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研究成果の概要（和文）：　脳梗塞は脳血管疾患の約6割を占め、臨床では組織プラスミノーゲン活性化因子
（t-PA）製剤による血栓溶解療法が行われるが、治療可能時間(TTW)が短く適応患者は限定される。我々はこれ
までに、脳梗塞時にナノ粒子が病巣部位へ移行すること、再灌流後早期からのリポソームDDSによる脳保護薬デ
リバリーが脳虚血/再灌流障害の治療に有用であることを示唆してきた。本研究では、リポソーム製剤により、
t-PAのTTWを延長できる可能性を示すこと、リポソーム内封薬としてFasudilの有用性を示すこと、リポソームに
PDGFRα阻害プローブを結合し、リポソーム製剤の有用性を高めることを試みた。

研究成果の概要（英文）：Ischemic stroke is a leading cause of severe disability and death in the 
world. Tissue plasminogen activator (t-PA) for thrombolytic therapy is the only approved therapeutic
 agent worldwide. However, patients received t-PA therapy are extremely limited due to the narrow 
therapeutic time window (TTW). Hence, development of effective therapies has been most desirable. 
Our previous studies revealed that nano-sized liposomes can accumulate in the ischemic region and 
that liposomal delivery of neuroprotective agents should be effective for the treatment of cerebral 
I/R injury. In the present study, we would like to demonstrate that combination treatment of t-PA 
with liposomal neuroprotectants could prolong its TTW, to clarify the effectiveness of Fasudil as 
the liposomal drug, and to develop the useful targeting probe for the liposomal medicine. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳血管障害は我が国の死因別死亡率第4位、要介護5に至る疾患第1位であるが、その6割を占める脳梗塞治療に関
して世界的に認められる治療薬は組織プラスミノーゲン活性化因子（t-PA）のみである。超高齢社会にあって効
率的な治療薬あるいはt-PAの治療可能時間を延長できる薬剤に対する期待は大きく、本研究の成果は重要な学術
的意義および社会的意義を有する。



1. 研究開始当初の背景 
脳血管疾患は我が国の死因別死亡率第 4 位の疾患であり、また要介護 5 に至る患者数第 1 位の
疾患である。脳血管疾患の約 6割は虚血性疾患(脳梗塞)で、約 4割が出血性疾患である。我々は、
虚血時には血管透過性が亢進し、Enhanced permeability and retention (EPR)効果によりナノ製剤が
虚血部位に集積することを明らかとし、虚血性疾患治療のためのリポソーム DDS製剤の開発研
究を進めてきた。具体的には、脳梗塞を改善するリポソーム化ヘモグロビンがラット脳虚血再灌
流モデルにおいて虚血部位に送達されること(Artif. Organs, 2009)、血管透過性亢進は、脳虚血再
灌流直後し (Brain Res., 2010)、脳細胞保護効果を有するアシアロエリスロポエチン修飾リポソー
ムが脳虚血再灌流後に、脳細胞死の抑制等を示すこと(J. Control. Release, 2012)、および虚血再灌
流後のラット運動能低下を改善すること(Int. J. Pharm., 2012)を見出した。また FK506 リポソー
ム化製剤においても、虚血再灌流障害を顕著に抑制すること(FASEB J., 2013)、脳梗塞時でも虚血
部位にリポソームが到達すること(Biochem. Biophys. Res. Commun., 2013)を明らかとした。一方、
臨床においては、脳梗塞時に組織プラスミノーゲン活性化因子(t-PA)投与の有効性が示されてい
るが、治療可能時間（therapeutic time window, TTW）の制限などから、適用患者は 5％程度に限
られる。本研究は脳梗塞治療の臨床応用を見据え、脳梗塞時に効率的に脳保護効果を有し、また
t-PAの TTWを拡大しうる DDS製剤の開発基盤構築を目指すものである。 

