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研究成果の概要（和文）：本研究では、合成高分子を基本骨格として、がん細胞に共通する代謝経路を標的とす
る新規リガンド分子を開発した。新規リガンド分子は、がん細胞で過剰発現しているグルタミントランスポータ
ーASCT2の密度を認識してがん細胞と選択的に相互作用することがin vitroおよびin vivo実験により確認され
た。これらの結果より、新規リガンド分子は、がん細胞に特異的でかつ汎用性に優れたターゲティング技術とし
て、診断・治療への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed a novel ligand molecule based on the common
 metabolic pathway to cancer cells (aberrant glutamine metabolism), using synthetic polymers. In 
vitro experiments confirmed that the ligand molecules, poly(amino acids) having glutamine moieties 
at the side chain, selectively interact with cancer cells through the multivalent binging to the 
glutamine transporter ASCT2 overexpressed in cancer cells. Confocal microscopic observation revealed
 that the ligand molecules are internalized by cancer cells, reaching lysosomal compartments. In 
vivo experiments demonstrated that the ligand molecules directly injected to the tumor showed longer
 retention compared with control ligands. These results suggest the utility of the ligand molecules 
as a versatile targeting technique specific to cancer cells. The novel ligand molecules are expected
 to be applied to cancer diagnosis and therapy.

研究分野： ドラッグデリバリー
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍(がん)は、国民の死因の第一位であ
り、その克服は喫緊の課題である。がんの診断・
治療薬の開発において、抗体、ペプチド等の標
的指向性分子（リガンド分子）を利用した診断・
治療分子のターゲティングは極めて有効なアプ
ローチの１つであり、現在、抗体-薬剤コンジュゲ
ート（ADC）が脚光を浴びている。この為、現在、
ターゲティングに利用できる腫瘍特異抗原の探
索とそれに対する抗体やアプタマーの開発が活
発に行われているが、がん特異的でかつ汎用性
に優れたターゲティング技術は未だ確立されて
いないのが現状である。 
 一方、近年、がんを根治することが困難な理由
として、がんが有する「治療抵抗性」が大きな注
目を集めている。なかでも CD44 や CD133 等を
発現するがん幹細胞は、腫瘍内の特異的な微
小環境(ニッチ)に半休眠状態で一定の割合で
存在し、抗がん剤や放射線治療に対して抵抗
性を示す一方で、大量の娘がん細胞を発生する
ことで再発・転移の根源となっていると考えられ
ている。従って、がんの根本治療の実現のため
には、治療抵抗性がんおよびがん幹細胞をター
ゲティングできる診断・治療システムの開発が極
めて重要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の研究開始当初の背景を
踏まえて、がんの特異的な代謝経路（がん代
謝）に着目し、がん細胞（特に、治療抵抗性
がん細胞）において細胞内取り込みが亢進し
ているグルタミンをリガンド分子（以下、が
ん代謝リガンドと呼ぶ）として利用したがん
の革新的診断・治療システムを開発すること
を目的とした。 
 近年、がん代謝は、がんの新たな治療標的
として非常に高い注目を集めている。この中
でグルタミン(Gln)は、Warburg 効果で知られ
るグルコースの代謝と並んでがん細胞の増
殖の維持や治療抵抗性の発現に重要な役割
を担っており、リガンド分子として大きな可
能性を秘めている(図 1)。Gln 代謝は、細胞
構成成分(タンパク質、ヌクレオチド、脂肪
酸)の生合成、クエン酸回路のサイクル維持、
還元型グルタチオンの生成など、がんの増
殖・治療抵抗性に重要な役割を担っているこ
とが近年のメタボローム研究により解明さ
れ、非常に注目されている[Nature 496: 
101(2013)]。 

