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総論の部

緒 言

近年の遺伝子工学の発展により、多種多様な生理活性ペプチド、タンパク質が発見され、

すでに医薬品として臨床使用されているものも多い (1・7)。こうした生理活性タンパク質に

代去される高分子薬物の体内動態は、いずれも高分子自身の物理化学的特性と生体側の解剖

学的 ・生理学的要因のバランスにより規定されると考えられる (8，9)。しかしながら、現状

では高分子薬物の令身投与後の体内分布動態に関する情報の蓄積も卜分とは言い難く、製剤

設計に適用される体系化された指針も得られていない。

著者は、物理化学的性質の異なる各種dex凶 n誘導体やタンパク質誘導体をモデル尚分子

弟物として用い、高分子薬物の分チ舟や電荷等の物理化学的特性と体内動態のー般的な関係、

を楽勤学の立場より整理した。さらに、得られた結果に基づいて、 soybeao町psininhibitor 

やuri何回等のモデルタンパク賀氏柴品を対象に dextran誘導体を用いて化学修飾を施すこと

により、これらモデルタンパク質の体内動態を精密に制御できることを示し、高分子修飾を

利用したタンパク質医薬品の体内動態制御法のための合理的設計指針を構築した。

以下、これらの結果について四市にわたり論述する。
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第 I章多糖類の物理化学的特性と体内動態の関連

近年の生命仁学および合成化学の進歩に伴い、微:止で強L、治彼効果を有するか、副作mも
強くまた安定性等にも問題を抱える薬物が数多く登場してきた。こうした薬物としてペプチ

ドホルモンやサイトカイン、オータコイドに代ぷされる生体医薬、細胞毒作用を作JIJ機Jfrと

し投与方法が難しい抗踏剤などが挙げられる。そこで、こうした薬物の適用に対し、多くの

製剤j素材に関する情報と技術を盛り込んだ新しい換物投与形態、すなわち drugdelivery 

sy以em(DDS)の開発が活発に進められている(10，11)。こうしたDDS開発の中でも、 とりわ

けターゲティング (標的指向化)は薬物治療に関わる最も基本的かっ丑要な観念として注目

を集めている。薬物ターゲテイングは、標的となる部位に何らかの親和性のある物質をキャ

リアー(運搬体)として用い、そのキャリアーの動きに薬物を乗せることにより速成されるe

薬物キャリアーとしては、微粒子性のもの (12・15)、分子性のもの (8，16-22)、赤血球などの

tl:物由来の素材(23，24)と大きく 3つに分類されるが、その中でも尚分子物質をキャリアー

に利用するアプローチは、高分子のもつ嫌々な性状、機能を利用できることから注11を集め

ている。薬物キャリアーとして月J~、られている高分子物質として、タンパク質 (25-35)、多

結額(17，36・50)、合成高分子(51・66)などが挙げられ、現在多様な薬物に対してその応用が

試みられている。しかしながら、このような高分チ薬物の設計指針に対する理論惜築に関し

ては必ずしもト分とはいえず、高分子キャリアー自身の体内動態特性に関する系統的な情報

も得られていないのが現状である。

本章では、高分子キャリアーのモデルとして多騎類を選択し、尚分子物質の体内動態特性

とそれを規定すると考えられる物理化学的な特性との関係を薬勤学的な手法を用いてマウス

静脈内投与実験による全身レベルで検討し、整理した結果を論述する (67)。

1 -1  Dextran誘導体の合成と物理化学的特性

高分子薬物の体内動態特性に及ぼす分子サイズや屯荷等の物.RR化学的性質の影響を調べる

ために、分fs、包街の異なるdextranの誘導体を合成した。 Dextranは高い水溶件を有し、

化学修飾に適用しやすい水酸基を多数持つことから従来より種々の薬物のキャリアーとして

汎則されてきたい7)。また、柴l!]!活性がほとんどなく、生体内で安定であり、さらに生体適

合性にも優れていることから血竣代用剤としても用いられている (68)。本節では、 dextran

を高分子キャリアーのモデルとして選択し、電荷の其なる各積誘導体の合成法、およびその

物理化学的性質を検討した。
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1-a Dextran誘導体およびその放射標鵡体の合成

Dcxtranは、体内動態に及ぼす分子量の影響を倹討するため平均分子量約 10，000の

dextran (T・10)と約 70，000のdcxtran(T -70)を用いた。また、 dcxtran(T -70)に関しては、

gluco民残基の水椴基を化学修飾することにより、負電荷あるいはJE電荷を持つdextran誘導

体を合成した。すなわち、 !<rai.)kf子在下 diethyJaminocthyJchlorideを反応させることにより正

泡荷を有する dcxtran誘導体diethylaminoethyJ-dextran(DEAE-De.x)を、また、単品存在下

monochloroaαlic acidを反応させることにより弱い負電何を有する dextran誘導体

carboxymethyl-dcxtr加 (CM-Dex)をそれぞれ合成した(69，70)。さらに強い負屯仰を有する

deXlran誘導体として市販のdcxlransulfateを用いた。 Fig.lにその化学構造を示した。

A B 
c 0 

Eig.1Chemical structures of dextran derivatives and inulin (A)inulin，(B) 
d.e!tran， (C) diethylaminocthyl-dex蜘 (DEAE-Dex)加 d(D)凶 boxymethyI-dcxtran 
(CM-Dex). 

1-b Dextran誘導体の物理化学的特性

Dextranの政射線識は、 Isbcllらの方法に従いdextranの還元末端のアルデヒド基に 14Cを

導入する増炭反氏、により行い、[Carboxy_14q-dextranを得た (71)。この放射標識体を用いて

非標識体と向織の方法でdex仕組誘導体の政射標識体を合成した。また、 14C標識dextran

suJfateは平均分子世が8，000の市版のfCarboxy-L4q-dextran sulfateを用いた。

Table 1にdextran誘導体の物理化学的性質を示した。また、後節で用いる inuIinの特性も

併せて示した。それぞれのdex凶 n誘導体は構造に応じて正、負あるいは中性と其なった電

気的性質を示すことが、イオン交換樹脂への吸着率あるいは中和滴定により確認された。
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Fig.2 

全身投与時の dextran誘導体の体内動態特性1-2 

高分子物質の体内動態特性を決定する要因としては、分子サイズ、納水分配係数、および
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本原理を把握することは、ターゲティング製剤の緩十指針を構築するうえで重要と思われる。
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本節では政射標識したdextran誘導体をマウスに静脈内投与した後の血中動態および臓器分

布特性を検討し、薬動学的手法を用いてこれらdextran誘導体の物理化学的特性と体内動態

血中動態および体内分布

特性との関係を整理した。

2-a 

政射標識dextran誘導体を投与量 100mgJkgでマウスに投与した際の静脈内投う後2時間

。。0.01 
0 

あるいは24時間までの血紫中濃度推移をFig.2、3に示した。分子サイズ、電荷の差異によ

¥¥¥ 
ーナ

。
24 16 

TIme (hr) 

8 24 16 

Tls1e (hr) 

8 り、血!境中濃度推啓は異なった消失パターンを示した。平均分子世約 10，000の dextran

(T-IO)、平均分子品約8，000のdextransu lfateは、いずれも投与後速やかに血竣中より消失

した。その消失パターンは比較のため用いた平均分チ量約 5，000のinulinとほぼ同線ーであっ

PJasma concentration (A)， liver accumulation (B) and amouot excreted 
m unoe of mdioactivity(B)following intmvenous injection of 
"c・labeleddextran dedvatives w ith avemge molecular weight of 
70，000 inωmice. Key: Dex (0); CM・Dex(口);D臥 E-Dcx(ム)・ Rcsultsare 
exprωsed as the mean:tS.D. of threc cxpcriments. 

Fig.3 
dextran sulfateでた。投与後2時間までに尿中に回収された放射活性はinulinで 88.6%， 

-5 -

dex回 n(T・10)で84.2%と、投与された大部分が速やかに尿中に排滑されている75.1 %、

ことがポされた。また、平均分子なが70，000でdextranの分子構造にカルボキシル基を導入
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放射標識dex廿an誘導体の合成は、 rCarboxy-14CJdextranを用いて非標識体と同様の方法

また、 dextransuLfateの標識体に関しては Sigma社の[Carboxy_14C)dextran 

Fig.4に各種dextran誘導体をマウスの尾静脈内に投与後の主要臓器中政射

2- b 

で行った。

sulfateを用いた。

30 
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20 

活性の経時変化を示した。図から明らかなように、分子サイズが10，000以下のdextran誘導

体、 inulinでは主要臓器中への放射活性の蓄積は見られなかった (Fig.4A)。一方、平均分子

量が70，000のdex凶 n誘導体においては電荷の付与による顕著な影響がみられ (Fig.4B)、カ

ルボン酸を導入し弱い負電荷を付与した CM-Dexにおいてはいずれの臓器中においても放射
10 

10 

活性の蓄積はほとんど認められなかったのに対し、正電荷を付与したDEAE-Dexにおいては
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高い肝臓への蓄積が認められ、また他の臓器においても CM-Dexと比較し高い放射活性を示
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した。電気的に中性な dextτanは、肝臓への高い蓄積が認められたが他の臓器への移行はほ

前項において、担癌マウスにおける [14C]dex仕組誘導体の体内分布特性を検討した。その

結果、分子サイズが 10，000以下のdextran誘導体は投与後速やかに血中より消失し、投与量

薬動学的解析

とんど認められなかった。

2-c 

の大部分が尿中に排池されることが明らかとなった。 一方、正電荷を有する DEAE-Dexは

投与後速やかに血中より消失し、肝臓、牌臓をはじめとする網内系組織に高濃度に取り込ま

-
A
U
 

nυ 
-
A
U
 

n
U
 

れることが示され、また弱し、負電荷を付与したCM-Dexは高い血中滞留性を示し、徐々に肝
24 20 16 12 

Time (hr) 

8 4 24 20 16 

Time (hr) 

12 8 4 
臓等の臓器に取り込まれていくと共に腫傷組織にも蓄積していくことが明らかとなった。

そこで本項においては、前項での結果を薬動学的に解析し、 dex凶 n誘導体の体内挙動を

Tissue distribution of radioactivity for HC・labeled (A) Inulin， (B) 
dextran (T・10)，(C) dextran sulfate， (D) Dex， (E) CM-Dex and (F) 
DEAE-Dex after intravenous injection ioto mice. Key: kidney (0); spl民n
(A); uver (・);heart (ム).Results are expr凶sedas白emean:tS.D. of 3-4 miα. 

Fig.4 
定量的に評価することを試みた。静脈内投与された薬物は血流に乗って全身を循環するが、

-7-

各組織への分布は血液中の薬物がその組織における血管内皮細胞を透過することにより起こ

ると考えられる。従って、静脈内投与後の血中濃度推移が分布に大きく影響することが考え
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られ、組織中濃度を恥純に比較するのみでは換物の組織移行性を定枇的に却価することはで

きない。そこで本研究では、必分チ薬物の移行特性を定祉的に評価するため、以ドの}j法に

従い、生理学的薬物速度論に基づいたモデルをm~、て臓総クリアランスを求め、組織移行性

の指標とした (46，75)。

Fig.5に示すように、生理学的薬物速度論モデルの考えに1毒づいて考えた場合、各臓器へ

の移行性は、総合的な移行性を去す臓器取り込みクリアランス、あるいは細胞による取り込

みやリンパ移行のような各過程に関する速度定数等、種々のレベルで議論することができる。

このモデルから、血管側から組織への高分子薬物の移行fi't:X∞iは

111  

CLint = CL I + (CLaccum + CLlymph) 
(2) 

1 1 1 
--・E・-ー圃=一ーー----
CLorg，i Q' CLIn( 

(3) 

と整理することにより、

x了=CLorRJ xAUCp (4) 

CO I 
x・= - XJlUCP
I 1 1 

25+z;+(CLM仰 n+ CLlymph) 
、‘‘，
，

噌

i，，‘‘、
と表すことができ、高分子薬物の組織移行litx∞iと、血築中薬物濃度一時間曲線下面積

AUCpを求めることにより、臓詩クリアランス江崎， iを計算することが可能となる。実際

の計-f.lは dex住an~導体の臓2~中蓄積量をその時点までの AUC で除することにより行い、

CLorg， iを求めた (46)0AUCは、 Fig.2、3で得られた血策中濃度推拶に対し2・compartment

modelに基づき非線形最小て乗プログラムMULTI(73)を用いて当てはめ計算を行うことに

より算出した。 Table2には、マウス静脈内投う実験により得られたdextran誘導体の全身ク

リアランスおよび肺協を含む各臓持への取り込みクリアランスをまとめた。

各臓務中への取り込みクリアランスはモデル高分チ聞で差異が認められ、低分子iitの多精

類において高い臓?~取り込みクリアランス怖を示した。また、 DEAE-Dex においても相対的

におい偵を示した。こうした、各モデル高分子関における差異は、特に高分子の主たる消失

臓器である肝臓と腎臓において顕著であった。 Dex回 n(T・10)や dextraosulfateは、顕著に

高い尿中排j世クリアランス怖をぷし、その他はinulinの尿中排池クリアランス他にほぼ等し

かった (74)。こうしたモデル日分子の全身クリアランスに占める尿rl'排池クリアランスの割

と表すことができる。ここで、 Qは血統を、 CLlは血管の内皮の透過クリアランスを、

CLaccum、CLlvmnhはそれぞれ細胞内への取り込みクリアランス、リンパ系への移行クリアJympn 

ランスをぷす。ここで式(1)中において

Q 
d

一

ca

・

岱v

h
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|
 

ω
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十

v

n
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uμ

.
1
」

1

・

c
lnterstitial 
spaα 

CL ly明lph

Cし抽出ωn.

Xi = 1. 1 
1 
1 

'¥ AUCp 1. 1 
Q・CL1

. 
CLa∞削 +CL1ymph 

=l  x AUC 
1. 1 ------Q・CLinl

= CLorg x AUCp 

Table 2 Pharmacokinetic parameters after intravenous i吋ectionof 
radiolabeled polysaccharides into 8180・bearingmice 

AUC 。earanω(pUhr) Tissue uptake rate (pυhr) 
ωmp<lUnd 

(h9r6/m0O fdo鵠 ・ CUotal CLurine liver spl回n kidney musc)e ωmor 

Dextran σ-10) 6.6 15，200 12，800 191 26.6 210 65.4 236 

Dextran σ-70) 146 685 257 190 20.5 7.7 2.5 23.9 

CM-Dexσ-70) 1，010 99.1 66.1 9.0 3.0 0.6 1.l 15.5 

DEAE・Dexσ-7句 51.1 1，960 1060 291 33.3 59.3 6.7 59.1 

De抑制sulfate 5.4 18，500 10，900 419 140 1，000 45.1 n.d. 

Inulin 3.5 28，850 26，770 168 60.1 700 34.6 n.d. 

Results arc etexrpmeisnseedd-路 them回nof3・4experimets. 
n.d.: not determin 

x?:to凶 amountof d吋 accuml削 :edin the org佃 1

Fig. 5 Pbarmacokinetic models and the corresponding equations applied for 

evaluating in vivo disposition of macromolecules after intravenous 

injection 
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静脈内投与実験をJHいて検討した。令は80%以上であり、比較的分子誌の小さい多粕知の血祭中からの著しく速い消失は、主

Dextranをはじめとする多椅煩の体内動態特性は、分子サイズおよび電荷といった物斑化

学的性質にλきく彫響を受けることかぶされ、とりわけ各臓器への移行過程のうち特に以r11 

として腎臓の糸球体滅過による尿中排他クリアランスの大きさに依存していることが示唆さ

れた (Fig.6A)。
糸球体滅過を受けにくいと1忍われる分子量約70，000のdcxtran誘導体の場令、低分子量の 排池と肝臓への取り込みが、高分子の全身挙動を決定していることが示唆された。そこでみ;

章で得られた結果に基づき、高分子の全身レベルでの体内動態を決定する主要過程である肝

臓と腎臓における消失について、分子サイズや電気的性質など物理化学的性質がどのように

これらに影聾するかをFig.7にまとめた。

モデル尚分子と比べ比較的低い全身クリアランスの怖を示したが、導入した'，ll{Jrにより全身

クリアランスの値は大きく異なり、 CM-Dex(T-70)は99.1μLAuと非常・に低い偵をぶしたの

に対し、 DEAED-Dex(T・70)は1960μυbrと約8倍高い怖を示した (Fig.6B)。
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Hepatic and urinary clearances of HC-Iabeled poJysaccbarides after 

intravenous i吋ectionin mice. Hepatic ptぉmaflow rate (76)， ratc of 
fluid-phasc cndocyωsis of livcr (77)， 組 dglomerular fil仕組onrate (74) wcre 
ωlculatcd猫 suming出eweight of a mouse to be 25 g. 