 
2. 研究の目的 
本研究では、脳梗塞治療用DDS製剤として脳梗塞患部の微細環境を認識して特異的に集積し、脳
梗塞の増悪化を抑制するとともに、同部位での薬剤の放出制御が可能なスマートリポソームの
開発を目的とした。薬剤としてはRho associated kinase (ROCK)の阻害により脳保護効果を発揮す
るFasudilを用いた。Fasudilは、くも膜下出血後の脳血管攣縮抑制薬として保険適用されており、
脳虚血に伴う血管内皮障害や微小循環障害の改善、t-PAによる脳出血リスクの軽減など、脳梗塞
に対する有効性が多数報告されていることから適用範囲が広く、また脳梗塞に対する臨床試験
も行われていたことから、安全性に関しても多くの情報が蓄積されている。また標的化プローブ
としては、ドミナントネガティブ血小板由来増殖因子(PDGF)を用いる。脳梗塞時にはPDGFとそ
の受容体が高発現するため、この受容体を標的とすることでアクティブターゲティング効果を
発揮すると同時に、微小環境に存在するPDGF結合の阻害により脳梗塞の増悪化を抑制できると
考えた。これまでに申請者らは、虚血性疾患においてDDSナノ製剤が有効に働くことを報告して
きた。具体的にはラット脳虚血再灌流モデルにおいて、細胞保護効果を有するリポソーム製剤が
再灌流直後から虚血部位に集積し、脳細胞死・虚血再灌流障害を抑制することを明らかとした。
本研究では、臨床応用可能な薬剤を用い、さらに脳梗塞患部の微小環境を認識して集積し、薬剤
の放出制御を可能とする製剤の開発を目指した。 

 
3. 研究の方法 
本研究では、(1) 臨床の病態を反映し t-PA により再灌流可能なモデルの構築、(2) Fasudil のリ
ポソーム化および脳梗塞治療効果の検討、(3) 脳梗塞微小環境を認識するリポソームの構築、
を行い、最終的にスマートリポソームによる脳梗塞治療効果を示すことを目的とした。 
 
（1）t-PA により再灌流可能なモデルの構築に関しては、PIT モデル(Photochemically-induced 
thrombosis model)を用いた。PIT モデルの作製はローズベンガルを静脈内投与後、中大脳動脈を
レーザー照射することにより構築した。このモデルを用い、t-PA処理の有無、t-PA処理までの梗
塞時間の変化による脳障害について評価した。具体的には脳切片の TTC染色による障害の確認、
共焦点レーザー顕微鏡を用いた虚血再灌流部位での蛍光標識リポソームの脳組織内分布と
TUNEL法による脳細胞死の確認等を行った。 
 
(2) Fasudilリポソームに関しては、リポソーム内水相を硫酸アンモニウム溶液とし、リモートロ
ーディング法によりFasudilがリポソームに内封できることを明らかとし、Fasudil内封率および
放出挙動を検討した。さらにFasudil内封リポソーム製剤が虚血性疾患に有用であるかどうか
を、PITモデルにより検討した。すなわちt-PA投与前および投与後にFasudil-Lipを投与し、血
流、脳細胞死、脳障害等に関して検討した。 



(3) 脳梗塞部位の微小環境認識プローブの開発に関しては、脳梗塞増悪化に関与するPDGFRαに
親和性のあるPDGF-AAのドミナントネガティブ体DNPDGF-AAを遺伝子工学手法により構築し
た。得られたDNPDGF-AAを、PEG修飾リポソームのPEG先端に結合し、PDGF-AAに対する結
合阻害等の検討を行うことを目的とした。 
 
4. 研究成果 
（1）PIT モデルラットにおけるリポソームの挙動解析：これまで脳梗塞からの血流再開後にリ
ポソームによって脳保護薬をデリバリーすることで、脳虚血/再灌流障害を抑制できることを示
してきた。一方、臨床における脳梗塞時のニーズとして、脳虚血/再灌流障害の克服に加え、標
準治療である t-PA製剤による脳への有害作用の緩和と、TTWの延長が挙げられる。脳梗塞時の
BBB の透過性亢進は、再灌流後のみならず虚血時においても生じることが報告されていること
から、t-PAによる血流再開前の虚血後早期よりリポソームを用いて脳保護薬を送達することで、
BBBおよび脳組織の保護が可能となれば、t-PAの有害作用や再灌流障害の抑制、および TTWの
延長が期待できる。t-PA を用いた再灌流を再現できる脳梗塞モデルとして Photochemically 
induced thrombosis（PIT）法による MCAO ラットを導入し、リポソーム製剤と t-PA の併用療法
の有用性を明らかとすべく、検討を行った。まず PIT法によるMCAOラットにおいて、リポソ
ームによる虚血部位への脳保護薬送達が可能かどうかを検討した。粒子径約 100 nmの蛍光標識
した PEG リポソームを梗塞後各時間に
静脈内投与し、その 1時間後の脳内分布
を in vivo imaging system により解析し
た。加えて、脳障害の程度を TTC染色に
より観察した。その結果、栓子法による
MCAOラットにおける検討に類似して、
TTC 染色による顕著な傷害が認められ
る以前から、虚血側半球におけるリポソ
ームの集積が認められた。 
 
