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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織に存在する腫瘍関連マクロファージ (TAM) は、がん治療において重要な標的細胞
であるが薬物を選択的に送達させる方法が無い。マンノース修飾キャリアでは、同レセプターを発現する全身のマクロ
ファージに薬物が送達される。本研究では、マクロファージ指向性を有するマンノース修飾バブルリポソームと腫瘍組
織への超音波照射を利用した方法を考案し、TAM細胞質内へ選択的に核酸薬物を送達させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Tumor-associated macrophages (TAM) exhibit an M2 phenotype that promotes tumor pro
gression, and conversion of M2 TAM toward a tumouricidal M1 phenotype is a promising anti-cancer therapy. 
However, little has been reported on TAM-selective drug delivery because a specific ligand is lacked. Mann
osylated carriers would be an effective approach, but they can be distributed to all of macrophages that h
ighly expressed mannose receptors in the body. In this study, we succeeded to develop a mannosylated bubbl
e lipoplex and ultrasound irradiation to tumor site for TAM-selective delivery of nucleic acid.
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織に浸潤する間質細胞、特に腫瘍

関連マクロファージ  (tumor associated 
macrophages; TAM) が産生する増殖因子や
サイトカインが、癌微小環境において i) 血管
新生促進、ii) 癌細胞増殖・転移促進、ある
いは iii) 獲得免疫の抑制を引き起こし癌進
行・転移に重要な役割を果たしている。腫瘍
関連マクロファージにおける細胞機能制御
化は癌治療において非常に重要である。しか
しながら、TAM 指向性 DDS 開発に関して、
特異的なリガンド探索や細胞内取り込み等
が隘路となり、殆ど進んでいない。腫瘍関連
マクロファージにも高発現するマンノース
レセプターは、腫瘍関連マクロファージ以外
にも、Kupffer 細胞や樹状細胞、全身のマク
ロファージ等にも広く高発現しており、これ
らの細胞での機能発現を回避・最小化する新
たな方策が必要である。 

申請者らは、これまで糖鎖認識レセプタ
ーによる細胞認識能を有する糖修飾ナノ微
粒子であるガラクトース、マンノース、フコ
ースなどのリガンド修飾リポソームを開発
し、糖鎖認識機構に基づく細胞選択的なター
ゲティングに成功している。また、最近では、
糖鎖認識による in-vivo 誘導と超音波応答に
よる細胞穿孔を併せ持つ新規 DDS キャリア
として、糖修飾リポソームに超音波造影ガス
を封入した糖修飾バブルリポソームを開発
し、超音波照射でのバブル崩壊により生じる
キャビテーションエネルギーを利用した一
過性の細胞穿孔を介して、同レセプターが高
発現する肝臓の Kupffer 細胞・類洞血管内皮
細胞や脾臓の樹状細胞への高効率な細胞選
択的核酸送達法の構築を行い、糖修飾バブル
リポソーム製剤と核酸医薬を基盤とし、超音
波応答による標的細胞内への DDS 基盤技術
の開発に成功している。 

そこで本研究では、マンノース修飾リポ
ソームによる標的指向性と体外からの腫瘍
への超音波照射による細胞内穿孔の組み合
わせを利用した TAM 特異的 DDS 製剤を開
発し、次に本システムを利用したがん治療へ
の展開を行う。 

 
２．研究の目的 
  研究では、超音波応答性マンノース修飾
リポソームをプロトタイプとし、外部刺激を
腫瘍へ照射させることで、新たな標的細胞と
して腫瘍関連マクロファージで特異的に薬
物が放出される標的指向 DDS の構築と癌に
対する新規薬物治療戦略の確立を目指す。本
研究計画は 3 年間とする。まず 1 年目は、マ
ンノース修飾バブルリポプレックスを胆癌
マウスへ投与し、固形腫瘍へ超音波を照射時
における TAM への取り込みの最適化を超音
波の側、糖修飾リポソームの側から製剤設計
指針の最適化を行う。2 年目は、プラスミド
やオリゴ核酸を用いた細胞機能の制御を目
指す。さらに 3 年目は、癌に対する新しい薬

物治療法確立を目的に、2 年目までの超音波
照射や核酸医薬による TAM 機能抑制時にお
ける治療効果の総合的評価を行う。また、新
規がん指向性 DDS キャリアの開発も併せて
行う。 
 
３．研究の方法 
本研究において、まず、超音波応答性マン

ノース修飾バブルリポソームの開発を行っ
た。調製法としては、申請者らのマンノース
修 飾 バ ブ ル リ ポ ソ ー ム に 関 す る 初 報
(Biomaterials, 31, 7813, 2010) で開発したもの
をプロトタイプ製剤として、パーフルオロプ
ロパンガスを安定に封入させるための脂質
組成の探索・最適化を行った。また、生体適
合性添加剤のみで調製できるバブル製剤の
開発を行った。次に、開発したマンノース修
飾 DDS 製剤の腫瘍関連マクロファージ指向
性 DDS としての最適化を行うため、in-vitro
および in-vivo での評価系の構築を行った。さ
らに、、マクロファージへの siRNA 送達にお
ける off target 効果の評価を行うため、本シス
テムを用いてマクロファージへ送達を行っ
た際の、細胞内取り込み機構、インターフェ
ロン応答の評価を行った。最後に、本研究に
おいて開発したTAM指向DDSにより細胞選
択的に送達したオリゴ核酸の抗腫瘍効果に
関する評価を行った。 
 
