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(57)【要約】
【課題】薬物組成物およびその製造方法を提供する。
【解決手段】複数の親水基と複数の疎水基で変性された
両親媒性キトサン誘導体と、前記両親媒性キトサン誘導
体に埋め込められ、静電力により前記複数の親水基を吸
引する少なくとも一つの親水性薬物と、前記両親媒性キ
トサン誘導体に埋め込められ、前記複数の疎水基の間に
ある少なくとも一つの疎水性薬物と、を含む、薬物組成
物を提供する。また、複数の親水基と複数の疎水基で変
性された両親媒性キトサン誘導体と、少なくとも一つの
疎水性薬物と、少なくとも一つの親水性薬物とを溶剤に
分散させて混合溶液を形成し、前記混合溶液のｐＨを前
記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に
調整することと、前記混合溶液を少なくとも１２時間撹
拌し、前記混合溶液のｐＨを６～７にすることと、を含
む薬物組成物の製造方法を提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体と、少なくとも一つ
の疎水性薬物と、少なくとも一つの親水性薬物とを溶剤に分散させて混合溶液を形成し、
前記混合溶液のｐＨを前記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する
ことと、
　前記混合溶液を少なくとも１２時間撹拌し、前記混合溶液のｐＨを６～７にすることと
、
　を含む薬物組成物の製造方法。
【請求項２】
　ｐＨが８．５～１２．５である水溶液を添加することにより、前記混合溶液のｐＨを前
記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する、請求項１に記載の製造
方法。
【請求項３】
　ｐＨが９．０～１１．０である水溶液を添加することにより、前記混合溶液のｐＨを前
記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する、請求項２に記載の製造
方法。
【請求項４】
　前記薬物組成物は複数の粒子である、請求項１に記載の製造方法。
【請求項５】
　さらに、架橋剤で標的物質を前記複数の粒子の表面に連接させることを含む、請求項４
に記載の製造方法。
【請求項６】
　前記標的物質は、抗体、ペプチドおよびタンパク質からなる群より選択される少なくと
も一つである、請求項５に記載の製造方法。
【請求項７】
　さらに、現像化合物を前記溶液に分散させることを含む、請求項１に記載の製造方法。
【請求項８】
　前記現像化合物は、蛍光化合物または有機金属現像剤である、請求項７に記載の製造方
法。
【請求項９】
　複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体と、
　前記両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、静電力により前記複数の親水基を吸引す
る少なくとも一つの親水性薬物と、
　前記両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、前記複数の疎水基の間に存在する少なく
とも一つの疎水性薬物と、
　を含む、薬物組成物。
【請求項１０】
　前記薬物組成物は複数の粒子である、請求項９に記載の薬物組成物。
【請求項１１】
　前記複数の粒子の粒子径は、５０ｎｍ～３００ｎｍの範囲にある、請求項１０に記載の
薬物組成物。
【請求項１２】
　さらに、架橋剤および前記架橋剤で前記複数の粒子の表面に連接されている標的物質を
含む、請求項１０に記載の薬物組成物。
【請求項１３】
　前記標的物質は、抗体、ペプチドおよびタンパク質からなる群より選択される少なくと
も一つである、請求項１２に記載の薬物組成物。
【請求項１４】
　癌細胞の生長抑制に用いられる、請求項９に記載の薬物組成物。
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【請求項１５】
　非小細胞肺癌細胞、卵巣癌細胞、精巣癌細胞、膀胱癌細胞、子宮頸癌細胞および肺癌細
胞からなる群より選択される少なくとも一つの癌細胞の生長抑制に用いられる、請求項１
