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研究成果の概要（和文）：シグナル分子でユニークかつ多様な生物活性を有する一酸化窒素（NO）は、癌治療において
もその応用が切望されている。しかしながらNOは、低分子のガス分子であるため、何らかの方法で、NOの体内動態を制
御することが必要不可欠である。本研究では、生体内のNOのキャリアとして存在しているアルブミン（HSA）を担体と
してNOのデリバリーシステムを構築することで、癌治療、中でも高分子抗癌剤の移行性を増強させるようなNO付加HSA
の作製に成功した。本知見は、抗癌剤の副作用の軽減や、医療経済的にも貢献するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The enhanced permeability and retention (EPR) effect is a unique phenomenon of sol
id tumors related to their anatomical and pathophysiological differences from normal tissues, served as a 
basis for development of macromolecular anticancer therapy. Although many factors that affect vascular per
meability in tumors have been identified, some parts of tumors do not exhibit the EPR effect and show less
 accumulation of macromolecules than other parts. We previously developed S-nitrosated HSA-Dimer (SNO-HSA-
Dimer) as an enhancer of the EPR effect by applying nitric oxide (NO)-releasing agents in tumors selective
ly. In this study, we performed the effect of SNO-HSA-Dimer on the anti-tumor effect of two macromolecular
 anti-tumor drugs in C26 tumor-bearing mice. Intriguingly, SNO-HSA-Dimer inhibited the side effects of Dox
il; through augmenting the EPR effect. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌は我が国の死因の第一位であり、国民の
生命や健康にとって重大な問題となってい
る。分子標的治療薬の登場により、癌治療は
以前に比べて多様な選択肢を利用できる状
況が整いつつあるが、依然として十分な治療
効果が得られていない。そのため、新規癌治
療法、特に集学的治療への応用が期待できる
薬剤の開発は、ヘルスケア対策において緊急
かつ最重要課題の一つである。癌治療戦略は、
化学療法、放射線療法、外科療法が主流であ
るが、これらの課題として、①抗癌剤の腫瘍
組織に対する低い選択性と蓄積性、②化学療
法や放射線療法に対する耐性あるいは抵抗
性等がある。つまり、従来法の限界を克服す
るためには、腫瘍組織への選択的移行や優れ
た蓄積性を示す新規抗癌剤に加えて、既存の
化学療法及び放射線増感療法に対する多機
能な補助剤の開発が望まれている。 
 シグナル分子であるNOはユニークで多様
な生物活性を有しており、生体の病態生理学
上の様々な現象で中心的な役割を担ってい
る。興味深いことに、高濃度の NOはアポト
ーシスの誘導による細胞傷害性を示す。加え
て、NO は腫瘍細胞内の低酸素状態や酸化ス
トレス、あるいは血管拡張性の低下等、抗癌
剤の多剤耐性や放射線治療抵抗の原因とな
る微環境を改善する。そのため、NO 補充療
法は既存療法に対して増感作用を有するこ
とが、基礎研究のみならず臨床研究からも明
らかにされつつある。実際、ニトログリセリ
ンによるNO補充療法を既存の抗癌剤に組み
合わせた併用療法（医師主導型臨床試験）が
実施されている。つまり、腫瘍組織において
高濃度のNOを持続的に放出することができ
れば、従来にないユニークかつ多面的な抗腫
瘍効果を発揮する可能性を秘めている。 
 しかしながら、NO の場合、単独では生体
内寿命が短い上、標的臓器への集積が乏しい
など体内動態における課題を残しており、こ
れが臨床応用におけるボトルネックとなっ
ている。 
 
２．研究の目的 
 上記背景を踏まえると、癌治療における
NO 補充療法を実用化するためには、NO の
体内動態を適切に制御することができるド
ラッグデリバリーシステム（DDS）の担体が
必要不可欠である。そこで本研究の目的を
『アルブミン微粒子を担体としたNOトラフ
ィックナノ医薬の開発』とした。血漿由来の
HSA は古くから臨床現場で繁用されてきた
が、昨今、遺伝子組換えアルブミンが臨床現
場で使用されるようになった。HSAは生体分
解性に優れ、免疫原性、変異原性が少なく、
優れた血中滞留性を有しているため、血漿増
量剤以外にも体内動態が問題となる抗癌薬
の DDS 担体としての応用が鋭意検討されて
きた。特に、アルブミン微粒子体の開発と臨
床応用が活発に行われており、最近ではタキ

サン系抗癌剤を封入したアルブミンナノカ
プセル製剤（アブラキサン®）が上市されて
いる。我々も、遺伝子組換えによる HSA ダ
イマーの高収率調製法を開発し、これを原料
とすることで、既存法よりも簡便かつ効率良
く均一性に富んだ HSA ナノ粒子を作製する
方法を見出している。加えて、NO分子を 6.6
個導入した Poly-SNO-HSA を作製し、アポ
トーシス誘導による抗腫瘍作用を癌細胞及
び担癌モデル動物により実証している。 
 
