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1.はじめに

近年,環境-の負荷が低い材料や生体親和性の高い材

料の開発が求められ,これらの問題を解決できる材料と

して粘土鉱物が挙げられます.現在,粘土鉱物は,フィ

ラー,塗料,化粧品,医薬品など様々な分野の製品に利

用されています.とくに医薬品において,タルク,カオ

リン,セピオライトなどは外用薬の基剤,内服薬の主剤 ･

添加剤として使われています1).粘土鉱物は交換できる

イオンから ｢陽イオン性粘土｣と ｢陰イオン性粘土｣に

大別 されます.本稿で とり上げる層状複水酸化物

(LayeredDoubleHydroxide;以後,LDHと略記します)

は,一般式 [M2+ド_tM3+x(oH)2] [An~Ⅹ/n･yH20]で表さ

れ,陰イオン性粘土に分類されます (図1).なかでもす

でに工業化されているハイドロタルサイト(Hydrotalcite;

組成式 Mg6A12(OH)16CO3･4H20)は様々な分野におい

て利用されています.また,C,0,Al,Mgのような

自然の物質循環に対応できる元素から構成されており,

かつ人体-の安全性も持ち合わせています.そのため,

医薬用制酸剤,陰イオン交換体,高分子材料のハロゲン

捕捉剤や熱安定剤などに応用されています.ハイドロタ

ルサイト (合成ヒドロタルサイト)は ｢胃酸に対する強

い中和力｣,｢pH3-5を長時間維持｣,｢抗ペプシン作用｣

など,制酸剤として優れた性能をもっており,多くの胃

薬に含まれています.他にも,血清中に存在する過剰な

リン酸の除去剤への検討がされています.

このような性質をもつLDHは,陰イオン性の薬物を

LDH層間-取 り込んだ薬物 /LDHの合成からさらに発

展 し,薬物 /LDHによる薬物のキャリアあるいはデリ

バリー材料-の応用,つまりドラッグデリバリー材料へ

の進展が期待されています.そこで本稿では,LDHへ

の機能付与の観点から. ドラッグデリバリーシステム

(DrugDeliverySystem;以後,DDSと略記します)へ

図1 層状複水酸化物の構造
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の応用を目指した,LDH-の各種薬物の取 り込み ･放

出,保持 ･安定性,さらに薬物/LDHによる薬物なら

びにLDHの細胞-の輸送機構ついて述べることにしま

す,粘土基礎講座の趣旨に合致しない内容も多数ありま

すがご了承 ください.なお,LDHの構造,合成,熱分

解ならびにインターカレーション方法などの基本的な性

質については,本基礎講座において,日比野氏が ｢21.

ハイドロタルサイ トの合成と利用｣,また成田氏が ｢25,

層状複水酸化物のインターカレーション特性とその利

用｣について詳しく述べているのでこれらを参考にして

ください.

2.ドラッグデリバリーシステムについて

DDSについてはじめに触れておきます.薬物の治療

効果は,薬物に対する標的細胞の感受性と標的作用部位

への薬物の到達性によって決まります.しかし,投与さ

れた薬物は,標的作用部位へわずかしか到達せず,大部

分は代謝あるいは体外へ排出されてしまいます.これら

を解決するために,DDSは薬物の投与形態を工夫 し,

薬物を必要なとき,必要な場所-,必要な量だけ到達さ

せることを目標にしています (図2).これが実現でき

れば,副作用を減らし,薬物の有効性を効率的に発揮さ

せることができます.これまで製剤学の分野において,

DDSはまったくの理想論でしたが,近年の目覚ましい

医 ･工 ･薬学の進歩により,高性能な薬物の徐枚が可能

となってきました.DDS材料には,薬物の徐放化,安

定化,吸収促進,作用部位-のタ-ゲティングなどが要

求されます.これまで,いずれかの機能をもったDDS
材料は開発されてきましたが,薬物の多様化,医療技術

の高度化にともない,種々の機能を併せもつ材料の研究

開発が大学 ･研究機関 ･企業などにおいて行われていま

す.現在,臨床試験や実用化まで進展 しているDDS材

料としては,ウイルスベクター,リポソーム,高分子ミ

セル,デンドリマ一,カーボンナノチューブ,カーボン

ナノホーンなどが挙げられます.なかでもリポソームは

1980年代にカチオン性リポソームを用いた細胞への遺伝

子導入が試みられてから,ウイルスベクターに替わる安

全性の高い非ウイルスベクターとして様々な研究が行わ

れています.現在,DDS製剤として認可されているの
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は一部の高分子材料を除けばリポソームのみといえま

