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研究成果の概要（和文）：我々は既に AHPP が XO の強力な阻害剤を見出しているが、水難溶性で
あること、低分子であるために体外排泄が急速で、EPR 効果を示さないことが医薬品化のバリ
ヤーであった。そこで本研究ではこれらの問題を解決するため、AHPP の PEG（ポリエチレング
リコール）共有結合体（PEG-AHPP）あるいはスチレンマレイン酸コポリマー（SMA）を用いた
SMA の非共有結合抱合ミセル体（SMA-AHPP）を作成した。その結果（1）In vitro での XO 阻害
活性は free の AHPP に比べ、PEG-AHPP および SMA-AHPP は 80％程度であった。（2）In vivo の
XO 阻害活性はラット肝の虚血再環流（I/R）モデルを用いて行ったところ、薬物非投与群に比
べ、充分な細胞傷害作用の抑制をみた。（3）また、本態性高血圧ラット（SHR）を用いた試験
では静脈内および経口投与の何れにおいても、平均正常血圧への降下作用を示した。（4）経口
投与の場合でも、１回の投与でもその作用は 24 時間以上持続した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We had previously discovered that AHPP  exhibited a potent 
inhibitory effect against xanthine oxidase (XO).  The difficulty to make AHPP as 
pharmaceutical agent resides in poor water solubility and low MW that has short in vivo 
t1/2 and no targeting capacity to the diseased site. 
   To solve these problems we synthesized PEG-conjugate of AHPP and SMA 
(styrene-co-maleic acid) micelles containing AHPP.  As the results, we found (1) XO 
inhibitory activity in vitro of both polymeric AHPP showed about 80% of that of free AHPP, 
and satisfactory.  (2) In vivo evaluation of ischemia-reperfusion (I/R) model of liver, the 
polymeric AHPP showed significant effect preventing I/R induced tissue (liver) toxicity.  
(3) Oral administration of PEG-AHPP in lipid formation in the spontaneously hypertensive 
rats resulted in lowering of blood pressure to normal range.  (4) The antihypertensive 
effect lasted even more than 24 hr after one oral administration. 
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１．研究開始当初の背景 
＜XO 阻害剤の AHPP の特長＞  

スーパーオキサイドの生成亢進は各種病態

を増悪する。また、血管内に付着した XO

により生ずるスーパーオキサイドは血中の

NO と直ちに反応し(ONOO－となり)、NO を消

費し、NO のレベルの低下(すなわち高血圧)

をもたらすことを我々は報告している[K. 

Morikawa et al. JCI, 112, 1871-1879 

(2003)他]。つまり、スーパーオキサイドは

生体にとって普遍的な有害物質である。

AHPP（4-アミノ-6-ヒドロキシピラゾロ

[3,4-d]ピリミジン）はスーパーオキサイド

生成酵素である XO の強力な阻害剤である(

上記 Y. Miyamoto et al (1996))。この XO

阻害剤の AHPP は水に不溶で医薬用薬剤に

はならなかったが、上記の SMA ミセル化に

より水溶化に成功したので、このミセル剤

を用いて経口投与でも病巣集積性と持続性

が高いことを in vivo の実験で示したい。 

 
＜研究の特長＞  

感染、炎症、臓器移植などで普遍的に生ず

るスーパーオキサイドはマクロファージな

どの NADPH オキシダーゼの他に、実はキサ

ンチンオキシダーゼ(XO)活性の著しい亢進

があり、それにより大過剰のスーパーオキ

サイドの生成が起っていることを我々は見

出した。そこで、本研究では亢進した XO

の活性を抑え、炎症を抑えようとするもの

である。炎症には COX-II、kinin、TNF-α、

ILs など無数のメディエーターが関与する

が炎症において直接活性酸素(ROS)を産生

する酵素の中心はこの XO である。最近、我

々は SMA を用いアドリアマイシン、ピラル

ビシンなどのミセル化物の作成に成功した

が（K. Greish, et al, J. Cont. Release, 

97, 219-230 (2004); K. Greish, et al, 

Bioconj. Chem., 16, 230-236 (2005)； A. 

