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研究成果の概要（和文）：新規白血病治療の開発を目的として合成したハイブリッドペプチドTat-Ram13の細胞死モー
ドを調べた結果，ネクローシス様細胞死であることがわかった．また，D体アミノ酸を含むペプチドミメティック化合
物を新規合成し，その白血病細胞に対する細胞傷害性を評価した．
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 non-apoptotic cell death against leuk
emia cells. We determined that the mode of the peptide induced cell death is similar to necrosis. 
In addition, we newly synthesized a series of the D-amino acid containing-peptide mimetic analogues of the
 hybrid peptide and evaluated the killing effect on the human leukemic cell lines. These peptides will be 
a useful tool for development of novel concept-based anti-leukemia agents. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： ペプチドミメティックス　細胞死　白血病

薬学・創薬化学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞死，特にアポトーシスは，様々な生命
現象や疾病と関連し，その分子機序の解明は
疾病治療戦略の開発に貢献してきた．一方，
その他の細胞死についての研究は進んでお
らず，病態との関連を含め不明な点が多い．
我々は，ごく最近，白血病細胞を使った一連
の研究過程において，アポトーシスとは明確
に異なる細胞死を誘導する２種類のハイブ
リッドペプチドを見出した．ファージディス
プレイ法で得た白血病細胞選択的結合ペプ
チド配列と，アポトーシス誘導配列として知
られる（KLAKLAK）2を連結したペプチド（J. 
Biol. Chem., 2008），および Notch1 蛋白質
断片 Ram13 配列と細胞膜透過ペプチド HIV-1 
Tat との融合ペプチド：HybP2（特許出願, 
2008; ケミカルエンジニヤリング, 2009）で
ある．両ペプチドは，白血病細胞に対して速
やかに細胞死を誘導する．さらに，腫瘍細胞
に特異性を示し，正常血球細胞系には全く傷
害を与えない他，誘導される細胞死は，カス
パーゼに依存しない非アポトーシス型であ
った．これら非アポトーシス型細胞死を引き
起こす２つのハイブリッドペプチドを「化学
ツール」として用いることで，不明な点の多
い非アポトーシス型細胞死の一端を解明で
きると考えた． 
 
 
２．研究の目的 
 細胞死という生命現象の全容解明および，
アポトーシス耐性により難治化した悪性腫
瘍の画期的治療戦略の開発を目的とし，我々
が見出した２つのハイブリッドペプチドを
化学ツールとして活用して(1)新しいモード
の非アポトーシス型細胞死の解析，(2)ペプ
チドミメティックへの変換を行った．  
 本研究では，ペプチドミメティック化合物
の創製の観点から，変換活性中心同定できて
いる HybP2（別名 Tat-Ram13）に焦点をあて
て研究を進めた． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 ヒト白血病細胞株 Jurkat-T 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（島津製作所 PSSM-8）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
名称と配列（1文字表記）を以下に示す．Ram
の前の mは mutated を示し，今回は不活性モ
チーフAla-Ala-Alaに置換したペプチドに記
した． 
Tat-Ram13: GRKKRRQRRR-GG-RRQHGQLWFPEGF 
Tat-mRam13: GRKKRRQRRR-GG-RRQHGQAAAPEGF 
Arg6-Ram13：RRRRRR-GG-RRQHGQLWFPEGF 
Arg6-mRam13：RRRRRR-GG-RRQHGQLAAAEGF 
Arg8-Ram13：RRRRRRRR-GG-RRQHGQLWFPEGF 
Arg8-mRam13：RRRRRRRR-GG-RRQHGQLAAAEGF 
D(Arg6)-Ram5：D(RRRRRR)-GG-QLWFP 
D(Arg6-Ram5)：D(RRRRRR)-GG- D(QLWFP) 
D(Arg6-mRam5)：D(RRRRRR)-GG- D(QAAAP) 
 
(3)細胞死の誘導と細胞生存率の算定 
 Jurkat-T 細胞を 96 ウェルマイクロプレー
ト（5 x 104個/ウェル）に播種した後，100 µM 
各種ペプチド，または 100 nM ビンクリスチ
ン（VCR）共存下，16 時間インキュベーショ
ンを行った．ネクローシスの誘導は，60℃で
10 分間処理によって行った． 
 細胞生存率は，各ウェルに WST-8 試薬（同
仁化学）を加え，4時間後の 450 nm の吸光度
を測定し，無添加群の吸光度を生存率 100％
として算定した． 
 
(4) 細胞形態変化の観察 
 Tat-Ram13処理時の細胞全体の形態と核の
形態変化を，蛍光顕微鏡（オリンパス 
FSX-100）を用いて位相差モードで観察した．
核染色はHoechst3422で行った。 
 
