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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、組織透明化手法を用いた血管・細胞・DDSを同時に観察できる多
色深部観察評価系の開発を行った。次に、がん細胞、血管内皮細胞、腫瘍関連マクロファージなどがん組織内に
存在する様々な細胞に対して細胞選択的に結合することができる新規高機能・高品質（High Functionality and
 Quality: HFQ）脂質の設計と合成を行った。さらに、固形腫瘍マウスを用いて、腫瘍組織内における血管・細
胞・RGD修飾リポソームの空間分布を観察することに成功した。また、脳および腹膜に対して多色深部観察系を
応用し、DDSの空間分布を観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we first developed a multi-color deep observation evaluation 
system that enables simultaneous observation of blood vessels, cells, and DDS using a tissue 
transparency technique. Next, we designed and synthesized novel High Functionality and Quality (HFQ)
 lipids that can cell-selectively bind to various cells in cancer tissue, including cancer cells, 
vascular endothelial cells, and tumor-associated macrophages. Furthermore, we successfully observed 
the spatial distribution of blood vessels, cells, and RGD-modified liposomes in tumor tissues using 
mice with solid tumors. We also applied a multicolor depth-field observation system to the brain and
 peritoneum, and succeeded in observing the spatial distribution of DDS.

研究分野： 薬物送達学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会を迎え、難治性がんに対する画期的な治療薬の開発が強く求められている。本研究で開発した多色深
部評価系は、血管・細胞・リポソームの空間分布ができる新しい評価系であり、今後の空間分布制御型DDSの開
発を加速させるものである一方、がん組織内における様々な細胞に対する新規HFQ脂質の開発とHFQ脂質で修飾さ
れた標的指向型リポソームは、がん微小環境に着目した新しいがん治療薬の開発を促進させるものである。以
上、本研究成果は、空間分布制御型DDSとがん微小環境を標的にした新しい概念に基づいたがん治療薬の開発に
繋がるものであり、社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

一般的に固形がんでは、正常組織に比べて新生血管の増生と血管壁の高い透過性に加えて、
組織から高分子物質の排出を担うリンパ系が未発達であるために、ナノ DDS キャリアはがん組
織に効果的に集積することができ、ドキシルやアブラキサンなどの DDS 製剤が日本でも承認さ
れている。しかし、適用はカポジ肉腫や卵巣がんに限定されており、膵臓がんやグリオーマなど
の難治性がんに対して有効な DDS の開発は十分に進んでいない。これは膵臓がんやグリオーマ
などの難治性がんでは、腫瘍微小環境として、がん細胞を取り囲む形で、腫瘍関連マクロファー
ジ、血管・リンパ管構成細胞、繊維芽細胞、コラーゲンなどの間質が豊富に存在し、血管密度が
低い上に、間質が動態障壁となるため、深部に存在するがん細胞への薬剤到達性が低いことが原
因であると考えられる。また、間質に存在する腫瘍関連マクロファージや繊維芽細胞はがん増殖
因子やサイトカインを分泌するがん治療の重要な標的細胞であるため、がん組織環境に着目し
た DDS の開発は、新たな難治性がん疾患に対する治療戦略に繋がる。がん組織内において血管
密度や間質などの微小環境はヘテロであり、DDS 組織内分布は部位差を生じやすい。その対策
には、「DDS の組織内空間分布とがん組織内環境の関連性を多色で同時可視化する方法を開発す
る必要がある」と考えた。 

