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略語表 

 

本文において以下の略号を用いた。 

 

Chol: cholesterol 

Cs: compressibility modulus 

DDS: drug delivery system 

DiO-C18: 3,3’-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate 

DOX: doxorubicin 

DSPC: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 

DTPA: diethylenetriaminepentaacetic acid 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EPR: enhanced permeability and retention 

GP: generalized polarization 

HRMS: high-resolution mass spectrometry 

HSPC: hydrogenated soybean phosphatidylcholine 

ICG: indocyanine green 

IEDDA: inverse electron demand Diels-Alder 

Laurdan: 6-decanoyl-2-dimethylaminonaphthalene 

NB: norbornene 

2-NB: 2-norbornene 

NBane: norbornane 

NBaneCOOH: 2-norbornanecarboxylic acid 

NBCOOH: 5-norbornene-2-carboxylic acid 

NB(COOH)2: 5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid 

NMR: nuclear magnetic resonance spectroscopy 

PBS: phosphate-buffered saline 

PEG-DSPE: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)- 

2000] 

POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 

RES: reticuloendothelial system 
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SDS: sodium dodecyl sulfate 

SPAAC: strain-promoted azido-alkyne cycloaddition 

Tc: critical temperature 

TEA: triethylamine 

THF: tetrahydrofuran 

Tz: tetrazine 
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序論 

 

 ドラッグデリバリーシステム（DDS）とは、薬物の効果を最大限に発揮させることや、

副作用を最小限に抑えることを目的に、その薬物の体内動態を制御する技術・システム

のことである。必要最小限の薬物を、必要な場所に、必要な時（タイミング・期間）に

供給することを目指し、DDS の開発研究が進められている。これまでにリポソームや

ミセル、エマルジョン、脂質ナノ粒子、タンパク質、合成高分子など様々な DDS キャ

リアが開発されている[1,2]。リポソームは、内部に水相を有する脂質二分子膜の閉鎖小

胞であり、1964年に Banghamにより発見された[3]。当初、リポソームは生体膜モデル

として利用されていたが、その後、内水相や膜中に様々な性質の薬物を封入し、それら

の体内動態を制御できることが明らかとなり、ドラッグキャリアとして注目されるよう

になった。 

現在臨床現場で用いられている Doxil
®は、抗がん剤であるドキソルビシン（DOX）

をリポソームに内封した DDS製剤である。Doxil
®は、ポリエチレングリコール（PEG）

でリポソーム表面が修飾されており[4]、これにより、リポソームの表面に水和層が形

成され、マクロファージによる異物認識が抑制されることから、肝臓や脾臓などの細網

内皮系（reticuloendothelial system, RES）への取り込みが低減し、その結果、リポソーム

の血液滞留性が向上することが知られている[5]。また、多くの固形がん組織では、血

管新生が促進され、血管透過性が亢進している一方で、リンパ管の発達が未熟であるた

め、投与されたリポソームはがん組織に受動的に送達され、その部位に蓄積されていく。

この現象は、enhanced permeability and retention（EPR）効果として知られ[6,7]、Doxil
®

も EPR 効果を介してがんに高く集積する。しかし、Doxil
®は、DOX の副作用である骨

髄抑制や脱毛に加え、累積投与量の増加に伴う心毒性等の発症リスクを軽減する一方で、

治療効果については低分子の DOX に対して優位性が認められていない[8,9]。その原因

として Doxil
®のリポソーム膜が非常に安定であるため、がん組織に集積しても DOXが

十分に放出されず、がん部位での薬効発現が乏しいことが報告されている[10,11]。この

ように、PEG修飾リポソームは、がんを標的とした化学療法に非常に有用であると考え

られていたが、治療効果を改善するには至っていない。すなわち、リポソームを用いて

効果的で安全な薬物治療を行うには、非標的部位での薬物の安定保持と、標的部位にお

ける速やかな薬物放出という相反する機能性の付与が求められる。 
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Fig. 1 Drug release from stimuli-responsive liposomes. 

 

そこで、標的部位におけるリポソームからの効率的な薬物放出を実現するために、

様々な刺激を利用した刺激応答型薬物放出制御法が開発されている（Fig. 1）[12,13]。

例えば、がん微小環境や細胞内環境における低い pH[14–18]およびがん特異的に発現す

る酵素[19–23]による反応を利用する内部刺激や、熱[24–28]、光[29–34]、超音波[35–37]、

磁力[38–40]等の外部刺激を利用した制御法が報告されている。これらの刺激を利用し

た場合、リポソームからの薬物放出が促進され、治療効果が改善することが報告されて

いる。しかし、内部刺激を利用する場合、がんの微小環境は不均一である[41–43]こと

から、治療効果に個人差が生じることが懸念される。また、外部刺激を利用する場合に

は、刺激自体による正常組織への物理的ダメージが懸念される。さらに、光は生体透過

性が低いため、体深部での再現が困難であり、比較的体表近くに存在するがんに適用が

制限されるという問題もある。したがって、既報の薬物放出制御法には依然として改善

の余地があり、新たな機構に基づいた時空間的な薬物放出制御法の開発が求められてい

る。 

近年、生体直交型反応を利用した創薬研究が注目されている。生体直交型反応とは、

夾雑な生体系において特定のユニークな官能基の組み合わせでのみ選択的に進行する

反応のことであり、Bertozzi らにより bioorthogonal reactionと表現された[44]。この生体

直交型反応を生体で応用する際に求められる条件として、反応速度、選択性、簡便性（精

製操作を必要としない等）、生体適合性のいずれもが高水準にあることが挙げられる

[45]。これまでに様々な生体直交型反応が報告されているが、生命科学の分野ではアジ

ドとアルキンによりトリアゾール誘導体を生成する歪み解消駆動型の Huisgen 反応

（strain-promoted azido-alkyne cycloaddition, SPAAC）[44,46]や、テトラジンと様々な種類
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Fig. 2 Representative bioorthogonal reactions. 

 

のジエノフィルとの逆電子要請型 Diels-Alder（ inverse electron demand Diels-Alder, 

IEDDA）反応[45]がよく用いられている（Fig. 2）。SPAACでは、アジドとアルキンが小

さな化学構造を有するため、タンパク質等の機能を損なうことなく生体分子をラベルで

きる利点があるが、反応速度が十分ではないという課題がある[45,47]。一方、IEDDA

反応は、副生成物が窒素（N2）のみであるうえ、水系溶媒中でも高い反応選択性で進行

し、SPAACと比較して 1000 倍以上大きな反応速度定数を示す[45,48,49]ため、上述の生

体直交型反応を生体応用する際に求められる条件を概ね満たす最も強力な反応として

期待されている。これら生体直交型反応を用いた創薬戦略としては、がん等の病変部位

への特異的な薬物送達を目的として、先に特定の官能基を有する分子を病変部位に送達

し、その後、それと直交反応しうる官能基を持つ薬剤を集積させるという手法が主に用

いられている。ここ 20年の間に細胞表面や核酸のラベリング[50–53]、がんを標的とし

た核医学診断・治療[54–57]、プロドラッグの活性化[58–61]等に応用されており、その

有用性が示されつつある。 

以上のような背景により、著者は、生体直交型反応を利用したリポソーム製剤からの

薬物放出制御法の開発を着想した。すなわち、リポソーム膜で生体直交型反応を起こし、

構成成分の分子構造を変化させることができれば、それに伴った膜特性の変化が誘導さ

れ、内封薬物の放出促進が達成されるのではないかと考えた。製剤設計としては、生体

直交型反応を起こしうる化合物の組み合わせの一方の化合物をリポソームの構成成分

として組み込み、そこにもう一方の化合物と化学反応させることで内封薬物の放出を促

進するというものである（Fig. 3）。生体直交型反応には、テトラジン（tetrazine, Tz）と

ノルボルネン（norbornene, NB）の IEDDA反応を選択した。Tzは比較的水溶性が高く、

様々な構造修飾体が報告されている[53,56,62,63]ことから、両親媒性分子として誘導体
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化し、リポソーム膜に導入可能であると考えた。また NB は、Tz との比較的高い反応

性を示し[64]、生体内での安定性が高い[65,66]ことから、生体内での化学反応の進行が

可能であると考えた。本論では、生体直交型反応を利用した薬物放出促進型リポソーム

製剤の開発に向けて、まず、第 1 章では、両親媒性 Tz 誘導体の合成を行い、次にこれ

を構成成分とするリポソームを調製し、IEDDA 反応に基づく薬物放出挙動について評

価を行った。また、化学反応前後のリポソーム膜の特性変化に対して、Langmuir 単分

子膜を用いた物理化学的なアプローチによって評価した。第 2章では、本薬物放出促進

法がインビボで機能するか評価し、さらにがん治療に有効であるかを検証した。 

 以下、これらの結果について詳述する。 

 

 

Fig. 3 A strategy for releasing drug from liposome where the membrane structure could be disrupted 

by reaction between NB and Tz derivative introduced into the liposome as a membrane component. 
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本論 

 

第 1章 両親媒性 Tz誘導体の合成とリポソームへの応用 

 

1-1 緒言 

 

 Tzは、4つの窒素原子を有するヘテロ 6員環化合物であり、特定のジエノフィルと迅

速な IEDDA 反応を起こす。本反応は、夾雑な生体環境でも特異的に進行し、生体直交

型反応やクリックケミストリーと呼ばれている[45]。安定な反応生成物を高効率で形成

し、かつ副生成物は無毒性の窒素（N2）のみであるため、材料工学分野[67,68]や生命科

学分野[45,52,54,69]において高い注目を集めている。そこで、本研究においては、本化

学反応をリポソーム膜で進行させることでリポソーム膜の特性に変化をもたらし、それ

に伴って内封薬物の放出を制御しうる新たな薬物放出制御法の構築を目指した。 

 生体直交型反応を起こしうるリポソームを設計するにあたり、Tz 化合物を両親媒性

化合物へと誘導体化し、リポソームに導入することとした。Tz誘導体（化合物 1、Fig. 1-1）

の分子設計では、生体内での Tz 骨格の安定性を高め、ジエノフィルとの反応性を向上

させることが可能な π 欠如系芳香族複素環化合物であるピリジンを 1,2,4,5-tetrazine の

3, 6位に組み込んだ[62,70,71]。さらに、リポソームの疎水性領域との相互作用を高める

ために飽和アルキル鎖を導入した。一方、化合物 1 と化学反応を起こすジエノフィルに

は NB 誘導体（2-norbornene（2-NB）、5-norbornene-2-carboxylic acid（NBCOOH）、

5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid （NB(COOH)2）（Fig. 1-2）を選択した。NBは生体内

での安定性が高く、化合物 1との高い反応性を有する[64–66]。 

   

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 Chemical structure of Tz derivative (1). 
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Fig. 1-2 Chemical structure of NB derivatives. (A) 2-NB, (B) NBCOOH, (C) NB(COOH)2. 

 

化合物 1を導入するリポソームは、膜構成成分と化合物 1の相互作用等を明らかにす

るために単純な脂質組成で調製した。リン脂質にはゲル液晶相転移温度（critical tempera-

ture, Tc）[72]が約－2°Cで取り扱いが容易な 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho- 

choline（POPC）を用いた。また、モデル薬物として蛍光色素であるインドシアニング

リーン（ICG）や、放射性インジウム錯体（Indium-111-labeled diethylenetriaminpentaacetic 

acid, 
111

In-DTPA）を内封し、リポソームからの薬物放出について定性的、定量的に評価

した。 

 一方、Langmuir 単分子膜を用いた界面化学的見地からの評価は、複雑な相互作用に

より成り立っている生命体や DDS キャリアの表面構造を単分子膜として捉え、膜を構

成する分子の占有面積（A）や表面圧（π）、表面電位の変化量（V）を測定することで、

その分子自身の特性や混合膜の分子間の相互作用について理解することを可能とする

[73–77]。化合物 1を導入したリポソームにおいても、NB誘導体との化学反応前後で膜

特性の変化が誘導されると考え、Langmuir単分子膜を用いた熱力学的な解析を実施し、

リポソームからの薬物放出に関する制御機構の解明を試みた。 

 

  

A B C 
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1-2 結果 

 

1-2-1 両親媒性 Tz誘導体（化合物 1）の合成 

 親水基部分の Tz 骨格については、その安定性の改善と NB 誘導体との反応性の向上

を目的としてピリジンを修飾した。その上で、リポソームの構成脂質として頻用される

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DSPC）のアルキル鎖を模した飽和炭化水素鎖

を導入することで疎水性を付与した。化合物 1 は Scheme 1-1 にしたがって合成し、ピ

ンク色のオイル状化合物を得た。 

 

Scheme 1-1. Synthesis of the amphiphilic compound 1. (a) Hydrazine (64%), 90°C, 12 h; (b) 

H3BO3, MeOH, H2O, r.t., overnight; (c) 2-Hexadecyloctadecanoyl chloride, THF, TEA, 70°C, 2 h. 

 

1-2-2 Tz誘導体と NB誘導体との反応性の評価 

 化合物 1 および 5 の吸光スペクトルを測定すると 2 つの吸収極大波長が観測された

（Fig. 1-3A）。320および 360 nm付近の吸収極大はピリジン骨格由来のピークであり[78]、

535 nm付近の吸収極大は Tz骨格由来のピークであると考えられた。そこで、化合物 1

および 5 と NB 誘導体との反応性を評価するため、Eising らや Knall らの方法[62,79]を

参考に、擬一次反応条件下で 535 nmの吸光度の減衰を測定することで二次反応速度定

数 k2を算出した。その結果、化合物 1 と 2-NB との k2は 0.15 M
-1

s
-1、NBCOOH との k2

は 0.04 M
-1

s
-1であった（Fig. 1-3B）。また、化合物 5と 2-NBとの k2は 0.03 M

-1
s

-1、NBCOOH

との k2は 0.01 M
-1

s
-1であった（Fig. 1-3C）。 

 

(a) (b) (c) 

1 
5 4 

3 2 
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Fig. 1-3 (A) UV-vis absorption spectrum of compound 1 and 5 in different concentrations. (B, C) 

Linear dependence of pseudo first-order reaction rate constants on the 2-NB and NBCOOH concen-

tration for compound 1 (B) and 5 (C), respectively. Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 

 

1-2-3 Tz誘導体を用いたリポソームの作製 

 リン脂質であるPOPCと化合物1を4：1（mol/mol）で混合させたリポソーム（POTz(4:1)- 

liposome）を、薄膜水和-凍結融解-押し出し法により作製した。また、化合物 1は DSPC

を模したアルキル鎖を有するため、比較対照として POPCと DSPCから成るリポソーム

を作製した（PODS-liposome）。リポソームにはモデル薬物として ICG を単純水和法に

より内封した。また、薬物放出の定量的な評価のために 111
In-DTPAを配位子交換反応に

より内封した。ICG内封リポソームの粒子径は約 90 nmで、ゼータ電位は－15～－10 mV 
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Table 1-1 The physicochemical properties of liposomes and their encapsulation efficacy of ICG (A) 

or 
111

In-DTPA (B), respectively. 

