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略 号

ATP, adenosine triphosphate 

ABC, ATP binding cassette 

BBB, blood-brain barrier 

BCRP (Bcrp), breast cancer resistant protein 

CLa,app, apparent membrane permeability clearance 

CMC, carboxymethyl cellulose

E217βG, 17β estradiol-17β-D-glucuronide

EHBR, Eisai hyperbilirubinemic rat 

Fa, absorbed fraction of ligands during the intestinal perfusion experiments 

FBS, fetal bovine serum 

ICD, intracellular domain 

Kp, brain, brain-to-plasma concentration ratio 

LC-MS/MS, high performance liquid chromatography equipped with triple stage mass spectrometer 

LLC-MDRI, LLC-PKI cells transfected with MDR1 cDNA 

MDR (mdr), multidrug resistance 

MRP (mrp), multidrug resistance associated protein 

NBD, nucleotide binding domain 

4MU, 4-methylumbelliferone 

PCR, polymerase chain reaction 

PET, positron emitting tomography 

P-gp, MDR1 P-glycoprotein 

PS product, the product of the apparent membrane permeability coefficient and the surface area 

TMD, transmembrane domain



序 論

本研 究 の背 景(物 質 透過 制御 機構 と してのABCト ラ ンスポー ター)

ATP binding cassette(以 下ABC)ト ラ ンスポ ー ター は,ATPの 加 水分 解 エネル ギー を駆 動 力

と して,広 範 囲 に及 ぶ基 質 を細 胞 内か ら細 胞 外 に輸送 す る膜 タ ンパ クで あ る。 現在,ヒ ト

にお いて は49種 のisozymeが 同定 され て お り,ト ラ ン-ポ ー ター と して は最 大 のsuper family

を形成 してい る(1,2)。 さらに これ らは配 列,構 造上 の特徴 か ら7つ のsubfamilyに 分 類 さ

れ て い る(ABCA,ABCB,ABCC,ABCD,ABCE,ABCF,ABCG)。 い くつ か のABCト ラ ンスポ

ー ター は遺伝 子疾 患 の責任 因子 であ る こ とも示 され て い る(3
,4)。

多 くのABCト ランス ポー ター 分子 は,WalkerAとWalkerBモ チー フ(両 者 は90～120ア ミ

ノ酸離 れ て存在す る)を 有す るATP結 合 ドメイ ン(NBDs)と 膜貫 通 ドメイ ン(TMDs)か

ら構成 され,NBFsとTMDsを それ ぞれ2つ 持 つ事 で,輸 送機 能 を発 揮す る と考 え られ てい

る(5)。WalkerAに は,ATPの βリン酸 基が 結合す る配 列 が,ま た,WaIkerBに はMg2+と

相互 作用す る配 列 が存在 してい る(7,8)。 そ の機 能 は不明 で あ るが,WalkerAとWalkerB

モ チー フの間 にCモ チー フ と呼 ばれ る配列(ALSGGQ)も 確 認 され てい る。詳 細 は 「今 後

の展 望」に記載 す るが,最 近,バ クテ リア のABCト ランス ポー ター のX線 構 造解析 が報告

され,NBDへ のATPの 結合,そ れ に 引き続 くATPの 加水 分解 が,ABCト ラ ンーポー ター

の構 造 変化 に大 きな影 響 を与 えて お り,駆 動力 と基質 輸送 の メカニ ズ ムが 明 らか に され つ

つ あ る(8-11)。 一 般 に,NBFsとTMDsを それ ぞれ2つ 持 つABCト ランス ポー ター はfull

transporter(fig.1A,B)と,ま た,そ れ ぞれ1つ 持 つABCト ラ ンス ポー ター はhalf transporter

と呼 ばれ(fig.1C),half transporterは ホモ ダイ マー を形 成 し,基 質輸 送 に 関わ る もの と考 え

られ てい る(12)。 また,多 くの ヒ トABCト ラ ンスポー ター は細胞 内 か ら細 胞外 へ1方 向

の輸送("unidirectional"な 輸 送)に 携 わ って い る。

このABCト ランーポ ー ター に関す る研 究 は,ガ ンにお け る多剤 耐性 因子 と しての研 究 に端



を発 してい る。 す な わ ち,癌 化 学療 法 時 に抗 癌剤 に対 す る耐性 を獲得 した細胞 には,抗 癌

剤 を排 出す る トラ ンス ポー ターが 過剰発 現 してお り,こ の排 出作 用 に よ り細 胞 内の 抗癌 剤

濃度 が低 下 して,有 効 性 の低 下=耐 性 を 引 き起 こす こ とが 古 くか ら知 られ てい た(現 在 で

は,こ の耐性 獲 得 は解 毒機構 の変 化や ター ゲ ッ ト分 子 の 変 化 な ど多様 な要 因 も含 まれ る こ

とが明 らかに され てい る)。 株 化細 胞 を用い た研 究 に よ り,こ の様 な排 出作用 を示 すABC

トラ ン ス ポー タ ー と して は じめて 同定 され た のがMultidrug resistance 1(P-glycoprotein

/ABCB1/MDR1)で あ る(13)。 次 いで,Multidrug resistance associated protein 1(ABCC1/MRP1)

な るABCト ランス ポー ター が 同定 され た(14)。 現在 で は,8種 のMRPサ ブ フ ァ ミ リー の

存在 が明 らか に され てい るが,こ の うち耐性 に関与す るの は,MRP2,3,4及 び5の 計5つ

であ る と考 え られ て い る(15-17)。 さ らに,最 近で は,MDR,MRPと の基質認 識性 が若 干

異 な る多剤 耐性 トラ ンスポ ー ター(ABCG2/BCRP)も 同定 され,機 能解 析 が行 われ るに至

って い る(18,19)。 臨床 上,多 剤 耐性 は治療 効果 を低 下 させ る大 きな フ ァクター と して捉 え

られ て お り,多 剤 耐 性 克 服 の た め のABCト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 はmodulatorや

chemosensitizerと 呼 ばれ,抗 癌剤 効 果 を高 め るもの と して 臨床 開発 も進 め られ てい る(21)。

一方
,耐 性 に関与 す る主 なABCト ランス ポー ターで あ るMDRI,MRPI,MRP2及 びBCRP

は通 常 の組織 に も発 現 してお り(fig.2),毒 性 を引 き起 こす 可能 性 の あ る外 因性物 質 か ら,

生体 を防御 して してい る機 能 を有 してい る もの と解 釈 され てい る(22-25)。MRP1は,特 に

肺,精 巣,腎,骨 格 筋 に高発 現 して い るが,肝 にお い てそ の発 現 は低 い と され て い る。 ま

た,MRP1の 発 現部 位 がbasolateral側(細 胞 の基底 膜側)で あ るこ とか ら,基 質 を細 胞 内 か

ら血管側 に排 出 してい る もの と考 え られ てい る(24)。 それ に対 し,MDR1,MRP2及 びBCRP

は上皮 細胞 のapical側(細 胞 の頂 上膜側)に のみ発 現 が認 め られ て い る。組 織 を防御 す る上

で重 要 な位 置 に発 現 して外 因性 物 質 に よ り直接 的 に相 互作 用 し,組 織 内へ の外 因性 物 質 の

侵 入 を低減 させ て い る もの と考 え られ る(22-25)。 特 に,血 液 脳 関 門,胎 盤,肝 臓,腎 臓,



小腸において高発現 しているMDR1,MRP2及 びBCRPは,薬 物の吸収,分 布,排 泄,代 謝

に対 しても調節因子 として働いている可能性 が高い(26-29)。

本研究の目的

薬物は,その薬効を発現するために標的となる臓器に到達(分布)する必要があるが,前

項で述べた ように,脳,精 巣,胎 盤 な どには関門が存在 し,容 易に薬物が臓器 に移行 しな

いよ う制御 されている。 このよ うな関門は,化 学物質(内 因性,外 因性)の 進入 に対す る

生体防御機能 と考 え られ るが,医 薬 品開発 においては,時 に障害 となる場合がある。例 え

ば,脳 毛細血管内皮細胞やchoroid plexusは 循環血か ら脳への薬物の移行 を制限 してお り,

血液脳関門(Blood Brain Barrie,BBB)及 び脳脊髄液関門(BCSFB)と 呼ばれている(30,31)。

中枢薬の開発においては,候 補化合物の脳移行性が必要であるが,こ のBBBやBCSFBに

よ り脳移行性が制 限されれば,十 分 な薬効 を発揮することが出来ない。逆に,中 枢 系への

副作用が重篤 となる場合には,BBBを 透過できない候補化合物 を開発すべきである。現在,

BBBに 存在するABCト ランスポーター として,前 述 したMDR1,MRP2,BCRPな どが同

定 されてお り,薬 物の膜透過制御 に関す る研究が進め られている。 同様 に,薬 物が経 口投

与 され た場合,最 初 に膜透過が起 こる小腸 においてもいくつかのABCト ランスポーターの

発現が報告 されている。薬物が経 口投与 された場合,小 腸で薬物が吸収 され ない限 り,薬

効の発揮は期待できないが,最 近,ABCト ランスポーターが,薬 物の消化管吸収性 を低 下

させていることが示 されてお り,経 口薬開発上の問題 となっている(33)。 ヒ ト小腸 におい

て も先に述べたMDR1,MRP2,BCRPが 発現 していることか ら,こ の課題の克服のための

ター ゲ ッ トトランスポーター と考 え られている。 さらに小腸には,栄 養物質,ア ミノ酸,

核酸な ど,生 体恒常性維持 のために必要な分子の吸収を行 う,多 くの トランスポーター/イ

オ ンチ ャンネル が発現 していることも知 られてお り,ア ミノ酸による構造修飾 により吸収

トランスポー ターに認識 させ るな どの吸収性向上の検討 もな されている(34)。 この様 な知



見の蓄積 か ら,現 在,創 薬プ ロセスにおいて も動態特性 向上のために,薬 物 トランスポー

ターに関す るスク リーニング試験 を導入す る動 きが活発 になってお り,一 部 は既 に創薬に

生か されている(fig.3)。 今後,安 全な医薬品の開発 とその適正な使用のためには,薬 物 ト

ランスポーターを対象 とした研究意義は非常に大 きい と思われ る。

以上に述べたよ うに,本 研究では,膜 透過性の制御 に関わってお り,薬 物動態への関与が

大きいと考えられ るABCト ランスポーター として,第 一 にMDR1,次 いでMRP2並 びに

BCRPに 焦点をあてた。その上で,「それ らが脳 と小腸 において どの ような機能 を有 し,そ

の輸送能力はin vitroか ら予測できるのか?」 とい う観点か ら,ABCト ランスポーター輸送

能力評価方法の創薬へ応用すべ く本研究を行った。 まず,第 一章では,薬 物の脳移行性 に

おけるMDR1の 関与について,in vitroの実験がマ ウス脳 におけるmdr1の 輸送能力 を予測

できるか どうか検討 した。 また,第 二章では,薬 物の消化管吸収 におけるMDR1の 関与に

ついて検討 した。 さらに,第 一章及び第二章では,こ れまで報告例 のないin vivo(脳 及び小

腸)に おけるMDR1を 介 した輸送能力 をin vitro実験か ら以下に予測するか,理 論的考察を

行い,そ の方法の確立 を目指 した。最後に,第 三章では抱合代謝物の消化管排出に関与す

るABCト ランスポー ター と して,MRP2な らびにBCRPの 寄与 を明 らかにす ることを 目的

に検討を行 つた。



Fig.1 Molecular structure of ABC transporter. 

Panel A, MDR1 has 12 TMD and two NBD; Panel B, Typical MRP transporters have five extra 

TMD towards the N terminal; Panel C, So-called half transporter BCRP has six TMD and one NBD.



Fig.2 Tissue distribution of typical ABC transporters in human.



Fig.3 Employment of transporters study in drug development.



