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略語一覧

NP:   Nanoparticle 

PLA-PEG: Polylactide-polyehtyleneglycol block copolymer 

DL-PEG:  DL-lactide based PLA-PEG 

D-PEG:  D-lactide based PLA-PEG 

L-PEG:  L-lactide based PLA-PEG 

SC-PEG:  Equimolar mixture of D-lactide based PLA-PEG and L-lactide based PLA-PEG 

TAM:  Tamoxifen 

DLS:   Dynamic light scattering 

SEC:   Size exclusion chromatography 

MALS:  Multi-angle light scattering 

RI:   Refractive index 

1H-NMR:  Proton nuclear magnetic resonance 

SPE:   Solid phase extraction 

HPLC:  High-performance liquid chromatography 

UPLC:  Ultra-performance liquid chromatography 

XRD:  X-ray diffraction 

CD:  Circular dichroism 

EE:  Encapsulation efficiency 

DLC:  Drug loading content 

Dh:   Hydrodynamic diameter 

Rh:   Hydrodynamic radii 

Rg:   Radii of gyration 

PdI/PdINP:  Polydispersity index of nanoparticle 

PdIuni:  Polydispersity index of block copolymer 

ZP:  Zeta-potential 

PK:  Pharmacokinetics 

AUC:  Area under the blood normalized concentration-time curve 

T1/2:  Half-life 

Ctot:  Total clearance 
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要旨 

序章 (はじめに) 

近年、ナノパーティクル (NP) を用いた標的指向化ドラッグデリバリーシステム (DDS) 

の開発が活発に行われているが、基礎研究や非臨床研究での優れた結果に対して、臨床試

験、承認に至っているものは極めて少ない。その理由として、NP を用いた DDS は、低分子

医薬品と比較し、その構造が複雑であり、品質評価が難しいことが挙げられる。NP の品質

は、化学的特性（化合物純度など）、物理的特性（粒子径、表面電荷など）、微生物学的特性

（無菌性など）といった製剤特性を多面的に評価することで保証される。NP の医薬品とし

ての開発においては、これらの製剤特性を研究段階や開発初期において体系的に評価し、開

発する製剤への理解を深めることが規制当局から発刊されるガイダンスの中で推奨されてい

る。また、製剤特性が薬物動態、有効性、安全性に及ぼす影響を考察し、製剤特性の制御範

囲が広い製造法を構築することも推奨されている。しかしながら、現在までに、NP の製剤

特性の体系的な評価系は構築されておらず、製剤特性と体内動態、有効性、安全性との関係

性には不明な点が多いのが現状である。そこで著者は、複雑な NP 型の医薬品開発の課題解

決を目指して、がん治療への応用が期待されているポリ乳酸―ポリエチレングリコールブロ

ック共重合体 (PLA-PEG) NP の製剤特性を、種々の手法を用いて解析した。さらに、特性解

析した NP の体内動態及び血清耐性を評価し、製剤特性との関係性の解明を試みた。 

 

第 1 章 立体異性、結晶性の異なるポリ乳酸-ポリエチレングリコールブロック共重合体ナ

ノパーティクル (PLA-PEG NP) の体内動態に及ぼす製剤特性の影響 

PLA-PEG NP の原料特性及び製剤特性に及ぼす PLA-PEG ブロック共重合体の立体異性の

影響について、粉末 X 線回折 (XRD)、サイズ排除クロマト―多角散乱検出 (SEC-MALS)、

プロトン核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR)、動的光散乱法 (DLS)、固相抽出法 (SPE) 等を

用いて解析した。 

その結果、D-lactide、L-lactide を基盤とする PLA-PEG (D-PEG、L-PEG) は、結晶性を示し

たが、DL-lactide を基盤とする PLA-PEG (DL-PEG) は、非晶質様の構造を示した。さらに、

D-PEG と L-PEG の等モル混合物は、stereocomplex と呼ばれる別の結晶型 (SC-PEG) を形成

した。  

また、立体異性の異なる PLA-PEG NP を DLS、SEC-MALS、1H-NMR により解析するこ

とで、NP の構造的な特性値を算出した。その結果、SC-PEG NP は DL-PEG NP、L-PEG NP 

と比較し、表面 PEG 密度が 1.5～2.3 倍高いことを見出し、封入薬物 tamoxifen (TAM) の NP

表面への物理吸着量を 5～30％低減することを明らかにした。本結果は、SC-PEG NP の高い

コアの結晶性により、PEG 鎖が疎水コアに埋もれず、表面に配向したため、物理吸着量を低

減したことによると推察された。 

さらに、SC-PEG NP 及び NP に封入した TAM のマウス静脈内投与後の血漿中濃度―時間

曲線下面積 (AUC) は、その表面 PEG 密度と表面への薬物吸着量を反映し、DL-PEG NP、L-

PEG NP と比較し、1.3～4.0 倍高い値を示した。以上から、PLA-PEG NP の表面 PEG 密度と
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PLA の結晶性、表面吸着薬物量が PLA-PEG NP 及び TAM の体内動態を変動させる特性であ

ることが示唆された。 

 

第 2 章 Stereocomplex 形成 PLA-PEG ナノパーティクルの製剤特性及び体内動態に及ぼす

良溶媒中のイオン強度と総流速の影響 

SC-PEG NP の作製方法として、連続的貧溶媒析出法を選択し、良溶媒に溶解した PLA-

PEG 及び TAM を貧溶媒である水と一定の流速で混合することにより、NP を作製した。ま

た、作製時の工程パラメータとして一般的な温度、総流速に加え、製剤特性を制御する新た

な工程パラメータとして、イオン性添加剤である臭化リチウム (LiBr) の良溶媒中濃度を設

定した。 

その結果、総流速が速く、LiBr 濃度が低いほど、NP の粒子径 (Dh) が小さくなることを

明らかにし、Dhと表面 PEG 密度には正の相関を認め、Dhと表面 PEG 密度がトレードオフの

関係となった。本結果は、Dhの減少により NP の比表面積が増加することのより、表面 PEG

密度が減少していると推定された。さらに、LiBr の添加は、良溶媒中の SC-PEG の会合数を

変化させることで NP の Dhを制御しており総流速と Dhに対して相反する作用のために、広

範囲に Dhを制御できると考えられた。 さらに、作製時の工程パラメータが異なる SC-PEG 

NP の体内動態を検討したところ、Dhが大きく表面 PEG 密度の高い SC-PEG NP (Dh 105 nm, 

表面 PEG 密度 16.6 分子/100nm2) において、異なる工程パラメータで作製した SC-PEG NP 

(Dh 61 nm, 表面 PEG 密度 7.90 分子/100nm2) に比べ、AUC が 50%増加し、肝臓への分布が

30%低減されることを確認した。以上、工程パラメータが SC-PEG NP の Dhと表面 PEG 密度

に影響し、その血中滞留性、組織移行性が変動することを示した。 

 

第 3 章 骨指向性 PLA-PEG ナノパーティクルの設計ならびに表面特性制御による保存安

定性及び血清耐性の改善 

骨指向性能動標的指向型 NP の設計の指標として、生体内での標的化素子の結合活性の低

減や NP の全身クリアランスが増大することが報告されているプロテインコロナ に着目し

た。プロテインコロナは NP の周囲に生体中のタンパク質が結合する現象であり、規制当局

から発刊されているガイドライン中でもその評価が推奨されている。本章では，新規骨標的

化素子の開発を目的に骨標的化素子であるオクタアスパラギン酸 (D8) の誘導体化を試み

た。また、NP の特性解析に標的化素子の構造的解析を組み合わせることで、プロテインコ

ロナの形成に及ぼす製剤特性の影響を解析した。さらに、医薬品として重要な保存安定性に

及ぼす設計した標的化素子の影響についても評価した。 

その結果、D8 のアニオン誘導体と双性イオン誘導体を作製し、それぞれを修飾した NP

の構造パラメータを解析したところ、標的化素子ペプチドは、NP の表面を完全に覆うまで

修飾されることが認められた。双性イオン誘導体を修飾した NP (NPZwi) では、14~42 mol%

までの修飾率において、保存中に NP の凝集を認めたが、表面を完全に被覆修飾した 70 

mol%の NPzwiでは保存中に凝集を認めなかった。さらに、NPZwi はアニオン性誘導体を修飾

した NP (NPAni) と比較して、血清存在下においてプロテインコロナの形成を 30％低減さ
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せ、骨形成成分であるハイドロキシアパタイト (HAP) への血清存在下における結合活性の

低下を有意に抑制した。本結果は、双性イオン化による強固な NP 表面での水素結合形成が

タンパク質との相互作用を抑制し、標的への親和性を維持したものと考察された。以上よ

り、標的指向化素子の双性イオン化が血清存在下における HAP に対する結合活性の維持に

有用であることを示し、その表面密度が保存安定性を改善することを明らかとした。 

 

総括  

以上、3 章にわたり、詳細な特性解析手法に基づき、PLA-PEG NP の製剤特性に基づいた

製剤設計とその体内動態、血清耐性との関係性を明らかにした。 すなわち、PLA-PEG NP

の原料特性、製剤特性を詳細に解析し、表面 PEG 密度や薬物の封入状態がその体内動態に

影響を及ぼすことを示した。また、良溶媒中への LiBr の添加は、PLA-PEG NP の製剤特性

と体内動態を改善可能であり、製剤特性の制御範囲が広い製法となることを示した。さら

に、能動ターゲティング型の PLA-PEG NP の製剤設計では、標的化素子の双性イオン化と

PLA-PEG NP 表面での修飾密度が PC の形成ならびに PLA-PEG NP の保存安定性に重要であ

ることを示した。本研究の結果は、複雑な構造を持つ NP を用いた医薬品開発に対して、有

益な基礎的情報を提供するものと考えられる。 
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序論 

 

近年、新薬の創薬難易度は上昇を続け、日本製薬工業協会の調べによると、2014 年～2018

年における新薬発売の成功確率は 22,407 分の 1 と低値を示している。さらに、国内製薬企

業 10 社の平均研究開発費は 1,517 億円に上っており、年々その額は増大している。昨今で

は、低分子医薬品だけでなく、抗体医薬品、核酸医薬品、ウイルス、細胞などのニューモダ

リティに創薬の手段が拡充しており、今後さらなる研究開発費の増大が見込まれている。(1) 

このような背景の中で、昨今の Covid-19 パンデミックにおいても、核酸医薬品であるメッ

センジャーRNA (mRNA) を脂質ナノ粒子に封入した mRNA ワクチン (2, 3) や、スパイクタ

ンパク質の一次配列を改変し、界面活性剤と複合化することで免疫原性を高めた組み換えワ

クチン (4) など低分子化合物からニューモダリティへの創薬手段のパラダイムシフトが起こ

っている。これらの医薬品には、ドラッグデリバリーシステム (DDS) が活用されており、

DDS には、創薬確率の向上ならびにニューモダリティの医薬品としての適応という点で大

きな期待が寄せられている。 

DDS は、①標的指向化、②経粘膜吸収促進／投与経路変更、③持続化 に大分される。(5) 

これらは独立しておらず、互いに複合化しながら、薬剤の治療域の拡大に貢献する。標的指

向化 DDS においては、その組織選択性の観点から注目が集まっており、固形がんをはじめ

として様々な疾患に応用されている。(6-8) これら DDS 技術の中で、ナノパーティクル 

(NP) は、その物理化学的な性質を利用して、体内動態を改善することで治療域を拡大して

いる。特に生体適合性の高い NP を用いた標的指向化 DDS は、注目を集めており、リポソ

ームや、脂質ナノ粒子、生分解性高分子型 NP などが該当する。これらは製薬産業界におい

て、実用化されているものも存在しており、多くの臨床試験が実施されている。(9, 10) 標的

指向化 DDS は次の 2 つに分類される。NP の血中滞留性の向上により、enhanced permeability 

and retention (EPR) 効果を利用して、主にがんを標的化する受動的標的指向化 (passive 

targeting) ならびに、標的指向化素子を NP の表面に修飾し標的組織へ薬物の送達を達成す

る能動的標的指向化 (active targeting) である。(5) これまでに、多くの基礎的研究ならびに

非臨床試験において、標的指向化 DDS の良好な治療域の拡大が報告されている。(11) しか

しながら、それにも関わらず、承認され実用化に至っているものの数はその検討数に比べて

少数である。この要因として、近年種々の要因が考察されている。その一例は、非臨床試験

からヒト臨床試験へのトランスレーションである。例えば、固形がんにおいては、非臨床モ

デルとして汎用されるマウス皮下移植モデルにおいて、その増殖速度がヒトに比べて速い点

が指摘されている。(12) また、EPR 効果に関しても、ヒトと非臨床モデルの違いや、その

外挿性に関する考察がなされている。(12, 13) 

他方、医薬品としての製造、品質管理においても高い障壁が存在している。このような標

的指向型 DDS 製剤は通常の低分子医薬品に比べて複雑であり、その品質は、多面的な評価

手法により定義される。NP を含む製剤は、低分子医薬品においても評価される含量や純度

といった化学的特性ならびに、無菌性などの微生物学的特性に加えて、粒子径や封入率、放
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出性といった物理化学的特性の評価が特に重要である。これらの NP の特性を総称して製剤

特性と呼ぶ。(14) さらには、これらの特性値を再現性良く製造できる製造法の確立も必要と

なる。しかしながら、このような DDS 製剤の基礎的研究及び非臨床研究では、その有効性

や安全性の拡大に焦点が当てられ、製剤特性の評価や製造法については、十分な報告がなさ

れていない。NP を含む製剤に限らず、医薬品の開発という観点においては、有効性ならび

に安全性に影響を及ぼす製剤特性を重要品質特性 (CQA) として同定し、目標製品プロファ

イルを達成するために、製造工程とともに管理し、再現性が高く、制御範囲の広い製造プロ

セスを構築することがガイドラインで要求されている。(14) こうした規制面からの NP 型

DDS の開発推進を目的として、各国規制当局から NP を含む DDS 製剤に関するガイドライ

ン、リフレクションペーパーが発刊されている。(15-17) これらのガイドラインの中では、

NP 型製剤の特性解析を通じて、開発段階から、開発製剤への理解を深めることが推奨され

ている。製剤特性を理解するためには、NP を構成する原材料の特性解析も含んだ体系的な

特性解析手法が必要であるが、その評価手法はまだまだ確立されているとは言い難い。ま

た、製造方法の再現性、制御範囲の広い工程パラメータ設定という観点においても、作製し

た製剤の製剤特性に与える影響を評価し、工程パラメータを設定することが重要である。さ

らに、血清中での NP の特性変化 (血清耐性) についても評価することも要求されている。

すなわち、プロテインコロナと呼ばれる NP 周辺への血清タンパク質の吸着挙動や、薬物の

血清中での放出性などを評価し、生体内での挙動に関して理解し、その特性を制御すること

が推奨される。  

このような背景から、NP 型 DDS 製剤の製剤特性やそれらを構成する原材料を体系的に評

価可能な特性解析手法を確立すること、製剤特性が制御可能な製造法を確立することならび

に製剤特性が薬物動態、有効性ならびに安全性に及ぼす影響を評価することが NP 型 DDS

製剤の医薬品開発において重要な検証項目となっているが、このような観点での NP 型 DDS

製剤の研究は不十分である。 

そこで著者は近年、開発が活発に行われている高分子型 NP として、ポリ乳酸―ポリエチ

レングリコールブロック共重合体 (PLA-PEG) NP に着目した。PLA-PEG NP は、paclitaxel

を内包した Genexol-PM® として、韓国、ヨーロッパで上市されており、米国においても、

paclitaxel の可溶化製剤である Abraxane® に対する生物学的同等性評価による申請がなされて

いる。(18) さらに、PLA-PEG NP は、現在複数の臨床試験が実施されており、様々な抗がん

剤を内包した passive targeting 型製剤ならびに active targeting 型製剤の両方において開発がな

されている。(19, 20) 先述の通り、このような複雑な製剤は、製剤特性の詳細な解析手法の

確立が規制科学上、大きな課題である。さらに、体内動態や血清耐性などに影響を及ぼす製

剤特性を同定し、安定な製剤処方や製剤特性を制御可能な製造方法を確立する必要がある。

こうした課題に対して、著者は、PLA-PEG NP の製剤特性解析手法の確立と製剤特性が体内

動態や血清耐性に及ぼす影響に焦点を当て検討を行った。がんを標的とすることを目的に

PLA-PEG NP に抗がん剤である選択的エストロゲン受容体モジュレータ tamoxifen (TAM) を

封入し、NP の作製を試みた。  
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第 1 章では、PLA-PEG ブロック共重合体の原料特性について、従来から汎用されているプ

ロトン核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR) やサイズ排除クロマトグラフィー (SEC-RI) に加え

て、PLA-PEG の結晶性、高次構造を評価するために、粉末 X 線回折 (XRD) ならびに円偏

光二色スペクトル (CD) を用いることで、物理化学的な原料特性の詳細な解析を試みた。さ

らに、これらの物理化学的な原料特性が NP の製剤特性に及ぼす影響を動的光散乱 (DLS) 

や レーザードップラー法を用いたゼータ電位算出、高速液体クロマトグラフ (HPLC) を用

いた封入率算出といった汎用される方法を用いて解析した。加えて、SEC-多角散乱検出 

(MALS) や NP の 1H-NMR を用いた解析ならびに固相抽出を組み合わせることで、NP の物

理化学的特性について詳細な解析を行った。そして、製剤特性の異なる PLA-PEG NP の体内

動態を調査した。第 2 章では、第 1 章で解析した製剤特性の制御域の広い製法の確立を目的

に、新たな制御手法として良溶媒中へのイオン性添加剤の添加を検討した。PLA-PEG NP の

作製法に関して、連続的貧溶媒析出法を選択し、工程パラメータである温度、総流速に加え

て、新たな工程パラメータとして、良溶媒中のイオン濃度が PLA-PEG NP の製剤特性に及ぼ

す影響を解析した。さらに、作製時の工程パラメータの異なる PLA-PEG NP の体内動態に及

ぼす製剤特性の影響を解析した。第 3 章では、骨指向性 active targeting 型 PLA-PEG NP の設

計に関して、血清耐性と安定性に及ぼす製剤特性として、NP の表面特性ならびに骨標的指

向化素子の双性イオン化について検討した。標的化素子の修飾数を超高速液体クロマトグラ

フ (UPLC) で定量し、構造パラメータを算出した。骨標的化素子を修飾した PLA-PEG NP

の血清耐性、プロテインコロナの形成および保存安定性に及ぼす構造パラメータならびに製

剤特性の影響について解析した。以下三章にわたり、検証結果を論述する。 
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本論 

 

第1 章 立体異性、結晶性の異なるポリ乳酸-ポリエチレングリコールブ

ロック共重合体ナノパーティクル (PLA-PEG NP) の体内動態に及ぼ

す製剤特性の影響 

 

1.1 緒言 

PLA-PEG ブロック共重合体 (PLA-PEG) は、水中において PLA ドメインが疎水性相互作

用により自己会合し、PEG ドメインが PLA-水界面に配向することで NP を形成する。PLA-

PEG の合成に関しても、PEG を開始剤として、lactide を開環重合させることにより、合成

可能である。そのため、PLA ドメインの分子量制御が容易であり、これまでに多くの PLA-

PEG NP に関する報告がなされている。(21, 22) 医薬品として、PLA-PEG NP を捉えた場合、

欧州医薬品庁 (EMA) に承認されており、多くの臨床試験が現在も実施されている。(19) 臨

床試験の中では、PLA-PEG ならびに PLA-PEG NP の高い生体適合性及び生分解性、低い免

疫刺激性及びヒトにおける高い忍容性が確認されている。(20, 23) PLA-PEG NP は、 EPR 効

果を利用した passive targeting 及び PLA-PEG NP の表面に標的化素子を結合した active 

targeting での応用が期待されている。(24) 特に、passive targeting においては、NP の粒子径

や表面特性を改変することにより、血中滞留性を向上させることで、がん組織への移行量が

増大することが報告されている。(25-27) 

一方、PLA-PEG を構成する PLA は、高分子として特徴的な性質を示すことが知られてい

る。PLA の構成要素である乳酸の無水物である lactide の構造を Figure 1 に示す。Lactide は

その分子内に不斉炭素を有していることから、DL-lactide、D-lactide、L-lactide の 3 種類の立

体異性体が存在する。DL-lactide から構成される PLA (PDLLA) は非晶質様なランダムコイ

ル状の構造を示し、D-lactide から構成される PLA (PDLA) ならびに L-lactide から構成される

PLA (PLLA) は結晶性を示し、らせん状の構造を形成していることが報告されている。(22, 

28) さらに、PDLA と PLLA の等モル混合物は、stereocomplex と呼ばれる熱力学的に安定な

別の結晶形を示す複合体を形成する。こうした PLA の特徴的な性質を利用した立体の異な

る PLA-PEG NP がこれまでも報告されているが、PLA-PEG の原料特性と NP の製剤特性に

関して in vitro のみの評価に止まっているものが多数であり、生体内での挙動を調査してい

る報告は極めて少ない。(28-31) また、PLA-PEG NP の立体異性体の違いを系統的に in vivo

において比較検討した報告も確認できていない。 

序論にて述べた通り、PLA-PEG NP のような複雑な医薬品の特性解析は極めて重要であ

る。これまで、基礎研究における NP の評価は、DLS やレーザードップラー法を用いて、粒

子径 (流体力学径、Dh) やゼータ電位 を測定し、物性に対して考察することが一般的であっ

た。例えば、PEG を親水基に持つ NP は、ゼータ電位が中性を示すことを確認することで、

表面が PEG で被覆されていることを考察できる。この PEG の NP 表面の被覆は、passive 

targeting において、非特異的な生体成分との相互作用を低減し、細網内皮系 (RES) が豊富



9 

 

に存在する肝臓や脾臓といった組織への移行を低減させることで、NP の血中からの消失を

抑制する。(32-34) しかしながら、近年、ゼータ電位が血中滞留性や RES 組織への移行性を

予測する指標としては不十分である可能性が示されている。(35) また、組織へ移行した後の

組織内拡散性も重要な特性であることが報告されているが、ゼータ電位のみでは十分に予測

できない。(36) このように、従来の製剤特性評価法のみでは、NP の生体内での挙動を捉え

ることが困難である。 

そこで、著者は、立体異性と分子量が異なる PLA-PEG を開環重合法により合成し、それ

らの結晶性、高次構造に関する原料特性を解析した。さらに、合成した PLA-PEG を用い

て、貧溶媒析出法により PLA-PEG NP を作製し、従来の NP の評価手法である DLS、レーザ

ードップラーに加えて、SEC-MALS (37, 38) や 1H-NMR (34) を組み合わせることにより、

NP の構造的特性 (会合数, 回転半径、表面 PEG 含量、密度) を算出した。さらに、近年、

NP の封入率評価において、検討されている固相抽出 (39-42) を適応し、NP への TAM の封

入状態を解析した。また、特性解析した TAM を搭載した立体の異なる PLA-PEG NP の体内

動態を PLA-PEG と TAM をそれぞれ別の放射性核種で標識することにより、NP と TAM の

体内動態を分離して評価し、これらの体内動態に及ぼす製剤特性の影響について考察した。

本章では、PLA-PEG の原料特性と PLA-PEG NP の製剤特性の関係性を解明し、体内動態に

及ぼす影響を解析した。 

 

Figure 1 Chemical structures of lactide 

 

1.2 結果 

 

