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第 1 章 緒論 

真菌症の罹患者は世界中で毎年 10億人以上といわれ，150 万人以上が死に至ることが知

られている．真菌症の種類は，皮膚・粘膜感染から致死的な全身感染まで様々である[1]．

低・中所得国においては，迅速で信頼できる診断ツールの欠如による診断の遅れや不正確さ，

抗真菌薬の入手制限のため，真菌症による罹患率および死亡率は高い[2]．それにもかかわ

らず，真菌症は保健機関や研究助成機関からは軽視されたままである[3]．特に，真菌性角膜

炎やマイセトーマなどの多くの cutaneous implantation mycosesは，熱帯または亜熱帯地域で

の流行に限定された病気であったが[4]，気候変動や人の移動などにより，真菌感染症の疫

学は変化し[5,6]，先進国においても看過できない状況となっている．他方，深在性真菌症は，

後天性免疫不全症候群，免疫抑制療法，癌，好中球減少症，腹膜透析など，さまざまな要因

に起因して発症する[7]．また，コロナ禍の現代において，特に低・中所得国ではステロイド

パルスなどによるムコール症が問題となっている[8]． 

現在の世界保健機関必須医薬品モデル・リストには，抗真菌薬として，アムホテリシン

B（amphotericin B，AmB）をはじめとしたポリエン系，代謝拮抗剤であるフルシトシン，ク

ロトリマゾールをはじめとしたアゾール系，および微小管脱重合阻害剤であるグリセオフ

ルビンが収載されている[9]．中でも，AmB は，1955 年に土壌放線菌である Streptomyces 

nodosus M4575 から分離され[10]，以後半世紀以上にわたり臨床で使用されている膜作用型

の広域スペクトル抗真菌薬で，耐性菌が出現することは非常に稀であり，深在性真菌感染症

治療のゴールドスタンダードであり続けている[11,12]．AmB は，疎水性のポリエンと親水

性のポリオール域が共存する，カルボン酸とマイコサミンが結合した大環状ラクトンであ

る（Figure 1）．AmB は biopharmaceutics classification system クラス IV の薬物として分類され

ている．つまり水溶性が低い薬物であることから，当初は水性懸濁液として静脈内投与され

ていた．本邦においては，デオキシコール酸を添加剤として加えた注射用 AmB 製剤である

Fungizone®が 1962 年に承認されており，深在性真菌症患者を中心に主要な抗真菌薬の 1 つ

として現在も使用されている．しかしながら，Fungizone®は腎毒性をはじめとした重篤な副

作用を呈することから投与が困難となる場合がある．そこで，この点を改善すべく drug 

delivery system（DDS）が応用され，3 種類の脂質製剤が上市されている．本邦ではリポソー
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ム製剤である AmBisome®が 2006 年に承認された．AmBisome®をはじめとする脂質製剤は，

Fungizone®と比較して副作用の発現頻度が低い．しかし，脂質製剤は非常に高価であるため，

医療経済学的見地から改善が必要とされており，また，最も必要とされている低・中所得国

においてその使用は制限されている[13]．これらの要因から，世界保健機関必須医薬品モデ

ル・リストに含まれているにもかかわらず，真菌性疾患の死亡率が高い多くの国々において，

AmB 製剤の利用は困難な状況である[2]． 

このような状況の下，難水溶性薬物である AmB を可溶化するとともに，安価で，従来の

Fungizone®よりも毒性が低く，同等以上に効果的な製剤の開発が望まれており，そのアプロ

ーチとして，機能性高分子を用いたナノ製剤化技術の応用が有望視されている．機能性高分

子を利用したナノ製剤は，高分子ナノ粒子や高分子－薬物結合体など，さまざまなナノシス

テムに分類できる[14]．ミセルは高分子ナノ粒子の典型例であり，高分子ナノキャリアは，

薬物を内包するように設計されている．高分子ナノキャリアとしては一般に，ポリラクチド，

ポリラクチド－ポリグリコリド共重合体，ポリカプロラクトン，ポリアクリレートなどの合

成ポリマーや，アルギン酸，ペクチン酸，キトサンなどの天然ポリマーが使用されている

[15–19]．高分子ナノ粒子は，選択性，生分解性を付与できることからも注目を集めている

[20]．高分子－薬物結合体は，高分子ベースのナノ製剤のかなりの割合を占めている．薬物

は物理的，化学的，または静電的手段を介して高分子に結合され，薬物は分解から保護され，

製剤としての物理化学的特性や薬物動態の改善や変更が可能となる[14]． 

本研究では，機能性高分子を用いて，表在性真菌症の 1 つである真菌性角膜炎への適応

を目的とする AmB 製剤や，深在性真菌症に利用可能な AmB 製剤をそれぞれ調製し，その

物性や薬効，毒性等を評価した．まず，真菌性角膜炎に対する治療薬として，角膜や結膜嚢

などの粘膜に対する付着性を有する機能性高分子であるヒアルロン酸（hyaluronic acid，HA）

に着目し，HA を疎水化した両親媒性高分子を用いた AmB 製剤を調製し，評価した（第 2

章第 1節）．次に，深在性真菌症に対する治療薬として，アルブミン結合性を有することか

ら高い血中滞留性が期待できる機能性高分子であるスチレン－マレイン酸コポリマー

（styrene-maleic acid copolymer，SMA）に着目し，SMA と AmB との間において，共有結合

および非共有結合性相互作用の 2 種類の結合様式からなる水溶性製剤をそれぞれ調製し，

評価した（第 2章第 2 節および第 3節）．以下に本研究で得られた知見を詳述する． 
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Figure 1.  Chemical structure of amphotericin B. 
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第 2 章 本論 

第 1 節 疎水化ヒアルロン酸からなるアムホテリシン B ナノヒドロゲル製剤 

2-1-1 序論 

表在性真菌症の 1 つである真菌性角膜炎は，特に低・中所得国において，依然として失

明の主な原因である[21,22]．現在利用されている真菌性角膜炎治療のファーストラインは，

AmB のデオキシコール酸ミセル製剤である Fungizone®や，リポソーム製剤である

AmBisome®の適応外使用である[23]．真菌性角膜炎に用いる Fungizone®点眼剤は，30～60 min

ごとに投与するのが一般的である．また，デオキシコール酸ナトリウムによる眼の刺激や痛

み，それに伴うコンプライアンスの低下といった欠点がある[23]．そのため，AmBisome®な

どの脂質製剤が利用されることがある．脂質製剤の利用は Fungizone®に認められる制限の

克服が可能であるものの，コストが高いため，低・中所得国においては利用が限られている

[24,25]．以上から，安価で低毒性である AmB 点眼製剤の開発が必要とされている． 

ヒアルロン酸（hyaluronic acid，HA）は，D-glucuronic acid と N-acetyl-D-glucosamine の二

糖単位の繰り返しで構成される多糖類であり，生体適合性が高く，安価で入手が容易である

ことから，DDS において優れたキャリアとして利用されている[26–28]．また，HA は，角膜

/結膜上皮細胞の細胞膜にアンカーされた膜結合型ムチンと水素結合等により相互作用する

ことから，HA を用いた製剤は結膜嚢滞留時間が延長される[29,30]．以上から，HA は眼科

用製剤のキャリアとして注目されている．一方，HA は親水性ポリマーであることから，AmB

などの疎水性薬物のキャリアとしては不適である． 

HA をはじめとした多糖類は，疎水化を受けることで，分子内および/または分子間疎水

性相互作用により，水溶液中で自己凝集するナノヒドロゲルを形成することが知られてい

る[31–33]．ナノヒドロゲルとは，直径 100 nm 未満のゲルのことであり，水分保持能が高く，

ナノスケールの 3次元ポリマーネットワーク内に薬物を組み込むことができる[34]．加えて，

一般にナノ粒子は，粒子サイズが小さいことから，結膜嚢滞留時間を延長することができ，

薬物の治療効果を高めることができる[35]．さらに，ナノ粒子に薬物を組み込むことで，薬

物によって引き起こされる眼の刺激を軽減する可能性がある[36]．以上の利点を有すると思

われる疎水化 HA は，点眼製剤のキャリアとして有用と考えられる． 
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本研究では，真菌性角膜炎の治療を目的とした点眼製剤として，疎水化ヒアルロン酸で

ある C12-13 アルキルグリセリルヒアルロン酸（Hyalorepair®，C12-13 alkyl glyceryl hyaluronic 

acid，AHA，Figure 2）を用いた AmB ナノヒドロゲル製剤（AHA/AmB）を調製し，AmB 含

有率や粒子サイズ，結晶構造，ムチンとの in vitro相互作用，in vitro抗真菌活性，および in 

vitro 毒性の評価を行った． 

Figure 2.  Chemical structure of alkyl glyceryl hyaluronic acid (AHA). 

 

2-1-2 試薬 

AHA は，キユーピー社から供与された．AmB はケイマンケミカル社から購入した．ム

チン（porcine stomach，Type II）はシグマアルドリッチ社から購入した．Yeast mold broth（YM 

broth）は，ベクトン・ディッキンソン社から購入した．Fungizone®はブリストル・マイヤー

ズスクイブ社から購入した．ウシ胎児血清（fetal bovine serum，FBS）はコスモ・バイオ社か

ら購入した．Alamar Blue はバイオ・ラッド社から購入した．Dimethyl sulfoxide（DMSO），

ダルベッコ改変イーグル培地/栄養混合物 F-12ハム（Dulbecco’s modified Eagle medium/Ham’s 

nutrient mixture F-12，DMEM/F12），ペニシリン/ストレプトマイシン溶液，トリプシン/ 

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）溶液，およびその他の試薬と溶媒は富士フイルム和光

純薬工業社から購入した．ヒト角膜上皮細胞株 HCE-T 細胞は，理研 BRC から入手した．4

週齢雄性成獣 ddY マウスは清水実験材料社から入手した．すべての動物には，餌と水を自

由に摂取させた．福山大学研究倫理委員会の承認を受け（R 元-動物-1），福山大学動物実験

ガイドラインに準拠して実施した． 
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2-1-3 実験 

(1) AHA/AmB ナノ粒子の調製 

AHA 100 mgと AmB 40 mg をそれぞれ 20 mL の蒸留水および DMSO に溶解して混合後，

再生セルロース透析膜（Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen）を使って蒸留水に対して透析を行っ

た．透析後，凍結乾燥し，AHA/AmB を得た． 

 

(2) HPLC による AmB の定量 

AmB含有率は高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chromatography，HPLC）

