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研究成果の概要（和文）：　In vivo解析の結果、血液網膜関門においてクロニジンやニコチン、リボフラビ
ン、L-オルニチンなどに対する取り込み輸送機構の存在が示唆された。モデル細胞を用いたin vitro解析の結
果、これらカチオン性化合の輸送は担体介在型であることが示唆され、特に、血液網膜関門クロニジン取り込み
輸送機構が網膜への薬物送達に有用であることが示された。In vitro阻害解析やノックダウン解析の結果、血液
網膜関門を介したＬ-オルニチン輸送にCAT1 (SLC7A1)の寄与が示唆されるとともに、内側血液網膜関門を介した
リボフラビン輸送に RFVTs (SLC52A)の寄与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vivo transport study in rats suggested the facilitative transport systems
 for cationic compounds, such as clonidine, nicotine, riboflavin and L-ornithine at the 
blood-retinal barrier (BRB). In addition, in vitro transport study with TR-iBRB2 cells, an in vitro 
model cell line of the inner BRB, suggested the involvement of carrier-mediated process in these 
cationic drugs and compounds, showing the usefulness of clonidine transport system in systemic drug 
delivery to the retina. In vitro study of inhibition, vectorial transport and immunohistochemical 
analysis suggested the responsible contribution of cationic amino acid transporter 1 (CAT1/SLC7A1) 
to the blood-to-retina transport of L-ornithine at the inner and outer BRB. Knockdown study 
suggested the contribution of riboflavin transporter (RFVTs/SLC52A) to riboflavin transport at the 
inner BRB, and mRNA expression study supported that RFVT2 is dominant in the influx transport of 
riboflavin at the inner BRB.

研究分野： 生物薬剤学
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１． 研究開始当初の背景 
安全な医薬品と適切な薬物療法の実施に

は、薬物体内動態を担う機能性タンパク質の
機能と役割の解明が重要となる。特に、薬物
の吸収や分布、排泄に重要な薬物輸送機構を
担うトランスポーター分子の研究は、薬物送
達法や精密な薬物動態予測法に直結し、社会
的要請の高い医薬品の開発促進が期待され
る。近年、血液網膜関門では複数の新規薬物
輸送機構の存在が示唆され、その特異な機能
と創薬応用との連結には、トランスポーター
分子の同定と機能の解明が重要である。 
トランスポーターは生体の物質輸送を担

う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である。近年、
血液網膜関門や血液脳関門などでは、複数の
新規薬物輸送機構の存在が報告され、血液網
膜関門においても血液網膜関門カチオン性
薬物取り込み機構が複数存在することが明
らかとなっている。これら薬物輸送機構に期
待される創薬応用としては、医薬品の効率的
薬物送達や精密な動態予測などが考えられ、
その実現に必須の知見として、新規薬物輸送
機構を担う分子機序の解明が挙げられる。特
に、血液網膜関門カチオン性薬物取り込み機
構は、カチオン性神経保護薬の新しい網膜送
達機構と考えられることから、「組織関門特
性を利用した疾患治療法の向上」として関心
が寄せられている。このようなことから、カ
チオン性薬物取り込み機構と創薬の連結に
は、血液網膜関門に発現するトランスポータ
ー分子の同定と機能の解明が必須と考えら
れる。 
 
２． 研究の目的 
糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症などの重

篤な網膜疾患は失明を引き起こし、罹患者の
クオリティ オブ ライフ（quality of life; 
QOL）を著しく低下させることから、網膜疾
患薬物療法は効率面や安全面の向上が望ま
れる。網膜疾患治療薬の候補となる神経保護
薬には、多数のカチオン性薬物が含まれるこ
とから、血液網膜関門カチオン性薬物取り込
み機構の解明は、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ものと期
待される。本研究では、血液網膜関門カチオ
ン性薬物取り込み機構の創薬応用に向け、
１）カチオン性化合物取り込み輸送機構の同
定、２）実体となるトランスポーターの分子、
３）個体や組織での役割、を検証・解明する
ことを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
カチオン性化合物輸送を明らかとする目

的で、ラット個体においてインテグレーショ
ンプロット法、レチナルアップテイクインデ
ックス（retinal uptake index ; RUI)法、
マイクロダイアリシス法などの in vivo輸送
解析を実施した。 
また、カチオン性化合物輸送の詳細を明ら

かとする目的で、内側血液網膜関門モデル細
胞（ラット毛細血管内皮細胞；TR-iBRB2 細胞）
および外側血液網膜関門モデル細胞（ラット
由来の RPE-J 細胞）における in vitro 輸送
解析を実施した。また、カチオン性化合物の
輸送を担うトランスポーター分子を探索す
るために、アフリカツメガエル（Xenopus 
laevis）卵母細胞や培養細胞における遺伝子
発現系解析も実施した。 
カチオン性化合物の方向性輸送を明らか

