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Ａ．研究目的 
“比較的短期間で実現可能な既存薬や安
全性が担保された薬剤ライブラリーを用い
た神経保護薬剤スクリーニングとドラック
デリバリーシステムを確立することを目的
とする。” 
視覚障害は高齢者に多く、超高齢化社会
を迎えた日本では喫緊の課題であり早期に
実現可能な治療法開発が必要とされる。ま
た、視覚障害の上位はすべて網膜疾患であ
るために網膜保護に着目した。新規薬剤は
①他疾患のために開発されたが全身投与が
困難などで臨床応用されなかった薬剤や既
存薬の薬剤ライブラリー、②既存の点眼薬
で直接眼内投与により神経網膜保護効果が
証明された薬剤で、点眼では十分な有効濃
度を保持できないもの、③我々が各病態解
析から有効性がみられた薬剤や東北大学に
特許を有する薬剤のライブラリー（東北大
学・宮田ら）を再スクリーニングする（23
-24年度）。さらに本デバイスを動物モデル
の眼球表面（眼内操作はしない）からで持
続的に薬剤を投与する。全身の副作用を最
低限に抑えながら局所で薬剤の効果と血液
網膜バリアーの検討をする。 

 
既存の薬剤など早期に臨床応用実現可
能なスクリーニングと具体的な投与方法
の開発を同時に行うことは極めて特徴的
で独創的だと言える。早期 POC 取得に有利
であると考えられる。また本研究での神経
保護薬の発見やデバイスの開発は、これま
でに治療法のない疾患に広く適応できる
可能性があり、点眼のできない高齢者や複
数の薬剤が必要な疾患にも有用である。 
失明疾患上位の網膜色素変性などは過去
に全く治療法が報告されていないが、本デ
バイス使用で、持続的な網膜への薬剤徐放
が可能になれば新しい治療法開発になりえ
る。さらに上記したが、難治性網膜疾患以
外でも眼疾患は高齢者に多く、超高齢化社
会を迎えた日本においては、今後ますます
医療経済を圧迫する大きい問題点になる可
能性がある。新規デバイスで効果を示せれ
ば、本デバイスは新規の眼疾患治療デバイ
スとしてそのまま利用でき社会的・経済的
メリットを生む。 
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研究要旨： 
研究計画は安全性が担保された既存薬薬剤ライブラリー等を用いた網羅的薬剤スク
リーニングを行うことと、同時に低分子から蛋白質まで幅広い用途にあわせた薬剤を
持続的に徐放できるデバイスの開発し網膜保護をめざすことが目標である。 
今年度は既存薬ライブラリーからのスクリーニングを終了した。陽性コントロールと
同等の効果を含む約 200 種類がスクリーニングされた。また、薬剤徐放デバイスの作
製も同時に行ったが、デバイスはラット、ウサギ、サル用の作製を行い、実際にそれ
ぞれの動物に移植した。それぞれ、デバイスのサイズのみでなく眼球曲率などに
合わせた工夫が必要であった。デバイスの初期型はサルに移植した場合、一部で
脱落するものが見られたが、形状を変えて移植しなおしたことで、脱落は無くな
った。ラット移植用のデバイスで網膜保護効果を確認した。蛍光色素がデバイス
から徐放されて網膜に達するのを確認し、さらに GGA（350Da）を徐放させた場合、
網膜光障害から網膜を保護することを網膜電図、網膜組織厚で証明した。高分子
の代表としてバソヒビン（42kDa）を利用したが、ラット脈絡膜新生血管を抑制
した（PLoS One）。デバイスの強膜上移植で薬剤の効能に合わせた網膜保護効果
が動物モデルで確認できた。本結果から我々の目指すものが、特に網膜疾患治療
において創薬プロセス革新の一旦を担うことが可能であると考えられた。 
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 すなわちUnmet Medical Needsにこたえら
れるのではないかと考える。高齢者は点眼
を忘れたり、自分で点眼できない、複数の
薬剤点眼による副作用などが改善される可
能性がある。過去に報告のない本システム
の開発は広く様々な疾患へ応用可能な手技
となり、開発が進めば有用なデバイスにな
る。 
 
Ｂ．研究方法 
１）研究体制 
我々はまず東北大学臨床研究推進センター
内の薬事や臨床開発の専門家によるチーム
を結成した。臨床研究推進センターには治
験コーディネーター、CRC等も配置されてお
り、将来の臨床応用に備えた体制を整えた。 
 
２）候補薬剤スクリーニング（23 年度か
らの継続） 
スクリーニング予定の薬剤は以下の3種類
の方法で検討される。①すでに臨床薬とし
て承認されている既存薬ライブラリー（12
74種：連携研究者の慶應義塾大学、佐谷秀
行教授より提供を受ける）、および米国で
ヒト安全性は確立されたが最終的に製薬に
ならなかった薬剤ライブラリー（1040種）
を用いて、網膜神経細胞の初代培養を利用
して、低栄養・虚血負荷に対する保護効果
スクリーニングを行う（新規薬剤）。②東
北大学に特許を有し、すでにアカデミア単
独で前臨床治験段階に至っているプロリル
水酸化酵素阻害薬(TM6008,TM6089)、終末糖
化産物AGE阻害剤 (R-147176)、PAI-1阻害薬
(TM-5275)、また我々がこれまでの研究成果
として、動物実験レベルで網膜神経保護効
果を認めたバソヒビン、HSP誘導剤、抗活性
酸素薬、カルシウムチャンネル阻害薬、カ
ルパイン阻害剤、神経栄養因子を候補薬剤
としてその効果を調べる。さらに、共同研
究者の植田教授が個体網膜虚血モデルで活
性を見出している海洋微生物ライブラリー
由来産物、全身投与によっても効果を有す
る内在性保護因子Prothymosin とその部
分活性ペプチド群についても検証する。ペ
プチド性薬剤については、最適な設計と誘
導化についても検証する（候補薬剤200種）。 