にて測定した．測定用カラムは TSKgel ODS80-Tm（4.6 mm × 150 mm，Tosoh）columnを用

いた．移動相は 5 mM EDTA（pH 7.8），メタノール，およびアセトニトリルを 2:4:1（v/v/v）

の割合で混合したものを用いた．流速 1 mL/min，サンプル注入量は 20 μL とした．検出に

は吸光光度計検出器 SPD-20A（Shimadzu）を用い，波長 405 nm で測定した． 

 

(3) SEM による形態評価 

粒子の形態を走査型電子顕微鏡（scanning electron microscope，SEM）で観察した．

AHA/AmB の希薄溶液を試料スタブに塗布し，乾燥させた．その後，サンプルをプラチナコ

ーティングし，電界放出形走査型電子顕微鏡（JEOL JSM-7200F，JEOL）を使用して顕微鏡

写真を撮影した． 

 

(4) 粒子径の測定 

4.0-mW He-Neレーザー（633 nm）を搭載した Zetasizer Nano ZS（Malvern Instrument）を

用い，25°C で 1 mg/mL のサンプルを動的光散乱法（dynamic light scattering，DLS）にて測定

した．AHA については，10 mg/mLとして測定した． 

 

(5) XRD 測定および DSC による AmB 形態評価 

サンプルの X 線回折（X-ray diffraction，XRD）パターンは，Rigaku UltimaIV（Rigaku）

を使用して 40 kV にて測定した．AmB，AHA，AHA/AmB の粉末をそれぞれガラス板上に

広げて測定した．データは，2°/min のスキャン速度で 2θ が 5～30°の範囲で収集した． 

示差走査熱量測定（differential scanning calorimetry，DSC）曲線は，DSC Q100（TA Instruments）
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を使用して得た．各サンプルをアルミナパンに密封し，窒素雰囲気下 50～245°C の範囲で，

加熱速度 20°C/min，キャリアガス速度 50 mL/minにて測定した． 

 

(6) 紫外可視分光光度測定 

各種濃度の AHA/AmB，AHA，および AmB を蒸留水または DMSO に溶解し，分光光度

計（UV-1800，Shimadzu）を使用して紫外可視吸収スペクトルを測定した． 

 

(7) ムチン結合性評価 

膜結合型ムチンと AHA/AmB の間の相互作用を評価するために，ニトロセルロース膜結

合ムチンを使用した実験を実施した．1 cm2のニトロセルロース膜（Merck）を，4%ムチン

含有 0.05% polysorbate 80－0.05 M KH2PO4-NaOH 溶液（pH = 8.0），または 0.05% polysorbate 

80－0.05 M KH2PO4-NaOH 溶液（pH = 8.0）で 30°C にて一晩インキュベートした．次に，

これらの膜をリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline，PBS）で洗浄し，必要に応じ

て PBSで調製した 1 mg/mL AHA 溶液で 20 minインキュベートした．その後，膜を PBSで

調製した 0.1 mg/mL AHA/AmB 溶液で 20 min インキュベートした．PBS で洗浄後，500 μL

の DMSO にて膜ごと AmB を溶解し，この溶液の 416 nmの吸光度値を測定することにより

AmB を定量した．AHA/AmB とインキュベートしなかった各膜をそれぞれの陰性対照とし

て使用し，これらの吸光度値のそれぞれを減じて正味の AmB 結合量を算出した． 

 

(8) In vitro 薬効 

In vitro 薬効は最小発育阻止濃度（minimum inhibitory concentration，MIC）にて評価した．

MIC 測定は Saccharomyces cerevisiae（S. cerevisiae）BY4742 を用いて実施した[37]．試料と

S. cerevisiae BY4742を YM broth に添加し，28°C で 48 h 培養した後，660 nm の吸光度を測

定した．吸光度が 0.03以下を増殖抑制と判断した． 

 

(9) In vitro 毒性 

AmB の毒性スクリーニングはマウス赤血球溶血性の評価にて実施した[38,39]．4 週齢の

雄性成獣 ddY マウスの後大静脈から血液を採取した．ヘパリン処理した全血を 2,000 rpm で

10 min遠心分離し，上清と buffy coat を除去し，赤血球を得た．この赤血球を PBSにて洗浄
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後，希釈した．適切な希釈倍率は，赤血球が水で完全に溶解した際の上清の 576 nm の吸光

度が約 0.4となるよう設定した．希釈した赤血球と試料を混合後，37°C で 30 min インキュ

ベートした．氷冷後，10,000 rpmで 30 s遠心分離し，非溶血赤血球を沈殿させ，上清を回収

し，576 nm の吸光度を測定した．溶血率は，溶血率＝（Abs-Abs0）／（Abs100-Abs0）× 100

の式で算出した．Abs，Abs0，Abs100 はそれぞれ試料，PBS，水で処理した場合の吸光度値

である． 

HCE-T 細胞に対する細胞毒性は，Alamar Blue 染色を用いて評価した．細胞は 100-mm dish

（サンプラテック）で培養し，10% FBS，100 U/mL ペニシリン，100 μg/mL ストレプトマイ

シン添加 DMEM/F12を培地として，5% CO2にて 37°C で増殖させた．dish内で約 80%-90%

のコンフルエントに達した時点で，0.25%トリプシン/EDTA 溶液を用いて細胞を継代した．

12-well plate（ベクトン・ディッキンソン）に 1 × 105 cells/well となるよう播種して 18 h 培養

後，サンプルを曝露した．曝露 24 h 後，Alamar Blue アッセイに供した．AHA/AmB はメン

ブレンフィルター（0.45 μm）に通し，サンプルとした．Alamar Blue で 2 hインキュベート

し，プレートリーダー（Tecan Infinite 200 PRO, TECAN Japan）を用いて蛍光を測定した． 

 

(10) 統計解析 

データは平均値±標準偏差で表した．2 群間の差は Student の t 検定を用いて解析した．

複数のグループ間の差は，ANOVA に続いて Tukey の多重比較検定を使用して分析した．P 

< 0.05 の値は統計的に有意とみなした．統計解析は R, Version 4.0.1 を用いて行った．  
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2-1-4 結果 

(1)  AHA/AmB の物性 

AHA/AmB 中の AmB 含有率を HPLC にて測定したところ，27.5 w/w%であった（Table 

1）．AHA/AmB の形態は SEM にて評価した（Figure 3）．AHA/AmB は，乾燥状態で 100 nm

以下の球状に凝集していることが示された．AHA および AHA/AmB の水溶液中での直径を

Zetasizer にて測定した結果，それぞれ 14.9 ± 3.4 nm および 31.5 ± 1.1 nm であった． 

AmB の凝集状態は，紫外可視分光光度法，XRD，および DSC にて評価した．DMSO に

溶解した AmB および AHA/AmB を紫外可視分光光度法にて測定した結果，372，391，およ

び 416 nmで強い吸収を示し，330 nm 付近ではこれらよりも弱い吸収を示した（Figure 4）．

単量体の AmB は，これらの特徴を持つスペクトルを示すことが報告されている[40]．一方，

水溶液中の AHA/AmB の吸光度スペクトルは，約 330 nmにおいて強い吸収を示した（Figure 

4）．疎水性環境で自己凝集する AmB は，約 330～350 nm で強い吸収を示すことが知られて

いる[40,41]．Figure 5には，AmB，AHA，および AHA/AmB の XRD パターンを示す．AmB

粉末の XRD パターンには，いくつかの回折角度でシャープなピークが認められ，結晶性が

示された[42]．一方，AHA/AmB の XRD パターンでは，AmB の特徴的なピークが認められ

ず，AmB がアモルファス状態であることが示された．AmB，AHA，および AHA/AmB の

DSC 分析の結果を Figure 6 に示す．AmB 粉末のサーモグラムは，結晶性 AmB 由来である

108.0°C および 202.2°C で吸熱ピークを示した[43]．一方，AHA/AmB のサーモグラムではこ

れらの AmB に特徴的なピークは検出されず，175.0°C および 224.8°C 付近に新たなピーク

が認められた． 

 

Table 1.  Properties of AHA/AmB. 

Sample 
AmB content 

(w/w%) 
Diameter (nm) †  

AHA/AmB 27.5 31.5 ± 1.1 

Fungizone 44.2 - 

AHA - 14.9 ± 3.4 

† Diameter was measured by Zetasizer Nano ZS. 
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Figure 3.  Scanning electron micrograph of AHA/AmB. 

 

 

Figure 4.  UV–vis absorption of AHA/AmB, AHA, and AmB. AHA/AmB was mixed in distilled 

water and DMSO at 20 μg/mL. AHA was mixed in water at 100 μg/mL; AmB was mixed in DMSO 

at 5 μg/mL. 
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Figure 5.  X-ray diffraction of (A) AHA/AmB, (B) AHA, and (C) AmB. 

 

Figure 6.  Differential scanning calorimetry patterns of (A) AHA/AmB, (B) AHA, and (C) AmB. 

 

(2)  AHA/AmB の粘膜付着性 

AHA/AmB の結膜嚢滞留性を推測するために，角膜/結膜上皮細胞の細胞膜にアンカーさ

れたムチンとの相互作用を，ニトロセルロース膜に結合したムチンを使用して疑似的に評

価した（Figure 7）．ムチン処理した膜を AHA/AmB に曝露すると，1.15 ± 0.17 μgの AmB が
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結合した．AHA/AmB を曝露する前に AHA で前処理すると，AmB 結合量は 0.79 ± 0.05 μg

となり，有意に減少した．polysorbate 80 のみで処理した膜に AHA/AmB を曝露した場合，

AmB 結合量は 0.04 ± 0.04 μg であり，ほぼ認められなかった． 

 

Figure 7.  Adhesion of AHA/AmB to mucin-bound nitrocellulose membrane. 

