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序論 

 

腎臓は血液をろ過して老廃物を尿として排泄する機能だけでなく、水分・イオンのバランス調節や

様々なホルモンを放出し、全身をコントロールする臓器であり、生命維持を担う上で欠かせない臓器

の一つである 
1-8。腎疾患は急性腎不全などの一過性の症状であったとしても、健康寿命に影響を

及ぼすことが知られており、晩年の QOL を低下させる要因となっていることから、迅速かつ確実な腎

臓疾患治療システムを構築することは極めて重要である 
9-12。これまでに、腎疾患の治療を目的とし

て、アンジオテンシン変換酵素阻害剤、ステロイド、免疫抑制剤や抗癌剤などの様々な薬物が臨床

で使用されている 
13-17。しかしながら、これらの薬物は、標的部位である腎臓以外の臓器や組織にも

分布するため、治療に必要な量が送達されないことによる治療効率の低下や副作用による投与制限

が懸念される。例えば、ステロイドや免疫抑制剤は微小変化型ネフローゼに有効な治療薬として知ら

れているが、副作用が強く治療が制限される 18-21。同様に抗癌剤においても、分子標的薬や抗体医

薬などが上市されているが、癌組織以外の部位へも分布することによる副作用が治療上問題となっ

ている 22。したがって、有効かつ安全な腎臓疾患治療の実現には、標的部位である腎臓へ効率よく

薬物を送達するドラッグデリバリーシステム (DDS) の開発が必要不可欠である (Figure 1)。 

 

 

Figure 1  Concept of renal drug targeting. 
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薬物を標的部位でのみ作用させること、つまり薬物ターゲティングの意義は、既に 1909 年に

Ehrlichにより抗生物質の例で報告されている 
23。生体は複雑な仕組みで構成されているため、狙っ

た臓器のみを標的化することは容易ではないが、肝臓は、細網内皮系による高分子の取り込み機能

や特異的に発現する受容体を有することから、高分子や微粒子を利用した肝臓への標的化 DDS の

開発には比較的成功例が多い 24-26。また、癌細胞は細胞周辺の環境や発現している膜タンパク質が

正常細胞と異なるため、その違いを利用した腫瘍への標的化DDSが開発されている。すなわち、pH

応答的な薬物放出型 DDS、EPR効果（腫瘍における血管透過性や物質の滞留亢進に関する現象）

や腫瘍で高発現する分子に対する抗体を利用した DDS などの腫瘍への効率的な薬物送達が試み

られている 
27-31。 

このように一部の臓器・組織では臓器標的化 DDS 製剤の開発は進んでいる一方で、腎臓標的化

DDSの開発は困難な状況にある。その原因の一つとして、細網内皮系の関与が考えられる 
32, 33。一

般に薬物キャリアは、細網内皮系により非特異的に肝臓や脾臓へ分布することが知られており、腎

臓選択性が乏しい 
34。細網内皮系を回避する DDS技術として、薬物キャリアに PEG修飾施す方法

があり、細網内皮系からの認識を低下させることが可能である。しかし、薬物キャリアへの PEG 導入

は、細網内皮系を回避するだけでなく、標的臓器との親和性も減少させ、それに伴う薬物キャリアの

標的臓器への移行性が低下するため、単に PEG 化を用いるだけでは腎臓標的化は達成されない。

さらに、肝臓や腫瘍組織の様に、腎臓で発現する標的分子はほとんど知られていないことから、腎臓

は能動的に薬物キャリアを標的化しにくい臓器である。したがって、現状では、腎臓選択性の高い薬

物キャリアの開発は困難であり、有効性と安全性に優れる腎臓標的化 DDS の開発成功例はほとん

どみられない。 

こうした状況の中で、わずかながら報告されている腎臓標的化に成功した例として、低分子タンパ

ク質であるリゾチームやポリビニルピロリドン系高分子がある 
35-37。Haas らは、リゾチームに NASIDs

の一種であるナプロキセンを結合させた薬物キャリアが近位尿細管上皮細胞に取り込まれることを報

告している 
35。リゾチームは分子量が小さいために糸球体ろ過されやすく、また肝臓に異物として認

識されにくいことから、投与された大部分が腎臓に選択的に移行すると考えられている 
38-40。しかし

ながら、リゾチームは外来タンパク質であることから、免疫原性などが問題となり、臨床応用は難しい。

また、Kamada らは、ラジカル重合高分子であるポリビニルピロリドン系高分子が静脈内投与後、腎

臓へ選択的に集積することを見出し、ポリビニルピロリドン系高分子を利用したスーパーオキサイドデ

ィスムターゼの腎臓標的化に成功している 
37。ポリビニルピロリドン系高分子は免疫原性の問題を克

服しており、腎臓選択的に集積する高分子として過去に注目を集めたが、薬物を結合可能な官能基

が少ないことによる投与量の増大ひいては毒性が懸念されるため、実用化は難しい状況にある。 
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一方、著者は近年、樹状高分子で薬物キャリアとして汎用されるポリアミドアミンデンドリマー 

(PAMAM) にアミノ酸の一種である L-セリンを修飾したセリン修飾デンドリマー (Ser-PAMAM) がマ

ウス静脈内投与後、腎臓選択的に高い移行性を示すことを見出した。そこで本研究では、セリン修

飾を用いた有効かつ安全な腎臓標的化 DDSを構築することを目的として、Ser-PAMAMの物性、体

内動態について系統的に評価するともに新規腎臓標的化素子としてのセリンの有用性について検

討した。すなわち、Ser-PAMAM の物性、マウスにおける体内動態や腎臓内分布を評価するとともに、

腎臓集積機構の詳細を検討した。さらに、Ser-PAMAMによる薬物の腎臓標的化の応用例として、カ

プトプリル (アンジオテンシン変換酵素 (ACE) 阻害剤) の腎臓への標的化、ならびに抗酸化剤で

ある L-システインの腎臓送達による酸化ストレス疾患治療を試みた。以下、これらの結果について 2

章にわたり論述する。  
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第 1章  セリン修飾を利用した高分子キャリアの腎臓標的化 

 

腎臓標的化 DDS に関する試みはいくつか報告されているが、化学修飾された薬物キャリアは一

般に肝臓や脾臓などの腎臓以外の臓器へも分布するため、腎臓選択的に移行する薬物キャリアの

開発は困難な状況にある。これまでにも、腎臓での発現が高いとされているコハク酸受容体やスカベ

ンジャー受容体を利用した腎臓標的化が報告されているが、腎臓選択性が高いとは言い難い 
41, 42。

すなわち、これらの受容体を標的として、コハク酸やアコニット酸修飾の利用により高分子薬物また

は薬物キャリアを腎臓へ効率よく送達可能であるが、肝臓にも同様にスカベンジャー受容体が発現

しているため、これらの修飾を施した高分子は肝臓への非特異的な移行も示す 
43。また、過剰なコ

ハク酸修飾では逆に高分子の腎臓への親和性が低下し、その多くが数時間以内に尿中へ排泄され

る 
44。さらに、Kobayashi らもカチオン性高分子の腎臓標的化を試みているが、非特異的な肝臓移

行も認められ、腎臓選択的送達は達成されていない 45。したがって、新しい概念に基づく腎臓標的

化 DDS技術の開発が切望される。 

一方、アミノ酸修飾は薬物キャリアに様々な機能を与えることが可能であり、またアミノ酸は天然由

来成分で物性もよく知られていることから、DDS 技術として有用性が高いと考えられる 
43, 46-48。例え

ば、塩基性アミノ酸を修飾したデンドリマーは正電荷を示すため、負電荷である核酸と複合体を形成

することで、核酸の細胞内取り込みを促進する。また、酸性アミノ酸を修飾したデンドリマーは骨への

高い親和性を示し、骨へ選択的に送達される。そこで本章では、腎臓選択性の高い DDS 技術を開

発することを目的として、アミノ酸修飾による樹状高分子キャリア PAMAM の腎臓標的化を試みた。

PAMAM は、免疫原性が低く、動物での安全性も明らかとなっている 
49。さらに、樹状高分子の特性

上その末端は数多く枝分かれしており化学修飾可能な官能が多数存在することから機能を持たせ

やすく、薬物を結合させやすい構造を有しているため、本研究では PAMAM を薬物キャリアとして選

択した (Figure 2) 
50-52。 

具体的には、L-セリンを新規腎臓標的化素子として PAMAMに結合させた Ser-PAMAMを合成し、

高分子キャリア PAMAM の腎臓標的化について分子特性と体内動態の観点から系統的に評価した。

また、セリンと同様に水酸基を側鎖に持ったアミノ酸である L-スレオニンや L-チロシンを修飾した

PAMAM も対照として作製し、同様に検討した。さらに、高い腎臓移行性を示すセリン修飾 PAMAM

の腎臓内における分布の詳細や腎臓への集積機構を明らかにすることで、高分子キャリアの腎臓標

的化におけるセリン修飾の有用性を評価した (Figure 3)。 
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Figure 2  Structure of third generation PAMAM and amino acids containing a hydroxyl 

side chain. 

 

 

Figure 3  Development of L-serine modified PAMAM as a renal targeting drug carrier. 
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第 1節  各種アミノ酸修飾デンドリマーの物性の評価 

1. アミノ酸修飾デンドリマーの合成 

第 3世代の PAMAMに L-セリンを修飾したデンドリマー誘導体 (Ser-PAMAM (G3)) は、アミノ基

および側鎖の水酸基が保護された L-セリン (Boc-Ser(tBu)-OH) をポリアミドアミンデンドリマーのアミ

ノ基と縮合反応させた後に脱保護を行うことで合成した (Figure 4)。また、第 2世代もしくは第 4世代

の PAMAMに L-セリンを修飾したデンドリマー誘導体 (Ser-PAMAM (G2), Ser-PAMAM (G4)) 、L-

セリンと同様に側鎖に水酸基を有するアミノ酸である L-スレオニンまたは L-チロシンを第 3 世代の

PAMAMに修飾したデンドリマー誘導体 (Thr-PAMAM (G3), Tyr-PAMAM (G3)) も対照として上記

と同様の方法にて合成した。 

 

 

Figure 4  Synthesis and structures of L-serine modified third generation PAMAM 

[Ser-PAMAM (G3)]. (Fig. 8 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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2. セリン修飾デンドリマーの合成および物性評価 

合成した Ser-PAMAM (G3) について、MALDI-TOFMSおよび 1
H-NMRにより、それぞれ分子量

および末端に L-セリンが修飾されていることを定量的に確認した。質量分析により得られた第 3世代

の PAMAMの分子量 6960 Daがセリン修飾を施したことで 9684 Daに増大していることが示された 

(Figure 5)。また、1
H-NMR のスペクトルやシグナルの積分値の比率から目的とする Ser-PAMAM 

(G3) が合成されていることが確認された (Figure 6)。 

 

 

Figure 5  MALDI-TOFMS spectra of third generation PAMAM [PAMAM (G3)] and 

L-serine modified third generation PAMAM [Ser-PAMAM (G3)] with a 

trans-indole-3-acrylic acid as a matrix. (Fig. S1 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 

(41), 10511-10516) 

 

 

Figure 6  
1
H-NMR spectra of L-serine, third generation PAMAM [PAMAM (G3)] and 

L-serine modified third generation PAMAM [Ser-PAMAM (G3)] in D2O. (Fig. S1 in Proc. 

