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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞の最外層を覆う特異的糖鎖構造(Htype3)をBC2レクチンで標的する新規癌治
療法の具現化を目指した。BC2に緑膿菌外毒素(PE38)を結合させたLDCは膵癌だけでなく、大腸癌、胃癌にも高い
抗腫瘍効果があった。GMPグレードの製剤を製薬企業と共同で精製して純粋な３量体のLDCを得たが、腎臓、肝臓
へのoff target 毒性が強くPE38を使ったBC2の人への応用開発は断念した。一方、Htype3のキャリアタンパクが
CEAである事を明らかにし、BC2をドキソルビシンの標的性向上の修飾や、光免疫物質のキャリアに応用できる事
も明らかにし、BC2レクチンの臨床応用への新たな道を開いた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to realize a novel cancer therapy by targeting specific glycan 
structures (Htype3) covering the outermost layer of pancreatic cancer cells with BC2 lectin. LDC, 
which is BC2 lectin conjugated with Pseudomonas aeruginosa exotoxin, showed high antitumor effect 
not only on pancreatic cancer but also on colon cancer and stomach cancer. Aiming for clinical 
application to humans, we purified a GMP-grade formulation in collaboration with a pharmaceutical 
company to obtain a pure trimeric LDC, but gave up the development of human application due to its 
strong off-target accumulation and toxicity in the kidney and liver. On the other hand, we found 
that the carrier protein of Htype3 on the surface of cancer cells is CEA and that BC2 lectin can be 
used as a modification of doxorubicin to improve its targetability and as a carrier of 
photoimmunomaterials, opening a new path for the clinical application of BC2 lectin.

研究分野： 腫瘍外科学

キーワード： 糖鎖標的治療　レクチン　膵がん　緑膿菌外毒素(PE38)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞を標的する上で、最外層を覆う糖鎖層を狙う事が最も効率的であるはずだが、これまで糖鎖に焦点化した
創薬研究はほとんど行われていない。まして、主に糖鎖の検出プローブとして体外利用しかされてこなかったレ
クチンを生体内に投与する薬剤キャリアーとして利用する試みは非常に挑戦的なものである。既存の抗体薬は動
物培養細胞でしか生産出来ず非常に高価で国民医療費を大きく圧迫する経済的問題も大きい。それに対してレク
チン医薬は、難治がんの代表である膵癌に対して、画期的な新規治療という医療効果が期待できるだけでなく、
ポスト抗体医薬として、新しい安価ながん標的治療のプラットフォームとしての意味合いを有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は膵がんに特異的に表出しているフコシル化糖鎖（H type 3 糖鎖）と、それに結合するレク
チン rBC2 を同定した（2015 年特許申請済み）。この rBC2 レクチンに緑膿菌外毒素(PE38)を結
合させた薬剤融合レクチン(LDC)の 50％殺細胞濃度(IC50)は 19.5 fmol/L と極めて低く、従来報
告されている抗体-毒素融合薬（ADC）の（n～pM オーダー）と比し約 1000 倍以上強力であっ
た。レクチンの生体投与は赤血球凝集作用の懸念から無謀だと思われてきたが、LDC はマウス
膵癌モデルに対して全く安全に投与でき、かつ劇的な抗がん作用を示した（Oda. T, Mol. Cancer 

Therap. 2017）。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ほとんど試みられた事がないレクチンの生体内投与における癌への集積、生体内動
態など、レクチンー癌糖鎖結合のメカニズムを包括的に解明し、日本発の新規抗がん治療戦略の
具現化を目指すものであった。また、胃癌、大腸癌、肺癌などの膵癌以外の癌種も十分治療対象
になる可能性があり、それらの癌種における rBC2 レクチンの結合性、LDC の反応性を検証す
る。 

 

３．研究の方法 

研究 1) 大腸癌における LDC の効果 

ヒト由来大腸癌細胞株である HT-29、LoVo、LS174T、DLD-1 と rBC2LCN レクチンとの親和性
を in vitro で検証した。rBC2LCN レクチンと緑膿菌外毒素（PE38）との複合体である rBC2LCN-

