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配布資料一
覧

当日配布資料 1 リ ン酸オセルタミビルの基礎的調査検討のためのワーキン
ググループ (基礎WG)に おける調査検討の結果について

当日配布資料 2 リ ン酸オセルタミビルの臨床的調査検討のためのワーキン
ググループ (臨床WG)に おける調査検討の結果について

資料 1 タ ミフルの安全対策の経緯等について

<資 料 2 基 礎WG関 係資料>

資料 2-1 基 礎WGの 指示に基づき実施 した非臨床試験及び自主的に
実施 した試験 口解析の結果について (その 3)(中 外製薬株式
会社作成資料)(平 成 20年 6月 19日 第 5回 基礎WG資 料)

資料 2-2 リ ン酸オセルタミビルの基礎的調査検討のための主要な文
献等 (平成 21年 2月 6日 第 6回 基礎wG資 料)

資料 2-3 リ ン酸オセルタミビルの基礎的調査検討に関連するその他
の文献等 (平成 21年 2月 6日 第 6回 基礎WG参 考資料)

<資 料 3 臨 床WG関 係資料 (疫学調査)>(平 成 21年 6月 3日 第 8回 臨
床WG資 料)

資料3-1 イ ンフルエンザに伴う随伴症状の発現状況に関する調査研究 (平成19ロ

20年 度分担研究報告書)(研 究分担者 :廣田良夫 大 阪市立大学大学院医
学研究科公衆衛生学教室教授)

資料3-2 イ ンフルエンザ様疾患罹患時の異常行動の情報収集に関する研究
(2008/2009シーズン報告)(研 究代表者 :岡部信彦 国 立感染症研究所感

染症情報センター長)

<資 料 4 臨 床WG関 係資料 (臨床試験)>(平 成 20年 6月 17日 第 6回

臨床WG資 料)

資料4 リ ン酸オセルタミビルの健康成人男子を対象とした睡眠に関する製造販売後

臨床試験及びリン酸オセルタミビルの健康成人男子を対象とした夜間の心電
図に関する製造販売後臨床試験 (中外製薬株式会社作成資料)

≪資料5～資料9 臨 床WG関 係資料 (副作用等報告関係)≫ (平成21年 6月 3日第8回

臨床WG資 料)

資料5 タ ミフルの副作用報告の精査について (その6)



<資 料 6～ 8 「 異常な行動」関係資料>

〔資料 6 リ ン酸オセルタミビル (タミフル)の 「異常な行動が記録されている事例」

について :販売開始 (平成 13年 2月 )か ら平成21年 3月 31日 まで〕

資料6-1 異 常な行動が記録されている事例の概要 (年齢順)

資料 6-2 異 常な行動が記録されている事例の追加調査結果 (年齢順)

(中外製薬株式会社作成資料)

資料 6-3 異 常な行動が記録されている事例の集計(中外製薬株式会社作成資料)

資料 6-4 異 常な行動が記録されている事例の副作用症例票 (原本)(報 創順)

(平成 20年 4月 1日 から平成21年 3月 31日 )淘      `

〔資料 7 リ ン酸オセルタミビル (タミフル)の 「異常な行動が記録されている事例以

外の精神神経症状事例」について :販売開始 (平成 13年 2月 )か ら平成 21

年3月 31日 まで〕

資料7-1 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の概要

(年齢順)

資料 7-2 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の追加調査

結果 (年齢順)(中 外製薬株式会社作成資料)

資料 7-3 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の副作用症

例票 (原本)鮮 長告順)(平 成20年 4月 1日から平成21年 3月 31

日)わ

〔資料 8 タ ミフル非使用例等の 「異常な行動」等の概要〕

(資料 8-1 ザ ナミビル水和物に係る異常な行動等について :販売開始 (平成 12

年 12月 )か ら平成 21年 3月 31日 まで)

資料 8-1-1 異 常な行動が記録されている事例の概要 (年齢順)

資料8-1-2 異 常な行動が記録されている事例の追カロ調査結果 (年齢順)

(グラクソ ロスミスクライン株式会社作成資料)

資料 8-1-3 異 常な行動が記録されている事例の集計 (グラクソ ロスミスク

ライン株式会社作成資料)

資料8-1-4 異 常な行動が記録されている事例の副作用症例票 (原本)(報

告順)(平 成 20年 4月 1日 から平成21年 3月 31日 )わ

資料8-1-5 異 常な行動力靖己録されている事例以外の精神神経症状事例の概

要 (年齢順)

資料 8-1-6 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の追

加調査結果 (年翻lLE)(グ ラクソ ロスミスクライン株式会社作成

資料)

資料 8-1-7 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の副

作用症例票 (原本)鮮 反告順)(平 成20年 4月 1日から平成 2

1年 3月 31日 )わ



(資料 8-2 塩 酸アマンタジンに係る異常な行動等について :インフルエンザの効

能追加 (平成 10年 11月 )か ら平成21年 3月 31日 まで)

資料 8-2-1 異 常な行動が記録されている事例の概要 (年齢順)

資料 8-2-2 異 常な行動が記録されている事例の追加調査結果 (年齢順)(ノ

バルティスファーマ株式会社作成資料)

資料 8-2二 3 異 常な行動力ヽ 己録されている事例の集計 (ノバルティスフアー

マ株式会社作成資料)

資料8-2-4 異 常な行動が記録されている事例の副作用症例票 (原本)(報

告順)(平 成20年 4月 1日から平成21年 3月 31日 )注

資料 8-2-5 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の概

要 (年齢1贋)

資料 8-2-6 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の追

加調査結果 (年翻 lLE)(ノ′ヤレティスファーマ株式会社作成資料)

資料 8-2-7 異 常な行動が記録されている事例以外の精神神経症状事例の副

作用症例票 (原本)(報 告順)(平 成20年 4月 1日から平成2

1年 3月 31日 )D

(資料 8-3 タ ミフル非使用例の 「異常な行動」について ;平成 19年 3月 23日

から平成21年 3月 31日 までに入手できたもの)

資料 8-3-1 異 常な行動が記録されている事例の概要 (年齢順)

資料 8-3-2 異 常な行動力ヽ 己録されている事例の追加調査結果 (年齢順)

資料 8-3-3 異 常な行動力靖己録されている事例の集計
※ 平 成20年 4月 1日から平成21年 3月 31日 までに異常な行動が記録されている
事例については、報告がなかったことから、当該事例の原本はない。

<資 料 9 リ ン酸オセルタミビル (タミフル)の 「死亡症例」について ;販売開始 (平成

13年 2月 )か ら平成21年 3月 31日 まで>

資料 9-1 死 亡症例の概要 (年齢順)

資料 9-2 死 亡症例の追加調査結果 (年齢順)(中 外製薬株式会社作成資料)

資料 9-3 死 亡症例の集計 (中外製薬株式会社作成資料)

資料 9-4 死 亡症例の副作用症例票 (原本)鮮 長告順)

(平成 20年 4月 1日 から平成21年 3月 31日 )淘

資料 10 要 望書 ・意見書の写し

【参考資料】                                ′

参考資料 1-1 リ ン酸オセルタミビル (タミフル)の 副作用報告等を踏まえた当面の

対応に関する意見 (平成 19年 4月 4日 、薬事 口食品衛生審議会医薬品

等安全対策部会安全対策調査会)

参考資料 1-2 リ ン酸オセルタミビル (タミフル)に ついて (平成 19年 12月 25



日、薬事 口食品衛生審議会医薬品等安全対策部会安全対策調査会)

参考資料 1-3 平 成 19年 度第5回 薬事 口食品衛生審議会医薬品等安全対策部会安全

対策調査会における検討結果に基づく対応について (平成 19年 12月

26日 付け医薬食品局安全対策課長通知)

参考資料 1-4 ザ ナミビル水和物の使用上の注意に関する注意喚起の徹底について

等 (平成 21年 1月 29日 付け医薬食品局安全対策課長通知)

参考資料2-1 タ ミフルカプセル75、 同 ドライシロップ3%の 添付文書

参考資料2-2 緊 急安全性情報 (タミフル服用後の異常行動について)

参考資料2-3 タ ミフルの欧米における添付文書 (精神神経症状の抜粋 ;仮訳付き)

(中外製薬株式会社作成資料)

参考資料3   リ レンザの添付文書

参考資料4   シ ンメトレル錠 50mg、同錠 100mg、同細粒 100/0の添付文書

参考資料5   イ ンフルエンザ随伴症状の発現状況に関する調査研究 (平成20年 7

月 10日 第 7回 臨床WG資 料)

参考資料6   イ ンフルエンザ様疾患罹患時の異常行動情報収集に関する研究 (平成

‐      20年 7月 10日 第 7回 臨床WG資 料)

参考資料7   イ ンフルエンザの基礎知識

注)資 料大部のため、配布は省略
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リン酸オセルタミビル (タミフル)に ついて

当調査会は、 リン酸オセルタミビル (タミフル)の 服用と異常な行動及び突然死と

の関係について検討を行 うため、平成19年4月4日、6月16日、11月11日及び12月25日

に会議を行つた。

平成19年6月16白にはタミフルの安全性について希望団体等か らの意見陳述の聴取

を行つた。また、平成19年6月16日、11月11日及び12月25日には リン酸オセルタミビ

ルの基礎的調査検討のためのワーキンググルー プ (基礎WG)及 び リン酸オセルタミ

ビルの臨床的調査検討のためのワーキンググループ (臨床WG)か ら調査検討の状況

について報告を受け、検討を進めてきた (注1)。

(注1)タミフルの安全対策の経緯等については、別添 「参考資料」参照

本日、当調査会は、基礎WG及 び臨床WGに おける調査検討の結果について、それ

ぞれ別添 1及び別添2の とおり報告を受け、検討を行つた。タミフルの服用と異常な

行動及び突然死との関係についての当調査会の検討結果等は、下記のとおりである。

言己

○ 本 日、当調査会は、基礎WG及 び臨床WGか ら非臨床試験 (動物実験等)、.臨床

試験、疫学調査等の調査検討の結果について報告を受けた。

○ タ ミフルがイ ンフルエンザに伴 う異常行動の リスクを高めるかどうかについて

は、廣田班疫学調査の解析においては、重篤な異常行動 (事故につながった りする

可能性がある異常行動等)を 起 こした10代の患者に限定 して解析すると、タミフル

服用者 と非服用者の間に統計的な有意差はないが、非服用者に比ベ リスク (オッズ

比)は 1.54倍になるとの数値が示された。また、解析方法の妥当性に関 して疫学及

び統計学それぞれの専門家か ら異なる意見があり、データの収集、分析に関わるさ

まざまな調査の限界を踏まえると廣田班疫学調査の解析結果のみで、タミフルと異

常な行動の因果関係に明確な結論を出すことは困難であると判断された。

○ 報 告を受けた 2つ の疫学調査 (岡部班疫学調査及び廣田班疫学調査)の 解析によ

り、タミフル服用の有無にかかわ らず、異常行動はインフルエンザ自体に伴い発現

する場合があることが、よ り明確 となつた。

当調査会は、このようなことや、平成19年3月以降の予防的な安全対策 (注2)によ

り、それ以後、タミフルの副作用報告において10代の転落 ・飛び降 りによる死亡等

の重篤な事例が報告 されていないことか らも、安全対策については一定の効果が認

められる一方、これまでに得 られた調査結果において10代の予防的な安全対策を変

更する積極的な根拠が得られているという認識ではないため、現在の安全対策を継

続することが適当と判断 した。



〇 以 上 を踏まえ、タミフルについて現在講 じられている措置 (注2)は、現在も妥当

であり、引き続き医療関係者、患者 ・家族等に対 し注意喚起を図ることが適当であ

ると同時に、他の抗インフルエンザウイルス薬についても、同様に異常行動等に関

する注意喚起を継続することが適当であると考える。

なお、現在のタミフルの使用上の注意においても、10代のインフルエンザ患者の

うち、合併症、既往歴等か らインフルエンザ重症化 リスクの高い患者に対 し、タミ

フルを慎重に投与することを妨げるものではない趣旨であることが理解 され るよ

う、国は平易に説明するよう努めるべきである。また、新型インフルエンザ対策に

おいて、 リスク ・ベネフィッ トを考慮 して、どのような状況でタミフル等が使用さ

れるべきかについては、関係学会において専門的な立場から助言等をお願いしたい。

(注2)平成19年3月20日の緊急安全性情報 :
10歳以上の未成年の患者においては、因果関係は不り1であるものの、本斉1

の服用後に異常行JIJJを発現 し、転落等の事故に至った例が報告されている。
このため、この年代の患者には、合併症、既往歴等からハイ リスク患者 と判
断される場合を除いては、原則 として本剤の使用を差 し控えること。
また、小児 ・未成年者については、万が一の事故を防止するための予防的

な対応として、本斉1による治療が開始された後は、①異常行動の発現のおそ
れがあること、②自宅において療養を行 う場合、少なくとも2日間、保護者
等は小児 ・未成年者が一人にならないよう配慮することについて患者 。家族
に対 し説明を行 うこと。
なお、インフルエンザ脳症等によっても、同様の症状が現れるとの幸‖告が

あるので、上記と同様の説明を行 うこと。

○ タ ミフルの服用 と突然死 との因果関係 については、非臨床試験 (動物実験等 )、

臨床試験 (いわゆ る夜間心電図試験)等 の結果か らみて、それ を肯定す る根拠は示

されていないと考 え られた。

【非臨床試験 (動物実験等)の 概要】
バインディング ・アッセイの結果については、臨床用量投与時に推定されるタミフルの未

変化体 (OP)及び活性代謝物 (OC)の脳中濃度では、 ト ランスポーターの欠損や代謝阻害があっ
たとしても、多くの中枢性の受容体やイオンチャネル系への影響を及ぼす可能性は低いとさ
れた。

マウスのジャンピング行動の誘発に関する報告については、本斉1による直接作用ではない
こと、これら現象とOPの作用機序 との関連性が不明確であること、また、投与量が高いこと
から、 ヒトでの精神神経症状 ・異常行動との関連性にういて一定の判断をしうる力1見とする
には不十分であり、引き続き関連研究を津視すべきと考えられるとされた。       ‐

マウスヘの腹腔内投与による体温低下の報告については、他の作用 との関連は不明である
が、体温に関わる脳幹等への薬理作用が示唆 され、引き続き関連研究を注視すべきと考えら
れるとされた。ただ し、ウサギプルキンエ線維活動電位試験結果の再解析等からは、オセル
タミビルが突然死に結びつくような循環器系への影響を有することを示唆する結果は得られ
なかった。

【臨床試験 (いわゆる夜問心電図試験)の 概要】
いわゆる夜間心電図試験において、タミフルの投与により心電図上問題 となる影響は認め

られなかった。

○ 厚 生労働省等は、引き続き、タミフルの服用と異常な行動等との因果関係につい

ての情報収集に努め、必要な対応を行うべきである。
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リン酸オセルタミビルの基礎的調査検討のためのワーキンググループ

(基礎WG)に おける調査検討の結果について

リン酸オセルタミビルの基礎的調査検討のためのワーキンググループ (以下 「基礎W

G」 という。)は 、平成 19年 5月 2日 、同月30日、10月 24日、12月 10日、平成20年

6月 19日及び平成 21年 2月 6日 に会議を開催し、リン酸オセルタミビルの安全性につ

いて、基礎的な側面から調査検討を行つた。

非臨床試験成績を中心とした基礎WGに おける調査検討の結果は、下記のとおりであ

る。

記

第 1オ セルタミビルの中枢神経系に対する影響について

1 脳 における薬物動態・代謝研究における試験結果

1)脳 内での暴露に関連する能動輸送過程(トランスポーター)に関するin utro試験

リン酸オセルタミビル(OP)の 7日 齢の幼若ラットヘの経口投与による脳内分布が 42日

齢ラットより約 3000倍 高いとの結果が申請時に示されていたことから、その機構について

明らかにする必要があつた。中枢神経系への薬物移行性は、血液脳関門における受動

拡散及び能動輸送機構によつて影響されることから、基礎 WGで は、OP及 びその活性代

謝物 (OC)の 脳内移行性に関し、能動輸送機構が果たす役割の検討を求めた。

試験方法としては、マウス及びヒト脳に発現している排泄 トランスポーターである

Mdrl a/MDRl(P―gp)、Bcrp1/BCRP及 び MRP2に ついて、OP及 び OCの 能動輸送能を

transcelldar assay systemを用いた in Mtr。モデルで検討した。その結果、OPは 、マウス

及びヒトP―糖蛋白(Mdrla/MDRl:P― gp)の良好な基質であり、基底膜側から管腔側への

輸送比は約 10倍 程度であつた。一方 OCに 対しては、マウス及びヒト Mdrla/MDRl

(P―gp)、Bcrp1/BCRP及 び MRP2の いずれのトランスポーターも輸送活性を示さなかっ

た。

2)脳 内のカルボキシルエステラーゼ1(hCEl)に よる未変化体の代謝 (エステル加水分解)

に関するin vにro試験

OPを 高用量投与された幼若及び成熱ラットの脳中には OPと 同時に OCが 検出されて

いる知見があることから、基礎 WGは 脳内で検出されたOCが 脳内での代謝による産物で

あるかどうかを検討するため、また、ヒト1面での存在形態を推定するため、ラット(幼若及

び成熟)及びヒト1歯及び肝におけるオセルタミビル代謝酵素活性の評価を求めた。

試験方法としては、7日 齢 (幼若)及び 42日 齢 (成熟)ラット(雌雄)由来の脳及び肝 S9

画分のオセルタミビル代謝酵素活性をin vtroで評価した。その結果、幼若ラット脳 S9画

分のオセルタミビルエステラーゼ活性は 0.2pmd/min/mg prOteinと 非常に低かつた。また

成熟ラット脳 S9画 分の 同酵素活性は 0.6 pmol/min/mg prOteinであつた。ヒト脳 S9画 分

において、オセルタミビルから活性代謝物への加水分解は速やかではなく、ヒト肝 S9画 分

、
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の 1/300程度であつた。                     ,

また、追加試験としてリコンビナントヒトカルボキシルエステラーゼ(rHCEl及び rHcE2)

を用いた試験が実施され、OPは HCElに より加水分解されることが確認された。なお、

HCElは 肝臓以外にも存在するが、その量は肝臓よりかなり少ない(Xie et J 2002)。

3)ラットにおける1肖、脳脊髄液及び血漿中濃度の測定

ヒト脳中のOP及 びOC濃 度を予測する目的で、基礎WGは 成熟ラットを用いた血漿、1図

脊髄液(CSF)及び1図中の OP及 びOC濃 度測定の実施を求めた。

試験方法としては、成熟ラットにOP10及び100mg/kg(フリーベース換算、リン酸塩として

13.1及び 131 mg/k」を尾静脈内投与し、投与後 5、15、30分、1、2、6及び 8時間(各時点

2匹)の血梁、CSF及 び脳ホモジネート試料を採取し、LC―MS/MS法 により濃度を測定した。

なお、OP投 与試験では採取後の血漿にdichloⅣosを添加し、OPか らOCへ の分解を防

止した。

ラツトにOP100mg/kgを静脈内投与したときの脳ホモジネート/血漿のAUC比 は約 19%

であり、OC100mg/kgを静脈内投与したときの脳ホモジネート/血漿のAUC比 は1.3%であ

つた。

この結果は当初の申請資料に示された経口投与後の体内分布の結果に対応するもの

である。なお、Ose et J(2008)もマウスにOPを 静脈内投与した時の脳中分布量は血漿の

10%以 下であるとしている。

4)ヒトにおける脳脊髄液濃度の測定

健康成人(白人 4名 、日本人 4名 )にOPを 臨床用量の 2倍 に相当する用量(150mg)を

投与したときOP、00の 血漿中 Cmaxは それぞれ 120ng/mL,500ng/mL程度であつたの

に対し、脳脊髄液中濃度はそれぞれ血漿中濃度の約2%と 3.5%であつた。

2脳 内におけるウイルス以外の内因性標的に対する活性の有無の検証に関する試験結果

1)中枢作用に関連する受容体とのバインデイング・アツセイ

OP又 はOCが 中枢神経系のなんらかの受容体に作用することにより、異常行動などが

惹起される可能性があることを考慮し、基礎WGは 中枢作用に関連する受容体とOP及 び

OCと のバインディング・アッセイの実施を求めた。

試験方法としては、ドバミン、NMDA受 容体などの情動、行動関連分子を含む155のター

ゲットヘの選択性を in vにro放射性リガンドとの結合活性又は酵素反応にて評価した。そ

の結果、5種 のグルタミン酸受容体 (NMDA,AMPA,Kinate,mGlu2,mGlu5)、 BZD受 容体

(centrd及び pe‖pherJ)等を含む全てのターゲットについて OP、OCと も 30μ Mま での濃

度において 50%以 上の阻害活性を認めなかつたが、σ 受容体、Naチ ャネル、Caチ ャネ

ルにおいては、OPに よりそれぞれ 340/o、38%、41%の結合抑制が認められた。しかし、

3μ Mではそれら3受容体への結合抑制についていずれも20%以下であつた。OCで は

Al(h)受容体の抑制が 30μ Mで 27%認 められたが、3μMで は 20%以 下であつた。

2)非 ウイルス・シアリダーゼ (特に二i一 ロン組織由来シアリダーゼ)への OP、OC選 択性の

確認

oCは インフルエンザノイラミニダーゼを阻害することにより薬効を発揮するノイラミニダ

: =ゼ 阻害剤であることから、また、ノイラミ■ダーゼの変異は様々な疾患に関与している
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可能性が示唆されていることから、基礎WGは 、OP及 びOCの ウイルス及びほ乳類ノイラ

ミニダーゼに対する選択性の確認を求めた。

試験方法としては、PC12細 胞及びラット脳組織の膜分画由来のノイラミニダーゼ並び

にサル脳組織由来ノイラミニダーゼを用い、その活性に対するOP及 びOCの 阻害作用を

10mMま での濃度で検討した。

その結果、OP及 び00ともにlmMの 濃度までラット由来PC12細胞及びラット脳組織ノ

イラミニダーゼ並びにサルノイラミニダーゼ活性に対する明らかな阻害を認めなかつた。

また、追加試験としてリコンビナントヒトノイラミニダーゼを用いた選択性試験の結果が

報 告 され たが 、OP、 OCと もヒトノイラミニダー ゼ の いず れ の サ ブタイプ (Neu l■4)に対 して

もlmM以 上の高濃度域に至るまで阻害活性を示さなかつた。

3幼 若ラット等を用いた追加毒性試験結果

1)リン酸オセルタミビル申請時に添付された旧試験の結果(参考)

旧幼若ラット試験では、7、14、21及び 42日齢ラツトにOPを 500、700、1000 mg/kg(リ

ン酸塩換算量)単回経口投与し、7日 齢ラットにおいて、薬物に関連した死亡例が 700及

び 1000mg/kg群で認められた。また、幼若動物、特に7日齢ラットの脳中OP濃 度が著し

い高値を示した(1000mg/kg単回経口投与時の成熟ラットとの血漿中AUC比 が 7日齢で

9.1、14日齢で10.0に対し、脳中AUC比 は 7日齢で1540、14日齢で649など)。

2)新試験の結果

今回実施された新試験では、リン酸塩換算量として 394、657、788、920、1117、

1314mg/kgの用量で OPを 単回経口投与し、薬物に関連した死亡がフ日齢ラットで

657mg/kg(臨床用量の約 250倍)以上で認められているが、成熟ラットでは 1314mg/kgで

も死亡例は無かつた。7日 齢 394mg/kg群で雄トキシコキネティクス測定用サテライト群に

48例 中 1例認められた死亡は、本用量の他の全ての動物において関連した症状変化が

見られず、単独の所見であることから、偶発的なものとされている。

新試験におけるOPの 脳/血漿中AUC比 は 7日齢ラットで031、成熟ラツトで

0.22であり、旧試験における同比の243(7日齢)、93(14日齢)、1.4(成熟)と著しい違いが

認められた。このため、企業側で前回試験データの再確認を行つた結果、前回試験にお

ける脳中濃度算出時の計算式にデータにより500倍の誤りがあつたことが見いだされた。

4脳 内直接投与による薬理学的試験

OPの 投与が異常行動と関連すると仮定した場合、その作用機序としては、一般的には

OP、OCが 脳を含む中枢神経系への移行により薬理作用を発揮することが想定されるこ

と、また旧幼若ラット試験結果では、実際に幼若ラットにおいて OPの 脳内への高濃度の

移行・蓄積が報告されていたが、幼若動物での行動観察は十分に行えないこと、また、経

口投与や静脈内投与などの通常の投与方法によつては成熟動物の脳内濃度をそれまで

高めることはできないと考えられたことから、基礎 WGで は脳内直接投与の言式験系による

動物での行動評価の実施を求めた。

予備試験として、OP、OCとも0.2μg/動物、2μg/動物をカニューレを用い脳室内に直接

投与し:そめ後め薬物に起菌する行動変化及び顕著な毒性徴候の有無について観察す
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るとともに、血漿、脳脊髄液、嗅球 (脳前方部)、海馬(1出中間部)及び小脳 (脳後方部)を

採取し、OP及 び OCの 組織内濃度を測定した。同時に経回投与(OP 200mg/kg)群を設け、

比較検討した。

その結果、これらの試験において、行動に対する影響は見られなかつた。しかしながら、

1選室内投与では、投与部位に近い海馬において比較的高いOP又 は00濃 度が認められ

たものの、動物個体間差が著しく大きく、また特にOPの 脳内分布の均一性が低いなどの

問題点が判明した。このため、以下に述べる本試験は、より高い暴露量と均質な濃度分

布が得られる経口投与を用いて、行動評価が行われた。

本試験では、雄ラットにOP(500、763、1000mg/kg:フリー体換算)を経口投与し、レwin変

法による行動評価を投与 1、2、4、6及び8時間後に実施した。併せて直腸温も測定した。

脳への暴露については、763mg/kg群及び 1000mg/kg群について血漿、脳脊髄液、脳を

採取し薬剤濃度を測定した。

本試験の結果、OP経 口投与後の中枢神経系機能に影響は見られず、ごくわずかな体

温変化(最大0.5℃の低下)が得られたのみであり、無毒性量(NOAEDは 1000mg/kg以上

であると考えられた。763mg/kg及び1000mg/kg経口投与による脳中OP及 びOC濃 度の

最大値は、それぞれ2300ng/g、640ng/gであり、OP及 びOCの 脳/血漿AUC比 は、それ

ぞれ0.12及び0.01であつた。

5基 礎 WGに おける調査検討結果

1)OPの 能動輸送過程に P―gpが 関与していることについては、今回実施された in vたroに

よる成績以外に in vけo試 験の成績が学会等(MoHmoto et a 2007,Ose et J 2008)に報

告されており、それらは互いに矛盾するものではない。当該 in uv。試験では P―gpノックア

ウトマウスにおいて1図内濃度として野生型マウスより5-10倍 弱の上昇があることが報告

されている。野生型マウスにP―gp阻害剤を投与した場合も同様であると報告されている。

即ち、何らかの原因で P―gpが 欠損あるいは抑制されたとしても脳内濃度の上昇は 10倍

以下であろうと推定されるが、これらの結果では、幼若動物と成熟動物との間の脳内分布

における大きな差を説明できなかつた。しかし、先に述べたように、申請者よリデータの計

算に500倍の過ちがあつたことが示された。WGで は個別データを確認するとともに、この

修正によリデータ間の大きな乖離が無くなつたと思われたことから、最終報告書が適正に

修正されることを前提に、データの修正に同意した。

また、P―gp以外のトランスポーターに関しても、Mrp4ノックアウトマウスにおいて、OCの

脳内濃度が46倍 程度上昇するとの報告(Ose et a1 2009)もなされており、Mrp4の活性を

低下させる遺伝子多型は日本人で 18%以 上存在するとの報告(K‖shynamuthy et J

2008)もある。

これらの報告によれば、トランスポーターの欠損による1歯内分布の増加はOPで 5-10

倍程度、OCで も同程度以内と考えられる。

2)成 熟ラットにおいては、OP及 びOCの 脳への移行は少ないことが示された。新たに行わ

れた幼若ラツト試験において幼若ラットにおける OPの 脳への移行は成熟ラツトの 20-30

倍、OCの 移行は2-5倍 であつたが、血漿中濃度と比較すると、OPで は血漿中濃度以下、

ocで は血漿中濃度の 1/10以下であつた。Ose et al(2008)も同様の報告を行つている。こ
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れは、幼若動物では血中 OP及 び OC濃 度が相対的に高いこと、および一般に幼若動物

では血液脳関門が未発達であることと矛盾しない結果であつた。ちなみに、Ose et al

(2008)はラット脳でのP―gp発現量が生後6日齢では42日齢の 20%以 下であること、また、

ラットOP血 中濃度が幼若動物で高いことを報告している。

3)脳 内におけるカルボキシルエステラーゼによるオセルタミビルの代謝活性化はラット、ヒ

トともに低かつた。また、MoHmoto et al(2007)およびOse et al(2008)はP―gp阻害剤投与

や P―gpノックアウトマウスでOPの 1国内濃度が5倍程度高まつている状況でもOCの 脳中

濃度は有意に増加しないと報告しているが、これらは1国内での OPの 活性化が低いことに

よると思われる。

4)バ インディング・アッセイでは、イオンチヤネル系(Ca、Na)ターゲット及びσ受容体

(non―selecJve)に対してOPが 30μ M濃度で30-40%の抑制効果を示していることから、

また、申請時の幼若ラツト分布データでは脳内濃度がきわめて高いとされていたことから、

当初、より高濃度でのバインデイング・アッセイでは臨床的に意味のある阻害活性が得ら

れるかもしれないと考えた。しかしながら、新幼若ラット試験において得られた脳中濃度か

ら推定されるヒト幼小児への臨床使用時の脳内濃度に対して 30μ Mは 十分な過剰量で

あり、これ以上の高濃度で試験を行う意義は少ないと思われた。また、臨床用量投与時に

推定されるOPお よび OCの 脳中濃度ではドパミン受容体、グルタミン酸受容体、BZD受

容体を含む多くの中枢性の受容体やイオンチヤネル系への作用を持たないと思われた。

5)こ れらをまとめると、OCの 脳内濃度は、幼若ラットで血漿中濃度の 1/10以下であり、ト

ランスポーター欠損がある場合でも、OCの 脳内濃度の上昇は最大6倍程度であることか

ら、申請時概要にある13-18才に対する2mg/kg単回投与時の血漿中濃度(OCの Cmax

は 112μM程 度)を基に、血液脳関門が幼若ラツトと同様に未成熟と仮定しても、1国内濃

度の上昇は多くても血漿中濃度の600/o程度、すなわち、06μ M程 度以下と計算される。

さらに、これに重篤な肝障害等の代謝の阻害が加わつたとしても、上昇は10倍の6μ M程

度と想定され、受容体結合抑制濃度からみて、薬物受容体に直接作用して影響を及ぼす

可能性は低いと考えられる。

OPの 脳内濃度は血液脳関門の未成熟な幼若動物では血漿中濃度に近くなることがあ

る。同様に申請時概要にある13-18才のOP血 漿中濃度(OPの Cmaxは 0.233μ M程度)

