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研究成果の概要（和文）：リポソームおよびタンパク質からなるバイオナノ粒子を運搬体として

がん細胞に特異的な細胞表面分子を標的するデザインを施し、さらに制がん剤を内封させて、

がん細胞の標的を試みた。標的効果を促す様々な要因を検討したところ、粒子表面にリガンド

を多価で提示する事により、標的細胞内へ粒子が取り込まれること、標的デザインによりがん

細胞との接触時間が短縮できること、リン脂質の選択により正常免疫細胞への取り込みが抑制

できることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to establish drug delivery systems, targeting cancer cells 
specifically, using bio-nano-particle composed of liposome and/or proteins as a carrier of 
anti-cancer reagents. Multivalent design of the carrier to present antibodies or ligands with 
high affinity to cell surface molecules was found to stimulate endocytosis of the particles. 
The targeting with the antibodies and ligands made the targeting efficient showing the 
incubation time of particle with the target cells clearly shorter. Furthermore, the particle 
escaped from phagocytic macrophages when lipid component was optimized. 
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１．研究開始当初の背景 
 私たちは従来から、遺伝子組換えにより生産

されるB型肝炎ウイルス（HBV）の表面抗原（L

−タンパク質）が形成する中空ナノ粒子および

この性質を利用するリポソーム複合体を「バ

イオナノ粒子」と呼び、細胞や組織をピンポ

イントに標的できるドラッグデリバリーシス

テムのベクターとして提唱した（Yamada et 

al., Nature Biotechnol, 2003）。このバイ

オナノ粒子はHBVの能力を応用してヒト肝臓

細胞を正確に標的する能力を備えているが、

これまでの研究でこの粒子は表面に抗体やペ
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プチドリガンドおよび糖質を結合してがん細

胞に対する親和性を付与して、その細胞を生

体内で効率よく標的することを可能にした

（Tsutsui et al. J. Control. Release, 2007）。

たとえば、ErbB2に対して親和性のあるEC-1

ペプチド（S.C. Pero et al., Int. J. Cancer 

2004）がin vivoにおいて分子標的に利用でき

ることおよびこれを提示するバイオナノ粒子

はErbB2過剰発現細胞を標的できる事をそれ

ぞれ予備検討で明らかにしてきた。さらに、

私たちは新規標的分子を決定するために細胞

表面マーカーDNAマイクロアレイ（ヒト、ラッ

ト、マウスの細胞表面タンパク質マーカーに

特化してそれぞれ1000から2000のプローブを

搭載している）を独自にデザインした（Tuoya 

et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 

2005）。データのクラスター解析には、情報

を球面上に配置する「球面自己組織化マップ

（球面SOM）」を採用して、神経芽腫細胞の細

胞表面マーカーの特定を試みた（Tuoya et al., 

Biochem. Biophys. Res. Commun., 2008）。

その結果、腫瘍細胞に共通に発現して正常組

織では発現が検出できない細胞表面マーカー

の特定が７０％以上の高効率で可能である事

を示した。そこで、ヒトの脳腫瘍由来細胞株

を用いて球面SOM解析した結果、用いたすべて

の腫瘍由来細胞で発現しているが正常脳では

発現が検出できない細胞表面抗原としてCD44

が特定できた。脳腫瘍のマーカーとしての

CD44は初めての知見である。 

 さらに、用いる制癌剤候補も重要である。

当研究室においてシスプラチンの水溶性の硝

酸誘導体が塩素イオン存在化で簡便にシスプ

ラチンへ変化する反応を利用して、硝酸配位

体をリポソームに封入させてから塩素イオン

濃度を加えると、シスプラチンを直接リポソ

ームへ封入する場合に比べて約３００倍量の

シスプラチンを封入できる事を見出した。こ

の他に、リポソームとしてフォスファチジル

セリンを利用するとドキソルビシンの封入効

率が上がる事も見出している。これらの剤型

の試みは世界でも新しい技術であるので、米

国国立がん研究所および、中国天津医科大学

附属腫瘍病院と私たちとの間で本技術を基本

とする乳がん治療研究の取り組みを共同で行

うべく準備が始まっている。このように、本

研究は客観的にも独創的なコンセプトに基づ

いており、国際的な協力関係にまで発展させ

ることのできる研究課題である。 

 

