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研究成果の概要（和文）：従来のペプチド薬はuPARの鍵穴に正確にはまり込む長鎖のペプチドを設計・試作して
きた。我々はuPAR分子表面のGlu36、Glu134、Glu135をフックとして結合し、鍵穴に入り込まずにバンドエイド
のように表面を覆い、uPAとuPARの結合を効率的に阻害する機能的短鎖ペプチドを分子シミュレーション法で設
計した。KG6-GluからKG10-Gluまでの5種類のペプチドを合成し精製した。これらのペプチドを、卵巣癌培養細胞
株（KOC7cを含んだ3種類）への添加実験を行い、増殖能、遊走能、浸潤能、薬剤耐性および毒性などの影響を確
認した結果、KG9-Gluが選定された。

研究成果の概要（英文）：To develop a potent inhibitor for the uPA binding, many types of peptides of
 amino acids were produced and their effect on the cancer invasion was investigated in the previous 
biochemical experiments. A computer ab initio molecular simulation has clarified that some amino 
acid residues of uPA play important roles in the specific binding between uPA and uPAR. In the 
present study, we propose KG6-Glu, KG7-Glu, KG8-Glu, KG9-Glu and KG10-Glu synthetic peptides and 
investigate the specific interactions and the binding affinity between uPAR and the peptides based 
on binding assay, Western blot, invasion and cell growth assay. We elucidated KG6-Glu peptide can 
bind more strongly to uPAR and propose a novel potent peptide which can inhibit the binding between 
uPAR and uPA efficiently. KG6-Glu peptide strongly inhibited tumor metastasis.

研究分野：婦人科腫瘍

キーワード： がん転移
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１．研究開始当初の背景 
働き盛りの 40 歳代女性において乳癌・子
宮癌・卵巣癌を含めた婦人科系癌による死亡
が約半分を占める。本法では卵巣癌は増加の
一途をたどり、最も予後不良のため新規治療
法の開発が望まれる。卵巣癌が増殖・浸潤転
移するにはタンパク分解酵素である
urokinase-type plasminogen activator 
(uPA)によるシグナルが重要であり、この分
子を修飾し治療に応用する試みがなされて
きたが臨床試験にまで至ったものはない。分
子標的治療薬として維持療法を行うために
は長期間の効果の持続と安全性を担保しな
ければならない。 
 我々は、卵巣癌細胞において uPAと癌細胞
に発現する受容体 (uPAR)の結合が増殖や浸
潤転移を引き起こすことを証明した。uPA分
子の鍵の先端に存在するLys23はuPARの鍵
穴（リガンドポケット）の内部に最も奥深く
はまり込むため、この部位は阻害薬の候補と
して以前より注目されていた（European 
Patent Office, WO98/46731, 1998.）。しかし、
鍵穴が深いため複雑な構造の長鎖ペプチド
を作成しなければならなかった。 
従来のペプチド薬はuPARの鍵穴に正確に
入る込む設計のため長鎖となり、そのため血
中で不安定で分解されやすかった。また、長
鎖ペプチドのため全電荷をゼロにできない
ため、生体内でカウンターイオン（例えば
Na+、Cl-）が静電引力で近づき結合し、元の
ペプチドとは異なった分子になってしまう
という欠点があった。さらに一時的に効果が
見出されたとしても、癌細胞は発現する標的
タンパクの鍵穴の立体構造自体を修飾する
ため、効果が消失してしまう可能性も指摘さ
れるようになった。 
そこで、今回提案するのは、鍵穴にはまり
込む長鎖ペプチドの設計・試作ではなく、ポ
ケットの表面を覆うバンドエイド型の短鎖
ペプチドを分子シミュレーションにより設
計・試作したものを前臨床試験で有効性、安
全性を確認することを目標とした。第 1世代
ペプチド KG5-Glu（特許申請のため詳細未記
載）を合成して、卵巣癌細胞やヒト絨毛細胞
を用いた浸潤抑制実験を行ったところ、この
ペプチドには細胞毒性はなく、アミノ酸配列
をシャッフルしたコントロールペプチドに
比較して、1μg/ml の濃度で浸潤能抑制効果
をもたらすことを確認した。 
新規ペプチドとして KG6-Glu から

