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研究成果の概要（和文）：シクロデキストリンは食品分野にも応用されている易溶性の環状オリゴ糖で、その内
部空洞において疎水性化合物と結合して可溶化する性質から、抗癌剤の新たなキャリアとして期待されている。
他方、上皮性卵巣癌の80%以上で葉酸受容体FOLR1が高発現していることから、癌標的化リガンドとして葉酸が注
目されている。本研究では、卵巣癌由来細胞株を対象として、葉酸付加したシクロデキストリン化合物
（FA-CyD）によるFOLR1標的化の可否について検討を行った。その結果、FA-CyDはFOLR1を発現している細胞だけ
でなく、プロトン依存性葉酸トランスポーターPCFTのみを発現している細胞も標的化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cyclodextrin is readily soluble cyclic oligosaccharides which is also used 
as the food additive, and are expected to be new carrier of anticancer agents because of their 
ability to solubilize the hydrophobic compounds by binding at their internal cavity.  On the other 
hand, folate is paid attention as a cancer targeting ligand because folate receptor alpha (FOLR1) is
 highly expressed in 80% or more of epithelial ovarian cancer.  In this study, we examined if the 
folate-appended cyclodextrin compound (FA-CyD) can specifically target the ovarian cancer cell 
lines.  As a result, it was suggested that FA-CyD targets not only cells expressing FOLR1 but also 
cells expressing only the proton-coupled folate transporter (PCFT).

研究分野：産婦人科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
葉酸受容体（FOLR1）は卵巣癌で高発現しているが、正常卵巣組織においてはほとんど発現していないことか
ら、卵巣癌を特異的に標的化できる分子として期待され、多くの葉酸コンジュゲート薬が開発されてきた。本研
究によって、葉酸コンジュゲート薬の一つである葉酸修飾シクロデキストリンは、FOLR1を発現している細胞だ
けでなく、プロトン依存性葉酸トランスポーター（PCFT）を発現している細胞も標的化することが示唆された。
ヒトにおいてPCFTは主に小腸で発現し、他にも肝臓・腎臓・胎盤・脾臓などでも発現すると報告されている。葉
酸コンジュゲート薬はこれらの臓器を非特異的に標的化してしまう可能性が考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
進行卵巣癌の 5年生存率は未だ 30%程度で推移し、Taxol、Carboplatin、Doxil、Topotecan
や分子標的薬 Bevacizumab の併用により無増悪生存期間は延長されたものの、劇的な改善を望
むことは難しく、化学療法以外の新規治療法の導入が早急に必要である。 
腫瘍溶解性ウイルス（Oncolytic virus: OV）療法は、現在までに VSV、Measles ウイルス、
単純ヘルペスウイルス等、様々なウイルスを用いて開発されてきた。近年、頭頸部癌、乳癌、
悪性黒色腫等に対する治験が多数実施され、固形癌に対する局注接種では優れた治療成績を得
られる場合も多い。しかし、進行卵巣癌のように腹膜播種した癌の場合、多数の癌に一つずつ
OV を接種していくことは難しく、OV 溶液の腹腔内投与が理想的ではあるが、腹腔内投与では、
OV が腫瘍に到達する前に宿主免疫により中和不活化されてしまい、十分な抗腫瘍効果が得られ
