
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】化学的橋かけを経てリゾレシチンの水酸基
部分に結合した修飾生物活性蛋白。
【請求項２】生物活性蛋白が抗体である、請求項１記載
の修飾生物活性蛋白。
【請求項３】生物活性蛋白がスーパーオキシドディスム
ターゼである、請求項１記載の修飾生物活性蛋白。
【請求項４】下記式［Ｉ］で表わされる修飾生物活性蛋

白。
Ａ（Ｘ－Ｂ）k                              …［Ｉ］
A:生物活性蛋白の残基
B:グリセロールの２位に水酸基を有するリゾレシチンの
その水酸基の水素原子を除いた残基
X:化学的橋かけ
k:1以上の結合数
【請求項５】Ｘが

（ただし、R
1
，R

2
はいずれもアルキレン基）である、請

求項４記載の修飾生物活性蛋白。
【請求項６】生物活性蛋白が抗体である、請求項４記載
の修飾生物活性蛋白。

【請求項７】生物活性蛋白がスーパーオキシドディスム
ターゼである、請求項４記載の修飾生物活性蛋白。
【請求項８】下記式［Ｖ］で表わされるレシチン誘導
体。
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B:グリセロールの２位に水酸基を有するリゾレシチンの
その水酸基の水素原子を除いた残基。
R

3
：ヘテロ原子あるいはカルボニル基を中間に有するア

ルキレン基。
Z:カルボキシル基、保護されたカルボキシル基、あるい
はエステル活性化基が結合したカルボニル基。
【請求項９】請求項１～７のいずれか１項記載の修飾生
物活性蛋白を有効成分とする医薬。
【発明の詳細な説明】
［産業上の利用分野］
  本発明は、修飾生物活性蛋白に関する。
［従来の技術］
  薬物の効果を高め、副作用を減らす試みは、古くから
行なわれてきているが、最近採用されてきているものの
一つとして、ドラッグ・デリバリー・システム（DDS）
がある。DDSとは、薬物を必要とする部位へ、なるべく
選択的に、必要な時間の間移行させ、それにより薬物の
効果を高め全身的な副作用を大幅に減少させる試みであ
る。DDSに用いられるキャリアーとして種種のものがあ
るが、そのなかでリポソームとリピッドマイクロスフェ
アーがある。リポソームは、天然に存在する脂質例えば
レシチン、コレステロールなどを有機溶媒に溶解し、超
音波処理などにより水に拡散し、これに薬物を封入した
ものである。一方、リピッドマイクロスフェアーは、大
豆油をレシチンとともに水に懸濁したものであり、レシ
チンがその表面にあり、内部に薬物が封入されている。

両者とも、薬物は主として物理的な結合により内部に封
入されている。リポソームは、安定性が悪く、又リピッ
ドマイクロスフェアーは、封入する薬物が脂溶性でなけ
ればならず、その上特殊な製造装置を使用する必要があ
る。
［発明の概要］
  本発明者は、これら従来のものとは全く異なりしかも
優れた効果を挙げることのできるやり方について検討し
た結果、本発明を見いだした。
  このレシチン結合修飾生物活性蛋白は、生物体内分
布、細胞親和性が著しく異なり、従って生物活性蛋白の
薬理活性の強化、副作用の低下、吸収促進が期待でき
る。
  即ち、本発明は化学的橋かけを経てリゾレシチンの水
酸基部分に結合した修飾生物活性蛋白に関する。
  本発明の修飾生物活性蛋白はリゾレシチンの残基（Ｂ
で表わす）に化学的橋かけ剤を結合させたレシチン誘導
体を生物活性蛋白に１個以上結合して得られる。この修
飾生物活性蛋白は下記式［Ｉ］で表わされる。Ｂは下記
式［II］で表わされるグリセロールの２位に水酸基を有
するリゾレシチンのその水酸基の水素原子を除いた残基
である。
Ａ（Ｘ－Ｂ）k                              …［Ｉ］
A:生物活性蛋白の残基
B:グリセロールの２位に水酸基を有するリゾレシチンの
その水酸基の水素原子を除いた残基
X:化学的橋かけ
k:1以上の結合数

