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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病（AML）は抗がん剤，分子標的薬の進歩に伴って，予後が改善しつつある
が再発難治例に対する有効な治療法は十分な効果が得られていない．申請者らは白血病細胞では糖鎖転位酵素活性が亢
進し糖鎖要求度が亢進していることに着目し，白血病細胞特異的な細胞標的療法を考案した.すなわち，リポソームに
糖鎖を結合し，抗がん剤を内包化することで白血病細胞特異的に薬剤を送達するDDSを開発した．本研究期間中にin vi
tro並びにin vivoで高い送達性と抗腫瘍効果を確認し，臨床応用に向けた準備を予定している．

研究成果の概要（英文）：Acute myelogenous leukemia (AML) will achieve complete remission by induction 
therapy due to improvements in supportive and optimization therapy. In order to improve treatment 
efficacy by anti cancer drugs, specificity of drugs to leukemic cells should be important to ameliorate 
prognosis, since maximum dose of chemotherapeutic agents might be administered to AML patients, expecting 
less toxicity and more efficacy. We targeted AML cells utilizing fucose-bound liposome, since we found 
AML cells actively uptake L-fucose. Herein we report that intravenously injected L-fucose-bound liposomes 
containing daunorubicin can be successfully delivered to AML cells. This resulted in efficient tumor 
growth inhibition as well as prolonged survival in tumor-bearing mice. Thus, biological targeting 
utilizing characteristics of AML cells by fucose-bound liposome could be a promising new strategy for AML 
treatment.

研究分野：臨床腫瘍学

キーワード： AML　fucose　DDS
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１．研究開始当初の背景  
急性骨髄性白血病は，現在本邦で年間 7000
名を超える死亡数が推計されており,年々
増加の一途を辿っている．近年，血液腫瘍
に対する骨髄移植療法，化学療法や分子標
的療法は目覚ましい進歩を遂げ，一部の症
例では長期生存も可能となってきた．しか
し，急性骨髄性白血病の過半数は移植療法
を行っても再発により死亡する．その原因
の一つとして，抗癌剤や分子標的薬の特異
性（白血病細胞に対する指向性）が乏しく
正常細胞への影響が免れないため total cell 
kill が期待できないことがある．このよう
なことから，白血病細胞を特異的に標的と
し，正常細胞への影響を排除した新たな細
胞標的療法を考案した．骨髄性白血病細胞
は一般に CD33 (siglec-3, sialic acid-binding 
immunoglobulin superfamily lectins )を発現
する．CD33 は，免疫グロブリンスーパー
ファミリーに属し，シアル酸 ligandの認識
に関与しており，糖鎖修飾を受けその機能
は制御されている（J Bio Chem 275, 8625, 
2000）．この CD33の糖鎖修飾を触媒するα
1-3 fucosyl transferase (FUT)は数種類同定さ
れているが，各種白血病細胞株において
FUT4, FUT7 の発現が亢進している事が報
告されている（Snapp KR, et al. Blood 89, 
1997）．また，骨髄球系細胞においてはシア
リル Lec抗原のGlcNAcに，FUT（主に FUT3）
により，糖鎖が１→４結合され生成される
シアリル Lea抗原（CA19-9）が基盤となっ
て合成される SLeX が高発現している事も
明らかにされている（Robinson NE, at al. 
Glycobiology 4, 1994）．加えて POFUTによ
り糖鎖修飾され活性化される Notch1 も急
性骨髄性白血病の予後不良因子である事が
報告されている．つまり白血病細胞では糖
鎖修飾酵素活性が高く（Snapp KR, et al., 
Blood 89, 1997），かつ糖鎖を積極的に取り
込み，上述したような糖鎖抗原を細胞表面
に表出すると考えられる．即ち，薬物担体
などを糖鎖修飾することで白血病細胞特異
的に薬物を送達し，薬剤の局所濃度を高め
ることにより，より有効な治療法が可能に
なると考えられる． 
２．研究の目的  
糖鎖要求度が高いと想定される白血病細胞
株に対し導入実験を行ったところ，
preliminary ながら in vitro で高い効率で
FAMを導入することに成功した．以上のこ
とから，糖鎖修飾リポソームを用いれば，
白血病細胞への特異性の高い薬剤の送達が
期待され，副作用が少なく，かつ効率の良
い治療効果が期待できるものと考えられる． 
３．研究の方法  
(1).各種白血病細胞の糖鎖抗原の発現 
各種樹立細胞株 5 x 106個の細胞を用いて，
Flowcytometry により糖鎖抗原の発現を検討
する．更に，細胞中のこれらの分子の発現を
Western blot法により検討し，発現との相関を

