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研究成果の概要（和文）：現在眼内新生血管疾患に対しては、抗VEGF薬の眼内注射による治療が行なわれてい
る。今回新規薬剤を用いた軟膏剤の開発を行った。これまでの研究で得たSRPK阻害効果のある化合物を用いて、
眼軟膏剤を作成し、脈絡膜新生血管モデルマウスに投与した。コントロールとして使用した基材のみの軟膏塗布
に比べ、化合物含有軟膏を塗布にて、有意な新生血管抑制効果を認めた。次に眼内での効果をより高めるため、
化合物のプロドラッグ体の作成を試みた。まず効果を確認した化合物の大量合成を行い、これまで報告されてい
るプロドラッグ体を参考に、SRPK阻害剤のアセチル化体を作成した。

研究成果の概要（英文）：Intravitreous injection of anti-VEGF antibodies has been demonstrated to 
cure intraocular neovascularization. We developed an eye ointment containing new SRPK inhibitor to 
reduce the risk of several complications by intraocular injection. In a mouse model of laser-induced
 choroidal neovascularization, topical administration of eye ointment containing SRPK inhibitor 
significantly inhibited choroidal neovascularization than that of control ointment. We tried to make
 a pro-drug of the SRPK inhibitor that is more efficient. We synthesized that compound in large 
quantity and got an acetylated derivative of the SRPK inhibitor referring to previous report.

研究分野： 眼科

キーワード： 血管新生阻害
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
(1) 眼内血管新生と VEGF  
眼内血管新生が原因となる疾患として、糖尿

病網膜症や加齢黄斑変性などがあげられる。

糖尿病網膜症は我が国の失明原因の第 2 位
で、患者数はおよそ 300万人と言われている。
網膜光凝固術や手術など治療の進歩に伴い、

失明に至る患者は減少しているが、ライフス

タイルの欧米化により糖尿病患者が増加し

ているため、依然として失明を回避する治療

が重要である。また加齢黄斑変性は失明原因

の第 3 位であり、推定患者数は 69 万人と言
われている。高齢者の増加のため、1998 年
から 2007年の 9年間で患者数は約 2倍に増
加しており、今後も増加が見込まれる。血管

新 生 に は VEGF(Vascular Endothelial 
Growth Factor; VEGF)が関与しており、
2006 年滲出性加齢黄斑変性に対し、抗
VEGF 薬(ラニビズマブ)が認可され、現在加
齢黄斑変性の多くの症例で使用されている。

抗 VEGF薬の誕生以前は、加齢黄斑変性症に
対して外科治療が行われていたが、治療して

も視機能の維持が困難であった。しかし抗

VEGF薬により、視機能を維持および改善で
きる症例が増え、抗 VEGF薬の使用量は増加
の一途をたどっている。前述のように加齢黄

斑変性患者数が増加しており、またラニビズ

マブは 2013 年 8 月には網膜静脈閉塞症へ、
2014 年 4 月には糖尿病網膜症へも適応拡大
されており、今後さらに抗 VEGF薬の使用が
増えていくと考えられる。 
(2) 現行の抗 VEGF治療の問題点・改善点   
現行の抗 VEGF 薬は分子量の大きい抗体で
あり、投与法が硝子体注射に限られている。

硝子体注射は感染予防などの目的で、手術に

準じた設備や準備が必要であり、患者だけで

なく、医師にとっても負担である。今後

VEGF投与の増加が予想されるため、硝子体
注射より負担が少なく、安全な眼軟膏や点眼

剤の開発が望まれる。  

(3) VEGFと SRPK   
細胞内のすべてのタンパク質は mRNA を
鋳型にして合成される。この mRNA はゲ
ノム DNA を鋳型として合成あれる

pre-mRNAから RNAスプライシングによ
り複数生成される。この RNA スプライシ
ングには、セリンやアルギニン残基が多い

タンパク質(セリンアルギニンリッチ；SR)
タンパク質が重要な役割を担っている。こ

の SR タンパクは細胞内で、いくつかのキ
ナーゼにリン酸化される。リン酸化された

SRタンパク質は pre-mRNAに結合し、ス
プライシングを促すとされている 1)。我々

は SR タンパク質リン酸化キナーゼのひと
つである SRPKの阻害剤、SRPIN340を開
発し、ウイルス増殖抑制効果があることを

報告した 2)。その後 SRPIN340 が VEGF
活性阻害を介し、眼内新生血管を抑制する

ことが明らかになった 3)。しかし SRPKが
VEGF スプライシングに及ぼす影響につ
いては、不明な点も多い。  
(4) 新規 SRPK阻害剤の取得   
約 72000 種の化合物ライブラリから、In 
silicoおよび In vitro kinase assayを行い、
最も SRPK 阻害活性の高い化合物を取得し
た。脈絡膜新生血管モデルマウスを用い、ス

