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研究成果の概要（和文）：胃オルガノイドを2次元展開したmucosoidモデルの解析では、HDAC阻害活性のある酪
酸にてCAPZA1発現は顕著に亢進し、H.pylori感染下でCAPZA1発現依存的にCagAが蓄積することが明らかになっ
た。さらにヒト胃液中に胃内酪酸環境を付与するH.pylori以外の共生細菌の存在も確認できた。一方CAPZA1に特
異的に結合するヒトVH単一ドメイン抗体を取得し、その抗体の結合活性を維持したまま核内送達できる技術を開
発した。また、pLuc/キトサン/ヒアルロン酸の三元複合体を用いることでCD44v9陽性細胞に特異的な遺伝子の細
胞内導入、微小管依存的な核への輸送と遺伝子発現活性が得られた。

研究成果の概要（英文）：Analysis of the mucosoid model, which is a two-dimensional development of 
gastric organoids, showed that butyric acid, a short-chain fatty acid with HDAC inhibitory activity,
 markedly increased CAPZA1 expression, and under H. pylori infection, CagA accumulated in a CAPZA1 
expression-dependent manner. Furthermore, we confirmed the existence of commensal bacteria other 
than H. pylori that confer intragastric butyrate environment in human gastric juice. On the other 
hand, we obtained human VH single-domain antibodies that specifically bind to CAPZA1 and developed a
 technology that can deliver them into the nucleus while maintaining the binding activity of the 
antibodies. In addition, by using a ternary complex of luciferase gene/chitosan/hyaluronic acid, we 
obtained intracellular transduction of genes specific to CD44v9-positive cells, 
microtubule-dependent transport to the nucleus, and gene expression activity.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 胃がん幹細胞　CD44　H. pylori　オートファジー　mucosoid　胃内共生細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌幹細胞標的療法は治療抵抗性癌を根本的に克服する革新的癌治療戦略として大いに期待される。そこで本研究
では、CAPZA1を標的し、胃癌幹細胞の発生を抑制し、かつ治療する技術を開発した。これまでの癌幹細胞を標的
する癌治療戦略では常に分子標的マテリアルの開発に難航してきたが、独自のmRNAディスプレイ法や膜透過促進
ペプチドを駆使することでCAPZA1の標的マテリアルを開発した。
CAPZA1過剰発現細胞、およびCD44v9陽性癌幹細胞を標的とした次世代分子標的バイオ医薬を開発し、「癌幹細胞
/前駆細胞選択的二段階駆逐型新規癌治療戦略」の確立を推進したことは学術的・社会的の両面で非常に有意義
であった。

※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 
H. pylori 除菌後の胃がん発症要因として、前癌変化で発生し、腫瘍形成や再発、転移、治療
抵抗性に寄与し、癌の悪性形質転換に強く関与する癌幹細胞の存在が重要である。研究代表
者らは、ヒト胃がん組織 で、アクチン重合制御蛋白質 CAPZA1 (Capping actin protein of muscle 
Z-line alpha subunit 1)の過剰発現細胞が、CD44v9 陽性癌幹細胞の前駆細胞となることを報告
し、CAPZA1 の機能制御が CD44v9 陽性胃がん幹細胞の発生阻害に繋がることを示してきた