検討する． 
(2).各種白血病細胞の糖鎖修飾酵素 mRNA の
発現の検討:各種樹立細胞株 1 x 107個の細胞
から total RNA を抽出し，cDNA を合成後， 
RT-PCR（taqMan PCRも同時に施行し発現量
を定量的に検討する）を行いそれらの発現を
確認する．なお，いずれの isozyme も cDNA 
sequence が同定されており，primer の設計は
可能である（Mas, et al., Glycobiology, 1988）．  
(3).抗がん剤内包化糖鎖修飾Liposomeの作製:
糖鎖修飾リポソームを既報に従い（Kawakami 
S, et al. BBRC 252, 1998）作製後，1.2 µmolと
0.8 µmol DOPEをクロロホルムで溶解し蒸散
する．次に 20 mM HEPESに溶解し 10分間超
音波処理を行い，ミリポア処理を行う．粒子
の サ イ ズ は dynamic light scattering 
spectophotometer（LS-900, Otsuka Electronics, 
Osaka Japan）にて測定し，血液脳関門を通過
しない 100-200 nm の粒子径であることを確
認 す る ． さ ら に Z potential は laser 
electrophoresis zeta-potential analyzer 
(LEZA—500T, Otsuka electronics)を用いて測
定する．なお，糖鎖修飾コレステロールと
DOPEのモル比は後述する ratioの検討結果を
受けて決定する． 
(4).糖鎖修飾 Liposome による FAM 標識核酸
の導入:抗がん剤内包化糖鎖修飾 liposome の
作製に向けて，糖鎖修飾率の最適化を検討す
る目的で liposome (Lipotrust (DC16-4) 10 
nmol)と糖鎖(0-20 nmol)を懸濁し，５分間室温
で放置した後，以下の検討に用いる．なお，
micropartition systemにより freeの糖鎖を除去
する．なお，free の糖鎖は比色定量法により
検出可能であるため，liposome との結合率，
結合能は比較的容易に検討可能である．次に
FAM，蛍光色素である Cy5, Cy3 を加え
incubation 後，チャンバースライドに播種し
た HL60, K562, Kasumi1, HEL細胞に添加し，
１時間培養する．培養後，細胞を PBSで洗浄
し 4% paraformaldehydeで固定後，PBSで洗浄，
DAPI による conterstaining 行い蛍光顕微鏡下
に観察する．また，flowcytometry を用いて，
導入効率を定量的に解析し最も高い導入効
率が得られる糖鎖修飾率と liposomeの比率を
決定する． 
(5).糖鎖受容体特異的な薬物導入の確認 
糖鎖受容体を介した導入であることを確認
するため，過剰な糖鎖存在下における FAM，
Cy3, Cy5 などの蛍光物質の導入効率を検討
する．糖鎖修飾 Liposome に FAM, Cy3, Cy5
を内包化し，チャンバースライドに播種した
HL60, K562, Kasumi1, HEL細胞に添加し，１
時間培養する (liposome + 糖鎖 )．また，
liposome単独群（Liposome）, liposome添加前
10 分間， 1 µmol（ x100）の糖鎖を加え
preincubation した群も同時に検討する．培養
後，細胞を PBSで洗浄し 4% paraformaldehyde
で固定後， PBS で洗浄， DAPI による
conterstainingし蛍光顕微鏡下に観察する． 
(6).各種白血病細胞株における FAM標識物



