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研究成果の概要（和文）：本研究では、血液脳関門に発現する薬物トランスポーターに焦点をあ

て、その機能評価法の開発を目的とした。ノックアウトマウスを用いた in vivo 試験により、

血液脳関門において Mrp4、P-gp、Bcrp など ABC トランスポーターにより能動的に排出され、

中枢神経系への移行が制限されている薬物群を明らかにした。Oat3 により脳内から排出され

る薬物群を明らかにし、Mrp4 とも連携して効率的に脳内から排出していることを明らかにし

た。PET に適用可能なトランスポーター基質を複数見いだした。  
 
研究成果の概要（英文）：This study focused on the drug transporters expressed in the 
blood-brain barrier, and aimed at developing quantitative evaluation method of the impact 
of such drug transporters.  In vivo studies using knockout mice elucidated that drugs that 
are actively extruded by ABC transporters, Mrp4, P-gp and Bcrp at the blood-brain barrier, 
and thereby, showing limited penetration into the central nervous system.  This study also 
elucidated drugs that are removed by Oat3 from the central nervous system.  In 
conjunction with Mrp4, Oat3 forms efficient directional transport across the blood-brain 
barrier.  This study also found some transporter substrates applicable to PET study. 
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系と血液との間には、血液脳関門

が存在し、血液中に存在する化合物の中枢移
行は制限されている。血液脳関門の実体は脳
毛細血管内皮細胞であり、細胞間の発達した
tight junction が細胞間隙を介した透過を制
限している。また、血液側細胞膜には、一次
性能動輸送を行う ABC トランスポーターP-
糖タンパク（以下 P-gp）など医薬品をはじめ

とする種々薬物のくみ出しに働くトランス
ポーターが発現しており、能動的関門機構と
して重要である。P-gp により能動的にくみ出
されることで、中枢神経系内に存在する標的
部位近傍での薬物濃度は低く保たれている
ため、P-gp の機能変動は薬剤応答性に影響を
与える。 
研究代表者は、P-gp と同じく ABC トラン

スポーターである BCRP が、血液脳関門に発
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現し、phytoestrogen を初めとする種々化合
物の中枢移行を抑制していることを見いだ
した。一部のBcrp基質はP-gp基質でもあり、
血液脳関門では両トランスポーターによる
くみ出しを受けることが示唆された。また、
ABC トランスポーターの他、アニオン性薬物
の細胞外から細胞内への移行を促進するト
ランスポーターとして、Oatp1a4、Oat3 の
２つが脳側細胞膜に発現し、阻害剤を用いた
in vivo 試験によりこれらのトランスポータ
ーが中枢神経系からの医薬品の排出を促進
することを示唆する結果を得ている。研究代
表者が明らかにした上記トランスポーター
群のほか、新たに ABC トランスポーター
MRP4 が発現していることが報告された。医
薬品の中枢移行性は、単純拡散を規定する脂
溶性のほか、これらトランスポーターの基質
認識特性によって決定される。 
医薬品の体内動態に働くトランスポータ

ーには高頻度で遺伝子の変異が存在し、発現
量・輸送活性に影響を与えることが知られて
いる。例えば BCRP には、日本人で頻度の高
い SNP（アリル頻度 20-30%）が蛋白発現量
に影響を与え、研究代表者も含め複数のグル
ープが、この SNP が BCRP 基質となる薬物
の血中動態の個体間変動要因となることを
報告している。また、併用薬による阻害（薬
物間相互作用）も知られている。血液脳関門
においても、SNP や薬物間相互作用により中
枢神経系内での医薬品暴露の個人差が生じ
ていると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、医薬品の中枢応答性を決定す
る要因となる血液脳関門に着目し、医薬品の
透過性を決定する要因である薬物トランス
ポーターの分子実体を解明すること、ならび
に SNP あるいは薬物間相互作用によるトラ
ンスポーター機能の個体間変動を検出する
ためのツールとして、PET 分子プローブを開
発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）薬物トランスポーターノックアウトマ
ウスにおける血液脳関門透過性の評価 
血液脳関門に発現するトランスポーター
（P-gp、Bcrp、P-gp/Bcrp、Mrp4、Oat3、
Oatp1a4）のノックアウトマウスを用いて、
野生型マウスとの比較により、各トランスポ
ーターの重要性を、以下の手法により評価し
た。 
①中枢神経系の薬物移行性を評価した。静脈
内に薬物を持続注入し、血液中濃度が定常に
達した後、脳内薬物濃度を測定した。 
②脳実質内に薬物を直接投与し、時間を変え
て脳内濃度を測定し、脳内からの消失速度を
測定した。 

