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研究成果の概要（和文）：若い腫瘍血管はナノ粒子を漏らさず、EPR 効果(亢進した血管透過性と物質の腫瘍停留性の
持続が組合さった効果)が起きない。コンブレタスタチン誘導体Cderiv はその血管の透過性を高めると共に、腫瘍循環
機能を抑制する。EPR効果機序解明のために、本研究では、Cderiv投与後の腫瘍血管と、腫瘍－宿主インターフェイス
（T-HI）血管の構造と機能を解析した。T-HI血管は透過性が著しく高く、その内皮には高分子血管外移行に寄与する  
vesiculo-vacuolar organelle（VVO）が豊富に存在していた。EPR効果には、VVOの存在とT-HI領域を含む腫瘍微小循環
機能の抑制が重要である。

研究成果の概要（英文）：Nanoparticles are difficult to extravasate from initial stage tumor vessels. 
Therefore, enhanced-permeability and retention (EPR) effects do not occur in such vessels. A 
combretastatin derivative, Cderiv, enhances vascular permeability. To elucidate the microcirculation 
mechanisms of the EPR effect, we investigated the structure and function of tumor vessels and tumor-host 
interface (T-HI) vessels after Cderiv administration. We also assessed the therapeutic enhancement 
effects of the combination of doxorubicin micelle with Cderiv. Results show the following. (1) The T-HI 
vessel endothelium contained many vesiculo-vacuolar organelles (VVO), which contribute to macromolecule 
extravasation, even after the Cderiv administration. (2) Combination therapy (Cderiv + doxorubicin 
micelle) markedly inhibited LY80 tumor growth. The presence of VVO and the decline of tumor 
microcirculation function involving T-HI are important for the EPR effect.

研究分野： 実験腫瘍学

キーワード： 腫瘍血流遮断　コンブレタスタチン　腫瘍血管　EPR効果　高分子ミセル　DDS　インターフェイス

  ２版



１．研究開始当初の背景 
 

抗癌剤をナノ粒子化し、EPR 効果により、それ

を腫瘍に選択的に到達亢進させようとする研究

が活発に進められている。しかし、最近、我々は、

ナノ粒子が漏出し易いのは、腫瘍-壊死インター

フェイス、および腫瘍-宿主インターフェイスの領

域であり、ステージの若い腫瘍血管からは漏れ

にくいこと、そして、その血管が支配する領域に

は、ナノ粒子が蓄積しないことを見出した (Hori 

et al, J Pharm Sci, 2010)。この事実は、微小転移

巣を含む初期増殖段階の腫瘍は、ナノ粒子化抗

癌剤の攻撃を免れることを強く示唆している。     

一方、我々は、コンブレタスタチン（腫瘍血管

破断薬）誘導体 Cderiv で処置すると、径 3 mm 以

下の微小腫瘍にもEPR効果が起きることを、蛍光

標識したナノミセルを用いて示した。 
 
２．研究の目的 
 

この所見を踏まえ、本研究では、ナノ粒子が腫

瘍内に移行・蓄積する病態生理学的機序を解明

し、EPR 効果の適用範囲を微小増殖巣にまで拡

げることを目指した。具体的には、以下の研究を

達成することを目的とした。(1) コンブレタスタチ

ンを投与した時の微小腫瘍の循環機能変化の

解析、(2) コンブレタスタチン処置後の微小血管

の微細構造の観察、(3) コンブレタスタチン処置

後にドキソルビシン封入ミセルを投与することに

よる治療効果増強の検証、である。しかし、(3) 

