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研究成果の概要（和文）：中枢神経系への新規薬剤送達技術である convection-enhanced 
delivery (CED)を用いた局所治療により全身性免疫を誘導する方法を探ることを目的に研究を

開始した．まず，化学療法剤 ACNU を局所投与した際に生じる組織変化の検討を行い，局所

毒性が無視できる低容量で ACNU を脳内へ CED 法を用いて投与した後，一過性に血液−脳関

門の透過性が亢進することを発見した．この発見を受けて，まず全身性化学療法との併用を試

みた．ラット脳腫瘍モデルを用いた研究で，ACNU 投与後 7-12 日にドキソルビシンリポソー

ムの全身投与を行うと腫瘍モデルの生存が延長することが示された．続いて，局所に免疫関連

タンパク OX-40 をコードするアデノウイルスを CED 法を用いて局所投与し，免疫を誘導する

方法での抗腫瘍効果を確認した． 
 
研究成果の概要（英文）：This study was started with the aim to develop systemic immunity 
by locally delivering agents with novel drug delivery system, i.e. convection-enhanced 
delivery. First, we analyzed the changes in brain tissue that received CED of 
chemotherapeutic agent; ACNU. Transient opening of the Blood-brain barrier was noted 
with the delivery of ACNU at safety dose. With this finding, we tried to combine systemic 
chemotherapy using liposomal doxorubicin with CED of ACNU to treat rodent brain tumor 
model. Prolonged survival of the model was noted with this treatment. Consequently, we 
tested the ability of local CED delivery of adenovirus encoding OX-40 protein to induce 
systemic immunity. With this strategy antitumor efficacy was observed using rodent brain 
tumor model.  
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫を代表として悪性神経膠腫の治療成

績は，現時点でのあらゆる治療手段を用いて

も絶対的に不良である．悪性神経膠腫は脳実

質に広く浸潤する性格を持つ腫瘍であり，手

術のみによる治癒は不可能とされ放射線療
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法，化学療法，免疫療法，またこれらの併用

による治療効果の向上が期待されている．こ

れまで，悪性神経膠腫の治療としては手術と

それに続く放射線照射が標準治療とされて

きた．しかし，経口投与可能なアルキル化剤

である Temozolomide が承認され，広く臨床

の現場でその有効性が確認され，化学療法が

標準治療の一角を担うようになった．それで

も尚、悪性神経膠腫の治療成績は満足できる

ものではなく，多くの症例が再発腫瘍により

不幸な転帰をとっている．この理由の一つと

して以前より化学療法剤の全身投与時の薬

剤到達性の問題点が指摘されている．つまり

全身投薬では局所での有効濃度に達する前

に全身性の副作用が強くなってしまうとい

う問題点であり，また局所投薬においても薬

剤の拡散に問題が存在するため有効な投薬

とならない点である．そこで，開発された局

所投薬技術に Convection-enhanced delivery 法

（CED 法）がある．本法は薬剤を陽圧下に脳

組織間隙に局所注入し高濃度かつ広範囲の

薬剤分布が得られる新規薬剤投与法である．

我々は，本法を用いた局所化学療法の開発を

目指して研究を進めてきており，これまでに

TNF-alpha related apoptosis inducing ligand 
(Saito R et al, Cancer Res, 164: 6858-6862, 
2004), liposomal topotecan (Saito R et al, Neuro 
Oncol. 8:205-214, 2006) ， liposomal CPT-11 
(Noble CO, Saito R et al, Cancer Res. 66: 
2801-2806, 2006) ， liposomal doxorubicin 
(Kikuchi T, Saito R, et al, J Neurosurg. In press), 
micellar doxorubicin などの有効性を示してき

