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３． 研究シーズ探索成果の概要 
 

 本研究課題では、薬物を細胞に効率よく送り届ける分子システムを構築するための革新的技術

の開発に取り組んだ。そのため、薬物モデル（ゲスト）を捕捉し、細胞内に送り届けることができる

ホストの合成を主な戦略とした。具体的には、蛍光性のピレン基を有するカチオン性シクロファン

（ホスト）の合成を行った。カチオン性シクロファンは HepG2 ヒト肝ガン細胞内に効率よく取り込ま

れることがわかった。さらに、単独では細胞に取り込まれにくい薬物モデルがカチオン性シクロファ

ンとホストゲスト複合体を形成することで細胞内へ効率的に取り込まれることを見出した。一方、

シクロファンをペプチド結合で連結したシクロファン多量体も合成し、シクロファン多量体が薬物モ

デルを捕捉したまま細胞内へ移行し、さらにゲストを放出できる可能性が示された。将来的に抗が

ん剤などに応用できる分子システムを開発するための重要な指針を与えることができた。 

 
 

４． 研究シーズ探索のねらい 
 

 狙った細胞に薬物を効率よく送り届ける分子システムを開発することが目的である。具体的には、

可逆的で“弱い共有結合”を利用して５個のシクロファンを連結したホストを合成し、クラスター効

果を反映して薬物（ゲスト）を強く捕捉させる。さらに、細胞内へ送達させ、リソソームの弱酸性環

境下においてホストが酸加水分解され単量体に解裂することで、クラスター効果の解消と伴に薬

物が放出される薬物送達システムを構築する。 
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５． 研究シーズ探索の方法と成果 

 

５．１ 方法 

５．１．１ 蛍光基を有するシクロファンによる細胞内への取り込み 1 

 薬物を細胞に効率よく送り届ける分子システムを開発するために、ピレン基を有するカチオン性

シクロファン（1）を分子設計し、合成した（図１）。シクロファン 1（ホスト）の薬物モデル ANS （ゲス

ト）に対する包接挙動を蛍光滴定実験から評価し、ホストゲスト複合体生成定数（K）を算出した。

シクロファン 1 の HepG2 ヒト肝ガン細胞内への取り込み挙動を蛍光顕微鏡観察により評価した。

さらに、シクロファン 1 の HepG2

細胞内での局在に関して、リソソ

ー ム を 選 択 的 に 染 色 で き る

LysoTrackerRed を用いた二重

染色実験により評価した。また、

シクロファン 1 の存在下および不

在下における薬物モデル ANS 

の HepG2 細胞内への取り込み

挙動についても蛍光顕微鏡観察

により検討した。 
 

５．１．２ ペプチドを分子基盤としたシクロファン多量体の合成 2 

 ペプチドを分子基盤にしたシクロファン２量体（C2）を Fmoc 法により合成した（図２）。単環性シク

ロファン（C1）も合成した（図２）。シクロファン C2 および C1（ホスト）の薬物モデル TNS および

2,6-ANS （ゲスト）に対する包接挙動を蛍光滴定実験から評価し、ホストゲスト複合体生成定数

（K）を算出した。シクロファン C2 のゲスト捕捉能におけるクラスター効果を評価した。 

 
 
