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研究成果の概要（和文）：  
生体分子の揺らぎと機能は密接な関係にあり、生体膜の揺らぎを理解することは、生命現象

を解明する上で極めて重要である。脂質分子とミセル分子から成るハイブリッドリポソーム

（HL）は、抗がん剤を含まず、がん細胞膜に融合・蓄積してアポトーシスを誘導することを見
出している。本研究において、HL が正常細胞よりも膜流動性の高いがん細胞膜をターゲット
として、選択的に制がん効果を示すことを明らかにした。HL は、新しい制がん機構を有する
がん化学療法剤として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

“Molecular science of fluctuations toward biological functions” should be important for 
understanding the origin of life. We have produced hybrid liposomes (HLs) which can be prepared by 
sonication of vesicular and micellar molecules in a buffer solution. Inhibitory effects of HL without 
drugs on the growth of various tumor cells were obtained. We have employed HLs for the research of 
cancers and interesting results are as follows;  

(1) A good correlation between the membrane fluidity of HLs and inhibitory effects of HLs for cancer 
cells was obtained. HLs distinguished between the cancer and normal cells which had higher and 
lower membrane fluidities respectively, then fused and accumulated preferentially into the 
membranes of cancer cells.  

(2) Significantly chemotherapeutic effects were obtained using mice model of carcinoma after the 
treatment with HLs without any drug in vivo. There were no abnormal findings on normal rats after 
administering HLs on the basis of chronic toxicity tests.  

(3) In clinical applications, prolonged survival was attained in patients with lymphoma after the 
intravenous injection of HLs without any side effect after the approval of the bioethics committee.  

(4) We have demonstrated that the membranes of thymocyte leukemic cells are more disordered and 
more fluid than normal cell membranes using molecular dynamics (MD) calculations. 

These findings suggest that HLs should be a new type of nanomedicinal anti-cancer agent that targets 
cancer cell-membranes to trigger apoptotic cell death for various cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
代表者は超音波照射という簡便な水溶液

調製法により、1985年に新しいナノ粒子とし
て、ベシクル分子とミセル分子から成るハイ
ブリッドリポソーム（HL）を人工膜として世
界に先駆けて創製した。HL は、ナノ素材と
して極めて有用であり、天然由来のリン脂質
と無毒性のミセル界面活性剤の素材や組成
比の選択により、サイズ、相転移温度、流動
性などの膜物性のコントロールを可能にし
た。この HLの難治性疾患治療へ向けた研究
を行ってきており、抗がん剤を含有せずに、
それ自身が（１）正常細胞膜に比べ、流動性
の高いがん細胞膜のみをターゲットとした
がん増殖抑制効果を示し、（２）担がんマウ
スに対して高い治療効果と安全性が認めら
れている。さらに、（３）蛍光プローブ含有
HL の制がんメカニズムが、がん細胞の細胞
膜に特異的に融合・蓄積することによりアポ
トーシスを誘導することを見出し、細胞膜か
ら核にいたるアポトーシス誘導の一連のシ
グナル伝達（カスペースカスケード）が明ら
かになった。一方、（4）生命倫理委員会の承
認後、再発悪性リンパ腫や咽頭癌などの末期
患者に対する臨床でのパイロットスタディ
において高い安全性および延命効果が確認
されている。これらの製法および特色ともに
独創的で、抗がん剤を含まないリポソーム単
独でのがん細胞に対する特異的アポトーシ
ス誘導は、国内外ともに今までに例がなく、
副作用の無い新しいがん化学療法の可能性
があり、ナノ医療の分野で先導的であると考
えている。 

