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論文リスト 

本論文は、以下の原著論文に基づいたものである。 

 

Kazuhisa Ozeki, Motohiro Kato, Yuuji Sakurai, Masaki Ishigai, Toshiyuki Kudo, Kiyomi Ito 

Evaluation of the appropriate time range for estimating the apparent permeability coefficient (Papp) 

in a transcellular transport study 

International Journal of Pharmaceutics 495 (2015) 963-971 
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略語表 

本論文では、以下の略語を用いた。 

ABC ATP-binding cassette 

ASBT apical sodium-dependent bile acid transporter、頂膜ナトリウム依存性胆

汁酸トランスポーター 

ATP adenosine triphosphate、アデノシン三リン酸 

BCRP breast cancer resistance protein、乳癌耐性タンパク質 

BSA bovine serum albumin、牛血清アルブミン 

C1 Apical側薬物濃度 

C2 細胞内薬物濃度 

C3 Basal側薬物濃度 

DDI drug–drug interaction、薬物相互作用 

DMEM  Dulbeco’s Modified Eagle’s medium 

FaSSIF fasted state simulated intestinal fluid、絶食時小腸内模擬腸液 

FBS fetal bovine serum、ウシ胎児血清 

Fu1 Apical側の非結合形分率 

Fu2 細胞内の非結合形分率 

Fu3 Basal側の非結合形分率 

HBSS Hank's balanced salt solution 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulphonic acid 

MCT monocarboxylate transporter、モノカルボン酸トランスポーター 

MRP multidrug resistance protein、多剤耐性関連タンパク質 

Neaa non-esential amino acids、非必須アミノ酸 

OAT organic anion transporter、有機アニオントランスポーター 
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OCT organic cation transporter、有機カチオントランスポーター 

Papp apparent permeability coefficient、見かけの透過係数 

P-gp P-glycoprotein、P-糖タンパク質 

PS1 Apical側から細胞内への取り込みクリアランス 

PS2 細胞内から Apical側への排出クリアランス  

PS3 細胞内から Basal側への排出クリアランス 

PS4 Basal側から細胞内への取り込みクリアランス 

S.D. standard deviation、標準偏差 

SLC solute carrier 

TEER transepithelial electrical resistance、経上皮電気抵抗 

V1 Apical側の容量 

V2 細胞内容量 

V3 Basal側の容量 
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序論 

薬物投与経路としての経口投与の長所として、①投与が自然で簡便であること、②幅

広い物性の医薬品に応用可能であること、③注射と比べて容量が多くても投与が可能であ

ること、④消化管の吸収効率は皮膚などと比べて良好であること、⑤吸収部位や吸収パター

ンの制御が技術的に可能であること、⑥一般に注射と比べて安全なことなどが挙げられる

(1)。厚生労働省から発表されている薬価基準収載品目リストにおいて、医薬品は内用薬 (口

から飲み込む薬) 、注射薬、外用薬 (軟膏、坐薬、吸入薬、うがい薬など) 、歯科用薬剤に

分類されており (2)、2015年 12月現在の収載品目約 15,000のうち内服薬に分類されている

薬物は約 60％と半数以上が経口投与剤である。一方、経口投与の問題点として、①服用が

不確実であること、②幼児・老人は服用困難な場合があること、③意識のない患者には投与

不可能であること、④味や臭いが重要になること、⑤胃腸障害を起こす可能性があること、

⑥消化管内は薬物が分解しやすい環境下にあること、⑦食物の影響を受けやすいこと、⑧吸

収に一定時間がかかること、⑨生物学的利用率の低い薬物があることが挙げられている (1)。 

経口投与された薬物が循環血中に入るまでの過程を図 1に示す。経口投与された薬物

は消化管管腔から上皮細胞を通過して吸収され、小腸上皮細胞および肝臓において一部が

代謝され、代謝されなかった薬物が循環血中へ移行する。このことから生物学的利用率は吸

収率と小腸上皮細胞および肝臓での代謝を免れた比率の積で表現され、生物学的利用率の

高い薬物を開発するためには、上皮細胞透過性が高い薬物をスクリーニングすることが重

要である。 
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図 1 経口投与された薬物が循環血中に入るまでの過程 

 

上皮細胞透過性が低い薬物の一例として、骨粗鬆症治療薬であるエチドロン酸二ナト

リウムが挙げられる。エチドロン酸二ナトリウムはヒトに 14C標識体を経口投与したときの

吸収率が約 4～7％と非常に低くく、また生物学的利用率は 1～6％と個人差が大きいことが

報告されている (3)。エチドロン酸二ナトリウムは小腸上皮細胞および肝臓でほとんど代謝

されないことから、生物物学的利用率の個人差は上皮細胞透過性が低いことに起因すると

考えられる (3)。このように臨床上、吸収率が低い薬物では血中濃度の個人間変動が大きい

という問題が起きている。 

経口投与される薬物の分類方法の一つとして、Amidon らにより 1995年に提唱された

Biopharmaceutics Classification System (BCS クラス) (4)がある。薬物の溶解性および膜透過性

の科学的データに基づき、薬物を 4つのクラスに分類する概念で、クラス Iは溶解性および

膜透過性の両方が高い薬物、クラス IIは溶解性が低く膜透過性が高い薬物、クラス IIIは溶

解性が高く膜透過性が低い薬物、クラス IV は溶解性および膜透過性の両方が低い薬物と定

義されている。アメリカ、イギリス、スペインおよび日本の各国における 2005年売上ラン

キング上位 200の経口剤をそれぞれ抽出し、それらを BCS クラスに分類すると、約 40％が

クラス III、IV に分類され、膜透過性が低い薬物が多く含まれていることが報告されている 

腸管壁
(上皮細胞）

腸管

門脈

肝臓

糞便へ

分解
代謝 代謝・胆汁排泄

循環血中へ
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(5)。また、メルク社で合成される薬物の平均分子量は、1960 年には約 200 だったのに対し

て、2000 年では約 600 と年々増加傾向になっているにも関わらず、脂溶性の指標である 

Log P はほとんど変わらないため、膜透過性は低下傾向にあることが報告されている (6)。

製薬会社では高い薬効性を有する化合物を合成したにも関わらず、薬物の膜透過性評価の

段階で開発候補化合物として不適と判断することが増えており、創薬初期段階においてで

きるだけ正確に膜透過性を評価することが求められている。 

薬物の上皮細胞透過性を in vitro で評価し、ヒト経口吸収率を予測する系として一般

的に実施されているのが Caco-2 細胞を用いた透過性試験である (7-10)(図 2) 。Caco-2 細胞

はヒト結腸癌由来の細胞株で、培養すると小腸の円柱上皮細胞に似た刷子縁やタイトジャ

ンクションの形態学的特徴を示し、単層の細胞層を形成する。この細胞をトランスメンブレ

ン上で培養し、管腔側 (刷子縁膜側) である Apical 側に薬物を添加し、血管側である Basal

側の溶液を経時的にサンプリングすることにより、時間当たりに透過した薬物量を測定す

る。 

 

 
 

図 2 Caco-2細胞を用いた細胞透過性評価 

 

Caco-2細胞をトランスメンブレン上で培養し、Apical側 (管腔側) に薬物を添加した

後、Basal側 (血管側) の溶液を経時的にサンプリングし薬物濃度を測定することにより、

細胞透過性を評価する。 

 

Apical側

Basal側

サンプリング



8 
 

このような実験において評価した Caco-2 細胞の透過性はヒトにおける経口吸収率と

相関することが明らかとなっており(7, 11-13)、この相関からヒトにおける経口吸収率を予

測することが可能になっている (図 3) 。 

 

 

図 3 Caco-2細胞透過性とヒト経口吸収率の関係(14) 

 

構造に偏りが無いように無作為に選択された 37 種類の市販薬について、Caco-2 細胞

透過性と文献で報告されているヒト経口吸収率(15-17)の関係を明らかにした(14)。 

 

Caco-2細胞を用いた細胞透過性評価では通常、Apical側に薬物を添加した後、60～180

分間のインキュベーションを行い、インキュベーション終了時の Basal側薬物濃度を原点と

結ぶことによって、透過速度 (dQ/dt) が算出される (図 4) 。dQ/dt は、みかけの透過係数 

(Papp) と細胞表面積と添加濃度の積で表されることから、Papp は式 (1) によって算出される

(7, 16)。 

 

dt

dQ

S)0(C

1
P

1

app 


   (1)  

dQ/dtは薬物の透過速度 (単位時間当たりに Basal側に出現する薬物量) 、 

S は細胞全体の表面積、C
1
 (0) は Apical側の薬物添加濃度。 

 



