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研究成果の概要（和文）：ピラルビシン（THP）は他のアントラサイクリン系薬物と比較し高い細胞内取り込み、細胞
傷害性を示した。さらにHPMAポリマーを用い高分子化し、P-THPを作成し検討したところ、他の高分子化アントラサイ
クリンと比較し、P-THPは細胞内取り込みおよび細胞傷害性とも優れていた。P-THPは高い腫瘍集積性、抗腫瘍効果を示
し、重篤な副作用を起こさず、S-180腫瘍の完全消失、ヒトすい臓がんモデルの腫瘍縮小をもたらした。
これらの結果より、P-THPは腫瘍への選択的集積性、高い細胞傷害性を示すことが示され、すい臓がんなどの固形癌に
有効であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Many conjugates of water-soluble polymers with biologically active molecules were 
developed. However, therapeutic effects of these conjugates do not depend only on the structures and 
properties of the polymer carriers; they are strongly influenced by properties and mechanisms of action 
of the attached drugs. Pirarubicin (THP), a tetrahydropyranyl derivative of doxorubicin (DOX), 
demonstrated more rapid cellular internalization and potent cytotoxicity than DOX. Here, we conjugated 
the THP or DOX to HPMA polymer via a hydrazone bond. The polymer prodrugs P-THP and P-DOX, respectively, 
had comparable hydrodynamic sizes and drug loading. Compared with P-DOX, P-THP showed approximately 10 
times greater cellular uptake and a cytotoxicity. No significant difference occurred in the tumor drug 
concentration during 6-24 h after drug administration. Antitumor activity against xenograft human 
pancreatic tumor (SUIT2) in mice was greater for P-THP than for P-DOX.

研究分野：ドラッグデリバリーシステム

キーワード： すい臓がん　ピラルビシン　高分子ポリマー　HPMA
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様 式

１．研究開始当初の背景
ナノドラッグは粒子サイズが数十ナノメー
トルの大きさの高分子薬物を指し、血中に投
与後、癌組織へ選択的に集積する。そのため、
抗癌剤をナノドラッグ化し、高分子化抗癌剤
とすることで、抗癌剤を癌組織に選択的に集
積させることが可能となる（
Maeda, 
キシルが挙げられ、癌に選択的に集積する優
れた高分子抗癌剤であるため、現在臨床にお
いてカポジ肉腫や卵巣癌などに対して用いら
れている。
しかしながら、膵臓癌に対してドキシルが
有効であるという結果は得られていない。そ
の理由として、高分子抗癌剤の間質における
拡散性の悪さが挙げられる。つまり、高分子
抗癌剤は間質を通過し
離れた癌細胞にまで到達することができない
特に膵臓癌は、血管密度が低く、間質が豊富
であるため、高分子抗癌剤では膵臓癌の深部
にまで到達することがで
発揮できないと考えられる。
では間質拡散性の克服を企図し、すい臓がん
に有効な高分子化抗がん剤の作成を目指した。

 

２．研究の目的
 本研究期間においては
包された低分子抗癌剤を、癌組織で持続的に
放出させることで、癌深部にまで抗癌剤を送
達させ、膵臓癌に対しても有効な高分子抗癌
剤を作成し、動物モデルで検討を行う
目的とした
 
３．研究の方法
（１）粒子径測定
mg/mL
ーろ過をした後に、動的光
径を測定した。
 
（２）
衝液（
6.5または
解し、
ポリマー結合体と遊離体はサイズ排除クロマ
トグラフィーにより分離し、
測定より
を測定した。
 
（３）共焦点レーザー顕微鏡を用いた、
トラサイクリン系薬物の細胞内取り込み
討 9.6
細胞を
37℃、
ラルビシン、ドキソルビシンおよび
シンを
P-THP
内の薬物を共焦点顕微鏡を用い経時的に観察
した。
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with (A) free THP, (B) free DOX, or (C) free EPI, 
each at 5 μg/mL, after which cells were visualized 
by using confocal laser scanning microscopy
Scale bars = 50 μm.
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Fig. 3. Microscopy of 
anthracycline drugs.
with (A) free THP, (B) free DOX, or (C) free EPI, 
each at 5 μg/mL, after which cells were visualized 
by using confocal laser scanning microscopy
Scale bars = 50 μm.
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Fig. 5
SUIT2 cells were treated with 5 μg/mL
(gray), DOX (dark gray), or EPI (black) for the 
indicated time periods.  Intracellular drug 
amounts were determined by using HPLC.
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Fig. 4. Fluorescence microscopic images of 
uptake of P-THP and P
SUIT2 cells were treated with (A) P

DOX with 30 μg/mL for the indicated time 
periods, after which cells were visualized by 
using confocal laser scanning microscopy. Scale 
bars = 50 μm. 
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Fig. 5. Cellular uptake of different anthracyclines.
SUIT2 cells were treated with 5 μg/mL
(gray), DOX (dark gray), or EPI (black) for the 
indicated time periods.  Intracellular drug 
amounts were determined by using HPLC.
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（Ｂ）細胞内のポリマー結合薬物を
P-THP
離薬物量
胞内遊離
は P-DOX
た。（Ｂ）一方、ポリマー結合体の細胞内薬物
量は、経時的に増加していったが、
P-THP
P-THP
ても時間の経過と共に
る遊離体の比率が増加していた。また、細胞
内の総薬物
P-THP
った。
の経過と共に遊離体の比率は増加していた。
（Ｄ）
を検討するために、プロトンポンプ阻害剤で
ある
び P-
る遊離薬物の比率を検討した。
の処理によって遊離薬物の量に変化は見られ
なかった。
これらの結果より、
べ速やかに細胞内へと取り込まれ
ソソーム内の低
いるのではなく、細胞外で遊離し
胞内に取
ることが明らかとなった
図６ 

