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緒論

近年 の分子 細胞生物 学の 目覚 ま しい進歩 に伴い、鋭 い作用 を有 する生体内

微量生 理活性 蛋 白質が次 々 と見出 されて きて い る(1。7)。 また、 これ ら生理活

性 蛋 白質 の過 不足が往 々 に して種 々の疾病や病 態の形成 お よび増 悪化 に関与す

る ことが明 らか とされつつ あ る(8,9)。 その ため、バ イオテ クノロジー の進歩

によ って、生理 活性蛋 白質 の大 量生産が可能 とって きた ことも相俟 って、各種

生理 活性蛋 白質の 医薬 品 と しての応用 が期待 されて い る。 中で もサ イ トカイン

はその 臨床 的有用性 か ら次世代 医薬 品 と して特 に注 目されてい る。 しか しなが

ら、 サ イ トカ インを実 際 に臨床 応用 す る段 にな り、 多 くの問題 が発覚 して きた

ために、 これ まで顆粒 球 コロニー刺激 因子(Granulocytecolony-stimulating

factor;G-CSF)や エ リスロポエチ ン(Erythropoietin;EPO)な ど、副作用

が比較 的軽度な 一部 の サイ トカイ ンが実 用化 されてい るにすぎな い うえ、医薬

品 化 さ れ た 一 部 の サ イ トカ イ ン に つ い て さ え 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ンーα

(lnterferon-a;IFN-a)の よ うに安全性 の点で未 だ致命 的課題 を残 す もの

が あ るな ど、 多 くは その効果 を十分 に発揮で きぬ まま取 り残 され てい るのが現

状で あ る(10,11)。 その主 な原 因は、第一 にサ イ トカ イ ンの生体 内安定性が極

めて乏 しい ことにあ る(12,13)。 これ は生体 に投与 されたサイ トカイ ンが各種 タ

ンパ ク分解酵 素 によ り、容易 に分解 され て しまうこ と、 さ らに比較 的低分子量

のサ イ トカイ ンは速 やか に腎排 泄 されて しまうこ とな どに起 因 して い る。第二

に、 サ イ トカイ ンは様 々な組織 、細胞 に対 して多様 な生理作 用 を発揮 しつつ、

巧妙 な サイ トカイ ンネ ッ トワー クに よって生体 のホ メオ スタシス を維持 してい

るた め、人為的 に大 量 のサ イ トカイ ンを適用 した場合 、 多 くのサ イ トカ インは

目的 とす る治療作 用 と同時 に不 必要な他 の作 用 まで も発現 させて しまうためで

あ る(14,15)。 その ため、 現在のサ イ トカイン療法 では、十分 な治療効果 を得 る

ために生理 的条件 を逸 脱 した大 量頻 回投与 を余儀 な くされて しまう結果、必然

的 とも言 え る副作 用発 現 のため、サ イ トカイ ンの臨床応 用は大 き く制 限されて

しま ってい る。従 って、 バイオテ クノロジー技術 を駆使 して今後 も次 々 と大量

生産 され るであ ろ う生理 活性 蛋 白質 に、有効 性、 安全性 という医薬 品的価値 を

付 与 して い くためには、先 に述べ た2つ の根本 的問題点 を克服す る手段、すな

わちサ イ トカイ ンに生体 内安定性付 与 して い くことは勿論 のこ と、 サイ トカイ
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ンの 多様 な生理作 用の 中か ら目的 とす る治療作 用のみ を選択 的 に引 き出す こ と

ので きるDrugDeliverySystem(DDS)の 開発が必要不 可欠 とな って くる。 し

か しなが ら、 このサイ トカイ ンの多様 な生理作 用の 中か ら目的 とす る治療作 用

と副作用 の原 因 とな るそ の他 の作 用 とを分離 し、 目的治療作用 のみ を選択 的 に

引 き出す という"サ イ トカイ ンへの作 用の選択性 付与"に 関す る研究 は、薬 物

治療 学 の領域 にお いて重要 かつ急務 とな る問題 であ るに も関わ らず、 未だ十分

に検討 が行われていな いのが現状であ る。

近 年、生理活性蛋 白質 に水溶性高分子 を結合 させ る、 いわ ゆ る高分子バ イ

オ コ ンジュゲー シ ョンが考案 されて きた(16-22)。 この高分 子 バ イオ コンジ ュ

ゲー シ ョンによ り、生理 活性蛋 白質の見か けの分子サイズ を増大 させ ることに

よ り腎排 泄速度 を低下 させ る とともに、 生理活性 蛋 白質表面 に結 合 した修飾 高

分子 が形成 す る立体 障害 によ りプロテ アーゼ か らの攻 撃 を回避 し得 ることが期

待 され る(Fig.1)。 これ らバ イオコ ンジュゲー ト効果 によ り、本来 生体 内で不

安定 な生理活性 蛋 白質 の血 中半減期 の延 長、お よび体 内安定性 の向上 が達成 さ

れ る。 これ まで にアデ ノシン ・デア ミナー ゼ(ADA)、 ス ーパー オキサ イ ド ・

デ ィスム ターゼ(SOD)な ど、主に低 分子物質 を基質 とす るよ うな酵 素蛋 白質

の高分 子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンが検 討 され て きた(16-19)。 特 に、'ADAの

血 中半減 期延長 を目的 としたポ リエチ レング リコール(PEG)コ ンジュゲー ト、
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PEG-ADAは 、ADA欠 損症 の酵素補充療 法 と して米国では既 に臨床応用 され、

その有効性 が認 め られて い る(23-25)。 しか しな が ら、高 分子 バ イオ コンジュ

ゲーシ ョンによ る蛋 白性医薬 品の実用化 は、 これ までの ところ酵素蛋 白質 に限

局 されてい るの が現状 であ る。 これ は高 分子バ イオ コンジ ュゲー シ ョンは、生

理活性蛋 白質の安定性 を向上 させ る一 方で、活性 発現 に高分 子量 の レセプター

との結合 を必要 とす るサイ トカイ ンにお いて は、修 飾高分子 による立体障害 が

レセプター結合 を も阻害 して しまい、 比活性 の大 幅な低 下 を招いて しまうため

であ る。以上のサ イ トカイ ンのバ イオ コンジュゲー シ ョンにお ける問題点 を考

慮 した うえで、我 々は これ まで に、モ デルサ イ トカイン と しての腫瘍壊死 因子

(TNF一 α)の 高分 子バイオ コ ンジュゲ ーシ ョンを試 みて きた(26-31)。 その結

果、 比活性 、修飾率 、分子サ イズ等の相 関 をつ ぶ さに検討 し、 目的 に応 じた至

適修飾 条件 を見 出す ことで、TNF一 αの体 内滞留性 ・安定 性 や腫瘍組織移 行性

を飛躍 的に向上 させ得 るこ とを明 らか に して きた。 さ らに我 々は、修飾高分子

の有 す る物 理化学 的特性 や官能基 特性 によ り、 バイオ コ ンジュゲー ト化生理活,

性蛋 白質の生体 内動態が大 き く左 右 され るこ と、 即 ちバ イオ コンジュゲー シ ョ

ンに用い る修 飾高 分子 による生理 活性 蛋 白質 の生体 内挙動 を任意 にコン トロー

ル し得 るこ とを示 して きた(32,33)。 以 上の事実 は、高分子バ イオコ ンジュゲー

シ ョンの本質 的価値 は、 これ までの研 究 にみ られ るような生 理活性蛋 白質 をは

じめ とす る薬物 の単な る体 内安定 化 にのみあ るので はな く、付 加 する修飾高分

子の特性 によ り、 目的治療作 用 発現 に適 した生体 内挙動特性 を付与 する ととも

に、副作 用発現組 織への移 行 を抑制 す るこ とで、多様 な生理作 用 を有 するサイ

トカイ ンの 目的治療作 用のみ を選択 的 に引 き出す とい う薬物(サ イ トカイ ン)

への作 用の選択性 付与 にある こ とを示 してい る。 しか しなが ら、 この高分子バ

イオコ ンジュゲー シ ョンの潜在 的有 用性 に着 目 し、サ イ トカインな どの薬物 の

生体内動態制御 を行 い、作用 の選択 的発現 を 目指 そ うとす る研究 は全 く皆 無で

あ る。そ こで 本研 究 では、血 小板産 生促進作 用 を有 す るこ とで 医薬 品化 が期待

されて いるイ ンター ロイキ ンー6を モ デルサ イ トカイ ンと して、高分 子バイオ

コンジュゲー シ ョンによ り、 サ イ トカイ ンの体 内安定化 を図る とともに、作 用

の点で のターゲテ ィングとも言 うべ き目的治療作用 の選 択 的増強 を達 成 してい

くことを 目指 して、

1.高 分子 バ イオ コ ンジ ュゲー シ ョンに よるサ イ トカ イ ンの 目的治療作

用選択 的増強効果 の検討

3



2.よ り有効性 の確 保 された高分 子バ イオ コ ンジュゲー ト化 サイ トカ イ

ンを創製 し得 る新規 コンジュゲー ション法 の開発

3.緻 密 な体 内挙動制御 と機能付 与 を目指 した新規修飾高分子 の開発

を行 った。以 上の研 究 に よ り、有効性 ・安全性 の確 保 された高分子バ イオ コン

ジユゲー ト化サ イ トカイ ン製 剤の分子設計、お よびDDS構 築 に関 す る有 用な

知見 が得 られたので、 ここに博 士論 文 と して まとめた次第 であ る。
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本論

第 一 章Interleukin・6のPEGylationに よ る 目的 治療 作 用 の 選 択 的増

強

近 年の抗癌剤、 放射線 によ る癌 治療 は、 顕著な制癌 効果 を示 す ものの、重

篤 な副作用 を伴 うため に、治療 の 中断 を余儀 な くされて しまい、必 ず しも期待

通 りの臨床成 果は得 られていない。特 に骨髄 抑制 による血 小板 減 少症 は主要な

治療 中断 ・制限要 因 とな ってい るうえ、 これ を改善で きる医薬品 は未だ開発 さ

れてお らず、血小板増 加作 用 を有 す る医薬 品の開発 が待 望 されて い る。近年 イ

ンター ロイキ ンー6(lnterleukin-6;IL-6)を は じめ、 い くつ かのサ イ トカイ

ンが血 小板増加作用 を有 するこ とが明 らか とな り、 その臨床応用 が期待 され て

い る(34-40)。 しか し、IL-6な どのサ イ トカイ ンは血 中滞 留性 に極 めて乏 しい

ため、十分 な血 小板増 加効果 を得 るた め には大量頻 回投 与 を強 い られ、逆 に重

篤 な副作 用 を呈 して しまっている(41,42)。 その うえ、 これ らサイ トカインは、

多様 なinvivO生 理作 用 を有す るために、生体 に投 与 した際 には 目的 とする治

療作 用 以外 の作 用 をも同時 に招 いて しま うな ど、副作 用制御 の点 で、現在 その

臨床応用 は困難な もの となって いる。従 って、IL-6な どの血 小板増加作用 を有

するサイ トカインを次 世代医薬 品 と して創 出 して い くため には、 その体 内安定

性 を改 善す る とともに、 目的 とす る血 小板増 加作用 とその他 の作 用 を選択分離

し、作 用発現 に選択性 を付与 し得 る創薬 テ クノ ロジーの新規 開拓 が急務 となっ

て くる。

IL-6は 当初 、B細 胞 の増殖、分化 を誘導 するT細 胞 因子、BSF-2と して

単離 され たサ イ トカイ ンであ るが(43)、 後 に他 の生物 活性 を有 す る種 々の因子

と同一 の ものであ る ことが明 らか とな り、統一 してIL-6と 呼ばれ るようにな

った(44-52)。 ヒ トIL-6は183ア ミノ酸 か らな る分子量2万 の蛋 白質 であ り、

多彩 な生 物活性 を有 して い るこ とが明 らか とされてい る。 その主な作 用は、B

細胞 の抗体 産生細胞 への分化誘 導(53)、T細 胞 の活性化(54)、 肝 にお ける急性

期 蛋 白産生 の誘 導(55)、 ケラチ ノサ イ トの増 殖促進(56)、 腎 メサ ンギ ウム細胞

の増殖(57)、 造血 幹細 胞 の分化促 進(58)、 巨核球刺 激 に よる血 小板 増加作 用な
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TableIMultipleactionsofinterleukin-6

inductionofB-celldifferentiation

acutephaseproteinsmliverce皿s

几 一2alldIL-2rec印torexp】cession,prol茄e臓tkma且ddiffe】rentiationmT-cells

mesangia.lcellgrowth

neuraldifferentiationofPC12cells

keratinocytegrowth

growthpromotionofmyeloma/plasmacytoma/hybridomacells

it血ibitionofcellgrowthofcertainmyeloidleukemiccelllines

andtheirdifferentiationtomacrophages

enhancementoflL-3-inducedmultipotential◎olony㏄ 皿formationinhematopoieticstemcells

andinductionofmaturationofmegakaryocytesasathorombopoieticfactor

どが報告 され てい る(TableI)(34-37)。 この 中で臨床 的に最 も注 目されてい る

のが血 小板産生促 進作用で あ る。IL-6は 巨核球上 に発現 す るIL-6レ セ プター

を介 して 巨核 球 の分化増殖 を刺激 する こ とで末梢血 小板 数 を増加 させ るこ とが

知 られ てい る(59,60)。 この血 小板産生 を担 って いる巨核 球は、骨髄 中のみな ら

ず、骨 髄静脈血管 表裏や肺血管 内腔 にも多 く存在 す ることが知 られて い る(61)。

巨核 球 が血 小板 を産 生す る場 はい まだ完全 には限局 されて いないが、現在 の と

ころ主 として 骨髄静脈 や肺 血管 内腔 で産生 され るこ とを裏付 け る知 見 が多数報

告 され て いる(61-64)。 従 って、1レ6に 血 中滞留性 の増大 を 目的 とした高分子

バイ オ コ ンジ ュゲー ションを適 用す るこ とで、効 率 よ く血 小板産 生 を増強 で き

るもの と考 え られ る。一方でIL-6の 肝臓 ・脾 臓 をは じめ とす る全 身組織 へ の

移 行 は、前述 した他 の多様 な作 用、 すな わち副作 用発現 の要 因 とな ってい る こ

とも知 られてい る(55,57,65)。 従 って、血管 内局在化特性 をIL-6に 付 与 する こ

とで 、 目的 とす る血 小板増加作 用 とそ の他 の作 用 とを選択分離 し、効率 よ く目

的作 用 を増 強 させ得 ること、 即 ちIL-6に 作 用の選択性 を付 与す るこ とでIL-6

の臨床応 用上の 問題 点を克服 し得 るもの と期待 され る。そ こで本研 究では、IL-6

をモ デルサ イ トカイ ンと して用い、高 分子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンによ って、

臨床応 用 に適 うサイ トカイ ン製剤の分 子設計 を試み た。

第 一 節PEG化IL・6の 創 製 とinvi,troバ イオ コ ンジ ュ ゲー ト化 特 性 の

評 価

ポ リエチ レング リコール(Polyethyleneglycol;PEG)は 、 抗原性 、毒

性 が極 めて 小 さいな ど、 日本薬局方 に収 載 されてい る安全性 の確 立 され た合成

高 分子 で あ る(66)。 さ らに我 々がこれ まで に行 った修飾高 分子候補 の ス ク リー
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ニ ング実 験 の 結 果 、 陽 電 荷 あ る い は 陰 電 荷 を有 す る高 分 子 は細 胞 膜 との 相 互 作