の導入効率の比較:糖鎖修飾 iposomeによる
FAMやCy3, Cy5の導入効率の検討を行う．
上述の方法に従い，糖鎖修飾 liposomeを作
製し，HL60, K562, Kasumi1, HELなどの白
血病細胞株における FAM-siRNA，Cy3, Cy5
の導入を蛍光顕微鏡下で観察する．更に，
flowcytometry で全細胞数に対する陽性細
胞を検討し定量的な導入効率を求める． 
(7).抗がん剤含有糖鎖修飾 Liposome による
抗腫瘍効果の検討 :糖鎖修飾 liposome に
DoxorubicinやDaunorubicinなどの白血病治
療に臨床的に用いられている抗がん剤を封
入し抗腫瘍効果の増強を検討する．具体的
に は 糖 鎖 修 飾 liposome を 作 製 し ，
DoxorubicinやDaunorubicinなどの抗がん剤
を 0 – 1000 µM の濃度で封入し，HL60, 
K562, Kasumi1, HEL細胞などの白血病細胞
株を各種抗がん剤単独もしくは糖鎖修飾
liposome 抗がん剤に暴露し，殺細胞効果を
WST-1 assay で検討する．なお，導入効率
が高いため短時間の暴露後，抗がん剤ある
いは糖鎖修飾リポゾーム抗がん剤を洗浄・
除去後に殺細胞効果を検討する． 
(8).白血病細胞担癌モデルマウスに対する
抗腫瘍効果：糖鎖修飾-liposome-抗癌剤投与
による抗腫瘍効果を検証する．白血病細胞
株 HL60 を移植したマウスに対する抗がん
剤内包化糖鎖修飾 liposomeの抗腫瘍効果を
検討する． 
(9).糖鎖修飾 -liposome-抗癌剤，糖鎖修飾
liposome投与による副作用の検討 
糖鎖修飾 liposome-抗癌剤あるいは糖鎖修
飾 liposome投与後の各臓器障害の有無，特
に肝細胞や中枢組織への移行の程度が懸念
されるため，マウスの体重，肝障害の有無
（血清 AST/ALT），膵酵素（アミラーゼ，
トリプシン），血糖値，各種血液末梢検査（白
血球，赤血球，血小板）データを投与後 24
時間（急性毒性）について同検査を行って
検討する． 
４．研究成果	
 
(1)．白血病細胞株における糖鎖タンパクの
発現：各種白血病細胞株における糖鎖タンパ
クの発現を Flowcytometry で検討した．その
結果，図１に示すように AML 細胞株において
糖鎖蛋白 A,	
 B の発現が極めて高いことが明
らかになった．一方，T-ALL 由来である Molt4
ではこれらの糖鎖蛋白は認められず糖鎖要
求度は低い可能性がある．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
(2)．白血病細胞株への糖鎖修飾リポソーム
の導入効果（図２）：糖鎖発現細胞と低発現
細胞株に FAM 内包化糖鎖修飾リポソームを暴
露し，その取り込みを検討した．その結果，
糖鎖高発現株である HL60 細胞では糖鎖濃度
依存的に導入効果が認められた．一方底発現
株である Molt4 では導入効果が低く，糖鎖修
飾リポソームは糖鎖発現細胞で標的化が可
能であることが示唆された．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(3)．抗がん剤内包化糖鎖結合リポソームの
AML 細胞に対する抗腫瘍効果：daunorubicin
を内包化した糖鎖修飾リポソーム（F50）と
未結合リポソームを暴露し，in	
 vitro での抗
腫瘍効果を検討した．その結果糖鎖蛋白発現
株である HL60 細胞において F50 が高い抗腫
瘍効果を示した．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

(4)：白血病細胞担癌モデルマウスにおける
抗がん剤内包化糖鎖結合リポソームの抗腫
瘍効果の検討：抗がん剤を内包化した糖鎖結
合リポソーム（F50）と未結合リポソーム（F0）
を HL60 担癌モデルマウスに尾静脈（週２回
３週間）から投与し抗腫瘍効果を検討した．
その結果 14 日目の時点で，有意に F50 投与
群で高い抗腫瘍効果が認められた(図３)．	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１．各種白血

病細胞株におけ

る糖鎖蛋白 A, B
の 発 現 を

Flowcytometry
で検討した． 

B�

0

20

40

60

80

100

NT F0 F25 F50

Pe
rc

en
t o

f p
os

iti
ve

 c
el

ls
 (%

)�

Molt4�
HL60�

図２．各種白血

病細胞株に対す

る糖鎖結合リポ

ソームの導入効

果． 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

0 0.01 0.1 1
0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

0 0.01 0.1 1

Daunorubicin (µM)� Daunorubicin (µM)�

Pe
rc

en
t o

f c
on

tr
ol

 (%
)�

F0�
F50�

F0�
F50�

HL60� Molt4 �

図２．各種白血病細胞株に対する抗がん剤内包化糖鎖結

合リポソームの抗腫瘍効果． 
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以上より，糖鎖結合リポソームは糖鎖蛋白発
現白血病細胞に高い抗腫瘍効果がみられ，臨
床的に有用な可能性があると考えられた．	
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