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第 1 章 研究の背景 

 

1-1. 転移性骨腫瘍の疫学的特徴 

骨組織は肺や肝臓に次ぐ癌転移の好発部位である。アメリカにおける骨転移

による死亡数は年間約 35 万人と推定される[1]。癌種別では乳癌や肺癌、前立腺

癌は骨転移しやすく、骨転移癌患者の半数はこれらの患者で占めると言われる

[2]。日本における詳細な臨床疫学データはないが、内田らによれば 2004 年の日

本の骨転移癌患者は約 15 万人と推定されている[3,4]。骨転移癌は進行すると激

しい疼痛や病的骨折、高 Ca 血症などの併発が問題となる[5]。さらに脊椎への転

移では、麻痺の発生が患者の QOL を著しく低下させ、生命予後を悪化させるこ

とが指摘されている[6]。 

脊椎転移は骨転移の約 40％と最も多く、部位別では胸椎が約 70％、腰椎が約

20％、頚椎が約 10％の発生頻度と言われる[7]。麻痺は脊椎転移癌患者の 10-20%

に発生し[2,9]、Klimo らの報告によればアメリカにおける脊椎転移による麻痺で

の年間死亡数は 2.5 万人以上と推定される[2]。さらに無症候性のものも含める

とアメリカにおける脊椎転移癌患者数は年間約 6 万人で、その数は癌患者全体

の約 5％を占めると推定される[10]。 
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1-2. 転移性骨腫瘍の治療と問題点 

転移性骨腫瘍の治療は他の癌治療と同様に、根治治療、延命治療、緩和治療

の 3 つの中から患者の生命予後、全身状態などを考慮して選択される。脊椎転

移癌の治療には、外科的治療、放射線治療、化学療法、ビスフォスフォネート

製剤や麻薬性鎮痛剤の投与などがある。脊椎転移癌の疼痛には放射線治療が約

80％の症例で有効であると言われるが[11]、脊椎転移癌の麻痺に対する治療とし

ては、放射線治療単独よりも手術と放射線療法の併用療法のほうが下肢機能を

改善または維持できることが Patchell らの RCT によって明らかとなっている

[12]。外科的治療には、富田らによって報告されている脊椎骨全摘術 total en 

block spondylectomy（Fig.1）のような根治治療を目指した手術法[13,14]もある

が、compartment and barrier の概念を用いたこのような術式でも、は再発例が

少なくないことや、侵襲が大きい手術と放射線療法の併用は術後の深部感染

（deep surgical site infection: D-SSI）が増加することが脊椎転移癌の問題点と

して指摘されている[15]。 

全身化学療法は癌患者の生存率を改善してきたが、脊椎転移癌に対する効果

は不明である。その理由の一つに骨組織への薬剤の移行性の悪さが挙げられる。

抗癌剤の固形癌への移行は経静脈的投与量の 1%程度と言われ、大部分の薬剤は

標的部位に達する前に非特異的に細網内皮系を中心とする正常細胞や組織へ移
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行するか、腎臓から体外へ排出されてしまう。薬剤は一般的に効果の得られる

血中濃度以上で、なおかつ重篤な有害事象の出現する血中濃度以下の血中濃度

（いわゆる therapeutic window）になるように至適投与量が決定されるが、抗癌

剤の場合は、有効な血中濃度に上げると正常細胞や組織に致命的な副作用が発

生しやすく、他の薬剤と比較してこの therapeutic window の幅が非常に狭い。

そのため患者の QOL を損なわないか、損なっても中止により早期回復が得られ

る抗癌剤の量で経静脈投与による全身化学療法は行われる方向に変わってきて

いる。また、肝細胞癌や膀胱癌などの一部の癌では局所化学療法が行われ成果

を上げている[16,17]。 

骨原発癌や骨転移癌の治療に限って言えば、骨腫瘍の研究でハイドロキシア

パタイトを担体として利用した DDS（薬剤送達システム）の局所化学療法が内

田ら[18]や糸数ら[19]によって報告され、臨床では骨転移癌に対するエタノール

療法が Gangi らによって報告[20]されているが、いずれも確立された治療法とは

なっていない。ハイドロキシアパタイトはリン酸カルシウムの１つで、骨や歯

を構成する主成分である。リン酸カルシウムは骨親和性と骨伝導能を有するた

め、骨欠損部に補填する人工骨として整形外科や脳外科の領域で臨床使用され

ている生体材料である。ハイドロキシアパタイトには薬剤担持能があり、天然

高分子のアルギン酸との複合化材料は担持した薬剤を徐々に放出する作用が見
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出され、難治性骨髄炎に対する抗菌薬や抗真菌薬の徐放担体として局所への薬

剤送達システム（Drug delivery system, DDS）としての可能性が期待されてい

る[21-24]。 
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1-3. 脊椎転移癌に対する局所療法 

癌の脊椎転移は患者の QOL を低下させる問題であるが、骨転移は癌の末期に

分類されるため、これまでは放射線療法と鎮痛剤による緩和治療が中心となる

ことが多かった。2001 年から 2004 年までに筑波大学臨床医学系整形外科に他

科からコンサルテーションの中で骨転移関連が占める割合は 13.5%（969 症例

中 131 例）で、その約 70%（90 例）は脊椎転移の治療に関する治療方針の相談

であった。Fig.2 と 3 にその内訳を示す。 

1990 年代に入って日本の整形外科医である徳橋ら[25]や富田ら[26]、片桐ら

[27]によって脊椎転移癌患者の予後予測のための scoring system が提唱されて

いる。彼らによれば、予後予測の鍵となる患者の全身状態 Performance status

（PS）や骨転移の数、腫瘍臓器への転移、癌種、麻痺の程度などの因子の数を

点数化することによって根治治療か延命治療、もしくは緩和治療の治療方針が

決定される（Fig.4）。癌種によって骨転移癌患者の生命予後が大きく異なること

が知られており、乳癌や前立腺癌、甲状腺癌は 2 年以上の予後が期待できる。

脊椎転移の中でも特に単発性の脊椎転移は、積極的な局所療法の介入によって

さらに生命予後の改善が期待できることが最近の国際多施設間の prospective 

observational study も示されている[28]。 

脊椎転移癌の疼痛は緩和治療で軽減することができるが、歩行能力や排便・
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排尿機能の維持する効果は期待できない。よって、これらの機能を維持・改善

する目的で内視鏡下手術や小さな開創器を用いた腫瘍摘出術、切開を最小限に

した経皮的な脊椎固定システム、経皮的椎体形成術などが脊椎転移癌患者の

QOL を改善する低侵襲な局所治療として効果を上げている[29-31]（Fig.6,7）。

しかし、外科的治療で微少転移巣を含めた脊椎転移癌の完全切除・摘出は困難

であり、肉眼的に確認できない局所の微少残存腫瘍を殺傷できる効果的な局所

化学療法があれば、画像診断の進歩とともに脊椎転移癌の早期発見も可能とな

った現在、より早期の集学的な局所療法により患者の QOL と予後の改善が期待

できるのではないかと考えた。我々はそのような集学的な局所療法のための局

所化学療法を行う方法として、担体を用いた局所化学療法が効果を上げる可能

性があると考えた。抗癌剤の担体には骨組織に最適な生体材料の一つであるハ

イドロキシアパタイトとアルギン酸の複合体を用い骨髄内で薬剤を放出させる

ことで、外科的治療で残存した微少脊椎転移癌を殺傷し、下肢運動機能の維持

が可能になるとの仮説を立てて本研究を開始した（Fig.8）。 
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1-4. 局所化学療法の対象となる脊椎転移癌と抗癌剤の選択 