３．研究の方法 
 今回のNO付加HSAナノ粒子は、⑴SH基
導入に伴う高い NO 付加率、⑵ ポリエチレ
ングリコール（PEG）修飾による NOの放出
制御、 ⑶既存の抗癌剤の内封・結合（マト
リックスメタロプロテアーゼ（MMP）認識
配列含有リンカーによる放出制御）、⑷ 高い
腫瘍蓄積性（Enhanced permeation and 
retention（EPR）効果、gp60 による腫瘍血
管内皮への取り込み、腫瘍組織への血流増
大）といった製剤及び動態特性を有し、殺細
胞効果、化学療法の増感・耐性克服作用、放
射線治療の増感効果等、集学的癌治療で求め
られる機能を十分に備えている。 
具体的な作製方法は、以下の通りである。 
① 組換え型HSAダイマーの作製： 
pPIC9 ベクター上のアルコールオキシゲナ
ーゼ１プロモーター下流に、ポリペプチドリ
ンカー（GGGGS）2で融合した HSAダイマ
ーの cDNA を挿入する。発現ベクターを
Pichia pastoris（GS115）に挿入して形質転
換を行う。これを経時的にメタノールを添加
した BMMY 培地で培養後、培地上清より
60％硫安分画で濃縮した培地上清を、陰イオ
ン交換及び疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーで処理後、ゲルろ過カラムで分離して目
的とするHSAダイマーを精製する。次いで、
還元・非還元 SDS-PAGE 及び CD スペクト
ルにより HSA ダイマーの純度を検定する。
なお、既存の組換え型アルブミン製剤と同等
の収率を目標とする。 
② HSAナノ粒子の作製と評価： 
HSA ダイマーを還元剤で処理してタンパク
質分子内のジスルフィド(S-S)結合を切断し
た後、溶液の pHと温度を制御ながらナノ粒
子を調整する。次いで、酸化剤処理により
HSA 分子間でジスルフィド結合を再形成さ
せ、ナノ重合体を作製する。ナノカプセルの
調整は、HSAダイマーを原料とし、それを上
述したように S-S結合を切断した後、コアソ
ルベーション法で行う。これらの HSA ナノ
粒子とステアリル R8を混合し、後者でHSA
の分子表面を修飾することにより細胞透過
型HSAナノ粒子を調整する。ステアリル R8
は HSA１分子当たり 5.4分子結合している。
この表面修飾 HSA ナノ粒子が未修飾体に比
べて優れた細胞透過性を獲得することが腫
瘍細胞を用いた予備検討で見出されている。
③ HSA ナノ粒子への NO 及び抗癌剤の付



加： 
②で作製したナノ粒子の分子表面のリジン
残基を、イムノチオランで修飾して NOの抱
合部位である SH基を新たに導入する。さら
に NO の放出を制御するために粒子表面を
PEG化する。常法により PEG化修飾度を評
価する。NO 抱合化は有機ニトロソ化剤（イ
ソアミル亜硝酸）による緩和な条件下で行い、
その NO 抱合率は HPLC で定量する。予備
的知見ではあるが、HSA ナノ粒子の NO 付
加率を算出したところ、新たに導入された
SH 基のほぼ 100%、つまりナノ粒子一分子
当たりに 30 分子以上の NO 付加に成功して
いる。HSAナノ粒子の変異原性はゲル内沈降
反応試験により評価する。 
③ NO付加HSAナノ粒子の in vitro 抗腫瘍
活性評価： 
ラット腹水癌由来細胞（LY-80）及びマウス
結腸癌由来細胞（C26））に対する各種 NO付
加HSAナノ粒子の細胞傷害性を、1) 細胞内
NO集積性、2) MTT assay、3) 乳酸脱水素
酵素濃度推移から評価する。また、この効果
がNOによるアポトーシス導入に起因してい
ることを、1) ミトコンドリア膜電位、2) 
Caspase-3活性、3) DNA断片化の検出、に
より総合的に実証する。また、これらの効果
を細胞非透過型と細胞透過型ナノ粒子間で
も比較する。さらに、細胞内 ROS 検出プロ
ーブである CM-H2DCFDAを用い、アポトー
シス誘導がNOによる腫瘍細胞内の酸化スト
レス亢進に依存していることを検討する。同
様な検討を②で示した抗癌剤を封入・結合し
た NO付加ナノ粒子でも行い、抗癌剤の腫瘍
細胞内濃度及び殺細胞効果を両者で比較す
ることにより in vitroにおける併用効果を明
らかにする。 
④ NO付加HSAナノ粒子の体内動態解析： 
 健常及び担癌モデル動物（ラットあるいは
マウス）に放射ラベル化（125I及び 111In）し
たナノ粒子を静脈内投与し、その体内動態及
び腫瘍蓄積性を検討する。同時に、NO や内
封・結合している抗癌剤の血中動態、腫瘍組
織蓄積性を評価する。その際、NO 濃度測定
は NO自身とその酸化物（NO2、NO3）を合
計して見積もる。また、これらの結果に基づ
き、PEGサイズ及び修飾度の最適化を行う。
⑤ NO付加HSAナノ粒子の in vivo 抗腫瘍
活性評価：  
In vivoでの抗腫瘍活性は 1) 腫瘍サイズ、2) 
免疫組織染色、3) 血液生化学分析により評価
する。 
1) 腫瘍サイズ； LY-80 を大腿部皮下に移植
した担癌ラットと C26 細胞を背部皮下に移
植した C26移植担癌マウスに対して、NO付
加 HSA ナノ粒子（10μmol/5ml/kg）を 7～
10日間連続で投与して、経時的に腫瘍体積の
縮小効果を検討する。2) 免疫組織染色； 担
癌動物の癌組織切片を TUNEL染色し、アポ
トーシス誘導効果について評価する。3) 血液
生化学分析； ②の実験動物から経時的に血

