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略語 
ASBT  Apical sodium dependent bile acid transporter 
BCRP  Breast cancer resistance protein 
BSEP  Bile salt export pump 
CV  Coefficient of variation 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
ER   Efflux ratio 
FBS   Fetal bovine serum 
FDA  Food and Drug Administration 
Gapdh  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HBSS   Hanks’ balanced salt solution 
IC50  Half-maximal inhibitory concentration 
LC-MS/MS  liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
MATE  Multidrug and toxic compound extrusion 
MCT  Monocarboxylic acid transporter 
MRM   Multiple reaction monitoring 
MRP  Multidrug resistance protein 
NER   Net efflux ratio 
NTCP  Taurocholate co-transporting polypeptide 
OAT  Organic anion transporter 
OATP  Organic anion transporting polypeptide



ii 

OCT  Organic cation transporter 
OCTN  Carnitine/organic cation transporter 
OST  Organic solute transporter 
P-gp   P-glycoprotein 
Papp   Apparent permeability coefficient 
PEPT  Peptide transporter 
qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
SD  Standard deviation 
URAT  Urate transporter 
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製薬企業の創薬研究では、標的の探索、化合物ライブラリーからヒット化合

物の選択、ヒット化合物からリード化合物の創製、リード化合物の最適化、開発

候補品の選択を経て、ヒト臨床試験が開始される。ヒト臨床試験では開発候補

品のヒトでの有効性および安全性を確認するが、そのためには創薬段階の評

価からヒトの有効性および安全性を適切に予測することが大変重要である。薬

物は投与された後、体内で吸収され、組織に分布し、代謝され、排泄されるとい

う過程をたどる。創薬段階における薬物動態評価はヒト由来の生体試料や実験

動物を用いた評価により、ヒトにおける薬物の吸収、分布、代謝、排泄といった

体内動態を予測している。よってヒト臨床試験においてより安全で十分な薬効を

発揮する医薬品開発のためには、ヒトでの薬物動態を正確に予測する薬物動

態評価が不可欠となってくる。 
薬物動態特性の悪さが原因で開発中止となる医薬品は 1993 年では 40%で

あったが、その後、創薬段階における薬物動態評価が充実した結果、2000 年

には 10%以下となり(Kola and Landis, 2004)、創薬段階における薬物動態評

価の有用性が示された。よって、製薬会社では更に創薬の成功確率を上げるた

め、創薬段階における薬物動態評価の改善を進め、更なるヒト体内動態予測精

度の向上を目指している。 
ATP binding cassette トランスポーターの一種である P-glycoprotein (P-gp) 

は Figure 1 に示すように様々な組織（小腸、脳、肝臓、腎臓）に発現し、多くの

薬物の吸収、分布、排泄に関与しており、トランスポーターの中で最もよく研究

されている (Giacomini et al., 2010)。また臨床現場において患者は複数の医
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薬品を同時に処方されることが多く、それら薬物間に相互作用があった場合、

重篤な副作用や治療効果の減弱につながり、患者の不利益となるため、医薬

品開発時における薬物の P-gp 基質性に関する情報は、薬物の適正な使用に

おいて有用な情報となる。よって開発候補品のヒト P-gp 基質性を調べることは

重要とされ、2017 年に米国の Food and Drug Administration (FDA) から“In 
Vitro Metabolism- and Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction Studies”
が、2018 年に厚生労働省から「医薬品開発と適正な情報提供のための薬物相

互作用ガイドライン」が発行され、これら規制当局のガイドラインにはヒト P-gp
基質性評価の必要性、評価法および基質性判断基準について記載されている 

(Figures 2, 3)。規制当局のガイドラインに記載されているヒト P-gp 基質性評価

法では、ヒト P-gp が発現し、ヒト P-gp 基質化合物の輸送能が確認された細胞

を用いた経細胞輸送評価法が推奨されており、この評価法はヒト P-gp が薬物

の体内動態に与える影響の予測において、現段階で最も信頼性の高い in vitro
評価法であることが報告されている (Yamazaki et al., 2001; Mahar Doan et 
al., 2002; Ohe et al., 2003; Feng et al., 2008; Hsiao et al., 2008; Sugimoto 
et al., 2011a; Sugimoto et al., 2013; Poirier et al., 2014a; Feng et al., 2018)。
細胞としてはイヌ腎臓由来の MDCKII 細胞またはブタ腎臓由来の LLC-PK1 細

胞を親株に用いたヒト P-gp 安定発現細胞株が一般的に広く使用されている。

また規制当局のガイドラインに記載されているヒト P-gp 基質性の判断基準では、

P-gp 基質性の指標は Net Efflux Ratio (NER) の値により判断されている。

NER≧2 の場合は「ヒト P-gp 基質の可能性あり」と判断され、ヒト P-gp 基質性
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確認のための追加の評価が必要となる。NER＜2 の場合は「弱いヒト P-gp の

基質またはヒト P-gp 基質ではない」と判断され、それ以降の追加評価は必要と

されていない。よって創薬段階のスクリーニング評価ではヒト P-gp 基質性判断

のクライテリアを NER:2 とし、NER≧2 を P-gp 基質、NER<2 を P-gp 非基質と

判断している。しかし、ヒト P-gp 基質性評価に用いられる細胞には内在性トラン

スポーターが発現しており、ヒト P-gp 基質性評価結果に影響を与えることが複

数報告されている。例えば MDCKII 細胞は内在性イヌ P-gp、イヌ Mrp2、イヌ

PepT1、イヌ PepT2 が発現しており、これらトランスポーターがヒト P-gp 基質性

判断を過小評価するとの報告がある (Goh et al., 2002; Giri et al., 2009; 
Kuteykin-Teplyakov et al., 2010; Di et al., 2011; Mease et al., 2012; Li et al., 
2013; Wang et al., 2013)。特にイヌ P-gp はヒト P-gp 基質性評価への影響が

大きく、このイヌ P-gp の影響を最小限にするため、flow cytometry によるイヌ

P-gp 発現量の低い MDCKII 細胞の選択や、zinc-finger nucleases、CRISPR-
Cas9 などの遺伝子編集技術を用いてイヌ P-gp 遺伝子を knock out した

MDCKII 細胞を作製し、ヒト P-gp 基質性評価の親株に使用したとの報告がある

(Di et al., 2011; Gartzke and Fricker, 2014; Gartzke et al., 2015; Karlgren et 
al., 2017)。一方、LLC-PK1 細胞では内在性ブタ P-gp、ブタ Mrp2 の発現は確

認されているが、これらトランスポーターはヒト P-gp 基質性評価への影響が小

さいことが報告されている (Goh et al., 2002; Kuteykin-Teplyakov et al., 
2010)。 
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よってヒト P-gp 基質性評価には LLC-PK1 細胞の方がより適した親株細胞と

考えられた。また細胞を用いたヒト P-gp 基質性評価は煩雑な手順が含まれる

ため、12-well plate や 24-well plate を用いて実施されることが多くスループット

が低いため、創薬段階早期のスクリーニング評価に向けて評価法のハイスル

ープット化が必要であった。 
以上のことにより、本研究では LLC-PK1 細胞を親株として選択し、第一章で

高質かつハイスループットな評価法構築を目的とし、96-well plate におけるヒト

P-gp 基質性評価法の構築を行った。また ATP binding cassette トランスポータ

ーの一種である Breast cancer resistance protein (BCRP) は P-gp と同様に

規制当局のガイドラインにその基質性評価の重要性が記載されている(Figure 
3)。一方で、LLC-PK1 細胞における内在性ブタ Bcrp の発現について調べた報

