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血L中滞留型リボソームの製剤設計と癌化学療法への応用

畝　崎 雪 見　田　順　一・

東京医科大学病院薬剤部

【要旨】ポリエチレングリコール（PEG）でリボソーム膜を修飾したPEG修飾リボソームは、細網内皮系

への取り込みを回避して高い血中滞留性を示す。抗癌剤を封入したPEG修飾リボソームは、透過性の充進し

た腫瘍新生血管壁を通過し、薬物を徐々に放出して優れた抗腫瘍効果を発現することから、癌化学療法にお

けるドラッグキャリアとして高い評価を得ている。また、癌温熱療法との併用によって局所加温された腫瘍

部位で薬物を放出する血中滞留型温度感受性リボソームなども開発されている。

　本稿では、癌化学療法への応用に向けた血中滞留型リボソームの製剤設計と機能およびその効果について

解説する。

はじめに

　近年、薬理活性の高い薬物が開発されるとともに、

薬物の治療効果を最適化する目的のDrug　delivery　sys－

tem（DDS）の開発が進められている。特に癌化学療法

の分野においては、抗癌剤の副作用軽減と標的部位へ

の選択性を向上するためのDDS構築が重要である。

　リボソームはリン脂質の二分子膜よりなる細胞様

の小胞である。1965年、英国のBangham1）によって発

見されて以来、細胞膜モデルとして利用されるととも

に、薬物キャリアや遺伝子キャリアとして多くの研究

が進められている。リボソームは生体適合性が高く理

想的なDDSキャリアであるが、他の微粒子製剤と同

様に静脈内投与した場合、肝臓や脾臓などの細網内皮

組織（RES）へ取り込まれ、血中から速やかに消失す

る。この性質はRESやマクロファージを標的とする

場合には長所となるが、それ以外の標的組織や血中で

の薬物徐放化を期待する場合には欠点となる。そのた

め、薬物を効率的に標的組織へ送達するためには、

RESに捕捉されるリボソームの割合を減らす工夫が

必要となる。この問題点を克服するため開発された血

中滞留型リボソーム2・3）は、膜表面をポリエチレングリ

コール（PEG）で修飾したキャリアで、ステルスリボ

ソームとも呼ばれる。

　本稿では、PEG修飾リボソームの物性と体内動態、

固形癌組織へのターゲティング、温度感受性リボソー

ムの開発などについて著者らの研究グループの報告

を中心にDDS展開の一端を紹介する。

PEG修飾リボソームの物性と体内動態

　リボソームの体内動態は、血中での物理的安定性や

RESへの取り込みに大きく左右される。これらの要因

は、リボソームの粒子径、膜表面電荷、リン脂質の種

類（Table　l）や脂質組成によって影響される4）。静脈

内に投与されたリボソームの血中体内動態は二相性

を示し、初期の急激な消失はRESへの分布5）を表して

いる。膜を構成するリン脂質の相転移温度が高いほど

リボソームの半減期は長く6）、さらにコレステロール
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Table　1

