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研究要旨 
 
 がん細胞自身ではなく血管新生を阻害することは耐性癌治療の有用な手段であり、薬

物送達システム (DDS) による腫瘍血管内皮選択的な抗癌剤の送達は、効果の向上と副

作用の軽減に有効である。申請者は標的化リガンドと細胞膜透過性ペプチドを組み合わ

せた dual-ligand リポソームにより腫瘍血管へ選択的な薬物送達と耐性癌治療に成功

している。従来治療効果に乏しい癌種でも DDS で血管に薬物を送達し抗腫瘍効果が示さ

れれば、既存の抗癌剤の適応拡大とライフサイクルの延長など医薬品産業の競争力を下

支えする基盤技術として貢献が期待される。またポソーム製剤の開発を通じて医薬品レ

ギュレーション行政へ貢献が期待される。本事業では、dual-ligand リポソームを用い

た耐性癌化学療法を最終目的として、適応癌種拡大と非臨床試験へむけた製剤化の検討

を行った。 

 平成２５年度の研究では、閉鎖流路を用いたリポソームの大量製造に着手した。閉鎖

流路として、有機化合物合成に用いられるマイクロリアクターとシリンジポンプを組み

合わせたシステムを作成した。流速や脂質濃度などの検討を行うことで、目的の大きさ

を有する、およそ 100 mL/hr 単位でのリポソームの大量製造法の確立に成功した。 

 

Ａ．研究目的 

 がん治療の際に外科的療法と並んで用

いられる化学療法において、最も問題と

されるのは薬剤耐性化である。原因とし

てよく知られているものは、白金製剤で

は白金を解毒するメタロチオネイン、そ

の他の低分子化合物では薬剤の細胞外へ

の排出を担う P糖たんぱく質の発現後身

である。これらの特性変化はがん細胞自

身の増殖速度が通常の細胞と比較して非

常に早く、それに伴いゲノム配列が変異

を起こしやすいという特徴に起因すると

されている。こういった背景の元、がん

細胞に酸素や栄養の供給を担う腫瘍内の

血管を標的とした血管新生阻害療法が注

目されており、薬剤耐性癌にも有効であ

ることが報告されている。しかし、一方

では消化管出血や腎障害など重篤な副作

用が問題となっている。これは、がん組

織以外の正常組織の血管においても既存

の血管新生阻害剤の標的遺伝子が阻害さ

れ、正常組織のホメオスタシスが崩され
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腫瘍血管内皮細胞を標的化可能かの評価

を行った。 

本実験で用いたリポソームは単純水話

法で調製を行った。Egg phosphatidyl-

choline (EPC) とコレステロール (chol)、

polyethylenglycol (PEG) 脂質、および

その他のリガンド、CPP 等を、EPC:chol

が 7:3、その他が任意の顔料となるように

ガラス試験管に滴下し、よく混合した。

その後、減圧下有機溶媒を留去すること

で、脂質薄膜を得た。等張にした 20 mM

リン酸緩衝液 (pH 7.4) あるいは 20 mM

アンモニウム硫酸緩衝液 (pH 5.5) を加

えて水和したのち、拡販することで脂質

薄膜をかい離させた。その後、任意のサ

イズの小孔を有するポリカーボネート膜

を用いて粒子径を整えた。粒子径ならび

にゼータ電位は動的光散乱法 (Zetasiz-

er Nano ZA ZEN3600、Malvern 社) によっ

て測定した。 

血管内皮細胞への RGD リポソームの取

り込みはヒト臍帯静脈血管内皮細胞 

(HUVEC) を用いて検討を行った。取り込

みを見る際には、RGD リポソームの脂質薄

膜を調製する際に 0.1%の蛍光物質ローダ

ミン標識脂質を添加することで、RGD リポ

ソームに蛍光標識を施した。HUVEC 細胞へ

の取り込みは、リポソームを添加してか

ら 2時間後に共焦点レーザー走査型顕微

鏡 (CLSM) あるいは細胞溶解液の蛍光強

度を測定することにより求めた。 

in vivo での機能評価はヒト腎細胞が

ん OS-RC-2 細胞 1.0 × 106 細胞を免疫

不全マウス (BALB/cAJcl nu/nu) の背部

皮下に移植したがんモデルを用いた。移

植して 10 日程度経過したのちに、蛍光標

識RGDリポソームを尾静脈内より投与し、

24 時間後に腫瘍の様子を CLSM (Nikon 

A1r) を用いて観察した。血管の造影には

フルオレセインで蛍光標識された

Griffonia simplicifolia由来の

isolectin B4 40 g を腫瘍採取の 10 分前

に静脈内投与することで行った。 

ドキソルビシン (DOX) 封入RGDリポソ

ームの薬理効果を調べる際には、先ほど

同様に作製した担がんマウスに対して、

DOX 量で 1.0 ~ 2.0 mg/kg body weight

の投与量で投与したのちに、継時的に腫

瘍体積を測定し、抗腫瘍効果の判定を行

った。なお、全身毒性の目安としては体

重をモニタリングすることで簡易的に評

価した。 

RGD リポソームの HUVEC 細胞との解離

定数 (dissociation constant; KD) は、

種々のリポソームを添加した際の細胞内

取り込み量をプロットし、シグマプロッ

トを用いて近似曲線を描くことにより算
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 また、連続的な製剤調製に関しては、

閉鎖流路を用いても特定の流速比、脂質

濃度で溶液を注入することにより、任意

の粒子径のリポソームを調製することに

成功した。アルコールに溶解した脂質溶

液を水溶液によって希釈してリポソーム

を形成する際には、それぞれの溶液の混

合速度が重要であると報告されている。

この結果は、過去のリポソーム形成の報

告を満たすものであると言える。また、

最終滅菌処理についても検討を行い、親

水性のポリマーを使用することで脂質を

損なうことなくリポソームをフィルター

滅菌に供することが可能となった。今後、

大きな粒子径を有するリポソーム調製の

場合には原材料のろ過滅菌と最終製材の

線による滅菌するなどすることで、無菌

状態を担保した製剤の開発を行っていく

予定である。 

 

Ｅ．結論 

 粒子サイズを大きくすることで細胞へ

の親和性が大きく向上していることが明

らかとなった。これは、細胞膜上の受容

体とリポソーム上のリガンドがより多価

の結合が可能となっていると考えられる。 

 また、製剤化においては目的とする粒

子サイズへの制御を可能とする連続式製

造法の確立に成功した。 
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