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研究成果の概要（和文）：層状複水酸化物（LDH）の薬物運搬体（キャリア）材料への応用を目的とし，急速混
合法および共沈法による抗がん剤（5-フルオロウラシル：5-FUまたはメトトレキサート：MTX）/LDHの合成と有
機修飾（ポリエチレングリコール：PEG）による抗がん剤/LDHの粒径制御および抗がん剤/LDHの細胞毒性につい
て検討した．その結果，急速混合法または共沈法により抗がん剤/LDHの合成に成功し，有機修飾することで分散
性を向上させることに成功した．抗がん剤/LDH（5-FU/LDH）の細胞毒性はHeLa細胞（ヒト子宮頸がん由来）に対
して，5-FUに比べ約7倍高くなることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, the synthesis and organic modified (polyethylene glycol: PEG)
 of the anticancer agent (5-fluorouracil: 5-FU or methotrexate: MTX)/LDH by the rapid mixing and 
coprecipitation methods for the application of layered double hydroxide (LDH) were investigated. In 
order to promote the cellular uptake of the anticancer agent, the particle size control of the 
anticancer agent/LDH and the cytotoxicity assay of the anticancer agent/LDH were also studied.
The results of XRD, FT-IR and XPS suggested that the anticancer agent/LDH was obtained by both 
methods. The result of DLS indicated that the average particle size of the anticancer agent/LDH was 
ca. 200 nm. SEM image of the anticancer drug/LDH also revealed that the anticancer agent/LDH 
particle formed the large size aggregation; however, the primary particle size was 150-200 nm. The 
cytotoxicity of the anticancer agent/LDH was found to be about 7 times higher than that of 5-FU 
against HeLa cells.

研究分野： 無機材料化学

キーワード： 層状複水酸化物　インターカレーション　抗がん剤　ドラッグキャリア　ドラッグデリバリーシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドラッグデリバリーシステム（DDS）は，必要なとき，場所，量の薬剤を標的部位へ送達し，薬理作用を高め，
副作用を低減させることが目的である．申請者の目的は層状複水酸化物（LDH）を基材とした薬物運搬体（キャ
リア）材料の創製である．LDHは，生体親和性や薬剤の担持量が多いなどの特徴があり，キャリア材料への応用
が期待される無機ナノ材料である．
本研究成果により，LDHはリポソームや高分子ミセルに対抗できる，新規な無機系ナノキャリアの創製に発展す
る可能性を見出した．



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ドラッグデリバリーシステム（DDS）は，必要なときに，必要な場所へ，必要な量の薬剤を標

的患部へ送達し，薬理作用を高め，副作用を低減させることを目的としている．近年，新薬開
発は大規模な予算と時間が必要になるため，その開発環境は難しくなりつつある．そこで，既
存の薬剤とドラッグデリバリー（DD）材料を組み合わせることで，薬理作用を向上させる DDS
が注目されている．DD 材料としては，リポソームや高分子ミセルなどの有機系 DD 材料，量子
ドット，金ナノロッド，マグネタイト，炭酸カルシウム，水酸アパタイトやメソポーラスシリ
カなどの無機ナノ材料を基材とした無機系 DD 材料があり，これらを用いた研究・臨床例は多数
報告されている．しかし，いずれの DD 材料も副作用や安全性，薬剤の安定性や担持量，細胞へ
の輸送効率などの改良点や機能付与が求められている． 

本研究課題で取り上げた層状複水酸化物（LDH）は，
図 1 に示した構造と一般式で表される無機ナノ材料の
一つであり，その特徴は，（1）各種ゲスト分子（薬剤
や生体分子など）をその層間へ取り込むことができる，
（2）薬剤の担持量が多い，（3）取り込んだゲスト分子
を徐放できる，（4）層間のゲスト分子の安定性を向上
させるなどがあげられる．そのため，LDH は薬剤や生
体分子を貯蔵できる分子コンテナやキャリア材料とし
て利用することが検討されており，DD材料への応用に
向けた研究報告例も増加している 1)．最近ではin vitro
ならびに in vivo での薬剤/LDH の細胞毒性や薬理作用
の向上に関する研究例 2)も報告されており，LDH は DD
材料へ応用可能なナノ材料として認識されている．し
かし，培地や緩衝溶液中，生体内における LDH 粒子の凝集が課題である． 
エンドサイトーシスは，細胞が細胞外から細胞内へ様々な物質を取り込む機構で，これは物

