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緒　言

　母乳は，乳児にとって栄養効率の優れたものであり，L2）母乳育児には，多

くの疫学調査により健康，栄養，免疫，発育，心理，社会，経済，そして環境と

いった幅広い領域に対する利点を有すると報告されている．3）特に乳児の健康面

に対する利点が数多く報告されており，完全母乳育児，すなわち人工乳を併用し

ない母乳のみによる育児は，乳児での多くの疾患に対する予防効果を有すること

から，4）アメリカ小児科学会をはじめ，保険機関等は少なくとも6ヵ月間の完全

母乳育児を推奨している．い迅）

　米国では，母乳育児を開始する割合は，1990年までに急激な上昇により51。5％

に到達し，2001年には69。5％とさらに上昇しており，完全母乳育児の割合は

46．0％前後の水準で推移している．9）また，出産後6ヵ月における授乳率および

完全母乳育児の割合は，1990年から2001年にかけてそれぞれ17．6％から32．5％，

および10．4％から17．2％へと上昇し，9）6ヵ月間の母乳育児および完全母乳育児

の重要性が社会的に認i識されつつある．

　一方で，授乳婦は，医薬品服用時において，母乳育児に対して極めて消極的に

なり，lo）授乳の回避を決断することが多い．それは，授乳婦の服用した薬物に

より，乳汁が汚染され，授乳を介して乳児がこれに曝露すると考えるためである．

ll’13）このような意識は，授乳婦のみならず，医療従事者にも共通している．と

ころが，授乳期間中には，ほぼすべての母親が薬物治療を必要としており，産後

1週間では90％以上の母親が少なくとも1種類の医薬品を服用し，2’　14）さらに

産後4ヵ月においても服用率は玉7％を示し，そのうちの5％の母親が漫性疾患

に対する薬物治療を受けている．i5）

　日米EU医薬品規制調和国際会議（ICH）において，三者間で調和された臨床

試験の一般指針E8には，「授乳中の女性が投与対象となる薬剤であれば，その薬

物の乳汁中への排泄について検討すべきであろう」と記載されている．16）しか
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し，臨床の現場で授乳時の薬剤使用の可否を判断するために必要な情報は，開発

段階および市販後以降の調査では得られておらず，わずかではあるが入手可能な

情報としては，ヒトでの臨床試験ではなく，動物に臨床用量をはるかに上回る大

量投与を実施し，乳汁中の薬物濃度を測定したものが多い．そのため，添付文書

や医薬品インタビューフォームには，「乳汁中へ移行するので，（1）治療上の有

益1生が危険性を上回る場合にのみ投与すること，あるいは（2）授乳婦への投与

は避けることが望ましいが，やむを得ず投与する場合は授乳を中止させること」

といった内容が記載されているだけであり，薬物がどの程度乳汁中へ移行するか

など，乳児のリスクを推定するために必要な情報は含まれていない．

　授乳婦の服薬による授乳を介した乳児のリスクを明らかにするためには，乳汁

中薬物濃度，乳児の薬物摂取量，乳児の血中薬物濃度，および薬物に対する乳児

の反応性を知る必要がある。

　乳児のリスク評価の指標として，Exposure　Index（E／）が提唱されており，体

重あたりの母親の薬物服用量に対する乳児の薬物服用量比（EID。se；eq．　Dあるい

は母親の平均血中濃度に対する乳児の平均血中濃度比（Elc。，1、；eq．2）として表さ

れる．17・　18）

脂講＝湛；；凋囲鱒●鴫1

　　　　　みグゐ　
賑撫ブ諾1〔讐）酎●’eq・　2

　EID。。eの算出には，母親のバイオアベイラビリティー（rv“te”na！）および全身ク

リアランス（CLMatei7～al）が必要であり，　Elc。n、は，乳児のバイオアベイラビリテ

ィー（Pt’lfc’”t）および全身クリアランス（α嫡1’）を必要とする．さらに両インデ

ックスに共通して乳汁対血漿中薬物濃度比（M／P）および一回の授乳あたりの母

乳摂取量（琢疎／τ；一日の母乳摂取量／授乳回数）を情報として入手しなければ

ならない．しかし，M／Pは，ほとんどの薬物で知られておらず，またM／Pその

ものの考え方にはつぎのような問題がある．

　M／Pは，血液から乳汁中への薬物の移行の程度を表す値であり，これに関する

研究結果がin　vivO研究およびin　vi重ro研究において報告されてきた．ヒトでの臨
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床研究では，M／Pの実測値が報告されているが，論文によって（1）薬物を服用

した授乳婦のある時間における血漿中濃度と乳汁中濃度を単純に比として表し

たもの（M／P、。。c），19）血漿中濃度推移と乳汁中濃度推移を調べて（2）平均濃度

の比（M／P、v，　c。1、c），および（3）血漿および乳汁の濃度一時間曲線下面積の比

（M／PAuc）として表されているものがあり，2e“22）単にM／Pといっても文献によ

って異なり，算出法が統一されていない．他方，薬物の乳汁移行が受動拡散によ

って支配されていると仮定したi簸vitro系でのM／P予測法が報告され，薬物の物

理化学的特性に基づいた予測値が報告されてきた．23）しかし，それら値にもい

くつかの問題点が挙げられる。

　wilsonらは，血漿中薬物濃度推移と乳汁中薬物濃度推移は常にパラレルではな

く，M／Pは時間依存的に変化する値であり，一定値をとらないと報告しており，

24）WilsonらのいうM／Pとは（1）のような単純な濃度比であると考えられる．し

かし，M／Pが薬物の血液一乳汁問の分布特性の指標であると認識されていること

を考慮すると，M／Pを定数として表わすことにも有用性があり，　M／P、。。。をM／P

として捉えるのではなく，動的特性値と位置づけ，別に，分布特性を特徴づける

ことのできるM／Pを定義すべきである．（2）の場合では，算出される平均濃度

はサンプリングの回数や時問により大きく異なる可能性があり，必ずしも正確な

値を算出できているかについては疑問が残る．（3）の場合，これまでの論文に示

されるモデル解析は，乳汁の分布容積の変化がないことを前提としているにもか

かわらず，現実に採取された乳汁は，持続的な乳汁産生によって薬物が希釈され

た値であり，これを用いて解析されているため，妥当とはいえない．しかし，乳

汁の分布容積が一定であるというモデルの前提に対しては妥当ではないものの，

希釈後の値を用いて解析されているため，乳汁中薬物濃度の過大な見積もりが図

らずも回避され，比較的妥当な値が算出される．ただし，実態とは異なるモデル

であるため，正確な速度論パラメータの算出と薬物動態学的応用は困難である．

　In　vitro系による予1測値に関しては，近年，ヒト授乳期乳腺上皮細胞において

トランスポーターの発現が観察され，25）cimetidineやnitroful・antoinの乳汁中への

移行に能動輸送系が関与していることが示唆されているので，21’26）薬物の乳汁

移行を単純な受動拡散のみで捉えることは困難であると考えられるようになっ

ている．そのため，受動拡散に加えて能動輸送の関与をも含めて予測を可能にす

一3一



るiR・vitroモデルの構築が必要である．

　上述のように，乳汁移行性に関する考え方や報告値には多くの問題点があるこ

とから，著者は，正確にM／Pを算出することが出来る解析モデル，および予測

することが出来るin　vitroモデルをそれぞれ構・築することを最終目的とした検討

を行なった．第一編では，in・vivOデータから，既存の臨床データを無駄にするこ

となく，正確なM／Pを算出するために，乳汁排泄過程を組み込んだ薬物速度論

モデルを構築し，血漿中濃度と乳汁中濃度の時間推移を求める式から，薬物速度

論パラメータの関数としてのM／P算出法を考案した．そして，iR　vivoデータの

解析により得られた速度論パラメータから薬物のM／Pを算出し，さらに

cimetidine服用患者を例として乳児の薬物曝露を最小化するための薬物の用法お

よび授乳スケジュールをシミュレーションした．27）第二編では，M／P予測のた

めのin・vitroモデルを構築するための検討を行なった．しかし，これまでに能動

輸送系を評価できるヒト乳腺上皮細胞を用いたin　vitro実験系は確立されて

いないため，まず，能動輸送系を評価できるヒト乳腺上皮細胞単層膜培養法

の検討から出発した．28）そして，物質輸送の方向性，送担体の発現およびモデ

ル薬物の輸送について調べ，予測系としての可能性について検討した．29）

　以下，これらについて論述する．
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：第一編　薬物の乳汁移行性を評価するための新規薬

物動態学モデルの構築と提案

　授乳婦が薬物を服用したときの授乳による乳児の薬物曝露を評価するために

は，薬物の乳汁移行性に関する情報が必須である．これまでに，乳汁移行に関す

るヒトでの臨床研究がわずかながら報告され，血液中および乳汁中薬物濃度の経

時変化が報告されている．しかし，妥当な薬物動態学的解析法がないことから，

速度論パラメータの算出を含めた授乳婦の体内動態については検討されておら

ず，安全な母乳育児を行なうための母親への薬剤投与設計，あるいは授乳計画の

策定に至る検討は行なわれていない．臨床現場の実情としては，M／Pが報告され

ているものについては，これを用いてある程度の評価を行うが，先に述べたよう

にM／Pの算出法が様々であるため，それが正しく評価されているかについては

多くの疑問が残る．そこで，統一した算出法により薬物の乳汁移行性を評価し，

その指標であるM／Pと授乳婦の体内動態を関連付けた検討が必要である．

　アメリカ食品医薬品局（FDA）は，授乳婦を対象とした臨床研究のドラフトガ

イダンスを発表している．30）このガイダンスは，授乳婦の乳汁中および血中濃

度を測定してM／Pおよび乳汁中濃度を評価することの必要性を述べたものであ

る．ガイダンスの中でFDAは，授乳婦での体内動態パラメータを算出して授乳

婦に推奨できる用法および用量の設定ならびに乳児の薬物曝露を最小にするた

めの授乳スケジュールを提案できる解析方法の必要性を述べ，これには薬物動態

学的コンパートメントモデルが妥当であるとの見解を示している．また，臨床試

験の一般指針では，「授乳中の女性が投与対象となる薬剤であれば，その薬物の

乳汁中への排泄について検討すべきであろう」と記載されており，16）今後，授

乳婦を対象とした臨床試験が行われる可能性がある．このことからも臨床データ

を解析できる薬物動態モデルを構築することは極めて重要である．

　本編の目的は，この解析に必要なモデルを構築し，そのモデルを用いた臨床デ

ータの解析によって種々薬物のM／Pを求めること，および個々の患者の薬物治

療に合わせた授乳計画あるいは薬物投与計画の策定を可能とすることである．
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第一章　理論

第一節　　乳腺構造に基づいた乳汁中への薬物排泄モデルの

構築

　健常人において，多くの薬物の体内動態は，Lあるいは2一コンパートメント

モデルで解析できることが知られている．31）そのため，授乳婦での体内動態は，

健常人での動態を表現できるコンパートメントモデルに，授乳期に特異的な発達

がみられる乳腺組織の機能を反映するプロセス，乳汁排泄過程を接続したモデル

により解析できると考えられる．

　乳腺は，15から20個の乳腺葉からなり，乳腺葉はさらに乳腺小葉，腺房へと

分岐する（Fig．　la）．乳汁は腺癌で作られ，乳腺小葉の胸腺管に集まり，乳管洞

へ蓄積する．腺房の腺細胞は，乳腺上皮細胞とそれをバスケット状に包む筋上皮

細胞から構成されており，さらに，その周囲を毛細血管が網状に覆っている（Fig．

lb）．授乳期に発達した乳腺組織の中で，乳腺上皮細胞は，乳汁の産生および血

液と乳汁問の物質輸送において大きな役割を担っている．32’　33）すなわち，乳腺

上皮を介した乳汁中への薬物の移行は，乳腺上皮細胞による乳汁の産生と腺腔へ

の乳汁貯留に付随した現象であると考えられる．このことは，乳汁産生組織（ブ

レストコンパートメント）の分布容積が乳汁の産生と授乳により逐次変化するこ

とを意味し，分布容積が定数である一般的なコンパートメントモデルの適用では，

乳汁中薬物濃度の解析はできない．Wilsonは，　M／P、。、1。が時間依存的に変化する

ことをコンパートメントモデルにより解析し，それが個々の薬物に固有の定数と

して扱うことはできないこと，および既存の臨床論文や物理化学的モデルの問題

点を指摘した．24）しかし，この解析においても，ブレストコンパートメント中

の薬物の存在を濃度として扱うことはできていない．

　そこで，著者は，ブレストコンパートメントを乳汁および薬物が排泄される一

次貯蔵コンパートメントと考え，薬物がペリフェラルコンパートメントからプレ
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putative　phenomeRa　iRvolved　in　drug　excretion　into　milk　（b）

ストコンパートメント中へと排泄される過程，およびブレストコンパートメント

に蓄積された乳汁が，授乳または搾乳によって授乳婦の体外へと最終的に排泄さ

れる過程を組み合わせて乳汁排泄過程とした．そして，前者の過程は，乳腺上皮
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細胞を介した乳汁中への薬物排泄現象とみなし，乳汁産生とは独立した一次の速

度定数に従うと仮定した（Fig．1b）．

　さらに，著者は，M／Pを薬物動態学的に利用しやすい指標，つまり速度論パラ

メータを用いて表すことができる指標とするために，定守門呼時の定常状態にお

ける乳汁三二血漿中薬物濃度比（M∠Pss）と定義した．これにより，　M／Pssは，

内服あるいは注射投与後の血中および乳汁中薬物濃度の解析により得られた速

度論パラメータと乳汁産生速度（Z）の関数として表現できる．

　そして，乳汁排泄過程を含む最も高次なモデルとして，Fig．2のようなセント

ラルコンパートメント，Peri．2，薬物の乳汁排泄に関わらないペリフェラルコン

パートメント（Peri．3），およびブレストコンパートメントからなる4一一コンパー

トメントモデルを構築し，種々の解析を行った．このモデルは，コンバートメン

periJ

@3　〈iS）

　　　　碑↓ゐ、1

Ko　pt
　　　　　Cl
　　ka
瓦『爵
　　　c㈱’撫1

　　　　　　z…・紬
　　　　　　　　gsstk

寺◎ムさ：：雛

　　　　　　　　Brea＄t　　　Peri．　2
　　　　　　　Comタ）a躍meηぎ

瓦、

Fig．　2．　A　Rovel　compartment　model　for　the　analysis　of　drug　traRsfer　iRto　milk．

Nomenclature：C；Co益ce嬢ra重ion，　X；Drug　a！no醸，玩Dis重rib滋ion　volume，κo；Co1｝s髄童i漁sion

rate，　Z；　Milk　productien　rate，　F；　Absorption　ratio，　lc；　Rate　constant．　Subscript：　a；　absorption，　el；

elimination，　m；　Milk，　1；　Central　compartineftt，　2　and　3；　Peripheral　coinpaitment．

