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研究成果の概要（和文）：ヒト羊膜(AM)は眼科で治療に使われているが、含浸した薬剤放出に効果的かどうかは分かっ
ていない。
ハイパードライヒト乾燥羊膜（HD-AM）、グルタルアルデヒド架橋化HD-AM（Glu HD-AM）とポリ-N-p-ビニルベンジル-D
-lactonamide（PVLA）溶媒に、眼刺激はなかった。Glu HD-AMにグルタルアルデヒドが約40ppm（乾燥重量比）残留して
いた。アシクロビル(疎水性)/PVLA含浸HD-AMはヘルペスウイルスによる感染治療に有効で、用量依存的だった。
HD-AMは、ドラッグデリバリーシステムに利用でき、HD-AMとPVLAの組合せで、疎水性薬剤の放出制御の可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The human amniotic membrane (AM) has been widely used in ophthalmic surgery. 
However, it has never been explored that AM is effective for the release of impregnated drugs.
Hyperdry-AM (HD-AM), glutaraldehyde cross-linked HD-AM (Glu HD-AM) and a solvent of 
poly-N-p-vinylbenzyl-D-lactonamide (PVLA) were all found not to cause irritation to the rabbit eye. 
Residual glutaraldehyde in Glu HD-AM was about 40 ppm (dry-weight basis). HD-AM (ACV/PVLA HD-AM) loaded 
Acyclovir (ACV; hydrophobic medicine) containing PVLA-bearing nanospheres (ACV/PVLA) was more effective 
against a herpes simplex virus-1 (HSV-1) eye infection model and its efficacy was dose- and 
volume-dependent.
A combination of HD-AM and PVLA can be working as drug delivery system that may be possible to controlle 
the release of hydrophobic medicines.

研究分野： 境界医学、応用薬理学、ヒト組織利用研究、再生医学、
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１．研究開始当初の背景 
新たな乾燥方法によるヒト乾燥羊膜を眼科
領域、脳神経外科領域、耳鼻科領域、歯科口 
腔外科領域の治療材料として供給し、先の研
究にてその強度の増強技術技術を構築し、そ
れにより機能を付加した乾燥羊膜の作成技
術の構築を目指してきた。  
２．研究の目的 
ハイパードライヒト乾燥羊膜（HD-AM）を
基剤とした薬剤徐放性治療デバイスの開発
を目的とする。HD-AM の安全性を眼刺激性
試験により評価する。有効性をウサギ HSV-1
角膜炎モデルに対して ACV 溶液含浸
HD-AM を結膜嚢内に留置させた群と、ACV
溶液点眼群とで治療効果を比較評価する。 
３．研究の方法 
１）HD-AM およびグルタルアルデヒドにて架
橋させた HD-AM （Glu HD-AM）に生理食塩水
を加えて磨砕し、20mg/mL の羊膜磨砕懸濁液
とし眼刺激試験を行った。ウサギ 2羽 2眼に
懸濁液100μLを点眼した後0.5時間、1時間、
1.5 時間、2時間、4時間、24 時間、48時間、
72 時間まで観察した。対照として対眼に生理
食塩水 100μLを点眼し、同様に観察した。 
状態を Draize 法（表 1）及び KAY&CARANDRA
の眼刺激評価基準（表 2）により評価した。
各試料溶液または生理食塩水を投与する前
に Draize スコアが 0であることを確認した。 

２）①0.5％ACV 溶液：0.1％ACV 溶液に ACV
を 0.5％になるよう添加し、40～45℃で 90 分
間超音波処理して溶解させた。ACV 溶液含浸
HD-AM：HD-AM 片約 400mm2 を、0.1％または
0.5％ACV 溶液 100μL 中に浸漬し、37℃で 1
時間含浸させた。 
②雄性ニュージーランドホワイトウサギ
（SPF,10W(2Kg), 北山ラベス(株)）を 1週間
の検疫馴化後に使用した。HSV-1（McKrae 株）
を Myles らの方法（2003）を改変してウサギ
の角膜に接種した。ウサギ角膜表面を綿棒に
て擦過し、フルオレセイン染色により角膜上
皮の創面が均一であることを確認後、10μl
（1×103pfu/eye）ウイルス液を滴下し、眼瞼
上から 30 秒間マッサージして感染を惹起し
た。 
・点眼麻酔下で 0.1 あるいは 0.5％ACV 溶液
含浸羊膜約 400mm2（ACV 溶液含浸量約 50mg）
を 1 日 3 回、3 時間間隔でそれぞれ 1 時間結
膜嚢内に留置し、これを 3 日間繰り返した。 
・点眼群は、0.5％ACV 溶液 1 回 50μL を 1
日 3回、3時間間隔で 3日間点眼した。 
病状を肉眼及びスリットランプで観察し、
Nauss らの方法（1985）に準じて角膜上皮及
び角膜実質の各評点を合計した。これを SLE
（slit lamp examination）スコアとし、HSV-1
角膜炎の重症度を評価した（表 3）。またフル
オレセイン染色斑の大きさ及び個数も判定
項目とした。片眼に HSV-1 を感染させ、対眼
は非感染無処置とし、感染後 4日目に感染症
状を確認した（図 1）。 

表 1 

表 2 

 

表 3（SLE Score） 

 

 

図１The eye of ocular infections with HSV-1 
in the rabbit.  (A,B) Control. (C,D) Eyes 
infected with HSV-1.  (A,C) Macroscopic 
images.  (B,D) The fluorescent staining for 
the visualization of epithelial defects.  
Arrowhead: geographic ulcer. Arrow: 
dendritic ulcer. 



