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研究成果の概要（和文）：臨床において、網膜障害は失明に繋がる重篤な問題である。我々は、点眼による網膜
治療を目指し、湿式ビーズミル法を用い、ニルバジピン（NIL）ナノ結晶点眼製剤を作製した（粒子径77 nm）。
本製剤を右目に点眼したところ、高い後眼部移行性が確認できた。また、非点眼群（左眼）では、網膜中での薬
物検出はわずかであったことから、これら点眼後の眼後部への薬物移行は局所的であることが確認できた。さら
に、このナノ製剤の点眼により、糖尿病モデル（STZラット）の低下した網膜電図（ERG）及び網膜神経節、網膜
外顆粒層の肥厚が改善されることを示した。本成果が点眼による網膜症治療薬開発に繋がることを期待する。

研究成果の概要（英文）：Retinopathy leads to irreparable vision loss via capillary closure and areas
 of nonperfusion. In this study, we prepared ophthalmic formulations containing nilvadipine 
nanoparticles (NIL-NPs), and demonstrated whether the instillation of NIL-NPs can prevent retinal 
dysfunction in rats injected with excessive streptozotocin (STZ rats). NIL-NPs was prepared by wet 
bead mill treatment, and the mean particle size was 77 nm. Changes in retinal function were 
evaluated by electroretinogram (ERG) and immunological methods. The instillation of NIL-NPs allowed 
the topical supplement of nilvadipine into the retina, and repetitive instillation of NIL-NPs (2 
times/day for 1 week) attenuated the retinal disorders led by the excessive streptozotocin. An 
ophthalmic drug delivery system using drug nanoparticles may be useful the application for therapy 
of retinopathy.

研究分野：医療薬学

キーワード： ナノ結晶製剤　網膜　点眼製剤　界面活性剤　糖尿病　バイオアベイラビリティ　ビーズミル　湿式破
砕

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病網膜症は、失明を伴う眼疾患で、我が国だけでなく世界中で社会的に問題視されている。本疾患の現在の
治療には、ステロイドや抗VEGF抗体などが用いられるが、十分な治療とはいえない。また、眼領域治療で最も多
用されている従来の点眼点眼システムでは、網膜をはじめとする眼後部まで薬物が到達せず、治療効果が期待で
きないのが現状である。一方で、本研究では、ナノ結晶化により点眼により薬物を網膜まで送達できる技術を確
立し、さらに、糖尿病モデル動物の網膜疾患治療に有用であることを示した。これら製剤技術及び治療効果は、
今後の網膜症による失明患者の減少へと繋がるとともに学術的、社会的に意味のあるものである。

※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 
糖尿病網膜症は、失明を伴う眼疾患で、我が国だけでなく世界中で社会的に問題視されている。
治療には、厳格な血糖コントロール、ステロイドや抗 VEGF 抗体の硝子体注射がなされているが、
眼後部療法に必須な硝子体内注入は合併症や刺激感が問題視されており、十分な治療とはいえ
ないのが現状である。また、薬物経口投与により網膜へ十分な量を供給するためには、高用量の
服用が必要となり、全身性の副作用が問題となる。眼領域治療において最も安全で多用されるの
は点眼療法であるが、従来の点眼システムでは、網膜をはじめとする眼後部まで薬物が到達せず、
治療効果が期待できないのが現状である。一方、粒子サイズが 100 nm 以下の物質をナノ粒子と
よび、反応性の増加や細胞への取り込み率が高いという特性を有し、新たな技術革新及び材料や
製品等の産業創出が期待されている。申請者も、薬物粒子径を 100 nm 以下にすることで、角膜
透過性や結膜からの網膜移行性が飛躍期に上昇することを明らかとしており、これら薬物ナノ
粒子を用いた点眼療法は、非侵襲的に眼後部薬物治療を可能にするドラッグデリバリーシステ
ム（DDS）製剤開発に有効と考えられる。また、近年では抗血小板薬であり血管拡張作用を有す
るシロスタゾール（CLZ）の経口投与が糖尿病網膜症に有用との報告もなされており、この CLZ
を点眼により網膜へ到達させることが可能となれば、安全で効果的な新規の糖尿病網膜症治療
に繋がるものと考える。この様な背景から、ナノ結晶を基盤とした眼科用製剤を開発するととも
に、本製剤に眼領域および眼後部治療への応用が切望されている。 
 
 
２．研究の目的 
 ニルバジピン（NIL）は本態性高血圧症の治療薬である。この NIL は、膜電位依存性 L型カル
シウムチャネルに特異的に結合し、細胞内へのカルシウムの流入を減少させることにより冠血
管や末梢血管の平滑筋を弛緩させることで血圧降下作用を示し、血管拡張作用を有している。し
たがって、NIL を眼後部まで送達することが可能であれば、効果的な網膜循環改善薬になるもの
と考えられる。本課題において我々は多くの医薬品のナノ結晶化に成功し、眼科領域への治療法
を提案してきた。そのなかでも点眼により網膜治療効果が認められた NIL ナノ点眼製剤（NIL-
NPs）の開発結果を示すとともに、糖尿病モデルラットを用いた NIL-NPs 点眼による視機能改善
効果について概説する。 
 