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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3． セリン修飾デンドリマーの物理化学的特性 

合成したデンドリマー誘導体の粒子径およびゼータ電位を Zetasizer (Malvern Instruments) を用

いて測定した。デンドリマーにアミノ酸を修飾することにより末端の枝分かれが 2 倍になるため、デン

ドリマーとしての世代は 1 つ増加する。デンドリマーの性質はその末端の枝分かれ数に大きく性質が

依存することから、対照の未修飾のデンドリマーには、Ser-PAMAM (G3) （Serを含めると第 4世代）

と世代数が同等の第 4世代の PAMAM (PAMAM (G4)) を用いた。各種アミノ酸修飾デンドリマーの

粒子径は 2~5 nmを示し、ゼータ電位は 2.58~24.77 mVの正電荷を示した (Table 1)。 

 

Table 1  Physicochemical characteristics of amino acid-modified PAMAMs 

Compound Diameter (nm) Zeta-potential (mV) 

PAMAM (G4) 4.20 ± 0.09  4.56 ± 0.81 

Ser-PAMAM (G2) 2.50 ± 0.12  6.04 ± 0.31 

Ser-PAMAM (G3) 4.03 ± 0.29  4.76 ± 0.70 

Ser-PAMAM (G4) 4.39 ± 0.26  24.77 ± 0.67 

Thr-PAMAM (G3) 4.15 ± 0.35  2.58 ± 1.36 

Tyr-PAMAM (G3) 3.17 ± 0.35  5.26 ± 3.00 

Results are expressed as the mean ± SE of three experiments. 

(Table 1 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

第 2節  各種アミノ酸修飾デンドリマーの腎臓移行性の評価 

1. アミノ酸修飾デンドリマーの体内動態 

111
In 標識を施した各種デンドリマー誘導体をマウス尾静脈内投与し、経時的な臓器分布を評価し

た。PAMAM (G4) および Tyr-PAMAM (G3) は主に肝臓または腎臓に移行した。Thr-PAMAM 

(G3) は血中からの消失が比較的緩やかで、投与後 180 分で投与量の 34.9% が腎臓へ移行した 

(Figure 7A、B & C)。一方、Ser-PAMAMは血中から速やかに消失し、腎臓へ選択的に移行した。特

にSer-PAMAM (G3) は、投与後 180分で投与量の81.7% が腎臓に集積した (Figure 7D、E & F)。

Ser-PAMAM (G4) は肝臓にも若干移行したものの、Ser-PAMAM (G3) および Ser-PAMAM (G2) 

は腎臓以外の臓器へはほとんど移行せず高い腎臓選択性を示した。また、各種アミノ酸修飾デンド

リマー誘導体のマウス尾静脈内投与 30分後の尿中排泄は、Tyr-PAMAM (G3) と PAMAM (G4) で

はほとんど認められなかったのに対して、Ser-PAMAM (G3) および Thr-PAMAM (G3) ではそれぞ

れ、投与量の 3.9%、14.5% であった (Figure 8)。 
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Figure 7  Time courses of plasma concentration and tissue accumulation of various amino 

acid-modified dendrimers in mice after intravenous injection at a dose of 1 mg/kg. (A) 

111
In-labeled PAMAM (G4), (B) Thr-PAMAM (G3), (C) Tyr-PAMAM (G3), (D) 

Ser-PAMAM (G2), (E) Ser- PAMAM (G3) and (F) Ser-PAMAM (G4). Results are expressed 

as the mean ± SE of three mice. 〇, plasma; ▲, liver; ■, kidney; ◇, spleen; △, heart; 

□, lung. (Fig. 1 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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Figure 8  Urinary excretion of 
111

In-labeled amino acid-modified dendrimers 30 min after 

intravenous injection in mice. Results are expressed as the mean ± SE of three mice. 

(Fig. S3 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

 

2. アミノ酸修飾デンドリマーの薬物動態学的パラメーター 

前項 1. で得られた体内動態に基づき、薬物動態学的パラメーターを算出した結果を Table 2 に

示した。 Tyr-PAMAM (G3) および PAMAM (G4) の肝臓取り込みクリアランスは、それぞれ 33.44 

mL/h、8.21 mL/h を示し、比較的高い値を示した。一方、Ser-PAMAM (G3) および Thr-PAMAM 

(G3) の肝臓取り込みクリアランスは、それぞれ 0.10 mL/h、0.05 mL/h であった。また、Ser-PAMAM 

(G3) の腎臓取り込みクリアランスは 4.87 mL/h であり、全身クリアランスの 78.1% を示したことから、

Ser-PAMAM(G3) の高い腎臓標的化効率が明らかとなった。 

 

Table 2  Pharmacokinetic parameters of PAMAM derivatives 

Compound Dose AUC Clearance (mL/h) 

 
(mg/kg) (% of dose・h/mL) Total Liver Kidney 

Ser-PAMAM (G3) 1  16.25  6.16  0.10  4.87 

Thr-PAMAM (G3) 1  80.98  1.23  0.05  0.55 

Tyr-PAMAM (G3) 1  1.17  85.25  33.44  25.19 

PAMAM (G4) 1  4.72  21.19  8.21  5.37 

(Table 2 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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3．セリン修飾デンドリマーの組織分布イメージング 

最も腎臓選択性に優れた Ser-PAMAM (G3) の腎臓への分布の詳細を明らかにするために、近

赤外蛍光および 111
In標識を用いて Ser-PAMAM (G3) の臓器分布のイメージングを行った。近赤外

蛍光標識を用いた IVIS で得られた画像より、PAMAM (G4) 投与群では肝臓および腎臓から蛍光

が観察された一方で、Ser-PAMAM (G3) 投与群では腎臓のみから強い蛍光が観察された (Figure 

9)。また、111
In 標識を用いた SPECT/CT の画像より、Ser-PAMAM (G3) は一部尿中排泄された

Ser-PAMAM (G3) が膀胱で検出されが、腎臓への高い集積性が認められ、腎臓の皮質の部分に

特に移行していることが示された (Figure 10)。 

 

 

Figure 9  In vivo and ex vivo imaging of NIR fluorescence dye-labeled Ser-PAMAM (G3) 

and PAMAM (G4) 60 min after intravenous injection in mice. The fluorescence intensities 

were measured in (left) whole mice and (right) tissues (liver, kidney, spleen, heart, and lung). 

(Fig. 2 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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Figure 10  SPECT/CT imaging of 
111

In-labeled Ser-PAMAM (G3) 180 min after 

intravenous injection in a mouse. (Fig. 2 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 

10511-10516) 
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第 3節  セリン修飾デンドリマーの腎臓内分布の評価 

前節 3. の結果から Ser-PAMAM (G3) は腎臓の皮質の部分に選択的に集積していることが明ら

かとなった。そこで Ser-PAMAM (G3) の腎臓内分布をさらに詳細に評価するために、FITC 標識

Ser-PAMAM (G3) 静脈内投与後の腎臓の切片を観察した。その結果、低倍率の蛍光顕微鏡像に

おいて皮質部分で強い蛍光が観察された (Figure 11A & B)。その蛍光が観察される部位を拡大し

た蛍光顕微鏡像において、近位尿細管部分から強い蛍光が観察されたことから、Ser-PAMAM (G3) 

は腎皮質の中でも近位尿細管上皮細胞に選択的に集積することが示された (Figure 11C)。 

 

 

Figure 11  Intra-renal distribution of FITC-labeled Ser-PAMAM (G3) in renal tissue 

sections at 60 min after intravenous injection in a mouse. (A) Cortex (Scale bar: 200 μm.), 

(B) Medulla (Scale bar: 200 μm.), (C) Magnified image of the cortex (Scale bar: 25 μm.). 

Fluorescence intensity was observed using a fluorescence microscope. 

(Fig. 3 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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第 4節  セリン修飾デンドリマーの腎臓移行経路の評価 

前節において Ser-PAMAM (G3) は近位尿細管上皮細胞に選択的に集積することが明らかとなっ

た。近位尿細管上皮細胞へ移行する経路として、糸球体ろ過された後に近位尿細管管腔側より近

位尿細管上皮細胞に取り込まれる経路と糸球体ろ過されずに腎輸出細動脈に流れた後に近位尿

細管上皮細胞の基底膜側より取り込まれる経路が知られている 
53, 54。そこで Ser-PAMAM (G3) が

いずれの経路から近位尿細管上皮細胞へ取り込まれているかを検討した。糸球体ろ過量を低下さ

せた急性腎不全モデル (ARF) マウスを作製し、Ser-PAMAM (G3) の腎臓クリアランスの変化を評

価した。Ser-PAMAM (G3) 静脈内投与後の血漿中濃度推移は、正常マウスおよび急性腎不全モデ

ル (ARF) で大きな差は見られなかったが、腎臓への移行量は ARF マウスで有意に低下した 

(Figure 12A & B)。そこで次に、糸球体ろ過のみを受け、尿細管での分泌などの関与がないイヌリン

の全身クリアランス値に基づき糸球体ろ過量を算出した。また、経時的な体内動態評価の結果より、

Ser-PAMAM (G3) の腎臓クリアランス値を算出した。その結果、糸球体ろ過量の低下に伴い、

Ser-PAMAM (G3) の腎臓クリアランスが減少することが示された  (Figure 13)。このことから、

Ser-PAMAM (G3) の腎臓移行には糸球体ろ過が関与することが明らかとなった。 

 

 

Figure 12  Plasma concentration and renal accumulation of 
111

In-labeled Ser-PAMAM (G3) 

after intravenous injection at a dose of 1 mg/kg in normal mice and mice with 

HgCl2-induced acute renal failure (ARF). Time course of (A) plasma concentration and (B) 

renal accumulation. 〇, normal mice; ●, HgCl2-induced ARF mice. Results are expressed 

as the mean ± SE of three mice. (Fig. 4 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 

10511-10516) 
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Figure 13  Renal clearance and glomerular filtration rate (GFR) after intravenous injection 

at a dose of 1 mg/kg in normal mice and mice with HgCl2-induced acute renal failure (ARF). 

