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BCRP Breast cancer resistance protein 
𝐶𝐿!" plasmatic clearance in the fetal-to-maternal direction 
𝐶𝐿!",$%&,'(( fetus-to-mother intrinsic clearance 
𝐶𝐿"! plasmatic clearance in the maternal-to-fetal direction 
𝐶𝐿"!,$%&,'(( mother-to-fetus intrinsic clearance 
𝑓),!* unbound fraction in the fetal plasma 
𝑓),"* unbound fraction in the maternal plasma 
fp fetal plasma 
GD gestational day 
IS internal standard 
𝐾*,+,'$% maternal brain-to-plasma concentration ratio 
𝐾*,+,'$% ratio ratio of 𝐾*,+,'$% in Mdr1a/b−/− to wild type mice 
𝐾*,!* fetal-to-maternal plasma concentration ratio 
𝐾*,!* ratio ratio of 𝐾*,!* in Mdr1a/b−/− to wild type mice 
𝐾*,)),+,'$% unbound plasma concentration ratio of maternal brain to plasma 

𝐾*,)),!* unbound plasma concentration ratio of fetal plasma to maternal 
plasma 

MDR1 multidrug resistance protein 1 
MRP multidrug resistance-associated protein 
MRM multiple reaction monitoring 
MVM microvillous membrane 
OAT organic anion transporter 
OATPs organic anion transporting polypeptides 
OCTN organic cation / carnitine transporter 
𝑃-./.$%! permeability for influx across the apical membrane of SynT-II 
𝑃-./.1!! permeability for influx across the apical membrane of SynT-II 

𝑃234.$%! 
permeability for influx across the basal plasma membrane of 
SynT-I 

𝑃5$!! permeability due to passive diffusion 
𝑃67 permeability for transfer mediated by gap junctions 

𝑃(.1!! 
luminal efflux permeability, excluding MDR1-mediated efflux, 
at brain capillary endothelial cells 

PS permeability-surface area 
𝑃𝑆-.4.1!! PS product for efflux across the apical membrane of SynT-I 
𝑃𝑆-.4.$%! PS product for influx across the apical membrane of SynT-I 

𝑃𝑆-./.1!! 
PS product for efflux across the apical membrane of SynT-II, 
excluding MDR1-mediated efflux 

𝑃𝑆-./.$%! PS product for influx across the apical membrane of SynT-II 

𝑃𝑆234.1!! 
PS product for efflux across the basal plasma membrane of 
SynT-I 

𝑃𝑆234.$%! 
PS product for influx across the basal plasma membrane of 
SynT-I 

𝑃𝑆23/.1!! 
PS product for efflux across the basal plasma membrane of 
SynT-II 

𝑃𝑆234.$%! PS product for influx across the basal plasma membrane of 
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SynT-II 

𝑃𝑆67 
PS product for gap junction-mediated transfer between SynT-I 
and SynT-II 

𝑃𝑆(.1!! 
PS product for luminal efflux, excluding MDR1-mediated 
efflux, at brain capillary endothelial cells 

𝑃𝑆3894	;,	2<9.,222 PS product for efflux mediated by MDR1 at the blood-brain 
barrier 

𝑃𝑆3894	;,	2<9.,.2 PS product for efflux mediated by MDR1 at the placental barrier 

RP/B placental barrier-to-blood brain barrier conversion ratio of 
MDR1 contribution per single MDR1 molecule 

RP/C placental barrier-to-in vitro MDR1A cell conversion ratio of 
MDR1 contribution per single MDR1 molecule 

SRM selected reaction monitoring 
SynT syncytiotrophoblasts 
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第一章 序論 

女性のライフスタイルの多様化によって、初産年齢の高齢化が進み、また乳

癌や子宮頸癌における罹患年齢の若年化に伴って悪性腫瘍を合併した合併症妊

娠は増加してきている。米国で行われたコホート研究によると、2002 年では悪

性腫瘍合併妊娠の割合が妊婦 1000 人あたり 0.75 人の割合であったのに対し、

2012年には妊婦 1000人あたり 1.39人であり、10年間で発症率が約 2倍に増加

している(Cottreau et al. 2019)。最も発症率が高い癌腫は乳癌であり、妊娠関連乳

癌の約 7割で診断時の悪性度がステージ IIと IIIと比較的進行度が高い(de Haan 

et al. 2018)。妊娠期であっても化学療法を含む標準的がん治療を受けた患者では

非妊娠時と同程度の生存率であり(Stensheim et al. 2009)、母体保護の観点では妊

娠期であっても積極的治療が好まれる。 

一方で、化学療法に用いられる抗がん剤は細胞増殖に関わる因子をターゲッ

トにしているため胎児の発育遅延や催奇形性といった胎児毒性への懸念がある

が、使用経験が少ないことよりエビデンス不足である。そのため、妊婦やその

家族のみならず医療従事者においても妊娠期悪性腫瘍患者に対して化学療法を

行うことに葛藤が生じやすい。 

母体薬物治療による胎児毒性を考慮する上で薬物の胎児移行性は重大な要素

である。薬物の胎児毒性や胎児移行性は非臨床試験によって評価され、動物種

としては齧歯類が汎用されている。胎盤の構造は動物種によって異なり、齧歯

類で得られた結果をそのままヒトに外挿することは難しい。そのため、ヒトに

おける胎児薬物移行を齧歯類から予測するには、齧歯類とヒトでの胎児薬物分

布機構における比較評価が必要である。 

血液脳関門や胎盤関門には抗がん剤などを組織外に汲み出す輸送体として

multidrug resistance protein 1 (MDR1) と breast cancer resistance protein (BCRP) が発
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現する(Durmus, Hendrikx, and Schinkel 2015)。ヒト脳では、MDR1と BCRPは血

液脳関門の実体である脳毛細血管内皮細胞の luminal membrane に発現している

(Aronica et al. 2005; Virgintino et al. 2002) (Fig. 1A) 。一方でヒト胎盤関門では、

MDR1と BCRPは多核化した合胞体栄養膜細胞層 (SynT) 単層の刷子縁膜 (MVM) 

に発現している(Kliman et al. 2018; Szilagyi et al. 2017) (Fig. 1B) 。つまり、ヒト胎

盤と血液脳関門のいずれにおいても、MDR1 と BCRP は循環血流に接するよう

に発現しており、両者ともに基質薬物を循環血中に汲み出すことで胎児や脳へ

の薬物分布抑制に寄与している。 

齧歯類の脳毛細血管内皮細胞では MDR1 と BCRP はヒト同様に luminal 

membraneに発現しており、MDR1と BCRPは循環血流に接している(Beaulieu et 

al. 1997; Lee et al. 2005) (Fig. 1A) 。一方、齧歯類胎盤はヒト胎盤と構造的に異な

り、ヒト胎盤 SynT 層が一層であるのに対し、齧歯類胎盤の SynT 層は母体血側

SynT-Iと胎児血側 SynT-IIの二層で構成される。これまでに我々は、齧歯類胎盤

において MDR1と BCRPが SynT-IIの apical membraneに発現していることを明

らかにしている(Akashi et al. 2016) (Fig. 1C) 。つまり、齧歯類胎盤において

MDR1 と BCRP は SynT-I と SynT-II の間に発現し、ヒト胎盤や脳とは異なり

MDR1と BCRPは循環血流に接していない。 
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Fig. 1 ヒトとマウスの血液脳関門および胎盤関門における MDR1と BCRPの
局在 
 

血液脳関門において、マウスとカニクイザルの脳毛細血管内皮細胞における

MDR1 の発現量をそれぞれ算出することで、MDR1 基質薬物のマウス脳移行性

からカニクイザル脳移行性の予測が可能であることが報告されている(Uchida et 

al. 2014)。MDR1および BCRPの発現量とその輸送活性が相関することを示す報

告は多く(Liu et al. 2017; Shirasaka, Sakane, and Yamashita 2008; Tachibana et al. 2010)、

胎盤関門においても血液脳関門同様に MDR1および BCRPの発現分子数を算出

することで種差の定量的評価が可能であるように思われる。しかし、齧歯類胎

盤において MDR1と BCRPの局在はヒト胎盤とは異なるため、MDR1と BCRP

発現量の種差と基質薬物の胎児移行抑制活性の種差が相関しない可能性がある。 

齧歯類胎盤の SynT-Iと SynT-IIは connexin26で構成された gap結合にて結合し

ている (Coan, Ferguson-Smith, and Burton 2005; Shin et al. 1996) (Fig. 1C) 。

Connexin26で形成された gap結合は最小内径が 1.4 nmの細胞間チャネルを形成

しており、イオンやセカンドメッセンジャー、代謝物質などの低分子を透過さ
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せて細胞間情報伝達を担っている(Maeda et al. 2009)。したがって、SynT-I と

