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1．は じめに

　近年，環境 へ 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 r 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

（Layered 　Double 　Hydroxide ；以後 LDH と略記 します）

は，一
般式 ［M2

−
1 −xM3

’
x （OH ）2］［An

’
、hl

・
yHzO ］ 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 MgsAl2 （OH ）1，CO3 ・4H
，O）は 様 々 な分野 に お い

て 利用 さ れ て い ます．また，C，　 O，　 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 へ 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」，「pH 　3 〜 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 問へ 取 り込 ん だ薬物 ／LDII 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 へ 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

（Drug 　Dehvery 　System；以 後 DDS と略記 し ま す）へ

図 t　 層 状複 水 酸 化 物 の構 造
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の 応 用 を 目指し た，LDH へ の 各種薬物の 取 り込 み ・放

出，保持 ・安定性，さ ら に 薬物 fLDH に よ る 薬物 な ら

び に LDH の 細胞へ 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 要な場所へ 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 日覚 ま し い

医 ・工 ・薬学 の 進歩 に よ り，高性能 な薬物 の 徐放 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 へ の タ
ー

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 ィ ル ス ベ ク タ
ー，リ ボ ソ

ー
ム ，高分 子 ミ

セ ル ，デ ン ドリマ
ー，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 ボ ソ
ー

ム は

1980年代 に カ チ オ ン 性リボ 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 ィ ル ス ベ ク ターに 替 わ る安

全性 の 高い 非 ウ ィ 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

体内 全 体に 分布

　 通 常の

←
薬籾投与

囃 患部

ーゲテ イ ン グ

→
　 薬 物投 与

愚部 に 集中

図 2　 ドラ ッ グ ター
ゲテ ィ ン グの模式 図

は一
部 の 高分子材料 を除 け ば リ ボ ソ

ー
ム の み と い えま

す．リボ 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 部へ 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 凵

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 問へ 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

へ 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 in　 vitro ，　 in　 vivo 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 冂投 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 川 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 へ 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

N 工工
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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 〆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 層問へ 取 り込 む こ と で蓁物 の 熱安

定性 を高 め る こ と が可能 と なります
゜丿．

　NSAID の 副作用 の 軽減を 目指 し，　 NSAID ／LDH をマ

ウ ス に投与す る in　vivo 試験 に よ る 潰瘍形成試験が調べ

ら れ て い ます
6〕．イ ン ドメ タ シ ン （lndomethacin ；以後，

InD と略記 し ます） の 副作用と して t 消化性潰瘍が 知 ら

れ て い ます．Arco らは，　 InDIMg −Al 系 LDH を共沈法

お よび再構築法に よ り合 成 し，工nD 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 工nD 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

潰瘍形成試験 を検討 し て い ます．投与 5 時間後 マ ウ ス

の 胃を嫡出 し潰瘍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 lnD の 副作用 で あ る 潰瘍形成

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 潰瘍形成率 は CO ，
ILDH 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 凵 投与で 最 も重要 な 点 は，胃

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 LDII 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 系

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 〆LDH と CO ，／LDH の 模

擬 胃酸中 （HCI 水溶液，　 pH 　2，0，37℃）に お け る 耐酸性

を比べ た と こ ろ，CO3／LDH は50％ 以 ヒ溶解 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 ／LDII 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 系

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 ト駅 Eudragi 拶 ；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

放出挙動 に つ い て 報告 して い ます
9〕．それ ぞ れ の サ ン プ

ル を胃 （pH 　l．2，保持時間 2時間），
．
十二 指腸 （pH 　6．8．

保持時間 2 時間）お よ び 小腸 （pH 　7．4，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 pH 　l，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 pH 　7．4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，　 pH 　7．4，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 なけ

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 in　 vivo 試験 を利用 した

抗 が ん 剤 ノLDH の 評価 が行わ れ て い ます．

4．t．細胞毒性 の 評価方法

　 こ こ で は in　 vitro 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 バ 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 ／LD ｝1 や CO ，
／

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
91．

4．2．がん細胞 につ い て

　 つ ぎに ，抗 が ん 剤 几 DH 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 て粗雑 （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 （Enhancement 　Permeability　and

