
 

（報告様式４）                                   

【課題管理番号 16cm0106202h0001】 

平成 29年 5月 22日 

 

 

平 成 2 8 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）次世代がん医療創生研究事業 

      （英 語）Project for Cancer Research and Therapeutic Evolution 

 

研究開発課題名： （日本語）DDS 技術を基盤とした革新的がん治療法の開発 

      （英 語）Development of innovative methods for cancer therapy based on DDS 

 

研究開発担当者  （日本語）国立大学法人東京工業大学 科学技術創成研究院 化学生命科学研究所 

教授 西山伸宏 

所属 役職 氏名： （英 語）Laboratory for Chemistry and Life Science,  

Institute of Innovative Research, Tokyo Institute of Technology,  

Professor, Nobuhiro Nishiyama 

      

実 施 期 間： 平成 28 年 5月 25日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

分担研究     （日本語）がん細胞の増殖・進展・転移に係るネットワークを撃滅するための DDSの

開発 

開発課題名：  （英 語）Development of DDS to destroy network relating to proliferation,  

progression and metastasis of cancer cells 

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人東京工業大学 科学技術創成研究院 化学生命科学研究所 

教授 西山伸宏 

所属 役職 氏名： （英 語）Laboratory for Chemistry and Life Science,  

Institute of Innovative Research, Tokyo Institute of Technology,  

Professor, Nobuhiro Nishiyama 

 

分担研究     （日本語）がんの微小環境を標的とする薬剤および核酸医薬搭載ナノ DDSの開発 

開発課題名：  （英 語）Development of nano-DDS incorporating drugs and nucleic acids for  

targeting cancer microenvironment 

研究開発分担者   （日本語）公益財団法人川崎市産業振興財団ナノ医療イノベーションセンター 

センター長 片岡一則 

所属 役職 氏名： （英 語）Kawasaki Institute of Industrial Promotion, Innovation Center of  

Nanomedicine, Director General, Kazunori Kataoka 



 

分担研究     （日本語）難治がん治療のための薬剤搭載ナノ DDSの開発 

開発課題名：  （英 語）Development of nano-DDS incorporating drugs for the treatment of  

intractable cancer 

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人東京大学 大学院工学研究科 バイオエンジニアリング専攻 
准教授 カブラル オラシオ 

所属 役職 氏名： （英 語）Department of Bioengineering, Graduate School of Engineering,  

The University of Tokyo, Associate Professor, Horacio Cabral 

 

分担研究     （日本語）難治がん治療に向けたユニット PIC型核酸医薬送達システムの研究開発 

-RNA 医薬 

開発課題名：  （英 語）Development of miRNA-loaded uPIC medicine against the refractory  

cancers 

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人岐阜大学 大学院連合創薬医療情報研究科 薬科学専攻 

教授 赤尾幸博 

所属 役職 氏名： （英 語）United Graduate School of Drug Discovery and Medical Information 

Sciences,Gifu University, Professor, Yukihiro Akao 

 

分担研究     （日本語）TUG1を標的としたユニット PIC型核酸医薬送達システムの研究開発 

開発課題名：  （英 語）Development of antisense oligonucleotides targeting TUG1 coupled 

with unit polyion complex 

研究開発分担者   （日本語）公立大学法人名古屋市立大学 大学院医学系研究科 助教 勝島啓佑 

所属 役職 氏名： （英 語）Graduate School of Medical Sciences, Nagoya City University,  

Assistant Professor, Keisuke Katsushima 

 

分担研究     （日本語）胃がんにおける融合遺伝子を標的とした核酸医薬の創生 

開発課題名：  （英 語）Development of nucleic acid medicine targeting fusion gene in gastric 

cancer 

研究開発分担者   （日本語）公益財団法人がん研究会 がん化学療法センター 分子生物治療研究部  

主任研究員 馬島哲夫 

所属 役職 氏名： （英 語）Molecular Biotherapy, Cancer Chemotherapy Center, Japanese Foundation 

for Cancer Research, Senior Staff Scientist, Tetsuo Mashima 

 