(A) 

Liposome Size (nm) 
Zeta potential 

(mV) 

Encapsulation 

efficiency (%) 

   ICG-PODS-liposome 93.0 ± 5.0 －12.6 ± 0.5   37.5 ±  8.4  
 

  ICG-POTz(4:1)-liposome 83.0 ± 4.0 －14.5 ± 0.3 39.3 ± 9.3 

(B) 

Liposome Size (nm) 
Zeta potential 

(mV) 

Encapsulation 

efficiency (%) 

   PODS-liposome 76.3 ± 3.9 －4.6 ± 1.3       

 

  
111

In-PODS-liposome 83.0 ± 1.5 －2.4 ± 0.7 86.0 ± 1.5 

   POTz(4:1)-liposome 81.4 ± 1.1 －4.8 ± 1.2 
   

 

  
111

In-POTz(4:1)-liposome 84.5 ± 1.7 1.5 ± 2.0 85.8 ± 1.5 

Data are expressed as mean ± SD of at least three experiments. 

 

であった（Table 1-1（A））。111
In-DTPA内封リポソームの粒子径は約 85 nmでゼータ電

位は－5～2 mV であり、放射性標識前後で大きく変化しなかった（Table 1-1（B））。 

 

1-2-4 POTz-liposomeと NB誘導体との化学反応の進行の検証 

POTz(4:1)-liposome に NB誘導体（2-NB、NBCOOH、NB(COOH)2）溶液を混合し、メ

タノールで可溶化した後に質量分析により評価した。その結果、化合物 1と NB誘導体

との反応生成物の分子イオンピークがそれぞれ検出された（2-NB, m/z: calculated for 

C53H86N5O [M+H]
+
 808.6827, found 808.6817; NBCOOH, m/z: calculated for C54H84N5O3 [M

－H]－  850.6780, found 850.6591; NB(COOH)2, m/z: calculated for C55H86N5O5 [M+H]
+
 

896.6634, found 896.6619）。本化学反応では、縮合反応で生成した化合物と連続して進

行した酸化反応による生成物が平衡状態にあり（Scheme 1-2）、2-NBあるいは NBCOOH

と反応させた場合、ジヒドロピリダジン化合物からピリダジン化合物となった化合物の

分子イオンピークもそれぞれ検出された（2-NB, m/z: calculated for C53H84N5O [M+H]
+
 

806.6671, found 806.6614; NBCOOH, m/z: calculated for C54H82N5O3 [M－H]－ 848.6423, 

found 848.6419）。本検討においては、POTz-liposome と各 NB誘導体を混合した直後に 
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Scheme 1-2. Reaction route for IEDDA reaction between Tz and NB derivative. 

 

分析しており、化合物 1が NB誘導体と迅速に反応したことが確認された。 

 

1-2-5 In vitro薬物放出評価 

 生体直交型反応によるリポソームからの薬物放出を定性的に評価するために、ICG内

封リポソームを用いた検討を実施した（Fig. 1-4）。ICGは濃度消光を起こす性質があり、

リポソームに内封された状態であれば局所的に高濃度であるため蛍光が消失し、放出さ

れれば低濃度となり蛍光が回復すると考えられる。実際、メタノールを添加してリポソ

ームを可溶化させると、ICGの蛍光強度は増大した。そこでリポソーム（POPC終濃度

0.5 mg/mL）と 5%グルコース（Glc）あるいは 2-NB（終濃度 40 mM）を混合して評価し

た結果、POTz(4:1)-liposome に Glc を添加した場合に、蛍光強度はほとんど変化しなか

ったことから、リポソームから ICGが漏出していないと考えられた。一方、2-NBを添

加すると蛍光強度が顕著に上昇したことから、化合物 1と 2-NBとの化学反応による薬

物放出促進が示唆された。 

続いて、リポソームからの薬物放出を定量的に評価するために、111
In-DTPA内封リポ

ソームを用いて検討した。各リポソーム（POPC終濃度 0.1～0.15 mg/mL）と NB誘導体

を混合し、室温で一定時間インキュベーションした後、リポソーム反応溶液をセルロー 

 

Fig. 1-4 Fluorescence images of POTz(4:1)-liposomes encapsulating ICG immediately after adding 

methanol (positive control), 2-NB, or Glucose. 

Cycloadduct Isomer Oxidation form 
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Fig. 1-5 (A) Results of the cellulose acetate membrane electrophoresis of 
111

In-DTPA and 

111
In-POTz(4:1)-liposome at 24 h after adding 2-NB or saline. (B) Results of the size-exclusion 

chromatography of 
111

In-DTPA and 
111

In-POTz(4:1)-liposome at 24 h after adding NBCOOH or sa-

line. 

 

スアセテート膜電気泳動法あるいはサイズ排除クロマトグラフィーにより分析した。す

なわち、リポソームに内封された 111
In-DTPA とリポソームから放出された 111

In-DTPA

に分画し、放射能に基づき薬物放出率を算出した（Fig. 1-5）。リポソームと混合する NB

誘導体には、2-NB、NBCOOH、NB(COOH)2、あるいはノルボルナン（NBane）を用い

た。なお、NBaneは 2-NBの二重結合を還元した化合物で、Tzと反応しないため、ネガ

ティブコントロールとして用いた。その結果、PODS-liposome および POTz(4:1)-liposome 

に 2-NB（終濃度 40 mM）を加えた直後の放出率は、それぞれ 2.6%および 5.2%であり、

薬物放出が促進される傾向が見られた。さらに、2-NB（40 mM）と混合させた 24時間

後では、PODS-liposome からの放出率は 6.9%であったのに対し、POTz(4:1)-liposome で

は 21.0%と有意に高い値を示した（Fig. 1-6A）。一方、POTz(4:1)-liposome に NBane（40 

mM）を添加した場合では、24時間後の放出率は低かった（5.9%）。さらに、NB誘導体

（20 mM）の種類による薬物放出性について比較すると、POTz(4:1)-liposome に

NBCOOH や NB(COOH)2を添加した直後では、薬物放出率はそれぞれ 23%と 11%であ

り、2-NBを添加した場合に対し有意に高い値を示した（Fig. 1-6B）。24 時間後において

は、それぞれ81%、23%と顕著に高い値を示した。また、この薬物放出率は、POTz-liposome

を構成する化合物 1 の割合や、混合する NB誘導体の濃度を高くすれば増大する傾向が

見られた（Fig. 1-6C and 1-6D）。したがって、POTz-liposome からの薬物放出促進には、
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化合物 1と NB誘導体との化学反応は必須であり、3種の NB誘導体の中では NBCOOH

との反応が最も迅速かつ顕著な薬物放出の促進を引き起こすことが明らかになった。 

 

Fig. 1-6 In vitro drug release from POTz-liposome and PODS-liposome in presence of 2-NB, 

NBCOOH, NB(COOH)2, NBane or saline. (A) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from liposomes in 

presence of 2-NB (40 mM) or NBane (40 mM, negative control). Results are expressed as mean ± 

SD (n = 3). 
*
p < 0.05 vs. PODS-liposome + 2-NB and POTz(4:1)-liposome + saline. (B) Release 

rate of 
111

In-DTPA (%) from POTz(4:1)-liposome reacted with 2-NB (20 mM), NBCOOH (20 mM), 

or NB(COOH)2 (20 mM). Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
#
p < 0.001, 

†
p < 0.01, 

§
p < 

0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB, 
***

p < 0.001, 
**

p < 0.01, 
*
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 

NB(COOH)2. (C) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from POTz-liposomes (POPC:compd. 1 = 16:1, 

8:1, and 4:1) at 24 h after reaction with 2-NB (40 mM). Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 

(D) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from POTz(4:1)-liposome at 24 h after incubation with various 

concentrations of 2-NB (10, 20, and 40 mM). Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
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1-2-6 蛍光色素を用いたリポソームの膜流動性の評価 

 リポソームに内封された薬物の放出挙動を律する要因の一つに膜の流動性がある

[80]。そこで、化学反応前後におけるリポソーム膜の流動性を評価することで、化学反

応による薬物放出制御メカニズムの解明に繋がると考えた。流動性の評価には、環境応

答性の蛍光色素である 6-decanoyl-2-dimethylaminonaphthalene（Laurdan）を用いた。Laur-

dan は脂質膜の流動性の違いにより異なる蛍光スペクトルを示し、流動性が低いと 440 

nmに蛍光極大を示す一方で、流動性が高くなると 490 nmの蛍光強度が増大する（Fig. 

1-7A）。440 nmと 490 nmの蛍光強度から算出される generalized polarization（GP値）に

より、流動性が評価される[81]。なお、GP 値は大きければ流動性は低く、小さければ

流動性が高いことを示す。Laurdanを内封したリポソーム（POPC終濃度 0.05～0.1 mg/mL）

と 2-NB（終濃度 40 mM）を混合して評価した結果、PODS-liposome では、生理食塩水

や 2-NB との混合前後で GP 値に大きな変化は見られなかった（Fig. 1-7B）。一方、

POTz(4:1)-liposomeと 2-NBとの混合直後にGP値は顕著に低下することが明らかとなっ

た。その後、時間の経過とともに GP値は回復する傾向を示し、一時的に不安定化した

膜が経時的に安定化することが示唆された。POTz(4:1)-liposome と NBCOOH との混合

前後では、GP 値に大きな変化は見られず、薬物の放出促進効果と一致しなかった。な

お、POTz(4:1)-liposome と生理食塩水や NBane（40 mM）とを混合させた前後では、GP

値に大きな変化は見られなかった。さらに、POTz-liposome と 2-NB との化学反応にお

いて、POTz-liposome を構成する化合物 1の割合や、POTz(4:1)-liposome と混合する 2-NB

濃度を高くするにつれて GP値が低下した（Fig. 1-7C and 1-7D）。以上のことから、化合

物 1 と 2-NB との化学反応により、POTz-liposome の膜流動性が向上したことが薬物放

出促進の要因の 1つである可能性が示された。 
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Fig. 1-7 (A) Representative Laurdan emission spectra in PODS-liposome and POTz(4:1)-liposome 

at an excitation wavelength of 340 nm immediately (≈1 min) after adding 2-NB, NBCOOH, NBane, 

or saline. (B) Laurdan GP values of PODS-liposome and POTz(4:1)-liposome after adding 2-NB, 

NBCOOH, NBane, or saline. Data are expressed as the mean ± SD (n = 3). 
**

p < 0.01 vs. 

POTz(4:1)-liposome + 2-NB at ≈ 1 min group. 
##

p < 0.01 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB at 3 h 

group. 
†
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB at 24 h group. (C) Laurdan GP values of 

POTz-liposome (POPC:compd. 1 = 16:1, 8:1, and 4:1) after adding 2-NB (40 mM). Data are ex-

pressed as mean ± SD. (n = 3). 
***

p < 0.001, 
*
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB at ≈ 1 min 

group. 
##

p < 0.01, 
#
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB at 3 h group. 

†
p < 0.05 vs. 

POTz(4:1)-liposome + 2-NB at 24 h group. (D) Laurdan GP values of POTz(4:1)-liposome after 

adding 2-NB (10, 20, and 40 mM). Data are expressed as mean ± SD (n = 3). 
***

p < 0.001, 
*
p < 0.05 

vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB (40 mM) at ≈ 1 min group. 
#
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 

2-NB (40 mM) at 3 h group. 
†
p < 0.05 vs. POTz(4:1)-liposome + 2-NB (40 mM) at 24 h group. 
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1-2-7 単分子膜を用いた表面圧－分子（占有）面積、表面電位－分子面積についての

評価 

 界面活性剤の特性について評価できる Langmuir 単分子膜を用いて、化学反応前後に

おける膜物性の変化（表面圧－分子面積（π-A 等温線）、表面電位－分子面積（V-A

等温線））について評価した。Fig. 1-8に測定装置と測定の様子を表した模式図を示す。

単分子膜は気体膜を形成し、圧縮に伴い液体膨張膜、液体凝縮膜へと転移し、最終的に

は膜崩壊を起こす。π-A等温線は、単分子膜を圧縮して、その面積を減少させた時の表

面圧変化から求めた。同様にV-A等温線を面積の減少に伴う表面電位変化から求めた。

これらを評価することにより、膜の状態（表面分子密度や分子配向性）を知ることがで

きる。化合物 1 と各 NB 誘導体（2-NB、NBCOOH、NB(COOH)2）との反応生成物をそ

れぞれ compd. 1-2-NB、compd. 1-NBCOOH、compd. 1-NB(COOH)2として表す。本検討

において、化合物 1 と NB 誘導体との化学反応は単分子膜の親水基部分で起こるため、

膜特性の違いが生じた場合は、親水基部分の変化に由来すると想定される。 

まず、POPC、compd. 1、compd. 1-2-NB、compd. 1-NBCOOH、あるいは compd. 1-NB- 

(COOH)2について、単一成分で単分子膜を作製し、それぞれの物理化学的特性について

評価した（Fig. 1-9）。その結果、POPCは典型的な液体膨張膜を形成した[82]。POPCの

π-A等温線より、単分子膜が崩壊する時の表面圧（π
c）は 49.2 mN m

-1であった。一方、

化合物 1で作製された単分子膜では、液体膨張膜から液体凝縮膜に一次相転移を起こす

表面圧（π
eq）が 6.8 mN m

-1で観測された。同様に compd. 1-NBCOOHや compd. 1-NB- 

(COOH)2で作製された単分子膜においても、それぞれ 25.0 mN m
-1と 27.8 mN m

-1で π
eq

が観測された。π
eq は、測定温度が上昇するにつれて増大したことから、一次相転移点 

 

Fig. 1-8 Illustration of instrument for evaluating Langmuir monolayer properties (A) and π-A iso-

therm (B). 
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Fig. 1-9 The π-A (A) and V-A (B) isotherms of one-component POPC, compd. 1, compd. 1-2-NB, 

compd. 1-NBCOOH, and compd. 1-NB(COOH)2 monolayers on 150 mM NaCl aq. at 25°C. 

