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学 位 論 文 題 名

合成RGDS関連ベプチドおよびRGDSベプチド誘導体

によるがん転移の抑制効果とその作用機序に関する研究

学位論文内容の要旨

  悪性のがんは、周辺組織や遠隔臓器に浸潤・転移を起こし、患者を死に至らしめる。悪性化

したがんには集学的治療が行なわているが、通常抵抗性を示し治療成績は良〈ない。分子生物

学の発展により、がん細胞の細胞形質が分子レベルで理解されつっあり、浸潤、転移にかかわ

る分子の解析も進められている。がんの転移に関する基礎的研究は、高転移性細胞キ朱を用いた

がん転移モデルが確立して以来研究が進み、転移は複雑な過程から成り立っていることが知ら

れてきた。これら解明された基礎的な知見に基づく分子機構を臨床応用に結び付けていく試み

は、極めて価値のある課題と考えられる。
  本研究では、この転移過程に関係する、細胞接着分子に着目し、がん細胞とホスト問の接着

相互作用を合成化合物で阻害することによるがん転移抑制の検討を行った。これまでに、

Humphriesらによる、合成GRGDSペプチドを用いた転移抑制の報告や、Saikiらによる、RGD

配列の繰り返しべプチド［poly(RGD)］を用いた実験的転移や自然転移の抑制に関する一連の報

告があり、これらの転移抑制は細胞接着阻害に基づくことが示された。そこで本研究では、が

ん細胞の浸潤阻害あるいは転移抑制とぃう点で、これまでにほとんど報告されていない、

RGDS配列のGを他のアミノ酸ヘ置換したぺプチドとそのN末端を修飾したぺプチドを用いた

がん転移の抑制効果、ならびにRGDS配列を含む新規合成化合物を用いたがん転移の抑制効果、
およびその作用機序を解析した。さらに、非ペプチド型RGD疑似化合物を設計、合成し、その

転移抑制効果を検討した。

  本論文の要旨は、以下の5点である。

  1．マウスのメラノーマまたはりンバ腫を用いた実験的転移の結果から、RGDSと同程度以上

に肺または肝への転移を減少させるべプチドとして、GをL体あるいはD体のLeuに置換した

R-X-DS(X=Lあるいは1）ペプチドを見い出した。N末端修飾ベプチド（スクシニル- RGDSおよび

AcD-RGDS)は、より顕著な転移抑制効果が認められ、AcDR-L-DSおよびAcDR-l-DSについて

も、同様な転移抑制の増強効果が認められた。

  メラノーマ細胞の基底膜浸潤実験において、AcDRGDSベプチドがマトリジェル／フイブロ

ネクチンコートフイルターへの浸潤にのみ阻害効果を示したのに対し、AcDR-L- DSおよび

AcDR-I-DSはマトリジェル／フィブロネクチンのみならずマトリゾェル／ラミニンコ―トフイ

ルタ―への浸潤を有意に阻害した。また、これらぺプチドは、フィブロネクチンのみならずラ

ミニンに対する接触移動阻害の効果も観察された。AcDR-L-DSペプチドは、フィブロネクチン

およびビトロネクチンヘのがん細胞の接着を阻害したのに加え、ラミニンヘの接着も阻害した。

フィプ口ネクチン分子内の細胞接着部位(RGD配列、CSI領域）と、がん細胞との接着相互作用

を検討した結果、AcDRGDSは、がん細胞のRGDS-IgGへの接着にのみ阻害効果を示したのに対
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し、AcDR-L-DSは、RGDS-IgGおよびCSl-lgGの両基質に対する接着を有意に阻害した。