HL のがん細胞膜への特異的融合・蓄積の
メカニズム解明の一環として、HL の膜流動
性とがん増殖抑制効果の間の相関関係を調
べた結果、「HLの流動性が高いほど制がん効
果が大きい」ことを初めて明らかにしている。
さらに現在、全反射蛍光顕微鏡イメージング
システムを構築し、がん細胞膜のインターフ
ェイスにおける構造の変化とアポトーシス
誘導の相関性について解析を進めている。高
感度タイプの CCD カメラを用いることで、
蛍光プローブ含有 HLが、がん細胞膜のみに
融合する動的過程の観察を可能にしており、
細胞膜表面における脂質ラフトとの関連に
ついても明らかにする予定である。細胞膜の
揺らぎに加えて、ラフトや水和構造とがん細

胞のアポトーシス誘導との相関性が明らか
になれば、物理化学的概念を導入した新しい
作用機序に基づくがん治療のブレークスル
ーとして、医薬および物理化学の両領域での
インパクトは極めて大きいものと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
生体系における水の存在は多様であり、が

ん化した細胞膜（エントロピーが大きく、無
秩序な方向性をもつ）では、正常な細胞膜（エ
ントロピーが小さく、秩序性をもつ）に比べ
て、構造性の低い水和水を媒体として生命活
動を営んでいる。本研究においては、ハイブ
リッドリポソーム（HL）を用いて、（1）in vitro
および in vivoにおいて、がん細胞膜をターゲ
ットとしたアポトーシス誘導の制がん機構
の全容を明らかにする。 (2) 蛍光法や電気泳
動法、およびイメージングシステム法を導入
し、HL が特異的に融合したがん細胞膜の動
的構造（とくにラフト）および水和特性との
相関性について検討する。（3）正常マウスを
用いて HLの代謝系を含む体内動態を検討す
る。(4)コンピューターシミュレーションによ
り、分子レベルでの膜融合プロセスを解明す
る。さらに、(5) 膜の構造変化により誘導さ
れる増殖抑制シグナルのネットワーク機構
を解明し、「ハイブリッドリポソーム（人工
膜）のがん細胞インターフェイスを制御する
アポトーシス誘導効果」と「ラフトの役割」
を明確にする。 

 
３．研究の方法 
（1）HLの創製および物性評価 
 ①鎖長および頭部極性基の異なる種々の
リン脂質（ホスファチジルコリン、ホスファ
チジルセリン、ホスファチジルエタノールア
ミン）および種々の中性ミセル界面活性剤
（ポリオキシエチレンアルキルエーテル）を
適切な割合で混合し、緩衝水溶液中で超音波
照射することにより HLを得る。②動的光散
乱法により粒度分布測定装置（申請）を用い、
膜サイズの測定、熱分析法により示差走査型
熱量計を用い、相転移温度の測定、蛍光偏光
解消法により蛍光分光光度計を用い、流動性
の測定を行う。③ゼータ電位測定システム
（現有）や NMR緩和時間測定により、HLお
よび生細胞（がん細胞、正常細胞）の膜構造



と水和状態に関する情報を得る。 
（2）HLのがん細胞に対する in vitro 増殖抑
制試験 
 培養がん細胞として、ヒト Bリンパ腫瘍細
胞（RAJI）、ヒト T細胞白血病（MOLT-4）、
白血病（HL-60）、肺がん（RERF-LC-OK、A549）、
肝臓がん（Huh-7、 Hep-G2）、胃がん（MKN-45）、
脳腫瘍（U251）、子宮がん（HeLa）、乳がん
（MDA-MB-453）、大腸がん（WiDr）を用い、
クリーンルーム（現有）内で種々の HLの in 
vitro での増殖抑制試験を行う。がん細胞に対
する増殖抑制効果はプレートリーダー（申
請）を用い、比色法により制がん効果を評価
する。さらに、正常細胞（ヒト繊維芽細胞：
WI-38、ヒト肝細胞：HC、ヒト大腸細胞：
CCD33Co等）に対する毒性試験を実施する。 
（3）HLによる制がんメカニズムの解析 
①細胞膜から核に至るアポトーシス誘導

