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研究成果の概要（和文）：リポソームによる薬物治療を目的として蛍光標識リポソームの作製を行った。様々な
タンパク質を内包した。いずれのタンパク質内包リポソームも粒子径を測定したところ、粒子径100nmを有して
いた。IgG内包リポソームを作製し、冷蔵保存をしたところ、13か月後においても粒子径89nm、内包タンパク質
濃度が1.3mg/mlであり、長期にわたって安定することが証明された。蛍光色素内包リポソームからの漏出量の評
価したところ、30日間は粒子径分布に大きな変化は認められなかった。60日後の漏出量は3.436μgであった。薬
剤内包リポソームが網膜静脈閉塞症に対する薬物治療の手段となりえる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Fluorescently labeled liposomes were prepared for the purpose of drug 
treatment with liposomes. A variety of proteins were encapsulated. The intensity-average diameter of
 the liposomal nanoparticles was approximately 100 nm. Liposomes encapsulated with human 
immunoglobulin were prepared and characterized. The size of liposomes remained 89nm until 13 months 
at 4 degree. The leakage amount at 60 days was approximately 3.436μg. The liposomes can lead to the
 slow and controlled release of drug. These results suggest that liposomes encapsulated with drug 
may be feasible for antibody treatment of retinal vein occlusion.

研究分野：眼科学

キーワード： 網膜静脈閉塞症　たんぱく質　リポソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リポソームは生体膜に大量に存在するリン脂質、コレステロールなどを主成分とする人工の脂質二重膜でできた
粒子径100nmの微細なカプセルである。封入する薬剤については、直接化学修飾する必要がないので、実用化へ
の過程が短くてすむ。抗体や糖脂質などをリポソーム表面に組み込むことにより、特定の組織、細胞に対して標
的指向性をもつリポソームを作製できる。また作製した薬剤内包リポソームに薬剤徐放効果があることがわかっ
た。この標的指向性薬剤内包リポソームを用いることで、網膜静脈閉塞症に対する抗VEGF阻害薬の硝子体内投与
に代わる新たな創薬コンセプトの確立への手掛かりとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）リポソームは生体膜に大量に存在するリン脂質、コレステロールなどを主成分とする人
工の脂質二重膜でできた粒子径 100nm の微細なカプセルである。リポソームは DDS（drug 
delivery system）や薬物キャリアーとして研究されてきた。封入した物質が免疫機構により異
物として認識される可能性が低く、カプセル化することにより組織障害性や、毒性も軽減され
る。封入する薬剤については、直接化学修飾する必要がないので、実用化への過程が短くてす
む。さらに、抗体やレクチン、糖脂質などをリポソーム表面に組み込むことにより、特定の組
織、細胞に対して標的指向性（能動的ターゲティング）をもつリポソームが作成できる。この
ような特色は臨床的にみて非常に有利な点である。リポソームを利用する系は実験的に効果が
上がることが判明すれば、直ちに臨床実用化が可能な点で現時点では最も有望なものであろう。
しかし、標的指向性をもつリポソーム研究がはじまってから日が浅く、眼科臨床への応用を念
頭においた研究もまだ数少ないのが現状である。 
 
（２）網膜静脈閉塞症は、加齢とともに有病率が高くなり、日本人では 40歳以上の約 50 人に
1人（2.1％）に発症し、有病率は他のアジア人や白人より高く、日本人にとって重要な疾患で
ある。発症すると血流量が低下して網膜が虚血、低酸素状態に陥ると血管内皮細胞増殖因子
（Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF）などのサイトカインが過剰に産生される。過
剰な VEGF により血管の透過性が亢進し網膜浮腫が生じるとともに、血管新生が生じる。治療法
としてはいずれも対症療法であり、確実に有効な治療法が現在も確立されていないのが現状で
ある。近年、VEGF 阻害薬の硝子体内投与が主流となっている。VEGF 阻害剤は治療効果の持続が 
短く、再投与を要する症例が多いため投与回数の多さが課題となっている。そのため、ヒトに
近いモデル動物を用い、網膜静脈閉塞症に対する新たな治療法を開発することが喫緊の課題で
ある。 
 