egg　phosphatidylcholine　（egg　PC）

phosphatidylglycerol　（PG）

hydrogenated　soy　bean　phosphatidylcholine　（HSPC）

dimiristoylphosphatidylcholine　（DMPC）

dipalmitoylphosphatidylcholine　（DPPC）

distearoylphosphatidylcholine　（DSPC）

dioleoylphosphatidylethanolamine　（DOPE）

鍵勢＿DSPC／CH
CK＝こ⊃○

（！liilONO〈：　一　DspE／pEG

DSPC；　distoaroylphosphatidylcho日nθ．

C　H；　cholesterol．

DSPE；　distearoylphosphatidylethanoIamine．

PEG；　polyethylene　glycol，

　　Fig．1　Schematic　illustration　of　PEG－liposomes．

を組み込むと物理的安定性が増大する7）。また、粒子径

が300nm以上の大きなリボソームは肝臓のクッパー

細胞に取り込まれやすくなり8）、小さなリボソームほ

ど血中からの消失は遅くなる。すなわち、リボソーム

が血中で長く安定して循環するには、相転移温度の高

いリン脂質で硬い膜を構成し、表面電荷は中性で粒子

径を小さくするなどの条件が必要となる。著者らは、

血中滞留型リボソームを調製するにあたり、粒子径を

約100nm、膜脂質組成比をジステアロイルフォスファ

チジルコリン（DSPC）とコレステロール1：1（モル

比）とし、膜表面をPEG脂質誘導体で被覆する製剤

設計を行った（Fig。1）。

　PEGは単独でリボソーム膜へ組み込むことができ

ないので、アンカーとなる部分に脂質を結合し脂質誘

導体とする必要がある（著者らはFig．1に示すように

DSPEをアンカーとして用いた）。一一一般的に用いる

PEGの分子量は1，000～5，㎜（著者らは2，㎜）で、鎖

長が長すぎるとリボソーム膜に組み込まれにくくな

る。リボソーム膜をPEGで覆うと、水和層が形成され

て親水性が増しマクロファージとの接触が抑制され

る9）。さらに、水和層による立体障害により、血中での

補体系蛋白およびRESとの相互作用やリボソーム相

互の凝集が著しく抑制される10）。また、PEGの分子量

および修飾量は、リボソーム膜上における水和層の厚

さ、ひいてはリボソームの血中滞留性に影響する11）の

で、使用目的に応じたものを選択する必要がある。こ

のようにRESを回避するPEG修飾リボソームは、従

来のリボソームに比較して血中半減期が著しく延長

する2）。

　リボソームは、親水性または疎水性にかかわらず薬

物を封入することができる。親水性薬物は、リボソー

ムの内水相に封入され、疎水性薬物はリボソームの膜

中に組み込まれる。しかし、一般にリボソームへの薬

物封入効率は高いとはいえず、製品化への一つの障壁

となっていた。現在では、一部の弱酸性および弱塩基

性薬物は、pH勾配法12）というリモートローディング

法を用いることで効率良くリボソーム内に封入する

ことが可能となった。例えば、弱塩基性のアントラサ

イクリン系抗癌剤ドキソルビシン（DXR）は、リボ

ソームの外相をアルカリとし内相を酸性にするとそ

のpH勾配によって100％近くリボソーム内に封入す

ることができる12・13）（Fig．2）。

腫瘍組織におけるPEG修飾リボソームの新生血管透

過性

　現在行われている癌化学療法は、治療効果と副作用

のつりあいの上で成立しており、癌細胞に影響を与え

るだけの十分な薬物濃度を供給するには限界がある。

さらに、固形癌組織では薬剤の分布に対して抵抗性を

もつことが知られている。例えば、腫瘍組織は周辺の

正常組織と比較して問質圧が高く薬剤が移行しにく

いことが指摘されている。

　一方、腫瘍組織に増生する新生血管は内皮細胞間に

tight　junctionがなく不連続な間隙が形成されている

ため、高分子も容易に血管外へ漏出する。当然、小さ

な粒子径をもつリボソームは、血管透過性の急進した

新生血管壁を通過（漏出）することが可能となる。つ
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External　medium
　　（o　ut　sid　e）

Citric　acid　（pH　7．8）

Liposomal　aqueous　phase　（inside）

Citric　acid　（pH　4，0）

DXR－H＋　一一＝一一一一一一一一一1＞一　DXR

　　　　　　　　　I－1＋

DXR－HCI
　　ii

DXR－H＋　＋　Cl’

　　ii

DXR　＋　H＋

Fig．2　lntraliposomal　remote　loading　of　DXR　by　creating　a　pH　gradient　between　the　intraliposomal　aqueous　phase　and　the

　　　　　external　medium

Fig．3　Microscopic　localization　of　Dil－PEG－liposomes　in　tumor　（A，　B）　and　normal　tissue　（C，　D）．

　　　　　（A）　Fluorescence　image　of　tumor　microvasculature　at　30　min　after　Dil－PEG－liposomes　injection．　（B）　Liposome　localiza－

　　　　　tion　in　the　tumor　was　perivascular．　The　photograph　was　taken　at　2　days　after　Dil－PEG－liposomes　injection．　（C）　ln

　　　　　normal　tissue，　extravasation　of　Dil－PEG－liposomes　was　not　detected．　Only　fluorescent　spots　within　the　vessel　wall　were

　　　　　observed．　The　photograph　was　taken　l　day　after　Dil－PEG－liposomes　injection．　（D）In　normal　tissue，　fluorescence　image

　　　　　at　2　after　Dil－PEG－liposomes　injection．　Fluorescence　intensity　in　the　vessel　wall　gradually　decreased．　Bar，　100　pt　m．

