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HPMA-亜鉛プロトポルフィリンミセル (HPMA-ZnPP)の in vivo PDT効果の評価 

研究分担者 方 軍   崇城大学 DDS研究所／薬学部 准教授 

 

研究要旨 
  亜鉛プロトポルフィリン(ZnPP)は多くの腫瘍に高発現しているヘムオキシゲナーゼ−１(HO-1, 
HSP32)を阻害することで、抗腫瘍活性を示す。また、光照射により一重項酸素（1O2）を発生すること
で、PDT (photodynamic therapy)効果を持つと同時に、蛍光を発生することより腫瘍イメージングが可能
である。このことより、ZnPP は、がんの治療剤であると同時に蛍光ナノプローブとしての可能性が期
待される。ZnPP の水難溶性と低い腫瘍集積性を改善するために、これまで我々は水溶性高分子ポリマ
ーであるポリエチレングリコール（PEG）、スチレンマレイン酸コポリマー（SMA）およびヒドロキシ
プロピルメタアクリルアミド(HPMA)を用い、ZnPPの水溶性高分子ミセル剤 PEG-ZnPP, SMA-ZnPPおよ
び HPMA-ZnPP を合成した。そのうち、HPMA-ZnPP がその高い腫瘍集積性と腫瘍イメージング能力に
より注目された。本研究では、前年度の研究成果に基づいて、マウスの移植がんモデルおよびラットの
化学発がんモデルを用い、HPMA-ZnPPの PDT治療効果を中心に検討を行った。マウスザルコーマ S-180
モデルにおいて、朝日分光のキセノン光源を用い、HPMA-ZnPP 濃度依存的、及び照射光の強度、さら
に時間依存的に腫瘍増殖の抑制が見られた。HPMA-ZnPPは 20 mg/kgの doseで一回注射し、24 h, 48 h
に強度 60%で５分間２回照射した結果、ほとんどの腫瘍（> 70%）が消失した。同様な治療プロトコー
ルで、DMBA化学誘導のラット乳がんモデルにおいてもほぼ同様な結果が認められ、治療一ヶ月後にほ
とんどの腫瘍のサイズは直径 15-20 mmから 3-5 mmまで縮小した（> 90%抑制）。これらの結果より、
HPMA-ZnPPは腫瘍の検出が可能な光線力学診断・治療剤としての可能性が強く示唆された。 
 
 
A. 研究目的 
本プロジェクトは、がんの診断と治療を同時
に行なうことが可能な高分子型蛍光プローブの
開発を最終目的としている。H23年度の研究成果
を踏まえ、本年度の分担課題ではその有力な候補
である HPMA-ZnPPの高分子ミセルに注目し、そ
の in vivo PDT治療効果と治療プロトコールを明
らかにした。 

 
B. 研究方法 
１）HPMA-ZnPP の合成方法はすでに確立してい
る（Nakamura H et al., J Control Release, 165:191-8, 
2013）。前年度の報告書を参照。 
 
２）腫瘍モデル 
マウスザルコーマ S-180モデル：S-180細胞（2
×106）を ddYマウス（雄、6週零）の背部に皮下
注射（0.1 ml）することにより作製する。 
マウス大腸がん Colon26モデル：Colon 26細胞
（2×106）を Balb/c マウス（雄、5 週零）の背部
に皮下注射（0.1 ml）することにより作製する。 
ラット DMBA 化学誘導乳がんモデル：10 mg 

DMBA (1, 12-dimethy bezanthracene) を 1 mlのコ
ーンオイルに溶かし、SDラット（雌、6週零）に

経口投与により作製する。DMBA 投与後 8-12 週
に乳がんが発生する。 

 
３）PDT治療：S-180, Colon26腫瘍モデルにおい
て、腫瘍直径が約 5-7mmになった時に、治療を開
始する。DMBA腫瘍モデルにおいては、腫瘍が発
生し触れられるサイズになる（直径が約 15 mm以
上）時に治療を開始する。 
治療は HPMA-ZnPP ミセルを生理食塩水で所
定の濃度の溶液を調製し、経尾静脈（0.1 ml/mouse, 
0.2-0.5 ml/rat）投与する。 HPMA-ZnPP投与後 24 
h または 48 h に、朝日分光のキセノン光源
（MAX303）を用いて各強度で腫瘍に 5分間照射
した。 
治療効果は腫瘍サイズの変化および動物の生
存率等により評価する。また、動物体重の変化等
により副作用を評価する。 
 
（倫理面への配慮） 
すべての動物実験は崇城大学動物実験指針

に従い、崇城大学動物実験倫理委員会に承認され
た上で行なっている。 
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また、いずれの治療においても、動物の体重の
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厚生労働科学研究費補助金（第 3次対がん総合戦略 研究事業） 

