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研究成果の概要（和文）：低侵襲ながん治療法である光線力学療法（PDT)の問題点を解決するために、がん細胞
で特異的に発現している分子のみを標的とできる「分子標的型PDT（MTPDT)」の確立を目的とした。標的とし
て、NRASタンパク質をコードするmRNAが形成する四重らせん構造とした。
細胞内外での検討の結果、亜鉛を配位したフタロシアニンは光照射により、NRAS mRNAを特異的に切断し、NRAS
タンパク質の発現量を低下させた。さらに、ヒト乳がん由来のMCF-7細胞を死滅させることができた。このよう
なNRAS mRNAの切断は、嫌気状態でも可能であったことから、固形がんへの展開も可能となった。

研究成果の概要（英文）：Ras signaling pathways contributes to aggressive phenotypes of cancer cells.
 The Ras-targeted therapies for cancer therefore has been recognized to be absolutely effective. On 
the other hand, it is well known that drug developments targeting Ras is very difficult due to 
structural feature of Ras protein. 
In this project, we found that expression of N-Ras was able to be controlled by photo-irradiation 
with an anionic phthalocyanine, ZnAPC, targeting NRAS mRNA, which forms a G-quadruplex at its 5' UTR
 region. It was shown that ZnAPC bound G-quadruplex-forming oligonucleotide derived from NRAS mRNA 
and cleaved it upon photo-irradiation. Consistent with these results, the combination of 
photo-irradiation and ZnAPC decreased N-Ras expression and drastically reduced cell viability of 
cancer cells, MCF-7 cells. These results demonstrate that ZnAPC is prominent for a 
molecular-targeted photodynamic cancer therapy.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
PDTで用いられる光感受性物質（国内で認
可されているのは 2種類のポルフィリン系物
質）は、光照射によって三重項励起状態とな
り、周辺の酸素原子を活性種に変換する。活
性酸素種は近傍の生体分子の損傷を引き起
こす。このような機構で機能する PDT には
次に示す問題点がある。 
（１）現在用いられている光感受性物質は、
正常細胞に比べてがん細胞への取り込み効
率が 4倍程度と特異性が低い。そのため重篤
な副作用があり、術後の暗所での生活も必要
とされる。 
（２）光感受性物質は、近傍の生体分子に対
して非特異的に損傷を引き起こすため、重篤
な副作用の原因となる。 
（３）現在用いられているポルフィリン系光
感受性物質の励起光は 630 nm及び 660 nm
であり、組織透過性が低く、より長波長で励
起可能な光感受性物質が必要である。 
これら既存の PDT における問題点を解決
するには、がん細胞で特異的に発現している
分子のみを標的とできる「分子標的光感受性
物質（Molecular-Targeted Photosensitizer: 
MTPS）」を用いた「分子標的型 PDT
（MTPDT）」を確立することが必要であると
着想した。 
標的とする生体分子としては、分子標的薬
の開発が世界中で繰り広げられているもの
の、その達成が困難であることが知られてい
る、NRASタンパク質をはじめとするがん関
連タンパク質をコードする mRNA が形成す
る四重らせん構造（以下 G4 と略して示す）
とした。特にNRASタンパク質は、その球状
の構造から阻害剤の開発が極めて困難であ
ることから、本研究の MTPDT で、mRNA
を標的とし、発現量を抑制することができれ
ば、これまでにない画期的な治療薬の開発に
つながることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
これまでにない分子標的型 PDT を可能にす
る 、 分 子 標 的 光 感 受 性 物 質
(Molecular-Targeted Photo-sensitizer: 
MTPS)を開発する（図 1）。そのために、次
の二点の課題を遂行した。 

（１）がん細胞で高発現する mRNA が形成
する四重らせん構造（mRNAG4）と特異的
に結合し、切断できるMTPSをフタロシアニ
ン（励起波長：680 nm）から開発する。 
（２）MTPSが、標的mRNAG4の切断によ
るがん細胞の増殖阻害性をもつことを証明
する。 
 
３．研究の方法 
まず、がん関連 mRNA に見られる G4 配
列のモデルオリゴ RNA を設計した。オリゴ
RNA は固相合成し、HPLC を用いて精製し
た。NRAS mRNAの 5’UTRの全長に対応す
る RNA は、プラスミドから T7 ポリメラー
ゼを用いて合成し、アクリルアミドゲルを用
いて精製した。MTPS の候補化合物である、
フタロシアニン類は、研究用のグレードのも
のを購入し、精製することなく用いた。細胞
実験においては、ヒト乳腺がん由来のMCF-7
細胞を用いた。 
オリゴ RNA とフタロシアニンの結合は分
光学的に検討した。フタロシアニンによる光
切断は LEDを用いて光照射した（図 2）。産
物をゲル電気泳動することで切断能を評価
した。細胞内外における活性酸素の検出は、
活性酸素に応答して蛍光を発する化合物の
蛍光強度の変化を利用した。細胞内での
mRNAの発現量は、リアルタイム PCRを用
いて定量した。細胞内でのタンパク質の発現
量は、ウエスタンブロットを用いて評価した。 