骨転移しやすい癌には肺癌、乳癌、前立腺癌などがあるが、乳癌や前立腺癌、

甲状腺癌は骨転移してから 2 年以上の生命予後が期待できる。乳癌は肺癌に次

いで世界で 2 番目に多い癌で、女性では最も多い。2006 年のアメリカにおける

新規乳癌患者は年間約 100 万人を超え、死亡数は年間約 40 万人と推定される

[32]。安達らの報告によれば、2004 年の日本における乳癌患者の罹患数は年間

3.2 万人、死亡数は年間 8,882 人と推定される[33]。世界的に増加傾向にある乳

癌は骨転移の発生頻度は高く、再発の約 50％は骨転移で発見されると言われる。

さらに骨転移しても 50%生存期間が約 30-40 ヶ月と長い乳癌[34]は、脊椎転移

に対して有効な治療法の開発が必要であり、抗癌剤担体を用いた局所化学療法

の対象になると考えた。 

局所投与する抗癌剤には、乳癌をはじめ非小細胞肺癌、卵巣癌、胃癌など様々

な固形癌に対する標準治療薬として使用されているパクリタキセル（Fig.9）を

選択した。Dhanikula の報告によれば、パクリタキセルは抗増殖、抗血管新生、

抗転移の 3 つの効果を局所投与によってバランスよく発揮することが示されて

いる[35]（Fig.10）。その作用機序は微小管の安定化と過剰形成を惹起すること

による細胞分裂の阻害で[36,37]、進行期乳癌に対する化学療法としても優れた

効果が報告されている[38]。 
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第 2 章 研究の目的 

 

本研究の目的は、パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合

体の脊椎転移癌モデル動物に対する局所投与が下肢麻痺の出現と下肢運動機能

の維持に与える影響を検討することで、脊椎転移癌に対する局所化学療法の可

能性を明らかにすることであった。 

 

検討項目： 

1. パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体の物性評価 

目的： 

作製したハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体の担体にスプレイドライ法

でパクリタキセルが担持されているか、担持による形態に変化が生じるか、ま

たハイドロキシアパタイトとアルギン酸の異なる混合比によって得られる担体

の直径を明らかにすること（実験 1）。 
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検討項目： 

2. 抗腫瘍活性の判定 

目的： 

パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体を用いて癌細胞

に対する in vitro（実験 2）と in vivo の抗腫瘍活性（実験 3）を検討し、脊椎転

移癌モデル動物に対する局所療法の効果を明らかにすること。 
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第 3 章 材料と方法 

 

3-1. 材料 

パクリタキセル（分子量 853.91、純度 97%＞、和光純薬社より入手） 

水酸化カルシウム、リン酸水溶液、アルギン酸（すべて reagent グレード） 

スプレイドライヤー（Büchi 社製 model B-290、Swiss） 

細胞株：ラット乳癌細胞 CRL-1666（American Type Cell Culture より入手） 

動物：Fischer344 ラット 8 週齢メス（Charles river Japan Inc. より入手） 
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3-2. 方法 

3-2-1. 担体の作製 1.（3 次元ゲル） 

まず 0.25Mの水酸化カルシウム懸濁液Ca(OH)2と 0.15Mのリン酸水溶液

H3PO4を混合し、pH8.0、25℃の室温下に攪拌する湿式法でハイドロキシアパタ

イト懸濁液を合成した。さらにスプレイドライ法を用いてマイクロサイズのハ

イドロキシアパタイト微粒子を作製した。スプレイドライ法はマイクロサイズ

の粒子を作製する方法の一つで、熱風とともに細い孔径のノズルから噴霧して

流動性のよい球形粒子を得ることができる。この方法はインスタントコーヒー

や粉ミルク、粉末調味料などの食品関係の製法に利用されており、安価に大量

生産が可能な点が利点とされる。 

次にこのハイドロキシアパタイト微粒子をアルギン酸と混煉して 2 価カチオ

ン溶液に滴下して 3 次元ゲルの担体を得た[39]。Fig.11 にハイドロキシアパタイ

ト-アルギン酸複合体ゲルの作製schemaと肉眼所見を示す。アルギン酸は 2 価カ

チオンの存在下に化学的架橋による 3 次元のゲルを形成することが知られてい

る[40]（Fig.12）。我々はこの現象を利用して球形のハイドロキシアパタイト-ア

ルギン酸ゲルを得た。3 次元の担体を作製するための 2 価カチオンには元素の性

質や反応性が似たCa2+、Sr2+、Ba2+の 3 種類の 2 価カチオンを選択し、溶液には

2MのCaCl2、SrCl2、BaCl2を用いた。 
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3-2-2. 担体の作製 2.（3 次元ビーズ） 

さらに 24h 室温乾燥によるゲルからの除水で、乾燥体の担体（以下ビーズ）

を得た。直径が平均 2.2mm の 2.4% weight/weight（以下 w/w）パクリタキセル

含有ハイドロキシアパタイト 10%（w/w）-アルギン酸 1% weight/volume（以下

w/v）ゲルは、24h 乾燥除水することで直径が平均 1.7mm のビーズとすること

ができる（Fig.13）。同じ組成のゲルと比較してビーズの直径は約 22%小さくな

る。得られたビーズの肉眼的所見を Fig.14 に示す。 
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3-2-3. パクリタキセルの担持 

エタノールに溶解したパクリタキセルをハイドロキシアパタイト懸濁液へ添

加して、スプレイドライ法を用いてパクリタキセル含有ハイドロキシアパタイ

ト微粒子を作製した。この方法では溶液や懸濁液の濃度、噴霧速度、乾燥温度

などにより粒子径を調節することができると言われ、乾燥が速いため比較的熱

に弱い薬剤にも適しており、DDS 研究の中でハイドロキシアパタイトへの薬剤

担持に有用であることが報告されている[41]。Fig.15にその作製 schemaを示す。 
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3-2-4. 担体の物質特性の評価：実験 1 

ハイドロキシアパタイト-アルギン酸ゲルへのパクリタキセル担持は、フーリ

エ変換赤外分光法（Fourier transmission infra-red spectroscopy, FTIR)と示差熱

重量同時測定解析（Thermogravimetry differential thermal analysis, TG-DTA)で

確認した。 

パクリタキセル担持による形態変化の有無は走査型電子顕微鏡（Scanning 

electron microscopy, SEM）観察で確認した。 

担体からのパクリタキセルの放出性は、50％エタノール溶液中への短期放出

試験で検討した。 

またハイドロキシアパタイトとアルギン酸の混合比を変化させて得られる担

体の直径を測定した。 

 

3-2-4-1.フーリエ変換赤外分光法（FTIR) 

Perkin Elmer社製 Spectrum 2000（USA）を用いてパクリタキセルの吸収ピ

ーク波長を検出できるか確認した。（128 scans at a resolution of 4 cm-1） 

 

3-2-4-2.示差熱重量同時測定解析（TG-DTA) 

理学社製 Thermo Plus TG8120（日本）を用いてパクリタキセル含有ハイド
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ロキシアパタイト微粒子を毎分 20℃の速度で 1200℃まで加熱して、得られた熱

重量の減少量からハイドロキシアパタイト微粒子へのパクリタキセル担持を推

定した。 

 

