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示唆された。
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 tumor regression in mice bearing a drug or radiation resistant tumor.
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１．研究開始当初の背景 
我々は殺腫瘍ウイルス（Oncolyitic virus）
の研究を、レオウイルス科レオウイルスとト
ガウイルス科アルファウイルス属シンドビ
スウイルスに関して行ってきた（米国特許申
請中）。これらのウイルスは腫瘍に特異的に
感染（吸着）し、腫瘍特異的に増殖するが、
ほとんどの臓器の正常細胞には感染・増殖を
しない（確認済み）。特にシンドビスウイル
ス（SIN）は非常に多くの種類の癌細胞（悪
性黒色腫、悪性リンパ腫、扁平上皮癌、腺癌
に関し報告済み）に感染する。これらのウイ
ルスの腫瘍細胞への感染（吸着）は癌細胞膜
上のレセプターを介して行われることが知
られている。また、特に、シンドビスウイル
スは軽微な発熱を引き起こすだけの低病原
性ウイルスであり、全身投与もできることか
ら、血中投与による全身投与ができるものと
考えられ、動物実験で何ら問題がないことを
確認した。申請者らは、平成２１年度に終了
した科学研究費の支援を受けて、低病原性ウ
イルスであるシンドビスウイルスの腫瘍特
異的吸着能を有するリガンドを混入したリ
ポソームによる癌特異的なドラッグ・デリバ
リー・システムを開発した（特許出願中）。
すなわち、本システムにより、次頁の図に示
すような独自開発ハイブリッド型リポソー
ムにより色素や抗がん剤を癌細胞にのみ輸
送できることを確認した。なお、本ハイブリ
ッド型リポソームはウイルス成分を用いた
ものであるが、ウイルスではなく、通常の薬
剤と同等の扱いを法的に受けるため、ウイル
ス治療や遺伝子治療よりも扱いが簡便な薬
剤となることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、抗癌剤単剤投与法に比較して、新
規治療法Ⅰ群（耐性遺伝子発現阻害物質や治
療増強剤と抗癌剤を併用投与）と新規治療法
Ⅱ群（耐性遺伝子発現阻害物質や治療増強剤
とともに抗癌剤をハイブリッド型リポソー
ムに搭載して投与）における抗癌効果を最大
限にする条件を求め、新規治療法を開発する
ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
【耐性遺伝子発現阻害剤の選定】 
抗癌剤耐性遺伝子の同定には、抗癌剤耐性細
胞株と感受性細胞株に関してマイクロアレ
イにより遺伝子発現解析を行い、候補遺伝子
として PDE3B と AKR1C family を同定した。
次に、PDE3B 阻害剤とし、シロスタゾール、
ミルリノン、PDE3・4 阻害とし、ロリプラ
ム、PDE3・5 阻害剤とし、ジビリダモール、
シナルディフィルを選定し、AKR1C family
阻害剤とし、メフェナム酸、ジャスモン酸を
選定した。 

次に、放射線耐性遺伝子の同定を放射線耐性
株と感受性株で同様におこない、候補遺伝子
として FGFR3 を同定した。FGFR3 阻害剤
として，PD173074 を選定した。 
 
【抗癌剤耐性遺伝子発現阻害剤の効果】 
候補阻害剤の単剤と抗癌剤の併用にて細胞
傷害性効果を測定し選定を行った。 
シロスタゾールは、エタノールで１ｍＭに溶
解し、ミルリノン、ロリプラム、ジビリダモ
ール、シナルディフィルは DMSO で５ｍＭ
溶解した。 
シロスタゾールは、１μＭ、８００、４００、
２００、１００、５０ｎＭの単独と、シスプ
ラチン２０μＭの併用で添加し、ミルリノン
は、１、１０、１００μＭの単独と、シスプ
ラチン２０μＭの併用で添加し、ロリプラム、
ジビリダモール、シナルディフィルは、１、
２，５μＭの単独と、シスプラチン２０μＭ
の併用で添加した。 
ジャスモン酸は、メタノールで１Ｍに溶解し、
１、２、３、４ｍＭの単独投与と、シスプラ
チン２０μＭの併用で添加し、メフェナム酸
はＤＭＳOで１Ｍに溶解し、１００、２００、
４００、６００μＭの単独と、シスプラチン
20μＭの併用で添加した。添加後７２時間で
ＭＴＳアッセイを行った。 
 
【放射線耐性遺伝子発現阻害剤の効果】 
放射線候補阻害剤は１候補だけであり、単独
投与と併用にて細胞傷害性効果を再確認し
た。PD173074 は、DMSO で２０ｍＭに溶解
し、１００ｎＭの単独で投与し、放射線４Ｇ
ｙを 1 回照射した。照射後 72 時間でＭＴＳ
アッセイを行った。 
 
【リポソームの組成】 
リ ポ ソ ー ム の 膜 成 分 と し て 、
Dipalmitoylphosphatidylcholine（DPPC）、
Cholesterol (Chol)、DSPE-PEG2000 を使用
した。 
 