質のサイズや膜透過性，膜たんぱく質などの受容体に依存することがわかっている．エンドサ
イトーシスの経路は数種類存在し，その経路は取り込む物質の粒径によって変化することが報
告されており，小粒径の LDH はクラスリン介在エンドサイトーシス経路で細胞内へ取り込まれ
ることが提示されている．しかし，凝集した LDH は細胞内への輸送効率が低いファゴサイトー
シスまたはマクロピノサイトーシス経路になるため，薬剤などを効率的に輸送する経路には適
していない．この課題を解決するために，小粒径（70～200 nm）で高分散性の LDH の合成方法
を確立すれば，LDH を DD 材料への応用が期待される． 
 
２．研究の目的 
近年，エンドサイトーシスは，細胞膜に接触した粒子の末端の形状や面積に依存し，それ自

体の粒径や長さに影響されないことが報告されている．したがって，LDH は多少の凝集体を形
成しても，細胞膜に接触する LDH の面積をコントロールすれば，細胞内への LDH の導入効率を
改善できると考えた．また，小粒径で高分散性の LDH を合成できれば，凝集体を形成した場合
でも，細胞内への導入量は向上すると予想した． 
本研究の目的は，急激な過飽和状態を発生させ，結晶成長を抑制することで小粒径の LDH が

合成可能な急速混合法ならびに一般的な LDH の合成方法である共沈法により，抗がん剤/LDH の
合成と LDH の粒径におよぼす合成条件の影響を検討した．また，抗がん剤/LDH 合成の際，有機
修飾剤が LDH の粒径や分散性におよぼす影響についても調べた．さらに，LDH の DD 材料への応
用を考慮し，抗がん剤/LDH のがん細胞に対する細胞毒性を検討した． 
 
３．研究の方法 
（1）急速混合法による抗がん剤/LDH の合成 
所定量，所定濃度，所定Mg/Alモル比のMg(NO3)2-Al(NO3)3混合水溶液と水酸化ナトリウム水溶液

を，シリンジとニードルを用い，所定pHに調整した抗がん剤（5-フルオロウラシル：5-FUまたは
メトトレキサート：MTX）水溶液にかき混ぜながら数秒以内に加えて，抗がん剤/LDHを合成した． 
（2）共沈法による抗がん剤/LDH の合成 
抗がん剤水溶液に所定量，所定濃度，所定Mg/Alモル比のMg(NO3)2-Al(NO3)3混合水溶液とNaOH

水溶液を用いて pH を調整しながら滴下し，抗がん剤/LDH を合成した． 
急速混合法および共沈法どちらの方法についても，LDH の粒径や分散性におよぼす Mg-Al 混合

水溶液の濃度，pH，添加時間，反応温度，かき混ぜ熟成時間，Mg/Al モル比などの影響を系統的
に調べ，DD材料に適した粒径のLDHが生成する合成条件を調べた．また，有機修飾剤としてポリ
エチレングリコール（PEG）またはフォリン酸（FOL）を抗がん剤水溶液に添加し，抗がん剤/有
機修飾剤/LDHの合成を試み，粒径や分散性におよぼす有機修飾剤の影響についても検討した． 
（3）固体生成物の評価 
①結晶構造の評価 
LDH の結晶性および層間距離は，粉末 X線回折装置（XRD）によって評価した．装置は，D8 ADVNCE，

Bruker 製を用い，測定条件は，対陰極 Cu（Ni フィルター），管電圧 40 kV，管電流 40 mA で，
測定範囲は 2θ＝2-70°で行った． 
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図1 層状複水酸化物の構造と一般式
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②官能基の種類の評価 
LDH の官能基は，フーリエ変換赤外分光光度計（FT-IR）によって評価した．装置は，Thermo 

