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略語一覧 

 

ALT   Alanine aminotransferase 

AST    Aspartate aminotransferase 

BSA       Bovine serum albumin 

CBS             Cystathionine β-synthase 

CSE              Cystathionine γ-lyase 

DDS            Drug delivery system 

DMEM        Dulbecco's modified eagle's medium 

DMSO         Dimethyl sulfoxide 

DTPA        Diethylenetriamine-N,N,N',N",N"-pentaacetic acid 

DTT        Dithiothreitol 

EDC         1-(3-Dimethylaminopropyl) -3-ethylcarbodiimide 

FBS           Fetal bovine serum 

FITC         Fluorescein isothiocyanate 

Gal           Galactose 

GSH         Glutathione 

HBSS          Hank's Balanced Salt Solution 

HEPES          4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid 

ICAM-1                 Intercellular adhesion molecule-1 

MALDI-TOF MS      Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight mass  

spectrometry  

Man                    Mannose 

MES          2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 

MPO                   Myeloperoxidase 

3-MST          3-Mercaptopyruvate sulfurtransferase 

NF-kB                  Nuclear factor-kappa B 

NSAIDs                 Non-steroidal anti-inflammatory drugs 

PEG            Polyethylene glycol 

PEG-NHS      α- Succinimidyloxysuccinyl-ω-methoxy polyoxyethylene 

PFA                    Paraformaldehyde 

SDS           Sodium dodecyl sulfate 

SOD                    Superoxide dismutase 

SPDP         N-Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio) propionate 
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Suc              Succinic acid 

TNBS            2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid 

Trx                     Thioredoxin 
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総論の部 

 

緒言 

硫化水素は、生体内で合成酵素であるシスタチオニン β-シンターゼ (CBS)、シスタチオニン γ-

リアーゼ (CSE)、3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素 (3-MST) により産生されることが最近

明らかとなった 1-4)。硫化水素は生体内で、抗酸化、抗炎症、細胞保護効果等の多彩な生理活性を

有することが知られている。すなわち、硫化水素はグルタチオン (GSH) やチオレドキシン (Trx) 

といった抗酸化物質の濃度上昇 5)、スーパーオキサイドジスムターゼ (SOD) 活性の増大 6) によ

り酸化ストレスを軽減することが報告されている。また、nuclear factor-kappa B (NF-kB) の活性化

抑制や intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) といった接着分子の発現を抑制し、白血球の遊走

やミエロパーオキシダーゼ (MPO) 活性を抑制することによる抗炎症効果が報告されている 7)。

さらに、心筋虚血モデルマウスにおけるミトコンドリアの呼吸調節による心筋の保護作用や 8)、

肝臓の酸化ストレス時における細胞内のカルシウム濃度上昇を抑制することで、肝臓の線維化抑

制効果 9) が報告されている。これらのことから、硫化水素は一酸化炭素、一酸化窒素に次ぐ第三

のガス状シグナル分子として注目を集めている 10-12)。したがって、硫化水素を体外から投与する

ことによる炎症や虚血再灌流障害などの酸化ストレス疾患治療への応用が期待される。しかしな

がら、硫化水素はガス状分子であるため取り扱いが難しく、投与に際しては、生体内で硫化水素

を放出するプロドラッグの利用が必要である 13)。これまでに、様々な硫化水素プロドラッグが開

発されており、疾患治療への応用が試みられてきた (Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Existing H2S prodrugs. 
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すなわち、水溶液中で速やかに硫化水素を放出する sodium sulfideや sodium hydrogen sulfideと

いった無機硫化物が広く研究で利用されている 5, 6, 14)。また、加水分解により持続的に硫化水素を

放出するGYY4137 15) や、チオールと反応し硫化水素を放出する diallyl trisulfideや diallyl disulfide 

16) などの有機硫黄化合物が開発されている。さらに、硫化水素の抗炎症作用を利用し、非ステロ

イド性抗炎症薬 (NSAIDs) の抗炎症作用の増大、消化管毒性軽減を目的として、diclofenac に硫

化水素プロドラッグを結合させた S-diclofenacが開発されている 17)。 

しかしながら、既存の硫化水素プロドラッグの多くは低分子であることから、血中からの消失

が速く様々な臓器へ分布するため、標的部位に十分量の硫化水素が供給されないことや、標的部

位以外で硫化水素を放出することが治療上の大きな障壁となっている 18)。したがって、硫化水素

による効率的な治療効果を得るためには、硫化水素の放出や体内動態を精密に制御し、標的部位

へ十分量の硫化水素を供給するDDS製剤の開発が必要であると考えられる (Fig. 2)。 

硫化水素の DDS 製剤を開発するには、薬物の腎排泄や全身への分布による体内からの速やか

な消失の抑制、ならびに標的部位への選択的送達を目的とした標的化素子などの機能性分子の修

飾が可能な高分子キャリアの利用が有用であると考えられる。 

そこで著者らは、硫化水素の放出制御及び体内動態制御による効率的な疾患治療法を開発する

ことを目的として、標的とする細胞内で選択的に硫化水素を放出する高分子型硫化水素プロドラ

ッグの開発を試みた。硫化水素プロドラッグの高分子キャリアとして、生体由来のタンパク質で

あり安全性や生体適合性に優れるアルブミンを選択し、その表面に硫化水素放出部位を結合させ

ることで高分子型硫化水素プロドラッグを開発した。その物理化学的性質ならびにマウス静脈内

投与後の体内動態、硫化水素放出能を系統的に評価するとともに、酸化ストレス疾患治療におけ

るその有用性を評価した。さらに硫化水素の細胞選択的ターゲティングシステムの構築を目指し

て、標的化素子の利用によるスルフォアルブミンの標的細胞への能動的ターゲティングを試みた。 

以下、これらの結果について 2章にわたり論述する。 

 

 

 

 

Fig. 2  The biological roles and targeted delivery of H2S prodrug. 
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第 I章  アルブミンを利用した高分子型硫化水素プロドラッグ 

（スルフォアルブミン）の開発 

 

 過酸化水素やスーパーオキサイドアニオンなどの活性酸素種は、生体内で異物の分解などに関

与し 19-21)、産生と抗酸化酵素などによる消去のバランスが保たれている 22-25)。しかし、このバラ

ンスが崩壊し過剰量の活性酸素種が産生されると、炎症や虚血再灌流障害といった酸化ストレス

疾患が惹起される 26, 27)。硫化水素は酸化ストレス疾患に対し、抗酸化物質の発現量増大 5)、炎症

性メディエーターの遊離抑制 28)、細胞保護効果 8, 29)といった複合的な薬理効果を発揮することが

知られており、医薬品としての応用が期待されている。ガス状分子である硫化水素を用いた効率

的な疾患治療を実現するためには、硫化水素の体内動態、放出制御により、標的部位へ十分量の

硫化水素を供給可能な硫化水素プロドラッグの開発が必要であると考えられる。しかしながら、

既存の低分子型硫化水素プロドラッグは血中からの消失が速いこと、標的部位以外で硫化水素を

放出することなどの問題点があり、これら欠点が疾患治療への応用の障壁となっている 18)。硫化

水素プロドラッグの体内動態、放出制御を実現するためには、硫化水素プロドラッグや機能性分

子を修飾可能な高分子型硫化水素プロドラッグの開発が有用であると考えられる。しかしながら、

高分子型硫化水素プロドラッグの開発し、その体内動態評価及び疾患治療へ応用した報告例はな

い。 

 血清アルブミンは、血中に豊富に存在するタンパク質であり、表面に化学修飾が可能なアミノ

基やカルボキシ基を多数有している 30, 31)。さらに、生体由来のタンパク質であるため安全性が高

く、血中滞留性が良いなどの利点から、DDSにおける高分子キャリアとして広く応用されている

32-34)。そこで著者らは血清アルブミンを高分子キャリアとして選択し、硫化水素プロドラッグの

体内動態制御ならびに硫化水素放出制御が可能な高分子型硫化水素プロドラッグ（スルフォアル

ブミン）を開発した (Fig. 3)。 

 本章では、合成したスルフォアルブミンの物理化学的性質、体内動態特性、硫化水素放出能を

評価した。さらに得られた結果に基づき、スルフォアルブミンの酸化ストレス疾患治療における

有用性を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3  Structure of Sulfo-albumin. 
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I-1 スルフォアルブミンの合成と物理化学的性質の評価 

 

I-1-a スルフォアルブミンの合成 

スルフォアルブミンは、ウシ血清アルブミン (BSA) に硫化水素放出部位である sulfide 基を修

飾することで合成した。すなわち、BSAのアミノ基にジスルフィド導入試薬であるN-succinimidyl 

3-(2-pyridyldithio) propionate (SPDP) を修飾した後、thioacetic acidを反応させることで sulfide基

に変換した 35) (Fig. 4)。BSAと SPDPの反応比率を調整することで、sulfide基の修飾数が異なる 3

種のスルフォアルブミンを合成した。合成したスルフォアルブミンの分子量は MALDI TOF-MS

で測定した (Fig. 5)。BSAとスルフォアルブミンの分子量の差から、BSA 1分子あたりの sulfide

基の修飾数を算出した。その結果、反応比率の増大に伴い分子量が増大し、BSA 1 分子あたり、

sulfide基が約 5、10、30分子結合した Sulfo (5)-BSA、Sulfo (10)-BSA、Sulfo (30)-BSAが得られた 

(Table 1)。 

 

Fig. 4  Synthetic routes of Sulfo-albumin.  
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 1) 
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I-1-b スルフォアルブミンの物理化学的性質 

各種スルフォアルブミンの直径、ゼータ電位をそれぞれ動的光散乱法、レーザードップラー法

で測定した。Table 1から、各種スルフォアルブミンの直径は約 8 nmであり、sulfide基の修飾に

よる大きな変化は見られなかった。一方、ゼータ電位は sulfide基修飾数の増大に伴い負に帯電し

た。これは BSA のアミノ基に sulfide 基を修飾したことで、表面の正電荷が弱まったためである

と考えられる。 

 

Table 1  Physicochemical properties of Sulfo-albumin 

Compound 
Molecular 

weighta 

Number of 

sulfide groupsb 

(mol/mol) 

Diameter            

(nm) 

Zeta potential     

(mV) 

BSA 66,300 0 7.29±0.42 -12.57±0.12 

Sulfo (5)-BSA 67,300 4.83 9.20±0.06 -19.47±0.78 

Sulfo (10)-BSA 68,100 9.72 8.24±0.68 -22.23±1.37 

Sulfo (30)-BSA 71,900 30.9 7.21±0.70 -30.87±0.75 

 

 

 

a Molecular weight was measured via MALDI TOF-MS. 
b The average number of sulfide groups was estimated by measuring the molecular weight via 
MALDI TOF-MS. Results are expressed as the mean ± S.D. of 3 experiments. 

