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研究成果の概要（和文）：癌細胞の動態、存在状態の多様性および治療薬の癌病巣への到達性の

制御の困難さのため、普遍的に適用可能な治療法は未だ確立されていない。本研究では、まず、

癌増殖・転移過程の非侵襲的解析に必要不可欠な基盤技術であるバイオイメージングによる可

視化および定量法を確立した。さらに、DDS のコンセプトに基づき、有効な癌治療薬および遺

伝子医薬品の送達システムの開発および治療への応用を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Anti tumor therapy, which generally applicapable for several tumors, has 
never established , because of the diversity of distribution and condition of tumor cells or the hurdle of 
targeted delivery of antitumor drugs.  In this study, we established the visualization and quantitative 
method using bioimaging, which became the foundation for non-invasive analysis of the process or 
tumor proliferation and metastasis.  Furthermore, based on the concept of DDS, we developed the 
carrier for antitumor drugs or gene medicine and apply them for antitumor therapy.   
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１．研究開始当初の背景 

DDS のコンセプトに基づき、癌増殖・転移
の各過程を標的とした治療薬の開発が進め
られているが、癌細胞の動態、存在状態の多
様性および治療薬の癌病巣への到達性の制
御の困難さのため、普遍的に適用可能な治療

法は未だ確立されていない。癌転移は、癌患
者の予後を決定する最大の要因であり、癌増
殖・転移過程の非侵襲的解析によるバイオイ
メージングは、有効な治療薬の開発において
必要不可欠な基盤技術であると考えられる。 
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２．研究の目的 
本研究では、癌細胞の増殖・転移過程のリ

アルタイム観察および定量を可能にする方
法論を構築し、得られた情報に基づいて癌細
胞の複雑な増殖・転移機構を解明する。さら
に、種々の過程を抑制し得る抗癌剤、癌転移
抑制剤ならびに遺伝子医薬品の病巣部への
ターゲティング製剤開発を行う。 

 
３．研究の方法 
①癌転移過程の可視化および定量 
マウスメラノーマ B16-BL6 細胞株ならびに
マウス大腸癌 colon 26 細胞に対し、ホタルル
シフェラーゼ遺伝子をコードした pDNA 
(pCMV-Luc)を導入することによりルシフェ
ラーゼ安定発現細胞株B16-BL6/Lucならびに
colon 26-Luc を作成した。作成した細胞をマ
ウスへ投与後、分布については高感度 in vivo
イメージング機器により撮影した。各臓器へ
の分布は摘出した臓器をホモジナイズし、ル
シフェラーゼ活性の測定により定量した。 
②マンノース修飾量子ドットの合成 
ま ず 、 thiomannoside を 合 成 し 、 次 に
NH2-PEG2000-quantum dots に結合させるこ
とにより作成した。 
③カタラーゼ誘導体の合成 
カタラーゼと ethylenediamine (ED)を pH 5 – 
5.5のEDAC溶液中で混合することによりED
カタラーゼを合成した。また、カタラーゼと
polyethylene glycol (PEG)を pH 9.2 の borate 
buffer中で混合することによりPEG-カタラー
ゼを合成した。 
④糖修飾リポソームの作成 
cholesteryl choloroformate と
N-(4-aminobutyl)carbamic acid tert-butyl esterお
よび、thiomannoside または、thiogalactoside
より Man-C4-Chol および Gal-C4-Chol を合成
した。これを、DOPE、DSPE など各製剤に必
要な脂質と共にクロロホルムに溶解し、最適
なモル比で混合後、溶媒を減圧留去した。こ
れを 5%デキストロース溶液に懸濁し超音波
処理後、滅菌濾過し均一なリポソーム溶液を
調製した。 
⑤薬物およびプラスミド DNA の血中濃度測
定および体内動態の評価 
放射標識した薬物またはプラスミド DNA を
各投与法によりマウスへ投与し、一定時間後
に採血および臓器を摘出し、放射活性を測定
した。または、HPLC により検出可能な薬物
については、採血または摘出した臓器より薬
物を抽出することにより薬物の移行量を定
量した。 
⑥各種サイトカインの測定 
細胞の培養液中、または血液または組織から
の抽出液中のサイトカインは ELISA 法によ
り定量した。 
 

