
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７６０４

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

眼疾患患者の眼房水中の微環境を推察するための診断法の開発

Development of pharmaceutical diagnostics method to speculate micro environment in 
aqueous humor of eye disease patient

２０３６９１６９研究者番号：

高村　徳人（Takamura, Norito）

九州保健福祉大学・薬学部・教授

研究期間：

２５４６０２３８

平成 年 月 日現在２８   ６ １３

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：我々は眼疾患患者の眼房水中アルブミン結合能の差異とその要因（眼房水中の微環境）を簡
便かつ迅速に推察するための薬学的診断法の開発を目指した。さらに、眼房水中におけるアルブミンに結合する点眼薬
を他の阻害物質で阻害する投与法も検討した。
眼房水中に含まれる主な内因性物質の影響を最適なサイトⅠおよびⅡプローブを用い検討した結果、アルブミンのサイ
トⅠとⅡの阻害の程度は、眼房水中のアルブミン濃度と遊離脂肪酸濃度との割合で、推測可能であることが判明した。
また、眼房水におけるアルブミンサイトⅡ薬物（ジクロフェナク点眼薬）への臨床での結合阻害剤としては、脂肪酸お
よびNSAIDの利用の可能性が高いものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We aimed at the development of the pharmaceutical diagnostics method to speculate 
the difference of the albumin binding capability and the factor (micro environment in the aqueous humor) 
in eye disease patient's aqueous humor handily and promptly. In addition, the inhibit administration 
method also examined the instillation that bound to the albumin in the aqueous humor by other inhibitors.
As a result of examining influence of the main endogenous substance contained in aqueous humor by using 
best site Ⅰ and Ⅱ probe, it turned out the level of the inhibition of site Ⅰ and Ⅱ of the albumin was 
to guess by the ratio between the albumin concentration and the free fatty acid concentration in the 
aqueous humor. Moreover, it was considered that the possibility of the use of the fatty acid and NSAID 
was high as a bind inhibitor to albumin site Ⅱ drug (diclofenac instillation) in the aqueous humor in 
clinical.

研究分野：アルブミンやα1-酸性糖タンパク質の結合サイトに関する研究

キーワード： 眼房水中アルブミン　タンパク結合　ジクロフェナク点眼薬
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ネフローゼ症候群の患者は腎尿細管中に多
量のアルブミンが漏れ出るため、薬理作用部
位が尿細管中にある薬物で、特にアルブミン
結合性の高い利尿薬は利尿耐性が生じるこ
とが報告されている。このように薬理作用部
位に薬物と強く結合するアルブミンが存在
する場合、薬効は著しく低下する。そのよう
な薬理活性部位にアルブミンと薬物が共存
している部位が他にないかを調べた結果、眼
房水中にアルブミンが多く含まれているこ
とが分かり、そこに点眼された薬物が存在す
れば同様の環境となるに違いない。したがっ
て、採取した眼房水より眼房水中のアルブミ
ン結合性の高い点眼薬物の動態を推察する
ための眼房水診断法の開発が必要である。特
に、眼疾患患者に対し、アルブミン結合性の
高い点眼薬を添加した場合の薬効の差異を
検討するための診断法となる。さらに、本診
断結果は眼疾患患者の病態の重症度の分類
に利用でき、さらに、患者を追跡することで
疾患の進行度や発病の予測にも利用できる
可能性が高いと考えられる。このような眼科
領域の研究は、超高齢化社会を迎え重度の眼
疾患が急増している現在において重要な位
置にあると確信する。 
 
２．研究の目的 
眼房水中には種々の薬物と結合するアルブ
ミンが多く含まれている。特に、眼房水中ア
ルブミンと強く結合した薬物は、眼内で効果
を発現できずにシュレム管（眼内排出口）よ
り全身の血液中に排出される。薬物と眼房水
中アルブミンの結合能の差異は、眼疾患患者
の重症度や個体差による眼房水中アルブミ
ンの差異が大きく関与しているものと考え
られる。したがって、眼疾患患者の眼房水中
アルブミン結合能の差異とその要因（眼房水
中の微環境）を簡便かつ迅速に推察するため
の診断法の開発を目指した。さらに、その診
断法を用い眼房水中アルブミンの薬物結合
阻害を利用した点眼薬の投与法に関する基
礎的検討も行い効果的な点眼薬の投与法を
考案することとした。 
 
３．研究の方法 
⑴各種サイトプローブを用いた簡便な眼房
水中診断法の開発 
①眼房水中アルブミンの結合サイトを最適
にモニターできる可能性の高いサイトプロ
ーブおよび眼房水中組成の検索・選定は、
様々なデータベースや文献等より情報を収
集した。 
 