  これらの結果より、AcDR-L-DS（またはAcDR-I-DS)ペプチドは、AcDRGDSペプチドとは異

なったメカニズムで接着相互作用を阻害している可能性が示され、“5pl` “4fコ｜レセプターと

親和性をもち得ることが示唆された。

  AcDR-L-DSは、血小板凝集の阻害効果がRGDSの1/55と弱いことが明らかとなった。一方、

新鮮ヒト血漿成分中で、RGDSとRLDSは等しく加水分解されるが、R-I-DS、AcDR-G-DS、

AcDR-L-DSは、6時間のインキュベーションで、ほとんど分解されなかった。これらべプチド

の転移抑制活性の増強は、安定性の向上による活性保持時間の延長によることが示唆されたっ

  2Poly(CEMA-RGDS)は、マウスのメラノーマまたはりンバ腫細胞の実験的転移において、

顕著な転移抑制効果を示し、メラノーマ細胞の自然肺転移モデルにおいても治療効果が認めら

れた。Poly(CEMA- R-X-DS) (X=Lあるいは1）も同様な治療効果を示した。Poly(CEMA-RGDS）、

RGDS、poly(CEMA-RGDS)と同量のpolyCEMAとRGDSを含有する混合物は、RGDSの濃度に

依存して浸潤を抑制し丶丶この効果は、RGDS残基に依存していることが示唆された。

  3SCM-chitin-RGDSは、リンバ腫細胞の肝浸潤転移において、正常肝重量レベルまで肝浸

潤転移を抑制した。また、マウスの生存期間を有意に延命した。結腸がん細胞の実験的肺転移

でSCM-chitinーRGDSは強い肺転移抑制を示し、浸潤実験においても同様の阻害結果を得た。

  4RGDS誘導体FC-243[ THF(RGDSユ）］は、異なる3種類のがん細胞（メラノーマ、リンバ腫、

結腸がん）の実験的転移における肺または肝への転移を抑制し、自然肺転移においても治療効

果を示した。制がん剤(DOX)との併用により抑制効果はさらに増強され、マウスの生存期間を

延長した。FC-243は、肺への転移結節数を顕著に減少させたが、そのサイズは対照詳と同等で

あった。DOXは転移結節のサイズを著しく縮小させ、その結果として転移結節数の減少も観

察された。両薬物の転移結節数、サイズにおよぼす効果の差異は、薬物の作用機序（殺細胞効

果あるいは浸潤抑制作用）の差によるものと考えられた。

  FC-243は、がん細胞のフィブロネクチンへの移動、マトリジェル／フィブ口ネクチンコー

トフイルターへの浸潤を阻害した。浸潤抑制の機序として、FC-243はがん細胞の接着相互作用

（特に運動）の阻害、一方、DOXはがん細胞に対する直接的な殺細胞効果に基づくことが示唆さ

れた。

  5R-G間のアミド結合を反転したレトロ型RGDペプチド(FC-63)は、メラノーマ細胞の実

験的転移モデルにおける肺転移を抑制した。さらに非ペプチド化を進めたカルボニルエチレン

型RGD疑似ペプチド(FC-303)は、FC-63よりも強い転移抑制効果を示した。2分子のFC-303を

1分子中に有する化合物(FC-336)は、FC-303よりも効果的にメラノーマ細胞の肺転移を阻害し

その効果は用量依存的であった。さらに、メラノーマ細胞の自然転移モデルにおいて、原発巣

切除前、後にわたるFC-336頻回投与は、肺転移を有意に抑制し治療効果を示した。

  本研究で見出した新規な合成RGDベプチド誘導体は、がん細胞および正常細胞に対する直接

的な増殖抑制効果を示さず、がん細胞膜上のインテグリンレセプターとそのルガンドである細

胞接着分子との接着相互作用などを阻害することにより、がん転移形成過程におけるがん細胞

の運動性などの細胞機能を制御するものである。これは、これまでの療法と全く異なる作用膿

序に基づくものであり、また、全く新たな分子構造を有する接着分子阻害剤などの点から、本

研究は、がん転移治療の新しい可能性を示したと考えられる。
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合成RGDS関連ベプチドおよびRGDSベプチド誘導体

によるがん転移の抑制効果とその作用機序に関する研究

  がんの転移に関する基礎的研究の進展により、がんの転移は複雑な過程から成り立っている

ことが解明されてきた。これら基礎的な知見に基づく分子機構を臨床応用に結び付けていく試

みは、極めて価値のある課題と考えられる。本研究では、この転移過程に関係する、細胞接着

分子に着目し、がん細胞とホスト間の接着相互作用を合成化合物で阻害することによるがん転

移抑制の検討を行った。本論文では、がん細胞の浸潤あるいは転移抑制という点で、これまで

にほとんど報告されていない、フイプロネクチン由来の細胞接着配列(RGDS配列）のGを他

のアミノ酸へ置換したベプチドとそのN末端を修飾したべプチドを用いたがん転移の抑帯t」効果、

ならびにRGDS配列を含む新規合成化合物を用いたがん転移の抑制効果、およびその作用機序

を解析した。さらに、非ベプチド型RGD疑似化合物を設計、合成し、その転移抑制効果を倹言寸

した。
  本論文の要旨は、以下の5点である。

    1．マウスの実験転移を減少させるベプチドとして、R-X-DS(X=L体Leu(L)あるいはD体Leu(l))

