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略語一覧 

Aco   cis-Aconitic acid 

AFM   Atomic force microscope 

Asp   Aspartic acid 

AUC   Area under the blood concentration vs. time curve 

Boc-Asp(OtBu)-OH N-α-(t-Butoxycarbonyl)-L-aspartic acid β-t-butyl ester 

Boc-Glu(OtBu)-OH N-α-(t-Butoxycarbonyl)-L-glutamic acid γ-t-butyl ester 

BP   Bisphosphonate 

CLbone   Bone uptake clearance 

CLkidney  Renal uptake clearance 

CLliver   Hepatic uptake clearance 

CLtotal   Total uptake clearance 

DiR   DiIC18(7) [1, 1'-Dioctadecyl-3, 3, 3', 3'-tetramethylindotricarbocyanine 

   iodide] 

Glu   Glutamic acid    

DPPE-Asp  1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine aspartate 

DSPC   1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

DSPE-PEG  N-(Carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-distearoyl- 

   sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

DMF   N,N-dimethylformamide 

DMSO  Dimethyl sulfoxide 

FITC   Fluorescein isothiocyanate 

Fluorescein DHPE N-(Fluorescein-5-thiocarbamoyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero- 

3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt 

HAP   Hydroxyapatite 

HBTU  1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3 oxide  

hexafluorophosphate 

HOBt   Anhydrous 1-hydroxybenzotriazole 

IL   Interleukin 

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

spectrometry 

  MES   2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

PAMAM  Polyamidoamine dendrimer with an ethylenediamine core 

PBS   Phosphate-buffered saline 

PEG   Polyethylene glycol 

PEG-NHS  α-Succinimidyloxysuccinyl-ω-methoxy, polyethylene 

PDI   Polydispersity index 
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PFA   Paraformaldehyde 

PI   Propidium iodide 

PTHrP   Parathyroid hormone-related protein-C 

PTX   Paclitaxel 

QOL   Quality of life 

RANKL  Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

Suc   Succinic acid 

TEA   Triethylamine 

TEM   Transmission electron microscope 

TFA   Trifluoroacetic acid 

XO   Xylenol orange tetrasodium salt 
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序 論 

 

 近年 nivolumab (Opdivo®) に代表されるヒト型 PD-1 モノクローナル抗体や [1, 2]、tisagen- 

lecleucel (Kymriah®) に代表されるキメラ抗原受容体発現 T 細胞療法の開発に伴い [3, 4]、悪

性疾患の生命予後の大幅な改善が期待されるなか、転移病変は、未だ生命予後や quality of life 

(QOL) を悪化させる最大の要因と言える。中でも、骨転移は肺がん [5]、乳がん [6]、前立腺

がん [7] で頻発するだけでなく、腎がん [8]、黒色腫 [9] 、小児性神経芽細胞腫 [10] でしば

しば転移を誘発し、対応困難な骨痛による QOL の著しい低下に加え、病的骨折、脊髄麻痺

など日常生活動作障害の強い骨関連事象を併発するため、二次性に死亡率を高める原因とな

っていることから、骨転移は進行性がん患者にとって最大の脅威の一つとなっている [11, 12]。

加えて、近年の抗がん療法の進歩によるがん患者の生存期間の延長並びにがん患者数の増加

に伴い、骨転移は増加の一途を辿ると見込まれ、がんに伴う骨転移の発生機序の解明ならび

に予防、治療法の開発は重要な課題となっている。 

 骨転移は溶骨性、造骨性、溶骨性と造骨性が混在した混合型、及び骨病変を伴わない骨梁

間型の 4 種類のタイプに分類される [13]。そのうち乳がん、腎がん、黒色腫は溶骨性及び混

合型骨転移を呈し、前述したような骨関連事象を引き起こす悪性度の強い転移性病変を示す。 

 溶骨性の転移がんにおいては、転移がん細胞と骨芽細胞、破骨細胞間における細胞間コミ

ュニケーションが転移発症の重要なメカニズムであることが知られている [14]。すなわち、

がん細胞は間葉上皮移行を経て骨髄に侵入し、骨芽細胞が産生するインテグリン αvβ3 など

の細胞接着因子を介して骨基質であるハイドロキシアパタイト (HAP) に定着する [15]。定

着したがん細胞は、破骨細胞が産生するトランスフォーミング増殖成長因子 β (TGF-β) によ

り、副甲状腺ホルモン関連たんぱく質 (PTHrP) やプロスタグランジン E2、インターロイキ

ン (IL)-6、IL-8 及び IL-11 の産生を促進させる。産生された PTHrP などの成長因子は骨芽

細胞に作用し、receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) の産生を促進し、破

骨細胞分化を加速させることで、過剰な骨吸収を誘発し、病的骨折や高カルシウム血症を惹

起するだけでなく、HAP に蓄えられている種々の増殖因子を遊離させ、がん細胞の増殖が刺

激される悪循環が形成される [16-24]。 

 従来の骨転移療法は、骨に転移したがん細胞の脊髄圧迫による痛み及び麻痺の緩和を目的

とした放射線療法、外科的治療、鎮痛薬の投与などとともに、前述したような骨組織関連細

胞とがん細胞の悪循環の是正を目的としたホルモン療法 [25, 26]、ならびにビスホスホネート 

(BP) やヒト型抗 RANKL モノクローナル抗体 denosumab に代表される骨の環境を修飾す

る骨修飾薬が利用されている [27]。しかし、骨修飾薬の単独投与により骨転移の根治に至る

ことは稀であり、多発性の骨転移が認められるなどの生命危機的状況下では、抗がん剤によ

る化学療法が開始される [28]。しかし、骨は他臓器と比較して血流量が乏しく、血液–骨髄関

門により血管腔側から骨基質側への物質の移動が制限されているなど、薬物が移行しにくい

組織構造を有するため、抗がん剤の骨移行性は不十分であり、骨転移の進行そのものを抑制
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する方法は皆無であった [29, 30]。したがって、骨へ抗がん剤などの薬物を効率的に送達可能

なデリバリーシステムの構築による新規治療法の開発が切望される。 

 その方法の一つとして、骨ターゲティング素子の利用が挙げられる。骨粗鬆症治療薬の Bis- 

phosphonate (BP) や、テトラサイクリンに代表されるテトラサイクリン系抗菌薬は HAP に対

する親和性が高く、これら薬物を高分子ポリマーや微粒子製剤に修飾することで、骨へ薬物

を効率よく送達する試みが行われてきた [31-33]。しかしながら、これら薬物の骨ターゲティ

ング素子としての利用は、治療薬物やキャリアの骨移行率の向上に寄与しているものの、薬

物やキャリアの骨取り込みクリアランスだけでなく、血中で凝集塊を形成することによる肝

臓、腎臓などの標的部位以外の取り込みクリアランスも促進するなど、骨選択性に課題が残

る。加えて、腎障害や顎骨壊死症、色素沈着、小児成長阻害といった薬物本来が有する副作

用を惹起する恐れがあるため、安全性に対しても留意しなければならず、骨選択性と安全性

を兼ね備えた新規骨ターゲティングシステムの開発が重要な課題となっている。 

 一方、生体内にはオステオカルシン [34] やオステオポンチン [35]、Dentin Matrix acidic 

phosphoprotein 1 [36] などの骨親和性の高い天然タンパク質がいくつか存在しており、これら

タンパク質のアミノ酸組成は、酸性アミノ酸である L-アスパラギン酸 (Asp) や L-グルタミン

酸 (Glu) 及び γ - カルボキシグルタミン酸の占める割合が高く、酸性アミノ酸の連続モチー

フをタンパク質構造中に有しており、それらの特異的な構造が HAP への親和性に寄与して

いることが報告されている [37, 38]。このような生体由来の酸性アミノ酸及びカルボン酸は安

全性に優れることから、カルボン酸修飾の利用は骨選択性が高く、安全性の高い骨ターゲテ

ィングシステムへの応用が期待できる。しかし、カルボン酸修飾の骨ターゲティングシステ

ムへの利用に関する研究は各論的であり、薬物動態学的解析を基盤とした分子設計の最適化

が不十分である [39-41]。加えて、骨選択性の高いターゲティングシステムを開発する上で、

カルボン酸の分子構造と骨親和性、生体内における骨移行性の関連を解明することが不可欠

である。 

 そこで筆者は、効率的に抗がん剤を骨へ送達可能なドラッグデリバリーシステムの構築に

よる骨転移治療の開発を目指して、樹状高分子である polyamidoamine dendrimer (PAMAM) に

酸性アミノ酸を含む種々のカルボン酸修飾を施し、各種カルボン酸修飾体の負電荷の強度、

HAP への親和性及びカルシウムイオンとのキレート能の相関性を評価した。次に体内動態の

観点から最適な骨ターゲティング素子を系統的に評価するとともに、カルボン酸修飾体の詳

細な骨内分布に関する情報を得た。さらに得られた情報を基盤にして、カルボン酸修飾を利

用した、抗がん剤の骨ターゲティング型薬物キャリアの製剤設計・開発を行い、骨転移部悪

性黒色腫に対する骨転移抑制効果を評価した。 

 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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本論 

 

第 1 章 カルボン酸修飾を利用した骨標的化樹状高分子の開発 

 

1-1 緒言 

 骨格系は体を支持する重要な構造体であると共に、ミネラル代謝器官及び免疫系細胞の分

化増殖の場となる造血器官として機能的に生命基盤を支えている[42]。しかし近年の急速な人

口高齢化に伴い、骨祖鬆症に代表される多様な骨代謝異常疾患患者数は増加の一途を辿るこ

とから、骨へ薬物を効率よく送達するための様々な方法論が検討されてきた。例えば薬物ま

たは薬物キャリアへの BP 修飾は、BP の高い骨親和性を利用することで、速やかに骨へ薬物

を送達可能である [31-33]。しかしながら、BP 修飾は骨以外の臓器、特に肝臓や腎臓といっ

た他臓器への集積も同時に増大させることが明らかとなっており、骨選択性に課題が残る 

[31]。ほかにも骨親和性の高いタンパク質の構造的特徴を活用した酸性アミノ酸ポリペプチド

を骨ターゲティング素子として活用する方法が試みられ、in vitro 実験系における本ポリペプ

チドの高い骨親和性が多数報告されている [39-41]。しかしながら、骨は血流量が乏しく、血

液–骨髄関門により物質移動が制限されているなど、薬物が移行しにくい構造的特徴を有して

おり、これが効率的な骨ターゲティングの大きな障壁となっている。また、in vivo 実験系を

用いた系統的な骨ターゲティング素子の評価は未だ報告がなく、体内動態を基盤とした薬物

キャリアの設計が最適化されていないのが現状である。したがって、効率的な骨ターゲティ

ングシステムの構築には、これら障壁を考慮した体内動態に基づく合理的な骨ターゲティン

グ型薬物キャリアの製剤設計が必要である。また、カルボン酸の分子構造と骨親和性、生体

内での骨移行性の関連は不明であることから、エビデンスに基づいた骨ターゲティング素子

の最適化が必要である。 

 薬物キャリアを用いて骨ターゲティング素子の機能性及び有用性を、薬物速度論を用いて

正確に評価するためには、分子サイズが均一で、化学修飾により生体内での体内動態を制御

可能な薬物キャリアを選択するのが望ましい。薬物キャリアである PAMAM はジエチルアミ

ンをコアとする樹状高分子であり、他の人工高分子と異なり天然タンパク質のように分子量

が均一で、体内動態制御を目的とした化学修飾が可能な官能基を多数有する [43]。そこで筆

者は、PAMAM に様々なカルボン酸修飾を施し、骨親和性ならびに体内動態の観点から骨タ

ーゲティング素子を系統的に検討することで、骨ターゲティングにおけるカルボン酸の機能

性及び有用性を評価した。すなわち、PAMAM に、カルボン酸である Asp、Glu  (いずれも L

体)、コハク酸 (Suc)、アコニット酸 (Aco) を修飾した PAMAM 誘導体を作製し、それら物性、

骨の成分である HAP への親和性及びカルシウムイオンとのキレート能、マウスにおける体

内動態を評価した。 
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1-2 結果 

1-2-1 カルボン酸修飾デンドリマーの合成 

1-a MALDI-TOF MS を用いたカルボン酸修飾デンドリマーの分子量測定 

得られたカルボン酸修飾デンドリマーは MALDI-TOF MS で分子量を確認した。各種カル

ボン酸修飾デンドリマーの末端構造を Fig.1 に示した。カルボン酸修飾デンドリマーの分子

量分布は PAMAM と比較して高分子領域にシフトしたことが確認され、そのピーク値はそれ

ぞれ約 10,000 MW を示した。 

 

 

Fig. 1 Structures of carboxylic acid-modified PAMAM dendrimer. Asp: L-Aspartic acid; Glu: 

L-Glutamic acid; Suc: Succinic acid; Aco: Aconitic acid. 

