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研究成果の概要（和文）：シスプラチンをヒアルロン酸ハイドロゲルに内包することで腹腔内停留性を増加させ、腹腔
内投与に適した新たな生体材料を作成することを目標とした。
二種のヒアルロン酸ポリマーを混合させることによりシスプラチンは分解するゲルより5日間以上かけて放出されるこ
とが示された。ヒト胃癌細胞を用いたマウス腹膜播種モデルにて、シスプラチン1mg/kgを担持させたヒアルロン酸ハイ
ドロゲル投与群において、腹膜播種結節の合計重量の減少が認められたが、同濃度のシスプラチン単体投与では有意な
抗腫瘍効果は認められなかった。ヒアルロン酸ハイドロゲルは水溶性抗癌剤の腹腔内投与に適した新たなドラッグデリ
バリーシステムとして有用である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to produce novel biological material which is suitable for
 intraperitoneal (i.p.) chemotherapy. Water-soluble cisplatinum was incorporated in in-situ cross-linkage 
hyaluronic acid (HA) gel to prolong the intraperitoneal retention of cisplatinum. We could show that cispl
atinum was released from HA gel continuously for more than 5 days. In vivo assay using mouse peritoneal di
ssemination model, HA gel with 1 mg/kg cisplatinum decreased the total weight of peritoneal disseminated n
odulus, but the i.p. administration of the same amount of cisplatinum did not show anti-tumor effect. In s
itu cross linkage HA gel is useful for i.p. administration of hydrophilic anti-cancer drugs as a novel dru
g delivery system.   
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１．研究開始当初の背景 
腹膜播種は胃癌手術治療後の患者予後を規定する
最大の要因である。近年の分子生物学的研究の発
展は癌治療の分野において目覚しい進展もたらし
たが、腹膜播種に対する治療法に関しては, 大き
な進歩がみられていない。胃癌腹膜播種に対する
効果的な治療は, 胃癌治療に携わる臨床医にとっ
て克服すべき最大の課題である．現在, 胃癌腹膜
播種に対しては化学療法・外科手術療法・免疫療
法・温熱療法等が行われているが, それらの治療
成績は良くても半年程度の生存期間 (Jpn J Clin 
Oncol. 2004 ;34(6):316-22) であり, いまだ不十
分であるといわざるを得ない．  
腹膜播種病変が各種抗癌剤に対して治療抵抗性で
ある原因の一つに, 腹腔内に散在する腹膜播種結
節の深部へ薬剤が経静脈的な投与では十分に到達
しないことが挙げられる． 
パクリタキセル（タキソール®）は水にほとんど
溶解しない脂溶性の抗癌剤であり, 界面活性剤に
溶解し製剤化されている．分子量が大きく腹腔内
投与時に長時間腹腔内に留まり, 血液中に移行し
にくいという特徴があり, また繰り返し投与して
も薬剤性腹膜炎による癒着は認められず, 腹腔内
投与に適した薬剤である．欧米では, タキソール
の腹腔内投与は進行卵巣癌に対する標準的治療と
認識されている (N Engl J Med. 2006 
5;354(1):34-43.)．我々は, 2005年より, 胃癌腹膜
播種症例に対し, 図 1に示すように, 腹腔内に直
接タキソールを投与する臨床試験を行い, 中央生
存期間が 2年と従来の治療と比べ飛躍的な治療成
績の向上を得た(Ann Oncol. 2010 ;21(1) :67-70.)． 
基礎研究においてはマウスを用いた基礎的実験に
て, 蛍光標識したパクリタキセルを腹腔内投与し
たところ, 図 2に示すように播種結節表面から内
部深くまで浸透するのを確認した(Cancer Sci. 
2009;100(10):1979-85)．これは静脈投与されたタ
キソールが腫瘍内部の血管周囲にわずかにしか集
積しないのと対照的である． 
一方, シスプラチン (CDDP) や 5 FUは胃癌に対
して効果の認められた抗癌剤であるが, 水溶性薬
剤であり, 腹腔内に投与しても腹膜下に豊富に存
在する毛細血管から直ちに吸収されてしまい, 播
種病変に到達する前に腹腔内からクリアランスさ
れ, ゆえに動物実験においても腹膜播種に対する
十分な効果は確認されていない． 
 