の情報伝達機構について、カスペース阻害剤
（アセチル-チロシル-バリニル-アルデヒド
など）を用い、HLによる種々の腫瘍細胞の
アポトーシス誘導の有無を DNAのゲル電気
泳動法およびフローサイトメーターにより
調べ、カスペースカスケードを明らかにする。
②HLのアポトーシス誘導経路を明確にする
ため、ミトコンドリア膜電位差を蛍光プロー
ブを用いて、フローサイトメーターにより測
定するとともに、チトクロム cの検出により、
カスペース 9が活性化される経路をウエスタ
ンブロット法により確認する。③アポトーシ
ス制御因子（p53、 Bcl-2、 Baxなど）に対
する抗体を用い、免疫染色法によりフローサ
イトメーターを用いて、各アポトーシス誘導
因子の検出を試みる。これらのデータを蓄積
し、HL単独の新しいがん増殖抑制機構を確
立する。 
（4）がん細胞膜をターゲットとする HLの作
用機序とバイオイメージング 
①蛍光偏光解消法による種々のがん細胞

膜と正常細胞の膜流動性と酵素活性測定法
による HLの細胞増殖抑制効果の相関関係を
検証する。②全反射顕微鏡を用い、種々のが
ん細胞と正常細胞に対する細胞膜への融
合・蓄積のバイオイメージングを行う。③全
反射顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡に
より、HL融合前後のがん細胞膜の脂質ドメ
イン(ラフト)形成のイメージングを行う。 
（5）１分子蛍光バイオイメージング法を用
いた DNA分子の揺らぎと機能の解析 

DNAのヘアピンループ構造の形成は、
DNA分子の揺らぎに基づく自己組織化の一
種であり、DNAの機能、さらに、がん化とも
密接に結びついている可能性がある。１分子
蛍光イメージング顕微鏡（現有）を用いて、
DNAのヘアピンループ構造の形成と塩基配
列の関連を明確にする。さらに、細胞レベル
のDNA分子の揺らぎとがん化およびDNAの

修復プロセスに関与する HLの効果について
検討する。 
（6）アポトーシス誘導シグナル伝達の解析 

HLによるアポトーシス誘導のシグナル伝
達におけるカスペースカスケードを検討す
る。①AFC（7-アミノ-4-トリフルオロクマリ
ン）修飾蛍光基質として、Ac（アセチル）
-DEVD（アスパラギン酸-グルタミン酸-バリ
ン-アスパラギン酸）-AFC等を用い、カスペ
ース 3、8および 9の活性を蛍光分光光度計
で測定する。②ミトコンドリア経路について
は、Bid（BH3-interacting domain death agonist）
の活性化を詳細に検討する。③最下流のカス
ペース 3経由後の PARP（ポリ（ADP-リボー
ス）ポリメラーゼ）分解についてウエスタン
ブロッティング法で測定する。④HLが腫瘍
細胞に融合・蓄積後アポトーシスシグナル伝
達する際の膜タンパクの関与について、免疫
沈降法およびウエスタンブロッティング法
で検討する。さらに、Fasおよび FADDに引
き続きカスペース 8の応答を同様にウエスタ
ンブロッティング法で経時的に測定する。 
（7）HLを用いる制がんメカニズムの解明 

HLが、がん細胞のみに融合・蓄積した後
の膜タンパク（FADDなど）、カスペースカス
ケード、ミトコンドリアなどの関与を明確に
し、アポトーシス誘導シグナル伝達の全容を
解明する。 
（8）分子レベルでの膜融合プロセスの解明 
がん細胞の膜をターゲットとする HLの制

がん作用は、「膜融合」という物理化学的な
過程によって引き起こされる。3次元 RISM
理論という統計力学の方法と分子シミュレ
ーションを組み合わせ、3次元 RISM理論で
溶媒和の自由エネルギーを計算し、その自由
エネルギー曲面上でのリン脂質分子のダイ
ナミクスを解析し、膜融合プロセスを分子レ
ベルで解き明かす。 
（9）in vivoでのアポトーシス誘導の画像解
析 
細胞のアポトーシス誘導を組織内で検出

