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要 旨

近年，原発性局所多汗症の治療において，抗コリン薬であるグリコピロニウムトシル
酸塩水和物，ソフピロニウム臭化物，オキシブチニン塩酸塩を含む外用薬が治療薬とし
て登場した。しかしながら，これらの臨床的な有用性に関して直接比較したデータはま
だ存在しない。本研究では，これらの抗コリン薬のムスカリン受容体サブタイプ3（M3）

（以下，M3受容体）に対する結合速度と解離速度を比較検討した。Scatchard解析の結
果，これらの薬剤はM3受容体に対して高い親和性を持ち，特にグリコピロニウムトシル
酸塩水和物が最も高い結合容量を示した。結合速度の検討では，グリコピロニウムトシ
ル酸塩水和物が最も速くM3受容体に結合することが示され，また解離速度の検討におい
ても最も遅い解離速度を示した。

これらの結果から，グリコピロニウムトシル酸塩水和物はM3受容体に対して高い親和
性と最大結合容量を持ち，迅速に結合し，長時間作用することが示唆された。一方で，オ
キシブチニン塩酸塩とソフピロニウム臭化物もM3受容体に対して高い親和性を持つも
のの，解離速度や半減期の違いから，製品プロファイルに差がある可能性が考えられた。
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�緒 言

頭部や顔面，手掌，足底，腋窩という限局
した部位に，温熱や精神的負荷の有無にかか
わらず，日常生活に支障をきたすほどの大量
の発汗を生じる状態は原発性局所多汗症であ
ると定義されている1)。これまでの原発性局所
多汗症の治療法は，院内製剤である塩化アル
ミニウム単純外用が第一選択であり，副作用
として接触皮膚炎を生じる場合はステロイド
外用剤を使用すること，次にボツリヌス毒素
製剤，医療機器による施術，重度で保存的治
療法に抵抗性を持ち，患者本人に強い希望が
ある場合は交感神経遮断術といったいずれも
侵襲性が高いものであった2)。

その中で，抗コリン作用を有する承認薬が
相次いで登場した。汗腺を支配する交感神経
は，アセチルコリンを神経伝達物質とするコ
リン作動性の神経であり，節後線維終末から
放出されたアセチルコリンが汗腺に発現する
ムスカリン受容体サブタイプ3（M3）（以下，
M3受容体）に結合することで発汗が生じる3)。
そのため，近年抗コリン薬の外用薬に関する
大規模な二重盲検試験が行われ，外用薬とし
ての開発に至っている。まず，3.75％グリコピ
ロニウムトシル酸塩水和物を含有するワイプ剤

（Qbrexza®：本邦未承認，Journey�Medical�
Corporation）が原発性腋窩多汗症の治療薬と
して2018年から米国で販売され4)，本邦でも
2022年1月に2.5％含有ワイプ剤（ラピフォー
ト® ワイプ2.5％，マルホ株式会社）が承認さ
れた5)。また，2020年9月には，5％ソフピ
ロニウム臭化物を含有するゲル剤（エクロッ
ク®ゲル5％，科研製薬株式会社）が本邦初の
原発性腋窩多汗症治療薬として承認され6)，
2023年に改訂されたガイドライン1) に原発性
腋窩多汗症においてこれら外用抗コリン薬に
よる治療が第一選択薬の1つとして追加され
た。さらに，2023年3月には原発性手掌多汗症
の治療薬としてオキシブチニン塩酸塩を含有

する外用液剤（アポハイド®ローション20％，
久光製薬株式会社）が承認され7)，原発性局所
多汗症の治療選択肢が大きく広がった。しか
しながら，原発性局所多汗症に対するこれら
の抗コリン薬の臨床的な有用性に関して直接
比較したデータは存在せず，利用可能な情報
は間接的な比較に頼る状況である8)。また，オ
キシブチニン塩酸塩は1963年に合成されて
以来，抗コリン作用9)〜14) に関する基礎的な研
究が豊富に行われており，例えばムスカリン
受容体に対する親和性について，頻尿などの
治療薬に用いられるプロピベリン，トルテロ
ジンあるいはダリフェナシンなどの抗コリン
薬との比較が，培養細胞や臓器抽出物などを
用いて行われている。一方で，他の原発性局
所多汗症外用薬の有効成分であるグリコピロ
ニウムトシル酸塩水和物およびソフピロニウ
ム臭化物に関するこのような論文報告はほと
んどない。そこで本研究では，これらの薬理
学的特性を明らかにするために，抗コリン作
用に関する報告が豊富にあるオキシブチニン
塩酸塩を対照薬とし，グリコピロニウムトシ
ル酸塩水和物，ソフピロニウム臭化物のM3
受容体に対する結合速度および解離速度をin 
vitro評価系を用いて比較検討した。

