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研究成果の概要（和文）：卵巣癌を含む各種悪性腫瘍培養細胞における、uPA結合部位のバンドエイド型ペプチ
ドKGnの有効性を評価した結果、nを変化させ、合成ペプチドを作成しin vitroにおける浸潤抑制効果を検討した
結果、KG5の抗腫瘍効果が最も高く、次にKG6が高かった。鍵穴に深く入り込む従来型低分子薬uPA17-34は、卵巣
癌の増殖及び浸潤を抑制するものの、1か月で獲得耐性を認めたがKG6は3か月以上の接触培養でも薬剤耐性を認
めなかった。KG6の親和性はやや劣るものの、ヒトへの応用では有利であると考えられる。ヌードマウスを用い
た動物実験でも、CDDPとの併用効果を確認しバンドエイド型ペプチドの効果を実証できた。

研究成果の概要（英文）：Recent biochemical experiments have revealed that a variety of proteases 
play important roles in cancer invasion and metastasis. The receptor for the PA, uPAR, facilitates 
tumor cell invasion and metastasis by focusing on several ligands, including uPA, integrins and 
vitronectin. In the present study, we propose some peptides composed of these important residues and
 investigate the specific interactions and the binding affinity between uPAR and the peptides at an 
electronic level, using ab initio molecular simulations. With computational prediction algorithms 
and structure-based drug design, we identified KG6 that does not enter the pocket of its receptor. 
KG6 inhibited cancer cell invasion, without affecting cell viability, accompanied by the suppression
 of ERK-1 phosphorylation and then matrix metalloproteinase (MMP)-9 expression. KG6 did not show the
 acquired resistance for at least 3 months. These data were also confirmed by animal experiments. 

研究分野： 婦人科腫瘍

キーワード： 卵巣がん　低分子阻害薬　浸潤　転移　獲得耐性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌治療としての低分子医薬品としてチロシンキナーゼ、PARP、Rafキナーゼ、MEK、CDK、プロテアソームに対す
る阻害薬などが開発されている。本邦において使用できる新規分子標的薬は、初回効果を発揮してもほとんどの
患者は薬剤耐性獲得により治療効果が減弱するという、低分子医薬品に共通の欠点がある。そこで、我々が得意
とする分子シミュレーション法によりペプチドを設計・試作することが可能である。本提案は、獲得耐性を生じ
にくい低分子医薬品の開発であるが、この技術はキナーゼドメインの鍵穴ポケットにも応用可能であり、他の低
分子医薬品へ応用・展開が可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
【がん治療に関する研究背景と研究分担者のこれまでの研究経緯】 
医療現場では、オーダーメイド医療として、分子標的治療薬が臨床応用され、治療成績の向上
がもたらされるようになったが、治療効果は限定的であり数か月の延命のための費用対効果が
問題となっている。我々は癌治療薬をヒト尿から精製し低分子化合物を設計、試作し前臨床試
験を行ってきた（国際特許：「がん転移抑制剤」、出願番号：PCT/JP97/00008、発明者：小林浩）。
さらに予後不良な卵巣がんの進展にかかわる重要な標的遺伝子産物としてウロキナーゼ受容体
をターゲットとして研究を進めてきた（Yoshida 研究業績の論文 25，26）。その結果、ウロキナ
ーゼ受容体の活性を阻害することにより癌増殖、転移を制御することができた。そこで、ウロ
キナーゼ受容体（鍵穴）へのウロキナーゼ（鍵）の結合を阻害する低分子化合物ペプチド（合
鍵）を設計、試作し前臨床試験を行った。これらのペプチドは鍵と鍵穴の結合を阻害するため
培養系では癌の増殖や浸潤は抑制することができた。しかし、繰り返しペプチドを投与すると
その有効性は減弱した。その原因を考察した結果、ペプチドを投与していないナイーブな癌細
胞にはペプチドの結合を確認できたが、繰り返しペプチドを接触させると受容体（鍵穴）の立
体構造が変化するためペプチドが結合できなくなっていることが確認された。そこで、鍵と鍵
穴の結合を阻害するのではなく、鍵穴の表面を覆うペプチドを試作したところ、このようなデ
メリットは出現せず、その有効性は持続することを確認した。従って、この理論に基づく低分
子化合物を設計、試作することにより、内服可能な低分子薬（錠剤）を開発できれば、がん患
者の身体的負担が軽減し、進行性がん患者の予後は、飛躍的に向上すると期待できる。 
 
