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(57)【要約】
【課題】血管傷害部位の平滑筋細胞、心筋細胞や骨格筋芽細胞に存在するＮ－アセチルグ
ルコサミン糖鎖認識タンパク質、その部位へこのタンパク質を介して特異的に薬物を輸送
でき簡便に製造できる薬剤および薬物輸送剤を提供する。
【解決手段】Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、摘出された心筋細胞又は
血管平滑筋細胞からタンパク質群を溶解させて抽出し、その中からＮ－アセチルグルコサ
ミン糖鎖基を含有する物質に結合し得るタンパク質を分離精製したものである。薬剤は、
Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－アセチルグルコサミン類を
含有する。薬物輸送剤は、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－
アセチルグルコサミン類が、コロイド粒子の表面から露出されたものである。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　摘出された心筋細胞又は血管平滑筋細胞からタンパク質群を溶解させて抽出し、その中
からＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基を含有する物質に結合し得るタンパク質を分離精製
したものであることを特徴とするＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質。
【請求項２】
　該物質が、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖化合物、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖基含
有樹脂化合物および／またはＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基含有ビオチン化合物である
ことを特徴とする請求項１に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質。
【請求項３】
　界面活性剤及び／又は尿素を含む緩衝液により該抽出がなされたことを特徴とする請求
項１に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質。
【請求項４】
　電気泳動により、該分離精製がなされたことを特徴とする請求項１に記載のＮ－アセチ
ルグルコサミン糖鎖認識タンパク質。
【請求項５】
　デスミン及び／又はビメンチンであることを特徴とする請求項１に記載のＮ－アセチル
グルコサミン糖鎖認識タンパク質。
【請求項６】
　請求項１に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－アセチ
ルグルコサミン類を含有することを特徴とする薬剤。
【請求項７】
　請求項１に記載の該Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－アセ
チルグルコサミン類が、コロイド粒子の表面から露出されていることを特徴とする薬物輸
送剤。
【請求項８】
　該コロイド粒子が、生体分解性樹脂粒子、合成樹脂粒子、またはリポソームであること
を特徴とする請求項７に記載の薬物輸送剤。
【請求項９】
　該コロイド粒子中に、蛍光剤、造影剤または治療剤が含有されていることを特徴とする
請求項７に記載の薬物輸送剤。
【請求項１０】
　該Ｎ－アセチルグルコサミン類が、Ｎ－アセチルグルコサミンまたはキトビオースであ
ることを特徴とする請求項７に記載の薬物輸送剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、虚血等により傷害を受けた心筋細胞や血管平滑筋細胞等の中に存在するＮ－
アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質、およびこのタンパク質に特異的に結合する薬
物輸送剤に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　動脈硬化や血栓形成により冠状動脈血管が狭窄している虚血性心疾患の患者に、血管へ
バルーンやステントを挿入して狭窄部位を押し広げるインターベーション治療が施される
。
【０００３】
　その際にバルーンやステントが狭窄部分で擦れ血管内皮細胞を剥離させて、傷害を与え
てしまう。その結果、血管で炎症を引き起こしたり、その傷害部位の内皮下にある平滑筋
細胞や心筋細胞の異常な増殖による内膜肥厚や新たな血栓形成を引き起こして血管を再び
狭窄させたりする。そのため、抗炎症や肥厚防止や血栓防止等のための薬物の徐放性製剤
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が塗布されたコイルを、この部位に挿入して、再狭窄等を防止するという、煩雑で患者の
負担の大きな処置を施さなければならない。
【０００４】
　このような治療の際に心臓や血管の傷害部位へ特異的にこれらの薬物を輸送させること
ができる簡便なシステムが望まれている。薬物輸送システムとして、非特許文献１に、糖
鎖導入ドラッグデリバリー材料であるネオ糖タンパク質とリポソームとの複合体が記載さ
れ、また非特許文献２に、肝細胞に特異的な遺伝子輸送剤であるポリエチレンイミンとア
ラビノガラクタンとの複合体が記載されている。しかし、これらは心臓や血管の傷害部位
との特異的結合性がない。
【０００５】
　虚血性心疾患の診断や治療の方法や薬剤の開発、発症メカニズムの研究を行うために、
心臓や血管の傷害部位に特異的に結合する薬物輸送剤が望まれていた。
【０００６】
【非特許文献１】Noboru Yamazaki, Yoshifumi Jigami, Hans-Joachim Gabius, and Shuj