Ⅰ�材料と方法

1．使用薬物
RC�Tritec�AG（スイス）においてオキシブ

チニン塩酸塩，グリコピロニウムトシル酸塩
水和物およびソフピロニウム臭化物の3H標識
化合物（［3H］オキシブチニン塩酸塩，［3H］
グリコピロニウムトシル酸塩水和物および［3H］
ソフピロニウム臭化物）をそれぞれ合成し，
トレーサーとして使用した。各標識化合物の
比放射能は，［3H］オキシブチニン塩酸塩で
414GBq/mmol，そして［3H］グリコピロニ
ウムトシル酸塩水和物および［3H］ソフピロ
ニウム臭化物で3.11TBq/mmolであった。そ
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の他，置換物質としてAtropine�sulfate�salt�
monohydrate（Sigma），レセプターとして
Muscar i n i c�M3（human）membrane�
preparation（Revvity），Dimethyl�sulfoxide

（関東化学株式会社，以下DMSO）を使用した。
各トレーサーおよびレセプターは10mmol/L�
MgCl2および1mmol/L�EDTAを含む50mmol/
L�Tris-HCl（pH�7.4）（以下，緩衝液）に溶解
して使用した。置換物質はDMSOに溶解して
使用した。
2．Scatchard解析

各トレーサーのレセプターに対する親和性
（Kd値）および最大結合量（Bmax値）を以下の
ように求めた。まず非特異的結合を求めるた
めに1×10−4mol/L置換物質溶液を，総結合を
求めるために試験用水で10倍希釈した10％
DMSOを用い，それぞれ100µLに対して緩衝
液300µL，各トレーサー溶液100µL，および
レセプター溶液500µL（15µg�proteinを含む）
を加え，25℃，60分間インキュベートした。
なお，各トレーサー液の濃度数は7濃度設定
し，各トレーサー溶液の最終濃度は，［3H］オ
キシブチニン塩酸塩で0.17〜16.86nmol/L,

［3H］グリコピロニウムトシル酸塩水和物で
0.05〜3.05nmol/L，および［3H］ソフピロニ
ウム臭化物で0.06〜4.26nmol/Lであった。そ
の後，反応液をセルハーベスターにより濾過

（濾紙：GF/C，Whatman）し，濾過した濾紙
を50mmol/L�Tris-HCl（pH�7.4）3mLで3回
洗浄した。濾紙を測定バイアルビンに移し，
液体シンチレーター（PICO-FLUORTM�PLUS）
5mLを添加し，液体シンチレーションカウン
ター（Revvity）で2分間測定した。

Scatchard解析は，放射能量をトレーサー
濃度に換算し，縦軸にB/F，横軸にBをプロッ
トしたのち直線回帰し，次式よりトレーサー
のレセプターに対するKd 値およびBmax 値を
算出した。なお，データ処理はMicrosoft®�
Excel�2016（Microsoft�Corporation）を使用
した。

B/F＝− 1
Kd

（B−Bmax）

B：結合放射能に相当する結合濃度（平均値），F：遊離放

射能に相当する遊離濃度（平均値），− 1
Kd

は直線の傾き，

Bmax はBの切片

3．結合速度の検討
レセプターに各トレーサーを添加した後の

経時的な結合量を以下のように求めた。まず
非特異的結合を求めるために1×10−4 mol/L
置換物質溶液を，総結合を求めるために試験
用水で10倍希釈した10％DMSOを用い，そ
れぞれ100µLに対して緩衝液300µL，各ト
レーサー溶液100µL，およびレセプター溶液
500µL（15µg�proteinを含む）を加え，25℃
で10，30，60，120および180分間インキュ
ベートした。なお，各トレーサー液の濃度は
Scatchard解析で算出されたKd値をもとに設定
し，各トレーサー溶液の最終濃度は，［3H］オ
キシブチニン塩酸塩で1.40nmol/L,［3H］グリ
コピロニウムトシル酸塩水和物で1.29nmol/L，
および［3H］ソフピロニウム臭化物で1.65nmol/
Lであった。その後，各インキュベート時間に
おける反応液をセルハーベスターにより濾過