(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Table 1) 

Fig. 5  MALDI-TOF MS spectra of (A) BSA, (B) Sulfo (5)-BSA, (C) Sulfo (10)-BSA, and (D) Sulfo 
(30)-BSA.  
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. S1) 



- 8 - 

 

I-2 スルフォアルブミンの体内動態 

 前節までに、スルフォアルブミンの物理化学的性質を評価した。続いて、各種スルフォアルブ

ミンのマウス静脈内投与後の体内動態について評価した。 

 

I-2-a 各種スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態 

 スルフォアルブミンに 111In標識を施し、血漿中濃度及び臓器中への移行量を測定した 36)。その

結果、比較対照である未修飾 BSA は従来の報告通り、高い血中滞留性を示し、臓器中へはほと

んど蓄積しなかった 37) (Fig. 6)。一方、スルフォアルブミンは sulfide基の修飾数増大に伴い、血

中からの消失が速くなり肝臓への移行量が増大した。特に、sulfide 基の修飾数が最も多い Sulfo 

(30)-BSAは静脈内投与後、速やかに血中から消失し、投与 30分後には投与量の約 80% が肝臓へ

移行した。続いて、Sulfo (30)-BSAに近赤外線蛍光プローブであるVivoTag 800を標識し、マウス

静脈内投与後の Ex vivo 蛍光イメージング画像を観察した 38)。この観察からも、肝臓から強い蛍

光が観察されたことから、Sulfo (30)-BSAは肝臓に移行していることが確認された (Fig. 7)。Sulfo 

(30)-BSAの肝臓選択的な体内動態は、肝臓の酸化ストレス疾患治療に応用できる可能性があるこ

とから、以降の実験は Sulfo (30)-BSAを用いた。 
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Fig. 6  Plasma concentration and tissue accumulation of 111In-BSA and Sulfo-albumins after 
intravenous injection in mice at a dose of 1 mg/kg (A) Plasma, (B) Liver, (C) Kidney, (D) Lung, (E) 
Spleen and (F) Heart. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 mice. ○, BSA; □, Sulfo 
(5)-BSA; △, Sulfo (10)-BSA; ●, Sulfo (30)-BSA. 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 2) 
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Fig. 7  Ex vivo fluorescence image of VivoTag-Sulfo (30)-BSA. Liver, lung, kidney, spleen and heart 
were excised 180 min after intravenously injection in mice. Fluorescence image was acquired by IVIS 
imaging system. 
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I-2-b Sulfo (30)-BSAの肝臓内分布 

 肝臓は主に、肝細胞からなる実質細胞と、血管内皮細胞や Kupffer 細胞（肝マクロファージ）

などからなる非実質細胞から構成されていることが知られている 39, 40)。そこで、111In-Sulfo 

(30)-BSAをマウスに静脈内投与後、肝臓にコラゲナーゼ灌流を施し、肝実質細胞、非実質細胞を

分離し、各移行量を測定した 41, 42)。その結果、Sulfo (30)-BSAは肝臓の非実質細胞に選択的に分

布していることが明らかとなった (Fig. 8)。一般に、負に帯電した高分子やタンパク質は、肝臓

の Kupffer 細胞などに発現するスカベンジャー受容体を介して、肝臓非実質細胞へ分布すること

が知られている 43, 44)。このことから、負に帯電する Sulfo (30)-BSAは、同様の機構により非実質

細胞へ分布したと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8  Intrahepatic distribution of 111In-Sulfo (30)-BSA 30 min after intravenous injection in 
mice at a dose of 1 mg/kg. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 mice. PC, 
parenchymal cells; NPC, nonparenchymal cells 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 3) 
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I-2-c Sulfo (30)-BSAの肝移行阻害実験 

 前述のように、Sulfo (30)-BSAは負に帯電しているため、スカベンジャー受容体を介し肝臓の

非実質細胞へ移行したと考えられる。そこで、スカベンジャー受容体の基質であるコハク酸修飾

BSA (Suc-BSA) をマウスに前処置することで受容体を飽和させた後、111In-Sulfo (30)-BSAを投与

し、肝移行性が低下するかを評価した 44)。その結果、Suc-BSA未処置群と比較し、Suc-BSA処置

群における 111In-Sulfo (30)-BSAの肝臓への移行量は顕著に低下し、血漿中濃度が増大した (Fig. 9)。

以上の結果から、Sulfo (30)-BSA はマウス静脈内投与後、スカベンジャー受容体を介して肝臓の

非実質細胞へ分布することが示唆された。 

 

Fig. 9  Biodistribution of 111In-Sulfo (30)-BSA (1 mg/kg) 30 min after intravenous administration in 
mice. Just before 111In-Sulfo (30)-BSA, 20 mg/kg of unlabeled Suc-BSA was intravenously injected 
into mice. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 mice. Closed bar, without unlabeled 
Suc-BSA; Open bar, with unlabeled Suc-BSA. 
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I-3 スルフォアルブミンの硫化水素放出能の評価 

 前節では各種スルフォアルブミンの体内動態を評価し、Sulfo (30)-BSAが肝移行性に優れてお

り、肝障害治療へ応用可能である可能性が示唆された。続いて、スルフォアルブミンの硫化水素

放出能について評価した。 

 

I-3-a GSH中における硫化水素放出能の評価 

 合成したスルフォアルブミンは Fig. 10 のように、GSHやシステインといったチオールと反応

し硫化水素を放出すると考えられる 35)。そこでスルフォアルブミンを、細胞内環境を想定した 5 

mM GSH中で反応させ、経時的に放出された硫化水素をメチレンブルー法で定量した 45-47)。既存

の低分子型硫化水素プロドラッグであるH2S Prodrug 8l (Fig. 11) は、これまでの報告の通り GSH

と反応し硫化水素を放出した 35) (Fig. 12)。また、Sulfo (30)-BSAは GSHを含まない PBS中では硫

化水素を放出せず、GSHを含む PBS中で硫化水素を放出した。 

 以上の結果から、合成したスルフォアルブミンは細胞内環境下を想定した 5 mM GSH中で硫化

水素を放出することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11  Structure of H2S prodrug 8l.  
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 1) 

Fig. 10  Mechanism of H2S release from Sulfo-albumin  
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Fig. 12  H2S release from Sulfo (30)-BSA or H2S prodrug 8l in PBS and PBS containing 5 mM GSH. 
H2S concentration in the solution was measured by a methylene blue method. The results are expressed 
as the mean ± S.D. of 3 experiments. ○, Sulfo (30)-BSA + GSH; ●, H2S prodrug 8l + GSH; ■, Sulfo 
(30)-BSA without GSH 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 4) 
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I-3-b 細胞懸濁液、血漿中における硫化水素放出能の評価 

 前述のように、スルフォアルブミンは GSH と反応し硫化水素を放出することが示された。生

体内において、還元型 GSH は細胞内に豊富に存在していることが知られている 48)。そこで生体

内における硫化水素放出能を評価するため、細胞懸濁液及び 10% マウス血漿中における硫化水

素放出を測定した。その結果、Sulfo (30)-BSA からの硫化水素放出は、細胞懸濁液中では見られ

たものの、10% マウス血漿中では見られなかった (Fig. 13)。また、陰性対照である未修飾 BSA

でも同様の実験を行ったが、硫化水素の放出は見られなかった。 

 以上の結果から、スルフォアルブミンは生体内において、血中では硫化水素を放出せず、細胞

内環境下でのみ硫化水素を放出することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13  H2S release from Sulfo (30)-BSA (closed bar) and BSA (open bar) in cell lysate and 10% 
plasma. H2S concentrations in samples were measured 20 min after incubation. The results are 
expressed as the mean ± S.D. of 3 experiments. N.D., not-detected 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 5) 
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I-4 スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

 前節から、スルフォアルブミンが GSH と反応し、細胞内環境下で硫化水素を放出することが

明らかとなった。続いて、生細胞中におけるスルフォアルブミンの硫化水素放出能を評価した。 

 

I-4-a スルフォアルブミンの細胞内取り込み能の評価 

まず、スルフォアルブミンが細胞内へ取り込まれるか否かを、蛍光色素である fluorescein 

isothiocyanate (FITC) 標識体を用いて評価した。マウスマクロファージ様細胞株である、RAW 

264.7細胞に FITC-Sulfo (30)-BSAを処置し、経時的に蛍光顕微鏡で観察した。その結果、細胞内

からの蛍光が時間依存的に増大したことから、Sulfo (30)-BSAが RAW 264.7細胞へ取り込まれた

ことが確認された (Fig. 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14  Fluorescence image of FITC-labeled Sulfo (30)-BSA in RAW 264.7 cells. Cells were 
incubated with FITC-labeled Sulfo (30)-BSA (1 mg/ml) for (A) 0 h, (B) 2 h, and (C) 4 h. Upper panel 
and lower panel show fluorescence and bright field image, respectively. Scale bar = 50 µm 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 6) 
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I-4-b スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

