

0.5%MC - 

1.5 

± 0.3 

665 

± 94 

713 

± 90 

28.4 

± 3.8 

2.0 

Febuxostat 20 

1.3 

± 0.1 

5004** 

± 851 

5012** 

± 848 

4.07** 

± 0.61 

14.1 

Benzbromarone 50 

1.2 

± 0.5 

2858** 

± 750 

2888** 

± 729 

7.29** 

± 1.99 

8.1 

Dotinurad 1.3 

1.9 

± 1.6 

708 

± 166 

885 

± 264 

24.1 

± 7.8 

2.5 

MC；methylcellulose、T1/2；半減期、AUC0–12；0 から 12 時間までの血漿中濃度時間曲線下面積、AUC0–inf；

0 から無限大時間までの血漿中濃度時間曲線下面積、CLT；全身クリアランス、F；生物学的利用率 

薬物動態パラメーターは Phoenix WinNonlin 6.4 software を用いて解析した。統計解析は 0.5%MC 群と被験

物質群について Dunnett’s test（*: p<0.05, **: p<0.01）を実施した。データは平均±SD（n=3–4）で示した。 

 

２．ラットを用いた OAT1 基質（Adefovir）の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促

進薬の影響 

 図 22 に血漿中 Adefovir 濃度推移を示し、表 9 に Adefovir の薬物動態パラメーターを示した。

0.5%MC 群における Adefovir の薬物動態パラメーターは AUC0–infが 2.65 μg･h/ml、CLTが 1.14 l/h/kg

であった。Probenecid 群では AUC0–infが 5.88 μg･h/ml に増加し、CLTが 0.56 l/h/kg に低下したこと

から、Adefovirと相互作用することが示された。Lesinurad群でもAUC0–infが 4.81 μg･h/mlに増加し、

CLTが 0.67 l/h/kg に低下したことから、Probenecid と同様に OAT1 を阻害し Adefovir と相互作用し

たと考えられた。一方、Benzbromarone 群及び Dotinurad 群における血漿中薬物濃度推移は 0.5%MC

群と変わらないことから、いずれも OAT1 を阻害しないと考えられた。 
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図 22 血漿中 Adefovir 濃度に対する尿酸排泄促進薬の影響 

MC；methylcellulose 

試験デザインは図 20Bに示した。約 16時間絶食したラットに 0.5%MC又は 0.5%MCで懸濁した Febuxostat（20 mg/kg）、

Benzbromarone（50 mg/kg）及び Dotinurad（1.3 mg/kg）を投与し、30分後に 50 mmol/l tris-生理食塩液で溶解した Adefovir

（3 mg/kg）を静脈内投与した。Adefovir 投与から 0.083、0.25、0.5、1、2 及び 4 時間後に採血し、血漿中の Adefovir

濃度を ACQUITY UPLC H-class で測定した。 

統計解析は 0.5%MC 群と被験物質群の各時点について Dunnett’s test（*, **: p<0.05, 0.01）を実施した。データは平均

＋SD（n=6）で示した。 
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表 9 尿酸排泄促進薬併用による Adefovir の薬物動態パラメーター変化 

Test article 

Dose 

(mg/kg) 

C0 

(ng/ml) 

AUC0–4 

(μg･h/ml) 

AUC0–inf 

(μg･h/ml) 

CLT 

(l/h/kg) 

0.5%MC - 

8.70 

± 1.29 

2.59 

± 0.26 

2.65 

± 0.26 

1.14 

± 0.10 

Probenecid 20 

10.6 

± 11.0 

5.83** 

± 2.34 

5.88** 

± 2.39 

0.56** 

± 0.16 

Benzbromarone 50 

10.3 

± 1.4 

2.89 

± 0.37 

2.94 

± 0.38 

1.03 

± 0.13 

Lesinurad 67 

10.6 

± 2.0 

4.71* 

± 1.62 

4.81* 

± 1.72 

0.67** 

± 0.16 

Dotinurad 1.3 

9.20 

± 1.13 

2.62 

± 0.49 

2.68 

± 0.50 

1.15 

± 0.18 

0.5%MC；0.5% methylcellulose 水溶液、C0；静脈内投与直後の血漿中濃度、AUC0–4；0 から 4 時間まで

の血漿中濃度時間曲線下面積、AUC0–inf；0 から無限大時間までの血漿中濃度時間曲線下面積、CLT；全

身クリアランス 

薬物動態パラメーターは Phoenix WinNonlin 6.4 software を用いて解析した。統計解析は 0.5%MC 群と被

験物質群について Dunnett’s test（*, **: p<0.05, 0.01）を実施した。データは平均±SD（n=6）で示した。 

 