  上記式［II］において、Ｒは脂肪酸残基（アシル基）
であり、特に炭素数８～30の飽和～不飽和の脂肪酸残基
が好ましい。特に好ましくはミリストイル基、パルミト
イル基、ステアロイル基などの炭素数14～22の飽和脂肪
酸残基である。最も好ましくは代表的レシチンのアシル
基であるパルミトイル基である。式［Ｉ］におけるＸは
下記のような化学的橋かけ反応が行なわれた後のＡとＢ
を連結する有機基からなる化学的橋かけである。
  化学的橋かけ剤は上記リゾレシチン残基にエステル結
合で結合することが好ましい。化学的橋かけ剤の他端は

生物活性蛋白のアミノ基、アミド基あるいはカルボキシ
ル基などの官能基に直接結合する官能基を有する。また
は第２の化学的橋かけ剤（一方は生物活性蛋白の官能基
に結合し他方は第１の化学的橋かけ剤の官能基を有する
少なくとも２個の官能基を有する化合物）に結合しうる
官能基を有する。この第１の化学的橋かけ剤は官能基と
してカルボキシル基（－COOH）あるいはアミノ基（－NH
2 ）を有することが好ましい。この第１の化学的橋かけ
剤が結合したレシチン誘導体は下記式［III］で表わさ
れるものが好ましい。

  上記式［III］においてR
1
は炭素数１～24の直鎖状あ るいは分岐状アルキレン基であり、特に炭素数２～10の
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直鎖状アルキレン基である。Ｚ′は反応性の官能基であ
り、特にカルボキシル基あるいはアミノ基であることが
好ましい。Ｚは一時的に保護されたカルボキシル基やア
ミノ基、ハロホルミル基やアルコキシカルボニル基など
のカルボキシル基に変換しうる官能基であってもよい。
Ｚがカルボキシル基やカルボキシル基に変換しうる基で
ある式［VII］で表わされる化合物はたとえば

で表わされる酸無水物をHO－Ｂで表わされるリゾレシチ
ンに反応させる方法、(R

4
OCOR

1
CO)2 O（R

4
はアルキル基

等）で表わされるジカルボン酸ハーフエステル無水物を
リゾレシチンに反応させる方法、Ｒ′（COCl）2 で表わ
されるジカルボン酸ジクロライドをリゾレシチンに反応
させる方法などで製造される。この製造方法では通常溶
媒中で行なわれ必要により有機塩基を共存させて行う。
また、有機塩基を反応溶媒とすることもできる。反応溶
媒としてはたとえばクロロホルムなどのハロゲン化炭化
水素が用いられ、有機塩基としてはたとえばピリジン、

ピペリジン、トリエチルアミンなどが用いられる。その
後、エステル基やクロロホルミル基を有する生成物は、
加水分解等によりカルボキシル基に変換される。
  式［III］で表わされる化合物として表わされる化合
物として２－（６－アミノカプロイル）リゾレシチンは
公知である［A.J.Schroit他、Biochemistry,22,3616－3
623（1983）参照］。後述のように、このＺ′がアミノ
基である化合物を生物活性蛋白に結合させることが可能
である。しかし、生物活性蛋白との結合性を高めるため
にはＺ′がカルボキシル基である化合物を用いる方がよ
り有効である。従って、Ｚ′がアミノ基である場合、さ
らにジカルボン酸誘導体とを反応させて末端官能基をカ
ルボキシル基とすることが好ましい。このジカルボン酸
誘導体としては前記のような無水物、ハーフエステル無
水物ジクロライドなどがある。この反応の結果、下記式
［IV］で表わされるリゾレシチン誘導体が得られる。
HOOC－R