SynT-II間での物質の授受は細胞膜および gap結合を介した経路が存在し、薬物

は gap結合チャネルを透過することで MDR1や BCRPによる排出機構を迂回す

ることが可能となる。実際、欠損マウスを用いた解析において、胎盤 MDR1は

paclitaxel や digoxin、saquinavir の胎児分布を抑制していることが示されている

(Smit et al. 1999)。それにもかかわらず、norbuprenorphineでは同一個体において

MDR1による脳移行抑制が示される一方、胎児移行における MDR1の関与は示

されていない(Liao et al. 2017)。 

本研究では、齧歯類胎盤 MDR1と BCRPの局在における独自性が組織分布抑

制活性に与える影響を定量的に評価することを目的とした。目的達成のため、

マウス血液脳関門とマウス胎盤関門における MDR1と BCRPの組織薬物分布制

御機能を定量的に比較することで、MDR1 と BCRP の局在の違いが基質薬物の

胎児移行抑制における MDR1と BCRP 寄与に与える影響を明らかにすることを

目指した。まず、マウス胎盤迷路部およびヒト胎盤 MVM の細胞膜画分中

MDR1および BCRP発現量を LC-MS/MSを用いて定量した (第二章) 。続いて、

Mdr1a/b および Bcrp 欠損妊娠マウスを用い、胎児血および脳への薬物分布抑制

における MDR1および BCRPの寄与を定量し、MDR1および BCRP 単分子当た

りの薬物分布抑制能を脳関門と胎盤関門で比較した (第三章) 。  
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第二章 マウスおよびヒト胎盤における MDR1および BCRPの発現

分子数解析 

 

2-1 緒言 

MDR1と BCRPについて、タンパク質発現量は MDR1と BCRPの輸送活性と

相関することが報告されている(Liu et al. 2017; Shirasaka et al. 2008; Tachibana et al. 

2010)。MDR1と BCRP 以外の輸送体に関しても、OCTN1と MRP1についてタ

ンパク質発現量と輸送活性の間に強い相関が見られたことが報告されており

(Sakamoto et al. 2016)、様々な輸送体について、タンパク質発現量とその輸送活

性が相関することが報告されている。輸送体のタンパク質発現量は輸送活性と

相関することから、輸送体機能の臓器間、動物種間差異は、比較対象となるそ

れぞれの細胞の単位表面積あたり輸送体タンパク質発現分子数から推定するこ

とが可能である。 

これまでに、MDR1 輸送活性の in vitroから in vivoへの予測が報告されている。

マウス脳毛細血管内皮細胞と Mdr1a 発現細胞株での MDR1 発現分子数と、

Mdr1a 発現細胞株と mock 細胞を用いて算出した MDR1 の単分子輸送活性を用

いることで、in vitroから in vivoへの輸送活性予測は可能であることが報告され

ている(Uchida et al. 2011a)。また、マウスとカニクイザルの脳毛細血管内皮細胞

におけるMDR1のタンパク質発現分子数とMDR1 基質薬物のマウス脳移行性か

ら、カニクイザルでの脳移行性の予測が可能であることが報告されている

(Uchida et al. 2014)。したがって、胎盤関門におけるMDR1と BCRPの機能を定

量的に血液脳関門と比較するにあたり、両関門にて輸送体が機能的に発現する

細胞膜でのMDR1と BCRPの発現量情報は必須である。 
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ヒト胎盤においてMDR1と BCRPの発現量解析はmRNAとタンパク質レベル

で発現量解析が行われている。ABCB1の妊娠 7-13 週および 24-35 週における発

現量は満期の発現量の 2倍と、妊娠が進むに連れ mRNA発現量が減少していた 

(Sun et al. 2006) 。抗体を用いたタンパク質発現量解析も同様に妊娠満期に近づ

くにつれて発現量が減少している (Mathias, Hitti, and Unadkat 2005; Sun et al. 

2006) 。また、2020 年に Anoshchenko らによってヒト胎盤を用いて妊娠期別の

MDR1 と BCRP の発現分子数が報告されており、MDR1 発現量は第一三半期で

は 2.16 fmol/µg_protein、第二三半期では 1.40 fmol/µg_protein、妊娠満期では 0.67 

fmol/µg_proteinであった(Anoshchenko et al. 2020)。これらの発現量変動からヒト

胎盤におけるMDR1 機能は妊娠進行に伴って減少すると考えられている。 

マウス MDR1は MDR1Aと MDR1Bの 2 つのアイソフォームが存在する。マ

ウス胎盤では MDR1Aと MDR1Bの両者が発現しており、妊娠 (GD) 9.5 日目や

GD12.5ではMDR1Aに比べ MDR1B mRNA発現量の方が多い(Kalabis et al. 2005; 

Petropoulos et al. 2007)。MDR1Aの mRNA発現は妊娠進行で変動しない一方で、

MDR1B は出産が近づくにつれ mRNA 発現量が減少する(Kalabis et al. 2005)。

MDR1 タンパク質の妊娠進行に伴う発現変動は western blotting 法を用いて検討

されており、妊娠進行に伴い発現量が減少することが報告されている(Kalabis et 

al. 2005; Zhang et al. n.d.)。GD 9.5から 15.5でMDR1Aに比べ MDR1Bの mRNA

発現量が多いこと、MDR1Bの mRNA発現量変動と MDR1タンパク質発現量変

動が同様の推移を示していることから、マウス胎盤では MDR1B が主要な発現

であるとされてきた。一方、2017年に Liaoらが GD 14.5妊娠マウス胎盤を用い

てMDR1の発現分子数を測定している(Liao et al. 2017)。この報告では、MDR1A

と MDR1B は同程度の発現量であり、他の妊娠期については不明であるが、少

なくとも GD14.5ではMDR1の主要な発現はMDR1Bではない可能性がある。 
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ヒト胎盤における ABCG2は、妊娠 28週において妊娠 39週の 2倍発現してお

り、妊娠進行に伴って ABCG2 発現量は減少するという報告がある (Meyer Zu 

Schwabedissen et al. 2006) 。一方で ABCG2 量は妊娠期を通して常に一定である

という報告も存在する(Yeboah et al. 2006)。Anoshchenko らのヒト胎盤を用いた

妊娠期別の BCRP タンパク質発現分子数報告では、BCRP 発現量は第一三半期

では 2.39 fmol/µg_protein、第二三半期では 1.88 fmol/µg_protein、妊娠満期では

1.08 fmol/µg_protein であり、妊娠進行に伴い BCRP 発現量は減少する

(Anoshchenko et al. 2020)。一方で、抗体を用いた解析において BCRPタンパク質

発現量は第一三半期、第二三半期、妊娠満期で有意な発現量変動を示さない報

告もある(Mathias, Hitti, and Unadkat 2005)。さらに第一三半期や第二三半期より

も妊娠満期でタンパク質発現量が増加する報告も存在し (Yeboah et al. 2006) 、

BCRPの発現量変動は一定の見解が得られていない。マウス胎盤におけるBCRP

タンパク質発現は western blotting法を用いて解析されており、GD15.5が最大と

なるような一過性の発現変動を示す報告がある(Wang et al. 2006a)。一方、

GD15.5が最小となるような一過性の変動を示す報告があり(Kalabis et al. 2007)、

ヒト胎盤同様に一定の見解を得られていない。 

このように、ヒトおよびマウス胎盤に発現する MDR1と BCRPは妊娠期によ

って発現量が変動しており、それに伴い、各妊娠期で MDR1および BCRPの機

能は異なる可能性がある。 

そこで、本章では妊娠期ごとの MDR1および BCRPの機能を血液脳関門と比

較するため、GD13.5、15.5、17.5 におけるマウス胎盤での MDR1A、MDR1B、

および BCRP発現量を胎盤迷路部での細胞膜画分を用いて LC-MS/MSによって

定量し、マウス脳毛細血管内皮細胞での MDR1Aおよび BCRP発現量(Uchida et 

al. 2013a)と比較した。さらに、ヒトとマウスでの種差を検討するため、満期ヒ
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ト胎盤 MVMにおけるMDR1および BCRP発現量についても定量を行った。 
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2-3 考察 

本研究では、LC-MS/MS を用いて胎盤関門における MDR1A と MDR1B、

BCRP タンパクの発現分子数を定量し、これら輸送体の妊娠進行に伴う発現量

推移を明らかにした。 

本研究結果で得られた GD15.5から 17.5にかけての総 MDR1発現量も既報同

様に減少しており、この発現量変動は MDR1B の発現量減少によるものといえ

る。GD17.5において、MDR1Aのタンパク質発現量は総 MDR1発現量の 80%を

占めている。Mdr1a 欠損 CF-1 マウスにおいて avermectin B1aのフォトアイソマ

ーの胎児分布や感受性が上昇することが報告されていることもあり(Lankas et al. 

