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研究成果の概要：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、肝細胞癌に特異的に結合するペプチドを同定した。同ペプ

チドを提示したファージ、ならびにビオチン修飾した同合成ペプチドを用いて、各種悪性腫瘍

由来細胞株ならびに肝細胞癌手術切除標本において、その肝細胞癌結合性を確認した。 
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌（以下 HCC）は比較的頻度の高
い悪性腫瘍であり，その治療法は外科手術か
ら動脈塞栓術，局所焼灼術，全身化学療法，
遺伝子治療等多岐に亘っている。しかし，手
術適応のない多発性 HCC や，肝外転移を伴
う進行肝癌の場合には，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，予
後は非常に悪いのが現状である。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，特定のリ
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 Biopanning
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
に約 109種類の異なったアミノ酸配列を組み
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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り各々
違うリ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
Biopanning 法という）。 

当教室では，PL を用いた BP 法により，
腫瘍標的治療への応用を研究しており，すで
に胃癌，大腸癌において特異的結合ペプチド
を同定し報告した。HCC に関しても，同様
に BP 法により HCC に特異的結合性を持つ
と思われるペプチドを同定した。 
 
２．研究の目的 

BP法を用いてのHCC特異的結合ペプチド

（以下HBP）の同定は，本邦ではまだ報告が

なく，海外においても最近取り組まれ始めた

分野である。また，実際の手術切除標本を用

いてファージ結合性の検討を行った報告はま

だないのが現状である。 
 我々は，ここまでに得られた結果・手技を

基に，HBPを同定，そのHCC選択性を確認し，

最終的にはHCCに対する分子標的治療への

応用を進め，HCC選択的ベクターの開発を目

指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）HBPの肝癌選択性の確認（in vitro） 
 HBP提示ファージのHCC結合性は，plaqu
e infection assay（回収ファージを大腸菌に

感染させてそのコロニー形成を計測して定量

化する方法）により確認できるが，ペプチド

自体の直接的評価は困難である。そこで，ビ

オチン修飾HBPおよび修飾コントロールペ

プチドを合成し，in vitroにおいて各種肝癌由

来細胞株および他臓器癌由来細胞株とともに

修飾ペプチドを共培養して免疫染色を行い，

結合性を比較・検討する。 
（2）HBPの肝癌選択性の確認（手術切除標

本） 
細胞株への結合性が確認された上で，ヒト

HCC組織においても直接的に結合性を評価

する。事前に同意を得られたHCC患者より切

除された標本から，HCC組織および非癌部肝

組織を採取し，OCTコンパウンドに封入し，

凍結後，新鮮凍結切片を作成し，ビオチン修

飾HBPおよび修飾コントロールペプチドを

用いて免疫染色を行い，結合性を比較・検討

する。 
（3）肝細胞癌モデルを用いた HBP の癌選択
性の検討 

BALB/cヌードマウスを麻酔下で開腹し，1
×106個のHuh-7細胞を門脈注し，HCC担癌モ

デルを作成する。HCC担癌モデルにビオチン

修飾HBPを尾静脈より静注，2時間後に屠殺

し，HCC組織ならびに各正常組織を採取して

OCTコンパウンドに封入し，凍結，新鮮凍結

切片を作製する。免疫染色を行い，各組織に

おけるHBPならびにコントロールペプチド

の集積を比較し結合性を検討する。 
（4）HBPペプチド付加肝細胞癌標的抗癌剤

の作成 
 抗癌剤としてアドリアマイシン（ADM）を

使用し，薬剤キャリアとしてリポソーム（Li
p）を用いる。すなわち，ADM封入Lipに，合

成したHBPを結合させた複合体（以下Lip-A
DM-HBP）を作成，HCC担癌モデルに投与し

て効果を比較検討する。 
（5）他の癌腫においても同様にBP法により

特異的結合ペプチドの同定を行う。 
  
４．研究成果 

（1）HBPの肝癌選択性の確認（in vitro） 
 ビオチン修飾 HBP ならびに修飾コントロ

ールペプチドを化学合成し，これを用いて各

種消化器癌由来細胞株と共培養し免疫染色

を行った。その結果，HCC 由来細胞株では，

他の悪性腫瘍由来細胞株に比べ，より強い結

合性を認めた。（図 1.2.） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1.（HCC 由来細胞株 HBP ×400） 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.（胃癌由来細胞株 HBP ×400） 
 
 
（2）HBPの肝癌選択性の確認（手術切除標

本） 
 ビオチン修飾 HBP ならびに修飾コントロ

ールペプチドを用いて，手術切除標本から得

られた臨床検体から新鮮凍結切片を作成し，

免疫染色を行った。その結果， HBP は HCC
以外の癌ならびに非癌部肝組織に比べ，HCC
組織により強く結合が認められた。（図 3.4.） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3.（HCC 組織 HBP ×100） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4.（転移性肝癌組織 HBP ×100） 
 

