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熱ショックタンパク質 70のがん進展における機能解明と治療標的化 

大阪公立大学大学院医学研究科 

塩田正之 
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刺激応答性光増感分子の開発と腫瘍セラノスティクスへの展開 

京都大学大学院工学研究科 物質エネルギー化学専攻 

三木 康嗣 

１． はじめに 

 がんは、今や日本人の 2 人に 1 人は罹患すると言われており、その効果的な診断・治療法

の開発は喫緊の課題と言える。人体に低侵襲な光照射を用いるがんの診断・治療は患者への

負担が小さいことから多くの研究者が取り組む研究課題である 1。その多くは光を照射するこ

とで発光する、もしくは熱を発す

る分子を光増感剤として用いてい

る 2。しかし、光増感分子を含む造

影剤・抗がん剤の多くは、正常組

織においても光照射時に発光・発

熱するため、診断時におけるバッ

クグラウンドシグナルの増大（コ

ントラストの悪化）や治療時にお

ける正常組織の損傷につながるこ

とが懸念されている（図 1）。がん

組織において発光・発熱する機能

を増大させるような刺激応答性を

もつ造影剤・抗がん剤が開発され

れば、低い投与量で機能する高活

性な薬剤の開発につながる 3。 

光増感分子として本研究では生体透過性の高い近赤外光を吸収する近赤外色素に注目した。

近赤外色素は光照射により発光するだけでなく、発光過程に用いられなかった励起エネルギ

ーを放熱することで基底状態に戻る。そのため、発光による診断（光イメージング法）だけ

でなく、発熱を用いる診断・治療が可能である（図 2）。パルスレーザー光を照射すれば、周

囲の媒体（主に水）が色素から発せられた

熱により膨張、収縮し、疎密波が生じる。

この疎密波は光音響波と呼ばれ、色素周

辺部から発せられる光音響波を結像させ

ることで患部を可視化する光音響撮像法

に利用されている 1,2,4。一方、連続光を照

射すれば色素が継続して発熱するため、

患部の温度が上昇し、疾患のもととなる

細胞群が死滅する。このような手法は光 図 2. 光照射を用いる診断法と治療法の例． 

光照射 発光

発熱

光イメージング法（診断）

·蛍光の発生

光音響撮像法（診断）

·光音響波の発生

光熱療法（治療）

·熱の発生

図 1. 刺激応答性光増感分子の診断・治療における利点． 

正常組織 常時発光・発熱する
光増感分子

腫瘍組織

腫瘍組織、正常組織の
両方で発光・発熱する

(a)従来の光増感分子を用いる診断・治療

(b) 腫瘍を識別できる光増感分子を用いる診断・治療

正常組織では発光・発熱しない

腫瘍組織でのみ
発光・発熱する

腫瘍組織に蓄積し発光・発熱する

・コントラストが悪い

・コントラストが良い

・正常組織を損傷する

・腫瘍組織のみ治療可
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熱療法として知られ、低侵襲な治療法として注目されている 1,5。本研究では腫瘍部位選択的

な診断と治療を目指し、上述の光イメージング法、光音響撮像法、光熱療法に適用可能な刺

激応答性光増感分子の開発に取り組んだ。 

 本研究課題では、上述のとおり機能性光増感分子として刺激応答性色素の開発が必須であ

る。研究期間中に行った基礎的な色素開発を通して、腫瘍細胞特異的に発現する酵素や化学

物質の検出にも成功した。刺激応答性シアニン系色素を開発し、カルボキシエステラーゼ 6、

アセチルコリンエステラーゼ 7、アルデヒド脱水素酵素 8の検出を達成した。また、この色素

群が本来持つ pH応答性を活かし、腫瘍特異的な造影剤の開発にも成功している 9。ボロンジ

ピロメテン（BODIPY）系色素を母体とする生体内チオール類の検出薬も開発した 10。ビピリ

ジン系色素を母体とする光増感剤群を開発し、これらが生体内の異なる２つの刺激に応答し

発光する分子として機能することを明らかにした 11。 

 

２． フタロシアニン系光増感剤を用いる腫瘍セラノスティクス 

 フタロシアニン（Pc）およびベンゾ縮環型フタロシアニンであるナフタロシアニン（Nc）

は近赤外領域の光を効率よく吸収する（図 3）。また、中心に取り込ませる金属原子により光

物性を調節できる。しかし、平面性の高い 18π 電子系骨格により分子間での相互作用が強く

極性溶媒中では容易に凝集してしまう。それゆえ、光照射を用いる光音響造影剤として有望

であるものの生体内で用いる光増感分子としてあまり多用されてこなかった。Pc や Nc に水

溶性高分子を結合させ光音響造影剤とし

て用いる例もあるが、Pcおよび Ncが刺激

応答性をもたないため、診断におけるコン

トラストの悪化、治療における正常組織の

損傷を引き起こす可能性が考えられる。本

研究では、上記 Pcおよび Nc の物性を考慮

し、刺激応答性をもつ光音響造影剤および

セラノスティクス剤の開発を目指した。 

 

２－１． プロテアーゼ応答性光音響造影剤の開発 

 Nc の分子間凝集を阻害するため、Nc の中心金属に嵩高い軸配位子を結合させ物理的に接

近できない分子設計を考案した。中心金属としてアルミニウムをもつ AlNc を合成し、その軸

配位子に水溶性高分子 ポリエチレングリコール（PEG）を結合させることで光音響造影剤の

開発を目指した。なお、腫瘍周辺で PEGが切り出される刺激応答性をもたせれば、Nc同士が

凝集し腫瘍組織に効率よく蓄積するだけでなく、色素の凝集に由来する光音響信号の増幅も

期待できると考えた。これらを背景に、腫瘍細胞で過剰発現する加水分解酵素であるマトリ

ックスメタロプロテアーゼ 2（MMP-2）により切断されるペプチド鎖を Nc と PEGの間に結

合する分子設計を採用した（図 4）12。AlNc と PEG の間に MMP-2 により切断されるペプチ

ド配列 PLGLAG を挿入した AlNc-pep-PEG および MMP-2 応答性を示さない分子として、

 

図 3. フタロシアニンおよびナフタロシアニン． 
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図 4. MMP-2応答性ペプチドを組み込んだ光音響造影剤 AlNc-pep-PEGの概念図． P: proline, 

L: leucine, G: glycine, A: alanine.  MMP-2: matrix metalloprotease-2.  PEG: poly(ethylene glycol). 

 

AlNc と PEG部位を直結した AlNc-PEGを設計、合成した。AlNc-pep-PEGおよび AlNc-PEG

にMMP-2を作用させ、光音響信号測定装置 14を用いて信号強度を測定したところ、AlNc-PEG

ではほとんど信号強度が変化しないのに対し、AlNc-pep-PEGでは有意に信号強度が上昇する

ことを確認した。 

 MMP-2が過剰発現しているヒト線維肉腫 HT-1080細胞を移植したマウスに AlNc-pep-PEG

および AlNc-PEGを投与し、光音響イメージング装置を用いて腫瘍近傍の像を得た（図 5a）。

 

 
図 5. (a) HT-1080 腫瘍細胞を移植されたマウスに AlNc-pep-PEGもしくは AlPc-PEG（100 μM 

in saline, 200 μL）を尾静脈より投与した際の光音響イメージング像．パルスレーザー光照射波

長：680 nm および 760 nm．(b) AlNc-pep-PEG（青）もしくは AlNc-PEG（オレンジ）投与 1

時間後および 6時間後の光音響信号強度比（PA680,vivo/PA760,vivo）．平均値と標準偏差（n = 3）．

T検定：*p<0.1, **p<0.05. 

PEG MMP-2応答性
ペプチド

PEG-peptide-Nc連結分子 Al-pep-PEG

MMP-2
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分子同士の凝集

strong
PA680

760 nm PA760
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weak
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光音響信号は減少する

pre-injection 1 h
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投与前の像において観測されるシグナルは、血中のヘモグロビンに由来するものである。

AlNc-PEG と比較し、AlNc-pep-PEG を投与した場合腫瘍近傍の信号強度が顕著に増大した。

波長 760 nmのパルスレーザー光と比較し、波長 680 nm のパルスレーザー光を照射した場合

により強い信号が観測された。二種類の光音響信号強度の比（PA680,vivo / PA760,vivo）を比較した

ところ、AlNc-pep-PEG の方が有意に信号強度を増大させていることが確認された（図 5b）。 

 

２－２． 光応答性光音響造影剤の開発 

 ２－１で開発した MMP-2 応答性造影剤は内在性の酵素に依存するため、MMP-2 の酵素活

性（発現量）が低いがん組織には不向きである。腫瘍に蓄積した光増感分子を外的刺激によ

り活性化させることができれば造影能が向上するだけでなく、がん組織においてのみ治療効

果を示す薬剤となる可能性がある。 

 軸配位子をもつAlNcを基盤とした造影

剤開発を検討していた際に、軸配位子を

もつ AlPcが光照射により分解し光音響信

号強度を増大させる造影剤として機能す

ることを見出した（図 6）1  3。すなわち、

２－１で示した AlNc-PEG は光照射下安

定であり分解することはないが、周辺部

のベンゼン環を４つ取り除いた AlPc-

PEG は光照射下徐々に分解することが確

認された。軸配位子部分および AlPc-OH

に由来する分子イオンピークが質量分析

により確認されたことから、光照射によ

り軸配位子が切断されていることが確認

された。光照射により軸配位子が切断さ

れる機構として、分子間での電子の授受

が鍵となっていることを確認した。 

 

２－３． グルタチオン応答性セラノスティクス剤の開発 

 生体内還元物質であるグルタチオンは、グルタミン酸、システイン、グリシンからなるト

リペプチドであり、生体内の酸化還元過程にかかわる重要な化学物質である。グルタチオン

は活性酸素種などによる酸化反応を抑制するためがん細胞において過剰発現していることが

多い。グルタチオンに応答し光増感分子へと変換されるような薬剤が開発されれば、腫瘍部

位選択的な診断と治療に役立つ。 

 Pc の 18π電子系に２つのアルコキシ基を酸化的に付加させた酸化型 Pc は、熱により Pcに

変換されることが知られている。しかし、変換反応には 100 °C程度の高温を必要とし、生体

内での利用は困難とされていた。本研究では、酸化型 Pc に対し犠牲還元剤としてグルタチオ

 

図 6. 光応答性光音響造影剤 AlPc-PEG． 

PEG 光応答性
リンカー

AlPc-PEG

光音響信号

近赤外光
照射

凝集体形成

パルス
レーザー

凝集

信号強度が
増大

AlPc-OH

13



ンを作用させたところ、水中常温で Pc へと効率よく変換されることを見出した。酸化型 Pc

を含む水溶液にグルタチオンを作用させたところ、光音響信号強度が増大し、連続光を照射

すると水溶液温度が速やかに上昇することを確認した。ヒト肺胞基底上皮腺癌 A549 に作用

させたところ有意に光音響信号強度が上昇することも確認した。酸化型 Pc は近赤外領域に光

吸収特性をもたないことから turn-on型のセラノスティクス剤としての活用が期待される。 

 

 

図 7. 酸化型 Pcを母体とする turn-on型セラノスティクス剤． 

 

３． シアニン系光増感剤を用いる腫瘍造影剤の開発 

 近年、生体イメージングにおける signal-to-noise 比を改善するために、目的とする疾病部位

において発現している生体内物質に応答し信号を出すようになる刺激応答性分子の開発が活

発である。前項では、本研究課題申請時に注目していた Pc および Nc を母体とする造影剤、

セラノスティクス剤の開発についてまとめた。一方、近赤外光を吸発光する色素として、ヒ

トへの適用が認可さ

れているインドシア

ニングリーン（ICG）

に代表されるシアニ

ン系色素が数多く開

発されている。そのほ

とんどが刺激応答性

をもたないため、診断

時にしばしばコント

ラストの悪い像を与

えることがあった。

我々は、ICG色素の構

造に注目し、pH 変化

に応答する色素の開

発に成功している（図

8a）15。求核性官能基

oxNiPc-PEG 凝集体形成

凝集

PEG

グルタチオン

還元

NiPc

 光音響信号なし

 熱の発生なし

 光音響信号あり

 熱の発生あり

 

図 8. (a) pH 応答性シアニン色素および  (b) 環状 RGD ペプチド

c(RGDfK)を結合した pH応答性光音響造影剤 CypHRGD． 

CypHRGD

閉環状態：発光性なし 開環状態：発光性あり

閉環状態：発光性なし 開環状態：発光性あり

(b)

(a)
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としてメルカプト基を用いることで、正常組織（pH ~7.0）では発光しないが腫瘍組織近辺の