③眼疾患で点眼に利用されている抗緑内障
薬、ステロイド、新生血管抑制因子でその
低い移行性のために解析が困難であった薬
剤（各企業から譲渡されるか購入予定）を
対象にする（既存薬剤）。担当：中澤、植
田 
３）デバイスの作製（24 年度） 
TEGDM（Mw283）でデバイス外側を作成する。
薬剤はPEG/TEG比を調整してペレット化し
徐放膜で蓋をする。TEGDM 100%の膜は全く
薬物を透過せず、逆に PEGDM 100%の膜は透
過性が高いためPEGDMと TEGDMの組成比に
より透過性を制御する膜を作成する。担
当：西澤、阿部、永井 
 
４）薬効検討システム（24 年度分） 
（１）ラット網膜変性モデルで検討する。 
網膜変性モデルは光障害モデル、遺伝性網
膜変性モデルを利用する。遺伝性網膜変性
は、視細胞に異常遺伝子が発現するモデル
と網膜色素上皮細胞に異常遺伝子が存在
するモデルを使用予定。候補になる薬剤は
すべて強膜上にデバイスを固定して血液
網膜バリアー通過の検討をし、構造最適化
も検討する（連携研究者の東北大学・宮田
敏男教授の化合物デザインチームと共同
研究）。23-25 年度で行う。眼内組織への薬
物移行性の評価はラベルできる分子は蛍
光色素で標識し組織学的に、直接蛍光色素
を測定して評価する。ラベルできない分子
については液体クロマトグラフィーや
ELISA などで定量を行う。 
 
（２）ウサギ遺伝子改変網膜変性モデルの
利用。１薬剤づつデバイスに入れて効果を
見るのではなく、複数の薬剤（1-2 個のデ
バイスで 3-6 薬剤）をそれぞれ別々に徐放
させ、網膜変性ウサギへの効果をまとめて
確認し、さらに複数薬剤投与の効果も確認 
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 する。対眼はコントロールに利用する。3
種類の薬剤を使用するときは組み合わせ
はスクリーニングされる薬剤のすべてを
うまく網羅できるように工夫する。同じ薬
剤が複数回組み合わさるように工夫して、
候補薬を絞り込む。短期間（3-6 カ月以内）
で効果がみられないものは除外していく。 
 
（３）網膜保護効果の測定 
経時的に網膜電図、眼底検査、蛍光眼底撮
影、瞳孔反応、さらに行動検査を行うが、
必要に応じてより詳細な組織学的検査、ア
ポトーシス検査、各種遺伝子発現検査を行
う。 
 
（４）保護作用の機序解明 
網膜保護効果が見られたものは、薬剤の本
来の機序を基本に経時的な網膜の解析を行
い保護効果の機序を解明し、さらに新しい
薬剤の開発の可能性を探る（25年度）。 
 
（倫理面への配慮） 
  動物実験に関しては、研究機関内の承認
手続きを経てから国立大学法人東北大学に
おける動物実験等に関する規定、ならびに
動物の愛護及び管理に関する法律を遵守し
て厳格に動物実験を行う。今回の動物実験
計画の一部は東北大学動物実験施設に計画
書を提出し、東北大学総長より実験遂行の
許可をうけていること、また申請者はこれ
までにサル、ウサギ、マウス、ラットの実
験に長年従事しており、自然科学研究機構
生理学研究所から研究用ニホンザルの供給
を受けたことなど、動物を扱う倫理面には
問題ない。東北大学動物実験規定は毎年結
果報告と再申請が義務付けられており、動
物の扱いは厳格に監視されている。 

Ｃ．研究結果（24年度） 
(1)薬剤ライブラリーのスクリーニング 
既存薬ライブラリー（2314 種）からのスク
リーニングが終了した。 
まず人網膜色素上皮細胞株（ARPE）を用
いて低栄養・虚血負荷（血清、グルコー
ス非含有培地、2% 酸素下）に各種薬剤を
10 M で投与し 24 時間後に AlamarBlue
を用いて細胞増殖アッセイを行って保護
薬のスクリーニングを終了した。低栄
養・虚血負荷によって細胞内では小胞体
ストレスが誘導されていると推測される
ため、小胞体ストレスに有効とされてい
るゲラニルゲラニルアセトン（GGA）を比
較対象として用いた。また、血清、グル
コース含有培地を用いて 20% 酸素下でイ
ンキュベートしたものをポジティブコン
トロールとした。その結果 285 種で GGA
と同等かより効果が見られた。さらにポ
ジティブコントロールと同等の効果が見
られるヒット化合物を見出した（23 年度
の報告書で 2 つと記載したが、実際は同
一の化合物であった）。本化合物は網膜神
経節細胞を利用した負荷培養でも濃度依
存的に効果を示した。 
 
(2) スクリーニングされた化合物とデバ
イスを用いた神経保護薬の探索 
上記で保護効果の見られた薬剤を順次デ
バイスに包埋し網膜保護効果を確認する
ことを目指した。まず薬剤徐放に先立っ
て蛍光色素の網膜内への徐放を確認した
が、移植 1 日で最低でも網膜色素上皮に
達し、3日では神経網膜内に広がるのが確
認された。 
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 ①� 低分子徐放による網膜保護効果の検
討 
デバイスからの徐放が網膜保護効果を示
すか、まず低分子の代表として GGA を用
いて、網膜光障害に対する効果につて検
討した。これは既報で GGA の硝子体内投
与が光障害から網膜を保護することが報
告されているために、本デバイスの効果
を確認できると考えて行われた。その結
果、網膜電図では GGA 徐放デバイス移植
群で有意に網膜保護効果が確認された。
さらに眼球摘出後、網膜外顆粒層（ONL）
の厚さを視神経乳頭から網膜鋸状縁まで
計測したが、デバイス移植側で有意にONL
の厚さが保たれることも確認した。徐放
されるGGAの量も徐放膜はPEG60%が最適
であることが判明した。 
 
