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 略語一覧  

Ar：Argon 

BLA-NCA：3- (Benzyloxycarbonyl)-N-carboxy-L-alanine anhydride 

BMI：1,1’-(Methylenedi-4,1-phenylene) Bismaleimide 

cffDNA：cell-free fetal DNA 

CL-IND/m ：Cross-linked Indomethacin micelle 

CL-IND-polymer：Cross-linked IND-polymer 

CMC：Critical micellar concentration 

COX：Cyclooxygenase 

DCR：Derived count rate 

DDS：Drug Delivery System 

DLS：Dynamic Light Scattering 

DMAP：4-Dimethylaminopyridine 

DAMPs ：Damage‐associated molecular patterns 

DMEM：Dulbecco’s modified eagle’s medium 

DMF：N,N-Dimethylformamide 

EDC：1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride  
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EPR：Enhanced permeation and retention effect 

FBS：Fetal bovine serum 

GNPs：PEG-coated Gold nanoparticles 

HMGB1：High mobility group box 1  

IL：Interleukin  

IND：Indomethacin 

IND/m：Indomethacin micelle 

IND-polymer：Indomethacin polymer 

IUFD：Intrauterine fetal death 

LPS：Lipopolysaccharide  

MeO-PEG–NH2：α-Methoxy-ω-amino poly (ethylene glycol)  

MQW：Milli Q water 

NCL-IND/m：Non Cross-linked Indomethacin micelle 

NS：Normal Saline 

PBS：Phosphate buffered saline 

PDA ：Patent Ductus Arteriosus 

PDI：Polydispersity index 

PEG：Polyethylene glycol 
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PEG-PBLA：Poly(ethylene glycol)-b-poly(γ-benzyl L-aspartate 

PG：Prostaglandin 

SDS：Sodium dodecyl sulfate 

TNF：Tumor necrosis factor  
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要旨 

インドメタシン（IND）は強力な子宮収縮抑制作用を有し早産の治療薬とし

て有効な薬剤であるが、胎盤を通過して胎児毒性をきたすために使用が制限さ

れている。本研究では高分子ナノミセルに INDを搭載し、胎盤通過性を制御し

たインドメタシン搭載高分子ナノミセル（IND/m）の開発を行った。IND/m は

マウス胎盤、ヒト胎盤において胎児通過性が極めて少なく、マウスにおいて子

宮・胎盤に分布して早産抑制効果を示し、胎仔の動脈管、新生仔の生命予後、

体重増加に影響を与えなかった。本研究の成果は、胎盤通過性が極めて低く、

胎児毒性の懸念なく使用可能な新規早産治療薬となる可能性がある、IND/m の

開発に成功したことである。 
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序文 

妊娠中の薬剤使用には大きな障壁が存在する。薬剤の効果よりも安全性が重

視され、病態生理から効果が期待できる薬剤であっても、胎児への安全性のエ

ビデンスに乏しい薬剤の使用は避けられ、妊婦への使用経験の乏しい薬剤の投

与は敬遠される。一方で、妊婦を対象にした臨床試験は倫理的な観点から困難

を極め、それ故妊婦を対象とした薬剤の開発は、基礎的研究成果の報告こそ散

見されるものの、臨床で使用される薬剤の開発は実現されていない。患者を目

の前にして効果が期待できる薬剤を使用できないという葛藤は、医師にとって

耐えがたいものであり、解決すべき喫緊の課題である。 

早産は妊娠 37週未満の分娩、もしくは最終月経開始日より 259日未満の分

娩と定義される 1。世界では年間 1500万人が早産児として出生しており、これ

は 10人に 1人の児が早産で出生していることに相当する。新生児死亡の原因

の 35 %、5歳以下の乳幼児死亡の原因の 16 %を占めており 2, 3、出生児の予後

に影響し、高血圧、心血管疾患、閉塞性肺疾患、慢性腎臓病、脳血管疾患、2

型糖尿病、およびメンタルヘルス障害の発症とも関連する 4-10。早産の原因

は、子宮への感染と炎症の波及、子宮筋の過伸展、子宮頸管要因、脱落膜の老

化、心的因子の関与、と多岐にわたるが 11、近年の研究により子宮内感染とそ

れに伴う上行性の炎症の波及が早産の病態形成において中心的な役割を担うこ
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とが明らかにされている 12-15。この感染性早産は、腟内から子宮頸管に上行性

に起こる感染とそれに伴う炎症の波及により、子宮にマクロファージをはじめ

とした炎症細胞が誘導され、この炎症細胞の活性化により分泌されるインター

ロイキン（Interleukin ：IL）-1β、IL-6、 腫瘍壊死因子（Tumor necrosis factor：

TNF）-といった炎症性サイトカインの働きによりプロスタグランジン

（Prostaglandin：PG）の産生が亢進し、子宮収縮や子宮頸管の熟化が引き起こ

されることにより発症する 16-19（図 1）。細胞膜リン脂質へのホスホリパーゼ A2

の作用によりアラキドン酸が遊離し、シクロオキシゲナーゼ

（Cyclooxygenase：COX）の作用によりアラキドン酸が PGH2へと変換され 20、

合成酵素やイソメラーゼの作用によって PGH2が PGE2や PGF2αへと代謝される

ことにより PGは生理活性を得る（図 2）21。感染性早産においては、細菌がホ

スホリパーゼを分泌することが知られ 22、アラキドン酸の産生が増加すること

で、PGの産生も増加する 23, 24。アラキドン酸カスケードにおいて PG産生を誘

導する COXには COX-1と COX-2の 2つのサブタイプが存在し 25、COX-1は

ほとんど全ての細胞、組織において構成的に発現し、血小板凝集、腎機能、消

化管粘膜の維持などの重要な役割を果たす。また、急性炎症により高濃度のア

ラキドン酸が発現した場合には、PGは COX-1を介して産生される。一方、
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COX-2は、炎症の発生に伴い、炎症性サイトカインや炎症メディエーターによ

って誘導され、PGを産生する 26。 

 

 

 

図 1：早産のメカニズム 

腟から細菌感染が起こると、上行性の炎症の波及が生じる。炎症が波及する

と、マクロファージや好中球などの炎症細胞が活性化され、TNF-α、IL-1β、IL-

6などの炎症性サイトカインが分泌される。炎症性サイトカインはプロスタグ

ランジンの産生を亢進させ、子宮収縮の増強と子宮頸管の熟化が起こり、早産

が発症する。 
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図 2：アラキドン酸カスケードを介したプロスタグランジンの産生経路 

上行性感染が起こると、細胞膜リン脂質へのホスホリパーゼ A2の作用により

アラキドン酸が遊離する。アラキドン酸は、シクロオキシゲナーゼ（COX：

Cyclooxygenase）の作用により PGH2へと変換され、合成酵素やイソメラーゼの

作用によって PGE2や PGF2αへと代謝され、子宮収縮、子宮頸管熟化をもたら

す。 

 

早産の予防法、治療法に関してはこれまでも研究が重ねられてきたが、早産

率は年々増加傾向にあり 27, 28、より良い予防方法、治療方法の確立は産科領域

における重要な課題と言える。早産の原因が多岐にわたり、前述した要因が複

合的に関与していることを考慮すると、早産の予防を確立することは困難であ

り、我々は早産の治療に焦点を当て本研究に取り組んだ。早産の治療は主症状

である子宮収縮と子宮頚管の熟化の抑制にあり、PGが子宮収縮作用、子宮頸
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管熟化作用といった早産の主症状に直接的に関与していることを考慮すれば、

PG阻害剤は早産の病態生理に即した、合理的な治療である。実際に PG阻害剤

は、早産治療薬として有効性が知られている β 刺激薬、カルシウム拮抗薬、硫

酸マグネシウム、オキシトシン受容体拮抗薬、硝酸塩などの他の治療薬 29に比

べて高い早産抑制効果を示す 30, 31。特にインドメタシン（Indomethacin：IND）

は、アラキドン酸カスケードにおいて COX-1、COX-2の双方を阻害することか

ら、強力な PG産生阻害作用を持ち、早産治療における有効性が知られている

32-37。しかし、INDは胎盤を通過し 38、胎児の動脈管収縮、新生児動脈管開存

症、胎児腎不全、胎児腸穿孔、羊水過少症、壊死性腸炎といった胎児毒性をき

たすことが知られている 39-41。そのため、米国などの欧米諸国では、切迫早産

に対する子宮収縮抑制の目的において妊娠 32週未満かつ 48時間以内の投与期

間に INDの使用は制限されている。さらに、本邦においては妊娠中の使用は禁

忌とされている。我々は早産の病態生理に即した、高い有効性が期待できる

INDが、胎児毒性の懸念無く、また妊娠週数や使用期間の制限なく使えるよう

になることで、より良い早産治療が可能になるのではないか、と考えた。 

薬剤の胎盤通過のメカニズムとして、「単純拡散」「受動拡散」「能動輸送」

「ピノサイトーシス」が知られている 42。多くの薬剤の胎盤通過には単純拡散

が関与しており、単純拡散により薬剤が胎盤を通過するか否かは、薬剤の「分
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子量」すなわち「大きさ」、「脂溶性の程度」、「イオン化の程度」、「血中蛋白結

合率」により決定される 42, 43。「大きさ」として、分子量が 500 Da未満の物質

は胎盤を通過しやすく、1000 Da以上の物質は胎盤を通過しにくいことが知ら

れている。「脂溶性の程度」として、胎盤の細胞膜の大部分が脂質で構成され

ているため、脂溶性の高い物質は胎盤を通過しやすいとされている。「イオン

化の程度」についてだが、薬剤には pKaと呼ばれる酸解離定数が存在する。こ

の薬剤が持つ酸解離定数と薬剤が存在する溶液の pHの関係によって、薬剤は

その構造を分子型・イオン型へと変化させている。イオン化していない分子型

の薬剤は脂溶性が高いことから胎盤を通過しやすく、イオン型の薬剤は胎盤を

通過しにくい。酸性の薬剤は、pKa値より pHが高い溶液中においてイオン型

の割合が増え、一方塩基性の薬剤は、PKa値より pHが低い溶液中においてイ

オン型の割合が増え、胎盤を通過しにくくなる。「血中蛋白結合率」について

は、血中において血中蛋白との結合率が低い物質は血中で遊離型として存在す

る割合が高く、胎盤を通過しやすいとされている。 

以上を考慮すると、サイズが大きく、水溶性の、血中でイオン型として存在

する、血中蛋白結合率の高い薬剤が、胎盤を通過しない薬剤であると言える

（表 1）。 
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表 1：薬剤の特徴と胎盤通過性 

薬剤の胎盤通過性は、薬剤の「大きさ」「脂溶性」「イオン化」「血中蛋白結

合率」によって評価される。 

 

これらの薬剤の特徴と胎盤通過性の観点から、INDについて評価すると、血

中蛋白結合率は 99 %と高く、また pKaは 4.3 であることから、血液中 pH7.4に

おいて分子型の形で存在している INDは存在せずほとんどがイオン化している

ことが想定されるため、血中蛋白結合率、イオン化という観点からは胎盤通過

性が高くない、と考えられる。しかし、IND は基本的に腸管から吸収される内

服、もしくは坐薬であることから脂溶性の高い構造をしており、分子量も

357.79 g/mol と小さく、大きさと脂溶性の観点からは胎盤を通過しやすい薬剤

であると言える。 

そこで我々は、IND の大きさと脂溶性を改善し、INDの胎盤通過性を制御す

る方法として、ナノテクノロジーを用いた薬剤送達システム（Drug Delivery 

System：DDS）に着目した。ナノテクノロジーDDS とは、高分子ミセルやリポ
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ソームなど親水性部分と疎水性部分の両方を有する両親媒性を特徴とする薬物

送達物質に薬剤を搭載し、治療標的に選択的に薬剤を送達する技術である。ナ

ノテクノロジーDDS に着目して IND搭載リポソームを開発した研究では 44-46、

INDをリポソームに搭載することにより胎盤通過性が制御されたことが報告さ

れている。しかしながら、これらの研究においては胎児への IND の移行は減少

したものの、リポソーム搭載 INDの早産抑制効果は十分と言える結果ではなか

った。早産抑制効果を発揮するためにはオキシトシン受容体を標的とした修飾

を必要としており、オキシトシン受容体の発現に左右される構造であった。そ

こで我々は、100-200 nm の大きさであるリポソームより小さな構造を持つ、高

分子ナノミセルに注目した。 

高分子ナノミセルは親水性を示すポリエチレングリコール（Polyethylene 

glycol：PEG）鎖と疎水性を示すポリアミノ酸鎖から成るポリマーが自己会合す

ることで形成される。高分子ナノミセルの主要な構成成分である PEG は生体へ

の安全性が高い物質として、ナノ医薬品開発の分野においては広く用いられて

いる 47-50。PEG鎖の伸長によりポリマーの大きさは自由に設計でき、それ故に

ミセル自体の大きさも自由に設計することが可能である。ナノ毒性学の分野に

おいては、これまでにも高分子ミセルの胎盤通過に関する研究が行われてきた

51-54。これらの研究は、高分子ナノミセルと胎盤の通過にはミセルの大きさが
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密接に関与していることを示しており、前述した単純拡散による物質輸送機序

