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総論の部

緒　言

　高い生理活性を有する薬物には微量で強い治療効果を発現する反面副作用が強いものが多く、

それらを有効に臨床適用するためには、薬物の体内動態を厳密に制御し作用部位へ望ましい濃度

一時間パターンのもとに送達することにより薬物投与の最適化を実現するドラッグデリバリーシ

ステム（DDS）の開発が求められる。中でも、生体内の特異的認識現象を利用する薬物ターゲティ

ングは、薬物の有効性の向上ならびに毒性の軽減を達成可能な方法として有望視されている。肝

細胞が有するアシアロ糖タンパク質レセプターをはじめとする糖鎖認識機構1・2）は、特定の細胞に

発現しまた厳密な基質認識性を有することから、細胞選択的ターゲティングへの利用が期待され

ており、これまでにも糖タンパク質あるいは糖修飾高分子をキャリアーとした薬物ターゲティン

グが試みられてきた3の。しかしながら、合理的な薬物キャリアーの分子設計あるいは理論に基づ

く投与計画、動態予測を行うには、糖修飾高分子の物理化学的・生物学的特性と全身投与後の体

内動態特性との間の関連を速度論的な視点から解明することが必須であるものの、糖修飾高分子

の体内動態に関する響動学的情報は乏しいのが現状である。

　著者は、糖認識を利用したターゲティングシステムを体内動態解析に基づいて合理的に開発す

ることを目的として、まずbo血e　se㎜alb舳の糖修飾体を用い、糖修飾高分子の基本的な体内

動態特性を薬動学的解析を通じて明らかにした。次に、得られた情報に基づき細胞選択的高分子

キャリアーシステムを開発して肝細胞選択的薬物ターゲティングへの適用を検討し、また活性酸

素の関与する種々の疾患の治療薬として期待されているヒト型遺伝子病換えsuperoxide　dismutase

を用いた検討から、タンパク質医薬品に対しても糖認識によるターゲティングが治療効果改善に

有効であることを示した。さらに、種々のgalactose修飾タンパク質の体内挙動特性の特発学的解

析により、ターゲティングに適したタンパク質医薬品誘導体化の分子設計に関する指針を得た。

　以下、これらの結果について四章にわたり論述する。

1



第1章　糖修飾BSA誘導体を用いた糖修飾高分子の体内動態特性の解明

　薬物の治療効果ならびに副作用は、薬物固有の生理活性と生体内運命の組み合わせにより決定

される。従って、DDSの技術を用いて薬物の体内動態を制御することは多くの薬物の有効性を飛

躍的に向上させると考えられる鋤。中でも薬物ターゲティングは、体循環に到達した薬物の分布

過程を制御する技術であり、様々な疾病治療においてターゲティング技術を用いることよる標的

への選択的な薬物送達が期待されている。

　高分子物質は数多くの薬物を結合可能であり、またそれぞれの物理化学的性質に対応した特徴

的な体内挙動を示すことから、薬物を標的部位へ送達するキャリアーとして有望視されている。

特に、標的部位と強い親和性を有する構造を導入することにより能動的かつ選択的なターゲティ

ングが達成されると考えられ、生体内の特異性の高い認識現象として糖鎖認識機構1・2）の利用が期

待されている。中でもAshwellらlo）により見いだされた肝実質細胞上のアシアロ糖タンパク質レセ

プターに関しては、ウサギ肝臓から単離iされた11・12）のを端緒としてヒトを含め複数の動物種におい

てレセプタータンパク質のアミノ酸配列が決定されており1銑14）、また細胞膜でのレセプターサブユ

ニットの空間配置と対応した糖鎖を効率よく結合することが報告されている15’18）。また、Kupffbr

細胞をはじめとするマクロファージおよび肝臓血管内皮細胞に存在するマンノースレセプターに

ついても構造ならびにリガンドとの結合特性が報告されている1象20）。これら両レセプターは特定の

細胞に発現し基質認識性も明らかであることから、これらの機構を介して、抗ウイルス剤21④、抗

癌剤28鋤、抗炎症薬31）、肝機能診断薬3ル34）、記田毒素35）、欠損酵素36）、アンチセンスオリゴヌクレ

オチド3力あるいは遺伝子3843）などを糖タンパク質2聯41）をはじめとする種々の糖修飾高分子2か2◎2酢

3生42）あるいは微粒子2職唱）を用いたターゲティングが試みられている。しかしながら、これらの研

究では送達された薬物の効果発現に主眼がおかれているため、糖タンパク質や糖修飾高分子の体

内動態特性を薬物速度論の立場から検討した例は殆ど存在しない。合理的な薬物キャリアーの合

成ならびに理論に基づいた投与設計、動態予測には三三学的なアプローチが不可欠であると考え

られる。

　そこで本章においては、糖修飾高分子を用いたターゲティングシステムの開発において、その

定量的評価法に関する基礎的な情報を得るため、薬理活性が殆どなく、生体内で安定かつ生体適

合性が高く、化学構造および物理化学的性質がよく知られており、さらには化学修飾も容易であ

ることから低分子薬物に対する高分子修飾素材としても幅広く用いられているbovine　serum

albumin（B　SA）をモデル高分子として選択し、種々の糖分子を導入した誘導体を合成し、静脈内投

与後の体内動態を肝臓移行動態を中心に検討した45）。

1－1　糖修飾高分子の肝移行動態評価に適した放射標識法の選択

高分子の体内動態評価に際しては、放射性同位元素を用いた放射標識が簡便かつ高感度である

一2一



　　HO
　2－imino－2－methoxyethyl

　　l－thiogalactoside

　　HO

Fig．1　Synthetic　procedure　of　galactosylated　bo▼ine　serum　albumin（Ga艮・BSA）．

ことから幅広く利用されている。高分子の循環血液中から各組織への移行性は、血中で安定であ

り、また組織移行後には長時間その組織中に残存する放射標識法を用いることにより評価可能で

あると思われる。本節では、galactose修飾BSA（Gal－BSA）をモデル糖修飾高分子とし、放射標識

法の中で一般に広く用いられる3種類の標識法を取り上げ、糖修飾高分子の体内動態特性評価に

適した放射標識法について検討した。

1－a　Gal－BSAの合成およびその物理化学的性質

　Gal－BSAは、　Leeらの方法妬）に従い予め合成した2一㎞ino－2－methoxyethyl　l－thiogalactoside（IME－

thiogalactoside）をBSAのamino基と反応させることにより合成した（Fig．1）。得られたGal－BSAは、

1分子あたり約33個のgalactoseを含んでおり、クロマトフォーカシングにより測定した結果、未

修飾BSAと同じ等電点（4．8～4．9）を示した。

㈲○隅説：：1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　’一COO一

Fig．2　Chemical　structures　of　Gal・BSA　radiol繍be夏ed　by　dif艶rent　metllods．（A），111h1－

labeled　Gal－B　SA　using　DTPA　dianhydride（1111n－DTPA－Gal－B　SA）；（B），1111n－labeled　Gal－

BSA　using　benzyl　EDTA（1111n－Bz－EDTA－Gal－BSA）；（C），1251－labeled　Gal－BSA（1251－Gal－

BSA）．
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1－b　放射標識

　Ga1．BSAに対し以下の3種類の方法で放射標識を施した。　Hnatowichらの方法4乃に従い、2官能

性キレート試薬diethylenetnaminepentaacetic　dianhydhde（cDTPA）をGal－BSAのamino基に導入後、

111?PC13を結合させることにより111h標識を施した（1111n－DTPA－Gal・BSA）。また、　cDTPAよりも

indiumとの生体内安定性が高いことが報告48）されている1一（4－isothiocyanobenzyDethylenedian並netetra－

acetic　acid（SCN－Bz－EDTA）を用いた1111n標識もcDTPAと同様amino基に導入後1111n標識を施し

た（111h1－Bz－EDTA－Gal－BSA）49）。さらに、　chloramine－T法50）により1251を用いて放射標識を施した

（1251－Gal－BSA）。　Fig．2に、各放射標識Gal－BSAの化学構造を示した。

1－c　静脈内投与後の体内挙動

　Fig．3に、各放射標識Ga1－BSAを非標識体で濃度を調製後lmg／kgの投与量でマウスに尾静脈内

投与した時の放射活性の血漿中濃度ならびに肝臓中量の経時変化を示した。1251－Ga1－BSA投与時の

血漿サンプルに関しては、トリクロロ酢酸（TCA）沈殿性放射活性も併せて示した。肝臓への移行

は、投与後5分までの初期段階ではいずれの標識体の場合にも投与量の約80％が経時的に移行す

るほぼ等しい移行パターンを示した。しかし、1251－Gal－BSA投与時の肝臓中放射活性は両111h標

識体と比較して5分以降非常に速やかな減少を示し、投与後30分の時点で既に投与量の10％以

下となり、それ以降も減少し続けた。また、両111h1標識体間でも10分以降の肝臓中放射活性量

の経時変化には違いが認められ、111h1－DTPA－Ga1－BSAの場合には投与後24時間の時点においても
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intravenous　i司ection　of　Gal－BSA　radiolabeled　by　dif6erent　methods．　Results　are
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一4一



10分後に肝臓中に回収された最大放射活性の約70％が依然存在したのに対し、1111n－Bz－EDTA－

Gal－BSAの場合には投与量の約10％しか残存しなかった。

　血漿中放射活性の濃度推移についても各標識二間で違いが認められた。111h－Bz－EDTA－Gal－BSA

の血漿中放射活性濃度は1251－Ga1－BSAのTCA沈殿性画分（高分子画分）とほぼ等しく推移し、111h－

Bz－EDTA－Gal－BSA投与後血漿中には放射性代謝物が殆ど出現しないことが示唆された。しかし、

125
P－Gal－BSAの総放射活性は投与後30分以降TCA沈殿一画分よりも高い値で推移し、肝臓をはじ

めとする組織へ移行後分解により生じた1251放射性代謝物が血漿中に一時的に出現することが示

唆された。一方、1111n－DTPA－Ga1－BSAの血漿中放射活性濃度は、投与後5分までは他の標識体と

ほぼ等しく推移したものの、血漿中濃度がかなり低くなってからは他の標識体の推移と比較して

若干高い値を示した。

　Gal－BSA投与後の放射活性の分布に関して、腎臓、腸（内容物を含む）、尿、糞を回収した結果

をFig．4に示す。いずれの標識体投与時にも投与後初期には腸への分布が認められなかったこと
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から、腸および内容物に存在する放射活性は主に肝臓における代謝により生成した代謝物による

ものと仮定し、図には糞二三収量との和の形で表した。1111h－DTPA－Ga1－BSAでは、肝臓からの減

少分とほぼ対応した量の放射活性が腸および忌中に経時的に回収された。また、腎臓および尿中

への移行はかなり低かったものの、投与後初期からわずかながら移行が確認された。mh1－Bz－

EDTA－Ga1－BSAの場合も同様に、肝臓中の放射活性の減少に伴い腸および糞中の放射活性が増加

した。しかし、腎臓への移行は殆ど認められず、尿中への排泄量も投与量の10％以下であった。

一方、1251－Ga1－BSA投与時には、腸および糞中には5％程度しか回収されず、投与後24時間の時

点で50％以上の放射活性が尿中に排泄された。

1－d　体内動態の薬動学的解析

　各種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を用いることにより、直接的かつ定量的に評価できる51胸。

　一般に、高分子の組織中量の経時変化は次式のように表される。

4Yω
　　＝C傷cr’ノー瓦。謬ω
　4’

（1）

ここで、期、Cωはそれぞれ時間’における高分子の組織中量および血漿中濃度、α，，．は見かけ

の組織取り込みクリアランス、鵡。，は組織からのemux速度定数を表す。組織からのemuxが無視

できる場合（三冠＝0）には、式（1）を積分することにより、

Cろ．＝
xr〃ノ　　xr〃ノ

露1cω濡オσ（㌃・・
（2）

となり、動物実験により得られたデータから簡便にα，加を求めることが可能となる。ここで、

オ㏄側は投与直後から時間〃までの血漿中濃度一時間曲線下面積を示す。この式に従い、各放射

標識Gal－BSAの見かけの肝臓取り込みクリアランス（CLIi。，，）を算出した。各時点までのAUCは、

得られた血漿中濃度推移に対して理論式を非線形最小二乗法プログラムMULTI54）を用いた当ては

め計算から導き、その式を投与直後から各時点まで積分することにより算出した。1251－Gal－BSAに

関しては、TCA沈殿性放射活性に対して当てはめ計算を行った。各標識体の血漿中濃度推移は2

相性を示すものの、β相のAUC全体に及ぼす影響が小さいこと、またβ相出現の時点では血漿中

放射活性に占める代謝物の寄与が大きいと考えられることから、血漿中濃度の当てはめ計算には

one－compar㎞ent　open　m（x囹に基づき誘導される物質収支式を用いた。

　Fig．5に、式（2）に従い算：出した各時点でのCLIN。，を示した。いずれの放射標識Ga1－BSA投与時
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においても投与後5分までの時点ではCLIi。。，に差は認められず、投与後5分の時点で約45　mVhr

であった。しかしながら、111hl－DTPA－Gal－BSA投与時には投与後長時間にわたりCLIi。。，がほぼ一

定値として算出されるのに対し、l111n－Bz－EDTA－Gal－BSA、1251－Gal－BSAでは投与後の時間が経過す

るにつれCLli。。，は明らかに小さくなったことから、これら両放射標識法は高分子誘導体の循環血

中から組織への取り込み過程を定量的に評価するには適さないことが示された。

　一方、組織からのefnuxを考慮した場合には、血漿中濃度（Cp）および肝臓中量（Xh）はそれぞれ

次のように表される。

Cp＝C〆。ノθ一舘 （3）

ろ・撃磐伊一凶
　　　　　θ

（4）

ここで、（ンのは血漿中初期濃度、砿たはそれぞれ血漿および肝臓からの一次消失速度定数を表

す。血漿中濃度、肝臓中量のデータに対して、式（3）と（4）とをMULTIを用いて同時当てはめす

ることからもCLli．，，は算出でき、その結果1111n－DTPA－Ga1－BSA、1111n－Bz－EDTA－Gal－BSAのCLIi．，，

はそれぞれ42．4±4．4、41．7土4．9と求められた。この値は、前述のefnux過程を無視して算出した

場合の投与後初期の値とほば等しく、efnux過程を考慮したモデル解析からも肝臓への取り込みク

リアランスを正確に評価できることが示された。また、この時得られる肝臓からの放射活性の消

失半減期はそれぞれ、41、5．9hrとなり、各標識体の肝臓移行後の放射活性の減少パターンを反映

した値が得られた。しかしながら、1251－Gal－BSAの場合には肝臓からの放射活性の消失パターンが

2相性を示すこともあり、この解析法からはクリアランス値は算出できなかった。また、組織か
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らの放射活性の消失は糖修飾高分子の種類や投与量､組織間での代謝 ･排滑能の違いなどが考え

られることから55,56)､糖修飾高分子の組織分布性を評価するには､組織-の一方向性の取り込みが

仮定できるcDTPAを用いたlHIn標識法が適していると考えられる｡

以上のことから､以後の糖修飾高分子の体内動態の評価においてタンパク質誘導体とポリアミ

ノ酸誘導体に関しては cDTPAを介する Illh標識体を用い､各組織-の移行量をその時点までの

AUCで除すことにより見かけの組織取り込みクリアランスを算出し､この値を指標として各誘導
体の体内動態特性の定量的評価を行った｡

Ⅰ-2 糖修飾高分子の肝移行動態の解析

前節において､糖修飾高分子の体内動態評価における放射標識法ならびに肝移行動態をはじめ

とする全身動態の定量的解析法を決定した｡そこで本節においては､各種糖修飾を施した BSAを

モデル糖修飾高分子として用い､静脈内投与後の糖修飾 BSAの臓器､細胞選択性体内動態につい

て検討した｡また､糖修飾高分子のレセプターを介する細胞取り込みは血祭中濃度に依存した非

線形な現象であると考えられることから､投与量を変化させて実験を行い､薬動学的解析から糖

修飾BSAの非線形な体内動態特性の評価を試みた45)｡

2-a 糖修飾 BSAの合成およびその物理化学的性質

glucose修飾 BSA (GIG-BSA)､mannose修飾 BSA (Man-BSA)は､2limin0-2-methoxyethyll一

山oglucoside､2-im血)-2-me也oxye也yll一山omamosideをそれぞれ BSAのa血no基と反応させること

により合成した｡得られた糖修飾 BSAl分子あたりの糖残基数は､Gal-BSA､GIG-BSA､Man-BSA

でそれぞれ 21.5､15.3､15.8個であった｡Fig.6に､これら糖修飾 BSAの化学構造を示す｡以下

'Aloq S s-cH2-FNH① B̀i.iS s-cH2-gTNH①

Fig.6ChemiCalstructuresofglycosylatedbovineserumalbumins(glycosylatedBSAs).
(A),galactosylatedBSA(Gal-BSA);(B),glucosylatedBSA(GIc-BSA);(C),mannosylated
BSA(Man-BSA).
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の実験には､前節でその有用性を明らかにした cDTPAを用いて lllIn標識を施した放射標識体を

用いた｡

2-b 静脈内投与後の体内挙動

Fig.7に､Gal-BSA､GIG-BSA､Man-BSAをそれぞれ 0.05､0.1､1､10､20mgn(gの投与量でマ

ウスに尾静脈内投与した時の血祭中濃度ならびに肝臓移行量の経時変化を示した｡1mgn(g以下の

投与量で投与した場合､Gal-BSAは血祭中から速やかに消失し､10分以内に投与量の 70%以上

が肝臓に回収された｡しかし､投与量を 10､20mgn(gと増加させるに従い､血祭中からの消失お

よび肝臓-の移行は遅延した｡GIG-BSAの体内挙動は GaトBSAの場合とほぼ等しく､低投与量時

には速やかに血祭中から肝臓-移行すること､また高投与量時には肝取り込み速度が低下するこ

とが明らかとなった｡一方､Man-BSAも同様の体内挙動を示したものの､Gal-BSA､GIcIBSA と

比較するとその血簾中からの消失および肝臓-の取り込みは緩やかであった｡また投与後 1時間
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までの時点において、G盛BSA、　Glc－BSAの場合には放射活性を測定した肝臓以外の臓器（腎臓、

心臓、肺、脾臓）への移行量は投与量の0．5％以下と非常に低かったのに対して、Man－BSAでは

投与量の3～5％が脾臓へ移行し、この移行量は投与量の上昇に伴い減少する傾向が認められた。

2－c　肝臓構成細胞間での分布

　以上の結果、本研究で対象とする糖修飾BSAが肝臓へ特異的に取り込まれることが明らかと

なった。肝臓は実質細胞とKupff6r細胞および血管内皮細胞を含む非実質細胞には、それぞれ

galactoseあるいはmamoseを末端に持つ糖鎖を特異的に認識して糖タンパク質を取り込むレセプ

ターの存在が知られている1滞乃。そこで各糖：修飾BSAの肝臓取り込みの実体を明確にするため、

各肝臓構成細胞への分布特性を評価した。糖修飾BSAをlmglkgの投与量で投与したマウスの肝

臓をcollagenaseを含む緩衝液で灌流し、得られた細胞懸濁液を遠心分離することにより実質細胞

と非実質細胞とに分離し58）、各細胞中放射活性を測定した。Fig．8に細胞数あたりの両細胞画分へ

の糖修飾BSAの回収量を示した。　Gal－BSAはアシアロ糖タンパク質レセプターの存在する実質細

胞に、一方Man－BSAはマンノースレセプターの存在する非実質細胞による取り込みが高いことが

示された。またGlc－BSAは、　Gal－BSA同様実質細胞による取り込みが顕著であった。

　さらに、糖修飾BSAの肝臓取り込み過程における糖特異性を明らかとするために、2種類の糖

修飾BSAの同時投与実験を行い、111h1標識糖修飾BSAの血漿中からの減少および肝臓による取

り込みに及ぼす異種の非標識糖修飾BSAの影響について検討した。　Table　Iは同時投与時の111h

標識体の血漿中濃度と肝臓移行量を単独投与時の結果とともにまとめたものである。Ga1－BSAと

Man－BSAとを同時投与した場合には、共存する非標識体はl111n標識体の体内動態に対して全く影

響を与えないことが明らかとなり、これら両修飾体の肝臓における取り込み現象は互いに独立し

ていることが確認された。一方、Glc－BSAとGal－BSAとを投与した場合には、！IIIn標識体の血漿
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Table　I　PIasma　concentration　and　liver　acc㎜ulation　of　lllln－1abeled　glycosylated

BSAs　after㎞tmvenous　i司ection　in　mice　with　other　glycosylated　BSA

Compound Inhibitor
　Plasma
concentranon

（％of　doselml）

　Liver
accum田ation
（％ofdose）

Ga1－BSA

Glc－BSA

Man－BSA

none

Glc－BSA

Man－BSA

none

Gal－BSA

none

Ga1－BSA

GIc－BSA

0．88　　±　　0．27a）

　　　　　ホ26．8　　±　　4．4

0．37　　±　　0，05

1．12　　±　　0．20

　　　　　＊25．8　　　±　　1．5

6．22　　±　　1．O1

8。24　　±　　1．50

　　　　　電20．3　　±　　4．7

81．1　±　3．0

　　　　　ホ58．6　　±　　1，5

75．2　　±　　2，9

80。9　±　5．1

　　　　　ホ49．5　　±　　2．5

59．2　　±　　2．4

61。1　　±　　2．9

51．4　　±　　2，8

11Iln－1abeled　glycosylated　BSA（1　mg／kg）was　i吋ected　with　other　BSA　derivative（10mglkg），

and　plasma　concentration　and　liver　accumulation　were　compared　at　5　min　for　Ga1－BSA　and　Glc－

