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論文リスト

本論文は、以下の発表論文から構成されている。

1）　Preparation　of　a　PLA－PEG　block　copolymer　using　a　PLA　derivative　with　a

　　　　formyl　terminal　group　and　its　application　to　nanoparticulate　formulation，

　　　　Sasatsu，　M．，　Onishi，　H．，　Machida，　Y．，∫ητ．」．　P吻朋．294，233－245（2005）．

　　　（第1章）

2）　In　vitro　and　in　vivo　characterization　of　nanoparticles　made　of　MeO－PEG

　　　　amine／PLA　block　copolymer　and　PLA，　Sasatsu，　M．，　Onishi，　H．，　Machida，　Y．，1ητ．

　　　　」「．Pカαr〃2．317，167－174（2006）．

　　　　（第2章）

3）　Preparation　and　biodisposition　of　methoxypolyethylene　glycol　amine－poly

　　　　（dl－lactic　acid）　copolymer　nanoparticles　loaded　with　pyrene－ended

　　　　poly（dl－lactic　acid），　Sasatsu，　M．，　Onishi，　H．，　Machida，　Y．，∫ητ．ノ．　P加ア〃2．358，

　　　　271－277（2008）．

　　　　（第3章）
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略語表

本論文においては、以下の略語を使用する。

CPT　　　　　　　　camptothecin

DMSO　　　　　　dimethylsulfoxide

DDS　　　　　　　drug　delivery　system、薬物送達システム

DiD　　　　　　　　　　　l，1－Dioctadecy1－3，3，3，3－tetramethylindodicarbocyanine

EPR　　　　　　　　　　enhanced　permeability　and　retention

GPC　　　　　　　　　　gel　permeation　chromatography

lH－NMR　　　　　　proton　nuclear　magnetic　resonance

HPLC　　　　　　　　　high－performance　liquid　chromatography

MeOH　　　　　　　　methanol

MWGpc　　　　　　GPCより算出した分子量

MWn　　　　　　　数平均分子量

MeO－PEG　　　　　　methoxypolyethylene　glycol

MeO－PEG－NH2　　　methoxypolyethylene　glycol　amine

PBS　　　　　　　　　　　　phosphate　buffered　saline

PEG　　　　　　　　　　　polyethylene　glycol

PLA　　　　　　　　　　　　　poly（dl－lactic　acid）

：1霊：：∵））｝蜘当リご一を用いて合成した

PLA－（MeO－PEG（O））MeO－PEGとDL一ラクチドを用いて合成したブロックコポ
　　　　　　　　　　　　リマー

PLA－Pyrene　　　　ポリ乳酸の末端にAminopyreneを導入した誘導体
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緒言

　薬物療法において、Quality　oflifeやコンプライアンスの向上を図る目的で、

薬効の改善や副作用の軽減は重要な課題となっている。特にカンプトテシン

（CPT）やパクリタキセルなどの脂溶性の抗悪性腫瘍薬は強い効果を有する半面、

低い水溶性や副作用などが問題になっている。このような問題に対し、薬物担

体を応用することで薬物の投与を容易にし、薬効の改善や副作用を軽減するこ

とが試みられている。高分子ナノパーティクル、リボソーム、solid・lipidナノ

パーティクルを代表とする薬物担体（微粒子担体）は、近年、薬物送達システ

ム（DDS）の概念を基本として、抗悪性腫瘍薬を用いた薬物療法の改善を目的と

して研究されている1’6）。このような薬物担体による改善は、受動的ターゲテ

ィングにより、患部つまり標的とする部位に薬物を集積させることにより達成

される。その条件として、薬物担体の粒子径を数十～400nmにすること、また

担体表面を親水化することなどが挙げられるが、それらの条件を満たすことで

血中での滞留性が向上し、血管透過性が充進した腫瘍組織等に集積しやすくな

ることが明らかになっている。このような現象は、EPR効果（Enhanced

Permeability　and　Retention　Effect）と呼ばれている7’12）。

　著者は、薬物担体の中でも特に高分子に注目し研究を進めてきた。高分子担

体の基剤としては、生体内分解性及び生体適合性を有するものが安全性の面か

ら頻繁に利用され、ポリ乳酸（PI．A）や乳酸・グリコール酸共重合体（PLGA）な
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どは、これら両方の機能を有することが知られている13，14）。さらに、近年、

PLAやPLGAの誘導体が、新たな薬物担体としての可能性探索を目的として、

研究開発されている。特に、PLA・PEG共重合体はそのDDSへの利用が盛んに

試みられている高分子である16・17）。PLA・PEG共重合体の合成法としては、DL

ラクチドとPEGまたはMeO・PEGを開始剤とした開環重合法が一般的である

2・17’19）。しかしながら、この方法ではPLAに導入できるリガンドが開始剤によ

り決定されるため、PEGやMeO・PEG以外のリガンドを導入したPLA誘導体

を合成することは難しい。

　第1章では、PLAへのPEG誘導体及びその他の種々のリガンドの導入を可

能にする、より応用範囲の広い合成法について検討を行った。すなわちPLA

に新たなリガンドを導入するために、PLAの末端に反応性の高いホルミル基を

導入した誘導体の合成に着手し、得られた誘導体のホルミル基と、アミノ基を

有する化合物との間の還元的アミノ化により、種々のリガンドの導入が可能か

どうか検討を行った。さらに、得られた誘導体のナノパーティクルへの利用を

試みた。

　第2章ではPLA誘導体合成法の改善を行い、得られたPLA誘導体を担体と

して利用し、脂溶性蛍光物質を薬物モデルとして調製したナノパーティクルの

特性およびナノパーティクルの分布について検討した。

　第3章では開発した新規合成法を用いた蛍光PLA標識体の合成とそれを用

いたナノパーティクルの特性の解明について検討した。
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第1章　ホルミル基を有するPLA誘導体を用いたPLA－PEGブロックコポリマー

　　　の合成とそのポリマーを基剤とするナノパーティクルへの応用

1－1　序論

　PLA－PEGの合成法に関しては、PEGを開始剤として合成するものがほとんど

である。そこで、本章ではPLA誘導体の新規合成法について検討した。すなわ

ち、PLAの末端に反応性の高いアルデヒドを有するPLA誘導体を合成し、アル

デヒドを介してアミノ基を有する化合物を還元アミノ化によりPLAに結合さ

せる方法である。PLA－aldehydeは、まずDL一ラクチドと3，3－diethoxy－1－propanol

を開環重合して末端にアセタールを有するPLAを合成し、そのアセタールを加

水分解してアルデヒドに変換することによる調製を検討した。

　また、得られた誘導体の特性を調べるとともに、その誘導体を用いて

MeO－PEG－NH2を還元アミノ化により結合させPLA－（MeO－PEG（N））として、その

特性と粒子化への応用も検討した。粒子の調製法として、液中乾燥法および溶

媒拡散法を検討し、粒子径やゼータ電位を測定した。さらに従来の合成法で得

られたPLA－（MeO－PEG（O））につき、ポリマーの特性やそれから調製された粒子

にっいて、新規方法によるPLA－（MeO－PEG（N））と比較検討を行った。また、脂

溶性蛍光物質であるDiDをモデル薬物としてナノパーティクルに封入し、その

粒子特性についても検討した。
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1．2　実験の部

1－2－1　材料

　MeO－PEG（分子量；2，000）、　MeO－PEG－NH2（分子量；2，000）、3，3－diethoxy－1－pro－

panol、オクチル酸スズはSigma社から購入し、　DL一ラクチドは東京化成社製の

ものを使用した。その他の試薬は、すべて市販の特級品を使用した。

1－2－2　ホルミル基を末端に有するPLA誘導体（PLA－aldehyde）の合成

　PLAの末端にホルミル基を導入したPLA－aldehydeは、　Fig．1－1のように、開

環重合法を用いてPLAにアセタールを導入したもの（PLA－acetal）を介して合成

した。

　酢酸エチルからの再結晶により精製したDL一ラクチド6gと

3，3－diethoxy－1－propanol（50、100、150　mg）を窒素置換した三ロフラスコ内に入

れ、無水トルエン45mLを加え200　rpmで撹枠し、オイルバス中120－160℃で

完全に溶解した。そこへ、無水トルエン5mLに溶かしたオクチル酸スズ30mg

を加え、約5時間120－160℃で加熱還流を行った。還流終了後反応を完了させ

るため冷却し、1日放置した。その後60℃でロータリーエバボレーターにより

トルエンを完全に留去し、残留物にジクロロメタン120mLを加え完全に溶解

し吸引ろ過を行った。得られたろ液は60℃の激しく撹絆（400rpm）した精製水

200mL中に投入した後、ジクロロメタンを蒸発させ再沈殿させた。さらに一晩

放置した後、水相を除去することで沈殿物を採取した。
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㌻ご〕ご．…r・ζ一鋼
O　O　CH3　　　　　　　0－CH2CH3

　　DL－Lactide　　　　　　　　　　　　　　3β・Diethoxy・1・propanol

　　　諏〃梛↓一・℃…－

　　　　　　　O　　　L＿＿＿一＿＿＿三＿ヨ＿＿＿l

　　　　　　　　PLA－acetal

・％一一
　　　　　　　　　　　　　ロ　ロ　　　　　　　　　　　　　ロ

　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　PLA－aldehyde

　　　　　　－・↓瞠ラ

⇒一隣㌔・一善＝に］

　　　　　　　　o　　　　　－一一一一一一一

　　　　　　　PLA－derivative

Fig．1－1．Synthetic　procedure　ofPLA・derivatives

　その後、沈殿物をジクロロメタンに再溶解し、水分を無水硫酸ナトリウムを

使って完全に取り除き、溶媒を留去してPLA－acetalを得た。

　PLA－aldehydeはPLA－acetalを加水分解することで得た。すなわち、得られた

PLA－acetal　200　mgをアセトン80　mLに溶解し、そこに2％（w／v）HC1を30　mL

7



加えて懸濁させ、室温で24時間マグネチックスターラーを用いて撹拝した。こ

れによりPLA－acetalのアセタールを酸加水分解によりホルミル基に変換した。

反応後、アセトンを除去することで沈殿物を得た。沈殿物は水で洗い、乾燥さ

せることでPLA－aldehydeを得た。

1－2－3　PLA－（MeO－PEG（N））およびPLA－（MeO－PEG（O））の合成

　アミノ基を有する分子量2，000のMeO－PEG－NH2300　mgと、（2）で得られた

PLA－aldehyde　200　mgを混合し、シアノ水素化ホウ素ナトリウム25　mg触媒下、

テトラヒドロフラン（THF）／メタノール（MeOH）（1：1、　v／v）混液25　mL中、

室温で12時間マグネチックスターラーを用いて撹拝した。この反応中、pH　6－7

を保つように0．lN　HC1と0．IN　NaOHを用いて調整した。反応後は有機溶媒を

完全に留去し、残った懸濁液を凍結乾燥した。その後、凍結乾燥したものをク

ロロホルムに溶解し、HPLCを用いたGPCと限外ろ過を行うことで、未反応の

MeO－PEG－NH2や不純物を除去し、　PLA－（MeO－PEG（N））を得た。

　PLA－（MeO－PEG（0））は、以下に示す開環重合により合成した。まず、酢酸エチ

ルからの再結晶により精製したDL一ラクチド5gとMeO－PEG　O．84　gを窒素置換

した三ロフラスコ内に入れ、トルエン15mLを加え200　rpmで撹絆し、約120℃

のオイルバス中で完全に溶解した。そこへ、トルエン5mLに溶かしたオクチ

ル酸スズ0．02gを加え、約6時間120℃で加熱還流を行った。還流終了後反応

を完了させるため冷却し、1日放置した。その後70℃でロータリーエバボレー
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ターによりトルエンを完全に留去し、残留物にジクロロメタン20mLを加え完

全に溶解し吸引ろ過を行った。得られたろ液は60℃の激しく撹拝（400rpm）した

精製水200mL中に投入した後、ジクロロメタンを蒸発させ再沈殿させた。さ

らに2時間撹拝し5時間ほど放置した後、沈殿物を目皿ロートを用い吸引し採

取した。その後、沈殿物をジクロロメタンに再溶解し、水分を無水硫酸ナトリ

ウムを使って完全に取り除き、溶媒を留去し、PLA－（MeO－PEG（0））を得た。

1－2－4　1H一核磁気共鳴スペクトル及びGPCによる誘導体の確認

　合成した各反応生成物の構造及び分子量は、重クロロホルムを溶媒として

lH一核磁気共鳴スペクル（1H－NMR）（JNM－GX　270分光計：日本電子株式会社）

によって確認した。

　また、反応により得られたPLA誘導体の分子量をGPCにより測定した。こ

こでHPLCによるGPCは、以下の条件で行った。

クロマトパック：C－R7A　plus　［島津製作所］

検出器：RID－10A　［島津製作所］

ポンプ：LC－6AD　［島津製作所］

カラム：GPC　K－800　8　mm×300　mm　［Shodex］

カラム温度：室温

流速：1．O　mL／min

移動相：クロロホルム
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分子量マーカー：Polystyrene　（分子量；3．00×103，　LO9×104，2．86×104）［Shodex］

