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　　　葉酸修飾セラミド含有PEG一リボソームの作成

神経芽腫細胞株に対する至適葉酸、及びセラミド含有比の検討
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【要旨】神経芽細胞腫stage　III、　stage　IVには術前化学療法が行なわれるが、抗癌剤耐性例では有効な補助療

法が確立されていない。このような症例に対し、アポトーシス誘導効果のあるスフィンゴ脂質のセラミドを

候補とし、葉酸修飾セラミド（C6）含有PEGリボソームを作成した。最も殺細胞効果の高いリボソームの至

適構成成分比を決めるため、成分比を変えたりボソーム添加による神経芽腫細胞株SK－N－Fl（MD　R1＋）

とCHP－134（MDRI一）の生存率を検討したところ、各成分の含有量（mol比）は、セラミド（C6）40％、

PEGは10％でリボソーム投与量625μM以上であった。また、葉酸修飾により殺細胞効果の減弱はなく、標

的細胞の指向性を高めることが可能であった。このリボソームはin　vivoでの検証を経て、抗癌剤耐性神経芽

細胞腫への応用が期待される。

はじめに

　神経芽腫は小児固形悪性腫瘍の中では2番目に多

く、最も予後の悪い腫瘍である。厚生労働省治療基準1）

では、原則として1歳以上のstage　III、　IVは術前化学

療法後に外科切除が行なわれる。抗癌剤投与無効例

（高リスク群）は30％超あり2）別の補助療法の必要性

が検討されている。抗癌剤無効例ではMDRl遺伝子

が高発現し、MDRl遺伝子のコードするP糖蛋白質

が、抗癌剤排出ポンプとして機能することが知られて

いる。神経芽細胞腫におけるMDRlの発現は、主に化

学療法施行症例においてそのmRNAがhigh　levelに

なることが知られている3）。

　今回我々は、細胞のアポトーシス誘導に関与するセ

ラミドに着目した。セラミドは主に細胞の膜外側に存

在し、細胞脂質二重膜のひとつであるスフィンゴ糖脂

質の基本骨格である4）。また、生体膜ラフトとしてシグ

ナル伝達に関与し、細胞内では伝達因子としてアポ

トーシス、細胞の分化誘導や増殖にも関わる5）。この様

にセラミドと抗癌剤は異なる作用機序を有すること

から、セラミドによる抗癌剤耐性細胞への殺細胞効果

が期待される。さらに正常細胞への毒性も弱い6）。しか

しながら、自然界に存在する天然セラミドは細胞膜を

通過しにくく、そのまま細胞外から作用させてもアポ

トーシスは誘導されない7）。そこでN一アシル基を短く

した合成セラミドが開発された。Shabbitsら8）はN一ア

2008年1月9日受付、2008年2月14日受理

キーワード：神経芽腫、リボソーム、セラミド、葉酸

（別冊請求先：〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－l

Tel：03－3342－6111（内線5080）　Fax：03－3340－4575

東京医科大学外科学第三講座　湊　進太朗）

（1）



2008年7月 湊他7名：葉酸修飾セラミド含有PEG一リボソームの作成 一　409　一

シル基の長さの異なるC2、　C6、　C8、　ClO、　C14、　C16一

セラミドを合成し、ヒト乳癌細胞株（MDA435／

LCC6）に対する殺細胞効果を検討し、C6一セラミドが

最も細胞膜通過性と殺細胞効果が高いと報告してい

る。

　1965年にBanghamら9）10）によって発見されたリボ

ソームは、生体膜由来の脂質膜で構成され、毒性や免

疫原性がなく、生体適合性に極めて優れている。脂溶

性薬物を膜の脂質相に、水溶性薬物を膜間や膜内の水

相に化学結合を介することなく大量に封入すること

が可能であり、Drug　delivery　system（DDS）のキャリ

アーとして用いられている11）12）。その一方、生体内では

肝臓や脾臓などの網内地細胞へ容易に捕捉され、標的

細胞へ到達しないといった問題点があった12）。1990年

代には網内治細胞の貧食を回避し、長時間血液内に停

滞することが可能なPolyethylene－Glycol（PEG）一リボ

ソームが開発された。PEGによりリボソーム膜の表

面に水和層が形成され、網内廷細胞、特にマクロ

ファージの蟻食から回避可能となった13）14）。リボソー

ム表面を完全にPEGで被覆するためには、5～10％の

