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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍細胞で高発現しているIL-13受容体alpha2（IL13Ra2）など重要な役割を担
うことが報告されている標的候補に対するペプチドおよび癌細胞選択的な細胞膜崩壊型lyticペプチドを組み合
わせた、各種ハイブリッドペプチドを設計し、これら受容体が高発現している癌細胞株に対する殺細胞効果およ
びin vivoにおける抗腫瘍効果の評価を行った。その結果、IL13Ra2を標的としたハイブリッドペプチドは、効果
的な殺細胞効果を発揮すること、また、ヒト悪性脳腫瘍細胞株を用いた担癌モデルにおいて腫瘍内投与において
抗腫瘍効果を発揮することが確認された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the IL-13 receptor alpha 2 (IL13Ralpha2), which plays critical
 and important roles in glioblastoma cells, and performed the screening binding peptide to the 
receptor using T7 phage display system. We successfully selected one candidate peptide binding 
specifically to IL13Ralpha2, and designed IL13Ra2-lytic hybrid peptide by conjugation with lytic 
type peptide against cancer membrane. It was found that IL13Ra2-lytic had effective cytotoxic 
activity against glioblastoma cell lines which express IL13Ralpha2, and the peptide had also 
anti-tumor activity in vivo. These results suggest that hybrid peptide designed in this study may 
also new candidate for the development of glioblastoma treatment in the future. 

研究分野： 薬剤疫学

キーワード： 分子標的治療　ペプチド創薬　ハイブリッドペプチド　難治性癌
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１．研究開始当初の背景 
神経膠腫（グリオ―マ）は、脳腫瘍の中で

最も高頻度の悪性腫瘍であり、全原発性脳腫
瘍のうちの約 25%を占める。このうちの約半
数は高悪性度であり、最も悪性度の高い膠芽
腫(glioblastoma: GBM)においては、手術・放
射線照射・標準治療薬であるテモゾロミド
(temozolomide: TMZ)による化学療法を併用
した集学的治療においても、5年生存率は 10%
未満と依然としてきわめて予後不良であり
（1,2)、分子標的治療薬の開発を含め、新た
な治療法の研究、開発は必要不可欠である。 
 一方、従来から癌の化学療法では抗癌剤に
対する癌細胞の耐性獲得等の問題を抱えてお
り、近年盛んに臨床現場で用いられ開発が進
んでいるチロシンキナーゼ阻害型分子標的抗
癌剤（tyrosine kinase inhibitor: TKI）に
おいても、癌の治療抵抗性・獲得耐性の問題
は完全に解決されていない。これら多くの分
子標的抗癌剤は、EGF 受容体(EGFR)等のチロ
シンキナーゼを阻害する作用機序であるため、
シグナル分子の変異による治療抵抗性・獲得
耐性が問題になっており、例えば、EGFR-TKIs
及びセツキシマブ等に耐性の予後不良癌（非
小細胞肺癌、大腸癌）では k-ras 変異が大き
く関与することなどが明らかになっている
（3）。研究代表者である川上は、これまでに、
米国連邦政府食品医薬品庁（FDA）在籍時に
IL-4、IL-13 受容体を標的としたイムノトキ
シンの研究開発に深く携わり、その経験から、
タンパク質製剤に変わる分子量の小さな新し
い抗癌剤候補の研究開発が必須であると考え
てきた。そこで、新たな分子標的抗癌剤候補
として、癌細胞内のシグナル伝達の変異に影
響されない全化学合成可能なハイブリッドペ
プチドの設計に着手し、その優位性を明らか
にしてきた。特に癌細胞膜を標的とした膜崩
壊性ペプチド（Lytic peptide）を癌細胞で高
発現している受容体への標的ペプチドと組み
合わせた各種ハイブリッドペプチドでは、こ
れら受容体が高発現している癌細胞に対して
効果的な殺細胞効果を発揮することが確認で
きた。癌細胞膜標的型ハイブリッドペプチド
はシグナル伝達を介さず直截的な癌細胞膜崩
壊作用により癌細胞を死滅させるため、K-ras
遺伝子等の変異による抗がん剤（TKI など）
に対する薬剤耐性の問題を解決できることが
期待される。また、近年、ペプチドの合成技
術が進歩したことにより、組み換えタンパク
質製剤や抗体医薬などと比較して、安価、大
量に高純度の試験物を生成することが可能と
なっている。さらに、ハイブリッドペプチド
は、標的部分の配列をそれぞれの受容体に合
わせて合成できることから、将来の個別化医
療にも対応できることも期待できる。 
 