iKojima, Trends in Glycoscience and Glycotechnology, Vol.13, No.71, pp.319-329(M
ay 2001)
【非特許文献２】M.Nogawa, T.Ishihara, T.Akaike,and A.Maruyama, S.T.P.Pharma Scie
nces,Vol.11, No.1, pp97-102 (2001)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は前記の課題を解決するためになされたもので、血管傷害部位の平滑筋細胞や心
筋細胞や骨格筋芽細胞に存在するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質、その部
位へこのタンパク質を介して特異的に薬物や遺伝子を輸送でき、簡便に効率よく製造でき
る薬剤および薬物輸送剤を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　前記の目的を達成するためになされた特許請求の範囲の請求項１に記載のＮ－アセチル
グルコサミン糖鎖認識タンパク質は、摘出された心筋細胞又は血管平滑筋細胞からタンパ
ク質群を溶解させて抽出し、その中からＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基を含有する物質
に結合し得るタンパク質を分離精製したものである。
【０００９】
　このタンパク質は、この内皮細胞が剥離された血管傷害部位の内皮下で増殖している平
滑筋細胞、心筋細胞、骨格筋芽細胞（Ｃ２Ｃ１２）、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞、ｃｏｓ細胞に存在する。
【００１０】
　このタンパク質は、あたかも鍵穴に鍵が嵌まるように、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖
基を認識して相互作用し、水素結合等により結合する。
【００１１】
　請求項２に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、該物質を、Ｎ－ア
セチルグルコサミン糖鎖化合物、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖基含有樹脂化合物および
／またはＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基含有ビオチン化合物とするものであることを特
徴とする。
【００１２】
　請求項３に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、界面活性剤及び／
又は尿素を含む緩衝液により該抽出がなされたことを特徴とする。
【００１３】
　このタンパク質が含まれる細胞は、ヒトや、ラットのような非ヒト哺乳類から摘出され
、必要に応じ培養されたものであることが好ましい。
【００１４】
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　このタンパク質が含まれる細胞は、摘出されたりさらに培養されたりした心筋細胞又は
血管平滑筋細胞を擂り潰したものであることが好ましい。
【００１５】
　また、この細胞は、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖基を含有する樹脂化合物が含まれた
培地で予め培養されたものであってもよい。この樹脂化合物は、糖鎖基を介して前記タン
パク質へ相互作用して結合する結果、生成した複合タンパク質を有する細胞のみが培地に
粘着する。それ以外の細胞は、洗浄によって培地から除去される。また、細胞の培養によ
って、細胞中のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質も増加するので、純粋なこ
のタンパク質を、大量かつ簡便に得ることができるようになる。
【００１６】
　前記のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基は、Ｎ－アセチルグルコサミン基や、それが２
個結合したキトビオース基が挙げられる。
【００１７】
　界面活性剤は、例えば非イオン性界面活性剤、より具体的にはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０（Ａｌｄｒｉｃｈ社製；登録商標）、ＮＰ－４０（株式会社同人化学研究所製；商品名
）が挙げられる。界面活性剤は、例えばイオン性界面活性剤であってもよく、より具体的
にはドデシル硫酸ナトリウムが挙げられる。
【００１８】
　請求項４に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、電気泳動により、
該分離精製がなされたことを特徴とする。
【００１９】
　単離されたＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質の分子量は、約５２～５３ｋ
ダルトン（Ｄａ）である。
【００２０】
　請求項５に記載のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、デスミン及び／又
はビメンチンであることを特徴とする。
【００２１】
　同じく前記の目的を達成するためになされた請求項６に記載の薬剤は、請求項１に記載
のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－アセチルグルコサミン類
を含有することを特徴とする。
【００２２】
　同じく前記の目的を達成するためになされた請求項７に記載の薬物輸送剤は、請求項１
に記載の該Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質に結合するＮ－アセチルグルコ
サミン類が、コロイド粒子の表面から露出されていることを特徴とする。
【００２３】
　この薬物輸送剤は、それに含まれるＮ－アセチルグルコサミン類と、心筋細胞や平滑筋
