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家兎網膜色素上皮一脈絡膜におけるフルオンセインの移送

一Ussing型 チャンバーを用いた解析一

小谷野 聡,江口秀―郎,新家

東京大学医学部眼科学教室

要  約

白色家兎の網膜色素上皮 (RPE)一 脈絡膜を摘出,Ussing型 チャンバーに固定 し長時間安定 した電位を得

ることに成功 し,過去の薬理学的実験結果の豊富な家兎を用いてその RPE―脈絡膜における物質の移送を検

討 していく実験系が可能であることを示 した。この系を用いて今回フルオレセインの RPE―脈絡膜における

移送 を検討 したところ,RPE一脈絡膜のフルオレセインに対する透過性 は,外向きに1.63± 0.20× 10-5cm/

sec,内向きに0.44± 0.13× 10-5cm/sec(n=8,Mean± SE)と なり外向きが内向きの約 4倍有意に大きい値

を示 した (p<0.01)。 外向きの透過性は Ouabain(10-6M),2,4‐ Dinitrophenol(10-5M),Probenecid(10-4

M)に より,各々コン トロールの平均63%,46%,41%と なり有意に抑制 され, また系の温度 を0.5～ 1.0°Cに

下げることにより0.05± 0.04× 10-5cm/sec(n=4,Mean± SE)と 大幅に低下 した。以上の結果は,フ ルオレ

セインが網膜色素上皮において外向きに能動輸送 されているという従来よりの仮説に合致 し,ま た今回の実験

系が家兎 RPEを 介 しての物質移送の解析に十分耐え得ることを示 した。 (日 眼会誌 95i434-440,1991)
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Abstract

Retinal pigment epithelium (RPE)-choroid preparations from albino rabbits were sealed in an

Ussing type chamber under stabilized conditions for 3 hours. The transepithelial potential was 1.2+

0.08mV and the transepithelial resistance was 175.2i9.1O.cm2 (mean-fSE, n=16). The transport of
fluorescein across the isolated rabbit RPE-choroid was studied under short circuit condition and

outward (vitreous - choroid) and inward (ehoroid - vitreous) permeability to fluorescein were

determined. The outward permeaility was 1.63+0.20X10-ucm/sec and inward permeability was 0.441:

0.13X10-5cm/sec (mean+SE, n:8). The former was 4 times greater than the latter (p(0.01). The

outward permeability was decreased to 1.0210.08X10-5cm/sec (n:?),0.?5+0.11x10-5cm/sec (n:5),
0.67+0.11 x10-5cm/sec (n:6) [y 10-6M of ouabain, 10-sM of 2,4-dinitrophenol and 10-aM of
probenecid, respectively. Low temperatures (0.5-1.0'C) markedly decreased the outward permeability
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to O.05± 0.04× 10-5cm/sec(n=4,mean± SE).These results suggest that active transpOrt plays a role

in the outward movement of auorescein across the rabbit RPE‐ choroid。 (Acta Soc Ophthalmol Jpn
95:434-440,1991)

Key words: Albino rabbits, Retinal pigment epithelium-choroid, Ussing-type chamber, Fluorescein,
Active transport

I緒  言

局所投与 された薬物の眼外即ち血液コンパー トメン

ト中への移行や全身投与された薬物の血液 コンパー ト

メン トから眼内への移行動態の研究は臨床的にも意義

が大きい。一般にこの目的のためには点眼後の眼内各

組織への薬物移行または,全身投与後の眼内各組織ヘ

の薬物移行の時間経過を検討することが多い。 しかし

これらの方法ではある組織を介しての血液 コンパー ト

メント (眼外)と 硝子体,眼房水等内組織 との間の薬

物の移送動態の詳しい薬理学的な解析を行 うことは困

難である。一方 Ussing chamberの 系は,あ る特定組

織を介しての電解質や物質の移送の解析に極めて有用

な方法であ り,既に多 くの組織での研究が報告されて

いる1)～6).眼 において血液網膜柵を介する物質の眼内

外への移送は眼の生理及び薬理に重要な位置を占める

ことは論を待たない。Ussing chamberを 用いた網膜

色素上皮一脈絡膜を介す る物質移送の研究 は既 に

牛7)8),ヵ ェル9)～ H),犬 12)～ 15)等 で行われているが,現在

まで眼科においても最も広 く実験に用いられてきてお

り,且つ過去の実験結果の蓄積の豊富な家兎眼ではそ

の網膜色素上皮一脈絡膜を取 り出しUssingの系で安

定した電位を得ることは困難 とされ15),簡 便法 として

Frambach等の網膜色素上皮―脈絡膜―強膜を使用 し

た報告があるにすぎない16).