 

1-b  カルボン酸修飾デンドリマーの物理化学的特性 

 各種カルボン酸修飾デンドリマーの polyethylene glycol (PEG) 修飾率、単位分子あたりのカ

ルボキシ基数、粒子径及び表面電荷を Table 1 に示した。PEG/PAMAM は次節以降に示す 

PEG の HAP 親和性に対する影響を評価するため 2, 5, 8 mol/mol で作製した。カルボキシ基

/PAMAM は Asp 修飾体及び Glu 修飾体で 32 mol/mol、Suc 修飾体で 23 mol/mol から 30 

mol/mol、Aco 修飾体で 49 mol/mol から 64 mol/mol を示した。PEG 修飾を施していない各

種カルボン酸修飾デンドリマーの粒子径は 36 nm から 86 nm を示した。一方で PEG 修飾

を施した各種カルボン酸修飾デンドリマーの粒子径は 8 nm から 18 nm と粒子径の減少が

観察された。ほとんどのカルボン酸修飾デンドリマーの表面電荷は -10 mV から -5 mV と中

性に近い負電荷を示したが、PEG 未修飾の Suc-PAMAM 及び PEG 未修飾の Aco-PAMAM 

は カルボン酸修飾デンドリマーのなかで最も強い負電荷を示した。 
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Table 1 Physicochemical characteristics of carboxylic acid-modified PAMAMs  

 

a The number of modified PEG was determined using a PEGylated protein ELISA kit that assessed the 

PEG chain compositions. 
b For PEG-Suc-PAMAM and PEG-Aco-PAMAM, the average number of modified carboxylic groups 

was estimated by measuring the number of PEG modification.  

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Table 1) 
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1-2-2 カルボン酸修飾デンドリマーの骨親和性評価 

2-a ヒドロキシアパタイトへの親和性評価 

 前節で得られた各種カルボン酸修飾デンドリマーの HAP に対する結合率の経時的な変化

を Fig. 2 に示した。PEG 未修飾の各種カルボン酸修飾デンドリマーは添加後 120 分の時点

で Aco > Suc > Asp > Glu の順に強い親和性を示した。一方で PEG 修飾を施したカルボン酸

修飾デンドリマーの HAP 結合率は PEG 修飾率の増大とともに減少することが示された。

しかし、PEG 修飾を施した Suc 修飾体 及び Aco 修飾体 は HAP の親和性に対する PEG 

修飾の影響が小さく、PEG 化カルボン酸修飾デンドリマーのなかでも PEG-Aco-PAMAM 誘

導体が最も高い HAP 親和性を示した。 

 

 

Fig. 2 Affinity of FITC-labeled carboxylic acid-modified PAMAMs to hydroxyapatite. The binding 

ratios of carboxylic acid-modified PAMAMs to hydroxyapatite were determined by measuring the 

fluorescence intensities of the supernatants. The results are expressed as means ± S.D. of three 

samples. Binding ratio (%) = 100 – ([fluorescence intensity of the supernatant of each sample] / 

[fluorescence intensity of the supernatant of each control (without hydroxyapatite)]) × 100. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 1) 
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2-b カルシウムイオンに対するキレート結合能評価 

 HAP はカルシウムイオン、リン酸基、水酸基からなるイオン結晶であり、カルシウムイオ

ンの場合、単位格子中心の水酸基を螺旋状に取り囲む screw axis Ca 及び単位格子を柱状に配

置された column Ca の異なるカルシウムイオンサイトが存在し、このうち column Ca が負電

荷を有する物質に対する吸着能を担うことが知られている [44]。したがって、 カルボン酸修

飾 PAMAM の HAP 吸着機構には、PAMAM に修飾したカルボキシ基と HAP の column Ca の

キレート形成が関与していると推察される [45]。そこで Fig. 2 で得られたカルボン酸修飾デ

ンドリマーの HAP に対する結合機構を明らかにすることを目的として、各種カルボン酸修

飾デンドリマーのカルシウムイオンに対するキレート結合能の時間的推移を Fig. 3 に示し

た。添加後 120 分の時点で Glu 修飾体は各種カルボン酸修飾デンドリマーの中でも最も低

い結合能を示したが、Aco 修飾体、Asp 修飾体及び Suc 修飾体は高いカルシウムイオン結

合能を示した。一方で、Aco, Asp, Suc, Glu の単量体は、ほとんどカルシウムイオンに対する

結合能を示さなかった。以上のことから、カルボン酸修飾デンドリマーの HAP への親和性

にはカルシウムイオンの関与が大きいことが推察された。さらに、カルボン酸修飾デンドリ

マーの HAP への親和性に及ぼす遊離カルシウムイオンの影響を評価するため、カルシウムイ

オン共存下におけるカルボン酸修飾デンドリマーの HAP への親和性を検討した (Fig. 4)。1 

mM CaCl2 及び 20 mM CaCl2 共存下における PEG(5)-Asp-PAMAM の HAP 親和性は、CaCl2 

非存在下における親和性とほぼ同様であったことから、HAP の親和性に溶液中の遊離カルシ

ウムイオンはほとんど影響しないことが示された。 

 

Fig. 3 Chelate binding of carboxylic acid-modified PAMAMs to Ca2+. The binding ratios of carboxylic 

acid-modified PAMAMs to Ca2+ were determined by measuring the unbound Ca2+ concentrations in 

the solution. The results are expressed as means ± S.D. of three samples. Binding ratio (%) = 100 – 
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([unbound Ca2+ concentration of each sample] / [total Ca2+ concentration of each control]) × 100. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 2)

 

Fig. 4 Affinity of FITC-labeled PEG(5)-Asp-PAMAM to hydroxyapatite in MES buffer containing 1 

or 20 mM CaCl2. The binding ratio of PEG(5)-Asp-PAMAM to hydroxyapatite was determined by 

measuring the fluorescence intensities of supernatants. Results are expressed as means ± S.D. of three 

samples. Binding ratio (%) = 100 – ([fluorescence intensity of the supernatant of each sample]/[fluore- 

sceence intensity of the supernatant of each control (without hydroxyapatite)]) × 100 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. S1) 
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1-2-3 カルボン酸修飾デンドリマーの体内動態 

3-a 骨移行性に及ぼすカルボン酸及び PEG 修飾の影響 

 前節までにカルボン酸修飾デンドリマーの HAP 親和性及びその結合機構を解明した。そ

こで、修飾カルボン酸及び PEG の骨移行に対する影響を評価することを目的として、111In 標

識を施した各種デンドリマーをマウスに尾静脈内投与した 180 分における血漿、骨、肝臓、

腎臓への集積率を Fig. 5 に示した。骨移行率はデンドリマーの下肢骨移行量からマウス重量

の 12% として全身骨量に換算した [46]。HAP への吸着が比較的高かった Aco 修飾体及び 

Suc 修飾体では肝臓及び腎臓への移行が大きく、骨移行性が低いことが示された。一方で、

HAP への吸着が比較的低かった Asp 修飾体の中でも PEG を 5 分子導入した Asp 修飾体

が最も高い骨選択性を示した。 

 

 

Fig. 5 Effect of degree of PEG modification on the distribution of 111In-labeled PAMAM derivatives 

180 min after intravenous injection of 1 mg PAMAM/kg in mice. The total wet bone weight was 

estimated as 12% of body weight, and radioactivity in the bone was based on the activity determined 

in the tibiae and femurs extrapolated to whole wet bone, as reported previously [46]. The results are 

expressed as means ± S.D. of three mice. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 3) 
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3-b マウス静脈内投与後の血中濃度及び臓器分布の時間的推移の評価 

 カルボン酸修飾デンドリマーの PEG 導入量を 5 分子に固定し、各種カルボン酸修飾の体

内動態に及ぼす影響を検討した (Fig. 6)。マウス尾静脈内投与後、PEG(5)-Suc-PAMAM、 

PEG(5)-Aco-PAMAM 及び PEG(5)-Glu-PAMAM は速やかに血中から消失し、肝臓、腎臓へ移

行し、それぞれの 180 分の時点における骨移行率は 22.6%、24.5%、15.6% に留まった。一

方、PEG(5)-Asp-PAMAM は他の修飾体と比較して高い血中滞留性を示し、また 180 分の時

点における骨移行率は 43%を示し、骨に選択的に分布することが明らかとなった。 

 

 

Fig. 6 Plasma concentration and tissue accumulation of 111In-labeled PEGylated carboxylic 

acid-modified PAMAM after intravenous injection of 1 mg PAMAM/kg in mice. The total wet bone 

weight was estimated to be 12% of body weight, and radioactivity in the bone was based on the 

activity determined in the tibiae and femurs extrapolated to the whole wet bone, as reported previously 

[46]. The results are expressed as means ± S.D. of three mice; ○, PEG(5)-Asp-PAMAM; △, 

PEG(5)-Glu-PAMAM; □, PEG(5)-Suc-PAMAM; ●, PEG(5)-Aco-PAMAM; ▲, PAMAM. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 4) 
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3-c 体内動態パラメータ解析 

 Fig. 6 で得られた血漿中濃度推移をもとに算出した各種カルボン酸修飾デンドリマーの体

内動態パラメータを Table 2 に示した。各種カルボン酸修飾デンドリマーの骨取り込みクリ

アランス値 (CLbone) は PAMAM G3 と比較して 1.3 倍から 2.7 倍高く、PEG(5)-Aco- 

PAMAM > PEG(5)-Suc-PAMAM > PEG(5)-Asp-PAMAM > PEG(5)-Glu-PAMAM の順に高い値を

示した。一方、PEG(5)-Asp-PAMAM の肝取り込みクリアランス値 (CLliver)、腎取り込みクリ

アランス値 (CLkidney) は最も低い値を示し、また PEG(5)-Asp-PAMAM の全身クリアランス 

(CLtotal) に占める CLbone の割合（骨ターゲティング効率）は 80%を示し最も高かった。 

 

Table 2 Pharmacokinetic parameters of 111In-labeled carboxylic acid-modified PAMAM 

 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Table 2) 
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1-2-4 アスパラギン酸修飾デンドリマーの骨内分布 

4-a In situ 蛍光イメージングシステムによる臓器分布の観察 

 次に、最も骨選択性に優れた PEG(5)-Asp-PAMAM の骨への分布を詳細に検討することを

目的として、近赤外蛍光プローブで標識した PEG(5)-Asp-PAMAM を、in situ 蛍光イメージ

ングシステムによる臓器分布の観察を行った (Fig. 7)。PAMAM 投与群では骨からの蛍光がほ

とんど観察されず、肝臓、腎臓から強い蛍光が観察された。一方、PEG(5)-Asp-PAMAM 投与

群において骨、特に関節付近から強い蛍光が観察されたことから、PEG(5)-Asp-PAMAM は、

骨の関節付近に選択的に移行する骨ターゲティング型樹状高分子であることが示された。一

般に、骨疾患は骨の関節付近から発症するため、PEG(5)-Asp-PAMAM は骨疾患治療に有利な

骨内分布を示すと推察される。 

 
Fig. 7 In situ imaging of PEGylated aspartic acid-modified PAMAM. Dye680-labeled PAMAM or 

PEG(5)-Asp-PAMAM was intravenously injected to mice at 1 mg PAMAM/kg (100 nmol/kg for 

Dye680). Fluorescence intensity was determined in isolated tibiae and femur (top), liver, kidney, 

spleen, heart, and lung (bottom) tissues at 180 min after the intravenous injection. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 5) 
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4-b 共焦点レーザー顕微鏡による骨内分布の観察 

 骨は石灰化の程度により骨芽細胞による骨新生の活発な類骨面、破骨細胞による骨吸収の

活発な吸収面、及びリモデリングイベントが休止している静止面に分類できる [13]。また各

種骨疾患ごとに病態イベントが起きる骨面が異なるため、PEG(5)-Asp-PAMAM の骨内分布に

関する情報は、治療上重要である。そこで次に、PEG(5)-Asp-PAMAM の骨内分布を共焦点レ

ーザー顕微鏡にて観察した (Fig. 8)。Xylenol orange (XO) は類骨面（骨形成部位）に特異的に

沈着する特徴を有した赤色蛍光物質であり、マウスに投与することで、マウス骨組織の類骨

面を染色可能である [47]。この特性を活用し、PEG(5)-Asp-PAMAM の骨内分布を評価した。

PAMAM 投与群では骨内に PAMAM 由来の緑色蛍光が観察されなかったのに対して、PEG 

(5)-Asp-PAMAM 投与群では比較的強い緑色蛍光が観察された。また PEG(5)-Asp-PAMAM と 

XO との共局在は観察されなかったことから、PEG(5)-Asp-PAMAM は骨形成部位以外の部位、

すなわち吸収面に主に分布したと考えられる。 

 

 

Fig. 8 Intra-bone distribution of PEGylated aspartic acid-modified PAMAM dendrimers in 

un-decalcified frontal tissue sections from the distal femur and proximal tibia. Osteoid surfaces were 

stained with xylenol orange (red). FITC-labeled PAMAM (bottom) or FITC-labeled 

PEG(5)-Asp-PAMAM (top) (PAMAM, green) were intravenously injected to mice at 20 FITC 

μmol/kg. Fluorescence intensity was observed using a confocal laser scanning microscope; scale bars, 

100 μm. 

