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研究成果の概要（和文）：腫瘍の増殖を促進する腫瘍関連マクロファージ(TAM)は、葉酸受容体βを発現している。そ
こで、マクロファージ阻害薬ゾレドロン酸(ZOL)を封入した葉酸修飾リポソーム製剤(FL-ZOL)を調製し、in vitroとin 
vivoで抗腫瘍効果を評価した。FL-ZOLを培養細胞に添加したところ、葉酸受容体を介してがん細胞やマクロファージ細
胞に選択的に取り込まれた。しかしながら、FL-ZOLを担がんマウスに投与したところ、ZOLのリポソーム化により副作
用が高まり死亡するマウスが多く観察されたため、FL-ZOLによるTAMを介したin vivoでの抗腫瘍効果の評価はできなか
った。

研究成果の概要（英文）：We investigated the possibility of whether depletion of tumor-associated macrophag
es (TAMs) by zoledronic acid (ZOL) entrapped in folate-linked liposome (FL-ZOL) could inhibit tumor angiog
enesis and consequently tumor growth. FL-ZOL showed high cytotoxicity for FR-positive KB and murine macrop
hage RAW264.7 cells, but not for FR-negative Colon 26 cells, suggested that FL-ZOL was selectively taken u
p via FR-mediated endocytosis. However, injections of FL-ZOL did not induce antitumor activities for KB an
d Colon 26 tumor-bearing mice, and had a lethal effect by high toxicity. From these findings, the severe i
n vivo toxicity of liposomal ZOL limited its utility for in vivo TAM targeting, although FL-ZOL could sele
ctively induce in vitro cytotoxicity via FR.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 葉酸受容体　リポソーム　マクロファージ　ゾレドロン酸　がん治療

薬学・医療系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

腫瘍組織は、腫瘍細胞以外にも線維芽細胞

やマクロファージ、血管内皮細胞などの間質

細胞で構成されている。膵がんやスキルス胃

がんなどの難治性腫瘍においては、腫瘍組織

中の腫瘍間質が占める割合が 70%程度と多

く、間質の占める割合と腫瘍の悪性度に相関

性があることが知られている。間質細胞の中

でも腫瘍内に存在するマクロファージは腫

瘍関連マクロファージ (tumor-associated 

macrophage; TAM)とも呼ばれ、血管内皮増殖

因子(VEGF)などのサイトカインを分泌し、腫

瘍内に栄養を供給するための新生血管の形

成を促進する。そのため、TAM を標的とした

薬物治療は、新たながん治療法となると考え

られるが、これまで腫瘍内の TAM を選択的

に死滅させるがん治療法についてはほとん

ど報告されていない。 

 

２．研究の目的 

腫瘍組織中に存在する TAM は、葉酸受容

体(FR) β を特異的に発現していることから、

FRβ を標的としたマクロファージ阻害薬は、

腫瘍の種類に関わらず高い抗がん効果を発

揮するがん治療薬となりうる可能性が高い。

そこで本研究では、マクロファージ阻害薬を

封入した葉酸修飾リポソーム製剤を調製し、

担がんマウスの尾静脈内投与により効率的

に腫瘍内の TAM に FRβ を介して薬物を送達

し、TAM を死滅させることで抗腫瘍効果が得

られるかどうか検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) RT-PCR法による培養細胞と腫瘍組織にお