分担研究     （日本語）ミトコンドリア作用薬搭載ミセルの薬効評価・POC取得 

開発課題名：  （英 語）Analysis of anti-tumor activity of mitochondria-targeted drugs that 

are encapsulated in micelles 

研究開発分担者   （日本語）公益財団法人がん研究会 がん化学療法センター ゲノム研究部  

特任研究員 國政和宏 

所属 役職 氏名： （英 語）Genome Research, Cancer Chemotherapy Center, Japanese Foundation for 

Cancer Research, Postdoctoral Scientist, Kazuhiro Kunimasa 

 

 



 

分担研究     （日本語）PDXを用いた動物モデルの構築と新規 DDSの薬効評価 

開発課題名：  （英 語）Establishment of PDX mouse models for evaluation of novel nano-DDS 

研究開発分担者   （日本語）公益財団法人がん研究会 がん研究所 がん生物部 主任研究員 

高橋暁子 

公益財団法人がん研究会有明病院 総合腫瘍科部 部長 高橋俊二 

所属 役職 氏名： （英 語）Cancer Biology, The Cancer Institute, Japanese Foundation for Cancer 

Senior Staff Scientist, Akiko Takahashi 

Medical Oncology Department, The Cancer Institute hospital for 

Japanese Foundation for Cancer Research, Department Director,  

Shunji Takahashi 

 

分担研究     （日本語）高磁場 MRIによるがん微小環境と薬効の in vivo評価 

開発課題名：  （英 語）In vivo evaluation of tumor microenvironment and drug efficacy using 

high-field MRI 

研究開発分担者   （日本語）国立研究開発法人量子科学技術研究開発機構 放射線医学総合研究所  

チームリーダー 青木伊知男 

所属 役職 氏名： （英 語）National Institute of Radiological Sciences (NIRS), QST,  

Team Leader, Ichio Aoki  

 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 

 本研究では、DDS、がん分子生物学、臨床腫瘍学の専門家による研究チームを形成し、緊密な連携

によって、(1)最先端ナノ DDS と革新的評価系による画期的治療薬の開発、(2)がんの微小環境を標

的とする革新的ナノ DDSの開発、(3)患者腫瘍由来異種移植片（Patient-Derived Xenograft, PDX）

によるナノ DDS の革新的評価法の確立、の 3 つの柱となる研究開発を行い、がんの根治を実現する

ための DDS 技術を基盤とした革新的がん治療法を開発することを目指している。本研究開発では、

以下の①-⑨の分担研究課題より構成されており、それぞれの課題における研究成果の概要を以下に

記載する。 

 分担研究課題①「がん細胞の増殖・進展・転移に係るネットワークを撃滅するための DDSの開発」

では、1分子の核酸分子を送達することができるユニット PIC型核酸送達システムの効率的ながん組

織への移行およびがん細胞による取り込みを実現するために、ペプチドをポリアミノ酸側鎖に導入

した多価結合型リガンドを開発した。さらに、リガンド分子導入ユニット PICを構築し、従来型ユニ

ット PICよりも優れた RNAi活性が得られることを確認した。一方、ミトコンドリア作用薬を内包し

た高分子ミセルを開発し、がん細胞内の低 pH環境に応答した薬剤リリース特性を明らかにした。 

 分担研究課題②「がんの微小環境を標的とする薬剤および核酸医薬搭載ナノ DDSの開発」では、研

究チームの有する核酸医薬シーズを搭載するためのユニット PIC の最適化を行い、優れた血中滞留

性を達成した。また、がんの微小環境における特異的代謝を標的としたリガンド分子導入高分子ミセ

ルを構築し、がん幹細胞性を示す固形がんモデルの治療における有効性を明らかにした。 



 

