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研究成果の概要（和文）： 

我々は細胞内で分解されにくい抗腫瘍性ペプチドに、細胞膜透過性ペプチドとマクロピ

ノソームから放出させることを促進するペプチドを用いて、膀胱癌に導入する長期持続型

p53 カルボキシル基末端ペプチド導入法を開発し、その膀胱癌への導入効率、抗腫瘍効果

について検討した。p53 変異型膀胱癌由来細胞(J82、T24) に長期持続型 p53 カルボキシル

基末端ペプチドを導入し、各群において WST-1 アッセイを用い細胞増殖抑制効果の比較を

行い、アポトーシス誘導効果については Hoechst 染色，活性型カスペース免疫染色法によ

り検討した。In vivo においては、SCID マウスの腹腔内に J82 を移植し、長期持続型 p53

カルボキシル基末端ペプチドを腹腔内に投与して、生存期間を Kaplan-Meijer 法で検討し

た。いずれの膀胱癌細胞においてもペプチド濃度が 1μM以上で癌細胞増殖抑制効果を有意

に認めた。また，ペプチド投与 1日目で癌細胞のアポトーシスを有意に増強させる効果が

あった。また、in vivo ではペプチドを投与した群では、対象群と比べて有意に生存期間

の延長を認めた。長期持続型 p53 カルボキシル基末端ペプチド導入法は、膀胱癌に対して

簡便かつ安全で強力な革新的治療法であると言える。 

 
研究成果の概要（英文）： 

OBJECTIVES To investigate whether a single application of the membrane-permeable D-isomer of the 

p53 C-terminus connected with a retro-inverso version of the NH2-terminal 20-amino acid peptide of the 

influenza virus hemagglutinin-2 protein (riHA2) inhibited the growth of bladder cancer cells. The 

transduction of p53 using poly-arginine is useful for targeting and suppressing the growth of bladder 

cancer cells. However, the protein’s intracellular half-life is short, and repeated application is necessary to 

achieve an anti-tumor effect. 

METHODS The p53 carboxyl-terminal peptides covalently coupled with cell-penetrating peptides were 

synthesized with D- or L-amino acids. Moreover, the peptides were connected with riHA2 by a disulfide 

bridge. Human bladder cancer cell lines were incubated with each peptide and cell viability was assessed 

with the WST assay. Apoptotic cells were confirmed by Hoechst and active capase-3 staining. The p53 
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peptides were injected into severe combined immunodeficiency disease mice transplanted with J82 cells 

to investigate their anti-tumor effect on bladder tumors.  A survival curve was plotted using the 

Kaplan–Meier method. 

RESULTS A single application of cell-penetrating D-isomer peptides of the p53 C-terminus connected 

with riHA2 (d11R-p53C=-riHA2 and dFHV-p53C=-riHA2) inhibited the growth and induced the 

apoptosis of bladder cancer cells. The tumor-bearing mice treated only with vehicle had a mean survival 

time of 12 days, whereas treatment with d11R-p53C=-riHA2 resulted in a long-term survival rate of 50%. 

CONCLUSIONS Peptide transduction therapy using the D-isomer p53 C-terminal peptide with riHA2 

may be an innovative method for the treatment of bladder cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

膀胱癌において、high-grade, high stage、

あるいは上皮内癌タイプの腫瘍では、p53 遺

伝子の変異の頻度が高く、T1 以上の癌では

85％以上の症例において同遺伝子に変異を

認めると報告されている。 

岡山大学では 11 個から成るポリアルギニ

ン（11R）を p53 蛋白に付加し、膀胱癌細胞

内に導入させる蛋白質導入法が開発されて

いる（11R-p53）。我々は、11R-p53 が、膀胱

癌細胞に高効率に導入され，核内で転写活性

を有し、癌細胞増殖抑制効果があることを明

らかにするとともに、膀胱癌モデルマウスに

おいて、11R-p53 は、腫瘍細胞内に特異的に

導入され、正常膀胱粘膜には導入されないこ

とを実証した（Inoue et al., Eur Urol. 49, 

161 (2006)）。 

しかし、11R-p53は、ユビキチン―プロテア

ソーム系にて短時間で分解されるため、半減

期が30分と非常に短いため、抗腫瘍効果を発

揮するためには反復投与が必要である（Inoue 

et al., Eur Urol. 49, 161 (2006)）。蛋白製剤の

反復投与は、煩雑であるだけでなく、生体の

免疫反応を惹起させる危険性が予想される。

そこで本研究では、膀胱癌に対する11R-p53

蛋白質導入法として、細胞内で分解されにく

い抗腫瘍性ペプチドを用いて膀胱癌に導入す

る長期持続型p53ペプチド導入法の開発・応用

研究を実施する。 

 