を考慮すると、水溶性でサイズが可変な高分子ナノミセルは胎盤通過を制御す

る上で適した DDS であると言える。そこで、本研究ではミセルを構成するポ

リマー中のアミノ酸ヒドロキシル基と IND のヒドロキシル基をエステル結合に

より置換することでポリマー内に INDを結合し、このポリマーを自己会合させ

ることで、インドメタシン搭載高分子ナノミセル（Indomethacin micelle：

IND/m）の開発を目指すこととした（図 3）。 

 

 

図 3：IND/mの開発 

高分子ナノミセルは親水性を示すポリエチレングリコール鎖と疎水性を示す

ポリアミノ酸鎖から成るポリマーが自己会合することで形成される。このアミ

ノ酸のヒドロキシル基と INDのヒドロキシル基をエステル結合により置換する

ことでポリマー内に INDを結合させ、この INDが結合したポリマーを自己会

合させることで、IND/m の開発を目指した。 
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研究の目的 

INDは、早産において子宮収縮を誘導する中心的機序である PG の産生経路

を阻害することで、病態に即して有効性が期待できるにも関わらず、胎児毒性

の懸念からその使用は制限されている。そこで本研究では、INDの胎盤通過に

よる胎児毒性を回避しつつも INDの薬効を示して早産の発症を抑制することの

できる新規薬剤の開発を目指すことを目的とした。この目的を達成するうえで

本研究では、高分子ナノミセル技術を用いた DDS を利用して IND を搭載した

IND/m を開発することを目指した。 

本研究では、 

・高分子ナノミセル技術を用いた DDS を利用して INDを搭載した IND/m を

開発すること 

・高分子ナノミセルの胎盤通過について検討し、胎盤通過性を制御した

IND/m の設計を行うこと 

・IND/m の薬物動態、ミセルの分解による INDの放出機構について検証する

こと 

・INDのミセル化がマウス胎盤、ヒト胎盤において胎盤通過性を減少させる

ことを検証すること 

・IND/m の早産抑制効果、胎児毒性について評価すること 
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上記を通して、薬剤搭載高分子ナノミセルによる胎盤通過性を制御した新規早

産治療薬の開発を目指し、研究に取り組んだ。 

 

仮説 

本研究を行うにあたり、以下の仮説を立て、検証を行った。 

・INDを高分子ナノミセルに搭載することで INDが胎盤を通過する要因である

大きさと脂溶性を改善し、INDの胎盤通過性を低減する。 

・ヒト胎盤、マウス胎盤双方において IND/m は INDと比べて胎盤通過性が減

少する。 

・マウスにおいて、IND/m は INDと同様に早産抑制効果を有する。 

・マウスにおいて、IND/m は INDと比べて胎児、新生仔への毒性が低い。 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

方法 

1．実験動物 

全ての動物実験は東京大学医学部動物実験委員会の承認（承認番号：医-P17-

022）を受けて施行した（承認番号：医-P17-022）。母獣齢 12週の C57BL/6J マ

ウスを Japan SLC, Inc. （静岡、日本）、Charles River Co.（神奈川、日本）から

購入し、妊娠 9日目（腟プラグ確認日を妊娠 1日目と定義）に動物飼育室に搬

入した。飼育は東京大学が定める施設動物実験規則を遵守して行い、マウスは

1ケージに 1匹の飼育とし、室温で 12時間の明暗周期下に飼育した。 

 

2．早産マウスモデル 

動物を用いた早産モデルは早産研究の分野において広く用いられており 55、

その中でも LPS 投与による早産マウスモデルは代表的な炎症性早産の動物モデ

ルである。LPS の投与経路としては腹腔内投与 56-59、経静脈投与 60、経子宮投

与 61、経子宮頸管投与 62-65、経腟投与 66が報告されている。我々は、細菌性腟

症から上行性感染を引き起こし、子宮頸管や子宮体部に強い炎症が生じ早産を

発症するという感染性早産の病態を反映したモデルである、LPS を子宮頸管に

投与する方法を用いて早産マウスモデルを作成した。 
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妊娠 15日目にイソフルランを用いて吸入麻酔を行い、子宮頸管組織内に

Lipopolysaccharide （LPS）を 3 μg/body 投与した。マウス経口投与用のソフト

チューブ（エグゼック、奈良、日本）を外筒、23ゲージのカテラン針（テル

モ、東京、日本）を内筒として、カテラン針の先端 2 mm が外筒より出るよう

に予め調節した穿刺用針を作成した。穿刺用針の外筒をマウスの腟腔内に挿入

し、内筒を子宮頸管組織内に刺入して投与を行った。LPS は O111: B4（Sigma-

Aldrich Japan、東京、日本）を使用した。4.5 µg の LPS を Phosphate buffered 

saline（PBS）300µl に溶解し、200 µl を投与することで 3 µg/bodyの投与とし

た。 

マウスの正常妊娠期間は妊娠 19日から 21日であることから、 妊娠 19日

未満の分娩を早産と定義した。LPS 投与後 72時間の観察を行い、早産の有無

を確認した。マウスは LPS 投与後 72時間に安楽死させ、開腹して胎仔の生死

を観察した（図 4）。 
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図 4：子宮頸管組織内への LPS 投与による早産マウスモデル 

腟からの上行性感染を引き起こし子宮頸管や子宮体部に強い炎症が生じ早産

を発症する、感染性早産の病態を模倣して、LPS の子宮頸管組織内投与による早

産マウスモデルを作成した。妊娠 15日目にイソフルランを用いて吸入麻酔を行

い、子宮頸管組織内に LPS を 3 μg/body 投与した。LPS 投与後 72 時間の観察を

行い、早産の有無を確認した。母獣は LPS 投与後 72時間に安楽死させ、開腹し

て胎仔の生死を観察した。 

 

3．ヒト胎盤を用いた薬剤の胎盤通過性の検証（ヒト胎盤灌流モデル） 

ヒト胎盤灌流モデルは、分娩後の実際の胎盤を用いて胎児循環・母体循環を

模倣したもので、実際の妊婦に薬剤を投与することなく物質の胎盤通過を検証

することが可能なモデルである 67, 68。妊娠 37週から妊娠 40週までの間に自然

頭位経腟分娩もしくは帝王切開術で分娩に至った患者から娩出された胎盤を使

用した。帝王切開の適応は既往帝王切開術後妊娠、骨盤位とし、妊娠高血圧症

候群や妊娠糖尿病などの産科合併症を有する患者、胎盤病理検査を必要とした

患者は除外した。研究のプロトコルは、東京大学医学部倫理委員会の承認を得



21 

 

て行った（承認番号：11409）。事前に本研究に関する説明を行い、同意書を取

得した。 

胎盤娩出後 20分以内に実験を開始した。臍帯動脈と臍帯静脈が一対になっ

て胎盤小葉に分布している部分を選択し、臍帯動脈と臍帯静脈をそれぞれ 18

ゲージサーフロー留置針（テルモ、東京、日本）で穿刺した。血管内に留置し

たサーフロー針外筒は、3-0 vicryl 糸（ジョンソン・エンド・ジョンソン、東

京、日本）で結紮して固定した。血管内に存在する血液の凝固により血管内血

栓を形成することを予防し、穿刺した動脈と静脈が同一胎盤領域の灌流に関与

していることを確認することを目的に、PBSで 20単位/ ml に調整したヘパリン

ナトリウム（持田製薬、東京、日本）100ml を臍帯動脈から投与し、臍帯静脈

からの流出を確認した。ヘパリンナトリウムの灌流により灌流に関わる胎盤小

葉には色調の変化が生じる。灌流に関与する小葉を含む周囲の 2-3 胎盤小葉を

切断して実験に用いた。臍帯動脈の分枝により胎盤小葉断端で切断された血管

からヘパリンナトリウムの漏出を認める場合は、同血管を 3-0 vicryl 糸で結紮し

た。 

次に、胎児側の循環を確立した。臍帯動脈から 37 ℃に維持した Krebs-

Ringer-bicarbonate Buffer 69 を灌流して、胎児循環を平衡化した。Krebs-Ringer-

bicarbonate Bufferは塩化ナトリウム 118 mM、塩化カリウム 4.6 mM、硫酸マグ
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ネシウム 1.3 mM、D (+)-グルコース 1 g/l、デキストラン 1 g/l、ヘパリンナトリ

ウム 125000 IU/l（フジフィルム和光純薬、大阪、日本）、塩化カルシウム 2.5 

mM、炭酸水素ナトリウム 24.2 mM、Albumin from human serum lyophilized 

powder ≥96% (agarose gel electrophoresis) 2 g/l（Sigma-Aldrich Japan、東京、日

本）をMilli Q water（MQW）2 Lに溶解し撹拌後、0.22 μm 親水性フィルター

（RhephiLe Bioscience、上海、中国）で濾過して作成した。胎児循環は 5 Vの

定圧電源供給装置（エー・アンド・デイ、東京、日本）に繋ぎ、灌流圧は血圧

モニタリングキット（日本光電、東京、日本）とデジタルマルチメーター（日

置電機、長野、日本）を用いて、60 mmHg 以下になるようにモニタリングし

た。臍帯動静脈を穿刺後、胎盤小葉はプラスチックで作成した実験装置の上

に、胎盤母体面を上にして設置した。 

続いて母体側の循環を確立した。三又ガラス管に 3本の 18ゲージサーフロ

ー留置針の内筒を装着した母体側薬剤投与針を、灌流に関与する胎盤小葉領域

に約 7 mm の深さで穿刺した。37 ℃に維持した Krebs-Ringer-Bio-carbonate 

Bufferを灌流し母体側循環を平衡化した。胎児側灌流速度、母体側灌流速度

は、EYELA peristaltic tube pump（東京理科器械、東京、日本）を用いてそれぞ

れ 3 ml / min、18 ml / min になるように調節し、30分間灌流した。胎盤小葉は

HL-1 HEAT LAMP（Physitemp、ニュージャージー、アメリカ）を用いて表面温
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度を 37 ℃に維持した。灌流の平衡化を行った後、母体側の灌流液は検証用物

質を含有し、酸素で飽和した Krebs-Ringer-bicarbonate Bufferに交換した。酸素

は FeCl3と H2O2の化学反応によって生成し、灌流液中に投与した。 

PEG化金ナノ粒子（PEG-coated Gold nanoparticles：GNPs）の胎盤通過性検証

実験においては検証用物質として GNPs は NANOCSTM Gold Nanoparticles, PEG 

coated（NANOCS Inc. アメリカ）を用いた。GNPs の濃度は 10 nm GNPs は

11.4×109 particles/mL、20 nm GNPs は 1.4×109 particles/mL、30 nm GNPs は

4.0×108 particles/mL とした。 

IND、架橋インドメタシン搭載高分子ナノミセル（Cross-linked Indomethacin 

micelle：CL-IND/m）の胎盤通過性検証実験においては検証用物質として IND

と CL-IND/m を用いた。INDはインダシン静注用（ノーベルファーマ、東京、

日本）を用い、濃度は 2.0 μg/ml とした。CL-IND/m は IND濃度として 2.0 

μg/ml とした。 

灌流は 60分間行い、5分毎に胎児側臍帯静脈からの流出液 1.5 ml をサンプル

として回収した。（図 5）。コントロールとして、母体側灌流液 1.5 ml も回収し

た。回収したサンプルは、2000 Rpm で 5 分間遠心分離（トミー精工、東京、

日本）し、その上清を 4 ℃で冷蔵保存した。検証用物質の測定について、GNPs

は可視分光光度計ナノドロップ（テルモ、東京、日本）を用いて定量した。
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IND、CL-IND/m の測定は高速液体クロマトグラフィー（High Performance 

