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研究要旨 

 

膠芽腫は、最も悪性度が高い脳腫瘍である。しかし有効な治療法はほぼない現状であり、効果的な化学療法の

開発が必要な状況である。近年、ナノ薬剤送達システム（ナノDDS）はがん治療において有効性を示しつつあ

るが、膠芽腫に対しては製剤設計のみではナノDDSの十分な薬効発揮は難しく、本研究では膠芽腫に特徴的な

グロメルロイド血管に着目し、膠芽腫の新規治療戦略確立を目指す。 

本分担研究では、この研究開発において、siRNAを搭載したナノ粒子を、既に発表しているPICsomeおよびPI
Cmicelleの構築技術を基に進めることを目指した。 
 

 

 

 

Ａ．研究目的 

 

我々は近年、ポリイオンコンプレックスのベシク

ル （PICsome）およびミセル（PICmicelle）により

ナノサイズを持つ粒子を構築してきた。この粒子は、

水性溶液中で、静電相互作用により陰性荷電・陽性

荷電2種のポリイオンが自己会合することによって

形成される。この粒子を架橋するとマウスにおいて

長時間の血中滞留性を示し、よって医学応用が期待

された。 
本研究ではこのポリイオンコンプレックスのう

ち陰性荷電のものをやはり陰電荷をもつsiRNAで

代用することによって、PICsome/micelleにsiRNAを

封入することができることを示した (siRNAsome/
micelle)。正電荷の側はポリエチレングリコール（P
EG）ブロックカチオマーを用いた。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 
昨年度評価を行ったsiRNAsomeと並行して、今年

度は腫瘍血管内皮細胞に過剰発現するインテグリ

ン受容体を特異的に認識する環状RGDペプチドを

表層に搭載したsiRNAmicelleを調製し、物理化学的、

あるいは生物学的評価を行った。 
 

（倫理面への配慮） 

動物実験に関して：本研究課題で行う動物実験につ

いては、各所属機関の動物実験施設の動物生命倫理

に関する審査委員会に申請し、承認を得て行う。全

ての動物は本学ガイドラインに基づいて愛護的に

扱い、実験に際して苦痛は最小限になるよう努め、

殺処分の際は安楽死させるようにする。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

siRNAsomeは動的光散乱法（DLS）にて110nmの

粒径であったが、siRNAmicelleは、DLS測定より直

径が約50nmかつ分布の狭い(多分散指数0.1以下）ナ

ノ粒子形成が確認された。また、10%FBS中でのsi
RNAmicelleの安定性を蛍光相関分光法により評価

したところ、カチオマー部位への疎水性官能基の導



 
 

入により、その安定性が大幅に改善されることが明

らかになった。 
次いで皮下移植肺がん(A549)モデルおよび蛍光

標識siRNAmicelleを用いてsiRNAの腫瘍集積性を評

価したところ、環状RGDペプチドの導入による腫瘍

集積性の有意な向上が認められた。そこで、がん細

胞のアポトーシスを誘導するpolo-like kinase 1（PL
K1)-siRNAをmicelleに封入し、がん治療実験を行っ

たところ、腫瘍組織でのPLK1 mRNAの減少および

抗腫瘍効果を得ることに成功した（H.-J. Kim et al,
 Drug Deliv Transl Res, 4, 50-60 (2014); H.-J. Ki
m et al, Biomaterials, 35, 4548-4556 (2014)）。 
 

Ｄ．考察 

 

siRNAsome, siRNAmicelleともに、ツールとして

の有効性が示唆されたと考える。特にsiRNAmicelle
は動物における遺伝子抑制効果も確認された。 
他方で、本研究期間中に動物実験においても有効

性のある結果に到達するべき観点から、脳腫瘍動物

モデルにおいては、すでに企業導出済みの技術であ

るsiRNA送達用ナノデバイス、cRGD付加PEG-イミ

ノチオラン修飾ポリリシン（R.J. Christie et al, Bi
omacromolecules, 12, 3174-3185 (2011); R.J. Christ
ie et al, ACS Nano, 6, 5174-5189 (2012)）にCXCL
12に対するsiRNAを搭載して用いる検討を並行し

て行い、有望な結果を得た。（詳細は総括研究報告

書を参照。） 
 

Ｅ．結論 

 

siRNAsome、siRNAmicelleともに遺伝子の抑制効

果も確認され、ツールとしての有効性が示唆された。

将来的な核酸医薬の候補として極めて有望である。

今回研究の成果の実用化にあたり、より効果の強い

担体やより動態が改善された担体が必要とされて

きた際に、有益な候補となると考えられる。 

 

Ｆ．健康危険情報 
 

（総括研究報告書に記入。） 
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研究要旨 
 
本研究では、glomeruloid vessel（GV） を標的として膠芽腫における薬剤送達性を改善する新規治療法を確
立するための3 次元共培養法に関する技術基盤の構築を行った。これまでに開発を行ってきた三次元多層化
共培養法（Matsusaki et al, Angew. Chem. Int. Ed., 2007）を改善最適化しつつ、GV構築の生体外における再
現を目指した。H25年度は、腫瘍細胞を組織化することを考え、多層化を試みた。検討の結果、腫瘍細胞の多
層化条件を確立することに成功した。 
 
