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Cyclodextrins (CyDs) and their hydrophilic derivatives form inclusion complexes with 

hydrophobic molecules.  CyDs can improve the solubility, dissolution rate and 

bioavailability of the drugs, and so the widespread use of CyDs is well known in the 

pharmaceutical field.  Of various CyDs, methylated -cyclodextrins (M--CyDs) at high 

concentration are acknowledged to disrupt the structures of lipid rafts, which are lipid 

microdomains formed by lateral assemblies of cholesterol and sphingolipids in the cell 

membrane, through extraction of cholesterol from lipid rafts, resulting in the induction of 

cell-death.  In addition, lipids rafts are highly expressing in cancer cells and regulating the 

tumor cell survival.  Therefore, M--CyDs are expected to utilize as antitumor agents. 

However, it is still unclear the mechanism of cell-death induced by M--CyDs.  

M--CyDs possess the potent cytotoxic activity in cancer cells in vitro.  However, 

M--CyDs are not allowed the parenteral use in human, because the antitumor activities of 

M--CyDs have a lack of a tumor cell-selectivity. Meanwhile, the widespread use of folic 

acid (FA) as a tumor-targeting ligand has been known, because folate receptor- (FR-) 

overexpresses in various kinds of epithelial tumor cells.  Most recently, we prepared the 

folate-appended M--CyD (FA-M--CyD), and evaluated the potentials as its novel 

tumor-selective carrier for antitumor drugs.  As the results, FA-M--CyD provided selective 

antitumor activity in FR--expressing cells by the induction of autophagy.  However, the 

mechanism of autophagy induction by FA-M--CyD remains unclear.  

Therefore, in the present study, we firstly investigated the mechanism of cell-death induced 

by M--CyDs.  Secondary, we also examined the mechanism of autophagy-mediated 

cell-death in FR--expressing cancer cells induced by FA-M--CyD and evaluated the in vivo 

antitumor activity in human cancer xenografted mice. 

 

1. Mechanism of cell-death induced by M--CyDs 

 

Of various CyDs, 2,6-di-O-methyl--cyclodextrin (DM--CyD) potentially caused apoptosis 

in NR8383, a rat alveolar macrophage cell line, A549, a human lung adenocarcinoma 



  

epithelial cell line and Jurkat cells, a human T cell lymphoblast-like cell line, through 

cholesterol depletion from lipid rafts.  DM--CyD induced apoptosis through the inhibition 

of the activation of PI3K-Akt-Bad pathway.  On the other hand, neither p38 MAP kinase nor 

p53 were contributed to the induction of apoptosis by DM--CyD.  DM--CyD potentially 

decreased mitochondrial transmembrane potential and caused release of cytochrome c to 

cytosol.  Furthermore, we confirmed that down-regulation of pro-caspase-3 and activation of 

caspase-3 after incubation with DM--CyD.  These results potentially suggest that 

DM--CyD induced apoptosis through PI3K-Akt-Bad pathway in NR8383 cells by 

cholesterol depletion from lipid rafts. 

 

2. Mechanism of autophagy-mediated cell-death induced by FA-M--CyD 

 

In contrast to M--CyD, FA-M--CyD entered KB cells (FR-, a human epidermoid 

carcinoma cells, through FR--mediated endocytosis.  The transmembrane potential of 

isolated mitochondria after treatment with FA-M--CyD was significantly elevated.  

Additionally, FA-M--CyD lowered ATP production and promoted reactive oxygen species 

(ROS) production in KB cells (FR-. Importantly, FA-M--CyD enhanced light chain 3 

(LC3) conversion (LC3-I to LC3-II) in KB cells (FR-and induced PINK1 protein 

expression, which is involved in the induction of mitophagyFurthermore, FA-M--CyD had 

potent antitumor activity in BALB/c nu/nu mice xenografted with KB cells 

(FR-without any significant side effects.  Taken together, these results suggest that the 

autophagic cell death induced by FA-M--CyD could be associated with mitophagy elicited 

by impaired mitochondrial function. 

 

In conclusion, we demonstrated that DM--CyD induced apoptosis through the inhibition 

of the activation of PI3K-Akt-Bad pathway, leading to cholesterol depletion from lipid rafts in 

NR8383 cells.  Meanwhile, we demonstrated the potentials of FA-M--CyD as a novel 

tumor-selective anticancer agent, due to the induction of mitophagy in the FR--expressing 

tumor cells. These findings will contribute in the development of an antitumor agent and a 

drug carrier using FA and M--CyDs. 
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緒 言 

  

2015 年の厚生労働省の人口動態統計において、死亡数 130 万 2000 人のうち、最も

多い疾患は悪性新生物（がん）の 37 万人であり、次いで心疾患の 19 万 9000 人、

肺炎の 12 万 3000 人、脳血管疾患の 11 万 3000 人と推計されている。このように

がんは、わが国における死因第 1 位の疾患であり、総死亡数の 28.4% を占めている。

早期発見率が向上し、一部のがんでは生存率の改善がみられるものの、進行がんでは

未だ十分な治療法がなく、より有効な治療法・診断法の開発が望まれている。一方、

近年では、医薬品開発の急速な進歩により、これまで以上に治癒が期待される細胞毒

性の強い抗がん剤が登場し、がん治療における化学療法の占める割合は増加傾向にあ

る。しかし、ドキソルビシン (DOX)、ビンブラスチン (VBL) といった現状の抗がん

剤は、がん細胞の高い増殖効果に着目した細胞障害性を有する化合物が主流であるた

め、骨髄細胞などのように生成回転が活発で高い増殖能を持つ正常細胞に対して強い

障害性を示すことが深刻な問題となっている。これを改善するために、腫瘍の血管新

生を選択的に阻害し、がん細胞の増殖を抑制する血管新生阻害剤イレッサ® やグリベ

ック® など、細胞障害性とは異なるメカニズムでがん細胞の増殖を抑制する分子標的

治療薬が上市されている。1, 2) 近年では、がん免疫の賦活化をターゲットとした抗

PD-1抗体薬ニボルマブ (オプジーボ®) が上市された。3) 一方、オプジーボ®に代表さ

れる抗体医薬は、薬価が極めて高額であるために、患者の経済的負担および国内の医

療経済の圧迫が懸念されている。このように、がん治療分野において、治療効果の増

大だけではなく、副作用の軽減、高価格な医薬品開発の回避、ひいては患者の Quality 

of life (QOL) の向上が重要な課題となることから、抗がん剤を標的部位に選択的かつ

効率よくデリバリーさせる薬物送達システム (Drug delivery system : DDS) の構築が

期待されている。 

DDS とは、薬物の体内動態を制御し薬物治療の最適化を目指す薬物投与形態の総

称であり、標的部位で適切な濃度と放出パターンを得ることを目的としたコントロー

ルドリリース、標的部位からの効率の良い吸収を目的とした薬物の吸収促進、薬物に

標的部位を指向する能力を付与するターゲティングなどに分類される。特に DDS 研

究において最も重要なアプローチといわれるターゲティングには、生体内の非特異的

な物質輸送の特性を受動的に利用するパッシブターゲティングと、標的との明確な特

異的相互作用を能動的に利用するアクティブターゲティングがある。これらターゲテ
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ィングを実現するために、薬物の溶解性や血中安定性を飛躍的に向上させるリポソー

ム 4, 5) や高分子ミセル 6, 7) などの微粒子キャリア、シクロデキストリン (CyD) 結合体、

8) 抗体に代表される高分子キャリアなどが開発されている。9, 10) 既に臨床適応されて

いるパッシブターゲティング製剤として、肝臓、脾臓などの細網内皮系 

(Reticuloendothelial system : RES) を回避するポリエチレングリコール (PEG) 修飾リ

ポソーム製剤である Doxil® 11) が挙げられる。また、抗がん剤内包高分子ミセル製剤

として、胃がんおよび乳がんを対象とした PTX 内包高分子ミセル NK105 (Phase 

III)12) や膵臓がんを対象とした臨床試験が行われた DOX 内包高分子ミセル NK911 

(Phase III)13)、など多くのパッシブターゲティング製剤が盛んに研究されている。残

念ながら、NK105 の乳がんに対する有効性が Phase III で認められず、2016 年 7 月

に開発中止となったが、現在、固形がんに対してカルボプラチンとの併用による Phase 

I 試験が計画されている。しかし、このような微粒子製剤を用いることにより、薬物

単独投与時には見られなかった副作用が生じるケースもある。例えば、Doxil® は、

DOX 単独投与時に比べて心毒性は軽減されたものの、インフュージョンリアクショ

ンや手足症候群が副作用として現れるようになった。14, 15)  このことから、パッシブ

ターゲティング能だけでは、抗がん剤由来の副作用を完全に払拭することは困難であ

り、標的細胞・組織へ積極的に移行させることが重要である。 

キャリアに標的細胞・組織選択性を付与させる方法として、抗体、16) 糖鎖、17) 葉

酸 (FA)、18, 19) トランスフェリン、20, 21) 上皮成長因子 22) やインテグリン結合性を有す

る Arg-Gly-Asp-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly ペプチド 23) などのリガンド修飾が知られている。

なかでも FA は 1) 安価である、2) 葉酸レセプター- (Folate receptor- : FR-) は、

各種上皮がん細胞で過剰発現し、正常細胞では発現が低いため、24) FR- 介在性 

Clathrin-independent carrier/Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein-enriched 

early endosomal compartment (CLIC/GEEC) エンドサイトーシスにより FA をがん細

胞選択的に取り込む、3) 抗原性がなく、反復投与が可能である、4) 分子量が比較的

小さいことから、キャリアの細胞内動態に影響を与えにくい、などの利点からリガン

ド分子として汎用されている。 

抗がん剤を設計する上で、細胞死の概念を把握することは極めて重要である。細胞

死にはアポトーシス、ネクローシス、ネクロトーシス、オートファジー、セネセンス

などが知られている。なかでも、アポトーシスは多くの抗がん剤が誘導する細胞死で

ある。アポトーシスは個体の生命を維持するために、遺伝子によって制御された細胞

死であり、個体発生における形態形成や神経系ネットワークの確立ばかりでなく、成
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熟個体における細胞交替、内分泌系による恒常性の維持、免疫系の成立などに重要な

役割を果たしている。25, 26) さらにアポトーシスは、がん、自己免疫疾患、エイズな

どのウイルス感染症、アルツハイマー病などの神経変性疾患などの発症に密接に関わ

っていることが明らかになっている。27-30) アポトーシスの機構は様々なアポトーシ

スシグナルによる死の誘導から始まり、決定、実行という一連の過程をたどり整然と

進行し、各段階で巧妙に制御されている。最近の研究から、アポトーシスの分子機構

は特定のタンパク質とゲノム DNA の限定分解に収束することが明らかにされ、この

機構により生命体は不要になった細胞や異常な細胞を除去することから、その機構が

正常に働かない場合は、がんやエイズなどの生命を脅かす疾患の惹起につながるもの

と考えられている。31) 

アポトーシスは、細胞の形態学的変化と、生化学的変化によって定義されている。

32-34) アポトーシス細胞の形態学的な特徴は、細胞の縮小、クロマチンの核膜周辺

への凝縮、核の断片化および微絨毛の消失による細胞表面の平滑化などである。そ

して、細胞の表面に突出と彎入の構造 (blebbing) が形成され、細胞膜構造を維持し

たまま細胞自体が断片化してアポトーシス小体を形成し、マクロファージなどの食

細胞や隣接する細胞により貪食除去される。一方、アポトーシス細胞の生化学的な

特徴としては, 形態学的変化に先立って、細胞内カルシウム濃度の上昇や特定タン

パク質の限定分解がみられる。そして、ヌクレオソームコアをつなぐリンカー部位

にエンドヌクレアーゼが作用して酵素的に DNA が切断され、アポトーシスの顕著

な特徴であるクロマチン DNA のヌクレオソーム単位 (約 180 塩基対) での断片

化が起こる。 35)  また、細胞膜脂質二重層の外層へのホスファチジルセリン 

(phosphatidylserine：PS) の移行などの細胞膜構造の変化が起こり、スカベンジャー

レセプターや PS-specific receptor を介して食細胞により貪食除去される。36-38) 

なお、アポトーシスによる細胞死は, 短時間のうちに整然と進行し、組織内では散

在的に起こり、細胞の内容物もほとんど漏れ出さないため、通常では炎症反応はみ

られない。これに対してネクローシスは、損傷を受けた細胞集団に一斉に起こり、

細胞の内容物が漏出した部位へ白血球が集合し、炎症反応が惹起されるのが特徴で

ある。39-41) 

アポトーシスの誘因となるシグナルの多くは細胞膜上のデスレセプターを介して

伝達される。例えば、Fas リガンドはその特異的なレセプターである Fas (Apo-1, 

CD95) を介してアポトーシスシグナルを細胞内に伝える (Fig. 1)。42) アポトーシス

を引き起こすシグナルとしては、増殖因子や神経栄養因子の除去、活性酸素、DNA 障
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害、サイトカイン、薬物などによるストレスが主な要因となっている。このように

アポトーシスシグナルの直下にはさまざまなアダプター分子や PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase)-Akt (serine/threonine kinase)、MAPK (mitogen-activated 

protein kinase) 系などによるリン酸化カスケードがある。43, 44) さらにその下流では、

核内において p53 などの細胞の生と死の選択に重要な転写因子による制御が行わ

れることにより、細胞の運命が決定されると考えられている。45)  

アポトーシスの実行過程では  caspases による特定タンパク質  (PARP (poly 

(ADP-ribose) polymerase), ICAD (inhibitor of caspase-activated DNase) など) の限定分

解が中心的な役割を果たしている。46) Caspases は、不活性な pro-caspases の状態

で存在し、自己あるいは他の caspases の作用により限定分解され、二量体化して活

性型に変換される。FasL/Fas 系、TNF (tumor necrosis factor)/TNFR (TNF receptor) 系

ではそれぞれ caspase-8, -2 を頂点とする caspase-3, -7 の活性化のカスケードが示

唆されている。47) 一方、ミトコンドリアからの  cytochrome c の放出と Apaf-1 

(apoptotic protease activating factor-1) と dATP (または ATP) と pro-caspase-9 の複合

体 (apoptosome) の形成による caspase-9 の活性化の経路がある。また、ミトコンド

リアには、caspase-9 などの実行因子の活性化を制御する Bcl-2 ファミリータンパク

質が存在する。さらに、 IAP (inhibitor of apoptosis protein) や  Smac (second 

mitochondria-derived activator of caspase)/DIABLO (direct IAP binding protein with low 

pH) などの caspase-9, -3 の活性化を制御する因子、AIF (apoptosis-inducing factor) な

ど核のクロマチン凝集に関与する因子などが局在している。このように、ミトコン

ドリアと核の間で死の決定、実行に関する重要なシグナル伝達が行われている。ミ

トコンドリア以外にもアポトーシスに重要なオルガネラとして、小胞体が、アルツ

ハイマー病の発症と関連して最近注目されている。 
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Fig. 1.  Mechanism of Apoptosis Induction 
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先述したように、抗がん剤による細胞死誘導機構の多くはアポトーシスであること

が知られているが、がん細胞では変異によりアポトーシスを回避する機構が働いてお

り、アポトーシス抵抗性を示すものもあるため 48)、アポトーシス以外の細胞死へのア

プローチも必要である。そこで近年、オートファジーを介した細胞死が注目されてい

る。オートファジーとは、細胞が持つ、細胞内の不要な自己タンパク質の分解経路の

一つであり、異常なタンパク質の蓄積防止や、飢餓状態での栄養確保を目的として行

なわれている自食作用のことである (Fig. 2)。因みに、2016年に大隅良典氏 (東京工

業大学栄誉教授) がオートファジー研究の先駆者として、ノーベル生理学・医学賞を

受賞した。オートファジーは細胞が持つ自己タンパク質分解経路のうち、主に長寿命

タンパク質の分解を行っているリソソーム/液胞系に分類され、リソソーム内で加水分

解されたタンパク質は、リソソームのトランスポーターから細胞質中へと放出され、

アミノ酸プールに入り再利用される。また、現在までに考えられているリソソームへ

の細胞質タンパク質の輸送機構は、1) マクロオートファジー、2) ミクロオートファ

ジー、3) Cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt) 経路、4) シャペロン介在性オートファジ

ー、5) ペキソファジーの 5 つに分類される。49) そのうちマクロオートファジーは、

細胞質の一部がオートファゴソームと呼ばれる隔離膜によって取り囲まれることで 

2 重膜構造を形成し、次にエンドソームと融合しながら成熟、最後にリソソームと融

合することでオートリソソームとなり内容物を分解する。50) 隔離膜の形成は、Beclin-1 

と PI3 Kinase class III の複合体が小胞膜上へ局在化し、下流で機能する PI3P 結合タ

ンパク質のオートファゴソーム形成起点への局在化が誘導されることで生じる。さら

に、Atg12-Atg5・Atg16L1 や LC3-II が隔離膜上に局在化し、隔離膜の伸長を促進す

ることでオートファゴソームの形成に至る。 p62 は、ユビキチン結合領域と LC3 結

合領域を持つタンパク質であり、ユビキチン化された不要なタンパク質に結合し、オ

ートファゴソーム膜状の LC3 へとリクルートし、自身もオートファジーの進行に伴

い分解を受ける。 
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Fig. 2.  Autophagosome Formation and Atg Proteins in Mammalian Cells51) 

 

 

 オートファジーはがんにおいて、促進効果と抑制効果の二面性を有することが知ら

れている (Figs. 3, 4)。50) オートファジー不全となった細胞では、ミトコンドリアの機

能障害やゲノムの不安定化を引き起こし、腫瘍化が促進する。すなわち、オートファ

ジーが亢進することで腫瘍化が抑制される。一方、ある程度の成長・進展を遂げた腫

瘍組織内は低栄養・低血流状態であるために、腫瘍細胞はオートファジーを活性化さ

せ、栄養不足を補っていることから、がんにおけるオートファジーの調節は重要であ

る。実際に、マクロオートファジーの促進、または阻害を目的とした単独あるいは複

数の化合物併用による治療戦略が各種細胞において検討され、一部では臨床試験が行

われている。現在、臨床試験中のオートファジー誘導剤および抑制剤を Tables 1 お

よび 2 に示す。52) 
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Fig. 3.  Autophagy as Tumor Suppressor50) 

 

 

 

Fig. 4.  Autophagy as Tumor Promoter50) 
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Table 1.  Autophagy Inducers for Cancer Treatment 52) 

 

 

 

Table 2.  Autophagy Inhibitors for Cancer Treatment 52) 

 

 

 

  

Compound Target Tumor type/cancer cell types

Temsirolimus (CCI-779) mTORC1 inhibitors Renal cancera, Mantle cell lymphoma

Everolimus (RAD-001) mTORC1 inhibitors Renal cancera, Acute lymphoblastic leukemia

Rapamycin mTORC1 inhibitors Glioma malignant, Chronic myeloid leukemia (CML)a

Imatinib (Gleevec) Tyrosine kinase inhibitors; KIT Gastrointestinal stromal tumora and CMLa

Dasatinib (Sprycel) BCR-Abl, PDGFR and EGFR Glioma

Erlotinib (Tarceva) BCR-Abl, PDGFR and EGFR Non-small cell lung cancera

Bortezomib Proteasome inhibitors Multiple myelomaa

NPI-0052 Proteasome inhibitors Prostate cancer

Vorinostat (Zolinza) HDAC inhibitors Cutaneous T-cell lymphomaa

Butyrate, suberoylanilide

hydroxamic acid (SAHA)
HDAC inhibitors Multiple cancers, CML

Temozolomide (Temodar) DNA alkylating agent Glioblastoma, Metastatic melanomaa

GX15-070 Bcl2 inhibitor Pancreatic carcinoma, Leukemia

Resveratrol Antioxidant Ovarian cancer

Compound Target Tumor type/cancer cell types

3-Methyladenine (3-MA) Class III PI3 kinase inhibitor Colorectal cancer

Chloroquine Lysosomal pH
Malariaa , Breast cancer, Prostate cancer, Glioma

Lymphoma

Hydroxychloroquine Lysosomal pH Malaria, Lupus, Rheumatoid arthritisa, Breast cancer

Monensin Lysosomal pH Glioma malignant

Bafilomycin A1 Vacuolar-ATPase Glioma malignant, Breast cancer

Pepstatin A Lysosomal protease (cathepsin inhibitor) Cervical cancer
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シクロデキストリン (CyD : Fig. 4) は、デンプンに CyD 生成酵素を作用させて得

られる環状のオリゴ糖であり、種々の薬物をその疎水空洞内に取り込み包接複合体を

形成する単分子的ホスト分子に分類される。53-56) CyDs の超分子的な包接特性は、食

品、化粧品、臨床検査薬、膜学、高分子化学など多方面で利用されており、薬剤学・

製剤学領域では、CyDs の機能性や生体適合性を利用して、複合体形成による医薬品

の安定化、溶解性の調節、バイオアベイラビリティの向上、油状あるいは低融点物質

の粉体化、揮散性の防止、苦味・悪臭および局所刺激性の軽減などへの応用が試みら

れ、国内外で実際製剤に使用されている。57-60) 一方、最近では天然 CyDs の機能を

さらに高めた種々の CyDs 誘導体が開発され、CyDs 単独でも薬理作用を示すことが

分かってきている。例えば、CyDs の水酸基をヒドロキシプロピル化し、-CyD の水

溶性を高めた 2-ヒドロキシプロピル--CyD (HP--CyD) は、薬物の溶解性やバイオア

ベイラビリティの改善に最も広く用いられている誘導体である。61) さらに、2009 年 

3 月より、HP--CyD が脂質蓄積病であるニーマンピック病 C 型 (NPC) モデルマウ

スへの皮下投与により HP--CyD の NPC への有効性が証明されたことから、62) ア

メリカで双子の NPC 患者において人道的臨床応用が開始され、現在日本でも佐賀大

医学部附属病院、奈良県立医科大学、自治医科大学付属さいたま医療センターにおい

て、NPC 患者に対する HP--CyD の脳室内投与が行われている。 

 

 

Fig. 4.  Structure of -CyDs 
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CyDs は空洞径に応じて種々のゲスト分子と包接複合体を形成する。例えば、プロ

スタグランジン (PG) をゲスト分子として例をあげると、空洞径の小さな -CyD は

PG の ω 鎖を優位に包接し、空洞径の大きな -CyD は五員環部分と強く相互作用す

る。さらに、空洞径が大きな -CyDは PG分子全体を緩く包接することが知られてい

る。このような CyDs の包接特性は細胞膜との相互作用においても認められ、-CyD

はリン脂質、-CyDはコレステロールと強く相互作用し、これらの脂質成分を細胞膜

から引き抜き、高濃度では赤血球の溶血や生体膜の膜透過性変化を惹起するなど細胞

障害性を有することが知られている。63) 最近、分子生物学や細胞生物学の分野にお

いて、-CyDや methyl--CyD (M--CyD) が、細胞膜上の脂質マイクロドメインであ

るリピッドラフトからコレステロールを引き抜くことにより、EGF (epithelial growth 

factor) receptor や Fc receptor Iからのシグナル伝達を変化させることなど、リピッド

ラフト画分のコレステロールの役割を解明する研究に広く利用されている (Fig. 5)。

64) このリピッドラフト画分には、種々のタンパク質が濃縮されており、Srcファミリ

ーチロシンキナーゼをはじめ、Ras、Gタンパク質  サブユニット、プロテインキナ

ーゼ C、GPI (glycosylphosphatidylinositol) アンカー型タンパク質などが局在すること

が報告されている。65-67) 近年、FasL/Fas 系によるアポトーシス誘導や、TNF/TNFR 系

による NF-kB (nuclear factor kB) の活性化がリピッドラフトを介すること、68-70) Bcl-2 

ファミリーに属するアポトーシス誘導因子 Bad がリピッドラフトに局在することが

報告されている。71) またこれまでに、-CyD や M--CyD をラットの静脈内に多量

投与することにより、ネクローシス様の腎障害が誘導されることが報告されている。

72, 73) しかしながら、CyDs の障害性によって起こる細胞死がアポトーシスか否かに関

する詳細な検討はほとんど行われていない。 

このような背景のもと、本論文の第 1 章では、M--CyD の殺細胞効果とそのアポ

トーシス誘導機構について検討した。 
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Fig. 5.  Interaction of CyD with Phospholipids or Cholesterol 

 

 

一方、Grosse らは、担がんマウスにおいて M--CyD を腹腔内に単独投与 (800 

mg/kg) すると、DOX 単独投与系 (2 mg/kg) より高い抗腫瘍効果を示すことを報告し

た。74) これらのことより、M--CyD はリピッドラフトを介した抗腫瘍活性を有する

新規抗がん剤として有用であると考えられる。そこで当研究室では、M--CyD の腫

瘍選択性の向上を企図し、リガンドとして FA を修飾した FA-M--CyD (Fig. 6) を新

規に調製し、その有用性を評価した。その結果、FA-M--CyD は in vitro において 
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した担がんマウスに FA-M--CyD を静脈内に単回投与したところ、優れた抗腫瘍効

果が誘導された。76) さらに、in vitro において、KB 細胞 (FR- (+)) に  5 mM 

FA-M--CyD を 2 時間処理したところ、オートファゴソームマーカーである LC3 

の発現が上昇したことから、FA-M--CyD の殺細胞効果にオートファジーが関与する

ことが示唆された。77) しかしながら、FA-M--CyD オートファジー誘導機構の詳細

は明らかになっていない。 

そこで第 2章では、FA-M--CyD の腫瘍細胞選択的新規抗がん剤の細胞死誘導メカ

ニズムを明らかにするため、以下の検討を行った。まず、FA-M--CyD による抗腫瘍

活性誘導機構の解明を企図して、ヒト口腔がん由来株化細胞である KB 細胞 (FR- 

(+)) を用いて in vitro におけるオートファジー誘導能について検討した。さらに、こ

れまで未検討であった KB 細胞 (FR- (+)) を異種移植した担がんマウスを作製し、
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FA-M--CyD を静脈内単回投与後の抗腫瘍活性を腫瘍体積、体重変化および生存率を

指標に評価した。なお、本研究で用いた CyDs の構造を Table 3 に示す。 

以下に本研究において得られた知見を詳述する。 

 

 

Fig. 6.  Chemical Structure of FA-M--CyD 
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-Cyclodextrin -CyD H -

Methyl--cyclodextrin M--CyD H or CH3 12.2

2,6-Di-O-methyl--cyclodextrin DM--CyD R2, R6 = CH3, R3 = H 12

2,6-Di-O-methyl--cyclodextrin DM--CyD R2, R6 = CH3, R3 = H 14

2,3,6-Tri-O-methyl--cyclodextrin TM--CyD R2, R3, R6 = CH3 21

2-Hydroxypropyl--cyclodextrin HP--CyD
[CH2CH(CH3)O]XH

(x=0, 1, 2, ‥‥ )
4.1

2-Hydroxypropyl--cyclodextrin HP--CyD
[CH2CH(CH3)O]XH

(x=0, 1, 2, ‥‥ )
4.8

Sulfobutyl ether--cyclodextrin SBE7--CyD H or (CH2)4SO3Na 6.2

Folate-appended methyl--cyclodextrin FA-M--CyD H or CH3 or FA
12.2

(1)2)

1) The average degree of substitution.

