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研究成果の概要（和文）：メンケス病は、銅輸送タンパク質ATP7Aの遺伝子異常により銅の吸収および組織移行
が低下し、多くが幼児期に死亡する希少疾患である。本研究では、経口投与可能なメンケス病治療薬の創出の一
環として、メンケス病モデル動物マクラマウスにおける銅錯体CuGTSMの体内動態を検討した。経口投与した
CuGTSMは吸収され、体内で銅とリガンドに解離すること、CuGTSMをナノ粒子化することで吸収が増大することを
明らかにした。また、マクラマウスの体内においては、CuGTSMの銅とリガンドへの解離の程度が大きいことが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Menkes disease is a rare hereditary disease in which systemic deficiency of 
copper due to mutation of ATP7A result in decreased copper absorption and tissue distribution, and 
most patients die in early childhood. In this study, we investigated the pharmacokinetics of the 
copper complex CuGTSM in macular mice, a murine model of Menkes disease, as part of development of a
 therapeutic agent for Menkes disease which can be orally administered. Absorption and dissociation 
of orally administered CuGTSM has been confirmed in macular mice, and absorption was improved by 
nanoparticulation. In addition, it was suggested that CuGTSM is easily dissociated into copper and 
ligand in macular mice.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 銅錯体　メンケス病　ナノ粒子化

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、有機化学、製剤学、薬物動態学の専門家が連携して行ったことで市販されていない銅錯体について体
内動態の評価および製剤的工夫ができた。メンケス病患者においては銅とリガンドへの解離が亢進している可能
性が示唆されたこと、また、製剤的工夫により銅錯体の吸収性を高めることができたことを活用し、今後も有用
なメンケス病治療薬創製を目指していきたい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
メンケス病は日本において厚生労働省により定められている指定難病 330 種のうちのひとつ

であり、10〜25 万人にひとりの割合で発症する 1)。メンケス病は銅輸送タンパク質 ATP7A の遺
伝子異常が原因であり、その症状は全身の銅欠乏による重度の中枢神経障害、低体温、血管異常・
膀胱憩室・骨粗鬆症などの結合織異常による硬膜下出血、骨折、尿路感染症など非常に重篤であ
り、多くは幼児期に死亡する 2)。 
通常、食物から摂取した銅は消化管上皮細胞に存在する copper transporter 1 (CTR1) により取

り込まれ、ATP7A によりゴルジ体に輸送された後、血中に放出されて全身を循環する 2,3)。メン
ケス病では ATP7A が欠損しているために食物由来の銅が全身循環に移行せず、銅が欠乏し、種々
の銅依存性酵素の活性が低下し上記の症状が現れる。母体由来の銅が枯渇する生後 2 ヶ月以前
にヒスチジン銅を皮下注射することで銅欠乏に基づく神経障害の予防・軽減ができるものの、そ
の効果は完全ではなく、さらに血液脳関門が成熟すると脳へ銅が輸送できなくなるため、中枢神
経障害の発症を免れない 2)。したがって、血液脳関門が成熟して以降も有効なメンケス病治療法
の確立が必須である。 
 
 
２．研究の目的 
最終的な目標をメンケス病治療法の開発とし、長期間に亘る薬物療法の負担を少しでも減ら

すべく経口投与可能な治療薬の創出を試みた。本研究では、マウスに静脈内投与した後に脳内へ
移行することが示唆され 4,5)、細胞内で還元されて銅を解離すること 6)が報告されている glyoxal-
bis(N(4)-methylthiosemicarbazonato)-copper(II) (CuGTSM) (図 1) を治療薬候補として考え、その体
内動態を正常マウスおよびメンケス病モデル動物
macular マウスを用いて検討した。また、CuGTSM は
非常に難溶性であることが明らかになっており、その
ままでは経口投与してもほとんど吸収されないこと
が予想されたことから、薬物の粒子径を極力小さくす
る「ナノ粒子化」による吸収性の改善についても評価
した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ナノ粒子化 CuGTSM (nCuGTSM) の調製 