 

 



２．研究の目的 

膀胱癌に導入する長期持続型p53ペプチド導

入法の開発・応用研究を実施するため、具体

的には、以下の点に絞った研究を遂行する。 

(1)p53のカルボキシル末端ペプチドに細胞

膜透過性ペプチドを付加したペプチドをD-i

somerで合成する（細胞膜透過性D型p53C末端

ペプチド）。 

(2)細胞膜透過性D型p53C末端ペプチドが膀胱

癌細胞に導入されるかin vitro, in vivoで

検討する。 

(3)細胞膜透過性D型p53C末端ペプチドの抗腫

瘍効果についてin vitroにて、検討する。 

(4)SCID マウスを使用した膀胱癌モデルにお

ける細胞膜透過性 D 型 p53C 末端ペプチドの

抗腫瘍効果について検討する。 

３．研究の方法 

(1)培養細胞 

ヒトp53変異型膀胱癌由来細胞J82とT24を用い

た。 

(2)ペプチド合成 

p53カルボキシル基末端ペプチド（p53C’）に塩

基性アミノ酸から構成される細胞膜透過性ペプ

チド（11R，FHV）を付加したペプチドをL体、D体

で合成した（11R-p53C’、FHV-p53C’、

d11R-p53C’、dFHV-p53C’）。さらにこのD体で

合成した細胞膜透過性p53C末端ペブチドにマク

ロピノソームからの脱出を促進するretro-inverso

型のpH応答性膜融合ペプチド（インフルエンザ

ウイルスのヘマグルチニンHA2サブユニットのN

末端ペプチド）を付加した(d11R-p53C’-riHA2、

dFHV-p53C’-riHA2)。細胞膜透過性L体p53C

末端ペプチド（11R-p53C’、FHV-p53C’）、細胞

膜透過性D体p53C末端ペプチド(d11R-p53C’、

dFHV-p53C’）、pH応答性膜融合ペプチドを

D-isomerで付加した細胞膜透過性D体p53C末

端ペプチド（d11R-p53C’-riHA2、dFHV53C’

-riHA2)、これら6種のペプチドを用いて実験を進

めた。 

(3)膀胱癌増殖抑制効果の検討 

p53変異型膀胱癌由来培養細胞(J82,T24）に単

回のみ導入し、各群においてWST-1アッセイを

用い細胞増殖を経時的に検討し､細胞増殖抑制

効果の比較を行った。 

(4)アポトーシスの検討 

p53変異型膀胱癌由来培養細胞にこの6種のペ

プチドを5μMの濃度で2時間導入､PBSで洗浄し

て24時間後に4％パラホルムアルデヒドにて固定

し､Hoechst染色した。蛍光顕微鏡にて観察し、

apoptosis細胞を同定、算定した。さらに，細胞を

固定後，活性型カスペース3を認識する抗体で

免疫染色し，活性型カスペース3陽性細胞を同

定し，算定した。 

(5)動物実験 

SCIDマウスの腹腔内にJ82を移植し､移植3日後

にvehicle, 20mg/kgのd11R-p53C’、20mg/kgの

d11RF-p53C’-riHA2を腹腔内に単回投与して、

この3群間でSCIDマウスの生存期間を

Kaplan-Meijer法で比較検討した。 

(6)統計学的解析 

データの解析は、2群間の検定にはt検定を用い，

多群間の検定にはANOVAを用いた。P < 0．05

の場合を有意差ありとした。 

 