用 が顕 著 で あ る の に対 し、 非 電 荷 で あ るPEGは 、 細 胞 膜 との 相 互作 用 が ほ と

ん どな い こ と、 また 、 体 内動 態 解 析 に よ り、 デ キ ス トラ ンな どの糖 鎖 や ポ リス

チ レ ンマ レイ ン酸 な どの 疎 水 性 の高 い 高 分 子 は肝 臓 、 脾 臓 な どの細 網 内 皮 系 に

取 り込 まれ 易 い傾 向 に あ る の に 対 し、PEGは そ れ らの 組 織 には ほ とん ど取 り込

まれ な い こ とが 判 明 して い る(26,32,33)。 従 っ て、 血 中滞 留性 向 上 を 目的 と し

たバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョン に 用 い る修 飾 高 分 子 と して 、PEGは 非 常 に適 して

い る もの と考 え られ た。 そ こ で まず 、PEGを 修飾 高 分 子 に用 い てPEG化IL。6

(PEG-IL-6)を 作 製 し、IL-6の 血 中滞 留性 、血 管 内局 在 性 の 向上 を試 み た。

さ らにPEGの 分 子 量 、修 飾 率 、 分 子 サ イ ズ、 活 性 の相 関 を検 討 し、PEGバ イ

オ コ ン ジュ ゲ ー ト化 特性 を評 価 した 。

実験 材 料 と方法

PEG5K-IL-6の 合 成

1.4mg/mlのrecombinanthumanIL-6(IL-6、 中外 製 薬株 式 会社 、 東

京 、 よ り供 与)を 含 むPBS溶 液(リ ン酸 緩 衝化 生 理 食 塩 液 、pH7.4)500μ1

に・methoxypolyethyleneglycolsuccinimidylsuccinate(ssPEG、 平 均分

子量5,000、SigmaChemicalsCo.、USA)24mg(溶 液 中 に含 まれ るIL-6

の リジ ンア ミノ基 に対 して10倍 モル 当量)を 加 え て 混 合 し、室 温 下 、10分 間

穏 や か に撹 拌 させ る こ とで 、IL。6の リジ ン ア ミノ基 に対 してPEGバ イ オ コ ン

ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 、0.3mgのs-aminocaproicacid(Sigma

ChemicalsCo.、USA、ssPEGに 対 して5倍 モル 量)を 添 加 す る こ とで反 応 を

競 合 停 止 させ た 。 反 応 後 す み や か に ゲ ル ろ過HPLC(カ ラ ム:Superose12、

AmershamPharmaciaBiotech,Sweden、 溶 離 液:0.05Mリ ン酸 緩 衝 液 、

0.15MNaCI、pH7.2)に よ り各 種 分 子 サ イ ズ に分 画 精 製 した。

平均 分 子量 お よび 高 分 子 修 飾 率 の 算 出

PEGの 数 平 均 分 子 量(Mn)は 、 ゲ ル ろ 過HPLC(カ ラ ム;TSKgel

G4000PWxL、 東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)を 用 い て、 標 準PEG(TSK標 準 ポ リ

エ チ レ ンオ キ サ イ ド、 東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)に よ る較 正 曲線 か ら算 出 した 。

各 フ ラ ク シ ョ ン のPEG-IL-6の 平 均 分 子 量 に は 、 蛋 白質 ス タ ン ダ ー ド(Gel
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FiltrationCalibrationKit、AmershamPharmaciaBiotech,Sweden)に よ

る較 正 曲線 か ら算 出 した 数 平均 分 子 量 を適 用 した。 また、1レ6分 子 中 に存 在 す

る14個 の リジ ン残 基 に対 す るPEG結 合 数 、 お よ び修 飾 率 と して 、 以 下 の式 に

よ り算 出 され る値 を適 用 した 。

PEG結 合 数=((PEG-IL-6の 平 均分 子 量)-21,000)1(PEGの 平 均 分 子 量)

修 飾 率(%)=100X(PEG結 合 数)/14

PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6の 合 成

PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6の 合 成 に は 平均 分 子 量2,000、 お よ び12,000

のssPEG(sunbright-20、sunbright-12M、 日本 油 脂 株 式 会 社 、 東 京 、 よ り

供 与)を 用 い た 。 反 応 方 法 は上 記PEG5K-IL-6の 合 成 法 に準 じた 。

PEG-IL-6のInvitro'性 測 こ

各PEG-IL-6の 比活 性 は、Matsudaら の 方 法(67)に 従 い、IL-6依 存 性 増

殖 細 胞 で あ るマ ウスハ イ ブ リ ドー マ、MH-60細 胞 を用 い て測 定 した。MH-60

細 胞 は200P91mlのIL-6、 及 び10%ウ シ胎 仔 血 清(FCS、BocknecLabolatories

Inc.、Canada)を 含 むRPMI-1640培 地 で継 代 培 養 し、IL-6を 含 ま な い培 地

で3回 洗 浄 した の ち実験 に用 い た。各PEG-IL-6を 用 い て、あ らか じめ10%FCS

含 有RPMI-1640培 地 で段 階 希釈 列 を作 製 した96穴 培 養 デ ィ ヅシ ュ に、5x103

個 つ つD-60細 胞 を播 種 した 。37°C、72時 間培 養 後 、MTT法 に よ り細 胞 増

殖 を 測 定 した 。比 活性(残 存 活性)は 耒 反 応IL-6(NativeIL-6)の 活 性 を100%

と して 算 出 した 。

結 果 お よび 考 察

活 性 発 現 に高 分 子 レセ プ ター との 結 合 を要 す るサ イ トカ イ ン にお け る修 飾

高 分 子 の 鎖 長 と修 飾 率(IL・6へ のPEG結 合 率)、 分 子 サ イ ズ(PEG化IL-6の

平 均 分 子 量)、 比 活 性 な どの 連 関 を追 求 し、 最 適 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン条

件 を 見 い 出 して い くた め に、PEG-IL-6の 合成 は 、 平 均 分 子 量2,000、5,000、

12,000のPEGを 修 飾 高 分 子 に用 い て行 っ た 。生 理 活 性 蛋 白質 に種 々修 飾 高 分

子 を バ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョ ンさ せ る方 法 、 即 ち 生 理 活 性 蛋 白質 と修 飾 高 分 子

との 結 合 方 法 に は 、 リジ ン ア ミノ基 に対 す る活 性 エ ス テ ル 法(68)、 塩 化 シ ア ヌ
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ル法(69)、 カル ポ キシル基 に対 す るカルポ ジ イ ミ ド法(70)、 また、チオー ル基

に対 す るマ レイ ミ ド法(71)な どが知 られて い る。 カル ポジイ ミ ド法 はカル ポキ

シル基 とア ミノ基の縮合 反応で あ るため、蛋 白質分子間お よび分子 内架橋 等の

複雑 な反応 を避 け得 ない こ とが これ まで の我 々の検討か らも明 らか とな ってい

る。マ レイ ミ ド法 に関 して は、 一般 に蛋 白質 中に遊離のチオール基 は少な く、

また、立体構 造維持 に関与 す る場 合が多 いため に、チオール基 の修飾 は活性 低

下 を招 き易 い。さ らにIL-6に お いては遊離 のチ オール基 が存在 しないため、

IL-6のPEGバ イオコ ンジュゲー シ ョンにマ レイ ミ ド法は選択 し得 ない。一方、

リジンア ミノ基 を標 的 とした方法 は、修 飾高 分子 と蛋 白質 の リジ ン残基 を選択

的 に反応 させ 得 る うえ、上述 の架 橋反応 を避 け得 るな どの利点 を有 してい る。

そ こで本研 究 にお いて は、サ イ トカイ ンとい う安定性 に乏 しい生 理活性 蛋 白質

を用 いる とい う点 を も考慮 し、 リジ ンア ミノ基反応性 の修飾方法 のなかで も、

最 も反 応条件 が穏や かな(室 温、 中性条件下、30分 以 内)活 性 エステル法 を第

一選択 と した(Fig .2)。

璽騨 脾や
+IL-6-NH2

Lysineaminogroups

H

一H3C(OCH2CH2)nOC(CH2)2曾N-1レ6

PEG-IL-6
0 0

Fig.2PreparativeschemeofPEG]【L尸6

rh-IL-6isdissolvedinPBS(pH7.4)andmixedwith10molarexecsof

methoxypolyethyleneglycolsuccinimidylsuccinate(ssPEG)for10minutesatroom

temperature.Thens-aminocaproicacidwasaddedandreactionwasstopped.The

reactionmix旗ewaspurifiedandsepa【atedbygeHilt悔ionHPLCintose鴨raユ

丘ac五 〇ns.

まず平均分子 量5,000の 片末端活性 化PEGを 用 いてIL-6の バイオコ ン

ジュゲー シ ョンを試 み た ところ、分子量2万 ～9万 のPEG-IL。6(PEG5K-IL-

6)が 得 られ た。修飾率一分子サ イズー活性 の相 関 を見出す 目的で、ゲル ろ過HPLC

によ り種 々の分子 サ イズに分画 した(TabIeII)。MH-60細 胞 を用 いたinvitro

活性測定 の結 果、PEG-IL-6の 比活性(残 存 活性)は 修飾率 の増 加に伴 って減

少す ることが判明 した。IL-6のLys171は レセプター結合部位付近にあ り、

立体構造維持 にも重 要であ るこ とが明 らか とな ってい るこ とか ら(72)、PEGバ
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TableIICharacterizationofPEGSK一 皿IL

Fraction
a)Degreeofb)No .ofb)Remainingc)

MnMod'rfication(%)Mod'rfiedLysActivity(%)

1

2

3

4

5

6

NativeIL-6

93,000

83,000

71,000

59,000

46,000

34,000

21,000

100

89

71

54

36

19

0

14.4

12.4

10.0

7.6

5.0

2.6

0.o

1.1

12.5

30.7

51.0

71.0

81.3

100.0

PEGusedthisreactionwasPEG5,000.

a)Averagemolecularweight(Mn)wasdeterminedbygelfiltrationHPLC(proteinstandard).

b)calculatedfromMn

c)measuredbygrowthassayusingMH-60cells

イオ コンジュゲー シ ョンに よる比活性低 下 の要 因の一つ として、活性 発現 に関

与 す る リジンア ミノ基 に対 す るPEG結 合 が考 え られた。平均分子量2,000お

よび12,000のPEGを 用 いて作製 したPEG-IL-6(PEG2K-IL-6、PEG12K-

IL-6)に つ いて も同様 の検 討 を行 った(TableIII)。 修飾 高分 子の鎖 長(分 子

量)と 修飾率一比活性 の相 関 を評価 した ところ、PEGの 分 子量が大 きいほ ど、

すなわ ち、修飾 高分子 の鎖 長が長 いほ ど修飾 率 の上昇 に対 す る比活性低下 の割

合 は著 しいものであ った(Fig.3)。 以上 の結果 は、IL-6の 比活性 が活性 発現 に

関与 す るLys171へ のPEG修 飾 だけでな く、IL-6に 結合 して い るPEG鎖 の

ため に生 じる立体障害 に よって も損 なわ れて しま うことを示 唆す る ものであ る。

またTNF一 αのPEGバ イオ コンジュゲー シ ョンにお いて も同様 に、鎖 長の長

い修 飾高分子 ほ ど顕著な比活性低下 を示 した ことか ら、IL-6な どの活性発現 に

高分子 レセ プター との結 合 を要 す るサ イ トカイ ンの高 分子 バ イオ コ ンジユゲー

シ ョンにお いて は、活性 中心に位 置 す る リジ ン残基 の修 飾 だ けで はな く、修 飾

高分 子の形成 す る立体 障害 も比活性 低 下の重要 な要因 とな るこ とが示 され た。

即 ち、 サ イ トカイ ンの高分 子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンは生体 内安定化 を達成

し得 る可能性 を有 す る一方 で、 比活性 の低下 を招いて しまう とい う、両刃 の剣

とな って しまうことが明 らか とな った。
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TableIIICharacterizationofPEG-IL-6usingPEG2KandPEG12K

Fr.
・)D・g・eedb)Remai・ing・)

MnM
odification(%)Activity(%)

PEG2,000-IL-6 1

2

3

45,000

ss,000

27,000

86

54

21

37.0

74.4

855

PEG12,000-IL-6 1

2

3

4

5

107ρ00

:C!11

72ρ00

54,000

37,000

51

40

30

20

10

4.0

10.8

35.1

...

::

NativesIL-6 21,000 0 100.0

a):Ave瓰gemolecularweight(Mn)wasdeterminedbyGRHPLC(proteinstandazd).

b):calculatedfromMnc):measuredbygrowthassayofMH-60cells

隶二

葦
奮
rnc

:≡

霍
m

100

80

60

40

20

0

020406080100

Degreeofmod'rfication(%)

Fig3Relationshipbetweendegree

ofmodificationandremaining

activityofPEG-1レ6

ThedatainTableIIandTableIII

wereplotted.

第 二 節PEG・IL-6の 血 小 板 増 加 作 用増 強効 果

前 節 で はPEG-IL-6のPEGバ イオ コ ン ジ ュゲ ー ト特性 をinvitroで 評 価

した 。 そ こで 次 に、invivoで 各PEG-IL-6の 血 小板 増 加作 用 を比 較 した 。

実験材料と方法

PEG-IL-6のinvivo血 小板 増 加作 用 は 、NativeIL-6ま たはPEG-IL-6

をC3Hマ ウ ス(雄 、5週 齢 、 日本SLC株 式会 社 、 静 岡)背 部 皮 下 に投 与後 、
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経 日的 に尾静 脈 よ り採血 し、 自動血球 測定装 置(F-820、 東亜 医用電子株 式会

社、 兵庫)に よ り血 小板 数 を測定 す るこ とで評価 した。各投 与サ ンプルは、 キ

ャ リアー として0.05%牛 血清 アル ブ ミン(BSA、 グロブ リン不含、和光純薬工

業株 式会社 、大 阪)含 有生理食 塩液で200μ1/mouseと な るよ う調整 した。

Control群 には10μgのPEGを 投与 した。

結果および考察

造血 系サイ トカイ ンの作 用発現 には、一般 に標的細胞 へ の持続 的刺激 が必

要 とな るため、 これ らサ イ トカイ ンの投 与方法 として は皮下投 与、 あるいは点

滴静注 を適 用す る場合が殆 どであ る(73,74)。 従 って生体 内安定性 の向上が期待

し得 るPEG-IL-6に ついて も、皮下投 与で検討 を行 った。 まず、PEG5K-IL-6

につ いて、 スク リーニ ングの意味合 いでNativeIL-6あ るいは種 々の分子 サ イ

ズ(平 均分子量)のPEG5K-IL-6(高 分子量 の ものか ら順 にFraction.1～6と

名付 けた。TableIを 参 照)を 連 日7日 間皮下投与 し、末梢血 小板 数 を測定 し

た(Fig.4)。NativeIL-6投 与群 では、投 与開始4日 目まで は何 ら末梢血 小板

数の増加 は認 め られなか ったが、6日 目以 降に ようや く投与 量依 存 的な血 小板

数の増大 が観察 された。 また10μ9/day!mouseのNativeIL-6を 投与す る

ことで、投与 にお いて最終 投与 日付近(投 与後6、7日 目)で 約70%の 増 加 を

示 した。各PEG5K-IL-6の 中で、Fraction.4(Fr.4、 平均分子量59,000、 修

飾率54%)の 効果 が最 も大 き く、投与 開始3日 目か ら速や か に末梢血小板 数が

250

200

丁

悪150

100

50 　 　 　 ア 　

桑鱒鱒樽
C◎r此rol

NativeIL-6

10ｵg

1μ9

0」 μ9

250

200

150

100

50111315

a

一 ・一.一

十

一

　 　 　 　 　 れ り　

榊 榊4。 。,
PEG-ILA1ｵg

Fr」 　 Fr.4-■ ●一一

Fr.2-一 凸「一一Fr.5-一 」b--

Fr.3■ 一→コー-Fr.6+

Fig.4Perφhe礎L聖1国a{ebtb▼d

afヒer&c.量nj㏄"oロofPEG5K・

ILぐ

Na五veIL-60rPEG一 皿厂6were

dilutedinsal血econtainingO.05%

BSAandinjectedsubcutaneously

everydayforlweek.Control

mioew釘egiven10ｵgofPEG.