告はまだなく、もし LLC-PK1 細胞においてブタ Bcrp が発現し、輸送活性が高

い場合、ヒト P-gp 基質性評価へ影響する可能性が考えられた。よって第二章で

は LLC-PK1 細胞に発現する内在性ブタ Bcrp の機能およびヒト P-gp 基質性評

価への影響について調べた。 
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Figure 1. Selected human transport proteins for drugs and endogenous 
substances (Giacomini et al., 2010). a: Intestinal epithelia; b: Hepatocytes; 
c: Kidney proximal tubules; d: Blood-brain barrier; ASBT: apical sodium/bile 
acid co-transporter; BCRP: breast cancer resistance protein; BSEP: bile-
salt export pump; MATE: multidrug and toxin extrusion protein; MCT: 
Monocarboxylic acid transporter; MRP: multidrug resistance protein; NTCP: 
taurocholate co-transporting polypeptide; OAT: organic anion transporter; 
OATP: organic anion transporting polypeptide; OCT: organic cation 
transporter; OCTN: organic cation/carnitine transporter; OST: organic solute 
transporter; PEPT: peptide transporter; P-gp: P-glycoprotein; URAT: urate 
transporter. 
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Figure 2. This figure shows a decision tree for P-gp and a similar tree could 
be used for BCRP (Giacomini et al., 2010). a: A new molecular entity is 
considered to be a potential P-gp (or BCRP) substrate if the efflux ratio - 
basal to apical (B to A) to apical to basal (A to B) - is ≥ 2 in an epithelial cell 
system that expresses one or both transporters. b: Reduction of the flux 
ratio by the P-gp (or BCRP) inhibitors should be greater than 50%. c: If in 
vitro experiments suggest that the new molecular entity is a P-gp (and/or 
BCRP) substrate, preclinical and clinical information should be assessed to 
determine whether a clinical in vivo DDI study is warranted. d: If the flux 
ratio is not reduced by P-gp (or BCRP) inhibitors, then other efflux 
transporters may be responsible for the observed net flux. 
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Figure 3. 被験薬が P-gp 及び BCRP の基質となる可能性の検討 (医薬品

開発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドライン, 厚生労働省) 

P-gp及びBCRPの輿型基買（表2-1)を用いて輪送能が確認された纏胞を用いた経編飽輸送
実験系において．被験薬のNetER (B-to-A/A-to-8)は2以上となるか？ •) 

Net ER? 2 

P・gp (BCRP)茎竺

P・gp (BCRP)を介した薬物相
作用リスク訂り．臨床薬物相
作用試験の実能を考患するd

Net ERく2

蒻いP-gp(BCRP)の
又はP~ (BCRP)基

a) P-gpやBCRPのような排出トランスポーターを介した輸送を評価する際には、薬物の頂端膜側(A)か
ら基底朕側 (B)への透過性を、反対方向 (BからA)の透過性と比較し、 BからAへの透過性と Aか
らBへの透過性の比から Effluxratio(= B to A/A to B ratio、ER)を算出する。発現細胞株を用いる場合
は原則として、非発現細胞のERを用いて補正し、 NetER(＝（発現細胞のER)／（非発現細胞のER))を
算出する。 P-gp等トランスボーター遺伝子の発現細胞株等を用いる場合は、 典型萎質の NetER 
(Caco-2細胞の場合は、典型基質のER)を指標に輸送能を確認する。使用する細胞系でのこれまでの
経験から NetERが2という値では結果を判断できないと考えられる場合は、 2以外のNetERのカット
オフ値か、又は限性対照との相対比を使用してもよい。その場合は、陽性対照の検討結果に昼づき、
適切な値を設定する。

b) NetERが1付近になる、又は明らかに低下する。

c) P-gpは消化管吸収や尿細管分泌、中枢移行性に関与することから、消化菅アベイラビリティ (FaFg)、
尿細菅分泌の有無、中枢垂性の懸念等を考慮し、臨床薬物相互作用試験の必要性を判断する。例えば、
Fa Fg >80％であれば、消化管のP-gp阻害のみによっては、 1.25倍以上のAUC上昇は起こらないと考え
られる。なお、 BCRP基質の場合は、 invivoでの機能低下を示唆する、巳本人で比較的頻度の高い変
(c.421C > A)があり、塞質の薬物動態の個人差の原因となり得ることから、本決定樹を用いて invitro試
験で奉質となるか否かを検討しておくことが推奨される。試験方法はP-gp呈質試験に準じる。但し、
BCRP塁賓の場合、 invivoで使用可能な典型阻害薬を用いた臨床薬物相互作用試験を針画することは現
時点で困難であることから、当面は、 BCRPの基黄であることを惜報提供するのみにとどめる。
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第一章 
LLC-PK1 細胞を用いた 

96-well ヒト P-gp 基質性評価法の構築 
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第一節 背景 
細胞を用いたヒト P-gp 基質性評価は煩雑な実験手順を含む細胞実験のた

め 12-well plate や 24-well plate を用いて実施されることが多い。また、全ての

実験工程を手動で実施するため、習熟した実験手技が必要とされ、スループッ

トの低い評価法であった。特に複雑な手順となっているのが、細胞を transport 
buffer で洗浄・置換するステップである。P-gp 基質性評価を実施する際、

transport assay 用 plate に細胞を播種し一定期間培養後、評価当日に plate
の各 well を transport buffer により洗浄・置換を実施する。その際、細胞の単層

膜を形成しているタイトジャンクションを破壊しない様に各 well を優しく洗浄・置

換しなければならない。また、各 well を細胞培養用の培地から transport buffer
へ置換する際、transport buffer により 2 回洗浄後に置換を行う。よって計 3 回

洗浄作業 (well に入っている溶液を吸引し、新たな溶液を分注する) を実施す

るが、習熟した実験手技を必要とし、時間がかかる操作であった。 
本章では評価法のハイスループット化を目指し、各 well の溶液の交換を自動

的に実施できる microplate washer を用いた 96-well plate におけるヒト P-gp
基質性評価法の構築を行った。また構築した評価法にて Figure 4 に示す様々

な特性を持つ計 9 化合物を評価し、24-well plate にて実施した評価結果と比較

し、本評価法の validation を実施した。 
更に開発候補品のヒト P-gp に関する薬物間相互作用を知るためには開発

候補品のヒト P-gp 阻害能を評価することも重要であり、規制当局ガイドラインに

もヒト P-gp 阻害性評価の必要性について記載されている。よって本章で構築し



11 

たヒト P-gp 基質性評価法がヒト P-gp 阻害性評価に使用可能か確認するため、

典型的 P-gp 基質である digoxin、既知 P-gp 阻害剤として elacridar、quinidine、

verapamil 、 ketoconazole (Figure 5) を 用 い て 阻 害 性 評 価 に つ い て の

validation を実施した。 
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第二節 実験材料および実験方法 
１） 実験材料 

LLC-PK1 細胞は ATCC (Manassas, VA, USA) から購入した。LLC-PK1-P-
gp 細胞は LLC-PK1 細胞にヒト MDR1 cDNA をトランスフェクションして樹立し

た細胞である (Tanigawara et al., 1992; Ueda et al., 1992)。LLC-PK1-P-gp
細胞（LLC-GA5-CoL150） は文部科学省ナショナルバイオリソースプロジェク

トを介して、理研バイオリソース研究センターから提供して頂いた。Medium 199 
(Cat No: 11150)、ペニシリン-ストレプトマイシン (Cat No: 15070)、FBS (Cat 
No: 10099141)、0.05% トリプシン-EDTA (Cat No: 25300)、HBSS (Cat No: 
14025)、1 M HEPES (Cat No: 15630) は Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, USA) から購入した。BD Falcon 24-well (Cat No: 351181) および 96-
well Multiwell Insert Systems (Cat No: 351131) は Corning Life Sciences 
(Lowell, MA, USA) から購入した。Verapamil (Cat No: V4629)、quinidine 
(Cat No: Q3625)、loperamide (Cat No: L4762)、digoxin (Cat No: D6003)、
risperidone (Cat No: R3030)、propranolol (Cat No: P0884)、caffeine (Cat 
No: C1778)、ketoconazole (Cat No: K1003) は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 
USA) から購入した。アセトニトリル (Cat No: 015-08633)、colchicine (Cat 
No: 035-03853)、fexofenadine (Cat No: F322470)、atenolol (Cat No: 015-
26051) は和光純薬 (大阪、日本) から購入した。Elacridar (Cat No: 489000) 
は Toronto Research Chemicals (North York, ON, Canada) から購入した。
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Microplate washer (HydroSpeedTM) は TECAN (Mannedorf, Switzerland) 
から購入した。 

 
２） 細胞培養 

LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞は 10% FBS、100 units/mL ペニシリ

ン、100 μg/mL ストレプトマイシンを含む Medium 199 培地中で plastic culture 
dishes を用いて 37℃、5% CO2 の条件下で CO2 インキュベーターにて培養し

