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研究成果の概要（和文）：生体内に多数存在する細胞群から、特定の細胞だけを高度に見分ける新手法の開発は
重要である。報告者は、細胞表面の受容体に対するペプチド分子の「強い」相互作用と糖鎖の「弱い」相互作用
を同時に働かせ、さらに両リガンド分子同士を細胞表面で選択的に化学結合させることにより、標的の細胞を選
択的に見分ける手法を検討した。本課題では、インテグリンが高発現する数種類のがん細胞に対して、インテグ
リンのリガンドペプチドと様々な種類の糖鎖とのコンビネーションを用いて区別することを試みた。その結果、
各細胞に特徴的な糖鎖リガンドを見出し、がん細胞を効率的に区別することができた。

研究成果の概要（英文）：In the field of molecular imaging, the target selectivity is one of the most
 important factors in determining the degree of imaging contrast. We developed an entirely 
unexplored idea that is based on a pre-targeting strategy by a) simultaneously recognizing two 
receptors using high- and low-affinity ligands and b) ligating them directly on the target cell 
surface. Glycan ligands with fluorescent label bound to the cell surface, even with mM binding 
affinity levels, can be tightly anchored by the pre-targeted high-affinity peptide ligand on the 
cell surface. The advantage of using low-affinity glycan ligands is that excess of the labeled 
glycans can be washed off from the cells. Through this approach, unspecific fluorescence background 
can be minimized. In this work, we demonstrated this strategy to differentiate various cancer cell 
lines by utilizing peptide and various different glycan structures.

研究分野： 有機合成化学、グライコケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 分子イメージング分野において、生体内で
多数存在する細胞群から、特定の細胞を高度
に見分ける新手法の開発は最も重要なテー
マの１つである。従来、見分けようとする細
胞表面に過剰に発現する１種類の受容体に
「強く」相互作用する抗体やペプチドなどの
プローブがもっぱら用いられてきた。しかし、
「強く」相互作用するプローブを用いると、
非特異的な認識が起こるばかりでなく、生体
内には往々にして、標的以外の細胞表面にも
少なからずこれらの受容体が存在している。
その結果、あらゆる細胞や器官にベタベタと
吸着しイメージングの選択性・感度が低下す
る。これが、１種類の「強い」相互作用を用
いる上で大きな欠点となっていた。様々な細
胞上に高度に構成されている受容体群（受容
体のパターン）を選択的に認識することがで
きないことが大きな問題として残されてい
た。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、標的の細胞表面に発現する、
２つ以上の異なる受容体に対して「強く」、
そして「弱く」相互作用する複数リガンドの
相乗効果を初めて活用することによって、従
来の１種類の「強い」相互作用を利用する抗
体やペプチド認識では達成できなかった高
感度・選択的な手法を実現する。本法を用い
て、インビトロやインビボの実験において、
数種類のがん細胞から目的のがん細胞のみ
を選択的に見分けることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
	
 「１．研究開始当初の背景」で示したよ
うに、現在では、リガンド分子の受容体の
選択性や、リガンド分子と受容体との相互
作用の向上を目指した研究がほとんどであ
る。しかし、「強く」相互作用するリガンド
分子を用いる場合には、標的細胞以外の細
胞に発現している受容体も「強く」認識し
て吸着してしまうため、数多くの細胞から
標的細胞のみを選択的に認識させるには限
界がある。	
 
例えば、「強く」相互作用するリガンド分

子を用いて、同じ種類の受容体を持つ細胞 A、
Bから細胞Aのみを選択的に認識しようとし
ても、分子リガンドが細胞 A、B 両方の受容
体を認識してしまうため区別するのは困難
である（図１a）。また、「弱く」相互作用す
る分子リガンドを用いた場合には、受容体
に相互作用してもすぐ離れてしまうため、
感度良く検出することはできまない（図１
b）。	
 
	
 報告者は、標的の細胞表面に存在する 2種
類以上の受容体に対して、「強く」、そして「弱
く」相互作用する複数のリガンド分子を組み

合わせ、それらを細胞表面上で直接、化学反
応により結合させることで細胞の選択性を
著しく向上させることを考えた（図１c）。	
 
	
 

	
 

図 1	
 標的細胞を見分ける方法：従来法（a、b）
および新手法（c）	
 	
 

(a)「強く」相互作用するリガンド分子を用いる場合に

は、たとえ細胞 Aにその受容体がより多く発現して
いても、細胞 A、B 両方の受容体を認識してしまう

ため区別が困難である。	
 

(b)「弱い」相互作用を用いる場合には、受容体に相互

作用してもすぐ離れてしまうため、感度良く検出で

きない。	
 

(c)「強い」相互作用と「弱い」相互作用を併用して用
い、さらにこれらのリガンド分子を目的の細胞表面

で化学反応によりつなぐことで、細胞の選択性が著

しく向上する。	
 

	
 