ける FR mRNA の発現解析 

ヒトがん細胞として、前立腺がん PC-3細胞、

甲状腺髄様がん TT 細胞、咽頭上皮癌 KB 細

胞、大腸がん HT-29 細胞を用いた。マウスが

ん細胞として、大腸がん Colon 26 細胞、肺が

ん LLC 細胞、メラノーマ B16 細胞、肉腫 S180

細胞、神経芽細胞腫 Neuro2a 細胞を用いた。

各がん細胞をマウス皮下に移植して固形が

んを作製した。各培養細胞と固形がんから

total RNA を抽出後、RT-PCR 法により、ヒト

FRα (hFRα)、ヒト FRβ (hFRβ)、マウス FRα 

(mFRα)またはマウス FRβ (mFRβ) mRNAの発

現を調べた。また、各腫瘍組織における mFRβ 

mRNA においては定量 PCR 法により発現量

を比較した。 

(2) 担がんマウスにおける蛍光標識葉酸の尾

静脈内投与後の組織分布 

FR 陽性の KB 細胞、FR 陰性の PC-3、Colon 

26 細胞をそれぞれマウス皮下移植した担が

んマウスに蛍光標識葉酸(FolateRSense680)を

尾静脈内投与した。投与 6 時間後に各組織を

摘出し、蛍光標識葉酸の分布を ex vivo 

imaging により観察した。 

(3) マクロファージ阻害薬封入葉酸修飾リポ

ソーム製剤の調製 

 マクロファージ阻害薬としてゾレドロン

酸(ZOL)を用いた。ZOL 封入葉酸修飾リポソ

ーム製剤(FL-ZOL)と ZOL 封入葉酸未修飾リ

ポソーム製剤(L-ZOL)は、卵黄レシチン、コ

レステロール、葉酸 PEG2000-DSPE または

PEG2000-DSPE を 60:39.5:0.5 (モル%)の組成で

薄膜法により調製した。調製後の各リポソー

ム製剤は、ゲルろ過カラムにて精製後、リポ

ソーム内のゾレドロン酸量を HPLCにより測

定し、封入率(%)を算出した。 

(4) 培養細胞に対するリポソーム製剤の細胞

毒性 

 KB 細胞、Colon 26 細胞、マクロファージ

様細胞 RAW264.7 細胞に、様々な ZOL 濃度で

ZOL 溶液、L-ZOL、FL-ZOL を添加した。KB

細胞と Colon 26 細胞においては添加 48 時間

後に、RAW264.7 細胞においては添加 72 時間

後に細胞生存率(%)を WST-8 アッセイにより

測定した。 

(5) ローダミン標識葉酸修飾リポソームの腫

瘍への集積 

ローダミン標識葉酸修飾リポソーム(FL)と

ローダミン標識葉酸未修飾リポソーム(L)は、

FL-ZOL、L-ZOL の脂質組成にローダミン標

識脂質(Rhodamine-DHPE) を 0.5 mol%添加し

て調製し、KB または Colon 26 担がんマウス

に尾静脈内投与した。投与 6 時間後に腫瘍を

摘出し、16 m の凍結切片を作製した。リポ

ソームの腫瘍内の局在は、蛍光顕微鏡を用い

て観察した。 

(6)  KBおよび Colon 26担がんマウスに対する

抗腫瘍効果 

KB または Colon 26 担がんマウスに対して、

ZOL溶液、L-ZOLまたは FL-ZOLを 5 µg ZOL

の投与量で 3 日毎に計 3 回、あるいは 20 µg 

ZOL の投与量で 3 日毎に計 2 回投与した。投

与開始から継時的に腫瘍体積 (mm3)とマウ



ス体重(g)を測定し、抗腫瘍効果と副作用を調

べた。 

 

４．研究成果 

(1) 培養細胞と腫瘍組織における FR mRNA

の発現 

がん組織において、FRα と FRβ の 2 種類の

アイソフォームが主に発現していることが

報告されている。そこで、4 種類のヒトがん

細胞と 5 種類のマウスがん細胞を用いて、が

ん培養細胞とマウス皮下に移植した固形が

んにおける FRα と FRβ mRNA の発現を

RT-PCR 法により比較した。ヒトがん培養細

胞での hFRα mRNA の発現は、KB 細胞で強

く、HT-29 細胞と TT 細胞で弱く発現してい

た。マウスがん培養細胞での mFRα mRNA の

発現は、B16 細胞と Neuro2a 細胞で認められ

たが、他のがん細胞では検出されなかった(図

1B)。一方、FRβ mRNA はヒトとマウスのい

ずれのがん細胞においても検出されなかっ

た (図 1A, B)。 

 

図 1 ヒトがん細胞(A)とマウスがん細胞(B)に
おける FRα と FRβ mRNA の発現 

 

