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1 – 1  諸言 

 

2014年の統計では、日本人の死因の 1位は悪性新生物つまり「がん」である[1]。そ

の割合は約 30％に上り、がんの治療法の確立は社会的に強く望まれている。がんの発

生原因としては、発がん性物質などによる化学的要因、放射線や紫外線の照射による

物理的要因、B型肝炎ウイルスやピロリ菌などによる感染が提唱されおり、これらの

要因が単一または複合的に作用してがんが発生する[2]。いずれの要因の場合でも、遺

伝子の損傷ががん発生に密接に関わる。通常、損傷を受けた遺伝子は生体中の修復機

能によって修復されるが、一定の確率で不完全な修復を受けた遺伝子を含む異常細胞

（がん細胞）が生じる。たとえがん細胞が体内に生じたとしても、その大部分は免疫

系が機能することで排除される。このような生体に備わっている様々な防御機能を免

れて、がん細胞が増殖し蓄積することにより、がんが発症する。 

がん治療法は、手術による切除を行う外科療法、放射線の照射による放射線療法、

抗がん剤の投与による化学療法の 3つに大別される。外科療法は局所的ながんに対し

て有効な治療法であるが、患者・医者ともに負担が大きく、また、膵臓がんのように

手術が困難な症例も見られる[3]。外科療法と比較すると、放射線療法や化学療法は非

侵襲的な治療法であり、臓器を切除せずにがんの治療が可能である。しかし、一般的

に放射線療法や化学療法ではがん細胞と同時に正常な細胞にも作用するため、細胞分

裂が活発な臓器を中心に副作用の発現が問題となる。放射線療法は外科療法と同様に

局所的ながんの治療に限定されるのに対して、抗がん剤を用いた化学療法は全身のが

んの治療に応用可能である。加えて、化学療法は特別な技能や設備を必要としないた

め、一般の医療現場で対応が可能である。したがって、副作用が低減化された抗がん

剤を開発することは、がん治療において非常に有意義であると。 

抗がん剤による副作用の低減を目的として、薬物をがん病巣に選択的に送達させる

研究が行われている[4 – 7]。主な戦略としては、ナノキャリアと呼ばれる担体に薬物を

内包させたナノ薬剤の使用が提唱されている。しかしながら、ナノキャリアの使用は、

後述するように解決すべき問題点が残されている。 

本博士論文では、有機化学（プロドラッグの合成）および材料化学（再沈法による

ナノ粒子の作製）の手法を駆使して、ナノキャリアを使用せずに単一化合物から構成

されるナノ薬剤「薬剤ナノ粒子」を作製し、その薬理効果を評価した。その詳細を以

下に記述する。  
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1 – 2  ターゲティング 

 

 薬物投与は一般的に分子状態での投与が行われる（図 1 – 1）。薬物の溶液を注射投

与する場合はもちろん、固形化した錠剤を経口投与する場合も、錠剤が胃や腸で溶解

した後に分子状態で吸収され、全身へ拡散する[8]。このような分子状態での投与の場

合、薬物の全身拡散のため、投与した薬物のごく一部しか患部へ到達しないことが知

られている。したがって、患部に治療に必要な量の薬物を送達するためには投与量を

増やさなければならず、副作用発現の一因となる。これに対して、標的指向化した薬

物、すなわち、薬物を患部へ集積しやすくする工夫を施した場合は、患部への効率的

な薬物送達が可能となる。これをターゲティング[9]といい、ターゲティングが可能と

なれば、分子状態での投与の場合と比較して薬物の投与量を減少させることができ、

その結果として患部以外の部位における副作用の軽減につながる。このようなターゲ

ティングの手法は、抗がん剤のように副作用の強い薬物に対する適用が特に有効であ

る。 

  

 

 

図 1 – 1  ターゲティングの概念図 
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 抗がん剤による治療では、投与する抗がん剤の粒径を制御することでターゲティン

グが可能となる[10]。図 1 – 2に、血液循環系に薬物を投与した際の粒径の違いによる

挙動の変化についての模式図を示した。分子状態～粒径 10 nm 程度の小さな粒子の場

合、全身へ拡散しつつ、腎臓によってろ過され尿から排泄される[8]。粒径 200nm～5 

μm の場合は肝臓に捕捉後、解毒を受けて腸管へ移行し、最終的には糞中排泄される

[11]。また、肺の毛細血管は内径が 5 μm程度であるため、粒径 5 μm以上の大きな粒子

の場合は肺に集積し、量が多い場合は肺血栓を引き起こす[12]。これらに対して、がん

等が発生している腫瘍組織の周辺の血管には 150～200 nm の隙間が存在することか

ら、10～200 nm に粒径が制御されたナノ薬剤は、効率的に腫瘍組織へ集積させること

が可能となる[13]。以上のように、粒径に依存した腫瘍への選択的な薬物送達機序を

Enhanced Permeability and Retention effect（EPR 効果）という。 

 

 

 

 

図 1 – 2  EPR 効果による腫瘍組織へのターゲティング 
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薬物を 10～200nm 程度の粒径に制御する手法として、ナノキャリアと呼ばれる担

体に薬物を内包させる手法が提唱されている[4 – 7]。高分子を用いたミセル[14 – 16]、リポ

ソーム等の脂質膜[17,18]、メソポーラスシリカ等の無機材料[19]、およびタンパク[20]など

がナノキャリアとして報告されている。ナノキャリアの使用はナノ薬剤の血中滞留性

の向上に有効である一方で、低い薬物担持率（一般的には 10wt％以下）やナノキャリ

ア自身による副作用の問題が指摘されている[21,22]。これに対して、ナノキャリアを使

用せずに作製したナノ薬剤「薬剤ナノ粒子」は、ナノキャリアに由来する問題点を改

善した有効性の高い抗がん剤になりうると考えられる。 

 

 

図 1 – 3  ナノキャリア 
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1 – 3 7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38) 

 

本研究では、薬剤ナノ粒子を作製するためのモデル化合物として 7-Ethyl-10-

hydroxycamptothecin (SN-38)を選定した。SN-38は天然有機化合物である camptothecin

から化学合成を経て見出された化合物である。 

SN-38 のリード化合物である camptothecin は、中国原産の喜樹（Camptotheta 

acuminata）より単離・構造決定されたアルカロイドである[23]。強い抗腫瘍活性が示さ

れたことから、アメリカで抗がん剤として臨床試験が行われた。しかし、第二相臨床

試験において、強い骨髄抑制と出血性膀胱炎等の副作用が確認されたため、開発が断

念された[24–27]。その後、camptothecin の抗腫瘍活性を維持しつつ、副作用を軽減させ

ることを目的として、camptothecin 類縁体の合成研究が行われた[28,29]。その結果、

camptothecin の 7 位にエチル基、10 位に水酸基を導入した SN-38 が高い抗腫瘍活性

を有することが明らかとなった[29]。しかしながら、SN-38は水に難溶であるため、10

位のフェノール性水酸基にジアミン類を導入することで、水への可溶化が図られた。

一連のジアミン誘導体のうち、マウス用いた動物実験において、抗腫瘍活性および治

療係数が高い irinotecan の塩酸塩三水和物（以下、単に irinotecan と記述する）が選抜

された[30]。その後の臨床研究の結果、irinotecan は、肺がん、大腸がん、乳がん等、多

くのがんの治療に有用であることが実証され、現在医療の現場で使用されている。 

 

 

 

図 1 – 4  Camptothecin 類縁化合物の化学構造 
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1 – 4  SN-38二量体の薬剤ナノ粒子 

  

これまでの SN-38の薬剤ナノ粒子の作製の研究について簡潔に記述する[31]。SN-38

の薬剤ナノ粒子の作製手法としては、再沈法を用いた[32,33]。再沈法は対象化合物の溶

液を撹拌した貧溶媒中に勢い良く注入することで、溶解度差により急激な再沈澱を起

こし、対象化合物のナノ結晶・ナノ粒子を作製する方法である。したがって、貧溶媒

が水である場合は、対象化合物の疎水性が高いほど微小なナノ粒子の形成が期待され

る[34]。SN-38の難水溶性という特性に着目して、再沈法により SN-38の薬剤ナノ粒子

の作製を試みたが、期待に反してナノファイバーが形成された（図 1 – 5）[31]。ナノフ

ァイバーが形成した要因は、1）SN-38が平面性の高い分子であるため、一軸方向に結

晶成長が進行したこと、2）水に対する溶解度がある程度高いため、結晶成長が抑制で

きなかったことによるものと考えた。そこで、コハク酸をリンカーとして SN-38の二

量体を合成し平面性を下げ、疎水性を向上させた。SN-38二量体を再沈法に供したと

ころ、粒径 50 nm 程度の薬剤ナノ粒子の作製に成功し、そのがん細胞増殖抑制活性を

評価すると、SN-38 二量体の薬剤ナノ粒子は irinotecan と比較して非常に高い活性を

示すことが明らかとなった[31]（図 1 – 6）。 

  

 

 

 

 

 

図 1 – 5  再沈法による SN-38の薬剤ナノ粒子作製に関する検討 
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図 1 – 6  SN-38二量体の薬剤ナノ粒子作製に関する検討 
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SN-38二量体の薬剤ナノ粒子は細胞実験（in vitro）で高い活性が示された。しかし、

抗がん剤としての薬理効果を実証するためには、動物実験（in vivo）における抗がん

活性を評価する必要がある。そこで、筆者は SN-38二量体の薬剤ナノ粒子の in vivo活

性試験に取り組むことにした。 

まず、動物実験に至る予備実験として、マウス血清中における加水分解安定性試験

を行った（詳細は第 2章で記述する）。図 1 – 7は、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子とマ

ウス血清を 1 時間混合した試料の HPLC – MS/MS 分析で得られたクロマトグラムで

ある。わずか 1 時間で薬剤ナノ粒子を構成する SN-38 二量体が加水分解を受け、SN-

38単量体が放出された。したがって、SN-38 二量体の薬剤ナノ粒子はマウス血中にお

いても速やかに加水分解を受けると考えられる。 

 

 

 

図 1 – 7  SN-38二量体薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 

 

  



10 

 

 理想的な薬剤ナノ粒子の挙動は以下の通りである（図 1 – 8）。まず、実験動物（マ

ウス）へ静脈注射により投与された薬剤ナノ粒子は、血液中を循環する。このとき、

粒径 10～200 nm に制御された薬剤ナノ粒子は腎臓、肝臓、肺の各臓器における捕捉

を逃れ、EPR 効果により腫瘍組織へ集積される。その後、腫瘍を形成するがん細胞に

取り込まれ、加水分解を経て活性を発揮する。抗がん活性物質が SN-38の場合は、核

内のトポイソメラーゼ Iを阻害することで、がん細胞の増殖が抑制される。予備実験

の結果、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子はマウス血清中において速やかに加水分解を受

けたことから、血中において腫瘍組織へ集積する前に加水分解を受け、SN-38分子が

放出されて全身へ拡散することが懸念される。したがって、薬剤ナノ粒子を腫瘍組織

へ効率的に送達するためには、血液循環系における加水分解性を抑制することが必須

となる。 

 

図 1 – 8  理想的な薬剤ナノ粒子の体内挙動 
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1 – 5  本研究の目的 

 

前述したように、近年、がんの薬物治療における取り組みとして、粒径 10～200 nm

のナノキャリアに薬物を内包させ、EPR 効果により腫瘍組織へ集積させる研究が活発

に行われている。しかし、ナノキャリアを使用する場合は、薬物担持率が低い、ナノ

キャリア自身による副作用の発現といった問題点が指摘されている。これに対して、

単一の化合物から構成されるナノ粒子「薬剤ナノ粒子」はナノキャリアによる問題を

改善する手法として期待される。これまでに、SN-38二量体から粒径 50 nm 程度と微

小な薬剤ナノ粒子の作製に成功した。しかしながら、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子は

マウス血清中において速やかに加水分解を受けて SN-38分子を放出することから、薬

剤ナノ粒子を効率的に腫瘍組織へ送達するためには、血中における加水分解性を向上

させる必要がある。 

以上の背景を踏まえて、本研究では、SN-38 二量体を含めて、SN-38 誘導体（プロ

ドラッグ）から作製される薬剤ナノ粒子の加水分解性を制御することを目的とした。

具体的な方法としては、薬剤ナノ粒子の加水分解性を決定する要因を明らかにするた

めに、SN-38 に導入する置換基の種類を検討した。この検討により、血中での加水分

解に安定な薬剤ナノ粒子を作製するために適した置換基を選抜した。次に、選抜され

た SN-38 誘導体の薬剤ナノ粒子を用いて in vivo 抗腫瘍活性試験および副作用発現の

評価を行い、irinotecan との比較を行った。これらの検討により、従来の抗がん剤より

も薬理効果が高く、かつ副作用が低い薬剤ナノ粒子を提唱することが本研究の最終的

な目標である。 
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第 2 章 

 

SN-38 プロドラッグの合成に基づいた 

高い加水分解耐性を有する薬剤ナノ粒子の探索 
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2 – 1  緒言 

 

SN-38二量体の薬剤ナノ粒子はマウス血清中で速やかに加水分解を起こした。した

がって、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子をマウスへ投与すると、血中で加水分解を受け

て SN-38 が放出されると想定される。血中に放出された SN-38 分子は全身へ拡散す

るため、EPR 効果によるターゲティングが期待できない。薬剤ナノ粒子を効率的に腫

瘍組織へ送達するためには、薬剤ナノ粒子の血中における加水分解耐性を向上させる

ことが重要と言える。 

第 2 章では、薬剤ナノ粒子の血中加水分解耐性の向上を目的として、2 つのアプロ

ーチを試みた。一つ目は SN-38 二量体から作製した薬剤ナノ粒子の表面修飾である。

界面活性剤であるポリソルベート 80 により SN-38 二量体ナノ粒子の表面を修飾する

ことで、薬剤ナノ粒子の粒子表面と血中の加水分解酵素との接近を抑制させることを

試みた。二つ目は SN-38 への置換基の導入である。様々な置換基を SN-38へ導入して

プロドラッグとし、加水分解点となるエステル結合周辺の嵩高さやプロドラッグの疎

水性等を変化させることで、加水分解耐性の高い薬剤ナノ粒子を探索することが狙い

である。 
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2 – 2  SN-38 二量体薬剤ナノ粒子の表面修飾 

