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緒緒  言言  

 
脳内に作用点を有する中枢作用薬の開発は、他疾患領域の薬物開発に比べると成功確率が著しく低い。その大きな 

原因は、血液と脳脊髄液を隔てる血液脳関門（BBB）の存在であり、多くの活性物質が脳内に移行できないことにある。
BBB の実体は脳毛細血管内皮細胞であり、その密着結合などによる非特異的な脳移行の抑制、ならびに汲み出し   

ポンプとして働く P-糖タンパク質などのトランスポーターによる薬物移行の抑制による。一方、pyrilamine など   

いくつかの薬物の脳移行に取り込みトランスポーターの介在が示唆されている［1］。しかし、現在のところ薬物のBBB
取り込みトランスポーターは同定されていない。 
タンパク質の分子同定の際、膨大な種類が存在するタンパク質を単離し、薬物輸送活性を調べる従来の方法は、   

多くの労力と時間を要し、かつ成功率が低い。近年、機能的な遺伝子のスクリーニングツールとして、single guide RNA 
（sgRNA）ライブラリーによるスクリーニング試験が報告された［2］。本研究ではこの評価系を応用し、トランス   

ポーターやチャネルを特異的にノックアウトすることが可能なライブラリーを用い、1,000 種類の遺伝子を網羅的に 

スクリーニングする手法を試みた。本法では、ノックアウトに必要な sgRNA配列を含むレンチウイルスを適切な条件
で脳毛細血管内皮細胞に感染させることにより、1 つの細胞から 1 つの標的遺伝子が特異的にノックアウトされる。 

トランスポーターがノックアウトされることによる薬物の細胞内蓄積の変化を、薬物誘導型の細胞毒性により評価する

ことで、薬物トランスポーターの特性に応じたスクリーニングが可能である。その後、全ての細胞からゲノムDNAを
回収し、染色体に組み込まれた個々のレンチウイルスの配列を次世代シークエンスで読み込むことで、リード数の高い

細胞では血液側から細胞への取り込みトランスポーターが、リード数の低い細胞では細胞から脳側への排出トランス 

ポーターを絞り込むことが可能となる。本研究により、14 種類のトランスポーターが BBB への薬物取り込みに関与 

する可能性が示唆された。 
 

方方  法法  

 
11.. CCrriisspprr//CCaass99ススククリリーーニニンンググにに用用いいるる薬薬物物のの選選択択  
脳毛細血管内皮細胞の特性を強く有する hCMEC/D3 細胞を用い、hCMEC/D3 へのトランスポーター介在輸送を 

調べた。コラーゲンコートを施した 96-well plate に hCMEC/D3 細胞を播種し、37℃および 4℃における薬物取り  

込みを行った。薬物の定量は LC-MSMSを用いて行った。また、別のプレートに播種した hCMEC/D3細胞を用い、
薬物の曝露72時間後にWST-8アッセイにより細胞毒性を評価した。 
22.. ssggRRNNAAラライイブブララリリーーをを用用いいたたトトラランンススポポーータターーススククリリーーニニンンググ  
レンチウイルスに組み込まれた sgRNA ライブラリーを hCMEC/D3 細胞に感染させた。puromycin で感染    

していない細胞を除去後、8種の薬物（crizotinib、cyclosporine A、digoxin、imatinib、loperamide、mitoxantrone、
paclitaxel 及び vincristine）をそれぞれ曝露し、一定時間後にゲノム DNA を回収した。その後、次世代        

シークエンサーでゲノムDNAに含まれる sgRNAの配列を読み込んだ。 
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33.. ssiiRRNNAAラライイブブララリリーーをを用用いいたたトトラランンススポポーータターーススククリリーーニニンンググ  
薬物輸送活性が期待される214種のトランスポーターを標的とした siRNAをhCMEC/D3 細胞に導入した。siRNA
の導入から3日後、pyrilamine取り込み試験を行った。pyrilamineの定量はLC-MSMSより行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

