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研究成果の概要（和文）：　本研究では、18F-FDGチェレンコフ光によりがん細胞傷害性を示す分子マシンを用
いたセラノスティクス実現の可能性に着目した。すなわち、がん選択的送達可能な分子マシンの開発と、それを
用いたがん細胞傷害性評価実験を行った。分子マシンのがん送達のため、種々の候補ペプチドの中からインテグ
リンを標的とした二環性ペプチドの有効性を見出し、当該二環性ペプチド修飾分子マシンの合成に成功した。さ
らに本分子マシンを用いたインビトロ実験により細胞傷害性を示す基礎的な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we focused on the possibility that the Cherenkov light 
produced by 18F-FDG could act as a driving force for molecular machine to damage tumor cells. We 
thus designed and synthesized a new cancer-targeting molecular machine and evaluated a cytotoxicity 
in cancer cells. We demonstrated high potential of a bicyclic peptide for targeting integrin 
expressed in tumors among several peptide candidates tested. We also synthesized the bicyclic 
peptide modified molecular machine successfully. Furthermore, we demonstrated a cytotoxicity of the 
modified molecular machine in vitro. 

研究分野： 放射性薬品化学

キーワード： 分子マシン　18F-FDG　セラノスティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究課題は、本邦で月間3万人以上が対象となる18F-FDG PET検査によるがん診断の後、速やかに分子マシン
駆動がん治療を直結させる方法論の開発にかかる挑戦的原理構築研究である。チェレンコフ光を生じる18Fと細
胞傷害性を有する分子マシンが共局在するがん部位においてのみ治療効果を発現することから、従来法よりも高
い有効性と安全性が期待される。本研究成果は、今後のがんセラノスティクスの推進に重要な知見を与えうる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の個別化医療ニーズの高まりとともに、疾患の診断・治療の一体化を実現するセラノステ

ィクス（Theranostics）の概念が提唱され、治療に直結する診断法の必要性から、PET をはじ
めとする核医学診断法の重要性が高まっている。現状、セラノスティクス実現のために、診断用
111In-Zevalin／治療用 90Y-Zevalin のように診断の時点で明確な治療指向性を求めた手法が用い
られ、成果を挙げているが、現状の手法においては適用が極めて狭い範囲に限定されるため、セ
ラノスティクス拡大の観点においては、セラノスティクスに適合する新たな診断・治療法の構築
が必要である。一方で、外部エネルギーの付与により分子構造中央の二重結合を軸として上部モ
ーター部分が高速回転する微小分子マシンの基本構造が 2009 年に Feringa らにより報告され、
2017 年には、紫外線照射により培養がん細胞膜上に集積した分子マシンが高速回転することで
細胞膜を傷害し細胞死を惹起する可能性が Nature 誌に報告されるなど、分子マシンの疾患治療
への応用を示唆する知見が蓄積されてきている。 
本研究では、PET 診断に用いる 18F 等のポジトロン放出核種より生じるチェレンコフ光が、

紫外可視光領域にエネルギースペクトルを有することに着目した。すなわち、がんの PET 診断
に汎用される 18F-FDG が有する 18F より生じるチェレンコフ光を分子マシンの回転駆動力に利
用できれば、18F-FDG PET によるがん診断と分子マシン駆動によるがん治療を同時に実現でき
る発想である。本研究課題では、18F-FDG と分子マシンを用いた診断・治療一体型がん治療法
という、独創性の高い新たなセラノスティクスの構築を目指す。 
 
２．研究の目的 
分子マシンの生体内応用には、分子マシンへのがん送達性の付与が肝要であると考えられる。

外部エネルギー付与により回転する分子マシン自身の構造は、がん組織への集積性能を有さな
いため、分子マシンへのがん標的化構造の導入が必要である。分子マシンのインビトロでのがん
傷害性を明らかにした Nature 誌での検討においては、分子マシン構造へのペプチドの導入によ
るがん標的化能の付与が試みられたが、がん認識性ペプチドの分子マシン両側への修飾では立
体障害により細胞傷害性を損ない、片側への修飾では細胞傷害性を維持するもののがん標的化
能が乏しいことが報告され、修飾に用いるペプチドには厳密な選別が必要であることが示唆さ
れた。この結果から、分子マシン修飾に用いるペプチドの条件として、１．がん特異的かつ細胞
膜上に発現する分子に高い親和性を示すこと、2．分子マシンへの導入後も標的化能と細胞傷害
性が維持され得るサイズ・構造を有すること、を満たす必要があると考えられる。 
そこで、本研究では第一の目的として、生体内において分子マシンをがん選択的に送達しうる

ペプチドの選別を掲げ、がん細胞膜上に発現する PD-L1、EMMPRIN、GLP-1R、インテグリン
v3を標的とするペプチドについて、それぞれ放射性同位元素を標識したプローブを合成し、標
的認識性やインビボでの腫瘍移行性について詳細な検討を行った。本報告では、検討した各種ペ
プチドの中で、特に有望な結果が得られた、インテグリンv3 を標的とした二環性ペプチド
bcRGD について詳述する。 
さらに、本研究では、分子マシン駆動に関する基盤原理の構築を目的に、分子マシンに bcRGD

を導入した複合体について、その合成法や UV 照射後の細胞傷害性を基礎的に調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）二環性ペプチドプローブ（[125I]bcRGD）の開発 