考察 

 Benzbromarone はラットで ABCG2 の典型的基質である Sulfasalazine の血漿中濃度及び生物学的

利用率を増加させることが明らかとなった。Sulfasalazine は小腸の管腔側に発現する ABCG2 の基

質となり排泄されるために経口吸収性が悪いことから、Benzbromarone でみられた Sulfasalazine の

生物学的利用率の増加は小腸の管腔側に発現する ABCG2 を阻害した結果と考えられた。なお、尿

酸排泄の 1/3 を小腸が担っており（Sorensen LB, 1975）、小腸からの尿酸排泄を担っている分子が

ABCG2 であることから（Ichida K, 2008））、Benzbromarone は小腸における尿酸排泄を抑制するこ
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とが推察された。Probenecid 及び Lesinurad はラットで OAT1 の典型的基質である Adefovir の血漿

中濃度を増加させた。Adefovir は体内で代謝を受けずに、近位尿細管の血管側に発現する OAT1 の

基質となり、その尿中排泄率はげっ歯類で 80%であるため（Naesens L, 1996）、Probenecid 及び

Lesinurad でみられた Adefovir の血漿中濃度の増加は近位尿細管の血管側に発現する OAT1 を阻害

した結果と考えられた。なお、OAT1 は OAT3 と共に近位尿細管における尿酸の血管側から細胞内

への輸送を担っていることから、Probenecid 及び Lesinurad は腎臓における尿酸排泄を抑制するこ

とが推察された。一方、Dotinurad はいずれの典型的基質とも相互作用しないことから、第一節で

示した URAT1 選択性の高さを反映していると考えられた。 

 典型的基質は尿酸と完全に同じ動きをしているわけではないため、典型的基質との相互作用の結

果が尿酸でも同様に起こるかを考える必要がある。典型的基質及び尿酸の輸送に対するある特定の

薬剤の阻害が変わらない場合は、同じように相互作用を受けることが推測できる。例えば、ABCG2

阻害作用を持つ Rifampicin は ABCG2 を過剰発現させた Sf9 の膜小胞における尿酸の輸送を

50 μmol/l で約 50%阻害し（Hosomi A, 2012）、ヒト肝細胞における Sulfasalazine の輸送を 10 μmol/l

で 40%阻害しているため（Kosa RE, 2018）、両基質に対する阻害に大きな違いはないと考えられた。

また、OAT1 による Adefovir の輸送を Probenecid が阻害し、その Ki は 18.6 μmol/l と報告されてい

る（Maeda K, 2014）。第一節で得られた OAT1 による尿酸輸送に対する Probenecid の阻害は 10.9 

μmol/l（IC50）であり、ほぼ同じであった。なお、IC50と Ki の間には IC50＝Ki（1＋[S]／Km）とい

う関係があるので、基質濃度（S、20 μmol/l））が Michaelis 定数（Km、372 μmol/、unpublished data）

より十分に低い濃度で実施した場合には IC50＝Ki と考えられる。以上のことから、Sulfasalazine 又

は Adefovir と尿酸排泄促進薬との相互作用試験の結果が、尿酸の動態にも反映されると考えられ

た。 

 また、今回得られた結果はラットを用いた検討であり、ヒトに外挿するためには種差についても

検討する必要がある。ABCG2 の SNP で機能が低下している個人（421C>A、赤血球における蛋白

質発現は 0.15倍）において SulfasalazineのAUC0–48が 3倍に増加することが報告されている（Gotanda 

K, 2015）。血漿中 Sulfasalazine 濃度を増加させた Benzbromarone 及び Febuxostat では、AUC0–12の増

加は 4–7 倍であり、ヒトの SNP と同等の影響と考えられた。また、Adefovir の尿中排泄率はげっ
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歯類で 80%（Naesens L, 1996）、ヒトで 90%と報告されていることから（Cundy KC, 1995）、Adefovir