（濾紙：GF/C）し，濾過した濾紙を50mmol/
L�Tris-HCl（pH�7.4）3mLで3回洗浄した。濾
紙を測定バイアルビンに移し，液体シンチレー
ター5mLを添加し，液体シンチレーション
カウンターで2分間測定した。

特異的結合放射能量をレセプター添加後の
インキュベート時間に対してプロットし，
GraphPad�PRISM�software（GraphPad�
Software）を使用して解析した。解析時の結
合反応の非線形関数を以下に示す。

Y＝Ymax（1−e−kX）
Y：結合量（dpm），Ymax：最大結合量（dpm），k：観察さ

れる結合定数（min 1），X：時間（min）

また，Kon は以下の算出式から算出した。
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Kon＝
k−Koff

［A］

k：観察される結合定数（min 1），Koff：解離定数（min 1），

［A］：トレーサー濃度（mol/L＝M）

4．解離速度の検討
レセプターに各トレーサーを添加し，一定

時間反応させ，置換物質を添加後，経時的に
結合量を以下のように測定した。まず非特異
的結合を求めるために1×10−4 mol/L置換物
質溶液を，総結合を求めるために試験用水で
10倍希釈した10％DMSOを用い，それぞれ
100µLに対して緩衝液300µL，各トレーサー
溶液100µL，およびレセプター溶液500µL

（15µg�proteinを含む）を加え，25°Cで60分
間インキュベートした。なお，各トレーサー
液の濃度はScatchard解析で算出されたKd値
をもとに設定し，各トレーサー溶液の最終濃度
は，［3H］オキシブチニン塩酸塩で1.31nmol/
L,［3H］グリコピロニウムトシル酸塩水和物
で1.28nmol/L，および［3H］ソフピロニウム
臭化物で1.62nmol/Lであった。その後，1×
10−4 mol/L置換物質溶液100µLを加え，25℃
で 0，5，10，30，60，120，180，240，360
および480分間インキュベートした。各イン
キュベート時間における反応液をセルハーベ
スターにより濾過（濾紙：GF/C）し，濾過し
た濾紙を50mmol/L�Tris-HCl（pH�7.4）3mL
で3回洗浄した。濾紙を測定バイアルビンに移
し，液体シンチレーター5mLを添加し，液体
シンチレーションカウンターで2分間測定した。

特異的結合放射能量を置換物質添加後のイ
ンキュベート時間に対してプロットして解析
し，GraphPad�PRISM�softwareを使用して解
析した。解析時の結合反応の非線形関数を以
下に示した。

Y＝Span×e−kX＋Plateau
Y：結合率（％），Span：置換物質添加後0分〜最終インキュ

ベート時間における結合率の差異（％），k＝Koff：解離定数

（min 1），X：時間（min），Plateau：非特異的結合率（％）

Ⅱ�結 果

1．Scatchard解析
測定結果をFigure 1およびTable 1に示し

た。ムスカリン受容体に対する抗コリン作用を
有することが古くから知られている［3H］オ
キシブチニン塩酸塩は，レセプターに対する
Kd 値が1.70nmol/L，Bmax 値が22902.91 fmol/
mg�proteinという高い親和性と最大結合容量
を予想どおり示した。他方，［3H］グリコピロ
ニウムトシル酸塩水和物，および［3H］ソフ
ピロニウム臭化物においても，Kd 値はそれ
ぞれ1.30nmol/L，および1.76nmol/Lであり，
また，Bmax 値は，それぞれ26011.04 fmol/mg�
proteinおよび17504.79 fmol/mg�proteinと，

