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研究成果の概要（和文）：本研究では、がんの病態機能に密接に関連する細胞内キナーゼの活性

をイメージングできる分子システムを開発した。その結果、がんの増殖活性を担っているプロ

テインキナーゼ Cαに応答してレポーター遺伝子を発現できる制御剤の開発に成功し、種々の
がんを可視化することに成功した。また、レポーター遺伝子の代わりに蛍光標識ポリアニオン

を用いたり、蛍光基と基質ペプチドを標識した PAMAMデンドリマーと、消光基を標識したコ
ンドロイチン硫酸からなる複合体が標的キナーゼの分子プローブとして使用できることを見出

した。また、制御剤（キナーゼ応答材料）の高分子主鎖をポリエチレンイミンにすることで、

シグナル応答性を劇的に改善することにも成功した。さらに、種々のがん病低機能に関わるキ

ナーゼに対する新規基質の開発にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, molecular systems which can visualize an activity 
of target protein kinase have been developed. First of all, we successfully developed protein 
kinase Cα-responsive system. The system visualized various tumors in mice. Second, 
fluorescence probe of PKCα was also prepared. In this system, fluorescence labeled 
polyanion was used instead of reporter gene. Another fluorescent probe of PKCα was also 
designed by using an electrostatic complex between quencher-labeled condroitin sulfate 
and a PAMAM dendrimer labeled with fluorophre and substrate peptide. In addition, 
signal responsibility of the reporter gene regulation system improved dramatically by 
changing the polymer backbone from neutral polyacrylamide to polyethylene imine. 
Various novel substrate specific to various protein kinases relating to cancer functions have 
also be developed successfully. 
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01１．研究開始当初の背景 
生体内における疾患部位などを生きたま

ま検出できる in vivo イメージング法は、疾
病診断はもちろん、創薬過程にける有効な薬
効評価法として、ゲノム創薬や分子標的薬開
発を大幅に加速できる技術として、その新規
技術開発は、欧米では重要な国家戦略ともな
っている。これに対し、わが国ではこの分野
の研究は、PETを除いては大きく遅れをとっ
ているのが現状であった。In vivoイメージン
グ法としては、PET、SPECT、MRI、発光・
蛍光イメージング法と、そのための分子プロ
ーブが盛んに開発されているが、これらは主
として、体内における細胞表権の標的分子、
あるいはその分子に基づく特定の細胞の存
在をイメージングするものである。しかしな
がら、がんのイメージングにおいては、標的
分子の存在や、疾患部位の存在を画像化する
だけでは不十分である。例えば、がんの形や
大きさのイメージングよりも、そのがんの増
殖活性などの病態機能をみる方が、その診断
においては、はるかに重要な情報を与える。
しかし、このような機能を可視化できるプロ
ーブは存在しなかった。 
 
２．研究の目的 
	
 上述の現状に対し我々は、細胞内の情報を
認識して遺伝子の発現を制御する分子シス
テムを開発してきた。細胞は内部に細胞内情
報伝達系と呼ばれる複雑な反応系を有して
おり、これら細胞内シグナルのバランスの上
に正常な生命活動が営まれている｡ガンをは
じめ，多くの疾患では、特定の細胞シグナル
が持続的に活性化していることが知られて
おり、これを利用すれば正常細胞と異常細胞
の見分けはもとより、異常細胞の詳細な生命
機能情報の認識が可能である｡これまで開発
してきた人工遺伝子制御システムは、この疾
患細胞特異的に異常亢進する細胞内シグナ
ル（特にプロテインキナーゼ）に応答して遺
伝子を発現させる分子システムであり、細胞
内シグナル応答型遺伝子制御システムを用
いて、標的細胞内シグナル特異的にレポータ
ー遺伝子を発現させる事により、in vivoで標
的シグナルの亢進をイメージングできるシ
ステムの基礎を確立する事を目的とした。特
にがん特異的シグナルであるプロテインキ
ナーゼ Cα（PKCα）を標的シグナルとして、
そのイメージング法を確立し、その知見を元
に他のシグナルのイメージングへと発展さ
せること、また、レポーター遺伝子の代わり
に標的シグナルで蛍光シグナル変化を引き
おこせる蛍光分子プローブの原理開発を行
うことを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) PKCα応答型制御剤におけるがんイメー
ジングの検討 
	
 まず、既に開発していたがんで普遍的に増
殖活性に関わっている PKCαに対する特異
基質のアミノ末端にメタクリロイル基を導
入し、アクリルアミドと共重合して遺伝子制
御剤、およびリン酸化部位のセリン残基をア
ラニンに置換した比較対照ポリマーを合成
し、種々の担がんマウス、正常皮下組織に局
注し、レポーター遺伝子であるルシフェラー
ゼ遺伝子の発現による癌の可視化能を評価
した。 
(2) シグナル応答能向上のための新規 PKC
α応答型制御剤開発 
	
 次に、レポーター遺伝子のシグナル応答能
の改善を図り、制御剤高分子の高分子主鎖を
ポリエチレンイミン(PEI)に変更した制御剤
を設計、合成した。合成は、PEIにブロモペ
ンチンを導入し、アミノ末端にアジドを有す
る基質ペプチドを合成して、クリック反応に
より所定量のペプチドを導入した。得られた
制御剤による種々のがん細胞、及び担がんマ
ウスでの応答性を評価した。	
 