 続いて、RAW 264.7細胞内におけるスルフォアルブミンの硫化水素放出能を評価した。硫化水

素の蛍光プローブである HSip-149) を用いて、細胞から放出された硫化水素を経時的に検出した。

その結果、Sulfo (30)-BSA処置群におけるHSip-1由来の蛍光強度が経時的に増大した (Fig. 15)。  

 以上の結果から、Sulfo (30)-BSA はマクロファージ細胞に取り込まれた後、硫化水素を放出す

ることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15  H2S release from Sulfo (30)-BSA in RAW 264.7 cells. Cells were incubated with HSip-1, a 
H2S fluorescence probe, in the presence (open bar) and absence (closed bar) of Sulfo (30)-BSA. The 
results are expressed as the mean ± S.D. of 3 experiments. 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 7) 
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I-5 スルフォアルブミンの肝障害抑制効果 

 これまでの結果から、Sulfo (30)-BSAは静脈内投与後肝臓へ移行し、肝臓のマクロファージ内

で硫化水素を放出することが示唆された。そこで Sulfo (30)-BSAの肝移行性を利用し、肝臓の酸

化ストレス疾患治療への応用を試みた。四塩化炭素は肝臓の CYP2E1で代謝され、トリクロロメ

チルラジカルを産生することが知られている 50, 51)。さらに、活性酸素種の増大 52)、脂質の酸化 50, 

53)、組織の線維化 52) などを惹起するため、肝臓の酸化ストレス疾患モデルとして用いられてい

る。そこで四塩化炭素誘発性肝障害モデルマウスを作成し、Sulfo (30)-BSA による肝障害抑制効

果を評価した。 

 

I-5-a 四塩化炭素誘発性肝障害モデルマウスにおける血漿中トランスアミナーゼ活性の評価 

肝障害モデルマウスは、四塩化炭素をマウスに腹腔内投与することで作成した。同時に PBS、

H2S prodrug 8l、Sulfo (30)-BSA を静脈内投与した。肝障害の指標として血漿中 aspartic 

aminotransferase (AST)、alanine aminotransferase (ALT) 活性の測定を行った。その結果、四塩化炭

素の処置後 24時間において血漿中 AST、ALT活性が顕著に増大したことから、肝障害が惹起さ

れたことが確認された (Fig. 16)。H2S prodrug 8lは AST、ALT活性の増大を抑制しなかったが、

Sulfo (30)-BSAは AST、ALT活性の増大を有意に抑制した。 
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Fig. 16  Effect of Sulfo (30)-BSA on plasma (A) AST and (B) ALT activities 24 h after intraperitoneal 
injection of CCl4 in mice. Sulfo (30)-BSA or H2S prodrug 8l (3.5 μmol H2S/kg) was intravenously 
injected to the mice just after administration of CCl4. The results are expressed as the mean ± S.D. of at 
least 5 mice.  **p < 0.01, significantly different from PBS group. 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 8, revised.) 
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I-5-b 四塩化炭素誘発性肝障害モデルマウスにおける肝臓の組織学的観察 

 実験終了後の肝臓を摘出し、肝切片を HE染色した後、組織学的観察を行った。四塩化炭素は

肝臓において、血管周辺の実質細胞に障害を引き起こすことが知られている 54)。実際に、四塩化

炭素処置により、血管周囲の細胞の変形、ネクローシス、炎症性細胞の遊走が観察された (Fig. 17)。

一方、Sulfo (30)-BSA処置群はこれらの障害を抑制していることが確認された。 

 以上の結果から、Sulfo (30)-BSA は肝臓の酸化ストレス疾患治療において有用であることが明

らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17  Histological micrographs of the liver in CCl4-induced hepatitis mouse model after intravenous 
injection of various solutions. (A) Naive, (B) CCl4＋PBS, (C) CCl4＋H2S prodrug 8l and (D) CCl4＋
Sulfo (30)-BSA. Black arrows indicate damaged area.  Scale bar: 100 m. 
(Sakai et al., J. Pharm. Sci., 2018, 107, 2686-2693. Fig. 9) 
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I-6 考察 

 

 本章では、硫化水素プロドラッグの体内動態制御、及び硫化水素の放出制御を目指し、高分子

型硫化水素プロドラッグであるスルフォアルブミンを開発し、その物理化学的性質、体内動態、

硫化水素放出能及び酸化ストレス疾患治療への有用性を評価した。 

 各種スルフォアルブミンの物理化学的性質を評価したところ、未修飾 BSA と比較してスルフ

ォアルブミンは、sulfide基の修飾数の増大に伴い負に帯電した。一般にタンパク質の表面電荷は、

正電荷を有するリジン、アルギニン、負電荷を有するアスパラギン酸、グルタミン酸の数により

支配される 55, 56)。スルフォアルブミンの sulfide 基は、BSA のリジンのアミノ基に結合している

ため、未修飾 BSAと比較して負電荷が増大したと考えられる。 

 各種スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態を、111In標識体を用いて評価したと

ころ、主に肝臓へ移行することが明らかとなった。また、肝臓への移行量は sulfide基の修飾数と

強く相関し、特に Sulfo (30)-BSA は静脈内投与後、投与量の約 80% が肝臓へ移行した。高分子

キャリアの体内動態は、主にサイズと表面電荷に影響される。肝臓の非実質細胞にはスカベンジ

ャー受容体が発現しており、負電荷を有する高分子を認識する機構が存在する 43, 44)。また、高分

子キャリアにコハク酸 (Suc) やアコニット酸などのカルボキシ基を化学修飾することで負電荷

が増大し、肝臓への移行が促進されることが知られている 44, 57)。したがって、Sulfo (30)-BSAは

強い負電荷を有することから、同様の機構で肝臓へ移行したと考えられる。 

 続いて、Sulfo (30)-BSA の肝移行メカニズムを評価した。Sulfo (30)-BSAの肝臓内分布を評価

したところ、実際に肝臓の非実質細胞に選択的に分布していることが確認された。また、マウス

にスカベンジャー受容体の基質である Suc-BSA (20 mg/kg) を静脈内投与し、スカベンジャー受容

体を飽和させた後、111In-Sulfo (30)-BSA (1 mg/kg) の体内動態を評価したところ、111In-Sulfo 

(30)-BSAの肝臓への移行が顕著に抑制された。以上の結果から、Sulfo (30)-BSAは静脈内投与後、

負電荷を認識するスカベンジャー受容体を介して肝臓の非実質細胞へ移行することが示唆され

た。 

 スルフォアルブミンからの硫化水素放出は、sulfide 基のカルボニル炭素にシステインや GSH

などのチオールが求核反応することで促進されると考えられる。実際にスルフォアルブミンは

PBS中では硫化水素を放出せず、低分子型硫化水素プロドラッグであるH2S prodrug 8lと同様に、

細胞内環境を想定した 5 mM GSH 存在下で硫化水素を放出した。このことから、sulfide基を高

分子キャリアである BSA に化学修飾した後も、硫化水素放出能を保持していることが確認され

た。生体内において、GSH は細胞内に豊富しており、細胞内濃度（1-10 mM）は血漿中濃度（2 µM）

に対し数百から数千倍高濃度であることが知られている 58)。したがって、スルフォアルブミンは

生体内において、細胞内環境下で硫化水素を放出すると考えられる。実際に、スルフォアルブミ

ンは細胞懸濁液中で硫化水素を放出したが、マウス血漿中では硫化水素を放出しなかった。これ
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らの結果から、スルフォアルブミンは生体内において、血中では硫化水素を放出せず、細胞内に

移行した後に硫化水素を放出することが示唆された。既存の硫化水素プロドラッグを疾患治療に

応用する際の欠点として、血中などの標的部位以外で硫化水素を放出することが挙げられる。一

方、スルフォアルブミンは細胞内選択的な硫化水素放出を示したことから、体内動態を制御する

ことで標的部位特異的な硫化水素の放出が可能になるものと考えられる。 

 Sulfo (30)-BSA は肝臓の非実質細胞へ移行したことから、スカベンジャー受容体を発現する

RAW 264.7細胞 59, 60) を非実質細胞のモデルとして用い、細胞内における硫化水素放出を評価し

た。硫化水素は不安定なガス状分子であることから、細胞内で徐々に放出された硫化水素は同時

に分解も受けるため、細胞内の低濃度の硫化水素をメチレンブルー法で検出することは困難であ

る。一方で、硫化水素は細胞膜を透過することから、本評価には細胞外へ放出された硫化水素を、

より低濃度の硫化水素を検出可能な蛍光プローブであるHSip-149) で検出した。Sulfo (30)-BSAは

RAW 264.7細胞へ時間依存的に取り込まれ、硫化水素を放出していることが明らかとなった。し

たがって、Sulfo (30)-BSA は静脈内投与後、速やかに肝臓の非実質細胞へ取り込まれた後、細胞

内で硫化水素を放出するものと考えられる。 

 酸化ストレス疾患は、過剰量の活性酸素種が産生されることにより、組織の酸化、炎症性細胞

の集積、炎症性サイトカインの過剰放出などから引き起こされる 61-65)。硫化水素は、GSH、Trx

などの抗酸化物質の濃度上昇、炎症性サイトカインの放出抑制などの多彩な生理活性により酸化

ストレス障害を抑制する 5, 66, 67)。したがって、Sulfo (30)-BSAの肝臓選択的な体内動態特性、細胞

内選択的な硫化水素放出特性は、肝臓の酸化ストレス疾患治療において有用であると考えられる。

そこで活性酸素が病態に関与する四塩化炭素誘発性肝障害に対する Sulfo (30)-BSAの有用性を評

価した。H2S prodrug 8lは、四塩化炭素処置による血漿中 AST、ALT活性の増大を抑制しなかっ

た。一方で、Sulfo (30)-BSAは血漿中 AST、ALT活性の増大を顕著に抑制し、肝臓の組織学的評

価においても肝障害を抑制した。この要因として、低分子であるH2S prodrug 8lは静脈内投与後、

全身へ分布するため、標的である肝臓へ十分量の硫化水素を供給できなかったが、Sulfo (30)-BSA

は肝臓へ選択的に移行し硫化水素を放出することで、肝臓へ十分量の硫化水素を供給したと考え

られる。四塩化炭素は肝臓の実質細胞で代謝され、主に肝臓の実質細胞に障害を惹起するが、Sulfo 

(30)-BSAは肝臓の非実質細胞で硫化水素を放出すると考えられる。硫化水素は細胞膜を自由に透

過するため 68)、非実質細胞で産生された硫化水素が拡散し、近傍の実質細胞へ移行し薬理効果を

発揮したと考えられる。 

 以上、本章では、BSA に sulfide 基を結合させた高分子型硫化水素プロドラッグであるスルフ

ォアルブミンの開発に成功した。続いて、その物理化学的性質、基本的な体内動態、細胞内環境

下で硫化水素を放出することを明らかとした。さらに、Sulfo (30)-BSA が肝臓選択的な体内動態

を示し、肝臓の酸化ストレス疾患治療における有用性を明らかにした。 
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第 II章  標的化素子を利用したスルフォアルブミンの細胞選択的 

