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機能性修飾高分子の動態特性を利用した

バイオコンジュゲート化DDSの最適化に関する研究
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緒論

20世紀初頭、の化学合成技術の革新的発展に伴って、疾病治療に有効な天然物(生

薬)の薬効成分のみを工業レベルで安定かっ安価に創出できるようになり、薬物治療が社

会的に広〈浸透し始めた。その後、より有効かつ安全性に優れた薬物治療を追及していこ

うとする観点から、生薬抽出物やその化学合成物を単なる「薬物(有効成分) J としてで

はなく、 「薬剤(医薬品) J として利用しようとする「製剤技術」の開発が注目されるよ

うになり、錠剤や注射剤など、個々の疾病に応じて、薬物の有効性や汎用性を出来る限り

高めようとする様々な剤形が考案されてきた。これら過去における「製剤技術」は主とし

て、吸収性や安定性、組織分布(体内挙動)などの点で、薬物の薬効発現強度(生物学的

利用能;バイオアベイラピリティ)を投与剤形の工夫により、改善しようとするもので

あった。さらに近年ではプロドラッグ化など、いわゆる現在のDrug Delivery System 

(DDS; 薬物送達法)研究にみられる、薬物そのものの動態特性や作用メカニズムおよ

び、その薬理効果をも改善していこうとする「製剤技術」が次々と開発されてきており、

この「製剤技術」は今日の薬物治療の発展に多大な貢献を果たしていると言えよう。

一方で昨今の分子生物学・遺伝子工学の進展に伴い、物理化学的安定性や拡散性、

膜透過・吸収性に比較的優れている上述の低分子薬物のみならず、新たにタンパク質・遺

伝子といった生体高分子を初めとする、種々ヒト由来内因性生理活性物質を有効な医薬品

として適用しようとする試みが注目されるようになってきたは)。特に近年、遺伝子欠損や

サイトカインの過不足が様々な難治性疾患の原因となっていることなど初、各種疾病が分

子レベルで解明されつつあることも相まって、これら生理活性物質を標的とした分子治療

戦略の早期開発が期待されている。この治療戦略は、疾病の原因となっている遺伝子や生

理活性物質の異常発現を、質的・量的に是正することで、恒常性(ホメオスタシス)を回

復・維持させようとする点で、言わば病態、側(生体側)から観た薬物治療とも捉えられ、

既存の治療法とは異なった新たな次世代戦略として大きな期待が寄せられている。しかし

ながら、これまでに同定された数多くの生理活性物質が、次々と新しい「薬物」として研

究・開発されてきたにもかかわらず、実際に「薬剤(医薬品) J として臨床応用されてい

るものは極めて少ないのが現状であるにこれは、 1 )サイトカインなどの生体高分子は

一般に、物理化学的にも生物学的にも不安定であるため印、十分な薬理効果を得るために

は大量頻回投与を余儀なくされてしまうこと、 2) サイト力インは通常、一種類のサイト

カインが様々な生理作用を有するうえ、その標的組織・細胞が多岐に渡っているため、生

体に適用した際には、目的とする作用のみならず、予期せぬ作用をも同時に招いてしまう

wことなどに因る。従ってサイトカインなどを疾病治療に応用していくためには、まずそ

の体内安定性を改善し、多様な註1 vivo作用の中から治療に必須な目的作用のみを選択的

に引き出し得る、新たな「製剤技術」が必要となってくる。
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生体高分子などの内因性生理活性物質を 21世紀を担う「薬剤(医薬品) J として

開拓していこうと考えた場合、従来までの低分子薬物を用いた疾病治療の最適化を目指し

た、薬物の生体内挙動を時間的かっ空間的に制御しようとする DDSを駆使することは勿

論のこと、そのうえで少なくとも、上述の 1 )、 2) の問題点を克服し得る「製剤技術」

の創出が必須となってくる。内因性生理活性物質は一般に、標的とする組織や細胞に至適

な作用時間一濃度ノ〈ターンのもと作用することで、理想とする目的の生理作用を発現して

いる。すなわち生体は、自らの恒常性を維持するために、生理活性物質を時間的一空間的

に放出制御・標的指向しており、これはまさに我々が理想とする DDSを具現しているも

のと考えられる。従って、サイトカインなどの内因性生理活性タンパク質を用いた薬物治

療の最適化を目指すためには、まず体内における安定性を保持した上で、有効な薬物濃度

を長時間維持し、同時に標的組織へ選択的に薬物を送達する基盤技術の開発が必要となっ

てくると言えよう。本基盤技術は当然のことながら、サイトカインな どの生理活性タンパ

ク質に限らず、これまで鋭い活性を持つにも関わらずその副作用のために薬物治療への応

用が断念されてきたあらゆる薬物に対しても、薬物治療応用への道を再び拓くものと考え

られるため、 「倉リ薬技術」ども言うべき新たなアプローチとなり得るものと考えられる。

以上の観点から我々はこれまで、期待されながらも臨床応用が前途多難であると考

えられていた腫蕩壊死因子 (TNF一 α) 9.10)やインターロイキンー6 (IL-6) 11)のポリエチ

レングリコール (PEG) によるバイオコンジュゲーションを試みてきた。その結果、

TNF-α やIL-6の目的とする治療作用発現メカニズムを考慮、した上で、さらに最適のバ

イオコンジュゲート条件を詳細に検討することで、サイ トカインの体内安定性を飛躍的に

向上させ得ることは13)、さらに目的治療作用と副作用を選択分離し、目的治療作用のみを

効率よく数百倍にも高め得ることを見出している比15)。先述の基盤的倉lJ 薬技術ともいうべ

きバイオコンジュゲーションによるサイトカインへの作用の選択性付与は、体内安定性の

向上に伴う投与量の大幅な削減や、副作用発現組織移行性の低下などに起因することが判

明している 16)。

一方で我々の上記サイトカインのバイオコンジュゲーションに関する一連の研究か

ら、バイオコンジュゲーションに用いる修飾高分子の物理化学的性質によってバイオコン

ジュゲート薬物の体内動態が決定付けられるため、任意の体内挙動を示す修飾高分子を適

用することで、バイオコンジュゲーションにより薬物の体内動態を自由に制御し得ること

を報告している 17.18)。このことは、薬物の作用メカニズムに応じて修飾高分子を分子設計

していくことで、 1 )薬物の体内安定性の飛躍的向上、 2 )薬物への作用の選択性付与

(作用の点でのTargetむ19能の付与)のみならず、薬物の薬効発現を時間的一空間的に制

御し得ることを意味している。すなわち基盤的倉lJ 薬技術としてのバイオコンジュゲーショ

ンを適用しつつ、さらに高い信頼性が保証された次世代薬物を創出していくためには、精

巧綴密に生体内挙動を制御し得るインテリジェントな機能を持った修飾高分子を開発して

いかねばならない。

しかしながら、これまで安全性や抗原性などの面からバイオコンジュゲーションに

は主としてPEGが汎用されているに過ぎない19-22)。我々の研究からも、 PEGは十分とは言

えないまでも、血中滞留性の向上のみを目的としたバイオコンジユゲーションには適した

高分子のひとつであることが明らかとなっている。しかしPEGは、その構造上、体内動

態を制御するための種々の機能性官能基の導入は困難であり、新たなる付加価値をさらに

追加することが出来ない。以上の観点から、薬物治療の最適化を目指し、機能導入可能な

新規修飾高分子の開発を最終目的に、我々はまずその基本骨格となる幹高分子を検索する

ため、 PEGを含めた様々な水溶性高分子の註1 vivo体内動態、 in vitroにおける血管内

皮細胞との相互作用強度を検討してきた。その結果、ポリピニルピロリドン (PVP)

が、他の水溶性修飾高分子と比較して血中滞留性に優れており、さらに血中からの組織移

行性が極めて低いことを見出した。局方収載品である PVPは、これまでにも代用血殺と

して用いられてきたという経緯から、非常に生体適合性・安全性に優れていることが判明

している却。またPVPはラジカル共重合法により、機能導入に不可欠な種々の官能基を容

易に導入することが可能であることからも、ターゲティングなどインテリジェントな機能

を新たに追加導入出来得る幹高分子として非常に有用性が高いと考えられる (Fig.l) 。
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Fig.1 Advantages and 1uture strategies 01 bioconjugate drugs on molecular design 

本研究においては、まずバイオコンジュゲーションの疾病治療への応用を念頭、にお

き、モデルサイトカインとしてTNF-α を用い、 TNF-α を水溶性高分子でバイオコン

ジュゲーションすることで生体内不安定性が克服され、臨床応用への道が拓かれ得ること

を認めた。さらに、修飾高分子として有用であることが示されたPVPを幹高分子とし

て、薬物徐放を可能とする用いた新規修飾高分子を開発するとともに、腎臓へのターゲテ

イングデバイスの開発にも成功したのでここに学位論文としてまとめた次第である。
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本論

第一章 ポリピニルピロリドン (PVP) を用いたTNF一 α のバイオコンジュゲー
ンョン

癌は現在、国内における死亡原因の第一位にあげられ、癌に対する有効な治療法の

開発が医療分野における緊急課題といわれて久しい。現在、外科的手術が癌治療の主流と

なっているが、多発性癌や転移癌などに対しては殆ど手の苑しようのないのが現状であ

り、このような難治性の癌に対しても有効な治療法が待ち望まれている。本視点から、放

射線療法など様々な方法が考案されてきたがω、中でも抗癌抗生物質を用いたいわゆる癌

化学療法は、全身的に薬物を投与することで、手術が不可能な原発性の固形癌のみなら

ず、これまでに治療の出来なかった数多くの難治性癌に対して有効な手段と目されてい

る。しかしながらこれまで数多くの抗癌活性を有する薬物が新しい医薬品の候補としてあ

げられてきたにも関わらず、いずれも重篤な副作用のため、その治療効果や患者のQOL

の点、から見て有効な治療法とは言えなかった。従って既存の抗癌作用以外の新規作用点を

有する薬物の開発に期待が寄せられている。

一方で近年のライフサイエンスの発展に伴い、免疫系や内分泌系、造血系などの生

体内情報伝達の一翼を担っているサイトカインなどの生理活性タンパク質が相次いで同定

され、 pg---ng/mLという低濃度で鋭い目的の生理作用をin vivoで発現する、 これら

生体高分子の機能や役割の全貌が次第に解明されつつある。中でもサイトカインは有機的

連関のもと、サイトカインネットワークと呼ばれる複雑かつ巧妙な作用発現機構を駆使し

つつ、生体の恒常性を絶妙に維持していることから、その医薬品としての臨床的有用性が

高〈評価されている。特に昨今のバイオテクノロジー技術の目覚ましい発展により、サイ

トカインを始めとする種々生理活性タンパク質の大量生産が可能となってきたことも相

侠って、今後ますますサイトカインを医薬品として適用しようとする試みは注目されてい

くものと考えられる。しかしながら、サイトカインなどの生理活性タンパク質は、一般に

体内安定性に乏しいうえ、一種類のサイトカインが様々な組織の細胞に対し、多種多様な

生理作用を発揮することが知られている。その為、サイトカインなどの生理活性タンパク

質を生体に適用した際には、予期せぬ重篤な副作用を発現してしまっているのが現状であ

る。従って、サイトカインの臨床応用を実現するためには、上記の両問題点を克服し得る

新規DDSの開発が、今後の最重要課題であると言えよう。

さて、 TNF一 α は、腫蕩部位に血液凝固を伴った出血性壊死を誘導する因子として

同定され25}、動物実験レベルでは多くの癌種に対して著効を示す「夢の抗癌剤」として脚

光を浴びた 26-2へしかしながらヒ卜における全身投与では、有効性が一部の症例において

認、められたものの 29-3ヘ全体としての奏効率は 5%前後と期待を裏切る結果に終わってし

まっている 32ー加。これは、 TNF-α の半減期が数分から数十分と極めて短いために 3ペ十
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分な薬理作用を得るための大量頻回投与もしくは大量持続投与が余儀なくされてしまうこ

とや、様々な組織の細胞上に発現している 2つのレセプター (TNFR-L TNFR-II) を

介して 38，3 9)、目的とする抗腫蕩作用以外にも、多様なin vivo生理作用が同時に発現して

しまうことが原因となっている。しかしながら一方で、 TNF-α の局所療法では高い奏効

率が得られており 40.4 1 )、 TNF-α を用いた癌治療の可能性が未だ強〈支持され続けている

のも実状であることから、 TNF一 α を全身投与可能な薬物として臨床応用しうる「創薬技

術」の台頭が待望されている。

このTNF一 α の抗腫蕩効果は、直接的な腫蕩細胞傷害だけでなく 42-45)、血中の抗腫

蕩エフェクター免疫細胞の賦活化46)や腫蕩血管の特異的傷害(腫蕩出血壊死) 47.4 8}により

発揮されることが知られている 49.50) (Fig.2)。また、腫蕩血管の出血壊死作用のプロセス

の中で、腫蕩血管の血管透過性が充進し山ペ血中から腫蕩組織への高分子物質の移行性

が促進されるなど53}、高分子の癌組織における EPR効果 54-56) (enhanced permeability 

and retention e託ects) が充進することが知られていることから、結局のところ、血中

滞留性を向上させれば、 TNF-α の作用機序全ての点において作用の増強が達成し得るも

のと期待される。また一方で、血中から肝臓などの正常組織へのTNF-α の移行が、目的

作用以外の作用発現(副作用発現)に直結するため 57.58)、副作用の効率的軽減の観点から

も、その血中安定性の向上は、 TNF一 α を臨床応用するための有効な手段となり得るもの

と考えられる。

Nonnal tissue Tumor tissue 

Fig.2 Anti-tumor activity of TNF- α 

以上の観点、から我々は、 TNF一 α の血中滞留性の向上を目的に、 PEGバイオコン

ジュゲーション (PEGylation) を試みたところ、最適のバイオコンジュゲート条件を詳

細に検討することで、その体内安定性を飛躍的に向上し(プロテアーゼ抵抗性付与[立体

配位効果] )、腎糸球体濃過速度やその他の正常組織への移行性を大幅に低下させ得るこ

と(高分子化効果)、その結果血中滞留性が著しく向上し、副作用を軽減しつつ、目的治

療作用のみを 100倍にも選択的に高め得ることを見出している。しかし今後、 TNF一 α の

持つ抗腫蕩効果を更に厳密かっ選択的に引き出していくためには、より血中滞留性の向上

に適した修飾高分子を検索していかねばならない。さらに、多くの生理活性タンパク質に

対して有効な、新規創薬技術としてのバイオコンジュゲーションを確立し、より優れた薬

効と安全性を有する次世代医薬品を分子設計していく必要がある。そのためには、疾病や
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治療目的に応じて、血中滞留性の向上のみならず、バイオコンジュゲート体の生体内挙動

をより綴密に制御し得る、ターゲテイング能や疾病環境 を セ ン サー しつつ、薬物の徐放化

を可能とするインテリジェントな修飾高 分子の開発も必須となって こ よ う 。しかしなが

ら、前述のように、これまで用いてき たPEGは、構造上、新たな機能性官能基を導入す

ることが困難である 。 この点 、 ターゲティング能 な どの付加機能を導入できる修飾高分子

として、我々がその有用性 を 見出したPVPは 、 検討した非電荷水溶性高分子の中で、最

も血中滞留性に優れており、かつ代用血業として用 い ら れてきた経緯から、安全性にも優

れている。 本章 ではこのPVPを修飾高分子として適用し、 TNF一 α バイオコンジュゲー

ションを行い、 血中滞留性の向上 を 目的とした バ イオコンジュゲーションにおける PVP

の修飾高 分子と し ての有用性と、今後種々機能を導入して い くうえでの幹修飾高分子とし
ての可能性を考察した。

PVPの作製方法 (Scheme 1) 

ポリ ピ ニルピ ロ リ ド ン (polyvinylpyrrolidone; PVP) はラジカル重合法により作製し

た。 モ ノマーとして VP (270mmol)、ラジカル重合の開始斉1] として ACVA

( 1.2mmol)、連鎖移動剤 として、。-MP (2.7mmol)を使用し、あらかじめ モ レ キ ュ

ラ ー シ ー プス に よ り 脱水 さ せて おいたDMF中に溶解 させた。 DMF溶液をそれぞれ重合管

中に注ぎ込み、凍結融解による脱気を 3回行った後、減圧下で封管した。その後、ラジカ

ル反応を進行させるために、 600C恒温槽中で 6 時間加温し、 PVPをラジカル重合 した 。

反応後、大過剰量の ジ エチルエーテル中 に 反応溶液を注ぎ込むこと でPVPを析 出 さ せ 、

ガラスフィルターを用い吸引渡過により抽出した。未反応、 のモ ノマー、 開始剤、 お よび連

鎖移動剤を完全に除去するため、排除限界分子量3.500の透析膜で透析した後、凍結乾燥

した。ゲル濃過クロマトグラフ ィ ー に より分子量約6，000のものを分取・精製した後、水

中で脱塩・透析を行い、凍結乾燥した。 PVPの平均分子量として、 ゲル鴻過HPLCに よ り

スタンダードとしてPEGを用い分子量較正曲線から算出した相対値として 、 数平均 分子

量 (Mn) を算出した。

第一節 PVP-TNF- α の作製と in vitroバイオコンジュゲート特性の評価

我々 の研究室ではこれまでPEGを用いたTNF-α のバ イ オコンジュゲー シ ョンを

行 っ てき た。本研究ではTNF-α の抗腫蕩メカニズムから、これまでの研究で最も血中滞

留性に優れ、かつ組織移行性に乏しかったPVPを合成し、これを修飾高分子として用 い
たPVP-TNF一 α を作製した。

PVP のアミ ノ 基反応性官能基の導入方法 (PVPの活性化方法) (Scheme 1) 