細胞等に存在するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質とが、相互作用して水素
結合等により結合する結果、これらの細胞に特異的に集積される。しかし、このタンパク
質は、例えばラット肝細胞に存在しないので、この薬物輸送剤はこの肝細胞に集積されな
い。
【００２４】
　請求項８に記載の薬物輸送剤は、該コロイド粒子が、生体分解性樹脂粒子、合成樹脂粒
子、またはリポソームであることを特徴とする。
【００２５】
　薬物輸送剤は、このコロイド粒子を０．５～２．０％含有していることが好ましい。
【００２６】
　コロイド粒子は、粒子径５～５００ｎｍのいわゆるナノ粒子であることが好ましい。５
ｎｍ未満であると、生体中で速やかに排泄されてしまい、一方５００ｎｍを超えると生体
中の異物として排除されてしまう。約２００ｎｍであると、特に血管傷害部位の細胞間に
生じた間隙や血管内で露出した平滑筋細胞に取り込まれ易い。
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【００２７】
　生体分解性樹脂粒子は、例えば懸濁させたポリ乳酸粒子が挙げられる。合成樹脂粒子は
、平均粒径約２００ｎｍのポリスチレンビーズが挙げられる。リポソームは、例えば脂肪
やリン脂質でできた直径５０～８００ｎｍ、好ましくは２００～４００のものが挙げられ
る。
【００２８】
　請求項９に記載の薬物輸送剤は、該コロイド粒子中に、蛍光剤、造影剤または治療剤が
含有されていることを特徴とする。
【００２９】
　例えば薬物輸送剤は、投与されると、血液循環により血管傷害部位に到達する。すると
薬物輸送剤が有するＮ－アセチルグルコサミン類と、血管傷害部位に露出した血管平滑筋
細胞中のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質とが相互作用して引き寄せあい、
この細胞に付着したり侵入したりする。その後、蛍光剤、造影剤または治療剤が薬物輸送
剤のコロイド粒子表面から滲出して放出され、細胞に吸収され、蛍光させたり造影させた
り薬効を発現したりする。
【００３０】
　蛍光剤は、例えばフロオロセイン　イソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、生細胞染色用色
素Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ（株式会社同人化学研究所製；商品名）が挙げられる。造影剤は
、例えば核磁気共鳴画像診断用ガドリニウム化合物が挙げられる。治療剤は、例えば血管
内皮細胞増殖促進剤、血管平滑筋細胞増殖抑制剤、抗炎症剤、抗癌剤、抗リウマチ剤が挙
げられる。
【００３１】
　請求項１０に記載の薬物輸送剤は、該Ｎ－アセチルグルコサミン類が、Ｎ－アセチルグ
ルコサミンまたはキトビオースであることを特徴とする。
【発明の効果】
【００３２】
　本発明のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、心筋細胞、平滑筋細胞、骨
格筋芽細胞等に特異的に存在する。とりわけ心筋細胞や血管平滑筋細胞は心臓血管疾患患
者の炎症や再生に深く関わっているから、このようなタンパク質は、薬物輸送に重要な役
割を果たすものである。
【００３３】
　本発明の薬剤や薬物輸送剤は、Ｎ－アセチルグルコサミン基を有しているので、このタ
ンパク質を有する細胞へ選択的に集積させることができる。そのため、血管傷害部位、感
染症や悪性腫瘍や動脈硬化やリウマチ等の血管病変部位、細胞再生部位へ集中的に薬物を
到達させたり遺伝子を導入させたりすることができ、薬効の増強や、副作用の軽減を図る
ことができる。またこの薬剤や薬物輸送剤は徐放性を有するので、薬効を長期間持続させ
ることができる。さらにこの薬剤や薬物輸送剤は、生体が元来有しているＮ－アセチルグ
ルコサミン基を含むものであるから生体適合性が高く安全である。
【実施例】
【００３４】
　以下、本発明の実施例を詳細に説明するが、本発明の範囲はこれらの実施例に限定され
るものではない。
【００３５】
　先ず、心筋細胞又は平滑筋細胞中に、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖を特異的に認識す
るレクチン様分子が存在するか否かについて、糖鎖ポリマーでコーティングした培養皿と
心筋細胞又は平滑筋細胞との接着をＭＴＴアッセイ試験によって、検討した。試験は４℃
で、非特異的な結合を抑制しながら行なった。
（試験例１）
　(1)　糖鎖ポリマーであるＮ－アセチルグルコサミン糖鎖基含有樹脂化合物として、キ
トビオースがＮ－アセチルグルコサミン末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃ
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（ホ゜リ[N-p-ヒ゛ニルヘ゛ンシ゛ル-O-2-アセトアミト゛-2-テ゛オキシ-β-D-ク゛ルコ
ヒ゜ラノシル-(1→4)-2-アセトアミト゛-2-テ゛オキシ-β-D-ク゛ルコンアミト゛]）（生
化学工業株式会社製；商品名）を用いた。これの１００μｇ／ｍＬを培地９６穴プレート
（グライナー社製；商品名）にコートし、その上にラット血管平滑筋細胞またはラット胎
仔心筋細胞を播種し、４℃で６０分間インキュベーションを行なった。この樹脂と、それ
のキトビオース基を介してＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質とが結合する結
果、このタンパク質を有する細胞が、培地に接着した。この培地を生理食塩水またはリン
酸緩衝液で洗浄すると、このタンパク質を有しないために培地に接着できなかった細胞が
取り除かれた。この培地をテトラゾリウム塩で染色し、イソプロパノールで過剰の色素を
溶出させて脱色すると、生細胞が黄色から青色へ着色された。それの吸光度を５７０ｎｍ