【阻害剤含有リポソームの作製】 
DPPC、Chol、DSPE-PEG2000 をモル比５
５：４４：５で全脂質量４０μｍｏｌを２０
０μｌクロロホルムに入れ、７０℃で溶解す
る。更に、２０ｍＭシロスタゾールを４００
μｌ添加し、エバポレーターで溶媒を揮発さ
せ、フラスコに薄膜フイルムを形成させる。
次にハンクス緩衝液１ｍｌで水和し、エクス
トリューダーに４００ｎｍフィルムを２枚
セットし、サイズの均一化を行った。リポソ
ーム溶液中のシロスゾール濃度は５ｍＭ（１
００μＭ）とした。 
同様に、１Ｍジャスモン酸／エタノールを２
００μｌ（４ｍＭ）添加し、リポソーム溶液
中に２００ｍＭとした。メフェナム酸は４．
８ｍｇを添加し、リポソーム溶液中に２０ｍ



Ｍ（４００μｌ）とした。１ＭＰＤ１７３０
７４／ＤＭＳＯは１０μｌ添加し、リポソー
ム溶液中に５ｍＭ（１００ｎＭ）とした。 
 
【阻害剤含有リポソームの細胞傷害性試験】 
SIN を付加した阻害剤内包リポソームの細胞
傷害性の効果を、抗癌剤耐性株 Sa3R と放射
線耐性株 HSC2 を用い、検討した。対照とし
て、SIN 付加なし阻害剤内包リポソーム、阻
害剤単剤のみを作製した。 
 
シロスタゾールリポソーム、ジャスモン酸リ
ポソーム、メフェナム酸リポソーム、０．３
μＭで添加し、各阻害剤の最終濃度は、シロ
スタゾール１００μＭ、ジャスモン酸４ｍＭ、
メフェナム酸４００μＭとした。４時間後に
最終濃度が２０μＭとなるようにシスプラ
チンを添加した。72 時間後にＭＴＳアッセイ
で細胞生存率を測定した。 
PD173074 リポソームを０．３μＭで添加し、
最終濃度は、PD173074 は１００ｎＭとした。
２４時間後に、放射線を４Ｇｙ照射し、照射
後７２時間でＭＴＳアッセイを行い、細胞生
存率を測定した。 

【腫瘍抑制効果】 
ヌードマウスへ抗癌剤耐性株 Sa3R を移植し
て、腫瘍容積が１００ｍｍ３ になったら、２
週に 1回の間隔で、シロスタゾールリポソー
ム、ジャスモン酸リポソーム、メフェナム酸
リポソームの各条件５匹ずつ、脂質量０．４
ｍｇ／匹で尾静脈投与を行った。リポソーム
投与時に、シスプラチン１００μｇ／マウス
（５μｇ／ｇ）を同時投与した。８週行い、
腫瘍容積を測定して、コントロールと比較し
て腫瘍抑制能を評価した。 
各薬剤のマウス１匹に対する投与量は。シ

ロスタゾール４μｇ、ジャスモン酸４ｍｇ、
メフェナム酸４．８ｍｇとなった。 
シスプラチン１００μｇ／マウス（５μｇ／
ｇ） 
ヌードマウスへ放射線耐性株 HSC2 を移植し
て、腫瘍容積が１００ｍｍ３ になったら、1
回に PD173074リポソームの各条件５匹ずつ、
脂質量０．４ｍｇ／匹で尾静脈投与を行った。
PD173074 は５ｍｇとした。リポソーム投与後
２４時間後から１回放射線４Ｇｙを４日間
施行した。２週目も同様に処置し、３週目か
ら腫瘍容積を測定して、コントロールと比較
して腫瘍抑制能を評価した。 
 
４．研究成果 
【増感剤の新規療法Ⅰの in vitro の効果】 
 
○抗癌剤増感剤 
ＰＤＥ３Ｂ阻害剤 
ＰＤＥ３Ｂ阻害剤である、シロスタゾール、
ミルリノン、ロリプラム、ジビリダモール、

シナルディフィル選定した。 
シスプラチン単剤と比較し、増感剤を併用す
ることにより、細胞傷害性は、シロスタゾー
ルは１００μＭで１８％向上し、ミルリノン
は１００μＭで１７％向上し、ロリプラムは
変化が無く、ジビリダモールは２．５μＭで
１５％向上し、シナルディフィルは１４％の
向上があった。 
 
[図１] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ＡＫＲ１Ｃファミリー阻害剤 
ＡＫＲ１Ｃ ｆａｍｉｌｙ阻害剤とし、メフ
ェナム酸、ジャスモン酸を選定した。 
シスプラチンと併用することにより、メフェ
ナム酸は４００μＭから細胞傷害性の３
０％向上があった。ジャスモン酸は４ｍＭで
２０％の向上があった。 
 