第 一 章 薬 物 の 脳 移 行 性 に お け るMDR1輸 送

能 の 評 価 に つ い て

第一章 要約

目的

MDR1は 薬物の体 内動態 に深 く関与することが知 られてお り,こ の輸送能力を定量的に理

解することは,医 薬品の開発 とその適正使用 に重要であると考え られ る。本研 究では,in vitro

実験か ら見積 もられたMDR1の 輸送能力 をin vivoに いかに外挿すべきか検討 した。

方法

Ｉn vitro実験 として,12化 合物 を用いて,MDR1発 現細胞 とCaco-2細 胞 の単層膜を介 した経

細胞輸送実験を行 った。また,こ の12化 合物が,ATPの 加水分解速度 を充進 させ るか どう

か,MDR1を 発現 したplasma membraneを 用いて検討 した。in vivo実 験 としては,mdrla/lb

ノックア ウ トマ ウス とコン トロールマ ウスにおける脳対血漿 中濃度比(Kp,brain)を 求めた。

結果

In vitroでのMDR1発 現細胞単層膜 を介 した経細胞輸送実験で算出 したflux ratioとin vivo実

験から求めたKp,brain ratioの間には良好な相 関関係が認 められた。 しか しなが ら,ATPの

加水分解 を促進 した化合物 はMDR1に よる輸送が確認 されたものの,ATPの 加水分解を示

さないいくつかの化合物で も,MDR1発 現細胞 を用いた実験ではMDR1に より輸送 され る

とい う矛盾点 も見出 された。

結論

MDR1発 現細胞 を用いて求めたin vitro flux ratioは,in vivoで のMDR1輸 送能 を予測できる

パ ラメーターであることが示 された。また,ATP加 水分解を指標 したin vitro実験は,MDR1

の基質 を開発化合物か ら除 くためのスク リーニングに用い ることが可能 であると考 えられ



た 。

第一章 緒言

MDR1は,多 剤耐性 を獲得 した腫瘍細胞中から最初に単離 されたABCト ランスポー ターで

あ り,さ まざまな構造の抗癌剤 を腫瘍細胞 中か ら排 出する機能 を有す ることが明 らかにさ

れている(35,36)。 現在では,MDR1は 多 くの正常組織(脳,小 腸,肝 臓,腎 臓,副 腎,

精巣な ど)に も発現 し,薬 物の体内動態において重要であることが示 されている(13,37,

38)。 当初,株 化細胞 によるin vitro実験でMDR1の 輸送能力が解析 されてきたが,mdr1ノ

ックア ウ トマ ウスの創 出によりin vivoに おけるその重要性が示 されるよ うになった(39)。

特に,MDR1の 基質 となる薬物 は,消 化管吸収性や脳移行性 がコン トロールマ ウスで有意

に低下 していることが,正 常マ ウス とmdr1ノ ックア ウ トマ ウス との比較 により明 らかにさ

れ きた(40)。 さらに,ivermectinの 中枢毒性 がmdr1ノ ックア ウ トマ ウスによ り著 しく増強

す る例な どか ら,毒 性への関与も指摘 されるに至ってい る(41)。 最近,マ ウスのみな らず,

ヒ トにおいても,MDR1遺 伝子の一塩基置換(SNPs)が 小腸でのMDR1発 現量の低 下に起

因 してお り,排 出能力の低下のためにdigoxinの 血中濃度が増加す るとい う報告 がな されて

いる(42)。 さらに,MDR1のmodulatorと の併用投与において,MDR1基 質の消化管吸収

性や脳移行性 が増加す ることも報告 されている(43,44)。 臨床における多剤併用 による薬

物動態の変動 は,時 に医療事故を引き起 こす場合が知 られてお り(薬 物相互作用),医 薬品

の適正使用の面か らも,MDR1の 関与 を定量的に理解す ることが重要であると考 えられ る

(45-48)。

近年,い くつかのin vitro実験によ りMDR1の 基質認識性 を評価 しようとす る試みがなされ

ている。本研究では,MDR1の 輸送能力を定量的に評価す るためのin vitro実験 を行い,in vivo

で見積 もられたMDR1輸 送能力 と比較 した。In vitro実 験では,代 表的 なMDR1の 基質



(substrate)及 び非基 質(poor substrate)を 使 い,MDR1を 発 現 して い るCaco-2細 胞やLLC-PK1

細胞 を用 い た経細 胞輸 送実 験,バ キユ ロ発 現 系 で作製 され たplasma membraneを 用 い たATP

加 水 分解 実験 を行 っ た。この よ うなin vitro実 験 か ら得 られ た ヒ トMDR1輸 送 能力 を,in vivo

で のマ ウス脳 毛細 血管 内皮 細胞 に発 現 して い るmdr1の 輸送 能 力 と比較 して,in vivoを 予測

で き るのは どの よ うなin vitro実 験 であ るか,ま た,そ れ らをいか に評価 す べ きか につ い て

検討 を行 った。

第一 章 結果

細胞 単 層幕 を用い た経細胞輸送実験

Fig.4にCaco-2細 胞 単層膜 を介 した12化 合 物 の輸送活 性 の時 間依存 性 を示 した。ま た,Table

1に は 輸 送活 性 とそ の 比(flux ratio)を ま とめた。 同様 に,fig.5に はMDR1発 現 細 胞

(LLC-MDR1細 胞)な らび に コン トロール 細胞 で あ るLLC-PK1細 胞 単層膜 を介 した12化

合 物 の輸 送活 性 の時 間依存 性 を示 した。Table2に は この結果 に加 え,corrected flux ratioを

ま とめた。過 去 の報告 同様,MDR1の 良好 な基質 と して知 られ るdigoxinやquinidineで は

basal to apical方 向 の輸送 活性 が,そ の逆 向 きのapical to basal方 向の輸 送活性 よ り有 意 に 高

い こ と が 確 認 さ れ た 。 反 対 に,MDR1の 基 質 で は な いprogesteroneやestradiol

17□-D-glucuronideな どの輸 送 にお い ては,basal to apical,apical to basal両 方 向 の輸送 活 性は

ほぼ 同程度 で あ った。本 実験 で確 認 され た基 質認識 性 は,こ れ までの報 告 と一致 してい た。

実 質的 に,Caco-2細 胞 とLLC-MDR1細 胞 で測 定 された基 質 の な りやす さを示 すflux ratioの

ランクオ ー ダー は,両 細 胞 間で 同程度 で あ った。定量 的 に輸 送活 性を比較 す るため に,Caco-2

細 胞 とLLC-MDRI細 胞 で算 出 され たflux ratioの 相 関性 を図示 した(fig.6)。 この図 か ら明

らかな よ うに,2つ の細胞 間のflux ratioは 有意 な相 関関係 に あつ た。 相 関の 回帰 直線 が

LLC-MDR1細 胞側 に偏 ってい る原 因は,Caco-2細 胞 に比べLLC-MDR1発 現 細胞 におい て



MDR1の 発現量が高いことを示唆 しているものと考察 され た。

ＡTP加水 分解実験

そ の他 のin vitro評 価系 と して,上 記実験 で用 い た12化 合物 のATP加 水 分解 の促進 作 用,

す なわ ち,ATP加 水分解 速度 に与 える被 験 物質 の濃度 依存性 を測 定 した(fig.7,table3)。

本 検討 に は,MDR1のcDNAを 組 み込 ん だバ キ ュ ロ ウイル ス を感 染 させ た 昆 虫細胞 か ら調

製 したplasma membraneを 用 い た。被 験物 質 の ない状 態 では,ATP加 水分解 速 度 は3～6nmol

pi/min/mg proteinで あ ったが,cyclosporinAやquinidineを 添加 した場合 濃度 依 存的 にATP

加 水分 解 を促進 し,そ のVmax/Kmは,そ れ ぞれ31.1±3.7及 び3.24±0.58mL/min/mg protein

で あった。 逆 に,MDR1発 現細胞 を介 した経細 胞輸 送 実験 でMDR1の 良好 な基 質 と判 定 さ

れ たdigoxinやloperamideは,ATP加 水分 解 の促 進作 用 が小 さか った° ま た,い くつ か の化

合 物 では,高 濃 度 でATP加 水 分解 へ の阻害 作用 を示 す こ とが明 らか とな っ た。

Ｍdr1a/1bノ ックア ウトマウス を用いた組織 分布実 験

Daunomycin,progesterone及 びdiazepamの 組 織 分布 を,正 常 マ ウス とmdr1a/1bノ ックア ウ

トマ ウス(以 下mdr1ノ ックア ウ トマ ウス)で 測 定 した(fig.8)。Mdr1ノ ックア ウ トマ ウス

にお けるdaunomycinの 脳 対血 漿 中濃 度 比(Kp,brain)は1.63±0.08で あ り,正 常 マ ウス(0.91

±0.O1)に 比べ 有意 に 高か った。 この結 果 は,in vitroに お け るMDR1発 現細 胞 を介 した経

細胞 輸送 実 験 で得 られ た結果 か ら予 想 され た もので あ った。 ま た,肝 臓 や 腎臓 へ の組 織 分

布 におい て,正 常マ ウス とmdr1ノ ックア ウ トマ ウスの 間に有意 差 は認 め られ なか っ た。

他方,progesterone及 びdiazepamのKp,brainを 測 定 した結果,正 常 マ ウス とmdr1ノ ックア

ウ トマ ウス の間 に有意 差 は認 め られ な か った。この結果 もin vitroで のMDR1発 現細 胞 を用

いた 実験結 果 と一致 す るもの で あった。 そ の他,過 去 の報告 におい て 見積 も られ た情報 も

加 え,種 々化 合物 のkp,brain ratioをtable4に ま とめた。



In vitroどin vivo実験間 の相関性に つい て

In vivoにお け るMDR1の 輸送機 能 は どの よ うなin vitro実 験 か ら予測 され るか を定 量的 に議

論 す るた め に,各 実 験 系か ら得 られ た結果 の相 関性 を検 討 した(fig.9)。Caco-2細 胞 また は

LLC-MDR1細 胞 か ら調 製 した 単層膜 を用 い て測 定 したin vitro flux ratioは,ノ ックア ウ トマ

ウス を用 いて測 定 したKp,brain ratioと 有意 な相 関 を示 した。最 も高 い相 関性 を示 した のは,

LLC-MDR1細 胞 を用 いた場 合(こ の時,MDR1発 現 細胞 にお けるflux ratioを コ ン トロール

細 胞 のflux ratioで 補 正 したcorrected flux ratioに よって評 価 した)で あ った。ATP加 水 分解

を指標 と した場合,in vivoと の有意 な相 関性 は 見出 され なか っ た。

第一 章 考察

本研 究 では,in vivoで のMDR1輸 送(特 にBBBに おい て)を 予 測 で きる もっ とも信 頼性 の

高 い実験 系 は何 か とい うポイ ン トに焦点 を絞 り,い くつ か の実験 か ら得 られ たパ ラ メー タ

ー の比較 検討 を行 った
。In vivo BBBに お けるMDR1輸 送 を定 量的 に記述 し うるパ ラメー タ

ー と してKp
,brainを 定義 した。MDR1輸 送能 力 を単 純化 して数 値化 す るた め,ノ ックア ウ

トマ ウス にお けるKp,brainを 正 常マ ウス にお け るKp,brainで 補 正す る こ とに よ り,各 テ ス

ト化合 物 の血 中蛋 白結合,脳 組織 へ の結 合 や そ の他 の トラ ンスポー ター の影 響 をキ ャ ンセ

ル す る こ とで きる も の と仮 定 した。 相 関図 で 示 した よ うに,こ の パ ラ メー ター(Kp,brain

ratio)は,in vitro経 細 胞輸 送実 験 で求 めたcorrected flux ratio(ま た はflux ratio)と 相 関関係

にあ る こ とが明 らか となっ た。

この評価 方 法 の妥 当性 につい て考 察 した い。まず,scheme1に 示 した よ うに,pharmacokinetic

modelに よって コ ン トロール 細胞 であ るLLC-PKl細 胞 を介 した膜透 過 ク リア ラ ンス(PSato

b及 びPSbtoa)は 以 下の 式で 定義 され る。



こ こで,PSa,inf及 びPSa,effはLLC-PKl細 胞apical側 膜 を介 したinflux及 びeffux方 向の透過

ク リア ランス を示 す。 同様 に,PSb,inf及 びPSb,effはbasal側 膜 を介 したinflux及 びeffux方 向

の透 過 ク リア ラ ンスを示す。

ま た,以 下 にflux ratioを 定義 した°

したが って,式1及 び 式2を 式3に 代入 す る と,コ ン トロール 細胞 にお け るflux ratioは 以

下 の よ うに記 述 され る。

他 方,Caco-2細 胞やLLC-MDR1細 胞 な ど,MDR1を 発 現 してい る細 胞 で は,膜 透過 ク リア

ランス及 びflux ratioは,次 の式 で与 え られ る。

ここで,PSp-gpはMDR1に 基 づ く輸 送 ク リア ラ ンスで ある。 さ らにLLC-MDR1細 胞 のflux

ratioを コ ン トロール 細胞 のflux ratioで 補 正す るこ とに よ り,corrected flux ratioを 定 義す る

と,膜 透 過 の素過 程 にお け る受動 拡 散 に基 づ く各 ク リア ラ ンス がキ ャンセ ル され,以 下の

簡 略 化 され た式 が与 え られ た。

同様 に,mdr1ノ ックアウ トマ ウス脳毛細血管内皮細胞 を介 した血液か ら脳への透過 と脳か



ら血液へ の輸送についても,膜 透過 クリアランスを定義 した。

こ こで,PSl,inf及 びPSl,effは 脳 毛細血 管 内皮 細胞 のluminal側 膜 を介 したinflux及 びeffux方

向 の透過 ク リア ランス を示 す。同様 に,PSal,inf及びPSal,effは脳 毛細血 管 内皮細 胞 のanti-luminal

側 膜 を介 したinflux及 びefflux方 向の透 過 ク リア ラ ンス を示 す。

Kp,brainは 消失 過 程 におい て,PSblood to barainとPSbrain to bloodで 示 され,以 下 の式 で定

義 され る。

ま た,正 常 マ ウス で も,膜 透過 ク リア ラン ス,Kp,brainを 定義 し,mdr1ノ ック ア ウ トマ ウ

ス にお け るKp,brainを 正常 マ ウスのKp,brainで 除 した比Kp,brain ratioは 以 下 の式 で与 え ら

れ る。

こ こで,式8と12を 比較 す る と,両 者 とも同 じ式 の形 で ある こ とが分 か る。 したが つて,

corrected flux ratioとKp,brain ratioを 直接 プ ロ ッ トした場合,そ れ ぞれ のパ ラメー ター が等

しい と仮 定す る と,1:1の 関係 に な りうる こ とが示 され た。 実際,こ れ らの パ ラ メー タ

ー は
,有 意 な相 関性 を示す こ とが 実験 的 に も明 らか に な った が,こ の相 関図 にお いて,回

帰 直線 がin vivoデ ー タ側 に傾 いて い る(1:1で はない)。 式8と12の 比較 か ら,こ の理

由は,MDR1の 発現 量 も し くはintrinsicな 輸 送活性 がin vivoで 高 い た めか,あ るい は,受

動 拡散 に よる膜 透過 性 がin vivoで 低 いた めか,い ず れ かで あ る と考察 され た。 ま た,今 回