(Yamashita et al., J. Control. Release, 2017, 262, 10-17, Fig. 6) 
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1-3 考察 

本章では、樹状高分子である PAMAM をコアとした各種カルボン酸修飾デンドリマーを作

製し、薬物速度論を用いて、骨ターゲティング素子に最適な修飾カルボン酸の同定及び、カ

ルボン酸に基づく骨ターゲティングシステムを構築した。 

はじめに、作製した各種カルボン酸修飾デンドリマーの物理化学的特性を評価したところ、

PEG 修飾を施していないカルボン酸修飾デンドリマーは、PEG 修飾を施したものと比較し

て、すべて粒子径の増大が認められた (Table 1)。一般にポリアクリル酸に代表されるカルボ

ン酸系ポリマーは、分子内及び分子間でイオン架橋を形成し、保水性ゲルを形成することが

知られている [48]。またポリアスパラギン酸やポリグルタミン酸が高分子ミセルの疎水性コ

アに用いられていることから [49]、これら酸性アミノ酸やカルボン酸の修飾は PAMAM デ

ンドリマーの凝集・分散性に大きく影響を及ぼしていると考えられる。一方、PEG は水和層

を形成することで、薬物キャリアの分散性や安定性を向上させることが報告されている [50]。

したがって、PEG 修飾はこれらカルボン酸修飾デンドリマーの凝集を抑制し分散性を改善し

たと考えられる。 

Aco は分子内に 2 つのカルボキシ基を有することから、Aco-PAMAM は、本章で作製した

カルボン酸修飾デンドリマーの中で最もカルボキシ基数の多い誘導体となり、HAP への親和

性も最も高い結果となった (Fig. 2)。こうしたことから、このカルボキシ基数は HAP の親和

性に関与する重要な因子であると考えられるが、分子内のカルボキシ基が同数の Asp 修飾体

と Glu 修飾体を比較した場合、両者の酸性アミノ酸の分子構造で炭素鎖長以外に大きな差が

ないにも関わらず、HAP の親和性に差がみられた。したがって、骨ターゲティング素子の

HAP に対する親和性には、カルボキシ基数のみならずカルボキシ基の炭素鎖長も重要である

と考えられる [51]。PEG 修飾を施したカルボン酸修飾デンドリマーに関して、Aco-PAMAM

以外の PEG 化カルボン酸修飾デンドリマーは PEG 修飾を施すことにより、HAP への親和

性が減弱した。PEG は直鎖上の分子構造を有しているが、PEG 分子は水和層を形成しコイ

ル型、ブラシ型、ボール型などの立体障害の大きな嵩高い構造で存在する [52]。したがって、

カルボン酸修飾デンドリマーに修飾された PEG が HAP への結合を阻害したと推察される。 

次に、カルボン酸修飾デンドリマーの HAP 結合機構を明らかにすることを目的に、筆者

はカルシウムイオン結合能を調べたところ、各種カルボン酸修飾デンドリマーの HAP 親和

性と、カルシウムイオン結合能に強い相関があることが示された (Fig. 3)。HAP はカルシウ

ムイオンを含有する無機結晶で、HAP の単位格子へ柱状に配位されたカルシウムイオンが物

質の吸着に関与していると報告されている [44]。したがって、カルボン酸修飾デンドリマー

の HAP 結合機構にはカルシウムイオンとの相互作用が寄与していると推察され、カルボン

酸修飾デンドリマーの HAP に対する親和性の差は、修飾されたカルボキシ基の数及び炭素

鎖長の違いが、カルシウムイオンとのコンフォメーション形成、つまりカルシウムイオンと

のキレート能に影響した結果と考えられる [37, 53]。さらに、カルボン酸の単量体では、カル

シウムイオンとのキレート形成が観察されなかったことから、カルシウムイオンとのキレー

ト形成には、カルボン酸のポリマー構造が重要であると考えられる。一方、血液中には約 2.5 

mM のカルシウムイオンが含有されており、これら血中に含まれるカルシウムイオンが拮抗
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因子として、カルボン酸修飾デンドリマーの HAP 結合を阻害する恐れがある。筆者はこの

点について、HAP と血中濃度より過剰なカルシウムイオンの共存下における、カルボン酸修

飾デンドリマーの HAP 親和性を評価し、溶液中の遊離カルシウムイオンは HAP 親和性にほ

とんど影響しないことを明らかにした (Fig. 4)。 

そこで次に 111In 標識体を用いて、マウスにおけるデンドリマーの体内動態に及ぼすカル

ボン酸の種類及び PEG の修飾率の影響を評価したところ、in vitro 実験系で得られた HAP

への親和性と、体内動態から得られた CLbone の間には強い相関がみられたが、HAP への親

和性と骨移行率は相関しなかった (Fig. 2, 5, 6, Table 2)。これまでに、カルボキシ基やスルホ

ニル基などにより強い負電荷を示す薬物キャリアは、腎臓の近位尿細管上皮細胞へ選択的に

集積することが報告されている。Yamasaki らは Suc 及び Aco を修飾したタンパク質が、主に

スカベンジャー受容体を介して肝臓や腎臓に取り込まれることを報告している [54]。したが

って、PEG(5)-Suc-PAMAM や PEG(5)-Aco-PAMAM のような、強い負電荷を示し HAP 親和

性が比較的高いカルボン酸修飾デンドリマーの CLboneは比較的大きいものの、近位尿細管上

皮細胞に発現しているスカベンジャー受容体などの異物排除機構が優位に働いた結果、骨移

行率が低下したものと推察される [55, 56]。一方で、負電荷が比較的弱く、HAP に対して中

程度の親和性を示す PEG(5)-Asp-PAMAM は、他臓器への移行はほとんどみられず、最も高い

骨移行率を示した。これは、PEG(5)-Asp-PAMAM の骨親和性は中程度であるものの、他臓器

のスカベンジャー受容体による認識が回避され、骨組織への移行機会が高まったことによる

ものと考えられる。 

 骨移行率に優れる PEG(5)-Asp-PAMAM の臓器分布の詳細を、イメージングシステムを用

いて観察したところ、PEG(5)-Asp-PAMAM は下肢骨の関節近傍に集積することを見出した 

(Fig. 7)。さらに、予備検討ではあるが、近赤外蛍光によるマウス全身の臓器分布を評価した

ところ、PEG(5)-Asp-PAMAM が肋骨や前歯へ分布する様子も確認されたことから、PEG(5)- 

Asp-PAMAM は下肢骨以外の骨へも分布することが示された。一般に、骨は単一構造を繰り

返した同一性の高い組織構造を有していることから、PEG(5)-Asp-PAMAM は全身骨へ均一に

分布したものと推察される [57]。また、骨の関節近傍は、他の骨組織と比較して毛細血管構

造が発達しており、骨組織の中でも血流量に富んだ部位であることから、 PEG(5)-Asp- 

PAMAM の関節付近への集積には血流量が影響すると考えられる [58]。 

 一般に、骨面は類骨面、吸収面、静止面に分類でき、それぞれの骨面を起点とした骨関連

疾患は多岐に亘る [13, 59-61]。したがって、疾患に応じて薬物キャリアの骨内分布を制御す

ることは、治療上重要と考えられる。しかしながら、従来の骨ターゲティング素子である BP 

の分布は骨面の選択性に乏しく、また骨ターゲティング素子の骨内分布の制御に関する報告

は少ない。そこで、PEG(5)-Asp-PAMAM の骨内分布の詳細を、マウス下肢骨の凍結切片を用

いて観察したところ、PEG(5)-Asp-PAMAM は吸収面、すなわち、破骨細胞が集積する骨破壊

部位へ選択的に集積することが示された (Fig. 8)。吸収面上の HAP に含有されるカルシウム

量は、類骨面上の HAP と比較して豊富であることから、PEG(5)-Asp-PAMAM の吸収面への

集積はカルシウムイオンに依存するものと考えられる [62, 63]。 
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 以上のように、Asp 修飾を利用することで骨選択性に優れた骨ターゲティング型樹状高分

子の開発に成功した。開発した PEG(5)-Asp-PAMAM は骨の関節近傍の破骨細胞が集積する

骨破壊部位近傍に集積することを明らかにした。このような動態特性を有する薬物キャリア

は、転移がん細胞と破骨細胞との相互活性により増悪する骨転移の治療に有効であると考え

られる。 

 以上のように本章では、カルボン酸修飾樹状高分子の骨親和性と体内動態の評価により、

カルボン酸の骨ターゲティング素子としての有用性を明らかにした。すなわち、カルボン酸

修飾樹状高分子は、Aco、Suc、Asp、Glu の順に高い骨親和性を有すること、骨親和性にはカ

ルシウムとのキレートが関与していることを明らかにした。なかでも、骨親和性と他臓器へ

のクリアランスのバランスに優れた Asp 修飾体が骨ターゲティング型高分子キャリアとし

て最も有望であることが明らかとなった。 
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第 2 章 アスパラギン酸修飾に基づく骨標的化リポソームの開発 

 

2-1 緒言 

第 1 章では、カルボン酸修飾に基づく骨標的化 DDS の構築を目的として、修飾カルボン

酸と PEG 修飾率の異なる 16 種の PEG 化カルボン酸修飾樹状高分子を創製し、骨親和性及

び体内動態の観点から骨標的化 DDS に最適なターゲティング素子の組み合わせを系統的に

評価した。その結果、骨親和性と他臓器へのクリアランスのバランスに優れた Asp 修飾が骨

ターゲティング素子として最も有望であることが示された。そこで次に筆者は、Asp 修飾に

基づいた汎用性に優れる骨ターゲティングシステムの構築を目的として、様々な薬物を封入

可能なリポソームを薬物キャリアと選択し、アスパラギン酸修飾を利用した骨ターゲティン

グ型リポソームの開発ならびに抗がん剤 PTX による骨転移治療への応用を試みた。 

 リポソームは生体由来のリン脂質から構成され、二分子膜構造を有しており、毒性・抗原

性が他の高分子薬物キャリアと比較して低く、用いるリン脂質が生体成分であるため、生体

内で代謝される利点を有する [64]。また、リポソームは粒子径や脂質組成を容易に調節可能

で、水溶性薬物、脂溶性薬物、ひいては核酸医薬品など、多くの薬物が封入可能で、糖質、

抗体、その他受容体リガンドを用いた表面修飾が容易であることから、Asp 修飾に基づきリ

ポソームを骨標的化できれば汎用性に優れた骨ターゲティングシステムが構築できると考え

られる [65-67]。 

筆者は、アミノ基反応型リン脂質に Asp を修飾することで、リン脂質のアミノ基末端に 

Asp を結合された新規骨ターゲティング素子修飾脂質 DPPE-Asp を合成した。Asp 修飾に基

づいた骨標的化リポソームの開発を目指して、 DPPE- Asp 及び PEG 修飾脂質の組成を、物

性及び体内動態の観点から最適化し、抗がん剤 PTX の骨移行性の改善及び骨転移治療に対す

る新規治療法の開発を試みた (Fig. 9)。 

 

Fig. 9 Structure of paclitaxel encapsulated PEGylated aspartic acid-modified liposome. 