４に記載の薬物組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬物組成物およびその製造方法に関し、特に両親媒性キトサンで疎水性薬物
および親水性薬物を被覆する薬物組成物およびその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
 キチンは、自然界で広く分布し、甲殻類動物（例えば、エビ、カニ、昆虫の外骨格）に
存在する他、微生物界（細菌の細胞壁またはキノコ類）および植物界の藻類等にも存在す
る。キトサン（ポリ（β－１，４－グルコサミン）とも称する）は、キチンから異なるレ
ベルの脱アセチル化反応により得られる不均一性重合体である。キトサンはＮ－アセチル
グルコサミンとＮ－グルコサミンを構造単位とする共重合体であり、重合体におけるＮ－
グルコサミン構造単位の含有量は、通常、６０％よりも高い。キトサンは、生体親和性（
ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ）が良好で、毒性がなく、生物体内で分解でき（リゾ
チーム）、値段が安く、生産原料の供給が十分等の利点があるため、近年、キトサンは高
分子医用材料において重要な材料になっている。
【０００３】
 従来の薬物担体被覆技術は、いずれもマルチシェル層の方式で二種類以上の抗癌薬（例
えば、親水性薬物および疎水性薬物）を被覆してナノ粒子を形成し、またはそのナノ粒子
に特異的認識性を有する抗体／タンパク質／ペプチド／多糖体を連結させ、または現像可
能物質を添加することにより、そのナノ粒子を癌治療において複数機能を持たせている。
しかしながら、マルチシェル層の方式で二種類の薬物を被覆すると、薬物漏れが生じ易く
、被覆率が悪く、プロセスが複雑等の問題がある。また、高分子自己組織化の方式で薬物
を被覆すれば、親水性と疎水性薬物を同時に被覆することが困難になる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　そのため、従来のナノ粒子を多種類の薬物で被覆するには、複数工程および多種類の環
境を必要とするプロセスの問題の解決、単一の工程で親水性と疎水性薬物を同時に被覆し
て薬担持粒子を製造することを提供することは、重要な課題である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
 本発明は、複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体（ＡＭＰ
ＨＩＰＨＩＬＩＣ　ＣＨＩＴＯＳＡＮ　ＤＥＲＩＶＡＴＩＶＥ）と、少なくとも一つの疎
水性薬物と、少なくとも一つの親水性薬物とを溶剤に分散させて混合溶液を形成し、前記
混合溶液のｐＨを前記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整すること
と、前記混合溶液を少なくとも１２時間撹拌し、前記混合溶液のｐＨを６～７にすること
とを含む薬物組成物の製造方法を提供する。
【０００６】
 本発明は、複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体と、前記
両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、静電力により前記複数の親水基を吸引する少な
くとも一つの親水性薬物と、前記両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、前記複数の疎
水基の間に存在する少なくとも一つの疎水性薬物とを含む薬物組成物をさらに提供する。
【０００７】
 上記から分かるように、本発明は高い生体親和性を有する両親媒性キトサン高分子をベ
ースとして使用し、前記両親媒性キトサン高分子自己組織の溶液環境を調整することによ
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り、一種類または多種類の同じまたは異なる親水性・疎水性の薬物を同時に被覆するとい
う目的を達成し、架橋剤により、抗体等の特異的認識性を有する標的物質で前記薬物粒子
の表面を修飾し、または薬物を被覆しながら、現像効果を有する化合物を被覆でき、前記
ナノ粒子を認識、現像および治療等の複数機能を有する医療手段にし、癌細胞を有効に殺
