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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳がん(TNBC)は、悪性度が高く予後不良であり、現在、有効な治
療法は確立されていない。そのため、本研究では、フルオロカーボンの超音波ガス溶存能と超音波照射後の発熱
による放射線感受性の増大に着目し、細胞内動態制御と抗腫瘍効果を両立した内用放射線治療薬剤を開発を目的
に研究を行い、フッ素化ペプチド脂質の合成、バブル製剤の調製並びに物理化学的評価を行い有効性を明らかに
した。また、代謝安定を向上したNQO1標的放射性ヨウ素標識体の合成に成功した。今後、開発した放射性薬剤を
内包した薬剤を作製し、細胞内動態および治療効果を検証する。

研究成果の概要（英文）：Triple negative breast cancer (TNBC) is a high malignancy caner with poor 
prognosis, and currently no effective treatment has been established. In this study, we focused on 
the enhancement of ultrasound gas solubility by fluorocarbons and radioactivity by heat generation 
after ultrasound irradiation, and developed an internal radiation therapy drug with both in 
intracellular kinetic control and antitumor effects. Fluorinated peptide lipids were synthesized and
 bubble formulations were prepared, and their efficacy was clarified by physicochemical evaluation. 
In addition, we synthesized a radiolabeled NQO1 target compound with improved metabolic stability. 
In the future, we will prepare a radiopharmaceutical encapsulating the developed radiopharmaceutical
 and verify its intracellular kinetics and therapeutic efficacy.

研究分野：放射線科学、薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、明確な治療方法が確立されていないトリプルネガティブ乳がん(TNBC)に対する内用放射線治療薬剤
の開発を目的に、NQO1標的放射性薬剤を細胞内動態制御と抗腫瘍効果が期待できる超音波応答性フッ素化バブル
に内包した薬剤の開発を目的に研究を行った。フッ素基の導入により、フッ素化脂質分子同士および表音波造影
ガスとの間でフルオラス相互が生じ膜が安定化することが明らかとなった。また、代謝安定を向上したNQO1標的
放射性ヨウ素標識体の合成に成功した。今後、NQO1特異的放射性薬剤を内包したEVQ修飾フッ素化ペプチド脂質
によるバブル製剤の内用放射線治療薬剤としての有用性を評価していく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
トリプルネガティブ乳がん (Triple Negative Breast Cancer: TNBC) は、乳がんの代表的な増殖
因子であるエストロゲン受容体 (ER)、プロゲステロン受容体 (PR)、ヒト上皮細胞成長因子受
容体 2 (HER2) の 3つ全てが陰性の難治性乳がんである。現在、乳がんの標準治療であるホル
モン療法や HER2標的抗体による薬物治療では十分な効果は得られていない。そのため、TNBC
の治療に有効な薬剤の開発が急務となっている。放射性物質を体内に投与する内用放射線治療
は、がん細胞の高い放射線感受性を利用することにより、選択的にがん細胞に放射線照射が可
能であるため、TNBC の新たな治療法として期待されている。しかしながら、それを可能にす
るには、細胞殺傷性の高いオージェ電子や高エネルギーの β線を放出する放射性物質をがんの
内部や近傍に集積させ、生体内動態・分布特異性を厳密に制御する必要がある。 
このような背景のもと、応募者は TNBC で発現が認められる酵素である NAD(P)H:quinone 