の検 討 で,in vivo実 験(ヒ ト発現 系)とin vivo実 験(マ ウス)の 間 に 良好 な相 関 関係 が 見

出 され た こ とか ら判断 し,今 回用 い た化 合物 に限 っ て言 え ば,明 確 な種 差 が認 め られ なか

つた。 しか しなが ら,種 差 に関 して は,よ り多 くの化 合物 で 評価 す べ き問題 で あ り,さ ら



な る検 討 が必 要 で ある と考 えてい る。

本 研 究 で得 られ た結 果 と同様 の相 関性 につ いて,Yamazakiら の グル ー プ か らも報 告 がな さ

れ た(49)。 す な わち,in vivo Kp,brain ratioが マ ウスmdrlaを 発 現 したLLC-PK1細 胞 のflux

ratioと 良好 な相 関性 を示 す とい う報告 で ある。 しか しなが ら,ヒ トMDR1発 現 細胞 とマ ウ

スmdrla発 現細 胞 でのflux ratio(in vitro実 験 間での 比較)で は相 関性 が若干 低 く,結 果 と

して,ヒ トMDR1発 現 系 とin vivo Kp,brain ratioの 相 関性 が マ ウス発 現 系 での それ と比 べ,

低 下 してい る と報 告 して い る。 この結果 をYamazakiら は,種 差 と して捕 らえて い るが,検

討 に用 いた化 合物 の多 くは未公 表 で あ り,本 研究 との比 較 を行 うこ とはで き なか っ た(49)。

さ らに,corrected flux ratioの みな らずCaco-2細 胞 やMDR1発 現細 胞 か ら求 めたflux ratio

とin vivo Kp,brain ratioの 間 に も,有 意 な相 関性 が認 め られ た。 も し,テ ス ト化 合物 の輸 送

に他 の トラ ンス ポー ター の 関与 わ 無 けれ ば,式7は 式8に 簡略 化 され る。 した が って,こ

の よ うな場合 には,in vivo Kp,brain ratioと 相 関性 が 見 られ るの は妥 当で ある と考 え られ る。

実際,Caco-2細 胞 で求 めたflux ratioとin vivo Kp,brain ratioの 相 関係 数 は0.812(p<0.01)で

あ り,MDR1発 現細 胞 で求 めたflux ratioとin vivo Kp,brain ratioの 相 関係 数0.869(P<0.O1)

と比較 す る と,相 関係 数 は低 下が認 め られ た。 この こ とは,今 回検 討 したテ ス ト化 合物 の

ｉn vitro発 現細胞 を介 した膜 輸送 に は,MDR1以 外 の何 らかの トラン スポ ー ター が関与 して

お り,そ の関与 は コン トロー ル細 胞 での補 正で あ る程 度補 正可 能 で あ る もの と解釈 され た。

本検 討 で は,ATPの 加 水分解 を指 標 としたMDR1輸 送 能力 とin vivo Kp,brain ratioと の関係

につ いて も検討 した。ATP加 水 分解 の濃 度依 存性 を検 討 した結果,digoxinやvinblastineで,

高 濃度 でATP加 水 分解 を阻 害す る傾 向 を示 した(50,51)。 この理 由は 明 らか では ないが,

脂 溶性 の高 い化合 物 な どは,MDR1を 発 現 してい る昆 虫細 胞 由来 のplasma membraneの 流動

性 を変化 させ る可能性 があ り,ATPの 加水 分解 反応 を阻害す る可能 性 が考 え られ た(52,

53)。 ま た,テ ス ト化 合物 自身 が,ATPの 加 水 分解 のinhibition siteに 結 合 す るこ とに起因 し

てい る可 能性 も考 え られ た。 次 い で,テ ス ト化合物 のATP加 水 分解促 進 作用 を定 量的 に評



価す るため,ミ カエ リスメンテン式によりKmとVmaxを 求 めた結果,得 られ たKmは 過去の

報告 と比べcomparableな ものであった。DexamethasoneやPSC833の ような化合物では,

MDRI発 現細胞による経細胞輸送実験 でMDR1基 質であると判定 されたにも関わ らず,ATP

の加水分解に影響を与 えなかった。 このよ うな矛盾点の解明には,ATP加 水分解 と基質輸

送のカ ップ リングに関す るよ り詳細な分子機構 の検討が必要であると考 えられた(54,55)。

この よ うな矛盾点に加え,パ ラメーター として次元(単 位)が 異なる,ATPの 加水分解 を

指標(Vmax/Km)と したMDR1輸 送能力 とin/vivo Kp,brain ratio(透 過 ク リアランス比)と を

直接比較す ることは困難 であ り,何 らかの膜透過性で補正するな ど評価方法 を考察する必

要があると考察 された。 しか しながら,本 検討で,ATPの 加水分解 を促進 したすべての化

合物 はMDR1の 基質であったことか ら,例 えば,MDR1基 質を候補化合物 中か ら除きたい

といったスクリーニングに際 しては,本 実験系が適用可能であると考え られ た。

以 上,本 研 究 の成果 として,in vivoのMDR1輸 送能 力 をmdr1ノ ックア ウ トマ ウス/正 常マ

ウス のKp,brain ratioと して数 値化 した結果,LLC-MDR1/LLC-PK1細 胞 も しくはCaco-2細

胞 を用 い た経 細胞 輸送 実験 で求 めたcorrected flux ratio,ま た は単純 にLLC-MDR1も しくは

Caco-2細 胞 で求 め たflux ratioか ら定 量的 に予測 で き るこ とが示 され た。 この よ うな 予測性

は,pharmacokinetic modelを ベ ー ス と した理 論 的な考 察 に よって説 明 で き,脳 へ の薬物 移行

性 を予測 す るた めの,有 効 な評 価 系 で あ る と考 え られ た。 また,ATP加 水 分解 の促進 させ

る作 用 を指標 と した評 価方 法 とin vivoのMDR1輸 送 能力 とは有意 な相 関 関係 は見 出 されず,

ATP加 水 分解 の促 進 作用 と基質 輸送 の 関係 には例外 的 な化合 物 が存在 す る こ とが示 され た。

今 後,MDR1の 基質 輸送 メカニ ズ ムが解 明 され る こ とに よ り,本 検 討 で認 め られ た矛 盾 点

が説 明 され る もの と期待 され る。



Fig. 4 Time profiles for the transcellular transport of 12 compounds across Caco-2 

monolayers.

Transcellular transport of 12 compounds across Caco-2 monolayers was determined as a function of 

time. The ligand concentrations used in these experiments are described in the text. The ordinate

represents the volume of distribution (μL/mg protein), which was obtained by the amount of ligand

transferred to the acceptor side divided by the initial concentration of ligand on the donor side. 

Each point and vertical bar represents the mean +/- S.E. of three independent experiments. Key: 

open circle, apical-to-basal flux; closed circle, basal-to-apical flux.



Fig. 5 Time profiles for the transcellular transport of 12 compounds across 

LLC-PK1 monolayers.

Transcellular transport of 12 compounds across LLC-PK1 and LLC-MDR1 monolayers was 

determined as a function of time. The ligand concentrations used in these experiments are

described in the text.The ordinate represents the volume of distribution(μL/mg protein), which

was obtained from the amount of ligand transferred to the acceptor side divided by the initial 

concentration of ligand on the donor side. Each point and vertical bar represents the mean +/- S.E. 

of three independent experiments. Key: open circle, apical-to-basal flux across LLC-PK1; closed 

circle, basal-to-apical flux across LLC-PK1; open square, apical-to-basal flux across LLC-MDR1; 

closed square, basal-to-apical flux across LLC-MDR1.



Table 1 Kinetic parameters for penetration across Caco-2 monolayers.

Based on the results shown in Fig. 4, the PS products and flux ratio across Caco-2 monolayer were 

calculated. The results are shown as the mean +/- S.E. The S.E. was calculated according to the 

law of propagation of error.



Table 2 Kinetic parameters for the penetration across LLC-PK1 monolayers.

Based on the results shown in Fig. 5, PS products, flux ratio and corrected flux ratio across 

LLC-PK1/LLC-MDR1 were calculated. The results are shown as the mean +/- S.E. The S.E. was 

calculated according to the law of propagation of error.



Fig. 6 Correlation of the flux between Caco-2 and LLC-PK1 monolayers. 

Based on the results shown in Figs. 4 and 5, the correlation of the flux between Caco-2 and 

LLC-PK1 monolayers was examined. Panel A, Correlation between the flux ratio in Caco-2 and 

that in LLC-MDR1. Panel B, Correlation between the flux ratio and the corrected flux ratio in

LLC-PK1 and LLC-MDR1. Panel C, Correlation between the flux ratio in Caco-2 and the

corrected flux ratio in LLC-PK1/LLC-MDR1. Each point and vertical bar represents the mean +

S. E. which was calculated according to the law of propagation of error. Key: 1, E217βG;

2, diazepam; 3, progesterone; 4, cimetidine; 5, dexamethasone; 6, loperamide; 7,

verapamil; 8, daunomycin; 9, vinblastine; 10, quinidine; 11, cyclosporin A; 12, digoxin.



Fig. 7 Effect of 12 compounds on ATP-hydrolysis by P-gp.

    Concentration-dependent effect of 12 compounds on the ATP hydrolysis in the membrane 

fraction from High Five cells expressing P-gp was determined as a function of the medium

concentration. The membrane fraction (40μg protein/60μL medium) was incubated for 20 min at

37℃ to determine the amount of inorganic phosphate released from 4mM ATP. The data were

fitted to the Michaelis-Menten equation to determine the estimated concentration for half-maximum 

activation and the maximum activation. Solid line represents the fitted line and the closed symbols 

represent the data used for the analysis. Data with the open symbols were not used for the analysis. 

Each point represents the mean of two independent experiments.



Table 3 Kinetic parameters for ATP hydrolysis.

Data shown in Fig. 7 were analyzed according to the Michaelis-Menten equation to determine the 

apparent Vmax and Km values. The results are shown as the mean +/- computer calculated S.E. 

Silent refers to a substrate that does not alter the P-gp mediated ATP-hydrolysis.



Fig. 8 Autoradiogram of normal and mdrl (-/-) mice after intravenous 

administration of daunomycin, progesterone and diazepam.



Table 4 Brain distribution in mdr1 knockout and normal mice.

Kp, brain and the ratio of daunomycin, diazepam and progesterone were determined in this study. 

