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略語表 

略語 内容 

ALT alanine aminotransferase 
AST aspartate aminotransferase 
BLG-NCA N-carboxy anhydride of γ-benzyl L-glutamate 
BUN blood urea nitrogen 
CINC cytokine-induced neutrophil chemoattractant 
Cre creatinine 
DDS drug delivery system 
DMF N,N-dimethylformamide 
EPR enhanced permeability and retention 
EVG elastica van Gieson 
HE hematoxylin-eosin 
1H-NMR 1H-nuclear magnetic resonance 
IP interferon γ–induced protein 
IL interleukin 
MIP macrophage inflammatory protein 
MMP matrix metalloproteinase 
mTOR mammalian target of rapamycin 
PBS phosphate buffered saline 
PDI polydispersity index 
PEG poly(ethylene glycol) 
PEG-b-PBLG poly(ethylene glycol)-b-poly(γ-benzyl L-glutamate) 
RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
SPF specific pathogen free  
αSMA α-smooth muscle actin 
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要旨 

 非侵襲的治療による大動脈瘤径拡大の抑制は未解決の課題である。我々はラ

パマイシンを内包するナノ粒子を作成し、ラット腹部大動脈瘤モデルに経静脈

的に全身投与したところ、大動脈瘤に選択的に集積することが確認できた。こ

の集積には大動脈瘤の特徴的な変化が関係していると考えられた。コントロー

ルおよび同量のラパマイシンを単独投与した実験群と比較して、ラパマイシン

内包ナノ粒子投与群は有意に大動脈径拡大を抑制し、その機序には炎症細胞浸

潤抑制、matrix metalloproteinase 活性の抑制が関与していた。以上の知見から、

ラパマイシン内包ナノ粒子を用いた薬物送達は、大動脈瘤形成を抑制する有効

な治療法となりうると考えられた。 
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序文 

 

大動脈瘤治療の現状と問題点 

大動脈瘤は破裂すると致死的な疾患であるが、自然経過とともに瘤径は拡大

し、大動脈瘤径の増加とともに破裂のリスクが増大することが知られている[1, 

2]。現在の大動脈瘤治療は、紡錘形の腹部大動脈瘤では瘤径 50–55mm 以上の破

裂のリスクが高くなる症例には開腹もしくは後腹膜アプローチによる人工血管

埋め込み術（人工血管置換術）あるいはステントグラフト内挿術の侵襲的治療

が考慮される[3]。一方それに満たない小瘤径の腹部大動脈瘤に対しては多くの

場合において慎重に経過観察が行われ、内科的な併存疾患のコントロールおよ

び禁煙以外に積極的に瘤径拡大を抑制する有効な治療法は未だに示されていな

い[4]。大動脈瘤の有病率は年齢とともに増加するとされ、日常臨床でしばしば

遭遇する一般的な疾患であるとともに、今後の先進国を中心とした社会高齢化

を見据えても重要な疾患の 1 つであるといえる[1]。一方で、全症例の 90%は喫

緊の外科的治療が必要ない小瘤径の腹部大動脈瘤であるとも報告されている[4]。

これらのことから、小瘤径の大動脈瘤に対する瘤径拡大抑制は、多くの患者を

対象とし、かつ未解決の問題であることが分かる。これまでに動物実験やヒト

における観察研究などで種々の薬剤による大動脈瘤径拡大の抑制に関する検討
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が進められてきた[4, 5]。代表的な薬剤として、propranolol [6]、doxycycline [7]、

statins [8, 9]、angiotensin-converting enzyme inhibitors [10, 11]、angiotensin-receptor 

blockers [12]などが挙げられる。しかし、前述のとおりいずれも臨床的に有用で

あるとは示されなかった。Propranolol は前向きランダム化 2 重盲検比較試験で

瘤径拡大抑制効果が示されず、副作用による quality of life 低下が明らかになっ

たため、現在のガイドラインでは推奨されていない[6]。もっとも代表的な

doxycycline は数々の動物実験で matrix metalloproteinase（MMP）活性抑制を介す

る大動脈瘤拡大の抑制効果が示され[7]、ヒトにおいても 6 か月の投与で血漿中

MMP-9 値[13]や大動脈瘤壁中の好中球、細胞障害性 T 細胞[14]が低下することが

報告された。しかし、ヒトを対象とした 2 重盲検比較試験では有意な大動脈瘤

径拡大抑制効果は示されなかった[15]。我々は、この原因の一つとして動物実験

での投与量（50–100 mg/kg）と、ヒトへの投与量（約 2 mg/kg）の違いがあると

考えた。Atorvastatin においてもラット（350–400 g）に対して 20 mg/kg で投与さ

れており、ヒトでの一日投与量 20mg をはるかに超える量である[8]。Simvastatin

の報告でもマウスに対して 50 mg/kg の投与量で、ヒトに対する投与量 5–20 mg

の 100 倍以上の投与量の較差がある[9]。同様のことが angiotensin-converting 

enzyme inhibitor の enalapril（マウスに 10–15 mg/kg に対してヒトでは一日投与量

5–10 mg）や angiotensin-receptor blocker の losartan にも当てはまる（マウスに 40–
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60 mg/kg に対してヒトでは一日投与量 25–100 mg）[12]。すなわち薬理学的に大

動脈瘤拡大抑制に働くと考えられる薬物であっても、大動脈瘤組織局所での濃

度が治療域に達していなければ治療効果は発揮できないと考えられる。したが

って、本研究では大動脈瘤に対する薬物送達効率の向上とそれによる治療効果

の可能性を検討することとした。 

 

ヒト大動脈瘤の病態生理とエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデル 

 大動脈瘤は、肉眼的には正常大動脈の 1.5 倍の大動脈径となった部位（腹部大

動脈では一般的に径 30mm 以上）と定義される[16]。組織学的には、正常の大動

脈組織と比較して、大動脈瘤では中膜弾性板を構成する elastin の分解や細胞外

マトリックスの破壊が起こり、マクロファージなどの炎症細胞が関与した慢性

炎症性変化が特徴的である。これらは結果として見られる変化であるが、大動

脈瘤形成に関連するメカニズムとして、 

・炎症性変化・免疫応答 

・大動脈瘤壁のタンパク分解 

・Wall shear stress の増大 

が挙げられる（図 1）。 
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図 1 大動脈瘤形成・増大のメカニズム 
 大動脈壁へのストレス、大動脈瘤壁局所での炎症反応、elastin や collagen など

のタンパク分解の機序が循環して徐々に大動脈瘤径は拡大し、やがて破裂に至

る。 

 

すなわち何らかの機序により正常径に比較して増大した大動脈瘤壁には、慢

性炎症に伴う MMPs や炎症性メディエーターの過剰産生が認められる[17]。また、

炎症性メディエーターは平滑筋細胞、マクロファージなどに働きかけ、炎症細

胞の遊走や MMP-2 や MMP-9 などのプロテアーゼ活性増大につながり、その結

果大動脈瘤壁中の中膜に存在する elastin などを分解する[18–24]。Elastin の減少

は大動脈瘤の径拡大に関連する[17]。そして、大動脈瘤径の増大に比例してスト

レスが増大し（ラプラスの法則 LaPlace’s law）[25]、大動脈瘤壁へのストレスは

平滑筋細胞を刺激して、platelet-derived growth factor 受容体を活性化させ[26, 27]、
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さらなる炎症を惹起する。これらのサイクルが循環することで徐々に大動脈瘤

径は拡大していく[28]。小瘤径の大動脈瘤では elastin の減少が見られるのみだが、

瘤径の増大とともに中膜平滑筋細胞や外膜の collagen なども減少するようにな

り、大動脈壁の強度を保つ collagen の減少は、ついには破裂につながる[17]（図

2A、B）。 

 エラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルは、孤立させた大動脈内にエラスター

ゼを持続注入して大動脈瘤を形成させるモデルである。エラスターゼ注入直後

から 3 日後までは、内皮細胞、平滑筋細胞、繊維芽細胞などに影響を与え、initial 

dilatation が起きると考えられている[17]。その後はマクロファージなど中心的な

役割を果たす持続的な炎症が起き、IL-1β、IL-6 などの炎症性サイトカイン、

MMP-2 や MMP-9 などのプロテアーゼが関連して弾性板や外膜の膠原繊維の破

壊が徐々に進行し、7–14 日目までに大動脈瘤を形成する[29]。大動脈瘤壁内の炎

症性変化、組織学的変化などヒトの大動脈瘤と多くの類似点を持つとされ、広

く動物実験に用いられている。 
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図 2A 小瘤径の大動脈瘤 
Elastin の減少が見られるが、平滑筋細胞や collagen は比較的保たれる。 
Curr Probl Surg 39(2):110-230:2002 より改変して作成。 

 
図 2B 瘤径の大きな大動脈瘤 
Elastin はほぼ消失し、平滑筋細胞や collagen も減少している。 
Curr Probl Surg 39(2):110-230:2002 より改変して作成。 
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ナノ粒子による大動脈瘤治療の可能性 