(5) マクロファージによる貪食率の算定 
 Jurkat-T 細胞を蛍光色素 CFSE（同仁化学）
で予め標識し，細胞死誘導を行った．これら
死細胞を，Hoechst33342 で核染色したチオグ
リコレート刺激マウス腹腔マクロファージ
を付着させたガラスチャンバースライドに
添加した．4 時間後，蛍光顕微鏡を用いて，
マクロファージに貪食された CFSE 陽性細胞
を計測した． 
 
(6)ウェスタンブロット解析 
 各種ヒト白血病細胞株を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,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，各種ポリクローナル抗
体（いずれも Cell Signaling Technology 
Japan）と 4℃，12 時間反応させた．二次抗
体反応を室温，1 時間行った後，化学発光基
質 (ピアス) を用いて LAS 4000 (GE ヘルス
ケアサイエンス) で目的分子を検出した．
HMGB-1の検出は，細胞死誘導前後のJurkat-T
細胞を遠心後，上清（細胞外放出された
HMGB-1）と沈殿（細胞内 HMGB-1）に分離し，
ウェスタンブロット解析した． 
 



(7)電子顕微鏡観察 
 Tat-Ram13ペプチド処理したJurkat-T細胞
を 2%グルタルアルデヒド-カコジル酸緩衝液
で前固定した後，後固定を 1%オスミウム酸で
行った．試料は EPOK812 で包埋後，薄切片と
し，常法に従い uranyl acetate 染色を行い，
走査型電子顕微鏡で観察した． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Tat-Ram13で誘導される細胞死の形態的
特徴 
 Tat-Ram13（HybP2ペプチド）は，種々のヒ
ト白血病細胞株（Jurkat-T, CCRF-CEMなど）
に対して速やかに細胞死を誘導する．本ペプ
チドで誘導される細胞死を，Jurkat-T細胞を
用いて光学顕微鏡下で観察した．図１に示す
ように，ビンクリスチン（VCR）で誘導された
アポトーシスでみられる核の断片やアポトー
シス小体は観察されず，細胞が膨化した像が
みられた．60℃で熱処理して得られたネクロ
ーシスの細胞像と比較すると，膨化している
像は類似していたが，細胞膜の変形が顕著で
あり，細胞内に顆粒状の構造物が存在してい
た（図１C）． 
 

 
図１ Tat-Ram13で誘導される細胞死の形態 
 
 
 以上の結果をうけ，Tat-Ram13処理した細胞
でみられる顆粒状の構造物を明らかにするた
め，電子顕微鏡を用いて詳細に観察を行った
ところ，オートファジーで見られるオートフ
ァゴソームであることがわかった（図２）．
以前の研究(H20-H22新学術領域研究成果報告
書)における生化学的解析により，本ペプチド
で誘導される細胞死では，オートファジーの
活性化が見られている．しかしながら，オー
トファジーの抑制（Beclin-1の発現抑制，オ
ートファジー阻害剤の添加）によって本細胞
死は抑制されないことから，Tat-Ram13で誘導
されるオートファジーは，細胞死を引き起こ
すのではなく，細胞死抑制のための二次的活
性化であると思われる．したがって，
Tat-Ram13による細胞死は，「オートファジー
性細胞死」ではないと考えられる． 
 

 
図２ Tat-Ram13処理したJurkat-T細胞の電
子顕微鏡像（矢印：オートファゴソーム） 
 
 
(2) Tat-Ram13処理死細胞のマクロファージ
による貪食，およびHMGB-1放出 
 Tat-Ram13で誘導される細胞死は，非アポト
ーシス性であり，オートファジーが起因とな
るオートファジー性細胞でもないと考えられ
た．このことより，ネクローシスに近い細胞
死モードではないかと推察した． 
 ネクローシスを起こした細胞は，一般に細
胞膜透過性の亢進による細胞内容物の放出
による炎症惹起，およびマクロファージに貪
食されにくいことが知られる．一方，アポト
ーシス細胞は，炎症を起こすこと無く速やか
に貪食除去されることが知れている．  
 そこで，炎症性物質の１つとして最近注目
されている HMGB-1（High Mobility Group Box 
1）タンパク質が死細胞より放出されている
か否かを調べた．本分子は核タンパク質であ
るが，ネクローシスを起こした細胞より細胞
外へ放出され，RAGE などの受容体と結合して
炎症を引き起こすことが知られている． 
 ウェスタンブロット解析により，細胞外に
放出された HMGB-1 タンパク質を調べたとこ
ろ，Tat-Ram13で処理したJurkat-T細胞では，
熱処理によってネクローシスを起こした細
胞と同程度の顕著な HMGB-1 タンパク質の細
胞外放出が見られた．一方，VCR によりアポ
トーシスを起こした Jurkat-T 細胞の HMGB-1
の細胞外放出量はわずかであり，細胞が死ん
だ後も細胞内に多く残っていた（図３）． 
 本結果は，Tat-Ram13 によって Jurkat-T 細
胞の細胞膜の破壊が起こり，HMGB-1 分子が速
やかに放出されたことを示している．したが
って，Tat-Ram13 で誘導される細胞死では，
炎症反応が惹起される可能性が高いと推察
される． 
 