４．研究成果 
①癌細胞の増殖・転移過程の可視化および定
量的評価法の開発 

樹立した癌細胞株におけるルシフェラー
ゼの発現は安定であり、ルシフェラーゼ活性
は癌細胞数と広範囲において比例した。組織
1g中に 400個以上の癌細胞が含まれていれば
検出可能な発現レベルのB16-BL6-Lucならび
に colon 26-Luc 細胞が得られ、これにより in 
vivoにおける癌細胞分布ならびに増殖を高感
度かつ定量的に評価することが可能となっ
た。In vivo バイオルミネッセンスイメージン
グシステムを用いた観察により、非侵襲的な
癌転移・増殖過程の観察に成功した。次に、
ManQD を合成し、癌細胞の増殖において重
要な役割を果たすマクロファージのイメー
ジングを行った。ManQD は、未修飾 QD と
同程度の蛍光強度を維持し、培養マクロファ
ージにおいてマンノースレセプターを介し
てマクロファージへ選択的に取り込まれた。
また、ManQD による蛍光観察は 48 時間まで
安定に行えることを確認した。さらに、
ManQD を腹膜播種モデルマウスへ投与した
ところ、ManQD はマクロファージへ選択的
に取り込まれ、in vivo イメージングにより、
腹腔内での癌細胞の増殖に伴うマクロファ
ージの増大が観察できた。 
②新規血中および腹腔内滞留型および癌タ
ーゲティング型薬物キャリアの開発および
治療への応用 
活性酸素消去酵素であるカタラーゼに対し
て生体内での安定化を実現する為、ポリエチ
レングリコール修飾カタラーゼ(PEG カタラ
ーゼ)を合成した。静脈内投与後、PEG カタ
ラーゼはカタラーゼに比べ血液中に長期間
滞留することが明らかとなった。また、静脈
内投与により B16-BL6-Luc 細胞を C57/BL6
雄性マウスの静脈内へ投与した肺癌転移モ
デルを作成し、カタラーゼ投与による転移抑
制効果を評価したところ、カタラーゼ投与群
に対し、PEG カタラーゼ投与群では、顕著な
肺癌転移の抑制効果が認められた。次に、カ
タラーゼの腹腔内滞留性増大を目的にカチ
オン性を付与した活性酸素消去酵素カタラ
ーゼ（ED カタラーゼ）のハイドロゲル複合
体を調製し、がん細胞の腹膜播種治療を試み
た。複合体を腹腔内に投与後、腹腔内カタラ
ーゼは、14 日後も投与量の約１０％が滞留し、
ED カタラーゼ単独投与の場合と比較し有意
なカタラーゼ滞留性の増大が認められた。さ
らに、腹腔内がん細胞増殖をイメージングに
より評価したところ、複合体投与による有意
な増殖抑制効果が認められた。更に複合体投
与により生存期間延長効果が認められた。次
に、レチノイン酸誘導体を用いた新規がん分
化誘導療法の開発のための基礎的検討をお
こなった。レチノイン酸は脂溶性の高さから



 

 

単独では血中へ投与不可能であるため、レチ
ノイン酸封入エマルションを調製したとこ
ろ、平均粒子径約 175 nm で高い封入効果が
認められた。更に血中滞留性増大を目的に
PEG 修飾レチノイン酸封入エマルションを
調製したところ平均粒子径はほぼ同じ 178 
nm の粒子が調製できた。そこで、レチノイ
ン酸およびレチノイン酸誘導体をエマルシ
ョンに封入し、担癌マウスに投与したところ、
腫瘍径の減少ならびに生存期間の延長が可
能になった。さらに、抗癌剤などにみられる
体重減少などの強い副作用は認められなか
った。 
特定の癌細胞指向性を有する新規薬物キ