Table　1．　Abbreviation　of　neve｝　pharmacokiRetic　modeis

Nu搬ber　of　co建箕par重刷ent Ad八角nis重ra重ion Exeret董。鷺co岬麟me航 Abbreyiation

4
4

（〕0塞｝sta熟t　i議｛「篭1S茎0】薩

　　eral

Peripheral

Per妻phera嚢

aj一一inf－P

4－po－P

一8一



ト数投与経路およびブレストコンパートメントに隣接するコンパートメント名

を順に組み合わせて4－P（）一P，あるいは4－inf－Pと命名した．経ロ投与モデルが

4－po－P，　M／Pssを求めるための直走静注モデルが4－inf－Pである（Table　1）．

第二節　薬物の乳汁中排泄量と乳汁産生速度を用いた乳汁

中濃度の算出法

　乳腺上皮を介した薬物の乳汁中への移行は，前述のように乳腺上皮細胞による

乳汁の産生と腺腔への乳汁貯留に付随した現象である．薬物が乳汁に隣接するコ

ンパートメント（Peri．2，　Fig。2）から薬物排泄速度定数砿で乳汁中へ排泄される

場合，乳汁中への累積薬物排泄量瓦1はICe、と隣接するコンパートメント中の薬物

二二の関係式から算出できる（eq．3）．さらに，乳汁中へ移行した薬物は，乳汁

産生速度Zの速さで希釈される．これより，乳汁中薬物濃度C，，1は，前回の授乳

終了後（Tl）から今回の授乳（T2）までの問に血液中から乳汁中へ移行した薬物

量をその時間内に産生された乳汁量で除することにより算出できる（eq。4）．

弧躍んx…eq。3
　　　　2dt　　乱Y

c．　＝il［1｛’z￥zili　iifllSzi－Ln（T2ii．i．，一一X7；；”）（Ti＞　’”eq・　4

　すなわち，前述のFig。2のコンパートメントモデルにおける乃を算出する式

を誘導し，これを上式に代入して解くことでCmが得られる．また，定評静注モ

デル（Fig。2，　Koで投与時）の定常状態でのCn、と定常状態血中薬物濃度CIの比

からM／Pssが得られる．

　なお，乳汁は一日に800mL産生されることから，34）本検討において乳汁産生

速度は33mL／hとして解析した．
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第三節　乳汁中対血漿中薬物濃度比，乳汁中および血漿中薬

　　　　　物濃度の理論式の誘導

　定項静注したときの定常状態での乳汁中対血漿中薬物濃度比，すなわちM／Pss

を算出するために4－inf－Pを，また，ある時間における血漿中濃度Cl（セントラ

ルコンパートメント中の濃度）および乳汁中濃度C，、を算出するために4－po－Pを

用いて以下に示す微分方程式をたてた．そして，M／Pss，　GおよびC“，のそれぞ

れの理論式を導いた．理論式の解法は巻末の付録に示す．

〈4－inf－P＞

昏桁（いい礁＋㌔畑橘

争噛・蝋砿＋k21）x・

争儲一橘

dX
『ガ＝鱗

〈4－po－P＞

dX
」篇一んx
dt　’aa

争皆（kei　＋　k12　＋　k］3）塙ろ＋縞

誓儲一（転細ろ

le　一



争ん・3隅κ・

dX
ず＝鱗

　以上の微分方程式を解法して得られた経ロ投与時の血中薬物濃度Cl，乳汁中

薬物濃度G1およびM／Pssの解を，それぞれeq．5，　eq．6およびeq。7に示す．　Cl

およびC。の理論式に含まれているα，β，およびγは複数の速度定数のハイブリ

ット速度定数である．

　　FX　o　lC．
C，　＝＝

（ん。，．、，＋ん，1一丸）（ん3ドん。）．札、

　　　　　　　　　　e　””’　十
（砿＋んパαXちドα）．。、

（c￥　一k　　　　ll）（＆り（γ一ん。）

（keぎ＋ん21一βXちユーβ）　＿β、

　　　　　　　　　　e　（k．　一　X3　）（（y　一B）（r　一　rs）

（lc，　一一　ev　XB　一a）（7’　一a）

　（んex＋ん2】一βXち1一γ）　＿γ、

十
（k．　一　“）”）（α一γ）（β一γ）

’” ?ｑ．　5

砺讐≒㌻
麟識x寸｝）＋峨一論γ吻

亀赫γずイ砺）＋瓶一篇β一ガ

（♂11イ・・

（e－rtl　ptemrt2）

’”
?ｑ．　6

珊Pss一
ﾓ篶f）Z”’eq・　7

　eq．7より，　M／Pssは，醸，　Vl，　Z，　ICI2，および砺の5つのパラメーターによっ

て決定され，動態学的解熱によって薬物の血液一癖細頚の薬物の分布特性を評価

できる．
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第四節　繰り返し投与時の乳汁中および血漿中薬物濃度の

算出法

　授乳婦での単回投与時の体内動態が明らかになることによって，治療上望まし

い血中濃度を保つための投与量や投与間隔の設定が可能になる．

　薬物の服用を必要とする授乳婦は，90％以上であり，5％は慢性的な医薬品の

服用を必要とする．lo）長期間の繰り返し投与時の乳汁中および血漿中薬物濃度

推移をシミュレーションすることは，乳児の薬物曝露を検討する上で必要である．

ノ回繰り返し投与時の時間tにおける血漿中濃度GR，および累積乳汁中排泄量

XmRtは，それぞれeq．8およびeq．9により得た．

　　　ノq。、一Σq（t）…・q・・8

　　∫司

　　　ノ
X’

獅堰Bt　＝：　2　Xm（の．’eq・9

　　　～＝；i

ただし，増まi回目投与からの経過時間を示す．
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第二章　臨床データの収集と解：析

第一節　臨床データの収集

　これまで，わずかではあるものの，臨床的に授乳婦に薬物を投与し，血漿中濃

度と乳汁中濃度を測定した研究がある．これらでは，測定値を体内動態解析に用

いていない，あるいは解析されていても既存のコンパートメントモデル（分布容

積が固定され，乳汁からの薬物排泄がないことを前提としている）が利用されて

いるために，乳児の薬物曝露の計算ができないなどの問題がある．そこで，血漿

中濃度および乳汁中濃度の測定値のある論文を検索した．参考文献の詳細，およ

び論文中で示されているM／PAucあるいはM／P、。。。をTable　2に示す．

第二節　臨床データの解析法と適切なモデルの選択法

　モデル解析において，高次なモデルの利用は最小二乗フィッティングの残差を

小さくする．そのため，残差のみを指標とした当てはめ計算の結果は，実在しな

いコンパートメントをモデルに導入して，実験本来の誤差を過小評価することに

つながり，さらに実態とは異なるモデルによる解析結果を与えてしまう，そのた

め，正確なM／Pssを求めるためには，最適なモデルによって血漿中および乳汁中

濃度の実測値を解析しなければならない．そこで，4－po－Pおよび4－inf一・Pでの解

析と同時に，より低次なモデルを構築して解析を行った．その構築については次

節に詳細を述べる．

　解析には，血漿中濃度および乳汁中濃度の平均値を用い，Microsoft　Excel　2003

ソルバー機i能により最小二乗フィッティングを行なった。接近アルゴリズムとし

ては準ニュートン法を用いた．また，eq．10から残差平方和（SS）を算出し，モ

デルの妥当性を評価するためにeq．11から赤池の情報量基準（AIC）も算出した．
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そして，モデル問でAICを比較し，　AICが最小のモデルを各薬物の解析に最適

なモデルとした。

　　　　　　　　　　ゴニカ
SS（P，，P，，P3，＿P，）一Σレー”（P、，P2，P，，＿P，，の｝2…eg．　1・

　　　　　　　　　　群1
　　．jYi　l　ti時間における測定値，　fi：ti時間における計算値

　AIC　・neln　S＋2r

　　n：測定点の数，S：eq．9により算出，　r：最小二乗法で調整した定数の数

　　　　　　　　　　　ノニノア
　　S（君，君，君，＿Pk）一　：　Wi　｛」Yi　一　fi（R，P2，］P3，＿P，，ti）｝2…eq．11

　　　　　　　　　　　～＝l

　　wi：ti時間における測定値JYiに対する重み（本検討ではwl＝！／卸とした）

第三節　低次モデルの構築と利用

　妥当性の高いモデルにより解析するためには，4一コンパートメントモデルで

の解析と同時に，低次モデルを構築して解析を行い，上述の比較を行なわなけ

ればならない．そこで，Table　3に示す低次モデルを構築した．各モデルから得

られるM／Pss，　ClおよびCmをTable　3に示す．ただし，これらのモデルの利用

は，4－po－Pあるいは4－inf－Pとは別途にプログラムを用意するのではなく，以

下のような一部のパラメータの固定により低次モデルの利用環境を設定できる。

　ブレストコンパートメントが，セントラルコンパートメントと隣接するモデ

ル，つまりセントラルコンパートメントから直接ブレストコンパートメントへ

薬物が排泄されるモデルへは，速度論パラメータを晴ω’㌧礁妊デル，砿・・㌧0，

および婚ω”～＞1000とすることによってPeri．2（Fig．2）の関与を消す．これに

より，3－inf－C，3－po－Cへと導くことが出来る．もう一方のPeri．　3（Fig．　2）の関

与を消すためには，ん1㍗o”～＜O．1，および婚‘o”～＞IOを代入する。これにより，

3－i㎡LPおよび3－po－Pを利用できる．また，両ペリフェラルコンパートメントを

含まないモデル（2一・inf－Cおよび2－po－C）へは，上記の二つの条件を満たすこと

によって誘導が可能である．
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第三章　乳汁中および血漿中濃度推移のシミュレーション

と臨床データの解析

第一節　乳汁中および血漿中濃度推移のシミュレーション

によるM／Pssの有用性

　乳汁が，セントラルコンパートメ

ントから排泄される場合，Fig。3の

ように血漿中濃度と乳汁中濃度はほ

ぼパラレルに推移し，乳汁中濃度の

上昇は血漿中濃度の上昇から遅れな

い．一方，Table　4の条件下，3－po－P

でシミュレーションすると，血漿中

に比べ乳汁中濃度の上昇は遅れ，パ

ラレルに推移しない（Fig．4a）．これ

より，MMは一定の値をとらずに時

間依存的に変化することが分かる．

この現象は，Wi玉sonらの報告と一致

し，24）M／Pを薬物固有の定数として

扱うためには，何らかの工夫が必要

である。
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尊
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羅
鹸

　　　　　　　壌’ime

Fig．3．　A　case　of　co鍛ce凱ration　a簸d重ime

pro且les　i難drug　excreted倉om　cen毛ral

compartmeRt　into　mi｝k．　Curve　and　O

iRdicate　plasma　and　milk　coRceHtrations　of　drug，

respectively．

　　　　著者は，定閑静注したときの定常状態の濃度比を提案する．Gerkらや

Alcomらによる動物実験では，35’36）定速静注条件下の乳汁中対血漿中濃度比を

M／Pとして示している．

　3－po－Pでの解析に用いたパラメータ（Table　4）を3－inf－Pによりシミュレーシ

ョンすると，経ロ投与時と同様に乳汁中濃度の上昇は血漿に比べて遅れるが，

やがて両濃度とも定常状態に到達し，M／Pssが得られる（Fig．4b）．経口投与に
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より得られた血漿中および乳汁中濃度の測定値からM／Pssを誘導できることは，

薬物動態学上の取り扱いの視点から，極めて便利である。また，分配の概念か

ら導かれた物理化学的予測法によるM／Pと対比させて考えやすい．

Table　4．　Pharmacolcinetic　paraineters　for　simulation　usiRg　3－inf一一P　and　3－po－P

（Xe獄ｶ）轟）F　（き）（争）（llもlill）（1嬬）畠　M／・’（藍）

3－pe－P　50e　一

3一藍熟f・P　　　　　一　　　　　　】【0◎
e．2　e．02　e．15　e．el　5e　1．875　4
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Fig．　4．　The　tiiir｝e　courses　of　plasina　and　milk　coRcentrations　obtaiRed　by　siiinulation

using　3・一po－P　（a）　and　3－inf－P　（b）．　Curve　and　O　iiadicate　plasina　and　milk　concentratioiis　of

drug，　respectively．　Feeding　interval　（T　）　is　4　hours．

第二節　ブイツテイング分析による薬物の乳汁移行性評価

　Table・2の臨床報告の実測値から，フィッティング解析によって得られたパラ

メータ値をTable　5に示す．以下に各薬物の解析について解説する．
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1・　Cimetidine　20）

　授乳婦1人にciinetidine　400　mgを単回経口投与し，血漿および乳汁中濃度

をそれぞれ求めている．臨床データおよび解析結果をプロットしたグラフをFig．

5に示す．臨床データから乳汁中濃度の上昇は，血漿中濃度の上昇よりも遅れ

ており，薬物はペリフェラルコンパートメントを介して乳汁中へ排泄されると

推測される．フィッティングの結果，AICは4－po－Pで最も小さく，解析に適し

たモデルであった．解析結果から得られた薬物動態パラメータ（Table　5）を用

いて，eq．7でM／Pssを算出すると1．47となり，　somogyiらが論文中でAuc比

として求めたM／PであるL7とほぼ等しかった．

。5

?
β
3
5
2
β
且
6
0

尋
　
　
　
　
3
　
　
　
　
2
　
　
　
　
畷
長
　
　
　
　
A
U

（
演
叢
＼
望
言
ε
難
控
8
録
8
①
ε
讐
①
類
O

o 2
／
0
）

　
臨

　
磯

　
㎞4

T

8　　亙9

Fig．　5．　Pharinacokinetic　aRalysis　of　clinical　data　published　after　a　single　oral

adll薮r蓋is重ra廿orl　of　cirne重idirle．⑱　an（i　A　indica£e　plasr痕a　a簸d　m鍍k　co捻ce凱rations　of　drug

in　published　literature，　respectively．　Curve　and　A　represent　the　fitted　curve　for　tw　and　the

fitted　sytnbol　for　wh，respectively．　A　overlaps　＆　at　3．3　and　5　hour　after　the　administration　of

cime重idi鍛e＿

2・　Alprazolam　37）

授乳婦8人にalprazolam　O．5　ingを単回経ロ投与後の血漿中と乳汁中の薬物濃
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度推移はパラレルであり（Fig．6），そのため，薬物はセントラルコンパートメ

