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研究成果の概要（和文）：がん治療におけるネクローシス誘導剤の有用性を調べるために，肺がんおよび乳がん
細胞に非アポトーシス性細胞死を誘導するニューロピリン-1（NRP-1）結合ペプチドと細胞死誘導配列を連結し
たハイブリッドペプチドを合成した．本ペプチドで誘導される細胞死は，ネクローシスの特徴を有しており，
siRNAによるノックダウン実験により NRP-1を介した作用であることがわかった．また，ネクローシスマーカー
であるHMGB-1の細胞外放出が著明に観察された．本ペプチドは，ネクローシス誘導薬として，新しい概念に基づ
く抗悪性腫瘍薬の開発に役立つと期待される．

研究成果の概要（英文）：To assess therapeutical implications of the necrosis-inducing agents for 
cancer treatment, we developed a neuropilin-1 (NRP-1)-targeted hybrid peptide, which induces 
non-apoptotic cell death against lung and breast cancer cells. We determined that the mode of cell 
death induced with the peptide is similar to necrosis. siRNA knockdown of NRP-1 on A549 cells 
significantly reduced cytotoxicity of the hybrid peptide. Also, treatment of the hybrid peptide on 
A549 cells lead to the extracellular release of a necrotic marker protein high mobility group B-1. 
The peptides will be a useful tool for development of novel concept-based anti-tumor agents such as 
a necrosis-inducer.

研究分野： 生体機能化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞死の代名詞である「アポトーシス」は,
ほとんどの抗悪性腫瘍薬が誘導する細胞死
であり,がん治療分野における重要な創薬タ
ーゲット機構である．一方,「ネクローシス」
は非特異的細胞死と捉えられており,詳しい
分子機序の解明は進んでいない．ごく最近,
プログラム細胞死の一つしてネクロトーシ
スが発見され,ネクローシス研究が活発にな
ってきた．しかし，ネクローシスを特異的に
誘導するような薬物は現時点で存在せず，ネ
クローシス誘導型抗悪性腫瘍薬の開発は進
んでおらず，がん治療におけるネクローシス
誘導の意義についても不明な点が多い． 
 両親媒性抗菌由来ペプチド D(KLAKLAK)2は，
細胞膜ホーミングペプチドと連結して細胞
内に取り込ませると，ミトコンドリア膜を破
壊して細胞にアポトーシス誘導する．我々は，
細胞内取り込み活性の高い，ある種の細胞膜
透過性ペプチド（HIV-1 tat や CAYHRLRRC）
と D(KLAKLAK)2 配列を連結したペプチドハイ
ブリッドが,白血病細胞株に対してネクロー
シスを誘導することを見出した（Nishimura S 
et al., J Biol Chem, 2008）．この際, アポ
トーシスの特徴であるカスパーゼ群の活性
化やホスファチジルセリンの細胞外露出は
まったく観察されなかった．  
 以上の知見をふまえて, D(KLAKLAK)2配列に，
細胞内へのinternalization活性が高いペプ
チド配列を連結した場合,アポトーシスでは
なく，ネクローシスを誘導できるのではない
かと推察した．そして，我々がこれまで用い
てきたファージディスプレイ法により，がん
細胞に高効率で取り込まれるペプチド配列
を同定することができれば，D(KLAKLAK)2配列
と連結することで, 細胞特異的ネクローシ
ス誘導剤となりうると考えた． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，抗悪性腫瘍薬としてのネクロー
シス誘導薬の有効性，およびその治療的意義
について明らかにすることを目的とし，その
第一歩としてファージディスプレイ法で同
定した細胞選択的膜透過ペプチド配列と
D(KLAKLAK)2配列を連結させることにより，ネ
クローシス誘導可能な新規ペプチド化合物
の創製を行った．また，転移が問題視されて
いる肺がん細胞, および乳がん細胞を用い
て，ペプチド化合物が誘導する細胞死モード
および細胞死の特性について解析した．  
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 ヒト肺がん細胞株（A549, PC-9），および
ヒト乳がん細胞株（MCF-7, MDA-MB-231）は，
10% ウシ胎仔血清（FBS）を含む RPMI-1640 培
地を用いて 37℃, 5% CO2 の条件下で培養維
持した．抗生物質として 20U/mL penicillin, 
20 μg/mL streptomycin を加えた． 
 

(2)ファージディスプレイ法 
 A549およびMCF-7細胞に結合するファージ
を 7mer 環状ペプチド提示ランダムペプチド
ライブラリーCX7C から Brasil 法 (Giordano 
R et al., Nat Med, 2001)によって４回目パ
ニング後に回収した．提示ペプチド配列をフ
ァージ DNA 配列より解析した． 
 ファージ結合実験は，Brasil 法に基づいて
行い，大腸菌 K91 に感染したファージ粒子数
から結合量を算定した． 
 