mol比のPEGが必要とされる15）。

　近年、さまざまな腫瘍関連抗原が同定され、癌にお

ける遺伝子や蛋白質レベルの発現調節機序が解明さ

れてきている。癌化した細胞表面上に発現する膜抗原

は、癌細胞に特異的に発現する癌抗原と正常細胞に比

べて癌細胞に過剰発現する抗原（トランスフェリン

受容体16）、葉酸受容体（Folate　receptor）17）、　CDlg18）、

CD2019）、　carcinoembyonic　antigen（CEA）など）があ

る。リボソームはその表面を抗体やリガンドにより比

較的容易に修飾可能であるため、いずれの抗原も

DDSの標的抗原となり得る20）。

　ヒト葉酸受容体は38kDaのGPIアンカー型の母型

糖タンパクであり、ヒト上咽頭癌（KB細胞）、大腸癌

（Caco－2）で発現充進があり17）21－23）、特に卵巣癌では腫

瘍マーカーとしても用いられている24）25）。葉酸受容体

と神経芽腫との関連を検索した報告はない。しかし葉

酸（Folic　acid）は神経管の発生発達に関与し、二分脊

椎や神経管閉塞のリスクを減らすことが知られてい

る26）。また、Frenchら27＞は葉酸添加食物の摂取により

神経芽腫の自然治癒比の増加を報告している。このこ

とから、神経芽腫細胞には何らかの葉酸受容体が存在

するものと考えた。正常細胞における葉酸受容体の存

在は、腎臓、肺、脈絡層、及び胎盤に認められている。

しかし胎盤以外は血流から離れた部位に受容体の分

布が限局していることから、たとえ葉酸を静脈内投与

しても各臓器の受容体には接近しがたい28）。したがっ

て癌治療用DDSの標的分子として癌細胞表面上の葉

酸受容体を用いれば、神経芽腫の腫瘍細胞に特異的に

薬物を送達可能と考えた。

　今回我々は、葉酸受容体に対するリガンドである葉

酸で修飾し、セラミドを含有する葉酸修飾セラミド含

有PEG一リボソームを作成した。また、神経芽腫細胞

に対する至適な構成物質の比を検討した。

材料と方法

　1．セラミド

　C6－ceramide；　N－hexanyl－D－drythro－sphingosine

（以下C6）は、　Biomol　Reseach　Laboratories（Plymouth

Meeting、　PA）より購i狭した。

　2．使用細胞

　ヒト神経芽腫細胞株CHP－134をAmerican　Type

Culture　Collection（ATCC、　Manassas、　VA）より、SK－

N－FlをRiken　Cell　Bank（lbaraki）よりそれぞれ購入

し使用した。

　SK－N－Flは多剤耐性遺伝子Multidrug　resistancel

（MDRl）が高発現し、遺伝子産物であるP糖蛋白によ

り細胞内薬剤をすみやかに細胞外へ排出する。CHP－

134は同遺伝子と遺伝子産物の発現はない。

　CHP－134は10％ウシ血清（FBS；Fetal　Bovine

Serum）を含むRPMI　I　640（GibcoBRL、　Burlington、

ON、　Canada）で、　SK－N－Flは10％FBSを含む

DMEM（Gibco）を用いて、37℃、5％co2条件下で培

養し、対数増殖期にある細胞を以下の実験に用いた。

　葉酸（一）培養液も、それぞれGibcoより購入し

た。

　3．生存率の測定

　細胞の生存率にはCell　Counting　Kit－8（Dojindo

Laboratories、　Kumamoto）を用い、以下の方法で測定

した。

　96ウェル・マイクロプレート上に1×104個／ウェ

ル／100μ1の細胞を散布し、CO，インキュベーター内

で24時間培養した。後述するC6単独、または調整し

たリボソームをHEPEs（Gibco）にて希釈後、　l　ooμ1／

ウェル添加し、36時間培養した。発色試薬のWST－8

（水溶性テトラゾリウム塩）を20μ1／ウェルを添加し、

12時間培養後、450nmと600　nmの吸光度をマイクロ

プレートリーダーPOWERSCAN⑭　HT（DainipPon

Pharmaceutical、　Osaka）にて測定した。非添加群（コ

（2）
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Table　1　Liposomal　ingredient　ratio　（upper）　and　its　ceramide　content　（lower）．