ナノ粒子は、主に腫瘍を標的としたドラッグデリバリーシステム（drug delivery 

system, DDS）の手法として近年盛んに報告されており、既存の薬物をより効率

的に標的臓器に届けることによって、治療効果を増大させ、副作用を低減する

ことが期待されている手法である[30]。一般に大動脈壁への血流は、内膜から中

膜内層までは大動脈内腔からの血流によって支配され、中膜外層から外膜にか

けては血管の栄養血管（vasa vasorum）によって支配される[17]。大動脈瘤壁へ

の血流支配に関しては、組織学的な変化としての内膜の脱落、弾性板の破壊、

細胞外マトリックスの破壊や大動脈瘤に特徴的な medial neovascularization の増

生などが関連すると考えられる[17, 28]。このような大動脈瘤組織における特徴

的な構造破壊はナノ粒子の集積向上に寄与すると我々は考えた。また、大動脈

瘤壁には腫瘍に対するナノ粒子による選択的な薬物送達の機序として考えられ

ている enhanced permeability and retention（EPR）効果と類似した環境も形成され

ていると想定された。EPR 効果は、腫瘍局所での血管透過性亢進と、未発達な

リンパ管のためにナノ粒子が腫瘍局所に集積しやすくなる現象を説明したもの

であるが[30]、大動脈瘤の慢性炎症に伴う大動脈瘤壁内の血管透過性亢進は、こ

の機序の一端を再現している可能性があると考えられる。このような大動脈瘤

における構造破壊および慢性炎症に伴う血管透過性亢進は大動脈瘤におけるナ
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ノ粒子の集積性向上に寄与しうるとの仮説の上、ナノ粒子による大動脈瘤に選

択的な DDS の可能性およびそれによる薬剤単独投与と比較した治療効果の増強

に関して検討することとした。 

 

ラパマイシンおよびナノ粒子の特徴 

今回我々が用いた薬物であるラパマイシン（rapamycin もしくは sirolimus）は、

Suren Sehgal らによってイースター島（ポリネシア語で Rapa Nui）の土壌中にい

た Streptomyces hygroscopics という放線菌から産生される化合物として発見され

た[31]。抗真菌薬としての活性[32]や免疫抑制作用[33, 34]が発見され、現在では

ラパマイシンは mammalian target of rapamycin (mTOR)に作用し、細胞の成長や増

殖、細胞の代謝、autophagy や angiogenesis に関わる細胞内シグナル伝達の中心

的な経路を阻害することが分かっている[35]。臨床応用としては腎移植後の免疫

抑制剤や冠動脈ステントへの塗布が有名であるが、ラパマイシンは疎水性が強

く、これまでは主に経口的に投与されていた。大動脈瘤との関連では、ラット

の動物実験において、mTOR 阻害作用から NF-κB、MMP-9 発現抑制を介して大

動脈瘤形成を抑制することが報告されている[36]。 

我々の用いるナノ粒子は、両親媒性のブロック共重合体を主に疎水性相互作

用により自己組織化させるもので、内側に疎水性セグメントを、外側に親水性
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セグメントを有する[30]。これまでに動物実験での大動脈瘤径拡大抑制効果の報

告がある薬物の内、疎水性の高いラパマイシンをナノ粒子に内包させることで

安定したナノ粒子が形成できると考えた（図 3）。また、以前の検討で 40nm、100nm、

200nm の粒子径を持つナノ粒子の比較で、100nm の粒子が最も腹部大動脈瘤に

有効に集積するという結果があり（unpublished data）、本研究では 100nm に近い

粒子径のナノ粒子を作成することとした。 

図 3 ナノ粒子の模式図 
両親媒性のブロック共重合体を自己組織化させ、内側に疎水性セグメント、

外側に親水性セグメントを有する構造となる。疎水性薬剤は内部に物理封入さ

れる。 

 

大動脈瘤に対する薬物療法の意義 

大動脈瘤増大の過程で elastin や中膜平滑筋細胞、collagen の量は減少する。一
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般に collagen の量が減少し、破裂リスクが急速に増大する閾値は腹部大動脈瘤の

手術適応と考えられている瘤径 50–55mm に一致する[17]。一方で 30–50mm の小

瘤径の大動脈瘤では拡張速度は比較的緩徐であり、この時期に拡大抑制の治療

効果が発揮されることは臨床的意義が大きい。すなわち、腹部大動脈瘤に対す

る侵襲的治療が 70 歳代で多く行われている事を考慮すると、破裂のリスクが少

ない瘤径で安全に保存的治療を行うことができることによる患者負担、医療経

済的な側面でのメリットが挙げられる。また、治療手段の限られた現状ではス

クリーニング検査による小瘤径腹部大動脈瘤の発見の有用性には疑問が残るが

[37, 38]、薬物療法の実現によりその意義を変える可能性がある。 

 

本研究の概要 

腹部大動脈瘤に対する薬物治療はこれまで様々なものが試されてきたが、薬

剤単独による治療では限界があった。DDS の工夫によって効率的な治療実現の

可能性があると考え、我々はラパマイシンを内包したナノ粒子を作成した。ラ

パマイシン内包ナノ粒子の安定性を確認した上で、①ナノ粒子が大動脈瘤組織

に選択的に集積するか、②ナノ粒子によって大動脈瘤径拡大が抑制されるか、

に関して検討した。また、そのメカニズムに関して組織学的検討を中心に詳細

に考察した。 
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実験１．ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈瘤への集積に関する検討 

 

＜方法＞ 

 

実験動物 

ラットは生後 7–8 週で体重 300–350g のオス SD ラット（specific pathogen free 

[SPF]/ virus antibody free）を日本チャールズ・リバー株式会社から購入した。恒

温環境（22 ± 1 °C）、SPF 条件下で、12 時間昼・12 時間夜の照明サイクルのもと

アイソレーションラック内で飼育した。飲水は自由とし、通常の餌を与えた。 

 すべての動物実験は東京大学動物実験委員会の承認のもと、東京大学動物実

験実施規則および東京大学動物実験実施マニュアルに基づき実施した。 

 

Poly(ethylene glycol)-b-poly(γ-benzyl L-glutamate)の合成 

Poly(ethylene glycol)-b-poly(γ-benzyl L-glutamate) (PEG-b-PBLG) は既報の方法

で合成した（number-average molecular weight = 21000, polydispersity index = 1.04, 

degree of polymerization in PBLG segment = 41）[39–42]。 

ベンゼン凍結乾燥にて水分を除去した PEG-NH2 (MW:12K、 200 mg 、0.67 x 

10-2 mmol)へ2 mLのN,N-dimethylformamide (DMF) (Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd., Osaka, Japan)を加え、末端まで完全に溶解させるため、35℃下で 2 時間ほど
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撹拌した。N-carboxy anhydride of γ-benzyl L-glutamate (BLG-NCA) (Chuo Kaseihin 

Co. Inc., Tokyo, Japan) を 220 mg（0.84 mmol, 50 equiv）計量し、DMF 2 mL を加

えて溶解させた後、シリンジ操作にて素早く PEG 溶液を入れたナスフラスコに

加えた。重合反応は 35℃で 24 時間行った。NCA の計量を含め、全ての操作は

アルゴン下で行った。重合溶液を大過剰量のエーテル中に再沈殿（室温）させ

て重合を停止した後、沈殿したポリマーを吸引濾過した。次に減圧乾燥を行い

PEG-b-PBLG を回収した。PEG-b-PBLG の物性と化学構造は、DMF 系ゲル浸透

クロマトグラフィーおよび 1H-nuclear magnetic resonance (1H-NMR)測定により確

認した。1H-NMR の測定は、JNM-ECS 400 (400 MHz) (Jeol Resonance Inc., Tokyo, 

Japan)を用いて実施した。測定には標準試薬としてのテトラメチルシラン

（0.05wt%）を含む dimethyl sulfoxide (DMSO)-d6 を使用し、測定温度 22°C、積

算回数 64 回の条件を用いた。 

 

ラパマイシン内包ナノ粒子の合成と評価 

 PEG-b-PBLG（25mg）とラパマイシン（25mg）(LC Laboratories, MA, USA)

を DMF（1mL）中に溶解させ 24 時間攪拌した。その後、上記の混合溶液を激し

く攪拌させた純水（49mL）に滴下させ、ラパマイシンを内包させたナノ粒子を

形成させた。得られたナノ粒子は透析膜（Spectra/Por® 6 membrane; MWCO, 3500） 
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(Spectrum Laboratories Inc., CA, USA)を用いた粗精製した後、さらに遠心限外濾

過（Vivaspin 6）(Sartorius AG, Göttingen, Germany)を用いて精製した。ナノ粒子

に内包されたラパマイシンの濃度に関しては、ストック溶液から 1.0mL を採取

し、凍結乾燥の後に 1H-NMR 測定を行うことで定量した。1H-NMR を用いてポ

リマーの合成ならびに PEG のピークの面積値とラパマシンのピークの面積値を

比較し、ラパマシンの濃度を決定した。粒子径分析は Zetasizer® (Malvern 

Instruments Ltd., Worcestershire, UK)を用いて動的光散乱法にて行った。 

 

Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の合成 

 PEG-b-PBLG の ω 末端のアミノ基残基に対して Alexa647 succinimidyl esters 

(Invitrogen Corp., CA, USA)を反応させることにより、蛍光ラベル化ポリマー

（Alexa647-PEG-b-PBLG）を調製した。前項と同様に Alexa647-PEG-b-PBLG と

ラパマイシンから構成される Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子

を作成した。透析による粗精製、限外濾過も同様に行った。 
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ラットエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルの作成 

 AnidjarとDobrinにより報告されたエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルを用

いた[43, 44]。2% イソフルラン吸入下に腹部正中切開で開腹し、下行結腸を外

側から授動、後腹膜を切開して腎動脈下腹部大動脈に到達した。大動脈終末部

までを周囲から剥離し、腰動脈などの分枝はすべて結紮した。続いて右鼠径部

の皮膚切開から右伏在動脈をテーピングし、ここから PE-10 チューブを挿入し

て先端を大動脈内に誘導した。チューブ先端の上下を絹糸で結紮し、10mm の腎

動脈下腹部大動脈を完全に孤立させた。ブタ膵臓由来エラスターゼ（E-1250, Type 

I; Sigma–Aldrich）2.7 単位を 0.27mL の PBS (phosphate buffered saline) に溶解し、

0.9 時間かけてマイクロシリンジポンプを用いて持続注入した。持続注入後、大

動脈の結紮糸を外し、PE-10 チューブを抜去、止血・閉創してモデル作成とした

（図 4）。 
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図 4 ラットエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデル 
右伏在動脈から PE-10 チューブを挿入し、先端を周囲から孤立した腎動脈下

腹部大動脈内に留置し、ブタ膵臓由来エラスターゼ 10 単位/mL、0.27mL を 0.9
時間かけて注入する。 
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薬剤投与および検体採取 

Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子を用いた大動脈瘤への集積

性の評価では、エラスターゼ注入後 7 日経過し、大動脈瘤が形成されたモデル

を実験対象とした。 

Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子は、その蛍光強度(relative 

fluorescence units)が一定になるように PBS で希釈し、モデル作成後 7 日目のモデ

ルの外側尾静脈から経静脈投与した（投与量＝500μL 、n = 19）。投与後 1（n=4）、

4（n=4）、8（n=4）、16（n=3）、24 時間（n=4）のタイムポイントにおいて過量

麻酔にてラットを犠牲死させ、続けてヘパリン処理を施したシリンジを用いて

右心房より 5mL の血液を採取した。次に、上行大動脈から両側総腸骨動脈まで

を一塊に切除し、血管内に血液が残らないように PBS で愛護的に洗浄した。コ

ントロールの検体は、モデル作成後 7 日目に薬剤を投与しない点以外は同様に

取り扱った。 

 

In vivo イメージングシステムでの大動脈検体の評価 

大動脈瘤に対するナノ粒子の集積性の評価には、IVIS® imaging system 

(Xenogen, CA, USA)を使用した。前述の手法によって採取した各大動脈の検体は
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腹側が上方になるようして装置内へ並べた。測定には Excitation を 640nm、 

Emission を 680nm、 撮影時間として 5 秒の撮像条件を用いた。 

 

大動脈検体ホモジネートの蛍光強度測定 

 測定には Infinite® M 1000 Pro (Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland) を用

いた。検体採取および準備は次のように実施した。ヘパリン加シリンジで採取

した血液は、遠心分離（4°C、2100G、5 分を 2 回）によって速やかに血漿成分

を分離させた。血漿消失率（plasma clearance, % dose / mL plasma）は、α 相（分

布相）および β 相（消失相）に分けて推定した（分割法）[45]。大動脈切除検体

は、胸部下行大動脈および大動脈瘤を切り出してそれぞれの重量（Wsample [g]）

を測定した後、1000μL の passive lysis buffer (E194A, Promega Corp., WI, USA)と混

合し、マルチビーズショッカ―® (Yasui Kikai Co., Osaka, Japan)を用いてホモジネ

ート（2000rpm、30 秒、3 回）させた。その後、遠心分離（4°C、2000rpm、5 分

間）を用いて浮遊成分を分離し、上清を回収した。血漿およびホモジネートさ

れた液体を96ウェルマイクロプレートに100μLずつ分収し、Infinite® M 1000 Pro

を用いて測定した（Excitation, 652nm; Emission, 668; Gain, 血漿は 145、大動脈検

体ホモジネートは 210）。測定した値を Asampleとし、コントロールの検体の測定
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値および重量（g）をそれぞれ Acontrolおよび Wcontrolとして、下記計算式で組織重

量 1g 当たりの adjusted absorbance value を計算した。 

 

式 

Adjusted absorbance value = (Asample / Wsample) – (Acontrol / Wcontrol) 

 

共焦点レーザースキャン顕微鏡での大動脈検体の評価 

 「ラットエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルの作成」に従って別途作成し

たラットモデル 3 匹に対して、モデル作成後 7 日目に Alexa647 蛍光ラベル化ラ

パマイシン内包ナノ粒子を投与し、24 時間後に大動脈瘤の検体を切除した。検

体は O.C.T Compound (Sakura Finetek Japan Co.,Ltd., Tokyo, Japan) に包埋し、液体

窒素で凍結させ、－80 °C で保存した。厚さ 10 μm に薄切し、Hoechst 33342 

(H1399, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) を用いて、室温で 1 分間核染色を

し、脱水、封入して共焦点レーザースキャン顕微鏡 (LSM 780®, Carl Zeiss, Jena, 

Germany) を用いて観察した。 

また、CD68 および α-smooth muscle actin （αSMA）に対する免疫染色を行っ

た。凍結ミクロトーム (CM1950, Leica, Nussloch, Germany) で厚さ 10μm に薄切

し、Blocking one (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan)を用いて非特異的反応のブロ
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ック（室温、20 分間）を行った後、一次抗体に室温で 30 分間反応させた。一次

抗体として抗 CD68 モノクローナル抗体 (1:100; T-3003, BMA Biomedicals, Augst, 

Switzerland)、抗 αSMA モノクローナル抗体 (1:100；M0851, Dako, Glostrup, 

Denmark)を用いた。二次抗体には Alexa Fluor® 555 標識抗マウス IgG 抗体（1:300; 

ab150118, Abcam, Cambridge, UK）を用い、室温で 30 分間反応させた。Hoechst 

33342 (H1399, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) を用いて、室温で 1 分間核

染色をし、脱水、封入して共焦点レーザースキャン顕微鏡 (LSM 780®, Carl Zeiss, 

Jena, Germany) で観察した。 

 

CD31 に対する免疫染色 

モデル作成後 7 日目に切除した大動脈瘤検体をパラフィンに包埋し、厚さ 4μm

で切り出し、CD31 に対して免疫染色を行った。脱パラフィン処理後、Target 

Retrieval Solution® (S1699, Dako, Glostrup, Denmark) に浸漬し、オートクレーブ法

（120°C、10 分間）で抗原性の賦活化処理を行った。Peroxidase-Blocking Solution® 

(S2023, Dako, Glostrup, Denmark) で内因性ペルオキシダーゼ除去（室温、30 分間）

を、Carbo-Free Blocking Solution (SP-5040, Vector Laboratories, CA, USA) で非特異

的反応のブロックを（室温、30 分間）行い、一次抗体として抗 CD31 モノクロ

ーナル抗体 (1:100; RDI-RTcd31-3A, Fitzgerald Industries International Inc., MA, 
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USA) を用いて 4°C で一晩反応させた。二次抗体はビオチン標識抗マウス IgG

抗体 (1:100; B-2001, Vector Laboratories, CA, USA) を用いて室温で 60 分間反応

させた。VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories, CA, USA) で複合体形成を行

い（室温、30 分間）、DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit (SK-4100, Vector 

Laboratories, CA, USA) で発色させ、hematoxylin で 45 秒間核染色し、脱水、透

徹、封入した。 

 

統計学的評価 

 全ての統計学的検定は JMP Pro 11 (SAS Institute, NC, USA)を用いて行った。異

なる 2 つの群間比較には unpaired Student’s t-test を用いた。P 値 0.05 未満を有意

とした。 

 

＜結果＞ 

 

ラパマイシン内包ナノ粒子の合成 

 図 5 に示す Zetasizer®測定の結果ように、得られたナノ粒子は 106nm の粒径と

0.17 の粒径分散度（polydispersity index、PDI）を有する単分散粒子であることが

確認された。1H-NMR での計測から内包に利用されたラパマイシンは 82%であ
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った。ラパマイシンを内包しないナノ粒子（Ctrl、粒子径 42nm）と比較して、