 
図 1. がん細胞で亢進している代謝経路 

がん細胞では、トランスポーターを介した
Gln の取り込みが 10-30 倍に亢進しており、
FDG と同様に 1-[5-11C]-glutamine 等の PET
プローブが開発されている。このように、Gln
はがん細胞の標的化リガンドとして極めて
有望である。 
 そこで本研究では、上記の Gln をがん細胞
の標的化のためのリガンド分子に応用する
ことを目指した。しかしながら、一般的に、
アミノ酸とトランスポーターの親和性定数
(Km)は 10-3—10-4M オーダーであり、非常に弱
い為にリガンド分子とはなり得ない。そこで
本研究では、ポリアミノ酸の側鎖に Gln を導
入し、多価結合によってがん細胞と強く相互
作用できるリガンド分子の設計を行った。こ
のようなポリマーは、トランスポーター密度
の低い正常細胞とは弱い相互作用しか示さ
ないが、トランスポーター密度の高いがん細
胞と強く相互作用することが期待される(図
2)。このようなトランスポーターの密度を認
識するリガンド分子は、抗原タンパク質 1分
子を標的とるす抗体では実現困難であり、が
ん細胞に共通の代謝経路を標的とすること
で、理論的にあらゆるがん細胞を標的化でき
るものと考えられる。さらに、Gln 代謝はが
ん幹細胞やその治療抵抗性にも関連するこ
とから、がん幹細胞や治療抵抗性がんのター
ゲティングへの応用も期待される。 

 
図 2. リガンド分子のトランスポーターを介した
細胞との相互作用 
 
３．研究の方法 
1)リガンド分子の合成 
 11-azide-3,6,9-trioxauddecan-1-amine
を開始剤とし NCA-Lys(TFA)を開環重合する
ことによって、重合後が 30,50,100 の
azide-PLys(TFA)を合成した(Mw/Mn<1.2)。
TFA 基を脱保護し、Boc-Glu-OBzl および
Boc-Glu(OBzl)-OH の反応により、それぞれ目
的とする PLys(Gln)(がん代謝リガンド)およ 

 
図 3.  PLys(Gln)( が ん 代 謝 リ ガ ン ド ) と
PLys(α-Glu) (コントロールリガンド)の化学構造 



び PLys(α-Glu)(コントロールリガンド)を
合成した(図 3)。末端の azide 基には蛍光色
素である Cy5 を導入した。 
 
2) 培養細胞を用いたリガンド分子の評価 
 がん細胞ではグルタミントランスポータ
ーの一つであるASCT2が過剰発現しているこ
とが知られており、本研究では ASCT2 発現量
が低い正常細胞と高発現量のがん細胞のモ
デルとしてヒト胎児腎細胞由来の HEK293 細
胞とヒト膵がん由来のBxPC3細胞を用いてリ
ガンド分子の評価を行った(図 4)。 

 

図4. ASCT2発現量のフローサイトメトリーによ
る評価(赤:抗 ASCT2 抗体処理後) 
 
 蛍光標識リガンド分子の細胞内取り込み
量はフローサイトメトリー(Guava easy-Cyte 
6-2L, Merck Millipore 社)によって評価した。
トランスポーター特異性に関しては、異なる
アミノ酸トランスポーターに対する阻害剤
を用いた細胞内取り込み実験により評価し
た。また、蛍光標識リガンド分子の細胞内局
在に関しては、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て評価した(LSM710, Carl Zeiss 社)。 
 
3) リガンド分子の in vivo 評価 
 BxPC3 細胞の皮下移植モデルに蛍光標識リ
ガンド分子を腫瘍内投与し、腫瘍組織内にお
ける蛍光の滞留性をリアルタイム in vivo イ
メージングシステム(IVIS, Perkin Elmer 社)
を利用して評価した。 
 
４．研究成果 
 蛍光標識リガンド[PLys(Gln)(がん代謝リ
ガンド)、PLys(α-Glu)(コントロールリガン
ド)]の BxPC3 細胞および HEK293 細胞による
培養3時間後の取り込み量を評価した(図5)。
その結果、重合度(DP)の増加に伴い、
PLys(Gln)の細胞内取り込み量が増加するこ
とが確認された。特に、重合度が 100 の場合
に取り込み量の増大が顕著であった。また、
PLys(Gln)は、HEK293 細胞よりも BxPC3 細胞
に効率的に取り込まれることが確認された。
PLys(α-Glu)の細胞内取り込みにおいても
同様な傾向が確認されたが、PLys(Gln)の細
胞内取り込み量は PLys(α-Glu)のそれより
も顕著であった。これらの結果は、PLys(Gln)
の側鎖 Gln 部位ががん細胞表面の高密度の
ASCT2 と多価結合を介して細胞内に取り込ま
れるという仮説(図 2)に矛盾しない結果であ
った。PLys(α-Glu)の重合度に依存した細胞