Bloodwastakenfromtailvein

andplateletnumberwas

measuredbyautophtelet

counter.Datarepresentedas%of

plateletnumberofday1.(n=5,

15meaa+SD)
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増 加 し始 め、IL-6量 と して僅 か1μ91day!mouseの 投 与 で 最 大2.3倍 に増

加 した 。即 ちPEGSK-IL-6Fr.4は 、NativeIL-6の10倍 以 上 に も 目的 とす る

血 小板 増 加 作 用 を有 す る こ とが判 明 した 。 また、FL4よ りも高 分 子 量(Fr.1～

3)あ る い は低 分 子 量(Fr.5、6)のPEGSK-IL-6で は、NativeIL-6と 比較

して そ の 血 小 板 増 加 作 用 は 同程 度(Fr.1～3)か ら10倍 耒 満(Fr.5、6)で あ

り、 そ の作 用増 強 効 果 はFr.4よ りも乏 しい こ とが 明 らか とな った 。即 ちIL-6

のPEGバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョ ン にお いて は、 そ の血 小 板 増 加 作 用 を効 率 よ

く増 強 さ せ得 る至 適 コ ンジ ュ ゲ ー ト条 件 が存 在 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。 この メ

カニ ズ ム につ いて は、薬 物 動 態 学 的解 析 等 に よ り後 の節 にお いて 解 明 を試 み た 。

そ こで 次 に、 血 小板 増 加作 用 の 大 きか っ たPEGSK-IL-6Fr.4、5、6に つ いて 、

投 与 間 隔 を削 減 す る こ とで 、 そ の有 用 性 を評 価 した。
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軻 ㏄ 縫o取ofPEG5K一 ル60ndayg

NativeIL-60rPEG-ILAwasinjecte3

subc鵬neously.Samplesweτeadm血istered

every48hoursforaweek.Controlmicewee

given10ｵgofPEG.The%increaseofphtelet

numberondaygwasrepresented.

2日 に1回 、 計4回 投 与 にお い て、NativeIL-650μ91day/mouseの 投

与 に よ って も、 投 与 開始9日 目に よ うや く最 大40%の 血 小 板 数 増 加 を示 す にす

ぎな か っ た(Fig.5、Fig.6)。 一 方 、PEGSK-IL-6Fr.4に お い て は、 投 与 開 始

3日 目で すで に約40%の 末 梢 血 小板 数 の 増 大 が 認 め られ 、 血 小 板 数 はday9で

最 大 値 を 示 し、 わ ず か1μ91day/mouseの 投 与 で 血 小板 数 は 最 大2.1倍 に も

増 加 した 。'即 ちPEG5K-IL.6FL4は 、NativeIL-6と 比 較 して 、1150以 下 の

とい う よ り低 用 量 で、 よ り早 く、 よ り強 く、 目 的作 用 を発 揮 し得 る もの と考 え

られ た 。PEG5K-1レ6Fr.5、Fr.6に お いて もNativeIL-6に 比 べ 血 小 板造 作
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用 の 増 強 効 果 は観 察 され た が 、 そ の増 強 率 はPEG5K-IL-6Fr.4よ りも低 率 で

あ っ た 。さ らに、PEG5K-IL-6Fr.4は3日 に1回 、計3回 の 投 与 にお い て も、

1μg/day!mouseの 投 与 で1.9倍 も の 目的 と す る血 小板 増 加 作 用 を 示 した

(Fig.7)o
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一 方
、PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6に つ い て も 同様 に血 小 板 増 加作 用 を

評 価 した 結 果 、PEGの 分 子 量 が 小 さい た め に 平均 分 子量45,000の も の まで し

か作 製 で き な か っ たPEG2K.IL-6で は 顕 著 な作 用 増 強 は 認 め られ な か っ た

(Fig.8)。 一 方 、PEG12K-IL。6に お い て は平 均 分 子量54,000のPEGSK-IL-

6Fr.4がPEG5K-IL-6Fr.4と 同程 度 の血 小 板 増 加 作 用 を示 した もの の、 他 の

Fractionで は顕 著 な血 小板 増 強作 用 を有 す る も の は得 られ な か った 。
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そ こで 、 最 も高 い血 小 板 増 加 作 用 を 示 したPEGSK-IL-6Fr.4に つ い て、

さ らに 投 与 量 を減 少 させ て 検 討 を行 っ た(Fig.9、Fig.10)。 最 大 血 小板 数 を示

したday9で 比 較 す る と、PEG5K-IL-6Fr.4に お い て は、 わ ず か0.1μ9

/day/mouseの 投 与 で も、NativeIL-650μ9/day!mouseと 同程 度 の血 小

板 増 加 作 用 を有 して い る こ と が 判 明 し た 。 す な わ ち、PEG5K-IL-6Fr.4は

NativeIL-6に 比べ500倍 も の血 小板 増 加 作 用 を発 揮 す る こ とが 明 らか とな っ

た 。 こ の500倍 と い う 目的作 用 増 強 効 果 は、 種 々生 理 活 性 蛋 白質 に対 して 過 去

に行 わ れ て きた、 あ らゆ る高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョン に よ る作 用増 強効

果 と比 べ て も最 大 の もの で あ る。
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以上 の結果 よ り、1レ6の 血 小板増 加作 用の効率 的増 強 を行 い得 る至適 コ

ンジユゲー ト条件 の存在 が明 らか となった。本実験 において、PEGを 修飾高分

子 に用 いてIL-6の バ イオ コ ンジュゲー ションを行 った場合、平均分子量5～6

万程度 のバ イオ コ ンジュゲー ト体 に分子 設計 す ることが血 小板増加 作用 を効率

的 に増 強 させ得 る一つ の条件 で あるこ とが示唆 された。 また、修飾 高分子 の分

子量 と しては、検討 した範 囲 においては、平均分子量5,000のPEGが 最 も適

して い ることが示唆 された。すなわ ち、IL-6の 血 小板増加作用 を効率 よ く増強

す るた めには、 ただ単 に高分 子 を結合 させれ ば よいのではな く、修 飾高分子 の

分子量 や修飾率 分子 サイズー活性 の相 関 を詳細 に検 討 し、至適条件 を充 たすバ

イオ コ ンジュゲー ト体 を分子設計 してい くこ とが重要であ ると考え られた。
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第 三 節PEG-IL-6の 副 作 用 評 価

これ まで の検 討 か ら、 最 適 条 件 で のPEGバ イオ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョン に よ

り、IL-6の 目的 治 療 作 用 で あ る血 小板 増 加 作 用 を飛 躍 的 に増 強 し得 る こ とが 判

明 した が、IL-6を は じめ とす る多 くの サ イ トカ イ ン製 剤 の 問題 点 で あ る、 多様

な 作 用 を有 す る こ とに起 因 す る副作 用 発 現 を も 同 時 に増 強 さ れ て い た の で は 全

く意 味 を な さな い 。 す な わ ち、1レ6を 高 分 子 バ イ オ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョンす る価

値 は 、1レ6の 血 中滞 留 性 向 上 と全 身 組 織 へ の 分 布 抑 制 とい う体 内動 態 制御 に よ

り、 血 管 内 巨核 球 を標 的 と した血 小板 産 生 作 用 と、 少 な くと も血 管 外 組 織 にお

い て 引 き起 こ され る副作 用発 現 と を分 離 し、IL-6の 目的治 療 作 用 のみ を増 強 し、

IL-6の 医 薬 品 と して の 有 用 性 を 引 き出 す こ とに あ る 。 そ こで 次 にPEG-IL-6

の 目的治 療 作 用 と副作 用 の発 現 強 度 の 比較 を試 み た 。

実験 材 料 と方法

血 清 ア ル ブ ミン濃 度 の 測 定

第 一 章 第 二 節 で 行 っ た2日 に1回 、 計4回 投 与 の 実験 にお い て採 血 した

末 梢 血 血 清 分 画 を用 い た 。 ア ル ブ ミン濃 度 は プ ロ ム ク レゾ ー ル グ リー ン法 に よ

る ア ル ブ ミ ン測 定 キ ッ ト(ア ル ブ ミンB一 テ ス トワ コ ー 、 和 光 純 薬 工 業株 式 会

社 、 大 阪)を 用 いて 測 定 した。

血 清IgG1濃 度 の測 定

血 清IgG1濃 度 の 測 定 はEnzymeLinkedImmunoSolventAssay

(ELISA)に よ り測 定 した。96穴ELISAプ レー トに ウサ ギ抗 マ ウ スIgG抗 体

(JacksonImmunoresearch、USA)を 固 相 化 し、2時 間 ブ ロ ッキ ン グ を行 っ

た(ブ ロ ック エ ー ス、 大 日本 製 薬 株 式 会 社 、 大 阪)。 適 宜 希 釈 した血 漿 サ ン プ

ル 、 お よび標 準 マ ウスIgG1(ChemiconInternationalInc.、USA)を 添加 し、

2時 閤篌 洗 浄 した 。HorseRaddishPeroxidase(且RP)標 識 ウサ ギ 抗 マ ウスIgG1

抗 体(ZymedLaboratoriesInc.、USA)を 加 え、2時 間後 洗 浄 し、 基 質 溶 液

(3,3',5,5'-tetramethylbenzidine、TMBZ)を 加 えて 発 色 を行 っ た。吸光 度(測

定 波 長450nm、 対 照 波 長655nm)を マ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー(Model3550、

BioRadLaboratories,Co.,Ltd.、USA)で 測 定 した 。 そ の 他 の 方法 は常 法 に
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よ り行 った 。

懇

発熱性試験は日本薬局方発熱性物質試験法に準じた。

結果および考察

IL-6の 目的 とす る血 小 板 増 加 作 用 以 外 の 、 副 作 用 の原 因 とな り得 る そ の

他 の 作 用 と して は 、 肝 実 質細 胞 で起 こ る急性 期 反 応(ア ル ブ ミン産 生 の低 下 、

CRP産 生 亢 進 、 フ ィブ リノー ゲ ン産 生 の 亢 進 な ど)(55,75)、 脾 細 胞 に 対 す る

作 用 を 中心 と した イ ム ノ グ ロ ブ リンIgG1産 生 の 亢 進(76)な どが 知 られ て い る。

ま た臨 床 上 、 発 熱 な どの 副作 用 も大 きな 問 題 とな って い る(77,78)。 これ らは各

組 織 細 胞 で のIL-6レ セ プ ター を介 した作 用 で あ る こ とが 知 られ て い る 。 そ こ

で、 血 中 ア ル ブ ミン レベ ル 、 お よびIgG1レ ベ ル 、 さ らに 発 熱性 を副作 用 の指

標 と して 評価 した 。NativeIL。6に お い て は、 極 僅 か な血 小板 増 加 しか 示 さな

か っ た25μ91day!mouseの 投 与 にお いて も、 顕 著 な アル ブ ミ ン減 少 を示 し・

50μg!day!mouseの 投 与 で は約20%も の減 少 を 示 した(Fig.11)。 また 、Native

IL-625μg!day/mouseの 投 与 に よ りIgG1レ ベ ル は1.5倍 に上 昇 し、さ らに、

50μg!day!mouseの 投 与 で は2倍 に も達 した 。 従 って こ れ まで の報 告 通 り、

NativeIL・6で は十 分 な治 療 効 果(血 小 板 増 加 効 果)を 得 る た め には 、 そ の他

の作 用 の 発 現 を も免 れ 得 な い こ とが確 認 され た。 一 方PEG5K-IL-6Fr.4に お

い て は 、0.1μ9/day/mouseの 投 与 でNativeIL-650μ91day!mouseの 投

与 と同程 度 の 血 小板 増 加 作 用 を示 す な ど、 目的 とす る治 療 作 用 が500倍 に も増

強 さ れ て い る 一 方 で 、 こ の 十 分 な 血 小 板 増 加 作 用 を 発 揮 す る0.1μ

160

0

塁14。
°

O

i20

a

■
100

0.030.112.52550

(四1day)

凵1-一_一___J

PEG-[レ6Fヤ.4Nativel凵3

2s

、。國_16・

ぎ薯
15耋 §140

1。鼕1蒹

12。
5ma

oioo
0.030.112.52550

(四 ノday)

1111

PEG-IL-6Fr.4NativeILA

m

團
一

ねむゆ2

羣
s

1500

ぎ

100

FigllSerumalbuminand

IgGlleveIon血y9afi睡rs・c。

injectionofPE(葺 一II.-6

Serumalbu曲ooncent践 並ion

wasmeasuredbyalbu皿inassay

kit(left).Bloodsamplesofmice

ondaygafterevery2days

injectionwereused.SerumIgGl

concert瓰tinwasmeasu面by

ELISA(Right).Bloodsamples

ondaygafarevery2days

injectionwereused.Pyrexiawas

assesedbypyrogentestwith

rabbits.(n冨5,n鳩an士SE)

17



g/day!mouseの 投 与 で も アル ブ ミン減 少やIgG1レ ベ ル の 上 昇 は ほ とん ど生

じな か っ た。 す な わ ちPEGSK-IL-6Fr.4で は、 血 管 外 組 織 で あ る肝 細胞 ・脾

細 胞 に対 す る作 用 増 強 強 度 に比 べ 、 血 管 内 に存 在 す る 巨核 球 で の血 小板 増 加 作

用 が よ り効 率 よ く増 強 され て い る こ とが判 明 した 。 ま た 、 ウサ ギ を用 い た 発 熱

性 試 験 の結 果 、NativeIL-6で は10μg/kg以 上 の投 与 で発 熱 性 も示 した こ と

か ら、 わ ず か な 血 小板 増 加 しか示 さな い12.5μ91day/mouseの 投 与 で も発 熱

性 を 示 す こ とが 明 らか とな った 。 一 方PEG-IL-6Fr.4で は2μ91kg以 下 で は

発 熱 性 を示 さ な か った こ とか ら、 十 分 に血 小 板 産 生 が 期 待 で き る投 与 量(0.1、

0.03μg/day/mouse)で も発 熱 を ほ とん ど伴 わ な い こ とが 示 唆 さ れ た。 以 上

の結 果 よ り、PEGを 用 い た至 適 バ イ オ コ ンジ ュ ゲー シ ョ ンに よ り、IL-6の 目

的 とす る血 小 板 増 加 作 用 と他 の 作 用 と を分 離 し、 目的 作 用 の み を効 率 よ く増 強

し得 る こ とが 明 らか とな った。

第 四 節PEG・IL・6に よ る 血 小 板 増 加 作 用 選 択 的 増 強 メ カ ニ ズ ム

前節 まで でIL-6にPEGバ イオ コ ンジ ュゲ ー シ ョ ン を行 う こ とで、 目的

治 療 作 用 を 選 択 的 に増 強 し得 る こ とが 明 らか とな っ た が 、 これ が ス トラテ ジ ー

通 り、IL-6の 安 定 化 、 血 管 内滞 留 性 の 向上 、 副作 用 発 現 組 織 へ の移 行 性低 下 に

因 る の か ど うか 、 ま た 、 最 適 の ハ イ ブ リ ヅ ド条 件 の 要 因 を明 らか とす る 目的 で

PEG-IL-6の 薬 物 動 態 学 的解 析 を行 った 。

実 験 材料 と方 法

プ ロテ アー ゼ 抵 抗 性 の評 価

蛋 白量 と して105μ9/ml(5×103μmol!ml)と な る よ うにNative-IL-

6お よびPEG-IL-6をPBSで 希 釈 し、各 々100μ1に プ ロテ ア ー ゼ溶 液 と して 、

trypsin(trypsin1:250,DifcoLaboratories,USA),chymotrypsin(a-

chymotrypsin、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)、papain(papain1:350、 和

