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胆管がん選択的吸収ペプチ ドによる腫瘍イメージン グ
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要 旨

現在，胆管がんの根治的治療は外科的治療が主であり，胆管がんは多彩な浸潤パターンを示

すことから内視鏡治療上あるいは外科手術治療上として「がん浸潤範囲が把握困難」である問

題を生じます．そこで私たちは胆管がんの早期診断と浸潤パターンを判定するためにペプチド

をベースとした癌イメージングツールの開発を行っています．今回は現時点でのペプチドの探

索と胆管がん選択的透過性について報告します．

キーワード：ペプチド，胆管癌，癌イメージング

路に問題があることが指摘されています

私たちは以上の課題を克服するため，私たちは以上の課題を克服するため，

はじめに

ヒト各種

がん細胞に特異的に透過する「腫瘍ホーミングペ

プチド」の研究開発を行っています3)． また，ペ

プチドは一般にデザイン改変の自由度が高く生体

低侵襲性である大きな長所を持ち，蛍光物質薬

剤，核酸などの化合物との創成が可能である分子

です4)．例えばイメージング用標識物質を付加し

た胆道がん選択的透過性ペプチドは，医療現場に

おける内視鏡検査や外科的切除における診断・治

療の正確な判定を大きく改善する手立てとなり得

ると考えられます．

細胞内透過性の機能を持つHW-1のTAT配

列やショウジョウバエのpAnt配列，人工的ポリ

アルギニン配列などのペプチドは，蛍光物質等を

融合することで生体内イメージングまたはドラッ

グデリバリーとしてナノメディシンへの応用が試

みられていますが')2)， 「標的細胞特異性」という

最重要課題が依然とり残されています． またリポ

ソーム，デンドリマーなどのナノ粒子による生体

内イメージングやドラッグデリバリーでは，肝・

脾などの臓器に集積する性質や難分解性代謝経
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がん細胞選択的透過ベプチドの単離 ます． またこのように得られたペプチドは， 2次

スクリーニングとして各種系統のがん細l胞パネル

を川いて糺||胞へのペプチドの吸収性を鼬微鏡卜で

確,淵し絞り込みを行い， さらに旧癌モデルマウスを

川いて背景のll1常糸Ⅱ縦と比絞し，がん組織に高吸

収'|ﾂ|能を発押するペプチドをl,il定・単離します．

私たちは， ヒトがん刑ll胞に透過するペプチド

'&cell penetratingpeptide:CPP"を単離するため

に， まず数千億から一兆ilhlほどのペプチドからな

るランダムペブチドライブラリーを椛築し5)6) ，

これらを｜ |的とするがん細胞に反ﾙ心させます．そ

の後，細胞を洗浄し糺ll胞内に取り込まれたペプチ

ドを分離します（図1） ． このような一連のin

vitro操作を繰り返すことで, l l的とするがん細胞

に選択的に高い透過性を示すペプチドを淡縮でき

胆管癌選択的透過ベプチドの開発

lll l管がん愁者は多くが初発ﾘ,刺ﾉ〈の1つとして黄

11'(を示し，進行度が,l.liい状態で発見されることが

(1)核酸キメラ型ランダムペプチドライブラリーに

よるがん釦瞳透過ペプチドのスクリーニング

(2)CPP(細胞透過ペプチド）の評価
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細胞透過配列の同定｡高頻度で認められた配列をペプチド合成。

図l illlll世透過ペプチドの| , il定と,i, illi

(1)mRNA(1isplay技術によりランダムペプチドライブラリーを枇築し, l l的とするがん州llllu

と反応後, Mlllluを洗浄し刑ll胞|ﾉ1に取り込まれたペプチドを分離する． この一連のinvitro

操作を繰り返し， 刑llIlu選択‘ドIの|刑い透過ベプチドを膿航ili-IMif ･ |1 il定する．

(2) |111定した激'賊､のペプチドハul11を合成し，符仰系統のがん刑ll11世パネルおよびIll癖モデル

マウスを川いてペプチドの‘lvl能を,i,Fil lliする．
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少なくありません． またステージが進行すると根

治治療が難しくなり， ステージにもよりますが，

手術適応の場合の5年生存率は約3()～50%前

後，切除不能例の患者5年生存率は1％と低いこ

とが知られております． またl1l 1管がんは多彩な浸

淵パターンや肝浸潤・転秘を示し，外科治療}2，

｢正確ながん浸洲範川や微小転移巣が把州水|雛」

な問題点が大きく，不完全切除により{1j発につな

がります7)．そこで，私たちはl11 1管がんをﾉk休低

侵襲'性に柵川するペプチドをベースとしたイメー

ジングツールの開発を目的として研究しており，

同時にペプチドの取り込みメカニズムからlll 1管が

んについての新たな知見が得られることを期待し

ています．

体内に適川させるために，疎水性アミノ雌をアル

ギニンにi侭換することで口I溶性をII.liめかつ1日管が

ん選択性を保持した改良型ペプチド (BCPP-2R)

