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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が見出してきた知見に基づき、動態学的評価を起点として創
薬の実現のための基盤構築」を目的とする。薬物の輸送を精査するための蛍光団導入について、モデル化合物で
あるシアノコバラミンを用いた検討にて、導入の最適化が完了した。申請者が見出している血液網膜関門新規ベ
ラパミル輸送機構に対し認識性を示し、網膜疾患治療に対し有望性を示す薬物として、2-3種のヒット化合物が
見出された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish the foundation of retinal drug 
discovery based on the cationic drug transport systems at the blood-retinal barrier. To evaluate the
 transport of drugs as candidates for the use of retinal diseases, the labeling reaction of 
cyanocobalamin, a model compound, with a fluorescent substrate was tested. Since receptor-mediated 
transcytosis manner of fluorescent cyanocobalamin was observed, it is indicated that the 
optimization of this labeling reaction with a fluorescent substrate is completed. Through the 
pharmaceutical drug-repositioning screening, several kinds of candidates for the treatment of 
retinal diseases were discovered. We continue to perform the pharmacological and pharmaceutical 
studies to judge whether these drugs could be applied for the retinal diseases.

研究分野：医療系薬学、薬物動態学、網膜疾患創薬学

キーワード： 血液網膜関門　カチオン性薬物輸送　薬物輸送担体　内側血液網膜関門　ドラッグリポジショニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒット薬物について、本報告書提出時点にて追加での薬理学的・薬物動態学的な評価を継続している。本評価が
完了することで、革新的な網膜疾患治療薬が世に出るものと期待される。また、その薬物について治療標的を発
見するための実験系構築に向けた各種検討結果も成果として挙げており、今後の創薬に向けた基礎の一部を本課
題は築いたと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
網膜は「視覚（見る）」を司る神経組織であり、個体各々の活動に枢要な役割を担っている。
重篤な網膜疾患は視覚障害や失明に繋がり、患者の QOL（quality of life）を著しく低下させる
こととなる。特に、視覚障害者の半数以上は４０代以上の中途視覚障害者であることが明らか
となっており、その主要な原因疾患である糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症、緑内障、網膜色素
変性症に関しては、加齢や生活習慣が重大な発症リスクとなることが広く知られている。高齢
化が急速に進行している我が国では今後、視覚障害者の増加が予測され、この対応に介護医療
やインフラの増強に多額の国費を要する危険が考えられることから、安全性と有効性を兼ね備
えた網膜疾患治療薬の開発は重要な社会的課題の１つと位置付けられる。現在の網膜疾患治療
には外科治療と薬物治療が知られるが、いずれの治療満足度は高くはない。特に薬物療法に関
しては、網膜疾患治療に有効な創薬標的が報告されているものの、網膜が眼球最後部に位置す
る組織であるため、既存の薬物投与方法（眼球内部への直接投与や点眼など）では安全性と効
率性を両立できない。このアンメットメディカルニーズに応えるためには、動態学的観点から
のアプローチ、即ち薬理効果として有望な薬物を効率的に網膜へと到達させるという、従来と
異なる投与法や送達法を組込んだ新規格の網膜疾患治療薬の創成が期待され、その実現に向け
た基盤構築は必須の課題である。 
血液網膜関門は網膜と循環血液を隔離するバリア組織であり、網膜毛細血管内皮細胞から形
成される内側血液網膜関門と、網膜色素上皮細胞から形成される外側血液網膜関門から構成さ
れる。申請者は、血液網膜関門の物質輸送機構とその分子実体である機能性タンパク質・トラ
ンスポーターに着目し、網膜への物質輸送に関する生理的知見を開拓するとともに、『飲む目
薬；血液網膜関門の物質輸送機構を応用した網膜への薬物送達』という進取のコンセプトの確
立と普及に努めてきた。研究代表者らは、網膜疾患治療薬の開発における血液網膜関門機能の
利用に向けた研究を継続的に展開した結果、血液網膜関門に存在する新規カチオン性薬物輸送
機構を見出し、以下の知見を明らかとした。 
① 内側血液網膜関門にはカチオン性薬物輸送機構が複数存在し、その代表的機構としてベラパ
ミル輸送機構が挙げられる。 
② カチオン性薬物の細胞内蓄積に関与する因子としてリソソーム内への集積が知られている
が、可視化解析の結果、ベラパミル輸送への本集積機構の関与は示されず、形質膜に存在す
るベラパミル輸送機構が BRBを介した網膜への薬物移行に関与する可能性は非常に高い。 
③ ベラパミルは排出輸送担体 P-gpの基質としても知られているが、BRBにおける P-gp活性は
循環血液と脳とを隔てる血液脳関門(BBB)の P-gp活性と比して低い。さらに、ベラパミル流
入機構は BRBに存在し、BBBに存在しないことが示され、ベラパミル輸送機構は中枢神経
組織の中で網膜へと選択的に薬物を送達する上で有用であることが見出された。 
④ 血液網膜関門のカチオン性薬物輸送機構は、カチオン性薬物であるメマンチンやクロニジン
などと相互作用することが示されている。これら薬物は、網膜疾患治療に有用な神経保護作
用を有する。 
以上の４点から、血液網膜関門カチオン性薬物輸送機構が、神経保護作用薬などの網膜疾患治
療薬を網膜選択的に送達できる輸送機構であることが示されている。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、１．項記載の研究代表者が見出してきた知見に基づき、「創薬の確実な実現と弛
まない持続のための基盤構築」を目的とする。具体的には、血液網膜関門に存在するカチオン
性薬物輸送機構は網膜疾患治療薬認識性であることから、ドラッグリポジショニングスクリー
ニングを含めた既存薬の適応拡大が期待される網膜疾患治療薬候補化合物を見出す。そして、
生体内挙動などの検証による、既存医薬品の適応拡大に加え、新たに網膜疾患治療薬を創生す
る際の創薬基盤を構築に向けた指針を提案する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) TR-iBRB2細胞培養および輸送解析 
 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、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。 
 



