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研究成果の概要（和文）：私達は、治療法のない悪性中皮腫、膵臓がんなどの難治癌に対する治療を目指してい
る。再発の原因になるがん幹細胞を特定し、癌幹細胞阻害剤(スタウロスポリン（STS）)をスクリーニングによ
り、見出し、その阻害剤をカプセル化することによって、がんの完治を目指したナノ治療薬の開発に成功してい
る。本プロジェクトでは、STSよりも安全性の高い阻害剤をカプセル化することによって、より安全性の高いナ
ノ治療薬の開発に成功した。この新規抗がん剤内包ナノ治療薬は、薬剤耐性を有する膵臓がん(BxPC3F3)モデル
に対して高い有効性を示すことを確認し、今後の展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We aim to treat intractable cancers such as malignant mesothelioma and 
pancreatic cancer for which there is no efficient therapy. By identifying cancer stem cells that 
cause recurrence and screening for cancer stem cell inhibitor (staurosporine (STS)), we have 
succeeded in developing a nano-therapeutic drug aiming for complete cure of cancer. In this project,
 we succeeded in developing a safer nano-therapeutic drug by encapsulating a safer inhibitor than 
STS. It was confirmed that this novel anti-cancer drug-encapsulating nano-therapeutic drug is highly
 effective against drug-resistant pancreatic cancer (BxPC3F3) model, and future development is 
expected.

研究分野： ドラッグデリバリー

キーワード： がん幹細胞　難治癌　ナノ治療薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新しいナノ治療薬の創生は、治療法のない難治癌に対して治療効果をあげ、副作用を下げることによってより、
侵襲性の少ないがんの治療薬を生み出すことができる。また、抗がん剤治療の再発の原因となるがん幹細胞およ
び抗がん剤耐性のがんに対する治療は、重要な課題となっている。本研究では、侵襲性のすくない、がん幹細胞
に対するナノ治療薬を創生し、臨床展開することによって、がん患者さんへナノ治療薬を提供できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  癌の治療において、最重要課題になっているのは、再発と、転移の抑制である。そのた
め、再発、転移の原因と考えられている亜集団である‘癌幹細胞’の治療薬と既存の癌治療
薬を組み合わせることによって、癌の完全治癒を目指す研究が試みられている。2009 年癌
幹細胞仮説が唱えられ、その化学療法抵抗性の癌幹細胞に対する治療薬の探索が精力的に
なされてきた。しかし、癌幹細胞治療薬も、一般的な癌治療薬と同様に正常幹細胞・正常細
胞への副作用が懸念されている。私たちの研究室では、癌細胞への薬剤の標的化、副作用の
軽減のため、高分子材料の自己組織化により形成される高分子ミセル型 DDS を世界に先駆
けて提唱し、世界トップレベルの研究開発を行ってきた。高分子ミセルは、構成するブロッ
ク共重合体の精密設計と分子修飾により、任意の薬剤の搭載と放出制御、30-70nm での精
密な粒径制御、標的指向性や環境応答性の賦与といった目的に応じた最適化と高機能化が
可能であることから、リポソーム等の従来の DDS 技術とは大きく異なるナノ DDS 技術で
あり、既に 5 種類の抗がん剤内包ミセルが臨
床治験（うち２つが第 3 相）に進んでいる（図
１）。現在までに、DDS 化を前提に新規の癌幹
細胞阻害剤の探索を試みてきた。その結果、難
治癌の１種である悪性中皮腫の癌幹細胞にお
いてアルデヒトデヒドロゲナーゼ(ALDH)が
高いことを見いだし、その活性を効率的に抑
制する薬剤を既存の抗癌剤よりスクリーニン
グを行った結果、スタウロスポリン（STS）が癌幹細胞に対して、nM オーダーで効果があ
ることを見いだした（特許出願（PCT・JP2015/72797）(2015) and ACSnano:Kinoh et al 
(2016)）1。しかしながら、この薬剤は、水にほとんど溶解されず、毒性が強く抗癌剤として
は、開発が中断されている抗癌剤であることから副作用を大きく軽減するミセル化を試み
た。ミセル化に際しては、上記の臨床第 1 相試験中の pH 応答性エピルビシン(Epi)内包ミ