ントからブレストコンパートメントへ直接排泄されていると考えられ，解析の

結果からも適したモデルは3－po－Cとペリフェラルコンパートメント（Peri．2）

を介さないモデルだった．算出されたパラメータより，M／Pssは052であり，

OoらのAUC比として求めたM／P（M／PAuc；O．36・±・O．113）とは大きく異なるも

のではなかった．
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銀
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e 璽9　　　20　　　3＊

　　丁董醗e（k）

瑠o

Fig．　6．　Pharmacokinetic　aRalysis　of　clinical　data　published　after　a　single　oral

adminis£ration　of　alprazolam．　tw　and　tw　indicate　plasina　and　milk　concentratioAs　of　drug　iR

published　literature，　respectively．　Curve　aftd　A　represent　the　fitted　curve　for　ew　aAd　the　fitted

symbol　for　wh，　respectively．　A　overlaps　as　at　O．5　and　1　hour　after　the　administration　of

alprazolam．

3・　Atenolol　22）

　授乳婦1人にateRolol　50　mgを単回経口投与している．乳汁中濃度の上昇は血

漿中濃度の上昇よりも遅れているため（Fig．7），薬物はペリフェラルコンパー

トメントを介して乳汁中へ排泄されると考えられた．CimetidiAeと同様に適し

た解析モデルは4－po－Pだった．　MMssは321であり，　Williamらの報告した

M／PAuc（29）とほぼ等しかった．
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Fig．　7．　Pharmacokinetic　analysis　of　clinical　data　published　after　a　single　oral

administratioB　ef　ateftolol．　＠　and　wh　indicate　plasma　and　milk　concentratioRs　of　drug　iB

published　literature，　respectively　Curve　and△represent　the舳ed　curve　f（）r⑮and重he魚ed

sytnbol　for　as，　respectively．　A　overlaps　sk　at　4，　8，　aRd　12　ho：r　after　the　administration　of

atenolol．

4・　NizatidiAe　38）

　授乳婦3人にnizatidine　l　50　mgを単二経ロ投与している．この論文でのMM

はある時間での乳汁中対血漿中濃度の比として示されている．投与後1時間付

近での乳汁中濃度と血漿中濃度の比には個人差があり，L6から4．9の幅があっ

た．この血漿中濃度および乳汁中濃度の推移に時間的ずれはないため（Fig．8），

セントラルコンパートメントからの乳汁中への薬物排泄と考えられる．実測値

と計算値の残差平方和が最も小さく，AICが最も小さかった3－po－Cでのシミュ

レーション結果より，M／Pssは2．24だった．
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Fig．　8．　Pharmacokinetic　aRalysis　of　clinical　clata　published　aftei一　a　single　oral

adiininistratiolt　of　nizatidine．　tw　and　wh　indicate　plasma　and　milk　concentrations　of　drug　in

published　literature，　respectively．　Curve　and　Ax　represeRt　t｝3e　futed　curve　for　tw　aRd　the　fitted

symbol　for　wh，　respectively．　A　overlaps　wt　at　8，　I　O　and　12　hour　after　the　administration　of

r韮izatidi簸e、

5．　Amexicillin，　cephalexin，　cefadroxil　39）

　Amoxicillin，　cephalexin，およびcefadroxilをそれぞれ6人の授乳婦で試験し

ている．いずれの薬物についてもこの論文ではM／Pはある時間での乳汁中対血

漿中濃度比として示されている．

　AmoxicilliRでは，1gを単回経ロ投与後1，2，および3時間目の濃度比（乳

汁÷血漿）は，O．014　±　ODO4，0．013　±　O．005，および0．043土0．023だった．この

血漿中濃度と乳汁中濃度の推移は時間的なずれが生じていたため，乳汁はペリ

フェラルコンパートメントからの排泄と考えられた（Fig．　9a）．　AICより4－po－P

により解析した，24）M／Pssは0．12であり，解析により得られたパラメータから

シミュレーションすると経回投与後1，2，および3時間目の濃度比は，O．006，

0．024，およびO．048となり，実測値とほぼ一致した．

cephalexin（Fig．9b），’ ?るいはcefadroxil（Fig．　9c）を1g投与後の1，2，およ
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び3時問目の実測濃度比は，cephalexinでは0。008，0．021・±・O．O19，およびO．140

i　O．ll，またcefa（kroxilでは0，009，0．Oll・±0．004，およびO．O19　k　O．01だった．

Cephalexinおよびcefadroxi1の両薬物において，血漿中および乳汁中濃度の推移

に時間的ずれが生じているため（Fig．9b，9C），乳汁はペリフェラルコンパート

メントから排泄されると考えられた．CephalexinではAICが最も小さかった

3－po－Pを用いて解析した結果，　M／PssはO．10であり，シミュレーションすると

投与後1，2，および3時間目の濃度比は，0．004，0．027，および0．089だった．

またcefadroxilでは4－po－Pを用いて解析し，　M／Pssは0．059であり，シミュレ

ーションによる投与後1，2，および3時間目の濃度比は，0．005，0．018，およ

びO．030だった．

　これらの結果をまとめると，alprazolam，　atenolo1，およびcimetidineのM／Pss

は，論文中で報告されているM／PAucにほぼ一致した．また，amoxicillin，　cefadi’oxil，

cephalexin，および㎡za宅idineに関するM／PはM／P。。。、としてしか報告されておら

ず，あらためて，妥当なM／PであるM／Pssが得られ，シミュレーション解析よ

り，各サンプリングポイントでのMM、。。。を算出し，実測値と比較したところ，

良好な一致が認められた．授乳婦に対して臨床的使用頻度の高いこれら抗生物

質（amoxicillin，　cefadroxil，　cephalexin）のM／Pが小さいことから，これらは乳

汁中へ移行しにくく，またatenelolおよびnizatidineが，比較的乳汁中へと移行

しやすいことを明らかにできた．

　本編のモデルによって臨床的に需要の高い情報であるM／Pが得られ，また，

解析により，速度論パラメータの算出が可能になり，これら薬物については，

次章で述べる授乳計画の設計が可能となった．
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aRalysis　of　clinical　data　published　after　a　single　oral

　　　　　，cephalexin　（b），　and　cefadroxil　（c）．　tw　and　de　indicate

Fig．　9．　PharrRacokinetic

administratien　of　amoxicillin　（a）

plasma　and　milk　coAcentratiofts　of　drug　in　published　literature，　respectively　Curve　and　A　represent

the　fitted　curve　for　ew　and　the　fitted　sytnbol　for　wt，　respectively．　A　overlaps　＆　after　the

adrninistration　of　amoxicMin，　cephalexin，　afid　cefadroxil，　respectively．
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第四章　乳児の薬物曝露を最小化するための服用方法およ

び授乳スケジュールのシミュレーション解析

一C墨騰磯d孟鵬服用患者の仮一

　著者のM／P算出は，単にM／Pを求めるだけではなく，体内動態パラメータを

求めた上でのM／P算出である．そのため，これらのパラメータを用いて，経時

的な血漿中および乳汁中濃度がシミュレーションできる．例として，Table　5の

cimetidineのパラメータを用いて乳児の薬物曝露量をシミュレーションし，曝露

が最小になる方法を考案した（Fig．　IOa，　b）．母親が800　mg分4（毎食後および

就寝前）でcimetidineを服用し，4時間間隔で授乳した場合がFig．10aである．

一方，800mgを分1で服用し，3時間間隔で授乳することを仮定した場合がFig．

10bである．このいずれの投与法も本邦の保険制度上認められている．なお，

シミュレーションは，乳汁の1H産生量を800　mL，乳児の1回の哺乳量を100

mしとして行なった．　Table　6には，乳汁中のci夏ne£idi鷲濃度を示した．　Fig．10a

中の実線の矢印に従って乳汁を飲んだ場合，乳児の薬物摂取量は1日あたり

0。98mgであった．　Fig．10b中の破線の矢印は乳汁中薬物濃度が高いために，搾

乳して乳児に与えないものであり，他の6回は蓄察してから授乳あるいは直接

授乳するものとする．蓄恋した母乳を冷凍保存し，解凍して乳児に与えること

は，職業を持つ授乳婦では一般に行われている．これにより乳児の薬物摂取量

は0．26mgと計算され，6時間ごとに授乳するときの約1／4に減らすことができ

る．

　このように速度論モデルを用いることにより，乳汁中および血漿中濃度のデ

ータから体内動態パラメータを算出でき，安全な授乳が可能であるかを，投与

スケジュールあるいは授乳スケジュールをシミュレーションすることによって

検討することができる．
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第五章　小魚および考察

　乳汁中薬物濃度に関する情報が少ないため，乳児の薬物曝露を懸念して，不

必要な授乳の回避や薬物治療の中断が行われている可能性がある．このような

背景の下，授乳期での臨床試験の必要性が高まっており，FDAは臨床試験に関

するドラフトガイダンスを発表した，これまで，臨床研究において十分な解析

が行なわれていないことから，FDAは，コンパートメントモデルによる臨床デ

ータの解析方法の提案を期待している．

　wilsonらは，24）薬物の乳汁中への移行を評価するために4一コンパートメン

トモデルの必要性を訴えたものの，解法には至らなかった．そのモデルはセン

トラル，ペリフェラル，乳腺組織およびミルクコンパートメントからなり，

ミルクコンパートメントから体外へ排泄される．

　著者らが構築したモデルが，wilsonらと異なる点として，ブレストコンパー

トメント（wilsonらのミルクコンパートメントに相当）の取り扱い方があげら

れる．Wilsonらは，ミルクコンパートメントと乳腺組織コンパートメントを相

方向の矢印（平衡関係）で結び，各コンパートメントの分布容積を定数とした

一　llk’的なモデルを提案している．24）しかし，実際には乳汁の産生と授乳によっ

て乳汁の分布容積は逐次変化するため，乳汁中濃度の算出は困難であり，著者

はブレストコンパートメントを乳汁および薬物の一次貯蔵コンパートメントと

することによってその問題を解決した．乳汁中への薬物累積排泄量と時間の関

係式から，ある間隔での排泄量をその時間内に産生された乳汁量で割ることに

よって乳汁中薬物濃度を算出することが可能になった（eq．4）．さらに，血漿中

濃度および乳汁中濃度の時間推移を求める式から薬物動態パラメータの関数と

してM／Pss算出法（eq．7）を提案した．構築したモデルを用いて各々の薬物の

血漿中および乳汁中濃度を同時フィッティングし，得られた動態パラメータか

らM／Pを算出できる．著者は個々の薬物に対して最適なモデルによる解析から

M／Pssを求めた．　Table　5のcimetidine，　atenololおよびalprazolamについて報告

されたM／PAuc比は，乳汁中薬物濃度と血漿中薬物濃度の実測値からそれぞれ

の濃度対時間曲線下面積を求め，その比をとったものであり，解析の結果から
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それらの値はほぼ一致した（Fig．5，6，7）．　Amoxicilline，　cephalexin，および

cefadroxilはM／PAuc比が報告されておらず，3つの時点における濃度比として

示されていたため，M／Pを求めるとともに，報告された濃度比を，得られたパ

ラメータを用いて計算し，ほぼ一致を見た（Fig．9a，9b，9c）．

　本方法は，M／PをM／Pssとすることで，臨床データから算出することを可能

とした有用な方法であると考えられる．また，算出された体内動態パラメータ

から薬物動態学的な推計・設計・考察ができるために有用性が高い．これまで

算出されてきたM／PAucは，台形法で求められているものが多く，速度論パラ

メータは求められていなかった．また，速度論パラメータが算出されていたと

しても，先に述べたように妥当なモデルで解析されていないため，正確なパラ

メータの算出は行なわれていない．そのため，繰り返し投与時のような長期的

に薬物を服用した場合の血中および乳汁中濃度を検討することは不可能であっ

た，しかし，本法では，cimetidineの例に示すように，血中および乳汁中濃度推

移を求めることはもちろんのこと，さらに授乳スケジュールや用法用量を変更

した場合の乳児の薬物曝露を評価できる．

　本編で構築したモデルは，臨床研究で得られる血中および乳汁中濃度から，

授乳婦での薬物動態学的パラメータを算出すること，乳児の薬物曝露を見積も

ること，および授乳を介した薬物曝露を最小化するための用法用量および授乳

スケジュールを検討することにふさわしいものであり，臨床的に利用されるこ

とを期待する．
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第二階　ヒト乳腺上皮細胞を用いた鯉▽麓r⑪乳汁移

行性評価モデルの構築

　第一編では，ヒトでの臨床データを解析できる動態学的モデルを構築し，モ

デル解析によるM／Pssの算出だけでなく，乳児の薬物曝露を最小化するための

用法用量や授乳スケジュールの策定を行なえることを明らかにした．しかし，

モデル解析は臨床データの存在する薬物に対してのみに有用な方法であり，臨

床データが得られてない薬物の乳汁移行性を評価できる方法が必要である．

　これまでに，薬物の乳汁中への移行が受動拡散に支配されていると仮定した

in　vitro予測法が報告されている．その方法は，　pH分配仮説，乳脂質相への分

配およびタンパク結合率を含む薬物の物理化学的性質に基づいている．具体的

には平衡透析法，19’　40’　41）拡散法，4246）予測回帰モデル23’　47’　48）などが報告され

てきた．特に予測回帰モデルに分類されるAtkinsonらの方法は，　pKa，血漿中

タンパク非結合率，およびpH7．2でのn一オクタノール／水分配係数の3つのパラ

メータのみからM／P予測が可能であり，他の方法に比べて予測が容易であるこ

とから，広く知れている．しかし，cimetidineやnitrofurantoinの乳汁中への移

行には能動輸送系の関与が示唆されており，21’26）乳汁移行を単純な受動拡散の

みでとらえることは困難であると考えられる．・そのため，既存の予測法の臨床

的価イ直は低い．

　血液一乳汁問において，乳腺上皮細胞はバリアーとして働き，物質移行を制

限しており，さらにヒトおよびラットの授乳期乳腺上皮細胞でトランスポータ

ーの発現が観察されたため，25’　36）能動輸送を含めた物質輸送を評価するために

は，乳腺上皮細胞を用いたモデルは有用であると考えられる．

　乳腺は，乳汁の産生および分泌を行なう哺乳類特有の器官である．乳腺の実

質をなす乳腺上皮細胞は脂肪組織中に埋まっており，この中で樹枝状形態をと

って発育する．Estrogen，　progesterone，　prolactinなどのホルモンの働きによっ

て妊娠期には，乳腺上皮細胞の急激な増殖がみられ，また，出産直後には分化

し，乳汁産生が開始され，大量の乳汁タンパク質が合成されるようになる．49）そ
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のため，授乳期間中の現象を捉えるためには，授乳期と同様の機i能を有する培

