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研究成果の概要（和文）：リポソーム等を用いた薬物送達は、がんや脳梗塞の治療に有効だが、患部への移行に
は制限があり、血管内皮層などの障壁を能動的に突破可能な技術が求められる。本研究では、膜タンパク質機能
により腫瘍血管や脳梗塞部位の血液脳関門（BBB）を突破する白血球に着目し、白血球模倣リポソーム
（LM-Lipo）を構築し、その機能性を評価した。LM-Lipoは、炎症性ヒト脳血管内皮細胞及びがん細胞に対して高
い親和性を示した。また、がんスフェロイドに対する浸透性と担がんマウス腫瘍への高い集積性を示し、がん治
療を目的としたDDSキャリアとしてのLM-Lipoの有用性と、炎症性BBBの標的化ツールとしての可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Drug delivery using liposomes is useful for the treatment of cancer and 
ischemic stroke. However, since biological barriers such as vascular endothelial layer and tumor 
microenvironment often hamper liposome permeation into disease sites, new technologies which can 
overcome those barriers to enable efficient drug delivery have been desired. In this study, by 
focusing on leukocytes that can pass through tumor vessels and the blood-brain barrier (BBB) around 
ischemic stroke region, we prepared leukocyte-mimetic liposomes (LM-Lipo) by intermembrane protein 
transfer from leukemia cells and evaluated their function. LM-Lipo showed high affinity to inflamed 
human cerebral endothelial cells and lung cancer cells. Also, LM-lipo penetrated into tumor 
spheroids and showed high accumulation into tumor tissue of tumor-bearing mice. Based on these 
results, it is suggested that LM-Lipo could be a useful DDS carrier for cancer treatment, and that 
LM-Lipo might have a potential to target inflamed BBB.

研究分野： 薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義として、本研究のさらなる発展は、ナノ粒子を用いたがん組織・脳梗塞部位への薬物送達における生
体内の障壁、特に中枢創薬の最大の障壁であるBBBを克服し、新たなDDSの開発につながり得るとともに、生体機
能を模倣したDDSの開発に向けた知見を提供できる点が挙げられる。また社会的意義として、脳梗塞やがんに対
する新たな治療薬の開発に貢献でき、患者QOLの向上と、超高齢社会で問題とされる要介護人口の減少と医療経
済の改善につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 脳血管障害は死因別死亡率、および要介護に至る原因疾患の上位であり、その 7 割を脳梗塞
が占め、克服が望まれている。研究代表者はこれまでに、脳梗塞部位にて生じる血液脳関門
（Blood-brain barrier; BBB）の透過性亢進に着目し、ナノサイズのリポソーム製剤が BBB の
間隙を透過して脳実質へ集積し、血流再開後に生じる脳虚血/再灌流障害の治療に有効であるこ
とを報告してきた。しかし、脳実質へのリポソーム集積量は未だ不十分であり、BBB を能動的
に突破可能な技術が求められている。一方で、血液中を循環する白血球は、脳梗塞部位周辺で発
現が上昇する接着因子（ICAM-1 等）と膜タンパク質（CD11a、CD11b 等）との相互作用を介
して BBB へ接着後、脳実質へ浸潤する。研究代表者は、リポソームが BBB 間隙を突破して脳
実質へ移行できない条件下においても、膜タンパク質機能により能動的に BBB を突破する白血
球の特性に着目し、リポソーム膜へ白血球膜タンパク質を移行させることで構築した白血球模
倣リポソーム（Leukocyte-mimetic liposomes: LM-Lipo）が、白血球のように炎症性の BBB を
突破できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 上記の研究背景に基づき、本研究では「（1）白血球膜タンパク質を搭載した白血球模倣リポソ
ーム LM-Lipo の脳血管内皮細胞を用いた機能評価」を第一の目的とした。また、がん組織にお
いて白血球は、膜タンパク質機能により腫瘍血管を越えてがん組織深部へ浸潤し、蓄積する性質
を有している。リポソーム等のナノ DDS を利用したがん治療においては、腫瘍新生血管の高い
血管透過性、及び腫瘍組織のリンパ系が未発達であることを利用した Enhanced permeability 
and retention （EPR）効果による受動標的化が基本戦略として認識されている。しかし近年、
膵臓がん等において豊富な間質組織がナノ粒子製剤の腫瘍深部への移行を妨げること、また
EPR 効果が生じにくいがん種が存在するなどの報告がなされ、より能動的に腫瘍新生血管を突
破し、腫瘍組織深部へ浸透可能な DDS の開発が求められている。そこで研究代表者は、LM-Lipo
が炎症血管内皮層を突破するとともに、白血球のように腫瘍組織深部への浸透能を有するので
はないかと仮説を立て、「（2）LM-Lipo のがん細胞への親和性と腫瘍組織浸透性の検証」を目的
として、検討を行った。 
 （1）、（2）の検討において、リポソーム膜への白血球膜タンパク質の再構成法として、リポソ
ームと細胞が接触し、双方の脂質膜が一過的に部分融合した際に、細胞膜タンパク質がリポソー
ム膜へ移行する現象、すなわち脂質膜間移行法を用いた。研究代表者の以前の検討で、脂質膜間
移行法により作製した LM-Lipo が、炎症血管内皮細胞へ結合し、細胞間接着関連タンパク質の
発現を変化させることで、血管内皮層を透過可能であることを in vitro 培養細胞系において明ら
かとしている（Fukuta T., et al. Int J Pharm, 2019）。 
 