2) The average degree of substitution of folic acid.
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第 1 章 メチル化 -シクロデキストリン（M--CyDs）の殺細胞効果と 

その機構解明 

 

第 1 節 序 

 

環状マルトオリゴ糖である CyD は、分子内に疎水性の空洞を有し、空洞径に応

じて種々のゲスト分子を取り込んで包接複合体を形成する。薬剤学・製剤学領域で

は、CyDs の包接作用を利用して、不安定な医薬品の安定化、溶解性の調節、バイ

オアベイラビリティの向上などへの応用が試みられている。しかしながら、CyDs は

高濃度において細胞膜上の脂質成分であるコレステロールやリン脂質と相互作用し

て細胞膜成分を漏出させることにより、赤血球の溶血や膜透過性変化を惹起するこ

とが知られている。63) また、-CyD や M--CyD をラットの静脈内に多量投与する

と、ネクローシス様の腎障害が誘導されることが報告されているが、72, 73) CyDs の

障害性によって起こる細胞死がアポトーシスか否かに関する詳細な検討はほとんど

行われていない。78, 79) そこで本章では、CyDs による各種細胞に対する細胞死がア

ポトーシス誘導か否かについて検討を行った。まず、本章第 2 節では、各種細胞に

対する CyDs の細胞障害性を WST-1 法により評価した。また、第 3 節および第 4 

節では DNA 断片化、クロマチンの凝縮、PS の細胞膜外層への露出を指標に、CyDs 

の細胞障害性がアポトーシスか否かについて検討した。さらに、メチル化 -CyDs の

中で最もアポトーシス誘導能の高かった DM--CyD に焦点を当ててアポトーシス

誘導機構の解明を企図した。第 5 節では、NR8383 細胞の細胞膜脂質成分の漏出に

及ぼす CyDs の影響について検討した。第 6 節および第 7 節では、細胞のアポト

ーシス誘導シグナルに深く関与している PI3K-Akt経路、MAPK 経路および p53 経

路に及ぼす DM--CyD の影響について検討した。さらに、第 8 節および第 9 節で

は、DM--CyD 誘導アポトーシスへのミトコンドリアの関与と caspase-3 の活性化

について検討した。 
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第 2 節 M--CyDsによる細胞障害性 

 

 膜が損傷を受けた細胞のダメージを評価する方法として、細胞外の色素を細胞内に

摂取させて細胞内酵素により発色させる方法（MTT assay）と、細胞に存在する種々

のタンパク質が細胞外へ放出される量を測定する方法（LDH 法）がよく知られてい

る。80) 

本節では、MTT assay の改良法である還元型発色試薬 WST-1 をラットマクロフ

ァージ様株化細胞である NR8383 細胞、ヒト肺上皮がん細胞 A549 細胞、ヒト急性 

T 細胞性白血病細胞 Jurkat 細胞に処理後の細胞上清の吸光度変化を測定し、各種 

CyDs 誘導体の細胞膜に対する障害性を評価した。その際、膜障害性の強い非イオ

ン性界面活性剤 Tween 20 を positive control に使用した。Fig. 7A および 7B はそ

れぞれ、各濃度の CyDs を 24 時間処理後の NR8383 細胞および A549 細胞の生

存率を WST-1 法により求めた結果を示す（未処理の細胞の生存率を 100% とした）。

Fig. 7C は各濃度の CyDs を 4 時間処理後の Jurkat 細胞の生存率を示す。NR8383 

細胞において DM--CyD および TM--CyD は 1 mM 以上で生存率を低下させ、5 

mM で完全に死滅させた (Fig. 7A)。DM--CyD および M--CyD はそれぞれ 2 mM, 

5 mM で生存率を約 50% 程度低下させ、10 mM で完全に死滅させた。一方、

HP--CyD および HP--CyD は 10 mM においても生存率を低下させなかった。

A549 細胞において DM--CyD は 1 mM 以上で生存率を低下させ、3 mM で完全

に死滅させた (Fig. 7B)。一方、HP--CyDは 10 mM においてもほとんど生存率を

低下させなかった。また Jurkat 細胞において DM--CyD は 2 mM で完全に死滅さ

せ、HP--CyD は 5 mM においても生存率を低下させなかった (Fig. 7C)。なお、

CyDs の低濃度領域で観察されたデヒドロゲナーゼ活性の増大は、障害性発現の前

段階におけるミトコンドリア中の酵素活性の上昇に起因するものと考えられる。以

上の結果から、メチル化 CyDs は NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞に細胞死

を誘導することが明らかとなった。以下の節ではこの細胞死がアポトーシスである

か否かについて検討した。 
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Fig. 7.  Cytotoxicity of CyDs in NR8383 Cells (A), A549 Cells (B) and Jurkat    

Cells (C) 

NR8383 cells (A) and A549 cells (B) were incubated with medium containing CyDs (0-10 mM) 

for 24 hr at 37℃. After washing twice with HBSS, cell viability was assayed by WST-1 method. 

Jurkat cells (C) were incubated with medium containing CyDs (0-5 mM) for 4 hr at 37℃. Then, 

cell viability was assayed by WST-1 method. Each point represents the mean ± S.E. of 3 

experiments. 
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第 3 節 M--CyDs によるアポトーシス誘導 

 

第 1 項 DNA の断片化 

 

 Fig. 8 は DM--CyD で 24 時間処理した NR8383 細胞をヨウ化プロピジウム 

(PI) で染色後、DNA 含量をフローサイトメトリーで解析した結果を示す。PI は、膜

構造が保たれている場合には細胞膜を通過できないが、エタノール処理等で膜透過性

を上昇させると細胞内に入り核内に移行し DNA の二重らせんに intercalate して蛍

光を発するため、蛍光強度から DNA 含量をフローサイトメトリーで捉えることがで

きる。また、アポトーシスが誘導され DNA が断片化した細胞をエタノール処理など

で膜透過性を上昇させると、断片化された DNA は細胞から漏出するため DNA 含量

が低下した細胞をアポトーシス細胞と見なすことができる。実際、5 mM DM--CyD 

で 24 時間処理した NR8383 細胞では、蛍光強度の低い細胞、すなわち DNA 含量

が G0 あるいは G1 期の細胞より低く検出された細胞の割合は未処理コントロール

のものと比較して 90.1% の細胞に DNA 含量の低下が認められた (Fig. 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8.  Flow Cytometric Analysis of DNA Content in NR8383 Cells 

NR8383 cells were treated with DM--CyD (5 mM). After incubation for 24 hr, cells 

were stained by PI, and the percentage of cells showing DNA degradation was quantified 

by flow cytometry.   
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Fig. 9A は NR8383 細胞に 5 mM の CyDs を 24 時間処理し、PI で染色後、フロ

ーサイトメトリーにより DNA 含量を測定し、アポトーシスの誘導を評価した結果を

示す。 Fig. 7 の細胞障害性の結果から細胞を完全に死滅させる条件で DM--CyD 

および  TM--CyD 処理を行うと、DNA 含量が低下した細胞の割合がそれぞれ 

90.1%, 49.1% まで増大した。一方、約 80% の細胞障害性を示した DM--CyD 処理

では、DNA 含量の低下した細胞の割合は未処理の場合と同程度であった。また、

HP--CyD および HP--CyD 処理では細胞障害性を示さず DNA 含量の低下は認め

られなかった。 同様に細胞障害性の低いことが報告されている HP--CyD および 

SBE7--CyD 処理でも DNA 含量の低下は認められなかった。Fig. 9B, 9C に示すよう

に DM--CyD 処理による DNA 含量の低下した細胞の増加は、A549 細胞および 

Jurkat 細胞においても観察された。 

アポトーシス細胞から DNA を抽出しアガロースゲル電気泳動を行うと、DNA 断

片化に伴いオリゴヌクレオソーム単位 (約 180 塩基対) の整数倍の DNA ladder の

バンドが検出されることが知られている。35) Fig. 10A は 5 mM CyDs で 24 時間処理

した NR8383 細胞を可溶化後、RNase, proteinase 処理し、アガロースゲル電気泳動を

行った結果を示す。  -CyD, -CyD, DM--CyD, M--CyD, HP--CyD および 

HP--CyD で 24 時間処理した NR8383 細胞においては CyD 未処理のコントロー

ルと同様に DNA ladder が検出されなかった。一方、DM--CyD および TM--CyD 処

理した NR8383 細胞では、DNA ladder が検出され、DM--CyD および TM--CyD 処

理により DNA の断片化が起こっていることが確認された。DM--CyD 処理による 

DNA の断片化は、A549 細胞においても観察された (Fig. 10B)。 

  



19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9.  Flow Cytometric Analysis of DNA Content in NR8383 Cells (A), A549 
Cells (B) and Jurkat Cells (C) Treated with CyDs 
NR8383 cells (A) and A549 cells (B) were incubated with medium containing CyDs (5 mM) for 

24 hr at 37℃. After incubation, cells were stained by PI, and the percentage of cells showing 

DNA degradation was quantified by flow cytometry. Jurkat cells (C) were incubated with medium 

containing CyDs (5 mM) for 4 hr at 37℃. After incubation, cells were stained by PI, and the 

percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow cytometry. Each value 

represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with control. 
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Fig. 10.  Agarose Gel Electrophoresis of DNA Extracted from NR8383 Cells (A) 
and A549 Cells (B) Treated with CyDs 
NR8383 cells (A) and A549 cells (B) were incubated with medium containing CyDs (5 

mM) for 24 hr at 37℃. After incubation, cells were lysed, and then analyzed DNA 

fragmentation by gel electrophoresis. 
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 Fig. 11 は NR8383 細胞 (A) およびマウスマクロファージ様株化細胞 RAW264.7 

細胞 (B) の DNA 含量に及ぼす CyDs 処理時間の影響を示す。なお 処理濃度は 5 

mM とした。DM--CyD および TM--CyD 処理した NR8383 細胞において時間依

存的に DNA 含量の低下した細胞の割合が増加した (Fig. 11A)。一方、M--CyD およ

び HP--CyD 処理した NR8383 細胞では 30 時間後においても DNA の含量低下

は認められなかった。また、DM--CyD 処理した RAW264.7 細胞では 36 時間後ま

で時間依存的に DNA 含量の低下した細胞の割合が増加した (Fig. 11B)。DM--CyD 

処理による時間依存的な DNA 断片化の誘導は NR8383 細胞における DNA ladder 

のバンドからも確認された (Fig. 12)。 
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Fig. 11.  Time-dependent  Effects of -CyDs on Apoptosis of NR8383 Cells (A) 
and RAW264.7 Cells (B)  
NR8383 cells (A) and RAW264.7 cells (B) were incubated with medium containing CyDs 

(5 mM) for indicated time at 37℃. After incubation, cells were stained by PI, and the 

percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow cytometry. Each 

point represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 

  

H
y
p

o
d

ip
lo

id
 n

u
c
le

i 
(%

)

Incubation time (h)

(A) NR8383 cells

H
y
p

o
d

ip
lo

id
 n

u
c
le

i 
(%

)

Incubation time (h)

(B) RAW264.7 cells

0

25

50

75

100

0 6 12 18 24 30

0

25

50

75

100

0 12 24 36

○: Control

●: DM--CyD

□: M--CyD

■: TM--CyD

▲: HP--CyD

○: Control

●: DM--CyD

□: M--CyD

■: TM--CyD

▲: HP--CyD



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12.  Time-dependent Effect of -CyDs on Apoptosis of NR8383 Cells  

NR8383 cells were incubated with medium containing -CyDs (5 mM) for indicated time at 

37℃. After incubation, cells were lysed, and then analyzed DNA fragmentation by gel 

electrophoresis. 
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Fig. 13 は NR8383 細胞 (A) および RAW264.7 細胞 (B) の DNA 含量に及ぼす 

CyDs 濃度の影響を示す。なお処理時間は 24 時間とした。M--CyD, DM--CyD お

よび TM--CyD 処理した NR8383 細胞において濃度依存的に DNA 含量の低下し

た細胞の割合が増加した (Fig. 13A)。一方、HP--CyD 処理した NR8383 細胞では 10 

mM でも  DNA 含量の低下は認められなかった。また、DM--CyD 処理した 

RAW264.7 細胞においても濃度依存的に DNA 含量の低下した細胞の割合が増加し

た (Fig. 13B)。DM--CyD 処理による濃度依存的な DNA 断片化の誘導は NR8383 

細胞における DNA ladder のバンドからも確認された (Fig. 14)。  

以上の結果から、メチル化 -CyDs は NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞に 

DNA の断片化を誘導することが明らかとなった。 
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Fig. 13.  Concentration-dependent Effects of -CyDs on Apoptosis of NR8383 
Cells (A) and RAW264.7 Cells (B)  
NR8383 cells (A) and RAW264.7 cells (B) were incubated with medium containing 

-CyDs at indicated concentration for 24 hr at 37℃. After incubation, cells were stained by 

PI, and the percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow cytometry. 

Each point represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 
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Fig. 14.  Concentration-dependent Effect of -CyDs on Apoptosis of NR8383 
Cells 
NR8383 cells were incubated with medium containing CyDs at indicated concentration for 

24 hr at 37℃. After incubation, cells were lysed, and then analyzed DNA fragmentation by 

gel electrophoresis. 
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第 2 項 細胞の形態学的変化 

 

 Fig. 15A は NR8383 細胞を 5 mM CyDs で 24 時間処理後、DNA 結合性蛍光色素

である Hoechst 33342 で染色し、アポトーシス細胞の形態学的特徴の一つであるクロ

マチンの凝縮を蛍光顕微鏡で観察したものである。また、Fig. 15B は細胞の形態を位

相差顕微鏡で観察した結果を示す。M--CyD および HP--CyD で NR8383 細胞を処

理すると、CyD 未処理の場合と同様に網目状のクロマチン DNA の構造が認められ、

クロマチンの凝縮像は観察されなかった (Fig. 15A)。これに対して、DM--CyD およ

び TM--CyD で処理したものは濃染、小球状の像が観察され、クロマチンの凝縮像

が認められた (Fig. 15A)。また、位相差顕微鏡観察の結果から、DM--CyD および 

TM--CyD 処理した場合のみ細胞の縮小が認められた (Fig. 15B)。 以上の結果から、

DM--CyD および TM--CyD 処理によりアポトーシス細胞の形態学的変化の特徴

である核クロマチンの凝縮が誘導されることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15.  Fluorescence (A) and Phase Contrast (B) Micrographs of NR8383 Cells 

Treated with -CyDs 

NR8383 cells were incubated with medium containing -CyDs (5 mM) for 24 hr at 37℃. 

After incubation, cells were stained by Hoechst 33342, and condensations of chromatin 

were detected by fluorescence microscope. The left panels and right panels show 

fluorescence micrographs (A), phase contrast images (B), respectively.  
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第 3 項 細胞膜構造の変化 

 

正常細胞の細胞膜ではリン脂質の多くが細胞膜脂質二重層間で非対称に存在して

おり、細胞膜を構成するリン脂質の一種である PS の大部分は細胞膜脂質二重層の内

層に局在している。このようなリン脂質の非対称性は膜に存在するアミノリン脂質転

移酵素やスクランブラーゼなどの複数の酵素の働きにより維持されている。アポトー

シス細胞の特徴の一つに細胞膜構造の変化があり、アポトーシスの早期には細胞膜リ

ン脂質の非対称性が失われ、アミノリン脂質転移酵素の不活性化およびスクランブラ

ーゼの活性化により膜の構造を保持したままで PS が細胞膜外層に露出することが

報告されている。81) AnnexinⅤ は、プロトロンビン活性の阻害、82) ホスホリパーゼ A2 

活性の阻害、83) プロテインキナーゼ C の機能阻害 84) などの生理活性を有するアミ

ノ酸 320 個からなるタンパク質である。85) また、カルシウム存在下で PS に高い親

和性を有していることから、アポトーシスの誘導に伴い細胞膜外層に露出した PS を

検出するのに極めて有用な分子である。86) 

蛍光色素 FITC 標識  AnnexinⅤ (AnnexinⅤ-FITC) と PI を用いて細胞を染色する

と、アポトーシス初期の細胞では、AnnexinⅤ-FITC は細胞膜外層に露出した PS と結

合するが、細胞膜構造は保たれているため、PI の細胞内への侵入や DNA との結合

は起こらず、FITC の蛍光強度の増大のみが観察される。一方、アポトーシス後期お

よびネクローシスを起こした細胞では、細胞膜の構造が崩壊することが知られており、

PI は細胞内に侵入し DNA と結合する。また AnnexinⅤ-FITC は細胞膜外層の PS と

結合するため FITC と PI の両方の蛍光強度が増大することから、初期のアポトーシ

スと後期のアポトーシスおよびネクローシスをフローサイトメトリーで区別するこ

とができる。そこで、AnnexinⅤ-FITC と PI を用いて初期アポトーシスについて検討

した。その結果、DM--CyD および HP--CyD で処理した NR8383 細胞では、

AnnexinⅤ-FITC の蛍光強度が CyD 未処理の場合と同程度で、PS の細胞膜外層への

露出は観察されなかった (Fig. 16A)。また、Fig. 16B は Fig. 16A に示す FITC (+) / PI 

(-) の領域に存在する細胞の割合を棒グラフで示したものである。 Fig. 16B に示す

ように、M--CyD, DM--CyD および TM--CyD 処理により、FITC (+) / PI (-) 領域

に存在する細胞の割合はそれぞれ約 30%, 65%, 64% でありコントロールに比べて著

しく高い値を示した。このことから、メチル化 -CyDs 処理は NR8383 細胞にアポ

トーシスを誘導することが示唆された。 

Fig. 17 は  RAW264.7 細胞における  PS の細胞膜外層への露出に及ぼす 
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DM--CyD 処理時間の影響を示す。DM--CyD 処理した RAW264.7 細胞において処

理時間依存的に、PS が細胞膜外層へ露出した細胞の割合が増大した。 

 以上の結果から、メチル化 -CyDs による細胞死はアポトーシスであることが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16.  Effects of CyDs on Exposure of PS in NR8383 Cells 
NR8383 cells were incubated in medium with or without CyDs (5 mM) for 24 hr. Then 

cells were stained with AnnexinⅤ-FITC and PI, and analysed by flow cytometry. (A) Data 

were plotted as the AnnexinⅤ-FITC intensity (X axis) versus the relative number of PI- 

positive cells (Y axis). (B) The percentage of cells existing in FITC-positive and 

PI-negative fraction was shown. Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 

*p < 0.05, compared with control 
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Fig. 17.  Effect of DM--CyD on Exposure of PS in RAW264.7 Cells 

RAW264.7 cells were incubated in medium with or without DM--CyD (2 mM) for 

indicated time. Then cells were stained with AnnexinⅤ-FITC and PI, and analysed by flow 

cytometry. Each values represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared 

with control. 
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第 4 節 界面活性剤によるアポトーシス誘導 

 

第 3 節までの検討によりメチル化 -CyDs による細胞死はアポトーシスであるこ

とが明らかとなった。メチル化 -CyDs は水溶性で分子サイズが大きいため細胞膜透

過性が低く、細胞内に取り込まれてアポトーシスを誘導するとは考え難く、アポトー

シス誘導のメカニズムとして、膜成分との相互作用が考えられる。本節では、メチル

化 -CyDs と同様に電荷を持たず、界面活性作用を有し、可溶化能を有する非イオン

性界面活性剤を用いて、そのアポトーシス誘導能を比較検討した。なお、非イオン性

界面活性剤として Tween 20, Tween 40, Tween 80, HCO60, Cremophor, Triton X-100を用

いた (Table 4)。87) Fig. 19 は NR8383 細胞に 1 mM の非イオン性界面活性剤を 24 

時間処理し、PI で染色後、フローサイトメトリーにより DNA 含量を測定しアポト

ーシスの誘導を評価した結果を示す。DM--CyD および  HP--CyD および 

Cremophor 処理した NR8383 細胞では DNA 含量の低下は認められなかった。また、

Tween 20, Tween 40, Tween 80 処理によりそれぞれ約 84%, 35%, 20%、HCO60 処理に

より約 45%、Triton X-100 処理により約 98% の DNA 含量の低下が観察され、非イ

オン性界面活性剤処理による DNA 断片化の誘導は NR8383 細胞における DNA 

ladder のバンドからも確認された (Fig. 20)。これらの結果から、非イオン性界面活性

剤は c.m.c. (critical micelle concentration) 以上の濃度において、ミセル形成に伴う細胞

膜成分の可溶化効果によりアポトーシスを誘導することが示唆された。 

 

Table 4.  Critical Micelle Concentration for Some Nonionic Surfactants87) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Surfactant Commercial name c.m.c. (mM)1)