す.リポソームは,生体内で水と二酸化炭素に代謝され

るため,他のDDS材料と比較して生体親和性の高い材

料であるといわれています.カーボンナノチューブや

カーボンナノホーンはその安定性ゆえに体内で分解され

ないため,生体内への蓄積が懸念されていますが,違う

捉え方をすれば患部-の蓄積性が優れていることになり

ます.一方,無機材料をDDS材料に用いた研究例は少

なく,生体親和性の高いハイドロキシアパタイトを薬物

の徐放化担体に用いる研究2)やモンモリロナイトを経口

遺伝子導入剤として利用する研究が報告されています.

LDHは比較的簡単にLDH層間-各種陰イオンを取

り込ませることができるため,最近ではとくに有機陰イ

オンや生体分子などを取 り込んだ生体分子/LDHに関

する研究が増加しています.以前から薬物の取 り込みに

関しても検討されており,薬物の保持剤としての可能性

は期待されていました.我々の研究グループも,LDH
-苦味の強い薬物の取 り込みによる苦味のマスキング剤

としての有効性について報告をしています3).しかし,

LDHをDDS材料の基盤材料として用い,培養細胞やマ

ウスを用いたinvitro,inviuo試験による評価が始まっ

たのはここ数年のことです.このように,LDHの二次

元層空間は,ナノスケールで制御可能な分子貯蔵領域,

つまり,分子コンテナや分子キャリアとして捉えられ,

DDS材料の観点からも非常に興味深い材料になりつつ

あります.

3.経口投与を目的とした薬物 /LDH

経口投与は一般的な薬物の投与方法であり,錠剤,カ

プセル剤,散剤,液剤などさまざまな形態が存在します.

また,経口投与では消化管内の移動にともなう環境の変

化に適応できるDDS材料が求められます.本章では,

経口投与を目的とした薬物/LDHの合成,薬物の放出

ならびに耐酸性LDHの合成について紹介します.

3.1.薬物/LDHの合成とその性質

1章で述べたとおり,陰イオン性粘土であるLDHは

陰イオン性の薬物を様々な取 り込み方法によりLDH層

間へ取 り込むことができます.非ステロイド性抗炎症薬

(以後,NSAIDと略記します)は,鎮痛薬として効果が

高いため広く普及しており,経口投与時の胃腸障害など

の副作用が知 られています.そこで,NSAIDをLDH
と複合化することによりカプセル化し,副作用の軽減を

試みています.

Arcoらは,古 くから解熱鎮痛薬として用いられてき

たサリチル酸およびリュウマチや痛風などの鎮痛薬とし

て広く利用されているナプロキセン (Naproxen;以後,

Napと略記します)の2種類のNSAIDを再構築法と共

沈法によりMg-Al系LDH-の取 り込みについて検討

を行いました4).その結果,モノカルボン酸である
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NSAIDは一価の陰イオンとしてLDHとの静電気的相

互作用により2分子層を形成してLDH層間へ取り込ま

れることを明らかにしました.また,Nap/LDHの熱安

定性を調べたところ,Napの分解温度は170℃であるの

に対し,Nap/LDHの分解温度は300℃にまで上昇しま

す.すなわち,LDH層間へ取り込むことで薬物の熱安

定性を高めることが可能となります5).

NSAIDの副作用の軽減を目指し,NSAID/LDHをマ

ウスに投与するinvivo試験による潰蕩形成試験が調べ

られています6).ィンドメタシン(Indomethacin;以後,

InDと略記します)の副作用として,消化性潰症が知ら

れています.Arcoらは,InD/Mg-Al.系LDHを共沈法

および再構築法により合成し,InDが共沈法では2分子

層,再構築法では単分子層を形成してLDH層間へ取り

込まれることを明らかにしました.つぎに,InD,InD/

LDH (共沈法)ならびにInDとCO3/LDHの混合物を

InD相当量に換算してマウスに経口投与し,マウスの胃

潰蕩形成試験を検討しています.投与5時間後,マウス

の胃を摘出し潰蕩形成率を測定した結果,InDのみでは

0.401±0.100%であるのに対し,InD/LDHでは4分の1

の0.106±0.033%,InD+CO3/LDH混合物では0.229±

0.037%となり,InD/LDHはInDの副作用である潰疲形成

を軽減できることを明らかにしました.また,InDに比べ

InD+CO3/LDH混合物の潰疲形成率はCO3/LDHが制

酸剤として作用するため減少したと推測されています.

