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　新規Drug　Delivery　Systernとしての

培養皮膚型貼付剤の有用性に関する研究
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記号と略語

CDM

CP

DDS
FD一一4

FR　cell

GFP

hBD－2

HDF
HVJ－E

LDM
LSE－high

MIC

MTT

M．W．

PBS

PSMS

TC－HCI

Co

Cd

CLDM

　　　略語

Three－dimensional　cultured

dermal　mcdel

クuラムフェニコール

Drug　Delivery　System

Fluorescein　isothiocyanate－

dextran（分子量：3，820）

ラット皮膚由来線維芽細胞

GreeR　Fluorescent　Protein

Human－B－defensin－2

ヒト真皮由来線維芽細胞

HemagglutiRating　virus　of

JapaR　（HVJ）　envelope　vector

Living　Dermal　Model

LiviRg　Skin　Equivalent一一high

最小発育阻止濃度

3一（4，5－dimethylthiazol一一2－yl）一2，5

－diphenyl・一tetrazolium　bromide

分子量

Phosphate　buffered　saline

Polystyrene　latex　microspheres

塩酸テトラサイクリン

　　　記号

LSE－highまたはLDM中の薬

物初濃度

ドナー直中薬物濃度

LDM中薬物濃度

CLsE

C，kiR

CsL

DLDM

DLsE

Dskin

DsL

J

Kofw

Kskin／d

Kskiu／LsE

Kskin／sL

KsuLDM

KsuLsE

LLDM

LLsE

Lsk2n

LsL

2

2b

LSE－high中薬物濃度

Stripped　skin中薬物濃度

Stagnant　layer中薬物濃度

薬物のLDM中拡散係数

薬物のLSE－high中拡散係数

薬物のstripped　skin　P拡散係数

薬物のstagnant　layer中拡散係数

皮膚透過速度（フラックス）

薬物のn一オクタノール／pH7．4

PBS分配係数

薬物のstripped　skin／ドナー液分

配係数

薬物のstripped　skin／LSE－high分

配係数

薬物のstripped　skin／stagnant　layer

分配係数

薬物のstagnant　layer／LDM分配

係数

薬物のstagnant　layer／LSE－high分

配係数

LDMの厚み

LSE－highの厚み

S重ripped　skinの厚み

Stagnant　layerの厚み

単位面積当たりの累積放出量ま

たは累積透過量

バースト効果による放出実験開

始直後の累積放出量

1



緒言

　近年、再生医療（tissue　engineering）の分野において「代替臓器」の

考え方が急激に進んできている1”4）。Tissue　engineeringのキーワードは、

「生体材料」、「細胞」および「細胞成長因子」である5・6）。細胞あるい

は細胞成長因子を単独で適用して組織の修復を行う治療法もtissue

engineeringの範疇に入るが、さらに一歩進んだ治療法として生体材料

に細胞を組み込んだ医療用具を適応して組織の修復を促進する治療法

が注目されている5・6）。中でも培養表皮、培養真皮および培養皮膚のよ

うな「培養皮膚代替物」の研究はいち早く進み、すでに様々な創傷治

療に対して成果を挙げており、広範囲重症火傷患者の救命率向上にも

大きく寄与している7’9）。培養皮膚代替物の種類として、角化細胞

（keratinocytes，ケラチノサイト）を利用したものを「培養表皮」、線維

芽細胞（fibroblasts）を利用したものを「培養真皮」、角化細胞と線維

芽細胞を利用したものを「培養皮膚」としている。そして、患者自身

の細胞を使用したものには「自家」を付け、他人の細胞を使用したも

のには「同種」あるいは「他家」を付けるIo冒12）。

　角化細胞をフラスコ内で培養して表皮のシート（培養表皮）を作製

する技術が1979年にGreenらによって発見されB）、その後さらに研究

が進められ1986年に製品化に至った（Biosur魚ce　Tec㎞010gy社、現在・

はGenzyme　Tissue　Repair社、商品名：Epice1TM）14・15）。一方、線維芽細

胞は、角化細胞のように分化重層化して自発的にシート状になる特性

を持たないため、培養真皮では、適切な細胞の「足場（scaffold）」す

なわちマトリックスを利用する必要がある。すでに2種類の同種培養

真皮が米国で企業化されており16）、1つは生体吸収性の合成高分子か

らなるネット（商品名：Vicry1⑧）上に線維芽細胞を播種して培養した
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ものであり（Advanced　Tissue　Sciences社、商品名：Dermagraft⑧）17・18）、

他の1つはシリコーン膜にナイロンネットを貼付した創傷被覆材（商

品名：Biobrane’M）のナイロンネット側に線維芽細胞を播種して培養し

たものである（Adva薮ced　Tissue　Sciences社、商品名：Trans　Cyte⑧）19・20）。

日本では、黒柳らが牛皮由来のコラーゲンを酵素処理して得られたア

テロコラーゲンからなるスポンジ状シートに線維芽細胞を播種して培

養する方法を開発し、臨床応用を展開した21・22）。角化細胞から種々の

サイトカインが産生および放出されることが明らかとなり23・24）、これ

らが創傷治癒促進に有効であることから、培養表皮が生物学的創傷被

覆材として注目され、分層皮膚欠損創を対象とした多くの臨床報告が

なされた25”28）。これに対して、線維芽細胞は種々のサイトカインを産

生、放出する他にコラーゲンやフィブロネクチンなどの創傷治癒に必

要な細胞外マトリックスを産生する29“3　1）ため、培養真皮は全層皮膚欠

損創のようなより深い創傷面に対する生物学的創傷被覆材として期待

されている。

　培養皮膚は、角化細胞および線維芽細胞から産生、放出されるサイ

トカインと線維芽細胞から産生される細胞外マトリックスによって創

傷治癒促進効果が期待できる。Bellらにより開発された培養皮膚は、

コラーゲンを溶解した培養液に線維芽細胞を浮遊させてゲル化させ、

この上に角化細胞を播種して培養するものである32・33）。その後、同種

培養皮膚として商品化されたApligraf⑧（Organogenesis社）34’36）は、静

脈潰瘍の治療用具としてFDAから承認を得られ、さらに熱傷や糖尿病

性潰瘍などの皮膚損傷を対象に臨床試験が進んでいる37・38）。

　しかしながら、このような培養皮膚代替物の移植の際問題となるこ

との1つに微生物による2次感染が挙げられる39・40）。現在その防止の

ため、抗生物質軟膏等による薬物治療が行われているが、この場合移

3



植皮膚表面に薬物を適用するよりも予め薬物を封入した培養皮膚代替

物を製剤として直接適用する方が効果的な治療が期待できると思われ

る。現在、このような創傷被覆材（ドレッシング材）として、抗菌物

質を含有した細胞非組込み型の創傷被覆材がいくつか研究されている

41”　3）が、これは細胞を含まないため、サイトカインなどによる有益な

効果が期待できない。一方で、tissue　engineering技術に基づく細胞組込

み型の培養皮膚代替物は、細胞非組込み型の創傷被覆材に比べて生体

親和性に優れ、微小な切片を培養することで供給源に活路が見出せ、

さらに種々の生理活性物質（サイトカインや細胞外マトリックス）の

放出により創傷治癒の促進効果が期待できるという多くの利点がある

44）o

　そこで、本研究では重症火傷や褥瘡などの重篤な皮膚損傷に用いる

ことのできる新しいDrug　Delivery　System（DDS）として、損傷皮膚の

保護作用ばかりでなく2次感染の防止作用をも併せ持つような培養皮

膚型貼付剤の調製および有用性について検討した。本研究論文の第1

編では、抗生物質含有培養皮膚型貼付剤の有用性評価について論じる。

第1編、第1章では抗生物質含有培養皮膚型貼付剤について数学的解

析によりその有用性を評価した。また、第2章ではpolystyrene

microspheresを含有した培養皮膚に抗生物質を負荷することにより抗

生物質放出制御能をもつ培養皮膚型貼付剤を調製し、その有用性につ

いて評価した。さらに第2編では、ヒト内因性抗菌ペプチドである

human一β一defensin－2（hBD－2）の分泌能を有する遺伝子導入培養皮膚の

構築を目指し、まず最初のアプロV一一一・・チとしてモデルたん白質を発現す

る遺伝子導入培養皮膚の調製法について検討した。
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第1編　抗生物質含有培養皮膚型貼付剤の有用性評価

第1章 数学的アプローチに基づく抗生物質含有培養皮膚

型貼付剤の有用性評価45）

　緒言でも述べたように、再生医療（tissue　enginee血g）の進歩に伴い

様々なタイプの培養皮膚が研究され、実用化されている。3次元培養

ヒト皮膚モデルはその1例で、ヒト線維芽細胞を包埋したコラーゲン

ゲルからなる真皮と多層分化したヒト角化細胞からなる表皮（角層を

含む）を有し、実際のヒト皮膚組織に最も類似しているといわれてい

るものの1つである46）。これは、特に真皮を欠損したような重症な火

傷や創傷治療への有用性が期待されている47）。

　本章では、損傷皮膚の保護作用ばかりでなく2次感染の防止作用を

も併せ持つような新しいDDSとして、3次元培養ヒト皮膚モデルであ

るLiving　skin　Equivalent－high（LsE－high；東洋紡績株式会社、大阪）に

抗生物質を封入した抗生物質含有培養皮膚型貼付剤”drug－loaded

LSE－high”を調製し、その有用性について数学的アプローチから評価し

た。LSE－highは、　Organogenesis社で開発されたLSEを原型とするが、

角層のバリアー能がLSEと比較して約3倍ほど強くなっている48）。ま

た、封入するモデル抗生物質としては、塩酸テトラサイクリン

（TC－HC1）またはクロラムフェニコール（CP）を選択した。それぞれ

の薬物を含有するアクロマイシン⑭軟膏およびクロロマイセチン⑧軟膏

は、どちらも外傷、火傷および手術創等の2次感染に適応がある。

　本システムは重症火傷のみでなく糖尿病性皮膚潰瘍や褥瘡といった

難治性の皮膚損傷にも応用が可能であると考えられる。しかし、本シ

ステムの良否の判定は、再生医学および薬学の両方のアプローチが必
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要であろう。そこで、本研究では、まず調製した”drug－leaded　LSE－high”

からの薬物の放出性や皮膚透過性を測定し、得られたデータと拡散理

論に基づく計算による数学的アプローチから抗生物質含有培養皮膚型

貼付剤の有用性について評価した。さらにMTT試験を用いて抗生物質

含有培養i皮膚型貼付剤のcell　viabilityについても評価を行った。
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第1節　理論

1．Drug－10aded　LSE－highからの薬物放出挙動の解析

　均一なmatrix　layer中に存在する薬物が放出二三へ移動する挙動を解

析する場合、matrix中で薬物が溶解している場合と懸濁している場合

とに分けて考える必要がある。Drug40aded　LSE－high調製時、培地か

らLSE－high中に移行する薬物は溶解型のみであるので、本実験系では

薬物が溶解している場合の放出挙動を示すと考えられる。Fig．1は、

drug－10aded　LSE－highから放出液（pH7．4　phosphate　buf蝕ed　saline，　PBS）

中への薬物の放出挙動を模；式的（concentration－distance　profile）に示す。

WI．　Higuchi49）によれば、　drug－loaded　LSE－highから放出液中（sink条件）

への薬物の累積放出量9（Ptg／cm2）は以下の式で表される。

唐Q詰1ア暗娠響が’） （1）

ここで、LLsEはLSE－highの厚み（ca．300μm）、　CoはLSE－high中の薬

物の初濃度、DLSEは薬物のLSE－high中の拡散係数である。得られた累

積放出データを式（1）に非線形最小二乗法を用いて当てはめることに

より、薬物のLSE－high中拡散係数DLSEと初濃度Coを求めることがで

きる。ここで得られる拡散係数DLSEは、実際にはDLSE厩SE（τ：曲路

率）で表される有効拡散係数である50）。曲路率τは主に薬物の分子容

と関係し、薬物の拡散経路に影響するパラメータである51）。

　なお、matrixの表面に薬物が吸着現象のように弱いエネルギーで結

合している場合があり、このような場合では実験初期にバースト放出

現象がみられる。初期にバースト現象が起きる場合、放出実験開始直

7



後の累積放出量を9bとおき、式（1）をg＋9bと変形して非線形最小

二乗法を用いたカーブフィッティングを行うことによりDLSEを算出で

きる。

　最小二乗法の計算では表計算ソフトMicrosoft⑧Exce1中のソルバー

機i能を用いた52）。ソルバーの条件としては、制限時間が100秒、反復

回数が1eO回、精度が0．OOeOOI、交差が5％、収束がe．001であり、解

の検索のアルゴリズムは準ニュートン法を用いた。

C

翫麗窪一墨餓d磁L脱一蝕lgk 賦¢c£叢vex

Co

CI．sE

DLsE

1

　　　　一一LLsE　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．x

Fig．　1　A　typical　concentration－distance　profile　of　TC　and　CP　in

drug－loaded　LSE－high　aitd　receiver　solution　at　the　reiease　experiment．

2．薬物PBS溶液からの薬；物皮膚透過挙動の解析

　本実験では損傷皮膚モデルとして、ヘアレスラットのstripped　skin

を用いたので、この皮膚を生きた表皮・真皮からなる1層膜モデル53）
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と仮定した。また、本実験は有限用量系で行い、かつレシーバ側のsink

条件が成り立っている。Fig．2に有限用量系における薬物の1層膜透過

の模；式図（concentration－distance　profile）を示す。

C

Cd

D膿or 鼠就strやped　sl《ime Rece蓋ver

ガ

塩㈱　　　C、㎞

@　　　　　Ds麺n

@　　　∫

一Lskin o

Fig．　2　A　typical　concentration－distance　profile　ef　TC　and　CP　in　the

drug　donor　（PBS　solutien）　aRd　stripped　skin　at　this　skin　permeation

experiment　（finite　system）．

　Stripped　skin（角層をテープストリッピングで取り除いた皮膚）にお

ける位置κ、時間tの薬物濃度。、㎞は、Fickの拡散第2法則から以下

のように表すことができる。

　　　　　　o　2　C　，kin∂Csk重n

　　　＝　Dskin
　　　　　　　Ox　2　0t

（2）
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ここで、D、㎞は薬物のstripped　skin中の拡散係数である。この拡散係数