②疑似眼房水中アルブミン（本研究では
fatty acid freeアルブミン末や血清をpH7.4、
0.067M リン酸緩衝液で希釈して調製してい
る）に対する種々のサイトプローブの結合性
は、限外濾過器として MINICENT-10（東ソー
社製）を使用し、各種サイトプローブを添加

した疑似眼房水を限外濾過器に充填し、25℃、
3000rpm で 10 分間遠心分離した後、それらの
ろ液を一定量採取し（ろ液中に種々の遊離サ
イトプローブが存在する）、島津製の高圧液
体クロマトグラフィー（UHPLC）で測定を様々
な移動相を調製し、簡便で迅速となるよう工
夫し微量同時定量法（複数のサイトプローブ
を微量のサンプルよりUHPLCで一度に測定可
能とする方法）となるよう行った（カラムは
高圧用の C18）。また、眼房水中の微量アルブ
ミンの定量は測定装置ビオリス 24i（試薬：
サイアス ALB-M、関東化学）を用いサンプル
0.1ml で行った。遊離脂肪酸の微量定量につ
いはビオリス24iを用いる以外に様々な方法
を検討中である。本測定法で以下の定量を行
った。眼疾患患者の眼房水にはグロブリン等
のアルブミン以外のタンパク質が増加する
場合があるとの報告がなされていることよ
り、fatty acid free アルブミンにグロブリ
ンやα1-酸性糖タンパク質（AGP）を加え濃度
比率を変えた種々の疑似眼房水を調製し、そ
れに各結合サイトプローブを一定量添加し
遊離濃度を測定し結合能を算出した。さらに
その疑似眼房水に各種脂肪酸を添加し、その
影響も各結合サイトプローブの変動より算
出した。加えて、眼房水中にはアスコルビン
酸、ブドウ糖、乳酸が多量に含まれているた
め、それらの影響も各種サイトプローブを用
い同様の測定法で行った。また、個々の患者
眼房水を混ぜてプール眼房水を調製し、様々
な疑似眼房水との結合能の比較を行った。 
 
⑵ジクロフェナク点眼を行った白内障患者
の房水を用いたサイトⅡ結合阻害の効果的
な投与法における基礎的検討 
①本研究は、倫理委員会で承認され、対象患
者に対しインフォームドコンセントをおこ
なった後に実施した。白内障手術開始３時間
前、２時間前、１時間前、30 分前にジクロフ
ェナク点眼剤を患者に一回一滴点眼した。白
内障手術開始後前房より房水を採取した。そ
の眼房水は実験に使用するまで-80 °C で凍
結保存した。プール人眼房水の調製は眼房水
量の 150μL 以下の患者サンプルを混ぜてプ
ール眼房水を作製した。そのプール眼房水中
のアルブミン濃度は 1.55μMであった。模擬
眼房水の調製はアルブミンを0.067 M リン酸
緩衝液 (pH 7.4) で溶解し 1.55μMになるよ
う調製した。模擬眼房水のアルブミン濃度は
ここで使用するプール眼房水のアルブミン
濃度と同じにした。 
 
②各患者の眼房水中ジクロフェナク総濃度
の定量：検量線試料は蒸留水 30μLに対しジ
クロフェナクを添加し 0.3、0.6、0.9μM に
なるように調製したものを試料とした。その
検量線と患者眼房水それぞれ30μLの試料に
対し、3N 塩酸を 200μL、シクロヘキサンを
2.5ｍL添加した。そして、internal standard
（IS）である hexyl 4-hydroxybenzoate の濃



度が 0.5μM になるように添加した。これを
10 分間振とうして抽出し、2970 g で 10 分間
遠心分離した。有機層の上清を2mL採取して、
それを減圧吸引し乾固させた。次に、この(乾
固させた)試料を移動相で溶解し UHPLC 用の
試料とした。 
 
③各患者の眼房水中ジクロフェナク遊離濃
度の定量：検量線作製は一定量の 0.067 M リ
ン酸緩衝液 (pH 7.4) に対しジクロフェナク
の最終濃度が 0.15、0.3、0.45μM になるよ
うに添加して調製したものをUHPLC用の試料
とした。眼房水は 55μL を MINICENT-10（東
ソー社製）に入れ遠心分離(2270 g 10 分間遠
心分離)後、得られた濾液を UHPLC 用の試料
とした。 
 
４．研究成果 
⑴各種サイトプローブを用いた簡便な眼房
水中診断法の開発 
①本診断法に最適な各種サイトプローブは、
サイトⅠプローブとしてはバルサルタン、フ
ェニルブタゾン、ワルファリン等であり、一
方、サイトⅡプローブとしてはジクロフェナ
ク、ケトプロフェン、スプロフェン、ジアゼ
パム、フルルビプロフェン等であった。また、
眼房水中組成としては、アルブミンの他にグ
ロブリンや遊離脂肪酸、そして多量に含まれ
るアスコルビン酸、ブドウ糖、乳酸などが存
在することが分かった。ただし、眼房水中に
存在するかは不明であったが薬物結合に重
要な役割を果たしているアルブミン以外の
タンパク質としてAGPも実験に用いることと
した。 
 
