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研究成果の概要（和文）：がん細胞表面では、複数種の特徴的な膜タンパク質が過剰発現している。これらのタ
ンパク質の協同的な働きが、がんの異常な増殖、浸潤および転移といった特徴的なふるまいを維持するのに重要
な役割を担う。本研究では、がん細胞膜に近接して共局在する複数種の酵素それぞれに対する阻害能を有するリ
ガンドを高分子に導入することで、ヘテロリガンド相互作用を介してがん細胞の機能（生存、増殖、遊走）を相
乗的に阻害する細胞標的高分子を作製した。更に、阻害剤の導入量および導入比率が阻害能に与える影響につい
ての詳細も検討した。

研究成果の概要（英文）：A poly-α-L-glutamate-based polymer inhibitor that simultaneously targets 
co-localized transmembrane enzymes under hypoxia was developed. A polymer incorporating two types of
 inhibitors more effectively inhibited the proliferation of human breast cancer cells. Synergistic 
inhibition of cancer cells occurred owing to the hetero-multivalent interactions of the polymer with
 proximate enzymes on cancer cell membrane. 

研究分野：高分子化学

キーワード： 高分子阻害剤　ポリ-α-グルタミン酸　がん細胞阻害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療において、がん細胞上の過剰発現タンパク質を選択的に阻害する分子標的薬が比較的副作用の少ない療
法として利用されている。しかしながら、これら薬剤は正常細胞に発現した標的タンパク質の阻害も引き起こし
てしまう。そのため、薬効の向上および副作用の低減の両立は依然として創薬における大きな課題である。本研
究では、がん細胞膜に近接して共局在する複数種の酵素群を標的とすることでがん細胞の機能（生存、増殖、遊
走）を相乗的に阻害する細胞標的高分子を作製した。

※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 

（1）がん治療における分子標的薬 

がんは治療の困難な病であり、革新的な治療法の開発が望まれている。がん細胞表面では、複
数種の特徴的な膜タンパク質が過剰発現している。これらのタンパク質の協同的な働きが、がん
の異常な増殖、浸潤および転移といった特徴的なふるまいを維持するのに重要な役割を担う。そ
こで、これらの過剰発現タンパク質を選択的に阻害することでがんを治療する分子標的薬が比
較的副作用の少ない療法として利用されている。しかしながら、これら薬剤は正常細胞に発現し
た標的タンパク質の阻害も引き起こしてしまう。そのため、薬効の向上および副作用の低減の両
立は依然として創薬における大きな課題であり、より高いがん細胞親和性、選択性および阻害能
を併せ持つ薬剤開発が必要とされている。 

 

（2）高分子担体への分子標的リガンドの集積 

分子標的リガンドを多価的に提示することで標的生体高分子や細胞に対する結合性を有する高
分子やナノ粒子は、人工抗毒素、医薬品および薬剤送達システム(DDS)の担体として幅広く研究
されてきた。中でも、分子標的リガンドで修飾された DDS 担体は抗がん剤の腫瘍選択的な送達
を実現する技術として着目されている。しかしながら、がん細胞膜上で近接して共局在する酵素
群に対するヘテロリガンド相互作用を介して、直接かつ相乗的にがん細胞の生存、増殖および遊
走能を阻害する高分子材料の例は少ない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、がん細胞膜に近接して共局在する複数種の酵素に対するリガンドを高分子構造に
集積することで、ヘテロリガンド相互作用を介してがん細胞の機能（生存、増殖、遊走）を相乗
的に阻害する細胞標的高分子を作製した（図 1a）。更に、阻害剤の導入量および導入比率が阻害
能に与える影響についての詳細も検討した。 
 
３．研究の方法 

炭酸脱水酵素 IX（CAIX）は低酸素状態下のがん細胞で過剰発現し、がん細胞の増殖、浸潤お
よび転移において重要な役割を担うことから、有望な創薬標的としてみなされている。近年 CAIX
の機能がMMP14やADAM17などの金属プロテアーゼと密接に関連することが明らかになっている。
細胞外マトリックスを分解することによって癌細胞の転移と浸潤を促進する MMP14 は CAIX とヘ
テロ酵素複合体を形成することによって活性化されることが報告されている。また、ADAM17 は
CAIXのシェダーゼとして機能することが報告されている。 
 
