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研究成果の概要（和文）：がんの個別化医療の充実には、新たな診断薬剤や治療薬剤の開発が鍵

を握っている。本研究では、がんの発症や悪性化に深く関与している生体内分子である活性型

EGFR に対する新規分子標的薬剤を開発した。薬剤の細胞内滞留性と EGFR の活性とが強く

相関し、担がんマウスを用いた体内動態でも EGFR の発現量（活性量）と薬剤の集積様式の間

に相関が認められた。また治療実験では、薬剤の連続投与により腫瘍成長抑制の効果が観られ

た。本研究で得られた成果は、がんの質的診断や治療の充実化に基礎的知見を与えると言える。 
 
研究成果の概要（英文）：It is of key importance to create novel diagnostic and treatment 
products for tailor-made medicine. In this study, we developed novel molecular probes 
targeting activated-EGFR which is known to be involved in carcinogenesis and tumor 
malignancy. Probe retention in cells was correlated with EGFR activation, and the uptake 
pattern into tissues was dependent on EGFR amount/activation. In addition, tumor growth 
was dramatically suppressed with consecutive probe injection. This study could help the 
development of cancer diagnosis and cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんは日本の死亡原因第一位であり、早期
診断や治療の充実化が求められている。特に、
精密ながんの質的診断や治療には陽電子放
射 断 層 撮 影 装 置 （ positron emission 

tomography, PET）や単一光子放射断層撮影
装置（ single photon emission computed 
tomography, SPECT) などの非侵襲的画像化
法が用いられている。中でも、PET は高感度・
高分解能で定量性の高い画像が得られる。そ



のため、がん細胞特異的に発現または機能亢
進している分子を標的として、新規 PET 薬剤
の開発研究が積極的に進められている。この
ような目的のための標的分子として、表皮増
殖因子受容体（epidermal growth factor 
receptor, EGFR）が挙げられる。 
 EGFR は多くのがんで過剰発現や機能亢進が
確認されている。EGFR を標的とした PET 薬剤
として、リガンドや特異的阻害薬や特異的抗
体を陽電子放出核種で標識したものが既に
多く報告されている。しかしながら、リガン
ド結合部位の欠損変異や阻害剤が結合でき
ない突然変異など、様々な EGFR の変異も報
告されている。これらの変異は、既存 PET 薬
剤による EGFR の認識を困難にし、がんの見
落としを引き起こす可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、EGFR の構造変化に影響されず
に、生体内で EGFR の発現異常を引き起こし
ている部位を画像化可能な汎用性の高い PET
薬剤の開発を目指した。EGFR の発現異常が観
られる細胞では、必然的に EGFR の活性化を
発端とした細胞内シグナル経路が活性化し
ている。従って、EGFR から発するシグナルの
上流を画像化できる薬剤は、EGFR の活性自身
を画像化していることにもなる。そこで本研
究では、活性型 EGFR に結合する分子標的薬
剤を開発し、この薬剤の特性を in vitro 及
び in vivo で検討した。 
  
３．研究の方法 
 薬剤の候補として、活性型 EGFR に結合して
細胞内シグナル伝達を促進する最初の鍵分
子 の 一 つ で あ る growth factor 
receptor-bound protein 2（Grb2）に注目し
た。特筆すべきことに、EGFR の Grb2 結合領
域（Src homology domain 2、SH2 domain）
には変異の報告がない。そこで本研究では、
Grb2 の SH2 domain を主構成分子とした薬剤
を設計した。 
 
(1)薬剤設計・合成と 125I 標識 
① Grb2 の SH2 domain を細胞内に導入する

ために、TATを SH2 domainに融合させた。
また、in vitro で解析するためのタグと
して Flag、in vivo で体内動態を検討す
るための 125I 標識用のチロシン残基を融
合させることを考案し、これを以下 TSF
と表記する（Fig. 1）。なお、本研究で
は、陽電子放出核種である 124I に容易に
置換できる 125I を用いて、初期検討を行
うこととした。 TSF は遺伝子工学的手法
により、以下の通りに作製した。Grb2
遺伝子から polymerase chain reaction
法により目的 DNA 配列を合成し、GST 融
合ベクターに組み込んだ。そして、大腸

