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研究成果の概要（和文）：脳虚血/再灌流障害は、脳梗塞治療後血流再開に伴って生じる二次的な

障害である。我々は灌流後に虚血巣を中心とした血液脳関門の破綻による血管透過性亢進に着目

し、リポソーム DDS を用いた障害部位への薬剤送達が可能であることを明らかとした。そこで

脳保護効果が知られているアシアロエリスロポエチンおよび FK506 を選択し、リポソーム製剤

の有用性について検討し、脳虚血/再灌流障害に対する治療の開発を目指した。 

 

研究成果の概要（英文）：Brain ischemia/reperfusion injury is a secondary injury occurring 

after reperfusion.  We previously clarified that liposomal DDS enables the delivery of 

certain drugs to the ischemic site through the disrupted blood-brain barriers after 

reperfusion. Therefore, we selected two kinds of agents having neuroprotective effect, 

asialoerythropoietin and FK506, attempted to liposomalize them, and examined the 

usefulness. The aim of this work is to develop a novel DDS durgs for the treatment of brain 

ischemia/reperfusion injury.  
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１．研究開始当初の背景 

虚血性疾患は、我が国においてがんに次い

で死因別死亡率を占める克服すべき重篤な疾

患である。なかでも脳梗塞は、再発率が高く、

後遺症を残すことが多々あるため、患者の QOL

を大きく低下させる。脳梗塞は、血栓により

脳血流量が局所的に低下し、脳組織が虚血に

曝されて壊死に陥る病態である。虚血により

その中心部は不可逆的な損傷を負うが、虚血

巣周辺部には血流再開により死を可逆的に免

れるペナンブラ領域と呼ばれる領域が存在す

る。従って、ペナンブラ領域の保護を目的と

した血栓溶解療法の開発により脳梗塞治療は

飛躍的な進歩を遂げた。しかし、未だ予後不

良の場合が多く、その原因の一端として虚血/

再灌流障害が注目され、盛んに研究されてい

る。しかしながら未だに有効な治療薬の開発

には至っていない。 

脳虚血時や再灌流後には血管透過性が亢進

することから、ナノ粒子製剤が有効に働く可

能性が考えられる。すなわち、ナノ粒子によ

りラジカルスカベンジャー等の薬剤を早期に
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虚血再灌流部位に送達・貯留させることによ

り、虚血再灌流障害を回避・改善することが

可能となる。実際にこれまでに虚血性疾患へ

のナノ粒子 DDS の開発と応用に関して、リポ

ソーム化ヘモグロビン（LEH,人工赤血球）が、

脳虚血部位（ペナンブラ領域）に送達される

こと(Artif. Organ, 33, 2009)、ラット心虚血再灌

流モデルにおいてリポソーム化アデノシンが

心筋梗塞を改善すること(J. Am. Coll. Cardiol. 

53, 2009)を共同研究により明らかにしている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、虚血性疾患の新たな治療薬とし

て DDS 製剤の有効性を示すとともに、薬剤開

発への応用を念頭に置いて虚血性疾患の新た

な治療法を提唱する挑戦的研究である。脳虚

血/再灌流障害では、脳血液関門が破たんする

ことが知られていることから、我々はドラッ

グデリバリーシステム（DDS）の脳虚血/再灌

流障害への応用が可能と考えた。実際に我々

は、再灌流直後から血管透過性が亢進するこ

とを見出し、さらに直径 100 nm のナノ粒子が

再灌流直後から虚血再灌流部位に蓄積するこ

とを予試験的に見いだした。より詳細に DDS

の可能性を探るためにラット脳虚血再灌流モ

デルを構築し、蛍光標識デキストランを投与

後に脳切片を調製し、蛍光イメージングによ

り血管透過性を調べたところ、TTC 染色によ

り確認できる再灌流障害が顕著にみられる３

時間以降よりはるかに早く透過性変化が現れ

ることを確認した。 

本研究ではナノ粒子の最適化を行い、脳保

護効果のある薬剤を用いて虚血性疾患部位へ

の DDS を確立し、新たな DDS 創薬を実現す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 虚血再灌流障害診断・治療用 DDS キャ

