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研究成果の概要（和文）： 
虚血部位における新生血管観察のため、VEGF(血管内皮細胞増殖因子)と量子ドット(aQDs)によ
る VEGF-aQDsとマウス虚血モデルを作成した。in vivo1粒子蛍光イメージングにて VEGF-aQDs
は aQDsと比較して新生血管壁に対し約 3.3倍の結合を確認した。また VEGF-aQDsは新生血管壁
に対して通常血管壁の約 2.4倍の結合が認められた。新生血管壁における VEGF-R分布を解析し
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To image the neovasculature in the ischemic portion, VEGF-aQDs complexes and mouse 
ischemic limb model were structured. Injected VEGF-aQDs were attached to the wall 
of the neovasculature about 3.3 times higher compared to the aQDs (control). Injected 
VEGF-aQDs were also attached to the wall of the neovasculature about 2.4 times higher 
compared to the wall of the normal vessel. We analyzed the distribution of VEGF 
receptor on the wall of the neovasculature. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
わが国における乳癌死亡者数は増加の一

途にあり、2008 年には年間 11,795 人が死亡
している。中でも 30歳代から 60歳代の壮年
層において他の癌腫と比較して最も高率で
あり、日本社会の基盤を担うべき女性を襲う
重大疾患といえる。乳癌死亡率の減少へ向け
た研究は人口減少、労働力減少の 21 世紀社

会において速効性が期待される有効な一手
となる。 

死亡率減少を実現する上で科学的根拠を
持つ治療として薬物療法が挙げられる。薬物
療法は乳癌と診断された患者の 80%以上に行
われるため、その研究開発は死亡率減少へ向
けた効率の高いアプローチとして期待され
る。現在の乳癌薬物治療の代表として化学療
法や分子標的治療があり、これらの組み合わ
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せによって治療効果の向上が認められてい
るが依然として死亡率減少には至っていな
い。この理由の一つとして、薬剤が腫瘍に効
率的に到達しないため、投与量に対して効果
が小さいことが考えられる。抗腫瘍効果を増
大させる為、投与量を増やすと正常組織に生
じる作用（＝副作用）が大きくなり、これが
薬物療法の使用可能量、治療効果の上限とな
っている。また、これは無駄の多い治療とも
いえる。それゆえ、正常組織への集積による
副作用を減らし、がん組織に特異的に集積し、
効果を発揮する腫瘍選択性が高い、最適化さ
れた新規薬剤の研究開発が重要である。 

腫瘍は個々に特異的な新生血管をもち、そ
れぞれ透過性が異なる事が知られている。薬
剤の腫瘍組織到達は新生血管からの漏出に
よるため、血管透過特性を知り、腫瘍の種類
に応じて薬剤が腫瘍に効率的に到達する方
法を開発することが、これからの癌薬物治療
開発の鍵になる。 

腫瘍新生血管は血管内皮細胞と血管壁細
胞を含む平滑筋細胞からなる血管孔をもつ。
その血管孔は一般的に正常血管より大きく、
既存の薬剤より大型の分子を選択的に通過
させるという、特有の個性を持つ。したがっ
て、通常よりも薬剤を大型化することで腫瘍
特異的に血管外漏出、集積させることが可能
である。しかも、正常組織には集積しないた
め副作用の少ない治療薬となりうる。実臨床
において、このような作用を持つ薬物として
ドキソルビシン内包リポソーム製剤やアル
ブミン結合パクリタキセルなどがある。 

がん種によっては腫瘍血管透過性の低い
ものも存在し、薬剤を大型化するだけのアプ
ローチでは選択性を持たせることができな
い。しかし、腫瘍新生血管の透過性を直接向
上させることで薬剤の集積を高めることが
可能である。このような作用を持つ物質の一
つ と し て TGF- β (Transforming Growth 
Factor beta)阻害剤がある。TGF-β阻害剤を
膵がん由来腫瘍細胞 BxPC3担がんマウスに作
用させることで、血管内皮細胞が増加、腫瘍
間質における血管壁細胞を含む平滑筋細胞
が減少し、投与したナノ粒子の腫瘍における
蓄積増加が認められた(Kano MR, Cancer Sci, 
2009)。 

一方、腫瘍においてはこのような薬剤を用
いても効果がなく、逆に腫瘍血管を正常血管
へ近い形へ変更することで腫瘍への薬剤到
達効果が高くなるものも認められる。この理
論 を 応 用 し た 薬 剤 に 抗 VEGF(Vascular 
Endothelial Growth Factor)阻害抗体や抗
VEGF阻害小分子薬等がある。大腸がん由来腫
瘍細胞 CT26 担がんマウスにこれらの薬剤を
投与したところ、血管内皮細胞が減少、腫瘍
間質における血管壁細胞を含む平滑筋細胞
が増加するも、別に投与したナノ粒子の集積

が亢進することが報告されている。 
このようにがんの種類に応じて血管透過

性調節剤を選択し、それによって変化した腫
瘍新生血管に応じたナノレベルでの大きさ
を持つ薬剤を使用する事で腫瘍選択性が高
効率的な薬物治療を行うことが可能となる。
血管透過性調節剤は上記のもの以外にも多
数のものが開発中であり、一つ一つの薬剤と、
個々の腫瘍の組み合わせに応じた最適化に
関する検討が必要である。 