 
３．研究の方法 
 (1)実験動物：実験動物は 7週齢 Wistar 系雄性ラットを用いた。ラットは 25℃ ± 3℃の飼育
室でケージに入れ、十分な給水と餌（クレア CE-2）を与えたものを使用した。糖尿病モデルラ
ット（STZ ラット）はイソフルラン麻酔下、100 mg/kg STZ を 2 日間（12 時）連続腹腔内投与す
ることで作成した。 
 
(2) NIL ナノ点眼製剤の作成：NIL 粉末は東京化成（株）から購入した。NIL（終濃度 1%）と添
加物メチルセルロール（MC、終濃度 0.5%）の混合粉末を、2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデ
キストリン（HPβCD、終濃度 5%）、ベンザルコニウム塩化物（BAC、終濃度 0.001%）に加え、0.1 
mm ジルコニアビーズ及びビーズ式破砕装置（和研薬社製）にて湿式破砕（5,500 rpm、30 秒×30
回、冷却下）することで NIL ナノ粒子含有分散液を調製した（NIL-NPs）。比較対象とした NIL マ
イクロ粒子含有分散液（NIL-MPs）は、京化成（株）から購入した粉末試料（マイクロ NIL）と添
加物（MC、HPβCD 及び BAC）を混合することで調製した。粒子径測定には SALD-7100（島津製作
所製）を用い、屈折率 1.60 ± 0.10i にて粒子の平均粒子径及び分布を調べた。また、NIL-NPs
の薬物画像を原子間力顕微鏡（AFM）にて撮影した。 
 
(3) 薬物濃度の測定：NIL の濃度測定には HPLC 法を用い、カラムは Inertsil ODS-3（2.1×50 
mm、ジーエルサイエンス株式会社）、移動相には 50 mM リン酸緩衝液/メタノール/アセトニトリ
ル=50/25/25（v/v/v）を用いた。移動相の流速は 0.25 mL/min、試料注入量 4 µL、吸収波長 242 
nm にて行った。 
 
(4) 血糖値及びインスリン値の測定：STZ 投与 1週間後に体重、空腹時血糖値及び血中インスリ
ン濃度の測定を行った。採血方法はラット尾静脈に注射針（テルモ注射針 27G×1）を穿刺しピ
ペットにて 10 µL採血した。採血後速やかに Glucose Pilot Kit を用いて血中グルコース濃度
を算出した。また、超高感度ラットインスリン測定キットを用いて血中インスリン濃度を算出し
た。 
 
  



(5) 網膜電図（electroretinogram, ERG）の測定：NIL-NPs 点眼は STZ 投与から 1日 2回、1週
間行った。ERG の測定は連続点眼最終日の 9時の点眼から 5時間後に行った。ラットは暗所にて
19 時間（19 時から翌 14時）飼育することで暗順応させた。暗順応後、ミドリン Pにより散瞳さ
せ、10分後にベノキシール®を用い、眼球に対し局所麻酔を行った。ベノキシールを点眼後 3%ペ
ントバルビタール（30 mg/kg、i.p.）にて麻酔を施し、動物用 ERG 電極（メイヨー、愛知、日本）
を右眼に装着した。アース電極（メイヨー）は口腔内に差し込み、クリップ電極（メイヨー）は
尾のつけねに装着した。これらの手順は赤色光下のみで行った。ERG のフラッシュ強度は-2.92 
[log cds/m2]から始め、順に-1.92 [log cds/m2]、-1.02 [log cds/m2]、-0.02 [log cds/m2]、
0.98 [log cds/m2]と計測した 11)。得られた ERG の解析は PuREC（メイヨー）にて行った。図 1
に示すとおり、a波は基準線から最初の陰性反応の底まで、b波は最初の底からそれに続く陽性
波の頂きまで、Oscillatory potential（OP）は a波及び b波のピーク間における小波振幅を測
定した 12)。OPs の解析はフラッシュ強度 0.98 [log cds/m2]にて行った。また、OPs は、PuREC
内蔵ソフトピュレックソフトウェアにて、カットオフ周波数をローパスフィルターからハイパ
スフィルターに変更することで解析した。 
 