仁2－5　液中乾燥法によるナノパーティクルの調製

　PLA－（MeO－PEG（N））30　mgをジクロロメタン2mLに溶解し、これを精製水

20mL中に投入した。その後、ボルテックスミキサー（AUTOMATIC　LAB－MIXER

HM－loH：iuchi）を用い3分間撹幹し、45　kHz（loo　w）の超音波照射（vs・loollI

suNPAR：iuchi）を5分間行うことによりo／w型エマルションを得た。このo／w

型エマルション中に存在するジクロロメタンを除去するために、室温で2時間、

ドラフト内でマグネチックスターラーを用いて撹］牛を行い、最終的に、ナノパ

ー ティクルの水性懸濁液を得た。

1－2－6　溶媒拡散法によるナノパーティクルの調製

　溶媒拡散法によるナノパーティクルの調製は、以下に示すA、B、　Cの3法に

より行った。

　A：PLA－（MeO－PEG（N））30　mgをアセトン10mL及びエタノール5mLの混液

に溶解し、これにアセトンと等量の精製水を徐々に加え乳化させた後、18℃で

ロータリーエバボレーターにより有機溶媒を除去し、ナノパーティクルの水性

懸濁液を得た。

　またPLA－（MeO－PEG（0））についても、本法によりナノパーティクルの調製を

行った。
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　B：PLA－（MeO－PEG（N））30　mgをアセトン2mL及びエタノールlmLの混液

に溶解し、これを撹絆している精製水5mL中に徐々に滴下することで乳化さ

せた。その後、室温でロータリーエバボレーターにより有機溶媒を除去し、ナ

ノパーティクルの水性懸濁液を得た。

　C：PLA－（MeO－PEG（N））30　mgをアセトン2mL及びエタノールlmLの混液

に溶解し、これをボルテックスミキサーで撹絆中の精製水5mLに滴下するこ

とで乳化させ、45kHz（100　W）の超音波を1分間照射した。その後、18℃でロ

ー タリーエバボレーターにより有機溶媒を除去し、ナノパーティクルの水性懸

濁液を得た。

　PLA－（MeO－PEG（0））についても、本法によりナノパーティクルの調製を行った。

1－2－7　粒子の特性

　ナノパーティクルの粒子径、粒度分布およびゼータ電位は、精製水に懸濁し

た状態でELS－800動的光散乱光度計（大塚電子株式会社）を用いて測定した。

1－2－8　DiD封入ナノパーティクルの調製とその粒子特性

　DiD封入ナノパーティクルは溶媒拡散法Bを用いて調製した。　PLA－（MeO－

PEG（N））30　mgとDiD　I　mgをアセトン2mL及びエタノールlmLの混液に溶

解し、これを撹拝している精製水5mLへ徐々に滴下することで乳化させた。

その後、室温でロータリーエバボレーターにより有機溶媒を除去し、ナノパー
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ティクルの水性懸濁液を得た。未封入のDiDはゲルろ過により取り除いた。ゲ

ルろ過にはSephadex　G－50　column（25　cm×15cm）を用い、移動相には0．45％塩

化ナトリウム水溶液を用いた。

　封入されたDiD量および調製時におけるDiDの回収率をBeckman　DU・640

spectrophotometer（644　nm）により測定した。また、4’－methoxyacetophenoneを

標準物質として、1H－NMRによりポリマー量および調製時におけるポリマーの

回収率を測定した。

　さらにそれらのデータから含有率及び封入効率を計算した。
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1－3　結果

1－3－lPLA－acetalおよびPLA－aldehydeの合成

　PLAにホルミル基を導入するにあたり、ジメチルホルムアミドを溶媒として

acetaldehyde　diethylacetal　bromideを用いてPLAに直接アセタールの導入を試み

た。しかしながらこの反応におけるアセタールの導入率は、約10％以下と非常

に低く、その後の反応への応用が困難であった。その為、開環重合法による

PLA－acetal合成につき検討を行った。本実験においては、3，3－diethoxy－1－propanol

を開始剤、オクチル酸スズを触媒としてDL一ラクチドの開環重合を行った。

PLA－acetalのIH－NMRスペクトルをFig．1－2に示す。

10　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ppm
Fig．1－2．　Representative　IH・NMR　spectra　ofPLA・acetal．　The　spectrum　is　for　the　product

obtained　with　the　formulation　4．
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また3，3－diethoxy－1－propanolの導入率はIH－NMRスペクトルにおける

3，3－diethoxy－1－propanolのメチンとPLAの末端のメチンの積分強度の比率によ

り算出した（Fig．1－2）。　Table　l－1には各処方におけるPLA－acetalの特性を示す。

ポリマーの重合度とアセタールの導入率は、3，3－diethoxy－1－propanolとDL一ラク

チドの比率ではなく、反応温度による影響が強いことがわかる。すなわち、反

応温度を上げることにより、重合度とアセタールの導入率は高くなる結果とな

った。

　PLA－acetalのアセタールを加水分解しアルデヒドに変換するために、反応溶

媒としてHCI水溶液を用いたが、その反応は不十分なものとなった。そこで、

反応溶媒としてアセトンと2％（w／v）HCIの混液を用いたところ、十分な反応が

得られた。この反応により得られたPLA－aldehydeのIH－NMRスペクトルでは、

Fig．1－2におけるシグナルe，　fそしてgが消失し、ホルミル基のプロトンが

9．74ppm（溶媒：CDCI3）に出現した。また、　PLA－aldehydeのPLA部位における

重合度はPLA－acetalのPLA部位とほとんど変化はなかった。積分強度によりア

セタールからアルデヒドの反応効率を算出したところ、反応により多少変化は

あるものの、その反応効率は約80％であった。

1－3－2　PLA－（MeO－PEG（N））およびPLA－（MeO－PEG（O））の合成とその特性

　PLA－（MeO－PEG（N））はPLA－aldehydeとMeO－PEG（N）との間でシッフ塩基を形

成させ、シアノ水素化ホウ素ナトリウムにより還元することによって得た。
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Table　I－1．

Structural　characteristics　of　PLA・acetal　produced　under　various　preparaUve　conditions

Fb㎜dahon　　DL－la〕6由＠　　　3，3Die廿め）寧・1－　　　Rα£Uon　　　　　H）ly面z血on（㎏醗　　　Die伽蓼HAa
　　　　　　　　　　　　PIDpaα）1（9）　　　　　　　　ten収㎞（°C）　　　　　of　PLA㎜ietya　　　　　　　　　（％，㎜U皿）D

16　0．05　120　68－71　22－45
36　0．15　120　67」82　4046　0．05　140　123－135　49－5456　0．05　160　179－244　70」85aThe　values　were　determined　by　IH－NMR　mcasurement　in　CDCI3，

　The　results　are　expressed　as　the　range　given　by　some　experiments（η＝2－3）．

　Table　l－1より、処方5で合成したPLA－acetalのアセタール導入率は非常に高

く、それを加水分解させて得たPLA－aldehydeをPLA－（MeO－PEG（N））の材料とし

た。PLAに対するMeO－PEG（N）の導入率は1H－NMRスペクトルから算出した。

Fig．1－3は、同じロットのPLA－acetalとPLA－（Me－PEG（N））のGPCの結果である。

これらの結果から、標準物質により検量線を作成し分子量（MWGpc）を算出した。

（A）　　　　　　　　　　　（B）

　　　　◎o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
　　　　◎o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

　　　　　　　03
　　　　　　　　　Retention　time（min）　　　　　　　　　　　　Retention　time（min）

Fig．1－3．Gel　permeation　chromatograms　ofPLA－acetal（A）and　PLAイMeO－PEG（N））（B）．　Retention　time
of　PS　standard　markers（min）：PS（MW　2．86×104）6．86；PS（MW　l．09×104）7．83；PS（MW　3×103）9．14，
The　PLA－acetal（A）was　obtained　with　the　formulation　5（Table　l），　The　PLA－（MeO－PEG（N））（B）was

prepared　using　PLA－aldehyde（51％（mol／mol）formyl／PLA），　derived　form　the　PLA－acctal（A）
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　その結果、Table　l－2に示すようにMWGpcはMWnと相関することがわかっ

た。

　　　　　　　　　Table　1－2，
　　　　　　　　　Molecular　weight　characteristics　of　PLA－acetal　and
　　　　　　　　　PLA－（MeOPEG（N））

PLA魎v血vea　　MWG陀b　MW㎡　MWG泊yMWn
PLA・a3e回　　　　　　　　　　　22900　　　　　　13100　　　　1．7

PLA－（MeO・PEG（め）d　25300　　　15800　　1．6

aThe　derivativeS　are　the　pOlymerS　shown　in　Fig．1・3，

bDetermined　by　GPC．
cDetermined　by　IH・NMR　spectra　in　CDCI3．
dThls　product　was　synthesized　using　PLA－aldehyde（51％
（mol／mo1）formyl／PLA）．

　Table　l－3にはFig．1－2とTable　l－2で示したPLA－（MeO－PEG（N））と

PLA－（MeO－PEG（0））におけるPEGの導入率および反応効率の比較を示す。

　　　　　　　　　Table　1－3．
　　　　　　　　　Introduction　degree　of　Me．PEG（N）or　MeO－PEG（0）to　PLA

PLA　dehvahve　　　　　PEG／PLAa　　　Re㏄柱on
　　　　　　　　　　（％，moUlnoD　　　　　ef6ciencya（％）

PLA＿（M〔責｝PEG（N））b　　39　　　　　　　　76

PLA＿（Mω・PEG（0））　　　73　　　　　　　　73

　　　　　　　　　aDetermined　by　IH－NMR　spectra　in　CDCB．
　　　　　　　　　bThis　product　was　the　polymer　shown　in　Fig．ト3　and
　　　　　　　　　Table　2，　and　synthesized　using　PLA・aldehyde　（51％
　　　　　　　　　（mol／mol）formyl／PLA）．

使用したPLA－（MeO－PEG（N））の反応効率は39％であり、Table　l－4、　Table　l－5で

示した他のロットのものより高い値となった。しかしながら、

PLA－（MeO－PEG（0））のPEG導入率は73％とさらに高い値となった。

1－3－3　PLA－（MeO－PEG（N））およびPLA－（MeO－PEG（0））を用いたナノパーティク

　　　ルの粒子特性

　Table　l－4には、ロットの異なるPLA－（MeO－PEG（N））を用いて、液中乾燥法お
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よび溶媒拡散法で得られたナノパーティクルの粒子特性について示した。また、

使用したポリマーの分子量やPEG導入率の相違についても示した。

Table　l－4．

Particle　characteristics　of　PLAイMeO－PEG）nanoparticles　produced　by　various　polymer　species　and
different　preparative　methods

Nanopa血cles　　Pbly陀r　　　　　　　　MWn　of　　　PEαP［A　　　　　Me廿1）d　　　　　　　　　　　Mean（五a㎜1e子（mD

　　　　　　　　　　　ply喧　　（％，㎜V㎜D
N官Nl　　　　　PLA－（MeO・PEG（N））　　　17600　　　　33　　　　　　　Emulsi丘canon㊨vaporation　　　337，8土4＆2
NPN2　　　　　　PLA－（MbO・㎜（N））　　　27900　　　　　30　　　　　　　　Solvent　d征遍onA　　　　　　　244．7±9．2

NPOI　　　　　PLA－（MeO－PE冶（0））　　　10100　　　　73　　　　　　　Solvent　d唖onA　　　　　　　585±04
NPN3　　　　　　PLA」Mぷ｝P日G（N））　　　17600　　　　　31　　　　　　　　Solvent　d髄onB　　　　　　　1077±3．6

NPN4　　　　　　PLA＿（MeO一㎜（⑳）　　　19000　　　　　25　　　　　　　　Solvent　d岨t図on　B　　　　　　　134，8±4．4

NFN5　　　　　　PLA－（MeOP欧XN））　　　27900　　　　　30　　　　　　　　Solvent　d征憾onC　　　　　　　　59，4±03

NPN6　　　　　　　PLA－（Meo・P回G（N））　　　19000　　　　　25　　　　　　　　　Solvent〔五任皿on　C　　　　　　　　71，5±〔16

