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研究成果の概要（和文）：ハイブリッドリポソーム（HL）種々のがん細胞を用いてHLの治療効果およびがん転移
抑制効果を検討した。in vitroにおいて、がん細胞の増殖をアポトーシス誘導により抑制した。スクラッチアッ
セイより、低濃度のHLはがん細胞に対し細胞の移動面積を顕著に減少させ、遊走能抑制効果が得られ、細胞のア
クチン染色からはがん細胞の仮足形成阻害が観察された。in vivoにおいてHLの肝転移担がんモデルマウスにお
ける相対的腫瘍重量の顕著な減少が得られた。HE染色を用いた腫瘍組織切片における組織学的分析によって腫瘍
サイズの減少が確認された。TUNEL染色により担がんマウスのがん細胞のアポトーシス誘導が観察された。

研究成果の概要（英文）：We have obtained the remarkable therapeutic effects of hybrid liposomes (HL)
composed of 95 mol% dimyristoylphosphatidylcholine and 5 mol% olyoxyethylene(25) dodecyl ether 
against human renal, colon and pancreas cancer cells in vitro and in vivo. In this study, we 
examined the inhibitory effects of HL on the growth of various cancer cells along with apoptosis in 
vitro. The inhibitory effects of HL/ICG irradiated with far-red light laser on the growth of HCT116 
cells were observed. A remarkable reduction in tumor weight in xenograft mouse models intravenously 
treated with PDT-HL/ICG after subcutaneous inoculation of HCT116 cells was verified in vivo. The 
occurrence of Reactive Oxygen Species(ROS) from PDT-HL/ICG treatment was observed in HCT116 cells 
based on ROS detection using fluorescencemicroscopy in vitro. An increase in peroxidation products 
in tumor cells of colorectal cancer xenograft model mice intravenously administered with PDT-HL/ICG 
was observed in micrographs.

研究分野：生体機能化学、医用生体工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ハイブリッドリポソーム（HL）は、リン脂質とPEG系界面活性剤から構成され、（a）製法が簡単で有機溶剤など
の混入する恐れがなく安全である。（b）素材および組成を選択することによりサイズ、流動性や疎水性をコン
トロールすることができる。（c）HL自身でin vitroおよびin vivoにおいて制がん効果を有し、無毒性である。
これらの製法および特色ともに独創的で今までに例がない。とくに、リポソーム自身の制がん効果は本研究以外
では確認されておらず、極めて画期的である。細胞レベルおよび動物実験レベルでのHLの前臨床試験結果を蓄積
し、臨床応用を早期に実現することで社会に貢献することを目的とする。

