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はしがき

活発なエネルギー代謝機能を有し、luminalとablumina膜の極性を保持した

培養細胞系は、従来の単離刷子縁膜小胞、単離側底膜小胞、単離上皮細胞や

単離脳毛細血管系を用いた膜輸送実験法の問題点を克服した実験系であり、

薬物動態を細胞レベルで実証できる特徴を有している。

本研究は、tightjunctionの存在によって物質の透過が主として経細胞ルー
トによって進行する小腸および脳毛細血管における薬物の細胞膜透過機構に

対し、すでに刷子縁膜小胞系や脳灌流法などの手法から裏付けられた我々の

新説を、適切な培養細胞系によって実証することによって、薬物の組織細胞

膜輸送研究における培養細胞系の有用性を確立することを目的とした。この

目的達成のため、薬物の組織分布研究に経験と実績を持つ研究分担者の協力

を得て、小腸ではヒト結腸由来上皮細胞継代培養系(Coco-2)あるいは遺伝子
発現系として汎用されるアフリカツメガエル卵母細胞系(oocytes)を用いて、
脳ではウシ脳毛細血管内皮細胞初代培養系(BCEqを用い、2年間の研究によ
って、下記に示すように世界に先駆けた発見を含め、培養細胞実験系が薬物

動態の細胞レベルでの研究に有用であることを裏付ける成果を得ることがで

きた。

1）従来、薬物の腸管吸収に適用される「pH分酉己仮説」に対し、我々が提唱
する「プロトンとの共輸送あるいは重炭酸イオンとのpH依存的交換輸送
による二次性能動輸送」仮説を、Caco-2を用いて実証する研究を行った。

その結果、安息香酸およびサリチル酸のCaco-2細胞における輸送特性は

小腸刷子縁膜小胞系で得られた現象と同様であり、その輸送速度は蛋白

質修飾剤およびプロテアーゼ処理によって著しく減少した。このことよ

り、安息香酸およびサリチル酸のpH依存的輸送は、pH分酉己仮説に従う受
動拡散透過よりも、プロトンとの共輸送系を介した二次性能動輸送に基
づくものであり、これに関与する輸送系はモノカルボン酸構造を有する

化合物にのみ親和性があることが明らかとなった。

2）薬物の担体介在輸送の実証および輸送蛋白の分子機構的解析を行うため
に、ラット、ウサギおよびヒトの小腸上皮細胞から抽出したmRNAを注

入したoocytesを用いて検討した。その結果、oocyte膜上に発現したジペ
プチド輸送蛋白は、小腸刷子縁膜小胞系で得られたと同様に、種差を問

わずB－ラクタム抗生物質を共通してプロトン勾酉己を駆動力として輸送
することが実証された。

3）脳毛細血管内皮細胞luminal側に存在する「P-糖蛋白質(P-gp)が血液脳関
門において排出ポンプとして機能する」という我々が提唱する仮説を、

BCECを用いて実証する実験を行った。ウシ脳皮質切片およびその初代
培養細胞いずれにおいても、免疫学的手法により内皮細胞血管側にP-gp

が局在することが確認できた。F町ビンクリスチンおよびP町シクロスポ



リンAの血管側からの細胞内への取り込みは、種々のP-gp機能阻害剤、
モノクローナル抗体MRK16および代謝阻害剤の処理により増加したこと

から、これらの薬物はP-gpによってATP依存的に細胞外へ排出されてい
ることが明らかとなった。以上の結果は、内皮細胞に存在するtight

junctionによって親水性物質の脳移行が制限されるばかりでなく、P-gpの
排出機能によって脂溶性で細胞毒性のある物質の脳移行が制限されると
いう、血液脳関門の新しい概念を提示するものである。
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