3-2-4-3.走査型電子顕微鏡（SEM） 

JEOL 社製 JEOL-5600LV（日本）を用いて走査型電子顕微鏡観察（SEM）を

行い、薬剤担持による形態変化を評価した。 

 

3-2-4-4.短期薬剤放出試験 

Amersham Pharmacia Biotech 社製 Ultrospec 2100 pro（Sweden）の UV 分

光計を用いて、50％エタノール溶液中へのパクリタキセルの溶出量を 230nm の

吸光度で検出した。ハイドロキシアパタイトとアルギン酸の複合体担体とハイ

ドロキシアパタイト微粒子（未複合化担体）からのパクリタキセル放出性を調

査・比較して、アルギン酸との複合化がパクリタキセルの放出性に与える影響

について検討した。 

 

3-2-4-5.担体の直径の測定 

ハイドロキシアパタイト濃度を 0.5 から 40%（w/w）、アルギン酸濃度を 1 か
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ら 3%（w/v）に変化させて得られる担体の直径を Stable Micro Systems 社製 

model TA-XT2i（UK）のテクスチャーアナライザーを用いて測定し、それぞれ 5

個の平均値を算出した。 
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3-3. 担体の抗腫瘍活性の判定 

3-3-1. in vitro 抗腫瘍活性の検討：実験 2 

細胞障害性試験 

96 ウェル内のDulbecco modified Eagle medium (SIGMA-ALDRICH, Tokyo, 

Japan) に 10% fetal bovine serum (以下すべてGIBCO, invitrogen Japan K.K.よ

り入手) , 80.5 pg/ml streptomycin, 80.5 U/ml penicillin, 1% L-glutamine を添加

した培地で培養した増殖期のラット乳癌CRL-1666 細胞（2×104個/100μm）にパ

クリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸ビーズを添加して 24h共

培養し、癌細胞に生存率からビーズの細胞障害性を評価した。発色検出には

WST-1 試薬（Roche Diagnostics GmbH, Germany）を用いた。WST-1 はテトラ

ゾリウム塩の１つで生細胞のミトコンドリア内に取り込まれると代謝されて赤

色から暗赤色に変化することで生細胞数を定量評価することが可能である

（Fig.16）。WST-1 はXTT、MTS、MTTといった細胞障害性試験に用いられる他

の試薬と異なり前処理が不要なため、簡便かつ低侵襲に培養細胞に対する細胞

障害性を評価することができる利点があり[42]、10２-104個と比較的少ない細胞

数でも検出感度が他のテトラゾリウム塩（MTT、XTT）試薬よりも感度がいい

と言われる（Fig.17）。WST-1 試薬は、癌細胞を培養した各ウェルの培地に 10%

（10 μm）添加して 5%CO2インキュベーター内で 1h培養後、マイクロプレート
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リーダーを用いて 570 / 610 nmの吸光度で解析した。細胞障害性は以下の式で

算出した細胞生存率で評価した。 

細胞生存率：（共培養前の吸光度－共培養後の吸光度）/共培養前の吸光度×100 

 

ビーズの時間的な細胞障害性の変化を検討するために、あらかじめ 24h、48h、

72h、96h 培地に浸漬しておいたビーズについても、癌細胞と 24h 共培養して細

胞障害率を算出した（Fig.18）。各サンプルは 4-6 個とし、統計学的検討には

Mann-Whitney’s U test を用い、P<0.05 を有意差ありとした。 
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3-3-2. In vivo 抗腫瘍活性の検討：実験 3 

3-3-2-1. 脊椎転移癌モデル動物 

骨転移モデル動物にはマウスやラット、家兎などある。Arguelloらが 1988 年

に報告[43]したヌードマウスの骨転移モデルは、骨転移の研究に数多く利用され

てきた。しかし、このモデルは癌細胞を心腔内投与して得られる全身骨転移の

モデルであり局所療法の検討には適さない。ラット[44]や家兎[45,46]のモデルは

腫瘍を脊椎内へ実験的に直接移植して得られる単発の脊椎転移癌モデルである。

ラットはマウス同様に安価であり、その腰椎は約 5mm3で脊椎転移癌に対する局

所療法の介入効果を検討することができるサイズである。家兎はさらに大型の

ため局所療法の検討には適しているが、骨髄微小環境や接着分子はラットの方

がヒトの病態を反映すると言われる[47]。よって本実験にはMantaの報告する脊

椎転移癌モデル動物である脊椎転移乳癌ラットを選択した（Fig.19）。 

このモデルは、まずCRL-1666 細胞を培養し、増殖期となった細胞 1×106個

を浮遊液（0.1ml）としてドナーとなるラットの皮下に注入して皮下移植ラット

乳癌の腫瘍塊を得る。触知できるようになって 10mm3大となった腫瘤（注入後

9 日目）を摘出し、腫瘍実質をメスとハサミを用いて移植用に 1mm3の腫瘍片と

する（Fig.20）。腫瘍移植を行うラットをペントバルビタール（ソムノペンチル®）

3.25mg/kgで麻酔し、開腹して腸管をよけて腰椎前方に存在する大動脈と大静脈
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の血管束を同定する。大動脈の分岐部（bifurcation）の直上レベルでラットの左

側を鈍的に剥離するとL6 腰椎の前面が確認できる。椎体は前方凸の形態をして

いるため我々は左側面に 18-G針を用いて骨孔を作製し、1mm3とした腫瘍片を

骨孔内の海面骨に移植した（Fig.21）。 
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彼らのプロトコールで脊椎転移乳癌ラットを作製すると、術後約 10 日で下肢

麻痺を発生し、約 14 日で下肢運動機能が消失することを確認した。実験的移植

による腫瘍の生着率は非常に高く、本モデルの再現性はよい（自験例 100 匹の

生着率は 97%）ため、外科的処置後にできた脊椎内の空間に残存した脊椎転移

癌という臨床的状況をよく反映した疾患モデル動物である。腫瘍の進展形式も

移植した椎体から硬膜外へ進展して脊髄を圧迫するため、ヒトの脊椎転移癌の

病態をよく反映している。Fig.22 に麻痺を発生した脊椎転移乳癌ラットの病理

所見を示す。摘出した腫瘍塊は移植の際に 1mm3のサイズに調整するため、一度

に 30 匹程度の脊椎転移癌ラットが作製可能である。 
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3-3-2-2.下肢運動機能評価による局所療法の効果判定 

本研究は筑波大学動物実験取扱の倫理規定に従って行った。脊椎転移乳癌ラ

ットの下肢運動機能は Basso らが報告した BBB scale[48]を用いて評価した。こ

れはラットの歩容を 21 点満点で評価するスケールで、20 点以下が麻痺発生と

なり、シッポが挙上できなくなると 19 点、跛行が出現すると 13 点、両下肢麻

痺が出現すると 7 点となる（Fig.23）。麻痺は 20-14 点の初期、13-8 点の麻痺進

行期、7-0 点の終末期の 3 病期に分けられ、脊椎転移乳癌ラットの麻痺は段階的

に出現することが観察された。術後 2 日目よりラットの歩容を連日観察してス

コアリングを行った。評価は神経学的所見をすることが可能な整形外科医によ

つ 2 重盲目試験で行い、平均値を算出した。 

BBB scale が 21 点満点の期間を麻痺発生までの期間、両下肢完全麻痺の 3 点

までを下肢運動機能維持期間と定義して局所療法の効果を判定した（Fig.24）。

コントロール群は薬剤を含まない担体の脊椎内挿入群とした。 

統計学的検討には Log-rank test を用い、P<0.05 を有意差ありとした。 
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3-3-3. 脊椎標本の組織病理学的評価 

