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研究成果の概要（和文）：腫瘍表面分子IL-4Rに着目し、口腔がん細胞株と口腔がん切除標本におけるIL-4Rの発現レベ
ルをqRT-PCR法ならびにウェスタンブロット法、免疫組織染色法にて解析したところ、細胞株および切除検体ではIL-4
受容体が高発現していることが明らかとなった。次にIL-4Rに関する受容体結合配列の候補選定を行いキメラペプチド
を作製し、口腔がん細胞への抗腫瘍効果をin vitro, in vivoの系にて検討した。0～20μMの各培地濃度で24時間培養
し、腫瘍細胞における抗腫瘍効果を判定し、正常細胞よりがん細胞に抗腫瘍効果を認めた。マウスの皮下腫瘍モデルに
おいても、濃度依存性に抗腫瘍効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：Interleukin-4 receptor α (IL-4Rα) is highly expressed on the surface of oral 
squamous cell carcinoma (OSCC). We designed a novel IL-4Rα-lytic hybrid peptide composed of a binding 
peptide to IL-4Rα and a cell-lytic peptide. We evaluated the antitumor activity of the IL-4Rα-lytic 
hybrid peptide as a novel molecular-targeted therapy in OSCC. Immunoblot analysis revealed that IL-4Rα 
was expressed in all tested OSCC cell lines, but not in a human normal keratinocyte (HaCaT) cell line. 
Immunohistochemical expression levels of IL-4Rα in OSCC tissues were higher compared to those in normal 
epithelial tissue. The IL-4Rα-lytic hybrid peptide showed cytotoxic activity in cancer cell lines with a 
concentration that killed 50% of all cells (IC50) as low as 10uM. HaCaT cells were less sensitive to this 
peptide with an IC50 of >30uM. In addition, intratumoral administration of IL-4Rα-lytic hybrid peptide 
significantly inhibited tumor growth in a xenograft model of human OSCC in vivo.

研究分野：口腔がん分野における分子生物学的研究

キーワード： キメラペプチド　IL-4R　口腔がん
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１．研究開始当初の背景 
（１）頭頚部がんは、悪性腫瘍の中で世界
6 番目に多いがんであり、その中で、口腔
がんが約 60%を占めている。過去 30 年間
で生存率に明らかな向上が見られていない
こと、また口腔がんの特徴として、摂食、
嚥下、構音、審美など日常生活の根本に関
わる口腔機能障害があることから、新たな
治療法の開発が極めて重要と考えられる。 
（２）そこで開発されたのが、hybrid peptide
である。がん細胞に多く発現している受容体
に特異的に結合するbinding peptide と細胞
殺傷効果を有する膜溶解ペプチドである
lytic peptide の２つの異なる性質を持った
ペプチドを結合させたものである。正常細胞
と比較して、がん細胞により多く発現してい
る腫瘍表面分子を標的とした、次世代イムノ
トキシン療法とも呼ばれている。 
（３）膜溶解ペプチドは、陽イオンの抗菌ペ
プチドであり、細菌と癌細胞膜との類似点に
着目され、天然に存在する抗菌ペプチドを利
用して人工的な膜溶解ペプチドが設計され
ている。これらのペプチドは正電荷のアミノ
酸を多く含んでいる事から、がん特異的に結
合し、さらに抗がん活性もあることが見いだ
されている。 
（４）これまで、様々な固形がんにおいて
IL-4R が高発現していることが報告されてき
た。従って、今後新しい分子標的治療薬の
Target になりえると考え、今回 IL-4R に結合
する hybrid peptide を IL-4R hybrid peptide
として、研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
（１）口腔がんにおける IL-4R の発現の有無
を確認する。 
（２）細胞レベルでの IL-4R-lytic hybrid 
peptide の殺細胞効果を解析する。 
（３）動物レベルでの IL-4R-lytic hybrid 
peptide の抗腫瘍効果・副作用を評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）IL-4R の発現解析 
口腔がん症例の切除標本を用いて、免疫組織
染色、ウェスタンブロット法でタンパク室の
発現を評価する。real-time PCR 法を行いて
mRNA の発現を評価する。 
（２）ペプチドの腫瘍特異性に関する解析 
蛍光ペプチドを用いて、 fluorescence 
activated cell sorting (FACS)と共焦点顕
微鏡にて解析する。 
（３）IL-4R-lytic peptide の抗腫瘍効果の
検討 In vitro では、MTT assay にて生存細胞
数を測定し、In vivo では、xenograft model 
を用いて腫瘍内投与を行い評価する。 
 
