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 出血や血液疾患、外科手術などに適応される血小板輸血液は安定性が低く、厳しい保管条件の下でも

採血からわずか４日しか利用できない。これまでに受け入れ先研究室では、安定した血小板供給を目的

として血清アルブミンやポリマーを用いた人工血小板を開発している[1, 2]。 

 これまでの報告により、がん細胞が血小板を活性化すること、活性化血小板が腫瘍に蓄積することが

明らかになっている。さらに、血小板を標的としたナノ粒子が、乳がん組織へ蓄積することが報告され

ている[5]。本研究では、人工血小板の腫瘍移行性を評価することにより、人工血小板の抗がん剤送達の

可能性を評価した。 

 

【人工血小板の腫瘍指向性評価】 

 ポリマーX に 2 種類の血小板様ペプチドを融合した人工血小板を作製した。マウス乳がん細胞である

4T1 細胞を mammary fat pad へ同所移植した担がんモデルマウスにて、人工血小板とポリマーX の腫瘍指

向性を評価した。 

 

人工血小板および比較対象であるポリマーX は Alexa Fluor 647 で蛍光標識した。本蛍光物質が IVIS 

Spectrum (Perkin Elmer)装置にて観察出来るか否か、また、どのフィルターが適切であるかを評価した (図

6）。AF647 の蛍光は励起光 640 nm および蛍光 680 nm の組み合わせで最も強いものが得られた。 

 

 

図 1  生体内イメージング装置における定量の最適化評価 

 

 

図 2 投与スケジュール 

 

 上図のように、Balc/c 雌マウスの第四乳房に 4T1 細胞を移植し、2 週間後、蛍光標識した人工血小板及

びポリマーX を投与した (図 2)。投与から 1, 2, 6, 24 時間後に IVIS 装置にて ex/em = 640/680 nm の蛍光

を測定した。また、投与から 24 時間後に安楽死させたのち、下大静脈から採血をし、さらに心臓から PBS

を灌流した。各臓器（腫瘍、肝臓、脾臓、腎臓、肺、心臓）を回収した。臓器に対して 10 倍量の RIPA 

buffer を加え、ホモジナイズした。腫瘍と肺の一部は OCT コンパウンド中で凍結させ、凍結切片に用い

た。 
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図 3 マウス乳がん同所移植モデル 

 

 静脈内投与後の各臓器の蛍光を測定することによる体内分布を評価したところ、ポリマーX と人工血

小板の間に有意な差は認められなかった (n=4-7, 図 4)。また、腫瘍内投与 (n=2) の場合、人工血小板の

方がポリマーX よりも全体的に高い蛍光が得られたが、分布に差は見られなかった (図 4)。 

  

  

 

 

図 4 生体内分布評価 

 

 また、生体内イメージング装置 IVIS による投与後のマウスの蛍光の経時変化は図 5,6 のようになっ

た。ポリマーX (図 5)、人工血小板 (図 6) ともに、マウス全体に焦点を合わせた場合、自家蛍光以上の

蛍光を得ることはできなかった。一方、腫瘍の周囲を黒紙で覆うと、投与前後で蛍光に変化が見られた

ことから、腫瘍の蛍光を観察することに成功した。これを定量したものを図 7 に示す。図 4 の結果に同

じく、投与後 24 時間後においてはポリマーX と人工血小板の蛍光にほとんど差は見られなかったもの

の、投与後 6 時間後においては人工血小板の方がポリマーX よりもより腫瘍に蓄積している傾向が得ら

れた (図 7)。 
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図 5 ポリマーX の体内分布 

 

図 6 人工血小板の体内分布経時変化 

 

図 7 腫瘍分布の経時変化 

 

 

以上、仮説と異なり本人工血小板は、ポリマーX よりも高い腫瘍移行性を示すことが出来なかった。今

回人工血小板の作製に利用したポリマーX は、分子量が大きいために、肝臓で捕捉されたのではないか

と考えられる。そこで、現在分子量がポリマーX と比較して 10 分の 1 以下のポリマーX’を使った人工血

小板を作製し、評価中である。図 7 の結果を踏まえて、ポリマーX’をベースとした人工血小板において

は、投与後 6 時間後と 24 時間後の 2 点で臓器を採取し、評価する。 

 

【Ex vivo 結合活性試験】 

 上述の通り、ポリマーX’を基に新たな人工血小板を作製した。In vivo 腫瘍移行性については現在評価

中であるが、ex vivo での腫瘍結合性について評価を行ったので報告する。Saline 投与群の腫瘍について

8 m の凍結切片を作製し、ポリマーX’及びポリマーX’をベースに作製した人工血小板 (人工血小板’)を

インキュベートした。ポリマーX’及び人工血小板’は赤色の蛍光にて標識されている。インキュベート後

PBS にて洗浄後に封入し、共焦点顕微鏡にて蛍光を観察した。 

 その結果、ポリマーX’は腫瘍の間質に結合した一方で、人工血小板’は凝集塊を形成しながら間質及び
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腫瘍細胞へ結合した (図 8)。このメカニズムについて、人工血小板’は腫瘍内に血小板が凝集したポイン