養細胞系を構築しなければならない．また，経細胞輸送を評価するためにin　vivO

と同等のバリアー機i能を有し，さらに輸送担体を介した乳汁移行を再現できな

ければならない．

　Schmidhauserらは，50）prolactinに応答してβ一caseinを発現することが明らかな

マウス乳腺上皮細胞株であるCOMMA－1D細胞51）から機i能分化した細胞グル

ープを選択的に回収することに成功し，さらにToddyWallaら52）やGerkら53）は，

その細胞を用いてタイトな単層膜を形成し，乳汁中へ移行しやすいことが報告

されているnitrofurantoinの能動輸送について検討してきた．しかし，授乳期に

おける薬物の乳汁移行性には種差が観察されることから，54）ヒトでの乳汁移行

性を評価するためにヒト乳腺上皮細胞（HMEC）を用いた培養細胞系の構築が

望まれる．

　これまでに，HMECを用いて，経細胞輸送を評価できる授乳期機能を有した

単層膜を培養した報告はない．本編では，ヒトでの授乳期における乳腺上皮細

胞を介した能動輸送を再現できる培養細胞による評価系を構築し，その単層膜

の乳汁移行性評価系としての有用性を評価することを目的として以下の検討を

行なった．

一　32　一



第一章　Tr　sin処理を応用したヒト乳腺上皮細胞培養法

に関する検討

　これまでに機i能分化したHMEC単層膜に関する報告はなく，マウスやラット

の乳腺上皮細胞（MEC）を用いた研究では，単層培養系で機能分化させること

は困難であると報告されてきた．55）しかし，Schmidhauserらは，　COMMA－1D

細胞を用いた単層培養系において，細胞をtrypsin処理することにより授乳期乳

腺と同等の分化状態に導くことに成功した．50）彼らは，ディッシュ上で

COMMA－1D細胞を単層培養し，　t17ypsin処理時間を4段階に分け，それぞれの

処理で剥がれてきた細胞を別のディッシュ上で培養した．その結果，もっとも

長時間の処理により剥がれてきた細胞，つまりtrypsinに対して最も強い抵抗性

を示した細胞のうち37％がβ一casein産生細胞（CID9細胞）であったと報告した．

このことは，tlrypsin抵抗性をもつ細胞でβ一caseinを産生する授乳期特異的な機

能が発現していることを示している．さらに，Toddywallaらは，フィルター上

でCID9細胞の単層膜を形成し，経上皮抵抗値（TER）の高いグループを選択

することによってタイトな上皮細胞単層膜の形成に成功した．52）その細胞を介

した薬物輸送実験では，nitroflirantoinは乳汁方向へ能動輸送され，52）その輸送

にナトリウム依存性トランスポーターが関与していることが明らかとなり，53）

trypsin処理培養系は受動拡散および能動輸送の両方を評価できる授乳期細胞培

養モデルとなると考えられた．

　著者らは，そのtrypsinを用いた方法をHMECに応用した．その培養法をFig．

11に示す．オリジナルのHMECをディッシュに播種し，ヒト乳腺上皮細胞培

　Cell　seed韮勲g　　　　　First　trypsln　treat猟e訟t　　　Secondぴyps量li　treatment　　Thir礎trypsiB　treat㎜e級t

　　　l　　　・t80％・・n伽・nt　　・t　80％…蝕・t　　・・80％…舳…

　　∈∋一一∈∋一唾壷｝一∈≡∋一唾壷動一∈≡∋一唾壷動

…　田醜・・w・・e　　　量　　　　1　　　　旦
じゅゆ　　むお　ゆにユののヨまヨ

usi紐g醜GM　　　　　　　1－t－HMEC　　　　　2－t－HMEC　　　　　3－t－HMEC

Fig．藁1．Cul鋤re　method　for　t－HMECs
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養専用培地（MEGM）を用いて培養した．80％confluentの状態でtlrypsin処理

し，剥離したHMECはcell　cuhure　insert上で培養し，剥離しなかったHMECは

継続してディッシュ上で培養した．Fig．11に示すように切psin処理と培養を

繰り返すことにより，各回数のt17ypsin処理に抵抗性を示したHMEC（t－HMEC）

を分取し，ディッシュおよびcell　culture　insert上で培養した．細胞は，鰐psi難

処理回数に基づいて1・・t一，2－t一，および3．t－H：MECと名づけた．

　本章では，授乳期乳腺機i能を有する細胞を培養するために，まずHMECに対

するtrypsin処理の効果について検討し，次にt－HMEC培養細胞系の乳汁移行性

評価系としての有用性について薬物を用いて検討した．

第一節　ヒト乳腺上皮細胞単層膜の形：態学的特徴

　Estrogen，　progesterone，　prolactinなどのホルモンの働きによって，妊娠期に

は乳腺上皮細胞の急激な増殖がみられる．このときの上皮細胞は立方または円

柱状の形態をとり，単層構造を形成して胃腔を取り囲んでいる．56）一般に，上

皮細胞は透過性メンブレン上に播種されると，細胞は培養容器表面に接着して，

伸展し，上皮細胞の特徴として敷石状の単層膜を形成する．そして，バリアー

機能を発達させ，輸送，拡散分泌，および薬剤取り込みの研究を可能とする．

　著者は，乳腺上皮細胞を介した輸送を評価できる単層膜を形成するt・一HMEC

を選択するために，それぞれのt・・HMECをディッシュ上に播種し，培養期間中

の細胞の形態変化を観察した．

　それぞれの単層膜の形態学的特徴をFig．12に示す．顕微鏡写真は，1－t一，2－t一，

3－t－HMEcでそれぞれ培養7，10，および14日目に撮影した（Fig．12a，　b，　c）．

これら細胞は，すべて敷石状の単層膜を形成レ，上皮細胞様の形態学的特性を

維持していた．しかし，4回のtrypsin処理を受けた細胞では，播種翌日から細

胞同士が凝集してしまい，培養3日目には凝集体のまま増殖し（Fig。12d），培

養を継続しても単層膜を形成しなかった．

　このことからtrypsin処理には最適な回数があり，以降の検討では3回までの
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trypsin処理を受けた細胞（1－t一，2－t一，および3－t－HMEC）を用いて単層膜の授乳

期乳腺機能の発現を評価した．

1－t－HMEC

　3－t－HMEC

建影1・：；灘1

2－t一一HMEC

　　　　　　　t

’．，纏∵Ψ
　　・’「・，生ごで・

」・・「ゴ・ラLP・　　ザ　．

　：1　．．ノ．墜．．ご

4－t－HMEC

Fig，12．　Microscopic　image　of　t－HMEC　monolayers（100x　magnification）．

第二節　経上皮抵抗値に対するtrypsin処理の影響

　乳腺上皮細胞は，非授乳期より授乳期で非常にタイトな細胞層を形成し，授

乳期間中の主要な物質透過ルートは経細胞輸送である，5nそのため，授乳期機

能を有する培養細胞系を構築するためには，タイトな単層膜の形成が必要であ
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る．Toddywallaらは，52）trypsin抵抗性を有するCID9細胞由来のタイトな単層

膜の形成を成功させた．

　著者は，HMECをtrypsin処理することによって，　CID9細胞と同様にタイト

な単層膜を培養できるかを検討するために，培養中，TERを測定した．

　Fig．13aに各々のt－HMECでのTERのタイムコースを示す．培養0日目はcell

culture　insertに播種した日を示し，　trypsin抵抗性のより強い細胞でTERの上昇

の開始および最大値に到達するまでの培養期間が延長した．また，TERの最大

値は，1・・t一，2－t一，および3－t－HMECでそれぞれ培養U，14，および19日目に得

られた．

　Fig．13bには，最大TERに対するtrypsin処理の影響について示す．最大TER

は，trypsin処理回数の増加に伴って有意に増加し，3－t－HMECで227±11Ω・cm2

と最も高い値が得られ，輸送研究を行なうために3・一t・一HMECがもっとも有用で

あると考えられた。
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第三節　β一caseinの発現に対するtryps㎞処理の影響

　ヒトの乳汁には，タンパク質や脂質が多く含まれており，授乳期間中に発達

したHMECでは，α一lactalbuminおよび乳脂質の産生の増加やcaseinの特異的な

産生が観察される．59）授乳期のHMECが特異的に産生するcaseinには，α一，

β一，およびY－caseinがあり，そのうちβ一caseinが授乳期乳腺機能，すなわち機

能分化の指標として認められてきた．55｝そこで，HMEC培養系が機能分化し

た実験系であるかどうかを明らかにするために，β一caseinの産生について

RTLPCR法およびWestern　blot法により検討した，

a

　1－t－HMEC　2－t－HMEC　3－t－HMEC
RT（十）　RT（一）　RT（十）　RT（一）　RT｛十）　RT（一）

β一acti皿

P－casein

b

評調『評兇評脳ぜ

■■■躍團、5kDa

Fig．　14．　Effect　of　trypsinization　on　B－casein　expression　in　t－HMEC　monolayers．　（a）

Expression　of　P－easein　rnRNA　was　detennined　in　1－t－HMEC，2－t－HMEC　and　3－t－HMEC．　RT－PCR

analysis　was　performed　with　the　specific　primer　sets．　Reactions　were　perfoimed　against　tQtal　RNA

with（＋）or　without（一）reverse　transcription（RT）．（b）Expression　ofβ一casein（26kDa）was

determined　in　3－t－HMEC，　Western　blot　analysiswas　performed　with　specific　antibody，

一37一



　Fig。14aに示すように，2－t・一および3－t－HMECでβ一casein　mRNAは発現してい

たが，1－t・・HMECでは観察されなかった．このことは，繰り返しのtrypsin処理

によってmR：NAレベルでの発現が誘導されたことを示唆し，tlrypsin処理により

強い抵抗性を示す細胞グループにおいてcasein産生細胞が多いという

Sc㎞隻idhauserらの報告に一致する．50）

　さらに，Westem　blot法によってタンパクレベルでの発現を検討した（Fig．14b）

その発現は，3－t一一HMECのみで観察されたが，2－t－HMECではmR：NAが観察さ

れたにもかかわらずタンパク発現が観察されないので，trypsin処理は転写過程

のみならず翻訳過程にも影響を及ぼしている可能性がある．

　上記の検討より，3－t－HMECにおいて機i能分化の指標であるβ一caseinの発現が

mRNAおよびタンパクレベルの両方で確認されたので，この細胞は授乳期と同

様の機i能を有していることが示唆される．

第四節　単層膜を介したモデル薬物の輸送方向性の検討

　3－t－HMECは，最も高いTERを示し，機i能分化していることから，授乳期乳

腺細胞の特徴を反映していると考えられた．そこで，能動輸送系の基質を用い

てt・・HMECを介した輸送特性を評価し，能動輸送の介在の可能性を検討した．

　これまでにいくつかの薬物において，乳腺上皮細胞を介した能動輸送が示唆

されている．ヒト臨床試験では，nitrofurantoin，36）cimetidine，21）およひ

acyclovir59）がbasa1側（血液側，　B側）からapica1側（乳汁側，　A側）へ能藪

的に輸送されることが示唆され，乳汁中へ蓄積しやすいと報告されている．医

薬品の多くは弱電解質であり，生理的環境下ではカチオンあるいはアニオンと

して存在するため，organic　cation　transporters（OCTs）あるいはorganic　anior

transporters（OATs）の基質になる可能性がある．そこで，　hOCTsおよびhOATE

の基質を用い，それらの存在の可能性を調べた．モデル基質には，OCTsの基

質としてi4C－tetraethylammonium　bromide　（TEA），　OATsの基質として

14bヲフーaminohippuric　acid　（PAH）を用いた．
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Table　6．　Permeability　of　model　substaRces　and　mamtitol　across　t－HMEC　monolayers

itatlO　ue，．　．，it．1（×106　CMIS）
Apica｝te　Basal　Basal　to　Apieal　Apical　te　Basal　Basal　to　Apical

TEA

1－t－H；VIEC　1．139±O．e83　1．22710042

2一レHMI£C　　　　　韮．1王2±0。匪56　　　　　1．230：±：0．073

3－t－HMEC　O．94e±e287　1．356±e．076×’

S．73411．382　5．980±1．111

2．299±O．270　2．193±e．080

1．395±e．256　1．622tO230

Pma

1－t－HMEC　e．8601GIO6　O．86e±e．028

2一一t－HMEC　e．864±e．10g　O．738±e．e45

3－t－HMEC　e．865±e．le6　e．860±O．e28

7．387±O．560　7．304±O．5eO

3．693±O．28e　3．652±0．25e

2．629±O．419　2．442±O．119

Each　value　represeHts　means　±　S．D．　（n＝：4－5）．

Xp　〈　O．05，　corr｝pared　with　the　value　in　apicako　basal　direction．

　3一一t一・HMECを介したTEAの輸送では，　B側からA側方向への輸送がA側から

B側方向より有意に高く（pく0．05％，Table　6），1－t一および2・・t－HMECでは，

3－t－H：MECと同様の方向性は観察されたが，両方向の問に有意差は観察されな

かった（Table・6）．このことから，3－t－HMECでは，　TEAのA側方向への移行に

輸送担体が関与していると示唆され，乳汁方向へ輸送するトランスポーターの

発現パターンとして，細胞内から乳汁方向への排出に関わるトランスポーター

のapical　membraneでの発現，および／あるいは血液側から細胞内への取り込み

に関わるトランスポーターのbasal　membraneでの発現が推察される．

　PAHではすべてのレHMECにおいて輸送方向性は観察されなかった（Table・6）．

PAH：を基質とするoATsに分類されるトランスポーターは，　oAT1，0Ar2，0Ar3，

OAr4，およびmultidrug　．resistant　associated　protein　2（MRP2）であり，　OAr1，

0AT2，　oAr3，およびoAT4はヒト授乳期乳腺上皮細胞に発現しておらず，　MRP2

はmRNAレベルでの発現が明らかとなっている．25）これらのことから，乳腺

上皮細胞でのMRP2を介したPAH輸送は，方向性を生み出すほどの重要な働

きはしていないと考えられる．しかし，今回の実験のみでは，他のOATsの存

在の可能性を否定できるものではなく，トランスポーターに対する親和性の異

なる数種の基質を用いて，さらなる検討を加える必要があると考えられた．
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第五節　単層膜でのvectorial　transportに関与するトランス