す。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図１は異なるｐＨ（ｐＨ７．５、ｐＨ８．５、ｐＨ９．５、ｐＨ１０．５および
ｐＨ１１）の溶液における二種類の薬物で被覆したナノ粒子のシスプラチン（ＣＤＤＰ）
およびデメトキシクルクミン（ＤＭＣ）の被覆率を示す。
【図２】図２は異なるｐＨ（ｐＨ８、ｐＨ８．５およびｐＨ９）の溶液における二種類の
薬物で被覆したナノ粒子のシスプラチンおよびデメトキシクルクミンの被覆率を示す。
【図３】図３は二種類の薬物で被覆したナノ粒子を透過電子顕微鏡で観察した図を示す。
【図４】図４は遊離型ＤＭＣ－ＣＤＤＰ組み合わせ、ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰナノ粒子
およびＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ／抗－ＣＤ１３３ナノ粒子の三種類の薬物／担体の異な
る組み合わせの細胞生存率に対する影響を示す。
【図５】図５はＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰナノ粒子およびＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ／抗
－ＣＤ１３３ナノ粒子の細胞生存率に対する影響を示し、Ｘ軸はナノ粒子におけるＤＭＣ
およびＣＤＤＰの含有量を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
 以下、特定の具体的な実施態様により本発明の実施形態を説明し、当業者は本明細書の
開示内容から本発明の利点および効果を容易に理解できる。本発明は、他の異なる実施形
態により実行または応用でき、本明細書の各詳細内容は異なる観点と応用に基づいて、本
発明の精神および意旨から逸脱しない範囲において、異なる修飾と変更が可能である。
【００１０】
 本明細書において、「ワンポット合成法（ｏｎｅ－ｐｏｔ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）」で
ある用語とは、自己組織反応において、反応物（例えば、両親媒性キトサン）を親水性と
疎水性薬物に被覆させ、反応効率を高めることを意味する。この方法では、冗長な分離と
純化後処理を避けられ、時間と資源を節約して収率を高める。
【００１１】
　本発明は、複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体と、少な
くとも一つの疎水性薬物と、少なくとも一つの親水性薬物とを水のような溶剤に分散させ
て混合溶液を形成し、前記混合溶液のｐＨを前記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿
しない範囲に調整することと、前記混合溶液を少なくとも１２時間撹拌し、前記混合溶液
のｐＨを６～７にすることと、を含む薬物組成物の製造方法を提供する。
【００１２】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、前記混合溶液を１２～２４時間撹拌する。
【００１３】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明の製造方法において、両親媒性キト
サン誘導体の重量百分率の範囲は０．０１ｗｔ％～２ｗｔ％であり、使用する疎水性薬物
の濃度範囲は０より大きく３ｍＭまでであり、使用する親水性薬物の濃度範囲は０より大
きく３ｍＭまでである。
【００１４】
 キトサンのヒドロキシ基（－ＯＨ）およびアミノ基（－ＮＨ２）は、非常に修飾しやす
い部位である。通常、キトサンを骨格（ｂａｃｋｂｏｎｅ）とし、親水性を有するように
そのヒドロキシ基端末を修飾し、疎水性を有するようにそのアミノ基端末を修飾する。修
飾変性技術は公知技術であるため、省略する。
【００１５】
 前述製造方法の一つの実施態様において、前記混合溶液のｐＨを前記親水性薬物および
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疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する。通常、前記混合溶液を弱塩基性にし、具体的に