 

SN-38二量体から作製した薬剤ナノ粒子の、血中での加水分解に対する耐性を向上

させることを目的として、中性の界面活性剤であるポリソルベート 80（図 2 – 1）を

用いて表面修飾を検討した。ポリソルベート 80 は非イオン性の界面活性剤であり、

ソルビトールを基本骨格として約 20 単位のエチレンオキシド鎖からなる親水部と、

主にオレイン酸とのエステルからなる疎水部を持つ。10 mM SN-38 二量体の DMSO

溶液に 0.1、1、10wt%の割合でポリソルベート 80 を混合させ、この混合溶液 100 µL

を激しく撹拌した超純水 10 mL 中へ注入した。図 2 – 2 に得られた薬剤ナノ粒子の

SEM 観察の結果を示した。ポリソルベート 80無添加および 0.1wt%含有の場合は、粒

径 50 nm 程度の球状の粒子であり、動的光散乱法（DLS）による粒径測定の結果と良

く一致した（図 2 – 3）。一方、ポリソルベート 80を 1wt%または 10wt%含有させた場

合は、良好な SEM 像が得られなかった。これは、フィルター上でナノ粒子が埋もれ

ている可能性が考えられる。ポリソルベート 80を 1wt%、10wt%含有させた場合、チ

ンダル現象が双方とも確認され、また、DLS による粒径測定の結果、それぞれ平均粒

径 43.0、40.5 nm であったことから、分散液中ではナノ粒子状態で存在すると示唆さ

れた。これらの分散液のゼータ電位を測定したところ、ポリソルベート 80 を添加し

ない場合は –36.5 mv であるのに対して、添加するポリソルベート 80の割合が増加す

るに伴い 0 mVへ近づいた（図 2 – 3）。この原因は、ポリソルベート 80の添加量の増

加に伴って被覆率が向上し、SN-38二量体薬剤ナノ粒子の表面電位を打ち消したこと

によると考察した。 

 次に、ポリソルベート 80 により表面修飾した SN-38 二量体薬剤ナノ粒子の、マウ

ス血清中での加水分解性を評価した。マウス血清と薬剤ナノ粒子を 1時間混合した試

料を HPLC-MS/MS 測定して得られたクロマトグラムを図 2 – 4に示した。ポリソルベ

ート 80の添加量に関わらず、SN-38二量体のピークが消失し、SN-38単量体のピーク

が観測された。したがって、ポリソルベート 80による表面修飾では、SN-38二量体薬

剤ナノ粒子の加水分解耐性を向上させる効果は得られなかった。 
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図 2 – 1  ポリソルベート 80の化学構造 

 

 

 

 

     

図 2 – 2  ポリソルベート 80により表面修飾した SN-38二量体ナノ粒子の SEM 像 

ポリソルベート 80の含有率 (a)無添加、(b) 0.1wt% 

  

w + x + y + z = 約 20 

(a) (b) 
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図 2 – 3  ポリソルベート 80により表面修飾した SN-38二量体ナノ粒子の粒度分

布。ポリソルベート 80の含有率 (a) 無添加、(b) 0.1wt%、(c) 1wt%、(d) 10wt%  

(b) 

(a) 

(c) 

(d) 
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図 2 – 3（続き）ポリソルベート 80により表面修飾した SN-38二量体ナノ粒子のゼ

ータ電位。ポリソルベート 80の含有率 (a) 無添加、(b) 0.1wt%、(c) 1wt%、(d) 

10wt%  

(b) 

(a) 

(c) 

(d) 
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図 2 – 4  ポリソルベート 80により表面修飾した SN-38二量体ナノ粒子のマウス血

清中における加水分解性。ポリソルベート 80の含有率 (a) 無添加、(b) 0.1wt%、(c) 

1wt%、(d) 10wt%  

(b) 

(a) 

(c) 

(d) 
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2 – 3  薬剤ナノ粒子の加水分解性を決定する要因の考察 

 

薬剤ナノ粒子の加水分解経路は、以下の二つの経路が推定される（図 2 – 5）。一つ

は、薬剤ナノ粒子の粒子表面に加水分解酵素が接近し、加水分解が進行する経路、も

う一つは、薬剤ナノ粒子から放出された構成分子が加水分解酵素により加水分解され

る経路である。実験事実としては、ポリソルベート 80 による SN-38 二量体ナノ粒子

の表面修飾により、マウス血清中における加水分解を抑制することはできなかった。

したがって、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子では後者の経路が進行したと推定した。す

なわち、SN-38二量体の薬剤ナノ粒子の一部が、分散媒である水に溶解し、溶解した

SN-38二量体分子が血清中の加水分解酵素によって加水分解されたと考察した。 

上記の推定に基づくと、薬剤ナノ粒子に血清中における加水分解耐性を付与するた

めには、薬剤ナノ粒子を構成する分子の疎水性を向上させることが有効と考えられる。

これは、薬剤ナノ粒子を作製した際、疎水性が高い分子ほど、溶解状態よりもナノ粒

子状態にある分子の割合が高まることに起因する。そこで、SN-38に疎水性置換基を

導入したプロドラッグの合成および薬剤ナノ粒子の作製を行い、プロドラッグの疎水

性がマウス血清中における加水分解性に与える影響を検討した。 

 

 

図 2 – 5  想定される加水分解経路 
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2 – 4  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子 

 

SN-38へ導入する疎水性置換基として、まず脂肪酸を検討した。脂肪酸の炭素数を

2 から 22 に変化させることで SN-38 プロドラッグの疎水性を制御し、疎水性の違い

が薬剤ナノ粒子の血清中における加水分解性に与える影響を調べた。 
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2 – 4 – 1  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグの合成 

 

脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグの合成をスキーム 2 – 1 に示した。SN-38 に

アセチル基を導入した SN-38-C2は SN-38と塩化アセチルを反応させ合成した。また、

炭素数 6 以上の脂肪酸の導入は EDC、DMAP を用いた脱水縮合反応により合成に成

功した。 

 

 

 

スキーム 2 – 1   
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2 – 4 – 2  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグの構造決定 

 

SN-38 は、10 位の炭素に結合したフェノール性水酸基と 20 位の炭素に結合した 3

級水酸基の 2 つの水酸基を有する。したがって、エステル化反応によって得られた

SN-38プロドラッグの構造は、2つの位置異性体が考えられる（図 2 – 6）。SN-38-C2の

合成では、過剰の塩化アセチルを加えると、アセチル基が 2つ導入された diacetylSN-

38が得られた（図 2 – 7）。1当量の塩化アセチルを加えた場合には、SN-38-C2、およ

び diacetylSN-38 のみが得られ、位置異性体と思われる化合物が単離されなかったこ

とから、まず反応性がより高い方の水酸基と反応した後、もう一方の水酸基と反応す

ると考えられる。合成した SN-38プロドラッグの反応位置を決定することは、薬剤ナ

ノ粒子の作製および薬理効果の評価において考察を行うために重要な知見といえる。

反応部位を決定するためには、SN-38 の NMR スペクトルのシグナル帰属に関する文

献情報が参考になる。しかし、これまでに SN-38の全合成に関する論文が多数報告さ

れているものの、NMR スペクトルから水素および炭素の部位を帰属した例は皆無で

あった[1–6]。そこで、まず SN-38の NMR スペクトルの解析を行い、SN-38-C2の NMR

スペクトルと比較することで反応位置を特定することにした。 

 構造解析は一次元および二次元の NMR スペクトルから解析した。具体的には 1H 

NMR、13C NMR、DEPT、1H-1H COSY、HMQC、HMBC の各種スペクトルを解析した。 

 

 

図 2 – 6  想定される SN-38誘導体の化学構造 
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図 2 – 7  (a)SN-38、(b)SN-38-C2、(c) diacetylSN-38の 1H NMR スペクトル  

Ac 

acetone 

(c) 

Ac (b) 

(a) 
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・SN-38の構造解析 

 

SN-38の 1Hおよび 13C NMR スペクトルを図 2 – 8、9に示した。多重度は 1H NMR

ではスペクトル上から直接、13C NMR では DEPT スペクトル（図 S2 – 3）および HMQC

スペクトル（図 S2 – 5）から求めた。 

 

 

 

図 2 – 8  SN-38の 1H NMR スペクトル 

 

 

図 2 – 9  SN-38の 13C NMR スペクトル 

 

s: singlet, d: doublet, t: triplet, q: quartet,  

dd: doublet of doublet, dq: doublet of quartet, m: multiplet 
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1H、13C NMR スペクトル、1H-1H COSY スペクトル（図 S2 – 4）、DEPT スペクトル、

および HMQC スペクトルから得られた部分構造を図 2 – 10に示した。1H-1H COSYス

ペクトルから δH 0.88 と 1.86、δH 1.28 と 3.03、δH 7.37 と 7.97 の間に相関が観測され

た。また、δH 6.5 と 10.3 のシグナルは HMQC スペクトルで交差ピークを与えなかっ

たことから、水酸基の水素と推定した。次に、これらの部分構造の情報を踏まえ、

HMBC スペクトル（図 S2 – 5）の解析を行った。図 2 – 11にプロトンシグナルから炭

素シグナルへの HMBC 相関を矢印で、1H-1H COSY スペクトルから得られた相関を太

線で示した。2 つの水酸基のシグナルの相関に注目すると、δH 10.3 のシグナルは δC 

104.8、122.4、156.7のシグナルと相関が得られ、δH 6.5のシグナルは δC 30.3、72.5、

172.6のシグナルとの相関が得られた。したがって、δH 10.3のシグナルは 10位のフェ

ノール性水酸基、δH 6.5のシグナルは 20位の 3級水酸基のシグナルに帰属した。その

他の HMBC 相関を解析すると、全ての炭素シグナルに交差ピークが観測された。矛

盾なく配置すると、SN-38 の 1H および 13C NMR のシグナルは表 2 – 1 にまとめた様

に帰属された。 

 

 

 

 

図 2 – 10  SN-38 の部分構造 
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図 2 – 11  SN-38の HMBC スペクトルの解析  
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・SN-38-C2の構造解析 

 

SN-38-C2の構造解析は SN-38 と同様に行った。SN-38-C2の 1H および 13C NMR ス

ペクトルを図 2 – 12、13に示した。SN-38の一次元 NMR スペクトルと比較すると、

1H NMR では δH 10.3 のシグナルが消失し、δH 2.37にアセチル基由来と考えられるシ

ングレットメチル（3H）のシグナルが新たに観測された。また、HMBC スペクトル

（図 S2 – 11）の解析の結果、δH 6.5のシグナルは SN-38の場合と同様に 3級水酸基由

来と確認された（図 2 – 14）。SN-38-C2の 1H および 13C NMR の全シグナルの帰属を

表 2 – 1にまとめた。 

以上の NMR スペクトルの解析から、SN-38-C2の反応位置はフェノール性水酸基と

決定した。エステル化反応において位置選択性が生じた要因は、3 級水酸基の立体障

害によるものと考えられる。また、SN-38-C2の 1H NMR を CDCl3中で測定すると δH 

3.72に 3級水酸基のシグナルが観測された。そこで、SN-38-C2以外の SN-38プロドラ

ッグにおいては、DMSO-d6を用いて 1H NMR を測定した場合は δH 6.5 周辺のシング

レットシグナルを、CDCl3を用いて 1H NMR を測定した場合は δH 3.5～4.0の 1Hのシ

ングレットシグナルを、3 級水酸基のシグナルと帰属した。なお、本論文で合成した

全ての SN-38プロドラッグは、1H NMR 測定において 3級水酸基のシグナルと見られ

るシグナルが観測されたため、フェノール性水酸基に置換基が導入された SN-38プロ

ドラッグと決定した（図 2 – 15）。 
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図 2 – 12  SN-38-C2の 1H NMR スペクトル 

 

 

図 2 – 13  SN-38-C2の 13C NMR スペクトル 

 

s: singlet, d: doublet, t: triplet, q: quartet, dd: doublet of doublet, m: multiplet 
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図 2 – 14  SN-38-C2の HMBC スペクトルの解析 
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図 2 – 15  本研究で用いた SN-38プロドラッグの化学構造 
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表 2 – 1  SN-38と SN-38-C2の NMR スペクトルの帰属 

SN-38                     SN-38-C2  
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2 – 4 – 3  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子の作製 

 

・良溶媒の検討 

 脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグを再沈法に供するために、まず良溶媒の検討

を行った。再沈法に用いる有機溶媒の条件としては、1）貧溶媒である水と混和するこ

と、2）媒質である SN-38プロドラッグを溶解可能であること、3）毒性が低いことと

設定した。条件 1および 2は再沈法によりナノ粒子を作製するうえで必須の条件であ

る。また、薬剤ナノ粒子の作製に使用した有機溶媒は、最終的には留去または透析に

よる除去を行うが、残留溶媒を考慮すると、低毒性の溶媒が好ましい。有機溶媒の毒

性は厚生労働省が発行している残留溶媒ガイドライン[7]を参照し、その中で毒性が低

く、かつ、水との混和性が高い有機溶媒であるアセトン、エタノール、DMSO、THF

を本研究で再沈法に用いる有機溶媒とした（表 2 – 2）。脂肪酸を導入した SN-38プロ

ドラッグのこれらの有機溶媒に対する溶解性を表 2 – 3に示した。10 mM の濃度とな

るように有機溶媒を添加し、超音波処理後の溶解性を評価した。その結果、SN-38-C2

は DMSO のみに溶解し、SN-38-C6は DMSO および THF に溶解したが、DMSO の方

に易溶であった。また、SN-38-C10、-C14、-C18、-C22 は THF のみに溶解した。なお、

これらのプロドラッグはアセトンおよびエタノールにはほとんど溶解しなかった。 

 