1.2.1 PLA-PEG の合成と特性解析 

Table 1 に合成した PLA-PEG の個数平均分子量 (Mn) と相対分子量から算出した多分散

性指数 (PdIuni) を示す。いずれの合成した PLA-PEG も理論通りの分子量を示した。PdIuni

は 2 以下となり、単一な分布を持つことが明らかとなった。 Figure 2 に 1H-NMR の典型例

を示す。示したケミカルシフトについて、Figure 2 に記載の通りに帰属し、分子量を決定

した。Figure 3 には、SEC-RI のクロマトグラムを示す。いずれの PLA-PEG も単一なクロ

マトグラムを示した。 

本章において、PLA の分子量が 5 kDa 付近の PLA-PEG については、DL-体から構成さ

れる PLA-PEG は DL-PEG 5k-5k、D-体から構成される PLA-PEG は D-PEG 5k-5k、L-体か

ら構成される PLA-PEG は L-PEG 5k-5k と表記し、PLA の分子量が 12 kDa 付近の PLA-

PEG については、DL-体から構成される PLA-PEG は DL-PEG 12k-5k、D-体から構成され
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る PLA-PEG は D-PEG 12k-5k、L-体から構成される PLA-PEG は L-PEG 12k-5k と表記し

た。 

 

Table 1 Number-based molecular weight (Mn) of synthesized PLA-PEG 

Isomer 

PLA-PEG 5k-5k PLA-PEG 12k-5k 

Mn

a

 PdIuni
b Mn

a

 PdIuni
b 

DL-lactide 5186-5000 1.40 11411-5000 1.80 

D-lactide 5745-5000 1.50 11769-5000 1.88 

L-lactide 5140-5000 1.69 13037-5000 1.92 

a: Mn calculated by 1H-NMR, b: PdIuni calculated by SEC-RI 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Table1) 

 

Figure 2 Typical 1H-NMR spectra of the synthesized PLA-PEG. The following chemical shifts were 

assigned: (a) 3.31 ppm, CH3O of methoxy polyethyleneglycol; (b) 3.64 ppm, (CH2-CH2-O) n of methoxy 

polyethyleneglycol; (c) 5.18 ppm, CH of polylactide; and (d) 1.60 ppm, CH3 of polylactide. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S1) 
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Figure 3 Size exclusion chromatography-refractive index chromatograms of (A) PLA-PEG 5k-5k 

and (B) PLA-PEG 5k-5k. The solid, dotted, and dashed lines indicate DL-PEG, D-PEG, and L-PEG, 

respectively, in both figures. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S3) 

 

Figure 4 に合成した PLA-PEG の粉末 X 線回折 (XRD) スペクトルを示す。分子量の異なる

それぞれの PLA-PEG について、XRD を用いて結晶性を評価した。mPEG 5 kDa は固体状態

で結晶性を示す高分子であり、mPEG 5 kDa に由来する回折ピークが 2θ = 19° ならびに 24° 

付近に観測された。DL-PEG 5k-5k ならびに DL-PEG 12k-5k では、PLA に由来する回折ピー

クは観察されなかった。一方で、D-PEG 5k-5k ならびに D-PEG 12k-5k、L-PEG 5k-5k ならび

に L-PEG 12k-5k では、2θ =17° 付近に PLA に由来する回折ピークを認め、PLA 部分が結晶

化していることが確認された。さらに、D-PEG 5k-5k と L-PEG  5k-5k もしくは、D-PEG 

12k-5k と L-PEG  12k-5k を等モルで混合した場合、その分子量に依らず混合前に認められて

いた 2θ =17°付近のピークが消失し、2θ =12°、21°付近に stereocomplex の形成に起因すると

推定される回折ピークを認めた。 

Figure 5 には、合成した PLA-PEG の円偏光二色性 (CD) スペクトルを示す。DL-PEG 5k-

5k ならびに DL-PEG 12k-5k ではいずれもコットン効果を示さなかった一方で、D-PEG 5k-

5k、D-PEG 12k-5k ならびに L-PEG 5k-5k、L-PEG 12k-5k においては、いずれの分子量におい

ても、210 nm 付近にそれぞれ負と正のコットン効果を示した。また、分子量が異なる場合

でも、コットン効果の振幅は同一であった。 
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Figure 4 X-ray diffraction spectra of (A) PLA-PEG 5k-5k and (B) PLA-PEG 5k-12k. The lowercase 

letters indicate the following samples: a: mPEG 5k, b: DL-PEG 5k-5k, c: D-PEG 5k-5k, d: L-PEG 5k-

5k, e: equimolar mixture of D-PEG 5k-5k and L-PEG 5k-5k, f: DL-PEG 12k-5k, g: D-PEG 12k-5k, h: 

L-PEG 12k-5k, and i: equimolar mixture of D-PEG 12k-5k and L-PEG 12k-5k 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 1) 

 

 

Figure 5 Circular dichroism (CD) spectra of (A) PLA-PEG 5k-5k and (B) PLA-PEG 12k-5k. The solid, 

dotted, and dashed lines indicate DL-PEG, D-PEG, and L-PEG, respectively, in both figures. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S4) 

 

1.2.2 PLA-PEG NPの調製と特性解析 

本章において、DL-体から構成される PLA-PEG NP は DL-PEG NP、L-体から構成される

PLA-PEG NP は L-PEG NP、stereocomplex を形成する PLA-PEG NP は SC-PEG NP と表記す

る。作製に用いた PLA-PEG の分子量については、末尾に 5k-5k または 12k-5k と表記した。 
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1.2.2.1 封入率 ならびに薬物搭載量  

Figure 6 に調製した PLA-PEG NP の封入率 (Figure 6A) と薬物搭載量 (Figure 6B) を示

す。封入率は PLA の分子量に対応し、PLA-PEG NP 12k-5k で、PLA-PEG NP 5k-5k と比較

し 20～40％程度高い傾向または有意に高い値を示した。PLA の立体異性体の違いによる

封入率の顕著な差は認めなかった。 (Figure 6A) 同様に、薬物搭載量に関しても、2.3～

4.5%を示し、PLA の分子量が高いもので、薬物搭載量.が 1～2％程高い傾向または有意に

高い値 (p=0.007) を示し、立体異性体間での差は認めなかった。(Figure 6B) 

 

Figure 6 (A) Encapsulation efficiency (EE) and (B) drug loading content (DLCconv.) of TAM in PLA-

PEG NPs, quantified by the conventional method. Closed bars and open bars indicate PLA-PEG NPs 

12k-5k and PLA-PEG NPs 5k-5k, respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation 

of three samples. The experiments were independently performed three times. *p < 0.05 vs. those with 

different molecular weights. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 2) 

 

1.2.2.2 Dh ならびにゼータ電位 

Figure 7 には、TAM を搭載しない blank NP と TAM を搭載した PLA-PEG NP の Dhならびに

ゼータ電位を示す。 

Dhに関して、PLA-PEG の分子量に着目すると、PLA-PEGuni 5k-5k を使用して調製した

blank PLA-PEG NP ならびに TAM を搭載した NP の Dhは 30~ 72 nm であり、PLA-PEG 12k-

5k を使用して調製した場合の Dh：88~ 162 nm と比較して、小さい結果となった。TAM の搭

載により、Dhは PLA-PEG の分子量や PLA の異性体に依らず、すべての PLA-PEG NP で有

意に減少した。(Figure 7A) 一方で、NP の粒子径分布における多分散性指数 (PdINP) は 0.25

未満であり、調製した PLA-PEG NP は単分散であることが確認された。 

Blank PLA-PEG NP のゼータ電位は -21~ -12 mV を示した。 (Figure 7B) 対照的に、TAM

を搭載した PLA-PEG NP のゼータ電位は -5.9~ +5.8 mV の範囲であり、すべての PLA-PEG 

NP で TAM の搭載により、ゼータ電位が有意に上昇した。特に、L-PEG NP 12k-5k と SC-

PEG NP 12k-5k はわずかに負のゼータ電位を示したものの、それ以外の PLA-PEG NP は正の

ゼータ電位を示した。 
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Figure 7 Hydrodynamic diameter (Dh) and zeta potential (ZP) of blank and TAM loaded PLA-PEG NPs. 

(A) Z-average of Dh and polydispersity index (PdINP) were plotted on the left and right axis, respectively. 

Closed and open bars represent the Dh of blank and TAM-loaded NPs, respectively. Closed and open 

dots represent the PdINP of blank and TAM-loaded NPs, respectively. Results are expressed as the mean 

± standard deviation for three samples. Experiments were independently performed three times. *p 

< 0.05 vs. blank NPs. (B) ZP of blank and TAM loaded NPs. Closed and open bars indicate blank and 

TAM-loaded NPs, respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. 

Experiments were independently performed three times. *p < 0.05 vs. blank NPs. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 3) 
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1.2.2.3 回転半径 (Rg)、流体力学半径 (Rh)、Rg/Rh比と会合数 

Table 2 に PLA-PEG NP の Rh、Rg、Rg/Rh比を示す。Rg/Rh比は、粒子形状の指標として算出

し、 0.76～1.13 の値を示した。Rg/Rh比が 1.00 付近の時、粒子は中空状の球体を形成してい

ることを示し、0.77 付近の時、均一な剛性球体であることを示す。 (43) つまり、本研究に

おいては、値が小さいほど PLA-PEG NP のコアの密度が高いことを示す。Figure 8 には SEC-

MALS の光散乱検出におけるクロマトグラムを示す。すべての NP は単峰性であったため、

Rg/Rh比は SEC-MALS より算出した Rgと DLS から算出した Rhから算出した。Blank PLA-

PEG NP の Rg/Rh比は、TAM を搭載した PLA-PEG NP と同程度の値を示した。DL-PEG NP 

5k-5k ならびに DL-PEG NP 12k-5k は、Rg/Rh比が L-PEG NP 5k-5k ならびに L-PEG NP 12k-

5k、SC-PEG NP 5k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k と比較して大きい傾向にあった。L-PEG 

NP と SC-PEG NP は分子量に依らず、Rg/Rh比が 1 未満となり、結晶性の PLA-PEG を用いた

場合、非晶質様の DL-PEG を用いた場合と比較して、PLA-PEG NP はコンパクトな構造を取

ることが示された。 

PLA-PEG NP の会合数を、Figure 9 に示す。TAM の搭載により、すべての NP で会合数は

1/2～1/3 となり、有意に減少した。PLA-PEG の分子量に着目すると、PLA-PEG NP 5k-5k で

は、PLA-PEG NP 12k-5k と比較して、会合数が約 1/10 に減少した。 

 

Table 2 Hydrodynamic radius (Rh), gyration radius (Rg) and Rg/Rh ratio of different isomer PLA-PEG 

NPs 

    R
h
 
a (nm) R

g 

b (nm) R
g
/R

h ratio 

NPs 
PLA-

PEG Mn 
Blank TAM loaded Blank TAM loaded Blank TAM loaded 

DL-PEG NP 12k-5k 66.6±1.7 45.3±0.4 61.0±1.2 44.0±1.2 0.91±0.02 1.00±0.03 

L-PEG NP 12k-5k 79.4±1.6 55.4±0.4 70.8±1.0 52.1±1.1 0.89±0.01 0.94±0.03 

SC-PEG NP 12k-5k 62.9±2.9 43.1±0.8 52.2±1.9 36.9±1.9 0.86±0.04 0.85±0.04 

DL-PEG NP 5k-5k 20.4±0.9 14.6±0.5 22.6±1.0 15.4±0.6 1.13±0.03 1.00±0.06 

L-PEG NP 5k-5k 29.4±0.6 20.1±1.0 25.3±2.5 19.8±1.4 0.97±0.10 0.89±0.11 

SC-PEG NP 5k-5k 35.6±0.4 23.5±0.8 24.9±2.0 17.5±0.8 0.77±0.06 0.76±0.02 

a: Rh were measured by DLS. Rh=Dh/2, b: Rg were measured by SEC-MALS. Results were expressed 

as mean ± SD of three independent experiments. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Table 2) 
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Figure 8 Size exclusion chromatography-multi-angle light scattering (SEC-MALS) chromatograms of 

(A) PLA-PEG NPs 5k-5k, and (B) PLA-PEG NPs 12k-5k. The solid, dotted, and dashed lines indicate 

DL-PEG NP, L-PEG NP, and SC-PEG NP, respectively, in both figures. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S5) 

 

 

Figure 9 Association number (Nass) of blank and TAM loaded PLA-PEG NPs. Closed and open bars 

indicate the blank and TAM-loaded NPs, respectively. Results are expressed as the mean ± standard 

deviation of three samples. The experiments were independently performed three times. *p < 0.05 vs. 

blank NPs. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 4) 
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1.2.2.4 表面 PEG 含量と表面 PEG 密度 

Figure 10 に表面 PEG 含量と表面 PEG 密度を示す。ここで、表面 PEG 含量とは、重水素化

クロロホルム中で測定した PLA-PEG の PEG 鎖の濃度に対する、重水中で測定した PLA-

PEG NP の表面の PEG 鎖の割合を示しており、含有する PEG 鎖の内、表面に露出している

PEG 鎖の割合を表す。表面 PEG 密度は、PLA-PEG NP 表面に露出している PEG 鎖の分子数

を、PLA-PEG NP の表面積で除して算出した値であり、100 nm2あたりの PEG 鎖の分子数を

表す。 

Blank PLA-PEG NP 5k-5k の表面 PEG 含量は、それらの立体異性体に依らず、約 60%であ

った。一方で、blank PLA-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 含量は、63～86%の値を示した。PLA

の結晶性に着目すると、SC-PEG NP 12k-5k と L-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 含量は DL-PEG 

NP 12k-5k と比較して、高い傾向を示した。PLA-PEG NP 5k-5k の表面 PEG 含量は、TAM

の搭載によって有意に増加し、最大 90%程度を示した。SC-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 含量

は、TAM の搭載によって有意に増加したものの (p=0.0002)、DL-PEG NP 12k-5k ならびに L-

PEG NP 12k-5k は、TAM 搭載前後で、表面 PEG 含量に変化を認めなかった。(Figure 10A) 

Blank PLA-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 密度は blank PLA-PEG NP 5k-5k と比較して 2.7~6.7 

分子/100 nm2高値を示した。Blank PLA-PEG NP 12k-5k においては、PLA の結晶性が高い L-

PEG NP 12k-5k、SC-PEG NP 12k-5k において、DL-PEG NP 12k-5k と比較し、表面 PEG 密度

は 1.5~2.5 分子/100 nm2高値を示した。しかしながら、TAM の搭載によって、DL-PEG NP 

12k-5k と L-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 密度は有意に 2.5~3.0 分子/100 nm2程度低下した。

(p=0.004, 0.014) 対照的に、SC-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 密度は、TAM の搭載によっても

変化しなかった。結果として、TAM を封入した SC-PEG NP 12k-5k の表面 PEG 密度は、DL-

PEG NP 12k-5k, L-PEG NP 12k-5k と比較して、1.5～2.3 倍高い値を示した。(DL-PEG NP 12k-

5k：3.51、 L-PEG NP 12k-5k ：5.56、SC-PEG NP 12k-5k：8.04 分子/ 100 nm2) PLA-PEG NP 

5k-5k に関しては、TAM の搭載によって表面 PEG 密度は変化しなかった。(Figure 10B) 
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Figure 10 (A) Surface PEG contents and (B) surface PEG density of PLA-PEG NPs composed of 

different lactide isomers. Closed and open bars indicate blank and TAM-loaded NPs, respectively. 

Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were 

independently performed three times. *p < 0.05 vs. NPs. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 5) 

 

1.2.2.5 PLA-PEG NP 形成中における PLA の結晶性評価 

Figure 11 に PLA-PEG NP を作製した後に、凍結乾燥した PLA-PEG NP の XRD スペクトル

(A) とバルク状態の PLA-PEG の XRD スペクトル (B) を示す。バルク状態の L-PEG (e) は
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2θ =17° 付近のピークが確認できるが、PLA-PEG NP を形成した後に凍結乾燥したもの (b) 

では、そのピークが減弱していることを確認した。一方で、SC-PEG NP を凍結乾燥したも

の (c) では、stereocomplex に由来する 2θ =12°、21° 付近のピークが確認された。 

 

 

Figure 11 X-ray diffraction (XRD) spectra of (A) lyophilized PLA-PEG NPs and (B) bulk PLA-PEG. 

The lowercase letter indicates the following samples: a: lyophilized DL-PEG NP 12k-5k, b: lyophilized 

L-PEG NP 12k-5k, c: lyophilized SC-PEG NP 12k-5k, d: bulk DL-PEG 12k-5k, e: bulk L-PEG 12k-5k, 

f: bulk SC-PEG 12k-5k. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S6) 

 

1.2.2.6 PLA-PEG NP の臨界会合濃度 (CAC) 

Table 3 に blank PLA-PEG NP の CAC を示す。いずれの PLA-PEG NP も CAC は 1.7~ 3.9 

μg/mL となり、立体異性や PLA の分子量における差を認めなかった。 

 

Table 3 Critical associated concentrations of blank PLA-PEG NPs 

NPs PLA-PEG Mn CAC (μg/mL) 

DL-PEG NP 12k-5k 3.05±0.23 

L-PEG NP 12k-5k 1.73±0.06 

SC-PEG NP 12k-5k 2.73±0.55 

DL-PEG NP 5k-5k 2.80±0.78 

L-PEG NP 5k-5k 2.52±0.73 

SC-PEG NP 5k-5k 3.93±0.80 

Results were expressed as mean ± SD of three independent experiments. 

 

1.2.2.7 固相抽出による薬物搭載量評価 
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Figure 12 に固相抽出で算出した薬物搭載量 (DLCSPE) (Figure 12A) と DLCSPEと TAM を搭載

した PLA-PEG NP のゼータ電位 (Figure 12B) ならびに 表面 PEG 密度 (Figure 12C) に対し

てプロットした相関図を示す。 

DLCSPEの値は、通常の方法で算出した薬物搭載量と比較し、低値を示した。(Figure 6B, 

Figure 12A) PLA-PEG NP 5k-5k は、通常の方法で算出した薬物搭載量は 2.3~ 3.3%となった

が、固相抽出で算出した DLCSPE 0.1~ 0.6%と極めて低い値を示した。L-PEG NP 12k-5k なら

びに SC-PEG NP 12k-5k は 2.6%程度と相対的に高い DLCSPEを示した一方で、DL-PEG NP 

12k-5k は PLA-PEG NP 5k-5k と同程度の DLCSPEであった。DLCSPEについて、ゼータ電位と

表面 PEG 密度との相関を評価したところ、良好な相関を示した。相関係数 r はゼータ電位に

対するプロットで-0.846、表面 PEG 密度に対するプロットで 0.899 を示した。(Figure 12B, 

Figure 12C) 通常の方法で算出した薬物搭載量を 100％として、表面に吸着している TAM の

割合を算出した。(Figure 12D) L-PEG NP 12k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k については、

PLA の分子量が小さいものと比較して、有意に表面への吸着量が低減した。(p=0.006, 

0.0003) また、SC-PEG NP 12k-5k は、DL-PEG NP 12k-5k と比較して 30％、L-PEG NP 12k-5k 

と比較して 5％表面への TAM の吸着量が低減した。 

 

 

Figure 12 (A) Drug loading content of TAM-loaded PLA-PEG NPs of different isomers and molecular 

weights, quantified by solid phase extraction (DLCSPE). Closed and open bars indicate PLA-PEG NPs 
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12k-5k and PLA-PEG NPs 5k-5k, respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation 

for three samples. The experiments were independently performed three times. *p < 0.05 vs. those of 

different molecular weights. (B) Mean DLCSPE plotted as a function of mean zeta potentials and (C) 

mean surface PEG density. The symbols indicate the following: open circle: DL-PEG NPs 5k-5k, open 

triangle: L-PEG NPs 5k-5k, open square: SC-PEG NPs 5k-5k, closed circle: DL-PEG NPs 12k-5k, 

closed triangle: L-PEG NPs 12k-5k, and closed square: SC-PEG NPs 12k-5k in both figures. Results 

are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were independently 

performed three times. Correlation curves were calculated using the least square method. (D) Surface 

adsorbed TAM of TAM-loaded PLA-PEG NPs of different isomers and molecular weights. Closed and 

open bars indicate PLA-PEG NPs 12k-5k and PLA-PEG NPs 5k-5k, respectively. Results are expressed 

as the mean ± standard deviation for three samples. The experiments were independently performed 

three times. *p < 0.05 vs. those of different molecular weights. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 6) 

 

1.2.2.8 PLA-PEG NP からの TAM の放出特性 

Figure 13 には PLA-PEG NP からの TAM の放出プロファイルを示す。Figure 13A は 50 mM

リン酸緩衝液 pH 7.4 / 0.5% ポリソルベート 80 中の放出プロファイルを示し、Figure 13B は

50 mM 酢酸緩衝液 pH 5.5 / 0.5% ポリソルベート 80 中の放出プロファイルを示す。リン酸

緩衝液中の放出プロファイルについては、24 時間時点において、DLCSPEの結果と相関し

た。すなわち、PLA-PEG NPs 5k-5k ならびに DL-PEG NP 12k-5k の TAM の放出は、L-PEG 

NP 12k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k と比較して速い傾向にあった。対照的に、酢酸緩衝

液中での TAM の放出プロファイルに関しては、立体異性体間での差を認めなかったもの

の、PLA-PEG NPs 12k-5k で、放出速度が遅い傾向を示した。 

 

 

Figure 13  (A) Release profiles of TAM from PLA-PEG NPs in phosphate buffer (pH 7.4) containing  
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0.5% polysorbate 80 and (B) in acetate buffer (pH 5.5) containing 0.5% polysorbate 80. The symbols 

indicate the following: open circle: DL-PEG NPs 5k-5k, open triangle: L-PEG NPs 5k-5k, open square: 

SC-PEG NPs 5k-5k, closed circle: DL-PEG NPs 12k-5k, closed triangle: L-PEG NPs 12k-5k, and closed 

square: SC-PEG NPs 12k-5k, closed rhombus: free TAM. Results are expressed as the mean ± standard 

deviation of three samples. The experiments were independently performed three times. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 7) 

 

1.2.3 PLA-PEG NPの血漿中 Pharmacokinetics (PK) プロファイル 

本章での PLA-PEG NP の特性解析結果に基づいて、DLCSPEと表面 PEG 密度が高値を示し

た、立体異性の異なる PLA-PEG 12k-5k を用いた PLA-PEG NP を選定し、薬物動態試験を実

施した。すなわち、DL-PEG NP 12k-5k、L-PEG NP 12k-5k、SC-PEG NP 12k-5k について、マ

ウスにおける PK プロファイルを解析した。 

Figure 14 に放射標識された PLA-PEG NP と TAM の血漿中正規化濃度プロファイルを示

し、Table 4 に血漿中正規化濃度プロファイルから算出した PK パラメータを示す。DL-PEG 

NP 12k-5k の 111In-PLA-PEG の血漿中正規化濃度推移は、L-PEG NP 12k-5k ならびに、SC-

PEG NP 12k-5k と比較して低値を示した。(Figure 14A) 同様に、DL-PEG NP 12k-5k の血漿

中正規化濃度-時間曲線下面積 (AUC) も、L-PEG NP 12k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k と

比較して低値を示した。SC-PEG NP は最も高い AUC を示し、DL-PEG NP 12k-5k と比較して

2.4 倍、L-PEG NP 12k-5k と比較して 1.3 倍であった。(Table 4) 

14C-TAM の PK プロファイル解析から、TAM の血漿中正規化濃度は、PLA-PEG NP の立体

異性に依らず、対応する 111In-PLA-PEG の半分程度の値を示した。14C-TAM の AUC におい

ても SC-PEG NP は最も高い AUC を示し、DL-PEG NP 12k-5k と比較して 4.0 倍、L-PEG NP 

12k-5k と比較して 1.5 倍であった。111In-PLA-PEG と同様に、DL-PEG NP 12k-5k は、その他

の NP と比較して、低い血漿中濃度推移を示した。(Figure 14B) 血漿中半減期 (T1/2) に着目

すると、立体異性の異なる PLA-PEG NP 間では、PLA-PEG NP と TAM の両方において、

SC-PEG NP＞L-PEG NP＞DL-PEG NP の順となったものの、111In-PLA-PEG ならびに 14C-TAM

ではいずれの NP も同程度の値を示した。一方で、TAM の分布容積はいずれの PLA-PEG NP

においても、111In-PLA-PEG と比較して 1.5~3 倍に増大した。遊離型の TAM は、NP と比較

して、極めて低い AUC、高い分布容積、短い血漿中半減期を示した。(Table 4) 

Figure 15 には、肝臓、脾臓、膀胱における 111In-PLA-PEG の臓器中正規化濃度-時間プロ

ファイルを示す。肝臓と脾臓では L-PEG NP 12k-5k の 40％ならびに 3％と高い集積を認め

た。(Figure 15A、Figure 15B) また、膀胱では、DL-PEG NP 12k-5k において、投与初期に高

い放射活性を認めた。(Figure 15C) 
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Figure 14 Plasma concentrations of 14C-TAM loaded 111In-PLA-PEG NPs. (A) Plasma concentration 

profile of 111In-labeled PLA-PEG NPs and (B) loaded 14C-labeled TAM. The closed circles, triangles, 

and squares represent DL-PEG NP 12k-5k, L-PEG NP 12k-5k, and SC-PEG NP 12k-5k, respectively, 

in both figures. In the TAM plasma concentration profiles, the cross symbols represent free TAM. 