PE38 を用い、同薬剤の殺細胞効果を MTT アッセイで評価した。各細胞株をヌードマウスの皮下
に移植したモデルを作製し、同薬剤の治療効果と毒性を評価した。 

 

研究 2) 胃癌における LDC の効果 

印鑑細胞がん（SRC）は、胃がん（GC）のサブタイプとして知られているが、がん細胞表面の糖
鎖や糖鎖形成の特異的な特徴は不明であった。我々は、レクチンマイクロアレイを用いて SRC

に特異的な糖鎖解析を行い、糖鎖標的治療の可能性を検討した。SRC 細胞株（NUGC-4、KATO-

III）および非 SRC（NSRC）細胞株（NCI-N87、SNU-1、MKN-45）を対象にレクチンマイクロア
レイ解析を行い、SRC の特異的糖鎖を同定した。さらに、SRC に高親和性のレクチンを用いた
レクチン-薬物複合体（LDC）の抗腫瘍効果を評価した。 

 

研究３) LDC が結合する標的糖鎖のコアタンパクの同定 

rBC2LCN の候補リガンドの選定として筑大学附属病院で手術を行った膵癌腫瘍を用いて patient 

derived xenograft (PDX) マウスを作成した。腫瘍からタンパク質を抽出し、rBC2LCN によるレク
チン沈降を行い、液体クロマトグラフ質量分析計(Liquid Chromatograph – Mass Spectrometry:LC-

MS/MS)解析にて候補リガンドの選定を行った。Web data base を基に糖タンパク質を同定し、さ
らにその中から膵癌特異的な候補タンパクを選定するために、臨床膵癌(n=19）、正常膵組織 

(n=22)切片を用いて組織化学免疫染色による検討を行った。また、真のリガンドであることの証
明を膵癌細胞株、PDX (n=6)、臨床検体(膵癌検体(n=6), 正常膵組織(n=3))を用いて行った。 

 



研究４)rBC2 レクチンによるリポソーム製剤の標的性の向上 

Lec-Doxosome は，脂質リンカーを介して rBC2LCN レクチンをリポソーム表面に挿入する post 

insertion method により作製した．rBC2LCN レクチンが結合性を有するヒト膵癌細胞株（Capan-

1）ならびに結合性を有さないヒト膵癌細胞株（SUIT-2）を用いて，in vitro での細胞結合性，取
込み性，殺細胞効果を非修飾リポソームである Doxosome と比較した．In vivo 試験では，各細胞
株の皮下腫瘍モデルマウスを確立し，Lec-Doxosome または Doxosome を週 1 回の合計 3 週間静
脈内注射し抗腫瘍効果を経時的に比較した．また，有害事象の有無を血液学的，病理組織学的に
評価した． 

 

研究５）rBC2 レクチンの光免疫治療への応用 

 我々はこれまでに、膵臓がんにはフコシル化糖鎖（H 型 3 モチーフ）が発現しており、rBC2LCN

という組み換えレクチンがこれらの糖鎖に特異的に結合することを明らかにしてきた。そこで
私たちはこのレクチンを、近赤外線光免疫療法（NIR-PIT）にも合理的に適用できるはずだと考
えた。NIR-PIT は、光吸収体である IRdye700DX（IR700）と結合し、標的細胞上のタンパク質抗
原を認識するモノクローナル抗体を用いて既に開発されている。本研究では、まずレクチン-光
吸収体コンジュゲートを開発し、がん細胞表面の糖鎖を標的とした新しいがん治療法を検討し
た。材料と方法 rBC2LCN レクチンと IR700 NHS エステルのコンジュゲーションである BC2-

IR700 を合成した。rBC2LCN に結合親和性を有する膵臓癌細胞株 Capan-1 をモデルとして使用
した。BC2-IR700 を用いた NIR-PIT の細胞毒性は in vitro で評価した。BC2-IR700 を膵臓癌の異
種移植マウスに投与し、in vivo イメージングと NIR-PIT を実施した。 

 