 
 

 

 

 

Ａ．研究目的 
 
これまでに、我々は複数種細胞の混在した細胞を

多層化して培養を行う三次元培養法の開発を行っ

てきた。 
細胞表面に細胞外基質（ECM）によるナノスケー

ルの薄膜（ECMナノ薄膜）形成を行って細胞を多層

化する積層培養法（Matsusaki et al, Angew. Chem. 
Int. Ed., 2007）のほか、単一細胞に直接ECM薄膜を

形成させて多層化する細胞集積法（Nishiguchi et al.,
 Adv.Mater., 2011）を用いて新生血管網を構築する

技術をすでに確立している。 
 
本研究では、これらの技術を用い、肥厚したGV

組織構築を生体外で反映した三次元培養系の構築

を行った。 
 

GVの肥厚した構造は、長く血管内皮が異常増殖

したものと考えられてきたが、近年の研究により、

内皮細胞ではなく血管周囲の壁細胞が主体である

ことが明らかになった。昨年度までに、分化誘導を

行った壁細胞前駆細胞に関して多層化三次元培養

が可能であることを明らかにし、三次元培養の条件

を確立した。そこで本年度は、膠芽腫細胞そのもの

の三次元培養を試み、最終的に膠芽腫細胞、壁細胞、

内皮細胞すべてを含んだ三次元培養系の開発に向

け技術基盤を確立することを目指した。 
 

 

Ｂ．研究方法 

 

まず、腫瘍細胞の細胞集積法（Nishiguchi et al, 
Adv. Mater., 2011）による三次元培養を試みた。当

初、腫瘍細胞は細胞集積法の基本プロトコルによっ

ては十分な培養維持が不可能であった。そこで、腫

瘍細胞の三次元培養を行う条件の最適化を試みた。 
細胞集積法においては、collagen type IV、lamini

n 、fibronectin、gelatinいずれかによりコーティング

を施したカルチャーインサートに、細胞表面にEC
Mナノ薄膜を形成した細胞を播種する。これらの工

程におけるECMの詳細条件や、その他の各種培養条

件について詳細な検討を行った。 
これらの三次元培養細胞は4% PFAで固定処理後

パラフィン包埋ブロックを作成し、3次元培養組織

の多層化断面が観察面となるよう薄切してHE染色

を行い、3次元培養組織の観察を行った。 
 
最後に腫瘍細胞の三次元培養について各種mRN

A発現の解析を行い、グロメルロイド血管形成の妥

当性について解析した。 
 

Ｃ．研究結果 



 
 

 
腫瘍細胞の三次元培養を行う条件について、培地

やバッファー、播種細胞数などのパラメーターの最

適化を行った。結果として、多層化した状態で長期

間培養維持することが可能な培養法を確立するこ

とに成功した。 
 
今年度確立した腫瘍細胞の細胞集積法により多

層化を行った細胞群の三次元培養にHE染色を施し

て観察した結果、多層化が確認された。また、播種

細胞数が多いほど多くの層形成が達成されること

も確認した。 
 
このように多層化を行った腫瘍細胞の細胞応答

性に関して確認したところ、層構造の厚みを増すほ

ど壁細胞マーカーの発現が約3-5倍上昇した。さら

に、ヒト膠芽腫において高発現が知られるTGF2
によりSMAの発現が顕著に上昇することも見出し

た。 
 
これらにより、本研究の目的を達成した。 

 

 

Ｄ．考察 


我々はこれまで、細胞集積法（Nishiguchi et al, 

Adv. Mater., 2011）により線維芽細胞など多くの細

胞の多層化に成功してきたが、これらと同じ培養プ

ロトコルによっては腫瘍細胞の三次元培養を維持

することが困難であったため、腫瘍細胞に適するよ

うに細胞集積法の最適化を試みた。 
このH25年度に行った検討の結果、我々は新たに

腫瘍細胞による三次元培養の技術的基盤を構築で

きたと考えている。 

また、本法によって多層化した腫瘍細胞の細胞応

答性に関して検討した結果、層構造の厚みが増すほ

ど各種の壁細胞マーカーの発現上昇を確認した。 

さらにTGF2によりSMAの発現が顕著に上昇する

ことも見出している。TGFは壁細胞の分化を促進す

るシグナル分子であることが知られており、最近に

なり、ヒト膠芽腫細胞が壁細胞への分化能を有する

ことが報告されているが、今のところGV周囲の細胞

が膠芽腫細胞由来であるかどうか十分な検証はさ

れていない。 

これらの知見も踏まえ、H25年度の検討結果から、

我々は膠芽腫細胞自体がGV構造の骨格をなす重要

な構成要素であると考えている。 

 

Ｅ．結論 

 

H25年度の検討の結果、腫瘍細胞を安定的に三次

元培養法で維持する手法を確立した。今後、よりヒ

ト病理をよく再現するGV生体外モデルの完成を目

指す。 

 

