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研究成果の概要（和文）：膵癌や腹膜播種は、薬物送達が悪く免疫チェックポイント阻害剤(ICI)の効果は限定
的である。臨床の投与経路である静脈内(iv)投与と異なる腹腔内(ip)投与でICIや脂質ナノ粒子(LNP)の腹膜播種
への移行量が約10倍向上した。ip投与されたICIやLNPは直接膵癌や腹膜播種へ浸透し、iv投与より治療効果に優
れていることを明らかとした。以上より、LNPを用いた温熱耐性阻害とICIのip投与による腹膜播種選択的送達に
よる温熱免疫療法の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic outcomes of immune checkpoint inhibitors (ICIs) for pancreatic 
cancer and peritoneal dissemination are not efficient due to poor drug delivery. We found that 
intraperitoneal (ip) administration of ICIs and lipid nanoparticles (LNPs), which is different from 
clinically utilized intravenous (iv) injection, increased the delivered amount of ICIs and LNPs by 
10-fild compared to iv injection. ip injected ICIs and LNPs directly penetrated to ip tumors, which 
resulted in superior therapeutic efficacy to iv injection. These findings provide the basis for the 
development of a novel thermo-immunotherapy for pancreatic cancer and peritoneal dissemination by 
ICIs and hyperthermia with inhibition of a thermoresistant mechanism by delivering nucleic acids 
molecules with LNPs using ip route. 

研究分野： 薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤(ICI)は臨床で静脈内(iv)投与されるが、腹腔内腫瘍への送達効率は悪く十分な治
療効果は得られていない。本研究を通じて、腹腔内(ip)投与はICIの腹腔内腫瘍への送達のメカニズムを評価し
腹膜播種治療に有用な投与経路であることを明らかとした。本知見は100ナノメートルの脂質ナノ粒子(LNP)にも
適応され、LNPを用いた核酸医薬による腹膜播種治療の可能性を拓くものである。本研究で得られた知見は、今
後膵癌をはじめ腹膜播種を伴う予後が極めて悪い難治性疾患治療におけるip投与経路の臨床研究への基盤とな
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 
膵がんなど腹腔内臓器を原発とするがんの進行に伴い、腹腔内の他臓器への転移や腹膜へ転

移する腹膜播種に対する治療は主に全身化学療法であるが予後が悪く生存率は極めて低い。一
因として腹腔内腫瘍への薬物送達効率の悪さが挙げられている。この問題を克服するため、腹腔
内へ直接抗がん剤を投与する腹腔内化学療法の臨床研究が進められている。腹腔内化学療法は
高濃度の抗がん剤が腹腔内腫瘍に直接暴露することができ、腫瘍組織の抗がん剤濃度が高く維
持されることで薬効の増強や、全身暴露が回避されることによる副作用の低減が期待されてい
る。進行性卵巣癌患者を対象とし化学療法を静脈内(i.v.)もしくは腹腔内(i.p.)投与した臨床試験
GOG172 では i.p.投与群で生存期間の延長が示された(Armstrong DK. N. Engl. J. Med. 
5;354(1):34-43, 2006 )。一方で、生存期間の延長が認められない臨床試験の報告も存在し、現在
に至るまで腹腔内化学療法が転移した腹腔内腫瘍の治療に有用か結論は出ていない。 
腹膜播種モデルにおける検討で、抗がん剤を i.v.／i.p.投与した直後の腹腔内濃度には約 100

倍の差があり、腹腔内濃度が高く維持できているが、24 時間後には i.v.／i.p.投与で同等にまで
腹腔内濃度が低下していた(Los G. Cancer Res, 15;49(12):3380-4, 1989)。これは i.p.投与された
抗がん剤は腹膜毛細血管より速やかに吸収されていると考えられる。また、腹膜播種における抗
がん剤濃度は i.v.／i.p.投与で同等で腹膜播種への移行量の増加は観察されなかった。以上のこ
とから、腹腔内化学療法が治療効果を促進しない理由として、i.p.投与後に腫瘍組織で抗がん剤
濃度を期待しているほど高く維持できないことが一因と考えられる。 
近年、抗腫瘍免疫を活性化するがん免疫療法が、外科、放射線、化学療法に次ぐ第 4 の治療法