(C) Renal clearance and (D) GFR in normal mice (normal) and mice with HgCl2-induced 

ARF (ARF). Results are expressed as the mean ± SE of three mice. 

(Fig. 4 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

 

第 5節  近位尿細管上皮細胞株 LLC-PK1細胞を用いた細胞内取込機構の評価 

前節までに Ser-PAMAM (G3) が腎臓選択的な体内動態を示すこと、なかでも腎臓皮質の近位尿

細管細胞へ選択的に集積することを明らかにした。そこで、近位尿細管上皮細胞株である LLC-PK1

細胞を用いて近位尿細管上皮細胞での Ser-PAMAM (G3) の取り込み機構について評価した。 

 

1. 近位尿細管上皮細胞単層膜での透過の方向性 

Transwell
®
 を用いて近位尿細管上皮細胞単層膜を作製し、FITC 標識を施した Ser-PAMAM 

(G3) または PAMAM (G4) を刷子縁膜 (Apical) 側または側底膜 (Basal) 側に添加後の透過量を

測定することにより、Ser-PAMAM (G3) および PAMAM (G4) の透過の方向性を検討した。

PAMAM (G4) の透過は、吸収方向 (Apical-to-Basal) の透過性と分泌の方向 (Basal-to-Apical) 

の透過性に有意な変化は見られなかった (Figure 14B)。一方で、Ser-PAMAM (G3) の吸収方向の

透過性は、分泌方向の透過性に比較して有意に高かった (Figure 14A)。 
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Figure 14  Time course of transport of (A) FITC-labeled Ser-PAMAM (G3) and (B) 

PAMAM (G4) across LLC-PK1 cell monolayers in the absorptive directions and secretory 

directions. ■,▲, absorptive directions; □, △, secretory directions. Results are expressed 

as mean ± SE of three experiments. (Fig. 5 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 

10511-10516) 

 

 

2. 近位尿細管上皮細胞への取り込み機構 

上述のように Ser-PAMAM (G3) が吸収方向優位に取り込まれることが明らかとなった。そこで次

に、その取り込み機構を明らかにするため、各種エンドサイトーシス阻害剤を用いて、Ser-PAMAM 

(G3) の細胞内取り込み阻害実験を行った。一般に高分子の細胞内への取り込みはトランスサイトー

シスによって取り込まれていることが知られており、クラスリン依存性エンドサイトーシス、カベオラ依

存性エンドサイトーシスやマクロピノサイトーシスなどの機構で細胞内に取り込まれている 
55。そこで

クラスリン依存性エンドサイトーシス阻害剤であるクロルプロマジン (CPZ)、カベオラ依存性エンドサ

イトーシスであるゲニステイン (GEN) とマクロピノサイトーシス阻害剤である N-エチル-N-イソプロピ

ルアミロライド (EIPA) をエンドサイトーシス阻害剤として用いた。また、糸球体ろ過で尿細管にろ過

されたタンパク質の再吸収を近位尿細管上皮細胞刷子縁膜で担っている受容体にメガリンがある 56, 

57。メガリンによる取り込みの影響を確認するため、メガリンの基質として知られるリゾチームをメガリン

による細胞内取り込み阻害剤として用いた 58, 59。また、非標識 Ser-PAMAM (G3) の過剰添加による

阻害検討も行った。その結果、過剰添加群では Ser-PAMAM(G3) の細胞内への取り込みがほぼ完

全に阻害された (Figure 15)。さらに、GENと EIPAによる細胞内取り込み阻害群で、細胞内への取り

込みが有意に低下したことから、Ser-PAMAM (G3) はカベオラ依存性エンドサイトーシスとマクロピノ

サイトーシスにより取り込まれていることが示された。さらに、リゾチームの添加でも Ser-PAMAM (G3) 
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の細胞内取り込みが低下したことから、一部リゾチームと同じ取り込み機構を介して細胞内に取り込

まれていることが示唆された 。しかし、メガリンを介した取り込み機構とされるクラスリン依存性エンド

サイトーシスの阻害剤である CPZ添加群では、有意な減少はみられなかった。 

 

 

Figure 15  Cellular uptake study of 
111

In-labeled Ser-PAMAM in LLC-PK1 cells in the 

presence of various endocytic inhibitors. a, 
111

In-labeled Ser-PAMAM (G3). b, 
111

In-labeled 

Ser-PAMAM (G3) + 100 μg/mL unlabeled Ser-PAMAM (G3). c, 
111

In-labeled Ser-PAMAM 

(G3) + 100 μM chlorpromazine. d, 
111

In-labeled Ser-PAMAM (G3) + 370 μM genistein. e, 

111
In-labeled Ser-PAMAM (G3) + 100 μM 5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride. f, 

111
In-labeled 

Ser-PAMAM (G3) + 1 mM lysozyme. Results are expressed as mean ± SE of three 

experiments. *p < 0.05, significantly different from the 
111

In-labeled Ser-PAMAM (G3) 

(group a). 

(Fig. 5 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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第 6節  セリン修飾デンドリマーの in vivoにおける安全性の評価 

Ser-PAMAM (G3) が腎臓標的型高分子キャリアとして有用であることが示されたことから、反復投

与後の急性毒性の評価を試みた。すなわち、Ser-PAMAM (G3) を 5 日間連続で投与し、その最終

投与後24時間に血中の腎障害マーカーであるクレアチニンおよび血中尿素窒素 (BUN) を測定す

るとともにH&E染色された腎切片を観察することで反復投与後の急性毒性を評価した (Figure 16 & 

17)。その結果、Ser-PAMAM (G3) の反復投与によるクレアチニン、BUN の上昇は認められなかっ

た。腎切片の組織学的評価においても、Ser-PAMAM (G3) の反復投与による腎臓の形態変化は認

められなかった。 

 

 

Figure 16  Plasma creatinine (A) and BUN (B) levels after intravenous injection of PBS or 

Ser-PAMAM (G3) once a day for 5 d. Naive, PBS, Ser-PAMAM (G3), HgCl2-induced ARF 

(positive control). Results are expressed as mean ± SE of five mice. *p < 0.05, significantly 

different from the naive group. ns, not significant. 

(Fig. 7 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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Figure 17  Histological micrographs of the kidney (Scale bar: 200 μm.) after intravenous 

injection of PBS or Ser-PAMAM (G3) once a day for 5 d. Naive, PBS, Ser-PAMAM (G3), 

HgCl2-induced ARF (positive control). 

(Fig. 7 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

 

第 7節  考察 

本章では、セリン修飾を用いた腎臓標的化 DDS を構築することを目的として、腎臓への高い選択

性および移行性を示したセリン修飾デンドリマーの物性ならびにマウスにおける体内動態を系統的

に評価するとともに、セリン修飾デンドリマーの腎臓内分布、腎臓集積機構の詳細や反復投与時の

安全性を検討することで、腎臓標的化におけるセリン修飾の有用性を評価した。これらの一連の検

討により、セリン修飾デンドリマーは有用かつ安全な腎臓標的型高分子キャリアであることを明らかに

した。 

蛍光顕微鏡による腎臓内分布や SPECT/CTによる臓器分布の結果より、Ser-PAMAM (G3) は腎

皮質の部分に選択的に移行していることが示された。さらに蛍光顕微鏡による拡大画像から、
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Ser-PAMAM は皮質の中でも特に近位尿細管部分に集積していることが明らかとなった 
34, 60, 61。近

位尿細管は急性腎不全などで障害を受けやすい部位であり、また腎細胞癌の発生部位として知ら

れる 
62-66。したがって、近位尿細管上皮細胞へ選択的に集積する Ser-PAMAM (G3) は、腎疾患治

療に利用可能な腎臓標的型高分子キャリアであると考えられる。一般に、分子量 50,000 より大きい

高分子は糸球体ろ過をほとんど受けないことが報告されている 
67。また、粒子径が 5.5 nm以下のナ

ノ粒子は糸球体でろ過されやすく、尿中へ排泄されることが示されている 
68。本研究で作製した

Ser-PAMAM (G3) の分子量は約 10,000で、粒子径は約 4 nmであったことから糸球体ろ過を受けや

すい高分子キャリアであると考えられる。急性腎不全モデルマウスにおいて、糸球体ろ過量の減少

に伴い、Ser-PAMAM (G3) の腎臓への取り込みを示す腎クリアランス値が減少したことから、

Ser-PAMAM (G3) の腎臓移行には糸球体ろ過の経路が関与することが明らかとなった。さらに、近

位尿細管上皮細胞株 LLC-PK1 細胞の単層膜における透過実験において、Ser-PAMAM (G3) は

尿細管管腔側からの取り込みが顕著であった。これらの結果より、Ser-PAMAM (G3) は糸球体ろ過

を受けた後に近位尿細管上皮細胞の刷子縁側より再吸収され、近位尿細管上皮細胞に集積するこ

とが示された。加えて、近位尿細管上皮細胞株 LLC-PK1 細胞での in vitro 細胞内取り込み実験の

結果は、Ser-PAMAM (G3) がカベオラ依存性エンドサイトーシスまたはマクロピノサイトーシスが関

与する能動的な取り込み機構により近位尿細管上皮細胞に取り込まれている可能性を示した。また、

Ser-PAMAM (G3) の LLC-PK1細胞への取り込みは、メガリン受容体の基質であるリゾチームによっ

ても阻害されたが、Ser-PAMAM (G3) の細胞内取り込みは、メガリン受容体による取り込み機構とさ

れるクラスリン依存性エンドサイトーシス阻害剤である CPZ により有意に阻害されなかった 
69。これら

のことから、リゾチームが Ser-PAMAM (G3) の細胞内取り込みを阻害したのは、リゾチームがメガリン

受容体以外の細胞内取り込み機構を阻害したことによるものと考えられる。したがって、Ser-PAMAM 

(G3) の近位尿細管への取り込み機構として、メガリン受容体の寄与は小さいと考えられる。 

以上のように、Ser-PAMAM が糸球体ろ過を受けた後に近位尿細管上皮細胞の刷子縁側でエン

ドサイトーシスなどにより能動的に取り込まれ、近位尿細管に選択的に分布することを明らかにした。

しかし一般に、高分子キャリアの血中からの消失は、特異的な認識を持つ取り込み機構が介在しな

い場合、主に肝臓における非特異的な取り込みと腎臓での糸球体ろ過により決定されるため、セリン

修飾による肝臓移行の回避も腎臓標的化に大きく関与するものと考えられる 
70, 71。セリンと同様に側

鎖に水酸基を持つアミノ酸であるスレオニンとチロシンを修飾したデンドリマーの体内動態評価にお

いて、Thr-PAMAM (G3) は Ser-PAMAM (G3) と比較して、腎臓移行率は低かったものの、

Ser-PAMAM (G3) と同様に腎選択性的な体内動態を示した。一方で、Tyr-PAMAM (G3) では未

修飾のデンドリマーである PAMAM (G4) の体内動態と同様に腎臓選択性は示さず、肝臓にも高い
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移行が見られた。したがって、肝臓への取り込み回避には、チロシンのようなフェノール性水酸基で