【計算機シミュレーションに関する研究背景と研究代表者のこれまでの研究経緯】 
近年、タンパク質、DNA などの生体高分子の物理化学特性を、計算機を用いて解明する研究が
進められ、特にポストゲノム研究においては、計算機シミュレーションは必須な研究ツールに
なっている。例えば、生体高分子の電子状態を求める手法として、フラグメント分子軌道（FMO）
法などが開発され、神戸市の理化学研究所に導入されたスーパーコンピュータ「京」を用い、
新薬の設計などが試みられている。研究分担者の研究室においても、FMO 法と古典分子力場法
を組み合わせた高精度分子シミュレーション手法を独自に開発し、様々な生体高分子と薬の候
補となる低分子間の特異的相互作用を解析し、生体高分子により強く結合し、その機能を制御
することができる新規の低分子を提案している（研究業績の論文 5参照）。 
がん転移抑制剤に関しては、研究分担者が開発した抑制薬「ビクニン」の立体構造と物理化学
特性を、分子シミュレーション手法を用いて解析し、このタンパク質（抑制剤）が、がん細胞
表面の受容体タンパク質にどのように結合し、がん転移を抑制するかを予測した。さらに、こ
のタンパク質の構成要素であるウロキナーゼとがん細胞表面のウロキナーゼ受容体間の結合に
重要なアミノ酸を決定したため、今回の検討を行った。 
 
２．研究の目的 
卵巣がんは進行がんで発見される予後不良の婦人科がんである。近年分子標的治療薬（抗 VEGF
抗体）が導入され PFS の改善に寄与しているが、その効果は数か月程度と限定的である。一方、
低分子化合物の有効性も他癌種で報告されているが、癌細胞が潜在的に持っている可塑性のた
め標的蛋白（鍵穴）自体の立体構造を変化させ、低分子化合物（合鍵）が鍵穴に入れずに治療
効果を失うことになる。我々はこの欠点を防ぐために、分子シミュレーション手法を用い、が
ん増殖に関する受容体の表面を覆う「バンドエイド型」の低分子化合物の設計・試作・実証実
験を行っている。今回は培養細胞及び動物実験による前臨床試験を行い、次世代低分子化合物
を設計・試作し、アンメット・メディカルニーズに答えようとするものである。 
 
３．研究の方法 
研究分担者の計算機シミュレーション、及び研究代表者の細胞・動物実験の結果を総合的に検
討し、内服可能な受容体を覆う「バンドエイド型」次世代ペプチド薬を開発する。 
(1) 癌細胞のウロキナーゼ受容体のポケットを覆い、しかも電荷のないペプチド薬の改良 
(2) 癌細胞を用いた新規次世代ペプチド薬の抑制効果の解析 
(3) 担癌ヌードマウス実験による新規次世代ペプチド薬の抑制効果の解析 
 
４．研究成果 
【細胞・動物実験による次世代ペプチド薬の薬理効果の検証】 
分子シミュレーションの結果を基に提案した新規ペプチド薬が、がん治療にどの程度の効果が
あるかを、培養細胞及び担癌実験動物を用いて解析した。 
(1)コンピュータシミュレーションで設計・試作された次世代ペプチド薬の有効性評価のため、
当該ペプチドを合成した。さらに、卵巣明細胞癌に対して研究分担者が作成したペプチド薬を
1μM の濃度で 50 代接触培養しても、ウロキナーゼと受容体結合を阻止する次世代ペプチドを
選定し、基本骨格として Gly-Lys-(Gly)n-Lys-Gly (KGn)シリーズを得た。nの数を調整するこ
とでペプチド長を決定できる。 
(2)培養細胞実験 
ヒト卵巣明細胞癌 KOC-7c、TOV-21G を培養し、次世代ペプチド薬及びその配列をシャッフルし



たコントロールペプチド薬を用いて、ウロキナーゼ結合阻害実験を行った。そのために FITC
結合ウロキナーゼを用いて癌細胞のウロキナーゼ受容体に対する結合阻害をフローサイトメト
リーで評価した。次に、培養細胞の増殖及び浸潤抑制能を MTT アッセイ及びボイデンチャンバ
ーアッセイで評価するために蛍光色素でがん細胞を標識し IncuCyte ZOOM を用いて検討した。 
卵巣癌を含む各種悪性腫瘍培養細胞における、uPA 結合部位のバンドエイド型第 2・第 3世代