としてがん治療で適応拡大が進んでいる。免疫チェックポイント阻害剤（ICI）は、細胞障害性
リンパ球（CTL）上に発現する免疫チェックポイント分子 programmed cell death 1（PD-1）や
がん細胞上に発現する PD-1 のリガンド PD-L1 に対する抗体医薬である。PD-1/PD-L1 経路を
阻害することで活性が抑制している CTL を再び活性化させ、抗腫瘍免疫を介したがん治療を実
現している。従来の治療では根治が困難な進行がんにも効果が得られるが、奏功率は 20%と低
く、奏効率の改善は課題である。 
  
２．研究の目的 
免疫チェックポイント阻害剤（ICI）は抗体医薬であり低分子抗がん剤と比較して分子量が大

きいため、i.p.投与後に腹膜毛細血管からの吸収が回避され腹腔内濃度が高く維持され、その結
果として腫瘍組織中への高い移行量が達成され奏効率を向上できるのではないかと予想した。
そこで本研究では膵癌モデルマウスや腹膜播種モデルマウスを用い、免疫チェックポイント阻
害剤を i.v.／i.p.投与し、腹膜播種への移行や移行メカニズム、治療効果について評価し、腹膜播
種治療における i.p.投与の有用性を検証した。またこれらの知見について直径 100 ナノメートル
の脂質ナノ粒子（LNP）においても同様に、i.p.投与で腹膜播種への LNP や核酸医薬分子の移
行量や核酸医薬の活性が i.v.投与と比較して向上するか検討した。 
  
３．研究の方法 
(1) 免疫チェックポイント阻害剤への放射性同位体標識と腹腔内腫瘍担癌モデルマウスにおけ
る体内動態評価 
ICI である抗 PD-L1 抗体（10F.9G2, rat IgG2b）にキレート剤 p-SCN-CHX-A’’-DTPA を結合
し、放射性インジウム（111In）を配位させた。C57BL/6 マウスへマウス大腸がん MC38 を i.p.
投与して腹膜播種モデルを作製した。膵癌同所移植モデルは、麻酔下で C57BL/6 を開腹し膵臓
へ KPC 膵癌細胞を移植した。111In 標識抗 PD-L1 抗体（2 μg/mouse）を腹膜播種モデルへ i.p.
もしくは i.v.投与し各タイムコースに麻酔下で腹膜播種組織や血液を回収し重量を測定後、各臓
器中の 111In 活性を γ カウンタ（Wizard 3）で測定した。また 111In 標識抗 PD-L1 抗体（20 
ug/mouse）を i.p.もしくは i.v.投与し各タイムコースに麻酔下で Single Photon Emission 
Computed Tomography／Computed Tomography （SPECT/CT）装置（MILabs）を用いて
SPECT/CT イメージを撮像し、111In 活性について PMOD ソフトで定量化した。 
 
(2) 脂質ナノ粒子の腹腔内腫瘍担癌モデルマウスにおける体内動態評価と活性評価 
脂質ナノ粒子は環境応答性脂質様材料 ssPalm とコレステロール、PEG 脂質、また蛍光脂質 DiR
をアルコールに希釈、ルシフェラーゼをコードする mRNA を酸性緩衝液に希釈し、マイクロ流
体デバイスを用いたアルコール希釈法で調製した。(1)と同様に大腸癌腹膜播種モデルに対して、
LNP を i.p./i.v.投与（20 μg mRNA/mouse）し 24 時間後に腹膜播種の蛍光を in vivo イメージ
ングシステム（IVIS）で評価した。i.p./i.v.投与（1 μg mRNA/mouse）し 6 時間後にルシフェリ
ンを投与後、腹膜播種を回収しルシフェラーゼ活性を IVIS で評価した。 
 
(3) 免疫チェックポイント阻害剤の腫瘍組織内分布評価 
抗 PD-L1 抗体（20 μg/mouse）を MC38 腹膜播種モデルマウスへを i.p.もしくは i.v.投与し、