表 2 – 2  低毒性の有機溶媒[7] 
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表 2 – 3  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグの溶解度 

 

  10 mM の SN-38 プロドラッグ溶液調製時の溶解性。室温、超音波処理 5分。 

×：溶け残りが見られた、○：溶解した 
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・再沈法による薬剤ナノ粒子の作製 

 

 合成した SN-38 プロドラッグを用いて、再沈法による薬剤ナノ粒子の作製を行っ

た。溶解度試験を受けて、SN-38-C2、-C6は DMSO を、SN-38-C10、-C14、-C18、-C22は

THFを良溶媒として用いた。10 mMに調製した各 SN-38プロドラッグ溶液 100 µLを、

マイクロシリンジを用いて超純水 10 mL中に注入することで、水分散液（100 µM）を

得た。得られた水分散液をろ過後、SEM 観察した結果、図 2 – 16に示すようなナノ構

造体が確認された。SN-38-C2からはナノファイバーが得られ、SN-38-C6、-C10、-C14か

らは粒径 100 nm 程度の球形のナノ粒子が得られた。また、SN-38-C18、-C22からは、

それぞれ長径 200 nm、200～400 nm 程度のロッド状のナノ粒子が得られた。 

 

 

 

図 2 – 16  薬剤ナノファイバー・ナノ粒子の SEM 像 
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図 2 – 17～図 2 – 22に SEM 像の拡大図、DLS による粒径測定、ゼータ電位測定の

結果を示した。SN-38-C6、-C10、-C14、-C18、-C22の薬剤ナノ粒子分散液では SEM 観察

の結果と DLS による粒径測定の結果が良い一致を示した。SN-38 へ導入した脂肪酸

の炭素数の違いによって、作製されたナノ構造体の形状に変化が生じた要因を検討す

るために、粉末法 X線回折（XRD）を測定した。その結果、SN-38-C2の薬剤ナノファ

イバーと SN-38-C6の薬剤ナノ粒子の間で顕著な XRDパターンの変化が見られた（図

2 – 23）。炭素数 18の飽和カルボン酸であるステアリン酸のバルク結晶粉末の XRDパ

ターンで観測される回折角 2.1 度のピークは長面間隔（001 面）に由来すると帰属さ

れている[7]。したがって、SN-38-C2と SN-38-C6の間で結晶のパッキング構造が SN-38

由来から脂肪酸由来に変わったために、形状に変化が生じたと考えられる。 

作製した薬剤ナノ粒子水分散液を室温に保持し、分散安定性を目視により観察する

と、SN-38-C2 の水分散液では、作製直後に凝集による沈降が確認された。そのため、

SN-38-C2 の水分散液は粒径測定およびゼータ電位測定を実施しなかった。また、SN-

38-C6、-C10 の薬剤ナノ粒子の水分散液では、それぞれ 3 時間、12 時間程度で凝集し

た。これらに対して、SN-38-C14、-C18、-C22では 1 週間以上の分散安定性を示した。

一般的に、ナノ粒子の表面電位であるゼータ電位の絶対値が大きいほど、ナノ粒子同

士の静電反発により分散安定性が高まることが期待される[8]。しかしながら、SN-38-

C6、-C10、-C14、-C18、-C22の薬剤ナノ粒子のゼータ電位は、それぞれ−44、−39、−49、

−35、−38 mVと比較的高い値であったにも関わらず、SN-38-C6、-C10の薬剤ナノ粒子

の水分散液では、低い分散安定性を示した。したがって、脂肪酸を導入した SN-38プ

ロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子水分散液の系では、ゼータ電位の他に分散安定

性へ影響を与える要因があると考えられる。そこで、作製 2日後後の分散液をろ過し、

SEM 観察を行った（図 2 – 24）。その結果、SN-38-C6、-C10は巨大な微粒子を形成して

いることが確認された。また、炭素数 14 以上の脂肪酸を導入した場合は、作製直後

と 48 時間後の薬剤ナノ粒子において粒径に大きな変化は確認されなかった。したが

って、SN-38-C6、-C10の薬剤ナノ粒子の分散安定性が低い要因は、一次粒子間の凝集

によるものでは無く、水分散液中で水への溶解と析出を繰り返し結晶成長が進行した

ためであると考えられる。 
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図 2 – 17  SN-38（上）および SN-38-C2（下）の薬剤ナノファイバー 
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図 2 – 18  SN-38-C6の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

 

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 19  SN-38-C10の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 20  SN-38-C14の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 21  SN-38-C18の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 22  SN-38-C22の薬剤ナノ粒子 

 (a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 23  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグから作製した薬剤ナノファイバ

ー・ナノ粒子の粉末法 XRDパターン  
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図 2 – 24  作製 2日後の薬剤ナノファイバー・ナノ粒子の SEM 像 
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2 – 5 脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の血清中加水分解性 

 

 脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグから作製した薬剤ナノファイバーおよびナ

ノ粒子を用いてマウス血清中における加水分解性を調べた。100 µM に調製した水分

散液 9 µLをマウス血清 81 µLと混合し、37 °C の恒温槽中で 1時間インキュベートし

た。その後、クロロホルム 90 µLを用いて抽出し、遠心分離によって水層とクロロホ

ルム層を分離した。クロロホルム層 60 µL をアセトニトリル 540 µL により希釈した

試料を HPLC-MS/MS 測定に供し、SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子のマウス血清中

における加水分解耐性を以下の式より求めた。 

 

加水分解耐性 (%)  = A1 A0⁄ × 100 

A0: 血清処理前の試料の SN-38プロドラッグのピーク面積 

A1: 血清と混合 1時間後の試料の SN-38プロドラッグのピーク面積 

 

 HPLC-MS/MS 測定により得られたクロマトグラムを図 2 – 25～図 2 – 30に示した。

黒色のラインが血清処理前の試料、赤色のラインが血清と混合 1時間後の試料を測定

した結果である。SN-38-C2、-C6、C10の薬剤ナノファイバー・ナノ粒子では 0.7、1.0、

2.8 の加水分解耐性の値を示し、マウス血清中において 1 時間以内にほぼ加水分解が

完了した。一方、脂肪酸の炭素数が 14 以上となると、急激に加水分解が抑制され、

SN-38-C14、-C18、C22の薬剤ナノ粒子では加水分解耐性の値は 76、84、90となり、炭

素数が増加するほど加水分解耐性が向上する傾向にあった。 

 脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の加水分解耐性が、脂肪酸の炭

素数によって変化した要因を考察する。§2 – 3で述べた通り、薬剤ナノ粒子の加水分

解経路は、粒子表面から進行する経路と、薬剤ナノ粒子から放出された構成分子が加

水分解される経路が考えられる。粒子表面からの加水分解を考えると、脂肪酸の炭素

数の増加に伴って置換基の体積が増加し、粒子表面に表出しているエステル結合部位

の割合が相対的に減少するために、脂肪酸の炭素数の増加に伴って加水分解が抑制さ

れたと考察した。対して、薬剤ナノ粒子から放出された構成分子の加水分解を考える

と、脂肪酸の炭素数の増加に伴って SN-38プロドラッグの疎水性が向上するため、作

製された薬剤ナノ粒子のマウス血清（水系）への溶解度が低下すると想定される。そ

の結果、薬剤ナノ粒子から放出される構成分子の数が減少するために、脂肪酸の炭素
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数の増加に伴って加水分解が抑制されたと考えられる。ここで、薬剤ナノ粒子から放

出される分子数が同一であると仮定すると、脂肪酸の炭素数が増加するにつれて、エ

ステル結合周辺が嵩高くなるため、保護効果[9,10]により加水分解が抑制されるはずで

ある。したがって、脂肪酸の炭素数を変化させると、置換基が SN-38プロドラッグに

占める割合や SN-38プロドラッグの疎水性、またはエステル結合周辺の嵩高さが同時

に変化するため、どの要因が薬剤ナノ粒子の加水分解性に寄与するか判別することが

困難となる。そこで、置換基の体積およびエステル結合周辺の嵩高さを一定にするた

めに、胆汁酸系化合物を SN-38に導入した。同一の炭素骨格を有する化合物を用いて

含有する水溶性置換基（水酸基）の数で疎水性を変化させ、SN-38 プロドラッグの疎

水性に応じた薬剤ナノ粒子の加水分解性の違いを調べた。その詳細を次節で記述する。 
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図 2 – 25  SN-38-C2薬剤ナノファイバーのマウス血清中加水分解性 

 

 

図 2 – 26  SN-38-C6薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 

 

 

図 2 – 27  SN-38-C10薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 
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図 2 – 28  SN-38-C14薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 

 

 

図 2 – 29  SN-38-C18薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 

 

 

図 2 – 30  SN-38-C22薬剤ナノ粒子のマウス血清中加水分解性 
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2 – 6 胆汁酸系化合物を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒 

 

 脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子のマウス血清中における加水

分解耐性は脂肪酸の炭素数の増加に伴って向上した。加水分解耐性が向上した要因が、

粒子表面のエステル結合部位の割合の差によるものか、薬剤ナノ粒子からの構成化合

物の放出挙動の差か、あるいは、放出された化合物の立体障害による反応性の差かを

検討するために、胆汁酸系化合物を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子を作製

し、マウス血清中における加水分解性を評価した。 

 使用した胆汁酸系化合物の構造式を図 2 – 31に示した。リトコール酸、デオキシコ

ール酸、コール酸は同一の炭素骨格を有する化合物であり、SN-38 と結合させてプロ

ドラッグとした場合、結合部周辺の構造が非常に類似しているため、加水分解におけ

る置換基の体積および立体障害の影響は少ないと考えられる。一方、これらの化合物

は、それぞれ 1、2、3 個の水酸基を有するため、水酸基の数に応じて SN-38プロドラ

ッグの疎水性を変化させることが可能となる。 

 

 

 

図 2 – 31  胆汁酸系化合物の化学構造 
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2 – 6 – 1 胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグの合成 

 

胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグの合成をスキーム 2 – 2に示した。

SN-38とリトコール酸、デオキシコール酸、コール酸のMOM保護体とを反応させエ

ステル体とし、LiBF4
[11,12]を用いて MOM 基を脱保護することで SN-38 lithocholate、

SN-38 deoxycholate、SN-38 cholateを合成した。SN-38 cholate MOM 保護体の脱保護反

応の検討を表 2 – 4 に示した。一般的な MOM 基の脱保護条件である HCl もしくは

TFAを用いた条件下では、複雑な生成物を与えると共に酸加水分解により SN-38が少

量再生された。一方、弱ルイス酸である LiBF4 を用いて脱保護反応を行った場合は、

酸加水分解を起こすことなく反応が進行し、脱保護体である SN-38 cholate が良好な

収率で得られた。同様の脱保護条件を用いて SN-38 lithocholate および SN-38 

deoxycholateを合成した。 

 

 

 

 

 

 

 

スキーム 2 – 2  胆汁酸系化合物を導入した SN-38プロドラッグの合成 

 

 

 

 

 

SN-38 lithocholate (R1 = OH, R2 = R3 = H): 64% (4 steps) 

SN-38 deoxycholate (R1 = R3 =OH, R2 = H): 18% (4 steps) 

SN-38 cholate (R1 = R2 = R3 = OH): 72% (4 steps) 
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表 2 – 4  MOM基の脱保護条件の検討 
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2 – 6 – 2 胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子の作製 

 

合成した SN-38 プロドラッグを用いて、再沈法による薬剤ナノ粒子の作製を行っ

た。胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグでは、いずれも THF を良溶媒と

して用いた。10 mM に調製した各 SN-38プロドラッグ溶液 100 µLを、マイクロシリ

ンジを用いて超純水 10 mL中に注入することで、水分散液（100 µM）を得た。得られ

た水分散液をろ過後、SEM 観察した結果、図 2 – 32 に示すようにそれぞれ 50 nm 程

度の球状のナノ粒子が確認された。 

図 2 – 33～図 2 – 35に SEM 像の拡大図、DLS による粒径測定、ゼータ電位測定の

結果を示した。DLS により測定した粒度分布は、SEM により観察された一次粒子径

と概ね一致した。また、作製した薬剤ナノ粒子水分散液を室温に保持した際の分散安

定性を目視により観察すると、いずれの水分散液も 1週間以上の良好な分散安定性を

示した。 

 

 

 

図 2 – 32 胆汁酸系化合物を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の SEM 像 
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図 2 – 33  SN-38 lithocholate の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 34  SN-38 deoxycholateの薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 35  SN-38 cholateの薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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2 – 6 – 3 胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子の血清中加水

分解性 

 

 胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子を用い

て、マウス血清中における加水分解性を調べた。マウス血清と薬剤ナノ粒子を 1時間

混合した試料の HPLC-MS/MS 測定の結果得られたクロマトグラムを図 2 – 36に示し

た。SN-38 lithocholate、deoxycholate、cholate の薬剤ナノ粒子は、それぞれ 61、4.7、

2.1 の加水分解耐性の値を示し、置換基に含まれる水酸基の数が減少するほど加水分

解耐性が向上した。 

胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子の、血清中における加

水分解性の検討では、置換基の体積およびエステル結合周辺の嵩高さは概ね一定であ

るため、薬剤ナノ粒子の加水分解性の違いは置換基の水酸基の数、すなわち疎水性の

影響を強く受けたと考えられる。つまり、SN-38プロドラッグの疎水性が低下するほ

ど、薬剤ナノ粒子の血清中における溶解度が向上するために、加水分解の進行が促進

されたと結論付けた。以上の実験結果を踏まえると、想定される薬剤ナノ粒子の加水

分解経路のうち、粒子表面から進行する経路よりも、薬剤ナノ粒子から放出された構

成分子が加水分解を受ける経路の方が、妥当な加水分解経路であると考えられる（図

2 – 37）。 
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図 2 – 36  胆汁酸系化合物を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子のマウス血

清中加水分解性。(a) SN-38 lithocholate、(b) SN-38 deoxycholate、(c) SN-38 cholate  

  

