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研究成果の概要（和文）：抗がん剤内封リポソーム製剤の抗腫瘍効果に及ぼす血管新生阻害剤 SU5416（VEGF2型
受容体阻害剤）内封エマルション製剤の併用効果を異なるがん細胞（B16, LLC）を用いて作製した固形がんモデ
ルマウスで検討した結果、B16ではSU5416 の投与により、腫瘍内血管の構造的並びに機能的な異常が一部改善し
たことで、その後に投与するリポソーム製剤による高い抗腫瘍効果に繋がったものと推察された。一方、LLC で
はそのような影響は認められなかったことから、LLCのようにVEGFをほとんど分泌しないがん種に対しては、本
戦略は有効ではない可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The effect of pre-treatment with SU5416, a selective VEGF receptor-2 
inhibitor, on tumor disposition and in-vivo anti-tumor activity of polyethylene glycol (PEG)
-modified liposomal paclitaxel (PL-PTX) was evaluated in two B16 or LLC solid tumor-bearing mice. 
Pre-treatment with SU5416 significantly enhanced the in-vivo anti-tumor effect of PL-PTX in B16 
tumor-bearing mice, but the same treatment did not affect the anti-tumor effect of PL-PTX in LLC 
tumor-bearing mice at all. Considering that VEGF levels within B16 tumors was found to be about 
20-fold higher than that in LLC tumors, it was suggested that SU5416 would be able to normalize 
tumor vasculatures in certain types of tumor tissue such as B16 where VEGF plays a major role for 
promoting angiogenesis.

研究分野： DDS、製剤学、薬剤学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織内の新生血管は構造的・機能的に

不全であり、且つその分布には偏りがあるた
め、腫瘍組織内の血流は不均一であることが
知られている。このような状況下では、血流
を介した腫瘍組織への抗がん剤の移行は妨
げられ、十分な抗がん作用へと結びつかない
可能性が報告されている。近年、腫瘍組織内
微小環境の調節に基づいた新規治療戦略が
数多く検討されており、中でも、血管新生に
関与する血管内皮増殖因子 (VEGF) を適度
に阻害することにより、薬物の腫瘍内移行を
改善する方法「血管正常化説」が注目されて
いる。これまで当研究室では、マウス結腸が
ん由来がん細胞 colon26 (C26) を用いて作
製した固形がんモデルマウスにおいて、
VEGF 阻害剤（SU5416）をナノ粒子製剤化
（PE-SU5416）し、腫瘍組織局所的に血管構
造ならびに機能の改善を促すことを目的と
して前投与することにより、その後の投与す
るパクリタキセル内封リポソーム製剤
（PL-PTX）の腫瘍組織への移行性が増大し、
それに連動して抗腫瘍効果も増大すること
を明らかにしてきた。一方で、腫瘍組織内の
微小環境はがん種よって異なっていること
が知られており、この C26 に対して有効性が
認められた PE-SU5416 と PL-PTX を利
用した逐次的な併用療法が、他の固形がんに
幅広く適用可能かは不明であった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、腫瘍内の血管分布性や

血管透過性といった腫瘍内微小環境の違い
が、本戦略の成否に対して如何なる影響を及
ぼすかを明らかにすることを目的とし、C26 
とは異なるがん種を用いて種々検討を行っ
た。本検討では、マウス悪性黒色腫由来がん
細胞 B16/BL6 Melanoma (B16) 、及びマウ
ス 肺 が ん 由 来 が ん 細 胞  Lewis Lung 
Carcinoma (LLC) の計 2 種を選択し、これ
らのがん細胞により作製した固形がんモデ
ルマウスを用い、PE-SU5416前投与が、1) 腫
瘍組織内血管構造および機能特性、2) 腫瘍組
織内酸素分圧、3) PL-PTX の腫瘍組織移行量
などに与える影響について多面的に解析す
ると共に、PE-SU5416 と PL-PTX を利用
した逐次的な併用療法の抗腫瘍効果につい
ても検討を加えることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) PE-SU5416及びPL-PTXの併用療法によ
る in vivo 抗腫瘍効果の検討： 

B16 あるいは LLC を皮下に移植すること
で作製した固形がんモデルマウスを用いて
検討を行った。また対照群として、生理食塩
水投与群、PE-SU5416 (5 mg/kg) 単独投与
群、並びに PL-PTX (1 mg/kg) 単独投与群を
選択した。実験は、腫瘍体積が 50-100 mm3 
に達した時点から投与を開始し、両製剤併用
群においては、PE-SU5416 投与 1 日後に 