2
－CONH－R

1
－CO－Ｂ                …［IV］

上記式においてR
2
はR

1
と同様のアルキレン基であり、そ

の炭素数は２～10が好ましい。
  本発明におけるレシチン誘導体は上記式［III］や式
［IV］で表わされる化合物に限られるものではなく、末
端がカルボキシル基である種々の下記式［Ｖ］で表わさ
れる化合物であってもよい。

式［Ｖ］において、Ｚはカルボキシル基あるいは後述の
活性化されたカルボキシル基（特に、活性エステル基）
である。R

3
はR

1
などのアルキレン基や－R

2
－CONH－R

1
－

などのヘテロ原子やカルボニル基を中間に有するアルキ
レン基である。
  これら式［III］，［IV］，［Ｖ］で表わされるレシ
チン誘導体を直接にあるいは第２の化学的橋かけ剤を用
いて生理活性蛋白に結合させる方法としてはたとえば以
下のものが挙げられる。
  式［III］，［IV］あるいは［Ｖ］の化合物におい
て、Ｚ基やＺ′基が－COOHのときには、例えばカルボジ
イミド法、塩化シアヌル法により行い、式［III］にお
いてＺ′が－NH2 のときには、例えばSPDP［Ｎ－スクシ
ンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネー
ト］法、カルボジイミド法、塩化シアヌル法により行な
われる。カルボジイミド法では、例えば１－エチル－３
－（ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（EDC）
又はジシクロヘキシルカルボジイミド（DCC）を用い、
－CONH－結合で生物活性蛋白とレシチンとが結合する。
又、塩化シアヌル法では、塩化シアヌルを用い下記結合
（－NH－の１つは生物活性蛋白のアミノ基由来）

を経て生物活性蛋白とレシチンとが結合する。SPDP法で
は、－NH－CO－CH2 CH2 －Ｓ－Ｓ－CH2 CH2 CONH－結合によ
り両者が結合する。これらの方法では、従来行なわれて
いる反応条件もしくはそれらに近い条件で行なわれる。
例えばレシチンと生物活性蛋白とに前記の結合剤を加え
室温で２～20時間反応させる。この際、レシチンを生物
活性蛋白に対して等モルより大過剰で用いる。
  生物活性蛋白に対する結合性を高めるために、特にカ
ルボキシル基末端の式［III］，［IV］，［Ｖ］で表わ
される化合物のカルボキシル基を活性化して生物活性蛋
白に結合させる方法の採用が好ましい。この活性エステ
ル化法は公知である（泉屋他、「ペプチド合成の基礎と
実験」（1985）丸善（株）発行、を参照）。この方法
は、カルボキシル基を活性の高いエステル基に変換した
後、このエステルを生物活性蛋白のアミノ基と反応させ
てアミド結合によりレシチン誘導体と生物活性蛋白を結
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合させる方法である。活性エステルとしては、たとえ
ば、Ｐ－ニトロフェニルエステル、1,3,5－トリクロロ
フェニルエステル、ペンタフルオロフェニルエステル、
2,4－ジニトロフェニルエステル、Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル、Ｎ－ヒドロキシピペリジンエステ
ル、Ｎ－ヒドロキシ－５－ノルボルネン－2,3－ジカル
ボン酸イミドエステル、８－ヒドロキシキノリンエステ
ル、２－ヒドロキシピリジンエステルなどがある。
  本発明で用いられる生物活性蛋白は、生物活性を有す
る蛋白であれば、どんなものでもよい。例えば、抗体
（モノクローナル抗体、ポリクロナール抗体）、ペプチ
ド性細胞成長因子（例えばNGF、EGF、FGF、CSF、EPO、
インターロイキン１～４、CDF、ECGF、EGF）、インスリ
ン、シクロスポリン、成長ホルモン、インターフェロン
又はインターフェロン誘導物質、リウマトイド因子、生
物活性を有する酵素（例えばウロキナーゼ、スーパーオ
キシドディスムターゼ（SOD）、カルジノゲナーゼ、ス
トレプトキナーゼ、エラスターゼ）、蛋白を置換基に有
する薬物又はその他の蛋白製剤（例えば各種肝炎ワクチ
ン）を含む。本発明の修飾生物活性蛋白は、従来のもの
に比べて製造が容易で、しかも生物活性蛋白の溶解性に
関係なく修飾が可能である。
  又、本発明の成分の一つであるレシチンは、天然に広
く存在する毒性のない物質であるので、本発明の物質は
毒性の点からも安全である。
［実施例］
実施例１
  ２－（６－アミノカプロイル）リゾレシチン（式［II
I］においてR