Results are expressed as the mean ± standard deviation of experiments conducted in three mice. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure 8) 

 

 

Figure 15 Tissues distribution of 111In labeled PLA-PEG. Tissue concentration profiles of 111In labeled 

nanoparticles in the (A) liver, (B) spleen, and (C) bladder. The closed circles, triangles, and squares 

indicate DL-PEG NP 12k-5k, L-PEG NP 12k-5k, and SC-PEG NP 12k-5k, respectively. Results are 

expressed as the mean ± standard deviation of experiments conducted in three mice. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Figure S7) 
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Table 4 Pharmacokinetic parameters of 14C-TAM loaded 111In-PLA-PEG NPs. 

 
111

In-PLA-PEG
  14

C-TAM
 

 

AUC 
a

 V
d 

b

 T
1/2 

b

  AUC 
a

 V
d 

b

 T
1/2 

b

 

 %Dose*hr/mL mL/kg hr  %Dose*hr/mL mL/kg hr 

TAM free - - -  0.320 1797 0.04 

DL-PEG NP 5k-12k) 295 113 4.58  98.9 335 4.46 

L-PEG NP 5k-12k) 557 73.4 6.40  270 142 5.69 

SC-PEG NP 5k-12k) 718 78.2 9.07  409 109 7.10 

a: Calculated by the trapezoidal method. Mean values of three mice of normalized plasma 

concentrations were used. 

b: Calculated by the 1-compartment model. Mean values of three mice of normalized plasma 

concentrations were used. 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Table 3) 

 

1.3 考察 

 

1.3.1 PLA-PEG の原料特性解析 

立体異性の異なる lactide を重合し、合成した PLA-PEG は、PLA ドメインの構造に差を認

めた。DL-PEG の PLA ドメインは非晶質様の構造を固体状態で示した。一方で、D-PEG 及

び L-PEG の PLA ドメインは結晶性を示し、それぞれが反対方向のらせん構造を形成してい

ることが確認された。(Figure 4, Figure 5) さらに、D-PEG と L-PEG の等モル混合物は

stereocomplex を形成した。これまでに D-lactide ならびに L-lactide から構成される PLA-PEG

が結晶構造を示し、それぞれの等モル混合物が stereocomplex を形成するということが報告

されている。(22, 31) さらに、両親媒性分子である indocyanin green-PLA について、D-lactide

ならびに L-lactide からなる PLA ドメインがらせん状構造を示すという報告もなされてい

る。(28) 本章の結果は、これまでの報告と整合し、合成した PLA-PEG が異なった 2 次構

造、結晶性を有しており、想定している PLA-PEG が合成できていると考えられた。 

 

1.3.2 PLA-PEG NPの構造に及ぼす PLA-PEG の立体異性の影響 

PLA-PEG NP の形状比 (Rg/Rh ratio) は PLA の立体異性により、変化した。(Table 2) 過去の

報告では、PLA ドメインの分子量は小さいものの、結晶性の PLA-PEG 及び stereocomplex を

形成する PLA-PEG NP の形状比は非晶質様の PLA-PEG NP と比較して低値を示している。

(31) 本結果もこれまでの報告と一致することから、立体異性の異なる PLA-PEG NP の形状

比は、疎水コア部分の PLA ドメインのパッキング状態が、PLA-PEG の立体異性に依存し

て、変化していると推定された。さらに、凍結乾燥した PLA-PEG NP を使った検討から、バ

ルク状態の PLA ドメインの結晶性と NP を形成した PLA ドメインの結晶性が異なることが

示唆されている。(Figure 11) L-lactide から成る PLA-PEG はバルク状態では PLA 部分が結晶
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性を示した一方で、NP では PLA の結晶性が低下した。一方 stereocomplex を形成する PLA-

PEG 及び SC-PEG NP では、両状態において、PLA ドメインは結晶性を示した。以上の結果

からも、SC-PEG NP の PLA コアは結晶を形成することによりコンパクトな構造となってい

ると考えられる。 

 

1.3.3 PLA-PEG NPの表面 PEG 密度 

DL-PEG NP (12k-5k) ならびに L-PEG NP (12k-5k) の表面 PEG 密度は TAM を封入すること

により低下した。(Figure 10B) この結果は、TAM を封入することにより、Dhが小さくな

り、PLA-PEG NP の比表面積が増大した結果、表面 PEG 密度が小さくなったと推察され

た。一方、SC-PEG NP (12k-5k) においては、TAM の封入により、Dhが小さく、比表面積が

大きくなったにも関わらず、PEG の表面密度は変化しなかった。本結果は、SC-PEG NP 

(12k-5k) においては、TAM の封入による表面 PEG 含量の増大の影響が、比表面積増大より

も大きかったことが影響していると推察される。SC-PEG NP (12k-5k) と DL-PEG NP (12k-

5k) 及び L-PEG NP (12k-5k) との表面 PEG 密度に対する挙動の差は、PLA コアの物理化学的

な特性に起因していると考えられる。過去の報告において、PLA-PEG NP を貧溶媒析出法で

作製した場合に、PLA コアに PEG 鎖が埋もれ、表面 PEG 含量が低下することが報告されて

いる。(44, 45) 1.3.2.で述べたように、SC-PEG NP (12k-5k) は、その PLA コアが結晶性を示

すことが確認されている。そのため、NP を形成する過程において、PEG 鎖が PLA のコアに

埋もれることが阻害されるため、表面 PEG 密度が高くなったと推定される。 

PLA の分子量が小さい PLA-PEG (5k-5k) の表面 PEG 密度は、PLA-PEG (12k-5k) よりも 1/2

～1/4 低値を示した。(Figure 10) 過去のポリ乳酸／グリコール酸‐ポリエチレングリコール

ブロック共重合体 (PLGA-PEG) NP を用いた報告においては、PEG の重量含量が大きくなる

につれて、表面 PEG 密度が増大することが報告されており、本結果と整合しない。(36) こ

の点については、NP の調製方法に起因していると考えられる。この報告では、乳化―水中

乾燥法により PLGA-PEG NP を作製しており、本手法では水系溶媒と混和しないジクロロメ

タン等の低極性溶媒に PLGA-PEG を溶解させ、エマルションを作製した後に、減圧下で溶

媒を除去することで NP を形成する。本方法の場合、溶媒の減圧除去に時間を要するため、

その過程で PEG 鎖が水相に配向することが報告されている。(35) 一方で、著者が選択した

貧溶媒析出法は、乳化－水中乾燥法に比べて、小さい粒子を再現性良く作製することが可能

である。貧溶媒析出法の詳細は第 2 章で述べるが、良溶媒の拡散による疎水化効果で、疎水

性コアが析出する速度論的な過程を経る。(45, 46) PEG 鎖は良溶媒中において、相対的な疎

水性が高いため、NP 形成時に PEG 鎖が PLA のコアに埋もれることが想定される。本研究

においては、PLA-PEG の PLA の分子量が大きいものでは、貧溶媒析出法における疎水化効

果が大きくなり、PEG 鎖の包埋が阻害されると想定されるため、これまでの報告と相違があ

ったと推察した。  
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1.3.4 PLA-PEG NP中における TAM の局在に及ぼす PLA-PEG NPの物理化学的特性の

影響 

PLA-PEG NP 12k-5k では、PLA-PEG NP 5k-5k と比較し、80％前後の高い封入率が得られ

た。(Figure 6A) TAM は疎水性相互作用により、NP に封入されることから、疎水性の PLA

ドメインが大きい PLA-PEG NP (12k-5k) で封入率が高かったと推察され、このことは、これ

までの報告と一致する。(47) さらに、TAM は分子型での LogP が 7.1 と疎水性が高い。

（48）これまでの報告では、疎水性薬物でその LogP が 3.8 である cabazitaxel を用いた PLA-

PEG NP への封入に関して、薬物の PLA と外水相への分配と NP の粒子径が支配因子である

ことが報告されている。(44) すなわち、分配係数が大きく、粒子径の大きい NP に関して封

入率が高くなる。また、paclitaxel (LogP=3.7) の PLA-PEG NP への封入率は 60％前後であ

り、doxorubicin (logP=1.4) の PLA-PEG NP への封入率は 25％程度であることも報告されて

いる。(31, 49) 以上の報告は本研究で得られた知見と整合するものであり、PLA-PEG NP へ

の疎水性薬物の封入には分配係数と粒子径が寄与していると推察される。 

TAM の搭載によって、PLA-PEG NP の Dhは小さくなり (Figure 7A)、SEC-MALS から算出

した PLA-PEG の会合数は減少した。(Figure 9) 本結果は、TAM の溶解度が貧溶媒析出法の

混合割合である良溶媒を 10%含有する水溶液中において HPLC における検出限界以下である

ことから、TAM が優先的に水中で析出し、それをコアとして、PLA-PEG の会合が進行した

ため、PLA コアの成長が阻害され、会合数が小さくなったと推定した。 

固相抽出法から算出した DLCSPEと TAM を搭載した PLA-PEG NP のゼータ電位には強い相

関を認めた。(Figure 12B) これまでの報告において、固相抽出では、リポソームなどの表面

に吸着した薬物を検出できることが報告されている。(50) 従って、本研究においても、

TAM が PLA-PEG NP の表面に吸着することで、TAM が塩基性薬物であることから、正電荷

を帯びていることが推察された。さらに、DLCSPEと表面 PEG 密度にも強い相関を認めた。

(Figure 12C) 本結果は、疎水性薬物である TAM が PLA の疎水表面に吸着していることを示

唆している。表面 PEG 密度が低い場合、PLA の疎水面が露出するため、TAM が疎水吸着す

ると推察された。SC-PEG NP (12k-5k) と L-PEG NP (12k-5k) はゼータ電位がわずかに負の値

を示した。本結果は、両ブロック共重合体の PLA 部分が結晶性であるため、表面 PEG 密度

が高くなることで TAM の吸着を抑制し、その結果ゼータ電位がわずかに負の値を示してい

ると推定した。本推察は、固相抽出によって検出される TAM が表面に吸着するとして算出

した結果とも整合する。(Figure 12D) 

TAM の PLA-PEG NP からの放出挙動に関して、pH7.4 のリン酸緩衝液中での 24 時間におけ

る放出量と、DLCSPE の結果は相関した。第 2 章で詳細を考察するが、本試験系においては、

24 時間時点までに、表面に吸着した TAM が放出されることが示唆される。以上から、固相

抽出から算出した封入率と放出性が相関したと推察した。一方で、pH 5.5 の酢酸緩衝液中で

の放出挙動には、PLA-PEG の立体異性体の違いは認めず、PLA の分子量のみに差を認めた。

TAM は塩基性薬物であるため、低 pH 環境においては、イオン化し溶解度が向上する。その

ために放出性が中性と比較して向上していると推察された。本結果は、TAM の放出が酸性条

件下で促進されるといったこれまでの報告 (51) や、疎水化ドメインの分子量が大きい PLA-
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PEG NP で疎水性薬物の放出が抑制されるという報告 (47) とも整合する。この pH に応答し

て、薬物を放出挙動は、がん組織において理にかなっており、がん組織では乳酸代謝が促進

されていることが報告されている。(52, 53) 特に L-PEG NP (12k-5k) と SC-PEG NP (12k-5k) 

はがん標的指向化に対して有用な徐放能を有していると考えられる。封入薬物の物理化学的

な特性に着目すると、paclitaxel を封入した PLGA-PEG NP の放出性は、本研究と同様にポリ

ソルベート 80 でシンク条件とし、透析膜を用いた系において、6 時間までで 75％が放出され

ている。(54) また、doxorubicin の PLA-PEG NP からの放出においては、ポリソルベート 80 な

どの界面活性剤を添加しない条件において、シンク条件を達成しており、10 時間までで 60～

80％の放出を認めている。(31) 以上の結果は、封入と同様に、薬物の疎水性が放出挙動に寄

与していることを示唆している。 

 

1.3.5 PLA-PEG NP の PK プロファイルに及ぼす製剤特性の影響 

立体異性の異なる PLA-PEG NP の血漿中正規化濃度―時間プロファイルについて、111In で

標識化した PLA-PEG と 14C で標識した TAM を用いて解析を行った。本章での PLA-PEG NP

の投与量は、線形の応答を示す範囲内であることが報告されており、解析した 111In-PLA-

PEG の T1/2も報告されているものと同程度の値を示した。(34) 

PLA-PEG NP 12k-5k の立体異性に着目すると、非晶質様コアを持ち、表面 PEG 密度が低い

DL-PEG NP 12k-5k では、L-PEG NP 12k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k と比較して、血漿

中 AUC と T1/2は低下し、分布容積は増大した。(Table 4) NP は、末梢血管のような血管内径

が細い部位を通過する際に、強いせん断を受けることが報告されており、この強いせん断力

により、せん断に弱い NP は血中で崩壊することが報告されている。(55) DL-PEG NP (12k-

5k) のコアの構造は非晶質様であり、結晶性のコアと比較してせん断の影響を受けやすいと

推定される。物理的安定性を示す CAC は、DL-PEG NP 12k-5k の CAC は 3.0 μg/mL 程度で

あり、評価期間中における血漿中濃度は CAC を十分上回っていることが想定される。さら

に、L-PEG NP 12k-5k ならびに SC-PEG NP 12k-5k と比較しても CAC に差を認めなかった。

(Table 3) 特に、DL-PEG NP 12k-5k を投与したマウスの膀胱における正規化濃度は、投与初

期に増大しており、崩壊した NP が排泄された可能性を示している。(Figure 15C) これらの

結果から、DL-PEG NP 12k-5k は血管中で、せん断を受け崩壊した結果、L-PEG NP 12k-5k 

ならびに SC-PEG NP 12k-5k と比較し短い血中半減期となったと推定された。以上の結果

は、立体異性の異なる polymersome を用いたこれまでの検討で、D-lactide または L-lactide を

用いた polymersome が DL-lactide を用いた polymersome と比較して高い血漿中 AUC を示し

た結果とも整合する。(28) L-PEG NP 12k-5k において、SC-PEG NP 12k-5k よりも高い 111In の

正規化濃度を肝臓と脾臓において認めた。(Figure 15A and B) 本結果は、表面 PEG 密度が

SC-PEG NP 12k-5k において高いために RES への認識が低減し、これら臓器への分布が低下

したと推察した。  

封入薬物である TAM に着目すると、可溶化した TAM 単体と比較して、14C-TAM の血漿中

AUC と T1/2 は、検討したすべての PLA-PEG NP において大幅に増大し、PLA-PEG NP を使

用するデリバリーシステムが血中滞留性を延長するために有用な手法であることが示され
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た。(Table 4) 一方で、14C-TAM と 111In-PLA-PEG の血漿中正規化濃度に着目すると、14C-

TAM では血漿中 AUC は減少し，分布容積は増大している。(Figure 14 and Table 4) しかし、

T1/2に関しては、14C-TAM と 111In-PLA-PEG で同程度の値を示した。本結果から、表面に吸

着している TAM が速やかに血漿中で放出され、直ちに分布する一方で、封入されている

TAM は血漿中で放出されず、NP と同様の体内動態を示すことが推定された。 

 

1.4 小括 

第 1 章では、PLA-PEG を構成する lactide の立体異性に着目し、立体異性と PLA の分子量

の異なる PLA-PEG の原料特性について、詳細な特性解析を行った。さらに、作製した PLA-

PEG NP の製剤特性の解明にあたり、従来の特性解析法に加えて、SEC-MALS、 1H-NMR、

固相抽出を組み合わせることで、PLA-PEG NP の構造、表面特性について詳細に考察するこ

とが可能となった。構築した特性解析手法により、PLA-PEG NP の表面 PEG 密度が PLA-

PEG の PLA ドメインの結晶性により変動することを解明した。加えて、表面 PEG 密度と

TAM の表面への吸着量にも相関があることを示し、原料特性と製剤特性の関係性を解明し

た。最後に、立体異性の異なる PLA-PEG NP の体内動態に及ぼす影響を調査し、封入薬物で

ある TAM の PLA-PEG NP 表面への吸着量ならびに PLA-PEG NP の表面 PEG 密度が、PLA-

PEG-NP と TAM の体内動態を変動させる製剤特性であることを解明した。本章での研究結

果は、原料特性の解析ならびに理解、製剤特性の解析ならびに理解、それらの相関を解明す

るだけでなく、体内動態との相関やその結果の製剤特性に基づく考察ならびに調査を行った

点で、PLA-PEG NP の医薬品開発への応用に有益な基礎的情報を提供するものであると考え

る。 
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第2 章 Stereocomplex 形成 PLA-PEGナノパーティクルの製剤特性及び

体内動態に及ぼす良溶媒中のイオン強度と総流速の影響 

 

2.1 緒言 

第 1 章では、PLA-PEG の原料特性に注目し、その結晶性、分子量が製剤特性ならびに体内

動態に及ぼす影響を調査した。一連の検討で、D-lactide から構成される PDLA-PEG と L-

lactide から構成される PLLA-PEG の等モル混合物である stereocomplex を形成する SC-PEG 

NP が、表面 PEG 密度ならびに、PLA-PEG NP 表面への TAM の吸着を低減し、PLA-PEG 

NP ならびに TAM の血中滞留性を向上することを明らかとした。 

先述の通り、NP 型 DDS 製剤に関するガイドライン、リフレクションペーパーが各国当局

から発刊され、規制面での整備も同様に進んでいる。(15-17)これらガイドラインの中では、

先に述べた製剤の特性解析結果に基づき、有効性安全性に関わる特性を重要品質特性 

(CQA) として同定し、その管理戦略を策定することが要求されている。さらに、NP の製造

法と製造パラメータが NP の製剤特性に影響を及ぼすことが報告されており (56, 57)、CQA

に影響を及ぼす製造パラメータを重要工程パラメータとして管理する必要がある。(14) ま

た、開発過程において、製造工程への理解を深め、NP の製剤特性への影響について考察

し、再現性が高く、特性制御幅の広い工程を設計することが推奨される。(58) しかしなが

ら、製剤特性に及ぼす工程パラメータの影響については、報告がなされているものの、製剤

特性評価項目について、体系的に評価しているものはほとんど存在していない。さらに、製

剤特性に及ぼす工程パラメータの影響とその PK プロファイルや組織分布に関して調査した

報告は限られている。(59) 

このような背景に基づき、著者は、SC-PEG NP の製法について、製剤特性に工程パラメー

タが及ぼす影響を解明し、製剤特性の制御幅の広い方法論を開発することを目的として、検

討を行った。製法については、従来のバッチ式の調製法と比較して、再現性の高い製法とし

て報告されている連続的貧溶媒析出法を選択した。(60, 61) その混合機構に関しては、NP 型

DDS 製剤の作製法で汎用されている T-junction を選定した。(62, 63) 連続的貧溶媒析出法に

おいて、これまでに温度、総流速 (TFR)、等の工程パラメータが製剤特性に影響を及ぼすこ

とが報告されている。(61, 64) 著者は、これらの工程パラメータに加えて、良溶媒中で PLA-

PEG の会合状態を制御することを目的に、臭化リチウム (LiBr) を良溶媒中に添加し、その

濃度が製剤特性に及ぼす影響を検証した。LiBr は合成高分子の分析において、低濃度で高分

子の分散状態を改善することが古くから報告されている。(65, 66) しかしながら、NP 型

DDS 製剤の調製過程において、LiBr を使用したという報告はなされていない。また、調製

時の温度は、原料特性に立脚し、PLA-PEG の PEG ドメインの融解温度を指標として、検討

ならびに設定を行った。すなわち、工程パラメータである温度、TFR、良溶媒中の LiBr 濃度

を変動させて作製した SC-PEG NP の製剤特性を 1H-NMR、SEC-MALS、DLS 等の詳細な特

性解析法により解析し、製剤特性に及ぼす工程パラメータの影響と製法の再現性ならびに特

性制御幅の広さについて検証した。最終的に、異なる工程パラメータで作製した異なる製剤

特性を示す SC-PEG NP の体内動態を解析し、製剤特性ならびに体内動態に及ぼす工程パラ
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メータの影響を考察した。調製法の理解のために、Figure 16 に第 2 章における NP の調製法

の概略を示す。 

 

Figure 16 The schematic representation of the nanoparticle preparation. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 1) 

 

2.2 結果 

2.2.1 PDLA-PEGと PLLA-PEGの合成と特性解析 

Table 5 に合成した PDLA-PEG と PLLA-PEG の Mnと PdIuniを示し、Figure 17B, C に 1H-

NMR スペクトルを示す。PLA ドメインの Mnは約 12,000 となり、理論値と一致した。PdIuni

は 2 より小さく、SEC-RI のクロマトグラムも単峰性であった。(Figure 17A) 

 

Table 5 Number-based molecular weight and polydispersity index of synthesized PLA-PEG unimer 

Unimers Mn PEG (g/mole) Mn PLA (g/mole) * PdIuni ** 

PDLA-PEG 5000 12007 1.78 

PLLA-PEG 5000 12497 1.82 

*: Mn calculated by 1H-NMR, **: PdI calculated by SEC–RI. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Table 1) 
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Figure 17 Size-exclusion chromatography–refractive index (SEC–RI) chromatogram and 1H-NMR 

spectra of PLA-PEG unimers. Panel A indicates SEC–RI chromatograms. The dotted and dashed lines 

indicate L-lactide base PLA-PEG unimer and D-lactide-based PLA-PEG unimer, respectively. Panels B 

and C are 1H-NMR plots of L-lactide base PLA-PEG unimer and D-lactide-based PLA-PEG unimer, 

respectively. The following chemical shifts were assigned: 3.31 ppm, CH3O of methoxy polyethylene 

glycol; 3.64 ppm, (CH2-CH2-O) n of methoxy-polyethylene glycol; 5.18 ppm, CH of polylactide; and 

1.60 ppm, CH3 of polylactide. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure S1) 

 

Figure 18 に PDLA-PEG と PLLA-PEG の示差走査熱分析 (DSC) の熱流束‐温度プロットを

示す。10 °C から 160 °C に昇温する過程において、50 °C 付近に PEG ドメインの融解に起因

する吸熱ピーク (下に凸) を PDLA-PEG ならびに PLLA-PEG で認めた。その後、温度を上昇

させたところ、PDLA-PEG では 139 °C、PLLA-PEG では 153 °C に PLA の融解に起因する吸

熱ピークを認めた。(Figure 18A , Table 6) 160 °C から 10 °C に降温する過程においては、

PDLA-PEG では 97 °C、PLLA-PEG では 119 °C に PLA の結晶化に起因する発熱ピーク (上に

凸) を認めた。その後、温度を降下させたところ、25 °C 付近に PEG ドメインの結晶化に起

因する吸熱性のピークを PDLA-PEG ならびに PLLA-PEG で認めた。(Figure 18B, Table 6) 
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Figure 18 DSC plot of PDLA-PEG and PLLA-PEG. In panels A and B, the total heat flow was plotted 

as a function of temperature when the temperature was raised from 10 °C to 160 °C (A) and lowered 

from 160 °C to 10 °C (B). The dotted line and dashed line indicate heat flow of PDLA-PEG and PLLA-

PEG, respectively. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 2) 

 

Table 6 Melting temperature (Tm) and crystalline temperature (Tc) of synthesized PLA-PEG 

characterized by differential scanning calorimetry. 

