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研究成果の概要（和文）：本研究は、脳関門で機能するトランスポーターの単分子輸送活性と発

現絶対量との情報の統合により脳への薬物移行を予測する基盤を構築することを目的とした。

LC-MS/MS を用いて mdr1a の絶対発現量を定量する系を構築し、マウス脳毛細血管及び発現

培養細胞における絶対発現量を明らかにした。数理式を用いて in vitro 輸送活性と絶対発現量

を用いた再構築によって、in vivo から求めた Kp,brain ratio 及び Kp,brain を予測できること

を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Te purpose of this study was to predict drug distribution into the 
brain based on the model with intrinsic transport activity and absolute expression amount 
of transporters. At first, we established the quantification method of mouse mdr1a by 
means of LC-MS/MS with in slico target tryptic peptide selection. Using the established 
method, the absolute expression amounts of mdr1a were determined in mouse brain 
capillaries and mdr1a-expressing cultured cells. The transport activity of mdr1a was 
examined by transcellular transport study. The Kp,brain ratio and Kp,brain of each drug 
were calculated based on the model integrating absolute expression amounts and transport 
activity, and these predicted values were well-matched with the valued determined in vivo. 
The present results indicate that the established prediction model should be rational 
strategy to predict drug distribution into human brain. 
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１．研究開始当初の背景 
従来の脳関門輸送研究はトランスポーター
の輸送への関与を定性的に示すことにとど
まっている。しかし、薬物の脳移行性の制限
に関わる脳関門排出輸送に真に重要な役割
を果たすトランスポーターは、輸送への寄与
を定量的に解明することで初めて同定する
ことができる。この定性的解析から定量的解
析の変革が、真に重要なトランスポーターを
対象とした薬物動態的、生理的に意味のある
次の脳関門研究に必要である。 

申請者らの基盤研究も含む最近の脳関門
研究の進歩によって脳関門で機能するトラ
ンスポーターが多く同定された。しかし、ノ
ックアウトマウスを用いた研究も含め、現状
は、定性的に関与を示すにとどまっている。
脳関門排出輸送に関して選択的な阻害剤に
よって評価することも可能であるが、選択的
な阻害剤の探索が困難である技術的問題に
加え、阻害の度合いの評価、未知のトランス
ポーターの阻害や細胞機能への影響など多
くの問題を含んでおり、適応の拡大は困難で
ある。 

トランスポーターの脳関門におけるタン
パク質絶対発現量と分子あたりの輸送活性
（＝単分子輸送活性）から、トランスポータ
ーの寄与と薬物の脳移行速度を予測するこ
とによって上記の問題点を克服することは
理論的に可能である。しかし、トランスポー
ターのタンパク質絶対発現量（モル数）を計
測する技術がなかったため、これまではこの
アプローチを実施することはできなかった。
我々は、世界に先駆け、独自にトランスポー
ターのタンパク質絶対発現量を HPLC 接続
型質量分析装置(LC-MS/MS)によって超高感
度で測定する技術の開発に成功し、上記の再
構築手法を実施することが初めて可能とな
った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脳関門で機能するトランス
ポーターの単分子輸送活性を in vitro で求め、
発現絶対量との情報の統合によりトランス
ポーターモデルを構築することによって in 
vivo 脳関門の排出輸送におけるトランスポ
ーターの寄与を定量的に解明し、脳への薬物
移行速度を予測する基盤を構築することで
ある。 
 
３．研究の方法 
LC-MS/MS を用いたタンパク質の定量は、標
的タンパク質に特異的なトリプシン消化断
片を LC/MS/MS の MRM モードを用いて定

量 す る こ と に よ っ て 実 施 し た
(Multiplexed-MRM 法、発表論文 3)。細胞内
もしくは膜小胞に取り込まれた化合物の定
量は、LC-MS/MS をもちいておこなった（発
表論文 6）。培養細胞における薬物透過性は、
mdr1a 発現細胞もしくは、親細胞を filter 上
に 培 養 し 、 apical-to-basal (A-to-B) 及 び
basal-to-apical (B-to-A)の薬物移行速度を計
測し、B-to-A/A-to-Bの比によって評価した。
脳への薬物の分布は、定速静脈内投与によっ
て行い、定常状態に達したと考えられる 100
分後の各臓器および血漿中の薬物濃度を
LC-MS/MS によって計測することによって
評価した。 
 
４．研究成果 
まず、単分子活性に基づく血液脳関門の
MDR1/mdr1a（p-糖タンパク質）の機能を予
測、評価するための基礎技術の開発を行った。
ヒト MDR1 及びマウス mdr1a の絶対発現量
を LC-MS/MS によって定量する系の構築を
行い、10fmol-5000fmol の定量範囲を持つ定
量系を確立した（発表論文 3）。 

この定量系を用い、ヒト MDR1 及びマウ
ス mdr1a を発現する安定発現株の細胞膜に
おけるそれぞれの分子の絶対発現量を明ら
かにした。一方で、マウス血液脳関門に発現
する mdr1a の発現量を明らかにするために、
まず、磁気ビーズによってマウス脳毛細血管
内皮細胞を高純度に単離する手法を構築し
た（発表論文 4）。非常に高純度の内皮細胞を
単離することができたが、mdr1a の絶対発現
量を得るには十分な内皮細胞を得ることが
できなかった。そこで、ガラスビーズをもち
いて単離した脳毛細血管を用いて血液脳関
門における mdr1a の絶対発現量を明らかに
した。 
次に、輸送活性に関しては、まず、反転膜

小胞による輸送活性の測定を試みたが、既知
の MDR1 及び mdr1a の基質の取り込みは認
められなかった。そこで、トランスウェルに
よる経細胞輸送を輸送速度から各化合物の
mdr1a の 見 か け の 輸 送 の 寄 与 を
B-to-A/A-to-B の比によって求めることとし
て、分子当たりの寄与から脳への分布を予測
する計算理論を構築した。この計算理論を元
にして、in vitro から求められる分子あたり
の活性と in vitro と in vivo の P-gp の絶対発
現量から、in vivo の P-gp の活性指標である
Kp,brain ratio の再構築を行った。LLC-PK1
及び mouse P-gp 発現 LLC-PK1 (L-mdr1a)
細胞における 12 化合物の経細胞輸送速度を
測定し、corrected flux ratio を求めた。一方、



in vivo の Kp,brain ratio を mdr1a/1b (p-gp) 
knockout と wild-type mice を用いて、定速
静脈内投与によって求めた。上記の結果と発
現細胞とマウス脳毛細血管における Mdr1a
の絶対発現量を構築した計算理論で解析し
た結果、再構築したKp,brain ratioは、in vivo
から求めた実測値と良好に一致した。 

さらに、再構築をおこなった Kp,brain 
ratio をさらに発展させ、Kp,brain の再構築
をおこなった。Kp,brain の再構築は、
Kp,brain ratio と脳及び血中の非結合型分率
を求めることによって再構築できる理論構
築をおこなった。非結合型分率を平衡濾過法
および脳スライス法によって求め、12 化合物
における Kp,brain の再構築をおこなった。
その結果、 9 化合物について実測した
Kp,brain の 3 倍以内の値となり、再構築する
ことに成功した。3 倍以上の値となった 3 化
合物については、P-糖タンパク質以外のトラ
ンスポーターによって輸送される可能性が
考えられる。今後は、寄与するトランスポー
ターを増やすモデルを構築し、再構築の精度
を上げることによってヒト脳関門における
各トランスポーターの寄与を明らかにする
ことが可能となり、さらにヒト脳への薬物の
分布を予測することが可能になることが期
待できる。 
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