Arrowheads and arrows indicate the phase transition (π
eq

) and monolayer collapse (π
c
), respectively. 

 

であることが示された（Fig. 1-10）。化合物 1の π
c値は、42.0 mN m

-1を示し、POPCと

同程度であった。π
c値における A値は、POPCから成る単分子膜の方が化合物 1から成

る単分子膜よりも高値を示した。これは、POPCが疎水基部分に不飽和アルキル鎖を有

しており、その立体障害が単分子膜の配向性に影響したためであると推察された。一方、

compd. 1-2-NBや compd. 1-NBCOOHで作製された単分子膜の π
c値は、それぞれ 20.7 mN 

m
-1と 29.2 mN m

-1となり、化合物 1や POPCの π
c値よりも著しく低値を示した。したが

って、化合物 1が NB誘導体と反応することにより、親水基部分の凝縮力が低下し、そ

れに伴い、リポソーム膜の不安定化に繋がることが示唆された。加えて、V-A等温線 
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Fig. 1-10 The π-A isotherms of one-component compd. 1 (A), compd. 1-NBCOOH (B) and compd. 

1-NB(COOH)2 (C) monolayers on 150 mM NaCl aq. at 17, 21, and 25°C, respectively. 

 

について解析した結果、POPC や化合物 1 で作製された単分子膜のV の最大値（最も

膜が凝集した状態）が、それぞれ 457 mV や 461 mV であったのに対し、化学反応後の

生成物（compd. 1-2-NB、compd. 1-NBCOOH、compd. 1-NB(COOH)2）で作製された単分
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子膜では、それぞれ 348 mV、321 mV、351 mV と顕著に低い値を示した（Fig. 1-9B）。

この単分子膜の圧縮に伴うV 値の低下は、親水基部分の構造の違いにより生じる疎水

基部分の配向性の違いを反映するものと考えられた。 

 続いて、リポソームの構成脂質である POPCと各化合物（compd. 1、compd. 1-2-NB、

compd. 1-NBCOOH、compd. 1-NB(COOH)2）を 4：1（mol/mol）で混和して作製した単

分子膜を用いて、二成分系で膜特性について評価した。この評価により、NB 誘導体と

反応する前後の化合物 1とPOPCとの側方方向に関する分子間相互作用を解析すること

で、リポソームからの薬物放出促進機構を明らかにできると考えた。二成分系の単分子

膜を用いて評価した結果、POPC/compd. 1から成る単分子膜の π-A等温線は、POPCと

同等であったのに対し、POPC/compd. 1-2-NB、POPC/compd. 1-NBCOOH から成る単分

子膜では異なる等温線を示した（Fig. 1-11A）。これにより、化合物 1と 2-NBや NBCOOH

との化学反応後に POPC との相互作用が変化したことが考えられた。π
c 値について、

POPC/compd. 1の単分子膜では51.3 mN m
-1であったのに対し、化学反応後（POPC/compd. 

1-2-NB、POPC/compd. 1-NBCOOH、POPC/compd. 1-NB(COOH)2）では、それぞれ 50.5 mN 

m
-1、50.4 mN m

-1、48.8 mN m
-1とわずかに低値を示した（Fig. 1-11A）。一方、Vの最

大値は、化学反応により大きく変化し、POPC/compd. 1-2-NB（418 mV）> POPC/compd. 

1-NBCOOH（390 mV）（≈ POPC/compd. 1）> POPC/compd. 1-NB(COOH)2（357 mV）と

なった（Fig. 1-11B）。これにより、二成分系の単分子膜で起こる分子間相互作用の変

化は、POPCと化合物 1や化学反応により生成した化合物の構造に起因することが示唆

された。また、単分子膜の充填状態や表面密度の変化には、膜流動性の変化や構成分子

間の力学的な相互作用が関与している可能性が考えられるため、以降にて、膜の流動性

に相関する圧縮率（compressibility modulus, Cs）や混合による過剰ギブズ自由エネルギ

ーの変化量（𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐）について評価を行った。 
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Fig. 1-11 The π-A (A) and V-A (B) isotherms of one-component POPC, binary POPC/compd. 1, 

POPC/compd. 1-2-NB, POPC/compd. 1-NBCOOH, and POPC/compd. 1-NB(COOH)2 monolayers 

(POPC:compd. 1-NB derivatives = 4:1 molar ratio) on 150 mM NaCl aq. at 25°C. Arrowheads and 

arrows indicate the phase transition (π
eq

) and monolayer collapse (π
c
), respectively. The dou-

ble-headed arrows indicate the kink on the π-A isotherms. 
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1-2-8 単分子膜の流動性に関する評価 

 単分子膜の流動性は、圧縮率（Cs）の逆数（Cs
-1）を指標に評価される。Cs

-1は、π-A

等温線を微分することで算出され、単分子膜が圧縮される過程を反映する。側方方向か

らの圧縮に対し、緩やかな πの増大が観察される膜は、凝縮力が小さく柔らかい膜を形

成しているため流動性が高いと言える。すなわち、Cs
-1値が小さければ、膜流動性が高

いことを表す。まず、Fig. 1-12Aに一成分系で各化合物の膜の流動性を評価した結果を

示す。化合物 1 から成る単分子膜の Cs
-1値は、化学反応後の化合物（compd. 1-2-NB、

compd. 1-NBCOOH、compd. 1-NB(COOH)2）から成る単分子膜よりも大きな値を示した。

したがって、化合物 1は化学反応により生成した化合物よりも剛直な膜を形成すること

が明らかとなった。続いて、二成分系の単分子膜を用いて評価した結果（Fig. 1-12B）、

POPC/compd. 1 や POPC/compd. 1-NB(COOH)2 で作製された単分子膜と比較して

POPC/compd. 1-2-NBや POPC/compd. 1-NBCOOH の単分子膜では、表面圧の範囲がそれ

ぞれ33～47 mN m
-1、40～47 mN m

-1の範囲で低いCs
-1値を示し、流動性の増大を認めた。

POPC/compd. 1-2-NBで流動性の増大が見られたことは、1-2-6での Laurdan を用いた検

討結果と同様であった。一方、POPC/compd. 1-NB(COOH)2の単分子膜における Cs
-1値

は、POPC/compd. 1の単分子膜と大きく変わらなかった。以上の結果より、化学反応に

よる流動性の向上がリポソームからの薬物放出促進の駆動力の 1 つとなることが明ら

かとなったと同時に、膜流動性の増大効果とリポソームからの薬物放出促進効果に必ず

しも相関が見られなかったことから、流動性だけでなく他の要因が放出促進に関与して

いる可能性が考えられた。 



21 

 

 

Fig. 1-12 The compressibility modulus (Cs
-1

) of the one-component (POPC, compd. 1, compd. 

1-NB, compd. 1-NBCOOH, and compd. 1-NB(COOH)2) monolayers (A) and two-component 

(POPC/compd. 1, POPC/compd. 1-2-NB, POPC/compd. 1-NBCOOH, and POPC/compd. 

1-NB(COOH)2) monolayers (B) on 150 mM NaCl aq. at 25°C as a function of π. The double-headed 

arrows, which correspond to those in Fig. 1-11A, indicate the regions of π where membrane fluidity 

increased (POPC/compd. 1-2-NB and POPC/compd. 1-NBCOOH). 
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1-2-9 単分子膜における混合による過剰ギブズ自由エネルギーの変化量に関する評価 

 単分子膜を構成する分子間の相互作用を熱力学的に解析するために、π-A等温線から

𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐を算出した。この値は、膜成分の A値にモル分率を乗じた値の和を実際に二成分

系単分子膜で測定された A値から減算し、π値の範囲で積分することで求まる。𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐が

正の値であれば、実際の二成分系単分子膜の π 値が理想混合膜の π値よりも大きく、両

成分間に斥力が作用していることを表す一方で、負の値であれば、両成分間に引力が作

用していることを表す。また、値が 0の場合は、理想混和しているか、全く混和してお

らず、両成分間に相互作用が起きていないことを表している。その結果、全ての混合膜

において正の𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐値が得られたことから、いずれの二成分系単分子膜においても両成

分間で斥力が作用していることが明らかとなった（Fig. 1-13）。π値が 10～23 mN m
-1

において、各単分子膜の𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐値を比較すると、POPC/compd. 1-NBCOOH < POPC/compd. 

1-NB(COOH)2 < POPC/compd. 1-2-NB < POPC/compd. 1の順となった。したがって、単分

子膜の両成分間に作用する斥力は、化学反応前後で低下することが明らかとなった。特

に POPC/compd. 1-NBCOOH の単分子膜において、𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐値は最も小さな値を示し、斥

力が大幅に減弱した。以上の結果は、POTz-liposome からの薬物放出率が NBCOOH 添

加時に最も高くなったことと逆相関し、NB誘導体と化学反応した化合物 1と POPCの

間に作用する斥力の低下もまた、リポソームからの薬物放出促進の 1つの要因になるこ

とが示唆された。 

 

Fig. 1-13 Excess Gibbs free energy of mixing (𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐 ) of two-component (POPC/compd. 1, 

POPC/compd. 1-2-NB, POPC/compd. 1-NBCOOH, and POPC/compd. 1-NB(COOH)2) monolayers 

on 150 mM NaCl aq. at 25°C as a function of π. There is a lack of data for POPC/compd. 1-2-NB 

and POPC/compd. 1-NBCOOH because 𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥𝑐 could not be calculated due to monolayer collapse. 
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1-3 考察 

 

 本研究では、生体直交型反応として Tz と NB との反応が迅速かつ選択的に進行する

点に着目し、まずリポソームの構成成分として用いる両親媒性 Tz 誘導体 1 を新規設計

し、合成することに成功した。次に、合成した化合物 1および 5と NB誘導体の反応性

を確認したところ、一般的な SPAAC反応の反応速度定数と同程度の値を示した[46,83]。

化合物 1の方が化合物 5よりも大きな反応速度定数を示したのは、化合物 1でピリジン

骨格に電子供与性の低いアミド基が導入されたことに起因すると考えられた[56]。また、

NBCOOH が 2-NB よりも小さな反応速度定数を示したのは、電子求引性の高いカルボ

キシ基により反応性を示す二重結合の電子密度が低下したためであると考えられた

[79]。したがって、化合物 1 と NB 誘導体の二次反応速度定数が比較的大きな値であっ

たことから、本研究においても in vivo で生体直交型反応を進行させることができるの

ではないかと期待された。 

 リポソームからの薬物放出に関しては、POTz(4:1)-liposome に NB 誘導体を混合した

場合においてのみ、顕著な薬物放出を示した。このことから、リポソームからの薬物放

出促進が化合物 1と NB誘導体との化学反応に起因していることが示唆された。種々の

NB誘導体の中でも、NBCOOHは POTz(4:1)-liposome と混合した直後から薬物放出が増

大し、最も薬物放出促進効果が高かった。一方、NB 骨格内のカルボキシ基が薬物放出

に関与していると考え、2つのカルボキシ基を有するNB(COOH)2を用いて検討したが、

放出促進効果が劇的に改善されることはなかった。実際、Langmuir 単分子膜を用いた

評価により、化合物 1 と NB(COOH)2との化学反応前後でリポソ―ム膜の流動性に大き

な変化は認められなかった。一方、compd. 1-2-NBや compd. 1-NBCOOH で作製された

単分子膜を用いた場合、膜流動性の増大および膜構成成分の相互作用に変化を認めた。

特にこれらの π
c値は、化合物 1 や POPC 単独の π

cよりも低い値を示したが、これは、

化学反応により生成した化合物が側方方向からの力に対して弱いことを意味しており、

化学反応により膜の不安定化が誘導されたと考えられた。一方、compd. 1-NB(COOH)2

の π
c値は compd. 1-2-NB や compd. 1-NBCOOHよりも高かったが、これは 2つのカルボ

キシ基が下相液（150 mM NaCl 水溶液）の水分子と水素結合を形成したために、膜が安

定化した可能性が考えられた。本研究において膜の流動性に関しては、Laurdan を用い

る方法と Langmuir 単分子膜を用いる方法の二通りの手法で評価した。Laurdanを用いた

検討では、化学反応の進行具合やその後の膜の再構築等が反映される結果が得られた一
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方で、Langmuir単分子膜を用いた検討においては、予め化学反応を起こした compd. 1-NB

誘導体を用いて評価するため、化学反応に基づく動的な特性変化を反映しているわけで

はない。それゆえ、化学反応直後の膜特性変化については現在のところ不明である。今

後は、脂質膜上で化学反応を起こし、経時的な変化を測定していく評価系の構築が望ま

れる。また、Karve らは、pH に応答して生じる膜構成分子間の斥力低下を利用して内

封薬物の放出を引き起こすリポソーム製剤を報告している[15]。このリポソーム膜は、

その構成成分の分子間に斥力が働くことで均質な状態を維持するが、pH の変化に伴う

斥力の低減が膜の相分離を誘導し、それが薬物の放出を促進したと考えられている[84]。

本検討においても、POTz-liposome からの薬物放出には、分子間斥力の低減が寄与する

と考えられたことから、リポソーム膜に相分離が生じている可能性が考えられた（Fig. 