た。LLC-PK1-P-gp 細胞の培地には Colchicine (150 ng/mL) を添加した。細

胞は 60-80%コンフルエンスに達した時点で 0.05% トリプシン-EDTA を用いて

2-3 日おきに継代培養した。 
 

３） 24-well および 96-well Multiwell Insert Systems における細胞播種および

評価条件 
24-well および 96-well plate の細胞播種数および評価条件を Table 1 に示

した。各細胞を Multiwell Insert Systems に播種後、37℃、5% CO2 の条件下

で CO2 インキュベーターにて培養した。細胞播種後は 2-3 日おきに新鮮な培地

に置換し、24-well plate は播種 8 日後、96-well plate は播種 5 日後に経細胞

輸送評価を実施した。 
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４） ヒト P-gp 基質性評価 
既知の P-gp 基質および P-gp 非基質化合物の中から様々な膜透過性を示

す 9 化合物を選択し評価に使用した (Table 2)。 評価を開始する１時間前に各

well を 37℃の transport buffer により 2 回洗浄後、置換し 37℃、5% CO2 の条

件下で CO2 インキュベーターにて pre-incubation を実施した。Transport buffer
は 1 M HEPES を HBSS にて希釈し、25 mM HEPES/HBSS を調製し、1 M 
NaOH により pH 7.4 に調整したものを使用した。24-well plate は手動で、96-
well plate は microplate washer を使用し transport buffer による洗浄・置換を

実施した。96-well plate の microplate washer による洗浄・置換の際、細胞の

単層膜を形成しているタイトジャンクションを破壊しない様に microplate washer
のニードルの吸引の高さ、吸引速度、分注の高さ、分注速度を適切に設定した。

評価化合物を含んだ transport buffer を donor 側へ、評価化合物を含まない

transport buffer を receiver 側へ置換し、donor 側から 0 時間のサンプル採取 
(24-well plate: 100 μL, 96-well plate: 30 μL) 後、Multiwell Insert Systems を

37℃、5% CO2 の条件下にて CO2 インキュベーターにて静置し、評価を開始し

た。3 時間 incubation 後に receiver からサンプル採取した (24-well plate: 100 
μL, 96-well plate: 30 μL)。 
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５） ヒト P-gp 阻害性評価 
評価化合物のヒト P-gp 阻害能を評価するため、digoxin を基質とした LLC-

PK1-P-gp 細胞における阻害性評価を実施した。評価を開始する１時間前に、

4) P-gp 基質性評価に記載した方法で pre-incubation を実施した。評価化合物

を含んだ transport buffer を apical 側へ、評価化合物および 1 μM digoxin を

含む transport buffer を basal 側へ置換し、basal 側から 0 時間のサンプル採

取 (24-well plate: 100 μL, 96-well plate: 30 μL) 後、Multiwell Insert Systems
を 37℃、5% CO2 の条件下で CO2 インキュベーターにて静置し、評価を開始し

た。3 時間 incubation 後に apical 側からサンプルを採取した (24-well plate: 
100 μL, 96-well plate: 30 μL)。 

 
６） 評価化合物の濃度測定 

P-gp 基質性評価および P-gp 阻害性評価で採取したサンプルをアセトニトリ

ル（24-well plate：100 μL、96-well plate：170 μL） と混合し、4℃、3,000 rpm
で 10 分間遠心分離し、得られた上清を LC-MS/MS にて分析した。LC-MS/MS
は ACQUITY UPLC® 

（Waters、MA、USA）と API4000 (AB Sciex、CA、USA) 
を組み合わせて使用した。分析サンプルは、ACQUITY UPLC® BEH C18 
VanGuard Pre-column 1.7 μm、2.1×5 mm および ACQUITY UPLC® BEH 
C18 1.7 μm、2.1×30 mm (Waters、MA、USA) を使用して、流速 0.5 mL/min、

カラム温度 50℃でカラム分離した。移動相 B 液の初期濃度は 5％で、この条

件を 0.2 分間維持した後、次の 0.3 分間で移動相 B を 90％まで直線的に増加



16 

させ、0.5 分間保持し、その後、移動相 B を 5％に戻し、平衡化のために 0.5 分

間保持した。MS/MS 分析は MRM 条件でイオン検出し、各化合物の LC-
MS/MS 条件は Table 3 に示した。 

 
７） Data 解析 

Papp、ER、NER は下記の計算式 (1-3) を用いて算出した。 
 

Papp = R × VR (1) Area × D0 × Time 
 

ER = Papp, B to A (2) Papp, A to B 
 

NER = ERP-gp (3) ERWT 
 

R は receiver 側の incubation 終了時の濃度 (μM)、VR は receiver 側の容量

(mL)、AreaはMultiwell Insert Systemsのmembrane area (cm2)、D0はdonor
側の incubation 開始時の濃度 (μM)、Time は incubation 時間 (sec) である。 
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阻害能は下記の計算式 (4) を用いて算出した。 
 
Digoxin Papp, B to A (% of control) = Papp - Papp, min (4) Papp, max - Papp, min 

 
Papp, max は阻害剤非添加時の digoxin の Papp, B to A、Papp, min は 最高濃度の

阻害剤添加時の digoxin の Papp, B to A、Papp は各阻害剤濃度の digoxin の

Papp, B to A である。評価化合物の IC50 は GraphPad Prism version 5.00 for 
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) を用いて算出した。 
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第三節 結果 
1) ヒト P-gp 基質性評価 

24-well plate における P-gp 基質性評価の結果を Figure 6 および Figure 7
に示した。LLC-PK1-P-gp 細胞において典型的 P-gp 基質である verapamil、
quinidine、loperamide、digoxin、risperidone、fexofenadine は、Papp, A to B より

Papp, B to A が高い値を示したが、P-gp 非基質である atenolol、propranlol、
caffeine は、Papp, A to B および Papp, B to A では同程度の値を示した (Figure 6)。
また P-gp 基質化合物の NER は 2〜21 を示したが、P-gp 非基質化合物の

NER は約 1 を示した （Figure 7）。 
96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価の結果を Figure 8 および Figure 

9 に示した。LLC-PK1-P-gp 細胞において典型的 P-gp 基質は、Papp, A to B より

Papp, B to A が高い値を示し、P-gp 非基質は Papp, A to B および Papp, B to A では同程

度の値を示した (Figure 8)。また P-gp 基質の NER は 2〜21 を示したが、P-
gp 非基質の NER は約 1 を示した （Figure 9）。 

96-well plate における評価化合物の Papp、ER および NER は 24-well plate
と同等であり、P-gp 基質性の指標である NER の 24-well plate と 96-well plate
の相関は r2 = 0.99 と高い値を示した （Figure 10）。 
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2) 96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価の再現性 
96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価の再現性を positive control：

verapamil、negative control：caffeine を用いて調べた。10 試験における両化

合物の NER の平均値±標準偏差 (SD) は verapamil: 3.83 ± 0.27、caffeine：

0.93 ± 0.07 を示し、CV 値は verapamil：7%、caffeine：8％であった (Figure 
11)。 

 
3) Digoxin を基質としたヒト P-gp 阻害性評価 

典型的 P-gp 基質である digoxin をプローブ基質として、既知の P-gp 阻害剤

である verapamil、quinidine、ketoconazole、elacridar を用いて 24-well plate
および 96-well plate にてヒト P-gp 阻害性評価を実施した。Digoxin は化学的

に安定で細胞を用いた評価における代謝安定性も高く、ヒト P-gp に対する Km

値が高いため、基質濃度：0.05 μM-10 μM においてヒト P-gp 輸送活性が飽和

しないことが報告されている (Keogh and Kunta, 2006)。規制当局のガイドライ

ンでは in vitro および in vivo においてヒト P-gp 基質性評価におけるプローブ

基質としての使用が推奨されており、これまで多くの製薬会社で長く使用されて

きた (Bentz et al., 2013; Ellens et al., 2013)。 
全ての評価化合物において digoxin の Papp, B to A は、濃度依存的に減少した

（Figure 12）。評価化合物の IC50 値は 0.06〜22 μM の間で、各化合物の 24-
well plate と 96-well plate の IC50 値はほぼ同等な値を示した （Table 4）。 
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第四節 考察 
本章ではヒト P-gp 基質性評価のハイスループット化を目指し、ヒト P-gp をト

