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研究成果の概要（和文）：H. pylori感染でのオートファジー発現はCagA分解を担い癌化を抑制するが、CD44v9
発現癌幹細胞ではオートファジーが発現せず細胞内CagAが蓄積する。さらに、我々はCAPZA1が核内でLRP1-ICDと
結合し LAMP1発現を阻害すること、CAPZA1過剰発現細胞にCagAが装填されるとCD44v9発現が亢進することも示し
た。CD44v9と核内移行CAPZA1を標的するため、ヒトSyncytin 1由来膜透過促進ペプチドS19とTAT を組み合わ
せ、細胞内異物分解から離脱させた。抗CD44v9一本鎖抗体/ヒト由来膜透過促進ペプチド融合蛋白を大量精製し
選択的細胞内取り込みを確認しえた。

研究成果の概要（英文）：Although autophagy expression in H. pylori-infected cells is responsible for
 oncogenic CagA degradation and suppresses tumorigenesis, CD44v9-expressing cancer stem-like cells 
do not evoke autophagy and intracellular CagA accumulates. LAMP1-dependent autophagosome formation 
is also essential for CagA degrading autophagy, and we showed that CAPZA1 would bind to LRP1-ICD in 
the nucleus and inhibit LAMP1 expression, and when CAPZA1 is loaded on CAPZA1 overexpressing cells, 
CD44v9 expression was enhanced. In order to target CD44v9 and a large amount of CAPZA1 translocated 
to the nucleus, it was possible to release from intracellular foreign body degradation by combining 
TAT with human Syncytin 1-derived membrane-penetrating peptide S19. A large amount of protein was 
purified by fusing the created anti-CD44v9 single-chain antibody and a human-derived 
membrane-penetrating peptide, and CD44v9-positive cell selective cellular uptake was confirmed.

研究分野： 消化器内科学
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令和

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。これまで、癌
幹細胞の発生起源は明確にされていなかったが、代表者らは、最近、CAPZA1過剰発現細胞が癌幹細胞の前駆責任
細胞であることを報告した(Autophagy 2019)。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、本研究では、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を標的するマテリアルを開発しえた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞は、自己複製能、多分化能、抗がん剤・放射線耐性を持ち、治療抵抗性や再発に関与
する。CD44 は、細胞間接着、運動、がんの浸潤、転移などに関与し、がん幹細胞マーカーとして知ら
れてきたが、がん幹細胞の機能において如何なる役割を担っているかについては不明であった。最近、
研究協力者の佐谷は、CD44 のスプライシングバリアントアイソフォーム(CD44v9)が、細胞膜において
シスチントランスポーターである xCT と結合することでグルタチオン(GSH)生成を促進し、細胞内
reactive oxygen species (ROS)の蓄積を抑制し酸化ストレス抵抗性を高め、治療抵抗性に関与すること
を明らかにした(Cancer Cell 19:387, 2011; Cancer Res. 72: 1438, 2012)。CD44v9 強制発現細胞では、
ROS 誘導性抗がん剤、シスプラチンン(CDDP)に対する抵抗性も示し、また、CD44v9 発現乳がん細胞
では肺転移能が xCT 依存性に上昇することを報告した（Nat. Commun. 3: 883, 2012）。代表者らも、内
視鏡的粘膜下層剥離術（ESD）を施行された早期胃がん患者で、CD44v9 陽性例では陰性例に比較
し、異時性胃がん発生が有意に高率であることを報告し(Br. J . Cancer 109:379, 2013)、胃がんの再発
予測マーカーとしての有用性も示してきた。さらに、代表者らは、通常はオートファジーで分解・排除さ
れる H. pylori 由来がんタンパク質 CagA が、CD44v9 陽性細胞では特異的に蓄積し、細胞増殖活性が
高まることも報告し (Cell Host Microbe 12, 764, 2012)、さらに CD44v9 陰性細胞では、CagA 分解性オ
ートファジーは、H. pylori 由来外毒素 VacA が細胞表層タンパク質 LRP1 への結合で促進されること(J . 
Biol. Chem. 287, 31104, 2012)を報告してきた。 

