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第１章  緒論 

 

がんは、日本において昭和 56 年より日本人の死因の第 1 位で、現在では、

年間 35 万人以上の国民が、がんで亡くなっている。また、生涯のうちにがん

にかかる可能性は、男性の 2 人に 1 人、女性の 3 人に 1 人と推測されてい

る。加速する高齢化によって、今後ますます増えることが予想されている。 

がんは、感染症等とは異なり、本来は自分の細胞であったものが、増殖のコ

ントロールが効かなくなり、自立的にかつ無制限に増殖を始めたものである。

がんは造血器由来のもの、非上皮細胞由来のもの、上皮細胞由来のものに大き

く分類される。造血器由来のものには、白血病、悪性リンパ腫、骨髄腫等があ

る。非上皮細胞由来のものには、骨肉腫、繊維肉腫、血管肉腫等があり、一般

的に若年者に多く見られる。一方、上皮細胞由来のがんには、大腸がん、胃が

ん、食道がん、肺がん、乳がん等があり、高齢者に多く見られる1)。 

2012 年の部位別のがん死亡者数は、男性では、消化器系のがん (胃、大腸、

肝臓) の死亡が多くを占め、女性では、40 歳代では乳がん、子宮がん、卵巣が

んの死亡が多くを占めるが、高齢になるほどその割合は減少し、男性と同じく

消化器系のがん (胃、大腸、肝臓) と肺がんの割合が増加する (Fig.1-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-1 部位別がん死亡率の推移2). 
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発がんの原因としては、喫煙や食事等による生活習慣が多くを占める

(Fig.1-2)2)。がんで亡くなる人が毎年増加する原因は、急速に進行している高齢

化が背景にある。日本では 50 歳頃からがんで死亡する人が増え始め、年齢が

進むにつれ加速度的に死亡率が上昇していく1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-2 発がんの原因2). 

    

大腸粘膜に発生する上皮性悪性腫瘍である大腸がん (Colorectal Cancer) の死

亡率は、男性では肺がん、胃がん、肝臓がんについで第 4 位で、女性では第 1 

位である。大腸がんは、近年増加しており、年齢調整率では死亡、罹患とも男

性が女性の約 2 倍であり、結腸より直腸において男女差が大きい。男女とも罹

患数が死亡数の約 2 倍であり、生存率が比較的高いことと関連している。大腸

がんのほとんどが腺がんで、その大部分が高分化腺がんである。がんの深達度

から粘膜層ないし、粘膜下層にとどまる早期がんと、固有筋層より深部に浸潤

した進行がんに分けられる1)。 

発がんに関しては、環境的要因と遺伝的要因の両面が重視されている。環境

的要因では、タンパク質・高脂肪の摂取等が考えられ、遺伝的要因や年齢等が

複雑に関与していると考えられている。大腸がんの発生には2つの経路があると

考えられている。1 つは良性のポリープ (腺腫 : Adenoma) ががんになる経路、

腺腫-がん連関 (Adenoma-Carcinoma Sequence) と呼ばれ、約 5% ががん化する

ため綿密な検査や治療が必要となる。もう 1 つは正常粘膜が発がん刺激を受け
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て直接がんが発生する経路である。このがんは de novo がんと呼ばれる。 

がんは、発がん遺伝子の出現や発がんを抑制する遺伝子の異常により発生す

るものである。がんの発生やがんの進行には多くの遺伝子が関与している。腺

腫-がん連関では、APC 遺伝子により腺腫が発生し、K-ras 遺伝子や P53 遺伝

子の異常が加わって腺腫ががん化すると考えられている。 

大腸がんの治療法は、内視鏡的治療、手術治療、化学療法、放射線療法等が

あり、がんの進行により選択され、一般的にいくつかの治療方法を組み合わせ

て行われている (Table. 1-1)4)。進行大腸がんの化学療法の進歩は近年著しく、

欧米では分子標的薬として 2003 年セツキシマブが、2006 年パニツムマブが使

用可能となった。再発または手術不可能な大腸がんは、使用できる薬をすべて

使うことができれば、平均生存期間 36 カ月を達成することは難しくなく、5 年

生存も決して珍しくない1)。現在、大腸がんには、L-OHP、CPT-11、5-FU/LV、

カペシタビンに加え、分子標的薬のセツキシマブ、パニツムマブと血管新生阻

害剤のベバシズマブの 8 剤が有効である (Table. 1-2)。しかし、それぞれの副

作用も大きく、副作用を抑えるために併用剤の投与が必須である5)。 

 

Table. 1-1 大腸がんの治療方法4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

治療法 特徴

内視鏡的治療
早期がんに対し、内視鏡的ポリープ切除や内視鏡的粘膜切除に
て除去する。

外科療法
直腸がん、結腸がんの原発巣とリンパ節郭清を外科的手術によ
り切除し、根治的治療法を行う。

補助放射線療法：術後の再発抑制や術前の腫瘍量減量、肛門温
存を目的として行う。

緩和的放射線療法：切除不能進行再発大腸がんの症状緩和や延
命を目的として行う。

化学療法
術後再発抑制を目的とした補助化学療法と、切除不能な進行再
発大腸がんを対象とした全身化学療法がある。

放射線療法
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Table. 1-2 大腸がんの抗がん剤4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胃がん (Stomach Cancer) は、悪性新生物の中で最も罹患率及び発生率が高く、

多臓器に転移を起こし、死亡率も肺がんに次いで 2 番目に多い。人口 10 万人

当たりの死亡率は男性 53.7 人、女性 26.6 人である。日本や中国等アジア諸国

は欧米に比べ多く、日本では東北日本海側で頻度が多い。組織学的には腺がん

が 95% と大部分を占める4)。 

胃がんの原因としては、食生活、特に塩漬けの魚や肉、漬物等で塩分を大量

に食べると胃がんになりやすいと考えられている。また、魚や肉の焼け焦げに

も多くのニトロソアミンを始めとする発がん物質が多数含まれており、胃がん

になりやすいとする疫学的調査がある。胃がんにおいては、がん遺伝子の 

C-K-ras、C-ervB-2、K-sam 等及びがん抑制遺伝子の P53 の異常が知られている。

胃の粘膜下層にとどまる早期胃がんは内視鏡的治療法により粘膜ごと腫瘍を切

除するが、筋層まで深達している進行胃がんは、外科療法により原発巣及びリ

ンパ節郭清を切除する。手術の前後と同時に、化学療法が用いられる(Table. 

薬理 副作用

代謝拮抗薬 5-FU

代謝産物である FdUMP ががん細胞内の

核酸構成過程において必須なチミジル
酸と拮抗し、DNA, RNA の合成及びそれ

に続くがん細胞の分裂を阻害する。

嘔気・嘔吐(8.2%)、白血球数

減少(7.9%)、下痢・軟便

(12.3%)、口内炎(6.7%)

白金製剤
オキサリプ
ラチン

がん細胞内の DNA 鎖と共用結合するこ

とで DNA 鎖内及び鎖間の両者に白金-

DNA 架橋を形成する。これらの架橋が

DNA の複製及び転写を阻害する。

末梢神経症状、ショック、ア
ナフィラキシー様症状、骨髄
抑制、食欲不振など

植物アルカ
ロイド薬

イリノテカ
ン

DNA トポイソメラーゼを阻害すること

により、DNA 合成を阻害する。殺細胞

効果は細胞周期のS期に特異的である。

骨髄抑制、高度な下痢、腸炎
(44.3%)、脱水

ベパシズマ
ブ

ヒト VEGF と特異的に結合することに

より、その生物活性を阻害し、腫瘍組
織での血管新生を抑制し、腫瘍の増殖
を阻害する。

好中球減少症(18.8%)、白血球

減少症(18.5%)、高血圧

(14.6%)、狭心症(0.1%)、脳梗

塞(0.2%)

セツキシマ
ブ

キメラ型モノクローナル抗体であり、
EGFR 発現細胞の EGFR  に対し高い親和

性で結合する。

挫創(87.2%)、発疹(61.5%)、食

欲不振(56.4%)、下痢(51.3%)、

口内炎(51.3%)、疲労(43.6%)

パニツムマ
ブ

遺伝子組み換え型モノクローナル抗体
であり、EGFR 発現細胞の EGFR に対し

高い親和性で結合し、EGFR に対するリ

ガンドの結合の阻害及び EGFR の内在化

を誘導する。

挫創(65%)、発疹(55%)、口内

炎(25%)、疲労(26%)

抗がん剤

分子標的薬
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1-3)4)。 

Table. 1-3 胃がんの治療方法4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 胃がんの化学療法に用いる抗がん剤には、TS-1、5-FU、マイトマイシンC、

メトトレキサート、シスプラチン、CPT-11、パクリタキセル、ドセタキセル等

がある。単独で使用する場合と、複数の抗がん剤を組み合わせる併用療法を行

う場合があるが、抗がん剤による骨髄抑制、肝機能障害、消化管障害、色素沈

着、食欲不振、間質性肺炎等の副作用が大きな問題になっている4)。 

肝臓がん (Liver Cancer) には、肝臓そのものから発症した原発性肝がん (肝細

胞がん(Hepatocellular Carcinoma : HCC)) と、他の臓器のがんが肝臓に転移した

転移性肝がん (Metastatic Liver Cancer) がある。原発性肝がんの約 90% を肝細

胞がんが占め、約 10% が胆管細胞がんである。肝細胞がんは、欧米に比べア

ジアやアフリカに多く、日本において、毎年新規の発症者数は 4 万人で、死亡

数は 3 万 4 千人である。男性では肺がん、胃がんに次いで第 3 位であり、女

性では肺がん、胃がん、大腸がん、膵臓がん、乳がんに次いで第 6 位である。

肝細胞がんの発生要因は、80% が C 型肝炎ウイルスの感染で生じる C 型肝炎、

15% が B 型肝炎ウイルスの感染で生じる B 型肝炎から発症する。それらの肝

炎ウイルスの持続感染により長期間にわたって炎症と再生を繰り返す中で、一

部の肝細胞が突然変異を起こし、細胞ががん化すると考えられている4)。 

肝臓がんの治療は、移植療法、手術療法、穿刺療法、肝動脈化学塞栓術等の

局所療法が中心に行われ、全身化学治療はほとんど行われていなかった (Table. 

1-4)。しかし、2007 年に分子標的薬の一つであるソラフェニブトシル酸塩の延

命効果が臨床試験において証明されて以来、全身化学療法が進行肝細胞がんに

対する新たな治療法の一つに加わった。 

治療法 特徴

内視鏡的治療

リンパ節転移のない早期胃がんに対し、内視鏡的粘膜切除術

(Endoscopic Mucosal Resection : EMR) を用い粘膜ごと腫瘍と粘膜

下層剥離術 (Endoscopic Submucoasl Dissection : ESD) を行い、粘

膜ごと腫瘍部を切除する。

外科療法
進行がんに対し、胃がんの原発巣とリンパ節郭清を外科的手
術により切除し、根治的治療法を行う。

化学療法
術後再発抑制を目的とした補助化学療法と、切除不能な進行
再発胃がんを対象とした全身化学療法がある。
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Table. 1-4 肝臓がんの治療方法4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

日本では、2009 年 5 月より切除不能な肝細胞がんに対して全身化学療法が

用いられているが、重度の肝障害患者には予後の改善が期待できない。また、

高血圧、手足症候群、脱毛、下痢等の副作用が高頻度に発生し、さらに肝機能

が悪化する場合があるため、使用禁忌である。 

2009 年に、中国国家食品医薬監督管理局 (SFDA) は、ドキソルビシンを熱感

受性リポソームに封入した ThermoDox を用いた肝細胞がんの Phase Ⅲ試験を

行うと発表した。温熱療法を併用して局所に 40～42℃ の熱を集中させると、

リポソーム内のドキソルビシン放出され、ドラッグデリバリーシステム (Drug 

Delivery System : DDS) により、高濃度のドキソルビシンを標的腫瘍内に選択的

に集めることができ、ThermoDox の有効性と安全性が評価されている5, 6)。 

2010 年 American Society of Clinical Oncology (ASCO) で、B. Sangro 氏が切除

不能な進行がんに対し、20～30μm のビーズにイットリウム-90 (90Y) を結合さ

せたもので β 放射線を放出するラベルマイクロスフェアを用いた放射線塞栓

療法が有効であることを発表した。治療開始から 1 週間以内に見られたグレー

ド 3 の有害事象は、吐き気 2.7%、腹痛 2.0%、疲労感 0.8% だった。以降三か

月までに見られたグレード 3/4 は、高ビリルビン血症 6.2%、肝機能障害 4.6%、

疲労感 2.9% 等で、安全性が高く評価されている5, 7, 8)。 

肝細胞がんに対する肝移植後の肝臓がん再発予防に、免疫細胞療法としてNK 

細胞療法が期待でき可能性が示されている。一部の腫瘍細胞が TNF 関連アポ

治療法 特徴

手術療法
肝臓の再生能力を利用し、がん細胞に侵されている肝臓を
部分的に切除する。

移植療法
がん細胞に侵されている肝臓すべてを切除し、他人からの
肝臓を移植する。

穿刺療法
超音波画像で確認しながら、体外から肝臓のがん細胞へ針
を刺し、ラジオ波またはエタノールを注入し、がん細胞を
死滅させる。

肝動脈化学塞栓術
血管造影で確認しながら、肝動脈に抗がん剤とゼラチン・スポン
ジを注入し、動脈を塞ぎがん細胞への血流を止め、がん細胞を
死滅させる。

化学療法
がん細胞の増殖と血管新生を抑制するためにソラフェニブ
を投与する。
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トーシス誘導リガンド (TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand : TRAIL) に対す

るレセプターを有し、肝臓由来の NK 細胞の一部は TRAIL を発現しているこ

とを利用し、肝臓がん患者では肝移植後、免疫抑制剤による再発防止しやすい

環境にあることに着目し、NK 細胞投与により肝細胞がんの再発に有効に作用

していることが確認された。肝細胞がんの縮小や進行が止まったとの報告があ

る5, 9)。 

ハイブリッドリポソーム (HL)10, 11)は、リン脂質等のベシクル分子とミセル系

界面活性剤を緩衝溶液中で超音波照射することで容易に得られ、調製時に有機

溶媒の混入が全く無い。また、素材、組成比及びイオン強度の選択により、形

態、膜直径、相転移温度、膜流動性等のコントロールが可能な生体適合性の高

い新しい医療材料である (Fig.1-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-3 Schematic representation of hybrid liposomes. 

 

 HL は、動物を用いた安全性試験により、無毒性であることが明らかになって

おり、また、種々の培養がん細胞に対して、in vitro において、高い増殖抑制効

果を示している。さらに、in vivo  における担がんモデルマウスを用いた治療実

験で、高い延命効果が報告されており、臨床試験では、生命倫理委員会承認後

の治験で高い安全性及び固形リンパ腫瘍の縮小効果が得られている 12, 13)。これ

までに、HL はヒト肝臓がん細胞 14)、ヒト肺がん細胞 15)、ヒト乳がん細胞 16-18)、

ヒト前骨髄性白血病 19-21)、ヒト B リンパ腫、ヒト T リンパ腫 22)、ヒト大腸が

ん細胞 23)、マウス大腸がん細胞 24, 25)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞
26, 27)、エイズ関連リンパ腫 28, 29)、ヒト胆管がん細胞 30)等多くのがん細胞に対し

て制がん効果を示すことが明らかとなっている。また、ヒト免疫不全ウイルス 

(Human Immunodeficiency Virus : HIV) 感染細胞に対して、増殖抑制効果を示すこ

とも報告されている 31)。 

一方、HL はドラッグキャリアーとしても用いられており、フラボノイド 32)、

アドリアマイシン、アクラルビシン、ペプロマイシン 33)を含有した HL のリン

＋

Vesicle
Hybrid Liposome 

(HL)
Micelle

Sonication
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パ腫細胞に対する顕著な増殖抑制効果が報告されている。また、ニトロソウレ

ア系の抗がん剤 (BCNU) 含有 HL が脳腫瘍モデルラットの治療実験において、

顕著な延命効果を示すことを明らかにしている 34)。さらに、蛍光脂質で修飾し

た HL は、肝臓がん細胞 12)及び大腸がん細胞 23)にのみ融合蓄積し、正常細胞に

は蓄積しないことから、新しいがん診断薬としての可能性が期待されている。

カチオン性脂質含有 HL は、ヒト腎臓がんに対し、in vitro 及び in vivo で制が

ん効果を示している 35, 36)。また、糖系界面活性剤 37-40)を第三成分として含有さ

せた HL は、in vitro において高い制がん効果が確認されており、糖の水和及び

糖の認識の関与が示唆されている。 

本研究では、がんの治療薬の開発を目指して、リン脂質 (DMPC) 及び糖系界

面活性剤であるトレハロース (Trehalsoe : Tre) から構成されるトレハロース含

有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) を創製して用いた。本論文は以下の 5 

章から構成されている。第 2 章では、DMTreCn の膜物性について述べる。第 3 

章では、DMTreCn の大腸がん及び胃がん細胞増殖抑制効果及びそのメカニズム

について述べる。第 4 章では、DMTreCn の肝臓がん細胞増殖抑制効果及びそ

のメカニズムについて述べる。第 5 章は以上の研究結果の総論である。 
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第 2 章 トレハロース含有リポソームの膜物性 

 

2-1 序 

 

生体膜研究の歴史は古いが、1960 年に DacsonDanielli や Robertson が提唱し

ていた脂質二分子膜の両面をタンパクが覆うものや、球状ミセルの繰り返しの

モデル等が発表された。1964 年に英国の Bangham や Horne は、レシチン (卵

黄ホスファチジルコリン) の懸濁液を電子顕微鏡で観察し、水に分散させると、

疎水性相互作用等によって自発的に会合して二分子膜構造、脂質二分子からな

る閉鎖小胞体 (Vesicle) (Lipid からなる Soma として Liposome (リポソーム)) 

が作成され、水溶液環境中で生体膜を熱力学的に安定に存在させる基質となる

ことを見出した 41, 42)。その後、生体膜は、脂質 (Lipid) とタンパク質 (Protein) を

その主な構成成分としていることが報告されている 43)。最初に形成されたリポ

ソームはラメラ構造をしていることから、後に多重層リポソーム 

(Mmultilamellar Vvesicles : MLVs) と称されることになった 44)。また、超音波処

理によりリポソームのサイズが小さくなることも Bangham らによって見出さ

れ、翌年、この小胞がカチオン等を内封すること、カチオンやアニオンの透過

性が生体膜で見られる透過性に類似していることから、この小胞が水相を内封

した閉鎖小胞であることを示した 45)。 

飽和脂肪酸からなるリン脂質は、親水性 (Hydrophilic) の極性頭部と、2 本の

疎水性 (Hydrophobic) の炭化水素鎖を持ち、両親媒性 (Amphiphilic) の 分子で

ある (Fig.2-1)。このうち、炭化水素鎖は炭素数 10 個から 20 数個程度のもの

があり、一つまたは複数の二重結合を含む不飽和炭化水素も多く見られる。極

性部と炭化水素鎖部の種類とその割合は生物の種や組織・細胞・細胞内小器官

の種類によって異なっている 46)。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-1 脂質二分子膜の模式図. 

