
佐賀大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７２０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

細胞内コレステロールを標的とする新規の白血病治療法の開発

Development of a novel therapy targeting intracellular cholesterol for leukemia

６０５７０４１３研究者番号：

久保田　寧（Kubota, Yasushi）

研究期間：

１６Ｋ０９８５１

年 月 日現在  ２   ７   ８

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリン (HP-β-CyD) が、慢性骨髄性白血病 
(CML) 細胞からコレステロールを引き抜き、CML細胞のみならずCML幹細胞にも抗腫瘍作用を示す可能性を見出し
た。本研究では、急性骨髄性白血病 (AML) に対する効果と、さらにより高い効果を得るために、葉酸修飾HP-β
-CyD の効果も調べた。
　AML細胞株にも同様の作用を示した。また、葉酸修飾HP-β-CyDは、HP-β-CyDの10～20倍の抗腫瘍活性を示し
た。しかも、これらの作用は葉酸受容体発現細胞に特異的であり、白血病細胞標的治療薬剤として有望と考えて
いる。

研究成果の概要（英文）：2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CyD) extracts cholesterol from 
chronic myelogenous leukemia (CML) cells and may have antitumor effects not only on CML cells but 
also on CML stem cells. In the present study, we investigated the effects of HP-β-CyD on acute 
myeloid leukemia (AML). Anti-leukemic effect of folate-appended HP-β-CyD was also examined. 
 AML cell line showed similar effect. In addition, folate-appended HP-β-CyD showed 10 to 20 times 
the antitumor activity of HP-β-CyD. Moreover, these actions are specific to folate 
receptor-expressing cells, and are considered to be promising as leukemia cell-targeted therapeutic 
agents.

研究分野： 血液内科学

キーワード： シクロデキストリン　コレステロール　白血病　アポトーシス　葉酸受容体　葉酸修飾シクロデキスト
リン　慢性骨髄性白血病　急性骨髄性白血病

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病は医療の進歩により予後は改善されてきたものの依然難治である。そこで、腫瘍細胞の生存や治療抵抗性
に関わるとされている細胞内コレステロールを標的とする治療法は、従来の薬剤と作用機序も異なり、新規治療
として期待できる。さらに、正常細胞と比較して腫瘍細胞でより高発現している葉酸受容体を標的とする葉酸修
飾シクロデキストリンは、無修飾のシクロデキストリンの10－20倍の抗腫瘍活性を示すことがわかり、より有効
な白血病治療の開発につながる成果と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
シクロデキストリン (cyclodextrin: CyD) は、内腔に種々の分子を包み込む（包接する）こと

ができる環状オリゴ糖である (図 1)。包接した分子の安定化や徐放性向上、あるいは難溶性分子
の可溶化などが可能となるため、医薬品や食品分野で広く用いられる（消臭スプレーのファブリ
ーズが有名）。なかでも Methyl-β-CyD (M-β-CyD) は実験系において細胞膜の脂質ラフトからコ
レステロールを引き抜き、その構造を破壊することからラフト阻害剤として広く用いられてい
る（Onodera et al. Int J Pharm. 2013）。しかし、M-β-CyD は
毒性が強く、そのままでは抗腫瘍薬としての応用は困難である。 

2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリン(HP-β-CyD) は
水溶性で生体適合性に優れ、難水溶性薬物のイトラコナゾール
（イトリゾール®）などの HP-β-CyD 含有注射剤に臨床応用さ
れている。また、細胞からコレステロールを引き抜く働きに着
目し、製剤添加剤としてではなく、そのもの単体が、小児の難
治性脂肪蓄積病である Niemann-Pick 病 C 型（NPC）の患者の
治療薬として既に使用されており、安全性の面ではある一定以
上担保されている。 
私達は、HP-β-CyD によるコレステロールを引き抜く作用が、悪性腫瘍に対して抗腫瘍作用を

有するのではないかとの仮説を立てた。そして、HP-β-CyD は単剤でも in vitro において慢性
骨髄性白血病（chronic myeloid leukemia: CML）細胞からコレステロールを引き抜くことによ
り、アポトーシスと G2/M 期での細胞周期停止を誘導し、時間・用量依存性に CML 細胞の増殖
を抑制することを明らかにした。さらに、低酸素適応によって CML 幹細胞様形質（多剤耐性、
高被移植性、β-カテニンの増加、など）を得た細胞や ABL 阻害剤が無効な T315I 変異株にも
HP-β-CyD は同様に効果を示した。これらの結果から、HP-β-CyD は、再発の原因である ABL
阻害剤が無効な CML 幹細胞や T315I 変異にも臨床的に有効となる可能性が示された。さらに
HP-β-CyD は、ヒト CML 細胞を免疫不全マウスに移植して作成した in vivo モデルにおいても、
有意に生存期間の延長をもたらした。この研究によって、これまで単に溶媒と考えられてきた
HP-β-CyD が、単剤でも抗腫瘍剤となり、さらに既存の抗がん剤が無効である癌幹細胞に有望で
あることを示した（Yokoo, Kubota, et al. PLoS One. 2015、特願 2014-547196）。 
しかし、現行の HP-β-CyD を抗腫瘍剤として臨床試験を行うには、解明あるいは改善しなく