Unimers PEG Tm (°C) PEG Tc (°C) PLA Tm (°C) PLA Tc (°C) 

PDLA-PEG 48.0 ± 2.0 25.2 ± 0.6 139 ± 0.2 96.7 ± 0.1 

PLLA-PEG 46.4 ± 0.8 21.7 ± 0.1 153 ± 0.5 119 ± 0.1 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Table 2) 

 

2.2.2 異なる温度で作製した SC-PEG NP の製剤特性 

SC-PEG NP の調製温度について、35 °C (NPprep. 35°C) ならびに 65 °C (NPprep. 65°C) にて調製し、

その物理化学的特性を DLS, SEC-MALS, 1H-NMR により解析した。NPprep. 35°Cならびに NPprep. 

65°Cの Dhは同程度であったが、PdINPは NPprep. 35°Cにおいて単分散とされる 0.2 より小さい値で

はあるが、0.17 と有意に増大した。(Figure 19A) さらに、SEC-MALS を使用した粒子径分布

解析では、NPprep. 35°Cにおいて、Rgが大きく粗大な粒子画分が存在しており、多分散であるこ

とを確認した。(Figure 19B) 表面 PEG 密度を解析したところ、NPprep. 35°Cでは、NPprep. 65°Cと比

較して 6.7 分子/ 100 nm2から 4.3 分子/ 100 nm2と有意に低下した。(Figure 19C) 本結果より、

以降の検討における、SC-PEG NP の調製温度を 65 °C とした。 
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Figure 19 Characteristics of SC-PEG NPs prepared in different temperatures. Panel (A) shows the 

hydrodynamic diameters (Dh) and polydispersity index (PdINP). Solid bars and open circles indicate Dh 

(left axis) and PdINP (right axis), respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation of 

three samples. The experiments were independently performed three times; * p < 0.05 compared with 

preparation temperature 65 °C. Panel (B) represents the SEC–MALS chromatogram. Solid lines and 

dashed lines indicate NPs prepared at 35 °C and 65 °C, respectively. Left and right axis represents light 

scattering signals and gyration radius (Rg), respectively. Panel (C) shows surface PEG densities. Results 

are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were independently 

performed three times; * p < 0.05 compared with preparation temperature 65 °C. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 3) 

 

2.2.3 異なる LiBr 濃度を含有する良溶媒中での SC-PEG のコンフォメーション 

異なる濃度の LiBr を含有する DMF を移動相とする SEC-RI を用いて PDLA-PEG と PLLA-

PEG の混合物である SC-PEG の良溶媒中でのコンフォメーションを評価、推定した。(Figure 

20) LiBr を含有しない移動相においては、溶出時間 6.6 min 付近に SC-PEG の凝集物と推定さ

れるピークを認めた。一方で、20 mM LiBr を含有する移動相では、SC-PEG のクロマトグラ

ムは単峰性を示した。(溶出時間 10.1 min) LiBr の濃度を 20 mM から 100 mM、300 mM と増

大させたところ、SC-PEG のピークトップは溶出時間が早い方向にシフトしたが、すべて単峰
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性であった。Table 7 に LiBr 濃度の異なる移動相条件での、ピークトップにおけるポリエチレ

ンオキサイドに対する相対分子量 (Rel. Mp) と PdIuniを示す。100 mM LiBr ならびに 300 mM 

LiBr を含有する移動相中での Rel. Mp は 14,189 g/mole と 22,610 g/mole であり、20 mM LiBr

を含有する移動相中での 8,916 g/mole と比較して比べて、1.5～2.5 倍に増大した。300 mM LiBr

の PdIuniは 3.52 を示し、多分散であることが示唆された。 

 

 

Figure 20 Size-exclusion chromatograms of SC-PEG in solvents containing different concentrations of 

LiBr. Normalized refractive index signals were plotted as a function of retention time. The solid line, 

dotted line, dashed line, and chain line indicate DMF containing 0 mM, 20 mM, 100 mM, and 300 mM 

LiBr, respectively. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 4) 

 

Table 7 Relative molecular weight and polydispersity of SC-PEG unimer in DMF containing LiBr 

LiBr concentration 0 mM 20 mM 100 mM 300 mM 

Rel. Mp (g/mole) * 9,636 8,916 14,189 22,610 

PdIuni ** 1.86 1.11 3.52 

* Relative molecular weight of peak top. ** PdIuni cannot be calculated 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Table S1) 

 

2.2.4 異なる LiBr 濃度／TFR により調製した TAM 搭載 SC-PEG NP の特性解析 

2.2.4.1 薬物搭載量と放出特性 

Figure 21 に TAM の薬物搭載量 (Figure 21A) と DLCSPE  (Figure 21B) を示す。また、Figure 

22A に封入率を示す。300 mM LiBr を含有する良溶媒を用いた場合には、他の調製条件と比

較して有意に低い薬物搭載量、DLCSPEならびに封入率を示した。DLCSPEの値は薬物搭載量の

半分程度の値となり、TAM が表面に吸着していることが示唆された。薬物搭載量と DLCSPE
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に及ぼす TFR の影響は軽微であったが、検討した範囲内では、流速の低下とともに、薬物搭

載量と DLCSPEが増加する傾向にあった。Figure 22B に調製した SC-PEG NP からの TAM の放

出挙動を示す。300 mM LiBr を含有する良溶媒を用いて調製した SC-PEG NP は、封入率が低

値を示し、TAM濃度に対するPLA-PEG濃度の比率が他の調製条件と著しく異なることから、

放出性評価を実施しなかった。調製したすべての SC-NP は、24 時間まで直線的に放出され、

その後、48 時間まで放出が抑制された。その後、再度 96 時間まで直線的に TAM が放出さ

れた。 

 

 

Figure 21 Drug loading contents (DLC) quantified by conventional method (DLCconv., A) and solid-

phase extraction (DLCSPE, SPE) method (B). Filled bars, open bars, and hatched bars indicate flow rates 

of 8 mL/min, 3 mL/min, and 1 mL/min, respectively. Results are expressed as the mean ± standard 

deviation of three samples. The experiments were independently performed three times; * p < 0.05 to 

all other LiBr concentrations. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 5) 

 

 

Figure 22 Encapsulation efficiency (EE) and release profile of tamoxifen (TAM) from SC-PEG 
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nanoparticles (NPs). Panel A shows EE quantified by conventional method. Filled, open, and hatched 

bars indicate flow rates of 8 mL/min, 3 mL/min, and 1 mL/min, respectively. Results are expressed as 

the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were independently performed three 

times; *p < 0.05. Panel B shows release profile of TAM from NPs prepared by different process 

conditions. Closed, open, and hatched symbols indicate flow rates of 8 mL/min, 3 mL/min, and 1 

mL/min, respectively. Circle, triangle, and square symbols indicate LiBr concentrations of 0 mM, 20 

mM, and 100 mM, respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. 

The experiments were independently performed three times. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure S2) 

 

2.2.4.2 異なる工程パラメータで作製した SC-PEG NP の Dh，PdINPならびに表面 PEG 密度  

Figure 23A、B に Dh ならびに PdINP を示す。LiBr 濃度と TFR を変動させた場合の、Dh は

54~122 nm を示した。PdINPは 0.2 以下となり作製した SC-PEG NP はすべて単分散であった。 

LiBr 濃度と TFR の交互作用に関して、Dhと PdINP それぞれについて、応答曲面法を用いて

評価した。交互作用とは、工程パラメータのそれぞれの変動が、ある製剤特性に対して、影

響を及ぼしあっている状態を指す。Figure 24A、B に Dhと PdINPの応答曲面を示す。応答曲面

は、2 次モデルにより解析した。Dhに対する F 値は 115, p = 3.0 × 10-17を示し、PdINPに対する

F 値は 12.0, p = 1.9 × 10-5を示したことから、解析した両モデルが統計学的に有意であること

が示された。また、相関係数 (R2) は Dhでは 0.91、PdINPでは 0.53 となった。以上から、LiBr

濃度と TFR には相反する交互作用が存在し、Dh と PdINP は LiBr 濃度を増加させるまたは、

TFR を減少させることで増大することが示された。 

Figure 24C には、Dhと表面 PEG 密度の相関関係を示す。R2値は 0.64 となり、2 つの製剤特

性値は、強い相関を示した。表面 PEG 密度については、Dhと同様の傾向を示し、6.7~16.6 分

子/ 100 nm2となった。(Figure 23C) これらの結果は、TFR の増大や LiBr 濃度の減少が、Dhを

小さくすることで、表面 PEG 密度を減少させていることを示している。 

Figure 24D に調製した SC-PEG NP の凍結乾燥後の形態について、フィールドエミッション

走査型電子顕微鏡 (FE-SEM) により観察した典型例を示す。調製した NP は、球状であるこ

とが確認できた。Figure 24D 下図は調製条件として、100 mM LiBr/ TFR 3 mL/min として調製

した SC-PEG NP の形態を示し、Figure 24D 上図は 20 mM LiBr/ TFR 8 mL/min として調製した

SC-PEG NP の形態を示す。100 mM LiBr/ TFR 3 mL/min として調製した SC-PEG NP では、1 次

粒子が大きいことを確認した。 
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Figure 23 Hydrodynamic diameters (Dh), polydispersity index (PdINP), surface PEG densities, and 

surface PEG contents of SC-PEG nanoparticles (NPs) prepared by different process conditions. Panels 

A, B, C, and D show Dh, PdINP, surface PEG densities, and surface PEG contents of SC-PEG NPs, 

respectively. Filled, open, and hatched bars indicate flow rates of 8 mL/min, 3 mL/min, and 1 mL/min, 

respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments 

were independently performed three times. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure S3) 
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Figure 24 Response surface of hydrodynamic diameters (Dh) and polydispersity (PdINP) of nanoparticles 

(NPs), relationship between Dh and surface PEG densities, and FE-SEM image of lyophilized NPs. 

Panels (A) and (B) show the response surface of Dh and PdINP, respectively. Circle symbols indicate 

individual values. Response surfaces were fitted by quadratic models. Panel (C) indicates surface PEG 

densities plotted as a function of Dh. Closed, open, and hatched symbols indicate TFRs of 8 mL/min, 3 

mL/min, and 1 mL/min, respectively. Circles, triangles, squares, and diamonds indicate LiBr 

concentrations = 0 mM, 20 mM, 100 mM, and 300 mM, respectively. Results are expressed as the mean 

± standard deviation of three samples. Correlation curves were fitted by a linear model using the least 

squares method. Panel (D) shows the FE-SEM image magnified 100,000 times. The upper panels show 

morphologies of lyophilized NPs prepared with 20 mM LiBr/TFR 8 mL/min. The lower panel shows 

the morphology of lyophilized NPs prepared with 100 mM LiBr/TFR 3 mL/min. Bars represent 100 nm 

scales. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 6) 

 

2.2.4.3 凍結乾燥した SC-PEG NP の PLA ドメインの Tm 

Figure 25 に異なる工程パラメータで作製した SC-PEG NP を凍結乾燥した後に DSC より評

価した際の PLA ドメインの Tmを示す。TFR が異なる場合には、PLA ドメインの Tmは変化し
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なかった。LiBr 濃度に着目すると、300 mM LiBr を添加した場合にのみ、PLA ドメインの Tm

が 2～3 °C 有意に上昇した。 

 

Figure 25 Melting temperature (Tm) of PLA domain in lyophilized SC-PEG nanoparticles (NPs) 

prepared by different processing parameters. Melting temperature of PLA domain of lyophilized SC-

PEG NPs is presented. Filled, open, and hatched bars indicate flow rates of 8 mL/min, 3 mL/min, and 1 

mL/min, respectively. Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The 

experiments were independently performed three times; *p < 0.05 compared with other LiBr 

concentrations at same total flow rate. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure S4) 

 

 

2.2.5 異なる工程パラメータにより作製した異なる表面 PEG 密度と Dhを有する SC-PEG 

NP の血漿中 PK プロファイルと組織中分布 

検証結果から、SC-PEG NP の製剤特性として、Dhと表面 PEG 密度はトレードオフの関係

にあることを明らかとした。そのため、Dhと表面 PEG 密度が異なる 2 種類の SC-PEG NP を

調製し、血漿中正規化濃度プロファイルと組織分布を評価した。一方は、Dh：61 nm、表面

PEG 密度：7.90 molecules/ 100 nm2 とした SC-PEG NP (NPSparese-Small) であり、工程パラメータ

は 20 mM LiBr/ TFR 8 mL/min として調製した。もう一方は、Dh：105 nm、表面 PEG 密度：

16.6 molecules/ 100 nm2 とした SC-PEG NP (NPDensee-Large) であり、工程パラメータは 100 mM 

LiBr/ TFR 3 mL/min として調製した。 

Figure 26 に、製剤特性の異なる 2 種類の SC-PEG NP をマウスに投与した際の PK プロファ

イルを示す。また、Table 8 に 111In-SC-PEG NP と 14C-TAM の血漿中正規化濃度プロファイル

から算出した PK パラメータを示す。NPDensee-Largeの 111In-SC-PEG NP ならびに 14C-TAM の血

漿中正規化濃度と AUC、初期濃度 (C0) ならびに消失相の半減期 (T1/2β) は NPSparese-Smallと比

較して AUC で 1.2 倍、C0で 1.1 倍、T1/2βで 1.1～1.2 倍程度高値を示した。(Figure 26A, D, 

Table 8) また、分布容積、全身クリアランス (CLtot) についても、NPDensee-Largeでは、NPSparese-
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Smallと比較して 10～25％程度低値を示した。分布相の半減期 (T1/2α)  については、111In-SC-

PEG NP と 14C-TAM ともに、両 SC-PEG NP 投与群間で差を認めなかった。 

111In-SC-PEG NP ならびに 14C-TAM の肝臓、脾臓中における正規化濃度―時間プロファイル

を Figure 26B, C, E, F に示す。肝臓においては、111In-SC-PEG NP ならびに 14C-TAM の両方に

おいて、NPSparese-Small と比較し、NPDensee-Largeの移行量が 10％程度有意に低い結果となった。

脾臓についても肝臓と同様の傾向を示したものの、両群間で有意な差を認めなかった。 

 

 

Figure 26 Pharmacokinetics and tissue distributions of 14C-TAM-loaded 111In-SC-PEG nanoparticles 

(NPs). Panels (A), (B), and (C) show normalized plasma concentration, liver distributions, and spleen 

distributions of 111In-SC-PEG NPs, respectively. Panels (D), (E), and (F) show normalized plasma 

concentration, liver distributions, and spleen distributions of 14C-TAM, respectively. Filled triangles and 

open squares indicate SC-PEG NPs prepared by LiBr 100 mM at a flow rate of 3 mL/min, and LiBr 20 

mM at a flow rate of 8 mL/min, respectively. Solid lines and dashed lines in panels A and D, respectively, 

indicate two-compartment model fitted curves. Results are expressed as mean ± standard deviation of 

three mice: * p < 0.05 compared to SC-PEG NPs prepared by LiBr 100 mM at a flow rate of 3 mL/min. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 7) 
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Table 8 Pharmacokinetics parameters of PEGSmall-Sparse NPs and PEGLarge-Dense NPs. 

 
Plasma AUC * 

(hr *% of dose/mL) 

T 1/2 α** 

(min) 

T 1/2 β ** 

(min) 

CLtot ** 

(mL/min) 

Vd ** 

(mL) 

C0 ** 

(% of dose/ mL) 

111In-SC-PEG 

NPLarge-Dense 640 0.374 10.5 0.133 1.95 88.9 

NPSmall-Sparse 497 0.416 9.67 0.184 2.45 80.1 

14C-TAM 

NPLarge-Dense 441 0.570 11.7 0.179 2.89 61.8 

NPSmall-Sparse 362 0.343 8.35 0.262 3.06 55.6 

* Calculated using the trapezoidal method. The mean values of the three mice with normalized plasma 

concentrations were used. **: Calculated by the two-compartment model. The mean values of the 

three mice with normalized plasma concentrations were used. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Table 3) 

 

2.3 考察 

2.3.1 SC-PEG NP の製剤特性に及ぼす調製温度の影響 

SC-PEG NP の調製温度は、PdINPと表面 PEG 密度に影響した。(Figure 19) 本結果は、DSC

を使用した熱分析結果が示すように、PLA-PEG の PEG ドメインのコンフォメーション、運

動性が温度によって変化したためと考えられる。(Figure 18) PDLA-PEG ならびに PLLA-PEG

の PEG ドメインの Tmはそれぞれ 48.0 °C ならびに 46.4 °C であった。(Figure 18A, Table 6) 

PEG ドメインの Tmよりも低い調製温度において、PEG ドメインの分子運動性が部分的に低

下するため、良溶媒と十分に相互作用することが出来ず、PLA-PEG が良溶媒中で部分的に

凝集したためと推察された。35 °C で調製する過程において、PDLA-PEG と PLLA-PEG を良

溶媒に溶解させた溶状は澄明であり、凝集体などは目視で確認出来なかったため、ミクロな

スケールで PEG ドメインの一部が、PLA のコア部分に埋もれて溶解、分散していることが

推察される。以上の理由から、NPprep. 35 °C の粒子径分布が多分散となり、NPprep. 65 °Cと比較し

て表面 PEG 密度が低下したと考察した。これまでの報告では、di-block 型のブロック共重合

体において、バルク状態の PEG 鎖のコンフォメーションはその結晶化温度によって変化す

ることが報告されている。(67, 68) さらに、PLA-PEG NP や PLGA-PEG NP を貧溶媒析出法

で作製した場合には、PEG 鎖がそのコアに埋もれることも報告されていることから (44, 

45)、本考察とも整合するものであると考えられる。 

 

2.3.2 LiBr 濃度と TFR の制御による SC-PEG NP の製剤特性変動 

SC-PEG のコンフォメーションは良溶媒中の LiBr の濃度によって変化した。(Figure 20) こ

れまでの報告でも、LiBr は高分子の溶液中でのコンフォメーションを変化させることが報告

されている。(65, 66) 本章における検討結果も、これらの報告と一致している。LiBr を 20 

mM 添加する条件においては、LiBr は SC-PEG の疎水性ドメイン同士の相互作用を抑制した
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結果、分散状態を改善したと推察される。これまでの報告において、LiBr の添加が高分子の

双極子モーメントを遮蔽することにより、分散状態を改善することが報告されており、今回

の結果はこれまでの報告と整合する。(69) 一方で、LiBr を 100 mM 以上添加した場合には、

塩析効果により良溶媒中で SC-PEG の疎水ドメイン同士が会合したと推察される。塩析によ

り、良溶媒中での Nassが増大した結果、SC-PEG NP の粒子径が増大したと推察される。これ

までの報告においても、LiBr 濃度の増加は、高分子―高分子間の相互作用を増大することが

報告されている。(70) さらに、会合性分子であるリグニンを用いた貧溶媒析出法によるナノ

粒子作製においても、イオン強度と pH によって溶液中でのリグニンの構造が変化すること

が報告されている。(71) 以上から、本結果は、これまでの報告と整合すると考えられる。

TFR に着目すると、これまでの報告では、貧溶媒析出法では、高い TFR または、高い

Reynolds 数による混合は、NP の粒子径を小さくすることが報告されている。(72-74) ここ

で、Reynolds 数とは、流体混合の粘性と慣性力の支配度合を示す指標であり、混合速度が速

いほど大きくなる数値である。報告されている結果は、TFR が大きい場合、良溶媒が素早く

拡散するため、疎水ドメインに働く疎水化効果が小さくなり会合数が減少するため、粒子径

が小さくなると推定される。本章の結果は、これらの報告とも整合する。 

本章で検証した LiBr の良溶媒中での濃度と、TFR を変化させることを組み合わせることで

NP の製剤特性を制御する方法においては、LiBr 濃度が高く、TFR が小さい場合において、

Dhと PdINPが増大することを明らかとした。ただし、検証した範囲における PdINPの絶対値

は単分散とされる 0.2 以下となった。従って、本章で検証した 2 つの工程の工程パラメータ

を変動させる方法は、LiBr 濃度の変動のみまたは TFR の変動のみといった単一の工程パラ

メータの変動と比較し、より広い範囲で単分散な状態を保ったまま、Dhを制御可能な方法で

あると考えられる。 

SC-PEG NP の表面 PEG 密度は Dhとトレードオフの関係であることを解明した。(Figure 

24C) 本結果は、Dhの減少に伴って SC-PEG NP の比表面積は増大することから合理的な結果

であると考えられる。SC-PEG 中の PEG 鎖が SC-PEG NP の表面へ露出している割合を表面

PEG 含量として定義したが、検証した作製条件においては、表面 PEG 含量は同程度であっ

た。すなわち、表面に移行する PEG ドメインの割合は変化せず、表面積のみが変動因子と

なったため、Dhと表面 PEG 密度が良く相関したと考えられる。(Figure 24C) これまでの報

告においては、ブロック共重合体に疎水性のホモポリマーを添加することによって表面 PEG

密度を制御する方法を採用し、Dhを増大、比表面積を低減させ、表面 PEG 密度を増大させ

ている。(75) 本章での検証結果は、比表面積が表面 PEG 密度の制御因子であるという点

で、これまでの報告と整合している。 

ここまでの結果をまとめると、次に示すメカニズムで 2 つの工程パラメータは SC-PEG NP

の製剤特性を変動させたと推察される。LiBr の良溶媒中での濃度増加は、SC-PEG の良溶媒

中での会合を促進する。また、TFR の低減は、良溶媒の拡散速度を低減する。これらの工程

パラメータの変化は、SC-PEG の会合数を増大させ、SC-PEG NP の Dhを増大させる。一方

で、表面 PEG 含量には影響せず、比表面積が低減することで、SC-PEG NP の表面 PEG 密度

は増大したと推察された。 
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他方、TAM の封入に着目すると、300 mM LiBr の添加は、DLCconv.ならびに DLCSPEを有意

