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研究成果の概要（和文）：難治性癌（膵臓癌、脳腫瘍など）で高発現しているトランスフェリン受容体、IL-4受容体、
Neuropilin-1、Her2を標的としたペプチドおよび細胞膜崩壊型lyticペプチドを組み合わせた、各種ハイブリッドペプ
チドを設計した。これらハイブリッドペプチドは、効果的な殺細胞効果および抗腫瘍効果を発揮すること、また、分子
標的抗癌剤（trastuzumab、lapatinib）耐性癌細胞株に対しても効果的であることが確認された。以上の結果から、本
研究で新たに設計されたハイブリッドペプチドは、これら標的受容体を高発現している癌に対する新たな抗癌標的治療
薬候補の一つとなることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We focused on the targeting to transferrin receptor, IL4 receptor alpha, Neuropili
n-1, and Her2 which over-express on the refractory cancer cells including pancreatic cancer and glioblasto
ma, and designed hybrid peptide in which targeting peptides to these receptors were conjugated with lytic 
type peptide that disintegrates selectively cancer cell membrane. It was found that designed hybrid peptid
es had effective cytotoxic and anti-tumor activities toward cancer cells over-expressing these receptors i
ncluding resistant cell lines to trastuzumab and lapatinib both in vitro and in vivo. Thus, it is suggeste
d that hybrid peptide designed in this study may provide a potent therapeutic option for patients with ref
ractory cancer in the future.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
従来から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(TKI)
においても、治療抵抗性・獲得耐性の問題は
解決されていない。そもそも、半世紀ほど前
からその薬剤耐性問題等を解決すべく、”殺細
胞型”分子標的薬であるイムノトキシンの研
究開発が精力的に進められてきた。このイム
ノトキシンは癌細胞を認識し取り込まれる弾
頭部と癌細胞を殺す爆薬部分からなる主に組
換えタンパク質の“元祖”分子標的抗癌剤で
ある。しかし植物、微生物由来の爆薬毒素部
分に対する免疫原性が高い等の理由により臨
床応用化に困難を極めた。そこで毒性が低い
TKI 等の”非殺細胞型”分子標的薬の研究開発
が進み一定の効果がみられている。しかしそ
の多くは単に 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、
高価な治療費にもかかわらず、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
なっている。最近の報告では 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
関与することが明らかになってきた。 
研究代表者である川上は、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、緑膿菌外毒素(PE)を爆薬とし
た組換えタンパク質の IL4-PE が膵臓癌に対
して、IL13-PE が頭頸部癌、悪性脳腫瘍に対
して、それぞれ抗腫瘍効果があることを示し
た。IL13-PE は、再発悪性脳腫瘍に対する新
規治療薬として、米国、アジアで、PhaseIII
臨床試験が施行されてきた。しかしながら、
タンパク質製剤は、分子量が大きく固形癌に
浸入しがたい点、中和抗体の産生、肝毒性等
の問題があり、これらの問題を解決した次世
代のイムノトキシンの研究開発は必須と考え
られてきた。 
そこで、TKI 耐性、難治性癌治療の問題を

克服するために、我々はシグナル伝達阻害剤
に代えて、新世代のイムノトキシンとして直
接癌細胞を殺傷し、かつ分子量の小さい革新
的な分子標的抗癌剤を見出した。まず癌細胞
膜を崩壊させるペプチドに着目し、その細胞
膜崩壊性ペプチドに EGFR 結合能を付加さ
せ、その付加に伴った立体構造の変化が癌細
胞膜に選択的に結合するように新たに設計
することに成功し、これをハイブリッドペプ
チドと命名した。EGFR 標的化細胞膜崩壊性
ペプチド(EGFR2R-lytic)については、このハ
イブリッド化した 2 つの作用が相乗的に 5 分
以内という急速かつ EGFR 高発現癌細胞選
択的な細胞破壊効果を示し、TKI 耐性癌皮下
移植マウスモデルへの静脈内投与で十分な

