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研究成果の概要（和文）：ペプチド-cDNAライブラリーを用いて、樹状細胞に特異的に侵入する10個程度のアミ
ノ酸からなる細胞透過性ペプチド(CPP)を同定した。蛍光物質としてFITCおよびGFPをこれらのペプチドに融合し
たものを種々の細胞にパルスする実験結果から、同定したペプチドは樹状細胞、B細胞、単球等のミエロイド系
の細胞に透過し易い性質を有していることが判明した。非選択的CPP（R10；アルギニン10個）、２種類の同定し
たDC選択性CPP(H03LとF04L)にCTLエピトープを付加した長鎖ペプチドを用いた実験結果から、H03LとF04LはR10
に比べて、DCおよびB細胞上での抗原提示が線維芽細胞上より優れていた。

研究成果の概要（英文）：By means of a peptide-conjugated cDNA library screening method, several 
dendritic cell (DC)-selected, cell penetrating peptides (CPP) have been identified. These CPP, 
namely H03L and F04L, when fused to a CTL target antigen, exert presentation more effectively on DC 
than on fibroblast cells.The antigen presentation by H03L and F04L on DC was superior to that of 
R10, which is a non-selective CPP. Then H03L and F04L were respectively fused to FITC or recombinant
 green fluorescence protein(GFP). R10 was used as a (non-selective) CPP control. These fluorescent 
molecules were pulsed on in vitro induced DC, peripheral lymphocyte, EBV-infected B-lymphoblastoid 
cells or fibroblast cells. After incubated and washed, they were analyzed on a flow cytometer. Both 
 H03L and F04L effectively penetrated not only into DC but also peripheral monocytes and the 
B-lymphoblastoid cells. These results indicate the identified CPP are not exclusively selective to 
DC, but to myeloid lineage cells.
    

研究分野： 腫瘍免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
がん細胞を特異的に認識して攻撃する細

胞傷害性 T リンパ球 cytotoxic T-lymphocyte 

(CTL)の働きを利用した新しい治療法が期待

されている。CTL は、がん細胞の細胞質内で

プロテアソームによって切断された蛋白由

来のエピトープペプチド（通常 8-10 個程度

のアミノ酸から構成される）を認識する。こ

のペプチドは細胞表面において、主要組織適

合 抗 原 複 合 体 major histocompatibility 

complex (MHC)によって CTL に提示される。

MHC はマウスでは H-2、ヒトではヒト白血

球型抗原 human leukocyte antigen (HLA)

にそれぞれ相当する。 

CTL の活性化には MHC/ペプチド複合体

とともに、CD80, CD86, 4-1BBL などの副刺

激分子が同じ細胞上に発現していることが

必要である。樹状細胞 dendritic cell(DC)がプ

ロフェッショナル抗原提示細胞と言われる

のはこれらの分子を強く発現しているから

である。副刺激分子の無い細胞においてエピ

トープペプチドが CTL に提示されると、そ

の CTL はアナジーと呼ばれる活動不全状態

に陥るかアポトーシスによって死滅する。以

上が CTL 活性化の基礎的事項である。 

次に臨床応用面についての背景を述べた

い。がん患者体内の CTL を能動的に活性化

する方法は広い意味で“がんワクチン”と称

される。本邦では、エピトープペプチドを免

疫原として接種する“ショートペプチド”ワ

クチンの臨床試験が広く実施されているが、

この方法は免疫誘導においていくつかの本

質的な問題が指摘されている(Hailemichael 

Y, et al. Nature Medicine, 2013)。要約すれ

ば、「ショートペプチドは CTL の刺激誘導に

は適さない、DC 以外の細胞表面の MHC に

も直接結合し提示されるため、CTL のアナジ

ーやアポトーシスを引き起こしてしまうこ

と」である。 
 
２．研究の目的 

このようなショートペプチドワクチンの

問題点と解決の方向性を考察した結果、本研

究では下記の仮説を実験レベルで検証する

ことを目的とした。 

(1) 免疫原を DC に集積することができれば、

がんワクチンの効果を改善する可能性が

高い、 

(2) DC において蛋白抗原は一旦細胞室内に

入り、その後切断を受けて細胞表面に提

示される、 

(3) DC に選択的に侵入する細胞透過性ペプ

チド cell-penetrating peptide(CPP)を同

定できればこれを達成することができる

（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．本申請の目的を表現した模式図。 
樹状細胞(DC)に選択的に透過できる細胞