D、ki。もDLSEと同様に、実際にはD、kin／r、ki。で表される有効拡散係数であ

る。

　本実験における初期条件と境界条件を以下に示す。

t＝o

t＞　o

O〈X〈Lskin　Cskin＝　O　（3）
x－O　C、ki．一K、kinid・Cdおよび4C・一DづC曲

X＝Lskin　Cskin：O

　　　　　ぬ漉　　　　　　ぬ
　　　　　　　　　（4）

ここで、L、ki、はstripped　skinの厚み（570μm）、1穐剛dは薬物のドナー側

からstripped　skinへの分配係数、　Cdはドナー側の薬物濃度を示す。

　位置κ、時間tにおけるC、ki。は、式（2）、初期条件（式（3））およ

び境界条件（式（4））によって算出される。また、薬物のレシーバ側

への透過速度」はFickの第1法則である式（5）で表すことができる。

さらに、」を積分することにより薬物の累積皮膚透過量gが求められ

る（式（6））。

」一％嘲＿

9一一嘱際）x。”、，、．　dt

（5）

（6）

Fickの第2法則は差分法により、式（7）、（8）に変換できる54）。

IO



弩4急¢姻一。、4）

C211！ll－LLC2i　一一　一Ak2　（c，一1，」　一2c，，f　＋　ci＋i）

（7）

（8）

ここで、Cりは皮膚における表面側からi番目の位置のノ番目の時間の

濃度を表す（i，ノ共に自然数である）。drはんi．1－Xiを表し、△tは二言を

表す。式（7）、（8）を式（1）に代入すると以下のようになる。

C姻押D、kl。　C、一1，ノ＋　（1　一2・D、、、。）C，，、＋・D、kl。　C1痴 （9）

ここで、rは△t／△x2を示す。また、式（5）は差分法を用いると式（10）、

式（6）は式（11）で表すことができる。

」ノ瓢の血　　△x

2ノ・9ノ．汁」プムt

Cn＋i，」’　M　Cn，」

（1　O）

（11）

ここで、nは皮膚の分割数を示す。ゐを以上の方法に従って表計算ソ

フトMicrosoft⑧Exce1を用いて計算した。計算にはn＝10を用いた。ま

た、計算ではD，㎞・△t／AJC2が05以下となるように△tを設定した（0．5

以上を設定すると解は発散する）。さらに、式（11）から2を求めた。

拡散係数D，ki、と分配係lk　K、kiU！dは累積透過量2の実測値を非線形最小

二乗法を用いてカーブフィッティングすることにより算出した。最小

二乗法には、放出実験解析と同様の方法を用いた。

ll



3．2層膜モデルの構築とdrug－leaded：LSE－highからの薬物皮膚透過挙

動の解析

　Drug－10aded：LSE－highからの薬物の皮膚透過性および皮膚中挙動を

解析するために、LSE－highとstripped　skinからなる2層膜モデルを構

築した。Fig．3に2層膜モデルの模式図を示す。

C

Co

蓋）鞭9一盈oaded

：LSE一蝕喰h R滋鏡藤聾e《聾sk董聡 Rece重ve『

　　診

bLSE

cLSE

　　　　　Cs短n

ﾈ，㎞／LSE　D曲

@　　オ

　　　一LLsE　O　Lskin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x

Fig．　3　A　typical　coftcentration－distance　profile　of　CP　iR　the

LSE－high　and　stripped　skin　at　the　skiR　permeation　experiment

（two－layered　diffttsion　model）．

　LsE－highにおける位置κ、時間tの薬物濃度cLsEはFickの第2法則

から、
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∂～野の慨∂壽 （12）

　stripped　skinにおける位置κ、時間tの薬物濃度。、kinは、式（2）で

表される。

　初期条件と境界条件は以下のようになる。

1＝O　一LLsE〈x〈O　CLsE＝Co

　　　　O〈X〈Lskin　CskiB：O

（1　3）

t＞O　x＝一LLsE

　　　　x　＝＝　o

x　nt　Lskin

CLS旦∫一CLS胴

Cskin　＝：　KskiniLsE　“　CLsE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（14）

およびD

Cskin　＝O

差分法により、式（12）、（2）は式（15）、（16）に変換できる。

C、、恥1一・D、、EC、、E，、一1，ノ＋（1　一2・D、，E　＞C、、E，i，ノ＋・D、、，C、、。画（15）

C、k、叫、一・D、、、。C、、、n．，、．1，ノ＋◎一2・D、、、。）C、、、。，i，ノ＋rD、k、nC、、、n．，、．1，ノ（16）

薬物のレシーバ側への透過速度」は前述の式（10）で、薬物の累積皮

膚透過量gは式（11）でそれぞれ表すことができる。薬物溶液からの

皮膚透過実験解析と同様に、非線形最小二乗法を用いて実測データを

カーブフィッティングすることによりLSE－highからstripped　skinへの

13



分配係数K、ki。／LSEを算出した。なお、　LSE－high中薬物初濃度と拡散係

数は、放出実験および薬物溶液からの皮膚透過実験の解析から算出さ

れたCo、　DLSE、　D、㎞を用いた。

　以上の解析から算出されたパラメータと2層膜モデルを用いて、薬

物の皮膚中濃度のシミュレーションを行った。

4．3層膜モデルの構築とdrug－loaded　LSE－highからの薬物皮膚透過挙

動の解析

　Tc－Hc1のdrug－10aded　LsE－highからの皮膚透過性および皮膚中挙動

の解析では、前述のLsBhighとstripped　skinからなる2層膜モデルの

問にstagnant　layerという仮の層（均一層）を挟んだ3層膜モデルを構

築した。Fig．4に3層膜モデルの模；式図を示す。　Tc－HclではLsE－high

からstripped　skinへの薬物の移行性に遅れが見られるため、このモデル

を採用した。3層膜モデルでは、stagnant　layer／L　SE－high分配係数1（sL〆LsE、

stripped　skin／stagnant　layer分配係lk　K、ki，／sL、　stagnant　layer中薬物分配係

数DsLおよびstagnant　layerの厚みLsLが新たなパラメータとなる。解

析は2層膜モデルと同様に、Fickの第2法則に基づく差分法を用いた

非線形最小二乗法によって行った。

　なお、この3層膜モデルを用いてCPのdrug－10aded　LSE－highからの

皮膚透過1生および皮膚中挙動を解析することも可能である。この場合、一

LSLが0となり、結果として2層膜モデルを用いて解析した場合と同じ

になる。今回は、解析の簡便性からTCとCPで3層膜および2層膜モ

デルをそれぞれ使い分けた。
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璽）r磁霧蝉丑。翻縄ed

　LSE－hi琶蝕
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Cs㎞
Dskin
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Fig．　4　A　typical　concentration－distance　profile　of　TC　in　the

LSE－high，　stagnant　layer　and　stripped　skin　at　the　skin　permeation

experiment　（three－layered　diffusion　model）．
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第2節　実験の部

1．実験材料

　塩酸テトラサイクリン（TC－HC1）およびクロラムフェニコール（CP）

はSigma　Aldrich　Co．　Ltd．（St．　Louis，　MO，　U．SA）から購入した。　TC－HC1

軟膏であるアクロマイシン⑧軟膏は株式会社科薬（東京）より、CP軟

膏であるクロロマイセチン⑧軟膏は三共株式会社（東京）よりそれぞれ

購入した。その他の試薬および溶媒は市販の特級またはHPLC用を用

いた。これらの試薬は精製せずにそのまま使用した。3次元培養ヒト

皮膚モデル（LSE－high）は東洋紡績株式会社（大阪）から供給された。

2．n一八クタノール／pH7．4　PBS分配係数（K。／w）の測定

　過量のn一オクタノールとpH7．4　PBSを混和し、室温で24時間撹写し

た後の水相を回収しn一管クタノール飽和PBSを得た。また、過量のPBS

とn一言クタノールを混和し、同様の方法でPBS飽和n一称クタノールを

得た。次に、既知量のTC－HC1またはCPをn一斗クタノール飽和PBS

（水相）に溶解させ、これと同容量のPBS飽和n一オクタノール（油相）

と混和し、室温で30分間振とう撹拝した。水相および油相中の薬物濃

度をHPLCにて測定した。両手の薬；物濃度の比からK。／wを求めた。

　Table　1にTC－HCIとCPの構造式、分子量（M．W）および測定した

K。／wを示す。
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Table　1　Chemical　structures　and　physicochemical　properties　of　model

antibiotics

Tetracyeline　hydrochloride

　　　（TC一一IHCI）

Chloramphenicol

　　（CP）

Structure　o　H　　o
　　　　　　　　l
　　　　　グ

　　　　　x

M．W．

log　Koiw

｝一｛｛o－A　H

　CH3

OH　O　O　OHII　II
　　　　C－NH2
　　　　　　　eHCI

　　　　OH　H　／
　　H　N（CH3）2

4go．g

－1．4e

　　　　　　　け　

・・N一桙P端謂12

ユ323

58
0

1

3．Drug－10aded：LSE－highの調製

　モデル抗生物質として選択したTC－HCIまたはCPを2．O　mg／mしの濃

度でLsE－highの培養培地（東洋紡績（株））に懸濁した。　LsE－highを

その培養培地に浸漬し、温度37℃、CO2濃度5％で24時間インキ

ュベートすることによってLSE－highの真皮側から薬物を封入し、

drug－loaded　LSE－high（4。5　cm2、0．030　cm厚み）を調製した。調製した

drug－10aded　LSE－highは、真皮側をpH7．4　PBSで5回洗浄し表面に付着

したTc－Hc1またはcPを除去した後、　LsE－high中薬物濃度測定、放出

実験、皮膚透過実験およびMTT試験に用いた。

4。Drug－loaded　LSE－high中薬物初濃度の測定

　前述の方法で調製したdrug－10aded　LSE－highの中心を生検パンチで

直径8mmにくり抜いた。この切片をマイクロチューブに移してはさ
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みで細断し、pH7．4　PBS　500移：Lを加えてハンディータイプのホモジナ

イザーで5分間ホモジナイズした。ホモジネートを遠心分離（14，000・g、

5min、4℃）後、上清をPBSにて希釈した。この液にHPLC分析の内

部標準物質（後述）を含有したアセトニトリルを加えて除たん白し、

遠心分離した上清の薬物濃度をHPLCにて測定した。測定した薬物濃

度からホモジネート中薬物絶対量を算出し、これを直径8mm　LSE－high

切片の体積（O．015・mL）で除することによりdrug－1eaded　LSE－high中薬

物初濃度を求めた。

5．Drug－10aded　LSE－highからの薬物放出実験

　調製したdrug－loaded　LsE－highを2一チャンバー拡散セル（セル容量

2．5mL、有効拡散面積0．95　cm2）55）に挟み、ドナー側を空に、レシーバ

側に放出液を適用することで真皮側からの薬物放出性を測定した。レ

シーバ液にはpH7．4　PBS　2．5　mLを用い、温度は32℃に保った。レシー

バ側のセル内はセル中のスターヘッド型撹搾子をマグネティックスタ

ーラー（マルチスターラーMC－301、（株）サイニクス、東京）により

1，200　rpmで回転させることで撹＃した。経時的にレシーバ側から200

μLサンプリングし、その都度同容量のPBSを補充した。サンプル溶

液中の薬物濃度はHPLCを用いて測定した。

6．薬物PBS溶液からの皮膚透過実験

　体重230－280gの雄性ヘアレスラット（WBN／ILA－Ht）は、城西大

学生命科学センター（坂戸、埼玉）または石川実験動物研究所（深谷、

埼玉）から購入した。ベントバルビタールナトリウム（50mg／kg）麻

酔下、ヘアレスラットの腹部皮膚を剃毛処理した後セロハンテープ（セ

ロテープ、ニチバン（株）、埼玉）で20回ストリッピング処理し、角
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層を完全に除去した56）。全ての皮膚透過実験には、この皮膚を摘出し

損傷皮膚モデルとして用いた。

　それぞれの薬物溶液の皮膚透過実験は、この摘出皮膚を放出実験と

同型の2チャンバー拡散セルに装着して行った。ドナー側（表皮側）

には0．250／e　TC・一HC1または0．1％CP　PBS溶液2．5　mLを、レシーバ側（真

皮側）には同容積のpH7．4　PBSを適用した。両セル内は前述の方法で

32℃に保ち撹搾を行った。サンプリングおよび薬物濃度の測定も放出

実験と同様に行った。

7．Drug－10aded：LsE－highからの皮膚透過実験

　調製したdrug－10aded　LSE－high（4．5　cm2）の真皮側をrat　stripped　skin

の表皮側に貼付し、同型の拡散セルに挟んでdrug－loaded　LSE－highから

の薬物皮膚透過／生を測定した。このとき2つの膜がセルの問でよく接

着していることを確認してから実験を行った。レシーバ液にはpH7．4

PBS　25　mLを用い、セル内の保温、撹拝、サンプリングおよび薬物濃

度の測定は前述の方法で行った。

8．薬物の定量法（HPLC分析）

　K。／wの測定実験、放出実験および皮膚透過実験で得られた各薬物サ

ンプルは、内部標準物質を含有したアセトニトリルと1：1で混和し、

遠心分離した上清20pLをHPLCに注入した。　HPLC分析に用いた移

動相、検出波長および内部標準物質をTable　2に示す。また、使用した

HPLCシステムを以下に示す。
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二二ユニット

UV検出器

レコーダー

システムコントローラー

オートインジェクター

カラムオーブン

カラム

：LC－10AS（（株）島津製作所、京都）

SPD－10A（（株）島津：製作所）

C－R5A（（株）島津製作所）

SC：L－10A（（株）島津製作所）

SI：L・一10AXL（（株）島津：製作所）

CTO－6A（（株）島津製作所）

Inertsil　ODS　10C18，　4．6　×　250　mm，　5　ptm

（GL　Science（株）、東京）

なお、ポンプ流速は1m：L／min、カラム温度は40℃に設定した。

Table　2　HPLC　cenditions　for　the　drug　assay

TC－HCI CP

Mobile　phase

DetectioR　（nm）

Internal　staRdard

methaRol：　O．10／e　phosphoric　acid

　　　　　　7：3
（with　5　mM　sedium　dodecyl　sulfate）

　　　　　　254

　　hexyl　p－hydroxybenzoate

methanol：water

　　3：7

　　　　280

methyl　p－aminobenzoate

9．MTT試験57・58）

　抗生物質は、その作用機序から少なからず細胞傷害性があると考え

られる。抗生物質含有皮膚型貼付剤（drug－loaded　LSE－high）では、培

養皮膚細胞が抗生物質に直接暴露されるため、そのcell　viabilityの低下

が懸念される。そこで、MTT試験によりdrug－10aded　LSE－high中のcel1
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viabilityを評価することとした。　MTT試験の原理は、細胞内ミトコン

