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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、葉酸修飾シクロデキストリンを用いて腫瘍細胞選択的な細胞障害性を有す

る抗癌剤キャリアを構築することである。 即ち、腫瘍細胞上の脂質マイクロドメインとの相互

作用が期待されるメチル-β-シクロデキストリン (M-β-CyD) に癌標的リガンドである葉酸 
(FA) を修飾した FA-M-β-CyD を調製し、腫瘍細胞選択的キャリアを構築することである。

種々検討した結果、FA-M-β-CyD は、抗癌剤ドキソルビシン (DOX) と安定な複合体を形成し、

癌細胞内に取り込まれた後、DOX の殺細胞効果を増強させることが示唆された。さらに、担

がんマウスにおいて、DOX/FA-M-β-CyD 複合体は、静脈内投与において、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示した。以上の結果より、FA-M-β-CyD は、

in vitro および in vivo において、FR 高発現細胞選択的抗がん剤キャリアとして優れた性質を

有することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, to make an attempt to confer a tumor cell-selectivity to M- -CyD, we newly 
synthesized folate-appended M- -CyD (FA-M- -CyD), and evaluated the potentials as its novel 
tumor-selective carrier for antitumor drugs.  Doxorubicin/FA-M- -CyD complex showed the potent 
antitumor activity after single intravenous injection to tumor-bearing mice, compared to doxorubicin 
alone and DOX/M- -CyD complex. In conclusion, the present study demonstrated the potentials of 
FA-M- -CyD as a novel tumor-selective carrier for antitumor drugs. 
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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 (ラフト) の中で、特にコレステロ

ールリッチリピッド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からラフト阻害剤と

して利用されている。また、Grosse らは 
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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。一方、葉酸レセプタ

ー (FR) は卵巣を始めとする各種上皮癌で

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。一方、服部ら

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
極めて強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: 109 M-1) を形成することを明らかにした。

一般に、CyD と薬物の安定度定数が 107 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/FA-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。そこで本申請課

題では、まず腫瘍細胞のラフト選択性および

抗腫瘍効果が期待される M- -CyD に、葉酸

を修飾した FA-M- -CyD を調製し、FR 高発

現腫瘍細胞選択的抗がん剤キャリアの構築

を行った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、葉酸修飾シクロデキスト

リンを用いて腫瘍細胞選択的な細胞障害性
を有する抗癌剤キャリアを構築することで
ある。即ち、腫瘍細胞で発現が上昇する脂質
マイクロドメインとの相互作用により抗腫
瘍効果が期待される M- -CyD を用いて、新
たに葉酸修飾 M- -CyD (FA-M- -CyD) を調
製し、腫瘍細胞上に高発現する FR を特異的
に認識する腫瘍細胞選択的キャリアを構築
する。さらに、抗癌剤 DOX を FA-M- -CyD 
に包接させることにより、腫瘍細胞選択的抗
癌剤デリバリー能を付与させる。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) FA-M- -CyD の調製 
FA-M- -CyD の調製は、M- -CyD の水酸

基をトシル化し、続いてアミノ化した後、縮

合剤を用いて末端に葉酸を結合させた。

FA-M- -CyD の確認および葉酸置換度の算

出は、MALDI-TOF-Mass および 1H-NMR に
より行った。 
 

(2) DOX/FA-M- -CyD 複合体細胞障害活性 
KB 細胞 (FR 高発現細胞) および A549 

細胞 (FR 低発現細胞) に対する細胞障害

活性は細胞内ミトコンドリア脱水素酵素活

性を指標にして WST-1 法により評価した。 

 