（２）ヒト脳不死化毛細血管内皮細胞におけ
る薬物輸送機構の解析 
ヒト脳不死化毛細血管内皮細胞（以下 D3 細
胞）を培養し、in vitro 輸送実験に用いた。
細胞内への取り込みに対する飽和性、
trans-stimulation 効果など、薬物輸送におけ
るトランスポーターの関与を検討した。 
（３）PET分子プローブの開発 
①ノックアウトマウスでのin vivoデータに
基づき、特に影響の大きかった薬物につい
て、11Cを導入したラベル体を合成した。 
②理研で新規に開発されたPETプローブで
あるTIC、放医研で開発されたPET分子プ
ローブ 7mPSG（グルタチオン抱合体）
の血液脳関門透過性を、 (1)-②の手法
を用いて評価した。  
 
４．研究成果 
（１）Oat3 による排出輸送 
Oat3(-/-)マウスでは、内因性基質 DHEAS、
薬物 benzylpenicillin 、 p- アミノ馬尿酸
（PAH）、Ro64-0802（抗ウィルス薬タミフ
ルの活性代謝物）および PET 分子プローブ
7mPSG の脳内からの排出が野生型マウスに
対して有意に低下し、Oat3 がこれら化合物
の排出に働いていることを初めて明らかに
した。一方で、PET 分子プローブ TIC の排
出は野生型マウスと同程度であり、トランス
ポーターの関与は非常に小さいことが示唆
された。 Oat3(-/-) マウスにおいても、
probenecidはDHEASや benzylpenicillin等
Oat3 基質の排出を阻害することから、Oat3
以外のトランスポーターの関与も示唆され
た。血液中に benzylpenicillin を投与した場
合、Oat3（-/-）マウスでは脳および脳脊髄液
中濃度の増加が観察されたが、PAH、
6-mercaptopurine、Ro64-0802 の脳内動態に
変動は見られなかった。一部の化合物につい
ては、下記の通り MRP4 によるくみ出しの影
響をうけるためである。 
 
（２）Oatp1a4 による薬物輸送 
従 来 の 仮 説 と は 異 な り 、
dehydroepiandrosterone sulfate の脳内から
の排出速度は野生型マウスと Oatp1a4(-/-)マ
ウスでは同定度であった。ラットとは異なり、
マウス血液脳関門では、Oatp1a4 は脳側、血
液側の両細胞膜に発現し、スタチンの脳内か
らの排出ならびに血液中からの取り込みの
双方に働くことを明らかにした。同じトラン
スポーターが、中枢神経系への取り込みと脳
内からの排出の双方に働くことを初めて実
証した。 
 
（３）Mrp4 による排出輸送 
Mrp4(-/-)マウスでは、長時間の暴露により、 
血液中からの Ro64-0802 が脳内に顕著に蓄



 

 