DSPC: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DPPE-Asp: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero- 

3-phosphoethanolamine aspartate; DSPE-PEG: N-(Carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 

2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, sodium salt. 
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2-2 結果 

2-2-1  アスパラギン酸修飾リポソームの物理化学的特性 

1-a MALDI-TOF MS を用いた DPPE-Asp の分子量測定 

 得られた DPPE-Asp の分子量を MALDI-TOF MS で確認した (Fig. 10)。920.381 m/z に 

DPPE-Asp (920 ([M-H]-) の分子ピークが確認された。942.400 m/z のピークは DPPE-Asp のナ

トリウム塩であると考えられる。 

 

 

Fig. 10 MALDI-TOF MS spectra of DPPE-Asp (10 μg/μL) in the negative-ion mode using 

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid as the MALDI matrix. 
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1-b アスパラギン酸修飾リポソームの粒度分布と表面電荷 

 Table 3 に各種リポソームの脂質組成、粒子径、多分散指数 (PDI; polydispersity index) を示

した。リポソームの粒子径は、DSPC と cholesterol からなる Normal Lipo 及び DPPE-Asp を 

17% 含有する Asp(17)-Lipo はそれぞれ 175 nm、148 nm と 100 nm 以上の粒子を形成した。

それ以外のリポソームは 46 nm から 79 nm を示した。PDI は一様に 0.40 以下を示してお

り、均一な微粒子が形成されていることが示された。表面電荷は Normal Lipo と Asp(17)-Lipo 

はそれぞれ 0.36 mV、1.38 mV の正電荷を示した。一方で、PEG(2)-Lipo、DPPE-Asp の含有

率を 33% 以上で作製されたリポソームは、一様に負電荷へ変化した。この負電荷への変化

は DPPE-Asp のカルボキシ基に起因するものと推察される。 

 

Table 3 Physicochemical characteristics of various liposomes 

 

DSPC: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DPPE-Asp: 

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine aspartate; DSPE-PEG: 

N-(Carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 

sodium salt; PDI: polydispersity index 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Table 1) 
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2-2-2  アスパラギン酸修飾リポソームの体内動態 

2-a ヒドロキシアパタイトへの親和性に対する DPPE-Asp 及び DSPE-PEG の影響 

 Fig. 11 に HAP 量と各種リポソームの結合率の関係性を示した。PEG 修飾を施していない 

Asp 修飾リポソームにおいて、HAP への親和性は Asp(50)-Lipo = Asp(33)-Lipo > Asp(17)-Lipo 

> Normal Lipo の順となり、Asp(50)-Lipo 及び Asp(33)-Lipo が最も高い HAP 親和性を示し

た。Asp 修飾リポソームの HAP 親和性は DPPE-Asp の含有率 33% 以上で飽和したため、

以降の実験は DPPE-Asp 含有率を 33% に固定して実施した。PEG 修飾を施した Asp 修飾

リポソームの場合、HAP の親和性は Asp(33)-Lipo > PEG(2)-Asp(33)-Lipo > PEG(4)- 

Asp(33)-Lipo > PEG(8)-Asp(33)-Lipo の順となり、 DSPE-PEG の含有率に依存して HAP への

親和性が低下する傾向がみられたものの、PEG 導入率が比較的低い PEG(2)-Asp(33)-Lipo は 

HAP への高い親和性を維持した。 

 

 
Fig. 11 Affinity of [3H] labeled aspartic acid-modified liposomes (A) or [3H] labeled PEGylated 

aspartic acid-modified liposomes (B) to HAP. The binding ratio of liposomes to HAP was determined 

by measuring the radioactivity of the supernatant. Results are expressed as the mean ± S.D. of three 

samples. Binding ratio (%) = 100 - ([radioactivity of the supernatant of each sample]/ [radioactivity of 

the supernatant of each control (without HAP)]) × 100. (A) ○: Asp(17)-Lipo, △: Asp(33)-Lipo, ●: 

Asp(50)-Lipo, ▲: Normal Lipo. (B) ○: Asp(33)-Lipo, △: PEG(2)-Asp(33)-Lipo, ●: PEG(4)-Asp 
(33)-Lipo, ▲: PEG(8)-Asp(33)-Lipo. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 1) 
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2-b  骨移行性に及ぼす DPPE-Asp 及び DSPE-PEG の影響 

 次に、 DPPE-Asp 及び DSPE-PEG の体内動態に及ぼす影響を検討するため、マウス尾静

脈内投与後の Asp 修飾リポソームの血漿中濃度及び臓器分布の時間的推移を評価した (Fig. 

12)。骨移行率は、第 1 章同様、リポソームの下肢骨移行量からマウス重量の 12% として全

身骨量に換算した [46]。Normal-Lipo は投与後 30 分以内に速やかに血漿中から消失し、投

与後 360 分までに投与量の 5.4% が骨へ移行することが示された。一方で、PEG(2)-Lipo は 

360 分後も投与液の 41.7% が血漿中に存在し、骨への移行率は 6.7% を示した。一方で、

PEG(2)-Asp(33)-Lipo 及び PEG(4)-Asp(33)- Lipo は主に骨及び肝臓に移行した。PEG(2)-Asp 

(33)-Lipo 及び PEG(4)-Asp(33)- Lipo の骨移行率は 360 分までにそれぞれ 24.6%、15.1% を

示した。 

 

 

Fig. 12 Time-courses of the plasma concentration, and accumulation of [3H] labeled PEGylated 

aspartic acid modified liposomes in the bone, liver, kidney, spleen, heart, and lungs in mice after a 10 

μmol total lipids/kg intravenous injection. The total wet bone weight was estimated as 12% of the 

body weight. The radioactivity in the bone was based on activity determined in the tibia and femur 

extrapolated to the whole wet bone as reported previously [46]. Results are expressed as the mean ± 

S.D. of three mice. ○: PEG(2)-Asp(33)-Lipo, △: PEG(4)-Asp(33)-Lipo, ●: PEG(2)-Lipo, ▲: 

Normal Lipo. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 2) 
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2-c  アスパラギン酸修飾リポソームの体内動態パラメータ解析 

 Asp 修飾リポソームの体内動態パラメータを Fig. 12 で得られた血漿中濃度推移に基づき

算出した (Table 4)。PEG(2)-Lipo の AUC は 819 (% of dose h/mL ) と最も高く、次いで 

PEG(4)-Asp(33)-Lipo > PEG(2)-Asp(33)-Lipo > Normal Lipo の順に高い値を示した。CLbone は

PEG(2)-Asp(33)-Lipo > PEG(4)-Asp(33)-Lipo > PEG(2)-Lipo の順に高い値を示した。PEG(2)- 

Asp(33)-Lipo の CLbone 及び骨取り込み指標 (bone uptake index) は PEG(4)-Asp(33)-Lipo 及

び PEG(2)-Lipo と比較して、それぞれ 3.4 倍、11.8 倍を示した。また、PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

の CLliver 及び CLkidney は Normal Lipo のそれと比較して低い値を示した。 

 

Table 4 Pharmacokinetic parameters of [3H]PEGylated aspartic acid-modified liposomes 

 

AUC: area under the curve 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Table 2) 
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2-2-3  アスパラギン酸修飾リポソームの骨内分布 

3-a 近赤外蛍光を利用した臓器分布イメージング 

 Fig. 13 では骨ターゲティング効率に優れる PEG(2)-Asp(33)-Lipo の臓器分布を詳細に検討

するため、近赤外蛍光標識による臓器分布イメージングを実施した。各種リポソームに DiR 

を封入することで近赤外蛍光標識を施した。DiR-標識 PEG(2)-Lipo 投与群は、骨から蛍光は

ほとんど観察されず、主に肝臓、脾臓から強い蛍光が観察された。一方で、DiR-標識 PEG(2) 

-Asp(33)-lipo 投与群では、肝臓、脾臓からも蛍光は観察されたが、骨から強い蛍光が観察さ

れた。また、その蛍光は下肢骨の関節近傍のみならず、骨幹からも検出された。 

 

 

Fig. 13 In situ imaging of PEGylated aspartic acid-modified liposomes and PEGylated liposomes. 

DiR-labeled PEG(2)-Lipo or DiR-labeled PEG(2)-Asp(33)-Lipo was intravenously injected into mice 

at a dose of 5 mg lipids/kg (1.0 μmol/kg for DiR). The fluorescence intensity was determined in an 

isolated tibia and femur (top), liver, kidneys, spleen, heart, and lungs (bottom) 360 min after 

intravenous injection. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 3) 
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3-b  骨基質・骨髄質移行性評価 

 蛍光イメージングによる臓器分布の結果より PEG(2)-Asp(33)-Lipo は、関節近傍に加えて骨

幹にも一部分布することが明らかとなった。そこで次に、PEG(2)-Asp(33)-Lipo の骨基質及び

骨髄移行率を評価した (Fig. 14)。PEG(2)-Asp(33)-Lipo は、マウス尾静脈内投与後に骨へ移行

したリポソームのうち、76% が骨基質へ移行した一方で、24% の PEG(2)-Asp(33)-Lipo が骨

髄に分布していることが示された。 

 

 

Fig. 14 The bone matrix and marrow distribution ratio of (A) 3H-labeled PEG(2)-Asp(33)-Lipo and 

(B)3H-labeled Normal Lipo. The distribution ratio was evaluated based on radioactivity determined in 

the tibia and femur. Results are expressed as the mean ± S.D. of three mice. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. S2) 
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3-c  アスパラギン酸修飾リポソームの骨内挙動の観察 

 Fig. 15 にはマウス下肢骨の凍結切片を用いて、蛍光標識を施した PEG(2)-Asp(33)-Lipo の

骨内分布を示した。 PEG(2)-Asp(33)-Lipo の蛍光標識は Fluorescein DHPE を脂質組成に追加

することで行った。その結果、PEG(2)-Lipo 投与群では骨基質上で、リポソーム由来の蛍光

はほとんど観察されなかった。一方で、PEG(2)-Asp(33)-Lipo 投与群は骨基質上で、リポソー

ム由来の強い緑色蛍光が観察された。また、PEG(2)-Asp(33)-Lipo 由来の緑色蛍光の分布位置

と、XO の赤色で染色された類骨面が共局在していないことから、PEG(2)-Asp(33)-Lipo は 

Asp 修飾デンドリマー同様、骨基質の中でも、特に吸収面に分布することが示された。 

 

 

Fig. 15 Intra-bone distribution of PEGylated aspartic acid modified liposomes in frozen sections of a 

mouse distal femur and proximal tibia. Osteoid surfaces were stained with xylenol orange (red). 

FITC-labeled PEG(2)-Lipo (bottom) or FITC-labeled PEG(2)-Asp(33)-Lipo (top) (liposome, green) 

was intravenously injected in mice at a dose of 5.0 μmol/kg FITC. The fluorescence intensity was 

observed with a confocal laser scanning microscope. Scale bars, 50 μm. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 4) 
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2-2-4 アスパラギン酸修飾リポソームを利用した骨へのパクリタキセル送達 

 

4-a  PEG-Asp-Lipo (PTX) の粒度分布 

 前節までに骨標的化リポソームに最適化された PEG(2)-Asp(33)-Lipo に PTX を封入した。

Table 5 には PTX を封入した各種リポソームの物理化学的特性及び薬物担持率 (loading 

efficacy) を示した。PTX 未封入の PEG(2)-Lipo 及び PEG(2)-Asp(33)-Lipo の粒子径はそれぞ

れ 78 nm 及び 79 nm を示した。一方、PTX を封入した PEG(2)-Lipo (PTX) 及び PEG(2) 

-Asp(33)-Lipo (PTX) はそれぞれ 95 nm 及び 89 nm であり、PTX 封入により粒子径の若干の

増大が観察された。PDI は一様に 0.38 以下を示しており、均一な微粒子を形成しているこ

とが推察される。表面電荷は一様に -5.4 mV から -3.6 mV の負電荷を有することが示された。

PEG(2)-Lipo 及び PEG(2)-Asp(33)-Lipo の PTX の薬物担持率はそれぞれ 1.8% 及び 2.0% 

を示した。 

 

Table 5 Physicochemical characteristics of paclitaxel encapsulated liposomes  

 

DSPC  : 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; 

DPPE-Asp : 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine aspartate; 

DSPE-PEG : N-(Carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3- 

phosphoethanolamine, sodium salt; 

PDI  : polydispersity index; 

PTX  : paclitaxel 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Table 1) 
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4-b  PEG-Asp-Lipo (PTX)の顕微鏡画像 

 作製した PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) の実像を原子間力顕微鏡 (atomic force microscope; 

AFM) 及び透過型電子顕微鏡 (transmission electron microscope; TEM) を用いて取得した。Fig. 