３．研究の方法 
（1）脂質膜間移行法による白血球模倣リポソーム LM-Lipo の構築： 
 本研究では、白血球モデル細胞として、ヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60 を用いた。HL-60 細
胞は、白血球の炎症血管透過機構において重要なタンパク質の一つとされる CD11a を恒常的に
発現しており、またレチノイン酸あるいは 1,25α-ジヒドロキシビタミン D3 存在下で好中球、単
球様細胞にそれぞれ分化し、CD11b の発現を誘導できることから、白血球膜タンパク質のドナ
ー細胞として使用した。リポソームは、研究代表者が以前に報告した卵黄ホスファチジルコリン
（EPC）/ジセチルリン酸（DCP）/ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン（DOPE）
=3.5/3/3.5（モル比）の脂質組成で作製したものを用いた。 
 
（2）LM-Lipo の炎症脳血管内皮細胞・がん細胞に対する親和性の評価： 
 （1）で構築した LM-Lipo の機能性を評価するにあたり、ヒト脳血管内皮細胞として
hCMEC/D3 細胞、ヒト肺がん細胞株 A549 細胞を用い、炎症状態を模倣するために Tumor 
necrosis factor-α (TNF-α)にて処理した。1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyani- 
ne (DiIC18)で蛍光標識した LM-Lipo を TNF-α で処理した hCMEC/D3 または A549 細胞に添加
し、一定時間後のリポソームの細胞内取り込みを共焦点顕微鏡により観察した。 
 
（3）がんスフェロイドを用いた in vitro における LM-Lipo の腫瘍組織浸透性の評価： 
 LM-Lipo の腫瘍組織浸透性を評価するため、A549 細胞を市販のスフェロイド作製用プレート
に播種し、一定の大きさのスフェロイド形成を顕微鏡下で確認後、スフェロイドを 35-mm glass 
bottom dish に静かに移した。そして TNF-α 処理を行った後、蛍光標識 LM-Lipo を添加し、そ
の 24 時間後のスフェロイドへのリポソームの浸透を共焦点顕微鏡により観察した。また、リポ
ソーム由来蛍光の、スフェロイド表面からの浸透の深さを、画像解析ソフト Image J にて定量
することで、リポソームの腫瘍組織浸透性を評価した。 
 



（4）抗がん剤内封 LM-Lipo のがんスフェロイド成長抑制効果の検証： 
 抗がん剤として Doxorubicin（DOX）を用い、リポソーム内外水相の硫酸アンモニウム濃度勾
配を利用したリモートローディング法により、DOX 内封リポソーム（DOX-Lipo）を作製した。
そして、DOX-Lipo を HL-60 細胞と 37℃、60 分浸透インキュベートすることで脂質膜間移行
処理を行い、白血球模倣 DOX-Lipo（LM-DOX-Lipo）を作製した。（3）と同様に A549 スフェ
ロイドを培養し、一定の大きさに達した日を Day 0 として、DOX 溶液、DOX-Lipo、あるいは
LM-DOX-Lipo で 24 時間処理し、Day 4 まで顕微鏡にてスフェロイド体積変化の経時的観察を
行った。そして、Image J にてスフェロイド体積を算出することで、各サンプル処理によるスフ
ェロイド成長への影響を評価した。 
 
（5）担がんマウスにおける LM-Lipo の腫瘍集積性の評価： 
 Balb/c ヌードマウスの左腹側部に A549 細胞を皮下移植することで、A549 担がんマウスを作
製した。腫瘍体積が 200 mm3 に達したことを確認した後、蛍光標識 LM-Lipo を尾静脈内投与
し、その 6 時間後の腫瘍組織中におけるリポソーム集積を、蛍光イメージングにより評価した。 
 
４．研究成果 
（1）白血球膜タンパク質を搭載した白血球模倣リポソーム LM-Lipo の脳血管内皮細胞を用い
た機能評価： 
 in vitro BBB モデルとして知られる hCMEC/D3 細胞に対して LM-Lipo を処理することで、
LM-Lipo の炎症性脳血管内皮細胞に対する親和性、取り込み能を評価した。4 時間の TNF-α 処
理により ICAM-1 発現を誘導した hCMEC/D3 細胞に対して、蛍光標識 LM-Lipo を添加し、そ
の 3 時間後の細胞内取り込みを共焦点顕微鏡にて観察した。その結果、脂質膜間移行処理を行
っていないコントロールリポソームと比較して、LM-Lipo 添加群において高い蛍光が観察され
た。同様に、蛍光標識 LM-Lipo 添加 3 時間後の hCMEC/D3 細胞を界面活性剤にて溶解し、リ
ポソームの蛍光を定量した結果、LM-Lipo 添加群において有意に高い接着、取り込みが認めら
れた。さらに、TNF-α 未処理細胞と比較し、TNF-α 処理細胞に対して LM-Lipo が高い親和性を
示したことから、炎症性 BBB に対しても高い親和性、細胞内移行性を発揮することが示唆され
た。今後、BBB モデル細胞や脳梗塞モデルラットにおいて LM-Lipo の機能性を評価し、その有
用性をさらに明らかにしていきたいと考えている。 
 