ラパマイシンが内包された体積に対する粒子径の増大が確認された。また、pH = 

7.4、37°C、10mM NaCl の条件下でのラパマイシン内包ナノ粒子の散乱光強度

(scattered light intensity)計測では、48 時間の安定性が確認された（図 6）。さらに、

6 日目までの経過で、ナノ粒子の分解は 20%程度であった（図 6）。本研究で調

製されたラパマイシン内包ナノ粒子は生体内でも十分な安定性を発揮すると推

察された。 

 
図 5 Zetasizer®による粒子経の分析 
 ラパマイシン内包ナノ粒子は粒子径 106nm の比較的均一な粒子であることが

確認された。ラパマイシンを内包しないナノ粒子（Ctrl）の粒子径（42nm）と比

較して、ラパマイシンが内包された体積に対する粒子径の増大が確認された。 
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図 6 散乱光強度の経時的変化 
ラパマイシン内包ナノ粒子の散乱光強度は、48 時間の安定であり、6 日目まで

の経過での分解は 20%程度であった。 

 

Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の合成 

 ナノ粒子の形成は、Alexa647-PEG-b-PBLG とラパマイシンの混合液（DMF）

を純水中に滴下することで進行し、同サイズのナノ粒子が得られた。 

 

大動脈瘤へのナノ粒子の集積（In vivo イメージングシステム） 

 大動脈瘤モデルに対して経静脈的に Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包

ナノ粒子を全身投与して 1、4、8、16、24 時間後に切除した胸部大動脈から両

側腸骨動脈までの一塊の検体を、IVIS® imaging system を用いて撮影した。図 7

に示すように、投与後 1 時間後では、大動脈弓部を含め大動脈切除検体全体に

蛍光シグナルが観察された。投与後 4 時間では大動脈弓部および腹部大動脈瘤
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に限局した集積となり、8 時間では、蛍光シグナルは腹部大動脈瘤に限局し、胸

部下行大動脈には蛍光シグナルは観察されなかった。16 時間後、24 時間後にお

いても徐々にシグナル強度は減衰してはいるものの、腹部大動脈瘤に一致して

蛍光シグナルが観察された。 

 
図 7 Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈への集積 
 投与後 1 時間では大動脈全体に蛍光シグナルが認められたが、4 時間から 24
時間までは腹部大動脈瘤に限局した蛍光シグナルが観察された。 
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大動脈検体ホモジネートの蛍光強度 

 Plasma clearance は図 8 のようであった。分布相の半減期（t1/2(α)）は 2.1 時間、

消失相の半減期（t1/2(β)）は 15.8 時間と推定された。また、10 時間時点でも投与

量の 9.0%が残存し、血中滞留性は比較的良好であると考えられた。一方で血中

濃度が非常に高い投与後 1 時間では蛍光物質が大動脈組織以外の vasa vasorum

中など多く存在すると考えられた。図 7 の投与後 1 時間の像で大動脈弓部や胸

部大動脈などにも強い蛍光シグナルが観察されたのはこのためで、大動脈組織

中濃度の分析では投与後 1 時間は除外した。 

 

 
図 8 Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子投与後の plasma 
clearance 
 分布相の半減期は 2.1 時間、消失相の半減期は 15.8 時間でと推定され、10 時

間時点でも投与量の 9.0%が残存していた。 
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 腹部大動脈瘤組織および正常な大動脈である胸部大動脈組織のホモジネート

の蛍光強度を測定すると図 9 のようであった。投与後 4 時間では腹部大動脈瘤

および胸部大動脈の間で adjusted absorbance value に差は認められなかった。胸

部大動脈では血中薬物濃度の低下に呼応するように投与後 8 時間以降では蛍光

シグナルが観察されなかったのに対して、腹部大動脈瘤では投与後 8 時間で遅

延性のピークを示し、投与後 24 時間でも高い蛍光強度を検出した。 

 

 
図 9 腹部大動脈瘤および胸部大動脈への Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン

内包ナノ粒子の集積 
 腹部大動脈瘤への集積は投与後 8 時間で遅延性のピークを迎え、24 時間後ま

で高い蛍光シグナルが検出された。同じ時間での thoracic aorta と abdominal aortic 
aneurysm の蛍光シグナル値の比較で、* p < 0.05、** p < 0.01。 
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大動脈瘤組織中のナノ粒子の分布（共焦点レーザースキャン顕微鏡） 

モデル作成後 7 日目に Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子を投

与し、24 時間後に採取した大動脈検体の薄切標本を各染色のみ行って共焦点レ

ーザースキャン顕微鏡（LSM 780®）を用いて観察した。弾性板の破壊された領

域の中膜、外膜を中心に、Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子は

豊富に大動脈瘤組織内に分布していた。また、一部で弾性板の破壊が顕著では

ない中膜、外膜にも Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子が観察さ

れる領域が認められた（図 10、矢印）。 

次に、CD68 もしくはαSMA に対する免疫染色とともに Hoechst による核染色

を行い、Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈瘤組織中で

の局在を詳細に検討した。図 11 に示すように大動脈瘤組織中に分布した

Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の中には CD68 陽性細胞と共

局在するものが認められた。強拡大での観察で、Alexa647 蛍光ラベル化ラパマ

イシン内包ナノ粒子が CD68 陽性細胞内に取り込まれている様子が分かる（図

12）。一方で、Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子はαSMA 陽性

細胞とは共局在せず、その間隙に分布していると考えられた（図 13）。 
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図 10 大動脈瘤組織内でのAlexa647蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の

局在 
弾性板が破壊された中膜、外膜を中心に蛍光物質が豊富に観察された。一部、

それらとは無関係な中膜、外膜にも分布していた（矢印）。 
青，核；緑，弾性板；赤，Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子；

スケールバー，500μm 
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図 11 CD68 陽性細胞と Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の共

局在（弱拡大） 
 スケールバーは 100μm。緑は CD68 によるマクロファージの表面抗原の染色、

赤は Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子、青は Hoechst による核

染色を示す。左下図において、黄から橙の色調はマクロファージとラパマイシ

ン内包ナノ粒子の共局在を示すと考えられる。 
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図 12 CD68 陽性細胞と Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の共

局在（強拡大） 
 スケールバーは 10μm。緑は CD68 によるマクロファージの表面抗原の染色、

赤は Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子、青は Hoechst による核

染色を示す。左下図において、黄から橙の色調はマクロファージとラパマイシ

ン内包ナノ粒子の共局在を示すと考えられる。  
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図 13 αSMA 陽性細胞と Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の局

在（強拡大） 
 スケールバーは 10μm。緑は αSMA による平滑筋細胞の染色、赤は Alexa647
蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子、青は Hoechst による核染色を示す。ラ

パマイシン内包ナノ粒子は平滑筋細胞とは共局在せず、その間隙に局在してい

る。 
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大動脈瘤壁内の新生血管 

モデル作成後 7 日目に切除した大動脈瘤検体を、CD31 に対して免疫染色を行

って観察した。図 14 に示すように CD31 で染色される微小な血管が大動脈瘤壁

の中膜・外膜レベルに散見された。 

 

 
図 14 CD31 に対する免疫染色 
上図；スケールバーは 100μm：下図；スケールバーは 20μm。上図で画像左下

が内腔側。中膜・外膜レベルに CD31 で染色される微小な血管が散見される。 
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＜小括＞ 

 

 我々が作成したラパマイシン内包ナノ粒子は長時間安定であった。エラスタ

ーゼ注入後 7 日経過して大動脈瘤が形成されたモデルに対して、Alexa647 蛍光

ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子を用いて集積性を評価したところ、ラパマ

イシン内包ナノ粒子は大動脈瘤に選択的に集積し、長時間にわたって高い組織

中濃度を保つと考えられた。また、ラパマイシン内包ナノ粒子は弾性板破壊が

進んだ中膜、外膜などに多く分布していた。 
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実験２．ラパマイシン内包ナノ粒子による大動脈瘤形成抑制効果に関する検討 

 

＜方法＞ 

実験プロトコール 

ラパマイシン内包ナノ粒子による大動脈瘤径拡大抑制効果の検討に関しては、

図 15 に示すスタディーデザインとした。エラスターゼ注入前、直後およびモデ

ル作成後 7 日目に大動脈径を測定した。薬剤投与は、day0（エラスターゼ注入

後）、day2、day4、day6 の 4 回にわたって、29G 針付シリンジを用いて外側尾静

脈から行った。すべての検体採取はモデル作成後 7 日目の上記手技終了後に行

った。 

 

 
図 15 実験プロトコール 
 大動脈径測定はエラスターゼ注入前、直後およびモデル作成後 7 日目に行っ

た。薬剤投与はエラスターゼ注入後（day0）、day2、day4、day6 に行った。 
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薬剤投与および検体採取 