を基にし、血液脳関門の未成熟な幼若ラットと同様に脳内濃度が血漿中濃度に近似する

と仮定しても、そのような状況ではトランスポーターの欠損による影響は受けにくいと考え

られるため、代謝の阻害による10倍程度の上昇が同時に起きたとしても、OPの 脳内濃度

はせいぜい2.33μ M程度までの上昇と推計することが適当と考えられる。一方、血液脳関

門が成熟している場合については、成熟動物の結果から OPの 脳・血漿中分布比は、血

漿中濃度の1/10程度と考えて良いと思われる。この場合では、トランスポーターの欠損に

よる約6倍の1国内濃度の上昇と、代謝阻害による約10倍の血漿中濃度上昇が同時に起

きたとしても、脳中濃度は 14μM程 度まであ上昇と推計することが適当と考えられる。い

ずれの仮定による推計値においても、受容体結合抑制濃度からみて、薬物受容体に直接

作用して影響を及ぼす可能性は低いと考えられる。

6)イ ンフルエンザウイルスのノイラミニダーゼに対して OCの 特異性は高く、ほ乳類のノイ

ラミニダーゼに対してはヒトの 4種 のサブタイプを含め有意な抑制を示さないと考えられた。
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一方日et al(2007)はノイラミニダーゼ 2(NEU2)のアジア人に多い多型では酵素活性が低

下するだけでなく、オセルタミビルによる抑制がかかりやすくなると報告している。しかし、

この時の K値 は 175μ Mであり、修正された幼若ラットの脳中の濃度から推定される臨床

用量時の脳中濃度(約 0.2μ M)と比較し、また、臨床用量の2倍量を健康成人に投与した

時の1菌脊髄液濃度(おおよそOC 10ng/mL、OP lng/mL)と比較し、十分に高いこと、また、

NEU2は 骨格筋にのみ発現しているとの報告もあり(MonJ et a11999)、オセルタミビルによ

る NEU2の 抑制が中枢性の副作用に関与しているとは考えにくい。しかし、添付文書によ

れば、重篤な腎障害時の血漿中濃度は 10μ Mに近くなるとされており、そのような状況で

作用を示す可能性については、今後、検討すべき問題と思われた。また、高用量

(50mg/kg以上)のOPを ドパミンD2受容体アゴニストとともに腹腔内投与したとき、異常行

動を引き起こしたとの報告(Suzu‖&Masuda 2008)等もあり、中枢性副作用を生じた患者

において、未知のノイラミニダーゼ多型が無いかについても今後の検討課題と思われた。

このようなことから、ノイラミニダーゼに対する作用に関しては引き続き関連研究を注視

すべきと考えられる。

7)調 査検討の最終段階で旧幼若ラット試験における計算誤りが報告されたことは基礎 WG

としては極めて遺憾であつた。当該報告はこれまでの調査検討内容に大きな影響を及ば

すことから、企業側報告内容の信頼性を担保するため、基礎 WGは 当該試験にかかる関

係書類及び生データの写しを企業側から取り寄せ、企業側の「計算誤り」の説明の裏付け

となる試験プロトコール、試料調製記録、クロマトデータ等を確認したところ、企業側の「計

算誤り」の説明は確認した範囲で生データとの整合性があつた。

また、WGで は、新試験のプロトコールに示された抽出法に疑間があつたところから、企

業側にバリデーションデータを求めたところ、存在しなかつた。このため、企業側から新試

験と同一抽出条件でのバリデーシヨンが実施され、そのデータが追加提出された。その結

果によれば、新試験での抽出法による抽出効率は 75%程 度であり、100%として計算され

た結果に過ちがあつたことから、その事実を報告書に記載することを求めた。

また、GLP試 験として実施された旧試験の計算誤りについては、企業側から試験報告

書の修正が報告されたが、その修正方法についてGLPの 考え方に沿つていない点がみら

れたため、修正を求めた。

8)死 亡例についての考察

788mg/kg以上の用量を投与した幼若動物において、低覚醒、振戦、痙攣、体姿勢の

変化、呼吸の異常、粘膜および皮膚の蒼白化、自発運動の減少が認められた。申請者

はこのような症状の認められた動物のほとんどが、その後死亡したことから、それらが瀕

死状態に関連する症状であると考えていた。しかし、中枢性や呼吸器系の作用により死

んだのか判断は困難である。基礎 WGで はこれら症状と死亡との関連について考察する

ため、症状の時間的経過を含む、より詳細なデータを求めたが、得られなかつた。ただし、

これらの症状や死亡はいずれも臨床用量(オセルタミビルとして2mg/kg)の250倍以上の

高用量で認められたものであり、臨床での異常行動や死亡に関連づけることは困難と考

えている。

9)脳 内投与試験に関する考察

脳内投与試験の結果では、特に、ラットの行動に大きな影響は認められなかつた。脳内
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直接投与後の脳内分布に均一性が乏しかつたが、元々本試験の実施を要請した大きな

動機であつた、幼若動物での高い脳内分布に関するデータが過ちであつたことから、これ

以上の検討は不要と考えた。

10)体 温低下に関する考察

OPを マウスに腹腔内投与すると 30mg/kg以 上で用量依存的に体温を低下させるとの

報告 (OnO et a1 2008)がある。一方で、臨床試験で低体温が認められたのは OP投 与した

患者 6974人で 1人 、投与しなかった患者 4187人 では 1人 と両者に有意な差がないとさ

れている。マウス腹腔内投与 30mg/kgでみられた体温低下はわずかであるが、用量依

存性があることから、他の作用との関連は不萌であるが、体温に関わる1歯幹等への薬理

作用が示唆され、また、体表面積当たりで換算すれば、タミフルの臨床用量に近いところ

で発生していることから、引き続き関連研究を注視すべきと考えられる。

11)動 物実験による神経症状・異常行動等への影響について

OPが マウスに対するドパミン受容体作動薬PPHTの ジヤンピング行動誘発に対し、促

進的に作用したとの報告(Suzuki&Masuda 2003)や、マウス対し、ハロペリドールとクロ

ニジン併用によるジヤンピング行動誘発を OP経 口 50mg/kg投与で増加させた(小野ら

学会発表 2003)との報告、ラットにOP腹 腔内投与後、エタノール投与による正向反射消

失時間が短縮し、体温も低下したとの報告(lzumiさt a1 2007)や、OPとエタノールの同時

投与でマウスの行動抑制が起きたとの報告(lzumi et a1 2003)などの学会、文献報告につ

いても検討を加えた。しかし、いずれも本剤による直接作用ではないこと、これら現象と

OPの 作用機序との関連性が不明確であること、また、投与量が高いことから、ヒトでの精

神神経症状・異常行動との関連性について一定の判断をしうる知見とするには不十分で

あり、引き続き関連研究を注視すべきと考えられる。

基礎 WGで は以上のような様々な角度から調査検討を行つた結果、リン酸オセルタミビル

の中枢神経系への作用に関し、異常行動や突然死などとの因果関係を直接的に支持する

ような結果は、現時点において得られていないと判断した。

第2オ セルタミビルの循環器系に対する影響について

1 循環器系に対する影響評価に関するin vたro試験

これまで実施された循環器系の試験において、ウサギ単離プルキンエ線維試験では、低

頻度電気刺激下の条件でAPD50の軽度延長が認められたが、それ以外にはOP、OCともに

心血管系への電気生理学的な影響は認められていない。基礎 WGで は OP、OCの 循環器

系に対する影響についてより詳細な検討をする目的で、以下の2試験の実施を求めた。

1)モルモット乳頭筋活動電位の各指標に対する作用

試験標本としてモルモット乳頭筋を用い、OP 3、10、30、100μ M、OC 10、30、100μ M

の各濃度における最大立ち上がり速度(Vmax)、活動電位時間(APD30 A`PD60 AヽPD90、

APD30 90)活`動電位高(APA)、静止膜電位(RMP)を刺激頻度 lHzで測定した。陽性対照に

はSotalol(30,M)を用いた。

その結果、OPは 最高濃度の 100μ Mにおいて、活動電位時間(APD30 AヽPD60 AヽPD9。)

一方、6ёでは最高濃度め100μ Mまでt活動電位に対し
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て影響を認めなかつた。

2)HEK-293細 胞に発現したhERGチ ヤネル電流に対する作用に関する試験

試験にはHEK-293細胞を用い、OP、00と も10、30、100μ Mの 3濃度におけるhERG

テール電流のピークを測定した。試験パルスは保持電位-80mV、脱分極パルス

+20mV(500msec)、再分極パルスー50mV(500msec)とし、15秒毎に合計 40刺激を行つた。

陽性対照にはE-4031 100nMを用いた。

その結果、OPは 30μ M及び 100μ Mで濃度依存的にhERG電 流を抑制し、抑制率は

それぞれ 16.9%及び 375%で あつた。一方、OCで は最高濃度の 100μ Mまで、hERG試

験のパラメータに対して影響を認めなかつた。

2基 礎 WGの 調査検討結果

以上の試験結果から、OPは 30μ M以 上の高濃度でNa、Ca及 び Kチ ャネルをいずれも

抑制する多チヤネル阻害作用を有し、これらの効果を総合した結果、表現形としての活動電

位では若干の短縮が観察されたものと思われた。しかしながら、この作用が見られた濃度は

ヒトの臨床血漿中濃度の 100倍以上であり、安全域は十分確保されているものと判断した。

その他、企業が自主的に実施したウサギプルキンエ線維活動電位試験結果の再解析、

未変化体の代謝障害時を想定したPKシミュレーション解析および循環器系の基礎および臨

床試験成績に関するエキスパートレポートについても調査検討したが、これら提出された資

料においても、オセルタミビルが突然死に結びつくような循環器系への影響を有することを

示唆する結果は得られなかつた。

第3意 見陳述等に対する基礎 WGの 見解まとめ

平成 19年 6月 16日の安全対策調査会において行われた意見陳述等に対する現時点で

の基礎 WGの 見解は以下のとおりである。

1)オ セルタミビル及びその活性代謝物の1図への移行については、これまでに提出された

動物試験成績により明らかになつたと考える。また、ヒトの肝エステラーゼの阻害時の挙

動についても体内動態シミュレーシヨンの結果からは安全域が保たれていると考えられ

る。

2)人 為的インフルエンザ感染動物のモデルは必ずしも確立しておらず、感染動物を用いた

試験の実施は現時点で容易ではないこともあり、現時点では実現していない。

3)オ セルタミビルが脳浮腫・肺水腫との関係で水チヤネルに直接影響を及ぼす可能性に

ついては、成熟動物及び幼若動物における反復投与毒性試験において脳浮1重の所見が

認められていないこと、肺水腫については、これまで2試験で認められているが、いずれも

非常に高い用量が投与された動物のみに認められており、また、肺水腫については、アク

アポリンが肺胞液の消失過程で重要な役割を果たすわけではないとの報告があることな

ど、これまで得られたデータからみて否定的である。

4)イ ンフルエンザの急性期に血液脳関門機能のイ氏下が認められることについては、脂肪

酸代謝異常マウスで示されている(木戸ら 2003)。しかし、タミフル投与後のインフルエン

ザ1涎症患者における脳脊髄液及び脳中の OP及 び OC濃 度は血漿中濃度をはるかに下

回る事例(Straumanis et a1 2002)が確認されているが、インフルエンザ患者で脳脊髄液中



濃度が高まることは報告されていない。

5)こ れまでの安全性試験におけるOP及 び OCの 中枢神経系に対する特異的作用は認め

られていない。死亡例にみられた中枢抑制を非特異的作用と言えるかどうかは、高い用

量で現れたものであることから、当該試験結果からは判断できず、臨床的意義は少ないも

のと思われるが、体温に及ぼす影響に関する試験結果等から、臨床用量との関連につい

ては引き続き検討を行う必要がある。

6)現 在知られているターゲット(ドパミン、NMDA受 容体、代謝調節型グルタミン酸受容体、

BZD受 容体を含む)に対する結合性はいずれも弱く、OP投 与時の脳中濃度から考えると

中枢神経系に対して影響を及ぼすとは思われない。

フ)オ セルタミビル活性代謝物がアジア人に一定割合で認められるとされるヒトノイラミニダ

ーゼNEU2の 変異体を抑制する可能性については、NEU2の ヒトでの分布が筋肉に限定さ

れるとの報告もあり、現段階では突然死や異常行動との関係ははつきりしない。

以 上
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当日配布資料 2

平成 21年 6月 16日

リン酸オセルタミビルの臨床的調査検討のためのワーキンググループ

(臨床WG)に おける調査検討の結果について

リン酸オセルタミビルの臨床的調査検討のためのワーキンググループ (以下 「臨床
WG」 という。)は 、平成 19年 5月 14日、同年 6月 4日、同年 H月 21日、同年 12

月 16日、同月 25日、平成20年 6月 17日、同年 7月 10日及び平成21年 6月 3日に

会議を開催し、リン酸オセルタミビル (タミフル)等 の安全性について、臨床的な側

面から調査検討を行つた。

疫学調査、臨床試験及び異常な行動、突然死等の副作用報告等の追加調査の結果等

(概要等は下記参照)に ついての臨床WGに おける調査検討の結果は、次のとおりで

ある。

【臨床WGに おける調査検討の結果】
臨床WGに おいて、「インフルエンザに伴う随伴症状の発現状況に関する調査研

究」(研究分担者 :廣田良夫)(以 下 「廣田班」という。)の 報告、「インフルエン

ザ様疾患罹患時の異常行動の情報収集に関する研究」(研究代表者 :岡部信彦)(以

下 「岡部班」という。)の 報告並びに平成 21年 3月 31日までに報告された異常な

行動、突然死等の副作用報告等の追加調査の結果等について、調査検討を行つた。

廣田班報告における 2006/2007シーズンの調査の解析及び岡部班報告における
2006/2007から 2008/2009シーズンまでの調査の解析において、異常行動はイン
フルエンザ自体に伴い発現する場合があることが明らかに示された。なお、岡部班
報告の調査の解析においては、平成 19年 3月 の安全対策措置以前とそれ以降で異
常行動の発現率全般に有意な差はなく、2007/2008及び 2008/2009シーズンでは

異常行動を発現した 10代 のほとんどがタミフルを月風用していないことから、服用
の有無にかかわらず、異常行動はインフルエンザ自体に伴い発現する場合があるこ

とが、より明確となつた。

さらに、タミフルがインフルエンザに伴う異常行動のリスクを高めるかどうかに
ついては、度田班報告の調査の解析においては、特に重篤な異常行動 (事故につな
がつたりする可能性がある異常行動等)を 起こした 10代 の患者に限定して解析す
ると、タミフル服用者と非服用者の間に統計的な有意差はないが、非服用者に比ベ

リスク (オッズ比)は 1.54倍になるとの数値が示された。また、解析方法の妥当

性に関して疫学及び統計学それぞれの専門家から異なる意見があり、データの収集、
分析に関わるさまざまな調査の限界を踏まえると廣田班報告の解析結果のみで、タ
ミフルと異常な行動の因果関係に明確な結論を出すことは困難であると判断され
た。

また、平成 19年 3月 以降の予防的な安全対策 (10代に対する原員」使用差控え

及び異常行動に対する観察等の注意喚起)に より、それ以後、タミフルの副作用報
告において 10代 の転落 ・飛び降りによる死亡等の重篤な事例が報告されていない
ことからも、安全対策については一定の効果が認められる一方、これまでに得られ
た調査結果において 10代 の予防的な安全対策を変更する積極的な根拠が得られて
いるという認識ではないため、現在の安全対策を継続することが適当と判断した。
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特に、臨床WGの 中では、抗インフルエンザウイルス薬を服用しなくても異常行
動が発現する場合があることが明らかになつたことからも、注意深く患者を観察す
る等の注意喚起は必要であり、現在の安全対策を継続すべきであるとして意見の一

致をみた。今後も、タミフル等の抗インフルエンザウイルス薬と異常行動の発現の
推移を含め、引き続き、関係者は情報収集に努め、臨床現場に対しても情報提供を
行い、現在の安全対策について適時 ・適切に必要な対応を検討すべきである。

その他、現在のタミフルの使用上の注意においても、10代 のインフルエンザ患
者のうち、合併症、既往歴等からインフルエンザ重症化リスクの高い患者に対し、
タミフルを慎重に投与することを妨げるものではない趣旨であることが理解される
よう、国は平易に説明するよう努めるべきであること、新型インフルエンザ対策に
おいて、リスク ・ベネフィットを考慮して、どのような状況でタミフル等が使用さ
れるべきかについては:関 係学会において専門的な立場から助言等をお願いしたい
こと等の意見があつたも

また、タミフルの服用と突然死との因果関係については、臨床試験 (いわゆる夜
間心電図試験)等 の結果からみて:そ れを肯定する根拠は示されていないと考えら
れた。

今後 とも、

(2009/2010

る。

異常 な行動、突然死等の副作用報告等の状況及び岡部班疫学調査
シーズンの調査)の 結果等についてフォローアップすべきと考えられ

昌己
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1 「 インフルエンザ様疾患罹患時の異常行動の情報収集に関する研究」につい

(1)目 的

1 疫 学調査につい

○研究名

平成 19年度及び平成 20年度厚生労働科学研究 「インフルエンザ様疾患罹患時
異常行動の情報収集に関する研究」(以下 「岡部班疫学調査」という。)

○主任研究者 (研究代表者)

岡部信彦 (国立感染症研究所感染症情報センター長)
○目的

インフルエンザ様疾患罹患時に発現する異常行動の背景に関する実態把握
○内容

(D  2006/2007

重度調査
・対象施設
・報告対象

シーズン (平成 18年 9月 ～平成 19年 7月 )の 後向き調査

すべての医療機関

インフルエンザ様疾患と診断され、かつ、重度の異常な行動 (注1)

を示 した患者

(注1)飛 び降 り、急に走 り出すなど、制止しなければ生命に影響が及ぶ可能性のある行動

シーズン (平成 19年 8月 ～平成 20年 3月 )及 び 2008/2009シーズ

年 H月 ～平成 21年 3月 )の 前向き調査

すべての医療機関

インフルエンザ様疾患と診断され、かつ、重度の異常な行動 (注1)

を示 した患者

(注1)飛 び降 り、急に走 り出すなど、制上 しなければ生命に影響が及ボ可能性のある行動

インフルエンザ定点医療機関
インフルエンザ様疾患と診断され、かつ、軽度の異常な行動 (注2)

を示した患者

(注2)何 かにおびえて手をばたばたさせるなど、その行動自体が生命に影響を及ぼすことは考え

られないものの、普段は見られない行動

(2)報 告 された結果 (概要)

《200642007シーズンの重度調査の結果 (概要)》
○ 重 度の異常な行動は 164例報告され、2006/2007シーズン前のものなど27例を除
外し、137例について分析が行われた。

○ 重 度の異常な行動 137例の年齢は、10歳未満 58例 (42%)、10歳代 76例 (55
%)、 20歳以上 3例 (2%)(平 均 10H歳 )で あった。また、性別は、男性 101例

(74%)、女性36例 (26%)で あり、男性が多かった。

C)  2007/2008
ン (平成20

庫度調査|
・対象施設
・報告対象

・対象施設
・報告対象

例数 (%)

10歳未満 58 (42)

10歳代 76 (55)

20歳 以上 3(2)

合計 137

例数 (%)

男性 101 (74)

女性 36 (26)

合計 137
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O ま た、重度の異常な行動 137例のうち、タミフル服用の有無は、有り82例 (60
%)、無し52例 (38%)、不明 3例 (2%)で あつた。

同様に、シンメトレル服用の有無は、有り5例 (4%)、無しHO例 (800/o)、不
明22例 (16%)、リレンザ使用の有無は、有り9例 (7%)、無し105例 (76%)、
不明23例 (17%)で あつた。

例数 (%)

タミフル服用有 り 82(60)

タミフル服用無 し 52 (38)

不 明 3 ( 2 )

合計 137

例数 (%)

シンメト助服用有 り
ξ
Ｊ (4)

シンメトレル服用無 し 110(80)

不 明 22(16)

合計 137

例数 (%)

リレンサ
゛
使用有り 9 (7)

リレンサ
゛
使用無 し 105(76)

不 明 23(17)

合計 137

○ 異 常行動と睡眠の関係については、重度の異常な行動 137例 のうち、「異常行動
は覚醒 していて徐々に起 こった」30例 (22%)、 「異常行動は眠 りか ら覚めて直 ぐ

に起 こった」71例 (52%)、 不明 ・その他 36例 (260/o)であった。タ ミフルの服

用の有無でみると、タミフル服用有 り群 82例 で前者が 20例 (24%)、 後者が 42

例 (52%)、 不明 ・その他 20例 (240/o)、タミフル服用無 し群 52例で前者が lo例

(19%)、 後者が 26例 (500/o)、不明 。その他 16例 (31%)で あ り、タミフル服

用の有無で差はなかつた。

タミフルli用有り群(%) タミフルll用無し群(0/o)不 明 合計 (%)

異常行動は覚醒していて徐々に起こつた 20 (24) 10 (19) 0 30 (22)

異常行動は眠りから覚めて直ぐに起こつた 42 (52) 26 (50) 3 71 (52)

不明 ・その他 20 (24) 16(31) 0 36 (26)

合計 82 52 3 137

○ 下 表のとお り、10歳代での異常な行動と 10歳未満での異常な行動との比率は、

平成 19年 3月 20日の通知 (注)前後で有意な差はなかった。

(注)10歳以上の未成年の患者においては原則としてタミフルの使用を差し控えること等を内容とする緊急安全性情

報発出の指示通知 (平成19年3月20日付け)

【年齢別の報告数】
10歳未満 10歳代 計 確率値

平成19年3月20日以前 39
Ｃ
， 90

0690平成19年3月21日以後 17 18 35

計 56 69 125

○ 通 知後は、タミフルの処方は相当程度減少 したと思われるが、10歳 代での異常

な行動が有意に減少 したとは言えなかった。

○ 重 度の異常な行動の内容を突然の走 り出 し ・飛び降 り (ケ2例 )の みに限定 して

も、上記の結果は変わらなかつた。

○ こ の調査の限界 と課題は、以下のとおりである。
・ 本調査は、後向き調査で行われたので、バイアスが生 じている可能性がある。
・ タ ミフルの処方率が正確には分か らないので、異常な行動の発現率の厳密な推

定、タミフル服用の有無別の比較は難 しい。
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《2007/2008シーズン及び2008/2009シーズンの重度調査及び軽度調査の結果 (概要)》

〈2007/2008シーズン及び20082009シーズンの重度調査〉
0 2007/2008シーズン及び20082009シーズンの重度の異常な行動は、それぞれ、88

例及び 185例報告され、日時不明のものなどH例 及び 6例を除外し、77例及び 179

例について分析が行われた。
O 重 度の異常な行動 77例 (20072008シーズン)及び 179例(2008/2009シーズン)の

年齢は、それぞれ、10歳未満49例 (64%)及び 112例(63%)、10歳代 26例 (34%)

及び 62例(35%)、20歳以上2例 (3%)及び 5例 (3%)、平均 866歳及び 889歳で

あつた。また、性別は、男性 55例 (71%)及び H8例 (660/o)、女性 22例 (29%)及
び61例 (34%)であり、男性が多かつた。

例数 (%)

2007/2008 2008/2009

10歳未満 49 (64) 112 (63)

10歳代 26 (34) 62 (35)

20歳 以上 2 ( 3 ) 5(3)

合計 77 179

例数 (%)

2007/2008 2008ノ2009

男性 55(71) 118 (66)

女性 22 (29) 61(34)

合計 77 179

O 発 熱から異常行動発現までの日数については、重度の異常な行動 77例(2007/2008
シーズン)及び 179例(2008/2009シーズン)のうち、それぞれ、不明な2例及び 5例

を除くと、発熱後 1日以内が25例 (33%)及び47例 (27%)、2日目が 37例 (490/o)
及び 87例(51%)、3日 目が H例 (15%)及び22例 (13%)、4日 日以降が2例 (3%)
及び 17例(10%)であつた。

例数 (%)

2007/2008 2008/2009

発熱後 1日 以内 25 (33) 47 (27)

2日 目 37 (49) 87 (51)

3日 目 1 1 ( 1 5 ) 22 (13)

4日 目 2(3) 17 (10)

合 計 75 174

○ ま た、重度の異常な行動 77例 (2007/2008シーズン)及び 179例(20082009シーズ
ン)のうち、タミフル服用の有無は、それぞれ、有り24例 (31%)及び 76例 (42%)、
無し50例 (65%)及び81例 (46%)、不明3例 (4%)及び22例 (12%)であつた。

同様に、シンメトレル服用の有無は、有り0例 (0%)及び0例 (0%)、無し62例

(81%)及び 134例(75%)、不明 15例 (19%)及び45例 (25%)、リレンザ使用の有
無は、有りH例 (140/o)及び43例 (24%)、無し53例 (69%)及び 108例(60%)、
不明 13例(17%)及び28例 (16%)、アセ トアミノフェン服用の有無は、有り33例
(43%)及び65例 (36%)、無し34(44%)及び77例 (43%)、不明 10例(130/o)及び
37例 (21%)であつた。
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タミフル
例数 (%)

2007/2008 2008/2009

服用有 り 24(31) 76(42)

服用無 し 50(65) 81(46)

不 明 3 ( 4 ) 22(12)

合計 77 179

シンメトレル

例数 (%)
2007/2008 2008/2009

服用有 り 0 ( 0 ) 0 (0)

服用無 し 62(81) 134(75)

不 明 15( 1 9 ) 45(25)

合計 77 179

リレンサ
゛

例数 (%)

2007′2008 2008/2009

使用有り 11(1→ 43(24)

使用無し り
，

ξ
′ (69) 108(60)

不 明 13( 1 7 ) 28(16)

合計 77 179

アセトアミノフェン

例数 (%)

2007/2008 2008/2009

服用有り 33 (43) 65(36)

服用無 し 34(44) 77(43)

不 明 10( 1 3 ) 37(21)

合計 77 179

○ 異 常行動と睡眠の関係については、重度の異常な行動 77例(2007/2008シーズン)
及び 179例(2008/2009シーズン)のうち、それぞれ、「異常行動は覚醒していて徐々

に起こつた」11例(14%)及び 40例 (22%)、「異常行動は眠りから覚めて直ぐに起
こつた」48例 (63%)及び Hl例 (62%)、不明 18例(23%)及び7例 (4%)、その

他 0例 (0%)及び 21例 (12%)であった。タミフルの服用の有無でみると、タミフ

ル服用有り群 24例及び76例で、前者が 1例 (4%)及び 21例 (28%)、後者が 17例

(71%)及び43例 (56%)、不明6例 (25%)及び2例 (3%)、その他 0例 (0%)及び 10

例(13%)、タミフル服用無し群 50例及び81例で、前者が 9例 (18%)及び 16例(20
%)、後者が 30例 (60%)及び 53例 (65%)、不明 H例 (22%)及び 3例 (4%)、そ
の他 0例 (0%)及び9例 (11%)であり、タミフル服用の有無で大きな差はなかった。

2007/2008 i-7,> タミフル服用有り群(0/o)タミフリ嘲l用無し群(%) 不 明 合計 (%)

異常行動は覚醒していて徐々に起こつた 1(4) 9 (18) 1 11(14)

異常行動|ま眠りから覚めて直ぐに起こつた 17 (71) 30 (60) 1 48 (63)

不 明 6 (25) 1 1 ( 2 2 ) 1 18 (23)

その他 0 (0) 0 (0) 0 0 ( 0 )

合計 24 50 3 77

2008/2009 i-7:> タミフリ瑚l用有り群(%) タミフリレ服用無し群(%) 不 明 合計 (%)

異常行動は覚醒していて徐々に起こつた 21(28) 16 (20) 3 40 (22)

異常行動は眠りから覚めて直ぐに起こつた 43 (56) 53 (65) 15 111 (62)

不 明 2(3) 3 ( 4 )
つ
４ 7 ( 4 )

その他 10 (13) 9 ( H ) 2 21(12)

合計 76 81 22 179

○ 重 度の異常な行動 77例 (2007/2008シーズン)及び 179例(2008/2009シーズン)の

分類 (複数回答)に ついては、それぞれ、突然走り出す 35例及び86例、おびえ ・

恐慌状態 22例及び70例、わめく・泣きやまない20例及び57例、激しいうわごと
・寝言 24例及び48例の順に多く、2006/2007シーズンと同様の傾向であつた。
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○ 重 度の異常な行動の内容を突然の走 り出し ・飛び降 り (41例及び 87例 )の みに

限定 しても、上記の結果は変わ らなか った。

く2007/2008シーズンの軽度調査〉

注)2008/2009シーズンの軽度調査の結果は、現在取りまとめ中

○ 軽 度の異常な行動は 532例 報告 され、日時不明のものなど 12例 を除外 し、520

例について分析が行われた。

○ 軽 度の異常な行動 520例 の年齢は、10歳未満 432例 (83%)、 10歳代 74例 (14

%)、 不明 14例 (3%)(平 均 66歳 )で あつた。また、性別は、男性 307例 (59

%)、 女性 210例 (40%)、 不明 3例 (1%)で あり、男性が多かつた。

例数 (%)

10歳未満 432 (83)

10歳代 74 (14)

20歳 以上 0(0)

不 明 14 (3)

合 計 520

例数 (%)

男性 307(59)

女性 210(40)

不 明 3 ( 1 )

合計 520

○ ま た、軽度の異常な行動 520例のうち、タ
%)、無し274例 (52%)、不明35例 (7%)

同様に、シンメトレル服用の有無は、有り
明 112例 (22%)、 リレンザ使用の有無は、
%)、 不明97例 (19%)で あった。

ミフル服用の有無は、有り211例 (41
であつた。
4例 (1%)、無し404例 (77%)、不

有り72例 (14%)、無し351例 (67

例数 (%)

タミフル服用有 り 2 H ( 4 1 )

タミフル服用無 し 274(52)

不 明 35 (7)

合計 520

例数 (%)

シンメト切レ服用有 り 4 ( 1 )

シンメトロレ服用無 し 404(77)

不 明 112(22)

合計 520

例数 (%)

リレンサ
゛
使用有 り 72(14)

リレンサ
・
使用無 し 351(67)

不 明 97(19)

合計 520

0 異 常行動と睡眠の関係については、軽度の異常な行動 520例 のうち、「異常行動

は覚醒 していて徐々に起 こつた」122例 (24%)、 「異常行動は眠 りから覚めて直 ぐ

に起 こった」270例 (520/o)、その他 ・不明 128例 (25%)で あった。タミフルの

服用の有無でみると、タミフル服用有 り群 211例で前者が 41例 (19%)、後者が 106

例 (51%)、 その他 ・不明 64例 (30%)、 タミフル服用無 し群 274例 で前者が 73

例 (27%)、 後者が 148例 (54%)、 その他 ・不明 53例 (19%)で あり、タミフ

ル服用の有無で大きな差はなかつた。

タミフル服用有り群(%) タミフルli用無し群(°/o) 不 明 合計 (%)

異常行動は覚置していて徐々に起こった 4 1 ( 1 9 ) 73 (27) 8 122 (24)

異常行動はllりから覚めて直ぐに起こつた 106 (51) 148 (54) 16 270 (52)

その他 ・不明 64 (30) 53 (19) 128 (25)

合計 211 274 35 520
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(2007/2008シーズン及び20o82009シーズンの重度調査のまとめ〉
0 2007/2008は、2006/2007シーズンに比べ、発生動向調査によるインフルエンザ様
疾患患者報告数が少なかつた (2006/2007シーズンに比べ、患者の年齢別にみると、0
-4歳 、5-9歳 の割合が多かつた。)。また、2003/2009シーズンは、2007/2008シ
ーズンに比べ、発生動向調査によるインフルエンザ様疾患患者報告数は多かつた。

