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2LO9−1 担が ん マ ウ ス に お け るSpan80 ベ シ ク ル の 血管壁透
過現象
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我 々 は、非イオン 性界面活 性剤Span80を主 成分 とす るベ シクル に 、が ん 細

胞標的 リガ ン ドとして 海藻由 来 レク チン Eucheuma．li’e・rra 　agglUtinin （ESA ）を

固定化 したべ シ クル の DDS へ の応用 を研究 してきた。本研究で は、こ の ベ

シ クル の 癌腫蕩で の血 管透過を検討 した。平 均粒径100nm またlt500nm で

あ る蛍光試薬 CF を内包させ た べ シ クル 〔〔IF
」V ）の ヒ トさい 帯静脈 内皮細胞

HUVEC との 親和性 を1盗CS に よ り評価 した。】00nm の CF−V がわ ず か に

HUVEG との 親和性 を示 した 。また 、これ らベ シ クル の血管壁 透過 性を 、
血 管壁 モ デル を使用 して検討 した c そ の透過性 は、細胞密度 と粒径が 低 い

ぽ どよ り高 くな っ た。これ は、ベ シ クルの 血管壁透過が、血管 内皮細胞に

よる トラン ス サイ トーシ ス よ りも、血管 内皮細胞 間の 方が通過 しやす い こ

とを示 す。さ らに 、蛍光試薬FITG を内包 させたESA 固定化PEG 修飾ベ シ ク

ル 〔FITG −EPV ）を投与 した マ ウス大腸癌 Golon26 腫瘍担が ん マ ウス にお い

て 、腫瘍組織での べ シ クル の 血管透過現象 を蛍光顕微鏡観察に よ り検討 し

た。腫瘍組織にお ける FIT（：−EPV の蛍光は、経過時問 ごとに 増加 し、投与
後24時 間で 最も高か っ た。さ らに、これ らは血管付近に お い て よ く観察さ

れ た 。これ に よ ワ、生体内でペ シ クル の 血管壁透過 と腫瘍蓄積 が確 認 され
た 。
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【目的】リン 脂質 の二 分 子 膜 よ りな る リポ ソー一ム は．核酸 を保持 させ た場合
に は 、表 面修 飾を行 うこ とに よ り遺伝子 キ ャ リア と して 利用で きる。タ ン

パ ク 質保 持 リボソ
ー

ム に つ い て は、先 に、オ リゴ グル コ サ ミン が その 表面

電位 や物質保持特性 に影響 を与 え る こ と を示 した 。本研究で は、プラ ス ミ

ドDNA を保持 させた リボ ソ
ー

ム の 調 製 を 行い 、オ リゴ グル コ サ ミ ン を添加
し た場 合の 、リボソ

ー
ム保持DNA の 酵 素 分解 に対する 保護作用 （酵素分 解

耐性）に つ い て検討 した 。【方法 お よ び結 果】 まず 、凍結融解法に よりプラ

ス ミ ドDNA を保持 させ た リボ ソ
ー

ム （DMPC ：DMPG ；DOPE ≡LI ：G．4）を

調製 した．つ い で 、その リボ ソーム に デ オ キ シ リボ ヌ クレ ア
ーゼ を添加 し

て 、S7 ℃で 90分 間イ ン キ ュ ベ ートを行 っ た ．酵素分解反応 の 前 後に お ける

2本鎖DNA の定量 よ り、リボ ソーム へ の 保持 に よる DNA の 保護効果を検 討

した。さらに 、オ リゴ グル コ サ ミン を 添加 して 調製 した リボソ ーム に つ い

て も同 様の 検討 を 行 い 、そ の添加 が リボ ソーム 保持DNA の 酵素 分解 耐性 に

与え る影響に つ い て検 討 した。構成 グ ル コ サ ミン 単位数 が3以 下 の とき、リ

ボ ソ
ー

ム 保持DNA の 酵素分解耐性は 低下 したが、その 単位数が 5以 1二の 場
合 に は 逆 に 向 トした。グ ル コ サ ミン 単位数 が多い 場 合 に は、保持 DNA を酵
素分 解よ り保 護 す る被覆 層が リボ ソ ー

ム 表面 に形成 さ れた も の と 考 え られ

る 。
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【目的】微生物は 細胞膜 を介 した情報 伝達物質の 授受 に よ りコ ミ ュ ニ ケ ー
シ ョ ン し、Quorum　Scnsing な どの 多様 な生物機 能 の発現や 制御 に重要 な

役割を 果た して い る e 情報 伝達物質 が細胞 膜 へ と分配す る挙勤は 、細胞膜
を介 した物質 の 移動現象 を理解 する基礎 と し て重 要 で あ る c また 、情報伝

達物質を利 用して微生物 を制御 する場 合 の重 要 な知見 とな る e 本研 究で は、
細胞 膜 の モ デル と して ベ シ クル を使用 し、緑 膿 菌 に よ り生産 され る バ イオ
サ ー一フ ァ ク タ ン トで 情報伝達物質 と して 機 能 して い るア シ ル 化ホ モ セ リン

