
- 1 - 
 

 
 
 

研究報告書 
 
厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業）研究事業） 

（分担）研究報告書 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                   

 

 

  
 
 
 
 

動物モデルの評価と疾患レジストリー構築準備 

研究分担者 中澤 徹 東北大学大学院医学系研究科 教授 
 

研究要旨 
本研究期間においては、主としてデバイスの安全性試験と動物モデル評価の共同
研究ならびに疾患レジストリー構築の試みを行ってきた。デバイスの安全性試験
と動物モデル評価は、ウノプロストン徐放デバイスを利用して非臨床POC取得を
目的としてきた本研究の重要検討項目であり、治験開始を目指した疾患ライブラ
リーの構築準備は近い将来予定している治験開始に向けても重要課題であった。
下記するように動物実験は順調に行われてきており、これまでのところ眼科的評
価で毒性などは見られていない。安全性試験については、時間的な制約が少しあ
るが最終的な病理の結果を待つのみになった。一方、治験開始に向けて対象疾患
であり網膜色素変性患者のリクルートと眼科的評価項目について研究グループ
内で話し合った。慢性の経過をたどる本疾患に対して評価すべき項目は眼科一般
検査に加えて、自覚検査の代表として視野検査、視覚感度検査、他覚的検査とし
て局所網膜電図、自発蛍光検査、光干渉断層、網膜血管径測定などが有力候補に
なると考えられた。 

Ａ．研究目的 
失明疾患の上位は網膜疾患が占める。
本研究チームは、難治性網膜疾患治療目
的で作製した薬剤徐放デバイスを強膜上
に設置する低侵襲な方法で経強膜ドラッ
グデリバリーシステム（DDS）を確立し、
ウノプロストン（UNO）を任意の速度で徐
放できる徐放デバイスで難治性網膜疾患
の代表である網膜色素変性の治療法を開
発することである。我々は分担研究とし
て、本研究期間の最終目標である非臨床P
OC取得に向けて、薬物動態評価やGLPデバ
イス埋殖安全性試験の評価を行った。ま
た、本研究終了後の治験開始に向けた疾
患レジストリー構築に向けた準備を開始
した。 
視覚はすべての情報の8割を占めるた
め、視覚障害はQuality of life（生活の
質）を著しく低下させる。2006年の厚生
労働省難治性疾患克服事業の統計結果で
は、失明疾患の上位はすべて網膜疾患（1

位 緑内障、2位 糖尿病網膜症、3位 網膜色
素変性症、4位 黄斑変性症）である。網膜
疾患は加齢に伴い増えるため、超高齢化社
会を迎え今後さらに増加する可能性があ
る。一般に神経細胞は再生が難しく、一度
障害されると治療が難しい場合が多い。本
研究を通して、難治性網膜疾患治療の選択
肢の1つにできるようにしたい。 
 
Ｂ．研究方法 
（１）局所薬物動態と眼科的所見の検討：
本検討を行うにあたり、まずNon-GLPで薬
剤局所注射（テノン嚢内高濃度UNO注射）、
あるいは硝子体内注射（眼内高濃度UNO投
与（6mg））による眼科的評価を行った。
特に硝子体内に高濃度にUNOを投与した場
合、眼圧は少なくても4週間後まで有意に低
下することが判明した。一方この硝子体濃
度はテノン嚢内でデバイスから薬剤がバー
ストを起こしても眼内に達しない濃度であ
った。網膜電図による検査ではどちらの方
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法でも、検査期間中コントロールとの差は見
られなかった。 
 
（２）網膜変性ウサギにデバイス埋殖効果の
検討 
他の研究分担者と合同で網膜変性早期のウ
サギと網膜変性が進行してからのウサギに
デバイスを移植して効果を評価した。 
 
（３）サルを用いた評価 
サル用デバイスを作製しサルに移植し、眼科
的評価をおこなった。特に黄斑機能解析に利
用した。また薬物動態も同時に検討中であ
る。 
 
（４）レジストリー構築準備 
我々研究グループは網膜色素変性患者リク
ルートとデバイス埋殖に対する評価方法を
検討した。これまでの文献を検討し、慢性に
経過する網膜色素変性に対してどのような
評価方法が適切か、現在進行中の治験等も参
考にしながら考察した。 
 
Ｃ．研究結果 
（１）高濃度として使用したUNOは6mgであ
るが、これはヒト用デバイスに包埋される全
UNO量であり、これを硝子体内に投与する
と、少なくても4週間は眼圧が有意に低下す
ることが判明した。しかし、網膜電図に有意
差は見られなかった。テノン嚢下に直接注入
した場合眼内投与と同様に眼圧の有意な低
下が見られたが、その値は軽度であった。網
膜電図にコントロールとの差は見られなか
った。 
 
（２）網膜変性ウサギにデバイス埋殖効果の
検討については他の研究分担者（永井展裕）
の項目を参照。 
 
（３）サルを用いた評価 
サル用のデバイスを作製した。必要と同じ
徐放量（10-12マイクログラム/日）を持つよ
うに調整できた。本デバイスをいサル上耳側
居膜上に固定し、現在経過観察中である。こ
れまでのところコントロールと比較して差

は見られていない。サルの検討については、
PMDAとの相談により27年度以降にも追加検
討する可能性がある。 

 
 
（４）レジストリー構築準備 
我々研究グループは網膜色素変性患者リクル
ートとデバイス埋殖に対する評価方法を検討
した。これまでの文献を検討し、慢性に経過
する網膜色素変性に対してどのような評価方
法が適切か、現在進行中の治験等も参考にし
ながら考察した。その結果以下のような項目
を現時点では評価項目として考えている。全
身検査や眼科一般検査以外に主要な項目は自
覚的検査項目としてmicroperimetry (MP-3)、H
umphrey static perimetry (10-2) 、Goldmann 
perimetryが候補として考えられ、他覚的検査
所見としてはOptic coherence tomography (O
CT)、Autofluorescence imaging、Focal electror
etinography (fERG)、Fell field ERG、Pattern 
electroretinography、Multifocal electroretinogra
phy等があげられる。 
 
 
Ｄ．考察 
非臨床POC取得目指した今回の研究で、本分
担者は最終的な動物実験の眼科的評価と本研
究成果を利用して近い将来行われる予定の治
験に対する検討を行った。治験開始までにレ
ジストリー構築は必須であり、評価項目は引
き続き検討予定とする。 
 
Ｅ．結論 
 デバイスの全身毒性と眼局所毒性がないこ
とがGLP試験で明らかになった。疾患レジス
トリー構築の方向性が決定した。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  なし 
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zawa, Mutsumi Togo, Michihiro Suzuki, 
Toru Nakazawa: The result of an analys
is of fundus photos taken from 1,443 m
onkeys at Tsukuba Primate Research Cen
ter during 2011-2013. Asia ARVO、横浜
 2015/2/16-2/19 

 
（国内学会発表） 
1. 中澤 徹：失明ゼロを目指して．第118
回 日本眼科学会総会、東京 2014/4/2-
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2. 高橋秀肇、志賀由己浩、面高宗子、高橋
麻衣、相澤奈帆子、國方彦志、中澤徹：
レーザースペックル眼底血流検査によ
る血流動態が緑内障に 与える影響．第1
18回 日本眼科学会総会、東京 2014/
4/2-6 

3. 雪田昌克、面高宗子、町田繁樹、丸山和
一、中澤徹：Brimonidineによるラット
網膜神経節細胞のNeuroactivation．第11
8回 日本眼科学会総会、東京 2014/4/
2-6  

4. 佐藤茉莉華、竹下孝之、城田祐子、前川
重人、中澤徹: 感染との鑑別に苦慮し、
臨床経過から極限型Wegener肉芽腫と
診断した一例. 第67回 日本臨床眼科
学会、東京 2014/11/13-11/16 
5. 今留尚人、國方彦志、浅野俊一郎、中澤
徹: 糖尿病黄斑浮腫に対するトリアム
シノロンアセトニド局所投与の効果比
較. 第67回 日本臨床眼科学会、東京 
2014/11/13-11/16 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
1. 特許 
1. 中澤徹: 蛍光測定装置および蛍光測定
方法 整理番号WO13P013SZ 受付番号
51400928048 提出日 2014/4/30 

2. 中澤徹: 血流障害の治療方法、治療装置
および治療システム整理番号 040A22
62A1 提出日 2014/04/3  

3. 中澤徹: 眼底解析装置及び眼底観察装
置 発明整理番号 P20140150 提出
日2014/7/22   

4. 中澤徹: 眼底解析装置及び眼底観察装
置 発明整理番号 P20140151 提出日
2014/7/22  

5. 中澤徹: 眼底解析装置及び眼底観察装
置 発明整理番号 14P00058 特願20
14-182326 提出日2014/09/08  

6. 中澤徹: 仮)神経保護材 発明整理番号
 P20140261提出日 2014/10/31 

7. 中澤徹: 眼内移行性の高い眼疾患治療
用ナノ粒子製剤発明整理番号 P20140

284特願2015-006212出願日2014/1/15 
 
2. 実用新案登録 
なし 
 3.その他 
なし 
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ウノプロストン徐放デバイスの滅菌法と安定性に関する研究 

研究分担者 西澤松彦 東北大学大学院工学研究科 教授 

研究要旨 
本分担研究は、ウサギ眼強膜上に移植可能なサイズのデバイスの設計とデバイス
の構造評価を目的とした。CAD-CAMによる微細加工法によって、デザイン自由
度の高いデバイス設計が可能である。H24はこの微細加工法を用いて薬物リザー
バーの鋳型をポリジメチルシロキサンを鋳型基材として作成した。鋳型上にDDS
基材のトリエチレングリコールジメタクリレートをキャストし、UV照射で重合
してリザーバーを作製した。その結果、ウサギ眼強膜上に縫合固定しやすい形状
を複数デザインし、移植性を改善した。H25は、ウノプロストン（UNO）徐放デ
バイスの滅菌法として、エチレンオキサイドガス（EOG）、電子線、ガンマ線の
3種類を実施し、滅菌後の性状、徐放性、薬剤含量、無菌性を評価した。その結
果、いずれの滅菌法においてにも、未滅菌デバイスと比較して徐放性に変化はな
かった。電子線とγ線滅菌後は、デバイスが赤味を帯びる変色が認められた。γ
線滅菌後はUNO含量が若干低下した。EOG滅菌はいずれの評価においても問題が
なかったため、EOG滅菌がデバイスの滅菌法として適切と結論した。リン酸バッ
ファー中で4℃、25℃、37℃、42℃で保存中の徐放性を評価した結果、25℃以下
では徐放を認めず、42℃では徐放が早くなる傾向が見られた。H26は、EOG滅菌
したUNO徐放デバイスの6か月間加速保存（40℃/75％）後の徐放性、UNO含量を
評価した。その結果、コントロール（加速なし）と比較して徐放性、含量に変化
はなかった。埋植後のデバイス中のUNO含量を測定した結果、埋植期間とUNO
含量に相関がみられ、埋植中持続的にUNOが放出されて含量が低下していること
が示唆された 

