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研究成果の概要（和文）：ナノキャリアに封入された抗がん剤は、enhanced permeability and retention effect (EP
R効果)にしたがって腫瘍内に移行する事が知られている。しかし、このEPR効果を利用したナノキャリアによる抗がん
剤デリバリーに限界があり、腫瘍内血管ネットワークに関連する腫瘍内微小環境の能動的な制御を行う事が重要である
。経口型抗がん剤および抗がん剤封入ナノキャリアの低用量繰り返し投与が腫瘍内血管系に影響を与え、ナノキャリア
の腫瘍への移行性および腫瘍内部での拡散性を改善する事を明らかにし、ナノキャリアの腫瘍移行性を亢進する新規な
方法を提示する事ができた。

研究成果の概要（英文）：Efficient systemic delivery　of anticancer drug to tumor tissue is a current 
critical challenge. Several studies have demonstrated that nanoparticles enhance the systemic delivery of 
anticancer drug to tumor via EPR effect. However, the disordered tumor microenvironment still poses a 
potential impediment with respect to the efficient delivery. Metronomic chemotherapy successfully 
improved the accumulation of PEG-coated liposome in solid tumor and improved therapeutic efficacy of 
oxaliplatin (l-OHP) encapsulated in the liposome. We also showed that repeated injection of l-OHP 
containing PEGylated liposome enhanced the accumulation of subsequently injected liposome and improved 
their therapeutic effect compared to the treatment with longer intervals between doses. The methodology 
(regimen) we proposed in this study may be applicable for clinical setting.

研究分野：薬剤学

キーワード： ドラッグデリバリー　リポソーム　がん治療　がん微小環境
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