（2）リポソーム製剤と血栓溶解剤の併用療法：脳保護薬搭載リポソームと t-PAの併用効果を検
討するにあたり、脳保護薬として脳梗塞治療への有用性が報告され、臨床試験第Ⅲ相まで進んだ
背景もある Rho-kinase阻害剤ファスジル（Fasudil）を用いた。まず、t-PA処置による BBBの透
過性への影響と、リポソーム化ファスジル（Fasudil-Lip）の血管保護効果について検討した。ま
た、Fasudil-Lip は虚血 1 時間後に静脈内投与し、BBB の透過性は脳を摘出する 1 時間前に静脈
内投与したエバンスブルーの脳実質への漏出量を指標に評価した。その結果、虚血 6、24時間後
において、t-PAによって BBBの透過性亢進が認められた一方、Fasudil-Lip併用群では 6時間後
においてその亢進が抑制されている傾向が観察され、24 時間後においては有意に抑制されてい
た。また、MMP-2, -9の活性を組織学的に観察したところ、t-PA処置によって広域にわたる活性
の増大が認められた。一方、Fasudil-Lipの併用により、特に虚血コアより離れた周辺領域におい
てMMPの活性が抑制された。これらの結果から、Fasudil-Lipの併用によって、t-PAにより誘発
される脳出血性の増大が抑制できることが示唆された。また同領域においては、脳梗塞急性期の
炎症への関与が特に報告されている好中球の浸潤が抑制されている様子も観察された。次に、t-
PA/Fasudil-Lip併用療法による治療効果を評価したところ、虚血 24時間後において併用投与群は
各単独投与群と比較して有意に脳細胞傷害を抑制した。さらに、t-PA の投与時間を虚血 3 時間
後から 4.5 時間後と遅くした場合においても t-PA/Fasudil-Lip 併用群は有意に高い脳保護効果を
示し、PITモデルにおいて 2時間後程度と同定された t-PAの TTWが 4.5時間となり、少なくと
も 2 時間以上延長できる可能性が示された。これらの結果から、t-PA 処置前からのリポソーム
による脳保護薬送達によって、臨床における t-PA 療法の問題を改善できる可能性が示され、リ
ポソーム DDS製剤と血栓溶解剤の併用療法が脳梗塞治療に有用であることが示唆された。 
 
（3）スマートリポソームに向けたプローブの開発： 脳梗塞部位では、PDGFの遊離、PDGF受
容体の発現亢進が報告されている。さらに PDGF の PDGFRαへの結合が虚血による障害を増悪
化すること、および PDGF-AA は脳保護効果を示す PDGFRβ には結合しないことが知られてい



る。さらに PDGF-AAのドミナントネガティブ(DN)体は、PDGF-CC/PDGFRαシグナルを阻害す
ることで t-PA 誘発の脳出血を抑制することに加え、抗体や機能性ペプチドに代わる新たなター
ゲティングツールとして有望である可能性がある。PDGF-AA は細胞内で furin により活性体に
される。そこで PDGF-AA の cDNA が組み込まれたプラスミドの一部塩基を置換することで
PDGF-AA のアミノ酸残基中の furin の認識部位に変異を導入し、PDGFRα の活性化を起こさな
い DN-PDGF-AA を作製した。得られた DN-PDGF-AA の PDGFRα の阻害能を評価した。DN-
PDGF-AA は PDGFRα の発現量に影響を与えなかったが、DN-PDGF-AA は PDGF-AA に対して
10倍の濃度で PDGFRαのリン酸化を阻害する傾向が見られ、本プローブが有用である可能性が
示唆された。 
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