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研究成果の概要： 

独自に開発している細胞表面マーカーDNAマイクロアレイを用いてマウス神経系腫瘍細胞株、ヒ

トグリオーマ細胞株、ヒト乳がん細胞株の遺伝子発現プロフィールを作成し、球面自己組織化マ

ップを応用して遺伝子のクラスタリング解析を行った結果、それぞれの腫瘍に特異的なマーカー

遺伝子の抽出に効率よく成功した。また、乳がん等で高発現が認められるErbB2に対して高親和

性を示すペプチドを用いてin vitroおよびin vivoにおいて分子標的能力を示すことができた。 
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１．研究開始当初の背景 

 独自のプローブの設計思想とダイヤモンド

様カーボン（DLC）表面処理ガラス基板を用い

て高密度でプローブを固定した細胞表面マー

カーアレイは、細胞の表面タンパク質のプロ

フィールを知る有力な手段として提案してき

た。細胞表面マーカーの遺伝子約２０００を

搭載し、得られるデータを一般的な樹状図の

ようなクラスター解析ではなく、情報を球面

上に配置する「球面自己組織化マップ」（Yu et 

al., Nature Medicine, 2004）を採用して、

各種がん細胞の細胞表面マーカーの特定を試

みる方針を考えた。この一方で、従来のドラ

ッグデリバリーシステム(DDS)には無かった

選択的な細胞特異性をもつバイオナノ粒子

（Yamada et al., Nature Biotechnol., 2003）
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のヒト肝臓細胞を認識する構造を他のリガン

ド構造に置き換える事で、再標的化を可能に

した。そこで、上述のマイクロアレイ解析を

組み合わせて種々のがん細胞の標的を行うバ

イオナノ粒子のデザインが可能となると考え

た。これらの技術は、独創的であり二つを組

み合わせるという点でさらに独創性を増した

研究となる。またPETカメラや高感度CCDカメ

ラの技術が発達しin vivoのイメージング技

術が利用可能になってきた（Edinger et al., 

Neoplasia, 2003）ため、in vivoでの標的効

果を時系列で観察できる可能性も十分に本研

究の範囲内と考えた。さらに、制がん剤やそ

の誘導体を封入した生体内標的を行う事で実

用性の高い研究として期待できると考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 私たちは細胞や組織をピンポイントに標的

できる DDSのベクター技術に取り組んでいる。

その一つに遺伝子組換えにより生産されるB

型肝炎ウイルスの表面抗原（L−タンパク質）

が形成するバイオナノ粒子がある。この粒子

は肝臓細胞を正確に標的する能力を持つDDS

ベクターとして実用化が期待されている。し

かし、このようなDDSベクターにがん細胞を標

的する能力を付与するにはがん細胞の表面抗

原の情報を収集する技術を確立する事必要で

ある。そのために、細胞表面タンパク質マー

カーに特化して独自にデザインしたDNAマイ

クロアレイを用いて、組織、細胞を解析し、

がん細胞に特異的な表面マーカーを決定する。

また、候補として検出された細胞表面マーカ

ーに対するリガンドや抗体を準備し、これら

をバイオナノ粒子の表面上に提示して、生体

内の細胞を標的する技術としていく。これら

の過程を一つのシステムとして構築し、がん

細胞表面マーカーの抽出とそれを利用する

DDSベクターにより生体内におけるがん細胞

を特異的に標的する方法を確立する。 

 