ランスフェクションした LLC-PK1-P-gp 細胞を用いた 96-well plate におけるヒト

P-gp 基質性評価法の構築を行い、様々な特性をもつ化合物 (P-gp 基質、P-
gp 非基質、高膜透過性、低膜透過性) を用いて、本評価法の validation を実

施した。 
各 well の溶液の交換を自動的に実施できる microplate washer を使用する

ことで、細胞洗浄を簡便に短時間で実施できることを可能にした。各 well を細胞

培養用の培地から transport buffer へ置換する際、24-well plate では手動にて

この洗浄工程を行うが、1 plate 実施するのに 240 秒要し、24-well plate を 4 
plate (96 well 分) 実施するのに 960 秒要する。しかし、microplate washer を

使用して 96-well plate を 1 plate (96 well 分) 実施する場合、30 秒で洗浄工

程が実施可能である。例えば 32 化合物を n=3 で評価する場合、24-well plate
を用いた評価では 16 plate 必要となり洗浄工程に 64 分かかるが、96-well 
plate で実施する場合、4 plate のみで、洗浄工程は 2 分で実施可能となり、大

幅な時間短縮が可能となった。また microplate washer では溶液の分注、吸引

を行うニードルの高さや、スピードを調節出来るため、細胞単層膜のタイトジャ

ンクションを破壊しない最適な条件で 96 well 同時に洗浄できる。以上のことよ

り microplate washer を使用することで 96-well plate の各 well の transport 
buffer による洗浄・置換は効率的かつ正確に実施できるようになり、評価法の

ハイスループット化へ貢献した。また 96-well plate での播種細胞条件を検討し
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たところ、Table 1 に示すように 1 well 当たりの播種細胞数を 24-well plate より

増やすことで、培養期間を 3 日間減少させることができ、この培養期間短縮も評

価法の効率化へ貢献した。 
96-well plate における評価の validation を実施するため、Table 2 に示す

様々な特性を持つ計 9 化合物を 24-well plate および 96-well plate で評価し、

評価結果を比較した。両 plate における Papp は同等の結果を示し (Figures 6, 
8)、両 plate 間における NER は高い相関を示した (Figure 10)。両 Plate にお

ける Papp、NER は以前報告されている結果とも一致している (Polli et al., 
2001; Wandel et al., 2002; Wang et al., 2005; Ohashi et al., 2006; Takeuchi 
et al., 2006; Feng et al., 2008; Inoue et al., 2012)。また細胞単層膜のタイトジ

ャンクションの形成については、96-well plate における膜透過性の低い

fexofenadine、atenolol の Papp は低く、文献値、24-well plate と一致していた

ため、96-well plate においても良好な単層膜が形成していることが示された。

更に Figure 11 に示すように 96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価結果

は高い再現性が確認できた。以上のことから、本章で構築した microplate 
washer を使用した 96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価は良好な細胞

膜単層膜形成を示し、ヒト P-gp 輸送活性も 24-well plate と同程度で高い再現

性があり、assay volume が減少することで試薬使用量を削減できるため、効率

的で高質かつ低コストなことが示され、創薬研究においては大変魅力的でハイ

スループットな評価法であると考えられた。 
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次に、本章で構築した評価法を活用したヒト P-gp 阻害性評価法の validation
を実施した。Digoxin は P-gp 基質としてよく知られており、規制当局のガイドラ

インにおいてプローブ基質として使用することが推奨されている。よって 1 µM 
digoxin をプローブ基質とし、評価化合物として既知 P-gp 阻害剤である

verapamil、quinidine、ketoconazole、elacridar を用いて 24-well plate および

96-well plate にてヒト P-gp 阻害性評価を実施し、その結果を比較した。各評価

化合物の 24-well plate と 96-well plate の阻害曲線および IC50 値はほぼ同等

な結果を示し（Table 4、Figure 12）、またこれらの結果は以前報告された IC50

値とも一致した (Taub et al., 2005; Keogh and Kunta, 2006; Rautio et al., 
2006; Sugimoto et al., 2011b; Bentz et al., 2013)。以上のことから、本章にて

構築した 96-well plate におけるヒト P-gp 基質性評価法を用いたヒト P-gp 阻害

性評価は、24-well plate と同等な結果を示し、かつスループットも向上したため、

高質かつ効率的なヒト P-gp 阻害評価法であることが示された。 
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Table 1. Assay conditions of human P-gp-mediated transport assay in 24-
well and 96-well Multiwell Insert Systems. 

Assay conditions 24-well plate 96-well plate 
Cell amount (/well) 4×104 7×104 

Membrane are a) (cm2/well) 0.33 0.0804 
Cell growth time b) (day) 8 5 

Assay volume of apical (µL) 400 80 
Assay volume of basal (µL) 800 270 

Wash procedure Manual Microplate washer 
Wash time (sec/plate) 240 30 

a) apical well の細胞を播種する membrane の底面積 
b) 細胞播種後から Assay 実施までの培養日数 
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Table 2. Test compounds used in human P-gp-mediated transport assay. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) 文献 (Polli et al., 2001; Wandel et al., 2002; Wang et al., 2005; Ohashi 
et al., 2006; Takeuchi et al., 2006; Feng et al., 2008; Inoue et al., 2012) 
にて P-gp 基質であることが報告されているものは「Yes」と記載した。 

b) 文献 (Polli et al., 2001; Wandel et al., 2002; Wang et al., 2005; Ohashi 
et al., 2006; Takeuchi et al., 2006; Feng et al., 2008; Inoue et al., 2012) 
にて LLC-PK1 または MDCKII 細胞における Papp が以下の範囲の値を

示すものを「High」、「Middle」、「Low」と記載した。 
High: Papp ≧ 20×10-6 cm/sec 
Middle： 20×10-6 cm/sec ＞ Papp ≧ 5×10-6 cm/sec 
Low： Papp ＜ 5×10-6 cm/sec 
 

Compound P-gp substrate a) Permeability b) 
Verapamil Yes High 
Quinidine Yes High 

Risperidone Yes High 
Loperamide Yes Middle 

Digoxin Yes Low 
Fexofenadine Yes Low 

Caffeine No High 
Propranolol No Middle 

Atenolol No Low 
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Table 3. Analytical conditions in LC-MS/MS analysis. 

Compound 
Ionization 

mode 
Precursor 

/product ion 
Mobile Phase 
A B 

Verapamil ESI, positive 455.4/165.2 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Quinidine ESI, positive 325.3/79.0 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Loperamide ESI, positive 478.3/267.1 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Digoxin ESI, negative 825.5/779.2 0.1% Formic acid Acetonitrile 

Risperidone ESI, positive 411.2/191.2 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Fexofenadine ESI, positive 502.5/466.3 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Atenolol ESI, positive 267.2/190.1 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Propranolol ESI, positive 260.3/116.0 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Caffeine ESI, positive 195.2/138.2 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
LC/MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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Table 4. IC50 values calculated from Papp, B to A of digoxin in the presence of 
verapamil, quinidine, ketoconazole and elacridar in 24-well and 96-well 
plates. 

IC50: half-maximal inhibitory concentration; Papp: apparent permeability 
coefficient 
 
 
 
 

 
 
  

Compound IC50 (µM) 
24-well plate 96-well plate 

Verapamil 19.1 14.1 
Quinidine 15.2 21.5  

Ketoconazole 5.01  6.11 
Elacridar 0.0632 0.0693 
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Verapamil              Quinidine            Loperamide 

    
Digoxin              Risperidone          Fexofenadine 

             
Atenolol              Propranolol            Caffeine 

 
Figure 4. Chemical structures of test compounds used in human P-gp-
mediated transport assay for the identification of substrates. 
  