２．研究の目的 
連携研究者（伊藤准教授ら）は, ヒアルロン酸を
用いた 2液混合型 in situ架橋ハイドロゲル（ヒア
ルロン酸ゲル）の開発と腹膜癒着防止材料への応
用に成功した(Biomaterials. 2006 ;27(27))．この
材料はヒドラジド基とアルデヒド基で修飾した 2
種の多糖類（A液・B液）がダブルシリンジで混
合しながら腹腔内に注入され, 2液それぞれの架
橋部位がクロスリンクすることにより腹腔内でゲ
ル化する．ゲル化されたヒアルロン酸が腹腔内で
加水分解されるまで数日以上要するので, 親水性
のヒアルロン酸に水溶性薬剤を担持させておくこ
とにより, 薬剤を腹腔内に長期間にわたり徐放さ
せることが可能となる． 

そこで, シスプラチンをこのヒアルロン酸ゲルに
担持させることにより, タキソールの持つ腹腔内
投与における長所をシスプラチンに付加させ, 水
溶性抗癌剤でありながら腹腔内に長期間滞留し, 
腹膜播種病変に効果的に作用するドラッグデリバ
リーシステムを構築することを研究の目標とした． 
 
３．研究の方法 
【概要】 
① 2 液混合型ヒアルロン酸 in situ 架橋ハイドロ
ゲルの腹腔内における経時的・空間的挙動変化に
ついて検討し, ② シスプラチン担持ヒアルロン
酸ゲル腹腔内投与後の腹水中, 血液中シスプラチ
ン濃度の経時的測定を行う． ③ヒアルロン酸ゲル
より腹腔内にシスプラチンを長期間徐放させるこ
とによる腹膜播種治療効果を明らかにし, 腹膜播
種治療のために理想的な水溶性抗癌剤徐放担体と
してのヒアルロン酸 in situ 架橋ハイドロゲルの
特性を実証する． 
 
① 2 液混合型ヒアルロン酸 in situ 架橋ハイドロ
ゲルの腹腔内における経時的・空間的挙動変化の
測定 
ラットを用い, 腹腔内に注入したヒアルロン酸ハ
イドロゲルの腹腔内分布を観察する．また, 経時
的に腹腔内に残留するハイドロゲルの量を計測し
た． 
ヒドラジド化ヒアルロン酸（A液）とアルデヒド
化ヒアルロン酸（B液）それぞれのポリマー濃度
を下げると, 架橋時間が延長し, 粘度が低下し, 
分解速度も低下する(Biomaterials. 
2006 ;27(27))．つまり A液と B液のポリマー濃度
を変化させることにより, 腹腔内にてゲル化され
るまでの時間, 空間的拡がり, ゲルの分解速度を
調整することができる． 
抗癌剤が徐放される際に最適なスピード（ゲル化
に数分間, 分解に 1週間程度）を目標として, A
液, B 液中のそれぞれのポリマー濃度を決定した． 
 
② シスプラチン担持ヒアルロン酸ハイドロゲル
腹腔内投与後の腹水中, 血液中シスプラチン濃度
の経時的変化の測定 
 
シスプラチンを担持させたヒアルロン酸ハイドロ
ゲルを腹腔内投与し, 腹水中, 血中のシスプラチ
ン濃度を経時的に測定し, 薬物動態を把握する．
また, 腹腔内に残存するゲル中のシスプラチン濃
度を測定し, ヒアルロン酸ゲルのシスプラチン徐
放速度を測定した． 
経時的な採血はラットやマウスでは困難であり, 
ウサギの耳静脈から採血を行うこととした．した
がって血中シスプラチン濃度の測定にはウサギを
用いる．しかし, 腹水を経時的にウサギより採取
することは困難なことが予想される．そこで, 腹
水中のシスプラチン濃度測定にはマウスを用い, 
経時的に犠牲死させて腹水を採取した。同量のシ
スプラチンを静脈投与したときもそれぞれ同じ条
件で腹水中・血中シスプラチン濃度を測定し, 腹
腔内投与時と静脈投与時の薬物動態を比較検討し
た． 



