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研究成果の概要（和文）： 
抗癌剤の開発において癌の転移メカニズム並びにドラッグデリバリーシステムを理解すること

は非常に重要である。我々は非常に精度の高い分解能を持った生体内イメージングシステムを

開発し、転移中のがん細胞における膜タンパク PAR1を追跡することに成功した。更に、薬剤

の大きさと動態の関連の検討のため蛍光ナノ粒子を担癌マウスに注入し生体内イメージングを

施行した。更に、抗がん剤内包高分子ミセルの構造的安定並びに抗腫瘍効果を評価する新たな

方法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To develop an effective anticancer drug, the understanding of cancer mechanisms and drug 
delivery system (DDS) is very important. Here, we have developed a method for in vivo 
imaging with very high spatial accuracy and succeeded in tracking the membrane protein 
PAR1 during metastasis in living mice. To investigate drug movement in association to its size 
in tumor, fluorescent nano-particles were injected into the tumor-bearing mice and visualized 
by in vivo imaging. Additionally, we developed a novel method to evaluate the structural 
stability and anti-cancer effect of drug-incorporating polymeric micelles.  
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１．研究開始当初の背景 

わが国においてがんは 1981 年以来死亡

原因の第 1 位であり、さらに 2005 年には 

129,338 人ががんにより死亡している。これ

を受け、第 3 次対がん総合戦略においてがん

罹患率と死亡率の減少が疾病対策上の最重

要課題となっており、新しい画期的な治療方

法の開発が急務であった。がんの薬物治療の

研究は多数行われ、延命効果の得られる治療

法が出現している一方で、死亡率は年々増加

している。この原因として、従来の薬物療法

は生体に対する副作用が少なからずあり、こ

れが薬物療法のコンプライアンスの大きな

低下、すなわち、薬剤作用低下、治療効果の

減少の原因となっていることが考えられる。

それゆえ、正常組織に対する作用（＝副作用）

を減らし、がん組織に対する作用（＝効果）

を増大させ、コンプライアンスの増加を実現

する新規薬剤の研究開発が重要である。また、

がんの種類によって、薬剤の分布、浸透度が

異なり、薬物に対する応答性が異なることが

知られており、がんの個性に応じた治療戦略

が必要となる。 

 

２．研究の目的 

「がん組織の個性に応じた薬物治療」の実現

には、腫瘍組織のがん細胞動態を把握すると

ともに、腫瘍組織に生じる新生血管の特徴を

利用した薬剤開発が重要である。これまでに

我々は、抗腫瘍抗体 Trastuzumabに蛍光ナノ

粒子を結合し，マウスのがん組織における薬

剤動態を生体ナノイメージング法で可視化す

ることに成功してきた。（Cancer Res. 2007）．

本研究では、このイメージング技術を発展さ

せ、(1)腫瘍組織におけるがん細胞動態の解明、

(2) Drug Delivery System (DDS) における粒

子のサイズ効果の解析、(3)ナノキャリア基盤

薬剤の開発、を行う。すなわち、がん細胞動

態と薬剤動態の物理的解析を行い、これをナ

ノキャリア基盤薬剤創薬へ反映させることに

より、「がん組織の個性に応じた薬物治療」

法の開発を目指した。 

３．研究の方法 

本研究では、以下の生体ナノイメージング

装置を新たに開発し、(1)腫瘍組織における

がん細胞動態の解明、(2) DDS における粒子

のサイズ効果の解析、(3)ナノキャリア基盤

薬剤の開発、の各研究テーマに応用した。各

テーマにおける方法の詳細については、4.研

究成果の項目で併せて述べる。 

生体ナノイメージング装置開発：イメージ

ング装置開発では、高感度なシグナル検出に

加え、生体由来の振動(呼吸、拍動)の軽減が

大きな壁となる。高感度検出については、高

速観察可能なニポウ板(Nipkow disk)タイプ

の共焦点顕微鏡に多色イメージング可能な 2

光路分離ユニットを取り付け、冷却しながら

電 子 増 幅 す る Electron-Multiplier CCD 

(EM-CCD)カメラを採用した。この光学系にお

いて、レーザー光を試料面に効率よく集光さ

せながら照射することで、ガラス板上では数

ミリ秒の露光時間で量子ドット(蛍光性ナノ

粒子)1 粒子の検出が可能となっている。また

生体振動をできるだけ排除するためには、マ

ウスの背中側皮下に埋め込んだ腫瘍を露出

させた後、1cm×1cm の小窓付のチャンバーを

はめ込み、外科用の強力接着剤でチャンバー

と皮膚を接着させた。その後チャンバー付き

マウスを独自低振動性ステージにボルトで

強固に固定した。 解析法として、分子モー

ターの蛍光ナノ計測法を応用し、量子ドット

の蛍光強度分布をガウス関数で近似計算す

ることで、蛍光の重心位置を高精度で算出し

た。以上の光学的工夫により、XY 平面におい

て 9nm の空間位置精度で生体ナノイメージン

グに成功している(図１)。 

 

図１生体ナノイメージング装置の概要 

 