1
はペンタメチレン基であり、Ｚ′は－N

H2 、ＢのＲはパルミトイル基）（0.0045g、0.006mモ
ル）の水溶液（100μｌ）に、氷冷下DMF（0.2ml）に溶
解した塩化シアヌル（61mg）を4.2μｌ加え、pHを炭酸
ナトリウムによりpH6.5～7.0とし１時間撹拌した。これ
にIgG（1mg、ホスフェート緩衝液中、332μｌ）を加えp
H7.0に保ち、室温で一晩撹拌して、IgG－レシチンを得
た。
実施例２
  実施例１で用いた２－（６－アミノカプロイル）リゾ
レシチンの水溶液（100μｌ、0.006mモル）にIgG（1m
g、ホスフェート緩衝液中、332μｌ）を加え、さらにED
C（1.3mg）と砂糖（2mg）とを加え、２時間25℃でイン
キュベーションした後、中性で一晩放置した。次に、PB
Sで４℃で透析して、IgG－レシチンを得た。
実施例３（生物活性試験）
（Ｉ）本発明物質の細胞親和性を以下の方法で調べた。
  ヒトの抹消血液（25ml）からFicoll Paqueを用いて赤
血球とリンパ球とに分取し、RPMI1640（10％FGS添加）
に懸濁した。それぞれに［

125
I］IgG－レシチン（IgGと

して10μｇ）を添加、37℃で３時間インキュベートし、
生理食塩水により４回洗浄し、細胞内に取り込まれてい

るか又は結合しているIgGの量をカウントした。
  同様にして、［

125
I］IgG単独並びにレシチンと［

125

I］IgGとを単に混合したものを用いて実験を行なった。
（Ａ）実施例で得られたIgG－レシチンのリンパ球親和
性は、次の通りである。この場合、同量のIgGを含むリ
ピッドマイクロスフェアーについても実験を行なった。
    材料                              取込量（％）
実施例１の生成物                        0.84      
実施例２の生成物                        0.91      
遊離のIgG                               0.43      
レシチン＋IgG                           0.32      
IgGマイクロスフェアー                   0.69      
（Ｂ）実施例で得られたIgG－レシチンの赤血球親和性
は、次の通りである。
    材料                              取込量（％）
実施例１の生成物                        2.1       
実施例２の生成物                        2.2       
遊離のIgG                               1.68      
レシチン＋IgG                           1.0       
  上記の結果から分かるように、本発明の物質は、遊離
の生物活性蛋白又はそれとレシチンとの単なる混合物に
比べて細胞親和性に優れている。
（II）本発明物質の動脈病変部への移行について、以下
の方法により調べた。
SHR－SPラット（16週令、雄、ウィスター種）に、IgGと
して100μg/匹の量で［

125
I］IgG－レシチン（溶媒:PB

S）を静脈内に投与した。３時間後、脱血し、大動脈を
摘出し、動脈部に取り込まれた［

125
I］IgGの量をカウ

ントした。
  一方、正常なラット及び遊離の［

125
I］IgGを用いて

同様な実験を行なった。
  結果は、次の通りである
IgG－レシチン
ラットの種類                          取込量（％）
  SHR                                   0.56      
  正常                                  0.29      
IgG
ラットの種類                          取込量（％）
  SHR                                   0.24      
  正常                                  0.32      
  上記の結果から分かるように、本発明の物質は動脈病
変部へ多量に取り込まれ、そのため優れた薬理効果を発
揮することが分かる。
（III）本発明物質の癌細胞への親和性について調べ
た。
  MM46癌細胞をRPMI 1640（10％FCS添加）に２×10

