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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、抗がん剤封入微粒子の抗腫瘍効果を高める目的で、膜透過性ペプチド修飾微粒子
や正電荷微粒子の調製を行い、腫瘍集積性や抗腫瘍効果の評価を行った。膜透過性ペプチドで
あるオリゴアルギニンは正電荷を有し、同様に正電荷を有する微粒子では腫瘍新生血管への薬
物集積性が向上し、抗腫瘍効果が亢進した。抗がん剤を効率よく目的部位に送達し集積させる
ことによって、効果が向上することが明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： To improve the chemotherapeutic agents accumulation in tumor 
tissue, lipid nanoparticles was modified with oligoarginine lipid or cationic lipid.  
These particles showing cationic charge were accumulated in tumor tissue and tumor 
vasculature, and enhanced the antitumor activities. 
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１．研究開始当初の背景 

抗がん剤の多くは細胞障害性を有し、治療
に有効な血中濃度範囲が狭いために、有害作
用を生じることが多い。そのため、腫瘍部位
に選択的・優先的に抗がん剤を到達させるこ
とが望まれている。その手法の一つとして、

抗がん剤を微粒子製剤化することがあげら
れる。これは、腫瘍組織に特徴的な血管構造
を利用する方法で、Enhanced Permeability 
and Retention effect (EPR効果)と呼ばれて
いる。すなわち、腫瘍組織に新生する血管は
正常組織の血管に比べ血管透過性が亢進し
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ているため、微粒子表面をポリエチレングリ
コール(PEG)のような親水性高分子で保護し
血中を長時間滞留する微粒子は、腫瘍組織に
漏出しやすく、集積しやすい。 

脂質微粒子であるリポソームは、リン脂質
二重膜からなるナノサイズの小胞であり、
種々の薬物を封入できることから薬物担体
として利用されている。また、腫瘍選択性や
機能性を付与するために、種々のリガンドや
抗体等で修飾することも容易である。 

本研究では、抗がん剤封入脂質微粒子を効
率的に腫瘍組織やがん細胞内に送達するこ
とを目的とし、細胞膜透過性を有する塩基性
ペプチドによる微粒子の修飾を検討するこ
とにした。近年、HIV-1 Tatペプチドのよう
な細胞膜透過能を有するペプチドが明らか
になり、薬物送達への応用が試みられている。
HIV-1 Tatペプチドや、その塩基性アミノ酸
に富むアミノ酸配列をモデルとしたオリゴ
アルギニンペプチドは、細胞膜透過性の低い
タンパク質や核酸、さらには数百ナノメート
ルサイズの微粒子に結合することによって、
それらを効率よく細胞内に送達することが
可能である。また、正電荷を有する微粒子は、
腫瘍新生血管に集積しやすいことが報告さ
れており、正電荷を有するオリゴアルギニン
修飾微粒子は、腫瘍への集積性と細胞内への
浸透性を兼ねそなえた微粒子になり得る可
能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 抗がん剤封入微粒子製剤の効果をより高
めるために、腫瘍への集積性を高め、抗がん
剤の作用部位に薬物を効率よく送達させる
ことを目的とする。そのため、オリゴアルギ
ニン修飾微粒子や、オリゴアルギニンと同様
に正電荷を有する微粒子による腫瘍集積性
や腫瘍新生血管への効果を検討した。さらに
腫瘍集積性を高める併用薬の効果を検討し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）抗がん剤封入微粒子の調製 

抗がん剤として、カンプトテシン、ドキソ
ルビシンおよびスニチニブを用いた。カンプ
トテシンは薄膜法で脂質膜内に保持させ、ド
キソルビシンおよびスニチニブはクエン酸
緩衝液（300 mM、pH4.0）を用いたpH勾配法
により能動的に微粒子内に封入した。いずれ
の微粒子も超音波照射により100-200nmの粒
子径に調整した。 
 
（２）オリゴアルギニン修飾微粒子の体内動
態 

膜透過性ペプチドとしてオリゴアルギニ
ン（Arg10）を結合した脂質（図１）を用い、
脂質微粒子に修飾した。さらにローダミン脂

質を用いて蛍光標識を行い、マウス尾静脈内
から投与し、臓器分布を蛍光顕微鏡で観察し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
図１ オリゴアルギニン脂質の構造式 
 
 
（２）正電荷微粒子による抗腫瘍効果の評価 
 マウス結腸癌colon26担癌マウスを用いて
抗腫瘍効果を評価した。腫瘍サイズが約
100mm3より薬物投与を開始し、抗癌剤封入微
粒子を尾静脈内投与後の腫瘍サイズ変化を
評価した。 
 
（３）Dynamic contrast-enhanced magnetic 
resonance imaging（DCE-MRI）法を用いた血
管透過性の評価 

血管透過性や腫瘍内の血漿体積といった
血管の機能を評価するためにDCE-MRIを行っ
た。腫瘍のMRIを撮像しながらMRI造影剤を
投与し、腫瘍の画像強度変化を造影剤の濃度
変化として求めた。これをコンパートメント
モデルで解析することにより、腫瘍内血漿体
積（Vp）と血管透過性のパラメータである
Ktransを算出した。 
 
（４）Transforming growth factor β（TGF-
β）受容体阻害剤の併用による微粒子の腫瘍
集積性に対する効果  
TGF-β受容体阻害剤は近年、腫瘍血管の周

皮細胞を減少させて、微粒子製剤の血管透過
性を高めることが報告されている。そこで
TGF-β受容体阻害剤A-83-01の微粒子集積性
に対する効果をDCE-MRI法により評価した。 
 