(Tsugawa, Suzuki et al. Autophagy 2019;15(2):242-258; Tsugawa, Suzuki et al. Cell Mol Gastroenterol 
Hepatol. 2019;8(3):319-334)。本研究では、CAPZA1 発現あるいは CD44v9 陽性癌幹細胞の発生
を制御する胃内因子を探索し、CAPZA1 および CD44v9 同時陽性の胃発癌ハイリスク細胞を
標的するハイブリッドペプチド抗体や CD44v9 陽性癌幹細胞を選択的排除する複合ナノ微
粒子を創薬応用する基盤を構築する。設計・開発された分子標的バイオ医薬の機能評価のた
めに、ヒト胃がんオルガノイド由来 mucosoid 系も樹立する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CD44v9 陽性胃がん幹細胞とその前駆細胞である、CAPZA1 過剰発現細胞を標的
する胃がん予防・治療戦略を構築する。つまり、CAPZA1 および CD44v9 陽性の胃発癌ハイリ
スク細胞を標的するハイブリッドペプチド抗体や癌部で発生している CD44v9 陽性癌幹細
胞を選択的排除する複合ナノ微粒子を創出するための基盤研究である。そのために、CAPZA1
および CD44v9 の発現機序を明確化し、H. pylori 因子とともに協奏的にそれらの誘導を促進
する胃内因子を探索する。また、標的送達性も勘案した上で CAPZA1 を標的細胞の核内で選
択的に標的するハイブリッドペプチド／抗体あるいは、CD44v9 陽性胃がん幹細胞の細胞表
面 CD44v9 を標的する糖鎖修飾ナノ粒子を創出する。創出した分子標的マテリアルの標的送
達性と機能性を評価するために mucosoid 培養系を構築する。 
 
３．研究の方法 
（１） CAPZA1 標的化ペプチドの開発と機能確認（土居）  
分担者の土居は独自の
mRNA ディスプレイ法
(Nucleic Acids Res. 
34:e127, 2006)を用い、
CAPZA1 選択的に結合す
る高親和性ペプチドま
たはフラグメント抗体
を作製し、同じく土居が
最近発見した膜透過ペ
プチド(J. Control. Release 
255:1, 2017)と核移行配
列を融合したハイブリ
ッド型ペプチドとして
調製する。 

 



（２） CD44v9 選択性 pDNA/キトサン/ヒアルロン酸で構成したナノ粒子構築とその機
能確認（佐藤）    

ポリイオンコンプレックス法で CD44v9 選択性 pDNA/キトサン/ヒアルロン酸（HA）で
構成したナノ粒子を作製する。 
また、癌細胞
の 増 殖 ・ 遊
走・転移に関
わ る 遺 伝 子
群 に つ い て
も 特 異 的 発
現制御 shRNA
を上記 pDNA
ナノ粒子で CD44v9 強制発現 MKN28 細胞へ特異的に送達させ、如何なる因子が癌幹細胞の
増殖・遊走に関わるのかを明示し、その制御法を開発する。 
 
（３） バイオマテリアルの機能評価用の胃オルガノイド由来 mucosoid 培養系構築と
CAPZA1 あるいは CD44v9 を誘導する胃内因子の探索（鈴木・津川） 

H. pylori 感染マウス胃粘膜組織より mucosoid を構築し、構築 mucosoid にて CAPZA1 過
剰発現細胞の有無を評価する。また、CAPZA1 過剰発現は、CAPZA1 プロモーター領域での
ヒストンアセチル化を介して誘導されることから、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害
活性をもつ胃内物質の探索を行う。胃がん患者胃液中の HDAC 阻害活性をもつ物質として
SCFA (short chain fatty acid) の探索を実施する。さらに、この SCFA の産生源としての胃内
共生細菌叢の探索・同定を行う。 

構築 mucosoid で CAPZA1 過剰発現細胞が確認された場合、構築 mucosoid で LGR5 陽性
正常幹細胞が CAPZA1 過剰発現細胞として存在するかを明確にする。構築した mucosoid
を縦切り切片化した後に、免疫組織化学を実施し、共焦点レーザー顕微鏡にて解析するこ
とで、LGR5 陽性正常幹細胞における CAPZA1 発現レベルを解析する。CAPZA1 過剰発現細
胞を確認した上で、H. pylori 感染を行い、CD44v9 発現が惹起されるかを評価する。また、
CAPZA1 過剰発現細胞への H. pylori 由来癌蛋白質 CagA の蓄積も評価する。一方、CAPZA1
過剰発現細胞が認められなかった場合には、H2O2 や tert-butyl peroxide 添加で CAPZA1 過
剰発現細胞を誘導する。 

