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研究成果の概要（和文）：脳内で血液脳関門に特異的に発現するトランスポーターについて、その生理機能を解
明するため、in vitro試験ならびに遺伝子改変動物を作出し、個体レベルでの薬物動態試験およびメタボローム
解析を行った。強制発現系を用いたin vitroスクリーニングによりSLC35F2の基質および阻害剤の特異性を明ら
かにした。遺伝子改変動物では脳および尿（尿中排泄量）における薬物や内在性化合物濃度が変動しており、
SLC35F2がその膜輸送に関与していることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the physiological functions of transporters expressing
 specifically in the blood brain barrier in the brain, in vitro transporter study, and in vivo 
pharmacokinetic and metabolome analysis in gene knockout mice were conducted. In addition to 
clarifying the substrate and inhibitor specificities of SLC35F2 in vitro screening using over 
expression system, changes in the concentrations of drugs and/or endogenous compounds in the brain 
and urine (urinary excretion) were observed in the knockout mice, suggesting that SLC35F2 is 
involved in the membrane transport of these compounds.

研究分野： 分子薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
トランスポーターは薬物を初めとした

種々低分子化合物の膜輸送に働き、その基質
選択性・輸送能力が薬物の尿・糞中への排泄
や、血液脳関門（脳毛細血管内皮細胞）など
関門機構を介した透過など組織分布の決定
要因となる。薬物トランスポーターの分子実
体の解明も進み、医薬品開発における体内動
態特性の最適化、および薬物相互作用に関連
する分子として、その重要性は広く受け入れ
ら れ て い る (International Transporter 
Consortium et al, Nat Rev drug Discov, 2010)。未
だトランスポーター分子が同定されていな
い薬物輸送機構も生体内に存在している。脳
毛細血管内皮細胞由来の不死化細胞では、H+

輸送と共役した既知薬物輸送システムとは
異なるトランスポーターの発現が報告され
ている(André P et al, J Cereb Blood Flow Metab 
2009 を端緒として複数)、前立腺がん由来の
細胞群では YM-155 の細胞内取り込みが飽和
性を示すことが報告されている(Minematsu T 
et al Drug Metab Dispos, 2009）。これらの分子
機序の解明は、薬物の中枢神経系への送達効
率を改善するための素子としての役割が期
待される。Solute carrier (SLC)トランスポータ
ーは 51 の family に分類されており、その中
には基質が同定されていない、いわゆるオー
ファントランスポーターが存在している。マ
イクロアレイ等を用いた発現プロファイル
解析により、脳内で脳毛細血管内皮細胞特異
的に発現しているトランスポーター群もデ
ー タ ベース 上 に見出 す ことが で き る
(Daneman R et al PLOS one, 2010 他)。 
申請者は、内皮細胞特異的に発現するオー

ファントランスポーターの中に、新規薬物ト
ランスポーターが存在していると考えた。本
研究の開始時には、HEK293 細胞に内在性に
発現している SLC16A9 が多様な薬物を基質
とすることを、ほ乳類細胞の SLC16A9 ノッ
クダウン細胞を用いて見出した。生体内では
脳毛細血管内皮細胞のほか、腎臓にも高発現
しており、本トランスポーターが脳内動態の
ほか、腎臓内薬物動態にも関与していること
が考えられる。ゲノムワイド関連解析の結果、
SLC16A9SNPと carnitineのレベルとの関連が
示唆されているものの（Kolz M et al PLoS 
Genet. 2009 他４報）、in vivo における役割は
明らかにされていない。本研究では、
SLC16A9 を初めとした血液脳関門特異的に
発現しているオーファントランスポーター
について、CRISPR-Cas9 システムを用いて遺
伝子改変動物を作出し、個体レベルにおける
重要性を解明することに取り組む。 
 
２．研究の目的 
脳毛細血管内皮細胞に特異的に発現する

オーファントランスポーターに注目し、その
基質の同定ならびに個体レベルにおける薬
物動態における重要性を解明することを目
的とする。ほ乳類細胞を宿主細胞として用い

た強制発現系を用いた、CRISPR-Cas9 システ
ムを用いて遺伝子欠損マウスを作出し、薬物
の組織分布やクリアランス能力を比較する。
研究開始時には、申請者が in vitro での知見を
有している SLC16A9 に注目したが、研究の
進展に伴い SLC35F2 ならびに SLC16A4 にも
拡張した。また、基質を同定する手法として、
網羅的に内在性化合物を探索する手法であ
るメタボローム解析も導入し、薬物および代
謝物、植物由来の代謝物も含めて、基質情報
を拡張することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)個体レベルの薬物動態解析 
CRISPR-Cas9システムを用いた遺伝子欠損マ
ウスを交配し、野生型と遺伝子欠損マウス
（ホモ）を得た。両マウス（成獣）に薬物を
静脈内投与し、採血し、血漿中濃度の時間推
移を測定した。実験終了時に、組織を摘出し、
薬物濃度を測定した。薬物動態パラメータと
して、全身クリアランスならびに腎クリアラ
ンスを測定した。薬物濃度は、LC-MS/MS を
用いて定量した。 
 
