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研究成果の概要（和文）：難治性の膵臓がんなどに観察されるがん微小環境は、がん細胞をはじめ、免疫細胞や
血管内皮細胞など多くの細胞種が不均一に存在し、さらに低酸素や低栄養状態がそれぞれの細胞の表現型を多様
化させる。こうしたカオスながん微小環境に対して、殺細胞効果を有する抗がん剤を送達させることの難しさは
容易に想像できる。そこで、膵臓がん治療のための効率的デリバリー担体の開発を本研究の目的とし、検討を行
ったところ、アルブミンを脱溶媒和法にてナノ粒子化し、そのサイズが30nmのものに高い膵臓がんへの集積性が
認められた。このキャリアに抗がん剤を搭載したところ、非常に高い抗腫瘍効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Many nano antitumor drugs were developed based on the enhanced permeability 
and retention (EPR) effect. However, these EPR effect-based therapeutic systems a less effective in 
malignant tumors with low vascular permeability, such as pancreatic tumors. Since the EPR effect 
depends on nanoparticles' size, we first determined nanoparticles' size associating with a high 
tumor-targeting rate in a human pancreatic tumor xenograft model with low vascular permeability. The
 tumor-targeted delivery and antitumor activity of PTX loaded albumin nanoparticles were 
significantly improved by optimizing the mean nanoparticle diameter to 30 nm. Furthermore, the 
nitric oxide-PTX loaded 30 nm-albumin nanoparticles treatment on model mice achieved a significantly
 higher survival rate than conventional therapy. These findings suggest that 30 nm-albumin 
nanoparticles have a high therapeutic effect against human pancreatic tumors.

研究分野： 薬剤学、薬物送達学

キーワード： アルブミン　膵臓がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、治療満足度の低い膵臓がんを対象としたものであり、膵臓がんへの特異的デリバリーを可能にするキ
ャリアの開発に成功した。このキャリアは人の体に従来から存在するアルブミンを原料としていることから、免
疫原性や副反応も少ない安全なものであり、アルブミンの様々な薬物を結合する特性から、複数種類の抗がん剤
の搭載も可能である。臨床応用されることで、現状の膵臓がんの治療満足度の改善が見込められ、学術的意義の
みならず、社会的意義も大きいと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 難治性の膵臓がんなどに観察されるがん微小環境は、が
ん細胞をはじめ、免疫細胞や血管内皮細胞など多くの細胞
種が不均一に存在し、さらに低酸素や低栄養状態がそれぞ
れの細胞の表現型を多様化させる。こうしたカオスながん
微小環境に対して、殺細胞効果を有する抗がん剤を送達さ
せることの難しさは容易に想像できる（図１）。これまで
に、がん化学療法における抗がん剤の腫瘍ターゲティング
として、『能動的』または『受動的』ターゲティングが試み
られてきた。『能動的』ターゲティングは、そのターゲット
が限られた細胞にのみ発現しているため、結果として、耐
性化細胞集団の形成に繋がる。一方、『受動的』ターゲティ
ングは、その理論の礎である Enhanced permeability and 
retention (EPR)効果により、比較的幅広いがん種に適応
できる。しかし、その腫瘍集積性は投与量のわずか１０％
との臨床データも存在し、満足な結果が得られることが少
ないため、ヒトにおける EPR 効果の存在そのものが議論
され始めている。つまり、『能動的』または『受動的』ター
ゲティングを生かした高分子抗がん剤が上市されるもそ
の奏効率は決して高くない現状がある（研究背景）。この
現状に対し、高分子抗がん剤を効率的に腫瘍全体へ送達す
るためにどうすべきか、という『学術的問い』は臨床現場
からも強く求められている状況であった。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究は、様々ながん種の中でも、極めて高い難治性である膵臓がんに焦点を当て、『膵
臓がん治療のための効率的デリバリー担体の開発』を目的とした。方策として、不均一かつ難治
性を生み出す低酸素領域を改善し、血流の少ない領域への送達性向上を図るべく、血管内皮弛緩
因子として知られる一酸化窒素（NO）の応用を考案した。また、その NO キャリアとして、ヒ
ト血清アルブミン（HSA）
を選択した。HSA は内因
的な NO リザーバーであ
る SNO-HSA として機能
していること、加えて、腫
瘍がこの HSA を栄養源と
して積極的に取り込むこ
とから、NO と HSA の結
合体が不均一ながん微小
環境を改善できる可能性
が高い（図２）。 
 すなわち本研究は、HSA
により NO を効率的に腫
瘍組織全体に送達させ、
『一過的』に血流を増大さ
せ EPR 効果増強を引き起
こし、その後の抗がん剤の
移行を増大させようとす
る戦術である。これまで
に、NO 付加HSA二量体
(SNO-HSA-Dimer) が 、
NO を腫瘍選択的に供給
し、投与後３時間にわたる
EPR 効果増強を確認している。このように抗がん剤治療のための前処理として腫瘍組織環境を
『一過的』に制御することは極めて学術的独自性が高く、がんの新しい薬物療法の発展に寄与で
きるものと確信している。『一過的』な制御のメリットは、『血流増大による腫瘍成長への影響を
最小限に留める点』と『腫瘍間質に漏れ出した高分子抗がん剤が血管側に逆流することを防ぐ
点』において、極めて有効な方法論であり、超音波などの非可逆的な物理的破壊による血管漏出
法による EPR増強を目的とした類似した研究とは一線を画すものである。 
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 すでに上記の戦術により、リポソーム製剤のドキシル®やミセル製剤の腫瘍移行性が３〜６倍
に増大すること、さらに極めてヒト膵臓癌の病態に近いモデルとして知られるヒト膵臓癌同所
移植モデルにおいて、アルブミン結合医薬のアブラキサン®の腫瘍移行性・治療効果を高めるこ
とに成功した。また、現在開発が盛んに進められている多くの抗がん剤は、ニボルマブ(anti-PD-
1 ab)などの抗体のような高分子製剤が多いことから、本研究でも anti-PD-1 ab との併用に着手
している。その結果、本戦術により抗体製剤の治療効果も増強できることを確認した。先述の成
果から、SNO-HSA Dimer 前処理によるがん微小環境改善作用は、リポソーム製剤やミセル製
剤、抗体製剤といった幅広い高分子抗がん剤に対し有効であることが明らかとなり、本研究の波
及効果は極めて大きく、多くの DDS製剤の可能性を広げるものであると確信している。本研究
の臨床応用は、抗がん剤の腫瘍集積性上昇に伴う正常組織への移行量減少により、がん治療の効
率化・短縮化に繋がり、副作用の軽減や患者 QOL の向上をもたらすと考えられる。すなわち、
副作用軽減を介した患者様の『心身的負担』と、がん治療の短縮化を介した『経済的負担』をと
もに軽減することができる。加えて、抗体製剤などの高額な医薬品による医療費増大は、国家レ
ベルの財政破綻に繋がる可能性があり、抗体製剤を含む高分子抗がん剤の使用量削減に繋がる
本研究は極めて喫緊な研究であり、医療経済的にも必要性が高いと考えられる。 
 