 

（Ｂ）細胞内のポリマー結合薬物を
THP および P-DOX
離薬物量の上昇がみられ。
遊離薬物濃度
DOXの 10倍以上の薬物濃度が
（Ｂ）一方、ポリマー結合体の細胞内薬物
、経時的に増加していったが、

THP に大きな差は見られなかった。
THP および P-DOX
ても時間の経過と共に
遊離体の比率が増加していた。また、細胞
総薬物量に対する遊離薬物

THP投与群で高く、
った。しかし、P-
の経過と共に遊離体の比率は増加していた。
（Ｄ）薬物の遊離に
を検討するために、プロトンポンプ阻害剤で
ある Bafilomycin A1

-DOX の、細胞内における総薬物に対す
る遊離薬物の比率を検討した。
の処理によって遊離薬物の量に変化は見られ
なかった。 
これらの結果より、
べ速やかに細胞内へと取り込まれ
ソソーム内の低 pH
いるのではなく、細胞外で遊離し
胞内に取り込まれる経路が、主に寄与してい
ことが明らかとなった

 

（Ｂ）細胞内のポリマー結合薬物を
DOX とも経時的に細胞内

の上昇がみられ。P-THP
薬物濃度は高く、処理後
倍以上の薬物濃度が

（Ｂ）一方、ポリマー結合体の細胞内薬物
、経時的に増加していったが、
大きな差は見られなかった。

DOX 投与群のどちらにおい
ても時間の経過と共に細胞内総薬物量に対す
遊離体の比率が増加していた。また、細胞

に対する遊離薬物
で高く、P-DOX

-THP、P-DOX
の経過と共に遊離体の比率は増加していた。
薬物の遊離に関してリソソームの関与

を検討するために、プロトンポンプ阻害剤で
Bafilomycin A1を前処理し、

細胞内における総薬物に対す
る遊離薬物の比率を検討した。
の処理によって遊離薬物の量に変化は見られ

これらの結果より、P-THP
べ速やかに細胞内へと取り込まれ

pH 環境で薬物が放出されて
いるのではなく、細胞外で遊離し
り込まれる経路が、主に寄与してい

ことが明らかとなった。 

（Ｂ）細胞内のポリマー結合薬物を定量した。
経時的に細胞内

THP処理群の
は高く、処理後 240 min
倍以上の薬物濃度が観察され

（Ｂ）一方、ポリマー結合体の細胞内薬物
、経時的に増加していったが、P-DOX
大きな差は見られなかった。（Ｃ）

投与群のどちらにおい
細胞内総薬物量に対す

遊離体の比率が増加していた。また、細胞
に対する遊離薬物量の比率は、

DOX投与群では低か
DOXとも処理時間

の経過と共に遊離体の比率は増加していた。
関してリソソームの関与

を検討するために、プロトンポンプ阻害剤で
を前処理し、P-THPおよ
細胞内における総薬物に対す

る遊離薬物の比率を検討した。Bafilomycin A1
の処理によって遊離薬物の量に変化は見られ

THP は P-DOX に比
べ速やかに細胞内へと取り込まれること、リ

環境で薬物が放出されて
いるのではなく、細胞外で遊離した薬物が細
り込まれる経路が、主に寄与してい

 

 

定量した。
経時的に細胞内遊

の細
240 minで
観察され

（Ｂ）一方、ポリマー結合体の細胞内薬物
DOXと
（Ｃ）

投与群のどちらにおい
細胞内総薬物量に対す

遊離体の比率が増加していた。また、細胞
の比率は、
では低か
とも処理時間

の経過と共に遊離体の比率は増加していた。
関してリソソームの関与

を検討するために、プロトンポンプ阻害剤で
およ

細胞内における総薬物に対す
Bafilomycin A1

の処理によって遊離薬物の量に変化は見られ

に比
ること、リ

環境で薬物が放出されて
た薬物が細

り込まれる経路が、主に寄与してい

Fig. 6
cells.
P-DOX for the indicated time periods. (A) 
Intracellular concentration of liberated free drug. 
(B) Intracellular concentration of 
polymer
with fluorescence detection (at 488 nm). (C) Ratio 
of intracellular
total drug.  (D) SUIT2 cells were pretreated with 
bafilomycin A1 for 1 h or were untreated, 
followed by P
after which the amount of intracellular liberated 
free drug was quantified via H
 
（５
 T
細胞傷害性を検討した。
 DOX
の全てにおいて
した。
の差は顕著であ
い細胞傷害性を示す事がわかる
 
図７

Fig. 7
cells were treated with increasing 
of DOX, EPI, and THP for the indicated time 
periods followed by additional incubation in 

Fig. 6. Uptake of P
cells. Cells were treated with 30 μg

DOX for the indicated time periods. (A) 
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(B) Intracellular concentration of 
polymer-conjugated drug as quantified via HPLC 
with fluorescence detection (at 488 nm). (C) Ratio 
of intracellular liberated free drug to intracellular 
total drug.  (D) SUIT2 cells were pretreated with 
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followed by P-THP or P
after which the amount of intracellular liberated 
free drug was quantified via H
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Fig. 7. Cytotoxicity of anthracyclines. SUIT2 
cells were treated with increasing 

DOX, EPI, and THP for the indicated time 
periods followed by additional incubation in 
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Intracellular concentration of liberated free drug. 
(B) Intracellular concentration of 

conjugated drug as quantified via HPLC 
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liberated free drug to intracellular 
total drug.  (D) SUIT2 cells were pretreated with 
bafilomycin A1 for 1 h or were untreated, 
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Cells were treated with 30 μg/mL P-THP or 
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