CuGTSM、CuGTSM から銅が解離したリガンド GTSM および LC-MS/MS による CuGTSM お
よび GTSM 定量の際に内部標準物質として用いた diacetyl-bis(N(4)-methylthiosemicarbazone) 
(ATSM) は既報の方法に従って調製した 7, 8)。nCuGTSM の調製は、添加剤には POVACOAT®な
どを用い、自転公転式粉砕機による wet grinding および凍結乾燥による crystallization の 2 つの方
法で行った。動的光散乱測定器による粒子径およびゼータ電位の測定によりナノ粒子化の成否
を判断した。 
 
(2) ddY マウスに CuGTSM あるいは nCuGTSM を経口投与した際の CuGTSM および GTSM の体
内動態 

10 週齢の雄性 ddY マウスに CuGTSM あるいは nCuGTSM の懸濁液 (いずれも 10 mg/kg) を
経口投与した後、尾静脈より経時的に採血した。得られた血液から血漿を分離し、血漿中
CuGTSM および GTSM 濃度を LC-MS/MS により測定した。 
 
(3) マクラマウスに CuGTSM を経口投与した際の CuGTSM および GTSM の体内動態 

24－25 週齢の雄性 C3H/HeNCrl マウス (対照動物) あるいは macular マウスに CuGTSM の懸
濁液 (10 mg/kg) を経口投与した後、尾静脈より経時的に採血した。得られた血液から血漿を分
離し、血漿中 CuGTSM および GTSM 濃度を LC-MS/MS により測定した。 
 
(4) マクラマウスにおける nCuGTSM を経口投与した際の CuGTSM および GTSM の体内動態 

8 週齢の雄性 C3H/HeNCrl マウスあるいは macular マウスに nCuGTSM の懸濁液 (10 mg/kg) を
経口投与した後、尾静脈より経時的に採血した。得られた血液から血漿を分離し、血漿中
CuGTSM および GTSM 濃度を LC-MS/MS により測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) nCuGTSM の調製 

Wet grinding により調製した nCuGTSM の平均粒子径およびゼータ電位はそれぞれ 161.7 nm お

図 1 CuGTSM の構造 



よび-17.3 mV、crystallization により調製した
nCuGTSM の平均粒子径およびゼータ電位は
それぞれ 140.4 nm および-22.6 mV であった。
また、nCuGTSM の粒子径の分布にも両方法
間に顕著な差は認められなかった (図 2)。 
 
(2) ddYマウスにCuGTSMあるいはnCuGTSM
を経口投与した際の CuGTSM および GTSM
の体内動態 

CuGTSM、nCuGTSM 経口投与時のいずれ
も血漿中に CuGTSM および GTSM の両者が
認められたことから、ddY マウスの体内で
CuGTSM から Cu が解離したと考えられた。
nCuGTSM 投与時の方が、CuGTSM および
GTSM 両者の最高血漿中濃度および血漿中濃度時間曲線下面積 (AUC) が有意に高値を示した
ことから、ナノ粒子化によって CuGTSM の吸収が増大したと考えられた (図 3)。 
 
(3) マクラマウスに CuGTSM を経口投与した際の CuGTSM および GTSM の体内動態 

C3H/HeNCrl マウスおよび macular マウスのいずれにおいても CuGTSM 経口投与後の血漿中に
CuGTSM および GTSM の両者が認められたことから、両マウスの体内で CuGTSM から Cu が解
離したと考えられた (図 4)。C3H/HeNCrl マウスにおける血漿中 CuGTSM および GTSM 濃度は
いずれも ddY マウスに同投与量の CuGTSM を投与したときより若干高値だったが、AUC 比 
(GTSM/CuGTSM) は両マウスで同程度だった。一方で、macular マウスにおける AUC 比 
(GTSM/CuGTSM) は C3H/HeNCrl マウスの約 8 倍であり、macular マウスの体内は CuGTSM が還
元されやすい環境であると考えられた。 
 
(4) マクラマウスに nCuGTSM を経口投与した際の CuGTSM および GTSM の体内動態 

C3H/HeNCrl マウスおよび macular マウスのいずれにおいても、CuGTSM 経口投与時と比較し
て nCuGTSM 投与時の方が CuGTSM および GTSM の血漿中濃度は高値を示したことから、
C3H/HeNCrl マウスおよび macular マウスにおいてもナノ粒子化による CuGTSM の吸収の増大が
確認された (図 5)。また、CuGTSM 投与時と同様に、AUC 比 (GTSM/CuGTSM) は macular マウ
スの方が高値を示した。 
 