４．研究成果 
(1) シアノコバラミン蛍光標識化および血液網膜関門透過性評価 
 リポジショニング有望化合物と判断される化合物の蛍光標識化とそれを用いた輸送解析に向
け、モデル化合物としてシアノコバラミンを、蛍光団としての導入を検討している Cy5と有機
的に結合させ、輸送解析を行った。Cy5-シアノコバラミンは、内在時に co-factor となる
transcobalamin共存下、TR-iBRB2細胞に取り込まれ、各種阻害解析から受容体介在エンドサイ
トーシスの様式を示した。シアノコバラミンはエンドサイトーシス様式にて取り込まれること
が他の組織細胞においても示唆されていることから、Cy5-シアノコバラミン-transcobalamin 複
合体は、内側血液網膜関門においてエンドサイトーシスされることが示唆された。 
また、取り込み実験後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡にて観察したところ、細胞内にて dot
状の様式にて観察された。この分布パターンについて、蛍光団標識 verapamilとの比較も並べて
実施したところ、パターンの差異が観察された。本結果から、観察された蛍光は導入に用いた
蛍光団や TR-iBRB2 細胞における自家蛍光に依存しないこと、即ち用いた蛍光団ラべリング反
応について適切であることが示唆された。 
 
(2) 内側血液網膜関門 verapamil認識型薬物スクリーニング 
 内側血液網膜関門ベラパミル輸送機構認識型薬物特定に向け、TR-iBRB2細胞[3H]ベラパミル
輸送に対する阻害効果を指標にスクリーニング解析を行った。まず、既存薬として各種中枢神
経系疾患治療薬を対象として解析では、抗うつ薬やパーキンソン病治療薬、アルツハイマー病
治療薬の一部がヒットした。また、東京大学創薬機構保有の化合物ライブラリーを用いたスク
リーニング解析の結果、知られている薬理効果も想定すると 2-3 化合物がヒットした。令和元
年現在、inner BRB輸送解析と並べて、in vitro神経細胞培養系を活用し、ヒット化合物の細胞
死抑制効果についての解析を計画しており、本ヒット化合物が網膜疾患への適応拡大が有望で
あるかを明らかにする計画である。 
 
(3) 内側血液網膜関門 quinacrine取り込み解析による、酸性小胞蓄積の関与検証 
 正味の BRBにおけるカチオン性薬物移行を理解する上で、リソソームなどの酸性小胞への濃
縮についての理解は必要である。Lysosomeを含めた細胞内酸性小胞へ取り込まれる薬物として
quinacrine が挙げられる。本化合物の TR-iBRB2 細胞への取り込み NH4Cl 処理にて低下するこ
と、カチオン性薬物共存によって阻害されること、などの特性が示された。本特性は、TR-iBRB2
細胞へのベラパミルを含めたカチオン性薬物輸送の特性と類似していた。本結果から、正味の
BRBを介したカチオン性薬物の網膜移行を理解する上で、細胞膜トランスポーターに加え、細
胞内酸性小胞への濃縮は無視出来ないことが明らかとなった。 
 
(4) 薬効発現メカニズム標的の同定に指向した DARTS解析 
 薬物-タンパク質相互作用解析法として、drug affinity responsive target stability (DARTS) 法が知
られている。本法を用いた、リポジショニング薬物の薬効発現メカニズム標的の発見を目的と
し、試行として、inner BRB と同様に、カチオン性薬物輸送機構の存在が知られている血液脳
関門 (BBB) のモデル細胞を標品として、本輸送機構の基質であるニコチンを用いての DARTS
を行った。その結果、ニコチンの共存によって「相互作用すること」が示されたタンパク質が
SDS-PAGE にてバンドとして検出された。観察されたバンドを回収し、プロテオーム解析を実
施したところ、いくつかの候補分子がヒットした。本手法をベースとして、ヒット薬物の inner 
BRBおよび網膜神経細胞に存在する薬理・薬剤学的ターゲットを同定する予定である。 
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