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【研究の背景と目的】

血液網膜関門（BRB）に発現するverapamil認識性novelカチオン性薬物輸送機構の分子実体の解明

は，新規薬物送達技術を開発する上で極めて重要である。有機カチオン性薬物の組織関門透過は，主

にsolutecarrier（SLC）ファミリーに属するインフラックストランスポーターによって担われると考え

られている。しかし，これまでの当研究室における発現解析と輸送解析の結果から，BRBの有機カ

チオン性薬物透過機構に，未知のBRB透過輸送担体分子が関与することが強く示唆される。

初年度の研究にて，カチオン性輸送担体に共通するモチーフ配列を有するものの基質認識性が明確

ではない，SLCファミリーと細菌類カチオントランスポーターホモログ，マラリア原虫カチオント

ランスポーターホモログについてBRBの一つである内側血液網膜関門（innerBRB;網膜毛細血管内

皮細胞を実体とする）における発現解析と，発現分子の輸送解析を一部実施した。BRBはinnerBRB

だけではなく，網膜色素上皮（RPE）細胞を実体とする外側血液網膜関門（outerBRB）によっても構

成されており，網膜への物質供給に役割を果たすことが明らかにされている。従って，innerBRBと

（もしくは）outerBRBにおいて発現するnovelカチオン輸送担体は，網膜への物質供給を担う輸送担

体の候補となりうる。そこで，本研究では，novelカチオン性薬物輸送担体候補分子群の探索をinner

BRBとouterBRB両面について実施することで，BRBの有機カチオン性薬物透過機構を分子の観点

から解明することを目的とした。

【実験手法】

（A）BRBモデル細胞の培養

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。

InvitroouterBRBモデル細胞として，ラット初代培養RPE細胞を用いた。ラットから眼球を摘出

し，5%ポビドンヨード液にて消毒し，Hank・sBalancedSaltSolution（HBSS;138mMNaCl,5.6mM
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D-glucose,0.44mM KH2PO4,4.2mM NaHCO3,0.34mM Na2HPO4,0.22mM Phenolred）で洗浄後，

40U/mLtesticularhyaluronidaseと20U/mLcollagenase,0.1%trypsinを含有したHBSSにてインキュ

ベート（37℃,50分）した。RPE細胞を眼球から採取し，遠心すること（1,200×g,4℃,10分）で回

収した。ペレットを20%ウシ胎児血清と抗生物質を含有したダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）:

F12で再懸濁後，37℃インキュベーター（5%CO2/air）にて培養後，実験に用いた。

（B）細胞及び網膜からのtotalRNAの回収およびRT-PCR法によるmRNA発現解析

培養した細胞がdish中にて90-100%コンフルエントに達していることを確認し，RNeasyMinikit

（QIAGEN）を用い，各細胞のtotalRNAを調製した。ラット網膜totalRNAは，6週齢雄性Wistarラッ

ト眼球から網膜を単離し，TRIzolreagent（Invitrogen）を用いてtotalRNAを調製した。

それぞれのtotalRNAをサンプルとし，oligodTprimerとReverTraAce（TOYOBO）を用いて逆転

写反応を行い，cDNAを合成した。なお，ReverTraAce非含有サンプルも作成した（RT（-）サンプル）。

それぞれのcDNAを用い，ExTaq・polymerase（Takarashuzo）をpolymeraseとしてPCRを行った。各

標的分子特異的なprimerを設計し，反応条件は94℃で2分denature処理後，94℃で30秒，55℃で

30秒，72℃で1分のインキュベートを30-40サイクル行い，増幅産物を得た。PCR増幅産物に対し

て1/10量の10×DNAloadingbuffer（0.25%BPB,0.25%xylenecyanolFF及び50%glycerol）を加え，

ethidiumbromideを含んだ2%agarosegel[2%agarose,0.6mg/mLethidiumbromideを含むTAEbuffer

（40mMTrisbase,40mMaceticacid,1mMEDTA）]にloadingし，TAEbufferを泳動バッファーとし

てMupid21ミニゲル泳動槽（CosmoBio）を用い100Vで45分泳動を行った。バンドの検出はBio

Printer（BioCraft）を用いて行った。増幅産物はpGEM-Teasyvector（Promega）に組み込んだ後にABI

PRISM3130GeneticAnalyzer（AppliedBiosystems）を用いて，増幅産物の配列を確認した。

（C）アフリカツメガエル卵母細胞発現系による標的分子の基質輸送機能解析

標的遺伝子openreadingframeをcomplementaryRNA（cRNA）合成に最適化されたpGEM-HEplasmid

のマルチクローニングサイトへ組み込んだ。cRNAはRiboMAXTMLargeScaleRNAProductionSystem-

T7（Promega）を用いて合成した。雌性アフリカツメガエル（Kato-S-Science）から卵巣を摘出し，

collagenaseA（Roche）処理後，濾胞細胞を除去することでoocyteを得た。OocyteはSOSbuffer（100

mMNaCl,2mMKCl,1.8mMCaCl2,1mMMgCl2,5mMHEPES,pH7.5）を用いて培養した。培養1

日後に標的分子cRNAをマイクロインジェクター（Narishige）にて23nL注入し，4日間さらに培養

することで，oocyteへ標的分子タンパク質を発現させた。

ND96（96mMNaCl,2mMKCl,1mMMgCl2,1.8mMCaCl2,5mMHEPES,pH7.4）に[3H]verapamil

（AmericanRadiolabeledInc.）などの各種放射性標識薬物・化合物を0.1-0.2mCi/200mLとなるように

溶解させ，tracerbufferとした。ND96へoocyteを移し，37℃で20分プレインキュベーションし，
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tracerbuffer中でインキュベーションすることで（37℃）取り込み実験を行った。指定時間経過後，

oocyteを4℃ ND96で4回洗浄し，5%sodiumdodecylsulfateにて可溶化させた。可溶化液に3mL

Monofluor（NationalDiagnosticsInc.）を加え攪拌した後， 液体シンチレーションカウンター

（LSC6101,Aloka）にて放射活性を測定した。

（D）データ解析

塩基配列はGENETYX・-SV/RCversion10（GENETYXCo.）にて解析した。Oocyteへの薬物輸送活

性は，oocyte/mediumratioで表した（Eq.1）。

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。

【結果・考察】

A.BRBモデルにおけるnovelカチオン性薬物輸送担体候補分子の発現

InnerBRBおよびouterBRBモデルにおけるnovelカチオン性薬物輸送担体候補分子mRNA発現を

RT-PCR法にて解析した。SLCファミリーとして10分子，大腸菌トランスポーターホモログ（EstT）

として12分子について解析した結果，①InnerBRBとouterBRB共に発現する分子，②InnerBRBに

のみ発現する分子，そして③OuterBRBにのみ発現する分子，の3つに分類されるmRNA発現プロ

ファイルが得られた（Table1）。

B.Novelカチオン性薬物輸送担体候補分子のopenreadingframe単離と発現系構築

発現が示された分子について，発現系構築を目的とし，openreadingframe（ORF）単離を試みた。

InnerBRBおよびouterBRBそれぞれをtotalRNAソースとしてPCR法にて検討した結果，計14分子

（SLCファミリーについて5分子，EstTについて9分子）のORF単離に成功した。また，これら
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Table1mRNAexpressionprofileofnovelorganiccationdrugtransportercandidatesattheinnerand
outerBRB.