ターゲティング 

 

第 1章では、細胞内で選択的に硫化水素を放出する高分子型硫化水素プロドラッグであるスル

フォアルブミンを開発した。スルフォアルブミンは sulfide基の修飾数に依存して静脈内投与後肝

臓へ移行したが、これは BSAに化学修飾することによる BSAの物性変化により、肝臓へ非特異

的に移行したと考えられる。しかしながら、硫化水素プロドラッグを医薬品として用いる際、効

果の増強及び副作用の軽減という観点から、標的細胞に特異的に送達させるアプローチが有用で

あると考えられる。標的細胞への選択的送達には、受容体を介したエンドサイトーシス機構の利

用が有効であると考えられる。そこで、スルフォアルブミンに標的化素子を修飾することで、標

的細胞への能動的ターゲティングシステムの構築を試みた。 

肝臓は主に、肝細胞からなる実質細胞と、血管内皮細胞や Kupffer 細胞などからなる非実質細

胞から構成されている 39, 40)。疾患によりそれぞれの細胞は異なった病態を示すため、薬物を肝臓

の実質細胞、または非実質細胞に選択的に送達することで治療効果を増大させることが知られて

いる。カタラーゼや SODなどの抗酸化酵素に、マンノース (Man) や Sucを化学修飾し非実質細

胞へ送達することで、虚血再灌流障害を効率良く抑制可能であることが報告されている 42, 69)。ま

た、プロスタグランジン E1 にガラクトース (Gal) を化学修飾し、実質細胞へ送達することで、

劇症肝炎を効率良く抑制したことが報告されている 70)。肝臓の実質細胞、または非実質細胞への

ターゲティングシステムの開発において、両細胞に発現する受容体の違いを利用した標的化素子

の化学修飾が有効である。非実質細胞には、Man 修飾された高分子を認識する Man 受容体や、

負電荷高分子を認識スカベンジャー受容体が発現している 71, 72)。そこで高分子キャリアに Man

や Sucを化学修飾することで、薬物を肝臓非実質細胞へ送達することが可能であることが報告さ

れている 42, 73)。また、肝臓実質細胞にはGal修飾された高分子を認識するアシアロ糖タンパク質

受容体が発現しているため、高分子キャリアに Galを化学修飾することで、薬物の肝臓実質細胞

へ送達可能であることが報告されている 74, 75)。そこで、本機構を利用したスルフォアルブミンの

細胞選択的ターゲティングにより、硫化水素プロドラッグを用いた効率的な肝障害治療が可能に

なると考えられる。 

本章では、化学修飾スルフォアルブミンによる硫化水素の細胞選択的ターゲティングを試みた。

標的化素子を利用して薬物のターゲティングを行う際、薬物のターゲティング効率は全身クリア

ランスと標的化素子の受容体への親和性のバランスに左右される 76, 77)。第 I章の体内動態試験の

結果から、最も全身クリアランスが小さく、高い血中滞留性を示した Sulfo (5)-BSAに、Sucを修

飾した Sulfo-BSA-Suc を開発することで、硫化水素の肝臓非実質細胞への能動的ターゲティング

を、Gal を修飾した PEG-Sulfo-BSA-Gal を開発することで、硫化水素の肝臓実質細胞への能動的

ターゲティングを試みた (Fig. 18)。 
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II-1 化学修飾スルフォアルブミンの合成と物理化学的性質の評価 

 

II-1-a Sulfo-BSA-Sucの合成 

Sulfo-BSA-Sucは、Sulfo (5)-BSAに Sucを修飾することで合成した。まず、BSAに SPDPを修

飾した BSA-PDPに、無水コハク酸を反応させた PDP-BSA-Sucを合成した。その後 thioacetic acid

を反応させ、Sulfo-BSA-Sucを合成した (Fig. 19)。TNBS法 78) で Sucの修飾数を算出したところ、

BSA 1分子あたり Sucは約 20.7分子結合した (Table 2)。比較対照として、Suc修飾を施していな

い Sulfo-BSAを合成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 Targeted delivery of Sulfo-albumin to liver parenchymal cells and nonparenchymal cells. 

Fig. 19  Structure of Sulfo-BSA-Suc. 
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II-1-b PEG-Sulfo-BSA-Galの合成 

PEG-Sulfo-BSA-Gal は、Sulfo (5)-BSA に Gal を修飾することで合成した。また、Gal 修飾後の

安定性、溶解性向上のため、ポリエチレングリコール (PEG) を修飾した。まず、BSAに PEGを

修飾した PEG-BSAに、SPDPを反応させた PEG-BSA-PDPを合成した。続いて、アミノ基を有す

る Gal誘導体を縮合させた PEG-PDP-BSA-Galに、thioacetic acidを反応させ PEG-Sulfo-BSA-Gal

を合成した (Fig. 20)。MALDI TOF-MSで分子量を測定した結果、BSA 1分子あたり PEGは約 6.9

分子結合した。Gal修飾数をアンスロン法 79) で測定したところ、BSA 1分子あたりGalは約 19.1

分子結合した (Table 2)。比較対照として、Gal修飾を施してない PEG-Sulfo-BSAを合成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Structure of PEG-Sulfo-BSA-Gal. 
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II-1-c 化学修飾スルフォアルブミンの物理化学的性質 

各種スルフォアルブミンの直径、ゼータ電位をそれぞれ動的光散乱法、レーザードップラー法

で測定した。その結果、各種スルフォアルブミンの直径は 7.3-10.7 nmであった (Table 2)。MALDI 

TOF-MSで分子量を測定した結果、Sulfo-BSA-Sucの分子量は約 70100、PEG-Sulfo-BSA-Galの分

子量は約 87200 であった (Fig 21)。また各種スルフォアルブミンは負電荷を有しており、

Sulfo-BSA-Sucは -38.6 mVと最も負に帯電した。 

 

 

 

Table 2  Physicochemical characteristics of various Sulfo-BSAs  

 

Compound 

Molecular 

weighta 

Modification degree (mol/mol) Diameter 

   (nm) 

Zeta 

Potential 

   (mV) 

Sulfide 

groupsb 

Succ Gald PEGe 

BSA 66,900      - - - - 5.7±0.5 -9.5±1.5 

Sulfo-BSA 67,100 5.7 - - - 7.3±0.3 -16.6±0.3 

Sulfo-BSA-Suc 70,100 6.1 20.7 - - 8.4±1.9 -38.6±1.5 

PEG-Sulfo-BSA 79,900 5.3 - - 6.0 10.3±0.9 -18.4±0.7 

PEG-Sulfo-BSA-Gal 87,200 6.3 - 19.1 6.9 10.7±1.3 -11.5±0.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Molecular weight was measured via MALDI TOF-MS. 
b The number of sulfide groups was determined by measuring PDP concentration. 
c The number of Suc was determined by the TNBS method. 
d The number of Gal was determined by the anthrone method. 
e The number of PEG was determined by measuring the molecular weight via MALDI TOF-MS. 
BSA, bovine serum albumin; Suc, succinylated; Gal, galactosylated; PEG, polyethylene glycol 
Results are expressed as the mean ± S.D. of 3 experiments. 
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Table 1) 
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Fig. 21 MALDI-TOF MS spectra of (A) BSA, (B) Sulfo-BSA, (C) Sulfo-BSA-Suc and (D) 
PEG-Sulfo-BSA, and (E) PEG-Sulfo-BSA-Gal.  
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II-2化学修飾スルフォアルブミンの体内動態 

 

II-2-a 化学修飾スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態 

 化学修飾スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態を、111In標識体を用いて評価し

た。Sulfo-BSAは静脈内投与後、血中滞留性を保持しており、肝臓への移行量は約 20% であった 

(Fig. 22)。一方、Sucを修飾した Sulfo-BSA-Sucは投与後速やかに血中から消失し、30分後には投

与量の約 80% が肝臓へ移行した。また、PEG-Sulfo-BSA は Sulfo-BSA とほぼ同様の体内動態を

示した。一方で、Galを修飾した PEG-Sulfo-BSA-Galは投与後速やかに血中から消失し、30分後

には投与量の約 90 % が肝臓へ移行した。 

 以上の結果から、スルフォアルブミンに Suc及びGalを修飾することで、肝臓へのターゲティ

ングに成功した。 

Fig. 22  Biodistribution of (A) 111In-Sulfo-BSA, (B) 111In-Sulfo-BSA-Suc, (C) 111In-PEG-Sulfo-BSA 
and (D) 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal (1 mg/kg) after intravenous injection in mice. Results are expressed 
as the mean ± S.D. of 3 mice.●, plasma; ○, liver; ▲, kidney; △, spleen; ■, heart; □, and lung.  
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 1) 
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II-2-b 化学修飾スルフォアルブミンの肝臓内分布 

 Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは静脈内投与後肝臓へ移行したことから、第 1章と同様に、

肝臓にコラゲナーゼ灌流を施し、肝実質細胞、非実質細胞を分離し、各細胞への移行量を測定し

た。その結果、Sulfo-BSA-Sucは非実質細胞へ、PEG-Sulfo-BSA-Galは実質細胞選択的に分布した 

(Fig. 23)。  

以上の結果、スルフォアルブミンにGal又は Sucを修飾することで、それぞれ標的とする肝臓

の実質細胞及び非実質細胞への細胞選択的ターゲティングに成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23  Intrahepatic distribution of (A) 111In-Sulfo-BSA-Suc and (B) 111In-Sulfo-BSA-Gal 30 min 
after intravenous injection in mice at dose of 1 mg/kg. The results are expressed as the mean ± S.D. 
of 3 mice. PC, parenchymal cells; NPC, nonparenchymal cells. **p < 0.01  
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 3) 
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II-2-c 化学修飾スルフォアルブミンの肝移行阻害実験 