の実験を進めた結果、併用治療を行った場合に

おいても、腫瘍辺縁部からの再発を防ぐことがで

きなかった。そこで、さらに、(4) 辺縁部からの再

発の原因の解明とその抑制対策、を研究目的に

加えた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験動物、癌細胞、麻酔 

実験動物は 200－250 g の雄ドンリュウラット 

(TU-Donryu；東北大学加齢医学研究所で自家

繁殖)を用い、癌細胞は吉田肉腫の変異株 LY80

（難治癌モデル）を用いた。実験は全て、微小循

環に影響を及ぼさない麻酔条件（25 mg/kg ペン

トバルビタールと 1%エトレン吸入麻酔の併用）の

もとで行った。全ての動物実験は、東北大学動

物実験専門委員会で承認された。 
 

(2) 腫瘍血管破断薬 Cderiv 

腫瘍血管破断薬としてコンブレタスタチン誘導

体 Cderiv を用いた。Cderiv は Ohsumi らの方法

に従って合成された（東京化成に依頼）。この薬

剤は、強力な選択的腫瘍血流遮断作用を持ち、

それによって腫瘍血管の破断を誘導する。10 

mg/kg の用量を静脈内投与で使用した。 
 

(3) ドキソルビシン内包ミセル 

ドキソルビシン内包ミセルは、発明者の横山

（東京慈恵会医科大学）から提供された。 
 

(4) 蛍光物質 

物質の移行性を解析するためのトレーサーと

して、フルオレセインナトリウム (分子量 376.3)、

および FITC（fluorescein isothiocyanate）ラベル

のナノミセル（横山から提供されたものであり、サ

イズは 48 nm）を用いた。この蛍光ミセルは、治療

実験に用いたドキソルビシンミセルに構造とサイ

ズが類似している。 
 

(5) 腫瘍血流量測定 

腫瘍血流量は水素クリアランス法を用い、絶対

血流量を測定した。 
 

(6) 生体観察 

腫瘍血管の変化を顕微鏡下で直接観察し、各

種蛍光物質の血管外移行を計測した。その手段

として、サンドイッチ式ラット背部皮下透明窓（無

蛍光石英ガラス製）を用いた。 
 

（7） X 線照射 

X 線照射には実験用 X 線照射装置(日立

MBR-1520R)を用いた。照射条件は電圧 150 kV、

管電流 20 mA であり、厚さ 0.1 mm Cu + 0.5 mm 

Alのフィルターを使用した。本研究での1 回照射

線量は 5 Gy、線量率は 1 Gy/min であった。 
 



(8) 蛍光物質

蛍光物質の血管外移行と、組織からの消失は

映像に記録し、

蛍光強度、最

蛍光強度の半減期などで評価した
 

(9) 光学顕微鏡観察

光学顕微鏡用の

エオジン染色、トルイジンブルー染色を行い、検

鏡、写真撮影を行った。
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回治療による腫瘍増殖抑制効果
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療だけで、辺縁部からの再発をほぼ完全に防止

することができた。逆に、Cderiv投与72時間後に

X線照射をした併用群では、再発防止効果がな

かった。両者の違いは、前者で、腫瘍-宿主イン

ターフェイス領域に一過性かつ強力な浮腫が誘

導され、インターフェイス血管の循環機能が完全

に阻害されたことであった。 
 

(5) まとめと今後の展望 

EPR効果は、進展した腫瘍血管と腫瘍-宿主イ

ンターフェイス血管の内皮の構造特性、および

腫瘍循環機能の低下という条件が揃った時に起

きる。したがって、そのような構造特性と機能を持

たない若い腫瘍血管では、EPR効果は起きにく

い。しかし、そのような血管も、Cderiv処置で、構

造と機能を劣化させることによって、EPR効果を

誘導することができた。その結果、Cderiv とドキ

ソルビシンミセル併用は、単独投与に比べ、有意

の増殖抑制効果を示した。また、治療後、腫瘍

辺縁部から生じる癌の再発は、腫瘍-宿主インタ

ーフェイス血管の循環機能に依存するものであり、

その機能を阻害することによって再発を防止でき

ることを、本研究ではじめて明らかにした。 

今後の研究の方向として、①高分子医薬と腫

瘍血管破断薬の最適投与タイミングの決定、②

腫瘍-宿主インターフェイス局所に一過性の浮腫

を誘導する手法の開発、を行えば、治療効果は

さらに向上するものと思われる。 
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