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蛋白導入ドメインとRCANペプチドを用いた新規免疫抑制剤の開発

A novel NFAT inhibitory peptide (RCAN-11R) provides immunosuppression.

５０３７８７３３研究者番号：

野口　洋文（NOGUCHI, Hirofumi）

琉球大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６６７０５９０

平成 年 月 日現在２８   ４ ２２

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：免疫抑制剤の一つであるカルシニューリンインヒビター（CNI）は糖尿病などの副作用が報
告されている。以前、申請者はCNIよりも糖尿病の副作用の少ないNFAT抑制ペプチド（11R-VIVIT）を開発したが、有効
濃度の5-50倍の濃度を使用すると細胞毒性が認められた。今回の研究目的は、11R-VIVITよりも副作用の少ない免疫抑
制剤（RCAN-11R）を開発することであった。RCAN-11RはIL-2の分泌を抑制し、細胞毒性も11R-VIVITよりも低いことを
確認し、膵島移植モデルを用いて免疫抑制剤としての効果を確認した。以上よりRCAN-11Rは副作用の少ない免疫抑制剤
であることが証明された。

研究成果の概要（英文）：Calcineurin inhibitors have been used for the transplant therapy. However, the 
inhibition of calcineurin outside the immune system has a number of side effects such as diabetes. We 
previously developed a cell-permeable inhibitor of NFAT (nuclear factor of activated T cells). This 
peptide (11R-VIVIT) did not affect insulin secretion. However, our recent study showed that 11R-VIVIT 
affected cell viability when used higher concentration because of VIVIT sequence. The aim of this study 
is to develop another safer NFAT inhibitor (RCAN-11R) without cell viability less toxic than calcineurin 
inhibitors. The peptide could interfere selectively with calcineurin-NFAT interaction without affecting 
calcineurin phosphatase activity similar to 11R-VIVIT. RCAN-11R did not affected cell viability when used 
as same concentration as toxic concentration of 11R-VIVIT. Therefore, RCAN-11R could be useful as a 
therapeutic agent that is less toxic than current drugs or 11R-VIVIT.

研究分野： 細胞移植、再生医療
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１．研究開始当初の背景 

移植療法の問題点のひとつとして免疫抑

制剤の副作用がある。FK506 などのカルシニ

ューリンインヒビターの開発により、移植医

療は飛躍的に進歩したが、糖尿病などの数多

くの副作用が報告されている。その原因の一

つに、カルシニューリンがコントロールする

経路の多様性があり、カルシニューリンイン

ヒビターがこれらの全てをブロックしてし

まうためであると考えられている。そのため、

免疫機構に関係あるカルシニューリン-NFAT

経路のみをブロックする薬剤を開発すれば、

より副作用の少ない免疫抑制剤としての使

用が可能となる。 

 研究代表者は以前に、「蛋白導入法」とい

う技術を用いて NFAT 抑制ペプチド

（11R-VIVIT）を作成し、このペプチドがマ

ウス膵島移植モデルにおいて免疫抑制効果

を示し、さらに、カルシニューリンインヒビ

ターでみられるインスリン分泌抑制の副作

用を持たないことも証明した。このペプチド

は研究試薬として Calbiochemより販売され

ており、多くの研究者に利用されている。し

かしながら、このペプチドは有効濃度の 5-50

倍の濃度を使用すると細胞毒性が認められ

ることがわかっており、臨床での使用は困難

である。 

 

２．研究の目的 

 今回の研究期間中に、11R-VIVIT と同様に

カルシニューリン-NFAT経路のみをブロック

し、かつ 11R-VIVIT よりも細胞毒性の低い薬

剤を開発することが研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

ペプチドの選択 

 これまでにいくつかの内因性カルシニュ

ーリン抑制物質が同定されているが、そのう

ちのひとつである RCAN 蛋白（protein family 

of regulators of calcineurin）に着目し、そのア

ミノ酸配列の一部を抑制ペプチドとして用

いた。 

 ペプチドの細胞内への導入法として、「蛋

白導入法」とういう新しい技術を用いた。通

常 600Da 以上の蛋白はサイズが大きいため、

細胞膜を通過することはできないが、ショウ

ジョウバエの転写因子である Antennapedia、

HIV ウイルスの転写因子である TAT、ヘルペ

スウイルスの骨格蛋白である VP22 などのご

く一部の蛋白が、細胞膜を通過し細胞内に入

ることが報告されている。さらに、これらの

蛋白の細胞膜通過に必要十分なアミノ酸配

列 （ 蛋 白 導 入 配 列 Protein Transduction 

Domain）が同定され、この配列を利用した蛋

白導入法が確立された。ウイルスベクターを

使うことなく目的の蛋白やペプチドを細胞

内に導入できる「蛋白導入法」は、欧米で臨

床応用化を目指した研究が進められている。 

 本研究では、RCAN 蛋白のアミノ酸配列の

一部と、蛋白導入ドメインと融合させた

RCAN-11Rを用いた。 

 

新規免疫抑制剤の in vitro での効果判定 

 RCAN-11R ペプチドがカルシニューリン

-NFAT経路のみをブロックするのかどうかを

調べるため、NFAT および NF-B の核内移行

の確認を行った。NFAT reporter plasmid およ

び NF-B reporter plasmid を用いて実験した。

またリンパ球を RCAN-11R ペプチドで処理

したのち、ionomycin 刺激後の IL-2 分泌を測

定した。 

 