(a) 

(b) 

(c) 
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図 2 – 37  薬剤ナノ粒子の加水分解経路 
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2 – 7  様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子 

 

前節では、SN-38プロドラッグの疎水性を向上させるほど、薬剤ナノ粒子の加水分

解耐性がより高くなることを明らかにした。特に、SN-38 lithocholate の薬剤ナノ粒子

は、高い加水分解耐性の値を示したが、リトコール酸は肝毒性等の副作用が報告され

ているため[13,14]、本研究における疎水性置換基としては適用しにくい。そこで、毒性

の低い置換基として、安息香酸、メントール、ビタミン E、ビタミン D3、コレステロ

ールを新たな置換基として用い（図 2 – 38）、これらの疎水性置換基を導入した SN-38

プロドラッグ薬剤ナノ粒子のマウス血清中における加水分解性をさらに検討した。 

 

 

図 2 – 38  新たに SN-38へ導入する疎水性置換基 

  



61 
 

2 – 7 – 1 様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグの合成 

 

メントール、安息香酸、ビタミン E、ビタミン D3、コレステロールを導入した SN-

38プロドラッグの合成をスキーム 2 – 3に示した。SN-38と安息香酸を EDC、DMAP

の縮合条件で反応させて SN-38 benzoateを合成した。また、メントール、ビタミン E、

ビタミン D3、コレステロールの反応点は水酸基であるたため、同じく水酸基を有する

SN-38と結合させるために、コハク酸をリンカーして用いた。まず、コハク酸無水物

との反応によりコハク酸を導入し、次に SN-38と反応させることで、SN-38-menthol、

SN-38-vitamine D3、SN-38-vitamine E および SN-38-cholesterol (SN-38-chol)を合成した。 

 

 

 

 

スキーム 2 – 3  SN-38 プロドラッグの合成  
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2 – 7 – 2 様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子の作製 

 

合成した SN-38 プロドラッグを用いて、再沈法による薬剤ナノ粒子の作製を行っ

た。THFを良溶媒として用いて 10 mM に調製した各 SN-38プロドラッグ溶液 100 µL

を、マイクロシリンジを用いて超純水 10 mL中に注入することで、水分散液（100 µM）

を作製した。得られた水分散液をろ過後、SEM 観察した結果、図 2 – 39に示すような

球状のナノ粒子が確認された。 

図 2 – 40～図 2 – 44に SEM 像の拡大図、DLS による粒径測定、ゼータ電位測定の

結果を示した。SEM 観察 DLS により測定した粒度分布は、SN-38 benzoate を除き、

SEM により観察された一次粒子径と概ね一致した。また、作製した薬剤ナノ粒子水分

散液を室温に保持した際の分散安定性を目視により観察すると、SN-38 benzoateは作

製直後に凝集による沈降が確認された。SN-38-menthol、SN-38-vitamine D3、SN-38-

vitamine E および SN-38-chol では 1週間以上の分散安定性を示した。特に、SN-38-chol

の薬剤ナノ粒子は少なくとも半年程度の室温保持では凝集は確認されず、良好な分散

安定性を示した。 

 

 

 

図 2 – 39  SN-38プロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子の SEM 像 
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図 2 – 40  SN-38 benzoate の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 41  SN-38-menthol の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 42  SN-38-vitamin E の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 43  SN-38-vitamin D3の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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図 2 – 44  SN-38-Chol の薬剤ナノ粒子 

(a) SEM 像、(b) DLS による粒径測定、(c) ゼータ電位 

  

(c) 

(b) 

(a) 
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2 – 7 – 3  様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子のマウス血清

中における加水分解性 

 

安息香酸、メントール、ビタミン E、ビタミン D3、コレステロールを導入した SN-

38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子を用いて、マウス血清中における加水分解性を調べ

た。マウス血清と薬剤ナノ粒子を 1 時間混合した試料の HPLC-MS/MS 測定により得

られたクロマトグラムを図 2 – 45に示した。SN-38 benzoate、SN-38-menthol、SN-38-

vitamine D3、SN-38-vitamine Eおよび SN-38-cholの加水分解耐性の値は、それぞれ 0.1、

8.2、67、79、91であり、SN-38 chol から作製した薬剤ナノ粒子が優れた加水分解耐性

を示した。 

 

 

 

図 2 – 45 様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子のマウス血

清中における加水分解性。(a) SN-38 benzoate、(b) SN-38-menthol 

 

  

(b) 

(a) 
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図 2 – 45（続き） 様々な置換基を導入した SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子の

マウス血清中における加水分解性。(c) SN-38-vitamin D3、(d) SN-38-vitamin E、(e) 

SN-38chol 

  

(e) 

(d) 

(c) 
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2 – 8 考察 

 

 第 2章で合成した SN-38プロドラッグを再掲する（図 2 – 46）。また、これらの SN-

38 プロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子の、マウス血清中における加水分解耐性、

粒径（DLS による測定値）、ゼータ電位および、SN-38 プロドラッグの分子量、clogP

を表 2 – 5 にまとめた。clogP はオクタノール/水分配係数の計算値であり、値が大き

いほど疎水性が高いことを意味する。 

薬剤ナノ粒子の加水分解を決定する要因を考察するために、加水分解耐性と粒径、

ゼータ電位、分子量、clogP との関係をプロットした。図 2 – 47、図 2 – 48は薬剤ナノ

粒子の加水分解耐性の値と DLS により求めた粒径またはゼータ電位の値をプロット

したものである。薬剤ナノ粒子の粒径、ゼータ電位いずれも、加水分解耐性との相関

が高いとは言えなかった。図 2 – 49に SN-38プロドラッグの分子量と加水分解耐性の

関係を示した。SN-38 に導入した置換基の分子量が大きいほど、薬剤ナノ粒子を作製

した際に粒子表面に表出するエステル結合部位の割合が減少する効果や、薬剤ナノ粒

子から構成分子が放出された際にエステル結合の周辺を保護される効果により、加水

分解の進行の抑制が期待される。図 2 – 49のプロットからは、概ね分子量の増加に伴

って加水分解耐性が向上する傾向が見受けられた。しかしながら、SN-38二量体や SN-

38 deoxycholate、SN-38 cholateのように、分子量が比較的大きい分子を用いた場合で

も、疎水性が低い場合は速やかに加水分解が進行した。以上のことから、薬剤ナノ粒

子の加水分解性はプロドラッグ分子の疎水性に影響を受けると考えられる。実際に、

SN-38プロドラッグの clogP の値と加水分解耐性の値をプロットすると、clogP 値の増

加に伴って加水分解耐性が向上し、高い相関性が示された（図 2 – 50）。すなわち、§

2 – 6で考察した通り、SN-38プロドラッグの疎水性が高いほど、マウス血清中におけ

る薬剤ナノ粒子の溶解が抑制されるために、加水分解耐性が向上したと理解できる。 

以上のように、SN-38プロドラッグに導入する置換基の疎水性を変化させることで、

マウス血清中における加水分解性を制御することに成功した。特に、加水分解耐性を

向上させるためには、コレステロールのような疎水性の高い置換基を SN-38へ導入す

ることが有効であることが明らかになった。 
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図 2 – 46 第 2章で合成した SN-38プロドラッグの化学構造  
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表 2 – 5 SN-38プロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子の物性値 

 

  

SN-38プロドラッグ
粒径

（DLS；nm）
ゼータ電位

(mV)
分子量 clogP

加水分解耐性
(%)

dimer 49 -37 867 2.6 0.9

C2 - - 434 1.3  < 0.1

C6 160 -44 491 3.5 1.0

C10 98 -39 547 5.6 2.8

C14 83 -49 603 7.7 76.4

C18 196 -35 659 9.8 84.1

C22 425 -45 715 11.9 90.1

cholanate 177 -41 735 10.2 88.1

lithocholate 113 -39 751 8.1 61.2

deoxycholate 95 -43 767 6.0 4.7

cholate 152 -36 783 4.0 2.1

benzoate 211 -24 497 3.6  < 0.1

menthol 304 -34 631 5.5 8.2

vitamin E 168 -16 905 13.4 79.1

vitamin D3 97 -43 859 11.7 67.0

cholesterol 112 -52 861 11.8 91.3

SN-38 - - 392 1.7 -

Irinotecan - - 587 2.4 6.1
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図 2 – 47 薬剤ナノ粒子の粒径と加水分解耐性の相関 

 

 

 

 

図 2 – 48 薬剤ナノ粒子のゼータ電位と加水分解耐性の相関 
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図 2 – 49 SN-38プロドラッグの分子量と加水分解耐性の相関 

 

 

 

 

 

図 2 – 50 clogP (疎水性)と加水分解耐性の相関  

① 

② 

③ 
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2 – 9 まとめ 

 

 第 2章では、薬剤ナノ粒子の加水分解耐性を向上させることを目的として、1）SN-

38二量体薬剤ナノ粒子の表面修飾、2）SN-38への疎水性置換基の導入を検討した。 

SN-38 二量体の薬剤ナノ粒子をポリソルベート 80 による表面修飾を行った場合、

ポリソルベート 80 の添加量に関係なく、マウス血清中における加水分解が速やかに

進行し、SN-38単量体が生成した。したがって、ポリソルベート 80 による表面修飾で

は、SN-38 二量体薬剤ナノ粒子の加水分解耐性を向上させる効果は得られなかった。 

一方、SN-38のフェノール性水酸基へ種々の置換基を導入し、その薬剤ナノ粒子を

用いて加水分解耐性を評価したところ、導入した置換基の疎水性が高くなるにつれて、

薬剤ナノ粒子の加水分解耐性が向上することが明らかになった。特に、図 2 – 51に示

した 8 つの SN-38 プロドラッグから作製した薬剤ナノ粒子が高い加水分解耐性を示

した。ここで、In vivo 薬理活性の評価を考慮して、これら 8つの SN-38プロドラッグ

から、さらなる絞り込みを行った。第 1章でも言及したように、EPR 効果の発現が期

待される粒径は 10～200 nm である。したがって、粒径 200 nm 以上の薬剤ナノ粒子が

形成された SN-38-C18、-C22は除外される。また、リトコール酸は肝毒性が報告されて

いることから、生体内での加水分解により放出された置換基による副作用が懸念され

るため、SN-38 lithocholate も除外した。ビタミン Eおよびビタミン D3を導入した SN-

38プロドラッグの薬剤ナノ粒子は、粒径、加水分解耐性、毒性いずれの条件も満たし

たが、それぞれ、酸化条件、光照射条件に不安定である。したがって、以上の懸案事

項を全て回避した SN-38-C14および SN-38-chol を、本研究の目的を達成するための有

望な SN-38プロドラッグとして選抜した。 

以下、SN-38-C14 を含めて脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグから作製した薬剤

ナノ粒子の薬理活性評価を第 3章で、また、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の薬理活性評価

を第 4章で検討した。 
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図 2 –51  高い加水分解耐性を示した薬剤ナノ粒子を構成する SN-38プロドラッグ 
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第 3章 

 

SN-38脂肪酸プロドラッグ薬剤ナノ粒子の薬効評価 
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3 – 1  諸言 

 

 第 2 章では、SN-38 に導入する置換基の種類に応じた薬剤ナノ粒子のマウス血清中にお

ける加水分解性の違いを検討した。炭素数 2～22 の脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグ

から作製した薬剤ナノファイバー・ナノ粒子（図 3 – 1）では、脂肪酸の炭素数の増加に伴

って血清中における加水分解耐性が向上することが明らかとなった。特に、SN-38-C14 は、

加水分解耐性が高く、かつ、EPR 効果の発現が期待される粒径 100 nm 程度の薬剤ナノ粒子

の作製に成功したため、本研究の目的を達成するための有望な SN-38 プロドラックとして

選抜した。第 3章では、まず、SN-38-C14の薬剤ナノ粒子を含めて、脂肪酸を導入した SN-

38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子の in vitro 活性評価を行い、導入する脂肪酸の炭素数の違い

によって薬理活性に変化が生じるかについて検討した。その後、マウスを用いた in vivo活

性評価を試みた。 

 

 

 

図 3 – 1  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグから作製した薬剤ナノファイバー・ナノ粒

子の SEM 像 
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3 – 2  がん細胞増殖抑制活性 

 

 SN-38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子の薬理活性を評価するために、がん細胞増殖抑制活

性試験を行った。がん細胞はヒト肝がん由来の HepG2細胞を使用し、WST-8法[1]を用いて

薬剤ナノ粒子を添加した際の細胞生存率を求めた。 

SN-38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子が薬理活性を発現するためには、細胞内で酵素によ

るエステル結合の加水分解を受けて活性本体である SN-38 が生じる必要がある。加水分解

酵素は生体内に普遍的に存在する酵素であるが、特に肝臓において多く生産されているた

め、初期の実験としては肝がん由来の細胞を用いた。本研究では、肝がん由来細胞として、

がん細胞実験に一般的に用いられている HepG2 細胞を使用した[2–4]。 

がん細胞の生存率を求める手法としては、一般的に MTT 法が用いられてきた[5]。MTT

法は、MTTが生細胞中で還元反応により紫色の開環体であるホルマザンを生じることを利

用して、比色法により生細胞数を求める手法である。しかし、MTT法の短所として、MTT

から生じるホルマザンは細胞培養の培地（水系）への溶解度が低いため、DMSO 等の有機

溶媒を添加して溶解させる操作が必要であることや、生成したホルマザンが細胞毒性を示

すため、生存率測定の際に偽陽性が生じる場合があることが報告されている[6]。そのため、

近年、MMT法に替わる手法として、WST-8法が用いられている[1]。WST-8法の原理を図 3 

– 2 に示した。WST-8 法は、MTT 法と同様にテトラゾール環の還元反応に基づいた手法で

ある。WST-8 はスルホン基の導入により水に可溶であり、また、ニトロ基の導入により還

元反応における反応性が向上している。水溶性のWST-8は細胞浸透性が低いため、PMSを

介在し、還元反応が進行する。すなわち、細胞に取り込まれた PMS により NADH が還元

されて NAD+となり、水素を受け取った 還元型 PMS となる。次に、細胞外に移動した 還

元型 PMS がWST-8を還元することで、オレンジ色のWST-8ホルマザンが生成する。生成

したホルマザンの量は、細胞が生産する脱水素酵素の量に依存するため、生細胞数と比例

する。したがって、生成したホルマザンの吸光度（450 nm）を測定し、陰性対照との比を

求めることで、細胞生存率を測定することができる。 
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図 3 – 2  MTT、WST-8の化学構造と WST-8法の原理 
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・脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性 

