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【研究概要】 

[研究テーマ：危険ドラッグおよび関連化合物の有害性発現に関わる標的生体分子系の探索研究]  

[緒言] これまでのドパミン系神経細胞 CATH.a 細胞ならびにセロトニン含有神経細胞 B65 細胞

を用いた危険ドラッグおよび類似化学物質の危険性および精神・神経毒性、毒性発現のプロフ

ァイルならびに構造毒性相関に関する検討結果から、それぞれの薬剤のモノアミントランスポ

ーターのドパミントランスポーター(DAT)あるいはセロトニントランスポーター(SERT)への直接

作用が神経毒性発現の端緒となっている可能性が考えられたので、モノアミントランスポータ

ーを標的とした危険ドラッグの有害性スクリーニングの可能性について検討した。 

[方法] ①非神経細胞 CHO 細胞、DAT あるいは SERT を恒常的に発現している CHO-DAT 細胞、

CHO-SERT 細胞を用いて、12 種の乱用薬物/危険ドラッグの 24 時間曝露による細胞毒性および

形態変化について検討した。②危険ドラッグ/乱用薬物の DAT への作用の有無を評価するため

に、ドパミン系神経細胞 CATH.a 細胞を用いて、アルキン化ドパミン(DAtracer)および危険ドラ

ッグ/乱用薬物を反応させ、固定後クリック反応でドパミンを蛍光標識することで DAT への競合

反応の有無を検出するアッセイ系の構築を試みた。また、マウス線条体の粗膜分画から免疫沈

降で得られた DAT 蛋白を蛍光標識し、危険ドラッグ/乱用薬物と反応させ、BEACON により蛍

光偏光を測定することにより DAT への結合活性の有無を評価する in vitro 評価系の確立について

も試みた。③非細胞 in vitro 評価系を確立するためには、DAT 蛋白のみならず連関蛋白の存在が

重要と考えられる。そこで、脳組織粗膜分画標品に直接アルキン化ドパミン(DAtracer)および危

険ドラッグ/乱用薬物を添加・反応させ、蛍光アジドとのクリック反応により DAT への競合反応

を in vitro で評価することを試みた。 

[結果と考察] ①フェネチルアミン系ドラッグの細胞毒性が、CATH.a 細胞ならびに B65 細胞など

の培養神経細胞株では顕著であるのに比べ、CHO-DAT 細胞、CHO-SERT 細胞では全く認められ

なかったことから、これらのドラッグの神経毒性発現には神経伝達物質の存在および放出が必

要であることが示唆された。危険ドラッグおよび類似関連化合物の有害性スクリーニングに適

した分子の探索には、神経伝達物質モノアミンの取り込み、貯蔵、放出ができる機構をもって

いる培養神経細胞株を用いる必要があると考えられる。②CATH.a 細胞を用いて DAtracer を反応
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させ、クリック反応による蛍光標識を行ったところ、DAtracer の DAT への結合と考えられる細