Other data was referred from previous publications.



Fig. 9 Correlation of P-gp function determined in in vitro transcellular transport 

studies, ATP hydrolysis studies and in vivo brain penetration studies.

Data listed in Tables 1, 2 and 3 were summarized to examine the correlation between in vivo and in 

vitro P-gp function. Previously reported data for the Kp,brain ratio of 7 compounds were also 

included. Panel A, Correlation between Kp,brain ratio and flux ratio in Caco-2 cells. Panel B, 

Correlation between Kp,brain ratio and flux ratio in LLC-MDR1 cells. Panel C, Correlation 

between Kpbrain ratio and corrected flux ratio in LLC-PK1 /LLC-MDR1 cells. Panel D, 

Correlation between Kpbrain ratio and stimulatory effect on the ATP hydrolysis (Vmax/Km). Each 

point and vertical bar represents the mean + S.E. which was calculated according to the law of 

propagation of error. Key: 1, diazepam; 2, progesterone; 3, daunomycin; 4, dexamethasone; 

5, loperamide; 6, verapamil; 7, vinblastine; 8, cyclosporin A; 9, digoxin; 10, quinidine



Scheme 1 Schematic diagram illustrating the PS products for the penetration of 

ligand across the plasma membrane.

Panels A and B represent the PS products across the cultured cell monolayers and those across the 

cerebral endothelial cells. Key; PSa,inf and PSa,eff represent the PS products for the influx and 

efflux across the apical membrane, respectively. PSb ,inf and PSb,eff represent the PS products for 

the influx and efflux across the basal membrane, respectively. PSP-gp represents the PS product for 

P-gp mediated efflux across the apical membrane; PS1,inf and PS1 ,eff represent the PS products for the 

influx and efflux across the luminal membrane of cerebral endothelial cells, respectively. PSal , Nr 

and PSal,eff represent the PS products for the influx and efflux across the antiluminal membrane of 

cerebral endothelial cells, respectively. PSp-gp represents the PS product for the P-gp mediated 

efflux across the luminal membrane.



第 二章 薬物の消化管吸収におけるMDR1輸 送能の評価について

第二章 要約

目的

MDR1の 基質 となる薬物が経 口投与 された場合,消 化管においてMDR1に よ り排 出を受 け

ることにより,吸 収性に個人差が生 じた り,MDR1阻 害剤 との同時併用による吸収性 が変

化す る可能性がある。 したがって,消 化管 にお けるMDR1の 輸送能 を評価す ることは,経

口薬物の開発 において,重 要であると考 えられてい る。本研 究では,第 一章に続 き,消 化

管でのMDR1輸 送能が,in vitro実験 より評価可能であるか否か検討 した。

方法

消化 管 にお けるMDR1の 輸 送 能 を評価 す るた め に,12の テ ス ト化合 物 を用 いて,マ ウスin

situ小 腸潅 流実 験 を行 い,mdr1ノ ックア ウ トア ウ トマ ウス な らび に正常 マ ウスのpermeability

surface area (PS) productを 算 出 した。 ま た,こ の小腸 で のmdr1輸 送 能 がin vitro実 験 か ら予

測 で き るか ど うか 検討 す る た め,MDR1発 現LLC-PK1細 胞 な らび に コン トロー ル 細 胞

(LLC-PK1)を 経 細胞輸 送 実験 を行 った。

結 果

in situ小 腸 潅 流 実 験 の 結 果,mdr1の 影 響 に よ っ てPS productが 変 化 す る こ とが 明 らか と な

っ た 。 ま た,そ の 影 響 の 受 けや す さ は 以 下 の 順 で あ っ た 。Quinidine>ritonavir>loperamide,

verapamil,daunomycin>digoxin,cyclosporine A>dexamethasone,vinbrastineま た,小 腸 で の

mdr1輸 送 能 は,in vitro実 験 か ら見 積 も っ たMDR1輸 送 能 と有 意 な 相 関 関係 に あ る こ とが 示

され た 。

結 論

In vivoでの消化管吸収におけるMDR1の 関与は,MDR1発 現細胞 を用いたin vitro経細胞輸



送実験か ら定量的 に予測 しうることが示 された。

第二章 緒言

序 章 で も述 べ た よ うに,ABCト ラ ンスポー ター は 多剤 耐 性 を獲 得 した腫 瘍細 胞 に 見出 され,

数 々の抗癌 剤 を細 胞 内 か ら細 胞外 に排 出す る事 で,腫 瘍細 胞 に耐 性 を付 与す る こ とが 知 ら

れ て い る(35,36)。MDR1は 最 も研 究 され たABCト ラ ンスポ ー ターで あ り,BBBの 他,

肝 臓,腎 臓 に加 え,小 腸 な どの正 常組 織 に も発現 す る こ とが 知 られ てい る(13,37,38)。

ここ数 年,薬 物 の体 内動態 にお け るMDR1の 寄 与 を定量 的 に評 価 す るた めに,mdr1ノ ッ

クア ウ トマ ウス でのin vivo実 験 が試 み られ て い る(39)。 特 に,経 口投 与 され たMDR1基 質

(digoxin,taxol,tacrlorimus,saquinavirな ど)の 消化 管吸 収性 が,mdr1に よって低 く抑 え

られ てい るこ とが,正 常 マ ウス との比較 に よっ て明 らか に され て い る(56-61)。 さ らに,い

くつ かの論 文 で,ヒ ト臨床 におい て も薬物 の吸収性 にMDR1が 影響 す る例 が報 告 され るよ

うにな った。 ここで,ヒ トの報 告例 の一部 を紹 介 す る と,1)digoxinやcyclosporin Aの 経 ロ

バ イオ アベイ ラ ビ リテ ィー は小 腸 のMDR1発 現 量 と逆 相 関す るこ とが示 され てい る(62,

63),2)小 腸 でのMDR1輸 送 を阻害 す る成 分 を含 む グ レー プ フルー ツ ジ ュー ス を飲用 す る事

で,cyclosporin Aの 経 ロバ イ オアベ イ ラ ビ リテ ィーが 上昇 す る(43),3)小 腸 のMDR1が リ

フ ァン ピシンで誘 導 され た場 合,digoxinの 経 ロバ イ オアベ イ ラ ビ リテ ィー が上 昇す る(62),

な ど適 正 な医 薬 品 の使 用 とい う面 か ら見 て も,重 要 な知 見 が得 られ るに 至 って い る。 この

よ うな,小 腸 のMDR1発 現 量やMDR1阻 害剤 の併用 で 吸収性 が影 響 を受 け るか ど うか判 断

す る場合,注 目 してい る薬物 が,ど の程度MDR1に よって輸 送 され てい るのか を定 量的 に

評 価す るこ とが重要 で あ る と考 え られ る。 実 際,SNPsに よって も,MDR1基 質 の吸 収性 が

変 動す る可 能性 が示 唆 され てい る(40,64-66)。 本 研 究 では,小 腸 で のMDR1輸 送 能 の評

価 方法 を検 証す るた めに,12の テ ス ト化合 物 を用 いて,マ ウスin situ小 腸潅 流 実験 を行 い,



mdr1ノ ックア ウ トア ウ トマ ウス な らびに正 常マ ウス のpermeability surface area (PS) product

を算 出 した。ま た,こ の 小腸 で のmdr1輸 送 能 がin vitro実 験 か ら予測 で き るか ど うか 検討 す

る ため,MDR1発 現LLC-PK1細 胞 な らび に コ ン トロール 細胞(LLC-PK1)を 経細 胞 輸送 実

験 を行 った。

第二章 結果

Mdr1ノ ックア ウ トマ ウス及 び正 常マ ウス を用 いて,12化 合 物 のPS productをin situ小 腸 潅

流実 験で求 めた。各化合 物 のFa(absorbed fraction)を 且fig.10に示 した。Quinidineやverapamil

な ど,MDR1の 良好 な基 質 して知 られ る薬物 では,mdr1ノ ックア ウ トマ ウスに お け るFa

は 正 常 マ ウス に比 べ 有 意 に高 か った(fig.11)。 一 方,diazepamの よ うなMDR1の"poor

substrate"で は,両 系統 間のPS productに 差 は認 め られ なか っ た。 多 くの化合 物 で は20～30

分 間潅流 す る こ とに よ り吸 収性 が 定常状 態 に達 した こ とか ら,20～30分 のFaを 用 い てPS

productを 算 出 した。 ただ し,verapamilやdaunomycinで は定 常状 態 に達す るた めに は30分

以 上の潅 流時 間 が必要 とな る結 果 が得 られ たが,マ ウスの健 康 状態 を 良好 に維 持 す るのは,

30分 以上 困難 で あった こ とか ら,こ れ らの化合 物 のPS productの 算 出 におい て も20～30分

のFaを 用 いた。

本 実験 系 の妥 当性 を検 証す るた めに,MDR1の 典型 的 な阻 害剤 と して知 られ るPSC833が

quinidineのMDR1輸 送 に どの よ うな影 響 を与 え るか検 討 した。Fig.12に 示 した よ うに,正

常マ ウス にお いて は,PSC833(1μM)の 阻害 によ りquinidineの 吸 収性 が有 意 に増加 した。

しか しな が ら,mdr1ノ ックア ウ トマ ウス におい て は,PSC833の 影 響 は ほ とん ど見 られ な か

っ た。 これ らの結 果 よ り,本 潅流 実験 系 はマ ウス小腸 にお い てmdr1が 基質 とな る薬 物 の 吸

収性 を制 限 してい る現象 を評 価す る上 で妥 当で ある こ とが示 され た。

ま た,実 験終 了後 速や か に潅流 部位 のmucosaを 採 取 し,放 射 能 濃度 を測 定 した。そ の結 果,

quinidine,loperamideやvinbrastineな どMDR1の 良好 な基質 で は,mdr1ノ ック ア ウ トマ ウ



スmucasa内 の放射能濃度が,正 常マウスの放射能濃度に比べ,有 意 に高かった(fig.13)。

逆にdiazepamで は,両 系統間に有意差 は認 められなかった。 このことも,小 腸管啌 側上皮

に発現 しているmdr1が 基質の細胞内への透過を妨げてい ることによ り説明 され る現象 であ

り,本 小腸潅流実験によりmdr1の 輸送機能が評価可能であることを示 している。

小腸 にお け るmdr1輸 送 を定 量的 に数値 化す るだ めに,mdr1ノ ックア ウ トマ ウス及 び正 常 マ

ウスで求 めたPS productの 比(PS product ratio)を 求 めた(table5)。PS product ratioを 表 に

示 した が,大 きい順 か ら並べ る と,以 下 の順 で あった。

Quinidine>ritonavir>loperamide,verapamil,daunomycin>digoxin,cyclosporine A>

dexamethasone,vinbrastine

このPS product ratioをin vitro経 細胞 輸 送実験 で求 めたPSa-tob ratioと 比 較 した。こ こで,PS

a-to-b ratioは コ ン トロー ル細 胞 にお け るapicalか らbasa1側 へ の透過(PSa-to-b)をMDR1発 現

細 胞 にお け るPSa-to-bで 除 した比 と して定義 した(66)。 この計 算値 をtable 6に ま とめた。

最 終 的にin situ潅 流 実権 か ら求 めたPS product ratioと 比較 す る と,両 者 に は良好 な相 関関係

が見 出 され た(fig.14)。

最 後 に,小 腸 にお けるmdr1輸 送 能 を,第 一 章 でパ ラ メー ター 化 したBBBに お けるmdr1輸

送 能(Kp,brain ratio:mdr1ノ ックア ウ トマ ウス にお け る脳 対血漿 中濃 度 比 を正 常マ ウスに

お け る脳 対 血漿 中濃度 比 で 除 した比)と 比 較検 討 した(67)。 そ の結果,今 回検 討 した12

化 合 物 の比 較 に おい て は,両 パ ラメー ター 間 に も有意 な相 関 関係 が あ る こ とが明 らか とな

った(fig.15)。

第二章 考察

本研究において,薬 物 のバイオアベイ ラビリテ イーの低下にMDR1が どの程度関与 しうる

か定量的に評価することを目的に,mdr1ノ ックア ウ トマ ウス及び正常マ ウスを用いたin situ



小腸 潅 流実 験 を行 った。MDR1の 良好 な基質 では,正 常 マ ウス とmdr1ノ ックア ウ トマ ウス

の吸収 率 には有 意 な差異 が認 め られ た。 さ らに,潅 流 実 験 終 了後 の小 腸 上皮 細 胞 中 の薬 物

組 織 内濃度 は,mdr1ノ ックア ウ トマ ウスで有意 に高 く,mdr1が 基 質 を管啌 側 に排 出 してい

る作用 が確 認 され た。 小 腸 での吸 収性低 下 に対す るMDR1の 関与の程 度 を数値 化 す るた め

に,PS product ratioを 算 出 した。 図表 に示 した よ うに,そ の順位 はQuinidine>ritonavir>

loperamide,verapamil,daunomycin>digoxin,cyclosporine A>dexamethasone,vinbrastineで あ っ