弱酸性環境（pH ~6.0）において発光する色素の開発にも成功している 15a。しかし、一連の pH

応答性シアニン色素は腫瘍集積性を示さないため造影剤として適用できない。そこで、本研

究では pH応答性シアニン色素に腫瘍集積性を示す環状 RGDペプチドを結合させた光音響造

影剤 CypHRGDを開発した（図 8b）9。 

 A549細胞に CypHRGD (10 μM)を 37 °Cで作用させたところ、シアニン色素に由来する強

い近赤外発光が観測された（図 9a）。一方、細胞表面の環状 RGDペプチド受容体への認識を

阻害する薬剤として環状 RGD ペプチド c(RGDfK) 自身を過剰量作用させた A549 細胞に

CypHRGDを作用させたところ、明瞭な発光は観測されなかった。これらの実験を 4 °Cにお

いて行ったが、阻害剤の有無に因らず発光が観測されなかった。4 °C ではエンドサイトーシ

スによる取り込みが起こりにくいことから、細胞内への取り込みが CypHRGDの発光につな

がることを示す。これらの結果を踏まえると、造影剤が細胞表面の環状 RGDペプチド受容体

と結合し細胞内へ取り込まれ、エンドソーム内の pH が低下することで発光性の開環体へと

 

 

図 9. (a) CypHRGD (10 μM)を作用させた A549 細胞および c(RGDfK)を前もって作用させた

A549 細胞に CypHRGD (10 μM)を作用させた際の発光量評価． (b) A549細胞を移植されたマ

ウスに CypHRGDを投与した際の腫瘍部位の光音響イメージング画像． A549 細胞を移植さ

れたマウス（右後肢）に CypHRGDおよび CyRGDを投与した際の (c) in vivo および (d) ex 

vivo（24 時間後）光イメージング画像．投与量：100 μN, 200 μL, i.v. injection． 
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変化することを示唆している。 

 A549 細胞を移植されたマウスに CypHRGD を尾静脈より投与したところ、1 時間後から

徐々に光音響信号強度が高まり始め、6 時間後には光音響撮像法によって明確に腫瘍部位を

識別できることを見出した（図 9b）。担癌マウスに CypHRGD もしくは CyRGD を投与し光

イメージングを用いて腫瘍集積性を追跡した（図 9c）。CypHRGDではコントラストの良い像

が得られるのに対し、常時発光する CyRGD ではバックグラウンドノイズが高く腫瘍の識別

が困難であった。主要な臓器を取り出し、造影剤の蓄積量を発光量から評価した（図 9d）。肝

臓への顕著な蓄積が確認されたが、それ以外の臓器と比較し腫瘍部位へ効率よく蓄積してい

ることが示唆された。肝臓への蓄積を抑制する技術の開発が今後の課題と言える。 

 

４． シアニン系光増感剤を母体とする分子プローブの開発 

 図 8aで示したように、分子内に求核性メルカプト基をもつシアニン色素は弱酸性環境に応

答し発光性を示す開環体を与える。しかし、中性条件ではシアニン色素の発光団である π 共

役系がメルカプト基の付加により切断されており、発光性を示さない。ごく最近、分子内に

プロトン化を促進する極性官能基としてカルボキシ基を結合させると、中性条件においても

開環反応が促進され発光性の開環体を与えることを見出した（図 10）6。この現象に注目する

と、カルボキシ基の前駆体としてエステルやホルミル基をもつ色素を合成すれば酵素活性を

可視化できる turn-on型色素を開発できると想定した。 

 

 

図 10. 酵素応答性シアニン色素．Xは酵素反応でカルボキシ基へと変換される官能基． 

 

４－１． カルボキシエステラーゼ応答性シアニン色素の開発 

 図 9に示す機構により酵素活性を可視化できるかどうかを確認するため、官能基 Xとして

エステルを選択し、カルボキシエステラーゼ活性の可視化に取り組んだ（図 11a）6。メチル

エステルを含む C5S-E はメルカプト基の付加脱離に起因する pH 応答性を示したが、カルボ

キシ基を含むC5S-CはpHに依存せずほぼ発光性の開環体であることが示唆された（図11b）。

C5S-Eに中性条件でカルボキシエステラーゼ PLEを作用させたところ、時間経過とともに発

光量が増大した（図 11c）。発光量は PLE の濃度に依存し、エステル部位をもたない pH 応答

性分子では発光量に変化は見られなかった。なお、この turn-on型発光機構はエステル加水分

解酵素の１つであるアセチルコリンエステラーゼ活性の検出にも有効であることを見出した

7。turn-on型分子プローブ設計に新しい指針を示す結果であると言える。 

発光性なし 発光性あり発光性なし
カルボキシ基の効果により

中性条件でも開環し発光するようになる

酵素反応

（中性条件では開環せず発光しない）

平衡が
右へシフト
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図 11. (a) エステル加水分解酵素応答性分子プローブ C5S-E．(b) C5S-Eおよび加水分解生成

物 C5S-Cの吸光度の pH依存性．(c) C5S-Eに酵素 PLEを作用させた際の発光強度変化． 

 

４－２． アルデヒド脱水素酵素 1A1応答性シアニン色素を用いるがん幹細胞の可視化 

 図 10 における X 基としてホルミル基を選択すれば、アルデヒド脱水素酵素の検出に利用

できることを見出した 8。アルデヒド脱水素酵素は 19種類の isoform が知られているが、特に

アルデヒド脱水素酵素 1A1（ALDH1A1）はがん幹細胞（cancer stem cell: CSC）において特異

的に発現していることが知られる。これまで CSCの検出には常時発光性の市販分子プローブ 

ALDEFLUORが汎用されていたが、近年 turn-on型分子プローブが数種類報告され注目を集め

ている。しかし、開発され

たプローブは主に緑色発

光分子であることから、分

子生物学の領域ではより

長波長側の分子プローブ

創製が望まれていた。 

 図 10 における X 基とし

てホルミル基を結合させ

た分子プローブ C5S-A は

中性条件において非発光

性であるが、期待通り

ALDH1A1によりC5S-Cへ

と変換され発光すること

を確認した（図 12）。 
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図 12. ALDH1A1 応答性シアニン色素 C5S-Aおよび C7S-Aを用

いるがん幹細胞の可視化． 

ALDH1A1

がん幹細胞
(cancer stem cell: CSC)

通常のがん細胞（分化済）
(NCC)

C5S-A (n = 2), C7S-A (n = 3)

（発光性なし）

C5S-C (n = 2), C7S-C (n = 3)

（発光性あり）
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 C5S-A を膵臓がん細胞 SUIT-2 に作用させたところ、CSC のみが選択的に染色された（図

13a）。なお、turn-on型プローブであることから洗浄操作なしで識別可能である。ALDEFLUOR

と共染色した場合、ALDEFLUORは画像を拡大しなければ CSCの識別が困難であったのに対

し、C5S-Aは低倍率でも容易に CSCの識別が可能であった（図 13b）。共染色実験結果より、

C5S-Aががん幹細胞のみを選択的に染色できることが示された。 

 ALDH1A1 発現量の少ない肺がん細胞 H1299 と発現量の多い A549 を移植されたマウスに

近赤外発光する C7S-A を作用させた（図 13c）。A549 の固形腫瘍から有意に強い発光が観測

されたことから生体組織内のがん幹細胞性の高い組織の検出にも有効であることが示された。

なお、ALDH応答性を示さない C7S-Nではどちらの固形腫瘍からも弱い発光が観測されるだ

けであり、CSCの多寡を評価できなかった（図 13d, e）。本研究では、CSC検出に有効な赤～

近赤外発光プローブの開発に成功した。 

 

 

図 13. (a) 膵臓がん細胞 SUIT-2に C5S-Aを作用させ洗浄操作なしで観察した共焦点レーザー

顕微鏡像．阻害剤：disulfiram．(b) SUIT-2を C5S-Aと ALDEFLUORを用いて共染色した際の

共焦点レーザー顕微鏡像．(c) 担癌マウス（H1299 と A549）に C7S-Aを作用させた際の発光

量変化および (d), (e) ALDH応答性をもたない C7S-Nとの比較．  

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

× 109post-15min

A549H1299

C7S-A
5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

× 108

SUIT-2

CSC

CSC

CSC
CSC

C5S-A

染色後
洗浄操作なし

CSC

CSC

CSC
CSC

NCC 染色されたCSCCSC

CSC

CSC

CSC
CSC CSC

CSC

CSC

CSC

ALDEFLUOR

共染色
C5S-A&

共染色されたがん幹細胞

染色後に
洗浄

C5S-A

C5S-A
+

inhibitor

red channel merged red channel bright field mergedgreen channel

low 
mag.

high 
mag.

(a) (b)

(c) (e)

ALDEFLUOR

0

8

6

4

15min 1h

2

10

6h

C7S-A
C7S-N

P = 0.037

P = 0.020
P = 0.038

FL
A

5
4

9
/F

L H
1

2
9

9

C7S-N

（ALDH応答性なし, control）

pre
(d)

C7S-N

（膵臓がん細胞）

18



５．おわりに 

 本研究では、近赤外光増感分子としてフタロシアニン、ナフタロシアニン、インドシアニ

ングリーンなどに注目し、造影剤やセラノスティクス剤、分子プローブを創製した。生体内

で過剰発現する酵素や化学物質により分子構造が変化することでより光増感能が高まる分子

の開発に取り組み、よりコントラスト良く可視化する技術、疾病部位のみを治療する技術の

確立につながる新しい知見を提供した。細胞内で起こる特異な生命現象を解明するだけでな

く、本研究の成果を実用的な造影剤、抗がん剤の開発につなげることが今後の課題である。 
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治療標的となるがん幹細胞の可塑性に関与する因子の検討 

 

千葉大学大学院医学研究院診断病理学・病理診断科  

池田 純一郎 

 

1．はじめに 

悪性腫瘍（がん）の中には、がん幹細胞（Cancer initiating cells; CICs or Cancer stem 

cells; CSCs）と呼ばれる再発や転移の原因になる少数の集団が存在すると考えられており、化学

療法や抗がん剤に耐性を示すとされている。これまでは非がん幹細胞(non-CICs)から CICsは形成

されないとされてきたが、近年、non-CICsからも CICsが形成されるという「可塑性」がみられる

ことがわかってきている。可塑性がみられる場合、CICs を死滅させても non-CICs が生き残って

いれば再び CICs が形成され、腫瘍増殖が維持されたままになってしまう。そこで本研究では、

CICsの可塑性の制御に重要な因子の候補について培養細胞や臨床検体を用いて解析することで治

療の標的となりうる可塑性制御因子の描出を行い、悪性腫瘍の根治を目指す。 

 

2．がん幹細胞とは 

腫瘍は単一のクローンから発生

するが、形態学的にも機能的にも非

常に多様性に富んだ集団であり、悪

性腫瘍（がん）の中にがん幹細胞

（CICs）と呼ばれる少数の集団が存

在すると考えられている（図 1）。

CICs は自己複製能と多分化能を有

し、化学療法や抗がん剤に耐性を示

すことから再発や転移の原因にな

るとされている。CICsを描出するために①表面

マーカー（CD133,CD44など）、②side population（色素排出能より描出）、③活性酸素種（reactive 

oxygen species; ROS）、④アルデヒド脱水素酵素(aldehyde dehydrogenase; ALDH)、⑤sphere 

formation といったマーカーが報告されて

いる 1)。我々はこれまでにこれらをマーカ

ーとして、肺癌や乳癌、悪性リンパ腫、子

宮内膜癌などで CICs との関係を検討して

きており、その中でも特に ALDH に焦点を

当てて解析を行ってきた（図 2）2-6)。 

当初は非がん幹細胞 (non-CICs)から

CICs は形成されないとされてきたが、近

年、non-CICsからも CICsが形成されるとい

図 1 腫瘍の多様性とがん幹細胞 

図 2 ALDH1A1 の検出方法（ALDEFLUOR assay） 
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う「可塑性」がみられることがわかってきていることから、がんの根治を目指す上でこのメカニ

ズムを解明することが重要であると考えられる（図 3）7)8)。 

 

3．子宮内膜癌におけるがん幹細胞と可塑性 

 子宮類内膜癌細胞株 HEC-1B と臨床検体を用いて ALDH1A1 の意義について検討したところ、

ALDH1A1高発現細胞では抗癌剤に対する抵抗性が高く、in vitro colony形成能および浸潤能がい

ずれも ALDH1低発現細胞と比較して有意に高かった（図 4）。また、子宮類内膜癌の臨床検体を用

いて ALDH1A1の免疫染色（免疫組織化学）を行って検討した結果では、ALDH1A1高発現症例で腫瘍

の病期（ステージ）が高く、disease-free survival rate、overall survival rateはともに低

く、多変量解析において独立した予後不良因子となった（図 5）。以上より、ALDH1A1 は子宮類内

膜癌の CICsマーカーとなりうることがわかった 5)。 

 HEC-1Bを詳細に検討していくと、腫瘍細胞の可塑性を模倣して、ALDH1A1-low（non-CICs）集団

図 3 がん幹細胞の性質と可塑性 

図 4 子宮類内膜癌細胞株における ALDH1A1 の検討 
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が ALDH1A1-high(CICs)集団を自然発生的に生み出し、ALDH1A1-high集団と ALDH1A1-low 集団が混

在していることが明らかとなった（図 6）。 

そこで、ALDH1A1-low細胞を PKH26赤色蛍光セ

ルリンカーキットを用いて赤く染色し、ALDEFLUOR assay を行った。全細胞数のうち、黄色になっ

た細胞の割合を可塑性指数（Plasticity index）とした。また、ALDH1A1の免疫染色標本で ALDH1A1

陽性細胞が比較的集簇した染色パターンを示していることから、腫瘍細胞同士の物理的な接触が

ALDH1A1 の活性化に寄与している可能性を確認するために、ALDH1A1-high と ALDH1A1-low の 2 種

類の細胞を同じディッシュで培養する方法と、トランスウェル（Permeable Supports 3.0 µm 

Polycarbonate membrane、Corning 社）を用いて培養液は共通であるが細胞同士の接触が起きない

ように培養する方法を検討した（図 7,8）。すると sublineによって差があることがわかり、subline 

A では、前者の方法が後者の方法よりも可塑性指数が高かったが、subline B では差がなかった

図 6 ALDH1A1-low 細胞（非がん幹細胞）の変動 

図 7 がん幹細胞の可塑性制御の検討.  

