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研究成果の概要（和文）：抗がん剤を効率的かつ特異的にがん細胞に届けるDDSの開発は重要である。本研究の
目的は、GISTをモデルとして、細胞とオルガネラのレベルで、正確な薬剤分布を測定する基盤技術開発をするこ
とである。XenograftモデルとGIST細胞株を用い検討した。腫瘍組織でのイマチニブ分布を、×10倍感度を上げ
た質量顕微鏡で測定した。
イマチニブ治療後、腫瘍血管密度は減少したが、IMの組織分布に変化は無かった。細胞内イマチニブ分布を蛍光
タグ付きイマチニブ、Turn-ON手法、抗イマチニブ抗体実験で測定した。イマチニブは、細胞内に入ると速やか
に主に二次ライソソームに集積し、一部ER様分布を示した。

研究成果の概要（英文）：It is important to develop DDS which efficiently and specifically delivers 
anti-cancer agents to cancer cells. The purpose of this research is to develop basic technology to 
measure accurately drug distribution at cellular and organellar levels using GIST-imatinib as a 
model. We have studied using xenograft model and GIST cell lines. Imatinib distribution in tumor 
tissues was measured with mass-microscopes whose sensitivity was enhanced nearly 10-hold. 
Although tumor vascular density greatly decreased after imatinib therapy, there was no change in 
tumor tissue distribution of imatinib in xenograft models. Intracellular imatinib distribution was 
measured by fluorescent-tagged imatinib, Turn-ON method, and using anti-imatinib antibody. When 
imatinib entered into tumor cells, it rapidly accumulated mainly in the secondary lysosome, and 
partly distributed ER-like structures. Taken together, imatinib was accumulated mainly in lysosome 
and partly in ER-like structures of tumor cells. 

研究分野：外科学一般
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

抗がん剤を効率的にがん細胞に届ける手法

～Drug-Delivery System (DDS)の開発は、薬

物治療の有効性を高め、有害事象を減らす上

で重要である。しかし、その薬剤の組織分布

に関して、これまでの薬理・薬効試験で用い

られる HPLCや LC-MSによる薬剤濃度測定

では、腫瘍内薬剤分布の平均値が得られるだ

けで、実際生体でどれくらい的確に腫瘍細胞

の標的分子に抗がん剤が作用しているか、

heterogeneity が高い腫瘍組織内でどの様な

分布をしているか不明である。実際、腫瘍細

胞や周辺細胞での薬剤濃度を測定した報告

はこれまで無い。腫瘍組織内の薬剤の不均等

分布は、治療後の腫瘍細胞の残存、ひいては

抗がん剤耐性腫瘍細胞の出現に関連する。 

研究者らの施設の質量顕微鏡は蛍光顕微

鏡と同時観察ができ、現時点では 5～10μm

立方程度の範囲で分子量が数十～2000 程度

の小分子の代謝物も含めた定量的マス解析

が可能である。更に、研究協力者らが開発し

た SCLIM は、感度と時間・空間分解能が非

常に高いため、ある程度の蛍光を持てば数十

nM 濃度まで測定可能である。また薬剤の自

家蛍光が弱く SCLIM でも測定ができない場

合は、研究協力者らが、それぞれの薬剤で

Turn-on システムを開発しており、薬剤その

もの自体では無いが、細胞内で薬剤と蛍光色

素を瞬時に結合させ SCLIM で薬剤分布を測

定することが可能となっている。 

 

２．研究の目的 

進行再発がん患者により有効な治療を行う

為、抗がん剤を効率的にがん細胞の標的分子

に届け、腫瘍周囲微小環境を適切に制御する

手法～Drug-Delivery System (DDS)の開発が

求められている。しかし、腫瘍組織内の詳細

な薬剤分布や、腫瘍細胞や各種の周囲正常細

胞への薬剤分布、或いは各細胞内の薬剤の分

布や動態を検討した報告は無い。本研究では、

1．PDX モデル等を用い、腫瘍組織での抗が

ん剤の細胞毎の分布（腫瘍細胞や正常細胞へ

の分布の状態、腫瘍の部位や壊死等による薬

剤分布の変化や相違）を明らかにし、2．同

時に、細胞培養系で、腫瘍細胞内の薬剤分布

や動態を測定し、組織や細胞での薬剤分布を

明らかにする基盤技術を開発することが、本

研究の目的である。細胞レベルでの薬剤分布

や細胞内オルガネラでの薬剤分布を臨床使

用する濃度前後で測定できるようになれば、

将来的には、抗がん剤に修飾を加えることで

組織 DDS を高め、或いは細胞内分布を変え

る手法を開発し、より有効に腫瘍細胞内の標

的分子に届けるための開発が期待される。そ

の基礎的開発整備と解明を行うのが本研究

である。 

 