た。 これ らの値 は,過 去報 告 に されたmdr1ノ ックア ウ トマ ウス と正 常マ ウスの経 ロバイ オ

アベ イ ラ ビ リテ ィー と比較 可能 な値 で ある。 す な わ ち,本 検 討 にお いて 計算 され たdigoxin

のPS product ratioは2.06±0.07で あった が,こ の値 はmdr1ノ ックア ウ トマ ウス と正 常 マ ウ

ス に経 口投 与 され た 際 の血漿 中濃 度 の比(1.7)と 同程度 で あった。 さらにマ ウスの報 告 に

加 え,ヒ トにお いて も,小 腸MDR1の 発現 量 が約10分 の1に 低 下 したMDR1遺 伝 子 上C3435T

のホモ 変異 体 で,経 口投 与後 のdigoxinのAUC plasmaが,正 常のC/C体 に比 較 して約2倍

増加 した とい う報 告が な され てい る(40)。 この,ヒ トin vivoに お いて 見 出 され た差 異 も,

本 研 究で 求 めたPS product ratioと 非常 に近 い こ とが 明 らか とな った。 した が って,こ のPS

product ratioは 臨床 上,MDR1の 排 出作用 に よって,血 中濃 度 が変化 す るか ど うか を予測 す

る基 準 と して利 用 で き る可能性 が考 え られ た。 この値 が 大 きい ほ ど,小 腸MDR1の 発 現 レ

ベ ル で の個人 間変 動やMDR1輸 送 能 を阻害す る併用薬 物 の影 響 に よって,血 漿 中薬 物 濃度

が変 動す る可能性 を示 す もので あ る。 逆 に,こ の値 が小 さけれ ば,小 腸MDR1の 発現 レベ

ル での個 人 間変動 やMDR1輸 送能 を阻害す る併 用薬 物 の影響 は最 小 に留 ま る もの と推 察 さ

れ た。

次 に,こ のin situ小 腸潅 流 実験 で求 めたPS product ratioがin vitro経 細胞 輸送 実験 か ら求 め

たパ ラ メー ター と有 意 な相 関関係 に ある こ とを見 出 した。 この 両パ ラメー タ ーが どの よ う

な意 味 を持 つ か,pharmacokinetic modelに よ り説 明 したい(scheme2)。 まず,mdr1ノ ック

ア ウ トマ ウス と正 常マ ウス を用い て行 ったin situ小 腸 潅流 実験 で求 め たPS productは 以 下 の



よ うに定義できる。

こ こで,PSm,inf及 びPSm,effは,小 腸 上皮 細胞 管啌 側膜 上 での取 り込 み及 び排 出 に関 わ るPS

productで あ る。 また,PSs,effは,小 腸 上皮細 胞血 液側膜 にお ける排 出 に関 わ るPS productで

あ る。 同様 に,PSp-gpは 小腸 上皮 細胞 管啌 側膜 上 でのMDR1輸 送 を示 して い る。 さらに,

mdr1ノ ックア ウ トマ ウスにお け るPS productを 正 常マ ウス にお け るPS productで 除 した 比

PS product ratioは 以下 の式 で表 され 得 る。

次 に,同 様 に手 法 で,MDR1発 現 細胞 な らび に コン トロー ル細 胞 で あるLLC-PK1細 胞 を用

い たiv vitro経 細 胞輸 送実 験 で求 めたapical to basal方 向のPS productは 以 下 の よ うに示 され

る。

さ らに,PSa-to-bの 比 を算 出す る と,以 下 の式 が与 え られ る。

式5と8を 比 較す る と,両 者 は式 の定 義上類 似 してお り,実 験 的 に相 関 関係 にあ る こ とが

理 論 的 に示 され た。 しか しなが ら,fig.14に 示 した よ うに,in situ実 験 とin vitro実 験 間 の相

関 は,in vivo BBBとin vitro実 験 間の相 関 よ り弱 い もので あ った(67)。 第 一章 で述 べ た よ

うに,MDR1発 現 細胞 にお け るflux ratioをLLC-PK1細 胞 にお け るflux ratioで 除 した比 で あ

るcorrected flux ratioは,mdr1ノ ックア ウ トマ ウス にお ける脳 対 血漿 中濃度 比(Kp,brain)

を正常 マ ウス にお け るKp,brainで 除 した比Kp,brain ratioと 良好 な相 関 関係 に あ る こ とが見



出 された(fig.9C,相 関係数:0.892,p<0.01)。 さらに,12化 合物のテス ト化合物の比較に

よ り,脳 におけるmdr1輸 送能力 と小腸にお けるmdr1輸 送能力の間にも有意 な相 関関係が

認 め られた。 しか しなが ら,こ の比較においては,digoxinな ど回帰直線か ら大 きく外れ る

化合物が認め られた。 この違いは,脳 と小腸においてdigoxin輸 送に対するmdr1の 寄与が

異なる可能性 が考 えられた。すなわち,小 腸では数多 くの取 り込み/排出 トランスポーター

が存在 してお り,このよ うな トランスポーターがdigoxin輸 送に関与す る可能性 によ り,mdr1

輸送の寄与が低下 した もの と考えられた。具体的な トランスポーターは不明であるものの,

mdr1bの 関与については否定的に考えることが出来 る。なぜ なら,脳及び小腸 におけるmdr1b

の発現はほとん ど無視できるか らである(68-70)。 また,そ の他の可能性 として,小 腸にお

けるdigoxin代 謝が影響 している可能性 も考え られたが(71),小 腸にはより複雑 な トラン

スポー ターの輸送システムの存在が示 されていることか ら(34),詳 細を示す ためには更な

る検討が必要である と考えられた。

最 後 に,脳 と小腸 でのmdr1輸 送能 の比 較 にお い て,回 帰 直線 が脳側 に傾 いて い る理 由(言

い換 え る と,脳 にお い て よ りmdr1輸 送 の変 動 幅 が大 きい,感 受性 が高 い と言 え る)に つい

て考 察 したい(fig.15)。 脳 にお けるmdr1輸 送 能力 を数 値化 したKp,nbrain ratioは 以 下 の式

に よって与 え られ た。

ここで,PS1,effは,脳 毛 細血 管内皮 細胞 管啌 側 膜 の排 出 に関わ るPS productで あ る。 この式

9と 式5の 比 較 で明 らかな よ うに,式5第2項 の分母 はPSm,effとPSs,effの 和 で あ る。 これ に

対 し,式9で はPS1,effの みで あ る。 ま た,脳 毛細 血管 内皮細 胞 はtight junctionを 形 成す る こ

とに よ り,膜 透 過 性 は低 く制 限 され てい る こ とが知 られ てい る(血 液脳 関 門 た る所 以 で あ

る)。 す な わ ち,PS1,effはPSm,effとPSs,effに 比 べ 小 さい た め,仮 にPSp-gpが 脳 と小腸 で 同 じで

あった と した場合,PS product ratioはKp,brain ratioよ り低 くな る こ とが理解 で き る。実際 に

は小腸 にお けるmdr1の 発 現 が,若 干脳 よ り高 い こ とか ら,こ れ らが相殺 され る こ とに よ り,



回帰 直線 の傾 きが1→2.6と な ってい る もの と考察 され た。

本研究のまとめとして,我 々は小腸において吸収性 を制限 してい るmdr1の 機能 を定量的に

評価することが出来た。 この ような評価方法は,ヒ ト小腸 におけるMDR1の 発現量の個体

間差 に基づ く吸収性の変動や多剤併用時に吸収性が どの程度変動 しうるか予測す るための

ツール として,医 薬品開発に適用できる可能性 が示 された。我々は,さ らにこのmdr1輸 送

能力がin vitro経 細胞輸送実験 と有意に相関すること,ま た,pharmacokinetic modelの 構築

によりその理論的背景 を明 らかにす ることが出来た。



Fig. 10 Time profiles for the absorbed fraction of ligand in outflow. 

The small intestinal segments were perfused with the medium containing isotopically labeled 

compounds to determine the outflow concentrations. The results are given as the absorbed fraction, 

defined in the experimental paragraph. Each point and vertical bar represents the mean + S. E. of 

three independent determinations. Open and closed circles represent the results in mdrla/1b(-/-) 

and normal mice respectively. Statistical difference in mdrla/1b(-/-) mice were compared to 

normal mice by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; 

**p<0 .01).



Fig. 11 Effect of mdr1 on drug absorption. 

Theoretical curve was calculated by following equation:

Q and L represent flow rate of perfusate and length of perfused sigment.



Fig. 12 Effect of PSC833 on the intestinal absorption of [3H]quinidine. 

The PS product for [3H]quinidine in normal and mdr1a/1b(-/-) mice was determined in the presence

and absence of PSC833 (1μM).Each point and vertical bar represents the mean + S. E. of three

independent experiments. Open and closed bars represent the results in the presence and absence 

of PSC 833, respectively. Statistical differences were compared by two-sided Student's t-test with 

p<0.05 as the limit of significance.



Fig. 13 Content of ligands remaining in the intestine. 

Content of ligands remaining in the intestine of normal and mdr1a/1b(-/-) mice was determined at 

the end of each experiment. Each point and vertical bar represents the mean + S. E. of three 

independent experiments. Open and closed bars represent the results in normal and mdr1a/1b(-/-) 

mice respectively. Statistical difference in mdr1a/1b(-/-) mice were compared to normal mice by 

two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance.



Table 5 PS products determined in the in situ intestinal perfusion. 

The PS products for the intestinal absorption were calculated from the data shown in Fig. 10. The 

values of in situ PS product ratio, defined as the PS product in mdr1a/1b(-/-) mice divided by the

same value in normal mice, were also calculated. The results are shown as the mean ± S. E. The

S. E. for the PS product ratio was calculated according to the law of propagation of error. Statistical 

difference in mdr1a/1b(-/-) mice were compared to normal mice by two-sided Student's t-test with 

p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; **p<0.01).



Table 6 PS products for the transcellular transport across MDR1 expressing 

LLC-PK1 monolayer. 

Based on the results shown in Chapter 1, the PS products for the transcellular transport (apical to 

basal) of 12 compounds were calculated. The values of in vitro PS product ratio (PSa-to-b ratio), 

defined as the PS product for the apical-to-basal flux across the parental LLC-PK1 cells divided by 

the same value across MDR1-expressing LLC-PK1 monolayer, were also determined. The results

are shown as the mean ± S. E. The S. E. of the PSa-to-b ratio was calculated according to the law of

propagation of error. Statistical difference in LLC-MDR1 cells were compared to parental cells by 

two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; **p<0.01).



Fig. 14 Correlation of P-gp function determined in in vitro transcellular transport 

studies and in in situ intestinal perfusion studies. 

Data listed in Tables 5 and 6 were summarized to examine the correlation between in situ and in 

vitro P-gp function. Each point and vertical bar represents the mean + S. E. which was calculated 

according to the law of propagation of error. Key: 1, cimetidine; 2, progesterone; 3, diazepam; 

4, vinblastine; 5, dexamethasone; 6, cyclosporin A; 7, digoxin; 8, daunomycin; 

9, verapamil; 10, loperamide; 11, ritonavir; 12, quinidine.



Fig. 15 Correlation of P-gp function determined in in vivo brain penetration studies 

and in situ intestinal perfusion studies. 

Data listed in Tables 4 and 5 were summarized to examine the correlation of P-gp functions between 

the small intestine and the blood-brain barrier. Each point and vertical bar represents the mean + 

S. E., which was calculated according to the law of propagation of error. Key: 1, cimetidine; 

2, progesterone; 3, diazepam; 4, vinblastine; 5, dexamethasone; 6, cyclosporin A; 7, 

digoxin; 8, daunomycin; 9, verapamil; 10, loperamide; 11, ritonavir; 12, quinidine.



Scheme 2 Schematic diagram illustrating the PS products for the penetration of 

ligands across the cell monolayer. 