16 にはそれぞれの典型例を示した。AFM の画像から (Fig. 16A)、約 110 nm の球体の微粒

子が観察され (arrow 1, 2)、一部のリポソームが重なり合う様子が観察された (arrow 3, 4)。

TEM の画像では多くの PEG(2)-Asp (33)-Lipo が一重膜構造を有しており(Fig. 16B)、一部は

多重膜構造で存在している様子が観察された (Fig. 16C)。 

 

 

 

  

Fig. 16 Morphology of PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX). (A) Tapping AFM image was presented 

in the amplitude mode. Spherical lipid 

nanoparticles were observed (arrow 1 and 2), 

although some lipid nanoparticles were 

overlapped (arrow 3 and 4). (B) TEM image of 

single unilamellar PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX). (C) TEM image of multi lamellar 

PEG(2)-Asp(33)-Lipo. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 

74-85, Fig. S1) 
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4-c  PEG-Asp-Lipo (PTX) の体内動態 

 Fig. 17 には PTX をマウス尾静脈内投与後 180 分における臓器分布を示し、Fig. 18 では 

PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) のマウス尾静脈内投与後の体内動態を、3H-phosphatidyl choline 

(3H-PC) と 14C-PTX でリポソームと PTX を 2 重標識したものを用いることで、薬物とキャ

リアの動態を同時に評価した。PTX はマウス尾静脈内投与 180 分の時点で、血漿中から殆

ど消失しており、投与液の 49.7% が肝臓へ集積し、骨への移行率は 1.7% を示した。3H-標

識 PEG(2)-Lipo (PTX) はマウス尾静脈内投与後 360 分の時点で、投与液の 41.7% が血漿中

に残存し、骨への移行率は 4.4% を示した。一方、3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) は 投

与 360 分後、主に骨及び肝臓に集積し、骨への移行率は 25.0% を示した。 

PEG(2)-Lipo (14C-PTX) では、34.2% が 360 分の時点で血漿中に残存し、3.4% が骨へ移行

した。一方、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (14C-PTX) は投与 360 分後に骨及び肝臓へそれぞれ 15.4%、

36.4% 移行した。 

 

 
Fig. 17 Plasma concentration and tissue accumulation of [3H]PTX at 360 min after intravenous 

injection at a dose of 1 mg PTX/kg in mice. The total wet bone weight was estimated as 12% of body 

weight, and radioactivity in the bone was based on the activity determined in the tibiae and femurs 

extrapolated to whole wet bone, as reported previously [46]. The results are expressed as means ± S.D. 

of three mice. 
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Fig. 18 Time-courses of the plasma concentration and accumulation of [14C]PTX encapsulated [3H] 

labeled PEGylated aspartic acid-modified liposomes in the bone, liver, kidneys, spleen, heart, and 

lungs in mice after a 10 μmol total lipids/kg intravenous injection. The total wet bone weight was 

estimated as 12% of the body weight, and the radioactivity in the bone was based on the activity 

determined in the tibias and femurs extrapolated to the whole wet bone, as previously reported [46]. 

Results are expressed as the mean ± S.D. of three mice. ○: [3H]PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX), △: 

PEG(2)-Asp(33)-Lipo ([14C]PTX), ●: [3H]PEG(2)-Lipo (PTX), ▲: PEG(2)-Lipo ([14C]PTX). 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 5) 
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4-d  PEG-Asp-Lipo (PTX) の体内動態学的パラメータ 

 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) の体内動態パラメータを Fig. 18 で得られた血漿中濃度推移に

基づき算出した (Table 6) 。3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) の AUC は 3H-標識 PEG(2) 

-Lipo (PTX) と比較して 1/7 低い値となった。また、3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) の 

CLbone 及び bone uptake index は 3H-標識 PEG(2)-Lipo (PTX) と比較して 10 倍高い値を示し

た。同様に、PEG(2)- Asp(33)-Lipo (14C-PTX) の AUC は PEG(2) -Lipo (14C-PTX) のそれと比

較して 1/5 低い値を示し、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (14C-PTX) の CLbone 及び bone uptake index は 

PEG(2)-Lipo (14C-PTX) と比較して 6.6 倍高い値を示した。 

 

Table 6 Pharmacokinetic parameters of [14C]PTX included in [3H]PEGylated aspartic acid-modified 

liposomes 

 

AUC: area under the curve; PTX: paclitaxel 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Table 3) 
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2-2-5 骨転移モデルマウスにおけるパクリタキセル封入アスパラギン酸修飾リポソームの 

骨転移抑制効果 

 

5-a  骨転移初期に対する影響 

 前節で PEG(2)-Asp(33)-Lipo を利用した効率的な PTX の骨ターゲティングに成功した。

次に、骨標的化リポソームを用いた PTX の骨ターゲティングの有用性を評価することを目

的に、骨転移部悪性黒色腫に対する転移抑制効果を、骨転移モデルマウスを用いて評価した。

骨転移モデルマウスは 4 週齢の雌性 C57BL/6 マウスの左心室にホタル・ルシフェラーゼ遺

伝子を導入したがん細胞株である B16-BL6/Luc 細胞を投与し 2 週間飼育して作成した。本

転移モデルでは、B16-BL6 /Luc 細胞を投与した日を 0 日目として、がん細胞投与 0 日目か

ら 3 日目にかけてがんの接着が起こり、その後の浸潤過程を経て、7 日目以降に増殖過程に

入ることが明らかとなっている [68]。そこで、骨転移接着過程及び浸潤過程における抑制効

果、及び増殖過程における抑制効果の評価を目的とした PEG(2)-Asp(33)- Lipo (PTX) 投与後

の下肢骨中がん増殖を IVIS イメージングシステムによる下肢骨転移のイメージング、及び下

肢骨中の転移がん細胞数を測定することで評価した。はじめに、Fig. 19A では PEG(2) 

-Asp(33)-Lipo (PTX) の骨転移接着過程及び浸潤過程に与える影響を評価した。がん細胞接種

直後及び 3 日目の骨転移モデルマウスに PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) を投与した群の下肢骨

中がん細胞数は 8.5 × 104 cells を示した。一方で、saline 群及び PEG(2)-Lipo (PTX) 投与群の

下肢骨中がん細胞数はそれぞれ 8.0 × 105 cells 及び 2.8 × 105 cells を示した。また、イメージ

ング画像の結果より、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX)  投与群では saline 群と比較して、関節付

近のがん細胞由来のルシフェラーゼ発光が抑制されていることが示された。以上のことから、

PEG(2)-Asp(33)- Lipo (PTX) の投与により、下肢骨中のがん増殖を有意に抑制可能であること

が示された。 

 

5-b  骨転移後期に対する影響 

 次に、骨転移増殖過程における抑制効果の評価を目的とした 7 日目、10 日目投与後の下

肢骨中がん増殖を IVIS イメージングシステム及び、下骨中ルシフェラーゼ活性を指標に評価

した (Fig. 19B)。Saline 群及び PEG(2)-Lipo (PTX) 投与群の下肢骨中がん細胞数はそれぞれ 

1.3 × 106 cells、1.2 × 106 cells であり両群で大きな差は見られなかった。一方、

PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) 投与群の下肢骨中がん細胞数は 2.9 × 105 cells であり、

PEG(2)-Lipo (PTX) 投与群と比較して下肢骨中のがん増殖を 1/5 まで抑制した。加えて、下

肢骨中がん細胞の in vivo イメージングを実施したところ、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) 投与

により、他群と比較してがん細胞由来の発光を顕著に抑制していることが示された。以上の

ことから、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) は骨転移における接着過程・浸潤過程のみならず、増

殖過程を効率よく抑制可能であると推察される。 
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Fig. 19 Effect of PTX encapsulated PEGylated aspartic acid-modified liposomes on bone metastasis of 

B16BL6/Luc cells in mice. Saline, PEG(2)-Lipo (PTX, 1.5 mg PTX/93 mol total lipids/kg), or 

PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX, 1.5 mg PTX/87 mol total lipids/kg) was intravenously injected into 

mice directly after the tumor inoculation and again 3 days later (a), and 7 days and 10 days after the 

tumor inoculation (b) by injecting B16-BL6/Luc cells (1 × 105 cells) into the left ventricle. Mice were 

killed 14 days after the tumor inoculation and luciferase activity in the bone was assayed. Results are 

expressed as the mean ± SD of 5 mice. *P < 0.05 compared with saline group; **P < 0.01 compared 

with saline group; † P < 0.05 compared with PEG(2)-Lipo (PTX) group. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 6) 
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5-c  破骨細胞に対するアポトーシス誘導 

 Fig. 20 には RAW264.7 細胞から分化させた破骨様細胞に対する PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX) のアポトーシス誘導能を評価した結果を示した。PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) または 

PTX 未封入の PEG(2)-Asp(33)-Lipo を破骨様細胞に添加し、4 時間暴露した後に、フローサ

イトメリーを用いて annexin V-propidium iodide (PI) 染色法によりアポトーシス率を評価した。

PTX 未封入の PEG(2)-Asp(33)-Lipo を暴露させた場合、アポトーシス誘導 (FITC-annexin-V 

(+), PI (-)) された破骨様細胞は、細胞集団のうち 0.6% に留まった。一方、PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX) を破骨様細胞に暴露させた場合、母集団のうち 45.4% が初期のアポトーシス

(FITC-annexin-V (+), PI (-)) を誘導したことが示された。 

 

 
Fig. 20 FACS analysis of the induction of osteoclast-like cells into apoptotic cells. After treatment 

with PEG(2)-Asp(33)-Lipo (a) or PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) (b), osteoclast-like cells derived from 

RAW264.7 cells were stained with FITC-annexin V/propidium iodide, and dot plots were acquired 

using a FACS LSR Fortessa flow cytometry apparatus to observe apoptotic cells. Results are expressed 

as the mean ± S.D. of three experiments. 

(Yamashita et al., Biomaterials, 2018, 154, 74-85, Fig. 7) 
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2-3 考察 

 本章では、Asp 修飾に基づく骨標的化リポソームの開発を目指し、HAP 親和性及び薬物動

態学的観点から、骨ターゲティング効率に優れる Asp 修飾リポソームの脂質組成の最適化を

試みた。その結果、PEG(2)-Asp(33)-Lipo が最も骨ターゲティング能に優れること、本リポソ

ームを用いることで、PTX の骨移行性の改善及び効率的な骨転移抑制が可能であることが明

らかとなった。 

 HAP に対するリポソームの親和性の検討では、 DPPE-Asp を利用することで HAP への親

和性が飛躍的に向上することを明らかにした (Fig. 11)。Asp 修飾リポソームの親和性は、

DPPE-Asp の含有率依存的に向上する傾向が見られ、DPPE-Asp が HAP への親和性に大き

く寄与することが示された。この HAP への吸着機構は、第 1 章と同様に DPPE-Asp 由来

のカルボキシ基と HAP 由来のカルシウムイオン間でのキレート形成によるものであると推

察される [59, 60]。一方、DSPE-PEG を用いて PEG 修飾を施したリポソームは、DSPE-PEG 

の含有率依存的に HAP への親和性が低下するものの、HAP が過剰に存在する環境では、す

べての PEG-Asp- Lipo が 80% 以上の HAP 結合率を示した。これは DSPE-PEG 由来の 

PEG 鎖がリポソームと HAP の吸着サイトを阻害する因子として働くことを示唆している

と考えられる [69]。 

 次に DPPE-Asp 及び DSPE-PEG で修飾したリポソームの体内動態を評価するため、各種

リポソームの血中濃度及び臓器分布の時間的推移を検討した。粒子径 175 nm の Normal Lipo

は静脈内投与後、速やかに血漿中から消失し、多くは肝臓、脾臓などへ集積し、投与量の 5.4% 

が骨に移行した。骨組織は、血液–骨髄関門及び骨類洞血管の影響で 150 nm 以上の物質の移

動が制限されているが、Porter らは 150 nm の poloxamer 407 で被覆されたポリスチレン微粒

子が骨髄の類洞内皮細胞へ集積することを報告している [70]。骨に分布した Normal Lipo の

骨基質・骨髄分布を比較したところ、骨に分布した Normal Lipo の 85.7% が骨髄に分布し、

上述のポリスチレン微粒子の集積結果と一致した (Fig. 14A)。以上のことから、効率的な骨基

質への分布を達成するには、血液–骨髄関門を通過可能な粒子サイズ ( 150 nm) にリポソー

ムを成形する必要があると考えられる [29]。そのため、筆者は、骨ターゲティング型リポソ

ームの調製に際しては、リポソームの粒子径が 150 nm 未満となるように調製した。 

粒子径を 150 nm 以下に調製した PEG 化 Asp 修飾リポソームのマウス尾静脈内投与後の

体内動態を評価するとともに、DPPE-Asp 及び DSPE-PEG の脂質組成の最適化を行った。そ

の結果、DSPE-PEG 含有率の高い PEG(4)-Asp(33)-Lipo は高い血中滞留性を示し、PEG(2)- 

Asp(33)-Lipo と比較して AUC は 2.8 倍増大した (Table 4)。一方、静脈内投与後 6 時間に

おける PEG(2)-Asp(33)-Lipo の骨移行率は 25% と最も高値を示し、加えて PEG(2)-Asp(33)- 

Lipo の CLbone は PEG(4)-Asp(33)-Lipo と比較して 3.4 倍高かったことから、PEG(2)-Asp 

(33)-Lipo が最も骨ターゲティング能に優れるリポソームであると考えられた (Fig. 12)。一般

に、薬物キャリアのターゲティング効率を決定する因子として、全身クリアランスと標的部

位への親和性が挙げられ、この両者のバランスを最適化することが、効率的なターゲティン

グシステムの構築に必要不可欠である。一般に静脈内投与後のリポソームは、細網内皮系に

取り込まれやすいため、全身クリアランスが大きいことが知られている [71]。したがって。
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本研究では標的部位である骨以外の他臓器クリアランスを低減するため、DSPE-PEG を用い