実験終了時に脊椎標本を採取して 4%パラホルムアルデヒド固定後、MMA 樹

脂包埋して脊椎水平断（横断面）の 80 ㎛切片を作製し、Cole H & E 染色による

組織病理学的評価を行った。 

 

3-3-4. 椎体外腫瘍サイズの形態計測による局所療法の効果判定 

BBB scale で 3 点の完全下肢麻痺を生じたラットの脊椎および腫瘍を摘出し、

骨外腫瘍の重量を計測した。 

統計学的検討には Kruskal-Wallis test を用い、P<0.05 を有意差ありとした。 

 

3-3-5. 体重減少量による局所療法の毒性の判定 

毒性の指標として、ラットの実験開始時の体重から終了時の体重と骨外腫瘍

重量を引いて体重減少量も算出した。 

統計学的検討には Kruskal-Wallis test を用い、P<0.05 を有意差ありとした。 
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3-4. パクリタキセルの局所療法の効果判定：実験 3-1 

目的： 

脊椎転移乳癌ラットに対するパクリタキセルの局所療法に効果があるか明ら

かにすること。 

材料： 

ラットの腰椎に 18-G針で作製した直径約 2mmの骨孔サイズに合うように担

体にはハイドロキシアパタイト濃度 10%（w/w）、アルギン酸濃度 1%（w/v）の

組成を選択し、パクリタキセルを 2.4%（w/w）担持させてCa2+で架橋した平均

直径 2.2mmのゲルを用いた。担体を用いた局所療法は、担体で骨孔を塞ぐよう

に脊椎内に挿入して行った。 

方法： 

脊椎転移癌ラット 15 匹を、担体を用いた局所療法群（n = 5）、コントロール

群（n =5）ならびに 0.2mg のパクリタキセル溶液の局所散布群（n = 5）の 3 群

に分けて、下肢運動機能に与える影響を比較した（Fig.25）。 
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3-5. パクリタキセル含有ビーズの局所療法の効果判定：実験 3-2 

材料： 

担体にはハイドロキシアパタイト濃度 10%（w/w）、アルギン酸濃度 1%（w/v）

の組成を選択し、パクリタキセルを 2.4%（w/w）担持させてCa2+で架橋した平

均直径 1.7mmのビーズを用いた。担体を用いた局所療法は、担体で骨孔を塞ぐ

ように脊椎内に挿入して行った。 

 

3-5-1.下肢運動機能の評価 

目的： 

全身療法と比較してパクリタキセル含有ビーズを用いた局所療法が脊椎転移

乳癌ラットの下肢運動機能に与える影響を明らかにすること。 

方法： 

脊椎転移乳癌ラット 21 匹を局所療法群（n = 6）と 5mg/kgのパクリタキセル

懸濁液 0.3mlを尾静脈から投与する全身療法群（n = 9）、コントロール群（n = 6）

の 3 群に分けて検討した（Fig.26）。全身投与群は腫瘍移植後にコントロール群

と同様に薬剤を含まないビーズでその骨孔を塞いでいる。全身療法群の治療日

はDay1, 7, 14 とし、パクリタキセル懸濁液 0.3mlをラットの尾静脈から約 30 秒

間かけて投与した（Fig.27）。投与量の 5mg/kgは予備実験の結果から得られた
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LD50以下の値である。 
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3-5-2.脊椎転移乳癌ラットの椎体外腫瘍サイズの形態計測 

目的： 

パクリタキセル含有ビーズの局所療法が脊椎転移乳癌ラットの椎体外腫瘍の

増殖に与える影響を明らかにすること。 

方法： 

脊椎転移乳癌ラット 28 匹を局所療法群（n = 11）と全身療法群（n = 9）、コ

ントロール群（n = 8）の 3 群に分けて検討した。 

 

 42



3-6. Sr2+とBa2+で架橋したビーズの局所療法の効果判定：実験 3-3 

目的： 

架橋イオンを変えたパクリタキセル含有ビーズの脊椎転移乳癌ラットに対す

る局所療法に効果を明らかにすること。 

材料： 

担体にはハイドロキシアパタイト濃度 10%（w/w）、アルギン酸濃度 1%（w/v）

の組成を選択し、パクリタキセルを 2.4%（w/w）担持させてSr2+およびBa2+で

架橋した平均直径 1.7mmのビーズを用いた。担体を用いた局所療法は、担体で

骨孔を塞ぐように脊椎内に挿入して行った。 

方法： 

脊椎転移癌ラット 23 匹を、Sr2+およびBa2+で架橋したビーズを用いた局所療

法群（n = 7, n = 8）とコントロール群（n = 8）の 3 群に分けて下肢運動機能に

与える影響を比較した（Fig.28）。 
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3-7. パクリタキセルを高用量担持させたビーズの局所療法の効果判定 

：実験 3-4 

目的： 

パクリタキセルを高用量担持させたビーズの脊椎転移乳癌ラットに対する局

所療法の効果を明らかにすること。 

材料： 

担体にはハイドロキシアパタイト濃度 10%（w/w）、アルギン酸濃度 1%（w/v）

の組成を選択し、パクリタキセルを 21%（w/w）担持させた平均直径 1.7mmの

ビーズを用いた。架橋イオンには実験 3-2 および 3-3 で局所療法が脊椎転移乳癌

ラットの下肢運動機能の維持に効果を認めたCa2+およびSr2+を用いた。 

方法： 

脊椎転移乳癌ラット 17 匹を、Ca2+およびSr2+で架橋したビーズの局所療法群

（それぞれn = 5、n = 6）とコントロール群（n = 6）の 3 群に分け、下肢運動機

能に与える影響を比較した（Fig.29）。 
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第 4 章 結果 

 

4-1. 担体へのパクリタキセル担持の確認 

4-1-1. ハイドロキシアパタイト微粒子の FTIR 解析結果 

Fig.30 に FTIR 解析の結果を示す。横軸が波数、縦軸が吸光度で、1 番下の線

がパクリタキセル、下から 2 番目がハイドロキシアパタイトの波長である。パ

クリタキセルの吸収ピーク波長は、1742、1711、1677、1347、1316、1276、

1244、907、773、706 cm-1 に見られるが、上 2 つのパクリタキセル含有ハイ

ドロキシアパタイト微粒子にはパクリタキセルの吸収ピーク波長を認め、その

波長強度はパクリタキセルの担持量に比例して増加した。 
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4-1-2. ハイドロキシアパタイト微粒子の TG-DTA 解析結果 

TG-DTA 解析の結果を Fig.31 に示す。横軸が温度、縦軸は左が重量減少率、

右が吸熱変化量を表す。パクリタキセル含有アパタイト微粒子の重量減少は、

パクリタキセルの融点の 220℃を超えてから生じ、234、347、442℃で吸熱反応

を認め、パクリタキセルの担持量に比例した熱重量の減少を認めた。 

 

 

以上の結果から、我々はハイドロキシアパタイトへのスプレイドライ法によ

るパクリタキセルの担持を確認した。 
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4-2. パクリタキセル担持によるハイドロキシアパタイト微粒子の形態変化 