各タイムコースに腹膜播種組織を回収し、凍結切片（10 μm）を作製した。anti-CD31 抗体



（ab119341）を 4℃で一晩、2 次抗体（Alexa488 標識 anti-rat IgG 抗体, A21208; Alexa568 標
識 anti-hamster IgG 抗体, A21112）を 25℃で 1 時間インキュベーションし、DAPI で核染色
後、蛍光顕微鏡（BZ-X710）で観察した。また Image J を用いて蛍光強度を定量した。MC38 腹
膜播種モデルマウスより腹膜播種腫瘍を摘出し、抗 PD-L1 抗体（10F.9G2, 50 ug/mL）に浸し、
室温で各タイムコースまでインキュベーション後、上記と同様に免疫組織染色を行った。 
 
(4) 免疫チェックポイント阻害剤の i.v./i.p.投与後の抗腫瘍効果評価 

C57BL/6 へ MC38 細胞を腹膜播種後 3, 6, 8, 10, 13 日に抗 PD-L1 抗体（10F.9G2, 200 
μg/mouse）を i.p.もしくは i.v.投与した。コントロールは未処置とした。腹膜播種後 15 日に麻
酔下で開腹し腹膜腫瘍の重量および腹水量を測定した。毒性の指標として経時的な体重変化を
測定した。KPC 膵癌を同所移植後 5 日目に抗 PD-L1 抗体（10F.9G2, 200 μg/mouse）および免
疫賦活化剤の抗 CD40 抗体（FGK45, rat IgG2a, 100 μg/mouse）を i.p.もしくは i.v.投与した。
さらに 8、11 日目に抗 PD-L1 抗体（200 μg/mouse）を i.p.もしくは i.v.投与し、18 日目に体重
を測定後、麻酔下で開腹し膵癌腫瘍組織の重量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 PD-L1 抗体の臓器移行に対する投与経路の影響 
 111In 標識した抗 PD-L1 抗体を MC38 腹膜播種モデルへ i.v./i.p.投与し組織移行量を評価した
（図 1A）。i.v.投与後の血中濃度と比較して i.p.投与後の血中濃度は投与初期に低く、6 時間以降
は同程度で推移した（図 1B）。一方で、MC38 腹膜腫瘍への移行量は、i.p.投与 24 時間後を最大
として i.v.投与の約 10 倍の送達を達成し、72 時間後まで腫瘍組織中濃度は高く推移していた
（図1C）。抗PD-L1抗体の i.v./i.p.投与後の腹腔内や全身分布の様子を評価するため、SPECT/CT
を撮像した。i.v.投与後 5 分において、高い血中濃度を反映して心臓や、また肝臓で高いシグナ
ルが検出されたが、他の腹腔内臓器への移行は確認できなかった（図 1D）。その後腹腔内領域で
もシグナルが検出されたが、96 時間まで腹膜播種で高いシグナルは検出できなかった。一方で、
i.p.投与後は、投与後 5 分に腹腔内全域で高いシグナルが検出された（図 1D）。また腋窩リンパ
節と想定されるリンパ節にも移行が確認された。その後も 48 時間まで腹膜播種領域を含む腹腔
内で高いシグナルが検出された。この結果から、抗 PD-L1 抗体の i.p.投与直後から腹腔内で高
い濃度を維持し腹膜播種へ効率よく移行することが示された。 
 

図 1  i.v.／i.p.投与後の抗 PD-L1抗体の MC38腹膜播種モデルマウスにおける体内動態 
(A) 体内動態評価スケジュール。MC38 腹膜播種モデルへ 111In 標識抗 PD-L1 抗体（2 μg/mouse）
投与後 1～72 時間後の各臓器の 111In 活性を評価した。(B) 111In 標識抗 PD-L1 抗体の血中濃度推
移。血中濃度は単位血液重量当たり、投与量（ID）当たりの濃度（%ID/g）として評価（n=3-4, 
平均±SE）。(C) 111In 標識抗 PD-L1 抗体の MC38 腹膜播種組織中の濃度推移（n=3-4, 平均±SE）。
*P<0.05、**P<0.01（ウェルチの t 検定）(D) 抗 PD-L1 抗体の i.v.／i.p.投与後の MC38 腹膜播種
モデルの SPECT/CT 画像。111In 標識抗 PD-L1 抗体（20 μg/mouse）の i.v./i.p.投与 5 分、3、24，
48，96 時間後の SPECT/CT 画像（左）および、96 時間後における腫瘍部位（右）。実線：腹腔
内領域、点線：腹膜播種部位.。H：心臓、L：肝臓、T：巣用、LN：リンパ節。 
 