た．さらにこの研究を translational research と

して臨床現場へ応用することを目的に従来

本邦で広く悪性脳腫瘍の治療に用いられて

きた ACNU（ニドラン）を CED 法によって

投与する有効性を動物実験にて証明し

（Sugiyama S, et al, J Neurooncol, 82:41-47, 
2007），さらにカニクイザルでの臨床前、安

全性試験を経て東北大学病院倫理委員会の

承認を得た上で再発悪性神経膠腫に対する

臨床研究を進めている． 
 
２．研究の目的 
 CED 法による投薬は局所治療であるが，

脳腫瘍の治療を考えた際に局所コントロー

ルのみでは限界がある．この CED 法を用い

た局所投薬を全身治療へつなげて行く方法

を確立することを目的とした．当初、局所投

薬による全身免疫の誘導を目的としたが，化

学療法剤 ACNU の局所投与を解析する中で

投与後に血液−脳関門の透過性亢進が発見さ

れ，全身性化学療法との併用を最初に行った．

続いて，局所で免疫誘導を図るタンパクとし

て OX-40 ligand に注目し（本学呼吸器内科

ではこの OX-40 ligand 発現アデノウイルス

ベクターを用いた肺癌の免疫遺伝子治療の

研 究 が な さ れ て お り (Cancer Res 

64:3281-3287,2004)，同グループよりベクタ

ーの供給を受けた），OX-40 ligand 発現アデ

ノウイルスベクターを脳腫瘍内へ CED 法に

より投与することで腫瘍免疫を誘導するこ

とによる脳腫瘍治療法の開発を行った． 
 
３．研究の方法 
[A]化学療法剤 ACNU を脳内•脳腫瘍内へ局

所投与した際に生じる組織変化の検討•全身

化学療法との併用による治療効果の向上 
<A1>局所毒性の確認 

正常ラット脳内に ACNU 局所投与後に組織障

害を生じない最高の薬剤濃度(Maximum 

tolerable dose)を確認 

<A2>上記濃度で正常ラット脳へ CED法により

局所投与した後の血液−脳関門の透過性を定

性的•定量的に評価した．正常ラット脳に

ACNU を CED した後，3日,7 日,12 日,20 日,30

日後に尾静脈よりエバンス•ブルーを投与,

脳局所への漏出を定性的,定量的に評価した． 

<A3>ラット腫瘍モデルを用いた ACNU 局所投

与後の血液−脳関門透過性の検討．ラット脳

腫瘍モデルを用いて ACNU を CED 投与後 7 日

目に尾静脈よりドキソルビシンリポソーム

を投与．腫瘍内への漏出を評価した． 

<A4> ラット脳腫瘍モデルを用いた ACNU の

CED とドキソルビシンリポソーム全身投与の

併用効果の検討．ラット脳腫瘍モデルを用い

て,ACNU の CED 投与とドキソルビシンリポソ

ームの尾静脈投与を時期を変えて併用し，抗

腫瘍効果の違いを検討した． 

[B]免疫関連タンパクOX-40 ligand発現アデ

ノウイルスの CED 投与による脳腫瘍免疫の

誘導 
<B1> OX-40 ligand発現アデノウイルスの作

製 
<B2> OX-40 ligand発現アデノウイルスの脳

腫瘍内局所投与による免疫誘導の評価：腫瘍

へ OX-40 ligand 発現アデノウイルス，もし

くはコントロールアデノウイルスを CED 法

により投与し，CD4，CD8 陽性リンパ球の浸

潤を免疫組織化学法により評価した． 
<B3> CED 法による脳腫瘍内への OX-40 
ligand 発現アデノウイルス投与による抗腫

瘍効果の検討．ラット脳腫瘍モデルを用いて

腫瘍へ OX-40 発現アデノウイルス，もしくは

コントロールアデノウイルスを CED 法によ

り投与し，その治療効果をラットの生存試験

にて評価した． 
 

４．研究成果 

<A１>CED による化学療法剤 ACNU 脳内投与の

局所毒性評価: 

ラット脳へ CED での ACNU 投与を行い,1mg/ml

の濃度まで局所毒性なく，安全に投与できる

ことが確認された． 



 

 

<A2>血液−脳関門透過性の亢進: 

