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酸を新規薬剤として臨床応用するにあたり、鎖長解析

技術、一定以上の平均鎖長を持つポリリン酸を製造す

る技術、胃酸に対して分解されずに腸管病変まで到達

させる技術、の開発が必須である。そこで本研究で

は、①ポリリン酸の鎖長解析技術の確立、②一定の鎖

長以上の長鎖ポリリン酸を製造する技術の確立、③腸

溶化製剤の作成とその作用解析、を目的とした。

【方　法】

１．ポリリン酸の鎖長解析技術の確立

　長鎖ポリリン酸および各鎖長のポリリン酸（Bioe-

nex, JP）の鎖長解析を行った。解析はToso 0008025 

TSKgel GMPWXL（７.８x３０cm）カラムを用いた。展開

溶媒、流速、試料調整濃度が異なる条件で、HPLCによ

る鎖長解析を行い、最適な測定条件を検討した。さら

に、同時再現性や直線性についても検討した。

２．長鎖ポリリン酸の製造方法（ラージスケール）の

検討

　酵素法による長鎖ポリリン酸の製造方法について検

討した（図１）。ヒトへの臨床応用を視野に入れ、反応

系に用いるものは全て非動物由来のものとした。ま

た、非動物由来のポリリン酸合成酵素およびピルビン

酸キナーゼは独自の合成系で作製した。

３．腸溶化長鎖ポリリン酸の作用解析

　ゼラチンカプセルに長鎖ポリリン酸を封入し腸溶コ

ーティングを行うことで長鎖ポリリン酸の腸溶化剤を

作成した。ラットDSS腸炎モデルに経口投与し、腸管

【研究の背景と目的】

　哺乳動物の腸管には２０００種類以上の細菌が共生し

腸管の恒常性維持に必須の役割を担っている。これら

腸内細菌叢の異常は、潰瘍性大腸炎やクローン病を含

む炎症性腸疾患の発症や重症化と深く関係してい

る１）。細菌の中でも乳酸菌やビフィズス菌、バシラス

菌などの宿主に有益なものはプロバイオティクスと呼

ばれ、腸管炎症などによる様々な腸管障害を改善する

ことが知られている。我々は、これらの菌から分泌さ

れる生理活性物質を同定する技術を確立し２）、乳酸菌

由来の腸管保護活性物質が長鎖ポリリン酸であること

を世界で初めて明らかにした。さらに、この長鎖ポリ

リン酸には、腸管バリア機能を増強し、炎症性腸疾患

モデルにおける腸管障害や過剰な腸管の線維化を著明

に改善する作用があることを証明した３、４）（特許第

５５２６３２０号）（特許第５６６０５０８号）。

　この研究成果は、「プロバイオティクス由来の活性

物質ポリリン酸を用いた新規炎症性腸疾患治療薬の開

発」として文部科学省橋渡し研究加速ネットワークプ

ログラム　シーズBに採択された。現在、３年以内の

非臨床POC獲得および平成２７年度内の臨床試験開始

を目標としてプロジェクトが進行中である。一方、そ

の後の研究により、長鎖ポリリン酸の中でも、平均鎖

長１００以上のもののみが薬理作用（腸管障害改善効果）

を発揮すること、胃酸などの低pHによって分解され

ることを明らかにした。すなわち、この長鎖ポリリン

依 頼 稿（報告）
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３０cm）

　展開溶媒： １0mM Acetate buffer pH６.０-０.５M NaCl

　流速： ５００μl/min

　検出： ２６０nm

　試料調整： ２０mg/ml（H２O）を１０μl

　同一サンプルによる同時再現性は極めて良好であっ

た（表１）。また、各濃度における測定の結果、R２＝

０.９９８９と極めて高い直線性を示し（図２）、本条件が

ポリリン酸の鎖長測定に適していることが示された。

２．長鎖ポリリン酸の製造方法（ラージスケール）の

検討

　酵素法による長鎖ポリリン酸製造プロトコールを検

討した。反応系に用いられるポリリン酸キナーゼ、ピ

ルビン酸キナーゼは独自の方法で製造を行った。ま

た、材料としてアデノシン二リン酸、ホスホエノール

ピルビン酸１カリウム塩を用いた。いずれも非動物由

来のものを用いた。反応は５０Lタンクで行い、随時撹

改善作用を検討した。腸炎モデルは６週齢ラットに

DSS溶液（３％）を５日間自由飲水させ，その後２０日

間通常の水を飲水させることで作成した。初日から７

日間連日腸溶化ポリリン酸を強制投与し７日目に大腸

を切除し、ホルマリン固定および蛋白、RNAの回収を

行った。蛋白発現の解析にはwestern blottingを、RNA

の解析にはRT-PCRを用いた。また、ホルマリン固定

した大腸切片はヘマトキシリン－エオジン（Hema-

toxylin-Eosin；HE）染色を行った。

【結　果】

１．ポリリン酸の鎖長解析技術の確立

　Toso 0008025 TSKgel GMPWXL（７.８x３０cm）カラム

を用いて、種々の展開溶媒、流速、試料調整濃度にて

鎖長解析を行った結果、以下のような最適条件が明ら