Liquid Chromatography：HPLC、日本分光、日本）で行い、胎児側臍帯静脈から

の検証用物質回収量を分子、母体側灌流液への検証用物質投与量を分母とし、

胎盤通過率を算出した。 
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図 5：ヒト胎盤灌流モデル 

実際の灌流モデル（A）灌流モデルのシェーマ（B）灌流に用いた胎盤小葉と

臍帯動静脈への穿刺（C）胎盤母体面の穿刺（D）胎児‐母体循環の確立（E） 

自然経腟頭位分娩もしくは帝王切開術後のヒト胎盤を用いて、胎盤胎児面の

臍帯動脈と臍帯静脈、胎盤母体面への穿刺を行い、胎児側・母体側の循環をそ

れぞれ確立した。胎児側の灌流液は Krebs-Ringer-Bio-carbonate Buffer、母体側

の灌流液は Krebs-Ringer-Bio-carbonate Buffer に検証用薬剤を加え、FeCl3+H2O2

の化学反応によって得られる O2を付加した。灌流速度はポンプにより胎児側

灌流速度を 3 ml / min、母体側灌流速度を 18 ml / min に維持し、灌流圧は血圧

測定器により 60mmHg 以下になるようモニタリングし、60分間灌流した。5分

毎に臍帯静脈からの流出液 1.5 ml をサンプルとして回収した。 
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4．インドメタシンポリマーの合成 

α-Methoxy-ω-amino poly (ethylene glycol) (MeO-PEG–NH2、日油、東京、日本)

をベンゼンで脱水し、一晩凍結乾燥し、N,N-Dimethylformamide（DMF、フジフ

ィルム和光純薬、大阪、日本）に溶解した。この溶液に、アルゴン（Argon：

Ar）ガス環境下に DMF に溶かした 3- (Benzyloxycarbonyl)-N-carboxy-L-alanine 

anhydride（BLA-NCA、中央化成品、東京、日本）を添加し、37 ℃で 3日間、

開環重合反応させ、Poly(ethylene glycol)-b-poly(γ-benzyl L-aspartate) （PEG-

PBLA）を得た。PEG-PBLAは、エーテル沈殿を 2回行い精製した（図 6-1A）。  

精製した PEG-PBLAをベンゼン中で一晩凍結乾燥し、100 mg/ml濃度の DMF

に溶解した。Arガス環境下で、[-COO-:-NH2 =1:2]となるように、4-amino-1-

butanol（東京化成工業、東京、日本）と 2-aminomethylfuran（東京化成工業、

東京、日本）を PEG-PBLA溶液に加え、室温で 6時間維持し、PEG-pAsp-furan-

OH polymerを得た。PEG-pAsp-furan-OH polymerはエーテル沈殿を 2回行い精

製した（図 6-1B）。 
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図 6-1：IND-polymerの合成 

一晩凍結乾燥させた MeO-PEG–NH2を DMF に溶解し、Arガス環境下に DMF

に溶解した BLA-NCA を添加し、37 ℃で 3 日間、開環重合反応させ、PEG-

PBLAを得た（A）。一晩凍結乾燥させた PEG-PBLAを DMF に溶解し、Arガス

環境下で 4-amino-1-butanol と 2-aminomethylfuran を加え、室温で 6 時間維持

し、PEG-pAsp-furan-OH polymerを得た（B）。 
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IND（フジフィルム和光純薬、大阪、日本）に 4-dimethylaminopyridine 

（DMAP、東京化成工業、東京、日本）と 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide hydrochloride（EDC、フジフィルム和光純薬、大阪、日本）を

[DMAP: EDC: -COOH (IND)= 1:1.5:0.5]となるように添加し、これを DMF に溶

解し、15分間撹拌した。この溶液を PEG-pAsp-furan-OH polymer に [-COOH 

(IND): -OH (polymer) = 4:1]となるように加え、一晩、室温下で反応させ、PEG-

pAsp-furan-INDを得た。PEG-pAsp-furan-IND はエーテル沈殿を 2回行い精製し

た（図 6-2C）。  

PEG-pAsp-furan-IND を DMSO に溶解し 0.22 μm のフィルターで濾過し、

MQWに対して透析を行い、インドメタシンポリマー（Indomethacin polymer：

IND-polymer）を完成させた。 

IND-polymerは、フラン環と cross linkerである 1,1’-(methylenedi-4,1-

phenylene) bismaleimide （BMI、Sigma-Aldrich Japan、東京、日本）の間で

Diels-Alder反応により架橋した。IND-polymer に BMIを加え、インキュベータ

ーを用いて 50 ℃で 2日間反応させ、架橋インドメタシンポリマー（Cross-

linked IND-polymer：CL-IND-polymer）を得た（図 6-2D）。CL-IND-polymerは

0.22 μm フィルターで再度濾過した。 
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図 6-2：IND-polymerの合成 

INDに DMAP と EDC を加え。DMFに溶解し、15分間撹拌した。この溶液

を PEG-pAsp-furan-OH polymer に加え、一晩、室温下で反応させ、PEG-pAsp-

furan-INDを得た（C）。PEG-pAsp-furan-IND を自己会合させ得られた IND/m

に、cross linkerである BMIを加え、50 ℃で 2日間、Diels-Alder反応により架

橋し CL-IND-polymer を得た（D）。 
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本研究における IND/m の濃度については、マウス実験においては、INDは既

報 45, 46, 58, 70を参考に 1.0 mg/kg、CL-IND/m は IND濃度として 10 mg/kg とし

た。我々が開発した IND/m は、マクロファージ内でのミセルの分解と薬剤の放

出を意図しており、マクロファージ内で放出される薬剤量が投与した IND/m の

一部であることを考慮すると、ミセル化していない遊離薬剤より高容量の薬剤

をミセルに搭載することが必要になる。実際に、高分子ナノミセルを用いた

DDS において、キャリアに搭載する薬剤量は元となる薬剤量よりも高容量に設

定している既報が多く、Baeらは、遊離薬剤より高用量の薬剤をミセルに投与

した際の効果と毒性について報告している 71。Kagaらは 10 mg/kg の INDを妊

娠マウスに投与すると、その毒性により胎児死亡を引き起こすことが報告し

57、さらに Gross らは、10 mg/kg 以上の INDの投与は母体死亡を引き起こすこ

とを報告している 59。本研究はミセル化によって胎児毒性を回避することを目

的とした研究であることから、INDが胎仔、母獣の双方に毒性を示すとされる

10 mg/kg の IND/m を投与しても胎仔への毒性を示さないことを明らかにするこ

とで IND/m の安全性について言及することを意図し、全てのマウスを用いた動

物実験における CL-IND/m 投与用量を 10 mg/kg に設定した。ヒト胎盤灌流実験

においては、ヒト動脈管に影響を与える量として、ヒト動脈管開存症の治療時
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における IND静脈注射薬使用時の平均血中濃度から INDは 2.0 μg/ml、CL-

IND/m は IND濃度として 2.0 μg/ml とした 72。 

 

5．CL-IND/mからの IND放出機構の検証 

CL-IND/m が分解し、INDが放出される機構を検証するために、透析膜と pH

を調整したMQW水を用いた INDの放出実験、RAW264.7 細胞を用いた細胞実

験を行った。透析膜と pHを調整したMQW水を用いた INDの放出実験におい

ては、生理的環境を pH7.3、エンドソーム内環境を pH5.3として、pHを調整し

たMQW水に対して CL-IND/m を透析し、透析液中の IND含有量を HPLC で測

定した。 

RAW264.7 細胞を用いた細胞実験では、マウスマクロファージ様細胞株であ

る RAW264.7 細胞を 10 % Fetal bovine serum（FBS、大日本住友製薬、大阪、日

本）および 1 % ペニシリンを含有した Dulbecco’s modified eagle’s medium

（DMEM、Sigma-Aldrich Japan、東京、日本）で培養し、プレートに 2×10^5 / 2 

ml/well で播種し、24 時間培養した。24時間後に細胞を PBS（フジフィルム和

光純薬、大阪、日本）で洗浄し、プレートに 0.5 mg/ml 濃度の IND 2 ml、IND

濃度として 0.5 mg/mlの CL-IND/m 2 ml をそれぞれ添加し、細胞培養培地を加

えて培養した。各プレートの培地は、薬剤添加後 48時間で回収し、PBS で洗



32 

 

浄した後 2 % sodium dodecyl sulfate（SDS、フジフィルム和光純薬、大阪、日

本）1 ml で 10分間処理し、細胞を回収した。回収した細胞内に含有される

IND量を HPLC で測定した。 

 

6．マウスにおける CL-IND/mの生体内分布と胎盤通過性の検証 

マウスにおいて、母獣に CL-IND/m を投与した際の、薬剤生体内分布につい

ての検討、CL-IND/m の胎盤通過性についての検討を行う目的で、IVIS Imaging 

system（住商ファーマインターナショナル株式会社、東京）を用いた検証を行

った。IVIS Imaging system は、蛍光標識した薬剤を超高感度冷却 CCD カメラで

撮影する光 in vivo イメージングシステムで、薬剤の生体内分布と分布量を可

視化して評価することが可能である。IND量として 10 mg/kg の CL-IND/m のポ

リマーに Cyanine5 NHS ester（Lumiprobe、メリーランド、アメリカ）を用いて

蛍光標識を行い、早産マウスモデルに投与した。CL-IND/m の母獣尾静脈投与

は早産マウスモデル妊娠 15日目に LPS を子宮頸管に投与した直後に行い、薬

剤投与後 1時間、4 時間、8時間、24時間にマウスを安楽死させ、脳、肺、心

臓、肝臓、脾臓、膵臓、両側腎臓、胎盤、臍帯、胎児、羊膜、子宮体部、子宮

頸部、大腿骨、大腿の筋肉を摘出した。胎盤‐臍帯‐胎児‐羊膜は各々を離断する
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ことなく、全ての組織が連続した状態で摘出した。これらをシャーレに並べ、

IVIS Imaging system で撮影を行い、Living Image（64 bit）ソフトで解析した。 

また、妊娠マウスにおける IND、CL-IND/m 投与時の薬剤生体内分布につい

て比較検証する為、妊娠 18日目のマウスに、1 mg/kg 濃度の IND、IND量とし

て 10 mg/kg 濃度の CL-IND/m を母獣尾静脈より投与し、投与後 1時間、4時

間、8時間、24時間にそれぞれマウスを安楽死させ、胎児、胎盤、肝臓、腎

臓、脾臓の各臓器を摘出した。各臓器をホモゲナイズし、臓器への IND、CL-

IND/m の蓄積量を HPLC で測定した。CL-IND/m の蓄積量については、CL-

IND/m が分解して遊離した INDとして各臓器に蓄積している量を考慮し、CL-

IND/m 蓄積量と IND 蓄積量の総和として算出した。薬剤分布量は、臓器への薬

剤蓄積量を分子、薬剤投与量を分母として薬剤蓄積率を算出し、臓器 1 g当た

りの薬剤蓄積率を薬剤分布量として計算した。薬剤投与後 1時間、4時間、8

時間、24時間の薬剤分布率をグラフに表し、比較検討した。 

 

 



34 

 

7．IND、CL-IND/m の投与による早産抑制効果と胎仔への影響、出生仔の出生

後生命予後と出生後体重増加の検討 

早産マウスモデルを用いて、妊娠 15 日目の 3 µg/body の LPS を子宮頸管に投

与した直後に、生理食塩水（Normal Saline：NS）、1 mg/kg 濃度の IND、IND濃

度として 10 mg/kg の CL-IND/m を 24 時間毎に母獣尾静脈から投与した。72 時

間以内の分娩を早産と定義し、早産率を比較した。母獣は LPS 投与後 72時間に

安楽死させ、開腹して胎仔の生死を観察した。 

また、IND/m 投与後の出生仔への影響について検討する目的で、出生仔の出

生後生命予後と、出生後体重増加について観察した。妊娠マウスの妊娠 15日

目に NS を投与した母獣から出生した仔をコントロール群として、早産マウス

モデルにおいて LPS 投与直後から 24時間毎に IND（1 mg/kg）を投与した群、

および 24時間毎に CL-IND/m（IND濃度として 10 mg/kg）を投与した群から出

生した仔との間で、出生後生命予後、出生後の仔の体重増加についても比較検

討を行った。出生後生命予後は出生後 72時間までの出生仔の生死を観察して

比較した。出生後体重増加については出生後 2日から 8日まで、毎日同じ時間

に仔の体重を計測し、母獣の体重で標準化した。 
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8．マウス動脈管の組織学的評価 