Ingredients　（mola／o） Ingredients　（molO／o）

EPC　Chol C6 EPC　Chol C6 PEG

C6－O

C6－1

C6－2

C6－3

C6－4

6

6

6

6

6

4

3

2

1

0

0

1

2

3

4

P－C6－O

P－C6－1

P－C6－2

P－C6－3

P－C6－4

5

5

5

5

5

4

3

2

1

0

o

I

2

3

4

Ceramide　content　（pt　M）

C6－1

C6－2

C6－3

C6－4

O．39

0．78

1．17

1．56

1．56

3．13

4．69

625

6．25

12．5

18．8

25

125

25

37．5

50

25

50

75

100

50

100

150

200

Total　lipid 39 15．6 62．5 125 250 500

EPC；　Phosphatidylcholine　from　egg　yolk，　Chol；　Cholesterol，　C6；　C6－ceramide

liposome，　P；　PEG－DSPE

ントロール）との比をもって、生存率（viability）と

した。

　4．リボソームの調整法

　99．0％クロロホルム（Wako）に融解した溶液を、目

的とする脂質組成比となるように試験管に分取した。

窒素気流下、クロロホルムをロ一拍リ一翼バボレー

ターRotary　EvaporatorRE47（Yamato　Scientific　Co．，

Ltd．　Tokyo）を用いて減圧留去することで、脂質膜を

調整した。60℃のHEPESを5ml加えた後、5分問の

ボルテックスし、さらに30分間のソニケーションを

加えた。

　コレステロール（Cholesterol；Chol）はWako　Pure

Chemical　Industries，　Ltd．（Osaka）より購入した。　N一

（methoxy　polyethyleneglycolglutary1）distearoyl　phos－

phatidylethanolamine　（PEG－DSPE）．　Phosphatidyl－

choline　from　egg　yolk（EPC）は、Nippon　Oil　and　Fat

Co．，　Ltd．（Tokyo）より購i入した。

　Phosphoethanolamine－N一［Folate（Polyethylene－

Glycol）2000］，　1，2－Distearoyl－sn－Glycero－3一，　Ammo－

nium　Salt（Folate－PEG－DSPE）は、　Avanti　Polar

Lipids（Alabaster、　AL）より購i入した。

　C6含有リボソームは、　C6含有量10％、20％、30％、

40％（mol％）の4種類作成し、　C6－1、　C6－2、　C6－3、　C6－

4と表記した。C6含有0％をC6－0と表記した。

　PEG修飾リボソームは、　C6含有量10％、20％、30％、

40％（moI％）の4種類を作成し、　PC6－1、　PC6－2、　PC6－

3、PC6－4とした。

Table　2　lngredient　ratios　of　liposome　with　folic　acid

　　　　　ornamentation．　F－PC6u4　liposome　（lower）

　　　　　contained　the　ceramide　at　the　cholesterol　ingre－

　　　　　dient，　ratio　of　F－PC6－O　liposome　（upper）．

Ingredients （mol％）

EPC Chol PEG Folate

Fl－PC6－O

F2－PC6－O

F3－PC6－O

F4－PC6－O

5

5

5

5

4

4

4

4

O．99

0．975

0．95

0．9

O．Ol

O．025

0．05

0．1

Ingredients （mol％）

EPC C6 PEG Folate

Fl－PC6－4

F2－PC6－4

F3－PC6－4

F4－PC6－4

4

4

4

4

O．99

0．975

0．95

0．9

O．Ol

O．025

0．05

0．1

F；　Folate

　葉酸修飾セラミド含有PEG一リボソームは、10％

PEG．40％セラミド（PC6－4）リボソームをベースに葉

酸修飾量0．1％、0．25％、0．5％、1．0％（mol％）の4種類を

作成し、Fl－PC6－4、　F2－PC6－4、　F3－pC6－4、　F4－pC6．

4とした。

　5．C6、及びC6発現リボソームによる殺細胞効果

　　　の検討

　1）C6セラミド単独でのアポトーシスの誘導

　200μMから6．25μMまで倍希釈し、各セラミド溶

（3）
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液100μ1を3ウェルずつSK－N－Fl、　CHP－134（細胞