oxidoredactas 1 (NQO1) に着目し、NQO1に対する選択的阻害剤を基盤とする分子標的型の放射
性ヨウ素標識体を新規に設計・合成を行い、1 この薬剤を TNBCに対して高い指向性を有する
新規標的指向型リポソームに搭載することで治療効果の高いTNBCの内用放射線治療薬剤の開
発を行った。2 しかしながら、TNBC に対して高い指向性を有する標的指向型リポソームは、
リソソームでの局在を示すため、核や細胞質を標的とする放射性薬剤の治療効果は期待できな
い。そのため、開発するナノキャリアには、高度な細胞内動態制御が不可欠であるとの考えに
至った。 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもと、TNBC の治療に資する真に内用放射線治療に有効なナノキャリア型薬剤
へと発展させるには、①ナノキャリアのエンドソームから細胞質への細胞内動態を制御できる
こと、②ナノキャリアから放出された放射性薬剤が標的特異性・抗腫瘍効果を示すこと、が必
要不可欠であると考えた。温度、pH、超音波などの外部刺激はナノキャリアの細胞内動態に効
果的に機能し、我々はこれまでに臨床で使用されている超音波造影ガス (C3F8 ガス) を封入し
た超音波応答性ナノバブルリポソーム製剤 (バブル製剤) を創製し、遺伝子・核酸のエンドソ
ームからの脱出および選択的送達を達成している。しかしながら、実用化を考慮するとバブル
への超音波ガス溶存量および安定性の向上は不可欠である。そこで本研究では、超音波ガスと
のフルオラス相互作用が期待できるフルオロカーボンに着目した。フッ素同士の特徴的な作用
により超音波ガス溶存量は増大し製剤の安定化
が期待できる。また、超音波照射後のキャビテ
ーションにより熱が発生するが、部位特異的な
温度上昇は低酸素状態にあるTNBCの放射線感
受性を高め、内用放射線治療薬剤の抗腫瘍効果
を向上させると期待できる。そこで、本研究で
は、海外共同研究者とともに計算科学的手法を
駆使した精密分子設計法によりフッ素化ペプチ
ド脂質を構築することにより、TNBC の治療に
資するフッ素化バブル型内用放射線治療薬剤の
確立 (図 1) を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) フッ素化ペプチド脂質の開発 
フッ素化率の上昇により超音波ガスの溶存量の増大が期待できるため、完全あるいは部分
フッ素化した脂質分子の自己集合体構造を分子シミュレーションにより最適化した。導入す
るフッ素基の数により分子の性質はもとより、その自己組織体の機能および形態は大きく変
化する。そのため、フッ素化界面活性剤の合成とそれによるナノ構造体を専門としている海
外協力研究者Krafft博士 (フランス共和国ストラスブール大学シャルル・サドロン研究所) か
らの助言を受け、まずは、モデルフッ素化ペプチド脂質として、リガンド分子を組み込む前
のフルオロカーボンをセリンとグリシンからなるスペーサー (SG)5で繋いだフッ素化ペプチ
ド脂質を合成した。フッ素化率上昇による効果は、空気／水界面での自発的吸着について
Langmuir-Blodgett法を用いて表面圧 πを測定することにより検証した。 

 
(2) フッ素化バブルの製剤化 
  モデルフッ素化ペプチド脂質からなるバブルを作製し、粒子サイズの変化および光学顕微
鏡を用いた形態変化を指標にフッ素基の影響および安定性を評価した。また、粒子サイズに
ついては、継時的に検証し、安定性を評価した。 
 
(3) TNBC特異的フッ素化ペプチド脂質の開発 
     TNBC に対するリガンドとして糖タンパク質 MUC16 (Mucin-16) への結合性が報告され
ている EVQペプチドを選択し、3 EVQペプチドの有効性について EVQペプチド修飾リポソ
ームを作製して検証した。 



 
(4) フッ素化バブル型内用放射線治療薬剤の開発 
 フッ素化バブルに内包する法制薬剤として NQO1特異的放射性薬剤の開発を行った。 
 
４．研究成果 
(1) フッ素化ペプチド脂質の開発 
  TNBC ペプチド分子とフッ素化脂質をつなぐスペーサー分子とし
て、汎用されているポリエチレングリコール (PEG) ではなく非ヘリ
ックス性のペプチド鎖であるセリン-グリシン (SG)5 を選択した。セ
リン-グリシン(SG)の長さについては、これまでに標的指向性リポソ
ームの研究において検討をしており、(SG)5をスペーサーとすること
により効率的に粒子表面にリガンドを提示できることを明らかにし
ている。フッ素基の数としては、十分なフルオラス相互が得られると
考えられるフッ素基の数として 13、15、17を選択し、フッ素化ペプ
チド脂質 1-3を設計した (図 2)。また、フッ素を含まないペプチド脂質 4も設計した。合成
は、精製が簡便で、反応の安全性が高い Fmoc 固相合成法を用いて行った。得られた粗結晶
は、透析後、HPLCによる精製を行い、質量分析および FTIRにより構造を確認した。また、
得られた化合物の純度は HPLC により高純度 (99%以上) であることを確認した。合成した
フッ素化ペプチド脂質は Langmuir-Blodgett
法を用いて、フッ素化ペプチド脂質 1-3お
よびフッ素を含まない 4を下層水に添加し
て、表面圧 π の変化を継時的に測定した 
(図 3)。その結果、いずれの脂質においても、
継時的な表面圧の上昇がみられ、プラトー
に達したが、フッ素を含まない 4において
は 0.7 mN/m と非常に低い値であったのに
対し、フッ素を含む 1-3では、大きな表面
圧の上昇を示したことから、フッ素化ペプ
チド脂質が界面において安定な単分子膜
を形成することが明らかとなった。また、
プラトーにおける値は、フッ素基の数が増
えるにしたがって上昇し、ペプチド脂質の
疎水性の増加を反映する結果となった。 
 