抗腫瘍効果を示した。組換えタンパク質、抗
体医薬、イムノトキシン等のタンパク質製剤
は高純度の精製品を得ることに多大な時間
とコストがかかるが、ハイブリッドペプチド
は全化学合成で製造可能なため、近年の技術
進歩により安価、大量に高純度の製剤を生成
することが可能となっている。ハイブリッド
ペプチドは標的結合配列を代えて容易に合
成でき個別化医療にも対応できると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、現行の分子標的薬、特にチロ

シンキナーゼ阻害分子標的薬（TKI）に対し
て治療抵抗性・獲得耐性を示す難治性癌への
新規治療法を見出すべく設計されたハイブ
リッドペプチドを用いて、各種分子標的化し
たハイブリッドペプチドのプロファイル、優
位性を明らかにして前臨床研究を円滑かつ
迅速に押し進め、化学療法による治療抵抗
性・耐性を克服する癌治療の新たな可能性を
提示することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）難治性癌における標的分子の調査およ
び標的分子に対する弾頭部分の配列設計 
 すでに報告されている難治性癌細胞表面
で重要かつ高発現している受容体およびこ
れら受容体に結合するペプチドの文献調査
等により候補標的分子および弾頭部分の候
補ペプチドの選定を行った。また、立体構造
の情報が得られる受容体に関しては、リガン
ドとの結合に重要な部分のアミノ酸を先行
研究の情報とあわせて予測・デザインするこ
とで標的ペプチドの設計を行った。これら設
計された弾頭部分のペプチドは、癌細胞選択
的な細胞膜崩壊型ペプチド(lytic ペプチド)
とリンカー配列を介して組み合わせること
でハイブリッド化し、受容体タンパク質との
結合活性および殺細胞効果等 in vitro 解析
により very best な配列を決定した。 
 
（2）ペプチド合成および調製 
実験に用いたペプチドは、Invitrogen、

SIGMA、あるいは ILS 株式会社により合成さ
れたものを使用した。全てのペプチドは、固
相合成法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。ま
た、純度が少なくとも 80%以上であることを
確認して使用した。 
 
（3）殺細胞効果測定 
ペプチドの癌細胞に対する殺細胞効果は、

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。 
 
（4）ウェスタンブロッティング 
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、全細胞



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
体と反応させて、化学発光検出試薬を用いて
LAS-3000 によりバンドを検出、評価を行った。 
 
（5）ペプチド結合アッセイ 
細胞表面の標的タンパク質に対するペプ

チドの結合アッセイは、蛍光標識したペプチ
ドを用いてフローサイトメトリーにより得
られた平均蛍光強度から計算することで評
価した。 
 
（6）蛍光免疫染色および共焦点蛍光顕微鏡
による評価 
蛍光標識した各種受容体に対する抗体を

用いて、正常、癌細胞処理後にフローサイト
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。共焦点蛍光顕微鏡
を用いた実験に関しては、FITC（緑）あるい
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。 
 
（7）マウス異種担がん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。
各種癌細胞をヌードマウスの皮下に移植後、
腫瘍が 20-60mm3 になった段階で群分けを行
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、
静脈投与した。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)トランスフェリン受容体(TfR)、IL-4 受容
体(IL4Rα)、Neuropilin-1(NRP-1)、Her2 標
的化ハイブリッドペプチドの設計および評
価 
 膵臓癌や悪性脳腫瘍など難治性癌細胞表
面に高発現していることが報告されている
TfR、IL-4Rα、NRP-1 および Her2 に対する標
的化結合ペプチドを選択、設計した後 lytic
ペプチドと組み合わせ、TfR-lytic、IL-4Rα
-lytic、Sema3A-lytic(NRP-1 のリガンドの一
つである Sema3A との相互作用情報に基づき
設計)、および Her2-lytic ハイブリッドペプ
チドを設計した。これら設計したハイブリッ
ドペプチドの in vitro における殺細胞効果
を調べたところ、標的受容体が高発現してい
る癌細胞株に対して、いずれも lytic ペプチ
ド単体よりも効果的な殺細胞効果を発揮す
ること、また、癌、正常細胞を比較した場合、
癌細胞株に対してより効果的かつ低濃度で
殺細胞効果を発揮することが示された（図 1）。 
 