Iyer, et al, Drug Discovery Today, 11, 

812-818 (2006)）、その研究過程でこの SMA

ミセルは、上記アントラサイクリン類以外

の多くの水不溶性薬物を 20%～50%も包含

することが可能となり、高性能のミセル基

材となることがわかってきた。 

一方、高分子制癌剤の研究途上に見出され

た高分子薬固有の病巣集積メカニズムであ

る EPR 効果[enhanced permeability and 

retention effect] (Y. Matsumura and H. 

Maeda, Cancer Res., 46, 6387-6392 

(1986); H. Maeda, et al. J. Control 

Release 74, 47-61 (2001))は、癌局所にだ

けでなく炎症局所への薬物の選択的デリバ

リーにおいて極めて重要であることを我々

は発見している。さらに、薬剤の高分子化

は病巣指向性のみならず、薬物の血中 t1/2
の大幅な延長、副作用の低減、投与回数の

減少、それに加えて薬効の向上をもたらす。 

 
２．研究の目的 
我々が見出したキサンチンオキシダーゼ
（XO）の新規阻害剤 AHPP[4-アミノ-6-ヒドロ
キシピラゾロ[3,4-d]ピリミジン（AHPP）は、
これまで知られているアロプリノールに比
べ、酵素阻害特性の上から明らかに優れた薬
効を示したが、水に難溶性であったため、そ
のままでは注射投与が困難で、正確なファマ
コキネティック上のデータの取得が困難で
あった。今回、その薬理学的な諸問題を DDS
の手法で解決しようとするものである。また、
溶解度の問題をシンプルな両親媒性のポリ
マー結合体、あるいは SMA ミセル包合体など
の高分子型薬剤を作成し、上記の問題を解決
しようとするものである。 
 
３．研究の方法 
(1)AHPPのSMAミセルの化学的、物理化学的
性状の検討：①水に可溶化したSMA-AHPPミセ
ルセファデックスG-50、セファクリルHR200
又はGPCによる分子サイズプロフィールの検
討、②動的光散乱による分子量分布測定(大
塚電子Photal)、③AHPPの放出速度(in 
vitro)の検討は主として、アミコン社限外濾
過装置とcut off 10KDaの分子ふるい膜を用
い、経時的に濾過外液の紫外部吸収(260nm)
によって行なう。 
(2)PEG 化 AHPP の合成：縮合反応のための
活性化エステルの合成は、まず 5.0g の PEG
（MW. 300, 和光純薬）と、3.0ｇの p-ニト
ロフェノール･クロロフォーメイトを50ｍL
のテトラヒドロフラン（THF）に溶かし、さ
らにトリエチルアミンを 0.29g 添加し、24
～30時間室温で攪拌下に反応させる。次に、
トリエチルアミンの塩酸塩が析出する。こ
れをろ過して除く。この濾液に対し、300
ｍL のエチルエーテルを加え、沈殿物を生
じさせ、分取し、それを冷エチルエーテル
にて洗浄する。この沈殿物を約50ｍLの THF 
 にとかし、この THF 溶液にエチルエーテ
ルを加え、両溶媒の混液より活性化 PEG-p-
ニトロ-クロロフォーメイト化物の析出標
品を得る。この活性化 PEG を 1.0ｇとり、
20ｍL の THF にとかし、これに AHPP の 0.1M 
NaOH 溶液（0.5ｇ/25ｍL 0.1M NaOH）を攪
拌下に滴下しながら加え、さらに 30～40 時
間反応させ、THF 可溶化物を得る。これが
PEG 化 AHPP である。 



(3)SMA-AHPP ミセルの作成：微粒パウダー
とした 100mg の AHPP を pH 10.5 の 0.05 M 
NaOH/Na2CO3 20 ml に溶解し、ついで、SMA
の無水マレイン酸物(平均 MW1.2kDa) 200mg
の微粉末を少量ずつ攪拌下に数時間にわた
り添加、数時間後に全体が可溶化し、3～4
時間反応し、ついで、0.1M HCl をゆっくり
攪拌下に加え、pH を 4.5 まで下げると、沈
殿が生ずる。これを pH 2 の 0.01M HCl で洗
浄し、ついで、0.1M NaOH を少量ずつくわ
え、可溶化し、200 ml とする。このものを
ア ミ コ ン メ ン ブ レ ン （ cut off;  
MW100KDa）透析路濾過器で 1/10 容まで濃縮、
再洗浄をくり返し(計 3回)、凍結乾燥する。
即ち AHPP ミセル標品を得る。 
 