 

(3) In vitro 薬効および毒性評価 

In vitro 抗真菌活性は，S. cerevisiaeを用いたMICの測定にて評価した（Table 2）．AHA/AmB，

AmB，Fungizone®の MIC はすべて 0.39 µg/mL AmB-equivalent であった．また，AHA は 100 

μg/mL においても抗真菌活性を示さなかった． 

In vitro 毒性として，まず，AmB の毒性スクリーニングとしてマウス赤血球溶血性を評価

した（Figure 8）．50%溶血率（C50）を示す AmB 濃度は，AmB および Fungizone®でそれぞ

れ 4.9 および 5.2 µg/mL AmB-equivalent であった．AHA/AmB の C50 は 136.0 μg/mL AmB-

equivalent であり，AmB および Fungizone®と比較して溶血毒性が顕著に低減されていた．

AHA の溶血毒性は，4,000 μg/mL まで認められなかった． 

つぎに，角膜上皮細胞株である HCE-T 細胞を用いた in vitroでの毒性を評価した（Figure 

9）．10 μg/mL AmB-equivalent および 30 μg/mL AmB-equivalent の濃度で Fungizone®を曝露し

た場合，細胞生存率はそれぞれ 76%および 54%であった．同様の条件で AHA/AmB を曝露

した場合，細胞生存率はどちらも 87%であったことから，Fungizone®と比較して，AHA/AmB

は有意に細胞毒性が改善されていることが明らかとなった． 
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Table 2.  In vitro antifungal activity of AHA/AmB. 

Sample MIC (µg/mL) 

AHA/AmB 0.39† 

AmB 0.39 

Fungizone 0.39† 

AHA > 100 

† AmB-equivalent. 

 

Figure 8.  Hemolysis of mouse red blood cells in AHA/AmB (■), AmB (●), and Fungizone (▲). 

 

Figure 9.  Cell injury to HCE-T cells induced by Fungizone and AHA/AmB, as assessed by the 

Alamar Blue. Significance of the difference was assessed by Student’s t-test.  
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2-1-5 考察 

本研究では，ムチンとの相互作用能を有する HA を疎水化した AHA を用い，AmB を内

包した水溶性ナノヒドロゲル点眼製剤を開発した．その結果，AmB の結膜嚢滞留時間の延

長が期待される結果が得られた． 

調製した AHA/AmB は，HPLC や紫外可視吸収，DLS，SEM，XRD，および DSC 測定な

どのさまざまな手法にて評価した．SEM の結果から，いずれの粒子もナノサイズではある

ものの，粒子径分布は広いことが明らかとなった．この要因として，AHA 分子の疎水基の

修飾率は糖単位として平均で 5%であり各 AHA 分子において疎水基の修飾率や修飾の間隔

は不均一と考えられる点や，一つのナノ粒子を形成する AHA 分子や AmB 分子の数は粒子

間で不均一と考えられる点，などが挙げられる．ナノヒドロゲル中の AmB の結晶構造につ

いて，DSC および XRD により分析した．DSC 分析の結果，AmB のサーモグラムに認めら

れた吸熱ピークは，AHA/AmB のサーモグラムでは認められず，新たな吸熱ピークが検出さ

れた．一般に，発熱ピークと吸熱ピークのシフトとして現れる薬物とポリマー双方の熱挙動

の変化は薬物とポリマー間の相互作用に関連していることが報告されている[44,45]．つまり，

AmB と AHA マトリックスの間に，何らかの相互作用が生じていると考えられる．XRD 分

析の結果，AmBのXRDパターンではいくつかの散乱角2θで鋭いピークを示したことから，

薬物が結晶化していることが明らかとなった．一方，AHA/AmB のパターンでは，AmB の

XRD パターンで認められたような特徴的なピークを検出できなかった．DSC および XRD

の結果から，AHA/AmB 中の AmB はアモルファス状態で存在することが明らかとなり，

AHA/AmB から溶液中に放出される AmB 分子の溶解度が改善する可能性が示された． 

AHA/AmB の結膜嚢滞留性を推測するために，ニトロセルロース膜に結合したムチンを

使用して評価した結果，ムチン処理した膜に AHA/AmB を曝露すると AmB が結合し，この

結合は AHA により阻害されることが示された．ニトロセルロース膜結合ムチンの構造と細

胞膜にアンカーされたムチンの構造は必ずしも同じではない点に注意する必要はあるもの

の，AHA/AmB が AHAを介して，膜結合型ムチンを模倣するムチンと相互作用することが

示唆された．ムチンと相互作用する点眼製剤は，結膜嚢滞留時間を延長すると考えられてい

る[29,30]．加えて，ナノサイズの製剤は，結膜嚢滞留時間を延長することも報告されている

[35]．以上から，AHA/AmB は in vivoで角膜に保持されることが期待され，投与頻度の削減

に繋がることも期待される． 
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AHA/AmB の in vitro 抗真菌活性を MIC にて評価したところ，AHA/AmB の薬効は

Fungizone®および AmB と同等であった．また，AHA は薬効を有さないことが示された．

AHA/AmB の in vitro 毒性は，マウス赤血球および HCE-T 細胞を用いた細胞毒性にて評価し

た．その結果，AHA/AmB の毒性は Fungizone®および AmB よりも低いものであった．また，

AHA は毒性を有さないことが示された．In vitro抗真菌活性および毒性の結果から，AHA は

薬効に悪影響を与えることなく毒性軽減にのみ寄与していることが示された．真菌細胞壁

を構成するキチンに含まれるヒドロキシル基と HA のカルボキシル基との間でのイオン相

互作用が報告されており[46]，AHA とキチンの間においてもこの相互作用が生じていると

考えられ，AHA の抗真菌選択性の改善はこの相互作用による可能性が考えられる． 

疎水化多糖は，薬物の可溶化，薬物送達制御，薬物動態改善など，多くの利点をもたら

す．本研究では，AmB を疎水化多糖である AHA に搭載した水溶性ナノヒドロゲル点眼製

剤を調製した．AHA を用いることで，粘膜付着性を有する水溶性ナノ粒子の調製が可能と

なり，AHA の点眼剤における潜在的なキャリアとしての有用性が示唆された．  
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第 2 節 スチレン－マレイン酸コポリマー結合型アムホテリシン B 製剤 

2-2-1 序論 

AmB は，深在性真菌感染症治療のゴールドスタンダードの 1つである．長年にわたりデ

オキシコール酸の AmB ミセル製剤である Fungizone®が抗真菌療法の主流であったが，腎毒

性や貧血症状などの重篤な副作用により，Fungizone®の臨床的有用性は制限されている[47]．

これらの AmB に関連する毒性を回避するために，いくつかの脂質ベースの送達システムが

導入されている[48]．本邦において上市されているリポソームベースの AmB 製剤である

AmBisome®は，毒性が非常に低いことから，大量投与が可能である．しかし，依然として残

る腎毒性や，高い製造コストなど，解決すべき大きな課題がまだ残っており，代替の製剤の

開発が望まれている[49–53]． 

スチレン－マレイン酸コポリマー（styrene-maleic acid copolymer，SMA）は交互共重合体

であり，耐久性がよく，安価であるため，接着剤やコーティング剤など様々な用途に使用さ

れている[54–56]．また，SMA は催奇形性作用がなく，急性および慢性毒性も呈さない[57]．

SMA は，スチレン－無水マレイン酸コポリマー（styrene-maleic anhydride copolymer，SMAnh）

の加水分解によって容易に得ることができ，SMAnh の官能性酸無水物部分を異なる求核剤

と反応させることによって容易に修飾することができる．最も重要な特徴は，SMA は本質

的に両親媒性であり，またアルブミン結合性を有することから，難水溶性薬物の溶解性，安

定性，薬物動態を向上させるために用いることができる点である． 

当研究室ではこれまでに，水溶性を向上させるためのナノデリバリープラットフォーム

として，疎水性相互作用による SMA やブチルエステル化 SMA と AmB からなるミセル化

ナノ粒子の製剤（SMA/AmB，But-SMA/AmB）を報告した[58]．しかし，これらの血中滞留

性は Fungizone®と同様に低いものであり，これはミセルからの AmB 漏出が原因であった．

一般に，薬物を搭載したミセルは血中滞留性が低いという問題点がある[59,60]．血液中には

様々な内因性物質が存在するため，ミセル化ナノ粒子を血液中で安定的に循環させること

は困難であると考えられている．一方，高分子と薬物が共有結合した高分子－薬物結合体は，

薬物内包ミセルよりも高い血中滞留性を示すことが知られている[61]．感染部位は，急速な

血管拡張や血管透過性の増加が起こっており，高分子ナノ粒子の高い血中滞留性に由来す

る enhanced permeation and retention effect（EPR 効果）を利用することにより，感染部位への
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受動的ターゲティングを実現できる[62]． 

そこで本研究では，Fungizone®の全身投与における限界を克服すべく，共有結合型製剤で

ある SMA-AmB の合成を行った．SMA-AmB の物性としては，薬物含有率，サイズ，アルブ

ミン結合能，コンジュゲートからの AmB の放出率を評価した．また，毒性，抗真菌活性，

血中滞留性を評価した． 

 

2-2-2 試薬 

SMAnh（数平均分子量：～1,600），AmB，ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin，

BSA）はシグマアルドリッチ社より購入した．Sabouraud dextrose agar（SDA）および YM broth

は，ベクトン・ディッキンソン社から購入した．Fungizone®はブリストル・マイヤーズスク

イブ社から入手した．Fluorescein isothiocyanate isomer-I（FITC）は同仁化学研究所より購入

した．DMSO，N,N-dimethylformamide（DMF），triethylamine，ethylenediamine（EDA），およ

びその他の試薬と溶媒は富士フイルム和光純薬工業社から購入した．4 週齢雄性成獣 ddY マ

ウスおよび 7 週齢雄性成獣 DBA/2N マウスは清水実験材料社から入手した．すべての動物

には，餌と水を自由に摂取させた．福山大学研究倫理委員会の承認を受け（H30-動-7），福

山大学動物実験ガイドラインに準拠して実施した． 

 

2-2-3 実験 

(1) SMA-AmB の合成 

SMAnh 80 mg，AmB 160 mg，triethylamine 48 µL を DMF 24 mL 中に溶解し，室温，暗所

で 1 週間反応させた．反応後，diethyl ether で析出させ，遠心分離（2,500 rpm，30 min）して

沈殿を回収した．この操作を 3回繰り返して未反応の AmB と triethylamineを除去して精製

後，デシケータ中で乾燥させた．こうして得られた生成物（SMAnh-AmB）に 32 mL の 0.1 

M NaHCO3を加えて室温で 16 h 反応させることで，未反応の無水マレイン酸基を加水分解

した．その後，再生セルロース透析膜（Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen）を使って蒸留水に対

して透析を行った．透析後，凍結乾燥し，SMA-AmB の粉体を得た（Figure 10）． 
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Figure 10.  Synthesis of styrene-maleic acid copolymer (SMA)-conjugated amphotericin B (AmB) 

(SMA-AmB conjugate); chemical structures and the conjugation pathway are shown. 