(3)ペプチド合成 
 用いたペプチドは，多種品目ペプチド自動
合成装置（島津製作所 PSSM-8）を用いて，Fmoc 
化学に基づく固相合成法により合成した．ペ
プチドは HPLC により>90% に精製し，
MALDI-TOF MS 分析により構造を確認した． 
名称と配列（1 文字表記）を以下に示す．  
 ① GFY-KLA: CGFYWRLSC-GG- D(KLAKLAK)2 
  ② GFY: CGFYWRLSC 
 
(4)細胞死誘導と細胞生存率の算定 
 各種細胞株を 96-well multi-plate（5 x 104 
個/well）に播種した後，100 µM 各種ペプチ
ド，または 10 nM シスプラチン共存下，24 時
間インキュベーションを行った．細胞生存率
は， WST-8 試薬（同仁化学）を加え，4 時
間後の 450 nm 吸光度を測定し，無添加群の
吸光度を生存率 100％として算定した． 
 
(5) siRNA を用いた NRP-1 ノックダウン 
 A549 細胞株を 6-well multi-plate に 2 x 
105 cells/well で播種した．siNRP-1（Sigma）
および siControl（Thermo）を 10 nM の濃度
で Lipofectamine™ RNAiMAX（Thermo）を用い
て細胞に導入した．添加 48 時間後に細胞を
回収して，細胞死誘導実験に用いた．NRP-1
ノックダウンの確認は， mRNA 量とタンパク
質をリアルタイムPCR解析とウェスタンブロ
ット解析によって調べた． 
 
(6)ウェスタンブロット解析 
 各種細胞株の可溶化抽出物を SDS-PAGE に
かけた後，PVDF 膜(Immobilon-P,ミリポア)
に転写した．転写した膜を 2%スキムミルクで
ブロッキング処理した後，抗ヒト NRP-1 抗体
（Santa Cruz）もしくは抗 Caspase-3 抗体
（Cell Signaling Technology）と 4℃，12 時
間反応させた．二次抗体反応を室温，1 時間
行った後，化学発光基質を用いて LAS 4000 
(GE ヘルスケアサイエンス) で目的分子を
検出した． 
 ヒト HMGB-1 の検出は，細胞死誘導前後の
A549 細胞を遠心後，上清（細胞外放出された
HMGB-1）と沈殿（細胞内 HMGB-1）に分離し，
それぞれを SDS-PAGE にかけた後，抗 HMGB1
抗体（Cell Signaling Technology）を用い
てウェスタンブロット解析した． 
 
 



４．研究成果 
 ヒト肺がん細胞株（A549）, およびヒト乳
がん細胞株（MCF7）に対して，ファージディ
スプレイ法を実施し，それぞれの細胞に結合
するファージクローンのペプチド配列を解
析した．しかし，4 回のパニングを繰り返し
たにも関わらず，ペプチド配列の収束が見ら
れず，個々の回収ファージを調べても細胞内
取り込み活性に優れたペプチド配列を見い
だすことができなかった．  
 そこで，以前にファージディスプレイ法で
同定したペプチドリガンド（Nishimura S, et 
al., J. Biol. Chem., 2008; Karjalainen K 
et al., Blood, 2010）を見直した結果，ニ
ューロピリン-１（NRP-1）結合ペプチドリガ
ンド CGFYWLRSC（略して GFY とする）を利用
できることがわかった．これまでの報告によ
ると，NRP-1 は肺がん細胞や乳がん細胞にお
いても高発現していることがわかっている．
また，CGFYWLRSC 配列と D(KLAKKLAK)2配列と
結合させたペプチド化合物（以下、GFY-KLA
とする）は，NRP-1 高発現白血病細胞株に対
して細胞死を誘導する．これらの知見を踏ま
え，種々の細胞株を用いて GFY-KLA の細胞傷
害活性をWST-8試薬によって評価した（図1）．
その結果，GFY-KLA ペプチドは，肺がん細胞
株(A549, PC-9)，および乳がん細胞株（MCF-7, 
MDA-MB-231）に対して用量依存的に細胞死を
誘導した．一方，D(KLAKKLAK)2 が連結してい
ない GFY ペプチドには，細胞死誘導活性はな
かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1 GFY-KLA の抗悪性腫瘍作用 
 
