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医薬品開発において、作用発現部位での薬物濃度と薬効との定量的な関係を明らかにすること

は、有効性の高い化合物選択、適切な投与用量や安全域の予測を行うために重要な課題である。

一般的に、遊離型薬物が標的部位と相互作用すると考えられており、その濃度が薬理作用の良い

指標になることが広く受け入れられている。中枢薬では、その標的分子が中枢神経系内に存在す

ることから、脳中の遊離型薬物濃度が重要な指標となる。脳中の薬物濃度を直接測定する方法と

して、マイクロダイアリシス法やイメージング技術を利用した方法が知られている。特にマイク

ロダイアリシス法は組織中の遊離型濃度を測定できる標準的手法として、内因性物質の定量等に

20 年以上も前から利用されてきた。しかし、この方法は、高度な技術レベルが要求されることに

加えて、スループットが高くないことから、医薬品開発の初期段階での適用は難しく、倫理的な

観点から臨床試験段階においても、その適用は制限されている。従って、創薬の初期段階から簡

便に脳中遊離型薬物濃度を予測するための方法論やその濃度を代替する指標が必要とされている。 

脳では 2 つの関門（血液脳関門、血液脳脊髄液関門）が存在しており、細胞間の発達した密着

結合と薬物排出トランスポーターによる血液中への能動的な排出により、血液から中枢神経系へ

の薬物の移行が制限されている。そのため血漿中の遊離型濃度は脳中の遊離型濃度の指標になら

ないことが知られている。脳実質と脳脊髄液との間には関門が存在しないことから、脳脊髄液中

の薬物濃度は脳中の遊離型薬物濃度の指標として利用されている。しかし、脳脊髄液中濃度を脳

中遊離型濃度の指標と見なすことができる化合物側の動態特性については、これまで体系的に検

討されてこなかった。申請者は中枢薬の開発において創薬初期段階から適用可能かつ簡便に脳中遊離

型濃度を予測するための方法論を開発することを目的として、以下の研究に取り組んだ。 

第 1 章では、血液脳関門における 2 つの能動的排出トランスポーターである P-gp および Bcrp

について、そのくみ出し能力と薬物の脳内濃度との関係について、定量的に解析した。血液脳関

門の実体である脳毛細血管内皮細胞の管腔側細胞膜上に発現する P-gp は能動的関門機構として、

医薬品の中枢移行を制限している。当研究室では、P-gp 強制発現系における in vitro での輸送能

力と、野生型マウスと P-gp ノックアウトマウスを利用して求めた血液脳関門における輸送活性と

の間に良好な相関関係が成立することを報告している。しかし、一方で、Bcrp については、同様

の手法で求められた in vitro と in vivo 輸送活性との間に乖離が存在し、これは一部薬物が Bcrp

だけでなく、P-gp による能動的くみ出しを受けるためであると考えてきた。最近、P-gp と Bcrp

の両トランスポーターを欠損させたダブルノックアウトマウスにおいて、その共通基質の脳内濃

度が P-gp もしくは Bcrp ノックアウトマウスと比較しても、著しく増大することが報告された。



 

 

この結果を説明するメカニズムとして、P-gp もしくは Bcrp 欠損における他方のトランスポータ

ーの代償的な発現誘導、あるいは血液脳関門での P-gp と Bcrp 間の薬物排出における相乗作用が

提唱されてきた。 

申請者は、そうした生化学的説明ではなく、管腔側における全排出輸送能に占める各トランス

ポーターの排出輸送能を考慮することで、上記現象を薬物速度論的に説明可能できると考えた。

定常状態における野生型マウスに対する P-gp と Bcrp の単独もしくは両方欠損させた各マウスの

脳-血漿濃度比を血液脳関門透過に関わる 3 つの膜透過性（脳から血液方向への単純拡散、各トラ

ンスポーターによる能動輸送）により表し、単純拡散に対する各トランスポーターの輸送活性を

実験的に測定した。まず、P-gp および Bcrp の特異的基質としてそれぞれキニジンおよびダント

ロレンを選択し、野生型マウスとそれぞれ Bcrp および P-gp ノックアウトの脳-血漿濃度比に有意

な変化がないことを明らかにしている。この結果から、P-gp もしくは Bcrp を欠損させたことに

よる他方のトランスポーターの発現変動が in vivo での薬物輸送に影響を与えるほど大きくない

と考察している。P-gp および Bcrp の共通基質として、エルロチニブ、フラボピリドール、ミト

キサントロンをテスト化合物として選択した。ダブルノックアウトマウスでは、これらの共通基

質の脳内濃度は野生型および P-gp、Bcrp ノックアウトに比べて、顕著に増大した。申請者はこ

の結果を誘導した数式に当てはめ、血液脳関門における総排出輸送に占める P-gp および Bcrp の

寄与率を計算した。いずれの薬物についても、P-gp、Bcrp の輸送活性が単純拡散に比べて大きい

ことを見いだした。得られたパラメータで実測値を再現できること、ならびに文献報告されてい

る他の薬物においても、同様の手法を適用することで、ダブルノックアウトマウスにおける脳内

濃度の増大を定量的に説明することにも成功し、本解析手法の汎用性が高いことを実証している。 

 