 前述のように、化学修飾スルフォアルブミンの細胞選択的ターゲティングに成功した。そこで、

Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Gal がそれぞれスカベンジャー受容体、またはアシアロ糖タンパ

ク質受容体を介して肝臓へ移行しているかを評価した。 111In-Sulfo-BSA-Suc 、

111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal を 1、 4、10、20 mg/kgの投与量でマウスへ静脈内投与したところ、投

与量依存的に肝臓への移行量が低下した  (Fig. 24)。このことから、Sulfo-BSA-Suc、

PEG-Sulfo-BSA-Gal は共に、受容体を介して肝臓へ移行していることが示唆された。

111In-Sulfo-BSA-Suc投与の直前に、スカベンジャー受容体の基質である Suc-BSAを処置し受容体

を飽和させることで 44)、111In-Sulfo-BSA-Sucの肝臓への移行が顕著に抑制された (Fig. 25)。また、

111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal投与の直前に、アシアロ糖タンパク質受容体の基質であるGal-BSAを処

置し受容体を飽和させることで 80)、111In-PEG-Sulfo-BSA-Galの肝臓への移行が顕著に抑制された。

一方で、111In-Sulfo-BSA-Suc 投与の直前にGal-BSAを前処置、及び 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal 投与

の直前に Suc-BSAを前処置しても、111In-Sulfo-BSA-Suc及び 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal の肝臓への

移行量は顕著に低下しなかった  (Fig. 26)。 

 以上の結果、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Gal は、それぞれスカベンジャー受容体、及びア

シアロ糖タンパク質受容体を介し肝臓へ移行していることが明らかとなった。 
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Fig. 24  Biodistribution of (A) 111In-Sulfo-BSA-Suc and (B) 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal 30 min after 
intravenous injection in mice. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 mice. Closed bar, at a 
dose of 1 mg/kg; Gray bar, 4 mg/kg; hatched bar, 10 mg/kg; Open bar; 20 mg/kg. 
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Fig. 25  Biodistribution of (A) 111In-Sulfo-BSA-Suc and (B) 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal (1 mg/kg) 30 
min after intravenous administration in mice. Just before 111In-Sulfo-BSA-Suc and 
111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal injection, 20 mg/kg of unlabeled Suc-BSA or Gal-BSA were intravenously 
injected into mice, respectively. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 mice. Closed bar, 
without unlabeled Suc-BSA or Gal-BSA; Hatched bar, with unlabeled Suc-BSA; Open bar, with 
unlabeled Gal-BSA. **p < 0.01 
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 2) 
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Fig. 26 Plasma concentration and tissue accumulation of (A) 111In-Sulfo-BSA-Suc and (B) 
111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal 30 min after intravenous injection in mice (1 mg/kg). Just before 
111In-Sulfo-BSA-Suc and 111In-Sulfo-BSA-Gal injection, 20 mg/kg of unlabeled Gal-BSA or Suc-BSA 
were intravenously injected into mice, respectively. The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 
mice. Closed bar, without unlabeled Suc-BSA or Gal-BSA; Open bar, with unlabeled Gal-BSA; 
Hatched bar, with unlabeled Suc-BSA.  
(Sakai et al., Biol.Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. S1) 
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II-3 化学修飾スルフォアルブミンの硫化水素放出能の評価 

 

 続いて、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galの硫化水素放出能について評価した。Sulfo-BSA-Suc、

PEG-Sulfo-BSA-Galを PBS、10% マウス血漿、5 mM GSH中で反応させ、放出された硫化水素濃

度をメチレンブルー法で測定した。その結果、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは PBS、10% マ

ウス血漿中では硫化水素を放出しなかったが、5 mM GSH中で硫化水素を放出した (Fig. 27)。続

いて、5mM GSH 中における硫化水素放出を経時的に測定した。その結果、Sulfo-BSA-Suc、

PEG-Sulfo-BSA-Galは GSHと反応し、速やかに硫化水素を放出した (Fig. 28)。 

 以上の結果から、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは第 1章のスルフォアルブミンと同様に

硫化水素放出能を保持しており、細胞内環境下を想定した 5 mM GSH中で硫化水素を放出するこ

とが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27  H2S release ability of (A) Sulfo-BSA-Suc and (B) PEG-Sulfo-BSA-Gal in PBS, PBS 
containing 10% mouse plasma and phosphate buffer containing 5 mM GSH after 20 min-incubation. 
The results are expressed as the mean ± S.D. of 3 experiments. N.D., not-detected. 
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 4) 
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II-4 化学修飾スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

 前節では、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galが硫化水素放出能を保持しており、細胞内環境

下で硫化水素を放出することが明らかとなった。続いて、生細胞中における Sulfo-BSA-Suc、

PEG-Sulfo-BSA-Galの硫化水素放出能を評価した。 

 

II-4-a 化学修飾スルフォアルブミンの細胞内取り込み能の評価 

まず、スルフォアルブミンが細胞内へ取り込まれるか否かを、蛍光色素である FITC 標識体を

用いて評価した。マウスマクロファージ様細胞株である RAW 264.7細胞（スカベンジャー受容体

発現細胞）59, 60) に FITC-Sulfo-BSA-Sucを処置し、蛍光顕微鏡で経時的に観察した。その結果、細

胞内からの蛍光が時間依存的に増大したことから、Sulfo-BSA-Sucが RAW 264.7細胞へ取り込ま

れたことが確認された (Fig. 29)。また、ヒト肝癌由来細胞株であるHep G2細胞（アシアロ糖タ

ンパク質受容体発現細胞）81) に FITC-PEG-Sulfo-BSA-Gal を処置し、蛍光顕微鏡で経時的に観察

した。その結果、細胞内からの蛍光が時間依存的に増大したことから、PEG-Sulfo-BSA-Galが Hep 

G2細胞へ取り込まれたことが確認された。 

Fig. 28  H2S release rate from Sulfo-BSA-Suc and PEG-Sulfo-BSA-Gal in phosphate buffer 
containing 5 mM GSH. ●, Sulfo-BSA-Suc; ○, PEG-Sulfo-BSA-Gal. The results are expressed as 
the mean ± S.D. of 3 experiments.  
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 5) 
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Fig. 29  Fluorescence images of (A) FITC-labeled Sulfo-BSA-Suc in RAW 264.7 cells and (B) 
PEG-Sulfo-BSA-Gal in Hep G2 cells. Cells were treated with FITC-labeled Sulfo-BSA-Suc and 
PEG-Sulfo-BSA-Gal (0.5 mg/ml) for 4 h. Upper panels, fluorescence image; Lower panels, bright field 
image. Scale bar indicate 100 µm.  
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019. 42, 273-279. Fig. 6) 
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II-4-b 化学修飾スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

 続いて第 1 章と同様に、細胞内における Sulfo-BSA-Suc 及び PEG-Sulfo-BSA-Gal からの硫化水

素放出を、蛍光プローブであるHSip-1を用いて評価した。RAW 264.7細胞に Sulfo-BSA-Sucを処

置、及びHep G2細胞に PEG-Sulfo-BSA-Galを処置することで、HSip-1由来の蛍光強度が経時的

に増大した (Fig. 30)。 

 以上の結果から、Sulfo-BSA-Suc及び PEG-Sulfo-BSA-Galはそれぞれ RAW 264.7、Hep G2細胞

に取り込まれた後、硫化水素を放出することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30 H2S release ability of Sulfo-BSA-Suc and PEG-Sulfo-BSA-Gal in RAW 264.7 cells and Hep 
G2 cells, respectively (100 µM sulfide group). Cells were treated with HSip-1 (50 µM) and 
Sulfo-BSA-Suc (closed bar) or PEG-Sulfo-BSA-Gal (open bar). The results are expressed as the mean 
± S.D. of 3 experiments.  
(Sakai et al., Biol. Pharm. Bull., 2019, 42, 273-279. Fig. 7) 
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II-5 考察 

 

