
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23年 5月 31日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：長期血中滞留型リポソームは、全身循環後その一部が腫瘍部位に

集積するため、がんへの標的化を可能とする薬物キャリアである。このリポソームの腫瘍

への集積は、腫瘍部位におけるリンパ管が未発達であるとされることが一つの要因となっ

ている。しかし近年、腫瘍組織においてリンパ管が新たに構築されるイベント、リンパ管

新生が多くのがんで起こっていることが明らかとなった。そこで本研究は、リポソームの

腫瘍標的化 DDS におけるリンパ管新生の影響の解明を行った。結果、腫瘍におけるリン
パ管の存在が、腫瘍に集積したリポソームの排除を誘導することを見出し、リンパ管新生

の誘起はリポソームの腫瘍集積性に影響を及ぼすことを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）：It is known that the microenvironment surrounding tumor cells 
is continuously changed. Recent studies have demonstrated that lymphangiogenesis, 
an event involving construction of new lymphatic vessels, frequently occurs in tumor 
tissue and contributes to lymph node metastasis of tumors. Since lymphatic vessels in 
tissues function as a drainage system, tumor lymphangiogenesis would be considered 
to affect the liposomal accumulation in the tumor. In this study, we found that 
lymphangiogenesis caused the decrease in tumor accumulation of liposomes, and 
demonstrated the influence of tumor lymphangiogenesis on tumor-targeting liposomal 
DDS. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんは増大していく際、がん細胞を取り巻
く環境を増殖するために有利な環境に随時
変化させていることが知られている。特に代

表的なイベントとして血管新生が挙げられ、
がん細胞の増殖に必須である酸素や栄養素
は新たな血管を構築することで補給されて
いる。一方で排除システムとして知られてい
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るリンパ系は、がん組織においては未発達で
あることが従来から提唱されてきた。がん組
織におけるこの特性を生かし、長期血中滞留
型リポソームを血管透過性が高まっている
がん組織に受動標的させることが一般化し
（Allen et al., Science 303, 2004）、我が国に
おいても欧米から遅れること十数年、抗がん
剤のリポソーム製剤が市販されるまでに至
っている。一方、近年の分子生物学研究の発
達により、多くのがんにおいて血管新生とと
もに、リンパ管が新たに構築されるイベント
であるリンパ管新生が盛んに行われている
ことが明らかとなった（Alitalo et al., 
Nature 438, 2005）。実際このリンパ管新生
を阻害することによりがんのリンパ行性転
移を抑制できるというデータが報告されて
いる（Roberts et al., Cancer Res 66, 2006）。
このため、がん組織においてリンパ系が未発
達であるという従来の概念が崩されつつあ
り、がん組織においてもリンパ系は十分存在
するという新たな概念ができつつある。本来
リンパ管は、組織における浸透圧の調節や異
物の免疫細胞へのリクルートだけでなく、高
分子の血流への再循環や体外への排除など
を担っているため、腫瘍内リンパ管新生の誘
起は、がん組織における薬物のコンパートメ
ントに影響を与える可能性が考えられる。こ
れらの見解から、私はこの新たな概念に着目
し、リポソームのがん組織への集積性とリン
パ管新生との関連を明らかにすることを試
みた。 

図 1 実験戦略の概要 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、リポソームを用いたがん
への標的化 DDS における腫瘍リンパ管新生
の影響を解明することである。本研究ではま
ず、（1）リンパ管新生誘導がんの構築を行い、
次に（2）リポソームの腫瘍部位への局所投
与後の挙動の確認、さらには（3）リポソー
ム尾静脈内投与後の腫瘍集積の変化につい
て検討を行うことで、研究仮説の証明を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
（1）リンパ管新生誘導がんの構築 
 腫瘍におけるリンパ管新生は、腫瘍細胞よ