はなく、セリンやスレオニンのようなアルコール性水酸基が寄与することが示唆された。従来の高分

子薬物キャリアの開発では、高分子キャリアの物理化学的性質がその体内動態の主要因子であり、

中でも分子サイズと電荷が特に重要であるとされてきた 
67, 72, 73。こうした概念に基づけば、PAMAM 

(G4), Ser-PAMAM (G3), Thr-PAMAM (G3) および Tyr-PAMAM (G3) はいずれも類似した粒子径

や電荷を示していることから、同様の体内動態を示すことが予想されたが、大きく異なる結果となった。

このように巨視的な物理化学特性では差がないものでも、ナノ粒子表面の微小構造の違いによりナ

ノ粒子の特性が大きく変化することも報告されていることから、本研究での粒子表面へのアルコール

性水酸基導入による肝臓取り込み回避には、ナノ粒子表面の微細構造による特性変化が寄与する

ものと考えられる 
74, 75。すなわち、Ser-PAMAM (G3) および Thr-PAMAM (G3) 側鎖のアルコール

性水酸基は、電離しない官能基であるのに対して、Tyr-PAMAM (G3) 側鎖のフェノール性水酸基

は電離する官能基であり、この違いが肝臓取り込み回避の有無に大きく影響したものと推察される。

一方、肝臓への取り込みが回避された Ser-PAMAM (G3) および Thr-PAMAM (G3) のうち、

Thr-PAMAM (G3) の腎臓への移行性は低かった。その理由として、スレオニンはセリンに比べて側

鎖構造にメチル基が一つ多い構造を有するため、セリンに比べてデンドリマー表面にメチル基による

立体障害が生じ、近位尿細管上皮細胞との親和性が低下したことが考えられる。このことは

Thr-PAMAM (G3) の尿中排泄が Ser-PAMAM (G3) と比べて増大したことと相関する。 

また本研究では、Ser-PAMAM の腎臓移行性に及ぼす粒子サイズおよびセリン修飾数の影響に

ついても明らかにした。すなわち、第 2世代、第 3世代と第 4世代の PAMAMのいずれのデンドリマ

ーにセリン修飾を施しても、腎臓選択的な体内動態を示したが、なかでも中間的なサイズである

Ser-PAMAM (G3) が最も高い腎臓移行性を示した。世代および分子量が小さい PAMAM (G2) は、

糸球体ろ過には有利であるが、その腎臓移行性は低かった。この理由として、デンドリマーは一つ世

代が増加すると末端の枝分かれが 2 倍になる高分子であり、Ser-PAMAM (G2) には Ser-PAMAM 

(G3) の半分のセリンしか修飾されておらず、その結果、近位尿細管上皮細胞との親和性が低くなっ

てしまい、腎臓移行性が低下したと考えられる。一方、世代および分子量が大きい Ser-PAMAM 

(G4) は糸球体ろ過されにくいため、腎臓への移行性が低下したと考えられる。したがって、

Ser-PAMAM (G3) がサイズおよび近位尿細管への親和性のバランスが最も優れていたと考えられ

る。 

また、Ser-PAMAM (G3) の投与は、血漿中の腎障害マーカーであるクレアチニンと BUN および

腎臓の形態にほとんど影響なかったことから、Ser-PAMAM (G3) は反復投与による急性毒性を示さ

ないことが明らかとなった。Roberts らは、マウスに PAMAM を連続投与した後の長期安全性につい
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て報告している。すなわち、初めの 6 週間に週 1 回 PAMAM を静脈内投与した後、6 ヶ月間のマウ

スの動き、飲食の挙動や体重増加に変化は見られなかったことから、PAMAM は比較的安全性の高

い薬物キャリアであると考えられる 
49。こうしたことから、生体適合性に優れるセリンとPAMAMを結合

した Ser-PAMAM (G3) は急性毒性を示さなかったものと推察される。また、Boyd らは、デンドリマー

の末端にリジンを結合させたデンドリマーを合成し、天然の L体では生体内で分解され、非天然のD

体では分解が起こらないことを示している 76。したがって、L体の Ser修飾のように分解後も安全性が

高い分子で機能化することにより、有効性かつ安全性の高い腎標的化が可能になるものと考えられ

る。これらのことから、Ser-PAMAM (G3) は比較的安全性の高い腎臓標的型キャリアであると考えら

れる。 

以上の結果より、セリン修飾を用いることで、高分子キャリアである PAMAMの腎臓標的化に成功

した。その中でも第 3世代の PAMAMを用いた Ser-PAMAM (G3) が優れた腎臓移行性を示し、そ

の腎臓移行機構の一端および反復投与の安全性を示し、腎臓標的型高分子キャリアとして期待でき

るキャリアの創製に成功した。 
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第 2章  セリン修飾高分子を利用した薬物の腎臓標的化 

 

第 1 章ではセリン修飾を施すことにより高分子キャリアを腎臓へ選択的に送達可能であることを明

らかにした。そこで、Ser-PAMAM (G3) を利用した腎臓への薬物送達を目的として、ACE 阻害剤で

あるカプトプリルを利用した腎 ACE 阻害効果または抗酸化剤である L-システインを利用した腎虚血

再灌流障害の抑制効果の検討を試みた。 

ACE 阻害剤は降圧剤として臨床で汎用されている医薬品である。高血圧治療の中でも腎保護作

用を有することから、慢性腎臓病、糖尿病や心疾患を合併する病態では極めて有用な降圧剤として

認知されている 
13, 77, 78。末梢血管抵抗を減弱させる働きが強く、腎臓においては糸球体付近の圧

力を減弱させることで腎保護効果を示すだけでなく、タンパク質の漏出を抑えることも可能であり、尿

タンパク質症状を改善する 
79, 80。このように臨床上重要な効果を示す一方で、副作用も問題となっ

ている。すなわち、ACEはアンジオテンシン Iをアンジオテンシン IIに変換することにより血圧を上昇

させるレニン・アンジオテンシン・アルドステロン系を支配する酵素であるだけでなく、炎症性物質で

あるブラジキニンを不活性化させるキニナーゼとしての側面も存在し、ACE を阻害することは炎症性

物質の体内への蓄積も高めることから空咳や血管性浮腫などの副作用を誘発する 
81-84。特に血管

性浮腫に関しては、気道の浮腫による呼吸困難から死亡に至った例もある重大な副作用であること

から、Ser-PAMAM (G3) の利用により ACE 阻害剤を腎臓標的化することで副作用の軽減、治療効

果の増強が期待できる 
85。 

また、L-システインは分子内に還元型チオールを有するため、ラジカルや活性酸素種を消去可能

であり、様々な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、低分子の還元型チオー

ルは血中から急速に消失し、肝代謝や尿中への排泄を受けるため、還元型チオール単独で効果を

得るには高用量の投与が必要になる 
86-88。したがって、L-システインを用いて酸化ストレス疾患を治

療するには、L-システインを標的部位へ効率よく送達する必要がある。一方、腎臓での酸化ストレス

疾患の一つとして、腎虚血再灌流障害がある。腎虚血再灌流障害は心不全による心拍出量の低下、

血栓による血行不良や臓器移植時などにおいて、臓器への血液供給が一時的に遮断されることで

臓器が虚血状態に陥り、血流を再開することで臓器中に過剰な活性酸素種が発生し、障害が惹起さ

れる疾患である 
89-92。さらに、活性酸素種は直接的に組織に障害を与えるだけでなく、細胞内シグ

ナルとして、炎症細胞の遊走を亢進させる作用もあり、二重に臓器障害を引き起こすため、致死性を

高める 
10, 93。そこで、Ser-PAMAM (G3) の利用により L-システインを腎臓標的化することによる効率

的な腎臓虚血再灌流障害の抑制を試みた。すなわち、PAMAM (G3) の表面を L-セリンと L-システ

インで修飾したセリン－システイン修飾デンドリマー (Ser-PAMAM-Cys) を合成し、還元型チオール
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である L-システインの腎臓標的化による腎虚血再灌流障害の抑制を試みた。 

 

 

第 1節  セリン修飾デンドリマーを利用したカプトプリルの腎臓への薬物送達 

1-1  カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーの物性の評価 

1. カプトプリル結合セリン酸修飾デンドリマーの合成および修飾量の定量 

Ser-PAMAM (G3) は、前章と同様に合成し、そのアミノ基末端にスペーサーの SPDP を介してカ

プトプリルを結合させた (Figure 18)。またカプトプリル修飾量は、Ser-PAMAM (G3) 1分子あたり約 6

分子であった。 

 

 

Figure 18  Synthesis and structures of Ser-PAMAM-CAP 

(Fig. 8 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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2． カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーの物理化学的特性 

カプトプリル結合 Ser-PAMAM (G3) (Ser-PAMAM-CAP) の粒子径およびゼータ電位はそれぞれ、

4.75 nm、3.43 mVを示し、カプトプリル未修飾 Ser-PAMAM (G3) と類似の物理化学的特性を示した 

(Table 3)。 

 

Table 3  Physicochemical characteristics of Ser-PAMAM-CAP 

Compound Diameter (nm) Zeta-potential (mV) 

Ser-PAMAM (G3) 4.03 ± 0.29 4.76 ± 0.70 

Ser-PAMAM-CAP 4.75 ± 0.27 3.43 ± 0.61 

Results are expressed as the mean ± SE of three experiments. 

(Table 1 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

1-2  カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーの体内動態評価 

1. カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーのキャリアとしての体内動態 

前章と同様に、Ser-PAMAM-CAP に 111
In 標識を施し、キャリア部分の体内動態を評価した。

Ser-PAMAM (G3) と比較して血中滞留性がやや増大したものの、腎臓への移行量は 80.9%を示し、

Ser-PAMAM (G3) と同等の腎臓移行性を示した (Figure 19)。 

 

Figure 19  Time courses of plasma concentration and tissue accumulation of 
111

In-labeled 

Ser-PAMAM-CAP after intravenous injection in mice at a dose of 1 mg/kg. 〇, plasma; △, 

liver; ■, kidney. Results are expressed as the mean ± SE of three mice. 