3.2.耐酸性 LDHの合成とその性質

この他にも様々な薬物を取り込んだLDHに関する研

究は多く見られますが,経口投与で最も重要な点は,冒

酸によるLDHの溶解です.LDHは制酸剤として優れ

ていますが,腸で吸収されやすい薬物とLDHを複合化

した場合,胃酸によるLDHの溶解にともない放出され

ては複合化のメリットが得られません.そこで,胃酸に

よるLDHの溶解を抑えるために,さまざまな被覆剤に

よるLDHの耐酸性化が試みられています.

Kameshimaらはオレイン酸に着目し,LDHの耐酸性

の向上を試み,再構築法によるオレイン酸のMg-Al糸

LDHへの取 り込みならびにLDHの表面修飾に成功し

ています7).また,オレイン酸/LDHとCO3/LDHの模

擬胃酸中 (HCl水溶液,pH2.0,37℃)における耐酸性

を比べたところ,CO3/LDHは50%以上溶解したのに対

し,オレイン酸/LDHはほとんど溶解しません.つまり,

オレイン酸の被覆によりLDHの溶解を抑制できること

ができます.このことから,オレイン酸/LDHの耐酸

性は経口投与による胃を経由した腸への薬物輸送に耐え

られる材料であることが示された研究例です.

Liらは,鎮痛 ･消炎剤であるフェンブフェン(Fenbufen;

以後,FBFと略記します)を共沈法によりMg-Al糸

LDHに取 り込み,さらに腸溶性ポリマーであるオイド

ラギット⑧(Eudragit⑳;以後,Eudと略記します)によ

り被覆したEud/FBF/LDHとEud/FBFからのFBFの

粘土科学

放出挙動について報告しています8).それぞれのサンプ

ルを胃 (pH1.2,保持時間2時間),十二指腸 (pH6.8,

保持時間2時間)および小腸 (pH7.4,保持時間5時間)

を想定し,順にpHを変化させFBFの放出を比較した

ところ,FBFはpH1.2においてFBF/LDHから10分以

内に100%放出され,Eud/FBFか らはほとんど放出

されません.しかし,Eudの溶解するpH7.4になると

約 1時間で急速にFBFは放出されます.一方,Eud/

FBF/LDHは徐放性に優れており,pH7.4,保持時間5

時間の条件においてもFBFの放出率を67%に抑えるこ

とに成功しています.

4.抗がん剤 /LDHの合成とその細胞毒性

3章では経口投与を目的とした薬物/LDHについて

述べましたが,本章では抗がん剤/LDHについて紹介

します.抗がん剤/LDHに関する研究-は2004年頃から

増え始め,これまでに多 くの抗がん剤がLDHに取 り込

まれています.抗がん剤/LDHの評価方法として,が

ん細胞に対する細胞毒性や細胞増殖抑制効果を調べか ナ

ればなりません.そこで,様々な培養細胞を用いたin

vitro試験ならびにマウスによるinvivo試験を利用した

抗がん剤/LDHの評価が行われています.

4.1.細胞毒性の評価方法

ここではinvitro試験による細胞毒性の評価方法につ

いて説明します.例えば,新しい生物活性のある薬物が

完成した場合,薬物の毒性の有無や生物活性を調べるた

めに細胞毒性試験を行います.細胞毒性や感受性を調べ

る方法は,コロニー形成法,クリスタルパオイオレット

法,MTT法やWST法などが一般に利用されています.

コロニー形成法は,細胞の増殖能力を指標としてコロ

ニーを形成させ,その数を計測する方法です.一方,

MTT法またはWST法は,還元発色試薬と生細胞中の

脱水素酵素活性を利用して発色させ,吸光度から細胞の

生存率を測定する方法です.これらの方法は比較的操作

が簡便で精度も高いことから,細胞毒性などの評価を行

う際に広 く利用されています.抗がん剤/LDHやCO3/

LDHについても,いずれかの方法により,細胞毒性や

細胞増殖抑制効果などを調べている論文が多く見られま

す,なお,細胞毒性試験の詳細なプロトコルなどはCell

Bankや組織培養学会のHPなどで紹介されていますの

で参考にしてください9).

