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研究成果の概要（和文）： 
炎症性サイトカイン受容体等へ結合する配列と細胞を殺さずに膜へ粘着する配列とのキメラ

化ペプチドにより強固に炎症を抑制する新規炎症疾患治療方法の基礎検討を実施した。 
調査、検討の結果、分子標的を TNFα、TLR4、TGFβ1に絞込み、各種アンタゴニストペ

プチド及びそのキメラ化ペプチド候補を in vitro評価系で選抜した。TNFαアンタゴニスト配
列は膜粘着配列とのキメラ化により拮抗作用増強がみられた。TGFβ1 アンタゴニストペプチ
ドの肺局所噴霧により、ブレオマイシン誘発肺線維化ラットモデルの肺組織の線維化因子等を
低減させた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the possibility of new powerful therapy for inflammatory diseases using 

chimera peptides that have a binding sequence to inflammatory cytokine receptors and an 
adhesion sequence to cell membrane without cytotoxic activity. 
As a result of pre-survey, we selected TNFα, TLR4, and TGFβ1 as the target molecules, 

and determined the promising candidates among various antagonist peptides and chimera 
peptides by the in vitro assay systems. Inhibitory effect of TNFα-antagonist peptide was 
increased by chimera conjugation with a membrane-adhesion sequence. Local treatment of 
TGFβ1-antagonist peptide by intratracheal nebulization decreased the levels of fibrotic 
factors in lung tissue in bleomycin-induced lung fibrosis rat model. 
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１．研究開始当初の背景 
当研究室ではこれまで抗癌標的蛋白製剤

であるイムノトキシンの研究を行ってきた。
癌細胞高発現受容体を介し癌細胞特異的な

取り込みを担当する弾頭部と癌細胞を殺す
爆薬部からなるキメラ型蛋白製剤が主であ
る。蛋白製剤は遺伝子組換えから発現細胞へ
の遺伝子導入、大量発現、精製等で多大な労
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力、コスト及び時間を費やし、生体内では中
和抗体産生等の問題も有している。一方、ペ
プチドは蛋白に比べ明らかに労力、コスト及
び時間を抑制でき、ペプチドの化学合成、精
製及び化学修飾、さらにはＤＤＳ (Drug 
Delivery System)の技術が飛躍的に向上した。
さらに多彩な局所投与機器の開発、ＤＤＳ併
用によるペプチドの分解抑制、徐放作用等の
今後の技術革新とともに、ペプチド創薬は今
後大いに発展が期待できる領域である。また
特定の分子、癌種へ特異的に結合するペプチ
ド配列をスクリーニングする技術であるフ
ァージディスプレイ法により、癌細胞高発現
受容体をはじめ多くのターゲットへの結合
配列が見出されている。しかしながら、かつ
てペプチドは低分子化合物に比べ生体内で
の安定性が極度に悪く、合成、精製等が困難
で高コストであり、製薬企業特に日本国内で
は敬遠され続けてきた経緯があった。その傾
向は現在もあまり変わっておらずペプチド
創薬は海外に先行されている状態にあり、こ
のような国内状況を変革していく必要があ
る。 
このようなペプチド創薬の現状及び魅力

的な伸展を考慮し、イムノトキシンのペプチ
ド化の可能性を調査・検討した。その結果と
して、これまでに薬剤耐性を受けにくい癌細
胞膜崩壊性ペプチドを用い EGFR 等の癌高
発現分子への結合配列とキメラ化させた、革
新的な分子標的抗癌剤「ハイブリッドペプチ
ド」を設計することに成功した。 
 
２．研究の目的 
「ハイブリッドペプチド」の手法を炎症免

疫系疾患へ応用すべく、炎症性サイトカイン
受容体等へ結合する配列と細胞を殺さずに
膜へ粘着する配列とのキメラ化ペプチドに
より強固に炎症を抑制する新規炎症疾患局
所治療方法の基礎検討を実施した。 
実際に EGFR 標的化癌細胞膜崩壊性ハイ