SEM 像の観察よりハイドロキシアパタイト微粒子は平均直径 4.0 ㎛の球形粒

子であり、そのサイズ分布は 1-10 ㎛と均一であった。一方、パクリタキセル含

有ハイドロキシアパタイト微粒子の直径とサイズ分布も同様であることが分か

った。ハイドロキシアパタイト微粒子とパクリタキセル含有ハイドロキシアパ

タイト微粒子の SEM 像を Fig.32 に示す。SEM 像からスプレイドライ法による

ハイドロキシアパタイト微粒子へのパクリタキセル担持は、ハイドロキシアパ

タイト微粒子のサイズや分布などの形態に影響を与えてなかった。 

 

 

 49



4-3. 担体からのパクリタキセルの放出性：アルギン酸との複合化による効果 

50％エタノール溶液への短期放出試験結果を Fig.33 に示す。横軸が時間、縦

軸がパクリタキセルの放出率で、複合化処理していないハイドロキシアパタイ

ト微粒子からはパクリタキセルが 1 時間以内の初期にバースト放出され、アル

ギン酸で複合化したゲル担体からはパクリタキセルが 12h で約 80%、24h でほ

ぼ 100%が放出される結果であった。 

このことからハイドロキシアパタイト微粒子とアルギン酸の複合化はパクリ

タキセルの徐放化に有効であることが分かった。 
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4-4. ハイドロキシアパタイト-アルギン酸ゲルの直径変化 

ゲルの直径は、架橋剤に用いた二価カチオン水溶液（CaCl2、SrCl2、BaCl2）

に関わらずハイドロキシアパタイトの含有量に比例して増加した。アルギン酸

濃度 1%（w/v）に対してハイドロキシアパタイト濃度を 0.5-40%（w/w）に変化

させて作製したゲルの直径変化をFig.34 に示す。横軸がハイドロキシアパタイ

ト濃度、縦軸が直径で、平均直径は 2.1-2.7mmであった。アルギン酸濃度 1-3%

（w/v）による直径の変化はなかった。 

 

 

 51



4-5. パクリタキセル含有ビーズのラット乳癌細胞株に対する細胞障害性 

培地内にビーズを浸漬すると、Ca2+で架橋したビーズはすべて 24hで架橋が

崩壊して微細化する現象が観察された。またCa2+で架橋したハイドロキシアパ

タイト-アルギン酸ビーズはラットの皮下組織や筋肉内への移植実験でも同様の

現象が観察された。一方Sr2+とBa2+で架橋したハイドロキシアパタイト-アルギ

ン酸ビーズは、徐々に水を含んで膨潤してゲル化（約 24h）する傾向は観察され

たが、120hの培養でも微細化せずに安定性が保たれた。Fig.35 にビーズの肉眼

的所見の変化を示す。よってin vitroの細胞障害性試験はSr2+とBa2+で架橋したビ

ーズを用いて行った。 
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Sr2+とBa2+で架橋したビーズの結果をFig.36 に示す。Sr2+とBa2+で架橋したビ

ーズから放出されたパクリタキセルはラット乳癌細胞 2×104個に対して 72hま

でコントロール群と比較して統計学的に有意な細胞障害率を示すことが分かっ

た。Sr2+とBa2+を架橋剤にそれぞれ用いたビーズの細胞障害率を比較すると、

Sr2+で架橋したビーズは初期（0-24h）に約 35％の細胞障害性を示し、72hでは

約 15%に減少する変化を認めた。一方、Ba2+で架橋したビーズは 72hまで約 15％

でほぼ一定の細胞障害性を示すころが分かった。 
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次にパクリタキセルを低用量担持（2.4%）および高用量担持（21%）させた

ビーズの結果をFig.37 に示す。架橋イオンはSr2+で、横軸は時間、縦軸は吸光度、

上図が高担持（21%）させたビーズ、下図が低担持（2.4%）させたビーズであ

る。低担持および高担持させたハイドロキシアパタイト-アルギン酸ビーズから

は、いずれもパクリタキセルが徐々に放出され、ラット乳癌細胞株 2×104個に

対してコントロールと比較して統計学的に有意な細胞障害性をそれぞれ 72h、

96hまでの細胞障害性を認めた。いずれも 0-24hで最大の細胞障害性を示し、経

時的に効果が減少する傾向であったが、担持量の増加によって細胞障害性を有

するパクリタキセルの放出期間は 24h延長していた。 
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4-6. 脊椎転移乳癌ラットに対するパクリタキセルの局所療法の効果 

TABLE 1 に 2.4%（w/w）パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギ

ン酸ゲルおよびパクリタキセル溶液を用いた局所療法の脊椎転移乳癌ラットの

下肢運動機能に与える効果を示す。麻痺発生までの期間（21 点の期間）は局所

療法群が平均 19.4±7.4 日、コントロールの 2 群が平均 10.8±1.1 日、局所散布

した 3 群が平均 15.0±4.5 日であった。下肢運動機能の維持期間（3 点までの期

間）は 1 群が平均 21.6±6.4 日、2 群が平均 13.4±3.0 日、3 群が 20.6±2.4 日

であった。次に麻痺発生までの期間、生存期間の Kaplan-Meier 曲線[49]を Fig.38, 

39 に示す。横軸が日数で縦軸が麻痺および下肢運動機能の生存率である。解析

の結果から、赤と緑の線のパクリタキセルの局所療法群は麻痺発生までの期間

と下肢運動機能の維持期間が延長することが分かった。両群に統計学的有意差

はなく、治療効果は同様であった。 

 

 55



 

 

 

 56



4-7. パクリタキセル含有ビーズの局所療法の効果 

TABLE 2 に 3 群の脊椎転移乳癌ラットの下肢運動機能に与える効果を示す。

麻痺発生までの期間は局所療法群が平均 16.4±5.1 日、全身療法群が平均 10.3

±日、コントロール群が平均 10.8±1.3 日であった。下肢運動機能の維持期間は

局所投与群が平均 22.2±2.9 日、全身投与群が平均 14.2 日±3.6、コントロール

群が 16.0±2.5 日であった。3 群の麻痺発生までの期間と下肢運動機能の維持期

間の Kaplan-Meier 曲線を Fig.40, 41 に示す。横軸が日数、縦軸が麻痺および下

肢運動機能の生存率である。解析の結果から、赤線のパクリタキセル含有ビー

ズの局所療法群は麻痺発生までの期間が有意に延長し、他の 2 群と比較して下

肢運動機能が維持される結果であった。（局所投与群の 1 匹は麻痺を発生せず実

験観察終了まで生存したため、統計学的検討からは除外している。）脊椎転移乳

癌ラットに対して、パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸ビ

ーズは同じ組成*のゲルと同様の抗腫瘍活性を示すことが分かった。 

*組成：パクリタキセル担持 2.4%(w/w)、ハイドロキシアパタイト 10%(w/w)、

アルギン酸 1%(w/v) 
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4-8. 脊椎の組織病理学的所見 

局所療法群とコントロール群の代表的な組織病理学的所見をFig.42と43に示

す。水平断の脊椎標本の Cole H&E 染色である。赤褐色が脊椎の骨梁構造であり、

上方がラットの腹側、下方が脊髄の存在する背側である。局所療法群のラット

脊椎の 50％（3 匹）では、骨髄腔内に腫瘍細胞の浸潤を認めるものの骨梁構造

は破壊されず脊髄周囲の構造は保たれていた（Fig.42）。一方、コントロール群

のラット脊椎では、全例に骨髄内で増殖した腫瘍細胞が骨梁構造を破壊し、脊

柱管内に進展して脊髄を圧迫していることが観察された（Fig.43）。 

 59



 