４．研究成果 

研究 1) 
【結果】LS174T および DLD-1 は rBC2LCN レクチンとの強い親和性を示し、同細胞株を移植し
たマウスモデルにおいて rBC2LCN-PE38 は腫瘍増大を有意に抑制した。一方、HT-29 は rBC2LCN

レクチンとの親和性が低く、マウスモデルにおける rBC2LCN-PE38 の治療効果も低かった。明
らかな毒性や有害事象は認められなかった。 

【結語】rBC2LCN-PE38 は in vivo において腫瘍増大を抑制し、同治療効果は各大腸癌細胞株に
対する結合親和性と相関していた。以上より、レクチン薬物複合体療法は大腸癌細胞表面糖鎖
を標的とした新たな治療オプションの一つとなり得ると考えられた。 

 

研究２） 

【結果】 試験した 96 種のレクチンのうち、SRC に高親和性のレクチン 11 種と低親和性のレク
チン 8 種が抽出された。高親和性レクチンは結合する糖鎖モチーフにばらつきがあったが、低親
和性レクチンは 5 種類（62.5%）が同じ糖鎖構造、a2-6 結合シアル酸（a2-6 sia）を結合した。シ
グナル強度の比（SRC / NSRC）は、rBC2LCN レクチンが最も高く（1.930 倍）、次いで BPL レク
チン（1.786 倍）だった。rBC2LCN レクチンは SRC 細胞株と NSRC 細胞の一つ（NCI-N87）に
対して高い親和性を有していた。LDC の治療効果として、rBC2LCN と Pseudomonas Exotoxin A

（rBC2LCN-PE38）は in vitro で殺細胞効果を示し、vivo のマウス異種移植モデルで腫瘍の退縮
が見られた。 

【結語】SRC 細胞における特異的な糖鎖プロファイルが示され、rBC2LCN レクチンを標的とし
た治療法は、SRC 患者の代替治療法として適用できる可能性を示した。 



 

研究３） 

【結果】LC-MS/MS 分析にて 343 個の 候補タンパク質を同定した。web database を用いて 12 個
の糖タンパク質を同定し、その中から膵癌特異的な 5 つの糖タンパク質（CEA, ITGB1, MUC16, 

PSCA, GLUT1）を選択し、膵癌および正常膵に対して免疫組織化学染色による評価を行った。
候補タンパクの中で CEA（carcinoembryonic antigen 5）が膵癌に最も陽性率が高く正常膵組織に
は発現しておらず（74％ vs  0% , P > 0.0001）、膵癌における癌特異的なキャリアタンパクとし
て着目した。膵癌細胞株および PDX、臨床検体による２重染色および免疫沈降（レクチンおよ
び CEA）によるレクチンブロッティング、ウェスタンブロッティングを行い CEA が真の
rBC2LCN レクチンのリガンドであることを証明した。さらに、膵癌、正常膵組織、正常大腸組
織を用いた検証において、抗 CEA 抗体による免疫沈降後サンプルの rBC2LCN レクチンへの反
応性は膵癌で最も高いことが示された。 

【考察】 本研究では rBC2LCN レクチンのリガンドの同定を行った。LC/MS-MS で 12 種類の候
補タンパクを同定し、膵癌特異的な候補として CEA に着目し検証を行った。CEA は最も汎用さ
れている腫瘍マーカーの一つであり、膵癌を含む多くの固形がんの評価に用いられている。胃癌
や大腸癌では、悪性度に応じて CEA 上の糖鎖が変化することが報告されているが、膵癌におけ
る CEA 上の糖鎖についてはほとんど知られていない。本研究で CEA と rBC2LCN の共局在が証
明され、CEA が rBC2LCN 認識糖鎖であるフコース複合体（Fucα1-2Galβ1-3GlcNAc/GalNAc（H

タイプ 1/3/4）で修飾されていることを初めて明らかにした。 

rBC2LCN 認識糖鎖である α1-2 フコースは糖転移酵素である FUT1, FUT2 により転移される。
rBC2LCN と CEA の共局在が膵癌の予後や悪性度とどのように関係しているかを検証したが、共
局在は、その程度に差はあるもののすべての膵癌症例で観察され、相関性は明らかにならなかっ
た。症例が少なく検証が不十分であり、関連性の検証は今後の課題である。また、CEA の α1-2

