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イオントフォレシス（IP）は，微弱電流を利用した物理的吸収促進法として知られており，皮膚および眼粘膜を含めた

種々粘膜を介する薬物吸収を向上させることを目的に広く研究されている。これまでに，眼内への薬物送達を目的とした

多くの眼組織 IP研究は in vivoで行われており，特に角膜および結膜 IPはそれぞれ，前眼部（角膜や水晶体など）お

よび後眼部（網膜や黄斑部など）の疾患に対する薬物吸収促進技術としての進展を期待されている。しかしながら，IP

の吸収促進特性について十分に特徴づけられていないことから，眼組織 IPは実用化に至っていない。そこで著者は，眼

組織 IPの促進特性を in vitro研究で特徴づけることを試みた。その結果，低分子イオン性および高分子非イオン性薬物

の角膜および結膜透過は IP適用により増大し，特に高分子薬物の IP透過促進効果は低分子薬物に比べて高かった。加

えて，角膜では 2.0 mA/cm2，結膜では 10 mA/cm2までの電流値の適用は上皮タイトジャンクション（TJ）関連タンパク

質を可逆的に変化させたことから，角膜および結膜上皮の可逆的な TJ開口が眼組織 IPによる薬物透過促進に寄与して

いることが示唆された。これら知見は，眼組織 IPが眼内への高分子薬物送達を可能にする有益な非侵襲的手法になる

ことを意味する。 
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1．はじめに

動物は，目，鼻，舌，耳や皮膚などの感覚器から得ら

れる情報に基づいて生命活動を営んでいる。一般的に，

ヒトでは生命活動に必要な情報の約 8割を目から得てお

り，quality of life (QOL)を維持するために重要な器官で

ある。近年，パーソナルコンピューターやスマートフォン

の普及，さらには超高齢社会などの背景から，視力低下

や眼疾患を伴う生活者の割合が増加しており，これらを

原因とする目の不具合は著しい QOLの低下につながる。

眼疾患は，疾患の原因除去もしくは進行抑制を目的と

した外科的処置や薬物療法により治療される。外科的処

置は，薬物治療を行えない，もしくはそれによる改善を

期待できない場合に実施される。薬物治療では，点眼も

しくは眼内注射により薬剤が投与され，治療目的に合わ

せてそれら投与法は使い分けられている。眼内注射は，

薬剤を目的部位へ確実に投与できることから治療効果が

高いとされている。しかしながら，外科的処置や眼内注

射は，眼圧上昇や感染症などの有害事象も報告されてい

る 1）。点眼薬は，主に緑内障，ドライアイ，角膜炎や結

膜炎などの眼疾患に対する薬物治療の第一選択として用

いられる。点眼された薬物は眼表面に拡散し，角膜およ

び結膜 /強膜を介し，それぞれ房水中および硝子体液中

へ浸透するが 2），点眼された薬物量に対する眼内へ浸透

する薬物量の割合は極めて少ない。その理由として，涙

液による薬物の希釈・排泄や眼表面の上皮組織の高い

バリア能などの複合的な要因が関係している 3）。そのた

め，十分な効果を得るためには頻回投与や眼表面での滞

留性の改善などの工夫が必要となる。

眼内への薬物送達の改善を目的としたDrug Delivery 

System研究では，薬物のプロドラッグ化，リポソームへ

の内封，シクロデキストリンとの複合体形成，化学的お

よび物理的吸収促進法の利用に関する知見が報告されて

いる 4，5）。吸収促進法は，眼内への吸収性の低い薬物の

吸収改善を期待する方法であり，眼内注射に代わる薬物

投与システムに応用することが期待されている。

イオントフォレシス（IP）は，微弱な電流を利用した

物理的吸収促進法として知られており，皮膚および眼粘

膜を含めた種々粘膜を介する薬物吸収を向上させること

を目的に広く研究されている 6-8）。IPは，その電流を ON

または OFFすることにより促進効果を ON／OFF制御で

きることに加え，電流値や適用時間などの適用条件を調

節することによっても制御できる 6）。Fig. 1は，最も研究

が進んでいる経皮 IPの模式図を示している。皮膚表面

に隣接するように電極を設置し，薬液を介して微弱な電

流を適用することで，皮膚表面に電場が形成され，その

電場によって発生する電気的な反発力（elctrorepulsion, 