Fig. 7 
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CJear制民(μνhr)

500 。

DEAE-Dex 

分子サイズの小さな inulinやdextran(T -10)などは尿中排地が高分子の体内動態特性を大

一方正電荷をもっ DEAE-Dexや強い負電荷をもっ

Contribution of organ cJearances to total-body clearance of radio-

activity after intravenous administration of I4C-labeled polysaccharides 

into mice 

Fig.6 

きく決定づけていることが示され、

これまでにも生理学dextran釦 lfatcでは肝臓への取り込みの寄与が大きいことが示された。
察考1-3 

の分野において、高分子物質の糸球体減過特性に関する検討が分子サイズの異なる dextran

ラットで詳細に検討されており、糸球体減過膜がsizebarrierとcharge誘導体を川いてヒト、

barrierの2樋類の陣星空をもつことが明らかにされている (78・81)。本草においても、 m気的

-11・

本軍では、高分子薬物のモデルとして物理化学的特性の異なる dextran誘導体を合成し、

その体内動態特性とそれを脱定する物理化学的特性との関係を薬動学・的なす・法によりマウス

-10・
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に'11性な多乳1f額のJ，j('11排地クリアランスの差異により糸球体肢がsizeTarricrとして機能して

いること、また平均分子品約 70.000のdexrran誘導体において:苦しい成中排池クリアランス

の差異から chargcTarrierとして機能していることが示され、高分子の物性の差異による腎

臓での消失過訟の犯典をマウス全身投与実験でもある限度定員t的に従え得ることが明らかに

できた。

また、高分子の肝臓への移行特性に関しては、 fEfdfの付与により顕帯な影響が:aめられ、

正也子~jをもっ DEAE-Dじx は静脈内投与後速やかに I血中より消火し、その人部分が肝臓へ集

5 
脱した。 j位割引細胞を川いた検討により、正電荷をもっ品分チはIH制胞ム~Ifiiとの静屯的な相

Ti作川により細胞みIUIに1汲1.Jtすることが報告されている (82)。

か)~~jgJじ木端に結合した忠，Ifタンパク質や糖脂質が多く分布しており、剤IJ胞点 IIîiは負に帯電し
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ていることが知られている (83)。従って、こうした的可的な相"fl jlJ はlH制11胞のみに限定さ

( 1 )肝臓は類洞を構築する内皮細胞に人きなIIIJ隙(約 100nm)が

tumor accumulation or radioactivity for HC-Iabeled 

at infinite time after intraveoous iniectioo iDto S・180

clectric 
charge 

Estimated total 

po Iys accbarides 

bearing mice 

Fig.8 

れる現象ではないか、

存在し，:五分チが容討に肝細胞と接触し得る極めて特徴のある桃込を利していること (84)、

(2)血統批が他の一般臓おと比較して大きい (76)、という.eH111 により jE~1.i戸Iをもっ高分子

一方、 dextran にカルポキシルJ~を導入し弱い負は肝臓に高濃度に分布すると考えられる。

m術を付与した CM-Dexの肝拶行クリアランスは DEAE-Dcxと比校してはるかに低く、
iEtEYJIを有する DEAE-Dexなどでは比較的人きなtil;.'iUCuptake rateを示したが、 dextTan誘導f1uid-phaωcndocytosisにより肝臓に取り込まれることか秘伝されている poly(吋nyJ-

pyrrolidonc)の伯 (77)とほぼ一致したことから、 CM-Dcxはこれと!日jぽ・の機備により緩徐に

肝臓に取り込まれることが示唆された。また、他のいずれの臓総への移行クリアランスの値

体IBJでの:，.~其は肝臓への移行や尿中排地と比較すると依いものであった。投与後無限時間ま

でのs'P俄 Ig ll'への高分子の移行品は ti'iSUCuplakc rate x AUCでぷわすことができる (88，

89)0 Fig.8にボすように高い.J1Jltfl滞倒併を示した CM-Dcxは、 15% of dose以上と非常に向こうした臓総への移行性の低さが CM-Dex のI:-~~ 、 I(ILrl'抑制tLをもたらしたと考えも小さく、

このような給処は、分子量約 70kDaで負に術mい刷協加へのu!松を見積ることができる。しかしながら、同じ負屯荷をもつ dextran でも導入する '1~1j~)rl.の J口県により肝移行られる。

した milomycinC・dextran 結合体が、 1布設l県に肺~~'I' に都梢し、凶}彰服務に対して優れた抗併は人きく !Mなり、 {~C椴必を導入した dextran sulfale の場合は尚いH修~J クリアランス値を

n'li筋効見:をぷしたTakakuraらによる報特 (46)を誕付けるものである。示した。肝臓のJI~質細胞には、ポリアニオンの特果的な取り込みに関与する scavenger

以上、分子サイズや電荷など物理化学的性質の兵なる多梢類の静脈内投与後の体内分市

この民avengcrreceptorの high-affinityIigandとし

てacctylatcdlow density Iipoprotein、maJeylatedBSA、poly[J)などが桜作されているが(86)、

dextran sulfatcに関しても同様の機構を介して肝臓に取り込まれるとうJ5・えられる

receplorのイバEが知られている (85，86)。

特性を系統的に検討した結果、分子サイズの小さなものは尿中排池クリアランスが、強い負記avenger

?な術あるいはjE冠佑をもつものは肝取り込みクリアランスの寄与が大きいことが示され、まreceptorを介したポリアニオンIS分子の in¥-';VOにおける肝取り込みに閲しては第 ))章で詳

た糸k主体1慮過速度、肝血疏速度、肝臓の fluid-phasc cndoc} tosis速度とのこれら高分子の述する。

pharmacokinetic parameter との関係を明らかにすることができた。本章における結果は、 It~本研究では、科研dcxtran誘導体の腫第組織への移行性についても介わせて検Aを行った

分子物質の分子サイズや電荷を調節することにより肝臓や秘に対する標的指向化が可能であ

ること亭ぷすものであり、こうした情報は、，:':j分r-化修飾を手11mしたターゲティング製剤の

またリンパ系も欠如

していることが知られている (87)。したがって、高分μま静脈内投与後徐々に腕筋部に蓄積

するとJ5・えられ、.-+:{~丸j ，tにおいても検討したいずれの尚分子においても雌泌組織中への放射

一般に腕編組織においては毛細血管透過性が冗進しており、(Fig.8)c 

u目先を進めるJ-.で有用な基礎的知見をうえると15・えられる。

-13 -

病性の-#ifi!が必められた。 i集動学的解析の結果、特に分f-サイズの小さなdextran(T -10)や
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第 11章 物理化学的特性に基づくタンパク質の体内

動態特性の整理

第J:市では、マウス全身投与系を用いてdextranI誘導体をはじめとする多勅額の物EI!化学

的特性と体内動態特性との関述を特.思した。 -Jjで、近年、サイトカインに代去される数多

くの内因性生理活性ペプチド、タンパク質類が取離 ・粘製され、医業品としての数多く実用

化されている。ところが、生理活性タンパク質はや体内のある特定の部位において必要なタ

イミングでのみ作用するものが多く、医薬品としてm~、られるためにはその体内動態の精密

な制御が必要とされる。しかしながら、こうした生瑚活性ペプチドの体内動態特件に関して

は、特定のペプチドに関する体内動態については非常に詳細に検dされているものの

(90・98)、同じ評価系を用いて分子量の異なる数種のペプチド ・タンパク質について定員的

に験対した例はない。

そこで本章では、第 )7芦と同様の実験系を用い、まず8極の分子選の異なるタンパク質を

モデルとしてその体内挙動を検討した(67)。さらに、こうしたタンパク質分μこ対して化学

修飾の手法を用いてタンパク質分子ヒに直接電荷を導入することによる体内動態ネW主の制御、

および稀々の化学修飾を組み合わせ物理化学的特性を大きく改変することによる体内動態の

制御についても検討し、タンパク質医薬品の物思化学的特性と体内動態特性との関連性に関

する系統的な整理を試みた(99・101)。

11-1 モデルタンパク質の選択とその物理化学的性質

タンパク質の分チIttと静脈内投与後の全身動態特性との関係を明らかにするため、本章で

は分子f誌の異なるモデルタンパク質に対して第 I市と同機、マウス全身投与実験を行った。

モデルタンパク質として [Asu1ぺeelcalcitonin (eCf; Mw 3.400)およびneocarizinostatin(NCS; 
Mw12ρ00)、interferon-s(IFN・s;Mw 20.000)、soybean位ypsininhibitor (STl; Mw 20，100)、

superoxide disrnutase (SOO: Mw 32ρ00)、bovineserum albumin (BSA; Mw 67.000)、uricase

(UC; Mw 128.000)、immunoglobulinG (lgG; Mw 150.000)の8種を用いた。また、モデルタ

ンパク質のうち、 SOO、BSA、UCに対しては化学修飾によりそれぞれアニオン化 (99)、カ

チオン化(101)を施し、タンパク質の体内動態に及ぼす電荷の影響に関しても検討を加えた。

さらに、 BSAに関してはカチオン化修飾に対して、さらにポリエチレングリコール (PEG)

修飾を組み合わせることにより肝指向性タンパク質の肝臓への移行性制御の可能性について

も検討した (100)。

-14-

l-a 放射標識体の合成

ln vivoマウス全身投与実験において、静脈内投与後のタンパク質の代謝・分解の影響を最

小限に抑制し、組織からの cfflux過料を無視し得る標識)j法としてタンパク質の傑織は

1111nにより行った。 1111n標識タンパク質は、組織内に取り込まれた後タンパク質II身は分

解されるものの、 111lnは組織内に蓄積されることが既に報告されている (104，105)。タンパ

ク質の l111n標識は、Hnatowichらの }j法に従い、 二官能性キレート剤である

diethylenctriamine pentaacetic acid (OTPA) anhydrideをタンパク質に結合させた後、 1111nを

結合させることにより行った(106)。

l-b 各種モデルタンパク質の物理化学的性質

タンパク質の体内動態に及ほす分子抵の影響の検討には、分自主約 3，400から 150，000の

eCTから JgGまでの8種を用いた。 Table3に今回用いたモデルタンパク質の分子Jttおよび

生建的条件下における荷電状態をぶした。

Table 3 Physicochemical characteristics of model proteins 

Molecular Electric 

Compound3 wcight chargc 

eCf 3.364 poSltl¥'C 

NCS 12.000 negatlve 

STI 20，100 ncgatJVc 

rhlFNs 20，000 negative 

SOO 32，000 negahve 

BSA 67，000 negattvc 

UC 128.000 negative 

19G 150，000 negative 

a cCf， ccl calcitonin; NCS. nc∞arzinostatin; STI， soybcan trypsin inhibitor; 
rhlFNs， rccombinant human intcrfcron bcta; SOD， supcroxidc dismutase; BSA， 

以)vincscrum a1bumin; UC， uricasc; Ig0， immunogloburin 0 

11-2 タンパク質の体内動態に及ぼす分子量の影響

2-a 血中動態および体内分布

マウス静脈内投う後、 2もしくは24I時間における1I11n棋識モデルタンパク質の胤竣中政

-15 -
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度推移を Figs.9A、10Aに示した。ほほ分fサイズの増加に伴い血中滞留性の上昇が認めら

Figs.9A、れ、 BSA以上の分チJitをイfするモデルタンパク質は高い血中滞留性を小した。

10Aで得られたJ1n.妓tlJ濃度一時間rllJ線を2-exponcntiaJcurvcにあてはめ、第 I'lfとl'iJ織の計

野手法により AUC、CLtotaJを算出しTable4にぷした。分子量が約30ρ00以ドのタンパク

質においては非常に高い CLtotaJ偵を示したのに対し、それ以上の分子治を有するタンパク

質においては低いCLtotaJ怖を示し、特に代表的な瓜i策タンパク質である BSAや IgGにおい

ては非常に低い CLtotaJ1点、即ち非常に大きな AUC航を示し、

安定に循環していることがぷ唆された。

これらタンパク質が血液中を

24 18 

Fig. 10 Plasma concentration (A)， kidney accumulation (s) and liver 
accumulation (C) of radioac“vity after intravenous injectioo of 
1I1ln-labeled relatively high-molecular weigbt proteins into mice. Key: 

SOO(口);BSA (0); UC(O); 19G (ム). Rωu IlS arc expressed部出em間会S.O.
of threc mi∞. 

の4種のタンパク皆、すなわち [111Inlec:r， llllln]N岱、 [1111n]STl、[1111n1S00において

1 1時間までの腎蓄積量と尿中排術情の総和がほぼ70%と ー定の値となることから、腎は、

臓における糸球体櫨過後の尿細管での再般収特性にこれら 1柑のタンパク質問で差異が存伐

することが推察された。
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葉動学的解析2- b 
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Plasma concenlration (A)， kidney accumulation (8) and amount 
excreted in urine (C) of radioactivHy after intravenous injection of 

"'Io-Iabeled low-molecular weight proteins into mice. Kcy: cCf (口);
NCS(ム);STl (0): IFN・s(マ). Rcsults are expressed as出emωn:!:S.O. of伽 ec
mlcc. 

Time(hr) 

Fig. 9 

マウス静脈内投与後の各組織中の放射活性より分子量の異なる 8挿のモデルタンパク質の

組織への拶行'Itおよひ'組織中濃度を求めた。第l章 ・第2節と同織の方法に従って、血紫rt

濃度で補正したモデルタンパク質の t::な組織への移行クリアランスを算出し組織移行性の指

標とした。
Fig.98、10Bには8植のタンパク質の静脈内投句後の腎臓への放射前科のJ存続の時間推移

腎臓への取り込みは分チ量が20，100の1111]n]STIおよび 32，000の，1111n]SOD

が戸品、他を示し、投午後 1時間においてそれぞれ約 45%、 51%の放射活性のJ存柏・が認めら

をぷした。
Tablc 4には AUCおよび全身クリアランス、尿中排他クリアランス、肝取り込みクリアラ

ンスと肝臓、牌臓、腎臓、筋肉、肝協の組織 1gあたりのクリアランス (tissueuptakc ratc 

index)を[U算した結果をまとめた。4長から明らかなように、以中排却をクリアランス値および
しかしながら、分jtiltが12，000の[1111n]N岱においては腎臓への政射的作の蓄積が

ほとんど認められなかった。また、 BSAより分子fitの木きなタンパク質においても腎臓への

れた。

腎臓における tissueuptakc rate indc.x 怖は、分子量が32，000以下の5報類のそデルタンパク

質において分{fltが 67，000以!このモデルタンパク質と比較してイ];，なに高い艇をぶしたs ま

た、 [1111n]cCf、，111]n]NCS、111lJn1ST!、，1111nJSODの4柿のモデルタンパク質において

-17 -

諸般はほとんど認められず投与後24時間においても約 10%以下であった。

.}j、Fig.9Cにぷすように、以中へ悶収された政射活性は逆に[1111n1NCSか訟も高く、

約72%が投与後 L~'t l日j までに尿中に排ì1せされた。 !1111nJIFN・0を除く、分子I.tが約32，000
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TabJe 4 Pharmacokjoetic parameters of 111In-labeled model proteios after intravenous 

100 

Hepatic plasma Oow ralc 

injection into mice 

八uc Clear加出(，ulJhr) Ti鳩山uptakeratc index (μIJhr/g) 
Compouod 1ωa! unne Jiver liver spleen kidoey muo，;clc tumor 

戸、

(%do法 ・

きhrlmL 

eCT 1.92 52，000 16、400 318 171 78.6 22，300 69.9 ロ.d.

3.82 20.000 40.7 27.0 19.7 1.050 26.6 132 
、_.;

NCS 26，200 
8 

S1'I 6.16 16.200 4‘890 319 377 69.0 36.500 60.6 n.d. 

rhLFNs 12.3 8.140 428 ~850 2.080 671 8.090 43.5 69.4 

以)0 9.49 10.500 1，230 34.8 30.3 18.6 17.100 7.23 29.8 
(..) 

BSA 1，340 74.6 7.1 15.8 15.0 704 27.8 1.40 18.1 ιJ 

UC 215 465 69.5 192 200 76.9 269 8.47 n.d. .ロCCS L 

120 1.620 61.6 2.4 20.5 17.4 5.4 4.6 1.2 12.8 ~ 
n.d.: not delcrmined 

l∞0001 

10000 ω】
局

』

1000 

。
g 

eCT午
・ さ

釘Id E

soq438 

-I
NCS1J! 

に一一一一…γ一一一-r一一・・7…r--r-
RalC 01 Iluid-phase end∞ytosis in liver ! t 

i i ~ I は全身クリアランスに対する尿中排椴クリアランスおよび特取り込みクリアランスの割合

(寄与率)は、他の臓器の寄'Ft.:;と比較して極めて高いものであった。また、 I位竣タンパク

質である 111tln]BSAやrll1JnllgOは、いずれの臓誌におけるクリアランスおよび以中排池

クリアランスも低い偵を示し、各臓器中にほとんと取り込まれることもなく血中を安定に循

環していることが示された (Fig.11)。

また、[Jl1Jn]1Bサ・0は全身クリアランスに対する尿中排池+将取り込みクリアランスの寄

う率と肝取り込みの寄与率がほぼ等しく、肝臓へも何らかの要凶により高い移行性を示すこ

とが明らかとなった。また、 r1L1In]UCは分子なが 128，000であるにもかかわらす、

[1111n lBSAやr1111n]lg0よりも高い全身クリアランス値をふし、以中排池クリアランスや

腎臓における tissueuptake rate indexも若干高い偵を示した。 UCは微生物由来の外国性タン

パク質であることから肝臓への取り込みクリアランスが大きく、また分r-:It 32，000の

subunitからなる homotetramer構造を有していることから、血液中で徐々に letramerが分解

し尿中に排71ltされるものと考えられる。

一方、 fll1ln]NCSおよび fll1m]IFN伯、r111Jn)SOO、[llltnJBSA、rll1In]IgGの5種のモ
デルタンパク質においては Sarcoma-180担癌マウスを用いて肱筋移行性に関しても検討した

(Table 4)。その結果、腫筋における tissueuptake rate indexには分子最依存性か認められ、分

-チf量の増大lにこ日1'1料!

後無限時問までの腫筋 1g ~中ドへのモデル夕ン/パぞク質の移行{坑t止tを tis..c;ue upl飽akμer悶atωcindex x 

AUCで見積つた場合、 AUC憾の小さな [lllInlNCS、[111In lIFN-s、(1111nJSOOにおいては

その移行抵はそれぞれ 0.5、 0.9、0.3% of doseであったのに対し、血中滞留性の高い

[111 In]BSA、[1111n]lgOにおいてはそれぞれ24、20% of doseと非常に高い師協部への集積

性が見積られた。

10 1(泊 ω00 10∞o 100000 
Urinary clearance (μLIhr) 

Fig. 11 Hepatic and urinary clearances of 11JIn-labeled eight model proteins 

after intravenous iゆ ction into mice. Opcn symbols reprcscnt model 
polysa∞harides (see Fig. 7). Hepatic pla<;ma flow ratc (76)， rate of fluid-phωe 
endocytosis of livcr (77)， and glomerul訂 filtrationrate (74) wcre calculated assuming 
出ewcight of a mOU5C to bc 25 g. 

11-3 体内動態に及ぼす電荷導入の影響

第]":立および第n章第 2節までで多結類およびモデルタンパク質を用いた高分千の基本的
な体内動態特性を鞍理することができた。本節では、分子量の異なる 3種のモデルタンパク

質 (SOD、BSA、UC)を用いて化学修飾の手法により直接タンパク質分j乙に正也術あるいは

tl"lti荷を導入したカチオン化、アニオン化タンパク質を合成し、タンパク質の体内動態に及

ぼすl白接的なm術導入の影響について検討した。

3-a 電荷導入タンパク質の合成

~ft荷の異なるモデルタンパク質の合成には、 SOD、 BSA、 UC の 3 穂を用いた。モデルタ

ンパク質に正屯何の導入した cationizedSOO (cSOD)、cationizedBSA (cBSA)、cationizcdUC 

(cUC)は、タンパク質の構成アミノ酸の遊離のカルポキシル基に 1，6-hexamethylencdiaminc

を結合させることにより合成した (102，103)。また、負電荷の導入は、タンパク質の N末端
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およびリジン残基の e-amino基に succinicanhydridcを結合することによりそれぞれ、

succinylalcd SOO (sucSOO)および succinylatedBSA (sucBSA)、succinylatedUC (sucUC)を合

成した。Fig.12にこれらモデルタンパク質の化学協進の様式凶をぷした。また、これら電荷

導入タンパク質誘導体の物理化学的特性をTabJe5にまとめた。

(A)ωionizcd protcin (6)加 ioni則 protcin

Q
 o
 
o
 
c
 

q
r-
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H
 
N
 

③ 
CO・NH-(CH2)6・NH3

Fig. 12 Cbemical struclures of directly cbarge-induced proteins. (A)ωtionized 

釦 d(B) anionized (succinylated) proteins. 