てはいけない点が残されていた。作用機序を明らかにし、より有効な投与方法、がん種、相加的・
相乗的効果を示す併用薬を見出すことが必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
難溶性医薬品の溶媒である HP-β-CyD が、CML 細胞からコレステロールを引き抜き、CML

細胞のみならず CML 幹細胞にも抗腫瘍作用を示す可能性を見出した (PLoS One. 2015)。本研
究では、HP-β-CyD の作用機序をより明確にするとともに、最近の治療法の進歩に乏しい急性骨
髄性白血病 (AML) に対する効果についても検討する。さらに臨床応用に向けて、より高い効果
を得るために、葉酸など各種修飾を加えた HP-β-CyD の効果についても調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) HP-β-CyD の急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia: AML) 細胞に対する抗腫瘍効果 
① AML 細胞株における HP-β-CyD の細胞増殖抑制作用 
野生型 p53 を持つ OCI-AML-3, MOLM-13, MV4;11、および変異型 p53 を有する NB4, HL-60, 
KG-1, THP-1, U937 の各細胞株に対して HP-β-CyD を暴露させ、細胞増殖阻害 (MTT)、アポ
トーシス誘導能（Annexin V）、細胞周期の変化（PI 染色）について検討する。 
 
(2) 葉酸修飾 HP-β-CyD の抗白血病作用の検証 
連携研究者の有馬らは、がん細胞上に高発現する葉酸受容体を標的とする、葉酸 (FA) を修飾し
た FA-M-β-CyD を作成した。これにより M-β-CyD に腫瘍細胞選択性が付与され、実際に担がん
マウスの腫瘍成長を著明に抑制することが示された。まだ、予備的検討の段階だが、BaF3/BCR-
ABL 細胞に対して HP-β-CyD よりも高い抗腫瘍活性を有することを確認している。我々が既に
示したように HP-β-CyD は、より安全性が高いので、FA-HP-β-CyD を合成し、その抗白血病作
用を検討する 
 
４．研究成果 
(1) HP-β-CyD の急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia: AML) 細胞に対する抗腫瘍効果 
AML 細胞株 HL-60、THP1、SKM1 に HP-β-CyD
を曝露し MTT アッセイを行い、IC50 を求めた。
いずれの細胞株でも IC50は 8-9 mM であり、先行
研究である CML細胞に対する IC50と遜色ない結
果であった（表 1）。 
 
  



 
次にアポトーシスについて検討した。HP-β-CyD 曝露後 24 時間後に annexin V、PI の二重染色
を行った。その程度に差はあるものの、いずれの細胞株も濃度依存性にアポトーシス細胞が増加
した。HP-β-CyD が細胞周期に与える影響も調べたところ、CML 細胞株と同じように G2/M 期
で細胞周期が停止することがわかった。 
その他、急性リンパ性白血病細胞株 NALM6、T 細胞性白血病細胞株 Jurkat、MOLT4、成人

T 細胞白血病細胞株 MT1、MT2 それぞれで MTT アッセイを行った。いずれの細胞株も IC50
は 4－8mM であり、対照として用いた肝細胞より有意に低い濃度であった。 
 
(2) 葉酸修飾 HP-β-CyD の抗白血病作用の検証 
葉酸（folic acid: FA）修飾 HP-β-CyD (FA-HP-β-CyD) がいくつかの CML 細胞株において HP-

β-CyD の 10～20 倍の抗腫瘍活性を有し (表 2)、さらに葉酸レセプター (folate receptor, FR) 
陰性の A549 細胞に対しては強い細胞障害性を示す HP-β-CyD と対照的に 10 mM でも抗腫瘍
活性を示さないこと、つまり腫瘍細胞選択性が高いことを確認した (図 2)。連携している熊大薬
学部での FR 陽性腫瘍細胞に対する FA-M-β-CyD の研究によると、抗がん剤による細胞死の多
くを占めるアポトーシスではなく、FR 高発現細胞選択的なオートファジー（マイトファジー）
を惹起し細胞死を誘導することが示されている (Onodera et al. Sci Rep 2014)。FA-M-β-CyD の
CML 細胞に対する作用として、アポトーシスだけでなく、オートファジーが関与している結果
を得ている。 
 

表2．CML cell lineに対するIC50 (mM)
HP-β-CyD FA-HP-β-CyD

K562 5.65 0.685
BV173 3.46 0.16
Ba/F3
BCR-ABL

5.74 0.561
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