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研究成果の概要（和文）：癌細胞に特異的に結合するペプチドが同定できれば、そのペプチドで

抗癌剤を修飾し、癌組織により高濃度に、また非癌部組織により低濃度に抗癌剤を分布させ、

効果を高めつつ副作用の低減を図ることが可能となる。当研究ではファージライブラリーを用

いたバイオパンニング法という方法で、胆管癌細胞に特異的に結合するペプチド（胆管癌結合

ペプチド（CBP））を特定し、その特異的結合性を検討した。今後、CBP ペプチドを利用し、胆

管癌への分子標的治療や診断への応用が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Cholangiocarcinoma (CCA) is a common carcinoma of the liver, and the majority of patients 
with CCA have a poor prognosis due to the lack of effective non-surgical therapies in 
addition to its rapid progression and inoperability at the time of diagnosis. The 
development of novel non-surgical therapeutics that efficiently target CCA could 
significantly improve the prognosis for patients presenting with CCA. Here, we describe 
the iteration and characterization of a novel peptide, designated COP35 (CCA-binding 
oligo-peptide #35) that binds selectively to human CCA identified by bacteriophage 
biopanning using the intrahepatic cholangiocarcinoma cell line RBE and the normal 
cholangiocyte cell line MMNK-1. COP35 was found to augment the growth inhibitory effects 
of 5-FU against RBE cells. Utilizing pull down assay and liquid chromatography, we 
identify the clathrin heavy chain (CHC) accompanied by GRP78/BiP as a COP35 binding 
partner. In summary, we identify COP35 as a possible candidate for peptide targeted 
therapies for CCA. 
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１．研究開始当初の背景 
 
胆管細胞癌は悪性度の高い疾患であり、その
治療方法は外科手術が主である。しかし外科
切除不能の場合や肝外転移、再発を来した場
合などはいまだ一般的に有効とされる治療
法の確立には至っておらず、全身抗癌剤治療
を行うも効果に乏しく、予後は非常に不良で
ある。最大の問題は、抗癌剤等の薬剤もしく
は治療遺伝子等を癌選択的に運搬できるベ
クターが存在しないことである。そこで、ベ
クターに癌選択性を付与するために、癌組織
に過剰発現しているリセプターに結合する
リガンドを組み込む方法が考案されている。
一方で、特定のレセプターや細胞・組織に結
合するリガンドを簡単に同定する方法とし
て、最近ファージライブラリー（以下 PL）を
用いたバイオパンニング法（以下 BP）とい
う手法が注目されている。（ファージはその
先端の P3 タンパクを介して宿主に感染する
が、この P3 タンパク先端に 109種類の異なっ
たアミノ酸配列を組み込んだ無数のファー
ジの集合がファージライブラリーである。ラ
イブラリー内の各ファージは、その先端のア
ミノ酸配列によって各々違うレセプターに
結合する。このライブラリーを標的細胞もし
くは標的組織と一緒に一定時間培養後、非結
合ファージを洗浄して除去し、標的に結合し
ているファージのみを回収する。回収ファー
ジを抽出、精製し、増幅して同様の操作を行
う。これを数回繰り返し、最終的に得られた
回収ファージの先端のアミノ酸配列の解読
により、標的に選択的に結合するペプチドを
同定する。以上の手技をバイオパンニング法
という。 
当教室ではファージライブラリーを用いた
バイオパンニングを行い、腫瘍標的治療への
応用を研究している。これまでに腹膜播腫胃
癌に関しては、腹膜播腫モデルマウスにファ
ージライブラリーを腹注してバイオパンニ
ングを行うことによって播腫組織に特異的
結合を有すると考えられるペプチドを同定
しその結合性を播腫モデルマウスで確認し
た。さらに実際のヒトの手術検体を用いたバ
イオパンニングの報告はほとんどない中で、
ヒトの大腸癌の摘出検体を連続切片とし癌
組織をマイクロダイセクションで切り取り、
これを標的としたバイオパンニングを行い
標的ペプチドを同定した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
この研究の目的は、胆管癌の細胞株に対して
バイオパンニングを行い、胆管癌標的ペプチ

ドを同定し胆管癌特異的結合ペプチドが胆
管癌胆管癌への結合部位を免疫沈降法で同
定する。また胆管癌特異的結合ペプチドの胆
管癌細胞株及び臨床検体への結合を免疫組
織化学検査法で確認することを目的とした。
ここまで得られた結果をもとに癌標的ペプ
チドのそれぞれの癌選択性を確認し、最終的
には消化器癌に対する分子標的治療への応
用を進め、胃癌や大腸癌、胆管癌や膵癌など
への選択的ベクターの開発を目指している。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

(1)胆管癌結合ペプチドの癌選択性の確認
(in vitro、手術切除検体) 

 胆管癌結合ペプチドの癌細胞結合性は
NHS-fluoresein修飾ペプチドを合成して、蛍
光免疫染色にて評価する。NHS-fluoresein
修飾胆管癌結合ペプチドおよびコントロー
ルペプチドを合成し、in vitroにおいて胆管
癌由来細胞株RBEに修飾ペプチドを共培養し
て蛍光免疫染色を行い、結合性を比較・検討
する。 