近年、創薬に繋がる基礎研究における研究成果を臨床応用へと結実させることが強く求め
られている。アカデミア発 DDS 技術を実用化するための重要な点は、基礎研究段階で、(1) デ
ータの再現性と信頼性、(2) 技術の独自性と革新性、(3) 特許戦略が必要である。平成 28 年 3 月
にリポソーム製剤のガイドラインが発出され、リポソーム研究は基礎研究による理論構築から
その研究成果を臨床へ応用できる時代へと突入した。しかし未だ、標的指向型リポソーム製剤に
関する品質特性に関する情報は少なく、今後の研究の発展が必要である。研究代表者を含む国内
外のリポソーム研究者は、標的指向型リポソームの開発において、リガンドを含む機能性脂質を
合成し、機能性脂質の特性に応じた方法でリポソームを調製後、培養細胞や動物の評価により基
礎理論を構築する中で研究を推進してきた。しかしながら、標的指向化理論構築に偏っており、
データの再現性と信頼性、技術の独自性と革新性とそれを保証するリポソーム製剤の品質特性
はほとんど考慮されていない。そこで研究代表者は、この問題を解決するため、規格基準を有す
る PEG 化リポソーム製剤をベースに再現性のある形で簡便にリガンドを修飾させるために機能
性脂質が持つべき要件を定めた Highly Functional, Quality 脂質 (HFQ 脂質)の開発を進めている
（表１）。HFQ 脂質は、(1) 分
布幅を持たない単一な分子で
あり、(2) 標的細胞への高い
認識性を有し、(3) ペプチドと
脂質で構成されるため安全性
に関する懸念が少なく、(4) ポ
ストインサートに必要な水へ
の溶解性を持ち、(5) リガンド
ペプチドの安定性を考慮して
おり、各 HFQ 脂質含有製剤は
再現性良く調製することがで
きる。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、難治性がん組織内環境の多色深部イメージングとその評価系を基盤とし
た空間分布制御型 DDS 技術体系の構築を目指すことである。そのために、まず、固形腫瘍モデ
ルマウスを用いてがん組織内の血管・細胞・DDS を同時に評価できる多色深部評価系の開発を
行った。次に、がん細胞、腫瘍血管内皮細胞、腫瘍関連マクロファージなど腫瘍内組織の種々な
細胞を標的とすることができる新規 HFQ 脂質の設計と合成を行った。また、本物質を用いて機
能性分子で PEG リポソームへ導入した標的指向型リポソーム製剤を開発した。さらに、難治が
んである脳腫瘍や腹膜播種に対する空間分布制御型 DDS の開発を目的として、脳や腹膜に対す
る多色深部観察評価系の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) RGD 修飾 HFQ 脂質とがん組織内多色深部観察評価系の開発 
RGD-PEG2000-DSPE の合成：CGRGDS と mal-PEG2000-DSPE を 100 mM HEPES ブッファーに添加
した。このペプチド溶液と mal-PEG2000-DSPE 溶液（2：1 mol 比）を穏やかに混合し、トリス（2-
カルボキシエチル）ホスフィン（RGD ペプチドの 5 eq.）を添加した。pH を 7.0 に調整した後、
4 ℃で 48 時間反応させ、余剰の未反応ペプチドを透析で除去した (MWCO= 6,000-8,000)。合成
された生成物を凍結乾燥し、MALDI-TOF-MS で評価した。 
リポソームの調製：DSPC、コレステロール、mPEG2000-DSPE をメタノールに溶解し、RGD-PEG2000-

従来の機能性脂質 HFQ脂質
分子量分布 PEGの場合、広い分子量分布 無し
合成法 液相合成法、固相合成法 固相合成法
標的細胞への認識性 リガンド・スペーサー構造に