 薬剤投与群は以下のような PBS、ラパマイシン単独およびラパマイシン内包

ナノ粒子投与群の 5 群とし、ランダムに割り付けした。 

 １．PBS 1ml/kg 投与群（PBS 群、n＝5） 

 ２．ラパマイシン単独 0.1mg/kg 投与群（free/RAP-0.1 群、n＝5） 

 ３．ラパマイシン単独 1mg/kg 投与群（free/RAP-1 群、n＝5） 

 ４．ラパマイシン内包ナノ粒子 0.1mg/kg 投与群（RAP/nano-0.1 群、n＝5） 

 ５．ラパマイシン内包ナノ粒子 1mg/kg 投与群（RAP/nano-1 群、n＝5） 

ここで、ラパマイシンの投与量は以前の動物実験で治療効果を示した際に用い

られた用量（1mg/kg）とヒトへの投与に相応する用量（0.1mg/kg）に設定した[36]。

ラパマイシン単独投与は Tween 80 5%、polyethylene glycol 400 5%、ethanol 5％お

よび deionized distilled water 85%からなる専用液で溶解し[46]、ラパマイシン内包

ナノ粒子は PBS で濃度調整して 1mg/mL とし、いずれの個体に対しても容量負

荷は同様となるようにした。動脈径測定は 15 倍拡大視野でキャリパー型内側マ

イクロメーターを用いて行った。モデル作成後 7 日目の動脈径測定後、右心房

から血液を 5mL 採取し、血球計数検査および生化学検査（aspartate 

aminotransferase [AST]、alanine aminotransferase [ALT]、blood urea nitrogen [BUN]、

creatinine [Cre]）を測定した (DRI-CHEM®, FUJIFILM Corp., Tokyo, Japan)。胸腔
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内で下大静脈を切離し、左心室を穿刺して 4%パラホルムアルデヒド・りん酸緩

衝液 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan)により 120mmHg で還流固

定し、動脈瘤を周囲の組織も含めて全摘出し、さらに同液で一晩固定した。動

脈瘤検体の中央部を切り出しパラフィンに包埋した。 

  

大動脈瘤検体の組織学的評価 

 パラフィンに包埋したサンプルから厚さ 4μm で切り出し、hematoxylin-eosin 

（HE）染色および elastica van Gieson（EVG）染色を行った。また、パラフィン

包埋検体の免疫染色は CD68 および αSMA に対して行った。脱パラフィン処理

後、CD68 に対する免疫染色では Target Retrieval Solution® (S1699, Dako, Glostrup, 

Denmark) に浸漬し、オートクレーブ法（120°C、10 分間）で抗原性の賦活化処

理を行った。αSMA に対する免疫染色では 0.5%トリプシンに浸漬し、タンパク

質分解酵素処理（37°C、30 分間）で抗原性賦活化処理を行った。

Peroxidase-Blocking Solution® (S2023, Dako, Glostrup, Denmark) を用いて内因性

ペルオキシダーゼ除去（室温、30 分間）を、Carbo-Free Blocking Solution (SP-5040, 

Vector Laboratories, CA, USA) で非特異的反応のブロック（室温、30 分間）を行

い、一次抗体として抗 CD68 モノクローナル抗体 (1:100; T-3003, BMA 

Biomedicals, Augst, Switzerland)、抗 αSMA モノクローナル抗体 (1:100；M0851, 
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Dako, Glostrup, Denmark) をそれぞれ用いて 4°C で一晩反応させた。二次抗体は

ビオチン標識抗マウス IgG抗体(CD68では1:100、αSMAでは1:200; B-2001, Vector 

Laboratories, CA, USA) を用いて室温で 30–60 分間反応させた。VECTASTAIN 

ABC kit (Vector Laboratories, CA, USA) を用いて複合体形成を行い（室温、30 分

間）、DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit (SK-4100, Vector Laboratories, CA, USA) 

で発色させ、hematoxylin で 45 秒間核染色し、脱水、透徹、封入した。 

CD68 に対する免疫染色を行った検体に関して、CD68 陽性細胞密度を計算し

た。200 倍視野で、1 スライス当たりの CD68 陽性細胞数をカウントし、検体の

面積を Image J® (National Institutes of Health, MD, USA)を用いて計測し、以下の

式に当てはめた。 

式 

CD68 陽性細胞密度 = number of CD68-positive cells / specimen area 

  

大動脈瘤検体のホモジネートを用いた zymography およびサイトカイン産生の評

価 

 組織評価に用いた検体とは別に作成した大動脈瘤モデルに対して、前述と同

様に 4 回の薬剤投与を行う群にランダム割り付けし（RAP/nano-1 群、free/RAP-1

群、PBS 群、それぞれ n=3）、エラスターゼを注入して作成した腹部大動脈瘤を
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モデル作成後 7 日目に全摘出した。大動脈瘤検体重量の 4 倍量の passive lysis 

buffer (E194A, Promega Corp., WI, USA)を加えてマルチビーズショッカ―® 

(Yasui Kikai Co., Osaka, Japan)を用いてホモジネートし（2500rpm、30 秒、2 回）、

遠心分離（4 °C、3000rpm、5 分間）を行って浮遊成分を分離し、上清を回収し

た。タンパク定量は bicinchoninic acid (BCA)法で行った。 

Zymography には Gelatin-zymography Kit（AK47、コスモ・バイオ株式会社、東

京）を使用した。各ホモジネートと同量のサンプル調整バッファーを混合し、

15 分間室温で静置したのちに、アクリルアミド濃度 10％で、ゼラチンが 0.1%含

まれるゲルの各ウェルに同重量のタンパク質を注入し、定電流で電気泳動を行

った（電流 20 mA、泳動時間 100 分間）。ゲル洗浄液で 1 時間ゲルを洗浄し、

酵素反応用バッファー中で 37°C で反応させた。Coomassie brilliant blue 内、室温

で 30–40 分間振盪して染色し、続いて脱色液（酢酸：メタノール：純水＝10 ml：

60 ml：130 ml）内、室温で 30 分間の脱色を 2–3 回行った。最適なサンプル重量

および酵素反応時間を見出すため、サンプル重量（3–20μg）および酵素反応時

間（4–20 時間）を変更しながら予備実験を行い、最終的には 3μg で 20 時間反応

させるプロトコールに決定した。得られたゲルを ESPER-SCANNER® (Seiko 

Epson Corp., Nagano, Japan)でスキャンし、Image J®を用いて定量的に評価した

[46]。 
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サイトカインの評価では Proteome profilerTM array kit (rat cytokine array panel A, 

R&D Systems Inc., MN, USA)を使用した。このキットでは、免疫測定法を応用し

ており、各ホモジネートをビオチン化した抗体のカクテルと混合し、特定の標

的に対する抗体をスポット状に付けたメンブレンとインキュベートし、化学発

光させることで、対象となるサイトカイン量の相対的な大きさが分かる。総タ

ンパク質量 250μg の各臓器のホモジネートを用い、抗体反応および化学発光の

過程を経て得られたメンブレンを X 線フィルムに感光させ、その X 線フィルム

を ESPER-SCANNER®でスキャンし、Image J®を用いて定量的に評価した[47]。

cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC)-1, CINC-2α/β, CINC-3, 

interleukin (IL)-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, interferon γ–induced protein 10 (IP-10), 

macrophage inflammatory protein (MIP)-1α, MIP-3α, regulated on activation, normal T 

cell expressed and secreted (RANTES)を定量評価した。 

 

統計学的評価 

 全ての統計学的検定は JMP Pro 11 (SAS Institute, NC, USA)を用いて行った。連

続変数は平均値および標準偏差で表記し、コントロール群との比較は Dunnett

検定を用い、異なる 2 つの群間比較には unpaired Student’s t-test を用いた。P 値

0.05 未満を有意とした。 
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＜結果＞ 

 

ナノ粒子による大動脈瘤径抑制効果 

 エラスターゼ注入前の大動脈径を 1 とする比 (diameter ratio)で、エラスターゼ

注入直後およびモデル作成後 7 日目の大動脈径を表した（図 16）。エラスターゼ

注入直後では 35–51%の大動脈径拡張 (initial dilatation) が認められ、投与薬剤別

の群間に有意差は認められなかった。一方、7 日目の大動脈径において、PBS 群

の拡張(diameter ratio, 3.0 ± 0.4)に比較して、free/RAP-1 群、RAP/nano-0.1 群およ

び RAP/nano-1 群のいずれも有意に動脈径拡大が抑制されていた(diameter ratio: 

free/RAP-1 群, 1.9 ± 0.2; RAP/nano-0.1 群, 1.9 ± 0.2; RAP/nano-1 群, 1.6 ± 0.2; いず

れも p < 0.001)。また、同量のラパマイシンを単独のまま投与した群とナノ粒子

化して投与した群、すなわち free/RAP-0.1群に対するRAP/nano-0.1群、free/RAP-1

群に対する RAP/nano-1 群で比較すると、どちらの比較でもナノ粒子化したラパ

マイシンを投与した群で有意な大動脈径拡大抑制効果が確認された（いずれも p 

< 0.01）。 
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図 16 腎動脈下腹部大動脈径（n = 6） 
モデル作成後 7 日目で、free/RAP-1 群、RAP/nano-0.1 群、RAP/nano-1 群は PBS
群と比較して有意に大動脈径拡大が抑制されていた（*）。ラパマイシン内包ナ

ノ粒子投与群では同量のラパマイシン単独投与群と比較して有意な大動脈径拡

大抑制効果が示された（†）。 
* PBS 群との比較で p < 0.001、† 同量のラパマイシン内包ナノ粒子投与群とラパ

マイシン単独投与群の比較で p < 0.01。 
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薬物投与による有害事象 

