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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、難治がんの標的治療の実現を目指して、細胞内低 pH 環境応答性と標的細胞結合

能を賦与した制がん剤内包高分子ミセルを開発し、その有効性を担がんマウスを用いた動物実

験により明らかにした。また、遺伝子デリバリーに基づくがんの分子治療の実現に向けて、細

胞内還元的環境下で選択的に開裂する結合を介して内核が架橋安定化された高分子ミセル型ベ

クターを構築し、がんの血管新生阻害治療における有用性を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To realize the targeting therapy against intractable tumors, we developed functional polymeric micelles 

integrated with the sensitivity to intracellular low pH conditions and the ability to bind the specific cells 

for the delivery of antitumor agents, and demonstrated their effectiveness in the in vivo study using 

tumor-bearing mice. Also, to establish the molecular cancer therapy based on gene delivery, we 

developed a non-viral gene vector based on polymeric micelles stabilized through the cross-linking 

cleavable under the intracellular reductive conditions, and succeeded in their application to 

antiangiogenic cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 研究開始当初、ドラッグデリバリーシス
テム(DDS)を用いたターゲティング治療は、着
実な進歩を遂げ、がん治療分野において実用

化されてきていた。その一方で、難治がんの
治療のためには、現状の DDS の効能・効果は
必ずしも十分とは言えず、組織浸透性に優れ、
標的指向性や環境応答性などのスマート機
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能を具備した DDSの開発が必要であるものと
思われた。特に、遺伝子・siRNA などの核酸
医薬を in vivo 環境で有効に機能発現させる
ためには、全身レベルでのターゲティングに
加え、オルガネラレベルでのターゲティング
が必要であり、そのための高機能化 DDS の開
発が必要不可欠であると考えられた。 
 

２．研究の目的 

 研究代表者はこれまでに、ブロック共重
合体が形成する高分子ミセル(図 1)をキ
ャリアとして用いる事によって、制がん剤
の血中滞留性の延長と固形ガンへの選択
的集積を実現し、優れた制がん活性を発現
させることに成功してきた。その実績を踏
まえて本研究においては、（１）環境応答
性や標的認識能を賦与した制がん剤内包
高分子ミセルを開発し、固形がんの標的治
療を展開する、（２）細胞外における高い
安定性と細胞内における効率的な機能発
現を実現する遺伝子内包高分子ミセルを
開発し、固形がん治療における有効性を検
証する、という二大目標を達成することを
目指した。特に項目（２）においては、レ
ポーター遺伝子を用いたキャリアの機能
評価に留まらず、臨床的に意味のある動物
実験モデルを対象として、遺伝子導入に基
づく治療効果の検証を行うことを目標と
した。この様な高分子ミセル型 DDS 開発
の推進は、現在のがん化学療法における治
療効果とコンプライアンスの向上を実現
し、さらには、核酸医薬を用いたがん分子
療法の実用化をも促進するものと期待さ
れ、がん治療領域の進展に多大な貢献をな
すものと思われる。 

 

図 1.薬物・遺伝子デリバリーのための高分子ミ

セル型ナノキャリア 

 

３．研究の方法 

(1) pH 応答型アドリアマイシン(ADR)内包ミ
セルの開発と膵臓がん治療への展開 
 本項目では、ナノキャリアがエンドサイト
ーシスによって細胞内に取り込まれた後に、

エンドソーム/リソソーム内の低 pH環境下で
選択的に制がん剤アドリアマイシン(ADR)を
放出するシステムの構築を目指して、
poly(ethylene glycol)-poly( β -benzyl 
L-aspartate) (PEG-PBLA)のアミノリシス反
応により PBLA側鎖にヒドラジド基を導入し、
ADRのC-13位のカルボニル基との間で形成さ
れるヒドラゾン結合を介して ADR が内核に導
入された高分子ミセルを開発した(図 2)。調
製された ADR 内包ミセルは、65nm の粒径を有
しており、pH7.4 においては ADR を放出しな
いが、pH5.0 において選択的に ADR を放出す
ることが確認された。次に、pH 応答型 ADR 内
包ミセルの膵臓がんモデルの治療における
有用性を検討した。具体的には、ヒト膵臓が
ん BxPC3 細胞の皮下移植モデルに対して ADR
内包ミセルを i.v.投与し、その治療効果なら
びに ADRの腫瘍内分布を評価した。ここでは、
ADR 内包ミセルのがん集積性を高めるために、
transforming growth factor-β(TGF-β)阻
害剤の併用効果についても検討を行った。 
 
