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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳腫瘍グリオーマに対する新規DDS治療法の開発を目指した研究を行ってきた
。中でも近年脳腫瘍組織中に存在し、腫瘍増殖や転移に関与することが明らかとなってきた擬似血管構造に着目し、標
的とした特異抗体の創製を試みた。
  まず、in vitroにおいて脳腫瘍細胞が管腔形成することによって構築された擬似血管モデル細胞を再現することに成
功した。次に、この細胞たんぱく質をマウスに免疫することによって、脳腫瘍擬似血管免疫抗体ライブラリを創出した
。さらにこの抗体と抗原たんぱく質の結合親和性を利用したパンニングと呼ばれる手法を用いることで、擬似血管に対
する高親和性抗体を増幅させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we had an attempt to develop a novel drug delivery therapy for glio
ma.In particular, we had tried to create specific antibody for tumor vasculogenic mimicry(VM), which was r
eported that it was associated with tumor growth and metastasis. 
 In vitro, I had constructed glioma VM model cell forming de novo vascular networks. Next, the glioma VM a
ntibody library had been developed by the immunization of glioma VM cell proteins. In addition, the number
 of high affinity antibodies for VM had been enhanced by affinity panning for VM proteins.
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１． 研究開始当初の背景 
 
脳腫瘍は、頭蓋骨に包まれた箇所に形成さ

れる腫瘍であり、中でも脳実質内のグリア細
胞ががん化して発生するグリオーマは、生命
予後の極めて不良な疾患である。現在の治療
法には、外科的手術・化学療法・放射線療法
が存在するものの、高度な執刀技術が求めら
れること、腫瘍組織以外の正常組織への影響
を伴うなどの問題点が存在する。また近年、
薬物療法も試みられてはいるものの、脳は血
液脳関門(Blood-Brain-Barrier;BBB)に覆わ
れていることから薬物移行性に乏しい。した
がって、これら問題点を克服しうる新たな治
療法の開発が待望されている。申請者はこれ
までに、目的組織・細胞・分子に対するター
ゲティング技術の開発と医薬品応用を目指
した研究を推進してきた。具体的には、1)効
率よい細胞内への薬物送達を可能とする細
胞膜透過ペプチドの開発、2)ターゲティング
能を有する機能性人工たんぱく質(抗体・サ
イトカイン)の創出、3)がんやインフルエン
ザ感染症の克服を目指した新規ワクチンア
ジュバント(樹状細胞・サイトカイン)・キャ
リア(リポソーム)の開発である。そこで本申
請課題では、これら DDS 技術を適用して難治
性腫瘍である脳腫瘍に対する有効性・安全性
に優れた治療法の開発を目指す。 
 

２．研究の目的 
 
近年のライフサイエンス研究の進展に伴

い、がん発症機構における血管新生の重要性
が明らかとなり、腫瘍血管を標的とした血管
新生阻害薬の開発が強力に推進されてきた。
腫瘍そのものでなく新生血管を標的として
治療することは、1 つの血管内皮細胞に対し
て100～1000個の腫瘍細胞が依存して存在し
ていることからも、効率のよい効果が期待で
きる。しかし、脳腫瘍への適用は逆に他臓器
への転移を促進させるとの報告もあり、現状
臨床適用には課題が存在する。 
一方で近年、がん組織の発達・転移に、擬似
血管(Vasculogenic Mimicry;VM)と呼ばれる
がん細胞群が極めて重要な働きをすると報
告されてきた。図 1に示すように、VM は、新
生血管とは異なる組織ながら、腫瘍形成の段
階でがん細胞が血管様の構造・機能を示すも
のである。したがって、VMを標的とした治療
法は、がん細胞を直接傷害する治療法とは異
なり、BBB による障壁を考慮する必要性のな
い点で圧倒的に有利な方法である。そのため、
VM を標的とした治療薬を創出できれば、治療
困難な脳腫瘍に対する新たな作用点の医薬
品になると強く期待される。そこで本課題は、
脳腫瘍の VM に着目し、独自に開発した生物
学的 DDS 技術とも呼べる DC がん免疫療法や
機能性たんぱく質創出技術(ファージ表面提
示法)を駆使して、VM 標的治療薬の創製を 2
年間で行う。 

３．研究の方法 
 
(1)マウスグリオーマ細胞を用いた腫瘍擬似
血管(VM)モデルの構築 
マウスグリオーマ細胞である 203G 細胞を

モデル細胞として用いて、in vitro における
VM モデルの構築を行った。具体的には、203G
細胞を予めマトリゲルをコーティングした
シャーレ上に播種し、18hr、CO2インキュベー
ター内にて培養した。培養後の管腔形成を位
相差顕微鏡により観察した。 
 