ALDH1A1-low 細胞 (red), high 細胞 (green). 

図 5 子宮類内膜癌臨床検体における ALDH1A1 の検討 
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（図 9）。その変化を蛍光顕微鏡で観察したところ、腫瘍細胞間の接触がある細胞に色調変化が確

認された（図 10）。以上から、ALDH1A1-high 集団と ALDH1A1-low 集団の混合により、可塑性指数

が加速される場合があることを見出した 9)10)。 

 

4．子宮類内膜癌における GPM6B と ALDH1A1の関係 

同じ細胞株でも sublineによって違いがでることから、subline Aと subline Bのそれぞれの

細胞から RNAを抽出し、両細胞の RNA発現を RNA-seq法を用いて比較したところ、CICs の可塑性

に関与する候補因子として GPM6B に着目した（表 1）。 

図 9 がん幹細胞の可塑性指数の比較 
図 10 ALDH1A1-low(red)と high(green)の細胞の変化 

図 8 がん幹細胞の可塑性指数の検出方法 
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GPM6Bは膜貫通型タンパク質で、プロテオリピドタンパク質ファミリーに属している。GPM6B は

神経細胞の髄鞘形成に関与しており、中枢神経系に発現して軸索膜を安定化させ、神経細胞の分

化を促進する機能を有している。腫瘍における GPM6B の機能解析では、GPM6B が前立腺癌におい

て癌抑制作用を示すという報告があるのみであり、子宮類内膜癌における GPM6B の機能は不明で

あった 11-15)。 

そこでまず、子宮類内膜癌の組織検体における ALDH1A1 および GPM6B の免疫染色を行ったとこ

図 11 子宮類内膜癌における ALDH1A1 と GPM6B の免疫染色 

表 1 subline A において発現上昇がみられた top 20 遺伝子 
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ろ、GPM6B は ALDH1A1 を発現している腫瘍細胞と発現していない腫瘍細胞の境界で発現している

傾向があることがわかった（図 11）。   

さらに子宮類内膜癌における GPM6B の意義を検討するために、CRISPR/Cas9 システムを用いて

HEC-1B 細胞における GPM6B 遺伝子をノックアウト（KO）し、HEC-1B 細胞(GPM6B-KO)を作製した

（図 12A,B）。HEC-1B細胞で GPM6Bをノックアウトすると、ALDH1A1の発現量が減少した。hGPM6B-

EGFP を導入した HEC-1B 細胞（GPM6B-KO）では、ALDH1A1 の発現量が増加した（図 13A,B）。同様

に、hGPM6B-EGFPを導入した HEC108細胞（OE1および OE2）を構築し、ALDH1A1の増加を確認した

（図 13C,D）。以上から、GPM6Bが ALDH1A1の発現の制御に関わっている可能性が示唆された。 

 

図 12 子宮類内膜癌細胞株における GPM6B ノックアウト細胞の作製 

図 13 子宮類内膜癌細胞株における GPM6B ノックアウト細胞および過剰

発現細胞と ALDH1A1 の発現 
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5．子宮内膜癌において高 GPM6B は予後不良因子となりうる 

自施設で用いることのできる子宮類内膜癌の症例数が限られているため、一般に公開されてい

る 3 種類のデータセットの gene expression profiling interactive analysis (GEPIA)2、human 

protein atlas (HPA)、そして the cancer genome atlas (TCGA)を用いて、高 GPM6B 子宮内膜癌

（子宮類内膜癌を含む）の予後への影響を検討したところ、GPM6B が高い症例は予後不良である

ことがわかった。GEPIA2のデータでは、子宮内膜癌における GPM6Bの高発現は、全生存率の低さ

と相関傾向にあることがわかった。また、HPA のデータでは GPM6B 高発現は子宮内膜癌の全生存

率の低さと相関していることが明らかになった（追跡期間の中央値は 2.5 年、p 値は 0.037）。最

後に、TCGA のデータベースでは、登録された子宮内膜癌を、最近発表された統合的ゲノム解析に

よる分類；①POLE 型（超変異型）（POLE） 16例、②マイクロサテライト不安定性（MSI）65例 、

③コピー数低下（CN-low） 87例、および④コピー数高値（CN-high）58例 に分けて検討した。

その結果、CN-high群では GPM6B の発現量が高い患者は低い患者に比べ、OSが有意に短かった（図

14）。これらの結果から、GPM6B高発現症例は、特に子宮内膜癌が CN-high群に分類される場合に

予後因子としてより有効である可能性が考えられた。CN-highは、他の POLE、MSI、CN-lowと比較

して予後不良の群であることが知られており、non-CICsから CICsへの可塑性を高める GPM6Bが、

予後因子となると同時に、治療の標的として重要になるかもしれない。 

 

6．おわりに 

本研究では、ALDH1A1活性の観点から CICsの可塑性を検討し、腫瘍細胞同士の直接接触により

CICs の可塑性が促進される場合があることを見いだした。CICs の可塑性を媒介する候補として 

GPM6B に着目し、子宮類内膜癌で GPM6B をノックアウトすると ALDH1A1 の発現が低下し、過剰

発現させると ALDH1A1 の発現が上昇することが確認された。このことから、GPM6Bは ALDH1A1の

図 14 子宮内膜癌における GPM6B 発現と生存率（TCGA データベースより） 
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誘導や CICsの可塑性に関与している可能性が示唆された。また、予後解析では、GPM6B は予後因

子となる可能性が確認された。CICsマーカーである ALDH1A1は予後因子であったが、CICsの可塑

性を制御する遺伝子も予後因子となりえた。CICsだけでなく、可塑性を制御する因子をターゲッ

トにすることが、悪性腫瘍の治療には重要となるかもしれない。 
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新規蛍光団の創製を基盤とした蛍光プローブの開発 

 

慶應義塾大学 薬学部・大学院薬学研究科 創薬分析化学講座 

花岡 健二郎 

 

1. はじめに 

生命現象の包括的な理解を目指す上で、生きている状態の生体内で、リアルタイムかつ高

感度に様々な生命現象を観察することは極めて重要である。そのため、このような観察を可

能にする「蛍光イメージング」は、生命科学・医療に有用な手法であり、特に観測対象分子を

可視化する「蛍光プローブ」の開発は必要不可欠である。蛍光プローブとは、対象とする生

体分子との化学反応を利用することで、励起波長・蛍光波長・蛍光強度などの光学特性が変

化する機能性分子のことであり、一方、一般に用いられている蛍光標識試薬とは、単にタン

パク質や生体小分子などを蛍光ラベル化することで、それら分子の挙動を可視化するもので

ある。このような蛍光イメージング技術は、2008 年ノーベル化学賞にて「緑色蛍光タンパク

質(GFP)の発見と開発」が、2014 年ノー

ベル化学賞にて「超高解像度の蛍光顕微

鏡の開発」が受賞対象となったことから

も、本技術の重要性が伺える。 

細胞内又は動物体内での生体分子の

機能や状態を可視化する「蛍光プロー

ブ」の開発研究は、これまでは如何に発

蛍光を off/on 制御させるかが盛んに研

究されてきた。さらに、これまでに実用

化されている蛍光プローブの多くは、既

存の蛍光色素、特に 500 nm 付近に蛍光

波長を有する緑色の蛍光色素を骨格と

してきた。そこで我々は、従来汎用されてい

る緑色波長(500～560 nm)領域の蛍光ではな

く、さらに長い深赤色から近赤外波長領域

(600 nm～900 nm)の蛍光を発し、かつ蛍光プ

ローブの母核として汎用性の高い新規な蛍

光団母核の開発を行った。具体的には、新た

な近赤外蛍光団「Si-ローダミン(SiR)類」及

び新規の深赤色蛍光団「TokyoMagenta(TM)

類」の開発に成功した(図 1)。SiR 類と TM 類

は、これまでに蛍光プローブの母核として汎

用されてきた、ローダミン類やフルオレセイ

400 500 600 700 [nm]

TokyoMagenta

SiR600

フルオレセイン SiR650 SiR700

SiR680 SiR720

図 1．我々が近年開発した近赤外蛍光団である SiR類と
深赤色蛍光団である TokyoMagenta類。 

テトラメチルローダミン

Ex.553 nm/ Em.573 nm

2-Me SiR650

Ex.646 nm/ Em.660 nm

フルオレセイン

Ex 494 nm/ Em 521 nm

2-Me TokyoMagenta

Ex 582 nm/ Em 598 nm

O OO

COO

Si置換

90 nm長波長化

図 2．我々が開発した Si置換フルオレセイン類
(TokyoMagenta 類)及び Si 置換ローダミン類
(SiR類)。 
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ン類のキサンテン環構造の O 原子を Si 原子に一原子置換により凡そ 90 nm の長波長化を達

成しているため(図 2)、これまでにローダミン類やフルオレセイン類を母核として開発され

てきた蛍光プローブの分子設計をそのまま SiR 類や TM 類へと応用可能である。そのため、

様々な深赤色から近赤外領域の蛍光を示す蛍光プローブを開発可能であった。実際に、これ

ら蛍光団母核を用いて、多数の蛍光プローブの開発に成功している 1,2)。このような長い波長

の光は、高い組織透過性や低いバックグラウンド蛍光、低い細胞毒性を示すことから、培養

細胞のみならず、生きた動物での蛍光イメージングや、複数の蛍光色素を同時に用いるマル

チカラーイメージングにおける一つのカラーウィンドウとして、そのニーズは極めて高い。

以下に、本研究期間において開発した新たな近赤外蛍光プローブについて紹介させて頂く、 

 

2. 葉酸受容体検出蛍光プローブ FolateSiR-1の開発 3) 

 葉酸受容体は卵巣がんや子宮内膜がんにおいての過剰発現やマウス神経管閉鎖部での部位

特異的な発現が報告されており、臨床医学・生命科学研究において重要な標的分子である。

蛍光プローブの分子デザインとしては図 3a に示すように、蛍光団母核としては動物個体への

応用を考え近赤外光領域に蛍光を有する SiR 類を用い、葉酸受容体に対するリガンドである

葉酸と蛍光団とを水溶性の高いペプチドリンカーで結合させた分子をデザイン・合成した。

また、SiR 色素の構造として、ベンゼン環部位 2 位にカルボン酸を持つ色素を母核とした

FolateSiR-1 と、同じく 2 位に

メチル基を持つ色素を母核と

した FolateSiR-2 を合成した。 

両プローブを葉酸受容体が

過剰発現している KB 細胞へ

と応用した結果（図 3b）、

FolateSiR-1 は細胞膜上のみか

ら蛍光が観察された。また、こ

の蛍光は 1 mM 葉酸による競

合阻害によって消失したた

め、FolateSiR-1 は葉酸受容体

を選択的に可視化していると

考えられた。一方、FolateSiR-

2は細胞膜上の蛍光に加え、細

胞内からも点状の蛍光が観察

された。この点状の蛍光は葉

酸競合実験においても消失し

な い こ と か ら 、 一 部 の

FolateSiR-2 は葉酸受容体非依

存的に細胞内に取り込まれて

葉酸 ペプチドリンカー
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図 3. (a) 開発した蛍光プローブの分子構造。(b) 葉酸受容体の高
発現細胞(KB細胞)を用いた蛍光イメージング。(c) マウス胚での
葉酸受容体の蛍光イメージング。(d) 担がんモデルマウスでの葉
酸受容体の蛍光イメージング。 
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いると考えられた。 