 

 

 

脂質二重膜

親水性の極性頭部

疎水性の炭化水素鎖
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一方、生体膜上に存在するアミノ酸がペプチド結合によって繋がった生体高

分子である膜タンパク質は、生体膜上の化学反応の触媒として、また、タンパ

ク自身の構造 (コンフォメーション) 変化を通じて、細胞膜を貫通し物質の細胞

内外の交換の役割を果たすポンプ・キャリア・チャネルと呼ばれている。

Papahadjopoulos と Watkins は超音波処理により形成された小さな一枚膜リポ

ソームを用いてイオンの透過性が脂質組成によって変わることを発見した 47)。 

複合糖質 (Glycoconjugate) は細胞膜上に単糖あるいは多糖がたんぱく質や脂

質に結合するものであり、糖脂質 (Glycolipid) や糖タンパク質 (Glycoprotein) 

に結合している糖鎖 (Glycan) は、N-グリコシド、O-グリコシド結合によってタ

ンパク質コアと結合し、細胞間の相互認識、接着・分離、増殖、分化、がん化、

免疫機能、ホルモンやフィブロネクチンの受容体として重要な役割を果たして

いる 48, 49)。また、糖鎖は細胞間の情報認識の部位となっている場合以外に、非

特異的な機能としてタンパク質分解酵素からの保護及び糖鎖同士が水素結合等

を介して相互に絡み合い、細胞の形態を安定化している可能性も考えられてい

る。糖鎖同士の相互作用は糖脂質同士、糖タンパク質-糖脂質間にも及び細胞膜

に存在する構成成分同士を結びつける役割もしている (Table. 2-1)41, 50)。 

種々の脂質組成のリポソームを用い、溶質の種類や分子量の違いによる透過

性変化や脂質の物性が研究されている。一方で、リポソームは薬物送達システ

ム (Drug Delivery System: DDS) への応用が試みられてきた。1970 年には Sessa 

と Weissmann が高分子のリゾチームをリポソームに内封し、DDS キャリアー

としての高さを示している51)。 

Singer と Nicolson はそれまでに蓄積されたデータを総合して、生体膜の流動

モザイクモデルを提出した (Fig.2-2)52)。このモデルは、脂質で形成された二分

子膜中にタンパク質が埋まっているとするもので、水中の脂質-脂質、脂質-タン

パク質、タンパク質-タンパク質間の相互作用によって脂質とタンパク質が入り

混じり (モザイク性) 、個々の分子や分子集団は膜中を自由に動き回ることが出

来る (流動性) という膜物性である53)。このモデルは、それまでの硬い固定的な

生体膜のイメージを柔らかく流動性に富むものに変え、その後の多くの研究で

も、この描像は基本的に支持されている53, 54)。 

Gregoriadis はペニシリン及び抗がん剤としては初めてアクチノマイシン D 

をリポソームに内封することで、薬剤の血中濃度が遊離のペニシリン及びアク

チノマイシン D より高く保たれること等を発見している55, 56)。彼らは、「増殖

の速い正常細胞に対する副作用があるためにアクチノマイシン D を選んだ」と

述べている。現在、リポソームの最大のメリットが抗がん剤の毒性軽減である

ことを考えると、彼の予見は見事に的中していると言える。 
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膜タンパク質

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-2 生体膜の流動モザイクモデル53). 

 

細胞膜の基本骨格はリン脂質とステロール及び少量の糖脂質からなる二重層

で、膜タンパク質が二重層に埋め込まれ、あるいは膜面に結合している。動物

細胞のコレステロールの膜物性に及ぼす効果が検討されてきた。不飽和脂質に

コレステロールが添加されると、膜流動性が下がり (Condensing 効果)、ゲル相

の飽和脂質にコレステロールが添加されると膜流動性が上がり (Fluidizing 効

果)、いずれの場合にも相転移が消失する方向に向かうこと等が明らかになった。

膜の透過性に関しては、液晶相の飽和脂質＞不飽和脂質＞不飽和脂質＋コレス

テロール＞飽和脂質＋コレステロール＞ゲル相の飽和脂質という順番になる。

この知見は、DDS へのリポソーム応用の際に、安定な組成としてジステアロイ

ルホスファチジルコリン(DSPC) : コレステロール＝ 2 : 1 等が選択される理由

の一つとなっている 51)。その他に、もう一つの理由がある 46, 57)。臨界充填パラ

メータ (CPP) により両親媒性分子の集合体の構造が決定されるが、PC は水溶

液中では極性基に約 10 分子の水分子が水和しており、二分子膜を形成しやす

い円柱 (Cylindrical) 型分子 (シリンダー型分子) に分類される。PC よりも極性

基の小さなホスファチジルエタノールアミン (PE) では親水性は疎水性に比べ

相対的小さい円錐 (Con) 型となり、同じ脂肪酸鎖を有する場合には、CPP はよ

り大きな値となる。親水基が同じ場合には、疎水基が大きな容積を占めるほど 

CPP は大きくなるが、リン脂質の場合には二つの脂肪酸鎖が疎水基を形成して

いることから、脂肪酸鎖の種類や環境により CPP の値が変化する 46)。 

リポソームは薬剤キャリアーとして種々の利点を有する。1) 非共有結合の集

合体であるため、脂質組成、サイズ、電荷等を容易にコントロールできること。

2) 高分子、脂質や抗体等、種々の表面修飾が容易であり、標的化等が比較的簡

単に行えること。3) 毒性がほとんどなく、抗原性が低いこと。4) 生体で代謝さ

れうること。5) 膜透過性等をある程度制御できること。6) 脂溶性分子、水溶性

分子、両親媒性分子等、異なる性質や分子量を持つ多くの溶質を保持できること。
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7) 復水により、乾燥前と同じ薬剤保持やサイズを有するリポソーム乾燥製剤が

容易に調製できること。8) 大量調製や規格化が比較的容易なこと。薬剤にもよ

るが、リモートローデイン (Remote Loading) 法58)等によりリポソーム調製後でも

ほぼ 100% の水溶液物質の保持が可能なこと。9) pH 感受性の付与による細胞内

トラフィキングの制御等、種々の調製により生体膜の持つ種々の機能を付与でき

ること、等がある46)。 

Table. 2-1 疾患における糖鎖 50) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Allen と Chonn による血中滞留性リポソームのコンセプトが提出され58)、リポ

ソームは異物として認識され肝臓等の細網内皮系 (Reticuloendothelial System : 

RES) に捕獲されることが、RES 以外の標的に不都合であると考え、RES 捕獲

を回避するリポソームが考案された59, 60)。現在市販されているアントラサイクリ

疾患 関連糖鎖

日本脳炎ウイルス マンノース含有糖鎖に結合

大腸菌(腸炎) O-157 毒素はグロボトリアオシルセラミド (糖脂質) に結合

大腸菌(尿路感染) グロボ系糖脂質に結合

コレラ GM1 ガングリオシドに結合

ピロリ菌 糖鎖に結合

エイズ ウイルスの gp120 が感染に関与

インフルエンザ シアル酸に結合

ヘルペス単純ウイルス へパリン・へパラン硫酸に結合

マラリア原虫 ダフィー抗原糖鎖に結合

トリパノソーマ原虫 GPI タンパク質を豊富に持つ

グリオーマ ガングリオシドを腫瘍抗原として持つ

神経芽細胞腫 ポリシアル酸を発現

メラノーマ ガングリオシドを腫瘍抗原として持つ

乳がん シアル酸転移酵素ががんマーカーになる

胃がん N -アセチルガラクトサミン抗原を発現

膵臓がん シアリルLe
a 抗原を発現

腎芽細胞腫 ポリシアル酸を発現

大腸がん 転移に関する糖鎖抗原を発現

卵巣がん 高分子化ガラクトース転移酵素の出現

精巣がん ガングリオシドを腫瘍抗原として持つ

ギランバレー症候群 抗 GM1 ガングリオシド抗体により発症

フィッシャー病 抗 GQ1b ガングリオシド抗体により発症

アルツハイマー病 病因であるアミロイド β ペプチドは糖鎖に結合する

パーキンソン病 糖鎖修飾された α シヌクレインはパーキンの標的タンパク質である

血清病 N -グリコリル型シアル酸が抗原となる

不適合血液型 輸血・臓器移植における ABO 型糖鎖などが抗原になる

異種移植 α ガラクトース残基がヒトに対して強い抗原性を示す
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膜タンパク質

糖鎖

脂質二重膜

細胞外

細胞内

ン系抗がん剤は、RES の捕獲が回避可能なリポソーム製剤として応用されてい

る46)。リポソームは薬剤カプセルの他、経皮吸収製剤、経口製剤、免疫アジュバ

ント、人工赤血球、人工血小板、化粧品、育毛・養毛剤、抗菌剤等種々の応用が

試みられているが、安全性の高い遺伝子導入ベクターとしても期待されている61)。 

生体膜の中の糖脂質自身が生理活性物質であること、腫瘍関連抗原の機能を有

することが多くの関心を寄せるようになった。これらの生物活性発現には糖脂質

の脂質部分は勿論重要であるが、活性の特異性は糖鎖構造で決定されている61-67)。

固体の起源と言える精子、卵子両細胞にも糖脂質は存在し、受精の後の初期発生

の過程で、胚細胞の表面の糖鎖は刻々と変化することが知られている。さらに、

発生・分化を経て最終的に形成された臓器では、臓器毎の糖脂質・糖鎖構造の違

いが著しい48)。1970 年代以降、細胞の分化や悪性化に伴う膜表面の糖鎖の構造

変化の解明は、がん診断・がん治療法の開発へと繋がっていった68, 69)。そのメカ

ニズムを分子レベルで解析するために、生体内に存在する糖転移酵素の精製、ク

ローニングが行われ、約 110 の糖転移酵素の遺伝子がクローニングされた70)。

糖鎖は、タンパク質の表面や脂質の先端につく結果、最終的には膜に取り込まれ、

細胞の表面を覆うことになる (Fig.2-3)。細胞ががん化すると、シアル酸を欠く糖 

鎖が増加し、糖鎖構造が変化することが知られている71, 72)。糖鎖認識はまだ未解

明であるが、主体はイオン的な相互作用と水素結合であると考えられている。特

に、豊富なヒドロキシ基の存在は、方向性を持つ水素結合を形成できるので重要

である。1) 糖鎖のある部分とタンパク質がイオン的相互作用で互いを特異的に

認識する。2) これに水素結合可能な位置にいるヒドロキシ基が参加することで、

安定で融通のきく複合体を形成し、特異的認識と動的柔軟性を備えた高次認識が

完成する。この特定の生体分子を見分けて結合する性質をアフィニティーと呼ぶ
73)。これを利用して、最近、糖脂質であるガングリオシドが細胞膜上でミクロド

メインを形成し、このドメインを介して糖鎖間の細胞接着のみならず情報伝達が 

制御されていることが報告されている74)。このドメインの細胞質側にシグナル伝 

Fig.2-3 細胞膜上の糖鎖. 
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達に関与するいくつかの情報伝達タンパク質が配置されており、外来からの刺激

を細胞内に伝える場を提供している。糖脂質の他にも、コレステロール、タンパ

ク質から形成される細胞膜上のミクロドメインが存在することが明らかになっ

ており、この機能ドメインは脂質ラフトと呼ばれる75, 76)。細胞膜上に存在してい

る糖鎖は千手観音のような情報分子であり、多くの役割を果たしている (Table. 

2-2)73)。 

Table. 2-2 糖鎖の機能 73). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

また、膜タンパク質可溶化剤としてよく使用されている界面活性剤 

(Surfactant) は、分子内に水になじみやすい部分 (親水基) と、油になじみやす

い部分 (親油基・疎水基) を持つ物質である。親水性部分がイオン性 (カチオン

性・アニオン性・双性） のものと非イオン性 (ノニオン性) のものに大別され

る。非イオン性 (Non-ionic Surfactant) はポリアルコール系とポリエーテル系が

ある。トレハロース界面活性剤 (TreCn) は非イオン性の界面活性剤であり、親

水基にトレハロース、親油基に炭素の鎖長が 8～16 個の異なる脂肪酸から構成

されている。ミセルが形成されるための臨界ミセル濃度  (Critical Micelle 

Concentration : CMC) は炭素鎖長により大きく異なる。 

トレハロースは、グルコースが 1,1-グリコシド結合してできた二糖の一種で

機能 特徴

寿命の決定

血漿糖タンパク質では、シアル酸が血球細胞や組織のシアリダーゼによ
り外され、β ガラクトースが露出すると、肝臓に存在するガラクトース

特異的レクチンにより識別され、数分で細胞内に取り込まれて分解除去
される。

安定性・
活性の保持

糖鎖を化学的または酵素によって除くと、タンパク質分解を受けやすく
なったり、水溶性が下がって沈殿したり、コンホメーションが変わって
活性を失うものもあり、遺伝的な糖鎖不全による病気 (CDG病) も見つ

かっている。

ターゲ

ティング

リン酸化、硫酸化、ウロン酸化などの糖鎖修飾は糖タンパク質の細胞内
での選別や、細胞を目的の場所に送るために働く。

活性調節

細胞外側にある細胞外マトリクスの情報を細胞に伝えて細胞の接着・移
動を仲介 する糖タンパク質に結合している糖鎖構造の変化によって、
フィブロネクチン基質上での細胞接着性がなくなったり、反対によく接
着するようになったりするので、がん転移性と糖鎖の関係が考えられて
いる。

病原感染
気管粘膜や胃粘膜のムチン多糖は粘膜を異物や胃酸から保護すると同時
に、糖受容体を持つ病原菌やウイルスの初期接着のレセプターとなる。

免疫原性
異種の動植物由来の細胞や糖タンパク質は、ヒトに強烈な免疫反応を引
き起こす こともあるため、遺伝子操作により抗原性のない糖鎖に変える
方法が検討されている。
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ある。1832 年にウィガーズがライ麦の麦角から発見し 77)、1859 年、マルセラ

ン・ベルテロが象鼻虫 (ゾウムシ) が作るトレハラマンナ (マナ) から分離して、

トレハロースと名づけた 78)。トレハロースは常温常圧で白色の粉末状の結晶で

あり、きのこをはじめ種々の菌、酵母等自然界の多くの動・植物や微生物中に

存在する。デンプンの劣化防止や冷凍時のタンパク質の変性防止等の目的で食

品に利用されている 79)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

トレハロースは、脱水や凍結等の様々なストレス条件下で、細胞膜を安定化

させ、細胞構造を維持させ、細胞へのダメージを抑制し、乾燥している細胞を

細胞死から保護し、生存能力を保持することができ、保存剤として知られてい

る 80-86)。また、トレハロース-6, 6’-ジマイコレート (Trehalose-6,6’-Dimycolate : 

TDM) は、コードファクタ (Cord Factor) と呼ばれ、結核菌 (Mycobacterium 

Tuberculosis) の細胞壁の糖脂質であり、様々な免疫反応を惹起することが知ら

れている 87-90)。TDM は半世紀ほど前から研究されている分子であるにも関わら

ず、直接認識する受容体は未だに明確には特定できていない。TDM は in vitro 

及び in vivo において、抗腫瘍効果があることが報告されており 91-93)、転写因子

NF-κB の活性化の阻害を介して腫瘍壊死因子 (TNF-α) の発現、がん細胞の増殖、

移動、浸潤やアポトーシスの調節に関与しているプロテインキナーゼ C の活性

化、腫瘍細胞の増殖抑制等が明らかになっている 94-98)。さらに、トレハロース

は哺乳細胞間シグナル伝達及び生存率の改善、細胞の成長・分化にも関わって

いることが報告されている 99-101)。 

リポソームに第三成分の糖系界面活性剤であるスクロース (Sucrose)、グルコ

ース (Glucose)、マルトース (Maltose) 等種々の糖を組み込んだ糖含有ハイブリ

ッドリポソームは、脳腫瘍細胞 (U251)、肺がん細胞 (RERF-LC-OK)、肝臓がん

細胞 (Hep-G2) に対する増殖抑制効果があることを松本らは報告している 37, 38)。

また、HL にラクトース系界面活性剤を含有させた HL/LactC10 は HL に比べ、

固定水層は約 2 倍増大し、IC50 値も小さく、がん細胞増殖抑制効果に糖の水和

Trehalose



 16 

が関与している可能性が明らかとなり、物理化学的特性 (固定水層) と生物学的

特性 (がん細胞増殖抑制効果) の関連性が明らかとなった 39)。その後、ガラク

トース骨格を有する新規糖系界面活性剤  Lacβ(1→4)LacC10 を含有させた 

HL/Lacβ(1→4)LacC10 に対するがん細胞の増殖抑制効果は、Hep-G2 > HuH-7, 

MCF7 > HCT-116 の順となったことが明らかとなっている 102)。しかし、トレハ

ロース系界面活性剤の検討はまだなされていない。 

本章では、リン脂質 (DMPC) 及びトレハロース界面活性剤 (TreCn) を用いて

創製したトレハロース含有リポソーム (DMTreCn) の膜物性について検討した。

即ち、1) 動的光散乱法による膜直径の測定。2) 蛍光偏光解消法による膜流動性

の測定。3) レーザードップラー法による固定水層の測定について検討した。 
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2-2 実験  

 

2-2-1 試料 

 

リン脂質 

L-α-dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) は、市販品 (日油) (Mw = 677.94) をそ

のまま使用した。以下に構造式を示す。 

 

 

 

 

 

 

L-α-dimyristoylphosphatidylcholine  

DMPC 

 

 

糖系界面活性剤 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、市販品 

(DOJINDO) (Mw = 524.60) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 

cmc = 0.15 mmol/l 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate  

TreC12 
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O
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α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は 、 市 販 品 

(DOJINDO) (Mw = 552.65) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 

cmc = 0.012 mmol/l 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate  

TreC14 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monopalmitate (TreC16) は 、 市 販 品 

(DOJINDO) (Mw = 580.71) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 

cmc = 0.0061 mmol/l 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monopalmitate  

TreC16 

 

O

O

O

OH O

OH

OH

O

OH

OH

OH

OH

O

O

O

OH O

OH

OH

O

OH

OH

OH
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2-2-2 トレハロース含有リポソームの調製 

 

トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は、リン脂質 (DMPC) 

及びトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 16)) を精秤し、ナス型フラスコ

に 入 れ た 後 、 5%-glucose 溶 液 中 で 超 音 波 照 射 器  (VELVO-CLEAR, 

ULTRASON-300S, 300W) を用いて超音波照射処理 (45℃, 1min/ml) を行った。

得られた均一溶液を 0.45μm メンブレンフィルターでろ過滅菌したものを試料

溶液として使用した (Fig.2-4) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-4 Schematic representation of DMTreCn (n=12, 14, 16). 