妊娠 15日目のマウスに、NS、1mg/kg 濃度の IND、IND量として 10mg/kg 濃

度の CL-IND/m を母獣尾静脈より投与し、各薬剤最終投与後 24時間にマウス

を安楽死させ、胎仔を摘出した。胎仔の頸部と横隔膜直下の腹部を切断し、上

肢、胸部の皮膚・皮下組織を切除して胸郭を摘出し、4%パラホルムアルデヒド

で固定した。G-Chelate Mild（Genostaff、東京、日本）を用いて 2日間脱灰し、

キシレンの代替品として低毒性溶剤である G-Nox（Genostaff、東京、日本）を

用いて、パラフィン包埋装置 CT-Pro20（Genostaff、東京、日本）でパラフィン

包埋し、6 μm の厚さで薄切した。 

HE染色は、脱パラフィン後水洗し、Hematoxylin（#H9627、Sigma-Aldrich 

Japan、東京、日本）で 5分染色後、10分間水洗処理を行い、エオシン Y

（#E6003、Sigma-Aldrich Japan、東京、日本）で 2分間染色した。脱水、透徹

処理を行い、マリノール（#2009、武藤化学、東京、日本）で封入した。下行

大動脈（Descending Aorta：dAo）と肺動脈（Pulmonary Artery：PA）を連絡す

る動脈管（Ductus Arteriosus：DA）部分を含む切片を光学顕微鏡で観察し、動

脈管の狭窄について評価した。 
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9．高速液体クロマトグラフィー（HPLC） 

 サンプル中の IND は HPLC を用いて測定した。サンプル溶液 1 ml に対して 4 

ml の酢酸エチルを付加して 1分間撹拌した後、500 Gで 1分間遠心分離し、

INDを含有する上清層を採取した。下層に再度 4 ml の酢酸エチル付加し撹拌、

遠心分離、上清の採取を計 4回繰り返し行った。採取した上清層は室温で 72

時間、酢酸エチルを気化させ、HPLC 測定用サンプルを作成した。 

逆相カラム（ODS-100 V 4.6 mm×150 mm、5 μm、TSKgel）を使用し、測定用

サンプルを移動相［リン酸二水素ナトリウム（NaH2PO4）（50 mM、pH3）：ア

セトニトリル（クロマトグラフィー用、フジフィルム和光純薬、大阪、日本）

= 39 v：61 v］に溶解し、流量 0.8 ml / min、温度 50 ℃、検出は UV 波長 340 nm

に設定して測定した。 

 

10．統計解析 

IND、CL-IND/m の治療的効果に関する検討において、各群の早産率の比較

は Fisherの直接確率検定を用いて行った。また、早産抑制効果の比較はカプラ

ンマイヤー法を用いて行い、各群間の比較はログランク検定を用いて行った。 

INDと CL-IND/m 投与後の出生仔の出生後生命予後についての比較はカプラ

ンマイヤー法を用いて行い、各群間の比較はログランク検定を用いて行った。
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出生仔の出生後体重増加の p値は等分散検定を行い、その後 student の t 検定を

用いて算出した。 

統計解析ソフトは StatMate Ver5.01を用いて行い、p<0.05を統計学的に有意

差ありとした。  
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結果 

薬剤搭載高分子ナノミセルに類似した構造を持つ PEG化金ナノ粒子は大きさ

に依存してヒト胎盤灌流モデルにおける通過性が低下し、30 nmの PEG 化金

ナノ粒子はほとんど胎盤を通過しない （方法 3） 

IND/m の設計に際して、類似した構造をもつ物質が胎盤を通過する大きさの

閾値を検証するために、大きさの異なる GNPs を用いて、ヒト胎盤灌流モデル

で検証を行った。先行研究において、GNPs は粒子径により胎盤の通過性が異

なり、5 nm 未満の GNPs においては高い胎盤通過性を有する一方、10-30 nm 以

上の大きな粒子径の GNPs は胎盤通過性が低いことが報告されている 54, 73。こ

れらの先行研究の結果を参考に、11.4×109 particles/mL 濃度の 10 nm GNPs、

1.4×109 particles/mL 濃度の 20 nm GNPs、4.0×108 particles/mL 濃度の 30 nm 

GNPs について、ヒト胎盤灌流モデルにおける胎盤通過性を検証した。胎児循

環臍帯静脈からの GNPs 回収量を分子、母体側灌流液への GNPs 投与量を分母

とし、胎盤通過率を算出した。 

60分の灌流において、10 nm GNPs の胎盤通過率は 4.58±1.84 %（n=2）、20 

nm GNPs の胎盤通過率は 2.21±0.59 %（n=2）、30 nm GNPs の胎盤通過率は

0.049±0.93 %（n=2）であり、PEG化高分子ナノミセルに類似した構造を GNPs
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は大きさに依存して胎盤通過性が低下し、30 nm の GNPs はほとんど胎盤を通

過しないことが示唆された（図 7）。 

 

 

図 7：PEG化金ナノ粒子によるヒト胎盤灌流実験 

ヒト胎盤灌流モデルに 10 nm、20 nm、30 nm の GNPs を投与し、60分間灌流

した（各群とも n=2）。胎児循環臍帯静脈からの GNPs 回収量×100／母体側灌流

液への GNPs 投与量＝胎盤通過率と定義し、時間毎の胎盤通過率の平均と標準

偏差をグラフに示した。GNPs の測定は可視分光光度計ナノドロップを用いて

行った。GNPs は大きさに依存して胎盤通過性が低下し、30 nm の GNPs は胎盤

をほとんど通過しなかった。 
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IND-polymerの合成（方法 4） 

IND-polymerの合成は MeO-PEG–NH2と BLA-NCAの開環重合反応により

PEG-PBLAを合成し、PEG-PBLAに 4-amino-1-butanolと 2-aminomethylfuran を

付加して PEG-pAsp-furan-OH polymerを合成、さらに PEG-pAsp-furan-OH 

polymer に INDを付加することで PEG-pAsp-furan-IND polymerを合成し、IND-

polymerを得た。 

高分子ナノミセルには臨海ミセル濃度（Critical micellar concentration：

CMC）というミセルが形成される濃度が存在する。親水基を持つ IND-polymer

は、ポリマー濃度が低い時には水溶性の液体中でポリマーの形で存在してい

る。ポリマー濃度が CMC 以上になると、ポリマーは自己会合してミセルを形

成する。胎盤通過を制御するには、血中で IND-polymerの形ではなく、IND/m

の形で存在することが重要である。ミセルが分解し、INDが血中で放出されれ

ば、放出された IND は胎盤を通過することが想定される。IND/m が血中におい

てミセル構造を維持するためには、CMC に依存しない安定した構造が必要で

ある。ポリマーを架橋することによってミセルの安定性が増すという既報に基

づき 74、Diels-Alder反応を利用してポリマー同士を架橋することで 75、血中で

分解しない、安定した CL-IND-polymerを生成した。 
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生成した架橋インドメタシン高分子ナノミセルの大きさは 44 nmで、IND/m

は架橋構造により、より高い安定性を示す（方法 4） 

生成した CL-IND-polymerの自己会合によってミセル化した架橋インドメタ

シン搭載高分子ナノミセル（Cross-linked Indomethacin micelle：CL-IND/m）は

動的光散乱法（Dynamic Light Scattering：DLS、マルバーン、ドイツ）を用いて

評価した。DLS は、粒子径が小さい程ブラウン運動の速度が速いという事実を

利用して、溶液中でブラウン運動をしている粒子にレーザー光を照射し、 粒

子からの散乱光検出することで、粒子径と粒子の分布を測定する。DLS では、

粒子の大きさ、粒子径の分布幅、粒子の濃度の測定が可能である。DLS におい

て、粒子径の分布幅は、多分散性指数（Polydispersity index、PDI）で、0から 1

の範囲の値で測定され、0に近い程粒子径の分布がない、均一な懸濁液である

ことを表す。0.1以下の PDI値を有する分布は単分散と定義される。 

Diels-Alder反応による架橋前の、非架橋インドメタシン搭載高分子ナノミセ

ル（Non Cross-linked Indomethacin micelle：NCL-IND/m）は 43 nm、PDI：

0.043、CL-IND/m は 44 nm、PDI：0.057といずれも 30 nm 以上で、単分散分布

であった。 

また、粒子の濃度は Derived count rate（DCR）として測定された。DCR は、

レーザー光を照射した際の、受光光学系で検出される 1 秒間当たりの光子パ
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ルス数のことで、散乱光強度に比例する。DCR が大きい程、粒子は大きく、濃

度が高いことを意味する。CL-IND/m の安定性を検証する目的で、ミセルを不

安定化させる界面活性剤として 20 %SDS を NCL-IND/m、CL-IND/m にそれぞ

れ添加した 76。SDS は、変性作用を持つアニオン性界面活性剤で、水とポリマ

ーの混和性を高めることにより、ミセル構造を崩壊させる。 

NCL-IND/m の DCR は 52543であったが、20 %SDS を添加すると DCR は

6486と大きく低下した。測定している粒子の大きさが同一であることを考慮す

ると、この結果は 20 %SDS の添加により NCL-IND/m の濃度が低下した、つま

り NCL-IND/m が分解したことを示唆する。一方、CL-IND/m の DCR は 69153

であり、20 %SDS を添加したところ、DCR は 72778と変化しなかった。この

ことから、CL-IND/m は 20 %SDS の添加を行ってもミセルが分解せず、生化学

的に安定であることを示唆している。以上より、IND/m は Diels-Alder 反応によ

る架橋構造により、生化学的に安定した構造になったことが分かった（図 8）。 
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図 8：DLSによる、NCL-IND/m、CL-IND/m のサイズ、PDI、DCRの測定 

NCL-IND/m、CL-IND/m はいずれも 30nm 以上の大きさで、PDI≦0.1と単分

散であった。また、20 %SDS を添加すると、NCL-IND/m においては DCR が大

きく低下し、IND/m が分解したことを示唆した結果であったのに対して、CL-

IND/m においては DCR が変化せず、20 %SDS を添加しても CL-IND/m が分解

していない、安定性の高い構造であることが示唆された（A）。NCL-IND/m と

20 %SDS 添加 NCL-IND/m における粒子のサイズの分布は全く異なっており、

SDS 添加により、NCL-IND/m の構造が変化したことが示唆された（B）。CL-

IND/m と 20 %SDS 添加 CL-IND/m における粒子サイズの分布はほとんど一致

しており、SDS 添加によって CL-IND/m の構造が変化していないことが示唆さ

れた（C）。 
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CL-IND/mは pH の変化によっては分解せず、マクロファージ内で分解し、

INDを放出する（方法 5） 

CL-IND/m は安定性の高い構造であることは立証できたが、容易に分解して

ミセル構造が崩壊しない、高い安定性を持つ CL-IND/m が薬効を示すために

は、標的部位においてミセルを分解し、IND を放出させる機構が必要である。

CL-IND/m が分解して薬効を示す機構について、以下 2つの仮説を立て、仮説

に基づいた検証を行った。 

仮説 1. エンドソーム内の pH変化により、CL-IND/m が分解し、INDが放出

される 

標的臓器に到達した IND/m は、エンドサイトーシスによりエンドソーム内に

取り込まれることが想定される。エンドソーム内の pHは pH4.5-6.5 と血液中の

pHに比べて低いことが報告されており 77、この pHの変化により IND/m は安

定性を失い分解する、という仮説を立てた（図 9）。 
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図 9：仮説 1．エンドソーム内の pH変化により、CL-IND/mが分解し、IND

が放出される 

標的臓器に到達した CL-IND/m は、エンドサイトーシスによって細胞内エン

ドソームに取り込まれる。血管内の pHが 7.3 であるのに対し、エンドソーム

内の pHは 4.5-6.5と低く、この pH変化によって CL-IND/m が分解し、INDが

放出されるという仮説を立てた。 

 

仮説 2. マクロファージ内のエラスターゼによって CL-IND/m が分解し、IND

が放出される 

妊娠中、胎盤には胎盤マクロファージが豊富に存在しており、この胎盤マク

ロファージは他の組織に分布する他のマクロファージと同様に貪食作用、炎症

性サイトカインの分泌作用を有することが知られている 78。また、早産患者に

おいて腟から上行性に炎症が波及すると、子宮や胎盤に抗炎症性マクロファー

ジが誘導され、炎症性サイトカインの分泌を介して PGを産生することによ

り、早産の病態形成に関与している 21, 79。胎盤に豊富に存在し、早産の病態形
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成に寄与するマクロファージを薬物送達のターゲットとすることは、DDS の観