(Fig. 6 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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2. カプトプリル結合セリン酸修飾デンドリマーによるカプトプリルの体内動態変化 

カプトプリル単独または Ser-PAMAM-CAP マウス尾静脈内投与後の血漿中カプトプリル濃度およ

び腎臓内カプトプリル量をHPLCにて定量した。Ser-PAMAM-CAP投与後の血漿中カプトプリルは、

カプトプリル単独投与に比較してわずかに高かった (Figure 20A)。Ser-PAMAM-CAP 投与後の腎

臓中カプトプリル濃度は、カプトプリル単独投与に比べて顕著に高かった (Figure 20B)。 

 

 

Figure 20  Plasma concentration (A) and renal accumulation (B) of captopril after 

intravenous injection of captopril alone and Ser-PAMAM-CAP in mice at a dose of 2 mg 

captopril/kg. 〇, captopril alone; ▲, Ser-PAMAM-CAP. 

(Fig. 6 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 

 

 

3. カプトプリル結合セリン酸修飾デンドリマーの血漿中安定性 

Ser-PAMAM-CAP は、ジスルフィド結合を介してカプトプリルを Ser-PAMAM (G3) に結合させて

いる。標的部位に効率よくカプトプリルを送達するためには、腎臓に到達するまでの過程、すなわち

血中での放出は望まれない。そこで、静脈内投与後の Ser-PAMAM-CAP の安定性を評価するため

に in vitroにおける血漿中安定性を検討した。Ser-PAMAM-CAPを血漿中で 4時間インキューベー

トした後の血漿中遊離カプトプリルの量は HPLCの検出限界以下であった。 
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1-3  カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーによる薬理効果 

前項1-2において、Ser-PAMAM (G3) の利用により腎臓へのカプトプリルの移行量を高めることに

成功した。そこで次に Ser-PAMAM-CAP の薬理効果を評価することを目的として、カプトプリル単独

または Ser-PAMAM-CAPのマウス尾静脈内投与後の腎臓中 ACE活性を測定した。投与後 30分で

は両群で ACE 活性が顕著に阻害されたが、カプトプリル単独投与群では投与後 120 分で ACE 活

性の回復が見られた。一方、Ser-PAMAM-CAPは、投与後 30分から 120分にかけてACE活性を顕

著に阻害し、持続的な阻害効果を示した (Figure 21)。 

 

 

Figure 21  Effect of captopril alone and Ser-PAMAM-CAP on ACE activity in kidney 30 

min or 120 min after intravenous injection in mice at a dose of 0.5 mg captopril/kg. Results 

are expressed as mean ± SE of three mice. *p < 0.05, significantly different from the naive 

group. #p < 0.05, significantly different from the captopril and Ser-PAMAM-CAP groups at 

the same time. 

(Fig. 6 in Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2018, 115 (41), 10511-10516) 
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第 2節  セリン－システイン修飾デンドリマーによる還元型チオールの腎臓への送達 

2-1  セリン－システイン修飾デンドリマーの物性の評価 

1. セリン－システイン修飾デンドリマーの合成および修飾量の定量 

Ser-PAMAM-Cys は、前章と同様の方法にて、セリンおよびシステインを PAMAM の末端アミノ基

に結合させることにより作製した。 

 

2． セリン－システイン修飾デンドリマーの物理化学的特性 

Ser-PAMAM-Cys の粒子径およびゼータ電位はそれぞれ、4.44 nm、13.40 mV であった。

Ser-PAMAM-Cysの粒子径は Ser-PAMAM (G3) と同様であったが、ゼータ電位はやや正電荷へ変

化した (Table 4)。 

 

Table 4  Physicochemical characteristics of Ser-PAMAM-Cys 

Compound Diameter (nm) Zeta-potential (mV) 

Ser-PAMAM (G3) 4.03 ± 0.29  4.76 ± 0.70 

Ser-PAMAM-Cys 4.44 ± 0.23  13.40 ± 0.89 

Results are expressed as the mean ± SE of three experiments. 

(Result’s statement in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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3. セリン－システイン修飾デンドリマーの合成および物性評価 

合成した Ser-PAMAM-Cys の分子量は、MALDI-TOFMS により評価した。その結果、

Ser-PAMAM-Cysの分子量は、10207 Daであることが示された (Figure 22)。 

 

 

Figure 22  MALDI-TOF spectra of L-cysteine and L-serine-modified third-generation 

polyamidoamine dendrimer [Ser-PAMAM-Cys] with a trans-indole-3-acrylic acid as a 

matrix. (Figure S1 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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2-2  セリン－システイン修飾デンドリマーの抗酸化能の評価 

Ser-PAMAM-Cys の抗酸化能を評価するため、ラジカルおよび活性酸素種消去能を検討した。

Ser-PAMAM-Cys は、L-システイン単独に比べて、PBS 溶液中の DPPH ラジカル、過酸化水素およ

びヒドロキシラジカルを顕著に消去した (Figure 23)。 

 

 

Figure 23  Relative abilities of L-cysteine and Ser-PAMAM-Cys to scavenge (A) DPPH, 

(B) hydrogen peroxide, and (C) hydroxyl radical. Results are expressed as the means ± SE of 

five experiments. *p < 0.05: significantly different from the PBS group. †p < 0.05: 

significantly different from the L-cysteine group. (Figure 1 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 

251) 
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2-3  セリン－システイン修飾デンドリマーの体内動態の評価 

1. セリン－システイン修飾デンドリマーの ex vivo イメージング 

近赤外蛍光標識 Ser-PAMAM-Cys の静脈内投与後 60 分において、腎臓から強い蛍光が観察さ

れた。またその他の臓器中から蛍光は観察されなかった (Figure 24)。 

 

 

Figure 24  Ex vivo imaging of NIR-labeled Ser-PAMAM-Cys 60 min after intravenous 

injection. Fluorescence intensities were determined for the liver, kidney, spleen, heart, and 

lung. (Figure 2 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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2． セリン－システイン修飾デンドリマーの体内動態 

111
In標識 Ser-PAMAM-Cys は静脈内投与後、速やかに血中から消失し、投与後 180 分までに投

与量の64.2% が腎臓へ移行した (Figure 25)。体内動態の結果に基づき算出したSer-PAMAM-Cys

の肝臓および腎臓クリアランスはそれぞれ、0.09、2.86 mL/h であった (Table 5)。Ser-PAMAM-Cys

の腎臓クリアランスは、全身クリアランスの 81.2% を示し、高い腎臓標的化効率を示した。 

 

 

Figure 25  Time courses of plasma concentration and tissue accumulation after intravenous 

administration of 1 mg/kg of 
111

In-labeled Ser-PAMAM-Cys. Results are expressed as the 

means ± SE of three mice. ○, plasma; ▲, liver; ■, kidney; ◇, spleen; △, heart; □, 

lung. **p < 0.01, significantly different from other tissues. (Figure 2 in Pharmaceutics 2018, 

10 (4), 251) 

 

Table 5  Pharmacokinetic parameters of Ser-PAMAM-Cys 

Compound Dose AUC Clearance (mL/h) 

 
(mg/kg) 

(% of dose ・

h/mL) 
Total Liver Kidney 

Ser-PAMAM-Cys 1.0 28.4 3.52 0.09 2.86 

(Table 1 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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2-4  セリン－システイン修飾デンドリマーによる腎虚血再灌流障害の抑制効果 

1. セリン－システイン修飾デンドリマー投与による腎虚血再灌流障害治療効果の評価 

虚血再灌流障害モデルマウスを作製し、Ser-PAMAM-Cys の虚血再灌流障害抑制効果を評価し

た。まずはじめに再灌流後 24時間の血漿中の腎障害マーカーであるクレアチニンおよび BUNを指

標に抑制効果を評価した。虚血再灌流処置のみを行い、薬物を投与しなかった群では、クレアチニ

ンおよび BUNはそれぞれ、0.92 mg/dL、110.8 mg/dLへ上昇した (Figure 26)。L-システイン単独投

与群では、クレアチニンおよび BUNの上昇は有意に抑制されなかった。一方、Ser-PAMAM-Cys は

クレアチニンおよび BUN の上昇を有意に抑制した。さらに、再灌流後 24 時間の腎切片を作製し、

H&E染色を施した後、腎臓の障害の程度を観察した。無処置のマウス群では、腎皮質において、厚

みがあり整った配列の尿細管が観察された (Figure 27)。しかし、虚血再灌流群では、尿細管が細く

なり、配列にすき間が生じた組織学的形態を示した。虚血再灌流による腎臓の形態変化はシステイ

ン単独投与により若干改善された。一方、その腎臓の形態変化は Ser-PAMAM-Cys の投与により顕

著に抑制された。 

 

 

Figure 26  Effect of L-cysteine and Ser-PAMAM-Cys on plasma levels of (A) creatinine 

and (B) BUN 24 h after ischemia/reperfusion. Results are expressed as the means ± SE of 

five mice. #p < 0.05, significantly different from the naive group. *p < 0.05, significantly 

different from the ischemia/reperfusion + PBS group. (Figure 3 in Pharmaceutics 2018, 10 

(4), 251) 
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Figure 27  Effect of L-cysteine and Ser-PAMAM-Cys on changes in renal histology. 

Histological micrographs of sections from (A) naive and ischemia/reperfusion (I/R) mouse 

model kidneys after intravenous injection of (B) PBS, (C) L-cysteine, and (D) 

Ser-PAMAM-Cys. Scale bar: 100 μm. (Figure 4 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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2． セリン－システイン修飾デンドリマーによる腎虚血再灌流障害の抑制機構 

前項 1.では、血漿中の腎障害マーカーや組織切片評価において、Ser-PAMAM-Cysが腎臓虚血

再灌流障害を顕著に抑制可能であることを明らかにした。そこで次に、腎障害時に上昇するマーカ

ー遺伝子や炎症系細胞の遊走を惹起する接着因子の発現への影響について評価した。すなわち、

再灌流後 24時間での腎臓中炎症関連遺伝子の発現レベルをリアルタイム PCR法にて評価した。そ

の結果、虚血再灌流により上昇したNGAL, IL-18, ICAM-1とVCAM-1の発現が、Ser-PAMAM-Cys

投与により有意に抑制された (Figure 28)。 

 

 

Figure 28  Effect of Ser-PAMAM-Cys on expression levels of (A) NGAL, (B) IL-18, (C) 

ICAM-1, and (D) VCAM-1 in mouse ischemia/reperfusion model kidneys. Results are 

expressed as the means ± SE of five mice. #p < 0.05, significantly different from the naive 

group. *p < 0.05, significantly different from the ischemia/reperfusion (I/R) + PBS group. 