 

 図 3 – 3 は、脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活

性を測定した結果である。0.01～50 M の濃度の薬剤ナノ粒子の水分散液を、HepG2 細胞を

培養したプレートに添加し、培養 48 時間後の生細胞数を WST-8 法により求めた。また、

比較のために、現在臨床で用いられている irinotecanの活性も測定した。50％の増殖抑制活

性を示す濃度である IC50の値で活性を比較すると、SN-38-C2、SN-38-C6が高いがん細胞増

殖抑制活性を示した。また、SN-38 に導入した脂肪酸の炭素数の増加に伴って活性が低下

し、最も活性が低い SN-38-C22 の薬剤ナノ粒子と irinotecan が同程度の活性を示した。SN-

38 は核内のトポイソメラーゼ I を阻害することで、がん細胞の増殖を抑制することが知ら

れている[7]。そのため、SN-38プロドラッグの薬剤ナノ粒子の活性は核内に到達する SN-38

の量に依存すると考えられる。核内への SN-38 の送達経路としては、薬剤ナノ粒子ががん

細胞内へと取り込まれ、細胞内で薬剤ナノ粒子を構成する SN-38 プロドラッグが加水分解

を受けて放出された SN-38 が核内へと到達すると想定される（図 3 – 4）。そこで、薬剤ナ

ノ粒子のがん細胞増殖抑制活性の決定因子と想定される細胞への取り込み効率および細胞

内における加水分解性を調べた。その詳細を次節に記述する。 

 

 

 

  

図 3 – 3  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性 
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図 3 – 4  推定される SN-38の核内への送達経路 
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3 – 3  がん細胞への取り込み効率およびブタ肝臓エステラーゼによる加水分解性 

 

 SN-38 に導入した脂肪酸の炭素数の違いにより、薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性

に差が生じることが明らかとなった。その要因を解明するために、主要因として考えられ

るがん細胞への取り込み効率と加水分解性を調べた。 

 

 

・薬剤ナノ粒子のがん細胞への取り込み効率 

 

 薬剤ナノ粒子のがん細胞への取り込み効率は以下の実験により調べた。HepG2 細胞に

薬剤ナノ粒子の水分散液を添加し、6 時間保持した後の細胞内の SN-38 プロドラッグを

定量した。その結果、図 3 – 5 に示したように、炭素数の増加に伴って細胞内のプロド

ラッグの量が増加することが明らかとなった。細胞は脂質膜に覆われているため、脂溶

性の高い物質ほど、細胞に取り込まれやすいことが知られている[8]。したがって、脂肪

酸の炭素数の増加に伴い、薬剤ナノ粒子の脂溶性が増加したために、細胞取り込み効率

が向上したと考えられる。実際に、水溶性化合物である irinotecan の細胞取り込み量は

1.9 pmol/well であり、薬剤ナノ粒子の細胞取り込み量の十分の一以下の値であった。 

以上の結果から、irinotecan のがん細胞増殖抑制活性が薬剤ナノ粒子の場合よりも低か

った要因は、細胞取り込み効率を反映したためと示唆される。一方、SN-38 に導入した

脂肪酸の炭素数の増加に伴って活性が低下したのに対し、がん細胞への取り込み効率は脂

肪酸の炭素数の増加に伴って増加した。このことは、図 3 – 3に示したがん細胞増殖抑制活

性の差に関する要因としては、むしろ逆の効果である、そこで、もう一つの要因として

考えられる、薬剤ナノ粒子の加水分解性を検討することにした。 
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図 3 – 5  脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の細胞取り込み 
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・ブタ肝臓エステラーゼによる加水分解性 

 

 第 2 章では、薬剤ナノ粒子の加水分解性を評価するためにマウス血清を用いた。血清中

には加水分解酵素だけではなく、その他の酵素を含めたタンパクや、糖質、脂質、尿酸、

無機塩などを含んでおり、より生体環境に近づけた条件での加水分解性の評価に適してい

る。本節では、エステラーゼ単体による薬剤ナノ粒子の加水分解性を評価するために、一

般的なエステラーゼであるブタ肝臓エステラーゼ（PLE）を用いた[9,10]。PLEによる薬剤ナ

ノ粒子の加水分解性は、10 μM の薬剤ナノ粒子を 30 ユニットの PLE 中で処理した際の半

減期（t1/2）により評価した（表 3 – 1）。SN-38-C2、-C6、-C10の薬剤ナノファイバー・ナノ

粒子では速やかに加水分解が完了し、t1/2は 30 分以内であることが分かった。また、SN-38-

C14、-C18の薬剤ナノ粒子はそれぞれ 2.1、9.4時間の t1/2を示し、SN-38-C22の薬剤ナノ粒子

では 24時間後でも加水分解がほとんど進行しなかった。以上のように、脂肪酸の炭素数の

増加に伴って、加水分解の進行が抑制されることが明らかとなった。この加水分解性の炭

素数依存性は、がん細胞増殖抑制活性の結果と非常に良い一致を示した。したがって、細

胞内における加水分解性が、がん細胞増殖抑制活性を決定する主要因であると結論付けた。 

 

 

表 3 – 1  半減期 
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3 – 4  SN-38-C18誘導体の合成と薬剤ナノ粒子の薬効評価 

 

 §3 – 3 では、がん細胞増殖抑制活性は薬剤ナノ粒子を構成する SN-38 プロドラッグの炭

素数の違いによる加水分解性の差に影響を受けることが示された。本節では、SN-38 プロ

ドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性と加水分解性の関係について、別の角度か

らの検討を試みた。 

 新たに合成した SN-38 誘導体の反応条件と化学構造をスキーム 3 – 1 に示した。オレイ

ン酸を導入した SN-38-C18:1は EDC を用いた縮合反応により合成した。また、SN-38とオク

タデシル基をエーテル結合により結合させた SN-38-C18 ether は 1-ブロモオクタデカンとの

Williamson エーテル化反応により合成した。 

 

 

 

 

 

スキーム 3 – 1  SN-38-C18誘導体の合成 
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SN-38-C18と SN-38-C18:1の clogP はそれぞれ 9.8、9.3と算出された。また、導入した脂肪

酸の融点は、ステアリン酸は 70.5 °C であり、オレイン酸は 16.2 °C である[11]。この融点の

違いは脂肪鎖に働く分子間力により説明される[12]。すなわち、ステアリン酸は直鎖状であ

るため、分子同士が接近しやすく、分子間相互作用が強くなる。一方、オレイン酸は二重

結合を持ち、折れ曲がった構造をとるため、分子同士の接近が妨げられ、分子間相互作用

が弱くなる。したがって、SN-38-C18と SN-38-C18:1から作製した薬剤ナノ粒子を用いること

で、疎水性の影響を抑えた条件で、分子間相互作用が加水分解性に与える影響を比較する

ことが可能となる。また、SN-38-C18と SN-38-C18 ether を比較すると、SN-38-C18は加水分

解可能なエステル結合により置換基を導入しているのに対し、SN-38-C18 ether はエーテル

結合により置換基を導入した。生体内環境では、エーテル結合の加水分解は非常に遅いこ

とが知られている[13]。したがって、SN-38-C18と SN-38-C18 etherを用いることで、SN-38と

置換基をつなぐ結合の強さが加水分解性に与える影響を比較することが可能となる。 

  SN-38-C18:1、SN-38-C18 etherから作製した薬剤ナノ粒子を SEM 観察した結果、図 3 – 6に

示したように、粒径 100 nm 程度のナノ粒子が確認された。これらの薬剤ナノ粒子の水分散

液を用いて HepG2細胞の増殖抑制活性を評価した結果、SN-38-C18、SN-38-C18:1の薬剤ナノ

粒子でそれぞれ 0.89、0.094 µM の IC C50の値を示したが、SN-38-C18 etherの薬剤ナノ粒子

では 20 µM でも 50％の細胞増殖抑制活性を示さなかった（図 3 – 7）。また、HepG2細胞へ

の薬剤ナノ粒子の取り込み効率と PLEによる加水分解性を評価したところ、細胞取り込み

量は大きな差が見られなかったのに対して、加水分解実験により求めた t1/2は SN-38-C18、

SN-38-C18:1の薬剤ナノ粒子でそれぞれ 9.4、1.9 時間であり、SN-38-C18 ether の薬剤ナノ粒

子では 24時間後でも加水分解が進行しなかった（表 3 - 2）。 

  以上の結果から、薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性は、薬剤ナノ粒子の加水分解性

に依存することが改めて示された。第 2 章では、薬剤ナノ粒子の加水分解性は、SN-38 プ

ロドラッグの疎水性に依存すると考察したが、SN-38-C18:1 の薬剤ナノ粒子を用いた加水分

解実験により、疎水性だけではなく薬剤ナノ粒子を構成する分子の間に働く分子間相互作

用も加水分解性に影響を与えることが明らかになった。この結果から、SN-38 に導入する

脂肪酸の炭素数の増加に伴って脂肪鎖間に働く分子間相互作用が向上したために、加水分

解に対して安定になったことが示唆される。薬剤ナノ粒子の疎水性と分子間相互作用が、

それぞれどの程度の割合で加水分解性に寄与するかについては今後さらなる研究が必要で

あるが、SN-38 に導入する脂肪酸の炭素数の増加に伴って、薬剤ナノ粒子の PLE に対する

加水分解耐性が劇的に向上したことから、疎水性と分子間相互作用が協奏的に寄与してい

ると考えられる。  
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図 3 – 6  SN-38-C18誘導体から作製した薬剤ナノ粒子の SEM 像 

 

 

 

図 3 – 7  SN-38-C18誘導体のがん細胞増殖抑制活性 

 

 

表 3 – 2  SN-38-C18誘導体の細胞取り込み効率と加水分解性 

 

  

Compound
 Cellular uptake

 (pmol/well)

 Hydrolysis

t1/2 (h)

 SN-38-C18 55.2 ± 3.05 9.4

 SN-38-C18:1 53.0 ± 4.77 1.9

 SN-38-C18 ether 56.9 ± 2.30     >24
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3 – 5  高濃度分散液の調製 

 

  ここまで検討により、炭素数 2～18の脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグは、irinotecan

と比較して 10倍以上高いがん細胞増殖抑制活性を示すことが明らかになった。そこで、次

の段階として、第 2 章で選抜した SN-38-C14の薬剤ナノ粒子を中心に in vivo 活性の評価を

検討した。 

 抗がん剤を用いた動物実験では、一般的に実験動物の体重 1 kgに対して抗がん活性化合

物換算当で 2～20 mg の量で投与されている[14-16]。また、SN-38のプロドラッグとして現在

臨床で用いられている irinotecan は、発症しているがんの種類により投与量が異なるが、10

～100 mg/kgの量でヒトへの投与が行われている[17]。そこで、本研究では、SN-38換算で 10 

mg/kgをマウスへの薬剤ナノ粒子の投与量として設定した。体重 25 gのマウスに 100 µL投

与する場合は、その SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子の分散液の濃度は 6.3 mM と計算さ

れる。そこで、まず、7 mM の薬剤ナノ粒子水分散液を調製し、浸透圧を調整するために

9％の塩化ナトリウム水溶液と 9：1の割合で混合することで、6.3 mM の薬剤ナノ粒子生理

食塩水分散液を調整した。 

 SN-38-C6、-C10、-C14、-C18を 46.7 mM の THF溶液 0.75 mLを超純水 3 mL中に注入し、

透析によって THFを除去後、5 mLに定容することで、7 mM の水分散液とした。なお、SN-

38-C22は溶解度が低く、46.7 mM の濃度では完全に溶解させることはできなかった。SN-38-

C6、-C10、-C14、-C18から 7 mM の高濃度分散液を調整したところ、作製直後に凝集により沈

降した。そこで、分散剤としてポリソルベート 80を添加して水分散液を調製した。ポリソ

ルベート 80 を添加した場合でも、SN-38-C6、-C10、-C14から作製した水分散液は凝集性を

示し、SEM 観察の結果、図 3 – 8 に示したような巨大な微粒子が確認された。一方、ポリ

ソルベート 80 を添加して調製した SN-38-C18 の水分散液は良好な分散性安定性を示し、

SEM 観察の結果、200～300 nm 程度のロッド状のナノ粒子が確認された。したがって、SN-

38-C6、-C10、-C14 は高濃度の薬剤ナノ粒子分散液を調製するためには疎水性が不十分であ

ることから結晶成長が進行したと考えられる。つまり、SN-38 プロドラッグの疎水性を向

上させることが、高濃度の薬剤ナノ粒子分散液を作製するために有効であると示唆された。

なお、SN-38-C18の高濃度分散液中ではその薬剤ナノ粒子の粒径は 200 nm 以上であり、EPR

効果の発現は期待できないため、動物実験を実施しなかった。 
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図 3 – 8  高濃度分散液中の SEM 
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3 – 6  まとめ 

 

第 3 章では、SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子の in vitro 活性評価を行った。炭素数 2～