 

(2) SMA の調製 

SMAnh 100 mgを 10 mL の 0.1 M NaOH に攪拌しながら添加し，透明な溶液が得られる

まで 60°C で加熱することにより，無水マレイン酸基を加水分解した．その後，0.1 M HCl で

pH 7.0まで中和し，蒸留水に対して透析を行った後，凍結乾燥することにより SMA の粉体

を得た（Figure 11A）． 

 

(3) FITC 標識 SMA の合成 

SMAnh と EDA を用いて，SMA-AmB と同じ方法で，SMA-EDA を合成した．50 倍以上

のモル量の EDA を無水マレイン酸基と反応させた．得られた SMA-EDA 10 mg と FITC 3 mg

を 6 mL の 0.1 M NaHCO3に溶解し，室温，暗所で 24 h 反応させた．反応後，ゲル浸透クロ

マトグラフィー（Sephadex G-25 column; GE Healthcare Japan; φ = 10 mm, L = 300 mm）にて未

反応の FITC を除去し，蒸留水に対して透析後，凍結乾燥させることで，FITC 標識 SMA 

（FITC-SMA）の粉体を得た（Figure 11B）． 
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(4) FITC 標識 SMA-AmB の合成 

SMAnh-AmB，EDA，および FITC を用いて，FITC-SMA の合成と同じ方法で FITC 標識

SMA-AmB（FITC-SMA-AmB）を合成した．まず，SMAnh-AmB と EDA を用いて EDA-SMA-

AmB を合成した．50 倍以上のモル量の EDA を無水マレイン酸基と反応させた．次に，EDA-

SMA-AmB と FITC を用いて FITC-SMA-AmB を合成した（Figure 11C）． 

Figure 11.  (A) Hydrolysis of styrene-maleic anhydride copolymer (SMAnh); (B) Synthesis of FITC-

labeled SMA (FITC-SMA conjugate); (C) Synthesis of FITC-labeled SMA-conjugated AmB (FITC-

SMA-AmB conjugate). Chemical structures and the conjugation pathway are shown. 
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(5) 紫外可視分光光度測定 

サンプルは DMSO，または蒸留水に 10 μg/mLで溶解し，分光光度計（UV-1800，Shimadzu）

にて紫外可視吸収スペクトルを測定した． 

 

(6) DLSによる粒子径測定 

4.0-mW He-Neレーザー（633 nm）を搭載した Zetasizer Nano ZS（Malvern Instrument）を

用い，25°C で 1 mg/mL のサンプルを DLSにて測定した． 

 

(7) HPLC による AmB 測定 

HPLC は，波長可変 UV 検出器（SPD-20A，Shimadzu）を搭載した HPLC システム（LC-

10AD，Shimadzu）を用いて実施した．検出波長は 405 nm，カラムは 4.6 × 150 mm C18 逆相

カラム（TSKgel ODS80-TM，Tosoh）を室温で使用した．移動相は 5 mM EDTA（pH 7.8），

メタノールおよびアセトニトリル（2:4:1（v/v/v））からなり，流速は 1.0 mL/min であった．

注入量は 20 μL であった． 

 

(8) In vitro リリースアッセイ 

SMA-AmB からの AmB の放出は，37°C のクエン酸緩衝液（0.1 M，pH 5.0）およびリン

酸緩衝液（0.1 M，pH 7.0および 9.0）中で測定した．SMA-AmB の濃度は 1.0 mg/mL となる

ように各緩衝液にて調製した．放出された AmB の量を上記の HPLC 法を用いて一定時間ご

とに測定した． 

 

(9) GPC によるアルブミン結合性評価 

ゲル浸透クロマトグラフィー（gel permeation chromatography，GPC）は，Sephadex G-100

カラム（φ= 10 mm，L = 500 mm，GE Healthcare Japan）を使用して実施した．移動相は 0.1 M 

NaHCO3水溶液を用いた．サンプルとして，PBS に溶解した BSA と SMA-AmB を最終濃度

2 mg/mL で調製し，各サンプル 0.2 mL をカラムにアプライした．溶出液は 2 mL ごとにフ

ラクションとして回収し，280 nm および 367 nmでの吸光度を測定した． 
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(10) 血中滞留性測定 

4週齢の雄性成獣 ddYマウスに Fungizone®または FITC-SMA-AmBを 5％グルコースおよ

び PBS にそれぞれ溶解し，尾静脈からそれぞれ投与した．投与薬物量は 2 mg/kg AmB-

equivalent とした．FITC-SMA-AmB 溶液は投与前にメンブレンフィルター（0.45 µm Millex®-

LH フィルター，Merck Millipore）にて滅菌処理を施した．適切な時点でマウスを麻酔し，

後大静脈から血液を採取した．血液を 10,000 rpmで 30 s遠心分離し，血漿を採取した． 

Fungizone®を投与したマウスから採取した血漿はメタノールで 100 倍希釈した．室温で

1 h 静置した後，3,000 rpm で 5 min 遠心分離を行った．各サンプルの上清を 8 mL 採取し，

エバポレータでメタノールを除去した．残渣を移動相 400 μL に溶解し，メンブレンフィル

ター（0.45 μm）に通して，上記と同じ HPLC システムに注入した．移動相は，酢酸ナトリ

ウム緩衝液（10 mM，pH7.0）とアセトニトリル（6:4（v/v））の混合液とした． 

FITC-SMA-AmB を投与したマウスから採取した血漿を 0.1 M NaHCO3で 10倍に希釈し，

RF-510（Shimadzu）にて蛍光強度を測定した（励起波長 490 nm，蛍光波長 520 nm）． 

 

(11) FITC-SMA-AmB の細胞内局在性 

S. cerevisiae BY4742を PBS に懸濁した溶液に FITC-SMA-AmB を添加し，4°C，2 h 振盪

した．PBSで 3回洗浄後，PBS/グリセロール溶液（1:3, v/v）で懸濁した．これらの細胞懸濁

液をスライド上にマウントし，TCS-SPE DMI4000共焦点レーザー顕微鏡（Leica）にて可視

化し，FITC-SMA-AmB の局在を観察した（励起波長 488 nm，蛍光波長 500～525 nm）． 

 

(12) In vitroおよび in vivo 毒性 

In vitro 毒性はマウス赤血球溶血性にて評価した[38,39]．4週齢の雄性成獣 ddY マウスの

後大静脈から血液を採取した．ヘパリン処理した全血を 2,000 rpmで 10 min 遠心分離し，上

清と buffy coatを除去し，赤血球を得た．この赤血球を PBS にて洗浄後，希釈した．適切な

希釈倍率は，赤血球が水で完全に溶解した際の上清の 576 nm の紫外可視吸光度が約 0.4 と

なるよう設定した．希釈した赤血球と試料を混合後，37°C で 30 min インキュベートした．

このとき，1% BSA となるよう試料を調製した．氷冷後，10,000 rpm で 30 s遠心分離し，非

溶血赤血球を沈殿させ，上清を回収し，576 nm の吸光度を測定した．溶血率は，溶血率＝

（Abs-Abs0）／（Abs100-Abs0）× 100 の式で算出した．Abs，Abs0，Abs100 はそれぞれ試
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料，PBS，水で処理した場合の吸光度値である． 

In vivo毒性は静脈内投与による半数致死量（lethal dose, 50%，LD50）の測定により決定し

た．SMA の LD50は，限度試験により決定した．投与前にメンブレンフィルター（0.45 μm）

にて処理を行った．SMA-AmB および Fungizone®の LD50値は，アップダウン法[63]を用いて

推定した．4 週齢の雄性成獣 ddY マウスに様々な用量の試料を尾静脈内へ注射した．SMA-

AmB は投与前にメンブレンフィルター（0.45 μm）にて処理を行った．初期濃度は，過去の

報告[64]から決定された Fungizone®の LD50の最良推定値と考えられた 5 mg/kg に設定した．

後続の動物には，前の動物の生存率に応じて，より高い用量またはより低い用量を投与した．

生存している動物は，投与後 14 日間，遅発性の死亡を観察した．投与は，試験した 5匹の

連続した動物で 4 回の逆転が起こるまで，24 h の一定時間間隔で継続した．アップダウン

法で測定した結果から，LD50を最尤法にて算出した． 

 

(13) In vitroおよび in vivo 抗真菌活性 

In vitro薬効はMICにて評価した．MIC測定はS. cerevisiae BY4742を用いて実施した[37]．

試料と S. cerevisiae BY4742 を YM brothに添加し，28°C で 48 h培養した後，660 nm の吸光

度を測定した．吸光度が 0.03 以下を増殖抑制と判断した． 

In vivo 薬効は，S. cerevisiae BY4742 感染マウスを用いて，腎臓，肝臓および脾臓におけ

る菌数を測定することにより評価した．7 週齢雄性成獣 DBA/2N マウス 16匹に 2 × 107個の

菌を 0.2 mLの PBSで尾静脈に接種し，感染させた．菌濃度は血球計数器を用いて計数した．

感染 30 min後，5%グルコースおよび PBSにそれぞれ溶解した Fungizone®および SMA-AmB

を尾静脈から 0.1 mL 単回投与した．PBS 投与群を陰性対照とした．SMA-AmB 溶液および

PBSは，注入前にメンブレンフィルター（0.45 μm）にて処理した．投与 48 h 後に標的臓器

を無菌的に取り出し，PBS でホモジナイズし，適切な希釈液 0.2 mL を SDA プレートに播種

した．生菌数は，30°C で 72 h 培養後のコロニー形成単位（CFU）数として推定した． 

 

(14) 統計解析 

データは平均値±標準偏差で表した．2 群間の差は Student の t 検定を用いて解析した．

複数のグループ間の差は，ANOVA に続いて Tukey の多重比較検定を使用して分析した．P 

< 0.05 の値は統計的に有意とみなした．統計解析は R, Version 3.4.1 を用いて行った．  
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2-2-4 結果 

(1) SMA-AmB の物性 

AmB含有率をDMSO中における 416 nmでの吸光度を用いて算出したところ，SMA-AmB

および FITC-SMA-AmB の AmB 含有率は，それぞれ 39.1 w/w%および 41.8 w/w%であった

（Figure 12, Table 3）．つまり，SMA 1 分子に対して約 1分子の AmB が結合していることが

示された．SMA-AmB 中に含まれる未結合 AmB の存在量を HPLC にて測定したところ，未

結合 AmB の含有率は 0.6 w/w%であり，SMA-AmB 中の AmB は大部分が SMA に結合して

いることが示された．Figure 13に示すように，SMA-AmB からの AmB の放出は 48 h後に最

大に達し，放出率パーセントは，pH 5，7，および 9 でそれぞれ 5.0，3.8，および 1.6%であ

った． 

AmB の凝集状態は，紫外可視分光光度法にて評価した．DMSO に溶解した AmB および

SMA-AmB を紫外可視分光光度法にて測定した結果，372，391，および 416 nm で強い吸収

を示し，353 nm ではこれらよりも弱い吸収を示した．単量体の AmB は，これらの特徴を持

つスペクトルを示すことが報告されている[40]．一方，水溶液中の SMA-AmB の吸光度スペ

クトルは，約 350 nm において吸収を示した（Figure 12）．疎水性環境で自己凝集する AmB

は，約 330～350 nmで吸収が増加したスペクトルを示すことが知られている[40,41]．以上か

ら，SMA鎖上のAmBは疎水性環境下で一部が自己凝集して存在していることが示された．

SMA-AmB の DLS分析の結果から，直径が 3.8 ± 0.5 nm であり，ナノ粒子として存在してい

ることが示された（Table 3）．Sephadex G-100を使用した GPC の結果から，SMA-AmB の見

かけのサイズは約 52 kDaであることが示された（Figure 14A, B, E）． 

 

Table 3.  Properties of the conjugates. 