(4)肝虚血再灌流モデルを用いた肝障害予
防：ラットを用いて肝動脈の結紮による虚
血後、その血流再開通による再灌流(10～30
分)後に誘発される肝障害は、主としてキサ
ンチンデヒドロゲナーゼ(XD)の活性化によ 
り生じる XO が産生する ROS（特にスーパー
オキサイド)によると考えられている。我々
は血流再開通の前に PEG-AHPP または
SMA-AHPP ミセルを投与し、ついで血流再開
通後、経時的に採血し、肝機能酵素を中心
にこのミセル剤の有効性を調べる。 
(5)先天性高血圧ラット（SHR）を用いた降
圧効果の検討：高血圧ラット(14-18 週齢,
重さ 250–300g)を用いて、非観血的にラッ
ト血圧測定装置により、in vivo 降血圧効
果を解析する。PEG-AHPP または SMA-AHPP
を経静脈、または経口投与し、経時的に SHR
ラットから血圧を 3 日間にわたり測定する。 
 また、PEG-と SMA-のどちらの剤型がよい
かも検討する。大腸炎の病理組織を常法に
より HE 染色後検討する。また、各種炎症性
メディエーターの発現の差異を免疫染色な
どの手法により検討する。 
(6)AHPPのSMAミセルの毒性評価(p.o, i.v. 
投与)：LD50、MTD、肝･腎機能、CRP、アルブ
ミン、グロブリンなど、さらに血液像一般
に関し、急性、亜急性の両時間範囲で検討
する。 
 
４．研究成果 
図 1 A-1,A-2 に示すように PEG-AHPP 結合物
は AHPP に固有の UV 吸収を示し(図 1A-1)、そ
の蛍光はミセル状態で消失している（図
1A-2）。セファデックス G-100 PBS 中では
bis(AHPP)2-PEG と nano AHPP-PEG は図 1B の
ように夫々、分子量 138 KDa と 104KDa 中心
分子量を示した。また、動的光散乱法による
と mono AHPP は平均分子サイズとして 104nm
（蒸留水中）±70nm を示した（図 1C）。また、
両者とも XO に対し、もとの AHPP の 80％の活
性を示した（図 1A～C）。この PEG ミセルにお

いては、AHPP の蛍光（λex 270nm）照射時の
蛍光は消失しているが、pHを 9以上にすると
ミセルの崩壊がみられた（図 2）。この
PEG-AHPPよりAHPPの放出を各pHにおいて検
討したところ、1 時間に約 3％の放出がみら
れた。pH が高いほうが放出が早い傾向がみら
れた。AHPP-PEG 化合物の経口投与においても
本態性高血圧ラットモデルに対しても有効
であった(not shown)。 
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図 1. A-1,2. AHPP とその PEG 結合体の UV 吸収

（A-1）および蛍光スペクトル（A-2）。B. Mono- 

Mono-AHPP-PEG C-2 
Mean particle size  bis-(AHPP)-PEG (VI) 

Mean particle size  

= 218.8 nm 

= 164.1 nm 



AHPP-PEG および bis-(AHPP)-PEG のセファデック

ス G-100 によるみかけ上の分子量解析。C. Mono- 

AHPP-PEG (C-1)および bis-AHPP-PEG(C-2)の溶液

中での分子サイズの分布。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2. AHPP とその誘導体の XO 阻害活性。A. free 

AHPP, B. mono-AHPP-PEG, C. bis-AHPP-PEG 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. PEG-AHPP からの AHPP の遊離。A. mono- 

AHPP-PEG, B. bis-(AHPP-PEG) 

 [結論]  
AHPP の PEG 化合物がほぼ純粋な形を得られ、
そのものは経口投与物においても高血圧ラ
ットにおける充分な降圧作用を確認した。ま
持続した。この PEG 化物は EPR 効果により高
い病巣指向性がみられた。 
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