５．２ 成果 

５．２．１ 蛍光基を有するシクロファンによる細胞内への取り込み 1 

ピレン基を有するカチオン性シクロファン（1）をスキーム１により合成した。細胞内取り込みにお

ける側鎖の電荷の影響を調べるためにピレン基を有するアニオン性シクロファン（2）も合成した。

シクロファン 1 および 2 は薬物モデル ANS を強く捕捉できることがわかった（図３、K = 7.2 x 104 お

よび 2.1 x 104 M-1）。これらの K は従来の単環性シクロファンが示す K よりも一桁大きいことから、

ゲスト捕捉の主な駆動力はシクロファンの分子内空洞およびピレン基による協同的な疎水性相互

作用であると考えられる。また、シクロファン 1 および 2 の HepG2 細胞内への取り込みにおいて、

カチオン性の 1 がアニオン性の 2 よりも細胞内により効率的に取り込まれることがわかった（図４）。

細胞内への取り込み過程では、負電荷を帯びている細胞表層とシクロファンの間での静電的相互

作用が重要な役割を果たしていると言える。また、1 の HepG2 細胞内での局在を調べるために

LysoTrackerRed を用いて行った二重染色実験から、1 はリソソームに局在していることがわかっ

た（図５）。細胞内への取り込みはエンドサイトーシスによるものと考えられる。さらに、単独では細

胞に取り込まれにくい ANS が 1 とホストゲスト複合体を形成することで細胞内へ効率的に取り込

まれることがわかった（図６）。細胞に薬物モデルを効率よく送り届ける分子システムを開発するこ

とに成功した。    
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５．２．２ ペプチドを分子基盤としたシクロファン多量体の合成 2 

 Fmoc 法によりペプチドを分子基盤にしたシクロファン２量体の C2 と単環性シクロファンの C1 を

合成した。シクロファン C2 の TNS および 2,6-ANS に対する捕捉力はそれぞれ K = 7.8 x 104 およ

び 7.2 x 104 M-1 であり、単環性シクロファン C1 が示すゲスト捕捉力（K = 5.1 x 103 および 5.7 x 

103 M-1）と比較して、それぞれ 15 倍および 13 倍に増大した。ゲスト捕捉部位であるシクロファン環

が２つある C2 は単環性シクロファン C1 と比較して、ゲスト捕捉能が 2 倍ではなく、桁違いに増大

するクラスター効果の発現に成功した。 

 

 
参考文献 
1) O. Hayashida, C. Eguchi, K. Kimura, Y. Oyama, T. Nakashima, K. Shioji, Chem. Lett., 39, 
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2) O. Hayashida, T. Nakashima, Chem. Lett., 40, 134-135 (2011).  
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６． 自己評価 
 
 本研究課題では、細胞に薬物を効率よく送り届ける分子システムを開発することが目的であっ

たので、手始めに、薬物モデルを捕捉できてかつ細胞に効率よく取り込まれるシクロファンを分子

設計し合成した。蛍光顕微鏡での観察を容易に行うために蛍光性のピレン基をシクロファンの側

鎖に組み込んだが、ピレン基の疎水性のために期待以上のゲスト捕捉能が得られた。また、細胞

内への送達がシクロファンの電荷に依存することを見出したことも望外の成果であった。単独では

細胞に取り込まれにくい薬物モデルがカチオン性シクロファンとホストゲスト複合体を形成すること

で細胞内へ効率的に取り込まれることを実証することに成功した。さらに、シクロファンをペプチド

結合で連結したシクロファン多量体の合成にも成功した。これらシクロファン多量体はクラスター

効果を発現しゲストを強く捕捉することが実証できた。シクロファン多量体が薬物モデルを捕捉し

たまま細胞内へ移行し、さらにゲストを放出する様子を観察することにも成功した。これらの成果

は、将来的に抗がん剤などに応用できる分子システムを開発するための重要な指針を与えるもの

と考える。 

 
 

７． PO の見解 
 

本研究は分子構造がはっきりしているシクロファンをホストとして、薬剤（ゲスト、今回は ANS）を

効率よく癌細胞に取り込ませる研究であり、細胞内に取り込まれた薬剤分布の状況から有効性を

示すことができた。細胞表層とシクロファンの静電的相互作用により、細胞内への取り込みが行

われることを明らかにした。また、シクロファンの多量体のゲスト捕捉能力はクラスター効果により

非線形的に大きくなることを示し、加水分解酵素により多量体を単量体に変えることで、薬剤放出

できることを示した。 

様々な薬剤に対応するシクロファン誘導体の設計手法を明らかにし、細胞特異性を持つようシ

クロファンに糖鎖や抗体などを付加できるようになれば極めて有効な薬物伝達手法となり、薬学、

医学、化学の融合となる。サイズ、静電相互作用以外にも「化学者としての視点」を生かし、特定

部位との選択的化学結合などの研究推進が期待できる。 
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