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研究成果の概要（和文）： 
抗酸化物質含有ナノ粒子(RNP)を開発し，急性腎障害モデルの治療に応用した．RNPは抗
酸化物質として TEMPO を含有させ，酸性領域で自己崩壊し含有 TEMPO による抗酸化
能を発揮させるよう設計した．既存の抗酸化物質に比べ，長時間の生体内安定性と虚血再
灌流腎など酸化ストレス亢進部位への選択的集積（レドックスセンサー機能）が認められ，
これにより急性腎障害に対しすぐれた腎保護効果を有することが示された． 
 
研究成果の概要（英文）： 
A TEMPO radical containing nano-particle (RNP) which possessed high in vivo 
stability and antioxidative effects was synthesized and applied to a treatment of acute 
kidney injury (AKI) model. RNP was synthesized as a micelle containing TEMPO in 
the core and poly(ethelenglycol)-poly(chloromethylstyrene) as its outer shell 
(PEG-PCTEMPO). Controlling the amino group of the repeating units of PCTEMPO, 
we synthesized pH-sensitive RNP (N-RNP) which release the inner TEMPO in acidic 
circumstance. RNP showed significant reno-protection through its high in vivo 
stability and target-specificity against tissue with high oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年慢性腎臓病の心血管系疾患や全死亡
に対する相対危険率の高さが明らかになり，
慢性腎疾患進展制御の重要性が高まるとと

もに，酸化ストレスがこの進展要因として高
い注目を集めている． 
酸化ストレス研究では，細胞内情報伝達機構
の解明など分子生物学的に著しい進歩が見
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られる反面，反応の上流部に関する研究，即
ち発生するラジカル種自身，またその連鎖反
応としてもたらされる多くの活性酸素種
(ROS)の特定や制御といった報告は少ない．
これは ROS が極めて反応性に富み，半減期
が短く検出が困難であるという化学的特性
に起因するが，この状態では多種の体内物質
と非特異的な反応を体内各所で惹起しうる
「酸化ストレス」反応全体を評価することは
難しい．このことは，近年の抗酸化効果を有
する薬剤による，心血管障害や発癌抑制など
を目的とした大規模トライアルの失敗の一
因とされていた．すなわち，酸化ストレス関
連反応が抑も生体全域で恒常的に発生しう
るため，一般的な抗酸化剤では標的臓器以外
での作用を制御しきれず，想定外の副作用が
相次いでいた．この克服のためには，新技術
を応用し，酸化ストレス病変に対する部位特
異性が高く，かつラジカル種に対する反応特
異性の高い抗酸化剤の開発が望まれていた． 
 TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl 
piperidine-1-oxyl)などのニトロキシルラジ
カルは定常状態で不対電子を含む安定ラジ
カルであり，ラジカル消去による抗酸化効果
やこれに関連する降圧効果，虚血再潅流障害
保護，放射線被曝防護，神経変性疾患などに
対する薬理効果が知られている．しかしなが
ら TEMPOL の最大の欠点はその生体内半減
期の短さにある． TEMPOL は持続注射や飲
用水中負荷などにより投与されているが，こ
のような状況では臨床応用を志した安定的
な製剤化は困難であった．これを克服するた
め，研究代表者および分担者は Drug 
Delivering System (DDS)を応用しブロック
共重合体の水溶性高分子末端に官能基を導
入することによって表層にリガンド導入部
位を有する数十 nmのコア－シェル型ナノ粒
子に TEMPOを導入し、コアに安定なラジカ
ル を 有 す る 新 し い ナ ノ 粒 子 (Radical- 
containing nanoparticle: RNP)を開発してい
た． 
 
２．研究の目的 
 本研究は腎疾患における酸化ストレス保
護に DDS(Drug Delivering System)技術を応
用し，抗酸化剤や降圧剤などの薬理効果が期
待される RNP をレドックスセンサー機能を
有する腎疾患保護薬としての可能性を探っ
た．具体的には①安定的なラジカル消去活性
を有する抗酸化剤，②生体内レドックスセン
サーとして使用可能なニトロキシルラジカ
ルおよびその誘導体を含有するナノ粒子，を
開発し薬理効果を検討することを目的とし
た． 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の各ステップからなる． 