４．研究成果 

本研究の目的は、癌微小環境における
TAM を標的とした DDS 開発とその癌治療へ
の展開である。本年度は、腫瘍関連マクロフ
ァージに発現するマンノースレセプターに
よって認識され、超音波照射後に発生するキ
ャビテーションエネルギーにより発生する
一過性の小孔を介して、細胞内に核酸・遺伝
子導入を可能とするマンノース修飾バブル
リポソーム製剤について、siRNA 送達及びプ
ラスミド DNA 送達特性、超音波照射に関す
る評価を行った。ルシフェラーゼに対する
siRNAを用いて作製した超音波応答性マンノ
ース修飾バブルリポプレックスへの超音波
照射併用により、マクロファージのエンドソ
ームではなく、細胞質内へ高効率に送達され、
高い遺伝子発現抑制効果を示していること
が示された。一方、off target 効果の原因とな
るⅠ型インターフェロの産生は、市販の遺伝
子・核酸導入用カチオン性リポソームを用い
て導入した場合と比べ、顕著に低い値であり、
安全に使用できることが示された。この低い
免疫反応性は、toll like receptor 7, 8 が発現す
るエンドソームを介さず細胞質内に直接
siRNAを導入しているためであると推察され
る。 

本研究成果の医療応用を目指した新規
バブル製剤の開発を目的として、アニオン性
となる核酸・遺伝子、カチオン性高分子、超
音波造影ガス封入アニオン性リポソームを
それぞれ静電的相互作用を利用して 3 元複合



体を形成させ、新たにアニオン性を示す超音
波応答性リポポリプレックス製剤の開発と
遺伝子・核酸キャリアとして in-vivo での最適
化を行った。新規バブル製剤は、アニオン性
を示すため、従来のカチオン性製剤でみられ
るアニオン性を示す血球との静電的相互作
用による凝集は認められなかった。また遺腹
腔側の腹壁から肝臓側への超音波照射によ
りマウス肝臓での遺伝子発現の大幅な増大
が示された。この肝臓での発現レベルは、従
来、高発現を占める遺伝子導入用のカチオン
性製剤とほぼ同レベルの遺伝子発現であっ
た。腎臓は特異的なリガンドが無いなど、
DDS キャリアを用いた有望な遺伝子導入法
が無い。そこで、本システムによる遺伝子導
入を試みた。マウス背部から腎臓側に向けて
超音波照射を行ったところ、超音波照射を行
った側の腎臓において高い遺伝子発現が認
められた。以上、アニオン性を示し、安全か
つ高効率な遺伝子導入が可能となる新規バ
ブルリポポリプレックス製剤の開発に成功
した。本製剤は、マンノース修飾バブル製剤
の医療展開においてプラットホームとして
用いることができる。一方、新たながん治療
に有効な標的指向型キャリアとしてシアリ
ルルイス X 修飾リポソームを開発し、ヒト血
管内皮細胞株 HUVEC を用いた培養細胞での
検討において、本リポソームが E-セレクチン
を介して HUVEC と結合することが示された。                     
  次に、TAM への高効率なオリゴ核酸導入
に基づく TAM 機能の制御化による癌治療戦
略の構築を行った。まず、オリゴ核酸を用い
たマンノース修飾バブルリポプレックスの
調 製 法に関 し て、従 来 の脂質 組 成 で
(Biomaterials, 31, 7813, 2010)で用いていた
DSTAP に変えて DSDAP を用いた方がよりガ
ス保持に優れたバブル製剤の調製が可能で
あった。そこで、新しい処方でマンノース修
飾バブルリポソーム/NF-B decoy 複合体を調
製し、以下の実験に用いた。Colon-26 固形が
んモデルマウスに対して、マンノース修飾バ
ブルリポソーム/NF-B decoy 複合体を腫瘍内
投与し、腫瘍部位に超音波照射を行うことで、
TAM に対して NF-B decoy を送達させた。そ
の結果、NF-B decoy 導入により Th1 サイト
カイン量が増大し、Th2 サイトカイン産生量
が有意に減少、また、VEGF、MMP-9 発現量
の減少、NO 産生量の亢進が認められ、TAM
の表現型の存在比が M1 型有意なものへシフ
トされている可能性が示された。また、TAM
選択的に NF-B decoy を導入することで、腫
瘍増殖抑制効果、ならびに、延命効果が認め
られた。このように、超音波照射とマンノー
ス修飾バブルリポソームを用いて、高効率に
TAM へ NF-B decoy 導入を行うことで、TAM
の phenotype 変化が認められる可能性が示さ
れた。さらに、Ehlrich 腹水がんモデルマウス
を用いた評価を行った。マンノース修飾バブ
ルリポソーム/NF-B decoy 複合体の腹腔内投
与と超音波照射の併用により、がん性腹水中

の TAM に対する NF-B decoy の導入を行っ
た。固形腫瘍の場合と同様に、腹腔内におけ
る血管新生、がん細胞増殖、腹水貯水の有意
な抑制、延命効果が得られることが示された。
これらは、先ほどの腫瘍内投与の検討と良く
対応するものである。以上、マンノース修飾
バブルリポソームと超音波照射の併用によ
る TAM 選択的な DDS の開発に成功し、また、
がん治療へ応用できる可能性が示された。 

また、マウス大腸がん細胞である colon26
細胞を移植したマウスに高密度焦点式超音
波照射をおこなったところ、固形腫瘍の増殖
抑制効果が認められた。今後、腫瘍部位へ超
音波照射を行う際、高密度焦点式を利用し、
マンノース修飾バブルリポソーム製剤と組
み合わせることで、精度が高いターゲティン
グ型 DDS の構築ができるものと考えている。 

以上、本研究で得られた知見は、新規超
音波応答性糖修飾バブル製剤の開発および
TAM を標的としたがん治療薬開発において
有益な基礎的知見となることが期待される。 
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