O 重 度の異常行動は、2007/2008シーズン及び 2008/2009シーズンともに、平均 8

歳、男性に多く、発熱後 2日以内の発現が多かつた。

O 重 度の異常行動における薬剤服用の割合は、2007/2008シーズン及び 2008/2009

シーズンにおいて、それぞれ、タミフルの服用は31%及 び42%、 リレンザの使用
は 14%及 び24%、 アセ トアミノフェンの服用は43%及 び36%だ った。

O 睡 眠との関係は、20072008シーズン及び 20082009シーズンともに、眠りから
覚めて直ぐに起こったものが多かつた。

0 200″2007シーズンと 20072008シーズンを比べると、薬剤服用の割合に違いが

見られたが、性別や異常行動の分類別の割合では、殆ど違いは見られなかった。
2007/2008シーズンと2008/2009シーズンを比べた場合も同様であった。

〈参考 :年齢群別異常行動発現率の経年比較〉
※ 発 現率の分母は、年齢区分別の発生動向調査からの推定患者数

(2006/2 ズ 通知前 との比較 (重度の異常行007シ ーズ ンの の の

発現率 (%) 2007年 3月

20日 以前

2007/2008シース
゛
ン

2008/2009シース
゛
ン

発現率の比 95%信 頼区間

下 限 上 限

10歳未満 00000126 00000187 6725543 4738345 9546145

10歳代 0000022 00000216 1016379 7182737 1438207

(200″2007シ ーズンの通知後 との比較 (重度の異常行動))

(2006/2007シーズンの通知前 との比較 (走り出 し、飛び降 りのみ))

(2006/2007シーズンの通知後との比較 (走り出し、飛び降りのみ))

発現率 (%) 2007年 3月

20日 以後

2007/2008シース
゛
ン

2008/2009シ=ズン

発現率の比 95%信 頼区間

下 限 上 限

10歳未満 00000157 00000187 8414886 5103252 1387553

10歳代 00000346 00000216 1600432 9624689 2661262

発現率 (%) 2007年 3月

20日 以前

2007/2008シース
・
ン

2008/2009シース
゛
ン

発現率の比 95%信 頼区間

下限 上 限

10歳未満 000000742 000000847 875897 5477455 1400642

10歳代 00000129 00000125 1037121 6584207 1633637

発現率 (%) 2007年 3月

20日 以後

2007/2008シース
・
ン

2008/2009シース
゛
ン

発現率の比 95%信 頼区間

下 限 上 限

10歳 未満 o0000055` 000000847 6558661 285184 1508361

10歳代 00000115 00000125 9254326 3964459 2160258
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発現率の比 95%信 頼区間

下 限 上限

2007年 3月 20日

以前 と 20072008シー

ス
・
ン及び 20082009シ

ース
・
ンとの比較

5歳 未満 5840734 2594405 1314913

5-9歳 6980793 4728271 1030641

10-14歳 1024899 7063877 1487027

15-19歳 2184836 6934387 6883822

2007年 3月 20日

以後と 2007/2008 シー

ス
゛
ン及び 2008/2009シ

ース
・
ンとの比較

5歳 未満 3697504 0889327 1537289

5-9歳 l 130923 661351 19339

10-14歳 1995648 1163287 3423584

15-19歳 1961896 3806383 1011205

(5歳刻みでの比較 (重度の異常行動))

(5歳刻
較レ

し
Ｌ
ユ (走 び降みでの し、飛び降 りのみ

発現率の比 95%信 頼区間

下 限 上 限

2007年 3月 20日

以前と 2007/2008シー

ス
・
ン】k(が 2008/2009シ

ース
・
ンとの比較

5歳 未満 8112103 3011832 2184923

5-9歳 9137064 5345999 1561653

10- 14歳 9874282 6104609 1597178

15-19歳 1248483 3352594 4649267

2007年 3月 20日

以後と 2007/2008シー

ス
゛
ン'えてが2008/2009シ

ース
゛
ンとの比較

5歳 未満 7189554 1668227 3098481

5-9歳 7017565 2538173 1940223

10-14歳 1220192 5211484 28569

15-19歳 0 NA NA

○ 通 知の対象である 10歳 代の重度の異常行動、あるいは走 り出 し =飛び降 りに関
しては、2006/2007シーズンの通知前 と 20072008シーズン及び 2008/2009シーズン

では発現率に有意な差はない。lo-14歳 においては、2006/2007シーズン通知後

よりも 2007/200恵シーズン及び 2008/2009シーズンの方が重度の異常行動の発現率
が有意に低い (走り出し ・飛び降 りに限定すれば有意差はない。)。

O タ ミフルの使用差 し控えによつて大幅に異常行動が減 ったわけではない。ただ し、
2006/2007シーズンは後向き調査、2007/2008シーズン及び 2008/2009シーズンは前

向き調査であることに留意する必要がある (2006/2007シーズンの調査は、後向き

調査で、また、10歳 代のタミフル服用患者の転落 ・飛び降 りが社会問題化 してい

たことが影響 したため、10歳 代を中心 とした重度事例の報告が相対的に多 くなさ
れ、他方、10歳 未満の重度事例については患者 ・家族か らの情報が得 られず報告
がなされに くい環境であつた可能性がある。2007/2008シーズン及び 2008/2009シ
ーズンは、前向き調査であり、また、事前にタミフルの服用の有無を問わず小児 ・

未成年者全般において重度の異常行動のおそれがあることの注意喚起が徹底 された

ため、20067/2007シーズンに比べ 10歳未満の重度事例の報告が多くなされる環境に

なった可能性がある。)。

3) WGの 意見 ・考

岡部班疫学調査 (2006/2007シーズン、20072008シーズン及び 20082009シーズ

ンの重度調査等)の 結果についての当臨床WGの 意見 ・考察は、以下のとお りであ

る。
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0 2006/2007シーズンの重度調査により、インフルエンザ様疾患と診断され、かつ、
重度の異常行動発現例のうち、タミフルを服用していない例が 38%を 占めるとい
うことが明らかとなり、更に 2007/2008シーズン及び 2008/2009シーズンの重度調
査においてもタミフルを服用していない例が65%及 び46%を 占めていた。このよ
うなことから、異常行動はインフルエンザ自体に伴い発生する場合があることが明
らかに示された。

○ 平 成 19年 3月 の安全対策措置以前とそれ以降で異常行動の発現率全般に有意な
差はなく、2007/2008及び 2008/2009シーズンでは異常行動を発現した 10代のほ
とんどがタミフルを服用していないことから、服用の有無にかかわらず、異常行動
はインフルエンザ自体に伴い発現する場合があることが、より明確となつた。
インフルエンザ様疾患と診断された小児 ・未成年者は、重度の異常行動の発現の

おそれがあることについて、引き続き注意喚起が必要と考えられた。
0 2009/2010シーズンにおいても、前向き調査 (重度調査及び軽度調査)を 実施す

る予定とされており、引き続き、その結果等についてフォローアップすべきと考え
られる。
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2 「 インフルエンザに伴 う随伴症状の発現状況に関する調査研究」について

○研究名

平成 19年度及び平成 20年 度厚生労働科学研究 「インフルエンザに伴 う随伴症状

の発現状況に関する調査研究」 (以下 「廣田班疫学調査」という。)

○分担研究者 (研究分担者)

廣田良夫 (大阪市立大学大学院医学研究科公衆衛生学教授)

O目 的

インフルエンザを発症 した 18歳 未満の者における臨床症状と治療薬剤との関連

の調査

度田班疫学調査は、平成 17年 度厚生労働科学研究 「インフルエンザに伴 う随

伴症状の発現状況に関する調査研究」 (主任研究者 :横 田俊平 (横浜市立大学大

学院医学研究科発生生育小児医療学教授))の 結果 に)を踏まえ、平成 18年度に

おいて調査対象人数の拡大、調査対象年齢の引上げ (18歳 未満)、臨床症状発現

と薬斉」使用 との時間的関係の検討を可能 とすること等を図つた上で、平成 17年

度の調査と同様の方法により収集された調査票を基に、データベースを作成 し、

解析を行ったものである。

(注)平 成17年度分担研究報告書 (抜粋)

薬剤使用状況と臨床症状 との関連性について検討 したところ、タミフル と異常言動との関連性はタミフル未使

用での発現頻度は106%で あったのに対 し、タミフル使用では119%と 有意差を認めなかった。なお、同じ期間に

異常言動発現 とタミフル使用があつた場合に、異常言動発現前にタミフルを使用 したと仮定 した場合のハザー ド比

は116で 、p値 0259で 有意差はなく、一方、異常言動発現後にタミフル使用 したと仮定した場合のハザー ド比は0

90であり、ρ値0463で やはり有意差は認められなかった。

○内容

① 経 過観察調査
Ⅲ 2006/2007シーズンにインフルエンザ感染を最初に確認した患者について、

参加医師が定めた特定の日 (調査開始日)か ら連続した 10例以上を調査。
・ 参 加医師は、「医師用調査票」に患者基本情報 (注1)を記入し、患者 ・家族
に 「患者家族用調査票」を渡し、必要事項 (注2)の記入等を依頼。再診時又は

返送にて 「患者家族用調査票」を回収し、その内容を基に 「医師用調査票」に

臨床症状、治療薬剤等 (注3)を記入。「医師用調査票」、「患者家族用調査票」
等をまとめて研究班に送付。

(注1)性 別、生年月日、初診日時、今シーズンのワクチン接種回数、迅速診断キットによる診断の有無、インフ

ルエンザの診断 (A型、B型、型不明)、既往歴の有無等、最初の発熱 (度)、発熱の測定日時等

(注2)生 年月日、性別、初診日時、最初に発熱した日時、その時の体温、受診までに使用した薬剤 (市販薬など)、

薬の使用 ・体温 ・症状の経過 (時FE5軸に具体的に記載)、異常行動 ・異常言動の有無等、異常行動 ・異常言動

の具体的な内容等

(注3)臨 床症状(意識障害、無熱性けいれん、熱性けいれん、異常行動 ・異常言動、肺炎 ・気管支炎の併発、中耳

炎の併発、筋炎の併発)の発現の有無、有りの場合、最初の発現日時～その消失日時、治療薬剤の種類(シン

メトレル、タミフル、リレンザ、アセ トアミノフェン、非ステロイ ド性抗炎症薬、抗菌薬、その他の薬剤)等

② 事 例調査
・ 2006/2007シーズンにインフルエンザ罹患後の重篤な精神神経症状 (意識障
害、けいれん、異常行動など)事 例を診察した場合に報告。ただし、上記①の

経過観察調査で報告した事例については不要。
・ 参加医師は、医師用の 「事例調査票」に必要事項 (注4)を記入し、研究班に

送付。
(注4)性 別、生年月日、初診日時、今シーズンのフクチン接種回数、迅速診断キットによる診断の有無、インフル

エンザの診断 (A型、B型、型不明)、既往歴の有無等、最初の発熱 (度)、発熱の測定日時、重篤な精神神経
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症状 (意識障害、無熱性けいれん、熱性けいれん、異常行動 ・異常言動)の 有無、有 りの場合、最初の発現

日時～その消失 日時、治療薬剤の種類 (シンメ トレル、タミフル、リレンザ、アセ トアミノフェン、非ステ

ロイ ド性抗炎症薬、抗菌薬、その他の薬剤)等

③ その他
・ 上記①経過観察調査及び②事例調査に当たり、異常行動・異常言動について

以下の 5つ の分類で報告。

事故につながつたり:他 人に危害を与えたりする可能性がある異常な
行動

幻視 ・幻覚 ・感覚の混乱

うわごと・歌を唄う・無意味な動き

おびえ 口恐怖 ・怒る。泣き出す ・笑う・無表情 ・無反応
何でも口に入れてしまう

は 、

A群

B群

C群

D群

E群
・ 研 究班に送付された調査票について、CRO(医 薬品開発業務受託機関)に
委託し、データベースを作成。また、薬剤師による点検等を実施。

(2)報 告 された結果 (概要)

報告 された廣田班疫学調査の結果の概要は、以下のとおりである。

○ 協 力機関は 697施 設 (医師用調査票提出 664、患者家族用調査票提出 690、両方

提出 656)、提出された症例数は 10,745人であった (医師用調査票 10,316、患者家

族用調査票 10,103、両方あり 9,674)。医師用調査票の提出があった 10,316人の う

ち、最終的に 9,666人を解析対象とした (除外理由 :登録時年齢が 18歳 以上 21、

受診前に異常行動 ・異常言動発現 351、「異常行動 ・異常言動の有無」 と 「異常行

動 ・異常言動 A―E」の両方が欠損 278)。

○ 異 常行動 ・異常言動の発現頻度は、「全異常行動 ・異常言動」12%、 「異常行動
・異常言動 A」 04%、 「異常行動 ・異常言動 BI」 H%で あつた。「異常行動 ・異

常言動 A」 は 「事故につながつた り、他人に危害を与えた りする可能性がある異常

な行動」であ り、最も重篤な異常行動 ・異常言動である。

(性別の異常行動 ・異常言動発現頻度)

異常行動 ・異常言動発現頻度 n/N(%)

全異常行動'異常言動 異常行動:異常言動A 異常行動,異常言動B・E

性

男

女

計

656 /  5 ,106  (13)

470 / 4,560 Q0)
r.126 I 9.666 (r2)

26/5,096 (05)

9/4,552 (02)

35/9,648注
1)(04)

620 I s,070 (r2)
4s3 14,s43 (r0)

1 ,073  / 9 ,613  E " )  ( 11 )

注 1)解 析対象 9,666人のうち、異常行動 ・異常言動の有無に 「あり」と回答 したが A‐Eの 分類が
欠損値であった者 (18人)を除外。なお、異常行動 ・異常言動 B‐Eを 発現 した者は 「異常行動
・異常言動 Aな し」と扱つた。

注 2)解 析対象 9,666人のうち、異常行動 ・異常言動の有無に 「あり」と回答 したが A‐Eの 分類が
欠損値であつた者 (1な人)、異常行動 ・異常言動 Aを 発現 した者 (35人)を除外。
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(特性比較 :性 ・年齢)

特性 オセルタミビルllXあり

(卜7,430
オセルタミビル服薬なし

(酢2,220

P値 渤
不 明

オセルタミビル服薬あり オセルタミビルl14なし
男

年齢

<10歳

≧ 10歳

n(%)

平均±標準偏差

中央値(範囲)

n(°/。)

n(%)

3,924 (s3)
7.5 -r 3.9
7 (o-r7)
s,r17 (69)
232001)

l ,  l  s2 (53)

8.4 -f 4.0
e (o-r7)
r ,284 (5S)
e43 (42)

0806

くo oool

〈o oool

〈00001

注)連 続変数のうち、「平均±標準偏差」表記については Smdentのt検定、「中央値 (範囲)」表記
についてはwilcoxonの順位和検定。カテゴリー変数についてはカイ 2乗検定。

(特性比較 :異 常行動 ・異常言動発現頻度)

特性 オセルタミビル朦ありオセルタミ白晰業なしP値
*

全異常行動 ・異常言動

あり注1)

うち、オセルタミビル服薬後に発現したことが明確な者

n(%)

n(%)

N=7,438注
2)

840(11)

777(93)

N=2,228注
2)

2 8 6 ( 1 3 ) 0046

異常行動 ・異常言動A

あり注1)

うち、オセルタミビル服業後に発現したことが明確な者

n(%)

n(%)

N=7,527注 o,

28(04)

25(89)

N=2,121注
3)

7(03) 0777

異常行動 ・異常言動B―E

あり注1)

うち、オセルタミビルli薬後に発現したことが明確な者

n(%)

n(%)

N=7,394注
4)

796(11)

742(93)

N=2,219注
4)

277(12) 0024

*カ
イ 2乗検定。

注 1)「あり」と 「うち、オセルタミビル服薬後に発現したことが明確な者」の差は、オセルタミ
ビル服薬と異常行動 ・異常言動発現の時間的前後関係が不明の者。

注2)解 析対象 9,666人(オセルタミビル服薬あり7,545人、オセルタミビル服薬なし2,121人)
のうち、異常行動 ・異常言動発現後にオセルタミビルを月風薬した者 107人 を 「服薬なし」と
して取り扱つたため、オセルタミビル服薬あり7,438人、オセルタミビル服薬なし2,228人と
なつた。

注3)解 析対象 9,666人のうち、異常行動 ・異常言動の有無に 「あり」と回答したがA―Eの 分類が
欠損値であった者(18人)を除外 (9,648人:うち、オセルタミビル服薬あり7,529人、オセル
タミビル服薬なし2,119人)。なお、異常行動 ・異常言動 BIを 発現した者は 「異常行動 ・異
常言動 Aな し」として取り扱つた。さらに、異常行動 ・異常言動 A発 現後にオセルタミビル
を服薬した者 2人 を 「服薬なし」として取り扱つたため、オセルタミビル服薬あり7,527人、
オセルタミビル服薬なし2,121人となった。

注4)解 析対象 9,666人のうち、異常行動 ・異常言動の有無に 「あり」と回答したがA‐Eの 分類が
欠損値であった者(18人)、異常行動 ・異常言動 Aを 発現した者(35人)を除外 (9,613人:う
ち、オセルタミビル服薬あり 7,499人、オセルタミビル服薬なし 2,H4人 )。さらに、異常行
動 ・異常言動 B―E発 現後にオセルタミビルを服薬した者 105人を 「服薬なし」として取り扱
ったため、オセルタミビル服薬あり7,394人、オセルタミビル服薬なし2,219人となった。
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(特性比較 :イ ンフルエンザワクチン接種、インフルエンザの診断型)

特性 オセルタミビル服薬あり

(N 7.438)

オセルタミビルllAなし

(N=2,228)

P値 渤
不 明

オセルタミビル膵あリオセルタミ白レ服業なし
当該シーズンのインフルエ

ンザワクチン接種回数

0回

1回

2回

n(%)

n(%)

n(%)

4,466 (6r)

580 (8)

2.242(3r)

1,410(65)

157(7)

608(28) 0011

150
つ
Ｊ

ξ
υ

迅速診断キットによるイン

フルエンザの診断型

A型

B型

A'B型両方

型識別不能

n(%)

n(%)

n(%)

n(%)

4,017(540)

3,293(445)

24(03)

67(09)

973(437)

1,223(549)

7(03)

18(08) 〈o oool

1

*カ
イ 2乗 検定。

(特性比較 :治療薬剤)

特性 オセルタミビルll薬あり
(N=7,438)

オセルタミビル服薬なし

lN 2,228)

P値
ホ

アマンタジン (あり) n(%) 3(004) 1 8 ( 0 8 ) くo oool

オセルタミビル (あり) n(%) 7,438 (100) 107(48)注
)

ザナミビル (あり) n(%) 26(03) 846(380) くo oool

アセトアミノフェン (あり) n(%) 3,959(532) 1,114  (s0 .0 ) 0008

非ステロイド性抗炎症薬 (あり) n(%) 267(36) 105(47) 0016

抗菌薬 (あり) n(%) 1,26s (17.0) 463(208) 〈o oool

その他 (あり) n(%) 3,9s2(s3.1)r ,469 (6s.9) 〈o oool
*カ

イ 2乗検定。

注)異 常行動 ・異常言動発現後にオセルタミビルを服薬 した者。

○ 施 設差を考慮 した condilolld logi銘c mOdelによる解析の結果、オセルタミビル服

薬の multiv誼江e odds r面o(OR)は、「全異常行動 ・異常言動」に対 して 062(95%CI

:051-076)、「異常行動 ・異常言動 A」 に対 して 125(037-423)、「異常行動 ・異

常言動 B―E」 に対 して 060(049-074)で あった。同様の ORは 、10歳未満に限定

すると 060(047‐076)、091(017-495)、 059(046 0̈ 75)、10歳 以上に限定する

と089(053-149)、 154(009-262)、082(048-141)と なった (下表参照)。

○ そ の他、男、異常行動 ・異常言動の既往、報告期間中の最高体温、などが異常行

動 ・異常言動に対する ORの 上昇と関連 した。

O オ セルタミビル服薬と異常行動 ・異常言動の間に、有意な正の関連を認めるには

至 らなかった。オセルタミビル服薬の ORは 、最も重篤な 「異常行動 ・異常言動 A」

に対 し 1を超えたが、有意には至 らなかった。但 し、これ らの所見は、直ちに 「オ

セルタミビル使用と異常行動 ・異常言動の間に関連がない」ことを意味するもので

はない。
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【単変量 ・多変量解析】

(「全異常行動 ・異常言動」に対する 「オセルタミビル服案 (あり)」のオッズ比および 95%信 頼区間)

全異常行動'異常言動ありUncond五 oml(OR(95%CI),P値 ) Condiiol■al(OR(95%0),P値 )

n/N(%) tlnivariate PIultivanate Univariate lヽultivaliate

オセルタミヒ
゛
ル月風蓼護

なし

あり

28`/2,228(13)

840/7,438(11)

1

086(075‐ 099)

0047

1

069(059‐081)

くo oOol

1

082(068‐098)

0030

1

062(051Ю 76)

〈00001

(「異常行動 ・異常言動 A」 に対する 「オセルタミビル服案 (あり)」のオッズ比および 95%信 頼区間)

全異常行動:異常言動ありUncolldltlollal(OR(95%CI),P値) Condib皿 (OR(95%CI),P値 )

n/N(%) Unlvanate Mllltivanate Unlvanate NfultivaHate

オセルタミヒ
゛
ル服薬

なし

あり

7l2,r2r (0.3)
28t7,s27 (0.4)

1

1  1 3 ( 0 4 9 ‐ 2 5 9 )

0777

1

114(047-281)

0771

1

132(047‐ 366)

0599

1

125(037423)

0719

(「異常行動 ・異常言動BI」 に対する 「オセルタミビル月風薬 (あり)」のオッズ比および 95%信 頼区間)

全異常行動,異常言動あリUllcondltollal(OR(95%0,P値 ) Condidonal(OR(95%CD P値 )

n/N(0/0) Univariate Multivanate Univariate NIultivanate

オセルタミヒ
゛
ル服薬

なし

あり

27712,219 (r2)
79617,394 (tt)

1

085(073‐ 098)

0024

1

067(057-079)

〈00001

1

0179(066-096)

0015

1

060(049Ю 74)

く00001

(10歳未満に限定 した場合の、各異常行動 ・異常言動に対するオ ッズ比および 95%信 頼区間 (uncondilonal))

全異常行動'異常言動 異常行動:異常言動A 異常行動,異常言動BE

Univanate Mlllt市ariate Univariate Multivariate Univariate Multlvanatc

オセルタミヒ
゛
ル服薬

|あり)

074

(063-088)

065

(055-078)

087

(032‐234)

095

(032-285)

073

(062‐087)

064

(054-077)

(10歳 未満に限定した場合の、各異常行動 ・異常言動に対するオッズ比および 95%信 頼区間 (condiLonal))

全異常行動,異常言動 異常行動:異常言動A 異常行動,異常言動B・E

Univariate Mulivariate Univariate NIultivaHate Univariate M l l l t i v面a t c

オセルタミヒ
゛
ル服薬

(あり)

0 7 1

(058-089)

060

(047-076)

1 1 5

(032-4=08)

0 9 1

(017-495)

070

(056‐087)

059

(046-075)

(10歳 以上に限定 した場合の、各異常行動 ・異常言動に対するオッズ比および 95%信 頼区間 (uncondiional))

全異常行動:異常言動 異常行動'異常言動A 異常行動:異常言動B・E

Univariate Multivariate Univariate Mulivadate Univariate Multivanatc

オセルタミヒ
゛
ル服薬

(あり)

097

072-131)

080

( 0 5 8 - 1 1 0 )

180

(039-834)

141

( 0 3 0‐67 8 )

0 9 1

(067-123)

075

(054-103)
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(10歳以上に限定した場合の、各異常行動 ・異常言動に対するオッズ比および95%信 頼区間 (condltonal))

全異常行動・異常言動 異常行動̀ 異常言動A 異常行動'異常言動B・E

Univariate Multivanate Univariate Mulivariate Univariate Munv温 atc

オセルタミヒ
゜
ル服薬

(あり)

097

(062‐152)

089

(053-149)

0 9 1

(015-568)

154

(009-262)

095

(059‐151)

082

(048-141)

○ 本 調査においては、解析の段階で克服できない選択バイアス (selectiOn bias)、適
応 (適用)に よる交絡 (confounding by indication)、時間性情報の不整合などが、
結果の妥当性と信頼性に大きな影響を及ばしている。堅固な結論を得るためには「異
常行動 ・異常言動 A」を発現した患者を症例とした、症例対照研究を実施すべきで

ある。そして研究の計画段階から、疫学者が参画する研究班を組織すべきである。

(3)臨 床WGの 意

廣田班疫学調査の結果についての当臨床WGの 意見 ・考察は、以下のとおりであ

る。

O 異 常行動はインフルエンザ自体に伴い発現する場合があることが明らかに示され
た。さらに、タミフルがインフルエンザに伴う異常行動のリスクを高めるかどうか
については、特に重篤な異常な行動 (事故につながったりする可能性がある異常な
行動等)を 起こした 10代の患者に限定して解析すると、タミフル服用者と非服用
者の間に統計的な有意差はないが、非服用者に比ベリスク (オッズ比)は 1.54倍
になるとの数値が示された。また、解析方法の妥当性に関して疫学及び統計学それ

ぞれの専門家から異なる意見があり、データの収集、分析に関わるさまざまな調査
の限界を踏まえると廣田班疫学調査の解析結果のみで、タミフルと異常行動の因果

関係関係に明確な結論を出すことは困難であると判断された。

○ タ ミフル服用者、タミフル非服用者ともに、10%程 度の患者に異常行動がみら
れていることから、インフル土ンザ様疾患と診断された小児 ・未成年者は、重度の

異常行動の発現のおそれがあることについてこ弓|き続き注意喚起が必要と考えられ
た。
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○ タ ミフル服用後に異常な行動等を発現 した副作用症例の症状、経過等が睡眠障害

に類似 しているものがあるとの指摘があつたことを踏まえ、当臨床WGは 、製薬企

業に対 し、タ ミフルの服薬時における睡眠への影響を検討することを目的とした「リ

ン酸オセルタ ミビルの健康成人男子を対象 とした睡眠に関する製造販売後臨床試

験」(以下 「睡眠検査室試験」 という。)の 実施を指示 した。

O 睡 眠検査室試験のデザイン等は、以下のとお りである。
・試験デザイン : 反 復投与による多施設二重盲検無作為割付クロスオーバー試験
・対象者 : 20歳 以上 25歳未満の健康成人男子
・施設数 : 3施 設 (国内)
・実施例数 : 31例
・主要評価項 目 : 定 性的な睡眠時異常脳波の確認、入眠潜時、睡眠開始後の夜間

覚醒回数、早朝覚醒、睡眠開始後の覚醒時間、全睡眠時間、睡眠

効率、睡眠段階に関連 した変化 等

(2)報 告された結果 (概要)

当臨床WGは 、睡眠検査室試験の結果について報告を受けた。その結果の概要は、
以下のとおりである。

O 睡 眠時の異常な行動と関連すると考えられる深睡眠やレム睡眠について、タミフ
ルによる変化は認められず、他の睡眠パラメータ (入眠潜時、夜間覚醒回数、早朝
覚醒、覚醒時間、全睡眠時間、睡眠効率、睡眠段階に関連した変化)に ついても明
らかな変化は認められなかった。

O 全 症例において脳波上の異常な所見は認められず、夜間の睡眠検査 (ビデォ監視)
の全期間 (8時間)に おいても異常と考えられる行動は認められなかつた。

O 睡 眠時呼吸数の推移において、タミフルによる明らかな変化は認められず、また、
覚醒時の心電図 (標準 12誘導)に おいても、特に影響は認められなかつた。

○ 有 害事象の発現頻度は、31例中 15例 25件で、いずれも軽度であつた。
○ 被 験者 1例において、タミフル投与期間中に被験者より中途覚醒の訴えがあり、

タミフルとの因果関係は可能性ありと評価されたが、脳波上の異常所見、ビデオ監
視による異常と考えられる行動、呼吸数の推移に明らかな変化は認められなかった。

○ 薬 物動態パラメータは、これまでに得られている国内健康成人男子の成績と同様
であつた。

(3)臨 床WGの 意見 ・考

睡眠検査室試験の結果についての当臨床WGの 意見 ・考察は、以下のとお りであ

る。

O 当 臨床WGは 、製薬企業から睡眠検査室試験の結果について報告を受け、主要評

価項 目である睡眠時異常脳波、睡眠段階に関連 した変化、心電図検査の結果などを

評価 した結果、タミフルについて、睡眠異常を起 こさないこと、睡眠を妨げる作用
が認められないこと、心電図検査において著明な変化が認められないことなどが確

認された。
′
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○ 当 臨床WGは 、製薬企業に対し、タミフルの服薬時における夜間の心電図への影
響をホルター 12誘導心電計により検討することを目的として 「健康成人男子を対

象とした夜間の心電図に関する製造販売後臨床試験」(以下 「夜間心電図試験」と
いう6)の 実施を指示した。

O 夜 間心電図試験のデザイン等は、以下のとおりである。
・試験デザイン: 反 復投与による単施設二重盲検無作為割付クロスオーバー試験
・対象者 : 20歳 以上 60歳未満の健康成人男子
・施設数 : 1施 設 (国内)
。実施例数 : 12例
・主要評価項目 : Fndericiaによる補正 .QTc(QTCF)、Bazdtに よる補正 QTc

(QTCB)《以上、ホルター 12誘導心電計で規定された時間のス

ナップショットにより評価》
・副次的評価項目 : RR間 隔、PR間 隔、QRS間 隔、QT間 隔 (補正なし)《以上、

ホルター 12誘導心電計で規定された時間のスナップショット
により評価》、心室頻拍、心室性期外収縮 《以上、ホルター 12

誘導心電計で継続的に観察》 等

(2)報 告された結果 (概要)

当臨床WGは 、夜間心電図試験の結果について報告を受けた。その結果の概要は、
以下のとおりである。

O QTば 及び QTcBに おける変化量、経時的推移は、タミフル投与時とプラセボ投

与時で同様であつた。RR間 隔、PR間 隔、QRS間 隔、QT間 隔 (補正なし)に おい

て、タミフル投与により臨床上問題となる影響は認められなかつた (測定機器の間
題で 1例 の被験者で、試験 11日 目の心電図を記録できなかったことから、本症例

を除く11例を心電図評価対象症例とした。)。

0 試 験期間中に、心室性頻拍及び臨床上問題となる心室性期外収縮は観察されなか
った。

O 有 害事象の発現頻度は、12例中 7例 12件でt多 くは心電図電極を装着するため
に使用されたテーピングで惹き起こされた局所の皮膚症状に関連したものであり、
いずれも軽度であつた。

○ 薬 物動態パラメータは、これまでに得られている国内健康成人男子の成績と同様
であつた。

(3)臨 床WGの 意見

夜間心電図試験の結果についての当臨床WGの 意見 ・考察は、以下のとおりであ

る。

O 当 臨床WGは 、製薬企業から夜間心電図試験の結果について報告を受け、主要評

価項目であるQTcF及び QTcBに おける変化量などを評価した結果、タミフルにつ

いて、その投与により心電図上問題となる影響は認められないことが確認された。

…
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3 異 常な行動、突然死等の副作用報告等の追加調査につい