分取したPVP200mgをガラス瓶中で1.0mLのDMFに溶解し、平均分子量換算で 10倍モ

ル量のNHSおよびDCCを加えた。反応溶液をエッペンチュープ中で激しく捜持しながら

反応を行い、 NHS、 DCC を 1時間毎に2回同様に添加した後、 22時間室温で反応 させ、カ

ルポキシル基の活性化を行った。反応後、沈殿した副生成物 ジシ クロヘキ シ ルウレ ア を遠

心分離により沈殿させ、上清のDMFを大過剰量のジエチルエーテル中に そそ ぎ込むこと

により活性化PVPを抽出、吸引乾燥した。抽出したポリマーにジクロロメタン 5mLを加

えて再溶解し、ジエチルエーテルに滴τ して再抽出することで、活性化PVPを精製し

実験材料と方法

試薬 お よび器具

PVPの合成にあたり、以下の試薬を用いた。ラジカル重合の開始剤として、4， 4'ーアゾビ

ス (4ーシ ア ノ 吉草酸) (4,4'-azobis-4-cyanovaleric acid; ACV A、和光純薬工業)お

よびモ ノ マーとしてピニルピロリドン (N-vinyl-2-pyrrolidone ; VP、和光純薬工

業)を用いた。また、重合反応における分子量制御を行うために βーメルカプトプロピオ

ン酸 ( ﾟ -mercaptpropionic acid; ß-MP、和光純薬工業)を用いた。溶媒として使用

した ジ メチルホルムアミド (dimethylformamide; DMF) はキシダ化学より購入し

た。ポリマーの分取にはSephadexーG75 (Pharmacia) 、分取したPVPの分子量決定に

はτ'SKgel-G4000Pv.哩L (株式会社トーソー)、またPVP-TNF一 α の分取に関しては、

TSKgel-G3000SwxL (株式会社卜ーソー)を用いた。透析にはSpectra/Por3 、

MWC03,500 (The Spectrum Companies) を用いた。 PVPの活性化には、 Nーヒドロ

キ シ コ ハ ク酸イミド (N-hydroxysuccinimide ; NHS、和光純薬工業)、ジシクロヘキ

シ ルカルボ ジ イミド (dicyclohexylcarbodiimide; DCC、和光純薬工業)を用いた。

PEGスタ ン ダードはTSKstandard polyethylene oxide (株式会社トーソー)を用~¥ 

た。 natural human TNF一 α は林原生物科学研究所より供与された。

。
た

PVP-TNF-α の作製 (Scheme 1) 

PVP-TNF一 α の作製は前記活性化PVPを用い、 0.651mg/mLの natural human 

TNF一 α を含むPBS溶液(リン酸緩衝生理食塩水、 pH7.4) 500μLに、 10倍モル量の活

性化PVPを加え、室温で 30分間TNF-α のリ ジ ン E ーアミノ基と反応させた。反応停止

は、 E ーアミノカプロン酸を添加することで反応を競合停止させた。反応溶液は未反応 の

PVP、 native TNF-α を除去するためにゲル濃過HPLCを用い、種々の時間で分取する

ことにより分子サイズの異なる PVP-TNF- α を得た。また、 PVP-TNF-α の平均分子

量として、ゲル港過HPLCtこよりスタンダードとしてタンパク質分子量マーカーを用い分

子量較正曲線から算出した相対値として、数平均分子量 (Mn) を算出した。
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Scheme 1Preparation of polyvinylpyrrolidone for molecular designof bloconjugated proteinｭ
Step 1: Synthesis of polyvinylpyrrolidone 

Step2:Activation of carboxylgrovp with N-hydroxy succirlImide and dicyc|ohexyl carbodiimide 
Step 3: Bioconjugation with protein and synthetic polyvinylpyrrolidone 

PVP-TNF一 α の比活性測定

PVP-TNF-α の残存活性は、 LM細胞増殖阻害実験により行った 59) 0 LM細胞は、

100mmシャーレ中で、 1% 牛胎児血清 (Fetal Bovine Serum; FBS) 含有イーグル

培地 (MEM、日水製薬)で継代培養し、サプコンフルエン卜状態の細胞を 1rrホ1 EDTA 

含有、 0.05% トリプシンでシャーレから剥離した。 1，000rpm、 5minの遠心、 PBS (一)

により洗浄した後、 1X 105cells/mLに調製した。 1 %FBS MEMを用い種々の濃度に

溶解したPVP-TNF一 α をあらかじめ 96穴プレートに添加し、細胞懸濁液100μLをさら
に播種した。 370C 、 5%C02条件下で培養後、メチレンブルー染色法で生細胞数の割合を
測定し、園内標準TNF-α をもとに比活性を評価した。バイオコンジュゲーションによる
残存活性は、使用したTNF-α の比活性と比較することにより算出した。

結果および考察

バイオコンジュゲーションにより、 TNF一 α の多彩なin vivo作用の中から、目的

治療効果(抗腫蕩作用)と副作用の原因となるその他の作用を分離し、目的とする治療効

果のみを効率よく引き出していくためには、前述したようにPEG化TNF-α と比較して、

さらなる血中滞留性の向上が必要となる。そこで、これまでの検討により同一分子量の

PEGよりも血中滞留性が格段に優れたPVPを修飾高分子としてTNF一 α バイオコンジユ

ゲーションに適用した。これまで用いられてきたPEG (methoxy-ssPEG) は、主鎖の

片末端をメトキシ化され、もう片末端をアミノ基と反応性の高いサクシニミジルサクシネ

ートで活性化されたものであった。従って、これと同様のバイオコンジュゲート条件にす

るために、片末端のみにカルポキシル基を導入することで、 PEGと同様のアミノ基反応

官能基を付与しうる PVPをラジカル重合により合成した。通常ラジカル重合は、分子量

分布が非常に広範囲に渡るため連鎖移動剤を用い、これまでの検討により最も in vivo の

抗腫蕩効果が高くなる分子量 5，000 のPEGiこ最も近い、分子量6，000 のPVPを効率よく合

成しうる条件で行った。用いたPVPはこれまでのPEG と同様シャープな分子量分布を持
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たせるため、さらにゲル鴻過により分取・精製した後、実験に供した。 TNF-α の高分子

バイオコンジュゲーションは、主鎖片末端をNHSおよびDCCで活性化したPVP と TNF­

α のリジンー ε-アミノ基聞にアミド結合を形成させることによって行った。

PVPノ〈イオコンジュゲート TNF-α は、ゲル渡過HPLCにより種々の分子量に分画

し、分子量の大きなものから順にFr.1から 5 まで分取した (Table 1)0 PVP-TNF-α の

レセプターに対する残存結合活性は、修飾率の増加に伴って減少し、その活性低下の傾向

は、今まで行ってきたPEGによるバイオコンジュゲーションとほぼ同じ傾向にあった

(Fig.3)。

Table 1 Preparation 01 bloconjugated TNF唱 with PVP 

Nu mb.r・h・v・g・a) SpecifieActiv耐 b) R・malnlng '{1・ Id
M。1・ω1・rW・Ight (x 105 JRU I mgTNF) Aetlvlty ( %) (% ) 

PVP・TNF・α~r.~ ~~，~~ 2.40:!: 0.59 13.5 7.7 
PVP-TN F-αFr.2 117,000 7.35 主 1.12 41.3 13.5 
PVP・TNF-αFr.3 101 ，0∞ 9.35 :!: 0.07 52.5 16.3 
PVP-TNF・αFr.4 84,000 11.1 土 ~2 625 13日2
PVP-TNドαFれ5 ?4,QOO 15.3 :!: 0.1 86.2 7.9 

_..~民旬y~. n~f.-j:{..... _ ~~~堕坦. .・・・ー・・ _.1?:.~_三旦主'-ー・._.199...9..... ..41~4... 
MPEG-TNF・α108，000 11.4 :!: 2.1 52.3 

a); Determ匤ed by GFC (prot・in standard). 
b); Assessed by growth inhlbition 01 L..M tumor cell a鎚ay.

会1
。l

g' 4 
z 
g 

E 
@ 

Q PEG 5,000 
・ PVP6，Ooo

Eσ 
o 20 40 60 伺 100

Degr伺 ofMod狩iωtion(%)

Fig.3 In vltro rela箇onship betw88n degr伺 01

mod而cation and remaining ac伽ity compared 
wi出 PEG and PVP on bioconjuga胎dTNF・α.

従って、平均分子サイズがほぼ同ーであり、非電荷水溶性のPVPがレセプターへの結合

に及ぼす効果は、 PEG とほぼ同ーであると推察される。 in vitroにおける PVP-TNF-α

の活性低下の原因としては、修飾高分子による立体障害の形成や、 TNF-α の活性発現に

重要なリジン残基の修飾、などが考えられる。すなわち、 TNF-α の活性発現に重要な部

位として、 Lys11やLys90が考えられるが60-63)、これらのリジン残基にPVPが結合するこ

とで、その活性を大幅に失ってしまった可能性がある。また、これまでのPEG化TNF一 α

の検討から、用いた修飾高分子の分子量の増大に比例して、活性イ色オでの傾向が顕著に現れ

たことから、活性発現に重要なアミノ基に直接結合することによって活性低下が起こる以

外にも、活性発現部位近傍に修飾高分子が結合することで、修飾高分子の立体障害により

活性が低下してしまった可能性が考えられる。今後、これらの活性低下の原因に関して、

水溶液中での水溶性高分子の立体構造や動的な挙動特性、また修飾高分子とタンパク質と

の結合部位などを、光散乱法やキャピラリー電気泳動法などの手法を用い、詳細に検討す

る必要がある。また、同様の活性低乍の傾向がIL-6 を用いたバイオコンジュゲーション

においても認められていることから、サイトカインのような活性発現にレセプターとの結

合を要する生理活性タンパク質のバイオコンジュゲーションにおいては、用いる修飾高分

子の分子量やタンパク質への結合量などを十分に考慮、に入れる必要性がある。
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第二節 PVP-TNF-α の静脈内投与による図形腫蕩に対する抗腫蕩効果

前節で作製されたPVP-TNF-α のin vivoにおける抗腫蕩効果を検討するため

に、種々の分子サイズを有するPVP-TNF-α を担癌マウスに投与することで、どの分子

サイズのものが最も抗腫蕩効果が高いのか、スクリーニングを行った。その上で、これま

でのPEG化TNF-α の検討から、最も抗腫蕩効果に優れていた、 MPEG-TNF一 α(修飾

高分子: PEG5，000) との比較をMeth-A担癌マウスに対する頻回投与により評価した。

実験方法

実験動物および細胞

ddYマウスおよびBALB/cは日本SLC (静岡)より購入した。 Meth-A fibrosarcoma 

はBALB/cマウスの腹腔内で継代維持した。 sar∞ma-180 (S-180) は ddYマウスの腹
腔内で継代維持した。

バイオコンジュゲート TNF一 α のin vivo抗種蕩効果の評価

バイオコンジュゲート TNF一 α のin vivo抗腫蕩効果はddYマウス、およびBALB/cマウ

スにそれぞれS-180およびMeth-A fibrosar∞maを移植しその抗腫蕩効果を検討するこ

とにより評価した。 ddYマウスおよびBALB/cマウスへの皮内固形癌の作製は、以下の

通り行った。 ddYマウス腹腔で継代維持されていたS-180およびBALB/cマウス腹腔内

で継代維持されていたMe血-Aを採取し、遠心後血球細胞を溶解させた後、 PBS(-)で洗浄

した。 卜リバンプル一法により生細胞数を計測した後、細胞を PBS(一)で懸濁し 2.5X

10
6 

cells/ mLに調製した。マウス腹部を除毛した後、先の細胞懸濁液200μL (5X 

10 5cells) を腹部皮内に移植した。 PVP-TNF一 α 、 TNF-α を種々の濃度に生理食塩水
で希釈し、コントロールとして生理食塩水、 10mg/mLのPVP (生理食塩水)を用い

た。またこれまでのPEG化TNF一 α の中で最も活性の高かったMPEG-TNF一 α を

1，000JRU投与してPEG化TNF一 α と PVP-TNF一 α との比較に用いた。 PVP-TNF一 α の

各フラクションを、腫蕩細胞移植 7 日後、直径約 7mmの固形癌に達したS-180担癌マウ

スに対して単回尾静脈内投与し、投与24時間後の出血壊死係数を測定することで最も in

vivo抗腫蕩効果の高いフラグションをスクリーニングした。なお出血壊死作用は以下の

ようにA.C紅'Swell ら 25) の方法により O から 3 の 4 段階で表示した。

o :全〈腫蕩表面に出血壊死を認めないもの
1 :わずかに出血壊死を認めるもの

2 :腫蕩表面積の25から 50% に出血壊死を認、めるもの

3 :腫蕩表面積の50%以上に出血壊死を認めるもの

腫蕩増殖の抑制に関する詳細な検討は、 Me仕l-A担癌マウスに移植後7、 10、 14、 17 日目
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に希釈したサンプルを 200μL尾静脈内投与することにより行った。腫蕩体積は以下に示

すようにK.Harむ1叫切らの方法により算出したぺ

(腫蕩体積) = 1/2 (aXb2
) -1/2 (anXbn2

) 

a: 腫蕩の長径 紅1: TNF一 α の作用による出血壊死部長径

b: 腫療の短径 bn: TNF-α の作用による出血壊死部短径

加えて体重変化、延命率を計測し、 TNF一 α およびそのバイオコンジュゲート体投与によ

る副作用の指標とした。また生存日数が150 日を越えたものは完全治癒と見なした。相対

腫蕩増殖度の算出方法を以下に示す。

(相対腫蕩増殖度)

= (腫蕩体積) / {腫蕩移植 7 日目(投与開始日)の腫療体積}

延命率は以下の式により求めた。

(延命率)

= (投与群の平均生存日数) / (コントロール群の平均生存日数) X100 

結果および考察

PVP-TNF-α のそれぞれの分子サイズ分画におけるむ1 vivo抗腫蕩効果を、 S-

180担癌マウスに単田尾静脈内投与することで評価した (Fig.4) 。

( JRU / mouse ) 

5aline 

PEG 

PVP 

ー目- IN.D 

- IN.D 

- IN.D 

r 1,000 I N.D 

I 2，∞o Native TNF-α| 
I 5，∞O 
L. 10,000 

MPEG-TNF，・α1，000

rFr.1 1 ，∞o 
I Fr.2 1,000 

PVP-TNF・αI Fr.3 1 ，∞。
I Fr.4 1 ，∞0 

-Fr.5 1,000 
。

処D. ; not deteeted 

1 2 
Necrotic Score 

3 

円g.4 Tumor necro創c effects 01 native TNF唱
or biocon咊gated TNF唱 on 5a問。ma・1ω
solid tumors. Mice were used in groups of five. 
Each value is the m伺n i: S.E.M. The 
maximum r回ponse (score 3) , the major part of 
the tumor maぉ destroyed ， indicates that 50% 
。r more of tumor mass is necrotic; the moderate 
response (score 2) , 25・50% necrotic; the 
minimum r民ponse (score 1), less than 25% 
necro甘c; and no r田ponse (田ore 0) , no visible 
necrosis. StatisticaJ signi宵cance compared with 
錯line control.叩<0.01. **P<O.001. N.D.; not 
detected. 

MPEG-TNF-α は、我々がこれまでPEGで行ってきたバイオコンジュゲート体の中で、

in vivoでの活性が最も高かったもので、 PVP-TNF-α との比較に用いた。 native

TNF-α 10，000単位投与群は、投与後24時間以内に投与したマウスの約半数が死亡す

ることから、 native体10，000単位を投与の最大量とし、 PVP-TNF一 α との活性比較に用

いた。 in vivoにおける抗腫蕩効果をそれぞれのフラクションと比較検討したところ、

PVP-TNF-α の中では平均分子サイズが10 1.000 の Fr.3の出血壊死作用が最も大きく、

1 ，000単位の投与において、 native体 10 ，000単位の投与を上回る出血壊死が観察され、

MPEG-TNF-α とほぼ同程度の作用増強効果を有していた。 Fr.3 よリも分子サイズが増
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大しても、また滅小しても in vivoにおける作用が低下したことから、 PVP-TNF一 α の

in vivo作用強度には至適条件が存在することが判明した。その原因として、紅1 vivoに

おける抗腫蕩効果は分子サイズおよびin vitrotこおける活性の相互的なバランスが重要

であることが挙げられる。そこで次に、抗腫蕩効果が最も高かったPVP-TNF- α Fr.3 

について頻回投与を行うことで、その有用性を評価した。

PVP-TNF一 α Fr.3の抗腫蕩効果をより詳細に検討するために、 Meth-A担癌マ

ウスを用い、週2田計4回の頻回投与による in vivoi1L腫蕩効果を、その延命効果を指標に

検討した (Table 2)。

Tabぬ 2 Antl-tumor effect of PVP-TNF・ αon survival days after Meth-A 加mor inoculation 

Single i.v. 
run Injection Dose 

tJRU / mouse) 

Saline 0 31:t 1 
PEG 0 31:t 1 
PVP 0 32:t 1 
Native TNF・α10，000 67:t 25 

5，0∞ 46 :t 1 
2,000 43:t 1 

MPEG日NF・ α 切o >1田・

200 >150 • 

t00 94:t 20 

PVP-TNF-αFr.3 切o >1印・

200 >1田・

100 118 主 13

50 112:t 13 

Survival Time a) 
(Days) 

Complete Regression b) 

(27, 28, 29, 29, 31 , 32, 33, 33, 37) 0/ 9 
(28， 28， 28，担， 33， 34， 35) 0/7 
{28, 29, 29, 31 , 31 , 31 , 32, 35，お， 38} 0/10 
( 7, 7, 7, 16，ぬ >1切， >150，川田) 3/ 8 
( 43, 43, 44, 48, 48, 48, 50 ) 0/ 7 
{40, 40, 42, 43, 43, 44, 48 ) 0/ 7 
( > 150, > 150, > 150, > 150, > 150, 10/ 10 
>1印， >150, >150, >150, >150) 

(>150, >1田， >1田， >1田，川田， 10/10 
> 150, > 150, > 150, > 150, >150) 

{46, 48, 52, 59, > 1印， >1田， >150) 3/ 7 
(>150, >150, >150, >150, >150, 10/10 
>150，川田，川田， >1田， >1珂}
(川田， >150，川田， >150，川田， 10/10 
>150, >150, >150, >150, >150) 

{弱， 60, 74, 91 , >150, 6/10 
>150, >150，川田， >1田，川田)
{ぬ 74， n , 89, 91 , 5/10 

>150, >1田， >1切， >1切， >1田)

a) Days after 加mor inoculation (Mean ::t SE ). 

b) Complete regre鈴ion was defined when 加mor did not regrow 伽 more than 150 days. 