図 1 TfR-lytic、IL-4Rα-lytic、および
Her2-lytic ハイブリッドペプチドの癌、正常
細胞に対する殺細胞効果 
 
(2)各種ハイブリッドの抗腫瘍効果 
In vitroにおいて良好な殺細胞効果が確認

された、TfR-lytic、IL-4Rα-lytic、および
Her2-lytic 各種ハイブリッドペプチドに関
して、さらに in vivo における抗腫瘍効果の
確認を行ったところ、いずれのハイブリッド
ペプチドにおいても対照群と比べて有意的
な抗腫瘍効果が確認された(図 2)。さらに、
これらハイブリッドペプチドの抗腫瘍効果
を発揮する用量において顕著な毒性は確認
されなかった(図 2)。以上の結果から、新た
に設計されたハイブリッドペプチドが標的
受容体を高発現する癌細胞に対して効果的
な殺細胞効果および抗腫瘍効果を有するこ
とが示された。 

 



 
図 2 マウス異種担がんモデルにおける
TfR-lytic(A)および IL-4Rα-lytic(B)ハイ
ブリッドペプチドの抗腫瘍効果および投与
終了後の肝臓、腎臓、脾臓の病理解析。グラ
フ中の矢印は、投与日を示す。 
 
(3)薬剤耐性癌細胞株に対する殺細胞および
抗腫瘍効果 
 Her2-lytic ハイブリッドペプチドは、抗体
医薬、TKI にセンシティブあるいは耐性な乳
癌細胞株に対しても in vitro において効果
的な殺細胞効果を発揮することが確認され
(図 1)、さらに、Her2 高発現乳癌細胞株であ
る BT474 (trastuzumab と lapatinib の両方
に セ ン シ テ ィ ブ ) お よ び MDA-MB-453 
(trastuzumab と lapatinibの両方に耐性)を
用いたマウス異種担がんモデルにおいても
有意的な抗腫瘍効果を発揮することが示さ
れ、抗腫瘍効果を発揮する用量において顕著
な毒性は確認されなかった(図 3)。 

 
 
図 3 マウス異種担がんモデルにおける
Her2-lytic ハイブリッドペプチドの抗腫瘍
効果および投与終了後の肝臓、腎臓、脾臓の
病理解析。グラフ中の矢印は、投与日を示す。 
 

(4)ハイブリッドペプチドの免疫動態解析 
 TfR-lytic を用いて、ハイブリッドペプチ
ド投与後の免疫動態解析を行った結果、投与
後の特異的なT細胞の誘導および抗体産生は
見受けられないことが確認された(図 4)。 

 
 
図 4 ハイブリッドペプチド投与後の特異的
な T 細胞および抗体産生の有無。TfR-lytic
ハイブリッドペプチド投与後、図中に示す投
与後日数において確認した。 
 
(5)細胞内メカニズム解析 
 Lytic ペプチドの癌細胞膜への作用メカニ
ズムを調べた結果、lytic ペプチドは癌細胞
膜を崩壊させるだけでなく、低濃度ではエン
ドサイト―シス依存および非依存的な経路
により癌細胞内に取り込まれ、殺細胞効果に
も関与することが示唆された。 
 
(6)ハイブリッドペプチドの体内動態 
 蛍光標識ラベルしたハイブリッドペプチ
ドを用いて IVIS による体内動態を調べたと
ころ、尾静脈投与後の t1/2が、約 9.4±1.5 分
であることが判明した。 
 
以上の結果から表 1に示すとおり、設計さ

れた各種ハイブリッドペプチドは、標的受容
体を高発現する癌細胞株に対して効果的な
殺細胞効果および in vivo において抗腫瘍効
果を発揮することが示され、これら標的受容
体が高発現していることが確認されている
癌に対する新たな治療薬候補となることが
期待される。現在、臨床応用に向けた準備と
してEGFR2R-lyticの製剤化を検討している。 
 

 



表 1 各種ハイブリッドペプチドの殺細胞お
よび抗腫瘍効果 
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