4.2.がん細胞について

つぎに,抗がん剤 /LDHの標的であるがん細胞につ

いて説明します.がん細胞は増殖が速く,エネルギーや

葉酸などのビタミン類を多く必要とするため,がん組織

周辺には新生血管が多く見られます.しかし,この新生血

管は急速に形成されるため,血管内皮細胞の並び方が正

常血管に比べて租雑 (有窓血管壁)でリンパ管も未発達で
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図3 EPR効果の模式図

あることが知られています.そのため,静脈注射によって

投与された粒子は,新生血管の内皮細胞に漏れ出しやす

く,リンパ系に回収されずがん組織周辺に蓄積 されま

す.これはEPR効果 (EnhancementPermeabilityand

RetentionE庁ect)とよばれており,DDS材料設計にお

ける基礎となっています (図3)10). 抗がん剤 /LDHに

ついても,血中に投与した際,EPR効果によりがん組

織の細胞間質へLDHが蓄積 し,抗がん剤を徐放するこ

とが期待されます.しかし,抗がん剤 /LDHについて,

このようなinvivo試験による評価はあまり検討されて

いません.また,invitro試験の結果が invivo試験に

そのまま反映されないことは多々あります.したがって,

EPR効果におよはすLDHの粒子サイズ,形状,表面特

性や電荷などの影響を調べる必要があり,効率的 ･選択

的にがん組織-輸送されるLDH粒子の合成方法の確立

が今後の課題になります.

4.3.抗がん剤 /LDHの細胞毒性

ピリミジン系代謝括抗系の抗がん剤である5-フルオロ

ウラシル (5-Fluorouracil;以後,5-FUと略記します)

は,主に静脈内投与によって使用され,現在でも一般的

に使われています.5-FUは,水-の溶解度が比較的高

く,pHを変化させることにより陰イオンとしてLDHへ

取 り込むことができます.5-FUはMg-Al系 LDHへ

再構築法11),共沈法1213),イオン交換法13)といずれの方

法を用いても容易に取 り込むことができます.また.リ

ン酸緩衝溶液中におけるLDHからの5-FUの放出挙動

についても検討されており,5-FUの放出は,リン酸イ

オンとのイオン交換反応により進行し,およそ120分で

平衡に達すると報告されています.とくに,pH4.0の酸

性条件下では,開始20分で50%以上の5-FUが放出され

ます.これは,LDHの一部が溶解することにより放出

が促進されるためです.

また,5-FU/LDHの細胞毒性についても検討されて

おり,ヒト子宮頚がん由来のHeLa細胞-共沈法とイオ

ン交換法により合成した5-FU/LDHを添加し,コロニー
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HeLa細胞,●5-FU,◆5-FU/LDH(共沈法),

■5-FU/LDH(イオン交換法),OCOS/LDH

形成法による細胞増殖抑制効果を調べています.5-FU/

LDHの抑制効果は5-FUに比べ て高 くな り, また.

CO3/LDHの細胞毒性は低いことがわかります (図4).

この他にも,ヒト肝がん由来のHepl細胞,ヒト肺がん

由来のA549細胞,ヒト骨肉腫由来のHOS細胞に対する

細胞増殖抑制効果も調べられています.5-FUの細胞増

殖抑制効果は,核孔を通過した5-FUが,核内において

TMPの合成を阻害することにより細胞死を引き起こす

ことで発現します.5-FUの抑制効果は濃度の上昇にと

もない高くなりますが,5-FUは親水性が高く陰イオン

のため,細胞膜透過による細胞内-の輸送は起こりにく

いことが予想されます.つまり,5-FUはLDHと複合

化することで細胞内-取 り込まれやすくなり,5-FUの

輸送効率を顕著に向上させることができます,

葉酸代謝括抗系の抗がん剤であるメ トトレキサー ト

(Methotrexate;以後,MTXと略記します)をMg-Al

系 LDHへ共沈法により取 り込んだMTX/LDHを合成

し,MTX/LDHのinvitro試験による細胞増殖抑制効

果が報告されています12).MTX/LDHの細胞増殖抑制

の評価は,ヒト腫由来の線維芽細胞およびヒト骨肉腫由

来Saos-2細胞に対 して行い,MTXよりもMTX/LDH

の方がSaos-2の細胞増殖を効果的に抑制することでき

ます.また,線維芽細胞に対しては有効性が見られない

ため,MTX/LDHは,正常細胞に対 して増殖抑制効果

が低 く,がん細胞に対しては高いことから細胞選択性を

もっているといえます.