Statistical significance compared with native TNF・ α10，0∞ JRU: ・P < 0.01. 

4例が副作用のため投与期間中に突然死する native体10.000単位の投与においても、わず

か8例中3例の完全治癒を認めるに過ぎなかった。一方、 PVP-TNF-α Fr.3 は、わずか

200単位の投与で、 10例中 10例の完全治癒が得られた。さらに、 MPEG-TNF-α では

100単位の投与で7例中 3例の完全治癒しか得られなかったが、 PVP-TNF-α Fr.3 は 50

単位の投与に よっても 10例中 5例もが完全治癒しており、 native TNF-α と比較しても

約200倍もの有効性を示した。

またその副作用に関して、体重減少を指標に評価した。 native TNF-α 投与では

投与期間中の著しい体重減少が観察され、顕著な副作用が発現した。それと比較して、

PVP-TNF-α Fr.3における体重減少などの副作用は全く観察されなかった。以上の結

果より、 PVP-TNF-α Fr.3 はこれまで行われてきたPEGを用いたバイオコンジュゲー

ションと比較して、約2倍の抗腫蕩効果を示すことが明らかとなった。
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第三節 PVP-TNF-α の抗腫蕩効果メカニズムに関する研究

PVPを用いたバイオコンジュゲート TNF一 α の抗腫蕩効果がストラテジ一通り、

血中滞留性ゐ向上に起因するのかを検討するために、その体内動態を検討した。また、そ

のメカニズムに関して、腫蕩血管への作用が示唆されたため、 invi仕0で腫蕩細胞培養上

清により腫蕩血管内皮細胞を再構築し、これに対するTNF一 α の作用強度を正常血管内皮

細胞と比較することで、 in vivoでのTNF一 α の腫蕩血管に対する感受性の違いに関して

検討した。

実験材料と方法

実験材料と器具

PVP-TNF-α の 125r ラベル化に用 いた 、 Na125rは NEN Life Science Product InC. より

購入した。また、ラベル化に必要な試薬であるエンザイモビーズ (Enzymobead) は

BioRad Laboratoriesよリ購入した。放射活性の測定は、自動ガンマカウンター

(COBRAII、 Packard Instrument Company) により測定した。ラベル化TNF一 α の

吸着を防止する目的で、ポリビニルアルコール (polyvinyl alchol; PV A、和光純薬工

業)および牛血清アルブミン (bovine serum albumin; BSA 、 Armour

Ph征江laceutÎIω1 Company) を用~'\た。細胞傷害性の評価を行うにあたり、 (3ベ4，5-

dime出ylthiazol-2-yl)-2，5-diphenyltetrazolium brornide) (MTT; 同人化学工業)

を 5mg/mLの濃度でPBSに溶解させたものMτ寸溶液として使用した。

動物

動態、実験に際し、 5週齢、雌性BALB/c (日本SLC) を使用し、 Meせl-A担癌マウスを作

製した。作製法については前節に準じて行った。

細胞および培養液

牛大静脈血管内皮細胞 (BVEC、当講座・宇都ロらが単離)、牛血管平滑筋細胞 (SMC、

当講座・角田らが単離)、 Meせl-A細胞、Colon26細胞は、 10%FBS含有ダルベッコ変法

イーグル培地 (DMEM、日水製薬)により継代培養した。またBVECの継代数は 12--15

継代のものを使用した。

バイオコンジュゲート TNF一 α の生体内挙動の検討

バイオコンジュゲート TNF-α 、 TNF-α の 125r ラベル化はラクトパーオキシダーゼ法を

用いた。タンパク量 17.1μg/立lLになるようにTNF一 α 、 バイオコンジュゲー ト TNF一

α を生理食塩水で希釈した後、この溶液25μL (TNF-α タ ンパク量427 .5ng) 中に
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pH7.2の 0.1M リン酸緩衝液50μL と 1mCiのNa125r、エンザイモビーズ50μLを混合し

た。ラベル化は、 2% グルコース水溶液を添加することにより開始させ、室温で 30分間

反応させた。 100Xg、 10分の遠心操作を行いエンザイモビーズのみを沈殿させ、上澄み

の反応溶液150μLを回収した。回収溶液は直ちに 2%PVA含有生理食塩水50μL中に入

れ、チュープへの吸着を防いだ。溶出液を 0.5%PVA生理食塩水としてあらかじめ 1%
BSA生理食塩水でプロッキングされた脱塩カラムにより 未反応の 125r を除去した。なおこ

のラベル化により、 TNF一 α の活性は前述の LM細胞増殖阻害実験の検討からほぼ100%

残存していることを確認している。こうして得られた 1251 ラベル化PVP-TNF-α を用
い、体内動態をMeth-A担癌マウスによって検討した。サンプルを 6X106cpm/立lLの濃

度に生理食塩水で調製し、 200μL (1.20X 106cpm) のラベル化体を尾静脈内投与し、以

後経時的に所定の時間で尾部から採血した。 PVP-TNF- α の臓器分布の評価は、 3時間
後マウスを麻酔下脱血死させ、種々の組織を摘出することで行った。血液中、組織中のラ
ベル化体の存在量は、ァーカウンターにより計測した。なお一群あたり 4 匹のマウスを用

い、 PVP-TNF-α の尾静脈単回投与後の生体内動態を定量的に評価するため、生理学的

薬物速度論に基づいたモデルを用いて、非線形最小ニ乗プログラムMULT1により解析を
行った。

培養上清 (Conditioned Medium ; CM) の調整

150mmシャーレ (Nunc) にSMC、 Colon26 を 1.35X 10 6cells播種し、翌日 ASF培地
(味の素)を 27mL加え培地交換を行った。 48時間後に培養上清を回収して0.2μmのフ
ィルタ ーを通したものを腫蕩細胞由来CM とした。 Meth-A細胞は浮遊培養であるため、

同量の細胞数をASF培地中に播種した後、 48時間後に培養上清を回収し同様に調整し

た。回収したCMは、1.5mLエツペンチュープ中に分注し、 -800C で保存した。

E重蕩血管内皮細胞の再構築およびTNF一 α感受性の測定

腫蕩血管内皮細胞(腫蕩EC) の再構築は、 BVEC'こ各種CMを作用させることにより行っ
た。 96穴マルチプレート (Nunc) にBVECが 10，000-156cells/well となるように 1/2

倍づつ段階希釈を行い細胞を播種した。翌日、 BVECが接着したことを確認後、 1/2希釈

した培養液で血清濃度がfinal 10% になるようにCM と培地交換し (Day1) 、 3 日目に同

様の培地交換を行い、 5 日固まで培養した。こうして4 日間CMを作用させたBVEC を in

vitroで再構築した腫蕩EC とした。その後、それぞれ20%FBSで段階希釈済みのTNF-α

溶液を 50μL添加し、ここにCMを同量添加し、 48時間培養した。培養後、生細胞数を以

下の方法にて測定した。 5mg/mLの濃度でPBS(一)中に溶解したMTT溶液を 96穴プレー

ト中に 10μL/well添加し、 370C 、 5%C02下で4時間培養した。培養後20%SDS/0.04N

HCl を 100μL/well加え、暗所でover night放置した。溶出してきたMTTホルマザン
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をマイクロプレートリーダーを用いてOD595/656nmにおける吸収を測定した。

実験結果および考察

TNF-α の作用機序としては、大きく 3つの効果が考えられる。一つには、腫蕩細

胞自身に対する壊死作用、一つには腫蕩血管内皮細胞に対する細胞傷害性、そしてもう一

つは免疫細胞の賦活化である。 TNF一 α は in vivoでこれら 3つの作用が協奏する形で作

用していると考えられるため、これらすべての抗腫蕩効果に関与する要因をより強調した

形でTNF-α をバイオコンジュゲートすることで、より高い抗腫蕩効果が得られるものと

考えられる。そこでPVP-TNF一 α のin vivoにおける抗腫蕩効果の向上メカニズムを検

討するために、 1251でラベル化したPVP-TNF一 α を静脈内投与し、その血中動態を比較

検討した (Fig.5) 。

(
」
ユ
\

Fig.5 Plasma clearance 01 bi∞onjugated TNF・α

after i.v. injection In BALBjc mice. Mice were 
intravenously injected with 1251 ・labeled polymers. 
After administration, blood was collected from tail 
vein at indicated times and radioactivities were 
measured by a y-counter. Mice were used in groups 

of four. Each value is the m伺n ::t S.O. 
Native TNF-α; 0 , PVP-TNF-a. Fr.2; 箆 Fr.3; 4& , Fr.4; 轟
MPEG-TNF-α; ~B:; 

。 ω 120 180 
Time after injection ( min ) 

native TNF-α は、他の研究者らの報告とほぼ一致し、静脈内投与後速やかに血中から

消失した(投与半減期4.6 分)。一方、 PVP-TNF一 α はその分子サ イズの増大に伴い、

血中滞留性が向上し(投与半減期46.9--604.2 分)、 in vivoでの活性が最も高かった

PVP-TNF-α Fr.3 では、 native と比較して投与半減期が約80倍に、分子量がほぼ同じ

10万であるMPEG-TNF-α と比べても、投与半減期は約3倍に増大した (Table 3)。

Table 3 Pharmacoklnetic parameters 01 bioconjugated TNF-a 

t1!2 (min) 
AUC (O-3hr) CLtotal ke 
(cpm'hr I μ1) (μI/min) (x10-3/min) 

Native TNF-α 4.6 主 2.2 224 主 44 47.2 ~ 9.6 24.1 :!: 8.8 
PVP-TNF-αFr.2 604.2:!: 364.4 1264:!: 77 3.0 主 1.6 1.5 土 0.8

PVP-TNF・αFr.3 360.1:!: 45.7 1149 士 54 4.3 士 0.5 2.0:!: 0.2 
PVP-TNF-a Fr.4 46.9:!: 41.9 679 土 44 8. 9 主 2.2 4.3:!: 0.6 
MPEG-TNF-α 122.6:!: 85.0 1080:!: 85 3.9 土 0.3 2.4:!: 0.2 

The pharmacokinetic parameters of native and each bioconjugated 
TNF-αwere evaluated by cu刊efitting by means of non-linear least 

squares program (MULTり . Each value is the mean :t S.O. 

native TNF-α は 2相性の消失パターンを示したが、 PVP-TNF-α ではー相性

の消失ノ〈ターンを示したことから、 PVP-TNF一 α では血管から組織への移行が抑制され

ているものと解析された。また、今回データには示していないが、投与3時間後の各組織
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細胞傷害ならびに細胞増殖への影響は樟認されな蕩細胞のCMを作用させることによる、肝臓・牌臓をはじめとする各組織への移行性がPVP化にへの移行性を評価した結果、

よって抑制されていることが明らかとなった。 各腫蕩培養上清を用い培養したECのTNF一 α 感受性を評価したとそこで次に、かった。修飾高分子とし

て用 い た PVPがPEGよりも高い血中滞留性を示すことからも、用いた修飾高分子の体内

ノ〈イオコンジュゲート体の体内挙動が用いた修飾高分子の特性に起

この血中滞留性の向上は、

(Fig.6) ィまたMTT法による細胞傷害性の検

コントロール培地で培養を行った

顕微鏡観察下では細胞死が観察されころ、

(Fig.7) 

のCMを作用させた群では、

細胞数の減少が確認された討においても、
挙動に依存しており、

高濃度のTNF-α を作用(SMC) 群や正常細胞の平滑筋細胞長期間にわ一般に高分子物質は、腫蕩部位ヘ選択的に捕捉され、因することが判明した。

Meth-A細胞のCMを作用させた若干の細胞数の減少がみられるものの、

TNF-α による細胞死は顕著ではなかった。

させることで、このことは癌組織のEPR効果として知らたりその局所にとどまることが知られている。

vivoにおいてln また、群と比較して、多1 ) EPR効果の原因として、固形腫蕩の治療に有用であると考えられる。れており、

イ色濃度のColon26細胞のCMで培養を行った群は、

高濃度のTNF-α では

TNF-α に低感受性であるとされる、高分子物質くの固形腫蕩血管は、構造上の欠陥があり、血管透過性が充進しているため
でさえも腫蕩組織内へ漏出しやすいこと 65-6η、 2) TNF一 α を作用させた時にはコントロール群と大差はなかったが、

データには示さないが今回使また、コントロールと比較して顕著な細胞死が確認された。

プラジキニ

一酸化窒素など血管透過性充進因子が多量に産生されていること、 3 )腫蕩部位での
血管密度が正常組織よりも高いことから血管から腫蕩組織への薬物漏出先進に寄与してい

4) さらに固形腫蕩組織では高分子物質などの回収路であるリンパ系からの回収

腫蕩局所では、さらに、

ン、

vivotこ江1vitroではTNF-α に感受性を示さな いことからも、ln 用した腫凄細胞は、

Fig.6 Induction of apoptosis in 
endothelial cells by TNF-a. Cells were 
cultured w託h TNF-αfor 48 hr and the 
mo巾hology of 偲IIs was observed by 
phase-contrast micros∞py. Characteristic 
mo巾hological features of apoptosis were 
observed in TNF-αtreated-EC cultured 
with Meth-A CM (E) and Colon26 CM (F). 
No mo巾hological changes were observed 
in non-treated-EC cultured with control 
medium (A), Meth-A CM (B), Colon26 CM 
(C) and TNF-αtreated EC cultured with 
Control medium (0). 

おける TNF一 α 感受性が腫蕩ECに支配されていることが強〈示唆された。

長時間これら高分子物

ること、

が正常組織のように進行しないこ となどの理由が考えられており、

質が腫蕩部位に滞留すると考えられている。

F. Colon26 CM 
TNF唱(+)

A. Control 
TNF-a(・)バイオコン今回作製したPVP-TNF一 α は、

かっ血中滞留性が向上ジュゲート効果により native体と比較して分子サイズが増大し、

したことから、 腫蕩組織中に長期に渡って滞留し、作用し続けた可能性が考えられた。

EPR効果と PVP-TNF一 α の高い血中滞留性がTNF-α の抗以上のように、

腫蕩効果を効率的に引き出したものと考えられた。そこで次に、抗腫蕩効果増大の要因と
して考えられた、血中滞留性の向上に伴う PVP-TNF一 α の腫蕩血管に対する作用の増強
が示唆されたことから、 TNF一 α の腫蕩血管に対する感受性に関して基礎的知見の集積を

これまでI工landa らの報告側lこより、血管に対する TNF-α の感受性は、腫蕩血

さて、

Fig.7 Growth inhibitory effects 01 TNF-αto 
endot憎lial cells t陪at凶 with various 
condition凶 m倒ium (CM). Bovine vein 
endothelial c副Is were e滞osed to decreasing 
con白ntrations of TN F-α 

Control; (0) , Smooth muscle 回11 CM (ム) I 

Meth-A CM; (.), Colon26 CM; (・) .
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また血管内皮細胞

ECに腫蕩細胞CMを作用させることで、

また血管内皮細胞層の物質透過性も腫蕩細

図った。

vivo実験から示唆されている。

に各組織細胞や腫蕩細胞の培養上清 (CM) 、

matrics ; ECM) を作用させることで、 ECが各組織特有の諸性質を
示すようになることを見出している 69)。また、

細胞タトマトリッ

コ

管 におい て向上していることがむ1

(endo出elial cell ; EC) 

( extracelluler クス

胞の液性因子の影響を受けたEC層の透過性が有為に允進していたことも見出している

vivo抗腫蕩効果の遣いが、 in

受性の違いに起因している可能性が示唆されたことから、腫蕩細胞由来の液性因子がEC
に作 用し、 TNF-α 感受性を制御しているのではないかと考え、以下腫蕩細胞CMを用い

vitroで培養することで、 TNF一 α に対する EC感受性がどのように変化するのか

0.8 ンフルエン卜時の細胞形態に変化が認、められ、

vivoにおける TNF-α のEC感TNF-α のin70)。従って、

EC を in
10000 1 10 100 10∞ 

TNF-αconcentration (JRUlmし)を検討した。

TNF-α が腫蕩血管のみを特異的に崩壊させる作用は知られて いた もの

TNF-α が腫蕩細胞に作用して毒性物

これまで、vivoにおける TNF-α に対する高感受性モデル腫蕩としてMeth-Aln 

その機構については未だ明確にされておらず、

質を介して血管を傷害するとの説がある一方、

の、
adenocarcinoma を選択しまた低感受性モデル腫蕩としてColon26

まずCMで培養することによる細胞傷害性および細胞増殖活性を評価したところ、

fibrosarcoma を、

。
た TNF-α が腫蕩組織ECを直接傷害すると

円i-
E
4
 

腫
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肝臓や牌臓の細網内皮系 (reticuloendothelial system; RES) への取り

