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研究成果の概要（和文）：本研究は網膜疾患治療に対しポテンシャルを有するカチオン性薬物を網膜へ効率的に送達す
ることを目標とし、循環血液と網膜とを隔てる血液網膜関門に存在する輸送機構の詳細解明に取り組んだ。血液網膜関
門モデル細胞及び正常及び遺伝子欠損ラットを用いた解析から、血液網膜関門には有機カチオン性薬物を循環血液中か
ら網膜へと促進的に供給する機構の存在が実証され、その特性について一部明らかとなった。また、サルを用いた解析
において、有機カチオン性薬物の一つ、ベラパミルについて、網膜への移行性は脳への移行性と比して高いことが示さ
れ、本取り込み輸送機構は網膜へと選択的に薬物を送り込むルートになり得ると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we try to evaluate the transport mechanisms of cationic drugs at 
the blood-retinal barrier (BRB) to deliver cationic drugs for the therapy of retinal diseases. Through 
the transport studies using the in vitro BRB model cells and in vivo rat studies with gene-knockout rats, 
it was clarified that blood-to-retina transport system(s) for the cationic drugs were existed at the BRB. 
In addition, the amount of verapamil, one of the cationic drugs, in the retina of monkeys after i.v. 
administration was higher than that in the brain, suggesting that the capacity of verapamil influx 
transport at the BRB is greater than that at the blood-brain barrier. From our results, it is considered 
that influx transport mechanism(s) for verapamil at the BRB could be the useful for the drug delivery to 
the retina in primates.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 薬学　血液網膜関門　有機カチオン輸送体　内側血液網膜関門　トランスポーター
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１．研究開始当初の背景 
「見る（視覚）」の後天的な異常は生活の質
を著しく低下させる。視覚異常・失明を引き
起こす眼疾患として、年間１万人が失明に至
る緑内障や加齢黄斑変性症、糖尿病性網膜症
がある。これらの疾患は「加齢」がリスクフ
ァクターであり、超高齢化社会を迎えつつあ
る日本にて、これら眼疾患に対する治療法確
立は急務の課題である。 
これら眼疾患に対する治療は、外科的手法

にて主に治療が試みられているが、根治には
至っていない。さらに、その施術による眼内
炎症や網膜剥離などが問題とされている。ま
た、これら疾患治療に有望な薬理学的創薬標
的（受容体など）は明らかにされているもの
の、眼球奥に位置する網膜へ薬を送達する必
要があるため、眼球内へ薬剤を直接投与する
手法がとられている。いずれの手法も、病院
内で、かつ熟練した医師による施術が必要で
ある。さらに眼圧上昇や眼内炎などの処置に
伴う副作用が発生する危険性が高い（Adv. 
Drug Deliv. Rev., 52, 5-16 (2001)）。点眼による
投薬では、網膜へ達するまでに涙液希釈や鼻
腔への流出、角膜や結膜の透過によって、透
過性が高いとされている脂溶性薬物でも利
用率は 1%以下であるため、現実的ではない。
従って、眼疾患治療を現実にする上で『安全
かつ効率的な網膜への薬物デリバリー法の
確立』は、薬理標的が明らかになりつつある
現在、必須の課題である。 
網膜は眼球後部に位置するため、点眼や眼

球周辺への投与と比較し、網膜に張り巡らさ
れている血液網膜関門（BRB）を介し薬物を
網膜へ送り込むのがリーズナブルである。
BRB は網膜毛細血管内皮細胞を実体とする
内側血液網膜関門（inner BRB）と網膜色素上
皮 (RPE) 細胞を実体とする（outer BRB）で
構成されている。緑内障などの眼疾患に対す
る治療効果が期待される薬物（神経保護作用
薬）はカチオン帯電性薬物であり、BRB には
そのような薬物を認識し、網膜への移行を著
しく妨げる排出輸送担体 P-糖タンパク質
（P-gp）が存在するため、網膜へ送達するの
は困難と考えられた。一方、申請者はカチオ
ン性薬物で P-gp の基質であるベラパミルの
BRB 透過について、「BRB は『ベラパミル認
識性の薬物輸送システム』を有しており、そ
の認識システムは薬物の物性との相関性を
有する」ことを見出した。「脂溶性の高いカ
チオン性薬物は P-gp によって網膜へのイン
フラックス輸送が制限されるため、網膜への
薬物送達は断念せざるを得ない」と一般には
考えられていた。上記の申請者の予備的検討
結果から、「BRB カチオンインフラックス機
構の認識特性を解明し、本機構に認識させる
ことで、BRB を突破することが可能である」
という可能性が導き出される。 

