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研究成果の概要（和文）：本研究は、循環血液と網膜とを直接的に隔てる内側血液網膜関門 (inner BRB) にお
ける薬物の輸送機能を評価可能な、新たなex vivo実験系の確立を目的としている。Inner BRBの実体である網膜
毛細血管内皮細胞を凍結や酵素処理などの操作を介さずに、ラット4匹分の網膜から解析を実施するにあたり十
分量単離することに成功した。単離した網膜毛細血管を用いた蛍光基質イメージング解析によって、inner BRB
における薬物排出輸送担体の機能が維持されていることが示唆された。以上から、inner BRB薬物排出輸送担体
の機能とその変動を、本ex vivo実験系では解析可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a new ex vivo experiment to elucidate drug 
transport function at the inner blood-retinal barrier (BRB), which directly separates the neural 
retina from the circulating blood. From retinae of 4 rats, we can freshly obtain enough retinal 
capillaries without freezing the sample and treating enzymes. Moreover, analyses by the isolated 
retinal capillaries using fluorescent substrates of drug transporters at the inner BRB indicate that
 function of these transporters is retained in the retinal capillaries. Consequently, it is 
suggested that ex vivo studies by the isolated retinal capillaries enable us to evaluate the 
function of drug transporters at the inner BRB and its regulatory systems.

研究分野：中枢神経系関門薬物動態学

キーワード： 血液網膜関門　網膜毛細血管　トランスポーター　P-糖タンパク質　イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのinner BRBを対象としたin vitro実験系では、P-糖タンパク質などのin vivoでは重要性が示されてい
た一部の分子について、その発現・機能が十分に解析出来ないことが知られている。今回確立したex vivo実験
系ではP-糖タンパク質などの「循環血液から網膜への薬物移行を制限する」輸送担体の機能解析が可能であるこ
とが示唆された。本実験手法を活用することで、inner BRBを介した網膜への薬物分布能を制御する機構の理解
が進み、そして網膜への移行性が高い薬物選定の方法論構築が加速すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
網膜は「視る」を司る中枢神経系組織であり、外部からの物質到達が非常に困難な組織である。
この困難さのために、糖尿病網膜症や緑内障などの網膜疾患時に、網膜へと薬物を送達する技術
が限られている。例えば、糖尿病網膜症時にステロイド剤などを硝子体内に投与されている。 
この硝子体内投与は、医師による施術が必要され、さらに眼球に注射針を直接刺すため、罹患者
の精神的負担も大きい。従って、内服や循環血液中への薬剤投与による網膜疾患に対する治療は、 
医師・患者に負担が小さい、革新的な医療技術と言える。 
この革新的医療法を確立させるために課題となるのは、循環血液と網膜とを隔てる血液網膜
関門（BRB）の突破である。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）と外側血液網膜関門（outer BRB）にて構成されている。網膜毛細血管は網膜組織内を 
張り巡らされているため、網膜実質組織と循環血液中との物質交換を担うのは、主に inner BRB
である。従って、inner BRB を介した薬物透過評価系は循環血液中薬物投与による網膜疾患 
治療法の実現に貢献する技術である。 
 研究代表者らは、in vitro inner BRB モデル細胞（TR-iBRB2 細胞）を活用し、inner BRB に 
発現する循環血液-網膜間への薬物交換を制御する分子実体を特定してきている。一方で、 
網膜への薬物移行を制限する排出輸送担体、P-糖タンパク質（P-gp）や多剤耐性関連タンパク質
（MRP）、乳がん耐性タンパク質（BCRP）について、inner BRB 発現の報告があるものの、 
in vitro におけるこれら分子の機能評価は進んでいない。これは、P-gp などの機能が TR-iBRB2 
細胞において一部反映されていないことに起因する（Pharm. Res., 20, 1357-63 (2003)）。これら 
輸送担体が要因で、脳・網膜へ薬物が循環血液から到達出来ず、内服薬としての開発が断念 
されることが知られている。従って、これら in vivo にて高い重要性を示す輸送担体の機能を 
評価可能な、かつ TR-iBRB2細胞などの in vitroモデルを超えた、解析法確立が課題である。 
 