(2)メタボロミクス解析 
野生型マウスおよび遺伝子欠損マウスの体
液（血漿・尿）および組織を摘出し、LC-MS/MS
などを用いた分析法を用いて、既知化合物群
の一斉分析、あるいは網羅的なピーク情報を
取得した。カチオン性化合物の検出を高感度
化 す る こ と を 目 的 と し て 、
3-aminopyridyl-N-hydroxysuccinimidyl  
carbamate による誘導体化(Shimbo K et al, 
RCM, 2009)を行った。 
変動が認められた化合物については、別系
統の個体で再現性を確認するとともに、定量
系を構築した再現試験、ならびに同位体標識
した化合物を投与することで、検証した。 
 
(3)トランスポーターの安定発現系を用いた
基質探索 
ほ乳類発現ベクターにトランスポーター遺
伝子を導入し、HEK293 細胞を宿主細胞とし
て安定発現系を構築した。安定発現系を播種
し、化合物を添加し、バッファー中化合物濃
度と細胞内濃度を測定した。対照細胞との比
較により、トランスポーターの特異性を検証
した。 
 
４．研究成果 
本研究では、担体依存的な輸送の存在が示

唆されているものの分子機構が不明となっ
ている薬物や内因性物質の輸送担体の同定、
および予測されている全トランスポーター
のうち 2-3 割を占める機能が未知となってい
るオーファントランスポーターの機能同定
を目的としている。特に、SLC16A9 および
SLC35F2、SLC16A4 など、脳内において血液
脳関門に特異的に発現しているトランスポ
ーターに注目した。 



(1) KO マウスの作出 
いずれのトランスポーターも CRISPR-Cas9
システムを用いて作出した。交配により変異
をホモで有する個体（以下、KO）を作出した。
SLC16A9KOでは腎臓のmRNAの低下を確認
した。SLC35F2KO マウスでは、発現組織で
の SLC35F2 mRNA の顕著な低下、ならびに
Western blot により発現の消失を確認した。
SLC16A4 は F1 マウスを野生型マウスと交配
したが、産仔を得ることが出来なかった。そ
の理由は不明でであるが、体外受精を実施し
たところ、KO 個体を得るに至ったことから、
受精能には影響を与えないものと考えられ
る。 
(2) SLC16A9KO マウスにおける薬物動態解
析 
SLC16A9KO マウスでは、腎機能の指標であ
る GFR は野生型マウスと同程度であること
を確認した。In vitro 試験の結果、基質として
認められた amantadine や varenicline など中枢
作用薬について、血液脳関門の輸送能力を反
映した脳－血漿濃度比ならびに腎クリアラ
ンスを測定した。当初、腎排泄の増大を示唆
する結果が認められたこともあったが、個体
間変動が大きく、結果の再現性は低かった。
複数回、試験を実施した結果、検討したいず
れの薬物についても速度論パラメータは野
生型マウスと SLC16A9KO マウスでは同一で
あるとの結論に至った。いずれの薬物も脳毛
細血管容積に対して十分大きい脳-血漿濃度
比を示したが、SLC16A9 の欠損に伴う変動は
認められなかった。 
 SLC16A9KO マウスの血漿および尿検体に
ついて、メタボローム解析を実施した。血漿
では、carnitine は野生型マウスと同定であっ
たが、脂肪酸が付加した acylcarnitine の血漿
中濃度の増加が認められた。そのほか、cystine
および ergothioneine、thymidine の血漿中濃度
の低下、betaine の尿中排泄量の増加が認めら
れた。しかし、メタボローム解析で変動が認
められた化合物について、LC-MS/MS による
定量系を構築し、再測定した結果、betaine に
ついては腎クリアランスの変動は認められ
ず、cystine については解析に供した系統のマ
ウスでは LC-MS/MS を用いた解析で再現で
きたものの、別系統のマウスでは再現するこ
とができなかった。Thymidine は野生形マウ
スと同程度であった。 
 以上の結果から、in vitro データに基づいた
当初の期待と異なり、SLC16A9 が個体レベル
での薬物動態に関連していることを明確に
するデータを得ることはできなかった。 
(3) SLC35F2 
本研究開始後、PC-3 細胞から YM-155 の細