 更に開発したプローブをマウス胚の染色へと応用したところ、FolateSiR-2 においては胚全

体から点状の蛍光が観察されたのに対し、FolateSiR-1 は folate receptor が高発現していると

報告されている神経管閉鎖部において強い蛍光が観察された（図 3c）。また、KB 細胞を用い

た腫瘍モデルマウスへと応用したところ、FolateSiR-2 は投与後 6 時間経過後も組織非特異的

なバックグラウンド蛍光が観察された一方で、FolateSiR-1 はバックグラウンド蛍光の消失が

早く、プローブ投与後わずか 30 分で高い S/N 比で腫瘍の蛍光観察が可能であった（図 3d）。

さらに、FolateSiR-1 を卵巣がん部位及びその近傍の正常部位の組織から成る組織マイクロア

レイへと応用した結果、卵巣がん部位の葉酸受容体を検出した一方で、正常部位への染色が

低いことが観察された。また、量子科学技術研究開発機構の辻 厚志 先生らとの共同研究に

おいて、開発した本蛍光プローブを光増感剤として用いた場合、葉酸受容体の高発現した腫

瘍を持つがんモデルマウスにて、光照射により腫瘍に対する治療効果が観察された 4)。 

 

3. 細胞質集積性近赤外蛍光 Ca2+プローブの開発 5) 

 カルシウムイオン(Ca2+)は神経伝達や筋収縮など様々な生命現象におけるセカンドメッセ

ンジャーとして重要な役割を担っており、細胞質における Ca2+の濃度変動を可視化すること

は生命現象を解明する上で極めて重要である。Ca2+が関与する生命現象には多数の生体分子

が関連するため、近赤外蛍光を有する細胞質集積性の Ca2+プローブはマルチカラーイメージ

ングへ大きく貢献できると考えられるが、これまでに我々が開発した近赤外蛍光 Ca2+プロー

ブ CaSiR-1 6)はリソソームへの局在を示した。そこで、ベンゼン環部位 2 位にカルボン酸を持

つ Si-ローダミンを蛍光団母核として細胞質の Ca2+濃度変動を可視化するプローブ CaSiR-2の

分子設計・合成を行った（図 4a）。開発した蛍光プローブは Ca2+の存在によって 26 倍の蛍光

上昇を示した（図 3b）。次に、その AM 保護体である CaSiR-2 AM を HeLa 細胞へと応用した

ところ、期待通りに細胞質及び核に集積し、リソソームへの集積はほとんど見られなかった

（図 3c）。また、本プロー

ブはヒスタミン刺激によ

る細胞内の Ca2+濃度変動

を高い S/N 比で捉えるこ

とに成功した。更に、

CaSiR-2 AM をラット脳ス

ライス切片へと応用した

ところ、CaSiR-1 AM と比

較して神経細胞の自然発

火を S/N 比高く捉えるこ

とに成功した（図 3d）。

CaSiR-1 AM はラット脳ス

ライス切片においてもリ

図 4. (a) 開発した蛍光プローブの分子構造。(b) Ca2+添加による蛍光
スペクトル変化。(c) HeLa細胞でのヒスタミン刺激による細胞内 Ca2+

濃度変化の蛍光イメージング。(d) ラット脳スライス切片における神
経細胞内での Ca2+濃度変化の蛍光イメージング。 
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ソソームへの局在が観察されることから、ラット脳スライス切片における CaSiR-2 AM の高

い S/N 比は蛍光プローブを細胞質に集積させたことによると考えられた。 

 

4. リソソーム内 pHを定量可能な蛍光プローブの開発 7,8) 

 これまで合成手法の制限によって左

右対称型の SiR 類の合成しか行うこと

ができなかったが、近年、我々は新た

に左右非対称型の SiR 類の合成手法の

確立に成功した(図 5)9)。この非対称型

の SiR 類を合成することが可能となっ

たため、様々な近赤外蛍光プローブの

開発が可能となった。 

細胞内の各オルガネラはpHを維持

することで種々の生化学反応を制御し

ている。そのため、オルガネラ固有の

pHを測定することは、細胞内で起きて

いる生命現象を解明するために重要で

ある。一方、リソソームは、直径約0.1～0.8 µm の一重の膜で囲まれた袋状のオルガネラで、

エンドサイトーシスによって取り込んだものや細胞成分を分解利用するのが役割である。リ

ソソーム内のpHは5程度と弱酸性であり、さらに酸性で活性化する様々な加水分解酵素によ

って生体成分を分解する。また、リソソーム病においては、リソソーム内pHの異常が疾病に

関わっているとの報告もある（JBC, 284, 7681-7686 (2009)など）。そのため、リソソーム内の

pHを測定することは、リソソーム病とリソソーム内pH 異常との関係を明らかとし、疾病の

メカニズムの解明、さらにはそれらの治療薬の開発へと繋がると期待される。本研究では、

生きた細胞内で、リアルタイムにリソソーム内pHを定量可能とする新たな蛍光プローブの開

発を目的とした。 

 様々な置換基を有する非対称 SiR 類の光学特性を精査したところ、キサンテン環の一方の

アミノ基にピペラジン環構造を有する非対称 SiR は、pH 7.4 における吸収極大波長が大きく

短波長化した(図 6a)。光学特性の pH 依存性を調べたところ、ピペラジン環を有する非対称

SiR はピペラジン環の脂肪族アミノ基がプロトン化されることで、蛍光性を保ったまま吸収

波長が大きく短波長化する性質を示すことを見出した。これまで pH 変化に応じて大きな吸

収波長変化を示すローダミン系蛍光色素は報告されておらず、本分子はローダミンの特徴で

ある光褪色耐性の高さを活かした有用な pH 感受性プローブの母核になると考えられた。そ

こで、本母核を利用して、異なる二波長で励起した際の蛍光強度比（レシオ）の変化を測定

することで細胞内の酸性 pHを定量的に測定できる二波長励起一波長測光のレシオ型 pHプロ

ーブの開発を試みた。酸性オルガネラの pH 測定を行う蛍光プローブには、①pH 5～7 の範囲

でレシオが大きく変化する pKa を有すること、②特定の酸性オルガネラのみにプローブを送
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Φfl = 0.21
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Φfl = 0.21

Ex/Em = 637/660 nm

Φfl = 0.18
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Φfl = 0.07

Ex/Em = 666/684 nm

Φfl = 0.25
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Φfl = 0.27
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Φfl = 0.29

Measured in 100 mM NaPi buffer (pH 7.4) containing 1% DMSO.

SiR 非対称SiR

図 5．我々が近年合成法を確立した非対称 SiR類。 
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達できることが必要である。そこで、ピペラジンアミノ基上に電子求引性置換基を有する誘

導体を種々合成して検討した結果、要件を満たす pH プローブ「SiRpH5」の開発に成功した

(図 6b)。SiRpH5 は pKaの調整部位と水溶性化部位として 2,4-ジスルホベンジル基を、また特

定のオルガネラにプローブを送達するためにタンパク質等の生体高分子に標識可能なカルボ

ン酸部位を有している。SiRpH5 はピペラジン環を有する非対称 SiR と同様に酸性では 580 nm

に、中性では 660 nm の励起極大を有し、そのレシオ値変化の pKaは 6.1 と pH 5~7 の酸性オル

ガネラの可視化に適した値を示した。また、SiRpH5 はローダミン蛍光色素を母核としたレシ

オ型 pH プローブであるため、既存のレシオ型 pH プローブである SNARF-1 や BCECF と比

較して光褪色耐性に優れたレシオ型 pH プローブとなった。 

一方、デキストランは、エンドサイトーシスにより酸性オルガネラであるリソソームに集

積することが知られている。リソソーム pH 測定プローブとして SiRpH5 をデキストランに結

合させた SiRpH5-Dex を作成した(図 6c)。MEF 細胞外液に本プローブを添加し、580 nm と

660 nm の二波長で励起してレシオイメージングを行ったところ、リソソームマーカータンパ

ク質に蛍光タンパク質を融合させた Venus-Vamp7 と共局在するリソソームから酸性を示す高

いレシオ値が観測され、NH4Cl 添加に伴うリソソーム pH の塩基性化の可視化にも成功した。 

 

図 6．(a) キサンテン環の一方のアミノ基にピペラジン環構造を有する非対称 SiRの分子構造と pH変
化に伴う吸収・蛍光スペクトル変化。また、580 nm及び 663 nmで励起した際の蛍光強度のレシオ値
変化の pKaの算出のためのプロットも示した。(b) ピペラジン環構造を有する非対称 SiR を基礎とし
た新たなレシオ型 pH蛍光プローブである SiRpH5。(c) SiRpH5を標識したデキストランプローブを用
いた、MEF細胞でのリソソーム内 pHの定量測定。 
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5. エキソペプチダーゼ活性を検出可能な近赤外蛍光プローブの開発 10) 

 プロテアーゼは特定のペプチド配列を認識し加水分解する酵素群であり、その活性はがん

や神経変性疾患を始め様々な疾患と深く関連している。そのため、生体内でのプロテアーゼ

活性の可視化は疾患メカニズムの解明や臨床診断に繋がると期待される。生体内でのプロテ

アーゼ活性を検出する手法として、光の組織透過性が高く自家蛍光が低い近赤外蛍光プロー

ブを用いた手法が有用である。しかし既存の近赤外蛍光プローブの分子設計法では、主にペ

プチド配列の中央部位を認識し切断するエンドペプチダーゼ活性の検出に限られていた。そ

こで、ペプチド配列の末端部位を認識し切断するエキソペプチダーゼ活性を検出可能な近赤

外蛍光プローブの分子設計法を開発し、それを用いて 2 型糖尿病の創薬標的であることを始

めとして、近年ではがん免疫療法の創薬標的として(Nat. Immunol., 2019, 20, 257-264 (2019))、

或いは食道がん検出のバイオマーカーとして(Sci. Rep., 6, 26399 (2016)など)注目される、ジペ

プチジルペプチダーゼ 4(DPP-4)の活性を検出する近赤外蛍光プローブの開発を行った。 

 蛍光プローブの開発にあたり、上記の非対称 SiR 類に着目した。すなわち、非対称 SiR 類

のキサンテン環上の N 原子をアミド化することで 110 nm 以上の大きな吸収波長の短波長化

を引き起こすことを見出し、この特性を利用することでアミド結合の切断に伴う大きな蛍光

増大を起こすことができると考えた(図 7a)。非対称 SiR 類の中でも、最も優れた蛍光上昇比

を示した 2,6-diMe SiR640を色素母核として酵素認識配列としてロイシンをアミド結合で導入

することで、ロイシンアミノペプチダーゼ(LAP)活性を検出する近赤外蛍光プローブの開発

に成功した。開発したプローブは酵素反応により 600 倍以上の蛍光増大を示した。このよう

に、非対称 SiR 類のアミド誘導体化に伴う特徴的な光学特性の変化を利用することで、エキ

ソペプチダーゼ活性を検出する近赤外蛍光プローブの分子設計法の確立に成功した。 

 開発した分子設計法を用いて、生体内の DPP-4 活性を検出する近赤外蛍光プローブの開発

を行った。具体的には、異なる DPP-4 の認識配列を結合させたプローブ群を合成し、それら

の機能評価を行った(図 7b)。その結果、何れのプローブも精製酵素と速やかに反応し、更に

培養細胞を用いた蛍光イメージングにおいても DPP-4 高発現細胞でのみ蛍光増大を示し、阻

害剤の添加によってその蛍光上昇は抑制された。開発したプローブの中でも EP-SiR640 が最

も大きな蛍光上昇比を示し、また生体内に存在する様々なプロリルペプチダーゼの中でも

DPP-4 と選択的に反応することが分かった。 

 さらに、開発した蛍光プローブの動物個体への応用を行った。マウスを開腹した後に EP-

SiR640 を静脈内投与し、腹腔内の臓器からの蛍光を観察した。その結果、腎臓や腸管から蛍

光増大が確認され、阻害剤の投与によってその蛍光増大は抑制されたことから、動物個体レ

ベルで内在性の DPP-4 活性を検出可能であることが分かった。次に、H226 細胞で作成した担

がんモデルマウスに EP-SiR640 を腫瘍内投与し、蛍光観察を行った。プローブ投与直後から

腫瘍内において強い蛍光が観察され、DPP-4 阻害剤によりその蛍光は抑制された。このよう

に担がんモデルマウスにおいて DPP-4 活性を指標としたがん蛍光イメージングを行うことに

成功した。 

 続いて、開発した蛍光プローブを用いて、食道がん内視鏡生検サンプルでの蛍光イメージ

34



ングを行った(図 7c)。蛍光プローブの添加によって蛍光増大が観察され、DPP-4 阻害剤の添

加によってその蛍光増大が抑制されたことから、食道がん由来の DPP-4 活性を検出すること

に成功した。また、ヘマトキシリン・エオジン染色によっていずれの検体も腫瘍部位である

ことを確認した。最後に開発した蛍光プローブを食道がん ESD 検体へと応用した(図 7d)。プ

ローブ散布前は検体からの自家蛍光は観察されなかったが、新鮮手術検体に蛍光プローブを

散布することで、腫瘍と思われる検体の中央部位から蛍光増大が観察され、散布 5 分以内に

その境界が明瞭になった。また、ルゴール染色によって腫瘍部位を調べてみたところ蛍光像

とよく一致したことから、EP-SiR640 により近赤外蛍光を用いて迅速に食道がん ESD 検体に

おける腫瘍部位を検出することに成功した。 

 