かになった。

　カラム： Toso 0008025 TSKgel GMPWXL（７.８x 

図１　酵素伸長反応による長鎖ポリリン酸の精製方法の概要

表１　同時再現性の検討結果（同一サンプルによる

UV値）

UV値測定回数

７８１３１９１

７８５３６４２

７７３４０１３

７９１０２０４

７７９５３０５

７８２１２６.８Average

６５７８.４４９SD

０.８４１１CV(%)

図２　長鎖ポリリン酸の鎖長解析技術による直線性の

検討
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３．腸溶化長鎖ポリリン酸の作用解析

　長鎖ポリリン酸を人口胃液（塩化ナトリウム２.０g＋

塩酸７.０ml＋H２０ １０００ml）に加え、HPLCおよび電気

泳動にて鎖長解析を行った結果、短時間で短鎖化する

ことが明らかになった（図４）。そこで【方法】で述べ

たように腸溶化長鎖ポリリン酸を作製し、ラット腸炎

拌と氷冷を繰り返した。反応時間は１７～１８時間とし

た。その後、NaClと中空糸型UF膜を用いて精製し、

長鎖ポリリン酸を得た。３ロット試作しHPLCで解析

した結果、いずれも十分な鎖長で、同様の波形を示し

ており、再現性の高い製造方法であると考えられた

（図３）。

図５　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による腸管長の変化（ラット DSS腸炎モデル）

図４　人口胃液によるポリリン酸の短鎖化

図３　長鎖ポリリン酸のロット毎の鎖長分析結果
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図６　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による組織学

的炎症所見の変化（ラット DSS腸炎モデル）

モデルに７日間経口投与を行った。その結果、腸管長

の短縮（図５）および組織学的炎症所見（図６）は濃

度依存性に改善した。また、腸管組織中の炎症性サイ

トカイン（TNFβ、IL－１β）の過剰発現も濃度依存

性に低下した（図７）。一方、腸溶化していない長鎖ポ

リリン酸を経口投与しても組織学的改善は得られなか

った（図８）。以上から、長鎖ポリリン酸の腸溶化経口

剤はラット腸炎モデルの改善に有用であった（特許申

請準備中）。

【考　察】

　本研究によって、長鎖ポリリン酸の評価系が構築さ

れ、ラージスケールでの製造法が確立した。また、腸

溶コーティングを用いて製造した腸溶化長鎖ポリリン

図７　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による炎症性サイトカインの発現変化（ラット DSS腸炎モデル）

図８　長鎖ポリリン酸（原薬）の経口投与による組織学的炎症所見の変化（ラット DSS腸炎モデル）
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きている。今後、医薬品医療機器総合機構（PMDA）

との薬事相談および臨床試験計画の承認へ向けて、本

研究成果を発展させて行きたい。
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酸の経口投与はラット腸炎モデルの腸管障害を有意に

改善した。以上から、長鎖ポリリン酸を用いた新規炎

症性腸疾患治療薬の開発プロジェクトにおいて大きな

ハードルであった原薬の製造や評価方法の確立、腸溶

化経口剤の有効性検証に関する基盤的な研究成果が得

られた。

　潰瘍性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾

患は、原因不明の難治性疾患であり根治治療はない。

活動期には炎症性サイトカインであるTNFβ、IL－１β

の増加が認められ、これらのサイトカインは本疾患の

治療標的と考えられている５）。本研究に用いたラット

腸炎モデルでもこれらのサイトカインが過剰発現して

おり、炎症性腸疾患のよいモデルであることが示唆さ

れる。このモデルに対し腸溶化長鎖ポリリン酸の経口

投与が腸管短縮や炎症性サイトカインの発現を強く抑

制することが証明できた。よって腸溶化長鎖ポリリン

酸は、炎症性腸疾患治療における新規の経口剤として

臨床応用が可能であると考えられる。

　長鎖ポリリン酸を臨床応用するにあたって、薬剤と

しての安定性や安全性、体内動態について明らかにす

る必要がある。本研究と並行して、長鎖ポリリン酸の

安定性、催腫瘍作用、体内動態についても検討を行っ

ており、現在、信頼性基準での前臨床試験を行ってい

る。また、GMP準拠を原則としたポリリン酸製造ラ

インの確保や製剤化、出荷と保存の体制もほぼ構築で
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