Retention　Effect）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 几 DH に つ い て ，
こ の よ うな in　 vivo 　St験 に よ る 評価 は あ まり検 討 さ れ て

い ま せ ん．ま た，in　vitro 試験 の 結果 が in　 vivo 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 よぼ す LDH の 粒
・
了
一
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 組織へ 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 系代謝拮抗系の 抗が ん剤で あ る 5−一フ 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 へ 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

12’13／’
，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 ．pH 　4，0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−FUILDH の 細胞毒 1生に つ い て も検討 さ れ て

お り，ヒ ト予宮頸 が ん 由来の HeLa 細胞 へ 共沈法 と イ オ

ン 交換法 に よ り合成 した5−FUfLDH を添加 し，コ ロ ニ
ー

o1 ．0　　　2．0　　　3．0　　　4．0　　　5．0
　 5−FUの 添加 量 （μ 9〆面1）

図 4　 コ ロ ニ ー形成 率 にお よ ぼす5−FU 添加 量 の影響

　　 HeLa 細胞，● 5−FU ，◆5−FU ／LDH （共沈法），
　　 ■ 5−FU ／LDH （イオ ン 交換 法），　 O 　CO3 ／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 Hep1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 、ヒ昇 に と

もな い 高 くな りま す が，5−FU は 親水姓 が高 く陰 イ オ ン

の た め，細胞膜透過 に よ る細胞内へ 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 へ 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．

　葉酸代謝拮抗系 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 in　 vitro 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 ト腱由来 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 日 され て い ます．抗 が ん 剤 以 外 に も．c
一

ア ン チ セ

ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （c
−Ant量sense 　Oligonucleotide；

以 後，As −
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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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−myc を取 り込ん だ As−myc ／

LDH の 合成を試み て い ます
10．

　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 層問へ 取

り込 まれ ま す．つ ぎに，ヒ ト 自血病 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 緬 胞増殖 率 100％ に 対 し，As −
myc で は 91％ ，

As −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 問 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−myc ／LDH の 場合，　 As−myc は，正電荷 をもつ LDH

層問 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 へ 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 1，000μgfmL

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

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 几 DH 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 透過 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 ら細胞内へ 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 ．

　前 章に お い て ，抗 が ん 剤 几 DH 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 細胞へ の 薬物 の 到 達 性 に 依存す る た

め，LDH が 標的細胞 へ 輸送 され，薬物め生 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

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 ァ ネ
ー

ト（Fluorescein　Isothiocyanate；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 へ 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．
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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，　 LDII へ 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 FITCfLDH 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 Chlorpro 皿 azine 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 −
red 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

（Fluorescein　Disodium 　Salt ；以後，　 Fluo と略記 します）

にdell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

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 問 隔 値 は，　 Fluo

含 有 率 の 増 加 に と も な い ，O．78nmか ら］．58nm 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 ，
LDII 層問へ 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／LDII を 添加 し た

培地巾 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

馴胞膜 を透過 で きず細胞 の 発光 は 観察 さ れ ま せ ん．しか

し，Flu  ／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 冂f視化 プ ロ ープ 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 よぼす 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 へ の 輸送機構

に お よ ぼ 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 t

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 ／LDHuEx ま た は FITC ／

LDHR
。D 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）．

　FITCILDIIRoD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

FITCILDHRoi］ 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 へ 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，FITCfLDHHEX の 場合，

細胞質は発光 し ます が ，核の 発光は見 られ ま せ ん．…
方，

FITCILDHROD の 場合，細胞質 よ り核 の 発光強度が高 い ，

す な わ ち．核へ 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 ／LDHROD 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 ／LDHRoD 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
ー

ム 内 に お

い て溶解 し，FITC ／LDH ，，。 1〕 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 へ 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 へ の 標的指 向性 を LDH に 付与 させ る 研究が行わ

れ て い まず
8冫．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 ／MTXfLDH 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

　　　1騒 噸 p一 職

瞥ヲ醒 鵬

　Sl　　 Sl

1葉酸 ・F・・

鮒磐1ワ隙

　＄1　　＄1

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 ／LDII 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 ト系粘上 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，遺伝子，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，ターゲ 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 リボ 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 t 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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