（2）LM-Lipo のがん細胞への親和性と腫瘍組織浸透性の検証： 
 LM-Lipo のがん細胞への親和性と腫瘍組織浸透性を明らかとすべく検討を行った。単球様分
化 HL-60 細胞と脂質膜間移行処理させることで作製した LM-Lipo を、A549 細胞に添加した 3
または 24 時間後における細胞内取り込みを共焦点顕微鏡にて観察した。その結果、LM-Lipo 添
加群において、いずれの時間帯においてもコントロールリポソームと比較して有意に高い取り
込みが認められた。 
 次に、A549 スフェロイドを作製することで、LM-Lipo の腫瘍組織浸透性を評価した。蛍光標
識したリポソーム、または LM-Lipo を添加し、その 24 時間後のスフェロイドへの浸透を共焦
点顕微鏡にて観察した。その結果、通常リポソーム添加群ではスフェロイド表面において顕著な
蛍光が認められた一方、LM-Lipo 添加群では、スフェロイド内部にも顕著な蛍光が観察され、
画像解析ソフト Image J により表面からの到達深さを定量した結果からも、LM-Lipo の有意に
高い浸透が認められた（図 1）。本検討で使用した LM-Lipo の平均粒子径は、脂質膜間移行法に
よる白血球膜タンパク質の移行により、未処理のリポソームと比較して約 30 nm 増大していた。
それにも関わらず、対照群と比較して LM-Lipo が優れたスフェロイド浸透性を示したことから、

図 1. LM-Lipo の A549 スフェロイドへの浸透性（Fukuta T., et al. J Pharm Sci, 110, 1701-
1709 (2021）. 一部改変)：A549 スフェロイドに対し、蛍光標識リポソーム（A）あるいは
LM-Lipo（B）を添加し、その 24 時間後にスフェロイド内のリポソーム蛍光を共焦点顕微鏡
にて観察した（スケールバー=50 µm）。（C）スフェロイド表面からのリポソームの到達深度
の定量解析（*** P<0.001）。 



脂質膜間移行法によってリポソーム上へ移行した白血球膜タンパク質がその機能を発揮し、そ
れによりリポソームがスフェロイドへの浸透能を獲得したことが示唆された。さらに、DOX-
Lipo を脂質膜間移行処理することで構築した LM-DOX-Lipo を A549 スフェロイドに添加し、
その成長抑制効果を評価した。経日的に成長する無処置のスフェロイドに対して、DOX あるい
は DOX-Lipo 処理によりスフェロイド成長の抑制効果が認められた一方、LM-DOX-Lipo 添加
群では、DOX-Lipo と比較して有意に高い成長抑制効果が認められた（図 2）。本結果は、LM-
Lipo がスフェロイド内部まで浸透するとともに、がん細胞に取り込まれ、内封抗がん剤 DOX に
よる細胞傷害活性が効率的に発揮されたためであると考察され、がん治療を目的とした DDS キ
ャリアとしての LM-Lipo の有用性が示唆された（Fukuta T., et al. J Pharm Sci, 2021）。 
 次に、A549 皮下移植担がんマウスを用い、in vivo における LM-Lipo の腫瘍集積性を評価し
た。蛍光標識リポソームあるいは LM-Lipo を尾静脈内投与し、その 6 時間後の腫瘍組織を摘出、
in vivo imaging system によりリポソーム集積を解析したところ、LM-Lipo 投与群では、コン
トロールリポソーム投与群と比較して有意に高い腫瘍集積が観察された。本結果から、リポソー
ム膜上の白血球膜タンパク質が、in vitro のみならず in vivo においても発揮され、それにより
リポソームのがん組織への集積性が向上したことが示唆された。今後の展望として、LM-Lipo を
がん治療、また脳梗塞治療へと応用することで、脂質膜間移行法により構築した白血球模倣 DDS
の疾患治療への有用性を明らかにしていきたいと考えている。 
 
 

図 2. DOX 内封白血球模倣リポソーム（LM-DOX-Lipo）による A549 スフェロイド退縮効果
（Fukuta T., et al. J Pharm Sci, 110, 1701-1709 (2021）. 一部改変)：A549 スフェロイドが
一定の大きさにまで成長した日を Day 0 とし、各サンプルにより 24 時間処理を行った。そ
の後、Day 4 まで経日的にスフェロイド成長を観察した。（A）Day 0 および Day 4 における
スフェロイド画像（スケールバー=200 µm）。（B）A549 スフェロイド成長の経日的推移と
LM-DOX-Lipo による成長抑制効果。（** P<0.01 vs. DOX and DOX-Lipo for LM-DOX-Lipo 
group, †† P<0.01 vs. DOX-Lipo for LM-DOX-Lipo, and ### P<0.001 vs. other groups for non-
treatment group） 
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