4.4.アンチセンスオリゴヌクレオチ ド/LDHの細胞増

殖抑制

これまで.LDHへのヌクレオチ ドやDNAの取 り込

みに成功 しており,DNA/LDHは遺伝子ベクターとし

ても注目されています.抗がん剤以外にも,C-アンチセ

ンスオリゴヌクレオチ ド (C-AntisenseOugonucleotide;

以後 As一mycと略記します)はアポトーシス (細胞死)

を誘発することから,遺伝子治療やがん細胞の増殖抑制

に有効です.そこで,細胞へのAs-mycのトランスフェク
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図5 エンドサイトーシスの模式図

ションによる抗がん性の発現を目指し,イオン交換法に

よりMg-Al系 LDHにAs一mycを取 り込んだAs-myc/

LDHの合成を試みています14).

As-mycは,表面に存在しているリン酸が負電荷をも

つことから,静電気的相互作用によってLDH層間へ取

り込まれます.つぎに,ヒト白血病由来のHL-60細胞

に対して,As-myc/LDHを作用させたところ,コント

ロールの細胞増殖率100%に対 し,As-mycでは91%,

As一myc/LDHでは61%となり,As-myc/LDHは高い細

胞増殖阻害効果を示します.一般に細胞の表面は負電荷

を帯びており,As-mycと細胞膜との間に電荷の反発が

生じるため,細胞への輸送効率は減少します.しかし,

As一myc/LDHの場合,As一mycは,正電荷をもつLDH

層間に保持されているため,細胞膜との電荷の反発を抑

えることで細胞膜に吸着し,細胞内-取り込まれたのち,

放出されたことが阻害効果から推測できます.また,

NO3/LDHは最大曝露時間4日,最大添加量1,000ug/mL

の条件下においても細胞増殖率に影響しないことから,

NO3/LDHの細胞毒性が非常に低いことも明らかにして

います.

5.細胞への LDHの輸送機構

前章において,抗がん剤/LDHは細胞内へ輸送され

たのち,LDHからの抗がん剤の放出により細胞毒性や

細胞増殖抑制効果が発現されることを述べました.薬物

の治療効果は標的細胞-の薬物の到達性に依存するた

め,LDHが標的細胞-輸送され,薬物の生物活性を発

現させる機構はDDS材料を設計するうえで重要なファ

クターになります.一方,細胞の器官を局所的に観察す

る手法として,蛍光標識法や免疫蛍光抗体法が一般的に

利用されています.とくに,細胞組織 ･器官を認識する

蛍光色素や量子 ドットなどを用いることにより,細胞器
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官の多重染色や細胞へのタンパク質 (GFPなど),薬物,

遺伝子などの輸送機構を可視化する研究などが報告され

ています.ここでは,蛍光色素/LDHの合成と蛍光顕

微鏡,共焦点レーザー顕微鏡やフローサイトメトリーな

どを用いた細胞へのLDHの輸送機構について最近の研

究例を紹介します.

5.1.エンドサイ トーシスについて

タンパク質など細胞に有用な物質の多くは,極性をも

ち,分子サイズが大きいため,疎水性の細胞膜を通過す

ることができません.そのため,細胞を包んでいる細胞

膜は,特異的なチャンネルによってイオンなどを透過さ

せたり,受容体を介して細胞外からのシグナルを受け取

る機能や細胞膜の一部を用いながら細胞内-必要な物質

を取 り込むなど,細胞にとって重要な機能を担っていま

す.この機構はエンドサイ トーシスとよばれ (図5),

取 り込む物質の大きさや作用する受容体によりその経路

が違います.また,エンドサイトーシスと逆のプロセス

であるエキソサイトーシスは,膜で囲まれた小胞が細胞

膜と融合 して内容物を細胞外へ放出する機構をいいま

す.LDHもこれらの機構により,細胞内へ輸送 ･放出

されていると考えられています.