一

HO,9, 
| 
ヽ

二 □ ：召：N:己、CI
゜゚

：喜゚ご□。]F]：`0 :〗亨：
CH3 

OH 人 ゜1-l/M□f:〖，ご3 :ご廿CH3 ＼゚芦



28 

 
 
 
 

         
Verapamil                       Quinidine 

    
Ketoconazole                      Elacridar      

 
Figure 5. Chemical structures of test compounds used in human P-gp-
mediated transport assay for the identification of inhibitors.  
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Figure 6. Papp of test compounds across LLC-PK1 and LLC-PK1-P-gp cells 
in 24-well plate. Data represent average ± SD of 3 replicates. Papp: apparent 
permeability coefficient; SD: standard deviation 
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Figure 7. ER and NER of test compounds across LLC-PK1 and LLC-PK1-
P-gp cells in 24-well plate. ER: efflux ratio; NER: net efflux ratio 
  

30 

ロLLC-PK1ER 

ロLLC-PK1-P-gpER 

■NER 

I I 
20 

臣゚

10 

心‘
ヘ

è 
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Figure 8. Papp of test compounds across LLC-PK1 and LLC-PK1-P-gp cells 
in 96-well plate. Data represent average ± SD of 3 replicates. Papp: apparent 
permeability coefficient; SD: standard deviation 
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Figure 9. ER and NER of test compounds across LLC-PK1 and LLC-PK1-
P-gp cells in 96-well plate. ER: efflux ratio; NER: net efflux ratio 
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Figure 10. Correlation of NER of test compounds across LLC-PK1 and 
LLC-PK1-P-gp cells in 24- and 96-well plates. NER: net efflux ratio 
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Figure 11. Reproducibility of the 96-well transport assay using LLC-PK1 
cells transfected with human P-gp based on two quality control compounds
（verapamil (●) and caffeine (○)) over 10 experiments. The CVs were 7% 
for verapamil and 8% for caffeine. CV: coefficient of variation 
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Figure 12. Concentration-dependent inhibition of Papp, B to A of digoxin (1 
µM) by verapamil (○), quinidine (△), ketconazole (●) and elacridar (▲) in 
24-well plate (A) and 96-well plate (B). Data represent average ± SD of 3 
replicates. Papp: apparent permeability coefficient; SD: standard deviation 
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第二章 
LLC-PK1 細胞に発現する 

内在性 Bcrp のヒト P-gp 基質性評価への影響 
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第一節 背景 
ヒト P-gp 基質性評価に用いる細胞としてイヌ腎臓由来の MDCKII 細胞また

はブタ腎臓由来のLLC-PK1細胞が親株として一般的に広く使用されているが、

MDCKII は内在性イヌ P-gp、イヌ Mrp2 が発現しており、これらトランスポータ

ーがヒト P-gp 基質性判断を過小評価することが報告がされている (Goh et al., 
2002; Giri et al., 2009; Kuteykin-Teplyakov et al., 2010; Di et al., 2011; 
Mease et al., 2012; Li et al., 2013; Wang et al., 2013)。一方、LLC-PK1 細胞

では内在性トランスポーターであるブタ P-gp、ブタ Mrp2 は発現しているが、ヒト

P-gp 基質性評価へ与える影響は小さいと報告されているため (Goh et al., 
2002; Kuteykin-Teplyakov et al., 2010)、第一章では P-gp 基質性評価の親株

として LLC-PK1 細胞を選択し、96-well ヒト P-gp 基質性評価法を構築した。 
これまで LLC-PK1 細胞における発現が報告されている内在性トランスポータ

ーはいくつかあるが、ブタ Bcrp に関する発現の報告はなかった。ヒト BCRP 基

質はヒト P-gp の基質になることも多く (Xiao et al., 2006; Giacomini et al., 
2010; Agarwal et al., 2011)、例えば LLC-PK1 細胞にブタ Bcrp が発現し、ヒト

BCRP 基質の輸送活性が高かった場合、ヒト P-gp およびヒト BCRP 両方の基

質となる化合物を LLC-PK1 細胞を用いたヒト P-gp 基質性評価法にて評価す

ると、ブタ Bcrp がヒト P-gp 基質性判断に影響を与える可能性が考えられた。よ

って本章では LLC-PK1 におけるブタ Bcrp の機能を明らかにするために

quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) に

よりブタBcrpの発現を調べ、ヒトBCRP基質および非基質 (Figure 13)、BCRP
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阻害剤である Ko 143 (Figure 14) を用いてヒト P-gp 基質性評価を実施し、ブ

タ Bcrp のヒト P-gp 基質性評価に与える影響について調べた。Daidzein、

dantrolene、triamterene はヒト BCRP 単独の基質であるが、prazosin、

fluvastatin、gefitinib はヒト P-gp とヒト BCRP の両方の基質化合物である 
(Enokizono et al., 2007; Enokizono et al., 2008; Zhou et al., 2009; Agarwal 
et al., 2010; Ni et al., 2010; Li et al., 2011; Poirier et al., 2014b)。 
 
  



39 

第二節 実験材料および実験方法 
1) 実験材料 

LLC-PK1 細胞は ATCC (Manassas, VA, USA) から購入した。LLC-PK1-P-
gp 細胞は LLC-PK1 細胞にヒト MDR1 cDNA をトランスフェクションして樹立し

た細胞である (Tanigawara et al., 1992; Ueda et al., 1992)。LLC-PK1-P-gp
細胞（LLC-GA5-CoL150）は文部科学省ナショナルバイオリソースプロジェクト

を介して、理研バイオリソース研究センターから提供して頂いた。PREADY-
PORT BCRP_96 (MDCKII および MDCKII-BCRP が assay 用 Plate に播種さ

れたもの )は SOLVO Biotechnology (Szeged, Hungary) から購入した。

Medium 199 (Cat No: 11150)、ペニシリン-ストレプトマイシン (Cat No: 15070)、
FBS (Cat No: 10099141)、0.05% トリプシン-EDTA (Cat No: 25300)、HBSS 
(Cat No: 14025)、1 M HEPES (Cat No: 15630)、Power SYBR Green Master 
Mix (Cat No: 4368577)、High capacity RNA-to-cDNA Kit (Cat No: 4388950) 
は Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) から購入した。RNeasy 96 
Kit (Cat No: 74182)、RNase-Free DNase Set (Cat No: 79254) は QIAGEN 
(Venlo, Netherlands) から購入した。Verapamil (Cat No: V4629)、prazosin 
(Cat No: P7791)、dantrolene (Cat No: D9175)、triamterene (Cat No: T4143) 
は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した。Daidzein (Cat No: 
10005166)、gefitinib (Cat No: 13166) は Cayman (Ann Arbor, Mi, USA) か

ら購入した。Fluvastatin (Cat No: F0820) は東京化成工業 (東京、日本) から

購入した。Ko 143 (Cat No: K655000) はコスモバイオ (東京、日本) から購入
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した。アセトニトリル (Cat No: 015-08633)、colchicine (Cat No: 035-03853) 
は和光純薬 (大阪、日本) から購入した。Millicell-96 Cell Culture Insert Plate 
(Cat No: PSRP004R5) は Merck (Darmstadt, Germany) から購入した。

LightCycler 480 System II は Roche Applied Science (Mannheim, Germany) 
から購入した。Microplate washer (HydroSpeedTM) は TECAN (Mannedorf, 
Switzerland) から購入した。 

 
2) 細胞培養 

LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞は 10% FBS、100 units/mL ペニシリ

ン、100 µg/mL ストレプトマイシンを含む Medium 199 培地中で plastic culture 
dishes を用いて 37℃、5% CO2 の条件下で CO2 インキュベーターにて培養し

た。LLC-PK1-P-gp 細胞の培地には Colchicine (150 ng/mL) を添加した。細

胞は 60-80%コンフルエンスに達した時点で 0.05% トリプシン-EDTA を用いて

2-3 日おきに継代培養した。LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞は 1.5 × 104 
cells/well で Millicell-96 Cell Culture Insert Plate に播種した。播種 2 日後に

新鮮な培地に置換し、播種 5 日後にヒト P-gp 基質性評価を実施した。 
また本章では、第一章で構築した 96-well ヒト P-gp 基質性評価法を一部改

良している。改良点は transport assay 用 plate と plate への播種細胞数であ

る。Transport assay 用 plate は第一章では 96-well Multiwell Insert Systems 
(membrane area: 0.0804 cm2) であったが、本章では membrane area が広

く、化合物輸送量がより多い Millicell-96 Cell Culture Insert Plate (membrane 
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area: 0.11 cm2) を使用した。細胞播種数は第一章では 7 × 104 cells/well であ

ったが、本章では plate 変更に伴い細胞播種数を検討し、播種細胞がより少な

い 1.5 × 104 cells/well に変更し、verapamil、quinidine、loperamide、digoxin、

propranolol、caffeine にて第一章と同等の結果が得られることを確認した。 
 

3) qRT-PCR 
Thermo Fisher Scientific 社のプロトコルに従い RNeasy 96 Kit および

RNase-Free DNase Set を使用して、LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞か