②高分子徐放による網膜保護効果の検討 
高分子の代表としてバソヒビン（40ｋDa）
を徐放するデバイスを作製した。バソヒ
ビンは上記負荷モデルで網膜色素上皮の
保護効果があることが判明したが、まず
本来ある新生血管抑制効果を確認するた
めにデバイスから徐放されるバソヒビン
の新生血管抑制作用を in vitro で確認
し、in vivo ではラットに新生血管モデ
ル（CNV）を作製して検討した。デバイス
から徐放されたバソヒビンは、培地中に
直接投与のバソヒビンと同様の新生血管
抑制作用が確認できた。さらにバソヒビ
ン徐放デバイス強膜上移植群では有意に
CNV抑制効果があることが判明した。Flat 
mount を作製した標本の検討ではバソヒ
ビン徐放量の多いデバイス移植でより効
果が見られた。 
 
 

Ｄ．考察 
本研究では、安全性が担保されている薬
剤ライブラリーから網膜細胞に保護効果
のある薬剤をスクリーニングして、強膜
上から徐放することで網膜保護効果を確
認した。本方法は近年特に注目を集めて
いるdrug reprogramming strategy（DR）
の１つになると考えられるが、今回の検
討で注目されるのは、DRをさらに有効に
する手段として局所で安全に薬剤徐放デ
バイスを機能させたことにある。創薬は
化合物のスクリーニングのあとに構造最
適化などの複雑なプロセスが含まれる
が、我々が開発した強膜上薬剤徐放デバ
イスはこれまで検討した薬剤を十分に網
膜に徐放していると考えられる。本研究
は創薬プロセスの革新に眼科領域から取
り組むことに成功していると言え、これ
からの行政施策にも貢献できると考え
る。 
 
Ｅ．結論 
 網膜細胞保護に役立つ薬剤がスクリーニ
ングされた。我々のデバイスから徐放され
た薬剤は網膜まで徐放されているのが確認
され、徐放薬剤の網膜保護効果も確認され
た。眼内注射に代わる眼内への安全な薬物
投与方法として期待できる。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
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 Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
１． Abe T, Tokita-Ishikawa Y, Onami 

H, Katsukura Y, Kaji H, Nishizawa M, 
Nagai N. Intra-scleral transplantation of 
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Ａ．研究目的 
  本研究では、比較的短期間で実現可能な
既存薬や安全性が担保された薬剤ライブラ
リーを用いた神経保護薬剤スクリーニング
とドラックデリバリーシステムを確立する
ことを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
すでに臨床薬として承認されている既存薬
ライブラリー（1274種：連携研究者の慶應
義塾大学、佐谷秀行教授より提供）、およ
び米国でヒト安全性は確立されたが最終的
に製薬にならなかった薬剤ライブラリー（1
040種：以下US Drug Collection）を用い
て、初代培養網膜神経細胞に対して神経保
護効果を示す薬剤のスクリーニングを行っ
た。また、ヒト網膜色素上皮細胞株（ARP
E-19）を用いて低栄養・虚血負荷に対する
保護薬のスクリーニングを行った。 

 
低栄養・虚血負荷に対する網膜色素上皮細
胞保護薬の探索 
血清、グルコース非含有培地で懸濁した
ARPE-19を 96ウェルプレートへ播種し、
各種薬剤ライブラリーを 10 Mで投与し、
2% 酸素下でインキュベートした。24時間
後にAlamarBlueを用いて細胞増殖アッセ
イを行った。また、血清、グルコース含有
培地を用いて 20% 酸素下でインキュベー
トしたものをポジティブコントロールとし
た。 
 

 
（倫理面への配慮） 
本研究で動物実験行う際は、研究機関内の
承認手続きを経てから国立大学法人東北大
学における動物実験等に関する規定、なら
びに動物の愛護及び管理に関する法律を遵
守して厳格に動物実験を行う。また動物実
験に関しては、動物の痛みに関する科学的
な研究からの認識に加えて倫理的な観点か
らの苦痛を十分に認識し、その軽減に配慮
した。 
 
Ｃ．研究結果 
低栄養・虚血負荷に対する網膜色素上皮 
細胞保護薬の探索 
低栄養・虚血負荷によって細胞内では小胞
体ストレスが誘導されていると推測される
ため、小胞体ストレスに有効とされている
ゲラニルゲラニルアセトン（GGA）を比較
対象として用いた。その結果、既存薬ライ
ブラリーの前年度の残り697剤のうち、29
剤がGGAより高い活性を示した。しかし、
その中で前年度のヒット化合物であるクロ
トリマゾールと同等以上の保護効果を示す
化合物は見出すことはできなかった。 
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研究要旨： 
本研究では、ARPE-19 に対して既存薬ライブラリーからスクリーニングを行い、
GGAと同等以上の保護効果を示す薬剤がさらに 29剤あると考えられた。 
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 Ｄ．考察 
今年度は既存薬ライブラリーからのスクリ
ーニングをすべて完了させ、GGAより強い
活性を示す薬剤を29剤見出すことができた
（昨年までに約200剤あることを報告し
た）。これらの薬剤の中には前年度のヒット
化合物であるクロトリマゾールと同等以上
の保護効果を示す化合物は含まれていなか
ったが、他の網膜細胞に対する毒性試験を
行うことでより最適な薬剤が選択できると
考えられる。 
 