Ａ．研究目的 
本課題の目的は、失明疾患の上位を占
める網膜疾患の治療デバイスとして、強
膜上に置くだけの低侵襲な方法で移植で
きる経強膜ドラッグデリバリーシステム
（DDS）を作製し、ウノプロストン（UN
O）を任意の速度で徐放できるDDSデバイ
スを開発することである。本研究は分担
研究として、デバイスの設計および構造
評価を目的とした。 
本研究のデバイスは微細加工（Microfa

brication）法を用いて光硬化性樹脂をカプ
セル型に成形することを特徴としてい
る。我々は過去に微細加工法によってマ
イクロ流路を作製し、細胞と細胞のイン

タラクションを評価する培養系を確立して
きた（Biomicrofluidics, 5(2), 22214, 2011、A
dv Mater, 22(46), 5276-5281, 2010、Lab Chi
p, 10(18), 2374-2379, 2010）。微細加工に使
用する切削機械（MC-2 micro、PMT.Co）は
マイクロニードルによってマイクロオーダ
ーでアクリル板等の鋳型に流路を掘ること
ができる。CAD（Computer aided design）に
よって自由に切削できるため、カプセルや球
など自由にデザインすることができる。 
この微細加工機を用いてデバイスの鋳型
を作製し、光硬化性樹脂をキャストして光重
合して薬物カプセルを作製する手法を過去
に報告した（Biomaterials, 32, 1950-1956, 20
11）。光硬化性樹脂として、ポリエチレング
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リコールジメタクリレート（Polyethyleneglyc
ol dimethacrylate；PEGDM）を使用した。こ
れは歯科材料として利用されている生体材
料であり、生体親和性が高いことが報告され
ている（Acta Biomaterialia, 2, 1-8, 2006、Ti
ssue Eng, 12(6), 1663-1673, 2006）。デバイ
スは汎用性と移植性、さらに徐放特性を考慮
して、リザーバー、薬物ペレット、徐放膜か
らなるリザーバー型カプセルとした。徐放膜
を介することによって、一時的に薬物が大量
放出されるバースト現象を抑えることが可
能である。また、分子量の短いTryethylenegl
ycol dimethacrylate（TEGDM）をリザーバー
用樹脂に用いると、薬物はこのリザーバーを
通過できないため、徐放膜側から一方向性に
薬物を放出することが可能である。H24はウ
サギ眼強膜上に移植可能なデバイスの設計
および評価を行った。 
医薬品・医療機器開発において滅菌法の選
択は重要である。熱に対する安定性を考慮す
るとオートクレーブ等の加熱滅菌は適用が
難しいため、エチレンオキサイドガス（EO
G）、電子線、ガンマ線の3種類を検討する
こととした。EOGの滅菌条件は、EOG濃度4
80mg/L以上で40℃/40％の条件下、4時間暴露
する。デバイス内にガスが行き届かない場合
は内部が滅菌できない可能性がある。電子線
の滅菌条件は、照射量22kGyである。電子線
によってUNOが分解する可能性やデバイス
基材が劣化、変色する可能性がある。γ線の
滅菌条件は、照射量25kGyである。電子線と
同様にUNOや基材の劣化、変色の可能性があ
る。そこでH25、H26は、滅菌後のUNO含量、
徐放性、性状、無菌性を評価し、適切な滅菌
法の選択を検討した。また、デバイスの安定
性として、保存温度の影響、加速試験後のU
NO含量、徐放性、性状、無菌性を評価した。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 
H24研究 
（１）リザーバー用鋳型の作製 
デバイスはリザーバー、薬物ペレット、徐
放膜から構成される。まずリザーバーの鋳型

を設計した。リザーバー形状をCADでデザイ
ンし、PMT.Co.の微細加工機MC-2 microを用
いてCAM（Computer aided manufacturing）に
よってアクリル板にリザーバー形状を切削し
た。リザーバーデザインの特徴として、移植
する際にピンセットで持つための取っ手と、
強膜上に縫合固定するための糸を引っ掛ける
ための溝、ウサギ眼球局面にフィットする曲
がり形状、を重点的に検討した。 
切削したアクリル板をフルオロシアンでコ
ートした。このコートは次の作業で基材と鋳
型を剥がしやすくするために処理した。この
アクリル板鋳型にポリジメチルシロキサン
（PDMS）をキャストし60℃で30分加熱した
硬化させた。このPDMS鋳型をフルオロシア
ンでコートしPDMS鋳型とした。このPDMS
鋳型に別のPDMSをキャストし60℃で30分加
熱して硬化させた。このPDMS鋳型をリザー
バー作製用の最終鋳型とした。この最終鋳型
に、TEGDM 1mlに2-Hydroxy-2-methyl-propio
phenone（硬化促進剤） 10μlを混合したプレ
ポリマーをキャストし、UV架橋（10mW/cm2、
3min [浜松ホトニクス、LC8]）して硬化させ
た。最終鋳型からTEGDMリザーバーを剥が
して完成した。 
 
（２）薬物の充填 
 薬物の充填量はデバイス形状によるが、今
回の検討で最大充填できる量は20μLであっ
た。薬物をPEGDM/TEGDMプレポリマーに懸
濁し、上述の方法で作成したリザーバーにキ
ャストし、30秒UV照射（10mW/cm2）してペ
レット化した。 
 
（３）徐放膜の作製 
リザーバーに薬物を充填した後に、徐放膜
となるPEGDM/TEGDMプレポリマーをペレ
ット側に滴下し、ガラス板を乗せて、3分間U
V照射（10mW/cm2）してリザーバーをシール
した。Phosphate-buffered saline（PBS）で余分
なPEGDM./TEGDMモノマーを洗浄した。 

 
（４）薬剤リークの評価 
デバイスのシール面の密着性を評価するた
めに、PBSにデバイスを浸漬し、薬剤徐放性
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を評価した。薬剤として、UNOと同等の分
子量を持つフルオレセインを用いた。定期的
にPBSを交換し、PBS中の蛍光強度を蛍光プ
レートリーダーで測定した。 

 
H25-26研究 
（１）デバイスの作製 
 ヒト用PDMS鋳型（ 22mm曲率/21mm長）
でTEGDMリザーバーを作成し、500mg/ml
のUNO/P40混合ポリマーをリザーバー内に
キャスト（12μL）して、P40ポリマーでカバ
ーした。（P40：40%PEGDM＋60%TEGDM） 
 
（２）滅菌法の検討 
デバイスを滅菌用バッグに入れて下記の
条件で滅菌を実施した。 
 
EOG：480mg/L、40℃/40％、4時間 
電子線：22kGy 
γ線：25kGy 
 
（３）UNO含量測定 
滅菌後デバイスを粉々した後、ガラスバイ
アルに入れて、アセトニトリルを正確に10
mL加えた。超音波処理を3時間行って、UN
Oを抽出した。高速液体クロマトグラフィ（H
PLC）でUNO濃度の測定を行った。 
 
（４）徐放性の測定 
滅菌後のデバイスをPBS 1.5mLに浸漬し、

37℃でインキュベーションした。定期的にP
BSを回収し、HPLCでPBS中のUNO濃度を定
量した。 
 
（５）性状 
デバイスの色、欠けの有無などを目視で確
認した。 
 
（６）無菌性 
滅菌後のデバイスの無菌性評価を日本食
品分析センターに依頼した。 
 
（７）保存温度の影響 
 デバイスをPBS 1.5mLに浸漬し、4℃、2
5℃、37℃、42℃でインキュベートした。定

期的にPBSを回収し、HPLCでPBS中のUNO濃
度を定量した。 
 
（８）加速試験 
 デバイスを恒温恒湿機に入れて、25℃/6
0%、および40℃/75%で保管した。1か月後、3
か月後、6か月後に取り出し、上記に記載の方
法で性状、UNO含量、徐放性、無菌性を評価
した。 
 
（倫理面への配慮） 
  該当なし。 
 
Ｃ．研究結果 
H24研究 
（１）デバイスの作製 
 プロトタイプのリザーバーサイズは、リザ
ーバー壁面の強度と薬物充填量を考慮し、幅
4.4㎜×長さ12㎜×厚み1.6㎜、薬剤充填量を2
0μLとした。ウサギ眼のサイズを考慮し、薬
物ができるだけ充填できる最大のサイズとし
て決定された。また、ウサギ眼の直径2センチ
と仮定し、直径2センチの球にフィットする曲
がり形状を付与した。また、縫合糸でデバイ
スを固定するために、リザーバー前眼部側に
穴を１つと、リザーバー側面に4つの溝を設け
た。他の分担研究で行われたウサギ眼への移
植実験の結果、ウサギ眼球運動への影響はな
かったが、デバイス移植性と縫合性を改善す
る必要が指摘された。 そこで改善型リザー
バーでは、幅と長さは変更せず、厚みを1㎜に
変更した。また、縫合の際に穴は必要がない
ことがわかり、4つの溝だけを残した。また、
デバイスの先端および後端を流線型にし、デ
バイス移植時に後眼部側へなめらかに挿入で
きるデザインに変更した。他の分担研究で行
われたウサギ眼への移植実験の結果、移植性
は改善された。一方で、トランスジェニック
網膜色素変性ウサギを用いる実験では、ウサ
ギが5週齢で体が小さく眼球径も小さいため、
仔ウサギ専用にデバイスを設計しなおした。 
 仔ウサギの眼球径は約1.5センチと推定さ
れたため、これに合わせた曲がり形状を付与
した。また、デバイスの長さを10㎜に短縮し、
幅を3.6mmに縮小し、厚みを0.7mmに薄くし
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た。他の分担研究で行われたウサギ眼への移
植実験の結果、移植性は改善された。以上よ
り、ウサギの週齢（眼球径）に合わせた複数
のデバイスデザインを構築した。 
 
（２）薬剤リークの評価 
 フルオレセインを充填したデバイスをPB
Sに浸漬し、徐放量を蛍光プレートリーダー
で測定した。初期のデバイスでは数％の確率
で薬剤リークが発生した。これはリザーバー
とカバーの密着不良と推定し、リザーバーの
PEGDM/TEGDMとカバーのPEGDM/TEGDM
が最終的に重合して密着するデバイス調製
方法を検討した。その結果、リザーバーのU
V照射時間を短くし（初期検討では3分、改
善後は30秒）、リザーバー中にある程度PEG
DM/TEGDMモノマーを残すことによって、
カバーの際のUV照射でカバー中のPEGDM/
TEGDMと重合し、密着が改善することを見
出した。この方法によって、徐放期間1か月
以上においても、リーク率が0%のデバイス
の作製が可能になった。 
 
H25-26研究 
（１）滅菌後の性状 

EOG滅菌では、未滅菌と比較して色の変化
はなかったが、EB滅菌、γ線滅菌ではデバ
イスがピンク色に変色していた（図１）。 

 
図１．滅菌後のデバイスの写真 
 
（２）滅菌後のUNO含量 
電子線滅菌、EOG滅菌ではUNO含量低下
がほとんどなく、γ線滅菌では若干のUNO
含量低下が見られる結果であった。 
 
（３）滅菌後のUNO徐放性 
 未滅菌デバイスと比較して、UNO徐放性に
大きな変化はなかった（図２）。 

 
図２．滅菌後デバイスのUNO徐放性 
 
（４）無菌性 
いずれの滅菌法でも微生物の増殖を認めな
い結果であった 
 
（５）保存温度の影響 
保存温度4℃では徐放が認めなかった。4℃
から37℃に戻すと徐放が元に戻った。さらに
4℃に戻すと徐放が認められず、37℃に戻すと
やや徐放量は低下したが元に戻った。  

42℃では37℃よりも徐放量が多くなった。
以上より、温度と徐放速度に相関性があるこ
とがわかった。25℃では4℃と同様にほとんど
放出を認めないため、室温保存も可能と考え
られた。 
 