1998) 、GD17.5において MDR1Aは胎盤での MDR1の主要な発現であることが

考えられる。 

一方、GD13.5と 15.5での MDR1A発現は総 MDR1発現量の 46%と 64%であ

った。既報で報告されている GD14.5胎盤におけるMDR1AとMDR1Bの発現分

子数も総膜タンパク質あたり 0.5 fmol/µg_protein 以下であり(Liao et al. 2017)、本

章で得られた結果と同程度である。GD15.5 での MDR1B mRNA 発現量は

MDR1Aの約 2倍であったため(Kalabis et al. 2005)、mRNAでは MDR1B発現の

方が高い発現レベルである。しかし、タンパク質発現では、GD14.5から 15.5で

はMDR1AとMDR1Bは同程度の発現である。 

BCRP は GD15.5 が最大となるように一過性の発現変動を示し (Fig. 2) 、

GD15.5は GD17.5の 3.9倍の発現量であった。妊娠進行に伴う BCRPの発現変

動について、これまでの報告では western blotting 法にて発現量解析を行なって

いたが(Kalabis et al. 2007; Wang et al. 2006b)、本研究では BCRPに特異的なペプ

チド断片を LC/MS/MSによって測定することにより BCRP発現量を定量してお

り、既報での解析手法とは異なる。本章で得られた BCRP の発現量変動は
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western blotting法で行われた一部の報告と合致していた(Wang et al. 2006a)。 

胎盤関門の SynT-II apical membraneにおける推定 MDR1発現量は血液脳関門

における脳毛細血管内皮細胞 luminal membraneの約 1/4〜1/3程度であった一方

で BCRP 発現量は約 3 倍から同程度の発現であり、マウス胎盤関門と血液脳関

門の MDR1 また BCRP 機能が相関すると仮定すると、胎児薬物分布における

MDRおよびと BCRPの制御機能は血液脳関門のそれぞれ約 1/4、および約 3倍

〜同程度であることが予想される。 

本章で得られたヒト胎盤 MVM 画分中の MDR1および BCRP発現分子数は、

既報でのヒト胎盤総細胞膜画分中のMDR1発現分子数 0.67 fmol/µg_protein (最小

値 : 0.4、最大値 : 1.5) およびBCRP発現分子数 1.09 fmol/ µg_protein (最小値 : 0.3、

最大値 : 2.0) と比較してやや低い(Anoshchenko et al. 2020)。ヒト胎盤MVM 画分

中のMDR1および BCRPタンパク質量を GD17.5における妊娠マウス SynT-II細

胞の apical membraneにおける推定 MDR1および BCRPタンパク質量と比較する

と、それぞれ 4.0％と 13%に過ぎない。また、MVMの膜表面積は基底膜の約 6

倍であるため(Teasdale and Jean-Jacques 1988)、既報での全細胞膜画分の大部分は

MVM 膜であることを考えると、既報における MDR1と BCRPタンパク質量は

GD17.5 マウス胎盤での発現量のそれぞれ 9.6%と 21%である。これらのことよ

り、満期ヒト胎盤関門における MDR1および BCRP発現量はマウスよりも低い

ことが示唆された。  
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第三章 MDR1 および BCRP 基質薬物の胎児血と脳組織分布におけ

る MDR1 および BCRP の寄与比較 

 

3-1 緒言 

定常状態における胎児母体血漿中非結合型薬物濃度比 (𝐾*,)),!*) と脳血漿中非

結合型薬物濃度比 (𝐾*,)),+,'$%) は、それぞれ母体から胎児への透過固有クリアラ

ンス (𝐶𝐿"!,$%&,'(() の胎児母体への透過固有クリアランス (𝐶𝐿!",$%&,'(() と胎児での代

謝クリアランスの和に対する比、および血漿から脳への透過固有クリアランス

の脳から血漿への透過固有クリアランスと脳での代謝クリアランスの和に対す

る比を表している (Hammarlund-Udenaes et al. 2008) 。MDR1や BCRPが機能して

いる場合、胎児胎盤組織からの積極的な排出が起こるため、𝐶𝐿"!,$%&,'((に比べ

𝐶𝐿!",$%&,'((が大きくなるため透過固有クリアランス比は小さくなり、MDR1 ある

いは BCRP 基質薬物の𝐾*,)),!*値は 1を下回る。 

マウス Mdr1a 過剰発現 LLC-PK1 単細胞層と LLC-PK1細胞層の basal-to-apical

輸送に対する apical-to-basal輸送の比から見かけのMDR1A排出輸送寄与  (in vitro 

MDR1 efflux ratio) を算出すると、MDR1 基質薬物の𝐾*,)),+,'$%は脳でのMDR1発

現分子数と in vitro MDR1 efflux ratio から再構築できることが報告されている

(Uchida et al. 2011a)。BCRPについても同様の報告があり(Liu et al. 2017)、in vivo

での単分子あたりの MDR1 あるいは BCRP 寄与が in vitro と同等であると、in 

vitroから in vivoへの再構築が可能である。 

ヒト胎盤では MDR1および BCRPが血液脳関門同様に直接血流に接している

ため、ヒト胎盤においても脳同様に in vitro MDR1 efflux ratio あるいは in vitro 

BCRP efflux ratioから in vivoへの再構築が理論的に可能である。齧歯類胎盤にお
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いても、単分子あたりのMDR1と BCRPの寄与は他の臓器や in vitroと変わらな

いことが予想される。しかし、齧歯類胎盤では connexin26による gap結合チャ

ネルを介した薬物の透過が胎児分布に大きく影響を与える可能性があるため、

見かけのMDR1あるいは BCRP 寄与が減弱する可能性がある。 

ヒトでの胎児薬物移行性は齧歯類を用いた動物実験によって得られたデータ

から判断される場合が多いため、ヒトにおける胎児薬物移行性を齧歯類から予

測するには、齧歯類とヒトでの胎児薬物分布抑制における MDR1 および BCRP

寄与の種差を定量評価することが求められる。しかし、ヒトでは MDR1あるい

は BCRP の有無による胎児移行性比較をすることはできないため、ヒトと齧歯

類の胎盤関門における MDR1および BCRP 寄与を直接比較することは困難であ

る。 

血液脳関門はヒト胎盤同様に MDR1および BCRPが直接血流に接しており、

MDR1 および BCRP の機能が最もよく知られている組織である。そこで、本章

では、MDR1 および BCRP の機能をマウスでの血液脳関門と胎盤関門で定量的

に比較することで、マウス胎盤関門の構造が MDR1と BCRPの薬物胎児分布制

御への寄与に与える影響を明らかにすることを目的とした。マウス血液脳関門

では in vitro での MDR1 輸送活性と血液脳関門での MDR1の寄与が相関するこ

とが報告されている(Uchida et al. 2011a)。本章では、in vitroでのMDR1と BCRP

の輸送活性と胎盤関門での胎児薬物移行抑制における MDR1と BCRPの寄与も

比較評価することとした。なお、評価に用いた基質薬物は、第一に Mdr1a/b あ

るいは Bcrp欠損マウスを用いた脳組織移行試験にてMDR1や BCRPが脳移行を

抑制していることが報告され、MDR1 あるいは BCRP 過剰発現細胞株を用いた

透過試験においても MDR1や BCRPを介した輸送が認められたものを選択した。

さらに、各輸送体で分子量が同程度で pH7.4での logD 値、分子の立体構造が異
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なる薬物 2種類ずつに絞り、MDR1の基質薬物では paclitaxelと digoxin、BCRP

基質薬物では genisteinと dantroleneを用いた。 

𝐾*,)),!*は胎児母体血漿中薬物濃度比 (𝐾*,!*) と胎児と母体の非結合型分率比 

(𝑓=,!*/𝑓=,"* ) の積で算出することができる。本章では、まず野生型および

Mdr1a/b 欠損、Bcrp 欠損妊娠マウスを用いて𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を測定した。Digoxin

と genistein、dantrolene はアルブミンに結合し(Capomacchia, Vallner, and Boone 

1978; Evered 1972; Vallner 1977)、paclitaxelはアルブミンとα-酸性糖タンパク質

に結合する(Kumar et al. 1993)。血漿中アルブミン濃度や総タンパク質濃度にお

いて野生型と Mdr1a/1b あるいは Bcrp 欠損マウスとの間で差がないことが報告

されているため (Jonker et al. 2002; Schinkel, Mayer, Wagenaar, Carla A.A.M. Mol, et 

al. 1997) 、MDR1や BCRPの欠損マウスにおける𝑓=,!*/𝑓=,"*は野生型マウスと変

わらないものとみなした。そこで本章では、𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を用いて胎盤関門で

の胎児薬物抑制における MDR1と BCRPの寄与を血液脳関門での寄与と比較検

討した。さらに、in vitro MDR1 efflux ratioおよび in vitro BCRP efflux ratioを用い

て胎盤関門での胎児薬物制御におけるMDR1と BCRPの寄与を in vitroと in vivo

で比較検討した。 
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3-4 考察 

3-4-1 Paclitaxelと digoxinの Kp,fpと Kp,brain比較 
 

Paclitaxel を 48 時間持続投与し、GD15.5 あるいは 17.5 における野生型と

Mdr1a/b 欠損妊娠マウスにおける𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を算出した。Mdr1a/b 欠損妊娠マ