1-14）。 

 

 

Fig. 1-14 Proposed diagram of phase separation of lipid membrane by reducing the repulsive force be-

tween components after the chemical reaction. Blue ellipses indicate phase separation and domain for-

mation. 
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1-4 小括 

 

・リポソームの構成成分として、両親媒性テトラジン（Tz）誘導体 1 を新規に合成し

た。 

・化合物 1 を導入したリポソーム（POTz-liposome）は、種々のノルボルネン誘導体

（2-NB、NBCOOH、NB(COOH)2）と迅速に化学反応を起こした。さらに、その化

学反応により POTz-liposome からの内封薬物の放出促進が確認され、化学反応によ

る薬物放出促進法が新たに確立された。特に NBCOOHを反応させた場合、顕著な

薬物放出促進を認めた。 

・Langmuir 単分子膜を用いた熱力学的解析により、化合物 1と NB誘導体の化学反応

により生成した化合物と POPCから成る二成分系単分子膜において、流動性の増大

や、構成分子間の斥力の低減が確認された。したがって、化学反応前後の膜特性変

化がリポソームからの薬物放出促進の要因となる可能性を明らかとした。 
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第 2 章 生体直交型反応を介した薬物放出制御型リポソーム製剤に

よるがん治療効果の増強 

 

2-1 緒言 

 

 第 1 章では、両親媒性 Tz 誘導体 1 とリン脂質である POPC から構成されたリポソー

ム（POTz-liposome）が NB 誘導体と化学反応した場合、in vitro においてリポソームか

らの薬物放出が促進されることを明らかにした。中でも NBCOOHを用いた場合に顕著

な薬物放出促進が示された。本章では、新たな薬物放出制御機構を有する本リポソーム

製剤をがん治療へと展開し、効果的ながんの薬物治療が可能であるかを検証した。治療

戦略としては、Fig. 2-1に示すように、まず DOX を内封した化合物 1導入リポソームを

前投与し、EPR効果によるがんへの集積と正常組織からのクリアランスを待つ。続いて

NB 誘導体を投与することで、リポソーム集積部位でのみ生体直交型反応が進行し、そ

れに伴った DOX の放出促進により治療効果が増強されることを期待する 2段階の薬剤

投与を計画した。 

 

Fig. 2-1 A strategy for tumor chemotherapy using liposomal formulation which could accelerate 

drug release via IEDDA reactions. 
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本リポソーム製剤を in vivo がん治療へと展開する場合、リポソームの生体内での安

定性が問題となる。リン脂質は、その種類により異なる Tc を有し、リン脂質二重膜の

物質透過性は、ゲル相では極めて低く、液晶相では高いことが知られている。第 1章で

用いた POPC の Tc は約－2°Cであり、非常に柔らかい膜を形成するため、生体内では

血漿タンパク質をはじめとする様々な物質との相互作用により、リポソームとして安定

に存在することが難しいと予想される。ここで Doxil
®は、Tc が高い（50～56°C）水素

添加大豆リン脂質（hydrogenated soybean phosphatidycholine, HSPC）や脂質膜の物理的安

定性を高める cholesterol（Chol）[85]、PEG 修飾脂質により構成されているため、生体

内でも安定に存在していると考えられている[4]。そこでまず、Doxil
®の脂質組成を参考

に化合物 1導入リポソームを設計した。次に、作製したリポソームについて、第 1章と

同様に NB 誘導体との化学反応により内封薬物の放出制御が可能であるかを検証した。

そして、治療評価を行うにあたり、どのような投与タイミングで各薬剤を投与するか決

定するために、担がんモデルマウスを用いてリポソームの体内動態評価を行った。さら

に、がん組織内において内封薬物の放出が促進されているかについて、水溶性モデル薬

物（111
In-DTPA）、あるいは細胞内移行性のあるモデル薬物（DOX）を内封したリポソ

ームを用いて評価した。最後に、本薬物放出促進法ががん治療に有効であるかを検証す

るために治療実験を実施した。 
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2-2 結果 

 

2-2-1 リポソームの組成検討 

 第 1章で用いた POPCから成るリポソームは、in vivo において生体の様々な物質との

相互作用が起こりうる[5]。実際に POTz-liposome は、マウス血漿中においてインキュベ

ーション後早期から内封薬物の顕著な漏出が見られた（34%（3 時間））。そのため、化

合物 1 導入リポソームを in vivo に適用するには、脂質組成を最適化する必要があり、

臨床で利用されているDoxil
®の脂質組成を参考として新たに化合物1導入リポソームを

設計した（Table 2-1）。Doxil
®の組成には、Tc が高い HSPC や脂質膜の安定性を改善し

うる Chol、血漿タンパク質の吸着によるオプソニン化を防ぐことで血中滞留性を高め

る 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000]

（PEG-DSPE）が用いられている（HSPC/PEG-DSPE/Chol = 56.2/5.8/38.0 mol%）[4]。特

に生体内での安定性を高めるために Chol と PEG-DSPEは必須であると考え、Cholを 38 

mol%、PEG-DSPEを 5 mol%に固定し、HSPC+PEG-DSPE+化合物 1（計 62 mol%）に対

する化合物 1の割合を 6～50 mol%の範囲とした。以降、HSPC/PEG-DSPE/Chol/化合物 1

で構成されるリポソームを HSTz-liposome、HSPC/PEG-DSPE/Chol で構成されるコント

ロールリポソームを HSPC-liposome と記す。 

作製した各 HSTz-liposome に含まれる化合物 1を定量した。リポソームをエタノール

/PBS（9/1（v/v））溶液で可溶化した後、320 nmの吸光度を測定し、化合物 1を定量し

た。HSPCについては、酵素法により定量を行った。その結果、脂質の薄膜形成時に化

合物 1を 3.7～12.4 mol%混合した HSTz-liposome では、混和時の脂質組成に近い HSTz- 

 

Table 2-1 Lipid composition and molar ratio in liposomal preparations. 

  HSPC PEG-DSPE Chol Compd. 1 

  HSPC-liposome 57.0 5.0 38.0 
 

  HSTz(16:1)-liposome 53.3 5.0 38.0 3.7 

  HSTz(8:1)-liposome 50.1 5.0 38.0 6.9 

  HSTz(4:1)-liposome 44.6 5.0 38.0 12.4 

  HSTz(2:1)-liposome 36.3 5.0 38.0 20.7 

  HSTz(1:1)-liposome 26.0 5.0 38.0 31.0 

Data are expressed as mol%. 

The numbers in parentheses are the ratios between HSPC + PEG-DSPE and compd. 1. 
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liposome がそれぞれ得られた。一方、20.7 mol%以上の化合物 1 を混合したリポソーム

では、化合物 1のリポソーム膜への導入割合は約 11 mol%にとどまったことから、リポ

ソーム膜へ導入可能な化合物 1 の割合には上限があると考えられた。いずれの HSTz- 

liposome も粒子径が 60～80 nm、ゼータ電位は－5～0 mV を示した。これらの値は、化

合物 1を導入していない HSPC-liposome と大きく変わらず、化合物 1の導入がリポソー

ムの形成に与える影響は大きくないと考えられた。Table 2-2 には、HSPC-liposome と

HSTz(4:1)-liposome の粒子径、ゼータ電位の測定結果を示す。ここで、リポソーム膜に

化合物 1が高い割合で導入されている場合、NB誘導体とより効率良く反応し、顕著な

膜特性変化が引き起こされると考えられたことから、今後の検討では主に化合物 1 を

12.4 mol%含む HSTz(4:1)-liposome を用いて検討を行った。さらに、いずれのリポソー

ムにおいても、モデル薬物として用いた 111
In-DTPAや DOX をそれぞれ配位子交換反応

や pH勾配を用いた方法により高効率に封入することができ、封入操作前後における物

理化学的な性質に大きな変化は見られなかった（Table 2-2）。また、作製したリポソー

ムをマウス血漿中でインキュベーションした結果、内封薬物はリポソームに高く保持さ

れ、高い安定性が示された（Fig. 2-2）。 
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Table 2-2 The physicochemical properties of liposomes and their encapsulation efficiency of 

111
In-DTPA (A) or DOX (B), respectively. 

(A) 

Liposome Size (nm) 
Zeta potential 

(mV) 

Encapsulation 

efficiency (%) 

   HSPC-liposome 68.7 ± 4.1 －2.3 ± 0.5 
   

 

  
111

In-HSPC-liposome 72.9 ± 7.8 －3.0 ± 2.0 88.3 ± 6.9 

   HSTz(4:1)-liposome 71.4 ± 9.6 －2.0 ± 0.3 
   

 

  
111

In-HSTz(4:1)-liposome 68.6 ± 12.5 －2.4 ± 0.6 90.0 ± 6.1 

(B) 

Liposome Size (nm) 
Zeta potential 

(mV) 

Encapsulation 

efficiency (%) 

   HSPC-liposome 67.0 ± 13.3 －3.7 ± 2.4 
   

   DOX-HSPC-liposome 62.8 ± 6.1 －3.9 ± 2.2 77.1 ± 8.1 

   HSTz(4:1)-liposome 84.5 ± 3.7 －1.5 ± 0.6 
   

   DOX-HSTz(4:1)-liposome 86.6 ± 7.1 －3.4 ± 2.8 83.3 ± 13.2 

Data are expressed as mean ± SD of at least three experiments. 

 

 

Fig. 2-2 The percentage of 
111

In-DTPA retention in liposomes incubated in PBS and mouse plasma at 

37°C. Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
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2-2-2 HSTz-liposomeと NB誘導体との化学反応の進行の検証 

 リポソームを構成する脂質組成の変更により、特にリポソーム表面に水和層を形成す

る PEG が生体直交型反応に影響することが考えられたため、リポソーム膜において化

合物 1 と NB 誘導体（2-NB、NBCOOH）が化学反応を起こすかを第 1 章と同様の方法

で質量分析により評価した。その結果、HSTz(4:1)-liposome（HSPC終濃度 0.05 mM）と

NB誘導体（終濃度 20 mM）とを混合した数分後には、化合物 1と NB誘導体との化学

反応による反応生成物の分子イオンピークがそれぞれ検出された（2-NB, m/z: calculated 

for C53H86N5O [M+H]
+
 808.6827, found 808.6816; NBCOOH, m/z: calculated for C54H86N5O3 

[M+H]
+
 852.6725, found 852.6715）。また、化学反応後のさらなる酸化反応で生成した化

合物の分子イオンピークもそれぞれ検出された（2-NB, m/z: calculated for C53H84N5O 

[M+H]
+
 806.6670, found 806.6662; NBCOOH, m/z: calculated for C54H84N5O3 [M+H]

+
 

850.6569, found 850.6555）。 

 

2-2-3 In vitro薬物放出評価 

 リポソームを構成する脂質組成を変更することで内封薬物の放出性が変化すること

が報告されている[80]ことから、HSTz-liposome においても化合物 1と NB誘導体との化

学反応による薬物放出制御が可能であるかを改めて検証した。第 1 章と同様に 111
In- 

DTPA をモデル薬物として内封した HSTz-liposome を用いて評価した。リポソーム

（HSPC終濃度 0.05 mM）と NBCOOH（終濃度 20 mM）あるいは PBSを混合し、37°C

で一定時間インキュベーションした後、サイズ排除クロマトグラフィーにより分析した

（Fig. 2-3）。 

HSTz(4:1)-liposome と PBS を混合した 24 時間後の薬物放出率は 5%であった。一方、

HSTz(4:1)-liposome と NBCOOH を混合した場合では、24 時間後には 80%以上の高い放

出率を示したことから、化合物 1と NBCOOHとの化学反応による薬物放出促進の関与

が示唆された（Fig. 2-3A）。続いて、NBCOOH濃度と薬物放出率の関係について検討し

た。5～20 mM の NBCOOHを用いて評価した結果、混合して 24時間後の HSTz(4:1)- 

liposome からの薬物放出は、添加した NBCOOHの濃度依存的に増大した（Fig. 2-3B）。

また、HSTz-liposome に含まれる化合物 1 の割合を変化させた（16:1、8:1、4:1）場合、

NBCOOH と混合した 24 時間後にはいずれの HSTz-liposome も約 80%の放出率を示し、

リポソーム膜における化合物 1 の割合と薬物放出率との関係性は見られなかった（Fig. 

2-3C）。 



32 

 

 

Fig. 2-3 In vitro drug release from HSTz-liposome and HSPC-liposome via reactions with 

NBCOOH. (A) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from liposomes reacted with NBCOOH (20 mM). 

Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
*
p < 0.05, 

***
p < 0.001 vs. HSPC-liposome + NBCOOH 

and HSTz(4:1)-liposome + PBS. (B) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from HSTz(4:1)-liposome re-

acted with various concentrations of NBCOOH (5, 10, and 20 mM) at 24 h. Results are expressed as 

mean ± SD (n = 3). (C) Release rate of 
111

In-DTPA (%) from HSTz-liposome (16:1, 8:1, and 4:1) 

reacted with NBCOOH (20 mM) at 24 h. Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
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薬物放出に関しては、DDS キャリアの物理化学的性質が影響するだけでなく、内封

している薬物自体の性質も関与することが知られている[86,87]。そこで、Doxil
®と比較

するために DOXを内封したリポソームを用いて薬物放出挙動について評価した。本評

価も 111
In-DTPAを用いた評価と同様に、リポソーム（HSPC終濃度 0.05 mM）と NB誘

導体（終濃度 20 mM）あるいは PBSを混合し、37°Cで一定時間インキュベーション後、

サイズ排除クロマトグラフィーにより分析した。しかし、DOX 自体がカラムに吸着さ

れ定量が困難であったため、リポソームに内封された DOXの保持率を算出することで、

薬物放出促進効果について評価した。薬物保持率については、リポソームに内封された

DOX 由来の蛍光強度を測定し、サイズ排除カラムに添加した DOX 内封リポソーム溶液

の蛍光強度に対する割合として算出した。その結果、HSTz(4:1)-liposome では、NBCOOH

と混合すると、PBSと混合した場合や HSPC-liposome に NBCOOHを混合した場合と比

較して、薬物保持率が有意に低下した（Fig. 2-4A）。また、この薬物保持率は経時的に

低下した。なお、NBCOOH の濃度に依存して保持率は低下する傾向が見られた（Fig. 