は、塩基性水溶液、すなわちｐＨが８以上の塩基性水溶液、例えば、ｐＨが８．５～１２
．５、好ましくはｐＨが９～１１の範囲の塩基性水溶液を添加することにより、前記混合
溶液のｐＨを前記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する。
【００１６】
 前述製造方法の一つの実施態様において、まず、疎水性薬物を両親媒性キトサン誘導体
の水溶液に添加し、次に塩基性水溶液（ｐＨが８．５～１２．５の範囲にあり、好ましく
はｐＨが９．０～１１．０の範囲にある）を添加し、最後に親水性薬物を添加して、前記
混合溶液のｐＨを前記親水性薬物および前記疎水性薬物が沈殿しない範囲に調整する。
【００１７】
 前記混合溶液を塩基性に調整し、または塩基を添加して前記両親媒性キトサン誘導体構
造における親水基のＨ＋を遊離させ、前記両親媒性キトサン誘導体構造における親水基、
例えばＣＯＯ－は、静電力により、正電荷を持っている薬物、例えば親水性薬物のシスプ
ラチンを吸引して連結させる。これと同時に、静電力により親水性薬物を吸引するので、
前記両親媒性キトサン誘導体構造における疎水基、例えばカプロイル基でデメトキシクル
クミンのような疎水性薬物を被覆し、最後に、これによって自己組織反応して複数の粒子
という形態の薬物組成物を形成する。
【００１８】
 薬物を被覆し終わった後、全体の溶液のｐＨ値が６～７、好ましくはｐＨ６．７である
。製作した薬物担体粒子は中性であり、中和反応または純化工程をさらに行わなくても使
用できる。本発明の一つの具体的な実施態様によると、前記薬物組成物は複数の粒子であ
る。また、本発明の製造方法は、さらに、架橋剤で標的物質を前記複数の粒子の表面に連
接させることを含んでもよい。非限定的な実施態様において、前記標的物質は、抗体、ペ
プチドおよびタンパク質からなる群より選択される少なくとも一つであってもよい。
【００１９】
 一つの具体的な実施態様において、前記架橋剤は、１－エチル－（３－ジメチルアミノ
プロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）およびヒドロキシスクシンイミドからなる群より選
択される少なくとも一つの化合物であってもよい。
【００２０】
 本発明の製造方法の一つの具体的な実施態様によると、さらに、現像化合物を前記溶液
に分散させることを含み、前記現像化合物は、蛍光化合物または有機金属現像剤である。
【００２１】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、前記両親媒性キトサン誘導体は、下記式（
Ｉ）で表される構造の複数の繰り返し単位を有する。
【００２２】
【化１】

【００２３】
 式中、Ｒ１は、それぞれ独立に、水素、Ｃ１～Ｃ４アルキル基またはＣ１～Ｃ６カルボ
キシル基であり、Ｒ２は、それぞれ独立に、水素、Ｃ１～Ｃ１２アルキル基、Ｃ１～Ｃ６
カルボキシル基またはＣ２～Ｃ１２アシル基であり、ｍは１００～２０００の整数である
。
【００２４】
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 その中に、Ｒ１がＣ１～Ｃ４アルキル基およびＣ１～Ｃ６カルボキシル基より選択され
る繰り返し単位の数は２０～２０００であり、Ｒ２がＣ１～Ｃ１２アルキル基、Ｃ１～Ｃ
６カルボキシル基またはＣ２～Ｃ１２アシル基より選択される繰り返し単位の数は２０～
２０００である。
【００２５】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明に使用されるキトサン誘導体は、下
記式（ＩＩ）で表される。
【００２６】
【化２】

【００２７】
 式中、Ｒ３は、それぞれ独立に、Ｃ５～Ｃ１１アルキル基であり、ｘ、ｙ、ｚ、ｎおよ
びｐは、それぞれ独立に、２０～２０００の整数である。
【００２８】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明に使用される疎水性薬物は、タキソ
ール（Ｔａｘｏｌ）、カンプトテシン（Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ）、デメトキシクルク
ミン（Ｄｅｍｅｔｈｏｘｙｃｕｒｃｕｍｉｎ、以下、ＤＭＣとも称する）、トポテカン（