PL-PTX を投与した。 
 
(2) PE-SU5416 前投与による腫瘍内血管の
構造ならびに機能変動の評価： 
腫瘍内血管の構造的ならびに機能的な変

化については以下の二つの項目を指標とし
て評価した。 
 
①腫瘍組織内血管の血管内皮細胞と壁細胞
のマーカー分子を免疫染色することにより、
壁細胞による血管の被覆度を半定量的に評
価する。（構造的改善の指標としての血管の
壁細胞被覆の程度の評価） 
 
②免疫染色による腫瘍組織内低酸素領域の
可視化により、低酸素領域の増減を半定量的
に評価する。（機能的改善の指標としての腫
瘍組織内血管の酸素運搬能の評価） 
 
(3) PE-SU5416 前投与後の抗がん剤内封リ
ポソームの腫瘍組織移行動態の解析： 

VEGF 阻害剤投与後の抗がん剤内封リポ
ソーム製剤の腫瘍組織移行動態の評価は、
B16 あるいは LLC 担がんマウスを用いてそ
れぞれ検討した。実験は、リポソームを 3H-
コレステロール誘導体で標識し、14C により
パクリタキセルをトレーサー標識したパク
リタキセル内封リポソームを調製し、その静
脈内投与後の、リポソームおよびパクリタキ
セルの体内動態、および腫瘍組織への移行動
態をそれぞれ解析･評価した。 
 
(4)腫瘍組織における VEGF 分泌量の測定： 

VEGF の定量は  Mouse VEGF ELISA 
Kit (Bio Source 社) に準じて行った。サンプ
ル を 100 μL を 添 加 後 、 Biotinylated 
anti-VEGF 抗体 50 μL を添加し、プレート
カバーをして 2 時間処理した。ウェル内の液
を除去し、 Wash Buffer にて洗浄後、
Streptavidin-HRP Working Solution 100 
μL を添加し、プレートカバーをして 30 分間
処理した。再びウェル内の液を除去し、Wash 
Buffer にて洗浄後、Stabilized Chromogen 
100 μL を添加し、25 分間処理した。処理後、
Stop Solution 100 μL を添加し、吸光度 (波
長 450 nm) を測定することにより VEGF 
の定量を行った。タンパク質定量は、DC 
protein assay kit (Bio-Rad) に準じて行った。 
 
４．研究成果 
(1) SU5416 製剤及び PTX 製剤の併用療法
による in vivo 抗腫瘍効果の検討： 

B16 固形がんモデルマウスにおける抗腫
瘍効果について検討した結果を Fig. 1 に示
す。検討の結果、PE-SU5416 (5 mg/kg) 単
独投与は生理食塩水投与群と比較して、有意
な抗腫瘍効果を示さなかった。また、PL-PTX 
(5 mg/kg) 単独投与でも、若干の抑制傾向は
示したものの、有意な効果は認められなかっ
た。これに対して、両製剤を併用することで、



顕著な腫瘍増殖抑制効果を示すことが明ら
かとなった。また、その効果は PL-PTX 単
独投与群と比較しても統計的に有意なもの
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 1 In-Vivo Anti-Tumor Activity of PL-PTX with 
or without Pre-Treatment of PE-SU5416 in B16 
Solid Tumor-Bearing Mice 
Keys;   , Saline;   , PE-SU5416;   , PL-PTX; 

, PL-PTX after PE-SU5416 pre-treatment 
Each point represents the mean tumor volume ± S.D. 
(n = 7-15). ** p< 0.01; * p< 0.05, compared with 
saline-treated group.†† p< 0.01; † p< 0.05, compared 
with PL-PTX alone. 
 
一方 LLC 固形がんモデルマウスにおけ

る抗腫瘍効果について検討した結果を Fig. 
2 に示す。その結果、PE-SU5416 (5 mg/kg) 
単独投与は、抗腫瘍効果を示さないのに対し
て、PL-PTX (1 mg/kg) 単独投与は生理食塩
水投与群と比較して、有意な腫瘍増殖抑制効
果を示すことが明らかとなった。一方で、両
製剤併用投与では、生理食塩水投与群と比較
して有意な抗腫瘍効果は認められたものの、
PL-PTX と比較して有意な効果は認められ
なかった。すなわち、B16 固形がんモデルマ
ウスで認められた両製剤併用投与による増
強効果が、本モデルマウスでは認められない
ことが明らかとなった。 
 
(2) PE-SU5416 前投与による腫瘍内血管の
構造ならびに機能変動の評価： 

B16 腫瘍を用いて行った免疫組織染色の
結果、腫瘍内血管領域、壁細胞領域の総量に
有意な変化は認められなかったのに対し、壁
細胞被覆を伴う血管領域の総和は、統計的に
有意ではないものの増加傾向が認められた。
さらに、壁細胞被覆を伴う血管の割合、すな
わち、正常な血管構造に近づいた血管の割合
は有意に増加することが明らかとなった。一
方で LLC 腫瘍ではそのような変化は認めら
れなかった。これらの結果は、PE-SU5416 を
投与することで、B16 における腫瘍内血管の
血管構造が一部正常な血管に近づいたこと
を示唆するものであった。 
腫瘍組織内の低酸素領域マーカーの CA9