(1)目 的

●タミフル

○ タ ミフル服用後に異常な行動等を発現した副作用症例について、その症状、経

過等が、睡眠障害に類似しているものがあることから、その詳細な検討を目的と
して、異常な行動が就寝中又は覚醒直後に発現 したか否かt異 常な行動の回復に

要 した時間、異常な行動に関する記憶の有無、睡眠障害の既往歴 ・家族歴の有無

等について追加調査を行 うよう、当臨床WGは 製薬企業に対 し指示 した。

また、タ ミフル服用後の突然死を含む死亡症例について、その詳細な検討を目

的として、心電図、音1検等の結果、心疾患等の既往歴 ・家族歴の有無等について

追加調査を行 うことについても、併せて指示 した。

● リレンザ及びシンメ トレル等

○ ザ ナ ミビル水和物 (リレンザ)及 び塩酸アマンタジン (シンメ トレル等)に つ

いても異常な行動等の副作用が報告 されていることから、上記の当臨床WGの 指

示を踏まえ、厚生労働省が、各製薬企業に対 し、同様の追加調査を指示 した。

●タミフル等非使用例

〇 タ ミフル等の抗インフルエンザウイルス薬が使用されていないインフルエンザ

患者 (以下 「タミフル等非使用例」という。)に おいても異常な行動を発現した

症例が、医療機関から厚生労働省に直接報告されたことから、これらの症例につ

いて厚生労働省が同様の追加調査を行つた。

(2)報 告 された結果 (概要)

当臨床WGは 、タミフル、リレンザ及びシンメ トレル等服用後の異常な行動等症

例、タミフル等非使用例の異常な行動症例並びにタミフル服用後の死亡症例に係る

追加調査の結果について報告を受けた。その結果の概要は、以下のとおり。

ア 全 般的な状況

●タミフル

○ 販 売開始 (平成 13年 2月 )か ら平成 21年 3月 31日 までに、薬事法の規定に

基づき製薬企業から 1,625症例が報告され、その うち転落 ・飛び降 り又はこれ ら

につながるような 「異常な行動」は、353症 例であつた。また、「異常な行動」

以外の精神神経症状は、428症例であつた。

○ さ らに、1,625症例のうち死亡症例は、76症 例であつた。この うち 「突然死」

という用語により医療機関から製薬企業に報告された症例は 14症 例であつた。

● リレンザ

○ 販 売開始 (平成 12年 12月)か ら平成 21年 3月 31日 までに、薬事法の規定に

基づき製薬企業から報告された転落 。飛び降 り又はこれ らにつながるような 「異

常な行動」の副作用は、167症 例であつた。また、「異常な行動」以外の精神神

経症状は、144症例であった。

●シンメ トレル等

○  「 A型 インフルエンザウイルス感染症」の効能追加 (平成 10年 H月 )か ら平

成 21年 3月 31日までに、薬事法の規定に基づき製薬企業から報告 された転落 ・

飛び降 り又はこれ らにつながるような 「異常な行動」の副作用は、10症 例であ

つた。また、「異常な行動」以外の精神神経症状は、64症例であつた。

●タミフル等非使用例
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○ 平 成 19年 3月 23日から平成21年 3月 31日までに、医療機関から報告された
転落 ・飛び降り又はこれらにつながるような 「異常な行動」のあつたタミフル等
非使用例のインフルエンザ患者は、24症例であつた。

イ 異 常な行動の副作用報告等

(ア)発 現時期 《表 1参照》
●タミフル

0 2006/2007シ ーズンの発現が 49%(170症 例)で 最も多く、次いで 20052006
シーズンの発現が23%(78症 例)、2008/2009シーズンの発現が 8%(27症 例)、
2007/2008シーズンの発現が7%(25症 例)で あった。

●リレンザ

0 2008/2009シーズンの発現が 59%(97症 例)で 最も多く、次いで2007/2008シ
ーズンの発現が 350/o(58症例)、2006/2007シーズンの発現が6%(10症 例)で あ
つた。

●シンメ トレル等

O A型 インフルエンザウイルス感染症の効能追加があった 1998/1999シーズンか
ら2007Ю08シーズンまで、各シーズンの発現は0～ 3症例である。

●タミフル等非使用例
0 2006/2007シーズンの発現が92%(22症 例)を 占めた。

(イ)患 者背景 (年齢及び性別)《表2及 び表3参照》
●タミフル

0 20歳 未満の小児 ・未成年者が 86%(299/349症 例)を 占め、うち lo歳代は46
%(161/349症 例)で あつた。その他の年代 (20～ 90歳 代)に ついては 1～ 2
%(4～ 8/349症例)で あうた。

O ま た、性別については、男性が 72%(251/348症例)を占め、女性は28%(97/348
症例)で あった。

●リレンザ

0 20歳 未満の小児 ・未成年者が 98%(162/165症 例)を 占め、うち lo歳代は70
%(H5/165症 例)で あつた。

O ま た、性別については、男性が 73%(119/162症例)を占め、女性は27%(43/162

症例)で あつた。
●シンメ トレル等

0 20歳 未満の小児 ・未成年者が 70%(7/10症 例)を 占め、うち lo歳代は 50%

(5/10症例)で あつた。
O ま た、性別については、男性が 70%(7/10症 例)を 占め、女性は 30%(3/10

症例)で あつた。
●タミフル等非使用例

0 20歳 未満の小児 ・未成年者が 96%(23/24症 例)を 占め、うち lo歳代は 88
%(21/24症 例)で あつた。

O ま た、性別については、男性が 79%(1924症 例)を 占め、女性は21%(5/24

症例)で あった。

(ウ)イ ンフルエンザ発症からの病日、薬剤投与からの時間等 《表4～ 表6参照》
●タミフル
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○ イ ンフルエンザ発症から異常な行動発現までの病 日は、第 1病 日及び第 2病 日

で 73%(207/282症 例)を 占め、第 1病 日の発現が 400/o(H4282症 例)で 最も

多かつた。

○ 最 初の投与か ら発現までの時間は、1時 間以上 6時 間未満が 51%(77/152症

例)を 占め、24時 間未満で 90%(137/152症 例)で あつたしまた、直前の投与

か ら発現までの時間は、1時1間以上 6時 間未満が 67%(109/162症 例)を 占め、12

時間未満が 96%(155/162症 例)で あった。

● リレンザ

○ イ ンフルエンザ発症から異常な行動発現までの病 日は、第 1病 日及び第 2病 日

で 81%(H9/147症 例)を 占め、第 1病 日の発現が 27%(40/147症 例)で あつ

た。

O 最 初の投与か ら発現までの時間は、1時 間以上 6時 間未満が 43%(47/HO症

例)を 占め、24時 間未満が 93%(102/HO症 例)で あつた。また、直前の投与

から発現までの時間は、1時 間以上 6時 間未満が 65%(68/105症 例)を 占め、12

時間未満が 980/o(103/105症例)で あった。

●シンメ トレル等

○ イ ンフルエンザ発症から異常な行動発現までの病 日は、第 1病 日から第 5病 日

までの各病 日で 13%～ 38%(1～ 3/8症例)で あり、その他の病 日はなかつた。

O 最 初の投与か ら発現までの時間は、1時 間以上 6時 間未満が 25%(2/8症 例)

であ り、48時 間以上が 38%(3/8症 例)で あつた。また、直前の投与か ら発現

までの時間は、1時 間以上 6時 間未満が 63%(5/8症 例)を 占め、12時 間未満が 75

%(6/8症 例)で あった。

●タミフル等非使用例

○ イ ンフルエンザ発症から異常な行動発現までの病 日は、

で 62%(1321症 例)を 占め、第 1病 日の発現が 29%

(二)睡 眠 (就寝)等 との関係 《表フ～表14参 照》
●タミフル                |
○ 就 寝中又は覚醒直後に異常な行動が発現した症例 (重複あり)が 、それぞれ 63

%(133/212症例)、59%(H2/191症 例)を 占めた。

○ 就 寝からの異常な行動の発現までの時間は、3時 間未満が 70%(43/61症 例)

を占めた。
また、一眠り後に異常な行動が回復した症例が 75%(169225症 例)、異常な

行動に関する患者の記憶のない症例が 76%(151/198症 例)、光に対する反応が

ない症例が 98%(122/125症例)で あつた。
○ 睡 眠時驚愕症 ・睡眠時遊行症の既往歴又は家族歴がある症例は、それぞれ 9%

(17/192症例)、1%(2/153症 例)で あつた。
●リレンザ            ー

O 就 寝中又は覚醒直後に異常な行動が発現した症例 (重複あり)が 、それぞれ 34

%(40/H6症 例)、43%(5σ H6症 例)で あった:
○ 就 寝からの異常な行動の発現までの時間は、2時 間未満が 60%(9/15症 例)

を占めた。

また、一眠り後に異常な行動が回復した症例が70%(85/122症例)、異常な行
動に関する患者の記憶のない症例が80%(94/117症 例)、光に対する反応がない

症例が96%(43/45症 例)で あつた。'

第 1病 日及び第 2病 日

(6/21症例)で あつた。
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○ 睡 眠時驚愕症 ・睡眠時遊行症の既往歴又は家族歴がある症例は、それぞれ 11
%(12/HO症 例)、3%(3/88症 例)で あつた。

●シンメトレル等

0 就 寝中又は覚醒直後に異常な行動が発現した症例 (重複あり)が 、それぞれ 33

%(2/6症 例)、25%(1//4症例)で あった。

○ 就 寝からの異常な行動の発現までの時間は、時間のわかったものが 1症例のみ
で、3時 間以上4時間未満であつた。

また、一眠り後に異常な行動が回復した症例が 67%(2/3症 例)、異常な行動
に関する患者の記憶のない症例が75%(3/4症 例)で あり、情報のある2症例す
べてが光に対する反応がない症例であつた。

○ 睡 眠時驚愕症 ・睡眠時遊行症の既往歴又は家族歴がある症例は、いずれも 33
%(1/3症 例)で あつた。

●タミフル等非使用例

○ 就 寝中又は覚醒直後に異常な行動が発現した症例 (重複あり)が 、それぞれ 58
0/o(H/19症例)、1000/o(2/2症例)で あつた。

O 就 寝からの異常な行動の発現までの時間は、3時間未満が 57%(4/7症 例)を
占めた。
また、一眠り後に異常な行動が回復した症例が 10o%(15/15症 例)、異常な行

動に関する患者の記憶のない症例が 57%(1221症 例)で あり、情報のある 15
症例すべてが光に対する反応がない症例であつた。

O 睡 眠時驚愕症 ・睡眠時遊行症の既往歴又は家族歴がある症例は、それぞれ 25
%(4/16症 例)、140/。(2/14症例)で あつた。

(オ)発 熱との関係 《表 15及 び表 16参 照》
●タミフル

○ 発 熱持続時の異常な行動の発現が 65%(132/203症例)、解熱過程時の発現が 32
%(64/203症 例)で あった。

また、異常な行動の直前 (発現前 6時間以内)の体温は、38度台が39%(42/109

症例)で最も多く、次いで39度台が 36%(39/109症 例)、40度台が 13%(14/109

症例)で あつた。

●リレンザ

0 発 熱持続時の異常な行動の発現が 78%(67/86症 例)、解熱過程時の発現が 14
%(12/86症 例)で あった。

また、異常な行動の直前 (発現前 6時間以内)の体温は、39度台が36%(28/78

症例)で 最も多く、次いで38度台が 35%(27/78症 例)、37度台が 17%(13/78
症例)で あつた。

●シンメ トレル等

○ 発 熱持続時の異常な行動の発現が 25%(1/4症 例)、解熱過程時の発現が 50%

(2/4症例)で あつた。

また、異常な行動の直前 (発現前 6時間以内)の 体温は、情報のある4症例す
べてが 37度台から39度台の症例であつた。

●タミフル等非使用例

〇 発 熱持続時の異常な行動の発現が 89%(17/19症 例)、解熱過程時の発現が H
%(2/19症 例)で あつた。   ‐

また、異常な行動の直前 (発現前 6時間以内)の体温は、39度台が 53%(10/19
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症例)で 最も多く、次いで38度台が21%(4/19症 例)で あった。

(力)異 常な行動発現後の継続投与 (表1フ参照)
●タミフル

○ 「異常な行動」の発現後にタミフルを継続投与した事例が35%(123/353症例)

あつた。このうち、継続投与後に異常な行動を含む精神神経症状を発現した事例
が 250/o(31/123症例)あ る一方、精神神経症状を発現しなかった事例が 75%

(92/123症例)あ った。継続投与後に精神神経症状を発現した事例については、

男性が 68%(21/31症 例)、女性が 32%(10/31症 例)で あり、異常な行動症例
全体における男女比とほぼ同様であつた。

●リレンザ

○ 「異常な行動」の発現後にリレンザを継続投与した事例が46%(77/167症例)

あつた。このうち、継続投与後に異常な行動を含む精神神経症状を発現した事例

が38%(29/77症例)ある一方、精神神経症状を発現しなかつた事例が62%(48/77

症例)あ つた。継続投与後に精神神経症状を発現した事例については、男性が76

%(22/29症 例)、女性が 24%(7/29症 例)で あり、異常な行動症例全体におけ

る男女比とほぼ同様であつた。
●シンメトレル等

O 「 異常な行動」の発現後にシンメトレル等を継続投与した事例が 40%(4/10

症例)あ うた。このうち、継続投与後に異常な行動を含む精神神経症状を発現し

た事例が 25%(1/4症 例)あ る一方、精神神経症状を発現しなかった事例が 75

%(3/4症 例)あ つた。

ウ 死 亡症例について

(ア)発 現時期 《表 18参 照》

●タミフル

○ 死 亡症例については、74症 例の うち、2004/2005シーズンが 19症 例で最 も多

く、次いで 2006/2007シーズンが 17症 例、20052006シ ーズンが 15症 例であつ

た。

(イ)患 者背景 (年齢及び性別)《表 19及 び表 20参 照》

●タミフル

0 20歳 未満の小児 ・未成年者が 21%(16/76症 例)で あり、20歳 代か ら90歳 代

までの各年代については 5～ 13%(4～ 10/76症例)で あった。

O ま た、性別については、男性が 66%(50/76症 例)を 占め、女性は 34%(26/76

症例)で あった。

(ウ)心 電図、剖検等の結果

●タミフル

○ 心 電図が 4症 例、剖検等の結果が H症 例について追加提出された。

(工)既 往歴、家族歴等

●タミフル

○ 既 往歴としては、慢性膵炎、心室性不整脈 ・房室ブロック ・虚血性心疾患、不

整脈、中等度の三尖弁閉鎖不全等、気管支喘息、1図梗塞 (小脳変性症)が 、各 1
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症例あつた。

また、家族歴としては、高血圧症 (父)、突然死 (祖父)が 各 1症例あつた。

(3)臨 床WGの 意

異常な行動t突 然死等の副作用報告等の追加調査についての当臨床WGの 意見 ・

考察は、以下のとおりである。
O 異 常な行動の患者背景をみると、年齢については、タミフル、リレンザ、シンメ

トレル等及びタミフル等非使用例のいずれも 20歳未満の小児 ・未成年者が 7割 ～

9割 強を占め、特に 10歳 代が多い傾向がある。また、性別については、いずれも
男性が多い傾向 (いずれも7割台)に ある。これらの結果は、岡部班疫学調査の結
果と同様のものであり、岡部班疫学調査の結果を支持するものと考えられる。

O 異 常な行動と睡眠 (就寝)等 との関係をみると、タミフルについては、就寝中又
は覚醒直後に異常な行動が発現した症例 (重複あり)が 、それぞれ 63%(133/212

症例)、59%(H2/191症 例)を 占めている。この結果は、岡部班疫学調査の結果
とほぼ同様のものであり、岡部班疫学調査の結果を支持するものと考えられる。
就寝中又は覚醒直後に異常な行動が発現した症例について、タミフルとそれ以外
(リレンザ、シンメトレル等及びタミフル等非使用例)の 比較をしたところ、異常

な行動の症状や発現の状況に大きな差異は認められず、ほぼ同様のものと考えられ
る。

O 平 成 19年 3月 以降の予防的な安全対策により、それ以後、タミフルの副作用報
告において、10代の転落 ・飛び降りによる死亡等の重篤な事例が報告されていな
いことからも、安全対策については一定の効果が認められる。また、2008/2009シ
ーズンにおいて、リレンザに係る異常な行動によると疑われる転落 ・飛び降り事例
の副作用報告が 3症例 (うち死亡 1症例)あ ったことから、タミフルの服用の有無
にかかわらず、インフルエンザ様疾患と診断された小児 ・未成年者は、重度の異常
行動発現のおそれがあることについて、引き続き注意喚起が必要と考えられた。

O 今 後とも、異常な行動、突然死等の副作用報告等の状況についてフォローアップ
すべきと考える。
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(表1)【発現時期別 :シーズン男1】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレ,レ舎芋 タミフル等非使用例

症例数 (%)

1998/1999シース
゛
ン 1(10) 1(4)

1999/2000シース
゛
ン 3(30) 0(0)

2000/2001シース
・
ン 2(1) 0 ( 0 ) 0(0) 0(0)

2001/2002シース
゛
ン 5(1) 0(0) 0(0) 0 ( 0 )

2002/2003シース
゛
ン 11(3) 0(0) 1 ( 1 0 ) 0 ( 0 )

2003/2004シース
・
ン 11(3) 0(0) 1 ( 1 0 ) 0 ( 0 )

2004/2005シース
゛
ン 1 7 ( 5 ) 0(0) 1 ( 1 0 ) 1(4)

2005/2006 i-1" ' 78(23) 0(0) 0(0) 0(0)

2006/2007シース
・
ン 170(49) 1 0 ( 6 ) 2(20) 22(92)

200712008i-7", 25(7) 58(35) 1 ( 1 0 ) 0(0)

2008/2009シース
・
ン 27(8) 97(59) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

小計 346 ５′́^
）̈ 10 24

不 明 7 2 0 0

総計 353 167 10 24

注)シース
・
ン;8月 から翌年 7月 まで

(表2)【 年齢別】 (異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミ刀レ等非使用例

症例数 (%)

10歳未満 138(40) 47(28) 2(20) 2(8)

10歳代 161(46) 1 1 5 ( 7 0 ) 5 ( 5 0 ) 21(88)

20歳代 8(2) 2(1) 0 ( 0 ) 0(0)

30歳 代 6 ( 2 ) 1(1) l  ( 1 0 ) 0(0)

40歳代 5(1) 0(0) 0(0) 0 ( 0 )

50歳代 8(2) 0(0) 0(0) 0 ( 0 )

60歳代 7(2) 0(0) 0(0) 0(0)

70歳代 7(2) 0(0) 0(0) 1 (4)

80歳代 5(1) 0(0) 1 ( 1 0 ) 0(0)

90歳代 4(1) 0 ( 0 ) 1 ( 1 0 ) 0 ( 0 )

小計 349 165 10 24

不 明 4 2 0 0

総計 353 167 10 24

(表3)【 性別】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレ,レq学 タミフ'レ等非使用例
症例数 (%)

男性 251(72) 1 1 9 ( 7 3 ) 7(70) 19(79)

女性 97(28) 43(27) 3 ( 3 0 ) 5 ( 2 1 )

小計 348 162 10 24

不 明 5 5 0 0'

総計 353 167 10 24
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(表4)【 インフルエンザ発症から異常な行動発現までの病日】(異常な行動症例)
タミフル リレンザ シンメトレ,レ彎争 タミフリレ等ll使用例

症例数 (%)

第 1病 日 114(40) 40(27) 1 ( 1 3 ) 6(29)

第 2病 日 93(33) 79(54) 3(38) 7(33)

第 3病 日 39(14) 24(16) 2(25) 6(29)

第 4病 日 1 5 ( 5 ) 3(2) 1 ( 1 3 ) 1(5)

第 5病 日 11(4) 0 ( 0 ) 1 ( 1 3 ) 0(0)

第 6病 日以上 10(4) 1(1) 0(0) 1(5)

小計 282 147 8 21

不 明 71 20 2
り
，

総 計 353 167 10 24

(表5)【 最初の投与から異常な行動の発現までの時間】(異常な行動症例)
タミフル リレンザ シンメトレlレ自学 タミフル等非使用例

症例数 (%)

1時 間未満 11(7) 7(6) 0(0)

1時 間以上 2時 間未満 17(11) 1 6 ( 1 5 ) 0(0)

2時間以上3時間未満 23(15) 11(1の 0(0)

3時 間以上 4時 間未満 20(13) 9(8) 0(0)
4時 間以上 5時 間未満 8(5) 4(4) 1(13)
5時 間以上 6時 間未満 9(6) 7(6) 1(13)

6時 間以上 12時間未満 28(18) 1 9 ( 1 7 ) 2(25)

12時間以上 24時 間未満 21(14) 29(26) 1 ( 1 3 )

24時 間以上 48時 間未満 6(4) 4(4) 0(0)

48時 間以上 9(6) 4(4) 3 ( 3 8 )

小計 152 110 8

不 明 201 57 2

総計 353 167 10 24

(表6)【 直前の投与か ら異常な行動の発現までの時間】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル奎争 タミフル帯非使用例

症例数 (%)

1時間未満 1 7 ( 1 0 ) 8(8) 0(0)

1時間以上 2時 間未満 25(15) 20(19) 2(25)

2時 間以上 3時 間未満 34(21) 16(15) 0 ( 0 )

3時 間以上 4時 間未満 3 0 ( 1 9 ) 13(12) 0(0)

4時 間以上 5時間未満 10(6) 10(10) 1 ( 1 3 )

5時 間以上 6時 間未満 1 0 ( 6 ) 9(9) 2(25)

6時 間以上 12時間未満 2 9 ( 1 8 ) 27(26) 1 ( 1 3 )

12時間以上 7 ( 4 ) 2(2) 2(25)

小計 162 105 8

不 明 191 62 2

総計 353 167 10 24
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(表7)【 異常な行動の発現が就寝中か否か】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル等ll使用例

症例数 (%)

Yes 1 3 3 ( 6 3 ) 40(34) 2(33) 11(58)

No 79(37) 76(66) 4(67) 8(42)

小計 212 116 6 19

不 明 141 51 4
く
コ

総計 353 167 10 24

(表8)【異常な行動の発現が覚醒直後か否か】(異常な行動症例)
タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフ畔非使用例

症例数 (%)

Yes 112(59) 50(43) 1(25) 2 ( 1 0 0 )

No 79(41) 66(57) 3(75) 0(0)

小計 191 ′
０ 4 2

不 明 162 51 ０́ 22

総計 353 167 10 24

(表9)【就寝から異常な行動の発現までの時間】(異常な行動症例)

(表 10)【 異常な行動が一眠 りして回復 したか否か】 (異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレ,レ等 タミフル等非使用例

症例数 (0/o)

Yes 169(75) 85(70) 2(67) 1 5 ( 1 0 0 )

No 56(25) 37(30) 1 ( 3 3 ) 0 ( 0 )

小計 225 う
ん

う
乙

●
Ｊ 15

不 明 128 45 7 9

総計 353 167 10 24

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル等非使用例

症例数 (%)

1時間未満 18(30) 4(27) 0 ( 0 ) 1(14)

1時間以上 2時 間未満 1 1 ( 1 8 ) 5(33) 0 ( 0 ) 2(29)

2時 間以上 3時 間未満 14(23) 1(7) 0 ( 0 ) 1 ( 1 4 )

3時 間以上 4時 間未満 4(7) 1(7) 1(100) 1 ( 1 4 )

4時 間以上 5時 間未満 3(5) 0(0) 0(0) 2(29)

5時 間以上 11(18) 4(27) 0(0) 0(0)

小計 61 15 1 7

不明/就 寝中でない 292 152 9 17

総計 353 167 10 24
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(表11)【 異常な行動に関する患者の記憶の有無】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル等非使用例

症例数 (%)

有 47(24) 23(20) 1(25) 9(43)

缶
〔

1 5 1 ( 7 6 ) 94(80) 3(75) 1 2 ( 5 7 )

小計 198 117 4 う
´

不 明 155 50 6 3

総計 353 167 10 24

(表 12)【 光に対する反応の有無】 (異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル等非使用例

症例数 (%)

有 3 ( 2 ) 2(4) 0(0) 0(0)

無 122(98) 43(96) 2(100) 15(100)

小計 125 45 2 15

不 明 228 122 8 9

総計 353 167 10 24

(表13)【 睡眠時驚愕症又は睡眠時遊行症の既往歴の有無】(異常な行動症例)
タミフル リレンザ シンメトレル自争 タミフリレ等ll使用例

症例数 (%)

有 1 7 ( 9 ) 12(11) 1(33) 4(25)

無 175 ( 9 1 ) 98(89) 2(67) 12(75)

小計 192 110 3 ０́

不 明
′０ 57 7 8

総 計 353 167 10 24

(表14)【 睡眠時驚愕症又は睡眠時遊行症の家族歴の有無】(異常な行動症例)1 4 眠時鷲愕症又は α 族歴の有

タミフル リレンザ シンメトレ,レ亀争 タミフル等非使用例
症例数 (%)

有 2(1) 3 ( 3 ) 1 ( 3 3 ) 2(14)

無 151(99) 85(97) 2(67) 1 2 ( 8 6 )

小計 153 88 3 14

不 明 200 79 7 10

総計 353 167 10 24

(表 15)【 異常な行動の発現時の体温の経過】(異常な行動症例)
タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル等非使用例

症例数 (%)

発熱持続 132(65) 67(78) 1(25) 17(89)

解熱過程 64(32) 12(14) 2(50) 2(11)

解熱後 7 ( 3 ) 7 ( 8 ) 1(25) 0(0)

小計 203 86 4 19

不 明 150 81 6 5

総計 353 167 10 24
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(表 16)【 異常な行動の直前 (発現前 6時 間以内)の 体温】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレル等 タミフル罰腋用例

症例数 (%)

34度台 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)

35度台 2(2) 0(0) 0(0) 0(0)

36度台 1(1) 3(4) 0(0) 1(5)

37度台 9(8) 13(1つ 1(25) 1(5)

38度台 42(39) 27(35) 2 ( 5 0 ) 4(21)

39度台 39(36) 28(36) 1(25) 1 0 ( 5 3 )

40度台 14(13) 5(6) 0(0) 3(16)

41度以上 1(1) 2(3) 0(0) 0(0)

小計 109 78 4 19

不 明 244 89 6 5

総 計 353 167 10 24

(表17)【 異常な行動発現後の継続投与】(異常な行動症例)

タミフル リレンザ シンメトレルミ争 タミ刀レ等非使用例

症例数 (%)

異常な行動全症例 353 167 10 24

うち継続投与 した事例 123(35) 77(46) 4(40)

うち継続投与後精神神

経症状発現なし

92(75) 48(62) 3(75)

うち継続投与後精神神

経症状発現あり

31(25) 29(38) 1(25)

うち男性 21(68) 22(76) 0 ( 0 )

うち女性 1 0 ( 3 2 ) 7(24) 1 ( 1 0 0 )
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(表18)【 発現時期別 :シーズン別】 (死亡症例)

タミフル

症例数 (%)

200012001tt-l" ) 3(4)

2001/2002:t-7'I 4(5)

2002/2003シース
・
ン 4(5)

2003/2004シース
゛
ン 8(11)

2004/2005シース
゛
ン 19(26)

20O512006tt-l'l 15(20)

200612007 tt-l'I 17(23)

200712008 tt-7'" ! 2 ( 3 )

2008/2009シース
゛
ン 2(3)

小計 74

不 明 2

総 計 76

注)シース
゛
ン;8月 か ら翌年 7月 まで

(表19)【 年齢別】(死亡症例)

タミフル

症例数 (%)

10歳未満 11(14)

10歳代 5(7)

20歳 代 6(8)

30歳 代 10(13)

40歳 代 4(5)

50歳 代 1 0 ( 1 3 )

60歳 代 8 ( 1 1 )

70歳 代 9(12)

80歳 代 9(12)

90歳 代 4(5)

総計 76

(表20)【 性別】 (死亡症例)

タミフル

症例数 (%)

男性 50(66)

女性 26(34)

総 計 76
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平成21年 6月16日安全対策調査会

資料1

タミフルの安全対策の経緯等について

○ リ ン酸オセルタミビル (タミフル)は 、A型 又はB型 インフルエンザウイルス感

染症 (カプセル剤については、その予防を含む。)の 適応を有する経 口薬である。

我が国では、平成 13年 2月 か ら販売 されている。

(参考 :タ ミフルの承認年月)
・平成 12年 12月  カ プセル剤 (治療効能)
・平成 13年 12月  カ プセル剤 (小児用量追加)
0平成 14年  1月  ド ライシロップ剤 (治療効能)
・平成 16年  7月  カ プセル剤 (予防効能)

○ タ ミフルによる 「精神 ・神経症状」については、因果関係は明確ではないものの、

医薬関係者に注意喚起を図る観点から、平成 16年 5月 、添付文書の 「重大な目1作

用」欄に 「精神 。神経症状 (意識障害、異常行動、譜妄、幻覚、妄想、痙攣等)が

あらわれることがあるのでく異常が認められた場合には投与を中止 し、観察を十分

に行い、症状に応 じて適切な処置を行 うこと。」 と追記 された。

○ 平 成 19年 2月 に入 り、タミフルを服用 したとみ られる中学生が自宅で療養中、

自宅マンションか ら転落死するとい う痛ま しい事例が 2例 報道 された。このことな

どを受け、万が一の事故を防止するための予防的な対応 として、特に小児 ・未成年

者については、インフルエンザ と診断 され治療が開始 された後は、タミフルの処方

の有無を問わず、異常行動発現のおそれがあることから、自宅において療養 を行 う

場合、 (1)異常行動の発現のおそれについて説明すること、(2)少なくとも2日 間、

保護者等は小児 0未成年者が一人にならないよう配慮することが適切 と考え、平成

19年 2月 28日 、その旨を患者 。家族に対 し説明するよう、インフルエンザ治療

に携わる医療関係者に注意喚起 された。

○ 上 記のような予防的な対応が行われてきたが、平成 19年 3月 20日 、タミフル

の服用後に 12歳 の患者が 2階 か ら転落 して骨折 したとす る症例が 1例 報告 され

た。また、同 日、 2月 上旬にタミフルの服用後に 12歳 の患者が 2階 から転落 して

骨折 したとす る症例についても報告がなされた。これ らの報告を受け、同日、以下

のとお り、添付文書を改訂するとともに、「緊急安全性情報」を医療機関等に配布

し、タミフル服用後の異常行動について、更に医療関係者の注意を喚起するよう、

製薬企業に指示 された。

警告 (抜粋)
10歳以上の未成年の患者においては、因果関係は不明であるものの、本剤の服用

後に異常行動を発現 し、転落等の事故に至った例が報告されている。このため、こ

の年代の患者には、合併症、既往歴等からハイ リスク患者 と判断 される場合 を除い

ては、原則 として本剤の使用を差 し控 えること。 ま た、小児 ・未成年者について

は、万が一の事故を防止するための予防的な対応 として、本剤による治療が開始 さ

れた後は、(1)異常行動の発現のおそれがあること、(2)自宅において療養を行 う場

合、少なくとも2日間、保護者等は小児 ・未成年者が一
人にならないよう配慮する

ことについて患者 0家族に対 し説明を行 うこと。

なお、インフルエンザ脳症等によつても、同様の症状が現れ るとの報告があるの

で、上記 と同様 の説 明を行 うこと
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○ 平 成 19年 4月 4日 、薬事 ・食品衛生審議会医薬品等安全対策部会安全対策調査