菌内でタンパク質合成を行い、特定のタ
ンパク質分解酵素によってGSTタグを除
去し、目的薬剤を取得した。ネガティブ
コントロールとして、TAT 無しのもの（以
下 SF と表記）も作製した。また、分子
量の増加による細胞内導入効率の変化
や、SH2 domain の増加による標的分子と
の親和性の変化を検討するため、SH2 
domain を二つ並列に融合した TSSF
（Fig.1）と SSF（TAT 無しのもの）も作
製した。Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)及び CBB 染色で、薬剤の合成
を確認した。 

 
 
 
 
 

 Fig. 1 TSF及びTSSFの構造
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② 薬剤の 125I 標識はクロラミン T法による

直接法で行った。クロラミン T存在下で
薬剤と Na[125I]とを室温で 5分間反応さ
せた後、平衡化した PD10 カラムで溶出
した。 

 
(2)画像診断薬剤としての有用性検討 
 A431 細胞(正常型過剰発現)、H3255 細胞（変
異型（L875R）過剰発現）、MDA-MB435 細胞（低
発現）の異なる EGFR 発現様式を示す三種類
の細胞株を用いた。 
薬剤を溶解した無血清培地中で、細胞を一
定時間培養した。その後、培養液を除去し、
0.2 M の glycine- HCl(pH 2.0)のバッファー
で細胞膜に付着している薬剤を洗浄した。 
① 細胞内への導入を、抗 Flag 抗体を用い

た western blot (WB)で確認した。ま
た、取り込み率は 125I 標識体を用いた
放射化学活性値から算出した。 

② 薬剤の細胞内滞留性を WB で検討した。
薬剤を含む培地で培養及び洗浄した細
胞を、薬剤を含まない培地で一定時間
培養した後、回収した。また、培地置
換時にEGF刺激してEGFRを活性化させ
た場合、及び薬剤とチロシンキナーゼ
阻害剤を同時処理して EGFR を不活性
化させた場合の二つの場合の薬剤の細
胞内滞留性についても検討した。 

③ 無血清培地下の A431 細胞を薬剤を含
む培地で培養後、EGF 処理して EGFR を
活性化させた。この時の活性型EGFR（リ
ン酸化型 EGFR）と薬剤の結合を免疫沈
降法で検討した。 

④ 細胞内での薬剤の局在は、抗 Flag 抗体
を用いた蛍光免疫染色による顕微鏡観
察で確認した。 



⑤ 薬剤の血中安定性は、125I 標識体とマウ
ス血しょうとの混合により検討した。
両者を 37℃で一定時間混合した後、カ
ラム精製またはセルロースアセテート
電気泳動を行った。 

⑥ A431及び MDA-MB435細胞を移植したマ
ウスに 125I 標識体（37 kBq）を投与し
て、一定時間後に腫瘍を含む関心組織
を摘出した。各組織の放射化学活性値
をγカウンターで測定して、組織への
薬剤の取り込み率を算出した。 

 
(3) 治療薬としての有用性検討 
① 薬剤処理時の細胞内シグナルへの影響

を WB で検討した。無血清培地で培養し
た細胞を薬剤で処理した後、EGF で刺
激し、一定時間後に細胞を回収した。
また、24 時間薬剤処理した時の生細胞
数及び死細胞数を計数して、SF 処理群
（コントロール）と比較し、細胞増殖
能を検討した。 

② A431 細胞を移植したマウスに、溶媒の
み、SF（0.8 mg/kg）、TSF（0.8 mg/kg）、
TSSF（1.5 mg/kg）を 1回/日、5日/週、
2週間に渡って連続投与し、腫瘍体積
を測定した。開始直前の腫瘍の大きさ
を 1として相対的な腫瘍成長率を算出
した。 