３．研究の方法 

1．質量顕微鏡測定による腫瘍組織内薬剤分

布測定 

（以下、方法の番号と成果の番号は一致して

いる） 

①イマチニブの組織分布を質量分析イメー

ジング（iMScope, 島津製作所）で、イオ

ン化補助剤として CHCAを用い解析した。 

②消化管間質腫瘍（GIST）細胞株 GIST-T1

をヌードマウスに移植した xenograft 

(GIST-T1-xenograft)を用いて、イマチニブの

腫瘍内デリバリーを観察できる実験系の開

発をした。BODIPY-Imatinib(励起波長 507nm 

蛍光波長 511nm)と TAMRA-Imatinib（励起波

長 555nm 蛍光波長 580nm）を合成した。

BODIPY-Imatinib は自家蛍光と重なったため、

xenograftでの測定にはTAMRA-Imatinibを用

いた。 

③ 薬 剤 分 布 の 測 定 は 質 量 顕 微 鏡

MALDI-TOFMSで測定した。MALDI-TOFMS

では、イマチニブ、スニチニブ、レゴラフェ

ニブの in vitroでの可視化は可能であったが、

GIST-T1-xenograftモデルを用いた in vivoで



は感度不足であった。そこで、ESIと LC-MS

装置の組み合わせ、質量顕微鏡の感度を約 10

倍上げ、GIST-T1-xenograft にイメチニブ

50mg/kg 投与後１時間の腫瘍組織内のイマ

チニブ分布を観察した。 

2．細胞内薬剤動態測定 

④イマチニブの蛍光（290 nm励起、540 nm

エミッション）をSCLIMで直接測定したが、

細胞の自家蛍光で、イマチニブは蛍光感知で

きなかった。 

⑤．SCLIMを使用して、細胞培養系（GIST T1

細胞株）で、蛍光タグ（BODIPY或いは NIB）

をつけたイマチニブの細胞内局在を詳細に

解析した。尚、蛍光タグをつけたイマチニブ

の KIT活性阻害効果は、イマチニブの約 1/10

であったが、イマチニブを特異的に阻害した。

また、アジド基型の Turn-ONシステムでも細

胞培養系で、細胞内のイマチニブ分布が測定

可能か検討した。細胞培養系にイマチニブ投

与後、細胞内イマチニブ分布を抗イマチニブ

抗体を作成し、免疫組織染色で確認した。 

 

４．研究成果 

1．質量顕微鏡測定による腫瘍組織内薬剤分

布測定 

①．CHCAを用いた iMScopeの測定では、

マウス肝臓切片にイマチニブを塗布した実

験では、イオン化抑制が強く、検出感度が

低いことから、高濃度の薬剤が必要で、臨

床使用濃度での測定は困難であった。 

 

②．GIST-T1-xenograft モデルで、イマチニ

ブ 100mg/kg/日 4週間治療を行い治療前後で

の薬剤組織分布の変化を見た。イマチニブ治

療により腫瘍縮小と共に腫瘍血管密度も減

少していたが、TAMRA-Imatinib の腫瘍組織

への薬物デリバリーは保たれていた。 

③．質量顕微鏡による薬剤分布の測定は、

TRMRA-イマチニブとESI-MSIを組み合わせ、

前者で細胞内及び腫瘍組織内、後者で腫瘍組

織内の薬物動態を評価できる。今後、２種類

の分子イメージングで腫瘍組織内の耐性メ

カニズムを調べる。 

更に、抗イマチニブ抗体を作成し、これに蛍

光標識を付け、GIST-T1-xenograft モデルを

用いイマチニブ投与後の薬剤分布を調べた。

その結果、抗体が的確に組織内イマチニブを

認識していることが示された。 

2．細胞内薬剤動態測定 

④．イマチニブの UV領域の蛍光を、直接、

多光子励起顕微鏡によるイマチニブの細胞

内局在測定を試みているが、まだ測定法の確

立に至っていない。 

⑤．SCLIMを用い、蛍光タグ（BODIPY或い

は NIB）をつけたイマチニブの細胞内局在を

詳細に解析した。BODIPYならびに NIBを付

加したイマチニブは速やかに細胞内に取り

込まれ、主に二次ライソソームに集積し、一

部が ER様の局在分布を示した。SCLIM解析

では、蛍光タグ付イマチニブは二次ライソソ

ーム内腔ではなくライソソーム膜上に局在

することが示唆された。Turn-ONシステムで

も、イマチニブは、細胞内に取り込まれた後、

ライソソームならびに ER様の局在を示し、

イマチニブを同時に加えると、ライソソーム



と ER様に局在する蛍光シグナルが抑制され

たことから、イマチニブは、主にはライソソ

ームに集積し、一部 ER様局在を示すことが

強く示唆された。更に、培養細胞系にイマチ

ニブを投与後、固定し、抗イマチニブ抗体を

用い染色した。その結果、抗イマチニブ抗体

はライソソームに集積しており、SCLIMで見

られた ER様局在は観察されなかった。この

抗体集積は cold-imatinibを反応前に加えると

消失することから non-specific binding でな

いこと～則ち、ライソソームにイマチニブが

集積していることが示唆された。抗イマチニ

ブ抗体で ER様局在が観察されなかった理由

として、固定後、抗体反応前に washingの際

に、洗い流された可能性が考えられた。 

以上まとめると、イマチニブは細胞内では主

にライソソームに集積し、一部 ERに分布し

ていた。 
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