(3) DOX の細胞内取り込みおよび細胞内局

在性 
DOX/FA-M- -CyD 複合体含有 PBS にて 

1 時間処理後、DOX の細胞内取り込みを

蛍光顕微鏡にて観察し、BZ-II 解析アプリ

ケーションを用いて定量した。 
 

(4) 担癌マウスにおける in vivo 抗腫瘍効

果の検討 
BALB/c 雄 性 マ ウ ス の 左 後 肢 に 

Colon-26 細胞懸濁液 (2x105 cells; 100 L) 
を接種した。約 10日後、腫瘍の直径が 8 mm 
に到達したマウスを in vivo 実験に用いた。

DOX/FA-M- -CyD 複合体は、5％マンニト

ールに溶解させ、担癌マウスの尾静脈より

投与し、腫瘍体積、体重、生存率を経時的

に追跡した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) FA-M- -CyD の調製 

NH2-M- -CyD と FA との脱水縮合反応に
より、FA-M- -CyD を調製した。1H-NMR お
よ び  FAB MS ス ペ ク ト ル に よ り 、
FA-M- -CyD は M- -CyD と FA がモル比 
1 : 1 で結合していることを確認した (図 1)。
また、蛍光スペクトル法により算出した DOX
と FA-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。 
 

 
図 1  FA-M- -CyD の構造式 
 
 

 
(2) DOX/FA-M- -CyD 複合体細胞障害活性 
 

DOXとFA-M- -CyD との複合体を KB 細
胞 (FR (+)) および A549 細胞 (FR (-)) に 
24 時間適用後の抗腫瘍活性を WST-1 法に
より評価した。 
図 2 は、各種 DOX/ -CyDs 複合体を KB 

細胞 (FR (+)) に 24 時間適用後の抗腫瘍活
性を示す。DOX と天然 -CyD に FA を修
飾 し た  FA- -CyD と の 複 合 体 で あ る 
DOX/FA- -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/FA-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、パクリタ
キセルの系でも認められた。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. KB 細胞における DOX/ -CyDs 複合体
の細胞障害活性 
 
 
 
(3) DOX の細胞内取り込みおよび細胞内局在
性 
 
前項において、FA-M- -CyD による DOX 

の抗腫瘍活性増強には、両者の複合体形成が
重要であることが示唆された。そこで本項で
は、KB 細胞および  A549 細胞を用いて 
DOX の 細 胞 内 取 り 込 み 量 に 及 ぼ す 
FA-M- -CyD の影響を検討した。 
 DOX 単独およびいずれの  DOX/ -CyDs 
複合体系においても、KB 細胞内に DOX 由
来の蛍光が観察されたが、DOX/FA-M- -CyD 
複合体系の蛍光強度が最も強く (図 3)、細胞
内取り込み量の結果 (図 3B) とよく符合し
た。一方、DOX 単独、DOX/FA- -CyD およ
び DOX/M- -CyD 複合体系では、FA を添加
しても KB 細胞内の DOX の蛍光強度はあ
まり変化しなかったが、DOX/FA-M- -CyD 
複合体系では FA 添加によりその蛍光強度
が著しく低下した (図 4)。一方、A549 細胞
では DOX/ -CyDs 複合体のいずれにおいて
も、DOX の蛍光強度は低下した (データ未
掲載)。 
これらの結果より、DOX/FA-M- -CyD 複

合体は、FR を介して DOX の細胞内取り込
みを上昇させることが示された。 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3 KB細胞におけるDOX の細胞内分布お
よび細胞内取込み量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 DOX の細胞内分布に及ぼす FA添加の
影響 
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(4) 担癌マウスにおける in vivo 抗腫瘍効果
の検討 
 
これまでの検討より、 FA-M- -CyD は 

DOX の抗腫瘍活性を増強することが示唆さ
れた。そこで本節では、Colon-26 細胞 (FR 
(+)) を皮下に同種移植した担がんマウスに 
DOX/FA-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。 
 図 5A は、静脈内に単回投与後の腫瘍体積
変化を示す。コントロール、DOX 単独およ
び DOX/M- -CyD 複合体投与群と比較して、
DOX/FA-M- -CyD 投与群では有意に腫瘍の
成長が抑制された。コントロールおよび 
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 (図 5B)。 
一方、DOX/FA-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。さらに、図 5C に示すようにコント
ロール、DOX 単独および DOX/M- -CyD 複
合体投与群では、65 日目までに全例死亡し
たのに対して、DOX/FA-M- -CyD 投与群で
は、110 日目においても 50% の生存率を示
した。 
 また、誌面の都合上、データを示さないが、
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、DOX/FA-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。 