（６）加速試験の影響 
 1か月、3か月、6か月後加速試験後のEOG滅
菌デバイスは、性状、徐放性（図３）、UNO
含量（図４）、無菌性いずれも問題なかった。

 
図３．加速試験後のUNO徐放性
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図４．加速試験後のUNO含量 
 
（７）摘出デバイスのUNO含量 
 ウサギ用デバイス（UNO含量2.85㎎）を正
常ウサギに２週（N=12），１３週（N=12），
２４週（N=22）間埋植後にデバイスを摘出
し、UNO含量を測定した（図５）。その結果、
埋植期間が長いほどUNO含量は低下してい
た。またUNO含量低下と埋植期間に高い相関
性 が 見 ら れ た 。

 
図５．摘出後デバイスのUNO含量 
 
 
Ｄ．考察 
 H24はウサギ眼強膜上に移植可能なデバ
イスの設計とリーク評価を行った。他の分担
研究の移植評価ではウサギ眼強膜上への移
植後、炎症や眼内への副作用の報告はない。
本デバイスは、トランスジェニック網膜変性
ウサギへの移植を前提として検討した。プロ
トタイプは完成し、UNOの経強膜投与による
網膜保護効果の検討が進むと期待できる。 
 過去に報告されている経強膜DDSは生分
解性ポリマーを使ったシンプルなタブレッ
トタイプが多いが、我々のデバイスは非生分

解性のPEGDMを用いたカプセル型デバイス
である。生分解型DDSは放出初期にDDS表面
から薬物が一気に溶け出る初期バーストと、
放出の最後にDDSが一気に崩壊するファイナ
ルバーストがあるため、薬剤導体制御性に課
題がある。一方我々のデバイスは徐放膜を介
した徐放メカニズムである。これは徐放膜の
ナノレベルのPEGDMポリマーメッシュによ
って薬物の拡散が制御され、バーストを抑制
して薬物を一定放出することが可能である。
また、リザーバーは薬剤非透過性であるため、
強膜側（網膜側）に一方向に薬剤が効率よく
徐放される。 
 徐放膜でシールするカプセルは、シール面
からの薬物リークに注意する必要があるが、
デバイス調製条件を改善した結果、1か月以上
の長期にわたってリークは見られず、移植中
に突然のバーストが起こることはないと考え
られる。 
電子線、ガンマ線滅菌は強いエネルギー負
荷がデバイスにかかるため、UNO含量の低下
や性状の変化が認められた。一方、EOG滅菌
では全ての項目で問題が認められなかった。
EOGガスの浸透不足によるデバイス内部の無
菌性が懸念されたが、問題なかった。 

6か月間加速試験後においてもUNOの徐放
性や含量に影響はなく、6か月間の保存が可能
であることがわかった。また、摘出デバイス
のUNO含量は埋植期間とともに低下してお
り、埋植中に持続的にUNOが放出されている
ことが示唆された。 
 
Ｅ．結論 
 ウサギ眼に移植可能なデバイスを開発し
た。ウサギ週齢（眼球径）に合わせた複数の
デバイスをデザインした。CAD-CAMによる
微細加工法はデザインの自由度が高く、より
移植性や徐放特性に優れたデバイスデザイン
が可能であると期待できる。また、デバイス
の滅菌法としてEOG滅菌が適当と考えられ
た。EOG滅菌デバイスは6か月間の保存が可
能であることがわかった。また、埋植中にU
NOは持続的に放出されていることが示唆さ
れた。 
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動物実験によるデバイスの評価に関する研究 

研究分担者 梶 弘和 東北大学大学院工学研究科 准教授 

 
研究要旨 

 
ウノプロストン徐放デバイス（URD）の規格化と埋植毒性試験（Non-GLP）、
およびURDのバーストを想定したバーストURD埋植毒性試験（Non-GLP）を評
価した。URDは動物実験に使用するウサギ用、サル用のURDを作成し規格化し
た。ウサギ用URDの正常ウサギ埋植毒性試験では、54週間埋植中の網膜電図（E
RG）、局所ERG、光干渉断層計（OCT）による網膜機能と網膜組織の評価を
実施した結果、54週間の埋植中に毒性が認められないことを確認した。また、
URDの徐放膜（カバー）をなくしたバーストURDの埋植毒性試験では、眼圧は
低値を示すものの、ERGとOCTで異常は認められず、毒性は認めなかった。こ
れらの結果を考慮し、治験での使用を想定したヒト用URDを規格化した。 

 

Ａ．研究目的 
GLP試験および治験で使用するために
デバイスの規格化を検討した。また規格
化したデバイスでGLP試験を実施するに
当たり、予備試験として54週間の埋植毒
性試験（Non-GLP）とバーストデバイス
の埋植毒性試験（Non-GLP）を検討した。 

 
Ｂ．研究方法 
（１）デバイスサイズの規格化 
ウサギ眼球、サル眼球、ヒト眼球の平
均的サイズからデバイスの長さ、幅、厚
み、曲率直径、リザーバー容積、徐放面
積を下記の通り設定した。 

 
ウサギ用 
長さ：10㎜ 
幅：3.6㎜ 
厚さ：0.7㎜ 
曲率直径：12㎜ 
リザーバー容積：5.7μL 
徐放面積：11.55cm2 
 
サル用 

長さ：17㎜ 
幅：4.4㎜ 
厚さ：1㎜ 
曲率直径：18㎜ 
リザーバー容積：12μL 
徐放面積：17.3cm2 

 
ヒト用 
長さ：19㎜ 
幅：4.4㎜ 
厚さ：1㎜ 
曲率直径：21㎜ 
リザーバー容積：12μL 
徐放面積：17.3cm2 

 
（２）デバイス調製方法の規格化 
下記の方法をStandard operation procedure
（SOP）とした。 
 
準備 
試薬は室温に戻してから使用する。UV強度
を毎回調整する。 
試薬 
 Polyethylene glycol dimethacrylate（PEG
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DM）：新中村化学工業（NK 14G） L
ot No. 0701S   

 Triethylene glycol dimethacrylate（TEGD
M）：新中村化学工業（NK 3G） Lot 
No. 0606S    

 2-Hydroxy-2-methylpropiophenone（HM
P）：東京化成工業（H0991） Lot No.
 B055H-ML    

 ウノプロストン（UNO） Lot No.DB00
18 

UV照射機の照射強度（UVメータ測定値）
11.6mW/cm2 

 
100％PEGDMプレポリマー（P100）の調製 
1) 15mLのプラスチック容器にPEGDM
をマイクロマンを使って正確に5mL採取す
る。 
2) 上記のPEGDMに、マイクロマンを使
ってHMPを正確に100μL添加する。 
3) 蓋をしっかり閉めて20回転倒混和す
る。 
4) 蓋をゆるめてデシケーターに入れて
減圧度0.08MPaで10分脱気する。 
100％TEGDMプレポリマー（T100）の調製 
5) 15mLのプラスチック容器にTEGDM
をマイクロマンを使って正確に10mL採取す
る。 
6) 上記のTEGDMに、マイクロマンを使
ってHMPを正確に200μL添加する。 
7) 蓋をしっかり閉めて20回転倒混和す
る。 
8) 蓋をゆるめてデシケーターに入れて
減圧度0.08MPaで10分脱気する。 
40％PEGDM/60％TEGDMプレポリマー（P4
0）の調製 
9) 15mLのプラスチック容器にP100を
マイクロマンを使って正確に0.8mL採取す
る。 
10) 上記のP100に、マイクロマンを使っ
てT100を正確に1.2mL添加する。 
11) 蓋をしっかり閉めて20回転倒混和す
る。 
12) 蓋をゆるめてデシケーターに入れて
減圧度0.08MPaで10分脱気する。 
ウノプロストン含有P40（UNO-P40）の調製 

13) 5mlのエッペンチューブにウノプロス
トンを正確に300mgを採取する(測定記録貼付
すること)。 
14) 上記のウノプロストンにP40をマイク
ロマンで正確に300μL添加する。 
15) ボルテックスミキサーで5分以上 撹
拌する。 
16) エアダスターでリザーバー用鋳型の
埃を飛ばす 
17) リザーバー用鋳型にT100を50μLキャ
ストする。 
18) エアダスターで埃を飛ばした凸鋳型
を泡が入らないようにリザーバー用鋳型に慎
重に乗せる。 
19) 40秒間 UV照射する。 
20) 鋳型から慎重にリザーバーを取り、大
きなバリをハサミで切り取る。鋳型は70%エ
タノールで拭く。 
UNO-P40の充填 
21) リザーバーの薬剤充填部位に、UNO-
P40を正確にウサギ用は5.7μL、サル用は12μL
キャストする。 
22) 40秒間 UV照射する。 
リザーバーのカバー 
23) 薬剤充填部位にP40を正確にウサギ用
は3μL、サル用は10μLキャストする。 
24) エアダスターで埃を飛ばしたカバー
用鋳型をP40上に泡が入らないように慎重に
乗せる。 
25) デバイスをピンセットで優しく押し
て鋳型に密着させる。 
26) 240秒間 UV照射する。 
27) 鋳型からデバイスを外す。鋳型は70%
エタノールで拭く。 
バリ取りと拭き取り 
28) 70％エタノールでデバイスのPEGDM
/TEGDM残渣をふき取る。 
29) 小さなバリを電動ヤスリで研磨する。 
30) 70％エタノールでデバイスの研磨残
渣をふき取る。 
 
（３）UNO徐放量の測定 
 デバイスを1％Tween80水溶液（PS80）1.5m
Lに浸漬（37℃）し静置し、2日おきにPS80を
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全回収し、新しいPS80 1.5mLを入れて再静
置をする。サンプルは測定まで-30℃で保存
する。 測定は高速液体クロマトグラフィー
（HPLC、島津、Prominence）で実施した。 
 
（４）UNO含量の測定 
 デバイスを乳鉢で粉々にすりつぶし、アセ
トニトリルでUNOを抽出した。UNO量をHP
LCで測定した。 
 
（５）バーストURDの作製 
ウサギに埋植可能な最大サイズでUNO含量
はサルや治験で使用するものと同じ量にな
るように、下記のサイズのリザーバーを作成
した。 
 

バーストURD用 
長さ：12㎜ 
幅：4.4㎜ 
厚さ：1㎜ 
曲率直径：12㎜ 
リザーバー容積：12μL 
徐放面積：17.3cm2 

 
（６）埋植試験 

URDおよびバーストURDを上鼻側強膜上
に移植した。デバイス移植は上直筋に4-0糸
で制御糸をかけ、眼球を下方回旋させ12時付
近の球結膜を露出した。眼科剪刀を用いて、
約4×4 mmの鍵状球結膜切開を作製し、セッ
シを用いてデバイスを球結膜と強膜の間に
挿入した。デバイスの位置は先端が眼球赤道
部から視神経の間とし、7-0縫合糸で強膜の
上に固定した。デバイス固定後、球結膜の切
開部を9-0縫合糸にて縫合した。クラビット
点眼液を1～2点眼後タリビット眼軟膏を点
入した。 
 
（７）ERG 

1時間暗順応した後、暗室下でミドリンP
点眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極
（Mayo）を当てて固定し、-3.577、-2.577、
-1.577、-0.577、0.477（log cd*s/m2）の光刺
激でRod（杆体細胞） ERGを測定した。 

1時間明順応後、通常の照明下でミドリン

P点眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極
（Mayo）を当てて固定し、-1.000、-0.050、
0.950、1.477、2.000（log cd*s/m2）の光刺激で
Cone（錐体細胞） ERGを測定した。 
局所ERGはKOWA ER-80を使用した。刺激
は30cd/m2で実施した。 
 