ドリアのコハク酸脱水素酵素が3一（4，5－dimethylthiazo1－2・・yl）一2，5－dipheny1－

tetrazolium　bromide（MTT）を還元してホルマザンを生成することを利

用しており、生成されたホルマザンを測定して生細胞数（率）として

表す。MTT試験は、　LSE－highのような培養皮膚の刺激性（細胞毒性）

を評価する方法の1つとして用いられている。

　MTT試験で評価したLsE－highは、以下のとおりである。　contrelと

して未処理のLSE－high（A）、サンプルとして調製直後のdrug－10aded

LSE－high（B）、調製したdrug－10aded　LSE－highをln　vivoでヘアレスラ

ットのstripped　skin（腹部）に6時間貼付した後はがしたもの（c）、調

製したdrug－10aded　LSE－highを新鮮な培地上に移し24時間インキュベ

ートしたもの（D）、positive　contro1としてTcまたはcP含有軟膏を角

層側に24時間適用したLSE－high（E）。

　（A）、（B）では、LSE－highおよびTCまたはCPを含むdrug－10aded

LSE－highをそのままMTT試験に用いた。（c）では、ヘアレスラット

腹部皮膚をテープストリッピング処理し（本節6参照）、アロンアルフ

ァを用いてTCまたはCPを含むdrug－loaded　LSE－highをセルカルチャ

ーインサートごと皮膚に貼付した。：LSE－highの乾燥を防ぐため、セル

カルチャーインサートはパラフィルムで覆った。6時間後これを剥が

し、MTT試験を行った。（D）では、　TCまたはCPを含むdrug－loaded

LSEhighを新鮮な培地上に移し、37℃、　CO2濃度5％で24時間イン

キュベートしてMTT試験に用いた。（E）では、アクロマイシン⑧軟膏

（3・／。　TC－HC1含有）またはクロロマイセチン⑧軟膏（2％CP含有）それ

ぞれ100　mgをLsE－highの角層側に適用し、温度37℃、　co2濃度5％

で24時間インキュベートした。インキュベート後、角層上の軟膏をス

パーテルで除去し、さらに培地で洗い流してMTT試験に用いた。
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　（A）から（E）の前処理を行ったそれぞれのLSE－highの真皮側に

0．333mg／1nL　MTTL培地を1．2　mL適用し、37℃、　CO2濃度5％で3時

間インキュベートした。インキュベート後、余分なMTTL培地を培地で

洗い流した。これらのLSE－highは、生検パンチを用いて直径8mmに

くり抜き、それぞれマイクロチューブに移した。それぞれのチューブ

に0．04MHC1一イソプロパノールを1．OmLずつ加えてから暗所で2時

間放置し、LSE－high中で生成されたホルマザンを抽出した。ホルマザ

ンの測定は、分光光度計（UV－160A、島津：製作所、京都）を用い、検

出波長570㎜にて行った。
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第3節　結果および考察

　本研究では、真皮を欠損したような重症火傷の応急処置に用いるこ

とができる新しいDDSとして抗生物質含有培養皮膚型貼付剤を調製

し、その有用性について数学的アプローチから評価した。

　まず、三次元培養ヒト皮膚モデルである：LSE－highの真皮側から培養

培地を介して2種類の物性の異なる抗生物質（TC－HC1およびCP）を

封入し、”drug－10aded　LSE－high”を作成した。このdrug－loaded　LSE－high

の調製法は簡便であり、かつ薬物封入が確実で、また培地中の薬物濃

度を変えることである程度薬物放出量をコントロールできると考えら

れた。

1．Drug－loaded：LSE－highからのTCとCPの放出挙動

　Fig．5は、　LsE－highからpH7．4　PBsへのTcとcPの放出プロファイ

ルを示す。TCとCPでは、放出プロファイルが大きく異なった。　TC

ではWI．　Higuchiの式（式（1））に従う典型的な拡散制御の放出プロフ

ァイルを示したが、CPでは初期にバースト現象が見られた。そこで、

Tcではwl。　Higuchiの式をそのまま用い、cPではバースト現象を考慮

した式（第1節、理論の項参照）を用いて非線形最小二乗法によるカ

ーブフィッティングを行った。どちらの薬物においても良好なフィッ

ティングラインが得られ（Fig．5）、LsE－high中の薬物拡散係数DLsEお

よびLSE－high中の薬物高濃度Coを算出することができた。得られた

パラメータをTable　3に示す。　TCおよびCPのCoの値から、2つの薬

物の培地からLSE－highへの薬物移行量はほとんど変わらなかったが、

LsE－high中の拡散係数DLsBはcPでTcの約2倍であることが示され

た。また、実際に測定したdrug－10aded　LSE－high中i薬物初濃度Coは、
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TCおよびCPでそれぞれ3．1×103、39×103μg／mしであり、計算値と近

い値を示した。

2．PBS溶液からのTCとCPの皮膚透過

　次に、TCおよびCPの損傷皮膚透過性を評価するため、　PBS溶液か

らのそれぞれの薬物のrat　stripped宮kin透過実験を行った。　Fig。6は、角

層を除去したヘアレスラット皮膚を介したTCおよびCPの累積透過量

一時間プロファイルを示す。実験系は有限用量系で行ったため、それぞ

れの薬物の皮膚透過性はFickの拡散則に基づく差分式を用いた非線形

最小二乗法により解析した（第1節、理論の項参照）。両薬物において

フィッティングラインは実測値と良好な一致を示し、皮膚中の薬物拡

散係数D、㎞を算出することができた。Table　3にはまたTCとCPのD、kin

の値を示す。TCのD，ki、はCPの約2．5倍の値を示した。一般に、　matrix

中での拡散性は、拡散物質の分子サイズに依存する59）が、TCとCPの

分子量には大きな差はない。したがって、両薬物のDLSEまたはD、㎞

の違いには、これ以外のファクターが関与していると考えられる。

　Drug－loaded　LSE－highからの薬物放出実験および薬物PBS溶液から

の皮膚透過実験のデータ解析により得られたパラメータから、TCでは、

：LsE－highよりstripped　skin中のほうが薬物拡散性が高く、cPでは、逆

にLsE－high中のほうが高い結果となった。　LsE－high中には培地が多く・

残存しているため、皮膚中に比べるとCa2““、　Mg2＋などの金属イオンが

豊富に含まれていると考えられる。TCは、このような金属カチオンと

難溶性のキレートを形成しやすいという特徴を持っており、このこと

がTCのLSE－high中の拡散性を低下させる原因の1つとなっていると

考えられる。
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Fig．　5　Release　profiles　of　TC　（circles）　or　CP　（squares）　from

drug－loaded　LSE－high．　Lines　show　theoretical　values．　Data

are　shown　as　the　mean土S．E．（n＝6）．
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Fig．　6　Permeation　prefiles　of　TC　（circles）　er　CP　（squares）　through

the　excised　stripped　skin　from　the　drug　solution．　Lines　show

theoretical　values．　Data　are　shown　as　the　mean　±　S．E．　（n　：6）．
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Table　3　Parameters　calculated　by　data　from　release　and　skin

permeatlon　experlments

Parameters TC一一HCI CP
DLsE　（cm2th）

Dskin　（cm2／h）

Kskifi／LsE

Co　（pg／mL）

2。8×10騨4

7．1　×　lo－4

　　　8．6

35　×　lo3

5．5　×　lo－4

3．0×10－4

S．3　×　lo4

4．1　×　lo3
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Fig．　7　Permeation　profiles　of　TC　（a）　or　CP　（b）　through　the　excised　stripped

skin　frem　drug－loaded　LSE－high．　Data　are　showR　as　the　mean　±　S．E．　（n＝＝6）．

（a）：　The　solid　line　and　the　broken　line　show　the　theoretical　curve　evaluated

by　a　three一　and　two一＃layered　diffusion　model，　respectively．

（b）：　The　line　shows　the　theeretical　curve　evaluated　by　two－layered　model．
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3．Drug－loaded　LSE－highからのTCとCPの皮膚透過

　Fig．7a，bは、角層を除去したヘアレスラット皮膚を介したdrug－loaded

LsE－highからのTcおよびcPの累積透過量一時間プロファイルを示す。

TCのLSE－highからrat　stripped　skinへの分配さらにはそれに続く

stripped　skin透過プロファイルを、　Table　3に示したCo、　DLsE、D、㎞を

固定して、構築した2層膜モデルを用いて非線形最小二乗法により解

析したところ、得られたフィッティングラインは透過データと満足す

る一致を示さなかった（Fig．7a）。これに対して、　CPのLSE－highから

の分配とそれに続くstripped　skin透過性についても同様に解析したと

ころ、LSE－highとstripped　skinの2層膜モデルで良好なフィッティン

グラインを得ることができた（Fig　7b）。これはTc－HclではLsE－high

からstripped　skinへの薬物の移行性に遅れが見られるために起こると

考えられた。そこで、TCの透過プロファイルをstagnant　layerを組み込

んだ3層膜モデルを用いて解析したところ、良好なフィッティングラ

インが得られた（Fig．7a）。これらの違いは、2つの薬物間で物性が異

なることに起因していると考えられる。特にTCでは、前にも述べた

ようにCa2＋やMg2“のような金属カチオンと難溶性のキレートを形成し

やすいという物性から、LSE－high、培地および皮膚中のイオンとの相

互作用が示唆される。また、両薬物ではK。／wが大きく異なることから、

LsE－highからstripped　skinへの薬物の分配性に大きな違いが見られる

と考えられる。

　このことから、TCでは3層膜モデルを、　CPでは2層膜モデルを用

いて皮膚透過性および皮膚中挙動を解析することとした。それぞれの

解析で得られたパラメータをTable　3にまとめた。　TCのstripped

skin／LsE－high分配係数κ、ki。／LsEは、解析から求めたKsLILsEとK、ki。／sLを

かけることで算出した。
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4．Dmg－loaded　LSE－highの皮膚透過実験時の皮膚中薬物濃度のシミュ

レーション

　つづいて、3層膜モデルおよび2層膜モデルと得られたパラメータ

を用いてdrug－10aded：LsE－highからの薬物皮膚透過時のTcおよびcP

のstripped　skin中濃度をシミュレーションした。差分法を用いることで

皮膚におけるある位置のある時間での濃度が求められることは前述の

とおりである。厚み570μmのstripped　skinを表皮表面から真皮（深さ）

方向に10分割し、それぞれの層での薬物濃度の時間推移をシミュレー

ションした結果をFig．8a，bに示す。図から明らかなように、両薬物の

皮膚中挙動は大きく異なった。TCでは、　stripped　skin中の薬物濃度の

立ち上がりが緩やかで、薬物の消失も遅い。これは、TCのstripped　skin

中の拡散係数より基剤となるLSE－high中の拡散係数の方が小さいこと

（基剤律速）により、薬物のLSE－highからs重ripped　skinへの薬物の移

行性に遅れが見られるためであると示唆された。また、両薬物の

stripped　skin／LSE－high分配係数K、k｛。fLsEの違いが、それぞれの薬物の皮

膚中絶対量の大きな違いの原因と考えられる。

　また、薬物の皮膚中濃度の目安として、それぞれの抗生物質の種々

微生物に対する最小発育阻止濃度（MIC）を下中に示した。　TCおよび

CPの皮膚中挙動は大きく異なるものの、　drug－10aded：LSE－high中濃度

は両薬物共MICを十分満たすことが予想された。このことから、本実

験でのdrug－10aded　LSE－highの調製方法が有用な手掌の一つであるこ

とが示唆された。また本実験での解析方法で、drug－10aded　LSE－highを

皮膚適用したときのTCおよびCPのLSE－high中および皮膚中挙動が

ある程度予測可能であり、drug－10aded：LsE－highへの必要薬物封入量の

算出も可能であることが示唆された。
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5。MTT試験結果

　Fig．9にMTT試験により測定したLSE－highのcell　viabilityを示す。

本調製法で調製したdrug－10aded　LSE－highのcell　viabilityは、　TCで

39．6±O．8％、CPで19．9±05％まで低下することが示された。しかしなが

ら、それぞれの薬物を含む軟膏をLSE－highの角層側に適用した場合で

も、viabilityの低下が見られた。特にTCでは、軟膏適用後のviability

が36．8±0．5％とdrug40aded　LSE－highとほ1ま同等の結果となった。この

ように、drug－10aded：LSE－highでは、封入する薬物によっては従来の薬

物治療をしたときとほぼ同等のviabilityを保ったまま、新しいDDSの

機能を果たすことができると考えられる。

　また、調製したdrug－10aded：LSE－highを損傷皮膚モデルであるrat

stripped　skinに6時間貼付した後のviabilityは、調製直後のdrug－10aded

：LSE－highと比較し大きな変化は見られなかった。しかし、　drug－10aded

LSE－highを新たな培地上でインキュベートしたところ、そのviability

はTCおよびCPでそれぞれ45．3士0。6、24．5±O．9％と回復する傾向が見

られた。

　Drug40aded：LSE－high中に封入する薬物やその薬物の封入量をコン

トロールすることでviabilityの問題点は解決できるものと思われる。
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（B），　drug－leaded　LSE－high；　（C），　drug－loaded　LSE－high　applied　to　rat

stripped　skin　fbr　6　h；（D），　drug－10aded　LSE－high　incubated　on丘esh

medium　at　37eC　in　a　50／o　CO2　humidified　incubator　for　24　h；　（E），

LSE－high　after　application　of　antibiotic　ointments　for　24　h．　Data　are

shown　as　mean　±　S．E．　（n＝3）．
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　今回調製したdrug－10aded：LsE－highを損傷皮膚モデルであるstripped

skinに適用した。　LSE－highに封入した両薬物は、損傷皮膚モデル中で

様々な微生物に対するそれぞれの最小発育阻止濃度（MIC）を満たし

ており、本システムの有用性が示唆された。また、本実験で構築され

た拡散現象に基づくモデルを用いた解析によりdrug－10aded　LsE－high

を皮膚適用したときのTCおよびCPの挙動がある程度予測可能である

ことが示唆され、さらにこの方法は他の薬物への応用も可能であると

思われた。本システムを他の薬物へ応用した場合、その薬物の物性が

示されていれば、この数学的解析法を用いることで、実験を行わなく

てもdrug－10aded　LSE－high皮膚適用時の薬物の挙動がある程度予測で

きると考えられる。

　しかし、問題点も残されている。火傷や皮膚潰瘍等の処理には薬物

等を過負荷（overdose）しないLSE－highが最も優れていると述べる研

究者もいる。すなわち、LSE－high中にはそれ自身に炎症を和らげるよ

うなサイトカイン類も多く含まれている。今回のようにTCやCPとい

った外因性薬物を封入するとLSE－high中の角化細胞や線維芽細胞の

viabilityが減少することがある。　MTT試験法を用いた実験から、これ

ら物質を多量封入すると：LSE－highのviabilityが減少する傾向にあるこ

とが示された。薬物は人にとって両刃の剣であるがごとく、LSE－high

にとってもgood　sideとbad　sideがあることに注意しなければならない。

しかしながら、pureな（薬物を過負荷しない）LSE－highを皮膚損傷の

処理に用いた場合にも、抗菌物質等による薬物治療は必要となる。こ

れは、LSE－highのような血管を持たない培養皮膚が、微生物汚染を受

けやすい6◎）ことに起因する。MTT試験法を用いた実験により、抗生物

質軟膏をLSE－highの角層側に適用した場合にもviabilityの減少が示さ

れたことから、drug－10aded　LSE－high中に封入する薬物や薬物の封入量
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をコントロールして細胞傷害性を持たないdrug－10aded　LSE－highを調