依存
高い

水へ溶解性 可溶性/不溶性、どちらも 可溶性のみ
リポソームへの修飾法 様々な方法 ポストインサート法
リガンド安定性 リガンド分子に依存 安定/安定化

表１機能性脂質としてHFQ脂質が満たすべき要件



脂質をクロロホルムとメタノール（1：1，v/v）に溶解した。蒸発乾固後、滅菌水中で 65 ℃に加
温し、プローブソニッケーターで 3 分間超音波処理した。RGD-(SG)n/PEG 化リポソームは、PEG
化リポソームと RGD-(SG)n ミセルを 60 ℃で 1 時間インキュベートすることによって調製した。
さらに、Cy5.5-PEG2000-DSPE, DiO, DiI を添加して、脂質膜を蛍光標識した。サンプルは 0.45 m
のフィルターでろ過した。リポソームの粒子径とゼータ電位は、Zetasizer Nano ZS instrument を
用いて測定した。細胞培養: Colon-26 細胞は東北大学医用細胞資源センターから入手し、10％熱
不活性化牛胎児血清（FBS）、100 U/mL penicillin、および 100 g/mL streptomycin を添加した RPMI-
1640 培地を用いて培養を行った。細胞は 5% CO2、37 ℃の条件下で培養した。細胞間結合実験：
25 μM Cy5.5 標識リポソームを含む無血清培地で 3 時間培養し、洗浄後、トリプシン処理、遠心
分離し、PBS に懸濁させた。その後、flow cytometer を用いてリポソームが結合した細胞を分析
した。 
共焦点レーザー走査型顕微鏡による細胞内局在の観察： 2×105個の細胞を 35 mm ガラスベース
ディッシュにプレーティングし、24 時間インキュベートした。25 M Cy5.5 ラベル化リポソーム
で 3 時間処理し、細胞を洗浄した後、200 nM LysoTracker Green DND-26 で 1 時間処理した。4%
パラホルムアルデヒド（PFA）で光輝化した後、細胞を DAPI で処理した。共焦点画像は、LSM710
共焦点顕微鏡を用いて観察し撮影した。エンドサイトーシス経路の解析： 細胞を 24 穴プレート
（5×104cells/cm2）に播種し、24 時間培養した。細胞を 0.4 M スクロースおよび 200 M ゲニス
テインで 30 分間前処理した。その後、25 M の 5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームを各阻害剤
の存在下で 30 分処理した。また、エンドサイトーシスが起こらない 4 ℃による細胞への取り込
みの影響を評価するために、25 M 5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームを 4 ℃で 30 分間処理し
た。過剰量の GRGDS ペプチドを用いた競合阻害実験では、100 倍モル濃度の GRGDS ペプチド
で 30 分間前処理した後、5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームをペプチド存在下で 30 分間インキ
ュベートした。洗浄後、細胞をトリプシン処理し、遠心分離し、PBS に再懸濁した。その後、フ
ローサイトメーターを用いて細胞を分析した。 
動物および腫瘍モデル: 担癌マウスは、25 L の PBS に分散させた 1×106 個の細胞をマウスの
右脇腹に皮下投与し、腫瘍が直径 10 mm に達した時点で実験を開始した。すべての動物実験は
マウスを用いた動物実験に関しては、長崎大学動物実験委員会に計画書を提出し、同委員会の承
認を受けて実施した。 
体内・組織内分布の解析: Cy5.5 標識 PEG 化リポソーム、5.7% RGD-PEG2000/PEG 化リポソーム、
または 5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームを 25 mg/kg で Colon 26 腫瘍マウスに静脈内投与した。
注射後 24 時間目にマウスを屠殺し、心臓、肝臓、脾臓、肺、腎臓、腫瘍を採取した。これらの
蛍光強度は、640 nm 励起フィルターおよび Cy5.5 発光フィルターを備えた IVIS イメージングシ
ステムで測定した。DiI 標識 PEG 化リポソーム、5.7% RGD-PEG2000/PEG 化リポソーム、5.7% 
RGD-(SG)5/PEG 化リポソームを 25 mg/kg で Colon 26 腫瘍マウスに静脈内投与した。投与後 24
時間目に尾静脈から採血した。心臓からヘパリン添加 PBS（10 units/mL）10 mL と PBS 50 mL で
灌流した。心臓、肝臓、脾臓、肺、腎臓、腫瘍を採取し、重量を測定した。組織サンプルは、200 
L の生理食塩水でホモジナイズした。血漿または組織のホモジネートにメタノール、飽和塩化
ナトリウム、クロロホルム（1：1：3）を添加した。試料を遠心分離し、有機層を回収した。蛍
光光度計を用いて蛍光強度を測定した。腫瘍組織切片の免疫組織化学的解析は、 DiO 標識 PEG
化リポソーム、5.7％ RGD-PEG2000/PEG 化リポソーム、または 5.7％ RGD-(SG)5/PEG 化リポソー
ムを 25 mg/kg の脂質投与量で colon26 腫瘍担体マウスに静脈内投与した。投与後 24 時間で、腫
瘍を灌流後に回収した。組織切片（10 m）を 4％PFA で固定し、抗 CD31 抗体で 2 時間免疫組
織化学的に染色した。リポソームの腫瘍内空間分布の評価では、PEG 化リポソーム、5.7% RGD-
PEG2000/PEG 化リポソーム、5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソーム投与後 3 時間または 24 時間に、
ヘパリン添加 PBS (10units/mL) 10 mL と PBS 50 mL で心臓から潅流させた。4%PFA で灌流後、
腫瘍を摘出し、4%PFA に一晩浸した後、ScaleSQ で洗浄、10×対物レンズを装着した共焦点顕微
鏡でサンプルを観察した。 
(2) がん細胞や間質細胞を標的とした HFQ 脂質の設計と合成 
① ヒトグリオーマ細胞を標的とした VTW 修飾 HFQ 脂質の設計と合成： 
ジパルミトイルリジン-KSSeK3-(SG)5-VTWTPQAWFQWV（VTW-(SG)5-K3-脂質）。ジパルミトイ
ルリジン-KSS-(SG)5-K2-VTWTPQAWFQWV（VTW-K2-(SG)5-脂質）。ジパルミトイルリジン-KSS-
(SG)5-VTWTPQAWFQWV (VTW-(SG)5-脂質 ) およびジパルミトイルリジン -ESS-(SG)5-E3-
VTWTPQAWFQWV (VTW-E3-(SG)5-脂質) は SPPS を用いて合成した。Fmoc の脱保護は 20% ピ
ペリジンで 20 分間処理した。Fmoc-アミノ酸のカップリングは、HBTU/HOBt/DIPEA 存在下で
30 分間行った。Fmoc-Lys (Fmoc)eOH のカップリングと Fmoc 基の脱保護後、HBTU/HOBt/DIPEA
存在下で Lys 残基のアミノ基にパルミチン酸 (10 eq.) をカップリングした。反応完了を確認す
るためにカイザーテストを実施した。脂質は TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5) で 3 時間切断・脱保護し、
粗生成物はジエチルエーテルで沈殿させた。生成物を水に分散させ、水に対して 4 日間透析後に
アセチル化ペプチドを除去し、凍結乾燥した。この化合物を MALDI-TOF-MS で分析した。 
②腫瘍関連マクロファージを標的としたマンノース修飾 HFQ 脂質の設計と合成： 
Man-(SG)5-SSR-K(Pal)2の合成: K-(SG)5-SSR-K(Pal)2 を Fmoc 固相ペプチド合成法を用いて調製
した。Fmoc 基を 20%ピペリジンで 20 分間脱保護した後、Fmoc アミノ酸を用いたカップリン



