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研究成果の概要（和文）：薬剤と近赤外光を用いる新たながん治療法である光免疫療法における新規薬剤開発を
目的として、ペプチドの標的指向性分子としての利用について検討した。結合能の比較から2価ペプチドが1価ペ
プチドより標的指向性ペプチドとして適していること、一定の長さを有するリンカーを介してペプチドと光感受
性色素を結合した薬剤が近赤外光照射量および薬剤濃度依存的に光免疫療法様の細胞死を誘導することを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Photoimmunotherapy is a new cancer treatment that uses a drug and 
near-infrared light. I explored the use of peptides as target-directed molecules for the development
 of novel photoimmunotherapy drugs. I found that a bivalent peptide is more suitable as a 
target-directed peptide than a monovalent peptide, and that a peptide-photoabsorber conjugate with a
 long linker induces photoimmunotherapy-like cell death in a near-infrared light dose- and drug 
concentration-dependent manner.

研究分野： 創薬化学

キーワード： 光免疫療法　EGFレセプター　環状ペプチド　抗がん剤　創薬研究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、容易に作製・改変が可能かつ安価であり、抗体同様に標的指向性を有するペプチドを基盤とした新
規光免疫療法薬の合成および評価を行った。ペプチドが光免疫療法の標的指向性分子となり得るという本研究成
果をもとに、がん細胞等に特異的に発現している他の標的に結合する既知のペプチドを用いることで、同様に光
免疫療法薬の開発を行うことが可能となるため、本研究は大きな学術的意義を持つ。また、この手法は多くのが
んに対して光免疫療法を実施できるようになる可能性を有しており、この点で社会的にも大きな意義を持つ。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
光免疫療法は、標的指向性分子に光感受性色素（IR700）を結合させた薬剤と 690nm の近赤外

光を用いる新たながん治療法である。その治療メカニズムは、がん細胞に集積した薬剤に対し光
を照射することで、IR700 の構造変化に伴う細胞膜への傷害によって細胞内に周囲の水が流入す
ることで、細胞が膨張・破裂して死滅するというものである。 
光免疫療法では一般的に、IR700 を結合させる標的指向性分子として標的分子に高集積するこ

とのできる抗体が用いられている。2020 年に光免疫療法薬として初めて認可され臨床使用され
ている既存の薬剤も抗上皮成長因子受容体（EGFR）抗体を標的指向性分子としている。一方で新
規光免疫療法薬を開発するにあたっては、臨床使用可能な新規抗体薬の開発は容易ではなく、薬
剤開発コストが大きいという問題点を有している。したがって、光免疫療法の発展のためには、
より簡便でコストがかからない次世代の光免疫療法薬の開発が望まれる。 
 近年、抗体と比較して作製・改変が容易かつ安価であり、低分子化合物と比較して標的指向性
の高いペプチド等の中分子化合物の医薬品候補としての利用が注目されており、これまでに様々
な標的分子に対して親和性を有するペプチドが報告されていた。 
 以上のような背景を踏まえて、本研究課題では、標的指向性分子としてペプチドを用いた新規
光免疫療法薬の開発を目指した。これまでにペプチドを標的指向性分子とする光免疫療法の検
討がいくつか行われているが、その治療効果は不十分であり、研究開始当初、有望な薬剤は開発
されていなかった。また、ペプチドを用いた光免疫療法に関する検証も不十分であり、効果が不
十分な理由についても明らかになっていなかった。本研究実施の最も大きな動機は、光免疫療法
において、標的指向性分子としてペプチドの利用が可能かを探索することである。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、標的指向性分子として EGFR に親和性を有するペプチドを母体化合物と
する、新規光免疫療法薬を開発することである。抗 EGFR 抗体を用いた光免疫療法がすでに臨床
利用されていたことから、ペプチドを用いた新規薬剤開発の標的分子としては EGFR が適してい
ると考えられた。また EGFR に親和性を有するペプチドがすでに報告されていたことから、薬剤
の設計・合成も容易である。以上のことから、本研究課題では EGFR を標的とした薬剤の開発を
計画した。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、下記の（1）標的指向性ペプチドの検討、（2）ペプチド-IR700 複合体の合成
および in vitro での評価を行った。 
 
（1）標的指向性ペプチドの検討 
 本研究課題に用いる標的指向性ペプチドとしては、Toyama らが報告した EGFR の膜外ドメイン
に結合する、EGFRの二量体化阻害ペプチドを用いることとした（Toyama, K. et al. Chem. Pharm. 
Bull. 2018, 66, 10831089）。また、同報告で結合親和性向上を目的とした 2価ペプチドの合
成も行われていたため、それらをそれぞれ既報の方法で合成し、結合能評価のためフルオレセイ
ン標識を行った。 
 合成した 1 価および 2 価ペプチド-フルオレセイン標識体の結合能は EGFR 陽性がん細胞株で
ある A431 細胞を用いて評価した。評価方法としては、各標識体を 10 分間処理した細胞における
蛍光顕微鏡を用いた蛍光強度の大きさを比較した。また、その結合が特異的なものであることを
確認するため、様々な濃度のフルオレセインが結合していないペプチドとともに細胞に処理す
ることでフルオレセイン標識体の蛍光強度の減少をマイクロプレートリーダーを用いて確認し
た。 
 