の排泄に及ぼす OAT1 の寄与はげっ歯類とヒトで同様であると推察される。 

 以上より、ラットを用いた検討で、既存の尿酸排泄促進薬である Benzbromarone、Lesinurad 及び

Probenecid は ABCG2 又は OAT1 の典型的基質と相互作用することが明らかとなり、尿酸分泌トラ

ンスポーターを介した尿酸の排泄を阻害する可能性が示唆された。一方、Dotinurad はいずれの典

型的基質とも相互作用がみられなかったため、尿酸の排泄には影響しないと考えられた。 
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第四節 まとめ 

 本章では、新規尿酸排泄促進薬である Dotinurad の薬理学的特長の解明を試みた。まず、標的分

子である尿酸再吸収トランスポーターURAT1 による尿酸輸送の阻害を評価し、Dotinurad は既存の

尿酸排泄促進薬よりも強力な阻害がみられた。次に、尿酸分泌トランスポーターABCG2、OAT1/3

による尿酸輸送の阻害を評価し、Dotinurad は既存の尿酸排泄促進薬よりも URAT1 選択的な阻害が

みられた。フサオマキザルを用いた検討で、Dotinurad は Benzbromarone よりも約 30 倍強い血漿中

尿酸値低下作用がみられた。また、Benzbromarone の 30 mg/kg で尿中尿酸排泄量の増加傾向はみら

れているが、血漿中尿酸値の低下は弱いことから、小腸の ABCG2 を阻害した結果として尿中尿酸

排泄量が増加している可能性が考えられた。ラットを用いて ABCG2 又は OAT1 の典型的基質の血

漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響を評価したところ、Benzbromarone は小腸の ABCG2

を阻害すること、Probenecid 及び Lesinurad は腎臓の OAT1 を阻害することが示され、これらの薬

剤は尿酸輸送も同様に阻害している可能性が示唆された。 

 URAT1 選択的阻害剤と非選択的阻害剤の血中尿酸値低下作用に及ぼす影響を模式図に示した

（図 23）。URAT1 選択的阻害剤は腎臓における尿酸再吸収のみを阻害して効率的に血中尿酸値を低

下させることができる。一方、非選択的阻害剤は ABCG2 又は OAT1/3 の阻害により、小腸又は腎

臓における尿酸分泌を阻害するため、血中尿酸値低下作用が弱くなる。非選択的阻害剤が URAT1

選択的阻害剤と同程度まで血中尿酸値を下げるためには、より強く URAT1 を阻害し、より尿中に

尿酸を排泄させる必要がある。しかしながら、尿中尿酸排泄量を過度に増やすことは尿路結石のリ

スクになるため、避けるべきである（Yu T, 1967）。 

 以上のことから、Dotinurad は強力で選択的な URAT1 阻害剤であり、尿酸分泌トランスポーター

（ABCG2 及び OAT1/3）に対する影響は小さいため、フサオマキザルで Benzbromarone に比べて低

用量で効率的に血中尿酸値を低下させたと考えられた。 
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図 23 URAT1 選択的阻害剤（A）と非選択的阻害剤（B）の血中尿酸値低下作用 

URAT1 選択的阻害剤と非選択的阻害剤の血中尿酸値低下作用の強さを比較した。上図：薬剤非投与時の尿酸代謝を

示した。A：URAT1 選択的阻害剤は腎臓における尿酸再吸収のみを阻害して効率的に血中尿酸値を低下させる。B：

非選択的阻害剤は ABCG2 や OAT1/3 を阻害するため、小腸又は腎臓における尿酸分泌を阻害する分、血中尿酸値低

下作用が弱くなる。非選択的阻害剤が URAT1 選択的阻害剤と同程度まで血中尿酸値を下げるためには、より強く

URAT1 を阻害し、より尿中に尿酸を排泄させる必要がある。 
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総括 