PEG (20) sorbitan monolaurate Tween 20 0.053

PEG (20) sorbitan monopalmitate Tween 40 0.023

PEG (20) sorbitan monooleate Tween 80 0.010

Polyoxyethylenehydrogenated caster oil 60 HCO60 0.026

Polyoxyl 35 caster oil Cremophor 0.040

PEG (9-10) p-isooctylphenol Triton X-100 0.240

1) Critical micelle concentration at 25℃.
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Fig. 19.  Agarose Gel Electrophoresis of DNA Extracted from NR8383 Cells 

Treated with -CyDs or Nonionic Surfactants 

NR8383 cells were incubated with medium containing -CyDs or nonionic surfactants at 1 

mM for 24 hr at 37℃. After incubation, cells were lysed and then analyzed for DNA 

fragmentation by gel electrophoresis. *p < 0.05, compared with control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20.  Induction of Apoptosis in NR8383 Cells Treated with -CyDs or 
Nonionic Surfactants  
NR8383 cells were incubated with medium containing CyDs or nonionic surfactants at 1 

mM for 24 hr at 37℃. After incubation, cells were lysed and then analyzed DNA 

fragmentation by gel electrophoresis. 
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第 5 節 細胞膜脂質成分に及ぼす M--CyDs の影響 

 

第 1 項 細胞膜脂質成分の漏出 

 

リピッドラフトはスフィンゴ脂質とコレステロールが集積した直径数 10 nm のマ

イクロドメインであり、シグナル分子を集積し、シグナル伝達の効率化を担う場とし

て注目されている。リピッドラフトには Src、Ras、G タンパク質  サブユニット、

プロテインキナーゼ C、GPI アンカータンパク質、growth factor receptors などさまざ

まなシグナル伝達分子が局在する。65-67) 近年、FasL/Fas 系によるアポトーシス誘導

や、TNF/TNFR 系による NF-kB の活性化がリピッドラフトを介すること、68-70) Bcl-2 

ファミリーに属するアポトーシス誘導因子 Bad がリピッドラフトに局在することが

報告されている。71) また、当研究室では DM--CyD が、リピッドラフトの一種であ

るカベオラ画分に存在するコレステロールを漏出させることにより、二次的に P-糖

タンパク質 (P-glycoprotein) や MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) を漏出

させ、排出ポンプ機能を抑制することを報告した。88) したがって、メチル化 -CyDs 

によるアポトーシス誘導にはリピッドラフト画分からのコレステロールやスフィン

ゴ糖脂質などのリピッドラフト局在性細胞膜脂質成分と二次的に遊離されるタンパ

ク質の関与が推察される。そこで本項では、NR8383 細胞からのコレステロールやリ

ン脂質の漏出に及ぼす CyDs の影響について検討した。 

NR8383 細胞を CyD 含有 HBSS で 1 時間処理し、上清中のコレステロールをコ

レステロールオキシダーゼ・DAOS 法 (コレステロール Eテストワコー®)、上清中の

総リン脂質量をコリンオキシダーゼ・DAOS 法 (リン脂質 C-テストワコー®) を用い

て測定した。その結果、DM--CyD で処理した NR8383 細胞からのコレステロール

の漏出はコントロール (未処理) と同程度であった。一方、-CyDs 添加系でコレス

テロール漏出が観察され、コレステロール漏出量はHP--CyD < M--CyD < TM--CyD 

< DM--CyDの順に増大した (Fig. 21A)。総リン脂質量の場合、M--CyDTM--CyD 

およびHP--CyD 処理した NR8383 細胞からの漏出はコントロール (未処理) と同

程度であった。一方、DM--CyD および DM--CyD で処理した NR8383 細胞にお

いて有意な総リン脂質の漏出が認められた (Fig. 21B)。NR8383 細胞からのコレステ

ロール漏出は、-CyDs 添加系でのみ観察され、その効果は HP--CyD < M--CyD < 

TM--CyD < DM--CyD の順に増大した。総リン脂質量は  DM--CyD および

DM--CyD 系で有意に高い漏出が認められた。 
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Fig. 21.  Effects of CyDs on Efflux of Cholesterol (A) and Phospholipids (B) 

from NR8383 Cells  
NR8383 cells were incubated in HBSS (pH 7.4) with or without CyDs (5 mM) for 1 hr. The 

concentrations of cholesterol and phospholipids in HBSS were determined by Cholesterol 

E-test Wako® and Phospholipids C-test Wako®, respectively. Each value represents the 

mean ± S.E. of 3 experiments. *p＜0.05, compared with control. 
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第 2 項 アポトーシス誘導に及ぼすコレステロールの影響 

 

前項の結果から DM--CyD 誘導アポトーシスへの細胞膜脂質成分の漏出の関与

が示唆された。そこで、外来のコレステロールをあらかじめ添加してコレステロー

ル包接能を低下させた DM--CyD 試験液を用いて検討を行った。Fig. 22 に示すよ

うに、外来のコレステロール添加により DM--CyD 誘導アポトーシスが有意に抑

制された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22.  Effect of Cholesterol on Apoptosis Induced by DM--CyD 

NR8383 cells were treated with 5 mM DM--CyD or cholesterol-loading 5 mM 

DM--CyD for 24 hr at 37℃. After treatment, cells were stained by PI, and then the 

percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow cytometry. Each 

point represents the mean±S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with DM--CyD. 
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第 6 節 PI3K-Akt および MAPK 経路に及ぼす DM--CyDの影響 

 

細胞のアポトーシス感受性を大きく左右する因子として、リン酸化シグナルによる

アポトーシスの決定・実行因子群の修飾が知られている。特に PI3K-Akt 経路はアポ

トーシスの誘導、決定、実行に関わる多種多様な分子群に作用し、主にアポトーシス

シグナルを抑制することで生存シグナルとしての機能を発揮すると報告されている。

44) 一方、JNK (c-Jun NH2-terminal kinase/stress activated protein kinase：SAPK), p38 MAP 

kinase に代表されるストレス応答性 MAPK 経路は、さまざまな細胞障害性ストレス

や炎症性サイトカインによって活性化され、アポトーシスのシグナル伝達に重要な役

割を果すことが知られている。43, 89-91) そこで本節では、PI3K-Akt および MAPK 経

路に及ぼす DM--CyD の影響について検討した。 

 

第 1 項 アポトーシス誘導に及ぼす PI3K および MAPK 阻害剤の影響 

 

PI3K-Akt および MAPK 経路に及ぼす DM--CyD の影響について、それぞれの阻

害剤を用いて検討した。PI3K-Akt 経路に関する検討では、NR8383 細胞を PI3K 阻

害剤である  LY294002 (10 mM) で  4 時間処理し溶液を除去後、種々の濃度の 

DM--CyD で24 時間処理し、PI で染色後、フローサイトメトリーにより DNA 含量

を測定し、アポトーシス誘導を評価した。DM--CyD 未添加の場合、LY294002 で前

処理した NR8383 細胞では、約 15% の細胞にDNA 含量の低下が見られ、弱いアポ

トーシス誘導が確認された。一方、DM--CyD 添加系では、添加濃度依存的に DNA 

含量の低下した細胞の割合が増加した。 DM--CyD 添加濃度 1.25 mM 以下の濃度

では、LY294002 前処理により未処理と比較して、DNA 含量の低下した細胞の割合

が有意に増大し、アポトーシス活性に対して、DM--CyD と LY294002 との相加作

用を示す傾向が認められた (Fig. 23)。また、MAPK 経路に関する検討において、

NR8383 細胞を p38 MAP kinase 阻害剤である SB203580 (20 mM) で 2 時間処理し、

以下、LY294002 処理の場合と同様の操作を行ったところ、DM--CyD 処理による 

DNA 含量の低下に対する SB203580 添加の影響は認められなかった (Fig. 24)。これ

らの結果から、今回の実験条件では、DM--CyD のアポトーシス誘導作用に対して、

PI3K-Akt 経路は関与するが、p38 MAP kinase 経路の関与は小さいことが示唆された。  
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Fig. 23.  Effect of Phosphoinositide 3-kinase Inhibitor on Apoptosis Induced by 

DM--CyD 

NR8383 cells were treated with or without LY294002 (10 mM) for 4 hr at 37℃, and then 

treated with DM--CyD (0-2 mM) for 24 hr at 37℃. After treatment, cells were stained by 

PI, and then the percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow 

cytometry. Each point represents the mean ±S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with 

DM--CyD. 
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Fig. 24.  Effect of p38 MAP Kinase Inhibitor on Apoptosis Induced by DM--CyD 

NR8383 cells were treated with or without SB203580 (20 mM) for 2 hr at 37℃, and then 

treated with DM--CyD (0-2 mM) for 24 hr at 37℃. After treatment, cells were stained by 

PI, and then the percentage of cells showing DNA degradation was quantified by flow 

cytometry. Each point represents the mean ±S.E. of 3 experiments. 
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第 2 項 Akt 活性化に及ぼす DM--CyD の影響 

 

増殖因子や熱処理などの刺激により活性化した  PI3K は、 PI (4,5) P2 

(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) と PI (3,4,5) P3 を産生する。産生した PI (3,4) P2 

と PI (3,4,5) P3 はセカンドメッセンジャーとして働き、なかでも PI (3,4,5) P3 は PH 

(pleckstrin homology) ドメインをもった様々な分子を細胞膜近傍へとリクルートする

ことにより、これらの分子の活性化を引き起こす。Akt や Akt の上流のキナーゼで

ある PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1) は、この PH ドメインを有

しており、PI3K はこれらの分子の活性化を通して、細胞の生存・増殖・代謝につな

がるシグナルを伝達する。Akt は細胞膜近傍に存在する PDK1 により 308 番目のス

レオニンがリン酸化を受けることにより活性化する。活性化した Akt は、アポトー

シス実行分子の不活性化、アポトーシス誘導性分子の転写にかかわる転写因子の不活

性化、 生存促進分子の転写にかかわる転写因子の活性化などにより細胞の生存を誘

導する。44) 

Akt の活性化について、NR8383 細胞を DM--CyD または HP--CyD で 24 時間

処理し、抗 Akt 抗体および抗 phospho-Akt 抗体を用いた Western blot 法により検討

した。Fig. 25 に示すように、HP--CyD 処理では Akt およびリン酸化 Akt のバンド

が未処理のコントロールと同様に検出された。一方、DM--CyD 処理では Akt およ

びリン酸化 Akt バンドの消失が観察された (Fig. 25)。また、Akt のバンド強度は 

DM--CyD の処理時間依存的に減少した (Fig. 26)。これらの結果から、DM--CyD は 

Akt リン酸化の抑制および Akt の分解を誘導することが示唆された。 
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Fig. 25.  Immunoblot Analysis of Akt and Phospho-Akt Following Treatment of 

NR8383 Cells with -CyDs 

NR8383 cells were treated with 5 mM -CyDs for 24 hr at 37℃. Then cells were lysed and 

lysates were separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellurose membranes. Akt 

and phospho-Akt on the membranes were detected by Western blot.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26.  Effect of -CyDs on Akt Levels in NR8383 Cells 

NR8383 cells were treated with 5 mM -CyDs for the indicated time at 37℃. Cells were 

lysed and lysates were separated by SDS-PAGE, and then transferred onto nitrocellurose 

membrane. Akt on the membrane was detected by Western blot.  
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第 3 項 Bad のリン酸化に及ぼす DM--CyD の影響 

 

アポトーシス誘導性の Bcl-2 ファミリー分子である Bad は、通常、活性化 Akt に

よって 136 番目のセリンがリン酸化されており、14-3-3 タンパク質と結合して細胞

質に存在するが、リン酸化が抑制されて活性化すると 14-3-3 タンパク質から離れて

ミトコンドリアへ移行する。活性化した Bad はミトコンドリア膜上においてアポト

ーシス抑制因子である Bcl-xL と結合し、アポトーシスを促進させることが知られて

いる。92, 93) 

Bad のリン酸化について、NR8383 細胞を DM--CyD および HP--CyD で 24 時

間処理し、抗 Bad 抗体および抗 phospho-Bad 抗体を用いた Western blot 法により検

討した。Fig. 27 に示すように、HP--CyD 処理では Bad およびリン酸化 Bad のバ

ンドが未処理のコントロールと同様に検出された。一方、DM--CyD 処理ではリン酸

化 Bad のバンドの消失が観察された。これらの結果から、DM--CyD は Bad のリ

ン酸化を抑制し、PI3K-Akt 経路による細胞生存シグナルを阻害しているものと推察

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27.  Immunoblot Analysis of Bad and Phospho-Bad Following Treatment of 

NR8383 Cells with -CyDs 

NR8383 cells were treated with 5 mM -CyDs for 24 hr at 37℃. Cells were lysed and 

lysates were separated by SDS-PAGE and then transferred onto nitrocellurose membranes. 

Bad and phospho-Bad on the membranes were detected by Western blot.  

 

 

 

Bad

phospho Bad
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第 7 節 p53 経路に及ぼす DM--CyD の影響 

 

p53 はアポトーシス関連遺伝子の転写制御により種々のアポトーシス誘導への関

与が報告されている。45) また、最近 p53 はストレス刺激によりミトコンドリアにト

ランスロケートされた後、Bak と相互作用し、アポトーシスを誘導することが報告さ

れた。94) そこで DM--CyD 誘導アポトーシスへの関与を明らかにするため、p53ノ

ックアウトマウスから採取した腹腔マクロファージを用いて検討した。p53 ノックア

ウトマウスから採取した腹腔マクロファージを DM--CyD または HP--CyD で 24 

時間処理し、Annexin Ⅴ-FITC 染色後、フローサイトメトリーによりアポトーシス細

胞を検出した。Fig. 28 に示すように、DM--CyD 処理した wild type マクロファー

ジでは約 25% の細胞に PS の露出が観察された。一方、p53 欠損マクロファージで

も  DM--CyD 処理により約  25% の細胞に  PS の露出が観察された。また、

HP--CyD 処理した wild type および p53 欠損マクロファージでは、CyD 未処理の

コントロールと同程度の PS の露出が観察された。これらのことから、DM--CyD 誘

導アポトーシスへの p53 の関与は小さいものと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28.  Effects of -CyDs on Exposure of PS in Peritoneal Macrophages 

Isolated from Wild Type or p53-Deficient Mice 

Mouse peritoneal macrophages (wild type or p53-/-) were treated with -CyDs (5 mM) for 

24 hr, and then stained with AnnexinⅤ-FITC and PI, and analyzed by flow cytometry. Each 

value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 
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第 8 節 アポトーシス誘導におけるミトコンドリアの関与 

 

アポトーシスシグナルは、ミトコンドリア依存的な経路とミトコンドリア非依存的

な経路に大別される。 前者の経路では、ミトコンドリア膜電位 (m) の低下や 

cytochrome cなどのミトコンドリアタンパク質の細胞内への放出などが観察される。

さらに、放出された cytochrome c により、種々の基質を限定分解しアポトーシスの

実行に重要な役割を果たしているプロテアーゼである caspase-family の活性化が誘

導されることが知られている。95, 96) 

本節では、ミトコンドリア膜電位の変化ならびに cytochrome c の細胞質への放出

を指標にして DM--CyD によるアポトーシス誘導におけるミトコンドリアの関与に

ついて検討した。 

 

第 1 項 ミトコンドリア膜電位 

 

m は、電子伝達系による H+ の汲み出しによって生じるミトコンドリア内膜の

マトリックス側が負、外側が正となる電位勾配によって形成されており、通常は約 

-180 mV の電位差を示す。Rhodamine 123 を投与すると電位差に応じてミトコンドリ

アに取り込まれるため、取り込み量を測定することによって膜電位を間接的に測定す

ることができる。97) Fig. 29 に示すように、HP--CyD で 24 時間処理した NR8383 細

胞の蛍光強度は CyD 未処理のコントロールと同程度であった。また、DM--CyD お

よび M--CyD 処理により約 56%、DM--CyD 処理により約 1%、TM--CyD処理に

より約  16% まで  NR8383 細胞の蛍光強度が低下した。これらの知見から 

DM--CyD 処理により NR8383 細胞の m が低下することが明らかになった。 
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Fig. 29.  Flow Cytometric Analysis of Mitochondrial Transmembrane Potential 

of NR8383 Cells Treated with CyDs 

NR8383 cells were incubated in medium with or without CyDs (5 mM) for 24 hr. Cells 

were stained with rodamine 123 and mitochondrial transmembrane potential was analysed 

by flow cytometry. (A) Rodamine 123 intensity. Dotted line, untreated control; solid line, 

treated with CyDs. (B) Rate of mitochondrial transmembrane potential (%). Each value 

represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with control. 
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第 2 項 ミトコンドリアからの cytochrome c の放出 

 

CyD で処理した  NR8383 細胞のミトコンドリアから  cytochrome c の放出を 

Western blot 法により検討した。Fig. 30 に示すように、DM--CyD, M--CyD および 

HP--CyD で 24 時間処理した NR8383 細胞から得たミトコンドリア画分における 

cytochrome c のバンド強度は CyD 未処理のコントロールと同程度であった。一方、

TM--CyD 処理により cytochrome c のバンド強度は減少し、DM--CyD 処理により 

cytochrome c のバンドが消失した。ミトコンドリア画分が正しく調製されているか否

かをミトコンドリアの電子伝達系の構成タンパク質である cytochrome oxidase Ⅳ を

指標に Western blot 法により検討した。いずれのミトコンドリア画分においても 

cytochrome oxidase Ⅳ のバンド強度に差異は認められなかったことから (Fig. 30)、

DM--CyD 処理による cytochrome c のバンドの消失は、ミトコンドリア画分を調製

する際のアーティファクトとして得られた結果ではなく、ミトコンドリアから細胞質

への放出に起因することが確かめられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30.  Immunoblot Analysis of Cytochrome c Remaining in Mitochondria 

Following Treatment of NR8383 Cells with CyDs 

NR8383 cells were treated with 5 mM CyDs for 24 hr at 37℃, mitochondrial fraction was 

isolated, and then cytochrome c levels were assayed by Western blot. To verify the 

purification of mitochondrial fraction, the analysis of cytochrome oxidase Ⅳ was also 

carried out. 

 

 

Cytochrome c

Cytochrome oxidase Ⅳ
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第 9 節 DM--CyD による caspase-3 の活性化 

 

Caspase は自らあるいは他の  caspase を限定分解して、不活性型の前駆体 

(pro-caspase) から活性型へと変換し、ICAD, PARP, actin などの基質を分解する。ミト

コンドリアから細胞質内に放出された  cytochrome c は  Apaf-1、ATP および 

pro-caspase-9 と結合することで  caspase-9 を活性化し、この  caspase-9 により 

caspase-3 が活性化される。Caspase-3 は caspase-family の中でもアポトーシスの実行

に中心的な役割を果たしており、通常は分子量 32 kDa の pro-caspase-3 として存在

するが、caspase-9 などにより切断されると 20 kDa、19 kDaおよび 17 kDa の活性型

へ変換する。そこで -CyDs 処理による NR8383 細胞の caspase-3 の活性化につい

て Western blot 法により検討した。HP--CyD で NR8383 細胞を 24 時間処理する

と未処理のコントロールの場合と同様に不活性型の pro-caspase-3 のバンドのみが観

察されたが、DM--CyD で処理すると不活性型の pro-caspase-3 のバンド強度の減少、

および活性型 caspase-3 のバンド強度の増加が観察された (Fig. 31)。 

Fig. 32 は NR8383 細胞中における  actin の発現に及ぼす  -CyDs の影響を 

Western blot 法により検討した結果を示す。Actin は caspase-3 の基質であるため、98) 

Fig. 32 において actin のバンド強度が DM--CyD の処理時間依存的に減少したこ

とは、actin が caspase-3 により分解されたことを示唆する。これらの結果から、

DM--CyD 処理により caspase-3 の活性化が誘導されるものと推察される。 
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Fig. 31.  Immunoblot Analysis of Caspase-3 Following Treatment in NR8383 

Cells with -CyDs 

NR8383 cells were treated with 5 mM -CyDs for 24 hr at 37℃. Cells lysates were 

separated by SDS-PAGE, and then transferred onto PVDF. Caspase-3 on the membrane was 

detected by Western blot.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32.  Effects of -CyDs on Actin Levels in NR8383 Cells 

NR8383 cells were treated with 5 mM -CyDs for 24 hr at 37℃. Cells lysates were 

separated by SDS-PAGE, and then transferred onto nitrocellurose membrane. Actin on the 

membrane was detected by Western blot.  
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第 10 節 考察 

 

CyDs は高濃度において赤血球の溶血や生体膜の膜透過性変化を惹起するなど細胞

障害性を有することが知られている。63) また、-CyDやM--CyD をラットの静脈内

に多量投与すると、ネクローシス様の腎障害が誘導されることが報告されている。72, 

73) しかしながら CyDs の障害性によって起こる細胞死がアポトーシスか否かに関す

る報告は少ない。78, 79)そこで本章では、CyDs による各種細胞に対する細胞死がアポ

トーシス誘導か否かについて検討した。 

当研究室ではこれまでにヒト結腸がん細胞 Caco-2 細胞やマウスマクロファージ

様株化細胞 RAW264.7 細胞に対する CyDs の細胞障害性を報告した。88, 99) 本研究で

はモデル細胞としてラットマクロファージ様株化細胞 NR8383 細胞、ヒト肺がん上

皮細胞 A549 細胞、ヒト急性 T 細胞性白血病細胞 Jurkat 細胞を用いて、まずこれら

の細胞に対する CyDs の細胞障害性を WST-1 法により評価した。その結果、Caco-2 

細胞や RAW264.7 細胞の結果と同様に、メチル化 CyDs 処理により NR8383 細胞、

A549 細胞、Jurkat 細胞に細胞死が誘導され、ヒドロキシプロピル化 CyDs 処理では

細胞死は誘導されなかった (Fig. 9)。この CyDs による細胞死誘導効果の強さは赤血

球の溶血活性の強さと対応することから、細胞死誘導機構は溶血の場合と同様に細胞

膜成分の可溶化に起因するものと推定した。 

アポトーシスとは、多細胞生物の生命を維持するために遺伝子によって制御された

細胞死であり、細胞の生化学的変化と形態学的変化の二つで定義されている。前者に

関しては、ヌクレオソームコアをつなぐリンカー部位に DNase Ⅰ, 100) DNase Ⅱ, 101) 

CAD (caspase-activated endonuclease), 102) DNase  103) 等のエンドヌクレアーゼが作用

して、DNA が切断されることによって起こるヌクレオソーム単位での DNA 断片化、

あるいはアミノリン脂質転移酵素の不活性化およびスクランブラーゼの活性化によ

る PS の細胞膜外層への露出などの細胞膜構造の変化があげられる。81) 後者に関し

ては、核クロマチン凝縮因子  Acinus (apoptotic chromatin condensation inducer in 

nucleus) によるクロマチンの凝縮 104) が挙げられる。NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 

細胞を DM--CyD および TM--CyD で処理すると、染色体 DNA は G0 あるいは 

G1 期の細胞より少ない細胞が検出され (Figs. 8, 9)、さらに DNA 断片化に伴う DNA 

ladder が検出された (Fig. 10)。また、CyDs 処理した NR8383 細胞を Hoechst 33342 

で染色後、蛍光顕微鏡により形態を観察したところ、DM--CyD および TM--CyD 

処理によってクロマチンの凝縮が起こることが明らかになった  (Fig. 15)。さらに 
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CyDs 処理した NR8383 細胞を AnnexinⅤ-FITC および PI で染色しフローサイトメ