クリーニングで取得した SRPK 阻害剤を用
い、硝子体注射を施行し、in vivoでの効果を
確認したところ、既報で血管新生抑制効果を

認めた SRPIN340 よりも高い新生血管阻害
効果を認めた。また濃度依存的に血管新生抑

制することも確認している。 
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２．研究の目的 
(1)	新規 SRPK 阻害剤眼軟膏作成	

これまでの実験で得られた新規 SRPK 阻害剤

の眼軟膏剤を作成する。	

(2) 新規 SRPK阻害剤眼軟膏の血管新生抑制
効果確認 
上記にて作成した眼軟膏を脈絡膜新生血管

モデルマウスに投与し、血管新生抑制効果を

確認する。 
(3) SRPK 阻害剤のプロドラッグ体作成およ
びプロドラック体眼軟膏の血管新生抑制効

果確認 
薬剤の眼内移行性を改善すると、より血管新

生抑制効果が高くなることが期待されるた

め、薬剤の化合物濃度を低くすることができ

ると考えられる。1.で薬効を確認できた眼軟
膏より眼内移行性の良好な化合物の取得を

目指し、化合物のプロドラッグ化を行い、眼

軟膏を作成する。2.と同様の方法で血管新生
抑制効果を確認する。 
(4) SRPK 阻害剤による血管新生の形態学的
変化の検討 
SRPK阻害局所薬を投与した新生血管モデル
マウスの摘出眼球から作成した切片および

網 膜 光 干 渉 断 層 計 (optical coherence 
tomography; OCT)を用いて血管新生の形態
変化を観察する。 
(5)SRPK 阻害剤による眼組織での VEGF 
mRNAの変化の確認  
SRPK 阻害剤による VEGF スプライシング
の変化については不明な点が多い。そのため

SRPK 阻害剤投与による眼組織での VEGF 
mRNAの変化を確認する。 
 

３．研究の方法	

(1)	新規 SRPK 阻害剤眼軟膏作成	

眼軟膏剤は硝子体注射と比較し、容易にかつ

安全に投与できるため、これまでの実験で血

管新生阻害効果を確認した SRPK 阻害剤の眼

軟膏剤を作成する。一般的な基剤としては白

色ワセリンやパラフィンを用いる予定であ

る。	

(2)新規 SRPK 阻害剤眼軟膏の血管新生抑制効

果確認	

レーザーを用いた脈絡膜新生血管モデルマ

ウスを用いる。具体的には麻酔下で６週〜８

週齢の	C57BL6J マウスの眼底に、アルゴンレ

ーザーを照射し、新生血管を作成する。なお

このモデルは既	存の抗 VEGF 薬開発でも用い

られている方法である。レーザー照射直後よ

り、１日１〜３回眼軟膏	剤を眼表面に塗布

する。レーザー照射７日後、麻酔下で左室よ

り FITC-Dextran を灌流し、眼球を	摘出する。

摘出後、眼球を開いてフラットマウントを作

成し、蛍光顕微鏡にて、血管新生の面積を測

定する。コントロール眼軟膏と比較し、SRPK

阻害眼軟膏剤が血管新生を抑制しているか

を確認する。	

(3)	SRPK阻害剤のプロドラッグ体作成および

プロドラック体眼軟膏の血管新生抑制効果

確認	

眼局所薬の眼内移行性、特に角膜透過性にお

いては、化合物の脂溶性が重要な因子である。

通常点眼基剤に溶解するには、水溶性を高め

る必要があるが、水溶性が高く、脂溶性が低

い化合物の場合、角膜透過性が低下がする。

現在認可されているプロドラッグ化点眼剤

として、非ステロイド性抗炎症薬のネパフェ

ナクが挙げられる 1。ネパフェナクはアンフ

ェナクのプロドラッグ体であり、アンフェナ

クに比べ、角膜透過性が高く、嚢胞様黄斑浮

腫にも効果があるとされている 2。	

既報を参考にこれまでのスクリーニングで

取得した新規 SRPK 阻害剤のプロドラッグ体



の合成を行い、より眼内移行性の高い化合物

の取得を目指す。	

(4)	SRPK阻害剤投与による血管新生の形態学

的変化の検討	

一定期間眼軟膏剤を投与した脈絡膜新生血

管モデルマウスより眼球を摘出する。４％パ

ラホルムアルデヒドにて固定後、スクロース

溶液で置換し、凍結させる。凍結切片を作成

し、免疫染色にて新生血管を染色し、形態学

的変化を観察する。生体内での新生血管の観

察が必要である場合は、0.4％トロピカミド

溶液にてマウスを散瞳させた後、麻酔下にて

光干渉断層計を用い、脈絡膜新生血管を観察

する。	

(5) SRPK 阻害剤投与による眼組織での

VEGFの変化 
脈絡膜新生血管モデルマウスに眼軟膏剤を

投与する。一定期間後、網膜および脈絡膜を

採取し、それぞれから RNA を抽出する。

Reverse	Transcript 試薬を用い、cDNA を作

成した後、定量 PCR を用い、VEGF	mRNA 量を

測定する。また摘出した組織よりタンパクを

抽出し、ELISA 法にて VEGF タンパク量を測定

する。	

<参考文献> 
1. Topical ophthalmic NSAIDs: a discussion with 

focus on nepafenac ophthalmic suspension. 