３．研究の方法 

(1) がん細胞表面マーカーの抽出：標的分子

デザインにとって非常に重要な腫瘍の細胞

表面に存在する特異的なマーカーを抽出す

るために、ヒト脳腫瘍に由来する細胞株

A172、CCF-STTG1、GI-1、Gli36、KG-1-C、

T98G、TM31、U251MG、U373MG およびヒト乳

がんに由来する細胞株 Hs578T、MCF-7、

MDA-MB-134、MDA-MB-231、MDA-MB-435、

SK-BR-3、T-47D、ZR-75-1 を対象として、

遺伝子発現プロフィールを作製し、正常脳

あるいは正常乳房組織のプロフィールと比

較する事により、それぞれの腫瘍に共通し

て発現し正常組織での発現が低い遺伝子を

特定することを試みた。それぞれの遺伝子

発現プロフィールは腫瘍細胞と正常組織よ

り抽出した RNA を基に、細胞表面マーカー

マイクロアレイを用いて作成した。これら

のプロフィールは、自己組織化マップによ

りクラスタリングを行い、クラスター化さ

れたデータを球面上に表示して、脳腫瘍に

特異的にかつ共通して発現している遺伝子

を特定した。これらの遺伝子は、逆転写 PCR

で発現を確認した。さらに、抗体を入手し

たものについては免疫染色を行ってタンパ

ク質の局在を確認した。 

(2) ガン細胞表面マーカーの分子標的： 15

歳未満の小児脳腫瘍のや乳がんで高頻度に

発現している ErbB2 を標的する技術の構築

を試みた。この ErbB2 に親和性を持つ２０

アミノ酸から成るペプチド EC-1（NH2-W 

TGWCLNPEESTWGFCTGSF-COOH）(Pero

ら,Int.J.Cancer,2004)を検討するために、

EC-1 と緑色蛍光タンパク質（GFP）やルシ

フェラーゼタンパク質（gLuc）さらに抗体

定常領域（Fc）を融合し、 遺伝子組換えで

発現させ精製し、ヒト乳がん由来細胞株

SK-Br3（ErbB2 高発現）および MCF７（ErbB2

低発現）細胞に対して、腫瘍への標的性を

in vitro および in vivo で評価した。 

 

４．研究成果 

(1) がん細胞表面マーカーの抽出：細胞膜結

合分子に限定したプローブを搭載したマイ

クロアレイと球面SOMを組み合わせた解析

は、腫瘍に特徴的な表面マーカーを特定で

きる有力な手段である事を示す事ができた

（図１）。これにより、数種の遺伝子が候

補として絞り込まれ、さらにRT-PCR（図２）

や免疫染色を行って精査する事で、本研究

で調べた脳腫瘍細胞株のすべてに共通して

高い発現が認められたCD44、乳がん細胞株

のすべてに共通して高い発現が認められた

ErbB3, CD24, TM9SF2を特定する事ができた。

CD44には遺伝子のスプライシングに変化が

認められることがすでに知られているが、

本解析の結果で検出されたものには異なる

スプライシングを示すものは認められ無か

った。このような簡便な方法論で、細胞表

面マーカーを特定できる技術は類がなく、

バイオマーカー探索の新しい方法論として、

今後国内外に広くアピールできるものと考

えられる。 



 

 

 
(2) ガン細胞表面マーカーの分子標的：gLuc

とEC-1の融合タンパク質をErbB2過剰細胞株

SK-Br3細胞を移植した担がんマウスに静脈注

射し、１時間後に発光基質を腫瘍内に注射し

てECペプチドによるin vivoにおける分子標

的能を検討した（図３）。比較対照として、

ErbB2の発現レベルの低いMCF7細胞を同一個

体に移植して実験を行った。その結果、ルシ

フェラーゼの発光は SK-Br3細胞から強く検

出され、ECペプチドはin vivoにおいて分子標

的リガンドとして有効であることが示された。 

 

 
 ところが、in vitroの実験では、EC-1は

ErbB2に親和性を示すもののSK-Br3細胞では

細胞内移行を示さない事がわかった。そこで、

EC-1とFc領域の融合分子をバイオナノ粒子の

表面へ提示して、多価でErbB2を標的するDDS

キャリアーをデザインした。その結果、細胞

内移行が観察された。細胞によってErbB2 の

細胞内移行に差があるという発見は新しいも

ので、今後のErbB2 標的医薬の開発に重要な

指針となる。また、多価で標的を認識するDDS

デザインの有効性も示唆された。 
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