 
２．研究の目的 
本研究は、血液網膜関門（BRB）有機カチ

オン化合物促進輸送機構を応用し、網膜への
選択的かつ効率的な薬物送達法実現を目的
とする。申請者は、血液網膜関門にこれまで
分子実体が明らかにされている有機カチオ
ン輸送担体（OCTs）とは異なる、薬物認識型
輸送システムが存在することを見いだして

いる。本研究はこの薬物認識特性を生物学的
in vitro ツールによる評価から解明し、さらに
そのゲートに対する評価クライテリアを決
定し、認識性を高める方法論を確立する。そ
して、そのゲートを利用した網膜への薬物輸
送の有用性を、齧歯動物（ラット）と霊長類
（サル）両面から実証し、網膜への効率的な
薬物デリバリーを実現する上での基盤を築
く。 
 
３．研究の方法 
(1) 総頸動脈投与法による網膜移行性評価 
 ペントバルビタール麻酔下 6 週齢雄性ラッ
トもしくは P-gp 欠損ラットの総頸動脈を単
離し、対象化合物 ([3H]もしくは[14C]標識) を
BRB 透過 reference 化合物である[3H]water も
しくは[14C]n-butanol と同時に瞬時投与し、
reference 化合物と比して網膜へ移行した対象
化合物の量を retinal uptake index (RUI, %) と
して評価した。 
 
(2) 条件的不死化ラット網膜毛細血管内皮 
細胞株を用いた化合物輸送解析 
 ラット BRB 実体細胞である網膜毛細血管
内皮細胞の条件的不死化細胞株 (TR-iBRB2
細胞) を用いた輸送解析を実施した  (Exp. 
Eye Res., 72, 163-72 (2001))。コラーゲン I で
コーティングした 24-well 細胞培養プレート
に TR-iBRB2 細胞を播種し、指定時間培養後、
細胞表面を生理 buffer (ECF buffer) で 3 回洗
浄後、[3H]標識対象化合物をアプライした。
指定時間経過後、細胞表面を ECF buffer で洗
浄後、細胞を可溶化し、細胞への化合物蓄積
量を評価した。 
 
(3) アカゲザルへの化合物投与試験 
 約 6 年齢のアカゲザルへ ketamine-atropine
及び propofol 投与にて鎮静・麻酔した後、
R-[11C] ベラパミルを静脈内投与した。
microPET Focus 220 (Siemens) にて positron 
emission tomography (PET) 解析を行い、網膜
への蓄積度を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) カチオン性薬物・化合物の血液網膜関門
輸送特性 
 BRB を構成する関門の一つ、innver BRB に
おける有機カチオン性薬物輸送特性を解明
することを目的に各種カチオン性薬物・化合
物を用いた輸送解析を実施した。 
 比較的カチオン帯電性を有するアミノ酸で
ある L-オルニチンをモデル基質として、輸送
解析を実施した。Inner BRB モデル細胞であ
る TR-iBRB2 細胞を用いた解析の結果、カチ
オン性アミノ酸輸送担体 CAT1 の寄与が強く
示唆された。In vivo 循環血液から網膜への
L-オルニチン輸送を評価した結果、CAT1 の
基質となるアミノ酸で網膜への L-オルニチ
ン輸送が阻害された一方、その他カチオン性
アミノ酸を認識する輸送担体阻害条件下に
おいて変化は観察されなかった。従って、循
環血液から網膜方向への L-オルニチン輸送
には CAT1 が関与することが示唆された。 
 カチオン性薬物としてベラパミルに加え、
プロプラノロールやピリラミンをカチオン
性薬物モデル化合物として、TR-iBRB2 細胞