トリーで検出したところ、DM--CyD および TM--CyD により PS の細胞膜外層へ

の露出が確認された (Fig. 16)。ネクローシスによる細胞死は、ミトコンドリアなどの

細胞内小器官の膨潤がおこり細胞全体が腫大し、結果として細胞溶解が起こり、DNA 

のヌクレオソーム単位の断片化やクロマチンの凝縮像は観察されないことが知られ

ている。40) 本研究において、DM--CyD および TM--CyD 処理で DNA 断片化や

クロマチン凝縮像、さらに  PS の細胞膜外層への露出が観察されたことから、

DM--CyD および TM--CyD により誘導される細胞死はアポトーシスであること

が明らかとなった。また、高濃度の M--CyD 処理では DNA 含量の低下した細胞の

増加が観察されたことから (Fig. 13)、M--CyD も高濃度においてはアポトーシスを

誘導することが示唆された。一方、興味深いことに DM--CyD は、細胞死を誘導し

たが (Fig. 7)、細胞の DNA 含量の低下、核の断片化、PS の露出を誘導しなかったこ

とから (Figs. 9, 10, 16)、アポトーシス以外の細胞死を誘導しているものと推察される。

一般に CyDs と膜成分との相互作用は CyD の空洞サイズに依存し、-CyD はリン

脂質、-CyDはコレステロールと強く相互作用することが知られている。したがって、

DM--CyD 処理でアポトーシスが観察されなかったことは、アポトーシス誘導に細

胞膜成分の種類が関与していることを示唆する。なお、HP--CyD および HP--CyD 

は本実験条件下では細胞障害性を示さなかったため、アポトーシスも誘導しなかった。 

以上の結果から CyDs の中で特にメチル化 -CyDs によって種々の細胞にアポト

ーシスが誘導されることが明らかとなった。メチル化 -CyDs は水溶性で分子サイズ

が大きいため、細胞膜透過性が低く、細胞内に取り込まれてアポトーシスを誘導する

ことは考え難いため、アポトーシス誘導のメカニズムとして、膜成分との相互作用が

考えられる。実際、CyDs 以外の非イオン性界面活性剤でも臨界ミセル濃度以上の濃

度 (今回は 1 mM で検討した) でアポトーシス誘導が観察された (Figs. 19, 20)。これ

らのことから、高濃度のメチル化 -CyDs によるアポトーシス誘導作用は、非イオン

性界面活性剤の場合と同様に細胞膜成分との相互作用に起因するものと推察される。 

次に、メチル化 -CyDs により誘導されるアポトーシスの機構解明を企図して、

様々な検討を行った。最近、分子生物学や細胞生物学の分野において、M--CyD は、

細胞膜上の脂質マイクロドメインであるリピッドラフトに存在するコレステロール

を引き抜くことにより、EGF receptor や Fc receptor I からのシグナル伝達を変化さ

せることなど、リピッドラフト画分のコレステロールの役割を解明する研究に広く利

用されている (Fig. 5)。また、FasL/Fas 系によるアポトーシス誘導や、TNF/TNFR 系
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による NF-kB の活性化がリピッドラフトを介すること、Bcl-2 ファミリーに属する

アポトーシス誘導因子 Bad がリピッドラフトに局在することが近年報告されている。

68-71) したがって、メチル化 -CyDs によるアポトーシス誘導にはリピッドラフト画

分からのコレステロールやスフィンゴ糖脂質などのリピッドラフト局在性細胞膜脂

質成分と二次的に遊離されるタンパク質の関与が推察される。そのため CyDs による

細胞膜脂質成分の漏出の程度を比較した。その結果、M--TM--CyD 処理は細胞膜

から主にコレステロールを、DM--CyD は主にリン脂質を漏出させ、DM--CyD は

コレステロール、リン脂質ともに漏出させた  (Fig. 21)。メチル化  CyDs の中で 

DM--CyD 処理の場合のみアポトーシス誘導が観察されなかったことから (Fig. 9)、

CyDs によるアポトーシス誘導にはコレステロール漏出の寄与が大きいことが推察さ

れる。実際に、DM--CyD 処理によるアポトーシス誘導がコレステロールの添加によ

って有意に抑制されたことは、この仮説を強く支持する (Fig. 22)。ただし、メチル化 

-CyDs の中で最も高いアポトーシス誘導能を示した DM--CyD はコレステロール

だけでなくリン脂質も漏出させることから、リン脂質の関与も否定はできない。 

主要な生存シグナル伝達経路である PI3K-Akt 経路に関わる分子は、多くのがんで

遺伝子増幅や活性亢進が起きている。105, 106) PI3K は PI (3,4,5) P3 の産生により、PH 

ドメインを有する PDK1 と Akt を細胞膜近傍にリクルートし、Akt を活性化する。

近年、この Akt の活性化がリピッドラフトを介して起こることが報告されている。

Akt は Bad やヒト caspase-9 をリン酸化することにより、それらのアポトーシス誘

導活性を抑制することが報告されている。107) そこでまず、PI3K の特異的阻害剤を

用いて PI3K が不活性な条件下で DM--CyD 処理によるアポトーシス誘導につい

て検討を行った。DM--CyD の濃度が 1.25 mM 以下では、LY294002 処理した細胞

において、未処理の細胞に比べてアポトーシス細胞の割合が有意に高く、DM--CyD 

と LY294002 との相加効果が見られた。しかしながら、この効果は DM--CyD 濃度

が 1.5 mM 以上では認められなかった (Fig. 23)。これは、DM--CyD によるアポト

ーシス誘導が PI3K 活性の阻害に起因するため、阻害剤の効果が打ち消されたためと

推察される。また、DM--CyD 処理により、PI3K の下流シグナルである Akt のリ

ン酸化が抑制され、Akt の基質である Bad もリン酸化が抑制されていた (Figs. 25, 

27)。リン酸化 Bad は細胞質において 14-3-3 と結合しているが、リン酸化が抑制さ

れるとミトコンドリア膜上においてアポトーシス抑制因子である Bcl-xL と結合し、

アポトーシスを誘導することが知られている。92, 93) したがって、DM--CyD による

アポトーシス誘導に Akt/Bad 経路の関与が示唆された。さらに興味深いことに、
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DM--CyD は Akt のリン酸化を抑制するだけでなく Akt の分解を誘導した (Fig. 

26)。この分解作用も Bad のリン酸化の抑制に働いているものと推察される。ただし、

これまでに Akt の分解に関して、caspase-3 依存的な経路108) とユビキチン-プロテア

ソーム系による経路が報告されているが、109) 本実験条件下で DM--CyD による 

Akt の分解がどの経路に依存しているかは明らかでない。今後、caspase-3 阻害剤や

プロテアソーム阻害剤などを用いた詳細な検討が必要である。 

種々の細胞増殖因子や発がんプロモーターであるホルボールエステルなど様々な

刺激で共通に活性化されるセリン/スレオニンキナーゼとして同定された MAPK は 

ERK (extracellular signal-regulated kinase) とも呼ばれ、細胞増殖、細胞分化および細胞

周期制御などの様々なシグナル伝達において重要な役割を果たしている。110) Furuchi 

らは、M--CyD による細胞膜のコレステロールの枯渇が ERK を介した遺伝子発現

を誘導することを報告している。111) JNK および p38 MAP kinase は MAPK と一次

構造が類似したセリン/スレオニンキナーゼであり、MAPK と合わせて MAPK スー

パーファミリーと総称されている。ERK が細胞の増殖、分化、生存に関与するのに

対して、JNK および p38 MAP kinase は、FasL や TNF- などのアポトーシス誘導

因子や放射線、紫外線、抗がん剤、血清除去などのアポトーシスを誘導する様々な物

理化学的ストレスによって強く活性化され、アポトーシスのシグナル伝達に関与して

いる。43) そこで、DM--CyD によるアポトーシス誘導における p38 MAP kinase の関

与について、特異的阻害剤 SB203580 を用いて検討した。SB203580 阻害剤処理と未

処理の NR8383 細胞を比較して、DM--CyD 処理による DNA 含量の低下に有意差

は認められなかった (Fig. 24)。このことから今回の実験条件では、DM--CyD 誘導ア

ポトーシスへの p38 MAP kinase の関与は小さいものと考えられる。 

p53 は代表的ながん抑制因子であり、DNA 損傷などのさまざまなストレスに応答

してアポトーシスを誘導する。p53 は無刺激状態でも恒常的に産生されているが、通

常 MDM2 と結合することによりユビキチン/プロテアソーム系を介して速やかに分

解され、その時のタンパク質の半減期は 30 分以内と非常に短い。一方、DNA 損傷

などのストレス刺激に伴い、p53 がリン酸化、アセチル化、SUMO-1 化などの修飾を

受けて MDM2 との結合および分解が抑制される。このために、p53 タンパク質が安

定化され、核内に蓄積することで、標的遺伝子の転写を活性化し、その遺伝子産物に

よって細胞周期の停止、DNA 修復やアポトーシスの誘導を行っている。45) また、最

近 p53 はストレス刺激によりミトコンドリアへトランスロケートされた後、Bak と

相互作用し、アポトーシスを誘導することが報告されている。94) そこで DM--CyD 
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誘導アポトーシスへの関与 p53 ノックアウトマウスから採取した腹腔マクロファー

ジを用いて検討した (Fig. 28)。Wild type マクロファージと p53 欠損マクロファージ

を比較しても DM--CyD 処理によるアポトーシス誘導に有意差は認められなかった

ことから、DM--CyD 誘導アポトーシスへの p53 の関与は小さいものと推定した。 

アポトーシスの誘導に関わるシグナル伝達はミトコンドリア依存的な経路とミト

コンドリア非依存的な経路に大別される。アポトーシスに先行してミトコンドリア膜

電位 (m) が低下し、cytochrome c や AIF などのミトコンドリアタンパク質が膜間

腔から細胞内へ放出され caspase-family の活性化が誘導されることから、ミトコンド

リアはアポトーシスのシグナル伝達に重要な役割を果たしている。Figs. 29 および 30 

に示したように、DM--CyD 処理によって、m の低下やミトコンドリアから 

cytochrome c の放出が誘導されたため、DM--CyD 処理による NR8383 細胞のアポ

トーシス誘導は、ミトコンドリア依存的な経路で誘導されることは明らかである。  

アポトーシス誘導における m の低下や cytochrome c の放出機構として PT 

(permeability transition) が注目されている。PT とは、Ca2+ 濃度依存的にミトコンドリ

ア膜浸透性を変化させる現象であり、m の低下、ミトコンドリア膨張、マトリッ

クスタンパク質の漏出などを伴う現象である。PT の正確な分子機構は不明であるが、

PT に関わる  pore (PT pore) の構成成分として、ミトコンドリア外膜の  VDAC 

(voltage-dependent anion channel)、内膜の ANT (adenine nucleotide translocator)、マトリ

ックスのシクロフィリン D のほか、種々のキナーゼが挙げられ、それらで構成され

る multi protein channel がその実体ではないかと推察されている。通常 VDAC は、

pore の開閉を調節してミトコンドリアと細胞質間の ATP や呼吸基質などの物質輸

送を行っているが、アポトーシス誘導性の Bcl-2 ファミリー分子 Bax が VDAC に

結合すると VDAC はより大きな pore を形成し、ここから cytochrome c が漏出する

と考えられている。112, 113) 一方、Bcl-xL は VDAC のチャネル活性を抑制することに

よって cytochrome c の漏出を制御している。先に述べたように Bad によるアポトー

シス誘導機構は、ミトコンドリア膜上において Bad が Bcl-xL に結合し、アポトーシ

ス抑制活性の阻害に起因するものである。92, 93) つまり、DM--CyD 処理による Bad 

のリン酸化の抑制が m の低下や cytochrome c の放出を誘導しているものと推察

される。 

ミトコンドリアから細胞質内に放出された cytochrome c は Apaf-1, ATP および 

pro-caspase-9 と結合することで caspase-9 を活性化し、活性化された caspase-9 によ

り caspase-3 が活性化される。95, 96) 本研究では DM--CyD 処理した NR8383 細胞
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において活性型 caspase-3 のバンドが検出され、さらに基質である actin の分解が観

察された (Figs. 31, 32)。また、データは示していないが、Jurkat 細胞を用いた検討で

は、広域 caspase 阻害剤である z-VAD-fmk 処理により DM--CyD 誘導アポトーシ

スが有意に抑制された。これらの知見から、DM--CyD 処理により caspase-3 の活性

化が誘導されることが明らかとなった。 

Fig. 33 は、本研究で得られた知見を基に DM--CyD のアポトーシス誘導機構を推

定した模式図を示す。DM--CyD は細胞膜から膜脂質成分であるコレステロールを漏

出させ、Akt の分解を誘導し、さらに Akt リン酸化を抑制して、Bad リン酸化の抑

制を誘導する (Figs. 20, 24, 26, 27)。その結果、ミトコンドリアの m の低下や 

cytochrome c の放出を誘導して、caspase-3 を活性化し、アポトーシスを誘導するも

のと考えられる (Figs. 29, 30, 31)。しかしながら、JNK 経路の関与に関しては明らか

ではないため今後の検討課題である。また、細胞内でフリーコレステロールが蓄積す

ると小胞体ストレスを惹起し、アポトーシスを誘導することが最近報告された。112) こ

のためメチル化 -CyDs によるコレステロール枯渇が小胞体ストレスを誘導するか

否かについても今後の検討が必要である。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33.  Proposed Mechanism of Apoptosis Induced by DM--CyD 
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第 8 節 小括 

 

本章では、CyDs による各種細胞に対する細胞死がアポトーシス誘導か否かを明ら

かにするため、CyDs 処理した細胞の細胞障害性、DNA 断片化、クロマチンの凝縮

および PS の細胞膜外層への露出を検討した。DM--CyDs により誘導されるアポト

ーシスの機構解明を企図して細胞膜成分の漏出、PI3K-Akt および MAPK 経路、p53 

経路に及ぼす CyDs の影響、ミトコンドリアの関与、caspase-3 の活性化について検

討を行った。以下に得られた知見を要約する。 

 

1) NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞に対する CyDs の細胞障害性を評価した

ところ、高濃度のメチル化 CyDs 処理により細胞死が誘導され、ヒドロキシプロ

ピル化 CyDs 処理では細胞死は誘導されなかった。 

 

2) NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞を DM--CyD および TM--CyD で処理

すると、染色体 DNA が G0 あるいは G1 期の細胞より少ない細胞が検出され、

さらに DNA 断片化に伴う DNA ladder が検出された。また、高濃度の M--CyD 

処理では DNA 含量の低下した細胞が増加した。一方、DM--CyD は、細胞死を

誘導したが、細胞の DNA 含量の低下や核の断片化は見られなかった。HP--CyD 

および HP--CyD は細胞障害性を示さなかったため、DNA 含量の低下、核の断

片化も誘導しなかった。 

 

3) 蛍光顕微鏡を用いた形態学的変化の観察から、DM--CyD および TM--CyD 処

理した NR8383 細胞においてクロマチンの凝縮が認められた。 

 

4) M--CyD, DM--CyD および TM--CyD で処理した NR8383 細胞において、PS 

が細胞膜外層へ露出した細胞の割合が増加した。 

 

5) 臨界ミセル濃度以上の非イオン性界面活性剤で処理した NR8383 細胞において、

細胞の DNA 含量の低下、核の断片化が観察され、細胞膜成分の可溶化とアポト

ーシスの関連性が示唆された。 

 

6) NR8383 細胞からの膜成分漏出に対する CyDs の影響を検討したところ、コレス

テロールの漏出は DM--CyD 処理では観察されず、-CyDs 添加系で観察され、

その効果は HP--CyD ＜ M--CyD ＜ TM--CyD ＜ DM--CyD の順に増大し

た。総リン脂質量の漏出に関しては、M--CyDTM--CyD およびHP--CyD 処
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理系はコントロールと同程度であったが、DM--CyD および DM--CyD 処理に

おいて有意な総リン脂質の漏出が認められた。外来のコレステロール添加により 

DM--CyD 誘導アポトーシスが有意に抑制された。これらの結果から、DM--CyD 

誘導アポトーシスへのコレステロール漏出が関与するものと推察された。 

 

7) NR8383 細胞において、DM--CyD 誘導アポトーシスに対する PI3K 阻害剤の影

響は、低濃度の DM--CyD でのみ認められ、p38 MAP kinase 阻害剤の影響は認

められなかった。DM--CyD 処理した NR8383 細胞では Akt およびリン酸化 

Akt の消失が観察され、Akt の消失は処理時間依存的であった。さらに 

DM--CyD は Bad リン酸化の抑制を誘導した。これらの結果から、DM--CyD は 

PI3K-Akt 経路による細胞生存シグナルを阻害していることが推察された。 

 

8) Wild type マクロファージと p53 欠損マクロファージを比較して DM--CyD 処

理によるアポトーシス誘導に有意差は認められなかったことから、p53 の寄与は

小さいものと推察された。 

 

9) DM--CyD 処理した NR8383 細胞において、m の低下や cytochrome c のミ

トコンドリアからの放出が誘導されたため、DM--CyD 誘導アポトーシスはミト

コンドリア依存的な経路であると推察された。 

 

10) DM--CyD 処理した NR8383 細胞において pro-caspase-3 のバンドの減少と活

性型 caspase-3 のバンドが検出され、さらに caspase-3 の基質である actin の処

理時間依存的な分解が観察された。このことから、DM--CyD 処理により 

caspase-3 の活性化が誘導されるものと推察された。 

 

以上述べたように、メチル化 -CyDs は高濃度で各種細胞にアポトーシスを誘導す

ることが明らかとなった。一方、本実験条件下 HP--CyD および HP--CyD は細胞

障害性を示さず、アポトーシスも誘導しなかった。また、DM--CyD はアポトーシ

ス以外の細胞死を誘導する可能性が示唆された。さらに、DM--CyD によるアポトー

シスの誘導機構は、DM--CyD が細胞膜から膜脂質成分であるコレステロールを漏出

させ、生存シグナルとして機能している PI3K-Akt-Bad 経路の活性化を阻害し、ミト

コンドリア依存的な経路を介した caspase-3 の活性化に起因するものと考えられる。  
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第 2 章 葉酸修飾メチル--シクロデキストリン（FA-M--CyD）の  

抗腫瘍効果およびその機構解明 

 

第 1 節 序 

 

 これまで当研究室では、M--CyD にがん標的リガンドとして葉酸 (FA) を修飾し

た FA-M--CyD を調製し、Colon-26 細胞 (FR- (+)) を同種移植した担がんマウスに

尾静脈内単回投与したところ、強力な抗腫瘍効果を示すことを報告した。76) さらに、

我々は FA-M--CyD の殺細胞効果にオートファジーが関与する可能性を報告した。

77) しかしながら、FA-M--CyDのオートファジーを介した細胞死誘導機構の詳細は明

らかでない。 

そこで本章では、FA-M--CyD の腫瘍細胞選択的な細胞死誘導機構を明らかにする

ため、以下の検討を行った。まず、FA-M--CyD と FR- の結合定数を検討した。次

に、FA-M--CyD による細胞死誘導機構の解明を企図して、FA-M--CyD 処理による

アポトーシスおよびオートファジー関連タンパク質の発現量を検討した。加えて、ミ

トコンドリアの機能に及ぼす FA-M--CyD の影響について、ミトコンドリアとの共

局在、ATP 産生量、ROS 産生量を指標に検討した。さらに、FA-M--CyD によるオ

ートファジー誘導に ROS が関与するか否かについても検討した。また、正常細胞に

対する安全性評価として、ヒト肝細胞由来 Hepatocyte を用いて FA-M--CyD 処理後

の細胞生存率、オートファジー誘導能、ROS 産生、ATP 産生に関して検討した。さ

らに、これまで未検討であったヒト由来がん細胞である KB 細胞 (FR- (+)) および

ヒトメラノーマ由来 Ihara 細胞 (FR- (+)) を異種移植した担がんヌードマウスに対

する in vivo 抗腫瘍活性を腫瘍体積、体重変化および生存率を指標に評価した。以下

に本章において得られた知見を詳述する。 
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第 2 節 FA-M--CyD と葉酸結合タンパク質 (FBP) の相互作用 

 

FR- による葉酸の認識には、葉酸分子中の -カルボキシ基が重要である。114) 一

方、FA-M--CyD は、主に葉酸の -カルボキシ基と結合しているため、-カルボキ

シ基を介して、FR- と結合するものと考えられる。そこで本節では、FA-M--CyD が 

FR- と結合するか否かを検討するため、FR- のモデルタンパク質として葉酸結合

タンパク質 (Folate binding protein: FBP) を用いて、FA-M--CyD と FBP の解離定数

を水晶発振子マイクロバランス法 (Quartz crystal microbalance: QCM) により測定した。

QCM は、電極表面におけるナノグラムオーダーの質量変化を、周波数変化として検

出することが可能な高感度検出デバイスであり、気相中及び液相中において現在幅広

く使用されている。 

Fig. 34 に示すように、FBP を電極表面に固定化した後、FA-M--CyD 1 mg/mL を

添加すると、良好な結合曲線が得られた。この曲線をミカエリス・メンテンプロット

することにより求めた FA-M--CyD と FBP の解離定数は 8.56 x 10-7 M であり、著

しく低値を示した (Fig. 34A)。一方、M--CyD は FBP と相互作用せず、測定不能で

あった (Fig. 34B)。 

これらの結果から、FA-M--CyD は  M--CyD に  FA を付与したことにより 

FR-に認識されることが強く示唆された。 
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Fig. 34.  Binding Curves of M--CyDs with Folate Binding Protein (FBP) 

The binding curves were determined by a quartz crystal microbalance (QCM) method. The 

sample buffer was supplied with 0.02 M potassium phosphate, 0.15 M sodium chloride (pH 

7.2, 37ºC). After fixing of FBP by avidin-biotin system, M--CyDs (1 mg/mL) were added 

to the buffer. The arrows mean the injection point. a) Kd : Dissociation constant. 
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第 3 節 アポトーシスに及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

第 1 項 腫瘍細胞に対する FA-M--CyD の殺細胞効果 

 

これまで当研究室では、FA-M--CyD が FR- 高発現細胞選択的な殺細胞効果を誘

導することを明らかにしてきた。115) しかしながら、従来の in vitro での腫瘍モデル

は、組織培養処理をしたプラスチックの堅い表面上で腫瘍細胞を培養する手法であ

り、細胞は非特異的に接着し、単層状に増殖する。結果として、これらの細胞は in 

vivoでの腫瘍関連の遺伝子発現プロファイルと形態の両方を失ってしまうことが懸

念される。そこで、より生理的環境に近い腫瘍システムを構築するために、多細胞

スフェロイドを形成させ、FA-M--CyD の殺細胞効果を検討した。 

まず、KB 細胞 (FR-) の細胞懸濁液にスフェロイド形成用 ECM (細胞外マト

リックス, TRVIGEN 社製) を添加し、72 時間培養することでスフェロイド KB 細

胞 (FR-) を調製した。本スフェロイドを 5 mM FA-M--CyD で 24 時間処理し

たところ、M--CyD 処理群と比較して有意に高い殺細胞効果が認められた (Fig. 35)。

これらの結果より、FA-M--CyD はスフェロイド KB 細胞 (FR-) において、優

れた殺細胞効果を有することが示唆された。 
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Fig. 35.  Cytotoxic Activity of M--CyDs for Spheroid of KB Cells  

KB cells (3 x 103 cells/well) were incubated for 72 h with RPMI medium (FA-free) and 10  

Spheroid Formation ECM at 37ºC. KB cells were incubated for 24 h with 50 mL of medium 

containing M--CyDs (5 mM) at 37ºC. After washing twice with RPMI to remove 

M--CyDs, 10 mL of MTT reagent and 100 mL of deterfent reagent were added to plates, 

and incubated for 24 h at 37ºC. The absorbance at 570 nm against a reference wavelength of 

690 nm was measured. Each value represents the mean±S.E. of 3-4 experiments. *p < 

0.05, compared with control. †p < 0.05, compared with M--CyD.  
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第 2 項 DNA 断片化に及ぼす FA-M--CyD の影響 

  

第 1章では、DM--CyD が KB 細胞において、DNA 含量の低下および caspase-3/7 

の活性化を誘導することを明らかにした。しかし、FA-M--CyD がアポトーシスを誘

導するか否か、詳細は明らかではない。そこで本項では、KB細胞 (FR- (+)) におい

て FA-M--CyD がアポトーシスの指標である DNA の断片化を誘導するか否かにつ

いて検討した。 

実験は、KB細胞 (FR- (+)) を各種 5 mM M--CyDs 含有無血清培地で 2 時間処

理し、TUNEL 法により検出した (Fig. 36)。TUNEL 法は、断片化 DNA をビオチン

標識ヌクレオチドで標識した後、horseradish peroxidase (HRP) 標識ストレプトアビジ

ンを反応させ、diamino benzidine (DAB) により染色する方法である。なお、M--CyD 

は本実験条件下、DNA の断片化を誘導できなかったため、今回は DM--CyD を比

較対照として用いた。 

Fig. 36 に示すように、ポジティブコントロールとして用いた DM--CyD において、

KB 細胞は、茶色く染色されたのに対して、FA-M--CyD は、コントロール (未処理) 