数1×104個／ウェル／100μ1）へ添加した。その後、方

法3に準じ、生存率を算出した。C6添加時の細胞をヘ

キスト33342（Wako）で染色し、核形態を蛍光顕微鏡

にて観察した。

　2）C6セラミドの至適含有量、及びリボソーム投

　　　与量の検討

　添加C6リボソーム500μM／ウェルから倍希釈し、

同細胞に投与し、生存率を算出した。

　3）至適PEG修飾量の検討

　添加P－C6リボソームを500μM、250μM、125μM

として投与し、生存率を算出した。

　4）10％PEG修飾リボソームの至適C6セラミド含

　　　有量の検討

　PEGの修飾量を10％に固定し、500　Pt　Mから62．5

Pt　Mの希釈率にて添加し、生存率を算出した。

　5）PC6－4リボソームにおける至適葉酸修飾量の

　　　検討

　培養液中の遊離葉酸の影響を排除するため、以下の

実験では葉酸を含まない培養液を使用した。Folate－

PEG－DSPEの修飾量が0．1％、0．25％、05％、1．0％

（mol％）となるようにリボソームを調整し、添加リボ

ソームを500μMから3．9μMまで倍希釈投与し、生

存率を算出した。

　6）葉酸修飾PEGリボソーム、及び同C6リボソー

　　　ムでの標的化の検討

　リボソームを添加する際、細胞表面の葉酸受容体を

充填するに充分量である4mMの葉酸（Sigma）を同

時に添加し、リボソーム量500　Pt　Mから3．9μMにて

生存率を算出した。

結 果

　C6セラミド単独添加時の生存率を示す（Fig．　la）。

両細胞株とも、C6セラミドが100μM以上の投与濃度

にて著明な生存率の低下が認められた。両細胞株とも

に核の断片化が観察され、アポトーシスによる細胞死

と判定した（Fig．　lb）。

　c6リボソーム添加時の生存率を示す（Fig．2）。

　両細胞株とも、C6－3、C6－4において濃度依存性に生

存率の低下が認められた。C6－4においては、CHP－134

（MDRI一）が添加量62．5μM以上で著明な殺細胞効

果が認められたのに対して、SK－N－Fl（MDRI＋）で

は添加量125　Pt　M以上で効果の増強が認められた。

C6－1、C6－2では、いずれのリボソーム投与量において

も明らかな殺細胞効果は見られなかった。この結果を

踏まえ、以下の実験ではC6－4を用いた。

　C6－4リボソームの殺細胞効果に対するPEG修飾

時の生存率を示す（Fig．3）。明らかな殺細胞効果が認

（a）
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　　　　　　　　　　　　　C6　（pM）

Fig．1　Cytotoxicity　of　free　C6－ceramide　lipids．　（a）：With　both　cell　lines（outlined　diamond；CHP－134，　solid　square；SK－N－

　　　Fl），　the　viability　rate　was　decreased　by　the　C6　ceramide　at　on　administration　level　more　than　100　pt　M．　CHP－134　was

　　　slightly　higher　in　the　cytotoxic　effect　of　ceramide　than　SK－F－1．　（b）：　N　uclear　fragmentation　was　observed　in　both　cell

　　　lines　（photo　in　lower），　and　judged　to　be　apoptosis．

（4）
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（a）　CHP－134
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竭pぐ直
　　　　　＼一．米一濠
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十　C6－O

一■一C6－1

J　・k　一　C6－2

一×　一C6－3

一×　一　C6－4

　　　　　　3．9　15．6　62．5　125　250　500　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，9　15，6　62，5　125　250　500

　　　　　　　　　　　Liposome　content　（pM）　Liposome　content　（pM）
Fig．2　Cytotoxicity　of　ceramide　liposome．　（a）：　When　the　quantity　of　C6H4　was　more　than　62．5ptM，　CHP－134　cells　showed

　　　cytotoxicity　reaction．　（b）：　ln　contrast，　augmentation　ofthe　cytotoxicity　effect　was　found　at　more　than　125　pt　M　with　SK－