Ｆ．健康危険情報 
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研究要旨 

 

膠芽腫は脳腫瘍の中で最も悪性度が高く、現状において有効な治療法はほぼ存在しない。本研究では膠芽腫の

特徴的病理構造、特にグロメルロイド血管（glomeruloid vessel, GV）に着目し、膠芽腫の新規治療戦略確立を

目指しており、本分担研究では、ヒト・実験動物由来の各種病理標本を、実験・診断病理学的観点から解析す

る。 
 

 

 

 

Ａ．研究目的 

 

膠芽腫は脳腫瘍の中で最も悪性度が高く、有効

な治療法はほぼ存在しない状況が続き、生存率・

患者 QOL も低いままにとどまる。患者 QOL の向

上を図るためにも、効果的な化学療法の確立が待

たれている。本研究で我々は、治療標的として膠

芽腫に特徴的な病理構造の一つである glomeruloid 
vessel（GV）に着目した。GV は血管が異常に肥厚

した病理組織で、その実態については未解明であ

ったが、我々は GV の主体が過剰に増殖した血管周

皮細胞（PC）であることを確認し、さらに GV の

程度と予後が逆相関することを明らかにしてきた。

そこでこの GV 形成過程と構造的特徴を分子レベ

ルで明らかにし、GV の抑制に効果的なシグナル経

路を同定する必要があると考える。 
GV を標的とした膠芽腫治療の試みは世界的に

も前例がない。本研究では生体外における病態の

再現を行い、古典的病理学と分子生物学・ナノ技

術の融合による学問包括的な治療法の開発を試み

た。この際に、より臨床的妥当性を持ったモデル

とするために対応するヒト病理との情報のリンク

は重要である。これにより、従来は難しかった病

理組織と多細胞間分子シグナル伝達・薬剤送達性

の詳細な関連付けが初めて可能になる。 
このような背景を踏まえて、本研究に臨床病理

学的視点を与えることが本分担研究の目的であっ

た。 
 

 

Ｂ．研究方法 

 

分担研究者が所属する北海道大学はこれまで長

くにわたり脳腫瘍の病理学研究を進めてきたこと

から、脳腫瘍患者から採取された試料が極めて豊富

に存在する。こうしたヒト由来のパラフィン包埋病

理標本について、CD31, CD34といった血管内皮細

胞を認識する分子マーカーおよびCXCL12受容体で

あるCXCR4について染色し解析した。 
 

（倫理面への配慮） 

患者の病理検体に関して、本研究で用いられる病

理検体はすべて研究開始前に北海道大学において

人体から採取された試料であり、患者個人に不利

益・危険性が及ぶことはない。人権擁護の観点か

ら原則として研究開始前までに当該患者から試料

の利用に係る同意を受けるものとし、同意を受け

ることが出来ない場合には臨床研究に関する倫理

指針（平成２０年厚生労働省告示第４１５号）に

基づいて、北海道大学の倫理委員会で得られてい

る本研究課題の承認内容に基づき、組織代表者の

許可を得る。また、成果発表等の際には個人の特



 
 

定が行われないよう最大限の配慮をなした。 
 

Ｃ．研究結果 
 

GV構造は、GradeIIIの脳腫瘍では殆ど観察されず、

GBMで特徴的に出現する病理構造であることが知

られている。 
そこでWHO分類GradeIIIである退形成性星細胞

腫（AA）2症例と、同分類GradeIVである膠芽腫（G
BM）3症例についてCXCR4の染色を行った。 

 
その結果、GBMの検体においてのみ、GV構造に

おいてCXCR4陽性細胞が認められた。GV構造周囲

においては、CXCR4陽性細胞がGVに向けて集積す

る病理像が得られた。 
 

 

Ｄ．考察 
 
これまで行った研究におけるヒト病理解析の情

報から、グロメルロイド血管の構築は、一層の血管

内皮細胞と、血管壁細胞または何らかの間葉系細胞

が厚く増殖したものであることが示唆される。我々

はさらに予後の悪い症例においてGVが多く観察さ

れることを見出した。 
今回の解析から、ヒト膠芽腫GVにおいてCXCR4

陽性細胞が認められ、CXCL12-CXCR4シグナルが

ヒト病理においてもGV形成に関与する可能性が示

唆された。 
GV形成過程においてCXCR4陽性膠芽腫細胞が

血管内皮細胞周囲に集積して多層化し、その結果と

して壁細胞に分化する可能性も考えられる。今後は、

種々のヒト膠芽腫モデル細胞を用いての重ねての

検討が必要ではあるが、今回行ったヒト病理解析の

結果からもCXCL12-CXCR4シグナルの標的分子と

しての有望性が支持されると考えている。 
 

Ｅ．結論 

本研究によるヒト病理標本の解析により、ヒト膠

芽腫におけるGV構造においてCXCR4陽性細胞が

確認され、ヒトにおいてもCXCL12-CXCR4シグナ

ルの抑制によりGVを制御しうる可能性が示唆され

た。 
 

Ｆ．健康危険情報 
（総括研究報告書に記入。） 
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