 分担研究課題③「難治がん治療のための薬剤搭載ナノ DDSの開発」では、新たな分子設計によりミ

トコンドリア作用薬を内包した高分子ミセルを開発した。このミセルは、50nm のサイズでありなが

ら、約 20%(w/w)のミトコンドリア作用薬を搭載することができ、低 pH環境に応答した薬剤リリース

特性を示すことを確認した。また、ミトコンドリア作用薬内包ミセルの in vivo機能評価に向けて、

腫瘍内および細胞内の一重項酸素を可視化する蛍光プローブを内包した高分子ミセルを開発した。 

 分担研究課題④「難治がん治療に向けたユニット PIC 型核酸医薬送達システムの研究開発-RNA 医

薬」では、miR-143 および miR-145の抗がん活性メカニズムを検討した結果、miR-143は Rasネット

ワークをシステムとして破綻させ、miR-145は c-mycを標的にし、ワーバーグ効果を破綻させること

によってアポトーシスを誘導することが示された。一方、膀胱がんの同所発がん、皮下移植がんモデ

ルの治療において、miRNA搭載ユニット PICは、いずれのモデルに対しても少量の miRNA で著明な抗

腫瘍効果を示すことを確認した。 

 分担研究課題⑤「TUG1 を標的としたユニット PIC 型核酸医薬送達システムの研究開発」では、脳

腫瘍の中で最も高頻度に発生するきわめて悪性度の高い Glioblastoma（膠芽腫）に対して、長鎖非

翻訳 RNAのひとつである TUG1を標的とするアンチセンス核酸を搭載したナノ DDSの有効性を検証し

た。これに関連して、分担研究者の勝島らは、TUG1 が脳腫瘍幹細胞において高発現し、細胞の増殖

や維持に関わることを見出している。脳腫瘍細胞株を同所移植したマウスモデルに対してアンチセ

ンス核酸搭載ナノ DDS を静脈内投与したところ、腫瘍組織への選択的な集積効果と優れた抗腫瘍効

果を示すことが確認された。 

分担研究課題⑥「胃がんにおける融合遺伝子を標的とした核酸医薬の創生」では、我が国の胃がん

患者腫瘍における当該融合遺伝子の関与を明らかにするため、がん研有明病院で診断した胃がん症

例において融合遺伝子の有無を調べた結果、同融合遺伝子陽性例が見出された。また、融合遺伝子を

標的とした薬剤の効果を評価するためには、同融合遺伝子を発現する胃がん培養細胞や in vivo モ

デルを用いた評価系の構築が必要であるため、胃がん患者 PDX から融合遺伝子陽性の安定培養細胞

株を樹立した。以上のように、融合遺伝子を標的とした核酸搭載ナノ DDSの有効性を in vitroおよ

び in vivoにおいて評価する系を確立することができた。一方で、融合遺伝子を標的とする siRNAの

設計を進め、その合成を完了させた。 

 分担研究課題⑦「ミトコンドリア作用薬搭載ミセルの薬効評価・POC取得」では、ヒト膵がん細胞

株を用いて、ミトコンドリア作用薬のグルコース飢餓選択的な殺細胞効果を検証した。その結果、複

数の化合物について、グルコース飢餓選択的に殺細胞効果を発揮することを見出した。その中で、グ

ルコース飢餓選択性が最も高い化合物は、通常条件とグルコース飢餓条件下での IC50 値の比が、平

均 50倍以上であった。さらに、複数の化合物がミトコンドリア機能を抑制することを明らかにした。

また、POC取得の一環として、遺伝子発現変動パターンの変化や小胞体ストレス応答シグナルへの作

用の解析を進めた。また、研究チーム内協力で作製したミトコンドリア作用薬搭載ミセルのグルコー

ス飢餓選択的な殺細胞効果の評価を開始した。さらに、動物レベルでの薬効評価や POC取得に向け、

ミトコンドリア作用薬搭載ミセルの評価に用いるヒト膵がん PDX由来細胞株の選定を開始した。 

 分担研究課題⑧「PDXを用いた動物モデルの構築と新規 DDSの薬効評価」では、既存の PDXモデル

マウスの病理組織学的解析、遺伝子発現プロファイル解析やゲノム変異解析を進め、生体内のヒト膵

がん組織の性質を最も忠実に再現（腫瘍の多様性、間質の保持、微小環境の保有）していることが確

認できた PDX ラインを選定し、膵がん PDX パネルを充実させた。また、免疫不全マウスを用いた継

代移植法による PDX の維持には膨大な手間と費用がかかるため、継代移植法に加えて凍結保存法を

導入し、樹立した PDX ラインの整備・保存を開始した。そして、PDX腫瘍組織を凍結保存法によって



 

