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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎を背景に生じてくる大腸癌を標的とした分子イメージング法の開発に取り組ん
だ。大腸前癌病変であるACFでEGFRなど計8分子で発現が高まっていることが確認された。大腸癌細胞における蛍光強度
はEGFR発現と有意に相関がみられた。担癌ヌードマウスを用いてin vivoイメージングを行ったところ、EGFR発現の高
い腫瘍では蛍光が明瞭に観察された。アゾキシメタン誘発ラット大腸癌モデルを用いて標識EGFR抗体反応後に蛍光内視
鏡検査を行ったところ、強い蛍光を発する病変が確認された。以上より小動物を用い大腸癌のバイオマーカーであるEG
FRを標的とした内視鏡分子イメージングは可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated optical molecular imaging targeting epidermal growth factor receptor 
(EGFR) as correlative biomarkers of human colorectal cancer cell line and small animal models. 1) 
Significant correlation was observed between the number of EGFR and fluorescent intensity in cell lines. 
2) Fluorescence intensity of AF-EGFR-Ab was strong in M7609 and LIM1215 tumors while there was no 
fluorescence observed in COLO320DM. M7609 tumor growth was suppressed by 5-FU and treated tumor tissue 
showed fibrotic change, which was corresponded to EGFR imaging. 3) The tissue of polyp observed in 
colonic mucosa of AOM induced rats was similar to human colorectal cancer and also overexpressed EGFR 
along with the cell surface. In vivo animal endoscopy targeting EGFR showed strong fluorescence at the 
site of polyp. Endoscopic molecular imaging of EGFR can differentiate EGFR-overexpressing tumors and can 
help evaluating the efficacy after chemotherapy in CRC.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 潰瘍性大腸炎（UC）は 1973 年に厚生省
の難病対策として特定疾患に指定され，1970
年代後半より今日まで毎年増加の一途を辿
っている。潰瘍性大腸炎では、罹病期間が長
くなるほど dysplasia や癌の発生するリスク
が高い。また、罹患範囲が広く(全体腸炎型)、
再発を繰り返す活動性の高い症例(再燃寛解
型、慢性持続型)ほど発癌リスクが高いこと
が報告されている。さらに、UC 患者の背景大
腸粘膜には炎症があるため早期癌の診断が
難しく、かつ低分化腺癌などの組織学的悪性
度が高いことから、UC 合併癌の予後は極めて
不良である。したがって、早期発見、早期治
療が非常に重要な課題であるが、現段階では
内視鏡的に dysplasia や癌を早期に診断する
ことは困難である。その理由として、第一に
dysplasia や癌に特異的な分子マーカーが明
らかにされていないこと、第二に高感度な内
視鏡診断システムが確立されていないこと、
などが挙げられる。 
 
(2) 一方、近年、種々の蛍光プローブを用い
た分子イメージングの研究が盛んに進めら
れている。分子イメージングの特徴は、高感
度、無侵襲、かつ短時間に標的病変(細胞)を
イメージしうることである。つまり、
dysplasia や癌に特異的な分子を標的とした
蛍光プローブを開発して分子イメージング
を行えば、きわめて高い特異性と感度を備え
た次世代の診断技術を開発しうると考えら
れた。 
 

 

２．研究の目的 

(1) UC 患者の dysplasia 組織と反応する分
子をスクリーニングする。背景粘膜組織と反
応する抗体は除外する。選択された抗体を用
いて、多数例の UC 症例の dysplasia や癌組
織あを染色し、より高感度に染色される抗体
を絞り込む。 
 
(2) 標識抗体を作製し、蛍光特性と抗体活性
を評価する。標識抗体を用いて培養大腸癌細
胞を in vivo でイメージする。ヌードラット
の腸管に接種した癌を in vivo で分子イメー
ジングし、細径内視鏡を用いて癌が特異的に
高感度に観察されることを確認する。 
 

 

３．研究の方法 

UC に発生する colitic cancer や dysplasia
の分子イメージングを in vivo の細胞レベル
から組織レベルへ、さらにはヒト臨床応用へ
と展開するため以下の研究項目を予定した。 
 
(1)UC 患者の癌あるいは dysplasia 組織を、
異型性を疑う病変部より生検を行い、ファー
ジディスプレイ抗体ライブラリーを用いて
パニングを行い、抗原に特異的に発現する抗

体をスクリーニングする。凍結保存されてい
る多数例のサンプルも利用する。 
 
(2)抗原に対する ELISA と抗体クローンのシ
ーケンシングを行う。 
 
(3)ICG 誘導体を用いて標識抗体を作製し、蛍
光特性と抗体活性を評価する。 
 
(4)分離培養が確立されたヒト大腸癌細胞に
ICG 誘導体標識抗体を用い in vivo でイメー
ジする。 
担腫瘍小動物と細径内視鏡を用いた in vivo
分子イメージングにて診断の可能性を確認
する。 
 
 
４．研究成果 
(1)大腸前癌病変である ACF の分子発現 
潰瘍性大腸炎における dysplasia-carcinoma 
sequence において微小病変である Aberrant 
crypt foci(ACF)が頻繁にみられることが報
告されている。拡大内視鏡観察下に細径生検
鉗子にて ACF からサンプル採取し、RNAlater
に保存、顕微鏡下に ACF 部分を punch out し
た後に RNA 抽出を行い、候補２２分子につい
て Taqman PCR を行った。GST-pi, Slc7a7, 
Glut1, c-met, cadherin1, TRIM29, ベータ
-cathenin, EGFR において正常粘膜と比較し
て ACF での有意な upregulation が確認され
た(p<0.05)(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)細胞および担癌小動物イメージング 
5種類の大腸癌細胞株に蛍光標識EGFR抗体を
反応させて共焦点レーザー顕微鏡（Nikon A1）
で観察を行った。M7609、HT-29、CoCM-1、DLD-1、
COLO320DM 各細胞における EGFR 発現数(/細
胞)は、それぞれ 45000 個、23000 個、21600
個、12800 個、8 個であった。各細胞におけ
る蛍光強度は、細胞膜表面上の EGFR 数にほ
ぼ 比 例 し て 段 階 的 に 増 加 し た
（COLO320DM:29.3、DLD-1:42.3、CoCM-1：50.0、
HT-29:61.3、M7609:74.3）（図２）。M7609 移
植ヌードマウスにおける EGFR の in vivo イ
メージング（IVIS Spectrum）では 48 時間後
に蛍光ピークを認め、COLO320DM 移植モデル
では蛍光はみられなかった。 
 
 



 

 

 
(3)内視鏡分子イメージング 
AOM 投与 2 か月後のラット大腸粘膜に発現し
た dysplastic lesion に対して標識 EGFR 抗
体を反応させ、小動物用内視鏡で観察を行っ
た。ラット大腸粘膜に生じた小病変は周辺に
粘膜に比して明らかに強い蛍光を呈してい
た（図３）。 
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