一方、担がんマウスの腫瘍組織においては、

FRα mRNA の発現は培養細胞の結果と同様

に、ヒト腫瘍では KB 腫瘍で強く、TT、HT29

腫瘍で弱く検出され、マウス腫瘍では B16 と

Neuro2a 腫瘍で検出された(図 2 A, B)。しかし

ながら、mFRβ mRNA の発現は、全ての腫瘍

組織で検出された。以上の結果より、腫瘍組

織における FR β mRNA 発現はがん細胞由来

ではなく、腫瘍間質細胞である TAM 由来で

あるものと考えられた。 

図 2 マウス皮下に移植したヒト腫瘍(A)と
マウス腫瘍(B)における FRα と FRβ mRNA の
発現 

 

(2)  蛍光標識葉酸投与後の担がんマウスの

腫瘍への集積 

固形がんには FR βを発現している TAMが

存在している。そこで、担がんマウスに尾静

脈内投与した葉酸が腫瘍の TAM に取り込ま

れるかどうか調べた。FR 陰性株として PC-3

または Colon 26 細胞を、FR 陽性株として KB

細胞を用いて担がんマウスを作製した。各担

がんマウスに対し、蛍光標識葉酸の投与 6 時

間後に各組織を摘出し、蛍光標識葉酸の集積

量を ex vivo imaging により調べた(図 3)。その

結果、がん細胞における FR の発現の有無に

関わらず、いずれの固形がんにおいても葉酸

の集積が認められた。FR を発現していない

PC-3 または Colon 26 腫瘍においては、FRβ



を発現している TAM が葉酸を取り込んだも

のと考えられた。 

図 3 蛍光標識葉酸投与 6 時間後のマウス生

体内分布 

 

(3) マクロファージ阻害薬封入葉酸修飾リポ

ソーム製剤の調製 

(1)と(2)の結果より、リポソーム製剤に葉酸

修飾すると効率的に TAM に FRβ を介して薬

物送達できるものと考えられた。そこで、マ

クロファージ阻害剤を封入した葉酸修飾リ

ポソーム製剤の調製を試みた。マクロファー

ジ阻害薬として初めにクロドロン酸を用い

てリポソーム製剤の調製を行った。クロドロ

ン酸封入葉酸修飾リポソーム製剤は、フォス

ファチジルコリンとコレステロールに葉酸

修飾 PEG 脂質を添加した組成で薄膜法によ

り調製した。その後、これまでに報告されて

いる論文を参考に有機溶媒を用いてリポソ

ーム脂質を除去し、リポソーム内に封入され

たクロドロン酸量を紫外吸光光度法で測定

した。しかしながら、脂質を完全に除去出来

ず、脂質由来の紫外吸光によりクロドロン酸

を正確に定量することが出来なかった。さら

に、HPLC を用いてリポソーム脂質とクロド

ロン酸を分離し、クロドロン酸量の定量を試

みたが、脂質とクロドロン酸のピークが分離

できず、クロドロン酸量を正確に定量するこ

とが出来なかった。そこで、マクロファージ

阻害薬であるゾレドロン酸  (ZOL)を用いて

ZOL 封入葉酸修飾リポソーム製剤を作製し、

HPLCによりリポソーム内に封入された ZOL

量の定量を行った。その結果、リポソーム内

に封入された ZOL 量を正確に定量すること

ができたため、以後、ZOL を薬物として用い

た。ZOL 封入葉酸修飾リポソーム製剤

(FL-ZOL)と ZOL 封入葉酸未修飾リポソーム

製剤(L-ZOL)は、卵黄レシチン、コレステロ

ール、葉酸 PEG2000-DSPEまたは PEG2000-DSPE

を 60:39.5:0.5 (モル%)の組成で薄膜法により

調製した。FL-ZOL と L-ZOL の粒子径は、ど

ちらも約 150 nm、電位は約-15 mV、ZOL 封

入率は FL-ZOL で約 8%、L-ZOL で約 11%で

あった。 

 

(4) リポソーム製剤の培養細胞に対する細胞

毒性 

図 4 ゾレドロン酸封入葉酸修飾リポソーム
製剤の細胞毒性 

 