［3H］オキシブチニン塩酸塩とほぼ同等か一部
についてはそれを上回る特性を持つことが明
らかになった。
2．結合速度の検討

測定結果をFigure 2およびTable 2に示し
た。すべてのトレーサーにおいて特異的結合量
は時間の経過とともに増加した。［3H］オキ
シブチニン塩酸塩，［3H］グリコピロニウムト
シル酸塩水和物，および［3H］ソフピロニウ
ム臭化物の結合定数Kon は，それぞれ−1.97×
106 M−1・min−1，1.64×107 M−1・min−1，およ
び8.21×106 M−1・min−1 であった。［3H］オキ
シブチニン塩酸塩において，観察される結合
定数k（0.04625）が解離定数Koff（0.04901）よ
りも低値となったため，結合定数Kon がマイ
ナスを示した。これは，結合速度よりも解離
速度が早くなったことが要因と考えられた。
3．解離速度の検討

測定結果をFigure 3およびTable 3に示し
た。すべてのトレーサーにおいて結合率は時
間の経過とともに減少し，インキュベート時間
内で［3H］オキシブチニン塩酸塩および［3H］
ソフピロニウム臭化物は定常状態に達した。

［3H］オキシブチニン塩酸塩，［3H］グリコピ
ロニウムトシル酸塩水和物，および［3H］ソ
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【⒜［3H］Oxybutynin hydrochloride】
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【⒝［3H］Glycopyrronium tosylate hydrate】

【⒞［3H］Sofpironium bromide】
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Each tracer solution｛（a）［3H］Oxybutynin hydrochloride,（b）［3H］Glycopyrronium tosylate hydrate 
and（c）［3H］Sofpironium bromide｝was prepared at seven different concentrations, and the binding of each 
tracer to the muscarinic M3（human）receptor upon incubation at 25℃ for 60 minutes was determined 
using a liquid scintillation counter by converting the radioactivity into tracer concentration；1％DMSO
（final concentration）was used to measure total binding（total count）, 1×10 5 mol/L atropine sulfate salt 
monohydrate（final concentration）was used to measure non-specific binding（non-specific binding）, and 
the difference between total count and non-specific binding was considered specific binding（specific binding）. 
Scatchard analysis was conducted by plotting the bound/free ratio（B/F）on the vertical axis against the 
bound（B）on the horizontal axis and analyzed with Microsoft® Excel 2016 software.
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Figure 1 Binding�curves�and�Scatchard�plots�of�each�tracer�for�muscarinic�M3（human）receptor



24

──�新薬と臨牀�J. �New�Rem.�&�Cl in . �Vol .74�No.2�2025�──

（116）

フピロニウム臭化物の解離定数Koff は，それ
ぞれ0.04901min−1，0.001343min−1，および
0.01492min−1 であった。また，半減期はそれ

ぞれ14.14min，516.2min，および46.45min
であった。

Table 1 Kd�and�Bmax�values�for�muscarinic�M3（human）receptor�of�each�tracer

Tracer Kd（nmol/L） Bmax（fmol/mg�protein）

［3H］Oxybutynin�hydrochloride 1.70 22902.91

［3H］Glycopyrronium�tosylate�hydrate 1.30 26011.04

［3H］Sofpironium�bromide 1.76 17504.79

The�value�of�the�dissociation�constant（Kd）and�the�maximum�binding�capacity（Bmax）were�
calculated�according�to�the�equation：B/F＝−1/Kd（B−Bmax）where�B�is�the�concentration�of�bound�
tracer�corresponding�to�bound�radioactivity�and�F�is�the�concentration�of�free�tracer�corresponding�
to�free�radioactivity.�The�slope�of�the�line,�−1/Kd,�and�the�y-intercept,�Bmax,�were�determined�from�
the�plot�of�B/F�versus�B.