※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。
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１。研究開始当初の背景 
リポソーム単独での制がん効果は国内外ともに例がない。脂質膜（リポソーム）をドラッグキャ
リアーとして利用する手法は広く知られており、ドキソルビシン含有リポソームが市販されて
いるが、抗がん剤そのものの副作用が問題となっている。HLは、副作用がなく安全であり、リ
ポソーム単独の制がん剤としての可能性が高く、医薬分子の中でも画期的であると考える。抗が
ん剤を含まないリポソーム単独でのがん細胞に対する特異的アポトーシス誘導は、国内外とも
に今までに例がなく、副作用の無い新しいがん化学療法の可能性があり、ナノ医療の分野で先導
的であると考えている。 
がんの転移を制御することは、がん治療において最も重要な戦略の一つである。転移の過程には、
転移性がん細胞と種々の宿主細胞(血小板、リンパ球、内皮細胞)と細胞外マトリックスや基底膜
との相互作用が転移を引き起こす。肝臓および肺は一般的にがんの転移、特に血行性転移の標的
となる臓器であり、しかも、転移を伴うがんの予後は非常に悪い。そのため、転移メカニズムを
明確にし、治療の目安にすることは、転移性がんによる生存率を改善するのに最も重要なことで
ある。化学療法は術後の予後の改善が期待されているが、転移性がんに対する有効的な化学療法
剤は現在までに確立されていない。 
複合脂質膜（ハイブリッドリポソーム：HL）は、リン脂質とミセル分子を水溶液中で超音波処
理するだけで得られ、素材および組成比の選択により、形態やサイズ、相転移温度、疎水性およ
び流動性のコントロールが可能な生体適合性指向の新しい医用素材である（J. Am. Chem. Soc., 
110, 1588 (1988)）。抗がん剤を含有せずに、それ自身ががん細胞膜特異的に蓄積した後、選択的
なアポトーシス誘導により増殖抑制効果を示すことを見出した(Int. J. Cancer, 115, 377 (2005))。
さらに、動物レベルでは、担がんマウスに対して高い治療効果と安全性が認められ、生命倫理委
員会の承認後、末期がん患者に対する臨床でのパイロットスタディにおいて高い安全性、延命効
果および固形リンパ腫の縮小が確認されている（Curr. Pharm. Des., 17, 1709 (2011)）。 
 早期にがんを検出し、治療の目標にすることは、がんによる生存率を改善するのに
重要な試みである。しかしながら、これらの診断方法には副作用や検出できないケース
があるなどの問題点があり、簡便で正確性の高い診断方法が必要である。蛍光を用いた
診断薬も研究されているが、生体透過性の低さや毒性の問題がある。蛍光試薬（インド
シアニングリーン:ICG）は、食品医薬品局 (FDA, USA)の認可を得た蛍光シアニン色素
（極大励起波長 774nm、極大蛍光波長 805nm）であり、副作用が少なく、安全性が高
いため患者の肝機能の評価や手術中の造影剤に用いられている。ICGは、近赤外領域の
波長を有するため生体外部からの検出が可能である。 
申請者らは、最近、HL による大腸がん(WiDr)細胞増殖抑制効果および ICG 含有

HL(HL/ICG)が大腸がん細胞に融合・蓄積することを明らかにした（Anticancer Res., 
36, 5875 (2016)）。HL による大腸がん皮下移植モデルマウスに対する治療効果と
HL/ICGが皮下腫瘍へ長時間蓄積する興味深い知見を得た（Anticancer Res., 36, 5875 
(2016)）。 
これらHLを用いたがん治療やがん診断は、我が国が進める「がん研究の推進」に沿
ったナノサイエンスに根ざしたアプローチによるものであり、副作用のないがん治療お
よび診断薬として、有用性が期待される。 
 
 
２。研究の目的 

HL は、それ自身でヒト培養がん細胞に対して顕著な増殖抑制効果および担がんモデル動物に
対する治療効果を示し、正常動物に対しては無毒性であり副作用がないことを報告している。ま
た、制がんメカニズムが、アポトーシス誘導に起因する可能性を見出している。さらに、生命倫
理委員会の承認を得た後、再発悪性リンパ腫や咽頭癌などの末期患者に対して HLを投与してパ
イロットスタディを行ったところ、約 1年間の治療期間中全く副作用はなく、高い安全性および
延命効果が認められた。そこで本研究においては、抗がん剤を全く含まない HLを用いて、がん
の中でもとりわけ悪性で転移能の高い大腸がん、肺がん、リンパ腫、骨肉腫の転移に対する効果
的な化学療法を目指す。 (1) 素材として無毒性のリン脂質と PEG系直鎖型界面活性剤を構成成
分とする HLを用い、(2) in vitroにおけるヒト大腸がん、リンパ腫および骨肉腫に対する制がん
効果、転移・浸潤抑制効果および抗転移メカニズムを検討する。(3) in vivoにおいて、ヒト大腸
がん、肺がん、リンパ腫および骨肉腫を移植したがん転移モデルに対する治療実験を行う。同時
に腫瘍性新生血管抑制効果を検討する。さらに臨床応用を目指し、正常動物に対する安全性試験、
体内動態試験を実施する。 
以上のように、細胞レベルおよび動物実験レベルでの HLの前臨床試験結果を蓄積し、がん治
療が困難な患者への臨床応用を早期に実現することで社会に貢献することを目的とする。 



 
 