と同様、染色されなかった。 

これらの結果から、FA-M--CyD 処理により DNA の断片化は起こっていないこと

が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 36.  Effects of M--CyDs on DNA Fragmentation in KB Cells (FR- (+)) 

KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h.  The fragmented DNA was detected 

by a TUNEL method. The experiments were performed independently three times, and then 

representative images are shown.   
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第 3 項 Caspase-3 発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

前節の結果より、FA-M--CyD は DNA の断片化を誘導しないことが示唆された。

そこで本項では、アポトーシスが起こった際に DNA の断片化よりも上流で起こる 

caspase-3 の活性化について、ウエスタンブロット法により検討した。なお、M--CyD 

は本実験条件下、cleaved-caspase-3 の発現を誘導できなかったため、本検討では 

DM--CyD を比較対照として用いた。 

Caspase-3 は caspase-family の中でもアポトーシスの実行に中心的な役割を果たし

ており、通常は分子量 32 kDa の pro-caspase-3 として存在するが、caspase-9 などに

より切断されると 20 kDa、19 kDa および 17 kDa の活性型へ変換される。そこで 5 

mM M--CyDs で 2 時間処理した後、KB 細胞 (FR- (+)) の caspase-3 の活性化に

ついて  western blot 法により検討した。DM--CyD 処理の細胞では不活性型の 

pro-caspase-3 のバンド強度の減少および活性型 caspase-3 のバンド強度の増加が観

察されたのに対して、FA-M--CyD 処理の細胞ではコントロールの場合と同様に不活

性型の pro-caspase-3 のバンドのみが観察された (Fig. 37)。 

これらの結果より、FA-M--CyD は本実験条件下、caspase-3 を活性化せず、アポ

トーシスを誘導しないことが示唆された。 
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Fig. 37.  Effects of M--CyDs on Caspase-3 Expression in KB cells (FR- (+)) 

KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 24 h. The caspase-3 protein levels were 

detected by western blotting. The experiments were performed independently three times, 

and then representative data are shown. *p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, 

compared with FA-M--CyD. 
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第 4 節 FA-M--CyD の殺細胞効果におけるオートファジーの関与 

 

第 1 項 FA-M--CyD の殺細胞効果に及ぼすオートファジー阻害剤の影響 

 

 オートファゴソームの形成には、PI3K class III の活性化を介した隔離膜形成が必要

と考えられている。これまで当研究室は FA-M--CyD 処理により、オートファゴソ

ームの形成が誘導されることを報告した。77) しかしながら、FA-M--CyD の殺細胞

効果に及ぼすオートファジー阻害剤の影響は明らかではない。そこで本節では、

FA-M--CyD の殺細胞効果に及ぼす PI3K class III 阻害剤 (3-MA および LY294002) 

の影響について検討した。 

 Fig. 38 に示すように、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理後の殺細胞効果は、3-MA 

および LY294002処理により減弱したことから、PI3K class III の活性化を介したオー

トファジーの関与が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 38.  Effects of Autophagy Inhibitors (3-MA and LY294002) on Cytotoxic 

Activity of FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+))  

KB cells were incubated with 3-MA (50 mM) and LY294002 (50 mM) at 37ºC for 1 h, and then further 

incubated with medium containing FA-M--CyD (5 mM) at 37ºC for 2 h. Each value represents the 

mean ± S.E. of 7 experiments. *p < 0.05, compared with control.   
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第 2 項 FA-M--CyD によるオートファゴソームの形成 

 

 これまでの検討より、FA-M--CyD はアポトーシスではなく、オートファジー誘導

を介して、殺細胞効果を発揮することが示唆された。また、小野寺らは KB 細胞 

(FR- (+)) に対して、5 mM FA-M--CyD で 2 時間処理後に、オートファゴソームの

形成が誘導されることを報告している。77) そこで本項では、これまで未検討であっ

た FA-M--CyD により誘導されるオートファゴソームの時間変化を検討した (Fig. 

39)。なお、オートファゴソームは、マーカー分子である LC3-II 116, 117) を Cyto-ID® を

用いて染色し、蛍光顕微鏡により観察した。 

 Fig. 39 に示すように、コントロール (未処理) では、経時的に LC3-II 由来の蛍光

強度が増大した。これは、血清および葉酸フリーの培地で処理したために細胞が飢餓

状態に陥り、オートファジーが亢進したことに起因する。一方、FA-M--CyD は処理

後 2 時間で LC3-II 由来の蛍光は観察され、その蛍光強度はコントロール (未処理) 

よりも有意に高かった。さらに、FA-M--CyD 処理後の蛍光強度は 6時間で最大と

なり、12 時間後には減弱した。これらの結果より、FA-M--CyD は少なくとも処理

後 2 時間でオートファゴソームの形成を誘導し、その効果は 6 時間まで増強される

ことが示唆された。 
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Fig. 39.  Effect of FA-M--CyD on Autophagosome Formation in KB Cells (FR- 

(+))  

KB cells were treated with FA-M--CyD (5 mM) for 2, 6 and 12 h. Then, KB cells were 

treated with Cyto-ID® for 30 min. (A) The cells were scanned with a fluorescence 

microscope. The experiments were performed independently three times, and then 

representative images are shown. (B) The fluorescence intensity was quantified by BZ-II 

analyzer. Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared 

with control (0 h). †p < 0.05, compared with control (2 h).  
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第 5 節 FA-M--CyD によるオートファジー誘導機構 

 

第 1 項 LC3-II 発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 小野寺らは FA-M--CyD 処理後の KB 細胞 (FR- (+)) において、オートファゴ

ソームマーカーとして知られる LC3 を蛍光標識し、その蛍光強度の増大からオート

ファゴソームの形成が誘導されることを明らかとした。77) 一般に、LC3 はオートフ

ァジーの進行に伴い、Atg4 などにより分解を受け LC3-I となり、さらに phosphatidyl 

ethanolamine により脂質化され、LC3-II となりオートファゴソーム膜に局在する。そ

こで本節では KB 細胞 (FR- (+)) において、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理する

ことにより、オートファゴソーム形成が進行するか否かを LC3-II のタンパク量を指

標として評価した。Fig. 40 に示すように、M--CyD 処理の細胞ではコントロールの

場合と同様に LC3-I のバンドのみが観察されたのに対して、FA-M--CyD 処理の細

胞では LC3-I のバンド強度の減少および LC3-II のバンド強度の増大が観察された。 

これらの結果より、FA-M--CyD は LC3-II への脂質化を誘導し、オートファゴソ

ームの形成を促進させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 40.  Effects of M--CyDs on LC3-II Expression in KB Cells (FR- (+)) 

KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. The LC3-II protein levels were 

detected by western blotting and quantified by Image Quant TL. The experiments were 

performed independently three times. *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, 

compared with M--CyD. 
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第 2 項 p62 発現に及ぼす FA-M--CyD の影響  

 

前項で、FA-M--CyD はオートファゴソームの形成を誘導することが示唆された。

p62 は、ユビキチン結合タンパク質の一つであり、細胞内でクリアランスされるユビ

キチン化タンパク質凝集体など、オートファジーによって分解される細胞質カーゴを

輸送するレセプターとして機能している。さらに、p62 はオートファゴソームマーカ

ーである LC3 にも結合し、ユビキチン化タンパク質凝集体と一緒にオートファジー

により分解を受けることから、p62 の発現レベルを調べることでオートファジーによ

るタンパク質分解の進行を追跡することができる。そこで本項では、KB 細胞 (FR- 

(+)) において、FA-M--CyD 処理により p62 の分解、すなわちオートファジーの進

行がみられるか否かを GFP 融合 p62 を用いて検討した。なお、GFP 融合 p62 は 

PremoTM Autophagy Sensor GFP-62 kit を用いて細胞内に導入した。Fig. 41 に示すよう

に、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理したところ、コントロール (未処理) および 

M--CyD 処理と比較して、p62 由来の蛍光が有意に減弱した。 

 これらの結果より、FA-M--CyD は p62 の分解を誘導し、オートファジーを進行

させることが示唆された。 
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Fig. 41.  Effects of M--CyDs on Degradation of GFP-labeled p62 in KB Cells 

(FR- (+)) 

KB cells were treated with GFP-labeled p62 (50 mL) for 16 h. Then, cells were treated with 

M--CyDs (5 mM) for 1 h. After washed twice with culture medium (FA-free), cells were 

scanned with a fluorescence microscope. The experiments were performed independently 

three times, and representative data are shown. *p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, 

compared with M--CyD.  
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第 3 項 Beclin-1 発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 オートファゴソームの形成には、Beclin-1 とフォスファチジルイノシトール 3 リ

ン酸 (Phosphatidylinositol 3-phosphate : PtdIns3P) との複合体形成が必須であり、隔離膜の

形成を誘導する上で重要な役割を果たすことが知られている。118-121) そこで本項では、

Beclin-1 の発現量に及ぼす FA-M--CyD の影響を調べるため、KB 細胞 (FR- (+)) 

を 5 mM M--CyDs で 2 時間処理した後、western blot 法により、Beclin-1 の発現量

を評価した。 

Fig. 42 に示すように、M--CyD で処理後の Beclin-1 のバンド強度は、コントロー

ルと同程度であったのに対して、FA-M--CyD で処理後の Beclin-1 のバンド強度は

著しく増大した。 

これらの結果より、FA-M--CyD は Beclin-1 の発現量を増大させ、オートファゴ

ソームの形成を促進させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 42.  Effects of M--CyDs on Beclin-1 Expression in KB Cells (FR- (+)) 

(A) KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. The beclin-1 protein levels were 

detected by western blotting, and then quantified by Image Quant TL. The experiments 

were performed independently three times. (B) The band intensity of beclin-1/-actin ratio. 

*p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, compared with M--CyD. 
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第 4 項 Atg7 発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 Atg5 および Atg7 はオートファジーに必須の遺伝子であるとされてきたが、近年、

Atg5 および Atg7 を欠損させたマウス繊維芽細胞においてオートファゴソームの形

成およびタンパク質の分解が認められたことから、Atg5/Atg7 非依存的なオートファ

ジー誘導機構が存在することが報告された。122) そこで本項では、FA-M--CyD によ

り誘導されたオートファジーが Atg5/Atg7 を介するか否かを検討した。 

実験は、KB 細胞 (FR- (+)) を 5 mM M--CyDs で 2 時間処理した後、Atg7 の発

現量を western blot 法を用いて検討した。Fig. 43 に示すように、本実験条件下、

M--CyD および FA-M--CyD 処理後の Atg7 のバンド強度は、コントロール (未処

理) と同程度であった。 

これらの結果より、FA-M--CyD は Atg5/Atg7 非依存性のオートファジーを誘導

する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43.  Effects of M--CyDs on Atg7 Expression in KB Cells (FR- (+)) 

(A) KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h.  The Atg7 protein levels were 

detected by western blotting, and then quantified by Image Quant TL. The experiments 

were performed independently three times. (B) The band intensity of Atg7/-actin ratio.  
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第 5 項 FA-M--CyD によるマイトファジー誘導 

 

これまでの検討より、FA-M--CyD は KB 細胞に対してオートファジーを誘導す

ることが明らかとなった。一方、我々は FA-M--CyD により誘導されたオートファ

ゴソームがミトコンドリアと一部共局在することを報告した。77) そこで本項では、

FA-M--CyD がオートファジーのなかでもミトコンドリアを選択的に分解するマイ

トファジーを誘導するか否かを検討した。なお、マイトファジーの検出には、Mtphagy 

Dye® (同仁化学) を用いた。Mtphagy Dye® は、生細胞膜を透過し、細胞内のミトコン

ドリアに集積した後、化学結合によりミトコンドリアに固定化される。通常、Mtphagy 

Dye® の蛍光強度は低い状態にあるが、マイトファジーが誘導されてミトコンドリア

がリソソームと融合すると、Mtphagy Dye® の蛍光強度が著しく増大する。 

 実験は、KB 細胞 (FR- (+)) を Mtphagy Dye® で 15 分間前処理した後、5 mM 

M--CyDs で 2 時間処理した。その後、Lyso Dye® にてリソソームを染色し、蛍光

顕微鏡で観察した。その結果、Mtphagy Dye® 由来の赤色蛍光は、FA-M--CyD 処理

した細胞において観察された (Fig. 44)。一方、M--CyD で処理した KB 細胞 (FR- 

(+)) では  Mtphagy Dye® 由来の蛍光は観察されなかった。これらの結果より、

FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) においてマイトファジーを誘導する可能性が示

唆された。 
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Fig. 44.  Effect of M--CyDs on Mitophagy in KB Cells (FR- (+)) 

KB cells were treated Mtphagy Dye® for 15 min. Then, KB cells were treated with 

M--CyDs (5 mM) for 2 h and then Lyso Dye® for 10 min. The cells were scanned with a 

fluorescence microscope. The experiments were performed independently three times, and 

representative images are shown. 
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第 6 項 PINK1発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

一般に、マイトファジーはミトコンドリアが損傷を受けたときに起こる膜電位の脱

分極などをシグナルとして開始される。脱分極が起こると、細胞質内の PINK1 (PTEN 

induced putative kinase 1) がミトコンドリア外膜に集積する。正常なミトコンドリアに

おいて、PINK1 はミトコンドリア内膜に輸送された後、内膜に局在する Rhomboid 様

タンパク質 PARL によって 52 kDa のフォームに断片化され、プロテアソーム分解

を受ける。一方、脱分極が起きたミトコンドリアでは、PINK1 のミトコンドリア内

膜への輸送および PARL による分解が阻害され、断片化されなかった全長 PINK1 

がミトコンドリア外膜のサイトゾル面に集積する。さらに、そこに集積したタンパク

質 Parkin によって、マイトファジーが引き起こされる。したがって、PINK1 タンパ

ク質はマイトファジー誘導のマーカー分子として考えられている。そこで本項では、

FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) において、PINK1 タンパク質の発現を誘導する

か否かをウエスタンブロッティング法により検討した。 

 Fig. 45 に示すように、FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) において、PINK1 の

発現を誘導することが明らかとなった。一方、M--CyD では PINK1 の発現誘導は

認められなかった。これらの結果より、FA-M--CyD はミトコンドリア膜上の PINK1 

の発現を上昇させ、マイトファジーを誘導することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 45.  Effects of M--CyDs on Expression of PINK1 in KB Cells 

KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. The PINK1 protein levels were 

detected by western blotting. The experiments performed independently three times. *p < 

0.05, compared with control. †p < 0.05, compared with M--CyD. 
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第 6 節 FA-M--CyD の細胞内動態 

 

これまで当研究室は、FA-M--CyD が FR- を介して細胞内に取り込まれ、抗腫瘍

効果を示すことを報告した。77) しかしながら、FA-M--CyD の細胞内動態について

は明らかではない。そこで本節では、KB 細胞に TRITC-M--CyDs (10 mM) を 2 時

間および 24 時間処理した後、FA-M--CyD の細胞内動態について、酸性オルガネラ

染色剤である LysoTracker
®
 との共局在を共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した。 

Fig. 46A は、KB 細胞に TRITC-M--CyDs (10 mM) を 2 時間処理後の顕微鏡写真

を示す。TRITC-M--CyD 処理では、細胞内に TRITC 由来の蛍光はほとんど観察さ

れなかったのに対して、TRITC-FA-M--CyD 処理では、細胞内に TRITC 由来の蛍光

が観察された。また、LysoTracker
®
 と一部共局在したことから、FA-M--CyD は細胞

内に取り込まれ、エンドソーム内に一部局在することが示された。一方、

TRITC-FA-M--CyD 処理後 24 時間では、LysoTracker
®
 と共局在している部分が減

少したことから、FA-M--CyD の一部は何らか機構によりエンドソームを脱出し、核

や細胞質に移行する可能性が示唆された (Fig. 46B)。 
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Fig. 46.  Cellular Localization of TRITC-M--CyDs in KB Cells (FR- (+)) 

KB cells were treated with TRITC-M--CyDs (10 mM) for 2 h (A) and 24 h (B), then the 

cells were treated with LysoTracker
®
. After washed twice with medium, the cells were 

scanned with a confocal laser scanning microscope. The experiments were performed 

independently three times, and representative images are shown.  
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第 7 節 ミトコンドリア機能に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

第 1 項 FA-M--CyD とミトコンドリアの共局在 

 

近年、Hamasaki らによって、オートファゴソームの形成に必要な隔離膜は、ミト

コンドリアと小胞体のコンタクトサイトにおいて形成されることが報告された。123) 

また、ミトコンドリアには葉酸トランスポーター (MFT) が発現していることから、

124, 125) FA-M--CyD がミトコンドリアに作用している可能性が考えられる。そこで本

節では、FA-M--CyD のミトコンドリアへの影響を確認するために、KB 細胞を 

TRITC-M--CyDs (10 mM) で 24 時間処理した後、FA-M--CyD の細胞内動態につい

て、ミトコンドリア染色剤である MitoTracker
®
 との共局在を共焦点レーザー顕微鏡

を用いて検討した。なお、前節での検討で TRITC-M--CyDs (10 mM) を 24 時間処理

後において、より TRITC-FA-M--CyD が細胞質中に拡散している結果が得られたた

め、今回は 24 時間後における局在を観察した。 

Fig. 47 は、KB 細胞に TRITC-M--CyDs (10 mM) を 24 時間処理後の顕微鏡写真

を示す。TRITC-M--CyD 処理において、細胞内に TRITC 由来の蛍光は観察されな

かったのに対して、TRITC-FA-M--CyD 処理では、TRITC 由来の蛍光が観察され、

MitoTracker
®
 と一部共局在することが示された。これらの結果より、FA-M--CyD は

細胞内に取り込まれ、一部はミトコンドリアに局在することが示唆された。 
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Fig. 47.  Colocalization of TRITC-M--CyDs with Mitochondria in KB Cells (FR- 

(+)) 

KB cells were treated with TRITC-M--CyDs (10 mM) for 24 h, and then the cells were 

treated with MitoTracker
®
. After washed twice with medium, the cells were scanned with a 

confocal laser microscope. The experiments were performed independently three times, 

and representative images are shown. 
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第 2 項 細胞内ミトコンドリア数に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 マイトファジーは、ミトコンドリアを選択的に除去するシステムであり、進行に伴

いミトコンドリアの数は減少する。そこで本項では、FA-M--CyD 処理により細胞内

ミトコンドリア数が減少するか否かを検討した。なお、細胞内ミトコンドリア数は、

細胞内ミトコンドリア DNA (mtDNA) コピー数を核 DNA (nDNA) を基準として、リ

アルタイム PCR 法により相対的に測定した。 

 Fig. 48 に示すように、5 mM FA-M--CyD で KB 細胞 (FR- (+)) を 2 時間処理

したところ、mtDNA コピー数がコントロール (未処理) と比較して有意に減少した。

これらの結果より、FA-M--CyD はマイトファジーを誘導し、細胞内ミトコンドリア

数を減少させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 48.  Effects of M--CyDs on mtDNA Copy Number in KB Cells (FR- (+)) 

KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. Mitochondrial DNA (mtDNA) to 

nuclear DNA (nDNA) copy number was measured by quantitative real time PCR. Each 

value represents the mean ± S.E. of 3-4 experiments. *p < 0.05, compared with control. †p 

< 0.05, compared with M--CyD. 
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第 3 項 単離ミトコンドリアの膜電位に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

第 1 章 第 8 節で述べたように、ミトコンドリア膜電位 (m) は、電子伝達系に

よる H+ の汲み出しによって生じるミトコンドリア内膜のマトリックス側が負、外側

が正となる電位勾配によって形成されており、通常は約 -180 mV の電位差を示す。

Rhodamine 123 を細胞に処理すると電位差に応じてミトコンドリアに取り込まれる

ため、その取り込み量を測定することによって膜電位を間接的に測定することができ

る。97) 前節で述べたように、脱分極が起きたミトコンドリアでは、PINK1 のミトコ

ンドリア内膜への輸送および分解が阻害され、Parkin によって、マイトファジーが誘

導されることが知られている。126) そこで本項では、FA-M--CyD 処理後のミトコン

ドリア膜電位を検討した。 

 実験は、KB 細胞 (FR- (+)) からミトコンドリアを単離し、50 mM FA-M--CyD を

処理した後、Rhodamine 123 でミトコンドリアを染色し、その蛍光強度を蛍光マイク

ロプレートリーダーで測定した。また、ミトコンドリア内膜には MFT が存在するた

め、MFT 競合阻害剤として葉酸添加系も評価に加えた。 

Fig. 49 に示すように、単離ミトコンドリアの膜電位は FA-M--CyD 処理により有

意に増大した。さらに、増大した単離ミトコンドリアの膜電位は、MFT 競合阻害剤

である葉酸添加により、コントロール (未処理) と同程度まで低下した。一方、

M--CyD 処理では、膜電位に変化はみられなかった。これらの結果より、FA-M--CyD 

は KB 細胞 (FR- (+)) の MFT を介してミトコンドリア膜電位を上昇させることが

示唆された。 
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Fig. 49.  Effects of M--CyDs on Mitochondrial Transmembrane Potential in 

Mitochondria Isolated from KB Cells (FR- (+))  

Isolated mitochondria was treated with M--CyDs (50 mM) with or without FA (500 mM) 

for 1 h. Mitochondrial transmembrane potential was detemined by rhodamine 123 staining 

with fluorescent microplate reader. Each value represents the mean ± S.E. of 3-6 

experiments. *p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, compared with M--CyD.  
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第 4 項 ATP 産生に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 前項の結果より、FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) の MFT を介してミトコン

ドリア膜電位を上昇させることが示唆された。また、本節第 1 項より、FA-M--CyD 

がミトコンドリアと一部共局在することが示唆された。これらのことから、

FA-M--CyD はミトコンドリアの機能に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。

代表的なミトコンドリアの機能の一つに ATP 産生がある。そこで本項では、ATP 産

生量に及ぼす M--CyDs の影響について検討した。なお、ATP 産生量の変化はホタ

ル・ルシフェラーゼ発光法を用いて検出した。さらに、FA-M--CyD がミトコンドリ

アの機能に影響を及ぼす場合、細胞内に取り込まれることが重要であるか否かを検討

するため、FR- 低発現細胞である A549 細胞および FR- ノックダウン KB 細胞

を比較対照として用いた。その際の FR- の発現は RT-PCR 法により確認した。(Figs. 