NPLO2　　　　　　　　PLA＿（MdO－PE〕G（Cウ）　　　　10100　　　　　　73　　　　　　　　　　　Solvent〔縦t面onC　　　　　　　　　　5＆2±1，1

aThe　results　are　exDre⑨sed　as　the　mean土S．D．　rη＝3）

　Table豆一4より、液中乾燥法で調製したナノパーティクルは粒子径が

300－400nmであったのに対し、溶媒拡散法Aを用いて調製したナノパーティク

ルは粒子径240nmであった。また、溶媒拡散法Bを用いた場合には、その粒

子径が100－140nmであった。アセトンと水の混液を使用し、さらに超音波処理

を行った溶媒拡散法Cを用いた場合、粒子径は50－80nmと最も小さいものと

なった。この結果により、今回調製したPLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクル

の粒子径は、ポリマーの分子量やPEGの導入率よりも調製法に依存することが

わかった。

　PLA－（MeO－PEG（0））を用いて溶媒拡散法AとCで調製したナノパーティクル

は、約60nmとほぼ同様の粒子径であることが判明した（Table　l－4）。
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Table　1隼5，

Comparison　ofelectric　surface　potential　of　PLA－（MeO－PEG）derivative　nanoparticles

Nampa血cles　　　R）lymer　　　　　　　　　MWn　ofp〔〕lyn蛤r　　　㎜PLA　　　　　Mean　diamg槍r（nm）　　　Zelapotenh品a（mV）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％，lmV㎜1）
NP－02　　　　　PLA＿（MeO－PEG（0））　　10100　　　　　　　73　　　　　　　58．2　　　　　　　　　－13．2

NP－N5　　　　　　PLA－（MeO・正胞G（N））　　　27900　　　　　　　　30　　　　　　　　59．4　　　　　　　　　　　－22．2

NP－N7　　　　　　PLA＿（MeO－P日G囚））　　　17900　　　　　　　　24　　　　　　　　62．3　　　　　　　　　　　－43．2

aThe　results　are　exDressed　as　the　mean土SD，‘η；1－2）

　Table　l－5には同程度の粒子径を示した各ナノパーティクルのゼータ電位を示

した。どのナノパーティクルも負電荷を帯びているものの、ポリマーの性質に

よりその電位が異なることがわかる。すなわち、PEGの導入率が低いものの方

がより高い負電荷を帯びている結果となった。

1－3－4　DiD封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルの調製と粒子特性

　DiD封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルは溶媒拡散法Bを用いて調製

した。この調製法を選択した理由として、Table　1－4に示したように、得られた

粒子が100－140nmの大きさを有することがある。この粒子の大きさは、PEGコ

ー ティングされたリボソームにおいて、固形がんに対するターゲティングには

最適な粒子径であるとの報告がなされている20）。

Table　l－6はDiD封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルの粒子径、DiD含有

率、ポリマーの回収率、DiDの回収率およびDiDの封入効率を示したものであ

る。Table　l－6の結果より、DiD封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルの粒

子径は218．5土2．l　nm、ポリマーの回収率は55．8±2．1％（w／w）、　DiDの含有率

2．7土o．3％、DiDの回収率は52．o土4．o％であった。また、　DiDの封入効率は
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96．1士10．3％（w／w）であった。

Table　l－6。

Particle　characteristics　of　DiD・containing　PLA－（MeO－PEG（N））nanoparticles　obtained　by　the　modified
solvent　diffusion　method　B

Mean　diameter（nm）　DiDcontent（％，　w／w）　Recove【y　of　polymer（％，　w／w）　Recove〔y　of（％，　w／w）　Incorporation　ef6ciency（％）

218．5±2．1　　　　　　　　2．7土03　　　　　　　　　　　55．8±2．0　　　　　　　　　　　　　　　52．0±4．0　　　　　　．　　　96．1士10．3

All　the　results　are　exoressed　as　the　mean　±　SD，　fη＝3、，
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1－4　考察

　PLA－PEG　diblock　copolymerl5’16）、　poly（1－1actide）－PEG－poly（1－lactide）triblock

copolymer21）、　PLGA－PEG－PLGA　triblock　copolymer22）などのPLA誘導体は、ナ

ノパーティクルの水性懸濁液を安定化させることで注目を集めている。また、

PLAはその生体内適合性および生体内分解性より、薬物担体としてしばしば選

択される。しかしながら、PLAのみからなるナノパーティクルは脂溶性である

点とオプソニン化を受けやすい性質により、急速に全身クリアランスの影響を

受ける15・16・23’26）。しかしながら、PLAナノパーティクルの表面構造を改善す

ることで、その薬物動態的性質を変えることができる。ナノパーティクルをブ

ロックコポリマーで調製すると、その表面に形成されるPEG層により補体や細

胞表面への接触を抑えることができ、その結果血中滞留性を向上させることが

できると報告されている15’16’25）。このような脂溶性ポリマーとPEGからなる

ブロックコポリマーで調製されたナノパーティクルは、固形腫瘍などの病巣部

位に対し、EPR効果による受動的ターゲティングに応用されている7’27）。

PEG－PLAナノパーティクルを薬物担体として使用することで、抗悪性腫瘍薬の

効果を大幅に改善できたという報告もある28）。

　高分子やリボソームなどの担体は、糖鎖や抗体などで修飾することが既に試

みられている。そのような修飾により高分子薬物複合体や薬物封入リボソーム

の薬物動態的特性は改善される。近年、高分子ナノパーティクルにより良い機

能を付加するために、PLA－PEGの改良がさらに試みられ、　PLA－PEGがナノパ
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一 ティクルの生物学的特性を変化させることが報告されている2’17’19）。そこで

本研究では、様々なPLA誘導体を容易に得られる合成法について検討した。す

なわち、PLAを容易に修飾できるように、　PLAの末端を反応性が高く有用なア

ルデヒドで修飾したPLA（PLA－aldehyde）の合成法について試みた。

　はじめにPLAの末端にアセタールを導入するために、acetaldehyde

diethylacetal　bromideを直接PLAに導入することを試みたが、十分な結果が得

られなかった。一方、3，3－diethoxy－1－propanolを開始剤としたDL一ラクチドの開

環重合による反応では、アセタールの導入率が30－80％（mol／mol）という結果が

得られた。また反応温度が高いほど高い導入率と重合度が得られ、160℃が至適

温度と考えられた。すなわち、高温下において重合が促進されると考えられる。

しかしながら、誘導体化は完全には行われず、ロットによってアセタールの導

入率や重合度に変化の生じることが確認された。副反応物質として得られたも

のはPLAであり、これは開環してしまったDL一ラクチドもしくは周辺に存在す

る水分子が開始剤となり得られたものであると考えられる。

　PLA・aldehydeはPLA・acetalを加水分解することにより得られた。しかしな

がら、HC1水溶液による単純なPLA・acetalの加水分解では、　PLA・aldehyde

は十分に得られなかった。この理由としてPLA・acetalの水に対する溶解度が

低いことが考えられた。そこで、PLA・acetalをアセトン・HCI水溶液の混液中

に懸濁させることで、PLAの分解を抑制して、効率よくホルミル基へ変換させ

ることができた。アセタールからアルデヒドへの変換効率は約80％（mol／mol）
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であったが、ロットによって多少変換効率に相違がみられた。以上の結果より、

アセタールが完全に変換されていないことから、得られたポリマー中には

PLA・acetalまたは加水分解された3，3・diethoxy・1・propano1や分解したPLAが

ある程度混在しているものと考えられる。得られたPLA・aldehydeを1H・NMR

により測定したところ、PLA部位の重合度は出発物質であるPLA・acetalのそ

れとほぼ同じ値が算出された。この結果より、PLA部位が分解することなく、

アセタールからアルデヒドへ変換することができたと考えられる。

　Borchらの報告を参考とし29）、　PLA－aldehydeにMeO－PEG（N）を導入する際に

行う還元アミノ化はpH　6－7で行った。　Table　l－1に示したように、他の処方より

も処方5の条件において、3，3－diethoxy－1－propanolを効率よくPLAに導入でき

た。従って、以後PLA－（MeO－PEG（N））を還元アミノ化で合成する際は、処方5

で得られたPLA－aceta1を使用することとした。本研究で検討した

PLA－（MeO－PEG（N））の合成法および精製法により、未反応のMeO－PEG（N）はほぼ

完全に取り除かれていると考えられる。また、GPCにより測定された分子量

MWGpcとMWnとの間には良好な対応がみられたことから、GPCによってPLA

誘導体の精製および分子量の算出が可能であることがわかった（Fig．1－3、Table

l－2）。PLAに対するMeO－PEG（N）の導入率は25－40％（mol／mol）だったが、還元

アミノ化のみの反応率は、最高で80％（mol／mol）近くを示した（Table　l－3）。しか

しながら、MeO－PEG（N）がPLAに完全に導入されなかったのは、ホルミル基自

体が還元を受けてしまったか、ホルミル基がエステル結合と接触することによ
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り、部分的に開裂してしまった可能性が考えられた。一方、Me－PEG（0）を開始

剤として開環重合法により合成されたPLA－（MeO－PEG（0））は、　PEGの導入率が

70－80％（mol／mol）であった。この反応は一段階で行える上、高いPEGの導入率

を得ることができた（Table　1－3）。

　PLA－（MeO－PEG（N））より調製したナノパーティクルは、調製法により異なる粒

子特性を示した。また、粒子径は基剤であるポリマーの分子量やMeO－PEG（N）

の導入率よりも、調製法による影響を強く受けることがわかった（Table　l－4）。

すなわち、液中乾燥法を用いると粒子径が大きくなる傾向がみられた。さらに

アセトンに水を滴下する溶媒拡散法Aを用いても粒子径は大きくなった。　一

方、PLA－（MeO－PEG（0））を用いた場合、溶媒拡散法Aで調製してもより小さい

粒子径を示した。Bazileらによれば、　PLA－（MeO－PEG（0））とPLAでナノパーテ

ィクルを調製する際、PLAの比率がPLA－（MeO－PEG（0））より高くなると粒子径

が大きくなる16）。従って、PLA－（MeO－PEG（N））はPLA－（MeO－PEG（0））より

MeO－PEGの導入率が低く、ゆえにそれを用いたナノパーティクルの粒子径も、

後者より前者の方が大きくなったものと考えられる。これらの現象は粒子表面

上のPEG密度に関係しているものと考えられる。溶媒拡散法BおよびCを用

いると粒子径は小さくなり、超音波処理をすることにより、さらに粒子径を小

さくすることができた。しかしながら、溶媒拡散法Cで調製した

PLA－（MeO－PEG（0））のナノパーティクルは、溶媒拡散法Aで調製した粒子と、

粒子径に相違は見られなかった。PEGの導入率の少ないPLA－（MeO－PEG（N））は
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調製法による影響を受けやすく、PLA－（MeO－PEG（0））は溶媒拡散法Aにおいて

も小さな粒子径を示し、溶媒拡散法Cにおいてもあまり粒子径に影響がなかっ

たものと考えられる。

　ゼータ電位は約60nmの粒子を用いて測定した。　Table　l－5より

PLA－（MeO－PEG（O））は高いゼータ電位を示した。これは、エステル結合により結

合しているMeO－PEG（0）が負電荷を有する末端のカルボキシ基をマスクしてし

まったためと考えられる。PLA－（MeO－PEG（N））で調製した粒子に関しては、

MeO－PEG（N）の導入率が高い方がゼータ電位も高い結果となった。しかしなが

ら、たとえMeO－PEG（N）が正電荷の要因であったにせよ、基剤である

PLA－（MeO－PEG（N））はその導入率が低いため、　PLA－（MeO－PEG（N））のナノパーテ

ィクルではPLA－（MeO－PEG（0））のナノパーティクルよりも高いゼータ電位は得

られなかった。

　Table　l－4より、溶媒拡散法Bで調製したPLA－（MeO－PEG（N））のナノパーティ

クルは固形腫瘍への受動的ターゲティングに有用な100－140nmの粒子径を有

することから、DiD封入PLA－（MeO－PEG（N））のナノパーティクルも溶媒拡散法B

によって調製した20）。しかしながら、DiD封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーテ

ィクルは、未封入のPLA－（MeO－PEG（N））より大きな粒子径を示した。このDiD

封入PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルの粒子径（約220　nm）は、最適とは言

えないが十分に受動的ターゲティングを行える大きさであると考えられる20）。

粒子が大きくなった原因として、封入したDiDが影響したものと考えられる。
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従って、薬物をナノパーティクルに封入する際は、粒子径の変化について注意

を払うべきであると言える。今回使用した脂溶性蛍光色素であるDiDの

PLA－（MeO－PEG（N））ナノパーティクルに対する封入効率は、非常に高いものとな

った（Table　l－6）。また、粒子化の際、ポリマーやDiDの回収率もそれぞれ高か

った（Table　l－6）。この結果より、PLA－（MeO－PEG（N））には脂溶性薬物を効率よく

封入できることが示唆された。

　PLA－aldehydeに対し蛍光ヒドラジン誘導体やpolyethylene　glycol　diamineなど

の導入を試みた際に、これらの分子はPLA－aldehydeに、効率よく導入された（未

発表データ）。PLA－aldehydeと蛍光ヒドラジン誘導体などとの反応は、撹拝する

だけで進行し、得られた結合体は蛍光を発することから、in　vivoにおいてPLA

自体の動態を検討するのに非常に有用であると考えられる。また、PLA－aldehyde

とpolyethylene　glycol　diamineから還元アミノ化によりPLA誘導体が合成でき

ることから、PLA－aldehydeが他のブロックコポリマーを合成するのに利用でき

ることが証明された。

　以上より、本検討における試みは、DDSにおける薬物担体としてのPLA誘

導体の開発や、PLA誘導体を基剤としたナノパーティクルのin　vivoにおける動

態を検討するのに有用であることが示唆された。
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1－5　　ノ」・‡舌