その治療への応用は制限されて

体の集積性は、これに関して、本研究は後者が有力な説であるという可能性を強〈示唆すいう説もある。

込みと比較して、非常に微々たるものであることから問、

いるのが現状である。しかしながら、 native薬物と比較した場合、

ている報告もなされており、抗原抗体反応、を用いた治療法が全く意味のないものではな

その集積性が上昇し

るものである。

RESへの取り込みを回避しつつ腫蕩への集積性を上昇させることが出来れ

さらに高分子の排濯機構であるリンパ系が発

さらに透過した後、

その有用性は計り矢口れないものになる。

一方で腫蕩組織は血管透過性が高〈、

高分子物質は腫蕩の血管壁を通過しやすく、

腫蕩組織に滞留しやすいという性質を持つ。

すなわち、~ \。

ぱ、

小括

生体内安定性の改善および副作用の軽減は、これまで切れ味鋭い生理作用を有しな

がらもその副作用のために臨床応用を断念せざるを得なかった多くの生理活性物質や癌化

学療法に用いられている抗癌抗生物質など低分子薬物の臨床的な有用性を向上するために

必須の課題である。従って生体内安定性の向上や作用の選択性付与を目指すDDSの開発

これまで臨床応用を断念せざるを得なかった多くの薬物を、再び利用可能とし得るこ

第四節

達していないことから、

このEPR効果として知られる腫蕩の物理化

学的性質を示す重要な知見をもとに、数多くの高分子化抗癌薬物が開発されている。バイ

オコンジュゲーションにより分子量を増大させたTNF一 α は、非常に高い抗腫蕩効果を示

は、

とからも、次世代の医薬品候補を生み出す創薬技術として注目を集めている。

我々は新規倉11 薬技術として、バイオコンジュゲーションに着目し、種々サイトカイ
これとてまだ十分なも以上のEPR効果を利用した結果と考察されるが、これは、した。活性発現のために複雑な立体構造を有すンをモデル薬物として用いた一連の研究の中で、

これまでにPEGなどの水溶性高分子を用いたバイオコンジュゲーショのとは言えない。
分るレセプターとの結合を要するサイトカインのバイオコンジュゲーションにおいても、

このEPR効果を体内安定性を高めることで、RESへの取り込みを回避させ、ンにより、vitroにおける比活性の相関を考慮、し、さらに血中滞留性一標的組織移行

性など薬物の体内動態を綴密に制御することで、最適なバイオコンジュゲート条件を見出

子サイズ-m

PEG以上にRESへ

の取り込みや組織への分布が抑制されるため、抗腫蕩効果が増大したものと考えられる。

さらに、 PVPはさらなる機能を導入できることから、上述した特異的認識機構を、修飾

高分子自身に導入し、さらなるターゲティング能を付与することも可能であると考えられ

このようなインテリジェントな機能を有した高分子を開発していくことで、

我々が見出したPVPは、より強めた高分子化薬物が開発されてきた。

その結果、体内安定性を飛躍的に増大させ、かつ治療作用と副作用の選択分離を実

バイオコンジュゲーションによるサイトカイン療法の有用性を示してき

しかしながら今後、従来までのバイオコンジュゲート薬物の有用性を更に向上させる

薬物の特性やバイオコンジュゲーションの目的に応じた修飾高分子を開発して

した。

現することで、

。
た

~ 今後、る。ためには、

らなる新規抗腫蕩薬物の開発が期待される。

またこのTNF-α の抗腫蕩効果は直接的な腫蕩細胞傷害のみならず、腫蕩血管の特

異的崩壊や、免疫系の活性化などにより発揮されることが知られている。

は腫蕩血管壊死作用のプロセスのなかで腫蕩血管の物質透過性を選択的に向上させること

も我々は見出している。一方で肝臓などの正常組織へ移行してしまったTNF-α が副作用

TNF一 αまた、

いく必要がある。

そこで本章では、 TNF-α をモデル薬物として用い、 PVPのバイオコンジュゲー

トイヒDDSへの応用に向けた有用性を評価した。現在、副作用の軽減を目的として、 TNF­

α の単独投与以外にも、他のサイトカインや薬物との相乗効果を期待した併用療法や多剤

併用療法が行われているが、目覚ましい治療効果が得られた例は殆どないのが現状であ
正常組織への移行性を低下さ

せることで、効率よく治療効果のみを増大できるものと考えられた。抗腫蕩効果のメカニ

ズムとして、本章の結果により、腫蕩組織を直接ターゲットとしたもの以外にも、腫蕩血

管を傷害することにより抗腫蕩効果が増強されている可能性が示唆される。近年、腫蕩血

管を標的とした癌治療に注目が集まっている 83-86)。腫蕩が増殖する際には、血管新生が必

の主因となることから、 TNF-α の血中滞留性を向上させ、サイトカインの臨床応用は殆ど進展していない。これは先述したように、

生体内不安定性や、 in vivo作用の多様性により、重篤な副作用を招いてしまったことが

原因と考えられる。そのため現在TNF-α の主作用と副作用の選択分離を目的に、遺伝子

工学的手法を用いてTNF-α 変異体の作成が試みられているが71)、結局のところこれらの

アプローチは全て体内安定性の改善には着目していないため、

の結果は得られていないのが現状である。

TNF-α の、

・

E
E

，

，
L
 

これまでのところ期待通り
血管新生を抑えら

それだけで腫蕩の増殖は抑制され、いわゆる dormant とよばれる状態で、存在

血管新生を阻害するだけで、腫蕩の退縮が認、められた例もあり

ム.
マ

須であるため

れれば、

することになる。

ペ腫蕩増殖抑制を目的とした、

田作製したPVP-TNF一 α は血中滞留性が高まり、その結果、腫蕩血管に長期に渡リ作用

し続けたことが原因となって、抗腫蕩効果が増強されたとも考えられることから、

血管新生阻害薬の開発は、非常に注目を集めている。

血管新生を伴わない腫蕩の増殖はあり得ない。従って、

また、

peptide 

正常組織への分布や目的としない細胞に対する作用が原因となって発現する副作用

を回避することを目的に、標的組織や細胞へのターゲテイングが考案されている。例え

ば、腫蕩細胞に発現している抗原を標的とした、抗原抗体反応、72-7心やh

日braryを利用したターゲティング療法75-77)が、数多く報告されてきている 78-81)。

がら、腫蕩細胞特異的に発現している抗原は、今のところ存在せず、

しかしな

V1VO 

TNF-
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α を腫蕩血管を標的とした抗腫蕩血管薬物としての応用も期待される。

さて一般に作用機構の異なる抗癌剤の組み合わせは、相乗効果を期待できることが

知られている。例えば、 TNF-α の場合、 1979年Ostroveらにより、アクチノマイシン D

を併用すると TNF一 α の細胞傷害活性が10倍から数100倍まで著しく上昇することが見出
されている 88・103)。その後の検討により、ほとんどすべての抗癌抗生物質がTNF-α の抗腫

蕩効果を高めることが明らかにされている 89-92)。本章では、抗癌抗生物質のバイオコン

ジュゲーションどサイトカイン などの生理活性タンパク質のバイオコンジュゲーションを

別々に論じてきたが、動態制御しうる修飾高分子さえ設計できれば、例えばこれまでに述
べたTNF-α といったサイトカインと、これらの相乗効果を期待できる抗癌抗生物質を同

一分子内に内包する高分子バイオコンジュゲート医薬品の開発もまた可能になってくるも

のと考えられる。すなわち以上のようなアプローチを試みるためにも、バイオコンジュゲ

ーションに用いる修飾高分子に様々な機能を導入していくことが必要となるのである。ま

た、ジピニルエーテルと無水マレイン酸の共重合体である、 DIVEMAはそれ自体に抗癌

活性を持つというユニークな性質を持った高分子で 93-96)、高分子バイオコンジュゲーショ

ンの修飾高分子として大いに期待されている 9HOOK このような修飾高分子自体が薬理活性

を併せ持つような修飾高分子の開発も、癌治療を念頭に置いた高分子ノ〈イオコンジュゲー
ションにおい ては有用な手段であると考えられる 101.102)。

PVPが、 PEG以上に血中滞留性の向上を目的としたバイオコンジュゲーションに

適していることをTNF-α を一例として示してきたが、 PVPはラジカル共重合により
種々の機能を導入できることから、 PEGよりもはるかに優れた修飾高分子になりうると

期待できる。今後、薬物自身の生体内挙動をより敏密に制御しうる修飾高分子を開発し、

最適なバイオコンジュゲート化DDSを確立していくことを目的に、 PVPに機能導入を

行っていく必要がある。次章では、このPVPに薬物を nativeな形で放出制御させる機能
を導入し、その薬物放出特性に関する検討を行った。

-20 -

第二章 徐放性を有する修飾高分子の開発

薬物を標的部位に適切な濃度一時間パターンで作用させることで薬物治療の最適化

を図ろうとする観点から、放出制御膜や高分子マトリックスを利用したコントロールドリ

リース 型DDS製剤(徐放製剤)が開発され、臨床的に応用されてきている 104-110)。しかし

ながら、サイトカインなとの生理活性タン パク質や多くの抗癌抗生物質への適用にお いて

は、未だ十分な臨床成果が得られていないのが現状である 11九これは、以上のアプローチ

の多くが体内不安定かつ多様なin vivo生理作用を有する nativeな生理活性物質を、何ら

工夫を施すことなく、そのまま単に大量徐放しようとしたものに過ぎなかったことに起因

する。すなわち、有効な薬物治療を行うためには、薬物を標的組織中で有効濃度範囲に制

御しつつ、徐放することが必要不可欠であると考えられる。また、疾病組織へ選択的に薬

物を送達するための標的指向性(ターゲティング)のみを単純に付与しようとするアプロ

ーチに関しても、その集積性や作用メカニズムの観点から、十分な効果を発揮し得ていな

いのが現状である 112)。すなわち、これら生理活性物質に単なる徐放性や標的指向性のみを

別々に付与しただけでは、標的組織局所で理想的な時間一濃度パターンで作用することが

出来ず、多くの副作用を引き起こしてしまうことになる。本来、サイトカインなどの生理

活性タンパク質は、糖鎖修飾により然るべき生体内安定性と生体内挙動特性を付与された

うえで、作用局所において最適な濃度一時間パターン(徐放化)に維持されており、高度

に制御された有機的連関のもと、ホメオスタシスを維持・形成しつつ生理作用を発現して

いる。言うなれば、生体内で産生される生理活性物質は、それを人為的に投与した「薬物

分子」と見立てた場合、薬物治療の最適化を目指したDDSを具現しているといえる。

前章において、薬物をバイオコンジュゲーションすることで、体内安定性が飛躍的

に向上することを示してきた。しかしながら同時に、バイオコンジュゲーションによりそ

の修飾高分子の形成する立体障害のために、サイトカインの比活性が大幅に低下してしま

うため、潜在的に有する薬物の有用性を十分に活用し得ていないのもまた事実である。バ

イオコンジュゲート薬物は、イムノコンジュゲートのS-S結合などの例外を除き、多くの

場合、比較的安定な共有結合を介して構築されている。そのため、薬物に結合した修飾高

分子が立体配位的に標的細胞との結合性を低下させてしまったり、活性発現に重要な官能

基の修飾などにより、薬物の持つ比活性を低下させてしまっていることが往々にして観察

される 11九従ってバイオコンジュゲート薬物は、殆どの場合、修飾高分子が結合したま

ま、標的細胞に効率的に作用しなければならないという、使命を背負っている。また、修

飾高分子と薬物聞の結合にリンカーを介した場合、遊離した薬物がnative薬物としての

形を有していないことが殆どであり、結局活性を低下させてしまう原因となっている。

従って、バイオコンジュゲーションのさらなる有用性を引き出すためには、薬物の生体内

安定性と作用の選択性を保持しつつ、標的組織中に効率よく送達し、 100%の活性を有し
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た nativeな薬物を徐放し得る修飾高分子の開発が必須とな って く る。

1967年Butlerらは、環無水物であるジメチル無水マレイン酸 (dimethylmaleic 

む由ydride; D:MMAn)、シトラコン酸無水物(citraconic む由y也ide ; CAn)、無水

マレイン酸 (maleic むせlydride ; MAn)がアミノ 基の可逆的な保護試薬になりうるこ

とを提示している以11 5)。これらの環無水物は塩基性側でアミ ノ 基と結合し 、 酸性側でアミ

ノ基を解離するという pH応答性 を 有 してい る (Scheme 2) 。一方で、上記の化合物は

いずれも、その構造中に二重結合を有 してい る こ とから、ラ ジ カル共重合法により容易に

修飾高分子へ導入でき る。 従って、 環無水物 を導入 し たPVP誘導体を作製できれば、ア

ミノ基を有する 薬物を結合 さ せ、その後薬物 をそのpHに よって薬物放出を制御し得る修

飾高分子を作製し得るものと考 え られる。

CHa... ~苫i3

:ば3+ NH2士官主 c:思3+ H2 

DMMAnにDrug) DMMAn 

Scheme 2 Characteristics of 2, 3・Dimethylmaleic Anhydride (DMMAn). 2，3・dimethylmaleylami 
bond was showvtobe formed at more han pH8and cleaved at lowerhan pH6.z , 

以上の観点から、 バイオコンジュゲー シ ョンに用 い る修飾高分子には 、 体内安定性

を充分に保ちつつ、標的指向性・徐放性などの機能を導入していく必要がある。 こ れまで

検討し てきたPVPは、ラ ジ カル共重合法により機能導入に不可欠な種々官能基を導入す

る こ とが可能であることから、薬物のバイオコンジュゲーションの最適化をめざす上で、

非常に有用であると考えられる。そこで、生体内安定性を付与されたバイオコンジュゲー

ト 薬物のさらなる有用性確保のため、ターゲテイング能と徐放化能を修飾高分子に導入

し、 バイオ コンジュゲート薬物にこれら高次機能を付与しようと考えた。本章においては

PVPを幹修飾高分子として適用し、修飾高分子への徐放化能の導入、次章では徐放化能

を有する修飾高分子へのターゲティング能の導入を試み、その有用性を評価した。

第一節 徐放性を有する修飾高分子のinvi仕'0'こおける性質とその機能評価

ア ミノ 基保護試薬として、タン パ ク質修飾に用~ \ られるMAnやCAn、 DMMAnな

どの環無水物は、その構造から見て分かるとおり、二重結合を分子内に内包している。ま

た、これ ら の環無水物は、アミ ノ 基を介して結合し、 pHの変化によってアミ ノ 基を可逆

的に遊離すると い う性質を有している。従って、これら環無水物を導入したラ ジ カル共重

合体を作製できれば、可逆的に アミ ノ 基を結合・遊離するインテ リ ジェントな修飾高分子

が作製可能であると考えられるが、 環無水物導入PVP を用 い た薬物治療を考える際に、

-22 -

その基本的性質を検討しておく必要がある。上記の観点から、本節ではまず環無水物の各

pHにおけるアミノ基放出性を評価した。さらにこれら環無水物をコモノマーとして用

い 、 pHに依存して可逆的に薬物の放出が期待できる環無水物導入PVPを作成し、その基

本的特性 を評価した 。

実験材料 お よ び方法

試薬

環無水物のアミノ 基放出性の検討に は、 ジメ チ ル無水マ レイン酸 (2，3-dimethylmaleic 

anhydride ; DMMAn、 Acros) 、 シ トラコン酸無水物 (citraconic anhydride; 

CAn、和光純薬工業)、無水マレイン酸 (maleic anhydride; MAn、和光純薬工業)

を用い、ジメチルスルホキ シ ド (dirne仕切lsulfoxide ; DMSO inf註úty pure、 和光純

薬工業) に溶解させることで行った。またアミ ノ 基を有するモデル試薬として ε -ア ミ ノ

カプロン酸( � -amino-n-αproic acid、 SIGMA) を用 L 、た。遊離 ア ミ ノ 基の定量に

は試薬にフルオレスカミン (Flur釘が、 Fluka) を用い、フルオレスカミン法に て評価し

た。ラジカル共重合試薬は第一章、第一節に示したものを使用した。水溶性の蛍光試薬で

ある、 N-(5-aminopentyl)-4-amino-3 ， 6-disulfo- 1 ， 8-naphthalimide ，

dipotassiurn salt (Lucifer Yellow Cadaverine; L YC、フナコ シ)を薬物放出の

指標として検討した。遊離のLYC除去には脱塩カラムの 10-PG (BioRad) を使用した 。

また、血清中での薬物放出の評価には、 C3Hマウス(日本SLC) より回収し凍結保存 し た

血清を用いた。

環無水物のアミノ基放出性の検討

E ーアミノカプロン酸を O.lmg/mLの濃度となるよ う にホウ酸緩衝水溶液 (borate

buffer、 pH8.5) に溶解させ、 ε-アミノカプロ ン酸のモル量に対し 3倍董の環無水物を

1.83 X 10-3mmol/l0μLの濃度でDMSOに溶解した。 DMSO溶液をホウ酸緩衝水溶液中

に滴下し、 ε-アミノカプロン酸と環無水物を反応させた後、環無水物がアミノ基と離れ

ないことを以下のフルオレスカミン法により確認した。反応液10μLを pH8.5のホウ酸緩

衝液490μLと混合した後、フルオレスカミンを 1， 4- ジ オ キサンに溶解した溶液を 500μ

L添加した。激しく携持した後、蛍光強度(励起波長Ex; 390nm、蛍光波長Em;

475nm) を測定した。この E 一アミノカプロン酸一環無水物反応溶液を所定のpHに調製

した後、経時的にサンプリングを行い、それぞれのサンプルの遊離ア ミノ 基量を、同様に

フルオレスカミン法を用いて測定し、遊離薬物の指標として評価した。

環無水物導入PVPの作製

モノマーとしてビニルピロリドン 13.0g (117mmol)とモル比に して 5% の環無水物を混
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合し、 27mLのDMF中に溶解させた。ラジカル重合の開始膏!として、 ACVA224mg

(0.8mmoD を使用し、 DMF溶液中に溶解させた。同様に溶液を 3本の重合管中に分注

し、凍結融解による脱気を行った後、減圧下で封管した。その後、 600C恒温槽中で 6時間

加温し、ラジカル反応を起こさせた。大過乗j 量のジエチルエーテル中に反応溶液を注ぎ込

み、精製した環無水物導入PVPを析出させ、ガラスフィルターを用いて吸引濃過抽出し

た。その後ポリマーを再びDMF中に溶解し、同様の抽出操作を二回繰り返して、未反応、

のモノマーおよび開始剤などを完全に除去した。
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環無水物導入PVPとLYCとの結合

水溶性の蛍光試薬である、 LYC (1.27mg/300μL in pH8.5 ホウ酸緩衝水溶液)を

6mgの環無水物PVPに直接注ぎ込み、溶解後室温で 30分間反応させた。 LYC添加量の設

定は、環無水物の導入率が5%であると仮定したとき、 DMMAnが試薬とが 1 : 1 で反応す

るものとして算出した。反応後、あらかじめpH8.5のホウ酸緩衝水溶液で置換しておいた

脱塩カラムを用いて未反応のLYCを除去した。さらにこの環無水物導入PVP-LYC結合

体の含まれるフラクションを同様の方法でリクロマトし、サンプルとして用いた。

12345012345012345  

Time (hr) 

Fig.8 Effect of pH conditions on the release of e-aminocaproic acid from 2，与

dimethylmaleic anhydride (DMMAn), citraconic anhydride (CAn) and maleic 
anhydride (MAn). DMMAn, CAn and MAn were reacted with e-amino-n-caproic acid. 
Remaining free amino groups of e-amino-n-caproic acid at indicated time were 
quantified by Fluorescamine-method. 