これまで我々の研究グループが開発した
蛍光色素による一分子イメージング法(Proc 
Natl Acad Sci 2004, EMBO J, 2003: Nature 
Struct Mol boil 2005; Nature, 2003)を改
良した高速 2 次元イメージング装置で、in 
vitro の細胞に結合した蛍光ナノ粒子をイメ
ージングすることができた(Tada H, Cancer 
Res, 2007)。更に、抗体—蛍光ナノ粒子複合
体を in vivo担がんマウスに投与し細胞膜か
ら核付近に輸送される過程を一分子レベル
で可視化した(Tada H, Cancer Res, 2007)。
更に、担がんマウスに異なる大きさを持つ蛍
光ナノ粒子を投与し生体内一粒子イメージ
ングと定量化を行い、腫瘍間質に漏出した粒
子はその径に比例して間質に滞留する時間
が長くなり、そしてその時間が計算可能であ
ることを明らかにした (Kawai M, Breast 
Cancer Res, 2009)。腫瘍間質に長時間停滞
することは薬剤作用における重要な因子で
あるため、個々の腫瘍や治療目的に応じて最
適な大きさをもった薬剤分子を作成するこ
とが重要である。現在は薬剤の大きさの調節
を行っており、蛍光ナノ粒子をミセル化して
その大きさをコントロールすることに成功
している（未発表データ）。 

このような研究背景にて、ナノ粒子の大き
さをコントロールして担がんマウスに投与
し生体内リアルタイム一粒子イメージング
を行う事で、ナノ粒子が腫瘍血管を透過して
腫瘍細胞まで至る過程を追跡する事が可能
と成っている。将来的な生体応用への準備と
して、アルブミンや抗体等の生体内タンパク
をナノ粒子に付加して大きさのコントロー
ルを行う技術を開発する。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究においては種々の虚血モデルを作

成し、そこに生じる新生血管の観察のための
プローブの作成を行い、観察を行う。虚血腫
瘍モデルの種類に応じた血管透過性調節剤
と、薬剤の大きさに応じた集積効果に関する
最適な組み合わせを、大きさを調節した蛍光
ナノ粒子を薬剤モデルとして定量的観察並
びに解析を行う。更に生体内一粒子イメージ
ングを通じて種々の虚血モデルにおける新
生血管の多様性を明らかにし、DDS に最適な



 

 

大きさを決定、更に病理学的評価と実際の粒
径ごとの透過性との比較を行う。また、血管
外漏出から腫瘍へ至る過程を同イメージン
グ法にて計測、定量化し、個々の治療に応じ
て最適化された DDSを構築、薬物療法の効率
化を目指す。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) 腫瘍新生血管の観察のため、VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor, 
血管内皮細胞増殖因子)と量子ドットを
結合させた複合体の作製を行う。 
 

(2) 作成した複合体の VEGFR(VEGF Receptor, 
血管内皮細胞増殖因子受容体)発現細胞
に対する結合作用の検討を行い、腫瘍新
生血管のイメージングを可能にするプロ
―ブの性能評価を行う。 
 

(3) 虚血性腫瘍モデルの確立として、マウス
肢虚血モデルを外科的に作成し、血流還
流イメージング装置を用いて血流を確認
し、モデルの妥当性を確認した。 
 

(4) 虚血性腫瘍モデルへの集積の高い VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor, 
血管内皮細胞増殖因子)結合量子ドット
を投与し腫瘍到達までのリアルタイムin 
vivoイメージングを行い、一粒子運動解
析による定量化を行う。 

 
４．研究成果 
 
(1) ビオチン化 VEGF とストレプトアビジン

結 合 量 子 ド ッ ト (avidin conjugated 
Quantum dots : aQDs)を結合し、複合体
の作成を行った。 
 

(2) In vitro アッセイでは、モル比 16:1 で
結合させた VEGF-aQDs と反応させた MS1
は、量子ドット単体である aQDsに比べて
約 1.4倍、アビジン化 Platelet Derived 
Growth Factor (PDGF)と aQDs をモル比
16:1で反応させた PDGF-aQDsに比べて約
1.3 倍の有意な蛍光強度を示した（p 
<0.05）。一方、VEGF-aQDs と反応させた
MS1VEGF は、aQDs に比べて約 5.5 倍、
PDGF-aQDs に比べて約 4.7 倍の有意に強
い蛍光強度を示した（p <0.05）。アビジ
ン化 VEGF と aQDs をモル比 8:1 で反応さ
せた VEGF-aQDs-8 は VEGF-aQDs との結合
能は同様であったため、in vivo の実験
には、VEGF-aQDs-8を使用した。 
 
 
 

(3) 虚血モデル作成では、正常肢の血流を基
準とした虚血肢の相対的血流量は、手術
直後には 0.08±0.01（±SD）と有意に減
少し（P<0.05）、21日目までで 0.34±0.11
まで回復した。血流が有意に改善した期
間は 7日目から 14日目であった（P<0.05）。 
 
 

 
(4) In vivo1 粒子蛍光イメージングでは、

VEGF-aQDs-8は aQDsと比較して、虚血肢
の血管壁に対して約 3.3 倍の粒子の結合
が認められ、正常肢においては 1.8 倍の
粒子の結合が認められた。前者・後者と
も有意差があった（p<0.05）。また、aQDs
は、正常肢と虚血肢に対する結合数に有
意差がなかったが、VEGF-aQDs は、虚血
肢に対して、正常肢の約 2.4 倍の有意な
結合が認められた（P<0.05）。 
 

 
考察： 
in vitroアッセイでは、VEGF-aQDsは、VEGFR
発現細胞に対して強い結合能をもつ可能性
があることが考えられた。 
in vivo イメージングの定量解析から、
VEGF-aQDs が正常肢に比べて、虚血部位に多
く結合した結合能の差は、虚血部における新
生血管における VEGF-R の発現量の差を表し
ている可能性が高いと考えられた。 
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