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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍細胞選択的な細胞障害性を有する抗癌剤およびキャリアを構築するために
、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 FAn-M-β-CyD を調製し
た。種々検討した結果、FA1-M-β-CyD は、優れた殺細胞効果およびオートファジー誘導能を有することが明らかとな
った。さらに、FA1-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。

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-β-CyD, we newly synthesized folate-appended M-β-CyD (FA1-M-β-CyD), and evaluated the potentials as 
its novel tumor-selective carrier for antitumor drugs. FA1-M-β-CyD showed potent antitumoreffects in 
FR-expressing tumor cells in vitro and in vivo. Furthermore, Doxorubicin/FA1-M-β-CyD complex showed the 
potent antitumor activity after single intravenous injection to tumor-bearing mice, compared to 
doxorubicin alone and DOX/M-β-CyD complex. In conclusion, the present study demonstrated the potentials 
of FA1-M-β-CyD as a novel tumor-selective carrier for antitumor drugs.

研究分野： 医歯薬学

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システム

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－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 (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 
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。これまで我々
は、M--CyD の癌細胞特異性および抗腫瘍効
果の増大を企図して、M--CyD に葉酸 1 分
子を導入した FA1-M--CyDを新規に調製し、
FA1-M--CyD が非晶質性の高水溶性化合物
であること、FR 高発現細胞であるヒト口腔
癌細胞由来 KB 細胞に対して強い細胞障害
性を有することを明らかにした。さらに我々
は、FA1-M--CyD により誘導される細胞死が、
多くの抗癌剤が誘導するアポトーシスでは
なく、オートファジーであることを見出して
おり、葉酸修飾 M--CyD の抗腫瘍活性は新
規作用機序を有する可能性が強く示唆され
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/FAn-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、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 
本研究の目的は、葉酸多分岐修飾シクロデ

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デリバリー用キャリ
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 (ラフ
ト) との相互作用により抗腫瘍効果が期待さ
れ る メ チ ル -- シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 
(M--CyD) を用いて、新たに葉酸多分岐修飾 
M--CyD (FAn-M--CyD) を調製し、腫瘍細
胞上に高発現する葉酸レセプター (FR) を特
異的に認識する腫瘍細胞選択的な抗癌剤キ
ャリアを構築する。さらに、抗癌剤ドキソル

ビシン (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) FA1-M--CyD の調製 

FA1-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。
FA1-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) 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) 細胞内取り込みおよび細胞内局在性 
FA1-M--CyD または DOX/FA1-M--CyD 
複合体含有  PBS にて  1 時間処理後、
FA1-M--CyD および 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。
FA1-M--CyD または DOX/FA1-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) FA1-M--CyD の調製 

 
NH2-M--CyD と FA との脱水縮合反応に

より、FA1-M--CyD を調製した。1H-NMR お
よ び  FAB MS ス ペ ク ト ル に よ り 、
FA1-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。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。 
 

(2) FA1-M--CyD 複合体細胞障害活性 
 

FA1-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- (+)) 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-1 法に
より評価した。FA1-M--CyD は、KB 細胞に
おいて濃度依存的かつ、DM--CyD には劣る
ものの、-CyD および M--CyD と比較して
有意に高い抗腫瘍活性を示した。一方、A549 
細胞において DM--CyD は KB 細胞と同
様 に 強 い 細 胞 障 害 性 を 示 し た が 、
FA1-M--CyD は 10 mM まで抗腫瘍活性を示
さなかった。また、FA1-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、FA1-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。 

 
(3) FA1-M--CyD の細胞会合 

 
一般に、CyD は親水性かつ分子量が約 

1000 と大きいことから、細胞内に取り込ま
れにくいことが知られている。しかし、
FA1-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的に
優れた抗腫瘍活性を有すること、さらにその
抗腫瘍活性誘導に FR- を介した細胞内取
り込みが関与することが示唆された。そこで、
TRITC を付加した TRITC-FA1-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-FA1-M--CyD は  KB 細胞と会合す
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、
TRITC-FA1-M--CyD のヒストグラムのピー
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。また、FR- ノックダウ
ン細胞においても  TRITC-FA1-M--CyD の
細胞会合は抑制されることが示唆された。さ
らに、KB 細胞 (FR- (+)) および A549 細胞 
(FR- (-)) を 1 mM FA1-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 
FA1-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、FA1-M--CyD は FR- を介して
細胞会合することが強く示唆された。 
 
(4) FA1-M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性 

 
FA1-M--CyD  の in vivo 抗腫瘍活性を検

討するため、Colon-26 細胞 (FR- (+))を用い
て作成した担がんマウスに FA1-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。コントロール群と比較
して、FA1-M--CyD 投与群では顕著に腫瘍の
成長を抑制した。さらに、コントロール群で
は、Colon-26 細胞を移植後 70 日目までに全
例死亡したのに対して、FA1-M--CyD 投与群

では、140 日目においても 100% の生存率を
示した。これらの結果より、FA1-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、FA1-M--CyD を 
Colon-26 細胞を皮下に同種移植した担がん
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、
FA1-M--CyD は in vivo において安全性に
優れることが示唆された。 

 
(5) DOX/FA1-M--CyD 複合体細胞障害活性 

 
DOX と FA1-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。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  FA1--CyD との複合体である 
DOX/FA1--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/FA1-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。 
 
(6) DOX の細胞内取り込みおよび細胞内局

在性 
 

前項において、FA1-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 
FA1-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/FA1-M--CyD 
複合体系の蛍光強度が最も強く、細胞内取り
込み量の結果とよく符合した。一方、DOX 単
独、DOX/FA1--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/FA1-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。
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。これらの結果より、DOX/FA1-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。 
 
(7) DOX/FA1-M--CyD 複合体の in vivo 抗

腫瘍効果 
 
これまでの検討より、FA1-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/FA1-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。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/FA1-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。 一
方、DOX/FA1-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、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/FA1-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、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/FA1-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。今回、申請研究では葉酸を多分岐させ
た CyD 誘導体で検討する予定であったが、葉
酸を一置換した FA1-M--CyD および DOX 複
合体での検討が主体となった。多分岐修飾は
現在合成条件が整い、予備検討の段階であっ
たことから、今後も継続して研究を行う予定
である。 
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