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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては，独自に開発したICG修飾リポソーム（LP-iDOPE）と近赤外光治療機
器を融合した悪性腫瘍の治療メカニズムが，LP-iDOPEの有する近赤外蛍光特性（一重項酸素の生成）による獲得性免疫
誘導であることを解明した．
さらに, 悪性黒色腫の寛解を目指し, LP-iDOPEに悪性黒色腫の細胞系譜決定因子であるMITFを分子標的としたペプチド
医薬を内包するとともに，悪性黒色腫幹細胞の表面マーカーに特異的に結合するRNA医薬を組込むことにより，LP-iDOP
Eの高機能化を図った．

研究成果の概要（英文）：We have previously constructed the liposomally formulated phospholipid-conjugated 
indocyanine green (ICG), designated by LP-iDOPE, as a clinically translatable nanoparticle for tumors. In 
addition, we have developed the LED device with near-infrared (NIR) light that enable ICG fluorophore of 
LP-iDOPE to produce singlet oxygen which triggered the induction of CTL to tumor tissues as photo-induced 
immunotherapy.
Melanoma is one of the most aggressive skin cancers with high multidrug resistance and low survival rate. 
To evaluate LP-iDOPE as a multifunctional nanoparticle for the promising melanoma therapy, we attached 
two specific functions on LP-iDOPE, the peptide targeting the transcription factor MITF and the RNA 
aptamer targeting the biomarker of melanoma stem cell.

研究分野： 生命情報科学
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１． 研究開始当初の背景 

がん化学療法では，静脈内投与した抗がん剤
の血中濃度を治療有効域に維持することは
難しい．また，標的の腫瘍組織に対する細胞
毒性効果が正常組織にも波及して重篤な副
作用を生じる場合も多い．これらの問題を克
服するため，抗がん剤を効率良く標的部位に
到達させる運搬体の開発が精力的に行われ
ている．しかし，薬物の血中での安定な保
持・運搬と標的部位での特異的放出という，
相反する性質を兼ね備えなければならない
ジレンマが存在する． 
申請者らは，これまでに ICG 修飾リポソーム
（LP-iDOPE）を開発し（Bioorg Med Chem Lett. 
(2012) 22, 7481, 特 願 2010-124252 号 ・
PCT/JP2011-00306），Enhanced Permeation and 
Retention（EPR)効果とインドシアニングリー
ン（ICG）が有する光吸収特性を利用した光
線力学的温熱化学療法を開発してきた（特願
2011-223273 号・PCT/JP2012/076259）． 
一方，悪性黒色腫は悪性度が非常に高く，早
期に所属リンパ節へ転移し，さらには肺・肝
臓・脳などの主要な臓器へと転移する．進行
した悪性黒色腫に対しては，外科療法の他，
抗がん剤による化学療法，リンパ球などを用
いた免疫療法，放射線療法などの手段を組み
合わせた集学的治療が行われている． 
申請者らは，これまでに悪性黒色腫の重篤化
に関与している IL-10 を分子標的とした抗体
医薬を創出し，免疫賦活効果を確認してきた
（Cancer Immuno Immunother. (2009) 58, 1307，
特許第 44635255 号・PCT/JP2004/013090）．さ
らに，悪性黒色腫の細胞系譜決定因子である
MITF を分子標的としたペプチド医薬を創出
し，それらが有する物理化学的特性と薬理効
果を評価してきた(若手研究（B）「悪性黒色
腫幹細胞の機能制御を可能とするペプチド
分子の構築」平成 21-23 年度)． 
 
２．研究の目的 

本研究課題においては，LP-iDOPE と近赤外
光治療機器を融合した悪性腫瘍の治療メカ
ニズムを，近赤外光照射によって ICG 誘導体
から生成する一重項酸素によるがん組織の
損傷が，樹状細胞を介した細胞障害性 T 細胞
の活性化を促す光免疫誘導であると仮定し，
その検証を行うことを第１段階目の目的と
する． 
次に, 悪性黒色腫の細胞系譜決定因子である
MITF を分子標的としたペプチド医薬が，所
期の部位で所期の機能を発揮し，悪性黒色腫
を寛解させることができるように，腫瘍組織
に集積した後，悪性黒色腫幹細胞への特異的
結合を可能にする機能を付与することによ
って LP-iDOPE を機能強化させた“Melanoma 
Stem Cell Targeting (MSCT)リポソーム”の開
発を図ることを第２段階目の目的とする． 
さらに，LP-iDOPE の適用拡大を目指し，様々
な疾患モデル動物に対する治療の可能性に

ついて検討を行う． 
 
３． 研究の方法 

(1) LP-iDOPE の作用機序の解明 
担がんマウスに LP-iDOPE を投与し，(i) 腫
瘍組織への特異的集積を ICG 誘導体が有す
る近赤外蛍光特性により確認した（In-Vivo 
FX PRO，Carestream 社製）．(ii) ICG 誘導体
が有する光吸収特性による一重項酸素発生
と発熱を独自に開発した近赤外光治療機器
により確認した．(iii) LP-iDOPE による治療
メカニズムを FACS 解析，mRNA 発現解析
により評価した． 

(2) ペプチド医薬内包 LP-iDOPE の機能評価 
悪性黒色腫担がんマウスに，MITF を分子標
的 と し た ペ プ チ ド 医 薬 を 内 包 し た
LP-iDOPE と近赤外光治療機器を用いた治
療を施し，腫瘍体積変化， 細胞障害性 T 細
胞の活性化について比較検討した． 