 
Ｅ．結論 
本研究では、2つの化合物ライブラリー（2
314剤）からGGAを上回るRPE保護薬を31
4剤見出した。次年度は、これらの化合物に
よる保護メカニズムの詳細な解明を進める
ことが重要であると考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
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Shin Takayama, Masashi Watanabe, 
Hiroko Kusuyama, Satoru Nagase, 
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Nihon Ganka Gakkai Zasshi. 
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gatifloxacin and levofloxacin during 
keratoplasty. Adv Ther. 
2012;29(4):339-49. 
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 2.  学会発表 
IMFIA 2012 (International Forum on 
Medical Imaging in Asia) 
Fast Registration Algorithm of 3D Opt
ical Coherence Tomography Images Ba
sed on En-Face Projection Image 
 
韓国老化学会(AACL) 
The molecular mechanism of glaucoma
tous optic neuropathy: learning from a
 mouse model of axonal damage-induce
d RGC death 
 
The 1st Asia-Pacific Glaucoma Congres
s (APGC2012) 
Advances in basic sciences: implication
s for clinical management of glaucoma 
 
Expectation of blood flow modification 
for the treatment of glaucoma: Increas
ed effect of Tafluprost on the ocular ci
rculation 
 
第116回日本眼科学会総会 
・宮城被災地での眼科医療～その後～ 
・緑内障と活性酸素 
・眼虚血をターゲットにした緑内障神経保
護治療 
・緑内障酸化ストレス仮説 
 
第29回日本眼循環学会 
・強度近視の眼循環  
・眼循環の新しい未来 
・網膜疾患と眼循環の検討 
 
第23回日本緑内障学会 
・The molecular mechanism of GON: l
earning from a mouse model of axonal
 damage-induced RGC death 
・緑内障進行予測に役立つ基礎知識 
 
第66回日本臨床眼科学会 
・酸化ストレスと眼病態 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
 （予定を含む。） 
 
 1. 特許取得 
・眼疾患治療用ナノ粒子化製剤 特願2012-
213621 出願日：2012年9月27日 
 
・眼疾患治療に使用する薬剤スクリーニン
グ方法 特願2012-95693  出願日：2012
年4月19日 
 
 
 2. 実用新案登録 
なし 
 
 3.その他 
なし 

 

 
—１１— 

別紙３                                                   



                                                                
 

厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業） 
分担研究報告書 

  
網膜保護新規候補薬剤の設計と機能評価に関する研究 

 
研究分担者 植田 弘師 長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 分子薬理学分野 教授 

 

 

  
 
 
 
 
 
 

 

 Ａ．研究目的 
 早期臨床応用を目指した網膜神経保護治
療を開発のため、新規候補薬剤の探索を行
い、機能評価とその機構を解明することで、
新規創薬シーズを提示することを目的とす
る。 
 
Ｂ．研究方法 
Ｂ-1. 網膜神経保護薬 
ProTαは、マウスProTα遺伝子由来組換えタ
ンパク質を大腸菌株BL21 (DE3)に発現さ
せ、酸性フェノール法で抽出した。抽出物
をイオン交換クロマトグラフィーで精製
し、大腸菌由来エンドトキシンを親和性ク
ロマトグラフィーで除去した高純度品とし
て調製した。ProTα活性フラグメントペプチ
ドは、外注にて依頼合成した。 
        
Ｂ-２. ProTα活性フラグメントペプチドの
同定 
ラット17日胚大脳皮質由来神経細胞の初代
培養を無血清条件下で培養を行い、急速に
ネクローシスを誘発するセルベースアッセ
イを使用した。本モデル実験において、GS
T融合ラットProTα、部分欠損変異体による
生存活性を評価することで、ProTαの活性ド
メイン（30アミノ酸）を同定した。さらに、
30アミノ酸のアラニンスキャニングを行
い、活性重要アミノ酸を同定した。 
 

 
Ｂ-３. 個体における神経保護効果解析 
Ｂ-３-１）実験動物 
本実験で使用したC57/BL6J系雄性マウス6~
9週齢（19~28 g）は、恒温（22 ± 2ºC）の
部屋で12時間毎の昼夜自然管理下において
飼育し、水道水及び一般動物用固形飼料を
自由に摂取させた。以下に示す全ての実験
は、長崎大学動物実験指針で定める方法に
準じて行った。 
 
Ｂ-３-２）網膜虚血モデルマウス作製 
ペントバルビタール75 mg/kgをマウス腹腔
内に投与し麻酔をかける。37ºCの恒温台の
上にマウスを置き、体温を維持する。硝子
体を1%の硫酸アトロピンで散瞳させ、無菌
眼内潅流溶液の容器を予め水面がマウスの
眼より135.5 cmの高さになるようにつり上
げておき（100 mmHg）、灌流溶液を小児用
輸液セットに接続した33Gの注射針を針先
から少し垂らしながら前眼房に刺入し固定
する。前房に針を刺入した後、灌流系を解
放することにより前眼房内に圧力（100 mm
Hg）を45分間負荷する（マウス正常眼圧は1
5 mmHg程度）。これらの操作は実体顕微鏡
下で行い、眼圧の上昇により網膜虚血が惹
起されていることを網膜内血流の遮断を指
標に目視にて確認する。虚血負荷終了後に
注射針を抜き、眼圧を低下させることによ
り網膜を再灌流させる。本モデルは虚血-再
灌流法を用いた一般的緑内障モデルであ
る。 
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研究要旨：マウス個体網膜虚血モデルにおいて、内在性神経保護
因子 Prothymosin α (ProTα)とその活性フラグメントペプチドの保
護効果を組織化学・機能解析にて明らかとした。また、ProTα受
容体の１つである Toll-like Receptor-4の関与も明らかとした。 