BSA　or　at　lOmin　for　Man－BSA　after　i司ection．

a）Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　at　least　three　mice．

零

Statistically　significant　difference　based　on　Studenローtest（P＜α01）as　compared　with　each

contro1．

中からの消失および肝臓による取り込みは非標識体の同時投与により有意に抑制され、これら両

糖修飾BSAは同一の機構により取り込まれることが示唆された。本研究で採用した方法で合成し

たGlc－BSAはimino基部分が正電荷を持つことによりアシアロ糖タンパク質レセプターに認識さ

れるという報告59）があり、この同時投与実験の結果はin　vivoにおいてもGlc－BSAがこのレセプ

ターを介して肝臓に取り込まれていることを示唆するものと思われる。しかし、Glc－BSAはMan－

BSAの血漿からの消失をも有意に抑制したことから、高濃度時には肝臓をはじめとする種々の組

織によるMan－BSAの取り込み機構を部分的に阻害する可能性が示唆された。

2－d　in　vivo休内動態特性の評価法

　以上の結果から、本研究で対象とする糖修飾BSAが効率よく肝臓の実質細胞あるいは非実質細

胞へ選択的に移行することが明らかとなった一方で、その肝臓取り込みが投与量の増加と共に低

下することが示された。そこで、これら糖修飾BSAの体内動態特性を明らかにするために、前節

と同様の方法によりAUCおよびC』を求め、糖修飾BSAの体内動態の定量的評価を行った。ま

た、全身クリアランス（CLb惚1）を次式に従い算出した。

　　　　405θ
αセ。姻＝

　　　オσ（：も

（5）
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Fig．9　Relationship　between　the　amoun的acc㎜ulated　in　the　liver　and　AUC　of　1111n・

labeled　Glc・BSA　after　intravenous　i叫iection　in　mice．　Results　are　expressed　as　the　mean　of

fbur　mice．

ここで、オ㏄。。は投与直後から無限時間までの血漿中濃度一時間曲線下面積である。

　Fig．9にGlc－BsAの各時点における肝臓中量をその時点までのAucに対してプロットした。投

与量がlmg！kg以下の場合、肝臓中量はAUCの増加に伴い直線的に増加しており、この解析法に

よりCLli。。，を定量的に算出可能であることが示された。また、投与量が10　mg！kg、20　mglkgの場

合にも同様にして解析可能であることが示された（Fig．9B）。しかし、投与量が高い場合には時間
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Fig．10　Ef霊ect　of　the　plasma　concentmtion　of　1111n・labeled　Glc－BSA　on　its　apparent

hepatic　uptake　clearance　after　intravenous　i面ection　in　mice　at　various　doses．　The

apparent　hepatic　uptake　clea㎜ces　of　1111n－labeled　Glc－B　SA　at　any　time　point　a仕er　i可ection

were　calculated　and　plotted　again皮the　mean　plasma　concentration　between　the　sampling
points．
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の経過に伴い若干傾きが大きくなる傾向が認められたことから、血漿中濃度の減少と共にCLI画

が増大していることが示唆された。このことを確認するため、全ての投与量のGlc－BSAに関して

各測定点間の平均血漿中濃度とCLli．，，との関係を整理した結果（Fig．　l　o）、　CLI画は血漿中濃度に依

存した値であることが示された。この結果は、epide㎜al　grow血飽ctorなどの細胞取り込みにおい

て報告6び63）されている細胞表面レセプターのdown　regulationによる取り込みの低下は、本研究で対

象とする糖修飾高分子の取り込みにおいては無視可能であることを示唆するものである。

　このdo㎜regulationに関してGal－BSAを用いて若干の検討を行った。非標識Gal－BSAを10

mg／kgの投与量で投与したマウスに対し、一定時間経過後にtracer量（約0．03　mglkg）の111h－Gal－

BSAを投与し、その標識体の血漿中濃度および肝臓移行量を追跡した。　Fig．　l　lには、各条件下で

の1111n－Gal－BSAの血漿中濃度と肝臓移行量の経時変化を、非標識体を投与した時点を基準にして

示した。非標識体と同時投与した場合（約10mg／kg投与に相当）には血漿からの消失ならびに肝臓

への移行は緩やかであったものの、非標識体を投与してから標識体を投与するまでの間隔を20分、

40分と延長するにつれて1111n－Ga1－BSAの肝臓への移行は速やかとなった。　Fig．12には、標識体を

投与した時点を基準にして各条件下での1111n－Gal－BSAの血漿中濃度と肝臓移行量の経時変化を示

した。非標識体を10mg！kgで投与後40分の時点で投与したtracer量の1111n－Gal－BSAは、　tracer量

のみを投与した場合とほぼ等しい血漿中濃度および肝臓移行量を示した。また、非標識体を投与

後tracer量の標識体を投与する際再度非標識体を10　mg／kgの投与量で同時投与した場合の肝移行

動態は、最初投与する際に同時に投与した結果とほぼ一致した。これらの結果から、本研究で取

り扱う範囲の糖修飾高分子の肝臓による取り込みに関してはレセプターのdown　regulationは無視
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Fig．11　Effをct　of　the　administartion　of　unlabeled　Gal・BSA　on　the　plasma　concentration

（A）and　liver　accumulation（B）of　1111n・1abeled　Ga1－BSA．　A　tracer　dose　of　l　l　lIn－labeled

Gal－BSA　was切ected　in　mice　at　O，20，0r　40　min　posti切ection　of　lO　mglkg　dose　of　unlabeled

Ga1－BSA．　The　abscissas　indicate　the　time　a丘er　the　i切ection　of　unlabeled　Gal－BSA．　Results

are　expressed　as　the　mean±SD　of　three　mi㏄．
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Fig．12　E伽ct　of　the　coi可ection　of　unlabaled　Ga1・BSA　on　the　plasma　concentration（A）

and　liver　accumulation（B）of　1111n・labeled　Ga1・BSA．　A　tracer　dose　of　1111n－labeled　Gal－

BSA　was切ected　in　mice　with　or　without　l　O　mg！kg　dose　of　Gal－BSA，　or　was切ected　at　40

min　posti可ection　of　10mg／kg　dose　of　GaLBSA　with　or　without　lO　mglkg　dose　of　Ga1－BSA．

The　abscissas　indicate　the　time　a丘er　the　i切ection　of　1111n－labeled　Gal－B　SA．　Results　are

expressed　as　the　mean±SD　of　three　mice．

できること、さらには糖修飾高分子を薬物またはキャリアーとして利用する際に連続投与が可能

であることが示唆された。

2－e　糖修飾BSAの体内動態の立動学的解析

　以上の結果から、糖修飾BSAの肝臓取り込みはCLh。。，を用いて定量的に評価できることが示さ

れた。しかし、投与条件によっては時間の経過に伴い変化することが示されたことから、各投与

条件での包括的なクリアランスの値として投与した誘導体が血漿中からほぼ完全に消失した時点

で各組織のCL㎞を式（2）に従い算出し、この値を各誘導体の体内動態特性を表す指標として用い

た。

　Table　IIは糖修飾BSAの薬動学パラメータをまとめたものである。各組織への移行性を比較す

るため、単位重量あたりの見かけの組織取り込みクリアランスも併せて算出し、組織取り込み速

度（tissue　uptake　rate　index）として示した。また、　CLt。囲とCLIi。。，の差を肝外クリアランス（CL。血，，）

とし、肝臓以外への消失の指標とした。いずれの糖修飾BSAの場合にもCLIi．。，がCL、。t、1の大部分

を占めており、いずれの糖修飾体も極めて高い肝指向性を有することが明らかとなった。また、

投与量がlmg！kg以上の場合には顕著なCLli鞭の低下が認められた。　Gal．BSAおよびGlc．BSAで

は、lmg！kg以下の投与量時のCL1孟．，，は非常に大きく、また投与量に依らずほぼ一定値となった。

この時のCLIi．。，は文献⑭をもとに算出した体重25　gのマウスでの肝臓の血漿流速（85　mレhr）とほぼ
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Table　II　AUC　and　cleamnces　of　1111n・1abeled　g艮ycosylated　BSAs　after　intmvenous

i司ection　in㎡ce

　　　　　　　　AUC　　　　　Dose　　　　　　　　（％of　doseCompound
　　　　（mg！kg）
　　　　　　　　・㎞ノm1）　　C職。囲　　CLIiver

Clearance（mVhr） Tissue　uptake　rate量ndex（m1ノ㎞ノg）

CL。。，，a）C玩、㏄Li…　Spleen　Kidney　M・・cl・

Gal－BSA

Glc－BSA

Man－BSA

0．05　　　　0．97　　　　103　　　　　72．7

0．1　　　　　1．03　　　　97．1　　　　82．4

1　　　　　　1．34　　　　74．6　　　　56．7

10　　　　　　19．1　　　　　　　5．24　　　　　3．22

20　　　　　20．6　　　　　　4．86　　　　2．38

0．05　　　　0．91　　　　110　　　　　65．0

0．1　　　　　0．95　　　　105　　　　　84．7

1　　　　　　　1．62　　　　61．7　　　　51．5

10　　　　　　11．8　　　　　　　8．46　　　　6．11

20　　　　　21．9　　　　　　4．56　　　　2．67

0．05　　　　3．36　　　　　27．3　　　　18．0

0．1　　　　　3．67　　　　　27．2　　　　19．3

1　　　　　　3．98　　　　25。l　　　　l9．2

10　　　　　　24．8　　　　　　4．04　　　　3．20

20　　　　　41．1　　　　　2，43　　　　1．30

30．3　　　　0．52　　　　65．3　　　　n．d．b）

13．7　　　　0。12　　　　　60．0　　　　0．11

17．9　　　　0．57　　　　30．2　　　　0．08

2．02　　　0．05　　　　　2．09　　　0．03

2。48　　　0．02　　　　　2．13　　　n．d．

45．0　　　　0．38　　　　60．9　　　　n．d．

20．3　　　　0．17　　　　　62．5　　　　1．60

10．2　　　　0．39　　　　315　　　　1．03

2．35　　　0．41　　　　　455　　　0．41

1。89　　　　0．02　　　　　2．44　　　n．d．

9．30　　　0．36　　　　　17。7　　　　9．45

7．90　　　0．10　　　　11．3　　　　5．93

5．90　　　0．13　　　　　16．0　　　　7．97

0．84　　　0．04　　　　　2．71　　　1．32

1．13　　　0．01　　　　　1．17　　　0。75

n．d．　　　n．d．

0．86　　　0．10

0，50　　　0。06

0．10　　0．02

n．d，　　　n．d．

n，d．　　　n．d．

0．79　　　0．09

0．31　　　0．06

0．12　　　0．02

n．d，　　　n．d．

n．d．　　　n．d．

0．30　　　0．02

0．46　　　0．03

0．11　　0．01

n，d．　　　n．d．

a）CLo脱，　was　calculated　by　subtracting　CL且i▼e，£rom　C取。励

b）Not　determined．

等しいことから、これら両誘導体は肝臓一回通過の間にほぼすべてが取り込まれることが示され

た。

　尿中排泄クリアランス（CL血，）および腎臓、筋肉による取り込み速度は、いずれの誘導体の場

合にも小さく、また誘導体間で大きな違いは見られなかった。しかし、脾臓による取り込み速度

には各糖修飾BSA間で違いが見られ、　Man－BSAでは肝臓の取り込み速度の49～64％と比較的高

い値を示した。さらに、この脾臓による取り込み速度は投与量の増加に伴い低下したことから、

脾臓にもMan－B　SAを特異的に認識する機構が存在することが示唆された。　mamoseを認識するレ

セプターは、Kupf驚r細胞、肝臓血管内皮細胞以外にも各種マクロファージ等の細胞にも発現して

いることが知られており65’66）、Man－BSAの脾臓への取り込みにもこうした細胞が関与しているこ

とが示唆された。しかしながら、脾臓重量は小さいためMan－BSAの見かけの脾臓取り込みクリア

ランスは肝臓と比較して1／14～1／50程度であり、脾臓による取り込みはMan－BSAの全身挙動には

それほど影響しないものと考えられる。一方、肝臓以外への消失全体の特性をCL。止erを用いて評

価した場合には、すべての糖修飾BSAにおいてCL。出erは投与量の増大に伴い減少したことから、

Man－BSAの脾臓取り込みに見られたような何らかの濃度依存的な過程がGa1－BSAおよびGlc－BSA

の肝臓以外への消失にも存在することが示唆された。
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1－3　生理学的薬動学モデルに基づく糖修飾BSAの非線形肝移行動態の解析

　前節において、糖修飾BSAが肝臓の実質細胞あるいは非実質細胞に特異的に移行すること、ま

たその肝臓による取り込み現象は投与量に依存していることを薬動学的解析を通じて明らかにし

た。本節では糖修飾BSAの肝臓移行動態を投与量に依存しない形で数値化するため、糖修飾BSA

の体内動態を記述する生理学的薬動学モデルを構築し、このモデルに基づき解析を行った。

3－a　生理学的薬動学モデルの構築

　Fig．13に糖修飾BSAの体内動態を解析するために構築した生理学的薬動学モデルを示した。肝

臓による糖修飾BSAの取り込みは肝臓のシヌソイドおよびDisse腔を表すextracellular　space（EC）

から肝臓構成細胞の細胞内スペースを表すintracellular　space（IC）への移行により表されるものとし

た。この肝臓取り込み過程は血漿中濃度に依存した速度を示すこと、またレセプター数の変化を

無視できることから、Michaelil－Menten型であると仮定した。また、低投与量の場合には糖修飾

BSAの肝臓による取り込みの律速段階が肝臓への血漿流速であることを考慮し、糖修飾BSAは肝

臓以外の組織の血漿スペースおよび血管内を表すplasma　p∞1（PP）から肝臓取り込みが起こるEC

へ血漿流で運ばれると仮定した。さらに、PPからの肝臓以外への消失に関してもTable　IIで示し

たCL。山。，が投与量に依存した値となることから、肝臓取り込み過程同様Michaelis－Menten型であ

　　　　　・K叩罵㎜〃
　　　　　　　　　　ExtrahepaticPlasma　p◎◎l

　　　　　　　　　　eiimination

c 9

Sinusoidal　and

DiSse　spaces

　　　　　Hepaticκ励v』繊ノ
　　　　　uptake

ht「acellular

　space

Fig．13　Physiologica置pharmacokinetic　modeHbr　ana丑yzing　tlleεπyεyo曲position　of
macromolecules．塩，　and　V；㎜，，，　Michaelis　constant　and　the　maximum　late　fbr　liver　uptake，

respectively．1㌦〃and　V；㎜〃，　Michaelis　constant　and　the　maximum　late　fbr　extrahepatic

elimination，　respectively．9，　hepatic　plasma　fiow　rate．
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ると仮定した。各コンパートメントに関する物質収支式は以下のように記述できる。

署z－rgq－9（％一煮r筆乞（ヲ／ろ
（7）

讐・rgら一gq一瞬q　q川 （8）

詔r，　鞠駕1
　　　　　　q
4’　1監」＋q

（9）

ここで、Cp、　GはそれぞれPPおよびEC中濃度、濁はIC中への移行量を表す。また、1㌦p、

玲岬、κ照臨螺はそれぞれPPおよびECのMichaelis－Menten型移行過程のMichaelis定数（1㌦p、

鞠1）および最大取り込み速度（κ鷹P・臨、隅1）である。g、ろ、巧はそれぞれ肝血漿流速、　PPおよび

ECの分布容積であり、文献糾）からそれぞれ85　mレhr、15　m1、0．15　mlとした。初期条件として投

与された糖修飾BSAはPPおよびECに瞬時に同濃度で分布すると仮定し、式（7）～（9）をRunge－

Kutta一（珊法による数値解析を組み込んだ非線形最小二乗法プログラムMULTI（RUNGE）6のを用いて

Fig．7に示す糖修飾BSAのすべての投与量での血漿中濃度（ら）および肝臓移行量磁）に対して同

時当てはめ計算を行い、瓦。ア、玲礪p、1（鷹1、臨瑠を算出した。

　肝取り込み過程のパラメータ（κ鵬z、】％鷹z）の初期値は以下のように見積もった。肝取り込み過程

が飽和した場合（Gが、κ鵬，）、式（9）は次式に変換できる。

誓・㌃翻 （10）

式（10）を投与直後から時間’まで積分すると、

喝ω＝㌦剣’ （lI）

となる。ここで、渇ωは時間’における肝臓移行量である。従って、玲螺の初期値は投与量が高

い場合（10あるいは20mg／kg）の投与後初期の肝臓移行量を時間に対してプロットした時の傾きか

ら推定した。一方、EC中の濃度がK鵬1と比較して十分小さい場合（Gd（鵬z）には、式（9）から次式

が得られる。

祭・籍q

　　＝c4励w．q

（12）

（13）
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となる。ここで、α幡zゴ。。．は肝血漿流速（g）に依存しない肝臓の固有取り込みクリアランスであり、

臨礪／κ鵬1で表される。先ほどと同様にして式（13）を投与直後から時間’まで積分すると、

－1ω＝C4。伽〆4㏄o一， （14）

となる。従って、血漿中濃度がκ副と比較して非常に低い条件下、肝臓への移行量をその時点ま

でのAUCに対してプロットした時の傾きと、式（11）から見積もられる玲螺を用いることにより

邸，は推定できることになる。しかし、糖修飾BSAのlmg／kg以下の投与量条件でのCLI而は肝

血漿流速を無視できないくらい大きな値であることから、次式に示されるg、CZ鳳1傭、　CZ1ゴ。。，の

関係から塩，の初期値を推定した。

　　　　9（：殉ゴ．。7
α蹴zゴ。。ア＝

　　　　9－c4ゴ．。，
（15）

　肝臓以外への消失過程のパラメータ（κ鷹P・臨岬）に関しては式（ll）、（14）を用い、投与量から

血漿中量および肝臓移行量を差し引いた値を各時間までの移行量として初期値の推定を行った。

3－b　モデルに基づくパラメータの算出

　Table　IIIに当てはめ計算により得られた二三学パラメータを整理した。このパラメータより計

算された種々の投与量での血漿中濃度および肝臓移行量の経時変化を表すsimulation　curveをFig．7

に示した。いずれの糖修飾BSAの場合においても、理論曲線は実験結果をよく反映しており、本

モデルにより糖修飾BSAの体内挙動を評価可能であることが示された。　Gal－BSAおよびGlc－BSA

では、1（鵬」は非常に小さな値となり、これらが非常に高いaf5nityでレセプターに認識され、肝臓

Table　III　Pharmacokinetic　pammeters　of　1111n・1abeled　glycosylated　BSAs

Liver Plasma

Compound
K叫1

（nM）

V㎜，l　V㎜，11K鳳1

（nmoレhr）　（mV㎞）

Kmp
（nM）

V㎜ρ　　　Vmax，P巫【mρ

（nmollhr）　（myhr）

Ga1－BSA　　　　　4．47±　0．25　7．09±0．38　　1，590　　　160　±　45　　5．78±0．97　　36．2

Glc－BSA　　　　　5．53±　0．03　　8．81±0．44　　　1，590　　　　80．7±　　1．7　3．93±0．45　　　48．7

Man－BSA　　179　±27　　4．99±0．46　　　27．9　　430　±207　2．83±0．85　　6．57

Each　parameter　was　calculated　based　on　the　model（Fig」3）and　was　obtained　by　fitting　the　differential　equations（7）一（9）

to　experimental　data　of　plasma　concentration　and　liver　accロmulation　dme　courses　of　each置lIln－labeled　glycosylated

BSA　at　five　doses．1㌦，　and　V嵐，，　Michaelis　constant　and　the　maximum　rate　for　liver　uptake，　respec“vely。κ瓦ρand

㌦，，Michaelis　constant　and　the　maximum　rate　for　extrahepadc　elimination，　respectively．
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に取り込まれることが示唆された。また、CZ鳳Zf．。．（玩鷹鶴z）はどちらも約1，600　myhrと算出され、

肝血漿流速（85mレhr）と比較して非常に大きいことが示された。一方、　Man－BSAの1賑zはGal－

BSA、　Gk－BSAの場合の約30～40倍となり、これらとの比較においては肝臓取り込み過程の

a伍㎡tyはそれほど高くないことが示されたものの、肝臓以外への消失過程のκ鵬pと比較すると

1／2以下であり、Man－BSAに関しても肝臓取り込みのaf面tyがより高いことが示された。またす

べての糖修飾BSAに関して、　CLゴ。伽．は肝臓以外への消失過程の値（臨礪ノ砺P）の約4．3～44倍と大

きく、肝臓による糖修飾BSAの取り込み能が非常に高いことが示された。

1－4　dextran体内動態への生理学的薬動学モデル解析の適用

　構築した生理学的速度論モデルに基づく動態解析は、糖修飾BSAのみならず他の飽和性の肝臓

取り込みを受ける化合物にも適用可能であると考えられる。血漿増量剤としての臨床実績もあり、

また低分子薬物51茄81）や生理活性タンパク質8塾8ηの体内動態を改善する修飾素材としても汎用され

るdextranは、分子量に依存した体内動態を示し、分子量が数万以上のdextranは高投与量時には

比較的長時間血中に滞留するものの時間の経過とともに肝臓をはじめとする種々の臓器に取り込

まれることが報告されている糊）。また、dextranを用いてuhcaseを修飾した場合には肝臓による

取り込みが増加することも報告されている83）。筆者は薬物キャリアーとしてのdextranの利用を考

え、その体内動態を検討した結果dextranが肝臓に効率よく取り込まれること、またその肝臓取り

込みが投与量の増加に従い減少することを見いだした92）。そこで、先ずdextranの体内動態を検討

し、その結果得られた投与量依存的な体内動態に対して前節で構築したモデル解析の応用を試み

た。

4－a　dextranの放射標識体の合成および体内挙動

　dextran（平均分子量約70，000）の放射標識は、　Isbe11らの方法93）に従い、還元末端のaldehyde基に

［14C］KCNを反応させることによりdextranの14C標識体（［carboxyl－14q－dextran）を合成した。

　dextranを投与量1、10、100　mg／kgでマウスに投与した後の血漿中濃度ならびに肝臓移行量を

Fig．14に示す。投与量が10および100　mg／kgの場合には、同じ平均分子量の非標識dextranを用

いて濃度を調製後マウスに投与した。1mg／kgで投与した場合、　dextranは比較的速やかに血漿中

より消失し、1時間までに投与量の60％以上が肝臓中に回収された。しかし、この肝臓への移行

は投与量の増加に伴い遅延かつ減少したことから、肝臓によるdextranの取り込みは濃度依存的な

現象であることが明らかとなった。一方、尿中への排泄量は投与量の増加に伴い増加した（Fig．

15）。肝臓中および尿中に回収された放射活性の和はいずれの場合にも投与量の89～98％と高く、

dextranの体内動態は肝臓への取り込みと尿中排泄により決定されることが示された。

　第1章2節と同様の方法で肝臓の実質細胞、非実質細胞間でのdextranの分布性について検討を
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Fig．14　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　14C・1裂beled　dextran

after　intravenous　i可ection　in　mice．　Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　f6ur　mice．

The　curves　were　simulated　using　parameteIs　listed　in　Table　V．

碁
石

も

§

§

還

loo

75

50

25

0

■：Udne
［コ：Liver

1　　　　10　　　　100

　　　Dose（mg！kg）

Fig．15　Urinary　excre口on　and　livemcc㎜ulation　of　l4C・1abeled　dextran　a翫er

intravenous　i司ection　in　1㎡ce．　The㎜ounts　of　I4C－1abeled　dextran　at　2，5，0r　8　hr
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行った。lmg！kgの投与量で投与1時間後における各細胞への回収量は、実質細胞で107個細胞あ

たり4．8％、非実質細胞で1．2％となり、選択的に肝臓の実質細胞に取り込まれることが明らかと

なった。
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4－b　Gal－BSAとの同時投与時の体内挙動