Fmoc 固相合成により直鎖ペプチド Ac-KPPPSG-Abz-SGCHPQcRGDc-NH2 (Ac, Acetyl; Abz, 4-
amino-benzoic acid; c, D-Cys)を合成後、1,3,5-tris(bromomethyl) benzene との反応を介した環化によ
り、bcRGD を合成した。得られた bcRGD と[125I]N-succinimidyl 3-iodobenzoate ([125I]SIB)との結合
により放射性ヨウ素標識プローブ[125I]bcRGD を合成した。[125I]bcRGD をインテグリンv3高発
現 U-87MG 細胞および低発現 A549 細胞と 4℃、1 時間インキュベートした後に細胞に結合した
放射能を測定し、細胞タンパク質あたりの集積量（%dose/mg）を評価した。U-87MG 細胞および
A549 細胞を両下肢に皮下移植した担がんモデルマウスに[125I]bcRGD を尾静脈より投与し、経時
的に屠殺した後、摘出した臓器の重量と集積放射能を測定し、集積量（%ID/g）を算出した。 
（２）bcRGD 導入分子マシン（MRGD）の合成 
末端にアジドを導入した分子マシン構造 M2N は既報に基づいて合成した。分子マシン末端ア

ジドとの結合のため、bcRGD の N 末端にアルキン残基を導入した bcRGD3 を（１）と同様に合
成した。bcRGD3（1 eq.）、M2N（2 eq.）を無水 DMF に溶解し、アスコルビン酸ナトリウム（1 
eq.）、Cu-TBTA 溶液（0.5 eq. in 55%DMSO）と混合後、室温撹拌下で 4 時間反応させた。反応後、
逆相 HPLC により M2N の片側のアジドに bcRGD3が結合した誘導体 MRGDを分取し、ESI-MS に
より分子量を測定した。MRGD: calculated m/z 2657.1, detected 1330.0 [M+2H+]2+, 887.2 [M+3H+]3+ 
（３）MRGDの細胞傷害性評価 

MRGD (500 nM)、Propidium Iodide (PI, 100 nM)を DMEM (phenol red 不含)中の U-87 細胞に添加
後、Keyence 社 BZ-X810 システムのバンドフィルター（ex; 360/40 nm）を介して紫外光を照射
した。照射後、経時的に PI 由来（ex; 545 nm: em; 605 nm）の蛍光像を取得した。 
 
 
 



４．研究成果 
（１）二環性ペプチドプローブ（[125I]bcRGD）の開発 

[125I]bcRGD（図１）は放射化学的純度 99%以上、比放射能 81 
GBq/mol で 合 成 し た 。 [125I]bcRGD は U-87MG 細 胞 に
1.6 %dose/mg と A549 細胞（0.3%dose/ mg）と比較して有意に高
く集積した。担がんマウスに[125I]bcRGD を投与したところ、30
分後における U-87MG 腫瘍への放射能集積量は 3.8%ID/g と高
い値を示した。この集積は A549 腫瘍（2.1%ID/g）と比較して有
意に高く、また集積放射能の腫瘍/血液、腫瘍/筋肉比はそれぞれ
4.0、6.0 と良好な値であった（図２）。この結果より、[125I]bcRGD
のがん細胞膜上に発現するインテグリンv3 を標的としたイメ
ージングプローブとしての有効性が示された。同時に、二環性
ペプチド bcRGD は、１．二環性ペプチドの構造にリンカーを介
して修飾した場合にもインテグリンへの結合性が維持される、
２．インビトロ・インビボにおいてインテグリンv3 への結合
性を有する、３．生体への投与後にインテグリン発現腫瘍に高
集積性を示し、また血液や筋肉といった正常組織への集積が低
い、といった優れた性質を有することが示された。 
以上の性質は、分子マシンをがん細胞膜特異的に集積させ

る必要のある本研究の治療機序に必須の条件であり、bcRGD
は分子マシンの腫瘍特異的送達を担うモデルペプチドとし
て適切であると判断できる結果が得られた。 
 
（２）bcRGD 導入分子マシン（MRGD）の合成 
分子マシンの末端にアジドを導入した M2N は既報に従い

合成し、末端にアジド結合部位の形成のためアルキンを導入
した bcRGD3についても常法により合成した。両者をクリッ
ク反応により結合させる場合、極性の低い M2N と極性の高
いペプチド bcRGD3両者が溶解する DMF/DMSO 混合液中の
クリック反応により、MRGD は合成可能であり、また逆相
HPLC において MRGD単一ピークとして分取可能であった（図３）。 
 
（３）MRGDの細胞傷害性評価 

MRGD を細胞に添加後、紫外光照射の時間経過につれ
て PI 由来の蛍光の増加が認められた（図４）。また、明
視野像の観察でも細胞死の特徴である Blebbing を確認
できた。以上より、MRGDはインビトロにおいてインテグ
リンv3 発現がん細胞に対する細胞傷害性を有するこ
とが示唆された。MRGD のインビボにおける腫瘍への移
行性については、MRGD の放射標識プローブの開発などの手法を用いた検証が今後必要である。
また本研究課題の最終目標である分子マシンを用いた診断・治療の一体化の実現には、ポジトロ
ン核種由来のチェレンコフ光による分子マシン駆動に関する検証が別途必要である。 
 
  以上の結果より、本研究では、分
子マシンの生体内応用を実現するべ
く、インビボでのがん選択的送達が
期待される bcRGD の選別、および、
分子マシンへの二環性ペプチド修飾
の手法確立に成功した。また合成し
たがん標的分子マシン MRGD につい
て、インテグリン発現細胞への傷害
性を示す基礎的な知見が得られた。 

 
本研究成果は、近年高まりを見せる分子マシンの生体応用や、がんセラノスティクスの推進に

重要な情報を提供しうる。 
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