セル(Harada et al 2011) 2を用いた。Epi ミ
セルを用いたのは、1. エピルビシン内包ミ
セルは、pH 応答性のポリマーを用いている
ことによってより、癌でのエピルビシンの
放出が促進される高機能ミセルであること。
2. STS と Epi とが、その化学構造から相互
作用がある(H-NMR にて確認)ことを見い
だしたことから、エピルビシンミセルへの
封入が可能であるからである。エピルビシ
ンミセルへの STS の封入の結果、50−60nm
の粒径からなる均一なスタウロスポリン

(STS)内包エピルビシン(Epi)ミセルの作成に成功した(STS/Epi 内包ミセル)。（図２）
ACSnano:Kinoh et al (2016) 1.  本研究では、STS/Epi 内包ミセルの耐性がん、転移がんへ
の効果を明らかにするとともに、より毒性の低いミセルの作製を試みた。 
 
２．研究の目的 

前述のように、我々は、がん幹細胞阻害剤 STS および抗がん剤 Epi の両剤を癌へ同時
に送達させることに成功し、悪性中皮腫、乳がんに対して高い効果を報告した。（Kinoh et 
al ACSNano 10(6):5643(2016)、Zhang et al JCR 264:127-135(2017）1, 3。本報告では、難
治癌であるスニチニブ耐性腎臓がん同所モデルおよび同所移植後、肺に転移するモデルを
作成することによって、STS/Epi/m の耐性がんに対する抗腫瘍効果、および、がんの転移
に対する抑制効果を検証する。また、スタウロスポリンよりもより副作用の少ない物質を探
索し、より安全な抗癌剤ミセルの作成を試みる。本シーズを実用化するために、作用メカニ
ズムの更なる解明とミセルの改良による血中滞留性の向上を目指す。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、このシーズを治療薬として実用化するために、(1)血中滞留性をさらに向
上させた改良型ミセルの作成による副作用の軽減 (架橋剤を用いたミセルの安定化) (2) ミ
セルの詳細な薬効メカニズムと副作用を解明する。また、それと平行して、ヒトへの臨床へ
のアプローチが容易なスタウロスポリンよりも副作用の少ない新規の癌幹細胞治療薬を見
いだし、ミセル化することによって、さらに臨床に近い癌幹細胞阻害剤単独の抗がん剤内包
ミセルを創出する。 
 
４．研究の結果 

本プロジェクトの成果として、以下の２つが上げられる。(1) スニチニブ耐性腎癌（786-O）
に対するスタウロスポリン内包エピルビシンミセルによる抗腫瘍効果およびマウス肺転移腎癌
に対する転移抑制効果とそのメカニズムの検証し、論文化した。(J. Control. Release 321 132-
144 (2020) ) 4 (2) 新規スタウロスポリンホモログの選定と pH 応答性ポリマーを用いたミセ



ル形成の成功とその効果を検証し、特許として申請した(PCT 出願: PCT/JP2019/006780)。この
報告書では、スニチニブ耐性腎癌（786-O）に対するスタウロスポリン内包エピルビシンミセル
による抗腫瘍効果を中心に報告する。腎癌に対する第一選択薬はスニチニブ、ソラチニブである
が、これらの分子標的薬は、1年もしないうちに効果がなくなり、薬剤耐性になってしまうこと
が問題になっている。まず、我々は、ヒトおよびマウス腎癌の細胞株を用いてスニチニブ耐性株
の同定を行った(図 3)。図 3A で示すように 786-O 株が最もスニチニブに対して耐性を持ち、そ
の株は、癌抑制遺伝子である PTEN を欠失していることがわかった(図 3B)。PTEN 欠失は、薬剤耐
性のあるがんにおいて高発現する MDR1 および Glut-1 の発現と相関があり、PTEN 欠失がんは、
その両遺伝子の発現が高くなっている。これは、臨床サンプルにおいても同様で、ヒト臨床切片
の染色においてもPTENを欠失している患者さんは、MDR1,Glut1の発現が高くなっている(図3F)。 
 