 
４．研究成果 
上記の目的別に得られた成果を記す。 
（１）mRNAG4 と特異的に結合し、切断で
きるMTPSをフタロシアニンの開発 
まず、中心に異なる金属をもつフタロシアニ
ン、ZnAPC、CuAPC、NiAPC、FePAC と
NRAS RNA G4の結合親和性を検討した。そ
の結果、FeAPC 以外のフタロシアニンが標
的とする NRAS RNA G4と解離定数（Kd）
が数 μM程度の親和性で結合することが分か
った。一方、FeAPCは NRAS RNA G4と結
合しなかった。さらに、これらのフタロシア
ニンは、二重らせん構造を形成する RNA と
は全く結合しないことも分かった。また、大
過剰の RNA の二重らせん構造が存在しても、
上述のフタロシアニンは、NRAS RNA G4と
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図 1. mRNAG4を標的とした分子標的

型 PDTの概略図 

 

図 2. 本助成を受けて購入した光照射用

LED光源装置 



の結合親和性を保持した。mRNAの大部分は
二重らせん構造を形成していることから、こ
の結合の特異性は、MTPSとして極めて重要
な特性であると言える。 
次に、上記のフタロシアニンの活性酸素
（ROS）酸性能力を確認した。ROS の蛍光
検出プローブである HPF 存在下で、光照射
を行ったところ、ZnAPC に関して、顕著な
傾向上昇が観察されたことから、ZnAPC の
高い ROS さん性能が確認された。一方、
FeAPCにはROS生産能がほとんどないこと
が分かった。 
以上の結果より、ZnAPCをMTPSの候補
化合物として、さらなる検討対象とすること
とした。一方、結合親和能と ROS 産生能が
ない FeAPC をコントロール化合物として用
いることとした。そこで、ZnPAC をはじめ
とするフタロシアニンの NRAS RNAの光切
断能を検討した。その結果、結合親和性と
ROS産生能をしめしたZnAPCのみがNRAS 
RNAを光切断することが分かった（図 3）。 

 
（２）MTPSの標的mRNAG4の切断による
がん細胞の増殖阻害性 
上記の試験管内での結果をもとに、乳がん
由来の MCF-7 細胞を用いて ZnAPC の
NRAS mRNA の切断能を検討した。その結
果、ZnAPC を導入し、光照射をした場合に
のみ、NRAS mRNA の量が減少した。さら
に、NRAS タンパク質の発現量も検討した。
その結果、ZｎAPCを添加し、光照射を行っ
た場合のみ、発現量が約 40%にまで減少する

ことが示された（図 4）。 
 これらの結果を受けて、ZnAPC と光照射
による MCF-7 細胞の増殖阻害について検討
した。その結果、ZnAPC を導入し光庄屋を
行った場合、24時間後の細胞生存率が 5％に
まで減少することが示された。 
 さらに本研究では、ZnAPC による光切断
機構についても検討した。ZnAPC と NRAS 
RNA G4複合体の蛍光寿命観察と、嫌気環境
（溶液内の溶存酸素がほとんどなくなって
いる環境）での光切断能、さらに NRAS RNA
と同じ配列をもつ NRAS DNAに対する光切
断能を検討した結果から、ZnAPC は光照射
によって得たエネルギーを NRAS RNA G4
に対して直接受け渡し、RNA の水素引き抜
きを介して、RNA 鎖を切断することが示唆
された。この切断機構であれば、直接相互作
用している分子のみの光切断が可能である。
さらに、腫瘍組織内部の低酸素状態において
も高い光切断のを保持できることも期待で
きる。 
 
以上のように、本研究では、ZnAPC がが
ん悪性化のカギを握る NRAS タンパク質を
コードする NRAS mRNAの G4構造と特異
的に結合することを見出した。これをMTPS
として、NRASタンパク質の発現量を特異的
に抑制し、さらにがん細胞を死滅させること
が可能な、MTPDT（分子標的型光線力学療
法）の確立に成功した。このように、本研究
では、当初の目的を十分に達成したと言える。 

 
MTPDTはこれまでに例がなく、NRASを
標的にする医薬品候補化合物の開発されて
いないことから、今後の展開が大いに期待で
きる成果として、本研究は、 Nature 
Communications 誌に掲載され（2018 年 6
月 11 日公開）、全国紙、ほぼ全国の地方紙、
さらには海外向けのメディア、海外の新聞各
紙、科学的ウェブサイトなどで紹介されるな
ど、社会的にも大きな反響を得られた。 
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