ウスでの paclitaxelの𝐾*,!*は野生型に比べ統計的に有意な増加を示した。既報に

おいて、Mdr1a/b 欠損マウスでは投与 1 時間後の母体血漿に対する胎児組織の

paclitaxel 濃度比が 16倍高いことが報告されている (Smit et al. 1999) 。既報での

胎児組織を用いて観察された Mdr1a/b 欠損妊娠マウスの胎児分布の増加は、胎

児血漿を用いた本研究の増加分に比べて大きいが、胎児組織を用いた評価では、

胎児組織に発現するMDR1の影響を排除することはできない(Han, Gao, and Mao 

2018)。したがって、本研究で求めた𝐾*,!*	ratioは胎盤における MDR1 の影響を

正確に推定するためのより良い指標となる。 

Paclitaxelにおいて、胎盤関門と血液脳関門のMDR1発現量差と𝐾*	ratioの差は

同程度であり、胎盤関門における MDR1の胎児薬物分布抑制寄与は血液脳関門

での寄与と相関する。 

Digoxin を 72 時間持続投与し、GD15.5 あるいは 17.5 における野生型と

Mdr1a/b 欠損妊娠マウスにおける𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を算出した。DigoxinのMDR1の

有無による𝐾*,!*変化量は僅かであった。本章結果は、Mdr1a/b 欠損マウスでは

投与 4時間後および 24時間後の母体血漿に対する胎児組織の digoxin濃度比が 2

倍増加し(Smit et al. 1999)、Mdr1a 欠損マウスでは投与 4時間後の digoxinの脳血

漿濃度比が 19倍増加した(Schinkel et al. 1995)というこれまでの報告結果と相関

し、digoxin胎児分布に対する胎盤MDR1の寄与は血液脳関門に比べて小さいこ

とが定量的に裏付けられた。 
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3-4-2 Genisteinおよび Dantroleneの Kp,fpと Kp,brain比較 
 

Genisteinを 2時間持続投与し、GD15.5あるいは 17.5における野生型と Bcrp

欠損妊娠マウスにおける𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を算出した。 

既報にて Bcrp 欠損マウスでの Genistein の𝐾*,+,'$%は野生型の 9 倍に増加し、

GD14.5 Bcrp 欠損妊娠マウスの胎児組織/母体血漿中 genistein 濃度比は野生型に

比べて 2倍に増加することが報告されており(Enokizono, Kusuhara, and Sugiyama 

2007)、genisteinの胎児分布に対する胎盤 BCRPの寄与は血液脳関門での寄与よ

りも小さい点は過去の報告と相関していた。 

Dantroleneを 2時間持続投与し、GD15.5における野生型と Bcrp 欠損妊娠マウ

スにおける𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を算出した。また、𝐾*,!*については 24時間持続投与後

の GD15.5 野生型と Bcrp 欠損妊娠マウスにおいても評価した。Dantrolene の

𝐾*,+,'$%は野生型に比べ Bcrp 欠損妊娠マウスにて 6倍に増加した一方で、𝐾*,!*は

2時間および 24時間持続投与ともに BCRPの有無によって変動しなかった。マ

ウス胎盤関門においてBCRPの dantrolene排出輸送体としての機能は観察されな

かった。Genisteinと dantroleneは MDR1の基質ではなく BCRPに特異的な基質

であることが報告されている(Enokizono et al. 2008; Kodaira et al. 2011)。胎盤にお

ける BCRP発現量は血液脳関門の GD15.5で 3倍、GD17.5で同程度であった。

輸送体のタンパク質発現量は輸送活性と相関することから、胎盤における

BCRP の胎児薬物分布抑制への寄与も GD15.5 で 3 倍に、GD17.5 で同程度であ

ることが予想されるが、genisteinも dantroleneも胎盤関門における BCRP 寄与は

血液脳関門の寄与よりも小さかった。つまり、マウス胎盤関門において、

genisteinと dantroleneの BCRPによる排出輸送を減弱させる輸送の存在が示唆さ

れた。 
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3-4-3 速度論モデルを用いた MDR1および BCRP 基質薬物の胎盤関門と血

液脳関門におけるMDR1および BCRPの寄与比較 

 

胎盤関門における胎児薬物分布抑制への MDR1と BCRPの寄与が血液脳関門

での寄与と一致する場合、𝑅./2と𝑅./<は１に近い値となる。 

																																			𝑅./2 =
𝑃(.1!!

𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 21 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

4
≃ 1																																						 

																	𝑃(.1!! ≃ 𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 61 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

7																																																			 

																																					𝑅. <⁄ =
𝑃'.1!!

𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 21 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

4
≃ 1																																							 

																					𝑃'.1!! ≃ 𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 61 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

7																																																		 

これらの式における𝑃67以外の透過性は、単純拡散 (𝑃5$!!) あるいは担体介在輸

送による透過性を表している。 

Paclitaxel の𝑅./2と𝑅./<は 1 に比較的近い。そのため、𝑃(.1!!や𝑃'.1!!と𝑃-./.1!! +

𝑃67 × 21 +
@!"#.%&'
@()*.%&'

4が同程度となり、𝑃𝑆-./.1!!を大きくするような担体介在輸送

や𝑃67の影響をあまり受けていないと考えられる。 

一方、胎盤関門における胎児薬物分布抑制への MDR1と BCRPの寄与に比べ

て血液脳関門における寄与の方が大きい場合、𝑅./2と𝑅./<は 1 を大きく下回る。 

																																			𝑅./2 =
𝑃(.1!!

𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 21 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

4
≪ 1																																						 

																									𝑃(.1!! ≪ 𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 61 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

7																																															 

																																					𝑅. <⁄ =
𝑃'.1!!

𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 21 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

4
≪ 1																																							 
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																					𝑃'.1!! ≪ 𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 61 +
𝑃-./.$%!
𝑃234.$%!

7																																																		 

 

胎盤関門での BCRP の寄与が見られず𝑅./2と𝑅./<を算出できなかった

dantroleneや、𝑅./2と𝑅./<の小さかった digoxinや genisteinでは𝑃(.1!!や𝑃'.1!!よりも

𝑃-./.1!! + 𝑃67 × 21 +
@!"#.%&'
@()*.%&'

4の方が大きくなる。つまり、digoxin と genistein、

dantroleneでは、𝑃-./.1!!を大きくする SynT-II の apical membraneにおける担体介

在輸送、あるいは SynT-Iと SynT-II間の gap結合を介した輸送か𝑃-./.$%!を大きく

する SynT-II の apical membraneにおける担体介在輸送が存在することが考えら

れる。 

𝑃-./.1!!を大きくするような担体介在輸送は、SynT-II の apical membraneにおい

て排出方向に働く輸送である。Digoxin は薬物透過試験において MDR1 の特異

的基質として頻繁に使用されており、また BCRP の基質ではないことが報告さ

れている(Uchida et al. 2011a)。そのため、digoxin輸送におけるその他の排出輸送

体関与は不明であり、𝑃-./.1!!を増加させる排出輸送体の候補を見つけることは

困難である。Genisteinと dantroleneは BCRPの特異的基質であり、MDR1の基質

ではない(Enokizono et al. 2007; Kodaira et al. 2010)。Genistein と dantrolene 輸送に

おいても、その他の排出輸送体関与は不明であり𝑃-./.1!!を増加させる排出輸送

体の候補を見つけることは困難である。 

𝑃67や𝑃-./.1!!の他に𝑃-./.$%!が大きくなると、𝑃(.1!!や𝑃'.1!!よりも𝑃-./.1!! + 𝑃67 ×

21 + @!"#.%&'
@()*.%&'

4の方が大きくなる。Digoxin では、OATPs による取込み輸送が報告

されているが(Nader and Foster 2014; Sugiyama et al. 2003; Terao et al. 2000)。OATPs

によって𝑃𝑆-./.$%!が増加すれば、𝐾*,)),!*も増加する。しかし、本章結果では、

Mdr1a/b 欠損妊娠マウスでは digoxin の𝐾*,)),!*は 1 未満である。そのため、
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digoxin の𝑃-./.$%!に対する OATPs の影響は小さい可能性が高い。Genistein は

MRP1と OATP1B1の輸送(Karlgren et al. 2012)を、dantroleneは OAT2と OAT3の

輸送(Burckhardt et al. 2016)をそれぞれ阻害することが報告されているが、これら

輸送体の基質になるといった報告はなく、𝑃𝑆-./.$%!を大きくするような取込み

輸送体を genistein と dantrolene で見つけるのは困難である。以上のことから、

SynT-IIの apical membraneに digoxinや genistein、dantroleneの排出あるいは取込

み輸送体が存在し、𝑃𝑆-./.1!! や 𝑃𝑆-./.$%!を十分に増加させて 𝑅./2や𝑅./< を減少

させている可能性は低いと考えられる。一方、胎盤迷路部の透過型電子顕微鏡

写真で，SynT-I と SynT-II の間の細胞膜に沿って connexin26による gap結合が頻

繁に観察されることから、digoxin や genistein、dantrolene の輸送に𝑃67が大きく

寄与していると考えるのは妥当である(Coan et al. 2005; Shin et al. 1996) 。 

𝑃-./.1!!、𝑃-./.$%!、𝑃234.$%!、𝑃(.1!!、𝑃'.1!!が専ら単純拡散に基づくと仮定すると、

いずれも𝑃5$!!と等しくなり、𝑅./2および𝑅./<は次のように簡単に表すことがで

きる。 

"式 33$ 												𝑅!/#	and	𝑅!/$ =
1

1 + 2
𝑃%&
𝑃'())