ER）と電気浸透流（electroosmosis, EO）により皮内への

移行が促進される 7）。ERは，電場と荷電薬物の電気的

な相互作用であり，主にイオン性薬物の吸収促進に寄与

している（Figs. 1aおよび b）。また，生体膜は生理学的

pHにおいて負にチャージしているため，溶媒中の水和し

た陽イオンと電気二重層を形成する。電場影響下では，

水和した陽イオンの移動によって EOを引き起こし，陽極

から陰極側へ溶媒の流れが発生する。その流れに従い，

イオン性薬物のみならず非イオン性薬物の吸収促進も引

き起こすことが知られている（Fig. 1c）。このような原理

により IPは様々な薬物の吸収を促進することから，その

利用は眼組織局所へも効率的な薬物送達を可能にするも

のと期待されている。 

眼内への薬物送達を目的とした多くの眼組織 IP研究

は in vivoで行われており 9-11），特に角膜および結膜 IPは

それぞれ，前眼部および後眼部疾患に対する薬物吸収

促進技術としての進展を期待されている。IPの利用は，

ドライアイ患者を対象とした臨床研究により点眼薬に比べ

薬理効果が高いことも明らかにされているが 12），現在の

ところ，生きた角膜および結膜における IPの吸収促進特

性について十分に特徴づけられていないことから，眼組

織 IPは実用化に至っていない。眼内への薬物吸収促進

法として眼組織 IPを実用化するためには，角膜および結

膜における薬物の透過促進特性と生存性および integrity

などの安全性を関連付けて眼組織 IPを特徴づける必要

がある。 

そこで著者は，電流影響下の角膜と結膜の生存性およ

び integrityを考慮した眼組織 IPの促進特性を in vitro

研究で特徴づけることを目的とし，家兎摘出角膜および
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結膜を用いて眼組織 IPの薬物透過促進効果を研究し，

透過促進機構を明らかにすることを試みた。

2． 眼組織イオントフォレシスによる薬物透過
促進効果の特徴づけ 13）

上田らは結膜 IP透過促進効果に関する研究を行い 14），

0.85 mA/cm2までの定電流適用の範囲で，電流適用時の

みイオン性薬物および非イオン性薬物の結膜透過性が一

過的に増大し，その効果は電流値依存的であることが明

らかとなっている。また，結膜固有の電気生理学的パラ

メータが電流適用中に変動し，電流適用後に適用前のレ

ベルと近い値まで回復した。これらのことから，結膜 IP

は，組織生存性に対して明らかな影響を及ぼさずに効率

的な薬物送達を可能にする吸収促進技術になり得ると示

唆された。しかしながら，眼組織 IPの in vivo研究にお

いて吸収促進効果が得られている電流値は ~28.2 mA/

cm2，ヒトでの臨床研究において安全性が高いとされる電

流値は ~3.65 mA/cm2であることを考慮すると 9-12），in vivo

研究で用いられている電流値の範囲を網羅した IP条件

での促進効果を評価する必要がある。加えて，in vitroで

の角膜 IPに関する検討はこれまで行われておらず，摘出

角膜を用いた特徴づけが有効な情報を提供するものと期

待できる。そこで，家兎摘出角膜および結膜を介した薬

物透過性に対する IPの適用電流値の影響を検討した。

2-1． イオン性薬物の角膜および結膜透過に対す
るイオントフォレシスの影響

IP薬物透過促進効果と角膜および結膜の状態を併行し

て評価するために，IPを適用でき，かつ電気生理学的パ

ラメータの評価に特化したUssing chamber system（Fig. 2）

Fig. 1　経皮 IPにおけるイオン性および非イオン性薬物の吸収促進特性
a）カチオン性薬物（D+），b）アニオン性薬物（D–）および c）非イオン性薬物（D）

Fig. 2　 IP 適用および電気生理学的パラメーター測定のため
のUssing-type chamber system

本システムは，Voltage／Current clamp unit，カロメル電極，Ag
／AgCl電極，リンゲル液および塩橋を連結することにより，膜を
介した電気回路として機能する
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を使用し，chamber内液には重炭酸リンゲル液（BRS）を