り分泌されるリンパ管新生促進因子により
誘導されることが知られている。代表的なサ
イトカインとして Vascular endothelial 
growth factor-C (VEGF-C)に関する研究が最
もが進んでおり、VEGF-C を過剰発現させたが
ん細胞がリンパ節転移を起こしやすくなる
ことなどが以前に報告されている。これらの
背景から、本検討においてリンパ管新生を誘
導するがん細胞の構築にあたり、VEGF-C を過
剰発現するがん細胞を作製することとした。
まずマウスメラノーマ細胞である B16BL6 細
胞から全 RNA を抽出し、逆転写後 PCR 反応に
よりマウス VEGF-C 遺伝子をコードする DNA
を得て、pcDNA3.1/Hygro+プラスミドベクター
にクローニングすることで VEGF-C 発現プラ
スミドベクター（ pcDNA3.1/Hygro+/mouse 
VEGF-C）を構築した。 
 次に、構築したプラスミドベクターをマウ
スメラノーマである B16F10 細胞にリポフェ
クタミン 2000 を用いて遺伝子導入した。細
胞（B16F10/VEGF-C）に導入後、RT-PCR 法お
よびリアルタイム RT-PCR 法、さらにはウエ
スタンブロッティング法により B16F10 細胞
における VEGF-C の発現を遺伝子およびタン
パク質レベルで解析した。さらに同細胞を
C57BL/6 マウスの皮下に移植して担がんマウ
スを作製し、固形がんにおける VEGF-C およ
びリンパ管内皮細胞のマーカーである
LYVE-1 の発現を解析するとともに、共焦点レ
ーザースキャン顕微鏡を用いて、リンパ管の
観察を行った。 
（2）リポソーム局所投与後の挙動解析 
 腫瘍に集積した長期血中滞留型リポソー
ムのその後の挙動に関して、リンパ管新生に
よる影響を調べた。方法は、放射標識したポ
リエチレングリコール（PEG）修飾リポソー
ムを作製し、前述と同様の方法で作製した固
形がん担がんマウスに、インフュージョンポ
ンプを用いてリポソームを固形がん内に直
接投与した。投与 3時間後におけるリポソー
ムの組織分布（各種臓器、リンパ節およびが
ん）を調べた。さらに蛍光標識 PEG 修飾リポ
ソームを調製し、リポソームの固形がんにお
ける詳細な挙動を共焦点レーザースキャン
顕微鏡にて観察を行った。 
（3）リポソーム尾静脈内投与後のリポソー
ムの腫瘍への集積 
 B16F10/VEGF-C 固形がん担がんマウスを作
製し、放射標識 PEG 修飾リポソーム尾静脈内
投与後のリポソームの組織分布、特に腫瘍へ
の集積について、野生型の B16F10 細胞を移
植した担がんマウスと比較検討した。 
 
４．研究成果 
（1）リンパ管新生誘導がんの構築 
 構築したpcDNA3.1/Hygro+/mouse VEGF-Cプ
ラスミドのインサート領域を切り出し、アガ



ロースゲル電気泳動により展開後、エチジウ
ムブロマイド染色したところ、目的とされる
サイズの位置（1,200 bp 付近）にバンドが検
出され、さらにシークエンス解析の結果から、
今回構築したプラスミド DNA のインサート領
域のシークエンスが、GenBank から提供され
ているマウス VEGF-C 遺伝子情報と完全に一
致していることが明らかとなり、目的とする
プラスミド DNA を作製することに成功した
（Fig.1）。 

 
Fig. 1. Map of pcDNA3.1/Hygro+/mouse 
VEGF-C 
 
 次に作製したプラスミド DNA を B16F10 細
胞に遺伝子導入し、VEGF-C の発現を調べたと
ころ、B16F10/VEGF-C 細胞における VEGF-C の
過剰発現が遺伝子およびタンパク質レベル
で確認された（Fig. 2）。 
 

Fig. 2 . Expression of VEGF-C in 
VEGF-C-transfected B16F10 cells 
   B16F10 cells were transfected with 
mouse VEGF-C/pcDNA3.1/Hygro+ vector by 
using Lipofectamine™ 2000. RT-PCR and real 
time RT-PCR, and Western blotting analyses 
of VEGF-C expression were performed at 24 
or 48 h after transfection. (Lane 1; Wild 
type, lane 2; M ock, lane 3; VEGF-C 
transfected) 
 
 さらに固形がんにおけるリンパ管の観察
を行ったところ、野生型 B16F10 細胞を移植

した固形がんに比べ、B16F10/VEGF-C を移植
した固形がんにおいて、非常に多くのリンパ
管を観察することができた（Fig. 3）。これ
らの結果から、VEGF-C を B16F10 細胞に過剰
発現させることにより、リンパ管新生を誘導
できることが明らかとなった。 