③ ヒアルロン酸ゲルよりシスプラチンを腹腔内
に長期間徐放させることによる腹膜播種治療効果
の検討 
 
ヌードマウス胃癌腹膜播種モデルにおいて, 胃癌
細胞を腹腔内に接種後, 7 日目, 14 日目, 21 日目
にシスプラチンを担持させたヒアルロン酸 in 
situ 架橋ハイドロゲルを腹腔内に投与し, 28 日
目に犠牲死させ, 生じた腹膜播種結節の数と重量
を測定し, 腹膜播種に対する抑制効果を検討する．
また, 28 日目に犠牲死させずに癌死するまで観察
する各群を設け, シスプラチン担持ヒアルロン酸
ゲルの生存期間に与える影響について検討する．
同量のシスプラチン単剤を腹腔内投与した場合, 
静脈投与した場合と比較検討した． 
 
４．研究成果 
我々がヒト胃癌細胞株から樹立した腹膜播種を高
頻度に起こす細胞株MKN45Pを用いて、in vitro の
基礎的研究を行った。ヒアルロン酸ゲルポリマー
単体では、1mg/ml の濃度にて培養液に添加させて
も細胞毒性は認められなかった。この濃度のポリ
マーにシスプラチンを担持させ、培養液に添加さ
せたところシスプラチン濃度 0.001mg/ml にて細
胞増殖抑制効果がみられた。 
続いてヒアルロン酸ゲルポリマーの swelling 
kinetics の解析を行った。ヒアルロン酸分解酵素
の存在しない状況では、4日間以上、分解されな
かったが、ヒアルロン酸分解酵素の存在下では速
やかに分解された。ポリマー濃度 10mg/ml のほう
が 20mg/ml に比較し速やかに分解された。 
まずヒドラジドヒアルロン酸（A液）とアルデヒ
ド化ヒアルロン酸（B液）のポリマー濃度を変化
させ、腹腔内投与に最適なそれぞれの濃度を決定
した。具体的にはゲル化時間を決定する因子を定
量的に調べ、ゲル化時間の最適化をおこなった。
300 rpmで回転している9 mm攪拌子の中心部に200 
µLの HA-CHO をマイクロピペッターを用いて加え、
その後同じポリマー濃度、シスプラチン（CDDP）
濃度の HA-ADH を 200 µL滴下し、ゲル化がおきる
までの時間を観測した。ポリマー濃度0.5%、1.0%、
1.5%、2.0%のゲル化時間はそれぞれ 100秒、40秒、
24 秒、18 秒であった。これは高濃度の場合の方が
架橋点の数が多く、加えてポリマー濃度が高いた
めに相対的な架橋密度が低くくても、ゲル化しや
すいためである。2.0～1.0 %では濃度を薄くして
もゲル化時間は急激に変化はしなかった。これは
HA-ADH と HA-CHO の混合が律速になっており、ゲ
ル架橋反応は瞬時に起こっているからだと考えら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ゲルの粘度は濃度を下げると徐々に低下して行き、
0.5%では形を保たないほど粘度が低かった。以上
の結果からゲル化時間が最も速いポリマー濃度2%
と決定した。 
続いて CDDP 担持ヒアルロン酸ハイドロゲルをマ
ウスの腹腔内に投与し、28日後に残留ゲルを摘出、
ヒアルロン酸分解酵素を加えゲルを完全に分解し、
原子吸光法によりシスプラチン濃度を測定した。
CDDP 0.1 mg/mL投与群では 3.9 µg、CDDP 0.02 mg/mL
投与群では 0.7 µgであった。1回の注入で 100 μ
gの CDDP が担持されているので 3.86 %が残ってい
る結果となった。これは以前に行った in vitro の
結果とほぼ一致し CDDP が HA-ADH と配位子形成を
したことと矛盾しない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ヒドラジドヒアルロン酸とアルデヒド化ヒアルロ
ン酸のポリマー濃度は 2％が最も速やかにゲル化
すること、またこれにシスプラチンを加え腹腔内
に残留したゲル中のシスプラチンを測定したとこ
ろ、3.86％が担持されていることが判明した。こ
れら結果は、我々が当初予想していたとおり、ハ
イドロゲル中にシスプラチンを担持させ、腹腔内
に投与することにより、単独では短時間で腹膜中
皮から吸収されてしまう水溶性抗癌剤であるシス
プラチンが長時間腹腔内に停留していることが証
明された。 
 
ヒト胃癌を用いたマウス腹膜播種モデルにおいて、
シスプラチン 1mg/kg を担持させたヒアルロン酸
ハイドロゲル投与群において、腹膜播種結節の合
計重量の減少が認められたが、同濃度のシスプラ
チン単体投与では有意な抗腫瘍効果は認められな
かった。 
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