　前節において、dextranは投与量依存的に肝臓に取り込まれること、またその取り込みは主に実

質細胞によるものであることが明らかとなった。そこでdextranの取り込み機構に関して若干の考

察を加えるため、Ga1－BSAをdextranと同時投与し、　dextranの肝臓取り込みにおけるアシアロ糖タ

ンパク質レセプターの寄与について検討した。Fig．16に、　dextranとGal－BSAをマウスにそれぞ

れ1、30mg／kgの投与量で同時投与したときのdextranの血漿中濃度および肝臓移行量の経時変化

を、対照としてdextran単独投与時の結果とともに示す。　Ga1－BSAとの同時投与により、dextranの

血漿中からの消失は明らかに遅延した。また、肝臓へは投与後30分までは殆ど取り込まれず、投

与2時間後の分布がほぼ完了した時点においても対照群の半分以下（投与量の約30％）しか取り込

まれなかった。以上のことから、dextranの肝臓取り込みがGal－BSAにより阻害されることが示さ

れ、dextranがアシアロ糖タンパク質レセプターを介して肝細胞に取り込まれる可能性が示された。

4－c　体内動態の薬動学的解析

　14C標識dextranの組織中での分解性は極めて低いこと％）、また検討した時間範囲（1、10、100

mg／kg投与時それぞれ2、5、8時間）において、肝臓中放射活性量の減少は見られなかったことか

ら、第1章2節と同様の方法でAUC、　CL，。u、　CLli．，，、　C臨。および各組織取り込み速度を算出し、

Table　IVに整理した。　CLIi。αは投与量の増加に伴い顕著に減少し、またC』。も同様に減少するこ
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Fig．16　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulationα3）of　14C・labeled　dextran

after　intravenous呵ection　in　mice　coadministered　with　Ga1・BSA．14C－labeled　dextran（1

mg！kg）was　simultaneously　i切ected　with　Gal－B　SA（30　mglkg）．　Results　are　expressed　as　the

mean±SD　of　fbur　mice．　The　curves　were　simulated　using　parameters　listed　in　Table　HI　and

V．
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Table　IV　AUC　and　cleamnces　of　14C・1abeled　dextmn　after　intravenous　i】吋ection　in

mice

　　　　　AUCDose
　　　　（％of　dose
（mg／kg）

　　　　・㎞1ml）

Clearance（mMhr） Tissue　uptake　rate　index（mVhrlg）

CLtoml　　　CLliver　　　CLudne Liver　　Spleen　　Kidney　　Muscle

　1

10

100

17．2

69．4

149

5．81　　　　　3．73　　　　　　1．74

1．44　　　　　　0．906　　　　　0．412

0．673　　　　　0。323　　　　　0．293

2．65　　　　　　0．035　　　　　0．031　　　　　0。009

0．749　　　　　0．017　　　　　0．015　　　　　0．007

0，257　　　　　0．015　　　　　0．008　　　　　0．005

とが示された。dextranは糸球体濾過を受け尿中に排泄されることが明らかにされており95）、分子

半径が20A以下のdextranは制限を受けることなく速やかに糸球体濾過されること96）、一方では

分子量が大きくなるにつれてこの濾過過程は制限されるようになり分子半径が50A以上になると

殆ど濾過されなくなることが報告されている9乃。また、血漿中に残存するdextranの分子量分布は

投与後時間の経過とともに高分子側にシフトするという報告98）もあり、これらの結果としてC』，

が投与量よって変動したものと考えられる。

　腎臓、脾臓、筋肉の取り込み速度は肝臓と比較すると非常に小さく、これらの組織による取り

込みはdextranの体内動態には殆ど影響を及ぼさないことが明らかとなった。

4－d　生理学的丁丁学モデルによる解析

　Table　Vには、式（7）～（9）に基づき、　Fig．14のdextranの血漿中濃度および肝臓移行量から算出

した1㌦p、臨岬、1㌦1、臨卿をGal－BSAの値とともに示した。これらの値を用いて算出される各

投与量での血漿中濃度および肝臓移行量のsimulation　curveをFig．14に示す。得られた理論曲線は

実験結果をよく反映していることから、本モデルは糖修飾BSAの体内挙動だけでなく、投与量依

存的な肝移行動態を示すdextranの体内動態解析にも適用可能であることが示された。　dextranの

K叫1は、Gal－BSAのK叫1と比較した場合には100倍以上も大きく、肝臓取り込み過程のa伍nityは

低いことが推察された。

　dextranとGal－BSAとを同時投与した場合、相互に肝臓取り込みを競合的に阻害すると仮定する

と、dextranの肝臓による取り込みクリアランス（C乙1，vθゆ）は次式により表される。

αz、w．Dニ
㌃鳳D

　　　　6Gβ
鞠乙Dθ＋　　　　　　　ノ＋qD
　　　　篤畑

（16）

ここで、添字のD、σβはそれぞれdextranおよびGa1－BSAのパラメータであることを表す。

dextranの肝臓以外への消失は主に尿中排泄であることから、　PPからの消失過程では阻害が起きな
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Table　V　Phamacokinetic　parameters　of　14C・1abeled　dextran　and　l111n－1abeled　Ga1・

BSA

Liver Plasma

Compound
K叫1

（μ91ml）

Vmax，I　　Vmax，1！K叫1

（μ91hr）　　（m協r）

Km，P

（μ91m1）

V脚　Vm購ノK叫P
（戸9！hr）　（mllhr）

Dextran

Gal－BSA

34，3　　　±9．0　　　　　156　±24　　　　　　4．56

0．308　±0．017　　　489±26　　　1，590

236　　±99　　　　388　±95　　　　1．64

11，0　±3．1　　　399±67　　　36．2

Each　parameter　was　calculated　based　on　the　mode1（Fig．13）and　was　obtained　by　fitting　the　differential　equations（7）．（9）

to　experimental　data　of　plasma　concentration　and　liver　accumulation　time　courses　of　14Clabeled　dextran　at　three　doses，

The　parameters　of　1111n－1abeled　Gal－BSA　are　also　listed　for　comparison．κ鵬，　and罵㎜ノ，　Michaelis　constant　and　the

maximum　rate　for　hver　uptake，　resp㏄tively．κ鵬ρand　Vぬ羽，　Michaelis　constant　and　the　maximum　rate　for　extrahepatic

elimination，　respectively．

いと仮定すると、Gal－BSAと同時投与した場合のdextranのPP、　EC、　ICの各コンパートメントに

関する物質収支式はそれぞれ以下のようになる。

d㍗一rg％一9鰯一嶋争勧恥ノ／ろ （17）

争＝「g％偽一輪θ撫晩馴 （18）

跳乙D

4’

　　　1（鳳Dr1＋

臨鳳D
　　　　　　　qD
　¢Gβ
　　　ノ＋qD
K融GB

（19）

式（17）～（19）およびこれらと対応するGal－BSAに関する物質収支式に対し、モデルに基づく解析

から算出されたパラメータを代入し、Gal－BSAと同時投与した場合のdextranの体内挙動パターン

を推定した。Fig．16にGal－BSA（30　mg／kg）と同時投与した場合のdextran（l　mg／kg）の血漿中濃度お

よび肝臓移行量の経時変化に対する理論曲線を示す。推定した理論曲線は同時投与実験の結果を

よく反映しており、Gal－BSAの同時投与によるdextranの肝移行動態の変化が、肝臓取り込み過程

の競合阻害を仮定することによって説明可能であることが示された。

1－5　考察

　ターゲティング型DDSの開発には、薬物あるいはキャリアー分子の体内動態を制御可能な化学

修飾法の利用が不可欠である。糖鎖認識機構を介する選択的薬物ターゲティングを実現するには、
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糖残基を有するキャリアーの利用が必須であり、天然に存在する糖タンパク質の利用のみならず

種々の糖修飾法砥吸101）が開発されている。その中でも、正電荷の減少による体内動態特性の変化

102）および酵素へ応用する場合の活性の保持能103）などを考慮し、本研究ではタンパク質の等電点を

変化させない㎞idate甲信）を採用した。本章では、この方法によりGal－BSA、　Glc－BSA、　Man－BSA

をモデル糖修飾高分子として合成し、糖修飾高分子の体内動態特性の定量的解析法について基礎

的検討を行った。

　タンパク質をはじめとする高分子の体内動態の検討には放射性同位元素を用いて標識した放射

標識体の利用が有効であり、様々な核種に対し数多くの放射標識法が開発されている。高分子は

細胞に取り込まれた後、分解、代謝、細胞外への排出など様々な過程を経ることが考えられ、標

識法によっては放射標識が生体内で不安定であるとか高分子の分解によって生じる代謝産物が分

布するなど1叫105）、高分子の分布過程の定量的評価には好ましくない場合がある。循環血中から組

織への分布特性を定量的に評価するには、高分子が代謝された場合でも放射活性体が細胞中に滞

留することが望ましい。本研究では、3種類の方法により放射標識したGa1－BSAを用い、糖修飾

高分子の組織分布を評価するのに適した放射標識法について検討した。肝臓中放射活性の経時変

化を追跡した結果、cDTPAを介して111h1標識した場合には長時間肝臓中に放射活性が蓄積するこ

とが示され、この方法が糖修飾高分子の組織分布評価に十分利用できることが示された。cDTPA

を用いてlllh1標識したタンパク質では、細胞内で1111n－DTPA－1ysineが放射性代謝物として生成す

ることが報告されており56）、この水溶性の高い分解産物が細胞内外の膜を透過しないために放射

活性が長時間組織中に留まる原因であると推察される。これに対し、Bz－EDTAを2官能性キレー

ト試薬として用いmh標識した場合には、生成する分解産物の膜透過性がcDTPAの場合よりも

高いために比較的速やかに肝臓から小腸内へと放射性代謝物が排泄されたものと思われる。一方、

125
P標識では肝臓から速やかに放射活性は消失したが、こうしたradioiodineを用いた標識法に関し

ても取り込んだ細胞中に放射活性体を滞留させることを目的としたresidualizing　labe1の開発が行

われているloび108）。しかしながら、現在検討されているresidualizing　labe1はcellobioseなどの糖を利

用したものが多く、こうした付加物が高分子本来の体内動態に影響を及ぼさないかどうかを検討

する必要がある。

　糖修飾BSAの静脈内投与後の体内動態を検討した結果、　galactose修飾およびmannose修飾はそ

れぞれ肝臓の実質細胞、非実質細胞への選択的ターゲティングに利用可能な方法であることが確

認された。また、その薬園学的特性を組織取り込みクリアランスを用いて評価したところ、投与

量が低い場合には血漿流速に匹敵するぐらいの速度で肝臓に取り込まれること、一方で高投与量

時には取り込みに飽和が生じ取り込み速度が低下することが明らかとなった。

　この糖修飾BSAの投与量依存的な体内動態を解析するため、　Michaelis－Menten型の肝臓取り込

み過程を組み込んだ生理学的響動学モデルを構築した。モデルに基づき解析することにより糖修

飾高分子の投与量依存的な肝臓移行動態をK叫1とVm賦1の二つの学割学パラメータで評価すること

が可能となった。この解析により得られたGa1－BSAのK叫1値は4．5　nMであり、in　vitro遊離肝細
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胞を用いて算出されたasialoorosomucoidの37。Cでの取り込みのKm（2．6～7．7　nM）109）とほぼ等く、

Gal－BSAが種々のアシアロ糖タンパク質の中でも最も速やかに血漿から消失するasialoorosomucoid

に匹敵するくらい効率の良い肝細胞選択的キャリアーになりうることが示された。また、肝固有

クリアランスは非常に大きく（1，600ml／hr）、その肝臓取り込みは肝血流律速であることが明らかと

なった。Gal－BSA、　Glc－BSAと比較してMan－BSAのK叫1は30倍程度大きく算出されたが、糖残

基数のほぼ等しい誘導体の肝灌流実験での動態を解析した結果Gal－BSAとMan－BSAの結合定数

はほぼ等しいllo）ことから、　Man－BSAも修飾率を高くすることによりさらに効率よく肝臓の非実質

細胞にターゲティングすることが可能であると考えられる。一方、肝臓以外への非線形な消失に

関してはMan－BSAの脾臓取り込み以外はその実体は明らかではないものの、全身での非特異的な

組織結合、血管壁への吸着などが原因ではないかと思われる。

　構築した生理学的薬動学モデルは、糖修飾BSAに限らずdextranの投与量依存的な体内動態解

析にも適用可能であることが示された。また、Gal－BSAと同時投与した時のdextranの血漿中濃度

と肝臓移行量の経時変化は、肝臓取り込み過程での競合阻害を仮定することにより推定可能であ

ることも示された。dextranの肝臓取り込み機構についてはいまだ不明な点が多いものの、　Gal－

BSAとの同時投与の結果はdextranの肝臓取り込みにアシアロ糖タンパク質レセプターが関与して

いることを示唆するものである。

　以上、糖修飾高分子の基本的な体内動態特性について糖修飾BSAを用いて検討した結果、

galactose修飾高分子、　mamose修飾高分子はそれぞれ効率のよい肝実質細胞、四日実質細胞への薬

物キャリアーになりうることが示された。また、その体内動態の薬動学的解析により、糖修飾

BSAの臓器取り込みの特異性ならびに投与量依存性を肝血流速度などの生理学的パラメータと直

接比較可能な組織取り込みクリアランスとして定量的に評価することが可能となった。さらには、

生理学的出動学モデルに基づき糖修飾BSAの体内動態を解析することにより、糖修飾高分子の肝

移行動態におけるレセプターへの結合性、血流速度などの影響を明らかにした。本章における結

果は、高分子に対して糖修飾を施すことにより細胞選択的なターゲティングが可能であることを

示すものであり、こうした情報は糖修飾を利用したターゲティングシステムの開発を進める上で

有用な基礎的知見を与えると考える。
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第五章　肝臓指向性キャリアーの開発とそれを利用した薬物ターゲティング

　低分子薬物の標的細胞へのターゲティングは、適当な物理化学的および生物学的特性を付与し

た高分子をキャリアーとして用いることにより達成可能である践lll）。低分子薬物一高分子結合体

の設計を行うには橋田ら112）が整理しているように、①高分子自身の分解・非分解性、②分子量、

電荷、溶解度など分子全体の物理化学的性質をコントロールする構造、③薬物と高分子の結合様

式、④特定部位に親和性を持つ構造などの各項目をそれぞれ選択する必要がある。糖修飾を利用

した肝臓への薬物ターゲティングにおいても、単に糖修飾を施すだけでなくそれ以外の特性をも

最適化することが必要である。従って、前章で用いた糖修飾BSAに薬物を結合することにより効

率の良い肝臓へのターゲティングが達成できると考えられるものの鋤、薬物キャリアーとしてア

シアロ糖タンパク質や糖修飾タンパク質などを用いる場合には、薬物との結合の困難さ、結合体

の免疫原性、キャリアータンパク質自身が有する不適当な体内動態特性など種々の問題点が挙げ

られる113）。こうした理由から、これらに変わりうるキャリアー分子の開発が強く望まれる。単一

の構成要素からなるポリマーは、抗原性が低いこと、また修飾可能な官能基を有する場合には多

（A）　　とH2

＿．

（C）

（B）

　　HO

OS－CH2－C－NH（CH2）2NHCOCH2－0

CH・・　加C㌦ひ。，。εH

HO　　　　いH
　　　　S－CH・一C”NH（CH・）・NHCOCH・一〇　♀

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO

　　　　　　姦

Fig。17　Chemica亘struc加［res　of　dextran　derivatives．　（A），　carboxymethyl－dextran

（CMD）；（B），　galactosylated　CMD（Gal－CMD）；（C），　mannosylated　CMD（Man－CMD）．

一26一



数の薬物を結合可能なことなどから薬物キャリアーとしての利用が期待されており、その代表と

して多糖類やポリアミノ酸などが挙げられる。従って、これらを基本骨格とし適当な物理化学的

性質の修飾と共にgalactoseあるいはmamose修飾を施すことにより肝臓選択的薬物キャリアーが

開発可能であると考えられる。

　そこで本章においては、dextran114）ならびにpoly－L－glutamic　acid（PLGA）115」16）をキャリアー骨格と

する細胞選択的キャリアーを開発し、静脈内投与後の肝臓移行動態を中心に検討し、肝臓選択的

薬物ターゲティングへの適用を試みた。

1－1　dextranを利用した肝臓指向性キャリアーの開発

　前章において明らかにしたようにdextranは肝臓の実質細胞へ比較的速やかに取り込まれること

から薬物キャリアーとして幅広く利用するにはこの動態特性を消去することが必要であると考え

られる。dextranの水酸基をcarboxymethy1化したcarboxymethy1－dextran（CMD）は、細胞との相互作

用が小さく、静脈内投与後長時間血漿中に安定に滞留することが知られている89）。そこで本節で

は、先ずCMDを合成し、これにgalactoseあるいはmamose修飾を施すことによりdextranを骨格

とする肝臓指向性キャリアーの開発を試みた114）。

1－a　糖修飾dextran誘導体の合成およびその物理化学的性質

　平均分子量約70，000のdextranを用い、塩基存在下monochloracetic　acidと反応させることにより

CMDを合成した。得られたCMDにスペーサーとしてethylenediamhleをカルボジイミド法により

結合した後、第1章と同様の方法によりgalactose修飾CMD（Gal－CMD）およびmamose修飾CMD

（Man－CMD）を合成した。イオン交換樹脂を用いた検討から、いずれの修飾体も負に帯電している

ことが確認された。Fig．17にCMD誘導体の化学構造を示した。

　動物実験には、第1章4節と同様の方法により14C標識を施したdextranを用い、非標識体と同

様の方法により14C標識dextran誘導体を合成した。

1－b　静脈内投与後の体内挙動

　Fig．18にCMD、　Gal－CMDおよびMan－CMDを投与量lmg／k9でマウスに投与した後の血漿中濃

度ならびに肝臓移行量を示す。また、各臓器中濃度の経時変化をFig．19に示す。投与後2時間ま

での間、CMDは肝臓をはじめとする組織へは殆ど移行せず、その結果として非常に高い血中滞留

性を示した。一方、糖修飾CMDでは肝臓移行量が大幅に増大し、血漿中からの消失は速やかで

あった。特に、Gal－CMDでは投与後10分の時点で投与量の75％が肝臓に集積した。投与後2時

間までにおいて肝臓以外の臓器中濃度は肝臓中濃度と比較してかなり低いことから、Gal－CMDが
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Fig．18　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　14C・1abeled　dextran
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Fig．19　Tissue　concentration　of　14C・labeled　dextran　derivatives　a廷er　intravenous

injection　in　mice・Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　fbur　mice．

120

肝臓選択的なキャリアーとして機能することが示された。同様に、Man－CMDに関しても、　Man－

BSA同様脾臓への移行が若干認められたものの、全体としては速やかに投与量の70％が肝臓に

取り込まれた。

1－c　糖修飾dextran誘導体の肝臓取り込みにおける糖特異性の確認
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　前項において、糖修飾CMDが選択的に肝臓に移行することが明らかとなった。そこで、これ

ら糖修飾CMDの肝臓取り込みにおける糖特異性および細胞選択性について検討した。

　各CMD誘導体を投与量lmg／kgで静脈内投与した後の各肝臓構成細胞への分布性に関して、第

1章2節と同様の方法で検討した（Fig．20）。その結果、　Gal－CMDは実質細胞による取り込みが高

いこと、一方Man－CMDは非実質細胞による取り込みが高いことが明らかとなり、糖修飾BSAの

場合と同様の分布パターンを示した。さらに糖修飾CMDの肝臓取り込み機構について、糖修飾

Table　VI　Plasma　concentration　and　Iiver　accumulation　of　1111n・1abeled　glycosylated

BSAs　and　14C・1abeled　Man・CMI）a貴er　intravenous　i可ection　in　mice　with　other

91ycosylated　macromolecule

Compound Inhibitor
　　Plasma
COnCentrat10n

（％of　doselml）

　　Liver
accumulation

（％of　dose）

Ga1－BSA

Man－BSA

Man－CMD

none

Gal－CMD

Man－CMD

none

Man－CMD

none

Man－BSA

0．88

35．7

0．53

±

±

±

6．22　±

27．6　　±

3．45　±

51．1　±

0．27a）

4．3寧

0．09

1．01

　　廓
5．4

0．54

　　毒
3．2

81．1

33．0

84．0

±

±

±

59．2　±

43．4　±

3．0

3．1

1．9

2．4

　　零
2。7

64．5　　±　　4．9

19．2　　±　　5。0

I111n－labeled　glycosylated　BSA　or　l4C－1abeled　Man－CMD（韮mg！kg）was切ected　with　other

glycosylated　macromolecule（10　mg／kg），　and　plasma　concentradon　and　liver　accumuladon　were

compared　at　5　min　fbr　Gal－BSA，　at　10min　for　Man－BSA，　or　at　30　min　fbr　Man－CMD　after

ll真】ectlon．

a）Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　at　least　three　mice．

8
　StatisticIUIy　significant　diffbrence　based　on　Studenローtest（P＜aO1）as　compared　with　each

　controL

一29一



BSAと同時投与することにより検討した。　Table　VIに、同時投与時の放射標識体の血漿中濃度と

肝臓移行量を単独投与時の結果と共に示す。Gal－CMDを10　mg！kgの投与量で投与したところ、

111 ?|Ga1－BSAの血漿からの消失ならびに肝臓による取り込みは有意に抑制された。一方、　Man－

CMDは111h稠一BSAの動態に殆ど影響を及ぼさないこと、その一方で111㎞一Man－BSAの肝臓取り

込みを抑制することが明らかとなった。また、14C－Man－CMDの肝臓取り込みはMan－BSAの同時

投与により抑制された。以上の結果から、dextran誘導体の肝臓取り込みにおいても、修飾に用い

た糖がレセプターにより特異的に認識され、それぞれ肝臓の実質細胞、非実質細胞へ選択的に取

り込まれていることが強く示唆された。

1－d　体内動態の薬動学的解析

　糖修飾CMDの体内動態特性を定量的に評価するため、第1章2節と同様の方法で薬動学パラ

メータを算出しTab藍e　VIIにまとめた。長時間血漿中を滞留する動態特性を反映し、　CMDのCL翻

は非常に小さいことが示された。一方、糖修飾CMDのCLI面はCMDと比較して30倍以上であ

り、いずれの場合にもCL，副の大部分を占めることが明らかとなった。

　またMan－BSAと同様、　Man－CMDの脾臓による取り込み速度は肝臓に次いで高く、Man－CMD

に関しても脾臓による取り込み機構の存在が示唆された。それ以外の組織による取り込み速度は

いずれのCMD誘導体においても低いことが示され、糖修飾CMDが肝臓選択的キャリアーになり

うることが示された。

H－2　ara－Cの肝細胞へのターゲティング

　前節において、糖修飾CMDが非常に効率のよい肝臓選択的キャリアーとして機能する可能性

が示された。中でも、Gal－CMDは速やかかつ選択的に実質細胞に取り込まれることから、これを

キャリアーとした肝細胞への薬物ターゲティングが達成できると考えられる。そこで本節では、

薬物として抗癌剤シタラビン（ara－C）を選択し、　Ga1－CMDをキャリアーとする肝細胞選択的高分

Table　VII　AUC　and　clearances　of　14C・labeled　dextran　derivatives　af篭er　intravenous

i功ection　in　mice　at　a　dose　of　l　mglkg

　　　　　　AUC
Compound　（％of　dose

　　　　　　・㎞ノm1）

Clearance（mM㎞） Tissue　uptake　rate　index（m1／hr／g）

CL圃　　CLlivα　　CL面ne　　Liver　　Spleen　Kidney　Muscle

CMD　　　　　195

文字1－CMD　　　　5．6

Man－CMD　　　14．4

0．512　　　　0。147　　　　0．185

17．8　　　　　15．1　　　　　1．31

6．93　　　　　4．71　　　　0．504

0．139　　　　0．059　　　　0．027　　　　0．004

12，2　　　　　0．013　　　　0．547　　　　0．057

3．27　　　　1．30　　　　0。197　　　　0．014
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　　Fig．21　Chemical　stmcture　of　ara－C　co可ugate　with　Gal・CMD（ara・C・Gal・CMD）．