まり、PEG修飾リボソームのように血中を長時間循

環するキャリアほど、その機会は増大し腫瘍組織へ集

積することになる。

　　そこで、蛍光色素（Dil）を標識したPEG修飾リボ

ソーム（粒子径約100nm）を担癌マウスに投与し蛍

光分布を視覚的に検討した結果、腫瘍組織では時間経

（3）
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過とともに血管壁の外腔周囲にリボソームの血管透

過を示唆する蛍光スポットが多く観察された14）（Fig．

3A，　B）。一方、正常組織の血管では、そのような状態

は全く見られない（Fig．3c，　D）。また、腫瘍組織のリ

ボソームによる蛍光分布は極めて不均一で、同一血管

においても漏出の激しい部分とまったく漏出しない

部分に分かれた。血管透過性は新生血管形成期の第1

期と壊死の第IV期に高くなるといわれており、リボ

ソームの分布もおのずと不均一になると考えられる。

また、血管壁を通過したリボソームは、血管あるいは

リンパ管からの回収が少なく、血管周囲の組織間隙に

蓄積する。前田15）らは、このような腫瘍組織における

微小脈管レベルでの高分子やリピッドの特異的な動

態を、ドラッグキャリアとしてのEPR（enhanced　per一

meability　and　retention）効果として評価している。こ

のEPR効果は、リボソームの固形癌組織へのターゲ

ティングにおいて重要な因子となる。

PEG修飾リボソームによる固形癌へのターゲティン

グ

　リボソームをキャリアとしてより効率の高いター

ゲティングを得るためには、腫瘍組織の新生血管に到

達するための血中滞留性と血管内皮細胞間隙を透過

できるサイズ（粒子径）が重要である。この条件を満

たす血中滞留型リボソーム（粒子径約100nm）に

DXRを封入し担癌マウスにおいて実験を行った結

果、腫瘍紅職内のDXR濃度が時間経過とともに高く

なり16）、癌の退縮と延命効果が示された17～20）（Fig．4，
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Fig．4　DXR　levels　in　blood　（A）　and　tumor　（B）　after　i．v．　injection　of　free　DXR　（A），　DXR－liposome　（O）　and　DXR－PEG－

　　　liposome　（e），　into　tumor－bearing　mice　at　a　dose　of　5　mg　DXR／kg．
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Fig．5　Effect　of　DXR－PEG－liposomes　after　i．v．　multiple　injection　on　tumor　growth（A）and　survival　of　mice（B）．　Control（A），

　　　of　free　DXR　（A），　DXR－liposome　（O），　DXR－PEG－liposome　（e）．　Mice　were　inoculated　s．c．　with　colon　26　cells　on　day

O．　Treatment　began　8　day　later　was　repeated　on　day

of　5　mg　DXR／kg．

and　14．　Free　DXR　or　liposomal　DXR　was　injected　at　a　dose
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Fig．6　Schematic　illustration　of　passive　targeting　by　DXR－

　　　PEG－liposomes　to　solid　tumor．
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Fig．7　Schematic　illustration　of　design　of　TSL．

5）。この時、PEGの分子量を5，000よりも大きくする

と腫瘍への集積性と抗腫瘍効果が減少した21）。このこ

とから、固形癌への七一ゲティングにおいてPEGの

至適分子量は5，㎜以下であることが示唆された。ま

た、家兎を用いた実験では、リボソーム化するとDXR

による骨髄抑制等の副作用も軽減されることが判明

している22）。抗癌剤を内面したPEG修飾リボソーム

は、EPR効果により新生血管を通過したあと腫瘍組織

の間隙に蓄積し、局在するリボソームから放出された

DXRが癌細胞へ移行し抗腫瘍効果を発現すると考え

られる（Fig，6）。このDDSの成功は、腫瘍側の組織学

的な特徴とPEG修飾リボソームの特性がうまく合致

した結果である。

　DXRを封入したPEG修飾リボソームは、既に米国

でDOXIL⑪（欧州ではCAELYX⑪）という商品名で

カポジ肉腫や卵巣癌に使用されている。DXRは心筋

組織との親和性が高く、蓄積的な心毒性があることか

ら投与量が制限されているが、リボソーム化すること

により体内分布が変化し心毒性が著しく軽減される

ことが判明している。カポジ肉腫患者における

DOXIL⑧の体内動態パラメータは2一コンパートメン

トモデルにしたがい、α相の半減期は32～4．9時間、β

相では452時間と長く、AUCの95％がβ相で消失す

る。また、投与72時間後のカポジ肉腫中のDXR濃度

はDXR単独投与と比較して約5倍高いことが報告

されている23）。現在、各下種に対して他の抗癌剤との

併用療法や放射線との併用などの臨床試験が進めら

れている。

PEG修飾温度感受性リボソームと温熱療法

　飽和アシル基をもつリン脂質は、その炭素鎖の長さ

に応じた固有の相転移温度を有する。このようなリン

脂質で構成されたリボソーム膜は相転移温度以下で
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Fig．8　Effect　of　liposomal　size　on　Temperature－dependent