 
 

 

● : Control (5% Mannitol)
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○ : DOX/FA-M-b-CyD complex (5 mg/kg)
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図 5 担がんマウスに対する FA-M- -CyD 
の抗腫瘍効果（静脈内単回投与） 

(A) 腫瘍の大きさ、(B) 体重変化、 
(C) 生存率 

 
 
 
(5) 考察 
 
本研究では、FA-M- -CyD を新規に調製し、

その腫瘍選択的抗がん剤キャリアとしての
有用性を in vitro および in vivo にて評価し
た。 

FR には、FR- 、- 、-  の 3 つのアイソ
フォームが同定されている。なかでも FR-  
は、正常細胞と比較して様々な上皮がん細胞
選択的に過剰発現しており、その発現量は、
腫瘍の悪性度と相関することが知られてい
る。また、FR-  は FA の -カルボキシ基を
認識し、CLIC/GEEC エンドサイトーシスに
より FA を細胞内に取り込むことが知られ
ている。本研究において、FA-M- -CyD は FA 
の -カルボキシ基と NH2-M- -CyD のアミ



 

 

ノ基との脱水縮合反応を利用して調製して
おり、FR-  の認識に必要な FA の -カルボ
キシ基は構造中に保持されているものと考
えられる。実際、Guaragna らは、FA の -
カルボキシ基と抗がん剤であるクロラムブ
シルとの結合体が FR 高発現細胞選択的に
認識されることを報告している。 
一般に、薬物/CyD 包接複合体を生体内に

投与すると、生体成分との競合包接により薬
物は CyD から速やかに解離するため、CyD 
の薬物包接能を利用して抗がん剤キャリア
を構築する場合、薬物と CyD との安定度定
数 (Kc) が 104 ~ 105 M-1 以上という極めて
強い相互作用が必要とされる。本実験条件下、
M- -CyD と DOX との安定度定数 (モル比 
1 : 1) は 3.1 x 105 M-1 であり、Bakkour らが
報告した  -CyD と  DOX との安定度定数 
(Kc = 1.8 x 102 M-1) よりも約 1000 倍高い値
を示した。M- -CyD がこのように高い安定
度定数を示したのは、メチル基の導入により 
CyD の疎水性空洞が広がり、DOX とより安
定な複合体を形成したためと考えられる。一
方、FA-M- -CyD と DOX との安定度定数 
(モル比 1 : 1) も、3.0 x 105 M-1 と高値を示し、
M- -CyD の系と同程度であった (データ未
掲載)。これは、FA-M- -CyD の DOX 包接
能が FA 修飾による影響を受けないことを
示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、
FA-M- -CyD は DOX と極めて安定な包接
複合体 (Kc = 3.0 x 105 M-1) を形成可能であ
り、静脈内に投与後、DOX の血中動態を制
御できるものと推察された。 
次に、DOX/FA-M- -CyD 複合体の in vitro 

抗腫瘍活性を検討した結果、FA-M- -CyD は 
KB 細胞 (FR (+)) において DOX の抗腫瘍
活性を増強したが、A549 細胞 (FR (-)) では
増強しなかった。一方、KB 細胞 (FR (+)) に
おける DOX/M- -CyD 複合体の抗腫瘍活性
増強作用は認められなかった。これらの結果
から FA-M- -CyD は、FR 高発現細胞選択的
に DOX の抗腫瘍活性を増強することが強
く示唆された。また、Gabizon らは KB 細胞 
(FR (+)) において、FA 修飾 DOX 内封リポ
ソームが FA 未修飾のリポソームと比較し
て、DOX の細胞内取り込み量を約 10 倍上
昇させることを報告しており、FA 修飾によ
り FA-M- -CyD の細胞内取り込み量が増大
したという結果と符合した (図 3)。FA-M- 