																																																																																																								 

この式に基づけば、胎盤の MDR1や BCRPが薬物の胎児分布に与える影響は、

SynT-Iと SynT-II間の gap結合を通る透過性と薬物の単純拡散に大きく影響され、

gap 結合を介した透過性が単純拡散による膜透過性に対して大きいほど、胎盤

関門におけるMDR1や BCRPの寄与が血液脳関門や in vitro efflux ratioよりも減

少することが予想された。 

本研究で用いた digoxin や genistein、dantrolene 以外の薬物では、妊娠マウス

において norbuprenorphine の母体脳と胎児への分布に及ぼす MDR1 の影響に違

いがあることが報告されている。胎児組織/母体血漿の AUC 比は変化しなかっ
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たが、母体脳/母体血漿の AUC比はMdr1a/b欠損マウスで 34倍高くなった (Liao 

et al. 2017)。一方、saquinavirの脳および胎児への分布における MDR1の寄与は、

投与 15分後および 30分後に Mdr1a/b 欠損マウスで野生型に比べ胎児組織/母体

血漿濃度比が 5～7倍高く(Smit et al. 1999)、投与 4時間後でのMdr1a 欠損マウス

で脳/血漿濃度比は野生型より 7倍高く (Kim et al. 1998) 、脳と胎盤でMDR1の

寄与が類似した値をとることが別々の論文で報告されている。したがって、

digoxinや genistein、dantrolene、norbuprenorphineは paclitaxelや saquinavirと比較

して、gap 結合を介した透過性が大きい、あるいは単純拡散透過性が小さいと

推察される。 

Gap 結合は、1kDa までの低分子を透過させることが知られているが、ペプチ

ドやmiRNAのような線状構造を持つより大きな分子の移動も可能にする細胞間

チャネルである(Zhu et al. 2015)。Connexin26 欠損マウスで観察された胎児への

グルコース移行性の低下は(Gabriel et al. 1998)、connexin26 による gap 結合が

SynT-Iと SynT-II間の物質輸送に重要な役割を果たしているという考えを支持す

るものである。ヒトの connexin2による gap結合チャネルの結晶構造によると、

6 つのサブユニットのアミノ末端ヘリックスが細胞内孔の入り口に並んで漏斗

状構造を形成しており、その最小内径は 1.4 nmである(Maeda et al. 2009)。蛍光

色素を用いた研究にて、分子量が 1kDa 以下の小さい薬物であっても、gap結合

の最小内径を通過できる分子量を有するか否かで gap 結合の透過性が変わるこ

とが報告されている(Weber et al. 2004)。Weber らが用いた蛍光色素は、Alexa 

Fluor 350、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 594であり、分子量はそれぞれ 350、570、

760で、全てアニオン性化合物ある。 

MarvinSketch 21.16.0 (https://chemaxon.com/) を用いると、ファンデルワールス

力に基づいた分子の最小投影面積を計算することができる。算出した最小投影
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面積より最小投影径を求めると、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 

594ではそれぞれ 0.9 nm、1.3 nm、および 1.5 nmであった。Alexa Fluor 350と

Alexa Fluor 488では効率よく connexin26による gap結合を透過したが、最小投

影径が gap結合の最少内径である 1.4 nm を越える Alexa Fluor 594では透過性が

大きく減少していた(Weber et al. 2004)。norbuprenorphineの最小投影径は 1.1 nm

であり、saquinavir の最小投影径は 1.6 nm である。Digoxin や genistein、

dantrolene、norbuprenorphineの最小投影径は connexin26による gap結合の最少内

径よりも小さく、paclitaxel と saquinavir では最少内径よりも大きい最小投影径

を有する。そのため、これらの薬物の分子量はいずれも 1 kDa 以下であるが、

paclitaxel や saquinavir と 比 較 し て digoxin や genistein、dantrolene、

norbuprenorphineの gap結合に対する透過性は高いことが想定される。 

Paclitaxelと saquinavirの pH 7.4での log Dは 6.83と 4.70であり、digoxinと

norbuprenorphineの pH 7.4での log Dはそれぞれ 1.26と 1.18であり、paclitaxelと

saquinavirはより脂溶性が高い(Benet, Broccatelli, and Oprea 2011; Jensen et al. 2008)。

pH 7.4における parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA) の単純拡散

透過性は paclitaxelで 398 cm/s、saquinavirで 114 cm/sと報告されており、digoxin

の 0.8 cm/s という値よりもはるかに大きい(Tsinman et al. 2010)。そのため、

digoxin、norbuprenorphineは、paclitaxelと saquinavirよりも gap結合の透過性が

高く単純拡散での透過性が低いため、大きな𝑃67 𝑃5$!!⁄ 値を持ち、結果として胎

盤での MDR1 が digoxin、norbuprenorphine の胎児分布に与える影響は小さいと

思われる。 

また、dantroleneよりも genisteinの方が高い脂溶性を有する。既報にて、logD

値、トポロジカルファンデルワールス極表面積、基本原子のファンデルワール

ス表面積より推定された genistein と dantrolene の単純拡散による透過クリアラ
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ンスは、それぞれ 3.45 mL/min per kgと 1.80 mL/min per kg であり(Kodaira et al. 

2014)、𝑃5$!!は genistein の方が dantrolene よりも大きいことが予想される。

Genisteinと dantroleneの最小投影径はそれぞれ 0.9 nmと 0.8 nmであり、両者と

もに gap 結合を透過できるため𝑃67に大きな差はないと考えられる。Dantrolene

の𝑃5$!!が genistein の𝑃5$!!よりも大きかったため、dantrolene は、genistein よりも

大きな𝑃67 𝑃5$!!⁄ 値を持ち、GD15.5にて genisteinでは胎児分布における BCRPの

寄与が見られた一方で dantroleneの胎児分布におけるBCRPの寄与が認められな

かったと考えられる。しかし、GD15.5において BCRPの有無で𝐾*,!*に有意差が

見られた genisteinにおいても血液脳関門での BCRP 寄与に比べ胎盤関門での寄

与は低かった。 

 
3-4-4 𝑅./2および𝑅./<に対する胎児での薬物代謝クリアランスの影響 

 

本研究では、胎児組織での薬物代謝は起こらないと仮定して経胎盤輸送速度

論モデルを構築したが、胎児肝臓にて薬物代謝クリアランスを無視できない場

合においても胎児血漿中薬物濃度は減少するため、𝐾*,!*は小さくなり、𝑅./2お

よび𝑅./<は小さい値を取る。 

Paclitaxel の全身排泄は、ヒト、ラット、マウスにおいて肝臓での代謝で行わ

れる (Sparreboom et al. 1998) 。ヒトでの肝代謝は CYP3A4 と CYP2C8 が関与す

る (Bardelmeijer et al. 2003) 。FVB マウスでの paclitaxel 代謝産物は 3’-p-OH-

paclitaxel と 6α-OH-paclitaxel の 2 種類のモノ水酸化代謝物が検出されており

(Sparreboom et al. 1996)、これはパクリタキセル投与患者の胆汁 (Monsarrat et al. 

1993) や血漿(Huizing et al. 1993)、糞中 (Sparreboom et al. 1995) 及びヒト肝ミクロ

ソーム (Kumar et al. 1994) とヒト肝スライス (Monsarrat et al. 1997) での代謝実験

にて主要な paclitaxel代謝産物として検出されている。そのため、FVB マウスで
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もヒト同様の機序で行われる可能性が高い。マウス胎児肝では、ヒト CYP3A4 

および CYP2C8 のマウスオルソログを含むほとんどの CYP酵素の発現量は、ヒ

ト CYP3A7 のマウスオルソログである CYP3A16を除いて非常に低い (Hart et al. 