一方、標的分子に高い特異性と親和性をもつバイオ医薬は、従来の小分子化合物と比べ副作用が
少なく、治療効果が高い究極の分子標的薬として注目されるが、（1）細胞膜透過性が低いため標的分
子が細胞表面や細胞外の分子に限定される、（2）生産コストが高い、などの課題があった。分担者の
土居らは、独自に開発した試験管内蛋白質選択技術（無細胞ディスプレイ技術）を応用・発展させるこ
とで、高機能性の低分子抗体を簡便かつ迅速に創出できるシステムを確立した。さらに、膜融合に関
与する蛋白質に含まれる部分ペプチドが、それを融合した蛋白質自身のみならず、共添加デキストラ
ンや完全抗体、核酸など共存分子の細胞質への膜透過を促進することを発見した（J. Control Release 
212:85, 2015；特願 2015-118432）。この膜透過促進ペプチドを、細胞選択マーカーとなる膜抗原に対
する低分子抗体と融合させることで、胃癌幹細胞を標的するバイオ医薬の細胞選択的膜透過促進が
期待できる。 
 
２．研究の目的 
 CD44v9 陽性がん幹細胞の機能を抑制するためには、xCT 阻害薬であるスルファサラジンの抑制効
果が確認されており(Cancer Cell 19:387, 2011)、スルファサラジンは経口投与すると腸内細菌でスルフ
ァピリジンと 5-ASA に分解され、活性を担うスルファサラジンの血中濃度が十分に上昇しないという問
題がある。そこで、本研究では、CD44v9 陽性細胞におけるオートファジー抵抗性の分子機序の詳細
を明らかにし、それらを解除するための標的候補分子を明確にした上で、分担者の土居らが開発した
試験管内蛋白質選択技術（無細胞ディスプレイ技術）を応用・発展させ、最初に細胞表面において、
CD44v9 を標的し、さらにその細胞内で酸化ストレス抵抗性あるいはオートファジー抵抗性解除分子を
標的する二重標的型膜透過性（ハイブリッド）低分子抗体を開発する。 
 
３．研究の方法 
 最初に標的の妥当性を検証するために、ピロリ菌感染 CD44v9 陽性 MKN28 細胞において、CagA
分解性オートファジーが、VacA の LRP1 結合から、LRP1 の細胞内ドメイン(LRP1-ICD)の核内移行、
LAMP1 発現の誘導から、autophago-lysosome 形成の誘導に至る経路の詳細を検討する。特に、核内
で LRP1-ICD に結合し LAMP1 発現誘導を抑制し autophagy を抑制するアクチン重合制御蛋白質を
同定する。また、CAPZA1 過剰発現細胞への H. pylori 感染で、細胞内 CagA 蓄積が亢進し、CD44v9
のスプライシングバリアント構築に寄与する ESRP1 発現が誘導され、CagA の蓄積により CD44v9 発現
自体が誘導されることを確認する。その上で、治療抵抗性のニッチを形成する胃がん幹細胞の発現す
る CD44v9 のオートファジー抵抗性分子を標的することで、がん進展のフロントラインと治療抵抗ニッチ
を制圧するために、CD44v9 陽性細胞にて、LRP1-ICD 細胞内導入型オートファジーを強制誘導する
ハイブリッド低分子抗体を作製し、作製したハイブリッド低分子抗体の有効性と安全性を担がんマウス
モデルで in vivo にて検証する。まず、独自の無細胞ディスプレイ技術を活用し、細胞表面に相当する
pH7.4 で膜抗原に結合し、エンドソーム内に相当する pH6.0 で膜抗原から解離する pH 応答性の低分
子抗体を簡便かつ迅速に作製できる手法を確立し、この低分子抗体に独自の膜作用性ペプチドを融
合することで、細胞表面膜抗原に結合してエンドソームに移行し、pH 依存性に抗原から解離後、膜作
用性ペプチドを介してエンドソームから細胞質に脱出できる膜透過性低分子抗体、または、同時に取
り込んだバイオ医薬のエンドソームから細胞質への輸送を向上させる膜透過促進低分子抗体を作製
する。また、上記の膜透過性低分子抗体は細胞選択性を付与するためのもので、細胞質に移行後、
細胞内の標的因子に作用する第二の抗体、または、機能性ペプチド、小分子化合物などの薬剤をあ
らかじめ融合・連結しておく必要がある。このための一手段として、高親和性の二重特異性低分子抗
体の作製が挙げられるが、その簡便かつ迅速な構築にも無細胞ディスプレイ技術を適用する。従来の
一般的な二重特異性抗体は２つの抗体の抗原結合部位を１つの IgG 抗体の中に融合することで作製
されていたが、構成が不均一になる欠点があった。本研究では、２つの抗原に対して高い親和性を有
する Diabody やタンデム sc(Fv)2 などの二重特異性低分子抗体の試験管内進化による最適化を図る。 
 