また、手術切除検体に修飾ペプチドを共培養
して蛍光免疫染色を行い、結合性を比較・検
討する。 

(2)胆管癌結合ペプチドの抗腫瘍効果を測定 

①ペプチドとRBE細胞を共培養しMTSassayに
て測定する。 

②ペプチドとRBE細胞を共培養した後に5-FU
添加しMTSassayにて測定する。 

(3)胆管癌結合ペプチドの結合部位の同定 

ビオチン修飾ペプチドを合成して、pull down
法により結合部位を同定する。 
RBE 細胞を NP-40 で溶解させ、ビオチン付加
ペプチドおよびストレプトアビジン-アガロ
ースビーズと共に沈殿させ、SDS-PAGE で現れ
たバンドを質量解析した。 
(4)胆管癌結合ペプチドの結合作用の検討 
エンドサイトーシスを阻害するクロルプロ
マジンを NHS-fluoresein 付加ペプチドとと
もに RBE 細胞を共培養し、蛍光染色にて検討
した。 
(5)胆管癌結合ペプチドの抗腫瘍効果を結合
物質の過剰発現およびノックアウトを行い
検討した。 
①RBE 細胞において SiRNA を用いてクラスリ
ン重鎖(CHC)および GRP78/BiP を過剰発現さ
せ、ペプチドと 5-FU を共培養し、抗腫瘍効
果を MTSassay で検討した。 
②また同様に RBE 細胞において CHC および



GRP78 をノックアウトし、ペプチドと 5-FU を
共培養し、抗腫瘍効果を MTSassay で検討し
た。 
③またクロルプロマジンを投与しペプチド
と 5-FU を共培養し、抗腫瘍効果を MTSassay
で検討した。 
(6)CCA 手術患者より得られた CCA 組織での
CHC および GRP78 の発現を免疫組織化学的に
検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
バイオパンニング法により、胆管癌結合ペプ
チド COP35 (CCA-binding oligopeptide#35)
を同定した。 
(1)NHS-fluoresein 付加 COP35 およびコント
ロールペプチドを合成し胆管癌細胞株RBE細
胞ならびに CCA 手術患者より得られた CCA 組
織への結合性を蛍光染色で検討したところ、
NHS-fluoresein付加COP35は RBE細胞および
CCA 組織には結合したが、コントロールペプ
チドでは結合が認められなかった。 
 
           #35peptide    Control peptide 
 
 
RBE 細胞 
 
 
 
 
 
     #35peptide    Control peptide 
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(2)①RBE細胞とCOP35またはコントロールを
共培養し、MTSassay を測定したが、抗腫瘍効
果は紺とトールペプチドに比べ認められな
かった。 
②RBE細胞とCOP35またはCPを共培養した

後に 5-FU を添加し、MTSassay を行うと、
COP35 には腫瘍増殖阻害効果を認められた。  
(3) COP35 の結合物質を同定するために、RBE
細胞をNP-40で溶解させ、ビオチン付加COP35
およびストレプトアビジン-アガロースビー
ズと共に沈殿させ、SDS-PAGE で 192kDa に現
れたバンドの質量分析を行ったところ、クラ
スリン重鎖(CHC)であった。また COP35 のペ

プチド濃度を希釈し、同様にペプチド沈降を
行い、78kDa にバンドを認め、質量分析を行
ったところ HSP70 family である分子シャペ
ロン GRP78/BiP であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) RBE 細胞および CCA 組織にて、COP35 お
よび CHC、GRP78の蛍光染色を行ったとこと、
3 色の蛍光信号は細胞膜に重なって観察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)クラスリン依存性エンドサイトーシスを
阻 害 す る ク ロ ル プ ロ マ ジ ン 投 与 下 に
NHS-fluoresein付加COP35を RBE細胞と共培
養し、蛍光染色にて検討したところ、COP35



の RBE 細胞への取り込みは阻害されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)①RBE細胞にプラスミドを用いてCHCおよ
び GRP78 を過剰発現させた後に、COP35 と
5-FU を共培養し MTSassay で測定すると、コ
ントロールペプチドに比べ COP35 では RBE 細
胞の増殖が有意に阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②また同様に siRNA により CHC および

GRP78 をノックダウンすると、COP35 とコン
トロールペプチド投与によりRBE細胞の増殖
に有意差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③またクロルプロマジンを投与した場合
ではCOP35とコントロールペプチドで腫瘍増
殖に有意差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(7)CCA 手術患者より得られた CCA 組織での
CHC および GRP78 の発現を免疫組織化学的に
検討したところ、CHC および GRP78 は非癌部
に比べ癌部で強く発現していた。 
        CHC                GRP78 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今後，COP35 を利用し，胆管癌への分子標的
治療や診断への応用が期待される。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1 件） 
 
名称：クリアランス結合性ペプチド誘導体 
発明者：宮川眞一、清水明、北原弘恵、増本
純也 
権利者：信州大学 
種類：特許 
番号：特願 2009-250552 
出願年月日：平成 21 年 10 月 30 日 
国内外の別：国内 
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