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研究成果の概要（和文）：本研究では、Arf6を標的とする腫瘍血管新生と癌細胞転移の両方を阻害する革新的な
抗癌剤開発を目指して解析を行い、以下の結果を得た。Arf6と相互作用する脱ユビキチン化酵素TRE17の解析か
ら、Arf6がTRE17を介して細胞膜蛋白質のリサイクリングを促進することにより、癌細胞浸潤を亢進させる新た
な浸潤促進モデルを提唱した。また、Arf6を特異的に阻害する39アミノ酸からなる創薬リードペプチドを創出し
た。さらに、Arf6とリードペプチド複合体のNMR解析から、両者の結合様式の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aim to develop an innovative, highly efficient 
anti-cancer drug, which inhibits both tumor angiogenesis and cancer cell metastasis, by inhibiting 
the small GTPase Arf6. We propose a novel Arf6-mediated cancer cell invasion mechanism: Arf6 
promotes cancer cell invasion by enhancing the recycling of plasma membrane proteins mediated by the
 deubiquitinating enzyme TRE17. We also developed a low-molecular-weight drug lead peptide with 39 
amino acids, which specifically inhibits Arf6 activation. Furthermore, we partially revealed the 
binding site of Arf6 for the lead peptide by the NMR analysis. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 抗癌剤　腫瘍血管新生　癌細胞浸潤・転移　ペプチド　低分子量G蛋白質　Arf6

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍増大に必須な現象である腫瘍血管新生に対する阻害剤が新たな抗癌剤として開発された。しかしながら、腫
瘍血管新生が阻害されると癌細胞の転移能が亢進するため、血管新生阻害薬の有効性は限定的である。そのた
め、腫瘍血管新生と癌細胞転移の両方を同時に抑制できる新規な抗癌剤の開発が望まれる。Arf6は両機能を制御
する鍵因子であり、本研究で創生した創薬リードペプチドは、単独で腫瘍血管新生と癌細胞転移を阻害する高い
治療効果をもたらすとともに、患者の負担を軽減し、副作用を抑える革新的な癌治療薬となることが期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 固形癌は、細胞の異常増殖に起因する腫瘍の形成・増大から、癌細胞の浸潤能獲得、血流、リ
ンパの流れを介した転移、と進行する。腫瘍の増大には、腫瘍内に多量の酸素や栄養素を供給す
るために、既存の血管から腫瘍内に新たな血管を新生する「腫瘍血管新生」が大きな役割を果た
す。また、新生された血管は、癌細胞の転移にも寄与する。これらのことから、腫瘍血管新生を
阻害し腫瘍を「兵糧攻め」することによる効果的な癌治療法が提唱され、血管新生を促す血管内
皮細胞増殖因子（VEGF）の受容体を標的とするスニチニブなどが新たな抗癌剤として開発され
た。しかしながら、開発された血管新生阻害薬は腫瘍増大の抑制に顕著な効果を示したものの、
がん患者の予後の大きな改善はみられず、有効性は限定的であった。その大きな要因は、血管新
生阻害による酸素・栄養素の不足に対して癌細胞が耐性を獲得し、癌細胞の転移能を亢進してし
まうことがあげられる。これらの知見は、腫瘍血管新生と癌細胞転移の両方を同時に阻害しない
限り、効果的な癌治療は期待できないことを意味している。 