22の脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性を評価し

た結果、炭素数の増加に伴って活性が低下することが明らかになった。がん細胞への薬剤

ナノ粒子の取り込み効率を調べたところ、脂肪酸の炭素数の増加に伴って細胞内のプロド

ラッグの量が増加する傾向にあった。その一方で、ブタ肝臓エステラーゼによる加水分解

性を調べた結果、脂肪酸の炭素数の増加に伴って加水分解が逆に抑制されることが判明し

た。つまり、細胞内における加水分解性が、がん細胞増殖抑制活性を決定する主要因であ

ると結論付けられる。また、薬剤ナノ粒子の加水分解性に影響を与える要因としては、第

2 章で議論した疎水性に加えて、分子間相互作用の寄与も重要であることが新たに分かっ

た。 

脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子を用いて動物実験を行うことを試

みたが、動物実験に必要な高濃度（7 mM）の薬剤ナノ粒子分散液を作製した場合、SN-38-

C6、-C10、-C14 では結晶成長が進行し、巨大な微粒子が形成した。一方、SN-38-C18 から高

濃度分散性を作製すると、低濃度（0.1 mM）と同程度の粒径の薬剤ナノ粒子の作製に成功

し、SN-38 プロドラッグの疎水性を向上させることが、高濃度の薬剤ナノ粒子分散液を作

製するために有効であることが示唆された。 
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第 4章 

 

コレステロールを導入した SN-38プロドラッグ 

薬剤ナノ粒子の薬効評価 
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4 – 1  諸言 

 

 第 3 章では、脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活

性を評価し、脂肪酸の炭素数に依存して活性が変化する要因が加水分解性によるものであ

ることを明らかにした。第 2 章で選抜した SN-38-C14の薬剤ナノ粒子は、irinotecan と比較

してがん細胞増殖抑制活性が高いにもかかわらず、血清中において高い加水分解に対する

耐性を示した、また、粒径が 100 nm 程度であったことから、EPR効果の発現により効率的

に腫瘍組織に集積することが期待された。しかしながら、SN-38-C14は、高濃度の分散液を

作製すると巨大な微粒子を形成したため、動物実験を実施することができなかった。そこ

で、第 4 章では、第 2 章で SN-38-C14と共に選抜した SN-38-chol を用いて、まず、高濃度

分散液の調製を検討し、その後、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の in vitroおよび in vivo薬理活性

を評価した。 
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4 – 2  高濃度分散液の作製 

 

 SN-38-chol の薬剤ナノ粒子の高濃度分散液の調製を検討した。§3 – 5と同様に、46.7 mM

の SN-38-chol の THF 溶液 0.75 mL を超純水 3 mL 中に注入し、透析によって THF を除去

後、5 mLに定容することで、7 mM の水分散液とした。この分散液は良好な分散性を示し

たが、SEM 観察の結果、非常に広いサイズ分布の薬剤ナノ粒子が確認された（図 4 – 1）。

一方、SN-38-chol の THF 溶液に SN-38-chol と同量のポリソルベート 80 を含有させて水に

注入した場合は、20～150 nm 程度の薬剤ナノ粒子であり、サイズ分布を狭めることに成功

した。これは、界面活性剤であるポリソルベート 80によって、THF溶液の界面張力が低下

し、溶媒の水への拡散が促進されたためであると考えられる。 

 以上のように、SN-38-chol では動物実験に用いる高濃度の分散性を調製することに成功

した。そこで、次節以降で、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の in vitroおよび in vivo薬理活性の評

価を行った。 

 

 

 

図 4 – 1  SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の SEM 像 
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4 – 3  がん細胞増殖抑制活性 

 

  第 3章では薬剤ナノ粒子の加水分解を促すために、ヒト肝がん由来の HepG2細胞を選

択した。しかし、SN-38 のプロドラッグとしてがん治療に用いられている irinotecan は肝

がんの治療には適用外である[1]。そこで、第 4 章では irinotecanによる治療が実施されて

いる乳がん由来のがん細胞を用いた。図 4 – 2 に示したように、マウス乳がん由来の 4T1-

Luc細胞を用いて、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子と irinotecan の in vitro がん細胞増殖抑制活性

を測定すると、IC50の値はそれぞれ 1.83、16.6 µM であり、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子がよ

り高い活性であった。 

 SN-38-chol 薬剤ナノ粒子ががん細胞増殖抑制活性を有することが明らかとなったため、

マウスを用いた動物実験に移行した。 

 

 

 

図 4 – 2 SN-38-chol 薬剤ナノ粒子と irinotecan のがん細胞増殖抑制活性 
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4 – 4  マウス中における血中滞留性 

 

 マウスを用いた動物実験としては、まず血中滞留性試験を行った。マウスの血管内へ投

与された薬剤ナノ粒子は血液中を循環し、EPR 効果により一定の確率で腫瘍組織に浸透す

ることが知られている[2]。したがって、血中滞留性が優れたナノ粒子は、腫瘍組織への集積

量の増大が期待される。SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の分散液を用いて血中滞留性を評価した

結果を図 4 – 3に示した。SN-38量換算でマウスの体重 1 kgあたり 10 mgの SN-38-chol 薬

剤ナノ粒子もしくは irinotecan を尾静脈から注射投与し、血中濃度の経時変化を HPLC-

MS/MS 測定したところ、irinotecan と比較して、SN-38-chol NPs は良好な血中滞留性を示し

た。HPLC-MS/MS 測定のクロマトグラムを比較すると、irinotecan の場合は投与後 30 分に

は血中で加水分解を受けて SN-38 が検出されたのに対し、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与

時では、いずれの時間点でも SN-38 が検出されなかった。すなわち、SN-38-chol 薬剤ナノ

粒子は血中において、非常に高い加水分解耐性を有することが明らかになった。この結果

は、第 2章で行ったマウス血清中における加水分解性の結果とよく対応する。 

 

 

 

 

図 4 – 3 SN-38-chol 薬剤ナノ粒子と irinotecan の血中滞留性 
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4 – 5  in vivo抗腫瘍活性 

 

 SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の薬理活性を明らかにするために、in vivo 抗腫瘍活性試験を行

った。ヌードマウスの背部 2ヶ所に 4T1細胞を皮下注射して腫瘍を形成させ、腫瘍が 3～5 

mm に成長後、抗がん剤の投与を開始した。抗がん剤としては、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子分

散性、irinotecan 溶液を投与し、また、コントロールとして生理食塩水の投与も行った。2日

に 1 度の頻度で 5 回の投与を行い、抗がん剤を投与した際に生理食塩水投与群と比較して

腫瘍の成長が抑制されるか検討した。図 4 – 4 に示したように、生理食塩水投与群や

irinotecan 投与群と比較して SN-38-chol 薬剤ナノ粒子投与群（SN-38-chol NPs）が最も高い

活性を示した。加えて、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与量を 1mg/kgにした場合は、10倍量

のイリノテカンを投与した場合と同程度の抗腫瘍活性を示した。この結果は、活性本体で

ある SN-38 のがん細胞への到達量を反映していると示唆される。腫瘍組織のがん細胞へ同

じ量の SN-38を到達させるためには、irinotecan と比較して SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与

量は 1/10 で良いと言え、優れた薬理効果が示された。 

 

 

 

図 4 – 4 SN-38-chol 薬剤ナノ粒子と irinotecan の in vivo抗腫瘍活性 
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4 – 7  SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の副作用の評価 

 

 最後に、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の副作用の評価を行った。Irinotecan を投与した際に見

られる副作用としては、嘔吐、腸管穿孔、下痢、脱毛が挙げられる[1]。特に、下痢の症状が

多く見られ、重篤な場合は脱水症状により死に至るケースも報告されている。下痢が起こ

る機構は以下のように説明されている（図 4 - 5）[3]。投与された irinotecan は、血液循環中に

カルボキシルエステラーゼにより加水分解され、SN-38 が放出される。SN-38 は肝臓でグ

ルクロン酸会合体「SN-38G」へと変換され、腸管に排出されるが、SN-38G は腸管細菌の

生産する β-グルクロニダーゼによって加水分解を受けるため、SN-38 が再生する。以上の

機構で腸管内に生じた SN-38が腸管の粘膜を損傷することで、下痢が誘発される。そこで、

SN-38-chol 薬剤ナノ粒子と irinotecan を投与した際のマウスの腸管を採取し、腸管損傷の程

度を観察した。 

 

 

 

 

図 4 – 5  irinotecan 投与時の下痢誘発の機構 
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 §4 – 6の in vivo抗腫瘍活性評価に用いたマウスから採取した腸管を、ホルマリン固定お

よびヘマトキシリン・エオジン染色することで観察用の標本を得た。腸管損傷の程度は、

それぞれの標本について顕微鏡下で観察し（図 4 – 6）、10視野でアポトーシス（細胞死）

およびマイトーシス（有糸細胞分裂）の数をカウントした。 

 

図 4 – 6  抗がん剤投与後のマウス腸管の観察 

 腸管内皮が損傷を受けるとアポトーシスが誘起される。また、損傷を受けた腸管組織は、

機能を修復するためにマイトーシスが活発となる。したがって、腸管細胞が損傷を受ける

とアポトーシスおよびマイトーシスを起こす細胞が増加する[4]。標本観察の結果、irinotecan

投与群と比較して、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子投与群はアポトーシスおよびマイトーシスの

数が減少し、腸管損傷が軽減されることが明らかになった（図 4 – 7）。 

 

図 4 – 7  腸管損傷の評価  
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  SN-38-chol 薬剤ナノ粒子を投与した際の腸管損傷が irinotecan 投与時と比較して軽微で

あった要因は、マウス体内で生産される SN-38Gの量の違いによるものと考えられる。§4 

– 4の血中滞留性試験で、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子をマウスへ投与した場合は、SN-38が検

出されなかったことから、SN-38-cholからSN-38への加水分解の進行が非常に遅いために、

SN-38G の生産量および腸管移行量が少なく、腸管損傷が抑えられたと推測した。実際に、

SN-38-chol薬剤ナノ粒子および irinotecanの投与 2時間後の血中 SN-38G量を定量したとこ

ろ、irinotecan 投与時のみ SN-38Gが検出され、上記の仮説が支持された（図 4 – 8）。 

 

 

 

図 4 – 8  投与 2時間後の血中 SN-38G量 

 

  

ND 
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4 – 8  まとめ 

 

第 4 章では、第 2 章のスクリーニングで選抜した SN-38-chol の薬剤ナノ粒子を用いて、

in vitro および in vivo 活性試験を行った。4T1-Luc細胞を用いてがん細胞増殖抑制活性を評

価したところ、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は irinotecan と比較して高い活性を示した。また、

担がんマウスを用いた in vivo 抗腫瘍活性試験においても SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は

irinotecan と比較して高い活性を示した。さらに、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は、投与する濃

度を十分の一とした場合、10 倍濃度の irinotecan と同程度の活性を示したことから、優れ

た薬理効果が確認された。この in vivo 抗腫瘍活性の差は、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子が

irinotecan よりも高い血中滞留性を有することから、腫瘍組織のがん細胞への到達した SN-

38 量の差と示唆される。また、irinotecan の主な副作用である下痢の原因となる腸管損傷を

評価したところ、irinotecan を投与した場合と比較して SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与時は

腸管損傷が抑制されることが明らかになった。 

以上の結果から、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は、現在臨床で用いられている irinotecan と比

較して、高い抗腫瘍活性を示したと同時に副作用発現の要因の一つである腸管損傷が抑制

さたため、非常に優れた抗がん剤となることが期待される。 
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本研究を総括する。 

近年、粒径 200 nm 以下にサイズ制御した薬剤（ナノ薬剤）をがん病巣へ効率的に集積さ

せる薬剤ターゲティングに関する研究が試みられている。ナノ薬剤の作製には、リポソー

ムや高分子ミセル等からなるナノキャリアに薬物を内包させる手法が報告されているが、

ナノキャリアによる抗原性の発現や、1 つのナノ粒子に担持可能な薬物の量が少ない等の

問題点が指摘されている。以上の背景を踏まえ、本研究では上記の問題点を克服した有効

性の高い薬剤の開発を目指して、キャリアフリーのナノ薬剤「薬剤ナノ粒子」の創成を目

的とした。 

 

第 2章では、血中における薬剤ナノ粒子の加水分解耐性を向上させることを目的として、

1）SN-38二量体薬剤ナノ粒子の表面修飾、2）SN-38への種々の疎水性置換基の導入を検討

した。SN-38二量体の薬剤ナノ粒子をポリソルベート 80による表面修飾を行った場合、ポ

リソルベート 80 の添加量に関係なく、マウス血清中における加水分解が速やかに進行し

た。一方、SN-38 のフェノール性水酸基へ種々の置換基を導入し、その薬剤ナノ粒子を用

いて加水分解耐性を評価したところ、導入した置換基の疎水性が高くなるにつれて、薬剤

ナノ粒子の加水分解耐性が向上することが明らかになった。すなわち、SN-38 プロドラッ

グの疎水性の向上に伴って、分散溶媒である水への溶解度が低下したためであると考えら

れる。薬剤ナノ粒子の粒径、加水分解耐性、および導入した置換基の毒性・安定性を勘案

して、最終的に、SN-38-C14 および SN-38-chol を、本研究の目的を達成するための有望な

SN-38プロドラッグとして選抜した。 

 

第 3 章では、第 2 章で選抜した SN-38-C14を含めて脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッ

グ薬剤ナノ粒子の in vitro 活性評価を行った。炭素数 2～22の脂肪酸を導入した SN-38プロ

ドラッグ薬剤ナノ粒子のがん細胞増殖抑制活性を評価した結果、炭素数の増加に伴って活

性が低下することが明らかになった。ここで、がん細胞への薬剤ナノ粒子の取り込み効率

を調べたところ、脂肪酸の炭素数の増加に伴って細胞内のプロドラッグの量が増加する傾

向にあった。その一方で、エステラーゼによる加水分解性を調べた結果、脂肪酸の炭素数

の増加に伴って加水分解が逆に抑制されることが判明した。これらの結果から、細胞内に

おける加水分解性が、がん細胞増殖抑制活性を決定する主要因であると結論付けた。次に、

脂肪酸を導入した SN-38 プロドラッグの薬剤ナノ粒子を用いて動物実験を行うことを試み

たが、動物実験に必要な高濃度の薬剤ナノ粒子分散液を作製した場合、巨大な微粒子が形

成され、EPR 効果の発現が期待される 10～200 nm の薬剤ナノ粒子を得ることができなか
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った。そこで、前章で選抜したもう一つの SN-38プロドラッグである SN-38-cholについて、