ラ ク トン （AHI ．）の リン 脂質二 分 子 膜 へ の 分配 挙動 を評 価 した c 【方法 と結
果】リン 脂質とAHL を任意 の割合で 混合 して 調 製 した 脂質薄膜に 緩衝液 を
加え て振盪 す る こ とで 、AHL を含む ベ シ クル 懸 濁 液 を 得た u この 懸濁液 を
均
一

な孔径を有す る膜に 強制透過 し、大 き さ約 IOOnm の 単層 ベ シ ク ル を調
製 した。脂質二 分 子膜 とバ ル ク水 相間のAHL の 分 配 を十 分 に 平衡 化さ せ た

後、超遠心 法 に よ り ベ シ クル を沈降分離 し、水 相 お よび脂 質膜中の AHL 濃
度を求 めた。AHL は 脂質膜に 分配 しやす く、脂 質二 分 了膜 に分 配 す る AHL

の 濃度は 、水柑の AHI 濃 度の 増加に 伴 っ て増 大 した．　AHL が 分配 し た ベ シ

クル の 形態を 電チ顕 微鏡 で観 察 した結果、AHL を 含 まな い ベ シ ク ル と同様
の 球状小胞構造で あ り、AHL に よりベ シ ク ル の構造 が 大き く変化 し ない こ

とが わ か っ た。

AGE はLf］1管 収縮作用 を有 する 高血 圧症の 原 因物質 を生成 す るた め、　ACE の

渚性 を低 く維 持で きれ ば原 因物質の 生成 を抑制で き高1血圧 症の 改善に つ な

が る。これ まで に A （］F．阻害 ペ プ チ ドを探索 した研究が 多 く報 告 され て い る

が 、それ ら はあ る特定の タ ン パ ク質 を対象 とした もの が ！ で あ り、様 々 な

ア ミノ酸 配 列 の ペ プ チ ドに 対 して網羅的に ス ク リーニ ン グを 行 っ た もの で

は な い ．本 研究 で は ペ プ チ ドライブラ リか らの ACE 阻 害 ペ プ チ ドの ス ク

リーニ ング を 目的 と して 、ラン ダム オク タ ペ ブチ ド提示 フ ァ
ージ ラ イ ブ ラ

リ を溝築 し AGE 固定化 リボ ソーム を吸着体 と して 用 い たバ イ オ パ ン ニン

グを行 っ た 。本 法 は 吸着 体 と して ポ リエ チ レ ン チューブを用 い た 従 来法 と

比 較 して 非特 異 吸着 が 少な く、目的フ ァ
ージ を 効率 的 に 回収 で き る と考 え

られ る。数 ラウ ン ドのパ ン ニ ン グ操 作後、回 収 した ペ プチ ドの阻 害活性 の

特性 解析 を 行 っ た。
回収 した ペ プチ ドの 中 で、互 い に高 い 配列相 同性 を示 し てい た ペ プチ ド群
の代 表的な配 列 は そ れ ぞれ NCLIAIRFA 、　 TMSCLM

．1LA、　LSTLRSFCA 、
1．SYRLVLYA であ り、中で も 1．STLRSFGA （ICso 値 2UM ）は非常 に 強 い 阻 害
活性 を有 して い た。吸 着体 とし て タ ン パ ク質 固定化 リボ ソーム を用 い た パ

イオパ ン ニ ン グ法 は特異的相互作用 を有す る物質 を ス ク リーニ ン グす る上

で有用 で あ り、他 の 酵素 に関 し て も酵素固定化 リボ ソーム を 用 い る こ とで

阻 害 ペ プ チ ドの ス ク リーニ ン グが可 能で ある こ とが 示 唆 され た 。

Partition　behaVior　of 　ph ヲsiologically 　active 　biosurfaeta皿t　into

hilaアer　membrane 　of 　phospho ｝ipid　yesicles

辭瀦 飜醤濕至瓢 謙瓢盟 累驚1論濫淵蠹A1
　（

IGrad ，　S⊂h．　Life　Env．　ScL，　Univ．丁おukuba ，2Narl．　Food 　Rcs．　Ins 匸．．）

Key
　words 　parti匸ion，lipid　vesLde ，　acyl　homoserhle［actone ，　biosur亀c［ant

Screening　of 　ACE 　inhibitory　peptides 匠 om 　random 　peptide　librarア
utilizing 　ACE

−immobilized 　liposomes

　ONaoya　llASHIMOTO1 ，Fida　HASAN1 ，Yoichi　KUMADA2 ，
　Shigeo　KATOHI

〔
1G

・・d・S ・h・Sd ．．1セ・h．，K ・b・ U ・・i・．，2D ・p・ Bi・ … h．，・ k・y・m ・ U ・i・．）

Key　words 　AGE 　inhibilory　pcptide，　AGE ・immDbilized 　nposome，
biopaIlnin9

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