(2) i.p.投与後の抗 PD-L1 抗体の移行メカニズムの解明 
 MC38 腹膜播種マウスへ i.v.／i.p.投与後の抗 PD-L1 抗体の腹膜播種組織内の分布を蛍光免疫
組織染色で評価した。i.v.投与後、30 分では腫瘍組織では抗 PD-L1 抗体は検出されず、6，24 時
間後に血管周囲に分布していた（図 2A）。一方で i.p.投与では、投与後 30 分ですでに、腫瘍組
織周辺に抗 PD-L1 抗体が検出され、時間経過とともに組織深部へ浸透している様子が観察され
た（図 2B）。そこで、摘出した MC38 腫瘍組織を抗 PD-L1 抗体を含む溶液でインキュベーショ
ンした結果、抗 PD-L1 抗体は時間依存的に腫瘍組織周囲から内部へ浸透している様子が観察さ



れた（図 2C,D）。以上より、i.p.投与された抗 PD-L1 抗体は、腹腔内空間から直接腹膜播種組織

へ分布し、表面から深部へと浸透することで腹膜播種へ移行していることが示された。 
図 2．i.v./i.p.投与後の MC38腹膜播種組織中の抗 PD-L1抗体分布 
(A) 抗 PD-L1 抗体（20 μg/mouse）の i.v.投与 30 分、6、24 時間後の蛍光免疫組織画像。(B)抗
PD-L1 抗体（20 μg/mouse）の i.p.投与 30 分、6、24 時間後の蛍光免疫組織画像。下段は上段点
線領域の拡大画像。Scale bar: 上段 1000 μm、下段 100 μm。青：核、赤：血管、緑：投与した
抗 PD-L1 抗体。(C) 抗 PD-L1 抗体の ex vivo 腹膜播種組織中の浸透評価。抗 PD-L1 抗体（50 
μg/mL）中に室温で 1 秒、30 分、6、24 時間インキュベーション後の、腹膜播種の蛍光免疫組織
画像。Scale bar: 100 μm。緑：抗 PD-L1 抗体。(D) C の画像で定量した抗 PD-L1 抗体浸透距離。
各時間 20 か所で腫瘍組織表面からの蛍光強度を Image J で定量。実線：平均浸透距離、背景色：
SD。 
 
(3) 抗 PD-L1 抗体の i.v./i.p.投与後の抗腫瘍効果の比較 

MC38 腹膜播種マウスへ抗 PD-L1 抗体を i.v./i.p.投与後の腫瘍増殖抑制効果について評価し
た。i.p.投与群ではコントロール群と比較して有意に腫瘍重量が減少し、一部のマウスでは腫瘍
が消失していた（図 3A）。また、腹水量も i.v.投与群と比較して有意な減少が観られた（図 3B）。
一方で、体重の経時変化は変化がなく、体重減少に至る副作用は確認されなかった。また膵癌同
所移植担癌モデルへ 111In 標識抗 PD-L1 抗体を i.v.／i.p.投与後の血中濃度推移は投与初期で i.v.
投与後で高いが分布から消失相では同等の推移を示した(図 3D)。一方で膵癌組織への移行は i.p.
投与で AUC が上昇していた。また組織内分布は、i.v.投与後は血管周囲に留まっていたのに対し
て、i.p.投与後は膵癌組織全域に分布していた。また、抗 CD40 抗体との併用により、i.p.投与後
は、i.v.投与後よりも腫瘍増殖を抑える傾向にあった（図 3F）。また体重減少など顕著な副作用
は観られなかった（図 3G）。以上より、i.p.投与経路は抗 PD-L1 抗体の腹膜播種や膵癌腫瘍など
腹腔内瘍への効率的な送達を可能にする投与経路であることが示された。 