(3) 遺伝子制御剤／遺伝子複合体の安定化の
検討 
	
 また、複合体の安定化を図るため、制御剤
高分子に PEG鎖を導入することを考え、末
端ビニル化 PEGを合成して、共重合時に混
合して３元共重合体を合成した。この際、
PEG鎖の導入量と安定性、遺伝子制御能を無
細胞系で評価した。	
 
(4) PKCα応答型蛍光分子プローブ開発 
	
 蛍光分子プローブの開発に関しては、蛍光
標識（フルオレセイン標識）ポリアスパラギ
ン酸を合成し、上述の PEI型制御剤との静電
複合体、および、種々の長さのアルキル鎖を
アミノ末端に導入した PKCα基質を合成し
て、これとの静電複合体を調製して、それぞ
れ、蛍光消光効率、PKCα活性による蛍光の
回復能を評価した。 
(5) その他のがん関連基質の開発 
	
 PKCα以外のシグナルに応答させるため
の特異基質としては、がんに重要な ALK、
c-METの特異基質を、既に独自に開発してい
たペプチドアレイシステムを用い、種々のペ
プチド配列を標的キナーゼの基質タンパク
質の配列を元に設計してスクリーニングし
た。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) PKCα応答型制御剤におけるがんイメー
ジングの検討 
	
 合成した PKCα応答型遺伝子制御剤とル
シフェラーゼ遺伝子（プラスミド）を種々の
荷電比で複合体とし、その PKCαによるリン



 

 

酸化に伴う複合体の崩壊と、培養細胞による
遺伝子の発現効率を評価して、最適の荷電比
を決定し、それにより調製した複合体を種々
のがん細胞を播種して調製した担がんマウ
スに局注して、その発現をバイオイメージャ
ーにより評価した。同じ複合体を正常皮下組
織にも局注した。結果を以下に示す。	
 

	
 
	
 開発したシステムは、種々のがん組織、及
び培養細胞で良好な遺伝子発現をもたらし、
一方、正常皮下では発現が見られなかったこ
とから、良好ながんのイメージングが可能で
あることが分かった。この場合、がんの存在
ではなく、PKCα活性、すなわちがんの増殖
活性が可視化できていることが重要である。 
 

(2) シグナル応答能向上のための新規 PKC
α応答型制御剤開発 
	
 主鎖を PEI 型に変更した遺伝子制御剤は、
評価したすべてのがん細胞株で、大きな PKC
α応答能の改善が見られた。従来型が PKC
α活性のある場合、10倍程度の遺伝子の発現
レベルの増大であったのに対し、PEI型では、
最大で500倍もの遺伝子発現の活性化が見ら
れた。また、複合体の安定性も向上し、従来、
血管が多く複合体が弱体化するために PKC
α応答が見られなかった HepG2 担がんマウ
スにおいても、良好ながん特異的な遺伝子発
現を実現した。 
	
 
(3) 遺伝子制御剤／遺伝子複合体の安定化の
検討	
 
	
 ポリアクリルアミド型主鎖に PKΑ特異基
質とともに分子量5000のPEGをグラフトし
た遺伝子制御ポリマーを合成し、その遺伝子
との複合体の安定性と、無細胞発現系にて遺
伝子発現制御能を評価したところ、血清タン
パク、あるいは、細胞破砕液存在下において、
従来型では時間とともに複合体の凝集が動
的光散乱により観察されたが、PEG鎖の導入
により、これが大きく安定化できることが分
かった。ただし、PEG導入量を上げすぎると、
かえって複合体が大きくなり、また遺伝子抑
制能が減弱してしまうことが分かった。PEG
導入量の最適化が必要であることが明らか
となった。 
 
(4) PKCα応答型蛍光分子プローブ開発 
	
 キナーゼ応答型蛍光プローブ実現には、遺
伝子の代わりに蛍光標識ポリマーを用いれ
ば、静電複合体形成により蛍光基が濃縮され
て消光し、標的キナーゼで基質ペプチドがリ
ン酸化されることで、静電相互作用が減弱し
て複合体ナノ粒子が崩壊すれば、蛍光が回復
すると期待できる。この考えのもと、ポリア
ニオンとして、ポリアスバラギン酸を用い、
これにフルオレセインを複数個標識した。こ
れに対し、炭素数が 6～18 のアルキル鎖をア
ミノ末端に導入した PKCα基質ペプチド、あ
るいは、上述の PEI型遺伝子制御ポリマーを
調製して、複合体を形成したところ、炭素数
が 6個のものを除いて、すべてで蛍光の消光
が観察された。アルキル鎖を導入した脂質型
基質の場合、炭素数 10 のものが最も消光効
率、リン酸化による蛍光回復効率が良かった。 
	
 
また、PEI型遺伝子制御剤高分子を利用した
ポリイオン錯体型の粒子でも、同様にキナー
ゼによるリン酸化で蛍光回復が見られ、これ
等のシステムが基本的にキナーゼの蛍光プ
ローブとなりうることを見出した。	
 
	
 
(5) その他のがん関連基質の開発	
 

b) 

a) 

PKCα応答型制御剤の構造 (a)と、
種々の担がんマウスにおけるがん組

織と正常組織での遺伝子発現比較。S、
Aは、それぞれ応答型ポリマーと対照
ポリマー、その後の数字は、ペプチド

の含量(mol%) 



 

 

	
 方法のところで記したように、種々のペプ
チド配列を設計し、合成して、独自のペプチ
ドアレイに固定化して、標的キナーゼでのリ
ン酸化を計測して、ALK、MET に対する新
規特異基質を見出した。この配列は、同様に
高分子にグラフトすることで、分子プローブ
に適用できると期待できる。	
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