(Figure 5 in Pharmaceutics 2018, 10 (4), 251) 
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第 3節  考察 

本章では、第 1 章で腎臓標的型高分子キャリアとしての有用性が明らかとなった Ser-PAMAM 

(G3) を利用した薬物の腎臓標的化を試みた。はじめに、ACE 阻害剤であるカプトプリルを修飾した

Ser-PAMAM-CAP を合成し、効率的な腎臓への薬物送達による腎 ACE 活性の抑制の持続化に成

功した。さらに、腎臓標的型高分子である Ser-PAMAM (G3) に抗酸化剤であるシステインを導入し

た新規腎臓標的型還元型チオール (Ser-PAMAM-Cys) も合成した。Ser-PAMAM-Cys は効果的に

ラジカルおよび活性酸素種を消去し、酸化ストレス疾患の一種である腎虚血再灌流障害を効率的に

抑制した。これらの結果から、薬物の腎臓標的化におけるセリン修飾高分子キャリアの有用性が示さ

れた。 

Ser-PAMAM-CAP のキャリア部分は Ser-PAMAM (G3) と同様の高い腎臓移行性を示したが、こ

れはカプトプリルの修飾がセリン修飾デンドリマーの物理化学的特性にはほとんど影響しなかったこ

とによるものと考えられる。また、Ser-PAMAM-CAP 投与により、腎臓中カプトプリル量は顕著に増大

し、111
In標識を用いた Ser-PAMAM-CAPのキャリア部分の腎臓移行性の結果と相関した。このことか

ら、Ser-PAMAM の利用によりカプトプリルが効率よく腎臓へ送達されることが明らかとなった。カプト

プリルはクロスリンカーである SPDP を介してデンドリマーに結合しており、その結合はジスルフィド結

合である。一般に血漿中には生体の還元物質であるグルタチオンは少ないため、ジスルフィド結合

は血漿中では還元的切断を受けにくく安定であることが示されている 
94-97。したがって、血中での

Ser-PAMAM-CAP からのカプトプリルの放出は緩やかであると考えられる。これは血漿中での

Ser-PAMAM-CAPの安定性試験で遊離したカプトプリルが検出されなかった事実とも一致する。また、

カプトプリルの薬理効果の活性中心はチオール基であるため、ACE 阻害効果を示すにはカプトプリ

ルがキャリアと結合しているジスルフィド結合から切り出される必要がある 
98。一般に、細胞質は生体

内還元物質であるグルタチオンを多く含み還元環境に保たれている 
94, 99。また、ジスルフィド結合で

薬物を結合させた薬物キャリアは、細胞内へ取り込まれた後、細胞質のグルタチオンなどによりジス

ルフィド結合が還元され、薬物キャリアから細胞質に薬物を放出することが報告されている 
95, 100。さ

らに、Ser-PAMAM-CAPがACE活性阻害効果を示したことから、Ser-PAMAM-CAPは腎臓に移行し

た後に、細胞質中でカプトプリルを放出したと考えられる。また、腎臓の中でも近位尿細管上皮細胞

は ACEの発現が高い部位であることから、近位尿細管上皮細胞を標的とする Ser-PAMAM (G3) を

利用することで、カプトプリルにより腎臓 ACE活性が効率的に抑制され、また ACE活性阻害効果の

持続化が得られたと考えられる 
101, 102。 

次に Ser-PAMAM (G3) による L-システインの腎臓標的化に関する研究では、Ser-PAMAM (G3) 

による腎臓標的化には薬物の修飾率が影響すると考えられることから、修飾率の異なる
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Ser-PAMAM-Cys を合成し、腎臓標的化に及ぼす修飾率の影響を評価した。システインの修飾率が

全体の 20%である Ser-PAMAM-Cys (Ser:Cys = 80:20) はややゼータ電位が変化したものの、腎臓

選択性に大きな影響を与えることなく、効率的に腎臓へ移行した。一方、システインの修飾率が 40％

である Ser-PAMAM-Cys (Ser:Cys = 60:40) は 、腎臓標的性は維持されたが、システインの修飾率

が 20%の Ser-PAMAM-Cys と比較して腎臓移行性がやや低下することが確認された。したがって、

高効率の腎臓標的化を行うためのセリン修飾率は、第 3 世代のデンドリマーを用いる場合、デンドリ

マーの末端官能基数全体の 80% 以上にする必要があることが示された。 

Ser-PAMAM-Cys のラジカル消去能はシステイン単独と比べて高かった。システインやグルタチオ

ンなどの低分子チオールは容易に自己酸化され、分子間でジスルフィド結合を形成するために、活

性酸素種やラジカルの消去能が消失しやすいと考えられる 
103, 104。それに対して Ser-PAMAM-Cys

では、表面のチオール基に立体的な間隔が存在し、自己酸化によるチオール分子間のジスルフィド

結合の形成が起こりにくいために、チオール基の安定性は高く、活性酸素種やラジカル消去に効果

的に働いたものと考えられる。既に報告されている還元剤修飾デンドリマーも、還元型チオール単体

と比べて、活性酸素種やラジカルを効率的に消去することが示されていることから、抗酸化剤を樹状

に結合させることは、抗酸化剤の活性を高める方法として有用な方法の一つと考えられる 
46。 

腎虚血再灌流で特に障害を受ける部位は近位尿細管であることから知られている 
105。腎臓虚血

再灌流障害は、虚血再灌流により近位尿細管が障害されることで、上皮細胞の脱落などから尿細管

が閉塞され、糸球体ろ過量の減弱の症状を呈し、急激にネフロン機能が低下することから致死率の

極めて高い疾患である 
106-109。腎虚血再灌流障害を引き起こす初期段階では、近位尿細管部位に

おいて過剰な活性酸素種が発生され、この活性酸素種が活性ラジカルとしての様々な反応を引き起

こし、腎組織へ直接的に障害を与える。セリン修飾を用いたデンドリマーは特に近位尿細管に集積

することから、Ser-PAMAM-Cysは過剰な活性酸素種が発生している近位尿細管部位へ還元型チオ

ールを効率よく送達することで腎虚血再灌流障害を顕著に抑制したと考えられる。また、虚血再灌流

障害では、活性酸素種は直接的に組織に障害を与えるだけでなく、細胞内シグナルのメッセンジャ

ーとして働き、様々な炎症性関連遺伝子の発現を促進することが知られている 
93, 110。活性酸素種に

よる直接的な障害が引き起こされた部位で、活性酸素種は、好中球などの炎症細胞を活性化する因

子の発現を促進することで虚血再灌流障害の予後を悪化させることが報告されている 
111。そこで、

腎虚血再灌流における炎症関連遺伝子群の発現を評価したところ、Ser-PAMAM-Cys の投与により、

虚血再灌流処置により亢進した炎症関連遺伝子の発現が抑制されることが明らかとなった。炎症細

胞の浸潤を促進する接着因子である ICAM-1 と VCAM-1 の発現や近位尿細管や遠位尿細管が障

害を受けた場合に、亢進する IL-18 や NGAL（好中球の活性化の指標としても知られる）の発現は
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Ser-PAMAM-Cys の投与により抑制されたことから Ser-PAMAM-Cys は直接的な活性酸素種を消去

するだけではなく、炎症関連遺伝子群の発現も効率的に抑制することで腎臓虚血再灌流障害を抑

制することが示された。 

以上のように、本章では、セリン修飾高分子の利用により薬物の腎臓標的化ならびに薬理効果の

増強に成功した。さらに酸化ストレス疾患治療における本標的化技術の有用性も明らかにした。また、

高効率な腎臓標的化が可能な薬物修飾率およびセリン修飾率を明らかにした。 
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結論 

 

著者は 2章にわたり、有効かつ安全な腎臓標的化DDSの構築を目的として、高分子キャリアの腎

臓標的化におけるセリン修飾の有用性、セリン修飾高分子キャリアに薬物を結合させることによる薬

物の腎標的化および腎疾患治療におけるその有用性に関して検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第 1章  セリン修飾を利用した高分子キャリアの腎臓標的化 

高分子キャリアの腎臓標的化における Ser 修飾の有用性を明らかにした。すなわち、Ser 修飾を

施すことで、高分子キャリアである PAMAM (G3) が静脈内投与後、腎臓へ選択的に集積することを

見出した。また、Ser-PAMAM (G3) は、糸球体ろ過された後に近位尿細管の管腔側よりカベオラ依

存性エンドサイトーシスもしくはマクロピノサイトーシスを介するトランスサイトーシスで近位尿細管上

皮細胞に選択的に取り込まれることを示した。さらに、反復投与後の急性毒性試験を実施し、

Ser-PAMAM (G3) の安全性を明らかにした。 

 

第 2章  セリン修飾高分子を利用した薬物の腎臓標的化 

Ser-PAMAM (G3) の利用により、ACE 阻害剤であるカプトプリルを効率的に腎臓へ送達可能で

あること、腎臓中 ACE 活性を持続的に阻害可能であることを明らかにした。また、Ser-PAMAM(G3) 

の利用により、抗酸化剤であるシステインの腎臓標的化が可能であること、腎虚血再灌流障害が抑

制できることを示した。 

 

以上、著者はセリン修飾による腎臓標的化 DDSの構築に成功した。Ser-PAMAM (G3) は様々な

腎疾患の発症に関わる近位尿細管に選択的に集積する薬物キャリアであることから、Ser-PAMAM 

(G3) は腎疾患治療に有望な腎臓標的型高分子キャリアであることが示された。これらの知見は、腎

疾患治療を目的とした DDS製剤の開発に対して有用な情報を提供するものと考えられる。 
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実験の部 

 

第 1章  実験の部 

 

【1】 試薬等 

第 2世代、第 3世代と第 4世代の PAMAM と FITC isomer Iは Sigma-Aldrich 社から購入した。

Boc-Ser(tBu)-OH、Boc-Thr(tBu)-OH、Boc-Tyr(tBu)-OH と HOBt は渡辺化学工業から購入した。

HBTUは Merk-Millipore社から購入した。DMSO、DMF、Et2O、DIPEA、TFA と TISは和光純薬工

業から購入した。SPDPは東京化成工業から購入した。Vivotag 800は PerkinElmer社から購入した。

DTPA anhydrideは同仁化学から購入した。14
C-イヌリンは American Radiolabeled Chemicals社から

購入した。111
InCl3 はは日本メジフィジックスより供与されたものを用いた。その他の試薬については

一般に入手可能な特級試薬に相当する試薬を用いた。 

 