9 
 

このときの前提条件として、薬物の細胞内分布は無視できること、Basal 側の薬物濃

度は直線的に増加すること、一度透過した薬物は細胞内に戻らないこと (すなわちシンク条

件) 、Apical側の濃度変化は小さいこと、細胞内への薬物の蓄積は考慮しないこと、などが

仮定されている(7, 11, 16, 18)。しかし、Caco-2細胞透過性試験ではしばしば Apical側に薬物

を添加してから Basal側に薬物が出現するまでにラグタイムが認められ、また、インキュベ

ーションの後半には Basal側の薬物濃度推移が頭打ちになり、直線的に増加する時間範囲が

限定的であることが報告されている (図 4) (19-22)。このようなケースでは、1時点の Basal

側濃度のみから正確な Pappを評価することは困難である。 

 

図 4 Caco-2細胞を用いた薬物の細胞透過性評価の前提と実際 (概念図)  

 

Basal側の薬物濃度推移にラグタイムが認められる理由の 1つとして、薬物が細胞内

に分布しマトリックスと結合することが考えられる。Moyesらは Caco-2 細胞をトランスメ

ンブレン上で 21日間培養し、ヨウ化プロピジウム液で染色したのち、共焦点顕微鏡で細

胞の高さを測定した結果、27.2±1.7 μm (平均±S.D.、n=27) であることを報告した(18, 

23)。Caco-2細胞を 24wellプレートで培養することを想定すると、各 wellの表面積 (0.33 

cm2) と細胞の高さの積から各 wellの細胞内容量は 0.9 μLと算出され、この値を用いるこ

0
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とで薬物の細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデルの構築が可能と考えられた。 

また、インキュベーション後半には Basal側薬物濃度が上昇し、Basal側から細胞内

への back fluxによってシンク条件が成立しなくなることが、Basal側の薬物濃度推移が頭

打ちになる理由の一つであると考えられる(21)。欧州医薬品庁の薬物相互作用に関するガ

イドラインでは、薬物の Caco-2 細胞透過性試験において、Basal側の薬物濃度が添加濃度

の 10%以下となるようなシンク条件が成立した状態を維持していることを確認することと

記載されている(24)。 

しかし、これまでに Caco-2細胞透過性試験において Apical側、細胞内、Basal側の

各々の薬物濃度推移を測定し、式 (1) の前提条件が成立しているか否かについて検証した

例はなく、また、Basal側の濃度推移が直線になる時間範囲について詳細に検討した例も報

告されていない。 

 

目的 

本研究では、薬物の細胞透過性試験において透過係数 Pappを適切に評価するために、

以下の検討を行った。 

１、細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデルとして 3-コンパートメントモデルを構築

し、各部位の薬物濃度推移の解析解を導いた。さらに、本モデルにおける膜透過

クリアランスと Pappとの関係を明らかにするとともに、得られた解析解を Taylor

展開し、Basal側濃度推移が直線になる時間範囲について検討した。 

２、薬物の細胞透過性試験における Apical 側、細胞内、Basal 側の濃度推移に及ぼす

薬物の膜透過性と細胞内結合の影響をシミュレーションにより検討した。 

３、代表的な薬物を用いて Caco-2細胞透過性試験を実施し、Apical側、細胞内、Basal

側の濃度推移を本モデルに当てはめることにより、モデルの有用性を確認した。 
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第 1章 薬物の細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデル構築 
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1. 緒言 

薬物の膜透過性やトランスポーターを介する薬物相互作用の評価を目的として経細

胞輸送試験に関する理論的検討を行う場合、経細胞輸送モデルとして多くの研究者は Apical

側、細胞内、Basal 側の 3 つのコンパートメントから成るモデルを使用している(11, 20, 21, 

25-27)。3-コンパートメンモデル以外を使用した例として、Trunらは P-糖タンパク質 (P-gp) 

を発現させたMadin-Darby canine kidney (MDCK) 細胞を用いて amprenavir、quinidineおよび

loperamideの透過性試験を実施し、Apical側と Basal側から成る 2-コンパートメントモデル

を用いて濃度推移を評価しているが(28)、2-コンパートメントモデルは細胞内分布が大きい

薬物には適用できない。また、薬物の膜透過における非撹拌水層の影響を考慮するために、

Timo らは Apical 側と Basal 側のそれぞれに非撹拌水層を組み込んだ 5-コンパートメントモ

デルを構築し、metoprolol、propranolol、verapamil、ibuprofen、atenolol、antipyrine の細胞透

過性評価に有用であることを報告している(29-31)。 

トランスポーターを介する薬物相互作用評価を行うために、Kenらは数式処理システ

ム Mathematica○Rを用いて3-コンパートメントモデルの物質収支式から解析解を初めて求め

た(20)。P-gpを発現させたMDCK細胞を用いて10個の市販薬の透過性試験を実施した結果、

verapamil、labetalolおよび minoxidilにおいては Basal側の濃度推移に15～30分のラグタイム

が見られたが、3-コンパートメントモデルでは膜透過速度の大きい薬物のラグタイムが過小

評価された(20)。その理由として薬物の細胞内滞留性がうまく記述できないことが挙げられ、

Apical 側と Basal 側をそれぞれ2つに分割し細胞膜コンパートを追加した5-コンパートメン

トモデルを用いて同様の検討を行った結果、評価したすべての薬物のラグタイムを表現す

ることが可能であったが、5-コンパートメントモデルの物質収支式から解析解を得ることは

複雑で簡単でないことが報告されている(20)。 

Caco-2細胞透過性試験では、薬物のトランスメンブレンへの吸着を防止するために、

Apical 側および Basal 側に牛血清アルブミン (BSA) を添加する場合がある(32)。その場合、
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Apical側、Basal側のそれぞれの部位において、一部の薬物は BSAと結合する。また、一部

の薬物は Caco-2細胞内マトリックスとも結合することが報告されており(20)、非結合形薬物

のみが細胞膜を透過すると考えられる。 

そこで我々は、Apical 側、細胞内、Basal 側から成る 3-コンパートメントモデルに細

胞内での薬物の非結合形分率を組み込むことによって、細胞内滞留性を表現できるのでは

ないかと考えた。本章では、Apical 側、細胞内、Basal 側の 3つのコンパートメントの物質

収支式から、Laplas変換を用いて各々の濃度推移に関する解析解を求めた。また、各部位に

おける非結合形分率を考慮して式の展開を行った。 

さらに、本モデルにおける膜透過クリアランスと Papp との関係を明らかにした。  

Caco-2細胞を用いた Papp評価は、Basal側の薬物量が直線的に増加するという仮定に基づい

ているにもかからず、Basal 側濃度が直線的に増加する時間範囲が限定的であることが報告

されていることから (図 4) (19-22)、得られた解析解を Taylor展開し、Basal側濃度推移が直

線になる時間範囲について検討した。 
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2. 理論 

2.1 薬物の細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデル 

薬物の細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデルとして、図5に示すモデルを構築した。

本モデルはApical側、細胞内、Basal側の3つのコンパートメントから成り、上述のKenらが構

築した3-コンパートメントモデル(20)およびNagarら、Tachibanaら、Sunら、Sugimotoらのモ

デル等と同等である(20, 21, 26, 33-35)。 

 

 

図5 細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデル 

 

C1、C2、C3：それぞれApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度 

V1、V2、V3：それぞれApical側、細胞内、Basal側の容量 

PS1：Apical側から細胞内への取り込みクリアランス 

PS2：細胞内からApical側への排出クリアランス 

PS3：細胞内からBasal側への排出クリアランス 

PS4：Basal側から細胞内への取り込みクリアランス 
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本モデルにおいて、各部位の物質収支式は以下のように表される。 
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式 (2)‐(4) を Laplace変換すると、式 (2-A)‐(4-A) が得られる： 

1

~

22

~

11
1

~

1
V

)CPSCPS(
)0(CCs


    (2-A)  

2

~

232

~

34

~

11
2

~

2
V

)C)PSPS(CPSCPS(
)0(CCs


    (3-A)  

3

~

23

~

34
3

~

3
V

)CPSCPS(
)0(CCs


    (4-A)  

これらの式から、以下の行列式が誘導される： 
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行列式を変換することにより、式 (2-B)‐(4-B) が得られる： 
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これらの式を解くことにより、式 (2-C)‐(4-C) が得られる: 
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これらの式を逆 Laplace変換することにより、以下の解析解が得られる。 
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A1～A3、B1～B3およびα、βは、膜透過クリアランスと容量から成るハイブリッド

パラメータであり、以下のように表される。 
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すなわち、本モデルに基づいてApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度推移はそれぞれ2

つの定常状態 (相および相；>) が存在する指数関数式で表現することができた。 

 