次章では検討することにした。 

 

第 4章では、第 2章で選抜した SN-38-chol の薬剤ナノ粒子を用いて、in vitro、in vivo活

性試験を行った。4T1-Luc 細胞を用いてがん細胞増殖抑制活性を評価したところ、SN-38-

chol 薬剤ナノ粒子は irinotecan と比較して高い活性を示した。また、担がんマウスを用いた

in vivo 抗腫瘍活性試験においても SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は irinotecan と比較して高い活

性を示した。さらに、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与濃度を 1/10 とした場合、irinotecan と

同程度の活性を示したことから、優れた薬理効果が確認された。この in vivo抗腫瘍活性の

差は、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子が irinotecan よりも高い血中滞留性を有することから、腫瘍

組織を構成するがん細胞の核内へと到達した SN-38 量の差と示唆される。また、irinotecan

の主な副作用である下痢の原因となる腸管損傷を評価したところ、irinotecan を投与した場

合と比較して SN-38-chol 薬剤ナノ粒子の投与時は腸管損傷が抑制されることが明らかにな

った。 

以上の結果から、SN-38-chol 薬剤ナノ粒子は、現在臨床で用いられている irinotecan と比

較して優れた薬理効果が発現することが分かり、今後の臨床応用が期待される。 

 

本研究で得られた最も重要な知見は、薬剤ナノ粒子の加水分解性は、薬剤ナノ粒子を構

成するプロドラッグの疎水性に依存することを明らかにした点である。薬剤ナノ粒子の応

用範囲を考えると、がん治療薬のみならず点眼薬や塗布剤等、様々な疾患の治療薬として

も適用可能と考えられる。各々の疾患ごとに最適な加水分解性が異なることが予想される

が、その際に、薬物へ導入する置換基の疎水性を最適化することで、患部における薬物の

放出性を制御することが可能になると見込まれる。 

 

本研究の成果が、将来、画期的な新薬を開発するための一助となれば幸甚である。 
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実験の部では各章の実験方法およびスペクトルデータを示した。実験の部の構成は

以下の通りである。 

 

第 2章 

 試薬           

 装置           

 SN-38のスペクトルデータ        

有機合成の方法         

SN-38プロドラッグの合成        

SN-38プロドラッグのスペクトルデータ      

脂肪酸を導入した SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の XRD測定   

再沈法による薬剤ナノ粒子の作製       

 HPLC-MS/MS 分析         

マウス血清中における加水分解実験       

clogP の計算 

  

  

第 3章 

 試薬           

 細胞           

装置           

HPLC-MS/MS 分析条件        

HepG2細胞を用いた、がん細胞増殖抑制活性試験     

 ブタ肝臓エステラーゼを用いた加水分解実験     

 細胞取り込み量の定量        

 SN-38の C18誘導体の合成        

SN-38の C18誘導体のスペクトルデータ      

 

  

第 4章 

 試薬           
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 細胞 

動物           

 装置           

 血中滞留性試験         

In vivo抗腫瘍活性試験        

 腸管採取および腸管損傷評価       

 SN-38Gの定量実験         
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第 2章 

・試薬 

実験に用いた試薬は以下の企業から購入した試薬を精製することなく用いた。 

 

【和光純薬工業】 

塩化アセチル、カプロン酸（C6）、カプリン酸（C10）、ミリスチン酸（C14）、ステアリ

ン酸（C18）、ベヘン酸（C22）、リトコール酸、デオキシコール酸、コール酸、コハク

酸無水物、メントール、安息香酸、ビタミン E、ビタミン D3、コレステロール、DMAP、

クロロメチルメチルエーテル（MOM-Cl）、テトラフルオロホウ酸リチウム、水酸化ナ

トリウム、トリエチルアミン、DIPEA、ジクロロメタン、アセトン、エタノール、THF、

DMSO、メタノール、アセトニトリル、ギ酸 

 

【東京化成工業】 

SN-38、EDC 

 

【Aldrich】 

マウス血清 

 

・装置 

NMR: AVANCE-400 (Bruker) 

IR: AVATOR 360 (Nicolet) 

HR-MS: micrOTOF-Q II-S1 (Bruker) 

HPLC-MS 

HPLC: 1260 Infinity シリーズ (Agilent) 

 MS: HCT ultra-IMR (Bruker) 

SEM: JSM-6700F (JEOL) 

粒径測定・ゼータ電位測定: Zetasizer nanoZS (Malvern) 
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・SN-38のスペクトルデータ 

 

 

図 S2 – 1 SN-38の 1H NMR スペクトル（400 MHz、DMSO-d6） 

 

 

図 S2 – 2 SN-38の 13C NMR スペクトル（100 MHz、DMSO-d6） 
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図 S2 – 3 SN-38の DEPT45、90、135スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 4 SN-38の 1H-1H COSY スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 5 SN-38の HMQC スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 6 SN-38の HMBC スペクトル（DMSO-d6）  
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・SN-38プロドラッグの合成と 

 

SN-38-C2の合成 

SN-38 (105 mg, 0.2681 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (13 mL), and then Et3N (176 µL, 

1.27 mmol) and DMAP (3.6 mg, 0.0295 mmol) were added sequentially at 25 °C. The reaction 

mixture was cooled to 0 °C and acetyl chloride (22 µL, 0.306 mmol) was added dropwise. After 

stirring for 16 h at 25 °C, the reaction mixture was diluted with CH2Cl2 and washed with 

saturated aqueous solution of NH4Cl, water and brine. The mixture was then dried (MgSO4), 

filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 

using silica gel column chromatography with CHCl3 to give SN-38-C2 (44.8 mg, 0.103 mmol, 

39%) as a pale yellow solid. 

IR: max 1746, 1656, 1604, 1225, 1199, 1176, 1164, 1033, 1011, 902, 838 cm – 1. 1H-NMR 

(DMSO-d6, 400 MHz):  0.88 (3H, t, J = 7.6 Hz), 1.29 (3H, t, J = 7.6 Hz), 1.84 – 1.91 (2H, m), 

2.37 (3H, s), 3.14 – 3.20 (2H, m), 5.32 (2H, s), 5.44 (2H, s), 6.53 (1H, s), 7.32 (1H, s), 7.66 

(1H, dd, J = 9.2, 2.4 Hz), 8.00 (1H,d, J = 2.4 Hz), 8.19 (1H, d, J = 8.8 Hz). 13C-NMR (DMSO-

d6, 100 MHz):  7.8, 13.9, 21.0, 22.3, 30.3, 49.6, 65.3, 72.4, 96.7, 115.4, 119.0, 125.7, 127.1, 

128.6, 131.3, 145.3, 145.9, 146.5, 149.2, 150.1, 151.9, 156.8, 169.4, 172.5. HR-MS (ESI-TOF): 

m/z calcd. for C24H23N2O6 ([M+H]+) 435.1551, found 435.1564. 

 

 

General synthesis procedure of SN-38 prodrugs with carboxyl acid 

SN-38 (100 mg, 0.255 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (12.7 mL, 0.02 M), and then fatty 

acid (0.281 mmol), EDC (97.4 mg, 0.510 mmol), and DMAP (3.1 mg, 0.0255 mmol) were 

added sequentially at 25 °C. After stirring for 4 h at 25 °C, the reaction mixture was diluted 

with CH2Cl2 and washed with saturated aqueous solution of NH4Cl, water, and brine. The 

organic layer was then dried (MgSO4), filtered, and the filtrate was concentrated under reduced 

pressure. The residue was purified using silica gel column chromatography with CHCl3 to give 

SN-38 fatty acid ester. 

 

 

 



120 

 

SN-38-C6の合成 

SN-38 (98.2 mg, 0.250 mmol), caproic acid (35 µL, 0.280 mmol), EDC (105.5 mg, 0.550 

mmol), and DMAP (4.2 mg, 0.0344 mmol) afford SN-38-C6 (116.6 mg, 0.238 mmol, 95%) as 

a pale yellow solid. IR: max 1756, 1661, 1599, 1225, 1213, 1179, 1164, 1135, 1106 cm – 1. 1H-

NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.96 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.04 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.38 – 1.45 (7H, 

m), 1.78 – 1.96 (4H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.6 Hz), 3.16 (2H, q , J = 7.6 Hz), 3.72 (1H, s), 5.27 

(2H, s), 5.31 (1H, d, J = 16.4 Hz), 5.76 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.56 (1H, dd, J = 9.2, 2.4 Hz ), 

7.65 (1H, s), 7.83 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.24 (1H, d, J = 9.2 Hz). 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 

 8.0, 14.1, 22.4, 23.2, 24.6, 31.4, 31.7, 34.5, 49.5, 66.3, 73.0, 98.2, 114.5, 118.7, 125.5, 127.4, 

127.5, 132.1, 145.4, 146.8, 147.3, 149.8, 150.3, 151.8, 157.7, 172.3, 173.9. HR-MS (ESI-TOF): 

m/z calcd. for C28H31N2O6 ([M+H]+) 491.2177, found 491.2175. 

 

SN-38-C10の合成 

SN-38 (99.4 mg, 0.253 mmol), capric acid (54.1 mg, 0.314 mmol), EDC (132.5 mg, 0.691 

mmol), and DMAP (7.1 mg, 0.0581 mmol) afford SN-38-C10 (106.6 mg, 0.195 mmol, 77%) as 

a pale yellow solid. IR: max 1763, 1739, 1664, 1599, 1283, 1227, 1212, 1175, 1165, 1133, 1107, 

1064, 831 cm – 1. 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.89 (3H, t, J = 7.6 Hz), 1.04 (3H, t, J = 7.6 

Hz), 1.29 – 1.42 (15H, m), 1.78 – 1.96 (4H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.6 Hz), 3.16 (2H, q , J = 7.6 

Hz), 3.73 (1H, s), 5.27 (1H, s), 5.31 (1H, d, J = 16.4 Hz), 5.76 (1H, d, J = 16.0 Hz), 7.55 (1H, 

dd, J = 9.2, 2.4 Hz ), 7.65 (1H, s), 7.83 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.24 (1H, d, J = 9.2 Hz). 13C-NMR 

(CDCl3, 100 MHz):  8.0, 14.1, 14.2, 22.8, 23.3, 25.0, 29.3, 29.4, 29.6, 31.8, 32.0, 34.6, 49.5, 

66.4, 72.9, 98.2, 114.6, 118.7, 125.6, 127.4, 127.5, 132.1, 145.4, 146.9, 147.4, 149.8, 150.3, 

151.9, 157.7, 172.3, 174.0. HR-MS (ESI-TOF): m/z calcd. for C32H39N2O6 ([M+H]+) 547.2803, 

found 547.2800. 

 

SN-38-C14の合成 

SN-38 (100.7 mg, 0.257 mmol), myristic acid (61.4 mg, 0.269 mmol), EDC (98.9 mg, 0.516 

mmol), and DMAP (5.9 mg, 0.0483 mmol) afford SN-38-C14 (102.1 mg, 0.169 mmol, 66%) as 

a pale yellow solid. IR: max 1764, 1739, 1664, 1600, 1468, 1414, 1282,1227, 1213, 1175, 1165, 

1134, 1108, 1064, 832 cm – 1. 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.04 (3H, 

t, J = 7.2 Hz), 1.27 – 1.42 (23H, m), 1.80 – 1.92 (4H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.2 Hz), 3.15 (2H, q , 
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J = 7.6 Hz), 3.82 (1H, s), 5.26 (2H, s), 5.31 (1H, d, J = 16.0 Hz), 5.75 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.54 

(1H, dd, J = 9.2, 2.0 Hz ), 7.65 (1H, s), 7.81 (1H, d, J = 2.0 Hz), 8.23 (1H, d, J = 9.2 Hz). 13C-

NMR (CDCl3, 100 MHz):  8.0, 14.1, 14.3, 22.8, 23.3, 25.0, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6, 29.76, 29.80, 

29.83, 31.8, 32.1, 34.6, 49.6, 66.5, 72.9, 98.1, 114.7, 118.7, 125.6, 127.4, 127.6, 132.2, 145.4, 

147.1, 147.6, 149.9, 150.3, 152.0, 157.8, 172.4, 174.1. HR-MS (ESI-TOF): m/z calcd. for 

C36H47N2O6 ([M+H]+) 603.3429, found 306.3434. 

 

SN-38-C18の合成 

SN-38 (79.9 mg, 0.204 mmol), stearic acid (62.3 mg, 0.219 mmol), EDC (119 mg, 0.622 

mmol), and DMAP (6.1 mg, 0.0499 mmol) afford SN-38-C18 (125.4 mg, 0.190 mmol, 93%) as 

a pale yellow solid. IR: max 1765, 1738, 1664, 1599, 1468, 1283, 1223, 1213, 1175, 1168, 1133, 

1108, 1064, 832 cm – 1. 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.04 (3H, t, J 

= 7.2 Hz), 1.26 – 1.42 (31H, m), 1.80 – 1.92 (4H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.6 Hz), 3.16 (2H, q , J = 

8.0 Hz), 3.74 (1H, s), 5.27 (2H, s), 5.31 (1H, d, J = 16.0 Hz), 5.76 (1H, d, J = 16.0 Hz), 7.55 

(1H, dd, J = 9.2, 2.4 Hz ), 7.65 (1H, s), 7.83 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.24 (1H, d, J = 9.2 Hz). 13C-

NMR (CDCl3, 100 MHz):  8.0, 14.1, 14.3, 22.8, 23.3, 25.0, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6, 29.75, 29.79, 

29.8, 31.8, 32.1, 34.6, 49.5, 66.4, 72.9, 98.2, 114.6, 118.7, 125.6, 127.4, 127.6, 132.1, 145.4, 

147.0, 147.5, 149.9, 150.4, 151.9, 157.8, 172.3, 174.0. HR-MS (ESI-TOF): m/z calcd. for 

C40H55N2O6 ([M+H]+) 659.4055, found 659.4075. 