する方法である TUNEL法を用い、HL投与後、
in vivoでの腫瘍の組織からミクロトーム（申
請）で組織切片を作成し、TUNEL染色を行
う。同様にコントロールとして未治療の腫瘍
組織を TUNEL染色し、共に共焦点レーザー
顕微鏡下で比較観察する。 
（10）担がんマウスを用いた体内動態試験 
蛍光脂質として 1-パルミトイル-2-[12-(7-

ニトロ-2-1,3-ベンゾキシアジアゾイ-4-イル)-
アミノ]ドデカノイル]-sn-グリセロ-3-フォス
フォコリンなどを用い、HLと超音波照射器
（申請）より一定出力、時間、温度で超音波
を照射し、蛍光脂質標識 HLを調製する。動
的光散乱法により、粒径分布測定装置（申請）
を用いて膜サイズを測定し、安定性を確認す
る。担がんマウスに蛍光脂質標識 HLを投与



し、HLの体内動態を詳細に観測する。すな
わち、マウスに蛍光脂質標識 HLを静脈投与
後、所定時間に解剖し、組織切片を作成する。
各組織切片を共焦点レーザー顕微鏡で観察
し、代謝および蓄積に関する知見を得る。 
（11）物理化学的概念を導入した新しい制が
んメカニズムの解明 
正常細胞に比べ構造性の低い水和水を有

するがん細胞膜は、物理化学的にはエントロ
ピーが大きい無秩序な状態と考えられる。HL
が、がん細胞膜との特異的融合により、エン
トロピーを小さくする駆動力となれば、生体
膜機能の本質に物理化学的概念を導入し、が
ん細胞膜のインターフェイスを制御する新
しい制がんメカニズムの可能性が高いと思
われる。さらに、脂質ラフトの関連について
も明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）リン脂質(DMPC)及び PEG系界面活性剤
(C12(EO)n : n=21、25)から成るハイブリッドリ
ポソーム(HL-n)の乳がん治療に関する研究に
おいて、次のような新しい知見が得られた。
①ヒト乳がん(MDA-MB- 453)細胞に対する
HL-n のアポトーシスメカニズムの解析から、
HL-n が MDA-MB-453 細胞に融合・蓄積後、
(A) Fas を活性化する経路、 (B) 直接ミトコ
ンドリアを通る経路を明確にした。更に、(C) 
カスペース-8および-9を経由しないで、カス
ペース-3を活性化することが示唆された。②
担がんモデルマウスに対する HL-n の治療効
果を検討したところ、HL-n投与群では治療開
始時と腫瘍容積が変わらず顕著な腫瘍増殖
抑制効果が確認された。一方、DMPCリポソ
ーム治療群では腫瘍縮小効果は見られなか
った。次に、TUNEL 法によりアポトーシス
誘導を検討したところ、固形腫瘍の抑制効果
を示した HL-21治療群において、アポトーシ
ス細胞が多く観察された。③正常マウスの 2
週間反復投与毒性試験において、投与期間中
の体重変化、血液検査、血液生化学検査およ
び各相対比臓器重量から、重篤な副作用を示
さず、安全性が明らかになった。患者に優し
い制がん剤としての臨床応用が期待される。
(Chem. Lett., 38, 134 (2009), Int. J. Pharm., 372, 
162 (2009)) 
（2）HLの｢流動性｣が、ヒト免疫不全ウイル
ス (HIV) 感染細胞の増殖抑制と深く関係し
ていることを in vitroで初めて明らかとした。
すなわち、リン脂質(DMPC)及び PEG系界面
活性剤(C12(EO)n : n=4～25)から成る HL の
HIV 慢性感染（MOLT-4/ⅢB）細胞に対する
50％細胞増殖抑制濃度(IC50)とHLの膜流動性
との間の良好な相関性を明らかにした。さら
に、HL は、HIV 潜伏感染(J22-HL-60)細胞に
対して、ウイルス産生を増大する結果を得た。
ウイルスを産生した細胞は、同時に死滅して