ら total RNA を抽出し、High Capacity RNA-to-cDNA Kit を使用して mRNA を

逆転写反応させ cDNA を得た。Power SYBR Green Master Mix を使用して

qRT-PCR 反応を実施した。PCR 反応は酵素活性化ステップとして 95℃ 10 分

を 1 サイクル、その後 95℃ 15 秒、60℃ 60 秒を 1 サイクルとし 45 サイクル反

応させた。使用した PCR プライマーはヒト P-gp；5’-GGA GCC TAC TTG GTG 
GCA CAT AA-3’ (forward)、5’-TGG CAT AGT CAG GAG CAA ATG AAC-
3’(reverse)、ブタ P-gp；5’-ATT GCC CAG ATA ACA GCA CCA C-3’(forward)、
5’-AAC CTG GAT GTA AGC AGC AAC AAG-3’(reverse)、ブタ Bcrp；5’-CAC 
AAC TGG CTT AGA CTC CAG CA-3’(forward)、5’-CCA ACA AGG TGA 
GGC TAT CAA ACA-3’(reverse)、ブタ Gapdh；5’-CAG AAC ATC ATC CCT 
GCT TCC A-3’(forward)、5’-CGG CAG GTC AGA TCC ACA AC-3’(reverse)
である。LightCycler 480 System II を使用し qRT-PCR 解析を実施した。ブタ

Gapdh をコントロールサンプルとし各 mRNA 発現量の補正を実施した。 
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4) ヒト P-ｇｐ基質性評価 
Transport buffer は 1 M HEPES を HBSS に て 希 釈 し 、 25 mM 

HEPES/HBSS を調製し、1 M NaOH により pH 7.4 に調整したものを使用した。

Microplate washer を使用して Millicell-96 Cell Culture Insert Plate の培地を

37℃の transport buffer により 2 回洗浄後、置換し 37℃、5% CO2 の条件下で

CO2 インキュベーターにて 1 時間 pre-incubation を実施した。BCRP 阻害剤で

ある0.2 μM Ko143を添加または非添加の1 µM評価化合物を含んだ transport 
buffer を donor 側へ、0.2 μM Ko143 を添加または非添加の transport buffer
を receiver 側へ置換し、donor 側から 0 時間のサンプル採取 (30 μL) 後、

Millicell-96 Cell Culture Insert Plate を 37℃、5% CO2 の条件下で CO2 インキ

ュベーターにて静置し、評価を開始した。Assay volume は apical 側: 120 μL、

basal 側： 270μL で実施した。3 時間 incubation 後に receiver 側からサンプル

採取した (30 μL)。 
 

5) ヒト BCRP 基質性評価 
PREADYPORT BCRP_96 を使用し、SOLVO のプロトコルに従い MDCKII

および MDCKII-BCRP 細胞を用いてヒト BCRP 基質性評価を実施した。

READYPORT BCRP_96 の培地を transport buffer に置換し 37℃、5% CO2

の条件下で CO2 インキュベーターにて 30 分 pre-incubation を実施した。1 µM
評価化合物を含んだ transport buffer を donor 側へ、評価化合物を含まない

transport buffer を receiver 側へ置換し、donor 側から 0 時間のサンプル採取 
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(25 μL) 後、PREADYPORT BCRP_96 を 37℃、5% CO2 の条件下で CO2 イ

ンキュベーターにて静置し、ヒト BCRP 基質性評価を開始した。Assay volume
は apical 側：75 μL 、basal 側：250 μL で実施した。2 時間 incubation 後に

receiver 側からサンプル採取した (25 μL)。 
 

6) 定量 
採取したサンプルを 80% (v/v) アセトニトリルと混合し (LLC-PK1 および

LLC-PK1-P-gp 細胞：170 μL、MDCKII および MDCKII-BCRP 細胞：175 μL)、
4℃、3,000 rpm で 10 分間遠心分離し、得られた上清を LC-MS/MS により分

析した。LC-MS/MS は ACQUITY UPLC® 
（Waters, MA, USA） と Xevo TQ 

(Waters, MA, USA) または Xevo TQ-S (Waters, MA, USA) を組み合わせて

使用した。分析サンプルは、TSKgel ODS-120H、1.9 μm、2.0×30 mm (東ソ

ー、東京、日本) を使用して、流速 0.9 mL/min、カラム温度 50℃でカラム分離

した。移動相 B 液の初期濃度は 5％で、次の 0.2 分間で移動相 B 液を 85％ま

で直線的に増加させ、0.47 分間保持し、その後、移動相 B を 5％に戻し、平衡

化のために 0.07 分間保持した。MS/MS 分析は MRM 条件でイオン検出し、各

化合物の LC-MS/MS 条件は Table 5 に示した。 
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7) 解析 
Papp、ER、NER は下記の計算式 (1) - (3) を用いて算出した。 
 

Papp = R × VR (1) Area × D0 × Time 
 

ER = Papp, B to A (2) Papp, A to B 
 

NER = ERP-gp or BCRP (3) ERWT 
 

R は receiver 側の incubation 終了時の濃度 (μM)、VR は receiver 側の容量

(mL)、Area は Millicell-96 Cell Culture Insert Plate の membrane area (cm2)、
D0 は donor 側の incubation 開始時の濃度 (μM)、Time は incubation 時間 
(sec)である。 
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第三節 結果 
1) qRT-PCR によるブタ P-gp, ブタ Bcrp, ヒト P-gp の mRNA 発現解析 

LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞におけるブタ Bcrp、ブタ P-gp およびヒ

ト P-gp の mRNA レベルを qRT-PCR により定量した (Figure 15)。ブタ Bcrp
およびブタ P-gp の mRNA は LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞で検出さ

れた。また LLC-PK1-P-gp 細胞のヒト P-gp の mRNA 発現レベルは LLC-PK1
および LLC-PK1-P-gp 細胞の内在性ブタ P-gp のｍRNA 発現レベルよりも有

意に高く、以前の報告と一致した (Kuteykin-Teplyakov et al., 2010)。 
 

2) ヒト BCRP 基質を用いたヒト P-gp 基質性評価 
LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp の活性およびヒト P-gp 基質性評価に与え

る影響を調べるため、LLC-PK1 および LLC-PK1-P-gp 細胞において既知のヒ

ト BCRP 基質 6 化合物のヒト P-gp 基質性評価を実施した (Table 6)。ヒト

BCRP 基質には daidzein、dantrolene、triamterene、prazosin、fluvastatin、

gefitinib を用い、negative control としてヒト P-gp 基質でありヒト BCRP 非基質

の verapamil を用いて評価した。その結果、LLC-PK1 細胞において全 BCRP
基質の ER は≧2 を示した。BCRP 選択的阻害剤である Ko143 添加時、ヒト

BCRP 基質化合物の LLC-PK1 細胞における ER は 1.54 以下へ減少した。ヒ

ト P-gp およびヒト BCRP の両方の基質化合物である prazosin、fluvastatin、

gefitinib の Ko143 非添加時の NER はそれぞれ 1.35、1.66、2.47 であったが、

Ko143 添加時にはそれぞれ 2.11、3.08、5.96 と増加し、3 化合物とも≧2 を示
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した。一方、P-gp 基質である verapamil の ER は Ko143 非添加および添加群

で 1 付近であり、NER は Ko143 非添加および添加群において 3.66、3.17 を

示した。 
 

3) ヒト BCRP 基質を用いた MDCKII 細胞におけるヒト BCRP 基質性評価 
評価に用いたヒト BCRP 基質 6 化合物およびヒト BCRP 非基質である

verapamil におけるヒト BCRP 基質性を調べるため、MDCKII 細胞におけるヒ

ト BCRP 基質性評価を実施した (Table 7)。Verapamil の ER および NER は

＜2 となり、ヒト BCRP 基質でないことが示された。また全 BCRP 基質化合物の

NER は≧2 となり、これら化合物がヒト BCRP 基質であることが示された。評価

化合物 7 化合物の MDCKII および MDCKII-BCRP 細胞における NER と LLC-
PK1 細胞の ER を比較したところ、r2 = 0.92 と高い相関を示した (Figure 16)。 
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第四節 考察 
本章では LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp の発現および輸送活性を明らか