グ反応を HBTU/HOBT/DIPEA で 30 分間行った。未反応のアミノ基は 25%無水酢酸でキャッピ
ングした。Fmoc-Lys(Fmoc)-OH のカップリング反応後、Fmoc 基を脱保護し、パルミチン酸 
(10 eq) を HBTU/HOBT/DIPEA と 4 時間 2 回反応させ、トリフルオロ酢酸 (TFA)/TIS/H2O 
(94/2.5/2.5)溶液を加えて 3 時間反応して樹脂から開裂させた。粗生成物を 5 日間透析した。
IME-thiomannoside（10 eq）と K(SG)5-SSR-K（Pal）2（1 eq）をピリジン（2 mL）、ジメチルス
ルホキシド（1 mL）およびトリメチルアミン（20 μL）から成る混合液で 24 時間反応させた。
生成物を濃縮し、残渣に水を加え、48 時間の透析を行い、凍結乾燥させた。 
Man(S)-(SG)5-SSK-K(Pal)2 の合成：Man(S)-(SG)5-SSK-K(Pal)2Fmoc 固相ペプチド合成法を用いて 
Man(S)-(SG)5-SSK-K(Pal)2 を調製した。HBTU/HOBT/DIPEA を用いて N-Fmoc-O-(2, 3, 4, 6-tetra-
O-acetyl-, -D-mannopyranosyl)-L-serine を生成する反応は 4 時間行い、他のアミノ酸を含む反
応は 30 分間行った。未反応のアミノ基は 25% 無水酢酸でキャッピングした。カップリング後
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH のカップリング後、Fmoc 基を脱保護し、パルミチン酸  (10 eq) を 
HBTU/HOBT/DIPEA で 4 時間、4 回反応させ、0.01 M CH3ONa/NMP-MeOH (17:3) で 30 分、脱
アセチル化を行った。 
(3) 腫瘍に対してアポトーシスを誘導するペプチド NuBCP-9 の細胞内送達法の開発と評価： 