これらの報告に基づいて、CAIX および金属プロテアーゼ（MMP および ADAM17）を標的酵素と

して選択した。生体適合性のα-ポリ L グルタミン酸（分子量 120 kDa）に対して、CAIX 阻害剤
である U-104 および金属プロテアーゼ（MMP14 および ADAM17)阻害剤である TAPI-2 をアミド縮
合により導入した。作製した高分子阻害剤の乳がん細胞（MDA-MB-231 細胞株）に対する阻害能
を細胞増殖アッセイおよび遊走アッセイにより評価した。低分子リガンドおよび、一種のリガン
ドのみを導入した高分子との比較により、細胞標的高分子の細胞機能阻害における相乗的効果
を検証した。更に、様々な量および比率で U-104 および TAPI-2を導入した細胞標的高分子のラ
イブラリを作製し、細胞増殖阻害能を評価することで、高分子に導入するリガンド量および比率
が相乗的細胞機能阻害活性に与える影響を調べた。 
 
４．研究成果 
（1）細胞標的高分子の作製 
高分子に導入する酵素阻害剤（U-104）の合成、およびα-ポリ Lグルタミン酸への阻害剤の導入
に お け る 最 適 な 反 応 条 件 を 検 討 し た 。 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinium chloride （DMT-MM）を縮合剤として、反応 pH、温度などの種々の条件検
討により、二種の阻害剤を任意の導入率で有する高分子ライブラリを作製した（図 1b）。動的光
散乱法により、作製した高分子はリン酸緩衝液中 37°C において、いずれも 10 nm 程度の分子
サイズを有することが分かった。 
 
（2）細胞標的高分子のがん細胞阻害能評価 
二種類の阻害剤を導入したα-ポリ L グルタミン酸（PGA-UT）は、阻害剤を一種類しかもたない
高分子(PGA-U および PGA-T)と比較して、乳がん細胞（MDA-MB-231）に対して高い細胞増殖阻害
能を示すことが明らかとなった（図 1c）。PGA-UTと同程度の分子サイズをもつ PGA-U および PGA-
T の阻害能は対応する小分子阻害剤（U-104 および TAPI-2）と同程度であったことから、PGA-UT
の高い増殖阻害能は、細胞表面の局所的に近接した酵素群に対する相互作用に基づいているこ
とが示唆された。また PGA-UT は細胞増殖阻害に加えて、がん細胞の遊走も効果的に阻害するこ
とが明らかとなった。加えて、多重染色アッセイにより PGA-UT は細胞死を優位に促進している
ことも示唆された。これまでに CAIX の阻害によるがん細胞のアシドーシス誘導が報告されてい



ることから、PGA-UT が共局在酵素群に対する多価ヘテロリガンド相互作用を介してがん細胞の
アシドーシスを誘導したと考えられる。 
 
（3）がん細胞阻害における相乗的効果の検証 

PGA-UT は二種類の低分子阻害剤(U-104 および TAPI-2)の混合物および一種の阻害剤を導入し
た高分子（PGA-U および PGA-T）の混合物と比較して優位な阻害能を示した。同様に、細胞遊走
阻害においても相乗的な阻害効果が得られた。以上の結果より、PGA-UT は細胞膜上に近接して
共局在した酵素群に対する多価ヘテロリガンド相互作用により相乗的に細胞機能を阻害するこ
とが示唆された。 
 
（4）細胞標的高分子のリガンド導入量および導入比が阻害能に与える影響評価 

様々な量および比率で U-104 および TAPI-2 を導入した細胞標的高分子のライブラリを作製

し、細胞増殖阻害能を評価した。阻害剤の導入量を増やしても阻害能は向上せずに横ばいとなる

ことが分かった。これは、阻害剤修飾量の増加が結合の多価性の向上に寄与する一方で、立体障

害もしくは高分子運動性の低下による結合効率の低下をもたらしたためであると考えられる。

また、阻害剤の導入比率と阻害能の関係を解析したところ、阻害能は特定の比率において極大点

を示すことが分かった。これらの結果から、細胞膜上に近接した酵素群への効果的なヘテロリガ

ンド相互作用を達成するためには、阻害剤の組み合わせのみではなく、導入比率の最適化が重要

であることが示唆された。 

図１．(a)細胞標的高分子の概要(b)本研究で作製した高分子 PGA-U、PGA-T
および PGA-UT(c) PGA-U、PGA-Tおよび PGA-UTの MDA-MB-231増殖阻害能 
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