
滋賀医科大学・神経難病研究センター・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

悪性神経膠腫に対する革新的抗がん剤デリバリーシステムの開発

Development of Innovative Anticancer Drug Delivery System for Malignant Glioma

５０２１５９３５研究者番号：

椎野　顯彦（Shiino, Akihiko）

研究期間：

１８Ｋ０８９４２

年 月 日現在  ３   ６   ３

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：研究者らは経静脈投与でBBBを透過し悪性神経膠腫(GBM)細胞に特異的に取り込まれる
ペプチドである2つの分子標的プローブをファージディスプレイ法で発見し特許を取得した。このペプチドをナ
ノエマルジョン(NE)の表面に付与し、NEに抗癌剤を内包させることにより、GBMの分子標的抗癌剤を作成した。 
人由来のGBM幹細胞をマウスの脳に移植する patient-derived xenograft (PDX)モデルにおいて、抗腫瘍効果を
確認した。

研究成果の概要（英文）：We developped two molecularly targeted peptide probes using a phage display 
method. The probes pass through the blood brain barrier (BBB) and are specifically incorporated into
 malignant glioma (GBM) cells when administered intravenously. The peptides were attached to the 
surface of nanoemulsions (NEs), and the NEs were encapsulated with anticancer agents to create 
molecularly targeted anticancer agents for GBM. The antitumor effect was confirmed in the 
patient-derived xenograft (PDX) model, in which human-derived GBM stem cells are transplanted into 
the mouse brain.

研究分野： 脳神経外科

キーワード： 悪性神経膠腫　分子標的　抗癌剤　drug delivery system　がん幹細胞　ファージディスプレイ　血液
脳関門
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GBMの5年生存率は10%以下、平均余命は1～1.5年と予後不良である。この腫瘍は、浸潤性に進展するため切除範
囲と脳の機能温存が対立し、手術で完全に摘出できない。血液脳関門(BBB)に守られ抗癌剤が届きにくい、とい
う特徴があり、 ヒトのがんで最も治療が困難な疾患の1つである。研究者らは、頸静脈経由で腫瘍に特異的に輸
送できるdrug delivery system(DDS)であるNEを開発した。本研究の特徴は、NE内に任意の抗癌剤を包埋できる
ので、多様な遺伝子変化をもつGBMに最も有効な抗癌剤カクテルを輸送できることにある。これまでに、このよ
うなDDSの開発事例の報告はない。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

悪性神経膠腫は極めて予後の悪い疾患であり、手術、放射線、化学療法を実施しても平均余
命は 1年半程度である。この腫瘍は浸潤性に進展するため 正常脳との境界は不鮮明で、手術に
よる摘出が困難であり、放射線治療と抗がん剤(テモゾロミド)を組み合わせても、その効果は平
均 2.5 ヶ月の延命に過ぎない。脳腫瘍において化学療法を難くする原因の 1つは、血液脳関門に
よる抗癌剤の侵入阻止であり、抗癌剤の高濃度投与と副作用発現とのジレンマに陥る。このよう
な背景から、血液脳関門を透過して腫瘍細胞に特異的に取り込まれる drug delivery system 
(DDS)の開発が必要とされている。  

細胞には提示された特定の標識に反応する性質があり、血液脳関門を形成する血管内皮や
腫瘍細胞の表面にもこのような標識が存在し、これがゲートとして作用して特定のものだけが
腫瘍細胞に取り込まれる。この標識に対するプローブの開発の目的でバクテリオファージを利
用した、ファージディスプレイ法をバイオパンニングした結果、ヒト由来の悪性神経膠腫に特異
的に取り込まれ、かつ、血液脳関門を透過するペプチドシークエンスを発見し特許を取得した。 

このプローブに抗癌剤(geldanamycin)を化学結合させ、ヒト由来の悪性神経膠腫から腫瘍
幹細胞を取り出し、マウスの脳に移植した PDX モデルで、生体内での抗腫瘍効果を調べたが、顕
著な効果が得られなかった。その後の研究で、この原因が腫瘍細胞がもつ endocytosis-endosome
機構によるものであることが判明した。これに対して、pH-dependent membrane active peptide 
(PMAPs)をさらに化学結合させることにより、一定の成果が得られた。しかしながら、既存の抗
癌剤をプローブに化学結合させるためには、抗癌剤の合成も必要であり、コストもかかる。また、
悪性神経膠腫は遺伝子レベルで多様性に富むため、遺伝子ごとにオーダーメイドの抗癌剤カク
テルが必要と考えた。そこで、これまでよりも容易に伝達できる担体の開発に取り組むことにし
た。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で endocytosis された抗癌剤を endosome から脱出させることは、PMAPs を化学
結合させるなど、研究開発が容易ではないことが判明した。そこで腫瘍の endosome を回避する
目的で、担体を腫瘍細胞膜へ直接融合させることにした。このような DDS の担体には、リポソー
ム、ミセル、ナノエマルジョン(NE)などがあり、このうちドキシル（リポソーム）は抗癌剤とし
て既に承認されている。パクリタキセルやシスプラチンをミセルに内包した新規抗癌剤も開発
されつつある。しかし BBB を透過させるためには NEのような小分子の担体が必要で、事実 NEは
BBB を透過するとの報告がある 1,2,3。本研究では、1)これまでに開発した悪性神経膠腫特異プロ
ーブを用いた NEを作成し、2)この NEに特定の抗癌剤を包埋し、3)これが血液脳関門を保った脳
悪性神経膠腫モデルにおいて、抗腫瘍効果を示すかどうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 
分子標的 NE の作成 