Figure 2 Time�course�binding�curves�of�each�tracer�for�muscarinic�M3（human）receptor
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The concentration of each tracer solution（［3H］Oxybutynin 
hydrochloride,［3H］Glycopyrronium tosylate hydrate, and［3H］
Sofpironium bromide）was determined based on the Kd value 
calculated by Scatchard analysis, and the binding of each tracer to the 
muscarinic M3（human）receptor was measured when incubated at 
25℃ for various times. The specific binding radioactivity, which was 
total binding minus non-specific binding as described in Figure 1, was 
plotted against the incubation time.
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Table 2 Kon�Value�for�muscarinic�M3（Human）receptor�of�each�tracer

Tracer k（min−1） Kon（M−1・min−1）

［3H］Oxybutynin�hydrochloride 0.04625 −1.97×106

［3H］Glycopyrronium�tosylate�hydrate 0.02251 1.64×107

［3H］Sofpironium�bromide 0.02847 8.21×106

The�value�of�the�observed�binding�constant（k）was�calculated�according�to�the�equation：Y＝
Ymax（1−e−kX）�,�where�Y�is�the�amount�of�binding（dpm）�,�Ymax�is�the�maximum�amount�of�binding

（dpm）�,�k�is�the�observed�binding�constant（min−1）�,�and�X�is�time（min）�.
The�value�of�the�association�rate�constant（Kon）was�calculated�according�to�the�equation�Kon＝

（k−Koff）/［A］�,�where�Koff�is�the�dissociation�rate�constant（min−1）�,�and［A］is�the�tracer�concentration
（mol/L＝M）�.

Figure 3 Time-dependent�dissociation�curves�of�each�tracer�for�muscarinic�M3（human）receptor
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Each tracer solution（［3H］Oxybutynin hydrochloride,［3H］
Glycopyrronium tosylate hydrate, and［3H］Sofpironium bromide）, 
whose concentration was determined based on the Kd value calculated 
by Scatchard analysis, was incubated with the muscarinic M3（human）
receptor at 25℃ for 60 minutes. Then, the specific binding of each tracer, 
which was total binding minus non-specific binding as described in 
Figure 1, measured at various time points after the addition of atropine 
sulfate salt monohydrate. The binding ratio of each tracer over time was 
shown by setting the specific binding radioactivity immediately after 
the addition of atropine sulfate salt monohydrate solution（0 min）to 
100％ binding ratio.
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Ⅲ�考 察

本研究では多汗症治療における各抗コリン
薬の薬理学的特性を明らかにするために，オ
キシブチニン塩酸塩を対照薬とし，グリコピ
ロニウムトシル酸塩水和物，ソフピロニウム
臭化物のM3受容体に対する結合速度および
解離速度を比較検討した。

Scatchard解析の結果から，［3H］オキシブ
チニン塩酸塩，［3H］グリコピロニウムトシ
ル酸塩水和物，および［3H］ソフピロニウム
臭化物のM3受容体に対するKd 値は，それぞ
れ1.70nmol/L，1.30nmol/L，および1.76nmol/
Lであり，これらの抗コリン薬はM3受容体
に対して高い親和性を持つことが示された。
また，Bmax 値の比較から，これらの薬剤は異
なる最大結合容量を有しており，特に［3H］グ
リコピロニウムトシル酸塩水和物が最も高い
結合容量を示した。結合速度の検討では，す
べてのトレーサーにおいて特異的結合量が時
間の経過とともに増加することが観察された。
Kon 値から，［3H］グリコピロニウムトシル酸
塩水和物が最も速くM3受容体に結合するこ
とが示され，本薬剤が迅速に作用を発揮する
可能性が考えられた。解離速度の検討では，
すべてのトレーサーにおいて結合率が時間の
経過とともに減少したが，［3H］オキシブチニ
ン塩酸塩および［3H］ソフピロニウム臭化物

はインキュベート時間内で定常状態に達した。
解離定数Koffおよび半減期の値から，［3H］グ
リコピロニウムトシル酸塩水和物が最も遅い
解離速度を示し，このことから長時間作用を
示す可能性が考えられた。これらの結果を総
合すると，［3H］グリコピロニウムトシル酸塩
水和物はM3受容体に対して高い親和性と最
大結合容量を持ち，迅速に結合し，長時間作
用することが示唆された。宗次は間接的な比
較ではあるものの，発汗量の多い患者では2.5％
グリコピロニウムトシル酸塩水和物を含有す
るワイプ剤が5％ソフピロニウム臭化物を含
有するゲル剤よりも効果が出やすい可能性が
あることを報告している8)。このような臨床に
おいて想定されている事象について，本研究
で明らかにされたM3受容体に対する解離速
度や半減期の違いが影響している可能性が推
測される。