Panels A and B represent the transcellular transport of ligands across the cultured cell monolayers 

and that across the intestinal epithelial cells, respectively. Key; PSa,inf and PSa,eff represent the PS 

products for the influx and efflux across the apical membrane, respectively. PSb,inf and PSb,eff 

represent the PS products for the influx and efflux across the basal membrane, respectively. PSP-gp 

represents the PS product for P-gp mediated efflux across the apical membrane. PSm,inf and Psm,eff

represent the PS products for the influx and efflux across the mucosal membrane of intestinal 

epithelial cells, respectively. PSs,inf and PSs,eff represent the PS products for the influx and efflux 

across the serosal membrane of intestinal epithelial cells, respectively. PSP-gp represents the PS 

product for the P-gp mediated efflux across the mucosal membrane.



第三 章 抱 合 代 謝 物 の 消 化 管 排 出 に 関 与 す る

ABCト ラ ン ス ポ ー タ ー の 解 析

第 三章 要約

目的

本研 究 で は,小 腸 におい て グル クロ ン酸抱 合 体や 硫酸 抱 合 体 を管 睦 側 に排 出す る トラ ンス

ポ ー ターの重 要性 を調 べ るた め に,遺 伝 的にmrp2を 欠 損 したEisai hyperbilirubinemic rats

(EHBR)とbreast cancer resistance protein(Bcrp1/Abcg2)ノ ックア ウ トマ ウスを用 いた 小腸 潅

流 実験 を行 った。

方 法

EHBR及 びBcrp1ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 空 腸 を,4-methylumbelliferone(4MU)及 び

6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-methylamino-4-(3-pyridilmethyl)benzothiazole(E3040)を 含 む 潅 流 液