今回我々は,白色家兎の網膜色素上皮―脈絡膜のみ

を分離摘出し,Ussing chamberに 固定 し長時間安定

した電位を保つことに成功 した。これにより,家兎網

膜色素上皮を介する種々の物質の移送を現在までに蓄

積された家兎の薬理学的実験結果 と比較検討 していく

ことが可能 となった。この実験系を用いて家兎眼網膜

色素上皮一脈絡膜の経上皮電位及び短絡電流を測定

し,更にフルオレセインの家兎眼網膜色素上皮一脈絡

膜における移送につき検討 したのでここに報告する。

II 実験方法

これをペントバルビタール過量投与にて安楽死せしめ

た後,速やかに眼球摘出し,赤道部にて前後に 2分割

した。その うちの後部眼球即ち,硝子体十網膜 +脈絡

膜 +強膜に 3カ 所減張切開を加え,sheet状 にし,それ

を37℃ の Krebs Ringer液 を満たしたペ トリ皿に固定

した。その後,ま ず硝子体 と感覚網膜を一塊 として丁

寧に取 り除き,更に脈絡膜 と強膜の間の疎な結合部を

少しずつ分離させ,そ の中央部の侵襲の少ない部分の

み切 り出して最終的に約5× 15mm大 の網膜色素上皮

―脈絡膜を取 り出した.取 り出した組織を網膜側を上

に してパ ラフィン膜 にのせ ペ トリ皿か らUssing型

Chamberの ナイロン膜上へ と移動させた。この時パラ

フィン膜の上に表面張力で Ringer液の層がで き,そ
の上に組織が乗る状態になるため,周辺部以外は組織

に触れることなく操作ができた.チ ャンバーに置かれ

た組織の周辺部から余分な水分をろ紙で吸い取ること

により組織は自然 とチャンバー上に固定された。以上

の操作は手術用顕微鏡およびマイクロ用手術器具を用

いて実際に実験に使用する組織中心部に器具がまった

く触れないように,ま た組織にかかる張力も最小限に

なるように注意して操作した。チャンバーの略図を図

1に不す。両側チャンンバー内は,Krebs bicarbonate

Ringer液で満たされ,95%02+5%C02の 混合ガスに

より通気撹拌されている.ま たチャンバーの外筒には

温水が還流されてお り,系の温度はこれにより37℃ に

保たれている。Krebs bicarbonate Ringer液の組成は

以下の通 りである.NaCl l18.05 KC1 4.69 CaC12・ 2

H202.51 MigC12・ 6H200・ 54 NaH2P04・ H201・ 01

glucose ll.10 NaHC03 25.01(mM)。 チャンバー内

の容積はそれぞれ7mlで,両側チャンバーは0.14cm2

の開窓部にて交通 している。系の電気的現象は, 3%
agar 3MKCI Bridgeを用いてチャンバーよリカロメ

ル電極に導き, 自動膜電位固定装置 (ボ ルテージクラ

ンプ装置, 日本光電工業株式会社,東京)を用いて
,

両側チャンバー間の電位差即ち経上皮電位,及びその

電位差を 0にするために必要な短絡電流を計測 し,ま

た,そ の両者より経上皮電気抵抗を算出した .実験動物 として成熟白色家兎 (体重3kg)を 用いた
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図 l Ussing型チャンバーの略図

Ciカ ロメル電極,NM:ナ イロン膜,SD:シ リコン

ディスク,RPE:網膜色素上皮―脈絡膜

経上皮電位が安定 した後,一側チャンバーに, フル

オレセイン・ナ トリウムをチャンバー内濃度が,15μ m
となるように投与 し,その後15分毎に対側チャンバー

より50μ lの サンプルを採取 した。チャンバー内にはそ

のつど同量の Krebs bicarbonate Ringer液 を補充 し,

チャンバー内の容積を一定に保つようにした。採取 し

たサンプルを pH 7.4の リン酸緩衝液にて 9倍に希釈

し,そのフルオンセイン濃度をフルオロメーター (東

京光学株式会社,東京)にて計測した。フルオレセイ

ンを硝子体側に投与することにより外向き,即ち硝子

体側から脈絡膜側へのフルオレセインの移送を,逆に

脈絡膜側に投与することにより内向き,即ち脈絡膜側

から硝子体側へのフルオレセインの移送を検討した。

フルオンセインに対する網膜色素上皮―脈絡膜の透過

係数は

Fickの第一法則 J=― AP(Cl― CO)・ ………(1)