ない。OV療法を有効な卵巣癌治療法として実用化するためには、腹腔内あるいは全身性に投与
可能で、宿主免疫による中和不活化を回避できる新しい OV 粒子の開発が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
既存の OV 療法には無い優れた特長を備えた機能性 OV を作製し、これまで治療が困難であ
った悪性度の高い進行卵巣癌、特に腹膜播種癌に対する新しい癌治療法を確立することを目的
とする。さらに、腫瘍微小環境における細胞間相互クロストークを解析することにより、癌－
間質のクロストークの解明が OV を用いた治療法のウイルス増殖促進につながるかを検討し、新
しい OV開発に発展させる。 
具体的には、宿主免疫を回避し、腹膜播種卵巣癌を選択的に攻撃できる、機能性分子修飾
型人工エンベロープ被覆 OV（Artificial-Enveloped Oncolytic Virus: AEOV）粒子を開発する。
AEOV は、ウイルス表面抗原を人工エンベロープによって被覆するため、原理的には、宿主免疫
によって不活化されることなく標的組織に到達できる。さらに、人工エンベロープ表面を様々
な分子で修飾可能であるため、上皮性卵巣癌の 90%以上で高発現している葉酸レセプター
（FOLR1）のリガンドである葉酸で修飾することで卵巣癌指向性を付与する。 
 
３．研究の方法 
（１）卵巣癌指向性 AEOV 粒子の開発 
精製したウイルス粒子と DEAE-デキストランとを結合させた後、真空凍結乾燥装置を用い
て精製する。感染増殖能を評価するため、AEOV をヒトおよびマウスの上皮、中皮、ならびに卵
巣癌由来の細胞株の培養液に添加し、細胞溶解活性およびウイルス放出量を測定する。精製し
た AEOV の表面に、クロスリンカー試薬（EDC、NHS、DSS など）を用いて葉酸を結合させ、葉酸
結合型 AEOV（fol-AEOV）を作製する。 
（２）AEOV 粒子表面の機能性分子修飾 
fol-AEOV の感染増殖能を評価するため、各種細胞株に接種し、細胞溶解性およびウイルス
放出量を測定する。また、fol-AEOV の卵巣癌指向性を評価するため、各種細胞株における葉酸
受容体α、β、γ(FOLRl、2、3)の発現量と fol-AEOV 感染増殖能を比較解析する。さらに、FOLR
過剰発現による fol-AEOV の感染増殖能の変化を解析するため、FOLR 発現ベクターを作製し、
FOLR 過剰発現細胞における fol-AEOV の細胞溶解性およびウイルス放出量を測定する。 
（３）葉酸修飾シクロデキストリンによる卵巣癌指向性の解析 
  FOLR1 発現レベルがそれぞれ異なっている卵巣癌由来細胞株について、分子表面を葉酸修
飾したシクロデキストリンにパクリタキセルを結合させた化合物（PTX/fol-CyD）で処理し、細
胞の生存率を解析した。PTX/fol-CyD による細胞傷害に関連すると考えられる遺伝子について、
siRNAによって発現をノックダウンした条件下でPTX/fol-CyD処理後の細胞生存率を解析した。
腫瘍微小環境においては乳酸が蓄積することで pH が酸性に変化していると言われていたため、
乳酸によって pHを酸性に調整した条件下で PTX/fol-CyD 処理後の細胞生存率を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）卵巣癌指向性 AEOV 粒子の開発 
  まず、HSV wild 株、L1BR1 のウイルス粒子を、デキストラン、ポリエチレンイミン、リポ
ソーム、コンドイチン硫酸、ヒアルロン酸を用いて被覆し、真空凍結乾燥装置を用いて精製し
た。作製した AEOV の感染増殖能を評価するために、AEOV を Vero 細胞及びヒト卵巣癌株に接種
した。しかし今回の検討では、Vero 細胞を用いたプラークアッセイにおいてプラークは認めら
れなった。特に被覆の段階をもう一度検討中である。 
（２）AEOV 粒子表面の機能性分子修飾 
  AEOV の作製は困難であった為、FOLR を標的とした葉酸結
合型薬剤による卵巣癌標的化の可否について検討を行ってい
くことにした。卵巣癌由来細胞株として A2780、ES2、HEY、
SK-OV-3、及び TOV-21G を用い、FOLR の発現レベルの比較解析
を行った。FOLR1 については SK-OV-3 及び TOV-21G において発
現が検出された【図１】。FOLR2 発現はいずれの細胞株でも発
現が検出されなかった。FOLR3 発現については、発現の検出系