2009) 。ヒト胎児肝ミクロソームにおける CYP3A7 によるレチノイン酸の 4-水

酸化反応の触媒作用は、paclitaxel に影響されないため (Chen et al. 2000) 、

paclitaxelにおいて胎児薬物代謝クリアランスの影響は非常に小さいと考えた。 

Digoxinの消失経路は腎臓からの未変化体での排出であるため、胎児における

digoxin の代謝は考えにくい。そのため、digoxin の𝑅./2および𝑅./<の低下は

connexin26によって構成された gap結合による MDR1の迂回輸送によって生じ

たと考えられる。 

ヒト、ラット、マウスの血漿中に genistein のグルクロン酸抱合体、硫酸抱合

体が主要な genistein 代謝産物として検出されている(Soukup et al. 2016)。In vitro

においてリコンビナントのヒトUDPグルクロン酸転移酵素 (UGT) および硫酸転

移酵素 (SULT)を用いた酵素活性試験にて、genistein は UGT1A1、1A4、1A6、

1A7、1A9、1A10と SULT 1A1*2、1E、2A1によって代謝されることが報告され

ている(Doerge et al. 2000)。既報にて、マウス胎児胚盤胞において、UGT1A6は

タンパク質レベルで発現し、UGT 代謝活性は成人肝臓と同程度であったこと

(Collier et al. 2014)、GD18.5 マウス胎児肝臓において UGT1Aはタンパク質レベ

ルで発現していること (Collier et al. 2012) が報告されている。また、マウス胎児

での SULT1A1発現は不明であるが、妊娠 10-22週のヒト胎児肝臓では SULT1A1

のタンパク質発現と代謝活性があることが報告されている(Richard et al. 2001)。

以上のことから、genistein の𝑅./2および𝑅./<が１を大きく下回った原因として、

gap 結合による迂回輸送だけでなく、胎児組織での薬物代謝の影響は否定でき

ない。 
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Dantrolene の全身排泄はラットにおいて CYP1A1、CYP1A2、CYP3A (Jayyosi 

et al. 1993)、ヒトにおいてアルデヒドオキシダーゼ 1 (AOX1) による肝代謝の関

与が示されている(Amano et al. 2018)。マウス胎児肝臓において AOX1のタンパ

ク質発現はほとんどないことが報告されている(Terao et al. 2000)。上述の通り、

CYP1A1と CYP1A2は胎児肝臓に発現していないため(Hart et al. 2009)、CYP1A1、

CYP1A2、AOX1 による胎児肝臓での代謝は生じにくいと思われるが、CYP3A

についてはサブタイプが判明していないため、胎児肝でのCYP3A16を介した代

謝が影響する可能性は排除しきれない。Dantrolene で Bcrp の有無に関わらず

𝐾*,!*に差がなかったのは conexxin26 だけでなく胎児肝での CYP3A16 による代

謝の影響を受けているかもしれない。 

 

3-4-5  Paclitaxelおよび Digoxinの妊娠期別 Kp,uu,fp 

 

野生型妊娠マウスを用いて paclitaxelと digoxinの𝑓=,!*と𝑓=,"*を測定し、𝐾*,!*と

掛け合わせて𝐾*,)),!*を算出したところ、paclitaxelと digoxin共にMdr1a/b 欠損マ

ウスでも𝐾*,)),!*は 1を下回った。 

𝐾*,)),!*は母体に対する胎児の非結合型薬物濃度比で求まるパラメータであり、

定常状態において𝐶𝐿"!,$%&,'((の𝐶𝐿!",$%&,'((に対する比に置き換えることができる。

Mdr1a/b欠損マウスにおいて𝐾*,)),!*が 1を下回る場合、MDR1に加えて𝐶𝐿!",$%&,'((

を増加させる別の輸送体が存在する可能性も考えられる。式 (9) および式 (19) 

に基づくと、𝑃𝑆23/.$%!と𝑃𝑆-./.1!!、𝑃𝑆234.$%!、𝑃𝑆-.4.1!!が𝐶𝐿!",$%&,'((の増加に寄与

する。式 (25) と式 (28) に基づくと、𝑃234.$%!は𝑅./2と𝑅./<の分母側の項に含まれ、

𝑃67と逆相関する。つまり、𝑃𝑆234.$%!の影響が無視できない場合、𝑃67の影響が小

さくなるため、𝑅./2と𝑅./<は大きくなる。𝑅./2と𝑅./<が 1 よりもかなり小さい

digoxinでは𝐶𝐿!",$%&,'((増加の要因として𝑃𝑆234.$%!は排除される。DigoxinがMDR1
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の代表的な基質として一般的に使用されていることを考えると、MDR1 以外に

digoxin の排出を担う輸送体候補を見出すことは困難である(Nader and Foster 

2014)。そのため、𝑃𝑆-./.1!!と𝑃𝑆-.4.1!!の影響は小さいと考える。また、MDR1 以

外の digoxin輸送研究の多くは、排出輸送体ではなく、有機アニオン輸送ポリペ

プチド (OATP) の役割に焦点を当てている (Nader and Foster 2014; Sugiyama et al. 

2003; Terao et al. 2000)。SynT-IIの basal plasma membraneにおける OATPの局在

は不明であるが、digoxin の𝐶𝐿!",$%&,'((の増加に寄与するのは𝑃𝑆23/.$%!である可能

性が最も高いと思われる。 

MRP2 は paclitaxelを基質として認識することが知られている(Lagas et al. 2006)。

MRP2 はマウス胎盤での発現はごく僅かであり、胎児を包む膜である visceral 

yolk sac における上皮細胞の apical membrane に局在を示す(Aleksunes, Cui, and 

Klaassen 2008)。Visceral yolk sac において paclitaxelが排出される場合、胎児血漿

中の paclitaxel 濃度は減少するため、𝐾*,)),!*は 1 を下回る。そのため、visceral 

yolk sacに発現する MRP2が paclitaxelの胎児外排出に関与している可能性があ

る。 

また、Paclitaxelも digoxinも𝐾*,)),!*は、MDR1の有無にかかわらず GD15.5よ

りも GD17.5で小さい値を示した。OATPsや MRP2といった MDR1 以外の輸送

体が胎盤関門における digoxin と paclitaxel の胎児分布制制御に寄与しているこ

とも、両薬物の𝐾*,)),!*が妊娠の進行とともに減少する一因かもしれない。投与

1時間後の胎児 digoxin分布は妊娠進行とともに増加することが報告されている

が(Petropoulos et al. 2007)、これは定常状態における分布ではないため、他の物

質でも観察されているように母体胎児間で物質の授受を行うSynT層の単位重量

当たりの表面積が妊娠進行に伴って増加することで胎児への移行速度が増加し

ていることを反映している可能性が高い (Coan et al. 2008; Sibley et al. 2004) 。定
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常状態では薬物の取込み速度と排出速度が平衡に達しているため、SynT 層の単

位重量当たりの表面積が増加しても、取込み速度と排出速度が一定であるため

胎児血漿中濃度に影響しないと考える。OATPs と MRP2 がそれぞれ digoxin と

paclitaxel の𝐾*,)),!*の減少に大きく寄与しているかどうかを明らかにするために

は、さらなる研究が必要である。 

 
3-4-6 ヒト胎盤での Kp,ratio予測 

ヒト胎盤において MDR1および BCRPが SynT 単層の MVMに局在している

ため(Kliman et al. 2018)、digoxinや genistein、dantroleneの胎児への分布について

は、connexin26 による gap 結合の影響を考慮する必要がないため、ヒトではマ

ウスとは異なり、𝑅./2、𝑅./<が１に近い値を取ると考えられる。 

DigoxinのMDR1を介した排出輸送活性に種差がないと仮定すると(Takeuchi et 

al. 2006)、ヒト胎盤 MVM 画分およびマウス脳毛細血管内皮細胞の luminal 

membrane(Uchida et al. 2013b)あるいはMdr1a 過剰発現細胞(Uchida et al. 2011a)の

MDR1 発現量と本研究の𝐾*,+,'$%	ratioと in vitro MDR1 efflux ratio(Uchida et al. 

2011b)から推定される digoxin のヒト𝐾*,!*	ratio はマウスとほぼ同程度であった。

既報にて、in vitro MDR1 efflux ratioとMDR1分子数から推定された𝐾*,+,'$%	ratio

の逆数は𝐾*,==,+,'$%と一致することが報告されている(Uchida et al. 2011a, 2014)。

ヒトでの妊娠満期における母体胎児間アルブミン濃度差は小さい(KRAUER, 

DAYER, and ANNER 1984)。そのため、ヒト満期胎盤での𝐾*,)),!*は𝐾*,!*で近似で

きると仮定すると、分娩時に測定された digoxinの母体血と臍帯血を用いた𝐾*,!*

は 0.77 であり、本章にて推定した digoxin のヒト𝐾*,!*	ratioの逆数と一致してい

た。一方、ヒトにおける paclitaxelの胎児分布に対する胎盤MDR1の寄与は、マ

ウスにおける寄与よりもはるかに小さいと予想される。 
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本研究により、マウス胎盤関門では、digoxinや genistein、dantroleneなどの特

定の基質の胎児分布制御への MDR1と BCRPの寄与は血液脳関門と比較して小

さいことが示された。connexin26による gap結合を介した 2 つの SynT 層間の輸

送を含む胎盤関門の速度論モデルにより、胎盤 MDR1 や BCRP の影響は、gap

結合の透過性と単純拡散透過性の比に逆相関することが示された。したがって、

gap結合透過性が高い、あるいは gap結合の最小内径より小さい分子径を有し単

純拡散透過性が低い MDR1 あるいは BCRP 基質薬物の胎児移行は、gap 結合を

介した細胞膜を迂回した輸送により、MDR1 あるいは BCRP の影響が弱まるこ

とが予想される。  
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第四章 結論 

 

