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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性乳癌であるトリプルネガティブ乳癌(TNBC)に対して効果があるハロゲン
化疎水性環状ペプチドSA-Brを母骨格にもつ放射性臭素標識化ペプチドの合成法を開発し、分子改変により治療と診断
の機能を兼ね備えたSA-Br類縁体の開発について研究を行った。その結果、従来法よりも効率よく放射性臭素標識化ペ
プチドを得るための基礎的な知見を得ることができた。一方、薬物動態の改善を指向して水溶性を向上しつつ抗TNBC活
性を維持したSA-Br離縁体の合成を試みたが実現できなかった。しかし、これらの類縁体の細胞毒性試験を通じてSA-I
が誘導する細胞死メカニズムに関する新しい知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Triple negative breast cancer (TNBC) refers to any breast cancer that does not 
express the genes for hormone receptor and HER2/neu receptor. Unfortunately, TNBC cannot be treated with 
either hormone therapy and anti-HER2 antibody. Therefore, new targeted therapies are therefore an urgent 
unmet medical need for TNBC patients. We recently found that halogenated cyclic pentapeptides based on 
natural cyclic peptide sansalvamide A, namely SA-Br and SA-I, exhibit potent cytotoxicity to MDA-MB-231, 
one of the TNBC cell line. In this study, we tried to develop a theranostics probe based on 
radiobromine-labeled SA-Br and analogues. Initially, we developed a new method for preparing 
radiobromine-labeled peptides via silicon-halogen exchange reaction. Next, a series of cyclic peptides 
analogous to SA-I were synthesized via on-resin cyclization using oxime resin. Unfortunately, 
cytotoxicity of these peptides against MDA-MB-231 was much weaker than that of the parent peptide.

研究分野：合成化学
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１．研究開始当初の背景 
1)トリプルネガティブ乳癌(TNBC)は、乳癌に
おける代表的な３つの増殖因子受容体（エス
トロゲン受容体、プロゲステロン受容体、ヒ
ト上皮細胞成長因子受容体２(HER2)）が関係
しない予後不良の悪性腫瘍であり、乳癌全体
の約 15％を占める。ホルモン療法や抗 HER2
抗体による治療とは異なり、TNBCの治療は
化学療法に限定されるため、有効な治療法の
確立に向けた増殖因子の同定とそれに基づ
く分子標的薬の開発が急務である。 
 
2)研究代表者らは、天然物を改変したハロゲ
ン含有環状ペプチド SA-X (cyclo[Phe(4- 
X)-Leu-MeLeu-Val-Leu]), X=I, Br) が 培 養
TNBC 細胞(MDA-MB231)に対して高い増殖
阻害活性と殺細胞活性を示し、そのうち SA-I
の活性が TNBC以外の乳癌細胞(MCF-7等)よ
りも約 9倍高いことを報告した。さらに、SA-I
は、既存の分子標的薬とは作用点が異なる可
能性が示唆された。 
 
3)上記の結果を受けて、研究代表者らは SA-X
を親化合物として治療と核医学的診断の両
方の機能を持つ放射性ハロゲン標識化環状
ペプチドを合成し、抗 TNBC薬の開発に結び
付けるための基礎研究を開始した。 
 まず、治療と診断を一体化して医薬品開発
を目指す基盤技術であるセラノスティクス
の観点から薬剤設計を行うこととした。陽電
子断層撮像法(PET)により in vivo薬物動態の
評価と治療効果判定を行うことを念頭に置
き、殺細胞活性に必須な SA-X 中のハロゲン
原子を対応する陽電子放出核種(76Br，124I)に
置換した環状ペプチドの標識合成を検討し
た。予備検討の結果、スズ-ハロゲン交換反応
を利用して基礎研究用核種 125I で標識化した
SA-125Iを低収率ながら合成することに成功し
た。 
 