2.2  薬物の非結合形分率を組み込んだモデル式の展開 

Caco-2細胞透過性試験において非結合形薬物のみが細胞膜を透過すると仮定すると、

透過速度は非結合形濃度基準の膜透過クリアランスと非結合形薬物濃度の積で表され、「膜

透過クリアランス×薬物濃度=非結合形濃度基準の膜透過クリアランス×非結合形分率×

薬物濃度」の関係が成り立つ。したがって、非結合形薬物の Apical 側から細胞内への取り

込みクリアランス、細胞内から Apical側への排出クリアランス、細胞内から Basal側への排

出クリアランス、Basal側から細胞内への取り込みクリアランスは、それぞれ PS1/Fu1、PS2/Fu2、

PS3/Fu2、PS4/Fu3と表される (Fu1、Fu2、Fu3はそれぞれ Apical側、細胞内、Basal側の薬物の

非結合形分率) (図6) 。 
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図 6 Caco-2細胞透過性試験における非結合形分率の概念 

 

PS1：Apical側から細胞内への取り込みクリアランス 

PS2：細胞内からApical側への排出クリアランス 

PS3：細胞内からBasal側への排出クリアランス 

PS4：Basal側から細胞内への取り込みクリアランス 

Fu1：Apical側の非結合形分率 

Fu2：細胞内の非結合形分率 

Fu3：Basal側の非結合形分率 

 

受動拡散により膜透過する薬物を想定して、非結合形薬物の膜透過クリアランスはす

べて等しい (PS1/Fu1=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) と仮定すると、PS2、PS3、PS4はそれぞれ

PS2=PS1 × Fu2/Fu1、PS3=PS1 × Fu2/Fu1、PS4=PS1 × Fu3/Fu1と表され、式 (8)‐(16) から以下の

式 (8’)‐(16’) が誘導される： 
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P-gp基質を想定して、非結合形薬物の受動拡散による膜透過クリアランスはすべて等

しく (PS1/Fu1=PS3/Fu2=PS4/Fu3) 、細胞内からApical側への排出クリアランス (PS2) は独立し

た変数と仮定すると、PS3およびPS4はそれぞれPS3=PS1 × Fu2/Fu1およびPS4=PS1 × Fu3/Fu1と表

され、式 (8)‐(16) から以下の式 (8’’)‐(16’’) が誘導される。 
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2.3 膜透過クリアランスからの Papp算出方法 

Basal側の薬物濃度が直線的に増加することを想定し、シンク条件 (Basal側から細胞内

へのback fluxは無視できる) およびC2が定常状態であることを仮定すると、式 (3) において 

dC2/dt=0 および PS4 × C3=0 となり、式 (17) が得られる。 

 

23211 C)PSPS(CPS0     (17)  

 

式 (17) を変形すると式 (18) が得られる： 
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   (18)  

 

一方、式 (4) においてシンク条件を仮定すると、PS4 × C3=0 となり、式 (19) が得

られる： 
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式 (18) を式 (19) に代入すると、以下の式が導かれる： 
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式 (1) において、dQ/dt= (V3 × dC3) /dt であることから、Apical側からBasal側へのPapp

を表す式として、式 (20) が誘導される： 
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   (20)  

 

すなわち、上記の条件下において、PappはPS1～PS3とSのみの関数として表されるこ

とが明らかとなった。 

 

2.4 Basal 側薬物濃度推移の直線領域 

式 (7) において、t≧3/の時、e-t≦となり、式 (7) は以下の式に近似される：

 

)e1(BAC t
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   (21)  

 

さらに、t≦0.3/の時、式 (21) の最終項を Taylor展開すると以下のように近似される： 
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      (22)  

すなわち、C3は 3/≦t≦0.3/の時間範囲では以下の直線式に近似される：

tBAC 333 
  

 (23)  
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加えて、式 (13) と式 (12) から 
33 AB




 と表されることから、以下の式が誘導され

る： 

tAAC 333 
  

 (24)  

式 (24) に C3=0 を代入することにより、Basal側に薬物が出現するまでのラグタイムと

して以下の式が誘導される： 
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Basal 側薬物濃度推移におけるラグタイムおよび直線領域に関する模式図を図 7 に示

す。 

 

図 7  Basal側の薬物濃度推移 

 

Basal側濃度推移は C3=A3(1 - e-αt)+B3(1 - e-βt) (式 (7) ) と表され、3/α≦t≦0.3/β の時間

範囲では直線式 C3=A3 - A3 × α × t (式 (24) ) に近似される。Basal側に薬物が出現するまでの

ラグタイムは t=1/α (式 (25) ) である。A3、B3、α、β はそれぞれ式 (12) 、 (13) 、 (14) 、 

(15) により表される (本文参照) 。 
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3. 考察 

細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデルとして、Apical側、細胞内、Basal側から成る

3-コンパートメントモデルを構築し、各コンパートメントの物質収支式から Laplas 変換を

用いて解析解を求めた結果、式 (5)‐(7) に示したように、各部位の濃度推移はそれぞれ 2

つの定常状態 (α 相および β 相；α＞β) が存在する指数関数式で表現できた。Ken らは、同

様の 3-コンパートメントモデルに基づいて、Mathematica®を使用して以下の解析解を導いて

いる(20)。 
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b と cは膜透過クリアランスと容量からなるハイブリッドパラメータであり、以下のよ

うに表される。 
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CA、CB、Ccellはそれぞれ Apical 側、Basal 側、細胞内の薬物濃度、VA、VB、Vcellはそ

れぞれ Apical 側、Basal 側、細胞内の容量を表し、CA (0) は Apical 側の薬物添加濃度を表

す。4つの膜透過クリアランスはすべて等しい値 (CLd) としている。 
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本研究で導かれた解析解である式 (5)‐(7) は、PS1=PS2=PS3=PS4 と仮定した場合、こ

れらの Kenらによる解析解と同一であることが確認された。 

本解析解は、4 つの膜透過クリアランス (PS1～PS4) と Apical 側、細胞内、Basal 側の

容量 (V1～V3) および Apical側の薬物添加濃度 (C1 (0) ) のみによって Apical側、細胞内、

Basal 側の薬物濃度推移 (C1～C3) を記述するものであり、それらのパラメータ値を変化さ

せることにより種々の実験時の各部位の濃度推移シミュレーションが Excel などの表計算

ソフトでも可能になった。これまで Apical側、細胞内、Basal側濃度推移を微分方程式で表

した報告は多いが(11, 20, 21, 25-27)、数値解を求めるためにWinnolinⓇや SaamIIⓇなどのソフ

トウエアが必要なことから不便であった。また種々の実験条件を想定したシミュレーショ

ンを行う場合、微分方程式では 1条件ずつ個別に行わなければならないのに対して、表計算

ソフトに解析解を入力しておくことで、入力パラメータ値の変更により複数の条件下での

シミュレーションを瞬時に行うことができる。すなわち、実験を行う前に複数の条件でシミ

ュレーションを実施し、その結果から実験条件の設定を行う場合等において、本解析解の有

用性は高い。 

式 (8’)‐(16’) および式 (8’’)‐(16’’) では、受動拡散による非結合形薬物の膜透過クリ

アランスはすべて等しい (受動拡散により膜透過する薬物: PS1/Fu1=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3、

P-gp基質: PS1/Fu1=PS3/Fu2=PS4/Fu3) と仮定した。経細胞輸送試験の理論的なアプローチやモ

デル解析において、4つの膜透過クリアランスをそれぞれ独立した変数としている例もある

が(36)、受動拡散による膜透過クリアランスはすべて等しいと仮定されているケースが多い

(20, 21, 25, 26, 33-35)。上述の Kenらも、3-コンパートメントモデルにおいて膜透過クリアラ

ンスはすべて等しいと仮定している(20)。P-gpを強制発現させたブタ腎臓近位尿細管由来上

皮細胞株 (LLC-PK1) あるいはMDCK細胞を用いた P-gp基質の細胞透過性試験のモデル解

析においても、細胞内から Apical側への排出クリアランスは P-gpによる排出クリアランス

と受動拡散による膜透過クリアランスに分けているものの、Apical側および Basal側ともに
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受動拡散による膜透過クリアランスはすべて等しいと仮定されている(26, 33)。 