長期的・安定的に維持することが可能かどうかの検証を行った結果、凍結融解後の PDX 腫瘍組織に

おいても患者腫瘍組織と同等の腫瘍形成能と腫瘍組織の組織型、多様性を維持していることが確認

された。さらに、膵がん PDXモデルによるイメージングに基づく DDS評価法の構築を開始した。 

 分担研究課題⑨「高磁場 MRI によるがん微小環境と薬効の in vivo 評価」では、高磁場 MRI にお

いて 50µm以下の解像度の三次元イメージングで腫瘍内解析が出来るよう計測手法を最適化し、MnCaP

ミセル造影剤による三次元腫瘍内評価を行った。低酸素環境が形成される腫瘍モデルを用いて、低

pH に反応して信号変化が再現性良く生じることを確認すると共に、腫瘍内微細環境を正しく反映し

ているか免疫組織学染色法との比較により再現性の確認を行った。担がんモデルにおいてがん微小

環境の経時的変化を追跡する手法の確立として、がん微小環境の変化を経時的に観察できるように、

MRI の撮像コイル、撮像プロトコールなどを最適化した。 

 

英文 

   In this project, we organized a research team by experts in DDS, cancer molecular 

biology, clinical oncology, and aim to develop innovative cancer treatment based on DDS 

technology to realize complete cancer cure by performing three major researches: 

(1)development of innovative therapeutic drugs using state-of-the-art nanoDDS and 

innovative evaluation system, (2)development of innovative nanoDDS that targets the 

microenvironment of cancer, (3)establishment of an innovative evaluation method of nanoDDS 

by using Patient-Derived Xenograft (PDX) model, through close collaboration.  The project 

consists of the following research subjects ① - ⑨, and outlines of research results in 

each subject are described below: 

   In subject ① entitled "Development of DDS to destroy network relating to proliferation, 

progression and metastasis of cancer cells", we developed the unit polyion complex (uint 

PIC) type delivery system capable of delivering single molecule of nucleic acid medicine. 

In order to realize selective delivery to cancer tissue and efficient cellular uptake by 

cancer cells, we constructed a multivalent binding ligand, in which peptides were 

introduced into a side chain of poly(amino acids). Furthermore, we integrated a ligand 

molecule into unit PIC and revealed its superior RNAi activity to conventional unit PIC. 

On the other hand, we developed polymeric micelles encapsulating mitochondria-targeted 

drugs and clarified their drug release property in response to acidic pH environment in 

cancer cells. 

   In subject ② entitled "Development of nano-DDS incorporating drugs and nucleic acids 

for targeting cancer microenvironment", we optimized the unit PIC for delivering various 

nucleic acids provided by other groups in the research team. Consequently, we successfully 

obtained unit PIC with prolonged longevity in the blood stream. We also constructed 

polymeric micelles installed with ligand molecules for targeting specific metabolic pathway 

in the microenvironment of cancer tissues and demonstrated their remarkable antitumor 

activity solid tumor models of cancer stem cell-like cells. 

   In subject ③ entitled "Development of nano-DDS incorporating drugs for the treatment 

of intractable cancer", we developed polymer micelles encapsulating mitochondria-targeted 

drugs by new molecular design. It was confirmed that the micelles can load 20%(w/w) of 



 

mitochondria-targeted drugs while showing the size of 50 nm and acidic pH-responsive drug 

release characteristics. We also developed polymeric micelles containing a fluorescent 

probe that visualizes singlet oxygen molecules in the tumor tissue and tumor cells for the 

in vivo evaluation of polymer micelles encapsulating mitochondria-targeted drugs. 

   In subject ④ entitled "Development of miRNA-loaded uPIC medicine against the refractory 

cancers", we investigated the mechanisms of the anticancer activity of miR-143 and miR-

145, and demonstrated that miR-143 destroyed the Ras networks and miR-145 induced apoptosis 

by inhibiting the Warburg effect through targeting c-myc. In addition, we demonstrated 

that unit PIC delivering miRNA exhibited remarkable antitumor effects for the 

subcutaneously and orthotopically inoculated models of bladder cancer cells. 