で測定したところ、図１のa)ラット心筋細胞及びb)ラット血管平滑筋細胞のグラフで示す
ように極めて高い値を示し、ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃが、心筋細胞および血管平滑筋細胞のタ
ンパク質に結合していると確認できた。
【００３６】
　(2)　試験例１(1)の糖鎖ポリマーＰＶ－ＧｌｃＮＡｃに代えて、
ラクトースがガラクトース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＬＡ（ホ゜リ[N-p-ヒ゛ニ
ルヘ゛ンシ゛ル-O-β-D-カ゛ラクトヒ゜ラノシル-(1→4)-D-ク゛ルコンアミト゛]）、
マンノビオースがマンノース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－Ｍａｎ（ホ゜リ[N-p-ヒ
゛ニルヘ゛ンシ゛ル-O-β-D-マンノヒ゜ラノシル]-(1→4)-D-マンナミト゛）、
カルボキシル化ラクトースが結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＬＡＣＯＯＨ（ホ゜リ[N-p-ヒ
゛ニルヘ゛ンシ゛ル-6-O-カルホ゛キシメチル-6'-O-カルホ゛キシメチル-O-β-D-カ゛ラ
クトヒ゜ラノシル-(1→4)-D-ク゛ルコンアミト゛]）、
グルコースが結合したビニル系樹脂ＰＶ－Ｇ（ホ゜リ　3-O-4'-ヒ゛ニルヘ゛ンシ゛ル-D-
ク゛ルコース）、
マルトースがグルコース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＭＡ（ホ゜リ[N-p-ヒ゛ニル
ヘ゛ンシ゛ル-O-α-D-ク゛ルコヒ゜ラノシル-(1→4)-D-ク゛ルコンアミト゛]）、
ラミナリビオースがグルコース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－Ｌａｍ（ホ゜リ[N-p-
ヒ゛ニルヘ゛ンシ゛ル-O-α-D-ク゛ルコヒ゜ラノシル-(1→3)-D-ク゛ルコンアミト゛]）
、
メリビオースがガラクトース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＭＥＡ（ホ゜リ[N-p-ヒ
゛ニルヘ゛ンシ゛ル-O-α-D-カ゛ラクトヒ゜ラノシル-(1→6)-D-ク゛ルコンアミト゛]）
、
セロビオースがグルコース末端で結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＣＡ、
開環グルコースが結合したビニル系樹脂ＰＶ－ＧＡ（いずれも生化学工業株式会社製；商
品名）、
対照であるコラーゲン及びウシ血清アルブミン（BSA）を用いたこと以外は、試験例１と
同様にして、吸光度を測定したところ、図１に示すように、いずれも極めて低い値を示し
細胞中のタンパク質に結合していないことが確認された。
【００３７】
　(3)　試験例１(1)および(2)のラット心筋細胞や血管平滑筋細胞に代えて、ラット肝細
胞を用いたこと以外は、試験例１(1)および(2)と同様にして糖鎖ポリマーと細胞との接着
について検討した。その結果、ＰＶ－ＬＡ、ＰＶ－Ｍａｎ、ＰＶ－Ｌａｍ、ＰＶ－ＭＥＡ
、およびＰＶ－ＣＡは、ラット肝細胞がガラクトース結合性レクチンのアシアロ糖タンパ
クを有しているので、この細胞へ接着していた。しかし、ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃなどその他
の糖鎖ポリマーは、この細胞に接着していなかった。
【００３８】
　(4)　試験例１(1)の糖鎖ポリマーＰＶ－ＧｌｃＮＡｃやＰＶ－ＭＡの溶解濃度を、０～
５００μｇ／ｍＬまで変化させて心筋細胞および血管平滑筋細胞を夫々培養したこと以外
は試験例１(1)と同様にして糖鎖ポリマーとこれらの細胞との接着について、検討した。
ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃを用いた場合は、濃度依存的に心筋細胞や血管平滑筋細胞の結合が阻
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害されていた。一方、ＰＶ－ＭＡを用いた場合は、濃度依存的に心筋細胞や血管平滑筋細
胞の結合がどの濃度でも阻害されていなかった。
【００３９】
　(5)　心筋細胞や血管平滑筋細胞へのＰＶ－ＧｌｃＮＡｃが接着していることは、０．
１～１．０ＭのＮ－アセチルグルコサミンの添加によって濃度に依存して阻害されたこと
からも明らかである。
【００４０】
　(6)　心筋細胞や血管平滑筋細胞へのＰＶ－ＧｌｃＮＡｃの接着は、Ｃａ２＋の添加に
よっても阻害されないことからカルシウム非依存性であることが確認された。
【００４１】
　これらの試験例の結果、これら心筋細胞や血管平滑筋細胞にＧｌｃＮＡｃ基を特異的に
認識する分子が存在すると推測された。この分子は、本発明を適用するＮ－アセチルグル
コサミン糖鎖認識タンパク質である。
【００４２】
　実施例１に、そのＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質を単離、同定した例を
示す。
【００４３】
（実施例１）
　ラットから摘出した心筋細胞及び血管平滑筋細胞を夫々、培地で５日間培養した。非イ
オン性界面活性剤であるＮＰ－４０含有溶解緩衝液で、それに溶解する可溶分画を抽出し
た。それの沈殿を分取した不溶分画を、尿素含有溶解緩衝液に溶解させて抽出した。それ
ら抽出物について１０％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）－ポリアクリルアミド　ゲル
を用い還元条件で一次元電気泳動を行った。電気泳動されたゲル中の全タンパク質からＳ
ＤＳ基をＴｒｉｔｏｎＸ－１００により除去し、復元された全タンパク質を電気的にpoly
vinylidene difluoride(PVDF)膜に転写した。このタンパク質が転写された膜に対してＰ
Ｖ－ＧｌｃＮＡｃに抗体標識蛍光色素であるフルオレセイン　イソチオシアネート（ＦＩ
