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研究成果の概要（和文）：腫瘍血管の内皮細胞や脳腫瘍で過剰発現が認められるインテグリンに対して特異的に結合す
る環状RGD(cRGD)をリガンド分子として搭載した薬剤内包ミセルを開発した。得られたcRGD導入ミセルは、U87MG細胞の
皮下移植ならびに同所移植モデルに対して優れた抗がん活性を示すことが確認された。cRGD導入ミセルのがん集積メカ
ニズムをin vivo共焦点顕微鏡を利用して評価した結果、cRGD導入ミセルは速やかにがん組織へと移行することが観察
された。このようなリガンド分子の導入による速やかながん組織への移行は、トランスサイトーシスによる能動的な薬
剤デリバリーの結果であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The installation of ligand molecules such as peptides onto nanocarriers is now 
considered an important strategy to improve the selectivity of drug delivery. Among these ligands, 
Arg-Gly-Asp (RGD) peptides are promising ligand molecules for targeting alpha v beta 3 integrins, which 
are overexpressed in angiogenic sites and tumors, such as human glioblastoma (U87MG). In this study, the 
cyclic RGD was introduced to the maleimide-surface functionalized 
dichloro(1,2-diamino-cyclohexane)platinum(II)-loaded micelles by Michael addition reaction. Intravital 
confocal laser scanning microscopy revealed that the cRGD-linked polymeric micelles (cRGD/m) accumulated 
rapidly and had high permeability from vessels into the tumor parenchyma. It was confirmed that the 
selective and accelerated accumulation of cRGD/m into tumors occurred via an active internalization 
pathway, possibly transcytosis, thereby producing significant anti-tumor effects in an orthotopic mouse 
model of U87MG human glioblastoma.

研究分野： 臨床医工学
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１．研究開始当初の背景 
Doxil®に代表されるドラッグデリバリー

（DDS）製剤は、がんに対する標的治療薬と
して臨床での有効性が示されている。これら
は腫瘍血管の透過性亢進と未発達なリンパ
系に起因する Enhanced Permeability and 
Retention（EPR）効果に基づいてがん組織
への集積効果を利用しているが、DDS の集積
性は、がんの種類や部位によって異なってお
り、脳腫瘍などの一部のがんでは著しく低下
している（PNAS 95: 4607 (1998))。特に脳
腫瘍においては星細胞腫、膠芽腫、髄芽腫、
乏突起膠腫、上衣腫はじめ発生母地に準じた
多様な腫瘍タイプが存在し、組織学的、解剖
学的見地からみて、これらの血管形態が大き
く異なっていることが明らかになっている。
したがって、脳腫瘍を標的とし、血流を介し
た全身投与型の DDS を実現するためには、
これまでのEPR効果に基づくDDSを超える
デリバリー戦略が必要であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、リガンド搭載高分子型ミセル
を用いた脳腫瘍を標的としたテーラーメー
ド・ドラックデリバリーシステム(T-DDS)の
創成を目的とした。これにより、従来型の
DDS に比べて飛躍的に高いがん選択性、集積
性を達成する一方で、難治がんである脳腫瘍
に対する有効な治療法を確立する。具体的に
は脳腫瘍や脳腫瘍周辺の新生血管に過剰発
現するαvβ3/αvβ5 インテグリンを特異的に認
識するペプチド分子“環状 RGD（cRGD）”
をリガンドとしてドラック内包ミセル表層
へ導入し、それらリガンドの数や密度を制御
することによって、脳腫瘍の種類、新生血管
の血流量ならびに表面マーカー、延いては腫
瘍の進行度、グレードに応じて適時選択可能
なデリバリー戦略の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）能動的に脳腫瘍を標的する白金制がん
剤内包高分子ミセルの開発 
 脳腫瘍へナノ DDS 医薬が到達するために
は、ナノ DDS 医薬が血流から Blood Tumor 
Barrier（BTB）を通過し、がん組織の細胞
外マトリックスを浸透する必要がある。そこ
で我々はオキサリプラチン活性体である
DACHPt を内包する高分子型ミセルの表層
へマレイミド基を導入し、そこへリガンド分
子としてカベオレ介在経路によって内在化
することが見出されている環状 RGD ペプチ
ドを結合させたリガンド搭載高分子型ミセ
ルを開発した。 
ミセルを構成する共重合体の合成は