 

 60



4-9. パクリタキセル含有ビーズの椎体外腫瘍に対する効果 

脊椎転移乳癌ラット中で BBB scale が 3 点の完全下肢麻痺となったのは局所

療法群が 6/11 匹（54.5%）、全身療法群 6/9 匹（66.7%）、コントロール群 6/8 匹 

（75%）の各群 6 匹ずつであった。平均腫瘍重量は局所療法群が 3.8 g（1.4～

5.9 g）、全身療法群が 1.8 g（0.9～2.8 g）、コントロール群が 3.5 g（1.5～5.9 g）

であった。腫瘍サイズは全身投与群で小さい傾向であったが 3 群間に統計学的

有意差はなかった。 

 

4-10. パクリタキセル含有ビーズの局所療法による毒性 

脊椎転移乳癌ラットの平均体重減少量は局所療法群が 5.95 g（-4.7～12.9 g）、

全身療法群が 15.0 g（-2.4～31.9 g）、コントロール群が 14.7 g （3.9～20.5 g）

であった。局所療法群は他の 2群と比較して体重減少量は低い傾向であったが、

3 群間に統計学的有意差はなかった（P=0.16）。全身療法群では他の合併症とし

て重度の静脈炎が観察された（Fig.44）。その頻度は 66.7% (6/9 匹)と高率で、

投与回数に依存して発生していた。また麻痺が出現していなかった残りの 3 匹

は抗癌剤投与後早期に死亡し、パクリタキセルの毒性が原因ではないかと推察

された。 

3群の脊椎転移乳癌ラットの骨外腫瘍サイズと体重減少量をTABLE 3に示す。 
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4-11. Sr2+とBa2+で架橋したビーズの局所療法の効果 

Sr2+とBa2+で架橋した 2.4%（w/w）パクリタキセル含有ハイドロキシアパタ

イト-アルギン酸ビーズを用いた局所療法の脊椎転移乳癌ラットの下肢運動機能

に与える効果をTABLE 4 に示す。脊椎転移乳癌ラットの麻痺発生までの期間は、

Sr2+で架橋したビーズの局所療法群が平均 15.3±5.3 日、Ba2+で架橋したビーズ

の局所療法群が平均 14.9±6.5日、コントロール群が平均 10.8±1.2日であった。

下肢運動機能の維持期間はSr2+で架橋したビーズの局所投与群が平均 19.6±5.1

日、Ba2+で架橋したビーズの局所投与群が平均 18.9±5.4 日、コントロール群が

15.4±2.3 日であった。Fig.45,46 に 3 群の麻痺発生まで期間と下肢運動機能の

維持期間のKaplan-Meier曲線を示す。横軸が日数、縦軸が麻痺および下肢運動

機能の生存率である。解析の結果から、局所療法群はコントロール群と比較し

て下肢運動機能が有意に維持されることが分かった。局所投与群をSr2+とBa2+で

架橋したビーズそれぞれに分けて比較すると、ピンクの線で表すSr2+で架橋した

ビーズの局所療法群はコントロール群と比較して麻痺発生まで期間が有意に延

長していたが、Ba2+で架橋したビーズの局所療法群は統計学的な有意差はなか

った。また下肢運動機能の維持期間は、Sr2+とBa2+で架橋したビーズの両群とも

コントロール群と比較して統計学的に有意な延長ではなかった。 
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4-12. パクリタキセルを高容量担持させたビーズの局所療法の効果 

Ca2+とSr2+で架橋した 21%（w/w）パクリタキセル含有ビーズの局所療法群と

コントロール群の脊椎転移乳癌ラットの下肢運動機能に与える効果をTABLE 5

に示す。麻痺発生までの期間はCa2+およびSr2+で架橋した 21wt%パクリタキセ

ル含有ビーズの局所療法群がそれぞれ平均 17.8±3.7 日、15.7±3.8 日、コント

ロール群が平均 10.8±1.3 日であった。下肢運動機能の維持期間はCa2+および

Sr2+で架橋したビーズの局所投与群がそれぞれ平均22.6±5.7日、21.8±2.6日、

コントロール群が平均 16.0±2.5 日であった。麻痺発生まで期間と下肢運動機の

維持期間のKaplan-Meier曲線をFig.47, 48 に示す。横軸が日数、縦軸が麻痺およ

び下肢運動機能の生存率である。解析の結果から、Ca2+およびSr2+で架橋した

21%（w/w）パクリタキセル含有ビーズはいずれも、コントロール群と比較して

統計学的に有意な麻痺発生までの期間の延長と下肢運動機能の維持期間の延長

を認めた。しかし、これらの効果はCa2+で架橋したビーズにパクリタキセルを

低用量（2.4%）担持させた場合の局所療法の効果と同様で、これらの効果に統

計学的有意差はなかった。 
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第 5 章 考察 

 

我々の検討ではハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体の担体にスプレイ

ドライ法を用いてパクリタキセルを 2.4%から 21%（w/w）まで担持することが

できた。担体へのスプレイドライ法を用いたパクリタキセル担持の有用性はMu 

Liによって報告されている[50]。彼らはスプレイドライ法でパクリタキセルを担

持させたポリ乳酸・グリコール酸共重合体（PLGA）にTPGS（ビタミンE）と

ポリエチレングリコール（PEG）を添加した担体が、PBS中に担持量の約 30％

のパクリタキセルを 30 日間にわたって徐放することを報告している。この方法

の利点には薬剤の親水性や疎水性に関わらず使用できる点の他、耐熱性の少な

い薬剤も使用できる点がある。PLGAにパクリタキセルを担持させたDDS研究は

他にもいくつか報告され[51-53]、パクリタキセルを 10%（w/w）担持させた担

体の局所療法がヒトの肺癌や前立腺癌細胞株に対して抗腫瘍効果を示すことが

報告されている。臨床応用に成功したDDSの一つにPLGAを用いたLH-RL（黄体

形成ホルモン放出ホルモン）アゴニストの徐放性注射薬（リュープリン）があ

り、前立腺癌の治療で成果を上げている[54]。他にはポリマーを用いてパクリタ

キセルを 30 日間持続放出するステントのDDSがTaxus ExpressⓇという名前で

2004 年 3 月にBoston Scientific社から市販化され、血管形成術による冠動脈の再
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狭窄率を減少させる成果を上げている（Fig.49）。 

 

 

常温では水溶性の液体が体温とほぼ同じ転移温度（37℃）になると非水溶性

のゲルに変化する PLGA ポリマーを利用した DDS 担体が Utah 大学の研究グル

ープによって開発され、Regel®という名前で MacroMed 社から市販化されてい

る（Fig.50）。彼らの結果によれば、パクリタキセルを 0.1mg 担持させたこの担

体（Oncogel®）は in vitro で薬剤を約 50 日徐放し（Fig.51）、皮下移植ヒト乳癌

（MDA-MB-231）マウスに対して抗腫瘍効果を示すことが報告されている[55]。 

Bagley らはパクリタキセルを 3%および 6%含有する Oncogel®を用いて我々
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と同じ Mantha の脊椎転移乳癌（CRL-1666 細胞）ラットに対する腫瘍内注入効

