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富山大学大学院医学薬学研究部

細 谷 健 一

網膜は光の物理的エネルギーを電気信号に変換し
て脳に伝達する神経組織である。神経細胞同士が結
合して作られる神経回路網は，イオンや神経伝達物
質の細胞膜を挟んだ移動による信号を介して神経伝
達を行っているため，網膜内の恒常性は厳密に維持
する必要がある。そのため，網膜には血液網膜関門
（blood-retinal barrier；BRB）が存在し，全身循環・網
膜間の物質移動の他，網膜の外側に位置する脈絡膜
および強膜と網膜間の物質移動を制御している。さ
らに，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）および網膜色素上皮細
胞を実体とする外側血液網膜関門（outer BRB）の構
造的に異なる二つの関門によって構成されている
（図１）１）。
糖尿病網膜症に代表される網膜疾患は失明へと結

びつくため，その治療は極めて重要な課題である。
しかし，網膜へのドラッグデリバリーは極めて難し
く，網膜疾患に対する薬物治療は眼科領域の大きな
弱点となっている。代表的な眼への薬物投与法は点
眼であるが，点眼薬物の大部分は涙液で希釈されて
鼻涙管を介して排出され，さらに角膜および結膜の

有する関門機能によって眼球内部への薬物移行は制
限されることから，網膜にほとんど到達しない２）。
硝子体内投与した薬物は網膜へ到達可能であり，網
膜疾患の治療に用いられているが，患者への負担が
大きく，硝子体出血や網膜剥離などの合併症も懸念
される。

BRBを介した物質輸送機構の解明は，循環血液か
ら網膜への薬物移行性を理解し，網膜へのドラッグ
デリバリーを達成する上で重要である。しかし，網
膜は微小部位であるために解析手法が限られ，物質
輸送機構はほとんど明らかにされていなかった。本
稿では，新たな解析手法を開発・導入することで明
らかにしてきた，inner BRBを介した物質輸送の分
子機構について紹介する。

２.１ 条件的不死化網膜関門細胞株の樹立
小腸の薬物吸収機構解析および薬物透過スクリー
ニング解析にはCaco-2細胞が繁用されているように，
BRBの輸送機構を解析するためには，繁用できる in

vitro系が必要である。これまで，網膜毛細血管内皮
細胞の初代培養にはウシの網膜が用いられてきたが，
日本では牛海綿状脳症の規制で用いることが不可能
である。網膜は微小組織であり，特に網膜に分散し
て存在する inner BRBはラット等の小動物から単離し
て毎回初代培養することは非常に困難である。初代
培養系を用いた研究には限界に到達していた。これ
らを解決し，網膜への薬物送達を可能にするには，in

vivo特性を備えた in vitro系の開発がその後の研究発
展に大きく左右する。このような背景に基づき，新
しい in vitroモデルの研究開発に取り組んできた。初
代培養系の問題は，温度感受性 SV40 T抗原遺伝子導
入トランスジェニックラット（TGラット）を用いて網
膜関門細胞株を樹立することで解決できた。TGラッ
トを用いると 33度で細胞の増殖が促進されるので，
微小組織である inner BRB細胞でも少数の動物から細
胞株の樹立が可能な点が最大の利点である。この細

図１ 血液網膜関門の解剖学的構造
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胞株は，37または 39度では細胞増殖が停止する条件
的不死化細胞であり，樹立した網膜毛細血管内皮細
胞株（TR-iBRB）は内皮細胞マーカーやすでに inner

BRBに局在が知られているGLUT1，MCT1およびP－
糖タンパク質の発現ならびに輸送機能が示されてお
り，in vivoの特性を比較的保持していた３，４）。さらに，
inner BRBの内皮細胞の周囲をペリサイトおよび
Müller細胞で覆われており，inner BRBの関門機能に
はこれらの細胞が関与しているため，共培養系の構
築に向けてペリサイト株（TR-rPCT）およびMüller細
胞株（TR-MUL）を樹立した（図２）５，６）。

２.２ Ex vivo inner BRBにおける遺伝子発現定量
法の確立
In vitroモデル細胞株は実験を簡便に行うことが可
能であり，極めて有用であるが，遺伝子発現量が in

vivoを完全に反映しているとは限らない。Inner BRB

における輸送担体遺伝子発現量を簡便かつ網羅的に
解析できれば，inner BRBを介した物質輸送の分子機

構を理解する上で極めて有用な情報となる。そのた
め，inner BRBにおける遺伝子発現量を ex vivoで解
析することを目的とし，磁気標識抗 CD31（内皮細胞
特異的表面抗原）抗体を用いた inner BRB高純度単離
法を確立した。マウス抗ラット CD31抗体と磁気標
識抗マウス IgGを混合し，磁気標識抗CD31抗体を調
製した。ラット網膜ホモジネートを酵素処理後，磁
気標識抗 CD31抗体と混合して内皮細胞を磁気標識
し，磁石を用いて内皮細胞画分を非内皮細胞画分と
分離した。各々のRNAを抽出し，リアルタイム定量
PCR法を用いて遺伝子発現量を定量した結果，内皮
細胞画分での inner BRBマーカー（CD31, Tie-2, mdr

1a, claudin-5，occludin，および junctional adhesion

molecule）発現量は，非内皮細胞画分と比較して 100

倍以上高いことが示された。したがって，磁気標識
抗CD31抗体を利用することによって inner BRBが高
純度に単離可能であり，inner BRBにおける発現分子
を解析する上で有用性が高い手法であることが示さ
れた（図２）７）。