以上の結果を，第 107 回日本外科学会定期

学術集会ならびに第 62 回日本消化器外科学

会定期学術集会総会において報告した。 
 

（3）肝細胞癌モデルを用いた HBP の癌選択
性の検討 

Balb/c ヌードマウスを用いて HCC 担癌モ

デルを作成し，ビオチン修飾 HBP を尾静注

して HCC 組織ならびに各正常組織を採取，

免疫染色を行って HBP 結合性を比較した。

HCC 組織に結合を認めたが，非癌部肝組織

ならびに正常組織にも結合が認められた。 
 
（4）HBP 結合部位の同定 
 HCC 由来細胞株を用いて，ウェスタンブ

ロッティングを行い，HBP が結合する膜タ

ンパク質の同定を試みたが，単一の膜タンパ

ク同定には至らなかった。さらに，ビオチン

修飾 HBP とストレプトアビジン修飾ビーズ

を用いて，免疫沈降を応用した手技で，対象

タンパクの同定を試みたが，同定には至らな

かった。  
 
（5）マイクロダイセクションを応用した BP 
 消化器癌患者切除標本よりマイクロダイ

セクションで得られた癌組織を用いて BP を

行い、その患者の癌組織に特異的結合を示す

ペプチドを同定した。（図 5.）この結果は，

BP における新たな方法論とともに Journal 
of Drug Targeting 誌に論文掲載された

（ Kubo N. et al. Identification of 
oligopeptide binding to colon cancer cells 
separated from patients using laser 
capture microdissection. J Drug Target. 
2008 Jun; 16(5): 396-404.）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.（フローサイトメトリーによるペプチド

結合性の比較） 
 
 以上の結果から，HBP は，HCC 結合性を

有するものの，複数の結合部位を認識してい

る可能性，ならびに対象の膜たんぱく質が

HCC 以外の細胞にも表出している可能性が

考えられた。 
BP は，未知のレセプターやリガンドに結

合するペプチドを同定する手技として有用



 

 

な手技であることが確認された。消化器癌結

合ペプチドの同定は，世界でも最近取り組ま

れ始めた分野で，今後の発展が期待される。

ただし，BP 法は，その手技単独では，選択

したペプチドの結合部位同定が難しいこと

が少なくない。今後，様々な手法により対象

のタンパクを同定することで，消化器癌標的

治療における臨床応用への可能性がより高

まるものと思われる。 
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竹剛, 横井謙太．第 20 回日本肝胆膵外科学

会・学術集会 2008 年 5 月 29 日 山形・山形

国際ホテル 
○5 進行胆嚢癌における予後因子と合併切除

に関する検討．清水明, 小林聡, 中田岳成, 横
井謙太, 野竹剛, 北川敬之, 秋田眞吾, 古澤

徳彦, 鈴木史恭, 添田純平, 大野康成, 三原

基弘, 横山隆秀, 三輪史郎, 宮川眞一．第 20
回日本肝胆膵外科学会・学術集会 2008 年 5
月 29 日 山形・山形国際ホテル 
○6 肝硬変合併肝細胞癌に対する系統的亜区

域切除術の実際．小林聡, 宮川眞一, 三輪史

郎, 横山隆秀, 中田岳成, 三原基弘, 大野康

成, 清水明, 添田純平, 鈴木史恭, 古沢徳彦, 
北川敬之, 野竹剛, 横井謙太．第 108 回日本

外科学会定期学術集会 2008 年 5 月 17 日 長
崎・NCC&スタジオ 
○7 進行胆嚢癌に対する至適術式の検討．清

水明, 小林聡, 中田岳成, 竹内大輔, 野竹剛, 
北川敬之, 横井謙太, 古澤徳彦, 秋田眞吾, 
鈴木史恭, 添田純平, 大野康成, 三原基弘, 
横山隆秀, 三輪史郎, 宮川眞一．第 108 回日

本外科学会定期学術集会 2008 年 5 月 15 日 
長崎・長崎新聞文化ホール 
○8 再発肝癌診療におけるコンセンサスと個

別化．肝癌再発の危険因子と再肝切除の意義．

小林聡, 宮川眞一, 三輪史郎．2007 年度日本

消化器関連学会週間 2007 年 10 月 18 日 

神戸・神戸国際展示場 
○9 消化器癌の発生機序から見た治療戦略 

肝胆膵癌．肝細胞癌標的治療へのバイオパン

ニング法の応用．清水明, 丸田福門, 秋田倫

幸, 添田純平, 小川真一郎, 三原基弘, 三輪

史郎, 宮川眞一．第 62 回日本消化器外科学会

定期学術総会 2007 年 7 月 19 日 新宿・京

王プラザホテル 
○10 肝異時性多発癌に対する治療戦略．小林

聡, 宮川眞一, 三輪史郎, 中田岳成, 三原基

弘, 宮川雄輔, 小川真一郎, 清水明, 添田純

平, 名取恵子．第 62 回日本消化器外科学会定

期学術総会 2007 年 7 月 18 日 新宿・京王

プラザホテル 
 
○11 臓器移植．C 型肝炎ウイルス関連肝疾患

に対する肝移植の成績と問題点．宮川眞一．

第 32 回日本外科系連合学会総会 2007 年 6
月 23 日 新宿・京王プラザホテル 
○12 バイオパンニング法を用いた肝細胞癌特

異的結合ペプチドの同定．清水明, 丸田福門, 
秋田倫幸, 三輪史郎, 宮川眞一．第 107 回日

本外科学会定期学術集会 2007年4月11-13
日 大阪・大阪国際会議場 
 
〔その他〕 
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