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研究成果の概要（和文）：抗がん剤パクリタキセル内封リポソーム製剤の抗腫瘍効果に及ぼす血管新生阻害剤 SU5416 
(VEGF 2 型受容体のチロシンキナーゼ阻害剤)内封エマルション製剤の併用効果を検討した。検討の結果、両製剤を併
用することで、腫瘍増殖抑制効果の増強が認められた。そこで次に、両製剤による併用効果の発現メカニズムの解明を
試み、種々検討を加えたところ、PE-SU5416 製剤を前投与することで、腫瘍内血管の構造的・機能的な改善が引き起こ
され、その後に投与する PL-PTX の腫瘍内中心部への分布性が増大した結果、in vivo 抗腫瘍効果の増強へと繋がった
ことが推察された。

研究成果の概要（英文）：The effect of pre-treatment with SU5416, a selective VEGF receptor-2 inhibitor, 
on tumor disposition and in-vivo anti-tumor activity of polyethylene glycol (PEG)-modified liposomal 
paclitaxel (PL-PTX) was evaluated. To improve the solubility of SU5416, the inhibitor was formulated in 
PEGylated O/W emulsion (PE-SU5416). Pre-treatment with PE-SU5416 significantly enhanced the in-vivo 
anti-tumor effect of PL-PTX. The pretreatment with PE-SU5416 improved the tumor vessel functions, 
including oxygen supply. Furthermore, the pre-treatment with PE-SU5416 increased the distribution of PEG 
liposomes and included PTX in the core region of the tumor. These results suggest that the functional 
normalization of the tumor vasculature by the pre-treatment with PE-SU5416 enabled liposomes to reach the 
deeper regions within tumor tissues, leading to more potent anti-tumor activity of PL-PTX.

研究分野： DDS, 製剤学, 薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
固形がん内部に存在する血管は、構造なら
びに機能が不完全であり、そのため、がんの
悪性化が助長されているが、この血管の構
造・機能不全は、腫瘍組織内部への抗がん剤
の送達も低下させることとなり、治療成績の
低下につながっていると考えられている。こ
うした背景の元、分子標的薬である VEGF阻
害剤を適度に利用することで、腫瘍内血管の
構造、機能が改善できるという「血管正常化
説」が提唱された。その後、本説を提唱した
グループを中心にその実証が進められてき
た結果、幅広い VEGF阻害剤において、その
投与により腫瘍内血管の構造ならびに機能
改善が認められることが示唆されてきてい
る。 
しかし、これまでに行われた検討は、VEGF
阻害剤投与による、腫瘍内血管の構造変化、
血流改善をはじめとした機能改善、あるいは
VEGF 阻害剤前投与後の抗がん剤による治
療効果の増強の有無、のいずれかに焦点を絞
って実施された断片的なものであり、これら
一連の検討を包括的に実証した例は無い。ま
た、VEGF阻害剤をはじめ、多くの分子標的
薬は水溶性に乏しいため、その製剤開発なら
びに臨床開発には困難を伴う場合が多い。実
際に「血管正常化説」の検証を目的として既
に検討が加えられた VEGF 阻害剤について
も、動物実験において溶血や過敏症惹起の危
険性が伴う可溶化剤を用いて、溶液として投
与されている。このような剤形および投与方
法は、実際的ではなく、安全性の面で問題で
あるだけでなく、VEGF阻害剤の腫瘍への送
達が乏しいため、効果も不十分なものとなる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、この「血管正常化」と
いう新しい概念を検証すると共に、VEGF阻
害剤を安全且つ効率的に腫瘍内に送達する
ため、VEGF 阻害剤（SU5416）をナノ粒子
製剤化（PE-SU5416）し、腫瘍特異的な血管
構造ならびに機能の改善を促し、その後に投
与するパクリタキセル内封リポソーム製剤
（PL-PTX）の腫瘍組織への移行性を増大さ
せることで、抗腫瘍効果の増強を目指す。 
即ち、申請者は本研究において、1) VEGF
阻害剤内封ナノ粒子製剤（PE-SU5416）の設
計, 2) 同製剤による前処置後の腫瘍内血管の
構造・機能評価, 3) 同製剤による前処置後に
投与した抗がん剤内封ナノ粒子製剤の腫瘍
組織移行動態の解析, および 4) 抗腫瘍効果
の評価、という一連の検討を通じて、本治療
システムの最適化を図るとともに、その治療
への応用を目指すことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）VEGF 阻害剤のエマルション製剤化と
その最適化： 
油滴の粒子径、安定性、油相における