式 (7) を Taylor 展開することにより、Basal 側濃度推移は 3/α≦時間≦0.3/β の条件で

C3=A3 - A3 × α × t (式 (24) ) という直線の式に近似され、Basal側濃度が直線的に増加する時

間範囲は 3/α≦t≦0.3/βであることが明らかとなった。Caco-2細胞透過性試験では通常、1時

点の Basal側濃度のみから Pappを評価しているが、正確な Pappの評価のためには、3/α～0.3/β

の時間範囲に複数回のサンプリングを実施し、2 点の傾きから透過速度を評価する必要が

あることが明らかとなった。Basal側濃度推移のラグタイムに関しては複数の報告(35, 37)が

あり、明確な定義はなされていないが、Robert らは、Basal 側の総薬物量を時間に対してプ

ロットし、その直線が x軸と交わるところがラグタイムであることを報告している(37)。こ

の定義に基づくと、本研究からラグタイムは t=1/α (式 (25) ) と表されることが明らかとな

った (図 7) 。 
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第2章 細胞透過性試験のシミュレーションによる検証 
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1.  緒言 

1 章において、式 (5)‐(7) に示したように、Caco-2 細胞透過性試験における Apical、

細胞内、Basal側の薬物濃度推移は、それぞれ 2つの定常状態 (α相および β相；α＞β) が存

在する指数関数式で表現できた。本章では、本モデルに基づいて細胞透過性試験における

種々の前提条件について検証する目的で、各部位の濃度推移に及ぼす膜透過クリアランス

と細胞内結合の影響についてシミュレーションにより検討した。 

一番目として、受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2 細胞透過性試験を想定した

シミュレーションを実施し、Apical 側の濃度推移に及ぼす Apical 側の液量と膜透過クリア

ランスの影響について検討を行った。 

二番目として、Caco-2 細胞透過性試験では薬物の細胞内マトリックスとの結合が

Basal 側濃度推移におけるラグタイムの原因の一つと考えられることから、受動拡散により

膜透過する薬物と P-gp 基質を想定して、細胞内の非結合形分率を変化させ、Apical 側、細

胞内、Basal側の濃度推移がどのように変化するかをシミュレーションした。 

三番目として、Basal 側薬物濃度推移の直線領域開始時間および終了時間に及ぼす膜

透過クリアランスと細胞内結合の影響について、同様に受動拡散により膜透過する薬物と

P-gp基質を想定して詳細に検討した。 

Caco-2 細胞の刷子縁膜側には ATP 加水分解エネルギーを利用して薬物を細胞外に排

出する ABC (ATP-binding cassette) トランスポーターとして P-gp(10, 36, 38-41)、乳癌耐性タ

ンパク質 (breast cancer resistance protein; BCRP) (42)、多剤耐性関連タンパク質 (multidrug 

resistance protein; MRP) (43-45)などが、イオン濃度勾配を利用して基質を輸送する SLC (solute 

carrier) トランスポーターとして有機アニオントランスポーター (organic anion transporter; 

OAT) (46)、頂膜ナトリウム依存性胆汁酸トランスポーター (apical sodium-dependent bile acid 

transporter; ASBT) (47, 48)、モノカルボン酸トランスポーター (monocarboxylate transporter; 

MCT) (49)、有機カチオントランスポーター (organic cation transporter; OCT) (50)などが発現
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していることが報告されている。特に P-gp は経口投与された薬物の吸収を妨げ、基質にな

る薬物も多いことから、創薬初期からヒトの吸収率評価とともにスクリーニングの一環と

して、P-gpの基質となる可能性を検討する試験が一般的に行われている(13, 26, 51, 52)。近

年、厚生労働省医薬食品局(53)、アメリカ食品医薬品局(54)、欧州医薬品庁(24)からそれぞれ

発表された薬物相互作用に関するガイダンス・ガイドラインおよび関連した論文(55-57)に

おいて、被験薬が P-gpの基質となる可能性を検討する試験の一つとして、Caco-2細胞を用

いた透過性試験が記載されている(24, 53, 54)。すなわち、Apical側に薬物を添加し Basal側

からサンプリングする試験 (AtoB試験) と、Basal側に薬物を添加し Apical側からサンプリ

ングする試験 (BtoA 試験) を実施し、式 (1) を用いてそれぞれ Pappを算出する。AtoB試験

の Pappに対して BtoA 試験の Pappの比が 2 以上の場合に P-gp 基質と判断することとされて

いる(24, 53, 54)。被験薬が P-gp 基質と判断された場合、臨床薬物相互作用試験の必要性を

考慮することが記載されており、P-gp基質と判断するための Caco-2細胞透過性試験におい

て、正確に Pappを評価することが重要である。 
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2． 方法 

2.1 Apical 側薬物濃度推移のシミュレーション 

受動拡散により膜透過する薬物を想定し、式 (5) および式 (8’)‐(16’) を用いて、

Apical側に薬物を添加120分後までのApical側の薬物濃度推移をシミュレーションした。

PS1/Fu1 (=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) の値を 0.66、1.98、6.6、19.8、33 × 10-6 mL/sの5段階に変

化させ、Fu1、Fu2、Fu3は1に設定した。これらの値は、式 (20) において24wellプレートを想

定し、S=0.33 cm2とすると、Pappとして1、3、10、30、50 × 10-6 cm/sに相当し、種々の薬物で

報告されているPappの範囲 (図3) に設定した。また、24wellプレートを想定し、V1はメーカ

ー推奨液量である100 Lと限界液量である250 Lに設定した。V2は24wellプレートの表面積

と細胞の高さの積である0.9 L (序論参照) 、V3は推奨液量である600 Lとした。Apical側の

薬物添加濃度は10 に設定した。 

 

2.2 細胞内非結合形分率を変化させた時のApical側、細胞内、Basal側薬物濃

度推移のシミュレーション 

受動拡散により膜透過する薬物とP-gp基質を想定し、式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) 

(受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (8’’)‐(16’’) (P-gp基質) を用いて、Fu2を変化

させた時のApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度推移をシミュレーションした。Fu1および

Fu3 は 1 に 設 定 し た 。 受 動 拡 散 に よ り 膜 透 過 す る 薬 物 に お い て は PS1/Fu1 

(=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を3.3 × 10-6 mL/sとし、P-gp基質においてはdigoxinやcyclosporine

の文献値 (39, 58) に基づいて非結合形薬物の細胞内からApical側への排出クリアランス 

(PS2/Fu2) が受動拡散による膜透過クリアランス (PS1/Fu1=PS3/Fu2=PS4/Fu3) の10倍であると

仮定し、PS1/Fu1 (=0.1×PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を18.2 × 10-6 mL/sとした。これらの値は、式 

(20) においてS=0.33 cm2とすると、Pappとして5 × 10-6 cm/sに相当し、種々の薬物で報告され

ているPappの範囲 (図3) の中間的な値に設定した。Fu2は0.01、0.1、1の3段階に変化させた。
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V1は250 L、V2は0.9 L、V3は600 Lとした。 

 

2.3 Basal側薬物濃度推移における直線領域のシミュレーション 

式 (14’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (14’’)‐(16’’) (P-gp基質) 

を用いて、Basal 側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 

に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーションした。 

受動拡散により膜透過する薬物においてはPS1/Fu1 (=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を0.066、

0.198、0.66、1.98、6.6、19.8、33 × 10-6 mL/sとし、P-gp基質においてはPS1/Fu1 (=0.1 × 

PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を0.364、1.09、3.64、10.9、36.4、109、182 × 10-6 mL/sとした。こ

れらの値は、式 (20) においてS=0.33 cm2とすると、Pappとして0.1、0.3、1、3、10、30、50 × 

10-6 cm/sに相当し、種々の薬物で報告されているPappの範囲 (図3) に設定した。2.2と同様に、

Fu1およびFu3は1とし、Fu2は0.01、0.1、1の3段階に変化させ、V1は250 L、V2は0.9 L、V3

は600 Lとした。  
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3． 結果 

3.1 Apical 側薬物濃度推移のシミュレーション 

受動拡散により膜透過する薬物を想定し、Caco-2細胞透過性試験におけるApical側液

量と膜透過クリアランスを変化させ、Apical側の濃度推移をシミュレーションした結果を

図8と表1に示す。Apical側薬物濃度は、Pappが大きいほど速やかに減少し、特にApical側の

液量が少ないときに顕著に減少することが明らかとなった。 

 

 

図8 Apical側薬物濃度推移シミュレーション 

 

式 (5) および式 (8’)‐(16’) を用いて、Apical側の薬物濃度推移をシミュレーション

した。V2=0.9 L、V3=600 Lとし、V1を100、250 Lの2段階に、Pappを1、3、10、30、50 × 

10-6 cm/sの5段階に変化させた。 

 

表1 Apical側の薬物添加濃度に対する120分後の減少率 (%)  
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3.2 細胞内非結合形分率を変化させた時の Apical 側、細胞内、Basal 側の濃度

