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研究成果の概要（和文）：本研究では、微粒子性抗がん剤を用いた効果的な難治性がん治療を達成するため、磁
性リポソームを用いて腫瘍血管を傷害し血管透過性を亢進することで、微粒子製剤の腫瘍移行性を改善すること
を試みた。まず、正電荷を有する酸化鉄磁性ナノ粒子内封リポソームと外部磁場を併用することで腫瘍血管を傷
害でき、高分子の腫瘍組織への漏出が亢進することを見出した。また、本手法により抗がん剤ドキソルビシンを
内封したリポソーム製剤による抗腫瘍効果が顕著に増大することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to improve the tumor permeability by magnetic 
liposomes for efficient cancer therapy using anti-cancer drug-encapsulated nanoparticles. Magnetic 
liposomes exhibited strong cytotoxicity against tumor vascular endothelial cells under a magnetic 
field. Moreover, This approach induced the increment of tumor permeability and enhancement of the 
anti-tumor effect of doxorubicin-encapsulated liposomes in B16BL/6 melanoma-bearing mice.

研究分野：薬物送達学、薬剤学、薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性がんは血管分布および透過性が乏しいため薬物送達効率が低く、治療満足度が非常に低い。本研究で構築
した腫瘍血管透過性を亢進する手法は、難治性がん組織への高分子薬物の送達効率を顕著に改善できるものであ
り、難治性がんを既存の抗がん剤で治療するための有用な技術となり得る。また、本研究で対象としたメラノー
マのみでなく、様々ながん種への適用が期待できる。さらに、リポソーム製剤のみでなく、タンパク質製剤や遺
伝子医薬品などの高分子薬物の有効性の向上、適応拡大にも大きく貢献するものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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脆弱な構造をしており正常血管よりも透過性が高い。また、腫瘍組織

のリンパ回収系は未発達であるため、脂質二重膜の小胞であるリポソームなどの微粒子性薬物

キャリアは腫瘍組織へ選択的に移行し、蓄積する (Enhanced Permeability and Retention効果: 

EPR効果)。そのため、抗がん剤をリポソームに封入することで、効率的に抗がん剤を腫瘍組織

へ送達することが可能となる。しかしながら、悪性黒色腫などの難治性がんに対するリポソーム

の移行性は低く、これは難治性がんにおける新生血管の透過性が顕著に低いことに起因する。そ

のため、抗がん剤内封リポソーム製剤を用いた効果的な難治性がん治療を達成するためには、難

治性がん組織における EPR効果を増強する手法の開発が必要である。 

 我々はこれまで、正電荷を有するリポソームに磁性ナノ粒子を封入した製剤である磁性正電

荷リポソームを開発し、その脂質組成および内封磁性ナノ粒子量を最適化することにより、磁場

を付加した部位に存在する細胞に磁性正電荷リポソームを選択的に導入し傷害することに成功

している。本結果を基に、磁性正電荷リポソームの投与と腫瘍組織への磁場付加により、腫瘍内

血管を選択的に傷害することができ、これにより EPR効果を増強できると考えた。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、これまでに開発した磁性正電荷リポソームを基盤として、磁場付加環境下におい

て腫瘍内血管を選択的に傷害することができる安全な新規磁性リポソーム製剤を開発し、本製

剤を利用した EPR 効果増強法を構築することを目的とした。また、本手法により EPR 効果を

増強した悪性黒色腫に対する抗がん剤内封リポソーム製剤の有効性についても評価を行った。 

 
３．研究の方法 

(1) 磁性リポソーム製剤の作製 

 磁性正電荷リポソームは、カチオン性脂質 DOTAP、中性リン脂質 DSPC、およびコレステロール

をモル比として 6:0:4、5:1:4、4:2:4、あるいは 3:3:4 で混合して作製したリポソームに四酸化

三鉄磁性ナノ粒子を 0.1 mg/mL、0.2 mg/mL あるいは 0.5 mg/mL の濃度で内封することで作製し

た。作製した磁性正電荷リポソームをヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVEC に添加し、30 分間永久磁石

を用いて磁場付加を施した後、WST-8 アッセイにより細胞生存率を測定した。 

 また、磁性負電荷リポソームは、負電荷リン脂質 DSPG およびコレステロールをモル比として

6:4 で混合して調製したリポソームの内部に 0.1 mg/mL、0.2 mg/mL あるいは 0.5 mg/mL の濃度

の酸化鉄磁性ナノ粒子を封入することで作製した。さらに、磁性負電荷リポソームとアテロコラ

ーゲンを 2:1 (w/w) で混合することにより複合体を作製した。 

 

