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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト白血病細胞に対しオートファジーを伴う細胞死を誘導するハイブリッドペプチドの作用
機序を解析し、これまでの報告にない新しいモードの非アポトーシス型細胞死であることを見
出した。また、ペプチド活性部位の絞り込みを行い、ペプチド配列の短縮化を達成した。得ら
れたペプチドは、従来のアポトーシス誘導型抗がん剤と異なる新たな概念に基づく白血病治療
薬開発の創薬ツールとして有用であると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We developed a hybrid peptide, which induces leukemia cell death associated with 
autophagy. The mode of cell death induced with this peptide is different from previously 
recognized apoptosis. Further, the length of peptide sequence was shortened by analyzing 
active motif of the peptide. The hybrid peptide will be a useful tool for development 
of novel concept-based anti-leukemia agents.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年、がん病態におけるオートファジーの
役割が解明されてきたことに伴い、オートフ
ァジーはがん治療の新しい標的として注目さ
れている。具体的には、(１)オートファジー
抑制によってアポトーシス効率を高める、
(２)オートファジーを過剰活性化させて細胞

死を誘導する、などである。しかしながら、
これらの目的に適うような単剤で、オートフ
ァジーを特異的に阻害する化合物は見当たら
ない。よって、特異的なオートファジー制御
剤が開発できれば当該分野の推進に大きく貢
献するのみならず、新しい概念に基づく白血
病の治療薬創製につながると期待される。 
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 このような状況の中、研究代表者は、ヒト
白血病細胞株に対し、劇的なオートファジー
誘導を伴い、腫瘍選択的に細胞死を誘導する
25merペプチドTat-Ram13を見出した。 
 
２．研究の目的 
 未だ不明な点の多いオートファジー細胞
死の解明と新しい概念に基づく白血病治療
薬の創製開発を目的とし、我々が見いだした
「オートファジーを伴う細胞死を誘導する
ペプチド」を分子ツールとして活用し、新タ
イプのオートファジー制御化合物創製を行
い、非アポトーシス型細胞死研究への貢献と
革新的な白血病治療法の開発の基礎とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 ヒト白血病細胞株 (CCRF-CEM, Jurkat-T)
および正常血球細胞は、10% ウシ胎仔血清
（FBS）を含む RPMI-1640 培地を用いて 37℃, 
5% CO2の条件下で培養を行った。抗生物質と
し て 20U/mL penicillin, 20 µg/mL 
streptomycin を加えた。 
 
(2)ペプチド合成 
 全てのペプチドは、多種品目ペプチド自動
合成装置（PSSM-8・島津製作所：リース契約
借用品）を用いて、Fmoc 化学に基づく固相合
成法により合成した。ペプチドは HPLC によ
り>90%に精製し、MALDI-TOF MS 分析により構
造を確認した。非天然アミノ酸の導入は、
Fmoc-D アミノ酸、もしくは研究分担者・橋本
が新規合成したカルボン酸化合物を用いて
行った。本成果報告書に記載した合成ペプチ
ドの配列（名称）は、以下の通りである。 
Tat-Ram13 : GRKKRRQRRR-GG-RRQHGQLWFPEGF 
Tat-mRam13: GRKKRRQRRR-GG-RRQHGQAAAPEGF 
Tat-Ram6  : GRKKRRQRRR-GG-QLWFPE 
Tat-Ram5  : GRKKRRQRRR-GG-QLWFP 
Tat-Ram3  : GRKKRRQRRR-GG-LWF 
 
(3)細胞死の測定 
 各々の細胞を 96 ウェルマイクロプレート
に 5 x 104個/ウェル播種した後、種々の濃度
のペプチドを加え、37℃で 24 時間インキュ
ベートした。WST-8 試薬（同仁化学）を加え、
4 時間後の 460 nm の吸光度を測定した。無添
加群の吸光度を生存率 100％として、ペプチ
ド添加群の細胞生存率を算定した。 
 
