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研究成果の概要（和文）：網膜には循環血液からの物質輸送を制限する血液網膜関門と呼ばれるバリア機能が存
在しているため、経口・静脈内投与による眼疾患の薬物治療は困難である。血液網膜関門には多数の薬物輸送ト
ランスポーターが発現しており、これらが循環血液から網膜への薬物輸送を制御する要因の一つだと考えられて
いる。本研究では血液網膜関門を構成する網膜色素上皮細胞を用いて検討を行った。その結果、薬物排泄に寄与
するトランスポーターの発現量に概日リズムが認められた。また、網膜の神経保護作用が報告されているバルプ
ロ酸の細胞内取り込み量も時刻により異なることが示された。

研究成果の概要（英文）：The retina has a barrier function called the blood-retinal barrier that 
restricts the transport of drugs from circulating blood. Drug treatment of eye disease by oral and 
intravenous administration is difficult. A number of drug transporters are expressed at the 
blood-retinal barrier, and these are considered to be one of the factors controlling drug transport 
from circulating blood to the retina. In this study, we examined retinal pigment epithelial cells 
that constitute the blood-retinal barrier. As a result, the circadian expression of transporters 
contributing to drug excretion was observed. Furthermore, it was shown that the cellular uptake of 
valproic acid, for which the neuroprotective action of the retina has been reported, also varies 
with time.

研究分野：時間薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から循環血液から網膜への薬物輸送に時刻による変動が認められることが示唆された。投与時刻を最
適化するという非常に簡便な手法で薬物の治療効果を高めることが期待できる。また、眼の副作用がある薬物は
眼に移行しにくい時間帯に投与することで視機能の異常を回避できる可能性がある。近年では、医師主導のサプ
リメントによる健康維持の気運が高まっている。循環血液から網膜へ物質が移行しやすい時間帯、移行しにくい
時間帯があることが示唆されたため、ビタミンAに代表される眼に必須の栄養素のサプリメントを飲む時刻にも
最適な時刻があり、今後それらの時刻を明らかにすることで視機能の健康維持にも貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 視力の消失は患者の Quality of life (QOL)を著しく低下させるため、原因疾患の治療の重
要性は高い。厚生労働省の調査により、日本の中途失明原因疾患の第 2位から第 4位が糖尿病
網膜症などの網膜疾患であることが明らかにされている。さらに原因第１位の緑内障に対して
も網膜神経の保護を目的とした医薬品の開発が行われており、網膜に対する効率的なドラッグ
デリバリーシステムの開発が要求されている。眼疾患の薬物治療は点眼による薬物投与が主流
であるが角膜や硝子体に物理的に阻まれ、後眼部へ薬物が到達しにくいという大きな弱点があ
る。近年、血管新生阻害剤である抗 VEGF 薬の硝子体内投与やステロイドのテノン嚢下投与など
の後眼部を対象とした薬物投与法が実施されているが、患者への侵襲性が高い点や術者に高い
技術が要求される点など課題が多く残っている。経口・静脈内投与による眼疾患の薬物治療が
可能になれば上記の問題を解決できるが、網膜には循環血液からの物質輸送を制限する血液網
膜関門と呼ばれるバリア機能が存在しているため、これを克服する必要がある。循環血液から
組織への薬物輸送過程には組織と血管の間に発現するトランスポーターが関与する。血液網膜
関門には多数の排泄トランスポーターが発現しており、このことが循環血液から網膜への薬物
輸送を妨げる要因の一つだと考えられている。 
 一方、哺乳動物における遺伝子発現には、約 24 時間を 1サイクルとする概日リズムが認めら
れる。このリズムは「時計遺伝子」と呼ばれる約 20種類の転写因子群によって制御されている。
概日リズムの中枢は視交叉上核に存在し、視交叉上核から発振される神経伝達物質やグルココ
ルチコイドホルモンなどの刺激によって、末梢組織における個々の細胞内の時計遺伝子の発現
リズムが同調し、様々な転写因子の発現リズムを介して睡眠・覚醒などの生体機能に概日性の
変動が生じる。薬物輸送に関与するトランスポーターの多くが、時計遺伝子の制御下にあり、
その発現や機能に概日リズムが認められる。そのため、生体内での薬物輸送には時刻による変
動が認められ、薬物の組織透過性や血中濃度、さらには治療効果が投与時刻依存的に変化する
ことが明らかになってきた（Akamine T et al., J Pharmacol Exp Ther, 2015. Wada E et al., 
Mol Pharmacol., 2015.）。 
 これらを踏まえ、「血液網膜関門を構成する薬物輸送トランスポーターの発現に概日リズムが
認められ、薬物を投与する時刻によって循環血液から網膜への薬物輸送能が変動する」と仮説
を立て、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 血液網膜関門を構成する薬物輸送トランスポーターの発現に概日リズムが認められるか否か、
また薬物を投与する時刻によって循環血液から網膜への薬物輸送能が変動するか否かを明らか
にすることを目的に実験を行なった。 
 