ポーターの発現

　3・・t一・HMECを介したTEAの輸送では，　B側からA側への透過がA側からB

側方向へのそれよりも有意に高く（P〈O．05），3・一t・・WMECを介したTEA輸送に

おいて能動輸送系の関与が示唆された．

　Alcomらは，授乳期および非授乳期HMECでのトランスポーターの発現をリ

アルタイムRT・PCR法により検討し，授乳期および非授乳期HMECでのhuman

organic　cation　transporter　1（hOCT1）mR：NAおよびhuinan　organic　catioR　transporter

3（hOCT3）mRNAの発現を明らかにした．25）hOCT1は，　TEAを基質とする

トランスポーターであることが明らかである一方で，hOCT3は，一部の研究者

によりTEAを基質とすると報告されている．61）さらに，　hOCT1は肝臓や腎臓

で発見され，basal　membraneに局在し，62）その機能は細胞内へ有機カチオンを

取り込むプロトンとの交換輸送系である．63）またhOCT3は，ヒトではその局

在は明らかになっていないが，胎盤肝臓および腸管などを含む広範囲の組織

に発現しており，64）マウスでは血液中から胎盤への取り込みトランスポーター

として報告されていることから，65）basal　membraneでの発現が推察され，これ

らトランスポーターによるbasahnembraneを介したTEA取り込みが輸送方向性

に寄与しているかもしれない．

　これらのことから，hOCT1およびhOCT3が3－t－H：MECを介したTEAの輸送

方向性に関与していると考えられ，t－HMECでのhOCT1およびhOCT3の発現

をRT－PCR法により検討した．

　検討したすべてのt－HMECでhOCTIおよびhOCT3　mR：NAの両者の発現が確

認され（Fig　15），これら二つのトランスポーターが，3－t・・HMECを介したTEA

輸送の一部に関与していると考えられた．また，本研究では検討していないが，

organic　cation／cairniitine　transporter　1（OCTN　1），およびOCTN2が，　TEAを基質と

して認識し，さらに授乳期乳腺で発現が確認されているので，乳腺でのTEA輸

送にそれらトランスポーターが関与している可能性がある．
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　さらに本研究でのRT・PCR条件下では，　hOCTI　mRNAはtlypsin処理回数の

増加に伴って発現も増大し，hOCT3　mRNAは，　trypsin処理回数の増加により発

現が減少する傾向にあった（Fig．15）．　Alcornらは，授乳期HMECでのhOCTl

mRNAおよびhOCT3　mRNAの発現レベルは，非授乳期に比べてそれぞれ増加

（7．8倍）および減少（0．3倍）すると報告しており，ユ5）この知見と本研究での

trypsin処理の繰り返しによる発現の変化は・一致している．このことから，HMEC

のtrypsin処理は，未分化状態から，より分化した授乳期HMECを選択するた

めの重要なツールとなっていることがうかがえ，3－t－HMECは授乳期乳腺機能

を有する単層膜であり，薬物の経細胞輸送を評価するための有用なツールにな

り得るかもしれない，

　　　　　1－t－HMEC　2－t－HMEC　3－t－HMEC

　　　RT（十）　（一）　（十）　（一）　（十）　（一）

陳・・ ｡■■■■圏■■
hOCTI

hOCT3

Fig．　15．　Expression　of　trypsin　treatment　en　the　transporters　related　te　vectorial

transport．　RT－PCR　analysis　was　performed　with　the　specific　primer　sets　for　the　detection　ef

hOCTI　inRNA　and　hOCT3　mRNA　int－HMEC．　Reactions　were　performed　against　tota］RNA　with

（＋）or　withouヒ（一＞reverse　transcription（RT）．
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第二章　培養ヒト乳腺上皮細胞の乳汁移行性評価モデルと

しての有用性評価　一薬物の乳腺上皮細胞を介し

た輸送における担体の関与と　：H依存性に関する

検討一

　前章では，HMECを3回靭psin処理することによって，授乳期機i能を有し，

能動輸送系を発現した単層膜の形成に成功した．そして，この培養細胞系が，

薬物の血液一乳汁問の移行過程における輸送担体の関与や乳汁移行性を評価す

るためのツールとなることが期待される．

　これまでに薬物の乳汁中への移行が受動拡散に支配されていると仮定したin

vitro予測法が報告されてきたが，乳汁移行過程に能動輸送の関与が明らかとな

り，それら予測法の妥当性が問題視されている．30）既存の方法がすべての薬物

に適用することが出来ないことは先に述べた．しかし，これは薬物の輸送に能

動輸送が関与しているかどうかが明らかでないため，それら方法が十分に利用

されていないとも考えられる．もし，著者らの構築した培養細胞系によって能

動輸送の関与を明らかに出来るならば，既存の予測方法を適用可能な薬物とそ

うでない薬物に分類することが可能になる．さらに，培養細胞系の輸送機能が

in・vivOと同等であれば，正確に乳汁移行性を評価できるかもしれない．

　本章では，薬物の乳汁移行過程における輸送担体の関与および生理的条件下

での乳腺上皮細胞を介した分布特性，および既存のM／P予測値をM／PAucおよ

びM／Pssと比較した．

　薬物の乳汁中への移行が受動拡散に支配されていると仮定したin　vitro予測

法が報告され，Atkinsonらの方法は，　pKa，血漿中タンパク非結合率，および

pH7．2でのn一オクタノール／水分配係数の3つのみのパラメータから予測が可能

であり，23）能動輸送の介在のない薬物の乳汁移行性を予測するために容易に用

いることが出来ると考えられる．しかし，乳汁移行過程に能動輸送が関与して
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いる薬物の乳汁移行性予測に用いることは困難であるため，既存の予測法を有

効活用するためには乳腺上皮細胞で能動輸送されるかどうかを評価することが

必要である。

著者は，モデル薬物としてateRolol，　cimetidine，およびverapami1を選択し，

培養細胞系を用いてそれら薬物の乳腺上皮細胞を介した輸送における担体の関

与を検討した．仮に，輸送担体の介在がなければ，乳腺上皮細胞を隔てた薬物

の分配は受動拡散で説明でき，pH分配仮説に従う．そのとき，分子型薬物のみ

が単層膜を透過することができるため，その透過性は分子型薬物濃度の関数と

して表されるため，66）輸送実験ではA側およびB側の両コンパートメントを

同一のpH値に設定した条件，つまりpH勾配非存在下では，それらの分子型薬

物濃度は等しく，A側からB側方向およびB側からA側方向への透過性は等

しくなる．さらに，平衡状態での両コンパートメント問での薬物分布比は速度

定数の比に等しいため，1となる。しかし，能動輸送が関与している場合，透

過性に方向性が観察されるため，平衡状態での分布比は1にはならない．

両コンパートメントのpH値を7．4にした輸送実験によりモデル薬物の透過性

を評価するために，見かけの透過係数（Papp）をeq．12によって算出し，52）ま

たmannitolのP、ppも同様に算出した。

pJu，．vat］i・e（・ei．iw一　’”eq．12

“PP　rm@A　×t×　［C］donor

［澱，。。。。’el．：ある蒔間tでのモデル薬物またはmannitolのレシーバーチャンバー中の累積透過薬物量

A　：cell　cuhure　inser重の有効透過面積

［qd。n。，．：ドナーチャンバー中のモデル薬物またはmannitolの濃度

　さらに，mannitolの透過を内部標準としてモデル薬物のP、pp（P、pp，　m。d，1）　を

ma㎜まtolのP。pp（P。pp，、m。mlit。1）　で除することにより透過係数比（P、夢p　ratio）を算

出した（eq．13）．67）

p，，，ratio：

奄ri．i｛｝？flg？1一；一f　一“p？f？．？gsl，”・eqt　i3

　　　　app．inanmtol
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　さらに，培養乳腺上皮細胞を介した分配を評価するためにP、pp　ratioのA側か

らB側方向に対するB側からA側方向の比（（B－A）／（A－B）ratio）を算出した（eq．

14）．

（B－A）／（A－B），、，i。』・・「atio画’一一・q・14

　　　　　　　　Pappratioい＿B｝

　輸送実験の結果をTable　7に示す．　cimetidineは，　pH勾配非存在下でA側か

らB側方向への輸送がその逆方向の輸送よりも有意に高かった（1．01±0。047vs．

0．86土0．024，p〈0．05，　Table　7）．しかし，　atenololおよびverapamilでは，　pH勾配

非存在下で両方向からの輸送の問に有意差は観察されず（p＞0．05，Table　7），両

薬物の（B－A）／（A－B）ratioはそれぞれ0．96および0．95だった．そのため，cimetidiRe

では，pH勾配非存在下で輸送方向性が観察され，乳腺上皮細胞を介した移行に

輸送担体が関与しているが，atenololおよびverapainilの（B－A）／（A－B）ratioがほぼ

1であることから，それらの移行に輸送担体が関与していないと考えられた。

　多くの薬物は，pKaに依存して生理的pHではイオン型で存在し，6α68）非イ

オン型薬物は，イオン型薬物よりも膜透過性が非常に高く，生体内pHの局所

Table　7．　Permeability　of　model　drugs　across　t－HMEC　monolayers　in　absence　of　pH

gi’adieRt　and　involvemeRt　of　carrier－mediated　traRsport

P　ra9嚢◎a
app

Carr蓋eぼ一層ed蓋ateCi繊itsp磯

AmB 聾一A

C蓋簸1et量dine

Ateno員ol

Vevapamil

茎．0璽±0。0瑠

。．s7　±　e．03

2．7S　±　O．S2

e．gs±o．02x一

0。毬瑠±0．02

2．6e十一〇．26

o
×

×

Each　value　represents　rneans　±　S．E．M．　（n＝3－4）

Xp　〈　O．05，　cornpared　with　the　va｝ue　in　apical　to　basal　direction．

a　Papp　ratio　＝　Papp，　modea　drug／Papp，　mannitol
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変化は薬物の分布に大きく影響する．69’　70）乳汁のpHは，産後一週間の初乳で

約7．7であるのに対して，成熟乳では約6．8と変動し，70’　71）授乳期間によって

はM／Pが大きく変動する薬物もあると考えられる．そのため，血液一乳汁問の

薬物の分布を培養モデルによる評価において，生理的条件下での実験が必要で

ある．授乳期間中の平均pHは72と報告されていることから，70’　71）B側コン

パートメントのpHを血漿pH7．4およびA側コンパートメントを乳汁の平均

pH72として輸送実験を行い，先の実験と同様に1＞、pp，P、pp　ratio，および

（B－A）／（A－B）ratioを算出した．

　Table　8にP、pバa宅io，（B・一A）／（A－B）ratioおよびin・vivoデータの解析によって得

られたM／pAucを示す．生理的条件下では，　ateltoloiおよびcimetidineのB－A／A－B

ratioは，1より大きく，　verapanti1はそれらとは逆に1より小さかった．このこ

とは，atenololおよびcimetidiAeが血液中より乳汁中へ分布しやすく，verapami1

は乳汁中へ分布しにくいことを示唆する（Table　8）．一方，　M／PAucは，　atenolol，

cimetidineおよびverapamilでそれぞれ2．9，　L7および0．6であり，M／Pssは1．47，

3．21（verapamilは解析可能なデータがない）であった．これらは，（B－A）／（A・・B）

Table　8．　Permeability　of　model　drugs　across　t－HMEC　moAolayers　in　presence　of　pH

gradient

P　rat韮O　a
a欝P

（B－A）／（A－B）罫電量ob　　M／PAucc

A一魏 B－A

C量瓢e重量dine

Ateno甕。垂

。．s4　±　g．03

O．66±＊．e7

a．3x±o．2s・x

o．sa　g　e．os　・x

1．64

豆．2夏

嚢．70

Z．90

VeraPka簸無 2．87±O．30 2．77±0．羅鴫 e．97 o．6e

Each　value　represent　meaRs　±　S．EM．　（n＝3－4）

Xp　〈　O．05，　compared　with　the　value　in　apical　to　basal　direction．

a　Papp　ratiO　＝＝　Papp，　model　drug／Papp，　mannitol

b　（B－A）／（A－B）　ratio　＝：　Average　P，pp　ratio，　B．A　／　Average　P，pp　ratio，　A－B

C　Refference　AtkiRson　et　al．，　CliH．　Pkarn？acolcinet．，　1990．
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radoと同様にatenololおよびcimetidiReでは，1より大きく，　verapamilはそれ

ら二薬物とは逆に1より小さかった．Table　8から明らかなように，（B－A）／（A－B）

ratioとM／PAucでは絶対値が異なるものの，方向性が一致することから，培養

細胞系を用いることによって定性的に乳汁一血液間の分配を評価できると考え

られた．今後，定量的な評価を可能にするためには，輸送担体の発現に関する

定量的な検討や培養系で再現できていない現象の解明が必要であると考えられ

る．
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第三章　小槍および考察

　本編では，臨床データのない薬物の乳汁移行性を評価できる方法を構築する

ために，ヒト乳腺上皮細胞を用いた培養系に着目した．これまで，薬物の乳汁

移行は受動拡散に従うとされてきたが，近年，能動輸送系の関与が明らかとな

り，両輸送系を反映した乳汁移行性の評価が必要である．さらに，薬物の乳汁

移行は授乳期特有の現象であり，経細胞輸送を評価できる機i能分化した乳腺上

皮細胞単層膜を形成しなければならない．

　Schnユidhat｝serらは，　COMMA・一　I　D細胞から機能分化した細胞グループを選択

的に回収することに成功し，50）さらにToddyWallaら52）やGerkらは53），その

細胞を用いてタイトな単層膜を形成し，乳腺細胞を介した能動輸送の存在を明

らかにしたことから，著者は，Schrnidhauserらの培養方法をH：MECに応用して

田MECを培養した（Fig．　l　l）．

　3一田MECは，最もタイト（P。pp，，，、、IMit。1〈2．6　x　10”6　c㎡s）であり，　ToddywaUa

らが透過実験において設定した条件，すなわちmamユitolの透過係数が3．9　x　10め

cm／sを満たした．これまでに，ヒト授乳期乳腺上皮におけるTERおよび

mannitolの透過性に関する報告がないが，3－t－HMECは，細胞間隙の透過を抑え

た単層膜であり，HMECを介した輸送特性を評価するために有用であると考え

られた．さらに，この単層膜が授乳期機i能を反映するかを検討するために機能

分化のマーカーであるβ一caseinの発現を確認した．　Schmidhauserらは，　trypsin

処理二二の増加に伴って，β一casein産生細胞の含有量が増加したと報告してい

る．50）本研究では，mRNAレベルでは，2・一t一，および3－t－H：MECで発現が確認

され，タンパク質レベルでは，3・・t・・HMECのみで確認された。この結果は，　trypsin

処理回数の増加がβ一casein　mRNAおよびタンパクの発現を促進したと考えら

れ，Schmidhauserらの報告に一致した．3・一t－HMECでのTERの上昇は，接着に

関わるタンパク質の発現の増加により説明することができる．そのタンパク質

の中に含まれている細胞間連絡路として働くgap　junctionが，乳腺上皮細胞での

β一caseinタンパクの産生に関係しており，73）trypsin処理がgap　junction形成に影

響を及ぼしているかもしれない．
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　3・・t・一HMECは機能分化したタイトな単層膜を形成した．3－t－HMEC単層膜を用