により染色した結果、PE-SU5416 前投与に

より B16 では特に血管周辺において CA9 
陽性部位の顕著な減少が認められた一方で、
LLC ではそのような変化は認められなかっ
た（Fig. 3）。これらの結果から、B16 では 
PE-SU5416 前投与により、腫瘍内血管の構
造的、並びに機能的異常が一部改善された結
果、酸素供給を含む物質の運搬機能が向上し、
低酸素領域が減少したものと推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 In-Vivo Anti-Tumor Activity of PL-PTX with 
or without Pre-Treatment of PE-SU5416 in LLC 
Solid Tumor-Bearing Mice 
Keys;   , Saline;   , PE-SU5416;   , PL-PTX; 

, PL-PTX after PE-SU5416 pre-treatment 
Each point represents the mean tumor volume ± S.D. 
(n = 5). ** p< 0.01; * p< 0.05, compared with 
saline-treated group. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 Area of a Hypoxic Region within Tumor 
Tissues 
Keys; closed bar, control; open bar, PE-SU5416. 
Results are expressed as the mean with the vertical bar 
showing S.D. (n = 20-25). *** p< 0.001, n.s., not 
significant. 
 
(3) PE-SU5416 前投与後の抗がん剤内封リ
ポソームの腫瘍組織移行動態の解析： 
PE-SU5416 前投与が PL-PTX の腫瘍組織
への移行性に及ぼす影響について定量的に
評価したところ、B16 固形がんモデルマウス
において PE-SU5416 を前投与することで、
腫瘍組織への移行量が、PEG 修飾リポソー
ム自身、並びに内封 PTX いずれも有意に増
大することが明らかとなった（Fig. 4）。 
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この結果は、前投与した PE-SU5416 によ
り腫瘍内血管の構造的、並びに機能的な改善
により血管の物質運搬機能が向上している
ことを示唆するものであった。一方で、LLC 
固 形 がんモ デ ルマウ ス におい て は 、
PE-SU5416 併用群での腫瘍組織内への 
PEG 修飾リポソーム自身、並びに内封 PTX 
の蓄積量は、コントロール群と同程度である
ことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 Effect of PE-SU5416 on Intratumoral 
Distribution of PL-PTX in B16 and LLC Solid 
Tumor-Bearing Mice 
Tumor disposition amounts were separately measured 
for PEGylated liposomes (A) and paclitaxel (B) in B16 
and LLC tumor tissues.  Keys; closed bar, control; 
open bar, PE-SU5416. Results are expressed as the 
mean with the vertical bar showing S.D. (n = 4). * p < 
0.05, n.s., not significant. 
 
 
(4)腫瘍組織における VEGF 分泌量の測定： 
本検討にて用いた 2 種の固形がんモデル

マウスにおいて認められた、PL-PTX との併
用効果発現の差に関して考察する上で、腫瘍
組織内における VEGF 量は大変重要な因子
である。SU5416 の血管新生阻害作用が、
VEGF 依存的な血管内皮細胞の増殖を抑制
することによるものであることを考慮する
と、腫瘍組織内に分泌される VEGF 量の多
寡が、SU5416 による血管正常化戦略に大き

く影響を与えると考えられる。そこで本検討
に用いた B16、LLC に加え、マウス結腸が
ん由来 C26 を用いた固形がんモデルマウス
から採取した腫瘍組織を用いて、ELISA 法
により腫瘍組織内 VEGF 量を測定した結果、
LLC 腫瘍内における VEGF 量は B16、C26 
と比較して顕著に低いことが明らかとなっ
た（Table 1）。 
 
Table 1 VEGF Amount within Each Type of Tumor 
Tissues by ELISA 
 

 
Results are expressed as the mean ± S.D. (n=4).  
* p< 0.05, compared with LLC.  
†† p< 0.01; † p< 0.05, compared with B16. 
 
 
結論 

VEGF は血管新生を誘導する最も主要な
因子として知られるが、VEGF 以外にも血管
新生促進因子は数多く存在しており、LLC 
腫瘍内での血管新生には、VEGF 以外の血管
新生促進因子によるシグナル伝達が主要な
経路としてはたらいていることが推察され
る。従って、LLC 固形がんモデルマウスに
おいて  PE-SU5416 の前投与による、
PL-PTX との併用による相乗効果が認めら
れなかった要因として、腫瘍組織内の VEGF 
分泌量が低く、VEGF が血管新生の実質的な
促進因子として機能していないことが示唆
された。LLC 腫瘍において血管新生の実質
的な促進因子として機能している分子に関
しては今後詳細に検討する必要があると考
える。 
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