（８）OCT 
 ミドリンP点眼で散瞳した。ウサギ眼球に
コンタクトレンズ（ユニコン）を装着後、OCT
（RS-3000 Advance、ニデック）の黄斑ライン
モードで測定した。Inner limiting membrane
（ILM）からRetinal pigment epithelim（RPE）
までの厚みを網膜全層に渡って測定（1000点）
し平均化した。 
 
（９）眼圧測定 
トノベッド（アイケア）で測定を行った。4
回測定を行い、その平均値を眼圧とした。 

 
（倫理面への配慮） 
  動物実験操作は、ARVOの眼科研究の動物
使用に関する声明のガイドラインに従い、東
北大学大学院医学系研究科の動物管理委員会
の承認を得た。 
 
  
Ｃ．研究結果 
（１）デバイスの規格化 
規格化した方法で作成したウサギ用URD、
サル用URD、ヒト用URDの徐放性はそれぞ
れ、約10μg/day、約12μg/day、約12μg/dayとな
った。また、UNO含量はウサギ用は2.85㎎、
サル用とヒト用は6㎎と規格化した。 
 
（２）ERG（URD54週間埋植試験） 
 図1に54週間埋植中のCone-ERG（0.950log 
cd*s/m2）、およびRod-ERG（1.477log cd*s/m2）
の振幅値平均を示す。URD埋植群、Placebo、
埋植群、未処置群の3群間でいずれの時点にお
いても有意差を認めなかった。眼圧は埋植54
週目において群間で有意な差は見られなかっ
た。
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図１－１．Cone-ERG a波

 
図１－２．Cone-ERG b波

 
図１－３．Rod-ERG a波

 
図１－４．Rod-ERG b波 
 
（３）局所ERG（URD埋植54週間試験） 
埋植8週目に局所ERGを実施した。URD埋
植眼のデバイス埋植部位（上鼻側）と非埋植
部位（上耳側）をそれぞれ測定した結果（図
２）、振幅値の平均値に有意差はなく、デバ
イス埋植部位局所の網膜機能低下はないこと
が確認された。

 
図２．局所ERGの振幅値 
 
（４）OCT（URD埋植54週間試験） 
埋植54週目にOCTを実施した。デバイス埋
植部位の上鼻側と非埋植部の下耳側の網膜断
層像を取得し、網膜層厚みの平均値を測定し
た結果（図３）、いずれの部位においてもU
RD埋植群、Placebo、埋植群、未処置群の3群
間でいずれの時点においても有意差を認めな
かった。 
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図３．OCT像と網膜層厚みの平均 
 
（５）バーストURD埋植毒性 
 バーストURDの徐放特性を図４に示す。
約3週間、約160μg/dayでバースト徐放が続
き、その後は含量の低下とともに徐放性は低
下した。7週目以降はサル（ヒト）用規格化
URDの12μg/dayを下回った。 
 

図４．バーストURDのUNO徐放性 
 
（６）ERG（バーストURD埋植試験） 
 図５に12週間埋植中のCone-ERG（1.477lo
g cd*s/m2）、およびRod-ERG（1.477log cd*
s/m2）の振幅値平均を示す。その結果、バー
ストURD埋植群とプラセボ埋植群で有意な
差は認められなかった。 
 

図５－１．Cone-ERG 

図５－２．Rod-ERG 
 
 
Ｄ．考察 
 規格化URDで正常ウサギに対する埋植毒
性を実施した結果、54週間埋植中にERG振幅
値や網膜層厚みに変化はなく、埋植に伴う毒
性はないと考えられた。プラセボ埋植におい
ても同様の結果であり、デバイスからの溶出
物やデバイス自体の眼周囲組織に対する物理
的影響はなかった、もしくは小さかったと推
定される。バーストURD埋植では規格化URD
の約13倍の投与量となっていたが、毒性は認
められなかった。埋植中にデバイスに不具合
が生じてバーストした場合でも安全性が担保
されると示唆される。 
 
Ｅ．結論 
 UNO徐放デバイスを規格化し、眼毒性評価
を行った。SDラットおよび白色ウサギのいず
れにおいても、デバイス移植に伴う網膜機能
の低下は認められず、また移植部位周辺に炎
症や眼内への副作用はなく、局所毒性は低い
ことが示唆された。また、本デバイスは点眼
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と同程度の薬効濃度を持続的に網膜へ投与
できる可能性が示された。また、基材からの
モノマー毒性はほぼ無視できると考えられ
た。また、54週間のURDの埋植毒性はない
と考えられた。さらに、万が一バーストした
場合でも毒性はないと考えられた。 
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ウノプロストン徐放デバイスの薬理効果に関する研究 

研究分担者 永井 展裕 東北大学大学院医学系研究科 助教 

研究要旨 
 

H24の検討では、網膜神経節細胞および網膜色素上皮細胞の低酸素・低栄養
負荷培養モデルに対してウノプロストン（UNO）はDose-dependentに保護効
果を示すことがわかった。また、UNO徐放デバイスはラット網膜光障害モ
デルに対して、保護効果を示すことがわかった。さらに、UNO徐放デバイ
スは、網膜色素変性モデルラットに対して、点眼や硝子体注射よりも持続
的に保護効果を示すことがわかった。H25は、臨床に使用するものに近い形
のデバイスの確認をするために、網膜変性ウサギに対する薬理効果を確認
することを目的とした。デバイス移植後のウサギ眼を摘出し、網膜と血漿
からLC/MS/MSでUNO含有量を測定した結果、6カ月後でもUNOの代謝物
（M1体）が網膜内で検出され、点眼2時間後よりも多い量が持続的に網膜組
組織で確認できた。また血漿中の最大量は点眼より低い傾向であった。網
膜変性ウサギに移植後の網膜電図による網膜機能の評価を行った結果、6か
月にわたってプラセボデバイス対比、UNO徐放デバイスでは有意な網膜機
能低下の抑制を認めた。H26は、デバイス移植後のウサギから定期的に採血
し、血漿中M1体をLC/MS/MSで測定した結果、埋植初期はやや高値を示す
が24週間にわたって持続的にUNO徐放をモニタリングすることができた。
また、徐放量を抑制したデバイスでは血漿中M1濃度も低下していたことか
ら、徐放量とUNO移行量に相関が見られた。また、サル眼に対するM1体濃
度を測定した結果、埋植3，6か月目において網膜内に持続的なM1体を認め
た。網膜変性ウサギに対する薬理効果の再現性を評価した結果、プラセボ
デバイス対比、UNO徐放デバイスでは有意な網膜機能低下の抑制を認め、
再現性を確認した。 

 

Ａ．研究目的 
本研究の目的は、失明疾患の上位を占
める網膜疾患の治療デバイスとして、強
膜上に置くだけの低侵襲な方法で移植で
きる経強膜ドラッグデリバリーシステム
（DDS）を作製し、ウノプロストンを任
意の速度で徐放できるDDSデバイスを開
発することである。 
視覚はヒトの情報の8割を占めるため、
視覚障害はQuality of life（生活の質）を
著しく低下させる。2006年の厚生労働省
難治性疾患克服事業の統計結果では、失

明疾患の上位はすべて網膜疾患（1位 緑内
障、2位 糖尿病網膜症、3位 網膜色素変性症、
4位 黄斑変性症）である。加齢性疾患が多い
網膜疾患においては、超高齢化社会を迎え今
後さらに増加する可能性がある。 
網膜疾患治療において、点眼・点滴・内服
では網膜への薬物移行が不十分なため、眼内
注射や眼内インプラントなど眼内に直接薬
物を投与する方法が行われる。例えば、加齢
黄斑変性症治療では、抗VEGF抗体の硝子体
注射が成果をあげている（N Engl J Med, 3
55, 1419-1431, 2006）。しかしこの硝子体注
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射は月に一度の注射が必要で、眼内への感染
症や網膜剥離等の副作用のリスクが報告さ
れている（Am J Ophthalmol, 145, 879-882, 
2008）。また、ブドウ膜炎やサイトメガロウ
ィルス性網膜炎の治療で使われていた抗炎
症剤の眼内インプラント（Vitrasert、Retisert）
は硝子体中に移植されるが、眼内移植による
網膜剥離等の重大な合併症がほぼ必発であ
ることが報告されており（Ophthalmology, 1
17, 567-575, 2010）、東北大学眼科では使用
が中止されている。従って、現状では眼の最
深部にある網膜に低侵襲な方法で安全に効
率よく投薬する方法はないと言っても過言
ではない。 
この問題を解決する方法として、眼内への
薬物徐放を指向したDDSが長年研究されて
きた。例えばコンタクトレンズ型のOcusert
（Arch Ophthalmol, 93, 771, 1975）は前眼部
にパッチする扱いやすいDDSであるが、点眼
と同様に前眼部から網膜への薬物移行性が
悪い。網膜下に注入する微粒子や強膜に穿刺
するプラグ（Ophthalmologica, 215,143,2001）
はいずれもインプラントが眼内に及ぶため、
眼内への副作用リスクがある。また、ほとん
どのDDSは生分解型ポリマーで作製されて
おり、予想外の担体分解に伴う高濃度薬物バ
ースト問題がある（J Control Release, 37, 1
43-150, 1995）。 
このような背景から我々は、デバイスが眼
内に及ばない眼外に置くだけの「経強膜DD
S」が眼内への副作用をなくし、安全に持続
的に眼内へ薬物を投与できる方法であると
期待している。すでに複数の研究者がこの経
強膜DDSを報告しているがいくつか問題が
残っている。まずDDS担体が生分解型ポリマ
ーで作製されているため、上記した薬物バー
ストの問題がある（J Pharm Sci, 99, 2219-2
239, 2010）。さらに、薬物は強膜側だけで
はなく反対の結膜側へと全方向に徐放され
るため、結膜血流による薬物の吸収が起こ
り、強膜側への薬物移行が効率的ではないと
いう問題がある（J Control Release, 148, 42-
48, 2010）。我々はこれらを解決するために、
非分解型ポリマーの光硬化性樹脂ポリエチ

レングリコールジメタクリレート（Polyethyle
neglycol dimethacrylate；PEGDM）を微細加工
機によってリザーバー型に成形し、薬物をペ
レット化してリザーバーに充填し、PEGDM製
の徐放膜で蓋をしたカプセル型DDSを考案し
た（Biomaterials, 32, 1950-1956, 2011）。分子
量の短いPEGDM（Tryethyleneglycol dimethacr
ylate；TEGDM）をリザーバー用樹脂に用いる
と、薬剤はリザーバーを通過することができ
ず、徐放膜側から一方向性に徐放することが
可能である。このデバイスの作製方法は国際
雑誌Biomaterials（Impact factor 7.882）にPubl
ishされ、国内・国際特許を出願済みである（P
CT/JP2010/63793）。 
本研究はアールテックウエノ社と連携し
て、緑内障治療薬レスキュラ（ウノプロスト
ン：UNO）のDDS化を検討した。UNOは長年
緑内障治療薬として使用されている眼圧下降
薬である。イオンチャネル開口薬としての作
用を有し、BKチャネルを活性化することで細
胞内Caイオン濃度を低下させることにより、
繊維柱帯細胞を弛緩させ、房水の繊維柱帯で
の流出抵抗を軽減し、眼圧を下降させること
が示唆されている。また最近、UNOは網膜色
素変性を抑制する可能性が報告され、2013年3
月に第3相臨床治験が開始されている。これは
点眼によって投与されている。 