に低下させる。また、搭載した TAM の約半量は SC-PEG NP の表面に吸着していることが示

唆される。(Figure 21) 本結果については、貧溶媒析出法における NP の形成機構と TAM の

溶解度から説明可能であると考えられる。これまでの報告では、貧溶媒析出法は、次の 3 つ

の過程を経て、NP が形成されることが報告されている。(45) 

i.   良溶媒の拡散による、溶質の過飽和。 

ii.  過飽和のブレイクによる核形成。 

iii.  核の成長と、速度論的な会合の停止。 

300 mM LiBr を添加した場合に、良溶媒中では、その見かけの相対分子量は、20 mM LiBr

の 2.5 倍まで増大することが明らかとなった。(Figure 20 and Table 7) 本結果は、溶質である

SC-PEG の過飽和の維持時間と核の成長時間が短縮されることが想定される。一方で、0～30 

mM LiBr を含有する 10% DMF 水溶液中、すなわち良溶媒と貧溶媒を混合後の溶液組成にお

ける TAM の溶解度に LiBr の濃度依存的な変化はなく、すべての条件において、検出下限以

下であったことから、TAM 自身の過飽和維持時間、核成長時間は LiBr 濃度によって変化し

ていないことが推察される。さらに、SC-PEG NP を凍結乾燥し、その疎水ドメインの Tmを

評価したところ、300 mM LiBr を良溶媒に添加し調製した SC-PEG NP の Tm はその他の調製

条件の Tmよりも有意に高い結果となった。(Figure 25) 以上の結果から、300 mM LiBr を使

用して調製した SC-PEG NP において、TAM の薬物搭載量が低値を示した理由として、SC-

PEG の良溶媒中での会合度が増加したため、析出過程において、TAM が封入されるよりも

先に PLA の結晶性が向上し、疎水化ドメインへの TAM への封入効率が低下したと推察し

た。 

また、約半分の TAM が SC-PEG NP の表面に吸着している点についても、TAM の放出試験

からその結果の妥当性が示されている。(Figure 22B) 試験後 24 時間までは、表面に吸着し

た TAM が放出しており、その後、48 時間から 96 時間においては、内包されている TAM

が放出していると推察される。本結果は、PLGA-PEG NP からの疎水性薬物の放出挙動が、

二相性を示しているこれまでの報告を再現していることからも妥当であると考えられる。

(76) 

 

2.3.3 異なる工程パラメータで作製した SC-PEG NP の PK プロファイル，組織分布 

111In-SC-PEG NP と 14C-TAM の血漿中濃度推移は 2-コンパートメントモデルに従った。

(Figure 26) これは、投与初期において、細網内皮系や貪食細胞をはじめとするクリアラン

スシステムへ分布が起こり、飽和したためと推察される。NPDense-Largeは NPSparse-Smallと比較

して、 111In-SC-PEG NP と 14C-TAM の血漿中放射活性―時間 AUC は増大し、肝臓と脾臓へ

の移行量は、低下した。(Figure 26, Table 8) 本結果は、表面 PEG 密度が高いことが寄与し

ていると考えられる。表面 PEG 密度が高いことで、PLA の疎水表面が覆われ、血漿中から

のクリアランスを低減し、肝臓、脾臓への移行量が低減したと推察される。これまでの研

究においても、表面 PEG 密度が高い NP は、プロテインコロナと呼ばれる、NP の周辺へ
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のタンパク質の吸着を抑制し、血中からのクリアランスを抑制することが。報告されてい

る。(75, 77) 

粒子径については、 NPDense-Largeと NPSparse-Smallでは、61 nm と 105 nm であり、この差は、

RES のような貪食機構への認識に重要でないとの報告もなされている。(75, 78) 一方で、

RES の認識に対する NP の粒子径依存性も報告されている。(79, 80) これら報告の矛盾点

は、主に 2 つの要因に起因すると考えられる。1 つは、肝臓における生理学的な血管構造で

ある。マウス肝臓における有窓内皮の開口は 150 nm 程度であることが報告されている。(81) 

本章における SC-PEG NP の Dhはこの開口部よりも小さいため、作製した SC-PEG NP は、

有窓内皮を通過し、RES による認識を回避したと考えられる。2 つ目は、プロテインコロナ

の形成である。プロテインコロナが形成した NP は、RES による認識を受けやすくなること

が報告されている。(82) これまでの報告は、Dhと表面 PEG 密度の交互作用を考慮もしくは

評価していないものがほとんどであるため、Dhと組織移行性に関して、矛盾する結果が報告

されていると考えられる。本章での検討においては、それらの交互作用を評価、解明し、体

内動態に与える影響を検証した。NPSparse-Smallにおいては、その疎水表面にタンパク質が吸着

し、その結果、RES が存在する肝臓や脾臓への分布が増加したと推察される。Dhと表面

PEG 密度の影響を明確とするためには、どちらかの因子を固定した検証が必要であると考え

られる。これまでに、NP の粒子径と表面 PEG 密度をそれぞれ変更し、体内動態への影響を

確認している報告では、粒子径の影響よりも、表面 PEG 密度の影響が大きくなることが示

唆されている。(75) 以上から、表面 PEG 密度の影響を強く受けた可能性が考えられた。本

章での結果は、SC-PEG NP の製剤特性、特に表面 PEG 密度が血漿中からのクリアランスと

肝臓、脾臓へのクリアランスに影響することを示唆している。以上から、表面 PEG 密度

が、潜在的な CQA となる可能性があることを明らかとした。 

 

2.4 小括 

Figure 27 に本章での検証結果の小括を図示した。本章では、SC-PEG NP の製剤特性を適切

に制御する方法として、一般的なプロセスパラメータである温度や TFR に加えて、新た

に、良溶媒中への LiBr の添加を検証した。プロセス中の温度を PEG ドメインの Tmより高

温とした場合に、SC-PEG NP の粒子径分布は均一となり、表面 PEG 密度も増大した。LiBr

の良溶媒への添加においては、LiBr の濃度依存的に、SC-PEG が会合し、その結果として、

SC-PEG NP の Dhは増大した。LiBr の良溶媒への添加と、TFR の制御により、表面 PEG 密

度を Dhの変化に伴う比表面積の変動によって広範囲に制御可能であることを明らかとし

た。一方で、300 mM LiBr の添加は、TAM の封入率を低下させることが明らかとなった。最

後に、工程パラメータを 20 mM LiBr／TFR 8 mL/min または、100 mM LiBr／TFR 3 mL/min

として作製した SC-PEG NP の PK プロファイルと組織中分布は、100 mM LiBr／TFR 3 

mL/min として作製した SC-PEGNP において高い血漿中 AUC、低い肝臓、脾臓中分布を示し

た。以上の結果から、本章で検証した温度、TFR、良溶媒中 LiBr の工程パラメータを組み合

わせることで、SC-PEG NP の Dhならびに表面 PEG 密度を広範囲に制御可能であることを解

明した。さらに、作製時の工程パラメータの異なる SC-PEG NP の PK プロファイルと組織
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中分布が変化することも合わせて明らかとした。本章での検証結果は、PLA-PEG NP の製剤

特性の制御幅の広い製法設定ならびに重要品質特性の制御に向けて有益な基礎的知見を提供

すると考えられる。 

 

Figure 27 Schematic summary of the relationship between process parameters in the preparation of NPs. 

(Ogawa et. al., Pharmaceutics., 2022, 14, 568, Figure 8)  
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第3 章 骨指向性 PLA-PEG ナノパーティクルの設計ならびに表面特性制

御による保存安定性及び血清耐性の改善 
 

3.1 緒言 

Active targeting 型の NP についても、近年その研究開発が活発化しており、基礎研究をはじ

め、多くの報告がなされている、(9-11)  Active targeting 型の NP は、その表面に標的化素子

を修飾したものが一般的であり、標的化素子としては、抗体、ペプチド、核酸、低分子化合物

などが使用され、標的臓器、標的細胞または標的分子に対して結合特異性を持つものが汎用

される。これら active targeting 型の NP は、標的外臓器への分布を低減し、標的臓器もしくは、

細胞への分布を増大させることで、有効性、安全性の高い治療を達成する。(83, 84) 多くの非

臨床試験における active targeting 型 NP に関する報告と有望な結果が示されている一方で、臨

床試験に進んでいるものの数は限られている。(9, 10)  

第 2 章でも触れたが“プロテインコロナ”という概念が提唱され、近年その研究が盛んにお

こなわれている。プロテインコロナは生体媒体 すなわち血清や間質液中において、NP の周

辺にタンパク質が吸着する現象を指す。薬物動態学的な観点では、プロテインコロナが形成

した NP は、組織移行性が変化することも報告されている。(85-87) 高分子型 NP においても、

プロテインコロナの形成により NP は、血中から速やかにクリアランスされ、肝臓、脾臓への

分布を増大させることが報告されている。(76, 88) 他方で、active targeting 型 NP に及ぼすプ

ロテインコロナの影響を考えた場合、プロテインコロナは、NP 表面の標的化素子を被覆、遮

蔽し、結合活性を低下させることも報告されている。(89, 90) Active targeting においては、血

中からのクリアランスと標的への親和性のバランスが、重要であることが報告されているた

め (91, 92)、NP へのプロテインコロナの形成を低減させることは、targeting 効率を向上させ

ることに直結すると考えられる。さらに、規制面からプロテインコロナを考えた場合、各国

当局から発刊されている NP 型 DDS 製剤の開発に関するガイドラインの中でも、血清耐性の

評価が要求、推奨されており、血清中における NP の挙動評価は、製剤特性の解析や保存安定

性評価と同様に医薬品開発及び規制面においても重要となっている。(15-17)  

第 1 章ならびに第 2 章では、TAM を搭載した SC-PEG NP がその結晶性に起因して、良好な

表面 PEG 密度を示し、その結果、血漿中クリアランスを低減することを明らかとしてきた。

また、著者の所属する京都薬科大学 薬剤学分野では、アミノ酸誘導体を用いた酸性ペプチド

素子を用いた効率的な骨標的化システムの開発に取り組んできた。(93-95) そこで、本章では、

active targeting 型 NP のプロテインコロナ形成及び保存安定性に及ぼす表面特性の影響を評価

し、標的指向化システムを最適化することを目的に検討を行った。最適化の方法として、次

の 2 つを検証した。一つ目は、NP の比表面積の低減を目的として、stereocomplex を形成する

疎水性 PLA ホモポリマーを SC-PEG NP の作製工程において良溶媒中に添加し、疎水コアの

サイズ増大を指向した。二つ目は、プロテインコロナの形成を低減する新たな標的化素子の

デザインである。NP の表面を双性イオン性の官能基や高分子、すなわち同一分子内にアニオ

ン性の官能基とカチオン性の官能基を両方有するもので被覆することで、プロテインコロナ

の形成を低減する報告がなされている。(96, 97) しかし、標的指向化素子そのものを双性イオ
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ン化する方法は、これまでに検証されていない。著者は、骨の主要構成成分であるハイドロ

キシアパタイト (HAP) に結合することが報告されているアミノ酸を基盤とする標的化素子

として、オリゴアスパラギン酸に着目した。(98-100) オリゴアスパラギン酸の一種であるオ

クタアスパラギン酸 (D8) について、イオン性の異なる二つの誘導体を用いて検証を行った。

一方は、D8 にグリシン (G) 8 残基とシステイン (C) を結合した D8G8C で、アニオン性誘導

体 (Ani. pep.) とした。もう一方は、D8 にリシン (K) 8 残基と C を結合した D8K8C で、双性

イオン誘導体 (Zwi. pep.) とした。これらのペプチド誘導体をチオール－マレイミドによるマ

イケル付加を用いて SC-PEG NP の表面に任意の割合で修飾した。作製した骨標的化ペプチド

素子修飾 SC-PEG NP について、構築した特性解析手法を用いて、構造パラメータを解析し、

保存安定性とプロテインコロナ形成に及ぼす構造パラメータの影響を解析した。さらに、血

清存在下での HAP への結合活性と TAM の放出についても評価し、active targeting 型デリバリ

ーシステムの最適化を行った。一連の検証により、active targeting 型 PLA-PEG NP の血清耐性

と保存安定性に影響を及ぼす製剤特性を解明した。 

 

3.2 結果 

3.2.1 PLA-PEG-Maleimide (PDLA-PEG-Mal ならびに PLLA-PEG-Mal) と PLA ホモポリ

マー (PDLA ならびに PLLA) の合成 

合成した PDLA-PEG-Mal ならびに PLLA-PEG-Mal の Mn とマレイミド残基の導入効率を

Table 9 に示す。また、1H-NMR スペクトルを Figure 28A と Figure 28B に示す。PLA の Mnは

理論値を示し、マレイミド残基の導入もほぼすべての PLA-PEG に導入されていることを確認

した。 

PLA ホモポリマーの SEC-RI クロマトグラムを Figure 28C に示す。合成したホモポリマーは

単峰性であることが確認された。 

 

Table 9 Molecular weight and maleimide conjugation efficiency of synthesized PLA-PEG-Mal 

 
Mn a Maleimide conjugation efficiency a 

PEG PLA % 

PDLA-PEG-Mal 5000 12109 102 

PLLA-PEG-Mal 5000 12545 95.0 

a: Calculated by 1H-NMR 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Table S1) 
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Figure 28 Characterization of synthesized polymers. 

Figure 28A and B show 1H-NMR spectra of PDLA-PEG-Mal and PLLA-PEG-Mal. The following 

chemical shifts were assigned: (a) 3.64 ppm, (CH2-CH2-O)n of polyethylene glycol; (b) 1.60 ppm, CH3 

of polylactide; (c) 5.18 ppm, CH of polylactide; and (d) 6.70 ppm, HC=CH of maleimide. Figure 28C 

shows the SEC-RI chromatograms of the PDLA homopolymer (dotted line) and PLLA homopolymer 

(dashed line). 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure S2) 

 

3.2.2 SC-PEG NP の製剤特性に及ぼす PLA ホモポリマー添加の影響 

Table 10 に PLA ホモポリマーを添加して調製した SC-PEG NP (NPPLA/PLA-PEG) ならびに添加

せずに調製した SC-PEG NP (NPPLA-PEG) の製剤特性値を示す。NPPLA/PLA-PEGの TAM の封入率、

DLC ならびに Dhは NPPLA-PEGと比較して有意に高い値を示した。PdI は 0.2 以下となり、いず

れの NP も単分散となった。形状比である Rg/Rh比は NPPLA/PLA-PEGで有意に小さくなり、NPPLA-

PEG と比較しコンパクトな構造となっていることが確認された。表面 PEG 密度は、NPPLA/PLA-

PEGにおいて有意に高い値を示した。(Figure 29A) NP へのタンパク質の吸着量、すなわちプロ

テインコロナは、NPPLA/PLA-PEGでは、NPPLA-PEGと比較し低値を示した。(Figure 29B) さらに、
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マウス血清中における TAM の初期放出量は、NPPLA/PLA-PEG において、有意に低下した。マウ

ス血清中においては、初期放出後、24 時間まで、TAM 放出は確認されなかった。(Figure 30) 

以上の結果から、以降の検討では、NPPLA/PLA-PEGを使用して、標的化素子の検討を行った。 

 

Table 10 Characteristics of prepared NPs w/ or w/o addition of PLA homopolymers 

  EE a (%) DLC b (wt%) Dh (nm) PdI Rg/Rh 
c 

NPPLA-PEG 30.9±4.2 3.85±0.36 51.3±0.3 0.174±0.02 0.793±0.04 

NPPLA/PLA-PEG 42.1±3.7* 5.73±1.29 119±1.5* 0.166±0.00 0.716±0.01* 

Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. 

a: Encapsulation efficiency, b: Drug loading contents, and c: Rh were measured by DLS. Rh=Dh/2, *: 

p<0.05 compared with NPPLA-PEG. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Table 1) 
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Figure 29 Surface PEG densities of prepared NPs and serum compatibilities.  

Figure 29A, B, and C show surface PEG densities, normalized adsorbed proteins on the surface of NPs, 

and TAM initial release in the murine serum, respectively. Results are expressed as the mean ± standard 

deviation of three samples. The experiments were performed independently three times; *p < 0.05 

compared with NPPLA-PEG. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 1) 
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Figure 30 Release profiles of TAM in the murine serum. The symbols indicate closed circle: NPs with 

PLA homopolymers (NPPLA/PLA-PEG) and an open circle: NPs without PLA homopolymers (NPPLA-PEG). 

Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were 

performed independently three times. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure S3) 

 

3.2.3 NPPLA/PLA-PEG表面への骨標的化ペプチド素子修飾量 

表面のマレイミド残基中に導入された骨標的化ペプチド素子の割合をペプチド修飾量 

(MC) として示す。修飾に供した表面のマレイミド残基数に対する骨標的化ペプチド素子の

モル分率に対して、MC をプロットしたものを Figure 31A に示す。Zwi pep.を修飾した場合、

70 mol%まで直線的に MC は増加し、それ以上添加しても、MC は向上しなかった。一方で、

Ani. pep.を修飾した場合、42 mol%までは直線的に増加したが、その後、MC の増大割合は低

下したものの、140 mol%のペプチド素子を添加すると Zwi.pep.と同程度の MC を示した。MC

に対して、ゼータ電位の値をプロットしたものを Figure 31B に示す。Zwi. pep.を修飾した NP 

(NPZwi) のゼータ電位は、-13.6~ -8.9 mV を示し、電気的にわずかに負に帯電もしくは中性で

あった。対照的に、Ani. pep.を修飾した NP (NPAni) のゼータ電位は、-47.8~ -12.9 mV を示し、

負電荷を帯びており、その度合いは、MC と対応していた。 
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Figure 31 Peptide-modified contents (MC) and zeta potential (ZP) of peptide-modified NPs.  

Figure 31A shows MC plotted as a function of feed peptide ratio to maleimide residues. Results are 

expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were independently 

performed three times. Figure 31B shows ZP plotted as a function of MC. Results are expressed as the 

mean ± standard deviation of three samples. The experiments were performed independently three times. 

Closed circles indicate NPs modified with anionic peptide (NPAni), and open circles indicate NPs 

modified with zwitterionic peptide (NPZwi) in both figures. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 2) 

 

3.2.4 骨標的化ペプチド素子修飾 NPPLA/PLA-PEGの構造解析 

Figure 32 に解析対象の NP の構造パラメータを図示した。Table 11 に PEG 鎖と骨標的化ペ

プチド素子に関して解析した構造パラメータを示す。調製した NP の表面 PEG 密度 (ΓPEG) は

7.4~9.3 分子/100 nm2 となった。隣り合う PEG 鎖との距離 (DPEG) は全ての NP において、4.0 

nm 前後となった。DPEGと PEG の Flory 径 (2Rf PEG) の比は、0.33 前後となり、NP の表面にお

ける PEG 鎖のコンフォメーションは brush 型であることが確認された。表面ペプチド密度 

(Γpep) は MC に比例して増加し、NPAni では、1.6~8.5 分子/100 nm2、NPZwi では 1.4~7.8 分子

/100 nm2であった。隣り合う PEG 鎖との距離 (Dpep) と骨標的化ペプチド素子の Flory 径 (2Rf 

pep) の比は、MC が増加し、最大量となった場合に 1 付近となり、Dpepと 2Rf pepが等しくなる

ことを確認した。 
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Figure 32 Schematic image of structural parameters. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 3) 

 

Table 11 Structural parameters of peptide unmodified or modified NPs 

NP type 
MCa 

mol% 

ΓPEG 

molecules/ 

100 nm2 

DPEG 

nm 

Rf PEG 

nm 
DPEG/2Rf PEG 

Γpep 

molecules/ 

100 nm2 

Dpep 

nm 

Rf pep 

nm 
Dpep/2Rf pep 

NPPLA/PLA-PEG - 7.44±0.18 4.14±0.05 

5.97 

0.35±0.00 - - - - 

NPAni 14% 9.35±0.42 3.69±0.09 0.31±0.01 1.63±0.07 8.85±0.20 

2.00 

2.22±0.10 

 42% 8.12±1.57 4.00±0.42 0.34±0.03 4.24±0.82 5.54±0.58 1.39±0.29 

 70% 7.46±0.21 4.13±0.06 0.35±0.00 6.49±0.19 4.43±0.06 1.11±0.03 

NPZwi 14% 8.26±1.01 3.94±0.23 0.33±0.02 1.44±0.18 9.45±0.55 2.36±0.27 

 42% 8.24±0.28 3.93±0.07 0.33±0.01 4.30±0.15 5.44±0.09 1.36±0.05 

 70% 8.98±0.57 3.77±0.12 0.32±0.01 7.81±0.50 4.04±0.13 1.01±0.06 

a: modified content 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Table 2) 

 

3.2.5 骨標的化ペプチド素子修飾前後の安定性ならびに保存安定性 

調製した NP の保存安定性は DLS ならびに SEC-MALS を使用して評価した。(Figure 33) Zwi. 

pep.を 14 mol%もしくは 42 mol%の MC で修飾した場合の Rhは、修飾前後で有意に増大した。

その他の NP については、Rhに変化は認めなかった。対照的に、Rgは、修飾前後で変化を認

めなかった。骨標的化ペプチド素子修飾後の NPZwiの PdINPはそのほかの NP と比較して増大

する傾向を示した。 

Rhは 2-8 °C にて、4 週間保存した場合に、骨標的化ペプチド素子を修飾した NP でわずかに

増大傾向を示した。しかしながら、Rgにおいては、MC 14 mol% NPZwiと MC 42 mol% NPZwiを

除いて、変化はなった。MC 14 mol% NPZwiと MC 42 mol% NPZwiでは、Rgは有意に増大した。

(p=2.9×10-5, 4.6×10-4) 
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Figure 33 Stability of prepared NPs during conjugation and shelf storage. 

Figure 33A, B, and C show the Rh, PdI, and Rg of the NPs, respectively. The results are expressed as 

the mean ± standard deviation of three samples. Experiments were performed independently three times. 
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Closed bars indicate NPs before conjugation, open bars indicate quenched or modified NPs before the 

shelf life, and gray bars indicate NPs after storage at 2–8 °C for 4 weeks. * p < 0.05, compared with 

before conjugation. † p < 0.05, compared with before storage. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 4) 

 

3.2.6 骨標的化ペプチド素子修飾 NP のプロテインコロナの形成評価と血清中での TAM

の放出 

Figure 34A に、NP の重量で正規化した吸着したタンパク質量を示す。吸着したタンパク質

量は、骨標的化ペプチド素子の修飾により低減した。同一の MC で比較した場合、NPAniの吸

着タンパク量は、NPZwiのそれと比較して増大傾向を示した。ポリアクリルアミドゲル電気泳

動 (SDS-PAGE) による吸着タンパク質の分離においては、60-70 kDa のタンパク質が NPAniに

おいてより多く存在した。 (黒矢印、Figure 34B) タンパク質定量による NP へ吸着したタン

パク質量と、SDS-PAGE の蛍光シグナルには強い相関を認めた。(R2=0.974, Figure 35) また、

NPAniにて優位に結合するタンパク質の蛍光強度は、NPZwiにおいて低値を示した。( Figure 34C) 

TAM の血清中での放出を MC 70 mol%の NPAni ならびに NPZwi を用いて評価した。(Figure 

34D) 放出される TAM は、ペプチドの修飾により、有意に低下した。(p=4.9×10-4, 8.2×10-4 ) 検

証した 3 種類の骨標的化ペプチド素子修飾 NP の中では、NPZwiが、最も低い放出量を示した。 
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Figure 34 Protein adsorptions on the surface of prepared NPs. 

Figure 34A represents protein concentrations normalized by NPs’ weight. Results are expressed as the 

mean ± standard deviation of three samples. The experiments were performed independently three times. 

Hatched, open, and closed bars indicate NPPLA/PLA-PEG, NPPLA/PLA-PEG modified anionic peptide (NPAni), 

and NPPLA/PLA-PEG modified anionic peptide (NPZwi), respectively. * p < 0.05 compared to NPAni. Figure 

34B shows the SDS-PAGE gel image obtained with fluorescence gain. Serum was diluted 3,000 times 
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and used as a control. The arrow symbol represents the protein band predominantly adsorbed on NPAni. 

Figure 34C represents the fluorescence signal of approximately 60–70 kDa protein band. Results are 

expressed as the fluorescence signals with background signals subtracted. Hatched, open, and closed 

bars indicate NPPLA/PLA-PEG, NPAni, and NPZwi, respectively. Figure 34D shows TAM's initial release in 

the murine serum. Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The 

experiments were performed independently three times. *p < 0.05, compared to NPPLA/PLA-PEG. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 5) 

 

 

Figure 35 Correlation of protein concentrations and SDS-PAGE fluorescence signals. 