ＴＣ）を結合させたプローブであるＦＩＴＣ抱合ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃコーティングポリマ
ーでインキュベートし、次いで、抗ＦＩＴＣ抗体とぺルオキシダーゼ（ＨＲＰ）抱合抗ウ
サギＩｇＧ抗体とで処理し、化学発光法によるウエスタンブロッティングで検出した。そ
の結果を、図２に示す。図２から明らかな通り、心筋細胞と血管平滑筋細胞との可溶分画
と不溶分画とに、Ｎ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質と思われるＧｌｃＮＡｃ
結合分子の存在が示された。
【００４４】
（実施例２）
　実施例１と同様にしてラットの心筋細胞から得た不溶分画を調製した。それをイオン交
換カラムで精製後、ポリアクリルアミドゲルによる等電点と分子量とでの二次元電気泳動
を、三つ同時に行った。その内の二つの電気泳動ゲルについて夫々、クマシーブリリアン
トブルー（ＣＢＢ）染色と、ＦＩＴＣ抱合ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃコーティングポリマーによ
るブロッティングを行った。その結果を、図３(a)及び(b)に示す。残る一つの電気泳動ゲ
ルについてＣＢＢ染色やブロッティングで認められたスポットに対応する位置を切り出し
、ＳＤＳ電気泳動後のＳＤＳ基が付いたタンパク質を取り出し、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
によりＳＤＳ基を除去し、復元した二種類のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク
質を得た。それらをプロテインシーケンサーにてアミノ酸配列解析したところ、一方のタ
ンパク質(1)が、ＧＴＮＥＳＬＥＲＱＭＲＥＭＥのアミノ酸配列を有する細胞骨格タンパ
ク質である５３ｋＤａのビメンチン（vimentin）であり、他方のタンパク質(2)が、ＭＡ
ＥＧＶＥＩＡＴＹＲＥＬＬＥのアミノ酸配列を有する細胞骨格タンパク質である５２ｋＤ
ａのデスミン（desmin）であると、同定された。
【００４５】
　このアミノ酸配列解析の結果の妥当性を検討するため、同様にして行った二次元電気泳
動後に、ウエスタンブロッティングを行い、ＦＩＴＣ抱合ＧｌｃＮＡｃコーティングポリ



(8) JP 2009-46413 A 2009.3.5

10

20

30

40

50

マーによるＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質、抗ビメンチン抗体によるビメ
ンチン、及び抗デスミン抗体によるデスミンの検出を行った。二種類のＮ－アセチルグル
コサミン糖鎖認識タンパク質の一方のタンパク質(1)は、抗ビメンチン抗体のウエスタン
ブロッティングによりビメンチンであることが示され、他方のタンパク質(2)は、抗デス
ミン抗体ウエスタンブロッティングによりデスミンであることが示された（不図示）。
【００４６】
（実施例３）
　実施例２と同様にしてラットの血管平滑筋胞から得た不溶分画を調製し、実施例２と同
様な操作をしたところ、一種類のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質が、得ら
れ（不図示）、実施例２のタンパク質(1)と同様、ＧＴＮＥＳＬＥＲＱＭＲＥＭＥのアミ
ノ酸配列を有する細胞骨格タンパク質であるビメンチン（vimentin）であると、同定され
た。
【００４７】
（実施例４）
　ビメンチンとデスミンとは細胞骨格タンパク質であり、本来的に細胞内に存在している
タンパク質であり、細胞表面に存在していないと考えられていた。そこで、ビメンチンと
デスミンとが、細胞表面に発現していることを確かめるために、以下にようにして、心筋
細胞と血管平滑筋細胞との細胞表面をビオチンで標識し、免疫沈降法により、細胞表面の
タンパク質の分析を行った。
【００４８】
　先ず、タンパク質の－ＮＨ２を認識してビオチン化するアミノ基標識用水溶性ビオチン
ラベル化剤であるビオチン－ＡＣ５Ｓｕｌｆｏ－ＯＳｕ（株式会社同人化学研究所製；商
品名）で、心筋細胞の細胞表面のタンパク質のみをビオチン化した。それをＲＩＰＡ緩衝
液で処理することにより、ビオチン化した細胞表面タンパク質を回収した。抗デスミン抗
体とプロテインＧ／Ａタンパク質を抱合したアガロースビーズ（サンタクルズ社）を混合
することにより調製した抗デスミン抗体ビーズと、ストレプトアビジンを抱合したアガロ
ースビーズであるアビジンビーズとにより、夫々免疫沈降させ、ウエスタンブロッティン
グによるプルダウンアッセイでデスミン及びビメンチンの細胞表面での発現と、ＧｌｃＮ
Ａｃの認識とを評価した。その結果を、図４(a)に示す。図４(a)から明らかな通り、抗デ
スミン抗体ビーズによるデスミンの沈降の結果、ビオチン化した場合にビオチン化デスミ
ンが検出され、ビオチン化した場合もしない場合も、デスミンが検出された（同図(a-1)
）ことから、デスミンが心筋細胞表面で発現していることが確認できた。また、アビジン
ビーズによるビオチン化タンパク質の沈降の結果、ビオチン化した場合にデスミンとビメ
ンチンとが検出され、一方、ビオチン化した場合もしない場合もβ－アクチン（４３ｋＤ
ａ）が検出されなかった（同図(a-2)）ことから、デスミン及びビメンチンが心筋細胞表
面で発現していることが確認できた。
【００４９】
　次いで、同様に血管平滑筋の細胞表面のタンパク質のみもビオチン化し、抗ビメンチン
抗体とプロテインＧ／Ａタンパク質を抱合したアガロースビーズ（サンタクルズ社）を混
合することにより調製した抗ビメンチン抗体ビーズを用いて、同様にウエスタンブロッテ
ィングによるプルダウンアッセイでビメンチンの細胞表面での発現と、ＧｌｃＮＡｃの認
識とを評価した。その結果を、図４(b)に示す。図４(b)から明らかな通り、抗ビメンチン
抗体ビーズによるビメンチンの沈降の結果、ビオチン化した場合にビオチン化ビメンチン
が検出され、ビオチン化した場合もしない場合もビメンチンが検出された（同図(b-1)）
