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1. Abstract 
Inflammation is associated with poor prognosis of numerous 
diseases, including cancer <1>. Interleukin-6 (IL-6), a ·pro
inflammatory cytokine in blood, is a critical target for treating 
cancer gro\vth and associated phenomena like muscle-loss and
other cancer-related deteriorations - particularly given its positive
correlation with worsened prognoses (ZJ_ IL-6 also decreases the 
efficacy of doxorubicin (DOX), a common anti-cancer drug <3J_ 
Thus, IL-6 is an import皿t target for treating cancer growth. We 
have previously shown oral administration of siSMAPoTN, an
antioxidant-based nanoparticle, can significantly reduce.blood 
plasma IL-6 through the intestinal scavenging of reactive oxygen
species (ROS) (4>_ The administration of siSM紐oTN to tumor
bearing mice mitigated the cachectic state by suppressing IL-6 
elevation; however, it did not inhibit solid tumor grO\vth. In this 
work, we aimed to suppress IL-6 elevation and inhibit the growth 
of solid tumors by loading DOX into the nanopai·ticles to form
DOX@siSM紐oTN, synergistically increasing DOX efficacy with 
the nanoparticle. Both siSM紐oTN and DOX@siSMAPoTN were 
characterized for properties like size and drug release profile at 
differing pH, in addition to their toxicity in various cancer cell lines. 
In this work, we successfully synthesized nanoparticles of 
satisfactoり， sizes and found they had a toxic effect on cancer cells. 

2. Introduction
Inflammation is related to up to 20% of cru1cer-related deaths <1> 
Specifically, Lippitz et al. found that elevated levels of the IL-6 
marker are significantly associated with worse prognosis in 86% 
of patients in 23 different cancer types <2>, while Chen et al. found
that the efficacy ofDOX was decreased in leukemia mice with IL-
6, compared to the IL-6 knockout condition <3>_ Our prior work 
showed that selectively reducing 
intestinal ROS through orally 
administered siSMAPoTN 

significantly lowered· blood 
plasma IL-6(4). However, this
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we tested the efficacy of ↓ 00X
DOX@siSM紐orn, an anti- • --
cancer drug-loaded antioxidant ↓
nanoparticle, in inhibiting solid 
tumor growth through the 
reduction of intestinal ROS, 
decreased blood plasma IL-6, and 
increased efficacy of DOX in cell Fig I: Utilizing DOX@siSMAPo-「N
models (Fig. 1). to reduce tumor groヽvth via targeted 

decrease of blood plasma IL-6 

3. Experimental 
3.1 DOX@siSMAPoTN synthesis and character ization
PEG, TEMPO, and trialkoxysilyl moieties were chemically bound
with commercially available poly(styrene-co-maleic anhydride) to 
prepare siPSMA(T)-g-PEG (Fig. 2). The DMF solution of 
siPSMA(T)-g-PEG were dialyzed against water, leading to the 
self-assembly of nanoparticles (diruneter: tens of nanometers), 
forming siSMAPorn_ DOX was loaded into the nanoparticle during 
dialysis. The nanoparticles were characterized using dynrunic-light
scattering, ultraviolet spectroscopy, and at vaり'ing pH conditions 
to evaluate the nanoparticles'diameter, encapsulated DOX, and 

↑ T
讐""1h ↓ Tロロ

讐四U9

drug release patterns at 
different physiological 
pH's, respectively. 
3.2 MTT toxicity testing 
ofDOX@siSMAPoTN 

The cytotoxicity of 
DOX@siSMAPoTN was 
tested within C26 colon, 
MCF-7 ER+/HER2-
breast, and MDA-MB-
231 triple-negative breast 
cancer cell lines at 

F ig 2: Synthesis scheme ofDOX@siSMAPoTN 

concentrations ranging from 100 pmol/L to 10 µmol/L. An MIT 
assay kit was used to evaluate cell viability. 
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4. Results and Discussion
Here, we successfully synthesized siSMAPoTN and 
DOX@siSMAPoTN, polymer-based antioxidant nanoparticles. 
Both conditions'sizes remained at or below loo run; ensuring 
maximal accumulation in intestinal mucosa to increase ROS
�cavenging <5>, while achieving a satisfactory DOX loading 
efficiency of 91.3% in the 2% drug-loaded condition. To note,
increased DOX loading incrementally increased particle diruneter 
from 1-5% DOX conditions, but the nanoparticle became unstable 
at higher concentrations, causing aggregation. DOX@siSMAPoTN 

demonstrated faster drug release in acidic conditions, in addition
to cell toxicity in C-26, MCF-7, and TNBC cells. We hypothesize 
siSMAPoTN will have a synergistic effect in mice cancer models, 
with reduced tumor growth in mice administered with i.v. 
DOX/oral siSM紐oTN, in comparison to i.v. DOX only mice. 
DOX@siSM紐oTN is expected to be a novel approach for 
addressing the clinical need for reducing inflammation-associated
cancer growth, which presently has no targeted solution. Further, 
the relation of IL-6 with multiple cancer types provides the
exciting possibility for the nanoparticle's application to multiple
cancer types, helping to address the challenge of cancer 
heterogeneity in therapeutic approaches. By suppressing cancer 
metastasis and exacerbation of the disease, treatment options 
would increase, and long-term survival rates would 血prove. This 
would provide patients and their frunilies with a sense of mental
security and elevate their attitude toward treatment.
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抗酸化ナノ粒子薬を用いた腸管保護における作用機序の解明 
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【緒言】腸は免疫調節や代謝恒常性の維持に関与し、全身