-CyD が DOX の抗腫瘍活性を増強した理
由として、1) FA-M- -CyD が細胞膜上のリピ
ッドラフトからコレステロールを漏出させ
ることで膜透過性を亢進し、DOX の受動輸
送を促進した、2) DOX の受動輸送に加えて、
FA-M- -CyD が DOX と複合体を形成するこ
とにより、CLIC/GEEC エンドサイトーシス
経路を介した細胞内取り込み量が増大した
ことなどが考えられる。しかしながら、

FA-M- -CyD による DOX の抗腫瘍活性増
強作用は FA 添加により有意に低下したこ
と、また、FA-M- -CyD の前処理および後処
理が DOX の抗腫瘍活性に影響を与えなか
ったことから (データ未掲載)、FA-M- -CyD 
による抗腫瘍活性増強は、細胞形質膜との相
互作用による DOX の細胞膜透過性の亢進
というよりも、FR を介した複合体の細胞内
取り込みの増大の寄与が大きいものと考え
られる。一方、FA-M- -CyD は KB 細胞 (FR 
(+)) においてパクリタキセル (PTX) の抗腫
瘍活性も上昇させたが、5-フルオロウラシル 
(5-FU) の抗腫瘍活性には影響を与えなかっ
た。これは疎水性薬物である DOX および 
PTX が、FA-M- -CyD と安定な複合体を形成
したのに対し、親水性薬物である 5-FU は 
FA-M- -CyD と複合体を形成し難かったた
めと考えられる。このことは、M- -CyD が 
DOX およびドセタキセルの抗腫瘍活性は増
強するが、5-FU の抗腫瘍活性には影響を与
えないという Grosse らの報告からも支持さ
れる。これらの結果より、FA-M- -CyD の抗
腫瘍活性増強作用は、抗がん剤/FA-M- -CyD
複合体が CLIC/GEEC エンドサイトーシス
を介して FR 高発現がん細胞選択的に取り
込まれることに強く起因するものと考えら
れる。 

Colon-26 細胞 (FR (+)) を皮下に同種移植
した担がんマウスに  DOX/FA-M- -CyD 複
合体を静脈内に単回投与したところ、DOX 
単独および DOX/M- -CyD 複合体系と比較
して、腫瘍の成長を著しく抑制し、マウスの
生存率を有意に改善することが明らかとな
った (図 5)。これは、FA-M- -CyD が DOX 
と高い安定度定数 (Kc = 3.0 x 105 M-1) を有
するために、血中でも安定な複合体を形成し、
DOX/FA-M- -CyD 複合体が FR を介してが
ん細胞に取り込まれたためと推察される。近
年、トポイソメラーゼ II  をコードする 
Top2b を心筋細胞特異的に欠損させると、
DOX 誘導性の DNA 二本鎖切断とミトコン
ドリア生合成の異常や活性酸素 (ROS) 産生
が低下し、進行性の心不全発症が抑制される
ことから、DOX が誘発する心毒性は心筋細
胞のトポイソメラーゼ II  を介することが報
告された。DOX は、投与量が 550 mg/m2 に
達すると 7 ~ 26% の症例で心不全を発症す
ることが知られており、DOX の心臓移行量
を減少させることは極めて重要である。今回、
担がんマウスにおいて  FA-M- -CyD は 
DOX 単独処理により誘発される CK の上
昇を有意に抑制したことから、DOX の心臓
移行量を抑制し、心毒性の発症リスクを低減
できるものと考えられる。今後、DOX の体
内動態や心毒性などの副作用について詳細
に解析する必要がある。 
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