を用いた輸送解析を実施した。その結果、こ
れら薬物の輸送は担体介在型であるものの、
既知カチオン輸送担体（OCT・OCTN・MATE・
PMAT）の基質では阻害されず、それらの基
質ではない有機カチオン性薬物によって阻
害された。ベラパミルとプロプラノロールに
ついて、in vivo ラット BRB を介した循環血
液から網膜への移行特性を評価した結果、
TR-iBRB2 細胞にて阻害が示された薬物の共
存にて、循環血液から網膜へのベラパミル及
びプロプラノロール移行性は低下した。従っ
て、inner BRB におけるベラパミル・プロプ
ラノロール輸送機構は、循環血液中から網膜
への有機カチオン性薬物の輸送に寄与する
可能性が高い。 
 本 inner BRB における輸送機構の薬物認識
特性を明らかにすることを目的とし、プロプ
ラノロールの輸送に対する各種カチオン性
薬物の阻害効果を検証した。その結果、多く
のカチオン性薬物についてプロプラノロー
ル輸送に対する阻害効果 (阻害強度・IC50値)
と、阻害剤の水-オクタノール分配係数の対数
値 (Log DC) と相関が示された。一方、その
結果から外れた薬物・化合物も存在し、輸送
特性の同一性と相違を詳細に明らかにする
ことで、その輸送機構解明に繋がると期待さ
れる。 
 
(2) カチオン性薬物の網膜移行性への P-gp の
影響 
 ベラパミルは P-gp の輸送基質であり、この
P-gp は BRB 及び循環血液と脳とを隔てる血
液脳関門 (BBB) に発現し、網膜及び脳への
薬物移行を制限することが報告されている。
BRB ベラパミル輸送への P-gp の影響を明ら
かにすることを目的に、P-gp を欠損している
Mdr1a ノックアウトラットを用いた in vivo 
BRB 透過解析を実施した。総頸動脈投与法に
て P-gp 欠損ラットにおける循環血液から網
膜への化合物移行を評価した結果、受動拡散
透過型化合物の移行性は野生型と比較し大
きく変化しなかったことから、P-gp 欠損によ
って BRB は構造的に破綻していないことが
示唆された。ベラパミルに加え、P-gp の基質
として報告されているキニジン及びジゴキ
シンの網膜移行性について、ジゴキシンにつ
いては P-gp 欠損ラットにおいて網膜移行性
が野生型と比較し上昇したものの、ベラパミ
ルとキニジンについて変化は観察されなか
った。一方、脳移行性を同様に評価したとこ
ろ、上記 3 化合物すべてについて野生型比較
し、P-gp 欠損ラットにおいて移行性の上昇が
観察された。本結果から、BBB において P-gp
はこれら薬物の移行性に影響を与えるもの
の、BRB に発現する P-gp はベラパミルとキ
ニジンの網膜移行性に影響を大きく与えな
いことが示唆された。さらに、P-gp 欠損ラッ
ト網膜への[3H]ベラパミル移行は非標識ベラ
パミル及びビンブラスチンによって低下し
たことから、循環血液から BRB を介した網
膜へのベラパミル移行に influx 輸送担体が関
与することが示唆され、本 influx 機構解明の
重要性が示唆された。 
 
(3) アカゲザル網膜へのベラパミル移行性の
脳への移行性との差異 

 霊長類における網膜への薬物送達への
BRB 有機カチオン性薬物輸送機構の有意性
評価のため、アカゲザルへの R-[11C]ベラパミ
ル投与試験を実施した。PET によって網膜移
行性を組織学的に評価した結果、投与 2.5 分
後に網膜において R-[11C]ベラパミル由来の
シグナルが観察された。シグナル強度を定量
化した結果、網膜蓄積量は adult サルにおい
て 1.1 mL/cm3 retina であった。本蓄積量は脳
と比して約 1.4 倍であったことから、アカゲ
ザルにおいてもまた、中枢神経系組織の中で
網膜において促進的にベラパミルは移行す
ることが示唆された。以上から、霊長類にお
けるベラパミル輸送系の網膜疾患治療薬送
達への有用性が示唆された。 
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