50, 51) 

 Fig. 52A に示すように、KB 細胞を 5 mM FA-M--CyD で 2 時間処理したところ、

コントロール (未処理) と比較して、有意に ATP 産生量が低下した。一方、M--CyD 

処理による ATP 産生量の変化は認められなかった。Fig. 52B に示すように、A549 細

胞において、FA-M--CyD 処理による ATP 産生量の低下は認められなかった。しか

しながら、FR- ノックダウン KB 細胞において、ATP 産生量は FA-M--CyD 処理

により低下した (Fig. 52C)。この理由として、FA は解糖系に必須であり、FR- をノ

ックダウンしたことにより ATP 産生に影響を及ぼした可能性が考えられる。 

 これらの結果より、FA-M--CyD は細胞内に取り込まれることで、ミトコンドリア

の機能を低下させる可能性が示唆された。 
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Fig. 50.  FR- mRNA Expression in KB Cells and A549 Cells 

The FR- mRNA was detected by RT-PCR method.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 51.  FR- mRNA Expression after Transfected with siFR- in KB Cells 

KB cells were transfected with 100 nM Lipofectamine2000TM/siFR- complex for 

24 h. The FR- mRNA was detected by RT-PCR method.  
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Fig. 52.  Effects of M--CyDs on ATP Production in KB Cells (A), A549 Cells (B) 
and FR- Knockdown KB Cells (C)  

The cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. After washed twice with culture 

medium, cells were treated with ATP detection reagent. Each value represents the mean ± 

S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, compared with 

M--CyD. 
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第 5 項 ROS 産生に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 前項での検討より、KB 細胞に 5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理することにより、

ATP 産生量を低下させることが明らかとなった。ミトコンドリアは細胞内で ROS 

を産生するオルガネラである。そこで本項では、細胞内の  ROS 産生量に及ぼす 

FA-M--CyD の影響について検討した。なお、細胞内の ROS は、ROS により酸化さ

れることで蛍光を発する Total ROS detection reagent を用いて蛍光顕微鏡により観察

した。 

 Fig. 53A, B に示すように、KB 細胞に 5 mM M--CyD を処理後 2 時間で ROS 由

来の蛍光は観察されなかった。一方、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理したところ、

ROS 由来の蛍光が著しく増大した。さらに、FR- 低発現細胞である A549 細胞お

よび FR-ノックダウン KB 細胞を FA-M--CyD で処理しても ROS 由来の蛍光

は変化せず、コントロール (未処理) と同程度であった (Figs. 53C, D および 53E, F)。

これらの結果より、FA-M--CyD は、FR- 発現細胞選択的に ROS の産生を誘導す

ることが示唆された。 
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Fig. 53.  Effects of M--CyDs on ROS Production in KB Cells (A, B), A549 Cells 

(C, D) and FR- Knockdown KB Cells (E, F) 

(A, C, E) Cells were treated with M--CyDs (5 mM) and ROS detection reagent for 2 h. (B, 

D, F) The fluorescence intensity was quantified by BZ-II analyzer. Each value represents 

the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with control. †p < 0.05, compared 

with M--CyD. ‡p < 0.05, compared with siControl.  
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第 6 項 FA-M--CyD のオートファジー誘導能に及ぼす ROS 阻害剤の影響 

 

 前項において、KB 細胞に 5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理することで ROS の

産生が誘導されることを明らかにした。そこで本項では、FA-M--CyD により誘導さ

れるオートファジーが ROS の産生を介するものであるか否かを ROS 阻害剤を用

いて検討した。今回、ROS 阻害剤には、抗酸化剤である N-acetyl-cysteine (NAC) を

用いた。  

Fig. 54 より、KB 細胞において、5 mM FA-M--CyD の単独処理により増大した 

LC3 由来の蛍光強度は、FA-M--CyD と NAC の同時処理により減弱した。これら

の結果より、FA-M--CyD のオートファジー誘導は、ROS の産生を介することが示

唆された。一方で、A549 細胞および  FR-ノックダウン  KB 細胞において、

FA-M--CyD 処理によるオートファジー誘導は観察されなかった (Fig. 55)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 54.  Effects of ROS Inhibitor on Autophagosome Formation Induced by 

FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+))  

KB cells were treated with FA-M--CyD (5 mM) and N-acetyl-cysteine (100 mM) for 2 h. 

Then, cells were treated with Cyto-ID
®
 for 30 min. Fluorescence intensity was quantified by 

BZ-II analyzer. Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, 

compared with control. †p < 0.05, compared with FA-M--CyD with NAC. ‡p < 0.05, 

compared with FA-M--CyD. 
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Fig. 55.  Effects of M--CyDs on Autophagosome Formation in A549 Cells (A, 

B) and FR- Knockdown KB Cells (C, D) 

(A, C) Cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. Then, cells were treated with 

Cyto-ID® for 30 min. (B, D) Fluorescence intensity was quantified by BZ-II analyzer. Each 

value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. *p < 0.05, compared with control. †p < 

0.05, compared with siControl. 
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第 8 節 正常細胞に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

第 1 項  FA-M--CyD の細胞障害性 

 

 FA-M--CyD により誘導される殺細胞効果は、FR- 高発現がん細胞選択的であり、

正常細胞には細胞障害性を惹起しないことが重要である。そこで本項では、

FA-M--CyD の安全性評価として、正常細胞に対する細胞障害性について検討した。

今回、正常細胞にはヒト肝実質細胞株である Hepatocyte を用い、WST-1 法により細

胞障害性を評価した。 

 Fig. 56 に示すように、Hepatocyte における FR- の発現量を RT-PCR 法により検

討したところ、Hepatocyte はほとんど FR- を発現していなかった。Fig. 57 より、

細胞形質膜に作用しアポトーシスを誘導することが報告されている M--CyD127) は、

Hepatocyte に対して強い細胞障害性を示し、20 mM、2 時間処理においてはほとんど

の細胞を死滅させた。一方、FA-M--CyD は M--CyD と比較して細胞障害性は低く、

20 mM、2 時間処理においても約 40% の細胞が生存していた。また、Fig. 57 の結果

より算出した M--CyD および FA-M--CyD の IC50 値は、それぞれ 6.8 mM およ

び 13.9 mM であった。 

これらの結果より、FA-M--CyD は M--CyD と比較して正常細胞に対する細胞障

害性が低く、安全性に優れることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 56.  FR- mRNA Expression in Hepatocytes 

The FR- mRNA was detected by RT-PCR method.  
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Fig. 57.  Effects of M--CyDs on Cytotoxicity in Hepatocytes 

Hepatocytes were incubated with 150 mL of medium containing M--CyDs (0-20 mM) at 

37ºC for 2 h. After washing twice with PBS to remove M--CyDs, 100 mL of fresh HBSS 

and 10 mL of WST-1 reagent were added to the plates, and then incubated at 37ºC for 30 

min. The absorbance at 450 nm against a reference wavelength of 630 nm was measured. 

Each point represents the mean ± S.E. of 7 experiments. *p < 0.05, compared with 

M--CyD. 

 

 

 

 

  

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20

**

*
**

*

Concn. of CyDs (mM)

C
e
ll 

v
ia

b
ili

ty
 (

%
)

● : FA-M--CyD

○ : M--CyD



91 

 

第 2 項 オートファゴソーム形成に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 前項の結果より、FA-M--CyD は M--CyD と比較して、Hepatocyte に対する細胞

障害性が低いことが示された。そこで本項では、FA-M--CyD が Hepatocyte におい

てオートファゴソームの形成を誘導するか否かについて検討した。オートファゴソー

ムは、マーカー分子である LC3 を Cyto-ID® を用いて染色し、蛍光顕微鏡により観

察した。また、BZ-II analyzer により蛍光強度を定量した。 

 Fig. 58 に示すように、Hepatocyte に 5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理したところ、

LC3 由来の蛍光強度はコントロール (未処理) および M--CyD と同程度であった。

これらの結果より、FA-M--CyD は Hepatocyte に対して、オートファゴソーム形成

を誘導しないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 58.  Effects of M--CyDs on Autophagosome Formation in Hepatocytes  

(A) Hepatocytes were treated with M--CyDs (5 mM). Then, hepatocytes were treated 

with Cyto-ID® for 30 min. After washed twice with culture medium, the cells were scanned 

with a fluorescence microscope. (B) Fluorescence intensity was quantified by BZ-II 

analyzer. (A) The experiments were performed independently three times, and 

representative images are shown. (B) Each value represents the mean ± S.E. of 3 

experiments. 
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第 3 項 ROS 産生に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 前項より、FA-M--CyD は正常細胞においてオートファゴソームの形成を誘導しな

いことが示唆された。また、前節の結果より、FA-M--CyD のオートファジー誘導は 

ROS の産生を介することが示唆されている。そこで本項では、 Hepatocyte における 

ROS 産生量に及ぼす FA-M--CyD の影響について検討した。ROS 産生量は、Total 

ROS detection reagent を用いて蛍光顕微鏡により観察した。 

 Fig. 59 に示すように、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理したところ、ROS 由来の

蛍光強度はコントロール (未処理) および M--CyD と同程度であったことから、

FA-M--CyD は Hepatocyte に対して、ROS の産生を誘導しないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 59.  Effects of M--CyDs on the ROS Production in Hepatocytes 

(A) Hepatocytes were treated with M--CyDs (5 mM) and ROS detection reagent for 2 

h. After washed twice with culture medium, cells were scanned with a fluorescence 

microscope.  (B) Fluorescence intensity was quantified by BZ-II analyzer. The 

experiments were performed independently three times, and representative images are 

shown. 
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第 4 項 ATP 産生量に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 

 前項までの検討で、FA-M--CyD は M--CyD と比較して、正常細胞に対する細胞

障害性が低く、オートファゴソーム形成および ROS 産生を誘導しないことが示唆さ

れた。そこで本項では、Hepatocyte における ATP 産生量を指標として、ミトコンド

リアの機能に及ぼす FA-M--CyDの影響を検討した。 

 Fig. 60 に示すように、5 mM FA-M--CyD を 2 時間処理しても、ATP 産生量はコ

ントロール (未処理) および M--CyD と同程度であったことから、FA-M--CyD は 

Hepatocyte において、ミトコンドリアの機能に影響を与えないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 60.  Effects of M--CyDs on ATP Production in Hepatocytes 

Hepatocytes were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h. After washed twice with culture 

medium, cells were treated with ATP detection reagent. Each value represents the mean ± 

S.E. of 3 experiments. 
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第 9 節 担がんヌードマウスに対する FA-M--CyD の抗腫瘍効果 

 

 前節までの検討より、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的にマイトファジー

を介した殺細胞効果を誘導することが示唆された。これまで我々は、マウス結腸がん

由来 Colon-26 細胞 (FR- (+)) を同種移植した担がんマウスに、FA-M--CyD を尾静

脈内に単回投与したところ、優れた抗腫瘍効果を発揮することを報告した。76) 一方、

抗がん剤の抗腫瘍効果はマウスとヒトのがん細胞で著しく異なるケースもあること

から、ヒトのがん種で抗腫瘍効果を検討することは重要である。そこで本節では、in 

vitro 評価に使用してきたヒト口腔がん由来 KB 細胞に加え、難治がんであるヒトメ

ラノーマ由来 Ihara 細胞を用いて担がんマウスを作製し、FA-M--CyD の in vivo 抗

腫瘍効果を検討した。  

 

第 1 項 KB 細胞を異種移植した担がんマウスに対する FA-M--CyD の抗腫瘍効

果 

 

本項では、FA-M--CyD のヒトがん細胞に対する有用性を評価するため、KB 細胞 

(FR- (+)) をヌードマウスの左後肢に異種移植した担がんマウスに、DOX (5 mg/kg)、

M--CyD (20 mg/kg)、FA-M--CyD (20 mg/kg) を尾静脈内に単回投与後、腫瘍体積お

よび体重について検討した。なお、KB 細胞を皮下移植した BALB/c nu/nu マウスは、

胸腺および T 細胞の欠如した免疫不全マウスである。 

Fig. 61A, 61B より、5% マンニトール、DOX (5 mg/kg)、M--CyD (20 mg/kg) 投与

群と比較して、 FA-M--CyD (20 mg/kg) 投与群では 52 日間にわたり強力かつ持続

的に腫瘍の成長を抑制し、40% のマウスにおいて腫瘍は完全に消失した。Fig. 61C よ

り、全群において顕著な体重減少はみられなかった。これらの結果より、FA-M--CyD 

はヒト口腔がん由来 KB 細胞において優れた抗腫瘍効果を有することが示された。 

  また、静脈内投与後 24 時間における血液生化学検査値を測定したところ、コント

ロール群 (5% マンニトール) と FA-M--CyD 投与群のパラメータに有意な差異は

認められなかった (Table 5)。これらの結果より、FA-M--CyD は安全性に優れる可

能性が示唆された。 
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Fig. 61.  Effects of Intravenous Administration of M--CyDs on Tumor Growth 

(A, B), Body Weight (C) in BALB/c nu/nu Mice Bearing KB Cells (FR- (+)) 

DOX (5 mg/kg) and M--CyDs (20 mg/kg) were administered by the single intravenous   

injection to KB cells-bearing mice. The tumor volume and body weight changes of the 

tumor-bearing mice were monitored. Each point represents the mean ± S.E. of 4-5 

experiments. *p < 0.05, compared with control (5% mannitol solution). †p < 0.05, 

compared with DOX. ‡p < 0.05, compared with M--CyD. 
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Table 5.  Blood Chemistry Data after Single Intravenous Injection of 

M--CyDs in BALB/c nu/nu Mice 

 

a) Creatinine, b) Blood urea nitrogen, c) Aspartate aminotransferase, d) Alanine 

aminotransferase, e) Lactate dehydrogenase, f) Creatinine kinase. Twenty four h after 

intravenous administration of 100 mL of solutions containing M--CyDs (20 mg/kg), serum 

was collected. Each value represents the mean±S.E. of 3-4 mice. 

 

  

CREa)

(mg/dL)

BUNb)

(mg/dL)

ASTc)

(U/L)

ALTd)

(U/L)

LDHe)

(U/L)

CKf)

(U/L)

5% Mannitol 0.11 ± 0.008 17.7 ± 1.8 46.5 ± 1.6 17.5 ± 2.3 187.8 ± 13.1 37.0 ± 3.8

M--CyD 0.10 ± 0.003 21.0 ± 0.5 39.8 ± 1.8 13.5 ± 0.7 150.3 ± 9.8 35.5 ± 5.3

FA-M--CyD 0.11 ± 0.008 19.4 ± 1.6 41.0 ± 1.2 12.5 ± 1.0 196.0 ± 33.4 40.7 ± 5.4
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第 2 項 Ihara 細胞を異種移植した担がんマウスに対する FA-M--CyD の抗腫瘍

効果 

 

次に、難治がんであるヒトメラノーマ由来 Ihara 細胞を BALB/c Rag-2/Jak3 ノック

アウトマウスの皮下に異種移植し、FA-M--CyD の in vivo 抗腫瘍効果を検討した。

なお、BALB/c Rag-2/Jak3 ノックアウトマウスは、岡田らによって確立された B 細

胞、T 細胞、NK 細胞が完全に欠損した高度免疫不全マウスである。128) 

 Fig. 62A, 62B に示すように、Ihara 細胞を異種移植した担がんヌードマウスに 

FA-M--CyD (10 mg/kg) を静脈内に単回投与したところ、腫瘍の増殖が抑制される傾

向が示された。一方、FA-M--CyD 投与による体重の変化はほとんど認められなか

った (Fig. 62C)。これらの結果より、FA-M--CyD はヒトメラノーマに対して、抗腫

瘍効果を有することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 62.  Effects of Intavenous Injection of M--CyDs on Tumor Volume (A, B) 

and Body Weight (C) in BALB/c Nude Rag-2/Jak3 KO Mice Bearing Ihara Cells  

M--CyDs (10 mg/kg) were administered by the single intravenous injection to BALB/c 

nude Rag-2/Jak3 KO mice bearing Ihara cells. The tumor volume and body weight changes 

of the tumor-bearing mice were monitored. Each point represents the mean ± S.E. of 12 

experiments.   
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第 10 節 考察 

 

 本章では、FA-M--CyD の腫瘍選択的抗がん剤としての有用性を in vitro および in 

vivo において評価した。 

 FA-M--CyD は in vitro においてアポトーシスではなく、ATP 産生の減少および 

ROS 産生の誘導を介して、オートファジーを誘導することが示された。一般に、CyDs 

は水溶性で分子サイズが大きいため、細胞膜透過性が低く、細胞内に取り込まれにく

い。当研究室では、M--CyD が細胞形質膜表面に存在するリピッドラフトのコレス

テロールと相互作用することにより、アポトーシスを誘導することを明らかにした。

115) しかしながら、FA-M--CyD は、M--CyD に葉酸を修飾したことにより、FR- を

介した細胞内への取り込まれるため、M--CyD とは異なる機構で細胞死を誘導した

ものと考えられる。実際、A549 細胞 (FR- (-)) において、FA-M--CyD は 10 mM、

2 時間処理まで、細胞障害性をほとんど示さないことから、76) FA-M--CyD の抗腫瘍

活性に細胞形質膜との相互作用の関与は低いものと推察される。一方、FA-M--CyD 

は A549 細胞 (FR- (-)) および FR- ノックダウン KB 細胞においてオートファ

ジーを誘導せず (Fig. 55)、ATP 産生の減少および 細胞内 ROS の増加も認められな

かった (Figs. 52, 53)。これらの結果は、FA-M--CyD の抗腫瘍活性に FR- を介した

細胞内取り込みが重要であることを強く支持する。  

 オートファジーは、細胞質内の異常なタンパク質などをオートファゴソームと呼ば

れる脂質二重膜で取り囲み、リソソームと融合することによってアミノ酸などに分解

して再利用する生体の防御機構として働く仕組みである。オートファジー関連タンパ

ク質である p62 は、ユビキチン結合領域と LC3 結合領域を持つために、ユビキチン

化されたタンパク質をオートファゴソームへ運ぶ役割を果たすことが報告されてい

る。116, 129) また、LC3 と直接結合した後は、p62 自身も分解を受ける。オートファ

ジー不全になると p62 タンパク質の蓄積量が増加することから、p62 をモニタリン

グすることでオートファジーの進行度を判別することができる。本検討において、

FA-M--CyD は LC3-II タンパク質の発現量を上昇させただけでなく (Fig. 40)、p62 

の分解を促進していたことから (Fig. 41)、オートファゴソームの形成を促進しただけ

でなく、リソソームとの融合および分解まで完遂させていることが示唆された。また、
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Beclin-1 タンパク質の発現量が上昇していたことは、オートファジーの進行を強く支

持するものである (Fig. 42)。さらに、FA-M--CyD 処理により、ATP 産生の減少 (Fig. 

52) および 細胞内 ROS 量の増加 (Fig. 53) が認められたことから、FA-M--CyD に

よるオートファジー誘導にミトコンドリアの関与が強く示唆された。Ziolkowski らは、

M--CyD がラット肝臓から回収したミトコンドリアのリピッドラフトからコレステ

ロールを漏出し、その形態を変化させ、エネルギー代謝を抑制することを報告した。

130) このことから、FR- を介して CLIC/GEEC エンドサイトーシスにより細胞内に

取り込まれた FA-M--CyD は、エンドソームを脱出後、その一部がミトコンドリア

に局在し (Fig. 47)、リピッドラフトからコレステロールを漏出させることによりエネ

ルギー代謝の抑制に至ったものと推察される。一般に、分子量 5,000 以下の物質はミ

トコンドリア外膜を容易に透過できるため、分子量が約 1,700 の FA-M--CyD は外

膜を透過して、ミトコンドリア内膜まで移行可能と考えられる。また、ミトコンドリ

ア内膜には葉酸トランスポーター  (MFT) が発現していることから、 124, 125) 

FA-M--CyD が MFT を介してミトコンドリア内膜に取り込まれ、その内膜のリピッ

ドラフトからコレステロールを漏出させた可能性が考えられる。データには示さない

が、siRNA で MFT をノックダウンした KB 細胞を FA-M--CyD で処理してもオー

トファゴソームの形成が誘導されないことを見出している。さらに、アダマンタンで

FA-M--CyD の空洞を閉鎖した状態では、KB 細胞を処理にオートファジーが誘導さ

れないことを明らかにしている。つまり、FA-M--CyD のマイトファジー誘導には、

葉酸修飾による MFT の認識および CyD 空洞によるミトコンドリア内膜のリピッ

ドラフトとの相互作用が必要であると推察される。今後、FA-M--CyD がミトコンド

リア膜上のMFT を介して取り込まれるか否かを明らかにし、ミトコンドリア内膜の

脂質成分との相互作用について詳細に検討する必要がある。 

 オートファジーの種類は、主にマクロオートファジー、ミクロオートファジー、シ

ャペロン介在性オートファジーの 3 種類に大別され、FA-M--CyD はオートファゴ

ソームの形成を伴うことから、マクロオートファジーを誘導するものと考えられる。

さらに、マクロオートファジーの中には、機能不全に陥ったミトコンドリアを選択的

に分解するマイトファジーや、細胞内に侵入した菌を選択的に分解するゼノファジー
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なども存在する。FA-M--CyD は、ミトコンドリアと共局在し、細胞内の ATP 産生

の減少や ROS 産生の誘導など、ミトコンドリアの機能に影響を与えることが示唆さ

れた (Figs. 47, 52, 53)。これらの結果は、FA-M--CyD の細胞死誘導機構にマイトフ

ァジーの関与を示唆するものである。一方、大変興味深いことに、FA-M--CyD は単

離ミトコンドリアの膜電位を上昇させること (過分極) が明らかとなった (Fig. 49)。

一般に、マイトファジーはミトコンドリアの膜電位が低下すること (脱分極) により、

PINK1 のミトコンドリア内膜への移行が抑制されるために、その分解が滞り、新た

に集積した Parkin によってタンパク質のユビキチン化を生じて、隔離膜にトラップ

される。131) したがって、FA-M--CyD によるマイトファジー誘導は、これまでの報

告にはない新たなメカニズムであると考えられる。今後、ミトコンドリア膜上で膜電

位の調節や ATP 産生に関与する electron transport chain (ETC)132) などのタンパク質

群に及ぼす FA-M--CyD の影響を明らかにする必要がある。 

 正常細胞として用いた Hepatocyte (FR- (-)) に対する FA-M--CyD の殺細胞効果

は、KB 細胞 (FR- (+)) と比較して低く、安全性に優れることが示唆された。過去の

検討より、 FA-M--CyD は、A549 細胞 (FR- (-)) において優れたコレステロール

漏出能を示したものの、殺細胞効果はほとんど示さなかった。77) このことから、

FA-M--CyD の殺細胞効果は、FR- 高発現がん細胞選択的であり、その効果に細胞

形質膜との相互作用の寄与は少ないものと推定される。緒言でも述べたように、FR- 

の発現量は、がんのステージが進行するにつれて著しく上昇することが知られている

が、腎臓では FR- の発現が高い正常細胞の存在が報告されている。24) したがって、

腎臓に対する FA-M--CyD の障害性は慎重に評価する必要がある。重要なことに、

FA-M--CyD をマウス静脈内に投与後 24 時間における BUN や CRE の値に大き

な変化がなかったことから、本実験条件下、腎臓に対する安全性は比較的高いものと

考えられる  (Table 5)。腎臓の細胞は  FR-を高発現しているにも関わらず、

FA-M--CyD の障害性が低かったのは、がん細胞と正常細胞でミトコンドリア機能障

害に対する感受性が異なったものと推察される。今後、がん細胞と正常な腎細胞に対

する FA-M--CyD の作用について、詳細に検討する必要がある。 

 メチル化 -CyD により誘導される細胞死は、CyDs が細胞外から形質膜へ作用す
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る場合と細胞内からオルガネラへ作用する場合では大きく異なるものと考えられる。

本論文第 1 章において、DM--CyD は細胞外より形質膜上のリピッドラフトからコ

レステロールを漏出させて、リピッドラフト直下に存在する PI3K-Akt 経路を抑制し、

ミトコンドリア介在性のアポトーシスを誘導することを明らかにした。通常、メチル

化 -CyDs は分子量が約 1,000 以上であるために、細胞内には取り込まれにくい。

しかしながら、FA-M--CyD のように、FR- のリガンドである葉酸を修飾すること

により、CyDs をがん細胞内に導入することが可能となる。さらに、FA-M--CyD は

細胞内でミトコンドリア機能障害を惹起し、マイトファジーを誘導した。これまで、

CyDs を積極的に細胞内へ導入し、細胞死誘導機構を検討した報告はほとんど存在せ

ず、本論文の意義は大きい。一方、葉酸以外のリガンドを修飾して M--CyD を細胞

内へ導入した場合、どのような細胞死や細胞内イベントが誘導されるのか非常に興味

深い。 

FR- 高発現がん細胞である KB 細胞を異種移植した担がんヌードマウスにおい

て、FA-M--CyD は優れた抗腫瘍活性を示した (Fig. 61)。このことから、FA-M--CyD 

はヒトのがん細胞においても抗腫瘍効果を発揮できることが示唆された。また、その

効果は DOX および M--CyD 投与群と比較して FA-M--CyD の方が優れていた。

腫瘍深部に抗がん剤を到達させるためには、抗がん剤キャリアとの複合体の粒子径が 

30 nm 以下であることが好ましいとされる。133) 過去の検討より、動的光散乱法によ

り測定した FA-M--CyD の粒子径はわずか数ナノメートルと非常に小さく、溶液中

で粒子を形成しにくいものと推察されるため、FA-M--CyD は静脈内投与後、腫瘍組

織の深部まで到達できたものと推察される。データには示さないが、FA-M--CyD を

静脈内投与後の血中半減期は約 2.5 分と短く、血中滞留性が低いかった。これは、

FA-M--CyD の分子量が約 1,700 程度であり、水溶性が高いために速やかに腎排泄さ

れたためと推察される。一方、静脈内に投与 3 時間後において、FA-M--CyD は肝

臓、心臓、腎臓、脾臓、肺よりも腫瘍に最も集積した (data not shown)。これは、

FA-M--CyD が腫瘍細胞表面の FR- を効率よく認識したためと推定される。 

 KB 細胞異種移植した担がんマウスにおいて、FA-M--CyD 処理群は投与後 2 週

目以降から腫瘍体積の減少が認められた (Fig. 61)。その理由として、本検討で用いた 
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BALB/c nu/nu マウスは胸腺および T 細胞が欠損した免疫不全マウスであるが、他の