【2】 動物および細胞 

ddY系雄性マウス (5週齢、25 g) は日本 SLCから購入した。Hos:HR-1系雄性マウス (6週齢、

25 g) は星野試験動物飼育所から購入した。全ての動物実験は全て「京都薬科大学動物実験実施

規定」、および ”the National Institutes of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” 

に則って実施した 
112, 113。ブタ近位尿細管細胞株 LLC-PK1 細胞は大日本住友から購入し、10% 

FBSを含むMedium 199培地で 37 ̊C、5% CO2雰囲気下で培養した。 

 

【3】 アミノ酸修飾高分子キャリアの合成 

Ser-PAMAM (G3)、Thr-PAMAM (G3) および Tyr-PAMAM (G3) は、HBTU/HOBt法を用いてそ

れぞれのアミノ酸をデンドリマー末端に縮合反応させることで合成した 
46, 48。以下 Ser-PAMAM (G3) 

の合成例を示す。DMSO/DMF (1:1 (v/v)) 中で PAMAM (G3) の末端のアミノ基に対して、35.2 eq 

(32個の末端アミノ基の 1.1倍量) の Boc-Ser(tBu)-OH、HBTUと HOBtを反応させ、触媒として 70.4 

eq の DIPEA を添加した。室温で反応させ、反応物を TLC で展開し、ニンヒドリン反応が陰性となっ

た場合、末端のアミノ基に全ての Boc-Ser(tBu)-OH が修飾されたと判断し、反応完了とした。反応溶

媒に過剰量の Et2Oを加えることを 3回繰り返すことで沈殿精製を行い、真空デシケーター中で乾燥

させた。沈殿物に TFAカクテル (TFA:TIS:水 = 95:2.5:2.5) を加えて 90分間室温で反応させること

で、Boc 基および tBu 基の脱保護を行った。この反応溶媒に過剰量の Et2O を加えることを 3 回繰り
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返すことで沈殿精製を行い、真空デシケーター中で乾燥させた。粗生成物を超純水で溶解させ、

PD-10 を用いたサイズ排除クロマトグラフィーにより必要な高分子分画を回収し、凍結乾燥することで

Ser-PAMAM (G3) を得た。 

 

【4】 111
In標識体の合成 

デンドリマー誘導体への 111
In の導入は Hnatowich らの方法に準じて実施した 

114。すなわち、50 

mM ホウ酸緩衝液 (pH 8.5) 中で DTPA anhydride と 60分間室温で反応させることで Ser-PAMAM 

(G3) に、キレート試薬である DTPA を導入した。PD-10 を用いて未反応の DTPA を除去し、凍結乾

燥により DTPA 標識 Ser-PAMAM (G3) を得た。0.1 M クエン酸緩衝液 (pH 5.5) 中で、111
InCl3と

DTPA標識 Ser-PAMAM (G3) を室温で放置することにより 111
Inを DTPAにキレートさせた。キレート

されなかった 111
In は PD-10 および限外ろ過により除去した。TEC-CONTROL™ (Model#150-771, 

Biodex medical systems) を用いたペーパークロマトグラフィーにより、デンドリマー誘導体に 111
Inが

標識されていることを確認した。 

 

【5】 高分子キャリアの物理化学的特性の評価 

デンドリマー誘導体の粒子径およびゼータ電位は、それぞれのデンドリマー誘導体が 1 mg/mL と

なるように PBS で溶解させ、キャピラリーセル (DTS1070、Malvern 社) を測定セルとして使用し、粒

子径・ゼータ電位測定装置 (Zetasizer、Malvern社) を用いて測定した。 

 

【6】 高分子キャリアの体内動態の評価 

(1) 近赤外蛍光標識を利用した ex vivoおよび in vivo イメージング 

Vivotag 800を用いて、デンドリマー誘導体に近赤外蛍光標識を導入した。In vivo イメージングを

実施するために、Vivotag 800標識 Ser-PAMAM (G3) または Vivotag 800標識 PAMAM (G4) を

Hos:HR-1 マウスに尾静脈内投与し、投与後 60 分に直ちに in vivo イメージングシステム (IVIS 

Lumina XRMS Serise III、Perkin-Elmer社) で臓器分布をイメージングした。その後、イソフルラン麻

酔下において右心耳に切り込みを入れ、左心室に 10 mL のヘパリンを含んだ生理食塩水を灌流さ

せ、血中にある臓器に分布していないデンドリマー誘導体を除去した。肝臓、腎臓、脾臓、心臓と肺

を摘出し、同様に ex vivo イメージングを行った。 

(2) SPECT/CTによる組織分布評価 
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【4】 で得た 111
In標識 Ser-PAMAM (G3) を 1匹あたり 8.7 MBqとなるように、ddYマウスへ静脈内

投与した。投与後 3 時間に、SPECT/CT イメージング装置 (NanoSPECT/CT、Bioscan 社) で 45 分

間の累積 SPECT画像を取得し、併せて CT画像も取得した。得られた SPECT/CT画像は HiSPECT

ソフトウェアにより処理した。 

 

(3) 静脈内投与後の体内動態 

【4】 で得た 111
In標識 Ser-PAMAM (G3) をデンドリマー誘導体として 1 mg/kgの投与量で、ddY

マウスへ静脈内投与した。イソフルラン麻酔下、投与後 1、5、10、30、60 と 180分に採血を行い、遠

心することで血漿を得た。マウスを安楽死させた後、肝臓、腎臓、脾臓、心臓と肺を摘出し、それぞれ

をガンマカウンター (1480WizardTM3”、Perkin-Elmer社) で放射活性を測定し、血漿中濃度および

各臓器への移行量を求めた。 

(4) 薬物動態学的パラメーターの算出 

体内動態の結果から、非線形最小二乗法プログラムソフトウェアであるMULTIを使用して、2-コン

パートメントモデルとして解析した 
115。高分子キャリアの組織移行性は、組織取り込みクリアランス値

を算出することで評価した 
116-118。組織取り込みクリアランス値CLtissueは以下に示す式にて表される。

また、Xtは時間 tにおける組織移行量、Ctは時間 tにおける血中濃度、そして AUC0-tは時間 0か

ら時間 tまでの曲線下面積を示している。Xt/Ct対 AUC0-t/Ctプロットの傾きを求めることで、CLtissueを

算出した。 

𝑋𝑡 = 𝐶𝑡𝑖𝑠𝑠𝑢𝑒 × 𝐴𝑈𝐶0−𝑡 𝐶𝑡⁄  

 

【7】 腎臓内局在の評価 

FITCを用いて、デンドリマー誘導体に蛍光標識を導入した。FITC標識 Ser-PAMAM (G3) を ddY

マウスに尾静脈内投与後 60 分に安楽死させ、腎臓を摘出した。30% スクロース溶液にて腎臓を置

換させ、臓器が溶液に完全に沈んだ段階でスクロースによる置換が完了と見なした。腎臓をO.C.Tコ

ンパウンド中で凍結させ、その凍結サンプルを凍結切片作製器 (Leica CM1950、LEICA 社) を用

いて、10 µmの切片を作製した。10 µg/mLのDAPIで処理することで核染色を行った。作製した腎切

片は、蛍光顕微鏡 (Biozero、KEYENCE) で観察した。 

 

【8】 糸球体ろ過量の測定 
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(1) ARFモデルマウスの作製 

糸球体ろ過量を低下させたマウスを作製するために、ddYマウスに 8 mg/kgの HgCl2を皮下注射

し、48時間飼育することで作製した 
37。 

(2) 糸球体ろ過量の測定 

正常または ARFを発症させた ddYマウスに、4 mg/kgの 14
C-イヌリン (74 MBq/g) を静脈内投与

後 1、3、5、10、15、30 と 60分に、ヘマトクリット管を用いて同一個体の尾静脈より採血した 
119。ヘマ

トクリット管を遠心することで得た血漿 5 µL を液体シンチレーションカクテル (クリアゾル I、ナカライ

テスク) 2 mLを加えて、放射活性を液体シンチレーションカウンター (LSC-6100、Aloka社) で測定

した。イヌリンの全身クリアランスを算出し、その値を糸球体ろ過量とした 
120。 

 

【9】 細胞層透過実験 

LLC-PK1細胞を 2.5 × 10
5
 cells/insertの細胞数で 12-mm Transwell

®に播種し、1週間培養した。

透過実験を始める前に、刷子縁膜側と側底膜側をHBSS溶液 (pH 7.4) で満たし、1時間 37℃でプ

レインキュベートした。その後、刷子縁膜側または側底膜側を 0.1 mg/mLの FITC標識 Ser-PAMAM 

(G3) または PAMAM (G4) を含む HBSS溶液に置換し、投与の逆側から 1、2、3 と 4時間に溶液を

100 µL 採取し、等量の新しい HBSS を戻した。そして、マイクロプレートリーダー (PowerScan HT、

BioTek 社) にて 485 nmの励起波長により 528 nmの蛍光強度を読み取り、透過したデンドリマー誘

導体を定量した。 

 

【10】 細胞内取り込み阻害実験 

LLC-PK1細胞を 2.5 × 10
5
 cells/wellの細胞数で 24-well plateに播種し、1週間培養した。透過実

験を始める前に、HBSS溶液 (pH 7.4) で 1時間 37℃プレインキュベートした。その後、5 µg/mLの

111
In標識 Ser-PAMAM (G3) に阻害条件として、100 µM CPZ、370 µM GEN、100 µM EIPA、1 mM 

リゾチームまたは 100 µg/mL の標識していない Ser-PAMAM (G3) を含む HBSS溶液に置換するこ

とで阻害実験を開始した 
121-123。37℃の条件で 4 時間放置した後、溶液を除去し新しい HBSS 溶液

で洗浄した。その後、細胞溶解液 (100 mM Tris/HCl、2 mM EDTA、0.05% Triton X-100、pH 7.8) 

で細胞を溶解させ、ライセート中の放射活性をガンマカウンターにて測定した。 

 

【11】 マウスへの高分子キャリア反復投与による安全性評価 
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(1) Ser-PAMAM (G3) のマウスへの反復投与 

1 mg/kgの Ser-PAMAM (G3) もしくは PBSを ddYマウスに 1日 1回静脈内投与を 5日間行った。

最終投与後 24 時間にイソフルラン麻酔下で大静脈から採血を行い、遠心することで血漿を得た。ま

た、マウスを安楽死後に腎臓を摘出した。また、腎障害のポジティブコントロールとして、【8】 (1) と

同様に塩化水銀誘発性 ARFマウスを作製し、同様に評価した。 

(2) クレアチニンおよび血中尿素窒素の測定 

クレアチニンは市販の測定キットを (LabAssay、和光純薬工業) 使用して測定した。また、血中尿

素窒素は市販の測定キット (DIUR-100、BioAssay System社) を使用して測定した。 

(3) 腎臓の H&E染色による組織学的評価 

摘出した腎臓を 4% PFAに浸漬させた。5 µmのパラフィン切片を作製した後、H&E染色を施し顕

微鏡 (Biozero、KEYENCE) で観察した。 

 