製することが望まれる。

　薬物の歴史を考えてみると、現在は旧来から使用されていた低分子

有機化合物だけではなくペプチドやオリゴヌクレオチドなどの内因性

物質またはそのi類似体も用いられるようになった。今後を考えてみる

と、健康な生体中の細胞そのものが最も優れた医薬品と考えることも

できよう。しかし、細胞そのものを体内に投与してもすぐに分解、失

活するか、逆に失活しなくとも効果の予測がつきにくい。皮膚、特に

バリアーである角層を取り除いた皮膚に細胞を適用することは、細胞

医薬の中でも最も実現性が高い手段と考えられる。たとえば、インス

リンを含有するLSE－highがあれば、糖尿病患者の皮膚潰瘍部に適用し

て有効なインスリンレベルを維持するという治療法も考えられる。現

在、インスリン遺伝子を導入された線維芽細胞を含有するプロインス

リン分泌性ハイブリッド型人工皮膚による糖尿病動物の実験的治療に

関する研究61）も進められており、実用化の期待が高まっている。しか

し、これらの研究はまだ始まったばかりであり、今後多くの研究が必

要である。
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第4節　　小手舌

　本研究で構築された拡散モデルを用いた解析により、”drug－10aded

LSE－high”を皮膚適用したときのTCおよびCPの挙動がある程度予測

可能であった。また、ううdrug－10aded　LSE－high”を用いた方法は他の薬物

への応用も可能であり、細胞や組織医薬の草分け的研究になると思わ

れる。特に、抗生物質や抗菌薬を含有した培養皮膚型貼付剤は重症火

傷や褥瘡等の治療に対する新しいDDSとして有望であろう。
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第2章　Polystyrene　microspheresを用いた抗生物質放出制御

　　　　　に関する検討

　重症火傷や褥瘡のような皮膚損傷の治療では、創を直ちに覆うこと

が、創傷処置の基本の一つである62）。同時にこのような皮膚損傷では、

2次感染の危険性が高く死亡の原因ともなるため、2次感染に対する処

置も必要となる63）。それゆえ前章で調製、評価してきた”drug－10aded

LSE－high”は、創傷の初期毅階に最も効果を発揮すると考えられる。し

かし、drug－10aded　LSE－highを一時的な創傷被覆材と考えた場合、最終

的には永久生心が期待できる自家移植が必要となる。患者から十分な

自家皮膚を摘出するのが困難な場合（広範囲に及ぶ火傷や患者への侵

襲性が問題となる場合など）には、患者自身の皮膚を必要最小限の範

囲摘出して角化細胞および線維芽細胞を分離、培養iし、これらの細胞

から構築した自家培養表皮や自家培養皮膚を創傷部位に移植すること

で、永久生着による創傷治癒が期待できるiO・64）。しかしながら、これ

らの自家培養皮膚片を構築するには2週間から1ヶ．月程度を要するた

め、この期間の創傷部位のバリアー能を護り、かつ微生物による2次

感染をいかに防ぐかということが創傷治療のカギの1つとなるIl）。

　そこで、本章では第1章で用いた抗生物質含有培養波膚型貼付剤に

薬物放出制御能を持たせることを目的とした。すなわち、重症火傷な

どの2次感染を防ぐのに十分な薬物放出持続時間を得るために、表面

にスルホン酸基を修飾し負電荷を持ったpolystyrene　latex　microspheres

（PSMS，粒子径：0．20－2．0μm）にカチオン性抗生物質であるTCを吸着

させた放出制御型培養皮膚型貼付剤を調製した。この有用性について、

TCのPSMSへの吸着性と3次元培養ヒト真皮モデル（Living　Dermal

Model；：LDM）のコラーゲン層にTCおよびPSMSを分散させた放出制
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御型培養真皮（TC－PSMS－10aded　LDM）からのTCの放出性および皮膚

透過性を測定することにより評価した。なお、LDMは、第1章で用い

たLSE－highの真皮部分に相当する。本来、創傷治療には、表皮、特に

皮膚の最大のバリアーである角層を有するLSE－highのような培養皮膚

（全層皮膚）が望ましいが、表皮（角層を含む）部分の培養にはより

長い時間と高い技術を必要とする。本章では、放出制御型培養皮膚型

貼付剤の評価をより簡便に行うため、敢えてLDMを用いることとし

た。

　抗生物質含有培養皮膚型貼付剤に薬物放出制御能を持たせることは、

培養皮膚自身および損傷皮膚表面を2次感染から十分に防御できるだ

けでなく、薬物が損傷皮膚側に徐々に放出されることにより損傷皮膚

組織の高濃度の薬物による傷害性を避けることにつながるとも考えら

れる。
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第1節　実験の部

1．実験材料

　Tc－Hc1は第1章と同じものを用いた。市販のPsMs（Polybead⑳sulfate

Microspheres，粒子径：0．20，0．50，1．0，2．0μm）はPolysciences，　Inc．

（Warrington，　PA，　u．SA）より購入した。　LDMの材料であるヒト真皮

由来線維芽細胞およびコラーゲンゲルキット（ウシ由来酸性タイプ1

コラーゲン溶液、コラーゲン中和培地およびウシ血清を含む）は東洋

紡績株式会社（大阪）より購i入した。その他の試薬および溶媒は市販

の特級またはHPLC用を用いた。これらの試薬は精製せずにそのまま

使用した。

2．TCのPSMSへの吸着性評価

　粒子径0．20、0．50、1．0および2．0μmのPSMSをpH7．4　PBSにそれぞ

れ分散させ、1．0μg／mL　PSMS懸濁液を調製した。これらの懸濁液に

TC－HC1（分子量480．9）を溶かして種々濃度のTC－HC1＋PSMS懸濁液

を調製した。これらを37．Cで24時間インキュベートした後Microcon②

に05mしずつ分注し、10，000×gで50分間遠心ろ過することでふるい

分け（分子量3，000　eut　ollf）を行った。ろ液のTC濃度をHP：LCにて測

定し、遊離型および吸着型TC濃度を算出した。なお、ブランクとし

てサンプルと同濃度のTC－HCI　PBSを用いて同様の操作を行い、補正

を行った。

3．TC－PSMS－10aded　LDMの調製

　まずヒト真皮由来線維芽細胞を、炭酸水素ナトリウム、10％fetal

bovine　serum　（FBS；　ICN　Biomedicals，　lnc．，　Aurora，　OH，　U．S．A．）．　penicillin
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（50U／mL）およびstreptomycin（50μg／m：L）を添加したDulbecco’s

modified　Eagle’s　medium（DMEM；日本製薬株式会社、東京）中で、37℃、

5％CO2存在下で培養した後、トリプシン処理にて細胞を回収し

1．875×105cells／mしの線維芽細胞浮遊培地を調製した。氷中にてコラー

ゲン溶液8．Om：しに中和培地16m：L、ウシ血清2．OmLおよび調製した線

維芽細胞浮遊培地4．O　m：Lを順番に加え混合、撹等した後、さらにPSMS

懸濁液（それぞれ必要量）を加え混合、撹＃した。この混和液4．OmL

を直径24mmのセルカルチャーインサートに分注し、37℃、5％CO2

存在下で7日間培養することによりPSMS－loaded　LDMを得た。この

PSMS－10aded　LDMを2．O　mg／mL　TC－HC1懸濁培地（上述の線維芽細胞

培養培地）上に設置し、5％CO2、37QCで24時間インキュベートする

ことによりLDM中にTCを封入してTC－PSMS－10aded　LDM（4．5　cm2、

0．015cm厚み）とした。

　なお、contro1として、PSMSを含有しないLDMを2．O　mg／mL　TC－HC1

懸濁培地上に設置して同条件でインキュベートすることにより

TC－10aded　LDM（45　cm2、0．015　cm厚み）を調製し、以下同様の評価

を行った。

4．TC－loadedまたはTC－PSMS－loaded　LDMからのTC放出実験

　調製したTGloadedまたはTC－PSMS－loaded　LDMを2一チャンバー拡’

散セル（セル容量2．5mL、有効拡散面積0．95　cm2）に挟み、第1章、

第2節の5と同様の方法でTC放出性を測定した。

5．TC－loadedまたはTC－PSMS－loaded　LDMからのTC皮膚透過実験

　調製したTC－10adedまたはTC－PSMS－10aded　LDMをrat　stripped　skin

の表皮側に貼付し、拡散セルに挟んで第1章、第2節の7と同様の方
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法でTC皮膚透過性を測定レた。なお、損傷皮膚モデルとして同章、

忌詞の6の方法で調製したhairless　rat　stripped　skinを用いた。

6．TCの定量法（HP：LC分析）

　第1章、第2節の8と同様の方法でTCを定量した。

7．LDMまたはPSMS－10aded・LDMを介した高分子物質の透過性評価

　PSMSを負荷することによるLDMの物質透過性の変化を評価するた

めに、モデル高分子化合物であるFluorescein　isothiocyanate－dextran

（FD・・4；分子量3，820）（Sigma　Aldrich　Co．　Ltd．，　St．：Louis，　MO，　U．S．A．）

のLDMまたはPSMS－10aded　LDMを介した透過性を測定した。

　LDMまたはPSMS－loaded　LDMをこれまでの放出および透過実験と

同型の拡散セルに挟み、ドナー側（LDMの表皮接面側）に0．25　mM　FD－4

PBS溶液25　mLを、レシーバ側（LDMの培地接西側）に同容積のpH7．4

PBSをそれぞれ適用して透過性を測定した。セル内の保温、溢泌およ

びサンプリングは前述（第1章、第2節参照）の方法で行った。

　得られた各サンプルは、蛍光分光光度計（RF－5300PC、（株）島津製

作所、京都）を用いて定量した。測定波長には、励起波長490・nm、蛍

光波長520　nmを用いた。各時間のサンプルの蛍光強度は、0時問目の

サンプルの蛍光強度で補正した。

8．蛍光PSMSを用いたPSMS－10aded　LDMの組織学的観察

　蛍光色素により標識されたpolystyrene　latex　microspheres（蛍光

PSMS）を用いてPSMS－loaded　LDMを調製し、組織観察することによ

りLDM中でのPSMSの分布を評価した。

　蛍光PSMSには、市販のFluoresbrite⑪　Yellow　Green（YG）Carboxylate
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Microspheres　O50μm（Polysciences，　Inc。）を用いた。この蛍光PSMSの

励起および蛍光スペクトルはFluorescein　isothiocyanate（FITC）と類似

している。この蛍光PSMSを用いて、本節の3に述べた方法に従い

PSMS－loaded：LDM（蛍光PSMS－10aded　LDM＞を調製した。この：LDM

中の蛍光PSMSの含量は、4　mg　PSMS／LDMとした。

　調製した蛍光PSMS－10aded　LDMを［Fiss｝2e－Tek⑧OTC　compound（Miles，

hc．，　Elkhart，　Pt，　U．S．A．）に包埋し、一2　0℃イソペンタン中で速やかに凍

結させ、凍結ミクロトーム（Leica　Microsystems　GmbH，　Wetzlar，

Ge㎜any）を用いて垂直方向に10μmの厚みに薄層化し、スライドグ

ラスに回収した。切片の観察には、共焦点レーザー顕微鏡CI　plus（（株）

ニコン、東京）を用いた。
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第2節　結果および考察

1．TCのPSMSへの吸着性

　pH7．4　PBS中でのTCのPSMS（粒子径0．20、050、1．0および2．0μm）

への吸着量をFig．10に示す。本研究で用いたPSMSは、粒子径に関わ

らず中性条件下で濃度依存的にTCと吸着することが示唆された。こ

のことから、放出制御型培養皮膚型貼付剤の構築のために、TCとPSMS

の吸着現象が利用可能であると予想された。
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Fig．　10　Adsorption　of　TC　on　P　SMS　with　mean　diameters　of

O．20（⑭），0．50（○），1．0（［コ）and　2。0脚（△）．

2．TC－PSMS40aded　LDMからのTC放出性および皮膚透過性に及ぼす

PSMS径の影響

　吸着実験で用いたPSMSのうち、0．50および2．0μm径のPSMSを選

択してTC－PSMS－10aded　LDM（PSMS含量はそれぞれ400μg／LDM）を

調製し、TC放出性および皮膚透過性を測定することにより、これらに

41



及ぼすPSMS径の影響を評価した。

　TC－PSMS－10aded　LDMからのTCの放出および皮膚透過プロファイ

ルをFig．11と12にそれぞれ示す。放出プロファイルから、

TC－PSMS－10aded　LDMはPSMS径に関わらずLDMからのTCの初期放

出を抑制することが示唆された（Fig．11）。一方、透過プロファイルか

ら、0．50μm径を用いたTC－PSMS－10aded　LDMではTCの皮膚透過性が

低下したものの、2．0μm径では認められなかった（Fig．12）。

　そこで、TCの放出および皮膚透過性共に抑制効果の見られた050

μm径のPSMSを用いて：LDM中PSMS含量のこれらに及ぼす影響を評

価することとした。

se
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Fig．　11　Release　profiles　of　TC　from　TC－loaded　LDM　er

TC－PSMS－loaded　LDM　with　different　diameters　of　PSMS．

Data　are　shown　as　the　mean　±　S．E．　（n＝4－6）．
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Fig．12　Permeation　profiles　of　TC　through　the　excised　stripped　skin

from　TC－loaded　LDM　or　TC－PSMS－loaded　LDM　with　different

diameters　of　PSMS，　Data　are　shewn　as　the　mean　±　S．E．　（n＝＝4－6）．

3．TC－PSMS－loaded・LDMからのTC放出性および皮膚透過性に及ぼす

PSMS含量の影響

　050μm径のPSM8を用いてPSMS含量40、400μgおよび4．O　mg／LDM

のTC－PSMS－loaded　LDMをそれぞれ調製し、TC放出性および皮膚透過

性を測定することにより、これらに及ぼすPSMS含量の影響を評価し

た。

　TC－PSMS－10aded　LDMからのTCの放出および皮膚透過プロファイ

ルをFig．13と14にそれぞれ示す。放出プロファイルから、PsMs含量

の低いTC－PSMS－10aded　LDMほどTCの放出抑制効果が高いことが示

された。PSMS含量の最も高い4．O　mg／LDMでは、　controlとほぼ同様の

TC放出挙動を示し、放出抑制はほとんど見られなかった（Fig．13）。

これらの放出プロファイルを第1章、第1節の1で述べた方法に従い
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それぞれ解析した。すなわち、放出データをWI．　Higuchiの式に非線