 

 

 

+

Surfactant

(Micelle)

Two-component

liposome (DMTre)
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(Vesicle)

sonication
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2-2-3 動的光散乱法による膜直径の測定 

 

懸濁溶液や溶液中に分散した微粒子は、通常ブラウン運動をしており、その

動きは大きな粒子では遅く、小さな粒子ほど動きが早い。このとき、ブラウン

運動をしている粒子にレーザー光を照射すると、粒子からの散乱光はそれぞれ

のブラウン運動の速度に対応した揺らぎが観測される。 

動的光散乱法 (Dynamic Light Scattering) 103)では、溶液中に分散している粒子

にレーザー光を照射し、その散乱光を光子検出器で観測する。このとき、粒子

からの散乱光は Young の光干渉実験モデルのように干渉しあう。さらに粒子は

ブラウン運動によりその位置を絶えず移動しているため、散乱光の干渉による

強度分布も絶えず揺らぐことになる。このため、ピンホールや光ファイバー系

の光学系を用いると、このブラウン運動の様子を散乱光強度の揺らぎとして観

測できる (Fig.2-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-5 動的光散乱法による散乱光検出の概略図. 

 

トレハロース含有リポソームの膜直径 ( Hydrodynamic Diameter : dhy) は、粒径

分布測定装置 (ELS-Z-0, 大塚電子) を用いて、動的光散乱法にて測定した。光源

として、He-Ne レーザーの 632.8nm の発振線を出力 35mW で使用した。散乱

角 90° で測定し、得られた拡散係数 (D) を (1) 式 (Stokes-Einstein の式) に代

入して膜の直径を求めた。なお、κ は Boltzmann 定数、T は絶対温度、η は溶

媒の粘度である。試料溶液は 37℃ にて保存及び測定した。 

 

dhy  = κT/3πηD … (1) 

レーザー光源 入射光

粒子

散乱光強度の信号 検出器
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2-2-4 蛍光偏光解消法による膜流動性の評価 

 

蛍光偏光解消法は、「偏光励起光を蛍光物質に照射することにより、蛍光物

質から発せられる蛍光が、分子量に応じて異なった偏光度を示す」という特性

に基づいた測定方法である。蛍光プローブの励起光に偏光を用いると、一定の

方向に配向した分子のみが励起され、一定方向に蛍光を発する。これを励起光

に対して垂直及び水平な方向で測定すると、分子の動きが遅いときには垂直成

分と水平方向に差が見られる (Fig.2-6)。この蛍光の偏光度を測定することで、

分子の動きやすさを調べ、膜流動性の指標とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-6 Principle of fluorescence depolarization. 

 

脂質二分子膜の膜流動性を蛍光偏光解消法により測定する場合有用であり、

膜内部の流動性を反映する 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) (Nacalai Tesque) 

を蛍光プローブとして用いた。10mm 角の石英セルに試料溶液 2.5ml を分注し、

循環恒温槽中で 37℃ にした後、DPH はテトラヒドロフラン溶液に溶解し、測

定試料溶液中で、[DPH] = 0.10μM になるように調製し、約 30 分間染色行った。

励起波長 357nm にて 432nm の蛍光プローブの蛍光偏光強度成分を分光光度

計 (F2000, 日立) により測定し、蛍光偏光度 (P : Fluorescence Polarization) の算

出を行った。 

Perrin-Weber の式で定義される (2) 式に従い蛍光偏光度 (P) を算出した。 

 

P = (Ivv-CfIvh) / (Ivv＋CfIvh) … (2) 

Cf  = Ihv / Ihh … (3) 

 

Diphenylhexatriene
(DPH)

Polarized
light

Slow
rotation

Light remains
polarized

P Value ↑

Polarized
light

Rapid
rotation

Light is
depolarized

P Value ↓
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蛍光の偏光が強ければ P 値も大きくなる。逆に、偏光が弱ければ、P 値も小

さくなる。ここで、Ivv 及び Ivh は、それぞれ垂直直線偏光励起光の振動方向と

垂直に振動する偏光強度成分及び平行に振動する偏光強度成分である。Cf  は 

(3) 式により求められる補正係数であり、Ihv 及び Ihh は、それぞれ平行直線偏

光励起の振動方向と垂直に振動する偏光強度成分及び平行に振動する偏光強度

成分である。各々の偏光強度は、試験試料による励起光の多重散乱による誤差

を小さくするため、式 (4) に従い、プローブの入っている試験試料の測定値 

(PSAMPLE) から、プローブの入っていない試験試料の測定値 (PBLANK) を差し引

き、蛍光偏光度 (P) を算出した104-107)。 

 

P = PSAMPLE - PBLANK … (4) 
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2-2-5 レーザードップラー法による固定水層の測定 

 

レーザードップラー法は、ドップラー効果 (光や音波が動いている物体に当り

反射あるいは散乱すると、光や音波の周波数が物体の速度に比例して変化する) 

を利用して粒子の泳動速度を求める方法である108-110)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-7 ヘテロダイン法による電気泳動光散乱光度計の光学系. 

 

He-Ne レーザーを光源として、ミラー (M1, M2)、ピンホール (P1, P2) は電気

泳動セル (C) と中心として回転するゴニオメーター上に乗せられており、散乱

角 (θ) は、ステップモーターにより 5～22° の範囲でスキャンできる。参照光は

ハーフミラー (HM1) で主光束より取出しモジュレーター上のミラー (MD) で

反射し回転可能なミラー (M3)、ハーフミラー (HM2) で散乱光と混合され、光

電子増倍管 (PM) によって検出される (Fig.2-7)。 

電気泳動している粒子にレーザー光を照射すると粒子からの散乱光は、ドップ

ラー効果により周波数がシフトする。シフト量は粒子の泳動速度に比例すること

から、このシフト量を測定することにより粒子の泳動速度がわかる。シフト量を

求めるためにレーザーゼータ電位計 (ELS-8000, 大塚電子) では、ヘテロダイン

光学系を用いている111)。これは、ドップラーシフトしている粒子からの散乱光を、

試料セルを通過していないレーザー光 (参照光) と混合する方法である。このよ

うに異なる周波数の光を混合すると、結果として得られる光の強度はちょうどそ

れらの差の周波数、つまり、シフト分の周波数で変化する。これを PM で検出

し、信号の周波数解析を行うことによりシフト量が求められる。なお、測定され

ている散乱光は散乱体積中にある無数の粒子からのものなので、この方法により

短時間でゼータ電位の分布等の統計的なデータが求められる。 

レーザー光源 ハーフミラー1
電気泳動中の粒子

検出器
光電子増倍管

散乱角θ

参照光

散乱光

モジュレーター

ハーフミラー2
主光束 ピンホール



 24 

液体中に分散している粒子の多くは、プラスまたはマイナスに帯電している。

そのため、粒子周囲には界面電荷を中和するために、過剰に存在する異符号を持

つイオンと少量の同符号を持つイオンが拡散的に分布しており、電気二重層を形

成している。二重層は界面から水和イオン半径にほぼ等しいところに存在する面 

(シュテルン面) によって二つの部分に分けられる。その面の内部領域は固定層、

外部領域はイオン拡散層と呼ばれ、さらに、外側には陽イオンと陰イオンのバラ

ンスの取れた溶液が大部分を占めて存在している (Fig.2-8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-8 電気二重層と電気分布の模式図. 

 

帯電した粒子が分散している系に外部から電場をかけると、粒子はその表面電

位の符号と反対方向に泳動するが、その速度は粒子の荷電に比例するため、その

粒子の泳動速度を測定し、荷電場の強さと溶媒の粘度や誘電率等の流体力学的な

効果を考慮にいれて計算することでゼータ電位が求められる。ゼータ電位は、固

定層と拡散層の境界面に近いすべり面の電位と定義されている (Fig.2-9)。微粒子

やコロイド粒子の場合、ゼータ電位の絶対値が増加すれば粒子間の反発力が強く

なり粒子の安定性は高くなる。逆に、絶対値が減少すれば、粒子間の反発力は弱

くなり粒子は凝集しやすくなる。そこで、ゼータ電位は粒子の分散安定性の指標

として用いられる (Fig.2-10)112)。 

表面電位 (ψ0)

シュテルン電位 (ψσ)

ゼータ電位 (ζ)

すべり面

シュテルン面

表面からの距離
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Fig.2-9 粒子周囲の帯電状態. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-10 粒子の帯電状態. 

 

レーザーゼータ電位計のセル部分を組み立て、洗浄を十分行い、循環恒温槽中

で 37℃ に調整した標準セルに試験試料を流し、ゼータ電位 (ζ) を測定した。光

源として、HE-Ne レーザーの 632.8nm の発振線を出力 10mW で用い、散乱角 

20° で測定した。得られた電気移動度 (U) より式 (5 ) (Smoluchowskiの式) に従

い、ζ を求めた。また、得られた ζ を式 (6 ) に代入し、最小二乗法による直線

の傾きより固定水層を算出した。 

すべり面 溶液の大部分

ゼータ電位を含むイオンの拡散層

固定水層

コロイド粒子

荷電の中和

荷電

安定・分散 不安定・凝集
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U = ε ζ / 4 π η … (5) 

ln (ζ) = a κ + b … (6) 

κ = 3.3 √c … (7) 

 

ここで、U は電気移動度、ε は誘電率、η は溶媒の粘度、a はリポソーム表面

からすべり面までの距離 (固定水層の厚さ)、b は定数、κ は Debye-Huckel 

parameter 定数、c は NaCl の濃度 (20, 50, 100, 150, 200mM) である。 
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2-3 結果と考察 

 

2-3-1 トレハロース含有リポソームの膜直径 

 

DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜直径 (dhy) の経時変化は動的光散乱法により測

定した。結果を Fig.2-11～2-13 と Table. 2-3～2-5 に示す。 

DMTreC12 の膜直径において、10～50mol%DMTreC12 は 100～200nm の膜

直径で、約一ヶ月間安定であった。55～60mol% DMTreC12 は 200～600nm の

膜直径で、不安定であった。65～70mol%DMTreC12 は 60～70nm であり、細

網内皮系 (RES) を回避可能であることが明らかになった。 

DMTreC14 の膜直径はすべての濃度において、70～220nm 付近で均一な膜を

一ヶ月以上形成していた。特に、40, 50, 70mol%DMTreC14 は膜直径が 100nm 

以下であり、RES を回避可能であることが明らかになった。 

DMTreC16 に関しては、10～60mol%DMTreC16 は 50～200nm の膜直径で、

約一ヶ月間安定であった。特に、30～55mol%DMTreC16 は膜直径が 100nm 以

下であり、RES を回避可能であることが明らかになった。 65～70mol% 

DMTreC16 は 200～700nm の膜直径で、不安定であった。 

トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は 5%-glucose 溶液に

おいて、トレハロースの含有量により、それぞれの膜直径は異なることが明ら

かとなった。65～70mol%DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、30～

55mol%DMTreC16 の膜直径は、37℃ において RES を回避可能な 100nm 以下

の膜直径であり、約一ヶ月間安定な膜を形成しており、安定であることが今回

初めて明らかとなり、臨床応用に適していることが示された。 



 28 

Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28

DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3

10mol% 167.6 154.5 150.5 149.2 149.0 164.7 158.4 157.0 147.3 149.8 147.3

20mol% 111.7 98.9 106.1 95.9 97.0 96.0 92.5 101.5 103.6 117.6 102.9

30mol% 131.3 134.3 132.0 130.5 132.3 131.3 130.7 134.9 130.6 136.7 139.0

40mol% 107.9 107.2 106.5 109.4 108.6 107.0 107.8 105.5 109.6 111.4 114.3

45mol% 108.0 122.5 128.9 113.2 129.0 128.7 126.0 128.4 134.6 137.1 137.1

50mol% 170.3 172.6 169.9 173.5 172.6 170.2 170.2 165.8 172.1 176.2 184.1

55mol% 513.8 584.7 574.0 538.9 506.2 528.3 512.1 596.6 520.3 455.0 419.9

60mol% 423.4 424.3 314.8 502.6 205.8 383.2 359.2 462.3 379.3 507.3 219.3

65mol% 67.9 76.3 60.7 61.2 63.3 62.8 59.7 58.5 59.3 66.7 61.2

70mol% 59.0 46.6 52.2 43.0 60.8 60.8 47.5 60.2 62.3 54.8 61.2

d hy (nm)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-11 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC12  

in 5%-glucose solution at 37℃. 

[DMPC] = 1.0×10-3M, [TreC12] = 0.1～2.3×10-3M 

 

 

 

 

Table. 2-3 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC12  

in 5%-glucose solution at 37℃. 
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Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28 35

DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3 160.8

10mol% 160.1 153.3 145.6 143.2 140.9 140.4 144.5 144.3 146.7 142.7 142.7 144.4

20mol% 207.6 206.2 207.1 203.7 202.2 204.0 207.2 208.1 207.1 201.3 203.8 199.2

30mol% 222.3 219.3 217.1 217.1 215.6 216.1 219.4 219.0 215.9 219.5 216.8 216.4

40mol% 69.8 66.8 69.0 68.0 67.8 69.2 69.2 68.1 69.4 70.5 74.0 74.5

45mol% 105.8 108.5 109.6 117.8 111.0 116.6 119.0 123.2 129.9 136.2 143.6 144.4

50mol% 84.8 91.1 82.1 88.9 88.0 89.1 91.7 92.2 97.0 93.9 90.6 87.7

55mol% 117.5 120.5 113.8 116.7 114.7 118.4 122.0 120.4 127.4 135.3 141.4 144.2

60mol% 213.5 215.4 208.4 210.6 208.8 210.7 212.3 208.5 220.0 222.4 221.5 221.5

65mol% 98.5 101.6 108.1 108.0 104.8 117.5 101.9 113.5 96.5 98.5 116.5 116.5

70mol% 99.7 83.1 93.2 85.7 83.8 86.6 84.9 84.4 90.4 86.4 90.9 91.6

d hy (nm)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-12 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC14  

in 5%-glucose solution at 37℃. 

[DMPC] = 1.0×10-3M, [TreC14] = 0.1～2.3×10-3M 

 

 

 

 

Table. 2-4 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC14  

in 5%-glucose solution at 37℃. 
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Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28 35

DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3 160.8

10mol% 116.6 118.9 114.8 118.7 119.5 114.7 113.7 108.5 108.3 108.2 110.7 110.7

20mol% 134.6 137.0 137.7 139.3 144.1 142.3 144.3 140.8 139.4 141.8 140.4 140.4

30mol% 59.1 58.5 59.3 58.8 57.8 57.8 60.9 57.0 60.1 63.2 59.0 60.6

40mol% 79.1 91.7 71.4 68.6 69.6 71.5 70.2 72.5 75.1 79.1 82.3 86.1

45mol% 74.4 79.4 83.3 87.0 90.0 90.7 93.0 93.3 98.9 104.3 105.2 109.5

50mol% 76.6 78.9 80.6 107.6 84.5 84.7 86.8 85.2 92.5 98.4 102.2 105.7

55mol% 67.7 71.2 73.9 75.7 77.3 77.2 79.2 79.2 85.1 88.5 91.3 96.5

60mol% 113.6 116.3 120.9 122.2 129.8 126.1 130.8 132.1 146.5 153.9 159.7 159.7

65mol% 196.2 256.3 250.6 251.9 252.4 288.7 280.1 281.9 322.5 352.7 383.3 403.1

70mol% 162.1 147.2 162.1 147.2 377.3 355.4 579.0 665.9 400.1 675.3 675.3 675.3

d hy (nm)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-13 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC16  

in 5%-glucose solution at 37℃. 

[DMPC] = 1.0×10-3M, [TreC16] = 0.1～2.3×10-3M 

 

 

 

 

Table. 2-5 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC16  

in 5%-glucose solution at 37℃. 
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2-3-2 トレハロース含有リポソームの膜流動性 

 

DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜流動性について、蛍光偏光解消法により測定した。

結果を  Fig.2-14 に示す。P 値が小さい程膜流動性が高くなることから、

DMTreCn (n=12, 14, 16) の P 値は DMPC よりも低く、トレハロース含有する

ことにより DMTre の膜内部に揺らぎを持ち、流動性は DMPC 単一リポソー

ムよりも高いことが明らかとなった。また、DMTreCn の膜流動性は、DMTreC12 

≒ DMTreC14 ＜ DMTreC16 であり、用いたトレハロース含有リポソームの中

では DMTreC16 が最も大きな流動性を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-14 Fluorescence polarization (P) value of DPH for DMPC  

and DMTreCn (n=12, 14, 16) in 5%-glucose solution at 37℃.  

Data represent the mean (n=3) ±S.D.  

    * Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 

             [DMPC] = 1.0×10-3M, [TreCn (n=12, 14, 16)] = 1.0×10-3M 
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2-3-3 トレハロース含有リポソームの固定水層 

 

リポソームを構成するリン脂質はカルボキシル基やリン酸基を持つため、こ

れらの基の解離によってリポソーム膜表面は負電荷を持つ。そのため、周囲を

粒子と反対符号のイオンからなる固定水層に取り込まれ、外側にイオン拡散層

があり、界面電位二重層を形成している。固定水層は膜粒子表面に形成される

構造化された水のことであり、細胞や膜の表面に常に存在するとされている。

固定水層と拡散層の境界面に近いすべり面での電位であるゼータ (ζ) 電位は、

リポソーム周囲の電位の価であるので、ln(ζ) versus κ のプロットを取るとその

勾配はリポソーム表面からすべり面までの距離、すなわち固定水層の厚さを与

えることになる46)。トレハロース含有リポソームの固定水層について、レーザ

ードップラー法により ζ を測定し算出した。 

DMTreCn (n=12, 14) の固定水層の結果を Fig.2-15 に示す。DMTreC16 は 

NaCl 溶液中で沈澱を生じたため、測定できなかった。50～70mol% トレハロー

ス含有 DMTreC14 の固定水層は 2.05～4.24 nm であるのに対し、DMPC 単一

リポソームでは 1.09 nm であり、トレハロースを含有することにより、固定水

層はトレハロース含有量の増大に伴い 1.3～2.2 倍に増大することが初めて明

らかになった。これは、トレハロース界面活性剤の頭部にある糖骨格が有する

水酸基 (OH) を多く持つことにより、固定水層が厚くなると考えられる。

DMTreC12 はトレハロース含有量の増大に伴い固定水層の変化は見られなかっ

た。 
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Fig.2-14 Thickness of fixed aqueous layer (TFAL) of DMPC ( ) and 

        DMTreCn (n=12( ), 14( )) in 5%-glucose solution at 25℃.  