(2)標的指向性リガンドを搭載した pH応答型
ADR 内包ミセルの開発と機能評価 
 上述の pH 応答型 ADR 内包ミセルの表面に
リ ガ ン ド 分 子 を 導 入 す る た め に 、
4-(diethoxymethyl)-benzylalcohol を開始
剤としてエチレンオキシド(EO)と BLAを重合
し、末端にベンジルアセタール(AceBz)基を
有する AceBz-PEG-PBLA を合成した。次にリ
ガンド分子としてグルタミン酸残基のγ-カ
ルボキシル基にヒドラジド基を導入した
Fol-Hydと上記のAceBz-PEG-PBLAを反応させ
ることによって、PEG 末端に folate を有する
ブロック共重合体を合成した。このブロック
共重合体に上記(1)と同様な方法によりヒド
ラゾン結合を介して ADRをミセル内核に導入
することによって、表面に folate を有する
ADR 内包ミセルを調製した(図 2)。本システ
ムの体内動態ならびに制がん活性試験は、ヒ
ト口腔がん KB 細胞を用いて行った。 

 
図 2.葉酸リガンドを搭載したpH応答型ADR内包

高分子ミセル 

 
(3)白金錯体制がん剤(DACHPt)内包ミセルの



 

 

開発とその最適化 
 オキサリプラチンの活性中間体である
DACHPt と PEG-pol(L-glutamic acid) 
(PEG-PGlu)の水中における高分子-金属錯体
形成を利用して、DACHPt 内包ミセルを構築し
た。ここでは、PGlu 重合度が 20, 40 および
80と異なるPEG-PGluから DACHPt内包ミセル
を構築し、マウス大腸がん C26 細胞の皮下移
植モデルを用いて、体内動態試験および制が
ん活性評価を行うことにより、PGlu 鎖長の最
適化を行った。また、最適化されたミセルに
関して、上記のヒト膵臓がん BxPC3 細胞の皮
下移植モデルに対する治療における有用性
を検討した。 
 
(4) 高分子ミセル型遺伝子ベクターの構築
とがん遺伝子治療への展開 
 本研究では、全身投与による遺伝子デリバ
リーに向けて、細胞外における高い安定性と
細胞内における効率的な DNA の放出を実現す
るために、PEG-poly(L-lysine) (PEG-PLys)
の PLys 側鎖に SH 基を導入し、細胞内還元的
環境下で開裂するジスルフィド(SS)架橋に
より内核が安定化された高分子ミセル型遺
伝子ベクターを構築した。本システムには、
具体的な治療遺伝子として、可溶型の VEGF 
receptor-1(soluble fms-like tyrosine 
kinase-1: sFlt-1)を発現するプラスミド
DNA を搭載し、ヒト膵臓がん BxPC3 細胞の
皮下移植モデルに対する血管新生阻害に基
づく制がん活性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) pH 応答型アドリアマイシン(ADR)内包ミ
セルの開発と膵臓がん治療への展開 
 ヒドラゾン結合は、生理的 pH(7.4)では安
定であるが、酸性環境下では解離に向かって
平衡がシフトするために、本システムは血中
では ADR を安定に保持する一方で、がん組織
の低 pH 環境下で ADR を放出する低 pH環境応
答型の DDSとして機能するものと考えられる。
実際に、pH 応答型 ADR 内包ミセルは、マウス
大腸がん C26 細胞に皮下移植モデルを用いた
動物実験において、優れたがん集積性と制が
ん活性を示すことが明らかになった。次に、
本システムを難治がんの標的治療へと展開
するために、pH 応答型 ADR 内包ミセルのヒト
膵臓がん BxPC3細胞の皮下移植モデルに対す
る有効性をフリーの ADR とドキシル(ADR の
PEG 修飾リポソーム製剤)との比較により検
証した。その結果、すべての薬剤の投与群に
おいて有意な制がん活性は確認されなかっ
た。そこで、膵臓がんモデルにおいて高分子
量のデキストランのがん集積性を高める効
果が確認されていた TGF-β阻害剤を併用し
たところ、pH 応答型 ADR 内包ミセルとドキシ
ルは有意な制がん活性を示し、ミセルの効果

