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研究成果の概要（和文）：がん組織内にそれを再構築させる能力を持った細胞（がん幹細胞）が存在し、階層性
のある細胞集団としてのがん組織が構築されていると言われている。がん幹細胞イメージングを念頭に脳腫瘍や
大腸がんのがん幹細胞のマーカーCD133AC133抗体をコーティングした蛍光色素封入リポソームを作製し、CD133
過剰発現法ヒト神経膠芽腫細胞T98G細胞により評価した。作製したリポソームは、細胞表面への分布があったが
CD133のインターナリゼイションが良く起こる細胞ではなかった可能性があり、細胞実質への取込が悪かった。
がん幹細胞は、画像化しにくいと言われているが、抗体イメージングの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is said that there are cells capable of reconstructing it in the cancer 
tissue (cancer stem cells), and a cancer tissue as a hierarchical cell group is constructed. In 
order to develop a reagent for cancer stem cell imaging, fluorescent dye-encapsulated liposome 
coated with marker of brain tumor and colon cancer stem cell CD133AC133 antibody was prepared and 
evaluated by CD133 overexpression human glioblastoma cell T98G cell. The prepared liposomes had 
distribution on the cell surface but could not be taken into the inside of the cell due to low 
activity of CD133 internalization. Cancer stem cells are said to be difficult to image, but the 
possibility of antibody imaging was suggested.