8、10、12、14 分子のアルギニン（R）と NuBCP-9 を結合させた誘導体を合成し、ヒト乳がん
細胞 MDA-MB-231 細胞における細胞結合、細胞内取り込み、アポトーシス誘導効果を評価した。
方法は上記のものに準じて行った。 
(4) 組織内多色深部観察評価系の脳および腹膜における DDS 空間分布評価 
 がんは様々な臓器において発生する。とりわけ、脳腫瘍や腹膜播種は難治であり、DDS 開発
が強く求められる。様々な臓器における組織内多色深部観察評価系の開発は、当該臓器を対象と
する DDS 開発において有益である。そこで本研究で開発した上記の多色深部評価系を脳ならび
に腹膜組織の DDS 空間分布評価へ応用した。 
 
４．研究成果 
(1) RGD 修飾 HFQ 脂質とがん組織内多色深部観察評価系の開発 
RGD-(SG)n-Lipid と RGD-PEG2000-Lipid の合成と分子量評価： 

MALDI-TOF-MS 分析により、RGD-(SG)n-lipid (n =3、5、7) の単一な分子量ピークを確認した。
一方、MALDI-TOF-MS 分析により、RGD-PEG2000-lipid の幅広い分子量範囲が観察した。 
リポソームの調製と物理化学的特性： 

PEG 化リポソームでは、10%の PEG2000-脂質をリポソーム表面に修飾した。RGD-PEG2000-脂質
の量は、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームと同様の RGD ペプチド濃度となるようにあわせた。1.5、 
3、 5.7% RGD-(SG)5-lipid の PEG 化リポソームへの挿入効率はそれぞれ 85.5 ± 10.0、94.4 ± 8.4、 
87.9 ± 2.5%であった。RGD-(SG)5/PEG 化リポソームのサイズは、RGD の密度に応じて大きくな
った。3%RGD-(SG)n/PEG 化リポソームの細胞結合に及ぼす SG スペーサーの長さの影響を評価
した。3%RGD-(SG)5/PEG 化リポソームおよび 3%RGD-(SG)7/PEG 化リポソームの細胞結合率は、
対照である PEG 化リポソームおよび 3%RGD-(SG)3/PEG 化リポソームよりも有意に高いことが
明らかとなった。また、3% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームと 3% RGD-(SG)7/PEG 化リポソーム
では、同程度の細胞結合性がみら、以降の実験では、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームを選択した。 
RGD 密度が及ぼす細胞結合への影響：  

RGD-PEG2000/PEG 化リポソームおよび RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの RGD 表面密度（1.5、
3.0、5.7%）の細胞結合に及ぼす影響を評価した。1.5、3.0、5.7%の RGD-PEG2000/PEG 化リポソー
ムで処理した細胞は、PEG 化リポソームで処理した細胞と比較して、細胞結合がわずかに増加
した。一方、1.5、3.0、5.7% RGD-(SG)5/PEG 化リポソームでは、細胞結合が顕著に増加した。PEG
化リポソーム、RGD-PEG2000/PEG 化リポソーム、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの Colon-26 細胞
の細胞内分布を共焦点顕微鏡で調べたところ、RGD-PEG2000/PEG 化リポソームは RGD 表面密度
が最も高いものでも取り込みは最小だった。一方、3.0%および 5.7%の RGD-(SG)5/PEG 化リポソ
ームで処理した Colon-26 細胞は、RGD-PEG2000/PEG 化リポソームで処理した細胞より大きな蛍
光を示した。RGD-PEG2000/PEG 化リポソームと RGD-(SG)5/PEG 化リポソームは、後期エンドソ
ーム/リソソームと共局在し、5.7%RGD-(SG)5/PEG 化リポソームではリソソームへの局在程度が
より大きくなっていることが確認された。 
エンドサイトーシス経路の解析： 

