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研究成果の概要（和文）：効率がよく副反応の低いタンパク質細胞内導入法を用いて STAT3 阻

害作用を有する新規分指標的薬の開発のための基礎研究を行った。In vivo において癌に対する

抗腫瘍効果を認め、新たな治療法として期待できる。

研究成果の概要（英文）：Protein-transduction domains (PTDs) are short stretches of cationic amino
acids that enable peptides, proteins, oligonucleotides, and other reagents to efficiently enter multiple
cell types. Therefore, PTDs offer unique therapeutic opportunities for the treatment of many diseases,
including skin cancer. Novel STAT3 inhibitor; R9-GRIM19 significantly reduced STAT3-dependent
transcription in vitro, and tumor growth in vivo.
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１．研究開始当初の背景
皮膚は免疫器官でもあるため、ワクチン治療、
分子標的治療における格好の臓器でもある。
このため、過去皮膚を治療の場とする様々な
手技、手段が検討され施行されてきた。現在
までのところ、in vivo において皮膚構成細
胞内に目的物質を導入させる手段としては、
一般的に gene gun や virus を carrier とす
る cDNA 導入方法が行われている。これら
cDNA を用いる方法で目的遺伝子を発現させ
る方法は、長期間安定して発現する利点を有
する反面、厳密な発現量の制御が難しく、宿
主遺伝子内への組み込みの危険性を常に有
している。またウィルスを用いる方法は、キ

ャリアー物質に対する生体反応、形質転換、
感染などの問題により臨床使用が非常に制
限されているのが現状である。従ってヒトに
臨床応用する場合には、これらの問題を回避
する新たな導入手段が必要となる。我々は、
以前より ex vivo にてタンパク質を細胞内に
導入させる手段としてprotein transduction
domain (PTD)を用い、その解析を行ってきた。
PTD は陽性に帯電した polypeptide で、その
配列のほとんどがウイルス(HIV, Herpes な
ど)に由来している。またこれを含有した
fusion protein は、陰性帯電しているほぼ全
ての細胞膜に素早く結合し、endocytosis な
いし macropinocytosis として細胞内に取り
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込まれ、一部が vesicle より漏出することで
細胞質内に導入される。この導入効率は極め
て高く、曝露数分後より導入が始まり、濃度
を４−６時間保てばほぼ１００％の細胞内に
安全に導入が可能となることも大きな特徴
である。この特性を利用し、過去我々は ex
vivo にて目的タンパク質を細胞質内に発現
させることに成功している。また、PTD 含有
融合タンパク質を皮内に直接接種すると、長
時間に渡り接種部位に残留する。これらの結
果は、PTD 含有 fusion protein を in vivo 接
種することで皮膚構成細胞内に目的タンパ
ク（酵素）を直接導入できうることを示唆し
ている。タンパク質(酵素)を直接接種するこ
とで皮膚細胞内に導入する方法であれば、理
論上 replication, 遺伝子内への組み込み
の心配はない。また、皮膚局注による導入は
容易であり、発現量は接種濃度、回数により
能動的に調節が可能となる。

２．研究の目的
これらの基礎実験の結果より、我々は
(polyarginine; R9) PTD の持つこれらの皮膚
に対する生物学的特性を利用し、PTD 含有
fusion proteinを皮膚に直接接種し曝露させ
る方法により、様々な難治性皮膚疾患に対す
る治療に応用してくための基礎研究を行な
い、動物実験で効果を検討した。
今回は、必要な分子（酵素）を皮膚構成細胞
内に導入することで皮膚疾患を治療する分
子標的療法の carrierとして利用することで
生体への影響を最小限に抑え、導入分子本来
の持つ効果を解析した。その標的分子として
は、尋常性乾癬、癌などの皮膚疾患の病態に
深く関与し、かつその分子の同定、解析があ
る程度されている転写因子である STAT３に
特化し、新規 STAT3 阻害薬を開発し、これが
臨床応用可能かどうかをマウスを用いて検
討した。そのため我々は、活性型 STAT3 に結
合する自己タンパクである GRIM19に注目し、
rR9-GRIM19 融合タンパクを作製し in vitro,
in vivo において GRIM-19 を癌細胞内に導入
させ、癌細胞、癌組織に高発現させた場合の
STAT3 に対する影響、および抗腫瘍効果を検
討した。