Fisher Scientific 社製，Nicolet NEXUS 670 FTIR 型を利用し，測定方法は ATR 法を用いた． 
③熱特性 
LDH の熱特性は，示差熱重量測定装置（TG-DTA）によって評価した．装置は，Rigaku（株）

製TG8120型を使用した．測定条件は，試料量: 5 mg，測定範囲: 20-800oC/min，参照試料：α-Al2O3，
雰囲気：窒素で行った． 
④粒子形状の評価 
LDH の形状観察は，オスミウムコーターを蒸着させた後，電界放出型走査型電子顕微鏡

（FE-SEM）または極低加速電圧走査型電子顕微鏡（ULV-SEM）で行った．オスミウムコーターは，
フィルジェン（株）製，OPC40 型を使用し，FE-SEM は日本電子（株）製 JSM-7001F 型，ULV-SEM
は日本電子（株）製 JSM-7800 型を使用した． 
⑤粒度分布の評価 
LDH の粒度分布は，電気泳動光散乱光度計（DLS）によって評価した．装置は，大塚電子（株）

ELSZ-2000 型を使用した．DLS のサンプルは，2 mg の LDH を蒸留水 20 mL に加え，30 分間超音
波した分散液を用いた． 
⑥金属イオンならびに抗がん剤の定量 
LDH 中の Mg，Al 量は，原子吸光光度計（AAS）によって評価した．装置は，島津製作所（株）

製 AA-7000 型を使用した．その際，Al用測定試料は，LDH 10 mg を 0.1 M HCl で溶解させた後，
100 mL のメスシリンダーに入れて，蒸留水でメスアップして，測定した．Mg 用測定試料は，
Al 用測定試料を蒸留水で 50 倍に希釈した． 
抗がん剤の定量は紫外可視分光光度計（UV-vis）で行った．装置は日本分光（株）製 V-570

型を用いた．測定は LDH 10 mg に蒸留水と 0.1 M HNO3水溶液を pH 2.5 になるまで加え，蒸留
水で 100 mL にメスアップし他水溶液を用い，測定波長は 265 nm（5-FU）ならびに 303 nm（MTX）
で行った． 
⑦結合エネルギー 
LDH の結合エネルギーは，X 線光電子分光法（XPS）により評価した．装置は，ULVAC-PHI 社

製 PHI-5000 VerseProbe を用いた．測定条件は，Al Kα線，検出角 45°である．インジウムの
上に LDH を固定し，加速電圧 4 kV のイオン銃で粉末の表面を 6 s エッチングし，酸化物を除去
した後に測定を行った． 
（4）抗がん剤/LDH の細胞毒性試験 
対数増殖期にある HeLa 細胞懸濁液を 96 well プレート中の各 well に 5000 cells/well にな

るように 100 μL ずつ播種し，37℃，CO2濃度 5 %雰囲気下で前培養を 6時間行った．続いて各
薬剤および各 LDH を培地に分散させることで 1.0 mg/mL の分散液とし，超音波処理を 3分間行
った．超音波処理した分散液を 100 μg/mL に調製し，これを倍々希釈しながら 96 well プレー
トの各 well に 10 μLずつ添加した．倍々希釈は 8回行い，9つの分散液濃度条件で各 well に
添加した．分散液を添加した後，46 時間培養し，各 well に WST-8 を各 well に 10 μL ずつ添
加し 2時間培養することで発色させた．最後に各 well に 0.1 M HCl 溶液を 10 μLずつ添加し
反応を停止させ，マイクロプレートリーダー（SH-1200，Q コロナ電気（株））を用いて波長 450 
nm における吸光度を測定し，細胞生存率は以下の式で計算した． 

細胞生存率（%）＝Abs/Abscontrol×100 
 
４．研究成果 
（1）急速混合法による抗がん剤/LDH の合成 

Mg/Al モル比＝2～4 で合成した 5-FU/LDH の XRD 図を図 2 に示す．急速混合法で合成した
5-FU/LDH の面間隔値は約 0.80 nm と共沈法で合成した際の面間隔値 1.0 nm に比べ減少するこ