　新規に開発した末端にアセタールを有するPLA（PLA－acetal）は、DL一ラクチド

の開環重合により効率よく合成することができた。また、PLA－acetalはそのア

セタール部位を効率よくアルデヒドに変換することができ、末端にアルデヒド

を有するPLA（PLA－aldehyde）を得ることができた。

　PLA－aldehydeを用いることにより、PLAにアミノ基を有する化合物を還元ア

ミノ化により合成することができる。PLA－aldehydeとMeO－PEG－NH2の還元ア

ミノ化により得られたPLA－（MeO－PEG（N））から、粒子径60－340　nmのナノパー

ティクルを調製することができ、その粒子径は調製法により左右された。

PLA－（MeO－PEG－（N））ナノパーティクルにDiDを効率よく封入することができ、

その粒子径は受動的ターゲティングに十分な大きさであった。

　以上の結果より、PLA－aldehydeは新たなPLA誘導体を得るために有用であり、

本研究で得られたPLA－（MeO－PEG）は高分子ナノパーティクルの調製に利用で

きることが示唆された。
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第2章　PLA－（MeO－PEG）を基剤としたナノパーティクルのin　vitroおよびin

　　　vivOにおける特性

2－1　序論

　第1章ではPLAの末端にアルデヒド導入した誘導体（PLA・aldehyde）を合成

し、そのアルデヒドとアミノ基を還元することで、あらたなPLA誘導体を合成

することを試みた。反応にはPLA・aldehydeとMeO・PEG・NH2を用いてPLA

にMeO・PEGを導入し、その誘導体を用いてナノパーティクル基剤としての応

用性について検討した。しかしながら、反応に用いたPLA・aldehydeのアルデ

ヒド導入率から考えると、得られたPLA・（MeO・PEG）のMeO・PEG導入率はそ

れほど高くないという結果となった。

　そこで本章では、合成法やGPCでの精製法などの改善について検討し、

MeO・PEG・NH2の導入率を高めることを試みた。合成法に関しては、反応溶媒

を再検討し、安定に反応が進む混液の組成について検討した。またGPCに関

しては、ろ液を分取するポイントについて検討した。さらに、得られた

PLA・（MeO・PEG）を基剤として、ナノパーティクルの調製条件について検討し

た。その際、脂溶性蛍光物質であるDiDをモデル薬物として粒子内に封入し、

得られたDiD封入ナノパーティクルについてその粒子特性を検討した。また、

DiD封入ナノパーティクルをddY系、6週齢の雄性正常マウスに尾静脈内投与

し、DiDの体内分布を探ることで、ナノパーティクルの体内分布について検討

を行った。
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2－2　実験の部

2－2－1試料および試薬

　MeO－PEG－NH2（MW　2，000）、3，3－diethoxy－1－propanolおよびオクチル酸スズは

シグマーアルドリッチ社（USA）、　DL一ラクチド（東京化成工業）、　DiDはMolecular

Probe社（USA）のものを使用した。その他の試薬は、すべて市販の特級品を使用

した。

2－2－2　動物

　動物実験には、ddY系雄性マウス（6－7週齢、約30g）を東京実験動物株式会社

より購入して使用した。

　なお、動物実験は星薬科大学動物実験ガイドラインに基づいて行なった。

2－2－3　ポリマー合成

　これまでの結果に基づき、末端にアセタールを有するポリ乳酸（PLA－acetal）

は開環重合法により合成し、末端にアルデヒドを有するポリ乳酸

（PLA－aldehyde）はPLA－acetalを加水分解することで得た30）。酢酸エチルからの

再結晶により精製したDL一ラクチド6gと3，3一ジエトキシー1一プロパノール50

mgを窒素置換した三ロフラスコ内に入れ、無水トルエン45　mLを加え200　rpm

で撹拝し、オイルバス中160℃で完全に溶解した。そこへ、無水トルエン5mL

に溶かしたオクチル酸スズ309を加え、約5時間160℃で加熱還流を行った。
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還流終了後反応を完了させるため冷却し、1日放置した。その後60℃でロータ

リーエバボレーターによりトルエンを完全に留去し、残留物にジクロロメタン

120mLを加え完全に溶解し吸引ろ過を行った。得られたろ液は60℃の激しく

撹持（400rpm）した精製水200　mL中に投入した後、ジクロロメタンを蒸発させ

再沈殿させた。さらに一晩放置した後、水相を除去することで沈殿物を採取し

た。その後、沈殿物をジクロロメタンに再溶解し、水分を無水硫酸ナトリウム

を使って完全に取り除き、溶媒を留去してPLA－acetalを得た。出来上がったも

のは実際にはPLA－acetalとPLAの混合物であるが、そのものをPLA－acetal（n）

として用いた（nはロット番号）。

　PLA－aldehydeはPLA－acetalを加水分解することで得た。　PLA－acetal　200　mg

をアセトン80mLに溶解し、そこに2％（w／v）HCIを30　mL加えることで懸濁

させ、室温で24時間マグネチックスターラーを用いて撹拝した。これにより

PLA－acetalのアセタールを酸加水分解によりホルミル基に変換した。反応後、

アセトンを除去することで沈殿物を得た。次に沈殿物を採取し、80mLのアセ

トンに溶解し、2％（w／v）HCI30mLを加え撹拝し、上記の工程を2回繰り返し

た。最後に採取した沈殿物は水で洗い、乾燥させることでPLA－aldehydeを得た。

PLA－acetalと同様に、得られたものはPLA－aldehydeとPLAを含んでいるが、

これをPLA－aldehyde（n）とした（nはロット番号）。

　PLA・（MeO－PEG）は、　PLA－aldehydeとMeO－PEG－NH2を還元アミノ化すること

で得られた。PLA－aldehyde　200　mg、　MeO－PEG－NH2300　mg、シアノ水素化ホウ
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素ナトリウム25mgを、ジクロロメタン／メタノール（1：1、　v／v）混液25　mLに

溶解し、室温で24時間撹絆した。この反応中pHは6－7を保っように0．INHCl

と0．1NNaOHを用いて調整した。反応後は有機溶媒を完全に留去し、残った

懸濁液を凍結乾燥した。その後、凍結乾燥したものをクロロホルムに溶解し、

HPLCを用いたGPCと限外ろ過を行った。　GPCの分離法については、　Fig．2－1

に示すように開始点より、A、　B、　Cの三点までそれぞれろ液を採取した。

　　　　　　　　　　　　　撫dpoiが
ハ
ー　　　　　　　　　　　　　　　r｛へ
巴

　　　　　　　　　　　　ABC
髪

曇　　s紺繭・　；；1
毒　　　　　：　　　　▼；1
喜

　　　　　　　　　　　　　　　Flution　volUme

Fig．2－1．　Separation　manner　of　the　product　after　reductive　amination　between　PLA・aldehyde　and
MeO－PEG（N），　The　starting　point　for　collection　is　the　same，　but　the　end　point　for　the　fractions

collected　are　different（A，　B　and　C）．

　ろ液は、エバボレーターにより溶媒を除去し、得られた残留物をアセトンに

溶解した。そのアセトン溶液に水を加えて懸濁させ、アセトンをエバボレータ

ー により除去した。その後、懸濁液につき分子量10，000以上の物質を除去でき

る膜を使用して限外濾過を行った。この溶解から限外濾過までの工程を2回行

った。限外濾過を行った水性懸濁液を凍結乾燥することで、PLA－（MeO－PEG）を
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得た。得られたポリマーはPLA－（MeO－PEG）とPLAの混合物であるが、

PLA－（MeO－PEG）（n）と表記することとした（nはロット番号）。　PLA－（MeO－PEG）と

PLAの混合物であるPLA－（MeO－PEG）（n）は、以後の実験においてそのまま使用

することとした。

2－2－4　1H－NMRとゲル浸透クロマトグラフィー

　PLA誘導体の化学構造はJEOL　JNM－GX270　spectrometer（JEOL）により測定し

て得たIH－NMRスペクトルにより確認した。PLA誘導体のPLA部位の重合度は、

lH－NMRスペクトルにおけるPLA鎖の末端のメチンのプロトンとその他のメチ

ンのプロトン積分強度の比率より算出した。また、MWnも重合度より算出した。

PLAに対するdiethylacetal、ホルミル基、　MeO－PEG－NH2の導入率についても、

lH－NMRスペクトルから算出した。すなわち、　PLA末端にあるメチンのプロト

ンと導入した部位特有の積分強度より算出した。

　GPCを用いて室温で、ポリマーの精製を行った。以前の報告と同様に31）、

GPCのカラムにはGPC　K－800（8　mm×300　mm，Shodex）及びGPC　K－2003（20　mm

×300mm，Shodex）を用い、移動相としてクロロホルムを選択し、PLA誘導体の

精製を行った。HPLCのポンプとしてLC－6AD（島津製作所）を用い、検出器は示

差屈折分光光度計（RID－10A，島津製作所）を用いた。その他の条件として、移動

相の流速はGPC　K－800もしくはGPC　K－2003を用いた場合、各々1または3．5

mL／minとし、分子量の異なるポリスチレン（昭和電工株式会社）を分子量の標準
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品として使用した。

2－2－5　未封入およびDiD封入ナノパーティクルの調製

　本検討において、DiDを封入していない未封入のナノパーティクルとDiD封

入ナノパーティクルを、PLA－（MeO－PEG）（n）を用いて調製した。未封入のナノパ

ー ティクルは以下に示すように溶媒拡散法で調製した。すなわち、

PLA－（MeO－PEG）（n）30mgをアセトン2mLとエタノールlmLの混液に溶解し、

その溶液を撹拝中の精製水5mLに徐々に滴下した。有機溶媒を18℃でエバポ

レーターにより除去することで、ナノパーティクルの水性懸濁液を得た。DiD

封入ナノパーティクルの調製法を以下に示す。PLA－（MeO－PEG）（n）30mgとDiD

lmgをアセトンlmLとエタノール05mLの混液に溶解し、その溶液を撹拝中

の精製水5mLに徐々に滴下した。次に、18℃でエバボレーターにより有機溶

媒を除去することで、ナノパーティクルの水性懸濁液を得た。得られたナノパ

ー ティクルは0．45％塩化ナトリウム溶液を移動相としてSephadex　G－50で調製

したカラム（2．5cm×15cm）によりゲルろ過を行い、未封入のDiDを取り除いた。

得られたナノパーティクルはアセトンに溶解し、紫外可視分光光度計を用い

644nmの波長で測定し、封入されているDiD量を算出した。さらに残渣を重ク

ロロホルムに溶解し、4－methoxyacetophenoneを基準物質として加え、　IH－NMR

により測定した。IH－NMRの測定結果より、PLA部位のメチンのプロトンと

4－methoxyacetophenoneのアセチル基のメチンのプロトンの積分強度を比較す
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ることでポリマー量を算出し、そこから粒子調製に使用したポリマー（PLAおよ

びPLA－（MeO－PEG））の回収率を求めた。また、得られた結果よりDiDの含有率、

DiDの封入効率を算出した。　DiDの封入効率は、　DiD含有率の実測値と理論値

の比率により求めた。

2－2－6　1n　vitroにおけるナノパーティクルの特性

　ナノパーティクルの粒子径およびゼータ電位は、ELS－800動的光散乱光度計

（大塚電子株式会社）により測定した。また、JEOL　JEM－1011transmission　electron

microscope（日本電子株式会社）を使用し、ナノパーティクルを観察した。観察

にあたりサンプルはナノパーティクルを3％（w／v）ウラニル酸尿素水溶液により

染色し、銅のグリッドに設置したものを使用した。

　さらにin　vitroにおいて、ナノパーティクルからのDiDの放出を測定した。

濃度を0．084、0．21、0．42mg／mLとした3種のDiD封入ナノパーティクルの懸

濁液をPBSとエタノールの混液（7：3、　v／v）中で、37℃、60　strokes／minでイン

キュベートした。次に1、5、24時間後にサンプリングし、40，000rpm（15×104

×g）で20分超遠心分離を行った。その後上清を採取し、放出されたDiD量を

Beckman　DU－640　spectrophotometerを用い644　nmの波長にて測定し算出した。
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2－2－7　体内分布の検討