用いた。まず初めに，モデル透過物質としてイオン性薬

物にリドカイン塩酸塩（LC, MW: 288.81, pKa 7.9）および

安息香酸ナトリウム塩（BA, MW: 144.11, pKa 4.21）を用

いて，イオン性薬物の角膜および結膜透過に対する適用

電流値の影響を評価した。電気生理学的パラメータであ

る膜電位差（PD），短絡電流（Isc）および経上皮電気抵

抗値（TEER）を組織生存性および integrityの指標として

測定した。透過実験開始から 120分経過後，LC透過実

験の場合，上皮側を陽極として，角膜では 5.0 mA/cm2ま

で，結膜では 10 mA/cm2までの電流値を，BA透過実験

の場合，上皮側を陰極として，角膜では 2.0 mA/cm2まで，

結膜では 7.5 mA/cm2までの電流値を 30分間適用した。

また，電流適用直前の単位面積当たりの薬物透過速度

（ÀX[）を baselineとした。

その結果，角膜および結膜ともに，/&�ÀX[は IP適用

前に比べ，IP適用中に増大し，IP適用終了後には IP適

用前の EDVHOLQH�ÀX[のレベルまで回復した（Fig. 3）。そ

の透過促進は，電流値依存的な効果であった。%$�ÀX[

に対してもLCと同様の挙動が認められた。

TEERは，角膜および結膜において陽極および陰極に

関係なく，電流適用により急激に低下した。上皮側を陽

極とした LC透過実験において，角膜では 2.0 mA/cm2ま

での電流値の範囲で，低下した TEERは適用前のレベル

まで回復したのに対し，結膜では 10 mA/cm2までの電流

値の範囲で，TEERは回復した。さらに，結膜 TEERの

回復速度の遅延が，10 mA/cm2の電流適用時に認められ

た。一方，上皮側を陰極とした BA透過実験においても，

角膜では 2.0 mA/cm2まで，結膜では 5.0 mA/cm2までの

電流値の範囲で，TEERの低下および回復が認められた。

PDおよび Iscは，電流適用中に変動したが，TEERの回

復と共に電流適用前のレベルまで回復した。

2-2． 非イオン性薬物の角膜および結膜透過に対
する イオントフォレシスの影響

眼内注射で使用される抗体や核酸医薬品は親水性高分

子イオン性薬物である。Guyらは，高分子イオン性薬物の

IP透過促進に対して ERよりもEOの寄与が大きく，その

寄与率は分子量依存的であることを報告した 7）。そこで，

高分子薬物の IP透過促進効果を見積もるために，親水性

高分子非イオン性薬物である ÀXRUHVFHLQ�LVRWKLRF\DQDWH�

GH[WUDQ��)'����0:�������をモデル透過物質として用い，

イオン性薬物の検討と同様に角膜および結膜 IPに対する

適用電流値の影響を検討した。透過実験開始から120分

後に，上皮側を陽極として角膜では 5.0 mA/cm2，結膜で

は 20 mA/cm2までの電流値を 30分間適用した。

Fig. 3　IP 実験における角膜 (A) および結膜 (B)を介した LC flux の経時的変化
■ , 0.5 mA/cm2; □ , 2.0 mA/cm2; ● , 5.0 mA/cm2; ○ , 10 mA/cm2. Data represent mean ± S. E. (n = 3-5)
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角膜では，IP適用によりFD-4透過が促進され，IP適

用終了後から透過実験終了時まで )'���ÀX[は高いレベ

ルで持続した（Fig. 4A）。結膜では，IP適用による FD-4 

ÀX[の増大と電流適用終了後の回復が観察された。しか

し，その回復は 10 mA/cm2までの適用電流値においてで

あり，20 mA/cm2では，baselineまで回復しなかった（Fig. 