(ム): pH5.0 solution, (・): pH6.0 solution , 

(企): pH7.0 solution, (0): pH8.5 solution. 

実験結果および考察

1967年Butler らは、環無水物である DMMAn、 CAn、MAnがアミノ基の可逆的な

保護試薬になりうることを提示している l比川)。そこで、上記の3種類の環無水物のpH応答

性を検討するために、 ε ーアミノカプロン酸をモデル薬物として環無水物と結合させ、可

逆的な薬物の結合・遊離をフルオレスカミン法により評価した (Fig.8) 。他の環無水物

化合物である CAn.. MAnの薬物放出性は、メチル基の数が減少するに従い徐々に低下し

た。特にMAnでは pH5.0条件でほとんど放出されないことが観察された。 Butler らの報

告においても、中性pH領域でのアミノ基の遊離はほとんど起こらないことが示されてお

り、その結果を支持するものであった。また中性pH領域でDMMAnは結合した E-アミ

ノカプロン酸の約半数を 2時間で放出し、結合したアミノ基を可逆的に徐放することが明

らかとなった。通常、生理活性タンパク質はpHによってその構造が不可逆的に変化し、
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活性を失うことになる。 DMMAnは、他の環無水物 (MAn、 CAn) と比較して、中性

pH付近でアミノ基と可逆的に結合・解離することから、タンパク質を用いたバイオコン

ジュゲーションのアミノ基保護試薬としての有用性が非常に高いことが示唆される川)。以

上の結果より、これらの環無水物を高分子に導入することで、薬物を目的とする pH領域

中で徐放させることが可能となると考えられた。

そこで、 pH応答性および徐放性をPVPtこ導入するため、開始斉1J にACVAを用いビ

ニルピロリドンと環無水物を、 5% の混合比でラジカル共重合した (Fig.9) 。今回コモノ

マーとして用いた環無水物の中で、中性pH領域における薬物放出速度が最も速い環無水

物としてDMMAnを、また最も遅い環無水物としてMAnを用い、その薬物放出能を検討

した。コモノマーとして導入した環無水物の構造変化に伴う薬物放出特性の変化を評価す

ることを目的に、アミノ基を有する蛍光試薬である LYCをモデル薬物として用い、環無

水物導入PVPの薬物放出性を評価した。

問inylpyrrol ido叩VP) ベ帥?先

。ρ

環無水物導入PVPの薬物放出性の確認、

作製した環無水物導入PVP-LYC結合体溶液を所定のpHに調製した後、 370C の恒温槽中

でincubate し、経時的にサンプリングした。結合LYC と遊離LYC を 10-PGにより分離

し、励起波長42金l1ll、蛍光波長530nmで蛍光強度を測定することで、結合体と遊離LYC

の割合を算出した。血清中での薬物放出性の評価は、マウス血清を 1 : 1で混合させたも

のを用い、同様の方法で測定した。 3時間後のサンプルを測定した後、 NaN3 を添加して
血清添加群の腐敗を防いだ。

poly(VP・co・MAn) -t CH2守H+---+-'
くうo 0 '0"'-0 

Fig.9 Chemical structures of PVP and 
PVP derivatives. 
VP;N・vinyl-2・pyrrolidone ， DMMAn; 2 ，3・
dimethylmaleic anhydride, MAn; Maleic 
anhydride 

poly(VP-co・DMMAn)

その結果DMMAn導入PVPは、弱塩基条件下である pH8.5 でのLYC放出は殆ど観察され
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脱塩カラムには 10-PG

(和光純

第一節に示した試薬を用いた。

実験材料と方法

試薬 および器具

ポリマーの活性化試薬は第一章、

を用 いた 。

モ ノ マーの徐放性に依

弱酸性条件下である pH6 では、 24時間後に は約20% のLYCを放出

MAn導入PVPでは pH6の条件下でも、 5% 前後の薬物放出しか観察されな

かったことから、中性pH付近における環無水物問 のpH応答性は、

存していることが明らかとなった (Fig.10)

なかったのに対して、

した。 また、

活性化ポリマーに塩酸チラミンポリ マ ーのラベル化は、(Biorad) DMMAn導入PVPは中性のさらに 、。

ラベル化に 用 いた Na 125
1 ク ロ ラミ ン T法 を用いて行った。を 導 入し、薬工 業 )

(17 .4Ci/ロl.g、

MAn導入PVPは約 104 日間で薬物の約20% を放 出 したのに対 し て、

薬物 の 薬物放出 速度が緩や か な高分子であることが明らかと

pH7.2の条件下で、
た幸

」
民

Products より 購入した。Reserch は、 NEN105 .58mCi/rr斗)%のLYC しか放出せず、

ク ロラ ミンT法を用 い た ラ ベ ル化に は、p-ト ルエ ンスル ホ ンクロロアミドナ ト リウム三水(Table 4, 5) 。なった
手ロ光純薬エ仕立lydrate; クロラミンT、o-toluene--sulfonchlorarnide 

ポを用 い た。pyrosulfite、和光純薬工業)

和光純薬工業)

(sodium 
はポ リ マーのカ ラムalchol; PVA、

(Nembutal 麻酔にはぺント パ ルピタール

およびピロ亜硫酸ナトリウム

リビニルアルコール (polyvinyl

への吸着を防〈・目的で添加した。

ダイナポット)

和物(soclium

業)

を使用した。Injection、

環無水物導入PVPのアミノ基反応性官能基の導入

環無水物導入PVPの活性化は以τ の通り行った。 PVPおよびPVP誘導体をDMFに溶解

Table 4 Release rate 01 LYC 1rom poly (VP-co・DMMAn)
under physiological cond比ions.

Dav1 DaV2 Dav3 
97.6 96.4 94.1 
2.0 3.2 5.4 

91.3 87.1 82.8 
8.3 12.1 16.4 

92.1 88.4 85.7 
710.7 13.5 

Da~峰

90.5 
8.9 

79.8 
19.7 

82.5 
16.7 
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とし、 PVPおよび環無水物導入PVP (それぞれ5mg) に 15倍モル量のNHS (1.43mg) 

第一章、第一節に記載した方法に準じて行っ た。をそれぞれ加え、DCC (2.58mg) 

環無水物導入PVPのラベルイヒ

Table 5 Release rate 01 lYC 1rom poly (VP-co・MAn)
under physiological conditions. 

Dav1 DaV2 Dav3 
97.3 95.2 93.7 
2.0 3.9 4.7 

94.7 91.2 89.3 
4.4 7.9 9.3 

93.1 90.2 88.9 
38 5_8 5_9 
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88.1 
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。

Fig.10 Release pattern 01 lYC 1rom poly 

(VP-co-DMMAn) and poly(VP・co-MAn}.

Closed symbol; poly (VP-co・DMMAn) , open 

symbol; poly (VP-co・M如、). (・)(0); pH8.5, (・)

(口) ; pH7.0, (Â)(ム) ; pH6.0 
活性化環無水物導入PVPに対して 2倍モル量の塩酸チラミンを pH7.2のリ ン酸溶液の 中 に

脱塩カラムにより未反応、 の塩酸チ ラミン を除去し

クロラ ミ ンT法に よ り 1251 ラぺ
室温で 24時間反応させた後、

チラミン一環無水物導入PVP結合体を凍結乾燥した後、
混和し、

薬物放出が血清存在下変化するのかどうかを検討

5) 0 DMMAn導入PVPは血清非存在下では約20%のLYCを放出し、

vivoにおける適用を見据え、m 

チラミン一環無水物導入PVP結合体を 1mg/200μLになるよ う に、

Na1251 を 0.7μL加えた。

。た

ル化を行った。
血

また同様にMAn導入PVPでも、薬物放出におけ

vivoにおいても分解酵素などの影響により薬物放出速度は

4, 

清存在下 でも約17%のLYCを放出した。

(Table し た

38百合dクロラミンTを
pH7.5の O.必f リン酸緩衝溶液中に溶解し、

激しく捜持することにより反応を開始し、

25rr由在ピロ亜硫酸ナトリウムを 50μL添加することによりラベル化反応を停止

同様の操作を 30秒毎に 9田繰り
10μL添加し、

江1

変化しないことが示唆された。

に薬物を放出する徐放ポリマーであることが判明し、

る血清の影響は殆どなく、

以上の結果からこれら環無水構造を有する PVPは経時的

また導入する官能基によってもその あらかじめ0.04%PVAを含むpH8.5ホウ酸緩衝水溶

液で平衡化した脱塩カラムにより精製を行った。

返した。

未反応の1251 を除去するために、し、
薬物の使放出性は変化することから、 PVPに導入する環無水物の種類を変えることで、

用目的や作用メカニズムなどを考慮、 した薬物放出制御が行えることが示唆された。

環無水物導入PVPの体内動態、の検討

環無水物導入PVPの生体内動態の検討は、 ddYマウス
1251 ラベル化環無水物導入PVP を 1X 106cpm/200μLになるように生理食塩水で調製し、

血中濃度推移の検討は、所定の時間にマウス尾部よ り 血液を

アカウンターでその放射活性を測定することにより行った。

を用 い て検討した。(日本SLC)
徐放性を有する修飾高分子の体内動態に関する検討

修飾高分子の持つ体内挙動特性が

薬物自身の有する

修飾高分子の

第二節

バイ オコン ジ ュゲート薬物を分子設計する場合、

バ イオコン ジュ ゲー シ ョン に用いる薬物の体内挙動に反映されるため、
単回尾静脈内投与を行った。

環無水物導入PVP

同様に 1251ラベル化高分子を単田尾静脈内に投与した後、 3時間後にべント
採取し、

そこで、作用メカニズムに応 じた修飾高分子の分子設計がまず必要になる。

体内挙動をよ り 詳細に検討する必要があることから、

-27 ・

の組織分布は、
その体内動態を検討した。
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パルピタール麻酔下マウスを脱血死させ、各組織を採取 し、その放射活性を測定す る こ と

に よ り 評価した。

実験結果および考察

環無水物導入PVPの体内動態を検討した と ころ、 DMMAn導 入PVPは幹高分子

(ホモポリマー)である PVP とほぼ同等の滞留性を示した (Fig.l l ) 。一方、MAn導 入

PVPはPVPホモポリマーよりも滞留性に乏しいことが判明し た。またそれぞれのポ リ マ

ーの組織分布を検討したところ、 PVPホ モ ポリマーは血中 に局在 し、 ほとんどどの組織

にも分布しなかった (Fig.12) 。またDMMAn導 入PVPにおいては、 腎臓への移行が若

干観察されたものの、 PVP と同様ほ ぽ血液中 に存在 し、他の組織に は移行 しな か った。

それに対してMAn導 入PVPでは、肝臓・腎臓への集積性が高まっていた。

1000F 
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Fig.11 Plasma clearance of poly (VP-co・DMMAn)
and poly (vp-cかMAn) after I.v. injection in mice. 
Mice w町e intravenousty Injected with 叫・labeled
polyme陪. After administration, blood was ∞lIected 
from tail vein at indicated time and radioactivities were 
阿部町edbya 内ounter. Mice were us剖 in groups of 

伽e. Each value is the mean :t 8.0. 

(0); PVP, (・) ; poly (VP-co・DMMAn) , (.) poly (VPｭ
∞-MAn) 
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spl偶n
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liver 
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。

ロ PVP
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Fig.12 Tissue distribution of poty (VPゃ0・
DMMAn) and poty (VP-co・MAn) at 3 hr after 
i.v. injection in mice. p4. 3 hr after i.v. 
injection, mice were sacrげiced and each 
O句ans were collected. Radioactiviti関 were
∞unted by a '(司counter. Mice were us剖 In

groups of 官ve. Results are expr笛sed as the 
門鳴an :t 8.0. 

一般に、血管内皮細胞上は、負電荷を有する シ アル酸が多数存在することから、ア

ニオン性高分子は ノニオン性、カチ オ ン性の高分子と比較して、細胞や タ ン パ ク質との相

互作用 が低い と考えられて おり 11η、組織との親和性および取り 込みなどが抑制され、血中

滞留性が高い と考 え ら れ て い る 118，11へ しかしながら、強 ア ニ オン性高分子は肝臓のク ッパ

ー細胞などが有するス カベンジ ャ ーレセプターなどに捕捉され、血中から消失することが

知 られ て い る 12←126L 今回作製した環無水物導入PVPは、水溶液中で無水環部分が加水分

解 されるため、 多数の カ ルボキ シル基を有する ア ニ オ ン性高分子と し て の性質を有して い

る。 DMMAn導入PVP と MAn導 入PVPは導 入し た環無水物の割合が同ーである こ とか

-28 -

哩里里哩里・・・E・E・・E・・E・・E・・E・・E・・E・・E・・E・-

ら、カルポキ シ ル基の導入率は同じであると考 え られる 。 しかし、MAn導入PVPが肝識

などの組織に分布するのに対し、 DMMAn導入PVPは殆ど組織に分布しなかった。この

原因に関しては、今後、分子あたりのトータルの電荷をゼータ電位などを指標に測定する

ことで、より詳細に解析していく必要がある。また、今回の結果から単にアニオンの性質

を修飾高分子に導入しても、必ずしも血中滞留性の向上が望めないことが明らかとなっ

た。 ま た、この体内挙動変化の原因 は、官能基による特性だけでなく、メチル基の導入に

よる 脂溶性の増大や、それぞれのカルボキシル基の有するイオン化傾向ならびに水溶液中

での分子構造や、その物理化学的諸性質 を詳細に検討することで、明らかになることと期

待され る 。

第三節徐放性を有する水溶性高分子を用いたin vivo抗腫蕩効果に関する検討

前節の結果から、 DMMAn導入PVPの特性として徐放性を有 す る ことが明 らか と

なった。さ らにDMMAn導入PVPは pHの低下 に伴 い、薬物の放出速度 が上昇す ることが

明 ら かとなっている。またこのDMMAnは、理論的に結合して い た リジ ン アミノ 基 を可

逆的に解離するため、結合したアミ ノ 基を、元あった構造のまま放出する性質を有 してい

る。従 って、 DMMAnを導入したPVPは、ア ミノ 基を有するタ ンパク 質 や低 分子薬物

を、活性を損なうことなく放出することができる。一般に炎症部位や腫蕩組織中 のpHは

生体内のpHと比較して、酸性に傾いていることが知られて い る 12ヘま た、高分子物質は

前述し たEPR効果により、長 く 腫蕩組織に 留まる性質を有 し て い る ことから 、 DMMAn

導入PVP と抗癌物質との結合体は、他の正常組織と比較して腫蕩部位に集積しやすく、

さらに nativeな薬物を放出しやすいと考えられた こ とから、副作用 を 軽減で き る可能性

がある。

近年、悪性腫蕩に対して種々の抗癌剤を用 い た治療が行われるよ うに な り 、 その抗

腫蕩効果が明らかとなってきつつある。中でも、造血器腫蕩・固形腫療を問わず 、 幅広 い

ス ベ ク卜ラムを有するアドリアマイ シ ン (ADR) は、乳ガン・肝ガ ン ・ リ ン パ系腫蕩な

どの腫蕩にも幅広く用いられ、高い有効性が示されている。本剤の作用機序としてDNA

二本鎖にインターカレートしDNAの正常な解離を妨げるほ か、 トポ イソメ ラーゼ阻害や

アン トラサイクリン環に由来する活性酸素の生成など、様々な抗癌機構が関与して い る 。

し かしながら、 ADRは強い慢性の心毒性を示し、 こ の問題点を克服するため に種々 の 薬

物キャリアーを用 い た化学療法が考案され、臨床応 用 されてきて い る。 DMMAn導 入

PVPはADRと結合し高分子化することでその毒性をマス ク し、 さらに腫蕩 の持つEPR効

果に よ リ 腫蕩部位に集積し、腫蕩局所で薬物の活性発現を制御する薬物キャ リア ー と して

期待できる。本節では、マウス固形腫蕩の退縮を目指 し てDMMAn導入PVP と ADR と の

結合体を頻回投与する こ とで、その抗腫蕩効果を検討した。
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実験材料と方法