 研究代表者は、これまで低分子量 G蛋白質 Arf6の生理機能を解析しており、その過程で、血
管内皮細胞特異的 Arf6 コンディショナルノックアウトマウスを用いた解析から、血管内皮細胞
に発現する Arf6 は、腫瘍血管新生を正に制御し腫瘍を増大させることを見出している。また、
Arf6 は浸潤能の高い癌細胞株に高発現し、癌細胞の浸潤・転移を促進することが報告されてい
る。この報告と合致して、研究代表者は、癌細胞の浸潤・転移に必要な細胞膜構造体である浸潤
仮足の形成には、Arf6の GDP-GTP交換サイクルが重要であることを見出している。加えて研究
代表者は、Arf6が、腫瘍増大・癌細胞転移に深く関わる腫瘍リンパ管形成も促進することを報告
している。これらの知見は、Arf6が腫瘍血管新生、癌細胞の転移の両方における鍵分子であるこ
とを示しており、Arf6 を阻害する薬剤は、腫瘍血管新生と癌細胞転移を同時に抑制できる革新
的な抗癌剤となることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、本研究では、腫瘍血管新生と癌細胞転移を制御する Arf6 シグナルの分
子機構を明らかにし、革新的抗癌剤開発のターゲットとなることを提唱すること、および、Arf6
を特異的に高効率で阻害する薬剤の開発を目指す。 
 低分子量 G蛋白質 Arfファミリーには、Arf1~6の 6種類のアイソフォームが存在する。Arf1~5
は、小胞体とゴルジ体の間の膜輸送を制御している。一方、Arf6は、細胞膜やエンドソームに存
在し、アクチン細胞骨格再構築による膜ダイナミズムに基づいた細胞形態変化や、エンドサイト
ーシス、エキソサイトーシス、および、細胞膜－エンドソーム間の細胞内膜小胞輸送において中
心的な役割を担うことを、研究代表者をはじめ複数のグループが明らかにしている。特に腫瘍血
管新生においては、Arf6が1インテグリンのリサイクリングを制御することにより、血管新生
に必要な血管内皮細胞の遊走を促進すること、癌細胞の浸潤においては、Arf6 が、EGF 受容体
をエンドソームから浸潤仮足形成部位に集積させることにより、浸潤仮足形成を促進すること
を研究代表者は明らかにしている。本研究ではさらに、癌細胞の悪性化に関わる細胞膜蛋白質の
制御という視点から、Arf6 による新たな癌細胞浸潤・転移制御メカニズムの解明を目的に解析
を進める。 
 Arf6 阻害薬の開発においては、特にペプチドに焦点をあて創薬研究を推進する。創薬研究に
おいてこれまで中心であった低分子化合物は、標的タンパク質との相互作用領域が小さいため、
in vivoでは特異性が低く、副作用が出やすいといった課題があった。特に、相同性の高い Arfフ
ァミリーにおいては、特異性の課題克服が必須となる。一方、特異性の高い抗体薬は、細胞内へ
の取り込みが困難であるため、細胞内に存在する Arf6 を標的とするのには適用できない。それ
故、本研究では、Arf6を特異的に阻害するペプチドの開発を推進する。先に研究代表者は、大阪
府立大学教授・藤井らと共同研究を実施し、39アミノ酸からなる Helix-Loop-Helix（HLH）構造
をもつペプチドライブラリーから、ファージディスプレイ法により、Arf6 特異的に結合するペ
プチドの候補を複数同定している。本研究では、これら候補ペプチドの特異性・阻害活性を評価
し、創薬リードペプチドを創出することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）脱ユビキチン化酵素を介した、Arf6による細胞膜蛋白質輸送制御 
 TRE17の細胞内局在、膜蛋白質の輸送は、ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa細胞を用いて解析し
た。膜蛋白質（MHCIや CD98等）に特異的な抗体を用いて、細胞膜表面上の蛋白質をラベルし、
その後の細胞内への取り込み、細胞内輸送を共焦点顕微鏡を用いて観察した。癌細胞浸潤の解析
には、ヒト線維肉腫由来細胞株 HT1080細胞を用いた。蛍光ラベルしたゼラチンの分解、および
トランスウェルチャンバーを用いたマトリゲルへの浸潤を指標に、細胞の浸潤能を評価した。細
胞膜表面上の CD147 は、免疫蛍光染色、およびビオチンを用いた生化学的な解析により測定し