を用いて算出した。 ここで Jは フルオレセインの単位

時間あた りの移行量(ng/sec),C。 はチャンバー 0,即

ちフルオレセインが移送 されてくる側のチャンバー内

のフルオレセインの濃度(ng/ml),Clは チャンバー 1,

即ちフルオセレインを投与 した側のチャンバー内のフ

ルオレセインの濃度 (ng/ml),Aは 開窓部の面積,P
は透過係数 (cm/sec)を 表す.後に示すように,COは
Clに比べ極めて小さく,Pの値は,C。の時間的な経過

より最小自乗法をもちい算出できる。

更にフルオレセインの外向きの移送に対する以下の

因子の効果を検討 した。即ち,チ ャンバーの外筒に 0℃

の冷水を還流することにより,系の温度を0.5～ 1.0℃

に落 して温度の影響を検討し,ま た, フルオレセイン

をチャンバー内に投与すると同時に両側チャンバーに

Na‐ K ATPase阻 害剤であるウアバイン (10-6M)ま た
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図 2 経上皮電位の時間的経過。(Mean± SE,N=16)
経上皮電位1.20± 0.08mV, 短 絡電流6.71± 0.54

μA/cm2,経上皮電気抵抗175.2± 9.lΩ ocm2

は酸化的 リン酸化阻害剤ジニ トロフェノール (10-5

M17)18)ま たはフルオレセインの網膜色素上皮を介して

の移送の競合阻害剤であるプロベネシ ド(10-4M)19)を

両側チャンバーに投与 し,その影響を検討した。

III 結  果

電気的現象の時間的経過を図 2に示す.経上皮電位

は,脈絡膜側に対 し硝子体側が正で実験開始後約40分

後に1.20± 0.08mV(mean± SE,N=16)に て安定 し

その後約 3時間ほぼ一定の値を保 った.短絡電流は

6.71± 0.54μA/cm2,経上皮電気抵抗は175.2± 9.10。

cm2で 両者とも同様にほぼ安定した値が保たれた.系
の温度を0.5～ 1.0℃ に落とした実験では,経上皮電位 ,

短絡電流ともに,そ れぞれ平均0.33mV,1.64μ A/cm2

と低下した。また阻害剤を投与した実験ではそそれぞ

れ経上皮電位および短絡電流が, ウアバイン(10-6M)

で約50%, ジニ トロフェノール (10-5M)で約20%, プ

ロベネシ ド(10-4M)で約15%低下 したが,経上皮電気

抵抗には変化は認められなかった .

フルオレセインの外向き及び内向きの移送の時間的

経過を図 3に示す。両者とも時間経過 と共に直線的に

増加していくが,実験開始30分までの移送速度と,30
分以降の移送速度には,有意の差が認められた。この

差は, フルオレセインが,組織内に浸透 していき, ま

た組織内から対側チャンバーに流出し充分拡散するの

にある程度時間を要するためと考えられる。このため

30分以降の安定 した状態での結果をもとにして以下の

解析を進めた.ま た,実験終了時対側チャンバー内の
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図 3 フルオレセインの移送の時間的変化。(Mean士

SE,N=8)
一 :外向き (硝子体側→脈絡膜側),― ―:内 向き (脈

絡膜側→硝子体側)

表 1 網膜色素上皮―脈絡膜のフルオレセインに対す

る透過係数.Mean± SE(× 10-5cm/∝ c)。 ( )内
は実験数

コントロールに対 して有意差あり。(unpaired t‐

test)

ホp<0.05,十 pく 0.02, †p<0.01,§ p<0.001

外 向 き 内 向 き

Control

Ouabain

Dinitrophenol

Probenecid

0b

1.63± 0.20(3)

1.02± 0.08(7)*

0.75± 0.11(5)十

0.67± 0.11(6)+

0.05」
=0.04(4)§

0.44± 0.13(3)

フルオレセインの濃度は,最大でも13ng/mlで ,フ ル

オ レセ インを投与 した側 のチャンバー内濃 度の約

0.3%に過ぎず式(1)が適用できる。式 (1)及 び最小自乗

法を用いて導かれた網膜色素上皮―脈絡膜のフルオレ

セインに対する透過係数の測定結果を表 2に示す。そ

の外向 きの透過係数 は1.63± 0.20(× 10-5cm/sec,

mean± SE,N=8),内 向きに0.44± 0.13(× 10-5cm/

sec,mean± SE,N=8)で,両者の間には,有意の差

が認められた (unpaired t‐test,p<0.01)ま た系の温

度を0.5～ 1.0℃ に落 とした実験では,外向きの透過係

数は平均0.05(× 10-5cm/sec)と なり, コン トロール

に比べ有意に且つ著明に低下した (p<0.001).

