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【緒言】 
 薬物療法中に授乳をした場合、乳汁を介する乳児の医薬品曝露が問題になる。臨床では､その授乳

の可否に関する薬剤師への問い合わせが頻繁である。しかしながら、ニーズを満たすだけのデータは

蓄積されておらず、答えに窮している。一般に、乳汁中への薬物の移行性は受動拡散で説明できると

されており、乳汁中薬物濃度予測式がいくつか報告されているものの1,2)、この式に合わない薬物も
多々ある。この合わない原因は、乳腺上皮細胞による能動輸送の介在と考えられるため、単純な受動

拡散だけで薬物の移行性を説明するのは難しい。そこで、我々はヒト乳腺上皮細胞（HMECs）を用
いて、種々薬物の能動輸送について検討し､将来､本実験結果および実験系が医薬品の開発あるいは臨

床現場で応用され、授乳の可否に関して、高い有用性を発揮することが研究目的である。 
 本研究は、Ⅰ 実験系の確立、およびⅡ 臨床汎用薬のHMECs monolayerを介した輸送性評価に分
かれる。Ⅰでは、授乳期乳腺上皮細胞と同等の機能を発現する細胞へと導く培養条件を確立する必要

があり、現在は、その実験過程にある。これまでに乳腺発達に影響を及ぼすestrogen、progesterone

およびprolactin3-6）の培養系におけるHMECsの増殖および経上皮抵抗値（TER）への影響を検討し、
それらホルモンの添加パターンを決定した。本報告では、有機カチオントランスポーター（OCTs）
の基質であるtetraethylammonium（TEA）を用いて、HMECs monolayerでの能動輸送系の発現を
検討し、さらに三次元培養法による機能分化を目的としたHMECs monolayer 培養法を検討した。 
 なお、現在に至るまで、ヒト乳腺上皮細胞培養系を用いて、能動輸送の機序について研究された報

告はない。 
【方法】 
１．HMECs monolayer を介した TEA 輸送に対するホルモン添加の影響 
①ホルモン添加・無添加条件下、ECMコート上でのHMECs monolayer の調製 
   HMECs monolayer の調製および透過実験を行うために､laminin または collagen Ⅳ でコ
ーティングされた cell culture insert を用いた。 
HMECsを 3,200 cells/wellで播種し、培養した。播種翌日からホルモン添加および無添加培養に分
け、Table 1に示すパターンで confluent に到達するまで培養した。播種後、毎日培地交換を行い、
80% confluent 付近から培地交換の際に、cell culture insertを介した経上皮抵抗値（TER）を測定
し、最大値に到達したことを確認した後に透過実験を行った。 
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Table 1 
 
 
 
 

  ②14C-TEA 透過実験 
14C-TEA は、能動輸送に飽和が起こらないと予測される 0.41 nM でapicalおよびbasal 側に添加し
た。このとき、paracellular marker として3H-mannitolを 11.25 nMの濃度で添加した。1,2,3およ
び 4 時間後にサンプリングを行った。lamininおよびcollagen Ⅳ をECM とした実験では、それぞ

れ3H-mannitol 累積透過量に対する 14C-TEA 累積透過量比を算出した。 
  ③定量 
14C-TEA および3H-mannitol は、共に液体シンチレーションカウンター（LC-5100, ALOKA）を用
いて定量した。 

２．三次元培養を応用したHMECs monolayerの調製と14C-TEAの輸送方向性 
①培養 
HMECsを三次元培養するために、matrigel溶液の入っている cell culture insert（FALCON）を用
いた。 

matrigelをマニュファクチュアプロトコールに従って前処理し、10,000cells/cm2で播種し、培養した。

播種翌日からホルモン添加および無添加培養に分け、Table 2に示すスケジュールで培養した。播種
後、毎日培地交換を行った。 
三次元培養で得られたHMECs コロニーを dispase（FALCON）で処理し、コロニーをmatrigelか
ら回収した。そして、回収したHMECsを collagen Ⅳコートされた cell culture insertに播種し、
confluentに到達するまで培養した。単層培養でも毎日培地交換し、これまでと同様の方法によりTER
を測定し、最大値に到達したことを確認した後に透過実験を行った。 
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Table 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ②14C-TEA透過実験および定量 
１-②および③と同様の方法により、14C-TEA透過実験および定量を行った。 
     【結果】 
１． HMECs monolayerを介した TEA輸送に対するホルモン添加の影響 
lamininおよび collagen Ⅳ上でホルモン添加培養した HMECs monolayer の TER は、培養 18日
目、一方ホルモン無添加培養では、培養 15日目から低下に転じた。そのため、培養 18日目あるいは
培養 15日目に透過実験を行った。 
ホルモン添加・無添加条件下での A→Bおよび B→Aの両方向からの 4時間後のmannitol 累積透過
量に対する TEA 累積透過量比を Fig. 1に示す。その結果より、両 ECMにおいてホルモン添加に関
係なく、TEA輸送に directionality は観察されなかった。 
しかし、collagen を用いたときの TEA 輸送では、B→A の輸送が A→B に比べて若干高い傾向が見
られた（Fig. 1b）。 

 
 
 
 
 
 

 68



学長所管 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．三次元培養したHMECsを用いたmonolayerの調製と14C-TEA輸送について 
43日間、三次元培養し、cell culture insertに植え替えた。このとき、HMECsは、コロニーを形成
しており、単離細胞は比較的少なかった。 
ホルモン添加および無添加培養したHMECs monolayer の TER は、植え替え後、28～31日目（合
計培養日数 72～75日目）までほぼ維持されていた。そこで、TER最大値と判断し、透過実験を行っ
た。 

ホルモン添加・無添加条件下でのA→BおよびB→Aの両方向からの 4 時間後の3H-mannitol 累積透
過量に対する14C-TEA 累積透過量比をFig. 2に示す。ホルモン添加および無添加に影響されず、B→
Aの累積透過量比の平均値がA→Bのそれより大きい傾向が観察された。 
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【考察】 
 現在のところ、明確に能動輸送を確認できていない。これまでの調査から、MECsにおける能動輸
送系の発現は、機能分化に密接な関係があると予測される。そこで、β-casein の液体クロマトグラ
フィーでの確認を試みている。また、能動輸送が確認できない理由として、TER が透過実験を行え
るような値に到達していない可能性が考えられた。データを示さないが、mannitol permeability 
coefficient から細胞間接着が不十分であり、paracellular routeの透過が非常に大きいことがわかっ
た。そのため、能動輸送系が発現していたとしてもマスクされてしまう可能性が考えられる。そこで、

機能分化を目的とした培養方法のみでなく、細胞間接着も強める培養方法の検討が必要と考えられた。 

しかし、ECMにcollagenⅣを用いた実験および三次元培養細胞を用いた実験では、B→Aの14C-TEA
輸送が、A→Bより大きい傾向が観察されたことより、HMECsに能動輸送が発現している可能性が示
唆された。このことから、今後同様の実験を再度行い、再現性を調べる必要があると考えられる。  
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