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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、膵臓がんなどの難治がんの標的治療や核酸医薬を利用したがん分子治療の実現を

目指して、機能性高分子の精密設計と分子修飾によって、組織レベルおよび細胞小器官レベル

で存在する種々の生体内バリアを回避し、標的部位の特異的環境や外部からの物理刺激に応答

して機能発現する高分子ミセル型ナノキャリアを構築した。また、細胞実験および動物実験に

より、高分子ミセル型ナノキャリアの有効性を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To realize the targeting therapy against intractable tumors such as pancreatic tumors and molecular 

cancer therapy using nucleic acids, we developed novel nanocarriers based on polymeric micelles, 

which can avoid biological barriers at the tissue and organelle levels and function responding to 

environmental changes or physical stimuli, by engineering functional polymeric materials.  The 

usefulness of such nanocarriers has been demonstrated by in vitro and in vivo experiments. 
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１．研究開始当初の背景 

 安全かつ有効な薬物治療を実現する目的
において、ナノスケールの薬物送達システム
(ナノキャリア)を用いたがん標的治療は、こ
れまでに着実な進歩を遂げ、いくつかのナノ
キャリアに関して、その有用性が臨床的に実
証されている。しかしながら、従来型のナノ
キャリアでは薬剤や対象疾患が限定されて

おり、膵臓がんなどの難治がんの治療や遺伝
子・核酸医薬を利用したがん治療に展開する
ためには、組織レベルおよび細胞小器官レベ
ルで存在する種々の生体内バリアを回避し、
標的部位の特異的環境や外部からの物理刺
激に応答して機能発現する特性がナノキャ
リアに必要であると考えられている。 
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２．研究の目的 

 研究代表者は、これまでにリポソーム等の
従来型ナノキャリアとは異なり、環境・刺激
応答機能や標的認識機能などのスマート機
能を搭載できるナノキャリアとして、性質の
異なる高分子が連結されたブロック共重合
体の自己会合により形成される高分子ミセ
ルに関する研究を行ってきた。本研究では、
高分子ミセル型ナノキャリアを従来型ナノ
キャリアでは困難であった膵臓がんなどの
難治がんの治療や遺伝子・核酸医薬を利用し
たがんの分子治療に展開するために、組織浸
透性などのキャリア特性の最適化と環境応
答性や刺激応答性などのスマート機能の賦
与を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 難治がんモデルの標的治療のための高
分子ミセルの最適化 
 poly(ethylene glycol)-b-poly(glutamic 
acid) (PEG-P(Glu))と poly(glutamic acid) 
(P(Glu))と比率を変えて混合し、制がん剤オ
キサリプラチンの中間活性体である DACHPt
と高分子-金属錯体を形成させることによっ
て、粒径が 35nm と 80nm の DACHPt 内包ミセ
ルを調製した。マウス大腸がん C-26 細胞お
よびヒト膵臓がん BxPC3細胞の皮下移植モデ
ルマウスに対して、オキサリプラチンおよび
上記の DACHPt 内包ミセルを尾静脈より投与
し、その制がん活性とがん集積性ならびに腫
瘍内分布を評価した。 
 
(2) 細胞内環境応答性を賦与した 3層高分子
ミセル型遺伝子ベクターの構築 
 全身投与が可能な遺伝子ベクターとして、
生体適合性に優れた PEG、エンドソーム脱出
性 を 有 す る poly{N-[N-(2-aminoethyl)- 
2-aminoethyl]aspartamide}(PAsp(DET)) 、
DNA と安定なポリイオンコンプレックス
(PIC)を形成する poly(L-lysine)(PLys)が連
結された PEG-PAsp(DET)-PLys を合成し、DNA
を内包した PIC 内核が PAsp(DET)の中間層、
PEG の外殻で覆われた 3 層高分子ミセルを構
築した。3 層高分子ミセルの機能評価は、in 
vitro による遺伝子導入実験ならびに BxPC3
細胞の皮下移植モデルマウスに対する蛍光
タンパク質の遺伝子導入実験により行った。 

 

図 1. 3層高分子ミセル型遺伝子ベクター 

 

