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研究成果の概要（和文）：　申請者の開発してきた超分子ドラッグデリバリーシステム（DDS）の機能拡張や集積効果
の最大化を図り、光により活性化させることができる超分子デバイスを創製し、最先端光学技術を有機的に統合させ、
体内のいかなる部位にも対応可能な次世代型診断・治療技術を開発した。本研究で開発した超分子DDS型光増感剤を用
いた光線力学療法によって、周囲の正常組織を傷害することなく、通常観察では検知できない微小な病変を含め、選択
的な増殖性病変の治療が可能となる。

研究成果の概要（英文）： Enhancing its function and maximizing the accumulation efficiency, we advanced ou
r developed supramolecular drug delivery system (DDS), resulted in the creation of light-activating supram
olecular devices. Combining them with state-of-the-art optical technology, we have developed a next-genera
tion theranostic system that can be applied to any sites in the body.  Photodynamic therapy using the nove
l supramolecular DDS-type photosensitizers corresponds to highly selective treatment for tumors, including
 undetectable micro-lesions without any damage to surrounding normal tissues. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、標的化診断・治療（Theragnosis）への

期待が高く、精密なドラッグデリバリーシス
テム（DDS）が求められている。しかし、体内
への投与後、ミリメートルの精度で病変に集
積する DDS はいまだ達成されていない。 

申請者らは、DDS 型超分子として評価の高
い高分子ミセルを用いて、患部選択的な集積
性を発揮する DDS 型光増感剤を創製し（Fig. 
1）、光線力学療法（PDT）における優れた治療
効果を実証してきた(1) (2) (3)。高分子ミセル
型の超分子は、病変へのターゲッティングに
必要とされるサイズ（20 – 200 nm）に容易に
合成でき、さらに外殻を形成するブロック共
重合体の高分子鎖の設計自在性によりEPR効
果(*1)を格段に向上させることが可能で、患部
選択的な集積性の発現に大きく寄与する(4)。 

さらに申請
者らは最近、
革新的なナノ
DDS カプセル
として機能す
るピクソーム
(PICsome)を創
製した (5) (6)
（Fig. 2）。静電
相互作用に基
づく自己組織
化によって形
成されるポリ
マー型ベシク

ルである PICsome は、混合、というきわめて
単純な方法で、多岐にわたる種類の物質を容
易に封入することができる。すでに量子ドッ
ト(QD)を封入した PICsome を合成し（特願
2010-117821）、優れた EPR 効果とがんへの選
択的集積性を確認している。 

上述のように、光エネルギーによって活性
酸素を産生する光感受性物質と高分子ミセル
を組み合わせたり、蛍光標識物質である QD
を PICsome へ封入したりすることなど、機能
（作用）物質の超分子デバイスによる DDS 化
により、ダブルターゲティング効果（DDS と
局所光照射）に基づく、確実性と安全性に優
れた精密ナビゲーション診断・治療を実現で
きる可能性が開けてきた。 
 
*1 EPR (Enhanced Permeability and Retention)：がん

組織は正常組織に比べて血管壁の透過性が亢進し

ており、数十〜数百ナノメートルの小孔（ポア）を

有する一方で、リンパ系の構築が未発達であるた

めに、高分子物質が集積し滞留しやすくなる効果。 

２．研究の目的 
本研究では、我々の開発してきた超分子ド

ラッグデリバリーシステム（DDS）の機能拡
張や集積効果の最大化を図り、光により活性
化させることができる超分子デバイスを創製
するとともに、最先端光学技術を有機的に統
合させ、体内のいかなる部位にも対応可能な、
増殖性疾患・炎症性疾患に対する次世代型診
断・治療技術を開発する。本研究で開発する
超分子デバイスによって、周囲の正常組織を
傷害することなく、通常観察では検知できな
い微小な病変を含め、選択的な増殖性病変の
治療が可能となる。 
 
