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研究成果の概要（和文）：がん細胞とそれを取り巻く間質細胞から成る“がん微小環境”は、難治性がんに対す
る新たな治療標的として近年注目を集めている。主ながん間質細胞群である腫瘍関連マクロファージ(TAM)やが
ん関連線維芽細胞(CAF)は、がん細胞と連携して腫瘍促進的ながん微小環境ネットワークを構築する。本研究で
は、TAM/CAF/がん細胞を同時に標的化するDDS担体、すなわちアルブミンヘテロ二量体を新たに開発し、「がん
微小環境ネットワーク」を制御する新規治療戦略の有用性を実証した。本研究で作製した次世代型のDDS担体で
あるHSA-(Man-HSA)は、難治性がんに対する革新的な薬物療法の道を拓くことが大いに期待される。

研究成果の概要（英文）：The "cancer microenvironment", which consists of cancer cells and 
surrounding stromal cells, has recently attracted attention as a new therapeutic target for 
intractable cancers. The main cancer stromal cell groups, tumor-associated macrophages (TAMs) and 
cancer-associated fibroblasts (CAFs), cooperate with cancer cells to construct a tumor-promoting 
cancer microenvironment network. The present study developed a new DDS carrier, namely an albumin 
heterodimer, that simultaneously targets TAM/CAF/cancer cells, and demonstrated the usefulness of a 
new therapeutic strategy to control the "cancer microenvironment network". HSA-(Man-HSA), the 
next-generation DDS carrier, is highly expected to pave the way to innovative drug therapy for 
intractable cancers.

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： マクロファージ　線維芽細胞　がん細胞　アルブミン　遺伝子工学技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでにTAMあるいはCAFのいずれか一方を標的とするDDS担体はいくつか開発されているが、癌細胞
/TAM/CAFの三者を同時に認識可能な三重標的化薬物送達担体の開発事例は存在しない。今回開発したPTX結合型
HSA化Man-HSAは、抗癌剤だけでなく、各種イメージング剤や造影剤を担持可能である。従って、HSA化Man-HSAは
新たな｢癌細胞-癌微小環境｣診断薬としても活用でき、難治性癌に対する治療と診断を同時に行うセラノシス
｢Theranosis＝Therapeutics(治療)＋Diagnosis(診断)｣担体としての可能性を秘めている。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 現行の癌治療では治癒しにくい“難治性癌”、例えば膵臓癌などは、早期発見が困難で、発育•
進展も早い上に、癌組織において抗癌剤の浸透性を妨げるバリア（間質）を豊富に有している。
また、癌細胞と癌間質によって形成される癌微小環境は、癌細胞の浸潤や転移、あるいは癌幹細
胞様形質の獲得にも重要な役割を担っており、癌の悪性度や治療抵抗性に関与する。従って、''
癌組織の間質を含む癌微小環境を破綻に導くアプローチ''が新たな癌治療として有望視されてい
るが、有効な治療法は未だ存在しない。これは、腫瘍微小環境を構成する主な間質細胞群の腫瘍
関連マクロファージ（TAM）やがん関連線維芽細胞（CAF）を効率良く制御する治療戦略が確立
していないためである。 
 ヒト血清アルブミン（HSA; 66.5 kDa）は元来糖鎖を有していない生体適合性の高い内因性の
単純タンパク質であり、DDS（Drug Delivery System）担体として汎用されている。これまでに
我々は、部位特異的変異法により N 結合糖鎖認識配列を HSA に導入し、これを酵母で産生する
ことで、酵母特有の高マンノース糖鎖を含有する Man-HSA の作製に成功した（J Control Release. 