Data represent the mean (n=3) ±S.D.  

* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 

               [DMPC] = 1.0×10-3M, [TreCn (n=12, 14)] = 1.0～2.3×10-3M 

 

Table. 2-6 Thickness of fixed aqueous layer (TFAL) of DMPC and 

       DMTreCn (n=12, 14) in 5%-glucose solution at 25℃.  

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TFAL S.D.

1.90 0.13

50mol% 2.04 0.41

60mol% 2.09 0.72

70mol% 2.40 0.10

50mol% 2.50 0.36

60mol% 3.54 0.42

70mol% 4.24 0.97

DMTreC12

DMPC

DMTreC14

Sample

0

2.0

4.0

6.0

DMPC 50 60 70

DMTreCn (mol%)

T
F

A
L

 (
n

m
)

*

*

*

*



 34 

2-4 総括 

 

本章では、リン脂質 (DMPC) と炭素鎖の異なるトレハロース界面活性剤 

(TreCn (n=12, 14, 16)) を構成成分とするトレハロース含有リポソーム 

DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜物性について、1. DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜直径、

2. DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜流動性、3. DMTreCn (n=12, 14, 16) の固定水層、

について検討したところ、以下のような興味深い知見が得られた。 

 

1  トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は 5%-glucose 溶液に

おいて、トレハロースの含有量により、それぞれの膜直径は異なったことが

明らかとなった。65～70mol%DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、

30～55mol%DMTreC16 の膜直径は、37℃ において細網内皮系 (RES) を回

避可能な 100nm 以下であり、約一ヶ月間安定な膜を形成していることが今

回初めて明らかとなり、臨床応用に適していることが示された。 

 

2  DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動性は DMPC 単一リポソームよりも

高いことが明らかとなった。 

 

3  DMTreC14 の固定水層は DMPC 単一リポソームよりも大きいことが明ら

かとなった。また、DMTreC14 は、TreC14 濃度依存的に固定水層が増大し

た。 

 

以上の結果より、DMTreCn (n=12, 14, 16) は、トレハロースの含有量により、

膜直径は異なることが明らかとなった。DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動

性は DMPC 単一リポソームよりも高いことが明らかとなった。DMTreC14 の

固定水層は DMPC 単一リポソームよりも高いことが明らかとなった。 
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深達度による分類
(ステージ 0～Ⅱ)

リンパ節転移による分類
(ステージⅢ)

遠隔転移による分類
(ステージ 0～Ⅳ)

ステージ 0

ステージⅠ

ステージⅡ

肺転移

肝転移

腹膜播種

第 3 章 トレハロース含有リポソームの大腸がん及び胃がん細胞に対する増殖 

抑制効果 

 

3-1 序 

 

近年、食生活の欧米化に伴って、日本においても大腸がんによる死亡者数が

急増しており、年間の罹患者数が 1990 年には 6 万人、99 年には 9 万人を超

え年々増加傾向になり、この 30 年間で患者数は約 6 倍になっている。死亡者

数は、結腸と直腸を合わせて男性では肺がん、胃がんについで第 3 位であり，

女性では第 1 位である。大腸がんの主要原因としては、食事やライフスタイル

等の環境要因の関わりが大きいと考えられ、具体的には運動不足、肥満、動物

性脂肪の摂取過ぎ等が指摘されている。大腸がんでは、がんが大腸の壁の中に

浸潤しているかにより、進行度が 0 期、I 期、II 期、III 期、IV 期の 5 段階

に分類され、がんの広がり具合 (進行度) を表している (Table. 3-1, Fig.3-1)4)。 
 

Table. 3-1 大腸がんのステージ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-1 大腸がんの深達度. 

0 期 がんが粘膜にとどまるもの

I 期 がんが大腸壁にとどまるもの

II 期 がんが大腸壁を越えているが，隣接臓器におよんでいないもの

III 期 がんが隣接臓器に浸潤しているか，リンパ節転移のあるもの

IV 期 腹膜，肝，肺などへの遠隔転移のあるもの

ステージ分類
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0 期

Ⅰ期 (軽度浸潤) Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅰ期 (深部浸潤) Ⅳ 期

内視鏡治療

・開腹手術

・腹腔鏡手術

手術

経過観察

抗がん剤治療 放射線治療

病理検査・病理
診断による検討

対症治療

臨床病期

治療

診断技術や外科療法の進歩により、腫瘍のできている場所や進行具合によっ

て、放射線治療や化学療法が用いられているが、ほとんどの場合、手術が必要

となる。現在、約 80% の大腸がんでは治癒切除が行われ、治癒切除例では結

腸がんで 80%、直腸がんでは 75% に治癒が期待できるようになった。大腸が

んは早期に発見し、適切な治療を行うことでほとんどは完治する病気であるが、

多発しやすいという課題も残っている。Stage III 結腸がんの 25%、直腸がんで

は 35% に再発を認めるため、より効果的な補助化学療法の開発が必要である。

また、大腸がんの 25% に合併を認める肝転移、15% に見られる肺転移はいず

れも、標準的治療の普及が重要である。また肝転移は切除後も再発率が高いこ

とから、補助化学療法が必要である。大腸がん治療後の QOL (Quality of Life) の

向上も今後の課題であり、内視鏡治療の適応拡大や腹腔鏡手術の普及等が期待

される (Fig.3-2)113, 114)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-2 大腸がんのステージ別治療方法. 
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 胃がんは、胃の内側の粘膜から発生する悪性腫瘍で、世界的にみて日本人に非

常に多いがんである。日本では、男性で 9 人に 1 人、女性で 18 人に 1 人、

胃がんで死亡するリスク、男性で 24 人に 1 人、女性で 51 人に 1 人と 2009 

年に発表されている。早期診断と治療法の進歩により、胃がんによる死亡数は

年々減少しているが、部位別死亡数では男女とも肺がんに次いで第 2 位となっ

ている。 

胃がんの危険因子として、塩分の過剰摂取、動物性食品やビタミンの摂取不

足、熱い、辛いといった刺激物、胃粘膜を荒らすヘリコバクターピロリ菌の感

染等の食生活と胃がんとのかかわりが注目されている。また、喫煙もたばこの

中に含まれる有害物質が胃の粘膜を刺激し、胃がんの原因になる。診断の進歩

により早期に発見できるようになり早期胃がんは 90% 程度完治できるが、診

断・治療の難しい悪性度の高いスキルス胃がん (硬性がん) は、内視鏡検査でも

早期発見しにくいがんである。また、胃の表面には腫瘍が出ずに、胃壁の中を

広がって大きくなるため、進行が早く、腹膜への転移を起こしやすく、若年層

に見られる。胃がんは内視鏡や X 線検査、CT、超音波、MRI 等による肉眼的

所見、病理的診断にて治療方針が決まるが、がんの深達度によって早期胃がん

と進行胃がんの二つに分けられる (Fig.3-3)。リンパ節、遠隔臓器へ転移がなく、

粘膜・粘膜下層にとどまるものが早期胃がんであり、内視鏡的粘膜切除術 

(Endoscopic Submucosal Dissection (ESD) によって粘膜ごと腫瘍を切除して治療

する。しかし、粘膜のみならず筋層・漿膜にも深達している進行胃がんは、根

本的な治療である原発がんとリンパ節郭清を外科的手術により切除する他に、

手術前に抗がん剤によるネオアジュバント (Neo-Adjuvant) 療法を行ったり、手

術後に抗がん剤によるアジュバント (Adjuvant) 療法が行われている。また、腫

瘍が膵臓や大腸にまで転移している場合に、膵臓や大腸を含めて切除する手術

もある。再発を抑制するために、化学療法が必要とされる。 

胃がんに対する抗がん剤は、代謝拮抗薬 (5-FU、テガフール、ウラシル、S-1)、

白金製剤 (シスプラチン)、タキサン系 (パクリタキセル、ドセタキセル)、トポ

イソメラーゼ (イリノテカン) 等が用いられる 3)。切除不能な進行再発の胃がん

を対象として、トラスツズマブ (Trastuzumab for Gastric Cancer : ToGA) は 50% 

生存期間 (Median Survival Time : MST) が約 1 年と報告されている。分子標的

薬としてグラクソ・スミスクラインのチロシンキナーゼ阻害剤 (Lapatinib) が転

移性胃がんに対して有効性を確かめる臨床試験が進んでいる。また、38% の胃

がん患者に メラノーマ関連抗原-3 (Melanoma-Associated Antigen 3 : MAGE-3) 

が発現し 115)、がんワクチンにおいて、MAGE-3 を投与したがん樹状細胞療法は

胃がんに奏効性が得られた 116)。 
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早期胃がん 進行胃がん

粘膜層

粘膜筋板

粘膜下層

固有筋層

漿膜下層

漿膜

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-3 胃がんの深達度. 

 

アポトーシスは 1972 年イギリスの病理学者 Wyllie と Kerr らによって見出

された117)。彼らは、細胞死には 2 種類の形態が存在し、細胞が積極的に死を誘

導するアポトーシス (Apoptosis : プログラム死) と、切り傷、火傷等外的因子に

より細胞機能が阻害され、受動的に死に至るネクロシース (Necrosis : 壊死) に分

類されるとした。個体発生は細胞の増殖･分化、あるいは死滅のバランスによっ

て成り立っており、その過程においてアポトーシスは極めて重要な現象であるこ

とは良く知られている。また、炎症の惹起とその消退においても免疫担当細胞の

アポトーシスが重要な役割を果たしており、細胞のアポトーシスは生体の恒常性

維持のために必須の機構である。さらに、異常増殖能を有するがん細胞の発生と

その排除という面においても、アポトーシスはその中心的な役割を果たしている。

Wyllie と Kerr らはアポトーシスによる細胞死の特徴は、細胞が収縮し、核内部

の DNA の断片はヌクレオソームの単位 (180bp) に切断されること、マルチマー

から成るラダーが観察されることを見出した118)。その後、断片化されたアポトー

シス小体が形成され、これをマクロファージが貧食するために周囲の細胞に炎症

を起こすことがなく、生体への影響はほとんどない。 

線虫 (C. elegans) の発生における細胞死の解析より、アポトーシスが遺伝子に

より支配されていたことが明らかになった。Horvitz らは、変異体の解析からア

ポトーシスに関わる遺伝子群の存在を明らかにした。その遺伝子群をカスペース 

(Caspase) ファミリーと呼ぶ119, 120)。ヒトの場合、今までに 10 種類のカスペース

ファミリー遺伝子が報告されている。Nicholson らは、ペプチドライブラリを用

いた解析からカスペースを三つのグループに分類している。グループⅠ (カスペ

ース-1, 4, 5) は、IL-1、Interferon-γ 誘導因子等のサイトカインの活性化に関与す

る。グループⅡ (カスペース-2, 3, 7) の認識配列は DEXD であり、分解される分

子の切断部位に存在する。グループⅢ (カスペース-6, 8, 9) の認識配列は D グル

ープⅡの P20 と P10 の間に存在し、その活性化に関与する121)。 
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Bcl-2 ファミリーはミトコンドリアの透過性をコントロールすることによっ

てアポトーシスを制御する。抗アポトーシスタンパク質 Bcl-2、Bcl-xl はミトコ

ンドリア外壁に存在し、シトクロム c の放出を抑制する。プロアポトーシスタ

ンパク質である Bcl-2 ファミリーの Bad、Bid、Bax、Bim は細胞質に存在する

が、細胞死シグナルに従ってミトコンドリアへと移動し、そこではシトクロム c 

の放出を促進する。Bax は生存因子からの刺激に応答してミトコンドリアへと

移動する。ミトコンドリアからの放出に準じて、シトクロム c は Apaf-1 に結

合し、カスペース-9 との活性化複合体を形成する。アポトーシス時のミトコン

ドリア透過性とシトクロム c 放出の制御メカニズムは完全には分かっていな

いが、Bcl-xl、Bcl-2、Bax は電位依存性陰イオンチャネル (VDAC) に影響を与

え、シトクロム c の放出制御の一端を担っていると考えられている 122-127)。一

方、ミトコンドリアの膜電位が低下せずに、Bax によりミトコンドリアからシ

トクロム c が放出されることが明らかとなっている (Fig.3-4) 128)。 

RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein) タンパク質は、長年ホスファチジルエタノ

ールアミン結合タンパク質 (Phosphatidylethanolamine Binding Protein : PEBP) と

して認識されていた 129)。最近の研究では、RKIP は重要なシグナル伝達経路、

Raf-MEK-ERK キナーゼカスケード、G タンパク質及び NK-κB シグナル伝達

を調節することが明らかとなった 130)。また、RKIP はアポトーシスの誘導及び

転移の抑制をし、いくつかの抗がん作用が示されている 131, 132)。前立腺がんの

進行に伴い、RKIP の発現が消失すると、転移が促進され、アポトーシスが抑制

される。さらに、RKIP の発現によってブロックされる Raf の下流経路の阻害

効果は抗がん効果を持つことになる 133)。 

現在までに知られているアポトーシス誘導のシグナル伝達経路は、細胞膜に

存在するデスレセプター (Fas) 受容体を介するものと、ミトコンドリアを介す

る二つに大別される。Fas がアポトーシスシグナルを受容すると、カスペース-8 

が活性化し、ミトコンドリアを介する場合には、ミトコンドリアから遊離した

シトクロム c が dATP/ATP と共に Apaf-1 と結合し、カスペース-9 を活性化

する。活性化したカスペース-8, 9 が下流のカスペース-3 を活性化し、アポトー

シスが実行される。 
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Fig.3-4 Schematic representation of protein kinase signaling pathways 

involved in apoptosis regulation134) . 

 

ハイブリッドリポソーム (HL) は、それ自身が in vitro 及び in vivo において

顕著な制がん効果を示し、種々のがん細胞にアポトーシスを誘導することが明

らかとなっている。現在までに、HL は、ヒト肝臓がん細胞 (Hep-G2)14)、ヒト

肺がん細胞 (RERF-LC-OK, A549) 15)、ヒト乳がん細胞 (MDA-MB-453) 17)、ヒト

B リンパ腫細胞 (RAJI)、ヒト T リンパ腫細胞 (Molt-4) 22)、ヒト大腸がん細胞 

(WiDr) 23)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞 (CoRa622G6) 26, 27)等の多く

の悪性腫瘍細胞に対して、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。 

HL のアポトーシスメカニズムについては、ヒト前骨髄性白血病 HL-60 細胞

において、Fas が活性化し、カスペース-8 の活性化と Bid の切断活性を経てカ

スペース-3 に至る経路と、ミトコンドリアを活性化させ、シトクロム c の放

出とカスペース-9 の活性化を経てカスペース-3 に至る経路との 2 種類の異な

るシグナル伝達経路が存在し、最終的に PARP が活性化され、DNA の断片化

が起こることが明らかとなっている (Fig.3-5) 20)。また、肺がん細胞 (A549 及び

RERF-LC-OK) においても同様の経路でアポトーシスが示唆されている 15)。 
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Fig.3-5 A schematic representation of mechanism for apoptosis  

of HL-60 cells induced by hybrid liposomes.20) 

 

さらに、HL や細胞のもつ膜流動性の大きさが HL の制がん効果に深く関与

していることが報告されている 135)。蛍光基質 (NBDPC) 含有 HL (HL/NBDPC) 

はヒト由来肝臓がん細胞  (Hep-G2)14) 、ヒト由来肺がん細胞  (A549, 

RERF-LC-OK)15)、ヒト大腸がん細胞 (WiDr)23)に高い選択性を示し、選択的に膜

融合することが明らかにされている。また、in vivo において、マウスルイス肺

がん及びヒト B リンパ腫の腹腔内移植モデル、神経芽腫の肝転移モデルマウス

に対し、顕著な治療効果及び延命効果が得られている 12, 13, 22, 136)。 

本章では、トレハロース含有リポソームの大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃が

ん細胞 (MKN-45) に対する制がん効果及び制がんメカニズムについて検討し

た。即ち、1) 酸素活性測定法 (WST-1 assay) を用いて、DMTreCn のがん細胞

に対する増殖抑制効果を検討した。2) がん細胞に対する融合・蓄積の観察につ

いて検討した。3) フローサイトメーターによる  DNA 断片率の測定及び 

TUNEL assay を用いてアポトーシス誘導について検討した。4) アポトーシス誘

導における細胞内カスペース-3, 8, 9 活性化を検討した。5) ミトコンドリア膜電

位の測定、シトクロム c 放出の測定、Bax 活性の測定により、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。6) アポトーシス誘導にお

ける RKIP 活性化について検討した。 
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3-2 実験  

 

3-2-1 試料 

 

リン脂質 

L-α-dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) は、2-2-1 と同様のものを使用した。 

 

糖系界面活性剤 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、2-2-1 と同

様のものを使用した。 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は、2-2-1 と同様

のものを使用した。 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monopalmitate (TreC16) は、2-2-1 と同様

のものを使用した。 

 

蛍光標識リン脂質 

Palmitoyl-2 [12-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazoi-4-yl)amino] dodecanoyl -sn-glycero-3- 

phosphocholine (NBDPC) は、市販品 (Avanti Poler Lipids) のクロロホルム溶液を、

ロータリーエバポレーター (IWAKI, REN-1) と減圧乾燥機 (EYELA, VOC- 

300SD) を用いて、十分に溶媒を除去した後、使用した。以下に構造式を示す。

(Mw = 856.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palmitoyl-2 [12-(7-nitro-2-1, 3-benzoxadiazoi-4-yl) amino] dodecanoyl -snglycero-3- phosphocholine  

NBDPC 
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3-2-2 トレハロース含有リポソームの調製 

 

トレハロース含有リポソームは、2-2-2 と同様の方法で調製した。 

 

3-2-3 トレハロース/蛍光脂質含有リポソームの調製 

 

リン脂質 (DMPC) 、トレハロース界面活性剤 (TreCn (n=14, 16)) 及び蛍光リ

ン脂質 (NBDPC) を秤量し、ナス型フラスコに入れた後、リン酸緩衝液 (PBS(-)) 

中で超音波照射器 (VELVO-CLEAR, ULTRASON-300S) を用いて超音波照射処

理 (1min/ml) を 45℃, 300W で行った。得られた均一溶液を 0.20μm フィルタ

ーでろ過滅菌したものを試料溶液として使用した (Fig.3-6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-6 Schematic representation of DMPC/70mol%TreCn/5mol%NBDPC  

(DMTreCn (n=14, 16)). 