積することを見いだした。さらに、Mrp4(-/-)
マウスでは脳内からの消失も遅延している。
Oat3(-/-)マウスとの解析と併せて、脳側・血
液側細胞膜で２つのトランスポーターが連
携することで、脳内からの排出を効率的に実
施 し て いる こ とを 初め て 実証 し た。
Ro64-0802 は中枢神経系への移行がほとん
ど認められないが、これが Mrp4 による能動
的くみ出しによるものであることを明らか
にした。特に、Ro64-0802 はタミフル服用時
の異常行動発現が社会問題となっていた時
期に実施しており、少なくとも活性体は容易
に血液脳関門を透過しないこと、Mrp4 の機
能異常を伴う場合には、活性体である
Ro64-0802 が中枢神経系へと移行すること
を示唆する結果であり、社会的にも重要な知
見 で あ る 。 Mrp4(-/-) マ ウ ス で は 、
methotrexate, raltitrexed など葉酸アナログ
や cefazolin の脳内濃度が有意に増加し、特
にmethotrexate, raltitrexedについては脳脊
髄液中濃度の増加も観察された。Mrp4 がこ
れらの薬物の中枢移行を抑制していること
を明らかにした。これまで Mrp4 は血液脳関
門に発現しているものの、薬物輸送における
重要性は不明であった。本研究により、特に
アニオン性薬物のくみ出しに重要であるこ
とを実証した。さらに脳内の領域別に Mrp4
の機能を評価した結果、methotrexate の移行
性増加は小脳特異的であり、さらに大脳皮質
ではMrp4(-/-)マウスでのみP-gp＆Bcrp阻害
剤 GF120918 による脳内濃度の増加が観察
されるなど、大脳皮質では Mrp4 を含む複数
のトランスポーターが排出に関与している
ことを初めて明らかにした。領域ごとに、ト
ランスポーターの寄与率が異なることを初
めて示した。これまでトランスポーターの分
布は同じと考えられており、本知見はそうし
た常識に一石を投じる知見である。 
 
（４）P-gp、Bcrp による排出輸送 
P-gp と BCRP を同時に欠損した場合、個々
のトランスポーターのノックアウトマウス
で観察される脳内濃度の増加以上の増加が
生じることを示した。本現象は、一見２つの
トランスポーターが相乗的に作用している
ように見えることから多くの議論がなされ
ていたが、個々のトランスポーターの排出能
力が単純拡散よりも大きければ、相加的な現
象であることを理論的にも導いている。脳脊
髄液中薬物濃度は、細胞外液中濃度を反映す
るとして、中枢応答性の指標として用いられ
るが、P-gp や Bcrp 基質となる薬物は血液脳
関門で能動輸送を受けるため、脳内非結合型
薬物濃度が血漿中非結合型薬物濃度に低く
保たれており、脳脊髄液中濃度とは乖離する
ことを明らかにした。P-gp(-/-)マウス、
Bcrp(-/-)マウス、あるいは P-gp/Bcrp(-/-)マウ

スでは、こうした乖離は消失しており、血液
脳関門での能動輸送が乖離の要因となるこ
とを実証した。しかし、P-gp や Bcrp 基質
であっても、脳内非結合型薬物濃度と脳
脊髄液中濃度が乖離しない薬物もあり、
さらに解析を行う必要がある。  
 
（５）ヒト脳不死化毛細血管内皮細胞におけ
る薬物輸送機構の解析 
ヒト脳毛細血管由来不死化内皮細胞株（D3
細胞）で、amantadine などのカチオン性薬
物 に つ いて 飽 和性 輸送 を 観察 し た。
amantadine, olanzapine に つ い て は 、
pyrilamine による trans-stimulation も観察
されたことから、飽和性は細胞膜に発現する
トランスポーターに由来することが示唆さ
れた。血液脳関門にはこれら薬物を基質とし
て、細胞内へと取り込むトランスポーターの
発現が示唆された。特に olanzapine は単純
拡散により血液脳関門を透過すると考えら
れており、トランスポーターの関与を示唆す
る初めてのデータである。 
 
（６）PET 分子プローブ 
前述の通り、7mPSGはOat3 の機能評価に利
用できるPET分子プローブであることを明
らかにした。研究成果に基づいて、BCRPプ
ローブとなるdantrolene、in vitroでBCRP基
質となることを見いだしたsulpirideについ
て、11C体を合成した。非標識体と異なり、マ
ウスでは代謝物が血中に多いためみかけ上、
PETで検出したBcrp(-/-)マウスでの脳内濃度
の増加は軽微であった。一方、サルでは脳内
へ移行した放射能はバックグラウンドレベ
ルであり、定量的なPET臨床試験への適用は
困難と判断された。選択性および代謝の観点
からはヒトでの有効性が期待されたものの、
脳内での非特異的な結合が強い化合物ある
いはカチオン性薬物のように細胞内オルガ
ネラに蓄積する薬物を中心に探索すること
あ必要である。 
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