調製した FL-ZOL が葉酸受容体を介して細

胞内に取り込まれ細胞毒性を誘導できるか

どうか確認するため、FR 陽性の KB 細胞とマ

クロファージ細胞 RAW264.7 細胞、FR 陰性

のColon 26細胞に対する細胞毒性試験を行っ

た。ZOL は強い負電荷を有する薬物のため、

細胞膜を透過できず、ZOL 溶液処置群ではい



ずれの細胞においても細胞毒性が認められ

なかった(図 4)。FL-ZOL 処置群では KB 細胞

や RAW264.7 細胞に対し細胞毒性を示したが、

Colon 26 細胞に対しては細胞毒性を示さなか

った。一方、L-ZOL 処置群では RAW264.7 細

胞に対して弱い細胞毒性を示したが、KB、

Colon 26 細胞に対しては細胞毒性を示さなか

った。L-ZOL が RAW264.7 細胞に対して弱い

細胞毒性を示した理由は、マクロファージ細

胞の貪食作用によるものと考えられた。 

 

(5) ローダミン標識葉酸修飾リポソームの腫

瘍への集積 

培養細胞においては葉酸受容体を介した

FL-ZOL の取り込みが確認できたことから、

次に担がんマウスに尾静脈内投与後の腫瘍

における葉酸修飾リポソームの集積性を調

べた。KB 担がんマウスの腫瘍では、Colon 26

担がんマウスの腫瘍よりもリポソームの集

積が多く観察された(図 5)。また、KB 担がん

マウスの腫瘍では、リポソームの葉酸修飾に

より腫瘍における集積性が上昇したが、Colon 

26 担がんマウスの腫瘍ではリポソームの集

積量は葉酸修飾により大きな違いは認めら

れなかった。 

 

 

図 5 ローダミン標識葉酸修飾リポソーム製

剤投与 6時間後のマウス固形がんにおける局

在 (Scale bar = 100 m) 

 

(6) KBおよびColon 26担がんマウスに対する

リポソーム製剤による抗腫瘍効果 

KB ならびに Colon 26 担がんマウスを用い

てリポソーム製剤の抗腫瘍効果を調べた。KB

および Colon 26 担がんマウスに対して 5 µg 

ZOL を計 3 回、尾静脈内投与したところ、

FL-ZOLおよび L-ZOLどちらも抗腫瘍効果を

示さなかった(図 6)。KB 担がんマウスにおい

ては、FL-ZOL 投与群ですべてのマウスが 12

日目までに死亡した。Colon 26 担がんマウス

においては、FL-ZOL 投与群では 3 匹中 2 匹

のマウスが 14 日目までに死亡し、L-ZOL 投

与群ではすべてのマウスが 9 日目までに死亡

した。また、FL-ZOL 投与群および L-ZOL 投

与群において、体重減少も観察された。しか

しながら、ZOL 溶液投与群では、いずれのマ

ウスにおいても死亡や体重減少などの副作

用は観察されなかった。 

 

図 6 ゾレドロン酸封入葉酸修飾リポソーム

製剤による抗腫瘍効果 (5 µg ZOL/mouse で

計 3 回投与) 

さらに、20 µg ZOL の投与量で各リポソー

ム製剤を担がんマウスに尾静脈内投与した

ところ、KB および Colon 26 担がんマウスい

ずれの腫瘍においてもわずかな抗腫瘍効果

が認められたが(図 7)、FL-ZOL 投与群および

L-ZOL投与群において 7日目までにすべての

マウスが死亡した。 

 

図 7 ゾレドロン酸封入葉酸修飾リポソーム製剤

による抗腫瘍効果  (20 µg ZOL/mouse で計 2 回投

与) 

以上のことより、FL-ZOL は培養細胞にお

いて FR 選択的な細胞毒性を示したが、in vivo



においては ZOL のリポソーム化により副作

用が増加し、TAM を介した抗腫瘍効果を評価

することができなかった。クロドロン酸のリ

ポソーム製剤においてはこのような副作用

は報告されていないため、リポソーム内に封

入する薬物をクロドロン酸やアレンドロン

酸などの薬物に変更すれば、葉酸修飾リポソ

ーム製剤による TAM を標的とした抗腫瘍効

果を評価することが可能であるかもしれな

い。 
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