　　　N－Fl　cells．　C6L　l，　C6－2　liposmes　had　no　remarkable　cytotoxicity　reaction　at　all　liposomal　dosages．
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Fig．3　Cytotoxicity　of　PEG－ceramide　liposome．　The　difference　of　the　quantity　of　PEG　ornamentation　affected　a　difference　for

　　　cytotoxicity　reaction　of　neither　CHP－134　cells　（a）　nor　SK－N－Fl　（b）．

められた総リボソーム濃度（500、μM、250μM、125

μM）において、CHP－134とSK－N－Fl細胞株のいず

れもPEG修飾量の違いによる生存率に変化はなく、

PEGによる非特異的な毒性の増強は無いと判断し

た。この結果を踏まえ、以下の実験では10％PEGリボ

ソームを用いた。

　10％PEGリボソームにおける各セラミド量別の生

存率を示す（Fig．4）。両細胞株とも、総リボソーム500

μMから62．5μMで差がなかった。セラミド含有率で

は、P－C6－3、　P－C6－4において、殺細胞効果の増強が

見られた。

　葉酸修飾セラミド含有PEG一リボソームの生存率

を示す（Fig．5）。両細胞において、葉酸修飾することで

P－C6一リボソームより高い効果が認められた。　CHP－

134では葉酸修飾量が少ないほど効果が高く現れた

が、SK－N－F1では葉酸修飾量による差はほとんど認

められず、細胞間での違いが見られた。

　遊離葉酸の添加による生存率の変化を示す（Fig．

6）o

　培地に高濃度の葉酸を付加することで、すべての葉

酸修飾量でC6－0と同程度まで、効果の減弱が認めら

れた。また葉酸非修飾であるPC6－4添加時には、両細

胞株とも濃度依存性に効果が認められたが、葉酸を含

む通常の培養液中での結果と比べ殺腫瘍効果の減弱

（5）
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Fig．4　The　10％　PEG－liposomal　toxicity　according　to　the　ceramide　content．　The　cytotoxicity　effect　had　no　differences　in　any
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graph）　showed　a　higher　effect　by　modification　folic　acid　than　those　without　folic　modification

stronger　in　one　with　a　little　modifying　folate　quantity　in　CHP－134　（lower　in　Fig．　a）．

The　PEG－C6　liposome　（lower

　　　　　．　ln　particular，　it　was

In　contrast，　a　small　difference

related　to　the　quantity　of　folic　acid　ornamentation　is　shown　in　S－N－Fl　cells　（lower　in　Fig．　b）．

が認められた。
考 察

Banghamら9）10）により発見されたリボソームは、

（6）
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Fig．6　A　change　of　cell　viability　by　addition　of　4　mM　of　free　folic　acid．　Free　folic　acid　at　a　high　density　in　culture　media

　　　decreased　the　cytotoxicity　until　the　same　level　as　C6－O　liposome．　The　liposome　which　was　not　modified　with　folic　acid

　　　（outlined　diamonds　and　outlined　square　in　Fig．　a，　and　solid　diamonds　and　solid　square　in　Fig．　b）　included　concentration－