Table 5 Physicochemical cbaracteristics of direcUy cbarge-induced model proteins 

Number % rcmaining 
Compound Molecular ofNH2 enz戸natlc lsoclcctric 

weigbta goupSb actlvityc POiDld 

SOD 32，000 24 100.0 5.0・5.2

sucSOD 34，000 2 55.0 < 4.0 

cSOD 34，000 35 47.0 > 8.5 

BSA 67，000 60 4.2・4.8

sucBSA 70，000 20 < 4.0 

cBSA 70，000 75 9.0 -9.4 

UC 128，000 98 100.0 5.4 

sucUC 130.000 85 43.0 < 4.0 

cUC 130，000 120 5.0 > 8.5 

aτbe molccular weights of∞mpounds werc estimated by HPLC gcl-filtration chromatogrdphy 
using a Shim-pack Diol-3∞column (Shimadzu， Kyoto， Japan). 
bηle number ()fωnino groups were cstimated by TNBS mcthod. 

c SOD釦 dUC cn勾Imaticactiviti凶 were邸sayedby thc nitrobluc lctrazolium rαiuction叩 duric 
acid oxidation mcthods， respcctively. 
d Isoelcc位icpoints of compounds were∞nfirmcd by chromatofocusing using Polybuffer 
exchanger 9'4 rcsin and Polybuffer 74 elution buffer systcm (Pharmacia， Uppsala， Sweden) 
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3- b 体内動態に及ぼす正電荷導入の影響

Fig. 13に正電荷を導入した l11ln標識モデルタンパク質 (cSOO、cBSA、cUC)のマウス

静脈内投与後の(A)血禁中濃度、 (B)腎蓄積品、(c)肝善弘琵の時間推移を示した。

100 

ち 10
、6.ミJ 

δ E 5 8 

a時
O.J 。

(A) (B) 
80 
(C) 

T 
，て&。u'コ2 ‘z 、ω .L 5，企u、、ω 
匂。園

、EーRJ 
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E、R.J 

!20 〉ω、
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H〉ω らA.‘ 
『bdコ

。 。
2 。0.5 1.5 2 。0.5 1.5 

Time (hr) Time (hr) 

0.5 1 1.5 

Time(hr) 

Fig. 13 Plasma concentration (A)， kidney accumulation (8) and Jiver 
accumulation (C) of radioactivity after intravenous injection of 

IIJJn-labeled catinoized proleins into mice. Key: cSOD (0); cBSA (ム)j
uUC(口). Results arc expressed総出cmean:S.D. of thrce mi∞. 

分子吐が32，000の[111]n]SOOの場合、曲II成中濃度一時間推移はカチオン化によりほとん

ど彫響を受けず、いずれも投与後速やかに血中から消火した (Fig.13A)。一方、腎臓への

11111nJSODの蓄積はカチオン化によりさらに 1:却し、投与後1時間で約70% of doseが腎

臓小に取り込まれた。こうした [1111nIcSOOの腎臓への帯較に関しては濃度依存性が認めら

れ、投うfi'(を 100f告の 10mg/kgとした組合、腎臓への蓄積泣は約60% of doseにまで減少

し尿111排討崎市は逆に上昇した。また、未修飾1111ln]SOOではほとんど認められなかった肝

臓への取り込みもカチオン化により若干t昇したが、その程度は小さいものであった。分f

l誌がそれぞれ 67，000、128，000でほとんど腎糸球体議過を受けない r111ln]BSA、[111ln)UC

の地介、カチオン化により肝臓への著しい蔀払ほのm加が認められ、その傾向は BSAにお
いてより顕符であった (Fig.13C)。

1
1111 n 1 cBSAは、投与量0.1~ 20 mgA<gの範附において血竣中濃度一時間推移および肝#

拍一時間推移にほとんど益異カ寝{められなかったが、 100mgtkgの投与誌において血中濃位、

肝取り込みノマターンに非線形性が舵認された (Fig.14)。また、腎臓への蓄積に関しては未修

飾体との有志:な差は認められなかった (Fig・14B)。
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Fig. 14 Plasma concentration (A)， and liver accumulation (B) of radioactivity 
of ['IIIn]cBSA after intravenous injection into mice. Kcy: 0.1 mglkg dosc 

(ム);1 m以(gdosc (0); 20 mg/kg dosc (口);100 mglkg dose (・). Rωulωarc 

cxpressed as出emcan主S.D.of three or four mice. 

3-c 体内動態に及ぼす負電荷導入の影轡

Fig. 15にsuccinyl化により負電荷を導入した3種の 1111n標識モデルタンパク質 (1

mgAcg)のマウス静脈内投与後の (A)血中濃度、 (B)腎蓄積封、 (q肝普積の時間推拶を示し

た。 [1111nIsucBSA は今回の検Jに用いた 3 柿の su∞inyl 化タンパク質の中でf~も述く循環

l血液中から消失し、投与後2時間で約 80% of do鎚が肝臓に搭もえした。r11l1nlsucBSAの肝

取り込みには非線形性が認められ、 100mg;kgの高投量投与では、 [ll1lnlsucBSAの肝取り

込みは 2時間jで 19.5% of do鵠と有意に低下した。一方、分子litか34，000の [111 In ]sucSOD 

(lmg，kg)の静脈内投与においては有意な肝取り込みが認められず、投与後 2時間までに約

60 % of doseが尿中に回収された。[l1lInJSUCUCは、 3種のモデルタンパク質のうちで最も

循環血液中からの消失が遅かったが、 30% ofdo槌以上が肝臓へ取り込まれた。肝臓以外の

組織への l11ln標識succinyl化タンパク質の顕著な政射活性の取り込みはみられなかった。

3-d 葉動学的解析

これまでの検討と同様の解析β法によりカチオン化タンパク質およびアニオン化タンパク

質の薬動学的パラメータを算出しTable6にまとめた。いずれのモデルタンパク質において

も、正'i{1荷の導入により肝臓の取り込みクリアランス値は、 .Lj:_階的条件下で弱し、負電荷をも
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Fig.15 Plasma concentration (A)， kidney accumulation (8) and liver 
accumulation (C) of radioactivity after intravenous B町ection of 

111ln-labeled succinylated proteins into mice at a dose of 1 mg/kg. Key: 

sucSOO (ム);sucBSA(O); sucuc (口).Results are exprωscd as出cmcanまS.O.of
thrcc micc. 

Table 6 Pharmacokinetic parameters of native， cationized and succinylated proteins. 
dextran sulfate and inulin after intravenous injection to Mice 

臥.lSC AUC Clearance (μ凶 r) Tissue uplake rate index (μl)hr/g) 

ωmpound (~内)(%お
to飽] liver unne liver ki命ley spleen muscle 

(lllIn]SOD 9.5 10，500 42.7 1，230 26.2 23，700 20.7 7.2 

1I111nドSOD l 7.3 13，700 2，470 42.3 16∞ 36，200 955 496 
r 1 J I )n ]sucSOD 6.1 16.400 238 12，100 242 10，400 34.3 n.d. 

(111)n]BSA 1430 69.7 15.8 7.1 15.1 28.0 7.5 1.4 
100 764 131 20.4 161 18.5 21.2 15.6 1.8 

(1111n]cBSA O.J 5.7 17，600 11，900 1，490 10，000 1，960 29，300 160 
1 4.7 21，100 11，200 2，860 13，000 1，380 8，880 58.3 
20 4.6 21，900 12，900 2，760 14，800 8，050 14，000 140 
100 47.1 2，100 1，590 160 1，1∞ 2，160 2，230 20.5 

[1.1110 JsucBSA 18.1 5，510 3，760 504 3，350 442 82.2 27.0 
100 140 713 245 103 205 265 63.1 4.2 

[1111n]UC 1 215 465 192 69.5 200 269 76.9 8.5 

(IJ1Io]cUC 17.0 5，870 2，160 530 2，940 1，670 5，500 17.2 

11111n]sucUC 1 22.8 3，600 1，380 337 1，530 1，730 320 7.9 

ドCfaltdecx汀制 l 4.0 25，300 2，470 12，300 1，420 2，250 486 205 
sul 100 5.4 18，500 553 10，900 419 1，000 140 45.1 

r4 C}inulin 100 3.5 28，900 154 26，800 168 700 60.1 34.6 

o.d.: oot detcrmincd 
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つnativeタンパク質と比較して 10情以上tqく、 fi追分子の体内分布とりわけ制|勾系組織への

移行には、悩仰が電要な役:1却を果たしていることが明らかとなった。また、 ))削臓や筋肉など

の他の組織に関しでも正'Iit(ojの碍入によりそのクリアランス舶は大きく上科した。

今回検dした3磁のカチオン化タンパク質において最も顕著な肝臓への1.?舗が認められた

rll1InjcBSAに関して体内動態特性における投与ほ依存性を検討した結果、 0.1--20 mg，4cg 
の投与品範聞において AUC11ftおよび各臓器クリアランス伯にはほとんど変化が必められな

かった。しかしながら、 100mgA<gの高投与f.t投与により肝取り込みクリアランスをはじめ

とする各組織クリアランスの備は有意に減少し、またその結果を反映して AUC似の増加が

認められた。

一方、負í{.!:待の導入によってもタンパク質の肝移行性は 1::l1~ し、 1 mg，i1<g投tsにおける

[11110 ]suc8SAや [111]n]sucUCの肝取り込みクリアランス催はそれぞれ末修飾体の肝取り込

みクリアランスの 15.8倍、 7.2倍と高い値を示した。また、 [14C)deXlransulfatcにおいても、

1 mgA<g投う時では高い肝取り込みクリアランス値を示し、 [14CjinuJinや[14C]dextran 

(T・10)の 16.0倍、 4.9倍となった。しかしながら、 [111InlsucSODの肝取り込みクリアラン

スは他の 111(n標識 succinyl化タンパク質と比較し相対的に低い値を示した。また、

[111Jn]sucSODとr14C]dexrransulfateの尿中排椴クリアランスは、糸球体滅過速度のマーカー

として用いられる[14C)inu1inの尿中排池クリアランス値とほぼ向じ債を示した。

3- e [IIlIo]cBSAおよび [111 Io]sucBSAの肝構成細胞への分布

正111向、負tEイbH、ずれの氾荷の導入によっても、モデルタンパク質の肝移行件の 1:界が認

められたことから、電w導入タンパク質の肝移行機檎を明らかとするためにぶら顕符な肝移
行性が認められた BSA誘導体を用いて肝構成細胞への分布を検討した。 Fig.16には、マウ

ス静脈内投句後 30分における [1111n]cBSAおよび [1111n]sucBSAの実質細胞(PC)および)1・

実質細胞 (NPC)への分布パターンを精認識レセプタ一介在エンドサイトーシスによりそれそ

れ PC、NPCに特異的に分布する [111Jn ]GaJ8SAおよび[1l11n1ManBSAの結果とあわせてぷ

した。[1 llln]cBSAはPC:NPCの分布比が約2:1であり、肝臓'11における血波と備成細胞と

の接触面桜比にほぼ応じて分布したことから、肝偶成細胞との静電的な相互作用により肝臓

に取り込まれることが示唆された。一方、 e1lln]sucBSAは [111Jn] ManBSA と h~織に NPC

に特異的に分布した。

3-f [111 Jn]sucBSAの肝取り込みにおける BSAおよび dextran誘導体との同

時投与の影響
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Fig. 16 Cellular localizatioo of CllIo]cBSA and CllIo]sucBSA at 30 min after 
intravenous i吋ectionat a dose of 1 mg/kg. Rωults are exprωscd部 the
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Fig. 17 Competition of hepatic uptake of Clllo]suc8SA by coadministration 
witb 8SA and dextran derivatives and polyriboDucleotides after 

intravenous injection into mice. [1111n]sucBSA (1 mg/kg) was inject凶 W1出

unlabclcd∞mpetitivc macromoleculcs (20 mg/kg) and hepatic accumulation w錨
detennincd at 30 min aftcr in位avcnousinjcction. **p<O.Ol〆“p<O.OOl.
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肝臓の Kupffer細胞や内皮細胞、 maCTophageIこはpolyanionを認識するscavengcrreαptor 

の存在が報告されている。 Succinyl化を鈍した BSAも構造的には polyanionことから

[111 In lsuCBSAもこの機捕を介して肝比実質細胞に取り込まれている可能件か右・えられる。

そこで、種々の BSA誘導体や dextran誘導体、 polyribonucleotidesと11111nlsucBSAを同町

役与に及ぼす [1111n]sucBSAの肝取り込みの影響を検討した (Fig.17)0 SucBSAや Ma1BSA、

heparin、dextransulfatc (Mw: 8.000およひ 500ρ00)、poly[I]などの強い負泣仰を有する両

分子は、 [11110 ]sucBSA の釘取り込みを顕著に~H..1}した。しかしながら、王冠佑を有する

cBSA、糖修飾 BSA~秀碍体である GalBSA や ManBSA、弱い負 iii イ~Íを有する BSA や

CM-Dexは有意な阻特効果を示さなかった。また、 polylc]との 111111主投与により

11111n lsucBSAの肝取り込みは若干促進された。したがって、 [111lnjsucBS八は、 scaveoger

rcceptor-mediated endocytosis犠檎により肝比実質細胞に特異的に取り込まれていることがぷ

唆された。

11-4 化学修飾の組み合わせによるタンパク質の体内動態制御

第1~をおよび第 11 ~níj節までの検討により、物]P.化学的特性の異なる多取h矧およびタンパ

ク質の体内動態特性をクリアランスの披念に法づく楽動学的解析を通じでほぼ穏理すること

ができ、物理化学的特性の制御を通じて高分イ・物質の体内挙動を制御することが鉱かめられ

fこ。

一点、 穂認識機構を利用した肝臓への標的指向化はタンパク質や遺伝子て与を肝臓の特定の

細胞に送達させる方法として近年非常に注目を集めてきている (110・116)。アシアロオロソ

ムコイドやアシアロフェツイン等の血清中の脱シアル化糖タンパク質(117・120)がこうした

試みに用いられているが、いわゆる neoglycoproteinと呼ばれる合成総タンパク質も有用な

薬物キャリアーとして近年注目されている (121・130)0Neoglycoproteinは導入する糖の種類

や残基数をコントロールでき、かつ目的とする単一の化合物を大量に合成できるという利点

を有しており、細胞のtl月鎖認識機構の研究や粧タンパク質の inνiνoにおける体内動態の系

統的な検討にも非常に有用である (131)。

また、生理活性タンパク質に対してpolyethylcnegJycol (PEG)等の住物学的にイミ活性な高

分子をJ1H、て化学修飾を施す試みは、生理活性タンパク質を臨床通用する上で問題となる抗

原性・免疫原性や生体内での安定性等を解決するための有力な方法として期待されている

(51・54，132， 133)。タンパク質分子に対して PEG修飾を施すことにより細胞ぷ面上に存在す

るレセプタ一等への結合は抑制されることが考えられるが、 -}j、タンパク質分子への精残

法やがI節までで検討したts-r:1jの導入によりタンパク質の機的指向性は大きくJi:進する。した
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がって、こうした化学修飾を適当に組み合わせることによってタンパク質の体内動態をさら

に精密に制御できる可能性が考えられる (134，135)。このようなレセプターを介して取り込

まれるタンパク質に対して PEG修飾を胞し、その体内動態特性を検討した例はほとんどな

し、。

本節においては、全身投与後安定にJ(且小を循環する BSAをそテノレタンパク質として、 11:

電荷を付与した誘導体 cBSA、およひ投与後肝臓の実質細胞および升実質細胞に選択的に取

り込まれる ~t修飾 BSA である 13(.10日修飾 BSA (LacBSA)および maonose修飾 BSA

(ManBSA) を選択し、これら BSA~導体に対して PEG 修飾を施した場合の全身動態をぷ価

するとともに、化学修飾を組み合わせることによるタンパク質の精密な体内動態制御のuJ能

性に閲しても考察を加えた。

4-a 複合化学修飾アルプミン誘導体の合成とその物理化学的性質

正也街をのする cBSAは、第 11章第3節と同僚に合成した。結修飾 BSAは、 BSAに

lactoscおよび manno田を導入した lactosc修飾 BSA(LacBSA)および mannose修飾 BSA

(ManBSA)をそれぞれ合成した。LacBSAは、 Grayらの方弘・(122)に従って、選JG的アミノ

化により lactoscを BSAに結合させた。ManBSAは、 LceらのJj法 (121)に従って、

2・imino-2・mcthoxycthy11・thiomannosideとBSAを反応させることにより合成した。Fig18 

には、これら BSA誘導体の様式(){Jを示した。 PEG修飾は、 J:記3碕の BSA誘導体に対して

活性化 PEG[2，4・bis(0・methoxypolycthylene-glycol)・6・chloro小 triazine:Mw  = 10，000]を反

応させることにより行った (136)。

(8) lactosylatcu BSA 
(LacBSA) 

H0CM20" ?"20H 
，.J-Q ""'. J--OH l 

{9H ヲU、?H .CH2-HN
HO HO 

(A) cationi必dBSA
(cBSA) 

@ 
co・NHイCHz)6・NH)

(C) rnannosylated BSA 
(ManBSA) 

CH20H 
.J-O. 
{OHHO'¥ 

HO・ー一ιCHl・Cー
U 
NH 

Fig. 18 Chemical structures of cationized and glycosylated BSA 
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Table 7 Physicochemical properties of BSA and its derivatives 
tesed io this study 

Pcrccnt 
a 
MoJcculat> Adsorption at pH 7.4 c 

Compound of Frce Weighl 
NH2 明PLC) DEAE-Sephadex CM -Sephadcx 

BSA 100.0 67，000 + 

cBSA 116.7 70，000 + 

cBSA-PEG 105.2 170，000-200，000 + 

LacBSA 47.7 70，000 + 

LacBSA-PEG 34.4 80，000・110，000 + 

ManBSA 73.7 70，000 + 

ManBSA-PEG 60.0 90，000・110.000 + 

a: The numbers of釘ninogroups were dcteImined by TNBS mClhod and出alof
native BSA was 60. 

b: Thc molecular weights of BSA derivativcs werc cstimated by gel-filtration HPLC. 

c: The net cJcctric charge of BSA derivativcs was∞nfirmed by a batch 
method (72). 