試薬および器具

メチルピロリドン (N-methyl-2-pyrrolidone ; NMP、和光純薬工業)、アドリアマイ

シン(ドキソルピシン 塩酸塩 ; ADR 、 和 光 純薬工業)、 トリエチルアミン

(住民社lylamine、 和光純薬工業)を試薬と して 用 い た。未反応のADRを除去するため

に、分子量 分画約30，000のPM-30 (アミ コ ン )の限タト濃過フィルターを用い、限タト濃過

した。 DMMAn導 入PVP-ADR結合体の血液学的な副作用評価は、自動血球測定装置

(PLATELET COUNTER PL-110、 東亜医用電子株式会社)により白血球、赤血球、

血小板、へ マ卜 クリッ 卜値 お よびヘモグロビン量を測定することにより評価した。また、

肝臓への副作用の指標としてGOTを選択し、 トランスアミナーゼCll-テストワコー(和

光純薬工業)を用 い て検討した。

動物および細胞

抗腫蕩効果の検討には 、 ddYマウス(日本SLC) にSar∞ma-180 (S-180) (東北大学

加齢医学研究所より供与)を移植することで行った。

DMlJA.n導入PVPとアドリアマイシンの結合方法

DMMAn導入PVP を NMP中に 80mg/4mLの濃度に溶解し、そこに 20mg/4mL

(NMP) の濃度で溶解させたADRを添加した。触媒として卜リエチルアミンを 30μLを

添加し、室温で暗所、 over nightで捜持した。反応を終えたサンプルに精製水50mLを

加え、 pH8.0になるように0.2M NaH2P04で調整した。未反応のOMMAn導入PVPの無

水環部分を加水分解後限タト鴻過し、未反応のADRを除去した。その後精製水を加えて、

バッ フアー置換したのち、上清を回収してポアサイズ0.45μmのフィルターを通し、

1.5mLエッペンチュープ中に分注し凍結乾燥後、冷凍保存した。

DA11ÆA.n導入PVPのin vivo抗腫蕩効果に関する検討

in vivo抗腫蕩効果の検討に関してはS-180担癌ddYマウスを使用した。担癌マウスの作

成方法は前章、第一節に準じて行った。コントロールとして非腫蕩移植マウス、および

PBS投与群、 DMMAn導入PVP3mg投与群の3つの群を作成した。投与サンプルは、サン

プルの吸光度 (00) を指標に、 native ADR量に換算して投与した。コンジュゲート体

の抗腫蕩効果の検討は、腫蕩移植後7--8 日目の腫蕩が7mm前後の大きさになったものに

対して2 日に 1回づっ計3回の頻回投与により行った。腫蕩体積および体重変化の測定に関

しては、前章、第一節に準じて行った。また副作用の指標として血液成分および肝障害に

関して検討を行った。
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実験結果および考察
本節では、高分子物質の透過性が高〈、また他の組織と比較してpHが低い腫蕩組

織を標的と する、新規抗癌高分子薬物の作製を行った。すなわち、低分子の抗癌剤である
ア ド リアマイシン (ADR) をモ デル薬物として用い、薬物の体内安定性の向上、および
毒性軽減に よる投与量の増大 を目的 に 、 DMMAn導 入PVP との結合体を作成し 、 その抗
腫蕩効果お よび副作用 につ い て検討した。
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その結果、高濃度のnative体投与群では、ほとんどが副作用のために突然死 し 、
投与開始後10 日固まででnative体lmg/mL以上を投与した群では全例が死亡した 。 ま
た 修飾高分子と native体を単に混合して投与した群でも、同様の副作用 に よ る突然死
が観察された。しかしながら、それ以ヤの濃度の0.33mg/mLの投与群では殆ど抗腫蕩
効果がなく、投与直後は若干の抗腫蕩効果が認、められたものの、 40 日後にはコ ン トロー
ルとほぼ同じレベルにまで腫蕩が増殖した。臨床では、このよ う に治療効果が乏しく、副
作用の著しい抗癌抗生物質が使用されているのが現状である。これに対し、バイオコ ン
ジ ユゲート体3mg/叫の投与群においては副作用による死亡例が観察されず、 40 日以
で完全に腫蕩増殖を抑制した。また、バイオコン ジ ユゲート体1mg/立lLの投与群でも少
れとも 28日後までは腕時殖を抑制した。バイオコンジユゲート体3mg/mLの投与
群では、顕著な体重減少が観察されたものの、 1mg/宜lLの投与群では体重増加の抑制傾
向が観察されるに過ぎず、コントロール群と比較してもほとんど差は認められなかった。
また 血小板減少に関してもバイオコンジユゲート体の3rng/江lLの投与群で顕著な血小
板減少が観察されたが、他のバイオコン ジ ユゲート体投与群では観察されなかった
(Fig.14)。また、バイオコンジユゲート体1rng/mLおよびnative体0.33mg/mLの投
与群では投与一週間後に、リバウンドとみられる若干の血小板の増加を示 して い るが、臨
床を考えた場合、それほど大きな問題とはならな い と考えられる。また、データには示し
ていないが、投与24時間後に測定したGOTの値はどの群でも、顕著な上昇は観察され
ず、肝障害などの正常組織に対する副作用は今回の実験では観察されなかった。以上のこ
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理想、と治療すべき標的組織中に至適量の薬物を必要な時間だけ滞留させることで、

する薬物治療が実現されることから、有効薬物濃度を長時間維持するシステムの開発は、

薬物治療の最適化を目指す上で必要不可欠であると考えられる。

マイクロスフェアーやリボソームなど、様々な徐放化製剤が考案され、

DMMAn導入pvP-今後投与スケジュールを最適化する必要があるものの、

ADR結合体の癌治療に対する有用性が示された。

以上の観点、からこれまで

その有効性にも、

このような粒子の中に薬物を封入するアプローチには様々な問が認められているものの、

分子サイズの大きな粒子様の薬剤は、静脈内投与の場合、細網内すなわち、題があった。

体内動態を制

さらに任意に薬物

に取り込まれるため、結局肝臓や牌臓といった臓器に分布し、

御するのが極めて困難である。従って、臓器への移行性を制御しつつ、

を徐放する薬物キャリアーの開発に期待が寄せられていた。

皮系 (RES)
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薬物の作用メカニズムを考慮、した最適条件下でバイオコ

ンジュゲーションを行うことにより、薬物の体内安定性を向上できること、

オコンジュゲーションに用いる修飾高分子の種類や性質により、

さらにはパイ

これまで我々は、一方で、

薬物の体内挙動を自由に

すなわち我々はこれまでに提示してきた、第一世代ともいう

薬物の安定化と作用選択性を付与し得ることを報べきバイオコンジュゲーションにより、

修飾高分子自身の体内挙動は第二節で示したが、 DMMAn導入pvpはこれまで用
いてきたPVP とほぼ同程度の高い滞留性を示すこと、また、特異的な組織への取り込み

はほとんど観察されないことからも、 native体と比較しても十分にその副作用を抑制す
ることができると考えられる。結合した薬物に関する体内動態については

用いた修飾高分子の性質から、

制御し得ることを見出した。

今後検討して

高分子バイオコンジュゲーションは、体内安定性を向上させ

るという利点を有してはいたが、その一方で薬物の活性発現に重要な官能基およびその近

傍官能基に修飾高分子が結合することにより生じる立体障害のため、

という致命的問題を抱えている。

しかしながら、告してきた。血中での滞留性は高いと考えられいかねばならないが、

ス
出

比活性低下をまね〈高分子の血管前述したように、代表的な腫蕩の物理化学的・生物学的特性として、

今後バイオコンジュゲート化DDSを最適化し従って、高分このことにより、透過性・蓄積性に富んでいることが知られている (EPR効果)。

子化した薬物は、腫蕩組織中に滞留しやすくなっていると考えられる。 このバイオコンジュゲーションにおいて必ず生じる比活性低下という問ていくためには、上述したよまた、

題点を解決し得る新規修飾高分子を開発する必要がある。

そこで本章では、 pHに応答し薬物を nativeな形で放出することが可能な修飾高分

子の開発を行った。幹修飾高分子として選択したPVPは、ラジカル重合により機能導入

に不可欠な種々官能基を導入でき、 さらに静脈内投与後、血中以外の他の組織へ分布しな

動態制御を目的とした機能性修飾高分子の開発に最適なポリマーであると考

揮する。従って、

~\ことから、

無水環構造を有するMAnなどの環無水物は、 pH依存的にアミノ基と結合、解

離するアミノ基保護試薬として提示され、これまでにこの環無水物を用い、

の官能基へ誘導する際の試薬などとして応用されてきた。

うに、腫蕩内は生体内のpH と比較して低い傾向にあるので、腫蕩内におけるDMMAn導

入PVPの薬物放出速度が高いということも考えられる。今回用いたADRは、修飾高分子

と結合した状態では作用できず、 intactな状態で徐放されてはじめてその抗腫蕩効果を発

今回これらの抗腫蕩効果が観察されたのは、薬物がキャリアーとしての

えられる。

DMMAn導入PVPから放出されることが原因であることが考えられる。 native体高濃度

投与群では突然死など著しい副作用が観察されるが、今回のDMMAn導入PVP-ADR結

そのような顕著な毒性は軽減されていた。以上の結果からDMMAn導入PVP アミノ基を他合体では、

そこで我々はこの環無水物の特
理想的な薬物治さらに腫蕩組織で薬物が放出されるという、は、 ADRの毒性を軽減し、

性を幹修飾高分子である PVPに導入することで新規機能性修飾高分子の作製を試みた。またこのDMMAn導入PVPは、様々な徐放療キャリアーであることが明らかとなった。

さらに生体の生理的

導入する環無水

またその体内動態を検討したところ、

DMMAnを導入したPVPはこれまで最も血中滞留性の高かった幹高分子である PVP とほ

ぼ同等の血中滞留性を有し、血中濃度を恒常的に維持し続ける徐放デバイスとして有用で

あることも明らかとなった。従ってこのDMMAn導入PVP と抗癌剤との結合体は、第一

章で解説した癌組織のEPR効果を利用した固形腫蕩の治療にも有用であると考えられ
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小括第四節
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環無水物導入PVPは pHの変化に依存して薬物を放出し、

条件である中性pH付近で薬物を徐放した。また、その薬物放出速度は、

物の特性によって制御することが可能であった。

その結果、これまでバイオコンジュゲーションを行って

などInhibitory Factor (LIF) 、 Thrombopoietin (TPO) 

の血小板増加作用のあるサイトカイン類に関しては生体内で徐放されることが重要な薬理

このようなサイトカインのバイオコンジュゲーションにも有

性薬物の開発にも有用であると考えられる。

きたIL-6 やLeukemia

効果増強の原因となるので、

用である。



た。また、腫蕩組織では通常他の正常組織よりもpHが低下していることが知られている

ことから、 DMMAn導入PVPは EPR効果により腫蕩部位ヘ集積するだけでなく、腫蕩部

位でより多< native薬物を徐放し得る可能性が期待できる。そこで第三節では、

DMMAn導入PVPの薬物キャリアーとしての有用性を評価するために抗癌抗生物質であ

るアドリアマイシンとの結合体を作製し、その抗腫蕩効果ならびに副作用に関して検討を

行った。その結果、 S-180担癌マウスにおいて、 DMMAn導入PVP とアドリアマイシン

との結合体は native体と比較し、抗腫蕩効果に優れ、かつ副作用も軽減されたことか

ら、癌を標的とした薬物治療に有効な薬物キャリアーであることが示された。今回示した

環無水物導入PVPはpHtこ応答し、かつ中性付近で薬物を徐放する薬物キャリアーとして

紹介したが、今後これらの機能以外に、さらに標的組織へ選択的に薬物を送達する機能を

導入することで、より多くの薬物を対象とした薬物キャリアーとして利用できる可能性が

示唆された。すなわち、標的組織中へ選択的に移行し、薬物を徐放することで高い薬効を

発現し、その他の組織には移行しないといった、薬効発現を制御する技術として応用する

ことも可能である。次章では、この徐放性を有した環無水物導入PVPの体内動態を制御

することで、特定の組織にのみ選択的に集積し、そこで薬物を徐放させる新規修飾高分子

を作製したので報告する。
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第三章 腎臓へのターゲティングキャリアーの開発とその特性

薬物治療の最適化の観点から、理想的な水溶性高分子バイオコンジュゲーションを

実現させるために、これまで高度な体内安定性を付与する第一世代ともいうべきバイオコ

ンジュゲーションを更にインテリジェン卜化することで、第二世代、第三世代へと発展さ

せてい〈必要がある。すなわち、第一章で述べた第一世代のバイオコンジュゲーションに

より薬物の安定性を向上させた上で、第二章では修飾高分子から 100% 活性を保持した薬

物を任意の放出パターンによって徐放化させるような第二世代のバイオコンジュゲーショ

ンの開発を行った。 しかしながら今後、さらに一歩進んで修飾高分子の諸性質により標的

組織に薬物をターゲティングすることで、薬物への安定性付与と時間的かっ空間的薬物動

態制御を同時に充たしていく第三世代のバイオコンジュゲート化DDS とも言うべき、新

たな戦略を構築していく必要がある。前章までの検討で、環無水物導入PVPはpHtこ応答

して薬物を放出し、さらに中性pH条件下で薬物を徐放する薬物キャリアーとして利用で

きる事が明らかとなった。従って、この環無水物導入PVPtこ、特定の組織のみに選択的

に薬物を送達しうる機能を導入することによって、上記の第三世代のバイオコンジュゲー

ト化DDSが達成できると考えられる。

さて腎臓は、体内の不要な排j世物を除去し、水分ならびに電解質の排遣を調節して

体液量や組成を一定に保つとともに、必要な栄養物を再吸収するという、生体の恒常性を

維持する調節臓器である。また腎臓は、血液を糸球体でろ過し尿を産生する過程で体内に

不要ないし有害な物質を除いているだけでなく、生体内の水分と電解質の平衡が保たれる

ように、副腎皮質ホルモンや脳下垂体後葉ホルモンなどによって精密に制御されている

上、自らも生理活性物質を産生する。そのためひとたび、腎臓の機能が低下し、これらの

恒常性維持機能が失われると、我々の正常な生命維持活動はすぐさま失われてしまうこと

から、腎疾患は生体の恒常性を崩壊させる直接的・間接的要因ともなりうる。近年生活習

慣病の一つである糖尿病による腎機能低下 128)、および自己免疫疾患による慢性腎炎 129) な

ど、腎臓における様々な疾病が浮き彫りとなり、それらを治療する方法論が注目を集めて

いる。現在腎炎の治療においては、主に抗炎症性ステロイドの頻回投与やパルス療法が行

われているが、薬物の長期間頻回投与によって生じる副作用の軽減や患者のQOLの改善

という点から、腎臓に高率に集積した後、長期間滞留する薬物の開発に期待が寄せられて

L 、る。

以上の点、から、腎疾患治療を目的に様々な薬物キャリアーが開発されてきたが130-

m、これまでの腎臓へのキャリアーの開発は十分でなく、まだまだ発展途上であると言わ

ざるを得ない。例えば、薬物に正電荷を持たせ、腎臓ヘターゲットさせようとする試みも

なされているが、それらは生体内の細胞表面が有するアニオン性の性質を利用したに過ぎ

ないため腎臓以外の組織にも分布してしまう結果となっている。更に、カチオン性の電荷
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を有するタンパクの一つであるリゾチームと薬物どを結合させたバイオコンジュゲート薬

物も開発されたが134-136)、薬物がnativeな形でリリースされないために、薬理活性自体を

失ってしまうことが明らかとなっている。従って、これらの問題点を克服するためには、

まず、腎臓へ高率にターゲッ卜し、さらに、 nativeな形で薬物を放出 L うる薬物キャリ

アーの開発が重要な課題となってくる。

以上の問題点を踏まえ我々は、薬物の有効性、安全性、作用の選択分離性に優れた

第三世代のバイオコンジュゲート化DDSの確立を目的に、局方収載品でもあり安全性の

高 ~\PVPを幹修飾高分子として様々な機能を導入することで、標的指向性と徐放性を同

時に有するバイオコンジュゲート化DDSの開発を試みた。これまで我々が行ってきた、

アニオン性導入PVPの生体内動態特性評価の知見より、カルボキシル基を至適量だけ導

入されたPVPが、優れた腎指向性を有することが判明している。前章で示した環無水物

導入PVPは、開環状態においてカルボキシル基を有することから、最適量の環無水物を

PVPtこ導入することによって、腎指向性を有すると同時に、生理的pH付近で薬物を徐放

化し得る新規機能性修飾高分子の開発が可能になるものと期待された。すなわち、薬物の

生体内挙動を空間的だけでなく時間的にも制御した、まさに第三世代のバイオコンジュゲ

ー卜化DDSを可能にする修飾高分子が誕生するものと考えられる。

本章では、次世代ターゲティング療法の確立を目的に、側鎖に多数のカルボキシル

基を有し、かつ薬物の生体内挙動を時間的に制御し得る徐放化デバイスでもある環無水物

導入PVP誘導体を作製した。

第一節環無水物導入PVPの作製とその徐放性に関する検討

現在までのところ薬物の体内挙動を空間的にも時間的にも制御することに成功した

薬物キャリアーは皆無と言える。前章において我々は、薬物の体内挙動を時間的に制御す

ることを目的に、環無水物をPVPへ導入し、徐放性を有する修飾高分子を作製した。一

方アニオン性導入PVPは、これまでの詳細な生体内動態特性の解析により、至適量のカ

ルボキシル基を導入することで高い腎集積性を示すことが明らかとなっている。環無水物

の性質として水溶液中で加水分解を受け開環し、カルポキシル基が生じることを考える

と、至適量の環無水物をPVPへ導入することで、徐放性を有し、かっ腎ターゲティング

能を有する新規機能性修飾高分子が作製できると期待された。すなわち、腎臓に到達後、

その部位で薬物を放出するといった、薬物を空間的一時間的に制御し得るまさに理想的な

次世代のインテリジェン卜デバイスが創製できるものと忠われる。

そこで本節ではまず、ラジカル共重合法により環無水物導入PVPの作製を行い、

環無水物導入PVPの各pHにおける徐放性を評価するとともに、より生理的pHに近い条

件、すなわち中性pHにおける徐放性を検討した。環無水物導入PVPの腎集積を期待し
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て、環無水物の仕込み比をこれまでに最も高い腎集積性を示したアクリル酸導入PVPの