別紙３                                                   
                                                                

 
厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業） 

分担研究報告書 

  
網膜保護新規候補薬剤の設計と機能評価に関する研究 

 
研究分担者 植田 弘師 長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 分子薬理学分野 教授 

 

 

  
Ｂ-３-３）視神経挫滅モデルマウス確立 
様々な網膜病態モデルにおいてProTαとそ
の活性フラグメントペプチドの活性を評価
することを目的として、視神経挫滅モデル
の作製法を確立した。次年度以降に、本モ
デルにおける活性評価を行う。 
 
 
Ｂ-３-４）組織化学的評価 
標本作製：ペントバルビタール50 mg/kgを
マウス腹腔内に投与し麻酔をかける。心臓
からのK+ free PBS 40 ml灌流にて脱血し、
4% PFA 30 ml灌流にて固定した。眼球を
取り出し、室温で3時間、4% PFAで浸漬固
定した後。25% スクロース溶液に置換を行
った。OCTコンパウンドで包埋後、凍結ミ
クロトームで10 µM 切片を作成した。 
ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色解析:
検体の細胞核をギルヘマトキシリン液にて
染色し、組織をエオジン・フロキシン液に
て対比染色を行った。染色網膜組織の厚み
を指標として組織障害を評価した。 
   
 
Ｂ-３-５）網膜機能評価 
網膜機能の評価は、網膜電位図 (Electroreti
nogram: ERG) の測定を用いた。マウスを暗
室にて3時間暗順応させた後、ペントバルビ
タール50 mg/kgをマウス腹腔内に投与し麻
酔をかける。1% アトロピン点眼にて瞳孔
を開かせた後、コンタクト電極を角膜先端
に設置し、鉄電極を眼近傍に設置した。皮
下プラチナ針電極は、腹部に設置した。ER
Gは日本光電製のSLS-3100にて20 Jの閃光
にて誘発させ、MEB-9104 (日本光電) にて2
分ごとに30分間計測した。バックグラウン
ド補正は、通常時の明時における反応を2
分ごとに20分間計測したものを使用した。
計測されるα、ß波の増幅は、Neuropack（日
本光電）にて定量した。 

 
（倫理面への配慮） 
本申請研究は、その計画内に遺伝子組み換
え実験、並びに動物実験を計画している。
遺伝子組み換え実験においては、本研究の
遂行に必要十分な遺伝子封じ込めが可能な
実験室（Ｐ１、Ｐ２レベル）を有しており、
安全対策は十分である。動物実験において
も、実験動物の適切な飼育環境を整えると
共に、逃亡防止措置など安全対策は万全で
ある。これらの対応に基づき、本研究は、
長崎大学組み換えDNA実験安全委員会、及
び長崎大学動物実験委員会における承認を
得ている。 
 
Ｃ．研究結果 
Ｃ-１. ProTα活性フラグメントペプチドの
神経細胞死保護効果 
ネクローシス保護を指標としたセルベース
アッセイにて、ProTαのGST融合部分欠損Pr
oTα、活性ペプチドの保護効果を検討したと
ころ、活性ドメイン（30アミノ酸）を同定
することに成功した。さらには、本活性が、
より短鎖のペプチド（9アミノ酸）で保持さ
れることを明らかとした。また、網膜虚血
モデルにおいても効果を有することを明ら
かとした。 
 
Ｃ-２.ProTαの網膜虚血保護 
緑内障モデルである網膜虚血に対してProT
αは虚血後24時間後の硝子体内単回投与で
組織化学的、網膜機能保護効果を有してい
ることを明らかとした。また、本保護効果
は、0.01–1 pmol/µl/eyeで用量依存的であり、
0.1 pmo/µl/eyeで十分な保護効果が認めら
れた。 
 
Ｃ-３.活性ペプチドの網膜虚血保護 
活性ペプチドも上記のC-2と同様に虚血後2
4時間後の硝子体内単回投与で保護効果を
有していた。本効果も用量依存的であり、1
0 pmol/µl/eyeでProTα 0.1–1.0 pmol/µl/eye投
与と同等の保護効果を有することを見出し
た。 
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Ｃ-４.ProTαの先制治療効果機構解明 
ProTαの先制医療の活用を目的として、網膜
虚血2日前単回投与による保護効果を検証
した。虚血後投与と比較して部分的ではあ
るが、有意な保護効果を見出した。本保護
効果は、ProTαの細胞膜受容体の１つである
Toll-like Receptor-4 (TLR-4)を介すること
をTLR-4の抗体による機能吸収実験により
明らかとした。 
 
 
Ｄ．考察 
マウス網膜虚血モデルにおいて 神経保護
効果を有するProTαの活性ペプチドを見出
した。ProTα は虚血処置の前投与でも部分
的保護効果を有しており、標的受容体がTL
R-4である可能性を明らかにした。 網膜疾
患の多くが加齢に伴い慢性の経過をとるこ
とから、 本保護機構の応用は疾患の予防と
慢性化を防ぐ先制医療に繫がると考える。
一方、ProTα、並びに活性ペプチドは虚血後
の24時間投与で完全な保護効果を示した。
本保護効果は、TLR-4とは異なる新たなPro
Tα受容体を介する可能性がある。平成24年
度からは、この詳細なメカニズム解析を行
うとともに、ProTαによる神経新生との関連
を検討し、併せて視神経挫滅モデルや細胞
レベルでの加齢性黄斑変性症に関連したモ
デル実験を行い、効果が確認されたときに
は強膜への薬物送達デバイスを用いた研究
に発展させる。 
 
Ｅ．結論 
本研究では、網膜保護新規候補分子としてP
roTα、並びに活性ペプチドの有効性を見出
した。また、網膜虚血モデルにおける先制
治療において、TLR-4が創薬標的となる可
能性を提示した。これらの研究成果は、新
規の網膜保護候補薬剤の開発に繫がること
が大いに期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
 
 
Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
Halder SK, Matsunaga H, Yamaguchi H, 
Ueda H (2013) Novel neuroprotective action
 of prothymosin alpha-derived peptide agains
tretinal and brain ischemic damages. 
J Neurochem in press. 
 
