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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来のPEG化癌治療用ナノDDSにおける抗原性と低細胞親和性、腫瘍組織内への
低い浸透性を解決するワームライクDDSの開発を目的として検討を行った。その結果、微小環境に感応する表面電荷反
転型リポソームを構築し、高いエンドソーム脱出能と細胞内侵入能を確認するとともに、PEGリポソームと同程度の腫
瘍集積性を示すことを見出した。さらに、狭小空間に侵入可能なワームライクナノ構造体を構築し、芯構造体の物性改
善およびヒアルロン酸分解機能性の付与、さらに機能性ペプチドの表面修飾により著しく高いスフェロイド内浸透性を
達成した。これら機能性リポソームの統合化を試み、in vivo機能性評価に着手した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop a novel type worm-like DDS for overcoming d
rawbacks of conventional nanoDDS for anticancer therapy, such as, antigenicity of PEG, low cell affinity a
nd low permeability into tumor tissue. As the results, we successfully developed charge-invertible liposom
es, which can response to tumor microenvironment, and the capabilities of endosomal escape and cellular in
ternalization and tumor accumulation comparable to PEG-liposomes were confirmed. Moreover, the worm-like n
anostructures, which can penetrate into narrow space, were developed, and significantly high permeability 
into spheroids was achieved by improvement of physicochemical property of wick structure, modification wit
h hyaluronidase and functional peptides. Then, integration of those functional liposomes, and evaluation o
f in vivo functionality was started. 
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１．研究開始当初の背景 
ナノ粒子による薬物送達システム（ナノ
DDS）は、現在癌治療を中心に世界各国で臨
床治療に用いられている。代表的な Doxilは
抗癌剤ドキソルビシンを封入したポリエチ
レングリコール（PEG）化リポソームであり、
高い血中滞留性を有することで EPR（血管滲
出性と組織蓄積性向上）効果により効率よく
癌組織に集積し、治療効果を発揮する優れた
DDSである。しかしながら、最近の研究によ
って、PEG自体が抗原性を有しており、投与
によって IgM 抗体が産生されることが見出
された（Ishida & Kiwada, Int J Pharm, 
354(2008)56）。このことは、単に PEG 化だ
けでは免疫システムの回避は容易ではない
ことを意味している（問題点１）。他方、ナ
ノDDSのPEG化は生体成分との親和性低下
だけでなく、標的細胞への取り込みをも低下
させてしまうジレンマを抱えている
（ Hatakeyama 他  Adv Biochem Eng 
Biotechnol.119(2010)197）（問題点２）。この
ため、EPR効果によって腫瘍組織に集積して
も、癌細胞への取り込み効率は高くない。さ
らに、腫瘍組織において従来の球状ナノ DDS
の大きさ（50nm～200nm）では、間質や細
胞間結合により阻まれて腫瘍組織内奥に入
り込めず、組織外縁部でしか癌細胞を死滅さ
せることができない。このため、間質や細胞
間結合も癌治療用ナノ DDS には障壁である
（Eikenes 他 Br J Cancer, 93(2005)81）（問
題点３）。このような従来のナノ DDSの抱え
る大きな３つの問題点を解決し得る新しい
ナノ DDS の開発が必要であるが、従来の発
想から抜け出た革新的なものは開発されて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来の癌治療用ナノ DDS の問
題点、すなわち血中滞留用機能素子 PEG の
抗原性と低い細胞親和性、腫瘍組織内への低
い浸透性を解決する革新的な Active 
Invasive Worm-like DDS（ワームライク
DDS）の開発を目的とする。具体的には、①
PEG 等親水性高分子を用いず表面電荷を負
に保つことで血中滞留性を確保し、EPR効果
により癌組織に移行した後、②癌間質（コラ
ーゲン等）をナノ DDS 表面に提示した酵素
で分解するとともに機能性ペプチドにより
細胞間結合を開裂して、柔軟で細長い構造に
より癌細胞間隙を透過することで内奥へと
侵入し、③癌微小環境（弱低 pH）に感応し
て表面電荷を正に反転させ、細胞高親和性を
獲得して効率よく細胞内に取り込まれ治療
用遺伝子等を細胞内に送達可能なワームラ
イク DDSの開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本申請研究は、①癌微小環境に感応する表面
電荷転換型ナノ DDS の構築、②癌間質分解能
および細胞間結合開裂能を有するナノDDSの

構築、③狭小空間に侵入可能なワームライク
ナノ構造体の構築、および④それらを統合し
た革新的なワームライク DDS の創製と⑤in 
vivo 癌治療効果の検討からなる。平成 23 年
度は基盤ユニット構造の確立を目指し、各機
能性リポソームの構築を達成する。平成 24
年度以降は、各機能性リポソームに siRNA 等
の評価用薬剤を封入した機能性ナノDDSにつ
いて、in vitro および in vivo における機能
評価を行う。得られた知見を機能性リポソー
ム構築にフィードバックし、機能性ナノ DDS
を完成させる。さらに、それぞれの機能性ナ
ノ DDS を統合し、ワームライク DDS を構築す
る。In vivo における抗癌効果および動態追
跡を行うことで機能性を評価する。 
 