フコシル化ががんの進行にどのように関与しているかも未解明のままであり、今後の研究で解
明していく必要がある。 

CEA を標的とした抗体薬物複合体（antibody drug conjugate:ADC）は、大腸がんの治療薬として
臨床試験が行われているが、CEA は食道、胃、大腸などの正常組織にも発現していることが問
題とされる。本研究結果で、rBC2LCN 陽性 CEA は正常膵および大腸組織よりも膵癌で発現が高
く認められた。この結果は、rBC2LCN 陽性 CEA を標的とすることで、腫瘍特異性が向上する可
能性を示唆していると考えられる。 

【結語】：本研究では CEA が膵癌特異的に発現する rBC2LCN 陽性の糖タンパク質であることを
明らかにした。本研究は、予後不良な悪性疾患である膵癌の分子メカニズムの解明や、膵癌の新
しい診断または治療法を開発するための一助となる可能性がある。  

 

研究 4) 

【結果】：In vitro 試験においては，Capan-1 では Lec-Doxosome の方が Doxosome より細胞内への
ドキソルビシン集積が 1.2～1.6 倍高く，殺細胞効果が 1.5 倍強力であった一方で，SUIT-2 では差
が認められなかった．In vivo 試験においては，Capan-1 モデルマウスにおいてのみ，Doxosome 投
与群より Lec-Doxosome 投与群の方が腫瘍縮小効果が高い傾向にあった（摘出腫瘍平均重量：456 

mg vs. 368mg）．また，Lec-Doxosome 投与群において死亡例は認めず，特異的な有害事象も認め
られなかった． 

【考察】 rBC2LCN レクチンは，薬剤担体として従来的に使用されている抗体と比較して，標的



となる糖鎖発現の豊富さ，分子量の小ささによるエンドサイトーシスの効率性の良さ，生成費用
の安価さ，といった複数の利点を有している．本研究では，膵がん細胞のフコシル化糖鎖に特異
的に結合する rBC2LCN レクチンを用いてナノ粒子の表面を修飾することに成功し，in vitro なら
びに in vivo においてレクチン修飾による実質的な上乗せ効果を確認できた．今後は，レクチン
自体の最適化や，より緻密なレクチン修飾や，より効果的な内包薬剤の選択といった改良が進め
ば，がん治療における貴重なツールとなり得る． 

【結語】：ナノ粒子のがん細胞への標的指向性を高める手段として，がん細胞表面糖鎖を標的と
したレクチン修飾が有用である可能性を示した． 

 

研究５） 

【結果】BC2-IR700 の生成物は、SDS-PAGE により確認し、16kDa のシャープなバンドを示し、
蛍光強度も明瞭であった。BC2-IR700 をインキュベートした Capan-1 細胞は高い蛍光シグナルを
示し、フローサイトメトリーと蛍光顕微鏡で確認した。BC2-IR700 は近赤外光照射直後に細胞特
異的な殺傷力を示し、その細胞毒性は光量依存的に有意に増加した。In vivo 蛍光イメージング
では、BC2-IR700 投与後に腫瘍で高い強度を示し、BC2-IR700 が膵臓癌異種移植片腫瘍に特異的
に結合していることが示された。担癌マウスを 4 群 (i) 無処置； (ii) BC2-IR700 i.v.; (iii) NIR 光
照射； (iv) BC2-IR700 i.v., NIR 光照射 (NIR-PIT)に分けた。in vivo 蛍光イメージング試験の結果
に基づき、NIR-PIT 群のマウスに BC2-IR700 20 μg 注射後 6 時間で NIR 光 (100 J/cm2) を照
射した。NIR-PIT 投与群では、他のコントロール群に比べ、腫瘍の成長が有意に抑制された（P 

< 0.05）。 

【結語】 レクチン-光吸収体結合体である BC2-IR700 は、in vivo マウスモデルにおいて NIR-PIT

に十分に応用することが可能であった。細胞表面の糖鎖を標的とした新しい NIR-PIT は、膵臓癌
の治療戦略として有望であると考えられる。 
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