6
個/

mlになるように浮遊させ、これにIgGとして10μg/mlと
なるように［

125
I］IgG－レシチンを加え、37℃で３時

間インキュベートし、次に生理食塩水により洗浄し、MM
46癌細胞に取り込まれた又は結合されたIgGの量をカウ
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ントした。
  別に、［

125
I］IgG単独を使用して、同様な実験を行

なった。
材料                                  取込量（％）
IgG－レシチン                            7.5      
IgG                                      1.0      
  上記の結果から分かるように、本発明の物質は、癌細
胞に極めて多量に取り込まれることが分かる。
（IV）次に、本発明の物質の体内分布について調べた。
  C3Hマウス（雄、20～25g）を用い、IgG50μg/匹とな
るように［

125
I］IgG－レシチン（溶媒:PBS）を静脈内

投与し、３時間後に殺し、体内各臓器の分布を調べた。
  一方、［

125
I］IgG単独、［

125
I］IgGとレシチンとの

単なる混合物又は［
125

I］IgGリピッドマイクロスフェ
アーを用いて、同様な実験を行なった。
  結果を次に示す。

  上記の結果から分かるように、本発明の物質は、各臓
器への取込に優れていることが分かる。特に、肝臓への
取込に極めて優れているということができる。
  これら実験の結果からいえることは、前述したよう
に、本発明の物質は、生物体内分布、細胞親和性が著し
く異なり、従って生物活性蛋白の薬理活性の強化、副作
用の低下、吸収促進が期待できる。
  又、（Ｉ）～（IV）の結果に示されるように、本発明
の物質が、遊離の生物活性蛋白又はそれとレシチンとの
単なる混合物に比べて優れた異なる物性を示すことか
ら、レシチンと生物活性蛋白とが共有結合していること
は明らかである。
実施例４
２－（４－ヒドロキシカルボニルブチロイル）リゾレシ
チンの合成レシチン導入法
  グリセロールの２位が水酸基であるリゾレシリン（Ｂ
のＲはパルミトイル基、以下同様）204mg（0.4mmol）の
クロロホルム－ピリジン（8ml/2ml）懸濁液に、DMAP
（N,N－ジメチルアミノピリジン）98mg（0.8mmol）、無
水グルタル酸91mg（0.8ml）を加え、60℃で15時間撹拌
した。反応液を冷却し、減圧濃縮した。濃縮残渣にクロ
ロホルム：メタノール：水－4:5:1（2ml）を加えて溶解
し同液に浸したイオン交換カラム（Dowex 50W－X8）に
通した。減圧濃縮した後、残渣をシリゲルカラムにより
精製した。225mg（0.36mmol,90％）。
1
H－HMR（CDCL3 ）0.84（t,3H）,1.20（brs）,1.52－1.6