４．研究成果 
H. pylori 感染細胞におけるオートファジー発現は、本菌由来がん蛋白質 CagA 分解を担うため、癌

化抑制に寄与する重要な宿主応答である。しかし、CD44v9 発現癌幹細胞では、このオートファジーが
発現せず細胞内 CagA が分解されずに蓄積するため、胃癌発生・再発に関連する癌幹細胞となると考
えられた。また、胃がんに対する 5-フルオロウラシル(5-FU)の抗腫瘍作用に ROS による細胞傷害が関
与し、CD44v9 強制発現細胞では、5-FU 耐性が生じ、xCT 阻害剤であるサラゾスルファピリジン(SASP) 
により薬剤耐性が改善することもわかった(Anticancer Res. 38:6163, 2018)。 

さて、CagA 分解性オートファジーは、VacA が LRP1 に結合することで促進されるが、この LRP1 の
細胞内ドメイ ン (LRP1-ICD) は、 autophagy 発現時に 核内移行し 、 LAMP1 の転写因子とし て
autophago-lysosome 形成を誘導すること、核内で LRP1-ICD に結合し LAMP1 発現誘導を抑制し
autophagy を抑制するアクチン重合制御蛋白質 CAPZA1 があることがわかった(Autophagy 15:242, 
2019)。また、CAPZA1 過剰発現細胞への H. pylori 感染で、細胞内 CagA 蓄積が亢進し、CD44v9 の
スプライシングバリアント構築に寄与する ESRP1 発現が誘導され、CagA の蓄積により CD44v9 発現自
体が誘導されることも確認した。つまり、LAMP1 発現誘導は、LRP1-ICD と CAPZA1 のバランスで規定
され、LRP1-ICD 過剰では亢進すると考えられた（図 1）。ここで、CAPZA1 は autophagosome-lysosome
融合系起動の negative regulator として機能する。以上の検討から、CD44v9 発現癌幹細胞を標的する
ために CD44v9 発現の標的に加え核内移行した大量の CAPZA1 を標的する必要があると考えた。 

そこで、CD44v9 を標的し CD44v9 陽性細胞特異的自殺因子を細胞質内送達する目的で、抗
CD44v9 一本鎖抗体と膜透過促進ペプチドを融合したハイブリッド低分子抗体の開発を行うために、ま
ず、以下のように膜透過促進ペプチドの探索を行なった。先行研究で我々が同定した膜透過促進ペ
プチド B18（J . Control. Release 212:85, 2015）はウニ由来の配列であったため、バイオ医薬品に応用
する場合免疫原性の懸念があった。そこで新たに膜融合に関与するヒトタンパク質由来の部分ペプチ
ドを探索した結果、ヒト Syncytin1 由来膜透過促進ペプチド S19 は、従来の細胞透過性ペプチドである
TAT と組み合わせることで融合タンパク質の細胞質送達を数十倍向上させることを明らかにした（J. 
Control. Release 255:1, 2017）。この膜透過促進メカニズムを明らかにするために、初期エンドソーム
（EE）および後期エンドソーム（LE）の脂質膜組成を模倣したリポソームを調製し、S19-TAT ペプチドの
CD スペクトル測定およびリポソーム漏出アッセイをおこなった。その結果、S19-TAT は LE 模倣リポソー
ム共存下で β 構造を形成し、LE 模倣脂質膜に結合して内包した蛍光色素の漏出活性を示した。また、
培養細胞で EE から LE への成熟を阻害すると S19-TAT による細胞質送達も阻害された。以上の結果
から、S19-TAT は EE ではなく LE から細胞質に離脱し、その際、LE 膜への結合にともなう S19 ペプチ
ド部分の二次構造の変化が関与している可能性が示唆された（J . Control. Release 255:1, 2017）。そこ
で、この機構を確認するために、Alaスキャニング変異解析をおこなった。具体的には S19 ペプチドのう