内取り込みは、glutamete も ASCT2 と弱い相
互作用を示すことによるものと思われる[J. 
Neurochem. 73: 2184(1999)]。次に、重合度
が100のPLys(Gln)-100とPLys(α-Glu)-100
の BxPC3 細胞および HEK293 細胞による細胞
内取り込み量の培養時間依存性を図6に示す。
この結果より、PLys(Gln)-100 がヒト膵がん
由来のBxPC3細胞に対して培養時間依存的な
取り込みを示し、HEK293 ではそのような取り
込みを示さないことが確認された。これらの
結果は、PLys(Gln)-100 ががん細胞に選択的
に細胞内に取り込まれるリガンド分子であ
ることを示唆している。 

 

図 5. PLys(Gln)と PLys(α-Glu)の細胞内取り込
み量の評価（培養後 3 時間後） 

 

図 6. PLys(Gln)-100 と PLys(α-Glu)-100 の細
胞内取り込み量の時間依存性の評価 
 
 次に、PLys(Gln)-100 の細胞内取り込みの
メカニズムを評価するために、4 種類のトラ
ンスポーター阻害剤共存下でのリガンド分
子の取り込み量を評価した(図 7)。その結果、
ASCT2 阻害剤によってのみ濃度依存的に
PLys(Gln)-100 の細胞内取り込みが抑制され
ることが確認され、PLys(Gln)-100 の細胞内
取り込みが ASCT2 によるポリマー構造中の
Gln の認識を介して起こっていることが示唆
された。さらに、リガンド分子の ASCT2 に対
する見かけの解離定数(Kd)を評価したとこ
ろ、Glnは 20μM、PLys(α-Glu)-100 は 250nM、
PLys(Gln)-100 は 62nM であった。すなわち、
PLys(Gln)-100 は細胞表面の ASCT2 との多価
結合によって Glnの 300 倍の親和性を示すも
のと考えられる。なお、62nM の Kd 値は、DDS
のためのリガンド分子としても十分に高い
値である。 



 

図 7. PLys(Gln)-100 と PLys(α-Glu)-100 の細
胞内取り込み量の時間依存性の評価 
 
 PLys(Gln)-100 の BxPC3 細胞における細胞
内局在を共焦点レーザー顕微鏡により評価
した結果を図 8 に示す。その結果、4℃にお
いてはASCT2との結合を介した細胞膜との相
互作用が示唆され、37℃においてはリソソー
ムとの共局在が確認された。この結果は、
PLys(Gln)-100 がトランスポーターとの結合
を介して細胞に内在化されることを示唆し
ており、がん代謝リガンドは核酸医薬などの
細胞内への薬物送達にも応用できるものと
期待される。 

 
図 8. PLys(Gln)-100 の BxPC3 細胞における細
胞内局在 
 
 最後に、リガンド分子の in vivo 環境にお
けるがん細胞との相互作用を評価するため
に、BxPC3 細胞の皮下移植モデルへの腫瘍内
投与後の組織内滞留性をリガンドに導入し 

 
図 9. BxPC3 細胞の皮下移植モデルへの腫瘍
内投与後のリガンド分子の滞留性の評価 

た蛍光を利用して評価した(図 9)。その結果、
PLys(Gln)-100 は、PLys(α-Glu)-100 およん
び PLys(Gln)-50 よりも長期にわたりがん組
織に滞留することが確認された。この結果は、
がん代謝リガンドがASCT2との多価結合を介
してがん細胞と強く相互作用するという in 
vitro 実験で立てた仮説に矛盾しない結果で
あった。 
 以上のように、本研究では、がん細胞で取
り込みが亢進しているグルタミン代謝を標
的として、グルタミントランスポーター
ASCT2 との多価結合を介して、がん細胞と選
択的に相互作用する新規リガンド分子を開
発した。このリガンド分子は、がん細胞に共
通する代謝経路を標的としていることから、
あらゆるがん細胞を標的化することができ、
トランスポーターの密度の違いを認識でき
ることから、高いがん細胞特異性が期待でき
る。研究代表者らは、現在、このシステムの
がん診断・治療への応用を進めている。 
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