３。研究の方法 
抗がん剤を全く含まない複合脂質膜（ハイブリッドリポソーム：HL）のみによる制がん効果
により、低毒性でしかも優れた抗転移効果をもつ化学療法剤を開発することを目的として研究
を進める。 
【令和２年度】 
（1）HL および HL/ICG の調製および in vitro での増殖抑制効果。 
① アガロースゲル電気泳動法、フローサイトメーターおよび TUNEL 法によりアポトーシス誘導
を解析する。② アポトーシス誘導確認後、カスペース活性化測定蛍光基質を用いてフローサイ
トメーターで測定し、カスペースカスケードを明らかにする。③ ミトコンドリア膜電位差変化
およびチトクロム cの放出をフローサイトメーターで測定する。④ アポトーシス制御因子（p53, 
Bcl-2, Bax, など）に対する抗体を用い、免疫染色法およびフローサイトメーターにより各アポ
トーシス誘導因子の検出を試みる。（3）in vitro での蛍光顕微鏡を用いたがん細胞への HL/ICG
の蓄積の観察。（4）がんモデルマウスに対する in vivo での HL の治療効果。 
【令和３年度以降】 
令和２年度に計画した研究を継続するとともに、新たに以下の研究計画を行う。 
（1）がん細胞膜をターゲットとする HL のメカニズムの解析。（2）in vivo でのがん組織への
HL/ICG の蓄積の観察。（3）in vivo でのアポトーシス誘導の画像解析。（4）正常マウスに対する
HL および ICG 含有 HLの安全性試験。（5）in vivo でのがん細胞に対する HL/ICG の光線力学的
がん治療効果。 
 がんモデルマウスに対して ICG 含有 HLを静脈内投与した後に、HL/ICG が集積した腫瘍に非侵
襲的に外部から励起波長 800 nm の近赤外光をレーザーにより照射する。投与・照射を 2週間行
い、腫瘍体積および腫瘍重量を測定し、光線力学的治療効果を検討する。 
 
４。研究成果 
がんの転移を制御することは、がん治療において最も重要な戦略の一つである。複合脂質膜
（ハイブリッドリポソーム：HL）は、それ自身でヒト培養がん細胞に対して顕著な増殖抑制効果
および担がんモデル動物に対する治療効果を示し、正常動物に対しては無毒性であり副作用が
ないことを報告している。また、制がんメカニズムが、アポトーシス誘導に起因する可能性を見
出している。そこで本研究においては、抗がん剤を全く含まない HL を用いて、がんの中でもと
りわけ悪性で転移能の高い大腸がん、肺がん、リンパ腫、骨肉腫などの転移に対する効果的な化
学療法を目指す。 
 カチオン性リポソーム（CL）のヒト膵臓がん（BxPC-3）細胞に対する抗転移効果を検討した。
スクラッチアッセイにより、BxPC-3 細胞の遊走に対する CL の阻害効果が観察された。CL は、
BxPC-3 細胞の仮足形成を抑制した。マトリゲル浸潤アッセイにより、BxPC-3 細胞の浸潤に対す
る CL の抑制効果が観察された。ELISA 法により、BxPC-3 細胞に対する CL の浸潤抑制効果は、
MMP2、MMP9、および MMP14 の発現阻害によることが明らかになった。さらに、ヒト膵臓がんの腹
膜播種転移異種移植マウスモデルに対する CL の治療効果と抗転移活性を初めて明らかにした。
in vitro および in vivo での膵臓がん転移に対する CL の抗転移効果が示された。(Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 511, 504(2019))。 
カチオン性リポソーム（CL）のヒト膵臓がん（BxPC-3）細胞に対する抗転移効果を検討した。
スクラッチアッセイにより、BxPC-3 細胞の遊走に対する CL の阻害効果が観察された。CL は、
BxPC-3 細胞の仮足形成を抑制した。マトリゲル浸潤アッセイにより、BxPC-3 細胞の浸潤に対す
る CL の抑制効果が観察された。ELISA 法により、BxPC-3 細胞に対する CL の浸潤抑制効果は、
MMP2、MMP9、および MMP14 の発現阻害によることが明らかになった。さらに、ヒト膵臓がんの腹
膜播種転移異種移植マウスモデルに対する CL の治療効果と抗転移活性を初めて明らかにした。
in vitro および in vivo での膵臓がん転移に対する CL の抗転移効果が示された。(Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 511, 504(2019))。 
 商品にならなく現在捨てられている乾燥海苔（Porphyra yezoensis）の有効利用が、熱心
に検討されている。本研究において、悪性黒色腫とリンパ腫細胞を皮下移植したがんモデル
マウスを用いて、乾燥海草抽出物の免疫賦活性効果によるがん予防性および治療効果を検
討した。海苔抽出物の 15日の経口投与により悪性黒色腫モデルマウスでより低い腫瘍重量
を示した。海草抽出物の経口投与後、悪性黒色腫モデルマウスの血清中で時間依存的に IgA
および IgG 濃度増加が観察された。海草抽出物の投与の後、悪性黒色腫モデルマウスから
取り出した回腸組織をホモジナイズし、その上澄みの溶液中で IgA量の増加が確認された。
さらに、海草抽出物を経口投与した悪性黒色腫モデルマウスの回腸組織切片で、免疫染色に
より複数の IgA ポジティブな細胞が観察された。加えて、リンパ腫モデルマウスに 7 日間
の海草抽出物を経口投与したとき、皮下リンパ腫腫瘍の大きさは減少する傾向があり、海苔
抽出物の治療効果が示唆された。マウスにリンパ腫腫瘍細胞移植の前の 7 日間の前処置と
して海草抽出物を経口投与した際、腫瘍の著しい収縮はコントロールのマウスと比較して
観察された。そして、それは海草抽出物の予防的効果を示唆した（J. Food and Nutri. 
Disorders, 9, 5645 (2020))。 