(2) 磁性リポソームと外部磁場を併用した際のマウス固形腫瘍内血管の漏出性の評価 

 本検討には、マウス悪性黒色腫細胞株 B16BL/6 を皮下に移植することにより作製した固形が

んモデルマウスを用いた。固形腫瘍が 500 mm3に到達した時点で磁性正電荷リポソーム、あるい

は磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体をマウス尾静脈より投与し、5 分後に腫瘍組

織へ永久磁石を用いて 30分間磁場付加を施した。その後、エバンスブルーを静脈内投与し、6時

間後に腫瘍組織を摘出し、漏出したエバンスブルー量を測定した。 

 

(3) EPR 効果の増強を施した固形腫瘍に対する PEG 修飾リポソームの移行性の評価 

 (2) の手法に従い、B16BL/6 悪性黒色腫固形がんモデルマウスに対して磁性負電荷リポソーム

/アテロコラーゲン複合体を静脈内投与した後、腫瘍組織に対して磁場付加を施した。その後、

DiIC18(3)標識ポリエチレングリコール (PEG) 修飾リポソームを静脈内投与し、24時間後に腫

瘍組織中の PEG 修飾リポソーム量を定量した。また、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓についても同



様に PEG 修飾リポソームの移行量を測定した。 

 

(4) EPR効果の増強を施した固形腫瘍に対するドキソルビシン内封PEG修飾リポソームの抗腫瘍    

効果の評価 

固形腫瘍が 100 mm3に到達した時点で(2) の手法に従い、固形がんモデルマウスに対して複合

体の投与と磁場付加を行った。その後、ドキソルビシン内封 PEG 修飾リポソームを静脈内投与

し、経日的に腫瘍径、および体重を測定した。また、生存日数の観察も行った。 

 
４．研究成果 

(1) 血管内皮細胞に対する磁性正電荷リポソームの殺細胞効果の in vitro 評価 

 本研究で作製した磁性正電荷リポソームの粒子径は約 110 nm、表面電荷は約 40-60 mV であっ

た。この磁性正電荷リポソームを HUVEC に添加した後、磁場付加を施した際の細胞生存率を評価

した。内封磁性ナノ粒子量を 0.1 mg/mL に固定し、リポソームの脂質組成について評価を行った

結果、カチオン性脂質を 50%以上含有する磁性正電荷リポソームは磁場付加の有無に関わらず細

胞毒性を示した。一方、カチオン性脂質を 40%含有する磁性正電荷リポソームは、磁場非存在下

においては HUVEC の生存率に影響を及ぼさず、磁場付加を施した際に高い殺細胞効果を示した。

次に、内封磁性ナノ粒子量について最適化を行った。磁性ナノ粒子濃度を 0.2 mg/mL とした場

合、0.1 mg/mL と比較して有意に高い殺細胞効果が認められた。一方、0.5 mg/mL の濃度では磁

場非存在下においても細胞生存率の低下が認められた。これらの結果より、磁性正電荷リポソー

ムの脂質組成は DOTAP:DSPC:コレステロール = 4:2:4 (mol)、内封磁性ナノ粒子量は 0.2 mg/mL

とすることとした。 

 

(2) 磁性正電荷リポソームと外部磁場を併用した際の腫瘍組織への高分子漏出性の評価 

 前項において組成を最適化した磁性正電荷リポソームを B16BL/6 悪性黒色腫固形がんモデル

マウスに対して尾静脈内投与した後、腫瘍組織に対して磁場付加を施した際のエバンスブルー

の腫瘍組織内漏出性について評価した。磁性正電荷リポソーム投与 5分後に 30分間磁場付加を

施すことにより、エバンスブルーの漏出が顕著に増大することが明らかとなった。本結果より、

磁性正電荷リポソームと磁場付加の併用により、マウス悪性黒色腫固形腫瘍における EPR 効果

を増強できることが示された。しかしながら、磁性正電荷リポソームの投与量の増大に伴い、マ

ウスの死亡率の増大が認められた。これは、リポソームを構成する正電荷脂質に起因するもので

ある可能性が示された。 

 