リアの開発 

脳虚血再灌流モデルとしては、既に当研究

室で確立した栓子法による一過性中大脳動脈

閉塞（t-MCAO）モデルラット（図 1）を用い

る。まず蛍光色素 DiI-C18で標識した種々の組

成のリポソームの再灌流後における血管外集

積を検討する。DiI の蛍光は in vivo imaging 

system, IVIS により脳切片を ex vivo で観察す

る。同時にTTC法により脳細胞死を測定する。

また放射標識 ([H-3]cholesteryl-hexadecyl ether

を使用) ナノ粒子を用いて、定量的解析を行

う。さらに脳内局所での分布と初期の脳細胞

死を測定するために、共焦点レーザー顕微鏡

を用いて血管内皮細胞の免疫染色、蛍光標識

リポソーム等の集積、アポトーシス細胞 

図 1：Preparation method of t-MCAO 

model rats 

 

の存在を解析する。リポソームのサイズおよ

び脂質組成を変化させ、リポソーム膜の流動

性および荷電脂質の影響等について詳細に検

討する。また血中滞留性を高める PEG 修飾の

有無についても検討する。 

 

(2) アシアロエリスロポエチン DDS 製剤の開

発 

A-EPO は細胞保護効果が知られているが、血

中消失が極めて速いため、虚血性疾患への到

達性の改善が、本薬剤が実際の臨床応用に供

されるための大きな関門となっている。DDS

製剤化は、同時にこの関門をクリアーできる

方法論である。まず A-EPO のリポソーム化と

してリポソーム内水相への内封、およびリポ

ソーム表面への修飾が考えられる。これまで

に予試験的に種々の条件を検討したが、高い

内封率の DDS 製剤を開発することは困難で

あった。そこで本検討では A-EPO の共有結合

によるリポソーム膜への修飾を試みる。これ

らの検討で、安定した A-EPO のリポソーム化

製剤を開発する。 

 

(3) アシアロエリスロポエチンリポソーム製

剤による脳虚血再灌流障害改善効果の解析 

 まず、A-EPO リポソーム製剤化により、

A-EPO の活性がどの程度保持されるか、また

リポソームに結合したA-EPOに細胞保護効果

があるかどうかをインビトロで検討する。こ

れには神経成長因子（NGF）存在下で神経細

胞に分化する PC12 細胞を用いる。神経細胞

に分化させた PC12 細胞は NGF 非存在下では

アポトーシスを起こすことが知られているこ

とから、A-EPO リポソーム製剤によりアポト

ーシスの抑制が見られるかどうかを検討する。 

 次に実際の t-MCAO モデルラットを用いて、

A-EPO リポソーム製剤の投与による脳浮腫の

抑制、脳細胞死の抑制等について検討する。

A-EPO リポソーム製剤は尾静脈内投与で十分

に脳に分布し、BBB の破綻により脳虚血再灌



 

 

流部位への集積が期待できる。 

 また脳虚血再灌流障害では、ラットの行動

異常、すなわち神経病理学的障害が現れるこ

とが知られていることから、行動薬理学的検

討により、神経病理学的障害の抑制活性を評

価する。 

 

(4) タムスロシン DDS 製剤の開発 

タムスロシン(FK506)内封DDS製剤を調製す

る条件を決定し、DDS 製剤化した FK506 に脳

虚血障害に対する保護作用があるかどうかを、

検証する。すでにリポソーム組成を工夫する

ことで FK506 をリポソームの膜に安定に保持

させることに成功した。本製剤の血清中での

安定性、リポソームの PEG 化の影響、体内動

態等を詳細に検討する。 

 

(5)タムスロシンＤＤＳ製剤の脳虚血再灌流障

害への作用 

調製した FK506内封リポソーム製剤を一過

性中大脳動脈閉塞モデルに投与し、その有効

性について、TTC 染色による脳細胞死に対す

る軽減作用、脳浮腫の抑制作用、局所的アポ

トーシスの抑制作用等を指標に詳細に検討し、

本 DDS 製剤の脳虚血再灌流障害への有用性

を実証する。 

 

４．研究成果 

アシアロエリスロポエチン(A-EPO)、タムス

ロシン( FK506)のリポソーム化に先立ち、当初

予定していたラジカルスカベンジャー内封

DDS 製剤の開発を目指して、エダラボン内封

リポソームの調製を試みたが、エダラボンは

膜を透過する低分子であるため、リポソーム

化ができる脂質組成は見いだせなかった。そ

こで、薬剤としては脳保護効果が知られてい

る A-EPO および FK506 を用いることとした。 

 