３．研究の方法 
研究代表者は、ヒト膵臓がんの臨床病態を反映したヒト膵臓がん SUIT２細胞をヌードマウス

の膵臓に移植したヒト膵臓がん同所移植モデルの作成に成功しており、ヒト病態と実験モデル
との乖離を可能な限りなくし、極めて難治性のモデルでの有効性を見極めてきた。その一方で、
EPR増強作用を介したがん微小環境改善作用を持つ SNO-HSA Dimer に関しては、最適化の余
地がある。このような研究経過の下、本申請では、がん微小環境改善作用を最大限に引き出すた
めに NO-HSAナノキャリアの最適化を行い、臨床試験に向けた基礎的知見を収集する。具体的
には、『サイズの最適化』、『取り込み効率の最適化』を検討した。主な具体的な方法は以下の通
りである。 

 
（１）SUIT-2 ヒト膵臓がん同所移植モデル 
 日本 SLC より購入した Balb/c-nu/nuマウス (female、5 weeks-old)を実験に供した。イソフ
ルラン麻酔下、マウスを開腹し、SUIT-2-Gluc 細胞懸濁液 (1.0 × 10⁵ cells/10 µL PBS free 
DMEM)を膵体部に膵管腺に沿って投与し、開腹部を縫合することで SUIT-2 担がん (同所移植)
マウスを作成した。 
 
（２）HSAナノキャリア（HSAnp）の調製 
凍結乾燥処理後の HSA をイオン交換水に溶解させ、20 mg/150-1600 µL に調製したものに、
GSH溶液を下記の終濃度となるように添加し、37℃で 1 h反応した。 
HSAnp1：HSA ; 80 mg/ml, GSH ; 100 mM 
HSAnp2：HSA ; 40 mg/ml, GSH ; 50 mM 
HSAnp3：HSA ; 20 mg/ml, GSH ; 25 mM 
HSAnp4：HSA ; 10 mg/ml, GSH ; 12.5 mM 
Dialysis Membrane, Size 36 を用いて透析（4℃、12 h）を行い、GSH を除去した。回収したサ
ンプルにエタノール (1 eq (volume))を加え、脱溶媒和を行った。0.5 h回転混和した後、アミコ
ンウルトラ-4 (NMWL: 10 kDa)用いて限外ろ過を行い、エタノールを除去後、ZETASIZER 
NANO (Malvern)を用いて動的光散乱法 (DLS)により粒子径の測定を行った。調製した HSAnp
を真空凍結乾燥機（朝日ライフサイエンス株式会社）及び直結型油回転真空ポンプ（アルバック
機工株式会社）を用いて-40℃以下、圧力 0.133 mBar以下で凍結乾燥し、凍結乾燥品は-30℃で
保存した。なお、HSA に関しては、Bradford 法により定量した。 
 