L -α-ジミリストイルホスファチジルコリン（DMPC）及び α-D-グルコピラノシル α-D-グ
ルコピラノシドモノミリテート（TreC14）から成るトレハロースリポソーム（TL）の乳が
ん（MDA-MB-453）細胞に対する増殖抑制効果を in vitro でおよび in vivo で検討した。
MDA-MB-453細胞に対する TL の IC50値は，DMPC リポソームの値よりも著しく低かっ
た。TLのアポトーシス誘導を介したMDA-MB-453細胞の増殖に対する抑制効果は，MDA-
MB-453細胞膜への蓄積後に観察された。MDA-MB-453細胞の膜流動性は，蛍光偏光解消
アッセイから明らかなように，TL 処理後に増加した。TL は，カスパーゼの活性化とミト
コンドリア膜電位の低下を介して MDA-MB-453 細胞のアポトーシスを誘導し，核内因子
（NF）κB 活性を抑制しました。TL で局所的に治療されたヒト乳癌マウスモデルにおい
て，腫瘍体積の顕著な減少が観察された。アポトーシスの誘導は，TL治療後の乳がんモデ
ルマウスの腫瘍組織切片の TUNEL アッセイにより観察された Biochemical and 
Biophysical Research Communications, 532, 505-512（2020））。 
 
L-α-ジミリストイルホスファチジルコリン（DMPC）、ポリオキシエチレン(25)ドデシルエー
テル（C12(EO)25）およびインドシアニングリーン（ICG））から成る複合型リポソーム（HL）の in 
vitro および in vivo でのヒトの結腸直腸癌細胞（HCT116）のの光力学療法（PDT）効果を調べ
ることを目的とした。HCT116 細胞の増殖に関して遠赤外光レーザーで照射される HL/ICG の抑制
性効果が観察された。HCT116 細胞の皮下接種の後静注で PDTHL/ICG で扱われる異種移植マウス・
モデルの腫瘍重量の著明な減少は、in vivo で観察された。PDTHL/ICG 治療からの Reactive 
Oxygen Species（ROS）の発生は、in vitro で蛍光顕微鏡検査法を使用している ROS 検出に基づ
く HCT116 細胞で観察された。PDTHL/ICG で静脈内に投与される結腸直腸癌異種移植モデル・マ
ウスの腫瘍細胞の過酸化製品の増加は、anti-8-ヒドロキシ-2'-デオキシグアノシン（8-OHdG）
を免疫染色することを経て、顕微鏡写真の中で観察された。ヒトの結腸直腸癌細胞による皮下接
種の後の異種移植モデルの PDTHL/ICG の ROS 誘導治療効果は、生体内で初めて明らかにされた
(J. Carcinog. Mutagen., 13, 1000395 (2022))。 
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