を得ることがII I1来ました一方で, lli常糸ll"11l*

細ll世へのBCPP 2Rペプチドの吸収はl1l l管がん

細胞にくらべ低く，系統の異なるがん細胞におい

ては, illl胞衣lliへのBCPP-2R肘ｲf示すがん細胞

株もありますが，胆管癌以外の多くのがん細胞で

のBCPP-2R細胞|ﾉ1取り込みは認められません．

このことからBCPP-2Rは肌管がん紺1 11世にシフ

トした|吸収を示すペプチドであると考えられま

す． さらに，ペプチドのinvivo試験の前｢;1価とし

て, MMNK-1細胞（胆管卜皮112常細胞） と

M156ill111(I (llll管ﾘ締lll胞） を共端養し，いくつか

の条1'|: |､- (Im浦濃度, ll､↑|ﾊ|,導入雄など）でペプ

チドのl11 l管がん選択的吸収を確認しました．胆管癌細胞へのBCPP-2Rペプチドの吸収

実際に，私たちはペプチドライブラリーから''' 1

管がん細胞に高くI吸収される環状ﾉtuのペプチド

(BCPP-2) を申離し， 多くのl11 1管がん糺||胞に取

り込まれることが､|<'l lﾘlしました． しかしながら，

BCPP-2ペプチドは雌水溶性であることからﾉk

担癌モデルマウスによるBCI)P-2Rベプチドの

invivo評価

このように細胞レベルでの検証を蹄まえ，次に

l1l1管がんll l:|ﾉ1柊杣モデルマウスを作製し,BCPP-

明視野 蛍光ラペルペプチド
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図2 BCPP-2Rのlll l管ﾙ聯ll縦への透過性

蛍光ラベルBCPP-2Rペプチドのl11n甥への吸収が1棚められた. lll l･", !I6l' , llfjll腱は''1家蛍光を

示す． また, BCPP-2Rベブチドは， イiのIIII瘍割Iniのイメージよりlll 1管がんの浸潤をとらえら

れる口I能'性があり (II!段),他|臘排へのl'及収'ドtが低く, lll l梼癖にll.iいI股収‘ド|弓をしめした（卜段）
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図3ペプチド透過メカニズム

BCPP 2Rペプチドの取り込みはダイナミンlill'!if"'1で仰ilillされたことから

クラスリン非依存的エンドサイ ｜､一シス経略でペプチドが収り込まれること

が号えられる．今後, siRNAlibraryを川いたレセプターなどの分子をl,il定し

メカニズムを明らかにする．

2Rの細胞透過性をﾉIi体|ﾉ1で評mliしました．蛍光

標識BCPP-2RペプチドをマウスIEI I'ii脈から投

ラーし90分後に蛍光捌1微鏡下で観察した糸,'i", lif

内に発生した脆瘍に選択的に|股収され， さらにIIII

瘍の浸潤を描III1できる!I1能』性があります．図2に

示す肺瘍の割面を見ていただいても肉'14ではとら

えられない癌の浸潤部を蛍光標識BCCP-2Rで

可視化できると考えられます． さらに光学異'|'|§体

としてD体ペプチドを川いることで，プロテアー

ゼに対する分解耐性を示し|Ⅲ中安定性が墹すと考

えられ8)9)，実際にDi*<BCPP-2Rのﾘ競糺llll世への

吸収'性が増川Iするデーターも得られています．

lliA還仏rについては, PCRやウエスタンブロ

ッ |､解析により多くの111 1管がん紺l胞にその発現が

I溜められ，発現増川|に伴うペプチド吸収が増力Ⅱす

る1上IIlilにあることが考えられます．詳細なメカニ

ズムについては現在検Ii,l､巾である．

おわりに

私たちが単離したIll l管がん選択的透過性ベプチ

ドは， これまでに報i'iされた11l管がん細l胞衣向を

細識･ *,'i介するllf瘍マーカー13)14)よりも低濃度，

知li判川で選択的にlu管がんを猫IIHできる' I1能'性を

持ち， ノ|i体|ﾉ1におけるlll 1管がんの浸潤範|〃lと微小

惟秘巣をとられる可能性を持つ点で卓越したバイ

オツールになると期侍されます． これらのことか

ら|ﾉ1祝鏡・外科手術におけるイメージガイドツー

ルや診|*liツール， また抗がん剤などのドラックデ

リバリーヅールとしてll11管がん選択的透過'帷ペプ

チドを|臨床応冊1へ繋げていきたいと考えていま

す．

BCPP-2Rベプチドの細胞透過メカニズム

ペプチドの細胞|ﾉ1取り込みの機序をIﾘlらかにす

るために，細胞外物質取り込み経路に対する各椰

ll害斤'l '0)-12)を川いたペプチドの透過’'''2を検,i､I

した結果, BCPP-2Rのl11 1管がん細胞透過'|ゾ'1はク

ラスリン非依存的エンドサイ ｜､－シスによること

が示l1愛され， さらにsiRNAライブラリースクリー

ニングからペプチド透過に影響を!うえる2つの朕

袖遺伝子が明らかになりつつあります． とくにilf
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