2010）。Man-HSA は肝疾患モデルにおいて、マンノース受容体である MRC1（mannose receptor C-
type 1）を発現する肝マクロファージや、MRC2（mannose receptor C-type 2）を発現する肝線維芽
細胞へ選択的に分布し、搭載した薬物を効率よく送達する結果、優れた治療効果を発揮した（J 
Pharmacol Exp Ther. 2015; Biol. Pharm. Bull. 2020; J Control Release. 2021）。これらの結果は、Man-
HSA が MRC1/MRC2 を介して TAM/CAF を二重標的化する抗癌剤送達キャリアであることを支
持しているが、実際には自身の高い肝移行性により癌組織を標的にすることは困難であった。こ
の動態学的問題を解決する方法として考えられたのが PEG 化である。PEG 化は、被修飾分子が
細網内皮系（肝臓や脾臓）からの捕捉を回避するために適した手法の１つであるが、PEG 修飾体
投与後に誘導される PEG 抗体は、繰り返し投与時の PEG 修飾体の血中滞留性を低下させる原因
となる。そこで、PEG 修飾による PEG 抗体の産生誘導を最小限化するために、Man-HSA へ PEG
を 1 分子のみ付加した MonoPEG-Man-HSA を開発した（特願 2018-099998）。PEG 修飾によって
Man-HSA の MRC1 及び MRC2 への認識性に変化は無かったものの、肝臓での捕捉を回避する結
果、血中滞留性が飛躍的に亢進するだけでなく腫瘍への移行性を新たに獲得し、TAM/CAF の両
者を同時に標的化する初の DDS 担体として機能することを明らかにした（Adv Funct Mater. 2021）。
実際に、HSA と高い親和性を有する抗癌剤パクリタキセル（PTX）を MonoPEG-Man-HSA に担
持させた複合体（PTX-MonoPEG-Man-HSA）は、癌微小環境を破綻に導き、癌間質を減少させ、
顕著な腫瘍増殖抑制効果を認めた。ただし、｢癌細胞-癌微小環境ネットワーク｣を効率良く破綻
させるためには、TAM/CAF に癌細胞を加えた三者を包括的に標的化できる担体が望ましい。こ
の担体の開発には、MonoPEG-Man-HSA の腫瘍認識性や移行性の向上に加え、癌細胞に対するア
クセスを新たに賦与する必要があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 近年の研究により、膵臓癌を始めとする多くの難治性癌細胞が HSA を積極的に取り込むこと
が明らかになった（Commisso, Nature. 2013; Davidson, Nat Med. 2017; Wyant, Cell. 2017）。これは、
HSA の主な構成アミノ酸であるグルタミン酸、グリシンなどが、癌細胞増殖における栄養源ま
たはストレス抵抗性獲得に活用されるためである。そこで、この癌細胞の特性を逆手に取り、抗
癌剤を担持させた HSA を癌細胞に捕食させ、自ら死滅させる｢バイオミメティックな癌 DDS 戦
略｣の構築を企図し、PEG の代わりに HSA を接合した HSA ヘテロ２量体（HSA 化 Man-HSA）
を考案した。このヘテロ２量体のナノ粒子は、分子サイズの増加による受動的ターゲティング
（EPR 効果）の増強や、HSA 認識受容体（gp60）を介した能動的経路によって、癌組織への移
行性向上が見込まれる。癌組織到達後、HSA は HSA 結合タンパク質（SPARC）を介して癌細胞
へ、Man-HSA は MRC1 及び MRC2 を介して TAM/CAF へ移行することが期待できる。TAM 標
的化リガンドにマンノースを利用した担体の開発例はいくつか存在するが、CAF 標的リガンド
へのマンノースの応用ならびに HSA ヘテロ２量体の開発例は存在しない。実現すれば癌細胞
/TAM/CAF の三者を同時に標的化し、それぞれの細胞に対し抗腫瘍効果を発揮するユニークな癌
DDS 戦略となり、これまで充分でなかった難治性癌に対する新たな薬物療法となる可能性を秘
めている。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究の鍵を握るのは癌細胞/TAM/CAF に対する三重標的化担体の開発である。これらの課題