step1. 薬理効果の高いニトロキシルラジ
カル・誘導体の選定 

step2. この化合物のナノ粒子合成 
step3. 動物実験による生体内安定性・安全

性の確認 
step4. 疾患モデルにおけるレドックスセ

ンサー機能効果検討 
step5. 疾患モデルにおける抗酸化薬理効

果検討 
Step 1. ニトロキシルラジカルの選定 
 ニトロキシドラジカル体の抗酸化反応過程
はラジカル種および員環・側鎖構造に特異的
であることから，ニトロキシルラジカル・誘
導体は 6員環(TEMPO系)を主に，安定性を
増大させる場合は 5員環(PROXYL系)をし検
討を行った．  
Step 2. ナノ粒子の合成 
ニトロキシルラジカル含有ナノ粒子
(Radical-containing Nanoparticle: RNP)は研
究代表者・分担者により出願中の特許（特願
2008-120626号・研究業績 1）に基づき行った．
合成は以下の過程により行った． 
過程①	
 末端にアセタール基を有するポリ

エチレングリコール-b-ポリクロロメ
チルスチレン(アセタール
-PEG-b-PCMS)の合成 

過程②	
 TEMPOを有するブロックポリマー
(アセタール-PEG-b-PCMS(TEMPO))
の合成 

過程③	
 アセタール-PEG-b-PCMS(TEMPO)
によるナノ粒子(RNP)の合成 

得られたナノ粒子は動的光散乱(DLS)測定に
より平均粒子径を求め，また X-band ESRに
より ESR信号特性を確認した．  
さらにブロック共重合体の親水性セグメン
ト末端に官能基を導入し、疎水性セグメント
が pHに応答して親－疎水性を変化させる設
計とし，炎症反応などの酸性領域で粒子の自
己崩壊により内部の抗酸化物質が露出する
pH応答型ナノ粒子と pH非応答型ナノ粒子
を合成した． 
Step3. 動物実験による生体内安定性・安全
性の確認 
 この過程以降は主として研究代表者が研
究分担者及び所属大学院生吉富徹氏（前述特
許共同出願者）他 1-2名とともに施行した．
動物実験はマウスを用いた．生体内安定性の
検討は，ex vivo及び in vivoにて行った． 
 合成されたナノ粒子を実験動物に投与し，
一定時間後にと殺，臓器及び血液を採取した．
これにより動物への安全性を検討した．さら
に，生体内分布を以下の方法で検討した：ニ
トロキシルラジカルは定常状態で不対電子
を含有するため ESR信号陽性であり，還元に
より信号を消失する．この還元体は適切な酸
化剤により再度ラジカル体に戻るため，各臓
器や血液中の ESR信号（残存しているラジカ



ル受容作用のある活性化体）と酸化後の ESR
信号（ラジカル消去後の代謝体）を比較検討
することによりそのラジカル消去能と各臓
器への分布，臓器中および血中・尿中の安定
性評価を評価した．  
Step4.5 疾患モデルにおけるレドックスセ
ンサー・抗酸化機能効果検討 
 レドックスセンサー機能・薬理効果はマウ
スを用い，虚血再灌流による急性腎障害虚血
再還流障害を用いた．RNPを再灌流直後に投
与し，その腎保護効果を血清クレアチニン，
BUN，腎組織病変により評価した．上記 3と
同様の手法で，血中・腎 におけるラジカル
消去活性および標的臓器への分布状態（ラジ
カルセンサー機能）の評価を行った． 
 
４．研究成果 

(1) 薬理効果の高いニトロキシルラジカ
ル・誘導体の選定 

最終的な検討の結果では，TEMPO が幅広く
抗酸化能を示し取り扱いに容易であること
から選択された． 
 

(2) RNP合成と in vitroにおける特性 
上記の方法に基づき，RNPを合成した．RNP
は pH応答型および pH非応答型の両者を合
成した．In vitroにおける RNP特性評価では，
pH応答型RNPは pH<6の酸性領域にて粒子
径の増大とともに ESR スペクトルがブロー
ドな 1本線から鋭い 3本線に変化し，内包す
る TEMPOが露出することが確認された．一
方，10mMグルタチオンを標準対象として還
元耐性を検討したところ，粒子状態の RNP
は非粒子化 TEMPOに比べ強い還元耐性を示
し，生体内抗酸化物質などの影響を受けにく
いと考えられた．更にスーパーオキサイド
(O2

.-)に対する消去活性を検討した．pH 非応
答型 RNP は pH 変動により消去活性は変化
が無かったが，pH 応答型 RNP は pH6.0 で
は pH7.4に比べ有意に強い O2

