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研究成果の概要（和文）：ランダムペプチドライブラリーをソースとしてヒト各種がん細胞を対

象とした広汎なスクリーニングを行うことにより、このライブラリー中から標的とする細胞の

系統別に対応して高浸透能を発揮する新規細胞侵入ペプチドを分離する技術を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：We identify novel cell penetrating peptides (CPPs) that are 
selectively and efficiently incorporated into human tumor cells according to their lineage. 
Thus, we established the novel technology that isolation of  tumor lineage-homing CPPs 
from a random peptide library generated by mRNA display method. 
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１．研究開始当初の背景 
先進医療としての標的治療は、ウイルスを用
いた遺伝子治療、低分子化合物、抗体医薬、
および RNA 干渉薬（siRNA）の開発によっ
て目覚ましい展開を示しつつあります。これ
らは、従来医学の欠点を補う、より副作用の
少ない有望な先進医薬であることから今後
の発展が一層期待されています。しかし、標
的治療研究においては最大の難関として、目
的とする細胞にのみ必要な効果を及ぼす、と
いう“選択的な細胞標的システムの構築”が
依然世界的に大きな課題として取り残され
ています。本計画は、私たちが長年に渡り研
究開発を行ってきた細胞内導入ペプチド (J. 
Neurosci 21: 6000-6007, 2001; Nat Med 10: 
305-309, 2004)を応用展開した細胞選択的導

入システムによって、この難問を解決し、我
が国発信の先進医療技術の開発に貢献する
ことを目的としています。 
 
２．研究の目的 
私たちの開発したタンパク質導入法は、11 個
のアルギニン(11R)からなるペプチドを目的
のタンパク質に融合する事により、すべての
細胞へ in vivo 導入できる方法です。ウイル
スと違い、タンパク質を直接細胞内に導入す
るため DNA 損傷による癌化などの副作用が
なく、iPS 細胞作製や幹細胞分化技術への応
用が急速に広まっています。この 11R ペプチ
ドは、全ての細胞に導入されるため、目的の
細胞にのみ選択的に導入可能な技術を長年
にわたり研究し、その開発に成功しました。
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本申請研究は“細胞選択的な導入システム”
の確立による先進医療のための基盤技術を
提供すことを目的としています。 
 
３．研究の方法 
（１）ランダムペプチドライブラリー（研究
計画にて詳細に記述）からの“細胞選択的導
入能を発揮する導入ぺプチド(Protein 
Transduction Domain: PTD)”の分離。 先
行研究で、１５残基ランダムアミノ酸配列を
コードするペプチドライブラリー群に対し
て、正常繊維芽細胞、癌などの疾患関連細胞
株を用いた細胞導入アッセイによるスクリ
ーニングを行い、従来汎用されている TAT や
１１Rなどに比較して、より選択性を持った
細胞内導入を発揮する PTDペプチドを分離で
きています。このスクリーニング法を各種初
代培養細胞を含めた広範な細胞種に適用し
細胞選択的導入ペプチドを発見した。 
 
（２）既に得られている新規 PTD 約５０種類
ほどについて、その配列内に１～２アミノ酸
変異を導入し、細胞浸透性能の増強や選択的
細胞透過能の有無を検討した。※ これまで
の研究結果から、１残基アミノ酸置換によっ
て、従来の PTD ペプチドが有していた透過性
と細胞親和性を大きく変化させることが判
明しています。多種類のヒト細胞培養パネル
（がん細胞株、肉腫細胞株、血球系腫瘍細胞
株、各種初代培養正常細胞：計３０種類程度
含むもの）を用意し、各々について細胞透過
アッセイを再度実施します。以上の段階を経
由して、各種細胞に選択的・特異的透過能を
発揮する PTD ペプチドを見出した。 
 
（３）細胞選択的透過性 PTD の応用技術の開
発を行った。過去２年間の研究成果で得られ
た細胞選択的導入ペプチドの応用技術を確
立するための研究ステップで、がん細胞選択
的導入ペプチドによる制癌技術の開発を行
った。 
       
４．研究成果 
（１）癌選択的侵入ペプチド 10 種類を発見 
下記に示す大腸癌に特異的に侵入する蛍光
ペプチド CPP2 のように、添付の論文で示し
た 10 種類の癌種特異的に侵入するペプチド
を発見し、国際特許出願を行った。 

  
（２）蛍光ペプチドによる腫瘍イメージング 
腫瘍選択的侵入ペプチドの生体応用例とし
て、急性骨髄性白血病の腹膜播種モデルで白
い矢印で示すような微少転移巣の描出を可

能とする蛍光ペプチドプローブの開発に成

功した。 
 
（３）細胞での治療効果 
白血病の初代培養細胞で特異的侵入ペプチ
ドに癌抑制ペプチド（p16INK4a）を融合した
治療用人工ペプチドを開発し、その投与によ
り細胞レベルで増殖抑制効果を認めた。 

 
CPP44:導入ペプチドのみ 
CPP44-p16MIS：導入ペプチドとがん抑制ペプ
チドの融合ペプチド 
CPP44-RI-p16MIS: 導入ペプチドと光学異性
体のがん抑制ペプチドの融合ペプチド 
CPP44-RI-p16VMISE: 導入ペプチドと機能し
ないがん抑制ペプチドの融合ペプチド 
 
縦軸はアネキシン Vによるアポトーシス細胞
数を示している。CPP44-RI-p16MIS ペプチド
が最も強い細胞死誘導効果を認めた。さらに、 
点変異を導入した機能しないペプチドを細
胞に加えても細胞死は誘導しなかった。 
 
（４）マウス腫瘍モデルでの治療効果 
担癌モデルマウスで特異的侵入ペプチドに
癌抑制ペプチド（p16INK4a）を融合した治療
用人工ペプチドを投与し、下図のような
CPP44-RI-p16MIS ペプチドにおいて副作用の
ない有意な延命効果を認めた。 
 

 



 
本実験では、腫瘍細胞には GFP の蛍光タンパ
ク質が恒常的に発現しているため、このペプ
チド投与治療を行ったマウスの腫瘍細胞を
蛍光下で観察すると CPP44-RI-p16MISで治療
したマウスでは腫瘍細胞の明らかな減少が
認められた。 
 

 
（５）癌特異的侵入ペプチドの選択的侵入メ
カニズム解明 
ペプチドの選択的侵入に関与する標的遺伝
子を RNAi ライブラリーを用いたスクリーニ
ングにより発見した。下図に示すように M160
遺伝子を RNAi によりノックダウンした細胞
では蛍光ペプチドの取り込みが有意に低下
していた。 

 
 
さらに、p160 が癌種選択的に発現増加してい
ることを見いだした。CPP44 の導入効率の高
い AML 細胞には発現が高く、導入効率の低い
Hela 細胞などでは発現が低いことが下図の
ウエスタンブロットによる p160 の発現比較
より明らかである。この成果は、癌の新たな
増殖メカニズムや標的治療への応用が期待
される成果である。 
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