Halder SK, Sugimoto J, Matsunaga H, 
Ueda H (2013) Therapeutic benefits of 
9-amino acid peptide derived from 
prothymosin alpha against ischemic damages. 
Peptides in press. 
 
Halder SK, Ueda H,Regional distribution an
d cell type-specific 
subcellular localization of Prothymosin alpha 
in brain. Cell Mol Neurobiol 32:59-66,2012. 
 
Halder SK, Matsunaga H, Ueda H,Neuron-s
pecific non-classical release of prothymosin 
alpha: a novel neuroprotective damage-associ
ated molecular patterns. J  Neurochem 123:2
62-275,2012. 
 
Ueda H, Matsunaga H, Halder SK, Prothym
osin α plays multifunctional cell robustness 
roles in genomic, epigenetic, and nongenomi
c mechanisms. Ann N Y Acad Sci 1269:34-
43,2012. 
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 2.  学会発表 
Third International Symposium on 
Thymosins in Health and Disease 
‘Prothymosin alha: its mechanism for 
non-vesicular release and receptors in 
central nervous system’ 
March 14-16, 2012, Washington,D.C. 
 
 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
 1. 特許取得 
 該当無し 
 
 2. 実用新案登録 
 該当無し 
 
 3.その他 
 該当無し 
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Ａ．研究目的 
本研究は、比較的短期間で実現可能な既存
薬や安全性が担保された薬剤ライブラリー
を用いた神経保護薬剤スクリーニングとド
ラックデリバリーシステム（DDS）を確立
することが目的である。分担研究としてH2
4年度は、既存薬ライブラリーで網膜保護効
果の可能性を示したクロトリマゾールの徐
放デバイス化を検討した。また、クロトリ
マゾールの薬効および細胞保護メカニズム
をラット不死化網膜細胞の培養によって検
討した。 
クロトリマゾールは低分子化合物である
ため、昨年度報告したタンパク質等の高分
子化合物の徐放制御システム（PEGDM/コ
ラーゲン微粒子）では薬物透過が早く、別
の制御システムを検討した。TEGDMが低
分子化合物を透過させない性質を利用し、
PEGDMとTEGDMの混合システムによっ
て、低分子化合物を徐放制御する方法を検
討した。 

 
 
 
 
 
 
 

昨年度のスクリーニングによってクロト
リマゾールを見出したが、薬効は10μMの
みで検討していたため、薬効の詳細な検討
を行った。細胞はラット不死化網膜神経節
細胞（RGC5）とラット不死化網膜色素上皮
細胞（RPE-J）を使用した。 
さらにクロトリマゾールの細胞保護メカ
ニズムの検討として、Reactive oxygen spec
ies（ROS）の産生を評価した。ROS産生の増
加は虚血性疾患に見られる細胞反応の１つ
である。酸化ストレスとして細胞を障害し、
細胞をアポトーシスに誘導することが知ら
れている。このROS産生を薬剤が抑制してい
れば、細胞保護のメカニズムとして評価で
きる。今回はROSの評価として、Taliシステ
ムを利用した。TaliはIn vitrogen製のImag
e-based cytometerである。ROS検出液で処
理した細胞懸濁液を専用のスライドにキャ
ストし、分散した細胞の画像を取得し、ROS
-positiveの蛍光標識細胞数をHemocytomet
erの要領で自動的にカウントする。ROS-neg
ativeの細胞数と比較して、ROS産生細胞の
割合を測定した。 
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研究要旨： 
本研究は、比較的短期間で実現可能な既存薬や安全性が担保された薬剤ライブラリー
を用いた神経保護薬剤スクリーニングとドラックデリバリーシステム（DDS）を確立
することが目的である。分担研究として H24 年度は、既存薬ライブラリーで網膜保
護効果の可能性を示したクロトリマゾールの徐放デバイス化を検討した。また、クロ
トリマゾールの薬効および細胞保護メカニズムをラット不死化網膜細胞の培養によ
って検討した。その結果、クロトリマゾールの徐放化では、昨年度報告したタンパク
質等の高分子薬物の徐放制御に用いた PEGDM/コラーゲン粒子システムを改良した
PEGDM/TEGDMシステムで徐放制御できることを見出した。また、クロトリマゾー
ルの薬効では、10μMから 50μMにおいて Dose-dependentに低酸素・低栄養培養に
対して保護効果を示すことがわかった。また、メカニズムについては、Reactive oxygen 
species（ROS）の産生がクロトリマゾールによって抑制されていることがわかった。 
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Ｂ．研究方法 
１．クロトリマゾールの徐放デバイス化 
１－１．デバイスの作製 
薬物リザーバーの作成は、3D CAD(comp

uter assisted drawing)で鋳型の設計図を作
成し、それを「小型NC微細加工機Micro M
C-2(株式会社PMT)」へ取り込み、アクリル
樹脂に掘り込んだ。それからその型を、フ
ルオロシアンでコートし実際に使用する鋳
型とした。その鋳型に 、TEGDM 1mlに2-
Hydroxy-2-methyl-propiophenone 10μlを混
合したプレポリマーを流しUV架橋(25mW/
cm2 - 3min [SEN LIGHTS CORP])して作
製した。作成したリザーバーのサイズは内
径、縦7mm×横7mm×高さ2mm、薬剤充填部
容量は9μlである。徐放制御システムとし
て、PEGDM 1mlに2-Hydroxy-2-methyl-prop
iophenone 10μlを混合したPEGDMプレポリ
マーに、TEGDMを混合(0～100％(v/v))した
ものを使用した。リザーバーにクロトリマ
ゾールをPEGDM/TEGDMでペレット化し
たものを充填後、薬剤上にPEGDM/TEGDM
をキャストし、UV架橋によって薬剤をカバ
ーしてカプセルを作製した。 
 