すなわちまず、ある反応性官能基を持ち、
「強く」相互作用するリガンド分子（ペプチ
ドリガンド）を細胞表面上の受容体と一次的
に相互作用させる（プレターゲティング）。
次に、「弱く」相互作用するリガンド分子（糖
鎖リガンド）を別の受容体と二次的に相互作
用させる。この糖鎖リガンドは、プレターゲ
ティングした官能基に選択的に結合する反
応性官能基と、標識基を併せ持っている。二
次的相互作用の際、ペプチドリガンドと糖鎖
リガンドがそれぞれ相互作用する 2種類の受
容体が存在する細胞 Aのみで、両リガンド同
士の結合反応が進行する。そのため、標識基
を細胞 A表面に固定化させることで細胞 Aを
選択的に検出することができると考えた。ま
た、糖鎖リガンドが相互作用する受容体を持
たない細胞 Bでは、糖鎖リガンドは速やかに
洗い流されるため、バックグラウンドの低下
を効率的に防ぐことができると期待した。	
 
	
 



４．研究成果	
 
	
 
報告者は本手法の妥当性を検証するため、

HUVEC 細胞（ヒト臍帯静脈内皮細胞）を用い
て実験を行った（図 2）。図１c の基本戦略に
従ってまず、HUVEC 細胞表面上の受容体、αV

β3インテグリンに対して「強く」相互作用す
るリガンド分子「環状 RGDyK ペプチド」（図
2a の 1）を一次的に相互作用させた。次に、
別の受容体である PECAM レクチンに対して
「弱く」相互作用するリガンド分子「α
(2,6)-シアリル化糖鎖」(図 2a の 2)を蛍光標
識して二次的に相互作用させた。そして、歪
み解消クリック反応を用いて細胞表面で 2つ
のリガンド同士を結合させた（図 2a）。その
結果、αVβ3インテグリンしか持たない HeLa
細胞（ヒト子宮頸癌細胞）に比較して、2 つ
の受容体を持つ HUVEC 細胞のみを選択的に可
視化することに成功した（図 2b）。この際、
「強く」相互作用するリガンド分子である環
状 RGDyK ペプチドを標識したプローブ（図 2
の 1’）では、2 つの細胞をまったく区別する
ことができず（図 2c）、また「弱く」相互作
用するα(2,6)-シアリル化糖鎖のみでは蛍
光シグナルを得ることができなかった。さら
に、あらかじめペプチドと糖鎖をつないだプ
ローブでも 2つの細胞を区別することができ
ず（図 2c）、本手法が標的細胞の高選択的な
検出に有効であることを実証した。	
 
	
 

	
 

	
 
図 2	
 細胞表面での「強・弱」相互作用と化学反
応を用いる高度な細胞認識	
 

（a）	
 αVβ3 インテグリン受容体、PECAM レクチン受容

体とそのリガンド分子である RGDyK ペプチド、お

よびα(2,6)-シアリル化糖鎖糖鎖の構造。	
 

（b）	
 HUVEC 細胞（αVβ3 インテグリン受容体と PECAM

レクチン受容体の両者を持つ）と HeLa 細胞（αV

β3インテグリン受容体のみを持つ）を用いた本手
法による実験結果。蛍光強度が 1：8 と大きな違い

が見られ、HUVEC 細胞では細胞を区別ができてい

ることが分かる。赤色は TAMRA 色素による染色。	
 

（c）	
 左：HeLa 細胞に対して環状 RGDyK ペプチドを標識

したプローブのみを用いた実験結果。	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 中：HUVEC 細胞に対して環状 RGDyK ペプチドを標

識したプローブのみを用いた実験結果。	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 右：HUVEC 細胞に対してあらかじめペプチドと糖

鎖をつないだプローブを用いた実験結果。3 つと
も蛍光強度がどれも同じ割合のため、区別ができ

ていないことが分かる。	
 

	
 
	
 そこで、αVβ3 インテグリンが高発現す
る数種類のがん細胞に対して、RGD ペプチ
ドと様々な種類の糖鎖とのコンビネーショ
ンを用いて区別することを試みた。標識し
た RGD ペプチドを用いた場合では、これら
のがん細胞を見分けることは全くできなか
った。一方で、まず RGD ペプチドを作用し
たのち、様々な糖鎖リガンドを順に作用さ
せた。細胞表面でこれら２つのリガンドを
共有結合させることで、各細胞に特徴的な
コンビネーションを見出した。このコンビ
ネーションを各がん細胞に使い分けること
で、数種類のがん細胞からそれぞれを区別
することができた。	
 
	
 さらにこの細胞選択性の結果をインビボ
に適応した。RGD ペプチド、および各細胞
に特徴的な標識糖鎖を続けて静脈注射し、
マウスの標的がんの部分で官能基選択的反
応を起こすことによって、望むがん部位を
選択的にイメージングできることが判明し
た。このように２つの「強い」、そして「弱
い」標的リガンドを同時に機能させること
で、個別の細胞を効率的に区別することに
成功した。	
 
	
 本研究成果は、「強い」相互作用に対して、
「弱い」相互作用を細胞表面上で有機反応さ
せ、標識基のバックグラウンドを軽減しつつ、
複数の受容体を標的として細胞を選択的に
見分ける革新的な技術である。この手法によ
り、これまで困難だった複雑な細胞表面を効
率的に理解できる一般的な分子認識システ
ムの開発が期待できる。また、生体内でも同
様の戦略を展開して、PET（Positron	
 Emission	
 
Tomography）や MRI（Magnetic	
 Resonance	
 
Imaging）を代表とする分子イメージングを
用いた診断に大きく貢献すると期待できる。	
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