 本章では、硫化水素を用いた効果的な疾患治療法の実現ならびに様々な臓器を対象とした疾患

治療への応用を可能にするため、硫化水素プロドラッグの細胞選択的送達法の開発を試みた。す

なわち、スルフォアルブミンに標的とする細胞に特異的に認識される標的化素子を化学修飾する

ことで、標的細胞への硫化水素の能動的ターゲティングシステムの開発を目指した。 

 肝臓の非実質細胞へのターゲティングとして、スカベンジャー受容体による負電荷高分子の認

識機構を利用し、スルフォアルブミンに Sucを化学修飾した Sulfo-BSA-Sucを開発した。 

また、肝臓の実質細胞へのターゲティングとして、アシアロ糖タンパク質受容体による Gal修

飾高分子の認識機構を利用し、スルフォアルブミンにGalを化学修飾した PEG-Sulfo-BSA-Galを

開発した。BSA に Gal 及び sulfide 基を修飾した際、溶液中での安定性が低下したが、PEG を修

飾することで安定性が向上した。これは、PEG 修飾による水溶性の向上、立体障害により BSA

同士の凝集が抑制されたことによるものと考えられる 82, 83)。 

 Yamasaki、Nishikawaらはこれまでに、Galまたは Sucを BSA 1分子あたりそれぞれ約 10、20

分子修飾することで、肝臓への効率的なターゲティングが可能であることを明らかにしている 44, 

84)。そこで Sulfo-BSA-Suc 及び PEG-Sulfo-BSA-Gal の Suc、Gal の修飾数を約 20 分子となるよう

に設計した。各種スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態を評価したところ、

Sulfo-BSA、PEG-Sulfo-BSAは血中滞留性が高く、肝臓への移行量は約 20% 程度であった。一方

で、標的化素子を修飾した Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは、速やかに血中から消失し、投

与量の大半が速やかに肝臓へ移行していることが確認された。一般に、PEG修飾タンパク質は血

中滞留性が増大し、臓器への移行が抑制されることが知られている 85, 86)。しかし、Sulfo-BSAと

PEG-Sulfo-BSA が同様の体内動態を示したこと、PEG-Sulfo-BSA-Gal が速やかに血中から消失し

たことから、本実験で用いた PEG 修飾数では、スルフォアルブミンの体内動態へはほとんど影

響しなかったと考えられる。Sulfo-BSA-Suc、及び PEG-Sulfo-BSA-Galが肝臓へ移行したことから、

その細胞内分布を検討したところ、Sulfo-BSA-Sucは非実質細胞へ、PEG-Sulfo-BSA-Galは実質細

胞選択的に分布した。このことから設計通り、Suc、Gal修飾によりスルフォアルブミンの標的細

胞への選択的ターゲティングに成功した。さらに、スカベンジャー受容体の基質である Suc-BSA

前処置により、Sulfo-BSA-Suc の肝臓への移行量は顕著に低下したが、Gal-BSA 前処置では顕著

な変化は見られなかった。また、アシアロ糖タンパク質受容体の基質であるGal-BSA前処置によ

り PEG-Sulfo-BSA-Galの肝臓への移行量は顕著に低下したが、Suc-BSA前処置では顕著な変化は

見られなかった。これらの結果から、Sulfo-BSA-Suc は Suc 修飾による負電荷増大により、スカ

ベンジャー受容体を介して肝臓非実質細胞へ取り込まれること、PEG-Sulfo-BSA-Gal は、Gal 修

飾によりアシアロ糖タンパク質受容体を介して肝臓実質細胞へ取り込まれることが示唆された。 

 Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは、第 I章のスルフォアルブミンと同様にGSHと反応し硫
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化水素を放出したが、血漿中では硫化水素を放出しなかった。このことから、Sulfo-BSA-Suc、

PEG-Sulfo-BSA-Gal は化学修飾後も硫化水素放出能を保持しており、細胞内で硫化水素を放出す

ることが示唆された。また、肝臓の非実質細胞のモデルとして、スカベンジャー受容体を発現す

る RAW 264.7細胞 59, 60) において、Sulfo-BSA-Sucは経時的に細胞内へ取り込まれ、硫化水素を放

出した。同様に肝臓の実質細胞のモデルとして、アシアロ糖タンパク質受容体を発現する Hep G2

細胞 81) において、PEG-Sulfo-BSA-Galは経時的に細胞内へ取り込まれ、硫化水素を放出した。こ

れらの結果から、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galは静脈内投与後、それぞれ標的とした肝臓

の非実質細胞及び実質細胞へ移行した後、硫化水素を放出するものであると推察される。 

 以上、本章では Suc を利用した肝臓非実質細胞ターゲティング型スルフォアルブミンとして

Sulfo-BSA-Suc を、Gal を利用した肝臓実質細胞ターゲティング型スルフォアルブミンとして

PEG-Sulfo-BSA-Gal の開発に成功した。さらに、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Gal は標的とす

る細胞内で硫化水素を放出することが示唆された。以上のように、スルフォアルブミンに標的化

素子を修飾することで標的細胞への能動的ターゲティングシステムの開発に成功した。今後、対

象とする疾患に合わせた標的化素子を利用することで、様々な臓器を対象とした硫化水素の選択

的送達や疾患治療が可能になるものと考えられる。これらの知見は、硫化水素の細胞選択的なタ

ーゲティングによる酸化ストレス疾患治療法の開発に有用な情報を提供するものと考えられる。 
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結論 

 

 以上、著者らは 2章にわたり、硫化水素プロドラッグの体内動態制御による新規疾患療法の開

発を目指して、硫化水素プロドラッグの体内動態制御、放出制御が可能な高分子型硫化水素プロ

ドラッグの開発を行い、以下の結論を得た。 

 

I. アルブミンを利用した高分子型硫化水素プロドラッグ（スルフォアルブミン）の開発 

 ウシ血清アルブミン (BSA) に硫化水素放出部である sulfide 基を修飾することで、高分子型硫

化水素プロドラッグ（スルフォアルブミン）を開発した。スルフォアルブミンのマウス静脈内投

与後の体内動態を評価したところ、sulfide基の修飾数に依存して肝臓への移行量が増大した。特

に BSA 1分子あたり、sulfide基が 30分子結合した Sulfo (30)-BSAは肝臓選択的な体内動態を示

した。Sulfo (30)-BSAの硫化水素放出能を評価したところ、細胞内環境を想定した 5 mM GSH、

細胞懸濁液中で硫化水素を放出したが、血漿中では放出しなかった。また、Sulfo (30)-BSAは RAW 

264.7細胞に取り込まれ、細胞内で硫化水素を放出した。これらの結果から、Sulfo (30)-BSAは静

脈内投与後、血中では硫化水素を放出せず、肝臓で硫化水素を放出することが示唆された。そこ

で、四塩化炭素による肝臓の酸化ストレス疾患治療への有用性を評価したところ、既存の低分子

型プロドラッグと比較して血漿中 AST、ALT活性の上昇を顕著に抑制可能であった。 

 

II.  標的化素子を利用したスルフォアルブミンの細胞選択的ターゲティング 

 硫化水素プロドラッグを疾患治療に用いる際に、有効性や安全性を向上させるため、硫化水素

を標的細胞選択的に供給する DDS の開発が有用であると考えられる。そこで、スルフォアルブ

ミンに標的化素子を化学修飾することで、標的細胞への選択的ターゲティングシステムの構築を

試みた。肝臓の実質細胞及び非実質細胞には、それぞれGal修飾高分子を認識するアシアロ糖タ

ンパク質受容体が、負電荷の高分子を認識するスカベンジャー受容体を認識するスカベンジャー

受容体が発現する。そこで、前章により得られた知見に基づき、血中滞留性を保持している Sulfo 

(5)-BSA に化学修飾を施すことで、スルフォアルブミンの肝臓内分布の制御を試みた。肝臓非実

質細胞へのターゲティングとして Suc を修飾した Sulfo-BSA-Suc を、実質細胞へのターゲティン

グとして Galを修飾した PEG-Sulfo-BSA-Gal を合成した。Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Gal は

マウス静脈内投与後、いずれも速やかに投与量の約 80% 以上が肝臓に移行した。また、

Sulfo-BSA-Sucはスカベンジャー受容体を介して肝臓の非実質細胞へ、PEG-Sulfo-BSA-Galはアシ

アロ糖タンパク質受容体を介して肝臓の実質細胞へ移行していることが明らかとなった。また、

Sulfo-BSA-Suc及び PEG-Sulfo-BSA-Galはそれぞれ、肝非実質細胞モデルである RAW 264.7細胞

に、実質細胞モデルであるHep G2細胞に取り込まれ硫化水素を放出することが確認された。こ

れらの結果から、Sulfo-BSA-Sucは肝臓の非実質細胞で、PEG-Sulfo-BSA-Galは肝臓の実質細胞で
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硫化水素を放出することが示唆された。 

 

 以上、体内動態制御、硫化水素の放出制御が可能な高分子型硫化水素プロドラッグとして、ス

ルフォアルブミンの開発に成功した。スルフォアルブミンの肝臓移行性を利用して、肝臓の酸化

ストレス疾患治療への有用性を明らかにした。さらに、スルフォアルブミンに標的化素子を化学

修飾することで標的細胞への能動的ターゲティングが可能であることを明らかとした。これらの

知見は、硫化水素プロドラッグの体内動態制御による新規疾患治療法の開発において、有用な情

報を提供するものであると考えられる。 
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実験の部 

 

第 I章 実験の部 

 

1-a スルフォアルブミンの合成 

【試薬】 

 BSAは Sigma Aldrich社から購入した。SPDPは同仁化学研究所から購入した。Thioacetic acid、

dimethyl sulfoxide (DMSO) は和光純薬工業から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用

いた。 

 

【スルフォアルブミンの合成】 

Sulfo (5)-BSA、Sulfo (10)-BSA、Sulfo (30)-BSAは、BSAに SPDP及び thioacetic acid を、異な

る比率で反応させて合成した。Sulfo (30)-BSAの合成に関しては、BSA (30 mg) を 5 mL の 0.1 M 

リン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解した。続いて SPDP (8.48 mg) を 50 µLの DMSOに溶解し、BSA

溶液へ添加し室温で 2時間撹拌した。次に 9.57 µLの thioacetic acid を添加し、さらに 1.5 時間

撹拌した 35)。反応液を 15,000 MWCOの RC透析膜 (Spectrum Laboratories, Inc., Dominguez, CA) に

て蒸留水中で透析した後、超純水で限外濾過 (vivaspin molecular weight cutoff: 10,000, Sartorius, 

G€ottingen, Germany) を 5回行うことで未反応物を除去した。 

 

1-b スルフォアルブミンの物理化学的性質 

【試薬】 

 3-Indoleacrylic acidは和光純薬工業株式会社から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を

用いた。 

 

【実験方法】 

各種スルフォアルブミン、BSA の分子量は、各種サンプルと 3-indoleacrylic acid を混和し、

MALDI TOF-MS (Microflex; Bruker Daltonics, Billerica, MA) で測定した 87)。BSA 1分子あたりの

sulfide基修飾数は、BSAとスルフォアルブミンの分子量の差から算出した。各種サンプルの直径

及びゼータ電位は Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) を用いて、それぞれ

動的光散乱法、及びレーザードップラー法で測定した。 

 

2-a 各種スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態 

【試薬】 

Diethylenetriamine-N,N,N',N",N"-pentaacetic acid (DTPA), dianhydrideは同仁化学研究所から購入
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した。VivoTag 800 は PerkinElmer社から購入した。111In-Cl3は日本メジフィクス社から供与され

たものを用いた。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【動物】 

以降のすべての動物実験は、清水実験材料株式会社から購入した ddY 雄性マウス (25g) を使

用した。また、動物実験は京都薬科大学動物実験実施規定に従った 88)。 

 