胞膜上の蛍光陽性シグナルが、濃度依存的に増加することが確認でき、非標識ドパミンの同時

添加により抑制されたことから、DAtracer の DAT への作用に対してドパミンが競合していると

考えられ、DAT への競合反応の有無を蛍光顕微鏡で検出するクリックケミストリーのアッセイ

系を確立できた。また、フェネチルアミン系、ピペラジン系の危険ドラッグ/乱用薬物のうち、

methylone, 4FMP > MDMA > METH, PMMA > PP の順で、DAtracer の蛍光シグナルが同時添加で

抑制され、DAT への競合拮抗作用を有していることを評価できた。しかし、検出される蛍光シ

グナルは強くなく一様の変化を示さないものもあり、蛍光シグナル抑制の判断は容易ではな

く、定量性に課題が残る。危険ドラッグの DAT 結合活性の BEACON での in vitro 評価系の確立

については、免疫沈降では十分な DAT 蛋白量を得ることができなかった。③マウス線条体の粗

膜分画に DAtracer を反応させ、クリック反応による蛍光標識を行ったところ、DAtracer の DAT

への結合と考えられる蛍光シグナルが確認できた。また、MDMA > METH, PMMA > methylone

の順で、DAtracer の蛍光シグナルが同時添加で抑制された。これら危険ドラッグ/乱用薬物の

DAT あるいはドパミンレセプターへの競合拮抗と考えられる作用は、前年度の CATH.a 細胞を

用いた DAtracer のクリックケミストリーの結果と 4FMP を除いて同様の結果であった。 

[結論] ①フェネチルアミン系ドラッグの細胞毒性発現には神経伝達物質の存在および放出が必

要であることが示唆され、危険ドラッグおよび類似関連化合物の有害性スクリーニングに適し

た分子の探索には、神経伝達物質モノアミンの取り込み、貯蔵、放出ができる機構をもってい

る培養神経細胞株を用いる必要があると考えられた。②ドパミン系神経細胞を用いて、アルキ

ン化ドパミンおよび危険ドラッグ/乱用薬物を添加・反応させ、蛍光アジドとのクリック反応で

ドパミンを蛍光標識し、DAT への競合反応の有無を蛍光顕微鏡で検出するクリックケミストリ

ーでのアッセイ系を構築することができた。methylone, 4FMP > MDMA > METH, PMMA > PP の

順で、アルキン化ドパミンの蛍光シグナルが同時添加で抑制され、DAT への競合拮抗作用を有

していることを評価できた。 

③用量依存性や非特異的結合の抑制、粗膜分画標品中の酸化酵素類の影響に関する検討は今後

の課題となるものの、粗膜分画標品を用いたクリックケミストリーは細胞培養を要さない薬剤

の特定神経系への作用評価法として有用となるかもしれない。 

 

【緒言】 

 

これまでのモノアミン系神経細胞を用いた

危険ドラッグおよび類似関連化合物の神経毒

性および毒性構造相関の検討結果から、モノア

ミントランスポーターのドパミントランスポ

ーター(DAT)やセロトニントランスポーター

(SERT)への作用が神経毒性発現の端緒となっ

ている可能性が考えられた。そこで、モノアミ

ントランスポーターを標的とした危険ドラッ

グの有害性スクリーニングの可能性について

検討した。 

 

【結果と考察】 

 

１）モノアミントランスポーター恒常発現細胞

への危険ドラッグ暴露による細胞毒性とドパ

ミン系神経細胞、セロトニン含有細胞との比較

（１年目） 

 

 １年目は DAT や SERT を恒常的に発現して

いる chinese hamster ovary (CHO)細胞(CHO-DAT, 

CHO-SERT)を用いて、モノアミントランスポー

ターを標的とした 12 種の乱用薬物、危険ドラ

ッグ曝露による細胞毒性および形態変化につ

いて検討し、有害性スクリーニングの可能性に

ついて検討した。 

 覚せい剤 methamphetamine (METH), MDMA, 
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構造類似体の methylone, 4-fluoroamphetamine 

(4FMP), 4-methoxymethamphetamine (PMMA)な

どのフェネチルアミン系ドラッグの細胞毒性

が、ドパミン系神経細胞 CATH.a 細胞ならびに

モノアミン系セロトニン含有神経細胞B65細胞

などの培養神経細胞株では顕著であるのに比

べ、CHO-DAT 細胞、CHO-SERT 細胞では全く

認められなかったことから、これらのドラッグ

の神経毒性発現には神経伝達物質の存在およ

び放出が必要であることが示唆された。危険ド

ラッグおよび類似関連化合物の有害性スクリ

ーニングに適した分子の探索には、神経伝達物

質モノアミンの取り込み、貯蔵、放出ができる

培養神経細胞株を用いる必要があると考えら

れた。 

 

２）クリック反応でのアルキン化ドパミン標識

法を用いたDAT恒常発現CHO細胞およびドパミ

ン系神経細胞 CATH.a 細胞における危険ドラッ

グのDATへの作用の評価 

（２年目） 

 

