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研究成果の概要（和文）：母体からの薬物や外来性遺物は血液胎盤関門で胎児への移行性が調節されているが、
一部母体で代謝活性化された化学物質が胎児に与える影響を検討する適切な評価系が構築されていなかった。本
研究でヒト胎盤由来BeWo細胞とヒト肝細胞HepaRGの共培養系の構築に着手した。単培養時に認められたBeWo細胞
での酵素誘導効果は、母体肝をイメージしてHepaRG細胞を共培養した結果、一部誘導効果の減弱が認められた。
さらに、これらの細胞については、各化合物の透過実験を行い算出されたPappから透過量を算出し、誘導効果と
の相関性について検討を行い胎児への毒性評価系としての有用性を検証することが出来た。

研究成果の概要（英文）：The quantitative extrapolation of the effective dose from in vitro to in 
vivo is of increasing importance. For developmental toxicity this requires scaling the in vitro 
observed dose-response characteristics to in vivo fetal exposure, in particular transplacental 
transfer. Transplacental transfer of toxicants can be studied with the use of the BeWo cell, an in 
vitro model mimicking in vivo transport of a chemical from maternal blood across a cell barrier into
 the embryo.  In this system, hepatocyte cells are co-cultured with BeWo cells to investigate the 
effects in particular transplacental transfer. This system expect to contribute to a prediction in 
silico  the physiological pharmacokinetics model (PBPK) to the toxicity of chemicals.

研究分野： 薬物代謝。薬物動態学

キーワード： ヒト幹細胞　BeWo細胞　胎盤透過性　レナリドマイド　膜透過

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Trans wellを用いたヒト肝細胞と胎盤細胞の共培養系が構築出来たことは、母体が摂取した化合物は胎盤にどの
ような作用を示すのかを検討する上で、有効活用出来ると共に、その他の細胞の共培養による実験系を提案する
事となった。また、生体内の関門である血液脳関門での化合物透過性評価に関して、比較検討した範囲では両者
の間に相関性が認められたことから、脳関門透過性評価への応用が期待出来る。今後さらにデーター数を揃える
ことで、化合物の物性値とともに関門透過性で汎用可能な生理学的薬物動態学 (PBPK）モデルを作成し、薬物・
外来性異物の毒性発現をin silicoで予測するのに貢献できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

創薬や化学物質の毒性評価では、動物実験の規制やヒトとの種差の点で、ヒト培養
細胞系を用いた評価系に期待が持たれている。一般的に、母体が摂取した脂溶性の高
い化学物質は胎盤を通過し、胎児との間の物質交換とともに取り込まれ影響を与える
危険性がある。胎盤は他の臓器と同様に薬物代謝酵素が存在している報告はあるが、
各種外来性異物の代謝・活性化に関して適切な評価系が確立しておらず、詳細な検討
は行われていない。 

 
２．研究の目的 
創薬や化学物質の毒性評価では、動物実験の規制やヒトとの種差の点で、ヒト培養細胞系を

用いた評価系に期待が持たれている。母体が摂取したビスフェノール等脂溶性の高い化学物質
は胎盤を通過し、物質交換とともに胎児側に取り込まれ毒性発現の危険性がある。ヒト胎盤に
は他の臓器と同様に薬物代謝酵素が存在しているが、妊娠期間中母体の各種外来性異物代謝活
性の変動と胎盤透過後の体内動態に関して、適切な評価系が確立しておらず詳細な検討は行わ
れていない。申請者は母体で代謝された化合物の胎盤透過前後の毒性発現について検討するた
めに、肝臓と胎盤由来細胞を共存させ、胎盤透過率(Papp)から吸収量(ka)を予測し毒性発現を
総合的に評価できる汎用性の高い簡易連結型培養手法を確立する。 
 
３．研究の方法 
1）ヒト培養肝細胞の機能的な発現を維持するための培養条件を要因の解明 
培地中のステロイドホルモンレベルによって、発現が調節されている可能性について、ヒト

肝臓と胎盤細胞の血清添加レベルを変化させて培養条件下で、薬物代謝酵素の発現変動をリア
ルタイム PCR による mRNA の定量と各種 P450 の指標基質に対する代謝活性を測定して比較検討
する。特に、既存の培地添加物からハイドロコルチゾンを除いた培地を調製し、薬物の代謝活
性について検討を行う。細胞の生育状況の判断は、アルブミンの合成能、代謝による毒性評価
については細胞上清で評価できる AK-assay の結果を持って検討する。 
 