２．研究の目的 

以下の４項目を検討して、制がん剤封入型

分子標的医薬の原型を完成させる。 

(1) バイオナノ粒子のErbB2標的型とCD44標

的型デザインを完成させる。 

(2) 新たながん細胞表面マーカーの特定とそ

のリガンドのデザインを行う。種々の癌由

来細胞を対象としてこのマイクロアレイ

解析を行い、新たに候補として特定された

複数の細胞表面マーカーに対するリガン

ドや抗体を準備する。 

(3) 制がん剤を封入した剤型の検討を行う。 

(4) 制がん剤を封入した剤型の分子標的によ

る薬効を評価する。 

 
３．研究の方法 

(1) バイオナノ粒子のErbB2標的型とCD44標

的型デザインを完成させる。 

① ErbB2標的型デザイン 

バイオナノ粒子およびリポソームの表面

上に、それぞれEC-1ペプチドおよびトラ

スツズマブ（Trastuzumab）を提示さ

せErbB2標的型デザインを調製した。

特にEC-1ペプチドはIgG-Fcとの融合

タンパク質をデザインし、ヒンジ領

域の有無により単量体と２量体を準



 

 

備し、比較検討した。 

② CD44標的型デザイン 

CD44のリガンドであるヒアルロン酸お

よび抗CD44モノクローナル抗体を調製

して、リポソーム表面上に提示して

CD44標的型デザインの構築を試みた。 

(2) 新たながん細胞表面マーカーの特定とそ

のリガンドのデザイン。 

種々の癌由来細胞を対象としてマイクロ

アレイ解析を行い、新たな細胞表面マーカ

ーの特定を試みると同時に、血管新生や転

移に関わるとされるマトリックスメタロ

プロテアーゼ（MMP）に対するリガンド

や抗体を新たな標的型デザインに加える。 

(3) 制がん剤を封入した剤型の検討。 

シスプラチンおよびパクリタキセル誘導

体を封入する剤型について検討した。 

① シスプラチンについては、すでに硝酸誘

導体により高効率な封入が可能となった

ので、これを封入のコントロールとする

剤型の検討を行った。 

② パクリタキセルについてはシスプラチン

同様難水溶性のため、７位をグリコシル

化によりパクリタキセルの水溶性が１０

倍増す事を利用してリポソームへの封入

について検討を行った。 

(4) 制がん剤を封入した剤型の分子標的に

よる薬効を評価する。 

① シスプラチンについては、すでに硝酸誘

導体により高効率な封入が可能となった

ので、これを封入のコントロールとする

剤型の検討を行った。 

② パクリタキセルについてはシスプラチン

同様難水溶性のため、７位をグリコシル

化によりパクリタキセルの水溶性が１０

倍増す事を利用してリポソームへの封入

について検討を行った。 

 