2-4B）。さらに、添加する NB 誘導体（2-NB、NBCOOH）を比較すると、2-NB を添加

した時に大きな変化が認められなかった一方で、NBCOOH を添加した時の保持率は大

きく低下した（Fig. 2-4C）。以上の結果から、DOX を内封した HSTz(4:1)-liposome にお

いても 111
In-DTPA を内封した HSTz(4:1)-liposome と同様に、化合物 1と NBCOOH との

化学反応を介した薬物放出促進が可能であると考えられた。 
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Fig. 2-4 In vitro drug release from HSTz(4:1)-liposome and HSPC-liposome via reactions with 

NBCOOH. (A) Retention rate of DOX (%) in liposomes reacted with NBCOOH (20 mM). Results 

are expressed as mean ± SD (n = 3). 
*
p < 0.05, 

**
p < 0.01, 

***
p < 0.001 vs. HSPC-liposome + 

NBCOOH and HSTz(4:1)-liposome + PBS. (B) Retention rate of DOX (%) in HSTz-liposome at 24 

h after incubation with various concentrations of NBCOOH (5, 10, and 20 mM). Results are ex-

pressed as mean ± SD (n = 3). (C) Retention rate of DOX (%) in HSTz(4:1)-liposome at 24 h after 

incubation with 2-NB (20 mM) or NBCOOH (20 mM). Results are expressed as mean ± SD (n = 3). 
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2-2-4 HSTz-liposomeと NBCOOHの細胞毒性評価 

 HSTz-liposome および NBCOOH を in vivo へ展開するにあたり、がん細胞（colon26）

とマクロファージ様細胞（RAW264）を用いた細胞毒性を評価した。これらの細胞をリ

ポソーム（HSPC濃度 0.5～50 mM）あるいは NBCOOH（0.008～8 mM）に 24 時間暴露

させ、WST-8 assayにより細胞生存率を算出した。その結果、DOX を内封していない条

件で HSTz(4:1)-liposome は、HSPC-liposome と比較していずれの細胞においても顕著な

生存率の低下を示さなかったことから、HSTz(4:1)-liposome 自体に細胞傷害性はないこ

とが示唆された（Fig. 2-5A and 2-5B）。また NBCOOHを添加した場合、添加濃度の増加

に伴って細胞生存率は低下する傾向にあったが、その程度は顕著でなかったことから、

NBCOOHについても細胞の生存率に大きく影響しないことが示唆された（Fig. 2-5C）。 

 

Fig. 2-5 In vitro cytotoxicity of DOX-free liposomes and NBCOOH to tumor cell (colon26) and 

macrophage (RAW264). Cell viability of colon26 (A) and RAW264 (B) treated with empty lipo-

somes, and colon26 and RAW264 treated with NBCOOH (C). Results are expressed as mean ± SD 

(n = 3). 

 



36 

 

 

2-2-5 リポソームの体内動態評価 

 本薬物放出促進法を用いたがん治療において、リポソームを投与した後に NB誘導体

を投与するタイミングが非常に重要となる。それを決定するために、リポソームの体内

動態を評価した。111
In-DTPAを内封した HSPC-liposome と HSTz(4:1)-liposome を colon26

皮下移植担がんモデルマウスに静脈内投与し、生体内放射能分布を評価した結果を

Table 2-3および 2-4に示す。HSPC-liposomeとHSTz(4:1)-liposomeのいずれにおいても、

RESである脾臓と肝臓へ高く集積した。また、いずれのリポソームも、投与 6～48時間

後にがんへ比較的高く集積した一方で、血液からは投与 48 時間後にほとんどが消失し

た。その他の臓器への分布も含めて、HSPC-liposome と HSTz(4:1)-liposome の体内挙動

に大きな違いは見られなかった。なお、排泄に関して、いずれのリポソームも主に尿中

に高い放射能が検出されたが、HSTz(4:1)-liposome の方が排泄される割合が低い傾向が

見られた。以上の結果から、血液中での HSTz-liposome と NB誘導体との化学反応を避

けるために、NB誘導体の投与はリポソームを投与した 48時間後とした。 
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Table 2-3 Biodistribution of HSPC-liposomes encapsulating 
111

In-DTPA in tumor-bearing mice. 

  
Time after administration 

6 h 24 h 48 h 72 h 

 Blood 14.31 ± 1.90 3.48 ± 0.18 0.60 ± 0.10 0.09 ± 0.03 

 Spleen 145.55 ± 11.96 123.51 ± 15.75 126.56 ± 16.93 92.76 ± 21.92 

 Pancreas 0.65 ± 0.15 0.30 ± 0.06 0.30 ± 0.08 0.23 ± 0.06 

 Stomach 0.48 ± 0.14 0.46 ± 0.23 0.37 ± 0.10 0.32 ± 0.13 

 Intestines 0.84 ± 0.24 0.83 ± 0.05 0.87 ± 0.09 0.64 ± 0.11 

 Kidney 3.25 ± 0.49 3.65 ± 0.40 2.73 ± 0.15 1.85 ± 0.26 

 Liver 36.93 ± 3.67 36.31 ± 3.38 35.48 ± 4.30 21.96 ± 4.16 

 Heart 1.63 ± 0.20 1.00 ± 0.18 1.16 ± 0.34 0.74 ± 0.20 

 Lung 3.60 ± 0.31 1.64 ± 0.12 0.85 ± 0.03 0.52 ± 0.05 

 Muscle 0.36 ± 0.07 0.28 ± 0.08 0.22 ± 0.04 0.18 ± 0.04 

 Tumor 4.99 ± 0.43 5.30 ± 1.12 4.11 ± 0.88 1.62 ± 0.19 

 Urine
a
 

   
15.07 ± 0.46 23.03 ± 1.05 28.87 ± 1.80 

 Feces
a
 

   
1.62 ± 0.42 3.52 ± 0.55 4.71 ± 0.60 

 T / B ratiob 0.35 ± 0.06 1.52 ± 0.28 5.75 ± 1.51 18.47 ± 5.11 

a
Results are expressed as means (%ID/g) ± SD values. 

a
means (%ID) ± SD values 

b
T / B ratio, tumor-to-blood ratio 
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Table 2-4 Biodistribution of HSTz(4:1)-liposomes encapsulating 
111

In-DTPA in tumor-bearing mice. 

  
Time after administration 

6 h 24 h 48 h 72 h 

 Blood 13.61 ± 0.82 2.38 ± 0.47 0.71 ± 0.13 0.07 ± 0.01 

 Spleen 153.18 ± 10.60 141.27 ± 19.57 148.68 ± 16.69 97.75 ± 5.20 

 Pancreas 0.62 ± 0.14 0.32 ± 0.10 0.40 ± 0.08 0.33 ± 0.15 

 Stomach 0.28 ± 0.05 0.38 ± 0.13 0.50 ± 0.12 0.25 ± 0.09 

 Intestines 0.70 ± 0.03 0.70 ± 0.10 0.89 ± 0.14 0.53 ± 0.05 

 Kidney 3.07 ± 0.16 2.79 ± 0.31 2.76 ± 0.19 1.89 ± 0.36 

 Liver 41.47 ± 0.63 35.85 ± 6.02 42.41 ± 4.68 27.51 ± 1.06 

 Heart 1.32 ± 0.09 1.01 ± 0.33 0.93 ± 0.18 0.68 ± 0.09 

 Lung 3.12 ± 0.23 1.38 ± 0.31 1.02 ± 0.11 0.50 ± 0.07 

 Muscle 0.29 ± 0.08 0.18 ± 0.07 0.31 ± 0.05 0.17 ± 0.02 

 Tumor 4.25 ± 0.62 4.74 ± 1.01 3.59 ± 0.91 1.47 ± 0.32 

 Urine
a
 

   
10.48 ± 2.03 17.86 ± 1.54 24.62 ± 1.62 

 Feces
a
 

   
0.84 ± 0.39 1.91 ± 0.34 2.77 ± 0.34 

 T / B ratiob 0.31 ± 0.03 2.04 ± 0.45 5.13 ± 1.22 21.16 ± 6.33 

a
Results are expressed as means (%ID/g) ± SD values. 

a
means (%ID) ± SD values 

b
T / B ratio, tumor-to-blood ratio 

 

2-2-6 In vivo薬物放出評価 

 続いて、本薬物放出促進法が in vivo において機能するか検証することを計画した。

PEG修飾リポソームは、細胞膜との相互作用が低減されるために、細胞取り込み率が劇

的に低下することが知られている[88]。そのため、静脈内投与されたリポソームががん

組織へ集積しても細胞内へ取り込まれず、がん組織内の血管近傍や間質に局在する可能

性が高い[88,89]。がん組織の間質に局在する 111
In-DTPA内封リポソームから 111

In-DTPA

が放出された場合、水溶性の高い 111
In-DTPAは細胞内に取り込まれることなく、がん組

織から速やかに排泄されるのではないかと考え、リポソーム投与後に NB誘導体を投与

し、それ以降のがん組織における放射能の減少を指標に in vivo における薬物放出促進

効果について評価した。実際に 111
In-DTPAを腫瘍内に直接投与すると速やかにがん組織 
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Fig. 2-6 Evaluation of intratumoral retention of 
111

In-DTPA in tumor-bearing mice. Radioactivity 

retention (%) in the tumor after intratumoral injection of 
111

In-DTPA. Results are expressed as mean 

± SD (n = 3). 

 

から排泄された（Fig. 2-6）。 

 111
In-DTPA 内封リポソームを投与した 48 時間後に各溶液（5%エタノール/PBS 溶液

（vehicle）、NBCOOH、2-norbornanecarboxylic acid（NBaneCOOH））を投与し、その 6

時間後にがんにおける放射能集積を評価した。なお、NBaneCOOH は、NBCOOH の二

重結合を還元し、Tz との反応性を無くした化合物であり、ネガティブコントロールと

して用いた。その結果、HSPC-liposome を投与した後に vehicleあるいは NBCOOHを投

与した場合、がんへの集積はそれぞれ 3.6%ID/g と 3.3%ID/gであり、大きな差は見られ

なかった（Table 2-5A）。一方、HSTz(4:1)-liposome においては、vehicle または NBCOOH

を投与した場合のがんにおける集積は、それぞれ 3.4%ID/gと 2.4%ID/gであり、NBCOOH

投与群において有意に低い値を示した（Table 2-5B）。さらに NBaneCOOH投与群では、

がんへの集積が 3.2%ID/g となり、vehicle 投与群と大きく変わらなかった。なお、他の

臓器や組織における放射能分布は、いずれの溶液を投与した場合においても大きな変化

は見られなかった（Table 2-5）。以上の結果から、がん組織において、化合物 1と NBCOOH

との生体直交型反応による 111
In-DTPA 内封リポソームからの薬物放出促進が示唆され

た。 
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Table 2-5 Biodistribution of HSPC-liposome (A) and HSTz(4:1)-liposome (B) encapsulating 

111
In-DTPA 6 h after injection of vehicle, NBCOOH, or NBaneCOOH to tumor-bearing mice. NB 

derivatives were injected 48 h post-injection of liposomes. 

(A) 

  + vehicle + NBCOOH 
Blood 0.33 ± 0.10 0.34 ± 0.10 
Spleen 109.40 ± 20.79 105.20 ± 25.21 
Pancreas 0.21 ± 0.03 0.29 ± 0.05 
Stomach 0.34 ± 0.02 0.57 ± 0.41 
Intestines 0.79 ± 0.10 0.78 ± 0.16 
Kidney 2.89 ± 0.14 2.14 ± 0.25 
Liver 31.54 ± 2.54 32.51 ± 2.43 
Heart 0.88 ± 0.16 0.61 ± 0.27 
Lung 0.83 ± 0.08 0.70 ± 0.21 
Muscle 0.30 ± 0.11 0.32 ± 0.35 
Tumor 3.60 ± 0.66 3.25 ± 0.35 

(B) 

  + vehicle + NBCOOH + NBaneCOOH 
Blood 0.27 ± 0.06 0.23 ± 0.05 0.35 ± 0.19 
Spleen 114.81 ± 14.11 114.78 ± 15.67 120.51 ± 32.35 
Pancreas 0.35 ± 0.13 0.35 ± 0.14 0.25 ± 0.06 
Stomach 0.42 ± 0.23 0.52 ± 0.15 0.42 ± 0.09 
Intestines 0.65 ± 0.12 0.70 ± 0.15 0.75 ± 0.08 
Kidney 2.39 ± 0.25 2.85 ± 0.60 2.45 ± 0.44 
Liver 35.49 ± 1.50 39.88 ± 2.18 41.63 ± 8.42 
Heart 0.84 ± 0.27 0.70 ± 0.16 0.81 ± 0.27 
Lung 0.84 ± 0.23 0.85 ± 0.14 0.83 ± 0.06 
Muscle 0.19 ± 0.09 0.20 ± 0.04 0.18 ± 0.09 
Tumor 3.36 ± 0.39 2.36 ± 0.31

**,***

 3.20 ± 0.41 
Results are expressed as means (%ID/g) ± SD values. 