（３）HSAnp の安定性評価 
①濃度変化による粒子安定性評価 
 凍結乾燥処理後の HSAnp及び nab-PTX を PBS で再懸濁し 0.5 mg (HSA)/mL に調整し
た。その後 PBS を用いて段階希釈を行い、各濃度 (0.0625、0.125、0.25、0.5 mg (HSA)/m 
L)における粒子径を、ZETASIZER NANO を用いて測定した。 
②疑似血清中下における粒子安定性評価 
 凍結乾燥処理後の HSAnp を PBS で再懸濁し 0.5 mg (HSA)/mL (containing 10 % FBS)に調
整し、24 h反応した。0、6、12、24 h の各時間における粒子径を ZETASIZER NANO を用い
て測定した。 
③GSH 存在下における粒子安定性評価 
 凍結乾燥処理後の HSAnp を PBS で再懸濁し、終濃度 GSH : 0.1 mM, HSA : 0.5 mg/mL と
なるように GSH溶液を添加し、1 h反応した。反応終了後の粒子径を ZETASIZER NANO を
用いて測定した。 
 
 



 

 

（４）PTX搭載HSAnp (HSAnp1/PTX)の調製 
 HSAnp1 を PBS で 5 mg (HSA)/mL となるよう再懸濁した。1 ml に対しエタノールに溶解
させた PTX を 20 eq (mol)/50 µL 添加し、室温で 30 min 回転混和した。サンプル回収後、
ZETASIZER NANO を用いて粒子径の測定を行った。調製した HSAnp1/PTX を真空凍結乾燥
機及び直結型油回転真空ポンプを用いて-40℃以下、圧力 0.133 mBar以下で凍結乾燥し、凍結
乾燥後は-30℃で保存した。 
 
（５）HSAnp1/PTX の細胞障害性評価 
 調製した HSAnp1/PTX (HSAnp1 : 5 mg/mL, PTX : 20 eq (mol))の細胞傷害性を MTT 
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)を用いて評価した。 
細胞は SUIT-2 を用いた。SUIT2 細胞懸濁液を調製後、96 wellプレートに細胞懸濁液を 1.0×
104 cells/100 µL/well となるように加え、さらに HSAnp1/PTX を PTX終濃度 0.3-300 ng/mL
となるように調整(sample：Medium＝1：4 (volume))したものを 100 µL/well加え、48 h反応
した (37 ℃, 5 %CO2)。反応後、培地を除去し PBS (200 µL)で wash した後 DMSO (200 µL)を
添加し、遮光条件で 500 rpm, 30 min振盪した。その後吸光光度計 (TECAN)を用いて吸収波長
540 nm の吸光度を測定した。 
 