リポソームや高分子ミセルなどのナノキ

ャリア（平均粒子径 50-200nm）に封入された

抗がん剤は、非選択的な生体内分布が抑制さ

れて腫瘍組織へ集積されることで、毒性の軽

減とともに抗腫瘍効果が増強されることが

知られている。これは、腫瘍ではがん細胞の

増殖に伴って新生血管がつくられており、こ

のような血管は内皮細胞間の隙間が大きく

（400-800nm）、この隙間を通過してナノキャ

リアが腫瘍間質に移行しやすいこと、さらに

は腫瘍内リンパ系が未成熟であるため間隙

に貯まったナノキャリアの排泄速度は極め

て遅く、結果として顕著な腫瘍内貯留がみら

れることに由来する。このような現象を

Matsumura らは enhanced permeability and 

retention effect（EPR効果）と名付けている。 

しかし、この EPR効果を利用したナノキャ

リアによる腫瘍へのデリバリーに限界があ

ることが分かってきていた。腫瘍内血管ネッ

トワークは腫瘍個々でその状態が異なり、カ

ポジ肉腫のように血管密度が高いものもあ

れば、膵癌などのように血管密度が低いもの

もある。ナノキャリアは血行性であり、腫瘍

内への移行量は自ずとその血管密度に依存

する。効果を高めるためには、血管密度やそ

の透過性を高めるなど、ナノキャリアの到達

率を向上しうる優れた戦略が必要である。 

研究代表者らは、経口型抗がん剤 (S-1, 

Cyclophosphamide)の繰り返し投与(low dose 

metronomic chemotherapy (LDM))を併用する

ことでナノキャリア（PEG修飾リポソーム）

の腫瘍内移行性が亢進され、結果として高い

抗腫瘍効果が得られることを、①抗がん剤の

オキサリプラチン封入リポソーム、②Bcl-2 

siRNA 包含リポプレックスを用いて示した。

LDM は血管新生阻害療法として捉えられて

おり、LDM によって腫瘍内血管系が影響を

受け、ナノキャリアに対する EPR効果が亢進

されたことが原因と考えられる。 

 また近年では、同様に TNF-αや TGF-β 阻

害剤、VEGF-R 阻害剤など血管作動性の薬剤

と併用することによってナノキャリアの腫

瘍移行性が亢進されることが相次いで報告

されており、先に述べた“限界”を打破する

優れた戦略である可能性が示されている。し

かし、詳細な機構は明らかではない。 

 また、研究代表者らは、オキサリプラチン

封入 PEG 修飾カチオニックリポソームを繰

り返し投与することによっても、１回目投与

リポソームが２回目投与リポソームの腫瘍

移行性を高め、さらには２回目投与リポソー

ムが３回目投与リポソームの腫瘍移行性を

高める事を示しており、EPR効果によって腫

瘍内に移行した抗がん剤封入リポソームが、

次に投与されるリポソームに対する EPR 効

果を高めることを明らかにしている。ほぼ同

時期に、カナダのグループからも同様の報告

がイリノテカン、ドキソルビシン、ビンクリ

スチンなどの抗がん剤を封入した PEG 修飾

リポソームに関してされており、経口型抗が

ん剤の LDM 投与だけでなく、抗がん剤封入

PEG 修飾リポソームの繰り返し投与によっ

ても腫瘍内の微小環境が EPR 効果を亢進さ

せる方向に変化している可能性が示唆され

ている。 

このような抗がん剤や血管作動性薬剤の

EPR効果に対する“正の影響”に関して、Jain

らが提唱している腫瘍内血管系の“正常化

(normalization)”の関与を支持する文献が存在

する一方で ten Hagen らが主張する”

abnormalization”の関与を支持する文献も存

在しているが、系統立てた検討が加えられて

いないため、詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

ナノキャリアの腫瘍への移行は EPR 効果

によることが知られているが、EPR効果を利

用したナノキャリアによるデリバリーには

限界があり、腫瘍への到達率を向上する戦略



の構築が求められていた。研究代表者らは、

経口型抗がん剤を低用量で繰り返し投与す

ると、腫瘍内の微小環境が大きく変化してナ

ノキャリアの腫瘍移行量が増加する事を示

しており、腫瘍内微小環境を能動的にコント

ロールすることができれば、キャリアに封入

した抗がん剤や siRNA の薬効を最大に発揮

させる事ができるものと考えた。本検討では、

腫瘍内微小環境の能動的制御に繋がる、①腫

瘍内微小環境変化の誘導機構、②生じた腫瘍

内微小環境変化が EPR効果に与える影響、に

ついて詳細な検討を行い、③このような微小

環境変化を能動的に実現できる投与レジメ

ンを確立し、これまでなかった腫瘍内環境の

能動的制御に基づく革新的 DDS を確立する

ことを目的として研究を推進した。 

 

３．研究の方法 

(1) 腫瘍内微小環境変化とその誘導機構の解

明 

①腫瘍内血管密度の変化：抗がん剤処置後の

マウスに新生血管内皮細胞に親和性を持つ

レクチン（蛍光標識）を i.v.投与し、血流が

ある腫瘍新生血管の染色を行う。この腫瘍に

対して、組織切片を作成し、血管のマーカー

である CD31に対する抗体（蛍光標識）で免

疫染色を行い、血流のある血管（両方の分子

で染色されている）を定量評価する。 

②開口している血管数の変化：抗がん剤処置

後の腫瘍切片を H&E 染色し、開口している

腫瘍内血管(面積で 100 µm2以上)をカウント

して定量評価する。 

③腫瘍内の血流量の変化（灌流量の変化）：

抗がん剤処置により、腫瘍内の血流量が増加

したか、腫瘍内の赤血球由来の Hbを Drabkin

法によって測定し、定量評価する。 

④血管透過性の変化：血管から腫瘍間質への

血漿の漏れに関しては、定性的には Hoechst 

33342 の静脈内投与によって腫瘍内の間質細

胞の核がどの程度染色されるかで評価を行

う。 

⑤腫瘍内細胞死の評価：抗がん剤投与によっ

て誘導される腫瘍内微小環境変化は、抗がん

剤による細胞死と密接な関係にあるものと

考えられる。そこで、抗がん剤処置後の腫瘍

内の細胞死をTUNEL assayによって定量評価

し、①～④の検討で得られた知見と比較して、

細胞死と腫瘍内微小環境変化の関連につい

て明らかにする。 

(2) 腫瘍内微小環境の変化がナノキャリアに

対する EPR効果に与える影響： 

 がん細胞をマウスに移植し、経口抗がん剤

および抗がん剤封入リポソーム投与後の

PEG 修飾リポソームの腫瘍移行性と腫瘍内

分布を①組織切片の蛍光顕微鏡観察による

可視化、②放射活性を指標とした移行量の評

価の両面から行う。ナノキャリアのモデルと

して PEG 修飾リポソーム（平均粒子径：

100nm）を用いる。EPR 効果を利用するナノ

キャリアは 50-200nmの粒子径を有しており、

粒子径が 100nm の本リポソームを用いて得

られる情報は、普遍性の高い情報である。 

(3) 経口型抗がん剤の LDM 投与および抗が

ん剤封入リポソーム投与による EPR 効果の

促進とそのがん治療への展開： 

 得られた情報に基づき、腫瘍内に最も多く

ナノキャリアが移行しうるdosage regimen（投

与量、投与間隔）を提案し、実際に抗がん剤

封入 PEG 修飾リポソームあるいは siRNA 含

有 lipoplex と併用することで、抗腫瘍効果と

毒性発現（主として体重変化）を評価する。 

 本研究課題を完遂することでこれまでな

かった概念に基づく新規な DDS の確立を目

指す。 

 