３．研究の方法および４．研究成果 
3&4-1. NanoDDS 型光増感剤の開発 
3&4-1-1. PICsome を Nano キャリアとして用いる
場合 
3&4-1-1-1.腫瘍集積性における粒径依存性の
検討(7) 
 EPR 効果に基づく原理をもってがんへの選
択的集積性を高める目的においては、そのキ
ャリアサイズが重要である。他方、PICsome で
は、その粒径を精緻にサイズ制御することが
できるので、化学的には同じ性状の外郭をも
った、粒径違いの PICsome を合成することが
できる(8)。そこで、PICsome の優れたサイズ
制御性を利用して、Nano キャリアの粒径サイ
ズによる腫瘍集積性および血中滞留性につい
て検討した。 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide hydrochloride (EDC)で架橋（クロ
スリンク）された環境耐性の高い PICsome を
合成して、生体内検知のために Cy5 で標識し
た。５つの粒子サイズに調整された(102, 158, 
197, 256, 298 nm) Cy5-labeled PICsome および
38 nm の粒子サイズの Cy5-PIC micelle を大腸
がん細胞(C-26)を移植した担がんマウスに静
脈注射してその動態を調べた。 

その結果、最も高い血中滞留性を示したの
は粒径 158 nm の PICsome であった（Fig. 3）。
小さい粒径の PICsome では腫瘍への集積性が
高く脾臓への集積性は低かった一方で、大き
い粒径の PICsome では逆の関係が見られた。 



 

 

Fig.3 Blood circulation profile of Cy5-PIC micelles and cross-

linked Cy5-Nano-PICsomes: PIC-38 (a), PIC-102 (b), PIC-

158 (c), PIC-197(d), PIC-256 (e), PIC-298 (f) (n = 3) (7) 

 

（Fig. 4）。そして、粒径 150 nm 付近で鋭いカ
ットオフポイントが認められた。 
 以上の結果より、腫瘍集積性の高い Nano キ
ャリアは粒径が 150 nm 付近以下であること
が必要であるが、一方でそれより小粒径の場
合は、血中循環から速やかに除去されること
がわかった。粒径を調節することで PICsome
が異なる用途のドラッグデリバリーにも有用
なキャリアとなりうることが示された。 

Fig. 4 Accumulation of PICsomes into tissues (Tumor and 

Spleen) dependent on the size of PICsomes. Ref(7) modified. 

 
3&4-1-1-2. PDT 効果の検討(9) 
 PICsome に光増感剤を搭載したものを合成
して細胞内取り込みおよびPDT効果について
調べた。 
 粒径約 100 nm の PICsome に光増感剤であ
る Al(III) phthalocyanine chloride disulfonic acid 
(AlPcS2a)を封入した（11%(w/w)）AlPcS2a-
PICsome を作製した。肺がん細胞（A549）へ
の取り込みを計測したところ、Free AlPcS2a に
比して 3 倍程度の取り込み増加が見られた
（Fig. 5a）。取り込み機構は、Clathrin を介する
Endocytosis および Macro-pinocytosis を介する
経路を主とすることが示唆された（Fig. 5b）。
そして、細胞内での PICsome は Lysosome 内
に取り込まれていることがわかった（Fig. 5c）。 

さらにこの状態で AlPcS2a の吸収波長であ
る 680 nm の光を照射(100 mW/cm2)してやる
と、AlPcS2a 由来の蛍光が 40 倍近く増強した。
これは AlPcS2a と光による化学反応によって
発 生 し た 活 性 酸 素 が PICsome お よ び
Lysosome 膜を破壊して、中から AlPcS2a が放
出(Photoinduced release: PCI)されたことを示唆
している。 

Fig. 5 Cellular uptake and internalization pathways of 

AlPcS2a-PICsomes. (a) Amounts of internalized AlPcS2a by 

A549 cells after 1, 4, 8, and 24 h of exposure to 1.0 ug/mL 

free AlPcS2a and AlPcS2a-PICsomes, respectively. (b) 