２．研究の目的 
網膜静脈閉塞症に対する抗 VEGF 薬硝子体内投与は治療効果の短さ、投与回数の多さが障壁とな
っている。ヒトに近いモデル動物を用いて、新たな治療法を開発することが課題である。本研
究では、ヒトへの近似度が高いカニクイザルを用いた網膜静脈閉塞症のモデル動物を確立する。
さらに、抗体や糖脂質をリポソーム表面に修飾させることにより、眼内局所濃度を高める能動
的ターゲティング機能をもつ標的指向性リポソームを作製する。抗 VEGF 薬（ベバシズマブ）、
フリーラジカルスカベンジャーであるエダラボン、抗血小板薬であるアスピリンをリポソーム
に封入し、標的指向性薬剤内包リポソームを作製する。カニクイザルの硝子体内にリポソーム
を投与し、カニクイザル網膜静脈閉塞症モデルにおける網膜構造および網膜血管異常の改善効
果を評価し、これを基に、網膜静脈閉塞症の新たな創薬コンセプトの確立に挑むことが本研究
の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）蛍光標識リポソームの作製。リポソームの主成分であるリン脂質、コレステロールなど
の各脂質を秤量し、クロロホルム/メタノールに溶解する。エバポレーターで溶媒を除去後、真
空乾燥して脂質膜を得る。脂質膜を水和し超音波処理を行いミセル懸濁とする。ミセル混濁液
を限外濾過にかけ、リポソームを作製する。リポソーム溶液に架橋試薬を添加してリポソーム
表面に fluorescein isothiocyanate（FITC）を修飾する。蛍光標識することで眼内へのリポソ
ームの取り込みを非侵襲的に評価できる。 
（２）カニクイザルを用いた網膜静脈閉塞症のモデルの作製。全身麻酔下でカニクイザルの網
膜静脈に対しレーザー光凝固装置にて網膜の静脈血管を凝固し、静脈閉塞を作製する。網膜動
静脈交差部付近の静脈血管分岐部を凝固して静脈分枝の閉塞を作製する網膜静脈分枝閉塞症と、
視神経乳頭付近の静脈血管を凝固して網膜中心静脈の閉塞を作製する網膜中心静脈閉塞症の 2
類の静脈閉塞症を作製する。網膜静脈閉塞症が発症すると血流量が低下して網膜が虚血、低酸
素状態に陥り血管内皮細胞増殖因子（Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF）などのサ
イトカインが過剰に産生される。過剰な VEGF により血管の透過性が亢進し網膜浮腫が生じると
ともに、血管新生が生じる。 
（３）標的指向性リポソームの作製。蛍光標識リポソーム溶液に架橋試薬を添加しリポソーム
表面に炎症部位の血管内皮細胞に発現上昇が見られる E-セレクチンに対する抗 E-セレクチン
抗体、E-セレクチン分子に特異的に結合する糖鎖であるシアリルルイス X（SLX）、抗 CD54（ICAM-1）
抗体、を修飾し標的指向性を持たせる。 
（４）標的指向性リポソームの評価。生理食塩水に作製した標的指向性リポソームを添加する。
37℃の恒温装置内に入れ、限外濾過を行いリポソームの粒子径分布、脂質定量、リポソーム内
の残存薬剤濃度を検討する。 
 



４．研究成果 
（１）蛍光標識リポソームの作製：改良コール酸除去法により、リポソームにタンパク質を内
包した。tPA、ブタ IgG、β-galactosidase、Heparine、HSA-Cy5.5 の各蛋白質を内包した。内
包率は各々、3.0%、4.3％、5.9％、0.4％、2.5％であった（図１）。いずれのタンパク質内包リ
ポソームも動的光散乱法により粒子径を測定したところ、粒子径 100nm を有しており、空リポ
ソームと比較してもリポソームの崩壊などは観察されなかった（図２）。次にヒト IgG を用いて、
IgG 濃度 25mg/ml の IgG 内包リポソーム（リポソーム組成 2 種類）が作製可能であるか検討し
た。脂質成分 DPPC/DPPE/DCP/Cholesterol/Ganglioside (15/5/5/40/15 モル比) を秤量し、改
良コール酸除去法により、IgG 内包リポソーム溶液を得た。得られたリポソーム溶液に架橋試
薬 BS3 を加えて撹拌し、リポソーム膜上にヒト血清アルブミンを結合させた。粒子径、脂質濃
度、内包 IgG 濃度を測定した。IgG 内包リポソームは、粒子径 125nm、内包 IgG 濃度が 2.11mg/ml
であった。ヒト血清アルブミンを結合させた IgG 内包リポソームは、粒子径 111nm、内包 IgG
濃度が 1.66mg/ml であった。濃縮操作により、IgG 濃度 25mg/ml のリポソームとすることが可
能であった。内包効率は使用 IgG 量の 21.1%、16.6%であった。Cｙ5.5 内包リポソーム（蛍光色
素内包リポソーム）を作成したところ、粒子径 82nm、内包タンパク質濃度が 1.4mg/ml であっ
た。冷蔵保存をしたところ、13か月後においても粒子径 89nm、内包タンパク質濃度が 1.3mg/ml
であり、長期にわたって安定することが証明された（図３）。眼球内への 1回の投与量が 0.05ml
であるとすれば、各々64回分、48回分に相当し、実験使用上可能なリポソームが作製できるこ
とが判明した。 
図１ 各内包物質の内包率           図２ リポソームの粒子径分布 

 
図３ 冷蔵保存時の内包タンパク質保持率 
 

 平均粒子径 

（nm） 

内包タンパク質濃度

（mg/ml） 

Day0 82 1.4 

13 か月後 89 1.3 

保持率（%）  93 

 
 