**
p < 0.01 vs. HSTz(4:1)-liposome + vehicle, 

***
p < 0.001 vs. HSTz(4:1)-liposome + NBane- 

COOH. 
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リポソームに内封された DOX は細胞に取り込まれにくい一方で、リポソームから放

出された DOX は脂溶性が高く細胞内へ取り込まれる。したがって、がん組織内におい

て DOX 由来の蛍光とリポソーム膜を標識した蛍光脂質（3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine 

perchlorate, DiO-C18）由来の蛍光が、どのように分布するかを蛍光顕微鏡により観察す

ることで、薬物放出促進効果について評価できると考えた。上述の 111
In-DTPA内封リポ

ソームを用いた評価と同様に、DOX を内封した DiO-C18標識リポソームを投与した 48

時間後に各溶液（vehicle、NBCOOH）を投与し、その 6時間後にがんの組織切片を作製

して評価した（Fig. 2-7）。その結果、HSPC-liposomeについては、vehicleあるいはNBCOOH

を投与したいずれの群においても、DOX と DiO-C18 の共局在が観察された。一方、

HSTz(4:1)-liposome については、vehicle投与群では DOX と DiO-C18の共局在が観察され

たのに対し、NBCOOH投与群では、DOX が DiO-C18の周辺に広く分布している様子が

観察された。したがって、がん組織において、化合物 1と NBCOOHとの生体直交型反

応による HSTz(4:1)-liposome からの DOX の放出促進が示唆された。 

 

Fig. 2-7 In vivo evaluation of drug release from liposome following the bioorthogonal IEDDA reac-

tions with NBCOOH in the tumors. DOX-encapsulating liposomes were intravenously injected into 

mice, and at 48 h post-injection of the liposomes, NBCOOH or vehicle were intravenously adminis-

tered. Six hours later, the tumors were excised, followed by fluorescence microscopy study. Intra-

tumoral localization of DOX (red) and DiO-C18 (green). Scale bar: 500 m. 
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2-2-7 治療評価 

 前節までの実験結果より、がん組織において生体直交型反応に基づく HSTz-liposome

からの薬物放出促進が示唆されたことより、DOX 内封リポソームを用いた治療実験を

実施した。 

 治療は、まず DOX内封リポソームを投与し、さらにその 48 時間後に NB誘導体を投

与するという 2段階の投与スケジュールで行った。Colon26細胞を皮下移植して 5日目

の担がんマウスを 9 つの治療群（ (a) PBS + vehicle、 (b) PBS + NBCOOH、 (c) 

DOX-HSPC-liposome (5 mg/kg) + vehicle、(d) DOX-HSPC-liposome (5 mg/kg) + NBCOOH、

(e) DOX-HSTz(4:1)-liposome (5 mg/kg) + vehicle、(f) DOX-HSTz(4:1)-liposome (5 mg/kg) + 

NBCOOH、(g) DOX-HSTz(4:1)-liposome (5 mg/kg) + NBaneCOOH、(h) DOX-HSTz(4:1)- 

liposome (2.5 mg/kg) + vehicle、(i) DOX-HSTz(4:1)-liposome (2.5 mg/kg) + NBCOOH）に分

けて治療実験を開始し、経時的にがんの体積を測定した。Fig. 2-8に治療開始後のがん

体積の経時変化を示す。リポソーム投与後 6日目において、DOX-HSPC-liposomeやDOX- 

HSTz(4:1)-liposome を投与した治療群（(c), (e), (h)）では、DOX 未投与群（(a), (b)）に対

して腫瘍体積が低値を示す傾向が見られた。また、DOX-HSTz(4:1)-liposome と NBCOOH

を組み合わせた治療群（(f)）では、DOX-HSTz(4:1)-liposome と vehicle を組み合わせた

治療群（(e)）に対して、腫瘍の成長を顕著に抑制した。さらに、リポソーム投与後 6

日目以降において、DOX-HSTz(4:1)-liposomeと NBCOOHを組み合わせた治療群（(f), (i)）

では、Doxil
®と同等の脂質組成から作製された DOX-HSPC-liposome と vehicle を組み合

せた治療群（(c)）に対して、腫瘍の成長を顕著に抑制した。リポソーム投与後 8日目に

おいては、治療群(f)では、DOX-HSTz(4:1)-liposome と vehicle や NBaneCOOH を組み合

せた治療群（(e), (g)）に対して、有意に高い腫瘍の成長抑制効果を示した。一方、いず

れの治療群においても顕著な体重減少は見られなかった（Fig. 2-8B）。以上のことから、

HSTz(4:1)-liposome と NBCOOH による生体直交型反応を利用した薬物放出促進法が、

より効果的ながん治療戦略となる可能性が示された。 

 

  



43 

 

 

Fig. 2-8 Anti-tumor effect of DOX-HSTz(4:1)-liposome via the bioorthogonal IEDDA reactions 

with NBCOOH in colon26 tumor-bearing mice. DOX-liposomes were intravenously injected into tu-

mor-bearing mice (1
st
 i.v.), and at 48 h post-injection of the liposomes, NBCOOH, vehicle, or 

NBaneCOOH (negative control) were intravenously administered (2
nd

 i.v.). (A) Tumor growth sup-

pression by a combination therapy of DOX-HSTz(4:1)-liposome and NBCOOH. Results are ex-

pressed as mean ± SEM (n = 8 mice in each group). One-way ANOVA followed by Tukey's test was 

used for multiple comparisons among groups (c–i). 
**

p < 0.01, †p < 0.05 vs. group (c), 
#
p < 0.05 vs. 

group (e), 
⁋
p < 0.01 vs. group (g). (B) Body weight change of tumor-bearing mice treated with each 

preparation. Results are expressed as mean ± SEM (n = 8). 
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2-3 考察 

  

 はじめに、臨床への適用を目指して Doxil
®を参考に化合物 1導入リポソームの脂質組

成について検討した。作製した HSTz-liposome の粒子径やゼータ電位は Doxil
®と大きく

変わらず、また、それらはモデル薬物を内封する前後においても大きく変わらなかった

ことから、化合物 1 をリポソームに導入することやモデル薬物の封入工程が、リポソー

ムの物理化学的な性質に及ぼす影響は小さいと考えられた。加えて、HSTz(4:1)-liposome

はマウス血漿中においても安定に薬物を保持したまま存在していた（Fig. 2-2）。したが

って、HSTz(4:1)-liposome が Doxil
®と同様に静脈内投与された後も、血液中を循環して

いる間に内封薬物を大きく漏出することなく、がん組織に送達されるものと推察された。 

 In vitro薬物放出評価では、第 1章と同様に NBCOOHとの化学反応による HSTz-lipo- 

some からの薬物放出促進を認めた。一方、化学反応後早期における HSTz(4:1)-liposome

からの 111
In-DTPA の放出率は、POTz-liposome を用いた場合と比べて低い値を示した。

これは、POPC と比べて HSPC の Tc が高いことから、HSTz-liposome が POTz-liposome

よりも硬いリポソーム膜を形成していることに起因した可能性が高い[80]。また、モデ

ル薬物に 111
In-DTPAと DOX を用いた場合で放出挙動に違いが見られた。これは、モデ

ル薬物自体の特性が関与し、111
In-DTPA よりも脂溶性の高い DOX がリポソーム膜によ

り強く保持されたためであると考えられた。すなわち、既に報告されているように

[86,87]、リポソームに内封する薬物の特性に依存して放出挙動は変化するため、薬物ご

とに放出性評価が必要であると考えられる。今回の検討において、HSPCと化合物 1の

組成（16：1、8：1、4：1）に依らず HSTz-liposome からの 111
In-DTPA の放出率は同程

度の高い値を示した。NBCOOH との反応効率を考慮して、化合物 1 導入率の最も高い

HSTz(4:1)-liposome を用いた in vivo 実験を進めたが、今後、さらに脂質組成の検討を重

ねることで、より効果的な薬物放出挙動等を示すリポソームが作製できる可能性がある。 

 担がんモデルマウスにおけるリポソームの体内動態は、リポソーム膜への化合物 1の

導入前後で大きく変化することはなかった。リポソームの体内動態の結果から、血液中

での化学反応を避けるために、リポソームのほとんどが血液中から消失した時間（リポ

ソーム投与 48 時間後）を NBCOOH の投与タイミングとした。実際、これに従って

NBCOOH を投与しがんの抽出物について質量分析した結果、化合物 1 と NBCOOH の

化学反応による生成物の分子イオンピークが認められたことから、がん部位における生

体直交型反応の進行が確認された。一方、NBCOOH の体内動態は不明であり、投与量
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が最適であるかの検討まではできていない。そのため今後、NB 誘導体の放射性標識体

を合成し、体内動態の解明や生体直交型反応の進行の程度を解析する必要がある。 

担がんマウスに投与されたリポソームは、がん組織において、不均一な分布を示した

（Fig. 2-7）。リポソームは EPR効果によりがんへ集積し、血管近傍に局在したと推察さ

れた。また、リポソーム表面の PEG により形成される水和層により細胞との相互作用

が抑制され[88]、がん組織の血管から漏出した後にがん組織の間質に局在した可能性が

高い。しかしながら、NBCOOHを投与すると、DOX ががん組織に広く拡散している様

子が観察されたため、本研究で開発した生体直交型反応を利用した薬物放出制御法が in 

vivoにおいても機能することが示唆され、高いがん治療効果が期待された。 

 DOX内封HSTz(4:1)-liposomeとNBCOOHとの生体直交型反応の組み合わせを用いた

がんの治療効果を検討した結果、がんの成長を有意に抑制した（Fig. 2-8A）。一方、

HSTz(4:1)-liposome 投与後に vehicleや NBaneCOOHを投与した場合では、顕著な抗がん

効果が示されなかったことから、化合物 1と NBCOOHとの生体直交型反応を介した内

封薬物の放出促進が治療効果の発現に重要な因子となると考えられた。さらに、DOX

を半量にした HSTz(4:1)-liposome と NBCOOH の組み合わせで治療を行った場合でも、

HSPC-liposome と比較して、がんの成長を有意に抑制したことより、本治療戦略は副作

用の低減にも繋がるものと期待された。なお、DOX を内封していない HSTz(4:1)-lipo- 

some と NBCOOH自体は顕著な細胞傷害性を示さなかったことから（Fig. 2-5）、今回の

治療効果はリポソームから放出された DOX に依存した結果であると考えられた。 

 以上より、固形がんに対する効果的な薬物治療を実現する新たな薬物放出制御型リポ

ソーム製剤の開発に成功した。本手法は、これまでに報告されている熱応答性リポソー

ムや光応答性リポソームと同等のがん治療効果を示すと考えられた[27,28,32]。今後、

様々ながん種を用いた検討や治療スケジュールの最適化を行うことで、より効果的なが

ん治療戦略となる可能性が考えられる。 
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2-4 小括 

 

・Doxil
®を参考に作製した化合物 1導入リポソーム（HSTz-liposome）は、マウス血漿

中において安定に存在した。さらに、in vitro において、NBCOOHとの化学反応に

より内封薬物の放出を顕著に促進させることが明らかとなった。 

・In vivo において、HSTz-liposome と NBCOOH を組み合わせて投与することで、が

ん組織内でリポソームからの内封薬物の放出が促進される可能性が示された。 

・HSTz-liposome と NBCOOH を組み合わせたがんの薬物治療では、がんの成長を有

意に抑制することが明らかとなり、生体直交型反応を利用した新たながんの治療法

となる可能性が示された。 
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総括 

  

本研究では、生体直交型反応を利用した薬物放出制御型リポソーム製剤の開発を目的

に、1. 両親媒性 Tz誘導体の合成とリポソームへの応用、2. 生体直交型反応を介した薬

物放出制御型リポソーム製剤によるがん治療効果の増強、について検討し、以下の知見

を得た。 

 

1. 両親媒性 Tz誘導体の合成とリポソームへの応用 

 Tz と NB 誘導体との生体直交型反応によるリポソームからの薬物放出促進を達成す

るために、新規両親媒性 Tz 誘導体 1 の合成に成功し、それを導入したリポソームの作

製に成功した（POTz-liposome）。また、この POTz-liposome は、NB 誘導体との化学反

応により、内封薬物の放出促進が可能であった。さらに、Langmuir 単分子膜を用いた

評価により、リポソームの膜特性が本化学反応前後で変化することを明らかとし、この

膜特性変化が薬物放出促進の要因となる可能性を示した。 

 

2. 生体直交型反応を介した薬物放出制御型リポソーム製剤によるがん治療効果

の増強 

 リポソームの脂質組成を最適化し、化合物 1 を導入したリポソームの生理的条件下に

おける安定性の向上を達成した（HSTz-liposome）。HSTz-liposome においても、NB誘導

体との化学反応により、内封薬物の放出促進が可能であった。また、DOX を内封した

HSTz-liposome と NB誘導体を組み合わせて処置した場合、DOX ががん組織内に広く拡

散している様子が認められたことから、本薬物放出制御法が in vivo においても機能す

ることが示された。さらに、本薬物放出制御法により、がんの成長を有意に抑制したこ

とから、有効ながん治療戦略となる可能性が示された。 

 

以上の結果から、生体直交型反応を利用した薬物放出制御型リポソーム製剤の開発に

成功した。本手法では、周辺環境に依存しない生体内での化学反応が薬物放出促進の契

機となるため、がん種や部位に左右されず様々ながんに適用可能であると想定される。 

 

 以上、本研究で得られた知見が、高い治療効果と安全性の両立を目指したがんの化学

療法の実用化や新たな医薬品開発に有益な情報を提供するものと考える。 
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実験の部 

 

研究全般に関する項目 

 

本研究に用いた主要な試薬、機器などについて以下に一括する。動物実験は、神戸薬

科大学動物実験委員会の承認を得たのち、神戸薬科大学動物実験実施規定を遵守し、動

物に不必要な苦痛を与えぬよう十分に配慮して行った。 

 