今後は、ヒト胃がん組織から mucosoid 培養系を構築し、前述の方法で CAPZA1 過剰発
現細胞と CD44v9 陽性細胞の有無を評価する。加えて H. pylori を感染させ、さらなる CD44v9
陽性細胞数の上昇と CAPZA1 過剰発現細胞へのさらなる CagA 蓄積を評価すると同時に、
本変化が土居らが創出した核移行配列融合膜透過ペプチド、あるいは佐藤らの創出した
CD44v9 選択性 pDNA/キトサン/ヒアルロン酸で構成したナノ粒子を添加し抑制されるか
を検討し、同時に、胃がん部由来 mucosoid の CAPZA1 過剰発現で抑制された autophagy が
回復するかを autolysosome 選択的染色試薬（Lysotracker）を用いた共焦点レーザー顕微鏡
解析で評価する。 
 
４．研究成果 

胃オルガノイド由来幹細胞駆動型上皮細胞モデル(mucosoid)を用いた解析では、短鎖脂
肪酸(SCFA)である酪酸(butyrate)刺
激にて、胃上皮細胞の CAPZA1 発
現は顕著に亢進し、H. pylori 感染
により、CAPZA1 過剰発現細胞依存
的に CagAが蓄積していくことが、
Western blotting と共焦点レーザ
ー顕微鏡解析による蛍光免疫組
織化学により明らかになった。酪
酸は、CAPZA1 プロモーター領域
でのヒストンアセチル化を介し、
AGS 細胞および mucosoid におけ
る CAPZA1 の発現を亢進させた。
また、CD44v9 の発現は、H. pylori
由来の癌蛋白 CagA が装填された
CAPZA1 過剰発現細胞で誘導され
ることがわかった。このように誘



導された CD44v9 陽性細胞は LGR5、KLF5、および SALL4 を発現しており、SCFA の一つであ
る酪酸の負荷が CD44v9 発現細胞に幹細胞特性を与えることを示唆した。 

そこで、東海大学医学部臨床研究審査委員会の承認の下、十分なインフォームドコンセン
トを得た上で、胃がん患者および非胃がん患者から胃液を採取し、SCFA を定量し、胃内細
菌叢を解析した。つまり、胃液からの 16S rRNA ライブラリーを TA クローニングによって
構築し、サンガー法によって配列決定した。その結果、胃がん患者の胃液内の特定の SCFA
産生細菌（H. pylori 以外の細菌）として、Streptococcus spp.が同定され、その 16S rRNA レベ
ルは胃がん患者において対照よりも有意に高いことがわかった（AUROC = 0.83 [95% CI、0.65-
1.00 ]）(Abstract, Gastroenterology 2022;162(7):S-66_282)。 

また、mRNA ディスプレイ技術を用いて、CAPZA1 を分子標的した蛋白質相互作用阻害ペ
プチドの開発とスクリーニングを行った。まず、CAPZA1 にビーズ固定用の SBP タグを融合
した CAPZA1-SBP 蛋白質を大腸菌で大量発現・精製し、ヒト胃がん由来 AGS 細胞抽出液に含
まれる LRP1-ICD との結合を確認することができたので、これをベイトとして mRNA ディス
プレイ法によるヒト VH 単一ドメイン抗体（図 A）の試験管内選択をおこなった。その結果、
5 ラウンドで結合配列の濃縮がみられ（図 B）、CAPZA1 に特異的に結合する小型ドメイン抗
体を多数取得することに成功した（図 C, 図 D）。得られた小型ドメイン抗体を独自の膜透過
促進ペプチドおよび核移行配列（NLS）と組み合わせることで、細胞質から核までデリバリ
ーできるかを検討するために、小型ドメイン抗体とペプチドの連結順序を変えた複数のコ
ンストラクトを作成し、機能と局在を調べた結果、抗体の結合活性を維持したまま、核に送
達できることが確認できた。さらに、核内での CAPZA1 と LRP1・ICD との結合を阻害するこ
とで、抑制されていたオートファジーを強化する小型ドメイン抗体クローンの 2 次スクリ
ーニングをおこなった。各クローンに免疫沈降用の FLAG タグと NLS を融合した遺伝子を
AGS 細胞内で発現させ、免疫沈降とウェスタンブロットを行った結果、３種の小型ドメイン
抗体クローンにおいて、H. pylori 感染した AGS 細胞のみで CAPZA1 との結合および LAMP1 の
発現量上昇を示唆する結果が得られた（図 E）。 