(4) Tat-Ram13による細胞形態の変化 
 Tat-Ram13処理時の細胞形態と核の変化を
etoposide処理によるポトーシス像と比較し
た。各細胞を3 x 104 /100 μLで96穴プレート
に播種した。各ウェルにそれぞれTat-Ram13 
100 μM、etoposide 2 μMとなるように加え、
37℃、5% CO2を含む大気下で培養を行った。

各時間において、Hoechst 3342を2.5 μg/ml
を添加し、さらに1時間インキュベートした。
その後、蛍光顕微鏡（BioZero・キーエンス）
でHoechst3422染色された核の形態を位相差
像とともに観察した。 
 
(5) SDS-PAGEおよびウェスタンブロット解析 
 各種細胞をそれぞれの化合物で処理した
後、細胞を回収し、PBS で３回洗浄した。細
胞沈査を常法に従い、SDS サンプリングバッ
ファーで可溶化後、SDS-PAGE でタンパク質を
分 離 し た 。 SDS-PAGE 終 了 後 、 PVDF 膜 
(Immobilon-P, 日本ミリポア)に電気的に転
写した(0.9 mA/cm2、1 時間)。転写した膜を
ブロッキング処理した後、一次抗体反応を
4℃、12 時間行った。二次抗体反応は、室温、
1 時間行い、検出は化学発光基質 (ピアス) 
を用いて LAS 1000 plus (富士フィルム) で
定量解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Tat-Ram13 ペプチドによる細胞死誘導 
 急性リンパ性白血病細胞株 CCRF-CEM と
Jurkat-T を用いて、ペプチドの細胞増殖への
影響を細胞生存率で調べた（図１）。 

図１ Tat-Ram13 による細胞死誘導 
 
 Tat-Ram13 ペプチドを添加すると濃度依存
的に細胞生存率が低下した。その IC50値は約
30 μM であった。これに対して健常人末梢血
から調製した正常リンパ球およびマクロフ
ァージでは全く影響が見られなかった。すな
わち本ペプチドは、腫瘍選択性をもっている
ことが判明した。一方、アラニン置換体
（Tat-mRam13）では、全ての細胞株において
そ の 影 響 は 認 め な か っ た 。 こ れ よ り 
Tat-Ram13 が誘導する細胞死はアミノ酸配列
依存的であることも示された。  



 次に、トリパンブルー染色で死細胞を調べ
た結果、Tat-Ram13 添加では 1 時間以内にほ
とんどが死に至っていることがわかった。す
なわち生存率の低下は、細胞増殖が阻害され
たのではなく、直接、細胞死が誘導された結
果であると考えられた。そこで Tat-Ram13 で
生じる死細胞の形態をトポイソメラーゼ II
阻害剤エトポシドで誘導されるアポトーシ
スを起こした細胞像と比較してみた（図 2A）。 
 

図２ 細胞死形態とカスパーゼ活性化 
 
 Tat-Ram13 の細胞死像は、形態学的に見て
アポトーシスとは明らかに異なっていた。エ
トポシドで顕著な核の断片化やアポトーシ
ス小胞は見られず、細胞の外形を保ったまま
核が萎縮したような像が観察された。 
 そこでアポトーシス判定基準の一つであ
るカスパーゼ活性の有無を CCRF-CEM 細胞で
調べた。アポトーシス実行酵素カスパーゼ３
とその基質である PARP の切断の有無をウェ
スタンブロット法で解析したところ、
Tat-Ram13 処理では全くこれらの切断が検出
されなかった（図 2B）。一方、エトポシド処
置では両分子ともに顕著な切断がみられた。
さらに、汎カスパーゼ阻害剤 zVAD-fmk の影
響を細胞生存率で比較した結果、エトポシド
では顕著な抑制が見られたのに対し、
Tat-Ram13 では変化はなかった。以上の結果
から Tat-Ram13 が誘導する細胞死は、カスパ
ーゼ非依存的であることがわかった。 
 