 血球計数検査および生化学検査では PBS 群に比較して free/RAP-1 群で BUN

が有意に高値（29.0 ± 2.3 mg/dL versus 20.8 ± 2.4 mg/dL）を示したのみで、ラパ

マイシン内包ナノ粒子投与群では有意な異常値は認められなかった（表 1）。 

 

表 1 モデル作成後 7 日目の血球計数検査および生化学検査 
WBC, white blood cells; RBC, red blood cells; Hb, hemoglobin; Ht, hematocrit; and Plt, 
platelet; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BUN, blood 
urea nitrogen; Cre, creatinine; * PBS 群との比較で p < 0.05 
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大動脈瘤検体の組織学的評価 

 HE 染色および EVG 染色の弱拡大（20 倍）での観察においても、RAP/nano-0.1

群および RAP/nano-1 群において瘤径拡大が抑制されていることが確認され、続

いて free/RAP-1 群、free/RAP-0.1 群、PBS 群の順に径が拡張していた（図 17）。

また、RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群の中膜弾性板は全周において比較的

よく保たれているのに対して、free/RAP-1 群では弾性板は減少し、free/RAP-0.1

群や PBS 群では概ね消失していた。 

 

 
図 17 HE および EVG 染色（弱拡大） 
 20 倍。スケールバーは 500μm。RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では瘤径

拡大が抑制され、弾性板がよく保たれている。 
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 強拡大（400 倍）の所見では、RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群の中膜弾

性板の層構造はよく保たれており、同部位への炎症細胞浸潤はほとんど認めら

れなかったのに対して、free/RAP-0.1 群や free/RAP-1 群の弾性板は層構造が乱れ

たり、もしくは消失したりしており、それと一致するように中膜への炎症細胞

浸潤が目立った。PBS 群では中膜弾性板の減少および炎症細胞浸潤が顕著であ

った（図 18、19）。 
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図 18 HE 染色（強拡大） 
 400 倍。スケールバーは 100μm。画像下側が内腔側、上側が外膜側。 
RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では中膜への炎症細胞浸潤がほとんど認め

られない。 
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図 19 EVG 染色（強拡大） 
 400 倍。スケールバーは 100μm。画像下側が内腔側、上側が外膜側。 
RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では中膜の弾性板の乱れも少なく、良く保

たれている。 
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 続いて、CD68 に対する免疫染色で大動脈組織中へのマクロファージの浸潤を

評価した（各群 n = 4）。RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では CD68 陽性細

胞は中膜に散見されるのみであったが、PBS 群、free/RAP-0.1 群、free/RAP-1 群

では中膜、外膜を中心に多くの CD68 陽性細胞が観察された（図 20）。CD68 陽

性細胞密度は図 21 のように表され、RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では

PBS 群に比較して有意に CD68 陽性細胞の浸潤が少なかった（p < 0.05）。 

 中膜平滑筋細胞の観察のために αSMA に対する免疫染色を行った（各群 n = 4）。

RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では αSMA 陽性細胞が保たれている様子が

観察されたが、PBS 群、free/RAP-0.1 群、free/RAP-1 群では αSMA 陽性細胞はほ

とんど観察されなかった（図 22）。 
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図 20 CD68 に対する免疫染色（強拡大） 
 400 倍。スケールバーは 100μm。画像下側が内腔側、上側が外膜側。CD68 陽

性細胞は茶色に染色される。RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では CD68 陽

性細胞が目立たない。 
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図 21 単位面積当たりの CD68 陽性細胞数 

PBS 群に比較して RAP/nano-0.1 群および RAP/nano-1 群では有意に CD68 陽性

細胞の浸潤が少なかった。* PBS 群との比較で p < 0.05 
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図 22 αSMA に対する免疫染色（強拡大） 
 400 倍。スケールバーは 100μm。画像下側が内腔側、上側が外膜側。αSMA は

茶色に染色される。RAP/nano-0.1 および RAP/nano-1 群では αSMA 陽性細胞が中

膜に保たれている。 
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Zymography およびサイトカイン量の分析 

PBS 群、free/RAP-1 群および RAP/nano-1 群を対象にプロテアーゼ活性を調べ

るために gelatin zymography を行った（各群 n = 3、図 23）。Pro MMP-9 活性では

群間に有意差は認められなかったが、pro MMP-2、MMP-2 活性において

RAP/nano-1 群では PBS 群および free/RAP-1 群と比較して有意に抑制されていた

（いずれも p < 0.01 もしくは p < 0.05、図 24）。一方 free/RAP-1 群では PBS 群に

比較してこれらのプロテアーゼ活性が抑制されていた（いずれも p < 0.05、図 24）。 

 

 
図 23 Zymography によるプロテアーゼ活性の評価 
 各ウェルにホモジネートを 3μg ずつ注入し、37°C で 15 時間反応させた。 
M はマーカーで上から順に Pro MMP-9、Pro MMP-2、MMP-2 のバンドを示す。 
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図 24 定量的なプロテアーゼ活性の評価 
PBS 群および free/RAP-1 群と比較して RAP/nano-1 群では pro MMP-2 および

MMP-2 活性が有意に抑制されていた。* p < 0.05。** p<0.01。 
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 炎症性サイトカイン量の分析に関しても、PBS 群、free/RAP-1 群および

RAP/nano-1 群を対象に行った（各群 n = 3）。free/RAP-1 群と比較して RAP/nano-1

群では IL-1α、IL-1β、CINC-1 の相対量が有意に小さな値を示していた（p < 0.05、

図 25）。また、IL-1β、CINC-1 においては PBS 群と比較しても RAP/nano-1 群で

有意に発現量を抑制していた（p < 0.05）。一方で CINC-2α/β、CINC-3、IL-6、IL-10、

IP-10、MIP-1α、MIP-3α、RANTES の発現量は群間に有意差は無かった。 

 

 
図 25 炎症性サイトカインの評価 

RAP/nano-1 群では free/RAP-1 群に対して IL-1α、IL-1β、CINC-1 の相対量が有

意に小さかった。* p < 0.05。
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 ＜小括＞ 

 

 ラパマイシン内包ナノ粒子投与は同量のラパマイシン単独投与および PBS 投

与と比較して大動脈径拡大を有意に抑制した。ラパマイシン内包ナノ粒子投与

群では弾性板の破壊および CD68 陽性細胞の浸潤が抑制され、中膜の αSMA 陽

性細胞が保たれていた。また、MMP-2 の活性が抑制され、IL-1β などの炎症性

サイトカイン発現も抑えられていた。 
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考察 

 

本研究で得られた新たな知見 

 ラパマイシン内包ナノ粒子は正常の大動脈にはほとんど集積せず、大動脈瘤

に選択的に集積し、24 時間以上にわたり高い組織中濃度を保っていた。大動脈

瘤の組織内では、弾性板が破壊された部位の中膜や外膜を中心に分布し、CD68

陽性細胞に取り込まれているものも認められた。その結果、ラパマイシンの薬

理作用である抗炎症効果を、ラパマイシン単独投与よりも有効に局所で発揮し、

大動脈瘤径拡大を抑制した。 

 

ラットエラスターゼ誘導大動脈瘤モデル使用の妥当性 

 ヒトにおいて、動脈瘤が形成されると wall shear stress の増大、炎症性変化・

免疫応答、大動脈瘤壁のタンパク分解などのメカニズムが循環し、徐々に瘤径

が拡大していくが、その過程でマクロファージやリンパ球などが中膜や外膜を

主体に慢性炎症を引き起こすと考えられている。慢性炎症は血管新生を伴うが、

大動脈瘤においては中膜・外膜に medial neovascularization と呼ばれる特徴的な

新生血管が形成され、炎症細胞浸潤などに大きな役割を果たしていると考えら

れている[48]。 

61 
 



 エラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルでは、孤立させた大動脈内にエラスタ

ーゼを持続注入した直後から 3 日後までは、内皮細胞、平滑筋細胞、繊維芽細

胞が関連して、initial dilatation が起きる[17]。その後は慢性の炎症性変化に移行

していき、マクロファージや T 細胞などの炎症細胞、IL-1β、IL-6 などの炎症性

サイトカイン、MMP-2 や MMP-9 などのプロテアーゼが関連して弾性板や外膜

の膠原繊維の破壊が徐々に進行し、7–14 日目までに大動脈瘤を形成する[29]。す

なわちエラスターゼ注入を契機として、慢性炎症が起きる点、各種プロテアー

ゼの過剰産生と大動脈壁のタンパク分解が起きる点はヒトの大動脈瘤と共通の

病態を呈している。組織学的にも、エラスターゼ誘導大動脈瘤モデルで認めら

れる内皮の脱落、平滑筋細胞の減少、中膜弾性板の破壊、中膜・外膜を中心と

したマクロファージ、T 細胞の浸潤といった所見はヒトの大動脈瘤と類似してい

るとされる[17, 29, 49]。以上より、我々の用いたエラスターゼ誘導大動脈瘤モデ

ルは、ナノ粒子による選択的な薬物送達および大動脈瘤径拡大抑制効果を検討

するにあたり、妥当な動物モデルであると考えられる。 

 