.-消去活性を示
し，pH応答型 RNPでは内包するニトロキシ
ドラジカルが効果的に活性酸素を消去しう
ることが認められた． 
 

(3) 生体内安定性・安全性 
上記の ESR シグナル特性を生かし，RNP の
生 体 内 動 態 を 検 討 し た ．
RNP3mg/kg(TEMPOL2.5microM/L 相当)お
よび同相当量の TEMPOLを ICRマウス尾静
脈から投与した．非粒子化 TEMPOL の生体
内半減期は約 10 秒程度と報告されており，
我々の測定でも投与 2分以降血中にESRシグ
ナルを観察できなかった．一方 RNP は持続
的に血中で ESRシグナルが観察され，pH応
答型 RNPの血中半減期は約 15分，pH 非応
答型 RNP は約 2 時間であり，非粒子型
TEMPOL に比べすぐれた生体内安定性が確

認された． 
 細胞系を用いた毒性検討では，非粒子化
TEMPOでは IC50が 8.3mM，amino-TEMPO 
4.8mM と報告されているのに対し，RNP は
8mmol(TEMPO相当量)/Lでも細胞生存に影
響を与えなかった．マウスを用いた検討では
300mg/kg の投与で生存率に全く影響を与え
ず，600mg/kgで約 60%の生存率と優れた低
毒性が認められた． 
 TEMPO は降圧作用を有することが知られ
ており，投与後の血圧低下が懸念される．非
粒 子 型 TEMPO(4-amino-TEMPO ， 4- 
hydroxy-TEMPO)では投与 15 分以内に投与
前と比べ 5-20%の収縮期血圧低下がみられた
が，RNPでは pH応答型・非応答型いずれも
有意な血圧低下を認めなかった． 
 

(4) 腎保護効果 
ICRマウスを用い，片腎摘出/片腎 50分虚血
の虚血再灌流急性腎障害モデルを作成し，
RNPの薬理効果を検討した．薬理効果は 350
μLの pH応答性 RNP(3mg/kg), pH非応答
性 RNP(1.5 mg/kg), 4-amino-TEMPO (0.4 
mg/kg)，4-hydroxy-TEMPO (0.4 mg/kg)を
再灌流 5分後に尾静脈より投与し検討した． 
虚血再灌流 24 時間後において薬物非投与群
では有意に血清クレアチニン(cre)，血中尿素
窒素(BUN)の上昇を認め，急性腎障害を呈し
た．pH 応答型 RNP は pH 非応答型 RNP, 
4-amino-TEMPO, 4-hydroxy-TEMPOに比べ
有意に腎障害を改善した．組織学的検討にお
いても pH 応答型 RNP は尿細管における虚
血再灌流性病変を有意に改善させた．また酸
化ストレスマーカーTBARS や炎症性サイト
カイン IL-6に関しても pH応答型 RNPはす
ぐれた保護効果を呈した． 
 

 
(5) ナノ粒子の体内動態 

図：急性腎障害に対する腎保護効果．sham:偽手術, 
vehicle:薬剤非含有ナノ粒子, pH(+)-RNP: pH 応答型
RNP, pH(-)-RNP: pH 非応答型 RNP をそれぞれ表す．*: 
p<0.05, **: p<0.01 vs. vehicle 

** 
* * * 



 ナノ粒子の体内動態は臓器・血中の ESRシ
グナル測定により行った．粒子状態の RNP
はブロードな ESR シグナルが観察されるが，
pH 変化により外殻が崩壊し内部の TEMPO
が露出すると，非粒子化 TEMPOと同様なシ
ャープな 3本線のESRシグナルが観察される．
In vitro では pH 応答型 RNP は酸性域への
pH変化により 3本線シグナルへ変化したが，
非応答型ではこの変化は観察されなかった． 
 前述の急性腎障害モデルに投与したとこ
ろ，血中では RNP は pH 応答型・非応答型
ともにブロードなシグナルが観察された．虚
血再潅流腎では，pH 応答型は投与後約 1 時
間をピークとするシャープな 3本線シグナル
が観察されたが，非応答型ではブロードなシ
グナルのままであり，シグナル強度も応答型
に比べ弱いものであった．これらのことから，
pH応答型 RNPは，酸化ストレスの亢進する
虚血再灌流腎においてのみ選択的に崩壊し
内部の TEMPOを露出させることにより，部
位特異的に抗酸化作用をもたらすことが確
認された． 
 

 
 今回の研究により，pH 応答性を利用する
ことにより，部位特異的な抗酸化療法が急性
腎障害に有効であることが示された．この治
療法は腎疾患に限らず応用可能であり，今後
多種の酸化ストレス関連疾患での治療法拡
大に貢献しうるものである．すでに他領域へ
の応用研究が行われつつあり，今後の進展が
期待できる． 
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