形最小二乗法を用いて当てはめることにより、TC－loadedまたは

TC－PSMS－10aded　LDM中のTCの拡散係数DLDMおよび初濃度Coを算

出した。LDMの厚み現DMは0．015cmとして計算した。　Fig．13に示す

ように、どのデータにおいても良好なフィッティングラインが得られ、

DLDMおよびCoを算出することができた。算出したDLDMおよびCoの

数値をTable　4に示す。異なるPSMS含量のTC－PSMS－10aded　LDMから

のTC放出性の違いは、：LDM中のTC初濃度Coには関係なく、：LDM

中のTC拡散性DLDMの変化によるものであると示唆された。

　透過フ．ロファイルから、全てのTC－PSMS－10aded　LDMでTC皮膚透

過1生の抑制が見られたが、放出プロファイルと同様に、PSMS含量の

低いものの方がその効果が高いことが示された（Fig．14）。これらの透

過プロファイルを第1章、第1節の4で述べた3層膜モデルを用いて

解析した。TCのLDMからstagnant　layerへの分配とそれに続く透過、

さらにstagnant　layerからrat　stripped　skinへの分配とそれに続く透過の

模；式図（concentration－distance　profile）をFig．15に示す。透過データの

解析には、放出データから算出したDLDMおよびCo（Table　4）と第1

章で算出したTCのstripped　skin中拡散係数D、ki。（7．1×10－4　cm2／h）を

用いた。Fig．14から明らかなように、どのデータにおいても良好なフ

ィッティングラインが得られ、それぞれの膜界面の分配パラメータを

算出することができた。

　つづいて、3層膜モデルと得られたパラメータを用いて、TC－10aded

またはTC－PSMS－10aded　LDMからの皮膚透過実験時のTCのstripped

skin中濃度をシミュレーションした。差分法を用いることで皮膚にお

けるある位置のある時間での濃度が求められることは第1章で述べた

とおりである。厚み570μmのstripped　skinを表皮表面から真皮（深さ）
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方向に10分割し、その最外層、つまり表皮表面から1層目（厚み57陣）

の平均皮膚中TC濃度の時間推移をシミュレーションした結果をFig．

16に示す。Control（TC40aded　LDM）では、皮膚中TC濃度の立ち上

がりが速く、皮膚からのTCの消失も速いことが示唆された。一方、

TC－PSMS－loaded　LDMでは、そのPSMS含量が低いものほど皮膚中TC

濃度の立ち上がりが遅く、消失も遅いことが示された。このことから、

PSMS含量の低いTC－PSMS－loaded　LDMは、皮膚中TC濃度を持続す

ることが可能であると期待される。PSMSの粒子径やLDM中含量を調

整することで、TCの放出性、皮膚透過性さらには皮膚中濃度を制御で

きることが示唆された。
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Fig．　13　Release　profiles　of　TC　from　TC－loaded　LDM　（ee）　or

TC－P　SMS－loaded　LDM　with　different　P　SMS　conteRts，　40　pg／LDM

（O），　400　pg／LDM　（O）　and　4．0　mg／LDM　（d（＞x）．　Data　are　shown　as

the　mean±S．E．（n＝4－6）．　Lines　show　theoretical　values．
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Fig．　14　Permeation　profiles　of　TC　through　the　excised　stripped　skiR　from

TC－loaded　LDM　（tw）　or　TC－PSMS一一loaded　LDM　with　different　PSMS

conte凱s，40μg／LDM（○），400μg／LDM（□）and　4．O　mg／LDM（△）．　Data

are　shown　as　the　mean　th　S．E．（n＝4－6）．　Lines　show　theoretical　values．

46



Table　4　Parameters　calculated　by　release　profiles

Parameters Contro1 40　ptg／LDM 400ng／LDM　4．O　mg／LDM

DLDM　（cm2Zh）

Ce　（pg／mL）

1．1　×　lo’3

1．5　×　lo3

3．9　×　lo－4

15　×　lo3

6．0　×　lo－4

1．5　×　lo3

8．5　×　loew4

1．6　×　lo3

C

免

TC－loaded　or

TC－PSMS－

loaded　LDM

StagnaBt

　layer Rat　stripped　skiR Receiver

Csk｛鷺

Dskin

κSL／LDM

∫
瓦kl、、／SL

’

CLDM CSL

DLDM DSL ∫

一（LLDM＋LsL）　““LsL　O　Lskin

Fig．　15　A　typical　conceRtration－distance　profile　of　TC　in　the　LDM，

stagRant　layer　and　stripped　skin　at　the　skin　peirmeation　experiment

（three－layered　diffusion　model）．
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4．LDMまたはPSMS－10aded　LDMを介した高分子物質の透過性

　これまでの結果から、我々の予想に反し、TC－PSMS－10aded　LDMの

PSMS含量が低いほどTCの放出性・皮膚透過性の抑制効果および皮膚

中濃度の持続効果が高いことが示唆された。また、これらの効果の違

いは、TCのLDM中拡散係数DLDMの違いによるものであることが示

唆された。つまり、TCのPSMSへの吸着性評価からTCのPSMSへの

吸着は濃度依存的に起こることが示されたにもかかわらず、

TC－PSMS－loaded　LDMのPSMS含量が低いほどTCの1）LDMが低下する

ということである。そこで、TCとPSMSとの吸着現象以外にもDLDM

が低下する原因があると考え、まずPSMSを負荷することによるLDM

の物質透過性の変化を評価することとした。

　LDMおよび0．50μm径のPSMS　40μgまたは4．O　mg／LDMを含有し

たPSMS－loaded・LDMを調製し、これらを介したモデル高分子物質の透

過性を測定した。モデル高分子物質として、PSMSとの吸着がほとん

ど無視できると考えられるFD－4を用いた。結果をFig．17に示す。　PsMs

含量の低いPSMS40aded　LDMの方がFD－4の透過性が高い結果となっ

た。PSMS含量が4．O　mg／LDMでは、　controlや40μg／LDMに比較して

FD－4の透過性が顕著に低下した。このことから、　PSMSを高含量で：負

荷すると、LDMの構造に何らかの変化（コラーゲンゲル層の不均一化

など）が起き、物質透過性に変化が見られることが示唆された。

　そこで、蛍光PSMSを負荷したLDM（蛍光PSMS－10aded　LDM）を

調製し、その切片を共焦点レーザー顕微鏡で観察することで、LDMの

構造およびLDM中の蛍光PSMSの分布を観察した。
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5．蛍光PSMS－10aded　LDMの組織学的観察

　050pm径の蛍光PSMSを用いて、含量4．O　mg／LDMの蛍光

PSMS－10aded　LDMを調製した。この切片を共焦点レーザー顕微鏡で観

察した結果をFig．18に示す。　Fig．18cから、PsMsを負荷することによ

るLDM構造の顕著な変化は認められなかった。また、　Fig．18dから、

PSMS－loaded・LDM中のPSMSの分布が明らかとなった。　PSMSはLDM

中のコラーゲンゲル層に均一に分散しているのではなく、コラーゲン

ゲル層にPSMS濃度の高い部分が局在し、これが層状の構造を形成し

ていることが示唆された。本節の4で述べたように、4．O　mg　PSMS／LDM

（高PSMS含量）のPSMS－loaded・LDMのFD一一4透過性が低かった原因

は、この層状になったPSMSの存在により高分子物質であるFD－4の拡

散性が低下したことによると考えられる。また、本節の3で述べたよ

うに、4．O　mg　PSMS／LDM（高PSMS含量）のTC－PSMS－loaded：LDMで

TC放出性の抑制効果が見られなかったことは、　PSMSが層状になるこ

とでTCの吸着できる表面積が低下し、　TCの吸着に飽和が起こると考

えれば説明できる。これらのことから、LDMからのTCの放出性、皮

膚透過性さらには皮膚中濃度を制御できるTC－PSMS－loaded　LDMを調

製するためには、LDM中のPSMS含量の設定が重要になると考えら

れる。
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Fig．　18　Microscopic　observation　of　LDM　cross－section　（a　and　b）　or

fiuorescent－PSMS－loaded　PSMS　cross－section　（c　and　d）　by　phase－contrast

microscope（HE－sta血）（a　and　c）and　confbcal　laser　scanning　microscope（b

and　d）．　Scale　bars　shows　sQ　pm．　Arrows　show　fluorescent－PSMS．
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　前述のように、第1章で調製、評価してきた”drug－10aded　LSE－high”

は、重症火傷のような創傷の初期殻階に最も効果を発揮できるDDS（も

しくは創傷被覆材とも捉えられる）であると考えることができる。し

かし、永久生着を目的とした自家培養皮膚片を構築するのに要する2

週間から1ヶ月の間、患者を感染から守るためには、このDDSに薬物

放出制御能を持たせることが望ましいと考えられる。

　本章では、TC放出制御能をもつ放出制御型培養皮膚型貼付剤として、

TCとPSMSの吸着現象を利用したTC－PSMS－10aded　LDMを構築した。

結果から、PSMSの粒子径やLDM中含量を調整することで、

TC－PSMS－loaded　LDMからのTCの放出性、皮膚透過性さらには皮膚中

濃度を制御できることが示唆された。特に、LDM中に：負荷するPSMS

量の設定が重要であると考えられた。これは、蛍光PSMS－10aded　LDM

の組織学的観察からPSMSを：負荷することによるLDM構造の顕著な

変化は認められなかったものの、LDM中の線維芽細胞に対しては少な

からず傷害を与えると懸念されるためである。今回、LDM中のcell

viabilityに関する評価は行わなかったが、　PSMSの負荷が線維芽細胞の

viabilityを低下させる可能性は十分に考えられる。本検討で用いた

TC－PSMS－loaded：LDMでは、　PSMS含量が低いほどTCの放出性、皮膚

透過性の抑制効果および皮膚中濃度の持続効果が高いことが示された。

LDMへのPSMS負荷量が低いほど線維芽細胞への影響も少ないと考え

られるので、これは望ましい結果であるといえる。十分なTC放出制

御能と高いce11　viabilityを保持したTC－PSMS－10aded　LDMの構築のた

めには、risk／benefitを考慮したPSMSの至適負荷量の設定が必要であ

ろう。

　本章の評価では、培養皮膚モデルとしてLSE－highの真皮部分に相当

するLDMを用いた。本来、創傷治療には、表皮、特に皮膚の最大の
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バリアーである角層を有する培養表皮やLSE－highのような培養皮膚

（全層皮膚）が望ましい。しかし、TC－PSMS－10aded　LDM上に表皮（角

層を含む）を培養することも可能であると考えられる。また、損傷皮

膚に適用したTC－PSMS－loaded　LDMの上に培養表皮シートや創傷被覆

材を適用する治療法も有効であろう。このように、様々な応用ができ

ることから、LDMを用いた本システムの有用性が示唆された。
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第3節　　小手舌

　TCのPSMSへの吸着性評価から、放出制御型培養皮膚型貼付剤の構

築のために、TCとPSMSの吸着現象が利用可能であると予想された。

PSMSの粒子径やLDM中含量を調整することで、　TC－PSMS－10aded

LDMからのTCの放出性、皮膚透過性さらには皮膚中濃度を制御でき

ることが示唆された。本研究で用いたPSMSは、2次感染を防ぐのに

十分な薬物放出持続時間を得られるTC放出制御型培養皮膚型貼付剤

を調製するための放出制御材料として有用であることが示唆された。
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第2編 遺伝子導入培養皮膚型貼付剤の調製に関する

検討

　近年の細胞工学、組織工学、遺伝子工学分野の発展により、薬物治

療は低分子化合物からタンパク質およびペプチドなどの高分子化合物

やDNAおよびRNAなどの核酸を用いた治療に移行しつつある65）。ま

た、培養細胞から組織や臓器を構築するtissue　engineeringが注目され、

細胞さらには培養組織を医薬として用いた新しい治療が期待されてい

る66）。

　第1編では、tissue　e簸gineering技術に基づいた培養皮膚に抗生物質を

封入した抗生物質含有培養皮膚型貼付剤を調製し、培養皮膚の機能の

みならず2次感染防止作用をも併せ持つ新しいDDSとしての有用性を

評価してきた。培養皮膚からの抗生物質の放出性および皮膚透過性を

数学的に解析した結果、損傷皮膚モデル表面において2次感染を防止

するのに十分な抗生物質濃度を得ることができた。一方で、封入した

抗生物質自身の細胞毒性により、培養皮膚細胞のviabilityが低下する

傾：向にあることも明らかとなった。

　そこで、抗生物質の代替として内因性抗菌ペプチドの発現遺伝子を

培養皮膚の細胞に導入することができれば、培養皮膚のviabilityを低

下させることなく抗菌活性を得ることができると考えた。ヒト由来の

内因性抗菌ペプチドにはhuman一β一defensin－2（h13D・一2）がある。β一defensin

類は上皮組織に特有の抗菌ペプチドであり、hBD－2は皮膚、泌尿生殖

器、気管支および肺に発現していることが報告されている67“70）。また、

皮膚中でhBD－2は炎症時の感染防御に関与していると考えられている

67・71）。このような皮膚に存在する内因性抗菌ペプチドの遺伝子を培養

皮膚に導入することで、より従来の培養皮膚に近くかつ2次感染防止
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作用を持つ培養皮膚型貼付剤が調製可能であると考えられる。さらに、

内因性抗菌ペプチドを用いることで、抗生物質や合成抗菌薬の繁用を

避けることができ、医療現場で問題となる多剤耐性菌の出現を防ぐこ

とにもつながると期待される67・72）。

　我々は、このようなhBD－2の分泌能を有する遺伝子導入培養皮膚の

構築を目指し、まず最初のアプローチとして、モデルたん白質を発現

する遺伝子導入培養皮膚の調製法について検討した。今回、モデル遺

伝子としてAeguorea　victoria（オワンクラゲ）から単離された化学発光

たん白質であるGreen　Fluorescent　Protein（GFP）の発現遺伝子が組み込

まれたプラスミドDNA、　pQBI25を、培養皮膚としてラットまたはヒ

トの3次元培養真皮モデル（three－dimensional　cultured　dermal　model；

CDM）を用いて異なる調製法で遺伝子導入培養真皮を構築し、　GFP発

現を観察した。なお、本編で用いたヒトCDMは、第1編、第2章で

用いたLDMと同じものであるが、本編ではラット培養真皮も用いて

おり、表現を簡潔にするためCDMと表すこととした。また、遺伝子

導入には、遺伝子治療や遺伝子機能解析等に極めて有力なツールとし

て期待されているHVJ（hemagglutinating　virus　ofJapan）envelope　vector

（HVJ．E）73・74）を利用した。　HVJ－EはセンダイウイルスのゲノムRNA

を完全に不活化し、細胞膜融合能を残した非ウイルス性のトランスフ

ェクションツールである。
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第1節　実験の部

1．細胞培養

　ラット皮膚「由来線維芽細胞（FR　cell，　ATCC　CRr　1213）は大日本製薬

株式会社（大阪）より、ヒト真皮由来線維芽細胞（HDF）のprimary　cells

は東洋紡績株式会社（大阪）よりそれぞれ購入した。これらの細胞は、

炭酸隷ナトリウム、10％fetal　bovine　serum（FBS；ICN　Biomedicals，　Inc．，

Aurora，　OH，　U．S．A、）、penicillin（50　U／mL）およびstreptomycin（50　pg／mL）

を添加したDulbecco’s　modi丘ed　Eagle’s　medi㎜（DMEM；日本製薬株式

会社、東京）中で、37℃、5％co2存在下にて培養した。　Fig．19にそれ

ぞれの細胞の位相差顕微鏡像を示す。

）．
a

｝（ザへ　
　　　　　　　　　　　　　’ii

e，一一L，1

Fig．　19　Phase－contrast　microscopic　observation　of　FR　（a）　or　HDF　（b）．

Scale　bars　show　20　pm．

2．3次元培養真皮モデル（CDM）の調製

　ラットまたはヒトのCDMは、培養したFR　cellまたはHDFと東洋

紡績（株）から購入したコラーゲンゲルキット（ウシ由来酸性タイプ
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1コラーゲン溶液、コラーゲン中和培地およびウシ血清を含む）を用い