(3) 光応答性を賦与した 3層高分子ミセル型
遺伝子ベクターの構築 
 上記(2)の 3 層高分子ミセルの中間層にア
ニオン性のデンドリマーフタロシアニン
(DPc)を搭載することによって、エンドソー
ム内の低 pH 環境下で選択的に DPc がリリー
スされ、DPc によるエンドソーム膜の傷害に
よって、光照射選択的に遺伝子をエンドソー
ムから細胞質に移行させることができるシ
ステムの構築を行った。本システムの機能評
価は、ゲル電気泳動、電気泳動光散乱の測定、
ゲルろ過クロマトグラフィー分析などの基
本物性の解析と培養細胞に対する遺伝子導
入実験により行った。 

 
図 2.光応答性 3層高分子ミセル型遺伝子ベクター 

 
(4) 光を利用した制がん剤デリバリーシス
テムの開発 
 制がん剤カンプトテシン(CPT)に 3-(2- 
pyrinyldithio) propionic acid を反応さ
せることによって SH基を導入し、側鎖に
SH 基を導入した PEG-poly(glutamic acid)
と反応させることによって、ジスルフィド
(SS)結合を介して CPTを導入した高分子ミ
セルを開発した。この CPT内包ミセルと DPc
内包ミセルを同時に細胞に作用させ、DPc
内包ミセルによるエンドソーム膜の光傷害
作用を利用して、光選択的に CPT内包ミセ
ルをエンドソームから細胞質に移行させる
ことができるシステムの構築を行った。CPT
内包ミセルは、還元的環境の細胞質内で SS
結合が開裂することにより選択的に CPTを
放出するために本システムにより CPT内包
ミセルの制がん活性を光照射により制御す
ることが可能となる。 

 
図 3. CPT内包ミセルと DPc内包ミセルを利用した

光選択的制がん剤デリバリー 

本研究では、このコンセプトを実証するた



 

 

めに、培養細胞および担がんマウス(マウス
大腸がん C-26細胞)を用いた制がん活性試
験と組織切片中の CPT の蛍光顕微鏡観察に
よる腫瘍組織内でのミセルからの CPTのリ
リースを評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 難治がんモデルの標的治療のための高
分子ミセルの最適化 
 高分子ミセルの粒径と in vivo 機能の関
連を明らかにするために、サイズの異なる
35nmと 80nmの DACHPt内包ミセルを調製し、
それらのヒト膵がん BxPC3、マウス大腸が
ん C-26 細胞の皮下移植モデルに対する制
がん活性を評価した。その結果、BxPC3 の
皮下腫瘍モデルに対しては、35nmのミセル
のみが優れた制がん活性を示したが、C-26
の皮下腫瘍モデルに対しては、35nmと 80nm
のミセルは同等の制がん活性を示すことが
確認された。これらの結果は、固形がんに
対するナノキャリアの集積性および組織浸
透性は、がんの組織構築とナノキャリアの
サイズに大きく依存することを示唆してい
るものと考えられる。そこで次に、35nmお
よび 80nmの DACHPt 内包ミセルを異なる蛍光
色素で標識し同時にマウスに投与した時の
蛍光の分布の違いを評価したところ、C-26モ
デルではサイズによる分布の違いは確認さ
れなかったが、BxPC3 モデルでは 80nm のミセ
ルが腫瘍血管の辺縁部に局在したのに対し
て 35nm のミセルはがん組織の深部にまで浸
透することが明らかになった(図 4)。さらに、
Spring-8を利用した組織切片の蛍光 X線解析
によって Pt の分布を評価したところ、上記
と同様に 35nm のミセルの投与によってより
深部まで Pt が分布していることが明らかと
なった。以上のように本研究によって、膵臓
がん等の難治がんモデルに対してがん組織
の深部にまで薬剤を送達するためにはナノ
キャリアのサイズが極めて重要であること
が明らかとなった。 

 