Molecules
①Expressedattheinner
andouterBRB

②Expressedattheinner
BRB

③Expressedattheouter
BRB

SLCfamily 6molecules 1molecule 0

EstT 7molecules 2molecules 2molecules



ORFは現在アフリカツメガエル卵母細胞発現系構築用プラスミドであるpGEM-HEのマルチクロー

ニングサイトに組み込み，cRNA合成に成功している。

C.輸送対象化合物の選定

カチオン性薬物トランスポーターの多くは含窒素

官能基を認識し化合物を輸送すると考えられている。

Verapamilは「Tertiaryamine」と「Nitrile」を含有す

る。今回単離したクローンについて，verapamilを

含めたカチオン性薬物・化合物の認識性を解明する

ことは，分子実体決定後の網膜への薬物デリバリー

応用への重要な知見に繋がる。そこで，verapamil

とは異なる構造化合物として「Primaryamine」と

「Secondaryamine」を含むspermineを始めとして，

構造的特徴が異なる7化合物を選定し（Table2），

アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた輸送実

験に供した。

D.候補分子発現アフリカツメガエル卵母細胞を用いた化合物輸送解析

アフリカツメガエル卵母細胞へ候補分子 cRNAを

microinjectionすることで，候補分子を卵母細胞に発現

させ，C.に記載した薬物・化合物の輸送評価した。過

去にヒトホモログにおいてspermineなどのポリアミン

指向性を有する分子である SLCファミリー分子

（Slc12a8）について [3H]spermine輸送活性が示された

（Fig.1）。それ以外の分子について，各種化合物の輸送

機構について評価した結果，各分子の特徴としてTable

3に示すような特徴が示された。また，この特徴から導

き出される，「Verapamil輸送候補分子」はSLCファミ

リーに属する分子として1分子，EstTとして6分子見

出された。
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Table2Testcompoundfortransportstudy

Compound Functionalgroup

Verapamil
・Tertiaryamine
・Nitrile

Spermine
・Primaryamine
・Secondaryamine
・Noaromaticring

CompoundA
・Tertiaryamine
・Pyridine

CompoundB ・Pyridinium

CompoundC
・Ammonium
・Noaromaticring

CompoundD
・Primaryamine
・Organicamido
・Carboxylgroup

CompoundE
・Amine（-）
・Noaromaticring
・Sulfate

Figure1[3H]SpermineuptakebySlc12a8-

expressingoocytes.

Uptakeexperimentwasperformedat20

℃ for120minand180min.Eachcolumn

representsthemean± S.E.M.(n=7-10).

*p<0.01,significantdifference.



【結論および展望】

本年度の解析から，BRBに存在するverapamil認識型novel有機カチオン性輸送担体候補として，7

分子見出された。アフリカツメガエル卵母細胞は両生類の細胞であることから，その分子を介した薬

物輸送について，ほ乳類においてどのような様式であるか解析することで，「循環血液中に存在する

薬物の網膜への移行に関与する」ことが明らかになると期待される。現在，cRNA合成用プラスミド

に組み込んでいる候補分子ORFについて，ほ乳類細胞への発現系構築用のプラスミドであるpcDNA4

プラスミドへの組み換えを行っており，次年度は本プラスミドを用いた発現系構築を試みる。Verapamil

輸送について，BRBを介し循環血液中から網膜への移行に関与すると考えられた分子について，

RNA干渉法によってその寄与を評価する。その分子の寄与が示された場合は，本課題最終目標であ

る「標的分子に対する抗体を用いたターゲッティング法」を確立するため，候補分子を標的とした抗

体作成に着手する予定である。
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Table3Summaryoftransportstudyusingcandidate-expressingoocytes

Family Molecule Character

SLCfamily Slc12a8 ●2級アミン指向性。

MoleculeA ●2級アミンと脂肪族4級アンモニウム指向性。

MoleculeB ●1-2級アミンと4級アンモニウム指向性。

MoleculeC ●2-3級アミン指向性。

MoleculeD ●芳香族4級アンモニウム指向性。

EstT
Moleculea

●2級アミンと芳香族4級アンモニウム指向性。
●3級アミン認識性は低い。

Moleculeb ●芳香族4級アンモニウム指向性。

Moleculec
●アニオン性化合物指向性。
●アミン認識性低い。

Moleculed
●1-2級アミンと4級アンモニウム指向性。
●アニオン性化合物指向性。

Moleculee ●4級アンモニウム指向性。

Moleculef
●3級アミン指向性。
●芳香族4級アンモニウム指向性。

Moleculeg
●1-2級アミンと芳香族4級アンモニウム指向性を有する。
●3級アミン指向性は低い。

Moleculeh
●アニオン性化合物指向性。
●アミン認識性は低い。

Moleculei
●1級アミン指向性。
●3級アミン認識性は低い。
（3級アミンが複数あると認識するという可能性はある）


