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研究成果の概要（和文）：GFP 融合 EB1 発現ヒト乳癌細胞を作製し，細胞内における GFP 融合 EB1

集積部の移動速度を微小管伸長速度として測定し得た．抗癌剤投与によってその速度変化を捉

えることができ，抗腫瘍効果を反映していることが示唆された．また，マウス固定装置を独自

に作製し，担癌マウスの生体内においても微小管伸長速度を測定し得た．抗癌剤静脈投与後の

経時的変化を測定することにより，抗癌剤の抗腫瘍効果をリアルタイムに評価できると考えら

れた． 

 

研究成果の概要（英文）：We prepared GFP-fused EB1-expressing human breast cancer cells. 
The growth rate of the microtubule plus-end was measured using the positions of EB1 
assembly over time. Analysis of the dynamics of the EB1-GFP comet showed that the 
microtubule growth rates decreased when the cells were treated with anticancer drugs. 
We also measured the microtubule growth rates in tumor-bearing mice by using an original 
stereotaxic instrument. Thus, alteration in EB1-GFP dynamics is an effective indicator 
for the effects of anticancer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
抗癌剤の多くは，分子量が数百程度の低分

子からなり，その特有の分子構造が細胞分裂
の停止を引き起こし，細胞死へと導く能力を
有している．生体内における抗がん剤の動態
は受動的で，抗がん剤の種類と標的とする癌
腫によってその動態は特徴付けられるため，
ある抗がん剤について人為的に操作できる
パラメータは限られている． 
一方，近年研究開発が目まぐるしい DDS 製

剤においては，既存の抗癌剤と比して，コン
トロールすべきパラメータが非常に多い．ド
ラッグキャリアを構成する材料は多様で，そ

れにより粒径も大きく異なる．また粒子の表
面電荷や表面官能基，内包する抗がん剤の種
類や量などによって，DDS 製剤のバリエーシ
ョンは無数とも言える． 
動物実験における抗がん剤の薬物効果の

評価は，担がん動物の腫瘍縮小効果と薬物の
血漿中や臓器，腫瘍組織中の経時的濃度変化
の 2 つの大きな柱によって支えられている．
前者は抗腫瘍効果を測るための簡便で直接
的な指標で，後者は薬物の吸収，分布，代謝，
排泄を評価するために必要不可欠で重要な
指標である．しかし，DDS 製剤の体内動態を
精密に制御するには，製剤の分子特性と生体
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図 2．画像データ上の微
小管伸長端の特定 

内動態の相関性を詳細に解析しながら分子
レベルで製剤を改変する必要があり，そのた
めには生体内の薬物動態を細胞レベルで解
析する手法が必要である．しかし，それを達
成するためには，実験動物を用いた手技が容
易でなく，また抗腫瘍効果を細胞レベルで評
価することの困難さから，有用な方法論は確
立されていない．これらの障壁を解決するこ
とができれば，今までは不可能であった DDS 
製剤の詳細な動態解析を可能にすることが
できる． 

 
２．研究の目的 
(1) 細胞内の微小管伸長動態を腫瘍細胞活
性の指標として評価する方法を確立する. 
(2) この評価系を用いて癌腫に対する抗癌
剤の効果を組織内で経時的に解析する． 
(3) 本手法の妥当性を検証するとともに，新
規抗癌剤の研究開発への応用を促進する. 
 
３．研究の方法 
(1) GFP を融合した微小管伸長端結合蛋白質
EB1 を恒常的に発現する癌細胞株を作製する． 
(2) GFP 融合 EB1 発現癌細胞株における
EB1-GFP 集積部の軌跡より微小管伸長速度を
測定する方法を確立する． 
(3) 作製した癌細胞株に各種抗癌剤を各濃
度で投与した際の微小管伸長速度の変化を
測定する． 
(4) 担癌マウスの腫瘍細胞内における微小
管伸長速度を測定するための観察条件を整
え，抗腫瘍効果の評価法としての妥当性を検
討する． 
 