２．研究の目的 
 本研究開始前に、研究代表者は予備的に低侵襲的に inner BRB の実体である網膜毛細血管を 
単離する方法を見出した。これまでの網膜毛細血管、もしくは本血管内皮細胞を調製する方法と
して、凍結処理やコラゲナーゼなどの酵素処理を施した手法が執られていた。一方、我々が 
見出した方法は網膜ホモジネートを複数のナイロンメッシュにて連続ろ過することによって網
膜毛細血管を回収するものであり、ラット 1 匹から 100 本程度の網膜毛細血管が単離可能で 
あった。さらに、この単離網膜毛細血管をカスタム設計した観察用チャンバーに播種することで
免疫染色や輸送解析に供する可能性が見出された。さらに、in vitro 細胞株では機能低下が 
示された P-gpの機能は本単離血管ではその機能が維持されていることが示唆された（図 1）。 
 以上のように、申請者が予備的に確立した ex vivo手法は in vitroでは解析が困難であった薬
物輸送担体の inner BRBにおける役割に迫ることが可能と期待される。本研究の目的は、この 
ex vivo単離網膜毛細血管解析系が、inner BRBを介した薬物の網膜分布を制御する分子機構を 
解明する上で高い優位性を有していることの実証である。  



３．研究の方法 
 雄性Wistar/ST系統ラット（160-200 g）を安楽死させた後、眼球を摘出した。摘出した眼球 
から網膜を回収し、buffer中にてガラス製ポッター型ホモジナイザーにてホモジナイズした。最
終濃度 15%となるように、Ficoll® PM 400溶液を加え、遠心した（4,500 × g, 4°C, 25分）。Pelletを
buffer に懸濁後、200 μm ナイロンメッシュを使ってろ過し、そのろ液をさらに 40 μmナイロン
メッシュにてろ過した。そのろ液を 30 μmナイロンメッシュにて処理し、本メッシュ上にて 
捕捉されたサンプルを網膜毛細血管フラクションとして回収した。本フラクションは bufferにて
2回洗浄し、明視野顕微鏡にて網膜毛細血管が回収されたことを確認した後、各種解析に供した。 
 分子発現解析について、網膜毛細血管フラクションを観察用チャンバーにて播種後、3% パラ
ホルムアルデヒド/0.25% グルタルアルデヒド/リン酸緩衝液 (pH 7.4) にて固定処理し、0.5% 
Triton X-100にて透過処理を行った後に、ブロッキング・抗原抗体反応を行った。タンパク質分
子発現局在は共焦点レーザー顕微鏡による観察にて解析した。mRNA 発現は、本フラクション
から total RNA を調製し、これをサンプルとして reverse transcription-polymerase chain reaction 
にて解析した。 
 P-糖タンパク質介在輸送を解析するため、特異的基質として知られる cyclosporin A を蛍光団
であるNBDで標識したNBD-cyclosporin Aを合成した。本標識体が P-gpの輸送基質となるかは、
P-gp過剰発現株である LLC-GA5-Col300細胞を用いて検証した。ラット単離網膜毛細血管に 
おける P-gp介在輸送機能を評価するため、網膜毛細血管フラクションを観察用チャンバーに 
播種し、室温にて約 15分インキュベートすることで定着させた。NBD-cyclosporin A含有 buffer
を applyすることで反応を開始し、指定時間後に共焦点レーザーにて毛細血管管腔内への NBD-
cyclosporin A蓄積を観察した。撮影した imageについて、NBD-cyclosporin A由来の蛍光を 8 bit
グレースケール化し、網膜毛細血管管腔内における単位面積当たりの pixel 輝度を 0-255 の範囲
での arbitrary unit (a.u.) として算出し、蛍光基質輸送活性とした。 
 他の蛍光団標識トランスポーター基質として、BCRP基質として BODIPY®-prazosinを、MRP4
基質として 8-(2-[fluoresceinyl]aminoethylthio) adenosine-3’ ,5’-cyclicmonophosphate (8-[fluo]-cAMP) 
を用いた。なお、8-[fluo]-cAMPが他の BBBトランスポーターに認識される可能性は、トランス
ポーター過剰発現アフリカツメガエル卵母細胞発現系にて評価した。 
 