試薬・機器 

2-Cyanopyridine および 5-amino-2-cyanopyridine は、Merck社から購入した。Hydrazine 

hydrate、2-hexadecyloctadecanoic acid、thionyl chloride、ICG、NB(COOH)2、DTPAは、東

京化成工業から購入した。Boric acid、dry tetrahydrofuran (THF)、triethylamine (TEA)、そ

の他合成に用いた有機溶媒、2-NB、NBCOOH、LabAssay Phospholipid は、富士フィル

ム和光純薬から購入した。POPC、DSPC、PEG-DSPEは Avanti Polar Lipid社から購入し

た。HSPCは、日油から購入した。DOX は、LC Laboratories 社から購入した。8-Quinolinol、

Chol、DiO-C18は、Sigma Aldrich 社から購入した。EDTAおよび CCK-8 は同仁化学研究

所から購入した。PBS(-)、DMEM、およびベロナール緩衝液（pH 8.6、I = 0.06）は、ナ

カライテスクから購入した。111
InCl3（74 MBq/mL）の 0.01 N HCl 溶液は、日本メジフィ

ジックスより提供を受けた。 

中圧分取液体クロマトグラフィーには、山善製の自動設定中圧分取液体クロマトグラ

フシステム（YFLC AI-580）を使用し、Purif-Pack-EX（充填材：シリカゲル SiOH、粒子

径：50 m、カラムサイズ：M − L）を装着した。核磁気共鳴（nuclear magnetic resonance, 

NMR）測定には、Agilent Technologies 社製の Varian Mercury 300 を用い、重水素化溶媒

中の残留溶媒を内標準物質として測定した。エレクトロスプレーイオン化高分解能質量

分析（electrospray ionization high-resolution mass spectrometry, ESI-HRMS）には、Thermo 

Fisher Scientific 社製の Themo Scientific Exactive を使用した。放射能の測定には、

PerkinElmer 社製の Wizard 1480および Aloka 社製の CURIEMETER IGC-3 を用いた。吸

光スペクトルの測定には、島津製作所製の UV-2450 UV-Visible Spectrophotometer を使用

した。蛍光スペクトルの測定には、日立ハイテクサイエンス製の Hitachi F-7000 Fluo-

rescence Spectrophotometer を使用した。プレートリーダーには、日立ハイテクサイエン

ス製のMICROPLATE READER SH-9000 Labを使用した。リポソームのサイズ調整には、
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Avanti Polar Lipid社製のMini-Extruder set、および TOMY精工製の UD-201を使用した。

リポソーム精製時のサイズ排除クロマトグラフィーには、GE Healthcare社製の Sephadex 

G-25（PD-10）および Sephadex G-50 をゲルとして用いたカラムを使用した。セルロー

スアセテート電気泳動には、ADVANTEC製の SELECA-V を使用した。リポソームの粒

子径とゼータ電位は、Malvern 社製の Zetasizer Nano ZS により測定した。Langmuir 単分

子膜測定では、KSV Instruments 社製の KSV Minitrough を使用した。表面圧の測定には、

ろ紙（周囲長＝20 mm、Whatman 541）を使用した。表面電位の測定には、KSV Instruments

社製の KSV SPOT 1 を使用し、振動容量法にて測定した。ミクロトームは、Leica Mi-

crosystems 社製のクライオスタット CM1850 を使用した。蛍光画像は、キーエンス製の

BZ-X710 All-in-one Fluorescence Microscope、および PerkinElmer 社製の Nuance Multispec-

tral Imaging Systemにより取得した。 
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第 1章 実験の部 

 

【1】6-(6-(Pyridin-2-yl)-1,2-dihydro-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)pyridin-3-amine（化合物 4）の合成 

 Blackman らの方法[90]を参考に合成を行った。2-Cyanopyridine (化合物 2、1.00 g、9.60 

mmol)および 5-amino-2-cyanopyridine（化合物 3、1.44 g、9.60 mmol）に 64% hydrazine 

hydrate（4 mL）を加え、90°Cで 12時間還流した。反応溶液を室温に戻し、水を加え、

析出した固体をろ取した後に乾燥させた。残渣を中圧分取液体クロマトグラフィー（ク

ロロホルム/メタノール＝19/1）で精製し、目的物 4を収量（収率）130 mg（5%）で得

た。機器分析データは、既報のものと同様であった[90]。 

 

【2】6-(6-(Pyridin-2-yl)-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)pyridin-3-amine（化合物 5）の合成 

 化合物 4（50 mg、0.20 mmol）のメタノール溶液に boric acid（24.6 mg、0.40 mmol）

の水溶液を加え、室温で一晩撹拌した。反応溶液を減圧濃縮後、クロロホルムで抽出し

た。有機層を硫酸ナトリウムで脱水し、溶媒を減圧留去した。残渣を中圧分取液体クロ

マトグラフィー（クロロホルム/メタノール＝9/1）で精製し、目的物 5 を収量（収率）

23.8 mg（47%）で得た。機器分析データは、既報のものと同様であった[90]。 

 

【3】2-Hexadecyl-N-(6-(6-(pyridin-2-yl)-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)pyridin-3-yl)octadecanamide（化

合物 1）の合成 

 2-Hexadecyloctadecanoic acid（63 mg、0.12 mmol）に thionyl chloride（8 mL、0.11 mol）

を加え、40°C で 2 時間加熱撹拌した。その後、反応溶媒を減圧留去し、一晩乾燥させ

て 2-hexadecyloctadecanoyl chloride を得た。そして、化合物 5（15 mg、0.06 mmol）と

2-hexadecyloctadecanoyl chloride を THF（5 mL）と TEA（12 L）と混合し、窒素雰囲気

下、70°C で 2 時間撹拌した。反応溶媒を減圧留去後、中圧分取液体クロマトグラフィ

ー（クロロホルム/メタノール＝19/1）で精製し、目的物 1を収量（収率）31.4 mg（71%）

で得た。1
H NMR (300 MHz，chloroform-d) δ ppm 0.86 (t, J = 6.5 Hz, 6H), 1.25 (br.s., 56H), 

1.73 (br.s, 4H), 2.28 (br.s., 1H), 7.56 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.88 (m, 1H), 

7.98-8.03 (m, 1H), 8.63-8.80 (m, 3H), 8.85 (br.s., 1H), 8.96 (d, J = 4.5 Hz, 1H). 
13

C NMR (75 

MHz, chloroform-d) δ ppm 14.3, 22.8, 27.9, 29.5, 29.8, 32.1, 33.2, 49.4, 124.5, 125.4, 126.7, 

127.2, 137.7, 141.8, 144.7, 150.3, 151.1, 163.4, 163.7, 175.8. HRMS: m/z: calculated for 

C46H75N7O [M + H]
+
 742.6133, found 742.6105. 
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【4】化合物 1と 2-NB との縮合体（compd. 1-2-NB）の合成 

 化合物 1（15 mg、0.02 mmol）と 2-NB（5.7 mg、0.06 mmol）をクロロホルムに溶解

させ、室温で撹拌した。反応溶液がピンク色から黄色に変化した時点を反応の終了とし

た。溶媒を減圧留去し、中圧分取液体クロマトグラフィー（n-ヘキサン/酢酸エチル＝1/1）

で精製し、目的物を収量 16.2 mgで得た。HRMS: m/z: calculated for C53H84N5O [M+H]
+
 

806.6670 (oxidized form) and C53H86N5O [M+H]
+
 808.6827 (cycloadduct), found 806.6662 and 

808.6816. 

本化合物は、Tz が酸化された化合物と還元された化合物が平衡状態にあるため

（Scheme 1-2）、単離は難しいと判断した。したがって、本反応の収率は記載しないこ

ととした。以下、【5】【6】の合成についても同様である。 

 

【5】化合物 1と NBCOOHとの縮合体（compd. 1-NBCOOH）の合成 

 化合物 1（15 mg、0.02 mmol）と NBCOOH（8.3 mg、0.06 mmol）をクロロホルムに

溶解させ、室温で撹拌した。反応の終了は第 1 章の【4】と同様とした。反応液を 0.1 M 

水酸化ナトリウム水溶液で洗浄後、有機層を減圧留去し、目的物を収量 15.1 mgで得た。

HRMS: m/z: calculated for C54H84N5O3 [M+H]
+
 850.6569 (oxidized form) and C54H86N5O3 

[M+H]
+
 852.6725 (cycloadduct), found 850.6555 and 852.6715. 

 

【6】化合物 1と NB(COOH)2との縮合体（compd. 1-NB(COOH)2）の合成 

 化合物 1（30 mg、0.04 mmol）と NB(COOH)2（21.9 mg、0.12 mmol）をクロロホルム

/メタノール混合溶液に溶解させ、室温で撹拌した。反応の終了は第 1章の【4】と同様

とした。反応液を減圧留去後、クロロホルムに再溶解し、0.1 M 水酸化ナトリウム水溶

液で洗浄、有機層を減圧留去し、目的物を収量 33.1 mgで得た。HRMS: m/z: calculated for 

C55H84N5O5 [M+H]
+
 894.6467 (oxidized form) and C55H86N5O5 [M+H]

+
 896.6624 (cycloadduct), 

found 894.6464 and 896.6615. 

 

【7】化合物 1, 5と NB誘導体との二次反応速度定数 k2の算出 

 化合物 1および 5 を 1.5 mM となるようにそれぞれメタノールで調製した。2-NBおよ

び NBCOOH を 0.75、1.0、1.25、1.5 M となるようにそれぞれメタノールで調製した。

Tz誘導体（1、5）と NB誘導体を 1：1（v/v）の割合で混合し、535 nmの吸光度を 37°C

で経時的に測定した（UV-2450 UV-Visible Spectrophotometer）。測定後、時間に対する吸
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光度の減少から擬一次反応速度定数 kobsを算出し、NB誘導体濃度に対して各 kobsをプロ

ットしたグラフの傾きから二次反応速度定数 k2を算出した。 

 

【8】化合物 1を用いたリポソームの作製 

 薄膜水和-凍結融解-押し出し法によりリポソームを作製した。脂質組成は POPC：化

合物 1＝16：1、8：1、または 4：1 （mol/mol）とした。比較対照として POPC：DSPC

（4：1 （mol/mol））から成るリポソームも作製した。30 mL のナス型フラスコに、ク

ロロホルムに溶解した各脂質溶液を必要量分取し、溶媒を減圧留去することで脂質膜を

調製した。その後、一晩真空乾燥することで、クロロホルムを完全に除去した。脂質膜

を調製したナス型フラスコに 5% Glucose水溶液を 1.5 mL添加し、室温でボルテックス

ミキサーにより激しく懸濁させた。凍結融解を 4回繰り返し、その後、ミニエクストル

ーダーを用いて膜孔 100 nmのポリカーボネート膜に 21回通過させた。さらに、サイズ

排除クロマトグラフィー（PD-10）により、1 mL ずつ溶出させることでリポソームを精

製した。リン脂質は、酵素法により定量した（LabAssay Phospholipid）。リポソームの粒

子径は動的光散乱法により、ゼータ電位は電気泳動法により測定した（Zetasizer Nano 

ZS）。測定は室温で行い、粒子径は粒子の個数基準による粒子径分布から算出した平均

値によって決定した。 

 

（1）ICG内封リポソームの調製 

 脂質膜を調製したナス型フラスコに、ICG濃度が 100 M となるように調製した 5% 

Glucose 溶液を 1.5 mL 添加し、室温でボルテックスミキサーにより激しく懸濁させた。

以降の操作は、【8】の基本操作と同様の方法で行った。 

 

（2）放射性標識リポソームの調製 

 脂質膜を調製したナス型フラスコに、10 mM DTPA/50 mM HEPES/5% mannitol 緩衝液

（pH 7.4）を 1.5 mL 添加し、室温でボルテックスミキサーにより激しく懸濁させた。そ

の後は、【8】の基本操作と同様の方法でリポソームを調製した。なお、リポソームの精

製は、Sephadex G-50 を用いたサイズ排除クロマトグラフィーにより行った。 

 リポソームの放射性標識は、Ogawaらの方法[91]を変更して行った。111
InCl3溶液と 2 

M 酢酸緩衝液（pH 4.5）を混合したところに、51 mM oxine（8-quinolinol）溶液を 10 L

加え、40°Cで 10分間静置した。DTPA内封リポソームを加え、oxineと DTPAの配位子



55 

 

交換反応のために 40°Cで 10分間静置した。50 mM EDTAリン酸緩衝液（pH 8.6）を 100 

L加え、室温で 5分間静置後、Sephadex G-50 を用いたサイズ排除クロマトグラフィー

により、1 mLずつ溶出させることでリポソームを精製した。 

 

【9】POTz-liposome と NB誘導体との化学反応の進行の確認 

 POTz-liposome（POPC 終濃度 0.1～0.15 mg/mL）と 2-NB、NBCOOH、あるいは

NB(COOH)2（各終濃度 20 mM）を 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合し、メタノールで

可溶化後に HRMS により解析した。 

 

【10】In vitro薬物放出評価 

（1）ICGによる評価 

 ICG内封リポソーム（POPC終濃度 0.5 mg/mL）に 2-NB（終濃度 40 mM）、メタノー

ル、あるいは 5% Glucose を 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合し、ボルテックスミキ

サーで撹拌後、マルチスペクトラルイメージングカメラ（Nuance）で撮像した。撮像条

件は、励起波長：670－745 nm、蛍光波長：776 nm long-pass、露光時間：500 ms とした。 

 

（2）111
In-DTPAによる評価 

 111
In-DTPA内封リポソーム（POPC終濃度 0.1～0.15 mg/mL）と 2-NB（終濃度 10～40 

mM）、NBCOOH（20 mM）、NB(COOH)2（20 mM）、NBane（40 mM）、あるいは生理食

塩水を 1：1（v/v）の割合で混合し、ボルテックスミキサーで撹拌後、室温で静置した。

混合した 1分、3時間、24時間後にセルロースアセテート電気泳動（0.8 mA/cm、70分）、

あるいはサイズ排除クロマトグラフィー（PD-10）により、500 Lずつ溶出させること

で 111
In-DTPA を内封したリポソームとリポソームから放出された遊離の 111

In-DTPA に

分画した。各フラクションの放射能を測定し、下の式に従い、111
In-DTPAの放出率を算

出した。 

  

Drug release (%) = (radioactivity of free 
111

In-DTPA) / (total radioactivity applied to the cel-

lulose acetate membrane or PD-10 column) × 100 

 

【11】環境応答性色素を用いた脂質膜の流動性評価 

 第 1 章の【1】（2）で作製した POTz-liposome の脂質組成に蛍光色素である Laurdan
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を 0.5 mol% 添加した。その他のリポソームの作製方法について変更点はない。 

 リポソーム（脂質終濃度 0.05～0.1 mg/mL）と 2-NB（終濃度 10～40 mM）、NBCOOH

（40 mM）、NBane（40 mM）、あるいは生理食塩水を 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合

し、1分、3時間、24時間後に蛍光強度を室温で測定した（F-7000）。測定は、励起波長

を 340 nmとし、400〜600 nmの蛍光スペクトルを得た。流動性の指標となる GP値は以

下の式に従って算出した。 

 

 GP = (I440－I490) / (I440 + I490) 

  I440：fluorescence intensity at 440 nm 

  I490：fluorescence intensity at 490 nm 

 

【12】Langmuir 単分子膜を用いた膜物性評価 

 Langmuir 単分子膜の表面圧（π）と表面電位（V）は、25°Cで 150 mM NaCl 水溶液上

にて測定した。一成分系（POPC、compd. 1、compd. 1-2-NB、compd. 1-NBCOOH、compd. 