光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)をIL。6に 対 して10倍mo1量 ずつ 加 え た。37°C

で イ ン キ ュベ ー トし、 経 時 的 に サ ンプ リン グ を行 い 、10%FCS含 有RPMI1640

培 地 でIL-6量 と して1ng!mlと な る よ うに 希釈 ・中和 した 。各 サ ンプル の 残

存 活 性 をi.1細 胞 に よ る活性 測 定 法(第 一 章 第 二 節)に よ り測 定 した 。
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PEG5K-IL-6の1251ラ ベ ル 匕

PEGSK-IL-6(Fr.2、Fr.4、Fr.6)の1251ラ ベ ル 化 はlactoperoxidase法

(79)に よ り行 った 。NativeIL-6お よびPEG5K-IL-6は 蛋 白濃 度50μg/m1に

な る よ う に0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.2)で 希 釈 し、 この 溶 液25μ1に100

mCi/m1のNa1251(NENLifeScienceProductsInc.丶USA)10μ1、

Enzymobead(BioRadLaboratories、USA)50μ1を 混 合 した 。1%β 一D-gulcose

水 溶液25μ1を 加 え る こ とに よ り反応 を 開 始 し、 室温 下 、30分 間 反応 させ た 。

た だ ち に反 応 液 を0.2%BSAを 含 むPBS溶 液 で 平 衡 化 さ せ た脱 塩 カ ラ ム

(PD-10、AmershamPharmaciaBiotech、Sweden)に よ り精 製 した 。 比

放射 活 性 はNativeIL-6、PEGSK-IL-6共 に500kBq/μgで あ った 。 なお 、

ラベ ル化 に よ るIL-6の 活 性 低 下 は 認 め られ な か った 。

PEG5K-IL-6の 生 の ≡・

PEG5K。IL-6の 生 体 内動 態 の検 討 は、[1251}Native-IL-6、[1251}PEG-

IL-6を1x106cpm/200μ1(40ng/200,cc1)と な る よ うに生 理 食 塩 液 で 希 釈

し、C3Hマ ウス(雄 、5週 令 、 日本SLC株 式 会社 、 静 岡)に 尾 静 脈 、 あ るい

は3.3x106cpm/200μ1(120ng1200μ1)を 背部 皮 下 に投 与 す る こ とに よ っ

て行 った 。血 中濃度 の 測 定 は、経 時 的 に尾 静 脈 よ り採 血 す る こ と に よ り行 っ た。

組織 分 布 の検 討 は、 静 脈 内投 与3時 間後 にpentobarbitalsodium(Nembutal

Injection、 ダ イ ナ ボ ッ ト株 式 会 社 、 大 阪)に よ り深麻 酔 し、腹 部 大 動脈 切 断 に

よ り脱 血 篌 、 各 臓 器 を摘 出 した 。 各 サ ン プル の 放 射 活性 は、 自動 ガ ンマ カ ウ ン

ター(COBRAII、PackardInstrumentCompany、USA)に よ り測 定 した。

薬 物速 度 論 的 パ ラ メ ー タ は2一 コ ンパ ー トモ デ ル また は1一 コ ンパ ー トメ ン トモ

デ ル に 基 づ き、 非 線 形 最 小 二乗 法 に よ って 算 出 した 。

結 果 お よび 考 察

PEGバ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ンは、 生 理 活 性 蛋 白質 に結 合 した修 飾 高 分

子 が 形 成 す る立 体 障 害 に よ り、 プ ロテ ア ー ゼ か らの攻 撃 を 回避 し、 そ の 結 果 生

理 活性 蛋 白質 の血 中 で の 安 定性 を増 大 し得 る もの と期待 さ れ る。そ こで ま ず、in

vitroで 高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ るプ ロテ ア ー ゼ 抵 抗性 に 対 す る

影 響 を評 価 した 。NativeIL-6は すみ や か にtrypsin処 理 に よ って 失活 した の

19



に対 し、PEG5K-IL-6で は修 飾 率 の増 大 に伴 って 抵 抗 性 が 著 し く増 大 し、9時

間 の 処 理 に よ って もPEGSK-IL-6Fr.2、Fr.4は80%の 活性 を保 持 して い た

(Fig.12)。invivoで 最 も血 小板 増 加 作 用 の大 きか っ たPEG-IL-6Fr.4に つ

い て 、 切 断 認 識 部 位 の 異 な る他 の プ ロ テ ア ー ゼ につ い て の 抵 抗性 も検 討 した と

こ ろ 、chymotrypsin、papainに 対 して も 同様 に 抵 抗 性 を 示 した 。 従 っ て 、

PEG-IL-6の 効 果 増 強 機 序 の 一 因 と して、 プ ロテ アー ゼ に よる分 解 を 防 ぎ、 血

中 で の 安 定 性 が 向上 した も の と考 え られ た 。
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Fig.12ResistanceofPEG-IL-6Fr.4tovariousproteases
NativeIL-6andPEG-IL-6wereincubatedwithtrypsin,chymotrypsinandpapainforindicated
times.ReactionmixturesweredilutedandneutralizedbyRPMI1640mediumcontaining10%
FCS.ThenremainingactivityofthesesamplesweremeasuredbytheassayusingMH60cells.

次 にPEG5K-IL-6の 生体 内挙動 を検 討 した。NativeIL-6は 静注後投与

半減 期2分 ですみや かに血 中か ら消 失 した(Fig.13)。 このNativeIL-6の 半

減期 は他 の研究者 らの報告 とほぼ一致 して いた。一方PEG5K-IL。6は 修飾率、

分 子 サ イズが大 きな もの ほ ど血 中滞 留性 が高 く、投 与半減 期 はPEG5K-IL-6

Fr.4で200分 にまで延長 され、血 中半減期 はNativeIL-6の100倍 に、 その

全 身 ク リアラ ンスは1/5～1110に まで減少 していた。 また、NativeIL-6は 二

相性 の消 失パ ター ンを示 したが、PEG-IL-6で は一相性 の消失を示 した ことか

ら、PEG-IL-6で は血管 内か ら組織へ の移 行性 が抑 制 され てい るもの と解析 さ

れ た。また投 与3時 間後 の各組織 への移行性 を評価 した結果(Fig.14)、 肝臓、

脾臓 をは じめ とす る各組 織への移行性 がPEG化 によ り抑制 されて いる ことが

明 らか となった。次 に実 際の投 与経路 であ る皮 下投 与後 の体 内挙 動 を検討 した

とこ ろ、NativeIL-6の 血 中濃度 は低 く、12時 間篌で ほぼ消失 したの に対 し、

PEG5K-IL-6で は最 高 血 中濃 度 、 滞 留 時 間 共 に 大 幅 な 増 大 が 認 め られ た

(Fig.15)。 薬物濃度 下面積(AUC)、 最高 血 中濃度(Cmax)はPEG5K-IL-

6の 中でFr.4が 最 も大 きか った。 これ はPEG-IL-6Fr.4の 投与部位 での安定
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性、皮下組織か ら血中への移行 ・吸収性、血 中での安定性 と血中滞留性、およ

び血中から組織への移行性や腎排泄な どのバ ランスが最 も優れていたためであ

ると推測 される。従って今後、上記バランスを決定する一つ一つの要因をつぶ

さに検討 してい く必要がある。例えば高分子化合物の組織か ら血 中への移行 ・

吸収過程 には、一般に直接的な組織か らの血 中移行のみな らず、 リンパ系を介

した血中移行なども考えられるため、 より詳細な動態評価 による速度論的解析

が必要であると考え られる。また、本体内動態の検討においては、各フラクシ

ョンの違いによ り体内動態にどのような差違が生 じるのかを明らかとするため

に、標識薬物の投与量をできるだけ少な くし、レセプター飽和等の影響が小さ

くなるように実験を行 った。従 って、よ り詳細に解析を行 うためには、投与量

を変化 させた場合の動態(投 与量一体 内動態一効果の相 関)な どの検討 も必要

である。
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以上 の結 果 よ り、PEG5K-IL-6Fr.4は 、 比活性 や血管局在性 な どの上述

の有 機 的バ ラ ンス に最 も優 れて いた結果、 最 も高 い血 小板増加 作用 を示 したも

の と考 え られ る。即 ち、IL。6の 作 用 メカニズムを考慮 した最適条件 で.PEGバ

イオ コ ンジユゲー シ ョンす るこ とで、 立体 障害形成 に よるプ ロテ アーゼ抵抗性

の付 与、高 分子 化 に よる腎排 泄速度 の低 下、組織 分布 の抑 制 な どに よ りIL-6

の血 中滞留性 を大幅 に向上 させ得 ること、 このバ イオコ ンジュゲー ト効果 に よ

り目的 とする血 小板産生作 用の選択 的増 強 と副作 用の軽減 が達成 され る ことが

示唆 された。

第 五 節 血 小板 減 少 モ デ ル マ ウス で のPEG・IL・6の 有 効 性 評価

さて、現在 の癌 治療 にお いて、化学療 法や放 射線療 法は顕著 な制癌効 果 を

示 す ものの、 同時 に重篤な副作用 を招 いて い る。 中で も血 小板減 少症 は主要な

治療 中断 ・制限要 因 とな って い る。血 小板減 少症 は 出血傾 向な ど、致命 的な病

態 につ なが るこ とか ら、 これ を予防、 あ るいはすみや かに回復 させ る手段、薬

物 の 開発 が待望 されて い る。 さて、 前節 まで の結果 よ り、PEG5K-IL-6Fr.4

が顕 著 な血 小板増加作 用 を発揮 す るこ とが示 され たが、 これ まで は正常マ ウス

での検 討で あった。そ こで、病態モデルマ ウス を用いてPEGSK-IL-6Fr.4の

臨床 的有効性 を評価 した。
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実験材料 と方法

血 小'小 モ デ ル マ ウス のr」

血 小板 減 少 モ デ ル マ ウス の作 製 はTakatsukiら の 方 法(80)に 従 った 。C3H

マ ウス(雄 、5週 齡 、日本SLC株 式 会 社 、静 岡)の 腹 腔 に、5-fluorourasil(5-FU、

和 光純 薬 工 業 株 式 会 社 、大 阪)のPBS溶 液 を150mg/kg単 回投 与 す る こ とで

病 態 モ デ ル を作 製 した 。

血 小板 増 加 作 用 の評 価

day1に5-FUを 投 与 し、 同 じ くday1か らNativeIL-6あ る い は

PEG5K-IL-6Fr.4を2日 に1回 、 計4回 皮 下 投 与 し、 経 日的 に血 小板 数 を測

定 した 。

結果お よび考察

5-FUを は じめ とす る抗癌 剤のほ とん ど全 てが骨髄抑 制 による血 小板減少、

貧 血 な どの 致 命 的 副 作 用 を発 現 して しま う こ とが 明 らか とな っ て い る。

Takatsukiら は、5-FU投 与 に よ り血 小板減 少 を発症 させ たマ ウス にnative

IL-6を 投与 し、血 小板数 の回復効果 を検 討 して いるが、顕著な効 果 は認 め られ

ていない(80)。 そ こでPEG-IL-6Fr.4の 、5-FU投 与マ ウス にお ける血 小板数

回復促進効果 につ いて検討 した(TableIV)。

TableIVESectofPEGIIf60nplateletrecoveryinmicetreatedwithSFU

Group Dose

Φ91day)

Plateletnumber(x105/W)

Day7 Day9 Day11

Norトtreatmer詑

Cor重rol

Nativeiし6

PEG-IL-6Fr.4

0

0

so.0

25.0

1.0

0.1

83土0.3

3.6圭0.6

28圭0.6

32ま0.2

32土 α2

42±0.4

8.1ま0.7

5β ま1.1

5.1±1.1

62±0.2*

8.1±0.7**

6.8±0.4**

7.8±1.4

a3土0.4

10.8±0.6**

9.9±0.7

14.1±1.2**

125まt2**

Na五veIL・6andPEG一 皿ノ6Fr.4wereS.0.injectedevery2daysforaweek.Non-treatmentmicewere

withouttreatmentof5-FU.Non-treatmentandcontrolmicerecievedO.05%BSA+10ｵgPEG/safine.

5-FU(150mg/kg)wasadministeredi.p.onday1.*:p<0.01,**:p<0.001,(Comparedwith

controlgroup),(n=5,mean±SE)
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5FU投 与後day7で 血 小板数 は最小値 を示 し、正常 レベルの約40%、3x105

個/μ1に まで減少 し、 その後 回復 に転 じた。NativeIL-6投 与 群では50μ9

/day/mouseの 投与 に よって もほ とん ど血 小板数 の回復促進効 果は認め られな

か った。PEG5K-IL-6Fr.4投 与群では、 わずか0.1μ91day!mouseの 投与

にお いて もday9でcontrol群 に比べ て有意 な血 小板増加 を示 し、 さ らに1μ

g/day/mouse投 与群 で は正 常 レベ ル に まで 回復 す る傾 向 が 認 め られ た 。

day11に はPEGSK-IL-6Fr.40.1μ91day/mouseの 投 与 によ りNativeIL-

650μg/day!mouse投 与 を上 まわ る血 小板増加 が認 め られ た。本結果 よ り

PEGSK-IL-6Fr.4の 臨床 的有効性 が示唆 され た。本実験 で は、 血小板最低値

の改善 は認 め られ なか ったが、今後、抗癌 剤投与前 にPEG5K-IL-6Fr.4を 予

防的 に投 与 す るな ど、投 与ス ケ ジュール を検 討 する ことによ り十 分 に効果 を期

待 し得 る もの と考 え られ た。

第 六 節 小括

本章 ではIL-6を モデル として用い、高分子バ イオコ ンジュゲー ションに

よ り、サイ トカイ ンを有効 かつ安全 な医薬 品 として応用 して い く上での問題点、

すな わ ち体 内不 安定性 に因る有効性 の乏 しさ、お よび多様な生理 作用 を有 す る

こ とに起 因する副作 用の発現 を克服 し、臨床応 用 し得 るサイ トカイ ンDDS製

剤創製 を試 みた。 は じめ に血 小板増加作 用 を効率 的 に増強 し得 る最適 なバ イオ

コン ジュゲーシ ョン条件 を見 出す こ とを 目的 に、修飾 率、分子 量、活性、修飾

分子 の分子量、体 内動態 とい った総合 的 なパ ラメータの相 関を検 討 した。第一

節で示 した ようにPEG-IL-6の 比活性 は修飾 率、分子量 の増大 に伴 って低下 し、

さ らに修 飾分 子 の分 子量 の増 大 に伴 って活 性 の低 下 は著 しい もので あ った。

我 々 は これ まで に 、SODの バ イオ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョン を試 み て き たが 、

Superoxideanionの よ うな低分子物質 を基 質 とす るようなSODの 場合、修飾

率 の増大 に伴 って比 活性 の低 下が観察 され たものの、 その低下 率 は修飾 高分子

の分 子量 に無関係 であ り、 いずれの鎖長 の修飾高 分子で も同程 度 の比活性 低下

率 を示す こ とを見 い出 してい る(81)。 以上 の事実 は、SODの よ うに基質 が低分

子 で あ る場合 には、修飾 高分 子が形成 す る立体 障害 によ って は基 質一酵 素間 の

相互 作用 が殆 ど影響 され ず に、修飾率(こ れ に よ り生 ずる活性 中心の修飾や、

立体 構造 の変化 な ど)に よって のみ、 その活性 が影響 され るこ とを示唆 してい
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る。一方IL-6の ように活性 発現 に高分 子 レセプター(IL-6receptorとgp130

