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研究成果の概要（和文）：　本研究は、固形がんの普遍的な性質であるpHの低下を利用して細胞膜に貫入し、血
中の内在性抗体をがん細胞に集積させる分子の開発を目的としている。これにより、ナチュラルキーラー細胞
（NK細胞)を活性化してがんを殺傷することを期待している。
　そこで、pH低下に伴い細胞膜に勧誘するα‐ヘリックスを形成するペプチド配列を種々設計し、抗体のFc部位
と結合するペプチドを連結した分子を開発し、がん細胞に抗体を集積させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to develop a molecule that penetrates the 
cell membrane and accumulates endogenous antibodies in the blood to cancer by utilizing the pH 
lowering, which is a universal property of solid tumors. This is expected to activate natural killer
 cells (NK cells) to kill cancer.
Therefore, we designed a variety of peptide sequences that form α-helices that recruit to the cell 
membrane as the pH drops, and developed molecules that link  Fc binding peptide, and succeeded in 
accumulating antibodies in cancer cells. bottom.

研究分野：生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、がん化学療法の主流は抗体医薬であるが、製造、保存などに問題があり、薬価が極めて高い。このままで
は財政破綻を引き起こすため、安価な薬剤で抗体と同じ活性を実現できれば、社会的意義が大きい。本研究で開
発する分子は、固形がんの共通の性質であるpHの低下を利用して内在抗体をリクルートしてナチュラルキラー細
胞を活性化してがんを治療できるため、一つの分子で種々のがんに適用可能であり、社会的意義は極めて大き
い。また、エフェクター作用を抗体以外で実現できる分子として学術的にも価値が高い。

※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 がんの化学療法は、薬理活性の強い細胞殺傷能を有する薬剤が用いら

れるが、これは重篤な副 作用を伴う。そこで、分子標的薬として抗体医薬が注目されている。

しかし、抗体薬は極めて薬価が高く、保存安定性などに関しても問題がある。そこで、抗体を用

いずに同様の効果を得られる手法があれば非常に高価的である。抗体は、標的分子を介してがん

細胞に結合したのち、その Fc 領域を認識するナチュラルキラー細胞等の免疫細胞を活性化して

元を殺傷するエフェクター作用を有する。しかし、このエフェクター作用は抗体独自の作用であ

り、これを安価な合成分子に置き換えることは非常に困難であると考えられていた。 

 

２．研究の目的 上記背景に対し、申請者らはがんの標的分子に結合するリガンドに、抗体の Fc

部分に結合するペプチドを開発し、これが血中に多量に存在する内在性抗体をがんにリクルー

トして、ナチュラルキラー細胞を活性化してがんを殺傷させる ADCC を惹起できることを見出し

ていた。一方、がんは千差万別であり、この分子に利用するリガンドをその都度、変更、開発し

なければならない問題があった。そこで、本研究では、固形がんの一般的性質である低 pH を利

用して内在抗体をがんにリクルートすることを考えた。がんは、代謝系が異なり、乳酸を産生す

るので、がん組織近傍では pH が低下することが知られている。そこで、pH が低下すると α-ヘ

リックスを形成して細胞膜に

貫入するペプチドを、抗体の

Fc 領域に結合するペプチドと

連結した分子を開発し、低 pH

下でのみ細胞に内在抗体をリ

クルートできる分子の開発を

目的とした。 

 

３．研究の方法 【pH 応答型抗体リクル

ート分子の設計と合成】 分子設計は基本

的にすべてペプチド配列で行った。すなわ

ち、抗体結合部位と pH 応答部位を連結す

るリンカー部位もペプチド配列とした。基

本構造として左図のような抗体結合ドメ

インとして Protein A を一つ有するもの

と、下の図のように、Protein A を 2 つ連

結した分子を設計した。いずれも、Proteinn G ドメイン配列の末端にオリゴヒスチジンタグを

導入し、これにより精製できるようにした。Protein G ドメインを 2つ有する分子の全配列を全

ページに記した。pH 応答ペプチドとしては、まず、報告例のある pHLIP (John F. Hunt et al., 



 

 

Biochemistry, 1997, 36, 15177-15192)を用いた。合成は、大腸菌（BL21）を用いてプラスミド

からの発現を用いた。生成は、ニッケル担持 HIS Tag 精製宵カラムを用い、イミダゾールで溶出

させて精製した。 

 

【pH によるリクルート分子、及び抗体分子のがん細胞へのリクルート評価】 リクルート分子

のがん細胞への結合は、ローダミン標識して、蛍光顕微鏡、およびフローサイトメトリーにより

評価した。また、リクルート分子を介した抗体のリクルートは、抗体をフルオレセイン(FITC)標

識して、どうように評価した。 

 

【ADCC 誘導評価】 IGOVE-1(がん細胞・CD20(-))5×103個にリクルート分子(800 nM)及び抗 CD20

抗体（500 nM）を添加し、KHYG-1 158V（ナチュラルキラー細胞 FcγIIIa 受容体(+))を 1 - 4×104 

cells 添加して、37℃、16 時間インキュベート後に、破壊されたがん細胞を漏出する LDH 活性を

計測することで評価した。 

 

【pH 応答ペプチドの探索】 タンパク配列データベース（Uniprot）から、ヒト由来膜貫通タン

パク質の膜貫通部分の配列を抽出し、条件を満足する配列を探索、さらに、荷電アミノ酸が多い

配列を選択した。 

 