子化プロドラッグの開発を試みだ14）。

2－a　ara－C－Gal－CMD結合体の合成およびその物理化学的性質

　ara－Cは、酸無水物法によりCMDのカルボキシル基に結合した11η。即ち、　dimethylfbrmamideに

懸濁したCMDに対してisobuthylchlorofbmlateおよびtriethylamine共存下ara－Cを添加することに

よりara－C－CMDを合成した。得られたara－C－CMDに対し、前節と同様の方法によりgalactose修

飾を施すことによりara－C－Gal－CMDを合成した。　Fig．21に、合成により得られたara－C－Ga1－CMD

の構造を示す。

　Table　VIII　Physicochemical　characteristics　of　ara・C　co可ugates　with　dextran

　derivativers

Compound

　Number　ofa）　　Number　ofb）

galactose　residues　　　ara－C

　（mollmo1）　　（moVmo1）

Adsorption　at　pH　7．2（％）

　CM－　　　DEAE－
Sephadex　　　Sephadex

CMD
ara．GCMD

ara－CGa1－CMD 137

15．8

12．8

0

0

0

98．4

72．9

74．1

a）The　number　of　galactose　residues　was　detemined　by　tdnitrobenzene　sulfbnic　acid　me出od．

b）The　number　of　ara－C　was　detemined　by　the　UV　absorption　atλmax　300　n肌
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Fig．221πyま伽。　release　of　ara・C　fmm　ara－C・CMD（ρρ8π5y」π西。のand　ara・C・Gal・CMD

（oJo3θ4蔑卿加のconjugates・Coゆgates　were　incubated　in　O．1Mphosphate　buf陀r　of　pH
5．0，7．0，7．4，0r　8．0．　The　amount　of　ara－C　released　was　photometrically　determined　atλmax

272nm．

　Table　VIIIにara－C結合体の物理化学的性質をCMDの性質と共にまとめた。　ara－C分子の結合数

は、一分子あたりara－C－CMD、　ara－C－Gal－CMDでそれぞれ約16、13個であった。また、　amhlo基

の減少から求めたara－C－Ga1－CMDの一分子あたりのgalactose残基数は約140個であった。また、

いずれのara－C結合体も電気的には負電荷を保持していることが確認された。動物実験等には、

3H－ara－Cを用いて同様の方法により合成したara－C結合体を用いた。

　Fig．22にara－Cの高分子化プロドラッグからの37。Cでの放出性を検討した結果を示す。　ara－C－

CMDからのara－Cの放出速度は用いた緩衝液のpHに依存し、　pH　7．0のリン酸緩衝液中で最も遅

く、放出半減期は約160時間であることが示された。また、pHの上昇あるいは低下と共に放出は

速やかとなり、生理的条件下（pH　7．4）では半減期約36時間で放出されることが示された。同様に

して求めたpH　7，4におけるara－C－Gal－CMDからの放出半減期は約37時間であり、galactose残基

の有無はara－Cの放出には影響しないことが示された。さらに、マウスから採取した血漿中での

3H－ara－C－CMDからの3H－ara－Cの放出半減期は約22時間であり、結合体からのara－C放出は血漿

成分によって若干の影響は受けるものの、静脈内投与後結合体として安定に循環血漿中に存在す

ることが示唆された。

2－b　静脈内投与時の体内挙動

　Fig．23にara－Cならびにその高分子化プロドラッグを投与したときの血漿中濃度と肝臓移行量

を示す。0．1㎜oL辰gの投与量で静脈内投与したところara－Cは非常に速やかに血漿中から消失し、

投与した放射活性のうち80％以上が投与後2時間以内に尿中に回収された。ara－C－CMDを1
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Fig　23　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　3H・labeled　ara・C　and

its　co叫iugates　with　dextran　derivatives　after　intravenous珂ection　in　mice・Results　are

expressed　as　the　mean±SD　of　fbur　mice．

m拶kg（ara－C換算で約0．2㎜ol／kg）で投与した場合には、キャリアーであるCMDの体内動態特性

を反映し長時間血漿中に滞留し、肝臓への移行量は投与後2時間後でもわずかであった。一方、

ara－C－Ga1－CMDをlmg／kg（ara－C換算で約0．18㎜ol／kg）で投与した場合には、投与したara－Cのう

ち約80％が速やかに肝臓へ送達されることが示された。また、この時の各肝臓構成細胞への分布

性に関して、第1章2節と同様の方法で検討した結果、ara－C－Ga1－CMDの取り込み量は実質細胞

で107個細胞あたり投与量の6．0±0．2％、非実質細胞で0．5±0．2％であり、Gal－CMD同様肝細胞

に選択的に取り込まれていることが明らかとなった。

2－c　体内動態の薬動学的解析

　これまでと同様の方法によりara－C結合体の薬動学パラメータを算出しTable　IXに整理した。

ara－Cは速やかに尿排泄されることを反映し非常に大きいCL曲，を持ち、肝臓をはじめとする各組

Table　IX　AUC　and　clearances　of　3H・1abeled　ara・C　3nd　its　co吋ugates　with　dextran

derivatives　after　intra▼enous　h埴ection　in　mice

Compound
　AUC
（％of　dose

　・hr／m1）

Clearance（m1／hr） Tissue　uptake　rate　index（m1／hrlg）

CLtotal　　CL髄ver　　CL煽ne Liver　Spleen　Kidney　Muscle

ara．C　　　　　　　　　3．1

ara－C－CMD　　　　167

ara－C－Gal－CMD　　　6．6

28．9　　　　　0，357　　　23．9

0596　　　　0．156　　　　0．151

15．3　　　　13．8　　　　1．310

0．240　　　　0．503　　　　0．398　　　　0，161

0．130　　　　0．026　　　　0．023　　　　0．002

9．17　　　　　0．084　　　　0．313　　　　0．101
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Fig．24　Apparent　hepatic　uptake　clearances　and　urinary　excretion　clearances　of　14C・

1abeled　dextran　de盛vatives　and　3H・夏abeled　ara・C　and　its　co叫iugates　with　dextran

derivatives　a置er　intravenous　h埴ection　in　mice．　The　hepatic　plasma　f【ow　rate（64），　the　rate

of　fluid－phase　endocytosis　in　the　Iiver（118），　and　the　glome取lar　filtration　rate（l19）are

shown　for　mice　with　a　body　weight　of　25　g．

織への移行性は低いことが示された。これに対し、尿排泄されにくく組織移行性も低いCMDを

キャリアーとすることにより、ara－CのC臨，を著しく減少できることが示された。さらには、

Ga1－CMDに結合することによりara－CのCLli淵を選択的に増大できることが明らかとなった。

　以上の結果、ara－Cの肝細胞へのターゲティングは、標的である肝臓取り込み速度の増大と肝臓

以外への消失の大部分を占める尿中排泄速度の低下により達成できることが示された。CMDへの

結合ならびにgalactose残基の導入によるara－Cの体内動態特性の変化を明らかにするため、　Fig．

24に各dextran誘導体ならびにara－C結合体のCLIi。。，とC蟻，を示した。　ara－C－CMD、　ara－C－Gal－

CMDの全身動態はそれぞれ用いたキャリアー分子（CMD、　Gal－CMD）の動態特性を反映しており、

ara－Cを高分子化することで尿排泄を大幅に抑制可能であり、さらにはgalactose修飾を施すこと

により著しい肝指向性を付与できることが示された。

∬一3　PLGAを骨格とする生分解性肝細胞選択的キャリアーの開発

　前節において、dextranを基本骨格とする肝細胞選択的キャリアーの開発を行い、抗癌剤ara－C

のターゲティングに成功した。高分子化プロドラッグとして投与された薬物が標的細胞に移行後、

作用を発現するにはキャリアーからの遊離、作用部位への移行が必要である。前節で開発した

ara－C－Ga1－CMDからのara－Cの放出半減期は数十時間と長いことが明らかとなり、こうした高分

子化プロドラッグを用いた治療においてはより速く薬物が放出されることによって速やかな効果

発現が期待できる。高分子化プロドラッグがエンドサイトーシスにより細胞に取り込まれた場合、
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Fig．25　Chemical　stmcture　of　galactosylated　poly・レglutamic　acid（Ga1・PLGA）．

細胞内のendosomeやlysosomeなどのべシクル内に封入されることから12q121）、キャリアー分子か

らの薬物の遊離を促進することを目的として、pH感受性122）あるいはcathepsinなどの酵i素により

加水分解されやすい構造28・1お）を薬物一キャリアー間の結合に利用することが検討されている。一

方、キャリアー自身が速やかに分解される場合には、薬物は結合様式に関わらず低分子化される

と考えられ、前述のべシクル内から細胞質内へのリリースに有利であると考えられる124）。また、

キャリアー自身が分解されることは、体内への蓄積性の面から見てもより優れていると考えられ

る。

　アミノ酸ホモポリマーの一種であるpoly－L－g豆utamic　acid（PLGA）は、生体内分解性を有しており、

また水溶性が高く、多くの化学修飾可能な官能基を有しており、また抗原性も低いなど生分解性

キャリアーへの応用に適していると思われる。そこで、本節ではPLGAを骨格とする肝細胞選択

TaUe　X　Physicochemical　cllaracteristics　of　PLGA　and　its　galactosylated　derivatives
（Ga1・PI．GA）

Compound

Apparent　a）

molecular

weight

　Number　ofb）

galactose　residues

　（moVmo1）

Galactoseb）

content

　（％）

PLGA
Ga13．7－PLGA

Ga144－PLGA

Ga16．6－PLGA

Ga116－PLGA

Ga118－PLGA

Ga120－PLGA

25，200

n．d．c）

26，700

26，400

26，500

25，600

n．d，

3．71

4．38

6．61

16．0

18．2

19．5

258

3．03

4，51

10．3

11．5

12．2

a）The　apparent　molecular　weights　of　compounds　were　estimated　by　high－perfo㎝ance

liquid　chrqmatography　gel　filtration．

b）The　number　of　galactose　residues　and　the　galactose　content　of　Ga1－PLGAs　were

determined　by　allthrone－sulfUric　acid　method。

c）Not　dete㎡ned．
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的キャリアーの開発を行い、体内動態特性ならびに分解性の評価を行い、その薬物キャリアーと

しての可能性を検討した115・116）。

3－a　Ga1－PLGAの合成およびその物理化学的性質

　先ず、ethylenediamineに対しこれまでと同様の方法によりIME－thiogalactosideを結合し、これを

平均分子量約25，000のPLGAとカルボジイミド法により結合することでgalactose修飾PLGA

（G副一PLGA）を合成した。　Fig．25にGal－PLGAの化学構造を示した。なお、合成時の反応比率を変

化させることにより修飾率を変化させた合計6種類のGal－PLGAを合成した。　Table　XにPLGAお

よび各Gal－PLGAの物理化学的性質を示した。　galactoseの結合により分子量はあまり変化しない

ことが示され、galactose残基数が一分子あたり3．7～20個まで異なるGa1－PLGAが得られた。

　以後の検討には、第1章でその有用性を明らかにした方法により111h1標識した放射標識体を用

いた。

3－b　PLGA誘導体の静脈内投与後の体内挙動

　先ずキャリアー骨格であるPLGAの動態特性を明らかにするため、111h1標識PLGAをlmg／kg

の投与量でマウスに静脈内投与後の血漿中濃度、組織移行量ならびに尿中排泄量の経時変化を検

討し、結果をFig．26に示した。用いたPLGAの分子量が約25，000と比較的小さいことから、

PLGAは速やかに血漿中から消失し主に腎臓に取り込まれ、一部は尿中へも排泄されることが明

　　（A）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（B）
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Fig・26　P1asma　concentration（A）and　t蛤sue　accumulation　and　urinary　excre纐on（B）of
1111n・labeled　PLGA　after　intravenous　injection　in　mice　at　a　dose　of　l　mg！kg．　Results　are

expressed　as　the　mean±SD　of　three　mice．
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Fi魯27　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　1111n・1abeled　Ga1・

PL，GAs　after　intravenous　i煽ection　in　mice　at　a　dose　of　l　mσkg．　Results　are　expressed　as

the　mean±SD　of　three　mice．

らかとなった。また、肝臓へは投与量の約15％が取り込まれた。一方、肺、心臓、脾臓、筋肉な

ど他の組織には放射活性の蓄積は認められなかった。

　Fig．27に各Ga1－PLGAをlmg！kgの投与量で静脈内投与したときの血漿中濃度ならびに肝臓移

行量を示す。一分子あたりのgalactose残基数によりGal－PLGAの血漿からの消失ならびに肝臓取

り込みは大きく影響されることが明らかとなった。galactose残基数の増加に伴い肝臓取り込み速

度ならびに移行量が増大し、Ga120－PLGA、　Gal18－PLGAでは投与量の70％以上が肝臓へ移行する

ことが示された。一方、最も修飾率の低いGa13．7－PLGAでは投与量の7％未満しか肝臓へは移行

しなかった。

　肝臓内での各構成細胞による取り込み量の違いをGa118－PLGAを用い、第1章2節と同様の方法

で検討したところ、実質細胞で107個細胞あたり投与量の3．5％、非実質細胞で0．03％となり、

Gal－PLGAが非常に肝細胞に選択的に取り込まれていることが示された。

3－c　体内動態の薬動学的解析

　PLGA誘導体の体内動態特性を定量的に評価するため、これまでと同様の方法で薬動学パラ

メータを算出しTable　XIにまとめた。　PLGAでは、見かけの腎臓取り込みクリアランス（CL㎞鯛）

とC蟻，は高く、その和はマウスの糸球体濾過速度119）に近い値であった。また、CLli．，，も3．5

mレhrと比較的高いことが明らかとなった。一方、　Gal－PLGAのCLiiverは誘導体問で大きく異なり、

Ga120－PLGAでは55　mレhrとなりPLGAの約16倍のCLIi．，，を有するのに対し、　Ga13．7－PLGAと

Ga職4－PLGAではPLGAよりも小さいことが明らかとなった。解析により得られた各Gal・PLGA誘
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Table　XI　AUC　and　clearances　of　1111n・1abeled　PL，GA，　Ga1・PLGAs窃nd　vitamin　K5・

Ga霊18・肌GA　after　intra▼enous　i可ection　in　mice　at　a　dose　of　l　mglkg

Compound
　AUC
（％of　dose

　・hr／m1）

Clearance（m1／hr）

CL圃 CLhvcr CLki（㎞3y CL面ne

PLGA

Ga13．7－PLGA

Ga14．4－PLGA

Ga168PLGA

Ga116－PLGA

Ga118－PLGA

Ga120－PLGA

vitamin　K5－

Ga118－PLGA

4．68

7．65

10．2

9．28

2．40

1．76

1．53

2．48

2L3

13．1

9．79

10．8

41．6

56．7

65．5

40，4

3．45

0，63

L55

2．74

22．5

37．6

55．1

34．9

9．66

9。69

5，44

4。91

5．36

1．05

0，71

2．20

1．44

L70

2．26

L63

2．93

3。31

3．14

5．40
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Fig．28　Apparent　hepatic　uptake　clearances　of　1111n・1abeled　PLGA，　Ga1・PL，GAs　and

vitamin　K5・Ga118・PLGA　after　intravenous　i司ection　in　mice　a¢adose　of　l　mg！kg。

導体のCLli。，，と一分子あたりのgalactose残基数との関係をFig．28に整理した。　galactose残基数に

対してCLli。。，を片対数プロットしたところ、　galactose残基数の増加に伴い指数関数的にCLIi。。，が

増加することが示された。

3－d　Gal－PLGAの分解性評価

Gal－PLGAの分解性に関してlllln標識したGa118－PLGAを用い、　Sephadex　G－50カラム（1×40　cm）

によるゲル濾過クロマトグラフィーにより検討した。Ga118－PLGAを37。Cでマウス血漿中1時間
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Fig．29　Elution　patterns　on　Sephadex　G・25　column　of　radioactivity　in　the　Iiver

homogenates　of　mice　h噸ected　with　1111n・Ga118・PLGA　at　a　dose　of　l　mガkg．　Results　are

expressed　as　relative　mdioactivity　in　each丘action　against　the　total　counts　detected．

インキュベーションした場合には、放射性低分子分解物は認められなかった。また、マウスから

摘出した肝臓にGal18－PLGAを添加後速やかにホモジネートした場合にも顕著な分解は認められな

かった（F童g．29、contro1）。そこで、肝臓移行後のGal－PLGAの分解性について以下の手順で検討し

た。Ga118－PLGAをマウスに投与後経時的に肝臓を摘出し、肝臓を精製水中でホモジネートした後

遠心操作により得られた上清をゲル濾過し、放射活性の溶出パターンを指標に評価した。この操

作により、肝臓中放射活性の90％以上が上清中に回収された。Hg．29に投与後脚時間に摘出し

た肝臓ホモジネート上清のSephadex　G－50カラムにおけるクロマトグラムを示した。投与後10分

の時点で肝臓を摘出した場合にも既にcontrol条件下では認められなかった低分子画分に放射性化

合物の溶出が確認され、全体に占める低分子化合物の比率は時間の経過と共に増大した。投与後

30分の時点では肝臓に回収された放射活性のうち70％以上が低分子画分に回収され、Ga1－PLGA

が肝臓移行後速やかに低分子化されていることが示された。

H－4　vitamin　K5の肝細胞ターゲティングによる血液凝固能改善効果

　前節の検討により、Ga1－PLGAは肝細胞選択性ならびに肝臓移行後の分解性を有することが明ら

かとなった。そこで本節では、効率よく肝臓へ移行することが示されたGa118－PLGAをキャリアー

とする薬物ターゲティングについて検討した。検討に用いる薬物として血液凝固因子を活性化す

るvitamhl　K誘導体の一種であり、誘導体の中で比較的水溶性の高いvitan血K5125）を選択し、　Ga118－

PLGAによる肝細胞へのターゲティングについて体内動態ならびに病態マウスでの薬理効果につ

いて検討したl16）。
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Fig．30　Chemical　structure　of　vitamin　K5　copjugate　with　Ga1・PL，GA．

4－a　vitamin　K5－Gal－PLGA結合体の合成およびその物理化学的性質

　vi㎞in　K5のGal18－PLGAへの結合はカルボジイミド法により行った。得られた結合体一分子あ

たりのvitamin　K5結合数は約12個であった。　Fig．30にvitamin　K5－Ga118－PLGAの化学構造を示す。

vitan血K5－Ga118－PLGAの体内動態の検討には、前節と同様の方法によりGa118－PLGA部分を1111n標

識した放射標識体を用いた。

4－b　静脈内投与時の体内挙動および薬動学的解析

マウスに1mg！k9（vit血K5換算で約0．07　mg1宝9）の投与量で投与した時の血漿中濃度ならびに
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Fig．31　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　1111n・labeled　vimmin
K：5－Ga118・PL、GA　after　intravenous　h巾。鉦on　in　mice　at　a　dose　of　l　mg／kg．　Results　are

expressed　as　the　mean±SD　of　t㎞ee　mice．
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肝臓移行量をFig．31に示す。　vitamin　K5－Ga118－PLGAは血漿中から速やかに消失し、投与した大部

分が肝臓に取り込まれることが明らかとなった。また、これまでと同様の方法により薬動学パラ

メータを算出したところ、各パラメータはキャリアーであるGa118－PLGAとほぼ等しいことが示さ

れた（Table　XI、　Fig．28）。

4－c　vitamin　K5－Gal－PLGA投与によるwarfarin処理マウスの血液凝固能改善効果

　前項において、vitamin　K5はGal18－PLGAに結合することにより肝細胞へ速やかにターゲティン

グされることが示唆された。そこで、本項ではvitamin　K5の肝細胞へのターゲティングの有効性

を血液凝固能を指標として検討した。war魚rin溶液（15mgA）を飲料水として1週間投与し、低プ

ロトロンビン血症を誘発させたマウスに対し、薬物量として10mg！kgのvitamin　K5あるいは

vitan血K5－Gal18－PLGAを尾静脈内投与した。その後一定時間ごとに、マウスを屠殺すると共に大

静脈より血液を採取し、血漿中の血液凝固活性をプロトロンビン時間法126）により評価した。Fig．

32に、各条件下でのプロトロンビン時間を示す。プロトロンビン時間は、war飴rin処理により未

処理群（ll．3±0．7　sec）と比較して有意に延長した。　vitamin　K5投与群では、効果発現までに時間が

かかり4時間後にはじめて有為なプロトロンビン時間の短縮が認められた。一方、vitamin　K5－

Ga118－PLGA投与群では投与後2時間の時点ですでに血液凝固能の回復が認められ、その効果は4

時間後まで持続した。
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Fig．32　Antihemorrhagic　e価cts　of　vitamin　K5　and　vitamin　K5・Ga118・PLGA　after

intravenous呵ection　on　the　hemorrhagic　mice　induced　by　wa㎡arin　treatment．　Results
are　expressed　as　the　mean±SD　of　three　or　fbur　mice．　Differences　were　statistically

evaluated　by　Student’一test．
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皿一5　考察