NE は均一な粒子として生成しないと自ら融合-崩壊してしまうが、研究チームは直径 9
〜17nm の安定した NE の合成に成功している。アルキル長鎖+疎水性ニトロキシドラジカルと非
イオン性界面活性剤をリン酸緩衝液中で混合することにより、安定な磁性 NE 粒子を調製するこ
とに成功し、電子スピン分光法と動的光散乱法により構造を確認した 4。この磁性 NE は、１）リ
ン酸緩衝液中で長期間安定、２）界面活性剤とラ
ジカルのアルキル長鎖が水中で入れ子構造を形
成、３）ラジカル部が保護され長時間にわたって
ビタミン C還元耐性を示す、４）粒子内に疎水性
ドラッグを内包できる、といった特性をもつ。以
下に合成方法を記載する。 
ペプチドプローブとアルキル長鎖の合成は、図の
三角部位にある OH 基（矢印）を利用して本学で
開発した BT-33 ペプチドを化学結合させる。こ
のように作成した長鎖とニトロキシドラジカル
長鎖による NEを合成は、非イオン性界面活性剤
をリン酸緩衝液中で混合して組み立てる。合成
した NE の粒子構造を電子スピン分光(EPR)法、
動的光散乱(DLS)、小角中性子散乱(SANS)で確認
する。 
合成した NE が実際に頸静脈経由で腫瘍特異的に取り込まれるか、PDX モデルマウスにおいて確
認する。 

 図の OH 基(矢印)を利用して BT をアルキル長鎖に
結合させ、これを NE の表面に配置することにより
BBB 透過と神経膠腫特異性を確保する。腫瘍細胞
が貪食し始めると、ナノエマルジョンは細胞膜に融合
し、NE 中心に内包されている抗癌剤（図では GM）を
腫瘍の細胞質内に放出する。図の NO・が MR 増強効
果をもたらす。 

 



 
 
４．研究成果 
 生体適合性の高い界面活性剤と疎水性のある低分子量の 2,2,5-trimethyl-5-(4-
alkoxy)phenylpyrrolidine-N-oxyl radicalからなる堅牢な金属フリー磁性NE（平均粒子径20nm
以下）を、pH7.4 のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で調製した。NE の構造は，電子常磁性共鳴
分光法，動的光散乱および小角中性子散乱測定によっ
て特徴づけられた。このナノエマルジョンは、高いコ
ロイド安定性、低い細胞毒性，過剰なアスコルビン酸
に対する十分な還元耐性、PBS 中のプロトン縦緩和時
間（T1）加重 MR 画像における十分なコントラスト増
強効果を in vitro（および予備的に in vivo）で示し
た。さらに、疎水性の抗がん剤であるパクリタキセル
をナノ粒子の内部に封入することができ、得られたパ
クリタキセル負荷のナノエマルションは、HeLa 細胞に
効率的に取り込まれ、細胞増殖を抑制することができ
た。 

この NE の長鎖にファージシスプレイ法で見つけたペプチドを予定通り化学結合させ、
上記と同様に均一な NEの合成に成功した。NE自体に細胞毒性があるため、NE単独での投薬量の
設定後に、NE にゲルダナマイシン(GM)を内包した分子標的抗癌剤を作成した。この抗癌剤をヒ
ト由来悪性神経膠腫から癌幹細胞を分離して作成した PDX モデルマウスに 5 日間投与した。溶
媒投与では抗腫瘍効果が限局的であったのに対し、NE単独投与で腫瘍の縮小効果が認められた。
一方 NE 内包 GM 投与では、NE 単独投与と同程度の腫瘍の縮小効果に留まった。この事から、NE
が腫瘍細胞と融合することにより抗腫瘍効果を示すのに対し、内包した GM による付加的な抗腫
瘍効果は得られないことが判明した。  
 本実験期間中に十分な腫瘍の縮小効果が得られなかった原因として、既存の抗癌剤の
選択の問題があると考え、今後はエピゲノムの制御を含めた抗癌剤の開発をする予定である。 
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磁性 NE をマウスに静脈投与前後の T1
強調 MRI 矢状断。下垂体(矢印)や筋肉
組織が造影されていることがわかる。 
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