 
Fig. 3 . Tumor lymphangiogenesis in 
B16F10/VEGF-C solid tumor 
   B16F10 or B16F10/VEGF-C cells were 
subcutaneously implanted to 5 -week-old 
male mice and the solid tumor-bearing mice 
were prepared. Then, the tumor sections 
were prepared, and incubated with 
anti-LYVE-1 antibody for staining of 
lymphatic vessels (blue images) and with 
anti-CD31 antibody for staining of blood 
vessels (green images). Scale bars 
represent 100 µm. 
 
（2）リポソーム局所投与後の挙動解析 
 放射標識した PEG 修飾リポソームを担がん
マウスの固形がん中に局所投与し、その後の
腫瘍におけるリポソーム量について調べた
ところ、野生型 B16F10 固形がんに比べ、
B16F10/VEGF-C 固形がん内におけるリポソー
ム量が減少していることが確認され、さらに
リンパ節における集積量が増加しているこ
とが明らかとなった。さらにどのリンパ節に
多く集積したかを詳しく調べたところ、腫瘍
を移植した左側の膝窩および腋窩リンパ節
に多く蓄積していることが明らかとなった
（Fig. 3）。 
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Fig. 3. Biodistribution of PEG-modified 
liposomes after intratumoral injection 
   [3H]-labeled PEG-modified liposomes 
were intratumorally injected to B16F10 
(WT) or B16F10/VEGF-C (VEGF-C) 
tumor-bearing mice. The mice were 
sacrificed, and their organs and tumor (A), 
and major lymph nodes (B) were collected 
at 3 h after injection. Then, the 
radioactivity in each organ was determined. 
Data are presented as percent of the 
injected dose per tissue and S.E. (n=7) in 
each tissue. Significant differences are 
indicated as follows; * P < 0.05.  
 
さらに固形がん内におけるリポソームの分
布の観察を行ったところ、B16F10/VEGF-C 固
形がん内においてリポソームがリンパ管周
辺に多く分布している様子が観察された
（Fig. 4）。 

 
Fig. 4. Distribution of PEG-modified 
liposomes in the tumor 
   DiI-labeled PEG-modified liposomes 
were intratumorally injected to B16F10 or 
B16F10/VEGF-C tumor-bearing mice at day 10 
after tumor implantation. At 3 h after 
injection, the frozen-sections of tumor 
were prepared. Immunofluorescence 
staining of LYVE-1 was performed to 
visualize lymphatic vessels. The tumors 
were observed under a confocal laser 
scanning microscope. 

 
（3）リポソーム尾静脈内投与後のリポソー
ムの腫瘍への集積 
 B16F10またはB16F10/VEGF-C担がんマウス
を作製した後、PEG 修飾リポソームを尾静脈
内投与し、その後のリポソームの体内動態、
特に腫瘍への集積について検討を行った。結
果、B16F10/VEGF-C 固形がんにおけるリポソ
ームの集積は、B16F10 固形がんに比べ、有意
に減少することが明らかとなった。また、近
隣のリンパ節への集積が増加する傾向にあ
ることが確認された（Fig. 5）。 

 
Fig. 5. Biodistribution of PEG-modified 
liposomes after intravenous injection  
   [3H]-labeled PEG-modified liposomes 
were intravenously injected to B16F10 (WT) 
or B16F10/VEGF-C (VEGF-C) tumor-bearing 
mice via the tail vein. The mice were 
sacrificed, and their organs, tumor, and 
major lymph nodes were removed at 3 h after 
injection. Then, the radioactivity in each 
organ was determined. Data are presented 
as percent of the injected dose per 100-mg 
tissue weight and S.E. (n=6) in each tissue. 
Significant differences are indicated as 
follows; * P<0.05.  
 
 
 以上の結果から、腫瘍リンパ管新生はリポ
ソームを用いたがんへの標的化において、そ
の効率化の鍵を握る因子の一つであり、また
抗がん剤封入リポソーム製剤を用いたがん
治療においても、その治療効果に影響を及ぼ
す可能性が考えられた。 
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