4B）。これらのことから，IP適用終了後に得られた透過

促進の違いは，角膜と結膜で高分子薬物の IP促進特性

が異なることを意味している。

角膜および結膜 TEERは，低分子イオン性薬物に対し

て上皮側を陽極とした実験結果と同様に，IP適用直後に

急激に低下した（Fig. 5）。IP適用終了後の角膜の TEER

は，2.0 mA/cm2までの条件では TEERに電流値依存的

な回復時間の遅れはあるものの，IP適用前のレベルまで

回復した（Fig. 5A）。5.0 mA/cm2の適用電流値では，IP

適用終了後に TEERは回復しなかった。結膜においても

Fig. 4　IP 実験における角膜 (A) および結膜 (B)を介した FD-4 flux の経時的変化
■ , 0.5 mA/cm2; □ , 2.0 mA/cm2; ● , 5.0 mA/cm2; ○ , 10 mA/cm2; ▲ , 20 mA/cm2. Data represent mean ± S. E. (n = 3-8)

Fig. 5　FD-4 透過実験における角膜 (A) および結膜 (B)TEER の経時的変化
■ , 0.5 mA/cm2; □ , 2.0 mA/cm2; ● , 5.0 mA/cm2; ○ , 10 mA/cm2; ▲ , 20 mA/cm2. Data represent mean ± S. E. (n = 3-8)
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TEERの回復に電流値依存的な時間の遅れが認められた

が，10 mA/cm2までの条件で IP適用前のレベルまで回

復した（Fig. 5B）。同様に PDおよび Iscは，電流適用中

に変動したが，TEERの回復と共に電流適用前のレベル

まで回復した。

Fig. 4の結果から，角膜において受動拡散しない FD-4

が IP適用中に電流値依存的な EO効果により角膜へ移

行し，その後角膜内に滞留していることが推測された。そ

こで，IP適用終了後の角膜および結膜内 FD-4の滞留性

を評価し，比較した。薬物ドナー側を陽極として，角膜

では 0.5および 2.0 mA/cm2，結膜では 2.0および 10 mA/

cm2の電流を 30分間適用した。また，電流を適用してい

ない条件（0 mA/cm2）を controlとした。IP適用終了直

後にドナー側およびレシーバー側の chamber内溶液を新

しい BRSで置換し，IP適用終了直後および IP適用終了

から角膜では 210分後，または結膜では 150分後の実験

終了時の組織内 FD-4量を測定した。IP適用終了直後

の角膜および結膜内 FD-4量は電流値依存的に増大した

(Fig. 6)。IP適用終了 210分後および 150分後の角膜お

よび結膜内それぞれの FD-4量は適用終了直後に比べて

低下したが，210分後の角膜内 FD-4量はいずれの適用

電流値でも controlに比べて有意に高く（0.5 mA/cm2で

5.74倍，2.0 mA/cm2で 8.23倍），一方，結膜ではいず

れの電流値でも IP適用後 150分で controlと有意な差は

なかった。

2-3．本章の考察

眼組織 IPの in vivo研究は，経皮 IP薬物送達におけ

る電流値（~0.5 mA/cm2）6）と比較して高い電流値

（0.8~28.2 mA/cm2）9-12）で評価されてきた。したがって，

生きた組織における IPの場合，生存性および integrity

の観点からの組織機能に対する電流適用の影響を知るこ

とは重要である。本章の結果から，角膜および結膜の

TEER値は，上皮側を陽極または陰極を設置したいずれ

の条件でも IP適用により急激に低下し，IP適用終了後

に回復することが明らかとなった。組織 TEERの回復は，

上皮側を陽極にした場合では，角膜で 2.0 mA/cm2，結

膜で 10 mA/cm2，また上皮側を陰極にした場合では，角

膜で 2.0 mA/cm2，結膜で 5.0 mA/cm2の適用電流適用値

で観察された。電流適用後の PDおよび Iscの回復もま

た TEERの挙動と一致したことから，これら適用電流値ま

では角膜および結膜の生存性および integrityを IP適用

後も維持していると考えられた。以上のことから，眼組織

IPにおける組織生存性および integrityにおける適用電流

に対する感受性は，組織により異なることが明らかとなり，

Fig. 6　IP 適用後の角膜内 (A) および結膜内 (B) の FD-4 滞留量
　塗りつぶしは IP適用終了直後の FD-4濃度である．斜線は IP適用後，角膜では 210分，結膜では 150分における FD-4濃度である．*p < 
0.05，S��������YV��VLJQL¿FDQWO\�GLIIHUHQW�IURP���P$�FP2 (Tukey-Kramer test). Data represent mean ± S. E. (n = 3-4)
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さらに電極の設置方向，すなわち電流向きにも依存する