で 潅流 し,outflow中 の代 謝 物 濃度 か ら,各 化合 物 の グル ク ロン酸 抱 合 体や 硫 酸抱 合 体 の

efflux rateを 算 出 した。

結 果

EHBRを 用 い た検 討 で は,正 常 ラ ッ トに比べE-3040-Gのeffulx rateが 有 意 に低 下 した もの,

E3040-S,4-MU-G及 び4-MU-Sのefflux rateに は,有 意差 は認 め られ なか った。また,bcrp1

ノ ックア ウ トマ ウスを用 い た検討 で は,E3040-G,4-MU-G及 び4-MU-Sのefflux rateが 有 意

に低 下 した。

結 論

Bcrp1は,グ ル クロン酸抱 合 体や 硫酸 抱合 体の排 出 に,よ り重 要 な機 能 を有 して い るこ とが

明 らか とな った。



第三章 緒言

小腸 における薬物代謝 と排出 トランスポー ター は協調的に作用 して,基 質 となる薬物のバ

イオアベイラ ビリテ ィーを低下させているもの と認識 されてい る。その典型的な例 として,

小腸 に発現 しているCYP3A4(72-75)とMDR1(37,76)が 共通 した基質認識 性を有 して

お り,基 質 となる薬物 を代謝/排出することが知 られている(scheme3A)。 実際,抗HIV薬

や免疫抑制剤な どのCYP3A4及 びMDR1基 質を経 口投与 した場合,そ のバイオアベイラビ

リティーはCYP3A4/MDR1の 阻害剤や誘導剤によ り変化す ることが知 られてお り,薬 物動

態の決定因子の一つであることが報告 されている。 これ に加 えて,小 腸 上皮細胞 中での抱

合代謝 とその小腸管啌 内への排出 も,上 述の薬物代謝 と排出 トランスポーターの協調的作

用の一つ として捉 えられている(46,74)。 抱合代謝酵素の うち,UDPグ ル クロン酸転移酵

素及び硫酸転移酵素は小腸に高発現 してい ることが,す でに報告 されているが(75,76),

これ らの酵素 によって生 じた,グ ル クロン酸抱合体や硫酸抱合体 を細胞外 に排 出 トランス

ポーター として,MRP2又 はBCRPが 候補に上げ られ る(scheme3B)。 ヒ ト小腸における

ABCト ランスポー ターの発現 レベルをRT-PCRで 測定 した結果,MRP2及 びBCRPはMDR1-

(中性 ～カチオ ン性 の化合物を基質 とする傾向がある)よ りも,高 い発現を示 していたこ

とか らも,こ の2つ のABCト ランスポー ターの関与が推測 された(77)。

そ こで,本 研究では,小 腸 においてグル クロン酸抱合体や硫酸抱合体の管腔側への排 出に

MRP2及 びBCRPが どの程度関与す るか検討 した。小腸におけるこれ らの トランスポーター

の排出機能を定量的に評価す るために,ラ ッ トmrp2を 欠損 したEHBRと,マ ウスbcrp1を

欠損 したbcrp1ノ ックアウ トマウス及び対照 となる正常動物 を用いて小腸in situ潅流実験 を

行った。テス ト化合物 として,小 腸上皮細胞で グル クロン酸抱合や硫酸抱合体者を受ける

4-methyl-umbelliferone(4MU)とE3040を 用 い た(scheme4,ref.78-82)。



第三章 結果

ラットを用いた小腸潅流実験

小腸mrp2が,グ ル ク ロン酸 抱合 体や硫 酸抱 合体 の管 啌側 へ の排 出に,ど の程 度 関与 す るか

明 らか にす る こ とを 目的 に,EHBR及 び 正常 ラ ッ トの 小腸 管腔 側 を,4-MUま た はE3040を

含 む緩 衝 液 で潅 流 した 。 潅 流 液 中 の代 謝 物 濃 度 を測 定 した結 果,4-MU-G,4MU-S及 び

E-3040-Sのefflux rateは,EHBR及 び 正常 ラ ッ ト間 で,有 意 な相違 は認 め られ な か った もの

の,E-3040-Gのefflux rateは,正 常 ラ ッ トに比 べEHBRに おい て,ほ ぼ 半分 に低下 した(fig.16,

17)。 ま た,実 験 終 了 後,小 腸 上皮 細胞 中の4MUな らび にE3040の 代謝 物濃 度 を測 定 した

結果,両 動 物間 に有 意 差 は認 め られ なか った(table7)。Fig.18に 潅流 実験 での物 質収 支(マ

スバ ランス)を 示 した が,4MU及 びE3040の 吸 収 率(inflow中 の未 変化 体量 とoutflow中 の

未 変化体 及び 代謝 物 量 の差)に,EHBR及 び正 常 ラ ッ ト間 の有意 差 は認 め られ な か った。

マクスを用いた小腸潅流実験

小腸bcrp1が,グ ル ク ロン酸抱合 体や 硫酸抱 合体 の管 啌側 へ の排 出 に,ど の程 度 関与 す る か

明 らかにす る こ とを 目的 に,ラ ッ ト同様,bcrp1ノ ックア ウ トマ ウス及 び 正常 マ ウス の小腸

管 啌側 を,4-MUま た はE3040を 含 む緩衝 液 で潅流 した。小腸 上 皮細 胞 内で生 じた4-MU-G,

4-MU-S及 びE3040-Gのefflux rateをoutflow中 の各代 謝物 濃 度 か ら算 出 し,bcrp1ノ ックア

ウ トマ ウス と正 常マ ウス間 で比 較す るこ とによ り,bcrp1の 排 出能 力 を検討 した。そ の結 果,

正 常 マ ウスに比 べbcrp1ノ ックア ウ トマ ウス におい て は,4-MU-G,4-MU-S及 びE3040-G

のefflux rateが 有意 に低 下 した(Fig.19,20)。 特 に,4-MU-Sはbcrp1ノ ックア ウ トマ ウス

のoutflow中 では検 出限界 以 下の レベル ま で,そ の排 出 が低 下 してい た。4-MU-Sの 排 出 に

対 し,硫 酸抱合 代謝 物 で あ るE-3040-Sは マ ウス小腸 で生 成 され ず,bcrp1の 関与 の程 度 につ

い ては評価 で き なか った。 また,実 験終 了後,小 腸 上皮 細胞 中の4MUな らび にE3040の 代

謝物 濃度 を測 定 した結 果,両 動 物 間 に有意 差 は認 め られ なか っ た(table7)。Fig.21に 潅 流



実験 で の物 質収 支(マ スバ ラ ンス)を 示 したが,4MU及 びE3040の 吸収 率(inflow中 の未

変化 体量 とoutflow中 の未 変 化体 及 び代謝 物量 の差)に,bcrp1ノ ックア ウ トマ ウス及 び正

常 マ ウス間の 有意 差 は認 め られ な か った。 さ らに,4MUな らびにE3040の 吸収 ク リア ラン

ス(CLa,pp)を 計 算 した。 そ の結果,両 化合 物 の30分 まで のCLa,appに は,bcrp1ノ ックア

ウ トマ ウス及 び正 常マ ウス間 で有 意差 は認 め られ な か った。

第三章 考察

抱合代謝酵素 と排出 トランスポー ターは,協 調的に作用 し,ア ニオン性 の化合物 を小腸管

啌側 に排 出す ることによって,吸 収率 を低下 させ る原因 と考え られてきた(46,74)。 本研

究では,小腸管啌側に発現す るABCト ランスポーターであるmrp2とbcrp1の 輸送機能に焦

点を当てた。両 トランスポー ターは,グ ルクロン酸抱合代謝物,硫 酸抱合代謝物 を基質 と

す ることが知 られている(83,84)。 さらに,両 トランスポーター とも,ヒ ト小腸に高発現

してお り,そ の発現 レベルは,MDR1よ り高い ことがmRNAの 測定によ り明 らかに され て

いる(77)。 これ らの事実か ら,先 に述べたmrp2とbcrp1が,小 腸 における抱合代謝物の排

出に重要な役割 を果た しているとい う仮説 を立て,mrp2とbcrp1の 輸送能力を定量的に評

価す るために,小 腸in situ潅 流実験を行った。本実験 には,mrp2を 欠損 したモデル動物で

あるEHBRとbcrp1ノ ックアウ トマ ウスを用いて,潅 流液のoutflowに 排出 されたグル クロ

ン酸抱合体,硫 酸抱合体に加 えて,未 変化体 を定量 した。 「第二章 薬物の消化管吸収 にお

けるMDR1輸 送能の評価 について」に記載 したよ うに,速 度論的な解析を行 うことにより,

いずれの トランスポー ターが,小 腸において重要な輸送機能を有 しているか検討 した(85)。

EHBR及 び正常 ラッ トを用いた実験において,4MU-G及 び4MU-Sのoutflow中 濃度はほ と

ん ど同 じであったことから,mrp2は これ らの抱合代謝物の消化管管啌側への排出にほとん

ど関与 しない ことが,明 らか となった。他方,E3040硫 酸抱合体では有意差は認 められなか



った ものの,グ ル ク ロン酸抱合 代謝 物 の排 出 は,EHBRで 有 意 に低 下 した。Mrp2は 多 くの

グル ク ロン酸 抱合 体 を基 質 とす る こ とが知 られ て い るが,小 腸で のmrp2排 出機 能 の重 要性

は基 質 に よって異 な る ことが示 され た。この 点 につ い て,過 去の報告 に基づ き考 察 した い。

われ われ の これ ま での研 究 で,前 駆 体 で あ る1-chloro-2,4-dinitrobenzene(CDNB)を ラ ッ トに

静 脈 内 投 与 し た と こ ろ,細 胞 内 で 生 成 したmrp2の 良 好 な 基 質 で あ る2,4-dinitro-

phenyl-S-glutathione(DNP-SG)の 小 腸管 啌 内へ の排 出 は,正 常 ラ ッ トに比べEHBRで 有 意 に

低 下す るこ とが明 らか となった(86)。 このin vivoで見 出 され た現象 は,Ussing chamberを

用 いたin vitroで の検 討 で,さ らに確 か め られ てい る。 す なわ ち,ラ ッ ト空腸 を取 り付 けた

Ussing chamberで は,漿 膜 側 か ら管啌側 へ のDNP-SGの 透過 性 は,EHBRに 比 べ正 常 ラ ッ ト

で2倍 高 かっ た。また,漿 膜側 か ら管啌側 へ のDNP-SGの 透 過性 は逆 向 きの輸送 よ り高 く,

この一 方 向性 輸 送 は,EHBRで 消失 した こ とか ら,mrp2がDNP-SGの 輸 送(管 啌 内へ の排

出方 向)に 関与 してい るこ とが 明 らか とな った(86)。

逆に,bcrp1ノ ックアウ トマ ウスにおいては,グ ル クロン酸抱合体及び硫酸抱合体 のefflux

rateが 有意に減少す ることが明 らか となった。特に,BCRPの 良好な基質である4MU-Sの

排 出は(83),検 出限界以下のレベルまで低下 した。 このことは,小 腸においてbcrp1が 硫

酸抱合体の管啌 内への排出に重要な役割を果たす ことを示 していると考 えられた。 さらに,

4MU-G及 びE3040-Gのefflux rateは それぞれ,5分 の1,2分 の1に 低下 していた。いずれ

の抱合代謝物のmucosa内 での濃度には有意な相違は認 められなかったことから,efflux rate

の減少は,bcrp1ノ ックアウ トマ ウス と正常のマウス との代謝活性の相違に基づ くものでは

なく,排 出能力の相違に基づ くもの と考察 さた。本検討結果か ら,未 変化体の吸収におい

ては両動物間で有意差は認め られ なかったが,UGTやSTな どの抱合代謝酵素 と排出 トラン

スポー ター との協調的な作用 を示す ことが確認 された。

最近,bcrp1が 基質 となる化合物の経 口吸収や腎排泄 を低下 させている例が報告 され ている。

Jonkerら は,正 常のマウスにbcrp1基 質であるtopotecanを 経 口投与 した場合,bcrp1の 強力



な阻害剤 であ るGF120918の 併用 に よって,topotecanの 吸収 が増 加 して,bcrp1ノ ックア ウ

トマ ウス に単独 投 与 した血 中濃度 推移 に近 づ くこ と,ま た,bcrp1ノ ックア ウ トマ ウスで

topotecan+GF120918の 併 用 投 与 した場 合 に は血 中濃 度 の変 動 が見 られ なか った こ とを見出

した(87)。 さらに,GF120918併 用投 与 に よるtopotecan血 中濃 度推移 の増 加 は,mdr1ノ ッ

クア ウ トマ ウス で も見 出 され た。この こ とか ら,mdr1に 加 えてbcrp1が 消化管 で のtopotecan

の吸収 を低 下 させ て い る こ とが示 され てい る(87)。

また,食 物 中の発癌 物 質 と して知 られ てい るPhIP(2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]

pyridine)の 経 口バ イ オ アベ イ ラ ビ リテ ィーが,bcrp1ノ ックア ウ トマ ウス で高い 事 も見 出 さ

れ てい る(88)。 さ らに,bcrp1ノ ックア ウ トマ ウス は光 毒性 に対 して感 受性 が 高 くな り,

耳 がケ ロイ ド様 に萎縮 してい くフ ェノタイ プ を示 す こ とが示 され た(89)。 この現象 は,食

物 中の ク ロロ フィル の分解 物 で あ るpheophorbide aが 細 胞 内 に蓄積 され る ことに よ り誘 導 さ

れ る事 が知 られ て い た。 偶 然 に もpheophorbide aはbcrp1の 基質 で あ る事 か ら,bcrp1ノ ッ

クア ウ トマ ウスで は食 餌 中 のpheophorbide aを 細胞 内か ら排 出す る作用 が低 下 して い るた め

に,光 に対 して感 受性 が高 くな って い るもの と考 え られ て い る。 この よ うな事 実 か ら,小

腸 にお け るbcrp1は,食 物 に含 まれ るよ うな 毒性化 合物 に対す る一 種 の"生 体 防御 機構"と

しての機 能 を有 してい る もの と考 え られ るに至 って い る(89)。

さらに最近,bcrp1の 排 出作用が,エ ステル化 によるプ ロ ドラ ッグ開発に対 して障害 となっ

てい る例が報告 され てい る(90)。ME3229は 糖 蛋 白IIb/IIIaの ア ンタ ゴニ ス トで ある

ME3227の エステル型 プ ロ ドラッグであるが,エ ステル化 に よ り膜透過 性が 向上 した反

面,バ イオアベイ ラ ビリテ ィーの向上 は見 られ なか った。このME3227の 消化管排 出に

は,主 にbcrp1が 関与す るこ とが,Kondouら によ り報告 され た。す なわち,経 口投与

後,エ ステル体で あるME3229は 小腸上皮細胞 内に移行 した後,カ ル ボキシエ ステ ラー

ゼ(CES)に よる速やか に加 水分解 を受 け,bcrp1に よって管啌側へ の排 出 され るた め,

吸収性 が改善 され ない と言 うメカニズ ムが明 らか に され た。現在,プ ロ ドラ ッグ化 は,



バイオ アベイ ラビ リテ ィー改善の有効 な手法 の一つ であ るが,本 研 究で認 め られ た抱 合

体代謝 と排 出 トランスポーターの関係 同様,活 性体 が吸収 され るまでの素過程 を考 慮す

るこ とが,プ ロ ドラッグ化 の成功 の鍵 と考 え られ る。

他方,腎 排泄 におけるbcrp1の 機能 も同定されている。す なわち,E3040-Sを 静脈 内にinfusion

投与 した場合,そ の腎排泄ク リアランスはbcrp1ノ ックアウ トマ ウスで半分以下に低下す る

ことが見出されている(91)。 残念 なが ら,我 々の検討では,E3040-Sの 小腸での生成 が非

常に低 く,小 腸排出について評価できなかったことか ら,腎 と小腸でのE3040-S排 出につ

いて直接比較す ることは出来なかった。

現在,BCRP基 質なる薬物 のPKデ ータの個人間変動を説明できるか どうか,蛋 白レベルで

の変異 を伴 うSNPタ イプのBCRPの 機能解析が進められている(92-94)。 この点について

は,現 在多 くの臨床試験が進 められてお り,BCRPの ジェノタイプがPKに 影響 しうるか ど

うか,今 後明確 にされていくもの と考えてい る。

最後に結論 として,本 研究では小腸での薬物吸収にお けるmrp2とbcrp1の 寄与 を定量的に

評価 した。小腸in situ潅 流実験 により,小 腸上皮細胞 内で生成 されたグル クロン酸抱合体や

硫酸抱合体の管啌 内への排 出にbcrp1が 重要であることが明 らか となった。それに対 し,小

腸mrp2は グルクロン酸抱合体の排出に関与 している事 を示す ことが出来た。これ らの現象

は,小 腸での抱合代謝酵素 と排出 トランスポーターの協調 的な異物排出作用 と捉 えると考

えられた。



Scheme 3 Synegistical role of drug metabolizing enzyme and efflux transporter in 

small intestine 

Combination of (A) MDR1 and CYP3A4 and (B) MRP2 and conjugation enzyme reduces oral 

bioavailability of drugs in small intestine.



UGT: UDP-GA glucuronosyl transferase 

ST: Sulfotransferase

Scheme 4 Metabolic pathway of 4MU and E3040 by glucuranidase and sulfatase 

enzymes in small intestine



Fig. 16 Time profile for the efflux rate of 4MU-G and 4MU-S and absorption 

clearance of 4MU in EHBR and normal rats.

Small intestinal segments were perfused with medium containing 10μM 4MU to determine the

outflow concentrations. Panels A and B represent the efflux rate of 4MU-G and 4MU-S and panel 

C represents the absorption clearance of 4MU, respectively. Each point and vertical bar represents 

the mean + S. E. of three independent determinations. Open and closed bars represent the results in 

normal rats and EHBR, respectively. Statistical difference between EHBR and normal rats was 

compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05).



Fig. 17 Time profile for the efflux of E3040-G and E-3040-S and absorption 

clearance of E3040 in EHBR and normal rats.

Small intestinal segments were perfused with medium containing 10μM E3040 to determine the

outflow concentrations. Panels A and B represent the efflux rate of E3040-G and E3040-S and 

panel C represents the absorption clearance of E3040, respectively. Each point and vertical bar 

represents the mean + S. E. of three independent determinations. Open and closed bar represent the 

results in normal rats and EHBR respectively. Statistical difference between EHBR and normal rats 

was compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; 

**p<0 .01).



Fig.18 Mass balance of 4MU and E3040 absorption in rat intestinal perfusion 

experiments.

Summary of intestinal disposition of 4MU, E3040 and their metabolites. Absorption was defined 

by subtracting the recovered amount from the input amount. Each data was taken from Figs. 16 

and 17. Panel A, 4MU in normal rats; panel B, 4MU in EHBR; panel C, E3040 in normal rats; 

panel D, E3040 in EHBR. Statistical difference between Bcrpl (-/-) mice and normal mice was 

compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0 .05; **p<0.01).



Fig.19 Time profile for the efflux rate of 4MU-G and 4MU-S and absorption 

clearance of 4MU in Bcrpl (-/-) mice and normal mice.

Small intestinal segments were perfused with medium containing 10 µM 4MU to determine the 

outflow concentrations. Panels A and B represent the efflux rate of 4MU-G and 4MU-S and panel 

C represents the absorption clearance of 4MU, respectively. Each point and vertical bar represents 

the mean + S.E. of three independent determinations. Open and closed bars represent the results in 

normal mice and Bcrpl (-/-), respectively. Statistical difference between Bcrpl (-/-) and normal 

mice was compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; 

* *p<0.01; * * *p<0.00 1 ). N.D., Not detected (<20nM)



Fig. 20 Time profile for the efflux rate of E3040-G and absorption clearance of 

E3040 in Bcrpl (-/-) and normal mice.

Small intestinal segments were perfused with medium containing 10 µM E3040 to determine the 

outflow concentrations. Panel A represents the efflux rate of E3040-G and panel B represents the 

absorption clearance of E3040, respectively. Each point and vertical bar represents the mean + S.E. 

of three independent determinations. Open and closed bars represent the results in normal mice and 

Bcrpl (-/-) mice respectively. Statistical difference between Bcrpl (-/-) mice and normal mice was 

compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0.05; **p<0.01).



Fig. 21 Mass balance of 4MU and E3040 absorption in mouse intestinal perfusion 

experiments.

Summary of intestinal disposition of 4MU, E3040 and their metabolites. Absorption was defined 

by subtracting recovered amount from input amount. Each data was taken from Figs. 19 and 20. 

Panel A, 4MU in normal mice; panel B, 4MU in Bcrpl (-/-) mice; panel C, E3040 in normal mice; 

panel D, E3040 in Bcrpl (-/-) mice. Statistical difference between Bcrpl (-/-) mice and normal 

mice was compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of significance (*p<0 .05; 
**p<0 .01; ***p<0.001).



Table 7 Mucosal concentration of glucuronide and sulfate conjugates remaining in 

the intestine.

The concentration of glucuronide and sulfate conjugates of 4MU and E3040 remaining in intestine 

was determined at the end of experiments. Results are given as the mean + S.E. of three 

independent experiments. Statistical difference between Bcrp 1 (-/-) mice and normal mice or 

EHBR and normal rats were compared by two-sided Student's t-test with p<0.05 as the limit of 

significance.

N.D.: Not detected



実 験 の部

第一章 薬物の脳移行性におけるMDR1輸 送能の評価 について

試薬

[3H]Daunomycin(185 GBq/mmol),[3H]digoxin(703 GBq/mmol),[3H]diazepam(3052 GBq/mmol),

[3H]dexamethasone(1500 GBq/mmol),[3H]17βestradiolじ17β-D-glucuronide(E217βG;1628

GBq/mmol),[3H]progesterone(5291 GBq/mmol)及 び[3H]verapami1(3145 GBq/mmol)はNew

England Nuclear(NEN)よ り貝薄入 した 。 ま た,[3H]Cimetidine(574 GBq/mmol),[3H]cyclosporin A