免疫担当細胞である NK 細胞およびマクロファージの活性化が影響している可能性

が考えられる。近年、がん治療を考える上で、がん細胞のみならず、がんの微小環境

を構成する間質細胞にも注目が集まっている。その中でも腫瘍関連マクロファージ 

(Tumor-associated Macrophage : TAM) は、腫瘍の微小環境の形成に働いているマクロ

ファージで、腫瘍の増殖、維持、浸潤に深く関わっている。134) 特に、TAM には M1 

型と M2 型 があり、M2 型の TAM の量が多い程、予後不良といわれている。135, 136) 

ここで、M2 型の TAM には FR- が高発現していることが報告されていることから、

137) FA-M--CyD は腫瘍細胞だけでなく、TAM に対しても殺細胞効果を発揮し、上述

のような抗腫瘍効果を示したものと推察される。今後、FA-M--CyD の免疫賦活効果

に関して、詳細に検討する必要がある。 

一方、がん組織の中にわずかに存在するがん幹細胞は、自己複製能や多分化能、治

療抵抗性を有し、がんの転移・再発の原因となることが知られている。臨床的に重要

ながん幹細胞は、細胞周期が静止状態にあるため、細胞分裂を標的とする既存の抗が

ん剤に抵抗性を有する。重要なことに、がん幹細胞も FR- が高発現することが報告

されており、138) FA-M--CyD の標的となりうる。また、FA-M--CyD の殺細胞効果

は細胞周期に依存せず、マイトファジーを介するために、抗がん剤耐性の問題も克服

できる可能性がある。今後、がん幹細胞に対する FA-M--CyD の影響も評価する必

要がある。 

 以上、本研究で得られた知見をもとに、FA-M--CyD の抗腫瘍活性誘導機構の推定

図を Fig. 63 に示す。FA-M--CyD は、細胞形質膜上の FR- を介して CLIC/GEEC 

経路によりがん細胞内に取り込まれた後、エンドソーム (GEEC) から脱出し、細胞質

中に拡散後、その一部がミトコンドリアと相互作用するものと推察される。その結果、

ミトコンドリア膜電位の上昇および ATP 産生量の低下を引き起こし、ミトコンドリ

アへのストレスにより、ROS の産生が誘導される。これらのミトコンドリアの機能

障害により、PINK1 の発現上昇が契機となって、マイトファジーが誘導されたものと

推察される。 
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Fig. 63.  Proposed Mechanism of Antitumor Activity of FA-M--CyD 
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第 11節 小括 

 

 本章では、FA-M--CyD のがん細胞選択的抗腫瘍効果の機構について検討した。以

下に得られた知見を要約する。 

 

 

1) FA-M--CyD は、FBP と 8.56 x 10-7 M と著しく低い解離定数を示したことから、

FR- と強く相互作用することが示唆された。一方、M--CyD は FBP とほとん

ど相互作用しなかった。 

 

2) FA-M--CyD は、スフェロイド KB 細胞 (FR- (+)) において、優れた殺細胞効果

を有することが示唆された。 

 

3) FA-M--CyD は、DNA の断片化および caspase-3 の発現を誘導しなかったことか

ら、アポトーシス非依存的経路を介して細胞死を誘導することが示唆された。 

 

4) FA-M--CyD の殺細胞効果は、オートファジー阻害剤である  3-MA および 

LY294002 の添加により減弱したことから、オートファジーを介することが示唆

された。 

 

5) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、LC3-II および Beclin-1 の発現

を増大させ、p62 の発現を減少させたことから、オートファジーを介した細胞死

を誘導することが示唆された。一方、A549 細胞 (FR- (-)) および FR- ノック

ダウン KB 細胞において、オートファジーの誘導は認められなかった。 

 

6) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、Atg7 の発現を増大しなかった。 

 

7) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、PINK1 の発現を誘導し、マイト

ファジーを誘導することが示唆された。 

 

8) FA-M--CyD は、ミトコンドリアの膜電位を上昇させ、ATP 産生の低下および 

ROS 産生の増大を誘導することが示唆された。一方、A549 細胞 (FR- (-)) や 
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FR- ノックダウン KB 細胞において、それらのミトコンドリアの機能に変化は

認められなかった。 

 

9) FA-M--CyD のマイトファジー誘導は、ROS の産生を介することが示唆された。 

 

10) ヒト肝細胞由来株化細胞  Hepatocyte (FR- (-)) において、FA-M--CyD は 

M--CyD と比較して、細胞障害性が低いことから、正常細胞に対して安全性に優

れる可能性が示唆された。 

 

11) KB 細胞 (FR- (+)) および Ihara 細胞 (FR- (+)) を皮下に異種移植した担がん

ヌードマウスに、FA-M--CyD を静脈内に単回投与したところ、DOX 単独や 

M--CyD よりも優れた抗腫瘍効果を示した。 

 

12) KB 細胞 (FR- (+)) を皮下に異種移植した担がんヌードマウスに、FA-M--CyD 

を静脈内に単回投与したところ、血液生化学的パラメータはほとんど変化しなか

ったことから、FA-M--CyD は in vivo において安全性に優れることが示唆され

た。 

 

 

 以上述べたように、FA-M--CyD は、FR- を介して細胞内に取り込まれ、マイト

ファジーを介した細胞死を誘導することが示唆された。また、その細胞死誘導にミト

コンドリアの機能障害の関与が示唆された。これらの知見は、FA や M--CyD を用

いたがん細胞選択的な抗がん剤の構築に際し、有用な基礎的資料になるものと考えら

れる。 
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総 括 

 

本研究では、抗がん剤としての応用が期待されるメチル化 -CyDs の殺細胞効果と

その細胞死誘導機構について検討をおこなった。第 1章では、M--CyDs のアポトー

シス誘導機構について検討した。第 2章では、FA-M--CyD の FR- 高発現がん細胞

選択的な抗腫瘍効果誘導機構について検討した。以下に本研究で得られた知見を総括

する。 

 

 

【第 1章】 

1) NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞に対する CyDs の細胞障害性を評価した

ところ、高濃度のメチル化 CyDs 処理により細胞死が誘導され、ヒドロキシプロ

ピル化 CyDs 処理では細胞死は誘導されなかった。 

 

2) NR8383 細胞、A549 細胞、Jurkat 細胞を DM--CyD および TM--CyD で処理

すると、染色体 DNA が G0 あるいは G1 期の細胞より少ない細胞が検出され、

さらに DNA 断片化に伴う DNA ladder が検出された。また、高濃度の M--CyD 

処理では DNA 含量の低下した細胞が増加した。一方、DM--CyD は、細胞死を

誘導したが、細胞の DNA 含量の低下や核の断片化は見られなかった。HP--CyD 

および HP--CyD は細胞障害性を示さなかったため、DNA 含量の低下、核の断

片化も誘導しなかった。 

 

3) 蛍光顕微鏡を用いた形態学的変化の観察から、DM--CyD および TM--CyD 処

理した NR8383 細胞においてクロマチンの凝縮が認められた。 

 

4) M--CyD, DM--CyD および TM--CyD で処理した NR8383 細胞において、PS 

が細胞膜外層へ露出した細胞の割合が増加した。 

 

5) 臨界ミセル濃度以上の非イオン性界面活性剤で処理した NR8383 細胞において、

細胞の DNA 含量の低下、核の断片化が観察され、細胞膜成分の可溶化とアポト

ーシスの関連性が示唆された。 

 

6) NR8383 細胞からの膜成分漏出に対する CyDs の影響を検討したところ、コレス

テロールの漏出は DM--CyD 処理では観察されず、-CyDs 添加系で観察され、

その効果は HP--CyD ＜ M--CyD ＜ TM--CyD ＜ DM--CyD の順に増大し
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た。総リン脂質量の漏出に関しては、M--CyDTM--CyD およびHP--CyD 処

理系はコントロールと同程度であったが、DM--CyD および DM--CyD 処理に

おいて有意な総リン脂質の漏出が認められた。外来のコレステロール添加により 

DM--CyD 誘導アポトーシスが有意に抑制された。これらの結果から、DM--CyD 

誘導アポトーシスへのコレステロール漏出が関与するものと推察された。 

 

7) NR8383 細胞において、DM--CyD 誘導アポトーシスに対する PI3K 阻害剤の影

響は、低濃度の DM--CyD でのみ認められ、p38 MAP kinase 阻害剤の影響は認

められなかった。DM--CyD 処理した NR8383 細胞では Akt およびリン酸化 

Akt の消失が観察され、Akt の消失は処理時間依存的であった。さらに 

DM--CyD は Bad リン酸化の抑制を誘導した。これらの結果から、DM--CyD は 

PI3K-Akt 経路による細胞生存シグナルを阻害していることが推察された。 

 

8) Wild type マクロファージと p53 欠損マクロファージを比較して DM--CyD 処

理によるアポトーシス誘導に有意差は認められなかったことから、p53 の寄与は

小さいものと推察された。 

 

9) DM--CyD 処理した NR8383 細胞において、m の低下や cytochrome c のミ

トコンドリアからの放出が誘導されたため、DM--CyD 誘導アポトーシスはミト

コンドリア依存的な経路であると推察された。 

 

10) DM--CyD 処理した NR8383 細胞において pro-caspase-3 のバンドの減少と活

性型 caspase-3 のバンドが検出され、さらに caspase-3 の基質である actin の処

理時間依存的な分解が観察された。このことから、DM--CyD 処理により 

caspase-3 の活性化が誘導されるものと推察された。 

 

 

【第 2章】 

1) FA-M--CyD は、FBP と 8.56 x 10-7 M と著しく低い解離定数を示したことから、

FR- と強く相互作用することが示唆された。一方、M--CyD は FBP とほとん

ど相互作用しなかった。 

 

2) FA-M--CyD は、スフェロイド KB 細胞 (FR- (+)) において、優れた殺細胞効果

を有することが示唆された。 
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3) FA-M--CyD は、DNA の断片化および caspase-3 の発現を誘導しなかったことか

ら、アポトーシス非依存的経路を介して細胞死を誘導することが示唆された。 

 

4) FA-M--CyD の殺細胞効果は、オートファジー阻害剤である  3-MA および 

LY294002 の添加により減弱したことから、オートファジーを介することが示唆

された。 

 

5) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、LC3-II および Beclin-1 の発現

を増大させ、p62 の発現を減少させたことから、オートファジーを介した細胞死

を誘導することが示唆された。一方、A549 細胞 (FR- (-)) および FR- ノック

ダウン KB 細胞において、オートファジーの誘導は認められなかった。 

 

6) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、Atg7 の発現を増大しなかった。 

 

7) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において、PINK1 の発現を誘導し、マイト

ファジーを誘導することが示唆された。 

 

8) FA-M--CyD は、ミトコンドリアの膜電位を上昇させ、ATP 産生の低下および 

ROS 産生の増大を誘導することが示唆された。一方、A549 細胞 (FR- (-)) や 

FR- ノックダウン KB 細胞において、それらのミトコンドリアの機能に変化は

認められなかった。 

 

9) FA-M--CyD のマイトファジー誘導は、ROS の産生を介することが示唆された。 

 

10) ヒト肝細胞由来株化細胞  Hepatocyte (FR- (-)) において、FA-M--CyD は 

M--CyD と比較して、細胞障害性が低いことから、正常細胞に対して安全性に優

れる可能性が示唆された。 

 

11) KB 細胞 (FR- (+)) および Ihara 細胞 (FR- (+)) を皮下に異種移植した担がん

ヌードマウスに、FA-M--CyD を静脈内に単回投与したところ、DOX 単独や 

M--CyD よりも優れた抗腫瘍効果を示した。 
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12) KB 細胞 (FR- (+)) を皮下に異種移植した担がんヌードマウスに、FA-M--CyD 

を静脈内に単回投与したところ、血液生化学的パラメータはほとんど変化しなか

ったことから、FA-M--CyD は in vivo において安全性に優れることが示唆され

た。 

 

 

以上述べたように、メチル化 -CyDs は高濃度で各種細胞にアポトーシスを誘導す

ることが明らかとなった。DM--CyD によるアポトーシスの誘導機構は、DM--CyD 

が細胞膜から膜脂質成分であるコレステロールを漏出させ、生存シグナルとして機能

している PI3K-Akt-Bad 経路の活性化を阻害し、ミトコンドリア依存的な経路を介し

た caspase-3 の活性化に起因するものと考えられる。一方、FA-M--CyD は、FR- を

介して細胞内に取り込まれ、マイトファジーを介した細胞死を誘導することが示唆さ

れた。また、その細胞死誘導にミトコンドリアの機能障害の関与が示唆された。これ

らの知見は、M--CyD の殺細胞効果誘導機構が、がん細胞に取り込まれるか否かに

よって、異なる可能性を示唆する。これらの知見は、FA や M--CyD を用いたがん

細胞選択的な抗がん剤の構築に際し、有用な基礎的資料になるものと考えられる。 
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実 験 の 部 

 

1. 試料、器具および溶媒等 

 

-CyD       日本食品化工 

-CyD       日本食品化工 

-CyD       日本食品化工 

DM--CyD (DS 14)     日本食品化工 

HP--CyD (DS 4.1)     日本食品化工 

HP--CyD (DS 4.8)     資生堂 

M--CyD (DS 12.6)      純正化学 

TM--CyD (DS 21)     和光純薬工業 

SBE7--CyD      CyDex、提供品 

p-トルエンスルホニルクロライド   ナカライテスク 

水酸化ナトリウム     ナカライテスク 

25% アンモニア水     和光純薬工業 

2-Chloro-2,6-dimethoxy-1,3,5-triazin   関東化学 

THF (no stabilizer)      和光純薬工業 

N-Methylmorpholine     和光純薬工業 

葉酸 (FA)       ナカライテスク 

ジメチルスルホキシド (DMSO)    和光純薬工業 

ドキソルビシン (DOX)     メルシャン 

スペクトラ/ポア     FED 

F-12K nutrient mixture     GIBCO 

RPMI 1640 medium (FA-free)     GIBCO 

RPMI 1640 medium (FA-containing)    日水製薬 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)   日水製薬 

7% 炭酸水素ナトリウム注射液    大塚製薬 

L-グルタミン      Sigma Chemical 

HEPES       和光純薬工業 

2-Mercaptoethanol (2-ME)     Sigma 

注射用硫酸ストレプトマイシン (力価：1 g)   明治製菓 

注射用ペニシリンカリウム (20 万単位)   明治製菓 

Fetal bovine serum (FBS)     ニチレイ 

トリプシン 250      Difco Laboratories 

グルコース      ナカライテスク 

Rhodamine 123      Molecular Probes 

Propidium iodide (PI)     Molecular Probes 

Polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20)  ナカライテスク 
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Polyoxyethylene sorbitan monopalmitate (Tween 40) ナカライテスク 

Polyoxyethylene sorbitan monooleate (Tween 80)  ナカライテスク 

Triton X-100      ナカライテスク 

Cremophor EL      Sigma 

LY 294002      Sigma 

SB 203580      Sigma 

Hoechst 33342      Sigma 

ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油 (HCO60)  日光ケミカルズ 

100 bp DNA ladder marker    Invitrogen 

ブロックエース     大日本製薬 

Skim milk      和光純薬工業 

Cell Counting Kit (WST-1)     同仁化学 

コレステロール E-テストワコー®   和光純薬工業 

Cyto-ID® Autophagy Detection Kit    Enzo Life Science 

Caspase-GloTM 3/7 Assay     Promega 

『細胞の』 ATP 測定試薬 TM    東洋インク 

Total ROS detection kit      Enzo Life Science 

Tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)   フナコシ 

LysoTracker® Green      Invitrogen 

MitoTracker® Green     Invitrogen 

LY294002       Promega 

3-Methyladenine      Sigma 

LipofectamineTM2000 Reagent     Invitrogen 

siGL3       北海道システムサイエンス 

siFR- (sc39969)      Santa Cruz Biotechnology 

Agarose S      ニッポンジーン 

D-マンニトール     ナカライテスク 

TacsTM AnnexinⅤ-FITC Apoptosis Detection Kits  R&D Systems 

ECL Western blotting analysis system   Amersham Biosciences 

BCA
TM

 Protein Assay Kit     Pierce 

リン脂質 C-テストワコー®    和光純薬工業 

PremoTM Autophagy Sensor GFP-p62 Kit    Life technologies 

Human mtDNA Monitoring Primer Set®    タカラバイオ 

Mouse anti-cytochrome c antibody (7H8.2C12)  BD PharmMingen 

Mouse anti-cytochrome oxidase subunit Ⅳ antibody Molecular Probes 

Rabbit anti-caspase-3 antibody    Santa Cruz Biotechnology 

Mouse anti-Bad antibody     Santa Cruz Biotechnology 

Rabbit anti-phospho-Bad antibody    Santa Cruz Biotechnology 

Rabbit anti-actin antibody     Santa Cruz Biotechnology 

Rabbit anti-Akt antibody     Cell Signaling 



113 

 

Mouse anti-phospho-Akt monoclonal antibody  Cell Signaling 

Anti-mouse IgG antibody     EY Laboratories 

HRP-anti-rabbit IgG antibody    Cappel 

Anti-LC3       NOVUS Biologicals 

Anti-Caspase-3       Santa Cruz Biotechnology 

Anti-Beclin-1       Cell Signaling Technology 

Anti-Atg7      コスモバイオ 

Anti--actin       Santa Cruz Biotechnology 

 

上記以外の試薬類は市販特級品を用いた。細胞培養関連実験用の溶媒としての水は

ミリ Q 水 (ミリ Q 超純水製造装置 (ミリポア) により製造した比抵抗値  18.3 

M・cm 以上の純水) を使用し、それ以外はイオン交換精製水を 2 回蒸留して用い

た。また、Hanks’ balanced salt solution (HBSS) および phosphate-buffered saline (PBS) は 

pH 7.4 のものを使用した。 

 

2. 動物 

BALB/c nu/nu マウス      日本 SLC 

 

3. 使用機器類    メーカー  型式 

 

電子天秤    IKA Works   ER-180A 

pH メーター    HORIBA   F-12 

減圧乾燥器    アズワン  AVO-250ON 

凍結乾燥器    ヤマト科学  NEOCOOL 

差動型示差熱天秤   リガク   TG-DTA DTA8120 

マイクロプレートリーダー  Bio-Rad   Model 550 

CO2 インキュベーター   ASTEC   APC-38 

クリーンベンチ   日立   CCV 

冷却遠心機    クボタ   1720 

NMR 測定装置    日本電子  JNM--500 

FAB MS 測定装置   日本電子  JMS-DX 303 

ゲル泳動槽    コスモバイオ  Mupid-21 

蛍光顕微鏡    KEYENCE   Biozero BZ-9000 

生化学自動分析装置   日本電子  JCA-BM2250 

トランスイルミネーター   FUJIFILM  Image Reader 

FLA-9000 

振とう機    HORIBA   LA-100 

蛍光マイクロプレートリーダー TECAN   Infinite M1000 

分子間相互作用解析装置  AS ONE   Single-Q 
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共焦点レーザー走査顕微鏡  オリンパス  FLUOVIEW FV300BX 

LAS     富士フィルム  LAS-1000 

Microplate spectrophotometer   BioTek    Epoch 

 

 

Primer 配列 

 

Human FR- 

  Forward primer: 5’-CATGGCTGCAGCATAGAACCTCGC-3’ 

  Reverse primer: 5’-GTAGTAGGGGAGGCTCAGACAAGG-3’ 

 

Human -actin 

  Forward primer: 5’-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’ 

  Reverse primer: 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 

 

 

4. 各種細胞の培養 

(1) NR8383 細胞の培養: NR8383 細胞 8 x 105 cells を 15% (v/v) FBS 含有 F-12K 培

地 (L-グルタミン 300 mg/L、7% 炭酸水素ナトリウム注射液 2,000 mg/L、ペニシリン 

1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 0.1 g/L) 10 mL に懸濁し、プラスティックディッシ

ュ (100 mm) に播種して、37ºC、5% CO2 濃度下で培養した。 

 

(2) RAW264.7 細胞および Jurkat 細胞の培養: RAW264.7 細胞および Jurkat 細胞 8 

x 105 cells を 10% (v/v) FBS 含有 RPMI-1640 培地 (L-グルタミン 300 mg/L、7% 炭酸

水素ナトリウム注射液 2,000 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 0.1 

g/L) 10 mL に懸濁し、プラスティックディッシュ (100 mm) に播種して、37ºC、5% 

CO2 濃度下で培養した。 

 

(3) マウス腹腔マクロファージの調製：Wild type および p53-/- C57/BL6 マウス (8～9 

週齢) に 3% チオグリコレート 1 mL を腹腔内投与した。4 日後、頚椎脱臼したマウ

スの腹腔を 1% ヘパリン, 4 × 105 U/Lペニシリン, 0.2 mg/mL ストレプトマイシンを

含む氷冷した HBSS 5 mL で 2 回洗浄後、トリス塩化アンモニウム緩衝液 (140 mM 

NH4Cl, 17 mM Tris, pH 7.2) 10 mL で赤血球を溶血除去し、腹腔滲出細胞を得た。10% 

FBS 含有 RPMI-1640 培地で 2 回洗浄後、同培地に 5 x 105 cells/mL の濃度に懸濁し、

wild type および p53-/- マウス腹腔マクロファージとして使用した。 
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(4) KB 細胞の培養: ヒト口腔がん細胞由来の株化細胞である KB 細胞 8 x 105 cells

を 10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地 (L-グルタミン 300 mg/L、7% 炭酸

水素ナトリウム注射液 2,000 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 0.1 

g/L) 10 mL に懸濁し、プラスティックディッシュ (100 mm) に播種して、37ºC、5% 

CO2 濃度下で培養した。セミコンフルエントに達した細胞を RPMI 1640 (FA-free) 培

地によりディッシュから剥離し、3,000 rpm (885 x g) で 3 分間遠心分離後、上清を取

り除き、得られたペレットを 10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地に 1 x 105 

cells/mL の密度で分散した。 

 

(5) A549 細胞の培養: ヒト肺上皮がん細胞由来の株化細胞である A549 細胞 8 x 105 

cells を 10% (v/v) FBS 含有 low-グルコース DMEM 培地 (L-グルタミン 590 mg/L、

7% 炭酸水素ナトリウム注射液 1,600 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイ

シン 0.1 g/L) 10 mL に懸濁し、100 mm culture dish に播種して、37ºC、5% CO2 濃度

下で培養した。セミコンフルエントに達した細胞をトリプシン-EDTA 法によりディ

ッシュから剥離し、3,000 rpm (885 x g) で 3 分間遠心分離後、上清を取り除き、得ら

れたペレットを 10% (v/v) FBS 含有 low-グルコース DMEM 培地に 1 x 105 cells/mL 

の密度で分散した。 

 

(6) Hepatocyteの培養: ヒト肝細胞由来の株化細胞である Hepatocyte (8 x 105 cells) を 

10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 培地 (L-グルタミン 300 mg/L、7% 炭酸水素ナトリウ