トへ集積したのではないかと考えられる。今後、血小板と共染色したり、コラーゲン抗体との競合性評

価をすることにより、この結合様式の違いについて明らかにしたいと考えている。 

 

 

図 8 ex vivo 結合実験 

 

【ブロメライン付加人工血小板の作製】 

 ポリマーX’をベースとした人工血小板が仮説通り腫瘍移行性を示す場合、血小板の分布同様に、人工

血小板は腫瘍のより外側に存在する細胞外マトリックスへより多く接着すると考えられる。腫瘍におけ

る細胞外マトリックスは、腫瘍微小環境を形成し、薬物送達を妨げることが知られている。そこで、人

工血小板に微小環境改善剤をコンジュゲートしたものを作製し、後に投与する抗がん剤の効果を増強す

る治療法を考案した。 

 ブロメラインは分子量約 30kDa のシステインプロテアーゼであり、パイナップルの茎などに存在する。

日本では壊死組織の分解を目的に、創傷部位への利用が認められている。また、血栓溶解や抗炎症作用、

抗がん作用などを有することも明らかになっている[3]。さらに、ブロメラインは細胞外マトリックスを

分解することから、腫瘍へのナノ薬物の蓄積を促進する[4]。 

 まず、ポリマーXとブロメラインの融合体を作製した (図 9)。15 mgのポリマーXを 3 mLの 50% DMSO

に溶解し、室温下で 1 時間撹拌した (800 rpm)。150 mg/mL の sulfo-NHS を 57.3 mL、50 mg/mL の EDC

を 151.7 mL 加え、室温でさらに 1 時間撹拌した。PBS に溶解した 1.5 mL の 10 mg/mL Bromelain を加え、

室温で 24 時間撹拌し、反応後、30% DMSO、10%DMSO で透析した後、さらに 5 回のイオン交換水での

透析を行った。 

 得られた反応物について、タンパク質が結合しているか否かを BCA protein assay にて評価した。なお、

パンデミックの影響で機器トレーニングを受けることが制限されており、プレートリーダーには渡米後

数ヶ月アクセス出来なかったことから、まず定性的評価を行い、ポリマーX-ブロメライン融合体にタン

パク質が存在することを確認した (図 9 左)。一方、ブロメラインは等電点 9.55 の塩基性タンパク質であ

ることから、架橋剤である sulfo-NHS および EDC を用いずともポリマーX へ結合するのではないかと考

えた。そこで、ポリマーX とブロメラインを混和しただけのものを作製し、ポリマーX-ブロメライン融

合体とのタンパク質量を比較した。その結果、架橋剤を用いないとブロメラインはポリマーX へ結合し

なかった (図 9)。またこのとき、1 つのポリマーX に約 1 つのブロメラインが結合していることが計算上

明らかになった。 

 

 

図 8 ヒアルロン酸へのブロメラインの結合性評価 

 次に、コラーゲンを用いたブロメラインの活性評価を行った。5%ゼラチンを 37ºC で融解し、バイアル

に分注した後に室温で一晩放置した。コラーゲンゲルが固まったことを確認した後、ネガティブコント

ロールとして超純水 (DW)をポジティブコントロールとしてブロメラインを添加し、ポリマーX-ブロメ

ライン融合体と比較した。室温で 24 時間放置したのちの写真を図 10 に示す。ブロメラインによるコラ

ーゲンの分解が確認された一方で、ポリマーX-ブロメライン融合体は酵素活性を維持していないことが

ポリマーX’ 人工血小板’

DW HA-Bro

Protein - + 0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

conjugation mix

P
ro

te
in

 c
o

n
c.

 (
m

g
/m

L)

BCA protein assay

N.D.



示された。 

 
 

図 9 ブロメライン活性試験 (1) 

 

 ブロメライン活性が失活した理由について、透析中の自己分解が原因ではないかと考え、透析を室温か

ら氷浴上に変更した。この時点でプレートリーダーが使えるようになったため、本試験では既報に従い、

24 時間反応後の上清をタンパク質定量することで活性を求めた。その結果、ポジティブコントロールの

ブロメラインと比較して、ポリマーX-ブロメライン融合体は約 80%の活性を維持していることが示され

た (図 10)。 

 

図 10 ブロメライン活性試験 (2) 

 

 以上、ブロメラインとポリマーX の融合体を作製することに成功した。ブロメラインがポリマーX ベ

ースの人工血小板にも結合するか否かについては、現在評価中である。 

 

 【結論】 

 人工血小板の腫瘍指向性は、本人工血小板の材料であるポリマーX との間に差は見られなかった。評

価時間やポリマーX の分子量を変えることにより、今後より高い腫瘍移行性を示す抗がん剤のキャリア

の作製及び評価が期待される。また、腫瘍微小環境改善作用を有するタンパク質ブロメラインとポリマ

ーX を結合させることに成功した。今後、抗がん剤と併用した際の抗腫瘍効果について評価する。 
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