４．研究成果 
 
腫瘍細胞に対する抗癌剤の抗腫瘍効果を

リアルタイムで高精度評価可能な実験系を
確立するため，GFP を融合した微小管伸長端
結合蛋白質 EB1を恒常的に発現するヒト乳癌
細胞を作製した（図 1）． 

EB1 は微小管伸長
端に数十分子がコ
メット状に集積す
る性質を持つため， 
EB1 集積部の GFP
の蛍光重心位置を
微小管伸長端とす
ることで（図 2），
共焦点レーザー蛍
光顕微鏡を用いて，
その移動速度より
微小管伸長速度を

測定することができた（図 3）．  
微小管伸長活性は細胞の生理活性には極

めて重要なことから，EB1 の蛍光移動を観察
できる細胞を生細胞，EB1 の蛍光移動を観察

できない細胞を
死細胞と評価し
た．コントロー
ル実験として行
った薬剤非投与
下の条件では，
微小管伸長速度
は 330nm/s と計
測された（図 4）．
微小管脱重合阻
害剤であるパク
リタキセルを細

胞に投与すると，その投与濃度によって細胞
に多様な変化が観察された．パクリタキセル
10nM 条件下では，微小管伸長速度は 150nm/s
まで低下した．死細胞数はパクリタキセル濃
度依存的に多くなったが，20nM の高濃度条
件で生細胞がほぼ全滅状態の中においても
GFP 融合 EB1 の集積部が細胞質内で移動す
る細胞もわずかながら観られた．以上の結果
から，パクリタキセルの微小管脱重合阻害活
性の波及効果として微小管伸長活性が阻害
されること，また EB1 の動態解析はパクリタ
キセルの阻害効果を細胞個々のレベルでリ
アルタイム評価するのに適した方法である
ことが示唆された． 
本法を様々な作用機序の抗癌剤に応用す

るために，微小管標的薬のパクリタキセル，
ドセタキセル，ビノレルビン，エリブリンの
ほか，種々の作用機序で抗腫瘍効果を発揮す
るシクロホスファミド，エピルビシン，ドキ
ソルビシン，シスプラチン，イリノテカン，
フルオロウラシルについて，複数の阻害濃度

 

図 3．EB1-GFP 集積部の移動速度を測定し得
た 

 

図 4．培養細胞に 10nM パクリタキセルを
投与後の微小管伸長速度変化 

 
図 1．EB1-GFP 発現 
ヒト乳癌細胞 



 

 

における微小管伸長速度を測定し，そのデー
タを収集した．抗癌剤の濃度が高くなるにつ
れて，細胞内の GFP 融合 EB1 の集積部の数
が減少するとともに蛍光が弱わり，またその
移動速度も低下する傾向がみられた． 
また，EB1 による評価系を in vivo に応用

するために，GFP 融合 EB1 発現ヒト乳癌細胞
で担癌マウスを作製し，EB1 集積部の蛍光移
動を評価する実験系の開発を行った．In vivo
で 1つの癌細胞内の EB1 の蛍光を追跡するた
めには，担癌マウスの心肺運動によるブレを
極限まで抑えこむ必要がある．そのため，独
自に作製したマウス固定装置を用いて（図 5），

担癌マウスの
腫瘍細胞観察
条件の検討を
行った．その
結果，in vivo
においても腫
瘍組織の 1 細
胞内で GFP 融
合 EB1 の蛍光
の動きを捉え
ることに成功

した（図 6）． 担
癌マウスにパク
リ タ キ セ ル を
20mg/kg で静脈
内投与し，同一
マウスの腫瘍組
織を48時間にわ
たって観察し，
同一腫瘍細胞内
の GFP 融合 EB1
集積部の移動速
度を測定するこ
とができた（図
7）． 

生体内の腫瘍細胞における GFP 融合 EB1 は，
僅かな環境変化や抗癌剤の組織内濃度変化
などによって，計測されるその動態は大きく
変化を来すものと考えられ，これらの条件を

厳密に管理することで，生体内でリアルタイ
ムに高精度な抗腫瘍効果の測定が可能と考
えられた． 
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合 EB1 集積部 
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ウス腫瘍内の微小管伸長速度変化 
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