Mg/Al = 2

Mg/Al = 3

Mg/Al = 4

図2 5-FU/LDHのXRD図
5-FUのモル濃度：30 mM，合成pH：9，

反応時間：3 h，Mg/Alモル比：2-4．

40 5-FU / 3 LDH (3 h) 40 5-FU / 3 LDH (1 h) 

40 5-FU / 3 LDH (6 h) 40 5-FU / 3 LDH (3 h) cop 

図3 40 5-FU / 3 LDH (反応時間 h)のSEM写真
5-FUのモル濃度：30 mM，合成pH：9，
反応時間：1～6 h，Mg/Alモル比：3．



とがわかった．これは，本法の場合，5-FU 水溶液に Mg-Al
混合水溶液を急速に加え，LDH の 1 次核を発生させて結
晶成長を抑制し，5-FU の取り込み量が減少するためと考
えられた．また，LDH 層間には 5-FU と硝酸イオンが取り
込まれるため，結晶性が低下すると考えられた．したが
って，他のモル比に比べ Mg/Al モル比＝3 の結晶性が低
く，5-FU の取り込み量も多いと考えられた．FT-IR の測
定結果から，5-FU の C-F 伸縮振動に帰属される吸収ピー
クが 1220 cm-1に観察されたことも 5-FU の LDH への取り
込みを支持している．AAS および UV-vis から，5-FU/LDH
は，5-FU 濃度 40 mM，Mg/Al モル比＝3およびかき混ぜ時
間 3 h のときに，5-FU の取り込み量が最大となった．DLS
の結果から，5-FU/LDHの平均粒径は100～200 nmであり，
目標とした粒径の抗がん剤/LDH の合成条件を見出した． 

各反応時間（Mg/Al モル比＝3）において合成した
5-FU/LDH の SEM 写真を図 3に示す．すべての反応時間に
おいて LDH は凝集体を生じていたが，一次粒径は DLS の
結果と一致するサイズであり，その形状は板状であるこ
とがわかった．XPS の結果（図 4）から，5-FU/LDH は LDH の基本層と 5-FU の静電相互作用によ
り，Mg2pおよびAl2pのピークが低エネルギー側に化学シフトすることが示された．また，TG-DTA
の結果から，5-FU の熱安定性は，5-FU が LDH の層間に取り込まれることによって，約 140℃向
上することがわかった． 
つぎに，平均粒径 100～200 nm の 5-FU/LDH が得られた同じ条件下において，MTX/LDH の合成

を試みたところ，LDH 層間への MTX の取り込みは観察されなかったため，実験方法を急速混合
法から共沈法に変更し，検討を行った． 
（2）共沈法による MTX/LDH の合成 
XRDの測定結果より，MTX/LDH の面間隔値は2.24 nm と NO3/LDH の面間隔値0.78 nmよりも拡大

した．FT-IRの測定結果より，MTX/LDH のカルボキシ基の非対称伸縮振動（1600 cm-1，1560 cm-1）
は，MTX（1643 cm-1，1602 cm-1）に比べ低波数側へシフトした．これは，アニオン化した MTX の
カルボキシ基と LDH との静電相互作用に起因すると考えられた．TG-DTA，UV-vis，AAS の測定結
果より，MTX/LDH の MTX 含有率は，合成 pH 9 のとき 44.9 %，pH 10 のとき 10.6 %であることか
ら，MTX の取り込み量は pHに大きく影響されることがわかった．これは pH の上昇にともない，
共存陰イオンである水酸化物イオンが優先的に LDH へ取り込まれるため，MTX の取り込み量が減
少すると考えられた．DLS 測定と SEM 観察より，MTX/LDH ならびに有機修飾剤として PEG を添加
した MTX/PEG/LDH の粒径は数μm であった．LDH のζ電位は層間へ電荷の高い陰イオンを取り込
むことにより低下し，粒子間の静電気反発の減少にともない，凝集体を形成することが明らかと
なった．MTX/LDH の分散性を改善するために，MTX/LDH の粒径におよぼす PEG の添加条件や合成
条件の影響を調べたが，いずれも凝集体を形成することがわかった． 
（3）共沈法による 5-FU/有機修飾剤/LDH の合成 