Normalized fluorescence intensity from AlPcS2a-PICsomes 

in A549 cells without (control) or with various inhibitors, 

including chlorpromazine (10 ug/mL), filipin (5ug/mL), 

cytochalasin B (40 ug/mL), and nystatin (10 ug/mL), 

quantified by flow cytometry. (c) In vitro confocal imaging of 

subcellular distribution of AlPcS2a-PICsomes(red) in A549 

cells prestained by CellLight Lysosomes-GFP(green). Nuclei 

were stained with Hoechst 33342 (blue). (d) Enlarged view of 

selected area in (c).(9) 

 
 次に、PDT 効果について検証した。A549 細
胞に AlPcS2a-PICsome または Free AlPcS2a
を添加したのち、光照射をおこない MTT assay
による細胞数を計測した。その結果、AlPcS2a-
PICsome を用いた PDT は、Free AlPcS2a を
用いた PDT の 2－3 倍高い殺細胞効果が認め
られた(Fig. 6)。 
 結論として、光増感剤（AlPcS2a）が封入さ
れた PICsome は、細胞内に容易に取り込まれ、
光照射によって細胞質内に光増感剤（AlPcS2a）
を放出（PCI 効果）する。放出された光増感剤
（AlPcS2a）は光との化学反応によって活性酸
素を産生し、光増感剤（AlPcS2a）単独の場合
PDT に比して 2－3 倍強い殺細胞効果を発揮
した。このことはさらに、PICsome が PCI 効
果によってさまざまな薬剤の細胞内への随意
放出機構として機能することを示唆する。 

 

Fig. 6 Photocytoxicity of (a) AlPcS2a-PICsomes and (b) free 

AlPcS2a against A549 cells, analyzed by MTT assay. The 

A549 cells were incubated with AlPcS2a-PICsomes and free 

AlPcS2a for 24 h, followed by 15, 30, and 45 min 

photoirradiation with a halogen lamp equipped with a 

bandpass filter (400−700 nm) (fluence rate: 3.0 mW/cm2; 

irradiation time: 15, 30, and 45 min; fluence: 2.7, 5.4, and 8.1 

J/cm2). (9) 



 

 

3&4-1-2. 高分子ミセルを Nano キャリアとして用
いる場合 
3&4-1-2-1.高分子ミセル型光増感剤におけるミ
セル外殻の架橋状態と細胞内取り込みおよび
活性酸素産生能力との関係(10) 
 申請者らは以前より、光増感剤としてデン
ドリマー型 Phthalocyanine (DPc)をミセルに封
入した DPc ミセル(DPc/m)を用いた PDT が従
来薬の光増感剤である Photofrin よりも高い
PDT 効果を発揮し、他方で皮膚光線過敏など
の副作用を低減することを報告してきた(2)。
本研究を進めていくうちに、ミセルの細胞内
の取り込み程度や光照射した際の活性酸素産
生量がPDT効果に大きく影響することが明ら
かになってきた。 
 そこでこれらを詳細に調査するために、今
回、ミセル外殻の架橋（クロスリンク）状態を
変化させ、外殻の「硬さ」を制御した際の細胞
内取り込みや活性酸素産生量を調査し、PDT
効果を最大とする至適「硬さ」について検討
した。 

Thiol 基 を 配 し た Poly(ethylene glycol)-
poly(L-lysine) block copolymer (PEG-PLys(IM))
を 13%, 28%, 39%の割合で含む各 PEG-PLys 
溶液と DPc を PBS 内で混和（w/w =2.2/1）さ
せて架橋型 DPc/m（DPc/m/c）を合成した。Thiol
基の割合に応じて Block copolymer（ブロック
共重合体）同士が Disulfide 結合により架橋す
るため、PEG-PLys(IM)の割合が高いほど外的
環境耐性が高い。 
 DPc 構造の一部を 125I で標識した DPc, 
DPc/m, DPc/m/c を用いて肺がん細胞（A549）
への取り込みを調べたところ、Fig. 7 に示すよ
うに DPc/m は DPc の 9 倍近く取り込まれ、架
橋することによって取り込みはさらに増大し
て架橋割合が 28%のときに最大取り込みを示
した。架橋によってミセル構造が安定化する
ことが取り込み率を高めたことが推測された。 