4) SA-125Iの臓器移行性を MDA-MB-231細胞
を移植したマウスを用いて調べた。その結果、
SA-125Iは投与後早期に肝臓へ集積し、その後
胆汁酸経路で排泄されて腫瘍に殆ど移行しな
いことが分かった。これは SA-Iの高い脂溶性
に起因するものと推測されたため、実際に
PET 撮像による治療効果判定を実施するため
には SA-X の分子改変による薬物動態改善が
必要であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、合成化学的手法によ
る SA-Brの分子改変とPETイメージングによ
る治療効果評価を組み合わせて SA-Brの薬物
動態の最適化を図り、TNBC の治療と核医学
的診断の両方の機能を持つ放射性臭素標識
化環状ペプチドを開発することである。これ
を達成するために、以下の 3つの課題を設定
した。①ペプチドへの直接標識化に最適な前駆体
ペプチドの開発②水溶性向上に寄与するアミ

ノ酸で置換した水溶性 SA-Br改変体の合成と
培養乳癌細胞に対する活性評価③活性を維
持した水溶性 SA-Br改変体の放射性臭素標識
化と小動物 PETイメージング 
 
３．研究の方法 
(1)環状ペプチド合成 
  環状ペプチドの合成は、固相法により行っ
た。使用する固相担体（オキシム樹脂）は、
文献既知の方法で調製し、HBTU もしくは
HATUを縮合剤として Bocアミノ酸の縮合を
行った。伸長終了後、酸処理にて N 末端の
Boc保護基を除去後、(i-Pr)2NEtと酢酸を加え
て樹脂からの切り出しと同時に環化反応を
行い、粗ペプチドを得た。これを逆相 HPLC
にて精製して目的とする環状ペプチド SA-I
を得た。 
 
2)細胞毒性評価 
 6 well-plateにヒト乳癌細胞（MDA-MB-231 
or MDA-MB-157）を各 wellに 1.0×105 cellsと
なるように播種し、10 %FBS を含む L-15培
地で 37 oC (CO2 : 0%)、48時間培養した。その
後、培地を除去し、各ペプチドの DMSO溶液
を上記培地で希釈した最終濃度 10 µM とな
るように薬剤溶液を調製した。この薬剤溶液
1 mLを各 wellに添加し、37 oC (CO2 : 0%)で
24 時間培養した。その後、Trypan-Blue にて
染色し、生細胞数及び死細胞数をカウントし
た。死細胞の割合は、[死細胞数÷(生細胞数+
死細胞数)×100 (%)]により求めた。 
 
3)標識合成 
 77Br（半減期 57 h）は、日本原子力研究開発
機構のAVFサイクロトロン(TIARA)で製造し
た。ターゲットには Cu2

natSe を用い、プロト
ンビーム(20 MeV, 5 µA)を 1時間照射後、乾式
蒸留による精製を経て 77Brを単離した。 
  標識前駆体(100 g)を EtOH 100 Lに溶解
させ、この溶液に 77Br水溶液 (10-50kBq)と次
亜塩素酸 tert-ブチル(1 L)を加え、室温で 1
～15分間反応させた。ピロ亜硫酸ナトリウム
を加えて反応停止後、TLC及び逆相 HPLCに
より生成物の分析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ペプチドの直接スタニル化によるスズ前
駆体環状ペプチドの合成 
  従来法による SA-125Iの標識合成では、①固
相法による保護鎖状ペプチドの合成及びス
ズ前駆体への変換②125I 標識化と両末端保護
基の脱保護③標識ペプチドの液相環化の 3ス
テップで合成していたが、脱保護と環化反応
の収率が悪いことがネックであった。そこで、
環状ペプチド SA-I の直接スタニル化による
標識前駆体の合成を試みた（図１）。Pd(0)触
媒の存在下でビス（トリブチルすず）を作用
させ、トルエン中で加熱還流後シリカゲルク
ロマトグラフィーによる精製を経て、標識前
駆体 SA-SnBu3 を中程度の収率で得ることが



できた。 
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図１．直接スタニル化による標識前駆体
SA-SnBu3 の合成 (a)MeOH, DBU (2 eq.) in 
95%THFaq.,r.t., 2 h; (b)(Bu3Sn)2 (8 eq.), 
Pd(PPh3)4 (0.03 eq.), toluene, reflux, 4 h, (c) 
Na[125I], chloramine T in 90% MeOHaq., r.t., 15 
min; (d)0.5M NaOHaq. in MeOH, overnight; 
(e)25%TFA/CH2Cl2, r.t., 15 min; (f)PyBOP, DIEA 
in DMF, r.t., 2.5 h; (g)25%TFA/CH2Cl2, r.t., 30 
min; (h)DIEA (3 eq.), AcOH (3 eq.) in DMF, 24 
h.;(i)(Bu3Sn)2 (8 eq.), Pd(PPh3)4 (0.10 eq.), 
toluene, reflux, 4 h. 
 