 

図３. PTEN 欠損腎癌細胞株は、高レベルの
MDR1 および GLUT1 発現を発現し、スニチニ
ブ耐性 A.腎がん細胞株に対する 10μM ス
ニチニブの細胞毒性（n = 4）。 786-O 細胞
はスニチニブ耐性を示した。 B.腎癌細胞
株における PTEN / Akt、HIF-1、GLUT1、お
よび MDR1 を含むシグナル伝達経路のウエ
スタンブロット分析。 C.フローサイトメ
トリーによって決定された、RCC 細胞およ
び他の癌細胞の膜上での MDR1 の発現（n = 
4）。 D. RCC 細胞および他の癌細胞の膜上
での GLUT1 の発現、フローサイトメトリー
で測定（n = 4）。 E.正常酸素条件下で観
察された MDR1 レベルと比較した、CoCl2 に
よって誘発された低酸素下のRCC細胞での
MDR1 の発現。 F.ヒト RCC アレイにおける
PTEN、MDR1、および GLUT1 の免疫組織化学
染色。 スケールバーは 50μmです。 P値

はスチューデントの t検定によって決定されました。 * p <.05、** p <.01。 

 
次に PTEN の欠失と MDR1, Glut1 の発現の相関を in vitro の実験系で確認した。PTEN 欠失

の 786-O 株に plasmid PTEN を遺伝子導入し、PTEN を過剰発現すると Akt のリン酸化は減少し、
MDR1, Glut1 の発現は、減少する (図 4A)。PTEN 欠失株 786-0 に PTEN を過剰発現させると
Sunitinib に感受性になる。(図 4B)。また、PTEN のシグナル経路である PI3K/AKT 経路をプラス
ミド PI3K によって PI3K を過剰発現させると MDR1, Glut1 の発現が上昇した(図 4C)。反対に
PTEN 発現株をゲノム編集によって PTEN を欠失させると MDR1, Glut1 の発現が上昇した。 

図５では、薬剤の MDR1 および Glut1 による細胞外への排除をマーカーによって確認し、ス
タウロスポリンが MDR1, Glut1 を低濃度で阻害することを示した。図６では、耐性変異したキ
ナーゼに対するキナーゼ活性を Reaction Biology によるデータシートを用いてスタウロスポリ
ン、スニチニブ、イマチニブで比較し、検証した。 
 

図４. PTEN は MDR1 と GLUT1 の主要なレギュレーターである。 
A. 786-O 細胞における MDR1 および GLUT1 発現と Akt リン酸化に
対する PTEN の影響。 PTEN 陽性および陰性 786-O 細胞における
MDR1 および GLUT1 のレベルは、フローサイトメトリー（左パネ
ル）とウエスタンブロッティング（右パネル）によって決定さ
れました。 B.アネキシン V染色およびフローサイトメトリーに
よって決定された、PTEN 陰性および PTEN 陽性の 786-O 細胞にお
けるスニチニブによるアポトーシスの誘導（右パネル）。アポト
ーシスのレベルは 4つの独立した実験から定量化されました
（左パネル）。 Ｃ．フローサイトメトリーにより決定される、
持続的に活性化されたＰＩ３ＫおよびＡｋｔ活性化の発現を誘
導した後の７８６－Ｏ細胞におけるＭＤＲ１およびＧＬＵＴ１
の膜発現（上パネル）。発現レベルは 4つの独立した実験から定
量化されました（下のパネル）。 D.フローサイトメトリーで測
定された、Renca 細胞および PTEN ノックアウト Renca 細胞にお
ける MDR1 および GLUT1 の発現（上パネル）。発現レベルは 3回