ラパマイシンのナノ粒子化による生物学的利用能の向上 

 ラパマイシンは FK506-binding protein12 (FK506BP12)と結合してmTORを阻害

することにより様々な薬理作用を示すことが知られている[35]。mTOR はセリ
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ン・スレオニンキナーゼの一種で、細胞内タンパク質と複合体を形成し（mTORC1、

mTORC2）、細胞内シグナル伝達を行うが、ラパマイシンによる阻害の結果、免

疫抑制作用、抗炎症作用、細胞増殖抑制作用（平滑筋細胞増殖抑制・がん細胞

増殖抑制）などの多面的な作用が報告されている[35]。特に抗炎症作用に関して

は、CD28 や IL-2 受容体依存性のシグナル伝達が PI3K-Akt 経路を介して mTOR

に至るが、これを阻害することにより T 細胞や B 細胞の活性化を抑制する[50]。

また、Lawrence DM らは、ラットエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルにおい

て FK506BP12 の遺伝子発現がアップレギュレーションしており、ラパマイシン

が前述の mTOR 阻害作用から NF-κB、MMP-9 発現抑制を介して大動脈瘤形成を

抑制することを報告した[36]。 

彼らの方法ではモデル作成日術前より犠牲死させる 7 日目までの毎日、1mg/kg

のラパマイシンを経口投与している。ラパマイシンは高い疎水性のために経口

投与に限られていたが、その生物学的利用能（bioavailability）は 10–17%と報告

され[51, 52]、これまでラパマイシンの治療効果を過小評価していた可能性があ

る。本研究でラパマイシンをナノ粒子化する際に用いた PEG-b-PBLG は両親媒

性のブロック共重合体で、疎水性相互作用によりナノ粒子を形成させたうえで、

内側の疎水性部分にラパマイシンを物理封入した。一方で、外側には親水性部

分を持ち、高い水溶性を発揮した。このことはラパマイシンの経静脈投与を可
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能にし、生物学的利用能の向上に寄与したと考えられる。一方で、ラパマイシ

ン単独投与にあたり、生物学的利用能の差をバイアスとしないために、本研究

ではラパマイシンの専用溶解液を用いて経静脈投与を行った[46]。 

 

ラパマイシン内包ナノ粒子の優れた血中滞留性 

本研究ではラパマイシンと両親媒性のブロック共重合体である PEG-b-PBLG

の自己組織化により均一で安定性の高い、粒子径 106nm のナノ粒子を形成させ

た。PEG-b-PBLG のみの攪拌から得られたナノ粒子（42nm）と比較して 64nm 大

きな粒子となっていた事は、ラパマイシンンが内包されていることを強く示唆

する所見である。In vitro でラパマイシン内包ナノ粒子は 48 時間にわたりほぼ不

変で、6 日目までに 20%が分解されるのみであり、堅強な安定性が確認された。

また、ラット血漿中でも投与量の 9.0%が 10 時間後にも残存していた。血漿タン

パク質との相互作用、肝臓や腎臓からの排泄を考慮すると、血中滞留性は良好

であったと考えられる。本研究のラパマイシン内包ナノ粒子の表面を装飾する

PEG は、高い水溶性、生体適合性を有し、血漿タンパク質との相互作用やマク

ロファージからの認識を避けて優れた血中滞留性を示すことが知られている

[53–56]。 
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全身循環中の血中タンパク質及び細網内皮系との相互作用を避け、血中滞留性

を向上させるためには、サイズ、形状、表面電荷、表面の修飾など様々な要素

が影響すると考えられている[53, 57]。特にナノ粒子径に関して、6nm 未満のナ

ノ粒子は腎臓からの排泄を受けやすく、300nm より大きなナノ粒子は肝臓や細

網内皮系から認識されやすくなると報告されているが[58–61]、本実験で用いた

ラパマイシン内包ナノ粒子はこの点からも 106nm という適切な範囲の粒子径で

あったと考えられた（図 26）。 

 
図 26 ナノ粒子の targeted delivery の模式図 
 ナノ粒子は循環血液中に投与されたのち、血漿中のタンパク質との相互作用、

肝臓および腎臓からの排泄を避け、細網内皮系からの貪食を回避した上で標的

臓器に到達できると考えられる。 
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ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈瘤への集積メカニズム 

 In vivo imaging system での観察において、ラパマイシン内包ナノ粒子は、正常

大動脈と比較して大動脈瘤に選択的に集積した（図 7）。血中濃度が十分高い投

与後 1 時間では大動脈弓部＞胸部下行大動脈＞腹部大動脈の順で蛍光強度が観

察されたが、これは vasa vasorum の密度に呼応したものと考えられた[62]。組織

ホモジネートを用いた定量的な蛍光強度測定において、組織中の濃度も正常大

動脈では投与後 8 時間以降ではゼロとなるのに対して、大動脈瘤では投与後 8

時間を遅延性のピークとし、投与後 24 時間まで高い組織中濃度を保っていた（図

9）。正常大動脈ではナノ粒子の血中濃度が低下するのとともに組織中濃度も単

調に減少するのに対し、大動脈瘤形成部位では血中濃度が漸減している投与後 8

時間において遅延性のピークを形成した事は、大動脈瘤へのナノ粒子の到達に

関して単純拡散ではない特殊なメカニズムが働いていることを示唆している。 

大動脈瘤への選択的な集積メカニズムとして、我々は大きく 2 つの可能性を

考えている。1 つ目は大動脈壁における組織構造の破壊である。大動脈瘤の病態

生理には十分に解明されていない点もあるが、マクロファージやリンパ球など

の炎症細胞は中心的な役割を果たすと考えられている[18–24]。大動脈瘤組織で

は、炎症細胞により炎症性サイトカインや MMPs などの産生が亢進し、内膜の

脱落、弾性板や細胞外マトリックスの破壊が進行している。その結果、大動脈
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壁の抗張力は失われ、大動脈瘤壁には微細な欠陥（micro-defect）が生じ、大動

脈瘤内を流れるナノ粒子が大動脈壁内に侵入しやすい環境が形成される。本研

究の「実験１．ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈瘤への集積に関する検討」

の図 10 で示したように、Alexa647 蛍光ラベル化ラパマイシン内包ナノ粒子の多

くは弾性板が破壊され、細胞外マトリックスの破壊が顕著な領域の中膜・外膜

レベルに豊富に局在していたことは、このメカニズムを支持する所見であると

考えられる。一方で、血中濃度が低下するラパマイシン内包ナノ粒子投与後 16

時間や 24 時間時点でも大動脈瘤組織中濃度は高値を示した。これは、大動脈瘤

には単に集積しやすいのみならず、組織中から流出や拡散しにくい事を示唆す

る。このように標的組織に集積し、滞留するためにナノ粒子に求められる重要

な要件として、粒子径が挙げられる[53]。すなわち、ナノ粒子が大動脈瘤壁に生

じた微細な欠陥よりも大きな粒子径であったならば大動脈瘤に選択的に集積し

えず、また、小さすぎるナノ粒子であっても様々な組織間隙からの拡散が起こ

りやすく、大動脈瘤内に長時間停滞することはできなかったと思われる。本研

究ではサイズの違いによる集積性の差異に関しては検討していないが、我々の

用意した粒子径 106nm のナノ粒子は、大動脈瘤壁への分布の観点からも適切な

ナノ粒子径の範囲内であったと考えられる。このように、大動脈瘤に特異的な
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組織構造の破壊は、ナノ粒子集積の主要なメカニズムであったと我々は考えて

いる。 

2 つ目のメカニズムとして EPR 効果に類似した機序が考えられる。EPR 効果

は腫瘍組織へのナノ粒子の集積メカニズムとして考えられているもので、腫瘍

による血管新生因子の産生増加のために腫瘍周囲の血管透過性が亢進すること、

および腫瘍周囲ではリンパ管が未発達なことにより、高分子などが腫瘍局所に

蓄積するメカニズムのことを指す。これまでラットエラスターゼ誘導腹部大動

脈瘤モデルで medial neovascularization に関して検証した研究はないが、我々は

CD31 に対する免疫染色を行い、中膜・外膜を中心に CD31 で内皮が染色される

微小血管の増生を確認した（図 14）。これらの血管は、ヒトの大動脈瘤に特徴的

にみられる medial neovascularization に相当するものであると考えられた。Medial 

neovascularization は未成熟で平滑筋細胞などを欠くとされ[63, 64]、ナノ粒子の大

動脈瘤への選択的な集積にも関連する可能性があると我々は考えた。また、大

動脈瘤には中膜、外膜を走行する血管の栄養血管（vasa vasorum）からも血液が

供給される。IL-1β などの炎症性サイトカイン、MMPs は血管透過性を亢進させ

[65]、血管新生因子の不均衡などにより内皮細胞間の間隙は拡大する[66]。一方

で、低酸素環境下に誘導され内膜や中膜に新生する大動脈壁内のリンパ管の機

能は不十分であり、リンパ鬱滞を来しているとの報告がある[67]。このように大
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動脈瘤組織でも新生血管の増生・透過性亢進およびリンパ鬱滞、すなわち EPR