を見い出した。N末端修飾ベプチド、（スクシニル化- RGDS、アセチル-D-RGDS (AcDRGDS））は、

顕著な抑制効果が認められ、この修飾効果は、Ac-DR-L-DSおよびAc-DR-I-DSについても、同

様に認められた。

  AcDR-L- DSおよびAcDR-I-DSはマトリジェル／フィブロネクチンのみならずマトリジニル

／ラミニンコートフイルタ―への浸潤を阻害した。また、フイプ口ネクチン、ラミニンに対す

る接触移動阻害の効果も示した。AcDR-L-DSペプチドは、フィプロネクチン、ビト口ネクチン、

ラミニンヘのがん細胞の接着を阻害した。また、AcDR-L-DSは、がん細胞のRGDS-IgG、

CSI-IgGへの接着を阻害した。AcDR-L-DSは、AcDR-G-DSとは異なったメカニズムで接着相互

作用を阻害している可能性が示され、“jpI` “4p,レ七プターとの親和性が示唆された。
  AcDR-L-DSは、血小板凝集阻害効果の弱いことが示された。新鮮ヒト血漿成分中で

AcDR-G-DS、AcDR-L-DSは分解されにくいことから、N末端修飾ベプチドによる転移抑制活

性 の 増 強 は 、 血 漿 成 分 中 で の 安 定 性 の 向 上 に よ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

2．Poly(CEMA-RGDS)は、マウスの自然肺転移モデルにおいて治療効果が認められた。
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Poly(CEMA- R-X-DS) (X=Lまたはt）も同様な治療効果を示した。Poly(CEMA-RGDS）はRGDSに
依存した浸潤抑制効果を示した。

  3． SCM-chitin-RGDSは、顕著に肝浸潤転移を抑制し、マウスの生存期間を有意に延長した。

た。実験的肺転移でSCM-chitin-RGDSは、RGDSやSCM-chitinより強い転移抑制を示し、浸潤実
験でも同様の結果を得た。

  4．3分子のRGDSを有するFC-243は、3種類のがん細胞の実験的転移を抑制し、自然転移モ

デルでも治療効果を示した。制がん剤(DOX)との併用により転移抑制効果は増強され、マウス

の生存期間を延長した。FC-243は転移結節数を顕著に減少させたが、サイズは対照詳と同等で

あった。DOXは結節のサイズを著しく縮小させ、数の減少も観察された。FC-243ほ、がん細

胞のフィプロネクチンヘの移動、マトリジェル／フイプロネクチンコートフイルターへの浸潤
を阻害した。FC-243の作用後序は、がん細胞の接着相互作用の阻害、DOXはがん細胞に対す

る殺細胞効果に基づくことが示唆された。

  5．R-G聞のアミド結合を反転したレト口型RGDベプチド(FC-63）、さらに非ベプチド化した

カルボニルエチレン型RGD疑似ベプチド(FC-303）は実験的転移を抑制した。2分子のFC-303を

有するFC-336は、より効果的に肺転移を阻害し、自然転移モデルにおいても治療効果を示した。

  本論文で見い出された新規な合成RGDベプチド誘導体は、細胞に直接的な増殖抑帯tJ効果を示

さず、インテグリンレセプターとそのりガンドである細胞接着分子との相互作用を阻害するこ

となどにより、がん転移形成過程におけるがん細胞の細胞後能を制御するものである。これは、

これまでのがん療法と全く異なる作用後序に基づくものであり、また、全く新たな分子キ壽造を

有する接着分子阻害剤などの点から、本研究は、がん転移治療の新しい可能性を示唆したもの
である。この成果は、新たな抗腫瘍薬を研究、設計する上で重要な知見を提供するものと考え

られる。

  よって、串請者は、北海遭大学博士（理学）の学位を授与される資格を有するものと認めた。
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