　高分子をキャリアー骨格とした細胞選択的薬物ターゲティングシステムを合理的に開発するに

は、種々の高分子誘導体の体内動態に関する薬動学的情報に基づいた体内動態特性と分子構造と

の関連性を明らかにする必要がある。高分子の一般的な全身動態特性は分子量や電荷などの物理

化学的性質に大きく影響を受けることが明らかとなっており5鳩89）、また物理化学的特性の修飾に

よりタンパク質をはじめとする種々の高分子の体内動態を制御できることが示されている跡

8612ス128）。標的への薬物ターゲティングの効率は標的による取り込み速度と標的以外への消失速度

とのバランスによって決まることから、糖修飾を利用した肝臓への薬物ターゲティングにおいて

も、標的となる肝臓での取り込み現象だけでなく全身動態をも考慮したキャリアー分子の開発を

行う必要がある。そこで本章では、単一の構成単位からなるdextranとPLGAをキャリアー骨格と

して選択し、その分子全体の物理化学的特性の最適化と共に糖修飾を施すことにより肝臓指向型

キャリアーシステムの開発を行い、薬物ターゲティングへの応用性を検討した。

　dex駐anにcarboxymethyl基を付与したCMDは非常に小さなCLt。姶1を有することから、静脈内投

与後長時間血漿中に存在した。一般に細胞表面にはシアル酸を非還元末端に持つ糖タンパク質や

糖脂質が多く存在するため、細胞表面は負に帯電していることが知られており129）、正電荷を有す

る高分子は細胞への吸着性が高く130）、これに対しCMDは弱負電荷を有することからいずれの組

織へも殆ど取り込まれないものと考えられる。尿中への排泄に関しても、平均分子量約70，000の

dextranを用いていることからsize　barrierとcharge　ba㎡erとしての2つの機能を持つ糸球体での濾

過効率も低い兇131）。従って、CMDは長時間血漿中に滞留する体内動態特性を有するものと考えら

れ、糖などの特定部位に親和性を持つ構造の導入により選択的ターゲティングが達成できると思

われる。実際、CMDに糖修飾を施すことにより、効率の良い肝臓選択的なキャリアーが合成でき

た。薬動学的解析により得られたCLI短。，は糖修飾BSAと比較するとかなり小さいものの、肝臓以

外への消失速度とのバランスからは十分大きく、Ga1－CMD、　Man－CMDは優れた肝臓指向型キャ

リアーであることが示された。

　本研究では、薬物として抗悪性腫瘍薬ara－Cを選択し、　Gal－CMDをキャリアーとする肝細胞へ

のターゲティングを試みた。ara－CはDNA　polymerase阻害活性を有し、急性骨髄性白血病などの

治療に用いられるもののB2）、膜透過性が乏しく、また尿排泄により速やかに消失するため、何ら

かのデリバリーシステムを必要とする薬剤である133）。このara℃をGa1－CMDに結合することによ

り効率よく肝細胞ヘターゲティングすることが可能となり、また結合体から徐々にara－Cが放出

されることも認められた。高分子結合体からの放出性はara－Cのamino基部分を定量しているこ

とから、心付病体や不活性代謝物ara－Uではなくara－Cが放出されてきていると考えられる。しか

し、この放出半減期は長いことから心心学的解析において特に組織からのefnuxを考慮する必要

はなく、3H－ara－Cの高分子化プロドラッグの体内動態特性は、キャリアーに用いた14C－CMD誘導

体のそれと一致することが明らかとなった。
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晦33E価ect　of　c圃ection　of　BSA　derivatives　on　the　liver　acc㎜ulation　of　1111n．

1abeled　PLGA　after　intravenous　injection　in　mice．1111n－1abeled　PLGA　was　i司ected　at　a

dose　of　l　mglkg　with　20　mg1kg　dose　of　maleylated　BSA（Ma1－BSA），　succinylated　BSA（Suc－

BSA），　Gal－BSA，　or　Man－BSA，　and　the　amount　in　the　liver　was　detem血ed　at　l　hr　after　the

切ection．　Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　three　mice．　Diffbrences　were

statistically　evaluated　by　Student’s’一test　against　the　contro1：＊，　P＜0・01；＊＊，　P＜0・001．

　一方、未修飾PLGAも静脈内投与後その一部が肝臓へ移行し、比較的高いCL胱，を示した。こ

の肝臓取り込みはmaleylated　BSA（Ma1－BSA）あるいはsuccinylated　BSA（Suc－BSA）の同時投与によ

り有意に低下した（Fig．33）。　Mal－BSA、　Suc－BSAはともに肝臓の非実質細胞などに発現している

scavenger　receptorにポリアニオンとして取り込まれることが知られており12z134）、　PLGAはその負

電荷により非実質細胞に取り込まれることが示唆された。従って、肝細胞へのターゲティングを

行うにはこの動態特性を改善する必要がある。しかしながら、galactose結合のスペーサーとして

ethylenediamineを用いているため、　galactose修飾によりPLGAの負電荷は若干減少すると推察され、

実際Ga13．7－PLGAやGa144－PLGAではPLGAよりもCLli。。，が小さくなった。これは、　galactoseの導

入による肝細胞による取り込み速度の増大以上に、負電荷の減少により負電荷に基づく肝非実質

細胞による取り込み低下の影響が大きかったためと考えられる。こうした物理化学的性質の改善

効果もあり、Gal－PLGAは非常に選択的に肝細胞へ移行するものと思われる。用いたPLGAの平

均分子量は約25，000と比較的小さいためいずれのGal－PLGA誘導体も比較的大きな糸球体濾過速

度を有するものの、多くのgalactoseを結合することにより十分なCLIi。。，を付与でき、効率よく肝

臓ヘターゲティングできる誘導体が開発可能であった。

　この肝臓へ選択的に取り込まれるGal．PLGAをキャリアーとすることにより、vitamin　K5の肝細

胞ターゲティングが達成でき、治療効果も改善された。vitamin　Kは肝細胞内でのプロトロンビン

をはじめとする血液凝固因子の活性化に必須であり、vitamin　Kの欠乏あるいはwar飴rin等の

vitamin　K拮抗体投与により血液凝固能が低下することが知られている125）。　vitan血K5－Gal18－PLGA

結合体投与後vitI㎜in　K5の効果が発現されるためには、キャリアーからの遊離ならびにendosome、

Iysosome等の細胞内ベシクルからの脱出、作用発現点への移行といった過程を経由する必要があ
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る。こうしたvitamin　K5の細胞内動態に関しては不明であるが、投与後速やかに効果発現が見ら

れたことからvi伽血K5は細胞内取り込み後速やかに低分子化され作用点まで移行しているもの

と考えられる。肝細胞内で速やかに分解されるGa1－PLGAの性質がvitan血K5の速やかな効果発現

を実現しているものと思われる。

　以上、本章ではdextranおよびPLGAを骨格とし糖修飾を利用することにより肝臓指向性キャリ

アーを開発し、ara－Cあるいはvitamin　K5の肝細胞へのターゲティングに成功した。中でもPLGA

を骨格とするキャリアーシステムは、細胞に取り込まれた後速やかに分解されることから薬物放

出に有利であると思われ、Gal18－PLGAを用いたvit㎞K5の肝細胞ターゲティングにより速やか

な血液凝固能の回復が認められた。
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第皿章　糖修飾によるSODの肝臓ターゲティングと虚血・再灌流障害に対

　　　　　する治療効果改善

　第H章では、糖修飾を利用した細胞選択的キャリアーシステムの開発に関して検討を行い、低

分子薬物を効率よく標的細胞ヘターゲティングできることを明らかにした。最近では、低分子薬

物の他に生理活性タンパク質の医薬品としての開発が進められているものの、これらの作用は時

間的・空間的に限局されている場合が多く、その有効性を確保するには精密な体内動態制御が必

要とされる。前章で触れたように、高分子の体内動態はその物理化学的性質の修飾により制御可

能であることから、これまでにも種々の化学修飾法による生理活性タンパク質の動態制御が試み

られている134135）。しかしながら、こうした研究は高分子の結合による糸球体濾過の抑制あるいは

免疫原性の低減を主目的としたものが多く、標的細胞への能動的ターゲティングを検討した例は

殆ど見られない。

　　　HO

（c）　　とH、

　　　　　　　　　鼎

　　　　　　　　◎

（D）　　　　　とH、

CH2CH2
　　　　　　　，NH七CH・CH・一〇　？

　　　　　　　　　　　HO　CH2CH2CH2

　　CH2CH2、
　　　　　．NH七CH・CH・一〇
CH2CH2

（E）

o畷：：：：：：：：：1：：：

　　？

Fig．34　Chemical　structures　of　SOI）deriva髄ves．（A），　galactosylated　SOD（Ga1－SOD）；

（B），mannosylated　SOD（Man－SOD）；（C），　SOD－carboxymethyl－dextran　co切ugate（S　OD－

CMD）；（D），　S　OD－diethylaminoethyl・dextran　coゆgate（S　OD－DEAED）；（E），　S　OD－

polyethylene　glycol（S　OD－PEG2）．
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　そこで本章では、糖修飾の技術を生理活性タンパク質の体内動態制御へ応用することによるタ

ンパク質医薬品の細胞選択的ターゲティングを試みた。生理活性タンパク質として、スーパーオ

キサイドアニオンを不均化することにより活性酸素障害の抑制が期待されるヒト型遺伝子組換え

superoxide　dismutase（SOD）を選択し、糖修飾によるターゲティングの有効性について検討した

136，137）。

皿一1　各種化学修飾によるSODの体内動態制御

　タンパク質の体内動態は種々の化学修飾により制御可能であることが報告されている82

8◎12ス12亀138）。従って、化学修飾をうまく利用すれば肝臓ヘターゲティングするだけでなく、SODに

様々な体内動態特性を付与できると思われる。こうした体内動態特性と治療効果との関連性を明

らかにするため、糖修飾体以外にも種々の物理化学的性質を持つ高分子を結合させた誘導体も併

せて合成し、先ずSOD誘導体の体内動態特性について検討した。

1－a　SOD誘導体の合成およびその物理化学的性質

　Fig．34に各SOD誘導体の化学構造を示した。第1章と同様の方法によりgalactose修飾SOD

（Ga1－SOD）、　mamose修飾SOD（Man－SOD）を合成した。また、平均分子量約10，000のdextranを用

い負電荷（CMD）あるいは正電荷誘導体（DEAED：diethylamin㏄thyl－dextran）を合成し、各誘導体を

過ヨウ素酸酸化法139）によりSODに結合することによりSOD－CMD、　SOD－DEAEDをそれぞれ合成

した。さらに、平均分子量約10，000の活性化PEG（2，4－bis（0－methoxypolyethylene－glycol）一6－chloro－3一

Table　Xn　Physicochemical　characteristics　of　SOD　derivatives

Compound
ApParent　a）　N・mb…fb）　R・m滋・重・g　c）

molecular　　　NH2　groups　　　enzymatic

weight　　　　（moVmol）　　　　activity

Electric　d）

charge

（pH　7．4）

SOD

Ga1－SOD

Man－SOD

SOD－CMD

SOD－DEAED

SOD－PEG2

32，000

35，000

34，000

150，000

150，000

270，000

24．0

2．7

3．8

15．0

13，0

14．5

100

79．4

65．5

50．0

55．0

47．0

十

a）The　apparent　molecular　weights　of　SOD　deriva傾ves　were　estimated　by　high－perfomlance　liquid

cllromatography　gel　filtration・

b）The　numbef　of　amino　groups　was　dete㎜ined　by　trinitrobenzene　sulfonic　acid　method．

c）SOD　enzymadc　activity　was　assayed　by　nitroblue　tetrazolium　reduction　method．

d）Net　electdc　charge　of　SOD　dedvatives　was　conHmed　by　a　batch　me血od　using　DEAE－

Sephadex　A－50　anion　exchanger　and　CM－Sephadex　C。50　cation　exchange蹟
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tdazhle）を反応させることによりSOD－PEG2を合成した1⑥。　Table　XIIに得られたSOD誘導体の物

理化学的性質をまとめた。単糖修飾により分子サイズの変化は殆ど認められないのに対し、高分

子を結合した誘導体では顕著な分子サイズの増加が認められた。正電荷高分子であるDEAEDを

結合したSOD－DEAEDは正電荷を持つこと、またそれ以外の誘導体は負電荷を持つことが確認さ

れた。SOD酵素活性はいずれの化学修飾によっても減少し、各修飾体は未修飾SODの47～79％

の活性を保持することが示された。中でも、Gal－SOD、　Man－SODは残存活性が高く、一分子あた

り約20残基の糖が結合しているにもかかわらずいずれも65％以上の酵素活性を保持しており、

この糖修飾法が活性保持の面からも優れていることが示された。

1－b　SOD誘導体の静脈内投与時の体内挙動

　Fig．35に各SOD誘導体を0．l　mg／kgの投与量でマウスに尾静脈内投与後の血漿中濃度と肝臓移

行量を示した。未修飾SODは投与後速やかに血漿中より消失し、肝臓中には殆ど取り込まれな

かった。Ga1－SOD、　Man－SODはSODよりもさらに速やかに血漿中から消失し、糖修飾BSA同様

いずれも投与量の75％以上が肝臓に取り込まれた。一方、SOD－CMD、　SOD－PEG2では高分子結

合による分子量増大の影響により糸球体濾過が抑制され、長時間循環血漿中に滞留することが示

された。一方、高分子化と同時に正電荷を付与したSOD－DEAEDは、比較的ゆっくりと肝臓に移

行することが示された。肝臓へ移行した3種類の誘導体についてその細胞選択性を第1章2節と

同様の方法で検討し、Fig．36に細胞107個あたりの移行量で示した。　Ga1－SOD、　Man－SODは実質

細胞、非実質細胞にそれぞれ優先的に移行していることが確認された。また、SOD－DEAEDは両

（A）

官80

喜、。

墨

1・・

藝

120

畠

O：SOD
△：Gal－SOD

■：Man－SOD

▲：SOD－CMD

●：SOD－DEAED
口：SOD－PEG2

中謹

。　　　　　　　　　　　　トー1H
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（B）
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Fig．35　Plasma　concentration（A）and　Iiver　acc㎜u1ation（B）of　1111n・1abeled　SOI）

derivatives　after　intravenous　injection　in　mice　at　a　dose　of　O．1　mg／kg．　Results　are

expressed　as　the　mean±SD　of　t㎞ee　mice．
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Fig．37　Competition血1　hepatic　uptake　of　1111n・labe1ed　glycosylated　SODs　by　co・

administration　with　glycosy星ated　BSA　after　intravenous　h噸ection　in　mice．1111n－labeled

glycosylated　SOD（0．　l　mg！kg）was　i可ected　with　glycosylated　BSA（20　mg！kg）and　liver

accumulation　was　detemined　at　30　min　a丘er　i可ection．　Results　are　expressed　as　the　mean±

SD　of　three　mice．　Differences　were　statistically　evaluated　by　Student’一test．

細胞分画に分布し、その分布比は肝臓中での血液と構成細胞との接触面積比141）とほぼ対応してい

ることから、静電的相互作用により細胞表面に結合することが示唆された130）。これら糖修飾SOD

の肝臓取り込み特性を検討するため、Ga1－SOD、　Man－SODをそれぞれ大過剰のGal－BSA、　Man－

BSAと同時投与したときの投与30分後の肝臓移行量をFig．37に示す。　Gal－SOD、　Man－SODの肝

臓による取り込み量はそれぞれ同一の糖で修飾した糖修飾BSAの同時投与により低下したことか

ら、糖修飾SODは糖修飾BSAと同一の機構で取り込まれていることが示唆された。
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1－c　体内動態の二二学的解析

　SODの体内動態特性に対する各修飾の効果を定量的に評価するため、これまでと同様の方法に

より薬動学パラメータを算出し、Table　XIIIにまとめた。　SODと糖修飾SODに関してはそれぞれ

投与量が100倍、10倍の時の体内動態についても検討し、その時のパラメータも併せて示した。

Table　XIII　AUC　and　clearances　of　1111n・labeled　SOI）derivatives　after　intravenous

i可eCtiOn　in　miCe

　　　　　　　　　DoseCompound
　　　　　　　　（mg／kg）

　AUC
（％of　dose

　・㎞1m1）

Clearance（mMbr） Tissue　uptake　rate　index（m11㎞1g）

CLtota且　　CL血ver　　CLudne　　Liver Spleen　Kidney　Muscle

SOD

Ga1－SOD

Man－SOD

SOD－CMD

SOD－DEAED

SOD－PEG2

0．1

10

0．1

1

0．1

1

0．1

0．1

0．1

　9．49

　9．80

　1．05

　3．50

　1。37

　5．06・

315

34．8

633

10．5　　　　　0．0426

10，2　　　　　0．0521

95．2　　　　88．2

28．6　　　　16．3

72．9　　　　53．4

19．8　　　　11．9

　0．317　　　0．0218

2．87　　　1．44

　0．158　　　0．0107

1．23　　　　　0．0262

3．75　　　　　0．0335

5．63　　　　64．2

6．58　　　　12．3

3．40　　　　37．2

5．21　　　　　8．39

0．0680　　　0．0210

0．561　　　　1．44

0．0124　　　0．O120

0．0207

0．0149

0．0540

0．0330

9．79

4．01

0．O174

0．216

0．0032

23．7　　　　　0．0310

21．5　　　　0。0542

0．596　　　0．158

0，354　　　0．0728

　1．28　　　　0．0673

0．861　　　0．0975

0，344　　　0．0019

0．202　　　0．0216

0。0405　　0．0124
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未修飾SODは非常に大きい腎臓取り込み速度と比較的大きいC臨．を持つことが示され、このタ

ンパク質が循環血中に投与された後に速やかに糸球体濾過を受け、さらに尿細管で再吸収される

ことが強く示唆された。また投与量を100倍着した場合にもCLt副の変化はわずかであり、　SOD

が投与量によらず速やかに糸球体濾過されることが示された。これに対し、CMDやPEG2を結合

した高分子結合型SOD誘導体では、分子サイズが増大したことによる糸球体濾過の抑制が認めら

れた。また、SOD－DEAEDでは比較的小さいCL圃であるものの、その約50％をCLlw訂が占める

ことが明らかとなった。一方、Gal－SOD、　Man－SODでは投与量が0．I　mg！kgの場合にはいずれも

マウスの肝血漿流速に匹敵する大きさのCLI幡を有することが示された。

　各化学修飾によるSODの体内動態制御について、標的である肝臓への移行と腎臓での糸球体濾

過による消失をFig．38にまとめた。横軸には糸球体濾過速度を表す指標として。臨，とC玩輌

の合計を用いた。各種化学修飾によりSODの体内動態は劇的に変化することが示され、糖修飾を

施すことにより約1，000倍の速度で肝臓へ送達できること、またPEG化により糸球体濾過速度を

数百分の一にまで低下できることが明らかとなった。

皿一2　肝臓の虚血・再論流障害に対するSOD誘導体の抑制効果

　前節の検討により、糖修飾を施すことによりSODを肝臓へ選択的にターゲティング可能である

ことが示された。そこで、本節では肝臓障害モデルを作成し、ターゲティングによるSODの治療

効果改善に関して検討を行った13力。

20

曾　　15

塁

郵

書

10

5

0

i．v．　i句㏄tion　of　SOD　derivatives

Y磁、。ゆ　　醐㏄・・。n。・B・P

i・3響　　　　　十

賑

一50　　　　20　　　40　　　60　　　80　　　100　　　120　　　140

　　　　　　　　Time（min）

O：Sham　operation

●　：Occlusion

Fig．39　Experimenta夏procedure　of　the　mt髄ver　ischemialrepe血sion　and　bile皿ow
rates　during　tbe　experiment　Hepatic　ischemia　was　elicited　by　occluding　the　poItal　vain

and　the　hepatic　altery　fbr　20　min．　After　60　min　of　reperfUsion，　sulfbbromophthalein　so（Hum

hydrate（B　SP）was　bolusly　i切ected　into　the　dght　fbmoral　vein，　and　the　BSP　level　in　bile　was

determined　for　60　min．　SOD　derivatives　were　bolusly切ected　into　the　hght　fbmoral　vein　at

adose　of　10，000　units乃（g，　at　5　min　prior　the　occlusion．　Bile　flow　rates　are　expressed　as　the

mea11±SD　of　three　rats．
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2－a　肝虚血・再灌流障害モデルの作成

　肝臓をはじめとする各種臓器において、血流が遮断され虚血状態となった後に血流が再開され

た場合には、生体に本来備わっている消去能を上回る活性酸素が不可避的に発生し、これにより

近傍の細胞群が障害されることが知られている142）。そこで、活性酸素障害の抑制が期待される

SOD誘導体の治療効果を検討するため、　Kawamotoらの方法143）に従い肝虚血・再調胃障害モデル

を作成した。Wistar系雄性ラットに対し麻酔下肝動脈と門脈をクランプして血流を遮断し、20分

後にクランプを外し血流を再開した。SODあるいはSOD誘導体は虚血開始5分前に10，000

unitlkgの投与量で大腿静脈内に瞬時投与した。

　Fig．39に実験手順の概要を整理すると共に、実験中の胆汁の流速を示す。虚血操作を行った群

（occlusion群）では、再灌流開始直後においては胆汁の分泌は極端に低下しているものの時間の経

過と共に徐々に回復し、再灌流開始後60分経過した時点では開腹手術のみを行った群（sham

operation群）のレベルにまで回復することが示された。

2－b　肝虚血・再灌流障害の評価法の確立

　肝障害の評価には、数種のトランスポーターにより血漿中から胆汁中へ分泌される肝機能診断

薬sulfbbromophthalein（BSP）1唱）を用い、再丁丁開始60分後の時点で大腿静脈より投与したBSPの

胆汁中への排泄パターンを指標に肝虚血・再灌流障害を評価した。Fig．40に各条件下でのBSPの

胆汁排泄パターンを示す。得られた排泄曲線をモーメント法145）により解析し、肝障害性の定量化

を行った。恥（回収率）、云。（平均排泄時間）はそれぞれ次式により算出される。
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Fig．40　Bili3ry　excretion　of　BSP　during　rat　liver　iscllemialreper血sion　experiment

Results　are　expressed　as　the　mean±SD　of　at　Ieast　three　rats．
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勘＝ （20）

劾・∬’r祭鷹 （21）

ここで、’は時間であり、幽訪はBSPの胆汁排泄速度である。各モーメント値は山岡らの方法

1妬）に従い、実測点に関しては線形台形公式を適用し、それ以降についてはte㎜inal　phaseに対して

最小二乗法により理論式を求め、無限時間までの値を算出した。

2－c　SOD誘導体投与による障害抑制効果

　Fig．40に示したBSPの胆汁排泄曲線をモーメント解析した結果をTable　XrVに整理した。静脈

内投与したBSPはsham　operation群では胆汁中への排泄率が94％、平均排泄時間が15．2分と投与

した大部分が速やかに胆汁中へ排泄されることが示された。虚血・再興流を行うことにより排泄

率は78％にまで低下し、また平均排泄時間も18．2分と延長することが明らかとなり、虚血・再

層流操作により肝障害が発生していることが確認された。

　各SOD誘導体投与による治療効果を明確にするため、　Fig．41に各条件下でのBSPの胆汁中排

泄率と平均排泄時間をsham　operation群に対する百分率で整理した。　BSPの排泄に関する両パラ

メータに対して未修飾SODの投与は殆ど効果が無いことが示された。一方、　Gal－SOD、　Man－SOD

投与群では排泄率、排泄時間ともにs㎞operation群と匹敵する値にまで回復することが明らかと

Table　XIV　Moment　parameters　fbr　biliary　excre髄on　of　BSP　after　intmvenous　i司ection

of　SOI）deバvatives　in　rat　Iiver語chemialreper血sion　experiment

pa）

　Fa
（％of　dose）　　　vs．　　　　vs．

　　　　　　Shaln　　Occlusion

肱

（min）

P

Treatment
VS，　　　VS．

Sham　　Occlusion

Shaln　operation

Occlusion十saline

　　　　＋SOD

　　　　＋Gal。SOD

　　　　＋Man－SOD

　　　　＋SOD－CMD

　　　　＋SOD。DEAED

　　　　＋SOD－PEG2

93．9　±4．7

78．2±3．2

81．8　±4．0

91．0±7．5

94．6　±6。1

86．3　±4．2

81．7　±2．0

89。3　±2．6

＜0．01

＜0．01

n．S．

n．S．

＜0．05

＜0．01

n．S，

＜0．01

　　b）
n．S．

＜0．01

＜0．01

＜0．01

n．S．

＜0．01

15．2　±0．5

18．2　±　1．4

18．0±2．0

15．6　±　1．3

15．5±L1

17．4　±　L2

20．9　±4．1

19．4　±35

＜0．01

＜0．05

n。S．

n．S．

＜0．01

n。S．

＜0，05

＜0．01

n．S．

＜0．01

＜0．02

n．S．

n．S．

n．S．

a）Diffbrences　were　statistically　evaluated　by　Studenローtest．

b）Not　significant．
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なった。SOD－CMD、　SOD－PEG2投与群では排泄率にsaline投与群と比較して有意差が認められた