はドキシルの効果よりも有意に優れている
ことが確認された。この結果に基づいて、腫
瘍内における ADR の分布を評価したところ、
TGF-β阻害剤を投与していない条件では、が
ん組織への ADRの集積は必ずしも十分とは言
えないが、TGF-β阻害剤の投与によって ADR
内包ミセルとドキシルのがん集積性が高ま
り、特に、ADR 内包ミセルの投与においては
がん組織に強い ADR の蛍光が観察された(図
3)。以上の結果より、pH 応答型ミセルと TGF-
β阻害剤の併用治療は、難治がんの治療にお
いて有効な戦略となりうるものと考えられ
る。 

 

図 3.ヒト膵臓がん BxPC3 細胞の皮下移植モデル

における ADR の腫瘍内分布(T で目印を付けた部

分ががん組織であり、それ以外は間質組織) 

 
(2)標的指向性リガンドを搭載した pH応答型
ADR 内包高分子ミセルの開発と機能評価 
 本研究では、上記の pH 応答型 ADR 内包ミ
セルの表層にリガンド分子として葉酸分子
を導入し、リガンド搭載ミセルの in vitro
および in vivo における有用性を検討した。
その結果、in vitro 実験では、葉酸結合タン
パク質(受容体)を過剰発現している KB 細胞
によってリガンド搭載ミセルが効率的に細
胞内に取り込まれ、高い細胞毒性を示した 。
この結果に基づいて、KB 細胞の皮下移植モデ
ルに対して、リガンド搭載ミセルのがん集積
性をリガンドを導入していない ADR内包ミセ
ルとの比較により検証したところ、両者に有
意な差は認められなかった。この結果は、DDS
が標的であるがん細胞に到達するためには、
血管外に漏出しなくてはならないことを考
えると当然の結果であると言える。一方、制
がん活性に関しては、葉酸リガンド搭載 ADR
内包ミセルは、1/2 - 1/3 の ADR 濃度でリガ
ンドを搭載していない ADR内包ミセルと同等
の制がん活性を示した。この結果は、リガン
ド搭載ミセルが受容体を介してがん細胞に
よって効率的に取り込まれたためであると
考えられる。このように、リガンド分子は、
血球細胞や血管内皮細胞を標的とする場合
を除いて、ミセル型ナノキャリアの体内動態
に影響を及ぼさないが、がん組織での滞留性
および標的細胞によるミセルの取り込みの
向上に寄与し、がん標的治療の薬効を高める



 

 