液をサンプリングし、腫瘍マーカー（アルカ
リフォスファターゼ、CEA、CA19-9、α1-
酸性糖タンパク質）を測定して抗腫瘍効果を
明らかにする。同様な検討を抗癌剤封入・結
合した NO付加ナノ粒子でも検討し、両者の
結果を比較する。 
 
４．研究成果 
 組換え型HSAダイマーならびに、HSAナ
ノ粒子の作製に成功し、in vivoにて使用でき
るスケールでの培養・精製系を確立させた。
NO 付加に関しても、NO 定量系により、ロ
ット間でのバラツキ等を極力少なくするよ
うに制限して、実験に供与するシステムを構
築した。 
 次に、NO付加HSAダイマーの in vitro 抗
腫瘍活性を評価した。興味深いことに、NO
付加 HSAダイマーは、その NO付加特性に
従い、抗腫瘍効果を発揮した。具体的には、
HSA ダイマーに多分子の NO（13 mol 
NO/mol HSA ダイマー）を付加した
Poly-SNO-HSA Dimerは、10-6 M程度から
マウス結腸癌由来細胞（C26）に対して、細
胞毒性を示した。その一方で、HSAダイマー
に 2分子のNOを付加したMono-SNO-HSA 
Dimerは、10-4 M程度から細胞毒性を示した。
NO の濃度で添加しているにもかかわらず、
その濃度差は、100倍であった。おそらく、
HSA モノマーの際にも見られた機序である
Protein Disulfide Isomeraseの積極的な NO
取り込みが Poly-SNO-HSA Dimerにおいて
働いたと考えられる。この結果は、細胞内
NO 量、WST-8 による細胞生存率、LDH に
よる死細胞数の定量のデータから裏付けさ
れた。 
 次 に 、 NO 付 加 HSA ダ イ マ ー
（Mono-SNO-HSA Dimer）の in vivoにおけ
る体内動態を解析した。その結果、
Mono-SNO-HSA Dimerは、Monomerと比
較して、血中滞溜性に優れているだけでなく、
腫瘍への集積性も増大していることが確認
された。また、その腫瘍集積性の増大効果は、
NO 付加により増強されていたことから、
Mono-SNO-HSA Dimer の NO による EPR
効果の増強が認められた。この現象は、極め
て興味深い。NOによる EPR効果の増強が自
身の移行性にも影響するということは、この
タイミングで、併用する高分子抗癌剤の移行
性をも、変動させうる能力があるということ
を示すものである。（Figure. 1） 
 実際に我々は、この EPR 効果の増強が、
NO によって起こっているのかを検討するた
め、腫瘍内の NO代謝物の測定を行った。そ
の結果、Mono-SNO-HSA Dimerの投与によ
り、腫瘍内のNO代謝物の有意な上昇が見ら
れ、他の臓器では、認められなかった。また、
比較対照群として投与した低分子のNOドナ
ーであるニトロソグルタチオンなどでは、そ
のような腫瘍内のNO代謝物の上昇は認めら
れなかった。 



 
 さらに、エバンスブルーを用いた EPR 効
果の定量を行ったところ、Mono-SNO-HSA 
Dimerの投与により、３倍以上の EPR効果
の増強が観察された。 
 そこで実際に、併用薬として高分子抗癌剤
のモデル化合物である HPMA-ZnPP を用い
て、この高分子抗癌剤の移行性を変動させる
か否かを検討した。その結果、HPMA-ZnPP
の抗腫瘍効果を Mono-SNO-HSA Dimer の
投与により有意に増強することが明らかと
なった。その際の HPMA-ZnPP もまた、３
倍程度増加していた。 
 最後に臨床で使用されている高分子抗癌
剤であるドキシルやアブラキサンを併用薬
として検証した。C26 担癌モデルにおいて、
Mono-SNO-HSA Dimerの投与により、ドキ
シルやアブラキサンの両薬剤ともに移行性
増大を介した抗腫瘍効果の増大が認められ
た。興味深いことに、腫瘍部位への移行性増
大に伴い、その他への臓器分布量が減少し、
副作用の１つである白血球減少等の副作用
減弱も認められた。 
 今後、難治性の癌モデルや他の動物種でも
同様な効果が得られるかを検討して行く予
定である。 
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