Tahle 7に得られた PEG修飾 BSA誘導体の物理化学的性質を戦理した。比較のために

PEGふ修飾の BSA誘導体の結束も併せてぷした。BSA中のfreeのア ミノ基数は化学修飾に

より 34-74%に減少した。また、正竜街および糖鎖導入による分fサイズのと持はほとんと

認められなかったが、 PEG修飾によりいずれの BSA誘導体も顕J年な分子サイズの上昇がd

められた。また、 PEG修飾はむ気的には]CのBSA誘導体と同様の也荷を有していることが

確認された。

4-b 血中動態と肝移行特性

Fig. 19に3柑の PEG修飾BSA誘導体を投与量 0.1mμ沼でマウスに尾静脈内投与後の血

業中濃度時間推拶を示した。PEG修飾により cBSAの肝取り込みは顕著に減少し、その結果

BSAとほぼ同棺j立の非常に，:弘、血中滞留性が得られた。また、肝臓以外の他の組織への帯私

も1% of dosc以下と有意に抑制された。 Irij織な血rll消失のパターンは LacBSA-PEGについ

てもd、められたが、その程度は cBSA-PEGよりも低いものであった。また、LacBSA-PEGの

肝取り込み量はLacBSA-PEGとほぼ間程度であったが、その取り込み述皮は比較的低い値を

示した。ManBSん PEGはcBSA-PEGとManBSA-PEGとの中間的な血rll濃度推移を示し、肝

移行肢も ManBSAと比較して抑制された。
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Fig. 19 Plasma concentration (A) and liver accumulation (8) of '"1o-labeled 
PEG conjugated BSA derivatives after Iotravenous injection at a dose 

of 1 mg/kg into mice. Key: LacBSA-PEG (ム);ManBSA-PEG (口);
cBSA-PEG (0). Results抗 exprcssedas出emcan:t:S.D. of threc or four mice. 

4-c 薬動学的解析

Table 8にこれら PEG修飾 BSA誘導体のマウス静脈内投与後の柴動学的ノぞラメータをま

とめた。LacBSAや ManBSAなどの臓修飾 BSAの場合、低投与最 (1mg/kg以下)では肝ク

リアランス値はほぼ全身クリアランス値と等しく、こうした塘修飾 BSAが肝臓により優先

的に取り込まれることが明らかとなった。また、これら精修飾BSAの肝取り込みクリアラ

ンス仙は投写祉の明大に伴い減少したが、他の一般臓器における移釘クリアランス値にはほ

とんど変化が認められず、その結果全身クリアランス偵は有意に増大した。cBSAの肝取り

込みクリアランスイ，((は、 20mg!kgまでの比較的高投与1，1:域までその全身クリアランス値には

有窓な)'1;~が認められず、 100 mglkgにおいて巨として肝取り込みクリアランス他の低Fに起

関すると忠われる今身クリアランス値の駒大が認められた。一方、 PEG修飾により BSA誘

導体が示した大きな肝取り込みクリアランスは有意に低下し、 LacBSA、ManBSA、cBSAの

それぞれ7分の l、45分の l、130分の lにまで減少した。しかしながら、全身クリアラン

ス備に"iめる肝取り込みクリアランス値の比3棋はPEG修飾体および PEG未修飾{本間で差が

認められなかった。

-29 -



TABLE 8 Pharmacokinetic parameters ()f lllln-Iabeled BSA and IlS derivatives after 
intravenous injection to mice 

Compound Dose 
AUC Clearan∞(μL/hr) 

(m6kg)(%hddmoりse. 10凶l

BSA 1 1・no 69.7 

100 764 131 

cBSA 0.1 5.69 17.600 
1 4.70 21.100 
五) 4.58 21，900 
100 47.1 2，100 

cBSA-PEG 1 558 179 

l.acBSA 0.1 7.13 14，000 
8.25 12，100 

20 36.8 2，720 
100 68.9 1，450 

l.acBSA-PEG 1 29.8 3，360 

ManBSA8 0.05 3.36 27，300 
0.1 3.67 27，200 
3.98 25，100 

10 24.8 4，040 
20 41.1 2.430 

ManBSA-PEG 166 似)~

Results arc expresscd硝 m位 n，n = 3・4.
a: Data wc陀 obtaincdin previous report (194). 

b: Not dctennined. 

11-5 考察

livcr unnc 

15.8 7.1 

20A 8.5 

11.900 1.490 
11，200 2，860 
12.900 2.760 
1.590 160 

113 17.3 

12，800 ~2 
] 1，000 2，330 
1，510 123 
520 222 

1.740 249 

18，000 360 
19，300 100 
19，200 130 
3，200 41.6 
1.300 3.5 

316 49.0 

Tissuc uptake ratc indcx (μUhr/g) 

livcr 国plccn kidncy muscJc 

15.1 7.5 2H.0 1.5 
18.5 156 21.2 I.H 

10，000 29.300 1.960 160 

13，∞o 8，H80 1，380 58.3 
H.800 1+.000 8.050 140 
1，100 2.160 2.230 20.5 

116 46.0 39.3 1.4 

15.700 47.1 414 4.6 
13，000 5.1 397 10.+ 

1，280 15.5 159 13.6 
403 13.1 323 18.0 

1，710 9.7 465 2.5 

17，7∞ 9.450 n.db n.d. 
11，300 5，930 300 19.6 
16.000 7，970 460 30.7 
2，710 1，320 110 13.2 
1，170 750 n.d. n.lI. 
358 533 176 2.4 

み:1，1:では、タンパク質の電荷や分子量などの物理化学的特性が体内動態に与える影響を第

I帝と同様にマウス inνivo全身投与の系を用いて検誌を加えた。まず、 8樟の分F泣の異な

るタンパク質の全身投与後の体内動態を検討したところ、ほぼ分子日依存的な血中消失パター

ンが得られた。また、分子量が32，000以下のタンパク質の場合、静脈内投与後速やかに体

内から消失し、その大部分が以中に排池されるかもしくは腎臓に蓄積した。こうした低分子

量タンパク質の特取り込み誌と尿中排他ほの総和は、ほぼ一定の他を示した(約 70%)。一

方、糸球体減過をほとんど受けない BSA(MW; 67β00)およびJgG(Mw: 150，000)は、血液中

を安定に循環し、いずれの臓認にもほとんど取り込まれなかった。

さらに、分チ征の異なる3柑のタンパク質 (SOO、BSA、UC)に対して化学修飾の手法を

用いて出接正または負の電荷を導入した誘・導体を合成し、タンパク質の体内動態に及ぼすt:E
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Fig. 20 Hepatic aod urinary cJearances of lll(o-labeled dirccUy charge-induced 

proteins after intravenous injection into mice. Hepatic plasm<.i flow問te

(76)、raωoffluid-phase endocytosis of liver (77)， and gJomcrul紅白Itrationrate (74) 

wereωIculatcd assuming lhc weight of a mouscωbc25g・

ts荷、 i1'll.!:荷の影響を検討した。1.6・hexamcthylcnediamincを用いて正屯荷を導入したタン

パク質の体内動態特性は、基本的には第 lr.tにおいて検討した平均分子以 70，000の

OEAE-Dcxとほぼ同じであり、静脈内投午後の肝取り込みクリアランス他は未修飾体と比較

し大きく克進した。また、分子f誌が 32，000で血中からの消失経路が腎糸球体滅過に起因す

るSODの結合、肝臓への取り込みの増加とともに尿中排被量の減少および腎臓への蓄積量

の増加lも認められた (Fig.20)。

ーん、 acetyl・LDLや maJcyl.BSA、poJy[JトlipopoJy描ccharideなどの桶々の polyanionは

scavcnger receptorの尚親和性リガンドとして報告されている (86)。しかしながら、同じ

polyanionであっても poly(D-gJutamic)acidやpoly[C]、コンドロイチン硫酸などはリガンド

とはならない(お6)。また、化学修飾アルプミンに関しても maleyl-BSAや

formaldehyde-treatcd albuminは scavengerreceptorに認識されるが (130，137・139)、

acetyl-albuminは認識されないことが報特されている。Franssenらは剖ccinylatedhuman 

鵠印malbuminが ωvengerreceptorのリガンドとなり得ることを報公しているが (140)、こ

うした succinylatcdalbuminや他の succinylatedタンパク質の scavengcrreceptorのリガンド

としての特性に関する詳細な検村はなされていなし、
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のような抗椴化酵去を肝非実質細胞に送速させることは活性椴京による肝障害の治療という本章における結果より sucBSAはマウス静脈内投与後速やかに肝非実質，細胞中に取り込ま

観点からも非常・に有用であると考えられる。れることが示され、その取り込みに投与母依千五性か認められること、 scavcngerreceplOTの典

これら

BSA誘導体の，(ω、Hf指向性を抑制し1!}ることが明らかとなった (Fig.21)0PEGは!l<に対し

高い溶解件をイJし、低毒性であり免疫原性も示さないといった優れた特性を備えており

また、 jfT誌仰や糠残基を付与した BSAに対して PEG修飾を雌すことにより、理的なリガンドである MalBSAや dextransulfatcやhcparinなどの硫般化多臓の同時投乍に

より阻害されることが切らかとなった。 Heparinに関しては従来scavcngerrcceptorのリガン

ドではないと与えられてきたが(85)、最近の報告では低分子量heparinがscavcngerreceptor 

これまでにもタンパク質の抗原性の消失、生理活性の増強、 JgE産生の抑制等を(148， 149)、を介して肝臓に取り込まれることが報告されている (141)。また、 polylllやpoly[C]などの

目的とした数多くの報告がなされている (51・55，60，132，150・153)。本章での結果は、 PEGpolyribonucleotideの問時投与によっても別cBSAのB間足り込みに阻害が"忍められたことから、

修飾による柿タンパク質のgalactoscや mannno田残基を認識するレセプターとの affinityのsucBSAもscavengerreceptorを介して肝非災質細胞に取り込まれることか〆'J'唆された。

低下や実質細胞との静電的な結合性の低下に起因すると考えられ、生理活性タンパク質がレ

目的とする柴sRセプターにr:百濃度で急速に結合することによる downregulationの|ロl避や、

これまでにも scavengcrreceptor認識機構を利川して抗癌剤などの低分子薬物を肝臓に送

述する報告はなされているが(142・146)、こうした峨備をタンパク質氏薬品に適mしたアプ
ローチはなされていない。本章では SODやucをモデルタンパク質として 5Uωinyl基をこ 作用以外の牛肉活性の発現を抑制し得る可能性が示唆された。

れらタンパク質に導入することにより scavcngerrcceptor-mediated叩 docyotsis機情を介して

以上、タンパク質の分子サイズやtG荷等の物理化学的性質と体内動態特性との関辿を系統Jjf非.実質細胞にターゲティングし得ることが明らかとした。肝非実質細胞は肝障害を引き起

的に整理することができ、さらに粘鎖や辺荷の導入および尚分子修飾素材を用いて化学修飾こす原因のーっと考えられている活性酸素の発生源であることが知られており (147)、SOD

を施すことによりタンパク質の物腰化学的性質を大きく改変し、タンパク質の肝臓や腎臓さ

こうした知比らには血管内への標的指向化を速成し仰ることも明らかにすることができた。

は、今後ますます臨床の場に提供されてくると思われるサイトカイン類に代表される生理活

性タンパク質の体内動態特性の評価ならびに体内動態制御に有用な情報を提供するものと思

われる。

Hepalic plasma Oow rate 
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Urinary Clearance (μυhr) 

Fig. 21 Hepatic and urinary c1earances of 1111n・labeledPEG conjugated BSA 

derivatives after intravenous injection at a dose of 1 mg/kg inlo mice. 

Hepatic plasma flow rate (76)，問teof fluid-phase endocytosis of liver (77)，加d

glomerular filtration rate (74) were凶 lculatedassuming the weight of a mouscωbe 

25 g・
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第即章 高分子修飾大豆トリプシンインヒビター

の合成と体内動態および薬理効果の改善

生体内に投与された4:思1活性タンパク質の多くは、 ~I:体内のタンパク分解静栄による分解

や細網内皮系組織による非特異的な取り込み等により、また腎糸球体油過における版中排計It

により静脈内投与後速やかにI血中から消失することが知られている (154・159)。また、ヒト

以外の種由来のタンパ aク質をJlH、る場合においては、抗原性 ・免疫似性といった問題も生ず

る(152)。

-方、サイトカイン額に代表される生理府件タンバク質の多くは、タンパク質分子内に粕

鎖をイfするいわゆる粉タンパク質であるが、こうした粕タンパク質は~~M処聞により糖鎖部

分を除去することにより、その化学的 ・生物学的安定性が低下することが知られている

(160)。また、大脇菌をmいて産生させたrecombinanthuman interferon-s (rhIFN-~) は結鎖構
造が欠恭しているが、このrhlFN-sは結鎖を有する天然増のrblFN-liとは民.なった体内動態

を不すことが報告されている (161，162)。

lii177tまでで、種々の多事ji悲i・タンパク質の分子サイズや'i.{i荷等の物.ER化学的特性とその体

内動態特性との関係を系統的に鞄理することができた。本意においては、 lFJJRまでで得られ

た情報に基づき、駒内じantrypsin inhibitor (STJ: Mw 20，100)にde:λtranをJJH、た高分子修飾

を施し分子サイズを増大させることによる生理活性タンバク質の生体内動態特性の制御訟の

開発を試みた (163.164)。

111-1 STI -dextran conjugatesの合成とその物理化学的性質

Dcxtranは (1 )高い水溶性を有している、 ( 2 )化学修飾に有利なl]<般誌を多数持つ、

( 3 )免疫原性が低い、 ( :1 )血竣増量剤として臨床的に使用されているて手の理11-1から従来

より mitomycinC (42・47)やdaunomycin(165， ] 66)、Adriamycin(167・170)等の抗痛剤や

asparaginase (37， 38)やcarboxypeptidaseGz (39，40)、glutathione(25)等のペプチド、タンパ

ク質の運搬体として繁mされてきた。多椅類と薬物の結合万法に関しては、過ヨウ素酸酸化
法(37，171)や、臭化シアン法(172)、カルポヅイミド法(173)、SPDP法(174)等犠々な方法

が報告されている。しかしながら、こうした修飾五法と得られる結合体の収事および残存活

性を系統的に検討した報告はほとんど見当たらない。

:;，=若は、 Kunitzによってダイズより単離された分チiiI20，100のSTI(175)をモデルタンパ

ク質として選択し (Fig.22)、dextranを修飾素材として種々の合成法により STl・dextran

-34 -

(STl・D)結合体を作成し、その結合体の合成収率および物理化学的特性に関して系統的な検

討を加えた。

|ActIve Si包|

③G泥沼XD⑤@怠泡
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)関ω@鼠包

吋今3
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Fig. 22 Amino acid-sequence of soybean trypsin inhibitor. Closed symbols 

rcprcsent lysine residues (K). 

1 - a 合成法の検討

著者は、 STIとdcxtranとの結合)j法として過ヨウ素酸般化法 (37，171)および臭化シアン

法(172)、カルボジイミド法(173)、j{mi化シアヌル法 (176)、エピクロルヒドリン法(177)、

SPDP怯 (174)の6樟類を選択し、さらにポリエチレングリコールによる化学修飾法も比較

のためmいることとした。各々の合成法の簡単なスキームをFig.23に示した(178)。

1 - b 幻1・Dの物理化学的性質

STl・DおよびSTl・PEGの合成

Table 9に柿々の修飾法によって得られたSTl心の合成収率および物理化学的性質をまと

めた。合成は、各々の}j法に関して少なくとも2回以上行ったが、各パッチ閣で生じる11異

は比較的小さいものであった。合成収率は、限外鴻過およびゲル油過クロマトグラフィーに

より精製したSTI・Dのタンパク合1il:より算出した。各結合万訟により合成収率には大きな変
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れたSTJ・Dの残存活性と dextranの修飾部とのIIUには有意な相関が認められなかった。 Fig.1助がfJ!.められ、地ヨウ紫融政化法(95%)が最も日い収率が{!iられ、以下央化シアン法(48

%)、カルポヅイミド法(34~)、 SPDP 法{1S~干)、広化シア ;ヌル法 (9 .4 %)、エピクロルヒド 24に過ヨウ紫般酸化法により得られたSTI-Dのdcxtran修飾帯およびPEG法により得られた

STI-PEGのPEG修飾率と残存活性との相聞をぷした。過ヨウ紫酸酸化法、 PEG法いずれのリン法(7.5%)の敵で収141か低下した。 また、 T~BS 山により~:IH される STJ の遊離 NHz ;基

場合においても修飾率の増加に伴い活性の低下が留められたが、その低下の程度はPEGほの

方が過ヨウ紫酸酸化法と比較して人きいものであった。

に結合したdcxtran分子の数は1.5-4.5であった。一万、 PEGをfIIl、た結合Jiik(STI-PEG) 

の場合、非常に高い合成収~(96 %)が得られ、 STIとPEGとの結作比率も 1.5.8とdextran

を修飾紫材とした場合より高い値が得られた。

ゲル池過クロマトグラフィー

Fig.25はSTI・DおよびSTJ-PEGのToyopcarlHW-ωsカラム (2.4x 65 cm)におけるクロマ

トグラムを示した。いずれの結合体においても1刈分子修飾により分子サイズの土台大がdめら

STトDのi11I'ilro lrv psi n活性の阻害効果

合成品質であるSTトDおよびSTI・PEGのtrypsin阻害活性はKassclらのノバ1¥(179)に従い、

れ、木修飾STIよりも早いフラクションに治IHした。各 の々結合体の分子量とStokes'半徒は、bcnzoylargininc p-nilroanilinc (BAPA) の加水分解抑制を1h't.~として制定した。 本修飾 STJ の

111版の分子j止測定マーカーによる検量線から1，¥11¥しTablc9にまとめた。比活性は約2.5units，fug proleinであった。 DextranおよびPEGによる化学修飾により、 STI