効果に類似した機序が関与すると考えられた。図 10 の矢印で示したナノ粒子は、

弾性板の破壊が著しい領域とは無関係な中膜、外膜に分布しており、この第 2

のメカニズムを支持する所見である。以上の 2 つのメカニズムによって、大動

脈瘤へのナノ粒子の集積は説明されると我々は考えた。 

 

大動脈瘤組織中でのラパマイシン内包ナノ粒子の作用 

適切に標的臓器まで送達されたナノ粒子は、標的細胞との相互作用によって

治療効果を発揮する（図 27）。大動脈瘤形成・増大に関わる様々な細胞の内、マ

クロファージは重要な役割を果たす細胞の１つである [18–24, 29, 68]。ラパマイ

シンは細胞内シグナル伝達に関与するタンパク質キナーゼである mTOR に作用

するため、ナノ粒子が分解してラパマイシンが解放され、標的細胞の細胞内に

取り込まれた上で作用すると想定される。その分解には「細胞内分解」と「細

胞外分解」があると考えられる。「実験１．ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈

瘤への集積に関する検討」の図 11 で示したように、大動脈瘤に集積したナノ粒

子には、投与後 24 時間後の像でマクロファージと共局在するものが多く認めら

れた。マクロファージからの endocytosis を受け、「細胞内分解」によって直接的

にマクロファージ内で作用したと考えられた。マクロファージは瘤径拡大にお
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いて重要な役割を果たしているので、合理的な薬物送達であったと考えられる

[29]。また、「細胞外分解」を起こしたナノ粒子はより小さなラパマイシンの粒

子となり、平滑筋細胞、T 細胞など大動脈瘤形成・増大に関連する様々な細胞に

作用すると推測される。 
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図 27 ラパマイシン内包ナノ粒子の大動脈瘤への集積およびマクロファージと

の相互作用 
 ラパマイシン内包ナノ粒子は経静脈投与後も安定した状態で良好な血中滞留

性を示す。①内膜や弾性板の破壊が進行している部位からの経路、②medial 
neovascularization を介する経路、からラパマイシン内包ナノ粒子は大動脈瘤組織

に集積する。ラパマイシン内包ナノ粒子は、大動脈瘤組織で炎症、タンパク分

解の主役となるマクロファージからの endocytosis を受け、抗炎症作用を発揮す

る。 
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ラパマイシン内包ナノ粒子による治療効果の増強 

実験２．で検証したラパマイシン内包ナノ粒子による大動脈瘤形成抑制効果

の結果では、ラパマイシンをナノ粒子化することによって、同量のラパマイシ

ンを単独投与した場合と比較して有意な瘤径拡大抑制効果の増強が確認された。

ラパマイシン内包ナノ粒子投与群ではラパマイシン単独投与群と比較して IL-1α、

IL-1β、CINC-1 などの炎症性サイトカイン発現量および MMP-2 活性の有意な抑

制効果が確認された。マクロファージの浸潤も、有意差は無いが抑制する傾向

にあり、弾性板や中膜平滑筋細胞が保たれていることが示された。代表的な炎

症性サイトカイン発現、各種炎症細胞、プロテアーゼ活性は図 28 に示すように

関連する。すなわち、本実験結果で示された IL-1β、CINC-1 などのサイトカイ

ンはマクロファージなどの炎症細胞に働きかけて MMPs 産生を亢進させ、elastin

分解を促進し、大動脈径は拡大する。これがラパマイシン内包ナノ粒子投与に

より大動脈径拡大が抑制された機序の一端であると考えられる。一方で、ラパ

マイシンン単独投与群では IL-1α、IL-1β、CINC-1 の発現に有意差はなかったも

のの pro MMP-2 および MMP-2 の活性は抑制し、瘤径拡大も抑制していた。ラパ

マイシン単独投与群では、大動脈瘤組織に送達される薬物量が少ないことに加

えて、マクロファージからの endocytosis を受けて直接的に働きかけるラパマイ

シン内包ナノ粒子投与群と比べて相対的にその他の炎症細胞に働きかける割合

72 
 



が大きかったために、関連する炎症性サイトカインが異なっていたのではない

かと考えられる。その結果、ラパマイシン単独投与群およびラパマイシン内包

ナノ粒子投与群ともに治療効果を示したものの、ラパマイシン内包ナノ粒子投

与群でより大きな治療効果が表れたと考察している。 

 

 
図 28 大動脈瘤径拡大に関連するサイトカイン、炎症細胞 
 マクロファージは中心的な役割を果たし、IL-1β などの炎症性サイトカインと

関連してプロテアーゼを産生し、大動脈瘤径は拡大する。 

 

すなわち、ラパマイシンをナノ粒子化することによって、以下のような過程

を経て治療効果を増強したと考えられる（図 27、28）。 
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・良好な血中滞留性を示し、 

・選択的に大動脈瘤組織に集積し、 

・マクロファージを中心とした大動脈瘤形成・増大に関連する細胞に有効に

作用した 

 

 一方で、本研究で示された MMPs や炎症性サイトカインの挙動、特に MMP-9

の挙動は以前の報告と異なる面がある。これまでの報告では MMP-9 発現量もし

くは活性の抑制に伴う瘤径抑制効果を論じるものが多かったが、本研究では

MMP-9 の活性抑制は示されなかった[4, 5, 7, 17, 20, 28, 29]。これは本研究で用い

た SD ラットと以前の研究での使用動物との種もしくは系統の違いによる点、エ

ラスターゼ誘導大動脈瘤モデル作成後 7 日目というタイムポイントの違いによ

る点によって説明されると考えられる。一方で、本研究で瘤径抑制効果に関連

したと考えられた MMP-2 の活性抑制も重要な機序であると考えられている[5, 

17, 28, 29, 69, 70]。異なる動物種、異なるタイムポイントでの検討を行えば今回

の結果とは違った MMPs や炎症性サイトカインの挙動が示された可能性がある

[17]。本研究で本質的に重要であったと考えられる点は、抗炎症効果とそれにと

もなう大動脈瘤壁構造の保存が協調的に作用して大動脈瘤径拡大を抑制した点

にあると考えている。 
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研究の限界 

 エラスターゼモデルはヒトの大動脈瘤に見られる動脈硬化性変化を再現して

いない。この点に関しては、アポリポプロテイン E 欠損マウスを用いたアンジ

オテンシン II 誘導大動脈瘤モデルなどでの検証が必要である。また、ヒトの大

動脈瘤ではより慢性的な経過を辿るため動物モデルと特徴を異にすると考えら

れる。 

 

今後の展望 

 本研究ではナノ粒子の応用による大動脈瘤の薬物治療の可能性が示された。

今後、ナノ粒子の最適化（表面へのリガンドの負荷、サイズ効果など）や、内

包する薬剤を工夫すること（doxycycline や statins など）によって、実用に耐え

るような治療を実現できる可能性がある。全大動脈瘤患者の大半を占める小瘤

径の大動脈瘤患者に対する瘤径拡大を抑制効果が実現されれば、現状では疑問

が残る小瘤径の大動脈瘤スクリーニング検査の有用性が見直されるかもしれな

い。全世界的な人口の高齢化を背景に小瘤径の大動脈瘤はますます増加すると

考えられ[71]、2 次予防から 1 次予防へ変換していくことは、医療経済的な面か

らもメリットが享受できる可能性がある。また、炎症性大動脈瘤、高安動脈炎

に随伴する動脈瘤、IgG4 関連疾患の動脈瘤や感染性動脈瘤など特殊な動脈瘤で
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は臨床的にも週単位の短期間で急速に増大することがある。これらの炎症の影

響が強く出ている動脈瘤はエラスターゼ誘導腹部大動脈瘤モデルにより近い病

態であるため本研究の知見がより再現されやすい可能性があり、なおかつ炎症

の急性期に手術を避ける点、比較的短期間の投薬でも臨床的意義がある点など

から臨床応用への期待を持つことができる。これ以外にも、全身状態不良やそ

の他の理由で、破裂の危険性があるが非手術のまま経過観察されている症例に

おいても、大動脈瘤破裂の危険因子と考えられている MMPs や大動脈壁内のマ

クロファージ数を薬物的にコントロールすることは有効な可能性がある[72–74]。

現在飛躍的に増え続けているステントグラフト治療後には一定の割合で

endoleak 症例が発生することが知られているが[75]、とりわけ瘤径拡大を伴う

type2 endoleak 症例に関して、補完的な治療法としての有用性も期待できる。 
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結論 

 

  ラパマイシン内包ナノ粒子は大動脈瘤に選択的に集積し、長時間にわたっ

て高い組織中濃度を保つと考えられた。大動脈組織中で、ラパマイシン内包ナ

ノ粒子はマクロファージに貪食され、炎症性サイトカイン産生を抑制し、それ

に引き続く炎症細胞の浸潤を抑制していると考えられた。また、MMP-2 活性の

抑制により中膜弾性板の層構造が保たれていることが大動脈径拡大抑制に関与

していると考えられた。 
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