ことが明らかとなった。

角膜および結膜において，LCでは上皮側を陽極，BA

では上皮側を陰極としたとき，IP適用によりÀX[が可逆

的に増大した。このことは，イオン性薬物の透過が ER効

果に依存したことを示している。IPにより得られた LCお

よび BAの促進率（約 2-4倍）は，経皮 IPで得られる

典型的な促進効果と比較して高いものではなかった 15， 16）。

その原因として，角膜および結膜を介した ,3�ÀX[におい

て，LCおよび BAの輸率が低いことが考えられる。電流

適用下でのイオンの透過速度は膜を流れる総電流量（I）

に依存し，Eq. 1で表される。

ここで，Fはファラデー定数（96485 C/mol），Areaは

電流の有効面積である。Eq. 1で示すように，Iは，膜を

介した陽イオンの透過速度（J+）と陰イオンの透過速度

（J–）の総和であることが理解できる。すなわち，電流適

用時に移動する荷電には，薬物イオンだけでなく，共存

する同符号や異符号のイオンも含まれ，イオン性薬物の

透過速度は同槽に共存するイオン種易動度の影響を受け

る。輸率を考慮した薬物イオンの透過速度（JD）および

薬物イオンの輸率（tD）は以下の式（Eqs. 2および 3）で

表される 6）。

ここで，zはイオン価数，uは易動度，および cはイオ

ン濃度である。添え字の Dおよび iは薬物およびその他

のイオンを示す。Eq. 2は電流適用下でのイオン性薬物

の ÀX[が薬物イオンの輸率に依存し，Eq. 3は薬物イオ

ンの輸率が，溶液中に含まれるイオン種の総量と易動度

の積の比で決まることを意味している。本研究では，眼

組織の生存性を維持するために必要なイオン種が BRS

中に多量に含まれているため，定電流影響下，LCや BA

よりもイオン移動度の高いイオン種の Iに対する寄与，す

なわち BRS中のイオンの輸率が高くなっているものと考

えられる。実際に算出した LCおよび BAイオンの輸率

は，易動度の高い Na+，K+，Cl–および HCO3
–のような

共存イオンの輸率（Na+: 0.42, K+: 0.02, Cl–: 0.48, HCO3
–: 

0.07）に比べて極めて低いことが分かった。このことから，

適用した電流のほとんどは薬物イオンによるものではなく，

共存イオンの移動によるものであると推測された。した

がって，IPにより低分子イオン性薬物の高い透過促進効

果を得るためには，薬物イオンの妥当な輸率が得られる

溶媒イオン組成を考慮する必要があると考えられる。事

実，点眼薬や結膜下注射に比べて眼内局所で数十倍の

薬物濃度が得られている眼組織 IPの in vivo研究では，

共存イオンの影響を受けない水を薬物リザーバー溶液に

使用している 9， 17， 18）。以上より，低分子イオン性薬物の

眼組織 IPでは，共存イオンの影響を考慮した条件設定

が重要であることが示唆された。

非イオン性親水性高分子のモデルとして用いた FD-4

の角膜および結膜を介した透過に対して，上皮側を陽極

として種々電流値で IP適用したとき，ÀX[の増大が観察

された。このことから，FD-4の ÀX[の増大は，生理的

pHで負に荷電した生体膜において，陽極から陰極方向

へ生じる EO効果 6）に起因すると思われた。実際に，結

膜において )'���ÀX[の増大は IP適用中のみ観察されて

おり，EOによる溶媒流の一過的な誘導に起因しているこ

とを強く示唆している。一方，角膜を介した )'���ÀX[は，

結膜での挙動とは異なり，IP適用後にも持続した。これ

は角膜中に FD-4が滞留していることによると推測された

ため，IP適用から 210分後の角膜内 FD-4量を測定した

ところ，IP適用群の FD-4量は，IP非適用群と比較して

明らかに高かった。このことから，IPにより角膜へ移行し

た FD-4が組織内に滞留することによって，ÀX[が保たれ

ているものと推察された。これは角膜と結膜の構造的な

違い 19， 20）によるものかもしれない。すなわち，角膜は上

皮細胞層，ボーマン膜，基質層，デュア層，デスメ膜お

よび内皮細胞層から成り，特に上皮細胞層と内皮細胞層
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に挟まれた領域に高分子薬物が滞留し，内皮細胞層もバ