次に、CD44v9 を特異的に標的するために、CD44v9(+)細胞に親和性を有する多糖ナノ粒子
による遺伝子（プラスミド DNA, pDNA）のデリバリーシステムの検討を行った。多糖ナノ粒
子としては、これまでに癌細胞での遺伝子発現活性に優れていた pDNA／キトサン二元複合
体、pDNA／キトサン／ヒアルロン酸(HA)三元複合体および pDNA／キトサン／コンドロイチ
ン硫酸(CS)三元複合体を用いた。CD44v9(+)細胞での遺伝子発現効率は pDNA としてルシフェ
ラーゼ遺伝子（pLuc）を用いて評価した。pLuc／キトサン／HA 三元複合体は他の複合体と
比較して CD44v9(+)細胞で選択的に遺伝子発現活性の上昇がみられた（図(A)）。そこで、その
様な高い遺伝子発現活性が得られるメカニズムの解析を行った。取り込み経路は、エンドサ



イトーシス阻害薬で処理した細胞での遺伝子発現により評価した。これにより、マクロピノ
サイトーシスとクラスリン介在型のエンドサイトーシスにより遺伝子複合体は細胞内に
取り込まれていることが示された。また、共焦点レーザー顕微鏡観察により、遺伝子複合
体は核内に取り込まれていることが示された。次に、細胞をノコダゾール処理することで、
pLuc の発現が低下し、PCR により核内への取り込みが顕著に抑制された（図（B））。これ
により pLuc 複合体は微小管を介して核内に取り込まれていることが示唆された。ここで
用いた野生株と CD44v9(+)細胞では、ヒアルロン酸受容体である RHAMM(Receptor for 
hyaluronan-mediated motility)を発現していることが PCR で確認された。RHAMM は微小管
のダイナミクスに関与していることが知られている。そこで、RHAMM を siRNA でノック
ダウンして、遺伝子発現活性を評価した。その結果、pLuc の発現が抑制されることが示さ
れた。これらの結果より、pLuc／キトサン／HA 三元複合体は、CD44v9(+)細胞に HA 受容
体を介して取り込まれ、微小管を介して効率よく核内に輸送されることで、高い遺伝子発
現活性を示すことが示唆された。最後に、この成果を基盤に、自殺遺伝子(pTK)含有多糖ナ
ノ粒子を用いて CD44v9(+)細胞に対する in vitro での抗腫瘍効果を検討した。その結果、野
生株と比較して細胞の増殖が抑制されていた。以上の結果より、CD44v9 を発現した胃が
ん幹細胞を標的とした遺伝子治療において、キトサン／HA ナノ粒子が有用であることが
示された。 

(A) 野生株と CD44v9(+)細胞での pLuc／多糖複合体による pLuc 発現活性 
(B) ノコダゾール処理細胞での pLuc の発現活性と核内への移行量 
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Symptom clusters outside the Rome IV consensus can be identified in both Eastern and Western patients with a disorder of
gut-brain interaction: preliminary results of an ongoing international multicenter study
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今井 仁, 穂積 勝人, 西崎 泰弘, 鈴木 秀和

佐野正弥, 上田孝, 鈴木秀和

今井 仁, 田中里佳, Karl Bil Eap, 西崎泰弘, 鈴木秀和, 穂積勝人

Suzuki, H

第41回Cytoprotection研究会

The 5th International Symposium of Techniques of Acupuncture-Moxibustion and Tuina（招待講演）（国際学会）

 ２．発表標題
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Early detection and stratification of gastric cancer through stem cell marker and miRNA
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胸焼け、胃もたれ、心窩部痛、そしてピロリ菌

慢性便秘：病態と治療の最近の進歩
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