第 2 章では、脳脊髄液中薬物濃度が脳中の遊離型薬物濃度の指標にならず、両薬物濃度に乖離

を示す薬物の動態特性について検討し、in vitro 実験に基づき、その乖離を定量的に予測できる方

法論の構築を試みた。一般的に脳脊髄液中薬物濃度は脳中遊離型薬物濃度の指標として使用され

ている。これは、脳脊髄液のアルブミン濃度が血漿に比べて顕著に低いため、脳脊髄液中薬物濃

度はほぼ遊離型濃度と見なせると同時に、脳実質と脳脊髄液との間にある上衣細胞層での薬物の

移動が拡散であるため、脳脊髄液が脳間質液と平衡関係にあると考えられているからである。一

方、血液脳脊髄液関門では、P-gp と Bcrp の膜局在が異なることが報告されており、脳脊髄液中

薬物濃度が脳中遊離型薬物濃度の指標にならないような薬物が存在する可能性が考えられる。こ

れまでに、脳脊髄液中濃度と脳中遊離型薬物濃度との関係について、体系的な解析は行われてい

ない。 

申請者は、ラットおよびマウスを用いて定速静脈内投与後の脳脊髄液と脳中の遊離型濃度を比

較した。検討した 25 薬物の中でラットでの脳脊髄液と脳中の遊離型薬物濃度に乖離が認められた



 

 

薬物のほとんどが P-gp および Bcrp の基質であることを見いだした。Bcrp 基質であるダイゼイ

ンおよびゲ二ステイン、P-gp 基質であるキニジンおよびベラパミルを用いて、野生型マウスで認

められた両濃度の乖離が Bcrp あるいは P-gp ノックアウトで消失すること、共通基質であるエル

ロチニブおよびフラボピリドールでは P-gp 及び Bcrp の両方を欠損させてはじめて両濃度の乖離

が消失することを示した。これらの結果は、血液脳関門での P-gp および Bcrp の能動的排出によ

り、その基質の脳脊髄液と脳中の遊離型濃度に乖離が生じることを支持するものである。さらに

申請者は、数理モデルを用いて両濃度の乖離の定量的予測を行っている。血液、脳、脳脊髄液コ

ンパートメントから成る数理モデルを構築し、各コンパートメントの物質収支式に基づいて、定

常状態時での脳-血漿遊離型濃度比（Cu,ISF/Cu,p）、脳脊髄液-血漿遊離型濃度比（Cu,CSF/Cu,p）を誘

導した。このとき、以下の３つの仮定をおいた；①血液脳関門と血液脳脊髄液関門での単純拡散

が比例関係であること、②脳と脳脊髄液との間の物質交換は拡散で行われること、③単純拡散に

対する各トランスポーターの輸送活性が in vitro 試験と in vivo 試験で比例関係である。血液脳関

門透過性は、薬物の物性値から 2 つの方法で予測した。各薬物の単純拡散、P-gp および Bcrp 輸

送活性を用いて定常状態時の Cu,ISF/Cu,p および Cu,CSF/Cu,p の式と実測値を非線形最小二乗法によ

り同時に当てはめ計算し、未知パラメータを決定した。分子量と脂溶性から推定した透過性を用

いた場合、Cu,CSF/Cu,p のゲ二ステインおよびロペラミドを除いた薬物において、脂溶性と 2 種類

の極性表面積から推定した透過性を用いた場合、前述の 2 つの薬物に加えて Cu,ISF/Cu,pのダント

ロレンを除いて、遊離型薬物濃度比の予測値は実測値の 3 倍以内であり、脳脊髄液と脳中の遊離

型濃度を良好に予測することに成功している。さらに、P-gp により血液脳関門で能動的なくみ出

しを受けながら、脳脊髄液と脳中の遊離型濃度の乖離が小さいと報告されている化合物

（CP-141938、NFPS、metoclopramide）についても、今回構築したモデルを用いて予測した

Cu,CSF/Cu,ISFは、実測値と同様に乖離が小さい。その要因をとして、血液脳脊髄液関門での単純拡

散が小さく、脳脊髄液の bulk flow が無視できないためと考察している。 

申請者は本研究において、P-gp および Bcrp の共通基質の脳-血漿濃度比は、血液脳関門での単

純拡散に対する両トランスポーターの輸送活性比に基づいて説明することが可能であり、in vitro

実験により単純拡散、それぞれのトランスポーター輸送活性を測定することにより、その脳中濃

度は予測可能であることを示した。さらに、血液脳関門における能動的な排出輸送は、脳脊髄液

と脳中の遊離型薬物濃度の乖離を生じさせる要因になることを明らかにし、定常状態における両

濃度の乖離を、創薬初期段階からでも取得できる in silico および in vitro のデータに基づいて、

定量的に予測する方法論を構築した。本方法を適用することで、創薬初期段階で中枢薬の脳中遊

離型濃度を簡便に予測できるものと期待され、中枢薬の作用発現部位での濃度と薬効との定量的

な関係に基づいて、有効性の高い化合物選択ひいては適切な投与用量設定や安全域の予測に貢献

するものである。以上を考慮し、申請者に博士（薬学）の学位を授与するに値するものと認めた。 


