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【研究の背景と目的】

本研究計画の最終到達目標はverapamilを認識するnovelカチオン輸送機構の特徴を応用し，加齢

性黄斑変性症などの治療薬を送達することである。申請者は初年度までの研究成果から，血液網膜関

門（BRB）を介した循環血液中から網膜へのverapamil移行性は脳と比較し非常に高く，その過程には

既報の有機カチオントランスポーターであるOCTやOCTN,MATE,PMATとは異なる輸送機構が関

与する可能性を見いだしている。一方，この輸送は古典的H1アンタゴニストであるpyrilamineやb-

ブロッカーであるpropranololによって阻害されていた。Pyrilamineについて，血液脳関門（BBB）に

おけるpyrilamineを基質とする分子実体不明の未知トランスポーターの存在が示されている（参考文

献#1）。Propranololは脳への移行性が高い薬物であり，既報のトランスポーターでは説明の付かない

pyrilamineの他に鎮痛剤naloxoneの脳移行を阻害することが報告されている（参考文献#2）。従って，

BRBに存在するverapamilトランスポーターの特性を明らかにする上で，pyrilamineとpropranolol輸

送機構との比較することは重要である。本年度は，BRBを介したpyrilamineとpropranololの輸送特

性を詳細に解析し，verapamil輸送特性との同一性と相違性を評価した。

【実験手法】

（A）TR-iBRB2細胞の培養

InvitroinnerBRBモデル細胞として，条件的不死化ラット網膜毛細血管内皮細胞株（TR-iBRB2）

細胞を用いた。TR-iBRB2細胞は立ち上げてから少なくとも2回継代し，細胞形態および増殖速度に

大きな変化がないことを確認後，実験に用いた。

（B）TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamineおよび[3H]propranolol輸送解析

CollagenI-coated24-wellplateにTR-iBRB2細胞を1.0x105cells/wellとなるように播種し，33℃の

加湿された5%CO2/95%airインキュベーターにて48時間培養した。細胞がconfluentの状態になっ

ていることを確認し，取り込み解析に用いた。

トレーサー溶液は，[3H]pyrilamineもしくは[3H]propranolol（PerkinElmerLife&AnalyticalSciences）
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を0.5mCi/mLとなるようにextracellularfluid（ECF）buffer（122mMNaCl,25mMNaHCO3,3mMKCl,

1.2mMMgSO4,0.4mMK2HPO4,10mMD-glucose,1.4mMCaCl2,10mMHEPES,pH7.4）に溶解さ

せたものを用いた。細胞を培養させた24-wellplateを37℃に維持し，培養mediumを除去した。ECF

buffer（37℃）にて細胞を3回洗浄し，トレーサー溶液を200mL加えた。指定時間経過後，トレーサー

溶液を除き，氷冷ECFbufferで3回細胞を洗浄した。NaOH水溶液（1N）を400mL加え，室温で12

時間処理することで細胞を可溶化させ，1NHClを400mL加え中和させた。この中和液の一部を

Monofluor（NationalDiagnosticsInc.）へ移し，液体シンチレーションカウンター（LSC-5200;Aloka）

にて放射活性を測定した。また，bovineserumalbuminを標準とし，DCProteinassaykit（BIO-RAD）

を用い，可溶化液中のタンパク質量を測定した。

細胞内への[3H]薬物取り込み輸送はcell/mediumratioで表した（Eq.1）。

[3H]薬物のTR-iBRB2細胞への輸送に対する最大取り込み速度（Vmax,nmol/（min･mgprotein））及

びMichaelis-Menten定数（Km,mM）は，基質濃度（[S],mM）に対する薬物輸送速度（v）のプロットか

ら，非線形最小二乗法プログラム（MULTI）を用いて解析した。

（C）Retinaluptakeindex法

ラット（雄性,Wistar系統,6週齢）にペントバルビタールを腹腔内投与した（50mg/kg）。トレー

サー溶液（1-5mCi/injectate[3H]propranololand0.5mCi/injectate[14C]n-butanolinRinger-HEPESbuffer