Ｔｏｐｏｔｅｃａｎ）、シクロスポリンＡ（Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ　Ａ）、エピルビ
シン（Ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ）およびラパマイシン（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）からなる群よ
り選択される少なくとも一つであるが、これらに限定するものではない。
【００２９】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明に使用される親水性薬物は、シスプ
ラチン（Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ、以下、ＣＤＤＰとも称する）、ドキソルビシン（Ｄｏｘｏ
ｒｕｂｉｃｉｎ）、オキサリプラチン（Ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ）、カルボプラチン（Ｃ
ａｒｂｏｐｌａｔｉｎ）、ネダプラチン（Ｎｅｄａｐｌａｔｉｎ）およびサトラプラチン
（Ｓａｔｒａｐｌａｔｉｎ）からなる群より選択される少なくとも一つであるが、これら
に限定するものではない。
【００３０】
 本発明は、複数の親水基と複数の疎水基で変性された両親媒性キトサン誘導体と、前記
両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、静電力により前記複数の親水基を吸引する少な
くとも一つの親水性薬物と、前記両親媒性キトサン誘導体に埋め込められ、前記複数の疎
水基の間に存在する少なくとも一つの疎水性薬物とを含む薬物組成物をさらに提供する。
【００３１】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、前記薬物組成物は複数の粒子である。本発
明のもう一つの具体的な実施態様によると、前記複数の粒子の粒子径は５０ｎｍ～３００
ｎｍの範囲内にある。
【００３２】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明の薬物組成物は、癌細胞の生長抑制
、その中、非小細胞肺癌細胞、卵巣癌細胞、精巣癌細胞（ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ　ｃａｎ
ｃｅｒ　ｃｅｌｌ）、膀胱癌細胞、子宮頸癌細胞および肺癌細胞からなる群より選択され
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る少なくとも一つの癌細胞の生長抑制に用いられる。
【００３３】
 本発明の一つの具体的な実施態様によると、本発明の薬物組成物は、凍結乾燥、減圧濃
縮、真空乾燥の方法によって、溶剤および水分を除去できる。
【００３４】
 下記実施例により本発明をさらに説明するが、これらの実施例は、例示して説明するた
めのものだけであって、本発明はこれらの実施例に限定されるものではない。
【実施例】
【００３５】
＜実施例１＞
疎水性カプロイル基および親水性カルボキシメチルで修飾した両親媒性キトサン誘導体の
製造
 まず、室温で、５ｇのキトサン（Ｍｗ＝２１５，０００ｇ／ｍｏｌ、脱アセチル度８０
～９０％、Ａｌｄｒｉｃｈ－Ｓｉｇｍａから購入）を、イソプロパノール（５０ｍＬ）に
懸濁させ、３０分間撹拌した。得られた懸濁液を水酸化ナトリウム水溶液（１２．５ｍＬ
）に徐々に混合して混合溶液を得、混合溶液における水酸化ナトリウムの濃度を調整する
ことによって親水性官能基のグラフト（ｇｒａｆｔ）量を制御できる。ここで、混合溶液
には１３．３Ｍの水酸化ナトリウムが含まれた。次に、この混合溶液をクロロ酢酸（ｃｈ
ｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ）と反応させ、水溶性の親水性カルボキシメチルで修飾
したキトサン（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｃｈｉｔｏｓａｎ）を
得、乾燥させた。
【００３６】
 ２ｇの乾燥した親水性カルボキシメチルで修飾したキトサンを純水（５０ｍＬ）に溶解