図 3．MC38腹膜播種マウスへ抗 PD-L1抗体を i.v./i.p.投与後の抗腫瘍効果 
(A, B) 腹膜播種移植後 3，6、8，10、13 日後に抗 PD-L1 抗体（200 μg/mouse）を i.v./i.p.投与
し、15 日後の（A）腹膜播種組織重量（左）および各群の開腹時の様子（右、黄色線は腹膜播種
の領域）、および（B）腹水量。平均±SE。**P<0.01, N.S.: Not significant difference (One- way 
ANOVA with Tukey–Kramer test) 。(C) 体重の経時変化。平均±SE（n=8）。(D) KPC 膵癌同所移
植モデルへ 111In 標識抗 PD-L1 抗体（2 μg/mouse）投与後 1～72 時間後の各臓器の 111In 活性を
評価した。上段：111In 標識抗 PD-L1 抗体の血中濃度推移、下段：111In 標識抗 PD-L1 抗体の膵癌
組織中の濃度推移。投与量（ID）当たりの濃度（%ID/g）として評価（n=3-4, 平均±SE）。*P<0.05
（ウェルチの t 検定）。(E) 抗 PD-L1 抗体（20 μg/mouse）の i.v./i.p.投与 6 時間後の KPC 膵癌腫
瘍組織の蛍光免疫組織画像。Scale bars: 100 μm。赤：血管、緑：投与した抗 PD-L1 抗体。(F, G) 
KPC膵癌細胞同所移植3日後に抗PD-L1抗体（200 μg/mouse）及び抗CD40抗体（100 μg/mouse）
を i.v./i.p.投与し、5、8、11 日目に抗 PD-L1 抗体（200 μg/mouse）を i.v./i.p.投与し、18 日後の
(F)腫瘍組織重量および(G)体重（n=6～8）。Scale bars: 100 μm。*P<0.05、**P<0.01、**P<0.01, 
N.S.: Not significant difference 
 
(4) LNP の i.p./i.v.投与後の腹腔内腫瘍移行、腫瘍組織内分布、mRNA 発現活性 

mRNA 封入した蛍光標識 LNP を腹膜播種モデルへ i.v./i.p.投与後の腫瘍移行量を評価した結
果、i.p.投与後の腹膜播種組織へ移行量は i.v.投与後より約 15 倍増加した。一方で、LNP の主な
消失臓器である肝臓への移行量は i.v./i.p.投与後で大きな差はなかった（図 4A）。さらに内封し
たルシフェラーゼをコードした mRNA の発現活性を評価したところ、腹膜播種組織では発現活
性が i.p.投与で i.v.投与時より約 20 倍も上昇することを明らかとした。肝臓での発現活性は i.v.
投与時の方がやや高く、i.p.投与後は発現活性がやや抑えられる傾向になった（図 4B）。腫瘍組
織で得られた発現活性は、肝臓での発現活性と同等レベルであり、i.p.投与は LNP による腹膜
播種組織への核酸医薬分子送達においても有用な投与経路であることが示された。脂質ナノ粒
子は主な消失臓器である肝臓に投与量の 90%程度が集積するため、肝臓への核酸送達には有用
であり、パティシランが上市されている。一方で腫瘍への核酸送達は投与量の数％程度しか移行
せず未だに実用化には至っていない。本研究では、LNP を腹腔内投与することで肝臓と同等レ
ベルの核酸送達や核酸の機能発現を得ることができた。これは腹膜播種への治療にむけた核酸
送達が実用化レベルであることを示している。今後、適切な核酸医薬の送達による腹膜播種治療
へ展開が期待される。 

 
 
 
 
図 4．腹膜播種マウスへ脂質ナノ粒子の i.v./i.p.投
与後の腹膜播種への移行量及び活性評価 
(A) mRNA 封入蛍光標識脂質ナノ粒子（20 μg 
mRNA/mouse）を MC38 腹膜播種モデルへ i.v./i.p.
投与し、24 時間に腹膜播種と肝臓を摘出し IVIS
で蛍光強度を定量した。(B) ルシフェラーゼをコ
ードした mRNA 封入蛍光標識脂質ナノ粒子（1 μg 
mRNA/mouse）を MC38 腹膜播種モデルへ i.v./i.p.
投与し、6 時間にルシフェリンを i.p.投与後、腹膜
播種と肝臓を摘出し IVIS でルシフェラーゼ発現
量を定量した。平均±SE（n=6）。 
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