にし、ヒト P-gp 基質性評価への影響を調べた。qRT-PCR による解析ではブタ

Bcrp の mRNA が検出され、LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp の mRNA の発

現が確認された。次に LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp の活性を確認するた

め、複数のヒト BCRP 基質および BCRP 阻害剤である Ko143 を用いてヒト P-
gp 基質性評価を行った。Ko143 は BCRP の輸送活性を完全に阻害し、P-gp
および MRP2 の輸送活性を阻害しない 0.2 μM にて使用した (Allen et al., 
2002; Pan et al., 2007; Giri et al., 2009; Matsson et al., 2009; Agarwal et al., 
2010; Romermann et al., 2015)。LLC-PK1 細胞では Ko143 非添加時、全

BCRP 基質化合物は ER≧2 を示したが、Ko143 添加時、全 BCRP 基質化合

物の ER は≦1.54 へ減少したことから、LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp はヒ

ト BCRP 基質の輸送活性を持つことが明らかとなった。またヒト BCRP 基質で

ある daidzein、dantrolene、triamterene は Ko143 添加時および非添加時に
おいて NER＜2を示し、規制当局ガイドラインの判断基準ではヒト P-gp非
基質と判断されるため、ヒト P-gp基質性は正しく評価された。一方、ヒト P-
gp およびヒト BCRP の両方の基質化合物である prazosin、fluvastatin、

gefitinib の Ko143 非添加時の NER はそれそれ 1.35、1.66、2.47 を示し、

Ko143 添加時の NER はそれぞれ 2.11、3.08、5.96 を示した。規制当局ガイド

ラインの判断基準では Ko143 非添加時は prazosin、fluvastatin はヒト P-gp 非

基質と判断されるが、Ko143 を添加し、ブタ Bcrp の輸送活性を阻害した場合は
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NER≧2 となりヒト P-gp 基質と判断される。以上のことより LLC-PK1 細胞に発

現するブタ Bcrp はヒト P-gp およびヒト BCRP の両方の基質となる化合物のヒ

ト P-gp 基質性評価おいてヒト P-gp 基質性を過小評価する場合があることが示

された。Ko143 非添加時において gefitinib はヒト P-gp 基質性を過小評価され

なかったが、prazosin および fluvastatin はヒト P-gp 基質性を過小評価する結

果を示した。これはヒト P-gp 基質性があまり高くなく、ブタ Bcrp 基質性が高く、

ブタ Bcrp によってより輸送され易い化合物は LLC-PK1 細胞の ER が高くなり、

LLC-PK1-P-gp 細胞の ER との差が小さくなるため、NER<2 を示すことが原因

と考えられた。 
ヒト P-gp およびヒト BCRP の両方の基質となる化合物は経口投与後の体内

への吸収や組織移行性が単一のトランスポーターの基質化合物より低くなるこ

とが報告されている (Oostendorp et al., 2009; Agarwal et al., 2011)。そのた

め、ヒト P-gp およびヒト BCRP の両方の基質となる化合物のヒト P-gp 基質性

を正しく評価できないことは大きな過小評価となり、創薬段階の薬物動態評価

において避けたい false-negative である。よって本研究にて LLC-PK1 細胞に

発現するブタ Bcrp のヒト P-gp 基質性評価への影響を明らかにしたことは、より

正確なヒト P-gp 基質性評価に向けて大変有益な情報であると考えられた。更

に本研究では BCRP 選択的阻害剤を添加しヒト P-gp 基質性評価を実施するこ

とでブタ Bcrp のヒト P-gp 基質性評価への影響を抑え、より正確なヒト P-gp 基

質性評価が実施可能であることを示し、ヒト P-gp 基質性予測精度の向上につ

ながると考えられた。 
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次に、BCRP 基質化合物の LLC-PK1 細胞における ER と MDCKII および

MDCKII-BCRP 細胞における NER を比較したところ高い相関が認められ(r2 = 
0.92)、本章で用いた評価化合物ではブタ Bcrp とヒト BCRP の基質特異性に高

い相関があることが示された。LLC-PK1-P-gp 細胞を用いたヒト P-gp 基質性評

価ではヒト P-gp およびヒト BCRP の両方の基質となる化合物の NER はヒト P-
gp 基質性を過小評価してしまうことがあるが、これら化合物の LLC-PK1 細胞

の ER はヒト BCRP 基質性の予測できる可能性があることが示された。もちろ

ん評価化合物の正確なブタ Bcrp またはヒト BCRP の基質性を確認するために

は、BCRP 選択的阻害剤を用いた評価やヒト BCRP を発現する細胞を用いた

ヒト BCRP 基質性評価の実施が必要である。 
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Table 5. Analytical conditions in LC-MS/MS analysis. 

Compound 
Ionization 

mode 
Precursor/ 
product ion 

Mobile Phase 
A B 

Verapamil ESI, positive 455.4/165.2 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Daidzein ESI, positive 255.0/199.0 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Dantrolene ESI, negative 313.1/227.7 0.1% Formic acid Acetonitrile 
Triamterene ESI, positive 254.1/237.1 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Prazosin ESI, positive 384.1/247.0 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
Fluvastatin ESI, positive 412.3/265.6 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 

Gefitinib ESI, positive 447.2/128.1 20 mM Acetic ammonium Acetonitrile 
LC/MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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Table 6. Papp, ER and NER of test compounds in LLC-PK1 and LLC-PK1-P-
gp cells in the absence or presence of BCRP inhibitor Ko143. Data 
represent mean ± SD (n = 3). 

Papp: apparent permeability coefficient; ER: efflux ratio; NER: net efflux ratio; 
SD: standard deviation 
  

Substrate Ko143 
LLC-PK1  LLC-PK1-P-gp 

NER Papp (× 10-6 cm/s) 
ER 

 Papp (× 10-6 cm/s) 
ER 

A to B B to A  A to B B to A 

Verapamil - 23.79 ± 1.74 23.64 ± 1.22 0.99   9.68 ± 1.11 35.04 ± 1.88 3.62  3.66  
+ 22.56 ± 0.99 23.75 ± 0.35 1.05   11.31 ± 0.38 37.70 ± 3.21 3.33  3.17  

Daidzein - 11.21 ± 0.80 35.37 ± 1.67 3.16   15.36 ± 4.88 26.74 ± 1.42 1.74  0.55  
+ 20.80 ± 0.91 21.36 ± 0.92 1.03   18.89 ± 0.87 20.06 ± 0.82 1.06  1.03  

Dantrolene - 11.78 ± 0.43 34.48 ± 1.94 2.93   10.02 ± 0.93 30.53 ± 4.33 3.05  1.04  
+ 23.68 ± 0.25 28.86 ± 0.96 1.22   18.57 ± 0.52 33.98 ± 2.24 1.83  1.50  

Triamterene - 7.42 ± 0.84 19.93 ± 1.62 2.69   7.20 ± 1.01 20.80 ± 0.06 2.89  1.07  
+ 11.26 ± 0.65 15.99 ± 1.99 1.42   9.88 ± 0.83 23.21 ± 0.49 2.35  1.65  

Prazosin - 9.37 ± 0.93 27.65 ± 0.63 2.95   6.99 ± 0.65 27.76 ± 1.85 3.97  1.35  
+ 15.92 ± 0.50 21.94 ± 0.76 1.38   9.09 ± 1.55 26.47 ± 2.00 2.91  2.11  

Fluvastatin - 3.74 ± 0.92 17.06 ± 1.04 4.56   2.60 ± 0.16 19.72 ± 3.49 7.58  1.66  
+ 8.57 ± 1.19 13.22 ± 1.25 1.54   4.45 ± 0.93 21.10 ± 3.19 4.74  3.08  

Gefitinib - 1.99 ± 0.12 6.78 ± 0.04 3.41   2.28 ± 0.21 19.17 ± 0.93 8.41  2.47  
+ 1.70 ± 0.12 2.54 ± 0.20 1.49   2.44 ± 0.35 21.66 ± 3.52 8.88  5.96  
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Table 7. Papp, ER and NER of test compounds in MDCKII and MDCKII-
BCRP cells. Data represent mean ± SD (n = 3). 