【実験方法】 

 各種スルフォアルブミン及び BSA は、Hnatowich らの方法で 111In 標識した 36)。111In-スルフォ

アルブミン及び 111In-BSAをマウスへ静脈内投与した (1 mg/kg)。麻酔下で経時的に下大静脈から

採血し、10,000 g で 5分間遠心することで血漿を採取した。また、マウスを安楽死させた後、肝

臓、脾臓、腎臓、心臓、肺を摘出した。各臓器中及び血漿中の放射活性をガンマカウンター (1480 

Wizard; PerkinElmer, Boston, MA) で測定した。また、BSAを VivoTag 800と反応させることで、

VivoTag-BSA を合成し、第 I 章 1-a と同様の方法で VivoTag-Sulfo (30)-BSA を合成した。

VivoTag-Sulfo (30)-BSAをマウスに静脈内投与して 180分後、右心室から脱血還流を行った。その

後各臓器を摘出し、IVIS Lumina XRMS Series III (PerkinElmer, Boston, MA) で Ex vivo 蛍光イメー

ジング画像を取得した。 

 

2-b Sulfo (30)-BSAの肝臓内分布 

【試薬】 

 Collagenase Type I、trypsin inhibitor, from soybeanは、和光純薬工業株式会社から購入した。Hank's 

balanced salts は Sigma Aldrich 社から購入した。4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) は同仁化学研究所から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

  

【実験方法】 

 Sulfo (30)-BSA の肝臓内分布は、肝臓にコラゲナーゼを灌流することで、実質細胞と非実質細

胞を分画後、放射活性から測定した 41, 42)。マウスに 111In-Sulfo (30)-BSA (1 mg/kg) を静脈内投与し

た。30分後、マウスを麻酔下で開腹し、下大静脈から前灌流液 (10 mM Ca2+-Mg2+-free HEPES buffer, 

pH 7.2) を 2 mL/minの速度で約 10分間灌流した。また、灌流開始直後に下大静脈を切断した。

続いて、10 mM HEPES buffer (5 mM CaCl2、0.05% collagenase、0.005% trypsin inhibitor含有, pH 7.5) 

を 2 mL/minの速度で約 10分間灌流した。その後、肝臓を摘出し、Hanks-HEPES 緩衝液 (pH 7.2) 

中でハサミとピペッティングにより細胞を分離した。細胞懸濁液を綿で濾過し、濾液を 50×gで 1

分間遠心した。沈殿した細胞を、さらに 4 回 50×g で 1 分間遠心することで、実質細胞を回収し

た。また、最初の遠心後の上清に含まれる細胞を、さらに 4 回 50×g で 1 分間遠心して上清を回
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収した。続いて 3回 200×gで 2分間遠心し、沈殿した非実質細胞を回収した。得られた実質細胞

及び非実質細胞を 2.0 mL の Hanks-HEPES 緩衝液で懸濁し、細胞数をヌクレオカウンター 

(NC-100; Chemometec, Allerød,Denmark) で測定した。また、放射活性をガンマカウンターで測定

した。各細胞への移行量は、% of dose/107 cellsで計算した。  

 

2-c Sulfo (30)-BSAの肝移行阻害実験 

【試薬】 

 Succinic anhydrideは和光純薬工業株式会社から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を

用いた。 

 

【実験方法】 

 Suc-BSAは、BSAと succinic anhydrideを 0.1 Mホウ酸緩衝液 (pH 8.5) で反応させた後、vivaspin 

(molecular weight cutoff: 10,000) で限外濾過を行うことで合成した 89)。Suc-BSA (20 mg/kg) をマウ

スに静脈内投与した直後に、111In-Sulfo (30)-BSA (1 mg/kg) を静脈内投与した。30分後、111In-Sulfo 

(30)-BSAの血漿中濃度及び臓器移行量を、第 I章-2-aと同様の方法で測定した。 

 

3-a GSH中における硫化水素放出能の評価 

【試薬】 

 N,N-dimethyl-p-phenylenediamine、zinc acetate、Iron(III) chlorideは和光純薬工業から購入した。

Sodium sulfide、H2S prodrug 8l は同仁化学研究所から購入した。GSHはMP Biomedicals社から購

入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 Sulfo (30)-BSAを PBS、または 5 mMの GSH含有 PBSで sulfide基が 150 µMとなるように溶解

した。経時的に、硫化水素濃度を以下のメチレンブルー法で測定した 45-47)。サンプル 100 µL、1% 

zinc acetate 120 µL、20 mM N,N-dimethyl-p-phenylenediamine (7.2 M HCl) 20 µL、30 mM Iron(III) 

chloride (1.2 M HCl) 20 µLをサンプリングチューブで混和した。30分間インキュベートした後、

200 µLを 96-well plateに加え、670 nm の波長における吸光度をマイクロプレートリーダーで測

定した (Powerscan® HT; DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan)。サンプル中の硫化水素の濃度は、

sodium sulfideを用いた検量線から計算した。 

 

3-b 細胞懸濁液、血漿中における硫化水素放出能の評価 

【試薬】 

 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)、antibiotic-antimycotic mixed stock solution はナカラ
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イテスク株式会社から購入した。Fetal bovine serum (FBS) は、Biosera社から購入した。 

【細胞】 

 RAW 264.7細胞は、DMEM (10% FBS、1% antibiotic-antimycotic mixed stock solution (10,000 IU/mL 

penicillin、10 mg/mL streptomycin、25 mg/mL amphotericin B)) 中で、37 °C、5% CO2 条件下で培養

した。 

 

【実験方法】 

 RAW 264.7 細胞をセルスクレーパーで剥がし、PBSで 3回洗浄した。細胞数が 2 × 107 cells/ml

となるように PBS で懸濁し、液体窒素及び 37 °C の恒温槽で 3 回凍結融解した。その後、遠心

により凝集物を除去することで、細胞懸濁液を調製した。また、マウスの血漿を PBSで希釈する

ことで、10% マウス血漿を調製した。Sulfo (30)-BSA及び未修飾 BSAを、PBS、細胞懸濁液、10%

マウス血漿中で sulfide基が 400 µMとなるように溶解した。20分後、硫化水素濃度を第 I章 3-a

と同様メチレンブルー法で測定した。 

 

4-aスルフォアルブミンの細胞内取り込み能の評価 

【試薬】 

 FITC isomer Iは Sigma Aldrich社から購入した。 

 

【実験方法】 

 BSAと FITC isomer Iを反応させ、FITC-BSAを合成した 90)。その後、第 I章 1-aと同様の方法

で FITC-Sulfo (30)-BSAを合成した。24-well plateに、RAW 264.7細胞を 1.5 × 105 cells/wellで播

種し、DMEM中で一晩培養した。DMEMを除去し、FITC-Sulfo (30)-BSA (1 mg/mL) を含む DMEM

を処置した。2-4時間後、DMEMを除去し、PBSで 3回洗浄した。その後、蛍光顕微鏡で蛍光画

像を観察した (BZ-8000; Keyence Japan, Osaka, Japan)。 

 

4-b スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

【試薬】 

 HSip-1 は同仁化学研究所から購入した。Hanks’ balanced salt solution (HBSS) はナカライテスク

社から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 RAW 264.7細胞を 96-well plateに 1.0 × 105 cells/wellで播種し、DMEM中で一晩培養した。

DMEMを除去し、Sulfo (30)-BSA (Sulfide基として 200 µM)、及びHSip-1 (50 µM) を含む HBSS

を処置した。経時的に、HBSS中の蛍光強度を、励起波長 485 nm、蛍光波長 528 nmの条件でマ
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イクロプレートリーダーを用いて測定した (Powerscan® HT; DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan)。  

 

5-a 四塩化炭素誘発性肝障害モデルマウスにおける血漿中トランスアミナーゼ活性の評価 

【試薬】 

Carbon tetrachloride、トランスアミナーゼCII テストワコーは和光純薬工業株式会社から購入し

た。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 ゴマ油で希釈した carbon tetrachloride (0.9 % v/v) 150 µLをマウスに腹腔内投与することで、肝障

害モデルマウスを作成した 53)。同時に、PBS、H2S prodrug 8l、Sulfo (30)-BSAを静脈内投与した (3.5 

µmol sulfide group/kg)。24時間後、麻酔下で下大静脈から採血し、遠心分離することで血漿を回

収した。血漿中 AST、ALT活性をトランスアミナーゼCII テストワコーで測定した。 

 

5-b 四塩化炭素誘発性肝障害モデルマウスにおける肝臓の組織学的観察 

【実験方法】 

 実験終了後のマウスの肝臓を摘出し、4% パラホルムアルデヒド (PFA) 中で臓器を固定した。

その後、厚さ 3 µm の肝切片を作成し、HE染色を行った後、顕微鏡で観察した (BZ-8000; Keyence 

Japan, Osaka, Japan)。 
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第 II章  実験の部 

 

1-a Sulfo-BSA-Sucの合成 

【試薬】 

 BSAは Sigma Aldrich社から購入した。Thioacetic acid、DMSO、succinic anhydrideは、和光純

薬工業から購入した。SPDP は東京化成工業株式会社から購入した。その他の試薬に関しては特

級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 BSA (30 mg) を 6.0 mLの 0.1Mリン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解した。SPDP 1.0 mg を 60 µLの

DMSO に溶解し、BSA 溶液に添加して室温で 2 時間撹拌した。反応液を超純水で 5 回限外濾過

し (vivaspen MWCO:10,000Da, Sartorius, Göttingen, Germany) 凍結乾燥した (BSA-PDP)。BSA-PDP 

(30mg) を 3 mLの 0.1 Mホウ酸緩衝液 (pH8.5) に溶解した。Succinic anhydride (3.1 mg) を 30 µL

の DMSOに溶解し、BSA-PDP溶液へ添加し、室温で 1時間撹拌した 89)。その後、反応溶液を超

純水で 5回限外濾過し、凍結乾燥した (PDP-BSA-Suc)。 PDP-BSA-Suc (30 mg) を 6.0 mLの 0.1 M

リン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解し、1.1 µLの thioacetic acid を添加し 1.5時間撹拌した。続いて、