透 過 性 ペ プ チ ド cell-penetrating 
peptide(CPP)を付加した抗原蛋白は、DC の
細胞内に侵入した後、抗原処理プロセスによ
ってエピトープペプチドに切断され細胞表
面に提示される。一方、この CPP は DC 以
外の細胞には侵入しないので、それらの細胞
表面においてCTLに提示されることはない。
この結果、CTL は増殖や分化に有利なシグナ
ルのみを DC から受ける。 
 
では具体的に、DC に選択的に侵入する

CPP をどのような方法で得ることができる

だろうか？ 研究分担者の近藤は、ランダム

ペプチドライブラリーの中から標的とする

細胞系列に特異的に高浸透能を有する CPP

を分離する技術を確立した(Kondo E, et al, 

Nature Commun, 2012)。mRNA ディスプレ

イ法を基盤とする本技術を用いて、各種がん

細胞に選択的に侵入し正常細胞には侵入し



ない CPP が多数同定された。がん細胞特異

的に薬剤を導入する新しいデリバリーシス

テムとして注目されている。本研究では、こ

の技術を用いてDCに選択的に侵入するCPP

配列を同定し、抗原デリバリーシステムとし

て応用の可能性を検討することを具体的な

研究目標とした。 

 
３．研究の方法 

(1)DC 透過性ペプチドの同定： 

健 康 成 人 末 梢 CD14 陽 性 細 胞 か ら

GM-CSF と IL-4 で誘導した DC を、ペプチ

ドライブラリー（実際にはペプチド-cDNA キ

メラ分子）と数時間混合培養し、細胞内に侵

入したペプチドに結合している cDNA を

PCR で増幅した。In vitro transcription 法お

よび translation法でライブラリーを再編し、

再度 DC 透過実験を行った。この操作を数回

繰り返すことでライブラリー内の DC 透過ク

ローンを濃縮し、DC に高効率で透過する候

補ペプチドの配列を決定した。 

(2)同定した CPP の細胞選択性の検討： 

同定された DC 透過性ペプチドの N-末端

に蛍光色素FITCを結合させた分子およびC-

末 端 に 蛍 光 発 色 タ ン パ ク の green 

fluorescence protein(GFP)を結合させた分

子を作製した。細胞選択制のない CPP とし

てよく知られている R9（アルギニンを 9 個

繋げたペプチド）、2 種類の同定した DC 選択

性 CPP、H03L と F04L をそれぞれ付加した

GFP、および CPP を付加していない GFP を

大腸菌リコンビナントタンパクとして作

製・精製した。DC、末梢血単核球、EBV 感

染 B-リンパ芽球(lymphoblastoid cell line; 

LCL)および線維芽細胞に、これらの蛍光ラベ

ル CPP を一定時間 5μM の濃度でパルスし

た後、十分に洗浄し、蛍光顕微鏡下に観察す

るとともにフローサイトメーターにて蛍光

強度を測定した。 

(3)CPPを融合した CTL エピトープの各種細

胞におけるプロセッシングと CTL への抗原

提示の比較検討： 

①CPP 結合部位の検討： 

まず初めに、CPP に融合した抗原が細胞質

内に侵入し、プロセスを受けた後に細胞表面

に提示される際に、抗原の N-あるいは C-末

端のいずれに CPP を融合することが望まし

いかを検討した。この目的で、ミエロイド系

の細胞に選択性を持つ CPP44(アミノ酸配列

KRPTMRFRYTWNPMK, Kondo E, et al, 

Nature Commun, 2012)を使用した。抗原提

示細胞として、レンチウイルスベクターで

HLA-A*24:02 を導入した K562 細胞、

HLA-A*24:02 を保有する健康成人末梢血リ

ンパ球から樹立したLCL(以上CPP44好選択

性)および HLA-A*24:02 陽性・線維芽細胞

(CPP44 非選択性)を使用した。ヒトサイトメ

ガ ロ ウ イ ル ス (CMV) pp65 由 来 の

HLA-A*24:02 拘束性エピトープに CPP を融

合したペプチドを段階希釈してそれぞれの

細胞にパルスした後、CMV 特異的 CTL クロ

ーンと混合培養し、上清に放出されたインタ

ーフェロン(IFN)γを ELISA 法で測定した。 

②同定した DC 透過性 CPP の抗原デリバリ

ー機能の検討： 

次に、２種類の同定した DC 透過性

CPP(H03L と F04L)の C-末端側に、リンカ

ーに続き CMVpp65 由来の HLA-A*24:02 拘

束性エピトープを含む 25 アミノ酸を付加し

た長鎖ペプチドを作製した。細胞選択制のな

い R10（アルギニンを 10 個繋げたペプチド）

を CPP とした同構造物も作製した。それぞ

れ の 長 鎖 ペ プ チ ド を 段 階 希 釈 し て

HLA-A*24:02導入K562細胞、HLA-A*24:02

陽性の LCL および線維芽細胞にパルスした

後、CMV特異的CTLクローンと混合培養し、

上清に放出された IFNγを ELISA 法で測定

した。 

 