の複合体;210kD)(82-87)と の結合 を要 する生理活 性蛋 白質 の高分子 バイオ

コ ンジユゲー シ ョンで は、修 飾高分 子 の立体 障害 によ る レセ プター との結合 阻

害 も活性 低下 に大 き く影響 す る ことが 明 らか とな った。 この結果 は腫瘍壊死 因

子、TNF一 αに関 して もあて は まる こ とを見 出 してお り(26-31)、 サ イ トカイン

等の高分子 バ イオ コ ンジュゲー シ ョンにおいて は、活性 発現 に関与 す るア ミノ

酸残基 の高分 子修飾 のみな らず、修 飾高 分子 の立体 障害 を十分考 慮 しな くて は

な らない こ とが示唆 され た。

次 にinvivoで の血 小板増 加作 用 を検討 した ところ、PEGSK-IL-6の 中で

は平均分子量59,000のFr.4が 最大 の血小板増 加作 用 を示 し、その増 強度合

い はNativeIL-6の500倍 と、 過 去 に例 を見 な い もの で あ っ た 。 また

PEG12K-IL-6で は平均分子量54,000のFr.4が 最大 の血 小板増加作用 を示 し、

PEG5K-IL。6Fr.4と ほぼ 同等 の効果 が認 め られた。 これ らの こ とよ りinvivo

で の作 用増 強 を考 えた場合、至 適ハイ ブ リッ ド条件 が存在 し、IL-6の 血 小板増

加作用 の増 強を 目的 としたPEGバ イオコ ンジュゲー シ ョンでは、 プロテ アー

ゼ抵抗性 を有 しつつ、50%以 上の 比活 性 を保 持 した分子サ イズ5万 ～6万 の

PEG-IL-6が 最 も 目的治療作 用 に優 れ てい ることが 明 らか とな った。PEG化 、

TNF一 αに関 して も抗腫 瘍効 果 を指 標 に 同様 の検 討 を行 った結 果、 十分 な比活

性 を保持 し(50%以 上)か つ プロテ アーゼ抵抗性 を有 したうえで、PEG-TNF一

αの分 子サイズ を10万 ～11万 に分子設計 するこ とで、 は じめて抗腫瘍効果 を

100倍 に も増強 し得 ることを見 い出 して い る。従 って、単 に分子サ イズでのみ

invivo作 用の発現強度 が規定 され るので はな く、サ イ トカイ ンの作用発現 メ

カニズム を考慮 しつつ、比活性 や プ ロテ アーゼ抵抗性等 な どの血 中 ・組織で の

安定化 等 に関係 す る立体 障害性 と、血管 内局 在性や 腎排 泄、組織移行、組織 か

らの吸収等 に関係 す る分子 サ イズ との有機 的連 関を最適化 して い くことで、 は

じめてサ イ トカイ ンの体 内安定化 や 目的治療作用 の効率的増強 が可能 にな るも

の と考 え られ た。また体 内動態、及 び プロテ アーゼ抵抗性 な どの検討か ら、1レ6

をPEGバ イオコ ンジュゲー シ ョンす るこ とで、プ ロテアーゼ抵抗性 が向上 し、

またその 腎排 泄や組 織移行性 が抑 制 され る結果、IL-6の 血 中滞留性 が約100

倍 にも大幅 に向上 され るこ とが判明 した。従 って、 目的 とす る血 小板増加作 用

強度の増強 は、標 的 とす る巨核 球が局在 化 する血 中への滞留性 が高 まったため

で あ る と考 え られ た。一 方、 副作 用 の検 討 を行 った結果 、PEG5K-1レ6Fr.4
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はNativeIL-6と 比較 して副作用の発現強度は軽度 であ り、血 小板増 加作 用 が

よ り選択 的 に増 強 され てい ることが示唆 され た。 これ はPEGバ イオコ ンジ ュ

ゲーシ ョンに よ り、 全身組織への分布が抑制 され、 その結果、1レ6の 血管 内で

の作用 が効 率 よ く増 強 された こ とに因 る と考え られ る。これ らのこ とか ら、IL-6

をは じめ とす るサ イ トカイ ン等 のバ イオコ ンジュゲー シ ヨンは、単 に闇雲 に高

分 子 を結合 させ るので はな く、皮下組織 か らの移 行性 、血 中安定性、標 的細胞

との親和性 、 比活性 、 とい ったパ ラメー ターのバ ランス を考慮 に入れ なけれ ば

な らない こ とが明 らか とな った。

臨床 の場 にお いて、抗癌剤 、免疫 抑制剤、放射線療法 な どによる血 小板 減

少は極 め て深 刻な問題 とな って いるが、 未だ血 小板 産生作 用 を有 する医薬 品 は

開発 され て いない。血 小板輸血 は確実 に血 小板 数 を増加 させ るこ とが可能 で あ

るが、血 小板 製剤 の保存期 間は短か い うえ に、献血 者 も少ない ために確保 が難

しく、 また、頻 回の輸血 に よ り抗血 小板抗体 の 出現 によ り血小板輸血不能 とな

ることが 多 いため、 自己の血 小板 を効率 よ く増 加 させ得 る医薬 品の 開発 が切望

されてい る(88)。 そ こで、血小板減少モデルマ ウスでのPEG5K-IL-6Fr.4の

有効性 を検 討 した。5-FU投 与 マ ウスにお いて、PEG5K-IL-6Fr.4はNative

IL。6に 比べ て血 小板 数の回復 を促 進 し、血小板減 少期 間の短縮 が可能で あ るこ

とが判明 した。今後 動物種 差等の検討 も必要 であ るが、PEG-IL-6の 臨床応 用

が期待 され る結果 が得 られた。

以上 の ように、IL-6にPEGバ イオ コンジュゲー シ ョンを適用 し、 目的 と

す る血 小板 増加作 用発現 に適 した生体 内挙動特性(血 管 内局在 性)をIL-6に

付 与す るこ とで、血 小板増加作 用 を選択的 に増 強 させ得 るこ と、 すなわ ち1レ6

に作 用 の選 択性 を付 与 出来 得 るこ とが示 され た。 しか しなが ら、最適 なバ イオ

コンジュゲー ト条件 の選択は、未 だ トライ ・アン ド ・エ ラー の段 階であ り、 今

後、サ イエ ンス に立脚 した体系 的な研 究 と して ゆ くため には、被修飾 ア ミノ酸

残基 の解析 や水溶液 中での高分子お よびバ イオ コンジュゲー ト体 の構 造 ・挙 動

の把握、 生体 内動態、 レセ プター との相 互作用 な どの連 関を解析 してゆ く必要

が ある と考 え られ る。
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第 二 章 よ り有 効 性 の 確 保 さ れ た 高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト

化 サ イ ト カ イ ン を 創 製 し 得 る 新 規 バ イ オ コ ン ジ ユ ゲ

ー シ ョ ン 法 の 開 発

前章 までの結果 よ り、サ イ トカインの作 用発現様 式 を考慮 し、 最適 条件で

サ イ トカイ ンを高分子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンす るこ とで、サ イ トカイ ンの

体 内安定性 や標 的組 織移行 ・滞 留性(IL-6;血 中局 在化能)を 飛躍 的 に向上で

きるた め、 その投 与量 を大 幅 に削減で き得 るこ と、 また副作 用発現 関連組 織へ

の移行性 や 腎排 泄速 度 を低下 し得 るこ と、 そ の結果 サ イ トカ イ ンの多様 なin

vivo生 理作 用の中か ら、 目的 とする治療作 用(IL-6;血 小板 増加作 用)を 効率

よ く引 き出 し得 るこ とが明 らか となった。 この高分 子バ 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、 いわ ばサ イ トカイ ンに作 用の

点 でのTargeting能 を付与 するこ とに他な らず、 これ まで にな い新規 な概 念 と

言え る。 しか し、 こうい った高分子バ イオコ ンジュゲー シ ョンは、サ イ トカイニ

ンの比活性 の大幅な低 下 を伴 うため、潜在 的 に有 す るサ イ トカインの有 用性 を

耒 だ十分 に引 き出 し得て いない もの と考 え られ る。 これ まで用 いて きた、 リジ

ンア ミノ基 をターゲ ッ トと したバ イオ コ ンジュゲー シ ョン法は、最 も汎用 され

てい る方法 であ るが、本 方法は リジ ン残基 にラ ンダム に修飾 高分子 を結合 させ

よ うとす るものであ り、 レセ プター結合 サイ トへ の高分子結 合 を免れ得 ない と

い う、 欠点 を併 せ持 ってい る。従 って、 サイ トカイ ンの高分 子修飾部位 を制御

し、活 性発現 に関与 しないア ミノ酸残基 に選択 的に修 飾高分 子 を導入 し得 る新

たなバ イオコ ンジュゲ ー シ ョン方法 を開発す る ことがで きれば、比活性 の低 下

を最低 限 に抑 え るこ とが可能 とな り、投 与量 のさ らな る削減 な ど、バ イオ コン

ジ ユゲー シ ョンの有用性 を一層 向上 させ得 るもの と期待 で きる。 しか しなが ら

現 在、本 アプ ローチ をサ イ トカイ ンの高 分子バ イオ コ ンジ ュゲ ーシ ョンで行お

う とする研 究は殆 どな されて いない。そ こで本章 で は、 サ イ トカイ ンの高分子

バ イオ コ ンジュゲー シ ョンにお け る修飾 部位制御 法 の構築 を 目指 した。なお、

以 降の実験 にお いて は、 目的治療作 用の更 な る向上 を まず第一 に考 え、 血 小板

増加作 用 に関 して主 に検討 を行 った。

27



第 一 節DMMAn法 に よ るPEG化 サ イ トカ イ ン の 比 活 性 改 善 効 果

本 節 で は 、 修 飾 部 位 を制 御 し比 活 性 を保 持 し得 る新 規 バ イ オ コ ン ジ ユゲ ー

シ ョ ン方 法 の 開拓 を 目指 した第 一段 階 の ア プ ロー チ と して、 ジ メチ ル 無 水 マ レ

イ ン酸(Dimethylmaleicanhydride;DMMAn)を 用 い た 簡 便 な修 飾 部 位 制

御 法 の 開 発 を試 み た 。DMMAnは 、pH可 逆 的 に ア ミノ基 を保 護 し得 る試 薬 で

あ る(89)。 一 方 、 サ イ トカ イ ン の レセ プ タ ー 結 合 部 位 は サ イ トカ イ ン分 子 の 表

面 に位 置 して い るた め、IL-6の よ うに活 性 発 現領 域 近傍 の 立体 的 外側 に配位 し

た リジ ンア ミノ基(IL-6;Lys171、TNF一 α;Lys11・Lys90な ど)(72,90)

をDMMAnで 予 め保 護 した後 に、 残 存 す る遊 離 の ア ミノ基 に対 して 高 分 子 バ イ

オ コ ン ジ ユゲ ー シ ョ ン を行 い 、 再 びDMMAnを 解 離 させ る こ とで 、 サ イ トカ イ

ン分 子 表 面 の レセ プ ター 結 合 サ イ ト付 近 へ の高 分 子 結 合 を 防御 し得 る も の と考

え られ る。 そ こで 、 このDMMAnに よ る修 飾 制 御 法 の 有 用性 を評価 す るた め、

IL-6やTNF一 α、G-CSFのDMMAnを 用 い たPEGylationを 試 み た。

実 験 材 料 と方法

D㎜ ㎞ を い たPEG-IL-6+のq

lmg!mlのIL-6リ ン酸 緩 衝 溶 液SOO,ulを まず、0.1N水 酸 化 ナ トリウム

を添 加 す る こ とで ・.5と した。16.8mg/mlのdimethylmaleicanhydride

(DMMAn、AcrosOrganics、USA)のdimethylsulfoxide(DMSO)溶 液

を氷 冷 下2.5μ1(IL-6の リジ ンア ミノ基 に対 して10倍mol量)添 加 した。0.1N

水 酸 化 ナ トリウ ム を加 え てpH8.5に 再 調 整 した後 、 緩 や か に撹 拌 しな が ら30

分 間 反 応 さ せ た 。 続 い てmethoxypolyethyleneglycolsuccinimidyl

succinate(ssPEG、 平 均 分 子 量5,000、SigmaChemicalsCo.、USA)を16.7mg

加 え、 室 温 に戻 して30分 間PEGバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョン反 応 を行 っ た。 氷

冷 下 で さ らに30分 置 い た後 、0.1N塩 酸 でpH6.0に 調 整 、37°C、1時 間 イ ン

キ ュ ベ ー トす る こ とでDMMAnの 解 離 反 応 を行 った 。一 方 コ ン トロー ル と して 、

DMMAnを 用 い な い従 来 の 方 法(第 一章 第 一節)に よ りPEG-IL-6を 作 製 した。

作 製 したPEG-IL-6は ゲ ル ろ過HPLCに よ り分 画 精 製 した 。
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PEG-TNF一 αお よびPEG-G-CSFの 作製

腫瘍壊死 因子(TNF一 α、持 田製 薬株式会社、東 京、 よ り供与)、 顆粒球コ

ロニー刺激 因子(G-CSF、 中外製 薬株 式会社、東京、 よ り供 与)のPEGバ イ

オコンジュゲー シ ョンはPEG-IL-6の 作製法(第 一章 第一節)に 準 じた。DMMAn

を用 いたPEGバ イオ コンジュゲー ト体 の作製 はPEG-IL-6(+)の 作成法 に準 じ

た。

フルオ レス カ ミン法 による反応状態 のモニタ リング

各反応段 階 ご とにPEG-IL-6反 応液 を10μ1ず つサ ンプ リング し、残存ア

ミノ基 の割 合 を定量 するこ とで反応 の進 行をモニタ リング した(91)。0.1%PEG

(平 均 分 子 量6,000、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)を 含 む ホ ウ酸 緩衝 液

(pH8.5)490μ1に サ ンプル10μ1を 加 え混合 した後、Fluorescamineのdioxan

溶液(0.3mg/mI、Fluka、 東京)を500μ1添 加混合 した。10分 後、 蛍光強度

(励起 波長390nm、 蛍光波長475nm)を 蛍光光度計(日 本分光工業株 式会社、

東京)に よ り測定 した。残存 ア ミノ基 の割合 は、NativeIL-6の 値 を100%と

して計算 した。

Invitro比 活性 の測定

DMMAnを 用 いて作 製 したPEG-IL-6の 比活性(残 存活性)測 定 は第一

章第一節 に準 じた。PEG-TNF一 αの比活性 測定はYamazakiら に よるLM細 胞

を用 い た活 性 測 定法 に よ り算 出 した(92)。 比活 性 はJapanReferenceUnit

(JRU)で 表 した。G-CSFの 残存活性 はShimadaら によるNFS-60細 胞 を用

いた活性 測定法 に よ り測定 した(93)。

結果お よび考察

DMMAnはpH可 逆的な ア ミノ基保 護試薬 であ り、 ランダムにア ミノ基 と

反応 す る。 しか しなが ら、反 応条件(添 加 量)を 調節 す るこ とで、 まず優 先的

に分 子表 面 に位置 す る レセ プター結合 サイ ト周辺 の リジンア ミノ基 を保 護 し得

るもの と考 え られ る。 また、本 方法 は非常 に簡便で あ る と同時 に、 サイ トカイ

ン とい う、安定性 に乏 しい蛋 白質 に とって穏や かな条件で反応 が行 える とい う

利点 を有 してい る。DMMAnを 用 いたPEG化IL-6の 作製 はFig.16に 示す方
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Fig16Schemat虻pmtooolof
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ReactionI.Protectionofpartialamino

groupsbyDMMAn

ReactionII.PEGylationtoremained

lysineaminogroups

ReactionIII.Regenerationofamino

groupsbyreleasingDMMAn

法 で行 い 、各 反 応 の 進 行 を フル オ レス カ ミン法 に よ りモ ニ タ リ ング した と こ ろ、

残 存 ア ミノ基 数 の 変化 か ら、DMMAnに よ る保 護 反 応 、 お よ びPEGバ イ オ コ

ンジ ュ ゲ ー シ ョ ンが 確 か に行 わ れ て い る こ とが 明 らか とな っ た(Fig.17)。 作

製 したPEG-IL-6を ゲ ル ろ過HPLCに よ り分 画 精 製 し、 第 一 章 の 結 果 よ り

PEG-IL-6の 中 で 最 も血 小板 産 生 作 用 の 大 きか っ た 分 子 サ イ ズFr.4(以 後

MPEG-IL-6と 表 す)に つ い て 検 討 を行 っ た。 また 、DMMAn法 で作 製 した も

の をMPEG。IL-6(+)、 従 来 法 で作 製 した もの をMPEG-IL-6(一)と 表 した。Table

Vに 示 す よ うに、DMMAn法 に よ り、MPEG-IL-6(+)の 比 活性 はMPEG-IL-6(一)