血液脳関門とヒト胎盤関門では、MDR1 と BCRP は循環血流に接するように

発現するため、両者ともに基質薬物を循環血中に汲み出すことで胎児や脳への

薬物分布制御に寄与している。一方、齧歯類胎盤はMDR1と BCRPは SynT-Iと

SynT-IIの間に発現し、ヒト胎盤や脳とは異なりMDR1と BCRPは循環血流に接

していない。本研究では、齧歯類胎盤における MDR1と BCRPの局在の違いが

組織分布抑制活性に与える影響を定量的に評価することを目的に、マウス胎盤

関門と血液脳関門での MDR1および BCRPの発現分子数と組織薬物分布制御に

おけるMDR1と BCRPの寄与を定量的に比較した。 

第二章では、マウス胎盤迷路部細胞膜画分における MDR1および BCRP発現

量を LC-MS/MSを用いて定量し、マウス脳毛細血管内皮細胞でのMDR1および

BCRP発現量と比較した。その結果、胎盤関門の SynT-II apical membraneにおけ

る推定 MDR1発現量は血液脳関門における脳毛細血管内皮細胞の約 1/4〜1/3程

度であった。BCRP 発現量は 3 倍〜同程度であった。つまり、血液脳関門に比

べて胎盤関門における MDR1 発現量は少ない一方、BCRP 発現量は同程度か妊

娠日数によっては胎盤関門の方が血液脳関門よりも一過的に高いことが明らか

となった。 

第三章では、MDR1 基質として paclitaxel と digoxin、BCRP 基質として

genisteinと dantroleneを用いて、野生型および Mdr1a/b 欠損あるいは Bcrp 欠損

妊娠マウスにおける𝐾*,!*と𝐾*,+,'$%を測定し、𝐾*	ratioを算出した。𝐾*	ratioから

各関門での MDR1あるいは BCRPの寄与を求め、第二章で定量した発現分子数

を用いて MDR1あるいは BCRPの胎盤関門の血液脳関門に対する寄与比を求め

た。MDR1 基質である paclitaxelは胎盤関門と血液脳関門で組織薬物分布抑制に
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おける MDR1 の寄与に差がなかった。一方で、MDR1 基質である digoxin と

BCRP 基質である genistein、dantrolene では胎盤関門における MDR1 あるいは

BCRP の寄与は血液脳関門での寄与に比べて低かった。マウス胎盤関門の経胎

盤輸送速度論モデルに基づくと、胎盤関門における MDR1と BCRPの寄与は、

connexin26による gap結合を介した輸送クリアランス (𝑃67) の単純拡散の透過ク

リアランス (𝑃5$!!) に対する比と逆相関する。Connexin26による gap結合の最小

内径は 1.4 nmであり(Maeda et al. 2009)、本章で用いた paclitaxel 以外の digoxin、

genistein、および dantrolene における最小投影径は 1.4nm 未満であるため、

connexin26 による gap 結合を十分に透過できるサイズである。脂質二重膜の透

過性は脂溶性が高い方が優れている。Paclitaxel は digoxin、genistein、および

dantroleneよりも脂溶性が高いため、digoxin、genistein、dantroleneの𝑃5$!!はより

小さい値をとることが想定できる。そのため、digoxin、genistein、および

dantrolene については𝑃67/𝑃5$!!が大きくなり、MDR1 や BCRP による寄与が明確

に示されなかったと考える。本章から、connexin26 による gap 結合を透過でき

る分子径を有し単純拡散速度が遅い MDR1 あるいは BCRP 基質は、gap 結合に

よる迂回輸送の影響で、マウス胎盤関門における MDR1または BCRPの寄与が

小さくなることが明らかとなった。 

ヒトでの機能解析は困難であるため、MDR1 や BCRP の基質となる薬物の胎

児移行性は動物種、特に齧歯類を用いた非臨床試験にて評価される。これまで、

齧歯類からヒトに MDR1や BCRPの基質となる薬物の胎児移行性を外挿する際

には、SynT 層の構造種差を踏まえずに考えられてきたが、gap 結合による透過

性が大きく、分子径が 1.4nm 未満で単純拡散速度が遅い基質ではヒトでの

MDR1 や BCRP の寄与が低く見積もられる可能性がある。本研究結果から、

connexin26 による影響を加味した経胎盤輸送速度論モデルを用いることができ
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れば、より確度高くヒトでのMDR1と BCRPの機能を推定できると考える。 

近年、初産年齢の高齢化に伴って悪性腫瘍や自己免疫疾患、生活習慣病とい

った疾患により薬物治療が必要な妊婦は増加してきている。そのため、母体の

薬物治療による薬物の胎児移行性を定量的に評価し、児の安全性を高めること

は急務である。本研究は、MDR1 と BCRP の胎児薬物分布制御における齧歯類

とヒトとの種差を克服し、ヒトでの薬物の胎児移行性を定量的に評価するため

の端緒となる研究であり、安全で有効な母体薬物治療に貢献するものである。 
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実験の部 

試薬 
Paclitaxel (Taxol®) は Bristol-Myers Squibb Canada  (Montreal, PQ. Canada) より購入
した。Docetaxel (ドセタキセル点滴静注 20mg/mL「ニプロ」) はニプロ株式会社 
(Osaka, Japan) より購入した。Dantrolene sodium salt hemiheptahydrate  (dantrolene) 、
digitoxin、および nitrofurazone は和光純薬工業株式会社で購入した。Daizein、
digoxin、および genisteinは東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) より購入した。
その他全ての試薬については特に断りがない限り特級のものを使用した。 

 

実験動物 

Mdr1a/1b 欠損および Bcrp 欠損 FVB マウスはタコニック社より購入した。野生

型 FVB マウスは日本クレアにて購入した。マウスは 12 時間ごとに管理し、自

由飮水・給餌下で飼育した。野生型、Mdr1a/1b 欠損型雌性マウスはそれぞれ同

一表現系の雄性マウスと交配し、膣栓が確認できた日を GD 0.5とした。全ての

動物実験は、「薬物および生体内物質の血液組織関門透過機構」というタイト

ルで慶應義塾大学の実験動物委員会の承認 (承認番号 12040- - (5)  (6)  (7)  (8)  (9) ) 

を受け、ガイドラインに遵守した上で行っている。 

 

ヒト胎盤MVM 画分の精製 

満期ヒト胎盤組織は「胎盤を介した母体胎児間物質透過メカニズムに関する研

究」というタイトルで慶應義塾大学薬学部 (承認番号: 171222-2、180427-4、

200312-3、201005-1) および慶應義塾大学附属病院 (承認番号:20110250) の倫理

委員会で承認を得ており、インフォームドコンセントを得たのち入手した。ヒ

ト胎盤は帝王切開既往または骨盤位分娩のため帝王切開が必要な妊婦より採取

した。ヒト胎盤MVM 画分は既報に則り(Takahashi et al. 2017)、マグネシウム沈

降法によって精製した。 

本研究で用いたヒト胎盤 MVM 画分中の MVM マーカーであるアルカリフォス

ファターゼ活性は胎盤絨毛組織ホモジネートの 11.4 ± 0.23倍  (n = 4) であった。 

 

LC-MS/MSを用いた標的タンパク質の定量分析 
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輸送体タンパク質の発現量は、既報の通り目的の輸送体タンパク質から生成し

た特異的 (ST) ペプチドの発現分子数を LC-MS/MSにより定量することにより測

定した(Nishimura et al. 2019; Uchida et al. 2013b)。細胞膜画分 (100 µg protein) を

還元してアルキル化し、アルキル化されたタンパク質は、メタノールとクロロ

ホルムで沈殿させ精製した。沈殿したタンパク質を尿素に溶解し、リシルエン

ドペプチダーゼと ProteaseMAX 界面活性剤 (Promega, Madison, WI, USA) 、N-

tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone処理したトリプシン (Promega) で処理し

ペプチド断片化した。得られたペプチドサンプルに IS ペプチドを添加し、ギ酸

で酸性化した。 

LC-MS/MS システムは、高速液体クロマトグラフィー装置とポジティブイオン

化モードで動作する ESI 化トリプル四重極質量分析計 (LCMS-8050；島津製作

所、日本、京都) を使用した。測定試料は、40 ˚C の LC システム上の XBridge 

BEH130 C18 カラム  (1 mm I.D. × 100 mm, 3.5µm, Waters, Milford, MA)  に注入し、

0.1%ギ酸含有アセトニトリルの線形グラジエントで溶出した。溶出したペプチ

ドを LabSolutions ソフトウェア  (島津製作所)  を用いた MRM モニタリング  

(SRM)  により定量化した。1 ペプチド当たり 10 msec の dwell 時間で遷移し、

S/N比が 3 以上のピークを陽性とした。試料中のペプチド量は、まず Q3 ごとに、

陽性ピークのピーク面積比 (ST/IS) と既知濃度の合成ペプチドで得た検量線を用

いて求め、その後、異なる 3 つの Q3陽性ピークの平均値で表した。 

 