SU5416の溶解度、SU5416 の放出特性など

を精査し、至適な処方の絞り込みを行った。 
 
(2) SU5416 製剤及び PTX 製剤の併用療
法による in vivo 抗腫瘍効果の検討： 

C26 を皮下に移植することで作製した固
形がんモデルマウスを用いて検討を行った。
また対照群として、生理食塩水投与群、
PE-SU5416 (5 mg/kg) 単独投与群、並びに 
PL-PTX (1 mg/kg) 単独投与群を選択した。
実験は、腫瘍体積が 50-100 mm3 に達した
時点から投与を開始し、両製剤併用群におい
ては、PE-SU5416 投与 1 日後に PL-PTX 
を投与した。 
 
（3）VEGF 阻害剤による腫瘍内血管の構造
ならびに機能変動の評価： 
腫瘍内血管の構造的ならびに機能的な変化
については以下の二つの項目を指標として
評価した。 
 
① 腫瘍組織内血管の血管内皮細胞と壁細胞
のマーカー分子を免疫染色することによ
り、壁細胞による血管の被覆度を半定量
的に評価する。（構造的改善の指標として
の血管の壁細胞被覆の程度の評価） 
② 免疫染色による腫瘍組織内低酸素領域
の可視化により、低酸素領域の増減を半
定量的に評価する。（機能的改善の指標
としての腫瘍組織内血管の酸素運搬能
の評価） 

 
（4）VEGF 阻害剤投与後の抗がん剤内封リ
ポソームの腫瘍組織移行動態の解析：VEGF
阻害剤投与後の抗がん剤内封リポソーム製
剤の腫瘍組織移行動態の評価は、C26担がん
マウスを用いて検討する。実験は、リポソー
ムそのものを 3H-コレステロル誘導体で標識
し、14C によりパクリタキセルをトレーサー
標識したパクリタキセル内封リポソームを
調製し、その静脈内投与後の、リポソームお
よびパクリタキセルの体内動態、および腫瘍
組織への移行動態をそれぞれ解析･評価する。 
 
４．研究成果 
（1）VEGF 阻害剤のエマルション製剤化と
その最適化: 
エマルションの調製は、EPC、Tween 80、

Tricaprylin を混合し、EPC をヘキサンに溶
解させた後で、エバポレーションによりヘキ
サンを除去したものを油相とし、その後、超
音波処理下で水相 (2.25% glycerol solution) 
に油相を滴下・混合することにより行った。
エマルションの体内動態特性には、粒子径や
表面電荷といった物理化学的特性が大きく
影響を及ぼす。そこでまず、油相成分の構成
比の異なるエマルションを調製し、その粒子
径及び表面電荷を測定した結果、いずれのエ
マルションにおいても表面電荷はほぼ 0 mV
付近であったものの、粒子径については
EPC: 160 mg 、 Tween 80: 120 mg 、



Tricaprylin: 400 mg の構成比のエマルショ
ンで約 100 nmになり、それ以外の構成比に
おいては粒子径が増大する傾向が認められ
た。一方、微粒子性キャリアー静脈内投与後
の血中滞留性は、粒子径 100 nm前後、表面
電荷 0 mV前後で最も高くなり、腫瘍組織へ
の蓄積性も増大することが知られている。そ
こで本検討においても、その条件に最も近い
粒子径、表面電荷を示す構成比 (EPC: 160 
mg、Tween 80: 120 mg、Tricaprylin: 400 
mg) により調製したエマルションを今後の
検討に用いることとした。 
 