リアとして機能して，ÀX[が持続化した可能性が考えられ

る。対して，結膜は上皮細胞層および粘膜固有層から成

り，組織中で高分子薬物が滞留できる領域が少ないもの

と考えられる（Fig. 7）。

3． イオントフォレシスにより細胞間隙が受ける
影響と促進機構との関連性
結膜では，FD-4のような親水性高分子は，その見か

けの透過係数は TEERの逆数に比例し，その透過経路

は細胞間隙であることが知られている 21）。また，poly-L-

arginineのようなポリカチオン性透過促進剤の処理による

結膜 TEERの可逆的な低下，すなわち細胞間隙経路の

可逆的な拡大により，FD-4のような親水性高分子の透過

が増大することが報告されている 21）。電流適用により角

膜および結膜 TEERの可逆的な低下が引き起こされたこ

とから，IP適用が細胞間隙の機能に影響を及ぼしている

ことが考えられた。

上皮組織を介した薬物の細胞間隙透過はタイトジャン

クション（TJ）により制限され，それは 4回膜貫通タンパ

ク質である claudinsや occludin，膜裏打ちタンパク質であ

る zonula occludens (ZOs)，さらには細胞骨格である actin 

¿ODPHQW��)�DFWLQ�などのタンパク質複合体で形成される

（Fig. 8）22， 23）。Leonaldらは，小腸結腸のモデルとして広

く利用されている Caco-2単層膜を用いた IP研究を行い，

TEERの低下に伴い親水性高分子薬物の透過が促進さ

れ，電子顕微鏡画像に基づき IP適用が TJ開口を導くこ

とを報告した 24）。すなわち生きた上皮組織では，IPは

TJ関連タンパク質の会合状態を変化させることで細胞間

隙経路を拡大し，通常は制限されている親水性高分子の

膜透過促進に関与していることが考えられる。しかしなが

ら，重層上皮細胞層から成る角膜や結膜における薬物の

IP透過促進機構に関する研究はほとんど行われておらず，

細胞間隙透過性の制限に重要な TJ機構に対して IPがど

Fig. 7　角膜 (A) および結膜 (B)を介した FD-4 透過の IP 促進特性の違い
　角膜（A）: FD-4は IP適用中に組織内へ移行し，IP適用終了後，組織に滞留し，徐々に放出される．結膜（B）: FD-4は IP適用中に透
過促進し，IP適用終了後，組織には滞留せずに，すぐに放出される
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のような影響を及ぼしているのかは明らかにされていな