　　　dependent　cytotoxicity．

DDSのキャリアーとして多くの研究、開発が行なわ

れている。特にRESへの貧食から回避することが可

能になったPEG一リボソームは、ドキソルビシンを封

入した製剤Doxil⑪（Sequus　Pharmaceuticals，　Menlo

Park，　CA，　USA）として臨床で用いられている。また

リボソームの表面を抗体によりコーティングし、標的

細胞への結合特異性を増したイムノリポソームも開

発され、高い腫瘍集積性を認めている。本研究で用い

た葉酸修飾PEG一リボソームも肝や網内系細胞によ

る貧食による消失を抑え、かつ腫瘍細胞膜に過剰発現

する葉酸レセプターに対する結合特異性を高くした

薬剤のキャリアーである。リボソームは構成脂質比を

任意にコントロールすることで、膜電荷、pH感受性、

温度感受性、組織遊走能、細胞結合能などを変え得る

ことが最大の長所とされる。そのことは、裏を返せば

「至適な脂質比」は構成する薬剤の性状や表面をコー

ティングする抗体やリガンドの種類により、構成成分

比が異なる事を意味する。今回、われわれは葉酸修飾

セラミド含有PEG一リボソームを作成するにあたり、

この至適構成成分比を詳細に検討した。

　封入薬剤に用いたセラミドはアポトーシスを誘導

する性質を持っている5）。しかし天然型では細胞膜透

過性が低く7）、そのままでは薬剤として使えない。そこ

で細胞膜透過性をもつセラミド誘導体を合成し、その

抗腫瘍効果に期待がもたれている。野村ら29）はC2一セ

ラミドを合成し、細胞内からのLDH漏出量とDNA

の断片化からアポトーシスの誘導を見出した。Shab－

bitら8）はC2、　C6、　C8、　ClO、　C14、　C16一セラミドを合

成し、それぞれのアポトーシス誘導性について検討し

ている。同報告でもっとも効果の高かったタイプが

C6セラミドである。　C6セラミドにおける乳癌細胞株

（MDA435／LCC6）のIC50はC6で2．71±0．69であ

り、他のタイプのセラミドに比べ極めて細胞死の誘導

に優れていた。さらにMDRl遺伝子を導入し、　P糖蛋

白を発現させることで薬剤の排出を高めた細胞株

MDA435／LCC6MDR1においてもIC50は5．67±0．70で

あり、2倍程度の上昇に留まっていた。この結果は、本

研究の対象疾患が小児神経芽腫の薬剤耐性症例であ

ることを踏まえると、候補薬剤としてはC6一セラミド

が最適と考えることが出来る。今回の検討で用いた神

経芽腫細胞株2種はSK－N－FlがMDRIの高発現株

であり、CHP－134はMDRl発現（一）である。恒常的

（7）
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にMDR1を発現する細胞株を用いることは、すなわ