0.3 
エピクロルヒドリン法を除いてタンパク屯品あたりの比活性はいすれの活性は低下したが、
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しかしながら、兵なった修飾法によって得らも米修飾体の60%以上の偵を保持していた。
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Fig. 2S Gel-filtration profiles of native STI， STI・oand STI-PEG 00 a 
Toyopearl HW・60Scolumn. Kc): nalivc S11 (・);S11-D， periodate oxidation 
mc出ω(0);S百・D.cy組 ogcnbromide method (ム);STI・D，句rbodiimidcme出ω
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SDS・PAGE

Fig.26には、還フじ条件下におけるSTI・D、STIPEG の SDS-PAGEのパターンを示した。 ~

修飾STIは、その分子量(20，100)に羽i吋する{注目に'lt・のバン ド、をぷした。結合体は、木修

飾STJと比較して封動度は小さく、また修飾休であるdcxtranや PEGの分子量分布を反映し

-39 -

Fig. 24 Relationship betweeo remaining activity of STI aod degree of 

modification Io STI-D prepared by periodate oxidation method aod 

STI-PEG. Solid regression lines were fittcd by lhc lca~t-squarcs method. Kcy: 

STJ・0，prcparcd by periodate oxidation mcthod (0)， y = -1. 9x + ] 77， r = -0.962 
(p<O.05); STI-PEG (・)，y=-O.17x +48， r=・0.998(p<O.05). 
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たプロード‘なバンドであった。Tablc9にマーカータンパク質より凡積った各結合体の分 f

1lt範間をまとめた。さらに、 dcnsitometerにより求められた各結合体の最終私製物中の本修

飾STJ銭存率も併せて示した。その結集、エピクロルヒドリン法 (25.7動)および PEG払，

(16.7 %)に比較的高い末修飾STlの混入が認められた。また、 SPDP法によりl!fられた紡介

体は、還元条件 FにおいてSTJとdex伽 n問のs-s結合が解離するため、 Fig.26ではほぼ

全なが遊離sηとして出現した。

Table 9 Composition and physicocbemical properties of STI-D and STI-PEC 
conjugates 

Yield， % 
STI content， %b 

Dextran contcnt， % 

Molar ratio 

(Ocxtran:S百)C

Numbcr of modificd 

NH2d 

Retained bioolf oS gical 
activity (% of STl) 

Gcl filtration 
Stokes' radius， A 
Mw  (x 103) 

Elcctrophorcsis 

Mw  (x 103) 

Contamination with 
frce STI， %C 

2 

95 48 

47.3 39.7 

(42.2)f (37.4)f 

52.3 67.4 

4.26 6.53 

(4.55)f (6.92)f 

4.17 

(4.46)f 

65.0 

(62.6)f 

42.2 
127 

2.31 

(2.45)f 

65.5 

(67.7)f 

35.5 
79 

3 

34 

53.6 

44.4 

3.03 

1.63 

64.5 

59.7 
309 

36・121 32・107 >57 

6.5 5.7 

Compounda 

4 5 

9.4 7.5 

11.4 62.2 

(10.4)f (46.2)f 

94.3 36.8 

31.9 2.28 

(34.8)f (3.06)f 

3.77 1.14 

(4.10)f (1.53)f 

63.1 50.2 

(59.8)f (33.0)f 

32.4 
66 

26・115 27・108

8.1 25.7 

6 7 

15 96 

53.3 17.7 

(14.7)f 

42.4 

3.06 

2.05 4.81 

(5.77)f 

71.7 45.3 

93.8 

(34.3)f 

48.4 
182 

31・33
>48 

16.7 

a1: Sη-D (pcriodate oxidation 脱出od);2: S百ーo(cyanogen bromidc method); 3: sn・D
(carbodi加idcmethod); 4: Sη-D (cyanuric chJoride mcthod); 5: STJ・o(cpichlorhyrin 脱出od);
6:Sη-0 (SPD P mcthod); STI・PEG.

bContcnt as expresscd as wcight per∞nt in出etotal preparation. 
cYa1uω 臼 iωlatcdfrom sn加ddextran∞ntcn飴 usingmolωl釘 wcightof 20，000 (STI) and 
5，200 (dex回n;Mn).
dYalues were detennined by TNBS method. 

eYalues were dctcnnined by densitometric analysis of SOS.PAGE. 

fResults∞π∞tcd for free STI contamination are shown in parentheses. 
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Fig. 26 SDS-PAGE patterns of STI， STI-D and STI-PEG. Key to lancs: Lalle 1， 
native S11; Lane 2， S11・D(pcriodate oxidation mcthod); Lωle 3， S11・o(cy加 ogen
bromidc mcthod); Lωte 4， Sη-0 (carbodiimide mc出od);L仰 e5， Sη・o(cy組何c
chJoridc mcthod); LωIC 6、STI・D(cpichlorhydrin method); LalleスSTトD(SPDP 
mcthod); ul1Ie 8， STl-PEG; lAlle 9， marker protcins. 

以i二、本節ではcJcxtranを修飾品;材として械々の合成弘・により STIに対して化学修飾を錨

し、得られた STl・Dの化学的・物理化学的特性を精査した。その結果、過ヨウ茶・酸酸化法を

用いたdcxtran修飾が STJに関しては長も適巧な修飾法であることが示された。そこで、以

後過ヨウ本酸酸化法により STトDを合成し、その体内動態特性および薬埋学的特性を検討す

ることとしfこ。

lTl-2 STI・Dの体内動態特性の検討

前節において STJ-Dの作成Jj法として 6柿類の合成法を検討し、過ヨウ主特徴般化法が
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8TトDの合成に最も適当な手法であることを明らかにした。本節では、過ヨウ素酸酸化法に

より合成した 8TJ・Dおよび 8TI-PEGを用いて、 8TIの体内動態特性におよぽす化学修飾の

効果を8TJのイfする trypsin阻害活性および放射標識体を用いた肱射活性を指標に検討した。

Trypsin限害活性を指穣とした血中動態および尿中排継2-a 

Fig.27に8TIおよび8Tl・D、8TI-PEGをマウス尾静脈内投与後 1時!日jまでのl恥中STI活

性一時間惟移および}，ij('11'こ伺収された 8TI活性を示した。ぷ修飾8TIは的脈内投与後速やか

8 6 4 2 
0 
0 8 6 4 2 

0.1 
0 に血築中 STI訊

Timc (hr) Time (hr) 司万、 8TI・Dおよび 8TトPEGは投与後 1I時間においても血妓""こ1苛い 8TI活性められた。

Fig. 28 Plasma concentration (A) and urinary accumulatioD (8) of radioactivity 

after intmvenous injection of 1111IトlabeledSTI aDd STI-PEG at a dose 

of 1.0 mg/kg iDtO mice. Kcy: STl (0); STI-PEG (・).

薬勤学的解析3-c 

Fig.27および 30で得られた血築中濃度一時間推移に対し one-compartmentmodeJあるい

はh崎 -compartmentmodelに基づき非線形段小二乗プログラムMULTI(73)を用いて解析し、

AUC、CLtOlalを算出するとともに、投う後各時間における組織中放射活性より第 i草と同様

の万法により CLliver、CLurine、lissueuptake ratc indexを求めTable10に示した。

Table 10 Pharmacokinetic parameters after intravenous injection of STI and 

STl・co吋ugatesto mice 

を有しており、尿'11に回収された8TI活性も 20% of dose以下であった。
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muscle 

Tissue uptakc rate indcx 

(μνhr/g) 

kidney spleen livcr 

Clcarane 

U地 i
urine livcr totaJ 

AUC 

(% dose 
hr/mL 

Dose 

(mg!kg) 

Time( min) 

Fig. 27 Plasma cODcentratIon (A) aod urinary recovery (8) of STI activity after 

intravenous i吋ectiooof STI， STI-D and STI-PEG at a dose of 250 
units/kg into mice. Key: STJ (0); STI・D(ム);STトPEG(口).

96.5 146 47，300 

36，500 

n.d. 

671 454 17，400 

14，2∞ 
19，100 

21，500 

16，200 

32，400 

4.64 0.1 STI 

60.6 69.0 377 319 6.16 1.0 放射活性を指績とした体内動態2-b 

n.d. n.d. D.d. n.d. 3.09 250a 

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 683 3，830 26.1 2508 STI-D 8TIおよび8Tl・PEGに関しては、 l11lnで放射標識体を則いて投与批 1mgJkgでマウス尾

1.59 12.6 28.7 15.7 17.8 49.1 65.3 1530 1.0 STl・PEG
静脈内投与後の泊1衆'1'濃度および臓器分布、尿中耕地境を検討した。Fig.28に8TIの場合

n.d. 
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n.d. n.d. 

Rcsu Its are expressed as出emean of3・5expcriments. n.d.: oot dcterrnined. 

a Units for enzymatic assay system are units!kg ( 2.5 units -1 mg protein ). 

n.d. n.d. 799 1，480 67.6 250a は投 tF後 211!j 1問、 8TI-PEG の場合は投与後 8 時間までの血~tl濃度一時間推移および腎蓄積量

2-a における検討結果と同様、木修飾8Tlは投IL後速やかに血中か一時間推移をぶした。

ら消失するのに対し、 STI・PEGは高い血中滞留性を不した。
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血中滞留性を高め得ることが明らかとなった。一点、 trypsinは、 chymo甘ypsinや eJaslase、

kalJikIeinなどの serineprOleaSCの活性型への変換に重要な役割を果たしていることが知られ

マウスtrypsinショックモデルおよびラット急性隣炎モデルの trypsinが

これら尚分チ修飾STIの薬理学的特性を評価した。関与している2種類のモデルを用いて、

Tηpsinショックモデルの作成3-a  

Fig.30にtrypsin-inducedショック実験の概要をまとめた (180)0STIおよびその尚分r修
飾体をICR系雄性マウスに尾静脈内投与後、 1:分から 51時間後に trypsin(25 mgA<g)を内民

国静脈より投写し、その生死を 2時間観察した。また、肺炎治療薬として臨床使用されてい

る低分f性薬物camos凶 mesilatcおよびgabcxatemcsilaleに関しても同様の検討を行い、比
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Fig. 29 Hepatic and urinary clearances of Jl1In-labeled dextrao or PEG 

coojugated STI， soybeao tηpsio iobibitor and oeocarzinostatin. 
Hepatic pl碕maflow rate (76)， rate of fluid-phase cndocytosis of liverσ7). and 
glomcrular filtration rate (74) were calculated assuming lhc weight of a mouse to be 

25 g. 

l∞00 
Urinary clearance (μυhr) 

1000 100 10 

O凶ervation

A 

Trcatmcnt 

2hr ↑川ng↑
Drug Trypsin 
i.v.i.v.(25m凶氾)

求修飾STIは、 STI活性を指標とした場合、放射活性を指標とした場合のいずれにおいて

30り240 180 120 60 

。
も若しく l)・ω、CLurincを示し、また、腎臓における tissueuptakc rale indexも他の組織と比較

Time (min) 
し非常に刊し、他を示した。 一方、 dextran修飾および PEG修飾ともに STIのCLurineを大き

Timing: 1. (>0， 120， 180， 240， 300 min 

Fig. 30 Experimental procedure and preventive effects of STI， STI-D aod 
STI-PEG on tηpsin-induced shock in rnice. Key: STI 100 units!kg (0); 
S百-D100 units/kg (ム);STI-PEG 100 units!kg (口).

く抑制していることが示され、また STトPEGにおいては腎臓における tissucuplake rate 

indcxも大きく抑制していることから、腎臓における糸球体協過の抑制が STl・Dおよび

こうした、STトPEGの血中部留性の向上に大きく寄与していることがぶ唆された (Fig.29)。

結果は Fig.29中にも示すように、 neocarzinostatin(M町 12，000)や superoxidedismutase 

Trγpsinショックの治療効果の検討3- b 
(Mw: 32，000)においても認められ、主として糸球体誠過により体内からの消失するタンパク

質はPEG修飾やdexlran修飾によりその血中滞留性をf認め得ることが明らかとなった。

Trypsinのi.v.投与によるショック死を指原としてSTIとその高分子修飾体の的 ¥，'ivo活性
STI・Dの薬理効果の検討II1-3  

を評価した。Fig.30およびTabJc11に各稀 lrypsininhibitor i.v.後の町psinショック抑制効

しかしながら、低投与吊の trypsin(15 mgA<g以下)ではショック死は誘

これは α2・macroglobulinのような内閃性のjnhibitorとtrypsinとの相圧

コントロール群においては、 trypsin投う後のショックにより 12匹すべての
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マウスが死亡した。

噂されなかったが、

J長をまとめた。
前節において dextran修飾やPEG修飾による STIの体内動態特性の改善に関して検討した

結果、荷分 j乙修飾により STIの分子量を大きくすることで腎臓における糸球体減過を抑制し
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しかしながら、で、前投与 l分後における廿ypsmショ ックに対する保護効果が認められた。Table 11 Effects of gabexate mesilate， camostat mesilate， STI， STI・D
and STI-PEG on trypsin-induced shock in mice こっ前投与後60分では全く効果が認められず、けypsin投与ですべてのマウスが死亡した。

した結果は、低分[-性の trypsininhibitorが循環血中から速やかに消失してしまうためと」管Surviving ratio 
(% ) 

Numbcr of 

surviving micec 

0/12 

Tnning 

但in)b
Dose8 Drug 

一点、未修飾 STI(100 unit拙g) で前処理した1，~・においては、 60 分後においてもえられる。

半数のマウスが生存していたが、 l~j投う後 120 分においては全く効果が認められなかった。。Salinc 

また、 STI・DおよびSTl-PEG前投う醇においては、前投与後240、300分においても狗・窓な

こうした結果は、高分チ修飾 STIがi.v.投与後、優

れた血中滞留性を示した実験結果とよく対応していた(Fig.29 and 30)。
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ラットを倒版後、

胆管を肝門部でクランプし、

ンを通じて 1% trypsin 10μLと10% sodium taurocholatc 90μLの混液を胆管内に逆流させ

急性勝炎モデルは、 Fricらの方法(181)に準じて作成した。すなわち、

ト一指腸内より担管カニュレーションを鈍した。カニュレーショ
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ることにより急性勝炎モデルを作成した。モヂル作成後、胆行クランプおよびカニュレーショ

ンを取り外し、版部を縫合後しその生死を2日間観察した。治療は、 1<7ら汀ypsinと10% 

sodium taurocholateの混液を注入する l分前に STI:およびSTl・Dを大腿静脈より 25unitω唱

で投与することにより行い、 saline投う堺 (controJ群)を比較に用いた。
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急性勝炎の治療効果の検討3- d 

Tablc 12にラット急性勝炎モデルにおける sτ!とSTl・Dの治療効呆を示した。 Salineを投

ラットの死因は、別検与したコントロール群においては、急性勝炎のため全例が死亡した。

66.7 
83.3 

100 

100 

83.3 

83.3 

r
D
'o
r
o
r
o
r
o
f
o
 

，，，，，，，
，r
，，F
，，F
 

4
5
6
6
5
5
 

1 

60 

120 

180 

300 

75 
100 

100 

100 

100 

100 
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により組織学的に勝炎の発症によるものであることを確認した。STl治療群においては、 13

with rats mortality io and STI-D 00 the Table J 2 Effects of STI 
experimeotal paocreatitisa 

Mortality at 
36 br， % 

Number of rats diω Number of 
rats 

aUnits for gabexatc mcsiatc and camostat mesi1ate arc mg/kg; all otheT doses are cxprcssed 
as in units!kg. One unit is equivalent to圃0.4mg/kg of STI. 
blntcrval between i. v. pretreatment witb i:nbibitors -and i. v. injections of町psin(25 mg!kg). 
CNumbcr of surviving miαamong mi句協tedat 2 hr after injection of trypsin. 24-36 hr 12-24 hr 0・12hr Dru畠

61.5 。。8 13 SaJinc 

53.8 

23.1b 

。6 13 STI 
作丹jによるものと考えられる。一方、 25mgA<.g trypsin投与では、血猿中の内肉性 lrypsin

。

-47曲

。
a Each ∞mpound was injectcd intravcnously at the dosc of25 mg/kg units/kg， 1 min 
bcfore山 intraduodenalinjcction of町psinand sodium taurochoLate. 

b Significantly different ( p<O.Ol ) from出atof鈍line-treatedgroup by χ2t凶t.

3 13 STI・Dinhibitorsでは阻害しきれない過剰の町psinがserineproteascs前駆体の連続的な活性化を引

ショック死に歪ったと考えられる。また、 gabexatemesilate前投与碑も検討
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き起こすため、

した投与な範囲では、すべてのマウスが死亡した。 Camostatmesilateは80mglkg以上の投与



例中 7例が死亡し、コントロール群と比較し有意に生存唱が上好・した。 --}j、 STI-D治療常

においてもコントロール群と比較し有意な生存率の上昇がdめられたものの STI投与群との

差異は認められなかった。こうした結果は、 3-bの場合とfiu操STトDの体内動態特性より

説明か可能となる。すなわち STJの血中滞留性を上昇させることによりj停臓における

trypsin阻害活性を冗進させることが可能であり、それにより急性腺炎の発生を発症を抑制し

得ることが示唆された。

sI-4 考察

Dcxtranは[f11妓増川刑として臨床の場で広く使mされており、そのIt.体適令性は確認、され
ている。 Dcxtranを修飾ぷ材として insuJin(182)やhemogJobin(36)、村々の酵~なとのタン

パク質(37・41)に対して化学修飾を施し、その熱安定性やタンパク分解傍戒に対する低抗性

を高めたり、 l仇'1'滞留性を高めたりする報告は数多くなされている。しかしなから、こうし

た検討はし、すれも iつの合成方法によって得られた結合体の結果を報告しているにすぎず、

異なった修飾法問での結果を比較した報告はなL、。本研究では、 STlをモデルタンバク質と

して6持類の修飾)j払・により dexlTan結合体を作成して各修飾方法聞の物性の差異を検討し

た。

STJは Kunitzらにより大亘より単離された 181アミノ酸残基からなる分・rほ20，100のポ
リペプチドであり (175)、分子内に2ケ所のジスフィド・結合を有している (183.184)。また、

STJは汀ypsinと1: 1の安定な複合体を形成することにより町psin~ft.'ð活性を示し、その活

性部仰は63残JJ;11のArgと64残基自の Ile間にあることが報告されている (Fig.22) (185， 

186)。本研究では、 dextranの結合部位は STJ分子中の遊離の NHz:&(すなわち、 Lys残基

のE-NH2およびN_，fミ端の NH2) であるため、 STIの活性発現に直接的には影響しないと考え

られる。

また、本検ロれこおいては平均分チ量が 10，000のdextranを用いた。 TNBS11:により 1.5-

4.5分子の dcxlranがSTI分子に結合していることが示され、 STrの活性発現様式から考える

とdeXlranとの結合により STJの活性が低下したのは、 STIに高分子を導入することによる

基質とのな体開告によるものであると考えられる。しかしながら、木修飾体と比較して60

%以上の残存 trypsin間持活性を有していることから、数分子の dcxtran導入後も STJ・D中

の活性部位 (63伐:U;flのArgおよび64残基目の lle)は仕ypsinとの飯合体を形成するため

のスペースをイfしているものと考えられる。また、平均分子1i't:70，O(){)のdcXlranをmいて過
ヨウポ椴般化訟により STトDを合成した場合、低い結合比 (STJ: dextran = 1 : t .24 )にもか
かわらず、 40%の伐イメ爪・件を保持しているにすぎなかった。以Lのことより、 dcxtranをm
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いて STIを化学修飾する際には平均分子j比が 10，000程度の比較的分チ量の小さなものをJIJ

いることが望ましいと考えられる。

今回倹討した修飾法では過ヨウ本椴酸化法が品も dextranとの結合比が高く (4.6:1)、ま

た肖い収}t~ (95 %)が得られた。また、このノj訟は簡使であり、比較的緩和な反応条件下で

結合体を得ることができるため、 STI・Dの合成には最も適当な合成法であるとると考えられ

る。

-}j、ゲル漉過およびSDS-PAGE双方実験系において STJ・Dはプロード‘な分子品分ずりを

ぷした(Figs.27 and 28)。これは、 STJに結合する dextranの分子数が各々の結合体で異なっ

ていること、さらには dextran自身か有する分子地分布に起閃するものと考えられる。また、

カルポジイミド法により得られた STトDはdextranの修飾率が低い (STI: dextran = 1 : 1.6) 

にもかかわらず、高分子量領域にゲル鴻過のピークおよび SDS-PAGE のバンドか~&められ

た。この結果は、 STトDが dextranを介して分子|剖でcTosslinkしている可能性を示唆すると

考えれられる。

PEGは生理活性ペプチドの化学修飾素材として広範に使用されており、こうした薬物の免

疫原性の低下や血中滞留性の1f.，進に対して非常に有別であることが報告されている (51・55.