図 7．(a) エキソペプチダーゼ活性を検出する近赤外蛍光プローブの分子設計。(b) 異なる DPP-4認識
配列を結合させた蛍光プローブ群。(c) ヒト生検サンプルをシタグリプチン(20 µM)の存在下及び非存
在下でインキュベーションした後に、EP-SiR640 を用いた蛍光イメージング。Ex Em = 620 60 nm   

700 75 nm。Scale bar: 300 µm。(d) 食道がんの新鮮 ESD検体に EP-SiR640を散布した時の蛍光像と
白色像、ルゴール染色による腫瘍部位の検出像。 

 

6. N-Ph rhodamine類の消光機構の解析と蛍光プローブ開発への応用 11) 

 ローダミン類は高い蛍光量子収率、強い光退色耐性とともに水溶性を併せ持つ蛍光色素で

あり、蛍光プローブの母核として汎用されてきた。一方、蛍光消光団である QSY 類に代表さ

れるローダミン骨格の N 原子にフェニル(Ph)基が結合した誘導体(これを N-Ph rhodamine 類

とする)は、ローダミン類と極めて類似した構造であるにも関わらず、無蛍光性であることが

知られていた(図 8a)。本研究では、この N-Ph rhodamine 類の無蛍光性のメカニズムの解析を
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行い、得られた知見を基に、論理的に N-Ph rhodamine を母核とした新たな蛍光プローブの開

発を行った。 

 N-Ph rhodamine 類について、分子軌道計算による励起状態での安定構造の計算や各種誘導

体の合成及びそれらの光学特性の測定から、この無蛍光性のメカニズムとして、N-Ph 

rhodamine 類の励起状態において、キサンテン環–N 原子間の結合が 90 度ねじれた構造とな

り、その際に強い分子内電荷移動(ICT)状態を形成するという TICT(Twisted intramolecular 

charge transfer；ねじれ型分子内電荷移動)状態を形成することで無蛍光性になることが分かっ

た(図 8b)。このように、N-Ph rhodamine 類は励起状態における「結合のねじれ」によって消

光することが示唆されたことから、この特性を利用することで、標的タンパク質との結合に

より「結合のねじれ」を抑制し蛍光性へと変化する蛍光プローブの新たな分子設計法になり

得ると考えた(図 8c)。標的分子としては、タグタンパク質として汎用されている HaloTag®に

着目した。HaloTag とは、クロロアルカン構造（HaloTag リガンド）を有する有機小分子と共

有結合を形成する改変酵素であり、観察したいタンパク質と HaloTag を融合することで標的

タンパク質の局在や発現量の変化などを解析できる。HaloTag と結合することで無蛍光性か

ら蛍光性へと変化する蛍光プローブを開発することで、サンプル数の多い生化学実験等にお

いてしばしば問題になる未反応の蛍光プローブの「洗浄操作」を行うことなく、タンパク質

の動的な挙動を解析することができる。 

 そこで、HaloTag タンパク質との結合時にのみ蛍光が増大するプローブの開発を行った。具

体的には、非対称 SiR類においてキサンテン環上の芳香環が結合した N原子の近傍に HaloTag 

 

図 8．(a) Rhodamine Bと N-Ph-ローダミン類の吸収・蛍光スペクトル。(b) N-Ph-ローダミン類の光照

射による励起状態の形成後の TICT状態の形成。(c) HaloTagタンパク質との結合により蛍光が offから

onへと変化する、非対称 SiRを基礎とした近赤外蛍光プローブの分子設計。(d) SiR Halo-4を用いた

細胞膜表面に発現した HaloTagタンパク質の蛍光標識のタイムラプス蛍光イメージング。 

Absorption and emission spectra of rhodamine B or Ph-DER (1 μM) in methanol

containing 0.1% DMSO as a cosolvent.
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リガンドを結合させたプローブ群をデザイン・合成した。その結果、キサンテン環上の N 原

子に HaloTag リガンドが直接結合しているプローブは、HaloTag タンパク質との結合により大

きな蛍光増大を示すことが分かった(図 8c)。さらに、複数のスルホ基で修飾し、他のタンパ

ク質との非特異的な結合による蛍光上昇を抑制することで、HaloTag タンパク質選択的に蛍

光増大を示す SiR Halo-4 の開発に成功した。また、本プローブのラベル化速度を調べたとこ

ろ、これまでの off/on 型のタグタンパク質検出蛍光プローブに比べて速い反応速度を有して

おり、簡便かつ迅速なタグ標識が可能であった。実際に細胞膜上に発現した HaloTag タンパ

ク質融合 GPCR へと本プローブを応用したところ、プローブ添加後 15 分以内に、洗浄を必要

とせず、発現細胞選択的に細胞表面の蛍光上昇が観察された(図 8d)。 

 

7. おわりに 

 本研究では、近赤外領域での蛍光イメージング技術の更なる進展を目指して、蛍光プロー

ブの母核として汎用性の高い新規の近赤外蛍光団 SiR 類を独自に開発し、それを用いて、様々

な近赤外蛍光プローブの開発、更には、培養細胞でのマルチカラーイメージングや動物個体

での in vivo 蛍光イメージングへと応用した。近年では、蛍光団母核中の Si 原子を P 原子や

Ge 原子などの他の原子に置換した近赤外蛍光プローブの開発 12,13)や、光音響イメージング用

のプローブ分子 14)など他の光イメージング技術用のプローブ開発に展開するなど、本蛍光プ

ローブの開発技術を大きく展開することに成功している。今後、本研究で開発した蛍光プロ

ーブの分子設計技術が生物学や臨床医療、創薬へと貢献していくことを目指していく。 
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細胞内脂質調節薬剤の開発と炎症制御メカニズムの解析 

 

日本医科大学 生化学・分子生物学（代謝・栄養学） 

早川清雄 

1 はじめに 
近年、細胞や組織レベルにおける複雑な免疫代謝（Immunometabolism）のメカニズムが解

明されてきており、代謝の制御と免疫細胞の活性化の密接な連携が明らかになってきている
1。 

動脈硬化は慢性炎症性疾患であり、わが国の死亡原因の上位を占める心血管疾患の主要な

原因であるが、その詳細なメカニズムはまだ十分に解明されておらず、免疫細胞の代謝調節

が心血管疾患の発症に寄与している可能性がある。 

動脈硬化に伴うプラークの形成は、脂質、特にコレステロールの蓄積にともない、慢性炎

症の特徴である動脈壁の広範なリモデリングに特徴づけられる。マクロファージは、血管内

皮下脂質沈着の主な原因となる変性 LDL を取り込んで泡沫細胞となるだけでなく、血管の炎

症とリモデリングを促す 2。一方、マクロファージの炎症応答の活性化を抑制することでア

テローム性プラークの形成を抑制することができる 3。 

マクロファージは、病原体、および損傷組織や壊死する細胞から放出される特徴的な分子

構造（PAMPs, DAMPs）を Toll 様受容体（TLR）などのパターン認識受容体を介して認識し、

炎症反応に必要な遺伝子の発現制御に関わる転写因子を活性化することが明らかになってい

る 4。TLR の 1 種である TLR4 は、リポポリサッカライド（LPS）を認識することにより NF-kB

を活性化することが知られているが、これに加えて、TLR4 は、内因性のリガンドを認識す

ることによりアテローム形成に関与すると考えられている 5。 

コレステロールは細胞を構成および維持するために必須な因子であり、細胞はコレステロ

ールホメオスタシスを維持する複雑なメカニズムを備えている。貪食やスカベンジャー受容

体等を介してマクロファージに取り込まれた LDL や酸化リポタンパク質は、エンドソームや

リソソームを経て加水分解された後、遊離コレステロールとして利用される 6。すなわち、

リソソームは、細胞内コレステロールのホメオスタシスを制御および維持する上で重要な役

割を担っている 7。さらに、コレステロール調節制御の破綻は、動脈硬化の形成に関与する

ことが報告されている 8。細胞内コレステロールのホメオスタシスの異常はマクロファージ

の異常な活性化に関連しており、また、自然免疫応答の活性化に伴って細胞内コレステロー

ル量が時間依存的に変化することも報告されている 9。 

そこで、本課題では、細胞内コレステロール代謝調節はマクロファージの炎症応答の活性

化に必須な因子であることに注目して動脈硬化の形成に関わる分子基盤的研究を行い、細胞

内コレステロール代謝調節が、慢性炎症・動脈硬化に対する新しい治療・予防標的となりう

るかについて検討した（図１）。 
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2 マクロファージの TLR4 を介した活性化によりコレステロールが細胞内⼩器官に蓄積す

る 
細胞内のコレステロールと炎症応答の関係を明らかにするため、マウス由来マクロファー

ジ細胞株 Raw264.7細胞を TLR4 のリガンドである LPS を用いて活性化し、共焦点レーザー顕

微鏡および Gas chromatography/mass spectrometry（GC-MS）を用いて細胞内コレステロー

ルを解析した。LPS による細胞の活性化により細胞内コレステロールの有意な増加が観察さ

れた（図２A,B）。また、細胞内小器官（初期エンドソーム、後期エンドソーム、およびリソ

ソーム）のマーカータンパク質（それぞれ、EEA1、Rab7、LAMP1）とコレステロールを共染

色し、解析した結果から、細胞の LPS処理後、コレステロールがエンドソームやリソソーム

に急速に蓄積されることが明らかとなった 10。 

 

3 コレステロールは炎症応答の活性化に必須である 
LPS刺激後にエンドソームやリソソームに急速に蓄積されるコレステロールの動態を解析

するため、コレステロール合成を抑制するメバスタチン、リソソームの機能阻害を誘導する

クロロキン、および脂質を排除した FBS（LD-FBS）で前処理を行ったマクロファージ内での

コレステロールの蓄積を、GC-MS を用いて解析した。メバスタチン、クロロキン、および

LD-FBS を培地に添加したいずれにおいても、LPS刺激による細胞コレステロールの有意な蓄

積は認められなかった（図３）。 
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さらに、上記の前処理を受けた細胞における炎症応答をみるために、Il6 mRNA 発現等を

qRT-PCR を用いて解析したところ、いずれの遺伝子においても LPS刺激による発現の増加が

有意に抑制された（図４）。 

 

これらの結果から、マクロファージにおけるコレステロール代謝の活性化は、細胞レベル

での炎症応答の制御に密接に関わっていることが明らかとなった。 

これまでの研究から、ATP加水分解に依存した ATP‒binding cassette protein A1（ABCA1）等

のトランスポーターの働きにより、細胞内の過剰なコレステロールが細胞外へ排泄されるこ

とが明らかになっている 11。そこで、コレステロールの過剰な蓄積が炎症応答の増強を促進

するかを確かめるため、コレステロールのトランスポーターABCA1 の阻害剤である PSC-833

が、LPS による細胞へのコレステロールの蓄積、および炎症性サイトカインの遺伝子発現に

及ぼす影響について解析を行った。ABCA1 の阻害により炎症応答が有意に増強されたことか

ら、炎症に伴う応答の制御に ABCA1 が関与していることが明らかとなった（図５）。 

 