の健康を支える重要な臓器として注目されている。特に、

活性酸素種（ROS）の過剰産生による炎症や酸化ストレス

などの腸管機能の障害は、さまざまな全身性疾患に関与す

る。クローン病や潰瘍性大腸炎（UC）などの炎症性腸疾患

（IBD）は腸管機能を著しく損ない、世界中の患者に深刻な

生活の質の低下をもたらしている。従来の治療には低分子

薬（LMW）が用いられてきたが、投与後すぐに全身へ非特

異的に拡散するため、腸管内での薬物濃度を維持できず、

副作用も大きな課題となっている。近年では薬物送達シス

テム（DDS）が進展を遂げているが、リポソームなどの物

理的な薬物カプセル化法では経口投与中の安定性が課題で

あり、薬物漏出による治療効果の低下は避けられない。そ

こで我々の研究室では安定したニトロキシドラジカルを含

む自己組織化高分子薬（RNPO）を設計し、その有効性を報

告してきた。従来の DDSが薬物を物理的に包み込むのに対

し、ナノ粒子型の RNPOでは低分子抗酸化薬が化学的に高

分子側鎖に結合しているため血中へ漏出しない。先行研究

において、RNPOは腸粘膜に特異的に蓄積し、炎症部位で治

療効果を最大化する局所的な薬物送達を実現した。その結

果、RNPOを自由飲水で投与したマウスでは、腸管内特異的

な抗酸化作用を通じて UCに対する治療効果が確認された
(1)。一方で、その詳細な作用メカニズムはまだ十分に解明

されておらず、さらなる研究が必要である。RNPOは高分子

の構造を維持したまま薬物として機能するため、標的臓器

への送達後にも独自の作用機構を発揮すると考えられる。

そこで本研究では腸への DDSに加え、腸管上皮内での作用

機構のさらなる詳細な解明を目的とした（Fig. 1）。さら

に、本研究を通じて腸疾患に対するより標的性の高い効率

的な治療法の開発に寄与することを目指す。

【実験方法】ポリエチレングリコール（PEG）に連鎖移動

剤を修飾したマクロ開始剤の存在下で、クロロメチルスチ

レンをモノマーとして可逆的付加開裂連鎖移動（RAFT）重

合によりブロック共重合体を得た。その後、繰り返し側鎖

にエーテル結合を介して 4-ヒドロキシ TEMPO（TEMPOL）

を導入した。この両親媒性ポリマーを DMFに溶解させた

後、水に対して透析することでナノ粒子（RNPO）を調製し

た。続いて、トランスウェルインサート上で Caco-2細胞を

培養することで腸上皮様の単層膜構造を確立した。腸管バ

リア機能に対する薬物の保護効果を評価するため、蛍光物

質の透過試験を行った。TEMPOLおよび RNPOを投与し 1

時間前処理をした後、デキストラン硫酸ナトリウム

（DSS）を添加し、酸化ストレスを促進することでバリア

機能の破壊を誘導した。培地を交換した後、FITC標識デキ

ストラン（分子量：2MDa）をトランスウェルインサートの

頂端側に添加し、2時間後に基底側で測定した蛍光強度か

ら透過量を定量した。さらに、タイトジャンクションの完

全性を評価するためにタイトジャンクション関連タンパク

質（ZO-1）の一次抗体および蛍光標識二次抗体を用いた免

疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

【結果および考察】電子スピン共鳴（ESR）の測定によ

り、得られた高分子に TEMPOユニット由来のピークを確

認した。また動的光散乱（DLS）による粒径測定によりナ

ノ粒子の粒子サイズが約 30 nmであることを確認し、RNPO

の調製に成功したと結論づけた。FITC標識デキストランの

透過試験では、RNPOは DSS刺激によって引き起こされる

FITC標識デキストラン透過量の増加を効果的に抑制した

（Fig. 2）。これにより

RNPOは腸管バリア機能

を効果的に維持すること

が示された。また免疫染

色の結果、RNPOを投与

した群では ZO-1による

緻密な細胞間接着が確認

された。よって RNPOの

もつ抗酸化効果は腸管上

皮様構造の維持に関連す

ることが示唆された。当

日の発表では、細胞内に

おける RNPOの独自の動

態、および炎症抑制効果

の機序についても報告す

る。 
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Fig. 2 Flux of FITC-dextran (MW: 2MDa) 

measured across caco-2 monolayers on 

transwell inserts. 

Fig. 1 Therapeutic strategy of RNPO in the intestine. 
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