2）胎盤細胞での化合物の膜透過性と薬物代謝能に起因する毒性発現機構 
肝臓、および胎盤細胞について、化合物の透過性と代謝能を比較検討する。さらに、ヒト肝

細胞、小腸細胞を多孔質膜上で培養し、その下でヒト胎盤細胞を培養することにより、肝およ
び小腸で代謝された化合物の影響について検討を行う。透過した化合物はどの程度代謝される
のかに関しては、培地中代謝物を LC-MS/MS にて測定する。さらに繁殖可能となった実中研のヒ
ト肝移植キメラマウスを用いて、実際に投与し、胎児への毒性と生体内の化合物濃度との関連
性を生理学的薬物動態モデル(PBPK モデル)を用いて評価する。 
 
４．研究成果 
４-1 ヒト培養肝および胎盤細胞の機能的な発現を維持するための培養条件の検討 
ヒト肝と胎盤由来 BeWo 細胞培地中に母体妊娠前、中、および後期血漿中タンパク非結合型

濃度に相当する成長ホルモン、テストステロン、エストラジオールおよびハイドロコルチゾン
単独または併用添加し、各細胞の各 P450 の発現と代謝活性への影響について検討を行った。市
販ウシ胎児血清はデキストラン-活性炭処理を行い、5% で Ham F-12K 培地に添加し、プロゲス
テロン、エストラジオール、ハイドロコルチゾン、および 3種ホルモン共存下で、ヒトチトク
ロム P450 の典型的な誘導剤であるフェノバルビタール(2mM)とリファンピシン(50 μM)を 
3 日間添加した。72 時間後、ミダゾラム水酸化はエストラジオール存在下で、有意な活性上昇
が認められた。この影響はハイドロコルチゾン共存によって、有意に抑制されていた。一方、
フェノバルビタール添加によるブプロピオン水酸化酵素活性への影響は、3 種ホルモン共存下
の時に、最も高い活性が認められた。代謝活性で認められた影響に関して、各細胞の mRNA レベ
ルを TaqMan で測定したところ、同様の傾向が認められた。以上の結果から、胎盤細胞での P450
発現には、内因性ホルモンが関与していることが明らかとなった。妊娠期間に対応した、生体
内ホルモンレベルの変動により、胎盤での薬物代謝能は変動することが予測され、胎児へへの
影響が懸念された。 
 
４－2 食品関連化学物質のヒト健康影響評価の外挿精緻化に資する in vitro ADME 試験研究 
 母体が、日常的に摂取している食品成分中にも、危険因子は存在する。近年、酸化防止の健
康食品として、汎用されているメリーロートエキスの安全性が問題となっている。主成分のク
マリンを対象化合物として、評価対象物質の培養ヒト腸様細胞を用いた膜透過性、ラットおよ
びヒト肝ミクロソーム画分あるいは培養肝細胞におけるクマリンの代謝消失比算出など必要最
低限の in vitro 試験を実施し、PBPK モデル用パラメータ値を精緻化した。得られた結果をも
とに、PBPK モデルを構築した。一方、クマリンの主要な代謝経路である 7位水酸化にはヒトチ



トクロム P450 2A6(CYP2A6)が関与するが、日本人は同酵素遺伝子を欠損する変異型アリル頻度
が 10％であるとされている。これら生体側の個人差を考慮したクマリンの仮想経口投与後の血
中濃度と肝臓内濃度推移を経口投与されたクマリンのラット血中濃度文献情報を元に予測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.1 生体内クマリン代謝経路 

 
ヒト肝ではクマリン解毒化につながる 7-水酸化体が主代謝経路であるのに対し、ラットは

3,4-エポキシ体へと代謝されることが報告されている(Fig.1)。構築したラットクマリン PBPK
モデルの o-ヒドロキシフェニル酢酸の血中濃度に相当するヒトの体内動態予測がクマリンの
毒性評価に有用であることに着目し、肝ミクロゾームを酵素源に用いてクマリン代謝物を詳細
に分離分析した。実験結果から、エポキシ体を経由する o-ヒドロキシフェニル酢酸の生成が、
程度が異なるものの、ヒト肝とラット肝で確認された。さらにこの反応は、可溶性画分存在下
で顕著に認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     Fig.2 ラットとヒト肝細胞を用いた、クマリン代謝物の検討 
 
以上の結果から、クマリンの毒性発現には、母体 CYP2A6 分子種多型のみならず CYP1A2 の関与
が伺えた。胎盤では、CYP1A2 の発現しており同様に BeWo 細胞に関しても、β-ナフトフラボン
添加により、エトキシㇾゾルフィンの活性が上昇したことから、胎盤でのクマリン毒性に影響
する可能性が強く示唆された(Fig.2)。 
 