　DiD封入ナノパーティクル（DiD量として18μg）をo．45％塩化ナトリウム水溶

液に懸濁したものを0．3mL、またはDiDをDMSOと生理食塩水の混液（10：1、

v／v）に溶解したDiD溶液（DiD量として18μg）0．04　mLをマウスに尾静脈内投与

した。投与後、1、8、24時間に頸椎脱臼処置をしたマウスの心臓から、ヘパリ

ンで前処理したシリンジを使用して採血し、腎臓、脾蔵、肺、肝臓を摘出した。

血液は3，000rpm（1700×g）、10分間遠心分離することで血漿を得、その0．lmL

にアセトンlmLを加えた。血漿とアセトンの混液をボルテックスミキサーに

より3分間撹幹したのち、3，000rpm、15分間遠心分離し、上清を得た。摘出し

た臓器については、ろ紙により拭き取った後、臓器と同重量の生理食塩水を加

え、ホモジネーターによりホモジネート液を調製した。得られたホモジネート

液をアセトンで5．5倍（v／v）に希釈し、3分間ボルテックスミキサーで撹拝した。

次にその混液を3，000rpm、15分間遠心分離し上清を得た。得られた上清は希

釈し、JASCO　FP－777分光蛍光光度計（日本分光株式会社）によって励起波長

644nm、蛍光波長677　nmの条件でDiDの蛍光強度を測定し、検量線からDiD

濃度を算出した。DiDの回収率における検討は、既定濃度のナノパーティクル

懸濁液を新鮮な血漿と組織に添加し、分布実験と同様の操作法で処置した。そ

の後、得られた上清のDiD濃度を測定した。この結果より、実験操作における

回収率は高いことが確認され、実験における測定値はそのまま使用することと

した。

34



2－2－8　血漿と血球におけるDiDの分布

　2－2－7と同様の実験操作により、血液を採取した。DMSOと生理食塩水の混液

（10：1、v／v）により、DiDを0．225、0．45、2．25μg／mLの各濃度で溶解したDiD

溶液0．Ol　mLを血液0．5mLに加え、ボルテックスミキサーで10秒間撹拝した。

それを5分間37℃でインキュベートし、その後3，000rpm（1700×g）、10分間遠

心分離を行った。得られたDiDを含有する血漿は2－2－7と同様の実験操作によ

り処理し、蛍光強度からDiDの濃度を測定し、血液中での分布を測定した。
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2－3　結果及び考察

2－3－1　PLA－（MeO－PEG）の合成とその特性

　Table　2－1に、PLA－aldehyde（n）のMWn、ホルミル基およびMeO－PEGの導入率

を示した。IH－NMRスペクトル（cDcl3）により測定すると、4．32（q，」＝7Hz），

5．05－5．30（m）および9．72（s）にそれぞれ特徴的なプロトンのピークが得られ、

その積分強度の比率はPLA－aldehyde（1）：1／99／0．70、　PLA－aldehyde（2）：1／186／0．60、

PLA・aldehyde（3）：1／154／0．55、PLAaldehyde（4）ll／221／0．55であった。

PLA－MeO－PEGの分子量およびPLAに対するMeO－PEGの導入率もIH－NMRス

ペクトル（cDcl3）に基づいて算出した。　IH－NMRスペクトルには3．61（s），4．32（q，

」＝7Hz）および5．03－5．30（m）に特徴的なプロトンのピークが認められ、その積

分強度の比率は、それぞれPLA－（MeO－PEG）（1）：43／1／223、　PLA－（MeO－PEG）（2）：

54／1／363、PLA－（MeO－PEG）（3）：65／1／159、　PLA－（MeO－PEG）（4）199／1／216であ

った。

Table　2－1，

Characteristics　of　the　products　obtained　by　reductive　amination　of　PLA－aldehyde　and　MeO－PEG　amine

㎞h膿t　　　　　　　　PLA・証debydeし駅d　　　　　　　　（b曲60n　　　　　　　　　　　　　　　　HA＿（Me（｝P且9　PlodしK（姐

　　　　　　　　MWn　　　Fb1Wl頭o　　　品lvel酋　　　　　融㎞olu悩咀・　　MWn　　　H蔓】／PLA
　　　　　　　　　　　　（％，II鋤noD　　　　　　　　　　　of　Iirst　pe泳8　　　　　　　　　　（％，　ImU㎜D

PLA＿（MeOPEG）（1）790071）　THF噸）H　A　 179（X）24
PL矢＿（M60P㏄）②　　　　　1：迅00　　　　00　　　　　　　　THF－M杖）H　　　　　　A　　　　　　　　　　　2紛OD　　　　l幻

PLA－（Md｝㎜）（3）　　　　mOO　　　　55　　　　　　　　　CH2α2－MCOH　　　　B　　　　　　　　　　　14400　　　　36
PLA－（MeOP鵬）（4）　　　　1599D　　　　55　　　　　　　　　C1セα2－MeOH　　　　C　　　　　　　　　　　17400　　　　55

aA，　B　and　C　represent　the　fractions　from　the　Start　point　to　the　end　points　A，　B　and　C　were　collected．

これまで、PLA－（MeO－PEG）の調製は、　PLA－aldehydeとMeO－PEG－NH2との間
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にシッフ塩基を形成させ、そのシッフ塩基を還元剤にシアノ水素化ホウ素ナト

リウムを用いた還元アミノ化により結合させて行った30）。しかしながら、反応

条件や精製方法などの問題により、PLAに対するMeO－PEG－NH2の導入率はそ

れほど高くなかったため、反応条件と精製法を再検討した。これまでの検討に

おいて、還元アミノ化を行う際の溶媒はテトラヒドロフランとメタノールの混

液（1：1、v／v）を用い、　pHを0」NHCIと0．l　NNaOHで調整し、未反応の

MeO－PEG－NH2と完全に分離するために、かなり高い分子量のところでゲルろ過

によりポリマーを分取していた（Fig．2－1）。しかしながら、この方法ではpHを

6－7に安定して保つことが難しく、さらにはポリマーの分解を引き起こしてし

まうことが判明した。従って、ホルミル基を利用したPLAに対する

MeO－PEG－NH2の導入率が低いものとなったと考えられる。この還元アミノ化反

応において至適pHでの安定化が重要であるとの報告があるように29）、条件の

不安定さが反応の進行を妨げていたと考えられる。さらに、MeO－PEG－NH2の導

入率の低さの理由として、分取するポイントがかなり高分子側であったことも

考えられる。実際Table　2－1より、ポイントAまで分取したPLA－（MeO－PEG）と

PLAは高い分子量を示している。

　一方で、反応溶媒をジクロロメタンとメタノールの混液（1：1、V／V）に変更し

て還元アミノ化反応を行ったところ、0．1NHCIと0．INNaOHを用いて容易に

pH　6－7に調整できた。さらに、　GPCの分取ポイントも、　Fig．2－1に示したポイ

ントB、Cに変更した。その結果、PLAに対するMeO－PEGの導入率は各々36％、
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55％に増加した。また、得られたポリマーの分子量はPLA－aldehydeの分子量と

良好な対応がみられた。Table　2－1のPLA－（MeO－PEG）（3）とPLA－（MeO－PEG）（4）

の間におけるMeO－PEG導入率の相違は、分取するポイントの相違によるもの

と考えられる。PLA－（MeO－PEG）（1）およびPLA－（MeO－PEG）（2）の結果より、

PLA－（MeO－PEG）はPLAが含まれている最初のピークの比較的分子量が低い部

分に存在していることが考えられる。また、PLA－（MeO－PEG）（4）の合成を繰り返

し行ったところ（n＝2）、得られたものは比較的同等のMeO－PEGの導入率およ

び分子量を示した。以上の結果より、反応条件および精製法は

PLA－（MeO－PEG）（4）のものが最適であり、この反応におけるPLA－aldehyde（4）と

MeO－PEGの回収率も約50％へと改善された。

Table　2－2．

Physicochemical　characteristics　of　plain　nanoparticles

N㎜頭cl巴　　　PLA－（Md〔｝PEG）（吋　　　M田Il　　　　Zeta一

　　　　　　　　　　　　㎞1蛤tαa　　　pt㎝翻a
　　　　　　　　　　　　（㎜り（mV）
NPI　　　　　　PLA－（MdぴP珊HD　　　62．3　　　　－43．2
NP2　　　　　　PLA＿（MdOP鵬）②　　　　59．4　　　　－22．2

㎜　　　　　　　PLA＿（Md｝P鵬）（4）　　112、1　　　　　22．8

aThese　are　shown　as　the　mean　value（η＝2）．

2－3－2　1n　vitroにおける、未封入およびDiD封入ナノパーティクルの粒子特性

　未封入のナノパーティクルはPLA－（MeO－PEG）（1）、（2）、（4）を用いて溶媒拡散

法により調製した。その粒子径は、動的光散乱法により測定した。Table　2－2に

は平均粒子径とゼータ電位を示した。
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　PLA－（MeO－PEG）（4）により調製したナノパーティクルは他のものより大きく

なり、平均粒子径が100nm以上であった。これはPLA－（MeO－PEG）（4）の分子量

の分布が広かったために、粒子径が大きくなったものと考えられる。また、

PLA－（MeO－PEG）（4）は第二級アミンをPLAに対して55％も有していることから、

ナノパーティクルがプラスに帯電したものと考えられる。

Table　2－3．

Physicochemical　characteristics　ofDiD－loaded　nanoparticles

Nanopartlcles　　　　　PLA－（Me（十PEGXn）　　　　　Drug　content（％，w／w）　　　　　EncapsulaUon　emciency（％）　　　　　Mean　dlameter（nm）

NP4　　　　　　　　　PIA－（Md十Pl彊X3）　　　　　3．2±α3　　　　　　　　　　　99．2士9．6　　　　　　　　　　　　　188．6±1a6
1価　　　　　　　　　　　　　　　P［A－（M←〔｝蹴X4）　　　　　　　　　2．9±0、0　　　　　　　　　　　　　　　　　95．3士　L2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　154．3土3、1

The　results　are　shown　as　the　mean±SD，（η＝3）．

　Table　2－3にDiD封入ナノパーティクルの粒子特性を示す。　DiD封入ナノパー

ティクルの平均粒子径は、未封入のものに比べて大きくなる結果となった。ま

た、DiDは効率的にナノパーティクルに封入されていることが判明した。　NP5

の粒子について測定したゼータ電位は5．2mVであった。　PLA－（MeO－PEG）（4）を

用いたDiD封入ナノパーティクルを重クロロホルムに溶解し、1H－NMRを測定

した。その結果、PLAに対するPLA－（MeO－PEG）の比率は、　PLA－（MeO－PEG）（4）

に比べ減少していた（未発表データ）。粒子径とPLA－（MeO－PEG）の含有率におけ

る相違が、未封入およびDiD封入ナノパーティクルのゼータ電位の相違を引き

起こしたのではないかと考えられる。

　Fig．2－2には、　PLA－（MeO－PEG）（3）を用いた未封入およびDiD封入ナノパーテ

ィクルの透過型電子顕微鏡写真を示す。DiD封入ナノパーティクルの写真中の
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粒子径は、動的光散乱法を用いたものと良好な対応が得られた。さらに、未封

入のナノパーティクルは、動的光散乱法による測定では平均150nmを示した

が、これもFig．2－2の結果と同様の大きさであった。

　　　　　　Noo・10窃ded　　　　　　　　　　　　　　　　　　DiD－Ioaded

Fig．2－2．　TEMmicrographs　ofnon・loaded　and　DiD－loaded　PLA－（MeO－PEG）
nanoparticles　PLA－（MeO・PEG）（3）was　used　for　the　preparation　of　both　the
nanoparticles．
The　length　ofthe　white　bar　is　200　nm，

　In　vitroにおけるナノパーティクルからのDiDの放出試、験は、　NP5をPBSと

エタノール（7：3、v／v）混液中、37℃でインキュベートして行った。インキュベ

ー ト開始から1、4、24時間後において、溶出したDiDは各々1％（w／w）以下で

あり（未発表データ）、そのナノパーティクルを超遠心により沈殿させると、DiD

特有の青色はほぼ完全にナノパーティクル内に残存していた。以上より、DiD

はナノパーティクル内に残留しやすいことがわかった。これは、DiDの脂溶性

が高く、ナノパーティクルのコアであるPLAに安定に封入されているためと考

えられる。さらに、通常のPEG－PLAを用いたナノパーティクル内にDiDが封
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入されることにより、細胞へ移行し難くなるとの報告がある24）。以上のことよ

り、DiDの体内分布がナノパーティクルの体内分布を正確に反映するというこ

とが示唆された。

2－3－3　尾静脈内投与後のDiDの体内分布

　DiD溶液およびDiD封入ナノパーティクル（NP4、　NP5）を体内分布の実験に使

用した。Fig．2－3はマウスにDiDとして0．6　mg／kgを尾静脈内投与後の、血漿お

よび主要組織における総DiD濃度（遊離および封入）を測定した結果である。

　　NP4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NP5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DiD　solution

　　　　　ロ1h　囲8h　■24h　　　　　　　ロlh　Z8h　■24h　　　　　　　　　ロlh圏8h．24h
　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△o
L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 』　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トづ