H24は、UNOの徐放デバイス化、およびUN
Oの薬効評価として、網膜神経節細胞および
網膜色素上皮細胞の低酸素・低栄養負荷培養
に対するUNO添加の硬化、UNO徐放デバイス
の網膜光障害ラット、および網膜色素変性ラ
ットへの移植を検討した。 

H25は、臨床に使用するものに近い形のデ
バイスの確認をするために、網膜変性ウサギ
に対する薬理効果を確認することを目的とし
た。使用するウサギは近藤（名古屋大学）ら
により開発された網膜変性ウサギで、ヒト網
膜変性患者で報告された視細胞に発現するロ
ドプシンの変異（Pro347Leu）を持つ。その網
膜変性過程は近藤らにより詳細に報告されて
いる（参考文献：Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2009;50:1371–1377）。この網膜変性ウサギに
UNO徐放デバイスを移植して網膜保護効果を
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確認する。また、正常ウサギにUNO徐放デバ
イスを移植して、移植6か月までの眼内動態
をLC/MS/MSによるUNO代謝物（M1体）の
定量によって評価した。 

H26は、正常ウサギにUNO徐放デバイスを
移植して、埋植中定期的に採血し、血漿中の
M1体の定量によって、UNO徐放の持続性を
モニタリングした。また、規格化したデバイ
スよりも徐放量を抑制したデバイスを作成
して埋植し、徐放量と血漿中M1体濃度の相
関性を評価した。また、サルへのデバイス埋
植を行い、網膜内M1濃度を測定した。 

 
Ｂ．研究方法 
H24研究 
（１）デバイスの作製 
デバイスはリザーバー、薬物ペレット、徐
放膜から構成される。まずリザーバーの鋳型
を作成した。鋳型は、3D CAD（computer a
ssisted drawing）で鋳型の設計図を作成し、
CADデータを小型NC微細加工機Micro MC-
2（株式会社PMT）へ取り込み、アクリル板
に掘り込んで作成した。このアクリル板をフ
ルオロシアンでコートし鋳型Aとした。この
鋳型Aにポリジメチルシロキサン（PDMS）
をキャストし60℃で30分加熱した硬化させ
た。このPDMS鋳型をフルオロシアンでコー
トし鋳型Bとした。鋳型BにPDMSをキャス
トし60℃で30分加熱して硬化させた。このP
DMS鋳型をリザーバーを作製するための最
終鋳型Cとした。このPDMS鋳型Cに、TEGD
M 1mlに2-Hydroxy-2-methyl-propiophenone 
10μlを混合したプレポリマーをキャストし、
UV架橋（10mW/cm2、3min [浜松ホトニクス、
LC8]）して硬化させた。鋳型CからTEGDM
リザーバーを剥がして完成した。作成したリ
ザーバーのサイズは、幅4.4mm×長さ12mm×
高さ1.6mm、薬剤充填部容量は20μlである。 
薬物ペレットはUNOをPEGDMとTEGDM
の混合プレポリマーに混合し（500mg/ml）、
上述のリザーバーにキャストしてUV架橋（1
0mW/cm2、3min [浜松ホトニクス、LC8]）
して硬化させた。 

PEGDMとTEGDMの混合プレポリマーを

薬物上にキャストし、ガラス板を置いてから
UV架橋（10mW/cm2、3min [浜松ホトニクス、
LC8]）して硬化させた。これで薬物がシール
され、デバイスが完成する。 
薬物ペレットおよびカバーのPEGDMとTE

GDMの比率は0:100から100:0の間で調整し
た。以下、PEGDM:TEGDM=60:40の場合はP6
0、PEGDM:TEGDM=100:0の場合はP100、PE
GDM:TEGDM=0:100の場合はP0、と略す。 
 
（２）徐放UNOのIn vitro定量 
デバイスをPhosphate-buffered saline（PBS）

1.5mLに浸漬し、37℃でインキュベーション
した。定期的にPBSを回収し、新しいPBSに
置き換えた。回収したPBSにアセトニトリル
を１：１で混合し、0.45μmフィルターでろ
過してから、高速液体クロマトグラフィー（H
PLC；島津、Prominence system）でUNO濃度
を測定した。 

 
（３）UNO薬効（In vitro細胞培養） 
 ラット網膜神経節細胞株（RGC5）および
ラット網膜色素上皮細胞株（RPEJ）の低酸
素・低栄養負荷培養におけるUNOの細胞保護
効果を検討した。 

RGC5を0.25×104cells/cm2で96ウェルプレ
ートに播種し、2日間培養した（37度）。UN
Oを0から500μMで含有した培地（DMEM、F
BS 10%、4.5mM Glucose）で1日間培養した。
UNOを0から500μMで含有した負荷培地（D
MEM、FBS 1%、2.8mM Glucose or 0mM 
GLucose）に交換し、低酸素インキュベータ
ー（2%O2）で1日培養した。2.8mM Glucose
の負荷培地で培養した条件はOD（Oxygen de
privation）、0mM Glucoseの負荷培地で培養
した条件はOGD（Oxygen-glucose deprivation）
と略す。MTS法（Promega）によって細胞数
を測定した。 

RPEJを2×104cells/cm2で96ウェルプレート
に播種し、2日間培養した（33度）。UNOを0
から500μMで含有した培地（DMEM、FBS 
4%、4.5mM Glucose）で1日間培養した。UN
Oを0から500μMで含有した負荷培地（DME
M、FBS 0.4%、0.5mM Glucose or 0mM GL
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ucose）に交換し、低酸素インキュベーター
（2%O2）で1日培養した。0.5mM Glucose
の負荷培地で培養した条件はOD（Oxygen d
eprivation）、0mM Glucoseの負荷培地で培養
した条件はOGD（Oxygen-glucose deprivatio
n）と略す。MTS法によって細胞数を測定し
た。 
また、負荷培養後の細胞を回収し、細胞死
関連シグナル発現（p38、MAPKのリン酸化）
をウェスタンブロット法で評価した。さら
に、回収した細胞をCellROX試薬でReactive 
oxygen-species (ROS)を標識し、ROS産生量
をセルサイトメーター（Tali、Invitrogen）で
評価した。 

 
（４）動物 
動物実験操作は、ARVOの眼科研究の動物
使用に関する声明のガイドラインに従い、東
北大学大学院医学系研究科の動物管理委員
会の承認を得た。網膜光障害モデルとして、
SDラットを使用した。また、網膜変性モデ
ル動物として、S334terラット（Heterogygote
s）を使用した。すべての過程においてケタ
ミン塩酸塩（90mg/kg）とキシラジン塩酸塩
（10mg/kg）の腹腔内注射で麻酔をした。瞳
孔は2.5%phenylephrinと1%ttropicamideで拡
大した。Oxybuprocaine hydrochloride（0.4%）
を局所麻酔として使用した。 
 
（５）デバイスの移植 
麻酔後、実体顕微鏡で観察しながら、ラッ
トの上方結膜を切開しテノン嚢を鈍的に剥
離し強膜を露出させた。デバイスを挿入し強
膜上に接着するように固定した。結膜を縫合
し、タリビッド眼軟膏を点入し終了とした。 
 
（６）網膜光障害 
 UNO徐放デバイス（URD）を移植したSD
ラットに光障害を行った。ラットを2.5%phe
nylephrinと1%ttropicamideで散瞳してから、
空調を有するLED光障害装置（特注モデル）
内で、デバイスを移植したラットを飼育した
（22℃、8000Lux）。予備実験で光障害時間
は、24時間が適当と判断した。この条件では、
完全に視力を失うわけではなく動物の行動

に異常は見られなかった。光照射後、LEDを
消灯し、装置内で4日間暗順応した。暗順応後、
暗室内でラットを麻酔し、2.5%phenylephrinと
1%ttropicamideで散瞳してから網膜電図（ER
G；Purec、Mayo㈱）を評価した。 
コンタクトレンズ電極（2mmベースカーブ、

Mayo）を角膜に当て、Identical reference 電極
を口に、Ground電極をしっぽに置いた。Singl
e flash light（Stimulus 1000cd/m2、Duration 3
msec）を刺激にERG波形を計測した（Dark-ad
apted maximal rod/cone combined response）。
a波（ベースラインからa波の振幅）およびb波
（a波とb波の最大振幅）の振幅を計測した。
コントロールとして、PBSを含有するデバイ
ス（プラセボ）を移植したラット、および未
移植のラットを使用した。 
 
（７）網膜色素変性モデル 
 生後2週目のS334terラットにURDを移植し
た。定期的にERGを評価した。ERGは上述の
方法と同じ方法で行った。コントロールとし
て、PBS含有デバイス（プラセボ）、UNO点
眼（0.12%、1日1回）、UNO硝子体注射（6μ
g、5uL）を検討した。 
 
（８）組織学的評価 
ラットを安楽死し、眼球を摘出した。余分
な結膜や筋などを除去し、デバイスを取り外
し、同部強膜に目印として10-0ナイロンを縫
合した。4%パラホルムアルデヒドで固定し、
パラフィン切片を作製した。HE染色およびT
UNEL染色によって、網膜外貨竜操（ONL）
厚みの測定および細胞死の評価を行った。 
 
（９）統計学的解析 
測定結果はエクセル統計2012を用いて、On

e-way ANOVA with Tukey testによる有意差
検定を行った。95%の信頼度（p<0.05）のとき
に統計学的に有意差があると判断した。 
 
H25研究 
（１）デバイスの作製 
ウサギ用の薬物リザーバーの形状をCAD
で設計し、CAM切削加工機でアクリル板に切
削した。アクリル板にポリジメチルシロキサ
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ン（PDMS）をキャストし鋳型を転写した。
PDMS鋳型にトリエチレングリコールジメ
タクリレート（TEGDM） 1mlに硬化剤10μ
lを混合したプレポリマーを流しUV架橋し
て作製した。作成したリザーバーのサイズは
外径、幅4.4mm×長さ10㎜×厚さ1mm、でウ
サギ眼球の曲率に合わせた形状を持ってい
る。薬剤充填部容量は5.7μLである。徐放制
御システムとして、ポリエチレングリコール
ジメタクリレート（PEGDM） 1mlに硬化剤 
10μlを混合したPEGDMプレポリマーに、
TEGDMを混合したものを使用した。リザー
バーにUNOを 40%PEGDM/  60%TEGDM
（P40）でペレット化したものを充填後、薬
剤上にP40をキャストし、UV架橋によって薬
剤をカバーしてデバイスを作製した。 
 
（２）デバイス移植 

UNO徐放デバイス（URD）をウサギ上鼻
側強膜上に移植して、網膜機能を経時的に評
価した。デバイス移植は上直筋に4-0糸で制
御糸をかけ、眼球を下方回旋させ12時付近の
球結膜を露出した。眼科剪刀を用いて、約4
×4 mmの鍵状球結膜切開を作製し、セッシ
を用いてデバイスを球結膜と強膜の間に挿
入した。デバイスの位置は先端が眼球赤道部
から視神経の間とし、7-0縫合糸で強膜の上
に固定した。デバイス固定後、球結膜の切開
部を9-0縫合糸にて縫合した。クラビット点
眼液を1～2点眼後タリビット眼軟膏を点入
した。網膜機能測定はERG、網膜組織の評価
は光干渉断層計（OCT）を使用した。ウサギ
は組織構造は髄翼を持つなど、ヒトと違うこ
とが知られているが、杆体機能と錐体機能の
両方がERGで評価可能で、眼球の大きさはヒ
トに近いため、実用に近い評価が可能と推測
できる。 
 