(2) フッ素化バブルの製剤化 
    Langmuir-Blodgett法を用いた表面圧 πの測定において最も高い値を示したフッ素化ペプチ
ド脂質 1-3およびフッ素を含まないペプチド脂質 4を用いて、それぞれフッ素化バブルを作
製した。HEPES緩衝液中で DPPCと DPPE-PEG2000が 9:1 (モル比) となるように調製後、3
または 4を加え、パーフ
ルオロヘキサン (PFH) 
で飽和した窒素気流下、
室温において攪拌した。
作製した粒子のサイズ
と顕微鏡画像を図 4 に
示す。フッ素化ペプチド
脂質 3 の粒子サイズは
1.9 ± 0.6 μmであった。
フッ素化ペプチド脂質
1 および 2 については、
3 とほぼ同じ粒子サイズであった。一方、フッ素を
含まない4の粒子サイズは4.3 ± 0.9 μmであることか
ら、フッ素化ペプチド脂質のフッ素基と PFHのフッ
素基が相互作用することにより粒子サイズが小さく
なったことが考えられる。光学顕微鏡における観察
においても、フッ素化ペプチド脂質からなるバブル
は明らかに小さな形態を示した。また、25℃におけ
るフッ素化バルブの安定性を継時的に評価したとこ
ろ、フッ素化ペプチド脂質からなるバブルは安定性
の向上を示し、フッ素基を 17個含む 3において最も
安定性が向上した。 



 
(3) TNBC特異的フッ素化ペプチド脂質の開発 
   フッ素基により生じるフルオラス相互作用により粒子の安定の向上が得られたことから、

TNBC 特異的リガンドの評価を行った。EVQSSKFPAHVS (EVQ) は、様々ながんで発現し
ている糖タンパクMUC16 (Mucin-16) に親和性のある分子として、最近、ファージディスプ
レイにより見出されたペプチドである。MUC16は TNBCでも発現していることから、この
EVQが作製した粒子のリガンドとなるか検討を行った。EVQを含むペプチド脂質は全て固
相合成により行い、ポストインサーション法によってローダミン (蛍光物質) を含む EVQ
修飾 PEGリポソームを作製した。作製したリポソームの TNBC細胞への親和性の評価とし
ては、4T1細胞およびMDA-MB-231細胞を選択し、コントロールとしてヒト肺がん細胞A549
を用いた。その結果、4T1細胞およびMDA-MB-231細胞において、EVQペプチドの修飾率
依存的な蛍光上昇を示したことから、EVQがTNBCの新たな標的となる可能性を示した (図
6)。 

      
 
(4) フッ素化バブル型内用放射線治療薬剤の開発 
     フッ素化バブルに内包する NQO1 特異的放射性薬剤として、著者らはインドールキノン
骨格に基づく放射性ヨウ素化合物の開発を進めてきた。1 これまでに NQO1を高発現してい
る固形がんを用いた検討において、NQO1依存的な細胞取り込みを示す一方で、NQO1によ
り放射性ヨウ素を含む p-ヨードフェノールが速やかに代謝され脱離することが課題となっ
ている。そこで、NQO1による還元後の脱離を抑制するために、電子供与基としてメトキシ
基あるいはメチル基を導入した放射性ヨウ素化合物を結成し合成した。ヨウ素標識前駆体と
は放射性標識率および標識特異性の観点からスズ－放射性ヨウ素交換反応を選択し、放射性
ヨウ素標識体の合成に成功した。NQO1に対する安定性については、NQO1を含む溶液に放
射性ヨウ素標識体および補酵素としてNADHを加え、37℃で30分インキュベートした後に、
逆相 TLCを用いて基礎代謝速度を算出した。その結果、導入した電子供与基によって NQO1
への親和性および NQO1 による分解速度が異なることが明らかとなり、メチル基を 1 つ導
入した放射性ヨウ素化合物が NQO1への高い親和性と NQO1による分解の抑制を示した。 
 
 
以上、本研究では、フッ素化界面活性剤に高い専門性を有する海外協力研究者 Krafft博士と
ともにフッ素化ペプチド脂質の設計および合成を行い、Langmuir-Blodgett法においてフッ素基
の上昇による膜が安定化することを示した。また、PFHを含むバブル製剤においても、フッ素
基を含む製剤では粒子サイズが減少し、継時的な安定性の向上が見られたことから、本研究の
コンセプトとしたフルオラス相互による超音波ガス溶存量の増大し製剤の安定化が期待できる
結果となった。また、これまでに有用な標的が乏しい TNBCに対する新たな標的として、MUC16
に対する EVQ ペプチドを選択し、その TNBC 細胞への標的性を明らかにした。さらに、フッ
素化バブル製剤に内包する内用放射線治療薬剤として、代謝安定性の高い NQO1特異的放射性
薬剤の開発に成功した。今後、NQO1特異的放射性薬剤を内包した EVQ修飾フッ素化ペプチド
脂質によるバブル製剤の内用放射線治療薬剤としての有用性を評価する必要がある。 
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