導入率と同じ 20% で行い、まず環無水物導入PVPの時間的薬物挙動制御能、即ち薬物徐

放性について検討を行った。

実験材料および方法

実験材料および器具

試薬は第二章、第一節に示したものを使用した。

環無水物導入PVPの作製

環無水物導入PVPの作製は、前章、第一節に準じて行った。ただし、コモノマーとして

の環無水物の導入率を 20% とし、ポリマーの重合速度の遣いから、ラジカル反応時間は

72時間とした。なお、環無水物導入PVPの環無水物の導入率に関しては、 3H-NMRで仕

込み比と同様の導入率になっていることを確認している。

環無水物導入PVP とLYCとの結合

第二章、第一節に準じて行った。

環無水物導入PVPとLYCの結合体における薬物放出性の確認

第二章、第一節に準じて行った。

実験結果および考察

環無水物は前章で示したとおリ、 pH応答性を有しており、また塩基性側でアミノ

基と結合し、酸性側でアミノ基を遊離するアミノ基保護試薬として知られている。また、

これら環無水物を導入したPVPの徐放性が生理的条件下観察されたことから、この徐放

機能が環無水物の導入率によってどのように変化するのか検討した (Fig.15) 。モデル薬

物として前章、第一節で用いたLYCを用いて環無水物導入PVPのpH応、答性について評価

したところ、 20%環無水物導入PVP と LYCとの結合体は、前節と同様pHの低下に従って

LYCをより多く放出し、薬物の放出速度が増大することが確認、された。また環無水物の

導入率が増加することでも薬物の放出速度が増大することが明らかとなった。

また、生理的条件、すなわち中性pH付近における環無水物導入PVPの徐放性を検

討するために、 pH7.2の緩衝液中と血清中で経目的にLYCの放出を測定することで評価し

た (Table 4) 0 20%環無水物導入PVPは、 pH7.2の緩衝液中においても血清中において

も、ほぽ同様の徐放パターンを示したことから、生体内においても薬物を有効に徐放化し

得ることが示唆された。さらに、 5% 、 20%環無水物導入PVPのLYCの徐放速度を比較

すると、 5%DMMAn導入PVPは 17%程度のLYC放出しか認められないのに対し、 20%
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実験材料および方法幸
」
血

DMMAn導入PVPは 4 日間で約30% ものLYCを放出しているこ と が明らかとなった。

平均分子

ラベルイヒ方法および体内動態の検討

環無水物導 入PVPは、

1.14-- 1.16のものを実験に供した。分子量分布 (Mw/Mn)サイズ 6，000 、

導 入率 の増加 に従導入された環無水物の種類に関わ ら ず 、

(Fig.16) 

実験結果および考察

環無水物導入PVPは、

環無水物導 入PVPの血中濃度推従って、。い血中滞留性の低下が観察された
20 

こ れまでの

~ 我々の知見であるアニオン性導入PVPの生体内動態、特性と同様の挙動特性を示した。

導入率が同じDMMAn導入PVP と MAn導入PVP との血中滞留性を比較すると 、

DMMAn導入PVPの方が僅かではあるが血中滞留性が高かった。

らに、

Fig.16 Plasma clearance of poly (VP-co-DMMAn) 
and poly (VP-co-MAn) after intravenous Inle.ction. i~ 
mice. Mlce were intravenously injected with 125 1 ・labeled
polymers. After administration, blood was coll田ted from 
ta� va� at indicated times and radioactivities were 
counted by a y-counter. Mice were us凶 in groups of 

five. Each value is the m回n 士 S.D.
(0) ; PVP, clos剖 symbol ; poly (VP-cO・DMMAn) , open 
symbol; poly (VP-∞-MAn) , square (・.ロ) , 20% co・
monomer introduced, triangle (.... 6); 5% co・monomer

introduced. 
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Table 4 Release rate of L YC from poly (VP-co・DMMAn) and poly (VP-co・MAn)

Day1 Daザ2 Day4 

pH7 Serum pH8 pH7 Serum pH8 pH7 Serum 

8.3 7.0 3.2 12.1 10.7 8.9 19.7 

29.5 

5% 

PVPへの環無水物の導入率を制御することにより徐放化バター

薬物挙動の時間的制御を行い得る

今後導入率に応じた環無水物導入PVPの水溶修飾高分子であることが明らかとなった。

1 
0 

液中での立体構造や各原子における電子密度などを詳細に検討することで、

徐放速度のより綴密な制御が可能になるものと考えられる。

ように環無水物の徐放化特性はその二重結合に結合しているメチル基が重要であることか

徐放化のメカ

前章で述べた
180 60 120 

Time after injection(min) また、ニズム、

疎水性残基であるスチレンと無水マレイン酸との交互共重合体であるスチレンー無

高い血中滞留血中のアルブミンと結合することで、は、(SMA) 水マレイン酸共重合体様々な徐放化環無水物のメチル基をエチル基やプロピル基などに変化させることで、

パ ターンを有する修飾高分子が新たに創製できるものと考えられる。

ら、

疎水性のアルキルまたこれまでの我々の知見において、性を有することが知られている。

この血中滞留性の向上基をPVPに導入することでその血中滞留性が向上する事からも、

DMMAnの有すなわち、は環無水物の高分子の疎水性が上昇したためとも推察できる。第二節環無水物導入PVPの生体内動態特性

アルブミンなどの血中タンパク質と結合することするメチル基が疎水残基として働き、

SMAは静脈内投また、DMMAn導入PVPの血中滞留性が高まったとも考察される。で、至適量のカルポキシル基を導入したアグリル酸導入PVPはこれまでの研究から、

今回検討したこの環無水物導入PVPは肝臓肝臓に集積することが知られている。与後、徐放性を有する環無水物導入PVP も、高い腎集積性を示すことが明らかとなっている。

その取り込み機構の相違に関して詳細な検などの組織にはほとんど分布しないことから、アカルボキシル基を生じることから、導入された無水環部分が水溶液中で加水分解され、

討が望まれる。本そこで、選択的に腎臓へ移行し得る可能性が考えられる。ク リ ル酸導入PVP と同様、

これまでのカルポキシル基を多数有している 20% 環無水物導入PVPは、また、すなわち腎指向性について検討を環無水物導入PVPの薬物の空間的制御能、節では、
他の組織に我々の矢口見であるアグリル酸導入PVPの生体内動態特性を裏付けるように、行った。

さらに20%DMMAn導入PVPの腎。(Fig.17) 
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なお、第二節に記載し た 方法に準 じ て行った。

環無水物導入PVPの活性化、

第二章、

Fig. 15 Release pa悦ern of L YC from poly 
(VP- ∞・DMMAn) (刈 and poly (vp-co・M加}
(8) under various 凶∞nditions. Polymers 
were �cubated at rl∞m temperature and 
刊uorescence of r創回s凶 LYC was m回sur凶.
op開 symbols; 20% co・monomer introduced, 
closed symbols; 5% co・monomer introduced, 

(0)(・) ; pH8.5, (口)(・) ; pH7， (ム)(企); pH6 

B.poly (VP唱b剖An)

一般的に言われているアニオン性高分子の動態特性とは 全く 異な り、移は、

24 市6
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薬物の作用メカニズムに応じて、

高い腎集積性を示したは殆ど移行せず、

~ー

pH7.2 3T'C 、20% 導入 率、MAn導入PVPに関しても経目的な徐放性の検討を行い、

の条件において4日間で 14% の放出性が確認された。

、
た
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以上の結果より、

ンを任意に制御でき、



移行量は投与量の約40% に達することが明らかとなった。以上の結果より、 20% の導入

率で作製した環無水物導入PVPは、優れた腎集積性を持ち、さらに腎臓以外の組織への

低い移行性を有することから、腎臓をターゲ ッ トとした薬物治療キャリアーとして、有用
であることが明らかとなった。

Tumor 

Brain 

Thymus 

Lung 

Heart 

Spl帥n

。

ロ PVP I Tumor 
園~引p-co・MAn) 5% I 
ii Po!� (VP-CO-MAn5 2Cl% I Brain 

ThymU8 

Lung 

b椅art

Spleen 

10 20 却 40 50 0 
% �jected d。鵠
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E 鴎得233MM怨j282

10 20 30 40 
% injected dose 

円~.17 Tlssue distribution of poty 
(VP・co-DMMAn) and poly (VP-coｭ
MAn) at 3 hr after i.v. injection in 
mice. At 3 hr after i.v. injection, mice 
were sacrificed and each organ was 
collected. The radioactivities were 
counted by a 刊ounter. Mice were 

used in groups of five. Each value is 
the mean i: 8.D. 

第三節 環無水物導入PVPの腎ターゲテイングキャリアーとしての有用性に関す
る研究

前節までの結果より、環無水物導入PVPは優れた腎集積性、薬物の放出性を有す

ることから、腎臓を標的とした薬物治療の最適化を目指す上で、非常に有用な薬物キャリ

アーであると考えられた。その薬物キャリアーとしての有用性をよリ詳細に検討すること

を目的に、まず環無水物導入PVPの細胞傷害性を評価し、さらに腎臓における薬物キャ

リアーの分布特性および集積メカニズムに関しても検討した。

実験材料および方法

試薬

細胞傷害性を有する高分子として4級アミン構造を有する hexadimethrine bromide 

(polybrene ;アルドリッチ)を使用した。蛍光ラベル化試薬として、 5-

(aminoacetamido) fluorescein (AFF: モレキュラープロープ)を用いた。

細胞ど動物

サル腎上皮細胞株LLC-MK2は 10%FBS含有MEM (日水)中で継代培養した。また正常

ヒ卜腎近位尿細管上皮細胞 (renal pro討mal 札lbular epi仕lelial cell; RPTEC) は

三光純薬より購入し、プレッドキット REGM (三光純薬)中で培養した。またRPTECは

4--6継代のものを実験に使用した。実験動物としてBALB/cマウス(雄、五週齢、日本

チャールズリバー)を用いた。
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凍結切片の作製

腎臓における部位局在性を検討するため、環無水物導入PVPを蛍光試薬AAFによりラベ

ル化した。 DMMAn導入PVPl 分子に対して蛍光試薬AFFl 分子を導入できるように、

ポリマーを第二章、第一節に準じて蛍光ラベルした。 AAFラベル化環無水物導入PVP を

BALB/cマウスに尾静脈内投与し、 3時間後の腎凍結組織切片を作製した。蛍光ラベル化

環無水物導入PVP を BALB/cマウスに尾静脈内投与し、 3時間後にぺン卜パルビタール麻

酔下、腹部大動脈切断により、脱血死させた。その後、腎臓を回収し、適当な大きさに切

断した後、包埋剤に浸潰し液体窒素を用いて急速凍結を行った。凍結組織片をクリオス

タットにより薄切し (10μm) 、ポリ -L- リジンでコートされたスライドガラスに貼付

した。凍結切片をメタノール:アセトン (1 : 1) 溶液中で固定化した後、マイヤーのへ

マトキシリン液で核染色を行った。組織切片上に封入剤をのせ、カバーガラスをかけた

後、蛍光顕微鏡下で観察を行った。

環無水物導入PVPの，細胞傷害性の評価

環無水物導入PVPの細胞傷害性は、 MTT法により評価した。 LLC-MK2およびRPTEC

を 96穴プレートにそれぞれ 1.2X 104cells/well播種し、 12時間CO2 インキュベーター中
で培養することで、プレートに接着させた。その後、培養液を取り除き、各種ポリマーを

所定の濃度にPBS(-)に溶解したものを、培養液と 1 : 1 の割合で混合、添加した後、 24時
間培養した。

経時的な腎臓への取り込みに関する検討

DMMAn導入PVPの経時的な腎臓への取リ込みは、 DMMAn導入PVP を 125rでラベル化

し、 BALB/cマウスに投与後、所定の時間に各臓器を摘出し、その放射活性を γ カウン

ターにより測定することで評価した。 125r ラベル化、およびその操作に関しては同章、第

二節に準じて行った。

細胞への取り込み実験

蛍光物質でラベル化した DMMAn導入PVP を 5mg/mLの濃度に培養メディウム

(REGM) を用いて溶解し、培養用カバーガラス上に培養したRPTECに添加した。 CO2
インキュベーター内で 3時間培養した後、 PBSを用いてwash out し、取り込まれなかっ

たポリマーを除去した。その後、スライドガラスの上に培養用カバーガラスをかけた後、

共焦点レーザー顕微鏡を用い、細胞への取り込みを観察した。

実験結果および考察

前節の結果よリ、その高い腎集積性が明らかとなった環無水物導入PVPを腎臓を
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その細胞増殖は全く阻10mg/mLの濃度で4 日間DMMAn導入PVPを作用し続けても、
これらのデバイスが腎標的としたタ ー ゲ テイ ンク デバイスとして応用しようとする場合、

細胞傷害性は観察されなかった。さらにこのDMMAn導入PVPのヒ

トへの応用を見据え、ヒト近位尿細管上皮細胞である RPTECを用い、同様の検討を行っ

このDMMAn導入PVPはコントロールとして用いたPVP と同様に、

害されることなく
腎臓におけるそれぞれの機能を担う器官・細胞レベルで、

そ こ でまずこれら環無水物導入PVPの薬物治療へ

腎臓組織中の集積部位を詳細に検討した

臓と い う組織レベ ルではなく、

その集積部位を特定する必要がある。

殆ど細胞たところ、
(Fig.18) の 応用を目的に、

Flg.19 Cytotoxlclty of various polymers 
on LLC・MK2 treated with various 
concentrations. LLC-MK2 cells were 
exposed to decreasing concentrations of 
PEG(o). PVP( ロ). polybrene( ・). poly(VPｭ
co・DMMAn) (・)and poly(VP-co・M如、) (企).

傷害性を示さないことが明らかとなった。

120 

1 

{
ポ}
b
z
-
a
E

〉

Fig.18 Histologic pictures of a kidney 
section from a mouse treated with poly 
(VP-co・DMMAn) -AAF conjugate. Frozen 
kidney was sectioned by cryostat 
Fluorescence Image (A) and transmission 
image (8) were taken by confocal laser 
scannmg mlcroscopy. 

Transmission Fluorescence 

蛍光物質でラベル化した20% 環無水物導入PVPの腎集積部位を特定するために、

BALB/cマウスに投与3時間後の腎臓凍結組織切片を作製し無水物導入PVP を作製し、

100 10 .1 1 

conc.(mg/mL) 

.01 
蛍光試薬ど DMMAn導入PVPの単なる混合投単独の蛍光試薬やPVPホモポリマ一、。

た

投与後3DMMAn導入PVPは、一方、与群では腎臓のどの部分にも集積していなかった。

-
た

穿
4品

DMMAn導入PVPは腎臓の尿細管に特異的に集積し、

非常に安全性の高い腎ターゲティングキャ

これまでの検討より、大部分が腎臓および腎髄質にはほとんど集積することなく、

皮質の近位尿細管上皮細胞の細胞質に集積し、

時間で糸球体や遠位尿細管、

細胞傷害性も全く観察されなかったことから、かっその細胞内に取り込まれているものと

この腎臓への集積がしかしながら、リアーとして有用であることが明らかとなっている。尿細管形態学的に遠位尿細管上皮細胞と比べると 、(近位尿細管上皮細胞は、予想された

その腎滞留性を検討した。 BALB/cマウスを所定

その集積性を評価したところ、 20%DMMAn導入

BALB/cマウスに投与1時間後から非常に高い集積性を示し、

(Fig.20) 。

マウスに投与5分後という非常に早い時間においても投

そこで腎臓へその後速やかに排遣されたのではその有効性は低い。一過性のものであり、

の集積性を経時的に観察することで、

同様また、細胞のかさが高いなどの特徴を持つ)。腔を形成している細胞の密度が低〈、

同様の構造を持つ環無水物導 入PVPは特異の結果がMAn導入PVPにおいても観察され、

臓器を回収し、の時間に脱血死させ、的に尿細管上皮細胞に集積することが明らかとなった 。

投与量の約70--PVPは、こ れ ら 環無水物導入PVPが腎臓の尿細管を標的としたターゲティ ン グキャリアー

腎移行量におけ80% も腎臓へ選択的に移行していることが明らかとなった

る経時的変化を検討したところ、

vitroにおいて細胞毒性に関する検討をln どし て非常に有効であ るこ とが判明したため、

1--24時間後においては投与量の約70--80% 、 96時間後

(Fig.21) 。

与量の約30% の薬物が集積し、

では投与量の約45% が集積しているという結果を得た

示さないが、 96時間後の腎組織をホモジネートし、

腎

その

環無水物導入PVPは、

サル腎上皮細胞である LLC-MK2 を選択し、

4級ア ミ ンの高分子polybreneは、

(Fig.19) 薬物キャ リア ーとしての有用性を評価した

臓の尿細管に高率で集積する こ とから、

行い 、

また今回データには細胞との強い相互作用が知ら細胞傷害性を評価した。

20%SDSによりタンパク質を可溶化

99% 以上が高分

96時間後においても薬物は安定に修飾高分子と結合

した後、腎臓中に含まれる放射活性をゲル濃過を用いて調べたところ、

子の状態で存在していたことから、

20% DMMAn導入PVP は、

全〈細胞傷害性を示

高濃度になるにつれ細胞傷害性が顕著

それに対して、

10mg/mL という濃度の条件においても安全性の高いPVP と同様、

高い細胞傷害性を示した。れており、

MAn導入PVPでは、しかしながら、さなかった。

腎組織中のDMMAn導入PVPの分解また、しつつ徐放化されているものと考えられた。MAn 本結果より、そのviabilityは 60 % に低下した。10mg/mLの濃度条件下、となけ、

性を調べる目的で、 SDS可溶化した腎組織ホモ ジネート溶液をゲル濃過HPLCに添加した腎臓を標的とした薬物従って、導入PVPは腎臓へ集積後の細胞傷害性が危倶された。

DMMAn導入PVP投与前のサンプルと同様の分子量分布を示したことからも、

は腎臓中で分解されず、

ところ、今回デーキャリアーにはDMMAn導入PVPが最も優れているこどが示唆された。

vitroにおいて長期の細胞傷害性を検討したところ、

また、

腎臓より排逆ささらに、安定に存在していることが示唆された。
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ln タには示さなかったが、



れた尿中にDMMAn導入PVPが観察されることから、 DMMAn導入PVPは、腎臓中に蓄

積され続けるわけではなく、徐々に排遣されているものと考えられた。
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Fig.20 Tissue distribution af poly (VPｭ
co・DMMAn) at 3 hr after i.v. injectlon in 
mice. Ai. 3 hr after i.v. injection, mice were 
sacrificed and each organs were coll田ted.
The radioactivities were counted by a yｭ
counter. Mice were used in groups of 行ve.