【12】 統計学的解析 

多群間比較には、Tukey-Kramer多重比較法で検定し、p < 0.05を有意水準とした。 
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第 2章  実験の部 

 

【1】 試薬 

第 1章と共通する試薬は第 1章 【1】 に準ずる。Boc-Cys(Trt)-OHはMerk-Millipore社から購入

した。DPPH は和光純薬工業から購入した。カプトプリルは東京化成工業から購入した。HHL は

Sigma-Aldrich 社から購入した。その他の試薬については一般に入手可能な特級試薬に相当する

試薬を用いた。 

 

【2】 動物 

ddY系雄性マウス (5週齢、25 g) と C57BL/6J系雄性マウス (6週齢、20-25 g) は日本 SLCから

購入した。全ての動物実験は全て「京都薬科大学動物実験実施規定」、および  ”the National 

Institutes of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” に則って実施した 
112, 113。 

 

【3】 薬物結合セリン修飾高分子キャリアの合成 

(1) カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーの合成 

本章で用いる Ser-PAMAM (G3) は第 1章 【3】 の方法に準じて作製したが、最後の粗生成物は、

末端アミノ基数の 5 倍量にあたる水酸化ナトリウムを含む溶液で溶解させ、PD-10 により精製した。

DMSO 中で SPDP と 1.1 倍量のカプトプリルを 10 分間室温で反応させた。この反応溶媒に

Ser-PAMAM (G3) を添加し TEA を加えて塩基性条件で一夜室温にて反応させた。反応溶液を超

純水で平衡化した PD-10で精製し、凍結乾燥することにより Ser-PAMAM-CAPを得た。 

(2) セリン－システイン修飾デンドリマーの合成 

Ser-PAMAM-Cysは第 1章 【3】 の方法に準じて作製した。つまり、PAMAM (G3) に対して 28.2 

eq Boc-Ser(tBu)-OH と 7.0 eq Boc-Cys(Trt)-OHを反応させることで合成した。 

 

【4】 111
In標識体の合成 

第 1章 【4】 と同様の方法で実施した。 

 

【5】 高分子キャリアの物理化学的特性の評価 
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第 1章 【5】 と同様の方法で実施した。 

 

【6】 カプトプリルの定量法 

カプトプリルの定量法はKokらの方法を一部改変して用いた 
124。すなわち、ジスルフィド結合して

いるカプトプリルも含めて全てのカプトプリルを測定するために、測定サンプル 100 µLに水素化ホウ

素ナトリウムを溶かした 50 mM 水酸化ナトリウム溶液 20 µLを加えて、5分間 60℃で加熱することで

遊離のカプトプリルとした。未反応の水素化ホウ素ナトリウムは、飽和塩化アンモニウム溶液 20 µLを

加え、5分間 60℃で加熱することで失活させた。また、結合型のカプトプリルを定量しない場合は、こ

の過程を省略した。次に、0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.5) 100 µL と 4 mg/mL MBBアセトニトリル溶液

20 µLを加えて、5分間室温で反応させた。除タンパクが必要なサンプルは、アセトニトリルを 200 µL

加え、遠心することでタンパク質を除いた。得られた溶液 10 µL を HPLC システム (Prominence、島

津製作所) に注入することでカプトプリルを定量した。0.1% TFA:アセトニトリル (80:20) の移動相を

1.0 mL/minで流し、40℃で ODSカラム (AR-II, ナカライテクス) を用いて分離した。検出は蛍光検

出器を用い、励起波長 400 nm と蛍光波長 480 nmで検出した。 

 

【7】 高分子キャリアまたはカプトプリルの体内動態の評価 

(1) 高分子キャリアの体内動態評価 

第 1章 【6】 と同様の方法で実施した。 

(2) カプトプリルの体内動態評価 

Ser-PAMAM-CAP をカプトプリルして 2 mg/kgの投与量で、ddYマウスへ静脈内投与した。イソフ

ルラン麻酔下、投与後 5、15、30、60と 120分に採血を行い、遠心することで血漿を得た。マウスを安

楽死させた後、腎臓を摘出し、リン酸緩衝液中にて腎臓ホモジネートを作製した。血漿および腎臓ホ

モジネートを測定サンプルとして、【6】 の方法に従いカプトプリルの量を定量した。 

 

【8】 カプトプリル結合セリン修飾デンドリマーの血漿中安定性評価 

0.5 mg/mL Ser-PAMAM-CAPの PBS溶液 100 µLに、マウスのブランク血漿 100 µLを加えて、4

時間 37℃で放置した。【6】 の遊離型のカプトプリルを測定する方法に従いカプトプリルの量を定量

した。 
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【9】 アンジオテンシン変換酵素の腎臓内活性の測定 

ACE 活性の測定法は Koiter らの方法に準じて行った 
125。Ser-PAMAM-CAP をカプトプリルして

0.5 mg/kgの投与量で、ddYマウスへ静脈内投与した。投与 30分後または 120分後に、マウスを安

楽死させた後、腎臓を摘出し、リン酸緩衝液中にて腎臓ホモジネートを作製した。腎臓ホモジネート

と HHLペプチド(ACEが基質認識する配列であり、活性がある場合には N末端の馬尿酸が切り出さ

れるペプチド) を混合し、単位時間あたりにHHLペプチドから切り出された馬尿酸の量に基づき、腎

臓の重量あたりの ACE活性値を算出した。 

 

【10】 活性酸素種およびラジカルの消去効果の測定 

(1) 過酸化水素消去能 

過酸化水素消去能の測定は Katsumi らの方法を一部改変して用いた 
46。すなわち、チオール基

として 250 µM となるように PBS中に溶解した抗酸化剤 100 µLを、1 mM の過酸化水素 150 µL と

反応させ、遮光条件下１時間 37℃で放置した。この反応液 20 µL と 5 µM BES-H2O2 の PBS溶液

150 µLを室温 30分で反応させ、その蛍光強度をマイクロプレートリーダー (PowerScan HT、BioTek 

社) にて 485 nmの励起波長により 535 nmの蛍光強度を読み取り、過酸化水素消去の程度を評価

した。 

(2) ヒドロキシラジカル消去能 

ヒドロキシラジカル消去能の測定は Hirayama らの方法を一部改変して用いた 
126。すなわち、1 

mM ルミノールが含まれる 5 mM水酸化ナトリウム溶液 50 µLに、チオール基として 50 µMとなるよう

にPBS中に溶解した抗酸化剤50 µL、2 mM 過酸化水素50 µLと1 mM 硫酸鉄 (II) 水溶液50 µL

を順次加えることで反応させ、直ちにその発光強度をルミノメーター (Lumat LB9507、Berthold 社) 

にて読み取り、ヒドロキシラジカル消去の程度を評価した。 

(3) DPPH ラジカル消去能 

DPPH ラジカル消去能の測定は Brand-Williamas らの方法を改変して用いた 
127。すなわち、625 

µM DPPHのエタノール溶液 100 µL とチオール基として 50 µM となるように PBS中に溶解した抗酸

化剤 20 µLを室温 1時間で反応させ、マイクロプレートリーダー (PowerScan HT、BioTek 社) にて、

540 nm における吸光度を測定し、DPPHを含まないエタノール溶液を用いて同様に処理したサンプ

ルをブランクとして吸光度を求め、その差分より DPPH ラジカル消去の程度を評価した。 
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【11】 腎虚血再灌流障害の治療効果評価 

(1) 虚血再灌流障害モデルマウスへの治療 

虚血再灌流障害モデルマウスの作製は Skrypnyk らおよびWei らの方法に準じた 
128, 129。すなわ

ち、イソフルラン麻酔下にて背部より右側の腎臓を切除し、左側の腎臓の腎動静脈をクレンメにて 30

分間血流を遮断させた。チオール基として 0.27 µmol/kg となるように抗酸化剤を投与した後、直ち

にクレンメを除去することにより血流を再開させた。食事および飲水自由の状態で 24 時間飼育し、イ

ソフルラン麻酔下で採血を行い、遠心することで血漿を得た。マウスを安楽死させた後、腎臓を摘出

した。そして、ただちに腎臓の上半分を 4% PFA溶液で組織を固定し、下半分は RNAlaterに浸漬さ

せた。 

(2) 血中腎障害マーカー測定による腎障害の評価 

第 1章 【11】 (2) と同様の方法で実施した。 

(3) 腎臓切片による腎障害の評価 

第 1章 【11】 (3) と同様の方法で実施した。 

 

【12】 腎虚血再灌流障害の抑制機構 

組織からの核酸の抽出には RNA抽出試薬 (Sepasol
®
-RNA I super G、ナカライテスク) を用い、

抽出した RNAからの cDNAへの逆転写には逆転写キット (ReverTra
®
 Ace qPCR RT Master Mix 

with g DNA Remover) を用いて、その手順は製品説明書に従った。定量的 PCRは、SYBR Green 

(TB GreenTM Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus), タカラバイオ) を用いた方法により、リアルタ

イム PCR用サーマルサイクラー (LightCycler
® 

Nano System, Roche Diagnostics社) を使用すること

で行った。そのデータ解析は付属の LightCycler
®
 Nano SW 1.1 を用いた。遺伝子解析に用いたプ

ライマーの配列は Table 6に記載した 
130-134。 

 

Table 6  Sequence of primer used in qPCR 

遺伝子  配列 

NGAL Forward: 5’-CACAGGTATCCTCAGAGCT-3’ 

 Reverse: 5’-TGTAGTCCGTGGTGGCCAC-3’ 

IL-18 Forward: 5’- AGGCCTGACATCTTCTGCAA-3’ 

 Reverse: 5’-TCTGACATGGCAGCCATTGT-3’ 

ICAM-1 Forward: 5’-GGACCACGGAGCCAATTTC-3’ 
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 Reverse: 5’-CTCGGAGACATTAGAGAACAATGC-3’ 

VCAM-1 Forward: 5’- ACAAAACGATTGCTCAAATCGG -3’ 

 Reverse: 5’- CGCGTTTAGTGGGCTGTCTATC -3’ 

Actb Forward: 5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGC-3’ 

 Reverse: 5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’ 

 

【13】 統計学的解析 

第 1章 【12】 と同様の方法で実施した。 
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