１－２．HPLCによる徐放量の測定 
 デバイスをPBSに浸漬し、37℃でインキ
ュベートした。定期的にPBSを回収し、新
しいPBSに置換した。回収のタイミングは
クロトリマゾールがPBSに飽和しないよう
に行った。HPLCは島津のProminenceシステ
ムを用いた。あらかじめ検量線を作成し、
PBSに放出されたクロトリマゾール量を定
量した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．クロトリマゾールの薬効 
２－１．細胞培養 

96ウェルプレートにRGC5およびRPE-Jを
播種し、2日間培養した後、クロトリマゾー
ル含有培地（DMEM）に交換した。クロト
リマゾールはあらかじめ0.03％DMSOに溶
解して培地に添加した。1日培養後、クロト
リマゾール含有の低酸素（2％O2）・低栄養
（グルコース0～2.8mM）培地に交換し、低
酸素インキュベーター(2%O2)で培養した。1
日後、MTS法によって細胞数を評価した。 
 
２－２．ROS assay 
 6センチ培養皿にRGC5を播種し、2日間培
養した後、２－１と同様の低酸素負荷培養
を行った。細胞をトリプシン処理で回収し、
CellROX orange（In vitrogen）を添加し30
分インキュベーションした。Taliシステム専
用スライドプレートに10μLの細胞懸濁液
をアプライし、TaliシステムでROS-positive
細胞の検出を行った。コントロールとして、
低酸素負荷を行っていないRGC5を準備し、
TaliシステムでROS-positive細胞のスレショ
ールドラインを引いた。これより高い蛍光
値を示した細胞をROS-positiveと決めた。 
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Ｃ．研究結果 
１．クロトリマゾールのIn vitro徐放性 
クロトリマゾールをPEGDM/TEGDM＝60%/4
0%（P60と略す）でペレット化し、リザーバ
ーに充填し、PEGDM/TEGDM=40%/60%（P40と
略す）とP60の2種類でカバーをした。コン
トロールとして、カバーなしを作成した。
放出量を累積したグラフをFig.1に示す。カ
バーなしのサンプル（Pellet）は最初の数
日でクロトリマゾールが大量に放出され
（初期バースト）、その後一定の放出を認
めた。一方、カバーをしたサンプルは初期
バーストが抑制され、常に一定の放出量を
保っていた。また、1日当たりの放出量は、
P60>P40となり、カバー中のPEGDM比の減少
と対応して、放出量が減少していた。 

Fig.1 クロトリマゾールの放出曲線 
 
２．クロトリマゾールの薬効 
２－１．増殖アッセイ（MTS法） 
RGC5への低酸素・低栄養培養として、2
種類のグルコース濃度の培地（4.5mM：Oxy
gen deprivation（OD）、2.8mM：Oxygen-g
lucose deprivation（ODD））を使用した。
RGC-5の増殖アッセイの結果、ODとODD条件
でともに、クロトリマゾール添加による細
胞保護効果を認めた。OD条件では、クロト
リマゾールが10μMから50μMでDose-depen
dentに保護効果を示した。また、ODD条件で
は、5μMから50μMでDose-dependentに保護
効果を示した。 
 

RPE-Jへの低酸素・低栄養培養として、2種
類のグルコース濃度の培地（4.5mM：Oxygen
 deprivation（OD）、0mM：Oxygen-glucose
 deprivation（OGD））を使用した。RPE-J
の増殖アッセイの結果、RGC-5と同様にクロ
トリマゾール添加による細胞保護効果を認
めた。OD条件では、クロトリマゾールが5μ
Mから50μMでDose-dependentに保護効果を
示した。また、OGD条件では、5μMから50μ
MでDose-dependentに保護効果を示した。 
 
２－２．ROS assay 

RGC-5の低酸素・低栄養培養（ODDおよび
OD）におけるROSアッセイを行った。その結
果、ODD条件では、クロトリマゾールの添
加によってDose-dependentにROS-positive細
胞の割合が減少した（Fig2A）。また、OD
条件においても同様に、クロトリマゾール
の添加によってDose-dependentにROS-positi
ve細胞の割合が減少した（Fig2B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 ROS assay  
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 Ｄ．考察 
クロトリマゾールはイミダゾール系の抗
真菌薬であり、皮膚真菌症の治療に使われ
ている。今回、網膜神経節細胞と網膜色素
上皮細胞の低酸素・低栄養負荷培養に対し
て、10μMから50μMの範囲でDose-depend
entに細胞保護作用を示すことがわかった。
さらにクロトリマゾールは低酸素・低栄養
負荷培養で産生するROSを抑制する可能性
を示した。また、デバイス化によってクロ
トリマゾールの徐放が可能であることを示
した。 
これらの結果は、クロトリマゾールの網
膜保護剤としての新規薬効を示しており、
さらに徐放デバイス化によって、投与量を
調整して副作用を抑制できる可能性があ
り、眼疾患への適用可能性を示している。 

