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研究成果の概要（和文）：抗がん剤などの薬剤を投与した際に、組織間や血管と組織の間に存在する間質、および粘膜
の表面に存在する粘液の内部で、薬剤がどのように拡散していくかを評価する測定システムを構築することを目的に、
ヒアルロン酸水溶液を用いた間質のモデル材料、およびクラゲ由来ムチンを用いた粘液のモデル材料を用い、蛍光ラベ
ルした抗体や抗がん剤などが、それらの中で拡散するときの拡散係数を定量する測定系の開発を行った。主として粘液
モデル系の構築を進展させることができた。

研究成果の概要（英文）：A novel measurement system to evaluate the barriers agains drug delivery in extrac
ellular spaces (stroma) and mucus was developed in this project. The standard matrices were the aqueous so
lutions of hyaluronan and jellyfish mucin (qniumucin) for stroma and mucus, respectively. Several molecule
s labeled with fluorescent dyes which simulate various drugs traveling through the extracellular spaces an
d mucus were also synthesized. A measurement instrument for fluoresecnce correlation spectroscopy (FCS) wa
s optimized for the present evaluation.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒトを含んだ動物の身体には細胞のほかに
細胞外物質もしくは細胞外マトリックス
（ECM）と呼ばれるさまざまな細胞外物質が
存在している。これには、骨組織、筋組織、
コラーゲン、ヒアルロン酸などからなる ECM、
間質、粘液、関節液といった様々な名称で呼
ばれるものが含まれており、体積で計算する
と、全身のほぼ半分を占めている。 
ごく最近まで、これらの細胞外物質は、体型
や姿勢を保つ役目や運動を助ける働きをす
るものの、積極的には生命活動や生理作用の
舞台とは考えられてこなかった。しかし、近
年の研究では、細胞外物質の中では、さまざ
まな物質の移動（輸送現象）が起こっている
ことがわかりつつあり、それら移動する物質
（分子）は今では幅広く情報伝達物質と呼ば
れている。 
人に薬剤を投与する場合、血管から間質と
呼ばれる ECM を通過して、患部へデリバリ
ーされるが、薬剤が拡散を阻まれ、あたかも
中間にバリヤが存在し、容易に到達しないよ
うに見える現象が起きる。しかも、この現象
は薬剤や抗体の種類によって程度が大きく
異なる不可解な現象で、「間質バリヤ」と呼
ばれている。 
また類似の現象として、粘膜に吸収される
ときに粘液のバリヤも考えられ、粘液の主成
分であるムチンを冠して「ムチンバリヤ」と
も呼ばれる。これはたとえば胃液の中で消化
液が胃壁を侵さないという防護機能に寄与
するが、一方で薬剤のデリバリーに支障を来
す効果である。 
研究代表者は、細胞外物質の物理化学にお
ける世界でもほぼ唯一の研究者であり、同時
に粘液物質の構成成分であるクラゲ由来ム
チンを初めて抽出した研究者でもある。 
研究代表者は現在まで、20年以上、純粋な
物理化学の研究者として、レーザー光を用い
た測定を中心に物質の動的挙動を研究して
きた。その中で、測定対象をヒアルロン酸水
溶液にしてきたこともあって、細胞外マトリ
ックス(ECM)中の拡散について、長年興味を
持っていた。 

その中で、全く新しい蛍光相関分光装置
（サンプリング空間制御蛍光相関分光：
SVC-FCS）を開発し、ECM を構成する物質
系の中では、拡散現象が通常のブラウン運動
でない異常拡散となることを見いだした。異
常拡散とは、拡散係数が定数とならず、時間
もしくは空間の大きさに依存して変化する
ことを言う。しかも、この測定方法において、
過 渡 的 異 常 拡 散 (Transient Anomalous 
Diffusion)と呼ばれる現象をとらえることに
成功した。図１にその結果を示す。 
これは物理化学研究としても最先端の研
究結果で、6年で 37件の引用があることから
もわかるように、高いレベルではあるが、ま
だ国内に知られていない研究でもある。この
結果は純粋な物理化学的測定であり、物理化
学的知見であるにすぎない。しかし、その後、
研究分担者との交流の中で 
１）ECM中に薬剤が拡散しにくいバリヤ現象
が、特に膵臓がんなど血管から遠い臓器への
抗がん剤の投与について問題になっている。 
２）この問題に異常拡散現象が大きな関わり
を持っているらしい。 
３）もし、薬剤のバリヤ現象をオフラインで
評価することのできる装置並びに測定手法
を構築すれば、薬剤の評価およびその開発に
大きな貢献をすることができる。 
ことを学び、この結果を実社会に応用するに
はこの機をおいて他はないと考えるに至っ
た 
 特に間質バリヤ、粘液（ムチン）バリヤに
対して、成分や実験系を厳密に定義して、物
質科学的なアプローチを試みるという方法
論は、全く斬新であるが、評価系の確立に成
功すれば数多くの研究者に指針を与え、機器
が開発されるなどの大きなインパクトがあ
ると思われた。 
 