推移シミュレーション 

式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 

(8’’)‐(16’’) (P-gp基質) を用いて、Fu2を変化させた時のApical側、細胞内、Basal側の濃度

推移をシミュレーションした結果を図9に示す。 

受動拡散により膜透過する薬物の細胞内およびBasal側濃度推移は、Fu2によって大き

く変化することが明らかとなった (図9A) 。特にFu2が0.01の時、薬物の細胞内濃度が高く

なり、Basal側への出現が遅れることが示された。P-gp基質については、細胞内濃度はFu2

によって大きく変化するものの、Basal側濃度推移は受動拡散により膜透過する薬物と比較

してFu2による影響は小さかった (図9B) 。Apical側の濃度推移は、受動拡散により膜透過

する薬物およびP-gp基質ともにFu2の影響はほとんど見られなかった。 
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図9 Fu2を変化させた時のApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度推移シミュレーション 

 

式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) (A: 受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 

(8’’)‐(16’’) (B: P-gp基質) を用いて、Apical側、細胞内、Basal側の濃度推移をシミュレー

ションした。Papp=5 × 10-6 cm/s、V1=250 L、V2=0.9 L、V3=600 L、Fu1=Fu3=1とし、Fu2

を 1、0.1、0.01の 3段階に変化させた。 

 

3.3 Basal 側薬物濃度推移における直線領域のシミュレーション 

式 (14’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (14’’)‐(16’’) (P-gp基質) 

を用いて、Basal 側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 

に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーションした結果を図 10に示

す。 

受動拡散により膜透過する薬物および P-gp 基質のいずれにおいても、Basal 側薬物濃

度推移における直線領域の開始時間 (t=3/は、Pappが大きくなるに従って早くなり、Fu2が

小さくなるに従って遅くなった (図 10) 。終了時間 (0.3/β) は、Papp が大きくなるに従って
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早くなったが、Fu2の影響は見られなかった。



 

図 10  Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 

に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響 

 

式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (8’’)‐

(16’’) (P-gp基質) を用いて、Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と

終了時間 (t=0.3/) に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーション

した。V1=250 L、V2=0.9 L、V3=600 L、Fu1=Fu3=1とし、Fu2を 1、0.1、0.01の 3段階

に、Pappを 0.1、0.3、1、3、10、30、50 × 10-6 cm/sの 7段階に変化させた。 
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4． 考察 

上述のように、式 (1) による Papp 評価のための前提条件の一つとして、Apical 側の薬

物濃度変化は小さいことが仮定されている(11)。この前提条件について検証する目的で、第

1 章で求めた解析解を用いて Apical 側薬物濃度推移のシミュレーションを行った。その結

果、Apical側の薬物濃度変化は Pappと Apical側の液量に依存し、Apical側の液量が少ない場

合に、Pappが大きい薬物の Apical側濃度はインキュベーション時間中に大きく減少すること

がわかった (図 8、表 1) 。トランスウエルのメーカーから公表されているプロトコールで

は 24wellの場合、Apical側の液量として 100 μLが推奨されており(59)、Caco-2細胞透過性

試験において Apical 側の液量を 100 μL に設定している報告例も多い(60)。本研究の結果よ

り、Pappが 30 × 10-6 cm/sの薬物では、Apical側の液量が 100 μLのとき、120分のインキュ

ベーション時間中に Apical 側の濃度が約 50％低下し、Apical 側の液量を 250 μL としても、

Apical 側の濃度は約 25％低下することがシミュレーションされた (図 8、表 1) 。このこと

から、式 (1) による Papp評価において Apical 側の濃度変化を考慮する必要があることが示

唆された。 

Basal 側薬物濃度推移における直線領域の開始時間と終了時間に及ぼす Pappと Fu2の影

響をシミュレーションした結果、直線領域の開始時間はその両者によって影響を受けるこ

とが明らかとなった (図 10) 。一般的に、経細胞輸送試験ではインキュベーション時間を 60

～180 分間に設定する場合が多い(60)。仮にインキュベーション時間を 120 分間とすると、

受動拡散により膜透過する薬物において Pappが 2.8 × 10-7 cm/s 以下の場合、Fu2が 1 であっ

ても、直線領域はインキュベーション時間中に始まらないことがシミュレーションされ (図

10) 、Fu2が小さくなるにしたがって直線領域の開始がさらに遅くなった。Fu2が 0.01 の場

合、Pappが 1 × 10-5 cm/sのような高い透過性を持つ薬物においても直線領域の開始が 300分

となり、細胞内結合が強いとインキュベーション時間内に直線範囲が存在しないことが示

唆された。 
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一方、直線領域の終了時間は Pappにのみ影響されるパラメータであり、Fu2の違いによ

る影響はなかった (図 10) 。受動拡散により膜透過する薬物の Pappが 2.5 × 10-5 cm/sより大

きい場合、直線領域は 120分より早く終了した。Pappを評価するためのシンク条件として、

欧州医薬品庁の薬物相互作用に関するガイドライン(24)では、Apical 側濃度に対して Basal

側濃度が 10％以下であることとされているが、本結果より、Basal 側濃度の直線領域はそ

のように一律に定義されるものではなく、薬物の膜透過性に依存することが明らかとなっ

た。 

上述のように、受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2 細胞透過性試験から算出され

る Pappとヒト吸収率は相関することが報告されており (図 3) (14)、Pappが 1 × 10-6 cm/s 以下

の薬物は吸収率が約 30％以下と低く、10 × 10-6 cm/s以上の薬物は吸収率が約 90％以上と高

いことが予測される。しかし、Pappが 1～10 × 10-6 cm/sの範囲においては、予測吸収率は約

30～90％と変動が大きく、Pappを正確に評価することが求められる。この範囲では、Fu2が 1

に近い薬物において直線領域の開始時間は 30分以内であり、直線領域終了時間は 120分を

超えることがシミュレーションにより明らかとなった (図 10) 。すなわち、細胞内結合が弱

く膜透過性が中程度の薬物については、従来法により 120 分後の Basal 側濃度のみから式 

(1) に基づいて Pappを算出しても、過小評価の可能性は小さいと考えられた。 

Pappの値が等しいとき、受動拡散により膜透過する薬物と比べて、P-gp基質では直線領

域の開始時間および終了時間が早くなる傾向を示した (図 9B および 10B) 。例えば、Fu2が

0.01、Pappが 1 × 10-5 cm/s の場合、直線領域の開始時間は受動拡散により膜透過する薬物で

は 300分、P-gp基質では 11分とシミュレーションされた。また、直線領域の終了時間が 120

分より遅いための Pappの最低値は、受動拡散により膜透過する薬物では 2.5 × 10-5 cm/sであ

ったのに対し、P-gp基質では 6.1 × 10-6 cm/sであった。この理由は、同じ Pappを示す薬物に

おいて、PS2/Fu2=10 × PS1/Fu1のとき、P-gp 基質の PS1/Fu1と PS2/Fu2は受動拡散により膜透

過する薬物と比べてそれぞれ 5.5 倍と 55 倍大きいためである (式 (20) および本章 2.3 参
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照) 。すなわち、P-gp基質では、受動拡散により膜透過する薬物と比較して直線領域が早く

終了することに注意する必要性が示唆された。 

  



40 
 

 

 

 

第3章 Caco-2細胞透過性試験によるモデルの有用性評価 
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1. 緒言 

1 章では薬物の細胞内分布を考慮した経細胞輸送モデルとして、Apical 側、細胞内、

Basal側から成る 3-コンパートメントモデルを構築し、各部位の薬物濃度推移に関する解析

解を求め、2章ではその解析解を用いて、各部位の濃度推移に及ぼす Pappと Fu2の影響につ

いてシミュレーションにより検討した。本章では、受動拡散により膜透過する代表的な薬物

および P-gp の代表的な基質を用いて、実際に Caco-2細胞透過性試験を行い、Apical側、細

胞内、Basal 側の濃度推移を本モデルに当てはめることにより、モデルの有用性を評価する

とともに、薬物の物性と細胞内結合および Basal側濃度推移の直線領域との関連について検

討した。 

受動拡散により膜透過する薬物および P-gp 基質として、それぞれ脂溶性や血漿タン

パク結合率が大きく異なる薬物を選択した (表 2、3、4) 。具体的には、受動拡散により膜

透過する薬物として atenolol (clog P: 0.22) 、metoprolol (clog P: 1.95) 、propranolol (clog P: 3.48)  

(29, 39)、P-gp 基質として digoxin (clog P: 1.36) 、cyclosporine (clog P: 3.54) 、verapamil   

(clog P: 4.33)(29, 39, 61)を用いた。 
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2. 方法 