妊娠マウスへの薬物投与実験 

Paclitaxelの 48時間持続投与実験 

Mdr1a/b 欠損または野生型妊娠マウスに、浸透圧ポンプ (Alzet model 1003D: 

Durect, Cupertino, CA, USA) を用いて paclitaxelを 1.0μL/hの送液量で GD13.5と

15.5から 48時間連続的に投与した。浸透圧ポンプに超純水で 3.51 mMに希釈し

た paclitaxelを充填し、イソフルランで深麻酔したマウスの背部皮下組織に移植

した。投与開始 24 および 36 時間後に尾静脈から母体血を採取し、母体血漿中

paclitaxel濃度の時間推移を確認した。投与開始後 48時間に、母体を開腹し胎児

を摘出して断頭し、ヘパリン化ヘマトクリット毛細管で胎児血液を採取した。

同時に、母体の血液を左頸静脈から採取し、その後、絶命後に母体の大脳を摘
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出して重量を測定した。 

 

digoxinの 72時間持続投与実験 

Mdr1a/b 欠損または野生型妊娠マウスに、浸透圧ポンプを用いて digoxin を

1.0μL/hの送液量でGD12.5と 14.5から 72時間連続的に投与した。浸透圧ポンプ

に 80% PEG400/DMSO に溶解した digoxin (230 µM) を充填し、イソフルランで

深麻酔したマウスの背部皮下組織に移植した。母体血漿中 digoxin濃度の時間推

移を測定するため、投与 48時間後に尾静脈から母体の血液を採取した。投与開

始後 72時間に、母体を開腹し胎児を摘出して断頭し、ヘパリン化ヘマトクリッ

ト毛細管で胎児血液を採取した。同時に、母体の血液を左頸静脈から採取し、

その後、絶命後に母体の大脳を摘出して重量を測定した。 

 

Dantroleneの 24時間持続投与実験 

Bcrp 欠損または野生型妊娠マウスに、浸透圧ポンプ (Alzet model 2001D: Durect, 

Cupertino, CA, USA) を用いて dantroleneを 8.0μL/hの送液量で GD16.5から 72時

間連続的に投与した。浸透圧ポンプにプロピレングリコール に溶解した

dantrolene (3mg/mL) を充填し、ポリエチレンチューブ PE10 (日本 BD、Tokyo、

japan) を装着した。イソフルランで深麻酔したマウスの頸静脈よりカニュレー

ションし、浸透圧ポンプは背部皮下組織に移植した。母体血漿中 dantrolene 濃

度の時間推移を測定するため、投与 6と 18時間後に尾静脈から母体の血液を採

取した。投与開始後 24時間に、母体を開腹し胎児を摘出して断頭し、ヘパリン

化ヘマトクリット毛細管で胎児血液を採取した。同時に、母体の血液を左頸静

脈から採取した。 

 

Dantroleneの 2時間持続投与実験 

Bcrp 欠損または野生型妊娠マウスに、シリンジポンプ (Kd Scientific、USA) を用

いて dantroleneを 0.07mL/hの送液量でGD15.5に 2時間持続投与した。Dantolene

は DMSO で 2mg/mL となるように溶解し、0.2mg/ml となるように 50% 

PEG400/PBS で希釈したのち、1 mL シリンジに充填した。シリンジにポリエチ

レンチューブPE10を装着し、イソフルランで深麻酔したマウスの大腿静脈より
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チューブをカニュレーションした。母体血漿中 dantrolene 濃度の時間推移を測

定するため、投与 30、60、および 90分後に頸静脈から母体の血液を 50µLずつ

採取した。投与開始後 2 時間に、母体を開腹し胎児を摘出して断頭し、EDTA-

2K化ヘマトクリット毛細管で胎児血液を採取した。同時に、母体の血液を頸静

脈から採取し、その後、絶命後に母体の大脳を摘出して重量を測定した。 

 

genisteinの 2時間持続投与実験 

Bcrp 欠損または野生型妊娠マウスに、シリンジポンプを用いて genistein を

5nmol/hの送液量で GD15.5と 17.5に 2時間持続投与した。Genisteinは DMSOで

12.5mMとなるように溶解し、1.25mMとなるように 2mM水酸化ナトリウム/生

理食塩水で希釈したのち、1 mLシリンジに充填した。投与および試料採取の操

作は Dantroleneの投与実験で記した通りに行った。 

 

分配係数測定実験 

Dantroleneおよび genisteinの pH 7.4における分配係数を、フラスコ振とう法に

よって測定した(OECD/OCDE 1995)。 

超純水と 1-オクタノールを同一容器に入れて 24時間穏やかに振とうした後、十

分な時間静置して 1-オクタノール飽和水 (水相) と水飽和 1-オクタノール (油相) 

を分取した。水相は、リン酸二水素カリウムと水酸化ナトリウムを用いて、pH 

7.4 の 50 mM リン酸塩緩衝液とした。Dantrolene および genistein はそれぞれ 5 

mMおよび 50 mMとなるように DMSOで溶解し、それぞれの溶液を 22.2 µMに

なるように油相で希釈した。 

水相と油相の体積比の異なる⑴水相：油相=1：1、⑵水相：油相=1：2、⑶水

相：油相=2：1の三条件下で各 2 回測定を行った。30 mlねじ口遠沈管 (アズワ

ン，Osaka, Japan) に、各条件の体積比に合わせて水相および 22.2 uM 薬物溶解

油相を入れ、20 rpmで 5分間振とうした後、1000 gで 20分間遠心分離を行い、

二相が完全に分離させ、油相、水相から等量分取した。 

 

血漿中および組織中の薬物濃度の測定 

血液を 15,000 rpm、4˚C で 20 分間遠心分離し、血漿を得た。大脳を水 (paclitaxel、
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dantrolene、genistein 投与群) または 10 mM酢酸アンモニウム (digoxin 投与群) で

ホモジナイズし、20％大脳ホモジネートを得た。 

paclitaxel の定量には、血漿および脳ホモジネートを 5 容量の tert-ブチルメチル

エーテルで希釈し、IS を添加した。digoxin は，血漿および脳ホモジネートを

0.1％ギ酸含有アセトニトリルで 2 倍希釈し，IS を添加した。Dantrolene および

genisteinは血漿および脳ホモジネートを ISが添加された acetonitrileでそれぞれ

7倍と 8倍に希釈した。ボルテックス後，15,000 g，4˚C で 10 分間遠心分離した。

上清を真空遠心機で蒸発させた。Paclitaxel と digoxin では、残渣を 50% 

(paclitaxel、dantrolene、genistein) または 20% (digoxin) 移動相 B で再構成し、 

15,000 g、4˚Cで 1分間遠心分離した。血漿中および大脳ホモジネート中の薬物

濃度は LC-MS/MS条件を用いて測定した。検量線を用いて，ISとのピーク面積

比から分析対象物 の濃度を決定し、定量下限は paclitaxelで 0.2 ng/mL，digoxin

で 0.5 ng/mL、dantroleneで 0.5 ng/mL、genisteinで 0.01 µMとなった。
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Paclitaxelと digoxinの非結合型分率の測定 

非結合型分率は、Rapid Equilibrium Dialysis Device  (Red-device)  (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) を用いた平衡透析により測定した。Paclitaxel と

［3H (G) ］digoxin  (［3H］digoxin, 39.8 Ci/mmol; PerkinElmer, Boston, MA, USA) 

をそれぞれ 26と 13nMに最終濃度がなるよう母体または胎児血漿に添加した。

薬物添加した血漿 (100 µL) を red-device の sample chamber に添加し、buffer 

chamberに 350 µLのリン酸緩衝生理食塩水を満たした。血漿が充填された red-

deviceをシールテープで覆い、37℃、250rpmの振盪機で 12時間インキュベート

した。その後、両 chamberから同量採取し、それぞれ LC-MS/MSまたは液体シ

ンチレーション計数法で paclitaxel 濃度または［3H］digoxin の放射能を測定し

た。母体および胎児血漿中の非結合型画分 (𝑓=,"*および𝑓=,!*) は、PBS と血漿濃

度 (放射能) の比として算出した。母体および胎児血漿中のアルブミン濃度は、

LBISマウスアルブミン ELISAキット (富士フイルム和光シバヤギ、日本、渋川) 

を用いて、添付のプロトコルにしたがって行った。 

 

データ解析 

統計解析は、対応のない両側 Student's t-testを用いて行い、p < 0.05の値を統計

的に有意な差の基準として採用した。 

すべてのデータは、特に断りのない限り平均値±S.E.M.で表した。S.E.M.は、

複数の測定変数がある場合、誤差伝播の法則に従って計算した。 
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