２．研究の目的 
がん細胞に血液中に投与した抗がん剤が到
達する際には、血管から目的の臓器や細胞に
至る空間には細胞外マトリックス（ECM）を
主体とする「間質」が存在している。また粘
膜系には粘液も存在している。ところが抗が
ん剤の輸送（拡散）がこの間質や粘液に阻ま
れることによって、効果的なデリバリーが達
成できない事例が数多く発生し、「間質バリ
ア」「ムチンバリア」の存在が大きな問題と
して明らかとなっている。本研究では、これ
らの間質内拡散を正しく評価する測定系を
確立し、抗がん剤を中心とする多種多様な薬
剤が効果的に細胞に供給される分子デザイ
ンがいかなるものかを把握するための科学
的指導原理を確立する。そのためには間質内
特有の「異常拡散」の物理化学を正しく評価
することおよび新しい蛍光相関分光測定が
必要である。 
本研究では、医工学分野で生じた問題点で
ある、２つの重要なバリヤ様式を、蛍光相関
分光(FCS)法を用いた、純粋な物理化学的の観
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図１ SVC-GCSによる世界初の過渡異常拡散の

測定結果 

（Phys. Rev. E, 72, 060101(2005)より） 



点から解析し、その知見を元に薬剤の患部到
達能率についての評価系を、オフラインの in 
vitro系で確立することを目的とする。すなわ
ち、完成した評価系では、特に不均一系で起
こる典型的拡散現象である、異常拡散現象に
特化した理論的考察や、メカニズムの理解、
特有の測定手法を駆使して、１）どのような
分子がバリヤに阻まれやすいのか（大きさ、
形状、極性など）、２）間質にどのような条
件が整えばバリヤとなりやすいか、３）粘液
にどのような成分が存在すればバリヤとな
りやすいか、といった問題を解明する。この
結果を用いて、薬剤開発のために、分子レベ
ルでのスクリーニングを実現し、いかなる分
子デザインをとれば、効率のよいバリヤ領域
通過が実現するかのプロファイリングを明
らかにする。 
また、間質バリヤ評価方法を全ての薬剤に
拡充、一般化するために、最も適当と思われ
る模擬バリヤ物質系：tissue を見いだし、標
準的な測定として普及させることも目指す。
実際の医療現場で簡便に用いられる評価手
段として完成することが将来の目標でもあ
る。 
本研究では、物理化学の最先端研究が、が
ん治療の最先端研究に直接的に近距離で結
びつけられ、実用化を視野においた新しい治
療もしくは評価系を構築しようという、他に
ない新しいチャレンジ性を有していること
が特徴である。 
純粋な物理化学測定が、このような直接的
な医学に役立つことはまれであるが、それば
かりでなく、学問的にバリヤ現象の理解を深
めることで、医療研究者への説明がしやすく
なり、彼らの理解が深まってバリヤ現象その
ものが一般の医師や医学薬学の研究者に周
知されるようになれば、新しいアプローチや
発明が生まれてくると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究の具体的実験では、間質を模したマ
トリックス中の薬剤分子拡散を調査する。薬
剤を拡散させる間質系として、コラーゲン、
ヒアルロン酸などを適宜混合した、モデル細
胞外マトリックス(ECM)を用い、拡散させる
薬剤として各種の抗がん剤を用い、それぞれ
ホスト系とゲスト系とする。またムチンを調
合した模擬粘液系も用いる。これらの系に対
して、ホストとゲスト両者を蛍光ラベルして、
すでに製作している SVC-FCS測定を実行し、
異常拡散現象を正確に測定し、拡散係数を拡
散距離と拡散時間の関数として取得する。こ
の実験結果が実際の in vivo系の結果と 1対 1
で対応させることができるように、実際の人
体の間質成分および粘液成分を検討しなが
ら、一般的なバリヤ評価に適合する評価試料
系を見いだし、最適化する。最終的には
SVC-FCS ではなく、汎用の FSC 装置で、ハ
イスループットなスクリーニングが行える

ような、普遍的な間質バリヤ評価系を作り上
げる。 
 また、粘液バリヤの評価系については現状
では適当な系が存在していないため、原料か
ら抽出したクラゲ由来ムチンを用いて成分
を構成する必要がある。そのためには、材料
として規格の揃ったムチンを作る技術を確
立する必要があるが、糖鎖の修飾度、糖鎖の
構成などを同定する方法が確立して居らず、
抽出の都度、構造解析および物性測定を進め
る必要があった。 
粘液では組織表面との相互作用（濡れ性）
が大きな要因であることが予想されたので、
市販の測定装置を用いた接触角測定、懸垂法
による表面張力測定を行い、粘度測定の結果
と併せて、組織の濡れ性を揃えるための基本
的パラメータを求めた。 

FCS測定装置については従来からの測定か
ら本研究に用いられるように光学系の改造
を進め、最適な測定装置にするため、順次実
験を進めていった。 

 
４．研究成果 
1) FCS を用いた DDS 測定実験を行うため、
Alexa488 で修飾した表１のような蛍光試料
を合成することができた。 
表 1 準備した蛍光測定試料 
区分 試料名 ラベル後分子量 
抗体 IgG 約 15万 