ャリアの開発を行った。癌細胞の表面に高発
現する MUC1 に対して選択的に結合するア
プタマーを、多数の官能基を有し、抗癌剤の
有効なドラッグキャリアであるデンドリマ
ーと結合させた。次に、アプタマー修飾デン
ドリマーを蛍光標識し、MUC1(+)の A549 細
胞または MUC1(-)の colon26 細胞と培養した
ところ、A549 細胞にのみ高い取り込みが確
認された。蛍光顕微鏡観察により細胞膜上の
MUC1 との結合だけでなく、細胞内へ取り込
まれていることも確認した。また、新規癌細
胞選択的抗がん剤キャリアとして、乳癌細胞
に高発現する HER2 認識抗体を修飾したリジ
ンデンドリマーを合成した。培養した HER2
高発現乳癌細胞を用いた検討により抗体修
飾リジンデンドリマーの選択的な取り込み
を確認した。 
以上、新規血中および腹腔内滞留型および

癌ターゲティング型薬物キャリアの開発お
よび治療法の開発に成功した。 
 
③高効率な遺伝子発現を可能にする in vivo
遺伝子送達キャリアの開発および治療への
応用 

遺伝子発現の一つの障壁であるエンドソ
ーム内での酵素切断を抑制可能なキャリア
を開発した。ヒスチジンは、エンドソーム内
でプロトンスポンジ効果によりエンドソー
ム膜を破壊することが知られている。そこで、
遺伝子のエンドソームからの脱出促進を目
的に、従来の肝細胞ターゲティング型リポソ
ーム（ガラクトース修飾リポソーム：Gal リ
ポソーム）にヒスチジンを導入した Gal-His
リポソームを作成した。ガラクトースを認識
するアシアロ糖タンパク質レセプターを高
発現する HepG2 細胞を用いて検討をおこな
ったところ Gal リポソームと比較し Gal-His
リポソームにより遺伝子の取り込み量並び
に発現量の有意な増加が認められた。さらに、
遺伝子医薬品送達キャリアの安全性に関す
る検討を行った。臨床応用に向けてカチオン
性リポソームとプラスミドDNAの複合体（リ
ポプレックス）投与後の免疫応答が問題とな

る。そこで、リポプレックスの投与量ならび
に混合比の影響を網羅的に検討した。結果、
混合比より投与量の増大により遺伝子発現
量も増大するが同時に免疫応答も増大する
ことが明らかとなった。さらに、投与量が重
要な要素となり、投与量を適正に設定するこ
とにより免疫応答を抑え遺伝子発現を挙げ
ることが可能であることが分かった。以上、
遺伝子導入効率の改善およびリポプレック
スによる免疫応答の基礎的な検討により、新
規遺伝子導入システムの論理的設計に有用
な情報を得ることができた。次に、癌細胞の
腹膜播種治療を目的に、CpG オリゴの免疫担
当細胞へのターゲティングを行った。免疫担
当細胞指向型キャリア（Man リポソーム）を
用いて CpG オリゴを静脈内並びに腹腔内へ
投与後、血中並びに腹水水の IL12、IFNなど
のサイトカイン濃度が増加し、その量は未修
飾カチオン性リポソームとの複合体の場合
と比較し有意に高かった。さらに癌細胞の肝
転移モデルマウスまたは腹膜播種モデルマ
ウスへ CpG オリゴと Man リポソームの複合
体を投与したところ未修飾カチオン性リポ
ソームとの複合体の場合と比較し、肝臓なら
びに腹腔内の有意な癌細胞数の増加抑制が
認められた。また、腹膜播種モデルにおいて
は、生存期間の延長も認められた。 

以上、高効率な遺伝子発現を可能にする in 
vivo遺伝子送達キャリアの開発および治療法
の開発に成功した。 
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