 

 尿酸排泄促進薬の治療対象である尿酸排泄低下型の素因を持つ高尿酸血症患者は 85%であるが、

既存の尿酸排泄促進薬に複数の問題点（投与回数の多さ、薬物相互作用、劇症肝炎、腎機能障害）

があるため、ほとんど処方されていない。安全性と薬理効果に優れた新規の尿酸排泄促進薬が求め

られているが、薬理効果のスクリーニングで汎用されるげっ歯類とヒトと種差が大きいために尿酸

排泄促進薬の評価が適切にできない状況であった。 

 第一章では、ヒトとげっ歯類の尿酸代謝の種差に着目し、種差の要因を改善したラットモデルを

用いて尿酸排泄促進薬の評価を試みた。3 種のラットモデル（Pyrazinamide 処置ラット、oxonate

処置ラット、Topiroxostat 処置ラット）の評価から、尿酸代謝の種差の中でもラットにおいて尿酸

再吸収の寄与が低いこと及びプリン代謝回転が速いことが、尿酸排泄促進薬の評価が難しい要因と

考えられた。これらのモデルを用いた評価で、Dotinurad は Pyrazinamide 処置ラットで Probenecid

に比べて 1/10 の用量で同等の尿酸排泄促進作用を示し、8 時間までの持続性が認められた。また、

Dotinurad は Topiroxostat 処置ラットで尿酸排泄促進作用を伴う血漿中尿酸値低下を示したため、有

望な尿酸排泄促進薬であると考えられた。 

 第二章では、尿酸再吸収トランスポーターURAT1 及び尿酸分泌トランスポーターABCG2、

OAT1/3 による尿酸輸送の阻害を評価し、Dotinurad は Benzbromarone、Lesinurad 及び Probenecid よ

りも強力で選択的な URAT1 阻害剤であることが明らかとなった。フサオマキザルを用いた検討で、

Dotinurad は Benzbromarone よりも約 30 倍強い尿酸排泄促進作用及び血漿中尿酸値低下作用を示し

たことから、URAT1 選択性が薬効に影響している可能性が考えられた。ラットを用いて ABCG2

及び OAT1 の典型的基質の血漿中濃度推移に対する尿酸排泄促進薬の影響を評価したところ、

Benzbromarone は小腸の管腔側に発現する ABCG2 を阻害すること、Probenecid 及び Lesinurad は近

位尿細管の血管側に発現する OAT1 を阻害することが示された。一方、Dotinurad は ABCG2 及び

OAT1 の典型的基質のいずれとも相互作用はみられなかった。 

 以上のことから、Dotinurad は強力で選択的な URAT1 阻害剤であり、尿酸分泌トランスポーター

（ABCG2 及び OAT1/3）に対する影響は小さいため、効率的に血中尿酸値を低下させるという薬理
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学的特長を持つ薬剤であることが明らかとなった。Dotinurad は臨床試験において 0.5–4 mg で血中

尿酸値低下作用が認められており、Probenecid（0.5–2 g）や Benzbromarone（25–150 mg）と比べて

低用量で薬効を示している。このことからも、Dotinurad は低用量で効率的な血中尿酸値低下を示

すことが裏付けられている。 

 Dotinurad は強力で選択的な URAT1 阻害剤であることに加え、良好な薬物動態プロファイル（生

物学的利用率が約 90%であり、分布容積が小さく、かつ全身クリアランスが小さいことから、高い

血漿中濃度が持続する）、良好な安全性プロファイル（非臨床試験では肝臓及び腎臓の病理組織学

的変化は認められず、ヒトにおいて障害を発現するリスクは低いと評価された）を示したことから、

既存の尿酸排泄促進薬を上回る資質を兼ね備えている。Dotinurad は痛風・高尿酸血症患者の治療

に新たな選択肢を提供する薬剤であり、QOL 改善に貢献することを期待したい。 
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