阻害剤の同時投与実験では, フルオレセインの外向
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きの透過性はそれぞれウアバインで平均1.02(× 10~・

cm/sec),ジ エトロフェノールで平均0.75(× 10-5cm/

sec),プ ロベネシドで平均0.67(X10-5cm/sec)と な

り,三者ともコントロールの各 6々3%,46%,41%と

有意の低下を示した.以上の結果をまとめたものを表

1に示す。

IV 考  按

ある組織を介しての電解質や物質の移送を検討 して

いく上で,Ussing chamberを 用いた実験系が非常に

す ぐれた方法であることは従来より論を待たないとこ

ろである。これ まで,他の動物即 ち牛7)8),蛙 9)～ 11),

犬
12)～ 15)等 の網膜色素上皮を用いて同様のシステムに

て電解質あるいは物質の移送を検討 した実験はいくつ

かなされてきている。 しかし従来最 も広 く眼科実験に

用い,ま た過去の薬理学的実験結果の蓄積も豊富な家

兎ではその網膜色素上皮を取 り出しUssingの 系で安

定 した電位を保つ ことは困難 とされてきた15)。 さらに

兎には,比較的安価で入手しやすいこと,系統を揃え

やすいこと,有色 と白色の比較ができることなどの利

点 もあげられる。最近になりFrambachら により兎の

綱膜色素上皮―脈絡膜―強膜を取 り出し,Ussingの実

験系を用いてその電気的現象に対する解析を行った報

告がなされているが,網膜色素上皮一脈絡膜のみを取

り出し,その膜を介する物質の移送につき検討した報

告は未だなされていなぃ16)32)33)。 今回我々は網膜色素

上皮を取 り出し,チ ャンバーヘ装着する過程での組織

への侵襲をできるだけ少なくするように注意すること

により,家兎の網膜色素上皮一脈絡膜で も安定 して

Ussing chamberで の実験が行えることを示 した。従

来他の動物 (蛙
9),牛 7)8),大 13)15))で報告されている網

膜色素上皮の電気的性質と今回の我々の実験を比較 し

た。経上皮電位は,蛙の6.3～ 9.5mV,牛 の7.2mV,及

び犬の4.0～ 4.9mVに比べて我々の値はやや低い値 と

なっているが,経上皮電気抵抗はいずれも120～ 2000。

cm2と 我たの実験 とほぼ同様の値を示 している。この

結果より今回の実験では家兎網膜色素上皮―脈絡膜に

対する組織障害が無視できる状態で実験できたと考え

られる.こ の実験系を用いてフルオレセインの家兎網

膜色素上皮一脈絡膜における移送を検討 した。

フルオレセインは,血液眼内柵の トレイサーとして

広 く用いられている物質であり,従来より本物質が ,

網膜色素上皮を介して眼内から眼外へ と移送され, ま

たその移送に能動輸送が関与 している可能性は,in

（Ｅ
，
〓
×
）
悩
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vivoでの実験 (兎
19),猿20),人 21)～23))の

結果にて示唆

されてお り,ま た犬 眼 の網膜色素上皮 では Ussing

chamberを 用いた in vitroの 実験で13)14)そ れを支持す

る結果が報告されている。

今回の我々の実験でも上記の犬眼の結果 とほ
`′

同ゞ様

の結果が得 られたが,家兎網膜色素上皮一脈絡膜のフ

ルオレセインに対する透過係数は,外向きが内向きの

約 4倍大 きい値を示したのに対し,犬眼においてはそ

の比は約 8倍 と報告されてお り"), フルオレセインの

網膜色素上皮―脈絡膜を介しての移送には種差が存在

することが示された。 ここで in vivo(兎 )の実験では,

後部眼球のフルオレセインに対する透過係数は,外向

きが内向きの約30倍であ り19),我々の実験における家

兎眼及び犬眼での in vitroの 実験での網膜色素上皮

―脈絡膜のフルオレセインに対する透過係数の外向き

と内向きの比率に比べ大 きい値を示した。 この理由と

しては,in vivoと in vitroで は自ずと実験条件が異な

り,in vivoで は血管内皮や,硝子体等の要素が複雑に

絡み合 っているためと考えられる。すなわち,Maurice

らによれば網膜血管の存在する部分では阻害剤に対し

より感受性が高いこと,そ して血管を閉塞せ しめるこ

とにより, この部分のフルオレセインの移送が低下す

ることにより,網膜血管においてもフルオレセインが

能動輸送 されている可能性を示している19)。 またさら

に,in vitroの 実験では感覚網膜を除去 した状態すな

わち網膜剥離の状態での計測であるとい うことがもう

一つの大 きい違いである。 ここで in vivoに おいても

網膜景」離眼 (人)におけるフルオレセインの外向きお

よび内向きの透過係数の比は約17と 低下 してお り31),

理由として網膜剥離による網膜色素上皮の機能低下す

なわち能動輸送の低下,バ リアー機能の低下による内

向きの透過性の上昇等が考えられている.