(2)SA-Iの合成条件最適化 
  効率的な標識合成を達成するためにはス
ズ前駆体 SA-SnBu3の原料となる SA-Iの合成
収率の改善が必要であった。そこで、環化に
最適な一次配列の検討を行った。まず、一次
配列の異なる 4種類の鎖状ペプチド樹脂（図
２）を調製し、固相環化脱離反応を行った。
一定時間おきに反応生成物をサンプリング
し、逆相 HPLCで分析した。その結果 N末端
に Phe(4-I)を持つペプチド(Entry 1)が最も収
率良く環状ペプチドを与えることが分かっ
た。しかし、いずれの場合も SA-Iと同じ分子
量を持つ副生成物（異性体ペプチド）を含ま
れていることが分かった。 
 

 
 
図２．一次配列の異なる鎖状前駆体ペプチド
の固相環化脱離反応と SA-I 生成量の経時変
化  
 
 逆相 HPLCによる精製を行い、副生成物除
去に適した分離条件を確立することができ
た。分離した 2 つの環状ペプチドの
MDA-MB-231 細胞に対する細胞毒性を調べ

た結果、逆相 HPLCで先に溶出するペプチド
(SA-I major)が真の活性ペプチドであり、
major 体の後に溶出する異性体ペプチド
(minor体)には活性が無いことが分かった。こ
れらの結果を踏まえ、SA-X 中の疎水性アミ
ノ酸残基(Leu及びVal)を対応するD-アミノ酸
(D-Leu, D-Val)で置換したアナログ体（図３）
を合成し、構成アミノ酸が全て L-アミノ酸の
SA-I の場合よりも収率が向上したことを確
認したが、異性体ペプチドの副生を抑えるこ
とはできなかった 
 

図３．D-アミノ酸置換 SA-Iアナログの構造 
 
(3)塩基性アミノ酸で置換した SA-I アナログ
の細胞毒性評価 
 親化合物である SA-I 中の疎水性アミノ酸
残基(Leu及びVal)を塩基性アミノ酸(Orn及び
Orn(Z))で置換した環状ペプチドアナログ体
を合成し、MDA-MB-231細胞に対する細胞毒
性を調べた。残念ながら合成した全てのアナ
ログ体は親化合物と比較して細胞毒性が低
下することが分かった（図４）。 
 

 
図４.  塩基性アミノ酸含有 SA-Iの細胞毒性 
 
(4)新規標識前駆体の開発に向けた基礎検
討：放射性臭素標識フェニルアラニン誘導体
の標識合成 
 ケイ素-ハロゲン交換反応を利用したアミ
ノ酸・ペプチドの新しい標識合成法を開発し
た（図５）。まず、ケイ素置換新規フェニル
アラニン誘導体 2を合成し、次亜塩素酸 tert-
ブチル(TBHC)を酸化剤として EtOH中で 77Br 
(1-50 kBq)で標識化を行い、標識化合物 2を得
た。標識反応は 15 分以内に完結し、標識率
は 90％以上であった。この反応の標識率は対
応するトリブチルスタニル体よりも高く、ス
タニル化された標識前駆体ペプチドの合成
時における弱点であった酸処理に対する安
定性も向上することが分かった。 
 



 
図５. ケイ素―ハロゲン交換反応を利用した
77Br標識化アミノ酸の標識合成 
 
(5)総括 
 環状ペプチドへの直接スタニル化により
標識前駆体ペプチドを簡便に合成すること
ができた。また、ケイ素―ハロゲン交換を利
用した放射性臭素化が可能であることが分
かった。一方、培養乳癌細胞に対して細胞毒
性を示す水溶性 SA-Br改変体は得られなかっ
たが、これを実現するためにはさらなる検討
が必要がある。 
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