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研究成果の概要（和文）：  

ブロックポリマーの組成や分子長などを精密に設計した高分子ナノミセルを薬剤のキャリア
として使用し、コアに抗癌剤を封入して悪性脳腫瘍の治療に使用する際の効果を増強する方法
の開発を行った。血管透過性を修飾する薬剤の併用やリガンド分子のミセル外層への搭載など、
脳腫瘍治療においても効果の期待できる方法の検討を行った。また、ミセル化薬剤の腫瘍内到
達を体外から計測する方法についても検討した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  We performed a basic research on the method to enhance the efficacy of polymeric 
nanomicelles as a drug delivery system.  The polymeric nanomicelles consist of block 
polymers which were meticulously designed to achieve highly selective accumulation 
to solid tumors.  The effect of co-administration of chemicals which modify 
permeability of tumor vasculatures, or the effect of loading tumor cell specific ligands 
to outer layer of the micelles were studied.  A new technology for detecting in vivo 
distribution of the micelle was also tested.  
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１． 研究開始当初の背景 

悪性脳腫瘍の予後は近年の画像診断・手術
技術などの進歩にもかかわらずほとんど改
善していない。特に膠芽腫(glioblastoma)の 5

年生存率は依然数%程度に過ぎず、膵臓癌な
どと並び最も予後不良な疾患の一つである。
脳の機能温存のため浸潤部を含めた広範囲
切除は一般に不可能であり、放射線照射も腫

瘍再発抑制および生存期間延長は認められ
るものの、効果持続期間は月単位で治癒は期
待できない。化学療法剤の中では、最近導入
された Temozolomide が有効なアルキル化剤
として期待されているが、感受性のない症例
や投与後の再発も依然多く、新規化学療法の
開発に向けてのアプローチが期待を持って
続けられている。 
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高分子ミセル製剤は抗癌剤のドラッグ・デ
リバリー・システムとして有用なキャリアで
ある。親水性のポリエチレングリコール
(PEG)とポリアスパラギン酸（および他のア
ミノ酸）からなるブロック共重合体を、重合
分子数を一定に保つべく精密に合成する。こ
れに cisplatin や dach platin (Dichloro (1,2- 

diamino cyclohexane) platinum(II))などの疎水
性の抗癌剤を結合させると、水中で安定なミ
セル粒子を形成する。この高分子ミセルは、
外側が水和した PEG であり、内側が薬剤を保
持した疎水性の連鎖の核（コア）となってい
る。コアにある薬剤はブロック共重合体と結
合した状態では非活性である。血管内に投与
された高分子ミセルは長時間にわたり循環
血液中にとどまりつつ、透過性の亢進してい
る新生腫瘍血管を経てミセル化製剤は腫瘍
部に集積する。その後、イオン勾配、細胞内
pH、光照射など種々の物理要因を刺激として
ユニットポリマーに解離し、コアの薬物を活
性型として放出する。ユニットポリマーは腎
より排泄され、体内に蓄積する危険はない。
脳腫瘍に対してもマウスモデルにおいては
腫瘍内集積や有効性が他のミセル化抗癌剤
で報告されており、効果が有望視されている。 

研究分担者らは高分子ミセル化抗癌剤が
有効性を高めつつ毒性を軽減することを複
数の薬剤および疾患モデルにおいて明らか
にし、臨床試験にまで進んでいる化合物もあ
る。薬剤放出を腫瘍特異的にするための分子
スイッチとして超音波・光・pH などの物理
的刺激の利用や、RGD 配列の導入をはじめ化
学的修飾などの独創的なアプローチで先駆
的手段を開発している。 

 

２．研究の目的 

 これらの知見をもとに発展させ、脳腫瘍モ
デルにおいて高分子ミセル化製剤からコア
薬剤を特異的かつ有効に放出する機構を開
発し、その検証を行うことを研究の主目的と
した。抗腫瘍効果の増強と毒性の軽減から、
安全域の広いドラッグ・デリバリー・システ
ムの開発を目指す。具体的には、研究連携者
らが開発した、細胞内の pH に反応してコア
の薬剤を放出する機構を応用し、pH 反応性
ミセルによる脳腫瘍の治療法の開発を第一
の目的とした。 