てリポソーム表面に PEG 修飾を施した。PEG は修飾物の血中滞留性を向上させることで、

全身クリアランスの増大を抑制可能である [64]。しかしながら、一方で PEG は嵩高い高分

子であるため、標的部位（骨）へのカルボン酸の親和性を低減させる要因となり得るため、

修飾率を最適化する必要がある。これらの結果は、PEG(2)-Asp(33)-Lipo では、PEG 分子が

Asp による標的部位への親和性をある程度維持しつつ、他臓器へのクリアランスを抑制した

ため、効率的に PEG(2)-Asp(33)-Lipo が骨組織へ分布されたことによるものと推察される。 

そこで次に、in situ 近赤外蛍光イメージングでは最も骨ターゲティング能が高かった PEG 

(2)-Asp(33)-Lipo の骨組織における分布の詳細を評価したところ、PEG(2)-Asp(33)-Lipo は第 

1 章で評価した PEG(5) -Asp- PAMAM と同様に関節近傍へ集積する一方で、関節近傍のみな

らず骨幹へ移行している様子が確認された (Fig. 13)。そこで骨幹を骨髄と骨基質に分離し、

それぞれの PEG(2)-Asp(33)-Lipo の分布率を算出したところ、骨基質に分布した PEG(2)-Asp 

(33)-Lipo の割合は骨髄への分布量と比較して約 3 倍高いことが示された (Fig. 14B)。PEG(2) 

-Asp(33)-Lipo の粒子径は 150 nm 以下であるため、PEG(2)-Asp(33)-Lipo は血液-骨髄関門を通

過し、骨髄から骨基質へと移行したと考えられる。さらに、マウス下肢骨の凍結切片を用い

た PEG(2)-Asp (33)-Lipo の骨内分布の様子を観察したところ、PEG(5)-Asp- PAMAM と同様

に、骨基質面の中でも、吸収面に選択的に分布することが明らかとなった (Fig. 15)。PEG(2)- 

Asp(33)-Lipo は粒子表面に Asp 及び PEG が露出する構造を有しており、その表面電荷は 

-10 mV の中性に近い負電荷に帯電している。これらの表面特性は第 1 章で論述した PEG(5) 

-Asp-PAMAM と類似していることから、PEG(2)-Asp(33)-Lipo は PEG(5)- Asp-PAMAM と同様

の骨内分布を示したものと考えられる [57, 58]。 

 一般的に、リポソームは脂質二重膜構造内へ疎水性薬物を、内水相へ親水性薬物を封入可

能である。これまでに、リポソームに様々な薬物を封入し、病巣部位へ送達する試みがなさ

れており、Doxil® や AmBisome® などの臨床で使用実績のあるリポソーム製剤も存在する 

[72, 73]。しかしながら、リポソームを用いて骨組織への疎水性薬物の送達を試みた報告例は

極めて少なく、また薬物動態学的観点で骨移行性を検討した例はほとんど見当たらない。本

章では、Asp 修飾に基づいた骨標的化リポソームに PTX を封入し、PTX の骨移行性向上を

試みた (Fig. 18)。PTX は日本では乳がんや胃がんに対して適応を有するが、国外ではそれに

加えて前立腺がんや悪性黒色腫などの様々な固形がんに適応を有している [74-76]。乳がんや

前立腺がんは高確率で骨転移を誘発する原発腫瘍であるため、PTX の骨への効率的な送達を

可能とするドラッグデリバリーシステムの開発は、乳がんや前立腺がんの骨転移に貢献し得

る技術であると考えられる。3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) 体内動態特性は、PTX 未封

入の 3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo のそれとほぼ同様であったことから (Fig. 12)、PTX の封

入はリポソームの物性にほとんど影響しないと考えられる。3H-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX) 及び PEG(2)-Asp(33)-Lipo (14C-PTX) の体内動態挙動に若干の差が認められたが、これ

は PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) が投与後、循環血中でリポソームから PTX が一部漏出してい

る可能性を示唆しており、この漏出性を抑制できるよう製剤設計を改良することが、今後の

課題である。 
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 骨転移抑制に関する検討では、はじめに骨転移の接着過程及び浸潤過程への影響を検討し

たところ、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) 投与により、saline 群と比較して下肢骨中のがん増殖

が顕著に抑制された (Fig. 19A)。このことから、骨転移の接着過程及び浸潤過程に PEG(2)- 

Asp(33)-Lipo (PTX) を投与することで骨転移が抑制可能であることが示された。しかしなが

ら、骨転移は早期に発見されることは稀で、進行がん及び末期がんのステージで診断される

ことが殆どである [5-13]。また、この状態から抗がん剤を投与することで、骨のような深部

体性組織に転移したがんを抑制することは極めて難しいため、進行性の骨転移も抑制可能な

治療法の開発が切望される。そこで、骨転移が増殖過程に移行した時期に PEG(2)-Asp(33)- 

Lipo (PTX) を投与し、増殖過程に与える影響を検討したところ、saline 群と比較して有意に

下肢骨中のがん増殖を抑制可能であることが示された (Fig.19B)。さらに、予備検討ではある

ものの、骨転移モデルマウスの 14 日間における体重増減率を評価したところ、PEG(2)-Asp 

(33)-Lipo (PTX) 投与後の顕著な体重減少は観察されなかった。これは PEG(2)- Asp(33)-Lipo 

を利用した PTX の効率的な骨ターゲティングにより、通常の投与形態と比較して他臓器へ

の PTX の移行を制御したことで、全身的な副作用を軽減した可能性を示唆している。した

がって、PEG(2)-Asp(33)-Lipo を利用した PTX の骨への薬物デリバリーは、有効性と安全性

の両面で骨転移に対する新規治療法として有用であると考えられる。 

 骨転移病態では、破骨細胞が転移がん細胞の接着及び増殖を活性化させることが報告され

ており、破骨細胞の活性を抑制することは、骨転移治療において有用な治療法の一つである

と考えられている [77-79]。一方、PTX を破骨細胞に作用させると、破骨細胞のアポトーシ

ス誘導を介して、骨吸収を抑制されることが報告されている [80]。したがって、高い骨転移

抑制効果を示した PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) は、転移がん細胞への直接的な殺細胞効果に加

えて、破骨細胞のアポトーシス誘導による相乗的な骨転移抑制効果を誘導している可能性が

考えられる。そこで、RAW264.7 細胞から分化させた破骨様細胞を用いて PEG(2)-Asp(33)- 

Lipo (PTX) のアポトーシス誘導能を検討したところ、PTX 未封入の PEG(2)-Asp(33)-Lipo は

アポトーシス誘導を引き起こさなかった。一方、PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) を暴露させた場

合、破骨様細胞のアポトーシス誘導が確認された (Fig.20)。このことから、PEG(2)-Asp(33)-Lipo 

(PTX) のがん骨転移抑制メカニズムには転移がん細胞への直接的な殺細胞効果に加えて、破

骨細胞のアポトーシス誘導による相乗的な骨転移抑制効果を示す可能性が考えられた。 

 以上、本章では、カルボン酸の一種である Asp 修飾を用いることで骨ターゲティング能に

優れたリポソームを設計・開発することに成功した。本リポソームを用いることで PTX の骨

標的化、骨転移抑制が可能であることを明らかにした。これらの知見は骨転移治療を目的と

した、骨ターゲティング型薬物キャリアの製剤設計ならびに新規治療法の開発に対して有益

な情報を提供するものと思われる。 
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結論 

 

 筆者は 2 章にわたり、骨選択性に優れる骨ターゲティングシステムの開発を目的に、カル

ボン酸修飾に基づく骨ターゲティング型薬物キャリアを設計・開発するとともに、抗がん剤 

PTX による骨転移抑制におけるその有用性に関する検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第 1 章 カルボン酸修飾を利用した骨標的化樹状高分子の開発 

 各種カルボン酸修飾樹状高分子の HAP への親和性はカルシウムイオンとのキレート能と

相関し Aco＞Suc＞Asp＞Glu 修飾の順に高かった。HAP 親和性及び他臓器へのクリアランス

のバランスに優れた Asp 修飾体が骨ターゲティング型高分子キャリアとして最も有望であ

ることを見出した。 

 

第 2 章 アスパラギン酸修飾に基づく骨標的化リポソームの開発 

 Asp 修飾脂質の利用によりリポソーム及び PTX の効率的な骨標的化に成功した。また、

Asp 修飾リポソームは骨転移の病巣部位である吸収面に選択的に集積することを明らかにし

た。さらに、Asp 修飾リポソームにより骨転移が効率よく抑制されることを明らかにすると

ともに、その骨転移抑制効果には 破骨細胞のアポトーシス誘導が一部関与する可能性を示し

た。 

 

以上、筆者は、カルボン酸修飾に基づき骨ターゲティング効率に優れるドラッグデリバリ

ーシステムの開発に成功した。骨親和性と体内動態解析の結果から、Asp が骨ターゲティン

グ素子として最も有望であることを見出すとともに、Asp 修飾を利用した骨標的化薬物キャ

リアの開発に成功した。さらに、骨標的化薬物キャリアを用いて抗がん剤 PTX の骨標的化

ならびに効率的な骨転移抑制を示した。本研究で得られた知見は、骨への薬物送達及び骨転

移治療に対して有用な方法論ひいては治療法が提唱できる可能性が高く、骨転移治療に大き

く貢献できる研究と考えられる。 
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実験の部 

第 1 章 実験の部 

 

1-2-1 カルボン酸修飾デンドリマーの合成 

【試薬】 

 Boc-Asp(OtBu)-OH と Boc-Glu(OtBu)-OH は渡辺化学工業株式会社より購入した。HOBt と 

HBTU は株式会社ペプチド研究所より購入した。PAMAM G3 と aconitic anhydride 及び 

fluorescein isothiocyanate (FITC) は Sigma Aldrich 社から購入した。Succinic anhydride と 

trans-3-indoleacrylic acid 及び hydroxyapatite monoclinic (HAP) は和光純薬工業株式会社から

購入した。α-Succinimidyloxysuccinyl-ω-methoxy, polyethylene (PEG-NHS) は日油株式会社から

購入した。その他の試薬については市販の特級試薬を用いた。 

 

【酸性アミノ酸修飾 PAMAM 誘導体の合成】 

Asp-PAMAM 及び Glu-PAMAM の合成は HBTU-HOBt 法に則って行った [81]。すなわち、

DMF 中で PAMAM G3 に対して 32.5 当量の HBTU、HOBt、Boc-Asp(OtBu)-OH または 

Boc-Glu(OtBu)-OH をカップリング反応させた。その際、TEA を適量添加し、反応混合液が 

pH>9 となるように調整した。室温で 4 時間インキュベートした後、反応混合液を回転式エ

バポレーターにて溶媒除去し、クロロホルムに再溶解させた。その後、5% 炭酸ナトリウム

と飽和食塩水で 3 回ずつ分液した。有機相を回転式エバポレーターにて溶媒除去し、石油エ

ーテルで沈殿させた。沈殿物を室温で真空乾燥させた後、クロロホルムに溶解し、90% TFA で

脱保護した。室温で 1 時間撹拌した後、混合物を回転式エバポレーターにて蒸散させ、ジエ

チルエーテルで沈殿させて Asp-PAMAM、Glu-PAMAM を得た。DMF/TEA (100/1 v/v) に溶解

させた Asp-PAMAM、Glu-PAMAM 化合物に対して、同じく DMF/TEA (100/1 v/v) に溶解さ

せたアミノ基反応型活性化 PEG (PEG-NHS) を反応させた。室温で 24 時間インキュベート

した後、15,000 MWCO の透析膜にて 1 日以上透析膜ろ過した後に凍結乾燥することで、最

終的に PEG 化 Asp-PAMAM または PEG 化 Glu-PAMAM を得た。 

 

【カルボン酸修飾 PAMAM 誘導体の合成】 

Suc-PAMAM 及び Aco-PAMAM は以下の手順に従って合成した。すなわち、DMSO 中で

PAMAM G3 に対して 32.5 当量の succinic anhydride または cis- aconitic anhydride を反応さ

せた。その際、TEA を適量添加し、反応混合液が pH>9 となるように調整した。室温で 4 時

間インキュベートした後、1,000 MWCO の透析膜にて 1 日以上透析膜ろ過した後に凍結乾燥

することで  Suc-PAMAM、Aco-PAMAM を得た。PEG 化  Suc-PAMAM 及び  PEG 化 

Aco-PAMAM を合成する際は、PEG 化 PAMAM に Suc 修飾または Aco 修飾を施した。す

なわち、DMF/TEA (100/1 v/v) に溶解させた PAMAM G3 に対して、同じく DMF/TEA (100/1 

v/v) に溶解させた PEG-NHS を反応させた。室温で 24 時間インキュベートした後、15,000 

MWCO の透析膜にて 1 日以上透析膜ろ過した後に凍結乾燥することで、PEG 化 PAMAM 
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を得た。得られた PEG 化 PAMAM を DMSO に溶解させ、32.5 当量 (過剰) の succinic 

anhydride または 32.5 当量の cis- aconitic anhydride を反応させた。その際、TEA を適量添

加し、反応混合液が pH>9 となるように調整した。室温で 4 時間インキュベートした後、

1,000 MWCO の透析膜にて  1 日以上透析膜ろ過した後に凍結乾燥することで  PEG 化 

Suc-PAMAM、PEG 化 Aco-PAMAM を得た。得られたカルボン酸修飾デンドリマー誘導体は 

MALDAI TOF-MS (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) によって同定した。カルボン