Fig. 7. Cellular uptake of 125I-labeled DPc, DPc/m and 

DPc/m/c in A549 cells. (10) 

 
次に、光増感剤に光照射した際に産生され

る活性酸素量の架橋による影響を見た。活性
酸素量は消費される酸素量によって評価した。
Fig. 8 に示すように、1000 s 間光照射すると、
DPc/m は DPc に比して酸素消費量が少し増加
した（消費総量で 61%, 55%）。DPc/m/c ではさ
らに増大して、架橋割合 39%のものが最大の
酸素消費を示した。（消費総量で 91%）。 
 次に PDT 効果について調べた。照射密度が

10.8 J/cm2 の際の IC50 (uM)は、8.0, 0.8, 0.05, 
0.07, 0.4(それぞれ、DPc, DPc/m, DPc/m/c-13, 

DPc/m/c-28, DPc/m/c-39)で、架橋割合が 13%お

よび 28%のものを用いた場合に最も低用量で

殺細胞効果を発揮した。 

Fig. 8. Relative oxygen partial pressure change in 10 mM 

phosphate buffered solution (pH 7.4) containing 10% FBS with 

13.4 uM DPc, DPc/m and DPc/m/c after the photoirradiation. 

(10) 

 
 結論として、DPc/m の架橋によって細胞内
取り込みならびに活性酸素産生量は増加し、
PDT による殺細胞効果は増大した。ただし、
PDT 効果と架橋割合は単調な正相関ではなく、
至適な架橋割合（13%、28%）が存在すること
が明らかとなった。架橋割合 39%の場合は、
構造安定性が過度に高くなって光照射による
構造変化が起こりにくくなり、細胞内小器官
を十分な傷害することが出来なかったと推測
している。本所見は光増感剤の Nano キャリア
を設計する上で重要な示唆を与える。 
 
3&4-1-2-2. 複数の機能を搭載できるマルチコ
ンパートメント型高分子ミセルを用いた光増感剤
の創製(11) 
 申請者らは、新たな NanoDDS プラットフォ
ームとして、複数の機能分子を搭載すること
が可能なマルチコンポーネント型高分子ミセ
ルを開発した。これによりたとえば、診断プ
ローブと治療プローブなどを同一の Nano キ
ャリアに搭載し、患部へ同時に送達すること
ができるようになる。 
 本マルチコンパートメント型高分子ミセル
の特徴は、Interpolyelectrolyte complex (IPEC)構
造を土台（反応の場）にして、異なる機能を有
する分子プローブを結合させることを可能に
したことにある。 

Fig. 9 BVT (polybutadiene-block-poly(2-vinylpyridine)-

block-poly-(tert-butyl methacrylate)) triblock terpolymer is 

quaternized and hydrolyzed in dioxane to give amphiphilic 

BVqMAA. After photosensitizer addition, self-assembly to 

micelles takes place through the exchange of solvent from 



 

 

dioxane to PBS buffer. Complexation with PLL-b-PEG 

diblock copolymers and subsequent crosslinking of PMAA 

with PLL yields PEGylated micelles (BVqMAA/PLL-b-PEG). 

Ref (11) modified. 

 
今回の研究では Fig. 9 に示すように、まず

疎水基である Polybutadiene (PB)を核として光
増感剤である Porphyrazin を封入した PB-core
を形成させ、その IPEC 部位に負に荷電した
Poly(methacrylic acid) (PMAA)搭載したコロナ
型ミセル(BVqMAA micelle)を合成した。さら
に PMAA 部分に正に荷電した Poly(ethylene 
glycol)-block-poly(L-lysine) (PLL-b-PEG)を反応
させて PEG 化することによって PEG コロナ
を有しBottlebrush-on-sphere型の形態を呈する
マルチコンパートメント型高分子ミセル
(BVqMAA/PLL-b-PEG micelle)を合成した。 