図２ 新規血液網膜関門解析手法
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２.３ In vivo網膜からの排出輸送機構解析法の確立
薬物の網膜移行性を考える場合には，脂溶性に応
じて BRBを透過した異物を再び循環血液に能動的
に汲み出す排出輸送機構の寄与について生理的条件
下で解明することが重要である。循環血液から網膜
方向への輸送を解析する手法としては retinal uptake

index法が開発されているが，網膜からの排出輸送
を解析する手法は開発されていなかった。筆者らは
ラットにおいて硝子体内にmicrodialysisプローブを
挿入し，眼球内濃度を経時的に測定することによっ
て網膜からの排出輸送を解析することに成功した
（図２）８）。

３.１ 網膜必須物質供給機構
網膜は神経組織であり，さらに体内でも光による
酸化的ストレスが高い臓器である。このような観点
から，神経伝達物質の前駆物質，抗酸化作用物質お
よびエネルギー恒常性維持物質の供給機構について
解析を行っている。

Vitamin Cの血液から網膜への輸送は，ラットにお
ける見かけの網膜取り込みクリアランスおよび TR-

iBRB細胞における輸送機能解析から，還元型 ascor-

bic acid（AA）を輸送する Na+-dependent vitamin C

transporter（SVCT1および SVCT2）でなく，酸化型
ascorbic acid である dehydroascorbic acid（DHAA）を
輸送するGLUTsによって輸送されていることが示唆
された。さらに，磁気分離したラット網膜血管内皮
細胞画分において，GLUT1 mRNA発現量は GLUT3

および 4に対して 100倍以上高いことが示された。
したがって，vitamin Cは主に DHAAとして inner

BRBに発現する GLUT1を介して網膜に供給されて
いることが示唆された９）。
必須アミノ酸である L-leucineは，神経伝達物質

L-glutamateの網膜における主要な前駆体であり，
タンパク合成においても不可欠である。網膜内 L-

g lutamate は専ら網膜内で合成されており，L-

leucineの inner BRBを介した網膜への供給機構解明
は重要である。ラットにおける見かけの網膜取り込
みクリアランスおよび TR-iBRB細胞を用いた輸送機
能解析から，inner BRBにおける L-leucineの輸送に
は，L-type amino acid transporter 1（LAT1）が主に機
能していることが示唆された。本結果は，磁気分離
したラット網膜血管内皮細胞画分における LAT1

mRNA発現量が LAT2に比べて 15倍高いことと，お
よび免疫染色で LAT1が発現していることと一致し

た10）。LAT1はアミノ酸の構造類似薬物を輸送して
いることで知られており，inner BRBの LAT1を介
した網膜への薬物送達研究を展開している。

Inner BRBではGLUT1を介した vitamin C輸送系，
LAT1を介した中生アミノ酸輸送系以外に，xCTを
介した L-cystine輸送系と抗酸化物質であるグルタ
チオン生合成 11），CRTを介したクレアチン輸送系12）

およびENTを介したアデノシン輸送系13）などが機能
し，網膜への必須物質供給を担っていることが明ら
かとなった（図３）。

３.２ 有機アニオン排出輸送機構
網膜内神経伝達物質およびステロイドホルモンの
代謝物の多くは有機アニオンであるが，これら化合
物は最終的に BRBを介して排出される必要がある。
また，網膜への薬物移行性を予測する上でも BRBに
おける有機アニオン輸送機構を明らかにすることは
重要である。ステロイドホルモン代謝物である［3H］
estradiol 17-βglucuronide（［3H］E17βG）と，bulk flow

マーカーとして［14C］D-mannitolを同時に硝子体内に
投与し，microdialysis法を用いて硝子体からの両薬物
の消失を測定した。［3H］E17βGの硝子体からの消失
は［14C］D-mannitolよりも高く，その差異は非標識
E17βGおよび各種有機アニオンの存在で減少した。
特に p-aminohippuric acidでは，［3H］E17βGの消失
に影響がなく，digoxin存在下で有意に阻害されたこ
とから，organic anion transporting polypeptide（oatp）
2の関与が示唆された８）。磁気分離したラット網膜血
管内皮細胞画分における oatp1，2，3，および 14

mRNA発現量を解析した結果，oatp2および 14が
inner BRBに発現していることが示された７）。Oatp2

に関しては，免疫組織化学的解析によって innerおよ
び outer BRBに発現していることが報告されており，
その結果と一致している。以上の結果から，E17 b G

は硝子体から BRBを介して排出輸送されており，そ
の排出には少なくとも oatp2が関与していることが
示唆された（図３）。現在，他の有機アニオン輸送系
の輸送特性について研究を展開している。

血液網膜関門輸送機能研究は始まったばかりであ
り，世界的にみても研究グループが少ない。しかし
ながら，高齢化社会を迎え，糖尿病網膜症，加齢黄
斑変性症や緑内障による網膜変性症などの網膜疾患
に対する薬物治療法の開発は重要である。点眼によ
る網膜への薬物送達はほぼ不可能であるため，全身
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循環血から BRBを介した網膜への薬物送達による治
療法開発が望まれており，「飲む目薬」開発を目指し
ている。BRBの輸送機能解析を通し，少しでも目標
に近づきたいと願っている。
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