KG10-Gluの有機合成を行い、実際に浸潤抑
制効果のもっとも高いものを選択する。次に
選択された最適な合成ペプチドを再度コン
ピュータシミュレーションを行い、結合エネ
ルギーが最も高く、Total chargeがゼロにな
るものを再計算、設計・試作し、実験に供す
る。最後に得られた最適ペプチドの毒性試験
を実施する。 
 
 

２．研究の目的 
癌細胞の増殖・浸潤転移にはタンパク分解
酵素を含む様々な因子が関与している。
urokinase-type plasminogen activator 
(uPA) と癌細胞に発現している uPA 
receptor (uPAR)の結合が癌増殖や浸潤転移
を引き起こすため、uPA（鍵）と uPAR（鍵
穴）の結合を阻害する低分子化合物が試作さ
れている。本課題は、uPARの鍵穴にはまり
込む長鎖ペプチドの設計・試作ではなく、ポ
ケットの表面を覆うバンドエンド型の短鎖
ペプチドを分子シミュレーションによりす
でに設計したものを試作・改良して、in vitro
浸潤抑制実験と担癌動物実験による前臨床
試験を実施し、毒性のない最適ペプチドを提
供することである。 
 
３．研究の方法 
(1) すでに試作した第 1 世代ペプチド
KG5-Glu を用いた担癌動物による癌転移
抑制実験 

(2) 関連ペプチド（n=6, 7, 8, 9, 10 の骨格
を有するペプチド）の合成試作 

(3) 関連ペプチドによる in vitro 浸潤抑制
実験、担癌動物による癌転移抑制実験 

(4) 最適な第 2世代ペプチドの選択と改良 
(5) 最適な第2世代ペプチドによるin vitro
浸潤抑制実験、担癌動物による癌転移抑
制実験、毒性試験 

 
４．研究成果 
従来のペプチド薬は uPAR の鍵穴に正確に
はまり込む長鎖のペプチドを設計・試作して
きた。我々はuPAR分子表面のGlu36、Glu134、
Glu135 をフックとして結合し、鍵穴に入り込
まずにバンドエイドのように表面を覆い、
uPAとuPARの結合を効率的に阻害する機能的
短鎖ペプチドを分子シミュレーション法で
設計した（Mizushima, Kobayashi. J Mol 
Model. 2014）。 
その結果、[Gly-Lys-(Gly)n-Lys-Gly]の基本
配列を持つペプチド(KGn)を新たに提案し
(n: 変数)、n=5 のペプチドは従来の長鎖ペプ
チドと同等の結合を示すことをすでに証明
した。この低分子化合物を実験のスタートと
して以下の解析を行った。 
短鎖ペプチドKG5-Gluの癌細胞浸潤抑制活
性を基本として、n=6, 7, 8, 9, 10 の骨格を
有するペプチドを合成し、がん増殖・浸潤・
転移抑制の実証実験を行った。この中から基
礎実験で最も浸潤・転移抑制効果の強いペプ
チドを選択した結果、n=9 のペプチドが選定
された。この基本骨格をもとに、コンピュー
タシミュレーション実験を行い、理論的によ
り安定で親和性の高いペプチドを設計、試作
し、最適低分子化合物を合成した。この最適
低分子化合物を用いて、再度培養細胞を用い
た浸潤抑制実験、毒性試験、担癌動物実験に
よる転移抑制効果の検証および動物を用い
た毒性試験を行っているところである。 