点からも有用である。マクロファージ内には種々のエラスターゼが存在し 80 

81、これらのエラスターゼによって CL-IND/m 中に存在する、エステル結合が

分解され、INDが放出されるという仮説を立てた（図 10）。 

 

 

図 10：仮説 2. マクロファージ内のエラスターゼによって CL-IND/mが分

解し、INDが放出される 

マクロファージ内には種々のエラスターゼが存在し、このエラスターゼによ

って、INDをポリマーに結合させているエステル結合が分解し、CL-IND/m が

分解され、INDがマクロファージ内に放出し、COXの働きを抑制する。 

 

仮説 1の検証は透析膜と pHを調整したMQW水を用いて行った。生理的環

境を pH7.3、エンドソーム内環境を pH5.3として、pHを調整したMQW水に対

して CL-IND/m を透析し、透析液中の IND 含有量を HPLC で測定した。透析膜
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中に CL-IND/m として付加した IND量を分母、透析液中の IND 含有量を分子

として、その比を IND 放出率として pH7.3、pH5.3それぞれの環境下における

CL-IND/m からの IND 放出率を算出した。 

INDは、pH7.3、pH5.3 いずれの透析液中からも検出されず（図 11A）、CL-

IND/m は pHの変化によって分解せず、IND を放出することはないことが示唆

された。この結果は CL-INDから INDを放出するのに pHの変化だけでは不十

分である、という仮説 1を否定する結果であったが、一方で、周囲環境の変化

によらず CL-IND/m が構造を維持できる、安定性の高いものであることを示唆

する結果であった。 

 仮説 2の検証は RAW264.7 細胞を用いて行った。RAW264.7 細胞をプレート

に 2×10^5 / 2 ml/well で播種し、培養後 24時間に 0.5 mg/ml 濃度の IND 2 ml、

IND濃度として 0.5 mg/ml の CL-IND/m 2 mlをそれぞれ添加してしさらに 48時

間培養し、細胞を回収した。細胞内に含有される IND量を HPLC で測定した。

IND、CL-IND/m として付加した IND量を分母、回収された細胞内から検出さ

れた IND量を分子として、その比を IND 放出率として RAW264.7 細胞内にお

ける IND、CL-IND/m からの IND放出率を算出した。 

薬剤投与後 48時間後において、INDを付加した RAW264.7 細胞、IND/m を

付加した RAW264.7 細胞からは同程度の IND が検出された（図 11B）。IND量
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として同量の IND、CL-IND/m を付加した際に同程度の INDが RAW264.7 細胞

内から検出されたことは、RAW264.7 が CL-IND/m を細胞内に取り込み、細胞

内に INDを放出したことを示しており、RAW264.7 細胞内で CL-IND/m が分解

したことを示唆し、仮説 2を指示する結果であった。 
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図 11：CL-IND/m からの IND放出機構の検証 

pHを pH7.3、pH5.3 に調整した MQW水に対して CL-IND/m を透析し、透析液

中の IND含有量を HPLC で測定した。透析膜中に CL-IND/m として付加した

IND量を分母、透析液中の IND含有量を分子として、その比を IND 放出率と

して pH7.3、pH5.3それぞれの環境下における CL-IND/m からの IND放出率算

出した。INDは、pH7.3、pH5.3いずれの透析液中からも検出されなかった

（A）。RAW264.7 細胞をプレートに 2×10^5 / 2 ml/well で播種し、培養後 24時

間に 0.5 mg/ml 濃度の IND 2 ml、IND濃度として 0.5 mg/ml の CL-IND/m 2 ml を

それぞれ添加してしさらに 48時間培養し、細胞を回収した。細胞内に含有さ

れる IND量を HPLC で測定した。IND、CL-IND/m として付加した IND量を分

母、回収された細胞内から検出された IND 量を分子として、その比を IND放

出率として RAW264.7 細胞内における IND、CL-IND/m からの IND 放出率算出

した。薬剤投与後 48 時間後において、IND 付加細胞、CL-IND/m 付加細胞から

は同程度の INDが検出された（図 B）。 
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CL-IND/mは INDに比べてヒト胎盤灌流モデルでの胎盤通過性が低い（方法

3） 

開発した CL-IND/m と INDのヒト胎盤通過性について、ヒト胎盤灌流モデル

を用いて検証した。母体側灌流液中の薬剤濃度は、動脈管に影響を与える量と

して、動脈管開存症の治療時における IND 静脈注射薬使用時の平均血中濃度か

ら IND：2.0 μg/ml、CL-IND/m は IND濃度として 2.0 μg/ml とした 72。胎児側臍

帯静脈からの回収量を分子、母体側灌流液への投与量を分母とし、胎盤通過率

を算出した。 

60分の灌流において、INDの胎盤通過率の平均値（n=3）は 17.6 %であっ

た。一方、IND/m の胎盤通過率の平均値（n=3）は 0.034 %であり、胎盤通過

率は IND/m において IND投与時に比べて低かった（図 12）。 
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図 12：INDと IND/mのヒト胎盤灌流実験 

ヒト胎盤灌流モデルに 2.0 μg/ml 濃度の IND、IND濃度として 2.0 μg/ml の

CL-IND/m を投与し、60分間灌流した（各群とも n=3）。胎児側臍帯静脈からの

回収量×100／母体側灌流液への投与量＝胎盤通過率と定義し、時間毎の 3回の

平均と標準偏差をグラフに示した。IND、CL-INDの測定は HPLC で行った。

60分後の CL-IND/m の胎盤通過率は INDの通過率に比べて低かった。 
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CL-IND/mはマウス胎盤をほとんど通過しない（方法 6） 

マウスにおいて、母獣に CL-IND/m を投与した際の、薬剤生体内分布につい

ての検討、CL-IND/m の胎盤通過性についての検討を行う目的で、IND量とし

て 10 mg/kg の蛍光標識 CL-IND/m を早産マウスモデルに投与し、薬剤投与後 1

時間、4時間、8時間、24時間の各臓器の薬剤蓄積について評価した。 

CL-IND/m の蓄積量は、肝臓、腎臓、脾臓、子宮、胎盤において、経時的に

増加していた。一方、胎盤‐臍帯‐胎児‐羊膜の部分に着目すると、胎盤の CL-

IND/m 蓄積量は経時的に増加していたのに対して、胎児は CL-IND/m 投与後 1

時、4時間、8時間、24時間のいずれの時点において明らかな CL-IND/m の蓄

積を認めなかった（図 13）。 
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図 13：蛍光標識 CL-IND/mの母獣尾静脈投与よる、CL-IND/m薬剤分布 

IND量として 10 mg/kg の蛍光標識した CL-IND/m を、早産マウスモデル妊娠

15日目、LPS 投与直後に尾静脈より投与し、投与後 1時間、4時間、8時間、

24時間にマウスを安楽死させ、脳、肺、心臓、肝臓、脾臓、膵臓、両側腎臓、

胎盤、臍帯、胎児、羊膜、子宮体部、子宮頸部、大腿骨、大腿の筋肉を摘出し

た。摘出した組織を IVIS Imaging System で撮影した。 

摘出した各臓器（A）、各臓器の名称（B）、投与後 1時間（C）、 

投与後 4時間（D）、投与後 8時間（E）、投与後 24時間（F） 
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また、妊娠マウスにおける IND、CL-IND/m 投与時の薬剤生体内分布につい

て比較検証する為、妊娠 18日目のマウスに、1 mg/kg 濃度の IND、IND量とし

て 10 mg/kg 濃度の CL-IND/m を母獣尾静脈より投与し、投与後 1時間、4時

間、8時間、24時間の各臓器における IND、CL-IND/m の蓄積量を HPLC で測

定した。CL-IND/m の蓄積量については、CL-IND/m が分解して遊離した IND

として各臓器に蓄積している量を考慮し、CL-IND/m 蓄積量と IND 蓄積量の総

和として算出した。薬剤分布量は、臓器への薬剤蓄積量を分子、薬剤投与量を

分母として薬剤蓄積率を算出し、臓器 1 g当たりの薬剤蓄積率を薬剤分布量と

して計算した。薬剤投与後 1時間、4時間、8時間、24時間の薬剤分布率をグ

ラフに表し（図 14）、比較検討した。 

胎児への薬剤分布率は、IND投与群において投与後 24時間に最大の

0.57±0.21 %であったのに対して、CL-IND/m 投与群においては 0.013±0.0058 %

とより低い分布率を示した。 

胎盤における薬剤分布率は、IND投与群において投与後 4時間に最大の

4.03±2.24 %を示し、投与後 24時間には 2.07±0.95 %であったのに対し、CL-

IND/m 投与群においては、投与後 24時間に 7.10±1.40 %と最大の薬剤分布率を

示し、投与後 24時間において CL-IND/m 投与群でより高い分布率を示した。 
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肝臓における薬剤分布率は、IND投与群において投与後 24時間に最大の

3.70±1.25 %であったのに対し、CL-IND/m 投与群においては、投与後 24時間に

12.3±3.20 %と最大の薬剤分布率を示し、投与後 24時間において CL-IND/m 投

与群でより高い分布率を示した。 

腎臓における薬剤分布率は、IND投与群において投与後 24時間に最大の

2.53±1.23 %であったのに対し、CL-IND/m 投与群においては投与後 8時間に最

大の 4.75±1.63 %を示し、投与後 24時間には 4.60±0.79 %であり、投与後 24

時間において CL-IND/m 投与群でより高い分布率を示した。 

脾臓における薬剤分布率は、IND投与群において投与後 24時間に最大の

4.27±1.57 %であったのに対し、CL-IND/m 投与群においては、投与後 24時間

に 3.90±1.51 %と最大の薬剤分布率を示し、投与後 24時間において、IND投与

群、CL-IND/m 投与群の薬剤分布率は同等であった。 
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図 14：妊娠マウスにおける IND、CL-IND/m投与時の薬剤生体内分布 

1 mg/kg の IND、IND 量として 10 mg/kg の CL-IND/m を、妊娠マウス 18日目

に尾静脈から投与し、胎児（A）、胎盤（B）、肝臓（C）、腎臓（D）、脾臓（E）

への薬剤蓄積量を HPLC で測定し、薬剤蓄積量/薬剤投与量を薬剤蓄積率と定義

し、組織 1 gあたりの薬剤蓄積率を薬剤分布率として、投与後 1時間、4時

間、8時間における薬剤分布率の平均と標準偏差をグラフに示した（各群とも

n=3）。 

CL-IND/m 投与群においては、薬剤蓄積量は CL-IND/m 蓄積量と IND蓄積量

の和で計算した。 

投与後 24時間において、CL-IND/m の胎児への薬剤分布率は IND 投与群と

比べて低かった。また、CL-IND/m の胎盤への薬剤分布率は IND 投与群と比べ

て高かった。 
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IND/mは LPS 誘導性早産マウスモデルにおいて早産を抑制する（方法 1,2） 

早産モデルマウスにおいて、3 µg/body の LPS を子宮頸管に投与した直後

に、NS、1 mg/kg 濃度の IND、IND濃度として 10 mg/kg の CL-IND/m を 24時

間毎に母獣尾静脈から投与した。72時間以内の分娩を早産と定義し、早産率を

比較した。 

NS 投与群において早産率は 85.7 %であったのに対し、IND投与群では

15.4 %、CL-IND/m 投与群では 16.7 %と有意に早産率が低かった。IND 群と

CL-IND/m 投与群の間には有意差は認めなかった（図 15A）。 

 また、NS 投与群、IND投与群、CL-IND/m 投与群のそれぞれについて、投与

後から分娩に至るまでの時間を観察し、カプランマイヤー法で比較した（図

15B）。その結果、早産マウスモデルにおいて、IND投与群、CL-IND/m 投与群

では NS 投与群に比べて有意に妊娠継続率が高かった。また、早産に至った例

の平均分娩時間は NS 群においては LPS 投与後 22.0時間、IND投与群において

は LPS 投与後 22.5時間、CL-IND/m 投与群においては 23.0時間であった。 

以上より、早産モデルマウスにおいて、IND と CL-IND/m はいずれも有効な

治療的効果を有し、その効果は同等であることが示された。 

 さらに、早産に至らず、妊娠が継続した例に関して、LPS 投与後 72時間後

に開腹して胎仔の状態を確認したところ、NS 投与群においては胎児生存例が
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100 %（2/2 例）、子宮内胎仔死亡（Intrauterine fetal death：IUFD）例が 0 %（0/2