て調製した。調製法を簡単に述べると、氷中にてコラーゲン溶液8．OmL

に中和培地16mL、ウシ血清2．O　mしおよび線維芽細胞浮遊液（1．875x105

cells／mL）4．0・mLを順番に加え混合、撹噛した後、この？＆　4．0　mLを直

径24㎜のセルカルチャーインサートに分注し、37℃、5％CO2存在

下で7日間培養した。CDMの培養には、細胞培養と同様の培地を用い

た。Fig．20にCDMの肉眼的観察像とHE染色された切片の顕微鏡観

察像を示す。

Fig．　20　Macroscopic　observation　of　rat　（a）　or　humari　（b）　CDM，　and

microscopic　observation　of　HE－stained　CDM　cross－section　of　rat　（c）　or

human　（d）．　Scale　bars　shows　10　mm　（a，　b）　and　50　pm　（c，　d）．

59



3．プラスミドDNA

　Green　Fluorescent　Protein（GFP）発現プラスミドDNA、　PQBI25は、

タカラバイオ株式会社（滋賀）より購入した。pQBI25は、レポーター

遺伝子であるGFP遺伝子のほかに、アンピシリン耐性遺伝子（A　mp「）

を有している（Fig．21）。　PQBI25のEcoliへの形質転換は、　E．　coli

competen重cell　HB　l　o　1（タカラバイオ（株））50μしに対してPQBI25　1．0　P9

を加え、熱ショックを与えることで行った。その後、菌液を50μg／mL

ampicillin含有LB寒天培地上に播種し、37℃にて約12時間培養後に

出現したコロニーから菌を採取して形質転換細胞とした。この形質転

換細胞を50μg／mL　ampicillin含有LB培地（250　ml）に接種し、37℃に

て約16時間振とう培養を行った後に菌体を回収し、Qiafilter　Plasmid

Maxi　Kit（（株）キアゲン、東京）を用いてpQBI25の回収を行った。

操作は、キットに添付されたプnトコルに従った。精製したpQBI25

は、TE・bufferにて3．0μg／μしに希釈し、遺伝子導入に用いた。

寓
O

SV　40　pely　A

Fig．　21

岬ず　Qレレ駕

　　　　　　犠
pQBgzs　Tiag

　6，238めp

　　　　　　　BGH
　　　　　　　po盈yA
　簸eo
　　　　　SV　40　pro

Structure　ofpQBI25

4．遺伝子導入および遺伝子導入培養真皮の調製

　細胞（FR　cellまたはHDF）および培養真皮モデル（ラットCDMま

たはヒトcDM）へのPQBI25の導入には、市販のHvJ－EであるHvJ
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Envelope　VECTOR：KIT、　GenomONE⑧一Neo（石原産業（株）、大阪）を

用いた。この導入原理は、HVJ・一E上のHNたん白が標的細胞膜上のシ

アル酸レセプターと特異的に結合し、続いてHVJ－E上のFたん白の作

用により膜融合が起こることを利用して、標的細胞質内に目的の分子

を導入する（Fig．22）。シアル酸レセプターは、ほとんどの動物細胞・

組織の細胞膜上に存在するとされており、幅広い対象に対して適用が

可能である73）。また、この方法は、カチオン性脂質によるエンドサイ

トーシスを利用した遺伝子導入法と異なりリソソームによる分解を受

けないため、高い導入効率が得られると考えられる。GenomONE⑧一Neo

の基本的操作は、キットに添付されたプロトコルの第2法に従った。

すなわち、HVJ－EにpQBI25および封入試薬を添加、混合し、遠心分

離（10，000×g、4℃、5min）後、緩衝液および導入エンハンサーで再

懸濁した液を遺伝子導入処理液とした（Table　5）。

　細胞への遺伝子導入では、FR　ce11またはHDF　1．0×105　cells／4　mL　of

mediumを直径60　mmのculture　dishに播種し24時間pre－incubateした

後、新たな培地4．O　mしに交換して処理液70　PtL／dishを滴下した。これ

らの細胞を37℃、5％CO2存在下にて培養し、24時間後に培地交換に

よりHVJ－Eを除去した。さらに24時間培養後（遺伝子導入処理後48　h）

の細胞をtrans飴cted　FR　ce11またはHDFとして蛍光顕微鏡（オリンパス

（株）、東京）観察および蛍光強度測定を行い、細胞中のGFP発現を

評価した（Fig．23a）。

　遺伝子導入培養真皮の調製は、以下の2種類のプロトコルに従った。

1つめは、まずそれぞれの細胞に遺伝子導入して得られたtransfected　FR

cellまたはHDFを回収し、これらを用いて本節2の方法に従いラット

またはヒトのCDMを調製する方法である（Fig．23b）。これは、まず線

維芽細胞に遺伝子i導入（trans琵ction）し、続いてこの細胞を用いてCDM
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を調製するという方法であることからpre－transfection法と呼ぶことと

した。また、この方法で得られた遺伝子導入培養真皮をpre－transfected

CDMと表すこととした。もう1つは、まず遺伝子導入していない未処

理の線維芽細胞を用いてラットまたはヒトCDMを調製し、続いてこ

れらに遺伝子導入処理を行う方法である。すなわち、CDM培養7日目

にCDMの培地交i換を行い、セルカルチャーインサートの上部に2．O　mし

の培地を適用後、ここに遺伝子i導入処理液35μ：Lを滴下した。37℃、

5％CO2存在下で24時間インキュベート後、培地交換によりHVJ－Eを

除去し、さらに24時間培養i後（遺伝子導入処理後48h）、遺伝子導入

培養真皮を得た（Fig．23c）。これは、予めCDMを調製し、後から遺伝

子導入（transfection）するという方法であることからpost－transfection

法と呼ぶこととした。また、この方法で得られた遺伝子導入培養真皮

をpost－transfected　CDMと表すこととした。

　Pre一およびpost－transfected　CDMの一部は切片作成後、共焦点レーザ

ー顕微鏡Cl　plus（（株）ニコン、東京）にて観察し、他は蛍光強度測

定およびMTT試験に用いた。

Table　5　Reaction　mixture　for　the　second　method　of　GenomONE＠一Neo

Step Compenent
Volume　（ptL）

per　60　mm　dish　per　CDM

ERtrapment　HVJ－E（Neo）

　　　　　　Buffer

　　　　　　DNA／TE　solution　（3　ptg／pL）

　　　　　　ReageRt　B　（entrapping　reagent）

80

Q0

Q0

S

（
）
A
V
ハ
）

　
　
　
2

4
璽
1
哩
1

Transduction　Buffer

　　　　　　Reagent　C　（traRsducing　enhancer）
A
）
A
V

5
（
∠

く
ノ
（
）

（
∠
嘘
1

Treatment　suspension 70 35
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5．組織学的評価

　ラットまたはヒトのnon－treated（control）、pre－transfectedおよび

post－transfected　CDMをTissue－Tek②OTC　compo撒d（Miles，　Inc．，　Elkhart，

PS，　U．SA）に包埋し、一20℃イソペンタン中で速やかに凍結させ、凍

結ミクロトーム（Leica　Microsystems　Gmb：H，　Wetzlar，　Germafiy）を用い

て垂直方向に6－8μmの厚みに薄層化し、スライドグラスに回収した。

切片は蛍光の退色を防ぐため、Flu◎roGuard⑧　Antifade　Reageltt（日本バ

イオ・ラッドラボラトリーズ（株）、東京）を用いて封入し、共焦点レ

ーザー顕微鏡（（株）ニコン、東京）にて観察した。

6．蛍光強度測定

　Non－treated（control）またはtransf¢cted　cells（FR　ce11またはHDF）

を回収後、0．1％Tween　20溶液300μLを加えてホモジナイズした細胞

懸濁液を2～3回凍結融解することにより細胞を破壊した。この懸濁液

を遠心分離（！7，500×g、室温、10min）し、上清に含まれるたん白質量

を測定した。総たん白質の定量にはCoomassie　Brillia瓶Blue（CBB）法

の原理に基づくBio－Rad　Pfotei薮Assay：Kit（日本バイオ・ラッドラボラ

トリーズ（株））を用いた。GFP量は、標準GFP（upstate　Biotec㎞010gy，

Inc．，　Lake　Placid，　NY；U．S．A．）を用い、蛍光光度計VersaFluorTM

Fluorometer（日本バイオ・ラッドラボラトリーズ（株））により測定し

た。測定波長には、励起波長510nm、蛍光波長490㎜を用いた。蛍

光強度は、測定したGFP量を総たん白質量で補正しμg　GFP／mg　total

proteinとして表した。

　ラットまたはヒトのnon－treated（control）、pre－transfectedまたは

post－traRsfected　CDMの1cm×1　cm切片をそれぞれマイクロチューブに

回収した後はさみで細断し、0．1％Tween　20溶液300匹を加えホモジ
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ナイズした。このホモジネートを3～4回凍結融解後、遠心分離（17，500

×g、室温、10min）し上清に含まれるたん白質量を測定した。総たん

白質およびGFP量の測定は、細胞と同様の方法で行った。

7．MTT試験

　CDM中のFR　ce11またはHDFのviability評価にはMTT試験5758）を

用いた。Non－treated（contro1）、pre－transfectedまたはpost－transfected　CDM

を0．333mg／mL　MTT一培地1．2　mL／weUを分注した6－wellプレート上に

設置し、37℃、5％CO2存在下で3時間インキュベートした。インキュ

ベート後、CDMの余分なMTT一培地をpH7．4　PBSで洗い落とし、生検

パンチを用いて直径8mmにくり抜いた。くり抜いたCDMをマイクロ

チュ・・一ブに回収し、0．04MHCI一イソプロパノールを1mL加え、室温、

暗所で2hインキュベートすることによりCDM中のホルマザンを抽出

した。ホノレマザンの演掟には分光光度法（波長：570㎜）を用レ・た。

8．統計学的解析

　数値はすべて平均値土標準誤差（standard　error　of　mean；SE）にて表し

た。また、統計学的解析にはStudent’s　t－testまたはANOVA（analysis　of

variance）を用いた。
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第2節　結果および考察

1．線維芽細胞への遺伝子導入

　ラットまたはヒトの真皮由来線維芽細胞（FR　cellまたはHDF）に市

販のHVJ－EであるGenomONE⑪一Neoを用いてpQBI25を導入し、

transfectcd　FR　cellまたはHDFを得た。遺伝子導入処理の48時間後に

蛍光顕微鏡によりGFPの発現を観察した結果、　transfected　FR　cellおよ

びHDF共にGFPの発現が確認された（Fig．24）。また、これらの細胞

の蛍光強度を定量化した結果、遺伝子導入処理していないcontrolに比

べて有意に高い蛍光強度を示し、GFPの高い発現が確認された（Fig．

25）o

Fig．　24　Fluorescence－microscopic　observation　of　FR　cell　（a，　b）　or　HDF

（c，　d）．　（a）　and　（c）　are　control，　and　（b）　and　（d）　are　transfected　fibroblasts．

Scale　bars　show　20　pm．
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Fig．　25　Measurement　of　GFP　expression　iR　control　and　transfected

FR　cell　（a）　or　HDF　（b）　by　fiuorescence　spectrophotometry．　Data　are

shown　as　the　mean±S．E．（n＝＝4－6）．　＊p〈O．05　vs．　control．

　これらのtransfected　FR　cellまたはHDFを回収してCDMを構築し、

ラットまたはヒトのpre－transfected　CDMを調製した。

2．遺伝子導入培養真皮

　ラットまたはヒトのcontro1、　pre一およびpost－transfected　CDM切片の

共焦点レーザー顕微鏡観察結果をFig。26に示す。結果から、　pre一およ

びpost－transfection法どちらの調製法でもGFPの発現が観察され、

HVJ－Eを用いることで3次元構築した培養真皮に遺伝子導入すること

も可能であることが示唆された。また、これはラットおよびヒトの両

者で認められた。さらに、pre－transfected　CDMでは、GFPの発現がCDM

中のコラーゲンゲル層に比較的均一に観察されたのに対し、

post－transfected　CDMでは、GFPの発現にバラツキが見られた。これは、

調製法に起因していると考えられ、pre－transfection法ではtransfected　FR
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cellまたはHDFをCDM中のコラーゲンゲル層に均一に分散させるこ

とができると考えられる。しかし、post－transfection法でも、　CDM内部

でGFPの発現が見られることから、　CDM内部の細胞への遺伝子導入

が可能であることが示唆された。

　これらのCDMの蛍光強度測定結果をFig．27に示す。ラットおよび

ヒトでほぼ同様の結果が得られた。すなわち、蛍光強度はpre一および

post－transfbcted　CDM共にcontrol　CDMの3～5倍を示した。また、有意

差はなかったものpre一よりもpost－transfected　CDMの方がGFP発現量が

高い傾向にあった。HVJ－Eは、細胞だけでなくin・vivoでの動物組織へ

の遺伝子導入の報告75’77）もあることから、3次元構築した培養真皮へ

の遺伝子導入にも有効であると考えられる。

　．：　T

∵1ヤ鋤
J．ll－r’

Dll　t
　　t：

Fig．　26　Confocal　laser　scaniiing　microscopic　observation　of　CDM

cross－section．　（a），　（b）　and　（c）　are　rat　CDM，　and　（d），　（e）　and　（D　are　human

CDM．　（a）　and　（d）　are　control　CDM，　（b）　and　（e）　are　pre－transfected　CDM，

and（c）and（D　are　post－transfected　CDM．　Scale　bars　show　50　pm．
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　つづいて、これらのcDMのviabilityをMTT試験により測定し、遺