 



４．研究成果 

(1)DC 選択的透過性ペプチドの同定： 

同定されたペプチドは 10 個程度のアミノ

酸から構成されていた。これらのペプチドの

N-末端に蛍光色素FITCを結合させた分子は、

DC に高効率で透過し、ヒト線維芽細胞には

ほとんど透過しなかった。代表的な蛍光顕微

鏡での観察結果を図２に示す。 

 

 

 

 

 
図２.同定した CPP は DC に選択的に取り込
まれる。同定した CPP を蛍光色素 FITC 標
識して樹状細胞(a)および線維芽細胞(b)に 5
μM、３時間、37℃の条件で加えた後洗浄し、
顕微鏡下に撮影した結果を示す。 
 
(2)同定した CPP の細胞選択性の検討： 

FITCを各CPPに融合したものを種々の細

胞にパルスした後、フローサイトメーターを

用いて解析した結果、同定したペプチドは樹

状細胞、B 細胞、単球等のミエロイド系の細

胞に透過し易い性質を有していることが判

明した。 

また、GFP 融合 CPP を用いた解析結果で

は、いずれの細胞においても R9 を付加した

GFP が最も効率よく浸透した。同定した２種

類の DC 選択性 CPP の中では、F04L が LCL

（ミエロイド系の代表細胞として使用）によ

り選択的に浸透している結果が得られた。 

 (3)CPP を融合した CTL エピトープの各種

細胞におけるプロセッシングと CTL への抗

原提示の比較検討： 

①CPP 結合部位の検討： 

CMVpp65 由来の HLA-A*24:02 拘束性エ

ピトープペプチドの N-末端に CPP44 を融合

した場合に、CPP44 が有するミエロイド系の

細胞への選択的透過性が発揮された。これに

対して、抗原の C-末端に CPP44 を融合した

場合には、この選択性が消失した（図３）。 

 

 
図３. CTL エピトープの N-末端に CPP44 を
融合したペプチド（図上：CPP44-CMV）は、
CPP44 が有するミエロイド系の細胞（ここで
は LCL と TF-d3）へ選択的に透過し、プロ
セスされた後に細胞表面に提示されて CTL
に認識された。CTL エピトープの C-末端に
CPP44 を融合したペプチド（図下：
CMV-CPP44）は、この選択性が消失した。
LCL；EBV 感染 B-リンパ芽球、TF-d3；
HLA-A24 導入 K562 細胞、Fibro；線維芽細
胞。 
 
この結果から抗原デリバリーシステムと

して使用する際には、CPP を抗原の N-末端

側に融合することが望ましいと考えられた。 

②同定した DC 透過性 CPP の抗原デリバリ

ー機能の検討： 

DC透過性CPP、H03LおよびF04LとCTL

エピトープを含む 25 アミノ酸を融合した長

鎖ペプチドは、R10 と同 25 アミノ酸を融合

したペプチドおよび同 25 アミノ酸のみのペ

プチドに比べて、DC 上において LCL や線維

芽細胞よりもより低濃度条件においても

CTL に提示された（図４）。 
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図４. DC 透過性 CPP、H03L および F04L
とCTLエピトープを含む 25アミノ酸を融合
した長鎖ペプチド(H03L-CMV, F04L-CMV)
は、R10 と同 25 アミノ酸を融合したペプチ
ド(R10-CMV)および同 25 アミノ酸のみのペ
プチド(CMV25)に比べて、DC 上においてよ
り低濃度で CTL に提示された。 

DC；樹状細胞、LCL；EBV 感染 B-リンパ
芽球、Fibro；線維芽細胞。 
 
以上の結果から、本研究において、ミエロ

イド系の細胞により選択的に侵入し、DC 上

で効率よく CTL へ抗原提示を誘導する CPP、 

H03L および F04L を同定した。 
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