4 PRX は細胞コレステロールの排泄を促進して炎症応答を抑制する 
これまでの結果から、細胞内に蓄積するコレステロールが炎症応答の増強に関与している

ことが示された。そこで今回、超分子「細胞内分解性のポリロタキサン（PRX）」による細胞

内コレステロールの調節を介した炎症応答の制御を試みた。ロタキサンは、棒状の分子がリ

ング状分子の輪の中を通り、棒状分子の両端がストッパーで固定されている超分子である。

ポリロタキサンの構成因子であるシクロデキストリン（CD）は、水溶性の多糖類であり、細

胞膜中の脂質やコレステロールと相互作用するため細胞内に取り込まれにくい。PRXは、シ
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クロデキストリンを細胞内へと導入することができるキャリアとして機能する分子である
12。 

今回実験に使用した PRXは、細胞内の環境（pH4-5）に応じて分解され、細胞内部で複数の

シクロデキストリン分子が放出される（図６）。シクロデキストリンは、グルコースがα1, 

4結合で環状に結合したオリゴ糖であり、疎水性の空洞部に様々な化合物を包接することが

でき、また、包接により化合物の溶解性や性質が変わることから、医薬分野において広く利

用されている分子である。 

 

PRXは、細胞内の脂質・コレステロールを包接することでコレステロールの排泄を促進す

るため、細胞内にコレステロールの蓄積が生じるニーマンピック病 C 型（ライソゾーム病の

１つ）に対する治療薬としての応用が期待さている 13。 

そこで、PRXで処理したマクロファージを LPS で刺激し、コレステロールの排泄および炎

症応答の変化を解析した。PRXは、炎症応答に伴う細胞内コレステロールの蓄積を抑制し、

炎症性サイトカインの１つである IL6の mRNA 発現およびタンパク質産生を有意に抑制した

（図７）。 
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さらに、PRXが関与するコレステロールの排泄経路を明らかにするため、PRXとコレステロ

ールトランスポーター阻害剤 PSC-833を用いて細胞を共処理したところ、トリチウムラベル

されたコレステロールの細胞外排泄が抑制され、また、PRXによる Il6 mRNA 発現の抑制効

果が阻害された（図８）。 

 

以上のことから、マクロファージ細胞に取り込まれた PRXが細胞内で分解され、β-CD が

細胞内に放出されることで、細胞内コレステロールが有意に減少し、炎症応答を抑制するこ

とが明らかになった。さらに、PRXが関与するコレステロールの排泄経路として、ABCA1 を

介した細胞外への輸送が必要であることが明らかとなった。 

 

5 コレステロールは⾃然免疫応答のアダプター分⼦ Myd88 をターゲットにしている 
これまでの知見から、TLR4 を介するマクロファージの炎症応答には細胞内コレステロール

の制御が必須であることが明らかになった。そこで、コレステロールが関与する炎症応答メ

カニズムの解明を試みた。TLR4 は主要な自然免疫応答のセンサー分子として知られている
14。自然免疫応答シグナル経路の下流を明らかにするため、TLR4以外の自然免疫応答センサ

ー分子を活性化するリガンド（LPS、CpG、PolyIC、3pRNA）と PRXを用いてシグナル経路の

探索を行ったところ、TLR の下流における主要アダプター分子として知られる myeloid 

differentiation primary response gene 88 (Myd88)が関与する経路においては Il6 mRNA
発現が抑制されるのに対し、Myd88が関与しない経路では Il6 mRNA 発現が抑制されなかっ

た（図９）。 

43



そこで、Myd88はコレステロールが制御する炎症応答の調節因子候補と考え、そのアミノ

酸配列を調べた。生体制御に関連するコレステロール認識分子には cholesterol 

recognition amino acid consensus（CRAC）モチーフが存在することが報告されているが
15、Myd88の C末側の TIR ドメインに、この CRACモチーフが 2箇所に含まれることが明らか

になった（図１０）。CRACモチーフに変異を持つ Myd88変異体(CRAC-A、CRAC-B、および

CRAC-AB)を作製し、Myd88の活性化に及ぼす変異の影響を NF-kBルシフェラーゼアッセイ

(NF-kB Luc)により解析した。その結果、Myd88の CRAC-B（アミノ酸 227）の変異により、

NF-kBの活性化が抑制された（図１０）。 

 

実際に、PRXにより LPS による炎症応答が抑制されるかを NF-kB Lucベクターをトランス

フェクションした Raw264.7細胞を用いて確認したところ、PRXによりルシフェラーゼの活

性化が有意に抑制された。また、NF-kBの核移行をウェスタンブロッティングで解析したと

ころ、PRXにより NF-kBの核移行が抑制されることがわかった（図１１）。 

 

これらの結果から、細胞内コレステロールは、自然免疫応答のアダプター分子である

Myd88の活性化を介して、下流の NF-kBの活性化を誘導することが明らかとなった。 

 

6 PRX は LDL 受容体⽋損マウスにおける動脈硬化を抑制する 
Myd88 依存的な炎症応答の活性化がコレステロールの排泄促進により抑制されたことか
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ら、PRXが慢性炎症に起因する動脈硬化を抑制することができるかを、動脈硬化のモデルマ

ウスを用いて検証した。 

高コレステロール性動脈硬化症モデルとして広く利用されている LDL 受容体欠損マウスを

用い、高脂肪食の摂取と同時に PRX(1,000mg/kg)を皮下投与し、11週間後に血管を Oil-red 

Oで染色し、プラーク（脂質に富む領域）の形成を解析した。Oil-red Oで染色されるプラ

ークは、PRX投与群において有意に減少していた（図１２）。 

 

さらに、マウスの大動脈洞における病理学的解析から、内膜の肥厚および脂質の多い壊死

巣（ネクロティックコア）の減少が認められた。マッソントリクローム染色から、PRXの投

与によるネクロティックコアを覆う結合組織沈着形成の抑制が認められた。また、大動脈に

おける炎症性サイトカインの遺伝子発現を qRT-PCR により解析したところ、PRX投与群では

コントロール群よりも炎症応答が抑制されていた（図１３）。 
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マウスの体重や血清中のコレステロールレベルには、PRX投与による有意な変化は認めら

れなかった。 

 

7 PRX はヒト monocyte における炎症応答を抑制する 
ヒト monocyte のコレステロールとアテローム性動脈硬化症には関連性がある 10。ヒトの動

脈硬化に対する PRXの薬剤としての可能性を検討するため、ヒト monocyte における PRXの

抗炎症作用を検証した。まず、末梢血から採取したヒト CD14+ monocyte中での炎症に伴う

コレステロールの蓄積を蛍光染色法で解析した。4時間の LPS刺激により細胞内のコレステ

ロール（Filipin染色にて検出）が増加し、コレステロールと LAMP1 が少なくとも部分的に

共局在することが明らかになった。また、RAW264.7細胞およびマウス BMDM（Bone Marrow 

Derived Macrophage)と同様に、ヒト monocyte においても、PRXで前処理することでコレス

テロールの蓄積が減少した。このことから、LPS によって誘導される細胞内コレステロール

の蓄積は、ヒト monocyte においても炎症応答を制御している可能性が示された。次に、

qRT-PCR でヒト monocyte における炎症応答を検討したところ、PRXで処理するとコレステロ

ールの蓄積に相関して、LPS によって誘導される IL6および IL1B mRNA の発現が抑制され

た。これらの結果は、PRXがヒト monocyte の炎症性活性化を抑制することを示すものであ

る（図１４）。 

 
 

8 まとめ 
本研究では、マクロファージにおける自然免疫応答にコレステロール代謝の活性化および

細胞内コレステロールの蓄積が必須であることを示した。我々のデータは、LPS がマクロフ

ァージにおけるコレステロールの取り込み、合成、オートファジー/リポファジーを含むコ

レステロール代謝過程を活性化することを強く示唆しており、また、エンドリソソーム内で

のコレステロールの蓄積は、コレステロール代謝の活性化を示すものであることも明らかに

なった。 

細胞内コレステロールが蓄積すると、Myd88 へのコレステロールの供給も増加し、それに

伴い CRACドメインによるコレステロールの認識、さらに Myd88のオリゴマー化とシグナル

増幅が促進されるのではないかと考えられる。また、リソソームからのコレステロールの輸

送およびその排出を促進する PRXが、in vitro ではマクロファージの炎症活性化を抑制

し、さらに in vivo ではアテローム形成を抑制することを明らかにした。 

心血管疾患のない人を対象として循環 monocyte中の細胞性コレステロール量と頸動脈内膜

中膜厚を測定した結果、頸動脈内膜中膜厚は、単球のコレステロール量と正の相関を示した

が、血漿中の総コレステロール、LDL-コレステロール、HDL-コレステロール、およびトリグ
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リセリドとは相関を示さなかった 10。さらに PRXは、ヒト単球を用いた解析においても、コ

レステロールの蓄積と炎症応答を抑制した。 

これらの結果から、コレステロール代謝の活性化は、マクロファージの自然免疫応答シグ

ナルに不可欠であり、動脈硬化の治療のための新しいターゲットとなることが示唆された。

本研究から、コレステロールが、マクロファージの炎症応答制御機構の重要な要素であるこ

とが明らかとなった（図１５）。 
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新規作用点を標的とする悪性黒色腫の治療戦略 

神戸大学大学院医学研究科内科系講座皮膚科学分野 

福本毅 

１． はじめに 

色素細胞ががん化すると悪性黒色腫になる。わが国における悪性黒色腫の年間死亡

者は 600 人を超えており、悪性黒色腫は死亡者数の最も多い難治な皮膚がんである。病

期 IV の悪性黒色腫の第一選択薬には分子標的薬や免疫チェックポイント阻害剤などが

あるが、薬剤に耐性を獲得したり、不応症例が存在する等の問題が未解決のままである。

その理由として、悪性黒色腫の発症・進展機構が、まだ完全に理解されていないことに

も一因がある。そのため、悪性黒色腫の発症・進展の更なる分子機構の解析を行う必要

があり、その解析に基づいた新規作用点を標的とする悪性黒色腫の治療戦略の開発が期

待されている。 

NOTCH シグナルは、悪性黒色腫の発症に関与していると報告されていて[1]、我々

は悪性黒色腫の発症・進展の初期段階に、NOTCH シグナルを抑制する NUMB が関わって

いる可能性を考えた。NUMB は、元々はショウジョウバエの胚で同定され、その後に脊椎

動物でも確認された[2, 3]。NOTCH シグナルを抑制する作用以外にも、NUMB は p53 の発

現を誘導し、Hedgehog シグナルを抑制することも知られている[4]。NUMB は様々な悪性

腫瘍で癌抑制因子として働き、悪性腫瘍では NUMB の発現が低下している事が確認され

ていた[5]。そこで本研究では、悪性黒色腫における NUMB の役割を解明し、新たな治療

標的になる可能性について検証した。 

２． NUMB の発現は悪性黒色腫患者の生存率と相関している 

最初に、悪性黒色腫患者の生存率と NUMB の発現に関連があるかを調べるために、

The Cancer Genome Atlasのデータベースを用いて Kaplane-Meier解析により検討した

[6]。
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NUMB 遺伝子の発現量

が低い患者は、生存期間が

短い傾向が示された 

（図１）。 

３． 転移性悪性黒色腫

の細胞株では NUMB の発現

が低下している 

様々な悪性黒色腫の

細胞株を用いたウエスタ

ンブロッティングの検討

でも、３種類の原発性悪性

黒色腫の細胞株である WM

３５細胞株と WM１３６６細胞株と WM３２１１細胞株では、色素細胞と同程度の高い

NUMB の発現を示し、転移性

悪性黒色腫の細胞株では

NUMB の発現が低かった 

（図２）。 

４． ３次元細胞培養モ

デルで NUMB の発現を抑え

ると悪性黒色腫細胞株の

浸潤能が増加する 

次に、NUMB の発現をノ

ックダウンすることで、悪

性黒色腫細胞株の挙動に

変化が出るかを検討した。

ショートヘアピン RNA を

用いて、NUMBノックダウン

（NUMB-KD）実験を実施し

た。悪性黒色腫細胞の WM１

７９９細胞株と WM３４５

図１：NUMBの発現は悪性黒色腫患者の生存率と
相関している

図２：転移性悪性黒色腫の細胞株では
NUMBの発現が低下している
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１細胞株で、NUMB を標的とするショートヘアピン RNA（shNUMBs）を用いて、NUMB の発

現を抑制した（図３）。それら WM１７９９細胞株と WM３４５１細胞株の shNUMB＃１と

shNUMB＃２の細胞で、形態学的には著しく伸長した樹状突起を持つ紡錘形に変化した

（図３）。さらに、NUMB-KD の細胞における浸潤能の変化を３次元細胞培養モデルで検

討した。その結果、NUMB-KDによって悪性黒色腫細胞株の浸潤能が増加する事がわかっ

た（図３）。 

図３：NUMBの発現を抑えると悪性黒色腫細胞株の浸潤能が増加する
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５． マウスモデルで NUMB の発現を抑えると悪性黒色腫細胞株の転移能が増加する