 
(2) SU5416 製剤及び PTX 製剤の併用療
法による in vivo 抗腫瘍効果の検討： 

SU5416 製剤 (5 mg/kg) 単独投与は、抗
腫瘍効果を示さないのに対して、PTX 製剤(1 
mg/kg) は生理食塩水投与群と比較して、有
意な抗腫瘍効果を発揮することが示された。
更に、両製剤を併用することで、顕著な腫瘍
増殖抑制効果を示すことが明らかとなった。
また、その効果は PTX 製剤単独投与群と比
較しても統計的に有意なものであった。以上
のことから、PL-PTX に、単独では効果を示
すことの無かった PE-SU5416 を併用する
ことで、相乗的抗腫瘍効果が得られることが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 1 In Vivo Anti-Tumor Activity of 
PL-PTX with or without Pre-Treatment 
with PE-SU5416: Keys: closed diamond, 
control (saline); gray diamond, PE-SU5416; 
gray circle, PL-PTX; open circle, PL-PTX 
after PE-SU5416 pre-treatment.  Saline 
or PE-SU5416 was injected on day 0, and 
PL-PTX was injected 24 hr after saline or 
PE-SU5416 pre-treatment (on day 1).  
Each point represents the mean tumor 
volume ± S.D. (n = 5).  ** p < 0.01; * p < 
0.05, compared with saline-treated group.  
†† p < 0.01; † p < 0.05, compared with 
PL-PTX alone. 

（3）VEGF 阻害剤による腫瘍内血管の構造
ならびに機能変動の評価（評価項目①）： 
血管内皮細胞マーカー分子である CD31、
及び壁細胞マーカー分子である α-Smooth 
Muscle Actin (αSMA) により蛍光二重染色
を施すことで両者を検出することを試みた。
得られた画像を解析し、腫瘍内の血管数 (Fig. 
2(A))、壁細胞被覆を伴う血管数 (Fig. 2(B))、
並びに壁細胞被覆を伴う血管の割合 (Fig. 
2(C)) をそれぞれ示した。その結果、血管分
布数は PE-SU5416 投与により、統計的に有
意な差ではないが減少傾向にあることが示
された (Fig. 2(A))。また、壁細胞数はどちら
の腫瘍においても同程度であった  (Fig. 
2(B))。その一方で、壁細胞被覆を伴う血管の
数、及びその割合は、PE-SU5416 投与によ
り顕著に増加することが明らかとなった 
(Fig. 2(C))。この結果は、PE-SU5416 を投
与することで、腫瘍内血管の血管構造が一部
正常な血管に近づいたことを示唆するもの
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 2 Evaluation of Structural Properties 
of Vessels within Tumor Tissues Treated 
with PE-SU5416: A, the area of 
CD31-positive vessels.  B, the area of 
αSMA-positive pericytes.  C left, 
CD31/αSMA-double positive area.  C right, 
the ratio of pericyte-covered vessels to 
CD31-positive vessels.  Results are 
expressed as the mean with the vertical 
bar showing S.D. (n = 20).  *** p < 0.001; * 
p < 0.05, compared with control.   
 