 
４．研究成果 
(1) 薬剤の合成と 125I 標識 
① 合成：大腸菌を用いた大量合成と、GST

タグを利用したカラム精製及びGSTタグ
除去後のカラム精製により、一度に高純
度で大量のタンパク質を獲得すること
ができた。 

② 125I 標識：TSF（125I-TSF）は標識収率が
77％、TSSF（125I-TSSF）は 37%であった。
両薬剤とも 1 分子あたり約 0.8 分子の
125I が導入され、カラムによる抽出後の
放射化学的純度は 95％以上であった。従
って、125I 標識体は in vivo 実験にも使
用可能であると判断した。 

 
(2) 画像診断薬剤としての有用性検討 
① 細胞内導入： WB の結果、TAT を融合し

た TSF または TSSF で処理した細胞での
み目的分子量の位置にタンパク質を検
出した。つまり、本研究で設計・合成し
た TAT は、Grb2 の SH2 domain を細胞内
へ輸送可能であることが確認できた。 

② TSF と TSSF の特性比較: 125I-TSF と
125I-TSSF を用いて、細胞内への導入効率
を比較したところ、EGFR の発現量に関わ
らず、TSF の方が TSSF のそれよりも多か
った(A431細胞ではTSF：25%、TSSF：16%)。
細胞内滞留性をタンパク質の半減期（薬

剤処理直後の細胞内量を 1として、半数
になる時間）で比較すると、TSF と TSSF
はほぼ同じであった（TSF：40 分、TSSF：
33 分）。以上の結果より、画像診断薬剤
として、TSF の方がより適していると判
断し、TSF の特性を明らかにするために
検討を進めた。 

③ TSF と EGFR の結合：EGF 処理により TSF
と活性型 EGFR の結合数が約 2 倍に増加
した。これは、細胞内導入後も Grb2 の
SH2 domain の機能が維持されているこ
とを示しており、EGFR の活性を検出可能
であると判断した。 

④ EGFR 発現量と TSF の細胞内局在：A431
細胞内では大部分のTSFは細胞膜に存在
し、EGFR との共免疫染色により両者は共
局在していることが明らかとなった。一
方、MDA-MB435 細胞では、TSF は細胞質
内に斑点状に分布していた。TAT 融合タ
ンパク質は細胞内に取り込まれた後に、
endosome へ輸送されるという報告があ
ること、細胞内のタンパク質の多くは
lysosome で分解されることから、次いで
TSF と lysosome の局在を免疫染色で観
察した。A431 細胞内では、一部の TSF
と lysosome との共局在が観られたが、
ほとんどの TSF は lysosome の局在場所
とは一致しなかった。一方、MDA-MB435
細胞内では lysosome と TSF とは同じ位
置で斑点状に局在していた。以上の結果
より、TSF は EGFR と結合しない場合は、
速やかに lysosome で分解を受けると推
測された。 

⑤ EGFR の活性量と TSF の細胞内滞留性：画
像診断薬剤として有効であるためには、
細胞内滞留性が良いことが必要である。
そこで、細胞内での TSF の滞留性と EGFR
の活性との関係を知るために、TSF 処理
後にEGFで EGFRを活性化させた細胞と、
EGF で処理せずに EGFR が不活性化のま
まの細胞とで、経時的な TSF 量の変化を
調べた。その結果、EGFR の活性化により
TSF の細胞内滞留性が向上し、タンパク
質の半減期も延長した（Fig. 2, EGF 処
理細胞：42 分、未処理細胞：7.2 分）。
また、細胞を EGFR 選択的チロシンキナ
ーゼ阻害剤で処理すると、細胞内への
TSF の取り込み自体は影響を受けなかっ
たが、TSF の細胞内滞留性は有意に低下
した。培地置換 10 分後の TSF 量は、コ
ントロール細胞では置換前の7割であっ
たのに対し、阻害剤処理した細胞では 4
割であった（Fig. 3）。これらの結果か
らも、細胞内での TSF の滞留性には EGFR
の活性が強く相関しており、TSF は活性
型 EGFR を検出するための画像診断薬剤
として有用であることが考えられた。 