（１）培養細胞実験 
 KG6-GluからKG10-Gluまでの5種類のペプ
チドを合成し精製した。 
これらのペプチドを、卵巣癌培養細胞株
（KOC7c を含んだ 3 種類）への添加実験を行
い、増殖能、遊走能、浸潤能、薬剤耐性およ
び毒性などの影響を確認する。KG5-Glu より
優れている新規ペプチドを動物実験のため
の分子標的低分子化合物の候補とした。その
結果、n=9のペプチドKG9-Gluが選定された。 
新規ペプチドと抗癌剤（プラチナ系・タキ
サン系）との併用療法の有効性を上記培養細
胞系で実験した。そのため、細胞増殖抑制作
用を指標にして、抗癌剤単独、新規ペプチド
単独、抗がん剤＋新規ペプチド併用療法を比
較し、新規ペプチド併用による優位性を実証
した結果、KG9-Glu には抗癌剤の相乗効果が
認められた。 
 
（２）担癌動物実験 
皮下移植担卵巣癌マウスおよび癌性腹膜
炎マウスモデルを用いて、経静脈・経腹腔・
経口ルートで新規ペプチドを複数回投与し
た場合の治療効果を確認する。そのため、生
存期間を指標にして、抗癌剤単独（プラチナ
系・タキサン系）、新規ペプチド単独、抗が
ん剤＋新規ペプチド併用療法を比較し、新規
ペプチド併用による生存期間延長の優位性
を実証しているところであるが、KG9-Glu は
血中半減期が短い可能性が示唆されている。 
 
（３）uPAR 過剰発現卵巣癌細胞を用いた確認
実験 
卵巣癌培養細胞株（KOC7c を含んだ 3種類）
に対して、uPAR 遺伝子の一過性導入及び恒久
的過剰発現株を作成し第2世代ペプチドの効
果を確認する。当教室では遺伝子導入培養細
胞実験は多数行っており、uPAR 過剰発現株を
用いて増殖能、遊走能、浸潤能、薬剤耐性お
よび毒性の影響を確認した。その結果、in 
vitro で KG9-Glu の浸潤抑制効果を確認でき
た。 
（４）uPA 結合部位のアミノ酸置換による効
果確認実験 
 第 2世代ペプチドは uPAR（鍵穴）の表面を
塞ぎ、uPA（鍵）の先端の Lys23 がリガンド
ホケットに入り込まないようになっている
はずである。そこで、鍵の先端の Lys23 と作
用する鍵穴のアミノ酸 Lys139、Asp140、
Asp141をそれぞれAlaあるいはLeuに変更し、
Lys23が結合できない変異型uPARを強制発現
させた株を作成した。 
・Flow cytometry を用いて FITC-uPA がこれ
らの変異 uPAR 過剰発現卵巣癌細胞株に結合
できないことを確認できた。 
・第 2 世代ペプチドはこれらの変異 uPAR 過
剰発現卵巣癌細胞株においても、浸潤・転移
抑制効果を持つことを評価する。これにより、
鍵穴の変異が起こっても第2世代ペプチドが
有効であるかどうか現在確認中である。 

次に第 2世代ペプチドは uPAR（鍵穴）の表
面を塞ぐために、Glu36、Glu134、Glu135 の
フックを利用する。そこで、これら 3つのア
ミノ酸を Ala に変更し、第 2世代ペプチドが
結合できない変異型 uPAR を強制発現させた
株を作成した。上記と同様に、Flow cytometry
および変異 uPAR 過剰発現卵巣癌細胞株にお
いて、浸潤・転移抑制効果が消失することを
実証実験により確認した。 
 
（５）毒性試験 
第 2世代ペプチドの毒性試験を実施するた
め、採血及び組織学的検査を行い、血液毒性
や組織学的毒性を評価する。新規ペプチドの
薬理学的安全性試験のために、毒性基礎試験
等の関連初期安全性試験を実施し、その薬
効・安全性・薬物動態・物性を総合的に評価
するため、（1）構造活性/毒性相関評価（薬
理・毒性・薬物動態データ）、（2）薬理作用
と毒作用のバランス（薬物動態評価を含め
て）から薬効・安全性評価を行っているとこ
ろである。 
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