胞内取り込みに関わるトランスポーターと
して、SLC35F2 が単離された(Winter GE et al 
Nat Chem Biol, 2014)。そこで、SLC35F2 の基
質選択性および in vivo 体内動態解析を本研
究課題にて実施した。マウス脳毛細血管濃縮
画分、腎臓において、SLC35F2 の mRNA お

よびタンパクでの発現を確認することがで
きた。特異性は、SLC35F2KO マウス由来の
検体では、シグナルの減弱あるいは消失で確
認した。 

HEK293 細胞にヒトおよびマウス SLC35F2
の安定発現系を構築した。SLC35F2 は細胞膜
に局在し、ヒトおよびマウス SLC35F2 の過剰
発現に伴い、YM-155 の細胞内取り込みの増
大が認められた。YM-155 のミカエリス定数
は同程度であり、ヒトとマウス間で機能の保
存が示唆された。その一方で、SLC35F2 のホ
モログである SLC35F1 の強制発現細胞では、
YM-155 の取り込みは認められなかったこと
から、YM-155 の輸送輸送は SLC35F2 の特徴
であると考える。 

SLC35F2 による YM-155 輸送は、Na+や H+

濃度には依存しないものの、エネルギー依存
性は認められた。輸送駆動力の観点から、血
液脳関門ほかで発現が示唆されている H+有
機カチオン交換輸送系ではないと考えられ
る。SLC35F2 に対する阻害剤を探索した結果、
famotidine, clonidine, diphenhydramine, 
pyrilamine, imipramine および quinidine による
阻害が認められたが、carnitine や TEA では阻
害が認められなかった。YM-155 以外の基質
を探索するため、阻害効果が認められた
famotidine など 13 化合物について、対象細胞
と KO 細胞で細胞内取り込み量を測定した。
その結果、famotidine や pyrilamine で有意な減
少が認められたが、H+ coupled organic cation 
transport が報告されている nicotine、clonidine
では対象細胞では十分な細胞内取り込みが
あるものの、KO 細胞での細胞内取り込みは
同程度であった。 
脳毛細血管内皮細胞における SLC35F2 機

能を検証するため、ヒト血液脳関門由来の不
死化細胞 hCMEC/D3 細胞（以下 D3 細胞）に
おける発現と YM-155 の輸送活性を評価した。
前述の PC-3 細胞に比べて、絶対値は低いも
のの SLC35F2 mRNA およびタンパクレベル
での発現が認められた。D3 細胞においても、
YM-155 の飽和性輸送が認められ、かつ
SLC35F2 阻害剤による阻害が認められた。さ
らに siRNA を用いた SLC35F2 のノックダウ
ンによりタンパク発現の低下およびそれに
伴い YM-155 の輸送活性の低下が認められた。
血液脳関門においても、SLC35F2 が薬物輸送
に関連していることを示唆する結果である。 

SLC35F2KO マウスを用いて薬物動態試験
を実施した。YM-155 の血漿中濃度は野生型
マウスと同程度であった。脳－血漿濃度比は
野生型マウスでは個体間変動が大きいもの
の、SLC35F2KO マウスでは低い値で一定で
あった。血漿中に SLC35F2 機能を妨害する化
合物が含まれている可能性もあるため、脳還
流法など in situ の実験系を導入し、血液脳関
門透過性を直接測定することで、明確な結果
が 得 ら れ る 物 と 期 待 す る 。 ま た 、
diphenhydramine では尿中排泄量が４倍程度
増加しており、再吸収や腎臓内代謝の低下が



示唆される。SLC35F2 機能との関連について
は、更なる解析を必要とする。 
 SLC35F2 が輸送する基質情報を拡張する
ため、脳、血漿および尿検体に対してメタボ
ローム解析を実施した。CE-TOFMS を用いた
解析の結果、コリン前駆体である alpha 
glycerophosphocholine の脳内濃度の低下が認
められた。また、LC-MS/MS を用いた解析の
結果、ポリアミンの１つである putrescine の
尿/血漿濃度比の増大が認められた。これらの
化合物は、SLC35F2 の内在性基質であること
が示唆される。alpha glycerophosphocholine で
は、KO 細胞培養時のメディウム中濃度の増
大が認められており、細胞での利用能が減少、
または産生が増大していることが示唆され
ている。 
 
結論 
 本研究により、SLC16A9 および SLC35F2
の機能解析を実施した。SLC16A9 に関しては、
少なくとも KO マウスを用いた個体レベルで
の解析では、薬物動態の変動が認められなか
った。SLC35F2KO マウスでは、薬物および
内在性代謝物の動態変動が認められた。体内
動態が変動する機序については、引き続き解
析を必要とする。 
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