0（brs,2H）,1.80－1.95（m,2H）,2.20－2.42（m,6H）,

3.35（s,9H）,3.78（m,4H）,3.90－4.35（m,4H）,5.20
（s,1H）．
実施例５
２－（４－ヒドロキシカルボニルブチロイル）リゾレシ
チンの活性エステル体の合成
  実施例４で得られたカルボン酸225mg（0.36mmol）をD
MF（N,N－ジメチルホルムアミド）5mlに溶解させ、０℃
に冷却し、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド41mg（0.36mm
ol）、DCC（ジシクロヘキシルカルボジイミド）74mg
（0.36mmol）を加えた。トリエチルアミンでpH6～７に
調製し、室温で15時間撹拌した。不溶物をセライトで濾
過して、活性エステル体のDMF溶液を得た。
実施例６
２－（４－ヒドロキシカルボニルブチロイル）リゾレシ
チンの活性エステル体の合成
  実施例４で得られたカルボン酸225mg（0.36mmol）を
ジクロロメタン5mlに溶解させ、０℃に冷却し、Ｎ－ヒ
ドロキシスクシンイミド41mg（0.36mmol）、DCC74mg
（0.36mmol）を加えた。トリエチルアミンでpH6～７に
調製し、室温で15時間撹拌した。不溶物をセライトで濾
過し、活性エステル体のジクロロメタン溶液を得た。
実施例７
２－［Ｎ－（２－ヒドロキシカルボニルプロピオニロキ
シ）－６－アミノカプロイル］リゾレシチンの合成
  実施例１で用いたものと同じ２－（６－アミノカプロ
イル）リゾレシチン234mg（0.32mmol）のクロロホルム
－ピリジン（8ml/2ml）懸濁液に、DMAP177mg（0.96mmo
l）無水コハク酸96mg（0.96mmol）を加え、60℃で15時
間撹拌した。反応液を冷却し、減圧した後濃縮した。濃
縮残渣にクロロホルム：メタノール：水＝4:5:1（2ml）
を加えて溶解し、同液に浸したイオン交換カラム（Dowe
x 50W－X8）に通した。減圧下濃縮した後、残渣をシリ
ゲルカラムにより精製した。134mg（0.19mmol,58％）。
1
H－HMR（CDCL3 ）0.87（t,3H）,1.20（brs）,1.45－1.6
0（m,8H）,2.30（t,4H）,2.40－2.60（brs,4H）,3.10
（brs,2H）,3.24（s,9H）,3.67（brs,2H）,3.93（m,2
H）,4.05－4.20（m,4H）5.20（m,2H）．
実施例８
２－［Ｎ－（３－ヒドロキシカルボニルプロピオニロキ
シ）－６－アミノカプロイル］リゾレシチンの活性エル
テル体の合成
  実施例７で得られたカルボン酸134mg（0.19mmol）を
ジクロロメタン5mlに溶解させ０℃に冷却し、Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミド22mg（0.19mmol）、DCC39mg（0.1
9mmol）を加えた。トリエチルアミンでpH6～７に調製
し、室温で15時間撹拌した。不溶物をセライトで濾過
し、活性エステル体のジクロロメタン溶液を得た。
実施例９（レシチン化）
  活性エステルレシチンの溶媒を留去し0.1M Borate bu
fferに溶解したSODを添加し、０℃１時間、さらに室温
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で２時間反応させ、蒸留水に対し透析した。この溶液を
そのままで以後の測定に用いた。
  下記表 はSODとして牛SODを用いた試験の結果を示す
ものであり、下記表 はSODとしてヒトSODを用いた試験
の結果を示すものである。表中の「反応に用いたレシチ
ンの量」はSOD中のアミノ基１モル当量に対する活性エ
ステルレシチンのモル当量を表わす。「TNBS法による導
入数」とはSOD1モルあたり平均の導入されたレシチンの
数（モルで表わす）を表わす。「残存活性」とはレシチ
ン導入前のSODの活性を100％とした場合のレシチン導入
SODの相対活性を表わす。
  なお、SODおよびレシチン導入SODの活性は、xanthine
 oxidase存在下にxanthineが酸化された場合に発生する
スーパーオキシドアニオンをSODが消失させる活性を測
定することによって測定した。

実施例10
火傷マウスに対する効果
  C3 Hマウスの背中を脱毛した後、電気ゴテを400℃に加
熱し、10秒間押し当て、火傷マウスを作製した。
  火傷直前と30分後レシチン化SODを10μm/kg静脈投与
し、無投与群とレシチン化SOD投与群とで治癒の程度を
比較した。
  治癒の程度は、 傷口が乾燥している
かさぶたが出来ている
火傷のあとの面積が小さくなっている
回りに毛が殖えはじめた

の条件のうち１つを満たすごとに＋を加えた。
［結果］

  以上レシチン化SOD投与群の方が無投与群に比べ有意
に治癒が早かった。
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