 
（3）VEGF 阻害剤による腫瘍内血管の構造
ならびに機能変動の評価（評価項目②）： 
腫瘍組織内の血管網は無秩序であり、また
個々の血管構造も脆弱である為、腫瘍組織内
の血流は不均一であり、時として一時的な血
流遮断を繰り返している。そのような不完全
な血液循環の為に、腫瘍組織内部の細胞は酸
素が不十分な環境、即ち、低酸素状態に陥っ
ていることが知られている。そこで、腫瘍組
織内の酸素分圧を検討することで、
PE-SU5416 投与が腫瘍内血管の機能特性に
与える影響について評価を加えることとし
た。実験は、腫瘍体積が 400-500 mm3 に達
した時点で PE-SU5416 (5 mg/kg) を静脈内



投与し、その 1 日後に腫瘍組織を摘出し、
低酸素マーカー分子（CA9）により免疫組織
化学的に染色することで評価した。検討の結
果、PE-SU5416 投与により CA9 陽性部位、
即ち低酸素領域の顕著な減少が認められた 
(Fig. 3)。以上のことから、PE-SU5416 投与
により、腫瘍内血管の構造的、並びに機能的
異常が一部改善された結果、酸素供給を含む
物質の運搬機能が向上し、低酸素領域が減少
したものと推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 3 Immunohistochemical Detection of 
Hypoxic Region in PE-SU5416-Treated and 
Control Tumors: A, representative 
immunostaining image of hypoxic region 
(CA9-possitive region, green).  B, area of 
hypoxic region within tumor tissues.  
Results are expressed as the mean with the 
vertical bar showing S.D. (n = 10).  *** p < 
0.001, compared with control.  Scale bars, 
100 μm.   
 
 
（4）VEGF 阻害剤投与後のパクリタキセル
内封リポソーム（PL-PTX）の腫瘍組織移行
動態の解析： 
 
1. PTX 製剤の腫瘍組織内移行量の評価 
まず PE-SU5416 前投与が PL-PTX の腫瘍
組織への移行性に及ぼす影響について評価
することを試みた。実験は、腫瘍体積が 
400-500 mm3 に達した時点で PE-SU5416 
(5 mg/kg) を静脈内投与し、その 1 日後に 
PL-PTX (1 mg/kg) を静脈内投与した。更に、
その 1 日後に腫瘍組織を摘出し、PL-PTX 
の腫瘍組織内への蓄積量を評価した。尚、
PL-PTX の定量は、同一個体から採取した同
一試料から、PEG 修飾リポソーム、内封 
PTX それぞれを分離定量する為に、
[3H]-CHE によりリポソームを、[14C]-PTX 
により内封 PTX をそれぞれ標識し、それら
の分子に由来する放射活性を液体シンチレ
ーションカウンターにより測定することで

行った。その結果、Fig. 4 に示すように、
PE-SU5416 併用群における、腫瘍組織内へ
の PEG 修飾リポソーム自身、並びに内封 
PTX の蓄積性は、コントロール群と同程度
であることが明らかとなった。即ち、前投与
した PE-SU5416 により腫瘍内血管の構造
的、並びに機能的な改善により血管の物質運
搬機能が向上していると考えられたにもか
かわらず、その後に投与した PL-PTX の腫
瘍組織内への送達効率の改善は認められな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Effect of Pre-Treatment with 
PE-SU5416 on Tumor Disposition of 
PL-PTX: Keys; closed bar, PEGylated 
liposome; filled bar, paclitaxel.  Results 
are expressed as the mean with the 
vertical bar showing S.D. (n = 5). 
 