た。CD147の細胞内の輸送は、上記 HeLa細胞での解析と同様の手法を用いた。 
（２）Arf6を特異的に阻害する創薬リードペプチドの創出 



 前述の Arf6に結合する候補 HLHペプチドの DNA配列を、チオレドキシンタグ（Trxタグ）
配列をもつ大腸菌発現ベクターに挿入し、Trx タグ融合組換え蛋白質として HLH ペプチドを大
腸菌に発現させ、精製した。精製した HLH ペプチドを用いて、大腸菌に発現させ精製した Arf
ファミリー蛋白質を固定化した ELISA法にて、Arfとの結合能を解析した。Arfの活性化の評価
は、G蛋白質に結合すると蛍光を発する GTP-BODIPYを用いた。大腸菌に発現させた Arfファ
ミリーを活性化する guanine nucleotide exchange factor (GEF)である ARNOの触媒ドメイン（Sec7
ドメイン）、および GTP-BODIPYを Arfとともにインキュベートし、発出される蛍光をマイクロ
プレートリーダーにより測定した。また、ヒトライノウイルス 3C プロテアーゼの認識配列を
HLH 発現ベクターに挿入し、精製した Trx-HLH ペプチドの Trxタグを 3Cプロテアーゼによっ
て切断・除去することにより、タグを持たない HLHペプチドを作製した。 
（３）Arf6－リードペプチド複合体の結合様式解析 
 大腸菌用 Arf6発現ベクターを有する大腸菌を安定同位体 15N、13Cを含む培地にて培養するこ
とにより調整した 15N13C 標識 Arf6 と、非標識の HLH ペプチドを用いて、NMR 解析により、
Arf6と HLHペプチドの結合様式を解析した。解析は、筑波大学教授・川口、大阪大学准教授・
宮ノ入との共同研究にて行った。 
 
４．研究成果 
（１）脱ユビキチン化酵素を介した、Arf6による細胞膜蛋白質輸送制御 
 受容体や接着分子などの細胞膜蛋白質は、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ
た後、リソソームへの輸送と分解、細胞内プールや細胞内小器官への輸送、細胞膜へのリサイク
リング、といった運命をたどる。そのため、膜蛋白質の取り込みとその後の輸送は、膜蛋白質の
細胞膜上での発現量や局在を規定する。先に研究代表者は、脱ユビキチン化酵素 TRE17/USP6が、
クラスリンコートタンパク質非依存に細胞内に取り込まれる（Clathrin-independent endocytosis: 
CIE）膜蛋白質（CIE カーゴ）を脱ユビキチン化することにより、カーゴ蛋白質のリサイクリン
グを促進することを報告している。興味深いことに、TRE17は Arf6と相互作用することが報告
されている。また、TRE17は当初がん遺伝子として同定され、浸潤能の高い腫瘍性病変や、複数
の癌、特に間葉細胞由来の癌において高発現し、腫瘍増大、細胞浸潤を促進することが報告され
ている。これらの知見から、TRE17と Arf6は連携して癌細胞の浸潤能亢進に寄与することが予
想される。そこで、両者の機能的な関係、および癌細胞浸潤における機能を解析した。 
 Arf6-TRE17結合の生理的意義を解析するために、Arf6と結合できない TRE17変異体（TRE17 
mt）を作製し、HeLa細胞に発現させた。その結果、野生型 TRE17は、細胞膜や CIEカーゴ輸送
に特徴的なチューブ様エンドソーム上に局在するのに対し、TRE17 mtは細胞質全体に拡散して
いるのが観察された。さらに、TRE17 mtは、CIE カーゴのリサイクリング促進能を喪失してい
た。この変異体に H-Rasの脂質修飾ドメインを導入することにより、CIEカーゴを含む細胞内コ
ンパートメント（細胞膜やエンドソーム上）に TRE17 mtをアンカリングすると、CIEカーゴリ
サイクリング促進能を回復した。以上の結果より、Arf6が TRE17の細胞内局在を制御すること
により、CIEカーゴのリサイクリングを促進することが示唆される。 
 次に、TRE17 による腫瘍細胞浸潤能亢進メカニズムの解析にあたり、癌悪性化因子である
CD147 に着目した。CD147 は、イムノグロブリンスーパーファミリーに属する膜糖蛋白質であ
り、多くの癌細胞で高い発現がみられ、癌の悪性度とも相関が高い。CD147は、細胞外からの刺