い。そこで本章では，非イオン性親水性高分子薬物に対

する眼組織 IPの透過促進機構を明らかにするために，細

胞間隙部位に存在する TJ機構に対する電流適用の影響

について検討した。

3-1． 角膜および結膜上皮タイトジャンクション関連
タンパク質の局在性に対する電流適用の影響

初めに，角膜および結膜上皮 TJ関連タンパク質の局

在性を免疫染色法により評価した。前章の研究において，

IP適用終了後の角膜および結膜 TEERの回復速度が電

流値に依存し，電流値増大に伴い回復が遅れることが認

められたため，適用電流値が TJ関連タンパク質の会合

状態の回復過程に影響しているかどうかを評価した。適

用電流値は，TEERの回復速度の違いから，上皮側を陽

極として，角膜では 0.5および 2.0 mA/cm2，結膜では 0.5

および 10 mA/cm2を 30分間適用した。その結果，角膜

および結膜ともに，電流適用前に細胞辺縁部に局在して

いた claudin-1，claudin-4，occludinおよび ZO-1の蛍光

シグナルは，適用終了直後に全てのタンパク質において

低下した。低下した TJ関連タンパク質の蛍光シグナルは，

本検討で適用した電流値に関係なく，角膜では適用終了

から 210分後，結膜では適用終了から 90分後に細胞辺

縁部に再び確認された。しかし，適用電流値が低い条件

（0.5 mA/cm2）では，角膜では電流適用終了から 30分後，

結膜では電流適用終了から 15分後の結果から，蛍光シ

グナルの細胞辺縁への再局在が確認できるが，高い条件

ではそうではなく，適用電流値が高い場合，再局在に長

い時間が必要と考えられた。

3-2． 角膜および結膜タイトジャンクション関連タン
パク質の発現量に対する電流適用の影響

3-1.の検討において，電流適用により角膜および結膜

上皮細胞辺縁の TJ関連タンパク質の蛍光シグナルの低

下が観察され，TJ関連タンパク質の局在性変化や分解も

しくは消失が生じているものと示唆された。そこで，IPが

角膜および結膜組織内における TJ形成に重要な役割を

果たす claudin-1 25）および高分子薬物の透過制限に重要

な occludin 26）の発現量に影響するかどうかをウェスタン

ブロット法により評価し，IPによるバリア機能低下や高分

子薬物の透過促進に関与しているかを考察した。上皮側

を陽極として，角膜では 2.0 mA/cm2，結膜では 10 mA/

cm2の電流を 30分間適用し，適用終了直後の組織中

claudin-1および occludinの発現量を測定した。その結

果，角膜および結膜ともに，電流適用前および適用終了

直後の claudin-1および occludinの発現量に有意な差は

無かった。本結果は，角膜および結膜における TJ関連

タンパク質の発現量に対して電流適用が明らかな影響を

及ぼさないことを意味する。

3-3． 角膜および結膜上皮の細胞骨格に対する電流
適用の影響

IPは強制的な電位勾配を生じさせることにより，細胞

内外のイオン環境を変化させ，細胞形態に影響を及ぼす

ことが推測される。そこで，電流適用が細胞形態に対し

て影響を及ぼすのかを評価するため，細胞骨格である

F-actinの局在性を評価した。電流適用は，上皮側を陽

極として，角膜では 2.0 mA/cm2，結膜では 10 mA/cm2の

電流を 30分間適用した。角膜および結膜において電流

適用前に細胞辺縁部に局在していた F-actinの蛍光シグ

ナルは，適用後も細胞辺縁に維持していた。これらのこ

とから，電流適用は F-actinの局在性に対して明らかな影

響を及ぼさないものと考えられ，細胞骨格に対する影響

は考慮する必要がないものと考えられる。

Fig. 8　 上皮および内皮細胞間においてclaudins，occludin，
ZOsおよび F-actin から成るタイトジャンクション複合体
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3-4．本章の考察