また、従来型の Cl-イオン濃度勾配反応型
のミセルにおいても、ブロックポリマーの設
計を改良し粒子径を 40nm 程度にすることで
網内系への非特異的取り込みが低下し、毒性
が軽減することが判明している。従来型のも
のでは毒性の残存が大きかった DachPlatin 

ミセルについて、改良型のものを使用して安
全性および有効性の評価を行う。粒子径が小
さくなったことは脳血液関門の通過に関し
ては有利となり、脳腫瘍の治療には好都合で

ある。改良型 DachPlatin ミセルの評価を第二
の目的とした。 

一方、これらのブロック共重合体は遺伝子
導入の手段としても利用できることが研究
分担者らにより示されている（N. Nishiyama 

et al. A novel gene carrier enveloped with 

dendrimer- based photosensitizer for 

photochemical transfection in vivo. Nature Mater. 

4(12): 934-941, 2005)。研究代表者らは増殖型
遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス I 型 

(HSV-1)を用いた oncolytic virus therapyの開発
研究に携わっているが、ウイルスの投与経路
は腫瘍内局所への直接投与が主な経路とさ
れてきた。静脈内からの全身投与が可能とな
れば臨床応用の場での可能性が格段に広が
ると考えられるが、血管内皮をはじめ諸臓器
への非特異的吸着や血中の中和抗体による
活性の低下が問題と考えられている。ウイル
ス粒子をミセル内に封入することでウイル
ス感染を EPR 効果依存的にしたり、さらに
RGD 導入高分子化により腫瘍特異的な感染
を誘導する可能性についても検討する。
Oncolytic virus の血管内投与における高分子
ポリマーの応用の開発を第三の研究目的と
した。 

 

３．研究の方法 

【平成 21年度】 

研究分担者のもとでミセル製剤の合成・調
整を行う。粒子径の評価などの後にミセル製
剤は研究代表者に供給される。研究代表者は
供給されたミセル製剤の毒性、腫瘍組織内分
布、および治療効果の評価を行う。また、評
価の結果を研究分担者らに還元し、ミセル製
剤の新たな開発の材料とする。 

〔pH反応型高分子ミセル化学療法剤の調整〕 

pH の変化に反応して解離しコアの薬剤を放
出する高分子ミセルの合成方法に関しては、
研究分担者らの研究により確立されている。
ミセル化された状態では薬剤不活性であり、
毒性を著しく軽減できるため、全身毒性や難
溶性のために実用化が困難であった薬剤の
使用も可能となる。コアの薬剤としては、化
合物として安定であり、蛍光顕微鏡での検出
が容易で、臨床でも広く使われている
adriamycin をまず使用する。また、研究代表
者らが開発を進めている dachplatin ミセルに
関しては、血管内停留中の薬剤自然放出によ
ると考えられる毒性が残存していた。外層の
高分子の設計を変更し、ミセル径を 40nm 程
度に縮小することで肝への非特異的取り込
みが軽減することに成功し、この新型
dachplatinミセルの供給を受け評価を行う。ミ
セルの粒子系や薬剤含有濃度などの評価を
行った後、まず培養細胞上で次にマウスに移
植した腫瘍内での効果を評価する。 

〔in vitro および in vivo の治療効果の評価〕 



 

 

マウス脳内に移植可能であることが知られ
ている U87MG、U251MG(以上ヒト神経膠腫)、
SR-B.10 A、Neuro2a、N18 (以上マウス神経膠
腫および神経芽腫)など用いて、それぞれの薬
剤に対する感受性/毒性試験を行い、研究に使
用する腫瘍モデルを選択する。また、蛍光顕
微鏡や細胞のホモジネートの薬物濃度測定
などの方法により、実際に細胞内に取り込ま
れているミセルの量の経時的変化を評価す
る。使用する系統のマウスについて経尾静脈
投与による急性毒性試験を行い、治療実験し
使用する薬剤量を決定する。希釈系列の薬剤
を投与後、生存期間および体重の変化を指標
として最大耐用量を決定する。 