前述のとおり，MTX/LDH の粒径・分散性は有機修飾剤を添加しても改善されないことがわ
かった．ここでは 5-FU の副作用を低減させるフォリン酸（FOL）と抗がん剤を同時に取り込
んだ LDH（5-FU/FOL/LDH）の合成を試み，各種 LDH の粒径におよぼす FOL または PEG の添加
による影響について検討した． 

図 5 に 5-FU/FOL/LDH および 5-FU/FOL/PEG/LDH の XRD 図を示す．いずれの LDH の面間隔値
は 0.80 nm と層間の拡張は観察されなかったが，FT-IR の測定結果から，5-FU，PEG および FOL
に帰属される吸収ピーク，TG-DTA の測定結果から，それらの熱分解に伴う発熱が観察された．
以上の結果，5-FU および FOL は LDH の層間に取り込まれていることが示唆された．DLS の測定
結果から，LDH の粒径は PEG の濃度に影響され，5-FU/FOL/LDH では分散剤を 0.2 g 添加して合
成したとき，粒径を 200 nm 以下に制御することができ
た．また，SEM 観察より，5-FU/FOL/LDH の一次粒子は
約 100 nm の粒径であった． 
（4）抗がん剤/LDH の細胞毒性試験 
つぎに，これまで合成した各種 5-FU/LDH の細胞毒性

試験を検討した．図 6 に細胞毒性におよぼす各種
5-FU/LDH の分散液濃度と細胞生存率の関係を示す． 
その結果，5-FU および 5-FU/PEG/LDH は高い細胞毒

性を示した．5-FU は濃度が 1.0 μg/mL 以下でも細胞
生存率が 50 %前後となっておりその後の濃度の上昇に
伴う細胞毒性の向上はみられなかった．一方，15 mM 
5-FU/0.2 g PEG/LDH は濃度の上昇に伴い細胞毒性が向
上し，試料濃度が 10 μg/mL 付近から 5-FU を超える細
胞毒性を示した．これは 5-FU が LDH に取り込まれるこ
とで，LDH 基本層由来の正電荷によって細胞に取り込
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まれやすくなったことに起因している．また，試料濃度が 10 μg/mL 以下で，5-FU の方が高い
細胞毒性を示したのは，各種 5-FU/LDH に含まれている 5-FU の量が少なく，細胞毒性を発現で
きなかったと推察した．一方，FOL/LDH や FOL/PEG/LDH の細胞毒性は低く，また，
5-FU/FOL/PEG/LDH も 5-FU の含有量が少ないため，FOL/LDH や FOL/PEG/LDH 細胞毒性は低いこと
が明らかとなった． 

（5）まとめ 
以上の結果，合成方法として急速混合法ならびに共沈法を用い，DD材料への展開が期待され

る小粒径（70～200 nm）の抗がん剤/LDH を生じる合成条件を，5-FU を用いることで見出すこと
ができた．また，有機修飾剤である PEG を用い，その分散性を向上させることができた．一方，
MTX を用いた場合，MTX/LDH の粒径制御は，急速混合法や有機修飾剤を用いても，ζ電位の減少
に起因する凝集のため困難であることがわかった． 
5-FU/LDH，5-FU/PEG/LDH および 5-FU/FOL/PEG/LDH の細胞毒性を調べた結果，5-FU/LDH > 

5-FU/PEG/LDH > 5-FU/FOL/PEG/LDH となり，粒径には影響されず，5-FU の含有率に依存するこ
とがわかった．予想した細胞毒性におよぼす LDH の粒径の効果は観察されなかったが，in vitro
と in vivo では実験環境が異なるため，各試料の in vivo における検討も必要である．今後，
LDH をさらに高機能性ドラッグデリバリー材料として応用・発展できるよう，これらの課題解
決に向けて取り組む予定である． 
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