一方で，本研究における抗コリン薬の受容
体に対する結合・解離を評価した手法では，
薬物動態学的因子や生体内の複雑な環境因子
を考慮していないため，得られた結果がin vivo
での薬理作用の力価と相関しない場合も多い。
実際に，Beauchampらは，アンジオテンシン
Ⅱ受容体拮抗薬のin vitro受容体結合活性が
in vivoでの降圧効果と相関しなかったことを
報告している15)。また，イヌを用いた検討にお
いて，オキシブチニン塩酸塩のムスカリン受

Table 3 Koff�value�for�muscarinic�M3（human）receptor�of�each�tracer

Tracer Koff（min−1） Half-life（min）

［3H］Oxybutynin�hydrochloride 0.04901 � � 14.14

［3H］Glycopyrronium�tosylate�hydrate 0.001343 516.2

［3H］Sofpironium�bromide 0.01492 � � 46.45

The�value�of�the�dissociation�rate�constant（Koff）was�calculated�according�to�the�equation：Y＝
Span×e−kX＋Plateau,�where�Y�is�the�percentage�of�binding�at�any�given�time�point,�Span�is�the�
difference�in�the�percentage�of�binding�from�time�zero�to�the�final�incubation�time�after�the�addition�
of�the�displacer,�k�is�equivalent�to�Koff（min−1）�,�X�is�time（min）�,�and�Plateau�is�the�percentage�of�
nonspecific�binding.
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容体への結合親和性の程度は組織によって異
なることも明らかになっている16)。したがっ
て，本研究で得られた結果をもとにした薬理
作用の推測は，実際の患者に対する臨床的な
有用性を完全には反映しない可能性がある。
このため，原発性局所多汗症治療において各
抗コリン薬の選択にあたっては，これらの薬
理学的特性を考慮するとともに，動物モデル
や臨床研究などのさらなる研究を通じて，こ
れらの抗コリン薬の臨床的な有用性に関する
直接的な比較が行われることが重要である。
これにより，患者にとってより有用な治療選
択肢を提供するための基盤がさらに強化され
ることが期待される。

�結 論

本研究により，M3受容体に対してオキシブ
チニン塩酸塩，グリコピロニウムトシル酸塩
水和物およびソフピロニウム臭化物はそれぞ
れ異なる結合親和性を示し，その中でもグリ
コピロニウムトシル酸塩水和物は高い親和性
と最大結合容量を持ち，迅速に結合し，長時
間作用することが示唆された。
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Abstract

In�recent�years,�topical�drugs�containing�the�anticholinergic�drugs,�such�as�
glycopyrronium�tosylate�hydrate,�sofpironium�bromide,�and�oxybutynin�hydrochloride�
have�been�approved�for�primary�hyperhidrosis.�However,�there�are�no�data�directly�
comparing�the�efficacy�and�safety�of�these�drugs.�In�this�study,�we�compared�the�
binding�and�dissociation�rates�of�these�anticholinergic�drugs�to�muscarinic�receptor�
subtype�3（M3）（M3�receptor）�.�The�results�of�Scatchard�analysis�demonstrated�that�
these�drugs�had�high�affinity�for�the�M3�receptor,�with�glycopyrronium�tosylate�
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hydrate�having�the�highest�binding�capacity.�Examination�of�the�binding�rates�
revealed�that�glycopyrronium�tosylate�hydrate�bound�most�rapidly�to�the�M3�receptor.�
Furthermore,�glycopyrronium�tosylate�hydrate�showed�the�slowest�dissociation�rate�
when�the�dissociation�rates�were�examined.

These�results�suggest�that�glycopyrronium�tosylate�hydrate�possesses�a�high�
affinity�and�maximum�binding�capacity�for�the�M3�receptor,�binding�quickly�and�acting�
for�an�extended�period.�On�the�other�hand,�although�oxybutynin�hydrochloride�and�
sofpironium�bromide�also�exhibit�high�affinity�for�the�M3�receptor,�differences�in�
dissociation�rates�and�half-life�suggest�potential�variations�in�the�differences�in�their�
product�profiles.

（受理日：2024年12月23日）