例）であったのに対して、IND投与群では胎仔生存例が 72.7 %（8/11）、IUFD

例が 27.3 %（3/11例）、CL-IND/m 投与群では胎児生存例が 100 %（10/10 例）、

IUFD例が 0 %（0/10 例）であった。統計学的な有意差は認めなかったもの

の、この結果は IND 投与群の胎児毒性を反映した結果である可能性が示唆され

る。 
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図 15：早産マウスモデルにおける IND、IND/mの早産抑制効果の比較 

早産マウスモデルにおいて、LPS 投与直後から 24時間毎に NS、IND（1 

mg/kg）、CL-IND/m（IND濃度として 10 mg/kg）を投与した。NS 投与群に対し

て IND投与群、CL-IND/m 投与群はいずれも早産率が有意に低かった

（p<0.05、Fisherの直接確立検定）。IND投与群と CL-IND/m 投与群の間には早

産率に有意差は認めなかった（A）。カプランマイヤー法において NS 投与群に

対して IND投与群、CL-IND/m 投与群では早産マウスモデルにおける妊娠継続

率が高かった（B）。 

*は有意差があることを示す。*p<0.05（ログランク検定） 
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マウスへの CL-IND/m 投与は出生仔の出生後生命予後、出生後体重増加に影

響しない（方法 7） 

 IND/m 投与後の出生仔への影響について検討する目的で、出生仔の出生後生

命予後と、出生後体重増加について観察した。妊娠マウスの妊娠 15 日目に NS

を投与した母獣から出生した仔（n=21）をコントロール群として、早産マウス

モデルにおいて LPS 投与直後から 24時間毎に IND（1 mg/kg）を投与した群

（n=22）、および 24 時間毎に CL-IND/m（IND 濃度として 10 mg/kg）を投与し

た群（n=23）から出生した仔との間で、出生後生命予後の比較検討を行った。

NS 投与群では 4匹の仔が、IND投与群と CL-IND/m 投与群ではそれぞれ 5匹

の仔が、出生後 72時間以内に死亡した。72 時間以降の仔の死亡は認めなかっ

た。3群間における仔の生存率についてカプランマイヤー法を用いて検討した

が、各群の間に統計学的に差を認めなかった（図 16A）。 

また同群間において、出生後の仔の体重増加についても比較検討を行った。

仔の体重は、母獣の体重で標準化した。出生後 8日目の時点で、NS 投与群で

68.7±13.3 mg/g、LPS+IND 投与群で、60.8±15.3 mg/g、LPS+CL-IND/m 投与群で

63.5±9.1 mg/g の体重増加を認めた。これら 3群の間には統計学的に差を認めな

かった（図 16B）。これらの結果より、IND および CL-IND/m の投与は、出生仔

の出生後生命予後や出生後体重増加に影響を与えないことが示された。 
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図 16：CL-IND/m 投与後出生仔における出生後生命予後、出生後体重増加の

検討 

妊娠マウスの妊娠 15 日目に NS を投与した群（n=21）、早産マウスモデルにお

いて LPS 投与直後から 24時間毎に IND（1 mg/kg）を投与した群（n=22）、24

時間毎に CL-IND/m（IND濃度として 10 mg/kg）を投与した群（n=23）におけ

る出生仔の出生後生命予後をカプランマイヤー法で比較した。各群の間にはい

ずれも統計学的有意差を認めなかった（p＝NS、ログランク検定）（A）。ま

た、3群間における出生後日数毎の体重増加量を母獣の体重で標準化した平均

体重増加量と標準偏差を比較検討した。3群の間にはいずれも統計学的に差を

認めなかった（p＝NS、student の t 検定）（B）。 
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CL-IND/mは、マウス胎仔の動脈管を狭窄させない（方法 8） 

妊娠マウスにおける IND、CL-IND/m 投与時の胎仔動脈管への影響について

比較検証する為、妊娠 15日目のマウスに、NS、1mg/kg 濃度の IND、IND量と

して 10mg/kg 濃度の CL-IND/m を母獣尾静脈より投与し（n=3）、各薬剤最終投

与後 24時間にマウスを安楽死させ、胎仔の胸部を摘出し、動脈管の狭窄・閉

鎖の有無について組織学的に評価した。IND 投与群では狭窄した DA を認めた

例が存在したのに対して、NS 投与群、CL-IND/m 投与群においては DAに狭窄

を認めた例は存在しなかった（図 17）。 

 

 

図 17：NS、IND、CL-IND/m投与時の動脈管狭窄についての検討 

妊娠 15日目のマウスに、NS、1 mg/kg 濃度の IND、IND量として 10 mg/kg

濃度の CL-IND/m を母獣尾静脈より投与し（n=3）、各薬剤最終投与後 24時間

にマウスを安楽死させ、胎仔の胸部を摘出し、動脈管の狭窄・閉鎖の有無につ

いて組織学的に評価した。NS 投与群においては動脈管の狭窄を認めた例は存

在しなかった（A）。IND投与群においては動脈管の狭窄を認めた例が存在した

（B）。CL-IND/m 投与群においては動脈管の狭窄を認めた例は存在しなかった

（C）。 

DA : Ductus Arteriosus、dAo : descending Aorta、aAo : ascending Aorta、PA : 

Pulmonary Artery、Tra : Trachea、Eso : Esophagus 
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考察 

早産に対する治療薬として、子宮収縮抑制を目的としたプロスタグランジン

阻害剤、β 刺激薬、カルシウム拮抗薬、硫酸マグネシウム、オキシトシン受容

体拮抗薬、硝酸塩などの投与が行われているが、これらの治療は、児の成熟を

促す目的に行われるステロイド投与の効果が得られる時間、もしくは高次施設

への母体搬送に要する時間として 48時間に限定して行われている 31, 82。医療の

進歩と周産期医療に関わる医療従事者の懸命な努力にも関わらず、早産率は増

加しており 27, 28、より良い治療方法の確立は産科領域における重要な課題であ

る。現在、早産に対する治療に時間的な制限が設けられている理由は、子宮収

縮抑制剤による分娩遅延効果、新生児死亡率の改善効果、新生児の呼吸窮迫症

候群の罹患率低下についてのエビデンスが、子宮収縮抑制剤投与開始後 48時

間にとどまることにあるが 31、早産児として出生した児の長期予後に着目する

と、妊娠 34週 0日から妊娠 36週 6日までの間に出生した後期早産期児であっ

ても正期産児比較して乳児期死亡率が高く 83、脳性麻痺や発達遅滞の発症率も

高い 84、という事実は重要視されるべきである。 

感染性早産の病態生理は、腟内における細菌性感染から上行性に子宮への感

染、炎症の波及が広がることにより炎症細胞が誘導され、炎症細胞から分泌さ

れる炎症性サイトカインがアラキドン酸カスケードの活性化し PG が産生され
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ることである 85。アラキドン酸カスケードにおける PGの産生は COXが関与し

ており 21、COXを抑制して PGの産生を阻害する INDは病態生理に即した合理

的で、有効性の高い治療薬であるにも関わらず、胎盤を通過して胎児毒性を示

すことから、INDの使用は本邦では禁忌、米国などの欧米諸国では、切迫早産

に対する子宮収縮抑制の目的において妊娠 32週未満かつ 48時間以内の投与期

間に制限されている。私は現行治療のような限定的な子宮抑制ではなく、長期

にわたって胎児毒性の懸念がなく、有効に子宮収縮を抑制し 1日でも長い妊娠

期間の延長を実現できる早産の治療こそが、新生児期のみならず出生後の児の

長期的予後を改善する理想的な治療薬であると考え、子宮収縮抑制効果という

観点において最も効果的な薬剤である IND 30に注目し、INDの胎児毒性を回避

するために、INDの胎盤通過性を制御する仕組みとして、ナノテクノロジーを

用いた DDS に着目した。 

ナノテクノロジーを用いた DDS は治療標的臓器への有効な送達と、非標的

臓器への薬剤分布の回避を意図した技術であり 86、癌治療などの分野において

はこの技術を用いて、腫瘍への薬剤分布と多臓器の副作用の低減を可能とした

ナノ医薬品が実際に臨床応用されている 87-89。産科領域においても胎盤通過性

の制御を目的としたナノテクノロジーの利用についての研究が行われ、サイズ

や物質の持つ化学特性が胎盤通過性の制御に関与し得る可能性が報告されてい
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るが 90-94、臨床応用に至っている医薬品は現時点では存在しない。研究段階に

おいても、その全てはリポソームに関する報告であり、我々が用いた高分子ナ

ノミセルによる胎盤通過性の制御を意図した薬剤開発の報告は存在しない 95。

早産に対する INDの有効性に着目し、ナノテクノロジーを利用した DDS につ

いての研究は少数ではあるが報告があり、これらの研究はリポソームに INDを

搭載し、オキシトシン受容体関連分子を標的分子としてリポソームに修飾する

ことで、INDが有効に子宮に送達されること、胎児への INDの移行が減少した

ことを報告している 45, 46。ナノテクノロジーを用いた DDS の治療戦略の基本は

標的指向型の薬物送達にあり、これらの先行研究においても同様に、子宮に発

現し子宮収縮と関係があるオキシトシン受容体に関連する分子を標的化し、子

宮を標的とした IND の有効な送達を意図している 44-46, 96, 97。オキシトシン受容

体は、分娩開始時に子宮において急激な発現レベルの上昇が起こることが知ら

れており 98, 99、ヒトにおいてもオキシトシン受容体拮抗薬の子宮収縮抑制効果

が示されていることから、オキシトシン受容体を標的とした治療は合理的であ

ると言える 100。しかし、オキシトシン受容体の発現の増加は分娩開始直前に起

こるとされ、満期産、早産いずれにおいても、オキシトシンの分娩開始におけ

る役割については明らかではない 101。オキシトシン受容体を標的にした治療の

奏功にはオキシトシン受容体の発現の増加が必要であり、早産に対する治療が
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48時間に限定されていることを考慮すると、治療開始時期にオキシトシン受容

体の発現増加が起こっていなければ、十分な早産治療効果は期待できない可能

性があるのではないかと考える。 

一方本研究における治療の標的である PGは早産、満期産いずれにおいても

分娩における中心的な役割を担っていることが知られている 102。分娩の開始、

進行には子宮収縮と子宮頸管の熟化の二つの要素が必要とされ、これらは切迫

早産の主症状でもある。子宮収縮作用に関して PGは、子宮平滑筋 PG受容体

に作用し、細胞内遊離 Ca2+濃度を増加させ、子宮平滑筋の収縮をもたらす。子

宮頸管熟化作用に関して、子宮頸管は線維芽細胞とプロテオグリカン複合体に

より構成され、線維芽細胞の細胞間隙はコラーゲンによって強固に結合してい

る 103。このコラーゲンの分解とプロテオグリカン複合体の変化による細胞外マ

トリックスの変化が子宮頸管の熟化である 104, 105。PGは子宮頸部におけるコラ

ゲナーゼ活性を上昇させることでコラーゲンの分解を促し、プロテオグリカン

複合体の組成を変化させることで細胞外マトリックスの変化を引き起こし、子

宮頸管の熟化を促す 106。このように PGは分娩の開始と進行における重要な要

素である子宮収縮と子宮頸管の熟化の双方に密接に関与しており 106, 107、早産

に対する治療の標的として最も合理的であると言える。 
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先行研究におけるリポソームを利用した DDS では、標的指向型であるとい

う特徴から子宮に発現するオキシトシン受容体に関連した標的分子をリポソー

ム表面に修飾している。Refuerzo らは、IND 搭載リポソームは胎児への INDの

移行を減らし、胎盤通過性を制御したことを明らかにしたが 44、Paul らは、オ

キシトシン受容体に関連した標的分子修飾をしていない IND搭載リポソーム

は、早産の抑制効果を示さなかったと報告した 45。本研究において開発した

CL-IND/m は標的に対する表面修飾を必要とせず、胎盤の通過性を制御し、早

産抑制効果を示した。本研究において CL-IND/m を標的臓器に有効に送達する

方法として、我々は Enhanced permeation and retention effect（EPR）効果に着目

した。腫瘍や炎症部位においては、血管内皮細胞間には 200 nm 程度の間隙が

開口しており、正常血管では透過しない、100nm 以下に制御された大きさの物

質が血管を透過して組織に移行する、EPR 効果が知られている 108（図 18）。 
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図 18：Enhanced permeation and retention effect 効果 

腫瘍や炎症部位においては、血管内皮細胞間には 200 nm 程度の間隙が開口

しており、正常血管では透過しない、100nm 以下に制御されたの大きさの物質

が血管を透過して組織に移行する 

 