低分子及び中分子化合物の取り込みにトランスポーターが関与する可能性を調べるため、脳毛細血管内皮細胞の  

特性を有し、MDR1やBCRPなど多くのトランスポーター発現量がヒト脳毛細血管内皮細胞と同等と報告されている
hCMEC/D3 細胞［3，4］を用い、21 種の化合物について温度依存性取り込み試験を行った（図 1）。その結果、      

低分子化合物の中でも比較的分子量が大きい化合物12種（alectinib、aripiprazole、crizotinib、donepezil、imatinib、
loperamide、mitoxantrone、risperidone、pyrilamine、sunitinib、trifluoperazine 及び verapamil）及び中分子     

化合物 4 種（cyclosporine A、paclitaxel、ponatinib 及び vincristine）の取り込みに温度依存性が観察され、これら  

薬物の取り込みにトランスポーターが関与する可能性が示唆された（図 1）。また、そのうち 8 種の薬物     

（crizotinib、cyclosporine A、digoxin、imatinib、loperamide、mitoxantrone、paclitaxel及びvincristine）はhCMEC/D3
細胞に対して細胞毒性を示し、sgRNAスクリーニングに適用できることが示された。 
さらに、sgRNA ライブラリーを hCMEC/D3 細胞に感染させ、digoxin を用いたスクリーニング試験を行った。   

この際、次世代シークエンサーの結果に加え、生理的なヒト脳毛細血管内皮細胞に発現するトランスポーター［5］を
抽出した。その結果、digoxinの排出に働くMDR1が抽出され、また取り込み型トランスポーターの候補として 6つ
の遺伝子が抽出された（図 2）。これらの結果から、トランスポーター同定を本スクリーニング試験法で展開可能な   

ことが示唆された。そこで、残り7種の薬物についても同様にして sgRNAライブラリーを用いたスクリーニング試験
を実施した。次世代シークエンサーを用いた解析結果より抽出された遺伝子のうち、薬物の取り込み活性が期待できる

solute carrier familyおよびmajor facilitative superfamilyとして、14種の遺伝子が抽出された。 
本法は細胞毒性を指標としてトランスポーターの絞り込みを行っているため、検討を行った多くの中枢作用薬は  

細胞毒性を持たず、スクリーニングに適応できなかった。そこで、hCMEC/D3細胞への取り込みにトランスポーター
が介在することが示唆されている pyrilamine を用い、薬物輸送が期待される 214 種の siRNA による取り込み    

スクリーニング試験を行った。その結果、6種の siRNAにより pyrilamine取り込みが 25％以上低下し、標的とする
トランスポーターが pyrilamine 取り込みに関与する可能性が示唆された。現在これら 2 つの手法により抽出された 

遺伝子のクローニングを行い、発現系を用いて基質認識性試験を実施している。 

 

図1．hCMEC/D3細胞における薬物の温度依存性取り込み試験 
20種の薬物を用い、hCMEC/D3細胞への温度依存性取り込み試験を行った。その結果、16種の薬物
取り込みが、37℃と比較し4℃において50％以下まで低下し、トランスポーターの介在が示唆された。 
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図2．sgRNAスクリーニングによるdigoxinトランスポーター候補遺伝子の抽出 
トランスポーター標的型 sgRNAライブラリーを hCMEC/D3細胞に感染させた後、digoxinの細胞
毒性試験を行った。曝露後、生存した細胞からゲノムDNAを抽出し、次世代シークエンサーによる
解析を行った。解析結果の抽出条件として、1．controlのsgRNAに対し、遺伝子を標的とするsgRNA
のリード数が 3 倍以上、2．一つの遺伝子に対して 3 種類以上の sgRNA が検出されること、また   

3．非曝露細胞においてリード数が 50 以上の遺伝子を設定した結果、6 種類の取り込みトランス   

ポーターが抽出された。 
 

 
 

図3．siRNAスクリーニングによるpyrilamineトランスポーター候補遺伝子の抽出 
薬物輸送活性が期待される 214種のトランスポーターに対する siRNAを用い、hCMEC/D3細胞への
pyrilamine取り込みへの影響を調べた。その結果、6種の siRNAによりpyrilamine取り込みが25％
以上低下し、標的とするトランスポーターがpyrilamine取り込みに関与する可能性が示唆された。 
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