SDS-PAGE whole fluorescence signals are plotted as a function of protein concentration.   

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure S4) 

 

3.2.7 血清を含む媒体中での HAP への骨標的化ペプチド素子修飾 NP の結合活性 

Figure 36 にマウス血清存在下、非存在下における HAP への NP の結合活性を示す。MC 14 

mol%とした NP に着目すると、血清非存在下における NPZwiは、NPAniと比較し有意に高い結

合活性を示した。(Figure 36A) 血清存在下においては、NPZwiならびに NPAniiの両方の結合活

性が有意に低下した。血清存在下、MC 42 mol%ならびに 70 mol%の NP においては、HAP/NP

比率が高い場合に NPZwiは NPAniと比較して有意に高い結合活性を示した。骨標的化ペプチド

素子を修飾していない NPPLA/PLA-PEGの HAP への結合活性を Figure 37 に示す。骨標的化素子非

特異的な HAP への結合は、血清非存在下で約 20％、血清存在下で約 10%であった。 
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Figure 36 HAP binding assay with or without the murine serum 

Figure 36A, B, and C represent the HAP binding % of modified contents of 14 mol% NPs, 42 mol% 

NPs, and 70 mol% NPs, respectively. The results are expressed as the mean ± standard deviation of three 

samples. Experiments were performed independently three times. Dashed lines and solid lines indicate 

the medium with and without murine serum, respectively. Open and closed symbols indicate anionic 

peptide-modified NPs and zwitterionic peptide-modified NPs, respectively. *p < 0.05, compared to 

NPAni; †p < 0.05, compared to without serum. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure 6) 
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Figure 37 HAP binding of peptide-unmodified NPs with or without the murine serum. 

Results are expressed as the mean ± standard deviation of three samples. The experiments were 

performed independently three times. Solid and dashed lines indicate medium without and with 

the murine serum. 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure S5) 

 

3.3 考察 

3.3.1 SC-PEG NP への stereocomplex 形成 PLA ホモポリマーの添加 

Stereocomplex を形成する PLA ホモポリマーを調製段階において良溶媒に添加したところ、

SC-PEG NP の Dhは増加した。(Table 10) SC-PEG NP の表面 PEG 密度は、Dhが大きい、すな

わち、比表面積が小さい NPPLA/PLA-PEGで増大した。これまでに、PLLA-PEG NP の疎水コアに、

PLLA ホモポリマーや poly(ε-caprolactone) を添加することで、Dhが増大し、表面 PEG 密度が

増大することが報告されている。(75, 88) 本結果は、これらの報告と整合している。さらに、

ホモポリマーを添加しない NPPLA-PEG と比較して、ホモポリマーを添加した NPPLA/PLA-PEG の表

面に吸着したタンパク質量は有意に低下した。(Figure 29) 本結果は、表面 PEG 密度が上昇し

たことにより、血清中のタンパク質の吸着が抑制されたと推察され、過去の報告とも整合す

る。(101, 102) 従って、疎水ホモポリマーを添加し、比表面積を低減するという方法論は、

stereocomplex を形成する PLA においても機能することを確認した。NPPLA/PLA-PEG におけるマ

ウス血清中での TAM の初期放出量は、NPPLA-PEGと比較して低下し、その後 24 時間まで、ほ

とんど血清中では放出されなかった。(Figure 29C, Figure 30) 本結果は、血清に NP が投入さ

れた際に、疎水性の PLA コアと水相の界面に封入または吸着している TAM が血清タンパク

質と相互作用した結果、放出されたと推察される。比表面積がより大きい NPPLA-PEGにおいて

は、血清中のタンパク質が NP の表面とより多く相互作用することが想定されるため、表面

に吸着した TAM を可溶化し、放出させたと考えられる。これまでに、疎水性薬物である

camptotecinを内包するNPの血清中における放出挙動の予測において、血清中での camptotecin

のタンパク結合と NP からの放出が逐次反応と仮定した場合に、実測値に対して予測精度が

向上することが報告されている。(103) これは、溶解度が低い疎水性薬物の血清中での放出に、

血清タンパク質が重要な役割を果たすことを示唆しており、本研究の結果とも整合する。ま
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た、90%血清中における TAM の溶解度は試験条件の濃度よりも十分高く、本試験条件におい

ては、sink 条件となっていると推定される。それにも関わらず、初期放出後から 24 時間まで

TAM がほとんど放出されない理由としては、疎水コア内部に封入されている TAM の PLA ド

メインへの親和性が、90%血清よりも高いと推定される。これまでの報告では、マウス血清中

において、PLA コアが加水分解し、薬物を放出するには 15 日以上を要することならびに疎水

性の薬物は、血清中においてアポリポタンパク質に速やかに移行することが報告されている。

(104, 105) 本章における結果もこれらの報告と整合する。一方で、本章における放出性評価の

期間は、24 時間までの評価となっているが、SC-PEG NP は静脈内投与後 24 時間でそのほと

んどがクリアランスされるため、放出性評価の期間としては、妥当であると考えられる。

(Figure 14) 

 

3.3.2  骨標的素子を修飾した SC-PEG NP の物理化学的及び構造パラメータと保存安定性 

NPAniのゼータ電位は MC の増大に伴って、負電荷を帯びた一方で、NPZwi のゼータ電位は、

MC に依らず中性の値を示した。(Figure 31B) 本結果は、標的化素子ならびに構成成分の物理

化学的な性質が表面物性を規定するというこれまでの報告とも整合する。(94, 106) SC-PEG NP

の構造パラメータ解析では、調製したすべての NP において、PLA コアに拘束されている PEG

鎖の隣り合う距離 (DPEG) と拘束されていない分散系における PEG 鎖の Flory 径 (2Rf PEG) と

の比が 1 未満であることから (Table 11)、PEG 鎖は、PLA の疎水表面に固定化され、垂直方

向に伸展していることを示し、SC-PEG NP 表面の PEG 鎖のコンフォメーションは brush 型で

あると推定された。(88) 一方で、両骨標的化ペプチド素子の MC は 70 mol% 程度で飽和し

た。(Figure 31A) PEG 鎖に拘束されている隣り合う骨標的化ペプチド素子の距離 (Dpep) と拘

束されていない分散系における骨標的化ペプチド素子の Flory 径 (2Rf pep) との比が MC 70 

mol% では、1 付近となった。本結果は、隣り合う骨標的化ペプチド素子同士の距離と、骨標

的化ペプチド素子自身の直径が等しいことを示しており、骨標的化ペプチド素子の NP への

修飾は、NP の表面が完全に被覆されるまで修飾されることを示している。NP を形成後に、

表面に標的化素子を修飾する方法においては、これまでに、ペプチドと nanobody を NP の表

面に修飾する方法論が報告されており、既報においても NP の表面を完全に覆うまで標的化

素子が修飾されることが報告されている。(107) これらの報告は、本章の結果とも整合する。 

MC14 mol% または 42 mol%の NPZwiの Dh、PdINP、Rgに着目すると、保存安定性が悪いこと

が確認された。(Figure 33) MC 14 mol% または 42 mol%の NPZwiにおいては、Zwi. pep.の密度

が、MC 70 mol% の NPZwiと比較して小さいため、D8 ドメインと K8 ドメインが静電的に相

互作用し、凝集が発生したと推察される。双性イオン同士の静電的相互作用においては、双

性イオン脂質修飾ポリマーを用いたエンドソーム膜との相互作用が報告されている。(108) 本

章で検証した標的化素子においては、イオン性相互作用する官能基が報告されているものよ

りも多いために、より影響が強くなったことが推定される。反対に、 NPAniにおいては、MC

に依らず物理的に安定なプロファイルを示した。これらの結果は、アニオン性リポソームは

双性イオン性リポソームよりも分散安定性が高いというこれまでの報告とも整合する。(109) 

MC 70 mol% の NPZwiにおいては、その表面が Zwi. pep.で密に被覆されているため、NP 同士
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の凝集を抑制したと推察された。 

 

3.3.3 血清中における NP へのプロテインコロナの形成と HAP への結合活性 

NPPLA/PLA-PEGへの骨標的化ペプチド素子の修飾によって、SC-PEG NP 表面へ結合するタンパ

ク質量は 30%低減した。(Figure 34) NP の構造パラメータ解析から、PEG 鎖は brush 型のコン

フォメーションを取っているものの、これまでの報告から、その分子運動性は高く、PEG 鎖

が運動することで、疎水表面が露出しうることが想定される。(88, 110) そのため、ペプチド

素子の NP への修飾により、立体障害が大きくなり、タンパク質の疎水吸着が抑制されたと

推察された。また、タンパク質吸着量が 20％低減すると、血漿中半減期が 2 倍となるという

ことも報告されている。(88) 以上から、本章における NP へのタンパク質吸着の抑制は体内

動態を改善することが期待される。 

 NPZwiにおいては、NPAniと比較して吸着したタンパク質量は低減し、NPAniにおいては、特

異的に吸着するタンパクが存在することが確認された。(Figure 34A, Figure 34B) 本結果は、

Zwi pep.の antifouling 効果に起因すると推察される。Antifouling 効果とは、双性イオン性の官

能基により、水和相において、強固な水素結合を形成し、タンパク質等の生体分子との相互

作用を抑制する作用である。(111, 112) 量子ドット (QDs) を用いて表面をカチオン性、アニ

オン性、双性イオン性の高分子で被覆した場合に、双性イオン性高分子で被覆したQDsでは、

プロテインコロナの形成が抑制されており、本章での結果は、これまでの報告とも整合して

いる。(113) NPAni で確認された 60~70 kDa 付近の優先的に結合するタンパク質に関しては、

これまでにアニオン性の表面特性を示すナノ粒子において分子量が近いタンパク質の吸着が

報告されている。QDs を用いた過去の報告において、補体の C3b alpha chain  が双性イオン

性の QDs と比較してアニオン性の QDs において特異的に結合することが報告されている。

(114) また、表面電荷が異なる脂質ナノ粒子の報告においては、アニオン性の脂質ナノ粒子に

おいて、70 kDa 付近に特異的なバンドが観測されているものの、それらの吸着量が少量であ

るということから同定に至っていない。(115) 本章において観測された NPAniに特異的なタン

パク質吸着も、潜在的に体内動態に影響する可能性はあるものの、その絶対量は小さく NP へ

の影響は軽微であることが推察される。しかしながら、アニオン性骨標的化ペプチド素子が

プロテインコロナの形成に及ぼす影響の機構解明としては、酵素消化法と液体クロマトグラ

フィー―質量分析計 (LC-MS/MS) を用いたペプチドマッピング等での吸着タンパク質の同

定が有効であると考えられる。 

こうした antifouling 効果は、骨標的化ペプチド素子を修飾した NP の血清中における TAM

の放出性が抑制されたことにも寄与していると推察される。(Figure 34D) 骨標的化素子の結

合により、タンパク質の吸着量が減少した結果、放出量が低減したと推察された。これまで

の報告においても、疎水性蛍光分子を高分子ミセル内に封入し、その表面を双性イオン化し

た場合に、カチオン化やアニオン化した NP と比較し、ウシ血清中での蛍光分子の放出挙動

が低減する傾向にあることが示されている。(116) 本結果もこれらの報告と整合する。 

MC14 mol% における NPZwi の HAP への結合活性は NPAni と比較して有意に高くなった。

(Figure 36A) HAP は不溶性のリン酸カルシウム塩であり、その表面には、アニオン性のリン酸
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イオンとカチオン性のカルシウムイオンが配向することが報告されている。(117) また、骨標

的化素子であるオリゴアスパラギン酸ペプチドにおける、HAP 結合機構は、アスパラギン酸

のカルボキシル基とカルシウムイオンとの静電的相互作用であることが報告されている。

(118) さらに、別の報告では、HAP に対するアミノ酸の結合を評価し、リシン残基も HAP に

対して結合することが報告されている。(119) 本章における結果はこれらの報告と整合し、骨

標的化ペプチド素子である D8 に K8 を結合させ双性イオン化することで、カルボキシル基だ

けでなく、アミノ基も HAP と相互作用することで、結合活性が向上すると推察された。また、

マウス血清存在下における NPZwiの HAP に対する結合活性は、NPAniと比較して有意に高いこ

とを確認した。(Figure 36B, 36C) 本結果は、NPZwiに対する吸着するタンパク質量が NPAniと

比較して、少なかったため、骨標的化素子がタンパク質により遮蔽されなかったことならび

に上述した、双性イオン化骨標的化素子が HAP に対して高い結合活性を持つことに起因する

と推察される。HAP と血清タンパク質との相互作用については、これまでに、タンパク質の

HAP に対する結合活性が報告されており、血清存在下では、HAP の表面にもタンパク質が吸

着していることが推定される。(120) 実際に、NPPLA/PLA-PEGの HAP への非特異的な吸着は、血

清存在下で減少していることからも、HAP の表面にタンパク質が吸着していることが示唆さ

れる。(Figure 37) そのため、HAP 表面に結合したタンパク質と結合活性の高い Zwi. pep.が交

換される可能性も考えられる。これまでの報告においては、双性イオン化したビオチン修飾

シリカ NP の血清存在下における標的細胞への取り込みは、非存在下と同等を示し、双性イ

オン化しなかった NP では低下することが明らかとなっていることからも、双性イオン化に

より血清存在下において標的分子への結合活性が維持することは妥当であると考えられる。

(121) 以上の結果は、本章において検証した双性イオン化骨標的化ペプチド素子が血清耐性を

有し、結合活性を維持することを示している。 

 

3.4 小括 

SC-PEG NP の製剤特性や血清耐性に及ぼす NP の比表面積と骨標的化ペプチド素子の双性

イオン化の影響について、詳細な特性解析手法に基づき評価した。Stereocomplex を形成す

る PLA ホモポリマーの添加は、SC-PEG NP の粒子径を増大させ、比表面積を低減した。そ

の結果として、SC-PEG NP の表面 PEG 密度は増大し、SC-PEG NP に対するプロテインコロ

ナの形成を低減させたとともに、血清存在下における TAM の放出を抑制した。骨標的化ペ

プチド素子は、SC-PEG NP の表面を密に覆うまで修飾された。双性イオン化骨標的化ペプチ

ド素子の高密度での SC-PEG NP への修飾は、保存安定性の低下を抑制し、アニオン性ペプ

チド素子の修飾と比較して、結合活性を維持することを明らかにした。 

本章では、SC-PEG NP の保存安定性及びプロテインコロナの形成に及ぼす骨標的化ペプチ

ド素子を修飾した SC-PEG NP の構造パラメータの影響ついて解明した。すなわち、表面

PEG 密度ならびに骨標的化ペプチド素子の物理化学的性質とその修飾密度が、血清耐性と保

存安定性に重要であることを示した。本知見は、骨標的化素子の新たな設計方法論となり得

るとともに、SC-PEG NP の構造パラメータと製剤の安定性／血清耐性に対する関係性を解明
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した点で、active targeting 型 NP 製剤の医薬品開発における品質特性解明に有用な基礎的知見

を提供するものと考えられる。 
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結論 

著者は、3 章にわたり、PLA-PEG NP の特性解析手法を構築し、それらを体系的に活用し

て、PLA-PEG ブロック共重合体の原料特性や PLA-PEG NP の製剤特性を解析した。解析か

ら得られる詳細な物理化学的特性に基づき、passive targeting 型デリバリーシステムの処方設

計、製造法確立ならびに active targeting 型デリバリーシステムとして、骨標的指向型 PLA-

PEG NP の血清耐性、製剤安定化に関する検討を行った。 

第 1 章では、PLA-PEG ブロック共重合体の原料特性として、PLA ドメインの結晶性が

PLA-PEG NP の表面 PEG 密度に強く影響を及ぼし、封入薬物である TAM の封入状態が変化

すること明らかとした。さらに、PLA の結晶性、表面 PEG 密度と TAM の表面吸着量が血中

滞留性を変動させうる製剤特性であることを解明し、SC-PEG NP が最も血中滞留性を向上可

能であることを示した。 

第 2 章では、SC-PEG NP の製剤特性の制御幅の広い製造方法確立のために、良溶媒中に

LiBr を添加することを新たな工程パラメータとして検証した。良溶媒中への LiBr の添加に

より SC-PEG が良溶媒中で会合し、形成される SC-PEG NP の粒子径を変動させていること

を解明した。さらに、工程パラメータとして、良溶媒中の LiBr 濃度と総流速を組み合わせ

ることで、より広い範囲の粒子径制御が可能であった。応答局面を用いた解析の結果、粒子

径と表面 PEG 密度は交互作用が存在し、トレードオフの関係であることを明らかとした。

最終的に異なる工程パラメータにより作製した粒子径、表面 PEG 密度の異なる SC-PEG NP

は血中滞留性及び組織移行性が異なることを示し、製剤作製時の工程パラメータと製剤特性

ならびに体内動態との関連性を明らかとした。 

第 3 章では、active targeting 型 SC-PEG NP の処方設計を行った。PLA ホモポリマーの添加

は，SC-PEG NP の表面 PEG 密度を向上させた。その結果、SC-PEG NP へのタンパク質吸着

の抑制し、血清中での TAM の放出を抑制させることを明らかとした。さらに、骨標的化ペ

プチド素子を双性イオン化し、SC-PEG NP の表面に密に修飾することにより NP 表面へのタ

ンパク質の吸着を低減させ、血清存在下において骨への結合活性を維持することを見出し

た。さらに、製剤の保存安定性に関しても、凝集を抑制することを示した。 

本研究では、複雑な DDS 製剤の医薬品としての開発課題となっている原料特性、製剤特性

を解析可能な特性解析技術を確立した。加えて、PLA-PEG NP の薬物動態及び血清耐性に及

ぼす製剤特性ならびに製造法、工程パラメータの影響を調査、解明した。以上の結果は、複

雑なナノパーティクル型 DDS 製剤の重要品質特性の同定のための特性解析手法に有益な基

礎的技術情報を提供できるとともに、製剤特性に基づく NP 型 DDS 製剤の開発の推進に貢

献するものと考える。 
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第 1 章 実験の部 

Exp.1 試薬、動物、実験方法 

 

Exp.1.1. 試薬 

 Methoxy-polyethylene glycol (mPEG, 分子量 5 kDa) と O-(2-aminoethyl) polyethylene glycol 

(NH2-PEG-OH, 分子量 5 kDa)、 ポリソルベート 80、 重水素クロロホルムと重水は Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, US) から購入した。 DL-lactide、L-lactide、臭化リチウム (LiBr)、 2-

エチルヘキサン酸スズ (II) (Sn (Oct) 2) は東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan)から購入し

た。 D-lactide は Leap Labchem (Hangzhou, China) から購入した。 Tamoxifen (TAM) は MP 

Biomedicals (Santa Ana, CA, US) から購入した。 ジクロロメタン (DCM)、 ジエチルエーテ

ル、トルエン、ジメチルスルホキシド (DMSO)、塩酸、N, N-ジメチルホルムアミド (DMF, 

HPLC grade) は富士フイルム和光純薬株式会社 (Tokyo, Japan) から購入した。 アセトニト

リル (MeCN, HPLC grade) は関東化学株式会社 (Tokyo, Japan) から購入した。 N-(9-

fluorenylmethoxycarbonyloxy) succinimide (Fmoc-OSu) は渡辺化学工業株式会社 (Hiroshima, 

Japan) から購入した。Diethylenetriamine-N, N, N′, N′′, N′′ -pentaacetic acid (DTPA) 無

水物は同仁堂化学株式会社 (Kyoto, Japan) から購入した。 Soluene 350 は Perkin–Elmer 

(Kumamoto, Japan) から購入した。 Clear-Sol I はナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan) か

ら購入した。 14C-TAM [N-methyl-14C] は American Radiolabeled Chemicals Inc. (St. Louis, MO, 

US) から購入した。111Indium chloride ([111In] InCl3) は日本メジフィジックス株式会社 (Tokyo, 

Japan) から供与されたものを使用した。 その他の試薬については、市販の特級試薬を用い

た。  

 

Exp.1.2. PLA-PEG ブロック共重合体 (PLA-PEG) の合成 

PLA-PEG は mPEG 5 kDa を開始剤として、開環重合法により合成した。mPEG 1 g をナスフ

ラスコに秤取し、オイルバスで 110 °C に加熱後、減圧した。1 時間脱水した後に DL-lactide、

L-lactide または D-lactide を 1 g (5 kDa PLA の場合) もしくは 2.5 g (12.5 kDa PLA の場合) を

ナスフラスコに秤取し、触媒として Sn (Oct) 2を 10 mg 加えた。オイルバスで 160 °C に加熱、

溶融し 12 時間反応させた。反応物に 4 mL の DCM を加えて溶解させた後に、ジエチルエー

テルに滴下し、精製した。精製後の各種 PLA-PEG は減圧乾燥し、-20°C で保管した。 

PLA の分子量が 5 kDa 付近の PLA-PEG については、DL-体から構成される PLA-PEG は DL-

PEG 5k-5k、D-体から構成される PLA-PEG は D-PEG 5k-5k、L-体から構成される PLA-PEG は

L-PEG 5k-5k と表記し、PLA の分子量が 12 kDa 付近の PLA-PEG については、DL-体から構成

される PLA-PEG は DL-PEG 12k-5k、D-体から構成される PLA-PEG は D-PEG 12k-5k、L-体か

ら構成される PLA-PEG は L-PEG 12k-5k と表記した。 

 

Exp.1.3. PLA-PEG の特性解析 

DL-lactide から構成される PLA-PEG NP は DL-PEG NP、L-lactide から構成される PLA-PEG 

NP は L-PEG NP、stereocomplex を形成する PLA-PEG から構成される PLA-PEG NP は SC-PEG 
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NP と表記する。作製に用いた PLA-PEG の分子量については、末尾に 5k-5k または 12k-5k と

表記した。 

Exp.1.3.1 PLA-PEG の平均分子量 (Mn) と多分散性指数 (PdIuni) の算出 

Mnはプロトン核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR) により算出した。各種 PLA-PEG 10 mg を

ポリプロピレンチューブに秤取し、重水素化クロロホルム 0.6 mL で溶解し、NMR (Bruker, 

AVANCE III 400 MHz, US) にてスペクトルを取得した。PLA の重合数、平均分子量は、

mPEG のエチレンオキサイドのケミカルシフト (3.6ppm) に対する PLA のメチル基のケミカ

ルシフト (1.5ppm) の積分比から計算した。 

PdIuniは、サイズ排除クロマトグラフィー-示唆屈折率検出 (SEC-RI) より算出した。高速液

体クロマトグラフィー (HPLC) のシステムの構成を Table 12 に示す。 

 

Table 12 Analytical method of SEC-RI 

項  目 設定 

System Agilent 1100 

RI detector Wyatt Opti-lab 658 nm, cell temperature 25°C 

Column TSKgel α5000 7.8 × 300 mm 

Column oven temperature 40°C 

Mobile phase 20 mM LiBr DMF 

Gradient Isocratic flow 

Flow rate 1.0 mL/min. 

