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研究成果の概要（和文）：ドラッグデリバリーシステム(DDS)において薬剤を搭載するキャリアにポリエチレングリコ
ール(PEG)を修飾することで高い血中安定性が獲得できる。しかし、PEG修飾ナノキャリアを複数回投与することによっ
て血中滞留性が著しく損なわれるAccelerated blood clearance(ABC)現象はDDSの開発において障害となっている。本
研究では生体内共焦点顕微鏡を用いてABC現象の評価法を確立し、様々なキャリアについて調べることによりABC現象を
回避する構造を検討した。また、siRNAを搭載する際のintact性保持の評価法、長時間測定で問題となるフォトブリー
チングの抑制法を確立した。

研究成果の概要（英文）：In drug delivery system (DDS), the modification of nanocarriers with polyethylene 
glycol (PEGylated nanocarrier) is commonly used technique to improve blood circulation time. However, it 
is reported that repeated injection of PEGylated carrier cause ‘accelerated blood clearance (ABC)’ 
phenomenon in animal experiments. The ABC phenomenon is one of the barriers in the DDS development. In 
this study, the convenient evaluation method using in vivo confocal microscopy was established. After the 
investigation of various nanocarrier, the structure avoiding the ABC phenomenon was examined. The 
evaluation method of siRNA intact ratio including the nanocarrier and the inhibition method of 
photobleaching in case of long time measurement were also established.

研究分野：ドラッグデリバリーシステム
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１．研究開始当初の背景 
 ポリエチレングリコール(PEG)は、ナノキ

ャリアの血中安定性すなわちステルス性を

向上させるために最も汎用されている表面

修飾用高分子である。PEG で修飾されたナノ

キャリアは表面に水和層を形成し補体や抗

体によるオプソニン化を防ぎ、細網内皮系に

よる認識を免れ血中を長期滞留する特性を

持つ。がん治療および再生医療などを対象と

したナノキャリアについては、高分子ミセル

あるいはPEG修飾リポソームなどを利用する

研究が著しく発展し、数々の臨床試験が行わ

れている。ドキソルビシンを内包した PEG 修

飾リポソームはドキシルという商品名で本

邦においても臨床応用されている。 

 近年 PEG修飾ナノキャリアの問題点として、

Accelerated Blood Clearance (ABC)現象が

報告されている。ABC 現象とは、ナノキャリ

アの頻回投与時において血中からの急速な

クリアランスが起こり肝臓に蓄積する現象

である 1, 2。ABC 現象はドラッグデリバリーシ

ステムの開発において障害となっている。

ABC 現象のメカニズムとして、初回投与時の

PEG 修飾ナノキャリアが脾臓 B 細胞に認識さ

れ、IgM 抗体を産生し誘導されることが示唆

されている 3。 ABC 現象の惹起は投与量、投

与間隔、表面の PEG 密度、粒子径、内包した

薬剤によって左右されることが報告されて

いるが、経験則の積み重ねでありその詳細な

発生機序の解明には至っていない。この理由

は、DDS 研究がこれまで主に薬理効果を追求

しABC現象に取り組むグループが少ないこと、

またそれ故にABC現象の分析手法が多様化さ

れていないことが挙げられる。ABC 現象の解

明は全てのPEG修飾ナノキャリアが安全にヒ

トに投与されるために解決すべき重要課題

である。 

 
２．研究の目的 
(1) ABC 現象の評価方法の確立 

 従来の研究では、血中滞留性、臓器集積の

評価、抗 IgM 抗体の測定は全て ex vivo で行

われており、同一のマウスで経時変化を見る

ことはできなかった。本研究では新たに ABC

現象をリアルタイムで評価する方法を確立

する。生体リアルタイム蛍光共焦点顕微鏡

（ Intravital Real-time Confocal Laser 

Scanning Microscopy: IVRTCLSM）は小動物

での様々な生理機能や薬物代謝のリアルタ

イムで観察できる 4, 5。耳介血管を非侵襲的に

観察することにより、1 匹のマウスで経時的

に評価する事ができるため、ABC 現象の画期

的な分析手法として応用出来ると考えた。生

きたままの動物を組織・細胞レベルの空間解

像度で経時観察する事によって、従来の ex 

vivo では決して見ることが出来ないダイナ

ミックな現象を捉えることが可能となる。 

 