Sample 
Total AmB† 

(w/w%) 

Free AmB‡ 
(w/w%) 

Diameter (nm) 

SMA-AmB conjugate 39.1 0.6 3.8 ± 0.5 

SMA - - 3.4 ± 0.2 

FITC-SMA conjugate - - 5.5 ± 0.3 

FITC-SMA-AmB conjugate 41.8 1.5 4.5 ± 0.9 

† Total AmB was measured by UV-visible absorption spectra at 416 nm in DMSO. 

‡ Free AmB was measured by HPLC. 
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Figure 12.  (A) UV–Vis absorption of SMA-AmB conjugate at 10 μg/mL in DMSO and distilled 

water; (B) UV–Vis absorption of AmB in DMSO at 10, 5.0, 2.5, and 1.25 μg/mL. 

 

Figure 13.  Effect of pH on the release of AmB from SMA-AmB conjugate. AmB release percent 

from SMA-AmB conjugate was determined in 0.1 M citrate buffer solution at pH 5 (●) and 0.1 M 

phosphate buffer solution at pH 7 (◆) or pH 9 (■). 
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Figure 14.  Size exclusion chromatography of SMA-AmB conjugate (A, B) and FITC-SMA 

conjugate (C, D) in the presence of different concentrations of BSA using Sephadex G-100. The 

apparent molecular weight of SMA-AmB conjugate in the presence or absence of BSA was calculated 

using the calibration curve based on the partition coefficient (Kav) using molecular weight standard 

markers (E). The eluate was monitored at 280 nm for BSA and SMA (A, C, E), 367 nm for AmB (B), 

and 495 nm for FITC (D). 

 

(2)  SMA-AmB のアルブミン結合性，血中滞留性，真菌局在 

SMA-AmB の in vitro でのアルブミン結合能力についても GPC で評価したところ，AmB

由来の吸光度は，BSA の濃度依存的にフラクション 8 付近のピークが大きくなった．この

結果から，SMA-AmB は BSA への濃度依存的な結合性が示された（Figure 14A, B）．SMA-

AmB とアルブミンからなる分子は，約 131 kDa であった．また，FITC-SMA でも同様の結

果が得られたことから，これらの分子は SMA 鎖を介してアルブミンと相互作用することが
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明らかとなった（Figure 14C, D）． 

ddYマウス尾静注単回投与時における FITC-SMA-AmBの血中滞留性を Figure 15に示す．

Fungizone®投与後のAmBの血漿濃度と比較して，FITC-SMA-AmB投与後の FITC-SMA-AmB

の血漿濃度は，顕著に高いことが示された． 

Figure 16に真菌における FITC-SMA-AmB の局在を示す．FITC-SMA-AmB は真菌表面に

局在していたが，FITC-SMAは真菌に結合しなかった．さらに，AmBの存在は真菌への FITC-

SMA の結合性に影響を与えなかった．これらの結果から，SMA-AmB は AmB を介して真菌

表面に結合していることが示された． 

 

Figure 15.  FITC-SMA-AmB conjugate and AmB levels in the blood after a single injection of 

Fungizone (●) or FITC-SMA-AmB conjugate (■) at an AmB-equivalent dose of 2 mg/kg in mice. 
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Figure 16.  Fluorescence microscopy photos of S. cerevisiae treated with 1,000 μg/mL of FITC-

SMA-AmB conjugate (A), 1,000 μg/mL of FITC-SMA conjugate (B), and 1,000 μg/mL of FITC-SMA 

conjugate with 10 μg/mL of AmB (C) for 2 h (the bar is 10 μm). 

 

(3)  毒性評価 

In vitro 毒性として，赤血球溶血毒性を評価した（Figure 17）．C50を示す AmB 濃度は，

AmB および Fungizone®でそれぞれ 4.7 および 6.1 µg/mL AmB-equivalent であった．一方，

SMA-AmB の溶血毒性は，128 μg/mL AmB-equivalent において溶血性をほぼ示さなかった．

以上から，AmB および Fungizone®に比べて，SMA-AmB の毒性は顕著に低減されていた． 
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In vivo 毒性は，ddY マウス尾静注単回投与における LD50にて評価した（Table 4）．

Fungizone®の LD50は 5 mg/kg AmB-equivalent であり，既報の LD50と一致していた[64]．ま

た，SMA-AmB の LD50は 50 mg/kg AmB-equivalentであり，in vivo 毒性は Fungizone®の 1/10

まで低減していた． 

 

Figure 17.  Hemolysis of mouse red blood cells in AmB (◆), Fungizone (●), and SMA-AmB 

conjugate (■).  

 

Table 4.  In vivo acute toxicity of SMA-AmB conjugate in ddY mice. 

Sample LD50† (mg/kg) 95% Confidence Interval† (mg/kg) 

Fungizone 5 3.48–13.3 

SMA-AmB conjugate 50 34.8–133 

† AmB-equivalent. 

 

(4) 薬効評価 

In vitro 抗真菌活性は，S. cerevisiae を用いた MIC の測定にて評価した（Table 5）．AmB，

Fungizone®の MIC は 0.39 µg/mL AmB-equivalent であった．SMA-AmB の MIC は 1.20 µg/mL 

AmB-equivalent であった． 

S. cerevisiae 感染マウスを用いて in vivo抗真菌活性を測定した結果を Figure 18 に示す．

SMA-AmB と Fungizone®の投与により，各臓器の CFU は有意に減少した．Fungizone® 0.5 

mg/kg AmB-equivalent（LD50の 1/10）を投与した群と SMA-AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent
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（LD50の約 1/30）を投与した群を比較すると，同等の抗真菌作用であることが示された．

また，SMA-AmB 5 mg/kg AmB-equivalent（LD50の 1/10）を投与した群は，Fungizone® 0.5 mg/kg 

AmB-equivalent（LD50の 1/10）投与群に比べて肝臓および腎臓において有意に高い抗真菌活

性が示された． 

 

Table 5.  In vitro antimicrobial activities of SMA-AmB conjugate. 

Sample MIC† (µg/mL) 

AmB 0.39 

Fungizone 0.39‡ 

SMA-AmB conjugate 1.20‡ 

SMA > 10 

† MIC, Minimum inhibitory concentration. 

‡ AmB-equivalent. 

 

Figure 18.  Yeast density (CFU/organ) in the livers, kidneys, and spleens of S. cerevisiae strain 

BY4742-infected DBA/2N mice 48 h after a single injection of PBS, Fungizone 0.5 mg/kg AmB-

equivalent, SMA-AmB conjugate 1.5 mg/kg AmB-equivalent, or SMA-AmB conjugate 5 mg/kg 

AmB-equivalent. 
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2-2-5 考察 

SMA は様々な難溶性薬物の水溶性を高めることが示されている．著者らの研究室ではこ

れまでに，SMA/AmB ミセルおよび But-SMA/AmB ミセルの開発を報告している[58]．しか

し，これらのミセルを尾静注投与した場合でも，AmB の血中滞留性は Fungizone®と同程度

であった．本研究では，AmBの血中滞留性改善を目的として，AmB を SMA に共有結合し

た SMA-AmB 製剤を開発した． 

紫外可視分光光度法，DLS，および GPC の結果から，SMA 鎖上の AmB は SMA-AmB が

形成するナノ粒子の疎水性環境で一部が自己凝集すること，また，SMA 鎖を介してアルブ

ミンと相互作用することが明らかとなった．SMA はアニオン性化合物であり，かつ疎水性

化合物であるが，これらの特性を有する化合物は直ちにアルブミンと結合する能力を有す

ることが知られており，この能力は血中滞留性や生体適合性の向上において重要である

[65,66]．サイズが 10～100 nm のナノ粒子は，細網内皮系への分布および腎クリアランスが

減少するため，血中滞留性が向上することが知られている[67]．DLS測定の結果から，SMA-

AmB 単体では上述のサイズの範囲外であることが明らかとなったが，アルブミン複合体形

成能を有する点から，SMA-AmB の血中滞留性は向上することが期待された．そこで，FITC

でラベルした SMA-AmB を用いて，マウスにおける血中滞留性を測定した結果，FITC-SMA-

AmB の血中滞留性は，Fungizone®を投与した場合よりも顕著に高かった． 

In vitro 毒性評価として，SMA-AmB の溶血毒性を測定したところ，SMA-AmB の溶血毒

性は AmB や Fungizone®と比較して顕著に低減した．一方，in vitro 抗真菌活性を MIC にて

評価したところ，AmB や Fungizone®と比較して約 1/3 しか低下しなかった．マウスを用い

た in vivo での検討においても，SMA-AmB の抗真菌活性は Fungizone®に比べて約 1/3にしか

低下せず，LD50は 1/10 にまで改善され，in vitro と同様の傾向が示された．これらの結果か

ら，AmB を SMA に共有結合した SMA-AmB を用いることで，抗真菌剤の安全域が改善し

真菌選択性が向上することが示された． 

SMA-AmB は水溶液中で比較的安定であり，SMA-AmB からの AmB の放出性は最大でも

5.0%に過ぎないことから，SMA-AmB 分子自体が抗真菌活性を持っている可能性が示唆さ

れた．AmB は，真菌の細胞膜成分であるエルゴステロールに高い親和性を示し，細胞透過

性を高めるチャネルを形成して細胞質成分を漏出させ，真菌を死滅させる．加えて，AmB

表面吸着モデル[68]やステロールスポンジモデル[69]など，単にエルゴステロールと結合す
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るだけで真菌を死滅させる作用機序も報告されている．蛍光顕微鏡観察の結果，SMA-AmB