ことから、ビメンチンが血管平滑筋細胞表面で発現していることが確認できた。また、ア
ビジンビーズによるビオチン化タンパク質の沈降の結果、ビオチン化した場合にビメンチ
ンが検出され、ビオチン化した場合もしない場合もβ－アクチンが検出されなかった（同
図(b-2)）ことから、ビメンチンが血管平滑筋細胞表面で発現していることが確認できた
。
【００５０】
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（実施例５）
　ラットの心筋細胞と血管平滑筋細胞とにおけるデスミン及びビメンチンとＧｌｃＮＡｃ
結合分子との分布について、以下のようにして検討した。細胞表面での分布を観察するた
めに、生きた状態で細胞を染色した後、固定し、評価した。
【００５１】
　先ず、心筋細胞について、抗デスミン抗体処理後の染色と、ＦＩＴＣ抱合ＰＶ－Ｇｌｃ
ＮＡｃコーティングポリマー処理後の染色とを行い、共焦点レーザー顕微鏡を用い、デス
ミンとＧｌｃＮＡｃ結合分子との分布を観察し、さらにそれらのデータを重ね合わせて観
察した。心筋細胞表面の同じ位置で、両方の染色が認められ、デスミンとＧｌｃＮＡｃ結
合分子との発現が示された。
【００５２】
　次いで、血管平滑筋細胞について、抗ビメンチン抗体処理後の染色と、ＦＩＴＣ抱合Ｐ
Ｖ－ＧｌｃＮＡｃコーティングポリマー処理後の染色とを行い、共焦点レーザー顕微鏡を
用い、ビメンチンとＧｌｃＮＡｃ結合分子との分布を観察し、さらにそれらのデータを重
ね合わせて観察した。血管平滑筋細胞表面の同じ位置で、両方の染色が認められ、ビメン
チンとＧｌｃＮＡｃ結合分子との発現が示された。
【００５３】
（実施例６）
　心筋細胞のＧｌｃＮＡｃ基への接着に対するデスミンｓｉＲＮＡの影響について以下の
ようにして検討した。コントロール、ネガティブｓｉＲＮＡ、デスミンｓｉＲＮＡは、キ
アゲン社から購入したものである。遺伝子導入試薬によりコントロール、ネガティブｓｉ
ＲＮＡ、デスミンｓｉＲＮＡをそれぞれ心筋細胞に導入し、デスミンの発現を抑制した心
筋細胞を調製し、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ＰＶ－ＬＡ、ＰＶ－ＭＡ、及びＰＶ－
ＧｌｃＮＡｃをそれぞれ処理した培養皿に播種した。そして、ＲＮＡ干渉を用いて、心筋
細胞におけるデスミンの発現の抑制、ＧｌｃＮＡｃ基への認識能に与える影響を、ＭＴＴ
アッセイによる接着実験で、評価した。その結果を、図５に示す。図５から明らかな通り
、ｓｉＲＮＡを用いた心筋細胞におけるデスミンのノックアウトにより、デスミン及びビ
メンチンは、その発現が減弱し、ＧｌｃＮＡｃ基に対する認識能が低下し、ＧｌｃＮＡｃ
基への接着が抑制されていた。
【００５４】
（実施例７）
　デスミン及びビメンチンのＧｌｃＮＡｃ基に対する結合能の評価を行った。評価にはＢ
ｉａｃｏｒｅ（Ｂｉａｃｏｒｅ社製；登録商標）を用いた。
【００５５】
　先ず、ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃとＰＶ－ＬＡとＰＶ－ＭＡに対するビメンチンの分子間相互
作用をＢｉａｃｏｒｅでビメンチンを固定化した金表面に対するＰＶ－ＧｌｃＮＡｃとＰ
Ｖ－ＬＡとＰＶ－ＭＡの分子間相互作用を表面プラズモン共鳴によって質量変化を測定し
た。その結果を図６(a)に示す。図６(a)から明らかなように、ビメンチンは、ＰＶ－Ｇｌ
ｃＮＡｃに相互作用するが、ＰＶ－ＬＡとＰＶ－ＭＡとに相互作用しない。従って、ビメ
ンチンは、ＧｌｃＮＡｃ基に対して特異的に結合することが示された。反応速度解析によ
り算出すると、ビメンチンとＰＶ－ＧｌｃＮＡｃとの結合定数ＫＡは１．６９×１０７Ｍ
－１であり、解離定数ＫＤは５．９３×１０－８Ｍであった。
【００５６】
　先ず、ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃとＰＶ－ＬＡとＰＶ－ＭＡに対するデスミンの分子間相互作
用を同様にして測定した。その結果を図６(b)に示す。図６（b）から明らかなように、デ
スミンは、ＰＶ－ＧｌｃＮＡｃに相互作用するが、ＰＶ－ＬＡとＰＶ－ＭＡとに相互作用
しない。従って、デスミンは、ＧｌｃＮＡｃ基に対して特異的に結合することが示された
。同様に算出すると、デスミンとＰＶ－ＧｌｃＮＡｃとの結合定数ＫＡは９．７２×１０
７Ｍ－１であり、解離定数ＫＤは１．０３×１０－８Ｍであった。
【００５７】
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（実施例８）
　心筋細胞以外の細胞として、ラット心筋芽細胞（H9c2）、ヒト子宮がん細胞（Hela）、
サル腎臓がん細胞（cos-1）、ラット平滑筋腫瘍細胞（A7r5）、ヒト気道上皮細胞、ヒト
臍帯血管内皮細胞（HUVEC）、ラット肝細胞の各細胞におけるビメンチンの発現とＧｌｃ
ＮＡｃ基に対する結合能を検討した。それぞれの細胞からタンパク質を抽出しウエスタン
ブロッティングにより、ビメンチンの発現とＭＴＴアッセイによる細胞接着試験とで検討
した。ＭＴＴアッセイでの５７０ｎｍ波長での吸光度（ＯＤ５７０）を測定した結果を、
図７に示す。図７から明らかなように、心筋細胞以外であってビメンチンを発現する細胞
でも、ＧｌｃＮＡｃ基に対する特異的な結合能が示され、その結合能はビメンチンの発現
に伴っていることが示された。
【００５８】
　次に、薬物輸送剤となる薬剤を調製し、その特性について検討した。
【００５９】
（実施例９）
　ＧｌｃＮＡｃ基と心筋細胞の相互作用を確認する試験を以下のようにして行った。薬物
輸送剤として、薬剤を封入したＮ－アセチルグルコサミン糖鎖結合リポソームを調製した
。リポソーム作成用の脂質である(Dipalmitoyl　phosphatidylcholine)：Ｃｈｏｌ(Chole
sterol standard)：ＤＰＰＥ(Dipalmitoyl　phosphatidylethanolamine)＝８０：２０：