 
Ｅ．結論 
 クロトリマゾールの網膜保護剤としての
可能性を示した。 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
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Ａ．研究目的 
  本研究は、比較的短期間で実現可能な既
存薬や安全性が担保された薬剤ライブラリ
ーを用いた神経保護薬剤スクリーニングと
ドラックデリバリーシステム（DDS）を確
立することが目的である。将来的に人に応
用するための検討として、微細加工法によ
ってデバイス形状を最適化する方法を検討
した。また、網膜変性モデル動物としてウ
サギを使用するため、ウサギ眼用デバイス
の作成を検討した。また、強膜上へのデバ
イス固定方法を検討した。 
微細加工は切削装置のMicroMC-2（PMT 

Co.）を使用した。これはマイクロ単位でア
クリル板上にCAD（Computer aided design）
でデザインした設計図を切削することがで
きる。デバイスの形状をCADで作製し、ア
クリル板に掘って鋳型を作製し、これをも
とにPDMS（ポリジメチルシロキサン）に
鋳型を転写し、この2次鋳型を用いて、DD
Sの基材であるPEGDM(ポリエチレングリ
コールジメタクリレート)を光重合し、デバ
イスを作製している。 

Ｂ．研究方法 
１．デバイス作製用PDMS鋳型の作製 
アクリル板にデバイスのリザーバー形状
を切削した。このアクリル板にPDMSを乗
せ、60℃でPDMSを硬化し、リザーバー形
状をPDMSに転写した。このPDMSをシラン
化処理した。以下、シラン化処理を示す。P
DMSをエタノール、蒸留水の順で10分間ず
つ超音波洗浄し、オーブンで乾燥した。プ
ラズマアッシャー（YHS-R）で30秒間酸素
プラズマ処理を施した。プラズマ処理したP
DMSをシャーレに置き、ドラフト内でシラ
ン（1H,1H,2H,2H-PERFLUOROOCTYLTRI
CHLOROSILANE、WAKO）を2ヶ所に2 µl
ずつPDMSに付かないように垂らし、ふた
をして１時間以上静置した。 
 シラン化処理したPDMS上に別のPDM

Sを乗せて、60℃で硬化した。このPDMS鋳
型が最終形である。 
 
２．デバイス（リザーバー）の作製 

PDMS鋳型に、TEGDM 1mlに2-Hydroxy-
2-methyl-propiophenone 10μlを混合したプ
レポリマーを流し、UV架橋(25mW/cm2 - 3
min [SEN LIGHTS CORP])した。 
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研究要旨： 
本研究は、比較的短期間で実現可能な既存薬や安全性が担保された薬剤ライブラリー
を用いた神経保護薬剤スクリーニングとドラックデリバリーシステム（DDS）を確立
することが目的である。分担研究として H24 年度は前年度から引き続き、将来的に
人に応用するための検討として、微細加工法によるデバイス形状の最適化方法を検討
した。また、網膜変性モデル動物としてウサギを使用するため、ウサギ眼用デバイス
の作成を検討した。また、強膜上に固定するデザインを検討した。その結果、ウサギ
眼に移植可能なデバイスを作成し、薬剤徐放部分が黄斑部まで届いていることを確認
した。また、デバイスに溝をつけることで、縫合糸によって強膜上に固定できること
がわかった。 
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３．ウサギ眼への移植 
白色ウサギの強膜上にデバイスを移植し
縫合した。定期的に眼底検査を行い、眼内
への副作用を検討した。 

 
（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．デバイス鋳型の作製 

CADを利用して、デバイス（リザーバー）
鋳型を設計した。直径2センチの球にフィッ
トするようにデザインした。リザーバーは2
0μLの薬剤ペレットが詰めることができ
るようにデザインした。また、強膜上に挿
入する際に周囲の組織に傷をつけないよう
に、デバイス先端は角のないサークル形状
にデザインした。また、デバイスを強膜上
に固定するために、縫合糸を引っ掛けるた
めの溝を設計した。昨年度からのデバイス
形状の変更点として、眼球周囲組織により
影響の少ない流線型デザインを設計した
（Fig.1A）。これは、デバイス後端部（Fig
1A左側）が徐々に厚みが薄くなる形状を有
している。また、縫合糸を引っ掛ける構造
として、横に4つの溝を設けるデザイン（F
ig1A）と、デバイス後端上方に2本の溝を設
けるデザインを設計した（Fig.1B、赤矢印）。 
 

 
Fig.1 デバイスのCADデザイン（A:流線型
デザイン、B：新規縫合溝デザイン） 
 
２．ウサギ眼への移植検討 
 ウサギ眼へ移植した結果、リザーバーの
薬剤徐放部分は後眼部に届いていることが
わかった（Fig2）。また、ウサギ眼の局面
にしっかりフィットしていることを確認し
た。 
また、強膜への固定用にデザインした2
本の溝に縫合糸がしっかり引っかかり、デ
バイスが強膜上に固定されていた（Fig.2B、
矢印）。 
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Fig.2．デバイス移植後のウサギ眼 
 
Ｄ．考察 
 網膜疾患治療では、黄斑部周囲に薬剤を
届ける必要があるため、できるだけ後眼部
へデバイスのリザーバー部位を挿入する必
要がある。また、徐放面が強膜に密着しな
ければ、Fibrosisが徐放面に侵入し薬剤が吸
収されたり、デバイスと強膜の隙間から薬
剤が逃げて結膜へ吸収され、薬剤送達効率
が悪くなる可能性がある。今回のプロトタ
イプでは、縫合糸による強膜上への固定が
可能となり、強膜への密着が強化された。 
 今後はモデルドラッグで眼内への移行
性、薬物分布を評価し、移行が確認できた
ら、実際の薬物で網膜変性動物に移植し、
治療効果を確認していく。 
 
Ｅ．結論 
 ウサギ眼用のデバイス形状を作成した。
今後は網膜変性ウサギへ移植し、治療効果
を見る検討を行う。 
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