ち治療（抗癌剤投与）を加えた際のMDRIを高発現

する状態を再現していることになる3）。

　抗癌剤耐性細胞におけるスフィンゴミエリン量の

検討では、MDR1とBSEP、及びMRP2トランスポー

ターと密接に関連が報告され、Iwamoriら30）は、抗癌

剤耐性細胞では糖脂質合成は促進しているが、セラミ

ドの除去経路とは関連していないことを示唆してい

る。結果（Fig．1）に示したように。6含有リボソーム

はMDRI発現の有無によらず、細胞死を誘導し、

Shabbitら8）やIwamoriら30）の報告を裏付けるもので

あった。

　では、至適なセラミド含有比はどの程度であるか。

Stoverら31）は乳癌細胞株にC6を添加し、C6の濃度依

存性に殺細胞効果が上がると述べている。我々の実験

でも、同様にC6－2、　C6－3、　C6－4の順に濃度依存性に

細胞死の誘導が認められた（Fig．2、3）。特に、　Total

lipid濃度からそれぞれのリボソーム中のセラミドの

含量に換算すると、C6－3、C6－4リボソームを用いた場

合ではC6単独添加時よりも同程度の細胞死を誘導す

るのに少ないセラミド量しか必要としなかった。さら

にC6－3リボソームより、C6－4リボソームの方が少な

い添加量でより効果が出ており、セラミド含有リボ

ソームの構成脂質中のセラミド量を増加した方が効

果が増強することが確認された。

　リボソームの表面をPEGで覆うことにより、リボ

ソーム膜は親水性が増し水和層が形成される。マクロ

ファージは自己よりも疎水性の高い粒子を取り込む

性質を持つことから、親水性の高いPEGリボソーム

はRESの攻撃より回避されると考えられている。

Torchilinら32）はPEGの分子量とリボソームの表面

全部を覆うのに必要なPEG分子数を算出している。

それによると分子量2，㎜のリボソームでは、脂質に

対し2mol％のPEGが必要となる。今回は0－10％の

mol比で検討したが、いずれの比率でも殺細胞効果に

差はなかった。DSPE－PEGを過量に添加してもそれ

ぞれがミセルを形成し、結果的にはリボソーム内に入

るPEGの量は限られているためと考えられた。

　Yoshidaら33）は、癌細胞に過剰発現が認められてい

る葉酸レセプターに特異的に結合するリガンドであ

る葉酸を修飾した葉酸修飾リボソームを使用し、葉酸

レセプターを有するヒト咽頭癌細胞株（KB細胞）に

対する効果を検討している。同報告では、同リボソー

ムの標的指向性による癌細胞特異的なアポトーシス

の誘導が可能であり、容量依存性に細胞への指向性が

増大すると言及している。本検討では、葉酸の修飾量

が低いほど細胞死の程度が高くなった。リガンド修飾

量を高濃度にすると負のクラスター効果が生じ、レセ

プターの親和性が弱くなる可能性が考えられた。

　葉酸修飾リボソームで誘導されるアポトーシスは、

両細胞を遊離の葉酸で前処理することによりコント

ロールと同程度まで低下した。このことは、葉酸修飾

リボソームと遊離の葉酸の両者が癌細胞株の表面に

ある葉酸レセプターへの結合を競合していることを

示すと同時に、葉酸修飾リボソームは葉酸レセプター

に特異的に結合していることを示唆する。これにより

アポトーシスを誘導されたことは、同リボソームの癌

特異性を示唆した。また、葉酸（十）培地での実験と比

べC6－4、　P－C6－4では細胞死の効果が低くなってお

り、葉酸濃度をあげることで培養液成分に差ができ

て、細胞増殖能が増加したものと考えた。

　葉酸修飾セラミド含有PEG一リボソームを用いて

の殺細胞効果の検討は、本研究が初めてである。本研

究結果は、同リボソームの特性を損なうことなく作用

させるための至適な構成成分比を明らかにした。この

ことは抗癌剤耐性となった腫瘍、特に小児神経芽腫に

対して、より安全に、より選択的にセラミドを投与す

るための新しいDDSの可能性を示唆し得た。
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Preparation　of　folate　ornamentation　PEG－liposome　containing　ceramide

Examination　of　optimal　folate　and　the　ceramide　content

　　　　　　　for　the　neuroblastoma　cell　lines

Shintarou　MINATOi），　Akihiko　TSUCHIDAi），　ltsurou　NAGAEi），

Kazuhiko　KASUYAi），　Soshi　TAKAHASHIi），　Tatsuya　AOKIi），

　　　　　　　Takatoshi　SAKAMOTO2），　Yukihiko　ARAMAKI3）

　　　　　　　　　　　i）Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University

2）Matsuyama　University，　College　of　Pharmaceutical　Sciences，　School　of　Clinical　Pharmacy，

　　　　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Pharmaceutical　technology

　　　　　　　3）School　of　Pharmacy，　Tokyo　University　of　Pharmacy　and　Life　Sciences

Abstract

　　　Preoperative　chemotherapy　is　performed　in　patients　with　stage　III　and　stage　IV　neuroblastoma，　but　no　effective　adjuvant

therapy　has　been　established　in　the　patients　with　drug　tolerance．　We　examined　ceramide　of　the　sphingolipid　as　a　candidate

of　the　induction　of　apoptosis　for　such　cases　and　made　ceramide　（C6）一contained　PEG　liposome　modified　with　folic　acid．

Then，　we　investigated　viability　rates　in　two　kinds　of　neuroblastoma　cell　lines　（SK－N－Fl；　MDRI十，　CHP－134；　MDRI一）

by　some　changes　in　the　density　of　ceramide　（C6）　or　component　ratio　to　decide　a　high　optimum　of　the　most　cytotoxic　reaction．

As　a　result，　the　ratio　of　the　ceramide　was　40％　and　that　of　PEG　was　10％，　and　liposomal　dosage　was　more　than　62．5　pt　M．　This

liposome　was　able　to　raise　the　directional　ability　against　the　target　cells　without　diminishment　of　the　cytotoxicity　reaction　by

modification　of　folic　acid．　Our　results　suggested　that　this　liposome　may　be　suitable　for　neuroblastoma　patients　with

anticancer　drug－tolerance　in　future　in　vivo　examinations．

〈Key　words＞　Neuroblastoma，　Liposome，　Ceramide，　Folate

（　11　）


