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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬物輸送機構の創薬応用に向け、血液網膜関門カチオン性薬物エフラッ
クス機構の検証・解明を目的とした。In vivo解析では、血液網膜関門において1-methyl-4-phenylpyridinium 
(MPP+)やputrescineなどを基質とするエフラックス機構が示唆された。またIn vitro機能特性評価では、血液網
膜関門におけるMPP+やputrescineのエフラックス輸送機構が担体介在輸送であることが示唆され、これら輸送機
構の分子実体が未知のトランスポーター分子であることが示唆された。さらにこれらを担う分子実体の同定に向
け、遺伝子発現系を利用した輸送機能評価を実施した。

研究成果の概要（英文）：The present study was performed to clarify the efflux transport system of 
cationic drugs at the blood-retinal barrier (BRB). The in vivo analysis, with microdialysis and 
retinal uptake index, suggested efflux transport systems for 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) and 
putrescine at the BRB since these cationic compounds showed the faster elimination from the retina 
than that of D-mannitol, a bulk flow marker. In the in vitro analysis with the in vitro model cell 
line of inner and outer BRB, the study of temperature-dependence, ionic condition, 
concentration-dependence and inhibition suggested the involvement of carrier-mediated transport in 
the efflux transport of cations, such as MPP+ and putrescine, at the inner and outer BRB, although 
their responsible molecules still remains unknown. These results will provide helpful information 
for the establishment of safe and efficient drug delivery to the retina.

研究分野：生物薬剤学

キーワード： 血液網膜関門　エフラックス　トランスポーター　カチオン性薬物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液網膜関門では神経保護作用を有する薬物を基質とする血液網膜関門カチオン性薬物インフラックス機構が発
見され、網膜疾患治療薬の効率的送達などへの応用が期待されている。これに加え、血液網膜関門カチオン性薬
物エフラックス機構が網膜疾患治療薬の体内動態に重要な影響を及ぼすことが予想され、P-gpなどとは明確に異
なるエフラックス輸送機構の探索と機能解明は、血液網膜関門を介した網膜への効率的な薬物送達に直結すると
ともに、網膜疾患治療の向上に寄与すると期待される。特に、重篤な網膜疾患においては失明を伴うことが知ら
れており、患者のQOL 低下も深刻である。本研究はこの問題解決の一助となるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 
 
安全な医薬品創成と適切な薬物療法の実施には、薬物動態を制御するタンパク質分子の機能
と役割の解明が必須である。特に、トランスポーターは生体の輸送機構を担う重要な機能性タン
パク質であり、薬物体内動態を制御する重要な生物化学的要因と位置づけられる。これまでに血
液網膜関門や血液脳関門では、複数の新規薬物輸送機構が見出されており、これら薬物輸送機構
が、医薬品の効率的薬物送達や精密な動態予測などにおいて有用であることが示唆された。 
特に、網膜への薬物取り込みに寄与する血液網膜関門カチオン性薬物インフラックス機構に
関しては、カチオン性神経保護作用薬の新しい網膜送達機構として期待される一方、さらなるア
ンメットメディカルニーズの解決には、血液網膜関門において、薬物インフラックス機構に加え、
薬物エフラックス機構を含めたカチオン性薬物輸送機構の全容を解明し、網膜での精密な薬物
動態予測を図ることが必須と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
薬物の吸収や分布、排泄に重要な薬物輸送機構およびその分子実体となるトランスポーター
分子の研究は、薬物送達法開発や薬物動態予測の精密化に直結し、これによってアンメットメデ
ィカルニーズの解消などが期待される。本研究では、組織関門薬物輸送機構の創薬応用に向け、
血液網膜関門カチオン性薬物エフラックス機構に着目し、１）新規薬物輸送機構と機能特性、２）
分子的実体、３）個体での役割、４）病態変動、を検証・解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、カチオン性薬物エフラックス機構を探索する目的で、in vivo 輸送解析において
種々テスト化合物を用いたマイクロダイアリシス解析を実施した。また、カチオン性薬物エフラ
ックス機構の詳細な機能特性を明らかとする目的で、内側および外側血液網膜関門モデル細胞
系を利用した in vitro 輸送解析を実施した。さらに、薬物エフラックス機構の分子的実体を同
定する目的で、遺伝子発現系解析や遺伝子ノックダウン解析を実施するとともに、分子の発現・
局在を明らかとする。その特異的抗体を用いた免疫組織学的解析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
①In vivo における薬物エフラックス機構の新規探索 
血液網膜関門において、1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)を基質とするエフラックス機構
が存在することが示唆された。MPP+は、神経毒性を有するカチオン性化合物であることから、今
回の in vivo 解析の結果は、このカチオン性化合物エフラックス機構の生理的および薬理学的
重要性を支持するものであった。マイクロダイアリシス法および retinal uptake index (RUI)
法を用いた解析を実施した結果、bulk flow marker である[14C]D-mannitol に比して、[3H]MPP+

がより早い消失特性を示したことから、カチオン性化合物である]MPP+を基質とするエフラック
ス機構が血液網膜関門に存在することが支持された。さらに本解析においては、ポリアミンの１
種である putrescine を基質とするエフラックス機構の存在が示唆された。Microdialysis 法や
retinal uptake index法による解析を実施しした結果、bulk flow markerである[14C]D-mannitol
に比して[3H]putrescine がより早い消失特性を有することが明らかとなった。Putrescine には、
網膜内における生理活性が報告されており、血液網膜関門におけるカチオン性化合物エフラッ
クス機構が網膜内 putrescine 恒常性に寄与していることが示唆された。 
 
②薬物エフラックス機構の in vitro 機能特性評価 
内側血液網膜関門および外側血液網膜関門のモデル細胞として TR-iBRB2 細胞と初代培養 RPE
細胞を採用し、in vitro 解析を実施した。その結果、内側血液網膜関門および外側血液網膜関
門における MPP+エフラックス輸送が担体介在輸送であることが示唆された。また、in vitro 輸
送特性解析の結果、MPP+エフラックス輸送の膜電位感受性および、ナトリウムイオンおよびクロ
ライドイオン、pH 非感受性が示された。また、種々のトランスポーター分子の基質や阻害剤を
用いた解析では、これら関門における MPP+エフラックス機構の分子実体が未知のトランスポー
ター分子であることが示唆された。また putrescine に関しては、内側血液網膜関門および外側
血液網膜関門のモデル細胞として TR-iBRB2 細胞と RPE-J 細胞を採用し in vitro 解析を実施し、
その分子実体が未知のトランスポーター分子であることが示唆された。 
 
③薬物エフラックス機構の分子的実体の探索・同定 
 内側血液網膜関門および外側血液網膜関門のモデル細胞として TR-iBRB2 細胞と初代培養 RPE
細胞（あるいは RPE-J 細胞）を採用して転写産物発現解析を実施した。その結果、内側および外



側血液網膜関門には、OCTN1 (SLC22A4)や OCTN2 (SLC22A5)、PMAT (SLC29A4)、MATE (SLC47A1)
などの発現が示唆された。さらに、MPP+および putrescine 輸送機構の分子実体を同定するため、
機能未知のトランスポーター分子に関して、特異的抗体の作成およびアフリカツメガエル卵母
細胞や HEK293 発現系を利用した輸送機能評価を実施した。また、本研究計画に有効な新たな解
析手法として、蛍光基質を活用した輸送解析を試み、これを riboflavin や vitamin B12輸送機
構、lysosomal trapping 機構などの解析に試用した。 
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