 本ペプチドが肺がん細胞株に誘導する細
胞死が，NRP-1 結合に依存しているか確認す
るために，A549 細胞株を用いて siRNA による
NRP-1 ノックダウン実験を行なった．NRP-1
の siRNA を導入して 48 時間後では，NRP-1 タ
ン パ ク 質 の 発 現 量 は ， 不 活 性 siRNA
（siControl）を導入した細胞に比べて著明
に減少していた（図 2-A）．次に，GFY-KLA に
よる細胞傷害活性を調べると， NRP-1 ノック
ダウンした細胞の細胞生存率が，ノックダウ
ンしていない細胞に比べ，有意に上昇してい
ることが観察された（図 2-B）．一方,シスプ
ラチンなどの抗悪性腫瘍薬に対する細胞傷
害活性は，NRP-1 ノックダウンの有無で変化

はなかった．よって，GFY-KLAK は，白血病細
胞と同様（Karjalainen K et al., Blood, 
2010），NRP-1 に結合して細胞死を誘導してい
ると考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           
図 2 GFY-KLA の NRP-1 依存性細胞傷害活性 
 
 GFY-KLA が誘導する細胞死がアポトーシス
か否かを確かめるために，アポトーシス実行
酵素カスパーゼ-3 の活性化の有無について，
A549 細胞を用いてウェスタンブロット法で
調べた．10 µM シスプラチン処理において, 
24 時間後に切断された活性化カスパーゼ-3
（19 kDa）が観察された．一方, GFY-KLA で
は, 細胞死が起こっている1時間のみならず，
24 時間後でもカスパーゼ-3 の活性化は観察
されなかった（図 3-A）．また，汎カスパーゼ
阻害薬z-VAD-fmkを共存させて細胞死割合を
調べたところ，シスプラチンによる細胞死は
大幅に抑えられたのに対し，GFY-KLA による
細胞死は変化がなかった（図 3-B）．以上のこ
とより，GFY-KLA が誘導する細胞死は，カス
パーゼ活性化を伴わない細胞死であり，アポ
トーシスとは異なっていることが示された． 
 
 
 
 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 GFY-KLA による非アポトーシス性細胞死

誘導 



 ネクローシスの指標の一つに核内タンパ
ク質 high mobility group B-1（HMGB-1）の
細胞外漏出がある．A549 細胞をシスプラチン
と GFY-KLA で処置して細胞死を誘導し，
HMGB-1 が細胞外に放出されているか否か，ウ
ェスタンブロット法によって調べた（図 4）．
アポトーシス誘導薬シスプラチンを添加し
てアポトーシスを誘導した場合，細胞上清に
HMGB-1 がごくわずか検出されたが， GFY-KLA
処置では大量の HMGB-1 が細胞外に放出して
いた．したがって，GFY-KLA で誘導される細
胞死はネクローシスと考えられ，HMGB-1 の放
出が起こることから，炎症反応を引き起こす
可能性が考えられた．  
 
 
 

 
 
 
 図 4 GFY-KLA による HMGB-1 細胞外放出 
 
 本研究において，ネクローシス誘導による
新規がん治療の可能性について追究するた
めに，NRP-1 結合ペプチドと D(KLAKKLAK)2を
結合させたハイブリッドペプチドGFY-KLAを
合成して，肺がん細胞および乳がん細胞に対
する殺傷作用および細胞死モードの解析を
行なった． 
 その結果，NRP-1 高発現がん細胞に対して，
GFY-KLA ペプチドは速やかにネクローシスを
誘導した．これまで，ミトコンドリア膜破壊
ペプチド D(KLAKKLAK)2を融合させたホーミン
グペプチドによる細胞死誘導は，アポトーシ
スであると報告されている．本研究において，
NRP-1 を介する経路で細胞内導入した結果，
予想していたネクローシス誘導が起こった．
ごく最近， D(KLAKKLAK)2と異なる種類のミト
コンドリア膜傷害ペプチドにNRP-1結合ペプ
チドを連結させたペプチドが， NRP-1 高発現
がん細胞株に対してネクローシスを誘導し
たという報告がなされた（Kim JY et al., 
Oncotarget, 2016）．NRP-1 を介して細胞内に
取り込ませるという点は，本研究と同じで，
かつ得られた結果もネクローシスというこ
とで一致する．ミトコンドリア傷害性ペプチ
ドがNRP-1に結合して細胞内に取り込まれる
とネクローシスが起こるか，他のリガンドで
も確認することは，細胞死誘導メカニズムを
考える上で興味深いと考えられる．  
 
 今後，本ペプチド化合物を用いて，がん治
療におけるネクローシス誘導の意義を明ら
かにするとともに，ネクローシス誘導作用の
分子機序の詳細を解明することは，ネクロー
シス誘導型抗悪性腫瘍薬の開発に役立つと
考えられる．  
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