（pH7.4））を総頸動脈へ瞬時に200mL投与し，15秒後断頭し，速やかに網膜及び脳を採取した。採

取した組織は2NNaOHにて可溶化後，液体シンチレーションカクテル（Hionic-Fluor）を加え，液体

シンチレーションカウンター（AccuFLEXLSC-7400,Aloka）にて放射活性を測定した。Retinaluptake

index（RUI,%）およびbrainuptakeindex（BUI,%）はEq.1から算出した。

（D）データ解析

実験データは平均値±標準誤差（Mean±S.E.M.）で表した。比較検定には2群間の比較の場合に

は，unpairedStudent・st-testを用いて有意差を検定した。3群間以上の場合はone-wayanalysisofvari-

ance（ANOVA）で分散分析を行い，Dunnett・sTestもしくはTukey・sMultipleComparisonsTestによっ

て多重比較を行った。
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【結果・考察】

A.TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamine輸送と本細胞への[3H]verapamil輸送との比較

TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamine取り込み輸送は少なくとも1分まで直線性を示した。その取

り込み輸送は4℃において約50%，非標識pyrilamine共存下（500mM）において58%それぞれ低下

した。TR-iBRB2細胞へのpyrilamine輸送の濃度依存性を検証した結果，高親和性（Km,1=20.2±4.4

M;Jmax,1=0.837±0.179nmol/（min･mgprotein））と低親和性（Km,2=252±6mM;Jmax,2=22.3±0.8

nmol/（min･mgprotein））の2相を示した。以上の結果から，innerBRBにおけるpyrilamine輸送は担

体介在型であり，その機構は高親和性と低親和性の2種類であることが示唆された。BBBにおける

pyrilamine輸送について，BBBモデル細胞である条件的不死化ラット脳毛細血管内皮細胞株（TR-

BBB13細胞）へのpyrilamine輸送のKm値は28mMと報告されており（参考文献#1），TR-iBRB2細

胞における高親和性pyrilamine輸送のKm値と近似している。TR-iBRB2細胞にはBBBに存在する

pyrilamine輸送機構の他にもう一つの低親和性輸送機構が存在することが示唆された。

TR-iBRB2細胞へのpyrilamineとverapamilの輸送特性について比較した。細胞外pH依存性を評価

した結果，pH7.4条件下における取り込みと比較し，pH6.4条件下では両薬物共に変動しなかったも

のの，pH8.4条件下において[3H]pyrilamineの輸送は有意に上昇した（Fig.1）。各種薬物・化合物共

存下（500mM）においてTR-iBRB2細胞への[3H]pyrilamine取り込み輸送を評価した結果，OCTN2の

基質であるL-carnitineは[3H]verapamil輸送を阻害したものの，[3H]pyrilamine輸送は阻害しなかった

（Fig.2）。一方，その他の薬物・化合物について阻害スペクトルは類似していた。Pyrilamineとverapamil
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Figure1EffectofextracellularpHonuptakeof[3H]verapamil(A)and[3H]pyrilamine(B)byTR-iBRB2

cells.

ExtracellularpH-dependenceofdrugs'uptakewasexaminedat37℃ for3min.Eachcolumnrepresentsthe

mean± S.E.M.(n=3-6).*p<0.01,significantlydifferentfromtheuptakeatextracellularpH7.4.