に比 べ2.4倍 に も 向上 した 。MPEG-IL-6(+)とMPEG-IL-6(。)の 修 飾 率 、 分 子
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TableVlmprovementofspecificactivityofPEG-Ilr6usingDMMAn

Mna)D.M.(%)b)
Remainingactivity(%)

DMMAn(一) DMMAn(+)

MPEG一 皿r6 59,000 54.0 14.7±3.3 35.3±i.1

a)Averagemolecularweight

b)Degreeofmodification

c)RemainingactivitieswereestimatedbybioassaysusingMH60cellsandcompared
withnativeIL-6activityas100%

サ イズ は同 じで あるこ と、 また、IL・6分 子 中のLys171は 分子表面の レセ プ

ター結合 サイ ト周辺 に位 置 し、活性発現 に関与 す るこ とが知 られて いる ことか

ら(72)、DMMAn法 に よる比活性 の改善 は、 活性 中心 に位置 す る リジンア ミノ

基 を効 率 よ く保 護 し得 た ため で あ る と考 え られ た 。 同様 の方 法 で作 成 した

PEG-TNF一 αお よびPEG-G。CSFに つ いて も検 討 した ところ、PEG-IL-6と

同様 に、 それぞれ 同一修飾 率(分 子サ イズ)に おいて、 比活性 の改善効果 が認

め られ た(TableVI)。TNF一 αお よびG-CSFに 関 して も、その分子表面の レ

セ プター結合 サ イ ト近傍 に リジ ン残基 を有 す ることが 明 らか とな って いる こと

か ら(90,94)、 本方法 はIL-6以 外 のサ イ トカイ ンに も適 用可能 であ ることが明

らか となった。

TableVI-11mprovement血specificactivityofPEG・TNF一 αsusingDMMAn

Specificactivitya)

x105JRU!mrotein
Increase(%)b)

Mn`) DMMAn(一 DMMAn(+

HPEG-TNF-a

MPEGTNF-a

LPEGTNF-a

122,000

108,000

84,000

1.29±0.31

2.03±0.33

2.66±0.40

1.83±0.30

2.92±0.31*

3.22±0.24

42.0

43.8

21.3

NativeTNF-a 58,000 4.67±0.39

a)SpecificactivitiywasmeasuredbybioassaysusingLMcells.

b)comparedtoDMMAn(一)

c)Mn(averagemolecularweight)wascalculatedbyGF-HPLCanalysis

StatisticalsignificancecomparedwithDMMAn(一):*P<0.05,**P<0.01.
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TableVI-21mprovementinspecificactivityofPEG-G-CSFsusingDMMAn

Remaininactivit%a) Increase(%1b>

DMMAn(一 DMMAn(+

HPEG-G-CSF

MPEG-G-CSF

LPEG-G-CSF

17.5±2.9

40.7±10.6

59.3±13.1

25.2±5.3

50.7±4.1

66.4±13.5

a4.0

24.6

12.0

NativeG-CSF 100

a)SpecificactivitiywasmeasuredbybioassaysusingNFS-60cells.

b)comparedtoDMMAn(一)

Eachvaluerepresentsthemean±SD.

StatisticalsignificancecomparedwithDMMAn(一):*P<0.05.

第 二 節PEG-IL-6(+)に よ るinvivo治 療 効 果 の 改 善

前 節 でDMMAnに よ る修 飾 部 位 制 御 を行 う こ とで 、invitro比 活 性 が 大

幅 に 向 上 で き る こ とが判 明 した。そ こで 次 にPEG-IL-6(+)の 有 効 性 をinvivo

で 評価 した 。

実験材料と方法

血小板 増 加作用 の評価

invivo血 小板増 加作 用 の評価 は第 一章第二節 に準 じた。NativeIL-6あ

るい は各PEG-IL-6を 、C3Hマ ウス(雄 、5週 齡 、 日本SLC株 式会社 、静岡)

に2日 に1回 、計4回 皮下投 与 し、末梢血 小板 数 を測定 した。

結果および考察

血 小 板 数 が最 大 とな っ たday9に お い て、PEG-IL-6の 修 飾 部 位 制御 に よ

る有 用 性 を 評 価 した(Fig.18)。 第 一 章 で も 述 べ た 通 り、 従 来 法 で 作 製 し た

MPEG-IL-6(一)は0.1μ9/day!mouseの 投 与 でNativeIL-650μ

g!day/mouse投 与 と同程 度 、 す な わ ち、500分 の1量 で 同等 の血 小 板 増 加 作

用 を示 した。 一 方 、MPEG-IL-6(+)に お い て は 、0.3μ9/day/mouse投 与 で 、

MPEG-IL-6(一)1.0μg/day/mouse投 与 群 と同程 度 の血 小 板 増 加 作 用 を示

した こ とか ら、MPEG-IL-6(一)の さ らに約3倍 に も血 小板 増 加 作 用 が 増 強 され

て い た 。従 っ てMPEG-IL-6(+)で は 、NativelL-6に 比 べ、単 純 計 算 で約1,500

倍 に も作 用 増 強 が され て い る こ とにな り、DMMAnを 用 い た修 飾 部 位 制御 に よ
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る新規 バ イオ コ ンジュゲー シ ョン法 の有 用性 が示 され た。

以 上の結果 よ り、高 分子バ イオコ ンジュゲー ト化 サイ トカイ ンの創製 に際

し、修 飾制御 を行 うことで、 サイ トカイ ンの有 す る作 用 をよ り効率的 に発現 さ

せ得 るこ とが 明 らか とな り、修飾制御 に よる比活性 改善 を 目指 したアプローチ

の有用性 が示 された。

inta(オ

PEGcontrol

-[12.525
50

r°.1
MPEG-IL-6(一)LO.3

1.O

r°.1

1.0

(ｵg/dad
8001000120014001600

Plateletnumber(X103/ｵ1)

Fig.18Peripheralplateletnumber
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DMMAn
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daysfor8days.PEGcontrolmice

weregiven10ｵgofPEGinsaline

withO.05%BSA.Bloodwastaken

fromtailveinandphteletnumber

wascountedwithaplateletcounter.

Peakedphtelatm面bero且daygwere

indicated.(n=30r6,meantSE)

第三節 小括

本章 では、 サイ トカイ ン高分子バ イオコ ンジュゲー シ ョンの更な るシステ

ムア ヅプを図 る一 つのアプ ロー チの として、修飾 部位制御 を提示 し、 よ り有効

性 の確 保 され たバ イオコ ンジュゲー ト体 の創製 を試 みた。高分子バイオ コンジ

ュゲー シ ョンは生体 内安定 性 を向上 させ る一方で比活性 の低 下 を同時 に伴 って

しまうため、両 刃の剣 とな って しまってい る。従 って比活性 を低下 させな い修

飾 方法、 すな わ ち修飾 部位 をコ ン トロールす る技術 の開発 によ り、高分子バ イ

オコ ンジュゲー シ ョンのシステムア ップが図れ るもの と考 え られ る。

現在 、一般 に行われ てい るバ イ オコ ンジュゲー シ ョン法は、PEGバ イオ

コンジ ュゲー シ ョンに限 らず、糖鎖 を蛋 白質 に付 与 しよ うとするアプロー チ に

おいて も、 多 くは リジ ンア ミノ基 をターゲ ッ トとしてい る(95,96)。 これは穏和

な反応 条件 で、効率 よ く修飾 分子 を蛋 白質 に付 加で きるか らに他 な らない。 ま

た、現 在行 われ てい る リジンア ミノ基へ の修飾 は全て ラ ンダムな反応 で しかな

いため、 レセ プター結合部 位 や立体構 造維持領 域近傍 に リジ ン残基 が存在 して

いる場 合、 必然 的 に比活性 の低 下 を招 いて しまうこ とにな る。一方で リジンア

33



ミノ基 以外 の カル ポキ シル基やチオ ール基 をターゲ ヅ トとす るコ ンジュゲー シ

ヨン方法(70,71)も あ るものの、 いずれ も リジ ン残基 と同様、 レセ プター結 合や

立体構 造維持 に不可欠 な役割 を担 ってい る場合 が あ るうえ、 これ らア ミノ酸残

基 に対 して も部位特異 的なバ イオ コンジ ュゲー シ ョン技術 は存在 しな い。遺伝

子組 み替 えに よ り、元来僅 か しか生理活性 蛋 白質 に含 まれ て いな い システ イ ン

な どのア ミノ酸 を、生理 活性 蛋 白質 の活性 発現 に関与 しない領域 に導入 した変

異蛋 白質 を作製 し、 その変異ア ミノ酸残 基を標 的 とす るコ ンジュゲー シ ョン方

法 も考 案 されて きて いる(97)。 しか し、 現時点で多 くのア ミノ酸 を改 変 す るの

は困難 で り、 立体構造 の変化 な どを来 す恐れを多分 には らんで い るのが実状 で

あ る。従 って、比活性 を保 った ままバ イオコ ンジュゲー シ ョンを行 い得 る、修

飾 部位制 御法 の開発 が必要であ る。そ して、比活性保持 を 目指 したア プローチ

の有用性 を明 らか とす ることで、サ イ トカイ ン ・バ イオ コ ンジュゲー シ ョンに

お ける一つ の システ ムア ップ法 を提示 し得 るもの と考 え られた。 そ こで本 章で

は、 まず、本 ア プロー チの足がか りとして、簡便 かつ有 効 な修飾 部位 制御 法の

構 築 を試 みた。

DMMAnは 穏和 な条件でpH可 逆的 にア ミノ基 を保護 す るこ とが可能 で あ

る。 その反応様 式 はラ ンダムであ るものの、保 護条件 を調節 す る こ とで、 分子

表面 に位 置 す る リジ ンア ミノ基 を優 先 的 に保護 し得 るもの と考 え られ る。本章

で の検 討 で 、IL.6、TNF一 α、G.CSFのPEGバ イオ コ ンジ ュゲー シ ョンに

DMMAn法 を適用 した結果、確か に比活性低下 を改善 し得 るこ とが明 らか とな

った。 また、比活性 を向上 させ るこ とで、invivOで の 目的治療効 果 を大 幅 に

高め得 るこ と、例 えばIL-6の 場合、NativeIL-6の1,500倍 にも 目的 とす るin

vivO活 性 を高 め得 ることが可能であ った。この 目的治療作 用 の増強倍 数 は、 こ

の分 野の みな らず、 関連分野 をも含 めて得 られて い る作 用増強 の 中で これ まで

に例 を見 ない最大 の もので あった。今 後、高分子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンに

本 ア プローチ を適用 す るこ とで、投与 量の大幅な 削減 が可能 とな るため、 さ ら

なる安全性 の向上 が期待 で きるもの と考 え られ る。

本章 の結果 よ り、高 分子バイオ コ ンジュゲー シ ョンを行 うに際 し、修飾部

位制御 法 を適用 す るこ との有用性 が明 らか とな った。今 後、実 際 の修飾 部位 の

解析 を行 う一方 で、サ イ トカイ ンの種 類 に応 じて、 また水溶液 中の高 分子 の構

造 や挙動 を考慮 に入れ、意 図するま まに高分子 の修飾 部位 を制御 し得 る方 法 を

開発 して ゆかなければな らないもの と考 えられ る。
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第 三 章 緻 密 な 生 体 内 挙 動 制 御 と 機 能 付 与 を 目 指 し た 新 規 修 飾

高 分 子 の 開 発

高分子 バイオ コ ンジュゲー シ ョンをよ り有用 な次世代創 薬テ クノロジー と

して システ ムア ップ してい くにあた り、 前章 で は、 バイオ コ ンジュゲー ション

によって生 じる比活性低下 を回避 し得 る新 たなバ イオ コンジュゲー シ ョン方法

の開発 を試み た。一方で、高 分子バ イオ コ ンジュゲー シ ョンの最大 の利 点は修

飾高分子 に二次 的機 能(付 加価 値)を 持 たせ るこ とで、体 内安定性 に優 れ、か

つ作 用の選択性 を も付与 され たバ イオ コ ンジュゲー ト体 に、 さ らな る有 用性、

安全性確保 のため の新 たなDDS機 能 ・特性 を付 与で きることにあ る。すなわ

ち、次世代創薬法 と して高分子 バ イオ コ ンジ ュゲー シ ョンを揺 る ぎない もの と

してい くためには、 個 々の薬物 の種類 に応 じて、 またバ イオ コンジュゲー ショ

ンの 目的 に応 じてバ イオ コ ンジ ュゲ ー ト体 の生体 内挙動 を任 意 に制御 し得 る

DDS機 能 、例 えば標 的指向性 やBiologicalResponseModifier様 の付 加機能

を高分子 にさ らに付 与 して い くこ とが必要 とな って くる。 しか しな が ら前章 ま

で修飾 高分子 と して用いて きたPEGは 、そ の分子構 造上新 たな特性 の付与 は

困難であ るため、本 ア プロー チ を進 めるため には、PEGが 有 する修飾 高分子 と

しての有用な特徴 も保持 しつ つ、 さ らに種 々特性 のア レンジが可能 な新規修飾

高分子 を開発 しなければな らな い。以上 の観 点か ら我 々は、種 々の物理化学 的

特性(分 子量、電荷、親水 ・疎水バ ランスな ど)や 官能基特性 を有 す る50種

以上の水溶性 高分 子の血 中動態 や組織移 行性 ・滞留性、細胞 親和性 な どを評価

して きた。その結果 、 同 じ分子 量(平 均 分子量5,000)の 高分子で も、 カルポ

キ シル基 を側 鎖 に有す る高分子 は腎集積性 が高 く、 ラ ウ リン酸 のよ うに疎水性

官能基 を側 鎖 に有 す る高分子 は脾臓 集積性 が高 い こと、 また、ポ リスチ レンマ

レイン酸(SMA)は 高 い肝臓 集積性 を示 す うえ、SMAを 蛋 白質 に結合 させる

こ とで、 その蛋 白質 を肝臓 に集積 させ得 るこ とな どを明 らか に して い る。すな

わ ち修飾高分子 の主鎖構造 や側 鎖 官能基 の種 類 に よってそれ ぞれ特徴 的な生体

内挙動 を示 す こと、 また これ ら修飾 高分 子の動態 的特性 をバ イオコ ンジユゲー

ト体 の体 内挙 動特性 に反 映 し得 るこ とな ど、機能性修飾 高分子 の創製 によ りバ

イオコ ンジュゲー ト体 に新 たなDDS機 能 を付与 し得 る こ とを見 出 して きた

(32,33)。 従 って、バ イオコ ンジュゲー ションの さ らなるシステ ムア ヅプを行 う

ための修飾高 分子 と して、薬物 の種 類 やバ イオ コ ンジュゲー シ ョンの 目的 に適
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した物理化 学的特性や、官能基特性 を容易 に、 かつ 自由にコ ン トロール し得 る、