2.1 実験材料および試薬 

[3H]atenolol、[3H]metoprolol、[3H]propranolol、[3H]digoxin、[3H]cyclosporine、[3H]verapamil

およびHionic-Fluor®はPerkinElmer Life and Analytical Sciences (MA、USA) から購入した。牛

血清アルブミン (BSA) 、L-グルタミン、ペニシリン-ストレプトマイシン-グルタミン 

(100X) は  Sigma-Aldrich Corp. (MO 、 USA) から購入した。 4- (2-hydroxyethyl) -1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES) はDojindo Laboratories (Kumamoto、Japan) から購入し

た。Hank's balanced salt solution (HBSS) はNissui Pharmaceutical Co., Ltd. (Tokyo、Japan) から

購入した。Non-essential amino acids solution 10 mM (100x) (Neaa) およびDulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) はLife Technologies Corp. (CA、USA) から購入した。ウシ胎児血清 

(FBS) は Hyclone Laboratories Inc. (UT、USA) から購入した。塩化ナトリウムはNacalai 

Tesque Inc. (Kyoto、Japan) から購入した。絶食時小腸内模擬腸液  (FaSSIF) (3 mM Na 

taurocholate、0.2 mM lecithin、34.8 mM水酸化ナトリウム、68.62 mM塩化ナトリウムおよび

19.12 mMマレイン酸) はCeleste Corp. (Tokyo、Japan) から購入した。その他の試薬は市販の

最高品質のものを購入した。 

 

2.2  Caco-2細胞透過性試験 

2.2.1 細胞培養 

液体窒素内保存している Caco-2細胞 (CACO-2 Lot No.028  (Passage 51) Riken BRC Cell 

Bank) を融解した後、24wellのトランスウエル (Corning HTS Transwell、pore size 0.4 μm、 

polycarbonate membrane) の膜上に 1.0 × 105 cells/wellの濃度で播種し、温度 37℃、5% CO2に

維持されたインキュベータ内で、10% FBS、ペニシリン-ストレプトマイシン-グルタミン 

(100x) 、L-グルタミン塩化ナトリウム溶液および Neaa を含む DMEM で培養した。培地は

2～3日ごとに交換し、播種後 21または 23日目に経細胞輸送試験を行った。 
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2.2.2 経上皮電気抵抗 (TEER) 測定 

Apical側の培地を吸引により取り除いた後、37℃に加温したHBSS/HEPES緩衝液 (pH 

7.4) で細胞を3回洗浄し、Basal側の培地もHBSS/HEPES緩衝液に置換した。Millicell-ERS 

(Merck Millipore Corporation、Darmstadt、Germany) を用いて各wellのTEERを測定し、1000

Ω (330Ω×cm2) 以下のものは除外した(62)。 

 

2.2.3  経細胞輸送試験 

受動拡散により膜透過する薬物であるatenolol、metoprolol、propranololについてはApical

側からBasal側への輸送試験 (AtoB試験) を行い、P-gp基質であるdigoxin、cyclosporine、

verapamilについてはAtoB試験とBasal側からApical側への輸送試験 (BtoA試験) を行った。 

AtoB試験はTEER測定後、Apical側およびBasal側のHBSS/HEPES緩衝液を吸引除去し、

4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をBasal側に600 μL添加した。その後、37℃で30

分間、220 rpmで振盪しながらプレインキュベーションを行った。Apical側に10 M 

[3H]atenolol、10 M [3H]metoprolol、10 M [3H]propranolol、0.1 M [3H]digoxin、0.1 M 

[3H]cyclosporineまたは0.1 M [3H]verapamilを含むFaSSIF/HEPES緩衝液 (pH7.4) を250 μL添

加することによって透過性試験を開始した。なお、2章のシミュレーション結果 (図8、表1) 

に基づき、Apical側薬物濃度の減少を抑えるために、Apical側の液量を250 μLに設定した。 

BtoA試験はTEER測定後、Apical側およびBasal側のHBSS/HEPES緩衝液を吸引除去し、

4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をApical側に250 μL添加した。その後、37℃で

30分間、220 rpmで振盪しながらプレインキュベーションを行った。Basal側に0.1 M 

[3H]digoxin、0.1 M [3H]cyclosporineまたは0.1 M [3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝液 

(pH7.4) を600 μL添加することによって透過性試験を開始した。 

各wellは37℃を維持するように加温しながら、220 rpmで振盪した。開始30、60、90、

120分後にApical側およびBasal側のサンプルを50 μL採取した後、Apical側およびBasal側の溶
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液をすべて吸引除去し、氷冷した1.5 mLのHBSS/HEPES緩衝液で細胞を2回洗浄した後、2 N

水酸化ナトリウム水溶液0.5 mLで溶解した。 

細胞溶解液および Apical 側と Basal 側から採取したサンプルをシンチレーションバイ

アルに移し、シンチレーションカクテル (Hionic-Fluor®) 4 mLを加えて液体シンチレーショ

ンカウンター (型式: TRI-CARB 3110TR、PerkinElmer Life and Analytical Sciences) で放射能

を測定した。細胞内全薬物量を細胞内容量 0.9 L (序論参照) で除することにより細胞内薬

物濃度を算出した。すべての経細胞輸送試験は triplicateで実施した。 

 

2.3 Basal 側における薬物の非結合形分率 (Fu3) 測定 

各薬物の4％BSA中の非結合形分率をRED device system (Thermo Scientific、MA、USA) 

を用いて平衡透析法により測定した。RED device systemは1つのセルが透析膜によって2つの

チャンバーに分かれている。0.03 μMの薬物と4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液を一方のチ

ャンバーに添加し、もう一方のチャンバーにHBSS/HEPES緩衝液を添加した後、37℃、100 

rpmで4時間振盪した。各々のチャンバーからサンプル50 Lを採取し、シンチレーションカ

クテル (Hionic-Fluor®) 4 mLを加えて、液体シンチレーションカウンターで放射能を測定し

た。HBSS/HEPES緩衝液中薬物濃度を4％BSA含有緩衝液中薬物濃度で除することによりFu3

を算出した。試験はtriplicateで実施した。 

 

2.4 Caco-2細胞透過性試験のモデル解析 

Atenolol、metoprolol、propranololについては、Apical側、細胞内、Basal側濃度推移を式 

(5)‐(7) 、 (8’)‐(16’) に同時に当てはめ、非線形最小二乗法によりFu2およびPS1/Fu1の最適

値を求めた。Apical側にタンパク質は存在しないことからFu1=1と設定した。Digoxin、 

cyclosporine、verapamilについてはAtoB試験およびBtoA試験の結果を式 (5)‐(7) 、 (8’’)‐

(16’’) に同時に当てはめ、Fu2、PS1/Fu1 (=PS3/Fu2=PS4/Fu3、Fu1=1) およびPS2の最適値を算出
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した。2.3において実測した各薬物の4％BSA中非結合形分率をFu3として使用した。非線形

最小二乗法による最適化計算はシミュレーション解析&モデリングソフトSAAMII version 

1.2® (SAAM Institute、WA、USA) を使用して重みづけ1/yで実施した。得られたパラメータ

の最適値を用いて、式 (14’)‐(15’) および式 (14’’)‐(15’’) に基づいて、Basal側濃度推移 

(BtoA試験ではApical側濃度推移) の直線領域開始時間 (3/および終了時間 (0.3/) を算出

した。また、得られたパラメータの最適値を式 (20) に代入することにより、各薬物のAtoB

試験におけるPappを算出し、従来の方法により120分後のBasal側濃度から式 (1) を用いて算

出したPappと比較した。 

 

2.5 薬物の脂溶性 (clog P) と Fu2の関係 

各薬物の Fu2の最適値を clog P に対してプロットし、両者の相関関係を評価した。各

薬物の clog P は digoxin を除いて、既報の値を使用した(41)。Digoxinの clog P は、ADMET 

predictor®  (Northern Science Consulting Inc.、Sapporo、Japan) を使用して計算した。 
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3. 結果 

3.1 Basal 側における薬物の非結合形分率 (Fu3)  

平衡透析により測定した各薬物の Fu3の値は 0.023 (cyclosporine) ～0.870 (atenolol) の

範囲であった (表 2) 。 

 

表2 薬物の4％BSA溶液中非結合形分率 

 

平均値±S.D.、triplicate 

 