図 4. マウス大腸がん C-26(左)およびヒト膵臓が

ん BxPC3 モデル(右)におけるサイズの異なる

DACHPt内包ミセル(緑: 35nm, 赤: 80nm)の腫瘍内

分布 

 
(2) 細胞内環境応答性を賦与した 3層高分子
ミセル型遺伝子ベクターの構築 

 PEG-PAsp(DET)-PLysと DNAの PIC形成に関
して、エチジウムブロミド(EtBr)の蛍光測定
を行った結果、PLys セグメントが DNAと選択
的に PIC を形成することが示唆され、またデ
ータ電位測定により、PAsp(DET)からなるカ
チオン性の中間層が形成されることが示唆
された。そこで、ヒト肝がん Huh-7 細胞を用
いた in vitro 実験を行った結果、3層高分子
ミセルは、中間層の PAsp(DET)のエンドソー
ム脱出能によってエンドソームから細胞質
へと脱出することが確認され、PEG-PLys より
形成されるミセル型ベクターより優れた遺
伝子導入活性を示すことが確認された。さら
に、ヒト膵臓がん BxPC3 細胞の皮下移植モデ
ルマウスに対して 3 層高分子ミセルを i.v.
投与した後のがん組織内におけるレポータ
ー遺伝子(蛍光タンパク質 EGFP)の発現評価
を行った結果、がん組織の間質において明確
な EGFPの蛍光が観察された(図 5)。以上のよ
うに、本研究では、生体適合性に優れた PEG、
エンドソーム脱出性を有する PAsp(DET)、DNA
と安定な PIC を形成する PLys の 3 種類の機
能性高分子を連結することによって、全身投
与後に生体内で高い安定性を示す一方で、標
的細胞内で効率的に細胞質内に移行し、DNA
を遺伝子発現させることができる新規遺伝
子ベクターを構築することに成功した。 

 

図 5. ヒト膵臓がん BxPC3 モデルにおける 3 層高

分子ミセルの遺伝子発現(赤: PECAM, 緑: EGFP, 

V: 血管, S: 間質, T: がん細胞) 

 
(3) 光応答性を賦与した 3層高分子ミセル型
遺伝子ベクターの構築 
 3 層高分子ミセルに DPc を添加した後に、
ゲル電気泳動、データ電位測定、ゲルろ過ク
ロマトグラフィー分析を行った結果、ミセル
構造が解離することなく DPc が 3層ミセルの
中間層に搭載されることが示唆された。そこ
で、ヒト子宮頸がん HeLa 細胞に対する in 
vitro での遺伝子導入を行った結果、DPc を
搭載した 3層高分子ミセルは僅かな光照射量
で遺伝子導入効率を約 100倍まで上昇させる
ことが確認された（図 6）。また、共焦点顕微
鏡による蛍光標識 DNAの細胞内分布の観察結
果からは、光照射により効率的なミセルのエ
ンドソーム脱出が誘起されていることが示
唆された。以上の結果より、本システムによ



 

 

り光照射部位でミセルによる遺伝子導入効
率を高めることができるものと考えられる。
本システムは、将来的には、がんの光線力学
治療 (PDT)において可溶型 VEGF 受容体
(sFlt-1)等の分泌型の制がん性タンパク質
を同時に遺伝子導入することにより、PDT 後
に生存したがん細胞を完全に死滅させるこ
とのできる新規コンセプトに基づく PDTへと
展開していきたいと考えている。 
 
(4) 光を利用した制がん剤デリバリーシス
テムの開発 
 本システムの in vivoにおける有効性を
C-26 細胞の皮下移植モデルを用いて検証
した。CPT 内包ミセルと DPc 内包ミセルを
マウスに対して同時に 2日おきに 3回静脈
内投与し、投与 24 時間後に 25J/cm2 の
fluence で固形がんに対して光照射を行っ
た結果、光照射を行っていない条件では有
意な制がん活性は認められなかったが、光
照射を行った場合に CPT単独よりも優れた
制がん活性が確認された。そこで、光照射
選択的に CTP内包ミセルから CTPがリリー
スされることを確認するために、光照射 1
時間後および光照射を行っていないマウス
からがん組織および肝臓を採取し、組織中
の CPT の蛍光を観察することによって CPT
のリリースを評価した。その結果、光照射
を行ったがん組織においてのみ CPTのリリ
ースが起こっていることが確認された(図
6)。以上のように、本システムを利用すれ
ば、ナノキャリアに搭載された制がん剤を
光照射部位のみで活性化することができ、
安全性に優れたがん治療が実現されるもの
と考えられる。 

 
図6.腫瘍および肝臓におけるCPT 内包ミセルからの

CPT のリリース [青: CPT, 赤: 細胞核, 緑: 血管内

皮細胞(PECAM-1)] 
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