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研究概要 

加齢がリスクファクターの一つである網膜疾患に対する治療薬を開発する上で、「網膜への薬の移行

を理解し、それを制御すること」は重要な課題である。一方、網膜への薬物分布に関与することが 

知られる内側血液網膜関門 (inner BRB) の薬物透過性を評価するための良質な in vitro ツールの開発は

停滞している。Inner BRB の実体は網膜の毛細血管内皮細胞である。これまでに、網膜毛細血管内皮 

細胞株である TR-iBRB 細胞は in vivo inner BRB の膜タンパク質介在輸送機構をある程度保持している 

ものの (J. Pharm. Sci., 101, 2596-605 (2012))、培養インサートへ培養した際に密着結合が不完全なために

網膜への薬物移行を正しく評価出来ないことが問題として挙げられている (Pharm. Res., 20, 1357-63 

(2003))。近年、関門実体細胞は周囲の組織細胞からサポートを受けることで”関門としての完全性”を 

示すことが明らかにされてきている。研究代表者は予備的に TR-iBRB 細胞を、inner BRB サポート細胞

である網膜ペリサイト株 (TR-rPCT 細胞) と網膜グリア細胞である Müller 細胞 (TR-MUL 細胞) の共存

下、低吸着処理を施した培養器にて培養したところ、球状の細胞塊が形成されることを予備的に見出し

た。この自己組織化多細胞性スフェロイドは 2 日という短期間で調製可能なものであり、簡便かつ 

高精度での inner BRB を介した網膜への薬物分布評価に適用可能と考えられた。 

 本研究の目的は、「研究代表者が開発した”in vitro 細胞自己組織化 inner BRB（プチ網膜関門）”が 

網膜移行型薬物選定において有用であることを実証すること」である。このプチ網膜関門は国内外の 

網膜疾患創薬研究に対しブレイクスルーとなるポテンシャルを有しており、少子高齢化が進む現代に 

おける社会的要求性が高い網膜疾患治療薬創出に繋がると期待される。 

 

成果要約 

 自己組織化 inner BRB 多細胞性スフェロイドを用い、各細胞マーカータンパク質を対象とした免疫 

染色を行った結果、中心部に Müller 細胞が位置し網膜ペリサイト株がその外側に、そして TR-iBRB 

細胞がそれを覆うように位置することが示唆された。この細胞配置特性について、同じく毛細血管内皮

細胞を実体とする血液脳関門のモデル細胞株群を用いて比較解析を行った。その結果、同様の培養方法

にて、脳グリア細胞であるアストロサイトの細胞株が中心核を構成し、その表面を脳ペリサイト株が 

覆うと共に、最外殻は脳毛細血管内皮細胞株にて構成されるスフェロイドの構築に成功した。以上の 

結果から、本研究を通じて確立したスフェロイド培養・構築法は、inner BRB を含めた中枢神経系 

関門を構成する細胞群が多層構造化した細胞塊を調製することが可能であることが示唆された。 

 上記の細胞層構成から、本 inner BRB 多細胞性スフェロイド内への薬物の取り込みは循環血液から 

網膜への薬物輸送を反映していると考えられた。Inner BRB において薬物の網膜分布を制限することが

知られる生体膜輸送体として P-糖タンパク質 (P-gp) が知られている。この P-gp の蛍光団標識基質で 

ある NBD-CSA を合成し、inner BRB スフェロイドにおける取り込みを解析した。その結果、NBD-CSA

の本スフェロイド内への取り込みは P-gp 阻害剤共存によって有意に亢進した。また、in vivo 網膜への 



促進的分布が示された angiopep-2 について、本スフェロイド内へのエネルギー依存性の取り込みが 

示された。以上の結果から、本スフェロイドは in vivo inner BRB において循環血液-網膜間の薬物輸送を 

制御する機構を備えた、網膜への薬物分布を評価する上で有用な in vitro 解析ツールであることが示唆

された。 
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