果を検討している[56]。彼らの結果によれば、術後 6 日目に局所治療を行うと下

肢運動機能の維持期間が平均 14 日から 18 日に延長することから、脊椎転移癌

に対する局所化学療法の効果が示唆されている。（Fig.52） 
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整形外科疾患の研究においても、ユーイング肉腫に対するパクリタキセル含

有担体を用いた局所療法が報告されている[57]。しかし、これらはいずれも腫瘍

内投与を前提とした担体材料の選択であり、我々のように骨（骨髄）内に投与

して作用させたいと考える治療戦略の担体としては必ずしも最適なではないと

考える。 

実験 3-1 の結果から、脊椎転移癌ラットに対するパクリタキセル含有ハイド

ロキシアパタイト-アルギン酸担体を用いた局所療法は、9 倍量の溶液の局所散

布と同様に麻痺発生と下肢運動機能の維持期間を延長し、パクリタキセルの局

所療法は脊椎転移癌に対して効果があることが分かった。また実験 3-2 の結果

から、パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸担体を用いた局

所療法は尾静脈からの全身療法と比較して少ない担持量で麻痺発生と下肢運動

機能の維持期間を延長することが分かった。脊椎転移乳癌ラットの下肢運動機

能に与える局所療法の効果は同じ組成のゲルとその乾燥体であるビーズで同様

であった。50%以上の延命効果が得られることを治療戦略の有効性ありと定義

するならば、パクリタキセル含有ハイドロキシアパタイト-アルギン酸担体を用

いた局所化学療法は、脊椎転移乳癌ラットの麻痺発生と下肢運動機能の維持期

間を 60-70%延長し、下肢運動機能の維持によって延命が得られていたことから

本治療戦略は有効であると判断できる。しかし実験 3-2 の結果から、この治療
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戦略では椎体外へ進展した腫瘍に対して効果はなく、むしろ経静脈投与による

全身療法群のほうが腫瘍サイズを縮小することが示唆され、担体の骨内投与に

よる局所療法は血管内投与による腫瘍の栄養血管への抗癌剤の送達も脊椎転移

癌の増殖・進展を抑制するためには重要であることが示唆された。しかしヒト

における薬剤の血管内投与による最大の問題点の一つは、大部分が非特異的に

細網内皮系に取り込まれてしまうか、標的部位に到達する前に腎臓から体外に

排出されてしまうことで、経静脈投与によるパクリタキセルの骨組織への移行

は 1%程度と言われる。その点で我々の考える局所化学療法は担体の標的組織へ

の直接投与のため、より高濃度のパクリタキセルを骨髄内に移行させることが

可能であると考える。 

我々が外科的切除後の残存腫瘍に対する殺傷効果の期待する局所化学療法は、

抗癌剤の骨髄内での腫瘍への作用と同時に正常の骨髄細胞への作用として骨髄

抑制（好中球減少）の出現が危惧される。パクリタキセルの薬物動態と副作用

に関しては、Gianni らが血漿中の薬物濃度と好中球減少の関連を検討し、血漿

中のパクリタキセル濃度が 42ng/mL を超えている時間に比例して骨髄抑制が重

症化すると報告している[58]。またパクリタキセルの血中 AUC が増加するのに

伴い、好中球減少の程度が大きくなると言われる。これらはいずれもパクリタ

キセルを経静脈投与した場合の検討であるが、最高血中濃度ではなく血漿中に
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おける曝露量が骨髄抑制の規定因子であることを示唆している。よって骨髄抑

制という副作用は、骨髄から体循環血漿中への薬物放出を抑制することで防ぐ

ことができると考える。骨組織の毛細血管は 5 ㎛と言われるが、我々の担体は

平均直径 4 ㎛のハイドロキシアパタイト微粒子をアルギン酸と複合化して平均

直径約 2mm としており、全身へ移行しないサイズである。我々の検討では、ラ

ットの脛骨骨髄内にパクリタキセル含有ビーズを移植しても、投与直後から 72h

まで循環血漿中にパクリタキセルは検出されなかったことから（HPLC で測定、

ng/ml レベル）、ハイドロキシアパタイト-アルギン酸の担体から放出されるパク

リタキセルは局在し、全身移行率はとても低いと推察された。体循環血漿中へ

の薬物移行を減少させ、脊椎転移癌に対して全身投与より少ない投与量で局所

制御が可能であれば、治療効果と安全性を両立できる可能性がある。 

ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体の架橋に用いた 3 種類の 2 カチオ

ンのうちSr2+とBa2+は金属イオンであるが、生体に対する毒性は低い[59]。我々

の実験でも明らかな有害事象は観察されず、Ca2+からSr2+やBa2+に変えることに

よって、生体内での安定性が改善する利点があり、そのことで担体のin vitro実

験（実験 2）が可能であった。Sr2+とBa2+はCa2+よりも分子量が大きいため、臨

床的にはX線透視が容易になる可能性がある。また我々の実験結果からは、Sr2+と

Ba2+で架橋したハイドロキシアパタイト-アルギン酸ビーズからはパクリタキセ
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ルが徐々に放出され、ラット乳癌細胞株CRL-1666 細胞 2×104個に対してSr2+で

架橋したビーズは 0-24hで 35%の細胞障害性を示し、48-72hにかけて経時的に

15%に減少する一方、Ba2+で架橋したビーズから放出されるパクリタキセルの

細胞障害性は 15%でほぼ一定であったことから、架橋に用いる 2 カチオンによ

ってハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体からのパクリタキセルの放出性

が変化することが示唆された。 

ポリマーからの薬剤放出は、担体の膨潤・侵食、薬剤の濃度勾配による拡散、

担体の生分解の 3 段階で生じることが知られている[60]。PLGAの場合は分解に

約 4 週間かかるため、薬剤の放出性は拡散か担体の膨潤・侵食に依存し、パク

リタキセルの放出は約 24hでの初期放出後に徐放を示すことが報告されている

[61,62]。我々が担体に用いたハイドロキシアパタイトはPLGAよりさらに生体内

で分解されない生体材料であるため、パクリタキセルの放出は拡散と担体の膨

潤・侵食に依存すると考えられる。我々がスプレイドライ法で作製したハイド

ロキシアパタイト微粒子は均一な隙間（pore）をもつため水が貫通しやすく、

水の吸収に伴う微粒子の膨潤が粒子の隙間から薬剤を拡散させると考えられる。

Ca2+、Sr2+、Ba2+で架橋した担体は同様に水を吸収して膨潤し、薬剤を拡散（放

出）すると考えられるが、それぞれのアルギン酸との架橋（化学的結合）強度

が異なっている。アルギン酸はL-グルロン酸のユニットであるGブロックとD-
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マロヌロン酸のユニットであるMブロックの 2 種類のブロックが直線的に結合