〔脳内腫瘍における抗腫瘍効果〕 

脳内腫瘍は、腫瘍細胞を定位的にマウスの
脳内に注入して作製する。使用するマウスモ
デルでの生存期間を把握した後に治療スケ
ジュールを決める。腫瘍移植後 5 日目から、
隔日 4回の経尾静脈投与、を通常の治療とす
る。薬剤投与量は皮下腫瘍の治療実験での結
果から決定し、生存日数を指標として効果を
比較する。腫瘍および各臓器を摘出し、組織
学的評価も行う、脳血液関門を通過しての高
分子ミセル製剤の腫瘍内濃度の評価に関連
し、TGF beta阻害剤の併用効果の判定も行う。
TGF beta阻害剤は、血管内皮の透過性を修飾
することで、ミセル化製剤の腫瘍内集積を増
強することが報告されている（Kano M et al. 

Improvement of cancer-targeting therapy, using 

nanocarriers for intractable solid tumors by 

inhibition of TGF-signaling. Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A., 104(9): 3460-3465 (2007)）。遊離薬
剤投与に比較して優れているかの傍証とす
るため、腫瘍組織内の薬剤の定量も行う。マ
ウスを屠殺し、脳内腫瘍および血液を採取す
る。白金製剤の場合は、白金分子を測定する
ことによって組織含有量の測定が可能で、そ
の他の製剤に関しても ADR 自身の蛍光や、
ミセル外核の合成の際に導入した緑色蛍光
から評価する。 

 
【平成 22年度以降】 

〔ミセル化抗癌剤の評価〕 

平成 22 年度も上記ミセルの評価を継続す
る。平成 22 年度以降は動物モデルでの評価
を中心とする。 

〔ミセルを用いた遺伝子導入〕 

DDS としてのミセルを用いた治療法とし
て、遺伝子導入の手段としての使用も研究さ
れている。平成 22 年度以降は脳腫瘍への遺
伝子導入の手段としてのミセル使用の可能
性につき検討を行う。プラスミド DNA 分子
も白金製剤と同様に、親水性のポリエチレン
グリコール(PEG)とポリアスパラギン酸から
なるブロック共重合体とで水中で安定な高
分子ミセルを形成する。ミセル粒子の大きさ

はやや大きく 80nm 程度となるが、循環血液
内でも長時間安定である。培養細胞上での遺
伝子導入効率は少なくともリポフェクショ
ン法と同程度であり、血清の存在下でも安定
であるという他の導入方法と異なる大きな
特徴がある。西山らがミセル化プラズミドの
調製を行い、稲生らが遺伝子導入効率を評価
する。 

〔in vivo での遺伝子導入効率〕 

高分子ミセル/プラスミド DNAの遺伝子導入
はまず、293 細胞の単層培養上で Luciferase

をレポーター遺伝子として検討され、ポリマ
ー/DNA の分子数の比など遺伝子導入に関係
する因子もいくつか判明している (N. 

Nishiyama et al. A novel gene carrier enveloped 

with dendrimer-based photosensitizer for 

photochemical transfection in vivo. Nature Mater. 

4(12): 934-941, 2005)。同様のシステムを用い、
血管内投与での遺伝子導入効率を評価する。
皮下腫瘍および脳内移植での検討を行う。腫
瘍の作製後、経尾静脈的にミセル化プラズミ
ドを投与する。腫瘍および各臓器のルシフェ
ラーゼアッセイにて遺伝子発現を調べる。 

〔ミセルによるウイルス DNA導入〕 

プラズミド DNA の導入効果が確認された
場合には、ウイルス DNA の導入効率につい
ても検討する。Oncolytic HSV-1 は DNAの状
態で腫瘍内に投与されても条件複製型 HSV-1

として抗腫瘍効果を発揮できると予想され
る。LacZ、GFP、およびルシフェラーゼをマ
ーカーとして持つ HSV-1 のウイルス DNA を
コアとするミセルを作製しウイルス DNA 単
独を対照として導入効率および腫瘍内での
分布を調査する。 