PEGに 代 わ る修飾高分子 の開発 が望 まれ る。 そこで本章で は、以 上の 目的 に適

い得 る新 規修 飾高分 子 と してPolyvinylpyrrolidone(PVP)を 提示 し、高 分

子バ イオコ ンジュゲー シ ョンにお ける有用性 を評価 した。

第一節 新規修飾高分子PVPの 合成 とバ イオコ ンジュゲー ト化特性 の評

価

PVPはPEGと 同様 に非電荷水溶性 合成高分子で あ り、 医薬 品材料 として

も用 い られ てお り、安全性 が確 立 してい る局 方収載 の高 分子 であ る(Fig.19)

(98)。PVPは ラジカル重合 法 によ り容易 に合 成可能 であ る上、PVPを 幹 と し

て種 々の官能 基 を有す るビニル化合物 と共 重合 する ことで、多様 な物理化学 的

特性 や官 能基特性 を有 す る共重合 体 の創 製が可能 であ る。本章 で はIL-6の バ

イオ コ ンジュゲー シ ョンにPVPを 適用 し、高分子側 か らの システ ムア ップの

第一段階 と して、幹修飾 高分子PVP(PVP単 重合体)の 有用性 を評価 した。

一fCH2CH20)

n一

PEG(PolyethyleneGlycol)

層c胆 ・cド}r

む゜
PVP(Polyvinylpyrrolidone)

晦19Sd塵 ㎝a"cpmtooolof

synthesesofPVPwitha

carbogy璽gmupato口 瞻endof

themainchain

ACVA:4,4azobis(4cyanovataic

acid)

DMF:Dimethylfonnamide

VP:N-Vinyl-2pyYrofidone

3一忸}:30憩e】 ℃aptopropionicacid

実験材料と方法

片末 端 活 性 化PVPの 合 成

片 末 端 活 性 化 型 のpolyvinylpyrrolidone(PVP)は 、 ラ ジ カ ル 開 始 剤 と
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し て4,4'-azobis(4-cyanovalericacid)(ACVA)、 連 鎖 移 動 剤 と し て3-

mercaptopropionicacid(3-MP)を 用 い る ラ ジ カ ル 重 合 法 に よ り合 成 した 。

室 温 で3.39(270mmol)のN-viny1-2-pyrrolidone(VP、 和 光純 薬 工業 株

式 会 社 、 大 阪)を12m1のN,N-dimethylfolmamide(DMF)に 溶解 し、 開

始 剤 と してACVA(和 光 純 薬 工 業株 式 会社 、 大 阪)を270mg(1.2mmol)、

連 鎖 移 動 剤 と して3-MP(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)を 種 々 の割 合(VP

に対 して0～3/10mol量)で 加 え た 。 次 に溶 液 を重 合 管 中 で凍 結 し、 減 圧 脱

気 操 作 後 、 封 管 した 。60℃ で6時 間反 応 後 、 反 応 液 をdiethylether中 に滴 下

す る こ とでPVPを 抽 出 し、 減 圧 デ シケ ー タ 中で 乾燥 させ た 。得 られ たPVPは

精 製 水 申で 透 析 し(Spectra!Por3、MWCO3,500、TheSpectrumCompanies・

USA)、 低 分 子 化 合 物 を 除 去 した 。 さ ら に 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

(SephadexG-75superfine、AlnershamPharmaciaBiotech丶Sweden)

に よ っ て分 取 精 製 後 、凍 結 乾 燥 した 。PVPの 平均 分 子 量 と して、ゲル ろ過HPLC

(TSKgelG4000PWxL、 東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)に よ り、PEGス タ ンダー ド,

(TSKstandardpolyethyleneoxide、 東 ソー 株 式会 社 、 東 京)を 用 い た分 子

量 較 正 曲線 か ら算 出 した相 対 値 と して の 数 平均 分 子 量(Mn)を 適 用 した 。PVP

の 活 性 化 は 、PVP200mgを1mlのDMFに 溶解 し、N-hydroxysuccinimide

(NHS、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)を44.2mg(384mmol)、

Dicyclohexylcarbodiimide(DCC)を79.2mg(384mmol)加 え た 。室 温

で24時 間 反 応 さ せ、遠 心 分 離 に よ り不 溶物 を除 去 した後 、上 清 をdiethylether

に滴 下 し、 沈 殿 を 濾過 回収 す る こ とで片 末 端 活性 化PVPを 得 た 。

PVP-IL-6の 合 成

PVP-IL-6の 合 成 は前 記 活 性 化PVPを 用 い、 反 応 は第 一章 第 一 節 に準 じ

た 。1.4mg!mlのrecombinanthumanIL-6(IL-6、 中外 製 薬 株 式 会 社 、 東

京 、 よ り供 与)を 含 むPBS溶 液(リ ン酸 緩 衝 化 生 理 食 塩:液 、pH7.4)SOO,uI

に、 活 性 化PVP28mg(溶 液 中 に含 まれ るIL-6の リジ ンア ミノ基 に対 して10

倍 モ ル 当量)を 加 え て混 合 し、室温 下 、30分 間穏 や か に撹 拌 させ る こ とで、IL-6

の リジ ン ア ミノ基 に対 してPEGバ イ オ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョ ンを行 っ た。そ の後 、

0.3mgのs-aminocaproicacid(SigmaChemicalsCo.、USA、PVPに 対 し

て5倍 モ ル 量)を 添 加 す る こ とで反 応 を競 合 停 止 さ せ た 。反 応 後 す み や か にゲ

ル ろ過HPLC(カ ラ ム:Superose12、AmershamPharmaciaBiotech,Sweden、
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溶 離 液:0.05Mリ ン酸 緩 衝 液 、0.15MNaCI、pH7.2)に よ り各 種 分 子 サ イ ズ に

分 画精 製 した。

PVP-IL-6のinvitro活 性 測 定

PVP-IL-6のinvitro活 性 測 定 法 は 第 一 章 第 一 節 に 準 じ た 。

一
新たな付加価値 を構 造上、 導入 す るこ とが困難なPEGに 代 わる新規修飾

高 分子 と して、安全性 が高 く、 かつ将 来 的に様 々な特性 のア レンジが可能 な高

分 子 としてPVPを 選択 した。バ イオ コ ンジュゲー シ ョンを行 う際 に、両末端

が活性化 され ると複雑 な複合体 を形成 す る恐れがあ るため、主鎖 片末端 にのみ

カル ポキ シル基 を導入 で きるラジカル重合 法を開発 した。本方法 では、 ラジカ

ル開始剤 としてカル ポキシル基 を有 す るア ゾ化合物 、ACVAを 、連鎖移動剤 と

して カルポ キ シル基 を有 す る3-MPを 用い た。その結果、連鎖移 動剤 の混合 比

によ り平 均分子量、数 百～数十万のPVPが 合成 可能で あ った(TableVII)。

また、F.R.Mayoら の理論(99)に 従 い、VPモ ノマー濃度 に対 す る連鎖移 動剤

(3-MP)濃 度 の比 と平均分子量Mllの 逆数 との間 に直線 関係 が認 め られた こ

とか ら、本連鎖移 動反応 が確 か に起 こ ってい るこ と、 即 ち主鎖 片末端 にカル ポ

キシル基 が 導入 されて い る ことが確 認 され た(Fig.20)。 本実 験 ではPEGSK

に最 も近 い分 子量のPVPを 効率 よ く合 成 し得 る条件(run3)で 重合 を行 い、

ゲル ろ過 によって分取精製 を行い、平均分子量6,000のPVP6Kを 得 た。 ゲル

ろ過HPLC解 析 の結果、得 られたPVP6Kの 分子量分布 はPEG5Kよ りも小 さ

く、以下 の実験 を行 う上 で十分 シャー プな ものであ る と考 え られた。本PVP6K

TABLEVIINumberaveragemolecularweight(Mn)ofproductsofPVPsynthesisin
additionofvariousamountsoftransferagent

VP㎞ 詮白torrun

(mmol)(mmol)

Transferagent

(mmol)

Mn

X103

Yield

《%》

1

2

3

4

5

27

27

27

27

27

12(1/25)
12(1/25)
12(1/25)
12(1/25)
12(1125)

0
1.35(1/20)
2.70(1110)
5.40(1/5)
8.10(3/10)

15

6

5

3

2

2

8

8

5

0

88

85

57

38

8.3

MnwasdeterminedbyGFCwithPEGstandard.
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を用 い てIL-6の バ イ オ コ ン ジ ュ ゲー シ ョン を行 い、PVP-IL-6を 作 製 した 。

PVP-IL-6は3つ の 分 子 サ イ ズ(H:High、M:Middle、L:Low)に 分 画精 製

し、invitro比 活 性 を 測 定 した 。比 活 性 はPEG-IL-6と 同様 、 修 飾 率 の増 加 に

伴 って 減 少 し、 修 飾 率 と活 性 の相 関 はPEG5K-IL-6と 同様 の傾 向 を示 す こ と

が 判 明 した(TableVIII、Fig.21)。

TableVIIICharacterizationofPVP-ILfis

Fraction
a)D・g・ 鈴 。fb)

MnModification(%)
R。m。i。ingc)

Activity(%)

HPVP-IL-6

MPVP-1凵3

LPVP一 畳L尸6

:vICI

71,000

54000

81

60

39

32

61

80

Native-IL-6 21,000 0 100

PVP(Mn6,000)wasusedthisreaction.PVPIL-6swasseparatedintothree

fractionsbyGF-HPLC.a)MnwascalculatedbyGF-HPLC(protein

standard).b)calculatedfromMn,c)measuredbybioassaysusingMEI-

60cellsandindicatedwithNativeIレ6as100%.
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第 二 節PVP-IL-6のinvivo血 小板 増 加 作 用 増 強 効 果

本節 ではPVP-IL-6の 血小板増 加作 用 を検討 し、PVPバ イオコ ンジユゲ

ー シ ョンの有 用性 を評価 した。

実験材料 と方法

PVP。IL-6の 血 小板増加作用

血 小板増 加 作 用の評価 は第 一章 第二節 に準 じた。NativeIL-6あ るいは

PVP-IL-6をC3Hマ ウスに2日 に1回 、 計4回 、皮下投与 し、血 小板 数 を測

定 した。control群 には10μgのPVPを 投与 し、比較 と してPEG5K-IL。6Fr.4

(MPEG-IL-6)の 投与 も行 った。

結果お よび考察

我々の これ までの検討 で、修飾 高分子単体 と してのPVP6Kは 、PEG5K

に比 べ静脈 内投与後 の投 与半減期 が数倍長い こ とが明 らかになって い るこ とか

ら、PVPバ イオ コ ンジュゲー シ ヨンはPEGバ イオコ ンジュゲー シ ョン と比較

して 、 さ らな るIL-6の 血 中滞留性の 向上 を期待 で きる。第 一章 で記載 した よ

うに、IL-6の 目的 とす る血 小板増加作 用は、血 中に局在化 す る巨核 球 を刺激 す

るこ とで発現 され るた め、本節 ではPVPの 幹 高分子 と しての有用性 を評価 す

る と共 に、 血 小板増加作 用 を高進 して い くこ とを目的 に、VPhomopolymer

を用 いて作製 したPVP-IL-6の 効果 を検討 した。PVP・IL-6のinvivo血 小板

増加作 用 をPEG-IL-6の 中で最 も血 小板増加作 用の大 きか ったMPEG-IL-6と

比 較 した とこ ろ、MPVP。IL-6(平 均 分子 量71,000)の 効果 が最 も大 き く、

MPEG-IL-6と 同等の血小板増加作 用 を示す こ とが判明 した(Fig.22)。 しか し

なが ら本結果 が示す ように、PVP-IL-6で は組 織移 行の低下 な どによ る血 中滞

留性 の さ らな る向上 が期待 され たにも関わ らず、PEG-IL-6を さ らに上 まわ る

血 小板増加効 果 は得 られな かった。 また、PVPバ イオ コ ンジュゲ ー ト体 につ い

て も至適 コ ンジュゲー ト条件の存在 が明 らか となった。 しか しなが ら、至 適分

子 サ イズはPEG-IL-6の 場合(59,000)と は異 なって いた。以上 のPEG-IL-6

とPVP-IL-6で 至適分 子サ イズが異な って きた こと、及 びそのinvivo血 小板
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増加 作 用が 同程度 であ った ことの要 因 としては、投 与ルー トが皮 下 とい うこ と

を加味 し、各 々のバイオ コ ンジュゲー ト体 の組 織 中で の安定性、 組織 か ら血 中

への吸収性 、血 中での滞留性 ・安定性 、血 中か ら組織へ の移行性 な どの有機 的

連関 が、用 いる修飾 高分子 に よって、 その最適 条件が異 なって くるためであ る

と考 え られ る。従 って今後、体 内動態 の検討 を行 うと ともに、修 飾制御 や、 よ

り最適化 され たPVP誘 導体 を見 出 してい くことで、PVPバ イオコ ンジユゲー

シ ョンの さ らな る有用性 確保 が可 能 にな ると共 に、新 たな付加価 値 を導入 し得

ないPEGバ イオコ ンジュゲーシ ョンを上回 るPVPバ イオコ ンジ ュゲー シ ョン

の確立 が可能 にな るもの と期待 で きる。

第 三 節LIFのPVPバ イ オ コ ンジ ュゲ ー シ ョン効 果

前節 において、PVPバ イオコ ンジ ュゲー ションの有用性 、 また、IL-6の

血 中滞留性 を向上 させ るこ とで、 目的 とす る血 小板増加作 用 を効率 よ く増強 し

得 るこ と、 また最適 なバ イオ コ ンジュゲー シ ョン条件 が存在す る ことな どを明

らか と した。本節 では、 このPVPバ イオコ ンジュゲー シ ョンが他 のサ イ トカ

イ ンにも適用可能 であるかな ど、 その有用性 を評価 するこ とを 目的 に、IL-6と

同様 に血小板増加作 用 を有 す るサイ トカイ ンについて、バ イオコ ンジュゲー ト

化 特性 の検討 を試 みた。

現 在 、IL-6以 外 に 血 小板 産 生 を刺 激 す る サ イ トカ イ ン と して は 、

Thrombopoietin(TPO),IL-3,IL-11,SCF,LeukemiaInhibitoryFactor

(LIF)な どが知 られて い る(34。40)。 本 実験で はIL-6と 類似 の分子 量、Lys

残基数 をもつLIFに つ いてバイオ コ ンジュゲー シ ョンを行 い、PVPバ イオ コ ン

ジユゲ ーシ ョンに よる血 申滞留性 の向上が血小板増加作 用増 強 をもた らすか ど
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うか 、 ま た、 至 適 ハ イ ブ リッ ド条件 が 存在 す るか ど うか検 討 した 。

実 験 材 料 と方 法

PVP-LIFの 合 成

1mg/mIのrecombinanthumanLIF(LIF、 中外 製 薬 株 式 会 社 、 東 京 、

よ り供 与)500μ1を0.1Mリ ン酸緩 衝 液pH7.2で 調 製 し、9mgの 活 性 化PVP

(Lysア ミノ基 に対 して5倍mol量)を 加 え、室 温 下30分 間反 応 させ た 。1mg

の ε一aminocaproicacid(SigmaChemicalsCo.、USA)を 加 え て反 応 を停 止

し、 た だ ち にゲ ル ろ過HPLC(TSKgelG3000SWxL、 東 ソー 株 式 会 社 、東 京 、

溶 離 液:0.1Mリ ン酸緩 衝 液pH7.2)に よ り分 画 精 製 した。

PVP-LIFのinvitro活 性 測 定

PVP-HFの 残 存 活 性 の測 定 はYamamotoら の 報 告 に よ る、M1細 胞 を用

い たLIF活 性 測 定 法(100)を 一 部 改 変 して行 った 。M1細 胞 は増 殖 培 地(10%FCS

添 加 ア ミノ酸 ・ビタ ミン倍 加Eagle'sMEM、 日水 製 薬 、 東 京)に よ り維 持継 代

した もの を 用 い た 。 各 サ ン プ ル の希 釈 列 を96穴 培 養 デ ィ ッシ ュ に作 製 し、5x

103個 つ つM1細 胞 を播 種 した 。37℃ 、72時 間培 養 後 、MTT法 に よ り細胞 増

殖 阻 害 活 性 を測 定 した。 残 存 活 性 はNativeLIFの 活 性 を100%と して 計 算 し

た。

PVP-LIF血 小 加 増.+.