（３）ERG 

1時間暗順応した後、暗室下でミドリンP
点眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極
（Mayo）を当てて固定し、-3.577、-2.577、
-1.577、-0.577、0.477（log cd*s/m2）の光刺
激でRod（杆体細胞） ERGを測定した。 

1時間明順応後、通常の照明下でミドリンP
点眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極
（Mayo）を当てて固定し、-1.000、-0.050、
0.950、1.477、2.000（log cd*s/m2）の光刺激で
Cone（錐体細胞） ERGを測定した。 
 
（４）OCT 
 ミドリンP点眼で散瞳した。ウサギ眼球に
コンタクトレンズ（ユニコン）を装着後、OCT
（RS-3000 Advance、ニデック）の黄斑ライン
モードで測定した。Inner limiting membrane
（ILM）からRetinal pigment epithelim（RPE）
までの厚みを網膜全層に渡って測定（1000点）
し平均化した。 
 
（５）正常ウサギ 
 日本白色ウサギ（2kg）にデバイスを移植し
た。移植後、血漿と眼球を摘出した。眼球か
ら網膜を分画し、凍結後、新日本科学 薬物
代謝分析センターでLC/MS/MSによってUNO
濃度を測定した。 
 
H26研究 
（１）UNO徐放デバイス（URD）の作製 
ウサギ用およびサル用の薬物リザーバーの
形状をCADで設計し、CAM切削加工機でアク
リル板に切削した。アクリル板にポリジメチ
ルシロキサン（PDMS）をキャストし鋳型を
転写した。PDMS鋳型にトリエチレングリコ
ールジメタクリレート（TEGDM） 1mlに硬
化剤10μlを混合したプレポリマーを流しUV
架橋して作製した。作成したリザーバーのサ
イズはウサギ用は外径、幅3.6mm×長さ10㎜
×厚さ0.7mm（曲率直径12㎜）、サル用は幅4.
4mm×長さ17㎜×厚さ1mm（曲率直径18㎜）、
で眼球の曲率に合わせた形状を持っている。
薬剤充填部容量は5.7μL（ウサギ用）、12μL
（サル用）である。徐放制御システムとして、
ポリエチレングリコールジメタクリレート
（PEGDM） 1mlに硬化剤 10μlを混合したP
EGDMプレポリマーに、TEGDMを混合したも
のを使用した。リザーバーにUNOを40%PEG
DM/60%TEGDM（P40）でペレット化したも
のを充填後、薬剤上にP40をキャストし、UV
架橋によって薬剤をカバーしてデバイスを作
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製した。 
 
（２）徐放量を抑制したデバイスの作成 
上記方法でTEGDMリザーバー（ウサギ
用）を作成した。 UNOを 20%PEGDM/ 
80%TEGDM（P20）でペレット化したものを
充填後、薬剤上にP20をキャストし、UV架橋
によって薬剤をカバーしてデバイス
（P20-URDと略す）を作製した。 
 
（３）デバイス移植 

UNO徐放デバイス（URD）およびP20-URD
を上鼻側強膜上に移植した。デバイス移植は
上直筋に4-0糸で制御糸をかけ、眼球を下方
回旋させ12時付近の球結膜を露出した。眼科
剪刀を用いて、約4×4 mmの鍵状球結膜切開
を作製し、セッシを用いてデバイスを球結膜
と強膜の間に挿入した。デバイスの位置は先
端が眼球赤道部から視神経の間とし、7-0縫
合糸で強膜の上に固定した。デバイス固定
後、球結膜の切開部を9-0縫合糸にて縫合し
た。クラビット点眼液を1～2点眼後タリビッ
ト眼軟膏を点入した。 
 
（４）血漿中M1体濃度モニタリング 
日本ウサギに上記方法でURDとP20-URD
を埋植した。定期的にウサギ耳静脈から採血
し、血漿中のUNO代謝物M1体濃度を
LCMSMS（新日本科学 薬物代謝分析セン
ターで）で定量した。 
 
（５）サル眼内動態 
 日本サルに上記方法でURDを埋植した。3
か月後および6か月後に眼球を摘出し、網膜、
脈絡膜、硝子体、水晶体、毛様体、虹彩の
M1体濃度をLCMSMSで測定した。 
 
（６）網膜変性ウサギに対する薬理（再現性） 
網膜変性ウサギ（TGウサギ）にURDを上
記方法で埋植した。網膜機能測定はERG、網
膜組織の評価はOCTを使用した。 
 
（７）ERG 

1時間暗順応した後、暗室下でミドリンP
点眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極

（Mayo）を当てて固定し、-3.577、-2.577、
-1.577、-0.577、0.477（log cd*s/m2）の光刺激
でRod（杆体細胞） ERGを測定した。 
1時間明順応後、通常の照明下でミドリンP点
眼で散瞳した。ウサギ眼球に角膜電極（May
o）を当てて固定し、-1.000、-0.050、0.950、1.
477、2.000（log cd*s/m2）の光刺激でCone（錐
体細胞） ERGを測定した。 
 
（倫理面への配慮） 
  動物実験操作は、ARVOの眼科研究の動物
使用に関する声明のガイドラインに従い、東
北大学大学院医学系研究科の動物管理委員会
の承認を得た。 
 
Ｃ．研究結果 
H24研究 
（１）デバイスの作製 
 UNO徐放試験用のデバイスはウサギ眼用
のデバイスを使用した。一方ラット移植用の
デバイスはラット強膜上に移植可能でかつ薬
物を有効濃度で充填できるように設計した（2
mm×2mm×1mm、UNO充填量1.2μL）。 
 
（２）UNOのIn vitro徐放性 
徐放膜（カバー）をP40、P30、P20、P10、

P0、カバーなしの条件でデバイスを作製し、
徐放量をHPLCで測定した。UNOペレットはP
40で統一した。その結果、カバーなしでは数
日で大量のUNO放出を認めたが、カバー条件
では大量放出は抑制され、常に一定の放出量
を示していた。また、カバー中のPEGDM比率
が高いほどUNO放出量が早かった（P40>P30
>P20>P10）。また、P0カバー条件ではUNO
放出を認めなかった。TEGDMポリマーは低
分子を透過しない性質を有しているためと考
えられた。一方、TEGDMよりも長鎖のPEGD
Mは低分子の透過性を有している。従って、P
EGDMとTEGDMの比率によって徐放量を制
御できた。P40カバー条件では、1日当たり約
10μｇのUNO放出が可能であった。UNO充填
量は10mgであるため（500mg/ml×20μL）、
推定の最大徐放日数は10mg／0.01mg＝1000d
ayと期待できる。すなわち、約3年にわたって
一定量を徐放できる可能性がある。 

 



- 31 - 
 

次にカバーを一定条件（P40）とし、薬物
ペレットのPEGDM/TEGDM組成をP40からP
0に変更したときの徐放特性を検討した。そ
の結果、カバー条件変更と同様にUNO放出
量を制御することが可能であった。 
以上より、ペレットもしくはカバー中のP

EGDM/TEGDM組成を変えることによって、
UNOの徐放性を制御できることがわかっ
た。 

 
（３）UNO薬効（In vitro細胞培養） 

UNOの細胞保護効果をRGC5およびRPEJ
の低酸素・低栄養負荷培養で検討を行った。
その結果、OD負荷におけるRGC5に対して、
UNOが50μMから300μMを添加したときに
Dose-dependentに細胞数（MTS吸光度）の維
持が認められた。特に300μMで極大を示し
た。一方、400μM以上では保護効果を認め
なかった。また、OGD負荷では、UNOの細
胞保護効果は認めかなった。 

RPEJに対してはOD負荷において、UNOが
50μMから200μMを添加したときにDose-de
pendentに細胞数（MTS吸光度）の維持が認
められた。特に200μMで極大を示した。一
方、300μM以上では保護効果を認めなかっ
た。また、OGD負荷では、UNOが10μMか
ら400μMを添加したときにDose-dependent
に細胞数（MTS吸光度）の維持が認められた。 
次に細胞保護効果のメカニズムとして、細
胞死関連シグナル（p38、MAPK）のリン酸
化レベルをウェスタンブロット法で評価し
た。その結果、負荷培養によってp38のリン
酸化レベルは上昇するが、UNO添加によって
p38のリン酸化が抑制されることがわかっ
た。また、負荷培養によってMAPKのリン酸
化レベルは下降するが、UNO添加によってM
APKのリン酸化が上昇することがわかった。 
また、負荷培養後のROS産生量をTaliによ
って評価した。TaliによってROS標識した細
胞のROS-Positive細胞とROS-Negative細胞の
比率を測定することが可能である。負荷培養
によってROS-positive細胞は約50%を示した
が、UNO添加によってROS-positive細胞は約3
0%に低下することがわかった。 

 
（４）網膜光障害モデル実験 
 カバー条件の異なるUNOデバイスをラット
強膜上に移植し1週間後に光障害を行った後、
暗順応4日後にERG検査を行った。コントロー
ルのPBS-DDSでは、光障害によってa波、b波
ともに7割以上低下した。一方、UNOデバイス
では、UNO放出の多いデバイスで有意に波形
値の低下が抑制されていた。また、UNO放出
の少ないカバーのデバイスでは波形値低下の
抑制は見られなかった。 また、ERG後に摘
出した眼球の組織標本を評価した結果、UNO
デバイス群ではONL厚みがコントロールと比
較して維持されていた。また、TUNEL染色の
結果、UNOデバイス移植群では、TUNEL-pos
itive（アポトーシス）細胞数が少なかった。 
以上より、UNO徐放デバイスは網膜光障害
に対して保護効果があり、その効果はUNOの
放出条件と関係があることが示唆された。 

 
（５）網膜色素変性モデル実験 
 P40カバーのUNO徐放デバイスをラット強
膜上に移植し、1週間後と4週間後にERG検査
を行った。1週後においては、未処置群と比較
してUNOデバイス移植群は有意にERG振幅値
が維持されていた。また、UNO硝子体注射群
も維持されていた。一方、点眼群では保護効
果は認めなかった。4週後においては、未処置
群と比較してUNOデバイス移植群はERG振幅
値が維持されていたが、他の群では維持が認
められなかった。 
以上よりUNO徐放デバイスは持続的に網膜
変性を抑制する可能性が示唆された。 
 
H25研究 
（１）網膜変性ウサギ 
生後5週目の網膜変性ウサギに対する移植
では、移植12週目までUNO徐放による網膜変
性の抑制効果が見られた。生後38週の網膜変
性ウサギに対する移植では、移植24週目まで
UNO徐放による網膜変性の抑制効果が見ら
れた。24週後では統計的に有意にUNO徐放デ
バイス移植にa波の低下抑制効果が見られた。
OCTによる網膜の厚み評価の結果、有意な差
を認めることはできなかった。 
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（２）正常ウサギ眼内動態 
図１に網膜内UNO濃度の測定結果を示す。
点眼後30分で網膜内UNO代謝物濃度が平均
16.8ng/gで最大値を示した。一方、UNO徐放
デバイスでは2，4，8日目で持続的にUNO代
謝物が検出でき、8日目で最大値の54.7ng/g
を示した。 
図２に血漿中UNO濃度の測定結果を示す。
血漿中の濃度は点眼後30分で最大を示し、そ
の値は13.0ng/mlであった。一方、UNO徐放
デバイスでは、4日目に最大を示し、その値
は8.39ng/mlであった。 