(2)マウスグリオーマ細胞により構築した VM
モデル細胞の回収およびたんぱく質抽出 

マトリゲル上で培養した細胞を回収するた
めに、マトリゲルを低温条件下にて溶解し、
細胞を回収した。回収した細胞を洗浄後、凍
結融解を繰り返すことによってたんぱく質
の抽出を行った。 
 
(3)マウスグリオーマ細胞によるVMモデルを
抗原として用いた免疫抗体ライブラリの創
製 
VM モデル細胞より抽出したたんぱく質を

アジュバントと混合してエマルジョンを作
成後、マウスに対して 1週間おきに 2回の免
疫を行った。最終免疫 1週間後のマウスより
血清を回収し、ELISA 法により血清中の VM モ
デルたんぱく質に対するIgG抗体の産生を評
価した。抗体産生を確認後、脾臓を摘出し、
Total RNA を抽出、mRNA を精製後に cDNA を
合成した。さらに、cDNA より抗体遺伝子の抗
原認識部位である可変領域の軽鎖(VL)、重鎖
(VH)をクローニング後、両者を連結させるこ
とにより一本鎖抗体遺伝子ライブラリを創
出した。この遺伝子ライブラリをファージゲ
ノム上に組み込むことによって免疫ファー
ジ抗体ライブラリを作成した。 
 
(4)ファージ抗体ライブラリからのパンニン
グ操作を用いた VM 結合親和性に優れた抗体
クローンの創出 
 得られたファージ抗体ライブラリを抗原
として用いた VM モデル細胞に添加し、結合
させた。このファージを洗浄することによっ
て、VM 細胞に結合しないファージを除去し、
結合する抗体ファージのみを回収した。この
操作を繰り返し行い、VM 細胞高親和性抗体フ
ァージの増幅を行った。 
 
(5)脳腫瘍モデルマウスの作製を目指したル
シフェラーゼ遺伝子発現脳腫瘍細胞の構築 
 203G 細胞を培養プレートに播種し、G418
耐性遺伝子を保持するルシフェラーゼ遺伝
子搭載プラスミドDNAとリポフェクチンを混
和した溶液を作用し、5hr、CO2インキュベー
ター内にて培養した。培養後、培地を交換し
G418 を含む培養液にて遺伝子を導入できた
細胞の選別を行った。コロニーを形成後、細
胞を限界希釈法によりモノクローン化し、さ



らにコロニー形成するまで培養した。遺伝子
導入細胞の構築を確認するために、細胞を溶
解し、ルシフェリンを作用させることによる
発光を指標に評価した。 
 
４．研究成果 
  
私は本研究にて、脳腫瘍グリオーマにおける
VM 構造を標的とした新たな治療法の開発を
目指して研究を行った。具体的には、まずフ
ァージ表面提示法を駆使し、グリオーマ細胞
における VMモデル細胞を用いて VMに対する
特異抗体の創製を試みた。 
最初に、マウスグリオーマ細胞である 203G

細胞をマトリゲル上にて培養を行ったとこ
ろ、マトリゲル非存在下で培養した細胞と比
較して、血管様の管腔構造を形成することを
明らかとした。次に得られた VM モデル細胞
よりたんぱく質を抽出しマウスに免疫を行
った後に、血清を用いて抗体産生を測定した
ところ、203G 細胞抽出たんぱく質に対する抗
体産生も確認されたものの、それに加えて
203G 細胞が構築する VM 細胞抽出たんぱく質
に対するさらなる抗体産生を確認すること
ができた。このマウス脾臓よりRNAを回収し、
抗体遺伝子のクローニングを行ったところ、
380bp,および 400bp の VL 遺伝子、VH 遺伝子
をそれぞれ得ることに成功した。さらに、VL
遺伝子および VH 遺伝子を連結した約 720bp
の一本鎖抗体ライブラリを創出することが
できた。このライブラリの中から VM に対す
る特異抗体を単離するために、ファージ抗体
ライブラリを精製し、抗原として用いた VM
モデル細胞に対する結合親和性を利用した
パンニング操作を繰り返し行った。その結果、
パンニングを繰り返し行うことによって、VM
細胞に結合する抗体ファージの割合が増加
することが明らかとなった。現在は、1 つ 1
つの抗体ファージにおける VM への結合力な
らびに結合特異性を指標に VM 特異抗体の単
離に向けた検討を行っている。 
 また今後脳腫瘍グリオーマモデルを用い
て治療効果の検討を行うにあたって、効果を
簡便に判定しうるルシフェラーゼ遺伝子搭
載型グリオーマ細胞の創出にも着手した。そ
の結果、ルシフェラーゼ遺伝子を導入してい
ない細胞と比較してルシフェラーゼ活性の
上昇した遺伝子導入細胞を樹立することに
成功した。 
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