いて，TEAを基質とした輸送研究では，　B側からA側への透過が，　A側からB

側方向へのそれよりも有意に高かった（P〈0．05）．しかし，i毒および2・・t－HMEC

では，そのような有意な輸送方向性は観察されなかった（P＞O．05）．したがっ

て，3・・t－HMEC単層膜は，薬物の経細胞輸送を評価するための有用なツールに

なると考えられる．t・・HMECにおいてTEAを基質とするhOCTIおよびhOCT3

の両方の発現が確認され，これら二つのトランスポーターが3－t－HMECのbasal

membraneを介したTEA取り込みに関与し，輸送方向性に寄与していると推察

された．

　授乳期HMECは，　hOCT1およびhOCT3以外にカチオン純物質を基質とする

トランスポーターを発現していることが明らかになっている．35）例えば，

ocτN　1，0cTN2，およびmuki－drug　resistance　protein　1（MDROがあり，これ

らはすべてapical　membraReでの発現が報告されている．74“76）また，細胞内への

取り込みトランスポーターであるOCTMおよびOCTN2は，　A側からB側へ

基質を輸送し，77）乳児の薬物曝露を防ぐ働きをするのかもしれない．しかし，

MDR1はapical　membraneに発現する排出トランスポーターであるため，76）乳

汁方向への基質の輸送を促進する可能性があり，MDRIは基質となる薬物への

乳児の曝露を引き起こすかもしれない．

　Cimetidincは，これらトランスポーターとの相互作用が明らかとなっている．

輸送実験より，pH勾配非存在下ではB側方向への輸送がその逆方向に比べて

有意に高く（p＜0．05），血液方向へcimetidineを輸送する担体の関与が示唆され，

OCTNsが強く関与しているかもしれない。一方，生理的条件下では，　pH勾配

非存在下と方向性が異なり，A側方向への輸送が有意に高く（p＜0．05），生理的

条件下では乳汁中へ移行しやすいことが明らかとなり，この結果はM／PAucお

よびM／Pssと一致していた．カチオン性薬物では，その輸送が受動拡散に支配

されるとき，A側のpHの7．4から7．0への低下によって分子型薬物濃度が減少

するため，A側からB側方向への輸送も減少する．また，そのpH範囲内での

B側からA側方向への輸送は，影響されないことが明らかとなっている．79）

CimetidineにおいてもpH勾配非存在下と比べて生理学条件下ではB側方向へ

の輸送の減少が推察され，実験結果はその推察に一致する．しかし，pH分配仮
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説に従った予測値（1．i2）より（B－A）／（A－B）ratio（L54）ははるかに大きく，　A

側pHの変化によるB側からA側方向への輸送の増大および輸送方向性の変化

は，apical　membrane上でのpH依存的な機i能を有する輸送担体の関与が示唆さ

れる．これまでの報告から，OCTN　1の取り込み機能がpHの減少によって低下

するため，74）cimetidineがOCT：N　1の基質となりうるなら，生理学的条件下（A

側pH7．2）の実験ではその取り込み機i能の低下が輸送方向性の変化に起因して

いるかもしれない．また，apical　membrane上に発現するATP依存的なトランス

ポーターであるbreast　callcer　resista難ce　protein（BCRP）は，細胞内からの排出輸

送にかかわっており，Jonkerらによってcimetidineのマウスでの乳汁移行にお

いて重要な働きをしていることが明らかにされた．79）これまでに，BCRPのpH

依存性に関する報告はないが，apical　membraneを介したcimetidineの乳汁移行

を考慮する際BCRPの関与を無視することは出来ないであろう．Atenololは，

pH勾配非存在下での輸送が受動拡散に支配され，さらにA側のpHの7．4から

7．2への低下によって分子型薬物濃度の減少によるA側からB側方向への輸送

の減少が観察された．また，そのpH変化によってB側からA側方向への輸送

が影響されないことから，atenololの乳汁移行に輸送担体の関与の可能性は低い

と考えられた．verapamilは，　MDR1の基質となることが報告されている。しか

し，MDRI　mRNAの発現は，非授乳期に比べて授乳期では減少し，さらに正常

ヒト乳腺上皮細胞株であるMCF12Aでは，そのタンパク質が細胞膜上に局在し

ないことが示されている（lto　e重aL，　UApublished）．このことから，授乳期乳腺で

はMDR1は細胞膜上での輸送機能を発現しない可能性が考えられ，　verapamil

の輸送方向性が観察されなかった結果は妥当かもしれない．しかし，生理的条

件下での実験においてA側からB側方向への輸送の減少が観察されず，pH勾

配非存在下での実験結果と変わらなかったことは，pH依存的な輸送担体の関与

を完全に否定できるものではなかった．

　上記の3－t－HMECを用いたiR・vitl’o透過実験の結果および既存のM／Pの予測値

とM／PAucおよびM／Pssとの比較をTable　9に示し，評価系としての可能性を考

察した．Verapami1のM／Pssは，解析に必要なデータが無いために，ここに示す

3薬物においては，M／PssとM／PAvcがほぼ等しいものとして考察すると，　pH

勾配を設定した3－t－HMECの値（A），（D）および（E）は乳汁中と血液中の濃度
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の大小関係（M／Pが1より大きいか小さいか）は推定できているものの臨床デ

ータを反映するには不充分であった．しかし，（D）および（E）は能動輸送を反映

する根拠がないのに対し，（A）は能動輸送を反映している可能性がある．一方，

本研究でのpH勾配を設けない実験（B）および血液と乳汁のpHの違いのみを

考慮に入れた（C）では，正しい予測は難しいと考えられた．今後，3－t－HMEC

を用いた方法をより高感度で，かつ定量的にするために，輸送担体の発現に関す

る定量的な検討や，能動輸送以外の薬物の移行過程における培養系とヒト乳腺

組織の差異についての解明が必要である．

Tabie　9．　Comparison　of　experimeatal　data　with　various　M／P

（B－A）f（A－B）ratio” Phys董COC】陸e搬圭ca垂predl襲C糠。】臣 C畳隻魏ica隻d滋a

pH　gradient

瓢｛》？ub　　酸／PpぬaseC　　瓢／P，P撫ase　d MIPAuce　iVIIPss
十

（A） （B） （C） G）） （E） （F） （G）

C垂斑e重罪d韮難e　　　　L54　　　　0．85

A垂e総0蓋o1 1．21　O．97

Verapa鍍ヨi韮　　　　　0。95　　　　　　0．95

1．12

1．58

1．57

6．go

lS．．2

e．54

3S6

2．83

O．70

1．70

2．90

e．60

1．47

321

a　（B－A）／（A－B）　ratio　＝＝　Average　P，pp　ratio，　B－A　／Average　Papp　ratio，　A．B

b　Prediction　equation　is　derived　from　the　pH　panitioning　theory．

cPredict圭。簸equatioR　is　the　fU簸ct量on　of　par縫重io簸coe茄cie斜日s　from　P董asma　to　milk　lipid　a琵（i　plas1γka

宅0翻kprote沁。

d　The　equation　of　（D）　is　logarithmica｝ly　traBsformed　and　regressed　to　MIPAuc．　Tliis　equation

having　contribution　ratio　of　term　is　used　as　prediction　equatien．

”　Refference　Atkinson　et　al．，　Clin．　．Pliarmacokii？et．，　1990．

一50一



結　論

　以上，著者は二編にわたり，薬物の乳汁移行性評価法について検討し，第一

編では，臨床データのある薬物では，そのデータを活用して乳汁移行性を正確

に見積もるための方法，第二編では，臨床データのない薬物の場合，授乳婦が

薬物を服用してそのときの乳汁を採取することは倫理的にも困難であることが

予想されるため，臨床データを用いないin　vitro予測法が必要であり，その方法

の構築を試み，次の結論を得た．

1．薬物の乳汁移行性を評価するための新規薬物動態学モデルの構築と提案

　臨床データのある薬物では，経時的に血漿中および乳汁中薬物濃度が測定さ

れているが，これまではそのデータの動態学的解析を可能にする方法はなかっ

た．そこで，著者は臨床データの解析により乳汁移行性評価が可能なコンパー

トメントモデルによる方法を構築した．

　著者は，乳汁中への薬物移行は乳腺上皮細胞を介した排泄現象であるとみな

し，この排泄が，乳汁産生とは独立した一次の速度定数ke一，に従うと仮定した

（Fig．　lb）．さらに，ブレストコンパートメントは乳汁および薬物が排泄される

一次貯蔵コンパートメントであり，授乳によりそれらが体外へと最終的に排泄

されるモデルとした（Fig．2）．また，著者は，　M／Pを定速静注時の定常状態に

おける乳汁中対血中薬物濃度比（M／Pss）と定義し，　M／Pは，経口投与あるいは

定速静注後の血漿中および乳汁中薬物濃度の解析により得られた速度論パラメ

ータと，乳汁産生速度（Z）の関数として表現した．そして，ブレストコンパ

ートメントを含む最も高次なモデルとして4一コンパートメントモデルを構築し

（Fig．2），　M／Pss，　GおよびCmそれぞれの理論式を導き，解析を行った。

　ヒトの血中および乳汁中薬物濃度が測定されている論文を検索し，7種の薬

物の解析を行ったところ，alprazolam，　atenolol，およびcimetidineのM／Pssは，

論文中で報告されているM／PAucにほぼ一致した．また，　amoxicillin，　cefadroxil，

cefalexin，およびnizatidineに関するM／PはMM、。ncとしてしか報告されておら

ず，あらためて，妥当なM／PであるM／Pssが得られ，授乳婦に対して臨床的使
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用頻度の高いこれら抗生物質（amoxicillin，　cefadroxil，およびcefalexin）のM／P

は小さく，また，H2遮断薬として使用頻度の高いnizatidineが，比較的乳汁中

へと移行しやすい薬物であることを明らかにした．さらに，得られたパラメー

タを用いることで，用法用量や授乳スケジュールの違いによる乳児の薬物曝露

の計算が可能になった。

2．ヒト乳腺上皮細胞を用いたin　vitro乳汁移行性評価モデルの構築

　臨床データのない薬物では，授乳婦が薬物を服用してそのときの乳汁を採取

することは倫理的にも入手困難であることが予想されるため，臨床データを用

いないin　vitro予測法が必要であり，HMECを用いてその方法の構築を試みた．

その結果，授乳期機能を有する単層膜の形成に成功した．ヒト細胞での成功は

本研究が初めてである．

　著者は，Schmidhauserらの培養方法50）を改良し，　HMECをtrypsin処理する

ことによってt－HMECを培養した．3回までのtlYPsilt処理を受けたHMEC（1－t一，

2－t一，および3－t－HMEC）を単層培養してそれぞれの細胞単層膜の機i能を評価し

た．3－t－HMECは，最もタイトな単層膜を形成し，β一caseinを発現しており，授

乳期機能を有する単層膜であることが明らかとなった．さらに，その単層膜を

介したTEA輸送は，血液側方向より乳汁側方向への有意な方向性が観察され，

TEAを基質とするhOCT1およびhOCT3の発現も観察された．このことから，

3－t－HMEC単層膜は，授乳期機能を有する能動輸送系を発現していると考えら

れた．その単層膜の有用性を評価するために，pH勾配存在下およびpH勾配非

存在下での薬物の輸送実験を行ったところ，この単層膜は輸送担体の関与を明

らかにでき，また乳汁一血液間の薬物の分布を定性的に評価できることが示さ

れた．

　以上のことより，薬物の乳汁移行は，臨床データのある薬物ではモデルによ

る解析により評価が可能になり，一方，臨床データのない薬物では，in・vitro培

養モデルを用いることによって，定性的な評価が可能になった．今後，培養モ

デルでの定量的な評価を可能にするためには，さらに詳細な検討が必要である．

　今後，本研究で構築した方法は，臨床上および医薬晶の開発段階において授

乳の安全性を評価するために有用であり，利用されることが期待される．
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　最後に，本研究に御協力頂いた城西大学薬学部病院薬剤学講座諸氏に深く感

謝致します．
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付録

4－inf－Pモデルの解法

定速盤注壁製L島塾の墨途式

讐一κゲ（k，i　一tmk12　一i－k、3）x，…k，，・x，…k，，x3

讐・斌一（いりx，

露坐，κ「橘

SXI　一・Xi…一
n（勺璃2璃3）Xl・ん遇・ん，，x3

SX2　m　X2｛e｝　＝　lg　2　Xi　一　（k，．．，　＋　k2i　）X2

sx3　一x細罵ん｝3x「た31・￥3

（s＋　k，．1　＋　lc12　＋　k13）x】　一k，2x2　一た…3κ，　一　争

一k2×1　＋（3＋κ汁ち1）λ「2篇0

一　ki3Xi　一F　（S　＋　k．，　i）i￥3　一一　O

Xl　＝

κ
5
0

0

0

　　一ち1

（s＋転＋々2∂

　　　o

　一k
　　31

　0
（S　＋　k，］

（S＋亙～縁12＋　k13）

　　　一　k1ユ

　　　一　k13

回り（∴

　　！g＃，一　（s　＋　k，．．，　＋　k，，　XS　＋　k，，）

（5磯～＋lg，　＋　k，，　Xs＋転搬21×5＋んの橘，蝋∫＋ん計々，、）凶2ん2、（3璃、）

争（s・い尾1×5・り

　　s3　＋（k・i・いいいい編）s2・〔繁妄1㌻駕窺恥鞠橘〕3

　　÷瓦～ん訴31＋ん訴2《1＋砿々12た31

となり，分母を（S＋Ct）（S＋β）（S＋γ）とおくと

一54一



燦≒論陣）
　　一κ。（5磯汁ん，、X3磯1）

　　　　s（s　＋　avXs　一F　BXs　＋　r）

このとき，

CV　B　7’　”　ketk”．rk3i　一t“　keik，dnik3i　＋kvxl“2k3i

αβ＋βγ＋γα＝keike．，＋ke／kx＋恕1ん3…＋ke．yk12＋ke，，ki3＋ke，k3．　i＋尾2ん3…＋kl］　k2ド←ん2訴3｝

cr　＋G　＋　7　””　kei　m｝一　kex　一｝”　ki2　一t一　ki3　＋　k2i　’f一　k3i

となる．

ベネットの便法を用いると

ん1－ P8一鍋、鋼♂・’・鍋餌鑑一・1

で表わされることから，

κ汗κ・ん・垂Q1）・κ・（い左ゴαXんバ・）幽κ・（転・ん・「βXんバβ　cr（a－BX’｝’一cr）　“’　i　B（B一（｝fX7’rm　B））e一・’・　・　KLt（察1釜告諜γレ’