（2）ペプチド-IR700 複合体の合成および in vitro での治療効果の評価 
 ①2 価ペプチド-IR700 複合体の合成および顕微鏡を用いた細胞形態変化の観察；先ほどの 2価
ペプチドに対し、IR700 の活性エステル体を反応させることで IR700 複合体を合成した（下図、
cpd.1）。この IR700 複合体を 10 分間処理した A431 細胞に対して、蛍光顕微鏡を用いて近赤外
光照射し、照射前後の細胞の形態変化を確認した。 
 次いで、ペプチドと IR700 間のリンカーを延長した新規複合体を先ほどとほぼ同様の方法で
合成した（下図、cpd.2）。この複合体についても同様に顕微鏡を用いた形態変化の観察を行った。 



 

 ②2 種類の IR700 複合体に対する結合能および治療効果の定量的評価；上記 2 種類の 2価ペプ
チド-IR700 複合体に対して、蛍光強度から結合能の評価を行った。評価方法はフルオレセイン
標識体と同様で、IR700 複合体処理後の細胞の蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて定
量した。また、治療効果を定量的に評価するため、Cell Counting Kit-8 (CCK-8)アッセイにて
細胞生存率を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）標的指向性ペプチドの検討 
 1価および2価ペプチド-フルオレセイン標識体処理後のA431細胞の蛍光強度をマイクロプレ
ートリーダーを用いて評価したところ、2価ペプチドは 1価ペプチドと比較して約 3倍の蛍光強
度の向上を示した。このことから光免疫療法に用い
る標的指向性ペプチドとしては、2 価ペプチドが適し
ていることが明らかになった。 
また、様々な濃度のフルオレセイン標識前駆体ペ

プチドを各フルオレセイン標識体に加えて行った競
合阻害試験において、1価および 2価ペプチドの両方
でフルオレセイン未標識ペプチドの濃度依存的に蛍
光強度の減少を観察した（右図）。この結果からこれ
らのペプチドのA431細胞に対する結合は特異的なも
のであることが明らかになった。 
 
（2）ペプチド-IR700 複合体の合成および in vitro での治療効果の評価 
 ①2 価ペプチド-IR700 複合体の合成および顕微鏡を用いた細胞形態変化の観察；cpd.1 および
cpd.2 処理後の A431 細胞に顕微鏡上での光照射を行ったところ、cpd.1 では細胞の形態変化は
観察されなかったが、cpd.2 では光免疫療法様の細胞の膨張が観察された（下図）。 

 この結果から、cpd.1 では IR700 のかさ高さが原因でリガンドであるペプチドが EGFR にうま
く結合できず、cpd.2 ではペプチドと IR700 間のリンカーを延長したためペプチドが EGFR に結
合でき、光免疫療法様の細胞の膨張が観察されたのではないかと考えた。 



②2 種類の IR700 複合体に対する結合能および治療効果の定量的評価；上記の仮説を検証する
ため、 cpd.1 および cpd.2 の結合能を評価したところ、cpd.2 は cpd.1 と比較して約 8 倍の蛍
光強度の向上を示した。この結果から、ペプチドと IR700 間のリンカーの延長がペプチドの結合
に影響を与えたことが示唆された。 
次いで、治療効果の定量的な評価を行う

ため、照射線量の異なる条件で CCK-8 アッ
セイにより細胞生存率を測定したところ、
cpd.1 では線量にかかわらずほとんど
A431 細胞の生存率に変化はなかったが、
cpd.2 では線量依存的な細胞生存率の低
下が確認された（右図、上）。加えて、cpd.2
の前駆体である IR700 なしの 2 価ペプチ
ドに対しても同様の CCK-8 アッセイを行
ったところ、線量にかかわらず細胞生存率
に変化がなかったことから、cpd.2 の治療
効果は IR700 に依存したものであること
が明らかになった。 
 また、照射線量を一定にして様々な濃度
の cpd.2 を用いた CCK-8 アッセイを行っ
たところ、濃度依存的な細胞生存率の低下
が確認された（右図、下）。 
 
国内外では、抗体より分子量の小さい標的指向性分子として、抗体フラグメントやタンパク質

等、抗体よりも少しサイズが小さい分子を用いても治療効果が得られることが報告されている。
一方で、ペプチドを用いた薬剤の効果は乏しく、またほとんど検討が行われていない。本研究成
果では、ペプチドを標的指向性分子とした新規薬剤を見出すとともにペプチドを用いた場合で
も光免疫療法様の治療効果があることを明らかにした。これらの知見は、抗体に限らない新規光
免疫療法薬開発に対して大きく貢献する成果である。 
今後の展望としては、標的親和性向上を目的として 4価、8価などさらなる多価ペプチド化を

行うことおよびペプチドと IR700 をつなぐリンカー部のさらなる検討によって、より治療効果
の高い新規薬剤を開発することを目指している。また、これらの薬剤の担がんマウスを用いた in 
vivo での評価を行うことで、臨床使用可能な薬剤の開発を行う。 
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