ブリッドペプチドはヒト肺癌細胞株へのた
った 10 分間の接触で十分な殺細胞効果を示
し、癌細胞膜崩壊性ペプチド単独よりも明ら
かに速効性であった。この癌細胞膜崩壊性ペ
プチドはカチオンリッチなアミノ酸配列で
ありマイナスチャージの細胞膜成分に結合
しやすい性質がある。キメラ化ペプチドは癌
のみならず、局所投与により炎症疾患での効
果も期待できるのではないかと考えられ、炎
症性受容体アンタゴニストペプチドにカチ
オンリッチ配列をキメラ化したペプチドを
考案した。カチオンリッチ配列部が細胞膜へ
のアンカーの役割を果たし、アンタゴニスト
ペプチド単独よりも炎症を強く抑制できる
のではないかと考えた。 
いくつかの炎症標的受容体に結合する多

数の配列候補から Biacore、培養細胞等の in 

vitro評価系にてスクリーニングし、有望な候
補ペプチドについては病変部局所投与によ
る疾患動物モデルにて有効性を評価し、炎症
抑制キメラ化ペプチドを用いた新規治療方
法の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 炎症標的分子の調査、配列設計 
既に当研究室で設計したいくつかのサイ
トカイン受容体結合配列の他に、文献調査等
により炎症に深く関わる受容体等の有力な
候補をピックアップし、また立体構造解析等
により予測・デザインした。キメラ化のため
のカチオンリッチな膜粘着配列の設計は、主
に抗菌性ペプチドをベースに設計した。分子
間結合に重要な役割を果たす有電荷アミノ
酸を中心に置換した配列等について検討を
加え、very best な配列選抜を目指すために
選択候補を広げた。ペプチドはsigma、
invitrogen 社において化学合成、精製された
ものを実験に用いた。 
 
 (2) 各種アゴニストに対応するbioassay系
構築及びペプチドの拮抗効果評価 
① TNFα濃度依存的な細胞死を示すマウス
線維芽細胞腫 L929 
96穴プレートに10000cells/wellで播種し、
マウス TNFα、アクチノマイシンＤ(3μＭ)
及び阻害候補ペプチドを添加し、24時間培養
後に生細胞測定試薬を添加して生細胞数依
存的な発色をさせ、プレートリーダーにて吸
光度450nmを測定して数値化、グラフ化した。 
② LPS濃度依存的にTNFαを産生するマウ
スマクロファージ細胞株 RAW264 
 96穴プレートに5000cells/wellで播種し、
LPS 及び阻害候補ペプチドを添加し、24時間
培養後に各 well の培養上清 10μＬを①の
L929-bioassay 系へ添加して、以下①同様に
操作し、LPS濃度依存的な L929細胞応答を
評価した。 
③ IL-4添加時にTGFβ1濃度依存的な増殖抑
制を示すヒト赤白血病細胞株 TF-1 
96穴プレートに10000cells/wellで播種し、
ヒト IL-4、TGFβ１及び阻害候補ペプチドを
添加し、24時間培養後に生細胞測定試薬を添
加して生細胞数依存的な発色をさせ、プレー
トリーダーにて吸光度450nmを測定して数値
化、グラフ化した。 
 
(3) BIACORE による各種受容体蛋白とペプ
チドとの結合親和性評価 
各種リコンビナント受容体をセンサーチ
ップへ固定化し、数種類の濃度の候補ペプチ
ドを反応させ、その結合応答性を評価した。 
 
(4) 肺線維化ラットモデルにおけるペプチ
ド局所投与による抗線維化等評価 



ＳＤラット（9週齢、雌）に肺線維化誘発
剤のブレオマイシン（0, 5 mg/kg, n=5）を
ラット用気管内投与噴霧スプレー(Penn 
century 社製)で気管から肺へ投与し肺線維
化を誘発させた。ブレオマイシン投与翌日か
ら週 2回ペプチドの肺局所投与を行い、2週
間後に解剖し、肺等の臓器重量測定、肺組織
及び肺胞洗浄液の生化学的試験等を行い、抗
線維化効果及び抗炎症効果を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 炎症疾患に重要な分子標的、そのアンタゴ
ニストペプチド配列及びその in vitro, vivo
評価系に関して調査を行い、そのいくつかの
分子標的について実施した。そのうち、以下
の3つの分子標的についての成果をまとめた。 
 
(1) TNFαアンタゴニストキメラ化ペプチド 
関節リウマチ等で重要な分子の TNFαに
対する in vitro bioassay評価系を構築した。
マウス線維芽細胞腫L929はTNFα濃度依存
的な細胞死を示した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.Ｌ929細胞による TNFα-bioassay 
TNFα濃度依存的な細胞死誘導 
 