もののその効果は糖修飾SOD投与群を越えることはなかった。

皿一3　考察

　様々な疾患の原因として活性酸素が関与していることが明らかにされつつある14乃。また種々の

病因となるだけでなく、組織が虚血状態となった後に血流が再開される臓器移植の場合にも活性

酸素が発生し、活性酸素に起因する障害が発生することが明らかとなっている14歌149）。肝臓の虚

血・再二流時には、血管内皮細胞、Kupffbr細胞、好中球などが活性酸素を産生する可能性がある

と考えられるもののいずれの細胞が主要な発生源であるかは不明である。好中球やマクロファー

ジなどの貧食細胞は：NADPH　oxidaseを形質膜に有し、種々の刺激に応答してこの酵素を活性化し

スーパーオキサイドアニオンを産生することが知られている15α151）。また、肝血管内皮細胞表面上

のxant㎞e　dehydrogenaseは虚血障害あるいは酸化的障一時にxanthine　oxidaseに変換され、虚血組

織に蓄積するxanthineを代謝する際にスーパーオキサイドアニオンを発生することが報告されて

いる15｝155）。さらには、スーパーオキサイドアニオンからヒドロキシラジカルなど種々の活性酸素

種が生じることにより細胞機能障害が引き起こされることが報告されている156）。

　スーパーオキサイドアニオンを消去するSODは活性酸素種の代謝カスケードの上流に作用する

ため、ラジカル連鎖反応により産生される大量の高反応性分子種を直接消去するよりもはるかに

有効な抗酸化作用が期待できる157）。しかし分子量が30，000程度と比較的小さいため糸球体濾過に

より速やかに消失することから、その有効利用には体内動態制御が不可欠と考えられる。そこで
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本研究では、SODの体内動態制御法として糖修飾を適用し、肝臓への選択的ターゲティングによ

る肝臓の活性酸素障害に対するSODの治療効果の改善を試みた。

　SODの1ysine残基に対してacetyl化またはsucciny1化修飾を施した場合にはSODの酵素活性が

大幅に低下することが示されている158）。SOD分子表面の正電荷がスーパーオキサイドアニオンの

活性部位への輸送に重要な役割をしているという報告159）もあり、acety1化およびsuccinyl化により

この正電荷の減少することが酵素活性の低下を引き起こすものと思われる。しかし、本研究で用

いた方法葡）による糖修飾では、第1章1節でGa1－BSAについて確認したようにタンパク質の等電

点を変化させることがないため！02）、酵素活性を十分に保持した糖修飾SODが合成できたものと思

われる。

　SODによる障害抑制効果の検討に用いたBSPは、有機アニオンの一種であり静脈内投与後胆汁

中に排泄される。BSPの血漿中から肝細胞への取り込みにはNa＋依存的輸送系が複数関与するこ

と醐62）、また胆管側膜を介した胆汁中への分泌には輸送能を欠損したラットを用いた検討から

cMOAT（canalicular　multispeci飾organic　anion　transporter）が関与していること163・1畠）が報告されている。

従って、BSPの胆汁中への排泄を指標とすることにより肝細胞の機能評価が可能であると考えら

れ、この方法により活性酸素による肝細胞に対する障害ならびにSOD誘導体投与による障害抑制

効果の評価を行った。

　静脈内投与後肝臓へ移行したGa1－SOD、　Man－SODは、肝臓の実質細胞、非実質細胞にそれぞれ

receptor－mediated　endocytosisにより効率よく内在化されるものと考えられる。アシアロ糖タンパク

質レセプターあるいはマンノースレセプターにより取り込まれたタンパク質は1ysosomeへ輸送さ

れ速やかに分解されることが報告されている1洗しかしながら、これら両三修飾SOD投与群にお

いて非常に優れた治療効果が認められたことから、細胞内に取り込まれた後少なくとも一部が

SOD活性を示し、効果発現につながったものと思われる。実際、単離した腹腔マクロファージか

ら放出されるスーパーオキサイドアニオンに対するMan－SODの消去能の検討165）において、

colchicine添加によりエンドサイトーシスを阻害した場合にはMan－SODの効果が認められなかっ

たことからも細胞内へ取り込まれた糖修飾SODが活性酸素消去に関与していることが推察される。

従って、Gal－SODは肝細胞に取り込まれ、細胞がスーパーオキサイドアニオンにより障害される

のを抑制し、一方Man－SODは内皮細胞やKupHbr細胞に取り込まれ、こられの細胞からスーパー

オキサイドアニオンが産生されるのを抑制しているのではないかと思われる。一方、血中滞留型

誘導体であるSOD－CMD、　SOD－PEG2を投与した場合にも若干の効果が認められ、長時間血漿中に

存在することから肝臓通過時にスーパーオキサイドアニオンを消去することが示唆された。この

SOD－PEG2は腎臓の虚血・再開流による障害をも抑制することが明らかとなっており166）、その作

用機序は臓器非特異的であると思われる。また、SOD－DEAEDは静脈内投与後比較的肝臓へ移行

するにも関わらず有意な効果は認められなかったが、これには細胞への移行パターンの違いエ6τ169）

やDEAED自身の細胞への作用170）などが影響しているのではないかと思われる。
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　以上、本章では糖修飾SODを活性を保持したまま合成することに成功し、この修飾により

SODを効率よく肝臓ヘターゲティングできることを明らかにした。さらに肝臓の虚血・再灌流に

より発生する障害をGa1－SOD、　Man－SODを投与することにより抑制可能であることを明らかにし

た。こうした知見は、活性酸素に起因する様々な肝臓障害に対する糖修飾SODの幅広い適用性を

示唆するとともに、他の生理活性タンパク質に対しても糖修飾によるターゲティングの可能性を

示すものと思われる。
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第IV章　体内動態の速度論的解析に基づく糖修飾タンパク質の分子設計

　前章において、糖修飾を施すことによりSODを効率よく肝臓ヘターゲティングすることに成功

し、肝臓の虚血・再山流障害に対する抑制効果が改善されることが明らかとなった。糖修飾はこ

れまでの章で示したようにBSA、　dextran、　PLGA、　SODのいずれの高分子に対しても肝臓指向性

を付与可能であったことから、この修飾法はあらゆる高分子に対して応用可能であると思われる。

しかしながら、第H章でも触れたように静脈内投与後の肝臓ターゲティングは肝臓による取り込

み速度のみによって決定されるのではなく、肝臓以外への消失速度とのバランスが重要となる。

従って、この糖修飾を利用した細胞選択的ターゲティングが、SOD以外の幅広い生理活性タンパ

ク質についても適用可能であるかどうかは明らかではない。特に、分子量が小さい場合には速や

かに糸球体濾過されることから171）、hlte曲rons（分子量15，000～25，000）、　hlterleukh12（分子量

15，000）、erythropoietin（分子量30，000）など遺伝子組換え技術により開発が進められている比較的

低分子タンパク質に対して、SOD同様糖修飾によるターゲティングの実現が可能であるかどうか

は明らかにされていない。さらにこうした分子量が小さいタンパク質の場合には、分子中の利用

可能な官能基数が限られることからターゲティングに必要な程度の糖修飾を施せるかどうかは不

明である。

　そこで本章では、本研究で用いる糖修飾法を生理活性タンパク質のターゲティングに適用する

場合に必要となる生理活性タンパク質の物理化学的性質、ならびに糖修飾の程度の2点を明らか

にするため、種々のgalactose修飾タンパク質を合成し静脈内投与後の体内動態を検討した。また、

第1章で構築した生理学的薬動学モデルに基づく解析により、タンパク質の分子量とgalactoseに

よる修飾率がいかにタンパク質の肝臓へのターゲティング効率に関与しているかについて検討し

た17乳173）。

Table　XV　Physicochemical　characteristics　of　galactosylated　proteins　with　d榔erent

mo夏ecular　weights

Compound

Apparent　a）

molecul訂
weight

N㎜ber　ofb）　Number　of　c）

NH2　groups　　　　galactose　residues

（moymo1）　　（moymo1）

Galactose　C）

content

　（％）

Ga138－IgG

Ga120－BSA

Ga1董rSOD

Ga16－STI

Ga15－LZM

159，000

68，300

33，600

21，300

15，200

69．0

45．6

6L2

78．9

72．9

38．4

20．2

10．8

6．04

4．82

4．40

5．14

5．74

5．12

6，03

a）職eapP肛・・t　m・1㏄ul・・w・ights・fg組act・・yl・ゆ・・t・ins　w・・e　e・dmat甜by　higレP・㎡・㎜飢ce

liquid　ch⑩matography　gel　filtration．

b）The　number　of　amino　groups　was　determined　by　trinitrobenzene　sulfonic　acid　method．

c）Th・g田act・・e　c・ntent　wa・d・te面・・d　by励・・nげsu1価。　acid　m・th曲・i・g　9組act・・e　as　a

standard．　The　number　of　galactose　residues　was　calculated　using　tbe　molar　ratio　of　galactose

residues　a賃ached　and　a　protein。
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F1－1　galactose修飾タンパク質の合成およびその物理化学的性質

　分子量の異なるタンパク質としてBSA（分子量67，000）、　S　OD（分子量32，000）の他にbovineγ一

i㎜皿oglobul㎞s（lgG：分子量150，000）、　soybe韻卿s㎞痂bitor（STI：分子量20，000）、　chcken　egg

white　lysozyme（LZM：分子量14，000）を選択した。これまでと同様の方法により、各タンパク質に

対しgalactose修飾を施した。分子量に関する検討には、糖修飾率を重量あたり5％程度の

galactoseを含むように合成した修飾体を用いた。　Table　XVに合成したgalactose修飾タンパク質の

物理化学的性質を示す。また、galactoseによる修飾率の影響については、　BSA、　SODに対し

galactose残基数を変化させた修飾体を合成した（Table　XVI）。動物実験には、これまでと同様の方

法によりmln標識した放射標識体を用いた。

IV－2　肝移行動態に及ぼすgalactose修飾タンパク質の分子量の影響

2－a　未修飾タンパク質の静脈内投与後の体内挙動

　galactose修飾タンパク質の体内動態の検討に先立ち、用いたタンパク質固有の体内動態を検討

した。Fig．42にlmglkgの投与量で各タンパク質を静脈内投与したときの血漿中濃度と肝臓移行

量を示す。分子量が大きいIgGとBSAが長時間血漿中に滞留したのに対し、分子量が32，000以

下のSOD、　STI、　LZMは速やかに、また分子量に依存した速度で血漿中から消失した。また、い

ずれのタンパク質も殆ど肝臓へは取り込まれないことが示された。Fig．43に実験終了時の各タン

パク質の腎臓中ならびに尿中への放射活性の回収量を示す。血漿中から速やかに消失したタンパ

ク質はその大部分が腎臓ならびに尿中に移行していることが示され、これまでの報告9臥9◎ヨ31・171）に

Table　XVI　Physicochemical　characteristics　of　galactosylated　proteins　with　different

numbers　of　gaIactose　residues

Compound
　N㎜ber　of　a）　　GI皿actosea）

galactose　residues　　　content

　（mollmol）　　　（％）

Ga136－BSA

Gallo－BSA

Ga114－SOD

Gallo－SOD

Ga18－SOD

Ga16－SOD

35．5

10．2

14．2

9．78

7．83

5．84

8．70

2．67

7。68

5．21

4．21

3．18

a）The　galactose　content　was　determined　by　anthrone－sul血dc

acid　method　using　galactose　as　a　standard．　The　number　of

galactose　residues　was　calculated　using　the　molar　ratio　of

galactose　residues　attached　and　a　protein・
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Fig．42　Plasma　concentration（A）and　liver　acc㎜ulation（B）of　1111n・1abeled

unmodi血ed　proteins　after　intravenous　h埴ection　in　mice　at　a　dose　of　l　mg／kg．　Results　are
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§5・
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Fig．43　Amounts　of　radioactivity　recovered　in　the　kidney　and　excreted　into　urine　at　24

hr　fbr　lllln・1abeled　IgG　and　BSA　or　at　l　hr　fbr　1111n・1abeled　SOI），　STI　and　LZM　after

intravenous　i可ection　in　mice　at　a　dose　of　l　mg！kg．　Results　are　expressed　as　the　mean±

SD　of　three　mice．

もあるように分子量が50，000程度以下の高分子の場合には非特異的な糸球体濾過により血漿から

消失することが確認された。

2－b　galactose修飾タンパク質の静脈内投与後の体内挙動

　Table　XVに示す各galactose修飾タンパク質をそれぞれ0．05、0．1、1、10、20　mgノ辰gの投与量で

マウスに静脈内投与した時の血漿中濃度と肝臓移行量をFig．44に示す。　l　mg，仮g以下の投与量に
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おいて、Ga138。IgGとGa120－BSAは投与後10分以内に投与量の80％以上が肝臓へ移行した。投与

量を10mg／kg以上とした場合には、肝臓による取り込みが低下し、血漿からの消失も遅延した。

Galll－SODも0．l　mglkg以下の投与量では投与量の70～80％が肝臓に移行したものの、高投与量

時にはGa138－IgGやGa120－BSAと比較してその肝臓移行性は大きく低下した。一方、　Ga16－STIや

Ga15－LZMはgalactose修飾により肝臓へ移行するようにはなったものの、その肝臓への移行率は他

のgalactose修飾タンパク質と比べてかなり低く、それぞれ最大でも40％、30％程度しか肝臓ヘ

ターゲティングできなかった。

Table　XVII　AUC　and　clearances　of　1111n・1abeled　proteins　and　galactosylated　proteins

a飾er　intraVenOUS珂eCtiOn　in　miCe

Compound
　　　　　　AUCDose
　　　　　（％of　dose
（mg／kg）
　　　　　　・hrlm1）

Clearance（mMhr）

CL側 CL、．。　CL。。。a）C磁　CL舳。y

IgG

BSA
SOD
STI

LZM
Ga138－IgG

Ga120－BSA

Ga111－SOD

Ga16－STI

Ga15－LZM

　　1

　　1

　　1

　　1

　　1

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

1440

1430

　8。84

　6．39

　4。87

　0．86

　1，19

　1．29

　9．09

　10．8

　1．49

　L63
　3．18

　21．5

　33。0

　1．47

　1．63

　257
　6．68

　7．93

　3．33．

　2，70

　3．28

　4．36

　6．76

　2．77

　3．05

　3．60

　6．56

　6．46

　0．069

　0．070

11．3

15．7

20．5

116

83．9

77．6

1LO

　9．26

67．1

61．3

31．5

　4．66

　3．03

67．8

61．4

38．9

15．0

12．6

30．0

37．0

30．5

22．9

14．8

36．1

32．7

27．8

15．2

15．5

0．O16

0．O16

0．033

0．355

0．486

88．3

68．1

64．9

5．43

4．15

61．5

51．0

255
3．37

1．99

55．1

47．2

235
3．81

2．21

11．3

14．3

8．78

1．92

0．991

10．5

10．6

8．41

257
L79

0．054

0．054

1L3

15．3

20．0

28．2

15．8

12．7

5．57

5．l1

5．65

10．2

6．02

1。29

1．04

12．7

14．2

15．4

11．2

10．4

18．7

22．7

2L7
2LO
13．8

29．0

24．7

25．8

20．0

22。3

0．005

0．007

0．647

3．84

0，832

0．300

0．315

0．345

0．147

0．102

0．168

0，166

0．131

0．039

0．040

6。28

5．55

5．60

7．14

6．35

10．6

14．l

15．4

17。3

10．9

1．70

1，17

1，93

3．99

10．9

0．002

0．003

859

9．77

17。4

0。235

0．273

0．200

0．047

0．080

0．197

0．243

0．144

0．041

0．033

4。21

3．89

4．10

1．80

1．37

5．54

4．65

5．07

3．16

2．24

20．4

18．1

17．1

10．3

8．05

a）CLo肋，　was　calculated　by　subtracting　C恥ive，　from　CLb観．
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Fig．45　Ef艶cts　of　the　dose　and　the　molecular　weight　on　the　apparent　hepatic　uptake

cleamnces　of　1111n・labeled　galactosylated　proteins．　Circles　represent　the　appa］陀nt　hepatic

uptake　clea㎜ce　of　each　galactosylated　protein　at　doses血om　O．05　mglkg　to　20　mg／kg．

　Ga16－STIやGa15－LZM投与時、またGa111－SODの高投与量時などには、腎臓中と尿中に高い放射

活性が検出された。

2－c　体内動態の薬動学的解析

　これまでと同様の方法により、各未修飾タンパク質ならびにgalactose修飾タンパク質の薬動学

パラメータを算出しTable　XVIIにまとめた。　IgGとBSAは高い血漿中滞留性を反映して非常に小

50

薯1・

冨

毒

α1

（Dose
高〟^kg）

［コ：c㍉、鵬

■：c』血。y

　　　　　　1　　0．05　0．1　1　　10　20　　　　　1　　0．05　0．1　1　　10　20　　　　　1　　0．05　0．1　1　　10　20

　　　　　SOD　　GallrSOD　　　STI　　Ga16－STI　　　LZM　　Ga15－LZM

Fig．46　Apparent　kidney　up血ke　and　urinary　clearances　of　1111n・1abeled　pro重e㎞s　and

their　ga夏actosylated　derivatives　after　intmvenous　i可ection　in　mice・
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さいCLt。堀を持つことが示された。これに対し、　SOD、　STI、　LZMのCL姻は大きく、また分子

量が小さいものほど大きくなる傾向が認められた。これらすべての未修飾タンパク質のCLli。，，は

0．5mVhr以下と小さく、これらタンパク質自身には肝臓に取り込まれる性質は殆どないことが示

された。さらに、CLh鮒とC輪。に大きな違いがあり、CL，副に認められる差は糸球体濾過クリ

アランスにより説明できることも示された。

　これら肝臓への移行特性を持たないタンパク質に対しgalactose修飾を施すことにより、程度の

差はあるもののいずれの場合もCL［幡が増加することが示された。　Fig．45に各galactose修飾タン

パク質のCL且短。，を投与量と分子量に対してプロットした。　Ga138－lgG、　Ga12。一BSA、　Galll－SODでは、

0．l　mg！kg以下の投与量の場合にはCLl薗はマウスの肝血漿流速酪）に匹敵する値であることが明ら

かとなった。一方、Ga16－STIとGa15・LZMのCLI鰍は低投与量の場合でも10mレhr程度であった。

　SOD以下の分子量をもつタンパク質ならびにその修飾体では、　CLh輌とC妬，の合計がほぼ

CL。瞼に相当したことから、　Fig．46に、　SOD、　STI、　LZMならびに各galactose修飾体のCLh鯛と

C輪，を示した。galactose修飾による分子量の変化が殆どないことを反映し、　C二胡とC蟻。の

和は各未修飾タンパク質とgalactose修飾体とでほぼ等しいことが示されたことから、これら誘導

体に関してはgalactose修飾による肝臓以外の消失速度の変化は少ないことが示された。

1V－3　肝移行動態に及ぼすgalactose修飾タンパク質のgalactose修飾率の影響

　前節において、肝臓へのターゲティングには用いるタンパク質自身の分子量が影響を及ぼすこ

とが示された。しかし、各修飾体当たりのgalactose残基数は分子量が大きいものほど多くなって

おり、これが肝臓への移行性に影響していることが考えられる。これまでにも、同一タンパク質

に対し糖残基数を変化させた修飾体を用いた検討から、レセプター認識における二三基数の重要

性が指摘されている174175）。従って、分子量が異なるタンパク質の肝臓への取り込み特性を整理す

るには、この修飾率の違いも考慮する必要がある。そこで、BSAとSODを対象にgalactose残基

数の異なる修飾体を合成し（Table　XVI）、その体内動態を言動学的に解析することにより肝移行動

態に及ぼすgalactose修飾率の影響について検討した。

3－a　修飾率の異なるgalactose修飾タンパク質の静脈内投与後の体内挙動

　Fig．47に修飾率の異なるGal－SODを0．05　mglkgから20　mg／kgまでの5段階の投与量でマウスに

静脈内投与した時の血漿中濃度と肝臓移行量を示す。低投与量時の肝臓への最大移行量は誘導体

間で大きく異なり、投与量の85、75、52、28％とSODあたりのgalactose残基数が減少するにつ

れて低下した。しかし肝臓による取り込みが飽和する高投与量の場合には、肝臓への移行量にあ

まり顕著な差は認められなかった。

　BSA誘導体に関して同様に体内動態を検討した結果をFig．48に示した。修飾率の高いGa136一
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Fig．48　Plasma　concentmti・n（卿87）and　liver　acc㎜ulationσ・w8ア）・f　1111n・1abeled