Gaybes BI, Callanan D. Clin Ophthal mol. 

2:355-368, 2008 

2.Cystoid and diabetic macular edema treated 

with nepafenac 0.1%. Hariprasad SM, et al.J 

Ocul Pharmacol Ther. 23:585-590, 2007   

	

４．研究成果	

(1)	新規 SRPK 阻害剤眼軟膏作成	

化合物スクリーニングによって得られた新

規 SRPK 阻害剤を用い、眼軟膏剤を作成した。	

基材として白色ワセリンと液体パラフィン

を用いた。まず効果を確認するため、化合物

10%含有の眼軟膏剤を作成した。眼軟膏剤は

経時的な含有量低下もなく、室温・光照射下

でも安定していた。	

(2)新規 SRPK 阻害剤眼軟膏の血管新生抑制効

果確認	

C57B/6J マウスの両眼にアルゴンレーザーを

照 射 し 、 脈 絡 膜 新 生 血 管 (Choroidal	

NeoVascularization;CNV)モデルマウスを作

成した。レーザー直後より、1 日３回、７日

間、基材のみのコントロール眼軟膏及び化合

物含有眼軟膏をそれぞれマウスの両眼に点

入した。なお眼軟膏の塗布には Gilson 社の

マイクロマンを使用し、7µl 定量し、眼表面

に点入した。レーザー照射 7日後、麻酔科に

左室より Sigma 社の FITC-Dextran を灌流し、

眼球摘出を行った。摘出眼は 4%パラホルムア

ルデヒド液で固定した後、角膜・水晶体・網

膜を除去し、フラットマウントを作成した。

Keyence 社の傾向顕微鏡にて新生血管を作成

し、血管面積を計測した。なおレーザーにて

網膜下出血や硝子体出血を認めた個体は除

外した。結果、コントロール眼軟膏塗布群

(28981+/-2532.8µm2)と比較して、化合物含有

眼軟膏群(19777+/-1836.6µm2)で有意な新生

血管抑制効果を認めた。	

(3)	SRPK 阻害剤のプロドラッグ体作成	

プロドラッグ体作成のために、まず化合物の

大量合成を行った。大量合成で取得した化合

物は、実験で使用した SRPK 阻害剤と一致し

ていることを確認した。これまで報告されて

いるプロドラッグ体を参考に、軟膏剤で効果

を確認した SRPK 阻害剤のアセチル化体を作

成した。しかしモデルマウスを用いた実験に

て使用する軟膏を作成するに必要量の化合

物を取得するのが困難であり、モデルマウス

での効果実験まで至らなかった。	

(4)	SRPK阻害剤投与による血管新生の形態学

的変化の検討、及び	(5) SRPK阻害剤投与に
よる眼組織での VEGFの変化 
SRPK 阻害剤投与による眼組織で VEGF の変化

を確認するため、マウス網膜及び脈絡膜・強



膜複合体からの RNA 抽出、cDNA 作成、Reverse	

Transcription-PCR を試みた。網膜や脈絡

膜・強膜の組織全体より RNA 抽出を行うと、

レーザーを施行した部分以外の組織が多く

含まれるため、レーザーを施行した部分のみ

の組織を部分的に採取して、RNA 抽出を試み

たが、サンプル量が微量のため、VEGF	mRNA

を確認することができなかった。またレーザ

ー数を増やし、採取する組織量も増やしたが、

確認するに至らなかった。動物組織の VEGF	

mRNA の変化を同定するのが困難であったた

め、網膜色素上皮細胞を用いた実験で、SRPK

阻害剤による VEGF	mRNA を確かめた。これま

で我々は VEGF	mRNA の低下に関して確認して

いたが、既報では RNA スプライシングによる

VEGF のアイソフォーム変化による血管新生

阻害が報告されていたので、スプライシング

変化について検討した。化合物を添加した網

膜色素上皮細胞から RNA 抽出し、VEGF	mRNA

を確認したが、既報にあるような新生血管阻

害効果のある VEGF のアイソフォームの存在

は確認できなかった。	
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