４．研究成果 
（１）各抗がん剤を封入した微粒子の調製を
行った。カンプトテシンは疎水性の高い薬物
であり、脂質微粒子の脂質膜内に保持させた。
脂質：薬物＝30:1（重量比）の時、80-90％
で封入された。ドキソルビシンの封入には一
般的に用いられるpH勾配法で95%以上が封入
された。さらにスニチニブにおいてもクエン
酸緩衝液を用いた pH勾配法により、脂質：
薬物＝2:1（重量比）において90%以上の高い
封入率で微粒子に封入された。いずれも粒子
径を100-200nmに調整することで、血中滞留
性を有する微粒子とした。 
 
（２）オリゴアルギニン修飾微粒子の体内動
態を検討するために、微粒子にローダミン脂
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質で蛍光標識を行い、マウス尾静脈内より投
与して体内分布を検討した。臓器の凍結切片
を作成し蛍光顕微鏡で観察したところ、オリ
ゴアルギニン未修飾の微粒子に比べ、肝臓や
脾臓での集積性が顕著に増大した。これはオ
リゴアルギニン修飾した微粒子表面が生体
の異物排除機構によって認識されやすく、結
果として肝臓や脾臓に集積したと考えられ
た。よって腫瘍へ十分量の薬物を送達できな
い可能性が示唆され、さらに生体内動態の制
御法の検討が必要であると考えられた。 
 
（３）正電荷リポソームの抗腫瘍効果 

オリゴアルギニンと同様に正電荷を有す
る微粒子を用いて、抗がん剤の抗腫瘍効果を
評価した。カンプトテシンは、トポイソメラ
ーゼIを阻害する抗がん薬であり、また血管
新生阻害効果を有するとの報告もあり、正電
荷リポソームに封入することで抗腫瘍効果
が高められると考えられる。そこで、正電荷
脂質であるDOTAPを含有する微粒子にカンプ
トテシンを封入した。これを、マウス結腸癌
colon26担癌マウスに投与して抗腫瘍効果を
評価したところ、腫瘍成長を抑制することが
明らかになった（図２）。 
 

 
図２ カンプトテシン封入微粒子の colon26
担癌マウスに対する抗腫瘍効果 
 
この微粒子の腫瘍新生血管に対する影響

を調べるために、DCE-MRI法で腫瘍血管の透
過性を評価した。しかし、透過性には差は見
られなかった。そこで、腫瘍への集積量を確
認したところ、微粒子の分布に比べて薬物の
分布が顕著に減少していた。すなわち、微粒
子に薬物が保持されにくく、十分量を腫瘍に
集積させることが困難であったと考えられ
た。 

そこで、腫瘍へ十分量の薬物を到達させる
ために、薬物を微粒子内に内封することにし
た。抗がん剤スニチニブは、血管内皮成長因
子受容体などのチロシンキナーゼ阻害活性
を有し、腫瘍血管に集積させることで抗腫瘍
効果をより増強できると考えられる。そこで、

正電荷微粒子にスニチニブを内封した。
colon26担癌マウスで抗腫瘍効果を評価した
ところ、中性微粒子に比べ正電荷微粒子にお
いて腫瘍増殖を抑制した（図３）。 
 微粒子にローダミン脂質を用いて蛍光標
識を行い、腫瘍内の分布を確認したところ、
中性リポソームに比べて正電荷微粒子にお
いて高い集積性が認められた。 
 以上の結果より、正電荷微粒子に抗がん剤
を安定に保持させ、腫瘍部位へ送達すること
によって、薬物の効果を亢進できることが示
唆された。 
 
 

図３ スニチニブ封入微粒子のcolon26担癌
マウスに対する抗腫瘍効果 
 
（４）静脈内投与した微粒子は血流により腫
瘍へ送達されるため、血管の乏しい部位や血
流の不十分な腫瘍へ到達させるには限界が
ある。そこで微粒子の腫瘍への集積性を高め
るために、腫瘍血管構造を変える併用薬を用
いて集積量を評価した。抗がん剤ドキソルビ
シンを封入した微粒子を用い、TGF-β受容体
阻害剤であるA-83-01を低用量（0.5mg/kg）
で投与し、腫瘍集積性を評価した。A-83-01
を併用することにより、投与 24時間後の微
粒子の腫瘍集積量は約1.7倍増加することが
明らかになった。（図４）。 

 
図４ 微粒子投与24時間後の腫瘍集積性 
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そこで、A-83-01の腫瘍血管に対する効果

を DCE-MRI法により評価した。A-83-01処置
によりVpやKtransが増大し、血管体積の増加
や血管透過性の亢進が明らかとなった（図
５）。DCE-MRI法で通常用いられる低分子の造
影剤に比べ、微粒子化したMRI造影剤を用い
て評価するとより顕著なVpやKtransの変化が
観察された。これらの結果より、A-83-01は
微粒子の血管透過性に対してより大きく影
響すると考えられる。 

微粒子造影剤を用いた DCE-MRI法により、
微粒子の血管透過性や腫瘍血管に対する作
用を評価することが可能になった。これらの
知見を利用することで、微粒子の腫瘍集積性
を高め、抗腫瘍効果を亢進させる治療法の開
発が可能であると考えられる。 
 

 
図５ colon26担癌マウスにおける A-83-01
処置による腫瘍内血漿体積（Vp）および血管
透過性（Ktrans）の変化 
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