２．研究の目的 
本研究では、悪性脳腫瘍であるグリオーマ

細胞のシグナル伝達に重要な役割を担って
いると考えられている受容体（IL13 受容体 
alpha2(IL13Ralpha2)）および細胞内のシグ
ナル伝達の制御に重要な役割を果たすこと
が報告されている分子シャペロンタンパク
質、Hsp90、Hsp70 などに焦点をあて、当研究
室で開発されてきたハイブリッドペプチド
によるグリオーマ細胞の制御および特異的
な殺細胞効果を示し、新たな癌分子標的療法
の可能性を提示することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（1）T7 ファージディスプレイライブラリー
の構築 
 ランダムプライマーを用いて、PCR を行い、
PCR 産物を制限酵素処理後、T7 select 415-1b 
vector に挿入、T7 ファージにパッケージン
グすることで、T7 ファージの表面にランダム
なペプチドを提示するライブラリーを構築
した。構築されたファージライブラリーは、
宿主大腸菌であるBL21に感染後、増強して、
バイオパニングに用いた。 
 
（2）IL13Ralpha2 結合ペプチドの選択 
マ イ ク ロ プ レ ー ト に BSA 、 組 み 替 え
IL13Ralpha1 あるいは、IL13Ralpha2 タンパ
ク質をコートした後、BSA でブロッキングを
行い、これらプレートに（1）で作成したフ
ァージライブラリー溶液を BSA、IL13Ralpha1、
IL13Ralpha2 の順に加え、IL13Ralpha2 にの
み結合したファージを溶出し、BL21 に感染し
て増強を行い、同操作を繰り返し行った。5
回目の後、BL21 に感染後のプラークからファ
ージ DNA を抽出して、DNA シークエンスを行
うことで、提示しているペプチドのアミノ酸
配列を確認した。 
 
（3）ELISA 
（2）で得られたいくつかの陽性ファージを
BSA、IL13Ralpha1 あるいは、IL13Ralpha2 が
コートされたプレートを用いて、ELISA によ
り IL13Ralpha2に結合するファージの確認を
行った。さらに、Biacore T100 をもちいて、
セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 さ れ た
IL13Ralpha2 に結合するかどうかの確認を行
った。 
 
（4）ペプチド合成および調製 
 本研究で用いたペプチド（蛍光標識ペプチ
ド含む）は、SIGMA、Invitrogen 社により合
成され、精製後、質量分析および HPLC によ
り合成度合いを確認したものを使用した。 
 
（5）ペプチドの細胞への結合アッセイ 
 （1）-（3）で同定されたペプチドを FITC
ラベルした後、IL13Ralpha2 が高発現してい
る悪性脳腫瘍細胞株あるいは正常細胞株を



用いて、その結合能力をフローサイトメトリ
ーにより測定を行い、平均蛍光強度を計算す
ることで評価した。 
 
（6）殺細胞効果の測定 
 ペプチドの各種癌細胞に対する殺細胞効
果の測定は、ペプチド処理後に WST-8 アッセ
イにより生細胞数を測定し、細胞生存率を計
算することで評価した。 
 
（7）ウェスタンブロッッティング 
各種癌細胞およびペプチド処理後の細胞を
PBS で洗った後、細胞溶解 buffer で細胞を溶
解させ、細胞抽出液を SDS-PAGE により分離
した後、フィルターメンブレンに転写して、
１次抗体として各種抗体と反応させた後、
HRP 標識２次抗体と反応させた。その後、化
学発光検出試薬によりバンドを検出して評
価した。 
 
（8）共焦点蛍光顕微鏡および一細胞レベル
発光イメージング手法による評価 
共焦点蛍光顕微鏡を用いた実験に関しては、
TAMRA（赤）標識したペプチドを用いて、細
胞処理後に共焦点蛍光顕微鏡により、時間経
過ごとに観察を行い、蛍光イメージを取得す
ることで評価した。また、ルシフェラーゼを
安定に発現させる悪性脳腫瘍細胞株を作成
した後、ペプチド処理後の発光強度の変化を
LV200 systemにより一細胞レベルでリアルタ
イムにモニタリングすることで測定した。 
 
（9）マウス異種モデルを用いた抗腫瘍効果
の評価 
本研究における動物実験は、事前に京都大

学動物実験委員会による承認を得て行った。
悪性脳腫瘍細胞株をヌードマウスの皮下に
移植後、群分けを行い、コントロールとして
生理食塩水(saline)あるはペプチドを週３
回、３週間、合計９回、腫瘍内投与した。腫
瘍はキャリパーを用いて測定し、以下の数式
を用いて腫瘍体積を計算した。 
腫瘍体積=長径 X短径 X短径 X0.5 
 