との輸送機構の同一性をさらに検証するため，verapamil共存下におけるpyrilamine輸送の濃度依存

性解析とpyrilamine共存下におけるverapamil輸送の濃度依存性解析にて評価した。本結果から，TR-

iBRB2細胞へのverapamil輸送をpyrilamineは競合的に阻害するものの，TR-iBRB2細胞へのpyrilamine

輸送を verapamilは競合的に阻害しないことが示された。以上の結果から，innerBRBにおける

pyrilamine輸送機構はverapamilの輸送機構とは異なることが示唆された。

TR-iBRB2細胞への[3H]propranolol輸送についても比較検討を実施した。[3H]Propranololの外部pH

変動の影響を解析した結果，pH7.4条件下と比較し，pH6.4条件下において変動せず，pH8.4条件下

において有意に上昇した。また，500mML-carnitine共存による阻害効果は示されず，それ以外の薬

物について効果はverapamilおよびpyrilamineと同様であった。これらの結果はTR-iBRB2細胞にお

ける[3H]propranolol輸送が本細胞へのpyrilamine輸送と類似していることを示唆している。TR-iBRB2

細胞への propranolol輸送について，verapamilと pyrilamine輸送との同一性を検証した。Verapamil

（200mM）共存下における濃度依存的なpropranolol輸送をLineweaver-Burkplotした結果，非共存下

における結果とy軸上で交差せず，verapamilはpropranolol輸送を競合的には阻害しないことが示唆

された。一方で，pyrilamine（200mM）共存下における濃度依存的なpropranolol輸送をLineweaver-

Burkplotした結果，非共存下における結果とy軸上で交差し，そのKi値は356mMと算出された。

本Ki値はTR-iBRB2細胞におけるpyrilamine輸送の低親和性輸送のKm値（252mM）と近似した。以

上の結果を総合すると，innerBRBにおけるpropranolol輸送はpyrilamine輸送の低親和性輸送機構と

同一ではあるものの，verapamilの輸送機構とは異なると考えられた。
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Figure2Effectofinhibitorsonuptakeof[3H]verapamil(A)and[3H]pyrilamine(B)byTR-iBRB2cells.

Uptakeofthesedrugswasperformedat37℃ for3minintheabsence(control)orpresenceofinhibitors.

Eachbarrepresentsthemean± S.E.M.(n=3-6).*p<0.01,significantlydifferentfromthecontrol.



B.InvivoBRBを介した[3H]propranolol網膜移行特性と[3H]verapamilの移行性との比較

Invivo環境下における[3H]propranololのBRB透過様式を解析し，[3H]verapamilのBRB透過様式

と比較した。[3H]PropranololのRUI値は非標識propranolol（40mM）およびpyrilamine（40mM）共存

下にて薬物非共存条件下（コントロール）と比較し50%以上低下した。また，verapamil（3mM）共

存にて，[3H]propranololのRUI値はコントロールと比較し27%低下した。一方，choline（40mM）共

存下とコントロールとの間に有意な変化は示されなかった。この阻害プロファイルは[3H]verapamil

のRUI法による実験結果と，verapamil（3mM）の効果を除き，類似していた。従って，invivoBRB

を介した[3H]propranolol輸送について，薬物感受性はBRBにおけるverapamil輸送と類似しているこ

とが示唆された。

[3H]PropranololのBRBインフラックス輸送について，典型的な有機カチオン/アニオントランスポー

ター阻害剤の効果を検証した。OCTおよびOCTNの基質であるtetraethylammonium（TEA）共存（40

mM）にて [3H]propranololの RUI値は，コントロールと比較し35%低下し，OAT基質である p-

aminohippurate共存（40mM）にて阻害効果は示されなかった。InnerBRBモデルであるTR-iBRB2細

胞への[3H]propranolol輸送はTEAでは阻害されなかったものの，outerBRBにはTEA感受性の輸送

機構である OCT3（SLC22A3）の発現が報告されている（参考文献 #3）。従って，BRBを介した

propranolol輸送にはinnerBRBの分子だけではなく，outerBRBに存在するOCT3が関与する可能性

が考えられた。

以上の結果を総合すると，invivoBRBを介したpropranolol輸送へのinnerBRBに存在するpyrilamine

感受性輸送機構，そしてouterBRBに存在するOCT3の関与が示唆された。

【結論および展望】

本研究結果から，innerBRBにおいて存在するカチオン性薬物輸送機構として，以下の3種類の存

在が導き出された。

1.Verapamilを基質とし，pyrilamineを阻害剤とする（基質ではない）輸送担体。

2.Pyrilamineとpropranololを基質とし，verapamilを基質としない輸送担体。

3.Pyrilamineを基質とするものの，verapamilとpropranololを基質としない。

この3種類の分子機構について，それぞれの認識特性に基づく網膜（と脳）への移行性については

課題として残されたものの，少なくともこれらの機構に認識される薬物はBRB透過性が非常に高い

と考えられる。また，輸送基質のパスポート構造決定には至っていないものの，後述の赤沼班の研究

成果からも脂溶性の高いアミン系薬物が基質である可能性が高く，今後はそのモデル薬物・化合物に

ついてBRB透過性を詳細に評価する予定である。
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