は真菌の細胞表面に局在していることが確認されたことから，SMA-AmB は，少なくとも

AmB 表面吸着モデルやステロールスポンジモデルによる抗真菌活性を有していることが考

えられる． 

薬物の機能性高分子への共有結合は，薬物の可溶化，薬物送達制御，薬物動態改善など，

多くの利点をもたらす．本研究において，難水溶性薬物である AmB を機能性高分子である

SMA に共有結合することにより，これらの利点を享受した AmB ナノ製剤が調製可能とな

った．  
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第 3 節 コレステロール修飾スチレン－マレイン酸コポリマーを用いたアム 

ホテリシン B 搭載ナノ製剤 

2-3-1 序論 

AmB は，難水溶性の大環状ポリエン抗真菌剤であり，深在性真菌感染症治療のゴールド

スタンダードである．AmB は細胞膜のステロールと相互作用して膜貫通チャネルを形成し，

一価のイオン漏出に由来する細胞死を引き起こす[70–72]．現在上市されている AmB 製剤

は，副作用やコストの面において更なる改善が必要である．このことから，毒性が低く費用

効果の高い AmB 製剤を開発することが重要である[47–53,73,74]． 

SMA は生体適合性の高いポリマーでもあり，急性，慢性，催奇形性といった毒性は認め

られていない[57]．SMA は両親媒性ポリマーであることに加えて，アルブミン結合性を有

することから，難水溶性薬物の溶解性，安定性，および薬物動態の改善に利用可能である．

また，前駆体である SMAnh の酸無水物基の高い反応性を利用することにより，さまざまな

化合物の導入が可能である．SMA ベースの製剤としては，前田らによって開発された

SMANCSがよく知られているところである[75]． 

著者らの研究室ではこれまでに，SMA およびブチルエステル化 SMA を使用した AmB

ナノミセル製剤の開発を報告してきた[58]．これらの SMA を用いることによって，AmB を

効果的に可溶化することができたものの，血中滞留性は Fungizone®と同程度と，非常に低い

ものであった． 

第 2 章第 2 節では，SMA に AmB を共有結合した製剤である SMA-AmB を開発した．

SMA-AmB は血中滞留性が顕著に向上していた．一方，薬効が低下していた点や，薬物に化

学修飾を加えていることから新規化合物としての開発方式が適用される点が，デメリット

として挙げられる． 

そこで本検討では，高い血中滞留性を有する，薬物に化学修飾を加えていない製剤の開

発を目的とし，コレステロール（cholesterol，Cho）などのステロール類と AmB との間に生

じる非共有結合性の相互作用を利用した製剤の開発を着想した．コレステロール修飾 SMA

（Cho-SMA）を合成し，Cho-SMA を用いた AmB のナノミセル製剤（Cho-SMA/AmB）を調

製した．この製剤について，AmB 含有率や粒子サイズ，アルブミン結合能，生体内分布，

毒性，抗真菌活性の評価を行った． 
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2-3-2 試薬 

SMAnh（数平均分子量：～1,600）および BSA はシグマアルドリッチ社より購入した．

AmB はケイマンケミカル社より購入した．Cho はナカライテスク社より購入した．

Triethylamine，DMSO，DMF，その他の試薬・溶媒は富士フイルム和光純薬社から購入した．

Fungizone®はブリストル・マイヤーズスクイブ社より購入した．SDA および YM brothは日

本ベクトン・ディッキンソン社から購入した．4週齢雄性成獣 ddY マウスおよび 7週齢雄性

成獣 DBA/2N マウスは清水実験材料社から入手した．すべての動物には，餌と水を自由に

摂取させた．福山大学研究倫理委員会の承認を受け（R 元-動物-1），福山大学動物実験ガイ

ドラインに準拠して実施した． 

 

2-3-3 実験 

(1) Cho-SMA の合成 

Cho 100 mg，SMAnh 100 mg を DMF 5 mL で溶解し，triethylamine を 20 µL 加え，80°C で

遮光して 1週間反応させた．反応後，diethyl ether で析出させ，遠心分離（2,500 rpm，30 min）

して沈殿を回収した．この操作を 3 回繰り返して未反応の Cho と triethylamine を除去して

精製後，デシケータ中で乾燥させた．こうして得られた生成物に 30 mL の 0.1 M NaHCO3を

加えて室温で 16 h 反応させることで，未反応の無水マレイン酸基を加水分解した．その後，

再生セルロース透析膜（Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen）を使って蒸留水に対して透析を行っ

た．透析後，凍結乾燥し，Cho-SMA を得た（Figure 19）． 

Figure 19.  Chemical structures and conjugation pathway. Synthesis of cholesterol-conjugated 

styrene-maleic acid copolymer (Cho-SMA conjugate). 
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(2) HPLC による Cho の定量 

測定用カラムは TSKgel ODS80-Tm（4.6 mm × 150 mm，Tosoh）column を用いた．移動相

は蒸留水と 2-プロパノールを 1:9（v/v）の割合で混合したものを用いた．流速 0.6 mL/min，

サンプル注入量は 20 μL とした．検出には吸光光度計検出器 SPD-20A（Shimadzu）を用い，

波長 210 nm で測定した．0.1 M NaOH：DMSO = 9:1（v/v）の溶液によって Cho-SMA の濃度

が 1.0 mg/mL となるよう調製し，85°C で加水分解したものをサンプルとした． 

 

(3) CMC の測定 

Cho-SMA の臨界ミセル濃度（critical micelle concentrations，CMC）は蛍光色素 N-phenyl-

1-naphthylamine（PNA）を用いて測定した[31]．PNA のアセトン溶液（1.0 × 10-4 M）20 μL を

試験管に取り，アセトンを揮発させて PNA の薄膜を作った．この試験管に，Cho-SMA 溶液

または SMA 溶液 2 mL を加えた．これを 40°C で 1 h インキュベートし，室温まで冷却した

後，励起光波長 340 nmで，蛍光波長 350～600 nmの範囲をスキャンした．蛍光スペクトル

は分光光度計（650-10S，Hitachi）にて測定した． 

 

(4) Cho-SMA/AmB ナノ粒子の調製 

Cho-SMA 50 mgと AmB 20 mg をそれぞれ 5 mL の蒸留水および DMSO に溶解して混合

後，再生セルロース透析膜（Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen）を使って蒸留水に対して透析を

行った．透析後，凍結乾燥し，Cho-SMA/AmB を得た． 

 

(5) HPLC による AmB の定量 

測定用カラムは TSKgel ODS80-Tm（4.6 mm × 150 mm，Tosoh）column を用いた．移動相

は 5 mM EDTA（pH 7.8），メタノール，およびアセトニトリルを 2:4:1（v/v/v）の割合で混合

したものを用いた．流速 1 mL/min，サンプル注入量は 20 μL とした．検出には吸光光度計

検出器 SPD-20A（Shimadzu）を用い，波長 405 nmで測定した． 

 

(6) SEM による形態評価 

粒子の形態を SEMで観察した．Cho-SMA/AmB の希薄溶液を試料スタブに塗布し，乾燥

させた．その後，サンプルを金コーティングし，走査型電子顕微鏡（JEOL JSM-6510A，JEOL）
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を使用して高真空モードで顕微鏡写真を撮影した．得られた画像は ImageJ

（http://rsb.info.nih.gov/ij/）を用いてバイナリー化し，認識された粒子の面積から Cho-

SMA/AmB のヘイウッド径を算出した． 

 

(7) 粒子径の測定 

4.0-mW He-Neレーザー（633 nm）を搭載した Zetasizer Nano ZS（Malvern Instrument）を

用い，25°C で 1 mg/mL のサンプルを DLSにて測定した． 

 

(8) 紫外可視分光光度測定 

Cho-SMA/AmB，Cho-SMA，および SMA を 50 µg/mL の蒸留水に溶解し，分光光度計（UV-

1800，Shimadzu）を使用して紫外可視吸収スペクトルを測定した．また，Cho-SMA/AmB お

よび AmB をそれぞれ 50 µg/mL，10 µg/mL として DMSO に溶解し，同様に測定した． 

 

(9) XRD 測定および DSC による AmB 形態評価 

XRD パターンは，Rigaku UltimaIV（Rigaku）を使用して 40 kV にて測定した．AmB の粉

末および凍結乾燥した Cho-SMA と Cho-SMA/AmB をそれぞれガラス板上に広げて測定し

た．データは，2°/min のスキャン速度で 2θが 5～30°の範囲で収集した． 

DSC 曲線は，DSC Q100（TA Instruments）を使用して得た．各サンプルをアルミナパンに

密封し，窒素雰囲気下，25～250°Cの範囲で，加熱速度 20°C/min，キャリアガス速度 50 mL/min

にて測定した． 

 

(10) GPC によるアルブミン結合性評価 

GPC は，Sephadex G-100カラム（φ= 10 mm，L = 500 mm，GE Healthcare Japan）を使用し

て実施した．移動相は 0.1 M NaHCO3水溶液を用いた．サンプルとして，PBS に溶解した

BSA と Cho-SMA/AmB を最終濃度 0.5 mg/mL で調製し，各サンプル 0.2 mL をカラムにアプ

ライした．溶出液は 2 mL ごとにフラクションとして回収し，280 nmおよび 330 nm での吸

光度を測定した． 
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(11) AmB の体内動態 

実験には 4 週齢の雄性成獣 ddY マウスを用いた．PBS に溶解した Cho-SMA/AmB，もし

くは 5%グルコースに溶解した Fungizone®を尾静脈から投与した．Cho-SMA/AmB 溶液につ

いては，投与前にメンブレンフィルター（0.45 µm Millex®-LH フィルター，Merck Millipore）

にて滅菌処理を施した．投与薬物量は 2 mg/kg AmB-equivalentとした．投与後 10 min，1 h，

6 h後に血液を採取し，同時に肝，腎，脾臓を採取した．これらをメタノール中でホモジナ

イズし，室温で 1 h静置した後，5,000 rpm，4°C で 10 min 遠心分離した．各サンプルの上清

を 0.45 µm Millex®-LH フィルターでろ過後，前述の HPLC システムにて AmB を定量した． 

 