5.2.蛍光色素 /LDHによる細胞への輸送

蛍光色素であるフルオレセインに親タンパク性のイソ

チオシアネー ト基を結合させたフルオレセインイソチオ

シアネート(Fluoresceinlsothiocyanate;以後,FITCと

略記します)は,アミノ酸,ペプチ ド,タンパク質,酵

素などの蛍光ラベルに用いられ,細胞内の物質の追跡に

適しています.そこで,細胞-のLDHの輸送機構を解

明するために,FITCを共沈法によりMg-Al系LDHへ

取 り込み,LDHの細胞内への輸送機構やLDHの代謝

について検討しています.



第48巻 第3号 (2009) 層状複水酸化物のドラッグデリバリー材料への応用

doo3=0･78nm
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図6 FIuo/LDHの眉間予想図

図7 L929細胞ならびにHeLa細胞の蛍光顕微鏡写真

FITCは陰イオン性の蛍光色素のため,LDH-容易

に取 り込むことができます15).ヒト骨肉腫由来のHOS
細胞に対す るFITC/LDHの輸送は,免疫蛍光抗体法に

よりFITC/LDH,DAPI,Texas-redを使い細胞を染色

し,さらにクラスリン介在エンドサイトーシス阻害剤で

あるChlorpromazineを用いて,各種顕微鏡 によ り

FITC/LDHの輸送経路を判断することができます.こ

れらの結果,FITC/LDHとTexasてedの染色されてい

る器官が一致していることから,FITC/LDHはカベオ

ラ介在エンドサイトーシスではなく,クラスリン介在エ

ンドサイトーシスにより細胞内へ輸送されていることが

示された興味深い例です.

蛍光色素であるFITCは高価であることから,比較的

安価な蛍光色素であるフルオレセインジナ トリウム

(FluoresceinDisodiumSalt;以後,Fluoと略記します)

に着日し,細胞内へのLDHの輸送機構を明らかにする

ため,可視化プローブとしてFluo/Mg-Al系LDHの合
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成を試み,さらにFluo/LDHの細胞内への輸送につい

て検討 しています16).Fluo/LDHの面間隔億は,Fluo

含有率の増加にともない,0.78mmから1.58mmに拡大し

ます (図6).つま り,Fluo分子はLDH基本層に対 し

て平行方向に配向し,Fluo含有率の増加にともない,

LDH層間へ密に充填されるため,面間隔が拡大すると

推測されます.また,マウス結合組織由来のL929細胞

およびHeLa細胞をFluoまたはFluo/LDHを添加した

培地中において培養したのち,蛍光顕微鏡により細胞の

発光を観察しています.Fluoは水溶性のため疎水性の

細胞膜を透過できず細胞の発光は観察されません.しか

し,Fluo/LDHは細胞へ取 り込まれ,Fluoが細胞内に

放出されるため,細胞全体が緑色発光する様子が観察で

きます (図7).また,Fluo/LDH粒子が細胞内へ取 り

込まれている様子は,共焦点レーザー顕微鏡の断層写真

からも観察できます.これらの結果はFluo/LDHの細

胞内可視化プローブとしての可能性を示しています.
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5.3.細胞への輸送におよはす LDHの粒子サイズ ･形

状の影響

エンドサイトーシスは取り込む物質のサイズによって

取り込み機構が異なります.そこで,細胞-の輸送機構

におよはすLDHの形状 ･サイズの影響についても調

べられています.LDHを従来の方法で合成 した場合,

粒子形状は六角板状になります.Xuらは,六角板状と

ロッド状のFITC/LDH (FITC/LDHHEX またはFITC/

LDHR｡｡と略記します)をイオン交換法により合成し,

細胞への輸送について報告しています17).