研究分野： 分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜における複数の輸送分子がその調

節分子とともに集積して形成する膜輸送複

合体をトランスポートソームといい、生体膜

物質輸送の機能単位として捉える概念であ

る。近年徐々にその成り立ちと複合体として

の機能、生体膜との相互作用、生体機能・病

態との関わりが解明されてきている。知見の

核医学診断薬開発への応用も期待が高く、基

礎研究として組織や細胞の種類ごとに膜輸

送複合体の機能を加味した放射性薬品開発

に展開させる必要があると考える。 

一方、今日の再生医学における iPS 細胞や

ES 細胞、がん治療におけるがん幹細胞研究に

みられるように、近年、細胞生物学的研究が

注目されるようになり、関連分野におけるパ

ラダイムシフトが起きたといっても過言で

ない。特にがん細胞については、特有な糖代

謝やアミノ酸代謝が知られており、がん幹細

胞からの分化の過程と膜輸送・代謝の変化の

関連性は興味深い。 

薬剤抵抗性、放射線抵抗性、再発時の腫瘍

原生などの原因になっているものとして、脳

腫瘍幹細胞の存在が指摘されている(1)。 

がん幹細胞マーカーである CD44 や CD133 の

発現と株化細胞のステム性との関連につい

てはさまざまながんで研究が進められてい

るが未だ不明な点も多い。放射線感受性とア

ミノ酸トランスポーターとの関連では、CD44

発現細胞とシスチントランスポーターxCT と

の関係性についての報告もされた。研究分担

者の大西健らは、3 次元培養したグリオブラ

ストーマセルラインのスフェロイド中のが

ん細胞ポピュレーションのうちCD133を発現

した細胞について、その興味深いがん幹細胞

性についての基礎データを得ており、がんの

根治を目指した診断・治療のために、遊走性

や転移などと特に必須アミノ酸に関わるア

ミノ酸トランスポーターとの関連性をチェ

ックする必要性を指摘している。また、培養

した細胞群の中にもそれぞれ異なった遺伝

子発現をするものが存在することからポピ

ュレーション全体の平均的性質を調べる従

来の方法には限界があると考えられるよう

になってきているためセルソートした細胞

や究極的にはシングルセルでの研究が期待

される。 

さて、アミノ酸輸系の中でも L系は、血液

脳関門や胎盤関門に関与する種々の細胞や、

多くのがん細胞において分岐・芳香族アミノ

酸を選択的かつナトリウム非依存的に輸送

する。このうちリンパ球の活性化、ホルモン

による刺激などにより高度に発現が誘導さ

れ、さらにがん細胞においても高発現がある

アイソフォームがあり、それらは細胞の需要

に応じてアミノ酸を取り込むようにその発

現が調節される誘導型のアイソフォームで

ある。このようなアミノ酸トランスポーター

の特定のアイソフォームに基質としての特

異性を有する放射性医薬品は、そのアイソフ

ォームの機能・役割を探る上で有力な探査子

となると考えられたことから、金井好克（大

阪大学）、川井恵一（金沢大学）らとともに、

我々は、これまでクローニングにより得た

cDNA から、ヒトのトランスポーターをアフリ

カツメガエル卵母細胞に発現させた実験系

を応用して、分子レベルでの基質・輸送機能

相関を基礎にしたSPECT用放射性人工アミノ

酸の開発を行い報告してきた(2,3)。 申請

者らは、上に述べたこれまでの経験とノウハ

ウを応用し、これまで開発した放射性人工ア

ミノ酸について、セルソートした注目すべき

幹細胞等ごとの集積とトランスポートソー

ムの関連性を調べ、CD133 抗体結合リポソー

ムを活用した診断薬送達改善を含めたイン

ビボでの研究に展開することを計画した。 

 
２．研究の目的 
近年、がん幹細胞が注目され、がんの根治

療法を期待し細胞生物学的視点からの研究

が活発に行われるようになった。悪性度の高



い神経膠芽腫などの脳腫瘍幹細胞マーカー

として CD133 が知られている。本研究は、セ

ルソートした種々の CD133 陽性幹細胞や

CD133 を高発現させた脳腫瘍培養細胞につい

て、現在開発している放射性人工アミノ酸の

集積とアミノ酸輸送体群としてのトランス

ポートソームと発がん・転移・再発の関連性

を明らかにし、がん幹細胞の細胞生物学的性

質に焦点を当てた次世代脳腫瘍診断薬及び

送達法の開発を行うことを目的とした。当初

はCD133抗体結合リポソームを開発・活用し、

がん幹細胞を標的とした新規脳腫瘍イメー

ジング剤開発戦略の構築を行うこととした。 

 
３．研究の方法 
放射性人工アミノ酸の合成および選択と

ヒトグリオブラストーマ株化細胞 T98G など

について、セルソーターを利用して CD133 発

現細胞を単離する方法を確立した。また、フ

ローサイトメトリーを用いて、定量性の観点

から調べた。CD133 過剰発現法およびスフェ

アアッセイ法から得た細胞を共同研究者の

大西らより提供を受け、中性アミノ酸トラン

スポーターの発現をリアルタイムPCRなどに

より、RNA レベルでも確認した。脳腫瘍のが

ん幹細胞マーカーであるCD133を強制発現さ

せたがん幹細胞様細胞を用いて、アミノ酸ト

ランスポーター(LAT1) の発現量ががん細胞

と異なるかを調べた。CD133 標的指向性のあ

るリポソームの調整法の確立を行い、良好な

成績をおさめた方法に関して、担癌マウスで

の画像化等の検討に移行することを計画し

た。 

実験に用いた細胞は、図 1のように、ヒト

神経膠芽腫細胞 T98G 及びこの細胞に CD133

遺伝子を強発現するように設計されたベク

ターを導入した CD133 安定的過剰発現細胞

T98G/C5 と比較対照として CD133 を含まない

ベクターのみを導入した細胞 T98G/Z11 の 2

種類の細胞を使用した。これらの細胞は研究

分担者の大西らによって既に樹立されてい

る。実験には、対数増殖期の細胞を用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 
 

 

CD133 抗体修飾蛍光色素内包リポソームの

細胞内導入法は、α-MEM 培地（血清含）入

り 35 mm ディッシュに 1.0×105 個の細胞を

播種し， 2~3 日間，37 ℃， pH7.4, 5 % CO2

で培養した。培養後、α-MEM をディッシュか

ら除き，α-MEM を 1.1ml，リポソーム液(抗

体修飾 Cy3 内包リポソーム, 抗体未修飾 

Cy3 内包リポソーム、片山化学工業株式会社

と開発)を加え、50 倍、200 倍希釈の溶液を

作り，30 分間培養した。その後、α-MEM を

2.2ml，リポソーム液を加え，50 倍、200 倍

希釈の溶液を作り、24 時間培養した。次にα

-MEM を除去し， 37℃, pH 7.4 リン酸緩衝液

(PBS)1mlで細胞表面を洗浄した後，PBS1.5 ml

でマウントした後に蛍光顕微鏡で観察した。 

 
４．研究成果 

フローサイトメトリーを用いた定量性実

験では、CD133 の発現が強い細胞においても、

LAT1 の発現は強いことが観察された。当初幹

細胞マーカーであるCD133の発現が強い細胞

における LAT1 の発現は幹細胞の増殖速度が

低いことから弱いと予想していたが、当該

CD133 強制発現細胞とコントロール細胞の比

較の結果では、LAT1 陽性、陰性が CD133 発現

に関わらず、もとのままの LAT1 陽性率であ

ることが確認され LAT1 発現強度は CD133 発

現に依存していないことが確認された。免疫



蛍光染色の結果では、仮足の発現により細胞

質が大きく見えた細胞では LAT1 の密度が低

くなったため、蛍光が弱く見えた可能性があ

る（図 2）。 

 

a. CD133 染色 

 

 b. LAT1 染色 

 

 c. CD133、LAT1 染色 

図 2 CD133 を強制発現させたがん幹細胞

様細胞の蛍光免疫染色 

 

CD133 発現がん幹細胞放射性イメージング

剤の開発を目的として、蛍光色素を封入した

CD133 認識リポソームを開発した。脂質組成

を DPPC/DPPE/DCP/GM3/Cholesterol（30/5/5/ 

30/30,mol 比）のリポソームの表面に

CD133AC133 抗体をコーティングしたものを

作製し、中性アミノ酸トランスポーターの発

現をリアルタイム PCRにより RNAレベルでも

確認した。蛍光顕微鏡で観察した画像を図 3

に示した。抗体修飾 Cy3 内包リポソーム, 

抗体未修飾 Cy3 内包リポソームのどちらの

リポソームを使用してもリポソームは細胞

表面に分布し、細胞内部に取り込まれている

様子は観察されなかった。C5 は CD133 が発現

されているため取り込みが多いと予想した

が、表面への分布はあるものの細胞内への取

り込みは確認できなかった。また、リポソー

ム濃度や取り込み時間を変化させても取り

込みの変化は見られなかった。 

今後は、CD133 のインターナリゼイション

が良く起こるがんについて調べるとより開

発したリポソームの利用価値が高まると考

えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 CD133 を強制発現させたがん幹細胞

様細胞の蛍光免疫染色 
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