いることも分かった。これらの知見は、エイ
ズの治療をサポートする新しい薬剤となる
可能性が明らかになった。(Bioorg. Med. Chem. 
Lett., 18, 4578 (2008))。 
（3）リン脂質(DMPC) および PEG系界面活
性剤(C12(EO)21)から成る HL-21 のエイズ関連
悪性リンパ腫の一種である Primary Effusion 
Lymphoma (PEL)に対する細胞増殖抑制効果
とアポトーシス誘導について検討した。
HL-21は、PEL細胞に対して顕著な細胞増殖
抑制効果を示し、カスペースの活性化を経て
アポトーシスを誘導することが in vitro で明
らかとなった。また、HL-21は正常細胞への
融合蓄積量が低く、PEL細胞特異的に融合蓄
積し、膜の流動性を増加させた。PELのマウ
スモデルに対するHL-21の治療効果を検討し
た。HL-21は、PELモデルマウスにおいて明
らかな腹水の蓄積抑制効果を示し、副作用も
なかった。以上の結果より、HL-21が正常細
胞には影響を与えず、腫瘍細胞特異的に融合
蓄積し、細胞増殖を抑制することが明らかに
なった。(Leukemia Res., 34, 906 (2010)) 
（4）リン脂質 DMPCと非イオン性界面活性
剤 C12(EO)23からなる HLは、ヒト Bリンパ腫
（RAJI）細胞に対して顕著な増殖抑制効果を
示し、フローサイトメーター、アガロース電
気泳動法および TUNEL 法によりアポトーシ
スを誘導することが明確になった。in vivoに
おいて RAJI 細胞移植がんモデルマウスに対
して顕著な延命効果が得られ、正常ラットに
対する安全性を確認した。さらに、生命倫理
委員会承認後の臨床応用において、副作用の
無い固形腫瘍の縮小効果と延命効果が確認
された。(Anticancer Res., 28, 1187 (2008)) 
（5）ハイブリッドリポソーム(HL)は、構成
素材と構成比率を変えることによってサイ
ズ、形状と膜の流動性のような物性を制御可
能である。今回、HL のがん化学療法に対す
る以下のような興味深い知見を得た。①リン
脂質(DMPC)と PEG 系界面活性剤(C12(EO)n : 
n=21～25）からなる HLは、臨床応用に最適
な膜直径 80nm で長期間安定な膜を維持した。
②in vitroにおいて、種々の腫瘍細胞の増殖に
関する HLの著しい抑制性作用が得られた。
③HL によるアポトーシス誘導が確認され、
アポトーシス誘導メカニズムが、明らかにな
った。④HLの膜の流動性と HLの腫瘍細胞に
対する増殖抑制効果との間に良好な相関関
係が得られた。⑤担がんモデルマウスに対し
て，HL 投与により副作用の無い顕著な治療
効果が確認された。⑥生命倫理学委員会の承
認後のリンパ腫患者に対する HLの臨床試験
において、副作用のない長期の生存効果と腫
瘍の著しい縮小効果が明確になった。(Curr. 
Pharm. Design, 17, 1709-1719 (2011)) 
（6）レプリカ交換分子動力学（REMD）シミ
ュレーションにより、祖視化モデルMARTINI



を用いて、DPPC脂質二分子膜系のゾル-ゲル
相転移現象を検討した。シミュレーション計
算の結果、エンタルピー、二分子膜の膜厚、
膜分子あたりの面積は、296K 付近において
急激な変化を示した。また、この温度付近で
熱容量のピークも観測され、ゾル-ゲル相転移
が生じていることを示した。さらに、これま
での MARTINI 力場による研究においては、
二分子膜は傾斜ゲル状態あるいは非傾斜ゲ
ル状態のいずれか一方の状態をとることが
報告されていたが、REMD法を用いた本研究
では、ゲル相において傾斜状態と非傾斜状態
の二状態を取ることが示唆された。(J. Phys. 
Soc. Jpn., 81, 024002-024010 (2012)) 
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