PVP-LIFの 血 小板 増 加 作 用 の 評価 は第 一 章 第 二 節 の 方 法 に 準 じた 。C3H

マ ウ ス(雄 、5週 齡 、 日本SLC株 式会 社 、 静 岡)に7日 間 連 日皮 下 投 与 し、 経

日的 に血 小板 数 を測 定 す る こ とに よ って 評 価 した 。

邏 塞'

LIFはIL-6と 同様 に 巨核 球 の 成 熟 促 進 作 用 をは じめ とす る多 彩 な生 物 活

性 を有 す るサ イ トカ イ ンで あ り(TableIX)(101-104)、 分 子 量 は2万 、Lys

ア ミ ノ基 を12個 有 して い る こ とが 知 られ て い る(105)。 ま た そ の作 用 発 現 様 式

はIL-6と 同様 、 血 管 内 に局 在 す る 巨核 球 の成 熟 を刺 激 す る こ とで 、 血 小板 増
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TableIXMhltipleactionsofLIF

DifferentiationComitment

Inductioninmyeloidleukemiccells-Ml

-HL60

hd。、・b。i岬C一血i・i謝,洫 。拾櫨認 驪 皿s

Suppressioninnormalembryonicstemcells

ProliferativeActions

DA-1hemopoieticcells

Osteoblasts

Po婉 吻 吻 ηqρ 五35伽ulation(ゾ ーblastcellprecursors

-〃:..の ぜε
、ρアecursors

FunctionalActions-erythroleukemiscells

Calciumreleasefrombones

Stimulati°n°fnewb°nef°rmati°n

Productionofacutephaseproteinbyhepatocytes

8W彦0劾29qズ5∫9雁 α1功gZツautonomicneurones

Depleti°
lnduction雛 認 島 、9鰡
Elevatあnofplateletlevels

加作用 を発揮 す る ことが 明 らか とな ってい る(101,102)。 またLIFの 副作用発

現様 式 は、肝臓 ・脾臓 をは じめ とす る全 身組織へ の移行 が主要 な要 因 とな って

い るこ とが判 明 してい る(99)。 従 って、HFに つ いて も血 中滞留性 の向上 を 目

指 した高分子 バ イオコ ンジ ュゲー シ ョンが、 目的作用 の選択 的増強 に直結 す る

もの と考え られ る。PVP-LIFの 合成はくPVP-IL-6と 同様の反応条件で行 い、

ゲル ろ過 且PLCに よ り3つ の分子サ イズ(H:High、M:Middle、L:Low)に

分画 した(TabIeX)。 残存 活性は修飾率の増加に伴 って減少 したが、活性低下

の度合 いが著 しく、修飾 率21%のfraction3で さえ残存 活性 は37%と な った。

LIFの150番1ヨ か ら180番 目のア ミノ酸配列が レセ プター結合 に重要 な部位 で

あ り、分 子表 面 に位置す るこ とが報告 されて いる(103)。 この領域 に全12個 の

TableXCharacterizationofPVP-LIF

Fraction
1)Modified

MnL
ysresidues

DegreeofRemaining3)

Modification(%)Activity(%)

1

2

3

82,000

51,000

28,000

11.6

6.5

2.6

97

54

22

20

29

37

NativeLIF i2,soo2)

1)MnwascalculatedbyGF-HPLCwithproteinstandard.

2)MndeterminedbyGF-HPLCwasshown.MolecularweightofNativeLIF

calculated丘omaminoacidsequencesis20,000.

3)Remainingactivitywasestimate3bybioassaywithMIcells.
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リジ ン残基 の うち6個 が存在 して いるため、LIFの 場合、活性発現 に重要 な リ

ジ ン残 基 が修飾 を受 け易 く、低修飾 率 で も活性 の低下 が著 しかった もの と考 え

られ る。invivo血 小板増加作 用は連 日7日 間投与で評価 した(Fig23)。PVP

バイオ コ ンジ ュゲー ションに よ り血 小板増 加作 用 は増 強 され ていた。高修飾 率

のPVP-LIFほ どinvivoで の作 用が大 き く、最 も血 小板増 加作用 の大 きか っ

た分 子量82,000のH-PVP-LIFで は1μg/day/mouseの 投与でNativeLIF

3μg～10μg!day/mouseと 同程 度の血 小板増加 が観察 された。 これ らの結

果か ら、 比活性 の大幅 な低下 がinvivOで の効果増強 が数倍 に留 まって しまっ

た大 きな要 因 と考 え られ た。従 って、LIFは 第 二章で 示 した よ うな修飾部 位制

御法 の適用 によ り、大幅 なinvivO効 果増強 が期待 で きるもの と考え られ る。

PVP-LIFの 作 用増強機構 に関 して は皮 下投与後 の血 中滞 留性 の増大 が大 き く

影響 してい るもの と推測 され るが、詳 細 なメカニズ ムの解 明 には体 内動態 の検

討な どが必要で あ る。
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第四節 小括

本章で は高分 子バイオ コ ンジュゲー シ ョンの システ ムア ップに向 けて、 新

たな機 能 ・特性 の付 与 が可能 な新規修 飾 高分子 の開発 を行 った。PEGは 構 造

上官能基 が乏 し く、新 たなDDS機 能 を付与 す るこ とは困難 であ る。 それ に対

してPVPは 、PEGと 同様 に 日本薬局 方収載 品で あ り、 安全性 の確立 され た高

分子 で ある うえ、 ラジカル 重合 に よ り簡便 に合 成で き、種 々の分子量 に合成可

能 で ある。 また、 ラジカル共重合 に よ り、種 々の側 鎖 を持つPVP誘 導体 を合
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成 す る ことで、反応性 の官能 基 の導入 や、親水一疎 水バ ランス、 カチオ ンーアニ

オ ンバ ラ ンス とい った修飾 分子 の物 理化 学特性、 官能基特性 の制御 が可能 とな

り、 その結果 、薬 物の種類 や 目的 に適 した生体 内動態制御 が達成 で き得 ると考

え られ る。

まずPVPの 幹高 分子 としての有 用性 を評価 す るため、PEG-IL-6の 場合

と同様 に片末端活性化型 、平均分子量6,000のPVPを 用 いてPVP-IL-6の 効

果 を検 討 した。invitroの 修 飾率一活性相 関 はPEG5Kと ほぼ同様 の傾向を示

した。 これはPVPがPEGと 分子量 がほ ぼ同 じであ り非電荷 、両親 媒性 といっ

たPEGと 類似 した性質 を有 す るため、inV1170に おいて は同様 なバ イオ コンジ

ュゲー ト特性 を示 した もの と考 え られ る。 また、invivo血 小板 増加作 用 は

PVP-IL-6とPEG-IL-6は 同等の効果 を示 した こ とか ら、PVPは 少な くとも

PEGと 同等 のバ イオ コ ンジュゲー ト効 果 を有 す るこ とが明 らか とな った。最適

な分子 サイズに関 して はPVP-IL-6の 方が大 きか ったが、 これはPVPとPEG

の構 造上、 あ るいは物性 上 の違 いによ るもの と考 え られ、詳細 を明 らか とす る

ため には体 内動態等 の検討 が 必要で あ る。PVP-LIFの 検 討で は、 血 小板 増加

作用 についてはLIFとIL-6の 作用点 は同 じで ある と考 え られ るが、最適な分

子 量 には違 いが見 られ た。 これ は作 用が 同 じで あって も、分子サ イズ という、

必ず しも一つのパ ラメーター によってinvivo最 適条件 が決定 され るのではな

く、薬物 の種類 や修飾 高分子 の構造 、修飾 率、分子 サ イズ、体 内動態特性、比

活性 な どの総合 的なバ ランス に依存 す るこ とが示唆 された。

本章 では、PVPが 血 中安定性 を向上 させ るのみ な らず、 さ らにそ の上で

目的 に応 じた体 内動態特性 や標 的指 向性 を は じめ とす る付加機能 をバ イオコン

ジュゲー ト体 に付 与 し得 る、 よ り優 れ た高分 子バ イオ コ ンジュゲー ト化DDS

製剤 の創製 を可能 にす る修 飾高 分子 で あ る こ とを示 した。現在 、種 々 のPVP

誘導 体 のスク リー ニ ングを行 って いるが、 これ まで に腎指向性 を有 す る高分子

や、 コン トロール ドリリース し得 る高分子 な ど興味深 い結果 が得 られつ つある。

今後 はPVP誘 導体 の物理 化学 的特性 や体 内動態 な どの体 系的検討 を行 い、サ

イ トカイ ンの種類 や 目的に応 じた、 最適化 な修 飾高 分子 を見 出す指針 を見 出 し

ていか なければな らない と考 え られ る。
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総括

近年の分子細胞生物学やバイオテクノロジー技術の進歩には 目を見張るも

のがあ り、今後益々各種疾病が分子 レベルで解明されてい くと共に、生理活性

蛋 白質 を有効な医薬品 として応用 しようとする試みがさらに加速度的に増加 し

てい くであろう。 しか しなが らサイ トカインをはじめ とする生理活性蛋白質を

安全性 ・有効性が確保された、信頼性の高い次世代医薬品として創出 してい く

ためには、まず生理活性蛋 白質の生体 内不安定性、および作用の多様性 を克服

し得 る創薬技術の開拓が必須 となって くる。本来生体においては、サイ トカイ

ンな どの内因性生理活性蛋 白質は、糖鎖修飾 によ り然るべ き生体内安定性 とレ

セプター親和性、生体 内挙動特性、比活性 を賦与されてお り、生体内環境 との

有機 的連関を高度に維持 しつつ、必要 とする生理作用のみを効率的に発揮 して

いる。即 ち生体は、糖鎖修飾によ り高度にインテ リジェン ト化された細胞 間言

語を巧みに制御 しつつ、サイ トカインネ ッ トワークをは じめ とする生体の恒常

性を維持形成 しているのである。このような生体の絶妙な仕組みのもとでは じ

めて、サイ トカインな どの生理活性蛋 白質はその機能をいかんな く発揮 し得 る

のであ る。言うなれば、内因性の生理活性物質を人為的に投与 した 「薬物分子」

と見立てた場合には、 これ らは糖鎖修飾によ り薬物治療の最適化 を目指 した生

理活性蛋 白質のDDSを 見事なまでに実現 している。この様な生体の巧妙な仕

組みこそ、我々が目指 さなければな らない未来の新 しいDDSに ほかならない。

言い換 えれば生命現象の天然様式に学んだ薬物治療学 ・創薬学 とも言 うべ き新

たな学問体系、すなわち生体側 から観た創薬概念を早急 に確立 していかねばな

らないといえる。この点本博士論文で検討 したサイ トカインの水溶性高分子バ

イオコンジュゲーションは、生体が本来的に有する不安定な機能因子を比活性

を保持 したまま、安定化 し、インテ リジェン ト化 しようとする糖鎖修飾 を模倣

したテクノロジー とも言えよう。 しか しなが ら本研究 におけるサイ トカインの

高分子バイオコンジュゲーションでは、 トライ ・アン ド・エラーの現象論によ

り、つぶさにバイオコンジュゲーション条件 を追求 してい くことで、 ようや く

比活性やプロテアーゼ抵抗性を確保 し、望 ましい体内挙動特性 を付与すること

で、 はじめて 目的治療作用を効率 よく引 き出 し得たに過 ぎない。今後本研究で

追求 した生理活性蛋 白質の安定化 と作用の選択性付与、さ らには修飾部位制御

46



法、機 能導入 可能 な修 飾高分子 に関す る概 念 ・テ クノロジー を出発点 として、

さ らにバ イオコ ンジ ュゲー シ ョンを進化 させて い くためには、糖鎖修 飾 の様 式

や修飾 部位 制御 法 の確 立、糖鎖 の生理 的機 能や その意義 と、修飾 高分子 の諸性

質 やそ の体 内挙動 との連 関、水 溶液 中で の立体構造 の把握 な ど、 さ らな る生命

科学 や物理化 学、創 薬学、薬物 動力学 の伸 展が要求 されて くる。従 って高 分子

バ イオ コ ンジユゲー シ ョンのさ らな る進化 のために とどま らず、我々 は今後 ま

す ます、 生 体の有 す る巧妙 な メ カニズ ムか ら、 ドラ ヅグデ リバ リー シス テム

(DDS)の 方法論 を学 び、一方で は学 際的 な科学技術 を駆使 す ることで次世代

のDDSを 構築 してい くべ きであ ろ う。
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結論

高分子バ イオコ ンジュゲー シ ョンによ るサ イ トカイ ンの ドラ ヅグデ リバ リ

ー システ ム構築 に関する検討 を行 い、以下 の結 論 を得 た。

1.IL-6を 至適条件 でPEGバ イオ コンジュゲ ー ト化 す るこ とで、invivoに お い

て血 小板増 加作用 を500倍 に も増 強 す る ことに成功 した。 また、 その効 果

は血 中滞留性 、組 織移行性 、安定 性、 比 活性 をは じめ とす る、 諸 因子の 有

機 的バ ランスに依存 して いることが明 らか とな った。

2.PEGバ イオコ ンジュゲー シ ョンによ り、サイ トカインの投与量 の大 幅削減 、

お よび副作 用発現 に関 わ る組織 への分 布 を抑制 す る とい う、体 内動態 制御

が可能 とな り、 その結果、サ イ トカインの多様 なinvivo生 理作 用の中か ら

目的 とする治療作用 をよ り選択的 に増 強 し得 ることが示唆 され た。

3.DMMAnを 用いた新規高分子バ イオ コ ンジュゲー シ ョン法 を開発 した。 ま

た、 高分子 バ イオ コンジ ュゲー シ ョンに修 飾制御 法 を導 入 す る ことで、 サ

イ トカ イ ンの有 す る作 用 をよ り効 率 的 に発揮 させ得 る こ とが明 らか とな っ

た。

4.PEGよ りも さ らに緻密な動態制御 、お よび機能付 与 が可能 な新規修飾高 分

子 としてPVPが 有用で あるこ とを見出 した。Invivoに お いてPVPはPEG

と少な くとも同等 のバ イオ コ ンジュゲー ト効 果 を有 した こ とか ら、 さ らな

るDDS機 能 の付与 を行 うための幹高 分子 と して、PWを 提 示 し得た もの と

思 われ る。

以上、高分 子バ イオ コンジュゲー シ ョンによ り目的 とす る治療作 用 に適 し

た生体 内挙動特性 を付 与す るこ とで、 サ イ トカイ ンの臨床 的有 用性 を効率 よ く

引 き出 しうる こ とを明 らか とす る ととも に、 今 後 の さ らな るサ イ トカ イ ンの

DDSに お け るシステムア ップの方 向性 を提 示 した。
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