上記安全濃度で ACNUを脳内•脳腫瘍内へ局所

投与した際に生じる組織変化の検討を行い，

局所毒性が無視できる低濃度で ACNU を脳内

へ CED 法を用いて投与した後，7-12 日の間

に一時的に脳血液関門が開くことを示した．

具体的には ACNU を CED 法を用いて正常ラッ

ト脳内へ投与した 3,7,12,30 日後に色素エバ

ンス•ブルーを尾静脈より注入。直後に脳を

摘出し切片を作成．ACNU 注入局所での色素漏

出は 7-12 日の間のみ認められ，この時期に

血液-脳関門が一時的に破綻していることが

判明した(図 1)． 

 

(図 1)ACNU/CED 後の一過性 BBB 透過性亢進 

 

<A3>ラット腫瘍モデルを用いた ACNU 局所投

与後の血液−脳関門透過性の検討: 

脳腫瘍内では有る程度血液−脳関門の透過性

が亢進していたが，ACNU 投与によりさらにこ

の透過性が亢進し，ACNU の CED 後 7-12 日に

尾静脈より投与したドキソルビシンリポソ

ームが腫瘍内に強く漏出していることを確

認した． 

<A4>ラット脳腫瘍モデルを用いたACNUのCED

とドキソルビシン全身投与の併用効果の検

討: 

上記発見を受けて全身化学療法をこの時期

に併用することにより，より強い抗腫瘍効果

が得られることを ACNU の CED 投与とドキソ

ルビシンリポソームの尾静脈投与の併用に

より証明した．ラット脳腫瘍モデルを用いた

研究で，腫瘍内の ACNU を投与した部位にド

キソルビシンがより強く漏出していること

が判明し，さらに ACNU/CED とドキソルビシ

ンリポソームの併用につき様々な時期で検

討した結果，ACNU/CED 後の血液−脳関門透過

性亢進時期に併用した場合に腫瘍モデルの

生存が延長することが示された(図２)（論文

投稿中）．この一時的な脳血液関門の破綻に

は薬剤分布範囲に誘発される炎症•浮腫が関

与していることが判明した．現在引き続き、

免疫治療との併用効果を検討している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 2）ACNU/CED 後,血液−脳関門の透過性が

亢進する時期に全身性化学療法を併用する

と抗腫瘍効果の増強が得られる [現在,論文

投稿中] 

 

[B]免疫関連タンパクOX-40 ligand発現アデ

ノウイルスの CED 投与による脳腫瘍免疫の

誘導 
<B1> OX-40 ligand発現アデノウイルスの作

製 

本学呼吸器科よりベクターコンストラクト

の提供を受け，ウイルスを作製した． 

<B2> OX-40 ligand発現アデノウイルスの脳

腫瘍内局所投与による免疫誘導の評価： 

OX-40 ligand発現アデノウイルスベクターを

脳腫瘍内へ直接 CED 法を用いて投与し免疫誘

導を免疫組織化学的に評価した(図 3)．コン

トロールアデノウイルスを投与した腫瘍に

比べ，OX-40 ligand 発現アデノウイルスを投

与した腫瘍の方が CD4，CD8 陽性リンパ球の

浸潤を多く受けていた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図 3) OX-40 ligand 発現アデノウイルスを

投与した腫瘍は，より強いリンパ球の浸潤を

受けていた． 

 

<B3> CED 法による脳腫瘍内への OX-40 
ligand 発現アデノウイルス投与による抗腫

瘍効果の検討． 

ラット脳腫瘍モデルを用いて PBS,コントロ

ールアデノウイルス，OX-40 ligand 発現アデ

ノウイルスを CED 法にて投与し，その抗腫瘍



 

 

効果を検討したところOX40 ligand 発現アデ

ノウイルスの抗腫瘍効果が認められた（図 4）．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図 4) OX40 発現アデノウイルスベクターに

よる免疫遺伝子治療の効果 

 

現在は，CED 法による ACNU 脳腫瘍内投与との

併用でさらに有効な免疫治療を目指す研究

を進めている。 
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