RGD-(SG)5/PEG化リポソームの細胞内取り込み機構を阻害剤との同時併用により評価した。
スクロースとゲニステインは、それぞれクラスリンおよびカベオリンを介したエンドサイトー
シスを阻害するために使用された。遊離 RGD ペプチドは、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームのイン
テグリン αvβ3 への結合を競合阻害するために使用された。スクロース、ゲニステイン、低温イ
ンキュベーション、および遊離 RGD ペプチドは、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの細胞への取り
込みを有意に阻害した。これらの結果は、RGD (SG)5/PEG 化リポソームはインテグリン αvβ3に
結合し、クラスリンおよびカベオリンを介したエンドサイトーシスにより効率的に内在化され、
その後リソソームへ輸送されることを示唆するものである。 
体内・組織内分布の解析： 



RGD-PEG2000/PEG 化リポソームと RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの両方で、静脈内投与後 24
時間で脾臓への集積が認められ、腎臓への集積は減少した。RGD-PEG2000/PEG 化リポソームと
RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの腫瘍集積に変化はなかったが、灌流マウスでは RGD-(SG)5/PEG
化リポソームの腫瘍集積が PEG 化リポソームや RGD-PEG2000/PEG 化リポソームより高いことが
分かった。組織洗浄後、腫瘍組織におけるリポソームの空間的分布を共焦点顕微鏡で評価した。
投与後 3 時間で、緑色蛍光の強度は以下の順序で観察された。PEG 化リポソーム < RGD-
PEG2000/PEG 化リポソーム < RGD-(SG)5/PEG 化リポソームの順であった。また、RGD-(SG)5/PEG
化リポソームが腫瘍組織だけでなく、腫瘍血管にも結合することを明らかにした。投与後 24 時
間でも同様の蛍光パターンが観察され、リポソームの蓄積量が多かった。PEG 化リポソームの
多くは腫瘍血管の周囲に認められたが、RGD-PEG2000/PEG 化リポソームおよび RGD-(SG)5/PEG
化リポソームは腫瘍組織と腫瘍血管の両方でみられた。しかし、RGD-(SG)5/PEG 化リポソーム
の空間分布は、RGD-PEG2000/PEG 化リポソームと明らかに異なっていた。RGD-PEG2000/PEG 化リ
ポソームの緑色蛍光は主に腫瘍血管に分布し、一部のリポソームは腫瘍組織内にも分布した。一
方、RGD-(SG)5/PEG 化リポソームは、血管外や腫瘍組織の深部に多く分布した。さらに、RGD-
(SG)5/PEG 化リポソームの腫瘍血管および腫瘍組織との共局在性が免疫組織化学分析によって
も示され、組織透明化のデータと一致した。全体として、腫瘍組織における RGD-(SG)5/PEG 化
リポソームの蛍光は RGD-PEG2000/PEG 化リポソームからの蛍光よりも強かった。 
(2) がん細胞や間質細胞を標的とした HFQ 脂質の設計と合成 
① ヒトグリオーマ細胞を標的とした VTW 修飾 HFQ 脂質の設計と合成： 

VTW ペプチドは疎水性を示すため、 VTW-(SG)5-lipid は水中に分散できなかった。そこで、
電荷の異なるアミノ酸残基（リジンとグルタミン酸）を持つ VTW-(SG)5-脂質誘導体を設計・合
成し、水への分散性を比較した。水への分散性はリジン（K）の数が増えるにつれて増加し、VTW-
K3-(SG)5-lipid は全誘導体中最大の水への分散性（100%、0.30 mM)を示すことが明らかとなった。
興味深いことに、スペーサーの後ろに K を 3 分子導入すると（VTW-(SG)5-K3-脂質）、水への分
散性が低下する（68%、0.20mM）。K の代わりに E を導入した場合（VTW-E3-(SG)5-脂質）、水中
での分散性が著しく低下した（25%、0.07 mM）。また、Lys 残基の位置は重要な因子であり、VTW 
と (SG)5 脂質の間に K3 を加えることで、分散性が向上する可能性が示された。 
② 腫瘍関連マクロファージを標的としたマンノース修飾脂質の設計と合成： 