 
図 1 ラット網膜電位図の波形．ローパスフィルターでの a波、b波及び Ops（左）とハイパスフ
ィルターでの Ops（右） 
 
 
(6) H.E.免疫組織染色法：ラットを安楽死させた後、眼球を摘出して組織用迅速固定液（SUPER 
FIX：KURABO, 大阪）にて固定後、常法のようにパラフィン切片標本を作製した。免疫組織染色
を行うために切片を親水化し H.E.免疫組織染色を行った。本研究では、網膜神経細胞層の最内
層にある神経線維層から内顆粒層までの距離を Image J にて測定し、神経節細胞層から内顆粒
層の間隙として表した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) NIL-NPs 製剤の開発 
 NIL-MPs の平均粒子径は 16 µmであったのに対し NIL-NPs では平均粒子径 77 nm と各種添加剤
及びビーズミル法を組み合わせることで NIL をナノサイズにすることが可能となった（図 2）。
これら添加剤の役割を検討したところ、MC 非添加において湿式破砕を行った際には、薬物がメ
レンゲ状となり十分な微細化（ナノ化）が行われなかった。また、HPβCD 非存在下にて破砕を
行った場合では、 HPβCD 存在下と比較し粗粒子となった。さらに HPβCD 非存在下では凝集性
が高くなるという結果が得られた。これら結果から、MC はミル法による薬物破砕を効果的に行
う上で必須であり、HPβCD は NIL ナノ結晶分散液の安定性向上に適した添加物であることを明
らかとした。 
 

 
図 2 NIL-MPs（左）及び NIL-NPs（中央）の粒子径分布と AFM イメージ（右） 
 
 
  



 (2) NIL-NPs 点眼後の眼後部薬物移行性評価 
 図3はNIL点眼製剤点眼後の血中及び眼後部への薬物送達について示す。ラットの右眼にNIL-
MPs 及び NIL-NPs を 10 分おきに 5回 30 µLずつ点眼後、1回目の点眼から 50 分後に採血すると
ともに、左右の網膜を摘出し、HPLC にて薬物量を測定した。NIL-MPs 点眼群に比べ、NIL-NPs 点
眼群は血中及び網膜中 NIL 濃度が有意に高く、NIL-NPs 点眼により、高い眼後部移行性が確認で
きた。また、非点眼群（左眼）では NIL-MPs、NPs 点眼群ともに網膜において同程度の NIL が検
出されたことから、これら点眼後の眼後部への薬物移行は局所的であることが確認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 NIL 点眼製剤の血中（左）及び網膜中（右）薬物移行性 
 
 
(3) STZ ラットにおける体重、血糖値及び血中インスリン濃度の変化 
 図 4 は STZ 未投与の正常ラットと STZ 投与 1 週間後のラットの体重、空腹時血糖値及び血中
インスリン濃度を示す。STZ 投与 1週間後で体重の減少が見られ、空腹時血糖値は 300 mg/dl 以
上と高血糖状態であった。また、血中インスリン濃度は STZ 投与後から急激な減少を示し、STZ
投与 1週間後ではほとんど検出されなかった。 
 

 
 
図 4 正常ラット、STZ 投与 1週間後のラットの体重（左）、空腹時血糖値（中央）及び血中イン
スリン濃度（右） 
 
 
(4) NIL 点眼製剤が STZ ラットの ERG へ与える影響 
 図 5 及び図 6は、正常ラット及び STZ 投与 1週間後の非点眼群、Vehicle 点眼群、NIL-MPs 点
眼群、NIL-NPs 点眼群の ERG の代表波形（図 5）と a 波・b 波・OPs（図 6）を示す。Vehicle 群
の ERG は非点眼群のそれと差はみられなかったが、NIL-MPs 点眼群は、非点眼群と比較し a 波、
b波、OPs において改善傾向を示した。また、NIL-NPs 点眼群では、非点眼群と比較し a波、b波、
OPs において有意に改善した。本研究結果は、NIL-NPs 点眼が糖尿病初期による視機能低下を改
善することを示唆した。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 STZ 投与後 1週間連続点眼時における ERG 代表波形の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 STZ 投与後 1週間連続点眼時における a波・b波・Ops 値の変化 
 
(5) STZ ラットにおける網膜肥厚と NIL-NPs 点眼による抑制効果 
 図 7は正常ラット、STZ ラット網膜の H.E.免疫組織染色の結果を示す。STZ 投与により網膜神
経節、網膜外顆粒層ともに肥厚が認められ、Vehicle 群においても非点眼群と同様に肥厚が認め
られた。一方、NIL-NPs 点眼によりこれら肥厚は抑制された。また、神経節細胞層と外核層の遠
位境界との間の距離として網膜の肥厚度合いを計算したところ、正常ラットでは 71 μm、STZ ラ
ットでは 130 μm と、STZ ラットにおいて網膜肥厚が認められた。一方、NIL-NPs 点眼によりこ
れら網膜肥厚は抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 STZ 投与 1週間後における未処理及び NIL -NPs 点眼群の網膜の免疫組織染色の代表画像 
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