TNFαアンタゴニストペプチドの候補リ
ード配列について調査・検討し、いくつかの
候補を見出し、L929bioassay 系で評価した
ところ TNF3 等の有望な拮抗作用を有する
ペプチドを確認できた（図 2）。 

図 2. 各種 TNFαアンタゴニストペプチド候

補の拮抗活性評価 
 
さらにいくつかの変異ペプチドを合成し
て、recombinant TNFα蛋白に対する結合親
和性を BIACORE解析で選抜した。キメラ化
するために、いくつかのカチオンリッチな細
胞膜粘着型配列を設計しその細胞殺傷能が
ないことを確認した。それらと TNF3配列を
組み合わせて、in vitro 評価系においてキメ
ラ化による拮抗効果増強がみられた（図 3）。 

図 3. TNFαアンタゴニストペプチド TNF3
への膜粘着配列 KLA のハイブリッド化によ
る拮抗活性増強 
 
 
(2) TLR4アンタゴニストペプチド 
重症敗血症等の分子標的として、リポ多糖

(LPS)等エンドトキシンの受容体である
TLR4 のアンタゴニスト候補品を見出すべく
in vitro 評価系を構築した。マウスマクロフ
ァージ細胞株 RAW264は LPS濃度依存的に
TNFαを産生する。この培養上清を(1)の
L929 細胞の TNFα-bioassay に添加すると
LPS濃度依存的な L929細胞応答がみられた
（図 4）。 

 
図 4. LPS刺激 RAW 培養上清添加によるＬ
929細胞の LPS濃度依存的反応 
 

TLR4 アンタゴニストペプチドの候補リー
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ド配列について調査・検討し、いくつかの候
補を見出した。そのうち STM28 及びそのＮ
末部分削除ペプチドを図 4 の 系で評価した
ところ、ペプチド濃度依存的な拮抗作用を示
した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 各種 TLR4 アンタゴニストペプチド候
補の拮抗活性評価 
 
これらペプチドについて recombinant 

TLR4蛋白に対する結合親和性を BIACORE
解析したところ、STM28 は TLR4 結合親和
性を示したが、ｄ5 では結合親和性を示さな
かった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. TLR4 蛋白に対する STM28 ペプチド
（上）及び d5(下)の Biacore結合親和性解析 
 
この候補ペプチドは RAW 細胞へ前処理す

るよりも、LPSと混合させてから RAW細胞
に添加する方がより強く LPS 刺激拮抗作用
を示した（図 7）。 
 

図 7. 各種 TLR4 アンタゴニストペプチド候
補と LPS及びＴＬＲ4への反応性評価 
 
この候補ペプチドはTLR4へ結合するより
も LPS へ強く結合して、LPS 刺激によるマ
クロファージの TNFα産生阻害作用を示し
た。細胞膜粘着型配列とのキメラ化は困難で
あったが、十分に強い阻害作用を示した。 
 
(3) TGFβ1アンタゴニストペプチド 
肺等の線維化に重要な TGFβ1 に対する

in vitro bioassay評価系を構築した。 
ヒト赤白血病細胞株 TF1では IL-4存在下

において、TGFβ1濃度依存的な細胞増殖抑
制がみられた（図 8）。 
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図 8.TF-1細胞による TGFβ1 -bioassay 
hIL-4存在下で TGFβ1濃度依存的な細胞増
殖抑制 
 
ヒト赤白血病細胞株 TF-1 を用いた in 

vitro評価系において、recombinant TGFβ1
刺激による応答をTGFβ1アンタゴニスト候
補ペプチドは濃度依存的に抑制した（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. 各種 TGFβ１アンタゴニストペプチド
候補の拮抗活性評価 
 
ブレオマイシン誘発肺線維化ラットモデ

ルに対して、肺噴霧スプレーにより Tba1を
0.3、1.0mg/kgで週 2回計４回投与したとこ
ろ、肺組織中の線維化指標の hydroxyproline
及び肺重量を低減させた（図 10）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. 肺線維化ラットモデルへの Tba1ペプ
チド肺噴霧による薬効評価 
 

TGFβ１アンタゴニストペプチド候補品
を短く改変してから、（1）での膜粘着型配列
とキメラ化して薬効を増強させる検討を行
う予定である。 
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