FITC/LDHR｡｡の面間隔値はFITCの取 り込み量が少

ないため大きく変化 しないものの,FT-IRからFITC

の取 り込みが確認で きます. この方法で合成 した

FITC/LDHRODの平均粒径は68nmであり,SEM写真か

らもロッド状の粒子が観察されています.これらの

FITC/LDHを細胞-添加後,蛍光または共焦点レーザー

顕微鏡を用いて観察したところ,FITC/LDHliEXの場合,

細胞質は発光しますが,核の発光は見られません.一方,

FITC/LDHR｡Dの場合,細胞質より核の発光強度が高い,

すなわち,核-の蓄積性が高いことを示しています.そ

こで,細胞分画により細胞器官 (細胞質,細胞膜,核)

へ輸送されたFITCを定量 し,LDHの輸送量を見積も

ることができます.この結果から,FITC/LDHR｡Dの核

への輸送量は,時間の経過にともない増加 し,FITC/

LDHHEXに比べ多くなります.これは,FITC/LDHR｡Dの

形状 ･サイズが,核孔への輸送に優位に働 くと考えられ

ます.つまり,FITC/LDH粒子はエンドソ丁ム内にお

いて溶解 し,FITC/LDHR｡Dの粒子サイズは核孔に輸送

されやすいサイズまで減少したと考えられます.しかし,

六角板状のFITC/LDHHEXは,溶解しても粒子サイズも

大きく,形状も核孔と一致しないため,核孔-輸送され

にくいと推測されます.

5.4.細胞への輸送機構に及ぼす LDHの葉酸修飾の影響

葉酸はすべての細胞が正常に機能するため必要 と

される重要なビタミンですが,とくにがん細胞は多くの

葉酸を必要とします.そのため,一部のがん細胞は,で

きる限り多くの葉酸を吸収できるように,葉酸受容体が

細胞膜上に過剰発現しています.このような,がん細胞

の性質を利用し,標的指向性をもたせたDDS材料に関

する研究も検討されています.そこで,LDHにシラン

カップリング剤を介して葉酸を修飾することにより,が

ん細胞-の標的指向性をLDHに付与させる研究が行わ

れています18).論文をもとに簡略化した合成スキームを

示 します (図8).4.3.で述べたMTX/LDHを出発物

質とし,シランカップリング,葉酸のカルボキシル基と

アミンとのアミド結合を経て葉酸/MTX/LDHを合成

し,ⅩRD,FT-IR 組成分析,細胞毒性試験などによ

り評価しています.

LDHの構造は修飾前後で変化せず,また,一部未反

応のアミンの存在も観察されましたが,葉酸でLDH表
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3-aminopropylt｢iethoxysllane

図8 葉酸/MTX/LDHの合成スキーム

面を修飾することができます.つぎに,細胞への輸送効

率の変化を比較するため,葉酸受容体が過剰発現してい

るヒト咽頭がん由来のKB細胞と発現していないA549

細胞に対して葉酸/MTX/LDHを作用させ,MTXの輸

送量について調べています.MTXの輸送量は,A549細

胞では葉酸修飾の有無に影響されず,KB細胞に対して

は,葉酸を修飾していないMTX/LDHに比べ1.5倍に増

加 します.この方法は,LDHに葉酸受容体が過剰発現

している細胞へ対する標的指向性を付与することに成功

した研究例になります.
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6.まとめ

LDHはユニークな性質をもつ粘土鉱物であるにも関

わらず,スメクタイト系粘土に比べて実用例が少ないと

いわれています.しかし,LDHの研究はここ数年急増し,

なかでも本稿で紹介したような生体高分子であるタンパ

ク質,還伝子,酵素,薬物の取 り込みやDDS材料への

応用を目指した論文が多数見 られます.DDS材料に求

められる機能は,高い薬物の徐放性能,タ-ゲティング

や安定性などであり,副作用の低減や薬物の治療効果に

直結する課題です.1章でも述べましたが,これらの課

題解決に向けたDDS材料はリポソーム,生体適合性高

分子,カーボンナノホーンなどが主流であり,LDHを

はじめ粘土化合物や各種無機材料をDDS材料として捉

えた研究はまだスタートしたばかりです.そのため,解

決しなければならない問題は多く残っています.それに

は医 ･工 ･薬学の連携や学際的研究協力が必要と思いま

すので,本稿がこのような連携 ･協力の糸口になれば幸

いです.

最後に,本稿を執筆する機会を与えて頂いた鹿児島大

学 ･河野元治先生に深く感謝いたします.また,本稿を

まとめるにあたり,ご協力を頂いた研究室スタッフ ･メ

ンバーに感謝の意を表します.
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