 

 

 
図３ HMGB-1 タンパク質の細胞外放出 
 
 



 次に，Tat-Ram13 処理で死んだ細胞がマク
ロファージに貪食される割合を，熱処理ネク
ローシス細胞およびVCR誘導アポトーシス細
胞と比較して調べた．Jurkat-T 細胞を CFSE
試薬で蛍光標識した後，それぞれの細胞死を
誘導した．この結果得られた細胞を，マウス
腹腔マクロファージを播種したマルチウェ
ルディシュに加え，蛍光顕微鏡を用いてマク
ロファージ内に取込まれた Jurkat-T 細胞の
数を求めた．マクロファージに取込まれた割
合を調べた結果，VCR 処理したアポトーシス
細胞に比べ，Tat-Ram13 処理で死んだ細胞は
顕著に低い値を示し，熱処理によるネクロー
シス細胞と同程度であった（図４）．よって，
Tat-Ram1 が誘導する細胞死では，死細胞が貪
食除去されにくいと思われる． 
 

 
図４ マクロファージによる貪食率の比較 
 
 なお，近年，プログラム性ネクローシス「ネ
クロトーシス」が話題となっているが，本細
胞死の抑制薬Necrostatin-1によって本細胞
死は抑制されなかった．したがって，ネクロ
トーシスとは異なると考えられる． 
 
(3) ペプチドミメティック化合物の創製 
 先の検討により，Tat-Ram13 配列中，
Leu-Trp-Phe の３つのアミノ酸が重要であり，
この両端にアミノ酸１つを追加した５残基
のペプチドRam5（Gln- Leu-Trp-Phe-Pro）が，
Ram13 配列と同等の細胞傷害活性を示すこと
を明らかにしている（H20〜H22 新学術領域研
究成果報告書）． 
 そこで，細胞膜透過性ペプチド tat 配列の
短縮化を検討した．D 体アミノ酸の導入を考
慮し，既に tat 配列と同等の活性を持つこと
が知られているポリアルギニン 8(Arg8)を用
いて tat 配列の短縮を行った．さらに検討を
した結果，６つのアルギニンからなるポリア
ルギニン（Arg6）でも十分に Arg8 および Tat
配列と同様の活性を維持できることがわか
った．図５に示すように，Arg6 と Ram5 ペプ
チドを連結したハイブリッドペプチドは，
Tat-Ram13 と同等の細胞傷害活性が見られた．
一方，Ram5 の細胞傷害性の活性中心配列であ
る Leu-Trp-Phe を Ala-Ala-Ala に変換した不
活性配列 mRam を連結した Arg6-mRam5 は，
Jurkat-T 細胞に対して細胞死を誘導できな
かった．したがって，Arg6-Ram5 が Tat-Ram13
と同等の活性を保持した最小配列といえる．

これにより，ペプチドの長さが 25 残基から
13 残基になり，分子量はおよそ半分になった．  
 

 
図５ Tat 配列のポリアルギニンへの変換に
よる細胞傷害活性の変化 
 
 次に，in vivo での使用を想定し，血中安
定性を増大させるために，L 体アミノ酸から
D 体アミノ酸へ変換を検討した．Arg6 に
Gly-Glyリンカーを介してRam5を結合させた
Arg6-Ram5 のアミノ酸を D 体に置換したペプ
チドミメティック化合物 D(Arg6)-L(Ram5), 
D(Arg6-Ram5)，および不活性配列を含む
D(Arg6-mRam5)をそれぞれ固相合成により作
製した． 
 それぞれの化合物について Jurkat-T 細胞
株に対する細胞傷害能を調べた結果，
D(Arg6)-L(Ram5)と D(Arg6-Ram5)において，リ
ード配列Tat-Ram13と同等の著明な細胞死誘
導が観察された．また，Ram5 の不活性配列
mRam5 を導入した D(Arg6-mRam5)では，細胞傷
害性は観察されなかった．以上の結果より，
Ram5配列はD体アミノ酸に置き換えても活性
に変化がないことが判明した（図６）． 

 
図６ D 体アミノ酸置換ペプチドミメティク
化合物の細胞傷害活性の比較 
 
(4)まとめ 
 本研究において、ハイブリッドペプチド
Tat-Ram13 が白血病細胞に対し、ネクローシ
ス様細胞を引き起こすことを明らかにした．
さらに.オリジナルペプチドと同等の活性を
保持したD体アミノ酸を含むペプチドミメテ
ィック化合物の作製に成功した。これらの化
合物は，がん治療における新たな治療戦略の
ツールとして役に立つものと期待される． 
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