　　　　　礁・璃1）．（養謎・・一αXゐゾα）e一・u　＋（い々ズβX左ズβ）〆・

　　　　　　　aB7　’　or（cy－B）（’x－cr）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B（B　一　afX？’　一　B）
　　＝＝　K
　　　　OI　“（砿璃・一γXたバγ）e一一γt

　　　　　　　　7（r－aXB－7）

となる．さらに，定常状態（t→○○）では，

　　　κ幽（κ，磯，＞
Xtの・：

　　　　　　0r　B　7

　　　κ轟（kav　＋　k2i）
C，pt　＝

　　　　　vaBT

となる．

照と同様に超について解くと

　　　　　　（S＋kei＋ki2＋ki3）！lll／L’　mk3t

　　　　　　　　　－kn　O　　　o
　　　　　　　　　－k，，　O（s－g－k，，

X’＝
is－t－k．1－1－k12　g－k13）　一k2，

@　　一ん1，　　（5＋砿＋k，1@　　－k，3　O）
i∴／

　　一　Kekn（S＋k3i）

　　　s（s　÷　cMXs　＋BXs　一F　r）

となる．

これをベネットの便法を用いて解くと，

2i（0），　g2（．α），ρ3（．β）およびg4（．，）は，漏のときと同じであり，
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卿倫γ・

で表わされる．

乳汁中薬物量は，

d．￥

　　m所謬っ
　　　　　“，1’　：dt

一κ・脇儲

　　　　　　　　　k3］

。（た3「αe一（1t＋たズβ盾秩|BX7－cr）V　’B（B－aX7－B）｛γ（，鑑爺．γヂ’〕

κm窯κ。々訴、2

　　　　k3］　M　cr

r　’ @a（cy　一　rsX7’　一　（y）

　　　　　　k31　一　cy

十

f，1　dt＋一Ey（E．i一　i！biilkii2’rsi　Mx．X．　rm．　fj　e一‘t’dt＋B（T，

］1　一r

ゼ・’＋　　編一β

　　　β（β鍛xγ
　　ξブβ1

th
@f3）

k．，，　一　rs

一　orXr

・7，無γヂり

．　7`
xi，iJliLiSl12il一：一J£i一］k－E一，）ijentr’dt

k3tt　　kバα

ir7is　fj　erm　fr”dt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IS’i一一：一SZww，．’　9　．　m　g．　Cr’i＃，rmk’t
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e一（u　一｝一
　　　　　　　　〇rrs　7　a2（cr－6×7－cr）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a2（cr－rsX？”一a）　rs2（rs－cMX7－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rs）
　　コκ。丸．，k12

　　　　　　　　　　　　k，，一5　k，．，一7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イγ・＋　k・，　一γ
　　　　　　　　＋　7ii5，nUiilliiLEERi　F－li15s　mi（y’　7rm　g3）M　7i’i一（FIIiiiElli？／　一‘c｝f　13一　7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72（7　一　crXrs　一　7）

　　　　　　　　Eikts’　Ls」i’7－wh，一　，，’一3is－xC．．1　m．，）（e一（’‘一1）一wh，　Bii，M，　fi．，．一fi）（e”ki’一1）

　　＝κ。丸，ん鷺

　　　　　　　　一γ≠粛）レー1）

　　　　　　　　。んガγ㌔・（編≒（・一・一り・β・尚1．β）。一〆1）

　　皿κみた，、

　　　　　　　　・，≠論）。イγう

tsOOのとき

瑠醐儲。㌔・（ky　一acv－BXnr－cy）・β≠諺β）・γ・（。下部γ）〕

となり，ちからt2時間の問に乳汁中へ移行した薬物量（Xm（t2）一寸。紛）

＆画一κ〃1儲・γ・α・（。ue・・BX？一（Y）・β・（β竺諺β）・γ・（。～論）〕

　　　　　　　　燃〔。毎へγ㌔・（．1／Xfl：一Ei，i　M　cr，　一　．）・β・（景β）・γ・（。墾1茄．γ））

　　　　　　　一κ辮・蓋（1・一・tl）

よって，

c。響1い）
M　Z（t2－tl）

　　＿κ。丸汐幽

　　　cr　B　7　Z
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M／Pは，

Kek”yki2k3i

％・1％ゾ講1経ぴ（ん篭1影

vcyBr

4－po－Pモデルの解法

経乱逆皇壁塗L蟻の理論式

dX
ユ篇一たλr
ゴ1　　‘1”

！1／IIIL／i　＝＝　k．X．　pt　（ICei　mF　ki2　＋　k“　）Xi　一F　k2iX2　＋　k3iX3

争一州一（砿磯・Pt・

争一脳一戸

SX．　一　Xa（e｝　＝”　一ka　Xa

sx，　一・￥ゆ｝”　k。Xti　“一（k。！＋k12　＋k13）x；＋編x2縁31x3

∬ゴX2（｛｝）篇たに・￥ゾ（k，．，　Hlm　kx）X2

SX3　一　X3｛｛，）　＝　k13Nt　一k．，IX3

凡（O）”＝FXe，照（0）　・FXO，超（0）＝＝FXe、悉（0）＝FXOなので・

sx　，，一FX　o誕一札x、

sx，”　k〆X、、一（ん、，～十k12）A’【＋た2i・Yゴ←k3iX3

5：x2瓢編κド（た。汁磁）x2

SX3＝k，3X，一k3，X3

整理すると，

（S　＋　k．　）X．　＝　FXo

mk．　m＋一（S＋kei＋ki2）Xi　nt　knX2－ICi3×3一一〇

一触￥1＋（S十ka．r十k2　i）X2　＝0

－k，，X，＋（S＋k，，）X，＝O
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Xl　＝

（S＋k．）　FXu

　－lc．　O

　e　　　o

　o　　　o

　　　o

　　一　k21

（S　十　k一，i　＋　ke．i’）

　　　o

　o
　一編

　o
（5馬

（S　＋　k．）

7
κ
◎
0

一

　　　　　o　　　　　　　o
　（s　一F　k…2＋k13＋んの　　 一　kr董

　　　　一一　k，2　　　（S　一F　k2i　十　kex）

　　　　一k，，　o
一噌（　　一　k12S　一1一　k，，　＋　k．．，　　　o）∴

　　o

　m　k3｛

　　e

（3紐，、

三豊蒙穐）赤り（∴

　　　　　　　　　　　　　　研。ん。（s＋kゴ←砿X5「＋編）

（3筑X（5琉1＋た、、÷た、，X3磯汁儲5．柔だ、、）略3た3…（ε績計ん2D魂2左21（3＋た3」）

F￥ek．（3÷ゐゴ←砿x5「牽た31）

畦∴∴∵∵＞S2鵜推1：畿譜脇精〕s）

となり，分母を（S・｝一lc。）（S＋Ct）（S＋β）（S÷γ）とおくと

　　　E￥訴。（s－Fk，、磯．X5馬）
X，　””

　　　（s　＋　k．　Xs　＋　crXs　＋　6Xs　＋　7）

ただし，

αβγ篇勺転々31牽ん訴2iた3i＋ん“内2ん3韮

αβ＋βγ＋γα篇勺砿＋ゐメ21＋たメ31＋ん訴12＋左訴13＋越鳥3｝＋々】2々31＋々i3んユ1＋　k21　k31

α幸β＋γ＝勺＋十一i一　ki2－1一　k13＋　k21牽勺

である．

ベネットの便法を用いると

ん・一 ｽ8遷鴇｛ e，　（一　ev）

名（一αレ．君（βレ。君（・レ

e，（B）V　’e，（7）

で表わされることから，

κβ研諏転璃・魂Xんザん・）e－k．t＋
　（α一ん。Xβ一んσXγ一ん、、）

E￥。ん、（ん、べ←k21一βXk3，一β）
一β’牽

既た。（いんゴ。・Xk，，　一　c￥）

　　（k．　一　aX5一　crX7一　cy）

EXeka（A’．．，　＋　k2i　m　rsXk3　i　m　7）

entt±t

（k．一6Xa－3X

m　FL￥u　k．

（α一白，Xβ一んσXγ一んa）幽（1、。　一。Xβ．αXγ一。）・

・尚尚緯β’・磨が肇1蓉三三

　　　　　　r－rs）

（砿＋kゴ左漁、一り

　（k．　一　7Xor　一　rXrs　n　7）

（砿＋k，，　一　crXkバαL。，

e－rt

となる．

t　58　一



　　　（S＋k．）　O　o　’一一一一15
　　　　－ka　（S　mF　ki2＋ki3－i－kei）　一k2i　rm　k3i

　　　　　O　一km　（S＋k－ii＋k．．）　O

　　　　　O　一k，．，　O　（S＋k，，
　　一　FXek．kn（S＋k3i）

　　　（S　÷　k．　XS　＋　aXS　＋　6）

ベネットの便法を用いて解くと

9i（0），　g2（一．），　g3（一β），およびρ4←γ）は，渇のときと同じであり，

　　　　　　　　　　　　ISIt｝！一．　Ll！se7m”rmmrm．．一：．一1　k“．．　．　e－k”’m＋一＃．．31－CY．．　．　ent‘i‘

　　　　　　　　（CYmka　Xrs－ka　X7－ka）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k，，　一　orXrs　一　crX7一　cr）

X2　＝　F；￥okaki2

　　　　　　　　＋一7一一一r．（．．3i－E，．　．．e”k；‘一｝一＃．13］一r．．　．e－r（

　　　　　　　　　（k．一rsXcr－5×7－rs）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．　一　7X（y　一　7Xrs　一　r）

で表わされる．

乳汁中薬物量は，

dX
　　ca”　＝k．．X’

dt　’ex　‘

　　　　　　　　　　　　　　k・・　”　ka　♂・．　々ズα　e－at
　　　　　　　　　　（or　一　A’．　X3　一　ka　Xr　一　ka）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．一crXB－cyXr－a）
　　＝　FL￥。左んん12

　　　　　　　　　　．　んバβ　〆’．　々バγ　e－rt
　　　　　　　　　　　（k．　一　BXcv　一　X3×7’　一　B）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．　一　rXor　一　7XB　一　r）

　　　　　　　　　　　　　　　　4｛t￥一Zlk一．．　7i　kaw　．　emkat－tm＃．．］．i一（1．．　．　ermat

捗研晶肥州γ一∵いll二lx翼，漉
　　　　　　　　　　　　　（k．一BXa－BXr－B）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．　一　rXcr　一　7XB　一　r）

　　　　　　　　　　　　　　（呪箭，一、ka）／：・一伸4・＋（い篇，．α）／：e”“・dt

X，n｛i）　一　Xm（e＞　＝　FXekaktLykt2

　　　　　　　　　　　　　　・い篇x，一β）卿・（　　k31　一7k．一rXa－rXB－r）エ：e一’・”dt

よって，血中濃度は，

　　　　　　　（k，・．r　m｝m　IC2i　一　ICa　Xk．3；　一　ka）e－k，・．（砿＋lcゴ礁一α），一・’

　　　FXok．1（cr－ka　Xrs－ka　X7　th　kct）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．一〇rX6－aX7－or）
C，　＝

　　　　’／　1一＋一Wte．v“ig；｝一rsXk．3i　maE．），一f’t＋lltk！iNwwktS．一：．liilglbl＝lu！一’k11－f3X．k．3］ha7．），一ri

　　　　　　　　（k．一rsXa－rsXr－rs）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（k．　一　rXdv　一　rXB　一　7）

となる，

照と同様に超について解くと次のようにあらわされる。

　　　　　i（S＋k．）FXo　O　O
　　　　　　－ku　O（3十　k｝2十k13一←たぜ，）一　k，1

　　　　　　　0　　　0　一k．　o
　　　　　　　o　O　一k，，　（S＋k，，
X，　＝
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Xm（e）＝＝Oなので

　　　　　　　　　　　　天（　k3i　一　kacv　一　k，，　XS　一　k．　X－i’　一　k．）幽）一α（蒜諾x，．α）㈲．

x，面誕研。た護汐
　　　　　　　　　　㌦β（　ky　rm　rsk．　一　rsXcr　一　rsXr　nv　6）い㌧・）一γ（札無xβ．γ）の）

　　　　　　　　　　　　、。（論…領岡レ）㌔（蒜農x，一．一　、，）6イ“‘〉

　　　＝　FXok．k．k
　　　　　　　　　　l2・β1蒜識γ一β）oイ・・）・γ（　　k3，　一7k．　一　rXcy　一　rXB　一　7）←イγ・）

となり，tlからt2時間の間に乳汁中へ移行した薬物量（．￥M（t21’・　x。（tl））は，

　　　　　　　　　　　　　　　　　k．（蹟詩感。イ綜う㌔（蒜島x，．。）（1　一　・”‘”r

”￥m｛i：｝一　”￥，”｛h｝＝　FXek．k，，．k

　　　　　　　　　　　　　　　　l2・漏斗x。．β）←一・弟’・・γ（→さ…三細奪一・一・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ka（　　　　　k3i　in　kaα魂Xβ魂Xγ魂）。イリ・。（論三告x。．α）。一の

　　　　　　　　一醍。た人，ん12

　　　　　　　　　　　　　　　　　・β（丸．謡x綱e一の・γ（蒜譜xβ一γ）レ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　ka（　　　k3t　一　k．α腋。xβ一丸xγ腋、）¢帝“イ轟〆・