3.2 Caco-2細胞透過性試験とモデル解析 

受動拡散により膜透過する 3つの薬物 (atenolol、metoprolol、propranolol) の Apical側、

細胞内、Basal側の濃度推移と当てはめ曲線を図 11に、当てはめ計算による解析結果と各薬

物の clog P 値を表 3 に示す。いずれの薬物についても、各部位の濃度推移の当てはめ曲線

は実測値とよく合っていた。Fu2は、propranololでは atenololの 1/100程度と薬物によって大

きく異なり、clog P が大きい薬物ほど小さい値となった。直線領域の開始時間 (3/α) につい

ても、metoprololが 7 分、propranololが 38分と、薬物によって大きく異なっていた。また、

終了時間 (0.3/β) は metoprolol が 62 分、propranolol が 72 分となり、これらの薬物では 120

分のインキュベーション時間内に直線領域は終了することが明らかとなった。式 (20) によ

り算出した Pappは、従来の方法により 120分後の Basal側濃度から式 (1) を用いて算出した

値と比較して、約 1.1～1.3倍大きい値を示した。 

薬物名 4％BSA溶液中非結合形分率(Fu3)

Atenolol 0.870 ±0.005

Metoprolol 0.824 ±0.036

Propranolol 0.278 ±0.019

Digoxin 0.366±0.037

Cyclosporine 0.023±0.001

Verapamil 0.321±0.016
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図 11 受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2細胞透過性試験における各部位の濃度推

移 

 

4％BSA を含む HBSS/HEPES 緩衝液 (pH 7.4) を Basal 側に、10 M [3H]atenolol、10 

M [3H]metoprolol あるいは 10 M [3H]propranolol を含む FaSSIF/HEPES 緩衝液 (pH7.4) を

Apical側に添加し、37℃インキュベーションし、30、60、90、120分後に Apical側、細胞内、

Basal 側の放射能濃度を測定した。各部位の濃度推移を式 (5)‐(7) 、式 (8’)‐(16’) に同時

に当てはめ、非線形最小二乗法により Fu2および PS1/Fu1 (=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3、Fu1=1) 

の最適値を求めた。それぞれのポイントは triplicateの平均値±S.D.を表す。 
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表 3 受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2細胞透過性試験解析結果 

 

1): 式 (20) より算出 

2): 120分後の Basal側濃度から式 (1) を用いて算出 

 

 

 

 

clog P

当てはめ計算により得られた
収束値（±S.D.）

ラグタイム
(min)

直線領域(min) Papp
1)

従来法により
算出した

Papp
2)

Fu2
PS1/Fu1

(x10-6 mL/s)
（1/α）

開始
（3/α）

終了
（0.3/β）

(10-6cm/s) (10-6cm/s)

Atenolol 0.22 1.35±0.14 0.566±0.024 9.81 29.4 3242 0.858 0.757

Metoprolol 1.95 0.106±0.003 29.9±1.0 2.34 7.02 62.4 45.3 34.1

Propranolol 3.48 0.0172±0.0007 32.4±0.9 12.7 38.1 71.9 49.0 38.9

4
8
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3 つの P-gp 基質 (digoxin、cyclosporine、verapamil) の AtoB 試験と BtoA 試験における

Donor 側、細胞内、Reciever 側の濃度推移と当てはめ曲線を図 12 に、当てはめ計算による

解析結果と各薬物の clog P 値を表 4 に示す。いずれの薬物についても、各部位の濃度推移

の当てはめ曲線は実測値とほぼ合っていた。Digoxin および cyclosporine の細胞内濃度につ

いては、低値のために測定誤差が大きく、当てはめ曲線と実測値の差が大きくなったものと

考えられる。 

P-gp基質においても受動拡散により膜透過する薬物 (表 3) と同様に、clog P が大きい

薬物では Fu2が小さく、特に cyclosporineの Fu2は約 0.002ときわめて小さい値となった (表

4) 。AtoB 試験における直線領域の開始時間は 9.3 分 (digoxin) から 320 分 (cyclosporine) 

と P-gp 基質においても薬物により大きく異なった。Cyclosporine では AtoB および BtoA 試

験のいずれにおいても直線領域の開始時間は 300 分を超えており (表 4) 、120 分までのイ

ンキュベーション時間内に直線領域は始まらないことが明らかとなった。また、終了時間

は verapamil では AtoB 試験において 106 分となり、120 分のインキュベーション時間内に

直線領域は終了することが明らかとなった。式 (20) により算出した Pappは、従来の方法に

より 120 分後の Basal 側濃度から式 (1) を用いて算出した Papp と比較して、digoxin、

cyclosporine および verapamil において、それぞれ約 0.94、5.2 および 1.6 倍大きな値を示し

た。 
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図 12  P-gp基質の Caco-2細胞透過性試験における各部位の濃度推移 
 

AtoB試験においては4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をBasal側に、0.1 μM 

[3H]digoxin、0.1 μM [3H]cyclosporineあるいは0.1 μM [3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝

液 (pH7.4) をApical側に添加した。BtoA試験においては4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 

(pH 7.4) をApical側に、 0.1 μM [3H]digoxin、 0.1 μM [3H]cyclosporineあるいは 0.1 μM 

[3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝液 (pH7.4) をBasal側に添加した。37℃でインキュベ

ーションし、30、60、90、120分後にApical側、細胞内、Basal側の放射能濃度を測定した。

AtoB試験およびBtoA試験における各部位の薬物濃度推移を式 (5)‐(7) 、式 (8’’)‐(16’’) に

同時に当てはめ、非線形最小二乗法によりFu2、PS1/Fu1 (=PS3/Fu2=PS4/Fu3、Fu1=1) およびPS2

の最適値を求めた。それぞれのポイントはtriplicateの平均値±S.D.を表す。
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表 4 P-gp基質の Caco-2細胞透過性試験解析結果 

 

1): 式 (20) より算出 

2): 120分後の Basal側濃度から式 (1) を用いて算出 

 

 

 

clog P

当てはめ計算により得られた収束値（±S.D.）
AtoB試験 BtoA試験

Papp
1)

従来法により
算出した

Papp
2)ラグタイム

(min)

（1/α）

直線領域(min) ラグタイム
(min)

（1/α）

直線領域
(min)

Fu2
PS1/Fu1

(x10-6 mL/s)

PS2/Fu2

(x10-6 mL/s)
開始
（3/α）

終了
（0.3/β）

開始
（3/α）

終了
（0.3/β）

(10-6cm/s) (10-6cm/s)

Digoxin 1.36 0.111±0.015 4.45±0.12 39.3±2.6 3.09 9.26 1177 3.09 9.28 682 1.37 1.46

Cyclosporine 3.54 0.00213±0.00053 6.63±0.46 49.3±11.9 106 319 1724 124 371 514 2.38 0.460

Verapamil 4.33 0.0154±0.0007 26.2±0.5 41.7±2.0 13.5 40.5 106 13.9 41.6 126 30.6 19.8

5
1
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3.3  薬物の脂溶性 (clog P) と Fu2の関係 

対象とした薬物の clog P と Fu2の最適値との相関を図 13に示す。受動拡散により膜透

過する薬物および P-gp基質について、同じグラフにプロットした。Fu2は薬物の clog P と有

意な負の相関関係を示すことが明らかとなった。 

 

図 13 薬物の細胞内非結合形分率 (Fu2) と clog P との関係 

Caco-2細胞透過性試験における Apical側、細胞内、Basal側薬物濃度を式 (5)‐(7) 

および式 (8’)‐(16’) あるいは式 (8’’)‐(16’’) に当てはめることにより、細胞内非結合形

分率 (Fu2) の最適値を算出した。各薬物の clog P は digoxinを除いて、既報の値を使用し

た(41)。Digoxinの clog P は、ADMET predictor®  (Northern Science Consulting Inc.、

Sapporo、Japan) を使用して計算した。 
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4. 考察 