 
４．研究成果 
【平成 21年度】 

高分子ミセル製剤が実際に脳腫瘍治
療にとって実用的かを検証するため、マ
ウス脳腫瘍モデルを用いて本研究を行
った。  

 pH 反応型高分子ミセル化学療法剤の
調製：平成 21 年度は pH の変化に反応し
て解離しコアの薬剤を放出する高分子
ミセルの合成を分担研究者の片岡らが
担当した。本ミセルをアドリアマイシン
に応用した薬剤は毒性が著しく軽減し
ていることが、複数のマウスモデルで確
認されている。Dach platin ミセルに関し
ても、毒性軽減の解決方法としての、内
核と薬剤の間の化学結合を変化させる
ことによる、腫瘍細胞内の物理的環境
（低 pH）などに反応して解離するミセ
ルを設計や、粒子径をより小さく管理す
ることの効果を引き続き検討した。  

脳内腫瘍における抗腫瘍効果：本年度
は、は U87MG (ヒト神経膠腫 )、SR-B.10 



 

 

A (マウス神経膠腫 )や LL2（肺癌）、C26

（大腸癌）細胞をマウス脳内に接種し、
腫瘍の脳組織内への浸潤の程度や腫瘍
血管構築について検討を行い、モデルと
して  U87MG および SR-B.10 A が実際
にヒト悪性神経膠腫に類似しているこ
とを確認した。  

【平成 22年度】 

DACH-platin 内包高分子ミセル化学療法
剤の調製：分担研究者の片岡らの持つミセル
粒子径を自在に変化させる技術を用い、粒子
径 30nm と 70nm の DACH-platinミセルの
合成を担当した。今までの研究成果から、皮
下腫瘍等において 30nmミセルは腫瘍血管構
築に影響されずに集積するものの、腫瘍内で
の滞留も短い傾向にある。一方、70nm ミセ
ルは血管構築を修飾する薬剤を併用するこ
とで毒性を低く維持しつつ腫瘍内への集積
が有意に増加し、併用薬剤の効果の消失とと
もに腫瘍内に薬剤を滞留させることに関与
することが示唆されている。本年度は、実際
の脳内腫瘍モデルを用いて、皮下腫瘍と同様
の手段で抗腫瘍効果の増強が得られるかを、
主に SR-B.10 A (マウス神経膠腫)脳内移植マ
ウスモデルを用いて検証した 

 

【平成 23年度】 

研究分担者の片岡のもとでミセル製剤の
合成・調整を行ない、粒子径の評価などの後
に供給されたミセル製剤を研究代表者の稲
生のところで実験に使用した。本年度は、ミ
セル製剤の毒性（体重の変化と生化学データ
および病理額的検討）と、腫瘍組織内分布の
評価を行った。 
〔改良型 Dachplatin ミセル化学療法剤の調
整〕本年度は改良型 Dachplatin ミセルの評
価と、血管透過性薬剤併用による腫瘍内薬剤
分布の検討を引き続き行った。Dachplatinミ
セルは、血管内停留中の薬剤自然放出による
と考えられる毒性が残存していたが、外層の
高分子の設計を変更し、ミセル径を 40nm 程
度に縮小することで肝への非特異的取り込
みが軽減すると考えられ、この改良型
dachplatinミセルの供給を受け、組織内分布
を Pt原子に注目することで測定した。一方、
ミセル径 70nm とやや大きいミセルに関して
は、TGF-β阻害剤やその他の kinase 阻害剤
との併用することによって、ミセルの腫瘍内
滞留性が改善するかを検討した。TGF-β阻害
剤やその他の kinase 阻害剤の一過性使用に
より、血管透過性が一時的に増加し、高分子
薬剤の腫瘍内到達が増加することが示せた
ものの、間質の影響を受けやすい皮下腫瘍モ
デルでは少しではあるが併用の効果が表れ
やすかったのに対し、脳内腫瘍モデルでは、
皮下腫瘍の結果から予想されていたほどの
効果は得られず、腫瘍経辺縁部での薬剤集積

増加にとどまった。in vivo の治療効果に関
しては、分担研究者片岡らの協力を得て、in 
vivo imagingの手法を用いて薬剤の集積の定
性的評価を行った。これらの腫瘍内集積の改
善はしかし、脳腫瘍の治療効果の改善に直結
する in vivo 実験結果には至らなかった。こ
の点については今度さらなる研究が必要で
あることが示唆される。 
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