＿　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　40

旨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∈
＾む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遠
ぴユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロリ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
ユコ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 リ

よ2°　　　　　　　よ2°　　　　　　よ・・

　　　　　　　　　　　　　む
　　Plasma　Kidney　Spleen　L⊥’ng　Live「　　　Pl・・m・Kid・ey　Spleen　L・ng　Li…　　　pl・・m・Kid・・y　Spl・・n　L・ng　Li…

　Fig．2－3．　Tissue　distribution　of　DiD　after　bolus　i．v．　injection　of　DiD－loaded　nanoparticles　and　DiD
　solution　at　a　dose　of　O．6　mg　DiD　equiv．／kg　in面ce．

　The　results　are　expressed　as　the　mean土S．E．（〃＝4），

　投与後1時間値および8時間値において、NP5では血漿におけるDiD値が

DiD溶液投与後に比べ、それぞれlo倍および5倍高い値を示した。また、　NP4

投与後の血漿におけるDiD値は、　DiD溶液投与後に比べ1時間、8時間におい

てそれぞれ8倍、4倍高い値を示した。投与後24時間において、両ナノパーテ
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イクルにおけるDiD値は、　DiD溶液に比べ低い値となった。以上の結果より、

両ナノパーティクルともゼータ電位がプラスであるにも関らず、血漿中にDiD

を滞留させ得ることが確認された。さらに、ナノパーティクルとして

MeO－PEG／PLAの比率が高いもの（NP5）を使用した場合、　DiDをより多く血漿に

滞留させられることがわかった。これは、ナノパーティクル表面の高いPEG密

度により、ナノパーティクルと細胞や生体内高分子などとの接触を抑制するこ

とができるとMosqueiraらやNguyenらが報告していることと合致する24・26）。

以上の結果より、MeO－PEG／PLAの比率の高いPLA－（MeO－PEG）とPLAの混合物

を用いてナノパーティクルを調製することで、血漿中に薬物をより多く残留さ

せ得ることが示唆された。DiD溶液を投与した場合、　DiDの肝臓への分布が高

くなる傾向がみられた。一方、ナノパーティクルを投与した場合、DiDは肝臓

および脾臓により多く分布する傾向がみられた。

　DiDは脂溶性が高いことから、　DiDは血漿を取り除いた血球の方に分布して

いると考えられた。Fig．2－4に示したように、　DiDの血液濃度が低い場合には、

血球中のDiD分布が増加している結果となった。従って、　DiDの血漿中濃度が

低くなると、より多く血球中に分布するものと考えられる。マウスの血球と血

漿の比率が3：5であることと、マウスの血液が77．8mL／kgであることから、

Fig．2－3に示したように、　DiD投与後にほとんどのDiDが血液や臓器から回収

できたものと考えられる。また、血球と血漿におけるDiDの分布を考えると、

投与後1時間においてナノパーティクルはDiD溶液に比べさらに高い値を示し
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Fig．2－4．　Partition　of　DID　between　plasma　and　blood　cells．　The　DiD　solution（0．Ol

ml）in　the　mixture　of　dimethyl　sulfoxide　and　saline（10：1，v／v）containing　O．225，
0．45and　2．25　g　were　added　to　O5　ml　ofthe　blood，　mixed　and　incubated　at　37℃，　then

the　plasma　was　separated　by　centrifugation．

The　results　are　expressed　as　the　mean±S．E．（η＝3）．

Each　value　in　parentheses　represents　the　mean　plasma　concentration，

ていることがわかる。ナノパーティクルにおけるかなり高い血中濃度は、他の

血中滞留性DDSに類似している。これらの結果より、本研究で調製したナノパ

ー ティクルは血漿中薬物滞留性を向上させることのできる担体として有用であ

ることが示唆され、固形腫瘍のような血管透過性の向上した部位にEPR効果を

用いて受動的ターゲティングを行えることがわかった7）。
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2－4　　小‡舌

　本検討では、PLA－（MeO－PEG）についてさらなる検討を行った。　PLA－aldehyde

とMeO－PEG－NH2を還元アミノ化する際に、ジクロロメタンとメタノールの混

液（1：1、v／v）を使用し、　GPCにおいて分取するポイントを変更することで、

PLA－（MeO－PEG）をより簡単に再現性よく得ることができた。　PLA－（MeO－PEG）と

PLAの混合物（55：45、mol／mol）を用いて調製したDiD封入ナノパーティクルは、

平均粒子径が154nmであり、ゼータ電位もわずかにプラス側であった。マウ

スに尾静脈内投与すると、ナノパーティクルはDiD溶液に比較してDiDをより

多く体内に滞留させた。以上のin　vitroおよびin　vivoの結果より、高い

MeO－PEG／PLA比を示したPLA－（MeO－PEG）で調製したナノパーティクルは、血

漿中薬物滞留性を有するDDSとして有用であることが示唆された。
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第3章PLA－Pyreneを封入したPLA－（MeO－PEG）ブロックコポリマーを基剤とし

　　　たナノパーティクルの調製と体内分布

3－1　序論

　第2章では、PLA誘導体の新規合成法の改善を行い、得られた

PLA－（MeO－PEG）を基剤として脂溶性蛍光色素であるDiDを封入したナノパー

ティクルを調製し、その粒子特性や体内動態などについて検討した。ナノパー

ティクルの体内分布については、実験結果より脂溶性のDiDがナノパーティク

ルの内殻に安定に封入されていることが確認できたため、DiDの分布を基にナ

ノパーティクルの分布を推察したものであった。しかしながら、血球や細胞な

どとの接触により、DiDがナノパーティクルから遊離している可能性は否定で

きず、DiD分布がナノパーティクルの分布を完全に反映しているとは断言でき

ないものと考えられる。

　そこで本章では、PLA一誘導体の合成法を応用し、PLAの末端に蛍光物質であ

るAminopyreneを導入した誘導体を合成し、このPLA蛍光誘導体を標識として

ナノパーティクルに封入し、ナノパーティクルの体内分布をより確実に検討す

ることを試みた。得られたPLA蛍光誘導体についてそのAminopyrene導入率や

蛍光波長について測定した。またナノパーティクルに封入し、その粒子特性に

ついて検討した。さらにddY系、6週齢、雄の正常マウスおよびSarcoma－180

を移植したddY系、7週齢の雄性担がんマウスに投与し、その体内分布につい
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て検討した。

3－2　実験の部

3－2－1　試料および試薬

MeO・PEG・NH2（MW　2，000）、3，3・diethoxy・1・propanolおよびオクチル酸スズは

シグマ・アルドリッチ社（USA）、DLラクチドは東京化成工業、DiDはMolecular

Probes社（USA）のものを使用した。その他の試薬は、すべて市販の特級品を使

用した。

3－2－2　動物

　動物実験には、ddY系雄性マウス（6－7週齢、約30g）を東京実験動物株式会社

より購入して使用した。

なお、動物実験は星薬科大学動物実験ガイドラインに基づいて行なった。

3－2－3　ポリマーの合成

　これまでの研究結果に従い、末端にアセタールを有するポリ乳酸（PLA－aceta1）

を開環重合法により合成し、末端にアルデヒドを有するポリ乳酸

（PLA－aldehyde）はPLA－acetalを加水分解することで得た30）。酢酸エチルからの

再結晶により精製したDL一ラクチド6gと3，3－diethoxy－1・propanol　50　mgを窒
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素置換した三ロフラスコ内に入れ、無水トルエン45mLを加え撹拝し、オイル

バス中160℃で完全に溶解した。そこへ、無水トルエン5mLに溶かしたオク

チル酸スズ30mgを加え、約5時間160℃で加熱還流を行った。還流終了後反

応を完了させるため冷却し、1日放置した。その後60℃でロータリーエバポレ

ー ターによりトルエンを完全に留去し、残留物にジクロロメタン120mLを加

え完全に溶解し吸引ろ過を行った。得られたろ液は60℃の激しく撹絆（400rpm）

した精製水200mL中に投入した後、ジクロロメタンを蒸発させ再沈殿させた。

さらに一晩放置した後、水相を除去することで沈殿物を採取した。その後、沈

殿物をジクロロメタンに再溶解し、水分を無水硫酸ナトリウムにより完全に取

り除き、溶媒を留去してPLA－acetalを得た。これはPLA－acetal（PLA／acetal、1：

1、mol／mol）とPLAの混合物であるが、そのものをPLA－acetalとして使用した。

　PLA－aldehydeはPLA－acetalを加水分解することで得た。すなわち、PLA－acetal

200mgをアセトン80　mLに溶解し、そこに2％（w／v）HCIを30　mL加えて懸濁

させ、室温で24時間マグネチックスターラーを用いて撹拝した。これにより

PLA－acetalのアセタールを酸加水分解によりホルミル基に変換した。反応後ア

セトンを除去することで沈殿物を得た。次に沈殿物を採取し、それを80mLの

アセトンに溶解し、2％（w／v）HC130mLを加え撹絆し、上記の工程を2回繰り

返した。最後に採取した沈殿物を水で洗い、乾燥させることでPLA－aldehyde

を得た。　PLA－acetalと同様に、得られたものはPLA－aldehyde（PLA／aldehyde、

1：1、mol／mol）とPLAを含んでいるが、これをPLA－aldehydeとして使用した。
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　PLA－（MeO－PEG）は、　PLA－aldehydeとMeO－PEG－NH2を還元アミノ化すること

で得られた30）。PLA－aldehyde　200　mg、　MeO－PEG－NH2300　mg、シアノ水素化ホ

ウ素ナトリウム25mgを、ジクロロメタン／メタノール（1：1、　v／v）混液25　mL

に溶解し、室温で24時間撹幹した。この反応中pH　6－7を保つように0．INHCl

と0．l　NNaOHを用いて調整した。反応後は有機溶媒を完全に留去し、残った

懸濁液を凍結乾燥した。その後、凍結乾燥したものをクロロホルムに溶解し、

HPLCを用いたGPCと限外ろ過を行った。　GPCについては、　MeO－PEG－NH2の

ピークの前まで分取した。得られたろ液は、エバボレーターにより溶媒を除去

し、残留物をアセトンに溶解した。そのアセトン溶液に水を加えることで懸濁

させ、アセトンをエバボレーターにより除去した。その後、懸濁液につき分子

量10，000以上の物質を除去できる膜を使用して限外濾過を行った。これらの溶

解から限外濾過までの工程を2回繰り返した。限外濾過を行った水性懸濁液を

凍結乾燥することで、PLA－（MeO－PEG）を得た。得られたポリマーは

PLA－（MeO－PEG）（PLA／MeO－PEG、1：1、　mol／mo1）とPLAの混合物であるが、

PLA－（MeO－PEG）と表記し、これ以上の精製はせず、以後の実験ではそのまま使

用した。

3－2－4　PLA－Pyreneの合成

　末端にピレンを有するPLA（PLA－Pyrene）はFig．3－1に示すように

PLA－（MeO－PEG）とほぼ同様の方法で合成した30）。　PLA－aldehyde（700　mg）、
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Aminopyrene（60　mg）、シアノ水素化ホウ素ナトリウム（82　mg）をジクロロメタン

とメタノールの混液（1：1、v／v）77　mLに溶解し室温で24時間撹拝した。その

際0．INのHCIとNaOHを用いてpH　6－7になるように調整した。反応後有機溶

媒を除去し、合成したものは沈殿物として取り出した。次に、得られた沈殿物

をアセトンとエタノールの混液（1：1、v／v）80　mLに溶解し、その後アセトンを

除去することで、再沈殿させた。この精製法を2回繰り返した。得られた沈殿

物はPLA－Pyrene（PLA／Pyrene、1：1、　mol／mol）とPLAの混合物であるが

PLA－Pyreneと表記し、これ以上は精製せず以後の実、験ではそのまま使用した。

　　　　　　　　　　　　　　コココエロペH斗。－1脇。－C巧C典i
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NaBH3CN
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　　　　　　　　　　PIA＿Pvrene

　　Fig．3・1．　Synthesis　and　chemical　structure　of　PLA－Pyrene
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3－2－5　1H－NMRとゲル浸透クロマトグラフィー

