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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、葉酸多分岐修飾メチル化シクロデキストリン (FAn-M-β-CyD) を用
いて腫瘍細胞選択的な殺細胞効果を有する抗癌剤デリバリー法を構築することである。種々検討した結果、
FAn-M-β-CyD は、1) 細胞形質膜上の FR-α を介して細胞内に取り込まれた後、エンドソームから脱出し、2) 
ミトコンドリアの膜電位を上昇させることでストレスを誘導し、3) オートファゴソーム形成およびマイトファ
ジーを介して抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。一方、DOX/FAn-M-β-CyD複合体は、DOX単独および
DOX/M-β-CyD複合体よりも優れた抗腫瘍活性を有することが示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, to expand the application of folate-conjugated M-β
-CyD (FAn-M-β-CyD) for cancer chemotherapy, we evaluated the potential of FAn-M-β-CyD as a 
tumor-targeting anticancer drug carriern. FAn-M-β-CyD formed an inclusion complex with doxorubicin 
(DOX) with a high stability constant. Antitumor activity of DOX was increased by the complexation 
with FAn-M-β-CyD in KB cells, a folate receptor-α (FR-α)-expressing cell line. Also, FA-M-β-CyD 
increased antitumor activity of paclitaxel, but not 5-fluorouracil. Furthermore, FAn-M-β-CyD 
enhanced cellular uptake of DOX through a complexation in KB cells, compared to FA-β-CyD and M-β
-CyD. The DOX/FAn-M-β-CyD complex markedly showed high antitumor activity, compared to DOX alone 
and DOX/M-β-CyD complex, after an intravenous administration to FR-α-expressing tumor cell-bearing
 mice. These findings suggest that FAn-M-β-CyD is useful as a tumor-selective carrier for 
anticancer drugs.

研究分野： 医療薬学

キーワード： シクロデキストリン　抗がん剤　ドラッグデリバリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で対象とする FAn-M-β-CyD は我々オリジナルの化合物であり、次のような特性を有する。1) 分子量が
5000以下のシンプルな構造を有し、製造コストが安価である、2) FR を介して腫瘍細胞選択的に取込まれる、3)
 葉酸は健康食品にも使用され、かつ本研究で使用する CyD は既に臨床応用されていることから、安全性が高
い、4)CyD に導入する薬物を疾患に応じて変更可能である、5) 蛍光物質を付加させることにより、癌の画像診
断に応用可能であるなどの多くの利点を有する。本研究で得られた成果は、基礎研究のみならず、臨床応用の可
能性も有している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

メチル--シクロデキストリン (M--CyD) は、腫瘍細胞で発現が上昇する脂質マイクロドメ

イン (脂質ラフト) からコレステロールを遊離させることにより、その構造や機能に影響を与

えることが知られている。また、Grosse らは M--CyD が担癌マウスにおいて抗腫瘍効果を示

すことを報告した (Br. J. Cancer, 1998)。一方、葉酸レセプター (FR) は卵巣癌を始めとする各

種上皮癌や癌幹細胞で過剰発現していることから、葉酸は癌標的リガンドとして汎用されてい

る。これまで我々は、M--CyD の癌細胞特異性および抗腫瘍効果を増大させるために、葉酸 1

分子を導入した FA1-M--CyD を調製し、FA1-M--CyD が FR 高発現細胞であるヒト口腔癌細

胞由来 KB 細胞に対して優れた殺細胞効果を示すことを見出した (Sci. Rep., 2013, J . Drug 

Target., 2014)。さらに、第 3 次対がん総合戦略事業 (厚生労働省プロジェクト) において、

FA1-M--CyD により誘導される細胞死は、多くの抗癌剤が誘導するアポトーシスではなく、オ

ートファジーを介した新規作用機序を有することを報告した (Sci. Rep., 2014)。 

一方、我々は葉酸と -CyD の間にカプロン酸 2 分子をスペーサーとして導入した葉酸多分

岐修飾 -CyD が、クラスター効果により FR と極めて高い会合定数を有すること、また、葉

酸多分岐修飾 -CyD が抗癌剤ドキソルビシン (DOX) と強固な包接複合体 (安定度定数: 106 

M-1) を形成することを明らかにした (Bioconjug. Chem., 2013, Biomacromolecules, 2013)。一般

に、CyD と薬物の安定度定数が 105 M-1 以上であれば、CyD は血中でも薬物を保持可能であ

るため、薬物/FAn-M--CyD 包接複合体は、生体内でも薬物を FR 発現細胞へデリバリー可能

であると考えられる。さらに、我々は CyD の水酸基に抗癌剤 5-フルオロウラシルを化学結合

させた抗癌剤/CyD 結合体をラットに経口投与したところ、盲腸や大腸内に存在するアミラー

ゼにより CyD 環が分解され、抗癌剤が大腸選択的に放出されることを報告した (Int. J . 