（２）蛍光色素内包リポソームからの漏出量の評価：作製した Cｙ5.5 内包リポソーム（蛍光色
素 内 包 リ ポ ソ ー ム ） か ら の C ｙ 5.5 漏 出 量 を 評 価 し た 。 脂 質 成 分
DPPC/DPPE/DCP/Cholesterol/Ganglioside (15/5/5/40/15 モル比) を秤量し、改良コール酸除
去法により、HSA-Cy5.5 内包リポソーム溶液を得た。得られたリポソームは粒子径 130nm、ζ電
位-13.4mV、HSA-Cy5.5 濃度 3.05mg/ml、脂質濃度 3.61mg/ml、HSA-Cy5.5/脂質 0.84mg/ml であ
った（図４）。 
 
図４ 内包リポソームの物性 
 

粒子径(nm) 
ζ電位
(mV) 

濃度(mg/ml) 
脂質濃度
(mg/ml) 

HAS-Cy5.5/ 
脂質(mg/mg) 

130 -13.4 3.05 3.61 0.84 
 
漏出量の検討は以下の通りに行った。8 mL の生理食塩水にリポソームを 0.1 mL 添加し 37 ℃の
恒温装置内に静置した。0, 3, 7, 14, 30, 45, 60 日後に、1ml を抽出し、限外濾過により、漏
出した HSA-Cy5.5 を除去し粒子径分布、ゼータ電位、HSA-Cy5.5 定量を行った。粒子径は、0, 3, 
7, 14, 30, 45, 60 日後に各々、130, 523, 429, 475, 477, 443, 404nm となり、3日後に大き



く大粒径側にシフトした。リポソームからの漏出量は、3, 7, 14, 30, 45, 60 日後に各々、55.0, 
54.6, 53.6, 59.5, 62.4, 55.9%となり、60 日後までほぼ一定の漏出率であった。早期に粒子
径分布の変動が大きく、リポソームが 3日程度で不安定化し、抗体を漏出していると考えられ
た。そのため、リポソーム表面上をアルブミンコートすることでリポソームの安定化を図った。
その結果、粒子径は、0, 3, 7, 14, 30, 45, 60 日後に各々、130, 119, 121, 133, 136, 147, 
150nm となった（図５）。 
 
図５ 粒子径の経時的変化 

30 日間は粒子径分布に大きな
変化は認められなかったが、60
日後には、粒子径分布の幅が大
きくなり、大きな粒子径を有す
るリポソームまたは凝集体の
存在が示唆された。漏出率に関
しては、3, 45 日後において、
8, 36%と初期は低い漏出率を
示し、経日的な漏出率の増加が
認められた。徐放効果がある蛍
光標識リポソームが作製でき
ることが判明した。 
 
 
 

（３）薬剤内包リポソームの評価：作製した Cｙ5.5 内包リポソーム（蛍光色素内包リポソーム）
に抗 VEGF 薬（アバスチン）の内包を試みた。各脂質を秤量し、クロロホルム/メタノール（1:1 
容量比）に溶解し、改良コール酸除去法によりアバスチン,HSA-Cy5.5 内包リポソーム溶液を作
製した。作製したリポソーム溶液は、粒子径 132nm、ζ電位-50.0mV、アバスチン濃度 40.0mg/ml、
脂質濃度 27.1mg/ml であった。37℃の恒温装置内に静置して、0, 3, 7, 10 日後に、限外濾過
により、リポソームから漏出したアバスチンを除去し、粒子径分布、ゼータ電位、リポソーム
溶液中のアバスチン定量（Bradford 法、ELISA 法）を行った。漏出アバスチン量は、0, 3, 7, 10
日後には各々、0, 416, 640, 1312μgとなった。漏出したアバスチン量は経時的に増加してい
ることが証明され、10 日で 32.8%であった。経時的なアバスチンの徐放効果が認められた。 
 
図６ リポソーム内の薬剤濃度の経時的変化 

次により長期にアバスチンの徐放
効果を検討した。37℃の恒温装置内
に静置して、0, 3, 7, 10, 14, 30, 
45, 60 日後に、限外濾過後のリポソ
ーム溶液中のアバスチン定量を
Bradford 法により行った。0, 3, 7, 
10, 14, 30, 45, 60 日後のリポソー
ム内のアバスチン量は各々、4000, 
1920, 1200, 720, 160, 400, 160, 80
μgであった（図６）。リポソーム外
に漏出したアバスチン量は各々、0, 
0.213, 0.182, 0.587, 0.561, 1.020, 
3.436μgであった（図７）。リポソ
ーム内のアバスチン量は経時的に
減少し、リポソーム外に漏出したア
バスチン量は経時的に増加してい
る。以上より経時的なアバスチンの
徐放効果が認められた。 
 
図７ 薬剤漏出の経時的変化 
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