４．研究成果 

(1)細胞増殖抑制効果の検討 

J82に対して10μMの11R-p53C’で有意に癌細

胞増殖抑制効果が得られ、T24においては、10

μMのd11R-p53C’で有意に癌細胞増殖抑制効

果が得られた。FHV-p53C’、dFHV-p53C’はい

ずれの膀胱癌細胞においても癌細胞増殖抑制

効果は得られなかった。しかし、d11R-p53C’一

riHA2、dFHV-p53C’一riHA2に関しては、T24に

対して1μM以上で、J82に対しては2μM以上で

癌細胞増殖抑制効果を有意に認め、濃度が5μ

M、10μMを加えた群では、完全な増殖抑制効

果を認めた。 



(2)アポトーシスの検討 

5μMの11R-p53C’とd11R-p53C’は効果が弱く､

T24,J82において25％以下しかアポトーシスヘ誘

導できなかった。それとは対照に、

d11R-p53C’-riHA2ではT24, J82に対して有意

にアポトーシスを引き起こした。FHVに関しても

同様の結果が得られた。さらに、11R-p53C’と

d11R-p53C’に比べて、d11R-p53C’-riHA2は

T24,J82に対してcaspase3の活性を有意に引き起

こした。動物実験 in vivoでは、vehicle，20mg/kg

のd11R-p53C’，を投与した群では平均生存期

間が12日であったのに対して、d11R-p53C’

-riHA2を投与した群では50%が長期生存すること

が可能であり、他群と比べて有意に生存期間の

延長を認めた。また投与することによる有害事象

も認めなかった。 

 

悪性度の高い表在性膀胱癌（pTlG3）に対して

は、膀胱内注入療法としてBCG注入療法がよく

用いられているが、約3分の1の症例ではBCG注

入療法が無効であり、新しい治療法が必要とさ

れている。近年，膀胱癌に対し，p53などの癌抑

制遺伝子をウイルスベクターにより導入する方法

が試みられているが、ウイルス毒性、免疫反応、

ウイルスベクターの宿主染色体へのランダムな挿

入などの問題があり，遺伝子導入には限界があ

る。11R-p53蛋白質導入法はp53遺伝子を組み

込んだアデノウイルスと同等の効率で膀胱癌細

胞の増殖を抑制でき、より尐ない細胞毒性であっ

たと報告されている。しかし、抗腫傷効果を発揮

するためには反復投与が必要であった。その理

由として､マクロピノソームヘ取り込まれてしまい､

その効果が減弱していることが予想された。本研

究ではdCPPs-p53C’-riHA2の単回投与のみで、

in vivoにおいて勝耽癌の増殖を抑制でき、生存

期間の延長を示すことができた。蛋白質製剤の

反復投与は、煩雑であるだけでなく、生体の免

疫反応を惹起させる危険性が予想されるが、

dCPPs-p53C’-riHA2は単回投与のみで抗腫癌

効果を発揮できるので、このような生体反応への

影響が尐ないことが示唆される。エイズウイルス

が発現するTAT蛋白質の11個のアミノ酸からなる

ペプチドをp53C’に付加すると、癌細胞内のp53

を活性化させ、腹腔内播種モデルのマウスの生

存期間を延長させたという報告があるが、p53変

異型勝耽癌細胞には効果的ではないことが明ら

かとなった。本研究ではCPPs-p53C’、

dCPPs-p53C’の抗腫傷効果は得られなかったが、

dCPPs-p53C’-riHA2を用いて、in vitro, in vivoと

もp53変異型膀胱癌由来細胞に効率的に導入さ

れ、増殖を抑制することが立証できた。

dCPPs-p53C’-riHA2の抗腫癌効果に関して、分

子レベルでの機序は明確にできていないが、

dCPPs-riHA2の正常膀胱細胞に対する細胞毒

性は認めなかったので、悪性度の高い表在性膀

胱癌に対してp53C’の機能を果たしていることが

推測された。以上より，細胞膜透過性ペプチドを

用いたD体p53カルボキシル基末端ペプチド細

胞内導入法は、膀胱癌に対して簡便かつ安全で

強力な革新的治療法として期待される。今後は、

経尿道的に腫瘍縮小抑制効果を検討し、勝耽

注入療法の新たな治療として確立していきたい。 
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