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研究成果の概要（和文）：ポリイオンコンプレックス型ベシクル(PICsome)は血中循環性が高いのみでなく、物質の膜
透過性に優れていることから『標的部位における酵素・プロドラッグの反応場』として最適でありナノリアクターとし
て機能すると考えられる。本研究では、β-ガラクトシダーゼを封入した単分散な100 nmのPICsomeを調製し、酵素反応
により蛍光を示すプロドラッグを用いて腫瘍において酵素封入PICsomeがIn vivoナノリアクターとして機能することを
明らかにした。さらに、マウスの大腸がんを皮下移植した担がんマウスを用いて、制がん剤のプロドラッグと組み合わ
せる事で、顕著な抗腫瘍効果を得る事に成功した。

研究成果の概要（英文）：Utilization of enzymes in the body is still a big challenge in the biomedical fiel
d. One of promising applications of enzymes for therapeutic application is enzyme prodrug therapy, and dev
elopment of nano-vehicles for enzymes is one effective clue to establish the golden standard of EPT. We su
cceed in the preparation of b-galactosidase loaded PICsome with the diameter of 100 nm, maintaining enzyme
 activity. Exploiting b-gal-loaded PICsomes as an enzyme vehicles, a model prodrug, HMDER-bGAL, was succes
sfully converted into highly fluorescent product, HMDER, due to permeation of HMDER-bGAL through the vesic
le wall. In in vivo experiments using tumor-bearing mice, b-gal-loaded PICsomes were accumulated in the tu
mor tissue, to produce HMDER. Resulted HMDER was released form PICsomes and distributed into the entire tu
mor tissues and internalized by cells, and then visualization of tumor tissues was performed.
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１．研究開始当初の背景 
	 酵素プロドラッグ療法(EPT)は、もともと不
活性であるプロドラッグが疾患部位にのみ
存在する酵素の代謝作用を受けて活性代謝
物へと変換し組織特異的に薬効を示すこと
から、このシステムを組み込んだ二段階のド
ラッグデリバリーシステム(DDS)はとりわけ
副作用の低い革新的治療法として期待され
ている。DDS を利用して効果的に EPT を達
成するには、① キャリアが酵素を失活する
ことなく封入でき、② 標的部位に的確に運
搬し、③ プロドラッグ投与後はプロドラッ
グがキャリアを通過し効率よく酵素と反応
を起こすといった機能が求められるが、本来
異物として認識されるべき外来の治療用酵
素を標的部位に運び、かつ効率良く酵素反応
を起こすという一連のシステムを満足し得
るナノリアクターが開発されていないのが
現状である。 
 
２．研究の目的 
	 ポリイオンコンプレックス型ベシクル
(PICsome)は血中循環性が高いのみでなく、物
質の膜透過性に優れていることから『標的部
位における酵素・プロドラッグの反応場』と
して最適であると考えられる。本研究では、
酵素封入PICsomeのEPT用ナノリアクターと
してのポテンシャルを評価するのみでなく、
システムをさらに洗練しがん治療へと展開
していくことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル酵素として β-ガラクトシダーゼ 
(β-Gal)を封入した PICsome を調製し、
PICsome１個あたりの酵素の封入量を蛍光相
関分光法で算出する。また酵素反応が起きた
時のみに蛍光を発する基質(プロドラッグの
モデル)を用い、酵素活性やその寿命について
蛍光検出器を用いて検討する。また先行研究
より PIC膜の架橋率により物質の膜透過性を
制御できることが明らかとなっているので、
架橋率を変えた際の基質の膜透過速度等の
基礎物性についてもゲル濾過カラム等を用
いて評価する。 
 
(2) 100 nmの PICsomeは EPR効果による腫瘍
局所への高い集積性が確認されている。そこ
で、まず β-Gal封入 PICsome (100 nm)を担が
んマウスに尾静脈注射し腫瘍に集積後に、上
記の基質を投与し In vivo 共焦点顕微鏡(In 
vivo CLSM; 生体内での挙動を生きたままリ
アルタイムで観察可能な顕微鏡)を用いて観
察し腫瘍組織内で酵素封入PICsomeが機能す
ることを明らかにする。 
 
(3) (2)で腫瘍内で機能する事を明らかにした
酵素封入 PICsomeシステムを用いて、実際に
制がん剤のプロドラッグを合成し、抗腫瘍評
価を検討する。具体的にはドキソルビシンの
プロドラッグを用いてマウスの大腸がんの

治療を検討する。  
 
４．研究成果	 
(1) 既存の PICsome の内水相への物質封入法
を基に、Dylight488 で蛍光ラベル化したβ
-Galを封入し、動的光散乱測定 (DLS)、透過
型電子顕微鏡 (TEM)、蛍光相関分光法 (FCS)
を用いて評価した。その結果、直径が 100 nm
で単分散な Dylight488-β-Gal 封入 PICsome 
(Dylight488-β-Gal@PICsome)の調製が確認さ
れ、PICsome1個辺り約 2個のβ-Galが封入さ
れている事が確認された(図 1)。 
 

図 1. β-Gal@PICsomeの物性評価。a. TEM像、
b. FCS 測定。 (i) Dylight488-β -Gal、 (ii) 
Dylight488-β-Gal@PICsome 
 
	 また酵素反応前には蛍光を示さず、反応後
に蛍光示す基質 HMDER-βGAL を用いて、
PICsomeに封入したβ-Galの酵素活性を評価
した。具体的には Lineweaver-burk plotより酵
素活性の指標となるミカエリスメンテン定
数と Vmaxを算出したところ、いずれの値も
もβ -Gal 単体  (Km=43.3 μM, Vmax=105.3 
nM/s) と β -Gal@PICsome (Km=82.9 μ M, 
Vmax=110 nM/s)で大きな差異が確認されなか
ったことから、酵素を PICsome内に活性を維
持したまま封入であることが明らかになっ
た(表 1)。 
 
表 1. β-Gal単体およびβ-Gal封入 PICsome
の Kmおよび Vmax 

 
  
(2) (1)で詳細な物性評価を行なった直径 100 
nmのβ-Gal@PICsomeをマウスの大腸がんを
皮下移植した担がんマウスに尾静脈投与(i.v.)
し、投与から 48時間後に HMDER-βGALを
i.v.投与し、IVRTCLSM、In vivoイメージング
装置で観察した。その結果、腫瘍に集積した
β-Gal@PICsome を中心に反応後の基質由来
の蛍光生成が確認された(図 2)。これらの結
果より、β-Gal@PICsome が腫瘍内で In vivo
ナノリアクターとして機能することが明ら
かとなった。 
	 



 
図 2. a. IVISイメージ、 b. IVRTCLSMイメー
ジ。(i)β-Gal@PICsome+HMDER-βGAL、(ii) 
β-Gal +HMDER-βGAL、(iii) HMDER-βGAL。
緑: HMDER、赤: β-Gal@PICsome 
	 
	 
(3) (2)より酵素@PICsome が腫瘍内において
ナノリアクターとして機能する事が明らか
になったので、制がん剤であるドキソルビシ
ンのプロドラッグを合成し、マウスの大腸が
んを皮下移植したマウスを用いて抗腫瘍効
果を評価した。(2)と同様の投与スケジュール
でプロドラッグを投与し、腫瘍のサイズを計
測した所、β-Gal@PICsome を投与した群に
おいてのみ腫瘍の成長抑制が確認され、顕著
な高腫瘍効果が見られた(図 3)。 
 

 
図 3. 時間変化に伴う腫瘍の体積推移	 
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