２年目は、DAT 恒常発現 CHO-DAT 細胞に加え

て、ドパミンの取り込み、貯蔵、放出機構をも

っているドパミン系神経細胞 CATH.a 細胞を用

いて、アルキン化ドパミンおよび危険ドラッグ

/乱用薬物を細胞に添加・反応させた後に固定し、

蛍光アジドとのクリック反応でドパミンを蛍

光標識し、標識ドパミンと危険ドラッグ/乱用薬

物の DAT への競合反応の有無を検出するクリ

ックケミストリーでのアッセイ系の構築を試

みた。また、マウス線条体の粗膜分画から DAT

抗体による免疫沈降で得られた DAT 蛋白を蛍

光標識し、危険ドラッグあるいは類似関連化合

物と反応させ、BEACON により蛍光偏光を測定

することにより DAT への結合活性の有無を評

価する in vitro 評価系の確立についても試みた。 

 CHO-DAT 細胞にアルキン化ドパミン

(DAtracer)を添加・反応させた後に固定し、クリ

ック反応により蛍光アジドでドパミンの蛍光

標識を試みたところ、蛍光シグナルは観察でき

なかった。危険ドラッグ/類似関連化合物のモ

ノアミントランスポーターへの作用を検討す

るには、モノアミンの取り込み、貯蔵、放出の

機構をもつ培養神経細胞株を用いる必要性が

考えられた。 

次に、CATH.a 細胞を用いて、アルキン化ドパ

ミン(DAtracer)を反応させ、固定後クリック反応

による蛍光標識を行ったところ、アルキン化ド

パミンの DAT への結合と考えられる細胞膜上

の蛍光陽性シグナルが、濃度依存的に増加する

ことが確認でき、非標識ドパミンの同時添加に

より抑制されたことから、アルキン化ドパミン

(DAtracer)の DAT への作用に対して非標識ドパ

ミンが競合していると考えられ、DAT への競合

反応の有無を蛍光顕微鏡で検出するクリック

ケミストリーのアッセイ系を確立できた。フェ

ネチルアミン系、ピペラジン系のドラッグ、

methylone, 4FMP > MDMA > METH, PMMA > PP

の順で、アルキン化ドパミンの蛍光シグナルが

同時添加で抑制されており、DAT への競合拮抗

作用を有していることが認められた。しかし、

検出される蛍光シグナルは強くなく一様の変

化を示さないものもあり、蛍光シグナル抑制の

判断は容易ではなく、定量性に課題が残った。 

さらに、迅速に危険ドラッグおよび類似関連

化合物の DAT への結合，取り込み活性を評価す

るためには、培養細胞や動物などを用いない in 

vitro 評価系が有用であると考えられる。そこで、

線条体粗膜分画から DAT 抗体を用いた免疫沈

降により抽出した DAT 蛋白を蛍光標識して、危

険ドラッグと反応させ BEACON による蛍光偏

光の変化により DAT 結合活性を評価すること

を試みたが、線条体粗膜分画から得られる DAT

蛋白量が BEACON アッセイを行うに十分でな

くアッセイ系を確立することはできなかった。 

 

３）クリック反応でのアルキン化ドパミン標

識法を用いた危険ドラッグの線条体粗膜分画

への作用の評価（３年目） 

 

 迅速に危険ドラッグおよび類似関連化合物

の DAT への結合，取り込み活性を評価するため

には、培養細胞を用いない非細胞系 in vitro 評価
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系が有用であると考えられる。非細胞系におい

て DAT への作用の有無を評価するためには、

DAT 蛋白のみならず連関蛋白の存在が重要と

考えられた。そこで３年目は、脳組織粗膜分画

に直接アルキン化ドパミン(DAtracer)および危

険ドラッグ/乱用薬物を添加・反応させ、蛍光ア

ジドとのクリック反応により DAT への競合反

応を in vitro で評価することを試みた。 

 マウス線条体の粗膜分画に DAtracer を反応

させ、クリック反応による蛍光標識を行った

ところ、DAtracer の DAT への結合と考えられ

る蛍光シグナルが確認できた。また、フェネ

チルアミン系、ピペラジン系の危険ドラッグ/

乱用薬物のうち、MDMA > METH, PMMA > 

methylone の順で、DAtracer の蛍光シグナルが

同時添加で抑制された。これら危険ドラッグ/

乱用薬物の DAT あるいはドパミンレセプター

への競合拮抗と考えられる作用は、２年目の

CATH.a 細胞を用いた DAtracer のクリックケミ

ストリーの結果と 4FMP を除いて同様の結果

であった。用量依存性や非特異的結合の抑

制、粗膜分画標品中の酸化酵素類の影響に関

する検討は今後の課題となるものの、粗膜分

画標品を用いたクリックケミストリーは細胞

培養を要さない薬剤の特定神経系への作用評

価法として有用となるかもしれない。 

 

【総 括】 

 

危険ドラッグおよび類似関連化合物、特に

METH, MDMA, methylone, 4FMP, PMMA などの

フェネチルアミン系ドラッグの有害性スクリ

ーニングに適した分子の探索には、神経伝達物

質モノアミンの取り込み、貯蔵、放出ができる

機構をもっている培養神経細胞株を用いる必

要があると考えられた。ドパミン系神経細胞

CATH.a 細胞を用いて、アルキン化ドパミンお

よび危険ドラッグ/乱用薬物を添加・反応させ、

蛍光アジドとのクリック反応でドパミンを蛍

光標識し、DAT への競合反応の有無を蛍光顕微

鏡で検出するクリックケミストリーでのアッ

セイ系を構築することができた。この方法を用

いて、アルキン化ドパミン(DAtracer)の DAT へ

の作用に対してフェネチルアミン系、ピペラジ

ン系の乱用薬物/危険ドラッグが競合拮抗作用

乱用を有することをスクリーニングすること

ができた。また、脳組織粗膜分画標品に直接ア

ルキン化ドパミン(DAtracer)および危険ドラッ

グ/乱用薬物を添加・反応させ、蛍光アジドとの

クリック反応により DAT への競合反応をみる

クリックケミストリーでは、用量依存性や酸化

酵素類の影響に関する検討が必要なものの、フ

ェネチルアミン系、ピペラジン系の危険ドラッ

グ/乱用薬物がアルキン化ドパミンの DAT ある

いはドパミンレセプターに対する作用と競合

拮抗していることを示すことができた。アルキ

ン化物質とアジド化物質とのクリック反応で

の蛍光標識法（クリックケミストリー）は、ア

ルキン化ドパミン(DAtracer)の DAT への取り込

み、結合をみるだけでなく、リガンドをアルキ

ン化あるいはアジド化してクリック反応で標

識することにより、様々なトランスポーターや

レセプターへの危険ドラッグ/乱用薬物の結合

活性の評価できる有用なツールとなりうると

考えられた。 
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