４．研究成果 
初年度、ナノ DDS の基礎構造であるリポソー
ムを基本とし、これらの機能性を搭載した各
機能性リポソームの構築を目指した。①微小
環境に感応する表面電荷反転型リポソーム
の構築：pH6.5 程度でプロトン化されるよう
に塩基性アミノ酸のpKaが上昇するようなア
ミノ酸配列を設計し、高感度 pH 感応性ペプ
チドを構築した（配列は特許の関係で割愛）。
設計・委託合成したペプチドを表面に修飾し
たリポソームは、pH7.4 では負電荷を示すが、
pH6.5 にすることで電荷が正に反転すること
を確認した。さらに、細胞への取り込みを
FACS 解析および共焦点レーザー顕微鏡観察
によって評価したところ、pH7.4 ではほとん
ど細胞に取り込まれなかったが、pH6.5 以下
の条件において顕著に取り込まれることが
明らかになった。②癌間質分解能を有するリ
ポソームの構築：ヒアルロン酸分解酵素（ヒ
アルロニダーゼ）をナノ粒子表面に化学修飾
し、癌間質分解能を有するナノ粒子の構築を
目指した。ヒアルロニダーゼを PEG 脂質先端
に化学修飾した脂質を合成し、ナノ粒子脂質
膜に挿入することで表面をヒアルロニダー
ゼ修飾した。得られたナノ粒子を癌細胞スフ
ェロイドに添加したところ、スフェロイド内
部まで広く分布することが確認され、ナノ粒
子表面のヒアルロニダーゼによって間質を
分解して細胞塊内部まで侵入可能であるこ
とを確認した。③狭小空間に侵入可能なワー
ムライクナノ構造体の構築：研究代表者が見
出した、柔軟で細い構造を有する合成高分子
カチオン（ポリ Lリジン）と siRNA の複合体
調製し「芯」として脂質膜コーティングする
ことにより、柔軟性のあるナノ構造体を構築
した。癌細胞スフェロイドへの侵入能につい
て、得られたナノ構造体は既存のトランスフ
ェクション試薬複合体と比較したところ、ナ
ノ構造体はより多くスフェロイド内部に存
在することが確認された。 
2 年度目は、初年度の成果に基づき、各機能
性リポソームにsiRNA等の評価用薬剤を封入
した機能性ナノ DDS について、in vitro およ
び in vivo における機能評価を行った。①蛍



光標識した表面電荷反転型リポソームを用
い、異なる pH における細胞内動態を評価す
ることで、癌微小環境に感応する表面電荷反
転型リポソームの機能性を評価した。その結
果、当該リポソームは効率よくエンドソーム
を脱出可能であり、興味深いことに細胞表面
から膜融合によっても細胞内に侵入可能で
あることが示唆された。さらに、トレーサー
DNA を封入した機能性リポソームを担癌マウ
スに尾静脈投与したところ、コントロールで
ある従来のPEGリポソームと同程度の腫瘍集
積性を示すことが明らかとなった。さらに、
腫瘍組織内分布を検討したところ、従来の
PEG リポソームは血管周辺に局在しているの
に対して、機能性リポソームは血管から離れ
た低 pH 領域に局在していることが明らかと
なった。②ワームライクナノ構造体の機能評
価を進めたところ、最初の siRNA 芯構造の構
築段階で、弱い凝集が起こっており、そのた
めに柔軟な構造を有する物ができにくくな
っている可能性が示唆されたため、芯構造の
構築方法の改良を行った。これまでの分子量
の大きいポリ Lリジンではなく、分子量の小
さいポリLリジンをポリカチオンとして選択
し、siRNA と混合することで、新しい芯構造
の構築を試みたところ、低いN/P比において、
ポリアクリルアミドゲル中を泳動可能な芯
構造体の構築に成功した。これも用いて、脂
質膜コートを行い、それまでのワームライク
ナノ構造体と、スフェロイドへの浸透能につ
いて比較したところ、従来のワームライクナ
ノ構造体よりも、高いスフェロイド浸透活性
を示した。このことから、芯構造の物性が構
造体全体の柔軟性に重要であることが示唆
された。 
最終年度は、2 年度目の成果に基づき、各機
能性リポソームの in vitro および in vivo
における機能評価を行うとともに、統合化を
目指し検討を行った。ワームライクナノ構造
体をメラノーマ担癌マウスに局所投与し、in 
vivo における腫瘍内動態を評価したところ、
in vitroでの検討から予想されたほどの腫瘍
内浸透性を示さなかったため、再度 in vitro
スフェロイド系を用いて、組織浸透性のさら
なる向上を検討した。細胞間相互作用を減弱
させるため、当初提案していた細胞間隙開裂
活性を有する AT1002 ペプチドをワームライ
クナノ構造体表面に修飾し、浸透性を評価し
た。AT1002 ペプチド修飾により若干細胞間隙
への浸透性が改善されたようにも思われた
が、ワームライクナノ構造体同士の凝集が起
こってしまうことで浸透が阻害されている
ことが推察された。そこで、ポリエチレング
リコール（PEG）を同時に表面修飾すること
で、ナノ構造体同士の相互作用を軽減する工
夫をした。その結果、AT1002/PEG 両修飾ワー
ムライクナノ構造体は、ペプチド未修飾ナノ
構造体や AT1002 単独修飾ナノ構造体、PEG 単
独修飾ナノ構造体に比べて、著しく高いスフ
ェロイド内浸透性を示した。他方、2 年度目

の成果において、癌微小環境に感応する表面
電荷反転型リポソームの腫瘍内動態観察の
結果、血管から離れた腫瘍内奥に浸透するこ
とが明らかとなっていたが、スフェロイドを
用いた詳細な解析により、表面電荷反転型リ
ポソームが細胞と相互作用することで、細胞
内骨格が変化し、細胞間隙が開いている可能
性が見出された。このことは、表面電荷反転
能を付与するためにリポソーム表面に修飾
した機能素子が AT1002 と同様の機能性を有
することを示唆するものである。これらの機
能性リポソームの統合化を試み、in vivo に
おける機能性評価の検討に着手した。 
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