４．研究成果 
（１）口腔がん症例の切除標本 5例における
IL-4R の発現状態の評価 
 ①正常組織・がん組織を採取し、タンパク

を抽出しウェスタンブロット法によるタン
パク質の発現を確認したところ、正常組織で
は発現が認められないのに対して、がん組織
では、IL-4R の発現を認めた。次いで、免疫
組織染色を行ったところ、全ての症例で、腫
瘍部分にIL-4Rが発現していることが確認さ
れた（図１-１、２）。 

図１-１：口腔がん症例の切除標本 5 例にお
ける IL-4R の発現状態 

図１-２：口腔がん症例の切除標本における
IL-4R の発現状態（免疫組織染色） 
 
（２）口腔がん症例の切除標本 64 例におけ
る IL-4R の発現状態の評価 
 症例数を増やし、当科における腔がん症例
の切除標本 64 例についての検討を行ったと
ころ、がん部で染色陽性と判断したものは 64
例中 42 例（65.6%）あり、正常上皮と比較し
がん組織でより多くIL-4R陽性と判定された。 
 
（３）口腔がん細胞株 5種類とヒト表皮角化
細胞株（HaCaT）における IL-4R の発現解析 
 real-time RT-PCR法およびウェスタンブロ
ット法にて、5 種類の細胞株で IL-4R の発現
が認められたのに対して、HaCaT では、IL-4R
の発現を認めなかった。FACS にて定量化した
グラフを示す（図２）。 
 
（４）口腔がん細胞株とHaCaTにおける、IL-4 
R−hybrid peptide の抗腫瘍効果の検討 
 MTT assay にて施行した。口腔がん細胞株
5種類では IL-4R-hybrid peptide においては、
抗腫瘍効果を認めた。また正常細胞の HaCaT
に対しては、Hybrid peptide の効果は少ない 



ことが分かり、腫瘍選択性が確認された。抗
腫瘍効果を IC50値で示すと、がん細胞株では
IC50 値が 10μM 以下であったのに対して、
HaCaTでは、40μMに近い値であった（図３）。 

図２：口腔がん細胞株とHaCaTにおけるIL-4R
の発現状態 

図３：口腔がん細胞株とHaCaTにおける、IL-4 
R−hybrid peptide の抗腫瘍効果 
 
（５）IL-4R の発現と IC50値との相関の評価
および IC50ratio との相関を確認しました。
FACSを用いて、IL-4Rの発現レベルを評価し、
IC50、IC50ratio との相関を検討したところ、
強い相関を認め、IL-4R の発現が多いと、IL-4 
R−hybrid peptideはより効果を示すことが明
らかとなった（図４）。 

  図４：IL-4R の発現と IC50値との相関 
 
（６）IL-4R−Hybrid peptide の経時的な抗腫
瘍効果の検討 
 がん細胞株 HSC-2 と HaCaT を比較すると、
Hybrid peptideはがん細胞に接触後数分以内
に効果を示すことが明らかとなった（図５）。 
 
（７）IL-4R−Hybrid peptide の腫瘍特異性の
検討   
 IL-4R−binding peptide に FITCをラベルし、
FACS にて binding assay を行った。濃度依存
的に、HaCaT と比較して HSC-2 において強い
蛍光強度を示す傾向にあったため、binding 
peptide の腫瘍特異性が示唆された（図６）。 

図５：IL-4R−Hybrid peptide の経時的な抗腫
瘍効果 

図６：IL-4R−Hybrid peptide の腫瘍特異性 
 
（８）HSC-2 xenograft model に対する IL-4R
−hybrid peptide の効果に関する検討 
 IL-4R−hybrid peptideを腫瘍内投与した際、
濃度依存的に抗腫瘍効果を認めた（図７）。
IL-4R-hybrid peptide の腫瘍内投与による
肝・腎障害や体重減少などは認めなかった。 

図７：xenograft model に対する IL-4R−
hybrid peptide の効果 
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