2. PTX 製剤の腫瘍内分布挙動の評価 
腫瘍組織内において、薬剤の不均等な分布性
をもたらす要因の一つとして、“間質内圧の
上昇”が挙げられる。通常、血管内圧は周辺
組織の間質圧よりもかなり高く保たれてい
る。しかし、腫瘍内血管の構造的異常により
血管透過性が亢進することで、巨大な孔から
血液成分が漏出し間質内圧が血管内圧と同
程度にまで上昇することが知られている。ま
た、正常組織において排水路としての機能を
持ち、間質内圧を制御しているリンパ管が、
腫瘍組織内においては未発達であることが
知られており、このことも腫瘍組織内部にお
ける間質内圧の上昇に寄与していると考え
られる。更に、この間質内圧は、腫瘍周縁か
ら中心部に近づくにつれて上昇することが
報告されており、薬剤の分布性も腫瘍中心部
と周縁部とでは、大きく異なる可能性が考え
られた。 
そこで、摘出した腫瘍組織を、中心部と周
縁部とに切り分け、それぞれを分離定量する
ことで、PL-PTX の腫瘍内分布挙動をより詳
細に評価することを試みた。実験は、腫瘍体
積 が  400-500 mm3 に 達 し た 時 点 で 
PE-SU5416 (5 mg/kg) を静脈内投与し、そ
の 1 日後に [3H]-CHE 及び [14C]-PTX 標
識した PL-PTX (1 mg/kg) を静脈内投与し
た。更に、その 1 日後に腫瘍を摘出後、直
ちに凍結し、ブレインスライサー及びメスを
用いて、Fig. 5 に示す方法で、腫瘍切片を作



製した。先ず、Z 軸方向に 3 等分した中央
部を、次に X-Y 平面に 4 x 4 の格子状に切
り分け、中心 4 区画 (2 x 2) を腫瘍中心部と
定義した。また、中心部以外の (上部、下部
を含む) 全ての切片を、腫瘍周縁部と定義し
た。 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 5 Schematic Representation of the 
Method to Separate Core and Peripheral 
Parts of Tumor Tissues 
 
 
検討の結果、PE-SU5416 を前投与するこ
とで、腫瘍中心部への分布が、PEG 修飾リ
ポソーム自身、並びに内封 PTX どちらにお
いても有意に上昇することが明らかとなっ
た (Fig. 6)。この結果は、PL-PTX がこれま
で腫瘍組織内へ送達されていたものの、腫瘍
中心部までは十分に到達できていなかった
可能性を示唆しており、また、PE-SU5416 前
投与により、PL-PTX の腫瘍中心部への送達
効率が増大したことを示唆するものであっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 6 Effect of Pre-Treatment with 
PE-SU5416 on Intratumoral Distribution 
of PL-PTX: Tumor disposition amounts 
were separately measured for PEGylated 
liposomes (A) and paclitaxel (B) in the core 
and peripheral parts of tumor tissues.  
Keys; closed bar, core region; gray bar, 
peripheral region.  Results are expressed 
as the mean with the vertical bar showing 
S.D. (n = 5).  *** p < 0.001; * p < 0.05, 
compared with control. 
 
 
５．結論 
本研究では PL-PTX の抗腫瘍効果に及ぼす
血管新生阻害剤 SU5416 (VEGF 2 型受容体
のチロシンキナーゼ阻害剤) の併用効果を検
討した。SU5416 は、当研究室で調製した 
PEG 修 飾  O/W 型 エ マ ル シ ョ ン 
(PE-SU5416) として投与し、PL-PTX の 
C26 結腸がんモデルマウスにおける抗腫瘍

効果に対する影響を評価した。その結果、両
製剤を併用することで、腫瘍増殖抑制効果の
増強が認められた。そこで次に、両製剤によ
る併用効果の発現メカニズムの解明を試み、
種々検討を行った。その結果、PE-SU5416 を
前投与することで、壁細胞被覆を伴う血管の
増加といった、血管構造の改善に伴って、血
管の物質運搬機能が向上することが示され
た。更に、これら腫瘍内血管の構造的・機能
的な改善が、その後に投与する PL-PTX の
腫瘍内中心部への分布性を増大させた結果、
in vivo 抗腫瘍効果の増強へと繋がったこと
が推察された。以上、本研究により得られた
知見は、臨床成績の更なる向上が求められて
いるがん治療において、抗がん剤と血管新生
阻害剤の併用による最適ながん化学療法の
確立を図る上で、非常に有益な基礎的情報を
提供すると共に、臨床現場にて用いられてい
る抗がん剤の体内動態を適切に制御するこ
とにより、安全、且つ有効ながん治療に大き
く貢献可能であることを示すものである。 
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