反応溶液を超純水で 5回限外濾過し、凍結乾燥して Sulfo-BSA-Suc を得た。比較対照として、Suc

を修飾していない Sulfo-BSAも同様に合成した。分子量はMALDI TOF-MS (AXIMA performance, 

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)で、第 I章 1-bと同様の方法で測定した。 

 

1-b PEG-Sulfo-BSA-Galの合成 

【試薬】 

 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride (EDC)、2-(N-morpholino)ethanesulfonic 

acid (MES) は同仁化学研究所から購入した。4-aminophenyl β-D-galactopyranoside は東京化成工業

株式会社から購入した。α -Succinimidyloxysuccinyl-ω-methoxy-polyoxyethylene (PEG2000-NHS, 

average molecular mass, 2000 Da) は日油株式会社から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬

を用いた。 

 

【実験方法】 

BSA (30 mg) を 3.0 mLの 0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解した。PEG2000-NHS (10.6 mg) を

BSA溶液に添加し、室温で 2時間撹拌した。その後、反応溶液を超純水で 5回限外濾過し、凍結

乾燥した (PEG-BSA) 。次に、PEG-BSA (30 mg) を 3mLの 0.1 M のMES緩衝液 (pH 5.0) に溶

解し、EDC (14.1 mg)、4-aminophenyl β-D-galactopyranoside (19.9 mg) を加え、室温で 2時間撹拌し

た。その後、反応溶液を超純水で 5 回限外濾過し、凍結乾燥した (PEG-BSA-Gal)。次に、
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PEG-BSA-Gal (30 mg) を 6.0 mLの 0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解した。SPDP (1.1 mg) を 60 

µLの DMSOに溶解して反応溶液に加え、室温で 2時間撹拌した。続いて、反応溶液を超純水で

5回限外濾過し、凍結乾燥した (PEG-PDP-BSA-Gal)。次に、PEG-PDP-BSA-Gal (30 mg) を 6.0 mL

の 0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解し、1.2 µLの thioacetic acid を加え、室温で 1.5時間撹拌

した。その後、反応溶液を超純水で 5 回限外濾過し、凍結乾燥して PEG-Sulfo-BSA-Gal を得た。

比較対照として、Gal修飾を行っていない PEG-Sulfo-BSAを同様の方法で合成した。分子量は第

II章 1-aと同様の方法で測定した。 

 

1-c 化学修飾スルフォアルブミンの物理化学的性質 

【試薬】 

 Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)、dithiothreitol (DTT)、 anthrone、は、和光純薬工業株式会社

から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 Sulfo-BSA-Suc 1分子あたりの Suc 修飾数は、以下の TNBS法で算出した 78)。超純水に溶解し

たサンプル 100 µLを、4% NaHCO3 (pH 8.5) 100 µL、0.1% TNBS 100 µLと混和した。40 °Cで 2

時間インキュベートし、10% sodium lauryl sulfate (SDS) 100 µL、1N HCl 50 µLを加えた。その後、

マイクロプレートリーダーで 335 nm の波長における吸光度を測定した。未修飾 BSA でも同様

の実験を行い、アミノ基の残存数から Suc の修飾数を算出した。 また、sulfide 基修飾数は以下

の通り、BSA-PDPと DTTを反応させ、343 nmにおける吸光度から算出した 91)。BSA-PDPを超

純水で溶解し、0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 8.0) に溶解したDTTと混和した。343 nmにおける吸光

度から、遊離した  2-mercaptopyridine を定量することで PDP 修飾数を算出した。

PEG-Sulfo-BSA-Gal の PEG 修飾数は、BSA と PEG-BSA の分子量の差から算出した。Gal 修飾数

は以下の anthrone法で算出した 79)。超純水に溶解したサンプル 40 µLを、0.2% anthrone (H2SO4) 80 

µLと混和した。90 °Cで 16分間加熱後、氷上で急冷した。100 µLを 96-well plateに移し、625 nm

における吸光度から Gal 濃度を測定した。 Sulfide 基修飾数は、PEG-PDP-BSA-Gal と DTT を上

述の通り反応させることで算出した。各種サンプルの直径及びゼータ電位は Zetasizer Nano 

(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) を用いて、それぞれ動的光散乱法、及びレーザード

ップラー法で測定した。 

 

2-a 化学修飾スルフォアルブミンのマウス静脈内投与後の体内動態 

【試薬】 

 DTPA, dianhydrideは同仁化学研究所から購入した。 111In-Cl3は日本メジフィクス社から供与さ

れたものを用いた。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 
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【実験方法】 

 Sulfo-BSA、Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA、PEG-Sulfo-BSA-Gal は、第 I 章 2-a と同様の方法

で 111In 標識した。各サンプルの血漿中濃度、各種臓器移行量の測定は、第 I章 2-aと同様の方法

で行った。 

  

2-b 化学修飾スルフォアルブミンの肝臓内分布 

【試薬】 

Collagenase Type I、trypsin inhibitor, from soybeanは、和光純薬工業株式会社から購入した。Hank's 

balanced salts は Sigma Aldrich 社から購入した。4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) は同仁化学研究所から購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 111In-Sulfo-BSA-Suc、111In-PEG-Sulfo-BSA-Galをマウスに 1 mg/kgの投与量で静脈内投与した。

以後の実験は、第 I章 2-bの実験と同様に行った。 

 

2-c 化学修飾スルフォアルブミンの肝移行阻害実験 

【実験方法】 

 111In-Sulfo-BSA-Suc及び 111In-PEG-Sulfo-BSA-Sucを 1、4、10、20 mg/kgの投与量でマウスに尾

静脈内投与した。30分後、血漿中濃度、各種臓器移行量の測定を、第 I章 2-aと同様の方法で行

った。Suc-BSAは、第 I章 2-cと同様の方法で合成した。Gal-BSAは BSAを 0.1 M のMES緩衝

液 (pH 5.0) 中で、EDC、4-aminophenyl β-D-galactopyranoside と室温で 2時間撹拌し、超純水で 5

回限外濾過することで合成した。Gal-BSA (20 mg/kg) をマウスに静脈内投与し 80)、直後に

111In-Sulfo-BSA-Suc または 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal (1mg/kg) を投与した。同様に Suc-BSA (20 

mg/kg) をマウスに静脈内投与し 44)、直後に 111In-Sulfo-BSA-Suc または 111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal 

(1mg/kg) を投与した。30 分後、111In-Sulfo-BSA-Suc、111In-PEG-Sulfo-BSA-Gal の血漿中濃度、各

種臓器移行量の測定を上述の方法で測定した。 

 

3   化学修飾スルフォアルブミンの硫化水素放出能の評価 

【試薬】 

 N,N-dimethyl-p-phenylenediamine、zinc acetate、Iron(III) chlorideは和光純薬工業から購入した。

Sodium sulfideは同仁化学研究所から購入した。GSHはMP Biomedicals社から購入した。その他

の試薬に関しては特級試薬を用いた。 
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【実験方法】 

 Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galを PBS、5 mMの GSH含有 0.1M リン酸緩衝液 (pH 7.4)、

10% マウス血漿中 (PBS) に、sulfide 基が 150 µM となるようにサンプリングチューブ内に溶解

した。20 分後、硫化水素濃度を第 I 章 3-a と同様にメチレンブルー法で測定した。また、

Sulfo-BSA-Suc、PEG-Sulfo-BSA-Galを5 mMのGSH含有0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.4) 中に、sulfide

基が 150 µMとなるように溶解した。経時的に、硫化水素濃度を上述の方法で測定した。また、

サンプル、1% zinc acetate、20 mM N,N-dimethyl-p-phenylenediamine、30 mM Iron(III) chlorideを混

和後、凝集物は遠心にて除去して吸光度を測定した。 

 

4-a 化学修飾スルフォアルブミンの細胞内取り込み能の評価 

【試薬】 

 DMEM、HBSS、antibiotic-antimycotic mixed stock solution はナカライテスク株式会社から購入

した。Fetal bovine serum (FBS) は、Biosera社から購入した。FITC isomer Iは Sigma Aldrich社から

購入した。その他の試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 RAW 264.7細胞、Hep G2 細胞は第 I章 3-bと同様の方法で培養した。 

 

【試薬】 

 BSA と FITC isomer I を反応させ、FITC-BSA を合成した後、第 II 章 1-a と同様の方法で

FITC-Sulfo-BSA-Sucを合成した。FITC-PEG-Sulfo-BSA-Galは、PEG-Sulfo-BSA-Galと FITC isomer 

Iを反応させることで合成した。48-well plateに、RAW 264.7細胞及びHep G2細胞を 1.0 × 105 

cells/well で播種し、DMEM 中で一晩培養した。DMEM を除去し、RAW 264.7 細胞に 

FITC-Sulfo-BSA-Suc (0.5mg/mL) を含む DMEM を、Hep G2 細胞に FITC-PEG-Sulfo-BSA-Gal 

(0.5mg/mL) を含む HBSSを処置した。以降の実験は、第 I章 4-aと同様の方法で行った。 

 

4-b 化学修飾スルフォアルブミンの細胞内における硫化水素放出能の評価 

【試薬】 

HSip-1 は同仁化学研究所から購入した。HBSS はナカライテスク社から購入した。その他の

試薬に関しては特級試薬を用いた。 

 

【実験方法】 

 96-well plateに、RAW 264.7細胞、Hep G2細胞を 1.0 × 105 cells/wellで播種し、DMEM中で一
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晩培養した。DMEMを除去し、RAW 26F4.7 細胞に Sulfo-BSA-Suc (Sulfide基として 100 µM)、及

び HSip-1 (50 µM) を含む HBSSを処置した。また、Hep G2細胞に PEG-Sulfo-BSA-Gal (Sulfide基

として 100 µM)、及び HSip-1 (50 µM) を含む HBSSを処置した。以降の実験は、第 I章 4-bと同

様の方法で行った。 
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