UNO徐放デバイスでは点眼より55倍高い
AUC（area under the blood concentration-time 
curve、血中濃度－時間曲線下面積）の値を
示し、血漿よりも網膜への移行が高いことが
わかった。 
移植3か月後においては22.6ng/g、移植6か
月後においても1.27ng/gのUNO代謝物が検出
できた。 

 
図１．網膜内UNO濃度の結果 

 
図２．血漿中UNO濃度の結果 
 
H26研究 
（１）血漿中M1体モニタリング 
徐放量を抑制したP20-URDでは血漿中M1

濃度はURDよりも低値を示していた（図３）。
一方で、URDは24週間を超えるとUNO含量が
半分を切るために徐放量が低下するため、そ
れと一致して血漿中M1体濃度も低下してい
た。P20-URDは24週を超えても徐放量は一定
しているため、埋植48週まで持続して血漿中
M1体を認めた。 

 
図３．ウサギ血漿中M1体濃度 
 
（２）サル眼内動態 
 サル用URDを埋植後3か月目、および6か月
目の前房水、硝子体、網膜、脈絡膜、水晶体、
毛様体、虹彩中のM1体濃度を表1に示す。脈
絡膜は他の組織に比べて高値を示していた。
これは徐放UNOが血中にクリアランスされ
ているためと推定される。また、網膜内では3，
6か月目ともに4.6、8.4ng/gのM1体濃度を認め
た。前房水ではM1体を認めなかったが、毛様
体および虹彩では1.1～7.6ng/gのM1体を認め
た。徐放UNOの一部は前眼へ移行しているこ
とが推定された。 
 
表１．サル眼内動態 

（ng/g or mL） 3か月（N=4）  6か月（N=3）
平均 前房水 0 0

硝子体 0.905 0.798
網膜 4.61 8.42
脈絡膜 59.5 243.2
水晶体 0.0960 0.830
毛様体 4.92 7.66
虹彩 1.13 3.13

STD 前房水 0 0
硝子体 1.36 0.0736
網膜 7.33 4.49
脈絡膜 65.3 187.2
水晶体 0.192 1.44
毛様体 3.49 9.39
虹彩 0.587 3.20  
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（３） TGウサギ薬理 
生後 5週目の網膜変性（TG）ウサギに
対する URD埋植の網膜保護効果の再現性
試験を行った。埋植 24週間の Cone-ERG b
波（1.477log cd*s/m2）、および Rod-ERG b
波（1.477log cd*s/m2）の ERG振幅値平均を
図４、および図５に示す。いずれにおいても
Placebo埋植群対比、URD埋植群では有意に
振幅値が高値を示していた。 

 
 

図４．Cone-ERG b波振幅値 
 

図５．Rod-ERG b波振幅値 
 
Ｄ．考察 
 H24は、デバイス中の薬物ペレットおよび
カバー（徐放膜）のPEGDM/TEGDM比率を
変えることによって、UNOを異なる任意の速
度でリリースできることを示した。また、U
NO徐放デバイスは網膜光障害ラットおよび
網膜色素変性ラットに対して網膜保護効果
を示すことが示唆された。このUNOの網膜保
護効果はIn vitro網膜細胞培養でも確認する
ことができた。 
 UNOの薬理作用は不明な点が多かったが、
最近になってイオンチャネル開口の作用が

報告され、Caイオンの細胞内濃度を下げるこ
とによって細胞死を抑制することが示唆され
ている。本研究において、UNOは細胞死マー
カーであるp38のリン酸化を抑制した。今回の
研究において網膜細胞内のCaイオン濃度につ
いては不明であったが、イオンチャネル開口
による細胞関連シグナルの抑制が網膜保護効
果に寄与している可能性がある。Caイオン濃
度の測定は今後の課題の１つである。また、
本研究において、UNOによってROS産生が抑
制されることが示唆された。ROSは酸化スト
レスの１つであり、細胞障害性を有するため、
ROS産生抑制が網膜保護に寄与している可能
性がある。 
 S334terラットの研究では、UNO徐放デバイ
スの薬効持続性が示唆された。従来の点眼で
は網膜へ十分なUNOが届いていない可能性が
あり、本デバイスによる経強膜投与は効果的
な網膜保護投与方法として期待できる。また、
硝子体注射では1週間の薬効を示したが、4週
後には効果が認められず、再注射が必要と考
えられる。しかし、頻回の眼内注射は眼内感
染症等の重篤な眼内副作用を惹起する可能性
があるため、本デバイスによる経強膜投与は
安全で持続的な投与方法として期待ができ
る。 

H25は、UNO徐放デバイスは6か月にわたっ
て、ウサギ網膜内にUNOを持続的に送達する
ことがわかった。点眼と比較して血中への移
行が少ないため、眼局所にUNOを送達できて
いる可能性が示された。また、網膜変性ウサ
ギに対する移植では、6か月にわかって遺伝性
の網膜変性を抑制することが示唆された。ま
た、変性が初期の個体（5週齢）や後期の個体
（38週齢）のいずれにおいても保護効果を示
した。また、Cone（錐体細胞）由来のa波のE
RG信号が有意に維持されていたことは、視覚
の維持に対する効果が期待できる。また、こ
のウサギはヒトの網膜色素変性症のモデルと
なっており、ヒトに対する網膜変性抑制効果
が期待できる。 

H26 は、ウサギ血漿中ＭM1 体濃度モニタ
リング試験において、徐放量と血漿中M1体
濃度に相関性があることが認められ、採血
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によって UNO徐放性をモニタリングする
ことが可能であることが示唆された。 
 サル眼内動態試験では、6か月間、持続
して網膜へ UNOを送達できていることを
確認した。現在、12 か月目を評価中であ
る 。 
 TG ウサギに対する薬理試験では、前回
と同様に ERG振幅値評価で、Placebo埋植
群対比 URD埋植群で有意に高値を示し、
TG ウサギの網膜変性に対する網膜保護効
果 の 再 現 性 が 確 認 さ れ た 。 
 
Ｅ．結論 
 UNO徐放デバイスを作製し、網膜変性モデ
ル動物でその薬効を評価した。また、UNO
の細胞保護作用として、細胞死関連シグナル
とROS産生の抑制が示唆された。また、点眼
や硝子体注射よりも持続的に網膜変性を抑
制する可能性が示唆された。また、URD埋植
によって6か月間持続的に網膜内へUNOを
送達することができ、さらに遺伝的網膜変性
に対して網膜保護効果があることが示唆さ
れた。今後は治験に使用できるデバイスのG
MP製造を計画し、早期の臨床試験を目指す。 

2009;50:1371–1377）。この網膜変性ウサ
ギにUNO徐放デバイスを移植して網膜保護
効果を確認する。また、正常ウサギにUNO
徐放デバイスを移植して、移植6か月までの
眼内動態をLC/MS/MSによるUNO代謝物
（M1体）の定量によって評価した。 
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動物実験によるデバイスの評価に関する研究 

研究分担者 大浪英之 東北大学大学院医学系研究科 助教 

研究要旨 
 
H24は、ウノプロストン徐放デバイスの眼局所毒性についてSDラットおよび白色
ウサギを用いて検討した。また、ウノプロストンの眼内移行量を白色ウサギを用
いて評価した。眼毒性評価として、SDラットに移植後4週目まで定期的に網膜電
図を評価した結果、未処理群やプラセボ群（PBS含有デバイス）と比較してUNO
徐放デバイスによる網膜機能の変化はなかった。また、ウサギに移植後5か月目
まで定期的に網膜電図を評価した結果、ラットと同様に未処理群、プラセボ群と
比較して網膜機能に変化はなかった。H25は、ウノプロストン徐放デバイスの毒
性評価を実施した。デバイスからのモノマー溶出試験の結果、PEGDMは溶出がな
いため毒性は無視でき、TEGDMと硬化剤は毒性示す濃度の400分の1以下の量しか
溶出していないため、一度洗浄すれば毒性は全く無視できると考えられた。また
デバイスのウサギ28日間留置では全身毒性は認められなかった。 
 

Ａ．研究目的 
本課題の目的は、失明疾患の上位を占
める網膜疾患の治療デバイスとして、強
膜上に置くだけの低侵襲な方法で移植で
きる経強膜ドラッグデリバリーシステム
（DDS）を作製し、ウノプロストン（UN
O）を任意の速度で徐放できる徐放デバイ
スを開発することである。分担研究とし
て、動物実験によるUNO徐放デバイスの
眼局所毒性評価およびUNO眼内移行性を
評価した。 
視覚はヒトの情報の8割を占めるため、
視覚障害はQuality of life（生活の質）を
著しく低下させる。2006年の厚生労働省
難治性疾患克服事業の統計結果では、失
明疾患の上位はすべて網膜疾患（1位 緑
内障、2位 糖尿病網膜症、3位 網膜色素
変性症、4位 黄斑変性症）である。加齢
性疾患が多い網膜疾患においては、超高
齢化社会を迎え今後さらに増加する可能
性がある。網膜は主に視細胞、双極細胞、
水平細胞、アマクリン細胞、神経節細胞

からなる神経組織である。一般に神経細胞は
再生が難しく、一度障害されると治療が難し
い場合が多い。 
眼から入った光は光受容細胞である視細
胞で神経信号へ変換され、神経節細胞から視
神経を経て脳中枢で情報が伝えられる。この
神経信号は活動電位という生体電気パルス
として伝達される。眼球には角膜側をプラ
ス、網膜側をマイナスとする静止電位が存在
するが、光を受容すると活動電位が生じて電
位変化が生じる。この変動を記録したものが
網膜電図（Electroretinogram：ERG）である。
一般にコンタクトレンズ型の電極を角膜に
装着して、電極から強い光を網膜に当て、心
電図のように電位波形を記録する。ERGは白
内障など眼底検査が行えない場合に有効な
他覚的網膜機能評価方法である。 

H24は、ERGを用いてデバイスの眼局所毒
性を評価することを目的とした。ERGは動物
実験用に開発されたMayo. Co.のPuRECを使
用した。また、眼内へのUNO移行量をLC/MS
/MS法によって網膜組織中のUNOの代謝産
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物（M1体）を定量することによって評価し
た。 

H25は、UNO徐放デバイス（URD）の医薬
品・医療機器としての毒性試験として、デバ
イスの基材となるポリエチレングリコール
ジメタクリレート（PEGDM）、トリエチレ
ングリコールジメタクリレート（TEGDM）、
硬化剤2-hydroxy-2-methyl propiophenoneの溶
出性を評価した。また各基材の毒性評価とし
て、ラット網膜神経節細胞株（RGC-5）とラ
ット網膜色素上皮細胞（RPE-J）を用いた細
胞培養を検討した。また、ウサギ結膜下にデ
バイスを28日間埋植後の眼科学的検査を実
施し、眼毒性試験を行った。 

