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論 文 内 容 の 要 旨

生体内における特異的認識現象を薬物体内動態の制御に利用する薬物タ-ゲティングは,作用発現点に

特異性がない薬物の有用性を高める方法として有望である｡ 肝細胞表面に存在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-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-ゲティングが活発に試みられてきた｡しかしながら,合理的なキャリアーの

設計に必要な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関連に関する速

度論的情報は乏しいのが現状である｡そこで著者は,先ず牛血清アルブミン (BSA)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後,得られた情報に基づき高

分子キャリアーシステムを開発 した｡また,スーパーオキサイドディスムターゼ (SOD)を用い,タン

パク質医薬品に対しても糖認識によるタ-ゲティングが治療効果改善に有効であることを示したOさらに,

種々のガラクトース修飾タンパク質の体内挙動特性を速度論的に解析 し,糖修飾タンパク質医薬品の分子

設計に関する指針を得た｡

Ⅰ.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BSAを選択 し,ガラクトース,マンノース,グルコース修飾体 (GaトBSA,Man

-BSA,GI仁-BSA)を合成した｡分布動態解析に適した1111m標識体を用いて各修飾体の体内動態を検討

した結果,GaトBSAは肝臓の血祭流速とほぼ等 しい速さで主に肝臓の実質細胞に取 り込 まれ,一方

Man-BSAは肝臓の非実質細胞 と牌臓への回収が多 く,導入 した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速度論モデ

ルを用いて解析することにより,糖修飾 BSAならびにデキス トランの非線形肝臓取 り込み過程を定量的

に評価できることも示された｡
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Ⅰ.肝臓指向性キャリアーの開発とそれを利用 した薬物タ-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べ抗原性が低いなどの利点を有す

るデキス トラン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｡前章においてデキス トラン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,これを防ぐためカルボキシメチル基を導入してキャリアー骨格とし,さらにガラクトースおよび/

マンノースを導入した修飾体を合成した｡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

て高い特異性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 し肝臓特異的タ-ゲティン

グが実現された｡さらに,デキス トランと比較 して生体内で速やかに分解されるポリーL-グルタミン酸

(PLGA)を用いた肝細胞選択的キャリアー (GaトPLGA)を合成し,ビタミンK5の肝細胞へのタ-ゲ

ティングにより血液凝固能が回復することを確認した｡

Ⅲ.糖修飾によるSODの肝臓タ-ゲティングと虚血 ･再潅流障害に対する治療効果改善

活性酸素除去酵素であるSODに対し,ガラクトースおよびマンノース修飾を施し,肝臓-選択的にタ

-ゲティング可能な誘導体を合成した｡肝臓-の血流を一定時間遮断後再潅流することにより肝臓障害モ

デルを作成 し,胆汁中への色素排他を指標にSOD誘導体の障害抑制能を評価 した結果,SODおよびそ

の高分子修飾体投与群と比較して糖修飾 SOD投与群では胆汁排壮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ク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洩過され

る｡ 糖修飾高分子の樺的部位への送連効率は,標的細胞による取 り込み速度と標的以外への分布あるいは

消失速度とのバランスによって決定されることから,タ-ゲティング効率の高い糖修飾タンパク質を設計

するためには,各移行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,牛免疫グ

ロブリン (IgG:分子量150,000),大豆 トリプシンインヒビター (STI:分子量20,000),卵白リゾチーム

(LZM:分子量14,000)を選択 し,各ガラクトース修飾体の体内動態特性を検討 した｡いずれの場合もガ

ラクトース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%

しか肝臓へ送達できず,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

ガラクトース残基数を増加させると肝臓へのタ-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,糖修飾タンパク質の構造と肝臓タ-ゲティング効率との関係を第Ⅰ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ガラクトース残基密度がガラクトース修飾タンパク質の肝臓取り

込み過程の親和性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体内動態特性を糖修飾BSAを例に用いて整理し,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,デキス トランおよびPLGAを骨格とする
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細胞選択的キャリアーシステムを開発 し,薬物タ-ゲティングへの適用に成功した｡さらに,SODを糖

修飾により肝臓へタ-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,細胞選択的薬物タ-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｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

肝細胞表面に存在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,細胞選択的薬物タ-ゲティングへの利用が期待されてい

るが,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関連に関する速度論的

情報は少なく,クーゲティングシステムに対する合理的な設計指針は得られていない｡著者は,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,得られた情報に基づき高分子キャ

リアーシステムを開発 した｡また,タンパク質医薬品に対 しても糖認識によるタ-ゲティングが治療効果

改善に有効であることを示し,さらに種々のガラクトース修飾タンパク質の体内挙動特性を速度論的に解

析して,糖修飾タンパク質医薬品の分子設計に関する指針を得た｡先ず,牛血清アルブミンの各種糖修飾

体を合成し,分布動態解析に適 した 111In標識体を用いて各修飾体の体内動態を検討 した結果,導入 した

糖を認識するレセプターの分布に従い,ガラクトース修飾体は肝臓の血祭流速とほぼ等しい速さで主に肝

臓の実質細胞に,一方マンノース修飾体は肝臓の非実質細胞と牌臓に取 り込まれることを確認 した｡また,

Michaelis-Menten型の肝臓取 り込み過程を組み込んだ生理学的速度論モデルに基づき,各糖修飾体の非

線形肝臓取 り込み現象を定量的に評価できることを示した｡次に,水溶性が高 くまた抗原性が低いなどの

利点を有するデキス トラン,あるいは生体内で速やかに分解されるポリーL-グルタミン酸を用い異なっ

た機能性を有するキャリアーシステムの開発を試み,それぞれの糖修飾体が抗癌剤シタラビンやビタミン

K5を細胞特異的に肝臓に送達させることを確認した｡さらに活性酸素除去酵素スーパーオキサイドディ

スムターゼ (SOD)に同様の修飾を施 し,その肝臓移行動態および肝虚血再潅流障害に対する効果を検

討した結果,SODおよびその高分子結合体と比較して糖修飾体が優れた障害抑制効果を持つことを確認

し,糖修飾がタンパク質医薬品の細胞タ-ゲティングにも極めて有効であることを兄いだした｡最後に,

ダーゲティング効率の高い糖修飾高分子の設計指針を得ることを目的として,分子量および修飾率が大き

く異なるタンパク質のガラクトース修飾体を合成し,肝臓ダーゲティング効率との関係を薬動学モデルを

用いて解析 した結果,タンパク質分子表面のガラクトース残基密度がガラクトース修飾タンパク質の肝臓

取 り込み過程の効率を決定していることを確認し,修飾率に対する指針を得た｡

以上,著者は糖修飾高分子の体内動態特性を整理し,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,細胞選択的キャリアーシステムを開発し,薬物タ-ゲティングへの適

用に成功した｡さらに,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,細胞選択的薬物タ-ゲティングシステムの開発に有益な情報を提供するものである｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成 8年10月23日論文内容とそれに関連 した口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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