させ、２４時間撹拌した。次に、得られた溶液をメタノール（５０ｍＬ）と混合し、さら
に０．２Ｍの無水カプロン酸を添加して反応溶液を得た。室温で２０時間反応した後、反
応溶液を収集してエタノール水溶液（２５％ｖ／ｖ）で２４時間透析し、乾燥後に収集し
た産物として、下記式（ＩＩ）で表される構造を有する疎水性カプロイル基および親水性
カルボキシメチルで修飾した両親媒性キトサン誘導体を得た。同時に、１Ｈ　ＮＭＲスペ
クトルおよびＮ含有量の元素分析で、キトサン誘導体における置換基の位置およびカプロ
イル基グラフト量を確認した。本実施例において、カプロイル基グラフト量は１３％であ
る。
【００３７】
【化３】

【００３８】
＜実施例２＞
両親媒性キトサン誘導体により薬物を被覆する
 実施例１で製造した両親媒性キトサン粉末を０．５ｍｇ秤量し、２００μＬの０．１％
のデメトキシクルクミン（メタノールに溶解する）に添加し、振とう機で少し混合した後
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、５４０μＬの蒸留水を添加し、さらに６０μＬのｐＨ１０．５の蒸留水を添加し、最後
に２００μＬの０．１％のシスプラチン（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）（水に溶解する）を添加
し、１２時間撹拌し、水溶液の全体のｐＨが６～７になるようにさせ、二種類の薬物（デ
メトキシクルクミンおよびシスプラチンを含む）で被覆したナノ粒子を製造した。その後
、必要に応じて、その溶液をそのまま使用してもよく、その溶液を（例えば蒸留水で）希
釈または濃縮してから使用してもよい。
【００３９】
＜実施例３＞
二種類の薬物で被覆したナノ粒子の被覆率試験
 合成された二種類の薬物で被覆したナノ粒子を、濃縮遠心管に入れ、回転速度４０００
ｒｐｍで３０分間遠心した。
【００４０】
（１）シスプラチン被覆率
 濃縮遠心管の下澄液を２０倍希釈し、１：１の割合で０．１４％　ｏ－フェニレンジア
ミンのジメチルホルムアミド溶液と混合し、１００℃で３０分間加熱した後、－２０℃の
冷蔵庫に１０分間放置して冷却し、最後に溶液をＵＶ－可視光で波長７０５ｎｍにおける
ピークを検出し、換算して被覆されていないシスプラチン含有量が分かり、さらにシスプ
ラチンの被覆率が分かる。
【００４１】
（２）デメトキシクルクミン被覆率試験
 濃縮遠心管のろ過膜上のナノ粒子を蒸留水で再溶解し、この溶液とメタノールとを１：
１の割合で混合し、ＨＰＬＣで分析した。流速１ｍＬ／ｍｉｎでＣ１８を固定相とし、ア
セトニトリルと０．３％ＦＡ（５０：５０，ｖ／ｖ）を移動相とし、波長４２５ｎｍの条
件で検出し、デメトキシクルクミンの濃度を換算して薬物被覆率を得た。
【００４２】
 図１に示すように、両親媒性キトサン誘導体、親水性薬物および前記疎水性薬物を混合
した水溶液のｐＨ値が高くなると、シスプラチンの被覆率が増加するのに対し、一方、デ
メトキシクルクミンの被覆率はｐＨ値が高くなるに従って低くなることを示す。デメトキ
シクルクミンは塩基性環境で、容易に薬物活性を失って沈殿するため、水溶液のｐＨ値を
ｐＨ８．０～９．０の間に調整することが好ましい。
【００４３】
 図２に示すように、水溶液のｐＨ値が９．０である場合が最も好ましい二種類の薬物の
被覆率を有する。また、被覆終了後の溶液全体のｐＨ値が６．７であった。なお、上記の
実施例では蒸留水を使用したが、逆浸透水、逆浸透水を蒸留した水、または、蒸留水を逆
浸透処理した水を使用してもよい。
【００４４】
＜実施例４＞
抗体を二種類の薬物で被覆したナノ粒子に連結させる
 適量の抗体（抗－ＣＤ１３３）と０．０１％５０μＬ架橋剤（ＥＤＣ）を上記二種類の
薬物で被覆したナノ粒子溶液に添加し、５時間撹拌し、抗体を上記二種類の薬物で被覆し
たナノ粒子表面に連結させ、製造された二種類の薬物で被覆したナノ粒子の直径は１９０
ｎｍである。下記表１に、両親媒性キトサンナノ粒子（以下、ＣＨＣとも称する）、二種
類の薬物で被覆したナノ粒子（以下、ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰとも称する）、および抗
体を連接した二種類の薬物で被覆したナノ粒子（以下、ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ－抗体