 

3-2-4 動的光散乱法による膜直径 (dhy) の測定 

 

蛍光脂質含有リポソームの膜直径は、2-2-3 と同様の方法で測定した。試料溶

液の保存及び測定は、膜物性の安定性を考慮し、4℃ で行った。 

+

TreCn (n=14, 16) DMTreCn/NBDPCDMPC

sonication

NBDPC

+
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3-2-5 使用細胞 

 

がん細胞には、ヒト大腸がん (HCT-116; Colon Cancer)、ヒト胃がん (MKN-45; 

Stomach Cancer) を使用し、  正常細胞には、ヒト胎児肺二倍体線維芽細胞 

(WI-38; Human Diploid Lung)を使用した。なお、HCT-116 細胞及び WI-38 細胞

は American Type Culture Collection (ATCC)、MKN-45 細胞は ヒューマンサイエ

ンス研究資源バンク (Health Science Research Resources Bank：HSRRB) より購入

した。 

HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞の培地は、RPMI-1640 (GIBCORL) にウシ胎

児血清(Fetal Bovine Serum (FBS); HyClone Laboratories Inc.) を添加したもの 

(RPMI-1640/10%FBS) を用い、WI-38 の培地は MEM (Minimum Essential Medium; 

Invitrogen) に FBS、1.0mM ピルビン酸 (Pyruvic Acid; Invitrogen) 、0.1mM 非必

須アミノ酸 (Non Essential Amino Acid (NEAA); Invitrogen) を添加したものを用

いた。以上のすべての細胞は、37℃、5%CO2 、湿度 95% の条件で培養した。 
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3-2-6 酵素活性測定法 (WST-1 assay) による細胞増殖抑制試験 

 

細胞に対する DMTreCn (n=12, 14, 16) の増殖抑制効果は、酵素活性測定法である

WST-1 (2-[4-indophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfophenyl]-2H-5-tetrazolium, 

monosodium salt) (同仁化学研究所, Cell Counting Kit) assay により評価した。 

WST-1 assay は、代謝物の発色によって細胞増殖活性を測定する方法である137)。

電子キャリアーである 1-Methoxy PMS (1-methoxy-5-methyphenazinium 

methysulfate) がミトコンドリアの脱水素酵素 (Dehydrogenase) により還元され

ると、水溶性で黄色い WST-1 Formazan (λ = 438nm, ε = 3.7×104) を生成する。こ

の WST-1 Formazan の生成量は生細胞数と比例関係にあり、その比色値を測定

し比較することにより、細胞増殖の指標とすることが出来る (Fig.3-7)。 

滅菌済  96 ウエル培養プレート  (スミロン ) にリファレンス用培地を 

100μl/well 添加後、HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞を 2 万 cells/ml に調整し、

細胞懸濁液 100μl/well を播種し、24 時間前培養した。24 時間後、異なるトレ

ハロース含有量の DMTreCn (n=12, 14, 16) の試料を 10μl/well 添加し、48 時間

処理した。48 時間後 Cell Counting Kit (WST-1、1-Methoxy PMS 混合溶液) を 

10μl/well 添加し、3 時間置いた後、分光光度計 (Emax, Molecular Devices Co.) を

用いて、波長 450nm における吸光度を測定した。 

試験試料を添加したものを陽性対象検体とし、5%-glucose 溶液を添加したも

のを陰性対象検体、細胞懸濁液のみをブランクとして使用した。AMean は陽性対

象検体の吸光度からブランクを引いたものを、AControl は陰性対象検体の吸光度

からブランクを引いたものをとし、細胞生存率はその比である AMean / AControl よ

り (8) 式に従い算出した。 

 

Viability (%) = (AMean / AControl) × 100 … (8)
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Fig.3-7 Principle of WST-1 assay. 
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フォトマルチプライヤー
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3-2-7 共焦点レーザー顕微鏡による細胞への融合・蓄積の観察 

 

共焦点レーザー顕微鏡 (Confocal Laser Scanning Microscopy：CLSM) は、試料

の厚み及び時間に対する情報の取得に高い威力を発揮し、三次元的な生物試料

の表面及び内部の蛍光像を鮮明に観察することが可能であり、生体試料 (細胞

等) 及び固定試料 (細胞骨格等) の双方に幅広く用いられている138)。発せられた

レーザー光はスキャナーを介して対物レンズによりフォーカスされ、スポット

状のビールで試料上を走査する。レーザー光で励起された蛍光は再び対物レン

ズに戻り、スキャナーからピンホームを経て受光器に届く。受光器が捉えた蛍

光は画像情報に変換され、最終的にモニター上に表示される (Fig.3-8)139)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-8 共焦点レーザー顕微鏡の模式図. 
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共焦点レーザー顕微鏡を用いて、各細胞に対する蛍光脂質含有ハイブリッド

リポソームの蛍光蓄積観察を行った。観察方法として、生きた細胞中の特定分

子の細胞内局在変化を追跡する方法であるタイムラプス方法を用いた140)。 

調製した細胞懸濁液 2ml を滅菌済み Glass Bottom Uncoated Dish に播種し、

24 時間前培養後、培地を除去し、蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 

16)/NBDPC) を含む培地  2ml を添加した。その後、共焦点レーザー顕微鏡 

(Leica, TCS SP) により光源として励起波長 488nm の Ar レーザーを用い、蛍

光波長 505~555nm にて、 3 時間の観察を行った。 
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3-2-8 フローサイトメーターによる DNA 含量の測定 

 

アポトーシスが誘導された細胞の最も特徴的な性質は核の断片化であり、ヌ

クレオソーム単位の DNA の断片化が見られる。この断片化した DNA を標識

とする方法が ヨウ化プロピジウム (Propidium Iodide : PI, Invitrogen) 染色法で

ある141)。PI は、核染色剤として、アポトーシス誘導された細胞膜を不安定化す

ることで、細胞膜を浸透し細胞内の二本鎖 DNA の間に入る。細胞の DNA 含

量は、フローサイトメーターにより測定した。PI をレーザー光源により励起す

ると、DNA 量に比例して赤色蛍光を発する。PI により染色した細胞の DNA の

長さから、その細胞が G0/G1 期、S 期、及び G2/M 期のどの周期に相当する

かの判定が可能である。さらに、アポトーシスを誘導した細胞における断片化

した短い DNA (Apoptotic DNA : Sub-G1) が判定できる (Fig.3-9)142)。PI は市販

品 (Molecular Probes) を PBS(-) に溶解して使用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-9 Detection of apoptotic DNA using flow cytometer. 
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滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後、DMTreCn 

(n=12, 14, 16) を添加し、37℃、5%CO2 インキュベーターで 48 時間培養した。

48 時間後、PBS(-) で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 

rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除去後、0.1%Triton X-100 にて浸透

化処理し、Rnase (SIGMA) にて細胞内 RNA を分解除去し、1ml PBS(-) を加え

て細胞を再懸濁し、ナイロンメッシュを通過させた。PI を加えて、暗下、氷中

で 15 分間 DNA を染色した。その後、フローサイトメーターにより各細胞の 

DNA 含量を測定した。蛍光量の測定は、光源に 488nm のアルゴンレーザー (Ar 

laser) を出力 15mW で使用し、波長範囲 605~630nm の FL3 センサーで、PI 蛍

光量を検出した。 
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3-2-9 TUNEL 法によるアポトーシス細胞の検出 

 

アポトーシスが誘導された細胞に特徴的な核の構造変化として、ヌクレオソ

ーム単位の DNA の断片化が見られる。この断片化した DNA を標識とする方

法が TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) 法である 143)。アポトーシス

により、二本鎖 DNA からヌクレオソーム単位の DNA の断片化が生じる。そ

こに、テンプレートに依存せずに核酸重合を触媒することが可能な Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) を用いて、蛍光標識した 2’-Deoxyuridine-5’- 

Triphosphate (dUTP) を DNA の 3’-OH 末端へ重合させ、断片化 DNA を標識

することで、アポトーシス細胞が観察される (Fig.3-10)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-10 Principle of TUNEL assay. 
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滅菌済 Glass Bottom Uncoated Dish に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間前培

養後、DMTreCn (n=14, 16) を添加して 48 時間培養した。その後、10% 中性ホ

ルマリン溶液を加えて室温で 30 分間組織固定後、浸透化液 (0.1%クエン酸ナ

トリウム、0.1%Triton-X100) を加えて氷上で 2 分間インキュベートした。PBS(-) 

で洗浄後、 In Situ Cell Death Detection Kit (TdT, fluorescein-dUTP, Roche 

Diagnostics) を添加して、暗下、37℃ で 60 分間反応後、TO-PRO-3 (Invitroge) に

て核を染色し、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。光源として、Ar レ

ーザー  (488nm) 及び  He-Ne レーザー  (633nm) を用い、一定波長域 

(Fluorescein-dUTP : 515~565nm, TO-PRO-3 : 640~700nm) の条件下で観察を行っ

た。 
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IETD SG 

CaspaLux®8

IETD SG 

DEVD GI LEH DG 

CaspaLux®3 CaspaLux®9

3-2-10 カスペース-3, 8, 9 活性の測定 

 

カスペース-3, 8, 9 活性の測定は、カスペース特異的蛍光基質であるPhiPhiLux 

及び CaspaLux (OncoImmunin) を用いて検討した。PhiPhiLux は、カスペース-3 

(Green Fluorescence, PhiPhiLux-G1D2) に特異的な認識配列 (DEVDGI) を蛍光色

素で標識した蛍光基質である、蛍光色素は二量体を形成しており、カスペース

-3 により基質配列中の GI が切断されると、蛍光を発する。CaspaLux シリーズ

は、カスペース-8 (Green Fluorescence, CaspaLux 8-L1D2) 及び カスペース-9 

(Green Fluorescence, CaspaLux 9-M1D2) に特異的な認識配列  (IETDSG 及び 

LEHDG) を蛍光色素で標識した蛍光基質である。カスペース-8, 9 により基質配

列中の SG 及び DG が切断されると、蛍光を発する (Fig.3-11)144-149)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-11 Principle of PhiPhiLux and CaspaLux. 
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滅菌済 Glass Bottom Uncoated Dish に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養

後、DMTreCn (n=14, 16) を添加し、48 時間培養した。48 時間後、PBS(-) で洗

浄し、0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分

離を行った。上澄みを除去後、10μM PhiPhiLux 溶液を添加し、37℃、5%CO2 イ

ンキュベーターで 30 分培養した。その後、1ml PBS(-) を加えて細胞を再懸濁

し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターにより各細胞のカ

スペース活性を測定した。蛍光量の測定は、光源に 488nm のアルゴンレーザー 

(Ar laser) を出力 15mW で使用し、波長範囲 605~630nm の FL3 センサーで、

PhiPhiLux 及び CaspaLux 蛍光量を検出した。また、共焦点レーザー顕微鏡によ

り、励起波長 488nm (He-Ne レーザー)、蛍光波長 505~530nm にて観察を行った。 
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3-2-11 ミトコンドリア膜電位の測定 

 

ミトコンドリアはアポトーシスの制御に重要な細胞内小器官である。通常は

ミトコンドリア内外の膜電位差を利用してエネルギー産生を行い、細胞「生存」

に寄与するが、ミトコンドリア機能傷害が起こると、ミトコンドリア膜上に局

在する Bax の活性化によって膜電位が低下し、カスペースを活性化させること

でアポトーシスが誘導される 150-152)。 

DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 

に対するアポトーシス誘導において、ミトコンドリアの関与を検討するために、

シアニン色素である 3,3'-dihexyloxacarbocyanin iodide (DiOC6(3), Enzo) を用いて、

フローサイトメーターにて測定した 153)。DiOC6(3) は電位変化によって膜内外

の局在が変化する膜電位感受性色素である。膜や細胞内タンパクに結合して、

疎水的環境に置かれることにより、蛍光強度が増強する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

DiOC6(3) 

 

滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後、DMTreCn 

(n=14, 16) を添加し、37℃、5%CO2 インキュベーターで 48 時間培養した。さ

らに、48 時間後、DiOC6(3) を最終濃度 40nM となるように添加し、37℃、

5%CO2 インキュベーターで 30 分培養した。48 時間後、PBS(-) で洗浄し、

0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行

った。上澄みを除去後、細胞を分散させるためにナイロンメッシュを通過させ、

フローサイトメーターを用いて DiOC6(3) を測定した。 

蛍光蓄積量の測定には、光源に  488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 

15mW で使用し、波長範囲 505~545nm の FL1 センサーで、DiOC6(3) の発色

量を検出した。 
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3-2-12 蛍光標識抗体染色によるシトクロム c 放出の測定 

 

シトクロム c (Cytochrome c) は、ミトコンドリアの内膜に弱く結合している

ヘムタンパク質の一種である。シトクロム c は、アポトーシスにおいてシグナ

ル仲介の役割を担っていることが知られている 154, 155)。 

細胞がアポトーシス誘導刺激を受けると、ミトコンドリアからシトクロム c

が放出される。これは、細胞内のカルシウムイオン濃度が上昇することで、ミ

トコンドリア PTP (PermeabilityTtransition Pore) の開口が促されることによる。

少量放出されたシトクロム c は小胞体膜上にある IP3 受容体と相互作用し、

小胞体からカルシウムが放出される。このプロセスにより、濃度が上がったカ

ルシウムはシトクロム c の大量放出を引き起こす。細胞質中に放出されたシト

クロム c は、今度はカスペース-9 と呼ばれるシステインプロテアーゼを活性化

する。カスペース-9 はカスペース-3 とカスペース-7 を活性化し（カスペース

カスケード）、最終的にアポトーシスを引き起こす 128)。 

DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 

に対するアポトーシス誘導において、ミトコンドリアからのシトクロム c の放

出を検討するために、Cytochrome c Release Kit (Calbiochem) を用いて、フロー

サイトメーターにて測定した。 
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滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 

(n=14, 16) を添加した。 48 時間後、 1X Wash Buffer で洗浄し、 0.05% 

Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。

上澄みを除去後、氷上で 300μl の Permeabilization Buffer にて 10 分間浸透化

処理し、室温で 8% Paraformaldehyde にて 20 分間細胞を固定した。その後、

1ml の 1X Wash Buffer で洗浄し、室温で 250μl の Blocking Buffer にて 1 時

間細胞をブロックし、室温で 250μl の一次抗体 Anti-Cytochrome c WS にて 1 

時間細胞を染色し、500μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 1 時間室温、暗下

で細胞を培養した。1 時間後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再懸濁

し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光源に 

488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 15mW で使用し、波長範囲 505~545nm 

の FL1 センサーで、シトクロム c の発色量を検出した。 
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3-2-13 細胞内 Bax 活性の測定 

 

Bcl-2 ファミリーはミトコンドリアの透過性をコントロールすることによっ

てアポトーシスを制御する。抗アポトーシスタンパク質 Bcl-2, Bcl-xl はミトコ

ンドリア外壁に存在し、シトクロム c の放出を抑制する。プロアポトーシスタ

ンパク質である Bax、 Bad、Bid、Bim は細胞質に存在するが、細胞死シグナル

に従ってミトコンドリアへと移動し、シトクロム  c の放出を促進する 

(Fig.3-12)。 

Bax と Bim は生存因子の除去等の細胞死刺激に応答してミトコンドリアへ

と移動する。DNA 損傷によって活性化されると、p53 は Bax、Noxa、PUMA の

転写を亢進する。ミトコンドリアからの放出に準じて、シトクロム c は Apaf-1 

に結合し、カスペース-9 との活性化複合体を形成する。アポトーシス時のミト

コンドリア透過性とシトクロム c 放出の制御メカニズムは完全には分かって

いないが、Bcl-xl、Bcl-2、Bax は電位依存性陰イオンチャネル (VDAC) に影響

を与え、それがシトクロム c の放出制御の一端を担っていると考えられている
116-122)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-12 Bax によるシトクロム c の放出. 
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DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 

に対するアポトーシス誘導において、Bax の活性化が関与しているかについて 

Anti-Bax (MBL) を用いて、フローサイトメーターにて測定した。 

滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 

(n=14, 16) を添加した。48 時間後、Wash Buffer で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA 

を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除

去後、200μl の 4% Paraformaldehyde にて細胞を固定し、20 分間 70% Ethanol 

にて細胞を浸透化処理した。その後、Wash Buffer で洗浄し、10μl の clear back 

にて 1 時間室温で細胞をインキュベートし、40μl の一次抗体 Anti-Bax にて 

30 分間室温で細胞を染色し、40μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 30 分間室

温で細胞を培養した。その後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再懸濁

し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光源に 

488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 15mW で使用し、波長範囲 505~545nm 

の FL1 センサーで、Bax の発色量を検出した。 
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3-2-14 蛍光標識抗体染色による RKIP 活性の測定 

 

Raf-1 は細胞の分化増殖や細胞周期等を調節し、がん遺伝子として発見され

ている。Raf-1 キナーゼ阻害タンパク質 (Raf-1 Kinase Inhibitor Protein : RKIP) は、

膜リン脂質と結合するタンパク質として同定され、ホスファチジルエタノール

アミン結合タンパク質 (PEBP) と命名されたが、Raf-1 と結合し、MEK のリン

酸化する能力をブロックするため、現在、Raf-1 キナーゼ阻害タンパク質とし

て知られている 129)。RKIP は、MEK 経路、G タンパク質シグナル経路及び 

NF-κB シグナル経路を含む三つのシグナル伝達経路を調節する。MEK 経路は

細胞のがん化と最も密接に関連している。細胞膜表面に存在する G タンパク質

共役受容体 (G Protein-Coupled Receptor : GPCR) は G タンパク質と結合し、G 

タンパク質の α と βγ が切断され、活性化されると細胞内へ情報伝達し、細胞

運動、分化、増殖、発がんに関わっている。RKIP は GRK と結合することに

より G タンパク質とレセプターが離れ、不活性化になる。NF-κB 転写因子は

細胞増殖、アポトーシス等に関与している。悪性腫瘍では NF-κB の恒常的活

性化が認められ、がん細胞で NF-κB の活性が高まると、腫瘍血管の新生に関

与するタンパク質の産生が増加し、増殖や転移が起こり、がん細胞が死ななく

なる (Fig.3-13)。 

RKIP は、膜の生合成、精子形成、神経発生、及びアポトーシスを含むいくつ

かの生理学的プロセスに寄与している。また、脳、肺、肝臓等を含む多くの組

織で発現されているため、RKIP の発現または機能の調節不全は、これらの組織

における病態生理に与える可能性がある。前立腺がん細胞における RKIP 発現

の損失はそれらの転移性表現型を与える。さらに、転移性の前立腺がん細胞株

における RKIP の発現の回復は、原発腫瘍の成長に影響を与えないが、確かに

前立腺がんの転移を抑制する。RKIP はアポトーシスの誘導及び転移を抑制し、

いくつかの抗がん作用が示されている (Fig.3-8)129-133)。 

DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 

に対するアポトーシスシグナルに RKIP の活性化が関与しているかについて検

討するために、Anti-RKIP (Santa Cruz Biotechnology) を用いて、フローサイトメ

ーターにて測定した。 
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Fig.3-13 Role of RKIP in intracellular signaling126). 