(259GBq/mmol)and[3H]vinblastine(411 GBq/mmol)はAmershamか ら,[3H]Quinidine(740

GBq/mmol)はARCよ り購 入 した 。 非 標 識 化 合 物 はSigma-Aldrichか ら 購 入 した 。

培養細胞による経細胞輸送で験

LLC-PKI及 びMDRI発 現LLC-PKI細 胞(LLC-MDRI)はDLPeatBorst(The Netherlands Cancer

Institute)よ り提 供 を 受 け た(95,96)。LLC-MDRI細 胞 はpFRCMVベ ク タ ー に ヒ トMDRl

cDNAを を 導 入 して構 築 した プ ラ ス ミ ドベ ク タ ーpFRCMVMDR1.1を リ ン酸 カ ル シ ウム 沈 殿

法 に てLLC-PKI細 胞 に トラ ン ス プ ェ ク シ ョ ン して 作 製 した。 い くつ か の コ ロニ ー を640nM

のvincristine下2～3週 間 か け て 培 養 し,耐 性 株 のMDR1含 量 を免 疫 染 色 法 に て確 認 して 単

離 した 。LLC-PKI及 びLLC-MDR1細 胞 の 培 養 は10%FBS,100U/mLのpenicillinGと

streptomycinを 含 むmdium199(Sigma-Aldrich)を 用 い て,37℃,5%CO2中 で 行 っ た 。

Caco-2細 胞 は,10%FBS,100U/mLのpenicillinGとstreptomycin,2mMの グ ル タ ミ ン酸,

1%の 非 必 須 ア ミ ノ酸 を含 むDulbecco's modified eagle mediumを 用 い て,37℃,5%CO2中 で

培 養 した(97)。

経 細 胞 輸 送 実 験 を 行 うた め に,LLC-PK1及 びLLC-MDR1細 胞 は,1.4×105cell/wellの 細 胞

密 度 で 多 孔性 フ ィル タ ー 膜(3Um pore size,0.31cm2,Falcon culture insert)上 にseedingし た

(61,95,96)。Caco-2細 胞 は,3×10Ocell/wellの 細 胞 密 度 で 多 孔 性 プ ィ ル タ ー 膜(3Um pore



size,0.3lcm2,Falcon culture insert)上 にseedingし た(61)。 多孔性 プィル ター膜 上 でLLC-PKl

及 びLLC-MDR1細 胞 は経 細胞 輸送 実験 まで4日 間,Caco-2細 胞 にお い ては21～23日 間培

養 した。経 細 胞輸 送 実験 は24穴 のプ レー トを用 い て行 った。 プ レイ ン キュベ ー シ ョンを行

う前 に,細 胞 をあ らか じめPBSで 洗 浄 した。LLC-PKl及 びLLC-MDRI細 胞 はOPTI-MEM

中で,ま た,Caco-2細 胞 はHank's Balanced Salt solution(pH7.4)で1時 間プ レイ ンキ ュベ ー シ

ョン した。 いずれ の 細胞 も,apical側 に250uLあ るい はBasal側 に950UL(ド ナー側)の テ

ス ト化合 物 溶液 を添加 して,イ ンキ ュベ ー シ ョン を開始 した。 各 テ ス ト化 合 物濃 度 は,次

の通 りで あ る。

[3H]cimetidine(37 kBq/mL,64.5 nM),[3H]cyclosporin?A(9.25kBq/mL,35.7?nM),[3H]daunomycin

(37kB q/mL,200 nM),[3H]digoxin(37 kB q/mL,52.6 nM),[3H]diazepam(37 kBq/mL,12.1?nM),

[3H]dexamethasone(37 kB q/mL,24.7 nM),[3H]E217βG(37 kB q/mL,22.7 nM),[3H]progesterone

(37kBq/mL,7nM),[3H]quinidine(37 kBq/mL,50 nM),[3H]verapamil(37 kBq/mL,11.8 nM),

[3H]vinblastine(9.25 kBq/mL,22.5 nM)及 びloperamide(非 標 識 体,1μM)

細胞 膜 を透過 した化 合物 量 を求 め るた めに,LLC-PKI及 びLLC-MDRI細 胞 で は1,2及 び

4時 間後 に,Caco-2細 胞 で は1及 び2時 間後 に レシー バ ー側(テ ス ト化 合物 を作用 させ た ド

ナー 側 の反対 側)100μLを を採 取 した。採 取量 を補 うため に,4時 間 目の サ ンプ リング以外

はmedium 1OOμLを,ド ナー 側 に添加 した。 RI(radio isotope)標 識 され た テス ト化 合物 の場

合,4mLの 液体 シ ンチ レー ター を加 え,液 体 シ ンチ レー シ ョンカ ウン ター を用 いて放 射能

濃度 を測 定 した。

また,RI非 標 識loperamideに つい て はLC-MS/MSで 測 定 した。 す なわ ち,loperamide試 料

には,内 部標 準 物質(IS)と してhaloperidolを 添加 し,固 相抽 出 カ ラム(OASIS HLB)に

よ り,LC-MS/MS測 定の前 処理 を行 った。HPLCに よる分離 に は,カ ラム にイ ナー トシル

ODS-3(4.6mmID×15mmL)を 用 い た。 また,移 動相 には,0.1%酢 酸水 溶液 とメタ ノー ル

を用い て,初 期 条件55:45の グラ ジェ ン ト条件 で溶 出 した。 移動 相 の流速 は0.5mL/min,カ



ラム温 度 は40℃ と した。 エ レク トロンスプ レー イオ ン化 法(ESI法)に よ り分析 対象 物 を

イ オ ン化 し(positive ion),loperamideはm/z477.2→265.7の 解 裂 を,haloperidolは376.0→

164.4の 解裂 をモ ニ ター し(SRM測 定),ク ロマ トグ ラ ム を得 た。 検 量線 よ り各 試 料 中 の

Ioperamide濃 度 を定量 した。

PS(permeability-surface area)productは 以 下 の 式 よ り計 算 した 。

こ こで,t,A及 びC0は,イ ンキ ュベ ー シ ョン時間,細 胞 蛋 白あ た りの テ ス ト化合 物透 過量,

ドナ ー側 に添加 した テス ト化合 物 の初期 濃度 とそれ ぞれ 定義 した。ま た,flux ratioを 以 下の

よ うに定義 した。

こ こ で,PSa-to-b及 びPSb-to-aは,apical to basal方 向 のPS product とbasal to apical方 向 のPS

productを 表 し て い る 。

LLC-PKI及 びLLC-MDRI細 胞 を用 いた経 細胞輸 送で 験 にお い ては,さ らにcorrected flux

ratioを 求 めた。

ATP加 水分解実験

ABcト ランスポー ターは,ArP加 水分解(ATP→ADP+Pi)と 基質輸送が共役 していること

か ら,各 テス ト化合物がATP加 水分解 を促進 した場合,基 質 として輸送 されることを間接

的に示 している。本研 究では,MDRI輸 送の評価の一手法 として,ATP加 水分解促進作用



を ヒ トMDRI発 現 昆 虫細 胞 由 来plasma membrane(BD Gentestよ り購 入)を 用 い て 検 討 した

(98,99)。60μLの 反 応 液 中,plasma membraneを テ ス ト化 合 物 存 在 下,非 存 在 下 の 両 条 件

で イ ン キ ュベ ー トした ゜反 応 液 の 構 成 は,5mM2-morpholinoethanesulfbnic acid,50mMKCI,

2mM dithiothreitol, 2mM ethyleneglycol bis(2-aminoethyl ether)-tetraacetic acid,2mM Tris HCl

及 び5mM NaN3(pH7.4)と し た 。5分 間 プ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 後,MgArP溶 液20μL

を 添 加 し反 応 を 開 始 した 。MgATPの 最 終 濃 度 は4mMと し た 。20分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョ ン

した 後,30μLの10%SDSを 加 え,反 応 を 停 止 した。 こ の 反 応 混 合 物 に,1.3%sulfuric acid,

0.2%ammoniumm olybdate, 2.3% trichloroacetic acid and 1% ascorbic acidを 含 む 溶 液180μLを

加 え,放 出 され た 無 機 リン 酸 の 呈 色 反 応 を 行 っ た 。 こ の反 応 を96穴 マ イ ク ロ プ レー トで行

い,プ レー ト リー ダー に て 吸 光 度 を 測 定 した 。Plasma membraneと テ ス ト化 合 物 の イ ン キ ュ

ベ ー シ ョ ン をvanadate存 在 下,非 存 在 下 で 行 い,vanadate非 存 在 下 に お け るATP加 水 分 解

活 性 か らvanadate存 在 下 に お け るATP加 水 分 解 活 性 を 差 し引 い て,vanadate sensitiveなATP

加 水 分 解 活 性 を求 め た 。

正 常マ ウス及 びmdrla/Ibノ ックア ウ トマ ウス を用 いた組 織 分布 実 験

本 実験 は雄性 正 常マ ウス-23-28g,Taconic farm)及 びmdrla/lbノ ック ア ウ トマ ウス(23-28g,

Taconic farm)を 用 いた。 本 実験 は過 去 の報 告 と同様 に行 っ た(95,96,100)。 す な わち,

RI標 識 さ れ た テ ス ト化 合 物{[3H]daunomycin(2kBq(177 pmol)/gbody weight),

[3H]progesterone(2kBq (351 pmol)/gbody weight) and [3H]diazepam(3 kBq(318 pmol)/gbody

weight)}は 注射 用蒸 留 水で溶 解 し(5UL/gbody weight),尾 静脈 よ りお よそ5秒 間 で静脈 内 に

投 与 した。 投与 は,エ ー テル 麻酔 下 で行 った。投 与 して か ら30分 後,エ ー テル麻 酔 下,副

大動 脈 よ り全血 を採 取 した。 ヘパ リン処 理 した血漿 は,全 血 を遠 心 分離 して採 取 した。採

取 した臓器(脳,肝,腎)は 質重 量 を測 定 し,生 理食塩 水 で ホモ ジネ ー トした。血 漿(50μL)

及 び 各 ホモ ジネー ト(200μL)に シ ンチ レー ター(ハ イ オニ ックプ ロー)10mLを 加 え,液



体 シ ンチ レー シ ョンカ ウンター にて,放 射 能 量 を測 定 した。未変 化体 の割 合 は,daunomycin

の場合 はHPLC(蛍 光検 出)で,ま た,diazepam及 びprogesteroneの 場合 はTLCで 分析 した。

組 織 体血漿 中濃度 比 は,未 変化 体 の濃度 か ら算 出 した。Daunomycinの 定 量 は,Inertsil　C8(4.6

mmIDx150mmL)を 用 いた グラ ジェ ン ト条 件下 で行 っ た。 グラジ ェ ン ト条件 は以 下 の通 り

と した。 アセ トニ トリル含 量25%(Omin)→40%(20min)。 この とき流 速 は,1mL/minと

した。移 動相 には,10mM酢 酸 ア ンモ ニ ウム とアセ トニ トリル を用 い た。移 動相 を1分 ご

とに集 め,放 射 能 量 を測 定 した。DiazepamのTLC条 件 は 以 下の通 りと した(101)。5×20cm

のTLCプ レー ト(Merck 5714)をhexane:chloroform:ethanol:aceticacid(10:10:1:1)か らな る

展 開溶 媒 で展 開 した。Progesteroneも 同様 に,5×20cmのTLCプ レー ト(Merck 5714)を,

cyclohexane:ethyl acetate(2:1)溶 媒 で展 開 し,分 析 した。RI非 標 識体 とのco-cheromatography

に よ り,未 変化 体 のバ ン ドを同定 した。 そ の部 分 を削 り取 り,シ リカ ゲル 中に含 まれ る放

射 能 量 を,液 体 シ ンチ レー シ ョンカ ウンター にて測定 した。

マ ウス脳毛細血管内皮細胞管睦側膜に発現するmdrlの 輸送機能を定量的に評価 できるパ ラ

メー ター として,以 下の式に基づきKp, brainを 求めた。

さ らに,過 去 の報 告 か らも,Kp, brain ratioを 上式 に よ り算 出 した。

全 身 オ ー トラ ジ オ グ ラ プ ィ ー(ARG)の 作 成

前 項 に記 載 した よ うに[3H]daunomycin(18.5kBq(0.1nmol)/g body weight),[3H]progesterone

(18.5kBq(3.5pmol)/g body weight) and [3H]diazepam (18.5kBq (6.1 pmo1)/gbody weight)を 青争脈

内 投 与 後30分 で 各 動 物 を エ ー テ ル 麻 酔 下 安 楽 死 させ た 。 バ リカ ン で剃 毛 した 後,鼻 腔 及 び

肛 門 を5%のsodium carboxymethyl cellulose(CMC-Na)で 満 た した 。 ドラ イ ア イ ス ー ア セ ト

ン(-70℃)で ラ ッ トを凍 結 し,前 後 の 足 と尻 尾 を除 去 した 。 さ らに,ミ ク ロ トー ム ス テ ー

ジ 上 の5%CMC-Naに 固 定 し,ド ラ イ ア イ ス-ア セ ト ン(-70℃)で 再 度 凍 結 し た 。



Cryomicrotome(PMV 450MR,LKB)を 用 い て,35μmの 厚 み で切 片 を調 製 し,接 着 テ ー プ に

固定 した(No.810,Sumitomo 3M)後,約-25℃ で凍結 乾燥 した。 遮蔽 容器 内 で,各 切 片 を4

日間イ メー ジン グプ レー トと接 触 させ た。 イ メー ジ ング プ レー ト上 の放 射 能イ メー ジ はバ

イ オイ メー ジアナ ライザー(BAS2000,富 士写真 フイル ム)で 読 み 取 り,ラ ジオ ル ミノイ

メー ジ を作成 した。