Ga1・BSAs　after　intravenous　i叫iection　in　mice．　Results　are　expressed　as　the　mean　of　four

mice．　The　curves　were　simulated　using　par㎜etels　listed　in　Table　XD（．

BSAの血漿中からの消失ならびに肝臓への移行は、先ほどのGa120－BSAの場合とほぼ同じである

ことが示された。一方、Ga董lo－BSAは投与量の約70％が肝臓へ移行するものの、投与した一部が

長時間血漿中に滞留することが示された。

3－b　体内動態の薬動学的解析

　Table　XVIIIに、これまでと同様の方法により求めた薬動学パラメータをまとめた。低投与量時、

Gal14－SODでは80　mレhrを越える大きいCLIi。町であるのに対しGa16－SODでは5mVhr程度であり、

in　vivoでの肝臓取り込みにおいてもgalactose修飾の程度が重要であることが示された。　Fig．49に

各galactose修飾SODのCL1短。，をSOD一分子あたりのgalactose残基数に対してプロットした。投

与量が高い場合にはあまり影響は認められないものの、低投与量時にはgalactose残基数がCLI画

を決定する重要な要因であることが示された。同様な傾向はBSA誘導体でも認められた5
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T窺ble　XVIII　AUC　and　dearances　of　l111n・1abeled　galactosylated　proteins　after

intraVenOUS　injeCtiOn　in　miCe

Compound
　　　　　　AUCDose
　　　　　（％of　dose
（mg！kg）

　　　　　・hrlml）

Clearance（m㎞）

CLt副 CLI、ve『CL。。。，a）C』ne　CL舳，y

Ga136－BSA

Gallo－BSA

Ga114－SOD

Gallo－SOD

Ga18－SOD

Ga16－SOD

0．05

0，1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．l

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

0．05

0．1

1

10

20

1．12

1．18

L93

13．7

18．5

19．7

18．0

19．5

34．6

42．7

0．96

0．88

1．44

5．94

7．18

2．56

2．46

3．32

6．40

7．15

3．87

3．82

4．30

6．45

7．46

5．33

5．61

5．30

6．76

7．12

89．6

85．0

51．9

　7．30

　5．40

　5．08

　554
　5．14

　2．89

　2．35

105

113

69．2

17．1

13．9

39。1

40．6

30．2

15．6

14．0

25．8

26．2

23．2

15．5

13．4

18．8

17．8

18．9

14．8

14．0

84。6　　　　　　5．00　　　　　0．109

77．3　　　　　　7．71　　　　　0，163

45．4　　　　　　6．52　　　　　0．062

5．57　　　　　1．73　　　　　0．044

2．34　　　　　3．06　　　　　0，031

4．80　　　　　0．280　　　　0，079

4．89　　　　　0．660　　　　0．061

4．95　　　　　0．190　　　　0．055

2．03　　　　　　0．860　　　　0．022

L22　　　　　1．13　　　　　0，046

86．5　　　　　18．2　　　　　　7．07

89．1　　　　　24，3　　　　　　7．46

48．7　　　　　20，5　　　　　　7．96

4．64　　　　12．5　　　　　698

2．53　　　　11．4　　　　　4．53

29．3　　　　　9。8　　　　　4．22

30．5　　　　　10。1　　　　　4．51

16．5　　　　　13．7　　　　　　5．36

3．44　　　　12．2　　　　　7，32

2．51　　　　11，5　　　　　7．42

13．4　　　　　12．4　　　　　　2．85

11．9　　　　　14．2　　　　　2，21

10．O　　　　　l3．2　　　　　　3．95

2．95　　　　12．5　　　　　　5．62

2．02　　　　11．4　　　　　　6．15

5．26　　　　135　　　　　　1．74

4．33　　　　13．5　　　　　　2．06

4．19　　　　14．7　　　　　2．16

2．23　　　　12．6　　　　　　7．22

1．64　　　　12．4　　　　　　6．76

0．275

0．302

0．210

0．063

0．040

0．062

0．059

0．060

0．051

0．057

1．05

0．945

1．45

0．791

0．860

5．17

5．28

4．80

2．85

1．89

7．78

6．85

7．21

4．02

2．60

7．60

8．44

7．26

4．48

3．49

a）CLo血e，　was　calculated　by　subtrac恒ng　CLlive，　ffom　CLωml．

IV－4　galactose修飾タンパク質の肝移行動態を決定する要因の解明

　前節までの検討により、galactose修飾によるタンパク質の肝細胞へのターゲティングには、タ

ンパク質の分子量とgalactoseの修飾率の双方が重要であることが示された。これらの要因と

galactose修飾タンパク質の肝移行動態の相関性を明らかにすることにより、その相関に基づいた

誘導体の分子設計が可能となる。そこで、糖修飾BSAの体内動態解析に用いた生理学的薬動学モ

デルに基づき各galactose修飾タンパク質の体内動態の解析を行うことにより、各修飾体の肝移行

動態を2つの薬動学パラメータとして数値化することを試みた。さらに、得られた薬動学パラ
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Fig．49　Ef艶cts　of　the　number　of　galactose　residues　on　the　apparent　hepatic　uptake

clearances　of　1111n・labeled　Ga1601）s．　Circles　represent　the　apparent　hepatic　uptake

clearance　of　each　Ga1－SOD　at　doses血om　O．05　mglkg　to　20　mglkg．

メータとgalactose修飾タンパク質の物理化学的性質との相関性について検討した。

4－a　生理学的薬動学モデルに基づくgalactose修飾タンパク質の体内動態解析

　Fig．50に解析に用いたモデルを示す。　PPからの消失過程以外はFig．13で示した糖修飾BsAな

らびにdextranの体内動態解析に用いたモデルと同一である。　Table　XVII、　XVIIIに示したCL。山。，

がGa138－IgGならびに各Gal－BSAでは投与量の増加に伴い減少したことから、これらに関しては

PPからの消失をMichaelis－Menten型（鞠p，臨鶴p）と仮定した。この場合には、各コンパートメント

に関する物質収支式は第1章3節で示した式（7）～（9）となる。一方、各Gal－SOD、　Ga16－STI、　Ga15－

LZMの場合にはCL。血町が投与量によらずほぼ一定であったことから、　PPからの消失は線形（α，p）

であるとした。この時、各コンパートメントに関する物質収支式は以下のように記述できる。

箸＝rgq－9ら一一らノ／ろ
（22）

讐・rgら一gq矯乾q川 （23）
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Fig．50　Physiological　pharmacokinetic　modeHbr　analyzing　theまπ卿。　d誌position　of
galactosylated　proteins．1㌔，，　and二五，1，　Michaelis　constant　and　the　maximum　late　fbr　liver

uptake，　respectively．1㌦ρand　Vぬp，　Michaelis　constant　and　the　maximum　Iate　fbr

ex仕ahepatic　eli血nation，　Iespectively．　g，　hepatic　plasma且ow　rate．　Cち，　ex仕ahepatic

cleamnce．

姐1　歯噛
　　　　　　q
4’　・鴎」＋q

（24）

ECおよびICに関する式（23）、（24）は、第1章3節の式（8）、（9）とそれぞれ同一である。　IgGおよ

びBSA誘導体に関しては式（7）～（9）を、それ以外については式（22）～（24）を第1章3節と同様の

方法でFig．44、47に示すgalactose修飾タンパク質のすべての投与量での血漿中濃度6）および

肝臓移行量函）に対して同時当てはめ計算を行い、1陶ρ、臨岬、κ小臨鶴1、CZpを算出した。し

かし、Gallo－BSAに関しては当てはめ計算において一定した収束値が得られなかった。　Gallo－BSA

は静脈内投与後投与量の70％程度は肝臓へ移行したものの投与1時間後においても血漿中1ml

あたり10％程度存在しており、一分子あたり7個しかgalactoseが結合していないGai－BSAはレ

セプターと結合しないという報告175）もあり、この体内動態の結果はgalactose結合数が少ないもの

が肝臓へ取り込まれなかったためと思われる。従って、モデル解析に用いた一組のKm、　Vm眠では

Gallo－BSAの肝臓移行動態を解析できなかったものと思われる。

　解析の結果得られた体内動態パラメータをTable　XIXにまとめた。各パラメータセットを用い

て描いた理論曲線は各galactose修飾タンパク質の実験結果をよく反映していることが示された

（Fig．44、47）。肝臓による取り込みを決定する2つの薬動学パラメータのうちVm紙1は各誘導体間

でそれほど大きな違いは見られず、最も小さいGa138－IgGと最も大きいGa蓋5－LZMの間でも4倍程

度の差であることが明らかとなった。一方、K叫1には誘導体間で大きな違いが認められた。　Ga138．
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Table　XIX　Phamlacokinetic　parameters　of　1111n・1abeled　galactosylated　proteins

Liver Plasma

Compound
Km，1

（nM）

V㎜，1　V㎜，11K叫1
（nmo1／hr）　　（mレhr）

Km，P

（nM）

Vmax，P

（nmo11止r）

CLp
（mレhr）

Ga138－IgG

Ga136－BSA

Ga120－BSA

Gallo－BSA　a）

Ga114－SOD

Gal　11－SOD

Gallo－SOD

Ga18－SOD

Ga16－SOD

Ga16－STI

Ga15－LZM

1．75±　　2．88

6．33±　　4．01

22．0　　±　　　5．5

8．22±

64．2　±

118

360

1，240

242

922

　5．23

　12．9

±　23

±　69

±310

±　54

±230

4．23±0．35

6．20±0．37

4．69±0．29

9．84±0．59

8．72±0．70

8．78±0．89

8，60±1．15

8．63±L83

9．73±1．42

18．0　±3．5

2，410

980

213

1，200

136

　74．5

　23，9

　6．95

　40．2

　19．5

472±238　　　7．00±2．09

839±351　　7．07±1．56

301±167　　　2．Ol±0．54

14．9±0．9

12．7±0．8

12．4±0．9

13．1±1．0

13．5±0．8

32．2±2，0

34．6±2，2

Each　parameter　was　calculated　based　on　tbe　model（Fig．13）and　was　obtained　by　fitting　the　differential　equations（7）一（9）to

experimental　data　of　plasma　concentration　and　liver　accumuladon　time　courses　of　each　l　l　lIn－labeled　glycosylated　BSA　at

丘ve　doses．κ瓜，　and　V磁，，　Michaelis　cons競mt　and　the　maximum　rate　for　liver　uptake，　resp㏄dvely．κ朋〃and賑ρ，

maximum　rate　of　uptake　for　liver　and　plasma，　respectively．　CLp，　extrahepatic　clearance．

a）ulIn－labeled　Gallo－BSA　was　not　analyzed　based　on　the　modeL

IgG、　Ga136－BSA、　Ga114－SODなど肝臓へ効率よく速やかに取り込まれたものではその値は数nMと

算出された。この時、Vm徽1／K叫1で表される肝臓取り込みの固有クリアランスは980～2，400　ml／hr

となり肝血漿流速（85mVhr）的と比較して10倍以上大きく、これら誘導体の低投与量での肝臓取り

込みが血流律速であることが明らかとなった。しかし、Ga16－SODではK叫1は1．2鉢Mとなり、

Ga138－IgGと比較して1，000倍近い開きがあることが示された。

4－b　galactose修飾タンパク質の言動学パラメータとgalactose修飾率との相関

　前項において、生理学的滑動学モデルに基づく解析によりgalactose修飾タンパク質のin　vivoで

の肝移行動態の薬動学的特性を明らかにすることができた。解析により得られた薬動学パラメー

タとgalactose修飾タンパク質の物理化学的性質との相関性について、先ず分子量の影響を無視で

きる5種類のGa1－SODに焦点を絞り、galactose残基数の影響について検討した。　Fig．51に各Ga1－

SODのK叫1とV職1をSOD一分子あたりのgalactose残基数に対して片対数プロットした。その結

果、K叫且の対数値とgalactose残基数の間には非常に良好な相関が認められた。従って、同一タン

パク質に限定した場合には一分子あたりのgalactose残基数が誘導体のK臥！を決定し、その結果と

して肝臓による取り込み速度が決定されることが示された。

　そこで、検討に用いたすべてのgalactose修飾タンパク質に対しgalactoseによる修飾率とK鵜1と
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Fig. 51 Effect of the number of galactose residues on pharmacokinetic parameters
representing the hepatic recognition of iiiln-labeled Gal-SOD･ Km,i (A) and Vrnax,i (B) of

iiiln-labeled Gal-SOD were plotted as means ± SD against the number of galactose residues
per each Gal-SOD.

Table XX Estimated surface area and sunhce density and distance of galactose
residues in galactosylated proteins

Compound

Estimated a)

 surface

  area

Surface density

 of galactose
(moleculelA2)

b) DistancebetweenC)

  galactose residues

      (A)

Ga13s-IgG

Ga136-BSA

Ga12o-BSA

Galio-BSA

Gal14-SOD

Galn-SOD

Galio-SOD

Gals-SOD

Gats-SOD

Ga16-STI

Gals-LZM

37,8oo

21,Ooo

21,OOO

21,OOO

12,2oo

12,2oo

12,2oo

12,2oo

12,2oo

 8,720

 6,8oo

1.02

1.69

O.962

O.486

1.16

O.882

O.798

O.639

O.477

O.692

O.708

31.4

24.3

32.2

45.4

29.4

33.7

35.4

39,6

45.8

38.0

37.6

a) The surface areas were calculated by the fo11owing equation using the molecular

 weights of native proteins:

      Surface area = 6.3 × (Molecular weight)O･73

b) The surface density of galactose residues was calculated by dividing the number of

 galactose residues by the surface area.

C) The distance between the vicinal galactose residues was calculated by the fo11owing

 equatlon:
      Distance = (Surface area/Number of galactose)O･5

-69-



（A）

　10000

1000

　遷

瓢　100
認

10

1

口垂

　も

　　、

　　　エ1 至

日目lactose　density×103（molecule1A2）

（B）

1000

100

　蕊

量　10
善

〉

1

0．1

コ

口［養［勾　□

●：GI班一lgG

△：Gal－BSA

口：Gal－SOD

O：Gal－STI

▲：Gal－LZM

O

Galactose　density×103（molecule1A2）

Fig．52　Relationship　betw㏄n　Km，塁（A）or　Vm釦【」（B）and　the　sur血ce　density　in　1111n・

1abeled　galactosylated　proteins．　Parameters　of　l　l　IIn－labeled　g田actosylated　proteins　were

plotted　as　means±SD　against　the　su㎡ace　density　of　galactose　residues

の関係が成り立つかどうかについて検討した。但し、誘導体間で大きく分子サイズが異なること、

またアシアロ糖タンパク質レセプターによるリガンド認識においてはgalactose分子の立体配置が

重要であること1548）を考慮し、galactose修飾率の指標として誘導体表面のgalactose残基の密度を

用いた。galactoseの表面密度は、　Millerらの方法176）に従い各タンパク質の露出表面積を算出し、

各誘導体一分子あたりのgalactose残基数をこの表面積で除すことによりgalactoseの分子表面密度

を見積もった（Table　XX）。　K叫1、　V職1をgalactoseの表面密度に対して片対数プロットしたところ

（Fig．52）、　K叫1の対数値はgalactoseの表面密度の増加に伴いほぼ直線的に減少し・表面密度が1×

106molecule！A2以上ではほぼ一定値となることが示された。この結果は、　galactose修飾タンパク

質の肝臓取り込みはタンパク質のサイズに依らずgalactoseの分子表面密度によって決定されるこ

とを示唆するものである。従って、この相関に基づいたgalactose修飾タンパク質を設計すること

により肝細胞へのターゲティングに適した誘導体の開発が可能になると思われる。

IV－5　考察

　糖修飾による生理活性タンパク質の肝臓ターゲティングは、肝臓取り込み速度と肝臓以外への

消失速度とのバランスによって決定される。従って、糖修飾タンパク質の肝臓への移行をin　vivo

で評価することによりこの両過程を同時に評価することが可能であり、得られた情報をもとに静

脈内投与後の肝臓移行に優れた誘導体の設計が実現できるものと考えられる。また、静脈内投与

後の体内動態を生理学的薬動学モデルに基づいて解析することにより、in　vivoにおけるアシアロ

糖タンパク質レセプターを介する取り込みの薬動学的情報を得ることができ、この取り込み特性
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とgalactose修飾タンパク質の物理化学的性質との相関を明らかにすることができた。

　アシアロ糖タンパク質レセプターの基質認識に関しては、これまでにhl　vitro遊離肝細胞を用い

た検討などから糖鎖上の9副actose分子の立体配置の重要性が明らかとされており、3分岐の糖鎖

末端のgalactoseが形成する15　A×22　A×25　Aの三角形の形状がアシアロ糖タンパク質レセプ

ターとの結合に優れているといわれている15’18）。一方、合成的にも簡便であり、またBSAなどに

対しては十分な肝臓指向性を付与できることから、本研究で用いたような単糖修飾法は肝臓指向

型タンパク質や高分子キャリアーの開発などに有用である。この単糖修飾の場合には、BSA分子

に結合させるgalactose残基数を増加させるほど結合親和性が増大することが報告されており17生175）・

本研究においても第H章でのGal－PLGAを用いた検討からgalactose残基数の重要性がin　vivoでの

肝臓取り込みにおいても実証されている。しかし、分子量などの物理化学的性質が異なる高分子

間でレセプター結合における糖修飾率、糖残基数などの持つ意味は明らかではなく、生理活性タ

ンパク質などの高分子に対してターゲティングを目的とした糖修飾を試みる際の分子設計に関す

る情報は得られていない。体内動態の解析を通じて高分子固有の特性一修飾による糖残基の導入

率一肝臓取り込み速度の関係を整理可能となれば、肝臓以外への消失に関する情報と総合するこ

とにより合理的な糖修飾を利用したターゲティングが達成できるものと思われる。

　そこで本章では、生理活性タンパク質を対照として静脈内投与後の体内動態を生理学劇薬動学

モデルで解析することにより、galactose修飾タンパク質の肝移行動態を決定する要因の解明を試

みた。解析の結果、Ga138－IgG、　Ga136－BSA、　Gal14－SODなど低投与量時に非常に速やかに肝臓に取

り込まれる誘導体では、K朗は非常に小さくまた大きな標準偏差を持つことが示されたが、これ

はK叫1が非常に小さい場合には肝臓取り込みが低投与量時には血流律速となっているためであり、

このような条件下ではK鳳1の多少の変動は肝臓移行動態に殆ど影響を及ぼさないためであること

が推察された。このことから、galactoseによる修飾率を表面密度として1×10’3　molecule！A2以上に

することが可能であれば、血流速度に近い速度で肝臓へ送達可能な誘導体が設計できることが示

唆された。各galactose修飾タンパク質表面のgalactose残基の分布が均一であると仮定したときの

galactose残基間の距離をTable　XXに示す。肝臓へ効率よく移行した誘導体では、　galactose残基間

の距離は30A以下でとなり、前述した糖野上のgalactose分子の立体配置の値とほぼ等しいことが

示された。このことは、分子量をもとに推定したタンパク質の露出表面積から算出したgalactose

の表面密度を指標とすることにより1アシアロ糖タンパク質レセプターに効率よく認識される誘

導体が設計可能であることを示唆するものである。

　STI、　LZMではレセプターへのafh盛tyを十分高めることができず、また同時に全身動態特性と

して糸球体濾過速度が大きいことから期待にかなう肝臓ターゲティングは達成できなかった。こ

のような場合には、糖修飾による肝臓指向性の付与だけでなく、肝臓以外への消失を抑制する化

学修飾を併用することで肝臓への効率の良いターゲティングを実現するものと考えられる。

以上、本章では種々の糖修飾タンパク質の体内動態をモデルに基づき解析することにより、タ

ーフ1



ンパク質分子表面のgalactose残基の密度がgalactose修飾タンパク質の肝臓取り込み過程のa伍血i砂

を決定していることが示唆され、糖修飾を利用して生理活性タンパク質ならびに高分子キャリ

アーを肝臓ヘターゲティングする際に必要な誘導体の設計に関する指針を得ることができた。こ

れらの知見は、物理化学的性質の異なる種々の生理活性タンパク質に対して糖修飾を利用した細

胞選択的ターゲティングを試みる上で有益な情報を与えるものと思われる。
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結　論

　以上、著者は四章にわたり、糖修飾高分子の物理化学的性質と体内動態特性との関連を基盤と

して、糖修飾を利用したターゲティングシステムの合理的な設計指針の確立に取り組み、糖修飾

BSAを用いて糖修飾高分子の基本的な体内動態特性を薬動学的解析を通じて明らかにした後、低

分子薬物および生理活性タンパク質の肝臓選択的ターゲティング法の開発を試み、さらに種々の

galactose修飾タンパク質の体内挙動の薬動学的解析によりタンパク質医薬品の分子設計に関して

も検討を行った結果、以下の結論を得た。

（1）糖修飾BSA誘導体を用いた糖修飾高分子の体内動態特性の解明

　モデル高分子として静脈内投与後長時間血漿中に存在するBSAを選択し、糖修飾高分子の体内

動態特性を明らかにするため、糖修飾BSAの静脈内投与後の臓器分布特性を薬動学的手法を用い

て解析した。組織分布の指標となる組織取り込みクリアランスを算出するには、組織移行後放射

標識体の組織からのemuxが無視可能な1111n標識法が適していることが示された。この方法で標

識した放射標識体を用いて体内動態を検討した結果、Gal－BSAは肝臓の血漿流速とほぼ等しい速

度で肝臓の実質細胞に取り込まれること、一方Man－BSAは肝臓の非実質細胞と脾臓へ多く回収さ

れたことから、それぞれの糖を認識するレセプターの分布と一致することが示された。また、

Michaelis－Menten型の肝臓取り込み過程を組み込んだ生理学的薬動学モデルを用いて解析すること

により糖：修飾BSAならびにdextranの非線形肝臓取り込みを定量的に評価できることも示された。

（H）肝臓指向性キャリアーの開発とそれを利用した薬物ターゲティング

　水溶性が高く化学修飾可能な反応基を多く有し、またタンパク質と比較して抗原性が低いなど

の利点を有するdextranをキャリアー骨格として選択し、応用性の広い細胞選択的キャリアーシス

テムの開発を試みた。前章においてdextranが低投与量条件下に肝実質細胞に取り込まれることが

明らかとなったことから、これを防ぐためcarboxymethyl基を導入したCMDをキャリアー骨格と

してGal－CMD、　Man－CMDを合成した。両糖修飾体は、それぞれ肝実質細胞、非実質細胞に対し

て極めて高い特異的を有するキャリアーであることが示され、抗癌剤シタラビンに対し肝臓への

選択的なターゲティングが実現された。さらに、生体内で速やかに分解されるため速やかな薬物

放出が期待できるpoly－L－glu㎞ic　acid（PLGA）を用いて肝細胞選択的キャリアー（Ga1－PLGA）を合

成し、これに結合することによりvitamin　K5を効率よく肝細胞ヘターゲティングできることを明

らかにし、このvitamin　K5のターゲティングにより低プロトロンビン血症を誘発させたマウスの

血液凝固能を速やかに回復できることが示された。
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（皿）糖修飾によるSODの肝臓ターゲティングと虚血・再灌流障害に対する治療効果改善