(2)オートファジーの関与 
 Tat-Ram13 による細胞死がカスパーゼに依
存しなかったことから、オートファジーもし
くはネクローシスではないかと考えた。そこ
で、前者の可能性を考え、オートファジー・
マーカー分子 LC-3 の挙動をウェスタンブロ
ット法で調べた（図 3A）。Tat-Ram13 処置群
では、LC-3 の I 型から II 型への著明な変化
が観察され、オートファジーが誘導されてい
ることがわかった。一方、Tat-mRam13 では、
全く挙動に変化はなかった（図 3B）。 
 また、Tat-Ram13 で変化する LC-3 は、リソ
ゾーム酵素阻害剤の添加により時間依存的
に消失傾向にあった II 型の割合を増加させ
たことから、オートファジーが起きているこ

とを確認した（図 3C）。 
 

図３ オートファジー誘導の検出 
 
 次に、オートファジーが細胞死の直接の原
因になっているか確認するため、オートファ
ジー誘導に必須の分子 Beclin-1 のノックダ
ウン細胞株を作製し、Tat-Ram13 による細胞
死が抑制されるか調べた。図 4Aに示す通り、
Beclin-1-shRNA ベクターを安定発現させた
Jurkat-T 細胞（特に clone 2）では、Beclin-1
の発現量が減少していた。 
 この細胞（ clone 2, Beclin1 KD）の
Tat-Ram13 感受性を調べた結果、親株（WT）
と全く変わりない濃度範囲で細胞死が起こ
った（図 4B）。よって、Tat-Ram13 で引き起
される細胞死は、オートファジー誘導が直接
原因ではない。オートファジーは細胞死抑制
に働いている可能性が高いと思われる。 
 

図４ Beclin-1ノックダウンJurkat-T細胞の
Tat-Ram13 による細胞死誘導 
 
 以上のことから、Tat-Ram13 で誘導される
細胞死は、カスパーゼ非依存性で、かつオー
トファジーを伴う、これまで報告のないモー
ドであることがわかった。これがネクローシ



スか否かについて現在検討中であるが、細胞
選択性をもって傷害性を発揮する点におい
て、既存のネクローシスとは異なる。よって、
より詳細な性格付けが必要と思われる。 
 
(4) ペプチドミメティック創製 
 Tat-Ram13 による細胞死誘導の分子構造的
基盤を明らかにする目的で、配列中のアミノ
酸置換実験を行った。本ペプチドの RAM 領域
の配列をアラニン置換し、Jurkat-T 細胞での
細 胞 傷 害 性 を 指 標 に 調 べ た 結 果 、
Leu-Trp-Phe の３つのアミノ酸が重要である
ことがわかった（図 5A）。この配列は、Notch
シグナル伝達に必要な Trp-Phe-Proと若干ず
れていた。標的分子が Notch-1 相互作用分子
RBPj-κではないと推察された。 
 この結果を基に、RAM 領域 13 残基を短縮し
たペプチド群（3．研究の方法の項参照）を
作製し、Jurkat-T 細胞を用いて細胞死誘導能
を比較した。その結果、5 アミノ酸からなる
Tat-Ram5 において、Tat-Ram13 と同等の細胞
誘導効果が観察された。また、Ley-Trp-Phe
の 3 残基でも、若干、細胞死誘導能が低下し
たが、著明な効果を示した（Tat-Ram3）。結
果的に、25 残基より 15 残基へとペプチド長
を短縮・低分子化することができた（図 5B）。 
 

図５ 短縮配列を含む Tat-Ram ペプチドの
Jurkat-T 細胞への細胞死誘導能 
 
 
(6) まとめ 
 新しい細胞死の概念に基づく新規白血病
治療薬の創製を目指し、ハイブリッドペプチ
ド Tat-Ram13 をリード化合物として活用し、
新しいモードの細胞死の発見と、オリジナル
配列の短縮化を達成した。 

 本ペプチドによりもたらされる細胞死は
当初期待したオートファジー性ではなかっ
たが、本研究成果は、非アポトーシス性細胞
死という新たな研究領域の形成に寄与する
と考えられ、これまでの概念とは異なる作用
機序をもつ抗白血病治療薬開発への布石と
なると期待される。 
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