 

SN-38-benzoateの合成 

SN-38 (100 mg, 0.255 mmol) was added to a solution of benzoic acid (31.1 mg, 0.255 mmol), 

EDC (122 mg, 0.638 mmol) and DMAP (3.1 mg, 0.0255 mmol) in CH2Cl2 (2.6 mL) at room 

temperature. After the reaction mixture was stirred overnight, it was quenched with 1N HCl aq. 

(5 mL), and the resulting mixture was extracted CHCl3 (2 x 15 mL). The combined extracts 

were washed with brine (10 mL) then dried with MgSO4. Concentration in vacuo afforded a 

residue, which was purified by column chromatography (CHCl3/MeOH 100:1) to give SN-38-

benzoic acid (46.1 mg, 36 %) as a white powder. 1H NMR (400 Mz, CDCl3) δ = 1.05 (t, J = 

7.6 Hz, 3H), 1.42 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.85-1.97 (m, 2H), 3.19 (dd, J = 7.6, 15.2 Hz, 2H), 3.71 

(s, 1H), 5.29 (s, 2H), 5.32 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 7.55-7.66 (m, 2H), 

7.67-7.72 (m, 2H), 7.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.27-8.32 (m, 3H) ppm. 13C NMR (400 Mz, 
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CDCl3) δ = 7.8, 14.0, 23.2, 31.6, 49.4, 66.3, 72.8, 98.1, 114.8, 118.6, 125.5, 127.3, 127.5, 128.7, 

129.0, 130.3, 132.1, 134.0, 145.3, 146.8, 147.4, 149.9, 150.2, 151.8, 157.6, 165.0, 173.8 ppm. 

 

SN-38-vitamin Eの合成 

SN-38 (50 mg, 0.127 mmol) was added to a solution of VE-succiniate (67.6 mg, 0.127 mmol), 

EDC (36.5 mg, 0.191 mmol) and DMAP (1.6 mg, 0.0127 mmol) in CH2Cl2 (1.3 mL) at room 

temperature. After the reaction mixture was stirred overnight, it was quenched with H2O (5 

mL), and the resulting mixture was extracted CHCl3 (2 x 15 mL). The combined extracts were 

washed with brine (10 mL) then dried with MgSO4. Concentration in vacuo afforded a residue, 

which was purified by column chromatography (CHCl3/MeOH 100:0 → 100:1) to give SN-

38-VE-ester (52.0 mg, 45 %) as a pale yellow amorphous solid. 1H NMR (400 Mz, CDCl3) δ 

= 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 12H), 1.03-1.53 (m, 30H), 1.73-1.96 (m, 7H), 1.99 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 

2.09 (s, 3H), 2.59 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.11-3.16 (m, 6H), 3.70 (s, 1H), 5.26 (s, 2H), 5.31 (d, J = 

16.2 Hz, 1H), 5.76 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 0.8, 9.2 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.82 (s, 

1H), 8.23 (d, J = 9.2 Hz, 1H) ppm. 13C NMR (400 Mz, CDCl3) δ = 7.8, 11.8, 12.1, 13.0, 13.9, 

19.6, 19.7, 20.6, 21.0, 22.6, 22.7, 23.1, 24.4, 24.8, 27.9, 28.7, 29.4, 31.6, 32.7, 32.8, 37.2, 37.4, 

39.3, 49.4, 66.3, 72.3, 75.1, 88.1, 93.8, 98.0, 114.6, 117.4, 117.5, 119.1, 123.1, 124.9, 125.3, 

126.6, 127.2, 127.4, 132.1, 140.4, 145.3, 146.8, 147.4, 149.5, 150.2, 151.8, 157.6, 170.84, 

170.86, 173.8 ppm. 
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・SN-38プロドラッグのスペクトルデータ 

 

 

図 S2 – 7 SN-38-C2の 1H NMR スペクトル（400 MHz、DMSO-d6） 

 

図 S2 – 8 SN-38-C2の 13C NMR スペクトル（100 MHz、DMSO-d6） 
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図 S2 – 9 SN-38-C2の 1H-1H COSY スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 10 SN-38-C2の HMQC スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 11 SN-38-C2の HMBC スペクトル（DMSO-d6） 
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図 S2 – 12 SN-38-C2の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 13 DiacetylSN-38の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 14 DiacetylSN-38の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3）  
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図 S2 – 15 SN-38-C6の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 16 SN-38-C6の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 17 SN-38-C10の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

図 S2 – 18 SN-38-C10の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 19 SN-38-C14の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 20 SN-38-C14の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 21 SN-38-C18の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 22 SN-38-C18の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 23 SN-38-C22の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 24 SN-38-C22の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3）  
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図 S2 – 25 SN-38 benzoateの 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 26 SN-38 benzoateの 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S2 – 27  SN-38 menthol の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S2 – 28  SN-38 menthol の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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・再沈法による薬剤ナノ粒子の作製 

 

スターラーバーを備えた 30 mL スクリュー管に超純水(10 mL)を入れ、マグネティ

ックスターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM 

SN-38プロドラッグ溶液(100 µL)を注入した。使用した有機溶媒は本論中に記述した。 

 

 

・血清中における加水分解実験 

 

マウス血清(81 µL)に、SN-38プロドラッグ薬剤ナノ粒子の水分散液(9 µL)を添加し、

37 °C でインキュベーションした。1時間後に、反応液に CHCl3 (90 µL)を加えて撹拌

後、10000 rpmで 5分間遠心分離し、CHCl3層(60 µL)をMeCN (540 µL)へ加えた。こ

の試料を HPLC-MS/MS 分析に供した。 

  マウス血清と CHCl3 を上記条件で事前に混合し、酵素を失活させた後に SN-38 プ

ロドラッグ薬剤ナノ粒子の水分散液を添加し、同様の処理を行った試料を対照試料（0 

h）として用いた。 

 

・HPLC-MS/MS 

HPLC-MS/MS 測定条件を以下に示した。 

 

 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-  

 カラムオーブン温度：30 °C 

 移動相：A 液：0.1%ギ酸 H2O、B液：0.1%ギ酸MeCN 

グラジエント条件：A液/B液＝85/15 → A液/B液＝10/90：0分 → 6分 

 流速：0.3 mL/min 

 サンプル注入量：1 µL 

 Precursor ion: 各 SN-38プロドラッグのプロトン付加体[M + H]+ 
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第 3章 

・試薬 

実験に用いた試薬は以下の企業から購入した試薬を精製することなく用いた。 

 

【和光純薬工業】 

オレイン酸、オクタデシルブロミド、オクタデシルアルコール、コハク酸無水物、炭

酸カリウム、ジクロロメタン、DMF、THF、メタノール（LC/MS 用）、アセトニトリ

ル（LC/MS 用）、ギ酸（LC/MS 用）、PBS、トリパンブルー 

 

【東京化成】 

SN-38、EDC 

 

【アルドリッチ】 

ブタ肝臓エステラーゼ 

 

【その他】 

DMEM、HBSS、FBS、ペニシリン、ストレプトマイシン、セルカウンティングキット

-8、passive lysis buffer、 

 

・細胞 

HepG2：理研 Cell bank から購入した。 

 

・装置 

NMR: AVANCE-400 (Bruker) 

IR: AVATOR 360 (Nicolet) 

HR-MS: micrOTOF-Q II-S1 (Bruker) 

HPLC-MS 

HPLC: 1260 Infinity シリーズ (Agilent) 

 MS: HCT ultra-IMR (Bruker) 

SEM: JSM-6700F (JEOL) 

粒度分布・ゼータ電位測定: Zetasizer nanoZS (Malvern) 
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マイクロプレートリーダー: iMark マイクロプレートリーダー (BIO RAD) 

 

 

・SN-38-C18:1と-C18 etherの合成 

SN-38- C18:1 

SN-38 (104.5 mg, 0.266 mmol), oleic acid (90 µL, 0.280 mmol), EDC (98.6 mg, 0.514 mmol), 

and DMAP (4.0 mg, 0.0327 mmol) afford SN-38-C18:1 (144.1 mg, 0.219 mmol, 82%) as a pale 

yellow solid. IR: max 1762, 1739, 1661, 1598, 1282, 1227, 1212, 1175, 1164, 1131, 1106, 1064, 

831 cm – 1. 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.88 (3H, t, J = 7.6 Hz), 1.04 (3H, t, J = 7.6 Hz), 

1.23 – 1.42 (23H, m), 1.78 – 1.94 (4H, m), 2.00 – 2.05(4H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.6 Hz), 3.16 

(2H, q , J = 7.6 Hz), 3.74 (1H, s), 5.27 (2H, s), 5.31 (1H, d, J = 16.0 Hz), 5.75 (1H, d, J = 16.0 

Hz), 7.55 (1H, dd, J = 9.2, 2.4 Hz ), 7.56 (1H, s), 7.82 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.24 (1H, d, J = 9.2 

Hz). 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz):  8.0, 14.1, 14.3, 22.8, 23.3, 25.0, 27.3, 27.4, 29.25, 29.32, 

29.5, 29.7, 29.8, 29.9, 31.8, 32.0, 34.6, 49.5, 66.5, 72.9, 98.2, 114.7, 118.7, 125.6, 127.4, 127.6, 

129.8, 130.2, 132.2, 145.4, 147.0, 147.5, 149.9, 150.4, 152.0, 157.8, 172.3, 174.0. HR-MS (ESI-

TOF): m/z calcd. for C40H53N2O6 ([M+H]+) 657.3898, found 657.3907. 

 

SN-38-C18 ether 

SN-38 (100 mg, 0.255 mmol) and K2CO3 (0.638 mmol) were added to a solution of 1-

bromooctadecane (127 mg, 0.382 mmol) in DMF (2.6 mL) at room temperature and it was 

stirred at 60°C. After 3 h, it was quenched with saturated aqueous solution of NH4Cl and the 

resulting mixture was extracted with CHCl3. The combined extracts were washed with brine (5 

mL) then dried with MgSO4. Concentration in vacuo afforded a residue, which was diluted with 

hexane (10 mL) and then filtered to afford SN-38-C18-ether (69 mg, 42%) as a pale yellow 

powder. IR: max 1750, 1599, 1600, 1513, 1467, 1238, 1222, 1160, 1054, 1033, 831 cm – 1. 1H-

NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.87 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.03 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.26 – 1.66 (33H, 

m), 1.85 – 1.93 (4H, m), 3.13 (2H, q, J = 7.6 Hz), 3.89 (1H, s), 4.12 (2H, t, J = 2.4 Hz), 5.21 

(2H, s), 5.29 (1H, d, J = 16.0 Hz), 5.73 (1H, d, J = 16.0 Hz), 7.27 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.44 (1H, 

dd, J = 9.2, 2.4 Hz ), 7.59 (1H, s), 8.11 (1H, d, J = 9.2 Hz). 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz):  8.0, 

13.7, 14.2, 22.8, 23.3, 26.3, 29.4, 29.5, 29.6, 29.73, 29.75, 29.80, 29.84, 31.8, 32.1, 49.6, 66.5, 

68.7, 73.0, 97.5, 102.5, 117.9, 122.8, 127.3, 128.4, 132.2, 143.6, 145.5, 147.6, 149.6, 150.4, 
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157.9, 158.6, 174.1. HR-MS (ESI-TOF): m/z calcd. for C40H57N2O5 ([M+H]+) 645.4261, found 

645.4272. 
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図 S3 – 1  SN-38-C18:1の 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S3 – 2  SN-38-C18:1の 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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図 S3 – 3  SN-38-C18 etherの 1H NMR スペクトル（400 MHz、CDCl3） 

 

 

図 S3 – 4  SN-38-C18 etherの 13C NMR スペクトル（100 MHz、CDCl3） 
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・HepG2細胞を用いた、がん細胞増殖抑制活性試験 

 

HepG2は、DMEM に 10% FBS を混合したものを培地として、継代したものを用い

た。96 well プレートに、HepG2 (2×105 cells/mL, 100 µL/well) を播種し、一日 5% CO2

インキュベータ中で培養した。培地を吸引した後に、培地で希釈した SN-38プロドラ

ッグ薬剤ナノ粒子の水分散液(0.01～10 µM、100 µL/well)をそれぞれ添加し、5% CO2

インキュベータで 48 時間培養した。その後、細胞培養用の培地(100 µL)で細胞を洗浄

した後に、培地で 10 倍希釈した Cell Counting Kit-8 (100 µL)で置換し、CO2インキュ

ベータで 50 分培養することで発色させた。最後に、マイクロプレートリーダーで吸

光度(OD450－OD620)を測定した。陰性対照として薬剤ナノ粒子分散液の代わりに細胞

培養用の培地を加えて同様の処理を行った。 

 

 

・ブタ肝臓エステラーゼを用いた加水分解実験 

 

30 unitsエステラーゼ PBS溶液(450 µL)に、薬剤ナノ粒子水分散液(10 µL、50 µL)

を添加し、37 °Cでインキュベーションした。0.5、1、3，6，24時間後に、反応液(10 

µL)を分取し、MeCN (90 µL)を加えた。10000 rpmで 5分間遠心分離し、上澄み(60 

L)をMeCN (540 µL)へ加えて HPLC-MS/MS分析に供した。 

 

 

・細胞取り込み量の定量 

 

96 well プレートに、HepG2細胞（2×105 cells/mL, 100 µL/well）を播種し、一日 5% 

CO2インキュベータ中で培養した。培地を吸引した後に、SN-38 プロドラッグ薬剤ナ

ノ粒子の水分散液（10 µM、100 µL/well）をそれぞれ添加し、5% CO2インキュベータ

で 6時間培養した。その後、細胞を PBS (100 µL)で 3回洗浄し、Lysis buffer (100 µL)

を加えた。5分間、5% CO2インキュベータで保持し、細胞を完全に溶解させた。溶解

物(50 µL)と MeCN（450 µL）を混合し、10000 rpm で 5分間遠心分離した上澄み(200 

µL)を HPLC-MS/MS 分析に供した。 