（６）HSAnp1/PTX の細胞内移行性評価 
 HSAnp1/PTX の PTX 細胞内移行性を HPLC (SHIMADZU)を用いて評価した。SUIT-2 細胞
懸濁液を調製後、24 wellプレートに SUIT2 細胞懸濁液を 3.0×104 cells/300 µL/well となるよ
うに加え、37 ℃、5％ CO₂条件下で 24 h反応した。反応後上清を除去し、HSAnp1/PTX を終
濃度 300 ng (PTX)/mL となるように調整し (Sample：Medium＝1：4 (volume))500 µL/well加
え、37℃、5％ CO₂条件下で 1 h反応した。反応後、上清を除去し、トリプシン 100 µL で処理
した。処理したトリプシン溶液を 200 µL のアセトニトリルと混合し、4℃、10 min、10,000 g
の条件で遠心した。採取した上清を 200 µL と 60 %アセトニトリル溶液 (60：40 v/v アセトニ
トリル：イオン交換水) 200 µL を混合し HPLC を用いて PTX濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
 HSAnp の調製法は「脱溶媒和法」を選択し、既報に従い検討を進めた。具体的には、還元型
グルタチオン (GSH)を用いて HSA 分子内のジスルフィド結合を開裂させ、次いでエタノール
を添加することで脱溶媒和反応を引き起こし、分子内・分子間でジスルフィド結合を再形成させ
ることで共有結合型のナノ粒子を作製した。GSH 添加濃度を固定し、HSA 調製濃度を変化さ
せ、粒子径 に及ぼす影響を検討したところ、HSA の濃度低下に従って粒子径が増大した。さら
に条件の最適化を行い、HSAnp の粒子径を 30-120np の範囲で制御できることに成功した。作
成した HSAnp は、サイズ別に HSAnp1 (30 nm)、HSAnp2 (60 nm)、HSAnp3 (90 nm)、HSAnp4 
(120 nm)と記載することとする。 
 次に、各 HSAnp の安定性について検討を行った。まず既に上市されている Abraxane®との
差別化を図るべく、希釈による崩壊性を評価した。その結果、これまでの報告通り、Abraxane®
は希釈に伴い、粒子径の崩壊が観察された一方で、HSAnp は、HSAnp4 は若干の崩壊を見せた
ものの、ほとんど粒子サイズを維持したままであり、希釈による崩壊は観察されなかった（図３）。   
次に、循環血中での安定性を想定した血清中での安定性を評価したところ、HSAnp4 は、有意に
粒子サイズの減少が観察され、一部は崩壊していることが示唆されたものの、その他の HSAnp
に関しては、ほとんど血清の影響を受けず、粒子の状態を維持することが観察された（図３）。
最後に、細胞内に取り込まれた状況を想定した還元剤グルタチオン（GSH）の共存下での安定
性を検討した。その結果、いずれの HSAnp も GSH の濃度依存的に粒子の崩壊が観察された（図
３）。以上より、今回作製した HSAnp は、Abraxane®と異なり、投与後崩壊せずに、粒子の状
態で循環血中を滞留し、細胞に取り込まれた後、直ちに崩壊することが強く示唆された。また、
血中滞留性評価の結果から、HSAnp1が最も滞留性が高かったことから、以後の検討は、HSAnp1

図３希釈や⾎清、還元剤によるHSAnpの粒⼦サイズの変動
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を採用することとした。 
次に Abraxane®同様、HSAnp1 にパクリタキセル（PTX）を搭載した HSAnp1/PTX を作製し、
ヒト膵臓がん SUIT２細胞を用いた細胞取り込みと細胞毒性を Abraxane®と比較検討した。 
 その結果、Abraxane®と比較し、より高い細胞取り込み性と殺細胞作用が認められた（図４）。
細胞取り込みに関して、キャリアである HSAnp1 の取り込み量も上昇していたことから、ナノ
粒子化したことで、従来の HSA単量体が持つ取り込み活性が増強することが示唆された。それ
を裏付けるように、搭載した PTX も取り込みが増大していた（図４）。本知見は、HSA のサイ
ズや構造を変化することで、細胞の取り込みを制御できる可能性を示すものであり、内因的なタ
ンパク質である HSA の巧
みな取り込み機構の存在を
推察させる現象であると考
えている。 
 ここまでの in vitro の知
見より、HSAnp1 は、安定
に血中を滞留し、腫瘍部位
に効率的に送達し、膵臓癌
細胞に取り込まれること
で、粒子を崩壊させ、抗がん
剤であるPTXを放出する可
能性が示唆された。つまり、
当初予定していた『サイズ
の最適化』、『取り込み効率
の最適化』が HSAnp1/PTX
によって達成できたと考え
られる。そこで、EPR増強作用を持つNOをHSAnp1/PTXにさらに搭載したSNO-HSAnp1/PTX
を作製し、ヒト膵臓がん同所移植モデルを用い、Abraxane®と比較検討した。その結果、
Abraxane®も無治療群と比較し、ある程度の延命効果を認めたが、その効果は極めて限定出来で
あったことから、本モデルの難治性が極めて高いことがわかる（図５）。その状況下でも、SNO-
HSAnp1/PTX は、有意に生存率を改善させ、平均生存期間を 20日以上延長させた。この難治性
がんモデルにおいて、ここまで平均生存期間を延長させたものはこれまでになく、SNO-
HSAnp1/PTX の高いがん治療効果が確認された。 
 以上のことから、現

在臨床で使用されて

いる Abraxane®と比

較においても有意に

高い治療効果を認め

たSNO-HSAnp1/PTX
の臨床応用が期待で

きるとともに、研究当

初予期していなかっ

たナノ粒子化による

新たな細胞到達メカ

ニズムがあることが

判明したことから、

HSA のサイズや構造

を改変することによ

る体内動態制御とい

う新たな研究テーマが期待できると考えられた。 

図４HSAnpおよびPTXの細胞内取り込み量と殺細胞効果
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