【新規 pH 応答ペプチドの機能評価】 探索したペプチドのアミノ末端に蛍光たんぱく質

(Gamillus)を連結した遺伝子を設計し、発現プラスミドに組み込んで上記と同じ手法で大腸菌

から発現し、生成した。得られた蛍光性ペプチドを用い、がん細胞（IGLOVE-1）への結合を pH 

7.4 あるいは、6.0 で蛍光顕微鏡、およびフローサイトメトリーで評価した。 

 

４．研究成果 【pH 応答型抗体リクルート分子の設

計と合成】 まず最初に既報の pH 応答型配列を用い

た。これまでの研究で、ADCC の誘導には、リクルー

ト分子の IgG 分子の Fc 部分への結合力が重要であ

ることが分かっていたので、強い結合力を有する

protein G を採用した。目的分子は大腸菌から得ら

れ、ヒスチジンタグを利用した精製により、目的物

を得ることができた。後述するように、protein G を

2 つ連結した分子と、一つだけ有する分子を合成し、何れも目的物を得ることができた。 

 

【pH によるリクルート分子、及び抗体分子のが

ん細胞へのリクルート評価】 まず、protein G

ドメインを 2 つ連結させた分子にローダミン標

識し、がん細胞(IGLOVE-1)への結合を異なる pH

で評価した。結果を右図に示す。pH 7.7 ではペ

プチドのがん細胞への結合は、分子濃度を増加

させてもほとんど見られなかったが、pH 6.2 で

は、濃度依存的に現細胞への集積が観察された。



 

 

次に抗体のリクルートを評価した。蛍光標識抗体の結合を観察したところ、右図に示すように pH 

7.7 では抗体はがん細胞にほとんど結合しないのに対し、pH 6.2 ではリクルート分子存在下で

のみ堅調に細胞に結合した。このとこは、本分子が抗体を pH 低下に伴ってがん細胞にリクルー

トできることを実証している。ただ、後述するように本分子は、ADCC を誘導できなかった。こ

の理由として、分子が細胞表面に集積するもののそこで凝集が生じていることが考えられた。こ

れは、protein G ドメインを 2つ導入したことにより、この分子が異なる抗体を架橋することに

よるものではないかと考えた。そこで、次に protein G を 1 つにした分子を設計し、同様に評価

した。 

この分子も同様に、pH 6 においてのみ抗体を明確にがん細胞にリクルートできていた(下図)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【ADCC 誘導評価】 ここまで protein G ドメインを 2つ及び 1つ有する分子を合成した。いず

れの分子も、がん細胞に pH が低下したときのみ結合し、同時にその場合にのみ抗体を細胞表面

にリクルートできることが示された。そこで、ADCC 活性を評価したが、いずれの分子において

も明確な ADCC 活性は観察されなかった。Protein G を 1 つにした場合でも、細胞表面上に凝集

が観察されており、ADCC 誘導能の低下の原因として、protein G による抗体の架橋ではなく、ペ

プチドそのものが pH の低下に伴い、細胞膜貫入以外にもペプチド同士凝集することが考えられ

た。それによる ADCC 阻害のマカニズムとして下図のようなことが考えられた。 

ADCC の誘導

においては、

上図左のよう

に、ナチュラ

ルキラー細胞

の受容体が細

胞表面に結合

した抗体に結

合するが、そ

れにより量細

胞の膜が引き寄せられ、ナチュラルキラー細胞の活性化を抑制する CD45 が立体的に排除される

ことが必要である。一方、今回の分子では、protein G ユニットを一つにしても右側のように凝

集体が生じるために立体的に D45 が排除されないことが考えられた。 

 



 

 

【pH 応答ペプチドの探索】 既知の pH 応用ペプチドは、低 pH で水溶性が低下しすぎて凝集も

招くことが分かったため、新規のペプチド配列を探索することとした。データベースから 5185

種のヒト由来の膜たんぱく質の膜貫入部分の配列を抽出した。これらを用いて、pH 低下に伴う

ヘリックス形成部分に荷電残基としての Arg や Lys を含まず、膜貫入時のヘリックス形成部分

に pH 応答性を持つ酸性残基として Asp か Glu を 2 つ以上もち、さらに、膜貫入後に膜から抜け

ないために、細胞内に入り込む部分にも酸性残基を 2つ以上有する条件を満足し、ジスルフィド

形成するシステイン残基も含まない配列を探索した。その結果、27 配列を条件を満足する配列

として選択した。さらに、pH 低下による凝集を防げるように荷電残基を多く含む配列を選択し

て、最終的に以下の 4 つの配列を得た。最下段の配列（pHLIP）は、これまで用いていた既報の

配列である。 

 

【新規pH応答ペプチドの機能評価】 

以下に今回得た配列に Gamillus を

連結した分子の pH7, 6 及び 5 での

がん細胞への結合を示す。ATP1 と３

では pH によらず細胞への結合は観

察されなかったが ATP4は pH 5 で結

合が確認された。また、pHLIP で見

られた凝集は生じないようであっ

た。そこで、この ATP4 を AF-546 で

蛍光標識し、AT1 を播種した担癌マ

ウスに４ mol 尾静脈投与して 24

時間後に観察したところ、腫瘍組織

への明確な蓄積が観察できた(下

図)。 

このペプチドは、目的を達成するための有効なツールとなることが見出された。 
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