　　　　　　　　　　　　　　　　　・α（　k3i　一aka　一　crXB一　crX7　m　C￥）匹皿0陸）

　　　　　　　　＝　FX。ん、，砿砺

　　　　　　　　　　　　　　　　　・β（丸．岩x。一β）←～託；り

　　　　　　　　　　　　　　　　　㌻（　k3，　一7k．　一　’7Xcy　一　rXI3　一　T）い一・㎜r’

　　　　　　　　　　　　k．（。箪笥眠）いイ穏・

研，燃・α（蒜嵩x，ナィつ
C．＝
M　Z（t2－t］） e7iictEI’：wwlilillklEliii（iJ一．一rsii－Bsx7rmB）（e”“”i　me”””’：）

　　　　　　　　　　　竃臨写xβ．γ）いイr’・
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第二編の実験方法

KIl試薬

　ヒト乳腺上皮細胞基準培地（MEBM⑪）と乳腺上皮綱胞添加因子セット（MEGM⑧

singleQuots）の二つからなるヒト乳腺上皮細胞専用培地（MEGM⑪）キット，および

O．025　O／o　tirypsiR　／　O．Ol　O／o　EDTA，　trypsin　ne“tralizing　solution（TNS），　hepes　buffered

saliRe　solution（HBSS）の三つからなるサブカルチャー用試薬パンクは，　Cambrex

BioScience　Wakersvill　Inc．（MD，　U．SA）から購入した．　EHS肉腫由来の細胞外

基質であるMatrigel⑧は，　BD　Biosciences（CA，　U．S．A）から購入した．［1－3H］

D－marmitol（20　Ci／mmol），　lethyl－1－i‘C］TEA（55．4　mCi／minol），　［glycyl－1－i‘C］PAH

（55mCi／mmol）および［：N－methyl一一3H］verapami1（8　Ci／mmol）は，　American

Radiolabeled　Chemicals　IRc．より購入し，［：N・・methy1－3H］cimetidine（25　Ci／mmol）は，

Amersham　Biosciences　UK　Ltd．（Little　Chalfont，　Buckinghamshire，　UK．）より購入

し，［ring－3H］atenolol（7．3　Ci／mmol）およびD｛1－14C］mannitol（53　mCi／mmol）は，

Moravek　Biochemicals，　Inc．（CA，　U．S．A）より購入した．その他の試薬は，　Sigma

Chemicals　co．（MO，U．S．A）から購入した．

【2】細胞培養

1．細胞

　HMEC（Cambrex　BioScience　Wakersvill　Inc．）を用いた．

2．Matri　el⑧コートしたディッシュおよびcell　culture　insertの調製

　一20℃で保存されたMatrigel⑧を一晩かけて4℃で解凍した．そして，氷冷下，

解凍したMatrigel⑧をMEBM⑧で250μg／mしに希釈し，コーティング溶液を調製し

た．コーティング溶液を100mmディッシュ（rWAKI）に8mL，24　well－cell　culture

insert（Becton，　Dicldnson　and　compan》～NJ，　U．S．A）に125μL／well，12　well－cell

culture　insert（Becton，　Dickinson　altd　company，　NJ，　US．A）に360μL／well入れ，
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37℃で3時間インキュベートし，Matrigel（Dをポリメライズさせた．インキュベ・一一一ト後，

クリーンベンチ内で数分間放置し，余分な溶液を除去した．最後に，コーティング部

分をphosphate　buffered　saliRe　solution（PBS）で洗浄し乾燥させた．

3，培地調製

　培養には，MEBM⑧にMEGM⑧ブレットキット（insulin，　hEGF，　hydorocortione，

amphotericiit－B，　gentamicin，ウシ脳下垂体抽出物）を添加し，　MEGM⑧を調製した．

このMEGM⑧を用いて，最終濃度がIO　ptg／mしのprolactin添加MEGM⑧を調製し

た，ただし，trypsin処理によって剥がれた細胞の培養には，　hEGFは除去した

prolactin添加MEGM⑧であるdifferentiation　mediumを用いた．

4．重一HMECの培養方法

　t・・H：MECは，　HMECをディッシュ上で培養し増殖後にtrypsin処理し，その処理によ

り剥離した細胞であり，Schmidhauserらの方法を模倣して培養した．以下に詳細を示

す．凍結保存したHMECを37℃の水浴で融解し，血球計数盤を用いて細胞数を計

数した．Matrigel⑪コートした100　mmディッシュにHMECを播種密度100，000　cells／

ディッシュで播種し，37℃／5％CO2条件下で培養した．このときの培地は，

MEGM⑧を用いた．80％con舳ent到達後，　t1γpsin処理し，ディッシュから剥がれな

かったHMECを同じディッシュ上で継続して培養した．再び80％confluent到達後，

trypsin処理を行い，ディッシュ上での培養とtlrypsin処理を合計3回繰り返した．各々

のtrypsin処理により剥がれてきた細胞は，　trypsin処理の回数に基づき1・・t一，2－t一，お

よび3－t－HMECと呼ぶことにした（Fig．11）．

　t－HMECは，　Matrigel⑧コートしたcell　culture　insert上で，　TER測定および輸送実

験のためのもの，また，Matrige1⑧コートした60　m凱ディッシュ上で，　RT・PCRのため

のものをそれぞれ培養した，このときの培地は，differentiation　mediumで，　cell

culture　insertは，面積が09　cm2，またはO．33　cm2，ボアサイズは1．0隅のものを用い

た．

　80％co㎡1uentの細胞は，顕微鏡（MO21，0LYMPUS，　Tokyo）により観察し，　TER

は，チョップスティックエレクトロードを備えたMillicell　ER．s⑧（MILLIPoR　E，　MA，

U．S．A．）で測定した．
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【31Trypsin処理を応用したヒト乳腺上皮細胞培養法に関する検討

1。t－HMECの形態学的評価

1回から4回までのtrypsin処理を受けた細胞をMatrigel⑪コートした60㎜nディ

ッシュ上に播種し，単層膜を形成するまで培養した．そして，顕微鏡観察下，Polaroid

PDMc　n／Oしにより，光学顕微鏡写真を撮影した．

2．RT－PCR法およびWestem　Blo重法を用いた一caseinの発現に関する検討

1）　Reverse　transcriptase　polymerase　chain　reaction　（RT－PCR）

　Total　R：NAは，1－t一，2－t・一，および3・・t・・HMEcsからRNeasy　Mini：Kit⑭（QIAGEN）

を用いて抽出した．

　RT・・PcRには，　one－step　RT－PcR　Kit⑧（QIAGEN）を用い，マニュファクチャープ

ロトコールにしたがって0．5pgのtotal　R：NAを含む全量50μしの反応混合液を調製

した．

　遺伝子特異的プライマーは，次に示すものを用いた．β一casein　sense：5’一ArGAG

GACCAGCAGCAAGGAGA－3’およびantisense：5’一GGAGCAGAGGCAGAGGA

AGATG－3’．　RT－PCR反応スケジュールは，以下の条件で行った。初めに，50℃，30

分間の逆転写反応，そして95℃，15分間のD：NA　polymerase初期活性化ステップ

を行なった．その後，40サイクルのcDNA増幅ステップは，95℃で45秒問，60℃

で45秒間および72℃で30秒間行い，最終エクステンションを72℃，IO恩間行な

った後，解析まで4℃で保持した．今回のトランスポーター発現の検討では，ハウス

キーピング遺伝子としてβ一actinを用いた。特異的プライマーは次に示すものを用いた．

β一actin　sense：　5’一ArCTGGCACCACACCTTCTACAATGAG－3’，および

antisense：5’一CGCTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACA－3’．　RT・・PCR反応は，上

記の二つのトランスポーターと同様のものを用い，タイムスケジュールは以下の条件

で行った．初めに50℃，30分間の逆転写反応，そして95℃，15分間のDNA

polymerase初期活性化ステップ後，95℃で1分間，53℃で1分間および72℃で

1分間からなる25サイクルのcDNA増幅ステップを行い，最終エクステンションを

72℃，10分間行なった後，解析まで4℃で保持した，

　R：1　一PCR産物は，　tris－acetate　EDTA　bu饒r中，2％agarose　gelで電気泳動により検

出した．ゲルをethidium　bromideで染色し，　UV　transilluminaterにより可視化し，ボラ
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ロイドカメラにより撮影した．

2）　Western　blottiRg

　l－t一，2－t一，および3－t－HMECのそれぞれのサンプルは，100　mn1ディッシュ上で培

養した細胞をPBSで3回洗い，サンプルバッファー5　mしで溶解して調製した．サン

プルをBCA　Protein　Assay　kit（PIERCE，　IL，　U．SIA．）によりタンパク定量し，等量のタン

パクを125％Readygels　J（BioRad）に適用し，ゲル電気泳動した．泳動後，ゲルより

電気的にPVDFメンブレンに4℃で30　V，16時間かけて転写した．そして，そのメン

ブレンを3％GelatiRを含むTris　Borate　Saline　B縫f琵r（TBS，　pH8．0）でブロッキングし，

さらに1：1000で1％gelatinを含むTBSに希釈したmouse　anti－ht｝manβ一caseiR

aRtibodyで一晩インキュベートした。その後，0．1％Tweenを含むTBSで15分，3回

洗浄し，玉：5000で希釈したhorseradish　peroxi｛［lase　conjugated　goat　anti－mouse　IgG

antibody（PIERCE）で2時問インキュベートした，次に，0．1％Tweenを含むTBSで

15分，3回洗浄し，さらにTweenを含むTB　Sで玉5分，1回洗浄した．目的のタンパク

質を検出するために，S堕erSigna1⑪Wesのura　Extended　Duration　Substrate

（PIERCE）を用いて発光させ，1mage　Reader　LAS4000　System（恥liphoto　Film　Co．，

LTD．　Tokyo，　Japan）により観察した．

3．カチオン性およびアニオン性薬物の輸送方向性の検討

　1・一t・一，2－t一，および3－t－HMECをceU　culture　insert上で培養し，輸送実験に用いた．

con伽ent到達後の3－t－HMECを用いて行った．透過実験は，　apical側（A側；500μL）

からbasal側（B側；1500μL）あるいはB側からA側への二つの輸送方向性を比較

するため，A側あるいはB側のどちらか一方に14C－TEAあるいはi4C－pAH，および

3H－ma㎜i重01を添加した培地を入れた．14GTEAおよびi4C－pAHのそれぞれの添加

濃度は1pMに設定し，また，　parace1Marの輸送マーカーである3H・・marmitolを20

hMで添加した．実験中，プレートはインキュベーター内で37℃に保ち，サンプリン

グは，receiver側から100μしの培地を採取し，反応開始後30分，1，2および3時間

に行った．定量には，液体シンチレーションカウンター一一一一　Lc　s5100（ALoKA，　Tokyo，

Japan）を用いた．

モデル薬物およびmannitolの見かけの透過係数（P、pp）は，　eq．152）によって算

出した．
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P。臨確…eq．1
aPP　M@A×t×　［C］donor

［岡，cceii’ej’：ある時間重でのモデル薬物またはmannitolのレシーバーチャンバー中の累積透過薬物量

A：cell　cul重ure　insertの有効透過面積

［c］d。trei．：ドナーチャンバー一一　tpのモデル薬物またはma㎜itolの濃度

　mannitolの透過を内部標準として，モデル薬物のP、pp（P、pp，　m。d，1）をma㎜itOl

のP、pp（P、pp，　m。，。i，。1）で除することにより透過係数比（P、pp　ratiO）を算出した（eq．

2）．　67）

P．uuratio．．一Papp・modei　’”eq．2

app’@’@P　　　　　app，inanni｛e1

4R玉PCRによるhOCT1とhOCT3の発王の牽討

　Total　RNAの抽出，　R玉PCRおよびハウスキーピング遺伝子であるβ一actinは，上述

したβ一casein　mRNAの検出と同様の方法に従った．

　RT－PcRには，　one－step　RT－PcR　Kit＠（QIAGEN）を用い，マニュファクチャープ

ロトコールにしたがって0．5ygの重otal　R：NAを含む全量50μしの反応混合液を調製

した．ただし，hOCTIにはQ－solutiOAを加えなかった．特異的プライマーは，次に示

すものを用いた．hOCT　I　sense：5’・・GATTTCCTTTACTCCGCTCTGGTC　・・3’および

antisense：5’一TTTCTTTGGGCTTTGCTTTTCTCC－3’，また，hOCT3　sense：

5’一GTTTCGCTCTG”1］TCAGGTCTGTGT一一3’およびantisense：5’一TTATGTGTTCCCA

GAAACTTC－3’．　RT－PCR反応は，　Biometra⑪thermocycler（Biometra，　G6ttingen，

Germany）を用いてつぎのタイムスケジュールで行った．50℃，30分間の逆転写反

応，そして95℃，15分間のD：NA　polymerase初期活性化ステップ後，40サイクルの

cD：NA増幅ステップは，95℃で1分間，61℃（hOCT3：60℃）で1分間および

72℃で1分間からなる．最終エクステンションを72℃，10分間行なった後，解析ま

で4℃で保持した．

RT－PCR産物は，β一caseinと同様の方法で撮影した．
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5．薬物の乳腺上皮細胞を介した輸送における担体の関与と　H　存性に関する検

　討

　3・・t－HMECをcell　culture　insert上で培養し，　co面uent到達後，輸送実験に用いた．

輸送実験は，TEAおよびPAHを用いた実験と同様にA側（200　ptL）からB側（800

μL）あるいはB側からA側への二つの輸送方向性を比較するため，A側あるいはB

側のどちらか一方にモデル薬物である3H－atenolol，3H－cinr｝etidine，あるいは

3H－verapamil，およびparacellular輸送マーカーである｝4C－mannitolを添加した

isotonic　saline　bufferを添加した．3H－atenolol，3H－cimetidine，および3H－verapamilの

それぞれの添加濃度は5，4，およびlpMに設定し，また14C－mannitelを1pMで添

加した．サンプリングは，receiver側から100　FLLの培地を採取し，実験開始後20，40，

および60分に行った．

　モデル薬物およびma㎜ito1のP、pp，およびPapp　ratioは，先に述べたeq．2で求め

た．さらに，さらに，培養乳腺上皮細胞を介した分配を評価するためにP、pp　ratioのA

側からB側方向に対するB側からA側方向の比（（B－A）／（A－B）rado）を算出した（eq．

3）．

（B－A／A－B）ratio，，，．lili，iR21E！li9－g2：｛uppraliO〈B一一A）　…eq．3

　　　　　　　P、，，rati・圃
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