　PLA誘導体の化学構造はJEOL　JNM－GX270　spectrometer（JEOL）により測定し

たlH－NMRスペクトルにより確認した。　PLA誘導体のPLA部位の重合度は、

lH－NMRスペクトルにおけるPLA鎖の末端のメチンのプロトンとその他のメチ

ンのプロトン積分強度の比率より算出した。また、数平均分子量（MWn）も重合

度より算出した。PLAに対するdiethylacetal、ホルミル基、　MeO－PEG－NH2の

導入率についても、IH－NMRスペクトルから算出した。すなわち、　PLA末端に

あるメチンのプロトンと導入した部位特有の積分強度より算出した。

　前章と同様に、カラムにはGPC　K・800（8　mm×300　mm，　Shodex）またはGPC

K－2003（20mm　x　300　mm；Shodex）を用い、移動相としてクロロホルムを選択し、

GPCによりPLA誘導体の精製を行った30）。　HPLCのポンプとしてLC－6AD（島

津製作所）を用い、検出器は示差屈折分光光度計（RID－10A，島津製作所）を用い

た。その他の条件として、移動相の流速はGPCK－800またはGPCK－2003を用

いた場合、それぞれ1または3．5mL／minで行い、分子量の異なるポリスチレン

（昭和電工株式会社）を分子量の標準品として使用した。

3－2－6　PLA－Pyrene封入ナノパーティクルの調製

　PLA－Pyrene封入ナノパーティクルはPLA－（MeO－PEG）を用いて調製した。未

封入のナノパーティクルは以下のように調製した。PLA－（MeO－PEG）30mgをア

セトンlmLとエタノール0．5mLの混液に溶解し、その溶液を撹搾中の精製水
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2．5mLに徐々に滴下した。そして、有機溶媒を18℃でエバボレーターにより除

去することで、ナノパーティクルの水性懸濁液を得た。PLA－Pyrene封入ナノパ

ー ティクルの調製法を以下に示す。PLA－（MeO－PEG）（n）30　mgとPLA－Pyrene　g

mgをアセトンlmLとエタノール0．5　mLの混液に溶解し、その溶液を撹拝中

の精製水5mLに徐々に滴下した。そして、有機溶媒を18℃でエバボレーター

により除去することで、ナノパーティクルの水性懸濁液を得た。得られたナノ

パーティクルにつき0．45％塩化ナトリウム溶液を移動相としてSephadex　G－50

で調製したカラム（2．5cm×15　cm）によりゲルろ過を行なった。得られたろ液

についてPLA－Pyrene濃度を測定し、ナノパーティクルのPLA－Pyrene含有率を

算出した。PLA－Pyreneの含有率は、ナノパーティクルをアセトニトリルに溶解

し、紫外可視分光光度計により400nmの波長で測定し、検量線から算出して

求めた。さらに残渣についても重クロロホルムに溶解し、牛methoxyacetophenone

を基準物質として加え、IH－NMRにより測定した。　IH－NMRの測定結果より、

PLA部位のメチンのプロトンと4－methoxyacetophenoneのアセチル基のメチン

のプロトンの積分強度を比較することでポリマー量を算出し、そこから粒子調

製に使用したポリマー（PLAおよびPLA－（MeO－PEG））の回収率を求めた。次に得

られたPLA－Pyreneの含有率やポリマーの回収率などから封入効率についても

算出した。封入効率は以下に示す式より計算した。

　　封入効率（％）＝100×（含有率の実質値／含有率の理論値）
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3－2－7　1n　vitroにおける粒子特性

　ナノパーティクルの粒子径は、ELS－800動的光散乱光度計（大塚電子株式会社）

により測定した。また、JEOL　JEM－1011transmission　electron　microscope（日本電

子株式会社）を使用し、ナノパーティクルを観察した。観察にあたりサンプルは

ナノパーティクルを3％（w／v）ウラニル酸尿素水溶液により染色し、銅のグリッ

ドに設置したものを使用した。

　さらにin　vitroにおいて、ナノパーティクルからのPLA－Pyreneの放出を測定

した。濃度の異なる3つのPLA－Pyrene封入ナノパーティクルの懸濁液（粒子濃

度として84、210、420μg／mL）をPBSとエタノールの混液（7：3、　v／v）中および

粒子濃度210μg／mLとしてPBSと正常マウスの血漿の混液（1：1、v／v）中、37℃、

100strokes／minの条件でインキュベートした。1、4、24時間後にサンプリング

し、40，000rpm（15×104×g）で20分超遠心を行なった。その後上清を採取し、

放出されたPLA－Pyreneおよびピレン部位の総量をJASCO　FP－777分光蛍光光

度計（日本分光株式会社）を用い、励起波長400nm、蛍光波長438　nmの波長に

て測定した。

3－2－8　担がんマウスの作成

　腫瘍細胞はSarcoma－180固形腫瘍細胞（1×106　cells）をddY系雄性マウスの腹腔

内で継代したものを用いた。増殖させたSarcoma－180固形腫瘍細胞（1×106　cells）

を6週齢のddY系雄性マウスの腋窩部に移植し、移植後7日目のものを担がん
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マウスとして実験に使用した。

3－2－9　体内分布の検討

　PLA－Pyrene封入ナノパーティクルを0．45％塩化ナトリウム水溶液に縣濁さ

せ、正常マウスに尾静脈内投与した。投与量はナノパーティクルとして20mg／kg

とした。投与後、1、8、24時間に頸椎脱臼処置をしたマウスの心臓から、ヘパ

リンで前処理したシリンジを使用して採血し、腎臓、脾臓、肺、肝臓を摘出し

た。次に、血液を3，000rpm（1700×g）、10分間遠心分離することで血漿を得て、

血漿0．lmLにアセトニトリルlmLを加えた。その後、血漿とアセトンの混液

をボルテックスミキサーにより3分間撹拝し、3，000rpm、15分間遠心分離し、

上清を得た。摘出した臓器はろ紙により拭き取った後、臓器と同重量の生理食

塩水を加えホモジネーターによりホモジネート液を調製した。得られたホモジ

ネート液をアセトニトリルで55倍（v／v）に希釈し、3分間ボルテックスミキサ

ー で撹絆した。次にその混液を3，000rpm、15分間遠心分離し上清を得た。得

られた上清は希釈し、JASCO　FP－777分光蛍光光度計によって励起波長400　nm、

蛍光波長438nmの条件で蛍光強度を測定した。較正は、サンプルの蛍光強度

からブランクサンプルの蛍光強度を引いて正味の蛍光強度を求めて行った。さ

らに、PLA－Pyrene封入ナノパーティクルを正常マウスと同様の投与量（20　mg

nanoparticles／kg）で、　Sarcoma－180を移植してから7日後の担がんマウスに尾静

脈内投与した。次に投与後、1、8、24時間の血漿、臓器および腫瘍を正常マウ
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スと同じ方法により採取し処置した。回収率の検討は、既定濃度のPLA－Pyrene

封入ナノパーティクル懸濁液を新鮮な血漿と組織に添加し、分布実験と同様の

操作法で処置し、得られたものの蛍光強度を測定して行なった。また較正は、

サンプルの蛍光強度からブランクサンプルの蛍光強度を引いて正味の蛍光強度

を求めて行った。回収率は較正された実測値と理論値より求めた。この結果、

すべての組織について回収率は80－90％（未発表データ）であり、データは実際

の濃度を良好に反映していることが確認された。
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3－3　結果および考察

3－3－lPLA－（MeO・・PEG）の合成と特性

　合成して得たPLA－（MeO－PEG）にっいて、IH－NMRにより確認した。PLA－acetal

の1H－NMRスペクトル（溶媒：重クロロホルム）は、第1章30）と同様に測定した。

PLA－aldehydeについても同様に、　PLA－acetalが有するdimethyl　acetal固有のピ

ー ク（1．l　ppm（triplet），3．2－3．7　ppm（multiplet），4．47　ppm（triplet）in　CDC13）が消失

し、代わりにホルミル基に起因する特徴的なピーク（9．74ppm（singlet）in　CDCI3）

の出現により確認した。

Table　3－1．Characteristics　ofPLA－（MeO－PEG）obtained　by　reductive　amination　ofPLA－aldehyde
and　MeO－PEG（N）

MW・・p・lym…
　（MeぴPEG）〃p㌫鍋：’°ckc°P°’yme「

PLA－（MeO－PEG）ω　　　　　16，700　　　　　　　　　　　　　　　56

PLA－（MeO－PEGX2）　　　　16，500　　　　　　　　　　　　　　　52

aDetermined　by　IH－NMR　measurement　in　CDCI3，　The　results　are　expressed　as　the　mean±SD．（η＝3）．

Table　3－1には、本実、験で用いた2つのロットのPLA－（MeO－PEG）のMWnおよ

びMeO－PEG－NH2の導入率を示している。　MWnとMeO－PEG－NH2の導入率は、

lH－NMRにより算出した。すなわち、得られたPLA－（MeO－PEG）（1）および

PLA－（MeO－PEG）（2）の特徴的なプロトンの化学シフト、3．61　ppm
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（PEG－CH2－CH2－O－：s）、　4．32　ppm（termina日actic　gr皿p－COCH（OH）CH3：q，ノ＝7

Hz）および5．03－5．30　ppm（inside　lactic　group－COCH（CH3）0－：m）の積分強度は、

それぞれ99／1／216および93／1／215であり、それらの値を用いて算出した。そ

の結果、PLA－（MeO－PEG）（1）およびPLA－（MeO－PEG）（2）のMWnは、それぞれ

16，700と16，500であった。また、MeO－PEG－NH2の導入率は56％および52％

という結果になった。Fig．3－2に示したPLA－（MeO－PEG）（1）のGPCのチャート

（peak　top、　l　l．8　min）より、PLA－（MeO－PEG）（1）は完全にMeO－PEG－NH2と分離で

きていることがわかり、PLA－（MeO－PEG）（2）についても同様の結果が得られてい

る（未発表データ）。また標準品を用い算出されたGPCによるPLA－（MeO－PEG）

のMWは、ほぼIH－NMRで算出されたMWnと一致していることがわかった。

霞
《ξ

霞

　　　　　｛｝吟0　　4》0　　　　8．0　　　12．O　　　I《｝皆¢　　　20香《｝　　24。0　　　2＆O

　　　　　　　　　　　　Re忙nt拓n　time（min）

Fig．3－2．　Gel　permeation　profiles　of　PLA－（MeO－PEG））and　Me－PEG（N）．　A　column，
GPC　K－2003，　was　used　with　chloroform　as　an　eluent　at　the　flow　rate　of3．5　mL／min．

Each　sample　solution　in　chloroform（0．2　mL）with　the　concentration　of　lO　mg／mL
was　injected．　P1，P2　and　P3　show　the　elution　peak　positions　of　PS　satandards　with
the　molecular　weight　of28．6，10．9　and　3．O　kDa，　respectively．
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3－3－2　PLA－Pyreneの合成と特性

　PLA－PyreneのMWnとピレン導入率はIH－NMRスペクトル（溶媒：CDCI3）より

算出した。すなわち特徴的なプロトンの化学シフト4．32ppm（terminal　lactic

grOUp－COCH（OH）CH3：q，ノr＝7HZ）、　5．03－5．30　ppm（inSide　laCtiC　grOUp

－COCH（CH3）O－：m）、7・50－8．60　ppm（pyrene　aromatic　group　protons：m）の積分強

度1、　143士2．6、　3．0土0．1（それぞれn＝3）から算出した。使用した

PLA－aldehydeは、ホルミル基／PLA（mol／mol）の比率が50％であることから、反

応効率は約70％であることがわかった。Table　3－2にPLA－Pyreneの化学的特徴

を示した。

Table　3－2．　Characteristics　ofPLA－Pyrene　obtained　by　reductive　amination　ofPLA－aldehyde
and　Aminopyrene

…p・lymer・ 　　灘：蒜
PLA－Pyrene　　　　　　　　　　　10，500±400　　　　　　　　　　　　　37．5±1．7

aDetermined　by　IH－NMR　measurement　in　CDCI3．　The　results　are　expressed　as　the　mean土S．D．（η＝3）．

　紫外可視分光光度計によるPLA－Pyreneの測定の結果、　Tabel　3－2に示した

lH－NMRスペクトルより算出された置換基の導入率とほぼ同程度の値を示して

いたことから、紫外可視分光光度計を用いてPLA－Pyreneの総量を測定できるこ

とが示された。また、溶媒としてアセトニトリルを用いて測定した際、励起波

長400nmにおけるPLA－Pyreneの蛍光スペクトルはFig．3－3に示す結果となっ

た。
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Fig．3－3．Fluorescence　spectrum　ofPLA－Pyrene．

3－3－3　1n　vitroにおける粒子特性

　未封入のPLA一ナノパーティクルは、　PLA－（MeO－PEG）を基剤として溶媒拡散

法により調製した。　動的光散乱法によりこの平均粒子径を測定したところ、

ll2　nmであった。　Fig，3－4に示した透過型電子顕微鏡の写真より、粒子はほぼ

同程度の粒子径であり球形を示すことが判明した。

Fig．3－4．　TEM　photomicrographs　of　plain　PLA－（MeO－PEG））
nanoparticles　obtained　by　solvent　diffusion　method．
The　white　bar　is　200　nm　long．
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　PLA－（MeO－PEG）（1）およびPLA－（MeO－PEG）（2）を用いて調製したPLA－Pyrene封

入ナノパーティクルの粒子特性をTable　3－3に示す。

Table　3－3．Particle　characteristics　offluorescence　probe－loaded　PLA－（MeO－PEG）nanoparticles
obtained　by　solvent　diffusion　method