酸修飾デンドリマー誘導体の粒子径及び表面電荷測定は、Zetasizer Nano (Malvern Instruments) 

を用いてそれぞれ、動的光散乱法及び電気/レーザー・ドップラー法により測定した。 

 

1-2-2-a HAP への親和性評価 

【HAP 結合実験】 

カルボン酸修飾デンドリマー誘導体への FITC 標識は Kitchens らの方法に準じて行った

[82]。10 mg の HAP を 1.5 mL のチューブに秤量し、FITC-標識カルボン酸修飾デンドリマ

ー誘導体を 100 μg/mL となるように PBS (pH 7.4) に溶解させた溶液を 400 μL 加え、室温で

撹拌した。撹拌後 5, 10, 30, 120 分の時点で 1,500  g で 3 分間遠心処理を施し、上清のサ

ンプリング (100 μL) を行い、上清中の FITC-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体の蛍光

強度を Ex. 485 nm, Em. 528 nm の条件でプレートリーダー (Powerscan® HT, DS Pharma 

Biomedical, Osaka, Japan) で定量した。 

 

HAP 結合率は、次式 [1] に従って算出した。 

 

[PAMAM]bind = 100 – ([PAMAM]supernatant / [PAMAM]without HAP) × 100  [1] 

 

ここで [PAMAM]bind (%) は FITC-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体の HAP 結合率

であり、[PAMAM]supernatant は遠心後の上清 100 μL 中の蛍光強度を表し、[PAMAM]without HAP は 

HAP 添加前の FITC-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体溶液 100 μL 中の蛍光強度を

表す。 

 

1-2-2-b カルシウムイオンに対するキレート結合能評価 

【カルシウム結合実験】 

50 mM MES buffer (8.0 mM CaCl2, pH 6.7) 10 mL にカルボン酸修飾デンドリマー誘導体を  

0.25 mM となるように溶解させ撹拌した。撹拌後 1, 5, 10, 30, 60, 180, 240 分の時点で未結合

の Ca2+ 濃度を Ca2+ 電極 (compact Ca2+ meter B-751, Horiba, Kyoto, Japan) にて定量した。 

 

 

Ca2+ 結合率は、次式 [2] に従って算出した。 

 

[Ca2+]bind = 100 – ([Ca2+]free / [Ca2+]total) × 100  [2] 
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ここで [Ca2+]bind (%) はカルボン酸修飾デンドリマー誘導体の Ca2+ 結合率であり、[Ca2+]free 

は未結合の Ca 2+ 濃度を表し、[Ca2]total はカルボン酸修飾デンドリマー誘導体添加前の Ca2+ 

濃度を表す。 

 

1-2-3 カルボン酸修飾デンドリマーの体内動態 

【試薬】 

 Diethylenetriamine-N,N,N’,N,’’,N’’-pentaacetic acid (DTPA) は株式会社同仁化学研究所から購

入した。111Indium chloride ([111In]InCl3) は日本メジフィジックス株式会社より供与されたもの

を用いた。その他の試薬については市販の特級試薬を用いた。 

 

【実験動物】 

 ddY 系雄性マウス (5-6 週齢、25 g) は清水実験材料株式会社から購入した。以後すべての

動物実験はすべて京都薬科大学動物実験実施規程 [83] に遵った。 

 

【静脈内投与後の組織分布実験】 

 カルボン酸修飾デンドリマー誘導体への 111In 標識は Hnatowich  らの方法に準じて行っ

た [84]。111In-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体の体内動態は、ddY 系雄性マウス (5-6 

週齢、25 g) を用いて行った。111In-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体の PBS 溶液を、

ddY マウスの尾静脈を介して 100 kBq 111In/1.0 mg PAMAM/kg の投与量で 100 μL 静脈内投

与した。投与後 1, 5, 10, 30, 60 ,180 分の時点で、イソフルラン麻酔下でマウス下大静脈より

採血を行った後に屠殺するとともに、肝臓、腎臓、脾臓、心臓、肺及び右下肢骨を採取した。

採取した血液サンプルは  2,000 × g で 5 分間遠心処理を施し、上清の血漿をカウンティン

グチューブに 100 μL 秤取した。その他臓器は各臓器の湿重量を測定した後、放射活性を測

定した。 

 

【データ解析】 

 合成高分子の組織移行性はクリアランスの概念に基づき算出される血漿中濃度に非依存的

な組織取り込みクリアランス値を用いることにより、直線的かつ定量的に評価できる [85-87]。

一般に、薬物の組織中量の経時的変化は次式のように表される。 

 

dX(t)/dt = CLorg・C(t) - Kout・X(t)  [3] 

 

ここで X(t) (% of dose)、C(t) (%of dose/mL) はそれぞれ時間 t における高分子の組織中量及

び血漿中濃度、CLorg (mL/h) は血漿中から臓器中への臓器取り込みクリアランス、Kout (1/h) は

臓器からの efflux 速度定数を表す。組織からの efflux が無視できる場合 (Kout = 0) には、式 

[3] は式 [4] のように表され、 
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dX(t)/dt = CLorg・C(t)  [4] 

 

この式 [4] を積分することにより、 

 

X(t) = CLorg・AUC0-t  [5] 

X(t)/C(t) = CLorg・(AUC0-t/C(t))  [6] 

 

となり、動物実験から得られた結果から勘弁に CLorg を求めることができる。ここで AUC0-t 

は投与直後から時間 t までの血中濃度–時間曲線下面積を示す。この式に従い、111In 標識体

の見かけの臓器取り込みクリアランス値を算出した。各時間までの AUC は非線形最小二乗

法プログラム MULTI [88] を用いた当てはめ計算により算出した。 

 

1-2-4-a In situ 蛍光イメージングシステムによる臓器分布の観察 

【試薬】 

 VivoTag®-S 680 (Dye 680) は Perkin–Elmer 社から購入した。その他の試薬については市販の

特級試薬を用いた。 

 

【近赤外蛍光標識体を用いた in situ 組織分布評価】 

カルボン酸修飾デンドリマー誘導体への Dye680 標識は Kobayashi らの方法に準じて行

った [89]。Dye680-標識カルボン酸修飾デンドリマー誘導体の in situ 組織分布評価は、ddY 

系雄性マウス (5-6 週齢、25 g) を用いて行った。Dye680-標識 PEG(5)-Asp-PAMAM の PBS 

溶液を、ddY マウスの尾静脈を介して 100 nmol Dye680/1.0 mg PAMAM/kg の投与量で 100 

μL 静脈内投与した。投与後 180 分の時点で、イソフルラン麻酔下でマウス下大静脈より採

血を行った後に屠殺するとともに、左心室から生理食塩水 10 mL を用いて灌流後、肝臓、腎

臓、脾臓、心臓、肺及び右下肢骨を採取した。採取した臓器サンプルはサンプルステージに

載せ、IVIS Lumina XRMS Series III Multi-Species Optical and X-Ray Imaging System (Perkin–

Elmer, Boston, MA, USA) を用いて in situ 臓器イメージング画像を取得した。 

 

1-2-4-b 共焦点レーザー顕微鏡による骨内分布の観察 

【試薬】 

 Xylenol orange tetrasodium salt (XO) と paraformaldehyde (PFA) は和光純薬工業株式会社か

ら購入した。その他の試薬については市販の特級試薬を用いた。 

 

【蛍光標識体を用いた骨内分布評価】 

PEG 化 Asp 修飾 PAMAM への FITC 標識は前節までの実験方法に準じて行った。FITC-

標識 PEG(5)-Asp-PAMAM の骨内分布評価は、ddY 系雄性マウス (5-6 週齢、25 g) を用いて

行った。XO の PBS 溶液を、ddY マウスの尾静脈を介して 30 mg/kg の投与量で 100 μL 静

脈内投与した。投与後 3 日目の時点で FITC-標識 PEG(5)-Asp-PAMAM の PBS 溶液を、ddY 
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マウスの尾静脈を介して 20 μmol FITC/kg の投与量で 100 μL 静脈内投与した。投与 24 時

間後、イソフルラン麻酔下で屠殺するとともに、両下肢骨を採取した。採取した下肢骨サン

プルは生理食塩水で洗浄後、4% PFA で固定し、大腿骨遠位部から脛骨近位端にかけた矢状

断面の凍結非脱灰標本を川本法 (テープ法) [90] で作製した。作製された凍結切片を共焦点レ

ーザー顕微鏡 (A1R +, Nikon Co., Tokyo, Japan) を用いて観察した。 
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第 2 章 実験の部 

 

2-2-1 アスパラギン修飾リポソームの調製 

【試薬】 

 DSPC (COATCOME MC-8080) と DSPE-PEG (SUNBRIGHT DSPE-020CN) 及び DPPE-NHS 

(COATSOME FE-6060SU) は日油株式会社から購入した。Di-tert-butyl L-aspartate hydrochloride 

と PTX は東京化成工業株式会社より購入した。Cholesterol と α-cyano-4-hydroxy- cinnamic 

acid (CHCA) 及び HAP は和光純薬工業株式会社から購入した。Phosphatidylcholine, 

L-α-Dipalmitoyl, [Choline-Methyl-3H] (3H-PC) は Perkin-Elmer 社から購入した。その他の試薬

については市販の特級試薬を用いた。 

 

【DPPE-Asp の合成】 

DMF に適量の TEA を加えた溶液中で DPPE-NHS に対して 1.1 当量の Di-tert-butyl 

L-aspartate hydrochloride をカップリング反応させた。45 °C で 4 時間インキュベートした後、

反応混合液を回転式エバポレーターにて溶媒除去し、90% TFA で脱保護した。室温で 1 時間

撹拌した後、溶媒を回転式エバポレーターにて蒸散させ、冷水で沈殿させた後、1,000 MWCO 

の透析膜にて 1 日以上透析膜ろ過した後に凍結乾燥することで、最終的に DPPE- Asp を得

た。得られたDPPE-Aspは MALDAI TOF-MS (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) に

よって同定した。 

 

【リポソームの調製】 

 PTX 封入アスパラギン酸修飾リポソームは薄膜水和法 (the thin-film hydration method) に

て調製した [91]。各種リポソームの構成組成比は Table 3, 5 に示す。すなわち、クロロホル

ムに溶解させた脂質及び PTX 混合溶液を回転式エバポレーターにて溶媒除去した。その後、

室温にて 1 日以上減圧乾燥した。乾燥した PTX 含有脂質フィルムを PBS (pH 7.4) にて水和

し、10 分間超音波処理を施した。得られた懸濁液を Mini-Extruder を用いて 200 nm のポリ

カーボネート膜にて 11 回エクストルージョンした。得られたリポソーム懸濁液を、 

Sephadex G-25 カラムを用いてゲル濾過クロマトグラフィーを施すことで、未封入の PTX を

除去した。回収したリポソーム懸濁液を 4 °C で 30 分間 110,000  g にて遠心処理を施し、

得られたリポソームを PBS にて再懸濁した。得られた懸濁液を再度 Mini-Extruder を用いて 

100 nm のポリカーボネート膜にて 11 回エクストルージョンした。粒子サイズの縮小を目的

に超音波処理を施すことで各種リポソームを得た。脂質濃度はリン定量を用いて定量した 

[92]。PTX 封入アスパラギン酸修飾リポソームの粒子径及び表面電荷測定は、Zetasizer Nano 

(Malvern Instruments) を用いてそれぞれ、動的光散乱法及び電気/レーザー・ドップラー法に

より測定した。 
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【PTX の定量】 

 リポソームに封入された PTX は LC-MS を用いて定量した。200 μL のリポソーム懸濁液

に 200 μL のクロロホルムを添加し、激しく撹拌した。撹拌後、混合液を 4 °C で 5 分間 1,600 

 g にて遠心処理を施し、クロロホルム相を試験管に 100 μL 分注した。分注液を蒸発乾固後、

200 μL の移動相に再溶解し、そのうち 100 μL を測定サンプルとして LC-MS にてサンプル

中の PTX を定量した。 

 