４．研究成果（引用文献(1)） 
(1) ラットからの単離網膜毛細血管単離 
 Wistar 系ラット網膜 4 匹分の網膜 (約 100 mg) から解析を実施するにあたり十分な、直径 
10 μm の網膜毛細血管を単離することが可能となった。単離した血管を inner BRB マーカー 
タンパク質であるグルコーストランスポーター1 (GLUT1) に対する抗体にて免疫染色を行った
ところ、血管の形質膜において強力なシグナルが検出されたことから、単離した血管が網膜毛細
血管であることが確認された。さらに、各種網膜組織細胞を対象とした mRNA発現解析の結果、
調製した網膜毛細血管フラクションにおける網膜神経細胞や Müller 細胞 (網膜固有グリア)、 
網膜ペリサイトの混入は最小限であることが示唆された。以上のことから、確立した手法にて 
他の網膜細胞の混入が最小限の網膜毛細血管フラクションが調製されることが示唆された。 
 
(2) ラット単離網膜毛細血管における P-gp機能 
 調製した単離網膜毛細血管における P-gp機能を精査するため、4-vinylbenzylamineを利用した
cyclosporin Aの NBD標識を行った。合成した NBD-cyclosporin Aの P-gp過剰発現細胞における
取り込みは、P-gp 基質である verapamil と quinidine 共存によって有意に上昇した。従って、 
本研究にて合成した NBD-cyclosporin Aは P-gpを介し輸送されることが示唆された。 
 この NBD-cyclosporin A を単離網膜毛細血管フラクションとインキュベートした結果、単離 
網膜毛細血管内腔への NBD-cyclosporin A の蓄積が示された。さらに、この蓄積は P-gp の基質 
共存によって有意に阻害された。以上の結果から、凍結・酵素処理を施さずに回収した本網膜 
毛細血管において P-gp介在薬物輸送機能は保持されていることが示唆された。 
 
(3) 本単離網膜毛細血管における BODIPY®-prazosin及び 8-[fluo]-cAMPの輸送機能 
 BCRP の蛍光基質である BODIPY®-prazosin を用い、単離網膜毛細血管フラクションを用いた
輸送解析を行った。本血管管腔への BODIPY®-prazosin の蓄積は BCRP 阻害剤である Ko 143 
共存によって有意に低下した。従って、単離した網膜毛細血管において P-gp と同様に BCRP 
もまた機能が維持されていることが示唆された。 
 MRP4 基質として報告されている 8-[fluo]-cAMP の単離網膜毛細血管内腔への蓄積は、MRP4
の阻害剤として知られる dipyridamole共存によって有意に低下したことから、単離網膜毛細血管
においてMRP4機能が保持されていることが示唆された。また、MRP4だけではなく有機アニオ
ントランスポーター3 (OAT3) の基質としても知られる benzylpenicillinの共存においても、網膜
毛細血管管腔内への 8-[fluo]-cAMP蓄積は有意に低下した。アフリカツメガエル卵母細胞発現系
を用いた解析において、OAT3 過剰発現卵母細胞において非発現細胞と比して有意な 8-[fluo]-
cAMP取り込み上昇が示された。以上のことから、単離網膜毛細血管において有機アニオン排出
輸送機構としてMRP4だけではなく OAT3の機能が認められることが示唆された。 



(4) 結論及び今後の展望 
 本研究を通じて確立した手法によって、薬物排出輸送機構の機能が維持された状態での毛細
血管の単離が可能であることが示唆された。本 ex vivo解析手法は inner BRB の薬物輸送担体の
発現・機能を統合的に評価可能な新たな手法であり、薬物の網膜移行性評価や網膜疾患の発症・
進行への inner BRB の関与を精査する上での今後の応用が期待される。また、本研究遂行を 
通じて、単離網膜毛細血管 ex vivo 解析系だけではなく、inner BRB スフェロイド構築などの、 
新たな in vitro 実験系の確立にも成功している (現在、論文投稿中)。これらの新規の非動物 
実験系を活用することで、末梢投与型網膜疾患治療薬開発に向けた化合物の inner BRB 透過性 
評価や効率的な網膜移行を目指した至適デザイン提案に繋がると考えられる。 
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