新規免疫抑制剤の in vivo での効果判定 

RCAN-11Rペプチドの免疫抑制剤としての

効果を膵島移植モデルで確認した。C57BL/6

マウスと BALB/c マウスをそれぞれドナー、

レシピエントとし、RCAN-11R投与の有無に

より、移植膵島の生着率および生着期間を観

察した。レシピエントマウスは、ストレプト

ゾトシンにて糖尿病にした。移植部位は、組



 

 

織学的検索を考慮し腎皮膜下に行った。移植

マウスの空腹時血糖、糖負荷試験、組織学的

検索などを行い、免疫抑制剤の評価を行った。 

 

新規免疫抑制剤の副作用の判定 

11R-VIVITは有効濃度の5-50倍の濃度を使

用すると細胞毒性が認められることがわか

っており、臨床での使用は困難である。

RCAN-11Rペプチドにおける細胞毒性の検討

を行った。有効濃度の数十 -数千倍の

RCAN-11Rを線維芽細胞、肝細胞、膵島細胞

などの単離細胞や、cell line 数種類に投与し、

細胞毒性の有無を PI 染色、Annexin V 染色な

どを用いて判定した。 

カルシニューリンインヒビターの副作用

のひとつとして糖尿病があるが、これは主に

膵ベータ細胞からのインスリンの分泌能を

低下させることが原因だといわれている。

RCAN-11R にこの作用があるかどうかを in 

vitro および in vivo で確認した。in vitro の実

験として、膵ベータ細胞の cell line である

TC6 を用い、培養液中に分泌されるインス

リンが RCAN-11R 投与の有無により変化す

るかどうかを観察した。つづいて単離したマ

ウス膵島を用いて同様の実験を行った。in 

vivo の実験として、移植マウスに関してイン

スリン分泌に影響があるかどうかを観察す

るため、同系移植（BALB/c →BALB/c もしく

は C57BL/6 →C57BL/6）を行い、膵島の生着

を確認後、ペプチド投与の有無によるインス

リン分泌能の変化を観察した。さらに、

C57BL/6→BALB/c 移植モデルにおいても同

様の検査を行った。 

また、上記移植マウスに関して定期的に血

液検査を行い、肝・腎機能など全身への影響

を確認した。 

 

４．研究成果 

新規免疫抑制剤の in vitro での効果判定 

 RCAN-11R ペプチドがカルシニューリン

-NFAT 経路をブロックするかどうか NFAT 

reporter plasmid を用いて調べたところ、NFAT

の核内移行が抑制されることが確認された。

また、NF-B の核内移行の確認を NF-B 

reporter plasmidを用いて行ったがNF-Bの核

内移行は抑制されなかった。以上のことより、

RCAN-11R ペプチドがカルシニューリン

-NFAT経路のみをブロックことが推察された。 

 RCAN-11Rペプチドによる IL-2分泌抑制効

果を確認したところ、IL-2 の分泌はコントロ

ールの 1/5 まで抑制されていた。 

 

新規免疫抑制剤の in vivo での効果判定 

RCAN-11Rペプチドの免疫抑制剤としての

効果を膵島移植モデルで確認した。C57BL/6

マウスと BALB/c マウスをそれぞれドナー、

レシピエントとして膵島移植を行ったが、コ

ントロール群では 20 日以内に全例で血糖の

再上昇がみられ、拒絶反応が確認された。一

方で、RCAN-11R投与した群では、30日以上

生着した例が全移植例の 50%以上認められ、

両群間で有意差を認めた。以上のことより、

RCAN-11Rは膵島移植モデルマウスにおいて

免疫抑制剤としての効果を認めた。 

 

新規免疫抑制剤の副作用の判定 

 RCAN-11Rペプチドにおける細胞毒性の検

討を行った。有効濃度の数十 -数千倍の

RCAN-11Rを線維芽細胞、肝細胞、膵島細胞

などの単離細胞や、cell line 数種類に投与した

が、細胞毒性は確認されなかった。 

カルシニューリンインヒビターの副作用

のひとつとして糖尿病があるが、これは主に

膵ベータ細胞からのインスリンの分泌能を

低下させることが原因だといわれている。

RCAN-11Rにこの作用があるかどうかを確認

した。膵ベータ細胞の cell line であるTC6 を

用い、培養液中に分泌されるインスリンが

RCAN-11R投与の有無により変化するかどう

かを観察したが、免疫抑制剤として有効な濃



 

 

度の 100 倍の濃度を投与した場合でも、イン

スリン分泌の抑制は認められなかった。単離

したマウス膵島を用いて同様の実験を行っ

たが、インスリン分泌抑制は認められなかっ

た。さらに、移植マウスに関してインスリン

分泌に影響があるかどうかを観察したが、同

系移植（BALB/c →BALB/c もしくは C57BL/6 

→C57BL/6）の場合も、C57BL/6→BALB/c 移

植モデルにおいてもインスリン分泌能の変

化は認められなかった。 

以上より RCAN-11R はカルシニューリン

インヒビターや11R-VIVITよりも副作用の少

ない免疫抑制剤であることが証明された。 
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