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研究成果の概要（和文）：子宮内膜症は激痛の他、不妊の原因疾患であり少子化の問題にも大きく関与している。また
、卵巣癌の発生母体にもなりうる。治療はホルモン療法を主体とし、腹腔鏡を用いた外科的治療も行われているが根治
を望める治療法はない。子宮内膜症は腹膜の病巣が多いので、腹膜には結合せず子宮内膜組織特異的に結合するペプチ
ドz13を同定した。プロテオミクス解析の結果、z13の受容体はCNGB3であることが明らかになった。そこで、アポトー
シスを誘導するペプチドとエンドソームの膜を破壊する2種類のペプチドをz13に結合し、ヒヒの腹腔内に投与すると子
宮内膜症組織が特異的にアポトーシスを起こし新規治療薬となり得ることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Endometriosis is a common gynecological disease associated with pelvic pain and in
fertility. Current treatments include oral contraceptives combined with NSAIDs or surgery to remove lesion
s, all of which provide a temporary but not complete cure. As most endometriosis occurs on organ surfaces 
facing the peritoneum, we subtracted a phage display library with female mouse peritoneum tissue and selec
ted phage clones by binding to human endometrial epithelial cells. We identify an endometriosis-targeting 
peptide internalized by cells, designated z13. Proteomics analysis revealed the z13 receptor as the CNGB3.
 We then linked z13 with an apoptosis inducing peptide and with an endosome-escaping peptide. When these p
eptides were coadministered into the peritoneum of baboons with endometriosis, cells in lesions selectivel
y underwent apoptosis with no effect on neighboring organs. This study reports a potential therapeutic cap
able of eliminating endometriosis from the human peritoneum.
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜症は、月経時の激しい腹痛（月経困難

症）・不妊などを主訴とする疾患で、日本におけ

る患者数は200万人程度と推定されており、近年

さらに増加傾向にある。しかしながら子宮内膜症

細胞表面特異的に発現する分子を標的とした治

療薬はない。われわれは、細胞表面特異的に発

現する分子をmimicするペプチドを同定し機能

解析や創薬、悪性腫瘍に対する「新規分子標的

治療薬」を開発してきた(Sugihara K. et al. Proc 
Natl Acad Sci USA.2007 & 2009. FEBS Lett.2008, 
J Urol. 2008, 米国他特許出願：No.61/289,833. 
2009)。これらの実績を背景に子宮内膜症に対

する分子標的治療薬の開発をめざして検討を進

めていた。 
 
２．研究の目的 
子宮内膜症の患者数は妊孕性を有する女性の
10〜13％にも達し、激しい疼痛の他、不妊の原
因疾患であり少子化の問題にも大きく関与して
いる。また、卵巣癌の発生母体にもなりうる。治
療はホルモン療法を主体とし、腹腔鏡を用いた
外 科 的 治 療 も 行 わ れ て い る 。 Microarray 
analyses で子宮内膜症に強発現する遺伝子が
同定されているが、ほとんどが細胞質タンパク質
で、子宮内膜症に比べて他臓器での発現が強
い遺伝子のため、遺伝子産物を分子標的とする
薬剤の開発は困難を伴う。抗腫瘍薬の分野では、
細胞表面特異的マーカーが同定され抗腫瘍薬
剤 を 悪 性 腫 瘍 へ 運 搬 す る 方 法 (DDS ： Drug 
Delivery System)が開発されている。近年、われ
われのグループが子宮内膜症細胞表面に特異
的に結合するアミノ酸 9 個のペプチドを Peptide 
Displaying Phage Technology を駆使して同定し
た(米国・日本特許出願 2008)。このペプチドに
細胞障害性薬剤を結合させて、子宮内膜症に
対する新規 DDS 型分子標的治療薬を実用化す
ることが当該研究の目的であった。 
 
３．研究の方法 
(1)  子宮内膜症細胞においてアポトーシスを誘

導するペプチド配列の決定 
(2)  (1)の薬剤の効果判定 
(3)  エンドソームの膜を破壊するペプチドの配

列の決定 
(4)  (3)の薬剤の効果判定 
(5)  z13 ペプチドの標的である CNGB3 を発現

する細胞の樹立 
(6)  (5)の細胞を用いた新規薬剤の効果判定 
(7)  子宮内膜症ヒヒに新規薬剤を投与し、薬理

効果の判定 
 
４．研究成果 
Subtractive Phage Library Screening、プロテオミ
クス、モノクローナル抗体の作製により内膜症組
織に強発現する分子：CNGB3 を同定・確認し
た。 
(1) CNGB3 を発現する細胞に対するアポトーシ