の独立した実験から定量化されました（下のパネル）。 P値はスチューデントの t検定によって決定されました。 * p 
<.05、** p <.01。 
 



 
図５.スタウロスポリン（STS）の MDR1 と GLUT1 の発現抑
制。 A. PTEN 陰性（赤）と PTEN 陽性（青）の 786-O 細胞
における、スニチニブ（左パネル）と ABC トランスポータ
ーインジケーター（EFLUXX-ID、右パネル）の細胞内レベ
ル。フローサイトメトリーで測定。 B.フローサイトメト
リー（上部パネル）と共焦点レーザー走査顕微鏡（CLSM;
下部パネル; EFLUXX-ID 緑：緑;）で測定した、STS および
ベラパミルとのインキュベーション後の PTEN 陰性 786-O
細胞における EFLUXX-ID の細胞内レベル細胞核：青）。ス
ケールバーは 100μmです。 C. EFLUXX-ID Green の細胞
外排出の 50％阻害濃度に対する STS およびその他の ABC
トランスポーター阻害剤（n = 3）の影響。 D. PTEN 陰性
（赤）および PTEN 陽性（青）786-O 細胞における 2-NBDG
の細胞内レベル。 E.フローサイトメトリー（上部パネル）
および CLSM（下部パネル; 2-NBDG：緑;細胞核：青）で測
定した、STS および WZB117 とのインキュベーション後の
2-NBDG の細胞内レベル。 

 
スタウロスポリンは、前回の論文で、がん幹細胞に対して高い

効果があることを検証したが、この報告では、スタウロスポリンは、
さらに MDR1, Glut1 の活性阻害および、キナーゼ耐性変異に対して
も高い効果があることを示した。図 6は、Reaction Biology 社のス
タウロスポリンのキナーゼ活性を測定し、IC50 を計算した図です。
横軸は左端が Wild type のキナーゼで右は変異したキナーゼを示し
ている。この図より、スタウロスポリンは、ほとんどの耐性変異に
対して、同等な阻害活性もしくは、数百倍高い阻害活性を示した。
この結果は、変異による ATP 結合部位のコンフォメーションの転換
に対して変異する前より高い親和性を示すと考えれれる。 

 
図 6.スニチニブが標的とするキナーゼの薬剤耐性変異に対するスタウロスポリ

ン（STS）の効果。 A. PDGFRa および PDGFRa T674I（ゲートキーパー変異）の 50％
阻害濃度（IC50）値。 B. c-KIT および c-KIT D816Y（ゲートキーパー変異）。 C.一
般的な c-KIT 変異。 D. FLT3、FLT3 D835Y、および FLT3（ITD）。 E. c-Src および c-
Src T341 M. F. PDGFRb および PDGFRb TPM3。 IC50 値は、Reaction Biology 
Corporation のスプレッドシートを使用して計算されました。 

 

これらの結果を踏まえて、スタウロスポリンをエピルビシンミセルへ同時封入した。スタウ
ロスポリンとエピルビシンは、相互作用があり、スタウロスポリンは、エピルビシンへ同時封入
される(図７)。エピルビシンミセル(Epi/m)は、すでに Phase II 研究に進んでいる。スタウロス
ポリンを同時封入することによってスタウロスポリン・エピルビシンミセル（STS/Epi/m）は、
in vitro において、腎癌株に対して高い抗腫瘍効果を示し、(図７B)スニチニブ耐性腎癌株 786-
O に対してアポトーシスを誘導する。(図７C) 
 
 

 
図 7. in vitro における RCC 細胞に対するスタウロスポリン/エピ
ルビシンミセル（STS / Epi / m）の効果。 A. Epi 搭載ミセル
（NC6300）からの STS / Epi / m の調製。 STS は、ブロック共重
合体との相互作用を介してミセルに封入される。 B. in vitro RCC
細胞株におけるスニチニブ、ソラフェニブ、Epi、STS、Epi / m、
および STS / Epi / m の 50％阻害濃度（IC50）値（n = 3）。 C. 
PTEN 陽性（上部パネル）および PTEN 陰性 786-O 細胞（下部パネ
ル）における Epi、Epi / m、および STS / Epi / m での処理後の
アネキシン Vレベル。  
 