３）2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）
による誘導体化の後に、逆相高性能液体クロ
マトグラフィ（HPLC）を使用することにより
Glu HD-AM のグルタルアルデヒドの残余の濃
度を測定した。すなわち、0.1gGlu HD-AM を
3ml 0.1M 氷酢酸-NaOH（pH 4.93）で 4℃、O.N.
で抽出した。遠心後、残渣を除去し、3ml 1M
クエン酸塩バッファで pH 3.0 に調整し 40℃、
１hr インキュベートした。0.1ml 70%DNPH（ア
セトニトリルの w/w）で反応させた。DNPH 誘
導化合成物を 2ml の dichlormethane で二回
連続的に抽出した。SpeedVac(R)システム（学
者、Farmingdale、NY）で有機相を蒸発乾固
し、500μl のアセトニトリルで溶解した。
HPLC システム［SPD-10Avp 紫外線検出器、
Inertsil(R) ODS-3 、 LC-10ATvp Liquid 
Chromatograph シリーズ（島津、京都）、（15cm
／4.6mm、40℃ の i.d.;3μm の粒径;GL 
Sciences、東京）、移動相＝アセトニトリル：
水（70:30 の v/v）、流速 1.2ml/分］で 360nm
のピークを測定した。グルタルアルデヒド
-DNPH 滞留時間は 4.6 分で、定量限界は 50nM
であった。 
４．研究成果 
１）HD-AM の安全性（眼刺激性試験） 
HD-AM、Glu HD-AM および PVLA 溶液（基材溶
液）の評価を Draize 法で判定した結果いず
れも 0であった（表 4）。また、KAY&CALANDRA
の眼刺激評価基準法での判定でも「無刺激」
と分類された。 
2 つの判定からそれぞれ眼刺激性はないもの
と評価した。 

２）グルタルアルデヒドの残留濃度 
グルタルアルデヒドの抽出物濃度は、No.1 と
No.2検体のための3.29μMと3.73μMであっ
た（表 5）。平均グルタルアルデヒドが乾燥重
量ベースで約 40ppm であると推定された。 

３）薬剤の投与方法の違いによる治療効果の
比較（ACV-PVLA含浸HD-AM vs ACV-PVLA点眼） 
7 日目（感染・治療後）、点眼治療は、樹枝状
潰瘍のウサギが 2匹、地図状潰瘍のウサギが
1 匹になった。ACV/PVLA HD-AM 治療では、3

匹のウサギにおいて、樹枝状潰瘍が観察され
た。直径（φ）または上皮不足の矩形の領域
は、点眼治療を受けている群で 1.0-2.0mm で
あった。φまたは上皮不足の矩形の領域は、
ACV/PVLA HD-AM 治療群で 0.5-1.0mm であった。 
治療効果は含浸群の方が強かった。 

４）投与量の違いによる治療効果の比較
（0.1% 1piece vs 0.5% 3pieces of ACV-PVLA
含浸 HD-AM）  
7 日目（感染・治療後）、0.1%の ACV/PVLA HD-AM
シート一つでの処置または 0.5%の ACV/PVLA 
HD-AM シート三つでの処置で、HSV-1 感染の
病状悪化は、用量依存的（図 4）に減少した）。 
0.5%の ACV/PVLA HD-AM 治療は、6 と 7 日に、
有意に強い抑制を成し遂げた。 
7 日目（図 4 b）に、0.1%の ACV/PVLA HD-AM
治療では上皮が欠損している部分の数と大
きさは、0.5%の ACV/PVLA HD-AM 治療より非
常に大きかった。 
 

表４ 

表 5 

 

 

図 2 Time course of SLE (Slit Lamp score) score treated 
by 0.5% ACV/PVLA solvent eye drop or 0.5% ACV/PVLA 
HD-AM sheet for ocular infection.   
a) ACV mitigated the symptoms of virus infection in 
rabbit eyes.  The treatment was started from day 4 to 
6, and the scores were taken after treatment on days 4, 
5, 6 and 7.  ■: Control; ▲: 0.5% ACV/PVLA solvent 
eye drops; ●: 0.5% ACV/PVLA HD-AM sheet (1 piece).  
The values shown are the means ± S.E.M. of triplicate 
assays.  Double and single asterisks (＊  and ＊＊) 
indicate significant differences at the level of P<0.05 
and P<0.01 by Student’s t-test, respectively.  b) Gross 
lesion score levels of rabbits treated with different 
method on day 7. 
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