４-３ 化合物の膜透過性(Papp)と薬物代謝能(CLplacenta, int)による毒性発現の検討 
 1990 年代後半に、多発性骨髄腫に対するサリドマイドの効果を示す研究結果が報告される等、
その有効性が示されるようになった。1998 年にはサリドマイドの販売が再度承認された。レナ
リドミド及びポマリドミドは、サリドマイド誘導体であり、多発性骨髄腫に対する新薬として
開発された薬剤である。医薬品が効果を発揮するには際、生体内に取り込まれる必要がある。
生体内への化合物の吸収過程を予測する上で膜透過性が指標とされ、経口投与後の物質の消化



管吸収性は、その物質の真の生体内曝露を規定する重要な因子の一つである。特に、関門が存
在する中枢への移行性についての評価は評価系が確立しておらず詳細は不明な点が多い。今回
新たに開発された、サル血液脳関門モデルを用いて、薬物の中枢移行性について検討を行った。
また。サリドマイド、ポマリドマイド、およびレナリドマイドの 3 種多発性骨髄腫治療薬につ
いて、過去の薬害問題であった胎盤での膜透過性を検証し、血液脳関門透過性との違いをヒト
胎盤由来である BeWo 細胞を用いて検討した。算出された透過係数から、サリドマイドとポマ
リドマイドの胎盤及び血液脳関門透過性は陽性対照のカフェインと同等であった(Fig.3)。一方 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Fig.3 2 つの生体内関門模倣モデルを用いた、物質透過性の評価 

レナリドマイドの透過性は、胎盤及び血液脳関門モデルでいずれも他の 2つの化合物に比べて
低値を示した。この要因として、化学構造の骨格上のフタルイミド基の影響であることが推察
された。また、血液脳関門モデルと BeWo で測定した結果を比較したところ、概ねその傾向が一
致したことから（Fig.3）、胎盤透過性を検証することで、血液脳関門の透過性を予測すること
が可能であると考えられた。 
 
４－3  肝細胞と胎盤細胞の共存による簡易連結型培養系の確立 
 肝細胞を trans well 上に培養し、下層に胎盤細胞を培養した簡易連結型培養モデルで、3-2
で算出した透過係数をもとに添加濃度を調製し、経時的に肝細胞を経由した化合物とその代謝
物が胎盤細胞に与える影響を、培地中の化合物と代謝物量、さらに細胞内に取り込まれた量に
ついて検証 する系の構築を行った(Fig.4)。12-well 底面に BeWo 細胞をあらかじめ培養し、肝
細胞を trans-well 上で 3日間培養後、肝細胞側から、典型的ヒトチトクロム誘導剤である、オ
メプラゾール, β-ナフトフラボンとリファンピシンを添加して、その影響をエトキシレゾルフ
ィン、ミダゾラムを基質とした代謝活性で検証した。P4501A2 の指標基質のエトキシレゾルフ
ィンの脱アルキル化活性は、オメプラゾールとβ-ナフトフラボン添加で trans-well 上の
HepaRG では、無処置に比べて、2倍程度高い活性が認められた。同様の傾向は 12-well 上の BeWo
細胞でも認められ、この活性上昇は、mRNA の増加を伴っていた。さらに trans-well 上で HepaRG
を共培養した場合には、活性の上昇に抑制が認められた。一方ミダゾラム代謝では、Trans-well
上の HepaRG の有無による影響は今回の結果からは認められなかった。 
  

 
Fig. 4  母体と胎児への化合物の影響を評価するヒト肝細胞と胎盤細胞の共存培養系 
 
さらに直接的な影響を検討するために、trans-well の裏側に BeWo 細胞を播種し、その後ヒ

ト肝HepaRG細胞をtrans-wellの内側に培養したのち、同様に誘導作用について検討を試みた。
細胞をより接近させて培養することで、介在するその他の要因（培地の量など）について、無
視することが出来る。3日間培養後、細胞を回収し TaqMan プローブを用いたリアルタイム PCR
により各 450mRNA を定量した。その結果、HepaRG 共存下での BeWo 細胞の P4501A2 の誘導効果
は、非共存下の時に比べて、低下したことから肝臓で代謝・分解されることで化合物の胎盤透
過性に影響している可能性が考えられ、母体が摂取した薬物・外来性遺物の胎児への毒性評価
に関して、肝共存培養法は有用であると考えられた。 



近年、trans-well の insert 膜表面が改良され細胞接着性の向上が認められる培養プレートを
用い、さらに長期間の培養できる系に改良し、今回の実験結果を精緻化して研究目的と母体と
胎盤での生理学的モデルを提唱していく。 
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