伝子導入がCDM中の線維芽細胞のviabilityに及ぼす影響を評価した。

Fig．28にMTT試験の結果を示す。　CeU　viability（％）は、調製直後の

未処理のCDMの値を100％として表した。ラットおよびヒトでほぼ同

様の結果が得られた。すなわち、Pre一よりもpost－transfected　CDMで

viabilityのわずかな減少が見られた。これは、　post－transfection法では遺

伝子導入後のCDMの培養日数が短いことによると考えられる。　Pre－

transfection法では、線維芽細胞への遺伝子導入から9日間の培養i期間

があるため、viabilityの回復が期待できる。　Pre一およびpost－transfection

法での遺伝子導入によるviabilityの減少は10％前後と小さく、本調製

法によりCDMのviabilityを保持したまま遺伝子導入培養真皮を構築で

きることが示唆された。
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CDM　ofrat　（a）　or　human　（b）　by　MTT　assay．　Data　are　shown　as　the　mean

±　S．E．　（n　”3－5）．

　遺伝子治療は皮膚損傷の治療を改善する可能性を秘めている。本研

究では、ヒト由来の内因性抗菌ペプチドであるhBD－2の分泌能を有す

る遺伝子導入培養皮膚の構築を目指し、まず最初のアプローチとして、

モデルたん白質を発現する遺伝子導入培養皮膚の調製法について検討

した。Pre一またはpos“transfection法を用いることで、ラットまたはヒ’

トの遺伝子導入培養真皮が調製できることが示された。また、これら

の方法で調製した遺伝子導入培養真皮のce11　viabilityの低下は、ほとん

ど見られなかった。これらの結果は、本実験で用いた調製法が実際に

創傷治癒を促進するような機能を持つ遺伝子導入培養皮膚型貼付剤を

調製するための実現可能な技術となりうることを示唆している。

　しかしながら、このような遺伝子導入培養皮膚型貼付剤を皮膚損傷
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の治療に適用し創傷治癒の促進を期待する場合、導入する目的遺伝子

を過剰発現させる必要がある78・79）。これには、遺伝子導入法の改善が

必要となる。臨床応用のためには、高い遺伝子導入効率を持ちかつ毒

性を持たないかまたは低いという方法が望まれる。HVJ－Eはセンダイ

ウイルスのゲノムRNAを完全に不活化し、細胞膜融合能を残した非

ウイルス性のトランスフェクションツールであるため、遺伝子導入効

率は高く、ウイルスベクターに比べ安全性は高いと考えられる。HVJ－E

は目的遺伝子と導入する細胞の組合せにより遺伝子導入効率が大きく

異なる80）。導入効率の高い遺伝子を選択することで目的遺伝子の培養

皮膚中での過剰発現も可能であると考えられる。また、HVJ－Eに他の

非ウイルス性導入法（例えばelectroporatoion法など）を併用すること

も、遺伝子導入効率の改善に有用であると考えられる。

　さらに、皮膚損傷の治療に遺伝子導入培養皮膚型貼付剤を適用する

ためには、培養皮膚中の遺伝子発現やペプチド・たん白質の分泌の期

間も調整する必要があるだろう。本実験での遺伝子導入法では、遺伝

子の発現は一過性であるため、この点については今後さらなる検討が

必要であると思われる。

　このように、いくつかの問題点はあるものの、遺伝的修飾した培養

皮膚は皮膚損傷の治療を改善するのに有用であると考えられる。近年

では、培養皮膚が遺伝子治療の媒体（vehicle）として注目されており、

創傷治療のみでなく皮膚や全身の遺伝子疾患の治療への応用も期待さ

れている81・82）。しかし、まだこれらの研究は始まったばかりであり、

今後さらなる発展が期待される。
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第3節　ヒト由来内因性抗菌ペプチド～human一β一de：fensin－2～

　Defensin類は、様々な微生物に対して抗菌活性を持つ内因性宿主防

御因子である72）。ヒト抗菌ペプチドは、その構造から主にCt・一または

β一de：fensinファミリーに分類：される。　Ct－defensinは主に好中球のような

細胞により産生される。一方、β一defensinは上皮組織特有のものであり、

ヒト表皮角化細胞はhuman一β一defensin（hBD）一1、2、3を産生すること

がわかっている67’72’83）。

　我々は、ヒト由来内因性抗菌ペプチドの中でもhBD－2に着目した。

hBD－2は、初めに乾癬の皮膚落屑から分離された67）ことから、皮膚の

防御と炎症に関係する抗菌ペプチドであると考えられ、様々な研究が

行われた。hBD－2は、皮膚では表皮、毛包および汗腺上皮に発現して

おり、それ以外の組織では小腸84）、気管支および肺などに発現してい

る。皮膚での共焦点レーザー顕微鏡による検討で、hBD－2は有棘層で

は細胞質内に、角層では角質細胞間に局在することが明らかとなった

85）。角層中に抗菌ペプチドが存在することは、外からの微生物侵入の

防御のためには利にかなった分布であるといえる。また、hBD－2は誘

導性の抗菌ペプチドであり、緑膿菌、ブドウ球菌などの聖体成分によ

る刺激やある種のサイトカインにより発現が誘導される71β6）。これら

のことから、hBD－2発現遺伝子を培養皮膚の細胞に導入することがで・

きれば、培養皮膚のviabilityを低下させず、より従来の培養皮膚に近

くかつ2次感染防止作用を持つ培養皮膚型貼付剤が調製可能であると

考えられる。我々は、まずヒト表皮角化細胞からhBD－2発現遺伝子

を抽出できるか検討した。

　hBD－2の作用機序は、陽性に荷電したdefensin　dimerが微生物の細胞

膜表面の陰性荷電部に結合して細胞膜にporeを形成することにより殺
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菌作用を発現する。グラム陰性菌（大腸菌、緑膿菌など）に強い抗菌

活性を持つが、黄色ブドウ球菌にはそれほど強い抗菌活性を示さない

87）。Fig．29に分泌型hBb－2のアミノ酸配列を示す。　hBD－2のアミノ酸

配列（下線部）のN末端側には多くの疎水性アミノ酸が結合してい

ることからhBD－2は分泌型ペプチドであり67）、後に分泌型にするため

に修飾する必要はないと考えられる。

Met一　Arg一　Val一　Leu一　Tyr一　Leu一　Leu一　Phe一　Ser一　Phe一　Leu一　Phe一　lle－

Phe－Leu－Met－Pro－Leu－Pro－Gly－Val－Phe－Gly－yG　bL　L！1g！，L1y：1　ll　Gl

AsD一　Pro一　Val一　Thr一　Cvs一　Leu一　Lvs一　Ser一　Glv一　Ala一　lle一　Cvs一　His一

Pro一　Val一　Phe一　Cvs一　Pro一　Arg一　Arg一　Tvr一　Lvs一　Gln一　lle一　Glv一　Thr一

Cvs一　Glv一　Leu一　Pro一　Gly一　Thr一　Lvs一　Cvs一一　Cvs一　Lvs一　Lvs一　Pro

Fig．29　AmiRo　acid　sequeRce　of　secretory　hBD－2．　The　underliRe　is

amino　acid　sequence　of　hBD－2．

　培養した正常ヒト表皮角化細胞（東洋紡績（株））からRNeasy　Mini　Kit

（（株）キアゲン）を用いてtotal　RNAを抽出し、Mini　Cycler（MJ　Research，

Boston，　MA，　U．S．A。）にてRT－PCRを行った。用いたプライマー、反応

溶液の調製条件およびRT－PCRのタイムコースをそれぞれTable　6、7

および8に示す。
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Table　6　The　nucleotide　sequences　of　primers　for　amplification　of　secretory

hBD－2　gene．　Sense　and　anti－sense　primers　were　modified　by　restricted

enzymes　Hind　III　（a　！　agctt）　and　．Xba　1　（t　／　ctaga），　respectively．

Primers Nucleotide　sequences

Secretory　hBD－2　（sense）

Secretory　hBD－2　（anti－sense）

5’一aaaagcttatgagggtcttgatctcctcttc－3’

5’一aatctagatcatggctttttgcagcattttgttcca－3’

Table　7　Reaction　fnixture　for　amplifying　RNA　templates　by　RT－PCR

ComponeRt Volume　（ptL） Final　conceRtratien

QIAGEN　ORe　step　RT－PCR　Enzyme　Mix

sx　QIAGEN　One　step　RT－PCR　buffer＊

dNTP　mixture　（10mM　each）

Primer　（sense）

Primer　（anti－sense）

RNA　template

DEPC－treated　water

　　　2

　　　10

　　　2

　　　　1

　　　　1

each　（lpg）

up　te　50

　　　　　　lx

dNTP　4eO　pM　each

　　　　　l　pM

　　　　　l　ptM

　　　・1　pg／50　pL

＊　containing　12．5　mM　MgC12

Table　8　Temperature　cycling　for　amplificatieR　of　RNA　templates　by　RT－PCR

Temperature　（OC） Time Cycle

50　（reverse　traRscription） 30　min 1

95　（iRitial　denaturatioR）

95　（denaturation）

56　（anRealing）

72（exte難sio難）

5　min

50　s

30　s

40　s

1

35

72　（final　extensioR） 5　miR 1
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　PCR生成物を2％アガローース電気泳動にて確認したところ、分泌型

hBD－2のcDNAに由来した単一のバンドが得られた（Fig．30）。分泌型

hBD－2は192　bpであるが、プライマーの末端がそれぞれ8bpで修飾さ

れているため、合計の大きさは208bpとなる。したがって、電気泳動

にて得られた単一バンドは、分泌型hBD－2のcDNAであると考えられ

る。

（bp）

2000

1000

200 208（secretory　hBD－2）

　　　　　　　　Lane　1　2
Fig．　30　Expresson　of　secretory　hBD－2　cDNA　in　cultured　human

epidermal　keratinocytes．　Lane　l　is　DNA　size　marker，　while　lane

2　is　secretory　hBD－2．

　今回、予備検討によりヒト表皮角化細胞からhBD－2のcDNAを抽

出できることが示された。これをプラスミドベクターに組込みhBD－2

発現プラスミドDNAを構築し、　HVJ－Eを用いて培養皮膚細胞に導入

することで、hBD－2分泌能を有する遺伝子導入培養皮膚型貼付剤の調

製が可能になると考えられる。
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第4節　小括

　本実験で用いたpre一およびpost－transfectiolt法は、培養真皮のviability

を保持したまま遺伝子導入培養真皮を構築できることが示唆された。

また、これらの調製法と実際に生理活性を持つペプチド（抗菌ペプチ

ドなど）の発現遺伝子を用いることで、目的に応じた遺伝子導入培養

皮膚型貼付剤を調製することが可能であると示唆された。
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総括的考察

　皮膚は人体における最大の臓器であり、その主要な役割は外部環：境

に対するバリアーとして機能することにある。他の重要な機能として、

体液の恒常性の維持、体温調節、免疫機能調節、知覚作用および自己

修復作用などが挙げられる88）。外傷や疾患により広範囲に皮膚が損傷

されると、深刻な障害、あるいは死をも招きかねない。重大な皮膚損

傷の最も多い原因の1つは火傷である。この他の皮膚損傷として、褥

瘡、糖尿病性潰瘍、静脈性潰瘍、外傷および皮膚腫瘍の切除などが挙

げられる。褥瘡、糖尿病性潰瘍、静脈性潰瘍などの慢性皮膚潰瘍は、

比較的一般的で特に高齢者でよく起こり、難治化しやすいため、これ

らの医療および経済に与える影響はきわめて大きい82・89）。

　皮膚欠損創が小範囲で皮膚全層に至らない場合には自然治癒が期待

できる90）。しかし、広範囲重症火傷（III度火傷）のような全層皮膚欠

損創では、健常部位から採取した分層皮膚を創面に移植する「自家移

植」を必要とする。また、狭い範囲の難治性皮膚損傷を閉鎖する場合

にも自家の分層または全層皮膚の移植が適用される。従来の一般的な

これらの治療法では、ドナー部位の侵襲性が問題となる。さらに、難

治性皮膚損傷では、患者の全身状態の低下により、ドナー部位の創閉

鎖も遅延すると考えられる。

　これらいずれの創傷治癒過程においても、外部からの細菌の侵入を

阻止して湿潤環境を保持することが必要不可欠であり、皮膚欠損部位

を被覆保護することが治療の基本となる。Table　9に創傷治療に用いら

れている創傷被覆材および培養皮膚の分類を示す。Tissue　engineering

技術の向上から、これらの進歩には目覚ましいものがある。本研究で

用いたLSE－highは同種培養皮膚に、　LDMは同種培養真皮にそれぞれ
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属している。これらの同種培養皮膚類（表皮、真皮および全層皮膚）

を全層皮膚欠損創に移植しても永久生干は望めないが、角化細胞およ

び線維芽細胞から産生、放出される生理活性物質（サイトカインや細

胞外マトリックスなど）による治癒促進効果を有することから、生物

学的創傷被覆材（培養細胞を含む創傷被覆材）として期待できる。臨

床では、深達性II度またはIII度火傷、褥瘡、難治性皮膚潰瘍および外

傷性皮膚欠損創を対象に、基本手技として壊死組織を切除後、同種培

養皮膚類：を適用し、その上に抗菌薬含有軟膏ガーゼや抗菌薬含有創傷

被覆材を適用するという方法がとられている。

　このような背景から、本研究で調製、評価した抗生物質含有培養皮

膚型貼付剤は、同種培養皮膚と抗菌薬含有創傷被覆材の機能を併せ持

っていることから、現時点で非常に実現可能性の高いDDS（もしくは

創傷被覆材）であると言えよう。抗生物質を培養皮膚に封入すること

によるcell　viabilityの低下も起こりうるが、本研究で、培養皮膚表面に

抗生物質軟膏（塩酸テトラサイクリン含有軟膏）を適用した場合にも

同程度のcell　viabilityの低下が起こるという興味深い結果が示された。

また、抗生物質含有培養皮膚型貼付剤に放出制御能を持たせることは、

永久生干を目的とした自家移植に必要な自家培養皮膚片を調製する期

間（2週間から1ヶ月）の2次感染予防を可能にするだろう。現在市

販されている抗菌薬含有創傷被覆材は、薬物が徐々に放出されるよう・

設計されている。これは、薬物放出の持続化以外にも、薬物の徐放化

により損傷組織の高濃度薬物の暴露による組織傷害性を避けられると

いう効果がある。

　近年では、皮膚損傷の治療に創傷治癒促進効果を持つ生理活性物質

が用いられるようになってきた。創傷被覆材と生理活性物質を複合さ

せた生理活性物質含有創傷被覆材は、より効果的な創傷治癒が期待で
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きる91”93）。しかし、このような生理活性物質は、基剤中での潜性の低

