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研究成果の概要（和文）：膵がん細胞ホーミングペプチドをbaitにしてIP-LC/MS/MSで同ペプチド分子に対する
膵がん細胞膜上の特異的結合分子を同定した。同分子のknockout細胞とwild type細胞での比較RNASeq解析を行
った。また、knockoutcloneを用いた細胞レベルおよび担癌マウスモデルにおける分析で、同分子の発現消失に
よる抗がん剤感受性の亢進、in vivo腫瘍発育遅延などの減少が確認された。一方、細胞膜直下細胞内ドメイン
を認識する抗体を獲得し（大阪公立大工学部との共同研究）、同分子の膵がん組織選択的な発現を明らかにし
た。現在、同分子に対する細胞外領域特異的抗体の獲得を目指し研究中である。

研究成果の概要（英文）：We successfully identified the responsible molecule for pancreatic 
cancer-homing peptide employing IP-LC/MS/MS technology. Knockout clone of the molecule showed growth
 retardation of the grafted tumor and augmented drug-sensitivity on PDAC cells. Alternatively, we 
obtained novel antibody which recongnizes the molecule on FFPE tumor specimens, which revealed its 
selective and prominent membrane expression on PDAC tissues. We are now moving to develop the 
fucntional antibody recognizing the extracellular domain of the molecule, which leads to achieve 
novel ADC therapeutics to PDAC patients.

研究分野： 腫瘍病理学

キーワード： 膵がん　バイオマーカー　抗体　標的化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が独自に開発した膵がん細胞への選択的かつ強力な吸収性を発揮する膵がん細胞ホーミングペプチドをbait
にして、これと結合する膵がん細胞上発現分子の探索を行い、現行で報告の希少な新たな膵がん発現マーカー分
子を同定できた。この結果を基に、新規抗体を作成し、患者腫瘍組織・正常組織における発現の特徴を解析し詳
細な情報を得、同分子の患者腫瘍治療への応用の有用性・従来の治療標的分子と比較した卓越性を確認できた。
本研究により、難治癌である膵がんの抗体医薬開発への確証性が得られたことは、次段階としての創薬研究への
展開の重要な基盤的知見となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
多数の分子標的薬や抗体医薬、また免疫チェックポイント阻害剤の開発で先進する腫瘍治療 
学においても、難治癌としての膵がん（浸潤性膵管癌: PDAC）の最新の治療成績は 5 年生存 
率として、膵癌で約 10%前後、スキルス胃癌で約 7～20%、胆道癌で 3～17%と他の癌系 
（例：前立腺癌 97%、乳癌 91%、大腸癌 70%、肺癌・肝癌 32%）と隔絶して予後不良である 
ことが報告されている。この原因として診断的には早期がんの段階を逸した進行段階で発見 
されること、治療学的には高度に発達したがん間質が物理的バリアとなり EPR（血管を介す 
る拡散効果）による薬剤の浸透が不十分であることなどが挙げられている。従ってペプチド 
や抗体をキャリアとするアクティブ・ターゲティングシステムによる抗がん創薬はこの問題 
の解決の有力な一手と考えられ、当該癌患者に対する開発課題として希求されている。 
膵がんを主体とする難治癌や高度進行癌に対しては現行医療では従来の抗がん剤療法の併用 
療法に頼るところが大きく、革新的な医療は未だ見出されていない。また、これら難治癌腫 
については、固有の癌特性を規定する実用的なバイオマーカーの発見が遅れているために、肺腺
癌等の現状と比較し新たな抗体医薬療法の創出が大きく遅滞している。 従って、本申 
請研究での核心的な問いは、膵癌細胞ホーミングペプチドを基盤に見出したわれわれの提案 
する新規受容体の機能解析と応用展開研究（抗体医薬開発へのトライアルや膵癌バイオマー 
カーとしての価値の検討研究）が患者における危急の課題を実効的な解決に向かわせる重要 
な一手となりえるか？ということに集約される。 
 