ち２カ所の Ala を除く 17 個のアミノ酸を１カ所ずつ Ala に置換した変異体を作製し、それらの膜透過促
進活性と二次構造を調べた結果、ベータ構造を形成しやすいアミノ酸を Ala に置換した場合に膜透過
促進活性が減少あるいは消失し、そのとき S19 の二次構造がベータ構造からヘリックス構造に変換あ
るいはベータ構造が減少する傾向にあることが示された。 

次に、この膜透過促進ペプチド S19 と CD44v9 に対する抗体とを組み合わせることで、CD44v9 陽性
がん幹細胞を標的としたバイオ医薬の DDS を実証するために、CD44 に対する一本鎖抗体遺伝子の
mRNAディスプレイ法による取得とS19 融合タンパク質の大量発現・精製条件の検討を行い、得られた
融合タンパク質が CD44 および CD44v9 の細胞外ドメインに結合することをプルダウンアッセイにより確
認した（図 2）。また、このときに利用する膜抗原に対する一本鎖抗体は、細胞表面の中性 pH で膜抗
原に結合し、エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれた後、エンドソームの酸性 pH で膜抗原から解
離することで、効率よくエンドソーム離脱することが期待できるため、mRNA ディスプレイ法と pH グラジ
エント生成マイクロ流体デバイスを組み合わせた pH 応答性一本鎖抗体の試験管内進化についても検
討を行い、pH 応答性結合活性を示す一本鎖抗体を取得する手法を確立することに成功した。そこで、
CD44v9 陽性細胞に標的物質を細胞内送達するために、mRNA ディスプレイ法で取得した CD44 に結
合する一本鎖抗体とヒト由来膜透過促進ペプチドとを融合した蛍光タンパク質を大量発現・精製し、
CD44v9 陽性細胞の培地に添加した。その結果、ヒト Syncytin1 由来膜透過促進ペプチドとして S19 を
用いた場合は蛍光タンパク質の細胞内取り込みはみられなかったが、S19 の C 末端側をさらに伸長し
たペプチドを用いることで、CD44v9 陽性細胞選択的な細胞内取り込みを実現することに成功した。し
かし、その取り込み効率は低かったことから、S19 の C 末端側を伸長するペプチドの長さをさらに最適
化することにした。その際、一本鎖抗体を融合した蛍光タンパク質の大腸菌での発現量が低く多検体
のサンプル調整が困難であったことから、CD44 に結合するペプチドを利用することにした。CD44 結合
ペプチドと蛍光蛋白質および様々な長さの Syncytin1 由来部分ペプチドを融合した蛋白質を CD44v9
が高発現している NCl-N87 細胞と、ネガティブコントロールとして MKN28 細胞に添加し、細胞内の局
在を共焦点蛍光顕微鏡で観察した。その結果、CD44v9 が発現していない MKN28 細胞においてタン
パク質の取り込みは見られず、一方、CD44v9 が発現している NCl-N87 細胞ではタンパク質の細胞内
取り込みを確認することができた。しかし、Syncytin1 部分ペプチドの延長による細胞内取り込みの著し
い向上は確認されなかった。 

以上のように、CD44v9 発現細胞標的療法の基盤が構築された。 
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