２(mol%)と、蛍光物質であるＤｉＤ(1,1'-dioctadecyl-3,3,3'-tetramethylindodicarboc
yanine
perchlorate)とを、クロロホルム／メタノール（７：３）に溶解し、エバポレーターによ
りなす型フラスコの底に薄くこれらの脂質を貼付けた状態を作成した。これに１ｍＬのリ
ン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を加え超音波処理または、エクストルーダーによって、Ｄ
ｉＤを包理した２００～４００ｎｍのリポソームを作成した。これらのリポソームとアル
キル鎖を共有結合させたPV-GlcNAcを混合しＧｌｃＮＡｃ結合リポソーム液（ＤｉＤ包理
ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ）を調製した。なお、対照として、ＧｌｃＮＡｃに代えてマルトース
を用いたこと以外は同様にしてＤｉＤを包理したマルトース結合リポソーム液（ＤｉＤ包
理ＭＡ－Ｌｓ）を調製した。
【００６０】
　これらのＤｉＤを包理したリポソーム液を用い、心筋細胞における蛍光物質の取り込み
の評価を行った。それらのリポソームを培養した心筋細胞に添加し、１時間後、フローサ
イトメトリーを用いて蛍光物質の取り込みを計測した。その結果を図８に示す。図８から
明らかな通り、ＧｌｃＮＡｃ結合リポソームは、心筋細胞へ顕著に取り込まれていた。さ
らに位相差顕微鏡及び蛍光顕微鏡を用いて蛍光物質の取り込みを観察した。その結果、Ｇ
ｌｃＮＡｃ結合リポソームは、培養心筋細胞に蛍光物質を効率よく取り込ませていた。こ
のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖結合リポソームは、蛍光物質のような薬物を、心筋細胞
に特異的に集積させる薬物輸送剤として、有用であることが示された。
【００６１】
（実施例１０）
　実施例９のＤｉＤに代えて、水溶性スタチンであるプラバスタチンを用いたこと以外は
、実施例９と同様にして、プラバスタチンを包理した２００～４００ｎｍのＧｌｃＮＡｃ
結合リポソーム液（プラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ）を調製した。なお、対照と
して、実施例９のＧｌｃＮＡｃに代えてマルトースを用い、ＤｉＤに代えてプラバスタチ
ンを用いたこと以外は同様にしてプラバスタチンを包理したマルトース結合リポソーム液
（プラバスタチン包理ＭＡ－Ｌｓ）を調製し、さらに別な対照として、リポソームを用い
ないこと以外は同様にしてリポソーム未添加（ＮＣ）液を調製した。
【００６２】
　これらのリポソーム液とリポソーム未添加液とを、夫々５０μＬずつメタノールに溶解
させ、それに含まれているプラバスタチンの量を２３９ｎｍでの吸光度ＯＤ２３９を測定
した。その結果を表１に示す。
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【００６３】
【表１】

【００６４】
　表１から明らかなように、リポソームにはプラバスタチンが包理されていた。
【００６５】
（実施例１１）
　実施例１０で調製したプラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ液、プラバスタチン包理
ＭＡ－Ｌｓ液、及びリポソーム未添加（ＮＣ）液を用い、心筋細胞におけるＮＯ産生につ
いて検討した。プラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ液、プラバスタチン包理ＭＡ－Ｌ
ｓ液、及びリポソーム未添加（ＮＣ）液を培養心筋細胞に添加し、その一時間後に５ｎｇ
／ｍＬのインターロイキン－１β（ＩＬ－１β）を添加し、４８時間後に硝酸塩濃度を測
定した。その結果を図９に示す。図９から明らかな通り、プラバスタチン包理ＧｌｃＮＡ
ｃ－Ｌｓ液は、ピタバスタチン(Pitavastatin)のみを添加したコントロール群のように、
有意にＮＯ産生が増加していた。プラバスタチン包理ＭＡ－Ｌｓ液やリポソーム未添加（
ＮＣ）液は、ＮＯ産生増加が認められなかった。
【００６６】
（実施例１２）
　実施例１０で調製したプラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ液、プラバスタチン包理
ＭＡ－Ｌｓ液、及びリポソーム未添加（ＮＣ）液を用い、心筋細胞における一酸化窒素合
成酵素（ｉＮＯＳ）の誘導発現について検討した。プラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌ
ｓ液、プラバスタチン包理ＭＡ－Ｌｓ液、及びリポソーム未添加（ＮＣ）液を培養心筋細
胞に添加し、その一時間後に、１ｎｇ／ｍＬのＩＬ－１βを添加し、ｉＮＯＳの発現を電
気泳動で検出した。プラバスタチン包理ＧｌｃＮＡｃ－Ｌｓ液には、顕著にｉＮＯＳの発
現が認められたが、プラバスタチン包理ＭＡ－Ｌｓ液、及びリポソーム未添加（ＮＣ）液
にはｉＮＯＳの発現が認められなかった。
　別な薬物輸送剤として実施例１３および１４に、本発明を適用するＮ－アセチルグルコ
サミン類を有するポリスチレンビーズの薬物輸送剤の例を示す。また、比較例１に本発明
を適用外のラクトースを有するポリスチレンビーズの薬物輸送剤の例を示す。
【００６７】
（実施例１３）
　キトビオースとビオチンとをヒドラジド存在下、反応させてキトビオース－ビオチン結
合体を合成した。これと、アビジンがコーティングされ蛍光剤のフルオロセイン　イソチ
オシアネート（ＦＩＴＣ）が含有された直径２００ｎｍのポリスチレンビーズFluoSphher
es Neutrr Avidin labeled microspheres（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製；商
品名）とを攪拌して、キトビオース－ビオチン結合体のビオチン基にビーズのアビジン基
が結合してできた薬物輸送剤のコロイドを調製した。このコロイド２０μＬにリン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）０．２ｍＬを加え懸濁液を得た。