⑥ EGFR の活性化と TSF の細胞内局在： EGF
処理した細胞では、TSF は細胞膜周辺に
局在していた。また、EGFR との共免疫染
色を行うと両者の共局在が観察された。
一方、EGFR 不活性化細胞では TSF の分布
は細胞質内で斑点状を示した。従って、
TSF の局在は EGFR の活性により制御さ
れていることが考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

⑦ TSF のマウス体内動態：画像診断薬剤の
開発研究では、薬剤の生体内での動態を
検討することは必須である。初めに、マ
ウス血しょう中での 125I-TSFの安定性を
経時的に調べた。その結果、混合 48 時
間後でも約 90％が安定に存在すること
が分かった。そこで次に、担がんマウス
を用いて 125I-TSFの体内動態を検討した。
その結果、薬剤投与後、A431 細胞由来腫
瘍での放射化学活性値は経時的に増加

し、1時間で 4.2%ID/g と最高値を示した。
一方、MDA-MB435 細胞由来腫瘍や他の正
常組織の放射化学活性値は経時的に減
少した。A431 腫瘍対他組織の比は投与 1
時間後で最高値を示した（Fig. 4）。
125I-SF は腫瘍への取り込みが認められ
なかったことから、腫瘍への Grb2 の SH2 
domain 導入には TAT が必要であること
を in vivo でも確認できた。 
 

Fig. 2 EGFR活性化時のTSF細胞内滞留性
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本研究から、Grb2 の SH2 domain を有した
TSF は、EGFR 活性依存的に、標的との結合の
増加や細胞内滞留性の向上が起こることが
明らかとなった。また、in vivo においても、
TSFはEGFRの発現量（活性量）の違いにより、
異なる集積性を示した。以上のことから、TSF
は活性型 EGFR を標的とするがんの画像化に
利用可能であると結論付けられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fig. 4 125I標識TSFの担がんマウス体内分布
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Fig. 3 EGFR不活性化時のTSF細胞内滞留性
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(3) 治療薬剤としての有用性検討 
① 細胞増殖への影響：薬剤を 24 時間処理

した時の細胞数と生存率を測定した。
TSF または TSSF で処理した細胞の生存
率は約 70%であり、コントロールと変わ
らなかった。しかしながら、生細胞数は
コントロールよりも有意に少なかった。
このことから、TSF と TSSF は細胞増殖を
抑制することが考えられた。 

② 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 へ の 影 響 ：
EGFR-Grb2 シグナルの一助を担う ERK の
活性化を、そのリン酸化を指標に WB で
調べた。TSSF 処理細胞では、EGF 刺激前
のp42-ERKのリン酸化はコントロールよ
りも有意に減少していた。EGF 処理後は
正常にリン酸化された。一方、TSF 処理
細胞では、EGF 処理前後ともコントロー
ルと同程度のリン酸化量を示した。この
ことから、少なくとも TSSF は細胞内シ
グナルの阻害機能を有していることが



推側された。 
③ 治療実験：担がんマウスへの連続投与の

結果、TSSF 投与群でのみ有意な腫瘍成長
抑制効果が得られた。実験終了後の腫瘍
の大きさは、SF 処理群では開始直後の 4
倍であったのに対し、TSF 処理群は 3.5
倍、TSSF 処理群は 2倍であった。しかし
ながら、TSSF 処理群でも腫瘍の縮小は観
察されず、薬剤を投与していない期間は
腫瘍の成長が観察された。 
 

本研究から、TSSF の方が TSF よりも SH2 
domain の数が多いので、細胞増殖や腫瘍成長
において、より強い阻害効果を示したと推察
される。従って、EGFR 過剰発現腫瘍の治療薬
としては、TSSF の方が適していると結論付け
られる。薬剤投与期間中は細胞増殖抑制や腫
瘍成長抑制は観られるものの、アポトーシス
誘導や腫瘍縮小を引き起こすほどではない
ことから、TSSF は他の治療薬の治療補助剤と
して併用することで、がん治療の進展に寄与
できると考える。 
 
(2)と(3)で得られた研究結果から、本研究
で合成した TSF 及び TSSF は、がんの診断や
治療を充実させ、個別化医療の発展の一助と
なり得ることが期待できる。 
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