 
Ｂ．研究方法 
H24研究 
（１）デバイスの作成 
デバイスはリザーバー、薬物ペレット、徐
放膜から構成される。CAD-CAMでリザーバ
ーと薬物ペレットのデザインを作製し、小型
NC微細加工機Micro MC-2（株式会社PMT）
でアクリル板に鋳型を作製した。このアクリ
ル板をフルオロシアンでコートし鋳型Aと
した。この鋳型Aにポリジメチルシロキサン
（PDMS）をキャストし60℃で30分加熱した
硬化させた。このPDMS鋳型をフルオロシア
ンでコートし鋳型Bとした。鋳型BにPDMS
をキャストし60℃で30分加熱して硬化させ
た。このPDMS鋳型をリザーバーを作製する
ための最終鋳型Cとした。このPDMS鋳型C
に、TEGDM 1mlに2-Hydroxy-2-methyl-propi
ophenone 10μlを混合したプレポリマーをキ
ャストし、UV架橋（25mW/cm2、3min [SEN
 LIGHTS CORP]）して硬化させた。鋳型C
からTEGDMリザーバーを剥がして完成し
た。作成したリザーバーのサイズは、ウサギ
用は幅4.4mm×長さ12mm×高さ1.6mm、薬剤
充填部容量は20μl、ラット用は幅2mm×長さ2
mm×高さ0.6mm、薬剤充填部容量は1.2μlであ
る。 

UNOをPEGDMとTEGDMの混合プレポリ
マー（PEGDM 40%/TEGDM 60%：P40）に
混合し、リザーバーにキャストしてUV硬化

（10mW/cm2、0.5min）して作成した。 
徐放膜は、PEGDMとTEGDMを混合したプ
レポリマーで作製した。上記のUNOを充填し
たリザーバー上にプレポリマーを滴下し、ガ
ラス板でカバーした後、UV硬化して作成し
た。 
プラセボデバイスとして、Phosphate-buffer

ed saline (PBS)を充填したデバイスを作製し
た。 
 
（２）動物 
動物実験操作は、ARVOの眼科研究の動物
使用に関する声明のガイドラインに従い、東
北大学大学院医学系研究科の動物管理委員会
の承認を得た。200-250gの雄のSDラット、1.
5-2kgの日本白色ウサギを使用した。すべての
過程においてケタミン塩酸塩（90mg/kg）とキ
シラジン塩酸塩（10mg/kg）の筋肉内注射で麻
酔をした。瞳孔は2.5%phenylephrinと1%ttropic
amideで拡大した。Oxybuprocaine hydrochlorid
e（0.4%）を局所麻酔として使用した。 
 
（３）デバイスの移植 
麻酔後、実体顕微鏡で観察しながら、ラッ
トおよびウサギの上方結膜を切開しテノン嚢
を鈍的に剥離し強膜を露出させた。デバイス
を挿入し強膜上に接着するように縫合固定し
た。結膜を縫合し、タリビッド眼軟膏を点入
し終了とした。 
 
（４）ERG 
コンタクトレンズ電極（ラット：2mmベー
スカーブ、ウサギ：7.8mmベースカーブ、Ma
yo）を角膜に当て、Identical reference 電極を
口に、Ground電極をしっぽに置いた。Single f
lash light（1000cds/m2, 3msec）を刺激にERG
波形を計測した（Dark-adapted maximal rod/c
one combined response）。a波（ベースライン
からa波の振幅）およびb波（a波とb波の最大
振幅）の振幅を計測した。 
 
（５）UNO眼内量測定 
 UNO徐放デバイスとして、3種類の徐放膜
（P60、P40、P20）でカバーしたデバイスを移
植し、UNO徐放性とUNO眼内移行性の関係を
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評価した。移植1日、8日目に動物を過剰麻酔
で安楽死後、血液と眼球を摘出した。血液は
遠心して血しょうをサンプリングした。眼球
は前房水を採取後、角膜、水晶体、硝子体、
網膜、脈絡膜、強膜に分離し、網膜、脈絡膜
のホモジネートをLC/MS/MS測定に供した。
測定は共同研究者のアールテックウエノ社
で実施された。 

 
（６）統計学的解析 
測定結果はエクセル統計2012を用いて、O

ne-way ANOVA with Tukey testによる有意
差検定を行った。95%の信頼度（p<0.05）の
ときに統計学的に有意差があると判断した。 
 
H25研究 
（１）デバイスからもモノマー溶出性 
ヒト用デバイス（ 22/21mm、500mg/ml、6

mg UNO）を作成し、PBS 1.5mlに浸漬し（3
7℃）、定期的にPBSを回収し、新しいPBS
でインキュベートした。回収したPBSをアセ
トニトリルと等量混合し、HPLCでPEGDM、
TEGDM、硬化剤の溶出濃度を測定した。 
 
（２）細胞培養 
①細胞播種（96-well culture plates (BM equi
pment Co.) at a density of 1×104 cells/cm2） 
②培養（RGC-5：DMEM、48h、37℃、RPE-
J：DMEM、48h、33℃） 
③モノマー添加（PEGDM, TEGDM, 硬化剤
を所定濃度混合したDMEMで培養、24 h） 
④細胞数測定（CellTiter 96 AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay (MTS, 
Promega)を用いて、吸光度を用いて測定） 

 
（３）ウサギ眼毒性試験 

UNO徐放デバイスの非臨床試験の一環と
して、デバイスをウサギの球結膜下に28日間
留置する眼毒性試験を行った。URD-0（0μg/
day）、URD-1（1μg/day）、URD-11（11μg/
day）、を結膜下に留置する群に加えて、切
開及び縫合のみを行うSham群を設定した。
各群とも4例とした。 

 
（倫理面への配慮） 

  動物実験操作は、ARVOの眼科研究の動物
使用に関する声明のガイドラインに従い、東
北大学大学院医学系研究科の動物管理委員会
の承認を得た。 
 
Ｃ．研究結果 
H24研究 
（１）デバイスの移植 
 デバイスの移植性に問題はなかった。移植
後のデバイスはマイルドなFibrosisで覆われ
ていたが、周辺組織への著名な炎症や眼内へ
の副作用は認められなかった。デバイス除去
後の強膜はネクローシス等の異常は見られな
かった。 
 
（２）ERG 

SDラットへの移植では移植4週間目まで定
期的にERGを評価した。その結果、未処理群
やプラセボデバイス移植群と比較して、UNO
徐放デバイス群ではERGのa,b波振幅値や潜時
に変化はなく、網膜機能の変化はないと推定
された。 
白色ウサギへの移植では移植5か月目まで
定期的にERGを評価した。その結果、ラット
と同様に未処理群やプラセボデバイス移植群
と比較して、UNO徐放デバイス群ではERGの
a,b波振幅値や潜時に変化はなく、網膜機能の
変化はないと推定された。 
 
（３）UNO眼内移行性 
 3種類の徐放性の異なるデバイスを移植し、
UNO眼内移行性を評価した結果、放出が多い
デバイスほど、網膜へUNOが移行しているこ
とがわかった。また、過去の点眼によるUNO
眼内移行データと比較した結果、P40カバーデ
バイスが点眼と同等量が網膜へ移行している
ことがわかった。この移行は移植8日目にも観
察され、本デバイスは点眼と同じ薬効濃度を
持続的に維持できることが示唆された。 
また、血しょう中のUNO量は点眼と比較し
て低いことがわかった。さらに、前房水への
UNO移行はほとんどなく、反対眼への移行も
ほとんど確認できなかった。すなわち、投与
部位周辺に局所的にUNOを持続的投与できる
可能性が示唆された。 
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H25研究 
（１）デバイスからのモノマー溶出性 

PEGDMは初日からまったく溶出を認めな
かった。TEGDMと硬化剤は1日目に溶出を
認めたが、その後は溶出を認めかなった。最
大溶出量はPEGDMはゼロ、TEGDMは0.45±
0.25（μg/ml）、硬化剤は0.22±0.09（μg/ml）
であった。 
 
（２）細胞培養 
結果を図１に示す。PEGDMはRGC-5に対
して、0.391mg/ml以上、RPE-Jに対して0.781
mg/ml以上で有意に毒性を示した。TEGDM
はRGC-5に対して、0.195mg/ml以上、RPE-J
に対して0.391mg/ml以上で有意に毒性を示
した。硬化剤はRGC-5に対して、0.391mg/ml
以上、RPE-Jに対して0.391mg/ml以上で有意
に毒性を示した。 

 

 
図１．PEGDM（a, b）、TEGDM（c, d）、
硬化剤（e, f）の細胞毒性 
 
（３）ウサギ眼毒性試験 
一般状態、体重、摂餌量、剖検及び器官
重量では、URD-0（0μg/day）、URD-1（1μg
/day）群及びURD-11（11μg/day）群とも異常
は認められなかった。 
眼科学的検査では、前眼部刺激症状におい

て、Sham群に留置後1週まで、URD-0（0μg/d
ay）群及びURD-1（1μg/day）群に留置後2週
まで、結膜の発赤など変化が認められた。一
方、URD-11（11μg/day）群では、留置後3週
以降も一部の例で結膜の発赤が認められた。
しかし、点眼（評点１０点以上、以前に評価
されたもの）に比較して軽微（評点0-2）であ
った。また、眼圧の変化は見られなかった。 
 
Ｄ．考察 
 H24は、UNO徐放デバイスの眼局所毒性評
価としてERGの評価を行った。プラセボデバ
イスおよびUNO徐放デバイスいずれにおいて
も網膜機能の低下は認められず、デバイス自
体の毒性およびUNOの持続徐放の毒性はない
ことが示唆された。デバイス中にはPEGDMお
よびTEGDMモノマーがわずかに残留するこ
とがわかっているが、その量は別研究のIn vi
tro細胞培養毒性実験の結果、毒性を示す濃度
の1万分の1であり、さらに1週間後には残留モ
ノマーは完全に溶出するため、長期の移植に
おいて毒性を示す可能性は低かったと考えら
れる。実際に5か月間移植していたウサギのE
RGにおいて、デバイスの毒性は認められなか
った。また、UNOは点眼おいて結膜の発赤が
見られることがあるが、デバイス移植群では
これは見られなかった。また、UNOに伴う眼
圧の変化もデバイス群では認められなかっ
た。UNO眼内移行のデータから、本デバイス
は移植部位への局所移行性が高く、前眼部へ
の移行がほとんどなかったことから、結膜周
囲への影響が小さかったと推定される。これ
はデバイスのリザーバーがUNOを透過しない
仕組みになっており、結膜側への放出はなく、
強膜側一方向性の徐放を示すことが寄与して
いると考えられる。 

H25は、デバイスからの基材モノマー溶出
毒性を評価した。PEGDMは溶出がないため毒
性は無視できると考えた。TEGDMは細胞毒
性を示す濃度の433分の1の濃度がデバイスか
ら1日目だけ溶出する。硬化剤は細胞毒性を示
す濃度の1777分の1の濃度がデバイスから1日
目だけ溶出する。以上から溶出モノマーの毒
性は非常に低く、一度洗浄すれば全く無視で
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きると考えられた。 
 UNO徐放デバイスのウサギ球結膜下28日
間留置は、URD-11（11μg/day）においても
全身毒性は認められなかった。一方、留置局
所の結膜では、デバイス留置の影響はごくわ
ずかであった。URD-1（1μg/day）留置の影
響は、デバイスのみ留置した場合と変わらな
かった。URD-11（11μg/day）留置は、デバ
イス留置の影響に加えて徐放薬物の結膜へ
の影響が示唆されたが、軽微と考えられた。 
 
Ｅ．結論 
 SDラットおよび白色ウサギのいずれにお
いても、デバイス移植に伴う網膜機能の低下
は認められず、また移植部位周辺に炎症や眼
内への副作用はなく、局所毒性は低いことが
示唆された。また、本デバイスは点眼と同程
度の薬効濃度を持続的に網膜へ投与できる
可能性が示された。また、基材からのモノマ
ー毒性はほぼ無視できると考えられた。 
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