 
[図２] 
 
 
 
 
 
 
 
 
ＤＭＳＯを混入するとリポソーム作成時の
薄膜形成率が悪くなり、１０μＬが限界であ
る。そのため、ＤＭＳＯ溶解性の薬剤は候補
から外し、単剤でも増強効果が高い抗癌剤耐
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性遺伝子阻害剤としては、シロスタゾール、
ジャスモン酸、メフェナム酸を候補として、
リポソーム化を行った。 
 
○放射線増感剤 
ＦＧＦＲ３阻害剤 
放射線耐性遺伝子ＦＧＦＲ３耐性遺伝子の
阻害剤としＰＤ１７３０７４を選定した。細
胞傷害性は、放射線のみと比較すると、１０
０ｎＭから９％の向上が示された。 
[図３] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【増感剤の新規療法Ⅱの in vitro の効果】 
 
○抗癌剤増感剤 
ＰＤＥ３Ｂ阻害剤 
(1)シロスタゾール 
シロスタゾールリポソームではシスプラチ
ン単剤より、ＳＩＮリポソーム（SIN Cilo 
lipo）では、細胞傷害性が２０％向上してい
た。新規療法Ⅰでは、細胞傷害性が３１％（図
１）であるのに対して、新規療法Ⅱでは、５
９％（図４）と有意に向上していた。 
[図４] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ＡＫＲ１Ｃファミリー阻害剤 
(2)メフェナム酸 
メフェナム酸リポソームではシスプラチン
単剤より、ＳＩＮリポソーム（SIN MA lipo）
では、細胞傷害性が１２％向上していた。し
かし単純リポソーム（MA lipo）でも１３％
の向上があった。新規療法Ⅰでは、細胞傷害
性が４９％（図１）であるのに対して、新規
療法Ⅱでは、３１％（図５）であった。 
[図 5] 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(2)ジャスモン酸 
ジャスモン酸リポソームではシスプラチン
単剤より、ＳＩＮリポソーム（SIN JA lipo）
では、細胞傷害性が２０％向上していた。新
規療法Ⅰでは、細胞傷害性が２６％（図１）
であるのに対して、新規療法Ⅱでは、３９％
（図６）と有意に向上していた。 
[図６] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
○放射線増感剤 
ＦＧＦＲ３阻害剤 
(1)ＰＤ１７３０７４ 
ＰＤ１７３０７４リポソーム（PD lipo）では
単剤と放射線４Ｇｙをおこ、ＳＩＮＰＤリポ
ソーム（SIN PD lipo）では、細胞傷害性が
２０％向上していた。新規療法Ⅰでは、細胞
傷害性が９％（図１）であるのに対して、新
規療法Ⅱでは、１９％（図７）と有意に向上
していた。 
[図７] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【増感剤の新規療法Ⅰ・Ⅱの in vivo の効果】 
ＰＤＥ３Ｂ阻害剤 
(1)シロスタゾール 
新規療法Ⅰであるシロスタゾール単剤（Cilo）
より、新規療法ⅡであるＳＩＮシロスタゾー
ルリポソーム（SIN Cilo lipo）では、有意に
腫瘍抑制効果が見られた。 
[図８] 
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ＡＫＲ１Ｃファミリー阻害剤 
(1)メフェナム酸 
新規療法Ⅰであるメフェナム酸単剤（MA）
と、新規療法ⅡであるＳＩＮメフェナム酸リ
ポソーム（SIN MA lipo）に、コントロール
と比較すると有意な腫瘍抑制効果があった
が、両療法に差はなかった。 
[図９] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)ジャスモン酸 
新規療法Ⅰであるジャスモン酸単剤（JA）と、
新規療法ⅡであるＳＩＮジャスモン酸リポ
ソーム（SIN JA lipo）に、コントロールと比
較すると有意な腫瘍抑制効果があったが、両
療法に差はなかった。 
[図１０] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
○放射線増感剤 
ＦＧＦＲ３阻害剤 
(1)ＰＤ１７３０７４ 
新規療法ⅠであるＰＤ１７３０７４単剤
（PD）と比較すると、新規療法ⅡであるＳＩ
ＮＰＤ１７３０７４酸リポソーム（SIN PD 
lipo）は有意に腫瘍抑制効果を示した。さら
に、両療法とも、コントロールと比較すると
有意な腫瘍抑制効果が見られた。 
[図１１] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

【副作用】 
全てのリポソーム製剤において、正常細胞に
おいて、細胞傷害性は現れない濃度で使用し
た。また、in vivo においては、実験中に、治
療や薬剤による、体重減少や死亡などは見ら
れなかった。 
 
【まとめ】 
今研究により、従来からある化学療法と放射
線療法の増感剤を同定するとともに、独自で
改良した腫瘍特異的ドラックデリバリーシ
ステムを用いることにより、従来の治療法を
増感させる新規治療法を開発することがで
きた。 
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