本章では，TJ機構に対する電流適用の影響を明らか

にするために，まず角膜および結膜上皮 TJ関連タンパク

質の局在性を評価した。角膜および結膜上皮の

claudin-1，claudin-4，occludinおよび ZO-1のような TJ

関連タンパク質の局在性は，上皮側を陽極とした条件で

電流適用により可逆的に変化し，前章で明らかとなった

TEERの可逆的な変化とよく対応することから，電流適用

は TJ関連タンパク質の会合と分布の状態に可逆的な影

響を与えるものと推察された。また，電流適用終了直後

の TJ関連タンパク質の免疫染色画像において，いずれ

のタンパク質でも蛍光シグナルの低下が観察されたことか

ら，細胞辺縁からの TJ関連タンパク質の局在性変化だ

けでなく，タンパク質の分解も生じている可能性が考えら

れた。そこで，高い TJバリア能の形成に重要な claudin-1

および occludinの量的変化をウェスタンブロット法で解析

した。その結果，角膜および結膜のいずれのタンパク質

において，電流適用前と適用終了直後の発現量に明らか

な違いは認められず，発現バンドも定位置から変化しな

かった。したがって，電流適用により細胞辺縁からの TJ

関連タンパク質の蛍光シグナルの消失は，細胞質内への

内在化によるものと確認された。さらに，IPは膜を介し

て強制電位を生じさせるため，細胞内外のイオン環境を

変化させ，細胞形態に影響を及ぼすことも考えられたが，

F-actinの局在性は明らかな影響を与えないことも確認さ

れた。これらのことから，角膜および結膜に対する IP適

用は角膜上皮および結膜上皮細胞の形態を維持したま

ま，TJ関連タンパク質の局在性を変化させ，可逆的な

TJ開口を誘導すると考えられた。また，電流適用終了後

に TJ関連タンパク質が再局在する時間が，電流値間で

異なることが明らかとなった。このことは，TEERの回復

に対する適用電流値依存性は，細胞辺縁から局在変化し

た TJ関連タンパク質の再局在性の違いによるものと考え

られた。最近，腎上皮 A6細胞層において静水圧や浸透

圧のような細胞に対する物理的な作用が，claudin-1のよ

うな TJ関連タンパク質の局在性に影響することが報告さ

れている 27， 28）。IPは，適用中に陽極から陰極方向へ溶

媒流が生じることから，EOのような物理的な作用が TJ

関連タンパク質の会合に対して何かしらの影響を及ぼし

ている可能性が考えられた。

以上，眼組織を介した親水性高分子薬物透過に対す

Fig. 9　眼組織 IPによる親水性高分子の細胞間隙透過促進機構
　IPの適用は，細胞間隙に局在する TJ関連タンパク質の会合を変化させ，TJ開口に伴う細胞間隙経路の拡大を誘導する．拡大した細胞間
隙に電気浸透流が生じることで，親水性高分子の透過が促進する
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る IPの促進効果は Fig. 9のようにまとめることができる。

通常，親水性薬物は細胞間隙を透過すると考えられ，特

に親水性高分子の透過の場合には，上皮 TJによるバリ

ア機能によりそれが制限されている。上皮組織への電流

適用は，細胞辺縁に局在している TJタンパク質の会合と

局在の状態を変化させることにより，高分子薬物の細胞

間隙透過性を増大させる。電流適用下では，陽極から陰

極方向に EO効果による溶媒流を生じ，それが，これら

の変化の引き金となって親水性高分子の膜透過が増大す

るものと推測される。

4．結　　論

著者は博士研究において，低分子イオン性および非イ

オン性高分子薬物を用いて，眼組織 IPの透過促進効果

および細胞間隙を介した透過促進機構について特徴づけ

を行った。その結果，眼組織 IPは角膜および結膜の細

胞間隙の拡大した状態で薬物透過を促進するものと考え

られた。特に，眼組織 IPは細胞間隙バリアにより制限さ

れる高分子薬物で高い透過促進効果を示すことから，抗

体や核酸医薬品のような高分子薬物に対する眼内薬物送

達の有用な技術として期待できると考えられ，これらの結

果は今後の眼組織 IPのシステム開発や電流適用条件の

決定に対して有益な知見となるものと考える。
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Characterization of the enhancement effect of
drug transport by ocular iontophoresis
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Iontophoresis (IP) is known as a physical technique for drug absorption enhancement using electricity, which has been 

studied widely to enhance drug absorption through the skin and mucosa such as ocular surface tissues. A number of ocular IP 

studies for intraocular drug delivery have investigated in in vivo��HVSHFLDOO\��FRUQHDO�DQG�FRQMXQFWLYDO�,3�DUH�H[SHFWHG�WR�EH�

developed as an enhancing technique for drug absorption on the anterior (cornea and lens etc.) and posterior (retina and 

macular area etc.) eye diseases, respectively. Currently, ocular IP has not been used practically, since iontophoretic 

enhancement properties of drug absorption in the viable cornea and conjunctiva have not been characterized well to date. The 

author investigated to characterize enhancement properties of ocular IP using in vitro technique. The permeability of small 

molecular ionic and large molecular non-ionic drug across cornea and conjunctiva was increased by IP application. The 

iontophoretic enhancing effect of transport of large molecular drug was higher than that of small molecular drug. Since 

application of electric current up to 2.0 mA/cm2 in cornea and up to 10 mA/cm2 in conjunctiva was induced to change 

reversibly the localization of tight junction (TJ)-associated protein in epithelium, it was suggested that reversible opening TJ in 

WKH�FRUQHDO�DQG�FRQMXQFWLYDO�HSLWKHOLXP�FRQWULEXWHV�WR�HQKDQFHPHQW�RI�GUXJ�WUDQVSRUW�E\�RFXODU�,3��7KHVH�¿QGLQJV�LQGLFDWH�WKDW�

ocular IP may be a useful non-invasive technique to achieve drug delivery of large molecules into the eyes.   

Abstract
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