②眼疾患患者の眼房水にはグロブリン等の
アルブミン以外のタンパク質が増加する場
合があるとの報告がなされていることより、
アルブミン、グロブリンや AGP の濃度比率を
変えた種々の眼房水を調製し、サイトⅠおよ
びⅡの結合能を調べた結果、他のグロブリン
や AGP 濃度の影響は受けなかった。さらにそ
の疑似眼房水に各種脂肪酸を添加した結果、
サイトⅠの結合能は増加あるいは増加傾向
であり、一方サイトⅡの結合能は著しく減少
した。ただし、脂肪酸の種類でサイトⅠとⅡ
への影響の程度は異なることが判明した。 
 
③眼房水中アルブミンの各結合サイトへの
阻害は、眼房水中に多量に含まれるアスコル
ビン酸、ブドウ糖、乳酸による影響はかなり
小さく、遊離脂肪酸（遊離脂肪酸はアスコル
ビン酸、ブドウ糖、乳酸の濃度に比べかなり
眼房水中濃度は低い）による影響が大きいこ
とが判明した（特にアルブミンのサイトⅡ）。
したがって、眼房水中のアルブミン濃度と遊
離脂肪酸濃度の割合だけで、アルブミンのサ
イトⅠとⅡ阻害の程度（特にアルブミンのサ
イトⅡ）が推測できることが判明した。人眼

房水が十分に手に入らないため明言できな
いが、人眼房水でも類似の傾向にあると推察
された。この結果をもとに、簡便な眼房水中
診断法の開発を行うこととした。 
 
⑵ジクロフェナク点眼を行った白内障患者
の房水を用いたサイトⅡ結合阻害の効果的
な投与法における基礎的検討 
①個々の眼房水中アルブミンへのジクロフ
ェナク結合：これまでジクロフェナクの眼房
水中アルブミンへの結合に関する報告はな
い。そこで、ジクロフェナクの眼房水中アル
ブミンに対する結合を評価するために、採取
した 31 検体の患者個々の眼房水について、
ジクロフェナク総濃度、ジクロフェナク遊離
形濃度を測定した。それらのデータによりジ
クロフェナクのアルブミンへの結合率を算
出した（図 1）．ジクロフェナクの眼房水中ア
ルブミン結合率は、最高が 0.995（99.5%）で
最低が 0.085（8.5%）であった。ジクロフェ
ナクの結合率は個体差が著しく大きいこと
が示唆された。ここで、眼房水中のアルブミ
ン とジクロフェナクの濃度について示すと、
アルブミンの最高濃度は 12.8μMであり、最
低濃度は 0.71μMであった。そして、ジクロ
フェナクの最高濃度は 0.86μMであり、最低
濃度は 0.08μMであった。アルブミンおよび 
ジクロフェナク濃度には、それぞれ大きな個
体差があった。ただし、個々の患者房水にお
いてアルブミン濃度はジクロフェナク濃度
より常に高かった。 
 
②ジクロフェナクのプール眼房水中アルブ
ミンへの結合に及ぼすイブプロフェン（サイ
トⅡ）の影響：イブプロフェンが疑似眼房水
を用いた実験でジクロフェナクのアルブミ
ンへの結合を阻害できることが示唆された
ので、プール眼房水を用いて実験を行った。
ジクロフェナクのプール眼房水中アルブミ
ンへの結合に及ぼすサイトⅡ結合阻害薬で
あるイブプロフェンの影響を検討するため
に、我々はジクロフェナク 遊離形濃度を測
定しジクロフェナク 遊離率を算出した。そ
の結果、ジクロフェナク遊離率はイブプロフ
ェンの結合阻害による有意な上昇は見られ
なかった。（図 2）。（ただし、イブプロフェン
の阻害 によりジクロフェナク遊離率はわず
かに増加傾向を示した）。本実験で用いたプ
ール眼房水のジクロフェナク結合率は 0.4
（40.0%）程度と低かったため、有意な結合
阻害が生じなかったものと考えられた。 
 
⑴、⑵より、眼房水中の各種アルブミンサイ
トの結合能およびその微環境はアルブミン
濃度と遊離脂肪酸濃度から推察できる可能
性あり、アルブミンサイトⅡ結合への強い点
眼薬にはそれを強く阻害できる最適な薬物
や脂肪酸を併用点眼できれば効果を増強で
きるかもしれない。 



 

図1 31名の白内障患者の眼房水におけるジ
クロフェナクの結合 

図 2 白内障患者のプール眼房水中アルブミ
ンのサイトⅡに結合するジクロフェナクに
対するイブプロフェンによる阻害の影響 
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