会 (以下単に 「安全対策調査会」という。)が 開催され、タミフルの副作用につい

て、販売開始 (平成 13年 2月 )か ら平成 19年 3月 20日 までに製薬企業から報

告された全ての副作用報告 (1, 079症 例)等 について検討が行われた。その検

討では、タミフルの服用と転落 0飛び降り又はこれらにつながるような異常な行動

(以下単に 「異常な行動」という。)や 突然死などの副作用との関係について、結

論は得られなかつた。
また、当面の措置として、上記の平成 19年 3月 20日 の緊急安全性情報の配布

等に係る措置を継続することは妥当とされた。

さらに、タミフルの服用と異常な行動や突然死との因果関係などタミフルの安全

性について臨床的な側面及び基礎的な側面から詳細な調査検討を行 うため、安全対

策調査会の下に、①タミフルの臨床的調査検討のためのワーキンググループ (臨床

WG)及 び②タミフルの基礎的調査検討のためのワーキンググループ (以下 「基礎

WG」 という6)が 設けられ、その結果を安全対策調査会に報告することとされた。

(参考 :臨床WG及 び基礎WGの 主な検討事項)

①臨床WG
・ 異常な行動、突然死等の副作用についての詳細な検討
・ 今後の臨床研究 (臨床試験)の 計画、結果等の検討
・ 平成 18年 度厚生労働科学研究費補助金 「インフルエンザに伴 う随伴症状の

発現状況に関する調査研究」の結果等についての検討

②基礎WG
・ 今後の基礎的研究 (動物実験等)の 計画、結果等についての検討

○ 基 礎WGは 、平成 19年 5月 2日及び同月30日 に会議を開催し、タミフルの安

全性について基礎的な側面から調査検討を行い、製薬企業に対し、以下のような非

臨床試験 (動物実験等)を 実施し、その結果を報告するよう指示することとされた。

なお、この点については、同年 6月 16日 の安全対策調査会に報告された。

① 脳 における薬物動態 ・代謝研究
・ 脳内での暴露に関連する能動輸送過程 (トランスポーター)に 関する in vi

tro試 験
・:脳内のカルボシキエステラーゼ 1(hCEl)に よる未変化体の代謝 (エステル

加水分解)に 関する in vitro試験及び代謝物の脳への透過を検討するための

静脈内投与による薬物動態試験
・ ラットにおける脳、脳脊髄液及び血漿中濃度の測定

② 脳 内におけるウイルス以外の内因性標的に対する活性の有無の検証
。 中枢性作用に関連する受容体とのバインディング ・アッセイ

③ 幼 若ラット等を用いた追加毒性試験
・ 幼若ラット及び成熟ラットを用いた毒性試験 (行動、脳内移行性等について

検索)
④ 脳 内直接投与による薬理学的試験

。 脳内に投与した際の被験動物の行動への影響等に関する評価

⑤ 循 環器系に対する影響評価に関するin vitro試験
0モ ルモット乳頭筋活動電位の各指標に対する作用を評価し、陽性対照薬と比

較
O HEK-293細 胞に発現したHERGチ ャネル電流に対する作用を評価

し、細胞系のHERGチ ャネル電流が陽性対照薬で抑制されることを確認
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○ 臨 床WGは 、平成 19年 5月 14日 及び同年 6月 4日 に会議を開催 し、タミフル

の安全性について臨床的な側面から調査検討を行い、製薬企業に対 し、以下のよう

な調査等を実施 し、その結果を報告するよう指示することとされた。なお、この点

については、同年 6月 16日 の安全対策調査会に報告 された。

①  リ ン酸オセルタミビルの服用 と 「異常な行動」との関係について

(1)「 異常な行動」の副作用についての詳細な調査検討
「異常な行動」の日1作用症例について、その症状、経過等が、睡眠障害に類似

しているものがあることから、詳細な調査検討を行 うため、以下の点について追

加調査を実施
・ 「 異常な行動」が就寝中又は覚醒直後に発現 したか否か
・ 「 異常な行動」の回復に要 した時間
・ 「 異常な行動」に関する記憶の有無
・ 睡眠障害の既往歴 ・家族歴の有無 等

(2)今 後の臨床研究の計画等についての検討

リン酸オセルタミビルの服用が睡眠に及ぼす影響を検討するため、「リン酸オ

セルタミビルの健康成人男子を対象 としたI垂眠に関する製造販売後臨床試験」(い

わゆる睡眠検査室試験)を 実施

②  リ ン酸オセルタミビルの服用 と 「突然死」 との関係について

(1)「 突然死」の副作用についての詳細な調査検討
「突然死」の副作用症例について、詳細な調査検討 を行 うため、以下の点につ

いて、追加調査を実施
・ 心電図
・ 剖検等の結果
・ 心疾患の既往歴 。家族歴の有無 等

(2)今 後の臨床研究の計画等についての検討

リン酸オセルタミビルの服用が′い機能に及ぼす影響を検討するため、上記①

(2)の 「いわゆる睡眠検査室試験」に心電図検査を含めるよう指示

○ 平 成 19年 6月 16日 の安全対策調査会においてはtリ ン酸オセルタミビルの安

全性に関し、陳述等を希望する団体等 (計7団 体等)か ら意見の聴取が行われた。

○ 上 記の基礎WGが 指示 した調査等の結果にういては、平成 19年 10月 24日 及

び
冒電l丘曇あ晶具褥雷察喜撃t言撃喜曇雰甦彙たちt「倉管鷲餞73摯争

。1月2
1日 、同年 12月 16日 及び同月 25日 に開催 された臨床WGに 報告 され、調査検

討が行われた。        |

以上の両WGに おける調査検討の結果については、平成 19年 12月 25日 に開

催 された安全対策調査会に報告 (一部の結果については、同年 11月 11日 に開催

された同調査会に報告)さ れ、検討が行われた。 この時点における同調査会の検討

結果は、以下のとお りとされた。

○ 本 日、当調査会は、基礎WG及 び臨床WGか ら非臨床試験 (動物実験等)、臨

床試験、疫学調査 (現時点では、明確な結論を得るために必要な解析には至って

いない)等 の結果について報告を受けた。現時点において、直ちにタミフルの服

用 と異常な行動及び突然死 との因果関係を示唆するような結果は得 られていない

が、特に、疫学調査及び臨床試験については、十分かつ慎重な検討や分析を進め、

可及的速やかに臨床WG及 び当調査会に報告することが適当である。

(1)非 臨床試験
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バインディング ・アッセイの結果、臨床用量投与時に推定されるタミフルの未

変化体及び活性代謝物の脳中濃度では多くの中枢性の受容体やイオンチャネル系

への作用を持たないとされたこと 等

(2)臨床試験
睡眠検査室試験の中間解析によると、タミフルについて、睡眠異常を起こさな

いこと、心電図検査において著明な変化が認められないことなどが確認されたこ

と 等

○ こ のようなことから、当調査会としては、引き続き基礎WG及 び臨床WGに お

いて、現在実施中又は解析中の非臨床試験、臨床試験及び疫学調査等の結果を含

めた更なる調査検討を進め、できるだけ早期に最終的な結論の取りまとめを行う

こととする。
○ イ ンフルエンザによつて異常行動が起こり得ることに対し、改めて医療関係者

及び国民の注意を喚起する必要がある。

○ 以 上を踏まえ、タミフルについて現在講じられている措置 (注)は 、現在も妥

当であり、引き続き医療関係者、患者 。家族等に対し注意喚起を図ることが適当

である。

(注)平 成19年3月20日の緊急安全性情報 :

○ さ らに、ザナミビル水和物 (リレンザ)及 び塩酸アマンタジン (シンメトレル

等)に ついて、次の点を添付文書の使用上の注意に記載し、インフルエンザに罹

患した小児 ・未成年者の異常行動発現のおそれについて改めて医療関係者、患者
。家族等に対し注意喚起を図ることが適当である。
・ 因果関係は不明であるものの、本剤の使用後に異常行動等の精神神経症状を

発現 した例が報告 されている。小児 ・未成年者については、異常行動による転

落等の万が一の事故を防止するための予防的な対応 として、本剤による治療が

開始 された後は、(1)異常行動の発現のおそれがあること、(2)自宅において療

養 を行 う場合、少なくとも2日 間、保護者等は小児 ・未成年者が一
人にならな

いよう配慮することについて患者 。家族に対 し説明を行 うこと。なお、インフ

ルエンザ脳症等によつても、同様の症状が現れるとの報告があるので、上記 と

同様の説明を行 うこと。

〇 上 記の安全対策調査会の検討結果を受け、平成 19年 12月 26日 、ザナ ミビル

水和物及び塩酸アマンタジンの製薬企業に対 し、添付文書を改訂 し、服用 ・使用後

の異常行動等について、医療関係者の注意を喚起するよう指示が行われた。

○ そ の後、基礎WGが 指示 した調査等の結果 (上記の実施中の非臨床試験等の結果)

については、平成 20年 6月 19日 及び平成 21年 2月 6日 に開催 された基礎WG

に報告 され、調査検討が行われた。

また、臨床WGが 指示 した調査等の結果 (上記の実施中又は解析中の臨床
｀
試験及

び疫学調査等の結果)に ついては、平成 20年 6月 17日 、同年 7月 10日 及び平

成 21年 6月 3日 に開催 された臨床WGに 報告 され、調査検討が行われた。

○ 両 WGに おける具体的な調査検討の経過 (概要)は 、次頁の表のとお りである。
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基礎WG及 び臨床WGに おける調査検討の経過 (概要)に ついて

<基 礎WG>

第 3回 基礎WGに 報告脳内での曝露に関連する能動輸送過程に関するln

第 3回 及び第 4回 基
WGに 報告。rhCElを用
いたin Vitro試験は第
5回 基礎WGに

脳内のカルボキシエステラーゼ1(hCEl)に よる未変
化体の代謝 (エステル加水分解)に 関するln vitro

試験及び代謝物の脳への透過を検討するための静脈

による薬物動態試験
第 3回 及び第 4回 基礎
WGに 報告

ラツトにおける脳、 及び血漿中濃度の測

第3回 基礎WGに 報告中枢性作用に る受容体とのバインデイング B

アッセイ (企業が自主的に実施した試験である 「非

ウイルス ロシアリダーゼ (特にニュァロン組織由来

シアリダーゼ)の OP、 6C選 択性の確認」の結果

を含む。)

第4回 基礎WGに 報告ラット及び成熟ラットを用いた毒性試験 (行動、

脳内移行性等について検索)

第 5回 基礎WGに 報告脳内に投与 した際の被験動物の行動への影響等に関

第 4回 基礎WGに 報告モルモット乳頭筋活動電位の各指標に対する作用を
し、陽性対照薬と比較

第4回 基礎WGに 報告HEK-293細胞に発現 したHERGチャネル電流に対する

作用を評価 し、細胞系のHERGチャネル電流が陽性対

3回 基礎WGに 報ウサギPurkin」e繊維活動電
第 3回 基礎WGに 報告未変化体の代謝障害時を想定したPKシミュレーショ

3回 基礎WGに循環器系の基礎及び臨 に関するエキス′

第4回 基礎WGに 報告脳内のカルボキシエステラーゼ1(hCEl)に よる未

変化体の代謝 (エステル加水分解)に 関する in

vi t ro ヒ ト脳 S9

第4回 基礎WGに 報告非ウイルス ・シアリダーゼ (特にニューロン組織由

来シアリダーゼ)のOP、 OC選 択制の確認
第 4回 基礎WGに 報告健常ボランティア(日本人と白色人種)1図脊髄液のO

第 3回 基礎WG:平 成 19年 10月 24日 開催

- 5 ‐



第4回 基礎WG

第 5回基礎WG

第6回基礎WG

:平成 19年 12月 10日 開催

:平成 20年  6月 19日 開催
:平成 21年  2月  6日 開催

く臨 床WG>

健康成人男子を対象とした睡眠に関する製造販売後

臨床試験 (いわゆる睡眠検査室試験)
中間解析を第3回 臨床W
Gに 報告。最終解析を第
6回 臨床WGに 報告

健康成人男子を対象とした夜間の心電図に関する製

造販売後臨床試験

第6回 臨床WGに 報告

インフルエンザ様疾患罹患時の異常行動情報収集に

関する研究 (主任研究者 (研究代表者):岡 部信彦

国立感染症研究所感染症情報センター長)

2006/2007シーズンの調
査について第4回 及び第
5回臨床WGに 報告
2007/2008シーズンの調
査について第7回 臨床W
Gに 報告
2008/2009シーズンの調
査について第8回 臨床W
Gに 報告

インフルエンザ随伴症状の発現状況に関する調査研

究 (分担研究者 (研究分担者):廣 田良夫 大 阪市

立大学大学院医学研究科公衆衛生学教室教授)

第一次予備解析を第 5回

臨床WGに 報告
解析結果中間報告を第 7

回臨床WGに 報告

分担研究報告書を第 8回

臨床WGに 報告

「異常な行動」及び 「突然死」の副作用についての

詳細な調査検討

平成 19年 9月 30日 ま
での報告について第 4回

臨床WGに 報告
平成 20年 3月 31日 ま
での報告について第 7回

臨床WGに 報告
平成 21.年 3月 31日 ま
での報告について第 8回

臨床WGに 報告

第3回 臨床WG:平 成 19年 11月 21日 開催

第 4回 臨床WG

第 5回 臨床WG

第 6回 臨床WG

第 7回 臨床WG

第 8回 臨床WG

平成 19年 1

平成 19年 1

平成 20年

平成 20年

平成 21年

2月 16日 開催
2月 25日 開催
6月 17日 開催
7月 10日 開催
6月  3日 開催

- 6 -



平成21年 6月 16日安全対策調査会

資料2-1
平成20年 6月 19日 タミラル基礎WG

資料

〆
|

基礎WGの 指示に基づき実施した非臨床試験及び自

主的に実施した試験・解析の結果について

(その3)
2008年 6月 19日

中外製薬株式会社

F.Hoffmanh一 La Roche Ltd.

発表の目的
鰤
く⑪ ロシュ例レープ

r

オセルタミビル(OP)及 び活性代謝物(OC)の 中

枢神経系の安全性を評価するために,現在実施
している非臨床試験及び分析結果を厚生労働省
及び基礎的調査検討のためのワーキンググルー

プ(基礎WG)に 提供する



報告試験リスト
@o>t t t - l

基礎WG指 示に基づき実施・報告した試験
1-1.脳内での曝露に関連する能動輸送過程(トランスポーター)に
関するin vitro試験

1-2.脳内のカルボキンルニ不テラニゼ1(hCEsl)による未変化体あ躙椒究聯稲為訓i澤騰漱歌澄銃軌携
騨 やヽ、準理を検量す0ための静脈脚投与による薬物動態試験
(リコンピナンLhCESl いた試験については今 告)

1-3.ラットにおける脳、脳脊髄液及び血漿中濃度の測定
2-1.中枢作用に関連する受容体とのバインディングアッセイ
2-2.非ウイルスシアリダーゼに対するOP、OCの 選択性確認
3.幼若ラット及び成熟ラットを用いた毒性試験

4.脳内に投与しL際 の被験動物の行動への影響等に関す登証
価 (今回報告)

5。
鮮 言奮島磐覇嵩

すや影響に関するln vttro言式験(,舌動電位
l寺

続及

本国の報告内容

● 脳内濃度に対する脳灌流の影響
Ci一自主報告/新規報告

●幼若ラット及び成熟ラットを用いた毒性試験
―自主報告/2oo7年12月10日基礎WG会 議報告内容の補足

● 脳内のカルボキシエステラーゼ1(hcEl)に よる未変化体の代謝(エステル加水分解)に関す
るわ ″fra試験 (リコンビナント)
二WG指 示/2007年10月24日基礎WG会 議報告内容の補足

● 非ウイルス"シアリダーゼ(特にニューロン組織由来シアリダーゼ)のOP,OC選 択性の確認
一 自主報告/2007年12月10日基礎WG会 議報告内容の補足

● 脳内に投与した際の被験動物の行動への影響等に関する評価
― WG指 示/新規報告

◆基礎WGに 提出した試験報告書のデータレビュー報告

>中 枢神経系に関する非臨床試験及び精神神経系有害事象の臨床的意義に関する総括 ・

4

1鉤
① ,シユタレープ



自主報告:脳内濃度に対する脳灌流の影響 脚
く憂)ロシユ勿レープ

ラットにおけるOP及 びOC単 回静脈内投与後の

薬物動態:脳灌流の役割

背景及び目的
1翻̈ G]
〇

ロシュ勿 レ= ブ

げつ歯類の試験において,OP経 口及び静脈内投与後の脳組織ホモ

ジネート中には低レベルのOPと 、より少量の活性代謝物OCが 認め

られた。

薬物濃度の脳/血漿比が比較的小さいため(特にOC),脳 血管中に

残存している血液により,脳中OP及 びOCの 曝露が過大評価されて

いた可能性がある。

6

0本 試験でOPお よびOCの 薬物動態をラットを用いて評価した。



。30mg/kg本のOPあ るいはOCをラット尾静脈より単回静脈内投与す
る。

,試 料採取時間に動物を安楽死させ,全ての動物から血漿及び脳
:脊髄液(CSF)を採取する。

・半数の動物は脳採取前に残存する血液を除去するため脳灌流を
行つた。残りの半数の動物は灌流せずに脳を採取した。

・血漿,CSF及 び脳組織中OP及 びOC濃 度測定|まLC―MS/MS法 で
行つた。 「

★
用量はフリー体換算

結 果 @o->t) t*z

OP投 与試験

―OPの AUCに 関して、脳/血漿比は、脳灌流を実施することによっ
て0.22から0.21に減少した。

一〇Cについては、脳中濃度が低すぎるため精度の高いAUCを 算
出することができなかった。

OC投 与試験

―OCの AUCに 関して、脳/血漿比は、脳灌流を実施することによっ

て約0.02から約0.01に減少した。



一　
裕酬

一
結

囲
〈亘三〉ロシユ勿レブ

鉤
く亘五〉ロシユタ‐プ

〆

脳血管容積から予想されたとおり、特にOCで は脳/血漿比

は脳灌流にようて減少した。

一この結果は、これまでに報告した脳中濃度が、実際より

も高く見積もられていることを示している。

脳を摘出する前に脳血管中に残存する血液を灌流により

除去することは、OCの ような脳への透過性が非常に低い

化合物の脳内濃度測定には特に重要である。

(参考)脳中濃度測定試験の一覧

試験名 脳灌 流の有無 報告した基礎WG会 議日

幼若ラットおよび成熟ラットを用
いた毒性試験 (行動、脳内移行

性等 について検索)

非灌流
2007年 12月 10日

2008年16月19日(イ備足)

ラットにおける脳、脳脊髄液及び

血漿 中濃度の測定、

代謝物の脳への透過性を検討
するための静脈内投与による薬
物動態試験

非灌流 2007」手12月 10日

脳内濃度に対する脳灌流の影
塞

灌流 ・非灌流の

比較
2008`手6月 19日

脳 内に投与した際の被験動物の

行動への影響等に関する評価
灌 流 2008`手6月 19日

成熟ラットにおけるオセルタミビ

ル経 目投与後の脳への曝露と行

動評価

灌 流 2008Z手6月 19日

10



自主報告:幼若ラツト及び成熟ラットを用いた毒性試験

(行動、脳内移行性等について検索)

鰤
@ o t ' t u - z

承認申請時に実施した幼若ラットにおけるOP経
口投与毒性試験における曝露データ

C

背景及び目的
. 1 鍮

CDOシ ユタレーフ

2つの幼若ラット言式験で脳 中濃度を評価した。

二2007年 に実施

・7日齢.ラットの脳ホモジネート中OP濃 度は低かった。
-2001年 に実施

・幼若ラット、特に7日齢ラットの脳ホモジネート中に非常に高濃
度のOPが 認められた。

2001年 に実施した試験結果を再評価したところ計算ミスが見出され,
幼若ラットの脳中OP及 びOC濃 度は過大評価されていた。

2001年に実施した試験報告書の生データに問題はなく,該当CROは
,曝露データ(脳中濃度)を再計算し,報告書の修正を行つた。  :

９
」



方法
@o>tt tv- t

2007年に実施した試験結果を基に脳/血漿比を算出した。

-2施 設で実施した単日経 口投与GL薦 式験 (7及び42日齢ラットに

OPを 394～1314 mg/kg贅経 口投与)

2001年に実施した試験の生データから正しい方法で算出した値を基

に1図/血漿比を再算出した。

一上記と異なる2施設で実施した単回経口投与GL馬 式験(7,14,24

及び42日齢ラットにOPを 500～ 1000甲g/kg夫経口投与)

★用量はリン酸塩換算

13

@So>' tw->

1 0 0 0 0 1

0100 1

▲ OP 2007

0 0C2007

_―o――(DP 2001 recalculated

-OC 2001 recalculated

OP 2001

、1  0(32001
０
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Ｏ
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Ｏ
Ｆ
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ｏ
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０
」
ｍ
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・　
　
，
　
　
Ｌ

・ｏ

結 果
0再 計算の結果、OP及 びOCの 脳/血漿比はいずれも1未満であつた。

Animal Age(day‐ S)

Figure1 0P1000 m9/kg投与後(2007年デ
ータは 920 mg/kg投与時のCma×から外

挿)の幼若ラットの各日齢及び成熟ラットにおけるOP及 びOCの 脳/血漿比 (Cmaxl
14



鰤    ′

(憂〉0シユグループ結T百 員田
=△

WG指 示試験名:脳内のカルボキシエステラーゼ1(hCEl)による
未変化体の代謝 (エステル加水分解)に関するわ
瀦ro試験 (リコンビナント)

・2001年実施試験の再計算結果と,2007年実施試験の結果はほぼ
一致しており,幼若ラットにおけるOP及 びOC曝 露量の脳ノ血漿比は

低いことが確認された。

15

〔

(:

諷
く≡)。シユタし―プ

ヒトリコンビナントカルボキシルニステラーゼ1及

びカルボキシルエステラーゼ2発現系を用いた,

OPか らOCへ の変換についてのin v■ro言式験



一
　

・

背景及び目的 @)a:trztr,-z

●カルボキシルエステラーゼは末梢及び低レベルながら脳で発現し

ており,全身及び脳内のOP及 びOC濃 度に影響を及ぼす可能性

がある。

●いくつかのサブタイプが存在し,Shiら(2006)はヒトリコンビナントカ

ルボキシルエステラーゼ 2(rHC圧2)ではなくrHcElがOPの変換に

関与していることを報告している。

●これらの2つのサブタイプのどちらがOPの変換に関与しているかに

ついて,さらに検討した:

17

@o>'itv-z

〆●オセルタミビルエステラーゼ活性は以下の 7i/9〆itrO系を用いて評価し

たI

●Sf9(昆 虫細胞)で発現させた組換えHCEl及 びHCE2

●対照群は野生株バキュロウイブレスを感染させたSf9細胞

●HCEl及 び HCE2エ ステラ
ー ゼ 活 性 は 、methyl anthranilate(HCEl選

択的)及びprOcaine(HCE2選択的)加水分解活性により測定した

●OPの 最終濃度は10μM:反 応時間は 30分

方 法

18



鰤
¨・HCElを発現させた細胞の培養上清はオセルタミビルの加水分解活性を示した。・

腎覆鰐 肥 鴨%蒙雰藻曇糧ぜ懃 富電査Fせ
た細胞の培養上清と

HC[2● パ

SreFn30m

€*) ov, zr-z

オセルタミビルはヒトカルボキシエステラーゼ2(HCE2)ではなく,ヒ
トカルボキシエステラーゼ1(HCEl)によって加水分解される。

―Shi et al(2006)及びSugiyama et al(2008)によつて公
表された結果と同じであった。

―CNSと の関連性:脳におけるHCEの 発現が少ないことか

ら,脳内局所で代謝レベルはごく僅かと考えられる。この
結果は、先に報告した我々の非臨床試験結果夫と―致す

る。

☆2007年10月24日基礎WGで 報告 :脳内のカルボキシルエステラーゼ1(hCESl)による未変化体の代
謝に関するin jtro試験(脳組織)

結果

一̈
腐 T y p e  c ば
Sttmatant

陽性対照薬物は、それぞれの細胞培養上清画分で、HCElあるいはHCE2選 択性を示す
ことを確認した。

1 9

結論

―ブ

20



自主報告l非ウイルス・シアリダーゼ(特にニューロン組織由来シア
リダーゼ)のOP,OC選 択性の確認

囲
〇 ロシュグルーフ

OP及 びOCの ウイルス及び

ヒトノイラミニダニゼ1-4(Neu l-4)に

対するin vttro選択性の比較

鯰∃
〈亜Ξ〉ロンユ勿レープ方 法

|イ ●

●

●

薬物:OP/OC

cDNAs配 列確認済の市販標品又は自社合成品

リコンビナントノイラミニダニゼ発現系
/ウ イルスノイラミニダーゼ:細胞発現系
/ヒ トNeul&2:細 胞発現系
/ヒ トNeu3&4;in vitro転写系
/Neulの 転写発現対照としてGPCR(∨lb受容体)遺伝子を導入

した細胞を用いた

アッセイ方法:グ:リコシド基質(4-MU一NANA)を用いた蛍光測定法
(Potier et al_(1979)の方法の変法)。

22



結果 一 ウイルスノイラミニダーゼ

ウイルスリコンビナン
トノイラミニダーゼに
対するOP及 びOCの
効果は以下の通り
°C:IC50二 0。3nM

°P:IC50～ 10 μM

このデータは、すでに
確認されたインフルエ
ンザウイルスのノィラ

論 f
(e_go Mendel et al.
1998)

23

〔

(1

結果 ― ヒトノイラミニダーゼ
・ OP及 びOCは ヒトリコンビナントNeul-4に対し,l mMま で阻害活

性を示さなかった。

瑕∃
るCh〉ロシユ勿レープ
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結果 一 臨床濃度との乖離 @a> ' t t v - l

臨床用量投与時のOP及 びOCの 血漿中及び外挿したヒト1図内濃度

と、いずれのヒトノイラミニダーゼに対しても阻害活性を示さなかつ

た濃度(lmM)との間には大きな乖離がみられた

1:75 mg bid投与時の定常状態における血漿中濃度

2:上記 1および脳脊髄液中濃度より外挿した値

結 論 〇 ●シュ勿レーフ

(‐
。OP及 びOCは ,非常に曇い濃度においてもヒトノイラミニダTゼ

Neul・4のいずれに対しても阻害活性を示さなかつた。

一この結果は、我々が先に報告した非臨床試験結果★と一致す

る。

。臨床濃度と大きな乖離(800二150,000倍)が認められた。

夫2007年12月10日基礎WGで 報告 :非ウイルス・シアリダTゼ (特にニューロン組織由来

シアリダーゼ)のOP,OC選 択性の確認

25
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WG指 示試験名:脳内に投与した際の被験動物の行動への影響
等に関する評価

鰤
〇 ロシユタレーフ

成熟ラットにおけるオセルタミビル脳室内及び経
口投与後の行動評

｀
価とCNS曝 露量

ｒ

ヽ

鱚
〇

●シユ勿レープ背景及び目的

厚生労働省/基礎ワーキンググループの指示の下に脳室内投与を行
い、OP及 びOCの 脳への高濃度曝露条件下で行動評価を行うことを

目標とする。

OP及 びOC脳 室内投与後の曝露の均一性について、OP経 口投与と

比較検討した。

―脳室内投与の忍容性についてもあわせて検討した。

28



方法 口1図室内投与予備試験 @o:r ' l tv- t

雄性ラットヘの投与量(フリー体換算)
一 脳室内投与:OP,OCと もに0.2,2 μg/animal
― 経口投与:OP 200 mg/kg

観察項目
―
搭露鰐階露濃絡盟路̀ 7詳1観鑽煮な毒愕辟堀殴衝疇歌

測定試料採取
一 血漿,脳脊髄液(CSF),嗅 索を含む嗅球(脳前方部),海馬(脳中間部)及び

小脳 (1歯後方部)を採取。脳組織は、灌流後に採取。     |

29

結果 ‐1図室内投与予備試験
財
〈垂二〉ロシユ勿レ

ープ

i千動 及 釘 K

oPお よびOCの 脳室内投与において,行動への影響は認められなか

った。

脳室内投与後の脳曝露:

一〇P投与後のOP脳 中濃度は、脳部位によつて～30倍の差がみら

れたが、OC濃 度は比較的その差が小さかつた(10倍以下)。

一〇C投 与後の脳中濃度は、脳部位によつてん6倍の差がみられた。

経口投与後の脳曝露:

一〇P投与後のOP脳 中濃度は、脳部位によつて～5倍の差がみられ

たが、OC濃 度はその差が2倍以下であつた。

30



結果 口脳 欝

日奮

内投与予備試験 財
〈垂≡〉ロシユタレーフ7モ 三タダング 高濃度

Limit of quantification
Plasma:0.1 ng/ml ,  CSF:  -0.1 ng/ml  Bra in:0.5 ng/g OP:2,l ng/g,OC:22_O ng/g

☆St u d y  N o _ 8 0 3 6 P 0 8の デ ー タ,最濃 度 が 0. l n g / m Lを 超 えた の は 1例 の み ,議 N C :計 算 せ ず

要約 ‐脳室内投与予備試験

00Pお よびOCの 脳室内投与 :

― OCの 場合、脳室内投与後に経口投与と同程度に均―な脳曝露が得られる可
能性が示されたが、oPの 場合は経口投与に比べて脳曝露の均―性は低かっ
た。

一 十分コントロールされた試験にもかかわらず、動物個体間差が著しく大きかづ
た。

―
投与部位に近い海馬では比較的高いOPお よびOC濃 度が検出された。
・ OPの 場合、ヒト脳中濃度(外挿値)の450倍
・ OCの 場合、ヒト脳中濃度 (外挿値)の35倍

― 行動に対する影響はみられなかった。_

_ ・ oP経 口投与
~ ―

脳中OP及 びOCの 曝露は比較的高く均―であった。

31
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中間結論と次のステップロ

脳室内投与予備試験

・脳室内投与予備試験の結果、脳室内投与により脳でのOPの 均―な

曝露が得られる可能性は低いことが判明した。

・ラットにおける中枢神経系の安全性薬理試験を、経口投与で実施し

た。その理由は以下の通り

二非常に高い用量のOPを経口投与した場合、OP及 びOCの 十分

な安全域が確認できる比較的均―な脳曝露が得られる。

イ́  一 臨床での投与経路と同じである(cf.lCH S7a guidelines)。

方法 一成熟ラットにおけるOP経 口投与後の脳べの下里
|タ
トフ

曝露と行動評価

・行動

― 雄1生ラットにOP(500,763及 び1000 mg/kg★)を経口投与

一 投与前,投与1,2,4,6及 び8時間後に直腸温測定を含むIttin変法を実施

(体温測定を含む40以上の観察項目)

―ブラインド下で行動観察

一試験系の確認のため、陽性対照としてD―amphetamin 10 mg/kg★投与群を

設置

・脳への曝露

一雄1生SDラットにOP(763及び1000 mg/kg☆)を経口投与

一血漿、脳脊髄液、及び灌流した脳を採取し測定

‐

|              |   | ｀

~ 1 1 1              ,

★用量はウリー体換算
34
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結果 一成熟ラットにおけるOP経 口投与後の脳へのS要 鵜