本研究では、創製した BVqMAA/PLL-b-PEG 
micelle を血中投与した際の腫瘍への集積性な
らびに PDT 効果について、PEG コロナの組成
が及ぼす影響について検討した。 
 その結果、PMAA 部位を PLL-b-PEG と反応
させて 100%PEG 化させることで血中滞留性
は、50%PEG 化した場合に比して 10 倍以上延
長した。それに伴って PDT 効果も増強し、
100%PEG 化した BVqMAA/PLL-b-PEG micelle
を用いたPDTでは腫瘍増殖をほとんど抑制す
ることが出来た。他方、PMAA 部分の長さに
よる上記の生物学的効果に対する影響は小さ
く、PMAA のブロック長（DPPMAA）が 400 の
場合と 1350 に比較においては、腫瘍への集積
性に有意差は認められなかった。 
 BVqMAA micelle は、水溶性で正に荷電した
ブロック共重合体であれば、原理的にはいか
なるものとも結合させることができるので、
結合させたい分子プローブの設計自在性を高
くすることが可能である。 
 
3&4-2. PDT 用光学技術の開発 
3&4-2-1. 均質光照射ファイバープローブ(12) 
(13) 
 腫瘍に対する PDT の従来的な方法論は、光
増感剤が集積している病変部のみに限局して
光照射することにより局所にだけ光化学反応
が生じて抗腫瘍効果が発揮される。しかし、
局所のみに限局して光照射することは容易で
はない。そこで申請者らは、腫瘍が存在する
領域を含めて臓器の広い範囲に均質な光照射
を行う、という方法を着想した。上記した
NanoDDS 型光増感剤では、正常部位への集積
が従来の低分子量光増感剤と比べて劇的に低
減できるので、正常部位での光化学作用によ
る傷害はほとんど無視できる、という前提に
立脚した発想である。この照射方法のメリッ
トは大きく、臓器内に複数のがん病変がある
場合や、がんがびまん性に臓器粘膜に広く分
布している場合などの外科的切除の適用が困
難な状況においても、本法はその治療原理に
照らして適用可能である。 
 本研究では、上記した考え方に基づき均質
光照射実現のための光ファイバープローブの

開発を行った。標的臓器として膀胱を選択し
た。これは膀胱がんは、多発性でしかもびま
ん性に増殖・浸潤する性質をもつため、上述
した照射コンセプトを最大限に生かせるから
である。 
 モデル動物としてラットを用いて、膀胱内
腔を均質に光照射するために、ラット膀胱内
腔の立体形状と光強度密度が一致する光が放
出されるような光ファイバープローブを設計
した。小動物用超音波イメージング装置を用
いてラット膀胱の形状データを取得し、ラッ
ト膀胱内腔の立体形状に一致した光が出射さ
れるよう光ファイバーの先端を Fig. 10 に示す
ような精密成型加工を施し、光分布が膀胱内
腔に近似した、均質型照射ファイバープロー
ブ(Homogenous Irradiation Fiber Probes: HIFiP)
を作製することに成功した。 

Fig. 10. Illustration of processing of the homogenous 

irradiation fiber probe (HIFiP). An outline of the processes is 

(1) stripping of the resin coat, (2) twisting of the core bundle, 

(3) conical shaping of the twisted core bundle, and (4) 

rounding of the apex. (12) 

 
 

Fig. 11. Volume of tumors 

in the orthotopic bladder 

cancer model after PDT 

using either the control 

fiber (CF) or the 

homogenous irradiation 

fiber probe (HIFiP). 

Volume of tumors in the 

rats not treated with PDT 

is represented as PDT 

(-).(12) 

 
HIFiP を用いてラット膀胱内に光照射した

ところ、膀胱粘膜面表面積の約 70%に光が照
射され、コントロールファイバーを用いた場
合の約 2 倍に達した。さらに正所性ラット膀
胱がんモデルを用いて PDT を行ったところ、
コントロールファイバーを用いた PDT の約 2
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倍の効果増強を得ることが出来た（Fig. 11） 
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