とする目的で、トランスウェルを用いた in 
vitro 輸送解析を実施するとともに、免疫組
織化学的手法によって、血液網膜関門におけ
るトランスポーター分子の局在を検証した。 
さらに、カチオン性化合物輸送に対するト

ランスポーター分子の寄与を明らかとする
ために、モデル細胞への siRNA をトランスフ
ェクションし、遺伝子ノックダウン解析を実
施した。血液網膜関門モデル細胞におけるト
ランスポーターmRNA 発現は、total RNA を調
製した後に逆転写 PCR（RT-PCR）法によって
解析した。また、siRNA によるノックダウン
効率はリアルタイムPCR法によって解析した。 
 
４． 研究成果 

 
(1)In vivo輸送解析 
ラットを用いた in vivo 解析においては、

カチオン性薬物であるクロニジンやカチオ
ン性化合物であるニコチン、リボフラビン、
L-オルニチンが網膜内に積極的に輸送され
ることが示唆され、血液網膜関門にはこれら
を基質とするカチオン性化合物取り込み輸
送機構が生理的に存在することが示唆され
た。In vivo 阻害解析おいてこれらカチオン
性化合物の輸送は有意な自己阻害を示した
ことから、その輸送機構として、トランスポ
ーターなどが寄与する担体介在型輸送が予
想された。 
 
(2)In vitro 輸送解析とクロニジン取り込み

輸送機構 
内側血液網膜関門モデル細胞である

TR-iBRB2 細胞を用いた解析において、クロニ
ジンやニコチン、リボフラビン、L-オルニチ
ンの輸送が温度依存性や飽和性を示すこと
が明らかとなり、内側血液網膜関門における
これらカチオン性化合物の輸送が担体介在
型輸送であることが示唆された。 
In vitro 阻害解析において、TR-iBRB2 細

胞によるクロニジン輸送やニコチン輸送は
べラパミルやイミプラミン、ピリラミンなど
のカチオン性薬物によって有意に阻害され
た。また、TR-iBRB2 細胞によるリボフラビン
輸送はそのアナログ化合物であるフラビン
アデニンジヌクレオチド（flavin adenine 
dinucleotide; FAD）やルミクロム、ルミフ
ラビンによって有意に阻害され、TR-iBRB2 
細胞による L-オルニチン輸送は塩基性アミ
ノ酸である L-リシンや L-アルギニンによっ



て有意に阻害された。これらの解析結果は、
内側血液網膜関門に存在するカチオン性化
合物取り込み輸送機構が基質特異性を有す
ることを示唆しており、これら各々の取り込
み輸送機構にトランスポーターの寄与が考
えられた。特に、クロニジンに関しては神経
保護作用が報告されていることから、内側血
液網膜関門において示唆されたクロニジン
取り込み輸送機構が、網膜への神経保護作用
薬の送達に有用であることが示唆された。 
 

(3)血液網膜関門を介した L-オルニチン輸送
における CAT1 の寄与 

L-オルニチンに関しては、TR-iBRB2 細胞に
おける詳細な in vitro阻害解析の結果から、
内側血液網膜関門における L-オルニチン取
り込み輸送機構の基質特異性が明らかとな
り、その分子実体として cationic amino acid 
transporter 1 (CAT1/SLC7A1)の寄与が示唆
された。さらに、トランスウェル®上では外
側血液網膜関門モデル細胞であるRPE-J細胞
による方向性輸送を解析した結果、外側血液
網膜関門における L-オルニチン輸送は血液
から網膜方向が優勢であることが示唆され
た。これに関しては、CAT1 タンパク質に対す
る特異的抗体を用いた免疫組織学的解析も
実施し、CAT1 タンパク質が内側血液網膜関門
においてルミナル膜側およびアブルミナル
膜側の両方に局在していることに加え、外側
血液網膜関門において基底膜側に局在して
いることが明らかとなり、外側血液網膜関門
における方向性輸送はタンパク質局在の観
点からも支持された。 
 
(4)内側血液網膜関門を介したリボフラビン

輸送における RFVTs の寄与 
L-オルニチンと同様に、リボフラビンに関

しても詳細な in vitro 阻害解析を実施した
結果、内側血液網膜関門におけるリボフラビ
ン取り込みの分子的実体としてリボフラビ
ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ riboflavin 
transporters; RFVTs/SLC52A）の寄与が示唆
された。RT-PCR を用いて SLC52A アイソフォ
ームの発現解析を実施した結果、TR-iBRB2 細
胞において RFVT2 (Slc52a2)および RFVT3 
(Slc52a3)の転写産物の発現が示され、内側
血液網膜関門におけるこれらトランスポー
ターの発現が示唆された。内側血液網膜関門
におけるRFVT2 およびRFVT3の寄与を検証す
るために in vitro ノックダウン解析を実施
した結果、内側血液網膜関門を介したリボフ
ラビン輸送における RFVT2 および RFVT3 の寄
与が示唆された。別途実施したリアルタイム
PCR の結果を考慮すると、RFVT2 の寄与がよ
り優勢であると示唆された。 
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