ペプチド KGn の有効性を評価した結果、有益なペプチド長として uPAR のリガンドポケットを塞
ぐためには、KGn として 25.0~37.0 オングストロームの長さが必要であることが分かった。n
を 1～10 に変化させ、必要な長さが確保出来る n の値を求めた結果、KG5 が最も抗腫瘍効果が
高いと予想された。実際に合成したペプチド薬の安定性と獲得耐性に関して評価したところ、
KG6 のほうが浸潤抑制効果は若干低下するものの、薬剤耐性は回避できた。 
(3) 担癌動物実験 
ヒト卵巣明細胞癌 KOC-7c、TOV-21G をヌードマウス皮下、腹腔内及び卵巣への同所移植（1×106 
個）し、増殖と転移の状態を調べる。次世代低分子ペプチド薬およびコントロールペプチド薬
を皮下注射、腹腔内投与および経口摂取させ、これらの状態が制御されるかを検討した。その
結果、バンドエイド型ペプチドの効果は実証できたため、ヌードマウスを用いた動物実験で、
CDDP との併用効果を確認した。 
 
【分子・細胞シミュレーションによる新規ペプチド薬の提案】 
(1) がん細胞表面のウロキナーゼ受容体に
特異的に結合するペプチド薬の提案 
右図に、ウロキナーゼ uPA とそのウロキナー
ゼ受容体 uPAR 間の結合に重要なアミノ酸を
示す。独自に開発した高精度分子シミュレー
ション手法を用い、ウロキナーゼとウロキナ
ーゼ受容体複合体の水中での安定構造を決
定し、それらの間の特異的相互作用を電子レ
ベルで初めて解析した。その結果、ウロキナ
ーゼ中の 4 個のアミノ酸（Lys23, Phe25, 
Lys46, Lys98）がウロキナーゼ受容体との結
合に重要であることを明らかにした。従来の
研究（Magdolen et al., Eur. J. Biochem., 
1996, 237, 743）は、受容体の結合ポケット
内部に存在する Lys23と Phe25のみを重要視
し、ポケットから離れた Lys46 と Lys98 は無
視して、ポケットに、はまり込むペプチド薬
を設計していた。一方、本研究では、正に荷
電した Lys46と Lys98が結合に重要であるこ
とが判明したため、それらを含み、ポケット
の入口を塞ぐバンドエイド型ペプチドを新
たに提案し、ウロキナーゼ受容体への結合の
強さを解析した。 
 

① 右図にポケットのサイズ、及び周辺のア
ミノ酸と電荷分布を示す。色の濃い部分
には負あるいは正電荷が多く分布する。
ポケットサイズは、25 から 37 Åであり、
まず、ペプチドの長さを最適化するため
に、Lys46 と Lys98 の間に１から６個の
グリシンを挟んだ６種類のペプチドを作
成し、古典分子力場法を用い、それらの
安定構造を決定した。 

② それらのペプチドを受容体のポケット周辺に結合させ、複合体の構造を水中で最適化し、
最安定構造を求め、KG シリーズを確定した。 

③ フラグメント分子軌道法を用い、ペプチドと容体間の結合エネルギーを高精度に求め、受
容体に最も強く結合するペプチドを決定した結果、KG5 および KG6 が該当した。その結果、
鍵穴に深く入り込む従来型低分子薬 uPA17-34 は、卵巣癌の増殖及び浸潤を抑制するものの、
約 1か月で獲得耐性を認めた。KG5 は 2か月接触培養で薬剤耐性を認めたが、KG6 は 3 か月
以上の接触培養でも薬剤耐性を認めなかった。すなわち、KG6 は KG5 に比較してその親和
性はやや劣るものの、3 か月の接触培養でも薬剤耐性は生じなかったため、ヒトへの応用
では有利であると考えられる。 

 
(2) 細胞及び動物実験の結果をフィードバックした新規ペプチド薬の提案 
癌治療としての低分子医薬品としてチロシンキナーゼ、PARP、Raf キナーゼ、MEK、CDK、プロ
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テアソームに対する阻害薬などが開発されている。本邦において使用できる新規分子標的薬は、
初回効果を発揮してもほとんどの患者は薬剤耐性獲得により治療効果が減弱するという、低分
子医薬品に共通の欠点がある。そこで、我々が得意とする分子シミュレーション法によりペプ
チドを設計・試作することが可能である。本提案は、獲得耐性を生じにくい低分子医薬品の開
発であるが、この技術はキナーゼドメインの鍵穴ポケットにも応用可能であり、他の低分子医
薬品へ応用・展開が可能となる。 
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