激を受容し、癌細胞の浸潤において細胞外基質を分解するMatrix metalloprotease (MMP)を誘導す
る。最近、CD147が Arf6に依存する CIEのカーゴ蛋白質として同定されたことから、TRE17に
よる癌細胞浸潤促進との関連性について解析を行った。 
 解析には、浸潤能の高いヒト線維肉腫由来 HT1080細胞を用いた。その結果、TRE17は CD147
を介して癌細胞の浸潤能を亢進させること、CD147 を脱ユビキチン化することによりリソソー
ムへの輸送を抑制し、細胞膜へのリサイクリングを促進すること、それにより、細胞膜表面上で
の CD147 の発現量を増加させること、それに伴って MMP の発現量も上昇することを明らかに
した。 
 以上の結果より、Arf6が TRE17を介して CD147の細胞膜上での発現量を増加させ、癌細胞の
浸潤能を亢進させるという、新たな Arf6による癌細胞浸潤促進メカニズムが示唆される。 
 
（２）Arf6を特異的に阻害する創薬リードペプチドの創出 
 先に同定した候補 HLHペプチド（約 70種）と、Arfファミリーとの結合解析から、Arf6特異
的に結合するペプチド約 30 種を同定した。さらに、GTP-BODIPY を用いた in vitro での Arf 活
性化アッセイを用いて、HLHペプチドによる Arfファミリーの活性阻害を検討した。その結果、
1 種類のペプチドが Arf6 の活性化を約 50%抑制し、その他の Arf アイソフォームの活性阻害は
非常に軽微であった。また、Trxタグを除去した同ペプチドでも同様の結合特異性、Arf6活性阻
害がみられた。つまり、タグを含まない低分子量 HLHペプチドでも安定性を保持し、結合特異
性と Arf6活性阻害能を保持していることが確認された。 
 本ペプチドが細胞内において機能するためには、細胞膜を透過し、細胞内において安定的に
HLHの立体構造を保つ必要がある。本 HLHペプチドは、N末端ヘリックス（14アミノ酸）－ル
ープ（Gly 7残基）－C末端ヘリックス（14アミノ酸）から構成されており、2つのヘリックス



は、内側に存在するロイシン残基によりロイシンジッパー用の構造を形成し、安定な立体 HLH
構造をとる。この N 末端側ヘリックスの外側に位置するアミノ酸 6 残基をアルギニンに置換し
たペプチドを合成した。一般的に、アルギニンに富むペプチドは、細胞膜上に集積し、マクロピ
ノサイトーシスによって細胞内に取り込まれることから、この置換により、本リードペプチドが
細胞内に取り込まれることが期待される。さらに、細胞内の還元的な条件下でも安定的に立体構
造を保つために、ペプチドの N 末端側、C 末端側でチオエーテル結合を形成させた。これによ
り、HLH ペプチドを共有結合にて環状化し、より強固に構造を維持できると予想される。合成
したペプチドは、質量分析により環状化していることを確認した。今後、改変したペプチドを用
いて、細胞内への導入、細胞内 Arf6 の活性阻害、さらに血管新生、癌細胞浸潤への効果を検討
する。 
 
（３）Arf6－リードペプチド複合体の結合様式解析 
 同定した創薬リードペプチドによる Arf6 の阻害メカニズムを解明するためには、両者の結合
様式を明らかにする必要がある。また、両者の立体配置を明らかにすることにより、ペプチドの
最適化が可能となる。そこで、NMR解析による Arf6のリードペプチドとの結合領域の決定と、
結合様式の解析を行った。NMRの解析に先立ち、精製した Arf6とリードペプチドの結合モル比
をゲル濾過クロマトグラフィーにより解析した。その結果、Arf6 とリードペプチドは凝集体を
作ることなく、１：１のモル比で結合することを確認した。次に、15N13C 標識した Arf6 と非標
識のリードペプチドを用いて NMR法にて解析した。その結果、Arf6の NMRピークの帰属をほ
ぼ完了し、リードペプチドとの結合により複数のピークシフトを観察した。特にピークシフトの
大きかったのは、Arfと GEFの結合領域と推定される領域であった。この結果は、本リードペプ
チドが、in vitroにおいて GEFによる活性化を Arf6特異的に阻害する作用と合致しており、結合
様式決定に大きく近づくものである。 
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