Pharm., 2010)。また、抗癌剤/FAn-M--CyD 結合体を静脈内投与すると、腫瘍細胞に高発現す

る FR 選択的に取込まれた後、抗癌剤が解離し、抗腫瘍効果を発揮すると考えられる。つまり、

FAn-M--CyD は抗癌剤と化学結合させることにより、経口および静脈内投与可能な新規腫瘍

細胞選択的抗癌剤キャリアとなり得る。そこで本申請課題では、まず腫瘍細胞の脂質ラフト選

択性および抗腫瘍効果が期待される M--CyD に、クラスター効果を応用した葉酸多分岐修飾 

M--CyD (FAn-M--CyD) を新たに調製し、FR 高発現腫瘍細胞選択的キャリアを作成する。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、まず FAn-M--CyD を新規に調製し、FAn-M--CyD の溶解性、安定性などの

物理化学的性質を評価する。溶液中における FR と FAn-M--CyD の会合定数を表面プラズモ

ン共鳴装置 (SPR) を用いて定量する。FR 高発現細胞株である KB 細胞および FR 非発現細

胞株である A549 細胞を用いて、FAn-M--CyD が FR 発現細胞選択的に取込まれることを確

認する。また、KB 細胞の脂質マイクロドメインに及ぼす FAn-M--CyD の影響を明らかにす

るため、コレステロールやリン脂質などの細胞膜脂質成分の漏出を調べる。これらの結果をも

とに、最適な葉酸導入数および構造を決定する。次に、DOX/FAn-M--CyD 複合体を調製する。

また、KB 細胞を用いて、DOX/FAn-M--CyD 包接複合体および結合体の FR 発現細胞選択的

な抗腫瘍効果を確認する。さらに、FAn-M--CyD、DOX/FAn-M--CyD 複合体の細胞内動態を

解析する。また、ヌードマウスに  KB 細胞懸濁液を接種して作成した担癌マウスに、

FAn-M--CyD 単独、DOX/FAn-M--CyD 複合体を腫瘍内、静脈内および経口投与した後、各投



与経路における in vivo 抗腫瘍効果を腫瘍体積、体重、生存率を指標に評価するとともに、結

合体の体内動態を検討する。 

 

３．研究の方法 

 

本研究の目的は、葉酸多分岐修飾 CyD (FAn-M--CyD) を用いて腫瘍細胞選択的抗癌剤デリ

バリー法を構築することである。本研究目的を達成するために、まず FAn-M--CyD を新規に

調製し、その物理化学的性質を評価する。溶液中における FR と FAn-M--CyD の会合定数を

表面プラズモン共鳴装置 (SPR) を用いて定量する。KB 細胞を用いて、FAn-M--CyD が FR 発

現細胞選択的に取込まれるか否かを明らかにする。これらの結果をもとに、FAn-M--CyD の

最適な葉酸導入数および構造を決定する。次に、DOX/FAn-M--CyD 包接複合体および結合体

を調製し、DOX/FAn-M--CyD 複合体および結合体の FR 発現細胞選択的な抗腫瘍効果を確認

する。さらに、DOX/FAn-M--CyD 複合体の細胞内動態を解析する。また、担癌マウスに 

DOX/FAn-M--CyD 複合体を腫瘍内、静脈内および経口投与した後、抗腫瘍効果および体内動

態を評価する。 

 

４．研究成果 

 

(1) FAn-M--CyD の調製 

 

NH2-M--CyD と FA との脱水縮合反応により、FAn-M--CyD を調製した。1H-NMR および 

FAB MS スペクトルにより、FAn-M--CyD は M--CyD と FA がモル比 1 : 1 ～1：3 で結合

していることを確認した。また、蛍光スペクトル法により算出した DOX と FAn-M--CyD との

安定度定数は、3.0 x 105 M-1と極めて高いことが明らかとなった。また、イリノテカン(IRT)と

FAn-M--CyD との安定度定数も、5.9 x 106 M-1と極めて高値を示した。 

 

(2) FAn-M--CyD 複合体細胞障害活性と細胞会合 

 

FAn-M--CyD が FR- 高発現細胞選択的な抗腫瘍活性を有するか否かを検討するため、

FR- 高発現細胞であるヒト口腔がん細胞由来 KB 細胞 (FR- (+))、卵巣がん細胞 SCOV 細胞

(FR- (+)) および FR- 低発現細胞であるヒト肺がん上皮細胞由来 A549 細胞 (FR- (-)) を

用いて FA1-M--CyD の抗腫瘍活性を WST-8 法により評価した。FAn-M--CyD は、KB 細胞

および SCOV 細胞において濃度依存的な殺細胞活性を示した。一方、A549 細胞において 、

FAn-M--CyD は 10 mM まで抗腫瘍活性を示さなかった。また、FAn-M--CyD は他の FR- 高

発現細胞であるヒトメラノーマ細胞由来 Ihara 細胞や M213 細胞においても有意に高い抗腫

瘍活性を示した。これらの結果より、FAn-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的な抗腫瘍活性