次に、NUMB-KDが生体内での悪性黒色腫細胞株の転移にどう影響するかを検討した。

その目的のために、WM１７９９細胞株をマウスに静脈注射することにより肺転移巣を形

成させる実験モデルを用いた。肺に発生した転移巣のコロニー数と面積を計測した結果、

NUMB-KDの影響として、肺に発生した転移巣のコロニー数と面積が共に増加しているこ

とがわかった(図４）。これらのデータは（図３、４）、NUMB が悪性黒色腫細胞株の浸潤

能および転移能に影響していることを示唆している。 

６． グリコーゲン合成酵素キナーゼ３阻害によって悪性黒色腫細胞株で NUMB の発

現が増加する 

図４：NUMBの発現を抑えると悪性黒色腫細胞株の転移能が増加する
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NUMB が悪性黒色腫の浸潤能や転移能を制御することをわかったため、次に NUMB を

治療標的とする事が可能か検討した。我々は以前に NUMB の発現が Wnt リガンドによっ

て増加することを見出していた[1]。そこで本研究では、Wnt シグナルを調整すること

で、悪性黒色腫細胞株で NUMB の発現が変化するか検証した。グリコーゲン合成酵素キ

ナーゼ３（GSK-３）阻害剤を用いて、Wntシグナルの負の制御因子である GSK-３を阻害

したところ、悪性黒色腫細胞株において NUMB の発現が増加した（図５）。同時に、Wnt

シグナルが活性化されていることを確認するために、β-catenin の発現が促進されて

いることも確認した（図５）。 

図５：グリコーゲン合成酵素キナーゼ３阻害によって悪性黒色腫細胞株でNUMBの発現が増加する
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７． グリコーゲン合成酵素キナーゼ３阻害は NUMB 依存的に悪性黒色腫細胞株の浸

潤能を低下させる 

悪性黒色腫における GSK-３阻害剤の治療効果の可能性について検討した。３次元

細胞培養モデルを用いて、GSK-３阻害剤で処理すると悪性黒色腫細胞株の浸潤能が低下

することがわかった（図６）。 

８． NUMB は CCNEの発現を制御する 

NUMB の悪性黒色腫細胞の浸潤能や転移能に対する作用の機序を探索するために、

cyclin E1（CCNE）と melanocyte inducing transcription factor（MITF）の発現を定

図６：グリコーゲン合成酵素キナーゼ３阻害はNUMB依存的に悪性黒色腫細胞株の浸潤能を低下させる
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量的リアルタイム PCRで調べてみた。CCNEと MITFを選んだ理由は、細胞周期、細胞生

存、および細胞浸潤を制御し、NUMB-NOTCH 軸によって制御されることも報告されてい

るからである[7-10]。結果として、NUMB-KDは、WM１７９９細胞株および WM３４５１細

胞株においてCCNEの発現を増加させたが、MITFの発現に影響を及ぼさなかった（図７）。

これらの結果から、NUMB の制御は、細胞周期に依存している可能性がある。この事実

は、CCNEが悪性黒色腫で高発現することにも合致する[11]。 

図７：NUMBはCCNEの発現を制御する
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９． まとめ 

本研究では、悪性黒色腫における NUMB の分子機構について検討した。NUMB は正常

な色素細胞や原発性悪性黒色腫細胞株では高発現しているが、転移性悪性黒色腫細胞株

では発現が低下している事がわかった。The Cancer Genome Atlas データセットの解析

からも、実際の悪性黒色腫の患者群において、NUMB の低発現が生存率の低下と関連し

ていることが明らかになった。機能喪失実験を用いることで、NUMB の悪性黒色腫にお

ける浸潤能と転移能における制御を示した。そして、その機序の１つとして、細胞周期

に関わる CCNE を介した作用である可能性を示した（図９）。つまり、NUMB が細胞周期

を制御する NUMB-NOTCH-CCNE 軸を介して悪性黒色腫における浸潤と転移を抑制する可

能性を示唆している。 

１０． 考察 

悪性黒色腫の治療において、分子標的薬や免疫チェックポイント阻害剤は、悪性腫

瘍の治療成績を劇的に改善させた。しかし、これら治療に抵抗性の患者群もいるため、

図８：NUMB-NOTCH-CCNE軸による悪性黒色腫の浸潤能の制御
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悪性黒色腫に対する新たな治療戦略を開発する必要がある。悪性黒色腫で、NOTCH シグ

ナルは腫瘍細胞の発生、進展、増殖、生存に重要な役割を果たしている事が報告されて

いた[12]。本研究では新たに、NOTCH シグナルを制御する NUMB が、細胞周期を介して

悪性黒色腫の浸潤と転移を制御していることを証明し、さらに低分子化合物であるGSK-

３阻害剤によって NUMB の発現を調整できることを示した。これまでも、GSK-３の異常

は多くの悪性腫瘍で報告されており、GSK-３は悪性黒色腫組織でも高発現しているとこ

が知られている[13, 14]。 

本研究では、NUMB が悪性黒色腫の治療標的となり得る可能性を示したが、NUMB の

分子機構に関しては更なる知見の蓄積が必要である。その理由は、いくつかの研究では

NUMB が悪性腫瘍の浸潤と増殖を抑制すると報告しているのに対して[15, 16]、他の研

究では逆に促進すると報告しており、NUMB の悪性腫瘍における制御については諸説が

ある[8, 9]。おそらくは、NUMB のアイソフォームの多様性や、悪性腫瘍の種類や細胞発

生の特定の段階での作用によって NUMB の作用は異なる可能性があり、NUMB 制御の複雑

さを解明するためにさらなる研究が必要である[16-18]。 
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がんの核酸医薬治療を目指したペプチド材料の開発
京都府立医科大学大学院医学研究科

大庭 誠

１．はじめに
 がん治療のための核酸医薬に関する研究が盛んに行われている。近年、がん以外へ

の適用ではあるが、核酸医薬のいくつかが臨床応用されてきた。しかしながら、がん

領域においては、当初期待されたほどの実用化にはつながっていない。それはひとえ

に、核酸を標的部位ならびに細胞内に運ぶベクターの問題である。生体内に投与され

た核酸は、豊富に存在している核酸分解酵素により容易に分解されてしまう。また、

核酸はマイナスの電荷を帯びた中分子〜高分子であり、核酸単体では細胞膜を透過す

ることが困難である。低毒性かつ高効率に、狙った場所に核酸を運ぶベクターの開発

が核酸医薬成功の鍵を握っている。ベクターとしては、脂質や合成高分子を利用した

ものがよく知られている。これらのベクターは安価で大量に調製可能であり、in vivo
でも有望なシステムが報告されている。実際に、2018 年に small interfering RNA（siRNA）

を内包した脂質ナノ粒子が、肝臓を標的とする世界初の siRNA 医薬として承認され

ている。また記憶に新しいところでは、新型コロナウイルス感染症ワクチンとして、

脂質ナノ粒子を基盤としたメッセンジャーRNA（mRNA）医薬が使用されるようにな

った。その一方で、標的となる臓器（肝臓）や対象とする疾患は限定的である。がん

を標的とした臨床応用可能な核酸医薬品のためのベクターの開発は非常に難しい。常

に新しいシステムを考案し、その評価を通して得られた結果より新たな機能を付与し

たり、システムの再設計を行うことが、ベクター（核酸医薬）開発成功の近道である。

 我々はこのような背景を踏まえて膜透過性ペプチドに着目し、高効率かつ低毒性で

遺伝子や核酸をがん細胞内に運ぶペプチド材料を開発してきた 1)。膜透過性ペプチド

は、通常は細胞膜を透過できない薬物・タンパク質・核酸・遺伝子などを細胞内に導

入できることから、細胞内デリバリーツールとしての応用研究が行われている。臨床

応用例はまだないが、核酸医薬や治療用ペプチドをデリバリーする臨床試験が行われ

ている。我々は、非天然型アミノ酸（非タンパク質構成アミノ酸）を利用し、ペプチ

ド二次構造の観点から膜透過性ペプチドを開発してきた。

膜透過性ペプチドとして最初に見出されたのが Tatペプチドである 2)。HIV-1 Tat タ
ンパク質中にある配列で、アルギニン（Arg）を豊富に含んでいる。その後、Arg やリ

ジン（Lys）のような塩基性アミノ酸が膜透過機能に重要であることが明らかとなり、

Arg や Lys を豊富に含んだ膜透過性ペプチドが多数開発されている。一方、そのよう

な膜透過性ペプチドに非天然型アミノ酸を利用するメリットは何か。大別すると 2 つ

のメリットがある 3)。1 つめのメリットは、ペプチドの酵素耐性を向上させることで

ある。生体内には、プロテアーゼやペプチダーゼなどの加水分解酵素が豊富に存在し

ている。天然のa-アミノ酸のみから構成されるペプチドは、生体内で加水分解酵素に

より容易に分解されてしまうため、機能を発揮・持続するためにはこれを回避する必
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要がある。非天然型アミノ酸を含有するペプチドは酵素耐性を獲得する。実際に膜透

過性ペプチドに応用することで、酵素により分解を回避し、膜透過機能が持続するこ

とを明らかにしている 4)。2 つめのメリットは、すべての非天然型アミノ酸というわ

けではないが、ペプチド二次構造を固定化できることである。一部の膜透過性ペプチ

ドは、a-ヘリックス構造などの特定の二次構造をとることで両親媒性となり、膜透過

性を発揮するものがある。また、単純に二次構造を固定化することでペプチドの膜透

過機能があがると言われている。

今回、mRNA ならびに siRNA のがん細胞内デリバリーを目指した、非天然型アミ

ノ酸を含有する膜透過性ペプチドの開発を目指した。

２．Aib 含有膜透過性ペプチドを用いたmRNAデリバリー
a位に 2 つの置換基を有するa,a-ジ置換アミノ酸（以下、ジ置換アミノ酸）は、ペ

プチドに導入するとヘリックス構造をとる傾向にある 5)。特にa位に 2 つのメチル基

を有するジメチルグリシン（アミノイソブタン酸：Aib）は、ヘリックス構造を誘起す

る非天然型アミノ酸として汎用されている。我々も、Aib と Arg より構成される膜透

過性ペプチド（OligoArg-Aib）を開発している 6), 7)。一般的に、Arg を豊富に含む膜透

過性ペプチドは、Arg の数が多いほど膜透過機能が向上する（毒性も強くなる）。

OligArg-Aib については、Arg のみからなる膜透過性ペプチドであるオリゴアルギニン

（OligoArg）と比較して、少ない Arg残基数で高い膜透過機能を示している。これは、

Aib導入による酵素耐性の向上とヘリックス構造への固定化による効果に起因すると

考えられる。また、OligoArg-Aib を用いたプラスミド DNA（pDNA）の細胞内デリバ

リーについても検討している 7)。Arg を豊富に含むペプチドはプラスの電荷を帯びて

おり、マイナスの電荷を帯びている pDNA と静電相互作用を駆動力に複合体を形成す

る。この複合体を pDNA の細胞内デリバリーツールとして用いることができる。ここ

では Arg-Arg-Aib の 3残基を 1–6回繰り返した OligoArg-Aib を用いている。n = 4 か

ら良好なpDNAデリバリー効率（遺伝子導入効率）を示し、Arg 9残基よりなるOligoArg
と比べて有意に高い遺伝子効率であった。また OligoArg-Aib/pDNA複合体と細胞を一

定時間接触させて培地交換後に長時間再培養しても、遺伝子導入効率は低下すること

なく、条件によっては、市販の遺伝子導入試薬よりも高い導入効率を示した。Aib導
入による酵素耐性の向上効果により遺伝子導入効率を持続させることに成功した。

これらの研究成果を基盤に、今回、mRNA のがん細胞内デリバリーを可能にするペ

プチド材料の開発を行った（図１）8)。mRNA は前述のように新型コロナウイルスワ

クチンにも採用されている新しい医薬品モダリティである。mRNA のがん細胞内デリ

バリーに関するニーズは高いが、pDNA や siRNA に比べてそれほど研究が行われて

いない、特に膜透過性ペプチドを用いた mRNAデリバリーに関する報告は少ない 9)。

mRNA は pDNA と同じマイナスの電荷を帯びた生体高分子である。mRNA とプラス

の電荷を帯びた膜透過性ペプチドと混ぜると、pDNA のときと同じように複合体を形

64



図１．OligoArg と OligoArg-Aib を用いたmRNAの細胞内デリバリー．

成する。一方、mRNA と pDNA の大きな違いは、化学的安定性である。mRNA はヌ

クレアーゼにより容易に分解を受けてしまう。ヒト血清中、pDNA は 8 時間後でも

80%は分解を受けずに無傷で残っているのに対して、mRNA は数分で半分以下まで分

解されてしまう 10)。mRNAデリバリーにおいて、機能を発揮するまで mRNA を無傷

で守るというのが課題となる。

図２．Luc 発現 mRNA を用いた Huh-7 細胞に対する mRNA デリバリー効率評価． 
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Arg-Arg-Aibの 3残基を 5回繰り返したOligoArg-AibとArg 9残基からなるOligoArg
を比較した（図１）。ヒト肝がん細胞（Huh-7 細胞）に対して、ルシフェラーゼタンパ

