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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 
 1) エピゲノム変化誘導による遺伝子発現抑制（石坂、志村、佐久間） 
まず、研究代表者が同定してペプチドベクター（NTP:nuclear trafficking peptide）のヒト健常

人末梢血由来単核球細胞(PNMC)に対する作用を検証した。最終濃度 10 µM の NTP-EGFP 蛋白質を培

養中の PBMC に添加したところ、約 60% の細胞が EGFP 陽性を示したのに対し、EGFP 投与群では陽

性細胞の有意な増加を認めなかった。また、CD8陽性細胞のほぼ全ての細胞が標的遺伝子発現が陽

性であることが分かった。 

 そこで、今年度の標的遺伝子として設定した遺伝子のプロモーター領域の塩基配列情報をもとに、

三種類のゲノムモジュレーターを作製し、それぞれの 3’側にエピゲノム変化を示す修飾酵素を結

合させた。コムギ胚芽無細胞蛋白質発現システムで蛋白質を発現し、精製後の蛋白質を HeLa 細胞

に添加し、機能性を評価した。 

 
2) C/T 変異誘導による遺伝子破壊法開発（石坂） 
シトシンデアミナーゼ活性を示す APOPBEC の作用により、C から T への変異誘導を試みた。

APOBEC の機能ドメインに NTP-TALE を付与した組み換え蛋白質を大腸菌で発現させ、精製し

た。これを付着培養細胞に作用させた後、標的遺伝子産物の発現を解析したところ、内在性遺伝子

産物の発現を抑制できないことが分かった。 
        

 
 3) 遺伝子改変 CTL の細胞障害性機能（鈴木、石坂） 
ヒト細胞傷害性 Tリンパ球（CTL）の機能評価を行うために、まずは評価系の構築を行った。標的

細胞は HLA-A2 を発現する T2 細胞（腫瘍細胞）を理研細胞材料開発室より購入した。ヒト CTL に

関しては、インフォームドコンセントの後、当センター医師の協力のもとボランティアから採血

し、HLA-A2アレルを保有することを確認した者の末梢血より単核球の分離を行い、腫瘍抗原反応

的 T リンパ球の樹立を開始した。さらに、CTL と同じヒト由来の制御性 T リンパ球（Treg）を用

いて共培養し、腫瘍細胞への細胞傷害性が抑制される可能性についても検証した。 
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a. Development of genome modulators and application to cancer immunotherapy 
Recent progress of cancer immunotherapy suggests that blocking of immune checkpoint controls can 
enhance anti-tumor activity of cytotoxic T cells (CTL). However, it is also reported that regulatory T cells 
(Treg) inhibits the CTL activity, implying that for more efficient cancer immunotherapy, both immune 
checkpoint controls and Trge function should be blocked. Our current project is to establish a system that can 
manipulate CTLs resistant to both immune checkpoint controls and Treg function without viral vectors or 
transfection procedures. Principle investigator developed a novel cell penetrating peptide that is superior to 
reported peptides such as tat-derived peptide or R11. Notably, proteins or nanoparticles examined, when 
tagged with the peptide and added to the culture medium of cells, can enter into nucleus. This is because we 
named the peptide NTP (nuclear trafficking peptide). Here, we are preparing NTP-tagged genome 
modulators that can block Treg function just by culturing CTLs in the presence of the molecules. 
   In 2016, we first confirmed that NTP-tagged EGFP can enter into more than 50% of peripheral blood 
mononuclear cells, and identified several candidate genome modulators that could efficiently reduce mRNA 
expression of target molecules. We are now preparing recombinant proteins, and applying them to T 
lymphocytes to test whether endogenous expression of target molecules is blocked.  
  
b. Development for gene editing system from C to T  
APOBEC(polipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide-like) induces C to T mutation, and can be 
used as a genome-editing molecule by inducing stop codon by changing CAA to TAA. We here tested 
NTP-tagged APOBEC can insert stop codon in target gene. NTP-TALE-conjugated APOBEC protein was 
expressed in bacteria and purified to an apparent single band. Purified protein was added to the culture 
medium of HeLa cells, and checked whether protein expression of endogenous target molecule was reduced. 
Unfortunately, we could not obtain positive results.   
  
c. Evaluation of cytotoxic function of gene-modified CTL 
Prior to the analysis of gene-modified CTLs, we first established the assay system for evaluating function of 
human CTL.  The HLA-A2 expressing-target tumor cell, T2 was purchased from RIKEN, and for human 
CTLs, we obtained peripheral blood from HLA-A2-positive healthy volunteers. We are establishing tumor 
Ag-specific CTLs against HLA-A2-restricted NY-ESO-1 peptide (SLLMWITQC) by using previously 
published protocol (JEM, v199, p1503, 2004). Currently, we are evaluating inhibitory effect of Tregs obtained 
from the same volunteer with this CTL/T2-pep target system. Now, we are almost ready for evaluating 
gene-modified CTLs. 
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