４．研究成果 
(1) バイオナノ粒子のErbB2標的型とCD44

標的型デザインを完成させる。 

① ErbB2標的型デザイン 

EC-1ペプチドのIgG-Fcとの融合タンパ

ク質EC-FcはErbB2を認識するが単量体

では細胞内への移行を促進しない細胞

があった。また、２量体形成するEC-Fc

で検討したところ細胞内移行が顕著に

観察された。そこで、このリガンドを多

価で結合したバイオナノ粒子を調製して

細胞を標的したところErbB2過剰発現細

胞では粒子の細胞内への移行が効率よく

起こる事が示された。この細胞内移行は

トラスツズマブでも同様に観察され、粒

子表面へ多価で提示するデザインが有

効である事が明らかとなった。しかし、

粒子表面上を完全に覆う様なリガンド

結合デザインはむしろ標的効率を下げ

ることが判明し、結合量には最適値が存

在する事が示唆された。バイオナノ粒子

であれば約２０％で効率が最大となっ

た。このように多価で細胞表面上に結合

させて細胞内移行を促進できることを

示した事は重要な知見である。特にこの

研究で明らかになった点は、細胞により

ErbB2の内在化効率に大きな差がある

事である。たとえば、ErbB2過剰発現細

胞として知られるヒト乳がん由来

SK-BR3 細 胞 と ヒ ト 卵 巣 が ん 由 来

SK-OV3細胞を較べるとEC-1ペプチド

やトラスツマブ単体ではSK-BR3細胞で

はErbB2は内在化しないのに対し、

SK-OV3細胞では比較的容易に内在化が

起こる。しかし、どちらの細胞でも、多

価にデザインしたリガンドにより内在

化が誘導される。これらの結果より、リ

ガンドを多価でデザインする事により



 

 

標的依存的に薬剤の細胞内導入が可能

であることが明らかとなり、DDSへの応

用に向け非常に意義ある知見となった。 

② CD44標的型デザイン 

ヒアルロン酸を用いるデザインはヒアル

ロン酸自身の分子量が大きいためリポソ

ームなどの粒子を調製しても粒径が大き

く利用が制限されると考えられた。そこ

で、CD44の分子標的には抗CD44モノク

ローナル抗体を提示するリポソーム表面

上に提示してCD44標的型デザインによ

り、脳腫瘍由来細胞の標的を検討した結

果、CD44はモノクローナル抗体単独の

標的により細胞内移行が認められたため、

リポソーム表面への提示はトラスツマブ

と同程度の結合量で分子標的を行う事が

可能であった。 

(2) 新たながん細胞表面マーカーの特定と

そのリガンドのデザイン。 

MMP２の分子標的に有効とされるエジプ

トサソリの毒素クロトキシン（CTX）は約

３０アミノ酸からなるペプチドであるが、

MMP2に対する高い特異性を持つ。そこで、

CTX−Fc融合タンパク質を調製して標的能

力の検討を行った。EC−１とは異なり、

CTXは２量体よりも単量体で細胞特異的

な細胞内移行を示した事からバイオナノ

粒子には単量体を提示させて分子標的実

験を行った。その結果、MMP2 依存的な

脳腫瘍細胞の標的が可能であった。これと

同時に世界初の成果として進行している

がん幹細胞モデルの研究では肺への転移

性を示した細胞でMMP2 発現量が顕著に

亢進していることが分かったため、この

MMP２標的型デザインは、抗CD44抗体と

の併用も考えられ、今後その重要性を一層

に増すと考えられる。 

(3) 制がん剤を封入した剤型の検討と分子

標的による薬効評価。 

① 抗CD44抗体を提示するCD44標的型リ

ポソームについては、今までの実績を活

かして、硝酸誘導体を利用してシスプラ

チンを高効率に封入し、ヒトグリオーマ

細胞株U251細胞を用いてin vitroおよ

びin vivoにおける標的実験を行った。そ

の結果、in vitroでは抗CD44抗体を結合

したリポソームによりシスプラチンの

毒性はIC50で判定すると約１００倍と

なり、奏功に要する時間にはシスプラチ

ン単体と較べて変化が無かった。このこ

とは局所的にシスプラチンを十分量投

与しても副作用や急性毒性は起こり難

いと考えられた。この結果から予想され

る通り、in vivoでも腫瘍の成長を有意に

抑制した。 

② グリコシル化した水溶性パクリタキセ

ルをトラスツマブを提示するErbB2標

的型リポソームに封入して、SK-BR3細

胞の標的実験を行った。水溶性が１０倍

増したことでパクリタキセルとしての

細胞毒性は１／１０となったがリポソ

ームへの封入効率は約１００倍上昇し

た。これにより、有意な量のパクリタキ

セル誘導体事を利用して細胞特異的な

細胞毒性を示す事ができた。特に、in 

vitroにおいてパクリタキセル単体の奏

功時間を約１５時間から１／３の約５

時間へ短縮する事が可能であった。この

ことから、in vivoでの副作用の低減が十

分に期待される結果となった。 
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