Substrate 
MDCKII WT  MDCKII-BCRP 

NER Papp (× 10-6 cm/s) ER  Papp (× 10-6 cm/s) ER A to B B to A  A to B B to A 
Verapamil 11.14 ± 0.91 12.88 ± 0.86 1.16   12.45 ± 0.82 19.18 ± 1.38 1.54  1.33  
Daidzein 3.44 ± 0.19 2.02 ± 0.09 0.59   1.26 ± 0.08 35.26 ± 1.59 27.98  47.42  

Dantrolene 25.27 ± 1.40 18.95 ± 0.82 0.75   1.36 ± 0.06 44.69 ± 4.47 32.86  43.81  
Triamterene 12.78 ± 0.40 9.90 ± 0.36 0.77   0.96 ± 0.02 22.97 ± 0.40 23.93  31.08  

Prazosin 20.72 ± 1.18 15.46 ± 0.16 0.75   0.73 ± 0.07 33.69 ± 2.80 46.15  61.53  
Fluvastatin 9.27 ± 0.58 5.14 ± 0.35 0.55   0.39 ± 0.16 18.33 ± 0.82 47.00  85.45  

Gefitinib 0.93 ± 0.24 0.64 ± 0.06 0.69   0.45 ± 0.12 19.40 ± 1.72 43.11  62.48  

Papp: apparent permeability coefficient; ER: efflux ratio; NER: net efflux ratio; 
SD: standard deviation 
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Figure 13. Chemical structures of test compounds used in P-gp-mediated 
and BCRP-mediated transport assay for substrates. 
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Figure 14. Chemical structures of Ko 143 used in P-gp-mediated and 
BCRP-mediated transport assay for inhibitor. 
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Figure 15. mRNA expression level of porcine Bcrp and P-gp, and human P-
gp in LLC-PK1 and LLC-PK1-P-gp cells using qRT-PCR. The genes were 
normalized to porcine Gapdh mRNA expression. Data represent mean ± SD 
(n = 4). SD: standard deviation 
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Figure 16. Correlation between the ER in LLC-PK1 cells and NER 
calculated from MDCKII and MDCKII-BCRP cells for seven test compounds. 
ER: efflux ratio; NER: net efflux ratio 
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ATP binding cassette トランスポーターの一種である P-gp はヒト体内におい

て様々な組織に発現し、薬物の消化管での吸収、血中濃度の維持、血中から

の消失、組織分布、排泄経路等の薬物動態に影響し、その薬物の有効性、安

全性に影響を与えるため、開発する薬物がヒト P-gp の基質か否かを早い段階

で正確に見極めることはとても重要である。FDA や厚生労働省の規制当局から

薬物間相互作用に関するガイドラインが発行され、これらガイドラインではヒト

P-gp が発現した細胞を用いた経細胞輸送評価の実施が推奨されており、この

評価法はヒト生体内において P-gp が薬物の体内動態に与える影響と良く相関

し、現段階では最も信頼性が高い評価法であることが報告されている。評価に

用いる細胞としては MDCKII 細胞または LLC-PK1 細胞にヒト P-gp を強制発

現させた細胞が一般的によく用いられているが、これら細胞にはそれぞれ内在

性のトランスポーターが発現しており、特に MDCKII 細胞では内在性イヌ P-gp
の発現が高く、ヒト P-gp 基質性評価に影響を与えることが複数報告されている。

一方 LLC-PK1 細胞は内在性ブタ P-gp の発現量が低く、ヒト P-gp 基質性評価

への影響は小さいことが報告されているため、より正確なヒト P-gp 基質性評価

実施のためには LLC-PK1 細胞がより適した親株細胞と考え、本研究では LLC-
PK1 細胞を親株として選択し、創薬の効率化を目指したヒト P-gp 基質性評価

法の改善を行った。 
経細胞輸送評価は細胞を用いた煩雑な手順を含む評価法のため 12-well 

plate や 24-well plate を用いて実施されることが多くスループットの低い評価法

であった。創薬の成功確率向上のためにはより早期の薬物動態評価の実施は
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有効な手段であるため、創薬段階早期におけるヒト P-gp 基質性評価実施のた

めのハイスループット化が必要であった。 
以上のことより、第一章ではヒト P-gp 基質性評価実施のハイスループット化

を目指し microplate washer を用いた効率的な 96-well plate におけるヒト P-
gp 基質性評価法を構築した。本評価法は microplate washer を用いることに

より正確に短時間で assay plate における transport buffer による洗浄・置換

が可能となり、膜透過性およびヒト P-gp 輸送活性は 24-well plate と同等であ

り、また高い再現性があり、試薬使用量も削減できたことから、効率的に高質か

つ低コストで実施できる評価法であることが示され、創薬研究において大変魅

力的なハイスループットな評価法であると考えられた。アステラス製薬株式会社

では本評価構築後にスループットが 4 倍となり、2010 年から 2019 年 3 月に

至るまで約 6,000 の創薬段階の社内化合物を評価し、創薬研究に貢献した。 
また、LLC-PK1 細胞に関する内在性トランスポーターについてはブタ P-gp、

ブタ Mrp2 に関する報告はあったが、ブタ Bcrp の発現に関する報告はなかっ

た。ヒト BCRP 基質はヒト P-gp の基質にもなることが多く、もし LLC-PK1 細胞

にブタ Bcrp が発現し、ヒト BCRP 基質の輸送活性があった場合、LLC-PK1 細

胞を用いたヒト P-gp 基質性評価においてブタ Bcrp はヒト BCRP の基質となる

化合物のヒト P-gp 基質性判断に影響を与える可能性が考えられた。 
よって、第二章では LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp について調べ、ブタ

Bcrp が発現、機能していることを明らかにし、ヒト P-gp とヒト BCRP の両方の

基質となる化合物のヒト P-gp 基質性評価ではヒト P-gp 基質性を過小評価す
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る場合があることを示した。一方、BCRP 阻害剤である Ko143 を添加しヒト P-
gp 基質性評価を実施することでブタ Bcrp の機能を抑え、ヒト P-gp とヒト

BCRP の両方の基質となる化合物のヒト P-gp 基質性を正しく評価できることが

確認できた。以上のことより、LLC-PK1 細胞におけるヒト P-gp 基質性評価に

おいて BCRP 選択的阻害剤添加により、より正確なヒト P-gp 基質性評価が実

施可能となったことを示した。 
規制当局のガイドラインではヒト P-gp およびヒト BCRP の基質性評価の実

施が求められているが、両トランスポーターの基質となる薬物の各トランスポー

ター基質性評価は、評価に用いる細胞の特性を考慮し実施しなければならない

と考えられた。LLC-PK1 細胞はブタ P-gp の発現量が低く、ヒト P-gp 基質性評

価結果への影響が小さいことが報告されているが、本研究においてブタ Bcrp
の輸送活性が明らかとなった。一方、MDCKII 細胞ではイヌ P-gp を発現し、ヒ

ト P-gp 基質性評価結果に影響することが報告されているが、内在性イヌ Bcrp
は発現していないことが報告されている(Di et al., 2011; Romermann et al., 
2015)。よって、評価に用いる親株の内在性トランスポーターの輸送活性を考慮

し、各内在性トランスポーターの選択的阻害剤を添加することにより、より正確

なヒト P-gp およびヒト BCRP 基質性評価を実施することが可能と考えられた。

例えば、ヒト P-gp 基質性評価には内在性 P-gp の輸送活性が低く、内在性

Bcrp の輸送活性がみられる LLC-PK1 細胞を親株としたヒト P-gp 発現細胞株

に BCRP 選択的阻害剤を添加してヒト P-gp 基質性評価を実施し、ヒト BCRP
基質性評価には内在性 Bcrp が発現しておらず、内在性 P-gp の輸送活性が
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みられる MDCKII 細胞を親株としたヒト BCRP 発現細胞株に P-gp 選択的阻

害剤を添加しヒト BCRP 基質性評価を実施することで、より正確なヒト P-gp お

よびヒト BCRP 基質性の評価が可能となる。 
本研究により創薬段階におけるヒト P-gp 基質性評価のスループットを上昇さ

せ、また LLC-PK1 細胞におけるブタ Bcrp 機能を明らかにすることで、より早

期に正確にヒト P-gp 基質性判断ができるようになった。これらヒト P-gp 基質性

評価における量的および質的な改善は、創薬の効率化、開発候補品のヒト体

内動態の予測精度向上につながり、更なる医薬品開発の成功確率向上へ貢献

するものと考えられる。 
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