を構築することが出来なかった。少なくとも株化された卵巣
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図１ 各種卵巣癌細胞株における遺伝子発現の解析



癌由来細胞においては、FOLR1 及び FOLR2 発現
が陰性である場合が多いことが分かった。 
（３）葉酸修飾シクロデキストリンによる卵巣
癌指向性の解析 
  まず、いずれの細胞株もパクリタキセル（10 
ng/μL）処理によって有意に傷害されることを
確かめた【図２・左】。一方、PTX/fol-CyD（10 μM）
で処理すると、A2780、SK-OV-3 及び TOV-21G 細胞のみ
が傷害され、ES2 及び HEY は全く傷害されなかった【図
２・右】。A2780 細胞は FOLR1、FOLR2 を発現していな
いにも関わらず PTX/fol-CyD によって傷害された。
FOLR以外の葉酸関連遺伝子について発現解析を行った
ところ、A2780 細胞においてはプロトン/葉酸共輸送担
体（PCFT）発現が比較的高いことが分かった【図１】。 
A2780 細胞における PCFT 発現をノックダウンすると
PTX/fol-CyD 処理による細胞傷害が有意に減少したが、FOLR1 発現を
ノックダウンしても細胞傷害の有意性は解消されなかったことから、
A2780 細胞における PTX/fol-CyD の細胞傷害活性は PCFT 発現に依存
的であり、FOLR1 は関与していないことが示唆された【図３・左】。
一方、SK-OV-3 細胞においては、FOLR1 または PCFT 発現のいずれか
をノックダウンすることで PTX/fol-CyD による細胞傷害活性が有意
に減少した【図３・右】。FOLR1 による葉酸取り込み機構に
おいては、葉酸が結合することで FOLR1 周辺の細胞膜がエ
ンドサイトーシスを起こし、エンドソームに含まれる形で
葉酸が細胞内に取り込まれる。その後、エンドソーム内腔
から細胞質に葉酸が移行する機構にエンドソーム膜上の
PCFT が寄与すると言われている。このため、SK-OV-3 細胞
においては PCFT 発現をノックダウンすることで
PTX/fol-CyD の細胞質への移行が阻害されたために細胞傷
害活性が減少したと考えられる。 
PCFT による葉酸輸送活性は酸性 pH環境において上昇することが報告されていた為、pH7.1
に下げた条件下で PTX/fol-CyD 処理を行ったところ、A2780 細胞においては、pH7.6 条件下での
処理と比較して、有意に細胞傷害活性が上昇した【図４・左】。この結果から、A2780 細胞にお
ける PCFT 依存的な PTX/fol-CyD 取り込み機構の存在が支持された。一方、SK-OV-3 細胞におい
ては pH条件による細胞障害活性の変化は見られなかった【図４・右】。 
以上、OV 粒子表面を化学的に修飾し、AEOV を作製することは出来なかったが、葉酸リガン
ドに着目した薬剤輸送について新たな知見を得た。すなわち、癌細胞にのみ発現している FOLR1
を特異的に標的化できるという理由から注目されていた葉酸コンジュゲート薬、少なくとも葉
酸修飾シクロデキストリン fol-CyD については、FOLR1 に非依存的、且つ、PCFT に依存的な標
的化が起こることが示唆された【図５】。PCFT は、ヒト生体内において主に腸管系で幅広く発
現している（十二指腸から回腸）。研究代表者は腹膜播種卵巣癌に対する治療法の開発を主目的
としているため、正常な腸管系組織を標的化する可能性がある点では fol-CyD の特異性に疑念
が持たれる。しかし一方で、PCFT が上皮性卵巣癌や肝臓癌において高発現し、また、酸性 pH
に傾いている腫瘍の微小環境において PCFT が葉酸の取り込みに寄与するという報告もあるこ
とから、PCFT を新たな癌治療標的として位置づけられる可能性もある。現在、マウスにおいて
ヒト腹膜播種卵巣癌の増殖をモニターする実験系を構築したところであり、この担癌マウスに
対して PTX/fol-CyD を腹腔投与した際の抗腫瘍効果や投与部位周辺に及ぼす影響などの解析を
注意深く行っていき、腹膜播種卵巣癌に対する fol-CyD の有用性についての評価をしたいと考
えている。 
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図２ 各種薬剤で処理した細胞の生存率
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