早産においては、腟から上行性に炎症が波及し、子宮や胎盤の炎症が起こる

ことが病態形成に関与していることから、子宮や胎盤の血管においても血管内

皮細胞間に間隙開口が生じていることが想定され、EPR 効果が期待できる。こ

の EPR 効果によって、静脈投与された IND/m が治療標的臓器である子宮や胎

盤に送達されるのではないか、と考えた。蛍光標識した CL-IND/m による生体

内分布実験は、CL-IND/m が子宮や胎盤に送達され、集積することを明らかに

した。この結果は我々の仮説を指示するものであった。 
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本研究はナノテクノロジーを利用した IND の DDS において、高分子ナノミ

セルを薬物送達物質として用いた最初の報告である。開発した CL-IND/m は既

報の IND搭載リポソームと異なりオキシトシン受容体を標的とした表面修飾を

必要とすることなく胎盤通過性を制御し、早産抑制効果を示した。既報におけ

る IND搭載リポソームは 120-200 nm の大きさであり、EPR 効果を十分に活か

すには大きすぎる設計である。本研究において CL-IND/m は、疎水基であるポ

リアミノ酸のヒドロキシル基と IND内のヒドロキシル基を置換し、エステル結

合させることでポリマー内に導入し、INDを含む疎水基が内側、PEG 鎖で構成

される親水基が外側の、全体として親水性を示す構造に設計した。また、PEG

鎖は自由に伸長することが可能であるため、PEG鎖の伸長によって IND/m 全

体のサイズを 43 nm に設計した。 

EPR 効果によって炎症部位近傍の血管から漏出し、炎症組織内に到達した

CL-IND/m が INDを放出して作用するメカニズムとして、「エンドソーム内の

pH変化により CL-IND/m が分解し、INDが放出される」、「マクロファージ内

のエラスターゼによって CL-IND/m が分解し、INDが放出される」という 2つ

の仮説を立てた。バッファーと透析膜を用いた実験では、CL-IND/m は pH変化

によって分解されず、INDが放出されることはなかった。この結果は、炎症組

織内に到達した CL-IND/m がエンドサイトーシスによって細胞内に取り込ま
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れ、血液中の pH7.3 から pH5.3へと急激な pH変化に曝されることにより CL-

IND/m が分解し IND が放出される、という仮説を否定する結果であったが、同

時に pH変化のような環境の変化によらず CL-IND/m がミセル構造を維持する

ことが可能であることを示唆し、CL-IND/m の安定性の高さを示す結果であっ

た。 

一方、IND、CL-IND/m を RAW264.7 細胞 と共培養した実験では、IND投与

群、CL-IND/m 投与群の RAW264.7 細胞内から同程度の INDが検出された。こ

の結果は RAW264.7 細胞内で IND/m が分解され、RAW264.7 細胞内に INDを放

出したことを示唆する結果であり、我々の仮説を指示する結果であった。マク

ロファージの内部で CL-IND/m が分解され、INDをマクロファージ内に放出し

たことは、開発した CL-IND/m がマクロファージを介して薬効を示すことを意

味している。前述したように、感染性早産における PGの産生には炎症性サイ

トカインの分泌によるアラキドン酸カスケードの活性化が関与している 85。こ

の炎症性サイトカインは炎症細胞である好中球やマクロファージが分泌してお

り、感染性早産の病態においてマクロファージは中心的な役割を担っていると

言える。したがって、マクロファージを介した薬効の発現は、感染性早産に対

する治療において大変合理的な機序であると考えられる。感染性早産は子宮内

の細菌感染によってもたらされる絨毛膜羊膜炎の存在を特徴とし、妊娠 20-24
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週において早産の原因の 66 %を占めるが、その割合は妊娠 28週以降次第に低

下し、妊娠 34週には 16 %に低下する 109。一方、近年子宮内の細菌感染が明ら

かでない、無菌性の炎症が子宮内へと波及し早産を発症する非感染性早産の存

在が報告され 110-112、Romeroらの報告によれば、妊娠 30週未満の早産における

非感染性早産の割合は 60 %に及び、妊娠 34 週においても 47 %を占めるという

111。非感染性早産における無菌性の炎症は、子宮組織の障害や出血、低酸素、

虚血性変化などにより障害組織より放出される、High mobility group box 1 

(HMGB1) 113、IL‐1α114、Cell-free fetal DNA（cffDNA）115-117、S100蛋白 118など

の内因性分子によって引き起こされる。これらの内因性分子はダメージ関連分

子パターン（Damage‐associated molecular patterns ：DAMPs）もしくは Alarmins

と呼ばれ、Toll 様受容体、NOD様受容体、C 型レクチン受容体、終端糖化産物

受容体などのパターン認識受容体を介して、樹状細胞やマクロファージを活性

化し 119-121、サイトカインストームを引き起こすことで炎症を誘導する 122。

Kato らは非感染性早産における子宮収縮の開始に、マクロファージが関与して

いることを報告しており 123これらの知見によれば、マクロファージを標的とし

ている CL-IND/m は感染性早産のみならず、非感染性早産においても有効性を

示す可能性があると考える。早産の原因における感染性早産と非感染性早産を

合計した割合は、妊娠 30週未満において 85 %、34週未満において 70%と非常
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に大きな割合を占めることから 111、CL-IND/m は早産の原因によらず使用する

ことが可能な治療薬になり得るかもしれない。 

本研究においては、マクロファージ内に存在するエラスターゼによって、

INDをポリマーに結合させているエステル結合が分解し、CL-IND/m が分解さ

れ、INDがマクロファージ内に放出する、という仮説を立て、RAW264.7 細胞

実験による検証においてマクロファージの内部で CL-IND/m が分解され、IND

をマクロファージ内に放出したことを示したが、現時点ではまだ仮説の域を出

ない。生体内組織におけるマクロファージの分布や組織中のマクロファージと

CL-IND/m の共染色、フローサイトメトリーなどを行い、更なる検証を行う必

要がある。CL-IND/m の分解にマクロファージが関与している可能性が高いこ

とは示せたものの、エラスターゼの関与については本研究においては未検討で

あることから、CL-IND/m の分解機構についても更なる検討を行う必要があ

る。 

また本研究の結果から、CL-IND/m はマウスにおいて子宮・胎盤に蓄積し、

胎仔への移行は極めて少なかった。早産抑制効果は INDと同等で、子宮内胎仔

死亡や胎仔動脈管の狭窄をもたらすことはなかった。出生仔においても生命予

後や出生後の体重増加に影響を与えなかった。LPS 誘導性早産マウスモデルへ

の蛍光標識 CL-IND/m の尾静脈投与実験と、正常妊娠マウスへの CL-IND/m の
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尾静脈投与実験の結果は、CL-IND/m の胎盤通過性が、正常妊娠マウスと LPS

誘導性の早産マウスモデルのいずれにおいても極めて低いことを示唆する結果

であった。 

正常妊娠マウスへの CL-IND/m の投与実験において、肝臓への CL-IND/m の

蓄積率は INDに比べて高く、これは細網内皮系組織によって CL-IND/m が補足

されたことを反映した結果である可能性がある、と考えられる。数百ナノメー

トル程度のリポソームや高分子ミセルなどのナノ医薬品は、肝臓や脾臓などの

細網内皮系により異物として認識され捕捉され、生体内から排除される。生体

膜親和性の高い構造のリポソームであっても、投与 30分以内に 85 %ものリポ

ソームが細網内皮系に捕捉されることが知られ、この捕捉は粒子径が大きけれ

ばより強く働くことが報告されている 124, 125。ナノテクノロジーDDS の分野に

おいてこの細網内皮系による捕捉を回避することは、薬剤が効果を示すために

重要である。Klibanov らは PEG修飾により細網内皮系によるリポソームの捕捉

が減少することを報告した 126。これらの知見によれば、正常妊娠マウスへの

CL-IND/m による肝臓への蓄積が投与後 1時間において 1.07±0.31 %、投与後 24

時間において 12.3±3.20 %、脾臓への蓄積が投与後 1時間において

1.70±0.40 %、投与後 24時間において 3.90±1.51 %であったという本研究の結果

は、CL-IND/m が細網内皮系による生体内異物排除機構を十分回避したと言え
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る結果であり、この要因は CL-IND/m がリポソームよりも小さい 40 nm 程度に

設計されたことや、CL-IND/m の主成分が PEGで構成されていることにあるの

ではないかと考えられる。 

一方、腎臓からの排泄も、ナノ医薬品が生体内から排除される機構として重

要である。Choi らは、10 nm 未満のナノ粒子は腎臓からの排泄率が高いことを

報告した 127。本研究において腎臓への CL-IND/m の分布は INDの分布と同程

度であった。Miyataらは、腎臓からの排泄と細網内皮系への捕捉を回避し、

EPR 効果によって標的臓器に薬剤の送達が行われるのに最適な高分子ミセルの

サイズは、数十ナノメートル-100 nm であると報告している 128。本研究におい

て、胎盤通過性を制御した PEG化高分子ナノミセルのサイズが 30nm 以上であ

ったことを考慮すると、胎盤通過性の制御を目的とした高分子ナノミセルが細

網内皮系による異物排除機構、腎臓からの排泄機構を回避し、EPR効果によっ

て標的臓器への薬物送達を達成するのに最適な PEG化ナノミセルのサイズは

30-100 nm であると言える。 

また、正常妊娠マウスの胎盤への CL-IND/m の蓄積率は INDに比べて高かっ

た。また、LPS 誘導性早産マウスモデルへの蛍光標識 CL-IND/m の投与実験に

おいても CL-IND/m は胎盤への集積を認めた。これは胎盤に存在するマクロフ

ァージが CL-IND/m を貪食したことを反映した結果である可能性がある、と考
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えられる。前述したように、胎盤には胎盤マクロファージが豊富に存在してお

り、この胎盤マクロファージは他の組織に分布する他のマクロファージと同様

に貪食作用を有することが知られている 78。胎盤への CL-IND/m の蓄積は絨毛

膜羊膜炎のような胎盤における炎症の治療を考える上で非常に合理的であると

言える。本研究においても、LPS 誘導性早産マウスモデルにおいて、CL-IND/m

は INDと同様に早産抑制効果を示した。 

本研究においては、CL-IND/m の胎盤通過性が低く胎児への移行が極めて少

ないことを検証することを主要な目的としており、時間的、費用的な制約から

薬剤分布の評価は 24 時間までとしたが、今後 CL-IND/m の臨床応用を目指す

上では、多臓器への蓄積率がプラトーに達するまでの時間と、その蓄積率の評

価が必要となる。今後の検討課題としていきたいと考えている。 

 胎仔や出生胎仔への毒性に関しては、本研究において CL-IND/m は胎仔の子

宮内死亡、動脈管狭窄、出生胎仔の生命予後と体重増加に影響を与えなかっ

た。ヒト、マウス、ラット、羊など様々な動物において、妊娠中の IND投与に

よる胎児、胎仔の動脈管狭窄が報告されている 129-133。しかし、この変化は一

過性のものであり 41, 129, 134, 135、ヒトの研究においては INDを妊娠中に投与した

場合の胎児動脈管狭窄発症率は 25-50%とされ 40, 129, 134, 136、中には 6.5%という

報告が存在する程ばらつきが大きい 137。また、32週未満における投与であれ
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ば INDによる胎児動脈管狭窄の発生率は上昇しないとする報告も複数存在し

138-140、INDの投与時期による影響や、可逆的変化を評価するタイミングなどに

よって結果が大きく左右する可能性が高いと考える。動物においても、ラット

を用いた研究で、妊娠満期（妊娠 21日目）と満期前（妊娠 19日目）における

投与では、INDによる胎仔動脈管狭窄作用には大きな違いがあり、これは妊娠

時期による INDへの感受性の違いが起因しているという報告がある 130。妊娠

20日目の投与ではわずかな変化しか確認できず、妊娠 18日目以前の投与では

動脈管狭窄は起こらないという報告も存在する 141。本研究においては他の早産

実験や薬剤分布実験のプロトコルに合わせて、妊娠 15日目に IND、IND/m の

投与を行い、投与後 24時間後に胎仔の動脈管を評価する、というプロトコル

で検証を行った。マウス胎仔の動脈管は 200 µm 程度とサイズが小さく、切片

の作成や切り出しにおいても極めて難易度が高かった。今回、統計学的な有意

差を認めるほどの十分な検証が行えなかった原因として、妊娠 15日目の投与

が動脈管狭窄を引き起こすのには早すぎる投与であった可能性、投与後 24時

間では、可逆性に生じた動脈管狭窄が改善してしまっていた可能性があると考

察する。INDの血中最大濃度は投与後 4時間程度であり、投与後 4 時間程度で

検証を行えば、この可逆性変化をとらえられた可能性があるかもしれないと考

察する。また、動脈管狭窄が起こる頻度を考慮すると、より多い n 数で検証を
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行うことが求められる。胎仔の大きさがより大きな哺乳動物を用いて、妊娠満