ム注射液 2,000 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 0.1 g/L) 10 mL に

懸濁し、100 mm culture dish に播種して、37ºC、5% CO2 濃度下で培養した。セミコ

ンフルエントに達した細胞をトリプシン-EDTA 法によりディッシュから剥離し、

1500 rpm で 5 分間遠心分離後、上清を取り除き、得られたペレットを 10% (v/v)  

FBS 含有 RPMI 1640 培地に 1 x 105 cells/mL の密度で分散した。 

 

5. CyDs の細胞障害性の測定 

細胞 (5 x 104 cells) を 96 well culture plate に播種した後、種々の濃度の CyDs 含有培

地で処理した。HBSS 100 mL で 3 回洗浄後、HBSS 100 mL および WST-1 溶液 10 mL 

を添加し、37℃、1 時間インキュベート処理後、マイクロプレートリーダーにてサン

プル 405 nm、リファレンス 630 nm の吸光度を測定した。また、Tween 20 (1％) 含
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有 HBBS および CyDs 非添加系の吸光度をそれぞれ生存率 0% および 100% とし

て、CyDs の細胞生存率を計算した。 

 

6. フローサイトメトリーによる DNA 含量の測定 

 細胞 (4 x 105 cells) を 24 well culture plate に播種した後、種々の濃度の CyDs 含有

培地で一定時間処理した。PBS で洗浄後、100 mL の冷 70% エタノール中に懸濁さ

せ、4℃ で 3 時間固定し透過処理を行った。遠心操作により上清を除去後、PBS に

懸濁させ、室温で 30 分間インキュベートし、アポトーシス過程で生じた DNA 断片

を漏出させた。RNase A 溶液 (100 mg/mL) を加え、37℃, 30 分間インキュベートし 

RNA を分解除去した。遠心操作により上清を除去後、100 mL の PI 溶液 (20 mg/mL) 

に懸濁させ、氷上で 20 分間染色後、フローサイトメトリーにより細胞の蛍光強度を

測定した。 

 

7. アガロースゲル電気泳動による DNA ladder の検出 

 細胞 (1 x 106 cells) を 35 mm tissue culture dish に播種した後、種々の濃度の CyDs 

含有培地で一定時間処理した。PBS で洗浄後、lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 

mM EDTA・4Na, 0.5% Triton X-100) 中に懸濁し、細胞を溶解させた。RNase A を最終

濃度が 400 mg/mL となるように加え、37℃ で 30 分間インキュベートした後、さら

に proteinase K を最終濃度が 400 mg/mL となるように加え、50℃ で 1 時間インキ

ュベートした。得られた細胞溶解液を ethidium bromide (0.1 mg/mL) を含む 2% アガ

ロースゲルを用いて電気泳動した。DNA のバンドは、トランスイルミネーターによ

り検出した。 

 

8. 蛍光顕微鏡による観察 

 NR8383 細胞 (1 x 106 cells) を glass base dish に播種した後、5 mM の CyDs 含有

培地で 24 時間処理した。PBS で洗浄した後、4% グルタルアルデヒドで 40 分間固

定し、PBS で 3 回洗浄した。10 mg/mL Hoechst 33342 含有 PBS を 1 mL 加え、37℃ 

で 10 分間インキュベートし、PBS で 3 回洗浄後、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

9. 細胞膜構造変化の解析 

 PS の細胞膜外層への露出を TacsTM AnnexinⅤ-FITC Apoptosis Detection Kits を用い

て検出した。細胞 (1 x 106 cells) を 35 mm tissue culture dish に播種した後、CyDs 含
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有培地で一定時間処理した。PBS で洗浄後、AnnexinⅤ-FITC および PI で染色し、

フローサイトメトリーにより細胞の蛍光強度を測定した。 

 

10. 総リン脂質の漏出 

NR8383 細胞 (1 x 106 cells) を 35 mm tissue culture dish に播種した後、HBSS で 2 

回洗浄し、CyDs 含有 HBSS で 1 時間処理した。上清液を遠心分離 (10,000 rpm, 10 

min) し、上清 0.5 mL をリン脂質 C-テストワコー発色試液 0.5 mL と混合して発色

後、分光光度計で 600 nm の吸光度を測定し、総リン脂質量を算出した。 

 

11. コレステロールの漏出 

NR8383 細胞 (1 x 106 cells) を 35 mm tissue culture dish に播種した後、HBSS で 2 

回洗浄し、CyDs 含有 HBSS で 1 時間処理した。上清液を遠心分離 (10,000 rpm, 10 

min) し、上清 0.5 mL にクロロホルム/メタノール混液 (15/2) 1 mL を添加し 10 分

間振盪した。 下層 0.8 mL を蒸発乾固後、蒸留水 20 mL を添加し、さらにコレステ

ロール E-テストワコー発色試液 0.5 mL と混合して発色後、分光光度計で 600 nm 

の吸光度を測定し、コレステロール量を算出した。 

 

12. Cholesterol-loading DM--CyD 溶液の調製 

5 mM DM--CyD 含有培地 1 mL にコレステロール粉末 (20 mg) を加え 24 時間

振盪した。その溶液を遠心分離後 (2,000 rpm, 5 min)、上清をフィルター (Advantec 製

DISMIC-3CP) でろ過し、cholesterol-loading DM--CyD 溶液を得た。 

 

13. ミトコンドリア膜電位の (m) の測定 

ミトコンドリア膜電位 (m) は rhodamine 123 を用いて測定した。脂溶性カチオ

ンである rhodamine 123 は電位差に応じてミトコンドリアに取り込まれるため、取り

込み量を測定することによって膜電位を間接的に測定することができる。97) CyDs 

含有培地で処理した NR 8383 細胞  (1 x 106 cells) を PBS で洗浄後、rhodamine 123 

(10 mM) 含有 PBS に懸濁し、37℃、15 分間インキュベートし、PBS で洗浄後、フ

ローサイトメトリーにより蛍光強度を測定し、m を評価した。 

 

14. ミトコンドリア画分の調製 

Yang らの方法 139) に従って、ミトコンドリア画分を調製した。NR8383 細胞 (5 x 
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106 cells) を 60 mm tissue culture dish に播種後、CyDs 含有培地で処理し、PBS で洗

浄後、extruction buffer (20 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM 

EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 73 mM pepstatin A, 0.1 mM leupeptin, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 250 mM sucrose) 中に懸濁し 30 分間氷冷後、Dounce 型

ホモジナイザーを用いてホモジナイズ (10 strokes) し、ホモジネートを得た。ホモジ

ネートを遠心分離 (3,000 rpm, 10 min) し、得られた上清をさらに遠心分離 (10,000 

rpm, 15 min) して得られた沈殿をミトコンドリア画分のサンプルとして実験に使用し

た。 

 

15. QCM : Single-Q にて、37ºC、480 rpm で測定した。反応槽に 0.02 M リン酸カリ

ウム、0.15 M 塩化ナトリウム (pH 7.2) 500 mL を添加し、FBP をオートインジェクシ

ョン機能を用いてセンサーチップに固定化した後、同バッファーに溶解した 

FA-M--CyD 1 mg/mL を 2 mL オートインジェクションにて添加し、反応させた。結

合曲線および解離定数は Q-UP ソフトを用いて解析した。 

 

16. Western blot 分析 

(1) 試料の調製①：NR8383 細胞 (5 x 106 cells) を 60 mm tissue culture dish に播種後、

CyDs 含有培地で各時間処理した後、溶液中および付着している細胞を全て回収し、

PBS で洗浄後、Lysis buffer (20 mM Tris (pH 7.5), 1% NP-40, 1% SDS, 150 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 1 mM DTT, 73 mM pepstatin A, 0.1 mM leupeptin, 1 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride) を 500 mL 添加し、4℃ で 1 時間インキュベートし

た。遠心分離 (16,000 rpm, 10 min) 後、上清を分取し、lysate とした。  

 

試料の調製②: KB 細胞を 35 mm tissue culture dish に 5 x 105 cells/dish になるよう

に播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地で 2 回洗

浄した後、5 mM M--CyDs 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時

間処理した。その後、PBS 1 mL で 2 回洗浄後、Lysis buffer を 200 mL 添加し、4ºC で 

1 時間インキュベートした。遠心分離 (15,000 rpm, 10 min) 後、上清を分取し、試料

とした。 

 

(2) SDS-PAGE: 試料は 6 x sample buffer を加え、98ºC で 5 分間加熱処理することに

より還元状態の泳動試料とした。20 mg/lane になるように試料を各レーンに添加し、
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電気泳動 (40 mA、30 分および 60 mA、2 時間) を行った。なお、ゲル中のアクリル

アミド濃度は 12% running gel および 4% stacking gel であり、泳動用 buffer は、0.192 

M glycine、0.1% SDS、0.125 M Tris-HCl (pH8.3) の組成のものを使用した。 

 

(3) Akt、phospho-Akt、Bad、phospho-Bad、actin の検出 

SDS-PAGE 後、ニトロセルロース膜に転写 (50 V, 3 時間) した。転写したニトロセ

ルロース膜に、ブロッキングバッファー (5% skim milk, 10 mM Tris pH 7.5, 100 mM 

NaCl, 0.1% Tween 20) を用いて、25℃ で 1 時間ブロッキングし、Akt, phospho-Akt, Bad, 

phospho-Bad および  actin を検出するためにそれぞれの一次抗体  (rabbit anti-Akt 

antibody (1：1,000), mouse anti-phospho-Akt antibody (1：500), mouse anti-Bad antibody (1：

100), rabbit anti-phospho-Bad antibody (1：200), rabbit anti-actin antibody (1：200)) を 4℃ 

で一晩作用させた。TBS-Tween 20 (0.1%) 溶液で洗浄後、TBS-Tween 20 (0.1%) 溶液で

希釈した二次抗体  (phospho-Akt, Bad；peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG 

antibody (1：2,000), Akt, phospho-Bad, actin；peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG 

antibody (1：2,000)) を 25℃ で 1 時間作用させた。 TBS-Tween 20 (0.1%) 溶液で洗

浄後、ECL Western blotting analysis system を用いてそれぞれのバンドを検出した。 

 

(4) Cytochrome c、cytocrhrome oxidase Ⅳ、caspase-3 の検出 

SDS-PAGE後、PVDF 膜に転写 (100 V, 3 時間) した。転写した PVDF 膜にブロッ

クエースを用いて、25℃で 1 時間ブロッキングし、cytochrome c, cytocrhrome oxidase Ⅳ 

および  caspase-3 を検出するためにそれぞれの一次抗体  (mouse anti-cytochrome c 

antibody (1：1000), mouse anti-cytochrome oxidase subunit Ⅳ antibody (1：1,000), rabbit 

anti-caspase-3 antibody (1：500)) を 4℃ で一晩作用させた。PBS-Tween 20 (0.1％) 溶液

で洗浄後、PBS-Tween 20 (0.1%) 溶液で希釈した二次抗体 (cytochrome c, cytocrhrome 

oxidase Ⅳ；peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG antibody (1：2,000), caspase-3；

peroxidase- conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody (1：2,000)) を 25℃ で 1時間作用

させた。PBS-Tween 20 (0.1％) 溶液で洗浄後、ECL Western blotting analysis system を用

いてそれぞれのバンドを検出した。 

 

(5) Caspase-3、LC3-II、Beclin-1、Atg7 の検出 

 SDS-PAGE 後、ニトロセルロース膜に転写 (100V、3 h) し、ブロッキングバッフ

ァー (5% スキムミルク含有 PBS) に浸し、4ºC で一晩インキュベートした。0.1% 
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PBS-Tween20 溶液で洗浄後、同溶液で 1,000 倍希釈した一次抗体 (polyclonal rabbit 

anti-human caspase-3、polyclonal rabbit anti-human LC3B、polyclonal rabbit anti-human 

Beclin-1、polyclonal rabbit anti-human Atg7) を 4ºC で一晩反応させた。再度、0.1% 

PBS-Tween 20 溶液で洗浄し、同溶液で  1,000 倍希釈した二次抗体  (anti-rabbit 

IgG-conjugated horseradish peroxidase) を室温で 1 時間反応させた。0.1% PBS-Tween 

20 溶液で洗浄後、ECL Plus Western Blotting Detection Reagents を用いて 5 分間反応

させた。Caspase-3 および LC3-II のバンドは LAS-4000 により検出し、Image Quant 

TL により解析した。 

 

17. p62 の発現に及ぼす FA-M--CyD の影響 

KB 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 105 cells/dish になるように播種し、10% 

(v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 1 

mL で 1 回洗浄後、p62-FP (PremoTM Autophagy Sensor GFP-p62 Kit) 50 mL 含有無血清

培地 1 mLを添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 16 時間インキュベートした。その後、

細胞を無血清培地で 2 回洗浄し、5 mM M--CyDs 含有無血清培地を 1 mL 添加し、

1 時間処理した。無血清培地で 2 回洗浄後、蛍光顕微鏡にて観察した。 

 

18. TRITC-M--CyDs の調製 

M--CyDs 10 mg および TRITC 1 mg を DMSO 400 mL に溶解し、室温、遮光下に

て  24 時間反応させた。その後、H2O 中で  72 時間透析し、凍結乾燥により 

TRITC-M--CyDs を得た。 

 

19. TRITC-M--CyDs の細胞内局在 

KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 2 x 105 cells/dish になるように播種し、それぞ

れ 10% (v/v) FBS 含有 RPMI 培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 1 mL で洗浄し

た後、10 mM TRITC-M--CyDs 含有無血清培地を 150 mL 添加し、37ºC、5% CO2 濃

度下で  1 時間または  23 時間培養した。酸性オルガネラマーカーである 

LysoTracker® (最終濃度 100 nM) を添加し、さらに 1 時間インキュベーション後、無

血清培地 1 mL で洗浄し、共焦点レーザー顕微鏡により TRITC および LysoTracker® 

の蛍光を観察した。 
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20. TRITC-M--CyDs とミトコンドリアの共局在 

KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 2 x 105 cells/dish になるように播種し、それぞ

れ 10% (v/v) FBS 含有 RPMI 培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 1 mL で洗浄し

た後、10 mM TRITC-M--CyDs 含有無血清培地を 150 mL 添加し、37ºC、5% CO2 濃

度下で  2 時間または  24 時間培養した。ミトコンドリアマーカーである 

MitoTracker® (最終濃度 50 nM) を添加し、さらに 10 min インキュベーション後、無

血清培地 1 mL で洗浄し、共焦点レーザー顕微鏡により TRITC および MitoTracker® 

の蛍光を観察した。 

 

21.マイトファジー誘導に及ぼす FA-M--CyD の影響 

KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 5 x 105 cells/dish になるように播種し、100 nM 

Mtphagy Dye® で  15 分間処理した。細胞を  HBSS 1 mL で洗浄した後、5 mM 

M--CyDs 含有無血清培地を 150 mL 添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間インキ

ュベートした。細胞を HBSS 1 mL で洗浄した後、1 mM Lyso Dye® で 15 分間処理し

た。細胞を HBSS 1 mL で洗浄した後、蛍光顕微鏡にてにて観察した。 

 

22.ミトコンドリア DNA コピー数に及ぼす FA-M--CyD の影響 

KB 細胞を 35 mm dish に 1.5 x 106 cells/dish になるように播種し、それぞれ 10% 

(v/v) FBS 含有 RPMI 培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 1 mL で洗浄した後、5 

mM M--CyDs 含有無血清培地を 1 mL 添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間処理

した。その後、細胞を回収した後、total DNA をフェノール/クロロホルム (1/1 (v/v)) に

より抽出し、Epoch microplate photometer (BioTek instruments) にて DNA 含量を定量し

た。その後、ミトコンドリア DNA (mtDNA) および核 DNA (nDNA) を Human mtDNA 

Monitoring Primer Set® (TaKaRa Bio) を用いて、リアルタイム PCR にて定量した。 

 

23. ATP 産生に及ぼす FA-M--CyD の影響 

 KB 細胞または A549 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 cells/well になるよう

に播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 150 mL で 

1 回洗浄した後、5 mM または 10 mM M--CyDs 含有無血清培地で 37ºC、2 時間処

理した。その後、『細胞の』 ATP 測定試薬 TM を 100 mL ずつ添加し 10 分間インキ

ュベート後、マイクロプレートリーダーにて発光量を測定した。 
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24. ROS 産生に及ぼす FA-M--CyD の影響 

KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 2 x 105 cells/dish になるように播種し、10% 

(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地 1 mL で 2 回洗浄し、

5 mM M--CyDs 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間処理した。

その後、無血清培地 1 mL で 2 回洗浄後、total ROS detection reagent 含有無血清培地 

1 mL を添加し、蛍光顕微鏡にて ROS 由来の蛍光を観察後、BZ-II 解析アプリケー

ションを用いて定量した。 

 

25. オートファゴソーム形成の確認 

 KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 5 x 105 cells/dish になるように播種し、10% 

(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。無血清培地で 1 回洗浄し、5 mM M--CyDs 

を添加後、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間インキュベーションした。その後、上清を

除去し無血清培地で 2 回洗浄した後、Cyto-ID® 含有無血清培地 1 mL を添加し、

37ºC、30 分間インキュベーションした。その後、蛍光顕微鏡にて観察した。 

 

--CyDs の in vitro 殺細胞効果 

  KB 細胞および Hepatocyte : KB 細胞および Hepatocyteを 96 well culture plate に 

2 x 104 cells/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。

細胞を無血清培地 150 mL で 2 回洗浄した後、種々の濃度の M--CyDs 含有無血清

培地で 2 時間処理した。その後、PBS 150 mL で 2 回洗浄後、HBSS 100 mL および 

WST-1 溶液 10 mL を添加し、37ºC、20 分間または 30 分間インキュベート後、マイ

クロプレートリーダーにてサンプル 450 nm、リファレンス 630 nm の吸光度を測定

した。また、Tween 20 (1% (v/v)) 含有無血清培地および CyDs 非添加系の吸光度をそ

れぞれ生存率 0% および 100% として CyDs 処理時の細胞生存率を計算した。 

 

27. 細胞内 mRNA の検出 

(1) Total RNA の抽出: 細胞を PBS で 2 回洗浄後、TRIzol にて total RNA を抽出し、

分光光度計にて 260 nm の吸光度を測定し、total RNA 量を求めた。なお、調製した 

RNA は OD260/280 1.8 以上のものを用いた。 

 

(2) Reverse transcription (RT) 反応: total RNA (0.5 mg) に対して、ReverTra Ace qPCR 

RT Master Mix with gDNA Remover を用いて cDNA を得た。 
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(3) Real Time Polymerase chain reaction (Q-PCR) 反応: THUNDERBIRD® qPCR Mix 5 

mL、PCR Forward Primer 0.3 mL (10 mM)、PCR Reversed Primer 0.3 mL (10 mM)、template 

(cDNA) 1 mL (< 100 ng) および dH2O 3.4 mL を混合後、Applied Biosystems 7500 を用

い、95ºC (30 s、20ºC/s) の条件下、初期変性後、さらに 95ºC (5 s、20ºC/s)、55ºC (30 s、

20ºC/s)、72ºC (30 s、20ºC/s) の条件下 40 サイクルの PCR 反応を行ない、cDNA を

増幅させた。 

 

(4) アガロースゲル電気泳動: PCR により増幅された DNA 10 mL を、全量を 0.5 x 

TBE (Tris-borate EDTA; 45 mM Tris, 45 mM ホウ酸、1 mM EDTA) で調製した 1% ア

ガロースゲルを用いて 100 V の定圧条件下で約 30 分間泳動した。泳動終了後、ア

ガロースゲルを EtBr (100 ng/mL) を含む TBE 溶液中で 30 分間振とうし、染色した。

染色終了後、トランスイルミネーターによりゲルを撮影した。 

 

28. トランスフェクション 

KB 細胞を 24 well plate に 1 x 105 cells/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 

含有培地で  24 時間培養した。細胞を無血清培地  300 mL で  2 回洗浄後、

LipofectamineTM2000/siFR- 複合体を含む無血清 RPMI 1640 培地 270 mL を添加し、

37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間インキュベートした。その後、FBS 30 mL を添加し (最

終濃度; 10% (v/v))、さらに 23 時間培養した。 

 

29. FR- ノックダウン KB 細胞における FA-M--CyD の ROS 産生の測定 

前述の方法により作成した FR- ノックダウン KB 細胞に 5 mM FA-M--CyD 

含有無血清培地を 37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間処理した。その後、無血清培地 1 

mL で 2 回洗浄後、total ROS detection reagent 含有無血清培地 1 mL を添加し、蛍光

顕微鏡にて ROS 由来の蛍光を観察後、BZ-II 解析アプリケーションを用いて定量し

た。 

 

30. FR- ノックダウン KB 細胞におけるオートファゴソーム形成 

前述の方法により作成した FR- ノックダウン KB 細胞を 35 mm glass bottom 

dish に 5 x 105 cells/dish になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培

養した。無血清培地で 1 回洗浄し、5 mM M--CyDs を添加後、37ºC、5% CO2 濃度
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下で 2 時間インキュベーションした。その後、上清を除去し無血清培地で 2 回洗浄

した後、Cyto-ID® 含有無血清培地 1 mL を添加し、37ºC、30 分間インキュベーショ

ンした。その後、蛍光顕微鏡にて観察した。 

 

31. オートファジー阻害剤存在下の in vitro 殺細胞効果 

KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 cells/well になるように播種し、10% (v/v) 

FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 150 mL で 2 回洗浄した後、

50 mM 3-MA および 50 mM LY294002 を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間イ

ンキュベーションした。その後、無血清培地で洗浄し、5 mM FA-M--CyD 含有無血

清培地で 2 時間処理した。その後、M--CyDs の殺細胞効果と同様に細胞生存率を

算出した。 

 

32. In vivo 実験 

(1) KB 細胞皮下移植マウス: BALB/c nu/nu 雄性マウス (4 週齢、20 g) の後肢に、2 

日前から RPMI 1640 (FA-free) で培養した KB 細胞懸濁液 (1 x 106 cells/100 mL) を

接種した。約 14 日後、マウスの腫瘍の長径が 4 mm に到達したマウスを in vivo 実

験に用いた。なお、マウスは搬入日より FA 非含有ガンマ線照射飼料にて飼育した。

DOX (5 mg/kg)、M--CyD (20 mg/kg) および FA-M--CyD (20 mg/kg) を含む 5% マン

ニトール溶液 100 mL を尾静脈内投与した。その後、経時的に腫瘍体積、体重を測定

した。なお、生存率は、投与後 140 日目をエンドポイントとしてモニタリングした。 

 

(2) Ihara 細胞皮下移植マウス: Rag-2/Jak3 をノックアウトした BALB/c nu/nu 雄性

マウス (12 週齢、25 g) の背部皮下に、DMEM 培地で培養した KB 細胞懸濁液 (1 x 

106 cells/100 mL) を接種した。マウスの腫瘍の長径が 5 mm に到達したマウスを in 

vivo 実験に用いた。M--CyD (10 mg/kg) および FA-M--CyD (10 mg/kg) を含む 5% 

マンニトール溶液 100 mL を尾静脈内投与した。その後、経時的に腫瘍体積、体重を

測定した。なお、生存率は、投与後 18 日目をエンドポイントとしてモニタリングし

た。 

 

(3) 担がんマウスの腫瘍体積測定: 腫瘍体積は、Corbett らの方法 140) に従い、腫瘍の

長径および短径を測定し、Fig. 64 に示す計算式を用いて算出した。 
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Fig. 64.  Measurement of Tumor Volume in Mice 

 

(4) 血液生化学的パラメータの算出: 担がんマウスをエーテル麻酔下、M--CyD およ

び FA-M--CyD を含む 5% マンニトール溶液 100 mL を尾静脈より投与した。24 時

間後エーテル麻酔下、腹部大動脈より採血し、血清 200 mL を分取し定量時まで凍結

保存した。各種血液生化学検査値は生化学自動分析装置により定量した。 

  

W

L

Volume = L x W2/2

L : longest dimension of tumor

W : dimension perpendicular to L
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