とも称する）の直径およびゼータ電位（ｚｅｔａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ）をまとめた。
【００４５】
 図３に示すように、さらに、電子顕微鏡で抗体を連接した二種類の薬物で被覆したナノ
粒子を観察した。
【００４６】



(9) JP 2017-31148 A 2017.2.9

10

20

30

40

【表１】

【００４７】
＜実施例５＞
本発明のＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰおよびＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ－抗体のナノ粒子で
癌細胞を殺す細胞生存率の試験
 肺癌幹細胞（Ａ５４９－ＯＮ）を２４ウェルのプレートに、各ウェルごとに１×１０５

個の細胞で培養し、異なる量の遊離型ＤＭＣ－ＣＤＤＰ組み合わせ（ｆｒｅｅ　ｄｒｕｇ
）（図４において、左から右までの量は、３．２５－７５ｇ／ｍＬ、７．５－１５０ｇ／
ｍＬ、７．５－３００ｇ／ｍＬ、１５－３００ｇ／ｍＬおよび２０－６００ｇ／ｍＬ）、
ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰナノ粒子（図４において、左から右までの量は、１．２５－９
５ｇ／ｍＬ、３－１２５ｇ／ｍＬ、５－２００ｇ／ｍＬ、６－２５０ｇ／ｍＬおよび９－
２６５ｇ／ｍＬ）、およびＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ／抗－ＣＤ１３３ナノ粒子（図４に
おいて、左から右までの量は、１．２５－９５ｇ／ｍＬ、３－１２５ｇ／ｍＬ、５－２０
０ｇ／ｍＬ、６－２５０ｇ／ｍＬおよび９－２６５ｇ／ｍＬ）を、肺癌幹細胞に与えて２
４時間培養した後、３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニ
ルテトラゾリウム臭化物（以下、ＭＴＴとも称する）で細胞生存率を分析した。図４は、
三種類の薬物／担体の異なる組み合わせの細胞生存率に対する影響を示し、図４に示すよ
うに、Ｙ軸はコンビネーションインデックス（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ、以
下、ＣＩとも称する）であり、前記ＣＩ値が１より小さい場合、相乗効果があることを意
味し、Ｆａは細胞死亡率を示し、数値が１に近づくほど細胞死亡率が高く、より好ましい
癌細胞を殺す効果を奏することを意味する。図４から分かるように、ＣＨＣで被覆されて
いない薬物（すなわち、遊離型ＤＭＣ－ＣＤＤＰ組み合わせ）は相乗効果がなく、二種類
の薬物を同時に使用して癌細胞を殺す効果を向上させることができない。また、ＣＨＣで
被覆した二種類の薬物は、一部の量（ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ：６－２５０ｇ／ｍＬお
よび９－２６５ｇ／ｍＬ、ＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ／抗－ＣＤ１３３：５－２００ｇ／
ｍＬ、６－２５０ｇ／ｍＬおよび９－２６５ｇ／ｍＬ）において二種類の薬物の相乗効果
を示し、優れた癌細胞を殺す効果があったことが明らかである。図５は、ＣＨＣ／ＤＭＣ
－ＣＤＤＰナノ粒子およびＣＨＣ／ＤＭＣ－ＣＤＤＰ／抗－ＣＤ１３３ナノ粒子の細胞生
存率に対する影響、すなわち、ＣＨＣ二種類の薬物で被覆した抗体が連結された／連結さ
れていないナノ粒子の肺癌幹細胞を殺す効果を示し、図５から分かるように、ＣＨＣ／Ｄ
ＭＣ－ＣＤＤＰ／抗－ＣＤ１３３ナノ粒子（抗体にグラフトした）は、肺癌幹細胞の生存
率を効果的に低下させることができる。
【００４８】
 上記実施例は本発明の原理およびその効果を例示的に説明するためのものだけであって
、本発明を制限するものではない。当業者は本発明の精神および範囲から逸脱しない範囲
において、上記実施例を修飾または／および変更することができる。そのため、当業者が
本発明が開示している精神および技術原理の範囲内で行ういかなる修飾と変更は、特許請
求の範囲に含まれる。
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