スの誘導 
CNGB3 を発現する子宮内膜症細胞へ z13 ペプ
チドを運び屋として細胞傷害性の薬剤を集積さ
せることが可能である。子宮内膜症を治療する
目的で、アポトーシスを誘導するアミノ酸 18 残基
の ペ プ チ ド KLAKLAKKLAKLAKKLAK
（ [KLAKLAK]2 ） を z13 に 結 合 し z13- 
[KLAKLAK]2 を合成し CNGB3 を発現する細胞
に投与した。z13- [KLAKLAK]2 は細胞内にイン
ターナリゼーションされた後、エンドソームに取り
込まれる。しかしながら、 [KLAKLAK]2はエンド
ソームから細胞質へ、そして標的であるミトコンド
リアに到達することができずアポトーシスは誘導
されなかった。そこでエンドソームの膜を破壊し
う る ペ プ チ ド HLAHLAHHLAHLAHHLAH
（ [HLAHLAH]2 ） を 新 規 に 考 案 し 、 z13- 
[HLAHLAH]2 を合成した。 
 

 
z13- [HLAHLAH]2 はエンドソームの膜を破壊す
ることを確認した。 
 

 
CNGB3 を発現する細胞へ z13- [KLAKLAK]2＋

z13- [HLAHLAH]2 を加えたときのみアポトーシ
スが起きることを検証した。 
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Biotinylated z-13 added to CNGB3-Myc expressing HEK293T cells  
with or without HLAH-z13  stained by A488-avidin. 

Without HLAH-z13 With HLAH-z13 

HLAH-z13 promotes endosome-escaping activity releasing biotin-z13 from endosomes to the cytoplasm. �

CNGB3-expressing HEK293T cells were cultured in medium containing  
each peptide for 20 hours, followed by TUNEL assay to detect apoptosis.  

None Z13 100 µg/ml KLAK 100 µg/ml 

KLAK-z13 100 µg/ml HLAH-z13 25 µg/ml KLAK-z13 100 µg/ml 
HLH-z13- 25 µg/ml 
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z13-[KLAKLAK]2＋z13- [HLAHLAH]2 は時間
依存性に CNGB3 を発現する細胞を障害する。 
 

 
(2) 子宮内膜症ヒヒで新規薬剤の効果判定 
まず、臨床症状、不妊、超音波断層法により子
宮内膜症に罹患したヒヒを選別した。さらに、腹
腔鏡下手術を行い、腹腔内の所見より子宮内膜
症と診断したヒヒに z13- [KLAKLAK]2 ＋ z13- 
[HLAHLAH]2 を投与し薬理効果の検証を行っ
た。 
 

 
子宮内膜症細胞はアポトーシスを起こさないこと
が知られている。薬剤の投与群では 20 時間後、
有意差をもって子宮内膜症細胞がアポトーシス
に陥っていることが確認できた。今後はさらに、
長期の効果判定を計画している。 
	 

	 
本研究で示された結果より、子宮内膜症細胞
表面に発現する CNGB3 を分子標的とし、z13
を運び屋とする DDS 型の薬剤が開発可能であ
ることが明らかになった。	 
細胞傷害を引き起こす薬剤は[KLAKLAK]2 を
エ ン ド ソ ー ム の 膜 を 破 壊 す る 薬 剤 は
[HLAHLAH]2 を用いる。それぞれの特性の組合

せで子宮内膜症の治療を目的とするペプチド創
薬の可能性が確認された。子宮内膜症の治癒
を目的とした薬剤は国内外にないため、本研究
が発展した暁には多くの子宮内膜症で悩む患
者さんの苦痛を軽減することが期待され、社会
への波及効果が望める。	 
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TUNEL assay of CNGB3-Myc transfected HEK293T cells treated with a mixture of dKLAK-z13 (100 µg/ml) and HLH-z13 (25 µg/ml) for the periods indicated.  
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The number of TUNEL-positive glands in total glands was expressed as relative TUNEL positivity (%). A gland was scored as 
TUNEL-positive if it contained any TUNEL-positive cells. Numbers obtained from three control untreated baboons were 
compared with numbers obtained  from three baboons treated with a mixture of KLAK-z13 and endosome-escaping peptide (EEP).   
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