Injection volume 100 L 

Sample temperature 25 °C 

Needle wash solvent MeCN 

 

試料の調製は、各種 PLA-PEG を 10 mg 秤取し、1 mL の移動相で溶解した。分子量校正

用のポリエチレンオキサイド (Agilent, US) も同様に調製を行い、HPLC で分析を行った。

PdIuniの算出は、μ7 ソフトウェア (System instruments, Japan) を用いて、下記計算式より算出

した。 

𝑷𝒅𝑰𝒖𝒏𝒊 = 𝑴𝒘 𝒓𝒆𝒍 𝑴𝒏 𝒓𝒆𝒍⁄       ・・・Equation 1 

ここで、Mw relは相対重量平均分子量、Mn relは相対個数分子量を示す。 

 

Exp.1.3.2 PLA-PEG の 2 次構造と結晶構造の確認 

2 次構造の確認には、円偏光二色性スペクトル (CD, JASCO, J-805, Japan) を測定すること

で評価した。各種 PLA-PEG 3 mg をエッペンチューブに秤取し、1 mL の MeCN で溶解し

た。スキャン波長は 190~250 nm とし、スキャン速度は 300 nm/min とした。測定には 2 mm

幅の石英セルを用いた。 

結晶構造の確認は、粉末 X 線回折 (XRD, Bruker, D8, US) を用いた。測定回折角 (2θ) は

5°~35°とした。 
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Exp.1.4. PLA-PEG NP の調製 

PLA-PEG NP の調製には貧溶媒析出法を用いた。各種 PLA-PEG 30 mg をガラスバイアル

に秤取し、DMF 0.15 mL で溶解した。Stereocomplex の形成を指向した NP の調製には、L-

PEG と D-PEG を等量混合した。Tamoxifen (TAM) 14 mg を THF 1 mL に溶解した。DMF に溶

解した PLA-PEG 溶液 0.15 mL と THF に溶解した TAM 溶液 0.15 mL を混合し、50°C に加熱

した。(有機相；良溶媒) 蒸留水 1.8 mL (水相；貧溶媒) をスクリューバイアルに秤取し、

1000 rpm で攪拌した。有機相 0.2 mL を水相に 60 mL/min の速度で滴下した。作成した溶液 

1.5 mL を分画分子量 10 kDa (Repligen, Float-a-lyzer, US) の透析膜に入れ、室温で 300 mL の

蒸留水で透析した。透析した NP 溶液は 0.45 µm の PVDF フィルター (Merck, Germany) でろ

過し、使用するまで 2-8 °C で保管した。TAM を封入しない Blank NP に関しては、TAM を

添加せず同様の方法で作製した。 

 

Exp.1.5. BlankPLA-PEG NP、TAM 封入 PLA-PEG NP の特性解析 

Exp.1.5.1 流体力学径 (Dh) と多分散性指数 (PdINP) の算出 

Dhと PdINPは動的光散乱法 (DLS, Malvern, Zetasizer Nano ZS, UK) より算出した。調製した

NP 10 µL をエッペンチューブに採取し、490 µL の 10 mM りん酸緩衝液 pH7.4 を希釈溶媒

として加え、混合した。測定温度は 25°C、媒体粘度は 0.889 mPa⋅s とした。測定時に減衰器

の選択番号が 7~9 とならない場合は、希釈媒体で希釈した。繰り返し測定回数は自動設定と

し、10～15 回の繰り返し測定を実施した。Dhと PdINPにはキュムラント解析法で算出した Z

平均粒子径と多分散性指数をそれぞれ使用した。 

 

Exp.1.5.2 ゼータ電位の測定 

ゼータ電位はレーザードップラー法 (Malvern, Zetasizer Nano ZS, UK) により算出した。調

製した NP を PLA-PEG 濃度として 2 mg/mL に 10 mM りん酸緩衝液 pH7.4 で希釈した。希

釈媒体の比誘電率は 7.8 µS/cm とした。積算測定回数は最大 100 回とした。 

 

Exp.1.5.3 平均会合数 (Nass) と回転半径 (Rg) の算出 

Nassと Rgはサイズ排除クロマトグラフィー－多角散乱検出 (SEC-MALS) により算出した。

調製した NP を PLA-PEG 濃度として 5 mg/mL に蒸留水で希釈した。HPLC の測定条件を

Table 13 に示す。 
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Table 13 Analytical method of SEC-MALS 

項  目 設定 

System Agilent 1100 

Multi-angle scattering detector Wyatt Dawn/Helos 

RI detector Wyatt Opti-lab 658 nm, cell temperature 25°C 

Column Shodex SB-807 35 µm, 8.0 × 300 mm 

Column oven temperature 25°C 

Mobile Phase Phosphate buffered saline pH7.4 

Gradient Isocratic flow 

Flow rate 1.0 mL/min. 

Injection volume 30 L 

Sample temperature 25°C  

Needle wash solvent MeCN 

多角散乱によるシグナルの解析には、Astra ソフトウェア (Wyatt, US) を用いた。NP の分

子量と Rgは Berry’s plot を作成することで算出した。算出には以下の式を用いた。 

 

𝑲∗𝒄

𝑹(𝜽)
=

𝟏𝟔𝝅𝟐𝒏𝟎
𝟐

𝟑𝑴𝑵𝑷
𝟐𝝀𝟎

𝟐 〈𝑹𝒈
𝟐〉 𝐬𝐢𝐧𝟐 (

𝜽

𝟐
) +

𝟏

𝑴𝑵𝑷
    ・・・Equation 2 

𝑲 =
𝟐𝝅𝟐𝒏𝟎

𝟐

𝝀𝟎
𝟒𝑵𝑨

(
𝒅𝒏

𝒅𝒄
)

𝟐
       ・・・Equation 3 

 

ここで、K は光学定数であり、Equation 3 により与えられる。θ は散乱角を示し、R(θ) は

散乱角に対する過剰レイリー比である。c は RI 検出器から算出した PLA-PEG の重量濃度を

示し、n0は移動相の屈折率 (1.331) である。λ0は多角散乱検出器のレーザーの波長であり、

658 nm とした。MNPは NP の重量平均分子量である。NAはアボガドロ数 (6.03 × 1023) であ

る。dn/dc は示唆屈折率の濃度増分であり、0.108 mL/g とした。(122) 

Nassは以下の式より算出した。 

𝑵𝒂𝒔𝒔 = 𝑴𝑵𝑷 𝑴𝒏 𝑷𝑳𝑨−𝑷𝑬𝑮𝒖𝒏𝒊
⁄      ・・・Equation 4 

Mn PLA-PEGは NMR から算出した PLA-PEG の平均分子量を示す。 

Rg/Rh比は形状比と呼ばれ、NP の構造を推定する値である。(43, 123) Rhは Dhの半値とし

て算出した。 

 

Exp.1.5.4 TAM 濃度測定 

TAM 濃度は高速液体クロマトグラフィー－紫外分光検出法 (HPLC-UV) により算出し

た。測定条件を下記に示す。調製した NP を 0.1 mL 秤取し、MeCN を加えて 1 mL とした。

定量用の標準溶液として、TAM を MeCN で 1 mg/mL としたストック溶液を希釈し、0.5~100 

µg/mL の希釈系列を調製し、HPLC で測定した。 
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Table 14 Analytical method of HPLC-UV 

項  目 設定 

System Shimazu Prominence 

UV detector 240 nm 

Column Waters Xbridge 2.5 µm, 4.6 × 50 mm 

Column oven temperature 50 °C  

Mobile Phase 20 mM phosphate buffer pH3.0／MeCN ＝1／1 

Gradient Isocratic flow 

Flow rate 1.0 mL/min. 

Injection volume 20 L 

Sample temperature 25°C  

Needle wash solvent MeCN 

 

Exp.1.5.5 PLA-PEG 濃度測定 

PLA-PEG の濃度は、SEC-RI により測定した。 測定条件は、Table 12 に記載の条件にて

測定した。調製した NP を 0.1 mL 秤取し、DMF を 0.2 mL 加えて混合した。濃度測定のた

め、各種 PLA-PEG を DMF で溶解し、10 mg/mL のストック溶液とした。ストック溶液を

DMF で希釈し、0.5～8 mg/mL の希釈系列を調製し、HPLC で測定した 

 

Exp.1.5.6 封入率 (EE %) と薬物搭載量 (DLCconv.) の算出 

NP の調製工程における TAM の回収率と薬物搭載量は以下の式により算出した。 

𝑬𝑬(%) =
𝑪𝑻𝑨𝑴 𝒍𝒐𝒂𝒅𝒆𝒅×𝑽𝒓𝒆𝒄

𝑪𝑻𝑨𝑴 𝒇𝒆𝒅×𝑽𝒇𝒆𝒅
× 𝟏𝟎𝟎     ・・・Equation 5 

𝑫𝑳𝑪𝒄𝒐𝒏𝒗(𝒘𝒕%) =
𝑪𝑻𝑨𝑴 𝒍𝒐𝒂𝒅𝒆𝒅

𝑪𝑷𝑳𝑨−𝑷𝑬𝑮
× 𝟏𝟎𝟎     ・・・Equation 6 

ここで, CTAM loaded は透析後の NP 中の TAM 濃度であり、 Vrec は透析により回収された

NP 溶液の容量である。 CTAM fed は透析前の NP 中の TAM 濃度であり、Vfed は透析に供した

NP 溶液の容量である。 CPLA-PEG は透析後の NP の PLA-PEG の重量濃度である。 

 

Exp.1.5.7 固相抽出法による薬物搭載量 (DLCSPE) の測定 

固相抽出によって、TAM の濃度を算出した。固相抽出カラム (Inertsep HLB, GL science, 

Japan) を MeCN 1 mL で活性化した後に、蒸留水 2 mL で平衡化した。0.1 mL の調製した NP

溶液を滴下した後に、20％MeCN 2 mL で吸着した NP を洗浄した。MeCN 1 mL で TAM を溶

出した。定量用の TAM として、DMF で溶解し、1 mg/mL としたストック溶液を Blank PLA-

PEG NP 溶液で希釈し、5~100 µg/mL の希釈系列を作成した。作成した標準溶液を同様に固

相抽出で抽出、作製した。TAM 濃度は、2.3.4.4 に記載の方法で測定した。DLCSPEは次式で

算出した。 

𝑫𝑳𝑪𝑺𝑷𝑬(𝒘𝒕%) =
𝑪𝑻𝑨𝑴 𝑺𝑷𝑬

𝑪𝑷𝑳𝑨−𝑷𝑬𝑮
× 𝟏𝟎𝟎     ・・・Equation 7 
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ここで、CTAM SPEは固相抽出で定量した TAM の濃度である。 

𝑺𝒖𝒓𝒇𝒂𝒄𝒆 𝒂𝒅𝒔𝒐𝒓𝒃𝒆𝒅 𝑻𝑨𝑴(％) = 𝟏𝟎𝟎 −
𝑫𝑳𝑪𝑺𝑷𝑬

𝑫𝑳𝑪𝑪𝒐𝒏𝒗.
× 𝟏𝟎𝟎  ・・・Equation 8 

表面吸着した TAM の割合を上記式より算出した。 

 

Exp.1.5.8 表面 PEG 含量、表面 PEG 密度の測定 

表面 PEG 含量、表面 PEG 密度は、1H-NMR (Bruker, ADVANCE III 400 MHz, US) により評

価した。Sephadex G25 column (Cytiva, PD-10 miditrap, US) を用いて調製した NP の媒体を重

水に置換した。50 ppm の MeCN を内部標準として加えた。PEG 含量を定量するために、

mPEG 5 kDa を 0.1~1.0 mM の希釈系列で調製し、同様の方法で調製した。総濃度について

は、重水で置換したサンプルを凍結乾燥し、50 ppm の MeCN を含む重水素化クロロホルム

で再溶解することで算出した。調製したサンプルを 1H-NMR で測定し、内標準である MeCN

のケミカルシフトの積分値で正規化した値を用いて、mPEG 5 kDa 標準溶液から作成した検

量線で濃度を決定した。表面 PEG 含量と表面 PEG 密度について、次式より算出した。 

𝑺𝒖𝒓𝒇𝒂𝒄𝒆 𝑷𝑬𝑮 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒆𝒏𝒕𝒔(%) =
𝑪𝒎𝒐𝒍𝒆𝑷𝑬𝑮 𝒆𝒙𝒑𝒐𝒔𝒆𝒅

𝑪𝒎𝒐𝒍𝒆𝑷𝑳𝑨−𝑷𝑬𝑮
× 𝟏𝟎𝟎   ・・・Equation 9 

𝚪 =
𝑵𝒂𝒔𝒔×𝑺𝒖𝒓𝒇𝒂𝒄𝒆𝑷𝑬𝑮𝒄𝒐𝒏𝒕𝒆𝒏𝒕𝒔 (%)

𝟒𝝅(𝑹𝒉)𝟐 × 𝟏𝟎𝟎    ・・・Equation 10 

ここで、 CmolePEG exposed は重水中で 1H-NMR より算出したモル PEG 濃度であり、 

CmolePLA-PEG は重水素化クロロホルム中で 1H-NMR より算出した総モル PLA-PEG 濃度であ

る。Γ は NP 表面の PEG 分子の 100 nm2あたりの個数であり、表面 PEG 密度である。 

 

Exp.1.5.9 NP からの TAM の放出性評価 

NP からの TAM の放出性は透析膜法にて評価した。調製した NP 溶液を TAM 濃度が 0.2 

mg/mL となるように蒸留水で希釈した。希釈した溶液 0.5 mL を分画分子量 100 kDa の透析

膜 (Repligen, SpectraPor Dialysis, US) に入れ密封した。密封した透析バックを 12 mL の 50 

mM りん酸緩衝液 pH7.4/ 0.5% ポリソルベート 80 もしくは、50 mM 酢酸緩衝液 pH5.5/ 

0.5% ポリソルベート 80 に浸漬した。ポリソルベート 80 は、シンク条件とするために添加

した。調製したチューブを 37°C、200 min-1にて水浴で振とうした。振とう開始後、0.5, 1, 2, 

4, 7, 24 時間後に外水相を 0.5 mL サンプリングし、新たに緩衝液を 0.5 mL 添加した。サンプ

リングした外水相を紫外／可視分光光度計 (Hitachi high-tech U-3900、Japan) で 280 nm にお

ける吸光度を測定した。TAM の定量のために、各種バッファーで可溶化した TAM を標準溶

液として 1~10 µg/mL の希釈系列を作製し、同様に測定した。総 TAM 濃度は、透析膜に封入

する前の溶液を MeCN で崩壊させて、同様に測定した。放出率を次式より算出した。 

𝑹𝒆𝒍𝒆𝒂𝒔𝒆𝒅 𝑻𝑨𝑴 (%) =
𝑪𝒓𝒆𝒍𝒆𝒂𝒔𝒆×𝑽𝒐𝒖𝒕

𝑪𝒊𝒏𝒕𝒂𝒄𝒕×𝑽𝒊𝒏
× 𝟏𝟎𝟎    ・・・Equation 11 

ここで、Crelease は、サンプリングした外水相中の TAM 濃度であり、Cintact は総 TAM 濃度

である。Vout は外水相の体積であり、Vinは内水相の体積である。 
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Exp.1.5.10 凍結乾燥 NP の結晶性評価 

TAM を封入した DL-PEG NP (12k-5k)、L-PEG NP (12k-5k)、SC-PEG NP (12-5k) 0.1 mL をス

クリューバイアルに充てんし、凍結乾燥機で凍結乾燥した。生成した粉体を XRD で測定し

た。測定方法は Exp.1.3.2 に準じた。 

 

Exp.1.5.11 Blank PLA-PEG NP の臨界会合濃度 (CAC) 測定 

Blank PLA-PEG NP を 400 μg/mL から公比 2 において、10 段階に希釈した。希釈した溶

液 0.2 mL を黒色 96 well plate に添加し、40 mM 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene メタノール溶液

を 2 μL 添加後、遮光し、10 分インキュベーションした。蛍光プレートリーダー (DS Pharma 

Biomedical, Powerscan HT, Japan) にて、励起波長 360 nm、蛍光波長 460 nm として測定し

た。得られた蛍光強度を対数濃度に対してプロットし、低濃度側、高濃度側の片対数直線の

交点を CAC とした。 

 

Exp.1.6. 実験動物 

 ddY 系雄性マウス (6 週齢) は清水実験材料株式会社から購入した。以後すべての動物実

験はすべて京都薬科大学動物実験実施規程に則った。 

 

Exp.1.7. 放射標識用 DTPA 結合型 PLA-PEG (PDLLA-PEG-DTPA ならびに PLLA-PEG-DTPA)

の合成 

Figure 38 に PDLLA-PEG-DTPA ならびに PLLA-PEG-DTPA の合成スキームを示す。NH2-

PEG-OH 100 mg を秤取し、Fmoc-OSu 0.1 mg を含有する DMF 溶液を加え、室温で 6 時間攪

拌、反応させた。反応物は、ジエチルエーテルで精製し、乾燥固化させた。合成した Fmoc-

PEG-OH 80 mg をナスフラスコに入れ、DL-lactide または、L-lactide を 200 mg 加えた。Sn 

(Oct)2 0.01 mg を含有するトルエン溶液を 10 mL 加えて、140 °C で 24 時間還流した。室温に

まで冷却し、20% ピペリジンを加え、室温で 30 分反応させた。反応後の溶液をジエチルエ

ーテルで精製し、乾燥固化させた。(PDLLA-PEG-NH2ならびに PLLA-PEG- NH2)  PDLLA-

PEG-NH2ならびに PLLA-PEG- NH2 200 mg を秤取し、DMSO 2 mL に溶解させた。DTPA 無

水物 11.4 mg を添加し、25 °C で 4 時間反応させた。反応後に蒸留水を 18 mL 加えた後に、

透析を行い、DMSO と未反応の DTPA 無水物を除去した。透析完了後、凍結乾燥により、固

化した。(PDLLA-PEG-DTPA ならびに PLLA-PEG-DTPA)   
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Figure 38 Synthesis of PLA-PEG-DTPA 

 

(Ogawa et. al., Int. J. Pharm., 2021, 608, 121120, Synthetic Scheme S1) 

 

Exp.1.8. PLA-PEG-DTPA-111In／14C-TAM 標識 PLA-PEG NP の調製 

PDLLA-PEG-DTPA または PLLA-PEG-DTPA 2 mg を 0.02 mL の DMF に溶解し、0.18 mL の

蒸留水を 1000 min-1で攪拌しながら滴下した。0.2 mL の 111InCl3と 0.02 mL の 100 mM クエン

酸バッファー (pH 5.5) を加えて、25 °C で 30 分間インキュベートした。111In で標識した

PLA-PEG-DTPA NP を PD-10 カラムと蒸留水を使用して精製し、その後、エバポレートして

固化した。得られた PDLLA-PEG-DTPA-111In（111In-PDLLA-PEG）および DLLA-PEG-DTPA-

111In（111In-DLLA-PEG）を DMF で溶解した。調製した溶液の放射活性をガンマカウンター

にて測定した。（Perkin–Elmer, 1480 Wizard 3'', US） 

PLA-PEG 30 mg を DMF 0.15 mL に溶解し、10 μL 111In-PDLLA-PEG または 111In-DLLA-

PEG を添加した。 TAM 14 mg を THF 0.15 mL に溶解し、10 μL の 14C-TAM を添加した調製

した 2 つの有機相を等量混合し 50 °C に加熱した。蒸留水 2.7 mL を 1000 min-1で撹拌し、

有機相を 60 mL/min で滴下し、調製した液を透析した。透析後、9％スクロースを加えて等

張化した。調製した NP は投与まで 2-8 °C で保存した。 

 

 

Exp.1.9. 放射標識した PLA-PEG NP の体内動態評価 

放射標識した PLA-PEG NP を 6 週齢の ddY マウスに尾静注により投与した. (80 mg PLA-

PEG / kg、370 kBq 111In / kg, 4 mg TAM / kg, 320 kBq 14C / kg) TAM 単体投与した対照群とし

て、1％ポリソルベート 80 で可溶化した投与液を尾静注により投与した. 投与後 0.083, 1, 3, 

6, 24 時間において血液を下大静脈から採血した、同時に、膀胱を採取した。採取した血液

を 2,000 g 5 分間遠心分離し、血漿を得た。肝臓と脾臓を同時に採取し、生理食塩水で洗浄
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し、重量を測定した。 

採取した肝臓、脾臓、膀胱ならびに 100 μL の血漿を測定用チューブに入れ、111In の放射

活性をガンマカウンターで測定した。(Perkin–Elmer, 1480 Wizard 3'', US)  14C 放射性活性を

測定するため、100 μL の血漿ならびに肝臓、脾臓をそれぞれ 最大 30 mg 程度に切除し、シ

ンチレーションバイアルに秤取した。臓器片を溶解させるために 0.3mL の Soluene 350 を加

え、50 °C で密栓下 8 時間以上浸漬した。その後、100 μL の 30％過酸化水素を加えて 50 °C

で 30 分間反応させ脱色した。脱色した検体を 50 μL の 35% 塩酸で中和した。5 mL の Clear-

Sol I を各バイアルに添加し、14C の放射活性を液体シンチレーションカウンター (Aloka, 

LSC-6100, Japan) を使用して測定した. 