した高分子である（Fig.53）。2 価カチオンの存在下でアルギン酸は 3 次元ゲル

を形成するが、Ca2+の場合はアルギン酸のGブロックのみとの架橋、Sr2+の場合

はGブロックとMブロックの架橋、Ba2+の場合はSr2+よりさらに多いGブロック

と Mブロックとの架橋となる（Fig.54）。この架橋強度の違いが担体の辺縁から

のパクリタキセルの濃度勾配による放出性に影響を与え、脊椎転移乳癌ラット

の下肢運動機能に対して異なる結果を生じさせたと推察した。我々の結果から

は、Ca2+からSr2+、Ba2+と架橋が強くなるに従ってパクリタキセルの放出が制御

されることが示唆された。そのことは、初期に高い細胞障害率を示すと考えら

れるCa2+やSr2+で架橋したビーズが、ラット乳癌細胞のように増殖の速い癌細胞

を用いた脊椎転移癌ラットの下肢運動機能を維持した結果と矛盾しない。一方

で、長期間にわたって一定の速度で薬物が放出されることを徐放と定義するな

らば、ハイドロキシアパタイト-アルギン酸の複合体はBa2+で架橋することがパ

クリタキセルの徐放に適した 2 価カチオンである。またパクリタキセルを高用

量担持させても、低容量担持の場合とパクリタキセルの放出性は同様であった

ことから、ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体は担持量に関わらずパク

リタキセル放出が制御され（バースト放出されず）、細胞障害性の期間の延長

（24h）は、担持量の増加に伴う担体辺縁からの濃度勾配によって生じたと推察
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された。 
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脊椎転移癌に対して我々の考える局所療法は全身療法の併用も必要である。

癌組織では血管透過性の亢進とリンパの停滞により正常細胞と比較して高分子

物質が選択的に蓄積する EPR（enhanced permeability and retention effect）が

見出されている[63]。PEG で修飾されたたんぱく質やリポソームの DDS 担体は

その分子量により腎臓からの排出が低下して抗原性が低下するため、血中停滞

性が著名に向上することが明らかとなっている[64-66]。PEG や PLGA などの高

分子ポリマーで修飾した抗癌剤は、約 50-200nm サイズで全身投与することで

EPR 効果により固形癌への高い集積と抗腫瘍効果を示すことが報告されている。

現在ドキソルビシンやアンフォテリシンBの封入PEGリポソーム製剤（DOXIL®

や AMBISOM®）が臨床で使用され、PEG 修飾したパクリタキセル含有ミセルが

現在 PhaseⅡの臨床試験中であるが、これら全身投与型の DDS 製剤との併用療

法は脊椎転移癌に対しても効果を上げる可能性がある。 
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今回我々が実験に用いた組成のハイドロキシアパタイト-アルギン酸ビーズは、

脊椎内視鏡の内径 2.7mm を通過させることが可能なサイズで（Fig.55）、ヒトの

脊椎内へ低侵襲に投与できる発展性がある。この内視鏡は直径 1cm 程度の皮膚

切開で椎体に達することが可能で、従来の手術と比較してはるかに患者への負

担が少ない。さらに脊椎転移癌に対する局所療法として近年行われている経皮

的治療の椎体形成術[67-69]やラジオ波焼灼術[70]といった最小侵襲脊椎手術と

DDS 技術を応用した化学療法、さらには Radiosurgery[71,72]などを用いた集学

的な治療がさらに脊椎転移癌の治療に有効性を発揮する可能性がある（Fig.56）。 

最後に、我々の実験結果からはパクリタキセルの担体にハイドロキシアパタ

イト-アルギン酸複合体を用いた局所療法が、全身療法よりも脊椎転移乳癌ラッ

トの下肢運動機能の維持に効果を上げることが明らかとなった。脊椎転移癌に

対する局所療法は全身投与よりも少ない量で効果を示したことから、正常組織

に対する安全域がさらに拡大することが示唆された。実際の臨床で患者の生存

期間内における QOL を維持することができれば、入院回数やその期間を短縮す

ることが可能で、結果的に医療費を削減する効果も期待される。 
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第 6 章 結論 

 

ハイドロキシアパタイト-アルギン酸複合体にスプレイドライ法を用いて担持

させたパクリタキセルは、ラットの癌細胞株やその脊椎転移癌ラットモデルに

対して抗腫瘍活性を示すことが分かった。我々の動物実験の結果から、担体を

用いたパクリタキセルの局所療法は脊椎転移癌の下肢運動機能を維持する効果

を上げること明らかとなった。その効果は全身療法よりも少ない抗癌剤量で得

られており、明らかな感毒性も観察されなかった。実験 2 の結果から担体から

のパクリタキセル放出は制御され、複合化に用いる２価カチオンの種類や薬剤

担持量を変えることで、パクリタキセルの抗腫瘍活性が変化することが示唆さ

れた。抗癌剤を担持させた担体の局所療法は、低侵襲の脊椎外科的治療やその

他の全身療法と組み合わせて脊椎転移癌の新しい治療戦略となる可能性があり、

今後さらに検討を要する。 
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第 7 章 問題点の今後の検討 

 

我々の実験結果から担体を用いたパクリタキセルの骨髄内投与は、脊椎転移

乳癌ラットの下肢運動機能を維持するにことが明らかとなった。この局所療法

による明らかな毒性は観察されなかったことから、therapeutic window 内の血中

濃度が標的組織で実現されたことが示唆された。ヒトにおいてパクリタキセル

が効果を示す血中濃度は 0.025 から 25μg/ml と言われるが[73]、今回我々の実

験ではラットの血液検査は行っていない。局所療法の効果を証明するためには

パクリタキセルの静脈内投与による血漿中AUCとパクリタキセル含有担体の骨

髄内投与による局所濃度を調査し、比較・検討することが必要である。 

我々の実験から得られた結果は、腫瘍片の実験的移植によって得られた脊椎

転移癌の動物モデルに対する効果であり、ヒトの骨転移の自然発生の段階とは

異なるため、治療効果は腫瘍の生着から増殖の段階に限定したものであると言

える。また癌の増殖スピード（倍増時間）や薬剤の細胞障害性発現はそれぞれ

の種類によって異なり、個々の癌と薬剤にとっての至適な薬剤放出プロファイ

ルはまだ分かっていない。我々はラットの脊椎転移乳癌を用いた実験を行った

が、Engebraaten らは 2 種類のヒト乳癌細胞株を用いたヌードラットのモデル

を報告している[74]。ヒトの癌細胞を用いたモデルの作製には時間がかかること
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やヌードラットは高価であるなど問題はあるが、我々の考える局所療法の戦略

が臨床へ応用可能かどうか検討するためにはヒト乳癌細胞株を用いて治療効果

を検討しなければならないと考える。今回ハイドロキシアパタイト-アルギン酸

複合体の担体に担持させた抗癌剤のパクリタキセルは、血中半減期が 8.8-16.0

時間と比較的ゆっくり効果が発現することを期待した薬剤である。技術的には

他の抗癌剤のハイドロキシアパタイトへの担持も可能であり、血中半減期がよ

り短い抗癌剤の 5-FU（24 分）やシスプラチン（40 分）、カルボプラチン（2-3

時間）などを担持させることでより早期の効果を期待できるか検討することも

今後の課題である。 

さらに我々が（薬剤を担持・放出させる機能の他に）担体に期待しているも

う一つの作用であるハイドロキシアパタイトの骨伝導能・骨形成能が評価でき

ていない。架橋に用いたSr2+には骨芽細胞を活性化して骨形成を促進する効果が

見出されており[75]、その修飾物質ラネル酸ストロンチウム塩の経口投与は新規

の椎体骨折を抑制する効果と大腿骨頚部骨折の発生を抑制する効果が認められ、

新規の骨粗鬆症治療薬として期待されている[76,77]。これら担体成分の骨形成

に与える影響について、大型の動物を用いて脊椎骨の組織学的・力学的強度の

検討をしたいと考えている。そして内視鏡などの経皮的デバイスを用いた低侵

襲アプローチによる担体投与の実現性についても検証したいと考えている。 
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Paclitaxel-loaded Hydroxyapatite-alginate Beads for Local Chemotherapy of 
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