148・153)。著者の検討においても、活性化PEGをmいることにより高い収率(96%)および
結合比でSTI-PEGを得ることができた。その結果、分子サイズの大きな STJ-PEGを符るこ

とができたか、 trypsin活性の限害活性はSTトDと比較し大きく減少した (Tablc9 and Fig. 

24)。活伯化 PEGはトリアジン環を介して平均分f-M5，000の PEG鎖が2本結合した構造を

イiしており、タンパク質との結合部位はトリアジン段が有する塩素原子に限られている。 -

)j、dcxtranの場合、種々の方法で活性化された dextran分子qlのすべてのglucosc残基が紡

作郎仰となり得るため結合部位を特定することができない。活性化 PEGとdextran間の車内令

様式の足民が、各々の STJ結合体の所性低トの梓度のJE其を反映しているひとつの原閃であ

るとJ7えられる。また、 PEG構造中の・(CH2CH10)・の繰り返し桃迭の酸素原子に2-3分子

の水が配怜することが報特されており、このことが STI-PEGの分子サイズを大きくし

Irypsinとの複合体形成を抑制していることもJ5・えられる。

111 Vl¥'Oマウス静脈内投与実験の結果、 dextran修飾により STlの尿中排池を抑制し、血fI~ 

滞留性を人きく延長させることが明らかとなった。こうした結果は、高分子物質の分子サイ

ズが糸球体鴻過において重要な肉子であることをボすものであり、高分子修飾により糸球体

も細[(11n'の透過性が抑制されたためと与えられる。糸球体誠治においては、分 Pド径が20

λ以下の dcxtranは立体的な防守を受けることなく糸球体肢を透過するが、 42λ以仁では告

しいPR明となりほとんど糸球体協過を受けなくなる (78・81)。本般討で用いられた STJ、

STl・Dの分子半経はゲル滅過クロマトグラフィーによりそれぞれ 18.8λ、42.2入と見紛られ

-49 -



ることから、 STI は inuJin の糸球体誠過速度と問符伎の述;1立でほ小に~JI討せされ、 STJ -D はそ

の分子サイズから糸球体議過が大きく抑制されることか明らかとなった (Table10)。また、

STトPEGは、 STl・Dと比較して血中滞留性や治療効果が若干高いものであったが、これは今

回の検討にmいた STI-PEGの分子量(182，000)が、 STトDの分子血(127.000)よりも大きい
こと、および修飾紫材としてj刷、た dex凶 nが PEGと比較して肝臓守の細網内皮系の組織に

取り込まれ弘いことによるものとJ管えられる。しかしながら、 STトDは STl・PEGより STJ

の活性を大きく鍋なわずに合成可能であることから、 I斗活性祉をJ，v.投与する場合、 STI・D

はSTJ-PEGの数分の lの虫惜しか必要としないという利点がある。これは、大枇の高分子

の静脈内投うがIUttllのコロイド以透圧などの住地的条件や体内動態特例に影響をおよぽす可

能性があることからも大きな利点であると考えられる。

抗原性 ・免疫位性はタンパク質医薬品の臨床適用を考えるうえでもっとも入きな問題のひ

とつであるが、こうした問題も高分子修飾により克服できるnJ能性がある。そこで、

Frcund's completc adjuvantを用いて STIとSTI-Dをウサギに感作したか、有志な抗体活性を

もっ抗血前をwることができなかった。Wilemanらは、 Erwl1Hacarrotovoraから巾離した
asparagina叫の抗似性が dextran修飾により低下することを報告している (38)0 I司様の結果

を著者も uricasc-dcxtran結合体に関して得ており、詳細は第 IV市で論述する。
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第 IV章 高分子修飾によるウリカーゼの体内動態

制御と免疫学的特性の改善

自Ij草において、分子量か20，100で静脈内投与後の消失経路が主として腎糸球体i慮過であ

るSTlをモデルタンパク質として選択し、体内動態特性および急性解炎治療における

dcxtran修飾の効果を検討した。::1:な消失経路が糸球体温過であるタンパク質の場合、これ

らの血中滞留性を増大させるためには糸球体漉過の抑制がポイントであり、前述したように

dcxtranおよび陀Gで化学修飾を施し分子サイズを駒大させることにより血中浪皮の持続化

が仰られ、この結果に対応してSTl・D、STJ・PEGでは木修飾STlと比較して急性脚炎モデル

に対して有意な治療効果の増強が必められた。

本清では、，:五分イ・塁で肝臓への取り込みが主たる消失経路である urica日 (UC)にl対して

dCXlranを修飾紫材として化学修飾を施し、ます UC.dcxtran結什体の抗原性・免疫似性に関

して倹dを加えた (187)。さらに、第i市で検討したtS荷の異なる dcxtran誘導体を修飾紫材

として用いて化学修飾を施し、物性の央.なる修飾紫材による UC-dextran結合体の体内動態特

性に関してぷ細に検Jした (18~， 189)。

lV-1 UC.dextran conjugatesの合成とその物理化学的・免疫学的特性

Uricase ( uratc:oxygen oxidoreductase、EC1.7.3.3.. UC)は、以酸から al1antoinへの変換を

触媒する肝 pcroxisome酵素であり、分子1i'(128，000のhomoletramerである (190)。本節で

は、第 川 --;'(.第 i 節と同様、まず dcxtran を f~ 飾ぷ材として柿々の合成fj法により

UC.dcxtran総合体 (UC-O)を作成しその物理化学的制質を検討した。

}-a UC.Dの合成

UC-Oの合成においても STJ・DIn1様に最も適当な合成法の検Jを行った。修fülíプ1~1:として

は、過ヨウ紫般般化法(37，171)および臭化ンアン法(172)、カルポジイミド法 (173)、出化

シアヌルt1.:(176)の4種類を選択し、また比絞のため PEG修飾体も合成した。 Dcxtranは通

常平均分子1止10，00(T・10)のものをJI日、たが、平均分子計 70，000のdextran(T・70) をm~ 、た

検討ち一部行った。 Fig.31に過ヨウポ酸般化法により合成した UC・Dのdextran修飾;和と

UC の成仔郁紫活性の相関を示した。 1彦姉;私は UC と、 dextran もしくは PEG との&I.ê~モル

比を変化させることにより調節した。 UC-Dおよび UC-PEGの残存活性は修飾帯の増加に比
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例して減少した。他の合成法により作成した UC-Dにおいても、過ヨウ素酸酸化法により合

成したUC-Dの場合と基本的にはほぼ同様な相関関係が得られた。以上の検討より、過ヨウ

素酸酸化法が残存活性・再現性の面から最も適当であり、合成面からも簡便であることから、

以降の検討には過ヨウ素酸酸化法により合成したlJC-D をm~、ることとした。また、 Fig.31

に示すように dextran修飾の方が、 PEG修飾とよじ較して若干高い銭仔活性を保持していた。

100 

戸崎、

~ 
、、J 90 

〈】Zh E υ コ
80 

3出苦 60 
50 

o 10 20 30 40 50 60 70 
Degree of Mod出ωtionof Free NH2 Group ( % ) 

Fig. 31 Relationship between the percentage of amino-groups modified with 

dextran (T・10)or PEG and tbe perceotage of remaining enzymatic 

activity in comparison with native UC. SoUd regression lin凶 werefi恥dby 

the least-squares method. Key: UC-D， prepared by periodaにoxidationmethod (0)， 

y = -0.862x + 102.1 (r =・0.913);UC-PEG (・)，y = -1.119x + 100.8 (r =輔0.907)

l-b  UC-Dの免疫学的特性に関する検討

UCおよびUC-D(T・10)に対する抗血清は、雄性日本白色家兎に対して 3mgのUCもしく

はUC-D(T・10)を2週間毎に 1か月間感作することにより作成した。得られた血清の JgGお

よびJgMに関して ringtestにより検討した。Table13、14にringtestにより得られたUC、

UC-D、UC-PEGに関する免疫原性 ・抗原性評価の結果を示す。抗 UC-D抗体産生能(免疫

原性)およびUCの抗UC抗血清に対する反応性(抗原性)双方とも、 dextran修飾により抑

制が認められた。抗原性に関しては、平均分子量が70，000のdextranで修飾することにより、

さらに低下する傾向が示された。 PEG修飾によっても UCの抗原性は、 UC-D(T-70)と間程

度にまで低下することが明らかとなった。
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Table 13 Effect of chemical modificatioo of uricase witb dextrao (T・10)00 

an aotibody production in rabbits 

Antiserum 

Anti-UC 

Anti-UC-D 
(T・10，50%) 

Tcst antigen 

UC 

UC-D 
(T・10，50%) 

E包笠

2 

1 

Ring test titcrs 

Sc∞nda立

64 

16 

Tertia立

128 

32 

Each pair of rabbits reαived UC or UC-D immunization with ∞rnplete Frcundt s adjuvant 
on day 0 and wi出 m∞mpleteFreundt s adjuvant on day 14 and 28.ηle primary， se∞nd訂y
and tcrtiary r凶ponseswere assaycd 10 days after each ~tig~~ . injcction. Numbers in 
parentb凶esindiωle thc molar weight of dextran (T・10，Mw: 10，000) attached to uricasc and 
出eper∞ntage of amino grou ps modified by dextran. 

Table 14 Results of riog test for U C， UC-D and UC-PEG against aotisera to 
UC and UC-D 

Antiserum 

Anti-UC 

主主主tigen

UC 
UC-D (T・10，50%) 
UC-D (T・70，60%) 
UC-PEG (10，000， 38 % ) 

Anti-UC-D ( T・10，50%) UC 
UC-D (T-10， 50 % ) 
UC-D (T・70，60%) 

Ring test titers 

128 
64 

32 

32 

64 
32 

16 

::~~ m?le~u I~ weig.ht of dcx~r8? (下10，Mw: 10，000; T・70，Mw: 70，000) and PEG (Mw: 
10.(00) attached to uriωe and the percentagc of amino groups mod江iedby dex胸釦d
polyethylene glycol arc indicated in parentheses. 

l-c UC-Dの安定性に関する検討

Fig.32にtrypsin溶液中 (5mgAnL)における UCおよびUC-Dの残存酵素活性一時間推移

を示した。未修飾 UCは、速やかな酵素活性の低下が認められた。また、平均分子量

10，000のdextranで修飾した UC-D(T-I0)も未修飾UCとほぼ同様の酵素活性一時間推移を

示した。 一方、平均分子量70，000のdextranで修飾した UC-D(T-70)においては、 5時間後

においても 30%以上の酵素活性を有していた。同様の結果がUC-PEGにおいても得られ、

したがって、 trypsinによる UCの酵素分解に対する抵抗性は高分子誌の dexlran修飾もしく

はPEG修飾によって高まることが明らかとなった。
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Fig. 32 Effects of chemical modification with dextran on the stability of UC in 

trypsIn solution. Key: native UC (0); UC-D (下10)(口);UC-D (下70)(.6). 

また、ラット血媛，，~Iでは UC、 UC-D、 UC-PEG いずれにおいても安定であり、 24 時間イン

キュベーション後においても 90%以上の酵素活性を維持していた。

IV-2 ラット静脈内投与後の血中動態の検討

以上において、 UC-Dの物理化学的 ・免疫学的特性を整均することができた。そこで、こ

れらの生体内動態が米修飾UCと比較して dextran修飾、 PEG修飾によりどのように変化す

るかを明らかにするため、基本的な全身投与時の体内動態をラットを用いて検討した。

2-a 血中動態

Fig.33はラット静脈内投与後の各種UC誘導体の血策'IJUC活性濃度一時間曲線を示し

たものである。検討した4種類、すなわち UC、UC-D(T・10、T-70)、UC-PEGいすれの場合

においても、静脈内投与後の血竣中 UC活性はほぼ一次速度式に従って減少した。

UCは静脈内投与後速やかに血策中より消失し、その濃度は投与2時間以降では検出限界

以下となった。一方、高分子修飾により UCの血中滞留性はイ1意に延長したが、検討した3

慢の高分子修飾体聞には差が認められなかった。

-54-

"..・、

10 

~ 5 
、，_， 3 

1 

0.5 
沼E zq 0.3 

。司

0.1 

。2 4 6 8 10 12 
Time (hr) 

Fig. 33 Plasma UC activity-time profi)es after intravenous injection of U C， 
UC-D and UC-PEG into rats. Key: UC (0); UC-D (T・10)with amino-group 
modifiωtionは tcntof26 % (口);UC-D (下70)w ith amino・groupmodification extent 

of34 % (ム);UC-PEG with加古10・groupmodification extent of 24 % (・). Rcsults 
are exprcssed as出cmcan~S.D. of 3・5rats. 

2-b 薬動学的解析

Fig.33で得られた血築中濃度に対しone-compartrncntmodel Iこ基づき非線形起小二乗法プ

ログラム MULTI(73)を用いて解析し、血張中濃度一時間曲線下面在lAUC、および全身クリ

アランス CL、定常状態分布容松Vd、消失速度定数 kcl、消失半減期Tlβを算出した結果を

Tablc 15に示した。

Table 15 Phannacokinetic parameters after intravenous injection of U C and 

UC-conjugates to rats 

Compound AUC CL Vd kel Tl!2 
(% dose hr/mL) (m凶 r) ( mL) ( l/hr) (hr ) 

UC 11.5主2.26 9.08念2.06 10.1土1.66 0.91玄0.18 0.80~0.17 

UC-D (T・10) 1l0~24.5 0.96玄0.23 8.83~ 1.16 0.11念0.02 6.56~1.05 

UC-D (T・70) 102主15.5 1.0b:0.15 10.8=1.09 0.09~0.02 7.67:t1.39 

UC-PEG 134会20.5 0.77主0.13 7.66~0.43 0.10土0.02 7.16~ 1.37 

Results are exprcssed as出emcan土SDof 3-5 rats. 
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AUCはffd分F修飾により求修飾UCと比較して約 10倍大きくなったか、 UC-D(T・10)、

UC-D(T-70)、UC-PEG聞で有意な差は認められなかった。また、 Vdはいずれの薬物におい

ても約 10mLであり、この値はラットの全血策容積の文献悩とほぼ・-殺していた (76)0UC 

およびその尚分チ修飾体がラット血禁中で安定であること、 Vd11伝聞jにほとんど廷が認めら

れないことから、 AUC の増加すなわち血中滞留性の向上はM~J血液中からの消失過程と関

i!差するものと与えられる。 UCの分子量が128，000であることをJJ'1'担すると糸球体雄過によ

る尿中排地の寄与はほぼ無視することができることから、 f~五分子修飾により何らかの不可逆

的な取り込み泊料(細網内皮系による取り込み)が抑制され AUCfI(iの l:引が起こったもの

と考えられる。

rV-3 電荷の異なる dextran誘導体-uc結合体の体内動態に関する検討

第 1:常において、物思化学的特性の異なる d何回o誘導体の体内動態特性についてマウス

全身投与実験系をmいて検討し、電荷や分子サイズなどの物確化学的特性が応分子の体内動
態を決定する主要闘であることを明らかにした。本節においては屯何の異なる 3種の

deXlran 議導体を UCに対する高分子修飾素材として用い、 1彦飾ポ材間の物性の差異による

UCの体内分布特性の制御の口J能性について検討した。
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ノ一一o、
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〉 ノ一二。、
正OH

円一-0唱・ー...".
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R= - H .Dex 

<t) JCH~CH ... 
= -C同CH2-NH，。 ζ:0臥 E.Dex
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= -c同C00
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Fig. 34 Schematic diagrams of synthetic procedures of dextran derivatives 
conjugated山・icaseusing periodate oxidation method 
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3-a Dextran誘導体-uc結合体の合成とその物理化学的特性

Dcxtranは千均分子量約 10，000のものを刈い、 1Udjの央・なる dextran誘導体として正也荷

を十jうした DEAE-dextran(DEAED)、 ~~H 、負 11L仰を有する CM-dcxtran (CMD)の2随類の

dcxtran誘導体を合成した。 UC誘導体の合成は過ヨウ紫撤酸化法 (37，171)により行った

(Fig.34)0 Tablc 16に以下の検討に用いた UC-D議導体の物理化学的性質をまとめた。いず

れの UC・D誘導体も未修飾UCと比較して非常に大きな分J己最を有しており、また dextran

誘導体の物性に対応した屯気化学的性質をぶすことが、イオン交換樹脂への吸着性(72)か

ら確認された。

Table 16 Physicochmeical prope目iesof UC and UC-conjugates tested in this 
sludy 

Compound 

UC 

UC-D 

UC・DEAED

UC-CMD 

UC-PEG 

Percent of 
modified 

NH2a 

。
24.0 

16.1 

7.0 

22.0 

Retained 
1cV
回

Ity
Fnadc 

Apparent activity Electric chargc 
molccular wcight (% originaJ) at pH 7.4 

130，000 100 ncgatlve 

684，000 41 negative 

442，000 54 POSthvc 

544，000 80 negative 

500，000 68 ロegaIlve

aηlC numbcr of amino group was detenninded by TNBS method and也atof nativc U C was 98. 