受動拡散により膜透過する薬物  (atenolol、metoprolol、propranolol) およびP-gp基質 

(digoxin、cyclosporine、verapamil) についてCaco-2細胞透過性試験を実施し、Apical側、細胞

内、Basal側の濃度推移を1章で構築したモデルに当てはめた結果、当てはめ曲線は実測値と

よく合っており (図11、12) 、本モデルの有用性が確認された。 

上述のように、Caco-2細胞透過性試験において式 (1) を用いてPappを算出するときの前

提条件として、薬物の細胞内分布は無視できること、Basal側の薬物濃度は直線的に増加す

ること、一度透過した薬物は細胞内に戻らないこと (すなわちシンク条件) 、Apical側の濃

度変化は小さいこと、細胞内への薬物の蓄積は考慮しないこと、などが仮定されている (7, 

11, 16, 18)。しかし、実際にCaco-2細胞透過性試験を実施した結果、図11および12に示すよう

に、metoprololおよびpropranololについてはインキュベーション120分間でApical側の濃度が

それぞれ約20%および約40%減少していた。また、propranolol、cyclosporine、verapamilはイ

ンキュベーション終了時に添加した薬物の約8%が細胞内に分布していた (図11および12) 。

さらに、cyclosporineのBasal側濃度推移における直領領域開始時間はAtoB試験およびBtoA試

験のいずれにおいても300分を超え、120分間のインキュベーション時間内に直線領域は存

在しないことがわかった (図12、表4) 。AtoB試験における120分後のBasal側濃度のみから式 

(1) を用いて算出したPappは、Fu2、PS1/Fu1、PS2の最適値を用いて式 (20) により算出したPapp

と比較して5.2倍過小評価していた。これは、cyclosporineのFu2が約0.002と非常に小さく、

Basal側への出現が遅いためと考えられる。一方、metoprolol、propranololおよびverapamil

では120分のインキュベーション時間の途中で直線領域が終了することが明らかとなった。

これらの結果は2章のシミュレーション結果 (図8、9、10) とも合致し、これらの薬物では式 

(1) の仮定が必ずしも成立していないことが明らかとなった。 

AtenololのFu2の最適値が1を超えた理由として、使用した細胞内容量 (V2) の値に起因

することが考えられる。本解析において、V2は共焦点顕微鏡を用いて測定された細胞の高さ
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と今回実験に使用したwellの表面積から算出された値である0.9 μL (序論参照) に設定した。

しかし、既報において、細胞の大きさは培養条件によって変わることが明らかになっている

ことから(23)、本試験での実際の細胞内容量が0.9 μLより大きい可能性が考えられた。 

Propranolol、cyclosporine、verapamilのFu2は、atenololと比較して約1/60～1/500倍の値 (表

3、4) を示した。一般的に脂溶性が高い薬物は細胞内マトリックスと強く結合することが報

告されており(63, 64)、これらの薬物は脂溶性 (表3、4) や血漿タンパク結合率 (表5) が高い

ことから、細胞内マトリックスとも強く結合することが考えられる (図14) 。本研究におい

て、clog Pが大きい薬物はFu2が小さく (図13) 、直線領域の開始が遅くなることが明らかと

なった。そのため、脂溶性が高い薬物のPappを正確に評価するためには、Apical側、細胞内、

Basal側の濃度測定を行い、本研究で構築した3-コンパートメントモデルにその推移を当て

はめることが推奨される。 

 

表 5 薬物の血漿タンパク結合率(65) 

  

 

薬物名 血漿タンパク結合率（％）

Atenolol ＜5

Metoprolol 11

Propranolol 87

Digoxin 25

Cyclosporine 93

Verapamil 90
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図14 Caco-2細胞透過性試験における薬物と細胞内マトリックスとの結合の概念図 
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総括 

医薬品開発において、薬物のヒトにおける経口吸収率を in vitro から予測する系とし

て、一般的に Caco-2 細胞を用いた透過性試験が実施されている。Caco-2 細胞を用いた見か

けの透過係数 (Papp) 評価は、Basal側の薬物量が直線的に増加するという仮定に基づいてい

る。しかし、薬物によって Apical側に添加してから Basal側に出現するまでにラグタイムが

存在したり、Basal 側の薬物濃度が直線的な増加の後、頭打ちになったりする場合がある。

このようなケースでは、Pappを適切に評価できていない可能性があると考えられた。そこで

本研究では、薬物の細胞透過性試験において Pappを適切に評価するために、細胞内分布を考

慮したモデルを構築するとともに、モデル式を展開することによって、Pappを評価するため

の適切な時間範囲を明らかにした。さらに、受動拡散により膜透過する代表的な薬物および

P-gp基質を用いて Caco-2 細胞透過性試験を実施し、モデルの有用性を確認した。 

1．細胞内分布を考慮したモデル構築 

3-コンパートメントモデルに基づいて、Apical側、細胞内および Basal側の薬物濃度

推移をそれぞれ微分方程式で記述し、Laplas変換を利用して解析解を導いた結果、各部位

の濃度推移はそれぞれ 2つの定常状態が存在する指数関数式により表現できることが明ら

かとなった。 

2．細胞透過性試験のシミュレーションによる検証 

本モデルを用いて Apical側薬物濃度推移をシミュレーションした結果、Apical側の

液量が少ない場合、Pappが大きい薬物の Apical側薬物濃度が大きく低下することがわかっ

た。また、Basal側薬物濃度推移の式を Taylor展開することにより、3/α≦時間≦0.3/β の条

件で直線の式に近似された。受動拡散により膜透過する薬物と P-gp基質を仮定してシミュ

レーションを行った結果、いずれにおいても直線領域の開始時間である 3/αは Pappが大き

くなるに従って小さくなり、細胞内非結合形分率 (Fu2) が小さくなるに従って大きくなっ

た。一方、直線領域の終了時間である 0.3/βも Pappが大きくなるに従って小さくなるが、
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Fu2の影響はほとんど受けなかった。Pappを評価するためのシンク条件として、欧州医薬品

庁の薬物相互作用に関するガイドラインでは、Apical側の濃度に対して Basal側濃度が

10％以下であることとされているが、本結果より、Basal側濃度推移の直線領域はそのよう

に一律に定義されるものではなく、薬物の膜透過性に依存することが明らかとなった。 

3. Caco-2細胞透過性試験によるモデルの有用性評価 

受動拡散により膜透過する代表的な薬物 (atenolol、metoprolol、propranolol) および

P-gp基質 (digoxin、cyclosporine、verapamil) を用いて、Caco-2細胞の Apical側に薬物を添

加する透過性 (AtoB) 試験を行い、Apical側、細胞内、Basal側の濃度推移を本モデルに当

てはめることにより、膜透過クリアランスおよび Fu2の最適値を算出した。P-gp基質につ

いては、Basal側に薬物を添加する (BtoA)  試験も実施し、両試験の結果を同時にモデル

に当てはめた。その結果、本モデルによって、いずれの濃度推移も表現することが可能で

あった。膜透過クリアランスおよび Fu2の最適値を用いて、Receiver側の直線領域の開始

と終了時間を算出した結果、metoprololおよび digoxinでは薬物添加後 10分以内に直線領

域が始まるのに対し、脂溶性 (cLog P) の大きい薬物では Fu2の値が小さく、直線領域の開

始時間が遅れる傾向が見られた。Cyclosporine では AtoB試験および BtoA試験のいずれに

おいても 120分のインキュベーション時間内に直線領域は始まらず、AtoB試験において

120分後の Basal側濃度から従来の方法により算出した Pappは 5.2倍の過小評価となった。

一方、metoprolol、propranololおよび verapamilでは 120分のインキュベーション時間の途

中で直線領域が終了することが明らかとなった。   

本研究の結果より、細胞透過性 (AtoB) 試験において Basal側濃度推移から正確な

Pappを評価するためには、3/α～0.3/βの時間範囲に複数回のサンプリングを実施し、2点の

傾きから透過速度を評価する必要があることが明らかとなった。αは膜透過性と細胞内結

合に、βは膜透過性のみに依存するパラメータであり、特に脂溶性が大きい薬物について

は Basal側濃度の直線領域の開始が遅いことから、Pappの過小評価を避けるためには本研究
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で構築した 3-コンパートメントモデルに各部位の濃度推移を当てはめることが推奨され

る。 

国内外の医薬品品目の動向を見ると、2010 年問題と言われるようにブロックバスタ

ーが立て続けに特許切れを迎え、最近では、医薬品開発の成功確率がさらに低くなっており、

創薬の難しさが一段と増していることが報告されている。これまでの医薬品開発は低分子

医薬品を中心としたブロックバスターを主軸としていたが、現在の創薬アプローチは大き

く変化している(66)。低分子医薬品のターゲットはほとんど枯渇していることから、難しい

ターゲットを狙うために薬効を中心にスクリーニングすることによって、分子量が大きく

膜透過性の低い化合物が選択される傾向がある。Pfizer 社で合成される薬物候補化合物は、

平均分子量の増加に伴い脂溶性も増加し、2000 年代において平均 Log P が約 3 であり、最

大で Log P が 6 を超える化合物も存在することが報告されている(6)。創薬段階における in 

vitro 評価の対象は、これまでの低分子を中心としたものから、分子量や Log P が大きい薬

物へと変化しているにもかかわらず、評価方法の妥当性が十分に検証されていないケース

も見受けられる。Caco-2 細胞透過性試験による Papp の評価についても、上述のように種々

の仮定に基づいているが、多様な医薬品の細胞透過性評価に対応しているのか不明なまま、

製薬会社では効率を重視して従来法で実施されている。本研究において、Log P が大きい薬

物については従来法では正確な Pappを評価できないことが示されたが、今後、多様な医薬品

の Pappを正確に評価できるように本モデルをさらに改良していくことが必要であろう。 
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