を有することが示唆された。 

蛍光物質 TRITC を付加した TRITC- FAn-M--CyD を用いて、FR- 高発現細胞との細胞会合

に及ぼす FR 競合阻害剤の影響をフローサイトメトリーにて検討した。その結果、TRITC- 

FAn-M--CyD は KB 細胞および SCOV 細胞と会合することが示唆された。また、TRITC- 

FAn-M--CyD の会合を示すピークは、FR 競合阻害剤である FA 添加により左側にシフトした。

さらに、KB 細胞 (FR- (+)) および A549 細胞 (FR- (-)) を 1 mM FAn-M--CyD 含有無血清



培地で 1 時間処理した後、1 M 水酸化ナトリウムで細胞を可溶化し、細胞内に取り込まれた 

FA の蛍光強度を蛍光分光光度計にて評価したところ、KB 細胞に対する FAn-M--CyD の会合

量は、A549 細胞の系よりも有意に高いことが示唆された。これらの結果より、FAn-M--CyD は 

FR- を介して細胞会合することが強く示唆された。 

 

(3) 担癌マウスに対する FAn-M--CyD の抗腫瘍活性 

 

FAn-M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性を検討するため、KB 細胞 (FR- (+))を用いて作成した

担がんマウスに FAn-M--CyD を尾静脈内に単回投与し、腫瘍体積および生存率について検討

した。マンニトール投与群と比較して、FAn-M--CyD 投与群では顕著に腫瘍の成長を抑制した。

これらの結果より、FAn-M--CyD は in vivo においても優れた抗腫瘍活性を有することが示唆

された。また、FAn-M--CyD を KB 細胞を皮下に異種移植した担がんマウスの尾静脈内に単

回投与 24 時間後の血液生化学的パラメータは、コンロトール群と差異は認められなかったこ

とから、FAn-M--CyD は in vivo において安全性に優れることが示唆された。 

 

(4) DOX/FAn-M--CyD 複合体細胞障害活性 

 

DOX と FAn-M--CyD との複合体を KB 細胞 (FR (+)) および HCT116 細胞 (FR (+)) に 24 

時間適用後の抗腫瘍活性を WST-8 法により評価した。各種 DOX/-CyDs 複合体を KB 細胞 

(FR (+))および HCT116 細胞 (FR (+)) に 24 時間適用後の抗腫瘍活性を検討したところ、DOX 

と天然 -CyD に FA を修飾した FA1--CyD との複合体である DOX/FAn-M--CyD 複合体

および  DOX/M--CyD 複合体は  DOX の抗腫瘍活性を増強させなかったのに対して、

DOX/FAn-M--CyD 複合体は、DOX 単独と比較して有意に高い抗腫瘍活性を示した。データ

には示さないが、同様な傾向が、IRT の系でも認められた。 

 

(5) FAn-M--CyD 複合体の in vivo 抗腫瘍効果 

 

KB細胞 (FR (+)) およびHCT116細胞 (FR (+)) を皮下に同種移植した担がんマウスに DOX/ 

FAn-M--CyD 複合体溶液を静脈内単回投与後の腫瘍体積、体重変化および生存率について検討

した。マンニトール、DOX 単独および DOX/M--CyD 複合体投与群と比較して、DOX/ 

FAn-M--CyD 投与群では有意に腫瘍の成長が抑制された。マンニトールおよび DOX 単独投

与群では、腫瘍体積の増加に伴い、体重の顕著な増加が認められた。 一方、DOX/ FAn-M--CyD 

複合体投与群では腫瘍体積の減少に伴い、体重増加は緩やかであった。また、本複体をマウス

静脈内に単回投与 24 時間後の血液生化学検査値 (CRE, BUN, AST, ALT, LDH, CK) に変化はほ

とんど見られなかったことから、安全性にも優れる可能性が示唆された。 

これらの結果より、FA1-M--CyD は、1) 細胞形質膜上の FR- を介して CLIC/GEEC 経路

により細胞内に取り込まれた後、エンドソームから脱出し、2) ミトコンドリア膜のリピッドラ

フトに作用し、その膜電位を上昇させることでストレスを誘導し、3) オートファゴソームの形

成およびマイトファジーを介して優れた抗腫瘍活性を示したものと考えられる。一方、DOX/ 

FAn-M--CyD 複合体は、DOX 単独および DOX/M--CyD 複合体よりも優れた抗腫瘍活性を

有することが示された。 
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〔その他〕 

ホームページ：熊本大学大学院生命科学研究部製剤設計学分野 

http://www.pharm.kumamoto-u.ac.jp/Labs/seizai/index.html 

 

６．研究組織 

(1)研究分担者 

 なし 

 