４．研究成果 
 
(1)T7 ファージを用いた IL13Ralpha2 結合ペ
プチドの選択 

構築された T7 ファージディスプレイライ
ブラリーを用いて、図1Aに示す手法により、
IL13Ralpha2 に特異的に結合するペプチドの
選択を行った。最終バイオパニングの後、い
くつかのファージクローンを選択して、
ELISA により結合能力を調べた結果、3 つの
陽性クローン確認した（図 1B）。Biaocre を
用いた測定の結果、3 つの陽性クローンのう
ち、A2b11 が最も IL13Ralpha2 への結合能力
を有していることが確認され（図 2A）、さら
に、ファージ DNA のシークエンス解析から推
定される提示ペプチドの配列を合成した

A2b11 ペプチドにおいても Biacore において
固定化されたIL13Ralpha2タンパク質への結
合能力を有していることが確認された（図
2B）。 

 
図 1. (A)IL13Ralpha2 結合ペプチド選択の概
略図および(B)ELISA による陽性クローンの
確認 

 
図 2.(A)Biacore による陽性ファージおよび
(B) A2b11 ペ プ チ ド の 固 定 化 さ れ た
IL13Ralpha2 への結合 
 
(2)殺細胞効果 
(1)で選択された A2b11 ペプチドをリンカ

ーを介して癌細胞膜崩壊型Lyticペプチドと
ハイブリッド化させたIL13Ra2-lyticペプチ
ドを合成後、悪性脳腫瘍および正常細胞株に
対する in vitro における殺細胞効果を調べ
た結果、図 3に示すように悪性脳腫瘍細胞株
に対して、Lytic のみと比較して効果的な殺
細胞効果を発揮することが確認された。 

 



 
図 3.in vitro における IL13Ra2-lytic ハイ
ブリッドペプチドの殺細胞効果 
 
また、蛍光ラベルした IL13Ra2-lytic を用い
て悪性脳腫瘍細胞株に曝露したところ、迅速
に細胞内に入り込む様子が見受けられ（図
4A）、IL13Ra2 結合ペプチドのみ、および
IL13Ra2-lytic 処理により、Akt、Erk1/2 の
リン酸化の減少が確認された（図 4B）。 

 
図 4. (A)共焦点蛍光顕微鏡および蛍光標識ペ
プチドを用いたイメージングおよび(B)ペプ
チド処理時における細胞内シグナルへの影
響 
 
さらに、IL13Ra2-lytic による癌細胞への殺
細胞時のイメージングを LV200 system によ
り一細胞レベルでのリアルタイム解析を行
った結果、図 5に示すように、短時間に急激
な発光強度の変化が確認され、細胞内におけ
る急激な ATP の変化が示唆された。 

 
図 5.一細胞レベル発光イメージングによる
殺細胞時のリアルタイムモニタリング 
 
(3)抗腫瘍効果 

In vivo におけるマウス異種モデルを用い
たIL13Ra2-lyticの抗腫瘍効果を調べた結果、
週 3回、３週間、合計９回の腫瘍内投与にお
いて効果的な抗腫瘍効果を発揮することが
確認された（図 6）。以上の結果から、本研究
で選択されたIL13Ra2を標的としたペプチド
を用いたIL13Ra2-lyticハイブリッドペプチ
ドは、IL13Ra2 を高発現する悪性脳腫瘍に対
する新たな候補ペプチドとして有用である
と示唆される。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. マ ウ ス 異 種 モ デ ル を 用 い た
IL13Ra2-lytic の抗腫瘍効果。図中矢印は、
投与を示す。 
 
(4)その他の標的ペプチドによる影響 
 その他の標的として、癌細胞内のシグナル
伝達の制御に重要な役割を果たすことが報
告されている分子シャペロンタンパク質で
ある、Hsp90、Hsp70 の標的としての有用性を
評価した。当研究室で設計した Hsp90 標的ペ
プチドおよびHsp70標的ペプチドに細胞透過
性ペプチドであるアルギニン 11（R11）ペプ
チドを結合させたこれらペプチドの殺細胞
効果の測定を行った。その結果、Hsp90 およ
び Hsp70 標的ペプチドを併用することで、効
果的な殺細胞効果を発揮することが確認さ
れた（図 7）。この結果から、悪性脳腫瘍細胞
において分子シャペロンをペプチドを用い
て標的とすることは新たな戦略となるかも
しれないと示唆される。 

 
図 7. in vitro における Hsp90 および Hs70
標的ペプチドの悪性脳腫瘍細胞株に対する
殺細胞効果 
 
(5)臨床応用化のための取り組み 
 本研究含めて、これまでに設計されたハイ
ブリッドペプチドのさらなる開発のための
準備として、体内動態解析のために重要な質
量分析による測定のための前条件の検討を
行った。ラットおよびマウス血液サンプル中
におけるハイブリッドペプチドの質量分析



による検出のためのいくつかの諸条件を確
定することができ、投与後の動態の傾向を確
認することができた。今後は、これら確立さ
れた条件を基にさらなる開発を進めていく
予定である。 
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