４．研究成果 

(1)腫瘍組織におけるがん細胞動態の解明： 

がん転移には、細胞膜蛋白質の拡散性増加

や細胞膜形態変化などの膜ダイナミックス

が重要である。我々はがん転移を可視化する

ために、細胞膜蛋白質の１つであるがん転移

活 性 化 因 子 PAR1 (Protease-activated 

Receptor 1)に注目して研究を行っている。

PAR1のN末細胞外領域に特異的に反応する単

クローン抗体を調製し PAR1 抗体と量子ドッ

トが結合したトレーサーを作製した。担がん

マウスの尾静脈からPAR1抗体-QDを注入する

ことで、マウスのがん細胞の PAR1 を蛍光標

識した。その後生体ナノイメージング装置で

量子ドットの蛍光重心位置を解析し PAR1 の

動きの変化を調べた。その結果、血管遠方の

がん細胞では、PAR1 は非常に遅い拡散係数

(拡散性運動の大きさを表す指標)を示した

が、血管内浸潤に向かって拡散係数は増加し、



 

 

血流中のがん細胞では血管遠方の細胞に比

べ拡散係数が約 1000倍以上に増加していた。

このように膜蛋白質の拡散運動が増加する

ことによって、転移が活性化されると考えら

れた。血流中のがん細胞は、その後血管壁に

接着し、拡散係数が血流中に比べ約 1/20 に

まで減少した。血管近傍細胞や血管壁接着細

胞では、細胞運動の進行方向へ向かって特異

的に仮足を形成している様子が観察された。

以上の結果から、がん細胞は組織内の場所に

応じて巧みに膜蛋白質の拡散運動を促進す

ることで、受容体の反応速度を増大させ、が

ん転移を効果的に引き起こしていると考え

られた。 

 

(2) DDS における粒子のサイズ効果の解析： 

通常がんの増殖は血管新生を伴うが、新生

血管は構築が脆弱であり、血管内皮の間隙が

正常血管より広いことが電顕による観察等

で明らかになっている。従って薬剤に適切な

粒径を与えることで正常血管を透過せず、腫

瘍血管のみ透過し、腫瘍間質に選択的に取り

込ませ、腫瘍特異的 DDS を実現することが可

能である。この現象はenhanced permeability 

and retention (EPR)と呼ばれ、DDS 研究者が

大いに注目している。 

DDS における粒子のサイズ効果を検討する

ために、担がんマウスに 20, 40, 100, 200nm

の異なる粒径（図２）をもった蛍光ナノ粒子

を静脈注射し、生体ナノイメージング装置で

各粒子の挙動を追跡した（図３）。 

その結果、粒径 200nm の粒子は血管外に漏

出せず、20, 40, 100nm の粒子が腫瘍間質に

漏出することが明らかになった。粒径20, 40, 

100nm の粒子について、間質内の粒子動態か

ら得られた結果を用いて数値計算すること

で最高腫瘍内薬剤濃度の到達時間をシミュ

レーションした。その結果、血管外から漏出

した薬剤の 2.25 % (平均速度 + 2 x 拡散の

標準偏差)が到達する時間は 20 nm, 40 nm, 

100 nm それぞれ 140.0, 196.9, 358.4 分で

あった。16 % (平均速度 + 1 x 拡散の標準

編差) が到達する時間は それぞれ 148.7, 

207.4, 372.0 分であった。50 % (平均速度 + 

1 x 拡散の標準編差) が到達する時間は そ

れぞれ 158.0, 218.5, 389.4 分であった。

97.75% (平均速度 - 1 x 拡散の標準編差) が

到達する時間は それぞれ 178.5, 242.6, 

423.1 分であった。薬剤注入から血管外漏出

までの時間は数時間と比較的短いものであ

ることが分かった。以上の結果は、薬剤の分

子設計を行う際、レファレンスとして、非常

に有用な情報であると思考えられる。 

 

 

 

 

 

図２ サイズの異なる蛍光ナノ粒子  

 

 

 

図３ 生体ナノイメージングによる腫瘍血

管及び腫瘍間質の観察 

 

 

(3)ナノキャリア基盤薬剤の開発 

カプセルタイプのナノキャリアを媒介と

する薬物は，新たながん治療製剤として期待

されている。ナノキャリアの１つである高分

子ミセルは、親水性-疎水性などの不均質な

構造を持つブロック共重合体が、水中で自律

的に会合したナノキャリアであり、内核と外

殻の明確な二層構造を持つ。外殻により生体

との相互作用を通して体内動態・分布を決定

し、内核には薬物を物理的あるいは化学的に

封入することができる。封入薬物として、抗

がん剤パクリタキセル(微小管阻害剤)が代

表的であり、近年はパクリタキセル内包高分

子ミセルの１つである NK105 の臨床試験が進

行している。 

 一方、パクリタキセル内包高分子ミセルの

構造安定性や抗がん剤効果の評価は、多粒子

系による細胞増殖効果の検討が主であり、粒

子レベル・分子レベルでの理解は不十分であ

った。本研究では、蛍光ナノイメージング法

で高分子ミセル製剤の機能性を検討するた

めに、新たなブロック共重合体を合成し、こ

の共重合体の親水部を近赤外波長を持つ蛍

光色素で標識することにより、パクリタキセ

ル内包蛍光高分子ミセルの合成を行った。こ

の蛍光ミセルの構造安定性を１粒子レベル

で評価した結果、ミセルは生理的環境下にお

いて、数日以上、構造的安定性を保つことが

示された。さらに、パクリタキセル内包蛍光

高分子ミセルが微小管に及ぼす影響をヒト

乳がん培養細胞にて、分子レベルで検討した

結果、同濃度のパクリタキセルに比べ、高分



 

 

子ミセル製剤の方が微小管機能阻害効果が

ゆっくりとした反応であることが示された。

以上の成果は、高分子ミセル製剤の薬効性を

考える上で重要な情報であり、今後高分子ミ

セル製剤の分子設計を行う上で、本実験系が

有用な評価系に成り得ることを示している。 
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