N3-PEG-NH2 を マ ク ロ 開 始 剤 と し た
N-carboxy anhydride of γ-benzyl 
L-glutamate の重合と、続く末端基の変換、
脱保護、マレイミド基の導入の 4 ステップを
経て最終目的物である末端マレイミド
poly(ethylene glycol)-b-poly(glutamic acid)

を得た（図 1）。 
 

 
図 1. 末 端 に マ レ イ ミ ド 基 を 有 す る

PEG-b-Poly(glutamic acid)の合成 

 
次に DACHPt と得られた末端マレイミド

poly(ethylene glycol)-b-poly(glutamic acid)
と 末 端 未 修 飾 の poly(ethylene 
glycol)-b-poly(glutamic acid)を任意の割合
で混ぜ合わせることによって、マレイミド導
入率の異なる前駆体ミセルを形成させた。最
後にチオール残基を有する環状 RGD をマイ
ケル付加反応を用いてミセル表層へ結合さ
せ、0－40%の異なる割合で環状 RGD を導入
した DACHPt 内包ミセルを調整した（図 2）。
また、コントロールリガンドである環状 RAD
を導入した DACHPt 内包ミセルも同手法を
用いて調整した。得られたミセルの物性は 1H 
NMR、動的光散乱、ICP-MS にて評価した。 
 

図 2. 表層に環状 RGD リガンドを導入した白金制

がん剤内包ミセルの合成 
 
（２）環状 RGD を導入した高分子ミセルの
脳腫瘍細胞に対する取込量と細胞毒性の評



価 
 上記（１）で調整したリガンド導入率の異
なる各ミセルをヒトグリオーマ細胞株
（U87MG）に対して播種し、1－24 時間後
の細胞取込量を ICP-MSと共焦点レーザー顕
微鏡によって評価し、リガンド導入の有用性
と最適なリガンド導入率を検討した。また、
細胞毒性の評価に関しても、U87MG ならび
にインテグリンをサイレンシングした
U87MG の二つのグリオーマ細胞株を用いて、
環状 RGD の優位性について評価を行った。 
 
（３）抗腫瘍効果の確認 
 U87MG 細胞を皮下へ移植した実験モデル
マウスと、同じく U87MG をマウスの脳へ移
植した同所移植モデルを準備し、各ミセルの
腫瘍増殖抑制効果について評価した。また、
in vivo 共焦点レーザー顕微鏡と蛍光ラベル
化したミセルを用いて、ミセルの血流から腫
瘍への移行性について観察した。 
 
４．研究成果 
（１）能動的に脳腫瘍を標的する白金制がん
剤内包高分子ミセルの開発 
 
表 1. 表層にリガンドを導入した白金制がん剤内

包ミセル 

Micelles 
cRGD 

(%) 

cRAD 

(%) 

Size 

(nm) 

PDI 

(h) 

Zeta 

potential 

(mV) 

ctrl/m 0 0 27 0.096 -3.1±0.5 

5% 
cRGD 5±2 0 28 0.088 -3.4±0.3 

10% 
cRGD 

10±2 0 30 0.100 -2.8±0.7 

20% 
cRGD 

22±2 0 29 0.099 -2.3±0.4 

40% 
cRGD 

43±2 0 31 0.093 -2.9±0.3 

20% 
cRAD 

0 20±2 31 0.101 -2.5±0.7 

 
得られたリガンド導入ミセルの物性を表 1

に示す。リガンドの導入率は 1H NMR によっ
て算出され、環状 RGD、環状 RAD ともに
80%以上の転化率にてミセルへ結合している
ことが確認された。光散乱測定の結果から、
得られたミセルは全て単分散の球状ミセル
であり、30nm の粒径を有していることが確
認された。また、ゼータ電位測定の値より、
全てのミセルがほぼ中性の電荷を帯びてい
ることが確認できた。 
 
（２）環状 RGD を導入した高分子ミセルの
脳腫瘍細胞に対する取込量と細胞毒性の評
価 

U87 細胞へ各ミセルを播種した後、1－24
時間後に細胞を回収し、濃硝酸で処理した。

その後、ICP-MS にて分析した結果、環状
RGD の導入率が 20%以上のミセルに於いて
短時間での細胞取込が確認された（図 3右）。
これらの傾向は共焦点顕微鏡でも確認され
た（図 3 左）。環状 RAD ではこのような特性
を示さなかったことより、これらの傾向は環
状 RGD によって誘起されたことが明らかと
なった。 

図 3. U87MG 細胞に対する各ミセルの取込 .  