以上の検討により、いずれのマウスにおいてもナノ粒子化による CuGTSM の吸収の増大は認

められたものの、macular マウスにおいては銅錯体の解離が亢進していることが明らかになった。
このメカニズムは不明だが、メンケス病においては ATP7A の活性が低いため、脳へ銅が送達さ

図 3  ddY マウスに  (A) CuGTSM あるいは  (B) 
nCuGTSM を経口投与した際の CuGTSM (赤丸、実線) 
および GTSM (青三角、破線)  の血中濃度推移 (n=5, 
mean±SD)。それぞれの右上は縦軸を対数にした図。 

図 4 (A) C3H/HeNCrl マウスおよび (B) macular マ
ウスに CuGTSM を経口投与した際の CuGTSM (赤
丸、実線) および GTSM (青三角、破線)  の血中濃度

推移 (n=4 (C3H/HeNCrl マウス); n=3 (macular マウ

ス), mean±SD) 。それぞれの右上は縦軸を対数にし

た図。 

図 2 nCuGTSM の粒子径分布 



れる前に銅錯体が解離してしまうと脳への十分
な銅輸送が期待できなくなると考えられる。宗
形らの報告 9)において、macular マウスに生後 5
日目からCuGTSMを反復経口投与することによ
り生存期間が延長したこと、脳内銅依存性酵素
の活性が上昇したこと、運動能力が改善したこ
とが報告された。CuGTSM 投与により銅不足に
起因する症状が緩和されたが、いずれも正常レ
ベルまでの回復は認められず、その効果は十分
ではなかった。さらに、腎臓および消化管への
銅の蓄積が認められ、副作用の発現が懸念され
たことから、CuGTSM より良いメンケス病治療
薬候補となる銅錯体を見出す必要があると考え
られた。 
そこで、macular マウスに対して有効性を示し

た CuGTSM と構造が類似しており、既に低酸素
部位の診断等の目的で臨床でも使用されている
CuATSM に着目し、CuGTSM と同様にナノ粒子
化製剤の調製および C3H/HeNCrl マウスおよび
macular マウスに経口投与時した際の体内動態
の検討を行った。その結果、いずれのマウスにお
いてもナノ粒子化による CuATSM の吸収性の増
大は認められたものの、macular マウスの方が
AUC 比 (ATSM/CuATSM) が高く、CuGTSM と同
様のmacularマウスにおける解離の促進も示唆さ
れた。 
また、経口投与以外で長期間に亘る薬物療法

の負担を減らす手段の候補として、持続的な放出を目的とした CuATSM のマイクロスフェア製
剤を調製し、C3H/HeNCrlマウスおよびmacularマウスに皮下投与した際の体内動態を評価した。
いずれのマウスにおいても血漿中に CuATSM および ATSM が検出されたことから、皮下投与し
たマイクロスフェア製剤から CuATSM が放出されたことが示唆された。マイクロスフェア皮下
投与の場合でも、経口投与時と同様に macular マウスの方が AUC 比 (ATSM/CuATSM) が高く、
macular マウスにおける銅錯体の解離の促進は投与経路に依らないことが示唆された。 
本研究の結果から、macular マウスの体内は銅錯体が解離しやすい環境であることが示唆され

た。投与した銅錯体から銅が解離せずに錯体のまま排泄されてしまうと組織に銅を供給するこ
とができないので、体内である程度は銅とリガンドへの解離が起きる必要がある。一方で、解離
の程度が大きすぎてもメンケス病においては、銅を血中から組織へ送達することができないこ
とから、適度に解離をする銅錯体の開発が必要と考えられる。今後は、酸化還元電位を考慮して
候補化合物を選出し、選出された化合物のメンケス病に対する有効性を評価する。有効性が認め
られた化合物については、さらなる有効性の向上および薬物療法の負担軽減を目指した製剤的
工夫を施すことで、有用なメンケス病治療薬の開発を目指したい。 
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図5 (A) C3H/HeNCrlマウスおよび (B) macular
マウスに nCuGTSM を経口投与した際の

CuGTSM (赤丸、破線) および GTSM (青三角、点

線)  の血中濃度推移 (n=4 (C3H/HeNCrl マウス); 
n=3 (macular マウス), mean±SD) 。それぞれの

右上は縦軸を対数にした図。 
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