　　　release　ofcalcein　from　thermosensitive　liposomes　（diame－

　　　ter　of　100　nm　and　200　nm）

は流動性が低く、密なラメラ構造（ゲル相）となるが、

それ以上の温度では流動性が高くなり粗いラメラ構

造（液晶相）をとり透過性が高くなる。この性質を利

用すると、癌温熱療法によって局所加温された腫瘍部

位で内封した抗癌剤を放出する温度感受性リボソー

ム（thermosensitive　liposome；TSL）（Fig．7）を調製す

ることができる。実際にはDSPCとジパルミトイルポ

スファチジルコリン（DPPC）を9：1（モル比）の割

合でリボソーム膜を構成すると、温熱療法に都合のよ

い42QC付近で薬物を放出するTSLが得られる24～26）。

また、その場合の温度感受性は粒子径によって異な

り、ある程度の滞留性と薬物放出性を保つ粒子径は

200nmくらいが適していると考えられる（Fig．8）。

　これにもとづき、DXRを封入したPEG修飾TSL

を担癌マウスに投与し、腫瘍部位を局所加温すると、

高いDXR腫瘍内濃度と著しい延命効果が示されて

いる27～29）。本システムでは、温熱療法と化学療法を組

み合わせることで相加的または相乗的な効果が期待
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できる。DXR以外にも、シスプラチンや5－FUなどを

封入した温度感受性PEG修飾リボソームの臨床応用

が期待されている。

リボソームの限界と展望

　粒子径の小さなPEG修飾リボソームは、　EPR効果

によって腫瘍新生血管を通過し、長時間組織中に保持

される。しかし、高分子のリボソーム自身が間質を通

過して癌細胞まで到達することは難しいと考えられ

る。一方、低分子薬物は、濃度拡散によって分布する

ため癌細胞に容易に移行できる。したがって、抗癌剤

を封入したPEG修飾リボソームでは、問質で放出さ

れた抗癌剤が拡散により標的癌細胞まで到達して薬

効を発現すると考えられる。一方で、薬物の腫瘍集積

濃度が高い割に効果が少ないのではという指摘があ

る。当然のことながら、リボソーム内に封入された薬

物は薬効を示さない。したがって、組織に集積したリ

ボソームから薬物が経時的または濃度的にどのくら

いの割合で放出されるかが効果発現の重要な要因と

なる。しかし、現時点では、局所での薬物放出過程を

制御することは難しい。今後は、温熱療法との併用、リ

ボソーム膜への抗体の付与や膜融合機能をもたせる

などの機能性の工夫が必要と考えられる。また、高い

血中滞留性のため、薬物の体内分布が変化することに

よってhand－fbot　syndrome（手足症候群）という予期

せぬ副作用も報告されている30）。ただし、この場合、3

週間以上の投与間隔をあけることで副作用の発現を

抑制できる23）。

　リボソームの最近の動向として、ドラッグキャリア

だけでなく遺伝子キャリアとしての有用性が注目さ

れている。ウィルスに替わる安全性の高いベクターと

して臨床応用もされるようになってきた。今後は、多

角的な機能性を具備したリボソームの開発が期待さ

れる。現在、リボソーム製剤の開発は、欧米のベン

チャー企業を中心に展開されており、本稿で紹介した

ドキソルビシンの他、アムホテリシンB、ダウノルビ

シンが既に市販されている。また、ナイスタチン、ゲ

ンタマイシン、ピンクリスチンなどが治験の最終段階

にある。わが国では、アムホテリシンB封入リボソー

ムや抗体を付与したドキソルビシン封入リボソーム

が治験段階にあり、臨床使用できる日が待たれる。今

後、薬物療法におけるDDS製剤の果たす役割は大き

く、その発展が期待されている。
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Application　and　design　of　long－circulating　liposomes　in　drug　delivery　system

　　　　　Sakae　UNEZAKI，　Junichi　HOSODA

Department　of　Pharmacy，　Tokyo　Medical　University　Hospital

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　The　current　status　of　newly　developed　polyethyleneglycol　coated　liposome（PEG－liposome）were　described　in　this　review．

PEG　coating　on　the　liposomal　surface　reduces　the　uptake　by　reticuloendothelial　system　to　prolong　the　circulation　in　blood．

Passive　targeting　with　PEG　liposomal　carrier　system　has　been　investigated　in　the　field　of　cancer　chemotherapy．

Doxorubicin－encapsulated　PEG－liposome　showed　high　blood　Ievels　and　the　greatest　tumor　accumulation，　resulting　in　effective

retardation　of　tumor　growth　and　prolongation　of　survival　times．　Long－circulating　liposomes　（PEG－liposome）　are　able　to

traverse　the　endothelium　of　blood　vessels　in　tumors　and　extravasate　into　interstitial　space．　Moreover，　encapsulated　drug　was

released　from　extravasated　liposomes　in　the　tumor．　Also，　it　is　possible　to　design　thermosensitive　liposomes　which　can　release

entrapped　drugs　at　local　hyperthermia．　The　design　and　function　of　long－circulating　thermosensitive　liposomes　have　been

outlined　in　this　review

〈Key　vvords＞　Doxorubicin，　Liposomes，　Polyethyleneglycol，　Targeting，　Thermosensitive
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