分担研究報告書 

 

蛍光内視鏡に使用する蛍光ナノプローブに関する研究 

 

研究分担者 中村 秀明 崇城大学 DDS 研究所/薬学部 助教  

 
研究要旨 
 ①化学発がんラット（自家癌モデル）を用いた腫瘍の蛍光イメージング、および②新規

の高分子蛍光イメージング剤の合成を目的として研究を行った。①前年度までは移植腫瘍

を用いて蛍光イメージングを行い、良好な結果が得られた。本年度はより本物の癌に近い

自家化学発がんマウスモデル（AOM／DSS 誘導大腸がん）を用い、蛍光イメージングの
可否に関して検討を行った。大腸がんは蛍光内視鏡の適用候補の第一になると考えられる。

前年度に報告した HPMA-ZnPP ならびにローダミン結合ウシ血清アルブミン（BSA-ロー
ダミン）を用いて検討した。両薬剤とも in vivo 蛍光イメージング装置を用いることで癌
の蛍光イメージングが可能であった。さらに、BSA-ローダミンを投与したマウスにおいて
はプロトタイプの蛍光内視鏡を用いて、明瞭に癌の検出が可能であった。 
②腫瘍の酸性 pHでフリーの ZnPPを結合高分子から放出しうる高分子ナノプローブの合
成を行った。高分子ポリマー（HPMA）に亜鉛プロトポルフィリン（ZnPP；蛍光分子、
光増感剤）をヒドラゾン結合（酸で解離）で結合した HPMA-hyd-ZnPP を新規に合成し
た。HPMA-hyd-ZnPPは腫瘍環境下でフリーの ZnPPを放出するように設計した高分子結
合体であり、より安定な結合体の HPMA-ZnPPに比べ高い抗腫瘍効果を示すとともに、高
い腫瘍の蛍光検出能が期待できた。HPMA-hyd-ZnPP は 20nm 程度のナノ粒子を形成し
た。また前年度報告の HPMA-ZnPPに比べ、細胞傷害性および光増感作用が増強している
ことを in vitroの実験により明らかにした。詳細な検討はまだであるが、腫瘍の蛍光イメ
ージングも可能であった。 

 
Ⅰ. 研究成果 
① HPMA-ZnPP または BSA-ローダミン
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D. 考察 

本年度はヒドラゾン結合を介し HPMA と

ZnPPを結合した HPMA-hyd-ZnPPを合成した。

HPLCで検討した結果では、９０％以上の高い純

度のものが合成でき、ZnPP の内包率としておよ

そ５％であった。水溶性も向上しており、

HPMA-hyd-ZnPPとして 50mg/ml以上の濃度で

蒸留水中に溶解することができた。 

HPMA-ZnPP（非切断型、内包率 20%）は粒子径

が 80nmと大きなナノ粒子を形成していたが、本

年度作成した HPMA-hyd-ZnPP（酸切断型、内包

率 5%）は 20nm と比較的小さい粒子サイズであ

った。この違いは ZnPPの内包率によるものと考

えられ、今後は内包率との関係を調べていきたい。

粒子径 20nm は EPR 効果による腫瘍集積性を示

すには充分なサイズであるため、今回作成した

HPMA-hyd-ZnPP も昨年度に作成したものと同

様に腫瘍集積性を示すと考えられる。 

他の高分子薬物と同様に HPMA-hyd-ZnPP は

フリーの ZnPP に比べ低い細胞傷害性を示した。

しかし、HPMA-ZnPP が 100μg/ml でもまった

く細胞傷害性を示さなかったのに対し、

HPMA-hyd-ZnPPは IC50=5 ~ 7μg/mlを示し、

細胞傷害性が増強していた。また光細胞傷害性も

増強しており、HPMA-ZnPP（IC50= 6 ~ 9μg/ml）

に対し、HPMA-hyd-ZnPPでは IC50= 0.5~ 0.6μ

g/ml と 高 い 細 胞 傷 害 性 を し め し た 。

HPMA-hyd-ZnPP はフリーの ZnPP を細胞内ま

たは細胞外でフリーの ZnPP を放出しうるため、

非切断型の HPMA-ZnPP に比べ優位な細胞傷害

性を示すことができたと考えられる。 

前年度報告の HPMA-ZnPP と同様に腫瘍の蛍

光イメージングは可能であった。投与量の最適化

などの検討はできておらず、より明瞭に癌の検出

が可能となると確信している。今後は、非切断型

HPMA-ZnPPと酸解離型 HPMA-hyd-ZnPPを用

いた比較検討も行っていきたい。 
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