　糖修飾を利用した細胞選択的ターゲティングを生理活性タンパク質の動態制御へ応用すること

を試み、活性酸素除去酵素であるSODに対し、　galactoseおよびmannose修飾を施し、肝臓へ選択

的にターゲティングされる誘導体を合成した。肝臓への血流を一定時間遮断後再灌流することに

より肝臓障害モデルを作成し、静脈内投与したBSPの胆汁中への排泄を指標にSOD誘導体の障

害抑制能を評価した結果、SODおよび高分子結合型SOD誘導体投与群と比較して両糖修飾SOD

投与群では胆汁排泄能の回復が認められ、タンパク質医薬品に対しても糖修飾によるターゲティ

ングが有効であることが示された。

（IV）体内動態の速度論的解析に基づく糖修飾タンパク質の分子設計

　臨床応用が期待されているタンパク質医薬品の多くは、分子量が比較的小さく速やかに糸球体

濾過される。糖修飾高分子の標的部位への送達効率は、標的細胞による取り込み速度と標的以外

への消失速度とのバランスによって決定されることから、ターゲティングに適した糖修飾タンパ

ク質の設計には、両過程の速度と糖修飾タンパク質の物理化学的特性との関係を明らかにする必

要がある。そこで、モデルタンパク質としてBSA（分子量67，000）、　SOD（分子量32，000）に加え、

IgG（分子量150，000）、　STI（分子量20，000）、　LZM（分子量14，000）を選択し、各galactose修飾体の

体内動態特性を検討した。いずれの場合もgalactose修飾により肝臓への移行増大が認められたが、

STIおよびLZM誘導体では投与量の30～40％しか肝臓ヘターゲティングできないことが示され

た。これに対して分子サイズの大きいタンパク質では肝臓移行量が80％に達し、またgalactose

残基数を増加させることで肝臓へのターゲティング効率が上昇することも明らかとなった。さら

に、galactose修飾タンパク質の構造と肝臓ターゲティング効率との関係を第1章で構築した薬動

学モデルを用いて解析した結果、タンパク質分子表面のgalactose残基密度がgalactose修飾タンパ

ク質の肝臓取り込み過程のa伍nityを決定していることが示唆された。

　以上、著者は糖修飾高分子の一般的な体内動態特性を糖修飾BSAを用いて整理し、次に糖修飾

高分子の体内動態解析に有用な生理学的薬動学モデルを構築した。また、dextranおよびPLGAを

骨格とする細胞選択的キャリアーシステムを開発し、薬物ターゲティングへの適用に成功した。

さらに、SODを糖修飾により肝臓ヘターゲティングすることで治療効果が改善されることを示し、

タンパク質医薬品の肝臓指向型誘導体化に関する設計指針を得た。これらの知見は、低分子薬物

やタンパク質医薬品、さらには遺伝子やアンチセンスオリゴヌクレオチドなどに対する細胞選択

的ターゲティングシステムの開発に有益な設計指針を提供するものと思われる。
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実験の部

第1章　実験の部

【1】試薬

bo曲e　se㎜曲舳（舳㏄ion　V、　BSA）はSi騨社より購入した。平均分子量70，000のde舳は

Phamlacia社より購入した。［111h1］h1C13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。Na【1251］は第一化学薬品株式会社より、［14C］KCNは㎞ers㎞社よ鵬入した。

diethylene面am血epentaacetic（hanhydride（cDTPA）、1一（4－iso血㏄yanobenzyl）ethylenediaminetetraacetic　acid

（SCN－Bz－EDTA）は同人化学研究所より購入した。

【2】糖修飾BSAの合成

　galactose修飾BSA（Gal－BSA）は、　Leeらの方法葡）に従い合成した。　galactose　75　gをacetic

anhydride　l　O　n皿中室温で3時間三拝後、30％HBr1AcOH　20　nU中冷所で一晩インキュベーションし

アセトハロ糖を調製した。次いで、これをthioureaと1：1のモル比でacetoneに溶解後15分間還流

し、反応生成物4．5gとCICH2CN　3．33　g、　K2CO31．49　g、　NaHSO3　L95　gを水／acetone（1：1）20　ml中

で2時間氷三下で反応させ、cyanomethyl　2，3，4，6－tetra－0－acetyl－1－thiogalactoside（CNM－thiogalactoside）

を合成した。得られたCNM－thiogalactosideをMeOH中0．Ol　M　CH30Naと室温で一晩インキュベー

ションし2一㎞o－2－methoxyethyl　l－thiogalactoside（IME－thiogalactoside）を合成した。最終的に、　BSA

50mgを含む50　mM　borate　bu飴r（pH　8．5）5m1にIME－thiogalactosideを適当なモル比で加え、3時間

反応させることによりGa1－BSAを合成し、　Sephadex　G－25（Pha㎜acia社）カラムを用いたゲル濾過

により精製した。mamose修飾BSA（Man－BSA）、　glucose修飾BSA（Glc－BSA）はそれぞれmamose、

glucoseを出発物質としGal－BSAと同様の方法で合成した。

【3】糖修飾BSAの物理化学的性質の評価

（1）糖残基数の定量

galactose、㎜mose、　glucoseをそれぞれ標準物質としてanthrone一硫酸法17乃により行った。

（2）等電点

Ga1－BSAの等電点は、　polybuf財exchanger　94　resin（Phamlacia社）を用いてpolybuf驚r　74により溶

出し、溶出液のpHを測定することにより定量した。

（3）タンパク質の定量

BSAを標準物質としてLowryらの方法178）に準じて定量した。
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【4】放射標識体の合成

（1）111h1－DTPA標識

　Hhatowichらの方法4ηに従い二官能性キレート試薬cDTPAを用いて［1111n】lnC13により放射標識

した。タンパク質2～10mgを0．I　M　HEPES　buHbr（pH　7．0）lmlに溶解し、　DMSOに溶解した

cDTPAを10μ1（タンパク質の2倍当量）加え、30分間室温で反応させた後、　Sephadex　G－25カラム

を用いたゲル濾過により未反応cDTPAを除去、限外濾過により濃縮した。次いで、0．1　M　acetate

buf琵r（pH　6，0）20ド1と［lllIn】h1C13溶液（74　MBq／ml）20ド1の混液に40μ1のcDTPA結合タンパク質

を加え30分間室温で放置することにより標識を行った。Sephadex　G－25カラムを用いたゲル濾過

および限外濾過により精製した。

（2）1111n－Bz－EDTA標識

　Mearesらの方法49）に従い二官能性キレート試薬SCN－Bz－EDTAを用いて［111h1】h1C13により放射

標識した。タンパク質10茸ngを50　mM　borate　buf財ed　saline（pH　8．5）lm1に溶解し、　DMFに溶解し

たSCN－Bz－EDTAを15　Fl（タンパク質の10倍当量）加え、37。Cで一晩反応させた後、　Sephadex

G－25カラムを用いたゲル濾過により未反応SCN－Bz－EDTAを除去、限外濾過により濃縮した。次

いで、0．1Macetate　buf財（pH　3．0）20μ1と【111h1】InC13溶液（74　MBq／lnl）20μ1の混液に40μ1のSCN－

Bz－EDTA結合タンパク質を加え1時間室温で放置することにより標識を行い、　Sephadex　G－25カ

ラムを用いたゲル濾過および限外濾過により精製した。

（3）1251標識

　Na［1251】を用い、　chloramine－T法50）により行った。標識体はSephadex　G－25カラムを用いたゲル濾

過により精製し、未反応の1251を除去した後実験に用いた。ゲル濾過の溶出液には0．2％BSA含

有0．25Mphosphate　buf驚rを用いた。

（4）　14C－dextran

　Isbellらの方法93）により14C－dextran（［carboxyl－14C】一dextran）を合成した。　dextran　149を精製水10

m1に溶解し、酸性条件下【14C】KCNを0．05㎜ol加え500Cで7時間加熱した後、45。Cで24時間

放置した。反応生成物をSephadex　G－25カラムを用いたゲル濾過により精製し、限外濾過法によ

り濃縮した。

【5】静脈内急速投与後の体内挙動

（1）組織分布実験

　各高分子の体内挙動はddY系雄性マウス（5～6週齢、24～28　g）を用いて行った。放射標識体の

生理食塩水溶液を尾静脈より投与後、代謝ケージ内で飼育し、尿、糞を採取した。経時的に大静
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脈採血により屠殺し、血漿中あるいは各組織中の放射活性を測定した。また、1111n－DTPA－BSAを

用いて同様の実験を行い、投与10分後の組織中濃度を測定し、組織中の残存血液量を補正した。

また、標識体を尾静脈内投与後マウスをpentobarbital麻酔下開腹し、門脈からcollagenase　O．5

mg！㎞を含む緩衝液で肝臓を灌流し、得られた細胞懸濁液を冷却遠心することにより実質細胞と

非実質細胞とに分離した58）。各細胞画分の放射活性ならびに細胞数を測定することにより各肝臓

構成細胞への分布を評価した。

（2）糖修飾BSAの同時投与実験

　111h1標識糖修飾BSA（l　mg／kg）を非標識糖修飾BSA（10mg！kg）と同時に尾静脈内投与した。投与

5分（1111h－Ga1－BSA、1111n－Glc－BSA）あるいは10分後（111h1－Man－BSA）に血漿ならびに肝臓を採取し、

放射活性を測定した。

（3）14C．dex㎞とGal－BSAの同時投与

　14C－dextran（1　mg！k9）を非標識Ga1－BSA（30　mg！kg）と同時に尾静脈内投与し、経時的に血漿なら

びに肝臓を採取し放射活性を測定した。

【6】トリクロロ酢酸（TCA）沈殿法

　1251－Ga1・BSA静脈内投与後の血漿サンプルにのみ適用した。採取した血漿200μ1に等量の45％

TCA溶液を加え、直ちに冷却遠心（3，000買pm×10分、4。C）し上清と沈殿物中の放射活性を測定

した。投与に用いた1251－Gal－BSAの放射活性はこの操作により99．6％が沈殿物中に回収された。

【7】モデル高分子の定量（放射活性の測定）

（1）111h1および1251標識体

カウンティングチューブにサンプリング後、特別な操作は行わずにそのままwell型γ線シンチ

レーションカウンター（ARC－500、　Aloka社）で測定した。

（2）14C標識体

　生体組織中の14Cの放射活性は、サンプル50～200μgに対しSoluene－350（Packard社）で可溶化

し、2N塩酸で中和後液体シンチレーション用メディウム（Clear－sol　I、ナカライテスク社）を5ml

加え、液体シンチレーションカウンター（LSC－5000C、　Bec㎞an社）により測定した。
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第皿章　実験の部

【1】試薬

　平均分子量25，000のpoly－L－glutamic　acid（PLGA）はSigma社より購入した。【5－3H】cytoslneβ一D・

arabinoside（3H－ara－C）はAmersham社より購入した。

【2】dextran誘導体の合成

（1）carboxymethyl－dextran（CMD）の合成

　強アルカリ条件下、dextran　l　gを精製水50　mlに溶解し、　monochloroacetic　acid　2　gを加え、70。C

で20分間反応させた。反応終了後、精製水中で一昼夜透析し、限外濾過により濃縮後、凍結乾燥

した。

（2）糖修飾CMDの合成

　CMD　l　gを精製水30　m1に溶解し、1－ethyl　3一（3－dimethylaminopropyl）carbodi㎞ide（EDC）lgを加え

た後、ethylenediamine　l　OOド1を加えた。操作中、反応液のpHは6．5に固定した。室温で一昼夜反

応させた後、精製水に対して透析し、限外濾過によりethylenediamine結合CMD（EDA－CMD）を得

た。第1章【2】と同様の方法により、EDA－CMDとIME－thiogalactoside、　IME－thiogalactosideを反

応させることによりそれぞれGa1－CMD、　Man－CMDを合成し、　Sephadex　G－25カラムを用いたゲル

濾過および限外濾過により精製した。

（3）ara－C結合体の合成

　CMD　l　OO　mgをDMF中に懸濁し、　isobuthylchlorofbmate　l　O5μ1とtriethylamhle　l　OOμ1を加え・2

時間一10。Cで反応させた。ここにara－C　lOO　mgを加え室温で3日間反応させた後、精製水に対し

て透析し、限外濾過によりara－C－CMDを得た。　ara－C－Gal－CMDの合成は、第H章【2】　（2）と

同様の方法により、ara－C－CMDとIME－thiogalactosideとを反応させることにより行った。

【3】PLGA誘導体の合成

（1）galactose修飾PLGA（Ga1－PLGA）の合成

　第1章【2】と同様の方法により、ethylenediamineとIME－thiogalactosideとを室温で24時間反

応させた後、この水溶液中にPLGAを添加し、徐々にPLGAと等量のEDCを加えた。操作中、

反応液のpHは5．0に固定した。室温にて一昼夜反応させた後、精製水に対して透析し、限外濾過

により濃縮した。反応時のPLGAとIME－thiogalactosideとの比率を変化させることにより・修飾

率の異なるGal－PLGAを合成した。

（2）vitamin　K5結合体の合成
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　vitam血K520　mgを精製水30　m1に溶解し、　Ga118－PLGA　40　mgを加えた後EDC　40　mgを徐々に添

加した。操作中、反応液のpHは5．0に固定した。室温で一昼夜反応させた後、精製水に対して透

析し、限外濾過により精製した。

【4】CMD誘導体、　ara－C結合体の物理化学的性質の評価

（1）電荷

　イオン交換樹脂CM－Sephadex　C－50（陽イオン交換樹脂）およびDEAE－Sephadex　A－50（陰イオン交

換樹脂）（共にPha㎜acia社）を用いた吸着実験法により行った。各イオン交換樹脂20　mgを20　mM

HEPES　saline（pH　7．2）5mlで平衡化させ、0．2　mg／lnlの濃度に調製した各誘導体の水溶液05　mlを

加えて10分間室温で振回し、遠心分離後、上清中に残存した各誘導体の濃度を測定することによ

り樹脂への吸着量を算出し電荷の強度を評価した。

（2）糖残基数の定量

　糖を結合する前後の誘導体あたりのamino基数の差から計算した。　amino基の定量は、　Habeeb

の方法に準じてglycineを標準物質としてtr㎞trobenzenesulfbnic　acid（TNBS）を用いた呈色反応179）に

より行った。

（3）ara－C結合数の定量

波長300㎜での吸光度または3H－ara－Cの放射活性を測定することにより行った。

（4）dextranの定量

glucoseを標準物質としてanthrone一硫酸法1ηにより行った。

（5）ara－C放出性の評価

　ara－C結合体を0．l　M　phosphate　buff6r（pH　5．0、7．0、7．4、8．0）に溶解し、セルロースチューブに

封入し各buf財中に浸した。チューブを37。Cでインキュベーションし、　buf琵r中のara－C濃度を

波長272nlnの吸光度から測定した。

　血漿中での放出性は3H－ara－C結合体を用いて評価した。マウスより採取した血漿300μ1に3H－

ara－C－CMDの0．1Mphosphate　buf餅（pH　7．4）溶液100μ1を加え、37。Cでインキュベーションした。

一定時間後、Sephadex　G－25カラムを用いたゲル濾過を行い、放射活性を測定することにより3H－

ara－Cの放出性を評価した。

【5】PLGA誘導体の物理化学的性質の評価

（1）分子量

PLGA誘導体の分子量の測定は、島津製作所株式会社のShim－pack　Dio1－300カラムを用いた高速
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液体クロマトグラフィー（HPLC）により行った。溶出液にはphosphate　buffヒred　saline（pH　7．4）を用

い、既知の分子量を持つ8種類の標準タンパク質（Phamacia社）を用いて作成した検量線から各

誘導体の見かけの分子量を決定した。

（2）糖残基数の定量

galactoseを標準物質としてanthrone一硫酸法177）により行った。

【6】放射標識体の合成

（1）14C標識dextran誘導体

　14C－CMD、14C－Ga1－CMD、14C－Man－CMDの合成は、第1章【4】　（4）と同様の方法により合

成した14C－dextranを用い非標識体の合成法と同様の方法により行った。

（2）3H標識ara－C結合体

3H－ara－Cを用い、非標識体の合成法と同様の方法により合成した。

（3）111h1標識PLGA誘導体

　PLGA、　Gal－PLGA、　vitamin　K5－Ga118－PLGAの1111h標識は、第1章【4】　（1）と同様の方法で

行った。

【7】静脈内急速投与後の体内挙動

（1）組織分布実験

第1章【5】　（1）と同様の方法で行った。

（2）糖修飾CMDと糖修飾BSAの同時投与実験

　1111n標識糖修飾BSA（l　mg／kg）を非標識糖修飾CMD（10　mg／kg）と同時に尾静脈内投与した。投

与5分（lllln－Ga1－BSA）あるいは10分後（1111n－Man－BSA）に血漿ならびに肝臓を採取し、放射活性

を測定した。また、14C．Man－CMDと非標識Man－BSAについても同様の方法で検討し、投与30分

後の放射活性を測定した。

（3）PLGAとBSA誘導体の同時投与実験

　lllIh－PLGA（l　mg／kg）を非標識BSA誘導体（20　mg／kg）と同時に尾静脈内投与し、1時間後に肝臓

を採取し放射活性を測定した。

（4）Gal－PLGAの肝臓での分解性の評価

l11 Pn－Ga118－PLGAの生理食塩水溶液を尾静脈より投与（l　mg／kg）し、10、30分、6時間後に肝臓
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を摘出し、精製水5m1でホモジネートした。直ちに冷却遠心（20，000叩m×30分、4。C）し、得ら

れた上清をSephadex　G－50カラムを用いてゲル濾過し、放射活性を測定することにより分解性を

評価した。

【8】各誘導体の定量（放射活性の測定）

（1）14C標識体および3H標識体

第1章【7】　（2）と同様の方法で行った。

（2）1111n標識体

第1章【7】　（1）と同様の方法で行った。

【9】vitamin　K5結合体の血液凝固能改善効果

　ddY系雄性マウスにwarf…血水溶液（1．5　mgA）を飲料水として7日間摂取させることにより低プ

ロトロンビン血症を誘発させた。このマウスに対し、vita11血K5あるいはvitamin　K5－Gal18－PL，GAを

薬物量として10mg！kgの投与量で尾静脈より瞬時投与した。投与2、3、4時間後にエーテル麻酔

下開腹し、大静脈より血液を3．8％sodi㎜citrate　buf断を含むシリンジ中に採取し、遠心操作によ

り血漿を得た。各血漿中の血液凝固活性は、PT一テストワコー（和光純薬工業株式会社）を用いて

プロトロンビン時間を測定することにより評価した！26）。
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第皿章　実験の部

【1】試薬

　ヒト型遺伝子組換えsuperoxide　dismutase（SOD：lll－Ser）は旭化成株式会社より供与されたものを

用いた。

【2】SOD誘導体の合成

（1）糖修飾SOD

第1章【2】と同様の方法で行った。

（2）SOD－carboxymethyl－dextran結合体（SOD－CMD）

　carboxymethyl－dextran（CMD）は、平均分子量10，000のdextranを用いて第11章【2】　（1）と同

様の方法で合成した。CMD　l　gを精製水10　mlに溶解し、　s（》di㎜metaperi（》date　210㎎を加え、室

温で24時間撹拝下反応させることにより酸化CMDを得た。　s（油um　hydrogen　sul丘te添加により反

応を停止後、透析および限外濾過により酸化CMDを精製した。　SOD　20　mgを50　mM　borate　buf断

（pH　l　O）10　mlに溶解させた後、酸化CMDを60　mg加え4。Cで2時間撹拝して反応させ・L8　mg

のsodi㎜borohydddeで還元後、ゲル濾過（TOYOPEARL　HW－55S、　L　8×40　cm、東ソー株式会社）

で未反応SODを分離することにより精製した。

（3）SOD－diethylamin㏄thyl－dextran結合体（SOD－DEAED）

　diethylamin（》ethyl－dextran（DEAED）は、平均分子量10，000のdextranを用いて合成した。強アル

カリ条件下、dextran　19を精製水50　mlに溶解し、2一（diethylamino）ethyl　chloride　hydrochloride　29を

加え、80。Cで4時間反応させた。反応終了後、精製水中で一昼夜透析し、限外濾過により濃縮後、

凍結乾燥した。SODへのDEAEDの結合は（2）と同様の方法により行った。

（4）SOD－polyethylene　glycol結合体（SOD－PEG2）1⑰

　SOD　20　mgを50　mM　borate　buf臨（pH　l　O）10　m1に溶解させた後、平均分子量10，000の2，4・bis（0－

lnethoxypolyethylene－glycol）一6－chloro－5イriazine（生化学工業株式会社）を300　mg加え、4。Cで4時間

撹回して反応させた。反応終了後、　（2）と同様の方法により精製した。

【3】SOD誘導体の物理化学的性質と酵素活性の評価

（1）分子量

第H章【5】　（1）と同様の方法で行った。

（2）電荷
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第II章【4】　（1）と同様の方法で行った。

（3）amino基の定量

　H包beebの方法に準じてglycineを標準物質としてtrinitrobenzenesulfbnic　acid（TNBS）を用いた呈色

反応179）により行った。

（4）酵素活性の定量

SODテストワコー（和光純薬株式会社）を用いてnitroblue　tetrazolium（NTB）還元法により行った。

【4】放射標識体の合成

第1章【4】　（1）と同様の方法により1111n標識を行った。

【5】静脈内急速投与後の体内挙動

（1）組織分布実験

第1章【5】　（1）と同様の方法で行った。

（2）糖修飾SODと糖修飾BSAの同時投与実験

　mh1標識糖修飾SOD（0．lmg！kg）を非標識糖修飾BSA（20　mg！kg）と同時に尾静脈内投与した。投

与30分後に肝臓中放射活性を測定した。

【6】SOD誘導体の定量（放射活性の測定）

第1章【7】　（1）と同様の方法で行った。

【7】SOD誘導体の治療効果の検討

（1）ラット肝虚血・再灌流障害モデルの作成

　Kawamotoらの方法143）に従い、体重200　g前後のWistar系雄性ラットに対しpentobarbital（50

mg／kg）麻酔下胆管カニュレーションを施した後、門脈と肝動脈をクランメで閉塞して血流を遮断

し、20分後にクランメを外し血流を再開することにより肝虚血・再三流障害モデルを作成した。

障害の治療は生理食塩水に溶解したSODおよびSOD誘導体を、虚血開始5分前に10，000　unit／kg

の投与量で右大腿静脈より急速投与することにより行った。また、虚血前に生理食塩水のみを投

与した群（occlusion群）と虚血以外の操作を行った後生理食塩水を投与した群（sham　operation群）を

対照群とした。

（2）sulfbbromophthalein（BSP）の胆汁排泄を指標とした肝障害の評価

再灌流開始後60分の時点でBSPの生理食塩水溶液0．2　mlを右大腿静脈から急速投与した。投
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与直後から胆汁を5分毎に1時間までサンプリングし、胆汁中のBSP量を波長580㎜で測定し

た。肝障害の評価はBSPの胆汁への回収率（Fa）、平均排泄速度（ta）を指標として行った。両パラ

メータは本文第皿章第2節bで示した式に基づきBSPの胆汁中への排泄曲線を解析し算出した。
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第IV’章　実験の部

【1】試薬

bo血eγ一㎞皿oglobu1血s（com丘action　II、　IgG）、　soybe㎝t㎝s酬bitor（STI）、　c㎞cken　e銘w屈te

lysozyme（LZM）はSigma社より購入した。

【2】galactose修飾タンパク質の合成

　第1章【2】と同様の方法で行った。

【3】galactose修飾タンパク質の物理化学的性質

（1）分子量

　第n：章【5】　（1）と同様の方法で行った。

（2）galactose残基数の定量

　第1章【3】　（1）と同様の方法で行った。

（3）amino基の定量

　第m章【3】　（3）と同様の方法で行った。

【4】放射標識体の合成

　第1章【4】　（1）と同様の方法により111㎞標識を行った。

【5】静脈内急速投与後の組織分布実験

　第1章【5】　（1）と同様の方法で行った。

【6】galactose修飾タンパク質の定量（放射活性の測定）

　第1章【7】　（1）と同様の方法で行った。
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