1-NB(COOH)2）および二成分系（POPC/compd. 1、POPC/compd. 1-2-NB、POPC/compd. 

1-NBCOOH、POPC/compd. 1-NB(COOH)2（4：1（mol/mol）））の測定物質が 1.0 mM とな

るようにクロロホルム/メタノール（2：1（v/v））混合溶液で調製した。これらの溶液か

ら適量をマイクロシリンジで下相液上に展開し、溶媒が揮発するまで 15分間静置した。

その後、~0.08 nm
2
molecule−

1
min−1の圧縮速度で単分子膜を圧縮した。π-A等温線やV-A

等温線に基づき、液体膨張膜から液体凝縮膜へ相転移するときの圧力（π
eq）や膜崩壊時

の圧力（π
c）を決定した。圧縮率の逆数（Cs

-1）や混合による過剰ギブズ自由エネルギ

ーの変化量（𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥c）については、以下の式に従って算出した。 

 

 Cs
−1

= − A (
∂π

∂A
)

T

 

  A：molecular area 

  π：surface pressure 

  T：temperature 

 

 𝐺𝑚𝑖𝑥
𝑒𝑥c =  ∫ (𝐴12 − 𝑋1𝐴1 − 𝑋2𝐴2)𝑑𝜋

𝜋

0


  A：molecular area 

  X：molar fraction 
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【13】統計解析 

 データは平均 ± 標準偏差（SD）で示した。統計解析は、一元配置分散分析（ANOVA）

の後、Tukey法により行った。また、統計的有意差の基準として p < 0.05を採用した。 
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第 2章 実験の部 

 

【1】リポソームの作製 

 薄膜水和-超音波法によりリポソームを作製した。リポソームの構成脂質には HSPC、

PEG-DSPE、Chol、および化合物 1を用いた（組成は本論 2-2-1を参照）。比較対照とし

て化合物 1を含まないリポソームも作製した。30 mLのナス型フラスコにクロロホルム

に溶解した各脂質溶液を必要量分取し、エバポレーターで溶媒を減圧留去することで脂

質膜を調製した。その後、真空乾燥機に入れ一晩置くことで、クロロホルムを完全に除

去した。脂質膜を調製したナス型フラスコに PBS を 1.5 mL 添加し、65°Cに温めなが

ら、ボルテックスミキサーで激しく懸濁させた。その後、プローブ型超音波発生機

（UD-201）で 3分間超音波処理した。その後、サイズ排除クロマトグラフィー（PD-10）

により、1 mL ずつ溶出させることでリポソームを精製した。リン脂質は、酵素法によ

り定量し、リポソームの粒子径は動的光散乱法により、ゼータ電位は電気泳動法により

測定した。 

 

（1）放射性標識リポソームの調製 

 第 1章の【8】（2）の方法を参考に、修正して行った。 

 脂質膜を調製したナス型フラスコに、10 mM DTPA/50 mM HEPES/5% mannitol 緩衝液

（pH 7.4）を 1.5 mL 添加し、65°Cに温めながら、ボルテックスミキサーで激しく懸濁

させた。その後、プローブ型超音波発生機で 3分間超音波処理した。その後、Sephadex 

G-50を用いたサイズ排除クロマトグラフィーにより、1 mLずつ溶出させることでリポ

ソームを精製した。 

 111
InCl3溶液と 2 M酢酸緩衝液（pH 4.5）を混合したところに、51 mM oxine溶液を 10 

L 加え、40°Cで 10 分間静置した。DTPA 内封リポソームを加え、oxine と DTPA の配

位子交換反応のために 40°Cで 30 分間静置した。以降の操作は、第 1 章の【8】（2）と

同様の方法で行った。 

 

（2）DOX内封リポソームの調製 

 脂質膜を調製したナス型フラスコに、250 mM 硫酸アンモニウム水溶液（pH 4.5）を

1.5 mL添加し、65°Cに温めながら、ボルテックスミキサーで激しく懸濁させた。その

後、プローブ型超音波発生機で 3 分間超音波処理した。その後、PD-10 カラムに通し、
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リポソームの分散溶媒を PBS に置換した。5 mg/mL に調製した DOX の PBS 溶液を

DOX/lipid＝75（g/mol）となるように加え[17]、65°Cで 1 時間静置した。その後、サイ

ズ排除クロマトグラフィー（PD-10）により、1 mLずつ溶出させることで精製した。リ

ン脂質は、酵素法により定量した。DOXの内封率は、1% SDS溶液を加えてリポソーム

を可溶化した後、499 nmの吸光度を測定し算出した。 

 

【2】リポソームの安定性評価 

 111
In-DTPA内封リポソーム（HSPC濃度 2 mM）50 Lと PBSあるいはマウス血漿 450 

Lと混合し、37°Cで静置した。24、48時間後にサイズ排除クロマトグラフィー（PD-10）

により、500 L ずつ溶出させることで 111
In-DTPA を内封したリポソームとリポソーム

から放出された遊離の 111
In-DTPAに分画した。予め、111

In-DTPAをマウス血漿中でイン

キュベーションし、サイズ排除クロマトグラフィー（PD-10）により分画すると、遊離

の 111
In-DTPA画分に高い放射能が検出されることは確認した。各フラクションの放射能

を測定し、下の式に従い、111
In-DTPAのリポソーム内保持率を算出した。 

 

 Drug retention (%) = (radioactivity of 
111

In-DTPA in the liposome) / (total radioactivity ap-

plied to the PD-10 column) × 100 

 

【3】HSTz-liposome と NB誘導体との化学反応の進行の確認 

 第 1章の【6】の方法を変更して行った。 

 HSTz-liposome（HSPC終濃度 0.05 mM）と 2-NBあるいは NBCOOH（各終濃度 20 mM）

を 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合し、メタノールで可溶化後に HRMS により解析し

た。 

 

【4】In vitro 薬物放出評価 

（1）111
In-DTPAによる評価 

 111
In-DTPA内封リポソーム（HSPC終濃度 0.05 mM）と NBCOOH（終濃度 5～20 mM）

あるいは PBSを 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合し、ボルテックスミキサーで撹拌後、

37°Cで静置した。以降は、第 1章の【10】（2）と同様の方法で分析した。 
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（2）DOXによる評価 

 DOX 内封リポソーム（HSPC終濃度 0.05 mM）と 2-NB（終濃度 20 mM）、NBCOOH

（5～20 mM）、あるいは PBSを 1：1（v/v）の割合でそれぞれ混合し、ボルテックスミ

キサーで撹拌後、37°Cで暗所に静置した。3、6、24 時間後にサイズ排除クロマトグラ

フィー（PD-10）により、1 mLずつ溶出させることで DOX を内封したリポソームとリ

ポソームから放出された遊離の DOX に分画した。各フラクションに 1% SDS 溶液を 1：

1（v/v）の割合で加えリポソームを可溶化後、ドキソルビシン（励起波長：485 nm、蛍

光波長：525 nm）の蛍光強度を測定した。DOX のリポソーム内保持率は、以下の式に

従って算出した。 

 

 Drug retention (%) = (fluorescence intensity of DOX in the liposome) / (fluorescence inten-

sity of DOX in liposome before applying to the PD-10 column) × 100 

 

【6】細胞培養と担がんモデルマウスの作製 

 マウス結腸がん細胞（colon26）とマウスマクロファージ様細胞（RAW264）は DMEM

を培地として、10% FBS、1% ペニシリン-ストレプトマイシンを加えた培養液中で、5% 

CO2存在下、37°Cで培養した。 

 Colon26 細胞を 0.05% トリプシン溶液を用いて回収し、細胞を計数した後に遠心操作

（室温、1,000 rpm、3分間）を行った後、1.0×10
6
 cells/50 Lとなるように PBSに再懸

濁した。細胞懸濁液は氷上で保存して、回収してから可能な限り素早くイソフルラン麻

酔下の BALB/cマウス（5週齢、雄性）の右背部皮下に 27 Gの注射針を用いて 50 L移

植した。体内動態評価は移植 6 日後、治療実験は移植 5日後から開始した。 

 

【7】細胞毒性評価 

 実験の 24 時間前に、Colon26 細胞および RAW264 細胞を 1 well あたり 1.0×10
4
 cells

となるように 96-well plate（Thermo Fisher Scientific）に播種した。DOX 未封入の HSPC- 

liposome と HSTz-liposome（HSPC濃度 0.5～50 mM）、NBCOOH（0.008～8 mM）を培養

液で調製し、1 wellあたり 100 Lずつ添加した。さらに 24時間後、WST-8 assay（CCK-8）

を行い、細胞生存率を算出した。 
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【8】リポソームの体内動態評価 

 第 2章の【1】（1）で作製した 111
In-DTPA内封リポソーム（55～74 kBq、総脂質量 0.2 

mol、100 L）を担がんモデルマウスの尾静脈より投与した。マウスは、投与 6、24、

48、72 時間後に屠殺し、血液、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、胃、腸、筋肉、

がんを摘出し、それぞれの重量と放射能を測定した。また、投与後 24 時間毎に尿と糞

便を採取した。臓器への放射能集積は、% injected dose（% ID）あるいは% ID/gで示し

た。 

 

【9】111
In-DTPAの腫瘍内滞留性評価 

 111
In-DTPA（37 kBq、5 L）をイソフルラン麻酔下、担がんモデルマウスのがん組織

に直接投与した。投与 3、6 時間後にがんを摘出し、放射能を測定した。直接投与直後

のがん組織内放射能を基準として、111
In-DTPAの腫瘍内滞留率を算出した。 

 

【10】In vivo 薬物放出評価 

 リポソーム投与後の NB誘導体の投与量については、以下のように設定した。まずリ

ポソーム（総脂質量 0.2 mol）の体内動態評価より、静脈内投与 48 時間後にがんへの

集積が約 4% ID/gであったことから、リポソーム脂質濃度はがんにおいて約 8 M と概

算された。次に in vitro 薬物放出評価の結果より、薬物放出促進には過剰量の NB 誘導

体が必要であることが確認された。さらに NB誘導体の投与液への溶解性を考慮した結

果、NB誘導体の投与量を 8 mol（200 L 5% エタノール/PBS）に設定した。NB誘導

体を投与した直後のマウス血漿（約 1 mL）中濃度は 8 mM となり、リポソームに対し

て過剰量になると想定された。 

 

（1）111
In-DTPA内封リポソームを用いた評価 

 111
In-DTPA内封リポソーム（74 kBq、総脂質量 0.2 mol、100 L）を担がんモデルマ

ウスの尾静脈より投与した。投与 48時間後に vehicle（5% エタノール/PBS）、NBCOOH

（8 mol、200 L 5% エタノール/PBS）、あるいは NBaneCOOH（8 mol、200 L 5% エ

タノール/PBS）をマウスの尾静脈より投与した。その 6時間後に屠殺し、各臓器への放

射能分布を第 2章の【8】と同様の方法で評価した。 

 

 



62 

 

（2）DOX内封リポソームを用いた評価 

 第2章の【1】（2）で作製したDOX内封リポソームの脂質組成に蛍光脂質であるDiO-C18

を 0.2 mol% 導入した。その他のリポソームの作製方法について変更点はない。 

 DiO-C18標識 DOX 内封リポソーム（10 mg DOX/kg、200 L）を担がんモデルマウス

の尾静脈より投与した。投与 48時間後に vehicleあるいは NBCOOH（8 mol、200 L 5% 

エタノール/PBS）をマウスの尾静脈より投与した。その 6時間後に屠殺し、がんを摘出

した。その後、OCT compound（Sakura Fine Technical）中に包埋し、n-ヘキサン/ドライ

アイスバスを用いて凍結した。クライオスタット（CM-1850）を用いて 10 m厚の薄切

切片を作製し、蛍光顕微鏡（BZ-X710）により観察した。測定条件は、DiO-C18 は、励

起フィルター：470/40 nmおよび蛍光フィルター：525/50 nm、DOX は励起フィルター：

545/25 nmおよび蛍光フィルター：605/70 nmを用いた。 

 

【11】治療実験 

 マウスに移植したがんの体積が平均 53 mm
3になった時点で、9つの治療群：(a) PBS + 

vehicle、(b) PBS + NBCOOH、(c) DOX-HSPC-liposome (5 mg/kg) + vehicle、(d) DOX-HSPC- 

liposome (5 mg/kg) + NBCOOH、(e) DOX-HSTz-liposome (5 mg/kg) + vehicle、(f) DOX- 

HSTz-liposome (5 mg/kg) + NBCOOH、(g) DOX-HSTz-liposome (5 mg/kg) + NBaneCOOH、

(h) DOX-HSTz-liposome (2.5 mg/kg) + vehicle、(i) DOX-HSTz-liposome (2.5 mg/kg) + 

NBCOOHに分けて治療実験を開始した。第 2 章の【1】（2）で作製した DOX 内封リポ

ソーム（0～5 mg DOX/kg、200 L）を担がんモデルマウスの尾静脈より投与した。投

与 48 時間後に vehicle、NBCOOH（8 mol、200 L 5% エタノール/PBS）、あるいは

NBaneCOOH（8 mol、200 L 5% エタノール/PBS）をマウスの尾静脈より投与した。

治療開始後、がんの体積とマウスの体重を測定した。がんの体積は、以下の式に従って

算出した。 

 

Volume (mm
3
) = length (mm) × width (mm)

2
 × 0.5 

 

【12】統計解析 

 データは平均 ± 標準偏差（SD）または標準誤差（SEM）で示した。統計解析は、2

群間の比較は Student’s t 検定を行った。多群比較では、一元配置分散分析（ANOVA）

の後、Tukey法により行った。また、統計的有意差の基準として p < 0.05を採用した。 
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