・・刷・一・Mea rぽete「Am’°P灘㌫te耐a　lnc°「p°「漂⊇cy

PLA－Pyre・・NP（1）PLA－（M・0－PEG）ω　　16L9±7．5　　0．16±0．00　　　106・7±2・7

PLA－Pyren・NP（2）PLA．（M，0．PEG）（2）　22・□±％　　ぴ18±砿05　　114泊±290

aThiS　iS　ShOwn　aS　weight％OfAminopyrene　in　the　nanoparticles．
The　results　are　expressed　as　the　mean土S．D．（η＝3）．

　PLA－PyreneNP（1）はPLA－PyreneNP（2）より小さな粒子径を示した。また標識物

質の含有率は両粒子とも同程度であった。Table　3－1に示したように、

PLA－（MeO－PEG）（1）のMWnはPLA－（MeO－PEG）（2）とほぼ同程度であったが、

MeO－PEG－NH2の導入率はPLA－（MeO－PEG）（2）に比べPLA－（MeO－PEG）（1）の方が

少し高かった。Bazileらによれば、同様なブロックコポリマーである

MeO－PEG－PLA（MW　I2，000もしくは32，000）およびPLA（MW　60，000）で調製した

ナノパーティクルでは、PLA－MeO－PEGの比率がPLAに比べ高くなるとその粒

子径は小さくなると報告しており、今回の結果はそれに近いものであると考え

られる16）。従って、PLAに導入されたMeO－PEG－NH2と導入されていないPLA

との比率の相違が、粒子径に影響したと考えられる。しかしながら両粒子とも
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EPR効果を期待するのに適した粒子径であるといえる。PLA－Pyrene封入ナノパ

ー ティクルの粒子径は未封入のものより大きかった。またPLA－Pyreneの封入効

率は、100％もしくはそれ以上を示していることから、PLA－PyreneはDiDと比

較してより安定に効率よく封入できることが示唆された。これはPLA－Pyrene

がナノパーティクルのコアを形成するPLA鎖と同じ構造のPLA部位を有する

ためであると考えられる。

　ナノパーティクルからの標識体の放出実験は、PBSとエタノールの混液（7：3、

v／v）またはPBSと正常マウス血漿の混液（1：1、　v／v）中、37℃でインキュベート

して行った（Fig．3－5）。　PLA－PyreneはPBSとエタノール混液中、24時間後にお

いてそのほとんどが粒子内に残存していることがわかった。これはPLA－Pyrene

が蛍光標識されたPLAとして機能できることを示唆している。さらにPBSと

血漿混液中でも24時間後において標識体が95％（w／w）残存していることが示さ

れた。また、ナノパーティクルを超遠心により沈殿させると、上清ではなく沈

殿物が標識体の色を維持していた。

　　　　　で100
　　　　　芒　　　ざ…一一一一………一一一…一一一一一
　　　　　斑9⑪
　　　　　量・・　　　　二三盤霊隅：18蒜榴
　　　　　i・・　　　　二；：㌶蒜隅：認z㌶
　　　　　㍉

　　　　　　　0　　　　　　4　　　　　　8　　　　　　12　　　　　16　　　　　2｛｝　　　　　24

　　　　　　　　　　　　　　　Ti眠伍）
　　　Fig．3－5．　Maintenance　ofthe　probe　in　PLA－Pyrene－loaded　nanoparticles
　　　during　the　incubation　at　37°C　at　a　particle　concentration　of　84　mg／mL，
　　　210mg／mL　and　420　mg／mL　in　the　PBS／EtOH（7：3．　Wv）mixture　or　at　a
　　　particle　concentration　of　210　mg／mL　in　the　PBS／plasma（1：1，　v／v）
　　　mixture．　The　results　are　expressed　as　the　mean±S．D．ピ＝3）．
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　近年、PLAもしくはPLA／PEG－PLAを基剤としたマイクロパーティクルおよ

びナノパーティクルの血漿タンパクによる吸着が検討されている31’35）。血漿タ

ンパクは急速にそれらの粒子を吸着するが31・33・34）、生理的条件下ではPLAの

エステル結合の加水分解によるマトリックス構造の分解に数週間もしくは数ヶ

月と長期間を要することで、粒子のコアが長く維持できるとされている14’36）。

これらの考え方より、粒子中のPLAは安定にコア内に残存していることが考え

られる。PLA－PyreneはPLAと同様の構造を有することから、　PLAとほぼ同じ

挙動を示し、PBS／血漿混液中においてPLA－Pyreneおよびピレン部位の放出が

抑えられている結果になったと考えられる。また、血漿タンパクとの接触によ

って生じた沈殿物からPLA－Pyreneやピレン部位の放出はなかった。これらは、

吸着したタンパク質をタンパク質可溶化剤で洗い流すこと33’34）や得られた沈

殿物、封入された標識体の総量など化学的特性を分析することで明確にできる

と考えられ、今後の検討が必要な課題である。以上のin　vivoにおける検討より、

PLA－Pyreneがナノパーティクル内に安定に封入され、ナノパーティクルの標識

体として優れていることが示唆された。Yamamotoらは、MeO－PEG－PLA－pyrene、

lactose－PEG－PLAにより調製されたPLA－PEGについて報告している37）。

PLA－PyreneはPLAの標識体として有益であり、また安定にナノパーティクル

化でき、さらにナノパーティクルの標識体としても利用できると考えられる。
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3－3－4　尾静脈内投与後のナノパーティクルの体内分布

　最初にPLA－Pyrene封入ナノパーティクルの正常マウスにおける体内分布を

検討した。PLA－Pyrene封入ナノパーティクルとしてはPLA－Pyrene　NP（1）を使用

し、その平均粒子径は162nmであった（Table　3－3）。この粒子径は以前報告した

DiD封入ナノパーティクル（平均粒子径、154　nm）とほぼ同程度の粒子径である

38）。血漿や主要臓器における標識体の分布をFig．3－6に示す。
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Fig．3－6、　Biodistribution　profiles　of　the　probe　in　plasma　and　organs　after　Lv．
injection　ofPLA－Pyrene－loaded　nanoparticles　to　normal　mice　at　a　dose　of20　mg／kg．
The　results　are　expressed　as　the　mean±S．E．（η＝4）．

　PLA－Pyrene封入ナノパーティクルは、最初血漿中に高い標識体の値を示し、

主要臓器中の値は低かった。その後、血漿中での標識体の値は徐々に低下し、
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一 方で脾臓と肝臓に集積がみられた。また腎臓と肺についてはわずかばかりの

集積しかみられなかった。以前報告したDiD封入ナノパーティクルの体内分布

と比較すると38）、PLA－Pyrene封入ナノパーティクルの方が血漿中の値が高く、

脾臓および肝臓の値はより低かった。PLA－Pyrene　NP（1）とDiD封入ナノパーテ

ィクルの平均粒子径はほぼ同程度であったことから、粒子径や投与量が分布の

相違に影響したものではないと考えられる。DiDはin　vitroの実験において、

安定にナノパーティクル内に封入されることが明らかとなっているが38）、DiD

の特性として赤血球に容易に吸着され、細胞との接触および吸着によりDiDが

PLAナノパーティクル内から移行してしまうことが報告されている24）。一方、

PLA－PyreneはPLAと同様の構造を有することから、　PLAとほぼ同じ挙動を示

し脂溶性のコアへ安定に封入されると考えられる。これらの特徴的な相違が、

体内分布の相違を引き起こしていると考えられる。しかしながら、これらの問

題を明確にするためには、細胞存在下などでの安定性などさらに検討が必要で

ある。

　次にSarcoma－180固形腫瘍担がんマウスにおける、ナノパーティクルの腫瘍

への受動的ターゲティングについて検討した。当研究室で以前検討した薬物封

入ナノパーティクルの平均粒子径が約200－250nmであったことから28・39）、そ

の粒子と比較するためにも、本検討では平均粒子径220nmのPLA－Pyrene封入

ナノパーティクル、PLA－Pyrene（2）（Table　3－3）を使用した。体内分布の結果をFig．

3－7に示した。
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Fig．　3－7．　Tissue　distribution　profiles　of　the　probe　after　Lv．　injection　of
PLA－Pyrene－loaded　nanoparticles　to　Sarcoma－180　solid　tumor－bearing　mice　at　a
dose　of20　mg　particles／kg．
The　results　are　expressed　as　the　mean±S．E．（η＝4）．

　投与後1時間値において血漿中には投与量の40％と高く、腫瘍中の値も数％

を示した。また8時間値において腫瘍での値が高くなっていることから、ナノ

パーティクルが腫瘍に集積していることが示唆された。さらに、腫瘍の値は48

時間後においても、明確に高い値を維持していた。血漿からの消失、脾臓への

集積は正常マウスでの結果より高かった。これは粒子径の相違によるものと考

えられる。また腫瘍への集積は、血漿からのナノパーティクルの速い消失が寄

与していると考えられる。Fig．3－8に腫瘍中濃度／血漿中濃度の比率を示してい

るが、経時的に増加しているのがわかり、その比率が10（tumor／plasma）を超え

ていることから、ナノパーティクルが効率的な腫瘍へのターゲティング能を有

することが示された。この腫瘍への局在はEPR効果によるナノパーティクル

の腫瘍への集積であると考えられる7’12）。本検討で用いたナノパーティクルは

脾臓に集積してしまう傾向があるものの、220nmのPLA－（MeO－PEG）ナノパー

ティクルは腫瘍への受動的ターゲティング能を有していることが示された。同
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様の理由で、CPT封入PEG－PLAナノパーティクルを投与した後のCPTの体内

分布でも、近似した特徴が観察されている28）。
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Fig・3－8．　Tumor　localization　of　the　probe　after　i．v．　injection　to　Sarcoma－180　solid

tumo㌃bearing　mice　at　a　dose　of20mg　Particles／kg．　The　injection　was　performed　7　d
after　Inoculation．　The　results　are　expressed　as　the　mean士S．E．（η＝3－4）．
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3－4　　ノ」、ホ舌

　新規に開発した標識体、PLA－PyreneをPLA－aldehydeとAminopyreneの還元

アミノ化により合成した。この標識体はPBSとエタノール混液および血漿存在

下において、安定にナノパーティクルに内封されていることがわかった。さら

に、PLA－PyreneはPLAと同様の構造を有していることから、コアを形成する

PLAと同様の挙動を示し、ナノパーティクルの体内分布をより確実に反映でき

ることがわかった。標識体は、脾臓と肝臓にある程度集積するものの、血漿か

ら徐々に消失することから、ナノパーティクルが効果的にEPR効果により腫瘍

に蓄積することを示すものであると考えられた。PLA－（MeO－PEG）ナノパーティ

クルは平均粒子径が220nmであり、腫瘍に集積して長い時間維持されたこと

から、本研究で調製したナノパーティクルは受動的ターゲティングの担体とし

て有用であることが示唆された。
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総括

　PLA誘導体の新規合成法および得られた誘導体を基剤とするナノパーティク

ルへの応用について検討した。

　合成法については末端に反応性の高いアルデヒドを有するPLA誘導体とア

ミノ基を有する化合物の間で形成するシッフ塩基を還元することで可能とした。

また得られたPLA一誘導体であるPLA－（MeO－PEG）を基剤としてナノパーティク

ルが調製可能であることが示唆された（第1章）。

　還元アミノ化の反応を行う際に、溶媒としてジクロロメタンとメタノール

（1：1、v／v）混液を用いることで、反応は安定した。さらにGPCを行う際にろ液

を分取するポイントを検討することで、PLA－（MeO－PEG）におけるMeO－PEGの

導入率を高めることに成功した。さらに得られたPLA－（MeO－PEG）を基剤として

DiDを封入したナノパーティクルを調製し正常マウスに尾静脈内投与したとこ

ろ、血漿中にDiDを維持させることができた（第2章）。

　ナノパーティクルの正確な体内分布を検討するために、本合成法を利用して

PLAの末端に蛍光色素を導入した誘導体、　PLA－Pyreneを合成した。この蛍光

PLA誘導体をPLA－（MeO－PEG）ナノパーティクルに封入し、正常マウスでの分布

について検討したところ、血漿中濃度は維持され、脾臓および肝臓に分布する

ことがわかった。また、組織への分布はその粒子径やPEGの導入率に影響を受

けることが判明した。さらにPLA－Pyrene封入ナノパーティクルをSarcoma－180
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を移植した担がんマウスに投与したところ腫瘍組織に集積し、血漿中量と比較

しても、より長く腫瘍組織に分布していることが判明した（第3章）。

　以上の結果より、本研究で検討したPLA誘導体の新規合成法は、ナノパーテ

ィクルの基剤や標識体などの新たな誘導体を合成できるなど、応用範囲も広く

有用であると考えられる。また、得られたPLA誘導体を用いたナノパーティク

ルは、脂溶性抗悪性腫瘍薬などの薬物担体として利用し得ることが示され、抗

悪性腫瘍薬を代表とする薬物治療の改善に有益であることが示された。
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