下や適用後の持続時間の不足などが問題となるだろう。我々が考案し

た機能性ペプチドの放出能を持つ遺伝子導入培養皮膚型貼付剤の調製

が可能となれば、これらの問題が克服できると思われる。これは、現

在研究毅階であるが、遺伝子の発現量や発現時間の設計、あるいは生

理活性物質放出のon－off機能（必要なときにのみ放出が起こる）の設

計等が可能となれば、将来的には創傷治療に対する最も優れたDDS（も

しくは創傷被覆材）の1つとなるだろう。また、現在、温度応答性ゲ

ルを用いた細胞シート作成技術が研究、開発されており94・95）、このよ

うな技術を用いることで損傷皮膚面を傷つけることなく創傷被覆材を

脱着することが可能になると考えられる。

　以上、臨床の観点から考えると、現時点では、本研究の第1編で述

べた抗生物質含有培養皮膚型貼付剤の方がはるかに実用化の可能性が

高いが、将来的には、第2編で述べたような遺伝子導入培養皮膚型貼

付剤が皮膚損傷の治療に最も有効なDDSの1つとなりうると考えられ

る。
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Table　9 創傷被覆材および培養皮膚の分類と機能11）

分類： 機能

1．創傷被覆材

　①生体組織を基材とする創傷被覆材

　　同種皮膚（冷凍保存死体ヒト皮膚）

　　　　　　　（凍結真空乾燥ヒト真皮）

　　異種皮膚（凍結真空乾燥ブタ真皮）

　②抗菌薬非含有創傷被覆材

　　合成材料を基材とする創傷被覆材

　　生体材料を基材とする創傷被覆材

　　合成／生体材料を基材とする創傷被覆材

　③抗菌薬含有創傷被覆材

　④生理活性物質含有創傷被覆材

II．培養皮膚

　①本人の細胞を利用した皮膚代替物

　　自家培養表皮（角化細胞）

　　自家培養皮膚（角化細胞と線維芽細胞）

　②他人の細胞を利用した皮膚代替物

　　同種培養表皮（角化細胞）

　　同種培養真皮（線維芽細胞）

　　同種培養皮膚（角化細胞と線維芽細胞）

一時的被覆保護

一時的被覆保護

一時的被覆保護

一時的被覆保護

永久生着

永久生着
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結論

　近年の細胞工学、組織工学、遺伝子工学分野の発展により、再生医

療（tissue　engineering）や遺伝子治療の実現可能性が高まっている。中

でも皮膚を対象とした研究は、最も進んでいる分野のひとつであり、

皮膚損傷の治療を目的とした「培養皮膚代替物」の開発や皮膚をター

ゲットとした遺伝子治療の研究が注目されている。

　皮膚損傷部位に培養皮膚代替物を適用（移植）する際問題となるこ

との1つに細菌による2次感染が挙げられ、現在その防止のために抗

生物質軟膏等を用いた薬物治療が一般的に行われている。しかし、こ

の場合移植皮膚表面に抗菌薬を適用するよりも予め抗菌物質（抗生物

質、抗菌ペプチドまたはその発現遺伝子）を封入した培養皮膚代替物

を製剤として直接適用する方が効果的な治療が期待できると思われる。

そこで、本研究では、重症火傷や褥瘡などの重篤な皮膚損傷に用いる

ことのできる新しいDDSとして、損傷皮膚の保護作用ばかりでなく2

次感染の防止作用をも併せ持つような培養皮膚型貼付剤の調製および

有用性について検討した。

1．数学的アプローチに基づく抗生物質含有培養皮膚型貼付剤の有用

性について

　3次元培養ヒト皮膚モデルである：LsE－highにTc－HclまたはcPを封

入した抗生物質含有培養皮膚型貼付剤を調製し、その有用性について

数学的解析から評価を行った。

　まず、LSE－highにその真皮側から培養培地を介して薬物を封入し
‘‘

р窒浮〟|loaded　LSE－high”を調製した。この薬物封入LSE－highの調製法

は簡便でかつ確実に薬物を封入でき、また培地中の薬物濃度を変える
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ことである程度薬物放出量をコントロールできると考えられた。その

drug40aded　LSE－highからの薬物放出性を試験し、得られた放出プロフ

ァイルをWI．　Higuchiの式を用いてカーブフィッティングすることに

より、LSE－high中の薬物の拡散係数（DLSE）と初濃度（Co）を算出し

た。TCでは典型的な拡散制御の放出プロファイルを示したのでW．1．

Higuchiの式をそのまま当てはめたが、　CPでは放出初期にバースト現

象が見られたためこれを考慮して解析を行った。その結果、どちらの

薬物においても良好なフィッティングラインが得られ、DLSEとCoを算

出することができた。TCおよびCPのCoの値から、両薬物の培地から

：LsE－highへの薬物移行量はほとんど変わらなかったが、cPのLsE－high

中の拡散係数DLSεはTCのそれの約2倍であることが示された。

　次に、水溶液からのTCおよびCPのhairless　rat　stripped　skinを介し

た透過実、験を行い、得られた透過プロファイルをFickの第2法則に基

づく差分法を用いてカーブフィッティングすることによりviable

epidermis　and　de㎜is中の薬物拡散係数（D、ki。）を算：出した。なお、こ

のhairless　rat　stripped　ski獄は、物質透過の最大のバリアである角層を欠

いた損傷皮膚モデルとして用いた。両薬物においてフィッティングラ

インは実測値と良好な一致を示し、D、ki、を算出することができた。　TC

のD、ki。はCPの約2．5倍の値を示した。

　次に、stripped　skinを介したdrug－10aded：LSE－highからの薬物の透過・

性を試験し、得られた透過プロファイルについて、これまでに算出し

たパラメータ（Co，　DLSE，　D，ki。）と構築した3および2層膜拡散モデル

を用いて薬物溶液からの透過プロファイルと同様の方法で解析した。

TCの透過プロファイルを2層膜拡散モデルを用いてカーブフィッティ

ングしたところ、得られたフィッティングラインは実測値と満足する

一致を示さなかったが、stagnant　layerを組み込んだ3層膜拡散モデル
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を用いたところ良好なフィッティングラインが得られた。これは

Tc－Hc1ではLsE－highからstripped　skinへの薬物の分配に遅れが見られ

るために起こると考えられた。一方、CPでは2層膜拡散モデルを用い

ることで良好なフィッティングラインが得られた。これらの結果は、2

つの薬物問で分配係数などの物性が異なることに起因していると考え

られる。特にTCではCa2＋やMg2＋などの金属カチオンと難溶性のキ

レートを形成するという物性から、LSE－high、培地および皮膚中のCa2＋

との相互作用が示唆される。このことから、TCでは3層膜モデルを、

CPでは2層膜モデルを用いて皮膚透過性および皮膚中挙動を解析する

こととした。

　つづいて、それぞれの拡散モデルから、viable　epide㎜is　and　dermis（損

傷皮膚モデル）中薬物濃度挙動について時問および位置の関数として

シミュレーションを行った。その結果、表皮表面付近の両薬物濃度は、

様々な細菌に対するそれぞれの最小発育阻止濃度（MIC）以上であり、

本システムの有用性が示唆された。また、本実験での薬物封入方法が

有効な手毅の一つであると考えられた。さらに、本研究で構築された

拡散モデルを用いた解析方法によりdrug－10aded　LSE－highを皮膚適用

したときのTCおよびCPの挙動がある程度予測可能であることが示唆

され、またこの方法は他の薬物への応用も可能であると思われた。

　以上の結果から、抗生物質含有培養皮膚型貼付剤は重症火傷の治療

に対する新しいDDSとして有望であることが示唆された。

2．Polystyrene　microspheresを用いた抗生物質放出制御型培養皮膚型貼

付剤について

　これまでに評価した抗生物質含有培養皮膚型貼付剤に重症火傷の2

次感染を防ぐのに十分な薬物放出持続時間を持たせることを目的とし、
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表面にスルホン酸基を修飾し負電荷を持ったpolystyrene　latex

micrespheres（PSMS）にカチオン性抗生物質であるTCを吸着させた放

出制御型培養皮膚型貼付剤を調製した。この有用性について、TCの

PSMSへの吸着性と3次元培養ヒト真皮モデル（：LDM）のコラーゲン

層にTCおよびPSMSを分散させた培養皮膚型貼付剤（TC－PSMS－10aded

：LDM）からのTCの放出性および皮膚透過性を測定することにより評

価した。

　pH7．4　PBS中でのTCのPSMS（粒子径0．20、050、1．0および2．0μm）

への吸着量から、本研究で用いたPSMSは、粒子径に関わらず中性条

件下で濃度依存的にTCと吸着することが示唆され、放出制御型培養

皮膚型貼付剤の構築のために、TCとPSMSの吸着現象が利用可能であ

ると予想された。

　次にこれらのPSMSのうち0．50および2。0μm径のPSMSを選択し

てTC－PSMS－10aded　LDM（PSMS含量はそれぞれ400　pg／LDM）を調製

し、TC放出性および皮膚透過性を測定することにより、これらに及ぼ

すPSMS径の影響を評価した。放出プロファイルから、TC－PSMS－loaded

LDMはPSMS径に関わらず：LDMからのTCの初期放出を抑制するこ

とが示唆されたが、透過プロファイルから、0．50μm径を用いた

TC－PSMS40aded　LDMではTCの皮膚透過性が低下したものの、2．0陣

径では認められなかった。

　そこで、TCの放出および皮膚透過性共に抑制効果の見られた0．50

ptm径のPSMSを用いてPSMS含量40、400μgおよび4．O　mg／LDMの

TC－PSMS－10aded　LDMをそれぞれ調製し、　TC放出性および皮膚透過性

を測定することにより、これらに及ぼすPSMS含量の影響を評価した。

全てのTC－PSMS－loaded　LDMでTCの放出性および皮膚透過性の抑制

が見られたが、PSMS含量の低いものの方がその効果が高かった。ま
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た、これらのデータを解析して皮膚透過実験時の皮膚中TC濃度をシ

ミュレv・一一・・ションした結果、PSMS含量の低いTC－PSMS－10aded　LDMで

は、皮膚中TC濃度を持続することが可能であることが示唆された。

これらのことから、PSMSの粒子径やLDM中含量を調整することで、

TCの放出性、皮膚透過性さらには皮膚中濃度を制御できることが示唆

された。

　以上の結果から、polystyrene　microspheresは、　TC放出制御型培養皮

膚型貼付剤を調製するための放出制御材料として有用であることが示

唆された。

3．遺伝子導入培養皮膚型貼付剤の調製について

　これまでの検討により抗生物質含有培養皮膚型貼付剤の有用性が示

唆されたが、一方で、封入した抗生物質の細胞毒性により培養皮膚の

cell　viabilityが低下することも明らかとなった。そこで、抗生物質の代

替として内因性抗菌ペプチドの発現遺伝子を培養皮膚の細胞に導入す

ることができれば、培養皮膚のcell　viabilityを低下させることなく抗菌

活性を得ることができると考えた。hBD－2のようなヒト皮膚に存在す

る内因性抗菌ペプチドの遺伝子を培養皮膚に導入することで、より従

来の培養皮膚に近くかつ2次感染防止作用を持つ培養皮膚型貼付剤が

調製可能であると考えられる。

　　hBD－2の分泌能を有する遺伝子導入培養皮膚の構築を目指し、ま

ず最初のアプローチとして、モデルたん白質を発現する遺伝子導入培

養皮膚の調製法について検討した。モデル遺伝子としてGFPの発現遺

伝子が組み込まれたプラスミドベクタ・一pQBI25を、培養皮膚としてラ

ットまたはヒトの3次元培養真皮モデル（CDM）を用いて異なる調製

法で遺伝子導入培養真皮を構築し、GFP発現を観察した。遺伝子導入
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には、センダイウイルスのゲノムRNAを完全に不活化し、細胞膜融

合能を残した非ウイルス性のトランスフェクションツールである

HVJ－Eを利用した。

　遺伝子導入培養真皮は以下の2種類の方法で調製した。

　i）まず、ラットまたはヒトの線維芽細胞にpQBI25をHVJ－Eにより

導入し、蛍光顕微鏡観察によりそれぞれの細胞中にGFPが発現してい

ることを確認した。次に、これらの遺伝子導入細胞を回収し、ラット

またはヒトのCDMを構築した。この方法で調製した遺伝子導入培養

真皮をpre－transfected　CDMと呼ぶこととした。

　ii）また、先にラットまたはヒトの未処理の線維芽細胞を用いてそれ

ぞれのcDMを構築し、つついてこれらのcDMにPQBI25をHvJ－E

により導入した。この方法で調製した遺伝子導入培養真皮を

post－transfected　CDMと呼ぶこととした。これら2種類の遺伝子導入培

養真皮について、切片作成後の共焦点レーザー顕微鏡観察、蛍光強度

測定およびMTT試験を行った。

　ラットまたはヒトの線維芽細胞にpQBI25をHVJ－Eにより導入した

結果、どちらの細胞でもGFPの発現が確認された。これらの細胞を用

いてpre－transfected　CDMを調製した。　Pre一およびposUransfected　CDM

切片の共焦点レーザー顕微鏡観察結果から、どちらの調製法でもGFP

の発現が観察され、構築した培養真皮に遺伝子導入することも可能で

あることが示唆された。蛍光強度はpre一、　post－transfected　CDMともに

non－treated・CDMの3～5倍を示した。また、有意差はなかったものpre一

よりもpost－transfected　CDMの方がGFP発現量が高い傾向にあった。

CDM中のcell　viabilityは、どちらの調製法でもほとんど減少しなかっ

た。また、これらはラットとヒトでほぼ同様の結果を示した。

　以上のことから、本調製法は、培養真皮のviabilityを保持したまま

86



遺伝子導入培養真皮を構築できることが示唆された。また、今回の調

製法と実際に生理活性を持つペプチド（抗菌ペプチドなど）発現遺伝

子を用いることで、目的に応じた遺伝子導入培養皮膚を調製すること

が可能であると示唆された。

　以上、本研究で構築した抗生物質含有培養皮膚型貼付剤は、重症火

傷や褥瘡などの重篤な皮膚損傷に用いることのできる新しいDDSと

して有望であることが示唆された。また、この抗生物質含有培養皮膚

型貼付剤にpolystyrene　microspheresを組み込むことで薬物放出制御能

を持たせることが可能であると示された。拡散則に基づく数学的解析

は、これらのシステムの評価に有用であると思われる。さらに、モデ

ルたん白質を発現した遺伝子導入培養皮膚の調製が可能であることが

示され、本研究で用いた方法を応用することで創傷治癒に関連する

様々な機能を持つ遺伝子導入培養皮膚型貼付剤の調製も可能であると

考えられる。
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