(1) アシアロエリスロポエチンDDS製剤の開

発 

A-EPO は血管保護・新生作用が知られてい

るが、血中消失が極めて速く虚血性疾患への

応用は課題である。まず A-EPO のリポソーム

化として 2 種のアプローチを行った。第一は

内封である。これまでの経験から内封率をあ

げることは極めて難しいと考えられたが、や

はり内封率が極めて低いことが明らかとなっ

た。そこで第二の方法として A-EPO の共有結

合によるリポソーム膜への修飾を試みた。実

際には修飾可能な PEG 脂質である DSPE- 

PEG-NHS を用いた。 

まず、神経様細胞において、AEPO 修飾 PEG

リポソーム (AEPO-lip) の薬理活性を MTT ア

ッセイにより評価した。その結果、AEPO- lip

は AEPO 単独と同等の細胞保護効果を示した。  

続いて in vivo での検討を行った。脳虚血再

灌流障害のモデルとして、栓子法による一過

性中大脳動脈閉塞 (t-MCAO) モデルラット

を用い、サンプルは全て再灌流直後に尾静脈

内投与した。体内動態解析から、AEPO のリ

ポソーム化によって、血中半減期が有意に向

上し、虚血側半球への集積が上昇することが

認められた。そこで AEPO-lip を蛍光標識し、

その脳内挙動を組織レベルで観察した結果、

AEPO-lip の蛍光は NeuN により染色された神

経細胞周辺に強く観察された。この結果から、

神経細胞膜上に発現している EPO 受容体と

AEPO-lip の結合が示唆された。脳虚血再灌流

後に投与した AEPO リポソームは血管から虚

血周辺脳実質組織へ漏出し、神経細胞と結合

した後、その作用を発揮することが示唆され

た。 

最後に、疾患モデルにおける当該障害治療

効果を検討した結果、対照群と比較し、有意

な当該障害の改善が認められた。以上より、

AEPO リポソームは脳虚血再灌流障害治療に

おいて有用であることが示唆された。また、

本研究結果はリポソーム DDS 技術が当該障

害に対する有用な治療戦略となることを支持

している。 

 

(2) タムスロシン DDS 製剤の開発 

 種々の脂質組成を用い、FK506 封入 PEG 修

飾リポソームの製剤検討を行った。その結果、

粒子径約 100 nm の FK506 封入 PEG 修飾リポ

ソームの開発に成功し、高効率に薬物封入可

能な調製法を確立するに至った。続いて血清

とインキュベート後の FK-Lip の安定性と薬

物の保持率を検討した結果、凝集は認められ

ず、薬物の漏出もほとんど観察されなかった。

さらに FK-Lip の保存条件を検討したところ、

FK-Lip は冷蔵保存下で 1 ヶ月間安定であり、

凍結後や乾燥後においても約 60%の保持率を

示し、粒子径に有意な変化は認められなかっ

た。以上から、FK-Lip の血中での良好な製剤

安定性が示され、in vivo への適応可能性が示

唆された。 

次に脳虚血/再灌流障害モデルラットにお

けるFK506封入PEG修飾リポソームの脳内挙

動の観察をした。1 時間の虚血の後、再灌流

と同時に FK-Lip を投与し、その脳内挙動を ex 

vivo 解析、免疫組織学的解析を用い評価した。

その結果、FK-Lip は早期から継続的に虚血巣

を中心に集積し、長時間にわたって保持され

ること、さらに集積した FK-Lip は血管内から

漏出し、脳実質組織の広範囲に拡散すること



 

 

が示された。従って、FK-Lip は脳実質の神経

細胞やグリア細胞にまで FK506 を送達でき、

脳保護効果を発現可能であると推察される。 

FK-Lip 投与による脳虚血/再灌流障害治療

を検討した。まず、急性期における治療効果

を評価した結果、FK-Lip は t-MCAO モデルラ

ットにおいて、対照群である PBS 投与群、同

用量の FK506 投与群と比較し、脳細胞死、脳

浮腫、運動機能障害を有意に抑制した。さら

に、その後の長期的な経過観察においても良

好な運動機能障害、脳血流不全の改善効果が

観察された。よって、FK-Lip は原薬と比べ脳

虚血/再灌流障害に対する治療効果が向上し、

投与量を低減可能であることが示された。 

本研究成果を基に、虚血性疾患治療に有効

な DDS 製剤の開発が期待できる。 
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