   In subject ⑤ entitled "Development of antisense oligonucleotides targeting TUG1 

coupled with unit polyion complex", we examined the therapeutic efficacy of nano DDS loaded 

with antisense nucleic acid (ASO) targeting TUG1,a long non-cording RNA highly expressed 

in brain tumor stem cells, against glioblastoma, which is the most intractable among brain 

tumors. As a result, we demonstrated selective tumor accumulation effect and remarkable 

antitumor efficacy of ASO-loaded nanoDDS in the orthotopically inoculated mouse model of 

glioblastoma cells after systemic administration. 

   In subject ⑥ entitled "Development of nucleic acid medicine targeting fusion gene in 

gastric cancer", we examined the gene fusion in the gastric cancer patient tissues that 

were diagnosed in our hospital to clarify the involvement of the fusion gene in Japanese 

gastric cancer. As a result, we identified the fusion gene-positive cases. For the 

evaluation of efficacy of the drugs targeting the fusion gene, we needed to obtain the 

fusion gene-positive gastric cancer cells available for cell culture and to establish an 

in vivo gastric tumor model. In this regard, we searched for the fusion gene-positive 

gastric cancer PDX lines and identified 2 gastric cancer PDX lines. We further established 

a gastric cancer PDX-derived cell expressing the fusion gene. Collectively, we successfully 

established the in vitro and in vivo system for the evaluation of nanoDDS delivering 

nucleic acids targeting the fusion gene. Besides, we designed siRNAs that could suppress 

the fusion gene expression. 

   In subject ⑦ entitled "Analysis of anti-tumor activity of mitochondria-targeted drugs 

that are encapsulated in micelles", we evaluated glucose deprivation-selective cytotoxicity 

of mitochondria-targeted drugs by using human pancreatic cancer cell lines. We found that 

several drugs exhibited preferential cytotoxicity during glucose deprivation. The IC50 

ratios (normal/glucose-starved conditions) of the representative drug were more than 50-

fold on average. We also confirmed that the identified drugs inhibited mitochondrial 

functions at both cellular and molecular levels. To establish the proof of concept (POC), 

we have been analyzing changes in gene-expression signatures and markers of unfolded 

protein response under glucose-starved conditions. Besides, we started to evaluate the 

glucose deprivation-selective cytotoxicity of mitochondria-targeted drug-encapsulated 

micelles that were developed by other groups in the research team. Also, we started to 

examine suitable cell lines derived directly from patients with pancreatic cancers for the 



 

evaluation of mitochondria-targeted drugs and their micelles. 

   In subject ⑧ entitled "Establishment of PDX mouse models for evaluation of novel nano-

DDS", we have performed the histopathological, transcriptome and next-generation 

sequencing analysis of patient-derived xenografts (PDX) mouse models established in our 

institute, thereby selecting some pancreatic PDX lines which retained the gene expression 

profiles, tumor heterogeneity, and histological characteristics of the original patient 

tumors. Additionally, since the propagation of PDX lines by serial transplantation into 

immunodeficient mice seems to be expensive and unpractical, we introduced cryopreservation 

in addition to successive transplantation, and started maintenance and preservation for 

these established PDX lines. We evaluated whether PDX lines could be maintained stably as 

a frozen stock. As a result, we demonstrated that the PDX tumors derived from frozen stocks 

retain the genetic and phenotypic heterogeneity typically seen in the patient tumors. Also, 

we started to set up new evaluation systems for nanoDDS by real-time in vivo imaging. 

   In subject ⑨ entitled "In vivo evaluation of tumor microenvironment and drug efficacy 

using high-field MRI" we developed an imaging method to evaluate the tumor microenvironment 

and applied it in a preclinical study using non-invasive and high spatial resolution 

magnetic resonance imaging (MRI). We optimized the MRI parameters and hardware to achieve 

a 50-micron isotropic resolution and performed 3D intratumoral evaluation using a contrast-

enhanced method. We checked the reproducibility of the pH-responsive contrast agent and 

compared findings from MRI and immunostaining. In preparation of a longitudinal study of 

the tumor microenvironment, we optimized the RF coil settings and imaging protocol. 
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