
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ５月１８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：加齢黄斑変性は成人失明の主要原因である。これまで光線力学的療法が標準

的な治療法であったが最近、抗血管内皮増殖因子(VEGF)療法の有効性が欧米で示され、国内で

も治療の選択肢となってくるが、４~６週間ごとの硝子体内注射を必要とするため合併症が懸

念される。注射回数を減らして有効濃度を保てるようなドラッグデリバリーシステムの開発の

ため、ゼラチンハイドロゲルシートを作製したところ、ポリイオンコンプレックスを形成して

抗体を結合できることがわかった。また siRNA を産生するプラスミドをマウスの静脈内に大量

投与すると網膜内に導入可能であることがわかった。VEGF 発現に関与している ICAM-1 の発現

を抑える siRNA 導入で培養細胞における ICAM-1 の発現を抑制することができた。今後、大型動

物における抗 VEGF 抗体の徐放試験、siRNA 導入試験を進めていく。 
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性は高齢者の失明の主要原因で
あり、有効な治療法の開発は高齢者の失明防
止の観点から社会的意義も非常に大きい。現
在、光線力学的療法（PDT）が国内における
標準的な治療法であるが、海外で有効性が示
された抗血管内皮増殖因子（VEGF）療法が国
内でも認可され、より有効な治療法として期
待されるが、薬剤の半減期に関連して４~6

週間ごとに眼内に薬剤を注射する必要があ
り、薬剤だけでなく注射手技に関連する合併
症の危険が懸念される。そのため、薬剤投与
回数を減らして、薬剤の有効濃度を長期に保
てるようなドラッグデリバリーシステムの
開発が望まれるが、低分子量の薬剤と違い、
抗体やサイトカインの徐放には製造段階で
の加熱処理は薬剤失活の原因となり開発の
壁となっている。 
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２．研究の目的 
抗体やサイトカインを眼内に徐放できる新
しいドラッグデリバリーシステムを開発す
ることである。 
 
３．研究の方法 
(1) ゼラチンハイドロゲルシートの作製：等
電点４および９のゼラチンを３７度で蒸留
水に溶解して１０％水溶液を作り、グルター
ルアルデヒド溶液の濃度を変えて添加した
後、速やかにプリプロピレンシート上に流し
たものを４度に冷却して表面にゼラチンハ
イドロゲルの薄膜を形成させ、そのまま加湿
環境で 14 時間静置してゼラチンを架橋させ
る。その後、３７度のグリシン溶液中で残存
したグルタールアルデヒドに由来する反応
基を中和させたものを洗浄して凍結乾燥に
よりゼラチンハイドロゲルシートを得た。 
 
(2) 抗体、サイトカインのゼラチンハイドロ
ゲルへの結合性試験：ゼラチンハイドロゲル
への抗体やサイトカインの結合性を、ゼラチ
ンの等電点の違い、グルタールアルデヒドの
濃度（架橋率）によって検討した。 
 
(3) 培養ヒト臍帯静脈血管内皮細胞への
siRNA 導入実験：siRNA 導入可能かどうか検
討するために、糖負荷による ICAM-1 の発現
亢進を抑制できるかどうか ICAM-1 特異的
siRNA を培養網膜色素上皮細胞に導入して検
討した。 
 
(4) マウスへのプラスミド siRNA の導入試
験 ： hydrodynamics-based transfection 
technique を用いてマウスに静脈内大量投与
を行い、網膜内にプラスミドが導入可能か
GFP 発現プラスミドで確認した。次に、ICAM-1
特異的 siRNA を組み込んだプラスミド導入に
より、STZ 誘発糖尿病マウスにおける ICAM-1
の発現亢進を抑制できるか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ゼラチンハイドロゲルの乾燥シートを
作製した。水溶液に浸してもゲルシートとし
て手術操作に耐える強度を確認した。グルタ
ールアルデヒドの濃度を上げると架橋率が
上昇し含水率低下、生体での分解性が低下す
ることがわかった。 
 
(2) 塩基性サイトカインでは酸性（等電点
４）のゼラチンで作製したシートに有為に結
合した。等電点が 6-8 の抗体においてはいず
れのゼラチンにも結合可能であることが確
認できた。ゼラチンハイドロゲルの架橋率を
上げると、シートに結合させたサイトカイン
は放出が緩徐になり長期に徐放できること

が確認できた。 
 
(3) 培養血管内皮細胞に糖負荷を行うと
ICAM-1 の発現が亢進したが、ICAM-1 特異的
siRNA を導入することによりこの発現が抑制
できることを確認した。また、siRNA の導入
は蛍光標識 siRNA を用いて確認した。導入に
よる細胞毒性も認めなかった。 
 
(4) GFP 発現プラスミドのマウスの静脈内に
大量投与した網膜の切片を蛍光顕微鏡で観
察した結果、網膜内にプラスミドが導入され
ることが確認された。また、STZ 誘発糖尿病
マウスにおける ICAM-1 の発現を ELISA で確
認し、ICAM-1 特異的 siRNA を徐放可能なプラ
スミド導入によりこの発現亢進が抑制でき
ることが確認された。 
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