曝露と行動評価

・行動

― 行動,運動量,協調性及び感覚/運動反射反応に対する影響は認められなか
った。

一 用量相関性のない一過性の軽度の体温低下(投与1時間後のみ、最大0.5°C)
が認められた。

一D―amphetamineは予想されるょうな明らかな中枢刺激作用を示した。

:脳 への曝露
一〇P経口投与(763及び1,00o mg/kg)後の脳中OP及 びOC濃 度最大値は:そ

れぞれ約2,300および640 ng/gであつた。
一 〇 Pお よ び OCの 1函/血 漿 比 (A U C )は 、そ れ ぞ れ 0. 1 2及 び 0 . 0 1で あ っ た 。

要約 一成熟ラットlこ―おけるOP経 口投与後の脳へ 〇 ロシユ"

の曝露と行動評価

行動
―OPは 中枢神経系機能に影響を及ぼさず、ごく僅かな体温変化(最

大0.5°Cの低下)がみられたのみであつた。
―OPの 無毒性量(NOAEL)は 1,000 mg/kg以上であると考えられた。

脳への曝露

―OPl,000mg/kg経 口投与後の脳および脳脊髄液中最高濃度は比

較的高く、これらの成績は、過去の試験成績と同様であつた。
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総括

基礎WGに 提出した試験報告書の

〇
ロシユル ‐

OPの 場合、脳室内投与後に均一な脳曝露が得られる可能性は低い

ことが判明した。

投与部位に最も近い部分では局所的に比較的高い濃度のOP及 び

OCが 検出された(海馬では、OP及 びOCそ れぞれヒト脳中濃度(外

挿値)の450倍および35倍)。

―OP及 びOC脳 室内投与後に、行動に対する影響はみられなかつ

た。

非常に高い用量のOP経 口投与により、比較的高く均一なOP及 び

OCの 脳曝露が達成された。
-40以 上の観察項目で行つたlrwin変法試験の結果、中枢神経系

への影響が無いことを確認した。

37

鰤
〈菫墨〉0シユグレブ

データレビュー報告

目的

一 タミフルリト臨床試験についての信頼性を確保するため、厚生労働

省の指示に基づき、生データと報告された結果が一致しているか

どうかを確認した。

結果
一 基礎WGに 提出した試験についてロシュ及び中外の非臨床専門

家によるレビューの結果、問題となる点は見出されなかつた。

結論
一 生データと報告結果を照合した結果、試験の信頼性が確保された

とj考える。



‐m]

①
ロシュ"レ‐プ

一偶

中枢 経系に関する非臨床試験および精神神経系
宝
ロ 象の臨床的意義に関する総括

中枢移行性は低い
・ ロ シュ非臨床試験(経口投与)

― フェレット及びラットのオートラジオグラフィー試験における1図での低曝露
・ 脳 /血漿中濃度 (B/P)上ヒく0.3

-ラ ットTK試 験における血漿中濃度に対する(灌流)脳濃度比 :oPが 約0.12,OCが 約0.01
- 幼 若ラットにおけるB/P比 は,概ねOPが <0.5,Ocが <o.o8

0 公 表文献
― マウス持続静脈内投与試験:定常状態の B/P比はOPが <o.1,oCが <0.ol

・ 幼 若マウス:定常状態の B/P比はOPが 約0.25(Ose et al.2007)
― マウス経口投与試験:B/P比はOPが くo.2,OCが くo.o2(MorimOtO et al.2008)

・ 臨 床情報
一 日本人/白人健康成人ボランティアにおける脳脊髄液濃度測定試験
-2報 の小児インフルエンザ患者における報告

結論:

非臨床試験のデータおよび臨床情報からは、OPお よびOCの 中枢への移行性は
低いことが示された。

神

事

鍮
0 6シ ュタレ=

39
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中枢移行性が低いことを説明する機序

ロシュの非臨床試験

:  :習1_脳島晃Tttξ易1乳2扉湯権誦tt:電鞘認勇言尻を夕
が`BBBのP―gp(トランス

0 0C:物 理化学的性質 |.e.bgD,pdar surface area)により,OCの BBB透 過

性は低くなる。
一 局 所における OPか らOCへ の変換はラツト及びヒト1図組織中では非常

にイ氏い。

公表文献

_1占習陪幣:ぼ1窮r」鶴FⅣ
P蓄と場鴨:偉酔駿mと :築堪

:鱚
  菫 』纂鯛 繊

獅989C竹協甲護藤9辟
41い。                 41

透過機序についての考察
勿レープ

病的あるいは遺伝的変動状態での低い脳透過性を確認

OPに 関して

難欄:3鮮膚無響済げな
い卵こおいても、町P比はおよそQ35=Q“雛

DSe et al.2007,MOrimoto Ot a:・2008)

・  そ のような場合においても、OPの 血漿中濃度は低いことから、脳での最大曝露はわずかであると

予想される。
・  ヒ トで報告されているP‐gp変異が機能に影響するかどうかは不明である。

・  併 用される薬物との相互作用に関して精神神経系の有害事象をレビューした結果からは、
P―gp阻害の徴候は認められていない。

OCに 関して

BBB障 害時 (炎症過程など)の脳OC濃 度は300 ng/g以下と推定される。

ラットにおいては脳濃度が高い場合においても(OCで641 ng/g)、:rwin変法による行動の検討で

は中枢神経系に対する影響を認めなかつた。

BBB障 害時の過大解釈について    ‐

・  完 全なBBB障 害は、それ自体で致死となると考えられる。              :

ぎ ｀ 小児脳症患者ではt CSF中にOCが 検出されなかつたことが報告されている(Straumanis
et al.2002)。

鍮
¨
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OP及 びOCは 加 yliォ″0で中枢作用を示さない 鰺∃
/イフミ三ダーゼの選択傷こ関方る″シュの言式験

0 0P及 びOCともにlmMま で活性は認められなかった:
― PC12細 胞(神経系のモデルシステムとして使用されるラット神経内分泌1重瘍細胞

株)
― ラット及びサルの脳由来NA活 性
― リコンビナントヒトノイラミニダーゼ(Neul-4=存在する全てのアイソフォーム)

OP及びOCは lir7 ylirrοで中枢作用を示さない 赳∃
く亜〉rlシユ勿レープをの際的■こ対 チる影響

ロシュ非臨床試験
。重要な標的を含む157アッセイにおいて、OP及 びOCは 30 μMま で活性を示さなかった。

一 受容体
O gbtamate,dOpamme,serOtOnin,epinephttneな

どの神経伝達物質
O Chёmokine,hormone及 びneuropeptide

― イオンチャネル
e Ca2+,Na十

,K+,hERG channels
― 酵素

◆

 民憮 leS'kinases,phosphatases,NC)synthases,A/1AC)―
A&B,Na+/K+―

- 114標 識リガンド結合アッセイ
ー 43機能アッセイ

公表文献
O dopamine,norepinephrine及 びserotonin系に対し影響がないことにより(Satoh et a!.

2007)、更に支持される。

43

Monkey braln neuramlnldase: lnhlbiilon by OC and Op
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ε

、

44



lir7 ylivO非臨床試験で中

魔 を 言式験

枢に対する影響はない 囲
¨

グループ

オセルタミビルは非常に高い用量の経口投与(300～1000 mgノkg)★においても動物種、齢にかかわら

ず、中枢作用を誘発しなかった。

OPは 、

_げ っ歯類およびサルの急性および慢性毒性試験において、活動性の克進あるいは他の異

常行動 を誘発しなかつた。

一 ラット及びマウスのlrwin変法試験において、意味のある異常行動を誘発しなかつた。

- 1歳以下の幼児への投与を支持するために実施した7日齢幼若ラット試験のFOB試験では,300

mg′kgでCNSに 対する影響は認められなかつた。

ニ マウスでのhexobarbttal―誘発睡眠に対する影響はなかつた。

― マウスの痙攣モデルにおいて興奮性の作用を認めなかつた。

一 脳、脊髄、坐骨神経に病理組織学的変化はみられなかつた。

あ C霧薔著L局轟袋賣隻島な_置譲
ンティアで行われた臨床試験においてOPが
致している。

まフリー体換算、臨床用量(1～2 mgノkg Ыd)の約150～ 1,000倍高い用量

要約 :精神神経系有害事象についての @o>t tu ' - l

薬理学的機構よる説明

CNSへ の移行
一 非臨床及び臨床試験において、OP及 びOCの 中枢移行性は低かつた。

薬力学
一 ln vtr砺式験においてタミフルが中枢神経系副作用を現す機序は認められてい

ブLにい。

二 非常に高い用量においてもげつ歯類及びサルで異常行動は認められていない。

一 日本人健康成人ボランティアにおける睡眠検査室試験においてオセルタミビル

の影響は認められていない。

薬理遺伝学と薬物・薬物相互作用

一 薬理遺伝学的機序は確認されていない。

45
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結論 〈憂E〉ロシユグルニブ

。OP及 びOCは 、

一中枢移行性が低い。

一以下のことが認められていない。
・非臨床および臨床試験で中枢作用
。中枢作用を誘発する作用機序
。薬理遺伝学的機序

以上のように、タミフルが精神神経系有害事象の原歯となるような主ビ C
デンスは得られなかった。

鋼    ・

( . =
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平成 21年 6月 16日 安全対策調査会

資料2-2

耳二F文21有 二2月 6日  タ ミフル菱L孝礎WG

資料1

リン酸オセルタミビルの基礎的調査検討のための主要な文献等

・E“ect of a neuraminidase inhibitor(osdtami宙 r)on mOuse jump‐ dowll

behav■or宙a stimulation of dopaII■Ln reCeptors

Lttnoru Suzuki and Yutaka Masuda,Biomedical Research 29(5)233… 238,

2008・・・・・
pl

O Activation Of the prOdrug oseltallliⅥir is lnlpωired by two newly identi■ed

carboxylesterase l variants

Hao‐Jie  Zhu  and  John  S. Markowltz,  Drug  Metab  I)ispos

doi:10.1124/dmd.108.024943,2008・ ・・・・
p7

0 Limited brain dist五bution ofRo 64¨0802,a pharmac01ogically active form Of

oseltam■vlL by active emux across the blood br江 n barriell mediated by

ollganic anion transporter 3 and lnultidrug resistance‐associated prote■n4

Atsushi Ose,  Wlototsugu lto,  et al.  Drug Metab E)ispos  2008;

doi:10.1124/dmd。108.0240180008)… …。
p ll

・Human carboxylesterases HCEl and HCE 2: Ontogenic expression,

inter二individual variability and direrential hydrolysis of oseltaIIli宙t aspirln,

deltamethi五n and perIIlethirin.

Yang,    et    al.   BiOchem    Pharllllaco1        2008     ;

doi:10.10164.bcp.2008.10.005・・・・・
p18

・異常行動モデル としての薬物誘発ジャンピング行動に対するタミフルの影響

とその防御法に関する研究

小野ら  (第 113回 日本薬理学会近畿支部会)。……
p28

以 上



Bi6medical Rcscarch 29(5)233‐ 238,2008

Effect of a neuraminidase inhibitor (oseltamivir) on mouse jump-down be'
havior via stimulation of dopamine receptors

Minoru Srrztxrr and Yutaka Masune'
r Departnent of Neuropsychiatry, 2 Pqychosomatic Divisioq Akita University School of Medicine, Atit" OIO'SSC3, Japan

@eceived 7 July 2008; otd-aeepted 3l July 2008)

ABSTRACT

OseltamivL(LminuO,Roche Laboratories,Inc.)is a neur,mmidase inhibitor that can calulse j■llp`

down behaviors in children.There is a mOuse slip‐down model:in whiCh the dopanlllle D2 recep‐
tor acavity is increased by serllln sialogly∞1ゎids and the mouse jump―down behaviOr"pears in

responsO to the dolamine D2 receptor agonist,PPtt The present study examined th9 erect of
oselt,m市ii on jumが―dowIIL behaVior in五ice.OseltamiviF Sialylates a serum glycolipM and this

i9dined gly∞lipid induces j,mp―down behavior宙a tt sdmulatiOn Of dop,mine D2 receptors.
ThiS mechanism may be involved in the abnOmal bchavior ofchildren taking oseltamivL  :

Oseltamivir (Tamiflu@, Roche Laboratories, [nc.) is
an antiviral drug used to treat influenza. It can re-
duce the duration and. severity of the illness if ad-
ministered within 48 hours after the onset of
synptoms (4, 13,I9). Recently, fatal accidents due
to abnormal behaviors such as jumping from high
places after taking oseltamivir have been reported in
jirvenile patients in Japan:(7, 18, 20). These abnor-
mal behaviots usually occur after the initial admin-
istration of oseltamivir (8). 14 March 2007, the
Japanese Ministry of .Health; Labour and Welfare
announced a ban on the use of oseltamivir in pa-
tients from l0 .19 years of age (I2). However; little
is knbwn about either the contribution of, this drug
to these behaviors or the mechanism involved.

Sialic asids exist mostly in the tenninal positions
of biomolecules (such as glycoproteins, glycolipids
and gangliosides) and cell membranes and are in-
volved.in a wide variety of physiological piocesses,
including immune frtnctions Q4, 26). Neuraminidas-
es are called sialidases bgcause they hydrolyzs the
terminal sialic acid linkage in these biomolecules
and variations in h'mair sialidase activrty have been

Address correspondence to: Minoru Suzuki M.D., De-
partrnent of Neuropsychiatry, Akitir University School
of Medicine, l-l-l Hondc, Akita 0lO-8543, Japan
TeL +81-l &834-l I 1 l, Fax: +81-t8-S&1-&45
E-mail: suzutirni@tyusei. orjp

hplicated in Se五〇ut di"ases and symptoms includ―

Ⅲg neurOpSychiatric prOblems(1,2,25).oscltanLi‐
v肛ls a representat市e ncuraminidase inhibito■

轟 辮 言 五 響 灘 憮 楡

p品ine D2 rec6ptor agonists,orp｀1■C and quin―

piЮle induce ju五p40wn behお ior in micc(6,10).
In addition,We noticed that m6us,jump―dowll be―
havior appeared by incrcased doses of PPtt during

previous exPcriment_An increase in dOpamme D2
rcceptor act市ity is 01osely assoCiated with Si「

器鳴潔:肌織 」ヽ躊 『器
through sialogly∞ lipids and oseltami宙 r might｀be

COlllnCCted to■c manifestation 9f the jump‐down
behavior An animd modelis u`eful fol undestand―

_ing these behavioral phenomena. I「herefore, the

jump―down bchaviorれ単iCe cOuldi bc a model for
the jump―down Ⅲ aviOr in human children taking
oseltanlivin         ・

¶に present study investlgated■9 cffect of osel―
tam市ir on junlp―down)behavlor in mice,a ζerum

gly∞lipid ass∝iated widl this bchavior and changes

m gly∞sylation of、血,glycolipid in response to os‐
eltamiヽ 、
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MATERIALS AND METHODS

′′′″αJs.Eight‐weck‐old male ddY mice that

weighed 25■30 g were purchased iom Japan SLC

(ShiZuOka,Japan).A group of 5 mi∝were houSed
in a plastic cage o38 X 140×225 mm)with frec ac―
cess to food(ED―■clea rapan,Tokyo,Japan)and
water Thc animal room was kept at 21-25° C with

51160%hmidity and was ilhminated from 7:00‐

to 19:00.All experlnlents were camed out accord―

ing to me guideltteS Of Ⅲe E■ics Comttittee for
Animal Expenments of tte Akita UniversiけSch001
of Medicine.

蹴篤1%週聰:壼鮨ζ,こ:輩:/審解“
0‐phёny16thyl‐N‐propyl)Ⅲi10‐|‐hydroxytetraHI
hydFOChbjde cPIF;Funakoshi,Tokyo,Japan)was

dissolved in wat∝The ObseⅣation of mOusc jump―.
down bchavior is theぶamё as pЮёedure of obs,ト
vation of I■ouse slip‐down bchavior which we

h血edW認籠議tXP:『鼠ぶ計電「温 籠
謬R』Ⅷ ぷ詭策説∬胤見:猫
粘棚∬)l電器,1∬守げ筆

i蠅
麗電i

鷲L.篭盤比盟ど鷺F籠1還漁∫RIc:.∬
配観ま辮咀L鳳れ」盤#1群i霊

downbehaviorweremvestigatel.

塩 %留器 島潔紺鶴:鮒鮮柵
総よ器胤 I「Wご織i∬猛躙
pおpared.Two trials separated by a 20-min interval
were observed to contt that a1l of the mlcc "―

mamed on d10 platfom for 5 min withoutjulllping―
down and slippmg40Wn before dle administratlon
of dmgs.Then the mice were itteCted intrapeFitOne―

宙どヽ題糧絆よよ:騒i鞣11楓∬乱:■1
water and 25 mg/k350m3/kg,or 100 mttg was

inieCted intraperitoneally i,mice(5 mice each).

Two hours after inJection with oseltami宙 r solutiOn

or with PS,cach mouse was placed individually pn

“ platfOm andjunlp―dom behavior wtt examined
for 5 mmo Lse mice were also tteCted intrap“わ̈

ぜ硼 猟l∬鯉f瑚ま躍驚路爵曜_
5011yg,jump‐down behavior was again exallllined

M.Suzuki ι ′al

for 5 min.

Isolation of the glycolipid fraction from sera. T'he
effect of oseltamivir was thought to be related to se-
rum glycolipid. Oseltamivir solution (100 ngncg)
was injected inraperitoneally in 5 groups of mice
and PS (100 FL) was injeced into another 5 groups.
Sera were collected. 2h after this treahent. Glyco- '

lipids were separated from the sera by the methanol-
chloroform method, as reported previously (16). hr ,
brief, 1 mL of sera was added to 2.5 mL methanol
and 1.25 mL chloroform. The fluid wai ggitated for
2 min and left at room temperature (RT) for l0 min.
Then another I.25.mL chloroform rvas added and
the mixture was agitated for 30 s. After addition of
l-25 mL water and agitation for another 30 s, the
mixture was centrifuged at 150 x g for 5 min at RT,
thus resulting in ari ripper methanol-water layer con-
taining proteins and a lower chloroform l4yer oon-
taining lipids and glycolipids. The lower layer was,
collected and evaporated and the lipids and glyco-
lipids were redissolved in 2 mL water. The solution
was applied to an ion-exchange DE-52 column.
(Whatman Intemational, Maidstone, UK) saturated
with l0 mM NaHCOr, pH 8.3 and eluted with' 50,
100, 150, 200, 250 and 300 mM NaCl, in stages.
The eluted fractions were refined to less than 3 kDa
with the use of an'ultrafiltratiori. membrane (Centri-
con; Amicon, Tolgro, Japan). Two hundred microli-
ters of each fraction was iqiected. intraperitoneally
into the naive group of, 5 mice and then the mice -

were additionally injected with 50 1ug./rg PPHT
20min after the fraction injection. The effect'on
neural D2 receptor activity was investigated by the
jump-dbwn method,

Detection of the sugar chain structures of efective
glycoliptds. To detect the sugar chain. stmctures of
the glycolipids, a 507o ethanol lectin-enzryme-linked
immunosorbent assay Qectin-ELISA) was performed
as reported previously (16). In briei 50 pL of the
lipid fraction eluted with 250 mM NaCl in the se-
rum of 5 mice treated with 100 rirglkg oseltamivir
or 5 mic€ teated with PS was mixed with .50 UL
ethanol and poured into one well of a 96-well plate
(Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan). After 2 tu the
well was washed three times with a washirig
solution (PS containing 0.005% Tween 20; Sei-
kagaku Co", Tokyo, Japan). After a 30-min block
with 5% bovine serum albumin (Sigma-Alddch,
St. Louis, MO), the well was washed again three
times with the same washing solution. Five differont
biotinylated lectins that recognize specific sugar

-2-



Oseltam市ir enhances dOpamine D2 receptor acivity

phain structures(ABA,Galβ l_3GalNAc;DBA,
GalNAcα :_3GalNAci SSA,Sialα 2“Gal;AAL,

Fucα卜2Gal;MAM,Sialo2-3Gal)were prepared at
2 Hg/mL in PS and 100 μ ofthe mixme was add―
ed t o  t h e  w c l l . A f t e r  l  h  i n c u b a t i o n  a t  r , t h c  w e l l‐
was was"d血9e timeS With the washitt sOlu“n.
Onc hundred micr01iters of perOxidase‐cottugated
avidin(ScikagⅢ  CO・)prepared at O。l llg/mL in PS

was then added to the well.After 15‐Inin incubatlon

at FC,the well was washed four times with PS.De―
vebpment of the c010r reaction was lerfolu.ed with
a deve10ping kit(Suttitomo Bakclite)and absOr―
bance was measured at 455 1ull and 650 mm.

Ca′′κ″ὰ'04o/筋`gJyCOttP′グαル″ The glyColipid
fraction elu“d with 250 mM NaCl from the sera of
hice treated with PS or thごsera of mice treated
"ith 100 mg/kg oseltam市ir was applied tO a Macck‐

澪ι亀∬t庁暇 群ばこ撫鷺譜器
SialQ"Gal and this amnity column was used to re―

■lle thQ glycoゎid that haζ Sね1屯 Gal in the sugar
i chain tel.uinal.FFaCtiOns eluted wiJh 6 M urea were

desalted ovcr a CD-50 dё ζalting tOlumn charnlacia,

Uppsala,Swedcn)and freeze.dricl.Glyc61ipids

were redissolved in water to a concentration of

10 1tg/mL.A concentration o1 25,50,or 100 μ嘔/kg

of glycolipid s01utiOn was tteCted intrapeitontally
into micc(5 ca9h)and the efFect onijμmp‐dOttn be‐
havior was invcstigatcd after treatment with the sub―
optlmal dose of PPIIR

srα′なr′ε″ α4αJys■.Thc l●mskal―Wallis rank test

235

was used to determine significant differences among
groups. The Mann-Whitney U test was used for fur-
ther analysis. P < 0.01 was considered to be statisti-
cally significant.

RESULTS

Suboptimal dose of the dopanine D2 receptor ago-
nist PPHT
A concenfration of 100 pg&g of PPHI induoed slip-
down.behavior, but 50 vglkg did not. On the other
hand, concentrations of 200 and 150 pg&g induced
jumpdown behavior, but 100 and 50 pg&g did not
(Table l).

Eflb,ct of oseltamivir on jump4own behovior
To determine whether oseltamivir induces ju.p-
down behavior in mice, the behavior of the mice. 2 h
were examined after the injection of various concen-
trations of oseltamivir or PS and then at 20 min af-
tpr the injection of 50 pglkg PPfff. Mice treated
with oseltamivir or PS showed no jump-down
behavior, but after being treated with D2 receptor
agonist, the mice treated with 50' or 100 mg/kg ose[-
tamivir showed jumpdown behavior (Table 2). The
number of mice exhibiting jumpdown behavior in-
creased dosedependently.

Effects of serum glycolipid fractions on jump-down.
behavior
To determine whether glycolipid fractions from
100 mg/kg oseltamivii-treated mice induce jump-
down behavior, the mice were injected intraperitone.

' Tabfe 1 Jump4own or slip4own behavior indaced by the dopamine D2 receptor agonist PPHT

Dose of, PPHT 0rg&g)
200         150 1∞        50

PS

(COntr01)

Jumpdown behavior ５

０

0

0

0

0Slip-down behavior

Values in this table indicate the number of mice that showed jumpdown or slipdown behavior among the 5 treated
micc. PPHT: 2{N-phenlethyl-N-pmpl) amino-5-hydrorytetralin hydrochloride. PS: physiologic saline.

Tabfe 2 Number of mice exhibiting jump4own behavior

Dosc of oseltam市ir solidon(mg/kg)    PS

50          25       (contrOl)

2h after oseltamivir injection
20 min after further D2 receptor agonist injection

0

5*

０

２

０

０

０

０

Valucs in面 s tabt indicate tt aunlber of mice that ShOWed jump―dowa bem宙 。r among the 5 treated面∝.The

D2r― ptor agOnist was u瞑ガ 航 5011ag.In■ le lower dat a nti釜 颯 ,sig威 A‐ant dittncc lvas fo・ and e=3,

nl=● 2=nJ=5,m=15,H=12.5,P」 (Ю9;hskal‐ Wallis rank test).● Pく 0.01 vs.conmol cann‐ Whitney U

teSt).PS:physiologic salinc.
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ally with serum glycolipid fractions eluted with
various concentrations of NaCl and evaluated their
behavior. The glycolipid fraction from 100 mg/kg
oseltamivir-treated mice eluted with 250 mM NaCt
induced jumpdown behavior (Table 3). None of the

other fractions from 100 mg/kg oseltamivir- or PS-

treated mioe induced this behavior.

Sugar chain reactivities of glycotipid eluted with
250 nM NaCl
To identify the sugar chain structures of the
eflective glycolipid eluted with 250 qM NaCl, the
reactivity of five kinds of sugar chain structures
were invest igated using by the 507o'ethanol
lectin-ELISA method. The sugar chain structures
Galpr-rGalNAc, GalNAco,-rGalNAc, SialooaGal and.
Sialqa-tGal were found in the glycolipid fractions of
mice treated with 100 mg/kg oseltamivir or PS (ta-

ble,t). No Fuco,1-2Gal reactivity was found. The
Gatp,-rcalNAc, GalNAco',-rGalNAc and Sialoo-oGal
reactivity was similar in both groups, but the
Sialor-3Gal reactivity was greater in the micq treated

,with' 100 m.gtkg oseltamivir than in the mice treated
'with PS.

M. Suzuki et aL

Confrmation of the glycolipid eflect
To confirm the glycolipid effect, three concentra-
tions of the glycolipid fraction or PS were each in-
jected intraperitoneally into 5 mice and the effects
on jump-devn behavior were investigated. After re-
finement with a MAM column, the glycolipid from
mice fieated with oseltamivir dosedependently in-
duced jump-down behavior after treatment with
50 pglkg PPHT The glycolipid from mice treated,
with PS did n6t induce this behavior, even at the
dose of 100 pglkg and after treatnent with 50 Fglkg
PPHT (Table 5).

:

DISCUSSTON

Oseltamivir is a sialic acid analogue that inhibits in-
fluenza type A and'type B neurarninidase, tlie viral
enzyme that.allows the release of virus from infeot-
ed cells. In addition, oseltamivir is an ester prodrug
activated by hepatic carboxylesterases. It is thought'that 

the sudden onset of reactions such as abnormal
behaviors and sudden death during sleep aie caused
by the prqdrug of oseltamivir, oseltanlivir phos-
phate. On the other hand, adverse reactions such iu

Table 3 Jump-down behavior in mice treated with glycolipids isolated from sera

Serum glycolipids frorn

Injected fraction micc trcated with PS
mice treated with 100 mg/kg

oseltamivir

Eluted wi血 mM NaCI

拓ucξ in thtt Lblё itticate thc number ofmi“iat sttwed“mp‐dOWn beiavior amoitt t籠5
iniCCted micC.Ali micc were dso tlcated■ ■ 50 1tg/kg do"mine D2「 "ptor ag。 11盤

PPHT

20 min after■C fracd6n inieC」On.PS:phytio10giolsalinc.

T aЫe  4  S t r g a r  a h aわr e a“酔 sO′f h e  s e r u r n  g r r o r i 1 9 f i J s  θJ u r e d面 2 5 0  m M  N a C r

５。

∞

５０

∞

５０

∞

１

１

２

２

３

０

０

０

０

０

０

０

・
０

０

０

５

０

mice mttated Ⅲlth PS

S面 i glycoliがdお m

m● ta t e d  Ⅲ■10 0 mノkg
oscltamivlr

PS (negative control) .

Calβi-3CalNAc

GalNAca1 3CalNAc
‐
  Sial岬

SialC13Cal

0.126

0 . H 6

0 . 0 9 1

0.086

0.037

0.127

0 . 1 1 8

0.088

0.153

0● 5

0.036

0.050

0.045

0:043

0Ю86

Valuct indicatc abmrbancc at dual wavcicngths of455 nln and 650 ngn.

S e r u t t  g l y c o lⅢd  W a S  O b t a i n e d  f r o m  t h e  5  m i∝t r c a t e d宙t h  P S  o r t h c  5  m i∝缶腱tc d  w n  l∞m g r k g  o S C h面v i■

PSI Physiologic saline.       ′
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Tabfe 5 Mie jumping4own after treatment with refined glynlipid

Glycolipid from

Glycolipid dose (pglkg) m i c c  t r c a t e d  w i t h  P S

1∞

50

25

PS(COntr01)

Valucs in thおtaЫc indicatc the nu“ber Of micc that showcd jump―down"haVior atnong 5

treated micc.A‖ micc were treated widt 50 1tng D2 receptor agOnist.In thc ight columnとに

statistical di£Lrenccs werc analyzed by the Kruskal― Walll,rank test(k=3,nl=n2〒 n3=5,

n = 1 5 , H = 1 2 . 5 , Pく0 . 0 0 9 ) _
*Pく 0.01 vsi c6ntrOl(Mann‐Whitney U test)PS:physio10gic salinc.

mice treated with 100 mglkg
oseltamivir

０

０

０

，

３

０

pneumonia, sepsis, hyperglycemia and gastrointesti-
'nal bteeding are thought to be dblayed reactions in-
duced by oseltamivir and the active metabolite of
oseltamivir, oseltainivir carboxylate (OC), is thought
to be the cause of delayed reactions (9). Recently,
OC has been described to have an inhibitory action
on human cytosolic sialidase. It was hypothesized
that this effect might be a mechanism by which os-
eltamivir induces'adverse neuropsychiatric reactions
(14).. Since OC inhibis the human cytosolic siali-
dase and it can also damage the cell functions in
various human tissues, this may explain the delayed
reactions inductid by oseltamivir. HoweveL abnor'
mal behayiors occur after the initial administration
of oseltamivir (q), therefore, it is supposed that the
mechanism of such abnormal behavior might be dif-
ferent from ttc hypothesis (9).