４．研究成果 

まず、抗がん剤（オキサリプラチン; l-OHP）

封入 PEG 修飾リポソーム繰り返し投与時に

腫瘍内で生ずる腫瘍内微小環境変化の誘導

機構、生じた腫瘍内微小環境変化が EPR効果



に与える影響、について詳細な検討を行った。

l-OHP封入PEG修飾リポソーム投与後の腫瘍

内の細胞死をTUNEL assayによって定量評価

したところ、投与間隔が短いほど腫瘍内で細

胞死が生じている事が明らかとなった。これ

は、EPR 効果によって血管から l-OHP 封入

PEG修飾リポソームが漏出し、血管近傍に貯

留された初回投与同リポソームから放出さ

れた l-OHPによる細胞死が、次に投与された

リポソームの貯留スペースを拡大し、よりリ

ポソームの貯留を促進し、これが繰り返され

る事によるものであると考えられた。血管近

傍の細胞の死は、リポソームの貯留スペース

の拡大だけではなく、増殖しているがん細胞

による血管の圧迫も緩和する可能性があり、

結果として併用投与される遊離型薬物の腫

瘍移行性も高める可能性が高い。また、この

ようなアポトーシス細胞の増加は遊離型抗

がん剤の繰り返し投与時には観察されてお

らず、DDS 化抗がん剤を繰り返し投与する、

というレジメが重要であることが示唆され

た。実際、上述のような正の結果を得るため

には、抗がん剤封入ナノキャリアを 3～5 日

の投与間隔で繰り返し投与するべきである

ことも明らかとしており、DDSを用いた今後

のがん治療戦略を考えるうえで重要な知見

が得られたものと考えている。 

次いで、経口型抗がん剤の併用による抗腫

瘍効果亢進機構について検討を行った。驚く

べきことに、l-OHP封入 PEG修飾リポソーム

の腫瘍微小環境に対する薬理効果が腫瘍内

での経口型抗がん剤(5-FU)の血管透過性、組

織浸潤性を高め、その結果として抗腫瘍効果

の観点において良好な相加相乗効果を誘導

していることを確認する事ができた。さらに、

先に示した l-OHP 封入 PEG 修飾リポソーム

の短期間での繰り返し投与によっても腫瘍

内の微小環境が大きく変化し、後に投与した

ナノキャリアの腫瘍内移行性が向上すると

いう結果に基づき、核酸を封入したナノキャ

リアを併用し、抗腫瘍効果の向上が見られる

か検討した。その結果、殺細胞活性を有する

核酸を封入したナノキャリア単独投与では

ほとんど抗腫瘍効果が得られなかったのに

対して、l-OHP封入 PEG修飾リポソームと併

用した場合に l-OHP 封入 PEG 修飾リポソー

ム単独の抗腫瘍効果よりも高い効果が得ら

れ、核酸含有 PEG修飾リポソームの腫瘍組織

移行性の亢進がこのような抗腫瘍効果増強

に繋がったものと類推された。 

一般的な DDS 化抗がん剤は、非選択的な

分布による副作用の発現を避ける目的で少

なくとも 3週間の休薬期間をあけることが推

奨されている。しかし、本検討で明らかとな

った最適レジメでは、臨床用量よりもずっと

少ない投与量でかつ短い投与間隔で繰り返

し投与するものであった。当該レジメ実行時

において、体重減少を指標とした毒性の発現

は観察されておらず、臨床でも十分に使用可

能なレジメである可能性が高い。また、抗が

ん剤封入ナノキャリアと別のナノキャリア

を併用することで相乗的な制がん効果が得

られることもあわせて明らかになった。これ

は抗がん剤封入リポソームの EPR 効果亢進

効果によって別のナノキャリアが腫瘍組織

内に移行しやすくなり、制がん効果をより発

揮しやすくしたためであると考えている。 

以上のように、本検討により、腫瘍内の微

小環境を制御する事の重要性を明確にし、ま

たその能動的な制御法について提案する事

ができた。当該研究成果は臨床における DDS

製剤の至適投与法（レジメ）の開発に寄与で

きる重要なものであると考えている。 
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