3-b 全身投与時の体内動態

各修飾体の体内動態特性は11110により政射療識したものを用いて検討した。 Fig.35に、

各締UC-D誘導体のマウス静脈内投与後24時間までの血紫中濃度推移を示した。いずれの

UC議導体においても、血媛中濃度曲線はこ相性の消失パターンを示した。未修飾UCの循

環i飢液中からの消失は比較的積やかであった。これに対し、電気的に中性のdex回 nで修飾

した UC-Dは血中からの速やかな消失が認められ、さらに正屯荷をもっDEAEDで修飾した

掛合には一層早い消失が観察された。 -}j、UC・CMDでは高い血中濃度の持続が認められ、

~~~、負泡荷を有する CMD 修飾により UC の血中滞留性が大きく改善されることが示され

た。また、比較のため用いた PEG修飾体 (UC-PEG)はUC・CMD以上の高い血中滞留性を示

した。
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Fig.36に l111n標識したuc誘導体の静脈内投う後24時間までの腎臓および腕臓、肝臓、

肺、筋肉における組織内放射濃度を示した。[1l1In]UCは静脈内投与後、徐々に血媛(11から

消失し (Fig.35)、肝臓および牌臓、腎臓中の放射活性の普積が認められた (Fig.36A)。

[l11In)UC-Dは投与後速やかに血中より消失し、肝臓・牌臓中への著しい放射活什の蓄積が

認められた (Fig.36B)0[1l11nJUC・Dと[111InJUC-OEAEDにおいては血築中濃症がほとんど

消失した投与後8時間においても、肝臓・牌臓の放射濃度の上昇が認められたが、 こうしt~

結果は組織重量の減少によるものであり投与後24時間における肝臓 ・牌臓中の総政射活性

は投与後 8時間における仙とほぼ等しかった。[l1JlnlUC・DEAEDは投与後きわめて速やか

に血策中から消失し、肝臓への顕著な蓄積が認められた (Fig.36Q。一方、 CMD、PEG修飾

双方とも UCの組織移行性を抑制し (Figs.38D and 38E)、この現象が 11llJn]UC・CMDおよ

び[1l11n]UC-PEGの静脈内投与後の高い血中滞留性 (Fig.35)の賦与に関与していることが

示唆された。特に [lllln]UC-PEGにおいては肝臓・脚織に代表される細網内皮系組繰への取

24 
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20 16 

Time(耐)

12 8 4 り込みが顕著に抑制されており、 PEGの有する納網内皮系組織による異物認識機構を大きく

低下させる特性を反映したものであると考えられる。
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投与後24時!日jまでに尿rlJにlulJU(された総政射病性は、 [111In]UCか7.6~ 1.0 % of dose、

[ 111In]UC-Dが 7.4 ~ 1.0 % of dose 、[llllnjUC・DEAEDが g.o玄1.1% of dose 、

r1111n]UC-CMDが6.9~ 0.8 % of dose、[11l1n]UC-PEGが1.4主0.1係ofdo却であり、 PEG

修飾体を除いては各UC誘導体問で有意な差はdめられなかった。 SephadexG・75カラムを

j甘いたゲル滅過クロマトグラフィーの結果、尿'1'の放射活性は UC誘導体の低分子代謝画分

にのみ認められ、また UCの醇ポ活性も検出されなかった。

薬動学的解析3-c 

定二 一一一γ…一一・1一一一一一一
Rate of fluid-phasc endocytosis in liycr 

各[1l1Jn]UC品導体の血中濃度UII線および組織'1'放射活性より薬勤学的パラメータを算出

し、 Table17にぶした。 [11l1nlUC-Dは、 [lllIn)UCの約3倍人きなj汗取り込み述l止をもち、

dex凶 n修飾による血中からの消失促進の主たる原凶が肝臓への収り込みの増大によるもの

ゅα)()10 

Urinary clearance (μLIhr) 

1α)() 100 

Fig. 37 Hepatic and urinary clearances of 1llIn-labeled dextran or PEG 

conjugated U C. Hcpatic pLぉmaflow rate (76)， rate of fluid-phase cndocytosis of 
liver (77)，加dglomerul訂 fiJ凶 tionratc (74) w町C伺 Iculatcdassuming the wcight of a 

mouse to be 25 g. 

であることがぶされた。 [lllln]UC-DEAEDはさらに大きな肝取り込み速度をぶすとJlに、
CLurineも[1Jlln]UCの5倍以上の他となり、 JU低荷を持つ DEAEDで修飾することにより

UCの肝臓への移行および尿中排池が促進されることが示された。 一方、 [llllnlUC・CMDお

よび1111lnlUC-PEGの肝取り込み速度はr111In]UCのそれぞれ3分の l、12分の 1であり、

CLurine も抑制されることから、，r~い血中濃度の維持がこうした現象で説明されることが薬

動学的観点からも明らかとなった。

察考IV-4 
111 

Table 17 Pbarmacokinetic parameters after iotravenous i町ectionof H "In-Iabeled 

UC conjugates 
UCに対して15荷の異なる dexlran誘導体を用いて化学修飾を地し、マウス全身投与実験

をmいて修飾ポ材の物理化学的特性がUCの体内分布特性におよぼす影響について検討した。Tissuc uptake ratc indcx (μυbr) Clearance (μυhr) AUC 

(% of dosc. 
hr/mL) 

charge Compound 

[111ln] UC 

jlllln] UC-D 

[111 In)UC・D臥 ED+ 

[111 1n J UC-CMD 

[111 ln]UC-PEG 

まず、電気的にrlJ性な dextranを用いて UCを修飾した場合のM叫{性・免疫原性に関して検muscle kidncy spleen liver CLurine CLtotal 

けしたところ、平均分チ議か10，000のdeXlranで修飾するよりも 70，000の dcxtranで修飾10.6 300 241 203 69.5 582 172 

する方がUCに対する抗原性を抑制可能であることが示された。また、 PEG修飾は平均分子4.5 113 687 753 102 881 114 

ほ70，000のdextran修飾の場合とほぼ同程度のUCの抗原性の抑制を示すことが明らかとなっ8.4 305 153 979 386 1，790 

235 

55.8 

すでに Chenら (54)および

Abucbowskiら(55)によりマウス、ニワトリを実験動物として報侍されている。本市の結果

は、 PEG修飾のみならずdextran修飾においても UCの頻問投句による抗原性・免疫原-性の

UCの抗原性・免疫原性の抑制は、た。 PEG修飾による0.8 

1.2 

63.1 

15.6 

24.8 

12.7 

77.2 

9.5 

45.3 

11.3 42.0 

425 

2370 

Rcsults紅eexprcssed as出emean of four mice. 

問組を克服し得ることを示すものと忠われる。

ucをヒトに投与することにより血中および尿中の尿酸レベルの著しい減少が認められる以上の結果は、修飾に用いた白山an誘導体を単独で投与した際に得られた第I常におけ

ことから、高pj(俄血症により生ずる痛風や尿酸腎伎の治療薬としての司能性が期待され、

1950年代の後半よりプタ由来の UC(191)やキノコ10来の UC(192)などが臨床の叫におい
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dcxlran修飾により UCの体内挙動が修飾素材の物理化る結果とよく対比、するものであり、

学的性質に依存して変化することを示唆するものである (Fig.37)。
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て一部用いられてきた。しかしながら、 UCは投う後数時間で血中より検出されなくなるこ

とから治療には頗LIl]投与を必変・し、前述したように抗原性・免疫似性の問題を生ずる (193)。

従って、 ucを臨床適用する場合には抗原性・免疫原性の抑制とともに、体内通}j態特性の制

御法の開発も必要とされる。そこで包荷の異なる dextran誘導体を則いて UCに対して高分

子修飾を行い、その体内分布特性を未修飾UCと比較 ・検討した。その結果、各 UC誘導体

は修飾素材として用いたdex例 0，議導体の動態特件(67.194)を反映した分布特性をぷし、正

屯荷を有する DEAEDを結合させることにより、肝臓をはじめとする細網内皮系組織への

UCの取り込みが増大することが明らかとなった。これは第 l常においても論述した様に、

額澗を構成する内皮細胞聞にλきな間隙(100nm)が存在するという椋造的な特徴と、大き

な肝血流速度によるものと忠われる。また、?互依的に中性な dcxtranを用いた修飾によって

も r~弘、肝蓄積がdめられた。 Nishikawa 等 (194)は、著者と同様のマウス全身投与実験を用い

て平均分子量 70，000のdextranの体内動態特性を詳細に検討し、高投与量(100mgA<g)では

尚い血中滞留性を示すものの、低投与量(1mgA<g)では投与後速やかに血中より消失し、投

与後l時間において肝臓に 60%以とが取り込まれることを報告している。また、 galactose

修飾albuminにより dextranの肝取り込みが抑制されることから、低投与量では肝実質細胞

点而に存在する gaJaclosere∞ptorを介した肝取り込み機構の関与を示唆している。本市で用

いた UC誘導体の投う長は20un itSt1<g (約 2"""3 mgA<g)であることを考慮すると各 UC誘導

体中に含まれる dextran投与Mは1mgtkg以Fであると考えられる。従って、 UC-Dがマウ

ス全身投与実験において高い肝移行性を示したのは修飾素材である dextranが肝実質細胞に

存在する galactosereceptorを介して取り込まれたものと考えられる。しかし、ラットを用い

た同様の検討においては UC-Dは尚L、血中滞留性を示したことから、 dextranのgalaαose

receptorを介した肝取り込みには種差が存在する可能性が示唆される。 UC-CMDおよび

UC-PEGでは肝臓への取り込み速度が大きく抑制され、特にUC-PEGの肝取り込み速度値は

polyviny lpyrr iJidoneを用いて検Jされた肝臓における fluid-phascendocytosisの速j立(77)と

ほぼ等しく PEG修飾により UCが肝臓とほとんど相庄作用を示さなくなることが明らかとなっ

た。

以上、本帝では'心待の異なるdextran誘導体を修飾素材としてUCに対して分子情造修飾を

施し、各積UC誘導体の体内分布特性を検討した。その結果、各柿UC誘導体の体内動態特

性は、修飾素材のもつ体内動態特性を反映していることが示され、こうした物用化学的性質

の異なる修飾素材を選択することによりタンパク質医薬品の体内動態を厳密に制御できる可

能性が示された。
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結論

以上、著者は四章にわたり、物理化学的特性の異なる dexlran誘導体やタンバク質誘導体

をモデル高分子薬物として、尚分子薬物の物理化学的特性と体内動態特性をマウス静脈内投

I子実験系を用いて全身レベルで検討し、得られた高分子薬物の遺伝勤学的知見に基づいてSTl

およびUCに対して分子構造修飾を施し、次の結論を得た。

(1)多糖類の物理化学的特性と体内動態特性の関述

薬物の標的指向化のための迎搬体として繁刑されている各柿多加類をモデル尚分r薬物と
して選択し、分j乙サイズ、活荷等の物理化学的性質と体内動態特性との関連を全身レベルで

明らかとするために、マウスに静脈内投与後の臓持分布特性を来勤学的手法をJ1I~、て解析し

た。解析の結果、腎臓及び肝臓における消失が高分子薬物の体内動態を決定する~~過程で

り、さらに分f祉が 10，000詑皮の多臓類はよきな以中排乱立クリアランスをまた強い負tE荷

および正電荷を有するものは大きな肝取り込みクリアランスをもつこと等、物理化?的特性

により両臓器における消失が大きく影響されることが示された。また、これらのクリアラン

ス偵と糸球体減過速度、肝血流述度、肝臓におけるf1uid-phase cndocytosis速度等生.f!R学的

パラメータとの関係も明らかとなった。

(日)物理化学的特性に基づくタンパク質の体内動態特性の整理

生理活性タンパク質の体内動態を物理化学的な特性に基づいて繋思することを目的として、

分子量が約3，400から 150，000までの8種のタンパク質を用いて業動学的手法により整理し

た。l111nの政射活性を指標として追跡したタンパク質のマウス的脈内投与後の血中毒b態お

よび臓器分市特性の解析より、分fサイズが体内からの消失特性に大きく寄与し、分子量が

約30，000以下のタンパク質では血中からの消失クリアランスがほぼ糸球体雄過速度と等し

いことが明らかとなった。また、糸球体議過を受けない分子サイズのタンパク質の場合、そ

の血中からの消火特性は等屯点に依存し、等電点 4以下のタンパク質はscavengerreceptor 

を介して、等'111点8.5以上のタンパク質は静m的な相互作用により、高い肝取り込みクリア
ランス値を示すことが明らかとなった。さらに以上の結果より、糖鎖や屯荷の導入、高分子

修飾等の化学:修飾あるいはその組み合わによりタンパク質の物理化学的性質を改変すること

で、肝臓や腎臓さらには血管内への標的指向化がuJ能となることを明らかにした。
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(111)高分子修飾大豆トリプシンインヒピターの合成と体内動態および薬理効果の改善

前章において、主として腎糸球体減過により体内から速やかに消失することが明らかとなっ

たSTI(分子量20，100)を対象とし、平均分子量約 10β00の dextranを修飾素材に用いて

化学修飾を施すことによる体内動態の改善を試みた。まず、合成法に関して6種類の方法を

検討した結果、過ヨウ素酸酸化法が合成収率および修飾体の残存生物活性の観点より最も優

れていること、また、高分子修飾素材として一般に広く用いられている polyethyleneglycol 

を用いる方法と比較しても活性保持等に関して遜色のないことを明らかにした。高分子修飾

STJでは、分子サイズの増大により尿中排地クリアランスが未修飾 STIの数卜分のーに抑制

され高い血中滞留性を示した結果、マウスにおけるトリプシンショックやラットでの急性肺

炎モデルに対して優れた治療効果が示された。

CIv)高分子修飾によるウリカーゼの体内動態制御と免疫学的特性の改善

次に、 主として肝臓に取り込まれることにより体内から消失する UC(分子量 128ρ00)

を選択し、 dextranおよびその誘導体を用いた修飾による体内動態の精密な制御と免疫学的

特性の改善を検討した。 UCとdextranおよび篭荷の異なる 2種の dextran誘導体、すなわち

正電荷を有する dietbylaminoethyl-dextran (DEAED)、弱 い負電荷を有する

carboxyme出yl・dextran(CMD)との結合体は、それぞれ修飾素材の体内動態を反映した体内

動態を示し、 UC-DEAEDは高い肝取り込みクリアランスによる血中からの速やかな消失、

UC-CMDは臓器移行クリアランスの抑制に起因する高い血中濃度の持続化をもたらした。ま

た、 dextranで修飾することにより、 UCの抗体反応性、免疫原性はいずれも大きく減少し、

高分子修飾によりタンパク質医薬品の免疫学的特性の改善、すなわち投与後のアレルギーショッ

クや中和抗体産生による活性低下の防止が可能であることが明らかとなった。

以上、著者は種々のモデル高分子薬物を用いて、その物理化学的特性と体内動態特性との

関連を薬動学的な観点から系統的に整理した。また、得られた結果に基づいて高分子修飾を

適用することにより、 STIおよび UCの体内動態特性の改善に成功した。以上の知見は、生

理活性タンパク質をはじめとする高分子薬物に対する体内動態制御法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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[ 1] Dcxtran誘導体の合成

( j ')試薬

実験の部
第 I章実験の部

平均分子量 10，000(T・10)、70，000(T・70)の dcxtranは Pharmacia社より、平均分子量

8，000、500，000の dextransulfateはナカライテスク (妹)より購入した。KI14CJNは

Amcrsham社、[Carboxy_14qdextransulfate (平均タ}子tJ:8，000)はSigma札より購入した。

その他の合成試薬は、ナカライテスク(株)または和光純議 (株〕の特級試換をmいた。

( 2) Carboxymelhyl-dextran (CM-Dex)の合成(70)

強アルカリ条件下、 dextran(T-70) 1 gを精製水50mLに溶解し、 monochuloroaceticacid 

2g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、限外語

過により濃縮後、凍結乾燥した。

( 3) diethylaminoethyl-dextran (DEAE-Dex)の合成(69)

強アルカリ条件下、 dextran(T・70)1 gを精製水 50mLに熔解し、 2・(diethylamino)ethyl

chloride hydrochloride 2 gを加え、 80・Cで 4時間反応させた。反応終了後、品製水中でー

尽疲透析し、限外櫨過により浪縮後、凍結乾燥した。

( 4 )放射標識体の合成

r carboxy l-I~C) DextTan (T・10、T-70)の合成は iぬcllらの方法(71)によりねった。SephacryJ

S-200で精製した Dextran1.4 gを精製水 10mLに熔解 し、 酸性条件 Fで K[14C]N

(Amersham社}を0.05mmoJ加え 50・Cで7時間加熱した後、 45・cで 24時間政i託した。

反応生成物を SephadcxG・25カラムを用いたゲル減過により精製し、限外語過r.kにより濃縮
した。

!"C1CM-Dcxおよび ['4CJDEAE-Dexの合成は、 Jド掠識体の合成法とIrlJ織のJj法により

(4C]dex回 nを用いてそれぞれ行った。

[ 2] Dextran誘導体の物理化学的性質

( I )分チ母

Dcxtran誘導体の分子部の測定は、 TOYOPEARLHW-60Sカラム(東ソー (株)) (2.4 
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cm弘 65cm、熔出液:0.5 M NaCl)を用いたゲル減過法を用い、分子量測定キット

(Pharmacia札)の既知分子也タンパク質の議出位置から得られた検母線により d似 trao誘

導体のみかけの分チ量、分子サイズを決定した。

( 2) i屯(Uf

イオン交換樹脂への吸着実験訟に、 Pharmacia社の CM・SephadexC・50 (陽イオン交換樹

脂)、DEAE-SephadexA-50 (陰イオン交換樹脂)を用いたパッチ法により行った。各イオ

ン交換樹脂 20mgを 20mM-HEPESsaline (pH 7.20) 5 mLで平衡化させ、 0.2mg加Lの濃

度に調整した dextran誘導体の水溶液 0.5mしを加えて 10分間宅福で振過し、述心分離後、

上1背中に戯作した dextran誘導体の濃度を測定することにより樹脂への吸着量を貸出し抵仰

の強度を汗価した。また、 dextran誘導体の pKaは、 pHスタットを用いた酸-t益基滴定によ

り測定した。

( 3) Dextranの定量