に対して当研究室で構築されたアルブミン工学を駆使し、Man-HSA と HSA を接合した２種類の
HSA 化 Man-HSA（HSA-Man-HSA 及び Man-HSA-HSA）を作製する。次いで PTX 結合型融合体
を創製し、当研究室で既に確立済みである膵臓癌同所移植マウス（Biomaterials. 2017）を用いて
その治療効果を評価する。 



 まず、２種類の HSA 化 Man-HSA の cDNA を作製する。得られた cDNA を Pichia 酵母発現系
に形質転換し、培養後、カラムクロマトグラフィーにて目的タンパクの精製を行う。融合体の物
性は SDS-PAGE、PAS 染色、MS 解析、CD スペクトルにより評価する。 
 サイトカイン刺激により TAM を模倣した MRC1 高発現マクロファージを調製後、作製した２
種類の HSA 化 Man-HSA を FITC 標識化し、取り込み量を比較する。CAF を模倣した MRC2 高
発現線維芽細胞、各種癌細胞（PAN-02、SUIT-2）に対しても同様に行う。血中、腫瘍及び臓器分
布や腫瘍組織細胞群（癌細胞、TAM、CAF）への移行性は、２種類の HSA 化 Man-HSA を 125I 及
び 111In あるいは FITC 及び Cy-5 標識し、健常及びメラノーマ（B16F10）担がんマウスで検討す
る。 
 作製した HSA 化 Man-HSA のうち、上記検討で血中滞留性あるいは腫瘍移行性に優れた一方
を選択し、PTX 結合型融合体を創製する。B16F10 担がんマウスに投与して、in vivo での TAM 及
び CAF 阻害活性や抗腫瘍効果（腫瘍サイズ、腫瘍マーカー、生存率）、肝・肺転移抑性作用、安
全性を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 HSA 及び Man-HSA を基盤とする 3 種類の新規組換え型アルブミン二量体（HSA-(Man-HSA)、
(Man-HSA)-HSA、(Man-HSA)-(Man-HSA)）の作製・精製に成功した。これらアルブミン二量体は
Man-HSA に由来する糖鎖を含有しており、HSA-HSA と同等の均一性、あるいは HSA に由来す
る物性、構造特性を保持していた。健常及び B16F10 担がんマウスを用いて、アルブミン二量体
の体内動態特性を解析したところ、(Man-HSA)-HSA は(Man-HSA)-(Man-HSA)と同様に血中から
速やかに消失した。一方で、HSA-(Man-HSA)は HSA-HSA と類似した高い血中滞留性あるいは腫
瘍移行性を示した。従って、抗がん剤の腫瘍デリバリー担体として HSA-(Man-HSA)を採用した。
HSA-(Man-HSA)は(Man-HSA)-HSA や(Man-HSA)-(Man-HSA)と同様、マンノース受容体 MRC1 ま
たは MRC2 を高発現する TAM または CAF 様細胞に対して効率良く細胞内へ移行した。また、
がん細胞への移行性はアルブミンの二量体化あるいは糖鎖の存在により促進されたことから、
HSA-(Man-HSA)はがん細胞及び TAM/CAF の三者を標的とする抗がん剤 DDS 担体として機能す
る可能性を見出した。HSA-(Man-HSA)に抗がん剤 PTX を搭載した PTX-HSA-(Man-HSA)を
B16F10 メラノーマ担がんマウスに投与し、その抗腫瘍効果とがん微小環境の改善効果を評価し
たところ、PTX-HSA-(Man-HSA)投与群は優れた腫瘍増殖抑制効果を発揮し、腫瘍内 TAM/CAF 両
者の割合を大幅に減少させた。従って、PTX-HSA-(Man-HSA)によるがん細胞-がん微小環境ネッ
トワークの破綻に起因した優れた抗腫瘍効果を確認した。 
 以上の結果から、HSA-(Man-HSA)は、がん細胞/TAM/CAF を包括的かつ同時に標的可能な DDS
担体として機能する可能性が示され、がん細胞-がん微小環境ネットワークを標的にした新しい
がん治療戦略の有用性を明らかにした。 
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