 

滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 

(n=14, 16) を添加した。48 時間後、Wash Buffer で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA 

を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除去後、

200μl の 4% Paraformaldehyde にて細胞を固定し、20 分間 70% Ethanol にて細

胞を浸透化処理した。その後、Wash Buffer で洗浄し、50μl の一次抗体 Anti-RKIP

にて 30 分間室温で細胞を染色し、40μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 30 分

間室温で細胞を培養した。その後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再

懸濁し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光

源に  488nm の空冷アルゴンレーザーを出力  15mW で使用し、波長範囲 

505~545nm の FL1 センサーで、RKIP の発色量を検出した。 
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3-3 結果と考察 

 

3-3-1 トレハロース含有リポソームのがん細胞に対する増殖抑制効果 

 

トレハロース含有リポソーム  (DMTreCn (n=12, 14, 16)) の大腸がん細胞 

(HCT-116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) に対する増殖抑制効果及び正常肺細胞 

(WI-38 細胞) に与える影響について検討した。結果を Fig.3-14～3-15 に示す。 

DMPC 単一リポソームは HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞に対し、生存率に

影 響 を 与 え な か っ た 。 DMTreC12 は  HCT-116 細 胞 に 対 し 、 10 ～

60mol%DMTreC12 において、ほとんど増殖抑制しなかったが、 65 ～

70mol%DMTreC12 は、40%～70% の抑制効果が得られた。MKN-45 細胞では、

70mol%DMTreC12 においてのみ 30% の抑制効果を示した。 

DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞いずれの場合もト

レハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。特に、TreCn 

55mol% 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～50mol%TreCn で

は、抑制効果は  DMTreC14 ＜  DMTreC16 であった。また、DMPC 及び 

DMTreCn (n=14, 16) は正常細胞に影響を与えないことが明らかとなった。 

以上のことから、DMTreCn (n=14, 16) はがん細胞に対し特異的に増殖抑制す

ることが今回初めて明らかとなった。 
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Fig.3-14 DMTreCn (n=12, 14, 16) inhibited the growth of HCT-116 (A) and  

MKN-45 (B) cancer cells. Data represent the mean (n=3～6) ±S.D. 

* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 
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Fig.3-15 DMTreCn (n=14, 16) showed no toxicity for WI-38 normal cells. 

Data represent the mean (n=3) ±S.D. 
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3-3-2 蛍光脂質含有リポソームのがん細胞への融合・蓄積 

 

大腸がん細胞 (HCT-116)、胃がん細胞 (MKN-45)、 及び正常肺細胞 (WI-38) を

用いて、トレハロース含有リポソームの細胞への融合・蓄積について検討する

ために、トレハロース/蛍光脂質含有リポソーム DMPC/70mol%TreCn/5mol% 

NBDPC (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を調製した。 

DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC の膜直径 (dhy) は動的光散乱法により測定した。

結果を Fig.3-16 と Table. 3-2 に示す。DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC の膜直径は 

4℃ において 100nm 付近で約一ヶ月間安定な膜を形成しており、細網内皮系 

(RES) を回避可能な 100nm 付近で、長期間にわたって安定であることが今回

初めて明らかとなった。一方、DMPC/NBDPC の膜直径は 100~200nm で不安

定であり、1 週間後沈殿が見られた。 

以上の結果から、DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は RES を回避可能な長期間安

定な膜を形成することが明らかとなり、臨床応用に適していることが示された。 

次に、共焦点レーザー顕微鏡により DMTreCn/NBDPC の細胞への融合・蓄

積の観察を行った。画像を Fig.3-17～3-19 に示す。DMPC/NBDPC は HCT-116 

細胞及び MKN-45 細胞に対しては、蛍光蓄積が見られなかった。DMTreCn 

(n=14, 16)/NBDPC は各がん細胞に対し経時的な緑色の蛍光蓄積の増大が観察

された。また、DMTreC14 と比べ、DMTreC16 は早く蛍光蓄積され、細胞膜表

面だけではなく、細胞内への蓄積も観察された。それは、炭素鎖の違うトレハ

ロース界面活性剤である DMTreC14 より DMTreC16 は細胞へ融合・蓄積しや

すいことと関与していると考えられる。一方、正常肺細胞である WI-38 細胞に

は蛍光蓄積は観察されなかった。DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC はがん細胞のみに

高い選択性を示し、特異的に融合・蓄積していることが考えられる。 

以上のことから、DMPC より DMTreCn (n=14, 16) の膜流動性が高いことか

ら、特異的にがん細胞膜へ融合・蓄積しやすいことが考えられる。また、

DMTreC14 より DMTreC16 はがん細胞へ融合・蓄積しやすいことが今回初め

て明らかとなった。 
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Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5

DMPC 125.0 140.9 154.4 151.3 167.1 172.5

DMTreC14 83.1 76.6 79.3 77.7 79.0 79.0

DMTreC16 77.7 76.5 78.4 73.7 79.1 78.4

Time(day) Sample 6 7 14 21 28 35

DMPC 205.1

DMTreC14 78.4 78.8 82.5 80.6 80.1 80.0

DMTreC16 80.4 79.5 75.1 77.0 71.3 88.1

d hy (nm)

d hy (nm)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-16 Time course of dhy change for DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC at 4℃. 

: Precipitation 

 

Table. 3-2 Time course of dhy change for DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC at 4℃. 

 

 

 

 

 

 

 

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.3-17 Fluorescence micrographs of HCT-116 cancer cell streated with DMPC and     

       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.3-18 Fluorescence micrographs of MKN-45 cancer cell streated with DMPC and     

       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.3-19 Fluorescence micrographs of WI-38 normal cell streated with DMPC and     

       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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3-3-3 トレハロース含有リポソームのがん細胞に対するアポトーシス誘導 

 

DMTreCn (n=12, 14, 16) の大腸がん細胞  (HCT-116) 及び胃がん細胞 

(MKN-45) に対するアポトーシス誘導について、PI 染色による DNA 断片化率

の測定を行った。結果を Fig.3-20～3-21 に示す。DMTreC12 は各がん細胞に対

し、DNA 断片化率の増大が見られなかったが、DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 

細胞及び MKN-45 細胞いずれの場合もトレハロース濃度依存的に DNA 断片

化率が増大した。特に、70mol%TreCn では、85% 以上の断片化率が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-20 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  

             HCT-116 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 

             [DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=12, 14, 16)]=1.0～2.3×10-4M 
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Fig.3-21 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  

             HCT-116 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 

             [DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=12, 14, 16)]=1.0～2.3×10-4M 
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TUNEL 法によるアポトーシス細胞の観察を行った。結果を Fig.3-22 に示す。

各サンプル処理 48 時間後において、DMPC 単一リポソームでは TUNEL 陽性

を示す緑色蛍光が全く見られなかった。一方、DMTreCn (n=14, 16) で処理した各

がん細胞において、TO-PRO-3 により赤色に染色された核に、TUNEL 陽性を示

す緑色蛍光が観察され、DNA の断片化が認められた。 

以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) は大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん

細胞 (MKN-45) に対しアポトーシスを誘導することが今回初めて明らかとな

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-22 Fluorscence micrographs of cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B)) after   

      the treatment with DMPC and DMTreCn (n=14, 16) using TUNEL assay for 48h.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=1.5×10-4M 
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3-3-4 アポトーシス誘導における細胞内カスペース-3, 8, 9 の活性化 

 

DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、PhiPhiLux 及

び CaspaLux による細胞内カスペース-3, 8, 9 活性をフローサイトメーターに

て検討した。結果を Fig.3-23～3-25 に示す。Fig.3-18～3-20 から、Control と比

べ DMTreCn (n=14, 16) で処理した場合のピークは右側にシフトし、カスペース

-3, 8, 9 は活性化していることが明らかとなった。また、共焦点レーザー顕微鏡

を用いて観察した結果から、Control ではカスペース-3, 8, 9 を示す緑色蛍光が観

察されず、DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞において、PhiphiLux 及び 

CaspaLux の緑色蛍光が観察された。 

以上の結果から、DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん

細胞 (MKN-45) に対するアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与してい

ることが明らかとなった。 
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Fig.3-23 Activation of caspase-3 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  

 after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.3-24 Activation of caspase-8 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.3-25 Activation of caspase-9 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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3-3-5 アポトーシス誘導におけるミトコンドリアの関与 

 

DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるポトーシス誘導メカニズムを検討す

るために、DiOC6(3) によるミトコンドリア膜電位をフローサイトメーターにて

測定した。結果を Fig.3-26 に示す。HCT-116 細胞においては、Fig.3-21(A) か

ら明らかなように、Control と比べ DMTreC14 で処理した細胞では、ミトコン

ドリア膜電位の低下が見られなかったが、DMTreC16 で処理した細胞では、ピ

ークが右側にシフトしており、ミトコンドリア膜電位の上昇が示された。

MKN-45 細胞においては、Fig.3-21(B) から明らかなように、DMTreCn (n=14, 16) 

処理した細胞では、ミトコンドリア膜電位の低下が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-26 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for cancer cells (HCT-116 (A)  

and MKN-45 (B)) treated with DMTreCn (n=14, 16) for 48h. 
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次に、ミトコンドリアからのシトクロム c 放出をフローサイトメーターにて

観察した。結果を Fig.3-27 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処理

した場合はピークが左側にシフトし、ミトコンドリアからシトクロム c を放出

していることが明らかとなった。 

この結果から、DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん細

胞 (MKN-45) に対するアポトーシス誘導におけるシグナル伝達は、ミトコンド

リアを経由していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-27 Cytochrome c release from mitochondria of cancer cells (HCT-116 (A) and  

MKN-45 (B)) treated with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.   
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DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、ミトコンドリ

アからシトクロム c の放出が確認されたが、ミトコンドリア膜電位の低下が見

られなかった。そのため、ミトコンドリアからシトクロム c の放出を促進する

プロアポトーシスタンパク質である Bax の活性をフローサイトメーターにて

観察した。結果を Fig.3-28～3-29 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) 

で処理した各がん細胞では、Bax を示す緑色が観察され、Bax が活性化してい

ることが明らかとなった。 

以上のことから、DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん

細胞 (MKN-45) に対するアポトーシス誘導において、Bax の活性化によりシト

クロム c が放出していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-28 Activation of Bax in apoptotic HCT-116 cancer cells after the treatment of  

   DMTreCn (n=14, 16) for 24h. Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.3-29 Activation of Bax in apoptotic MKN-45 cancer cells after the treatment of  

   DMTreCn (n=14, 16) for 24h. Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 

 

T
ra

n
sm

is
si

o
n

F
lu

o
re

sc
en

c
e

Control DMTreC14 DMTreC16



 81 

3-3-6 アポトーシス誘導における RKIP の活性化 

 

DMTreC16 のがん細胞におけるポトーシス誘導メカニズムを検討するために、

蛍光標識抗体染色による RKIP 活性をフローサイトメーターにて測定した。結

果を Fig.3-30 に示す。Control と比べ DMPC 処理細胞では、RKIP 活性の増大

が見られず、DMTreC16 で処理した細胞では、ピークが右側にシフトし、RKIP 

が活性化されていることが明らかとなった。 

この結果から、DMTreC16 の大腸がん細胞  (HCT-116) 及び胃がん細胞 

(MKN-45) に対するアポトーシス誘導に RKIP の活性が関与していると考えら

れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-30 Activation of RKIP in apoptotic HCT-116 (A) and MKN-45 (B)  

cancer cells after the treatment of DMTreC16 for 24h.  
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3-4 総括 

 

本章では、リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 

16)) から成るトレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) のヒト大

腸がん (HCT-116) 細胞、ヒト胃がん (MKN-45) 細胞に対する増殖抑制効果につ

いて検討した。次に、DMTreCn のヒト大腸がん及び胃がん細胞に対するアポト

ーシス誘導及びアポトーシスシグナル伝達について検討した。その結果、以下

のような興味深い知見が得られた。 

 

1  DMTreCn (n=12, 14, 16) のがん細胞増殖抑制効果の結果より、DMPC 単一リ

ポソームは HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞に対し、生存率に影響を与えな

かった。DMTreC12 は HCT-116 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 におい

て、ほとんど増殖抑制しなかったが、65～70mol%DMTreC12 は、40%～70% 

の抑制効果が得られた。MKN-45 細胞では、70mol%DMTreC12 においての

み 30% の抑制効果を示した。DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 細胞及び 

MKN-45 細胞いずれの場合もトレハロース濃度依存的にがん細胞に対する

生存率が減少した。特に、55mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制

効果を示した。30～50mol%TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ 

DMTreC16 であった。また、DMTreCn (n=14, 16) は正常細胞に影響を与えな

いことが確認出来た。 

 

2  リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=14, 16)) に蛍光脂

質 (NBDPC) を加えて調製した蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 

16)/NBDPC) の膜直径は細網内皮系 (RES) を回避できる 100nm 以下であ

り、4℃ において 1 ヶ月以上安定した膜を形成することが今回初めて明らか

となった。 

 

3  蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 

(HCT-116, MKN-45) 及び正常肺細胞 (WI-38) への融合・蓄積を検討したとこ

ろ、DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は、正常肺細胞へ融合・蓄積せず、がん細

胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積することを初めて明らかにした。

また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細胞膜へ融合・蓄積しやすい

ことが示された。 

 

4  DNA 断片化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞

に対して DNA 断片化率の増大が見られなかった。DMTreCn (n=14, 16) はト
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レハロース濃度依存的に DNA 断片化率の増大が見られ、各がん細胞に対し

てアポトーシスを誘導することが今回初めて明確になった。 

 

5  カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に

おけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することを明らかにし

た。 

 

6  シトクロム c の放出、ミトコンドリア膜電位の測定及び Bax 活性の測定結

果より、ミトコンドリア膜電位低下せずに、Bax の活性化によりミトコンド

リアからシトクロム c が放出されることが初めて明らかとなった。 

 

7  RKIP 活性の測定結果より、DMTreC16 のがん細胞に対するアポトーシス誘

導に RKIP の活性が関与していることを初めて明らかにした。 

 

以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) が正常細胞に影響を与えず、がん細胞 

(HCT-116, MKN-45) に対して高い増殖抑制効果が明確となった。また、DMTreCn 

(n=14, 16)/NBDPC は、臨床応用に適している膜を形成し、正常肺細胞へ融合・

蓄積せず、がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積することが初めて

示された。さらに、DNA 断片化によりアポトーシスを誘導していることが確認

出来た。アポトーシス誘導シグナル伝達については、カスペース-3, 8, 9、シト

クロム c の放出、Bax 活性及び RKIP 活性の関与が初めて明らかとなった。 
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第 4 章 トレハロース含有リポソームの肝臓がん細胞に対する増殖抑制効果 

 

4-1 序 

 

日本では、年間約 4 万人が肝臓がん (Hepatocellular Carcinoma : HCC) と診断

され、約 3.1 万人が HCC により死亡しており、男性では肺がん・胃がんに次

いでがん死の第 3 位を占め、女性では、第 6 位を占めている。10 年前より、

HCC の年間発症率は横ばいになりつつ、肝がんで死亡する人はわずかに減少傾

向にあるが、2008 年に、世界では 70 万人の死亡者を出しており、140 万人死

亡の肺がん、74 万人死亡の胃がんに続いて 3 番目のがん死の原因となってい

る156)。 

HCC は他臓器のがんと異なり、基礎疾患として慢性の肝臓病、例えば慢性肝

炎または肝硬変のあることが多く、長期に“肝細胞の破壊・再生を繰り返すこ

と”が肝がん発がんの大きな原因と推定されている。世界中の HCC の約 75%  

は、B 型肝炎ウイルス (HBV) 及び C 型肝炎ウイルス (HCV) の持続感染によ

る慢性肝炎や肝硬変が背景にあり、B 型肝炎ウイルスの保菌者では、ウイルス

そのものが発がんを起こしうると考えられている157)。また、アルコール性肝障

害 (Alcoholic Liver Disease)、非アルコール性脂肪性肝炎 (Non Alcoholic Steato- 

Hepatitis : NASH)、血色素沈着症 (Hemochromatosis)、アフラトキシンの暴露に

より肝細胞がんの発生も多く報告されている。 

C 型肝炎ウイルスの持続感染により引き起こされる肝臓の慢性炎症により、

肝細胞の破壊と再生が繰り返されるうちに、肝臓内には線維が増加して硬くな

っていき、最終的に肝硬変に至る。肝臓の線維化が進むにつれて、肝細胞がん

の発症リスクが高くなっていく。HCC の患者は、元々慢性肝炎や肝硬変等の疾

患を持っている場合が多く、しかも肝臓は生命維持のための多くの機能を持っ

ているため、安易に拡大切除はできない。HCC の診断は、AFP や PIVKA-Ⅱ 等

の腫瘍マーカーと超音波、CT、MRI 等の画像検査により、総合的に行われてい

るが、診断がつかない場合は、肝臓の腫瘍部分に刺して行う組織検査 (経皮的

針生検査) により診断される4)。HCC は、がんの大きさや個数、血管浸襲の有

無により、Ⅰ～Ⅳ 期までの進行度 (Stage) に分類される。しかし、HCC の治

療法の選択は、進行度と共に、残された肝臓の機能 (肝障害度) にも大きく影響

される。 

抗がん剤だけでなく、ほとんどの薬剤は肝臓で代謝されるため、肝臓の代謝

能力以上の抗がん剤が肝臓に到達すると、肝臓もダメージを受け障害を引き起

こすことになる。肝障害の症状としては、黄疸、食欲不振、吐き気、嘔吐、下

痢、倦怠感、むくみ等が見られる。肝臓障害は組織が壊死を起こす場合と肝静



 85 

項目 A B C

腹水 ない 治療効果あり 治療効果少ない

血清ビリルビン値 (mg/dl) 2.0 未満 2.0～3.0 3.0 超

血清アルブミン値 (g/dl) 3.5 超 3.0～3.5 3.0 未満

プロトロンビン活性値

(%)
80 超 50～80 50 未満

脈が血流障害を起こす場合、肝臓の組織が繊維化する場合等がある。肝障害は

どのような抗がん剤でも起こるが、特に肝障害を起こしやすい薬剤として、エ

トポシド、メトトレキサート、L-アスパラキナーゼ等が挙げられる。肝臓の障

害度は、腹水等の臨床所見や、血清アルブミン値等の血清生化学所見により A

～C の三つに分類される(Table. 4-1)。がんの進行度や肝臓の障害度により治療

目標は異なり、肝障害度 A, B では、0～Ⅲ 期は治療、Ⅳ 期は延命と症状緩和

を目標とするが、肝障害度 C では、肝移植による機能回復を目指す (Fig.4-1)158)。 

 

Table. 4-1 肝細胞がんの障害度158). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-1 肝細胞がんのステージ別治療方法158). 