(3) 磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体の血管内皮細胞に対する殺細胞効果と EPR

効果増強効率の評価 

 前項において、DOTAP を構成成分とする磁性正電荷リポソームが、マウスに対して投与量依存

的に毒性を示すことが確認された。そこで、磁性正電荷リポソームの代用として、我々が開発し

た磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体を用いた EPR 効果増強法の構築に取り組んだ。

本複合体は、安全性の高い負電荷リン脂質を構成成分とした磁性リポソームにアテロコラーゲ

ンを修飾することでリポソーム表面に正電荷を付与している。複合体の粒子径は約 130 nm、表

面電荷は約-30 mV であった。表面電荷の測定値は負の値を示しているが、複合体表面に存在す

るアテロコラーゲンに由来する正電荷により、本複合体が磁場存在下において効率的に細胞の

表面へ吸着することを既に確認している。この磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体

を HUVEC に添加し、磁場付加を施したところ、内封磁性ナノ粒子濃度を 0.5 mg/mL とした場合に

高い殺細胞効果が得られた。また、磁場非存在下における細胞生存率の低下は認められなかった。 



 そこで、本複合体を B16BL/6 悪性黒色腫固形がんモデルマウスに静脈内投与した後、腫瘍組織

に対して磁場付加を施し、エバンスブルーの腫瘍内漏出性を評価した。その結果、磁性正電荷リ

ポソームを用いた場合と同程度の腫瘍組織へのエバンスブルーの移行が認められた。また、投与

量の増大に伴うマウスの死亡・体重変化も認められず、肝毒性の指標である血中 ALT、AST の増

大も認められなかった。これらの結果より、磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体を

用いることで、安全に難治性がん組織の EPR 効果を増強できる可能性が示された。 

 

(4) EPR 効果を増強した腫瘍組織における PEG 修飾リポソームの蓄積性の評価 

 磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体と外部磁場付加の併用により EPR 効果を増強

したマウス悪性黒色腫固形腫瘍に対する PEG 修飾リポソームの移行性を評価した。本検討で用

いた PEG 修飾リポソームの粒子径は約 100 nm、表面電荷は約-10 mV であった。複合体の投与、

あるいは磁場付加を単独で行った際には、PEG 修飾リポソームの腫瘍組織移行性に変化は認めら

れなかった。一方、複合体の投与と外部磁場付加を行った場合、PEG 修飾リポソームの投与 24時

間後における腫瘍組織移行量が顕著に増大した。また、その他の主要臓器への移行性、および血

中濃度には顕著な変化は認められなかった。 

 

(5) EPR効果を増強した腫瘍組織に対するドキソルビシン内封PEG修飾リポソームの抗腫瘍効果

の評価 

 磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体を用いて EPR 効果を増強したマウス悪性黒色

腫固形腫瘍に対するドキソルビシン内封 PEG 修飾リポソームの抗腫瘍効果を評価した。ドキソ

ルビシン内封 PEG 修飾リポソームをドキソルビシン量として 2 mg/mL で単独投与した場合、若

干の腫瘍増殖抑制効果が認められた。磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体の投与と

外部磁場付加のみを行った場合には、腫瘍増殖速度の変化は認められなかった。一方、複合体の

投与と磁場付加を行った後、ドキソルビシン内封 PEG 修飾リポソームを投与した場合、顕著に高

い腫瘍増殖抑制効果が認められた。その効果はドキソルビシン内封 PEG 修飾リポソーム単独投

与群と比較して有意に高く、もた顕著な延命効果も認められた。これらの結果より、磁性負電荷

リポソーム/アテロコラーゲン複合体を用いた EPR 効果の増強により、難治性がんに対する微粒

子性抗がん剤の治療効果を顕著に改善できることが示された。 

 

(6) 交流磁場を用いた EPR 効果増強法の構築 

 前項までの評価では、固形の永久磁石を用いることで腫瘍組織への磁場付加を行った。しかし

ながら、永久磁石は表面からの距離に比例して急激に磁束密度が減少するため、腫瘍の深部まで

磁場が到達していないことが考えられる。そこで、腫瘍のより深部まで EPR 効果の増強を行うた

め、交流磁場を用いた評価を行った。磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体を固形が

んモデルマウスに静脈内投与した後、交流磁場を腫瘍組織へ付加した結果、その後に投与した

PEG 修飾リポソームの腫瘍組織移行性は永久磁石を用いた場合と同程度であった。一方、腫瘍の

中心部 (10 mm 四方) を摘出し PEG 修飾リポソームの集積量を定量した結果、交流磁場を用いた

場合に約 1.3 倍高い集積が認められた。本結果は、交流磁場を用いることにより、複合体による

腫瘍血管の傷害がより深部まで到達し、腫瘍の中心部まで EPR 効果を増大できたことを示唆す

るものであった。 

 

 

以上、磁性負電荷リポソーム/アテロコラーゲン複合体と外部磁場を併用することで、血管内

皮細胞を傷害し、腫瘍組織における EPR 効果を増強することに成功した。また、本手法により抗



がん剤内封 PEG 修飾リポソーム製剤の腫瘍組織移行量が増大し、顕著に高い腫瘍増殖抑制効果

が得られることを明らかにした。今後は、本研究で構築した EPR 効果増強法を利用した抗体医薬

や細胞製剤によるがん治療についても研究を進めていく予定である。本研究で得られた知見は、

微粒子性抗がん剤を用いた難治性がんに対する効果的な治療法を開発する上で有益な情報を提

供するものと考える。 
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