(12) In vitro毒性 

In vitro 毒性はマウス赤血球溶血性にて評価した[38,39]．4週齢の雄性成獣 ddY マウスの

後大静脈から血液を採取した．ヘパリン処理した全血を 2,000 rpmで 10 min 遠心分離し，上

清と buffy coatを除去し，赤血球を得た．この赤血球を PBS にて洗浄後，希釈した．適切な

希釈倍率は，赤血球が水で完全に溶解した際の上清の 576 nm の紫外可視吸光度が約 0.4 と

なるよう設定した．希釈した赤血球と試料を混合後，37°C で 30 min インキュベートした．

このとき，1% BSA となるよう試料を調製した．氷冷後，10,000 rpm で 30 s遠心分離し，非

溶血赤血球を沈殿させ，上清を回収し，576 nm の吸光度を測定した．溶血率は，溶血率＝

（Abs-Abs0）／（Abs100-Abs0）× 100 の式で算出した．Abs，Abs0，Abs100 はそれぞれ試

料，PBS，水でそれぞれ処理した場合の吸光度値である． 

 

(13) In vivo毒性 

In vivo 毒性は静脈内投与による LD50の測定により決定した．Cho-SMA の LD50は，限度

試験により決定した．投与前にメンブレンフィルター（0.45 μm）にて処理を行った．Cho-

SMA/AmB および Fungizone®の LD50値は，アップダウン法[63]を用いて推定した．4週齢の

雄性成獣 ddY マウスに様々な用量の試料を尾静脈から注射した．Cho-SMA/AmB は投与前

にメンブレンフィルター（0.45 μm）にて処理を行った．初期濃度は，過去の報告[64]から決

定された Fungizone®の LD50の最良推定値と考えられた 5 mg/kg に設定した．後続の動物に

は，前の動物の生存率に応じて，より高い用量またはより低い用量を投与した．生存してい

る動物は，投与後 14 日間，遅発性の死亡を観察した．投与は，試験した 5匹の連続した動
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物で 4 回の逆転が起こるまで，24 h の一定時間間隔で継続した．アップダウン法で測定し

た LD50は最尤法で算出した． 

 

(14) In vitro 薬効 

In vitro薬効はMICにて評価した．MIC測定はS. cerevisiae BY4742を用いて実施した[37]．

試料と S. cerevisiae BY4742 を YM brothに添加し，28°C で 48 h培養した後，660 nm の吸光

度を測定した．吸光度が 0.03 以下を増殖抑制と判断した． 

 

(15) In vivo薬効 

In vivo 薬効は，S. cerevisiae BY4742 感染マウスを用いて，腎臓，肝臓および脾臓におけ

る菌数を測定することにより評価した．7 週齢雄性成獣 DBA/2N マウス 16匹に 2 × 107個の

菌を 0.2 mLの PBSで尾静脈に接種し，感染させた．菌濃度は血球計数器を用いて計数した．

感染 30 min後，マウスに Fungizone®および Cho-SMA/AmB（5%グルコースおよび PBS にそ

れぞれ溶解）を尾静脈から 0.1 mL 単回投与した．PBS 投与群を陰性対照とした．Cho-

SMA/AmB 溶液および PBS は，注入前にメンブレンフィルター（0.45 μm）にて処理した．

投与 48 h 後に標的臓器を無菌的に取り出し，PBSでホモジナイズし，適切な希釈液 0.2 mL

を SDA プレートに播種した．生菌数は，30°C で 72 h 培養後の CFU 数として推定した． 

 

(16) 統計解析 

データは平均値±標準偏差で表した．2 群間の差は Student の t 検定を用いて解析した．

複数のグループ間の差は，ANOVA に続いて Tukey の多重比較検定を使用して分析した．P 

< 0.05 の値は統計的に有意とみなした．統計解析は R, Version 4.0.0 を用いて行った．  
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2-3-4 結果 

(1) Cho-SMA の物性 

Cho-SMA の CMC は，疎水性環境中に移行すると蛍光強度が急激に増大する PNA を用

いて測定した（Figure 20）．相対蛍光強度の急激な増加を示した濃度から CMC を推定した

ところ，SMA および Cho-SMA の推定 CMC はそれぞれ 2,000 µg/mL および 220 µg/mL であ

った．強塩基にて Cho-SMAから切断されたChoをHPLCにて測定することにより Cho-SMA

の Cho 修飾率を算出したところ，Cho-SMA 中に 30.5 w/w%の Cho が含まれており，SMA1

分子に対して約 1.5分子の Cho が結合していることが示された． 

 

Figure 20.  Relative fluorescence intensity of PNA as a function of the logarithm of the 

concentrations of Cho-SMA conjugate (●) and SMA (▴). 

 

(2)  Cho-SMA/AmB の物性 

Cho-SMA/AmB中のAmB含有率をHPLCにて測定したところ，28.3 w/w%であった（Table 

6）．Cho-SMA/AmB の形態は SEMにて評価した（Figure 21）．Cho-SMA/AmB は，乾燥状態

で約 100 nm の球状に凝集していることが示された．得られた画像をバイナリー化した結果，

47 個の粒子が認識された．これらの粒子のヘイウッド直径の度数分布は Figure 22に示すと

おりであり，平均直径は 86.0 ± 38.5 nmと算出された． 

Cho-SMA および Cho-SMA/AmB の水溶液中での直径を Zetasizer にて測定した結果，そ

れぞれ 7.5 ± 3.3 nmおよび 14.5 ± 5.5 nm であった（Table 6）．  
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AmB の凝集状態は，紫外可視分光光度法，XRD，および DSC にて評価した．DMSO に

溶解した AmB および Cho-SMA/AmB を紫外可視分光光度法にて測定した結果，372，391，

および 416 nm で強い吸収を示し，353 nm ではこれらよりも弱い吸収を示した．単量体の

AmB は，これらの特徴を持つスペクトルを示すことが報告されている[40]．一方，水溶液中

のCho-SMA/AmBの吸光度スペクトルは，約 330 nmにおいて強い吸収を示した（Figure 23）．

疎水性環境で自己凝集する AmB は，約 330～350 nm で強い吸収スペクトルを示すことが知

られている[40,41]． 

Figure 24 には，AmB，Cho-SMA，および Cho-SMA/AmB の XRD パターンを示す．AmB

粉末の XRD パターンには，いくつかの回折角度でシャープなピークが認められ，結晶性が

示された[42]．一方，Cho-SMA/AmB の XRD パターンでは，AmB の特徴的なピークが認め

られず，AmB がアモルファス状態であることが示された．AmB，Cho-SMA，および Cho-

SMA/AmB の DSC 分析の結果を Figure 25に示す．AmB 粉末のサーモグラムは，結晶性 AmB

由来である 100.4°C および 202.3°C で吸熱ピークを示した[43]．一方，Cho-SMA/AmB のサ

ーモグラムではこれらの AmB に特徴的なピークは検出されず，Cho-SMA/AmB に結晶相の

AmB が存在しないことが示された．また，低温側に新たにピークが認められた． 

 

Table 6.  Properties of Cho-SMA conjugate and Cho-SMA/AmB. 

Sample 
AmB content † 

(w/w%)  
Diameter (nm) ‡ 

Cho-SMA/AmB 28.3 14.5 ± 5.5 

Cho-SMA conjugate - 7.5 ± 3.3 

† AmB content was measured by HPLC. 

‡ Diameter was measured by DLS. 
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Figure 21.  Scanning electron micrograph of Cho-SMA/AmB. 

 

 

Figure 22.  (A) Binarized image of the SEM image in Fig. 21 processed by ImageJ. (B) Frequency 

distribution histogram of Heywood diameters of Cho-SMA/AmB. 
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Figure 23.  UV–vis absorption of Cho-SMA/AmB, Cho-SMA conjugate, SMA, and AmB. Cho-

SMA/AmB were dissolved in water and DMSO at 50 μg/mL; Cho-SMA conjugate and SMA were 

dissolved in water at 50 μg/mL; AmB was dissolved in DMSO at 10 μg/mL. 

 

 

Figure 24.  X-ray diffraction of (A) AmB, (B) Cho-SMA conjugate, and (C) Cho-SMA/AmB. 
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Figure 25.  Differential scanning calorimetry patterns of (A) AmB, (B) Cho-SMA conjugate, and (C) 

Cho-SMA/AmB. 

 

(3)  Cho-SMA/AmB のアルブミン結合性と体内動態 

Cho-SMA/AmB の生体内での挙動を明らかにするために，まずアルブミンへの結合性を

GPC にて検討した．Cho-SMA/AmB に対して BSA を 1:10 以上の比率で添加した場合では

Cho-SMA/AmB の結合量はそれ以上は増加しなかったものの，1:10までの比率で添加した場

合では Cho-SMA/AmB の結合量は増加した（Figure 26）．AmB に対して BSA を添加した場

合では，結合性は認められなかった． 

ddY マウス尾静注単回投与時における Cho-SMA/AmB の体内動態を Figure 27 に示す．

Cho-SMA/AmB投与後のAmBの血漿濃度は，Fungizone®投与後の血漿濃度よりも高かった．

また，Cho-SMA/AmB 投与後の AmB は肝臓に有意に多く分布し，腎臓への分布は Fungizone®

よりも有意に少ないことが示された． 



-43- 
 

 

Figure 26.  Size exclusion chromatography of Cho-SMA/AmB in the presence of different 

concentrations of BSA by using Sephadex G-100. Eluate was monitored at 330 nm for (A) AmB and 

at 280 nm for (B) both protein and Cho-SMA conjugate. 

 

 

Figure 27.  AmB levels in the blood and tissues after a single injection of Cho-SMA/AmB and 

Fungizone at an AmB-equivalent dose of 2 mg/kg in mice. 
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(4) 毒性評価 

In vitro 毒性として，赤血球溶血毒性を評価した（Figure 28）．C50を示す AmB 濃度は，

AmB および Fungizone®でそれぞれ 4.7 および 6.0 µg/mL AmB-equivalent であった．Cho-

SMA/AmB の C50は 34.8 μg/mL AmB-equivalent であり，毒性は約 1/6 にまで更に低減されて

いた．Cho-SMA の溶血毒性は，3,000 μg/mL までは認められなかった． 

In vivo 毒性は，ddY マウス尾静注単回投与における LD50にて評価した（Table 7）．Cho-

SMA の LD50は，500 mg/kg 以上であった．Fungizone®の LD50は 5 mg/kg AmB-equivalentで

あり，既報および第 2章第 2 節の結果と一致していた[64]．また，Cho-SMA/AmB の LD50値

は 15 mg/kg AmB-equivalent であり，in vivo毒性は Fungizone®の約 1/3まで低減していた． 

 

Figure 28.  Hemolysis of mouse red blood cells in Cho-SMA/AmB (×), Fungizone (□), and AmB (♦). 