期により近い時期に、可逆性変化をとらえられる可能性の高い投与後時間に動

脈管の摘出を行えば、異なる結果が得られるかもしれないが、妊娠満期に近い

時期の実験では投与プロトコル中に分娩に至ってしまう動物が存在し、この条

件で研究を行うには時間的、人件的、費用的に大きな負担があり、今回は実現

に至らなかった。 

一方で、ヒトにおける動脈管開存症（Patent Ductus Arteriosus：PDA）の治療

に関する研究において、動脈管閉鎖の成功には児の IND血漿中の濃度が関係し

ていることが報告されている 142, 143。また、INDへの暴露が増えれば、動脈管

収縮反応が増えることも報告されている 72, 144。Yehらの報告によれば、児の

IND血漿中濃度が一定以上であれば、50%の例に動脈管閉鎖が得られる 145。こ

れらの知見は、妊娠中の IND投与による、胎児動脈管狭窄が 50%程度に生じ

る、という前述した文献的報告に矛盾せず、IND投与による動脈管狭窄には

INDの胎児血漿中濃度が関与している可能性が高いと考えられる。本研究にお

いて、INDに比べて CL-IND/m の胎盤通過性は低く、CL-IND/m を投与した胎

仔から INDの検出が非常に少なかったことを考慮すると、理論上は CL-IND/m

の投与による胎仔の動脈管狭窄は生じない可能性が高いと考察する。 
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 マウス胎盤においては胎仔毛細血管内皮細胞と母体血の間に 3層の栄養膜層

が存在する。一方ヒト胎盤においては妊娠初期には絨毛に細胞性栄養膜細胞と

合胞体栄養膜細胞の 2層の栄養膜層が存在するが、中期には細胞性栄養膜細胞

は退縮し、胎児の毛細血管と母体血を隔てる栄養膜は合胞体栄養膜細胞層 1層

に近い形になることが報告されている 146。また、ヒト胎盤における合胞体栄養

膜細胞層には、栄養膜チャネルと呼ばれる 20 nm 程度の間隙が存在する 147。こ

のように、マウスの胎盤とヒトの胎盤には構造上の違いが存在するため、マウ

スにおける物質の胎盤通過性がヒトと同様であるとは言い切れず、CL-IND/m

のヒトへの適応を目指す上で、ヒトにおける検証は必須であると言える。しか

し、ヒト妊婦への薬剤投与を伴う検証は、安全性と倫理的観点から非現実的で

ある。本研究ではヒト胎盤灌流モデルを用いて、ヒト胎盤における物質の胎盤

通過性の検証を行った。 

ヒト胎盤灌流モデルにおけるナノ粒子の胎盤通過性についての先行研究にお

いて、Wickらは、ポリスチレン粒子により表面をコーティングされたナノ粒子

では 240 nm までの粒子は胎盤を通過する一方、240 nm 以上のナノ粒子は大き

さ依存性に胎盤通過性が制御されることを報告した 148。Wickらは、PEGでコ

ーティングされた 30 nm の金ナノ粒子が胎盤を通過しなかったという Myllynen

らの報告 73について言及し、ナノ粒子の成分と表面をコーティングする物質に
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よって胎盤通過性が異なることを報告している。今回我々が開発した IND/m

は、ポリマーの主成分が PEGであることから、PEGでコーティングされた 10 

nm-30 nm の金ナノ粒子を用いて胎盤灌流モデルで検証した。我々の結果は、

PEG化金ナノ粒子はサイズ依存性に胎盤通過性が低下し、30 nm の金ナノ粒子

はほとんど胎盤を通過しない、という Myllynen らの報告と一致するものであっ

た。この結果をもとに 44 nm の CL-IND/m を開発した。開発した CL-IND/m の

ヒト胎盤灌流モデルにおける胎盤通過率は 0.034 %であり、INDの胎盤通過率

17.6％に比べて低く、ほとんど胎盤を通過しないことが示唆された。本研究に

おいて、20 nm までのナノ粒子が胎盤を通過し、30nm 以上のナノ粒子が胎盤を

通過しなかった。前述したようにヒト胎盤合胞体栄養膜細胞層には 20 nm 程度

の間隙の存在することを考慮すると、ヒト胎盤における薬剤の通過性にはこの

間隙が寄与している可能性があると考えられる。 

ヒト胎盤灌流モデルは実際のヒト胎盤を用いて、妊婦に薬剤を投与すること

なく薬剤のヒト胎盤通過性を検証することが可能なモデルであるが、このモデ

ルを用いた検証には限界が存在する。まず、満期産の正常胎盤を用いている性

質上、妊娠末期における薬剤の胎盤通過性についての検証は可能であるが、妊

娠初期から中期の胎盤における胎盤通過性については評価出来ていない。薬剤

の胎盤通過性は妊娠週数の進行とともに増大する胎盤の表面積に依存するとさ
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れているため 42、妊娠末期において最大になることが想定される。従って満期

産の胎盤を用いて検証することは合理的であるが、妊娠期間全体の薬剤通過性

の評価として十分であるとは言えない。また、胎盤灌流モデルは血液を模倣し

た Krebs-Ringer-bicarbonate Buffer 69を酸素で飽和し、灌流圧をモニタリングす

ることで、生体内の環境に近似してはいるものの、妊娠継続中の生体内の胎盤

と娩出後の胎盤では細胞、組織や生理学的な条件が一致しているとは言えず、

生体内と同様の薬物動態を呈している確証はない。また胎盤灌流モデルは、薬

剤の胎盤通過における主要な機序である単純拡散について検証可能なモデルで

あるが、薬剤の胎盤通過に関わる機序としては単純拡散の他に、トランスポー

ターを介しての輸送、ピノサイトーシスなどの様々な機序が知られ、これらを

完全には網羅してはいない。更に、絨毛膜羊膜炎やその他の産科合併症である

妊娠高血圧症候群や妊娠糖尿病などの患者においては、胎盤絨毛組織が障害さ

れていたり、胎盤通過性に関わる血中蛋白やイオン化の状態が正常状態とは異

なることが想定される。胎盤灌流モデルにおける今回の検証は、このような疾

患状態における胎盤の薬剤通過性を評価できているとは言えない。 

前述したように、種による胎盤構造の違いが存在する以上、実臨床での使用

を目指した妊婦に対する薬剤の開発において、ヒトでの検証は重要なプロセス

である。しかしながら、安全性や倫理的観点から実際の妊婦に薬剤を投与する
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ことは許容されず、それ故妊婦に対する薬剤の開発には大きな障壁が存在す

る。臨床試験における患者登録のハードルも高く、開発費用と開発に要する時

間を考えるとコストパフォーマンスに優れているとは言えず、実際に現在妊婦

を対象とした薬剤開発は行われていない。 

 従来、諸外国において切迫早産に対する子宮収縮抑制は、児の成熟を促すス

テロイドの効果が得られる 48時間に限定した Short term tocolysis が行われてき

たが、これは子宮収縮抑制剤の効果が 48時間に限られるという研究報告に基

づいた治療である 31, 82。一方本邦においては、子宮収縮抑制が達成された後も

再発を予防する目的で子宮収縮抑制薬を投与する Long term tocolysis が行われ

てきたが、早産の抑制や新生児予後を改善するエビデンスに乏しく、近年は切

迫早産に対する治療が見直され、本邦においても Short term tocolysis が切迫早

産の治療の主流となりつつある。しかしながら、長年 Long term tocolysis を行

ってきた日本の周産期死亡率が世界トップクラスに低いことや、現行の治療に

おいて早産率が上昇傾向にあること、前述した早産として出生した児における

将来的な合併症の予後を考慮すると、胎児毒性が少なく、子宮収縮抑制効果が

現存している子宮収縮抑制剤に優る新規早産治療薬の出現は、今後の世界的な

早産治療を大きく変化させる可能性を秘めていると考える。本研究における

CL-IND/m の開発は、胎盤通過性の低い薬剤として、INDの持つ強力な子宮抑
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制効果を胎児毒性への懸念を少なく使用することを目指した、画期的な研究で

ある。既に分娩が開始した急性期の切迫早産の患者への使用のみならず、急性

期を脱した切迫早産患者への維持療法としての投与を含め、実臨床での使用を

目指して今後の研究を進めていきたい。本研究において開発した CL-IND/m の

評価として、マウスを用いた動物実験とヒト胎盤灌流モデルを用いた検証、細

胞実験を行ったが、臨床応用を目指すにあたり、ミセルを使用した際の胎盤で

の CL-IND/m やミセルの構成成分の蓄積についての組織学的検証、薬物動態に

ついての検証、CL-IND/m が分解し INDが放出される機序についての検証な

ど、研究段階においても更なる検討が必要である。実臨床でのヒトへの使用に

際して、薬剤搭載高分子ナノミセルを妊婦に投与した報告は皆無であることを

考慮すると、まずは生命予後が不良な疾患である悪性腫瘍などに対する治療薬

を用いた薬剤搭載高分子ナノミセルを開発し、その有効性と安全性を示した上

で、早産治療薬の適応を目指すといった段階を踏む必要があるのではないか、

と考える。マウス実験の結果やヒト胎盤灌流モデルを用いた実験結果をそのま

ま実際のヒト妊婦への使用に当てはめることはできず、現段階では代替する方

法がないことが、妊婦に対する薬剤開発の大きな障壁となっている。薬剤搭載

高分子ナノミセルは、ポリアミノ酸が持つヒドロキシル基を薬剤が持つヒドロ

キシル基と置換することで生成しており、理論上はヒドロキシル基をもつ薬剤
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は高分子ナノミセルへの搭載が可能である。高分子ナノミセルへの搭載によっ

て、薬効に変化が起こらないかどうかの検証、ミセル化した薬剤の薬物動態、

毒性に関しては個別に検証することが必要であるが、薬剤搭載高分子ナノミセ

ルは妊娠中の薬物治療を大きく進歩させる可能性を秘めており、本研究におけ

る薬剤の高分子ナノミセルへの搭載技術を他の薬剤への応用することも検討し

ている。 

総括 

本研究では、早産の治療薬としての有効性が知られていながら、胎盤を通過

し胎児毒性を有するために使用が制限されている INDを、高分子ナノミセルに

搭載することにより、胎盤通過性を制御した IND/m の開発を行った。我々は、

本研究において、以下のことを明らかにした（図 19）。 

・薬剤搭載高分子ナノミセルに類似した構造を持つ GNPs は大きさに依存して

ヒト胎盤灌流モデルにおける通過性が低下し、30 nm の GNPs はほとんど胎盤

を通過しなかった。  

・生成した CL-IND/m の大きさは 44 nm で、IND/m は架橋構造により、より高

い安定性を示した。 

・CL-IND/m は pHの変化によっては分解されなかったが、マクロファージ内で

分解し、INDを放出した。 
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・CL-IND/m は IND に比べてヒト胎盤灌流モデルでの胎盤通過性が低かった。 

・CL-IND/m はマウス胎盤をほとんど通過しなかった。 

・IND/m は LPS 誘導性早産マウスモデルにおいて早産を抑制した。 

・マウスへの CL-IND/m 投与は出生仔の出生後生命予後、出生後体重増加に影

響しなかった。 

・CL-IND/m は、マウス胎仔の動脈管を狭窄させなかった。 

以上の結果は、IND を薬剤搭載高分子ナノミセルに搭載した CL-IND/m が、

マウス胎盤、ヒト胎盤における胎盤通過性を制御し、マウスにおいては胎仔、

出生仔に毒性を与えることなく早産抑制効果を示す結果であった。 CL-IND/m

は、胎盤通過性が極めて低く、胎児毒性の懸念なく使用可能な新規早産治療薬

となる可能性がある。 
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図 19：IND/mによる炎症性早産の抑制メカニズム 

 腟からの細菌感染により上行性に炎症が波及すると、アラキドン酸カスケー

ドが活性化され、PG の産生が亢進する。IND は胎盤を通過するが、IND/m は

胎盤を通過することなく、マクロファージに貪食され、マクロファージ内でミ

セルが分解して IND を放出する。マクロファージ内で INDは COX レセプター

に結合し、COXを阻害することにより、PGの産生を抑制し、子宮収縮の増強

や子宮頸管の熟化を抑制する。 
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