３．研究の方法
(1) rR9-fusion protein の様々な癌細胞株へ
の導入効率を rR9-GFP で確認した。
(2) 様々な癌細胞株 (NIH3T3, EG.7, B16,
A20) において STAT3 の発現( リン酸化を含
め)を Western blot 法で検討した。
(3) NIH3T3 親株と STAT3 持続活性型 3T3
（v-SrcNIH3T3）を用いて、rR9-GRIM-19 によ
る STAT3伝達シグナル阻害効果について検討
した。
- Luciferase assay (STAT3 依存性の転写活

性への影響の検討)
- Electroporetic mobility shift assay
(STAT3 と rR9-GRIM19 の 直 接 結 合 と
DNA-binding site への阻害効果の検討)
- Quantitative real-time PCR (STAT3 依存
性シグナル下流分子の発現の影響)
(4) A20, B16, EG.7, NIH3T3 細胞株を用いた
in vitro での rR9-GRIM19 による STAT3 阻害
効果について検討した。
- Cell count; 細胞増殖抑制効果の検討
- PI-Annexin assay; 細胞死に対する影響
- Cell cycle analysis; 細胞周期に対する
影響
(5) 担癌マウスの腫瘍塊内（A20, B16, EG.7
細胞株）に rR9-GRIM19 を接種した場合の in
vivo での抗腫瘍効果を検討した。

４．研究成果
(1) rR9-GFP を in vitro で細胞培養液中に添
加し、Flow cytometory で解析したところ、
約５時間でほぼ全ての細胞質内に導入され
た（図１）。

（図１）

（図１）
(2) マウス各癌細胞株の STAT3 の発現を
Western blot で解析したところ、A20 と B16
細胞株でリン酸化 STAT3の発現を確認したが、
NIH3T3, EG.7 細胞株では認められなかった
（図２）。

（図２）

（図２）
(3)In vitro における rR9-GRIM19 による
STAT3 伝達シグナル阻害効果について
STAT3-binding site を有する luciferase
plasmid を作製し、v-Src 3T3 細胞株とその
親株である NIH3T3 に transfect した後、
rR9-GRIM19 の添付による転写阻害効果を確
認した（図３）。



（図３）
また、B16 を用いて STAT3 シグナル下流分子
である cyclin B1, Bcl-xL の mRNA の発現を
RT-PCR で比較したところ、rR9-GRIM19 添加
群で低下していた。
一方、electroporetic mobility shift assay
を行った結果、rR9-GRIM19 による STAT3-SIE
complex の阻害効果が確認された（図４）。

（図４）
(4) rR9-GRIM19 は in vitro において、活性
型 STAT3 を発現する A20, B16 細胞株の増殖
を抑制した。一方、活性型 STAT3 を発現しな
い NIH3T3, EG.7 の増殖は抑制しなかった（図
５）。

（図５）
また、rR9-GRIM19 添加群において、annexin V
陽性細胞比率の上昇、すなわち apoptosis の
誘導が認められた（図６）。

（図６）

(5) EG.7, A20, B16 細胞をマウス腹部の皮
内に接種し、腫瘍塊を形成した上で同部に
rR9-GRIM19 を直接接種し、抗腫瘍効果を検討
したところ、有意な抗腫瘍効果を認めた。特
に A20 担癌マウスでは完全拒絶を認めた（図
７）。

（図７）
この癌拒絶マウスの CTL 活性を in vitro で
解析したところ、癌細胞特異的な CTL 活性を
認めた．
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