There were two novel findings in the present
study: l) oseltamivir induced jump-down behavior
in mice in association with stimulated neuronal D2
receptor activity and 2) this effect e1 s5ehamivir
was assoqiated with the Sialo2-rGal form of si-

'alylation of serum glycolipid. Neither oseltamivir
n<ir its carborylic acid metabotite, GS407l, influ-
ence the re-uptake/releaqe of three monoamines (do-
pamine, serotonin and norepinephiine) or GTP
binding in postsynapses (23). However, another in-
vestigation using rats indicates the possibility that
6;5sllamivir has effects on .the central nervous sys-
tom, especially when combined with other agbnts
(lt). Serum glycolipid would be expected to be si-
alylatsd following oseltamivir featment; howeveq
the mechanism of sialylation with the Sialoo-rGal
form is not clear. Lipids can pass through the blood-
brain barrier and dopaginergic neurons possess gly-
ioside receptors (21). Serum glycolipid regulates the
dopaminegic neuron activity, while sialylation en-
hances the effect of increased D2 rqeptor activity

b y  a g o n i S t S . A  p Кv i o u s  s m d y , p o t t d 血 試 O S e L a m i ‐

vir enhances the crect 6f ganglioside on opioid re‐

letteRm.ettLsぬcけpoぬが品utt whch
dccre基じs the 1lasma sialic acid level(3).DeOretted
sialylation of serum glycolipi4s regulates dop●miご

n6嘔ic neuЮn acdvity reltting b ttpe血ettia Vi

腱l熱身
じ
思癬 織竃躍瞥器 瞥

´

alylation ano neuЮnal・D2■ceptOr activity in chil‐
dren infected with influcnza may be incFeaSed.

slip_d6"n bchavior in tnlc0 1s cau,ed bシ dOpalnll
長rgic hyperactivity to escapc hm aniuneaSy sima‐
tiOn(15).Jump― dO"n bchavior i,mic9 is also

causcd by dopaminergic hyperactivity and coild

also indicate bchavior to escape froln ln uneasy sit―

tation.ThiS iS a basic adaptative b■avbr in ani_

mals and expcFienじe reines th9 behavio■ Somc

children may not be able to handle thiζ type of hy―

peractivё l)2 activiリ
Thc results of the present Study shed light On thc

mechankm uhderlying■nOm江わohaviOs oF SOLё
children in responsc to OSelt,mivi■It would be usc―

:ful to exalninc thc oselt,mivir‐ind"Od j・ ml_dOWn

bchavior in inauenza_infccted mice.Hulnarl studies

such as a sugarchain analysis of bbod phosp“lip‐
ids of patients who tako oseltamivir are also nOeded.
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Oseltamivir phosphate is an ethyl ester prodrug widely used in the

treatment and prevention of both tnfluenzavints A and B infections'

The conversion of oseltamivir to tts activb metabolite oseltamivir

carborylate is dependenton esterhydrolysis mediated by carbory-

lesterase 1 (CES1}. Wb recently identified two functional CESI

variants p.Gly'l43Glu and p.Asp26Ofs in a research subiect who

displayed gigniticant impairment in his ability to metabolize the

selective CESI substrate, methylphenidate. In vitro functional

studies demonstrated that the presence of either of the titlro mu-

tations can result in severe reductions in the catalytic efficien6y ol

GES1 toward methylphenidate, which is required for hydrolysis and

phar.macotogical deactivation. The aim of the piesent studywas to

investigate. the funciion of these mutations on activating (hydro-

lyzrng) oseltamivir to dseltamivir.carboxylate using the cell lines

expressing wild Upe (WTl and each mutart CESI' In vitro incuba-

tionstudiesdemonstratedthatthesgfractionspreparedfromthe
cells transfected with WT pESl. and human liver tissues rapidly

convert oseltamivir to oseltamivir carboxylate' However, i'necata-

lytic activity of the mutant trydrolases was dramatically hindered

The V-* valtre of p.Glyl4l|Glu wai approximately 8o/o of that of

VW enryme, whereas the catalytic activity of p'Asp260fs $EtS ll€$:

ligible. These results suggest that the therapeutic efficacy of os-''

eltaniivir could be compromised in treated patients expressing

eith6r functional CESiI mutalion- Furthermore, the potential lor

incrpased adverse effects or toxicity as a reqult of exposure to

high con&ntrations of the nonhydrolyzed prodrug should be

considered.

Activation of the Antiviral Prodrug Oseltamivir ls lmpaired by Two

Newly ldentified Garborylesterase 1 Variants
Received September 28,2AA8; accepted Noveinber 18' 2008
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Oseltamivir phosPhate (Tamiflu; Roche' Nutley, NJ) is widely used

in the treatrnent and prophylaxis of both Influenzavirus A and B

infections- In addition, oseltamivir riray be effecbve in preventing or '

treating avian influenza or so-called "bird flu." oseltamivir is an ester

prodrug and, in general, it is readili converted to its.active form

oseltamivir 'carboxylate mediated by .hepatic carboxylesterase I

(CESI) (Frg. 1) (Shi et a1.,2006). The active metabolite exerts its

antiviral effects. via thb selective inhibition of neuraminidase.

Carboxylesterases are members of the crp hydrolase -fold family

and expressed in many tissues, especially in the liver, small inGstine,

and lung (Satoh and Hosokawa,2006; Ross and Crow, 2007)' The

major hurnan carboxylesterases inctude CES I (U9iftotKB/Swiss-Prot

P23l4l]l and carboxylesterase 2 (CES2) (UniProtKB/Swiss-Prot

O0074S). CES I and CES2 are largely distinguished from one another

by their substrate specificity and tissue disuibution flmai et al'' 2006;

Satoh and Hosokawa, 2006)- CESI more readrly catalyz€s substrates

with a relatively large acyl group and small alcohol group such as

methylphenidate, temocapril,.and oseltamivir (Sun et al., 2fi)4; Imai

et al., 2005; Shi et al., 2006). In contrast, CES2 preferentially hydro-

lyzes compounds bearing.a small acyl moiety and butky alcohol

group,.whiih includes agenB such as cocaine and irinotecan. CESI

predominates in the humin liver, whereas CES2 is the major carboxy-

iesterase expressed in the intestine (Imai et d., 2006)- Hepatic CES I

is the major'esterase governing the metabolism of numerous and

Articte, publicatioo date, and citation informatirm can be found at

http://dmd.asPetoumals.org.
doi:1 0.1 1 24ldmd.1 08.@4gzlil-

structurally diverse therapeutic agents formulated as carboxylic acid

esters, carbamates, thioesters, and amide eompounds including those

prodrugs. formulated as esters. Iri addition, a number of endogenous

substrates are recognized

In a recent study, we identi-fied two CESI mutations' p'Glyl43Glu

and p.Asp260fs (Zhu et al., 20O8), in a subject who displayed pro-

found alteration of the pharmacokinetics of raceinic (dQ-methylpheni-'

date (Ritalin; Novartis Pharmaceuticals, Summit' NJ)' a selective

CES I substraie, during a single-dose pharmacokinetic study (Patrick

et al., 2007). The minbr allele frequency of p'Glyl43Glu was esti-

mated to be3.7,4.3,2.0, and 0%'in white, black, Hispanic, and Asian

,populationp, respectively, by d genotyping study ttat qontains a total

of 925 sublects with varied racial and ethnic backgrounds' It was

concluded that the p.Asp260fs variant was extremely rare because

none of the 925 screened subjects carried this mutation' Thi func-

tional consequences of both mutations were investigated using cetl

lines stably expressing cach individual mutanl The in vitro incubation

study demonstrated that the catalytic function of battl p:Glyl43Glu
:and p.Asp260fs is impaired to suctr a sigrificant degree that CESI-

mediated methylphenidate hydrolysis vias essentially nil using these

two GESI mutants, whereas wild-type (WT) CESI readily cleaved ttie

ester (Zhu et al., 2008).

Even drough dre two newly discovered CES/ mutations were deter-

mined to bedysfunctional enrymes in terms of hydrolyzingmethylptrcni-

date to is inactive metabolite ritalinic aci4 dre influence of these CESI

variants on prodmg activadon has not been examined to dare. oseltamivir

(a drug in wide therapeutic use) has recently been shown to be a selective

ABBREVIAT:ONS:CESl,carboxy:esterase l:CES2,carboxメ esterase 2:S、 Wld type:PNPへ ρ
―nkOpheny:aceね ktt PNP,pinitrophenol:HPLC,
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Oselbnivir Phosphate

HrPOr

Frc. l. CES!-mediated activation of oseltamivir phosphate.

substrab of CESI (Shi et al., 2006), making it an orceltent candidate,

compound to assess the effec(s) of the identified CEII mutations on
prodnrg activation. In addition, accumulating evidence has indicated that

the bioeansformation of oselamivir phosphate to the primary active form

oseltamivir carboxylate is not only related to its antiviral efficacy but also
associated with potential toxicity. (hnp:l/www.fda gov/cder/foiln dalzffil
2l t 46-T anflu-Pharmr.pdf)

In the present study, we investigated the influence of the two new.ly

identified CES'I variants on the metabolism (i.e.' activation) of-tlre
prodrug oseltamivir phosphate. The results suggested that genetic
vaiiants bf CES I that result in dysfunctional enzyme activity could
likewise playi an important role in both therapeutic efficacy as well as'
tolerability or toxicity during oseltamivir therapy.

' Materials and Methods

Materials. Oseltamivir phosphate and its active metabolite oseltamivir

carboxylate were obtained from Toronto Research Chemicals hc. (Nonh

Yortc ON. Canada). p-nihophenyl acetate (PNPA) and p-nitiophenol (PNP)

were purchased from Sigma-Alttrich (Sr Louis, MO).'All other chemicals a$d'
',""g"nt" 

*.r" of the highestanalytical grade and were comnrercially avaitable.

Enzymatic Study. The estabtishment of Flp-In-293 cells (Invitrogen, Carls-

bad, Cn;.5661t expressing WT and p.Glyt43Glu and p-Asp260fs CESI has

been described .previously @hu et al;, 2008). The transfected cells were

criltured in Dutbecco's modified Eagle's medium containing l0% fetal bovine

ser.um and 100 p,g/ml hygromycin B. After reaching approximately 957o

confldence, cells werc then.whshedbnd harveisted in reaction'buffer (phos-

.phate-buffered saline containing l0 mlv( HEFES' pH 7.4)- Afterward' cells

were sonicated and tlien cenuifuged at 90008 for 30 min at 4oC. The super-

natant (S9 fraction) was collected and stored at -70"C until use: The liver

tissues were obtained from a healdry liver donor and deterinined to express

neither p.Glyl43Glu nor the p.Asp260fs muation and sbrved as a nadve CESI

control. The liver sarnples (-300 mg) were homcigenize4 and the $9 fraction

was obtained after centrifugation at 90OOg for 30 min at 4oC. The p(otein

concentrations were determined using a Piercr! BCA assay kit (Pierce' Rock-

ford, IL).

The osettamivi.r hydrolysis study was canied out in t.s-ml tubes at a total

votume of 100 l. Before incubations, oseltamivir phosphate solutions were

freshly prepapd in 50 pl of reaction buffer. The reaction was initiated by

.mixing oseltamivir phosphate with 50 ff of 59 fractions- The final oseltamivii

phosphate concentrations ranged from lg to 50ffi pM. Our pptiminary snrd'y

iildicafed that the formation of Oseltamivir carboxylate was lineai with a series

of 59 protein con6entrations (0.05-05 mg/ml) and incubation times (5-15

min) ttrat we tested..In tlrc present study, the enzymatic reactions werc

pedotrmed with the final Sg protein con@ntration standardized at 0.1 mg/ml

and an incubation period of l0 min at 37"C. After incubation' the rcaction was

terminated by adding 500 pl of methanol containing '10 glvl ritalinic acid as the

intemal standard. The mixtuhe was cenrifuged at 160009 for 5 min to

prpgtrtate protein, and.the supematans vitxe then analyzed using an estab-

lished high-pcrformance liquid chromatograptry (HPIC) assay. Enzyme ki-

. naic diia of osettamiiir hydrotysis were fit to the Michaelis-Menten equation,

and kinetic parametss K- and V*' were calculated using norlinear regression

analpis widr GraphPad Prism software (GraphPad Sofhrare Inc.' San Diego'

CA). In addition, PMA, a widely used esterase subsrate Gncluding CES!)'

Oseltamivir Carboxylafe was included in the study as a positive conEol
previousty (Zhu et al., 2008).

265

a method described

IIPLC Analysis. An HPI.C method was used to measure oseltamivir
carboxylate formation as a consequence of oseltamivir phosphate hydrolysis-

The HPIf system qonsisted of an Agilent 1100 HPLC system (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA) equipped with a diode-array detector with tte
wavelangth set at 220 nm. The mgbile phase was a mixture of methanol and

20 mM KH2PO4 (pH2.5). A gradient eludon was applied for the separation

with the time program set as follows: from 0 to 4 min, methanol wu 44Vo' atrd

incrcased to 50% from 4 to 14 min, then maintained at 50% until 16 min'

where methanot was returneal to the initial condition ('14%)- Ritalinic acid,

bseltamivir carboxylate, and oseltamivir were eluted at 5.1' 6.0' and 15.7 min'

respectively, with ttre flow rate set at I mVmin. In Fig. 2. a typical chromato- .
gram is represented of t00 ,r,lv[ of oseltamivir hydrolyzed by WT CESI 59
fractions after incubation. The intraday and interday relative standard devia-
tions.were determined to be less than l0%. The tower liririt of quantification

of oseltamivir carboxlate was t 

.l;

PNPA is a sensitive and established model sqbstrate of CES t as

rVell as other.human esterases. The PNPA hydrolysis assay demon-

strated that WT CESI prepared from the cells transfected with WT

CESI gene rapidly hydrolyzed PNPA to PNP with a catalytic eflii

ciency comparable ivith that of normal human liver tissues (Fig. 3).

Corisistent with our prcviotrs observations, the enzymatic activity of

both p.Glyl43Gld and p.Asp260fs toward PNPA was dramatically

reduced relative tg WI enzyme @hu et aI.,2008).

.The oseltamivir phosphate. incubation study daironstrated that the

59 preparations of both W't CESl-transfected. cells and human liver

tissuis efficiently convert oseitamivir to its active antiviral compo-

nent, oseltamivir carboxylate, suggesting that oseltamivir serves as an

excellent substrate of CESI (Fig. 3). The V-* and K* values were

determined to be 145 r- 5 nmoVmin/mg protein and 1.38 10.13 mM,

respectively, under our experimental conditions (Fig. a). The CF-SI

variants p.Glyl43Glu and pAsp260fs displayed poor catalytic activ-.

ity toward oseltamivir hydrolysis (Figs. 3 and 4). T.he V-* value of

p.Glyl43Glu was found to be 37 I I nmoVmin/mg protein, which

is alproximately 25% of that of WT CESI. 
'Ihe K- value of

p.Glyl43Glu was estirnated to be 2.15 + O.l8 mM. In addition,

p.Asp260fs faiied to produce any.det&table hydrolysis of oseltamivit
'as 

measured by the fo-rmation of oseltamivir carboxylate (Fig. 3). The

human liver 59 fractions prepared from a healthy donor specifnen

produced similar catalytic activity toward both PNPA and oseltarnivir

phosphate, which was in excellent agreement with-that of <iur'\l
'CESl-transfected 

cells (Fig. 3).

Discussion

CESI is the predominant hydrolase in the liver and plays an

important role in the biotransformation of drugs and prodrugs that

contarns ester bonds. CESI genetic varianB ald'their potential for

having therapeutic implications have been increasingly rePorted re-

cently. Oui previous study identified two nonsynonymous coding

region vadants, p.Glyl43Glu and p.Asp260fs. In vitro functional

studies have shown that the catalytic function mediating the typically

efficient and rapid hydrolysis of methylphenidate was clearly dis-

rupted in both the p.Glyl43Glu vadant and the p.Asp260fs mutation-

The potential for clinically significant outcomes in the presence of

these two mutations was inyestigated in the original subject found to

carry both CESI variants. That subject displayed an extremely abnor-

mal pharmacokinetic profile after the administration of methylpheni-

date' displaying vastly higher overall blood concentrations of meth-

ylphenidate and an unprecedented distortion in tte disposition of the

respective isomers of the drug (Pauick et al.,2OO7; Zhu et al-' ZD8)-

OSELTAM:V:R ACT:VAT10N AND CARBOXYLESTERASE l VARIANTS
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Frc.2.Reprsentativechtomatographofoseltamivircarboxylate..oseltamivircarboxylatewaianalyzrd6y.theHPI.Cassay.afterincubationoFoseltamivirphospha(l00
p'frfl -a fh CeSf 59 fractioniat-37t for l0 min.

Frc. 3. Hydrolysis of pNpA and oselramivir by. human liver microsomal, WT CESI, and its mutanls P.GIyl43Glu and gAsn260fs. :Ihe hydrolytic produca of PNPA and

oseltamivir were determined after incubadng th€ substrates wi.th the entzymes at 37"C for lO min. Data were cxpressed as dlo mean a S'D' (z = 4)'

tigated using transfected cell lines stably expressing WT and individ-

ual mutant CESI enzyme. The data indicated that the enzymatic

rictivity of p.Glyl43Glu is substantially decreased with a V*o value

approximately one fourth that of WT Cryl: whereas p'Asp260fs

failed to show any miasurable hydrolytic activity toward oseltamivir.

Acknowledging the limitations of in vitno methodologieS, this funda-

mental alteration in the catalytic activity of CESI strongly suggests

that the activation of oseltamivir would be comPrcmised in patients

who exprcss such CESI variants" In addition to these two mutations,

several oiher nanrral nonconservative Ci-51 variants were recendy

determined to also havo functional significance (Shi et al.' 2fi)6; Tang

et al., 2006)- Fuidrermgre, beyon,{- $9. .c9-din-g-qrya..mutitions, a

number of functional varianq have been reported in the ranscriptional

regulation rcgion of CESI gene (Geshi et aL, 2005; Hosokbwa et al:,

2008; Yoshimura ot al., 2008). Among those' a single nrrcleotide
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In addition, the subject experienced signiFrcandy higher cardiovascu-

lar vital signs relative to other 19 study subjects serving as d phar-

macodynamic correlate to the pharmacokinetic observations (Zhu et

al., 2008).
Because the activation of many ester prdrugs depends to a great

degree upon functional CESI enzyme to produce the therapgutic

*Ji.ty, aytf*.tional CESI variants could hinder prodrug.activation

and lead to ttre alteratidn of the.rapeutic effects and accurnulation of

the parent pfodmg with continued dosing. Such an outcome could lead

to tlrerapeutic faiiure afr4 depending on the compound administercd,

unanticipated adverse effects or toxicitiis. As a prodrug' oseltamivir

does not exhibit activity toward the influenza virus unless it is con-

verted o its active metabolite oseltamivir carboxylatc by CfSl (Fig-

l)- tn dre prcsent study, thb catalytic activity of p.Glyl43Glu and

p.Asp260fs toward oseltarnivir hydrolysis (.e-, activation) was inves-

OseltamMr

-9-
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Osctaniut l$0
Frc. 4. Enzymatic kinetics study of oseltamivir hydrolysis ca talyzrnbyWT CESI
and its variant p.Glyl43Glu. The hydrolysis of oseltamivir (lO-5000 pM) was

determined after incubation with tte cell 59 fractions at 37oC for lO min. The V*

and K- values were calculated using nonlinear regression analysis with GraphPad
hism software.. Dala pr€scnt mcans + S.D. for four independent experiments.

potymorphism, -816A/C of the CESIA2 gene was -found to be

associated with an improved therapeutic response. to an angiotensin-

converting enzyme inhibitor imidapril; which is a prodrug and selec-

tively activated by CESI (Geshi et d., 2005).

It was noted that the observed V*o value.of WT CESI r.s consistent

with that reported by Shi et al. (2006), whereas the K- value is seven

times higher. We suspect this difference is more tikely than not the

result of different experimental conditions used.in these two indepen-

dent studies. For example, the reaction buffer used in the'present study

was phosphate-buffered saline conhining l0'mM HEPES (pH 7-a),

whereas a Tris buffer was used in the study by Shi et al. (2006).

Indeed, a.recent in vitro study iddressing this very issue indicates that

different enzymati-c activity of CES could be observed wherr different

assay buffers were rised (Witliams .et aL, !008). Finally, the 59

fractions used in the present study were prepared from a stable CESI

cell line rather than a transient exPression assay.

Functional CESI is not only critical for drc conversion of oseltamivir

to its active metabolite to achieve a favorable drerapeutic resPonse, but it

is also related to the toxicity during oselgmivir therapy. Converging

evidence suggesb that CESI function in juvenile animals rehah at a

significantly lower level than that of adult ariimals (Kadner et al-, 1992;

Morgan et al., 199; Moseret al,, 1998; Kafanth and Pope,2000; Padilla

et al., 2004; Anand et al., 2006). Animal studies demonstrated that
juvenile rats did not hydrolyze oseltamivir efficiently, and they :re more

susceptible than adults to oEeltamivir toxicity (httrl/www.fda-govlcdeil

foltndat2ffit2l-246-Tamiflu-Phannr.pil0: The present study suggests
. ttrag in addition to age, genetic variation is potentially an important factor

influencing the enzymatic function of CESI and could play a role in the

therapeutig oUtcome and toxicity of pharmdcodrerapy ryith oseltamivir as

well as other knqwn CES I subtratcs. Our previously published data with

the psychostimuhnt me$ylplrenidate indicate that the effects of CES/

variants on drug disposition are alrcady advanced beyond the realm of

speculation.
In summary, two'newly identified CESI muations p.Glyl43Glu

and p.Asp260fs wero detcrmined to be dysfunctional enzymes with-

respect to dre activation of the Proqrug oseltamiVir. Impaired enzy-

matic function could have pigrrifiiant implications with rcgard to both

the therapeutic efficacy and tolerability of oseltamivir. It should be

noted that the exremely low prevalence of p.Asp260fs mutation

relegates its clinicdl significance to being very minor even though it

resule in i nonfunctional enzyme. However, p.Glyl43Glu is a com-

mon variant in all populations assesstd thus far, witlithe exception of

Asians. A clinical study, particularly one assessing patienls who have'
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been genotyped and found to be heterozygously exPressing
p.Glyl43clu, is warranted to elucidate the influence of the
p.Glyl43Glu mutation on the pharmacological disposition and poten-
tial toxicities of oseltamivir.
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the amount of Ro 64-O802 in brain was significantfu greater in both

.Oat3-t- mice and Mrp4-l- mice compared with the c"orresponding.

wild-type mice (o.36 versus O.080 and 0.32 versus 0'060 nmol at 120

min after iniection, respectiveiy); The brain/plasma concentration

iatio (Ko ooiJ of Ro 64-08o2, determined in wild-type mice after

subcutaneous continuous infusion t'dr 24h, was close to tte cap'

ittary volume (approximately 10 dtg brain)- Although the K* 6'"n of

Ro 64-0802 was unchanged in Oat3-l- mice, it was significantly

greater in Mrp4-r- mice (41 $tg ot braiir). Ttiese results suggest

that Ro 64:0&)2 can cross the BBB from the blood; but its brain

distribution is limited by its active efflux by Mrp4 and Oat3

across the BBB. The transporter responsible {or the brain up-

take of Ro 64-0802 remains unknown, but Oat3 is a candidate

transporter..
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Limited Brain Distribution Of 13R,4R,5SI‐ 4‐Acetalmido‐ 5“almino‐3-

(1 - ethyl p ropo)qfl - 1 -cycl oh exen e- 1 - carborylate Phosph ate

(Ro 6a-0802), a Pharmacologically Active Form of Oseltamivir, by

-Active Efflux across the Blood-Brain Barrier Mediated by Organic

Anion Transporter 3 (Oat$lStc22a8) and Multidrug Resistance-

Atsushi ose, Mototsugu lto, Hiroyuki Kusuhara, Kenzo Yamatsugu, Motomu Kanai,

Masakatsu Shibasa,,<i,"UasaX1yo Hosokawa, John D. Schuetz, and Yuichi Sugiyama

Graduate School of Pharmaceutical Sciences, the lJniversity of Totqot,Bunlcyo-klttTotcyo' Ja.pan,(AO'' M'11..H'{:KY" M'K"-'";,s, fti;ifib" i;:;ift,ir:i::i,:{,{i?*,*::y;,ffi,f,i:;f;,^f!:!i:,1"?:!#"[.t;j,lnarmaceuticar sciences,

AssOciated Protein 4(Mr縣 ′Ab94
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ABSTRAC■

[3R,48,5s]-4-Acetbm ido-5 jamino-3-(1 -ethylproporyJ-'t - cyclohex-

enq-l-carborylate phosphate (Ro 64-O804 is a pharmacologically

active form of the anti-influenza virus drug oseltamivir' Abnormal

behavior is a suspected adverse effe-ct of oseltamivir on the central

nervous system. This studi locused on the transport mechanisms

of Ro 6GO8O2 across the blood-brain barrier (BBB)' Ro 64-0802

was found to be a substrate of organlc anaon transporter 3 (OAT3/

SLC22A8\ and mriltidrug' resistance-associated protein 4 (MRPZV

.ABAC/ll. I4uman embryonic kidney 293:cells expressing OAT3 ex-

hibited a $rriater intracellular accumulation of Ro 64-O802 than

mock-transfected cells..(15 versus 1-2 pllmg protein/1O min' re-
'spectivelyl. 

The eftlux of Ro 64-O8O2 was 3-fpld greater when

MRP4 was expressed in MDCKII cells aqrd was significantly inhib-

ited by indomethacin. After its micrqiniection into the cerebrum'
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1 。 sclta面vir is an estcrttype pЮdrug of Ro 640802,a PotCnt and

sclecdvc inhibitor of viral neuralninidase,a key enzy,9 1nV。lVed in

thしrcleasc of ihnucnztt virus from host∝Is.OsCltamivir is uscd for

i臨悧∬IsT∬悧lL盟lξ響l蹴簿聡littT(肥
i999)In FCCCnt Studics,abnoma behavi∝ suCh aS jumping and

falliig from bal∞ niCS,has becn reportcd in tccnagcrs or youngcr

l hもWo t t  S u p p o r t e d  h  p a r t  b y  a  g n n t‐h‐ゴdおrSc b o■lc  R e s e a r c h  l A l  l G r a n t

202490081 and SCienlrtc Research el lGrant 203900461 from tは,Ministry of

Educattt Cutlre,sports,Sdence and Technobgy.

ハ耐朧Je, pubutiOn date, and Citation infomation can be found at

httpJメdmd.aspeliouttS・ Org.

dol:10.1124ノdmd.108.024018.

people who are taking oseltamivir (http://www'fda'gov/cder/drug/

infopager'tamifl u/QA2005 I l'l 7-hrn; Fuyun o' 7!,0'l)' [n response to

O"re ,"pots, the Ministry of Health, Labor and Welfare hai issued a

warning regarting the use of oseltamivir as a midication for teenagers

or younger.people and has prohibited the prescribing of oseltamivir

for them in Japan.

The pharmacological actions of oseltamivir on ttre central nervous

systim have been reported in several animal studies (Izumi et al',

2b0?; Satoh et al., 2007; Usami et al., 2008; Yoshino et al" 2008)'

although the association between such pharmacological actions and

abnormal bihavior remains an open question. The systemic adminis-

tration of oseltamivir increases dopamine levels in the rat medial

prefrontal cortex (Yoshino et al., 2008), and oseltamivir and Ro

e.fi1.ethylpropoxy)-1.cyc|ohexene-1-carboly|"l1IF"pl1:BBB'b|ood-

brain baniec CES1A1, carboxylesterase 1A1; P-gp, P-'slycoproteic Oat/oeT, organ! -"tti9T :o*ryttT-y9.41R1'^I'^I*ilT-:95
associated proteitt HEK,human ernbryonlc kidncy MDCK,Madin,Darbycanine kidheyt LCi‖quid Chromatographr MS:maSSSp∝trometりGFP,

green luorescent protein:ANOMへanalysis of vttancc PcR,polymerase bhain reaction:Mdre mu!tidrug resistancet BCrp,breast cancer

315
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resistanc.e protein; OaQ. organic anion transpofter peptide'
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64‐0802 cnhance splke synchrOnizatioF bcい vcen hipp∝ ampal CA3

Pyralnidal ccns and cvoked synchronized PopulatiOn bursts, which
uruit宙 rtually au ofthc neurons in the ncmOrk(uSarni ct al.,2∞ 8).

It has also been demonstratcd that oseltalnivir and Ro 64-0802 affect

n“■Onal cxcitabiuty,in rat hippocarnpal sliccs and that Ro 64-0802 is

30 dmes morc potent than oscltarru宙r czumi Ct al.,2007).

Whcther oseltam市ir and Ro 64-0802 cЮss thc b10od―brain bamer

OBB)iS an impo■ant issuc,90nddenng their phanlnacdogical ac‐

6ons on the∝ntral nervous system.In clinical studies,both oselta‐

mi宙rand Ro“-0802 werc dctccじd in thcがasma after oral admin‐
is"ddOn Of oscltam市1■Oscltam市ir is tonvelted to Ro 64つ802 by

carboxylcs,rasc IA l(CESIA l)in thC liVer(Shi ot al・,2006)。Most
of dle admi」stcrcd dosc is rccovcrcd in thc uHne as Ro 640802 by

glomemlar iL,tion and tubular secredon by organic aⅢOn transpo■‐

m in thc kidney(Hc Ct al=,1999).The penetradon oF dmgs to the

brain from the circulating blood is limitcd by thc BBB,which is

fonncd by cndothelial∝1ls conncctcd tighdy to a●accnt Celis.It has
been ζhOwn that oseltam市 ir can crOss the BBB,but ttglyCOprotcin

C―g p ) l i市t S  i t s  b r a i I  P c n c t r a l o n  a t  t h c  B B B ( M o H m O t O  C t  a l . , 2∞8 :

Ose ёt al.,2008).In cOntrast 8o 64Ю802じxhibits o」y a limited

dis“bution in hc brain bccausc it is c19sc to d10 brain capinary

volume.Therefore,the pcrmeability of Ro 64‐C1802 acЮss thc BBB

has becn cOnsidcrcdゅbc quite low bccausc of its hydroph」19 naturc

and anioniO charge at ncutral PII:
In ths study,wc hypotleSiZed that the low distibudon of Ro

64‐0802 in the brain is atdbutaue to aOdvc efnux at thc BBB.We

focu■d91 twO Organic anion transporters一 organic anlon“ansportcr

3(OAl13/SLC22Aめ and muLidrug resヽ ●n∝‐asSOCiaじd protcin 4

α RP4/ABCC4)一 ―aS the cttdidate transPOrters inVolved.Oat3 is ex―

presscd on the abluminal membrane of thc brain caplllaッ endOthelial

cdis in rodents(REkuchi et al:,2003;Mon etal.,2003;Robcrts et al.,

2008).Cumuladvein,市o studies suggest ulat Oat3 plays a signiflcant

Юlcin mc t,takc of hydrop●lic Organt a市ons ilto thC endothclial
∝1ls,ぬe Flrst stcp in its ovcrall di面natiOn from the br」n to the blood

(OhtSukl et al.,2002;Kikuchi ct al.,2003,2004:MoH ct al.,2003,
2004).Ro 6470802 has been ide゛ ned aS a su,Strate of OATl′

SιC22A6(Hill et al.,200幼 .COnside五 ng the ovcrlapping substratc

specirlcities of OATl and OAT3,itis possible that OAT3 acccpts Ro

64Ю802 as substratc. MRP4 is an ATP‐ binding cassctte transporter

localized in thc luminal mcmbranc Of thc brain caplllary cndothelial

cclls(Lcggas et al.,2004).MRP4 a∝cpts anlonic drugs as substratcs

‰霧』11出魚『憲鴬為密ittl`=楓蝠 し
ct al.,2004).事haS been demonstrated that the eli面nadon of topote―

can from the brain was delayed and thatthe concentradon of topote―

can in thc ccFebЮSpina1 luid was gready cnhancd in″″イ
~′~micc

拙 隠 盤 上 』蹴 :lttdIF肌 品 鯖 犠 鳳 識

tion rad6 0f 9・く2′―phosphonylmcthoxyethyl)―adenine 3 h after intra―
venous admiistradon was greaterin鬱゙

~′~mi∝
than in wild‐typc

d∝ (Belinsky ct al.,2K107).

In dlis smdy,in宙 vO expenmentt wOre undertaken using wild― type,

α β
~r~,and〃

ノ
~′~面

∝ tO CXarninc the invdvement of Oat3 and

Mrp4 in thc uptake and emЧ x 9f Ro 64-0毀 2 acЮss thc BB,.

Materials and Methods

Reagen“ .Oseltamivir phosphac and its aclive metabolit,Ro 640802

r男ぶ甜器盤潔翻乳:撚 罵酵畷黒1
grade.