最後に、STS/Epi/m の in vivo での効果をスニチニブ耐性株であるルシフェラーゼ発現 786-O 株
とスニチニブ感受性細胞株であるルシフェラーゼ発現 Renca を用いて検証した(図８)。それぞ
れの株は、腎臓へ細胞を同所移植し、同所移植モデルを作成し、IVIS によって腫瘍の大きさを
測定した。786-O 担癌マウスへは、HEPES バッファー、5mg/kg スニチニブ、5mg/k Epi、
1mg/kg STS、5mg/kg Epi/ m、または STS(1mg) /Epi(5mg)/m の静脈内注射し、がんの大
きさを IVIS によって測定した。図 8B の生存曲線で示されているように、Epi、STS、およ
び Epi / m で処理されたマウスの生存期間中央値は、HEPES バッファーを投与されたマウ
スの生存期間と比較して改善されませんでした。しかし、STS / Epi / m の投与により、マ
ウスの生存率が他の治療と比較して大幅に向上し、すべてのマウスが 150 日以上生存した
(生存期間の中央値は約 230 日)（図 8B）。スニチニブ感受性腎癌(RENCA)担癌マウスに対
しては、スニチニブおよび Epi/m の投与によって、生存の延長がみられ、STS/Epi/m の投
与によってさらに生存の延長がみられた。これらの結果は、STS/Epi/m がスニチニブ耐性
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腎癌に対して、in vivo においても高い抗腫瘍効果があることが検証できた。さらに、ヒト
腎癌の臨床において、肺への転移が多くみられる。そこで、STS/Epi/m が腎癌の肺転移の
抑制機能があるかどうか、検証した。Renca 細胞は、腎臓に同所移植すると５０日ほどで、
肺への転移が確認される。まず、in vitro において Migration assay によって、その細胞運
動が抑制されるかどうか確認した (図 8E) Epi/m は、まったくその migration を抑制し
なかったのに対して、STS を同時封入した STS/Epi/m 添加群は、Tranawell による
migration を抑制した。また、移植後、５６日目に µCT によって肺転移の大きさを比較す
ると STS/Epi/m は、Epi/m よりも肺転移を抑制した。 
 
 

図 8.同所性 RCC 腫瘍および肺転移
に対するスタウロスポリン/エピル
ビシン封入ミセル（STS / Epi / m）
の効果。 A.生物発光イメージング
によって決定された、スニチニブ耐
性の同所性 786-O 腫瘍に対する抗腫
瘍活性（左パネル）。右のパネルには、
0日目と66日目に撮影された代表的
な画像が表示されています。 B. A
からの生存曲線。C。生物発光イメー
ジングによって決定された、スニチ
ニブ感受性同所性レンカ腫瘍に対す
る抗腫瘍活性（左パネル）。 20 日目
に撮影された代表的な画像が右側の
パネルに表示されています。 D. C
からの生存曲線。示された薬剤は、
0、4、8日目に注射され、その後は週
に 1回注射されました。 E. Epi、
Epi / m、および STS / Epi / mに
よる処理後の Renca-F3 細胞の移動
率（n = 3）。 F.転移抑制を評価する
ための実験設定。 G. F. H.μCT で
測定した、治療後 56日目での肺転移
の体積で示される、治療後の生存曲
線。赤いマークは転移を示します。 
HEPES バッファーを陰性対照として
使用し、投与した薬物の用量は、5 mg 
/ kg スニチニブ、5 mg / kg Epi、
Epi / m（5 mg / kg Epi を含む）、
および STS / Epi / m（5 mg / kg を

含む）でした。 / kg Epi および 1 mg / kg STS）。 P値はスチューデントの t検定によって決定された。 * p <.05、
** p <.01。 

これらの結果は、スタウロスポリン内包エピルビシンミセルは、スタウロスポリンの効果で
MDR-1, Glut-1 の活性を抑制することによって、エピルビシンミセルに対する耐性を克服し、さ
らにスニチニブなどの耐性変異をしたキナーゼに対して、より高い効果を示すことによって、ス
ニチニブ耐性癌に対して高い抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。 
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