ICP-MS による評価（左図）.共焦点顕微鏡による

評価（左図. 青:細胞核、赤：ミセル）.  
 

図 4. IC50の変化. a) 

U87MG 細胞に対する

各ミセルとオキサリ

プラチンの細胞毒性. 

b) インテグリンを

サイレンシングした

U87MG 細胞に対する

各ミセルとオキサリ

プラチンの細胞毒

性. 

細胞毒性試験の
結果より、環状
RGDを導入したミ
セルとリガンド未
搭 載 の ミ セ ル
（Ctrl/m）の間で
活性に10倍近くの

差があることが明らかとなった。特にミセル
を細胞に短時間接触させた系に於いて顕著
な有意差が確認された。また、インテグリン
をサイレンシングした細胞を用いた場合は、
この差が消失することから、これらの現象に
環状 RGD とインテグリンの作用が関与して
いると推察された。さらに、これらの実験に
よって、最適なリガンド導入率が 20%である
ことが明らかとなった。 
 
（３）抗腫瘍効果の確認 
 
 環状 RGD 導入による脳腫瘍の増殖抑制効
果を明からにするために、Ctrl/m、リガンド
導入率が 20%の環状 RGD ミセル、同環状
RAD ミセルならびに低分子の白金抗がん剤
であるオキサリプラチンをU87MG細胞を移
植したマウスへ投与した。その結果、皮下移
植モデル、同所移植モデルともに環状 RGD
導入ミセルに於いて優れた制がん活性を示
すことが確認された（図 5）。 



 

図 5. リガンド導入ミセルによるマウス脳腫瘍

U87MG モデルに於ける腫瘍増殖抑制試験 a) 皮下

移植モデルを用いた実験. b) 同所移植モデルを

用いた実験. 

 
 

図 6. In vivo 共焦点レーザー顕微鏡による蛍光ラ

ベル化したミセルの脳腫瘍中での挙動 . 20% 

cRGD/m（赤）と 20%cRAD/m（緑）を同時投与した

場合; a) 投与後 5 分、b) 投与後 5 時間. 20% 

cRGD/m（緑）と 20%cRAD/m（赤）を同時投与した

場合; c) 投与後 5分、d) 投与後 5時間. 

 
 さらに 20% cRGD/m と 20%cRAD/m を蛍
光色素でラベル化して、in vivo 共焦点レーザ
ー顕微鏡にて腫瘍中に於ける各ミセルの腫
瘍浸透性を確認した。その結果、投与直後の
腫 瘍 血 管 は 20% cRGD/m （ 赤 ） と
20%cRAD/m（緑）の共局在によって黄色と
なっているが、時間経過とともに 20% 
cRGD/m が優先的に腫瘍内へ浸透し、5 時間
後には腫瘍組織の深部にまで到達している
ことが確認された。一方で 20%cRAD/m（緑）
の浸透は微弱であった（図 6a,b）。蛍光色素
の色を交換して同様の実験を行った場合も、
20% cRGD/m の優先的な腫瘍浸透性が確認
されている（図 6c,d）。この結果は、環状 RGD
の導入によって、薬物内包ミセルへ脳腫瘍の
BTB を能動的に通過させる機能を付与でき
ることを示している。また、これら環状 RGD
導入ミセルの腫瘍内への浸透がトランスサ
イト－シスを経由して発現していることを
示唆している。 
 以上のように、本研究では、最適量の環状
RGD をリガンド分子として導入した薬物内
包ミセルが脳腫瘍の治療に非常に有用であ
ることを見出している。また、同様の分子設

計は白金制がん剤のみならず、エピルビシン
や核酸医薬など他の薬剤を内包したドラッ
グキャリアへも応用可能であることから、今
後の研究により優れた脳腫瘍治療が実現さ
れるものと考えられる。 
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