Animals.″ 〆
‐~micc had been estaЫ

hヽed Previously OggaS et al.,

2∞ o.Oα J‐
~mし

were obtained fFOm Deltagen,Inc.(San Ql10s,CA)_

Male C5?BU6J, Mrp4-t-, and Oat3-t' mice were maintained by CLEA .

Japan, Inc. (Iokyo, Japan). All mice (10-18 weeks old) were maintained under

standard conditions with a reverse darkJight cple. Food and water were

available ad libiom. Atl experiments using animgls in.this study were per-

formed according to the guidelines provided by dre Institutional Animal Care

Committee (Graduate School of Pharmaceutical Sciences' University of

Tokyo).

Uptake of Ro 64{802 by Human OAT3-Exprtssing HEX293.Cells. An

in viro transport experiment was performed as described previorrsly (Deguchi

et at., 2004). After thq cells had been washed nvice and preincubated with

Krebs-Henseleit buffer at 3?"C for t5 min, drug uptake was initiated by the

addition of Krebs-Henseleit buffer containing Ro 6,f-0802 (10 pM). The

Krebs-Henseleit buf.fer consisted of ll8 mM NaCl, 23.8 mM NaIICOT, 4.8

mM KCl, 1.0 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSOa, 12.5 mM HEPES, 5.0 mM

glucose, and I .5 mM CqCtr, adjusted w pH 7.4. Uptake was terminated at the

designated times by the addidon of ice-cold Krebs-Henseleit buffer after the

removal of the incubation buffer. The cells were then washed twice with I ml

of ice-cold Krebs-Henseleit buffer, solubilized in 500 pl of I mM Tris-HCt

buffer (pH 7.4), and stored ovemight at 4"C. After sonication, aliquots (250 pl)

were subjected to liquid chromatography (LC)-mass spectrometry (MS) anal-

ysis. The remaining 20 I of cell lysate was.used to determine the protein .
coicentration by the method of Lowry et al. (1951), with bovine senrm

albumin as the standard.

Construction of Human MRP4/CESlAl-Exfressing MDCKII Cells.

CES I A I cDNA was subcloned into the pTARGET vector (Promega, Madison,

fi) (Mori et al., 1999) and tranlfected into MDCKII cells with Lipofectamine.

2000 reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA), according to the manufacturcr's

protocol. The ransfectants were selected by culturing them in the presence of

ieomycin (1600 g,g/rnl) (Invitrogen) and were maintained in Dulbecco's .
modified Eagte's medium (Invitrogen) supplerirented with l0% fetal bovine

serum, l% antibiotic-antimycotic (Invitrogen), and neomycin (400 pglml) at

3?"C with 5Vo CO 2 and 95oib humidi ty. MDCKII cells with suffi cient CES I A I

activity (CESlAl-tvDCKID were clonird and used as the hosts for infection

with recombinant adenovirus carrying the human MRP4 gene, which had been

established previously (Ci et aI., 2007; Hasegawa et al.,2007; Imaoka.et al.,

2007). CESIAI-MDCKfi cells were infected .with recombinaot adenovirus

containing human MRP4 tr'ansporter CDNA ht a hultipliciqr of infection of l0

for 48 h to overexpress buman MRP4 (MRP4/CESIAI-ITDCKII)- Green

fluorescent protein (GFP) was used as the negative conrol (GFP/CESIAI-

MDCKII).
The expression of MRP4 protein was confirmed by Western blotting. The

cell lysates were loaded onto a SDS.polyacrylatnide gel Q-.5%) with a 3.75%

stacking gel. N-Linked carbohydrate groups were cleaved from the MRP4

protein in the cell lysates with N-glycosidase F (PNGase F; New England

Biotabs, Ipswich, MA). Digestion was performed according to thb.manufac-

turer's instructions, except that the samples were incubated for 30 min at 37oC

in denaturing buffer rather than for the recommended l0'min at 100"C.'i l
minimize protein degradation, protease inhibitors were included in all .tte

steps. After incubation at 37"C for 30 min, the samples were separated by

SDS-polyacrylamide gel elecrophoresis (75%). The pmteim were elecro-

blonei on to a polyvinylidene difluoride membrane @all C-orporation, East .
Hills, NY). The membrine was blocked widr blocking buffer flris-buffered
saline containing 0.05% Tween 2O (ITBS) and 3% skiinmed milk] for I h at

room temperature. After it had been washed with TTBS, the membrane wai

incubated ovemight at 4"C with monoclonal anti-MRP4 M4I-IO antibody
(l:1000 in blocking buffer; Abcam Inc., Cambridge,'MA). The protein was

detected by binding horseradish peroxidase-labeled anti-rat IgG anribody

(l:5000 in blocking buffer; GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,

UK). Immunoreactivity was detected wi0r an ECL Plus lVestern Bloning

Dbtection Kit (GE Healthcare).

Ettrux of Ro 64.1)802 Formed Intracellularly from Oseltarnivir in

MRP4/CESHI-MDCIOI and GF?/CESIAf-MDCKU Cclls. After the

cells had been washed twice and preiricubated with Krebs-Henseleit buffer at

3?"Cfor 15 min, oselamivir(I0 pM)was added to theincubation bufferin the

presence or absence of indodethacin (50 ,rM). At the designated. times, the

incubation buffer was collected lce-cold lGebs'Henseleit buffer was theri.

added, and the cells were wasired four times. After the cells had been collecte4

they were frozen in liquid nirogen and storcd at -EffC until use- The emux

‐12-
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clearance of Ro 64{802 frorn tlrg transfectants was determined using the

integration plot method- The amorint of Ro 64{802 efflrxed to the'buffer at

tinJr tX.-". 3), nanomoles per milligram of proteinl can be described by the

following cquation:

dXoun. (r/dt : CI*mu. X C*r (t)

where CL.6* (microliters per minute per miliigram of protein) represents dle

efflux clearance of Ro 64'ffi02 from the cells, and C*u (r) (micromolar

concenration) is the cellular concentration of Ro 64{8O2. Cellular volume

was assumed to be 4 pUmg probin- The integration of this equation from time

O to time r yields the following equation:

. Xboff., (t) = CI*m'. X AUC;1 (0-0

where AUC*q (0+) (micromolar concentration X min) represents the area

under tho cellular concentralion-time curve for Ro 644802 from time 0 to time

ti Because the amount of Ro 6&0802 in buffer [Aour". (t), nanomoles. per

milligram df proteinl is given by the sum of X"*." (r) and the amount of Ro

644802 existing in the buffer at time 0 (&), Aun". (t) is described by the

following equation:

Au.n* (t) = CLrn* x AUC*; (0--t) + )h

Thus, the CL.o.u* value can be obtained by fitting Ao-* (l) versus AUC*x

(0-+) using a least-squateq regression program (MULTI) (Yamaoka et al',

l98t) .
. Efllux of Ro 64-0802 from the Cerebral Cortex of WiId 'Type, Oa8-t- ,

and Mn4-t- Mice after Microinjection. The effIux of the test compounds

from the brain after their microinjection into the cerebral cortex was investi-

gated using the brain efflu< index method' as'described previously (Kakee'et

il.. tgs'l. Ro 64-0802 (l mM) in 0.5 pl of ECFbuffer (122 mM NaCl' 2.5 mM

NaHCO3, lO mM d-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM CaCl2, l-2 mM MgSOa' 0'4

mM K2fuPO4, and l0 mM HEPES, pH.?.4) was injected into the cerebral

. cortex (4.5 mm lateral to. the bregma and 2.5 mm in depth). After the'

.intracerebral microinjection, the mice were decapitated, and the amount of Ro

6448f'/^ that remained in the ipsilateral cerebrum was determined with LC-MS
'analysis.

Biain/Plasma Concentration Ratio of Ro 64-0802 after Subcutaneous

Infnsion of Oseltamivir or Ro 64-0802 in Wild'Type, Oal3-t-, and

MrD4-t- Mice. Male C57BIJ6I, Mrp4-t- , and Oa'3-t- mice (10-l8 weeks

oid), weighing approximately 25 to 3O g' were used for these experiments" An.

osmotic pump (8 ptl.h: Alz-et Cupertino, CA) was implanted under the skin in

the backs of the mice under pentobarbital anesthesia (30 rnC/kC)' The mice

received a continuous subcutaneous infusion of oseltaririvir or Ro 644802 at

doses of 400 or 80 nmoVh/mouse, respectively. Blood samples were collected

from the postcaval vein at 24 h after treatrnent under pentobarbital anesthesia.
'and the brain was excised immsdiaFly= Pl?rs-r-na.w3s obtained by centrifugation

bf rhe blood s:unples ( 10,000g). The esterase inhibitor; dichlorvos (zffi 1t'glml)'

was used to prevent ex vivb hy&olysis of the oseltamivir to Ro 64{802 in the

blood ani plasma (Wilahirc et al., 200O; Lindegardh et al.' 2006). The plasma

and brain concentrations of Ro 64-0802 wcre determined with LC-MS

analysis.

Quantilication of Ro 644802 in Plasma and Brain Specimens' The brain

was homogenized with a 4-fold volume of phosphate-buffered saline to obtain

a2o%obrain homogenate. Plasnia specimens (10 d) were mixed with 40 C of
'ethanol, and.the brain homogenates (100 l) were mixed with 400 gl of

ethanol. All of ttrcse mixed sotutions were centrifuged at 15'0009 for l0 min'

Ihe supernatants of the plasma specimens wgre mixed with an equal volume

of water and subjected to LC-MS anatysls. The supematans of tln brain

specimens (350 gl) were evaporated; and the pelles were reconstituted with 5O

1tl of 20% ethanol- The reconstituted specimers were centrifuged at 15,0008

for l0 min, and an aliquot of the suPernatant was subjected to [.C-MS analysis'

An ICMS2OIOEV equipped with a Prominence I-rC system (Shimadzu'

Kyoto Japan) w,ts used for the analysis. Samples were seParated or 
ICAP-

CELL PAK Cl8 MGII column (3 gru 2 mm X 50 mm; Shiseido' Tok]o'

Japan) in binary gradient mode at a flow rate of I mVniin. Formic rcid (0.05%)

and aceonitrile were used for the mobile phase. The acetonirile concentration

was initially l0% and dren irrcreased linearly to 4A7o over 2 min. Finally' the

colurnn was reequilid'rated at an acetonitrite concentritibn of l0% for 3 min'

The total run time was 5 min. Ro 64{802 was eluted at 2'5 min' In the mass

anaiysis, Ro 64{802-was detectid ai d mbsa-torharge ratio of 285.15 tnder'

positiue electron spray ionization conditions. The interface voltage was -3'5

iV, ana the nebutizer gas (Nz) flow was 1.5 Umin. The heat block and cuwed

desolvation line temPeratures were 200 and 150"C' respectively'

Statistical Analysis. Data are prcsented as means I S'E of three to six

animals, unless otherwise specified. Student's two-uiled unpired t t€st and

one-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test were used to

identify significant differences betwecn grcups when appropriate- Statistical !
significance was set at P < 0.05.

Results

Uptake of Ro 64-0802 into Human OAT3-Expressing HEI(293

Cells. To show that Ro 644802 is an OAT3 subsrate, an in vitro

transport exPeriment was performed. The intracellular accumulation

of no e+OgbZ was significantly greater in HEK293 cells expressing

human OAT3 than in mock-transfected cells. (i.2 i 0.2 and l5'l +

0.2 1tVl0 miry'mg protein for vector-transfected and OAT3expressing

HEK293 cells, iesPectivelY ).
Construction of lluman MRP4/CESlAl-Expressing MDCKtr

Ceils. A clone of the MDCKII cells exogenously exprcssing CEStAI

was selected by measuring the hydrolytic activity againstp-nitroPhe-

nyl acetate (data not shown). The subsequent study was Performed
us ing th isc loneas thehosL.Af te r in fec t ionwi th therecombinant
adenovirus, the protein exPression of MRP4 in the MRP4/CES lAl-

expre$;ing MDCKII cells was confirmed by Western blot analysis

(Fig. lA). An anti-MRP4 monoclonal antibody recognized a 175-kDa

protein, which is larger than the molecular mass for MRP4 (149 kDa)

p.redicted from the sequence in the Swiss-Prot database' Deglycosy-

iation of the cell lysares with N-glycosidase F resulted in a redi.rction

in the molecular mass, suggesting that the molecular mass of MRP4

in the MRP4/CESlAl-expressing MDCKII cells was increased by

glycosylation (Fig. lB).- -Efflux 
of Ro 64-0802 Formed Intracellutarly from Oseltrimivir

in Human GFP/CESIAI and MRP4/CESlAl-Expressing MD-

CKII Cells..An efflux transport experiment was conducted using

MRP4/CESIAI- and GFP/CESIAI-MDCKII cells' When MRP4/

CEStAI- and GFP/CESIAI-MDCKII cells were incubated with os-

eltamivir, Ro 64-0802 wai detected in both the buffer and the cells in

a time-dependent manner (Fig. I, C and D)- The concentration of Ro

644802 in the.buffer was higher for the MRP4/CESIAI-MDCKII

cells than for the GFP/CESIAI-MDCKII cells, and cellular Ro 64'

0802 was lower in the MRP4/CFSI-MDCKII cells (Fig' I' C and D)'

Indombthacin, an inhibitor of MRP4 @eid et al', 2003; Nozaki et al',

2007), reversed the effects of exogenous MRP4 expression' Integra-

tion plots of the efflux transport of Ro 644802 aie shorjvn in Fier-2-f,

The Lfflux clearance of Ro 644802 from MRP4/CESIAI-MDCKII

cells was 3.I-fold greater than that from GFP/CES lA I-MDCKII cells

and was significantly inhibited by indomethacin (Fig' 2B)'

Efllux of Ro 64-OW2 hom the Cerebral Cortex of Wild-Type and

Oa0-t- Mice after Microinjection. Real-time PCR was performed to .
check the adaptive regulation of efflux transPorters at the BBB of

Oat3-t- mie. There w'ere no significant differences in the mRNA

expression of Mdrla, Bcrp' Mrp4' organic arion transPorter peptide

fa+ (Oapfa+), or Oarylcl in dE cerebral cortex, quantified by real-time

PCR, between wild-typc and Oat3-t- micc (data not shown)'

To examine the involvement of OaB in the efflux transport of Ro

644W2 acioss the BBB, Ro 644802 was directly injected into dre

moue cerebral cortex, and the amount of Ro 644802 remaining in

the brain was determined at 60 and 120 min after injection The

amount of Ro &4802 reinaining in the brain was comlnred between

wild-type and Oat3-t- mice (Fig- 3). As shown in Fig' 3, Oat3-t-
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micc exhibited delayed diminatiO■of Ro 64-0802
compaたd widl thatin wnd_type micc.

from the brain
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E m u x  o f  R o  6 4‐0 8 0 2  f r o mぬe  C e r e b r a l  C o r t e x  o f  W i l d‐T y p e

and M″ √ ′~Mice after MicrotteCtiOno Real―dme PCR was uscd

tO ch“k the adapt市c rcguladon 6F cfnux traIIsporters at thc BBB of

Mψ イ
~′~面

∝.No signl■ cant difFcrenccs werc observcd in dlc

mRNA expressiOだ levels of Mdrl●BcrP,Oat3,04Pla4,orpatplCl

in the cerebral cortx,quandFled by rcalrdme PCR,betwcen wild―typc

a n d曲“
イ~ m i∝

( d a t a  n O t  S h o w n ) .

To cxamine t¨involVCment of Mrp4 in the efflux transpo■of Ro

64‐0802 across thc BBB,Ro 64Ю8鬱 was dL“dy可 ∝ted into Ⅲ

mouse cerebral cortex,and the alnount ol Ro 64‐0802 remaining in

由e brain was dcLhined at 60 and 120“ in after inicciOn_Thc

alnount of Ro 640802 remttnmg l■the brain was compared between

w n d _ t y p e  a n d  Mζρイ
~′―

mi c e  c i g . 0 . A s  s h o w n  i n  F i g . 4 ,印
~′~

micc exhibi“d ddayed cli面nadon of Ro 64ЮЮ2"muに brain

∞
署富誌胤rき:よ」糊踊罵ibdRoa島802 ater Sub島‐

taneous lnmsion of Osdtamivir or Ro 64‐ 0802 in Wild‐ TITe,

Oar3~′
~,and Mライ

~′T Mice.印ddfy tteimpo威an∝ofthe O■―

and Mrp4-mcdiatcd efflux of R6 64‐0802 at the BBB,Ro 64‐0802

WaS」Ven tO mi∝by subcuttn∞ts ifusiOn fOr24 h,and the 4.bttnt
of Ro 64・0802 was detennined.Thc concentra」 6ns of Ro 64Ю 802in

' - ' + - + l n d o m e t h a c l n

GFP/CESIA1 MRP4'CESlA1

Frc. 2- Integration plos of drc efflux ,n*po" of Ro 640802 from MRP{
CESIAI-MDCKII and GFP/CESIAI:MDCKtr cells. A integration ploc. thc
amount of Ro 64-0802 in buffer [A",r2. (r)l wq plotted against Alrcdt (O{) in
MR?4rcEStAI-MDCKtr (a, A) and GFP/CESIAT-MDCEI cells (O, A) in the
presence (A A) or absenoe (O, O;) ofindomethacin (50 glv{). The dao uscd for thc
catcirlation are cited in Eg. l, C and D. The slope of the plot rcprescots thc cftlux'
clearaftc. Each pgint represents a mean t S.E. (a = 6). B, cfflux clcarancc of Ro

64{ts0} Thc efflux ctcarancc of Ro 64{802 was. calculabd ftrom thc slopc of the
integration plot (A). Statistical significancc was calculatcd by orc-way ANOVA

followcd by Tukey's multiple comparison test ***, P < 0fi)t: significandy
' 

different betwccn IIRP4/CESIA!-MDCKII and GFPTCESIAI-MDCKtr cctls. ltt'
P < 0.fi)l; significantly different.cfflux clcarance in dre prcscncc and abscncc of
indorncthacin. D.ata represcnt mearts ! coqrpttter-calculat€d S-D. (microliten per
minute pcr miligram of protein).
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Fro. l. Effiux of intraccllularly formed Ro 6+0802 fiom mock-transfecled and MRPzI-

expressing MDCKtr cels. A ard B, Wcsterp blotthg. A cell lysats ircre Prepattd from

m&t-ransfecea (GFPTESIAI-MDCKD and MRPzt+xpressing MDCKtr ccls

G\mP4rcESIAt-MDCKf, and subjeted o SDS-polyaytarnide ge{ electropt-orcsis

Cts%). B, il-linkcd cartohy'drale grcups were cleaved ftro.m de MRP4 potein in tlte

cell lysates uslng,iv-gt1'cooidascF(PNcasc F). MRP{wc derccrdl by tfuroonocloul

ar[ilitRP4 t*Ct-tO orftoay. C and D, efrux tnasport itrrfy MRP4TESIAI-MDCKtr
(q A) erd GPTESIAI-MDCK ce[s (O, A) rrtIE incubaut widt l0 ,.,lvf ceftdniririn

Oe Eeser,"c (4 A) r altstttce (O, O) of indo.ncdt*in (50 tdl0 at fllC. E1ft point

repescns the mcan 1 S-E (n = O. Stdisdcd signmcarcc wa cdorlabd by cewry

AIIOVA folbn/cd by Tuby's mtntipb oompaisott tst *, P < 0lb; *t' P < O.oh *'

P < O.Ol; sienifcatdy ditrccrt betu'tca MRP4r€EStAl{{DCKtr ard GFPEESIAI-
MDCKil celb. ##, P <O.01;.###, P < O@l; signifcandy diFqcnt in GFFrcESlAl-

MDCKtr oells ivith rrd witlnrt irdonrcdrrin. ++, P < 0.0t; ++1 P < 0.@l;

significardy ditrerern in MRP4rcE$At-MDCKtr cdts widr ard widrout indorogfrcin-
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ACT:VE EFFLUX OF Ro 64‐ 0802 BY Mrp4 AND Oat3 AT BBB
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Frc. 3. Comparison of the amounts of Ro 640802 in the ipsilatcral ccrcbrum after
intraccrebral microinjection of Ro 644802 in wild-type (WT) and Oat3-t- rwc*.
Ro 64.0802 (l mM) in 05 pl of ECF buffcr was injected into dre Par2 rcgion (4.5
mm lateral to the bregma and 25 mrn in 4cpthl. me amount of Ro 64-0802 in the
ipsilateral cerebtum was detcrmined at 60 and 120 min after trestsnenL fl'data for
*Ua-typ" mice; I, datafor Oat3-t-.micc. Eaoh bar tsPrcs€nts the mean t S.E.

1n = f--C1. Statistically significant differcnccs between wilC+ype ad Oat3-t-
mice: *. P < 0.05; ***, P ( 0.001, .

the plasma w€re 4.5 + 0.6 and 4.5 t 1.3 pM in wild-type and

Oat3-'- mice, respectively. The Kp, uoin of Ro 64-0802 in Oat3-t-

mice'ivas not significandy different from that in wild-type mice ahd

remained close tg the capillary volume in the brain (Fig. 5). After

subcutaneous infusions of oseltamivir in wild:type or Mrp4-t mice,

the plasma concen8ations of Ro 64-0802 were 6.9 + 2.3 and 12 ! 5

pM, respectively. The Kp. bain of Ro 64{802 was 3.8-fold higher in

Mrp(-t-' mice than that in wild:type mice (Fig. 6). Even after sub-

cutaneous infusions of Ro 644802, the Kp,, uai. of Ro 64{802 was

6.4-fold greate r in Mrp4-t- mice than that in wild+ype mice (Fig. 6).

The plagma concentrations of Ro 64-0802 wete 5.7 + 0.8 and 3.8 +

1.7 1tM in'wild-type and Mrp4:t- mice treated with Ro 64-0802,

respectively.

. Discussion

Abnormal behavior is a susirected adverse effect of oseltamivir on

the central nervous system. To understand the pharmacological action

of, oseltamivir in thd brain, its uptake and efflux uanspdrt across thb
BBB were investigated as factors that determine its exposure to the

central nervous syitem. In this study, we focused on Oat3 and Mry'

,rs'transporters of Ro 64-08O2, a pharmacologically active form of

oselta{nivit across the BBB.
First, we examined the involvement of OaG in the elimination of

Ro 64-0802 from the cerebral.cortex altermicroinjection because an
in vitro transport study using OAT3-expressing HEK cells identified

W T  M″

60 min

M″

1201■ in
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暖 ived aあ ninuOus subCutancolls hfusim of Ro 64118"at a dosc oF 80
mmo1/mouse for24 L with a oSnu`c Pump.7hc PlasIIla and brain concent“ons

of Ro 640802 were dete前饉ned at 24 h after utaunent El data for widJ助le mte;
鳳 data fOr o凛3~′

~市
∝.Each bar rcprcsents the mean t S.E.●=3■0.

Ro 64-0802 as a substrate of OAT3.Ttt eli3dmion Jお 64Ю802

from thc brain aFtcr its microinicCdOn into the cerebttl c。ltX WaS

清鍔爆憲∴I鳳 翼器:r躍1雷艦
of Ro 64‐0802 from a.le brain by facilitating its uptake from thc brain

interstidal sPace to endothelial cclls.For the direcdonal cfflux of Ro

6 4‐0 8 0 2  f r o m  t h c  b r a i n  t o  t h c  Ыo o d  a c r o s s  t h e  B B B t  a  t r a n s p O r t eくs )

iS alSO requiFed tO facintate i“luminal cmux,∞nddering Ⅲc,ydr。_

濯
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肌:忠脇黒
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｀
訃 鷺

Aらcg2~′
~micc arc Similar tO thatin wild‐typc,icc(OSC C,al・92008),

cxcludintt thc pOssibility that P―gp and Bcrp arc involvёd in thc
lu市ind cfnux Of Ro 64‐0802.ThOreForc,we focuscd ρn Mrp4,

anOther ATP― binding cassette tralspoFtCr at dle pBB,as a candidate

L a n s p o r t c i  b∝a o s e  n  h a s  b e e n  r c p o r t c d  t o  m e l i a t C  t h e  t t t i v c  e f f l u x  6 f

よヽ _麗留鳳震響:1穏'管1織M、 t
e n z y m e  l r o d u C i n g  R o  6 4‐0 8 0 2  f r o m  o s c l t a l l n i v i r , a n d  M R P 4 ( M R P 4′

CESlAl― 4ヽDCKII).ThC dOublc transfcctant exhibited enhanced ef―

■ux of Ro 64-o802(which Was inhibited by an MPR4 inhibltor,

indOmemacin)comparcd with GFP/CESiAl― MDCKII Cig.2B).It

should be noted that the host c01ls also exhibited indOmethacinニ

sensidvc efflux of 8o 64-0802.This is presmably a■ Hbutable to

tndOgenOus caninc MRP4 becauSeits mRNA cxpFCSSiOn was de使たted

by reversc transcription‐PCR in MDCKΠ  pclls cata nOtShcw■).ThC

invo市emcntof Mrp4 in tlc emux OfRo 64Ю802 across the BBB was

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

0.00
r r p 4 4‐ “ぽ

oseltamivirdosed Ro 64'0802dosed

Frc. 6. Comparison of thc brain/plasmaconcentration ratio (K*r1J of Ro 64{802
after subcuaneous infusion of either celtamivir or Ro 64-0802 in wild+ype (Wt)

and Mry41-. micc..Micc received a continuous subcutan€ous infusion of cither
osettamivir or Ro 64{i8O2 at a dosc of400 or E0 nmol/h/rnouse, respectively. for
24 h wi& an osmotic prmp. Thc plasma and brairi conccntrations of Ro 64{E@
wcrc Octerminca at 24 h after ueatncnL D, dari for wildtt'p" micc; I, data for
Mrpft- micc. Each bar represcots thc mean ! S.E (a = 4-q. Stalistically
significairt differcnccs bctwecn wild-type at M,p41- micc: *, P ( 0.01; ***,

P < 0.001.
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Frc. 4. Comparison of dre amouns of Ro 640802 in thc ipsilatcral ccrebrurn afer
intracercbral micminjcction of Ro 644802 in wild*ype (WT) and Mry4-- nin.
Ro 64{8O2 (l mM) in Oi Fl of ECF buffcr was injcced ino thc Pa/2 rcgion (45

mm lateral to thc brcgma and 25 mm in dcptft). The 4.rngunt of Ro 64O802 in thc
ipsilaeral ccrcbrum was dctermined at 60 and 120 min afcr trcaonesl B. dala for
wild{ypc micc; a daa ft Mtp41- micc. Each bar rcprescots the nrean + S-E

1z : :-+1. Statistically significant differenccs betwccn wild-typc rut4 Mry4-t'
micq *. P < 0.01; **t P < 0.001.
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then examihed using Mrp4-t- mice by riicroinjectiori into the cere-

brat cortex. Mrp4-t- mice exhibited delayed elimination of Ro 64'

0802 from the cerebral cortex after its microinjection compared with

that in witd-type mice (Fig. a). Therefore, Mrp4 plays an important

role in the luminal bfflux of Ro 644802 after is cellular uptake by

OaB from the brain side.

To show the importance of the active efflux of Ro 640802 at the

BBB mediated by OaB and Mrp4, fu Kp.u,r, of Ro 64{802 was

determined in Oat3-t- or Mrpl-r- mice given Ro 64{802 by

subcutaneous infusion for 24 h. Our approach was based on the

pharmacokinetic concept that rcduced effluk across the BBB may lead

io an increase in the Ko, r,*- Consistent with a previous report (Ose

et al., 2OO8), the K* u:*, of Ro 64-0802 was qlose to the capillary

volume in witd-type mice. The Kp, uoi. of Ro 640802 observed

rn Oat3-t- mice was also close to the capillary volume (Fig. 5). In

contrast, the Ko.roin of Ro 64-0802 was 4'to 6'fold greater.in

Mrp4-l- mice than that in wild+ype mice receiving eitlrer oseltamivir

or Ro 644802 (Fig. 6). These in vivo results wing Mrp4-t- mice

thus indicate that Ro &-0802 crosses the BBB from the blobd side to

the brain, but Mrp4 limits its penetration into the prain by extruding

it into thej blood. The latter finding is consistent with the results of .our
mieroinjection experimenL ltrowever, the lack of effect of knockout of

Oat3 on the K* u,"i. of Ro 64-0802 s€ems to contradict the results of

the microinjection experimenL There are three explanations for this

discrepancy. The first explanation is that. luminal Mry4 is more

important in preventing brain penetration than abluminal Oat3- The

second explanatioh is that, codsidering the mediation of bidirectional
'transport 

by OaB @akhiya et al., 2003), it is possible that Oat3 on the

abluminal membrane of brain endothelial cells may act'in the efflux of

Ro 640802 from inside the endothelial cells into the brain, as well as

in is uptake from the brain to the endothetial cells (Fig. ?). The third

expluratioq is that, considering the hydrophilic character of Ro 64-

0802, with an ariionic charge, its luminal uptake probably involves

transporters- Kikuchi et al. (2003) suggested thatOat3 is expressed on

Brain SFde
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both the luminal and ablumirral membranes of rat brain capillaries;

however, this localization is controversial (Mori et al., 2003: Roberts

et al., 2008). Oat3.may serve as an uptake systrem for Ro 644802 on

the luminat membrane from the circulating blood into the brain (Fig-

7). Further studies using Mrp4 and 'Oari double knockout mice can

answer these questions and perfiaps confirm these spectrlations.

Figure 7 summarizes the proposed mechanisms determining the

brain distribution of oseltamivir and Ro 644802 in humans. P-gp,

MRP4, and CESIAI are factors that determine the brain distribution

of oseltamivir and Ro 6448V2 in humans. CES lA I is predominantly

expressed in the brain capiltaries in human brain (Yamada et al.,

1994), although whether CESIAI is the only enzyme rcsponsible for

the ionversion of oseltamivir remains to be examined. MRP4 is also

express,ed on the luminal membranes of human brain capillaries (Nies

et al., 2004; $ronger et al., 2005). Because oseltamivii crosses the

BBB, Ro 644802 can be produced during the penebation of oselta-

mivir across the BBB and then be subjected to acdve efflux by MRP4.

Although Northem blotting did detect OAT3 mRNA expression in the

human brain (Cha et al., 2001), its distribution and membra4e local-

ization remain to be determined. Therefore, whether Ro 6'l-0802 can

penetrate into the brain and is eliminatdd from the brain by OAT3 in

humans, as well as in mice, also remains in question. Fluctuations in'

their activities will cause interindividual variations in their exPosure'

to the central nervous system. For instance,'genetic variations have

been reported f9r P-gp and MRP4, which may alter their transport

activities and expression. The silent mutation 3435C>T is associated

with reduced P-gp expression (Hoffmeyer et al., 2000) and affects

protein folding; resulting in a substrate-dependent functional change

(Kimchi-Sarfaty et al., 200?). In MRP4; the nonsynonymous muta-

. tions 559G>T, 1460G>A, and 2269G> A are associated with altered

transport activity and expression (Abla et al., 2008; Krishnamurthy et

al., 2008). It is possible that these polymorphisms are associated with

the adverse effects of Ro 64-0802 on the central nervous systFm.
In conclusion, Mrp4 and Oat3 are responsible for the eliminatiori of

Ro 64-0802 from the brain across the BBB although, at steady-state,

Oat3 may not affect its brain distributioir, probably because of its

possible conribution also to the brain uptake of Ro 644802. This is

the first demonstration of the cooperation of uptake and efflux trans-

porters in the direcSonal (brain-to-blood) transport of anionic drugs

across the BBB.
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