ク質（Luc）を発現する mRNA を用い、Luc の発現量により mRNA のデリバリー効率

を評価した（Luc assay）。N/P ratio とは、ペプチド/mRNA複合体を作成した際に、ペ

プチド中のグアニジノ基の数と mRNA 中のリン酸基の比を表しており、N/P ratio 1 は

電荷的に中性で、1 を超えるとペプチドが過剰に添加されていることになる。図２は、

N/P ratio 2 と 4 の複合体の mRNAデリバリー効率について、複合体と細胞を接触する

時間を変えて評価した結果である。N/P ratio 2 では、OligoArg は Luc の発現がほぼ検

出できなかった一方で、OligoArg-Aib はバックグランドの約 1000 倍高い発現を示し

た。また OligoArg-Aib の発現のピークは 48時間後で、その後著しく減少していた。

N/P ratio 4 では OligoArg でも発現が検出でき、24 時間後をピークに減少に転じてい

た。OligoArg-Aib でも N/P ratio 2 と比べて総じて発現量は上昇し、OligoArg と比べて

も約 10倍高い発現量を維持していた。発現のピークは N/P ratio 2 のときと同じ 48時
間後ではあったが、72時間後でも高い発現量を維持していた。

図３．(A) 細胞内mRNA量の評価．ペプチド/mRNA複合体（N/P ratio 4）と Huh-
7 細胞を接触させ、各時間経過後に細胞を壊してmRNA を定量．(B) mRNA
の細胞外安定性評価．ペプチド/mRNA複合体（N/P ratio 4）を 10%血清中
に置き、各時間経過後にmRNAを定量．

OligoArg-Aib は OligoArg と比べて明らかに mRNAデリバリー効率が高かった。こ

の違いの理由を明らかにするためにいくつかの実験を行った。図３ (A)には、ペプチ

ド/mRNA複合体（N/P ratio 4）と Huh-7 細胞を接触させ、各時間経過後に細胞を壊し
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て無傷な mRNA を定量した結果を示している。mRNA の細胞内取り込み効率と細胞

内外での安定性が反映される。OligoArg、OligoArg-Aib ともに 1 時間後をピークに

mRNA 量は減少していた。両ペプチドの mRNA 量を比較すると、培養時間が長くな

ると顕著に差が見られ、OligoArg-Aib の方が 24 時間後には約 10 倍の mRNA が検出

された。図３ (B)は、細胞培養条件を模倣した 10%血清中での mRNA の安定性を評

価している。30 分〜1時間の短時間では OligoArg-Aib の優位性が示されたが、時間が

長くなるにつれて差は見られなくなった。これらの結果より、細胞内に取り込まれた

無傷な mRNA 量が OligoArg-Aib と OligoArg の発現効率の違いに寄与していることが

示唆されたものの、細胞外での安定性のみでは説明できないことが明らかになった。 

図４．ペプチド/mRNA複合体（N/P ratio 4）と Huh-7 細胞を 30分間接触し、培
地交換後、各時間経過後に細胞内のペプチド(A)ならびにmRNA (B)を定量．

続いて、ペプチド/mRNA複合体の細胞内での安定性について評価した（図４）N/P 
ratio 4 のペプチド/mRNA複合体と Huh-7 細胞を 30 分間接触させてペプチドならびに

mRNA を細胞内に取り込ませる。その後、培地を交換して培地中のペプチド、mRNA
を取り除き、再び 4、24時間細胞を培養し、細胞内に残っているペプチド（図４ (A)）
ならびに mRNA（図４ (B)）を定量した。ペプチドについては、OligoArg は 24時間
後には約 10%まで減少していたのに対して、OligoArg-Aib は、ほぼ 100%細胞内に残

っていた。OligoArg は細胞内で分解され、細胞外に徐々に排出されているのに対して、

OligoArg-Aib は分解を受けずに細胞内にとどまっていることが明らかになった。

mRNA についても同じような傾向にあり、OligoArg では 24時間後に 0.1%以下まで減

少していたのに対して、OligoArg-Aib は 1%以上が無傷で残っていた。 
OligoArg-Aib は OligoArg と比べて同等以上の膜透過機能を有しているが、酵素耐
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性が高いため細胞内外で分解されず、長い時間 mRNA を守ることができたと考えら

れる。特に細胞内での mRNA の安定性向上が mRNA の機能の持続化に寄与し、高い

発現効率を維持できたと考察される。mRNA が細胞内で機能するためには、pDNA と

比べてヌクレアーゼによる分解の回避が鍵であり、OligoArg-Aib は pDNA よりも

mRNAデリバリーでその効果が発揮できたと考えられる。以上のように、Aib を含有

する膜透過性ペプチドが mRNA のがん細胞内デリバリーにおいて非常に有用である

ことが明らかになった。

３．両親媒性のヘリカル膜透過性ペプチドを用いた siRNAデリバリー
pDNA、mRNA、siRNA は、似たような核酸を基盤とした分子であるが、二本鎖と

一本鎖、高分子と中分子など、物理化学的性質は大きく異なる。また、機能する場所

や作用する生体分子も異なり、同じデリバリーツールを用いても、必ずしも同じよう

に細胞内にデリバリーできて、同じような効果が得られるとは限らない。実際に、

OligoArg-Aib は pDNA と mRNA の細胞なデリバリーツールとしては有用であったが、

siRNAデリバリーは良好な結果を示さなかった。すなわち、siRNA に適した膜透過性

ペプチドを設計する必要がある。このような背景のもと、我々はジ置換アミノ酸を利

用した両親媒性のヘリカルペプチドを報告している（図５）11)。このペプチドはa-ヘ
リックス構造をとると、塩基性アミノ酸と疎水性アミノ酸がヘリックス構造の片側に

それぞれ集まった両親媒性構造となる。疎水性アミノ酸として各種ジ置換アミノ酸を

使用したところ、ジプロピルグリシン（Dpg）を含有するペプチドがヘリックス構造

をとり、高い膜透過性と高い siRNAデリバリー効率を示した。一方、ペプチド濃度を

高くすると毒性を惹起し、血清存在下ではデリバリー効率が低下することも明らかと

図５．a-ヘリックス構造をとる両親媒性構造になるペプチドの設計と用いたジ置換ア
ミノ酸の構造

N
H

H
N

O
N
H

O R1 R2

NH2

H
N

O 2

O

N
H

H
N

O
N
H

O H
N

O
NH2

O

R2R1

NH2

NH2

Gly5(6)-CF

5(6)-CF-Gly-(Lys-Leu-AA-Leu)2-Lys-AA-Leu-Lys-NH2

1: AA = H2N CO2HH2N CO2HH2N CO2H
L-Alanine

(Ala)
α-Aminoisobutyric

acid (Aib)
Diethylglycine

(Deg)

H2N CO2H H2N CO2HH2N CO2H

HO OH

Dipropylglycine
(Dpg)

1-Aminocyclopentane
carboxylic acid (Ac5c)

Hydroxymethylserine
(Hms)

2: AA = 3: AA =

4: AA = 5: AA = 6: AA =

Lys

Lys
LysLysLeu

Leu

Leu

Leu

Leu

AA

AA

AA

α-Helix

5(6)-CF: 5(6)-carboxyfluorescein

68



なった。そこで今回、毒性を低下させ、血清存在下でも siRNA の細胞内デリバリーが

可能な膜透過性ペプチドの開発を目指した 12)。 
以前の研究成果（Pep2）を基盤に以下の 7種類のペプチドを設計した（図６）。Pep1

と Pep3はそれぞれ、Pep2の Dpg をアラニン（Ala）、Lys を Arg に置換したペプチド

である。Pep2 から、アミノ酸を 4 残基増やしたものが Pep4、4 残基減らしたものが

Pep5である。Pep6と Pep7は Pep2と同じアミノ酸をもち、配列のみを変えたペプチ

ドで、Pep6は Lys 4残基を C末端に並べており、異なるタイプの両親媒性構造を形成

する。Pep7はヘリックス構造をとっても両親媒性とはならない配列である。 

図６．ペプチド配列、Dpgの構造、a-ヘリックス構造をとったときの各アミノ酸の位
置．

CD スペクトル測定によりペプチド二次構造を評価したところ、Dpg を含有しない

Pep1 以外はヘリックス構造をとっていた。またヘリックス含有量はペプチド鎖長に

依存しており、Pep4が最も多く、Pep5が最も少なかった。ペプチド/siRNA複合体形

成について電気泳動により評価したところ、ヘリックス構造をとれない Pep1、ペプ
チド鎖長が短い Pep5、両親媒性構造をとれない Pep7は、過剰のペプチドを添加しな

いと安定な複合体を形成できなかった。

ペプチド/siRNA 複合体を用いた siRNA のがん細胞内デリバリーについて検討した

（図７）。細胞として Luc を恒常発現しているヒト肝がん細胞（Huh-7-Luc）を用いて、
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血清存在下 Luc assay を行った。siRNA は Luc を標的とした Luc siRNA と、Luc siRNA
と同じ塩基をもち配列がランダムな Scr siRNA を用いている。Scr siRNA に比べて Luc 
siRNA を用いたときの Luc 発現量が小さくなると siRNA が機能している（siRNA デ
リバリー効率が良い）ことになる。一方、コントロール（Cell only）と比べて Scr siRNA
の Luc 発現量が小さくなると、細胞毒性が示唆される。図７を見ると、50 nM siRNA
条件より Pep4 にノックダウン効果を見られ、200 nM まで siRNA の濃度を上げると

ノックダウン効果はより顕著になった。一方、Pep2、Pep3、Pep5、Pep7では Scr siRNA
の値も低下していおり、これらのペプチドの細胞毒性が示唆された。Pep3と Pep6で
も 200 nM siRNA で有意なノックダウン効果が見られたが、Pep4と比べると低いレベ

ルであった。ペプチド/siRNA複合体の細胞内取り込みを調査するため、蛍光標識した

siRNA を用いて蛍光顕微鏡観察ならびにフローサイトメトリーにより評価した。いず

れの実験においても、高いノックダウン効果を示した Pep4 が、他のペプチドと比べ

て非常によく細胞内に取り込まれていた。また、細胞毒性についても改めて評価した

が、Pep4は N/P ratio 8 の条件まで毒性は見られなかった。 
 

 
図７．ペプチド/siRNA複合体を用いたノックダウン実験．Luc siRNA: Luc を標的

とした siRNA．Scr siRNA: スクランブル配列の siRNA．ペプチド/siRNA複
合体（N/P ratio 4）と Huh-7-Luc 細胞を接触させ、48時間後に評価． 

 
 以上の結果より、ペプチド鎖長の長い Pep4 は、ヘリックス構造を形成することで

安定な両親媒性構造をとることができ、siRNA と安定な複合体を形成し、効率よく

siRNA を細胞内にデリバリーすることで高いノックダウン効果を示した。また、血清

存在下でも効果は維持されており、細胞毒性も見られなかった。本研究により、siRNA
のがん細胞内デリバリーのための膜透過性ペプチドに関する知見が得られた。 
 
４．おわりに 
 pDNA、mRNA、siRNA は同じ核酸に分類されるものの、似て非なるものであり、

それぞれをがん細胞内にデリバリーするためには、それぞれに適した形でデリバリー
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ツールを設計する必要がある。膜透過性ペプチドはそのようなデリバリーツールとし

て期待されているが、まだ機能やメカニズムなどはっきりとわかっていない部分も多

い。本研究により、核酸医薬をがん細胞内にデリバリーする膜透過性ペプチドを設計

するための知見が得られた。我々は培養細胞を用いた in vitro 評価しか行えておらず、

つぎのステップは動物を用いた in vivo 評価となる。がんの核酸医薬治療に向けた山

積している課題を解決し、近い将来の膜透過性ペプチドの実用化に期待する。
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がんゲノム変異により異常をきたすタンパク質間相互作⽤の効率的同定と 
新規創薬標的の探索 
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