２．研究の目的 
われわれが獲得した膵癌細胞選択的吸収ホーミングペプチドに対する取り込み責任 
分子である“膵癌細胞膜上受容体候補分子”を解析し、新規バイオマーカーおよびスキルス 
癌征圧のための CAF 特異的標的能を発揮する革新的抗体医薬創成の足がかりを創出すること 
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本申請研究における遂行目的は以下の３つのマイルストーンに集約される。 
（１）膵癌細胞ホーミングペプチド結合受容体候補分子(新規膵癌細胞膜受容体)の膵癌バイオ
マーカーとしての特異性の詳細な検討。われわれは mRNA display により構築する random 
mRNA/peptide chimera library から、標的として設定する細胞系に高度にシフトした吸収性を
発揮する 9-15 アミノ酸残基よりなる細胞透過型ペプチド（ホーミングペプチド）を分離する技
術を有している。本申請に係るシーズとして、target cell にヒト膵癌(PDAC)細胞を置き、膵癌
系統の細胞群に対するホーミングペプチド(PCPP11)を獲得した。PCPP11 は in vitro 培養系にお
いて癌系の中でも PDAC 細胞に高度の吸収を示し、かつ正常（非腫瘍）細胞への吸収は最小限に
抑制される性質を持つ。ヒト PDAC 細胞の皮下及び腹腔内への移植マウス腫瘍モデルでは標的腫
瘍へ浸潤・転移巣を含めて選択的に吸収され、他の正常生体臓器への非特異的吸収は in vitro 
assay 同様最小限に抑制される。そこで、この PCPP11 の膵癌細胞への選択的取り込みがいかな
る分子機序で起こるのかを分析するため、PCPP11 ペプチドを導入処理した膵癌細胞の細胞膜分
画を精製し、ペプチドを bait として IP を行い、gel フラクションから特異的バンドを切り出し
て LC/MS/MS 解析を行った。結果、同ペプチドに特異的に結合する 2種のレセプター分子を同定
した。これらの特異性を検証するため、receptor A, receptor B ノックアウト膵癌細胞を作成
し、ペプチドの取り込みを調べたところ、receptor A 遺伝子欠損細胞では取り込みがほぼ完全
に消失した。（receptor B-KO では有意に取り込みは減弱したが完全消失はしなかった。）この結
果に基づき、準備研究として抗 receptor A 抗体（膜直下細胞内ドメインを認識）を用いて患者
膵癌組織を染色したところ PDAC 腫瘍腺管の癌細胞膜に非常に強い染色陽性像を認めた。（正常
膵組織・肝・肺・胃粘膜・腎糸球体は有意な発現なし。精巣のみ弱陽性。）receptor A の解析報
告は現在まで酵母においてのみあり、ヒト組織での報告がないため、第一段階として患者腫瘍・
正常組織での発現の有無・強弱・局在を詳細に検討する。膵癌は現在３０症例解析した解析数を
５０例程度に追加し、また他の癌系組織も検索に加えて比較・適応の拡大を探索する。（新大近
藤担当）並行して、receptor A の細胞外ドメインを認識する特異抗体を作成し蛍光分子標識し
た同抗体を担癌マウスに静注し蛍光イメージング及び凍結組織切片にて腫瘍特異的な集積の有
無、他臓器への吸収の有無を判定する。腫瘍のみ選択的に視覚化されれば腫瘍細胞では receptor 
A の膵がん特異的な細胞膜発現を示唆し、膵がん特異的バイオマーカーとしての有用性や抗体医
薬開発への非常に重要な根拠となる。 
（２）新規膵癌細胞膜受容体候補の生物学的な分子機能の洗い出し。 
receptor A のヒトでの機能が不明なため、既に作成済みのヒト PDAC 細胞株２種 AsPC1 (K-Ras 
mut+p53 mut), BxPC3 (p53 mut)における CRISR/Cas9 system を用いた receptor A ノックアウ
ト clone を野生型と併せて metabolome および transcriptome 解析を行い比較分析し、遺伝子機
能を推測。癌増殖や転移能、低酸素環境抵抗性などの index となる具体的分子や経路が洗い出さ
れ 



た段階で、個別遺伝子機能のノックアウトや revertant の作成、変異体による細胞フェノタイ 
プや動態の変化を解析する。また、強固なペプチド結合性を示した receptor B についても KO 
と wild の比較による分析やペプチドと Bの複合体形成等の機能を検索する。 
 
（３）新規膵癌標的抗体医薬のプロトタイプデザイン開発へのチャレンジ 
Esai Inc.の協力下に rabbit Fab/human Fc キメラ抗体を作成し、癌細胞が脆弱となる細胞分裂
期を狙った microtubules 伸長阻害剤である Eribulin や topoisomerase inhibitor SN38 を候補
payload として ADC を試作する。その際、膵癌細胞で最も効率的に活性化している protease の
開裂モチーフを組み込んだリンカーデザインおよびドラッグコンジュゲーション法を検討し、
担癌マウスでの in vivo 抗腫瘍効果の実効性を検討し、結果に基づくデザインの最適化を重ね
ADC プロトタイプを選定する。 
 
４．研究成果 
膵がん細胞ホーミングペプチドを bait にして IP-LC/MS/MS で同ペプチド分子に対する膵がん細
胞膜上の特異的結合分子を同定した。同分子はトランスポーター分子として報告されているが
その機能について knockout 細胞と wild type 細胞での比較 RNASeq 解析を行い、生物学的重要
経路の洗い出しを行った。また、knockoutclone を用いた細胞レベルおよび担癌マウスモデルに
おける造腫瘍性・腫瘍発育の分析では、同分子の発現消失による抗がん剤感受性の亢進、in vivo
腫瘍発育遅延などの減少が確認された。現在この結果を基にさらなる重要機能分子の絞り込み
を進めている。一方、同ペプチド結合分子のヒト膵がん組織における発現の特徴を把握するため
に、細胞膜直下細胞内ドメインを認識する抗体としては優秀な FFPE 切片反応性を発揮する IHC
用抗体を獲得することができ（大阪公立大工学部との共同研究）、膵がん症例、多種類の正常ヒ
ト組織における発現強度と発現・細胞上局在を明かにした。抗体染色による分析では、同分子は
膵がん組織では検索全例（50 症例）で強陽性で、かつがん細胞膜上に強くびまん性に発現して
おり、膵・肝・腎・肺などの正常組織群では極めて発現が弱いか細胞質における弱陽性像のみに
留まることが明らかとなった。また、他系統の癌腫では胆道系癌を除いて一般に発現が微弱で、
細胞膜パターンをとる癌腫は認められなかった。現在、発現の特徴を踏まえてペプチド結合分子
に対する細胞外領域特異的結合抗体の獲得を目指し研究中である。 
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