マンノシル化脂質に高い水分散性を与えるために、極性アミノ酸（グルタミン酸またはアル
ギニン）または伸長した SG スペーサーを含むペプチド配列を使用し、Bachem ペプチド計算機
を用いてペプチド正味電荷をシミュレーションした。K-(SG)5-SS-E-K(pal)2 と K-(SG)10-SS-E-
K(pal)2の正味の電荷はゼロであった。C-末端リジンと(SG)5の間に 1 または 2 分子のグルタミン
酸(E)残基を導入すると、正味の負の電荷が付与された。また、K-(SG)5-SS-E-K(pal)2 のグルタミ
ン酸(E)残基をアルギニン(R)に置換することにより正電荷が付与され、K-(SG)5-SS-R-K(pal)とな
った。これらの脂質は Fmoc 固相ペプチド合成法で作製し、水への分散性を評価した。正電荷を
持つ K-(SG)5-SS-R-K(pal)2 のみが 0.2 mM 以上の濃度で水中での高い分散性を有していることが
明らかとなった。K-(SG)5-SS-R-K(pal)2 と IME thio-mannoside の液相抱合をジメチルスルホキシ
ドとトリメチルアミンを含むピリジン中で 24 時間行い、マンノシル化脂質 Man-(SG)5-SSR-
K(Pal)2を収率 8.2% で得た。この生成物を HPLC-UV システムおよび質量分析計で分析したと
ころ、副生成物に起因するピークが豊富に検出された。そこで、Fmoc 固相ペプチド合成法にマ
ンノースコンジュゲーションを導入し、マンノース化脂質の収率および品質を向上させた。その
結果、正電荷を持つ新規マンノース化脂質 Man(S)-(SG)5-SSK-K(Pal)2 が設計された。Fmoc-マン
ノース-セリン（Man(S)）誘導体である N-Fmoc-O-（2, 3, 4, 6-テトラ-O-アセチル-, -D-マンノピ
ラノシル） -L-セリンはマンノースから二段階反応で合成され、収率は 17%であった。
HBTU/HOBT/DIPEA を用いて Fmoc-mannose-serine 残基のカルボキシル基と樹脂のアミン基を反
応させた。ピペリジンを用いて Fmoc 基を除去した後、(SG)5-SSK-K を含むペプチド鎖を伸長さ
せ、最終的にパルミチン酸とカップリングさせた。アミノ酸の Fmoc 基とマンノースのアセチ
ル基を脱保護することで、目的の Man(S)-(SG)5-SSK-K(pal)2が収率 40.8% で得られた。 
(3) 腫瘍に対してアポトーシスを誘導するペプチド NuBCP-9 の細胞内送達法の開発と評価： 

NuBCP-9 と様々な Rn（n＝8、 10、 12、 14）を結合させ、細胞への取り込み特性を調査・
比較検討した。その結果、Rn と結合した NuBCP-9 は、主にクラスリンを介したエンドサイトー
シスとマクロピノサイトーシスにより細胞への取り込みを促進し、その取り込み経路に違いは
なかった。しかし、細胞毒性試験では、NuBCP-9-R12 と NuBCP-9-R14 のコンジュゲートは非特
異的な細胞毒性を増強することが示された。NuBCP-9-R10 は最も高い取り込み効率を示し、そ
れに応じてアポトーシスを強く誘導することが明らかとなった。 
(4) 組織内多色深部観察評価系の脳および腹膜における DDS 空間分布評価への応用 

組織内多色深部観察評価系を脳ならびに腹膜の評価に応用し、脳ならびに腹膜における
DDS 空間分布の評価に適用できる汎用的方法であることを確認した。今後、脳腫瘍や腹膜播種
における空間分布制御型 DDS の開発に有益な情報となることが期待される。 
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