(2)ABC 現象とナノキャリアの組成や構造と

の関係の解明とABC現象を回避するシステム

の設計 

 (1)で確立した評価方法を用いて既に臨床

応用が進んでいるナノキャリア（抗癌剤内包

ミセル）、あるいは現在当研究室で開発中の

ナノキャリアなどを網羅的に用いABC現象に

誘起されるナノキャリアの動態の変化を解

明すると同時にABC現象を誘起するナノキャ

リアの構造や性質に関するライブラリを作

成する。ライブラリに基づいて ABC 現象の回

避策を構築し次世代高分子ミセルの設計指

針を決定する。 

 
３．研究の方法 
(1)リアルタイムでの ABC 現象の評価 

 耳介血管から非侵襲的にナノキャリアの

血中滞留性の評価を行う。IgM抗体が充分に

血中に存在する場合は、ナノキャリアと結

合・架橋することにより凝集体形成が起こる

と考えられる。PEG修飾されていないカチオ

ン性遺伝子キャリアを用いた血中凝集体形

成の評価については既に報告済みである 5。

また、ABC現象により捕捉されたナノキャリ



アはクッパー細胞に貪食され肝臓に蓄積す

ることが電子顕微鏡により判明している 6。

ナノキャリアがクッパー細胞に取り込まれ

る様子をリアルタイムで捉えることが出来

れば、血中での凝集が明確でなくても、肝臓

への蓄積を見ることにより ABC 現象を評価

できる。さらに、ナノキャリアが分解されて

生じた低分子の代謝物は腎排泄されること

が知られている。IVRTCLSM では糸球体濾

過を受けた代謝物が尿細管に進む様子を観

察することが出来る 4。ABC現象の有無によ

るナノキャリア分解物の腎排泄の影響を詳

細に検討する。 

                           

(2)ABC現象に関するライブラリの構築とABC

現象を回避するキャリア設計  

 既存の報告ではリポソームにおいてPEGの

表面密度、ミセルにおいて粒径や親-疎水性

などの構造の違いによりABC現象の起こりや

すさが変わることが知られている 6, 7。ここで

は、当研究室で開発した幅広い各種高分子ナ

ノキャリアに対して(1)で構築した評価方法

を用いて、ABC 現象を回避する構造、投与方

法について検討する。また抗凝固薬の併用な

どその他の回避手段も同時に検討する。 

 
４．研究成果 

(1)ABC 現象の評価手法の確立 

①血中滞留時間減少の評価方法として耳介

血管から非侵襲的に観察し、同一マウスで、

初回投与時および２回目以降の投与時の血

中滞留性の評価を可能にした。in vitro では

ABC 現象により産生された IgM 抗体は PEG 修

飾キャリアに吸着するということが報告さ

れている 3が、IVRTCLSM によりリアルタイム

に血中で凝集体形成観察が可能になった。ま

たABC現象により捕捉されたナノキャリアが

クッパー細胞に貪食され肝臓に蓄積する様

子をリアルタイムで評価した。これらの手法

は PEG-リポソームおよび当研究室で開発し

ている各種高分子ミセルに用いることがで

き、IVRTCLSM が ABC 現象の評価手段として有

効であることが示された。 

②腎臓や肝臓における代謝の評価手段とし

て FRET（fluorescence resonance energy 

transfer）の手法を取り入れた。アンチセン

ス鎖の両端にペアで FRET を誘起する蛍光色

素をもった siRNA はインタクトな状態では

FRET を起こし分解されると FRET が解除され

るという仕組みをもつ。このナノキャリアを

用いて IVRTCLSM により血中や腎臓での

siRNA のインタクト性を評価できることを確

認した。これにより ABC 現象によるナノキャ

リアおよび内包薬物の安定性への影響や代

謝の経路を知ることができた。 

 

③血中滞留性の良いナノキャリアでは①の

評価方法を用いると、同じ場所での長時間イ

メージングが必要となるためフォトブリー

チングへの対策が課題となった。フォトブリ

ーチングとは蛍光色素に励起光を当てつづ

けることにより分子的に不可逆な変化が起

こり蛍光を失う現象であり、集積したキャリ

アの定量性に問題が生じる。その原因の一つ

に活性酸素種の影響が知られている。ポリフ

ェノールなどの抗酸化剤を用いたフォトブ

リーチングの抑制はHemmateenejadらにより

行われており 8、今回はin vivo に応用した。

その結果、N-アセチルシステインやビタミン

E 誘導体を事前投与することにより、フォト

ブリーチングを抑えることができた。 

 

(2)ABC 現象の回避 

 ABC 現象は脾臓 B 細胞、肝臓のクッパー細

胞が関与していることが知られているので、

脾臓、肝臓の貪食細胞を一時的に除去するク

ロドロネートリポソームの事前投与により、

ナノキャリアを投与する前に一時的に細網

内皮系を抑制して、ABC 現象を回避すること

を試みた。その結果、クロドロネート処理が

ナノキャリアの初回投与時、2 回目投与時の



いずれにおいても肝臓へのナノキャリアの

集積性が著しく落ちた(Fig.1)。さらにキャ

リアのサイズや初回投与量の検討を行った。

キャリアの構造についても架橋率の違いや

リガンドの有無などによる影響を IVRTCLSM

や IgM 抗体量の測定によって検討した。その

結果、初回投与時と異なる架橋率のナノキャ

リアも用いることにより ABC 現象が緩和・回

避できることがわかった(Fig.2)。 
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Figure 1 クロドロネートリポソームの事前投与によるナノキャリアの肝臓集積性の変化 
（A) 事前投与なし、(B)ナノキャリア初回投与前投与、(C)ナノキャリア2回目投与前投与 
緑(microbeads, 貪食細胞)、赤（PEG修飾ナノキャリア) 
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Figure 2 架橋率の違いによるABC現象の変化 
（a) PEG修飾ナノキャリアA,B,C(架橋率：A<B<C)の血中滞留性 、(b) Bを投与し、
2回目に架橋率の異なるPEG修飾ナノキャリアを投与した時の血中滞留性。
B→A:2回目にAを投与、B→B2回目にBを投与、B→C:2回目にCを投与 
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