(3) RNA 医薬の創出 
悪性黒色腫幹細胞の表面マーカーであるこ
とが報告されている CD271（Nature (2010) 
466, 133）を特異的に認識し結合する RNA
医薬を，スクリーニングにより選択した．
さらに CD271 に対する RNA 医薬の結合特
異性，相互作用速度を測定し（BIACORE 
T-100，GE 社製），RNA 医薬の最適化を図
った． 

(4) LP-iDOPE の脳腫瘍への適応拡大 
ラット脳腫瘍モデルにおいて，LP-iDOPE が
脳腫瘍内に特異的に集積することを確認し
た． 

(5) LP-iDOPE の抗炎症作用への適応拡大 
ラット腓腹筋筋挫傷モデルに LP-iDOPE を
投与し，挫傷組織への特異的集積とサイト
カイン産生を確認した． 

(6) LP-iDOPE の前臨床に向けた取り組み 
平成 25年 9月から実施している獣医師主導
型臨床試験を継続し，LP-iDOPE と近赤外光
治療機器を用いた治療の可能性についての
検討を行った． 

 
４． 研究成果 

(1) LP-iDOPE の作用機序の解明 
担がんマウスより摘出した腫瘍組織から
RNA を抽出・精製し，RNA-seq 解析を行っ
た．その結果，LP-iDOPE 投与・近赤外光照
射治療群において，免疫システムに関わる
遺伝子群の高発現と細胞骨格に関わる遺伝
子群の低発現が顕著な特徴としてみられた． 
次に，担がんマウスより摘出した脾臓細胞
に関して FACS 解析を行ったところ，
LP-iDOPE 投与・近赤外光照射治療群におい
て，CD8 陽性脾臓細胞の活性化とサイトカ
イン（IFN-γ, TNF-α）産生能の顕著な亢進が
見られた．この結果は，近赤外光照射時に
LP-iDOPE から生成する一重項酸素により
損傷を受けたがん組織の情報が，樹状細胞



を介して細胞障害性 T 細胞の活性化を促し
たことを主な要因とする，光による獲得免
疫の誘導であること示唆している． 

(2) ペプチド医薬内包 LP-iDOPE の機能評価 
悪性黒色腫担がんマウスより摘出した脾臓
細胞に関して細胞障害性 T 細胞の活性化に
ついて比較検討を行ったところ，ペプチド
医薬内包 LP-iDOPE 投与・近赤外光照射治
療群において，サイトカイン（IFN-γ, TNF-α）
産生能の顕著な亢進が見られた． 
しかしながら，治療開始後 18 日にわたり腫
瘍体積変化を測定したが，治療群・非治療
群での優位な差は認められなかった． 
今後，LP-iDOPE に内包するペプチド医薬の
量に関する至適化を図ることにより，MSCT
リポソームが，所期の部位で所期の機能を
発揮し，悪性黒色腫に寛解をもたらすよう
工夫を重ねる． 

(3) RNA 医薬の創出 
悪性黒色腫幹細胞の表面マーカーの CD271
を特異的に結合する RNA 医薬に対し結合
特異性，相互作用速度等の物理化学的評価
を 行 い ， 2 種 類 の RNA 医 薬
（NGFR-S-1_44mer, NGFR-S-2_60mer）を選
抜した． 
さらに，CD271 高発現細胞 PC-12 表面への，
NGFR-S-1_44mer, NGFR-S-2_60mer の集積
について確認した． 
今後，これらの RNA 医薬を LP-iDOPE に組
み込むことにより，悪性黒色腫幹細胞への
特異的集積能を保持する MSCT リポソーム
の構築に臨む． 

(4) LP-iDOPE の脳腫瘍への適応拡大 
ラットの脳内に移植したグリオーマモデル
において，LP-iDOPE の顕著な集積が確認さ
れた（Int J Pharm. (2015) 496, 401）. 
この結果は，LP-iDOPE が術中の腫瘍部位の
簡便な同定に使用可能なだけでなく，切除
不完全な腫瘍部位に対して近赤外光照射治
療を行うことが可能となり，脳腫瘍の寛解
さらには正常組織の温存の可能性を示唆し
ている． 

(5) LP-iDOPE の抗炎症作用への適応拡大 
ラット腓腹筋筋挫傷モデルに LP-iDOPE を
投与したところ，急性期における挫傷局所
への集積と近赤外光照射による炎症性サイ
トカインである IL-6 の抑制が認められると
共に，早急な組織修復が確認された（J 
Orthop Res. (2015) 33, 1034, J Orthop Surg 
Res. (2015) 10, 50）． 

(6) LP-iDOPE の前臨床に向けた取り組み 
平成 25 年 9月に開始した，コンパニオンア
ニマルに対する獣医師主導型臨床試験を継
続実施した． 
平成 26 年 4 月〜平成 27 年 3 月の 1 年間に
実施した獣医師主導型臨床試験（274 例）に
関する結果（著効；4％，有効；62.8％，無
効；21.7％，判定不能；11.7％）をファル

マシア, 2015, 51:1042-46 に報告した． 
さらに，自然発症リンパ腫のネコに対する
LP-iDOPE と近赤外光治療機器による治療
例を獣医師向け一般誌（infoVets (2015) 18, 
34）に報告した． 
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