ことが示唆された。 
 
(3)白金錯体制がん剤(DACHPt)内包ミセルの
開発とその最適化 
 本研究では、PGlu 重合度が 20, 40 および
80と異なるPEG-PGluから DACHPt内包ミセル
を構築した。その結果、PGlu 重合度に関係な
く、約 40nm の高分子ミセルの形成が確認さ
れた。そこで、マウス大腸がん C26 細胞の皮
下移植モデルを用いて、DACHPt 内包ミセルの
体内動態試験および制がん活性評価を行っ
た。その結果、PGlu 重合度が 40 および 80 の
場合において、肝臓および脾臓におけるミセ
ルの集積が認められ、制がん活性試験におい
てはミセル 6mg/kg を 1 日おきに 3 回投与す
る投与条件で体重減尐および毒性死が認め
られたが、PGlu 重合度が 20 の DACHPt 内包ミ
セルは、肝臓および脾臓に対する集積が低く、
有意な制がん活性を示す一方での上記の投
与条件においても致死的な毒性を示さなか
った。以上の結果より、PGlu 重合度が 20 の
DACHPt 内包ミセルががん標的治療において
最も有望であるものと思われた。そこで、本
研究では、この組成の DACHPt 内包ミセルを
BxPC3 細胞の皮下移植モデルの治療へと展
開した。その結果、TGF-β阻害剤を用いない
条件においても DACHPt 内包ミセルは、BxPC3
モデルに対して優れた制がん活性を示すこ
とが確認された。さらに、ミセルおよび
DACHPt の腫瘍内分布を、それぞれ蛍光標識
ポリマーの蛍光顕微鏡観察および蛍光 X線
解析による Pt の検出により評価したとこ
ろ、DACHPt 内包ミセルは間質、がん組織を深
く浸透し、がん組織内で均質な分布を示すこ
とが確認された。この結果は、DACHPt 内包ミ
セルが ADR内包ミセル(70nm)よりも粒径が小
さい 40nm の粒径を有することに起因するも
のと考えられる。これらの研究成果に基づい
て、現在、DACHPt 内包ミセルは、臨床治験に
進んでおり、難治がんの標的治療のための
DDS として実用化が期待される。 
 
(4) 高分子ミセル型遺伝子ベクターの構築
とがん遺伝子治療への展開 
 本研究により開発された SS 架橋型高分子
ミセルは、約 100nm の粒径を有しており、ゼ
ータ電位はほぼ中性であったことから、DNA
を内包した内核が PEGで覆われた二層構造を
有していることが示唆された。In vitro での
sFlt-1 の発現実験では、最適な SH 基導入率
が存在し、SH 基導入率が 5%の場合に最も高
い sFlt-1 の遺伝子発現が確認された。一方、
SH 基導入率が 36%の場合においては、内核の
過度の安定化によって sFlt-1 の発現効率は
検出限界以下であった。一方、マウスに投与
した時の血中滞留性を評価したところ、SS 架
橋の導入によって、血中滞留性が向上するこ

とが確認された。そこで、BxPC3 細胞の皮下
移植モデルマウスに対して SS架橋ミセルを
0、4、8 日に三回投与し(pDNA の投与量 
20µg/mouse)、その後の腫瘍体積を評価した
ところ、SH 基導入率が 11%の PEG-PLys より
形成された SS 架橋ミセルは最も優れた制が
ん活性を示し、その効果は、膵がんの標準治
療薬として用いられているゲムシタビン 
(100 mg/kg)や血管新生阻害剤として使用さ
れている VEGF 抗体ベバシズマブ(50 mg/kg)
よりも優れていることが確認された。また、
治療後の腫瘍組織の血管密度を PECAM-1 の免
疫染色により評価したところ、SS 架橋ミセル
の投与によって血管密度が有意に低下する
ことが確認され、本研究で得られた治療効果
が sFlt-1 による血管新生の阻害によるもの
であることが確認された。現在、ベバシズマ
ブは metastatic colon cancer や non-small 
cell lung cancer に対する治療薬として認可
され、現在もその適応を増やしているが、ベ
バシズマブには致死性の重篤な副作用があ
り、薬価が高いという問題も抱えている。こ
れに対して、本研究では、安全性に優れた非
ウイルスベクターである高分子ミセルによ
る sFlt-1 の遺伝子導入によって、皮下移植
モデルに対して優れたがん治療効果を確認
することができた。遺伝子治療は、抗体医薬
と比較して、尐ない投与量で持続的な効果が
期待でき、上記のアバスチンの使用において
問題となっている副作用を低減させること
が期待でき、繰り返し投与を必要としないた
めに医療経済的にも大きなメリットを有し
ているものと考えられる。 
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