Dextranの定哉は、硫酸-Anthrone法 (195)により行った。

[ 3 ]マウス静脈内投与後の dcxtran誘導体の体内挙動

(1)動物実験

Dextran議導体の体内挙動は鵠rcoma180担癌マウスを用いて行った。 Sarcoma180細胞

は雄性 ddYマウスの腹腔内に 1λ10令偶の癒細胞を 1週間毎に移植継代したものを使用し

た。 1λ107例の縮細胞を雄性ddYマウス (20g前後)の背部皮Fに移摘後 14日目に、放

射標識dcxtrani誘導体の生理食指水溶液を尾静脈より投与後、代謝ケージ内で飼育し、尿を

採取した。経時的に大静脈採血によりJA.殺し、血築中あるいは腫協を含む各臓器中の政射病

性を測定した。また、 C111n)bovinc serum albumin (BSA)をj甘いて同様の実験を行い、
!川TnlBSA投う 10分後の臓器中浪度を測定し、臓器中の残存血液誌を補正した。

( 2)政射市内の測定

生体組織1['の 14Cの測定は、各臓器の湿重量を測定した後、約 0.2gをとり Soluen@-350

(Packard社)で可絡化し、 Clear-solJJ (ナカライテスク)5mしを加え、液体シンチレーショ

ンカウンター (LSC・5000C、Deckman)により測定した。クエンチングの補正は外部標準法

により行った。

また、成作血液量補正に用いた[1l11nlBSAの政射活性の測定は、特別な操作を行わずに

WeJ1型y線シンチレーションカウンター (ARC-500、Aloka)で測定した。
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第 11章実験の部

[ 1 ]モデルタンパク質の選択とその物理化学的性質

( l )試薬

[Asu 1.7]・eeJcaJcitonin (eCf)およびrecombinanthuman uperoxide dismuta抱 (SOO)は旭化成

工業 (株〉より、 neocarzinostatin(N岱)はポーラ化粧品 (株)より、 recombinanthuman 

interferon-s (IFB・s)は東レ (株)より、 ωybean仕ypsininhibitor (STI)は不二製油 (株)より、

Candida utilis由来のuricase(UC)はTOYOBO (株)よりそれぞれ供与されたものを用いた。

Bovine serum album in (BSA)はICNBiochemical社より購入した。 rl11In]In3は日本メジフィジッ
クス (抹)より供与されたものを用いた。 1，6・Oiaminohexaneは東京化成工業 (株)より、

その他の試薬はナカライテスク(株)あるいは和光純薬 (株)より購入した。

( 2 )カチオン化タンパク質の合成

タンパク質分子への正電荷の導入は Pardridgeら(102)の方法に準じて行った。すなわち、

2 M 1，6・diaminohexane水協液に、 10%各種タンパク質 (SOO、BSA、UC)溶液を 5mL滴

下し、 30分間氷冷下でインキュベーションした後、 1・ethyJ-3・(3-demethy lam il1opropy 1)-

carbodiimide hydrochloride (EOC) 0.5 gを加え 30分間反応後、さらにもう一度 EOCO.5gを

加えた。全ての操作中、反応液の pHはpHスタットを用いて 6.5に固定した。氷冷下で一

昼夜反応させた後、 SOD、BSAに関しては水に対して、 UCに関しては 0.2M boratc buffer 

(pH 8.5)に対して透析を行い、限外措過および凍結乾燥によりそれぞれ組cSOO、cBSA、

cUCを得た。さらにクロマトフォーカシングにより等電点が 8.5以上の画分を、さらに

Sephadex G-75 (Pharmacia社)もしくはTOYOPEARLH叫 55S(東ソー (株))を用いて非

重合商分を分取し、限外雄過による濃縮後、凍結乾燥した。

(3 )アニオン化タンパク質の合成

10 mLの 0.2M Tris buffer (pH 8.65)に各種タンパク質 20mgを溶解後、 100μLの

dimethylsulfoxide (OMSO)に溶解した 120モル当量の無水コハク酸を添加し 1時間氷冷下反

応させた。その後、クロマトフォーカシングにより等竜点が 4.0以下の画分を、さらに

SephadexG・75(Pharmacia)もしくは TOYOPEARLHW・55S(東ソー(株))を用いて非重

合薗分を分取し、限外措過による濃縮後、凍結乾燥した。

(4)精修飾アルブミンおよびpoJyethyleneglycol修飾体の合成

Lac-BSAは、 Grayらの方法(122)に従って合成した。 BSA1 g" lacto記 monohydrate1.5 g、
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sodium cyanoborohydide 1.45 gを0.2M potasium phosphate buffer (pH 8.0) 100 mLに溶解し、

4日間 37・Cで反応させた後、 scphadexG・25を用いたゲル減過クロマトグラフィーにより

精製した。 ManBSAは Leeらの方法 (121)に従い、予め合成した 2-imino-2・metboxyethyl

1・thiomannoside(JME-thiomannoside) 0.1 molをBSA50mgと0.2M borate buffcr (pH 8.6) 

中で 1時間反応させ、回phadexG-25を用いたゲjレ減過クロマトグラフィーにより精製した。

cBSA、Lac-BSA、ManBSAの polyethyleneglycol (PEG)修飾体の合成は、それぞれの

BSA誘導体と活性化 PEG[2，4-bis (0・methoxypolyethylencglycol)ふ choloro十仕iazine]のモ

ル比を 1:100となるように 50mM borate buffer (pH 9.5)中で4.C、2時間反応させ、限外

減過による濃縮、洗浄の後、凍結乾燥した。

(5 )電荷導入タンパク質の物理化学的性質

(i)分子量

分子量の測定は第I章[2 ]の (J )と同様の方法で測定した。

(ii)タンパク質の定量

BSAを標準物質としてLowryらの方法(196)に準じて定量した。

(iii)残存アミノ基の定量

電荷導入後のタンパク質の残存アミノ基の定量は、 Habeebの方法(197)に準じて glycine

を標準物質として trinitrobenzencsulfonicacid (fNBS)を用いた呈色反応により行った。

(iv)電荷

電荷導入タンバク質の荷電の程度は第 I章[2 ]の (2)と問様の方法により測定した。

等電点、は polybufferexchangcr 94 resin (Pharmacia社)を用いて、カチオン化タンパク質は

polybuffer 96により、アニオン化タンパク質は polybu釘'er74により溶出させ主ピークの

pHを測定することにより行った。

( 5 )放射標識体の合成

電荷導入タンパク質の放射標識は、 Hnatowitchらの方法(106)に従い二官能性キレート試

薬diethylenetriaminepentaaccticacid (DTPA) anhydride ( (妹)Oojin)を用いて[川In]CI
3で

政射標識した。タンパク質問 mgを0.1M HEPES buffer (pH 7.0) 1 mLに溶解し、 OMSOに

溶解した OTPAanbydrideを10μL(タンパク質の 2倍モル量)加え、 30分間室温で反応さ

せた後、 SephadexG・25カラムを用いたゲル鴻過により未反応 DTPAを除去、限外漉過によ

り濃縮(約 1mL)した。次いで、 0.1M acetate buffer (pH 6.0) 50μLとrll1Jn]Ch法液 (74

MBqAnL) 50μLの混液に 100μLのDTPA結合タンパク質を加え 30分間室温で政置するこ

とにより政射標識を行った。 SephadexG-25カラムを用いたゲル鴻過により free1I11nを除去
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し、限外泊過により狼縮し実験に供した。

[ 2 ]マウス静脈内投与後の各楠モデルタンパク質の体内本動

( 1 )マウス全身投与実験

第 I章 [3]と同機の万法で行った。また、[1ll1nJsucBSAを 10mgJkgの投与底で静脈内投

与後 30分にコラゲナーゼ地流法 (198)により実質細胞と比尖質細胞とに分縦し、放射活性

を測定することにより lmlnjsucBSAの肝内分布分布を測定した。

(2) BSAおよび dextran誘導体との同時投与による lMEInlsucBSAの肝取り込み阻害実験

rl1l1n]sucBSA (1.0 mg;kg)と非標識BSAおよびdextran誘導体、 RNA(20 mgJkg)をマウス

に同時投うし、 30分後に肝臓中放射活性を測定した。
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第 111章実験の部

[ I ] Soybean trypsin inhibitor -dextran conjugate (STJ・0)の合成

Kunitz型STlおよび活性化 PEGはそれぞれ不て製油 (株)、生化学工業 t妹、より供与

されたものを用いた。 Dextran(Mw: 10，000)は、 Pham1acianより購入した。その他の試薬は
市販特級品を用いた。

STJ・Dは以下の 6種の合成法により室温で合成した。また、いずれの合成法においても法

本的には STJとdex仕組の反応モル比は 1:10とし、反応液は限外雄過により濃縮した後、

Toyopcarl HW・60Sカラム (2.4x 65 cm)を用いてゲル減過クロマトグラフィーを行った。

Conjugateフラクションを回収した後、 rl}び限外減過により濃縮し凍結乾燥した。

過ヨウ索敵酸化法 (37，171) 

Dextran 1 gを 10mLの蒸留水に溶解し、過ヨウポ酸ナトリウム 107mgにより遮光下、

一晩酸化した。酸化dextranは限外誠過法により水で洗浄し、凍結乾燥した。その後、 STJ

50 mgを酸化 dextran250 mgと0.2M bicarbonatc buffer (pH 10)中で遮光下、 4・c、一日夜

反応後させconjugateを得た。さらに sodiumborohydride 7.6 mgを添加し、 4'c、2時間、

木反応官能基を還元し、 STJ-Dを得た。

良化シアン法(172)

Dcxtran 1 gを 100mLの蒸留水に栴解し、 pHを 10.7に維持しながら臭化シアン 200mg

を徐々に加え dcxtranを活性化した。この水熔・波Iドに STI(200 mg)を添加し pHを9.0に維

持して・晩反応させ、 STI・Dを得た。

カルボジイミド法(173)

アルカリ条件下、 dextran1 gと 6・bromohcxanoicacid 2.8 gを反応させることにより

dextranの水般基にカルボキシル基を導入した。このカルボキシル基導入 dextran250 mgを

STI 50 mg合有水被液 10mLに溶解した後、 1・cthyl-3・(3・dimethyJaminopropyl)-carbodiimidc

60 mgを加え、 pHを5.0から 5.5の悶に維持しながら一晩反応させ、 STI・Dを得た。

出化シアヌル法(176)

UsuiとMatsubayashiの方法に従い、指化シアヌルにより dextranを活性化した。すなわち、

dcxtran 1 gを60mLの蒸留水に溶解し、 dimcthylformamide40 mLに溶解した極化シアヌル

L.85 gを pH7.0条件下、 4・Cで 3時間反応した。反応終 f後、遠心により沈殿させた

dextran (250 mg)をアセトンで洗浄後、 0.2M bicarbonate bu妊er(pH 10)中でSTJ50 mgと

2時間反応させ、 STI-Dを得た。

エピクロルヒドリン法(177)

Dextran 1 gを2.5% Zn (BF.)z 1 m L、エピクロルヒドリン 5mLの混液に溶解し、 90・Cで
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<1 B.rIlD反応させた。反応終了後、迫心により沈殿させた dcxtran(250 mg)をアセトンで洗浄

後、 0.2¥1 bicarbonatc buffcr (pH 10)中でSTl50 mgと4・Cド、 一晩反応させ、 STトDを得

fこ。

N-Succiniimidvl・3・(2・pridvldithiQlnropionate(SPDP) (1d174) 

EldJarnとJel1umの)i法により合成した aminocth)'l-d臥 tran50 mgを0.5mLのエタノール

に治解した SPDP試抜 (15.62mg)とpH7.5のリン般ナトリウム緩衝液中で 30分1m反応さ

せた後、過剰の試来を透析訟により除去した。 40mM  Dithiotheitolにより還元することによ

りSH-)~を導入した dc瓦tran を作成した。 STI 50 mgとSPDP0，13 mgを_I-，犯といjじ条件で

1xさせた後、 SH・法導入 dCXlran50 mgと3時間JJJZJ.e、させ、 STトDを仰た。

STI-PEG coniui!ateの作成

第 11;;'([1] (5)と110桜のJj法により、 STl40 mgと活科イヒ PEG200 mgを反応させ、

conjugatcは限外i忠治とゲル雄過法により精製した。

[ 2 J STI-Dの物理化学的性質

(j)タンパク質の定批

BSAを際単物質としてLowryら(196)の方法に準じて定比した。

(iD Dcxtranの定品

航般-Anthronc法 (197)により行った。

(iii)ゲルili過訟による分子以の測定

分子r.tの測定は第 )i;-e [2]の (1 )と同様のjj法て机IJ定した。

(iv) SDS-PAGEによる分 j吋.tの測定

Lacmmliの)j法 (199)に幣じて還元条件下で行った。 711X¥. ~j(動終 [ :後、 9 1}ら Coomassie

bril1iant bluc をm~ 、て染色し、 STJ・D の分子量分布を分子侃測定キット (Pharmacia社〉の既

知分チ舟タンパク質の泳動位抗から見積った。さらに、クロマトスキャナーにより末反応

STJの混入率についても定日を行った。

( v)伐存アミノ法の定位

第 11~;;e [ 1 ]の(5 )と!日j織の方法で測定した。

(vi) STI-Dのtrypsinmw活性の測定
STI・Dの町ypsin限引活性の測定は、 Ka邸 IJらのん法 (179)に従い bcnzylarginine

p-nitroanilide (BAPA)を品質として行った。

[ 3 ]マウス静脈内投与後のSTI-Dの体内挙動

第 JI.';'O' [ 1 ]の(5 )と1.iJ織のプf法により m
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と同般の万法で行った。また、 trypsinm，'，1J活性を指標としたrflLIドおよび尿中 STIlal皇:に関し
ても測定を行った。

[ <1 1 STI・Dの治療効果の検討

( 1 "> Trypsinショックに対する的被災験 (180)

ICR系雌性マウス (16・20g)に楯々の甘ypsininhibitor (STI、STJ∞吋ugatc、camostal

mesilate， gabczate mesi1ate)を静脈内投与後、適当な時間に Irypsinを25mglkgで静脈内投与

し、そのI~ ff教を2時間まで観捺した。

( 2) :~\件肺炎に対する治療尖験 (lRl) 

Wistar系雌性ラットを用いて、 Fricらの);11;:に従い急件)陣炎モデルを作製した。ラットを

開肱後、十二指腸部より組管カニュレーションを純し、 10μしの 1%位ypsinと90μLの 10

勿lのNataurocholate の縫合放を腿竹内に投与した。処~I~後、 ßI!管カニュレーションを抜-き

取り、脱却を縫合した。治療は、 trypsinとNa-taurocholatcの混合漉を担管内に投与する i

分前に大腿静脈より各種 trypsininhibilorを投与することにより行った。治療効果は、治療

後 36D.JI日jまでのラットの死亡率により，汗価した。
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第 IV章実験の部

[ 1 ] Uricase -dcxtran conjugate (UC-D)の合成

Candida utilL5由来の UCおよび活性化PEGはそれぞれTOYOBO(株)、生化学工業 (株)

より供与されたものを用いた。Dex甘釦 T・10(Mw: 10，000)、T-70(Mw: 70，000)は、

Pharmacia社より購入した。その他の試薬は市原特級品を用いた。

UC-Dは、過ヨウポ俄政化法(37，171)、臭化シアン法(172)、カルホジイミド法(173)、塩

化シアヌル法 (176)の4持の合成法により行った。UC-Dの合成はJJ;本的には、第1II章[1 ] 

と同織の下法により行ったが、 UCの活性の低下を考慮しすべて 4・C ドで合成し、 0.1M 

borate buffer (pH 8.0)を用いて限外滅過による濃縮を行った。また、 正屯仰を有する

DEAE-dex、負屯仰を有する CM-dexを用いた conjugateについても過ヨウ紫酸酸化法により

合成した。

[2] UC-Dの物兇化学的性質

(i)タンパク質の定量

BSAを標幣物質としてLowryらの方法(196)に準じて定量した。

(ii) Dextranの定iil:

wft椴'-Anthronc法(195)により行った。

(iii)残存アミノ基の定量

第11章 [] ]の (5 )と同様の方法で測定した。

(iv) SDS-PAGEによる分子量の測定

LacmmJi の}j法 (199) に準じて還元条件下で行った。 ta 1<t ~k動終 f 後、 9 % Coomassic 

briJJiant bJueを用いて染色し、 UC-Dの分子量分布を分子量測定キット(Pharmacia社)の既

知分子訳タンパク質の泳動位置から見積った。

( v)ゲル漉過法による分子母の測定

分 j三位の測定はゲル油過HPLC法を用いて第 I章 [2 ]の (1 )と同線の万法で測定した。

(vi) UC-Dの残存醇本活性の測定(54)

UCの醇索活性は 100mM尿殿、 0.001% Triton X・100、1.0mM  EDTAを含む 50mM  

borare buffer (pH 8.50)中に UCを添加後の尿酸の減少速度を吸収波長290nmで吸光度測

定することにより測定した。

[3] UC-Dの免疫学的性質

UCおよび UC心に対する抗血清は日本白色家兎を感作することにより作製した。 UCおよ
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びUC-D(3 mg・protein)を含む Frcund'scomplete adjuvantを背部皮下および大腿部筋肉に花

射した。 兎は、対応する抗原を合む Freund'~incomplete adjuvantを用いて2週間毎に1ヶJ:]

間感作した。各感作後 10日自に耳静脈部より血岐を採取し、分離した血清は・80・Cで保仔

した。得られた血清を rengtest法により JgGとIgMに関する抗体価として測定した。

[ 4 ]動物実験

( 1 )ラット全身投与実験

Wistar系雄性ラット (180・210g)にpentobarbital麻酔ド UCおよび UC-D、UC-PEGを投与

は20unitsA唱で大腿静脈より投与し、経時的に訊静脈より血液(200μL)を深取した。述心

分離により符られた血疑中の UC活性を [2 ]の(vi)の刀法により測定した。得られたl{lL竣

中濃度パターンを 1-compartmentモデルに)t;づいて解析し、各種薬勤学的パラメ ータを算出

した。

( 2 )マウス全身投与実験

第H章 [い1]の (5 )と同様様三の万法により 川

と問犠の方法で行つた。
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