肝細胞がん

A, B C

単発 2,3個 4個以上 1～3個 4個以上

3cm以内 3cm超 3cm以内

肝障害度

腫瘍数

腫瘍径

治療法
切除

移植 緩和
穿刺療法

切除

穿刺療法

切除

栓塞

栓塞

動注
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肝細胞の増殖が早く、副作用の症状が現れても多くは一時的なもので、多く

は薬剤投与を停止後 2 週間ほどで回復するが、中には致命的な障害が引き起こ

される。抗がん剤で引き起こされる肝機能障害を根本から予防することはでき

ず、対症療法が中心となるが、グリチルリチン製剤等の肝庇護剤が投与され、

また抗炎症作用と免疫抑制作用のあるステロイド剤が投与される。しかし、抗

がん剤はすべてのがんに有効ではなく、抗がん剤のがん細胞を死滅させる効果

である薬剤感受性はがんの種類によって大きく異なり 159)、最も効果のあるもの

からほとんど効果が期待できないものまで、4 段階に分けることができる。HCC  

細胞に対し、抗がん剤がほとんど効かないことが問題となっている (Table. 4-2)。 

 

Table. 4-2 抗がん剤の薬剤感受性分類159). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 治癒・臨床効果  がんの種類

治癒率25%～90% 慢性・急性骨髄性白血病

悪性リンパ腫

精巣腫瘍

子宮絨毛腫瘍

小児がん

治癒率25%以下 小細胞肺がん

乳がん

卵巣がん

膀胱がん

骨肉腫　など 

胃がん

大腸がん

非小細胞肺がん

子宮がん

食道がん

前立腺がん　など 

肝臓がん

膵臓がん

腎臓がん

胆嚢がん

甲状腺がん　など 

臨床効果は40%程度 

 C
抗がん剤があまり
効かないがん 

治癒はあまり期待できないが延
命は期待できる。 

延命，治癒共に期待できる 

 D
抗がん剤がほとん
ど効かないがん 

治癒も延命効果もほとんど期待
できない。 

  薬剤感受性ランク

 A
抗がん剤がよく効

くがん

 B
抗がん剤が比較的
よく効くがん 

一時的症状改善など臨床効果は
80%以上

一時的症状改善など臨床効果は
80%以上

治癒はほとんど期待できない
が，延命効果は無治療よりは期
待できる。
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糖鎖が炎症やがん化によって変化することは古くから知られてきた。その一

部は腫瘍マーカーとして実用臨床に用いられている。中でも HCC の腫瘍マー

カーとして知られる α フェトタンパク (AFP) のフコシル化は、HCC 診断にお

いて大変特異性が高い。また、肝炎ウイルスの感染に糖鎖・レクチンを介する

経路が重要であることが明らかとなった。その後、ブタ脳及びヒト胃がん細胞

からコアフコースの合成に関わる糖転移酵素 α1-6 フコース転移酵素 (Fut8) の

遺伝子クローニングに成功した 160, 161)。しかし、Fut8 遺伝子はヒト正常肝臓組

織ではほとんど発現されていないものの、HCC のみならず周囲の肝硬変組織で

も高発現されていた 162)。新しい HCC 腫瘍マーカーとしてプロテオグリカンの

一つである グリピカン-3 が同定された 163)。グリピカン-3 は HCC 特異的に発

現することが DNA アレイの検討でも報告されていた。ガレクチンは、細胞増

殖や細胞周期停止、アポトーシス等に関わっており、がん細胞においては、大

腸がん、乳がん、肝臓がん等に発現し 164-166)、腫瘍形成や転移にも関与している。

しかし、HCC の細胞膜に存在する グリピカン-3 が、なぜ血液中に分泌される

かの機構は不明である。近年、肝細胞をがん化させるがん遺伝子 (ZNFN3A19) 

が発見され、この遺伝子により細胞の異常増殖が起こると考えられている。最

近、Dennis らは、細胞表面受容体に付加される糖鎖による受容体 turn over の

制御機構を突き止めた。β1,6 GlcNAc 分枝型糖鎖のポリラクトサミンがガレクチ

ン-3 と結合することによって、EGF、PDGF、IGF、TGF-β1 等の受容体のエンド

サイトーシス (Endocytosis) が抑制され、細胞表面にリテンション時間が長くな

るため、がん細胞増殖・転移にポジティブに働くと考えられた 167)。インテグリ

ン β1 に Sialy-Tn を発現すると、細胞形態だけではなく、細胞増殖・転移が著

しく抑制される 168)。 

細胞の増殖に深く関わっている JAK/STAT 経路、PI3K/Akt 経路及び 

Ras/ERKS 経路の関連タンパク質の発現または活性化は、多数の HCC において

増強されることが報告され、アポトーシスの刺激に耐性を与えることが明らかに

なっている169, 170)。最近の実験により、炎症進行及び蔓延を促進するために、HCC 

に発生する上皮間葉転換は、細胞の生存に関連していることが示され171)、HCC 細

胞において選択的に抗アポトーシスシグナルを阻害する治療戦略は、HCC を治

療するための強力なツールを提供する可能性がある。 

ヒト HCC 形成における前駆腫瘍形成性には、HCC 細胞の増殖と細胞死のバ

ランスの調節不良が関わっている。アポトーシスの調節のアンバランスを誘導

する HCC の分子レベルでの変化が報告されている (Fig.4-2)172)。p53 の発現ま

たは活性化の変化は、HCC において頻繁にあり173-175)、また、化学療法薬に対

する耐性を与える。多くの HCC 細胞は、Fas リガンドや TNF 関連アポトー

シス誘導リガンド受容体 (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand : TRAIL) 等の
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デスレセプターリガンド、または TGF-β によってアポトーシスを誘導されない
176-179)。HCC 細胞におけるいくつかのプロアポトーシス遺伝子の発現が減少す

るが、死と生存との間のバランスは、主に抗アポトーシス経路の過剰活性化に

よって調節不良となっている179)。いくつかの抗アポトーシスに関与している分

子である Bcl-xl、Mcl-1、c-IAP1、XIAP、Survivin は、HCC で過剰発現されて

いる。また、細胞生存を仲介するいくつかの増殖因子 (TGF-β、VEGF、IGF、c-Met) 

は、前駆体を切断して活性ペプチドにする分子と同様に、HCC においてアップ

レギュレートされている180-185)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-2 HCC 細胞における抗アポトーシスシグナルのバランス179). 

 

 肝臓がんの抗がん剤であるジノスタチンスチマラマー (Zinosutain Stimalamer) 

は、がん細胞の DNA を切断することにより、DNA の合成を阻止し、がん細胞

を殺傷する186)。しかし、肝膿瘍等の肝機能障害や血圧低下や呼吸困難等を伴うア

ナフィラキシーショック、間質性肺炎、急性腎不全等の重篤な副作用がある。特

に肝動注療法では、抗がん剤が肝臓以外の部位に流入してしまった場合に起こる

副作用があり、消化管出血や胃・十二指腸潰瘍、脳梗塞、肺梗塞、肺塞栓等が報

告されている187)。 

分子標的薬は、がん細胞に特異的に発現・機能する分子をターゲットとする

ことで有効性が得られると考えられている。増殖因子阻害剤、細胞周期阻害剤、

血管新生阻害剤、抗体医薬等が研究・開発されており、一部は臨床で使用され

ている。延命効果が臨床試験において証明されていたマルチキナーゼ阻害薬ソ
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ラフェニブトシル酸塩 (イレッサ) は、HCC 治療の承認に向けて進んでいる。

上皮増殖因子受容体 (EGFR) チロシンキナーゼ阻害剤エルロチニブは、カスペ

ースのようなアポトーシス因子の過剰発現、並びに Bcl-xl のような抗アポトー

シス因子のダウンレギュレーションにより、がん細胞の増殖を抑制する。チロ

シンキナーゼ阻害剤であるスニチニブ (スーテント) は、異なるがん細胞におい

て強くアポトーシス誘導し、PI3-K/Akt/mTOR 経路の阻害剤の存在下で増強され

る効果がある。最近、抗血管内皮増殖因子 (VEGF) モノクローナル抗体である

ベバシズマブは、非転移性 HCC の増殖阻害に有効であることが証明されてい

る。しかし、全身化学療法剤であるため、肝障害も伴い、消化管出血、喀血等

の出血、脳卒中、一過性脳虚血発作、心筋梗塞等の動脈血栓が起こるような副

作用や薬剤耐性が報告された例 188, 189)もあり、分子標的薬にも多くの課題が残さ

れている。 

ハリブリッドリポソーム (HL) 10, 11)は、それ自身が in vitro 及び in vivo にお

いて顕著な制がん効果を示し、種々のがん細胞にアポトーシスを誘導すること

が明らかとなっている。現在までに、HL は、ヒト肝臓がん細胞 (Hep-G2)14)、

ヒト肺がん細胞 (RERF-LC-OK, A549) 15)、ヒト乳がん細胞 (MDA-MB-453) 17)、

ヒト B リンパ腫細胞 (RAJI)、ヒト T リンパ腫細胞 (Molt-4) 22)、ヒト大腸がん

細胞 (WiDr) 23)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞 (CoRa622G6) 26, 27)等の

多くの悪性腫瘍細胞に対して、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。

また、糖系界面活性剤スクロース (SucC12)37)、ラクト－ス (LacCn38), LacC10)39, 

40)を第三成分として含有させた HL は、in vitro において高い制がん効果が確認

されており、糖の水和及び糖の認識の関与が示唆されている。HL は、in vivo に

おいて担がんモデル動物を用いた治療実験から延命効果が得られている 12, 13)。 

本章では、トレハロース含有リポソームの肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に

対する制がん効果及び制がんメカニズムについて検討した。即ち、1) 酸素活性

測定法 (WST-1 assay) を用いて、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に対する増殖

抑制効果を検討した。2) がん細胞に対する融合・蓄積の観察について検討した。

3) フローサイトメーターによる DNA 断片率の測定及び TUNEL assay を用い

てアポトーシス細胞について検討した。4) アポトーシス誘導における細胞内カ

スペース-3, 8, 9 活性化を検討した。5) ミトコンドリア膜電位の測定、シトクロ

ム c 放出の測定、Bax 活性の測定により、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。6) アポトーシス誘導における RKIP 活性化に

ついて検討した。 
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4-2 実験  

 

4-2-1 試料 

 

リン脂質 

L-α-dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) は、2-2-1と同様のものを使用した。 

 

界面活性剤 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、2-2-1 と同

様のものを使用した。 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は、2-2-1 と同様

のものを使用した。 

 

α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monopalmitate (TreC16) は、2-2-1 と同様

のものを使用した。 

 

蛍光標識リン脂質 

Palmitoyl-2 [12-(7-nitro-2-1, 3-benzoxadiazoi-4-yl)amino] dodecanoyl -sn-glycero-3- 

phosphocholine (NBDPC) は、3-2-1 と同様のものを使用した。 

 

 

4-2-2 トレハロース含有リポソームの調製 

 

トレハロース含有リポソームは、2-2-2 と同様の方法で調製した。 

 

4-2-3 トレハロース/蛍光脂質含有リポソームの調製 

 

トレハロース/蛍光脂質含有リポソームは、3-2-3 と同様の方法で調製した。 

 

4-2-4 動的光散乱法による膜直径 (dhy) の測定 

 

蛍光脂質含有リポソームの膜直径は、2-2-3 と同様の方法で測定した。また、

試料溶液の保存及び測定は、膜物性の安定性を考慮し、 4℃ で行った。 
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4-2-5 使用細胞 

 

がん細胞には、ヒト肝臓がん  (Hep-G2, HuH-7; Hepatocellular Carcinoma, 

Human) を使用し、正常細胞には、ヒト胎児肺二倍体線維芽細胞 (WI-38; Human 

Diploid Lung)を使用した。なお、Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞は理研細胞バン

ク (RIKEN Cell Bank) より、WI-38 細胞は ATCC より購入した。 

Hep-G2 細胞及び WI-38 の培地は MEM に 10%FBS、1.0mM ピルビン酸、

0.1mM 非必須アミノ酸を添加したものを用い、HuH-7 細胞の培地は D-MEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium; Invitrogen) に 10% FBS を添加したものを用

いた。以上のすべての細胞は、37℃、5%CO2、湿度 95% の条件で培養した。 

 

4-2-6 酵素活性測定法 (WST-1 assay) による細胞増殖抑制試験 

 

酵素活性測定法 (WST-1 assay) による細胞増殖抑制試験は、3-2-6 と同様の原

理及び方法で測定した。 

 

4-2-7 共焦点レーザー顕微鏡による細胞への融合・蓄積の観察 

 

共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光蓄積の観察は、3-2-7 と同様の原理及び方

法で測定した。 

 

4-2-8 フローサイトメーターによる DNA 含量の測定 

 

フローサイトメーターによる DNA 含量の測定は、3-2-8 と同様の原理及び方

法で測定した。 

 

4-2-9 TUNEL 法によるアポトーシス細胞の検出 

 

TUNEL 法によるアポトーシス細胞の観察は、3-2-9 と同様の原理及び方法で

測定した。 

 

4-2-10 カスペース-3, 8, 9 活性の測定 

 

蛍光基質によるカスペース-3, 8, 9 活性の測定は、3-2-10 と同様の原理及び方

法で測定した。 
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4-2-11 ミトコンドリア膜電位の測定 

 

フローサイトメーターによるミトコンドリア膜電位の測定は、3-2-11 と同様の

原理及び方法で測定した。 

 

4-2-12 蛍光標識抗体染色によるシトクロム c 放出の測定 

 

フローサイトメーターによるミトコンドリア膜電位の測定は、3-2-12 と同様の

原理及び方法で測定した。 

 

4-2-13 細胞内 Bax 活性の測定 

 

細胞内 Bax 活性の測定は、3-2-13 と同様の原理及び方法で測定した。 

 

4-2-14 蛍光標識抗体染色による RKIP 活性の測定 

 

フローサイトメーターによる RKIP 活性の測定は、3-2-14 と同様の原理及び

方法で測定した。 
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4-3 結果と考察 

 

4-3-1 トレハロース含有リポソームのがん細胞に対する増殖抑制効果 

 

3-3-1 において、トレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) は正

常細胞に影響を与えずに、大腸がん及び胃がん細胞に対して増殖抑制効果を示

した。本節では、肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対する DMTreCn (n=12, 14, 

16) の増殖抑制効果について検討した。結果を Fig.4-3 に示す。 

DMPC 単一リポソームは Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞に対し、生存率に影

響を与えなかった。DMTreC12 は Hep-G2 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 

において、ほとんど増殖抑制しなかったが、65～70mol%DMTreC12 において、

30%～85% の抑制効果が得られた。HuH-7 細胞では、45～70mol%DMTreC12 で

は、トレハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。 

DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合もトレハ

ロース濃度依存的にがん細胞に対する増殖抑制効果を示した。特に、

55mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～50mol% 

TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ DMTreC16 であった。 

この結果から、DMTreCn (n=14, 16) は肝臓がん細胞に対し特異的に増殖抑制

することが今回初めて明らかとなった。 
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Fig.4-3 DMTreCn (n=12, 14, 16) inhibited the growth of Hep-G2 (A) and  

HuH-7 (B) cancer cells. Data represent the mean (n=3～6) ±S.D. 

* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=12, 14, 16)]=0.1～2.3×10-4M 
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4-3-2 トレハロース含有リポソームのがん細胞への融合・蓄積 

 

3-3-2 において、トレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) 

は正常肺細胞である WI-38 細胞には蛍光蓄積は観察されず、HCT-116 細胞及

び MKN-45 細胞のみに高い選択性を示し、特異的に融合・蓄積していることが

明らかとなっていた。本節では、肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) を用いて、

DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC のがん細胞への融合・蓄積について、共焦点レーザ

ー顕微鏡により観察を行った。画像を Fig.4-4～4-5 に示す。 

DMPC/NBDPC は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞に対しては、蛍光蓄積が見

られなかった。DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は各がん細胞に対し経時的な緑色の

蛍光蓄積の増大が観察された。また、DMTreC14 と比べ、DMTreC16 は早く蛍

光蓄積され、細胞膜表面だけではなく、細胞内への蓄積も観察された。DMTreCn 

(n=14, 16)/NBDPC はがん細胞のみに高い選択性を示し、特異的に融合・蓄積し

ていることが考えられる。 

以上のことから、DMPC より DMTreCn (n=14, 16) の膜流動性が高いことか

ら、特異的にがん細胞膜へ融合・蓄積しやすいことが考えられる。また、炭素

鎖の違うトレハロース界面活性剤である DMTreC14 より DMTreC16 はがん

細胞へ融合・蓄積しやすいことが今回初めて明らかとなった。 
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Fig.4-4 Fluorescence micrographs of Hep-G2 cancer cell streated with DMPC and     

       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.4-5 Fluorescence micrographs of HuH-7 cancer cell streated with DMPC and     

       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 

[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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4-3-3 トレハロース含有リポソームのがん細胞に対するアポトーシス誘導 

 

DMTreCn (n=12, 14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対するアポトー

シス誘導について、PI 染色による DNA 断片化率の測定を行った。結果を 

Fig.4-6～4-7 に示す。DMTreC12 は各がん細胞に対し、DNA 断片化率の増大が

見られなかったが、DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いず

れの場合もトレハロース濃度依存的に  DNA 断片化率が増大した。特に、

70mol%TreCn では 80% 以上の断片化率が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-6 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  

             Hep-G2 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 

             [DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=12, 14, 16)]=1.0～2.3×10-4M 
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Fig.4-7 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  

            HuH-7 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 

            [DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=12, 14, 16)]=1.0～2.3×10-4M 
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TUNEL 法によるアポトーシス細胞の観察を行った。結果を Fig.4-8 に示す。

試料添加 48 時間後において、DMPC 単一リポソームでは TUNEL 陽性を示す

緑色蛍光が全く見られなかった。一方、DMTreCn (n=14, 16) で処理した各がん細

胞において、TO-PRO-3 により赤色に染色された核に、TUNEL 陽性を示す緑色

蛍光が観察され、DNA の断片化が認められた。 

以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) は肝臓がん細胞  (Hep-G2, HuH-7)    

に対しアポトーシスを誘導することが今回初めて明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-8 Fluorscence micrographs of cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) after the  

     treatment with DMPC and DMTreCn (n=14, 16) using TUNEL assay for 48h.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=1.5×10-4M 
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4-3-4 アポトーシス誘導におけるカスペース-3, 8, 9 の活性化 

 

DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、PhiPhiLux 及

び CaspaLux による細胞内カスペース-3, 8, 9 活性をフローサイトメーター及

び共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。結果を Fig.4-9～4-11 に示す。フローサ

イトメーターの結果から、Control と比べ DMTreCn で処理した場合のピークは

右側にシフトし、カスペース-3, 8, 9 は活性化していることが明らかとなった。

また、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した結果から、Control ではカスペー

ス-3, 8, 9 を示す緑色蛍光が観察されず、DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞に

おいて、PhiphiLux 及び CaspaLux の緑色蛍光が観察された。 

この結果から、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対す

るアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 102 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-9 Activation of caspase-3 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  

   

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.4-10 Activation of caspase-8 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  

  

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.4-11 Activation of caspase-9 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  

  

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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4-3-5 アポトーシス誘導におけるミトコンドリアの関与 

 

DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるポトーシス誘導メカニズムを検討す

るために、DiOC6(3) によるミトコンドリア膜電位をフローサイトメーターにて

測定した。結果を Fig.4-12～4-13 に示す。Hep-G2 細胞においては、Fig.4-12 か

ら明らかなように、Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞では、

ミトコンドリア膜電位の低下が見られなかった。一方、HuH-7 細胞においては、

Fig.4-12 から明らかなように、DMTreCn (n=14, 16) 処理後にピークが左側にシ

フトしており、ミトコンドリア膜電位の低下が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-12 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for Hep-G2 cancer cells  

treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.  

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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Fig.4-13 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for HuH-7 cancer cells  

treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.  

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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ミトコンドリアからのシトクロム c 放出をフローサイトメーターにて観察

した。結果を Fig.4-14～4-15 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処

理した場合はピークが左側にシフトし、ミトコンドリアからシトクロム c を放

出していることが明らかとなった。 

この結果から、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対す

るアポトーシス誘導におけるシグナル伝達はミトコンドリアを経由しているこ

とが示唆された 190-192)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-14 Cytochrome c release from mitochondria of Hep-G2 cancer cells  

treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.   
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Fig.4-15 Cytochrome c release from mitochondria of HuH-7 cancer cells  

treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.   
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DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、ミトコンドリ

アからシトクロム c の放出が確認された。そのため、ミトコンドリアからシト

クロム c の放出を促進するプロアポトーシスタンパク質である Bax の活性を

フローサイトメーターにて観察した。結果を Fig.4-16 に示す。Control と比べ 

DMTreCn (n=14, 16) で処理した各がん細胞では、Bax を示す緑色が観察され、

Bax が活性化していることが明らかとなった。 

以上のことから、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対

するアポトーシス誘導において、Bax の活性化によりシトクロム c が放出して

いると考えられる 193)。 
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Fig.4-16 Activation of Bax in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B))  

after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 24h.  

Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
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4-3-6 アポトーシス誘導における RKIP の活性化 

 

DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞におけるポトーシスシグナル伝達におけ

る RKIP の関与について検討した。結果を Fig.4-17～4-18 に示す。Control と

比べ DMPC で処理した各がん細胞では、RKIP 活性の増大が見られなかった。

DMTreC14 で処理した Hep-G2 細胞では、70mol% のみにおいて RKIP 活性の

増大が見られ、DMTreC16 で処理したいずれの場合のピークも右側にシフトし、

RKIP は活性化していることが明らかとなった。 

この結果から、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対す

るアポトーシス誘導シグナル伝達において、RKIP が関与していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-17 Activation of RKIP in apoptotic Hep-G2 cancer cells after the  

treatment of DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 24h.  

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreC16]=1.0～2.3×10-4M 

50mol% 70mol%60mol%Control DMPC
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Fig.4-18 Activation of RKIP in apoptotic HuH-7 cancer cells after the  

treatment of DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 24h.  

 

[DMPC]=1.0×10-4M, [TreC16]=1.0～2.3×10-4M 

 

50mol% 70mol%60mol%Control DMPC
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4-4 総括 

 

本章では、リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 

16)) から成るトレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) のヒト肝

臓がん (Hep-G2, HuH-7) 細胞に対する増殖抑制効果について検討した。次に、

DMTreCn のヒト肝臓がん細胞に対するアポトーシス誘導及びアポトーシスシ

グナル伝達経路について検討した。その結果、以下のような興味深い知見が得

られた。 

 

1  DMTreCn (n=12, 14, 16) のがん細胞増殖抑制効果の結果より、DMPC 単一リ

ポソームは 各肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対し、生存率に影響を与え

なかった。DMTreC12 は Hep-G2 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 にお

いて、ほとんど増殖抑制されなかったが、65～70mol%DMTreC12 では、30%

～85% の抑制効果が得られた。HuH-7 細胞では、45～70mol%DMTreC12 に

おいて、トレハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。

DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合もトレ

ハロース濃度依存的にがん細胞に対する増殖抑制効果を示した。特に、

50mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～

50mol%TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ DMTreC16 であった。 

 

2  蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 

(Hep-G2, HuH-7) への融合・蓄積を検討したところ、DMTreCn (n=14, 16)/ 

NBDPC は、肝臓がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積すること

が示された。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細胞膜へ融合・

蓄積しやすいことを初めて明らかにした。 

 

3  DNA 断片化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞

に対して DNA 断片化率の増大が見られなかった。DMTreCn (n=14, 16) はト

レハロース濃度依存的に DNA 断片化率の増大が見られ、各がん細胞に対し

てアポトーシスを誘導することが今回初めて確認出来た。 

 

4  カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に

おけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することが初めて明ら

かとなった。 

 

5  シトクロム c の放出、ミトコンドリア膜電位の測定及び Bax 活性の測定結
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果より、ミトコンドリアを経由し、ミトコンドリア膜電位が低下する 

(HuH-7) 及び低下しない (Hep-G2) 二つの経路があることが明らかとなった。

Bax の活性化によりミトコンドリアからシトクロム c が放出されることが

初めて明確となった。 

 

6  RKIP 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) は肝臓がん細胞に対するア

ポトーシス誘導に RKIP の活性が関与していることを初めて明らかにした。 

 

以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) が正常細胞に影響を与えず、肝臓がん

細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対して高い増殖抑制効果が明確となった。また、

DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は、臨床応用に適している膜を形成し、正常肺細胞

へ融合・蓄積せず、がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積すること

が初めて示された。さらに、DNA 断片化によりアポトーシスを誘導しているこ

とが確認出来た。アポトーシス誘導シグナル伝達において、カスペース-3, 8, 9、

シトクロム c の放出、Bax 活性及び RKIP 活性の関与が初めて明らかとなっ

た。 
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第 5 章 総論 

 

がんは人類にとって最も致命的な病気である。手術によって腫瘍を除去して

も、がん細胞が単細胞となって体内をめぐり新しい組織に再び腫瘍を作る。こ

れは、がんの転移と言い、転移がんは原発がんに比較して悪性で患者は死に至

る。現在、医療の発達によってがん患者の約半数は回復しているが、残りの半

数は転移によって死亡している。 

正常細胞の増殖は、細胞同士の接触に依存しており、極めて厳密な制御機構

が働いている。しかし、がん細胞は正常細胞が変化して生まれ、正常細胞同士

のもつ協調性を失い、制御機構 (身体からの命令) を無視して、異常に増え続け

る性質を獲得した細胞である。細胞外に位置する形質膜は、当然正常細胞がが

ん細胞になる過程で一番大きな要因となり、がん化に伴う膜構成成分の質的及

び量的変化に由来する膜構造の変化が、がん細胞の異常な性質と密接に結びつ

いている。特に糖鎖に関しては、これまでの研究から様々な認識・識別現象に

おいてシグナルとして働く直接的役割と、膜タンパク質の立体構造の維持、安

定化に寄与するという間接的役割が指摘されている。従って、糖鎖の構造変化

に基づく細胞間相互の異常が、細胞のがん化に伴う無秩序に増え続ける現象の

背景にある。Warren らは、細胞膜表面糖鎖の構造変化は、化学発がん及び自然

発ガンの肝臓がん細胞、白血病細胞、リンパ腫細胞、神経芽細胞等で解析によ

り明らかにしている194-196)。糖鎖のがん性変化を化学的に明らかにすることは、

がんの本質を理解し、がんの発生を防ぐことができると考えられる。また、臨

床的には腫瘍マーカーとしてがんの診断、予後の追跡、治療への応用を図って

いく上でも重要である48)。 

細胞のがん化の一つの要因となっているのは遺伝子変異である。細胞増殖を

引き起こすがん遺伝子、無制限の細胞増殖にストップをかけ、アポトーシス誘

導するがん抑制遺伝子、及びそれらの遺伝子変異を修復する DNA 修復遺伝子

がある。そのため、現在最も注目されている分子標的治療の中で、がん細胞に

がん抑制機能を復活させる遺伝子治療が有力になっている63)。このように、医

学の発展によって、がんは次第に以前ほど恐れるべき病気ではなくなってきて

いる。早期に発見できれば死に至ることも無く、体への悪影響を抑える治療法

も見つかってきた197)。 

現在用いられているがんの治療は 1. 外科療法、2. 放射線療法、3. 化学療法、

4. 免疫療法等に分けることができる。外科療法 (Surgical treatment) は、がん組

織を取り去る治療法である。外科手術によりがんを含めて正常細胞の一部を切

り取る。しかし、外科療法は、がんの種類、進行状況により、外科手術ができ

ない箇所があるため、すべてのがんに適応しない。さらに、術後の痛み等の副
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作用が見られる。放射線療法 (Irradiation therapy) は、がんのあるところへ X 線、

γ 線、電子線、陽子線、重粒子線等の粒子で高エネルギーの放射線を照射した

り、あるいは小さな放射線源をがんの近くの体内に埋め込んで、がんをなくす

方法である。放射線は、細胞の DNA に直接作用して、細胞の分裂能力をなく

したり、細胞のアポトーシスを増強して細胞を死に至らしめる。そのため、が

ん細胞だけでなく正常細胞にも同じ作用をしてしまうため、食道炎、皮膚炎等

が生じる場合がある。基本的に、外科療法も放射線療法も治療目的で行う場合

は、がんが局所 (原発巣) にとどまっている場合に適応となる2)。 

近年、分子標的治療薬であるゲフィチニブ (上皮増殖因子受容体チロシンキ

ナーゼ阻害剤) ががんによる痛みや呼吸困難等の症状を緩和するために用いら

れていたが、間質性肺炎 (肺線維症) や急性肺障害という薬剤性肺炎が多発する

事態になった。一方、小細胞がんの治療は抗がん剤による化学療法が第一選択

であるが、小細胞がんは急速に進行し、致命的になるので、治療は強力に行う

必要があり、そのため副作用も強く現れる。例えば、シスプラチンとイリノテ

カンによる 2 剤併用療法では、シスプラチン (CDDP) の強い腎毒性、イリノ

テカン (CPT-11) の下痢が見られる2, 8)。副作用は個々の患者において、または、

状態や合併症によって異なるため、副作用を軽減するように、抗がん剤をコン

トロールすることは難しい。  

ハイブリッドリポソーム (HL)10, 11)は、in vitro において薬物を含有せずに

種々のがん細胞に対して顕著な増殖抑制効果を示し、正常細胞に対して毒性を

示さないことが確認されている。がん細胞膜に特異的に融合·蓄積し、カスペー

スの活性化を経てアポトーシスを誘導することが明らかとなっている15-17, 20)。in 

vivo においては、担がんモデル動物を用いた治療実験から延命効果が確認され

ている12, 13)。また、HL に蛍光脂質を含有させた HL/NBDPC はヒト肝臓がん細

胞に高い選択性を示し、選択的に膜融合したことが明らかになっている14)。ま

た、ヒト肺がん細胞に対しても顕著な蛍光蓄積が観察され、正常肺細胞には蓄

積が認められていない198)。さらに、糖系界面活性剤及び脂肪酸を含有したハイ

ブリッドリポソームは、糖及び脂肪酸との相乗効果により、顕著ながん細胞増

殖抑制効果を示している37-40, 199, 200)。臨床試験においては、生命倫理委員会承認

後の再発悪性リンパ腫に対するパイロットスタディを実施したところ、副作用

がなく、固形リンパ腫の縮小効果、及び延命効果が明らかとなった12, 13)。また、

肝臓がん患者に対しても、腫瘍マーカー (PIVKA-Ⅱ) の値が減少し、顕著な治

療効果を示しており、従来の制がん剤と異なり、副作用のない新しい化学治療

薬として期待されている。 

本研究では、トレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) を新規

に創製し、副作用のない新しいがん治療薬の開発を目指して、種々のヒトがん
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細胞を用いて検討した。以下に各章で得られた知見を示す。 

第 2 章では、トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は、トレ

ハロースの含有量により、膜直径が異なることが明らかとなった。65～70mol% 

DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、30～55mol%DMTreC16 の膜直径

は、37℃ において細網内皮系 (RES) を回避可能な 100nm 付近で、約一ヶ月間

安定な膜を形成していることが今回初めて明らかとなり、臨床応用に適してい

ることが示された。また、DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動性は DMPC 

単一リポソームよりも高いことが示された。DMTreC14 の固定水層は DMPC 

単一リポソームよりも高いことが明らかとなった。 

第 3 章では、DMTreCn (n=12, 14, 16) の大腸がん (HCT-116) 及び胃がん 

(MKN-45) 細胞に対する増殖抑制効果を検討した。DMTreCn (n=14, 16) はトレ

ハロース濃度依存的にがん細胞の増殖抑制効果を示した。また、DMTreC14 よ

り DMTreC16 の方が高い増殖抑制効果を示した。正常細胞に対しては影響を与

えないことを確認した。トレハロース含有リポソーム (DMTreCn) に蛍光脂質 

(NBDPC) を加えて調製した蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/ 

NBDPC) の膜直径は細網内皮系 (RES) を回避できる 100nm 以下であり、4℃ 

において 1 ヶ月以上安定した膜を形成することが明確となった。蛍光脂質含有

リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 (HCT-116, 

MKN-45) 及び正常肺細胞 (WI-38) への融合・蓄積を検討したところ、DMTreCn 

(n=14, 16)/NBDPC は、正常肺細胞へ融合・蓄積せず、がん細胞膜及び細胞内に、

特異的に経時的に蓄積することを初めて明らかにした。また、DMTreC14 より 

DMTreC16 の方ががん細胞膜へ融合・蓄積しやすいことが示された。DNA 断片

化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞に対して 

DNA 断片化率の増大が見られなかった。DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃

度依存的に DNA 断片化率の増大が見られ、各がん細胞に対してアポトーシス

を誘導することが確認出来た。カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、

DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 

が関与することが明確となった。ミトコンドリア経路については、ミトコンド

リア膜電位は低下せずに、Bax の活性化によりミトコンドリアからシトクロム 

c が放出されることが確認出来た。RKIP 活性の測定結果より、DMTreC16 はが

ん細胞に対するアポトーシス誘導に RKIP の活性化が関与していることを明ら

かにした。  

第 4 章では、DMTreCn (n=12, 14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対

する増殖抑制効果を検討した。DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃度依存的

にがん細胞の生存率の減少が得られた。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方

が高い増殖抑制効果を示した。蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/ 
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NBDPC) を用いてがん細胞 (Hep-G2, HuH-7) への融合・蓄積を検討したところ、

DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は、肝臓がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的

に蓄積することを確認出来た。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細

胞膜へ融合・蓄積しやすいことが示された。DNA 断片化率の測定及び TUNEL 

assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞に対して DNA 断片化率の増大が見ら

れなかった、DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃度依存的に DNA 断片化率

の増大が見られ、肝臓がん細胞に対してアポトーシスを誘導することが明確と

なった。カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓が

ん細胞におけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することを初めて

明らかにした。ミトコンドリア経路に関しては、HuH-7 細胞の場合は、ミトコ

ンドリア膜電位が低下したが、一方、Hep-G2 細胞では低下しなかった。また、

Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合も Bax の活性化によりミトコンド

リアからシトクロム c が放出されることを初めて明らかにした。RKIP 活性の

測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) によるアポトーシス誘導には RKIP の活性

化が関与していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5-1 Schematic representation of a mechanism for apoptosis of cancer cells  

induced by DMTreCn. 

 

以上述べたように、65～70mol% DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、
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付近で、約一ヶ月間安定であり、臨床応用に適している膜を形成することを明

らかにした。また、DMTreCn (n=14, 16) が各がん細胞  (HCT-116, MKN-45, 

Hep-G2, HuH-7) に対し、高い増殖抑制効果を示し、トレハロース濃度依存的な

抑制効果が得られ、糖の水和効果が関与していることを明らかにした。さらに、

DMTreCn/NBDPC はがん細胞に選択的に融合・蓄積することが示された。がん

細胞増殖抑制メカニズムについては、TUNEL 法及びフローサイトメーターによ

る DNA 断片化率測定によりアポトーシスを誘導することが明確となった。

DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるアポトーシス誘導にはミトコンドリア

からシトクロム c の放出、カスペース-3, 8, 9 の活性化、Bax の活性化及び 

RKIP の活性化が関与することが明らかとなった (Fig.5-1)。 

 以上より、DMTreCn (n=14, 16) のがん治療薬としての可能性が示唆された。

今後、in vivo において担がんモデルマウスに対する治療効果及び安全性が確認

されれば、がんに対して副作用の少ない、新しい薬剤となることが期待できる。 
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