(Fab’)2 約 10万 
Fab 約 5万 
scFv 約 2.5万 

ペプチド Phalloidin 1320 
抗がん剤 Doxirubicin 約 700 
 
これらの分子を評価系に投入しそれぞれの
拡散係数から DDS 状況を評価する予定であ
る。 
2) クラゲ由来ムチン（クニウムチン）はムチ

ンとしての基本構造は有しているものの構
造がシンプルで、粘液バリヤの基礎材料とす
るのに適した試料である。ミズクラゲ由来の
クニウムチンを用い、陰イオン交換樹脂上で
の、吸着脱離による精製を行った材料と精製
前の材料のそれぞれの水溶液について表面
張力とその濃度依存性を懸垂法で測定した。 

 
図２ イオン交換樹脂で精製する前のク
ニウムチン（粗精製クニウムチン）およ
び、生成後のクニウムチンの水溶液の表
面張力の濃度依存性 
 



 この 2つの試料とも、濃度増加とともに表
面張力が次第に低下し、一般の界面活性剤と
類似の挙動を示した。（図２）また、イオン
強度の高い生理食塩水中よりも蒸留水中の
方が大きく低下した。（図３には粗精製ムチ
ンの例を示す） 

これらの挙動（界面活性能の発現）は、高
分子としてはムチン特有のもので、たとえば
同じポリアニオンのヒアルロン酸および修
飾したヒアルロン酸の水溶液では全く確認
できなかった。（図４） 

 
3) 5mg/mL溶液において、表面張力の減少は
未精製試料で 15%程度、精製試料では 8%程
度と低分子の界面活性剤に比べて小さい。
（図２参照）このことから精製試料で界面活
性能が低下したのは、イオン交換樹脂上で糖
鎖のアニオン基などが脱離したからである
と考えた。 
4) 従来の糖鎖解析によれば、クニウムチン
の糖鎖には元来エステル結合した 2-アミノ
エチルホスホン酸基とリン酸基が確認され
ているが、前者についてはイオン交換樹脂を
用いた精製の前後で変化は見られないし、後
者は 31P-NMR 以外の方法では測定前に脱離
してしまうと考えられた。そこで元素分析を
行ったところ、精製前のムチンには Sが多い
のにも関わらず、生成後には Sが大幅に減少
し、その代わりに Pが増加する。 
また精製後の試料の糖鎖について

LC-ESI-MSを用いた解析を行ったところ、ご
くわずかながら硫酸基を持った糖鎖が確認
された。このことからイオン交換樹脂に接触
する前後で糖鎖の硫酸基が脱離するか、リン

酸基に置換されていることが明らかになっ
た。これは、アルシアンブルー染色による硫
酸基定量（精度が低い）の結果と矛盾しない。 
 
5) 粘液を構成するムチンの水溶液について、
親水性ガラス表面における接触角を測定し
たところ<5mg/mL の領域ではほとんど変化
しなかった。ムチン水溶液が、高濃度でもそ
の濡れ性を維持し、粘度の増加に抗して薄い
液膜を作りやすいことを示している。（図５）
すなわちムチンが粘液の構成成分として、組
織表面で粘膜バリヤ（ムチンバリヤ）を作り
やすいことが明らかになった。 

6) 本研究に最も適当に対応できるように、
従来から用いていた光学部品、励起レーザー
などを一新し、現在までに、新しい FCS測定
装置の光学系を構築することができた。従来
からの主な変更点は以下の通りである。 
①励起光を従来のアルゴンレーザーから高
安定な半導体レーザーへの置き換えた。 
②SVC-FCS に用いたズームレンズの位置を
変更するとともに、あらたに励起光側にビー
ムエクスパンダを導入して、共焦点体積の縮
小を狙った。 
③小型のテレビカメラユニットを作成し 3台
用いて調整しやすい光学系にした。 
④受光用の光ファイバが老朽化して、効率が
悪くなっていたので新しいものに交換した。 
⑤検出器系を EG&G のアバランシェフォト
ダイオード（アンプ付き）から、浜松ホトニ
クス社のフォトンカウンティングユニット
に置き換え、オプティカルブロックのシャッ
タユニットなどを用いるなどして、漏れ光を
最小限に抑える対策を施した。 
⑥測定系全体を迷光を少なくするために小
型の暗室内に納めた。 
⑦受光ピンホール側の集光レンズを 1倍の対
物レンズに変更し、迷光の侵入を最低限にし
た。 
⑧マルチチャンネル測定を行うために浜松
ホトニクス社製の４×４＝16 素子の MPPC
を試験的に導入し、試運転を行ったこと。 
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図３ 粗精製クニウムチンの、生理食塩中
および、蒸留水中のクニウムチンの水溶液
の表面張力の濃度依存性 

 

 
図４ 粗精製クニウムチンおよび修飾ヒ
アルロン酸の水溶液の表面張力の濃度依
存性 

 

 
図５ 粗精製クニウムチン水溶液におけ
る、各種親水性ガラス板上での接触角の濃
度に対する変化。 
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