 

Table 7.  In vivo acute toxicity of Cho-SMA conjugate and Cho-SMA/AmB in ddY mice. 

Sample LD50 (mg/kg) 95% Confidence Interval (mg/kg) 

Fungizone 5 † 3.48–13.3 † 

Cho-SMA/AmB 15 † 9.54–44.0 † 

Cho-SMA conjugate > 500 - 

† AmB-equivalent. 
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(5) 薬効評価 

In vitro 抗真菌活性は，S. cerevisiae を用いた MIC の測定にて評価した（Table 8）．Cho-

SMA/AmB，SMA/AmB，AmB，Fungizone®の MIC はすべて 0.39 µg/mL AmB-equivalent であ

った． 

S. cerevisiae 感染マウスを用いて in vivo抗真菌活性を測定した結果を Figure 29 に示す．

Cho-SMA/AmB と Fungizone®の投与により，各臓器の CFU は有意に減少した．Fungizone® 

0.5 mg/kg AmB-equivalent（LD50の 1/10）を投与した群と Cho-SMA/AmB 0.5 mg/kg AmB-

equivalent（LD50の 1/30）を投与した群を比較すると，同等の抗真菌作用であることが示さ

れた．また，Cho-SMA/AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent（LD50の 1/10）を投与した群は，

Fungizone® 0.5 mg/kg AmB-equivalent（LD50の 1/10）投与群に比べて各臓器で有意に高い抗真

菌活性が示された． 

 

Table 8.  In vitro antifungal activity of Cho-SMA/AmB. 

Sample MIC † (µg/mL) 

AmB 0.39 

Fungizone 0.39‡ 

SMA/AmB 0.39‡ 

Cho-SMA/AmB 0.39‡ 

Cho-SMA conjugate > 100 

† MIC, Minimum inhibitory concentration. 

‡ AmB-equivalent. 
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Figure 29.  Yeast density (CFU/organ) in the livers, kidneys, and spleens of DBA/2N mice infected 

with S. cerevisiae strain BY4742 after a single injection of PBS, Fungizone 0.5 mg/kg AmB-equivalent, 

Cho-SMA/AmB 0.5 mg/kg AmB-equivalent, or Cho-SMA/AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent.  
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2-3-5 考察 

本研究では，AmB の血中滞留性が改善された，薬物に化学修飾を加えていない製剤の開

発を目的として，AmB と相互作用することが知られている Cho を SMA に共有結合した

Cho-SMA を合成し，これを用いた AmB ナノ製剤を開発した． 

Cho-SMA の CMC は PNA を用いた方法で測定した．CMC の濃度よりも高い濃度で調製

された Cho-SMA 水溶液を使用することにより，AmB の水溶性が大幅に改善された製剤が

得られた．Cho-SMA/AmB は PBS に対して 35.4 mg/mL（10.0 mg/mL AmB-equivalent）以上

の濃度で溶解することから，AmB 粉末よりもはるかに優れた水溶液への溶解度を有するこ

とが示された． 

Cho-SMA と AmB の自己組織化によって形成された複合体である Cho-SMA/AmB は，

HPLC や紫外可視吸収，DLS，SEM，XRD，および DSC 測定などのさまざまな手法にて評

価した．Cho-SMA/AmB の AmB 含有率は 28.3 w/w%であり，これは調製時の AmB と Cho-

SMA の重量比（2:5）から想定される含有率とほぼ一致していた．SEM および DLS にて乾

燥状態および水溶液中での粒子径をそれぞれ測定したところ，いずれにおいてもナノ粒子

として存在していることが示された．SEM および DLS にて測定した粒子径との間で差が認

められた．この粒子径の差は，測定条件の違いによるものと考えられる．真空中で観察され

る SEM で得られた粒子径よりも，水溶液中で行われる DLS 測定で得られた粒子径が，より

生体内の条件を反映していると考えられる．紫外可視吸収，XRD，DSC および CMC 測定の

結果から，Cho-SMA/AmB に含まれる AmB はナノ粒子の疎水性環境下においてアモルファ

ス状態で自己凝集して存在していることが示され，ナノ粒子から放出される際の AmB の水

への溶解性の改善が示唆された．加えて，Cho-SMA/AmB の DSC サーモグラムにおいて新

たにピークが認められたことから，Cho-SMA と AmB は相互作用していることが示唆され

た． 

GPC の結果から，Cho-SMA/AmB の一部は，Cho-SMA を介してアルブミンと複合体を形

成し，大きな分子として振る舞うことが示された．サイズが 10～100 nm のナノ粒子は，細

網内皮系への分布および腎クリアランスが減少するため，血中滞留性が向上することが知

られている[67]．DLS 測定や SME 測定の結果から，Cho-SMA/AmB は上述のサイズの範囲

内であることが示され，血中滞留性の向上が期待された．また，飽和するものの，アルブミ

ン複合体形成能を有する点からも，Cho-SMA/AmB は血中滞留性が向上していることが期待
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された．そこで，マウスにおける血中滞留性を測定した結果，Cho-SMA/AmB の尾静注投与

による AmB の血中滞留性は，Fungizone®を投与した場合よりも顕著に高かった．また，Cho-

SMA/AmB は，Fungizone®よりも有意に高い AmB 肝臓分布と有意に低い AmB 腎分布を示

した．以上から，肝臓における真菌症において，Cho-SMA/AmB は Fungizone®よりも有用で

ある可能性が示された．このほかに，第 2 章第 2 節で合成した SMA-AmB と比較すると，

Cho-SMA/AmB の血中滞留性は低いことが示された．SMA-AmB と比較して Cho-SMA/AmB

ではアルブミン結合性飽和が認められた点を考慮すると，SMA を用いたナノ粒子において

は，血中滞留性改善に対してアルブミン結合性が大きく寄与している可能性がある． 

AmB の重篤な毒性の 1つとして，赤血球溶血が挙げられる．Cho-SMA/AmB の in vitro溶

血性を評価したところ，AmB および Fungizone®と比較して，約 1/6 にまで低下した．以上

から，Cho-SMA は AmB を内包することにより溶血毒性を減少することが示された．また，

in vivo 毒性として LD50を評価したところ，Cho-SMA/AmB の単回投与による急性毒性は 1/3

に減少していた．これは，溶血毒性の改善や腎臓へのAmB分布の減少による可能性がある． 

Cho-SMA/AmB の in vitro および in vivo 抗真菌活性は，それぞれ MIC および真菌感染モ

デルマウスで評価した．AmB はステロール類に結合することが知られており，真菌細胞膜

のエルゴステロールに結合することにより真菌細胞死を引き起こす．したがって，Cho-SMA

鎖の Choが AmB の抗真菌活性に影響を与える可能性が考えられた．しかし，Cho-SMA/AmB

の in vitro抗真菌活性は，他の製剤と比較して抑制されていなかった．AmB は，Cho よりも

エルゴステロールとの親和性が高いことも知られている[47]．このことから，Cho-SMA/AmB

に含まれる AmB は Cho-SMA の Cho部分よりも真菌細胞膜のエルゴステロールに選択的に

結合し，他の製剤と同等の抗真菌活性を示した可能性が考えられる． 

In vivoでの検討結果から，Fungizone®に対する安全域の改善比は，Cho-SMA/AmB および

SMA-AmB 共に約 3 倍であり，両製剤とも Fungizone®よりも治療上安全な製剤であることが

示された． 

高分子キャリアを用いた薬物の内包化は，薬物の可溶化，薬物送達制御，薬物動態改善

など，多くの利点をもたらす．難水溶性医薬品と相互作用する物質を SMA に導入すること

により，より血中滞留性の高い水溶性ナノミセル製剤が調製可能となった．相互作用物質で

修飾された SMA の潜在的なキャリアとしての有用性が示唆された．  
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第 3 章 総括 

AmB は表在性真菌症および深在性真菌症への治療薬として，新たな製剤の開発が望まれ

ている．本論文では，機能性高分子を用いてこれらの真菌症に対する治療薬を新たに調製し

た． 

第 2 章第 1 節では，表在性真菌症の 1 つである真菌性角膜炎を標的とし，粘膜付着性を

有する HA を用いた水溶性ナノ点眼製剤の開発を試みた．他の多糖と同様に，疎水化を受け

た HA である AHA はナノヒドロゲルと考えられるナノ粒子を形成した．このナノ粒子に

AmBを搭載した製剤である AHA/AmBは，ムチンとの結合性を有し，治療域が改善された，

水溶性の製剤であった．AHA/AmB は，真菌性角膜炎に対する点眼剤として，条件の適った

製剤であると言える． 

第 2 章第 2 節および第 3 節では，①様々な誘導体の合成が容易であり，②アルブミン結

合性を有することから高い血中滞留性が期待でき，③その両親媒性から難溶性物質を搭載

可能な合成高分子である SMA に着目した “SMA Chemistry” を AmB に対して展開した．当

研究室ではこれまでに，SMA およびブチルエステル化 SMA に AmB を内包した水溶性ミセ

ル製剤を開発したが，ミセルからの AmB 漏出に由来する低い血中滞留性が欠点として挙げ

られた．そこで，SMA と AmB との間において，共有結合と非共有結合性相互作用の 2 種

類の結合様式からなる水溶性ナノ製剤をそれぞれ開発した． 

共有結合からなる製剤である SMA-AmB は水溶液中でアルブミンと結合し，安定に存在

することが示された．しかし，薬物自体に化学修飾を加えてつくられるものは規制上新規化

合物としての開発方式が適用されるため DDS 開発においては敬遠されており，この点は

SMA-AmB の欠点として挙げられる．一方，非共有結合性相互作用として AmB とステロー

ルの高い親和性を利用した製剤である Cho-SMA/AmB は，アルブミン結合性が飽和してい

たものの，血中滞留性は Fungizone®との比較では顕著に改善した．また，規制上新規化合物

としての開発方式は適応されないことから，SMA-AmB の欠点を克服した製剤であった． 

本研究を通して，機能性高分子を用いた AmBナノ製剤開発の一端が拓かれたと考える．

今後，機能性高分子の更なる発展は，真菌症をはじめとした様々な疾患に対する薬物治療に

おいて，安全かつ効果的な製剤開発をより一層進展させるものと期待される．  
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