<測定条件> 

使用機器 : LCMS-2020 system, Shimadzu, Japan 

カラム  : Shim-pack VP-ODS (150 mm×2.0 mm i.d. 5 μm, Shimadzu, Japan) 

移動相  : Methanol/0.1% formic acid (80/20 v/v) 

流速  : 0.1 mL/min 

カラム温度 : 40 C 

検出方法 : Electrospray ionization, positive scan mode 

質量電荷比 : 845 m/z 

 

2-2-4-b PEG-Asp-Lipo (PTX) の顕微鏡画像 

【AFM によるリポソームの観察】 

 AFM による観察は Takegami らの方法に準じて行った [93]。すなわち、脂質濃度が 1 mM 

のリポソーム懸濁液 10 μL をマイカ上に滴下し、室温で 10 分間静置した。蒸留水でマイカ

を洗浄し、余分な水分をぬぐい取った。マイカを AFM (Nano Scope IIIa, Digital Instruments, 

Santa Barbara, CA, USA) に設置し、123-μm の Si3N4 probe (oscillation frequency; 350 kHz, spring 

constant; 42 N/m) を用いて、リポソーム粒子を tapping mode により観察した。 

 

【TEM による観察】 

TEM による観察はネガティブ染色法で実施した。すなわち、フォルムバール支持膜がコー

トされた銅メッシュにリポソームを吸着させ、2%リンタングステン酸溶液 (pH 7.0) で染色し

た後、TEM (JEM-1440Plus, JEOL Ltd, Tokyo, Japan) で観察した。 

 

2-2-2-a HAP に対する DPPE-Asp 及び DSPE-PEG の影響 

【HAP 結合実験】 

HAP 結合評価は Anada らの方法に準じて行った [94]。すなわち、脂質濃度が 50 μM の 

3H-標識リポソーム懸濁液を 11.1 kBq (0.3 μCi) 3H-PC/mL となるよう、PBS (pH 7.4) 中に調製

した。1, 2, 5, 10, 20 mg の HAP を 1.5 mL のチューブに秤量し、リポソーム懸濁液を 200 μL 

加え、室温で撹拌した。撹拌後 60 分の時点で 1,500g で 3 分間遠心処理を施し、20 μL の

上清中の放射活性を定量した。 
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HAP 結合率は、次式 [1] に従って算出した。 

 

[Liposome]bind = 100 – ([Liposome]supernatant / [Liposome]without HAP) × 100  [1] 

 

ここで [Liposome]bind (%) は 3H-標識リポソームの HAP 結合率であり、[Liposome]supernatant は

遠心後の上清 100 μL 中の放射活性を表し、[Liposome]without HAPは 1500 g で 3 分間の遠心

処理を施した HAP 添加前の 3H-標識リポソーム溶液 20 μL 中の放射活性を表す。 

 

2-2-2-b, c 及び 2-2-4-c, d PEG-Asp-Lipo (PTX) の体内動態 

【試薬】 

 PTX [2-benzoyl ring-14C(U)] (14C-PTX) は American Radiolabeled Chemicals 社から購入した。

その他の試薬については市販の特級試薬を用いた。 

 

【実験動物】 

 ddY 系雄性マウス (5-6 週齢、25 g) は清水実験材料株式会社から購入した。 

 

【3H 標識及び 14C 標識】 

 リポソームへの 3H 標識及び 14C 標識は、クロロホルムに溶解させた脂質溶液または 

PTX と脂質の混合液に 3H-PC、14C-PTX を添加し【リポソームの調製】と同様の操作で、3H-

標識及び 14C-標識リポソームを調製した。 

 

【静脈内投与後の組織分布実験】 

 各種リポソームの体内動態は、ddY 系雄性マウス (5-6 週齢、25 g) を用いて行った。PTX 

単独の投与液は、0.37 MBq (10 μCi) 14C-PTX/0.17 mg PTX/kg の濃度で PBS (pH 7.4)/ethanol 

/Cremophor® EL (1 mL/1 mL/0.527 g) の混合液を用いて作製した。14C-PTX を封入した 3H-標

識リポソームの PBS 溶液を、10 μmol total lipids/kg, 1.85 MBq (50 μCi) 3H-PC/kg, 0.37 MBq (10 

μCi) 14C-PTX/kg の投与量で 100 μL 静脈内投与した。投与後 1, 5, 10, 30, 60 ,180, 360 分の時

点で、イソフルラン麻酔下でマウス下大静脈より採血を行った後に屠殺するとともに、肝臓、

腎臓、脾臓、心臓、肺及び右下肢骨を採取した。得られた骨以外の各臓器の重量を測定する

とともに放射活性を測定し、体内動態を評価した。薬物動態学的パラメータは第 1 章と同様

の方法で算出した。 

 

2-2-3-a 近赤外蛍光を利用した臓器分布イメージング 

【試薬】 

 DiR (XenoLight) は Perkin–Elmer 社から購入した。その他の試薬については市販の特級試薬

を用いた。 
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【リポソ－ムへの DiR 標識】 

リポソームへの DiR 標識は、クロロホルムに溶解させた脂質溶液に DiR を添加し【リポ

ソームの調製】と同様の操作でリポソームを調製し、15,000 MWCO の透析膜にて 1 日以上

透析膜ろ過し、VIVASPIN-2 (10,000 MWCO) を用いた限外濾過により精製した。 

 

【近赤外蛍光標識体を用いた in situ 組織分布評価】 

第 1 章と同様の方法で行った。投与液は、DiR-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo の PBS 溶液を、

ddY マウスの尾静脈を介して 1.0 μmol DiR/5.0 mg lipids/kg の投与量で 100 μL 静脈内投与

した。臓器の採取は、投与後 360 分の時点で行った。 

 

2-2-3-c アスパラギン酸修飾リポソームの骨内挙動の観察 

【試薬】 

 N-(Fluorescein-5-thiocarbonyl)-1,2-dihexadecyl-sn-gycero-3-phosphoethanolamine, triethylammo- 

nium salt (fluorescein DHPE) は AAT Bioquest 社から購入した。その他の試薬については市販

の特級試薬を用いた。 

 

【リポソームへの fluorescein 標識】 

リポソームへの fluorescein 標識は、クロロホルムに溶解させた脂質溶液に fluorescein 

DHPE を添加し【リポソームの調製】と同様の操作でリポソームを調製し、15,000 MWCO の

透析膜にて 1 日以上透析膜ろ過し、VIVASPIN-2 (10,000 MWCO) を用いた限外濾過により精

製した。 

 

【蛍光標識体を用いた骨内分布評価】 

第 1 章と同様の方法で行った。投与液は、fluorescein-標識 PEG(2)-Asp(33)-Lipo の PBS 溶

液を、ddY マウスの尾静脈を介して 5.0 μmol fluorescein/kg の投与量で 100 μL 静脈内投与し

た。 

 

2-2-5-a, b PEG-Asp-Lipo (PTX) の骨転移抑制効果の評価 

【試薬】 

 Minimum essential medium eagle (MEM) 及び antibiotic–antimycotic mixed stock solution 

(10,000 IU/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin, and 25 mg/mL amphotericin B; AA) はナカライ

テスク株式会社より購入した。Fetal bovine serum (FBS) は Biosera 社から購入した。以降の

細胞実験で用いるすべての FBS は 56°C、30 分間の非働化処理を行った後に使用した。 

In vivo grade, VivoGlo Luciferin 及び Luciferase Assay System は Promega 社より購入した。 

 

【実験動物】 

 C57BL/6NCrSlc 系雌性マウス (14-18 g, 4 週齢) は清水実験材料株式会社より購入した。 
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【培養細胞】 

B16-BL6/Luc 細胞は、西川元也先生 (京都大学大学院薬学研究科病態情報薬学分野) より

供与を受け、10% FBS、1% AA 含有 MEM 培地で 37 °C、5% CO2 存在下で培養した。 

 

 

【骨転移モデルマウスの作製】 

 骨転移モデルマウスは Arguello らの方法に準じて作製した [95, 96]。すなわち、C57BL/6 

系雌性マウスをイソフルラン麻酔下において、左側胸部を切開することにより肋骨を露出さ

せ、B16B-L6/Luc 細胞懸濁液を充てんした注射針を挿入し、心臓の拍動を確認した後に、シ

リンジ内に動脈血が返ってくるのを確認しながら、左心室内に B16B-L6/Luc 細胞 (1 × 105 

cells / 100 μl / mouse ) を投与した。 

 

【PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) の投与及び評価】 

 PEG(2)-Asp(33)-Lipo (PTX) は 1.5 mg PTX/87 mol total lipids/kg の投与量で、マウスの尾静

脈を介して投与した。投与時期は、癌細胞投与日を day 0 として、がん細胞の接着抑制を目

的とした 0 日目及び 3 日目投与、あるいは、増殖の抑制を目的とした 7 日目及び 10 日目

投与とした。癌細胞投与 14 日目に、in vivo 微弱光イメージングシステム及びルミノメータに

よるルシフェラーゼ活性を指標に癌増殖を評価した。 

 

【In vivo 微弱光イメージングシステムによる評価】 

 癌細胞投与 14 日目に、in vivo 微弱光イメージングシステムで癌増殖を評価した。すなわち、

C57BL/6 系雌性マウスをイソフルラン麻酔下で、D-luciferin (2.5 mg / 100 μl / mouse、Luciferase 

Assay Reagent) を腹腔内に投与した 10 分後、マウスを IVIS Lumina XRMS Series III Multi- 

Species Optical and X-Ray Imaging System (Perkin–Elmer, Boston, MA, USA) のサンプルステー

ジに固定し、下肢骨の癌骨転移イメージングを取得した。 

 

【ルシフェラーゼ活性の測定】 

 イメージング画像取得後の C57BL/6 系雌性マウスから下肢骨を採取し、lysis buffer (2 mM 

EDTA・4Na、0.05 % Triton X-100、0.1 M Tris、pH 7.8 を含む) 中にて下肢骨をホモジネート

した。ホモジネート液を 3 回凍結融解し、250 ×g で 10 秒間遠心処理を施した。上清 20 μl 

をチューブに採取し、D-luciferin (Luciferase Assay Reagent) 100 μl を添加した 3 秒後、ルミノ

メータ (Lumat LB 9507, EG&G Berthold, Bad Wildbad, Germany) にて下肢骨中のルシフェラー

ゼ活性を 10 秒間測定し、検量線を用いて細胞数へと変換した。 

 

【統計学的解析】 

 多重比較には Tukey-Kramer 法を行った [97]。 
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2-2-5-c 破骨細胞に対するアポトーシス誘導 

【試薬】 

Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) 及び 2.5g/l-Trypsin/1mmol/l-EDTA Solution はナ

カライテスク社から購入した。Recombinant mouse soluble RANK ligand は Prospect-Tany 

Technogene 社から購入した。Annexin V binding buffer と FITC annexin V 及び propidium 

iodide は BioLegend 社から購入した。 

 

【培養細胞】 

RAW264.7 細胞は、10% FBS、1% AA 含有 DMEM 培地で 37 °C、5% CO2 存在下で培養

した。 

 

【破骨細胞の培養】 

 破骨細胞への分化は Xu らの方法に準じて行った [98]。まず、マウスマクロファージ由来

の RAW264.7 細胞を 1 × 105 cells / mL で 12 well cell culture plate に播種し、37 °C、5% CO2 

存在下で 24 時間培養した。その後、10% FBS、1% AA、10 ng RANKL/mL 含有 DMEM 培

地に置換し 37 °C、5% CO2 存在下で 3 日間培養することで、破骨細胞への分化を誘導した。

破骨細胞形成は酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ (tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP) 

染色により確認した。 

 

【Annexin V によるアポトーシス誘導評価】 

 RAW264.7 細胞より分化させた破骨様細胞に PEG(2)-Asp(33)-Lipo の DMEM (FBS(-), 

AA(-)) 溶液を 20 nM PTX/0.99 μM total lipids/well の濃度で 1 mL 添加した。37 °C で 4 時間

インキュベートした後、細胞を trypsin/EDTA を用いて回収し、1 × 106 cells/mL の濃度で 

annexin V binding buffer に再懸濁した。その後氷冷下で細胞懸濁液を 1.5 mL チューブに 100 

μL 分注し、5.0 μL の FITC annexin V 及び 10 μL の propidium iodide を加えた。陰性対照に

は 5.0 μL の 1% FBS/PBS 及び 10 μL の 1% FBS/PBS を用いた。 室温で 15 分間、暗所に

てインキュベートした後、400 μL の annexin V binding buffer を加え polystyrene round-bottom 

tube with cell-strainer cap を用いて濾過処理を施したものをサンプルとし、フローサイトメト

リー (BD LSRFortessa Special Order Research, BD Bioscience, NJ, USA) にてアポトーシス細胞

を検出した。 
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