系の温度を0.5～ 1.0℃ におとした実験では, もしそ

の移送系が純粋に受動的な移送だけで成 り立 っている

とす ると,低温にすることで液体の粘度が高 まるた

め24),ア インシュタインの式25)よ り理論上その移送量

は37℃ の場合の約 3分の 1に低下すると考えられる。

今回の我々の実験では,外向きの透過性は,37℃ の透

過性の約30分の 1と な り3分の 1を大きく上回る比率

で低下 した。また Na― K ATPase阻 害剤であるウアバ

イン(10-6M)は フルオレセインの外向きの移送に対し

犬眼では影響が認められなかったが13),我 々の家兎眼

での実験ではその外向きの透過係数を有意に低下せし

めた。即ち家兎網膜色素上皮一脈絡膜のフルオンセイ
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ンの移送は,Naの移送 と関連していると考えられる。

犬眼網膜色素上皮0,家兎眼虹彩毛様体26)27)に おいて

は,電位の低下に比ベ フルオレセインの移送に対する

影響が出にくいとい う指摘がなされているが,今回の

結果 との違いは,種の違いあるいは種は同じでも組織

の違いによリフルオレセインの移送系がまったく同一

ではないことを示唆すると考えられる。 この問題に関

しては更に検討が必要であろう。ジニ トロフェノール

は酸化的 リン酸化の阻害剤でありATPの供給を低下

させる。in vivoの 実験でフルオレセインの眼内から眼

外への消失を有意に抑制するとされ19),今回の我々の

実験でもフルオレセインの外向きの移送は有意の低下

を示 した。またプロベネシ ドを投与す ることによリフ

ルオンセインの外向きの移送は有意に低下 した。これ

は in vivo")及 び犬眼における in vitr。
13)14)の

実験結果

と一致する。

ここで能動輸送 とは担体によって促進 される現象

で,化学的あるいは電気的勾配に逆 らって物質を移動

させ得るもので, この移送にはエネルギーを必要 とす

る28)。
今回の実験では,フ ルオレセインに対する外向き

の透過係数は,系の温度を下げる事によって粘度の上

昇により説明されるよりはるかに強 く,あ るいは代謝

阻害剤投与によるエネルギーの供給阻害により,ま た

競合阻害剤投与により担体を競合させることにより有

意に低下 した。このことから従来 in vivoの実験で示

唆 されたごとく家兎網膜色素上皮―脈絡膜におけるフ

ルオンセインの外向きの移送に能動的な移送が関与 し

ている事が強く示唆される.

但 しOrganic anionの 移送系には,少なくとも2種

類以上の Systemがあるということは,従来より知 ら

れ て い る29)30).即 ち 腎尿 細管上 皮 を代 表 とす る

Hippurateに sensitiveな H‐Systemと 肝胆管系を代

表 とする L‐System群である.種 々の組織における移

送系はこのような Sydem群が,複雑に関係しあって

成 り立っているとされる29)30)。 網膜色素上皮一脈絡膜

におけるフルオレセインの移送 とこれ らの Systemと

の関係は未だ報告がなく,さ らに検討する必要がある

と考えられる。

以上,家兎網膜色素上皮―脈絡膜を用いて物質の移

送を解析する実験系を確立し,電気的特性につき初め

て報告すると同時にその系を用いてフルオレセインの

網膜色素上皮―脈絡膜における移送につき検討し若干

の考察を加えた.近年行われる如 く手術時に直接硝子

体中に抗生物質を投与 した り,あ るいは抗緑内障薬の
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よ うに非 常 に長期 に渡 って投与 され る場合 , これ らの

薬剤の眼 内へ の蓄積や眼外 へ の排 せつ につ いての検討

が当然必要 とな って きてい る。 今 回の家兎網膜 色素上

皮一脈 絡膜 を用 いた Ussing chamberの 実験系 を使用

す るこ とに よ り,今後種 々の物 質 の網膜色素上皮 にお

ける移送 の解 析 が可能 とな り,既 に家兎で報告 されて

いる多 くの実験結果 との比較検 討 が容易 にな った と考

え られ る。
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