Each value is the mean :t S.O. 

Fig.21 Retention of poly (VP-co・
DMMAn) to varlous tlssues after I.v. 
injection in mice. At indicated ttime 
after i.v. injection, mice were sacrificed 
and each organs were collected. The 
radioactivities were counted by a yｭ

counter. Mice were used in groups of 
five. Each value is the mean :t S.O. 

80 

in vivoで近位尿細管上皮細胞の細胞質へ取り込まれることが示唆されたことか

ら、次にヒ卜近位尿細管上皮細胞を使用して、 in vitroでのDMMAn導入PVPの細胞質

内取り込みを検討した。共焦点レーザー顕微鏡により、 Z軸断面を観察した結果、確かに

ヒト近位尿細管上皮細胞の細胞内に取り込まれていることが判明した (Fig.22) 。一方単

独の蛍光試薬やPVPホモポリマー、蛍光試薬と DMMAn導入PVPの単なる混合添加群で

は、細胞への取り込みは全くみられなかった。また、 4 0C の条件τ で同様の取り込み実験

を行ったところ、細胞への取り込みは観察されなかったことから (Fig.23) 、能動的な取

り込み機構により細胞内に取り込まれている可能性が示唆された。腎臓における高分子物

質の取り込み機構として、 ß2- ミクログロプリンなどのタンパク質を認識するレセプタ

ー依存的エンドサイトーシスが知られているが即.138)、それらと同様のアニオン性高分子を

認識するレセプタ一分子を介した取り込み経路が存在する可能性が示唆された。また現在

生体におけるアニオン性高分子の取り込み機構として、前章で述べたように肝臓などにお

けるスカべンジャーレセプターを介したエンドサイトーシスが知られているが、この
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DMMAn導 入PVPは 全く肝に移行しないことから、従来のアニオン性高分子の取り込み
機構どは異なる新し い取り込み機構が存在 している可能性が示唆された。

Fluorescence Transmission 

370C 

40C 

第五節小括

Fig.22 Polymer up匂ke of AAF-Iabeled 
poly (VP-CO・DMMAn) on renal proximal 
tubular epithelial cell. Sections 1 to 5 are 
the images of fluorescence captured by 
confocal laser microscopy. Section 6 is the 
image of transm﨎slon 

Fig.23 Polymer uptake on RPTEC 
incubated at 3rc and 40C. 
Poly (VP-co-DMMAn) ~a~_~c:.b~led" ~.ith 
AAF 瀟d incubated on RPTEC for 1 5hr 
Fluorescence image (A and C) and 
transmission image (8 and 0) were 
captured by confocal laser mlcroscopy. 

バイオコンジユゲート薬物は、用いる修飾高分子に依存した体内挙動を示すことが
明らかとなっている。従って、修飾高分子の持つ挙動特性を綿密に制御することで、薬物
を選択的に標的組織へ送達することが可能であると考えられる。これまでの検討から、修
飾高分子に導入する官能基の諸性質によって、任意に体内挙動を制御できる可能性が示唆
されている。例えば、アルブミンとの結合により、血中滞留性が向上するスチレンーマレ
イ ン 酸共重合体 (SMA) を修飾高分子として用いたバイオコ ンジユゲー ト体は、 SMAの
性質を反映し、高い血中滞留性が示されている 。また我々独自の検討でも、アニオン性官
能基であるカルボキ シ ル基を導入したPVPは、高 い 腎集積性を示し、さらに長鎖脂肪酸
で脂溶性の側鎖をもっラウリン酸導入PVPは、牌臓へ高率に集積することが明らかと

なっている。すなわち、バイオコンジユゲーションに用いる修飾高分子を任意に選択する
-45-



このほかにも、腎臓に局在する分泌や排述などに関わる様々なトランスポーターを

ターゲットとした薬物の分子設計に関する研究が行われてきた。

バイオコンジュゲート薬物を標的組織へ思いのままに送達することが可能である

以上の観点から、前章で示した薬物の体内挙動を時間的に制御する第二世

ことで、

と考えられる。
しかしながら、実際には

それらのトランスポーターを介した薬物の取り込み機構を利用した薬物開発は、

展していない。その原因として、まず腎臓のトラ ンスポーターの基質特異性があげられ

る。腎臓の近位尿細管に存在するアミノ酸トランスポーターやグルコーストランスポータ

基質選択性が高く、その分子構造が一部でも異なると、

を介して基質となる物質を取り込まなくなる。また、有機アニオント ランスポーターやカ

チオントランスポーターなど、比較的基質選択性の低いトランスポーターも存在するが、

大きく進

それらのトランスポーターーは、

代のバイオコンジュゲーションを更に発展させ、標的部位に選択的に薬物を送達すること

薬物の空間的制御と時間的制御を同時に可能にする、

環無水物は生理的pH付近で結合した薬物の徐放性を有してい

この環無水物を PVPへ導入することで薬物の生体内動態を時間的に制御し得る徐放

これまでの我々の検討において至適量のカルポキシル

まさに理想的な第三世代のパイ

オコンジュゲート 化DDSの確立を試みた。

前章の結果から、

性を PVPtこ付与できた。

で

た。

さらに、

基を有するアクリル酸導入PVPが高い腎移行性を示すこと、
高分子量の分子をトランスポートするわけではなく、通常分子量約1，000以上の物は取り

また環無水物が加水分解反

同様にカルボキシル基が生ヒることを考え併せると、応により開環することで、
今回示したDMMAn導入PVPは、平均分子量が6，000の比較的大

vi仕0の検討により 40C の培養条件下で尿細管上皮細

胞に取り込まれなかったことから、何らかの能動的な取り込み機構が存在するものと示唆

込まないとされている。

きな分子であるにもかかわらず、 in

された。

上記の観点か ら、

予想通り高い腎集積性を示す修飾高分子の作製に成功した。体内動態の検討

こ れまでの研究に より 明らかとなったカルボキ シ ル基導入PVPの体内動態と

腎臓の近位尿細管上皮細胞

られた。

入した結果、

これことから、
におい て、

通

常これらを介した腎臓への取り込みは、投与量の 10%以下であることが報告されている

今回の結果は、新しい取り込み機構の存在を示唆するものである。また合成高

分子である環無水物導入PVPが、抗体などのようなアクティプ・ターゲティングデバイ

スのごとく、選択的に尿細管上皮細胞に移行し、

ことから、

vitroで作用さ

せてもPVP と同様に全〈細胞傷害性を示さなかったこどから有用なデバイスとして期待

される。 DMMAn導入PVPは、

至適量の

環無水物をPVPへ導入することによっ て腎ターゲテ イン グ能をも付与できるものと考え

最適の導入率で環無水物をラジカル共重合法により PVPへ導

さらにアニオン性修飾高分子を投与することで、取り込みが持抗的に阻害される

これらアニオン性高分子の取り込み機構は同ーであることが示唆された。

まで高分子の取り込み機構はエンドサイトーシスやピノサイトーシスが考えられるが、
多数のカルポキシル基を有する環無水物導入PVPは、

腎臓の近位尿細管にin中でもDMMAn導入PVPは、

同様、

特異的に集積した。

1--24時間

投与後96時間で約45% が滞留している事が明らかになった。従っ

投与後速やかに腎臓の近位尿細管上皮細胞へ移行し、

投与後5分ですでに投与量の約30% が集積し、

で投与量の約80% が、

入修飾高分子のさらなる取り込み機構の解明に期待したい。

腎糸球体上皮細胞スリット膜のアニオンバリアや血管

内皮細胞との電気的反発により、殆ど腎糸球体濃過を受けず、血中滞留性に優れていると

しかしながら、本章で示したように、アニオン性高分子でも血中滞留性

あたかも膜透過性に優れた低分子薬物の

今後このアニオン性導ように細胞質内に導入されるということを示していることからも、
少なくと

vivoにおける毒性試験

20%DMMAn導入PVPは 19/kg という投与量においてもBUNの上昇は認

2.5g/kgの投与によって、脂肪滴や硝子変

また、 in

て DMMAn導入PVPは、

も 4 日間以上は薬物を徐放化し得るものと期待できる。

一般にアニオン性高分子は、
においても 、

さらに病理組織切片レベルでも、

性などの病変は全〈 観察されなかったことから 、

められず、

アニオン性高分子の

体内消去機構であるスカベンジャーレセプターを介した肝取り込みを示さず、従来までの

固定観念を覆す興味深い知見である。

今回作製したDMMAn導入PVPは腎臓へ高率で集積することが明らかとなった。

通常腎排活性の薬物は、糸球体渡過や再吸収経路に乗り、尿中へ排遣されるが、

一過性の集積を示すものの、速やかに排逆される。

DMMAn導入PVPは、腎臓へ集積後、長時間にわたり滞留し、

得る機能を有している。今後、その腎臓への取り込み機構や滞留機構に関してよリ詳細な

検討を重ねる必要があるが、少なくともDMMAn導入PVPは、薬物キャリアーとして具

備する条件の一つである標的組織への高い移行性、ならびに組織中での滞留性などの機能

分子の荷電状態のみでその体内動態は規定されない

考えられてきた。

の上昇が認められなかったことから、

ことが明らかとなった。

少なくとも急性毒性は認められないこと

が示唆された。

さらに、環無水物導入PVPの体内挙動は、
前述したリ ゾチーム以外にもス卜レプ 卜腎臓へのターゲテイングデバイスとして、

アピジンを 用いた検討がなされてきた 139)。 腎臓には生体内ピオチンが比較的多〈分布して

しこれらの分子を介した結合による腎ターゲティングの方法論が考えられてきた。おリ、

投与2時間後で約5% あまりが腎臓にこれらの分子を標的とした場合でも、かしながら、

それらは

今回作製した

かっそこで薬物を徐放し

しかしながら、
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たかだか投与量の約20% が腎

また投与86時間後には投与量の5% 前後しか滞留していない結

また他の腎ターゲテ ィングを行った場合に関しても、投与量の数%が腎

臓に集積するのみであり 14ぺ今回合成したDMMAn導入PVPは非常に高い腎集積性と腎

滞留性を有することからも、これまでのあらゆるターゲテ ィン グキャリアーよりも有用性

集積し、最も高い集積が認、め ら れる投与24時間後にして、

-46 -

臓に集積するのみであり、

が高いことが示された。

果となっている。



を有しており、非常に有効な腎ターゲティングキャリアーとなりうることが示唆された。

以上の知見から、 20%DMMAn導入PVPは、高い腎移行性・集積性を示し、さら

に薬物を徐放化し得る修飾高分子であることが明らかとなった。これまで理想的なDDS

を達成するために、薬物を標的組織のみに移行させ得るといった空間的な制御だけでな

く、薬物の放出といった時間的な制御も同時に充たす倉1] 薬技術の開発が望まれていた。し

かしながら、現実には上記の2つの条件を同時に充たす倉1] 薬技術はこれまでほとんどな

く、成し遂げられてきたのは、どちらか一方の制御を目的としたものがほとんどであっ

た。我々が生みだしたこのDMMAn導入PVPは、これまで理想的なDDSを達成するため

に必要であった2つの条件を同時に充たしていることから、今後更なる基礎的な検討を行

うことにより、第三世代のDDSを達成するための修飾高分子になりうると期待される。
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総括

生体は、多彩な細胞群から構成され、それらがクロストークすることにより生体の

恒常性を維持しつつ、生命活動を営んでいる。すなわち、複雑な有機的連関の下、体内で

様々な生理活性物質が、周りの環境に応じて産生され、その生理作用を発揮している。し

かしながら、外的・内的要因によってそれらの連関が崩壊し、恒常性維持システムが破綻

することで、疾病の原因となる因子がたとえ局所にしか存在していなくとも、全身的にそ

の影響がおよび、多面的な疾患症状を同時に呈することになる。その原因を追及し、治療

に効果的な薬物を投与することで、その恒常性をもとあった健康な状態に戻すこと、それ

がすなわち薬物治療の概念である。

これまでの薬物治療は、天然物由来の生理活性物質を利用した治療が中心に行わ

れ、疾病の原因を追及してきたと言うよりむしろ、 トライアンドエラーの道であったとい

える。すなわち、疾病の原因が単純であり、それに対する薬物を投与するのみで、問題と

なる体内恒常性の破綻が解決する場合、これまで行われてきた薬物治療はある程度有効で

あったといえる。しかしながら、これからの疾病治療を考えた場合、これまで行われてき

た単なるトライアンドエラーだけの薬物治療のみで、今後治療すべき難治性疾患を克服し

得ないことは明白である。従って、疾患の原因をより深〈追求し、それに対して有効な薬

物を探索・創製していくことで、これまで薬物治療が不可能であった、多くの難治性疾患

を治療できるものと期待される。

一方で、近年の生命科学の目覚ましい発展と相まって、様々な難治性疾患の原因

が、遺伝子の欠損や内因性生理活性物質の過不足が原因であることが明らかとなってきた

現代において、疾患の原因となる生理活性物質の発現を是正し、生体内の恒常性を回復す

ることを目的とした薬物治療戦略に期待が寄せられている。通常、生体内で発現している

生理活性物質は、作用発現を期待する標的組織局所で、最適な濃度一時間パターンを維持

しながらその生理作用を発現している。すなわち、それらの生理活性物質を薬物として見

立てた場合、これらの薬物は、糖鎖などの修飾により十分な生体内安定性を付与された上

で、選択的に標的とする臓器や細胞に、必要量だけが作用している。そうすることで、目

的とする生理作用のみが選択的に発現することになり、生体はその恒常性を崩壊させるこ

となく、薬物治療の最適化を目指した生理活性タンパク質のDDSを具現しているといえ

る。このような生体の巧妙な仕組みこそ我々が目指すべき DDSそのものであり、生命現

象の天然様式に学んだ倉1] 薬基盤技術の根本を生体に見て取れる。従って今後、内因性生理

活性物質を薬物治療に応用していくためには、生体内で起こる作用発現機構を十分に考Fき

したDDSの開発が重要な課題といえる。

この点、本博士論文で示したバイオコンジュゲート化DDSは、 PVP という生体安

全性の高い高分子を用いることにより、薬物の生体内安定性の維持、および標的組織への
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選択的移行性(ターゲティング)、さらに移行した薬物の放出制御といった、第一・第

ニ・第三世代の機能全てにわたり、一挙になし得ることが判明した。以上のシステムは生

体における生理活性物質の挙動を模倣した薬物治療システムとも考えられるが、生体にお

けるサイトカインなどの液性因子に応答して放出する、いわゆるセンサ一機能などを完全

に模倣したものではなく、今後さらなる機能を付与した新規修飾高分子を模索する必要が

ある。

現代の医療を支え続けてきた薬物治療が、今後もますます推進されていくことは言

うまでもない。今後、難治性の疾患の原因が次々と明らかになり、これらの治療を目的と

して、新規作用点、を有する新しい薬物が探索され、それらを用いた薬物治療がなされてい

くだろう。これからの薬物治療を見据え、この倉1] 薬基盤技術とも言うべきバイオコンジュ

ゲーションを、あらゆる疾患に適応できる形に最適化していくことで、これまで不治とさ

れていた数多くの疾患に応用されていくことを期待する。
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結論

バイオコンジュゲーションの有用性を更に向上させうる、新規バイオコンジュゲート化

DDSの開発に関する検討を行い、以下の結論を得た。

1. 血中滞留性の最も高かったPVPを用い、 TNF一 α をバイオコンジュゲーションす

ることで、 in vivoにおける抗腫蕩効果をnative体と比較して約200倍にも増強す

ることに成功した。この抗腫蕩効果増強の原因として、 PVP-TNF-α の高い血中

滞留性が考えられた。

2. PVPへ環無水物を導入することで、 nativeな薬物を徐放させる新規修飾高分子を

作製した。また導入する環無水物の構造や導入率を変化させることで、薬物の徐放

速度を任意にコントロールすることに成功した。

3. 環無水物である DMMAnを至適量PVPへ導入することで、腎臓へ選択的に集積す

るターゲティングデバイスを開発した。このDMMAn導入PVPは投与量の 70......80

%が腎臓へ集積し、また細胞傷害性も観察されなかったことから、腎臓への薬物タ

ーゲティングキャリアーとして非常に有用であることが判明した。

以上、 PVPやその誘導体を用いることで、薬物の体内安定性を保持しつつ、さらに標的

組織中で薬物を徐放化させるという、これまで述べてきた第一世代から第三世代への全く

新しいバイオコンジュゲート化DDSを同時に実現しうることが明らかとなった。
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