【００６８】
　マウスの右大腿動脈にワイヤーを挿入して機械的に血管内膜に傷害を与えることにより
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、内皮細胞が剥れて平滑筋細胞が血管内腔に露出している血管傷害モデルを作製した。こ
のモデルは、傷害を受けたままマウスを飼育すると、平滑筋細胞が異常増殖し、血管が再
狭窄するというものである。
【００６９】
　傷害を与えた直後に、この懸濁液を、尾静注により投与した。投与後、２４時間経過し
てからその血管を摘出し、蛍光顕微鏡で観察したところ、傷害部位の血管平滑筋細胞に蛍
光発光が認められ、この細胞に薬物輸送剤が到達していると確認された。
【００７０】
　なお、ワイヤーにより傷害を受けていないマウスを対照として用い、同様に観察したが
、血管内の細胞に蛍光発光が認められず、細胞へ薬物輸送剤が到達していないと確認され
た。
【００７１】
（実施例１４）
　キトビオースに代えてキトヘキサノースを用いたこと以外は、実施例１３と同様にして
薬物輸送剤のコロイドを調製し、マウスに投与したところ、実施例１３と同様に血管の平
滑筋細胞に蛍光発光が認められ、この細胞に薬物輸送剤が到達していると確認された。
【００７２】
（比較例１）
　比較のため、実施例１３のようなＮ－アセチルグルコサミンの二糖であるキトビオース
に代えて、ガラクトースとグルコースとの二糖であるラクトースを用いたこと以外は、実
施例１３と同様にして薬物輸送剤を調製し、マウスに投与したところ、血管の平滑筋細胞
に蛍光発光が認められず、細胞に薬物輸送剤が到達していないと確認された。
【００７３】
　実施例１５に、本発明を適用する別なＮ－アセチルグルコサミン類である五糖のキトペ
ンタオースを有するポリスチレンビーズの薬物輸送剤の例を示す。また、比較例２に本発
明を適用外の五糖のマルトペンタオースを有するポリスチレンビーズの薬物輸送剤の例を
示す。
【００７４】
（実施例１５）
　実施例１３のキトビオースに代えてキトペンタオースを用いたこと以外は、実施例１３
と同様にして薬物輸送剤のコロイドの懸濁液を調製した。マウスの心臓の冠動脈にバルー
ンカテーテルを挿入し、冠動脈をバルーンカテーテルごと結紮し、３０分間の虚血後、結
紮を解き、再灌流を行ない、バルーンカテーテルで血管を押し広げる心筋梗塞モデルとし
て、虚血再灌流モデルを作製した。虚血再灌流直後に、この懸濁液を尾静注により投与し
た。投与後、２４時間経過してからその血管を摘出し、蛍光顕微鏡で観察したところ、傷
害部位の血管平滑筋細胞に蛍光発光が認められ、この細胞に薬物輸送剤が到達していると
確認された。
【００７５】
（比較例２）
　比較のため、実施例１５のようなＮ－アセチルグルコサミンの五糖であるキトペンタオ
ースに代えて、同じく五糖であるがＮ－アセチルグルコサミン糖鎖を有しないマルトペン
タオースを用いたこと以外は、実施例１５と同様にして薬物輸送剤を調製し、マウスに投
与したところ、血管の平滑筋細胞に蛍光発光が認められず、細胞に薬物輸送剤が到達して
いないと確認された。
【産業上の利用可能性】
【００７６】
　本発明のＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質は、平滑筋細胞、心筋細胞、骨
格筋芽細胞、ヘパトーマ細胞に特異的に存在するので、これらの細胞への選択的な薬物輸
送の薬剤の探索や、心筋組織や血管組織での炎症や再生等の生理機能のメカニズムの解明
に有用である。
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【００７７】
　本発明の薬剤や薬物輸送剤は、任意の形態での投与が可能な医薬品として、また遺伝子
複合体はトランスフェクション試薬として、虚血性心疾患治療に対するインターベーショ
ン治療後の血管傷害部位、心筋梗塞部位、感染症等の血管病変部位、細胞再生部位の細胞
近傍の標的部位へ特異的、集中的、効率的かつ安全に、薬物を輸送したり遺伝子を導入し
たりする治療のために用いられる。
【図面の簡単な説明】
【００７８】
【図１】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質と、各種糖鎖含
有ビニル系樹脂との結合の有無を示すグラフである。
【図２】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質の一次元電気泳
動にかけた結果を示す写真である。
【図３】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質の二次元電気泳
動にかけた結果を示す写真である。
【図４】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質が心筋細胞表面
又は血管平滑筋細胞表面に存在することを検討した結果を示す写真である。
【図５】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質を有している心
筋細胞のＧｌｃＮＡｃ基への接着に対するそのタンパク質デスミンのｓｉＲＮＡの影響を
検討した結果を示すグラフである。
【図６】本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパク質のＧｌｃＮＡｃ
基への結合能を検討した結果を示すグラフである。
【図７】様々な細胞における本発明を適用するＮ－アセチルグルコサミン糖鎖認識タンパ
ク質の発現と、ＧｌｃＮＡｃ基に対する結合能とを検討した結果を示すグラフである。
【図８】本発明を適用する薬物輸送剤の細胞への取り込みをフローサイトメトリーで検討
した結果を示すグラフである。
【図９】本発明を適用するプラバスタチンを包理させた薬物輸送剤で処理した心筋細胞に
おけるＮＯ産生を検討した結果を示すグラフである。
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