３．研究の方法 
 
 実験には血液網膜関門を構成するヒト網膜色素上皮細胞 ARPE-19 を用い、デキサメタゾンを
添加することで時計遺伝子の発現リズムを同調させた。mRNA の発現量を real-time RT-PCR に
よって測定した。タンパク質の発現量は Western Blotting 法により測定した。評価薬物として
網膜神経保護作用が報告されているバルプロ酸を用いた。細胞内バルプロ酸取り込み量は
LC-MS/MS を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
 
 ARPE-19 に対してデキサメタゾン(10 nM)を添加し、添加後 52時間目までの時計遺伝子 Per1 
mRNA の発現量を 4時間ごとに測定した。その結果、Per1 mRNA の発現量には 24時間周期で増減
する概日リズムが認められた。また、代表的な薬物排泄トランスポーター（Mdr1, Bcrp, Mate1, 
Mrp2）の mRNA 発現量をデキサメタゾン添加後 52時間目まで 4時間ごとに測定した。その結果、
Mdr1,Bcrp においてデキサメタゾン添加後 32 時間目をピーク、44時間目をトラフとする概日リ
ズムが認められた。この結果から、BRB における薬物輸送トランスポーターが担うバリア機能
には概日リズムが認められることが示唆された。次に、トランスポーターを介した薬物輸送機
能を評価するためにバルプロ酸を評価薬物として用いた。デキサメタゾン添加後 32 時間目また
は 44 時間目の ARPE-19 にバルプロ酸（10 μM）を 1時間暴露後、細胞を採取し、細胞内バルプ
ロ酸濃度を測定した。その結果、細胞内バルプロ酸濃度はデキサメタゾン暴露後 32 時間目と比
較して、44 時間目に高値を示した。バルプロ酸をマウスの腹腔内に投与することで循環血液か
ら網膜に移行し、網膜神経保護作用を示すことが既報により明らかになっている。本研究の知
見より、投与時刻を調節することでより効果的にバルプロ酸を循環血液から網膜へ送達するこ
とが可能であることが示唆された。 
 



 本研究結果から循環血液から網膜への物質輸送には時刻による変動が認められることが示唆
された。現在、網膜をはじめとする後眼部へのドラッグデリバリー研究は硝子体内インプラン
トなどの特殊なデバイスを用いた研究が多い。このようなデバイスには特殊な技術や知識が必
要となる。本研究は、臨床で最も一般的な投与経路である経口投与や静脈内投与による眼疾患
の治療の構築を指向している。そのため、特殊な技術や知識を必要とせず、臨床に浸透しやす
い。投与時刻の最適化という非常に簡便な手法で「飲む目薬」の開発が期待できる。また、ス
テロイド薬による白内障や緑内障を例とする既存の眼科関連副作用が問題視されている薬物の
副作用回避の手法としても本研究結果は有用であると考えられる。 
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