得られた放射活性を血漿体積 (mL) ならびに臓器重量 (g) で正規化し、投与後の時間に

対してプロットした。PLA-PEG-DTPA-111In ならびに 14C-TAM の血漿中正規化濃度‐時間曲

線下面積 (AUC) は台形法にて算出した。両放射標識体の全身クリアランス、半減期 

(T1/2)、分布容積、を推定するために血漿中正規化濃度-時間プロファイルを非線形最小二乗

プログラム MULTI (124) を使用して解析した。  

 

Exp.1.10. 統計的解析 

統計的有意性は、Student t 検定によって解析した。有意水準は p<0.05 とした。 
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第 2 章 実験の部 

 

Exp.2 試薬、動物、実験方法 

 

Exp.2.1. 試薬 

試薬については、第 1 章 (Exp.1.1) に準じた。その他の試薬については、市販の特級試薬

を用いた。  

 

Exp.2.2. PLA-PEG の合成 

合成方法は第 1 章 (Exp.1.2) に準じた。第 2 章では、L-PEG 12k-5k ならびに D-PEG 12k-

5k を合成して評価に使用した。 

 

Exp.2.3. PLA-PEG の特性解析 

Exp.2.3.1 PLA-PEG の Mn と PdIuni の算出 

Mn並びに PdIuniの算出は第 1 章 (Exp.1.3.1) に準じた。 

 

Exp.2.3.2 L-PEG ならびに D-PEG の示唆走査熱分析 (DSC) 

L-PEG ならびに D-PEG 1mg をアルミニウム製パン (TA instruments, Hermetic Pan, US) に

秤取し圧着した。調製したサンプルを DSC (TA instruments, Q2000, US) にて以下の温度プロ

グラムで分析した。 

昇温時：平衡化：10 °C 2min、昇温速度：+2 °C/min、スキャン温度：10-160 °C 

降温時：平衡化：160 °C 2min、昇温速度：-2 °C/min、スキャン温度：160-10 °C 

低温側に現れる吸熱ピークを PEG ドメインの融解温度 (Tm)、発熱ピークを PEG ドメイ

ンの結晶化温度 (Tc) として同定した。高温側に現れる吸熱ピークを PLA ドメインの Tm、

発熱ピークを PEG ドメインの Tc として同定した。 

 

Exp.2.3.3  Stereocomplex 形成 PLA-PEG unimer (SC-PEG) の良溶媒中でのコンフォメーション

評価 

SC-PEG のコンフォメーション変化については、SEC-RI により評価した。移動相につい

て、0-300 mM の LiBr を含む DMF を用いることならびに、カラム温度を 65 °C とした点以

外は、第 1 章 (Exp.1.3.1) に準じた。ピークトップの相対分子量を Rel Mpとして算出した。 

 

Exp.2.4. SC-PEG NP の調製 

L-PEG  50 mg、D-PEG 50 mg ならびに TAM 10 mg を秤取し、0-300 mM の LiBr を含有

する DMF 1 mL にそれぞれ溶解した。(良溶媒溶液) 溶解時には、35 °C または、65 °C に加

温した。良溶媒溶液 1 mL と蒸留水 9 mL を T-junction mixer (YMC, ID Φ 0.5 mm, Japan) で混

合した。混合時の総流速は 1-8 mL/min とした。また、混合時の温度は 35 °C または、65 °C

とした。以降の精製、ろ過、保管工程については、第 1 章に準じた。(Exp.1.4)  
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Exp.2.5. TAM を封入した SC-PEG NP の特性解析 

Exp.2.5.1 Dhと PdINPの算出 

Dhと PdINPの算出は第 1 章 (Exp.1.5.1) に準じた。 

 

Exp.2.5.2 封入率 と DLCconv., DLCSPE の算出 

封入率と DLCconv.／DLCSPE の算出は第 1 章に準じた。(Exp.1.5.6, Exp.1.5.7) 算出に必要な

TAM の濃度測定 (Exp.1.5.4)、SC-PEG の濃度測定 (Exp.1.5.5) についても第 1 章に準じた。 

Exp.2.5.3 平均会合数 (Nass)と回転半径 (Rg)、表面 PEG 密度含量と表面 PEG 密度の算出 

Nassと Rgの算出は第 1 章 (Exp.1.5.3) に準じた。表面 PEG 密度含量と表面 PEG 密度の算

出は第 1 章 (Exp.1.5.8) に準じた。 

 

Exp.2.5.4 凍結乾燥 SC-PEG NP の形態観察 

凍結乾燥した SC-PEG NP の形態観察は、Field-emmision scanning electron microscopy (FE-

SEM, JEOL, JSM-IT500HR LV, Japan) を用いて行った。凍結乾燥した SC-PEG NP をオスミウ

ムコーター (Meiwafosis, Neoc, Japan) を使用して表面をオスミウムでスパッタリングした。

前処理したサンプルを加速電圧 10 kV、観察倍率 100,000 倍にて観察を行った。 

 

Exp.2.6. PEG表面密度と粒子径の異なる放射標識 SC-PEG NP (PEG Sparse-Dh Small NP; NPSparse-

Small ならびに PEG Dense-Dh Large NP; NPDense-Large) の作製 

111In-PLLA-PEG の標識方法は第 1 章 (Exp.1.8) に準じた。 14C-TAM と 111In-PLLA-PEG を

DMF に溶解し、調製した溶液の放射活性をガンマカウンターにて測定した。(Perkin–Elmer, 

1480 Wizard 3'', US）。 

PLLA-PEG と PDLA-PEG をそれぞれ 50 mg 秤取し、20 mM LiBr DMF (NPSparse-Small ) また

は、100 mM LiBr DMF (NPDense-Large) 0.15 mL にそれぞれ溶解させた。111In-PLLA-PEG 200 kBq/ 

10 µL を加えた。TAM 10 mg を 20 mM LiBr DMF (NPSparse-Small ) または、100 mM LiBr DMF 

(NPDense-Large) 0.15 mL にそれぞれ溶解させた。同様に 14C-TAM 200 kBq/ 10 µL を加えた。PLA-

PEG 溶液と TAM 溶液を等量混合し、良溶媒溶液とした。SC-PEG NP の調製は Exp.2.4 に準じ

た。NPSparse-Smallの調製においては、TFR を 8 mL/min とし、NPDense-Largeの調製においては、TFR

を 3 mL/min とした。 

 

Exp.2.7. 異なる製剤特性を持つ SC-PEG の PK プロファイル、体内動態解析  

NPSparse-Smallと NPDense-Largeの放射化学的投与量は、(370 kBq 111In-SC-PEG NPs /kg, 320 kBq 14C-

TAM /kg) とし、6 週齢の ddY マウスに投与した。投与後 0.083, 0.5, 1, 3, 6, 24 時間におい

て、マウスを屠殺し、血漿、肝臓、脾臓を回収した。放射活性の測定方法、解析方法は、第

1 章に準じた。(Exp.1.9) 血漿中正規化濃度プロファイルの解析は 2-compartment モデルを採

用した。 
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Exp.2.8. 統計解析 

統計的有意性は、Student t 検定によって解析した。有意水準は p<0.05 とした。Dhと PdINP

について、TFR と LiBr 濃度に対する応答曲面の解析、多重比較においては、Design-Expert 

software (Stat-Ease, US) により、two-way ANOVA を適応し、有意水準は p<0.05 とした。 
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第 3 章 実験の部 

 

Exp.3 試薬、動物、実験方法 

Exp.3.1. 試薬 

第 1 章と共通する試薬については、第 1 章に準じた。 

Maleimide-PEG2-NHS ester 、D-乳酸、L-乳酸は 東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) より

購入した。マウス血清、塩化ナトリウム (NaCl)、ハイドロキシアパタイト (HAP) は富士フ

イルム和光純薬株式会社 (Tokyo, Japan) より購入した。トリフルオロ酢酸 (TFA, HPLC 

grade) は関東化学株式会社 (Tokyo, Japan) より購入した。Disodium 

ethylenediaminetetraacetate (EDTA, 0.5M, pH8.0)、Pierce BCA protein assay kit、NuPAGE LDS 

sample buffer 4x (LDS sample buffer)、NuPAGE MES SDS running buffer (running buffer)、

SYPRO Ruby protein gel stain、NuPAGE 4 12%ならびに Bis-Tris, 1.0 mm, mini protein gel は

Thermo Fisher Scientific (MA, US) より購入した。1-Thioglycerol は ナカライテスク株式会社 

(Kyoto, Japan) より購入した。1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) は Sigma Aldlich (St. Louis, 

MO, US) より購入した。骨標的指向性ペプチドの双性イオン誘導体 (Zwi. pep., D8K8C) と

アニオン誘導体 (Ani. pep., and D8G8C) は Smart Bioscience (Saint Egrève, France) にて合成し

た。2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid (HEPES) は同仁化学株式会社 

(Kyoto, Japan) より購入した。 

 

Exp.3.2. PDLA-PEG-Maleimide (PDLA-PEG-Mal)/ PLLA-PEG-Maleimide (PLLA-PEG-Mal) なら

びに PDLA/ PLLA ホモポリマーの合成 

Figure 39 に PDLA-PEG-Mal と PLLA-PEG-Mal の合成スキームを示す。HO-PEG-NH2 500 

mg と Fmoc-OSu 67.5 mg をスクリューバイアルに秤取し、THF 4 mL を加えて 2 時間反応さ

せた。反応物をエーテルで精製し、HO-PEG-Fmoc を得た。精製した HO-PEG-Fmoc 200 mg

をマイクロウェーブ反応用のガラスチューブに秤取し、110 °C にて減圧し、残留する水分を

取り除いた。同ガラスチューブに D-lactide または L-lactide 500 mg を秤取し、Sn (Oct) 2 1 mg

を反応触媒として加えた。ガラスチューブを窒素環境下で、密閉し、120 °C で 2 時間反応

させた。反応物を DCM で溶解し、ジエチルエーテルで精製した。精製した PDLA-PEG-

Fmoc または、PLLA-PEG-Fmoc を 20% piperidine/DMF を用いて脱保護した。同様にジエチル

エーテルで精製し、PDLA-PEG-NH2または、PLLA-PEG-NH2を得た。Maleimide-PEG2-NHS 

ester 34 mg と PDLA-PEG-NH2 または PLLA-PEG-NH2  500 mg を秤取し、THF 5 mL で溶解

し、2 時間反応させた。同様にジエチルエーテルで精製し、PDLA-PEG-Mal または PLLA-

PEG-Mal を得た。 

PDLA/ PLLA ホモポリマーは開始剤を D-乳酸または、L-乳酸とし、開環重合法により合成

した。D-乳酸 または L-乳酸 10 mg と D-lactide または L-lactide 1380 mg をガラスチュー

ブに秤取し、Sn (Oct) 2 10 mg を触媒として加えた。 同様に、窒素環境下で密閉し、120 °C

で 2 時間反応させ、ジエチルエーテルで精製した。 
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Figure 39 Synthesis of PLA-PEG-Maleimide 

 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Scheme S1) 

 

Exp.3.3. PLA ホモポリマーを含有／非含有 PLA-PEG NP の作製 

PDLA-PEG-Mal ならびに PLLA-PEG-Mal を 7.5 mg ずつ秤取した。TAM 1.0 mg を秤取し、

THF 0.6 mL で溶解させた。(良溶媒溶液) 良溶媒溶液を 60 mL/min の速度で、1,200 min-1の

速度で攪拌した 10 mM HEPES-NaOH/ 1mM EDTA pH7.5 (prep. buffer) 2.4 mL に滴下した。作

製した PLA ホモポリマーを含有しない PLA-PEG-Mal NP (NPPLA-PEG), 2.5 mL を Sephadex G-25 

column (Cytiva, PD-10 miditrap, US) を使い精製した。PLA ホモポリマーを含有する PLA-

PEG NP (NPPLA/PLA-PEG)では, 良溶媒の調製として、 PDLA-PEG-Mal ならびに PLLA-PEG-

Mal を 4.5 mg ずつ秤取し、PDLA ならびに PLLA を 3.0 mg ずつを秤取した点以外は、

NPPLA-PEGと同様に調整した。 

 

Exp.3.4. NP 表面へのペプチドの修飾と製剤化／保管安定性試験 

2.5 mg/mL の NPPLA/PLA-PEG (0.83 mM maleimide 残基に相当) ならびに 1.2, 0.58, 0.35, 0.23, 

0.12, 0.083 mM の Ani. pep.または、Zwi. pep を反応緩衝液 (150 mM NaCl を含有する prep. 

buffer) 中で混合し、室温で 1 時間攪拌した。反応液の一部を修飾量の決定に使用した。反

応後の液に 1.77 mM 1-thioglycerol をクエンチャーとして添加し、未反応のマレイミド残基

をクエンチした。クエンチ後の溶液を透析し、未反応のペプチドとクエンチャーを取り除い

た。透析後の NP は、0.45 µm の PVDF フィルター (Merck, Germany) でろ過し、使用するま

で 2-8 °C で保管した。同時に保管安定性評価用に、検体をガラスバイアルに充てんし、2-

8 °C で 1 か月保管後評価した。 

 

Exp.3.5. ペプチドの修飾量 (MC) の定量 

ペプチドの MC の算出は、反応液の一部を超高速液体クロマトグラフィー (UPLC) -UV で

分析し、未反応のペプチドを検出、定量した。UPLC-UV の測定条件は Table 15 に記載の条
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件とした。ペプチド標準液の測定範囲は、5~100 µg/mL とした。MC は以下の式より算出し

た。 

 

𝑴𝑪 (𝒎𝒐𝒍𝒆% 𝒓𝒆𝒔𝒊𝒅𝒖𝒆) = (𝑪𝒑 𝒇𝒆𝒆𝒅 − 𝑪𝒑 𝒓𝒆𝒂𝒙𝒕) 𝑪𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍⁄ × 𝟏𝟎𝟎 ・・・Equation 12 

ここで、Cp react は、反応後の液中のペプチドモル濃度であり、Cp feed は、反応に供したペ

プチドのモル濃度である。CPEG-Mal は PLA-PEG-Mal の総モル濃度である。 

 

Table 15 Analytical method of peptide quantified by UPLC-UV 

項  目 設定 

System Waters Acuity H-class Bio 

UVdetector 215 nm 

Column Waters ACQUITY UPLC Peptide BEH C18 Column, 

300 Å, 1.7 μm, 2.1 × 50 mm 

Column oven temperature 40 °C  

Mobile Phase A 0.1% TFA/MeCN= 97/3 

Mobile Phase B MeCN 

Gradient 0 to 1 min: B 0%, 1 to 2.5 min: B 0→50%, 2.51 to 5 

min: B 100% 

Flow rate 0.35 mL/min. 

Injection volume 5 L 

Sample temperature 25°C  

Needle wash solvent 50% MeCN 

 

Exp.3.6. 調製した NP の特性解析 

Exp.3.6.1 Dh と PdINP の評価 

希釈媒体を Prep. buffer とした以外は、Exp.1.5.1 に準じた。 

 

Exp.3.6.2 ゼータ電位 の評価 

希釈媒体を Prep. buffer とし、総ポリマー濃度を 1 mg/mL とした以外は、Exp.1.5.2 に準じ

た。 

 

Exp.3.6.3 TAM 濃度、総ポリマー濃度の算出と DLC の算出 

TAM 濃度の算出は、サンプルの調製方法と標準液の測定範囲は Exp.1.5.4 に準じた。

UPLC の測定条件は Table 16 に示した。 
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Table 16 Analytical method of TAM concentration quantified by UPLC-UV 

項  目 設定 

System Waters Acuity H-class 

UVdetector 240 nm 

Column Waters ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130 Å, 1.7 

μm, 2.1 × 50 mm 

Column oven temperature 40 °C  

Mobile Phase A 0.1% TFA/MeCN=40/60 

Gradient Isocratic 

Flow rate 0.35 mL/min. 

Injection volume 2 L 

Sample temperature 25 °C  

Needle wash solvent 50% MeCN 

 

総ポリマー濃度は示唆屈折率 (RI) により決定した。示唆屈折率計 (Anton Paar, Abbemat 

MW, Austria) の測定波長は、658 nm、温度は、25 °C とした。標準溶液は、PDLA-PEG-Mal 

ならびに PLLA-PEG-Mal を 1.5 mg ずつ秤取 (NPPLA-PEG)、または PDLA-PEG-Mal ならびに 

PLLA-PEG-Mal 0.9 mg ずつ、ならびに PDLA ならびに PLLA homopolymer を 0.6 mg ずつ秤

取 (NPPLA/PLA-PEG) し、THF で溶解後、乾燥固化させた。Prep. buffer を 0.5 mL 添加し、

70 °C で超音波照射下で均一に分散させた。調製した標準溶液を精密にメスフラスコに秤取

り、最終濃度を 5 mg/mL とした。NPPLA/PLA-PEG の屈折率の濃度増分 (dn/dc) は 0.126 mL/g、

NPPLA-PEGの dn/dc は 0.109 mL/g であった. (Figure 40A) 

総ポリマー濃度の定量について、RI 測定の定量下限を下回る検体は蛍光分光法を使用し

て定量した。1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) は臨界会合濃度 (CAC) の算出に使用され

る蛍光色素であり、疎水的な環境において量子収率が向上し、CAC 以上では蛍光量と NP の

濃度に直線的な関係性を示す。(125) 総ポリマー濃度に関して、SC-PEG NP の CAC を越え

る濃度において、定量を実施した。サンプル 200 µL を 96 well plate に添加し、0.4 mM DPH 

メタノール溶液 2 µL を添加し、マイクロプレートリーダー (Thermofisher Scientific, 

Varioscan Lux, US) にて、励起波長 360 nm、蛍光波長 460 nm として、測定を行った。NPPLA-

PEGと NPPLA/PLA-PEGについて、標準溶液の濃度を 50~400 µg/mL とし、測定マトリックスを希

釈媒体として、直線性を確認した。(Figure 40B) 

DLC について、以下の式に従って算出した。 

𝑫𝑳𝑪 (𝒘𝒕%) = 𝑪𝑻𝑨𝑴 𝒍𝒐𝒂𝒅𝒆𝒅 𝑪𝑷𝒐𝒍𝒚𝒎𝒆𝒓⁄ × 𝟏𝟎𝟎    ・・・Equation 13 
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Figure 40 Quantification of NP concentration. 

Figure 40A shows the refractive index as a function of standard particle concentration. The slope of the 

fitted curve is defined as dn/dc. Figure 40B shows the fluorescence signal of DPH as a function of 

particle concentration. The matrix of the standard solutions was an ultracentrifuged serum medium. 

Closed circles indicate PLA-PEG NP with PLA homopolymers (NPPLA/PLA-PEG). Open 

circles indicate PLA-PEG NP without PLA homopolymers (NPPLA-PEG). 

Quantification of NP concentration 

(Ogawa et. al., J. Pharm. Sci., 2022, 111, 2888-2897, Figure S1) 

 

Exp.3.6.4 NP の構造パラメータの算出 

NP の構造パラメータの算出について、SEC-MALS 測定と 1H-NMR の測定条件は、

Exp.1.5.3 ならびに Exp.1.5.8 に準じた。PLA-PEG-Mal の会合数については、以下の式に従

い、算出した。 

𝑵𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍 = 𝒏 𝑴𝑵𝑷 (𝒏 𝑴𝑷𝑳𝑨𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍 + (𝟏 − 𝒏)𝑴𝑷𝑳𝑨)⁄   ・・・Equation 14 

 

ここで、n は PLA-PEG-Mal の NP 中のモル分率であり、NPPLA-PEGにおいては、n=1 であ

り、NPPLA/PLA-PEG においては、n=0.5 である。MNP は、NP の見かけの分子量である。

MPLAPEG-Mal は PDLA-PEG-Mal と PLLA-PEG-Mal の平均分子量であり、MPLAPEG-Mal は PDLA 

ホモポリマーと PLLA ホモポリマーの平均分子量である. 

NP の構造パラメータの算出については、以下の式から解析した。(88) 

𝑺𝒖𝒓. 𝑪𝒐𝒏𝒕.𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍 = 𝑪𝑷𝑬𝑮 𝒆𝒙𝒑. 𝒏𝑪𝒑𝒐𝒍𝒚𝒎𝒆𝒓⁄ × 𝟏𝟎𝟎   ・・・Equation 15 

𝚪𝑷𝑬𝑮 = 𝑵𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍 × 𝑺𝒖𝒓. 𝑪𝒐𝒏𝒕.𝑷𝑬𝑮−𝑴𝒂𝒍 𝟒𝝅𝑹𝒉
𝟐 × 𝟏𝟎𝟎⁄    ・・・Equation 16 

𝚪𝒑𝒆𝒑 = 𝚪𝑷𝑬𝑮 × 𝑴𝑪      ・・・Equation 17 

𝑹𝒇 𝑷𝑬𝑮 = 𝟎. 𝟑𝟓𝟎𝒎𝟑/𝟓      ・・・Equation 18 

𝑹𝒇 𝒑𝒆𝒑 = 𝟎. 𝟑𝟔𝟓𝒑𝟑/𝟓      ・・・Equation 19 

𝑫𝑷𝑬𝑮 = 𝟐√𝟏 𝝅𝚪𝑷𝑬𝑮⁄       ・・・Equation 20 
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𝑫𝒑𝒆𝒑 = 𝟐√𝟏 𝝅𝚪𝒑𝒆𝒑⁄       ・・・Equation 21 

 

ここで、Sur.Cont.PEG-Malと CPEG exp.はそれぞれ 1H-NMR から算出した PEG の表面含量と表

面に露出する PEG のモル濃度である。Rhは,DLS より算出した流体半径である。ΓPEG は 100 

nm2あたりの表面 PEG 密度であり、Γpepは 100 nm2あたりの表面ペプチド密度である。Rf PEG 

ならびに Rf pepはそれぞれ PEG とペプチドの Flory 半径である。0.350 (nm) はエチレンオキ

サイド 1 ユニットの長さである。(126) 0.365 (nm) はアミノ酸 1 残基の長さである。(127) m

と f はそれぞれ PEG とペプチドの重合数であり、m=113, p =17 である。DPEG と Dpep はそれ

ぞれ隣り合う PEG 鎖、ペプチド同士の距離である。 

 

Exp.3.7. NP の血清耐性評価 

Exp.3.7.1 プロテインコロナの形成と分離 

調製した NP の総ポリマー濃度を 2 mg/mL に調製し、1 mL を 10%マウス血清と混合

し、37 °C で 1 時間 インキュベートした。プロテインコロナの分離は、スクロースクッシ

ョン法を用いた。インキュベーションした溶液 1 mL を超遠心用チューブ (Beckman coulter, 

Polycarbonate open tube, US) に添加した。その後、0.7 M スクロース溶液 0.2 mL を超遠心用

チューブの底部にシリンジを使って添加した。チューブを 5 °C, 100,000 g で 45 分遠心し

た。遠心後の上清を廃棄し、ペレットを同一の遠心条件で超遠心し、PBS で 2 回洗浄した。

洗浄後、0.1 mL の PBS で再懸濁し、総ポリマー濃度を測定した。 

 

Exp.3.7.2 タンパク定量とポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

タンパク質量は、ビシンコニン酸 (BCA) 法により定量した。方法は、Pierce BCA 

protein assay kit のプロコールに準じた。超遠心したサンプルを希釈し、96 well plate 

(Thermofisher, Microwell, US) に 0.1 mL を添加した。付属する牛血清アルブミン (BSA) 標準

品 (2 mg/mL) を希釈し、25~500 µg/mL の検量線用試料を調製し、0.1 mL を 96 well plate に

添加した。BCA を含む Working solution を 0.1 mL 添加し、37 °C で 45 分インキュベートし

た。マイクロプレートリーダーで 562 nm の吸光度を測定し、標準品に対するタンパク質濃

度を決定した。 

SDS-PAGE は、次の手順で実施した。総ポリマー濃度を 1 mg/mL に調製したサンプル

溶液を 13 µL、2% SDS/ 4% Triton-X 2 µL、LDS sample buffer 5 µL を混合した。90 °C で 5 分

インキュベーションし、タンパク質を変性させ、NP を崩壊させた。サンプルを 5,000 g で 1

分遠心し、上清 10 µL を SDS-PAGE 用ゲルにローディングした。マウス血清は 10,000 倍に

希釈したものを対照として用いた。電気泳動は、定圧 200 V 45 分にて実施した。泳動後のゲ

ルの染色は、SYPRO Ruby protein gel stain を使用し、染色方法は付属のプロトコールに準じ

た。撮像と解析は LAS3000 (Fujifilm, Japan) を使用した。 

 

Exp.3.7.3 固相抽出 による血清中 TAM 放出量の定量 
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総ポリマー濃度 2 mg/mL に調製した NP 30 µL とマウス血清 270 µL を混合し、37 °C で

30 分インキュベートした。TAM の放出は、固相抽出により決定した。固相抽出 カラム 

(GL science, Monospin C18, Japan) を MeCN 0.1 mL で活性化した。その後、蒸留水 0.2 mL を

通液し、平衡化した。インキュベートしたサンプルを 0.2 mL 添加し、その後、カラムに吸

着している NP を洗浄するため、30% MeCN を 0.2 mL を通液した。最後に、MeCN 0.1 mL

で溶出し、Exp.3.6.3 に記載している方法で TAM を定量した。標準溶液は、1 mg/mL に調製

した TAM の 90%マウス血清溶液を希釈し、5~50 µg/mL の濃度とした。同様の操作を行い、

検量線を作製した。 

 

Exp.3.8. ハイドロキシアパタイト (HAP) 結合評価 

111In を使用した NP の標識方法は、良溶媒を THF とした点、TAM を放射標識しない点

以外は、Exp.1.8 に準じた。 

総ポリマー量 50 µg に相当する NP を PBS または 10%マウス血清を含む PBS に添加し

た。それらを 8, 32, 80 mg の HAP と混合し、37 °C で 1 時間 振とうした。測定前のチュー

ブをガンマカウンター （Perkin–Elmer, 1480 Wizard 3'', US）にて測定した。5,000 g 3 分 遠心

後に上清を回収し、同様にガンマカウンターで測定した。HAP への結合割合は、次に示す

式で算出した。 

𝑯𝑨𝑷 𝒃𝒊𝒏𝒅 (%) = 𝟏𝟎𝟎 − (𝑹𝑨𝒔𝒖𝒑. × 𝑽𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍) (𝑹𝑨𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 × 𝑽𝒔𝒖𝒑.) × 𝟏𝟎𝟎⁄  ・・・Equation 22 

ここで、RAsup. ならびに RAtotal は、それぞれ上清と全体の放射活性であり、Vsup. なら

びに Vtotal はそれぞれ上清と全体の液量である。 

 

Exp.3.9. 統計解析 

統計的有意差は、Student t 検定によって解析した。多重比較する場合には、Tukey’s 検定に

よって解析した。有意水準は p<0.05 とした。 
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