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はじめに

腫瘍組織への抗癌性物質の標的化はがんの化学療法にとって最も重要なファクタ

ーである。腫瘍標的化のために抗体を利用した手法や表面修飾リポソームを利用す

るアプローチが試みられてきているが、いずれも高分子物質を利用した手法である

が故に、最終的に血液中から腫瘍組織細胞内へ抗癌活性物質を送り込む過程に問題

を含む。

薬物の組織移行性は、各組織を形成する細胞膜の透過性によって決定される。

従来より薬物の細胞膜透過性は、薬物の分子サイズ、脂溶性、イオン化状態などの

物理化学的因子によって決まる単純拡散機構に従うものと考えられてきた。しかし、

細胞膜を隔てた細胞内外の物質交換機能を有するトランスポータータンパクを介す

ることにより、生理的物質のみならず、薬物の細胞膜透過も進行することが、申請

者らの種々研究手法を用いた成果により見いだされてきた。単純拡散に従う細胞膜

輸送は非特異的あるため薬物の組織移行性に特異性を期待することは困難である。

一方、トランスポーターは生理的役割に応じて組織特異的に発現するため、トラン

スポーターを介した細胞膜輸送を医薬品にも応用できれば、薬物の組織移行性に高

い選択性と効率をもたらすことが可能である。さらに、腫瘍細胞は旺盛な細胞増殖

を支えるために多くの栄養物を積極的に取り入れるためのトランスポーター機能を

過剰に発現している事例が報告されている。従って、正常組織における分布性が限

局され、しかも腫瘍細胞に高発現するトランスポーターを見いだすことは十分可能

である。

研究代表者等は、正常な小腸・腎上皮細胞刷子縁膜に特異的に発現し、ジ・トリ

ペプチドを選択的に細胞内に取り込むペプチドトランスポーターに関する多くの研

究成果を得てきた｡本トランスポーターはペプチドサイズに対しては厳格であるが、

構成アミノ酸の認識性は幅広く、実際にペプチド様薬物も認識・輸送する。ペプチ

Fトランスポーター様活性は一部の腫瘍細胞株にも見いだされる。したがって、ト

ランスポーターを介した抗がん剤の腫瘍組織ターゲティングのアプローチとして、

正常組織における発現が非常に限局されたペプチドトランスポーターの有用性が期

待できる。

本研究では、上述の背景に基づき、腫瘍組織細胞内移行の律速段階である細胞

膜透過性を促進し、しかも腫瘍組織特異性を併せ持たすことが可能な「腫瘍組織細

胞膜に高い特異性を有する物質輸送トランスポーター分子を用いた全く新しい腫瘍

ターゲティング法の開発」を目的とした。

1）

本研究により得られた成果を以下にまとめる。

ヒト小腸オリゴペプチドトランスポーターhPEPrlcDNAあるいは空の発現

ベクターをHeLa細胞に遺伝子導入し、強制発現細胞(HeLa-hPEPrl)およ

ERrnock細胞を得た。HeLa-hPEPrl細胞におけるhPEPT1mRNAの発現を

RI-PCRによって確認することが出来た。Hel_a-hPEPT1ヘのペプチF性抗が



2）

3）

4）

5）

ん剤[3H]ベスタチン取り込み活性について検討を行ったところ、mock細胞と

比較してその取り込み量が約5倍に増加し、非標識のベスタチンの共存による

阻害効果、pH依存性等がみられ、hPEPr1が有する輸送活性が再現されること

が分かった。

HeLa-hPEPrl細胞をヌーFマウス(Balb/cnu/nu)の背部皮下に移植し

することにより担がんマウスを作製した。対照動物として、HeLa細胞の親株

を同様にマウスに移植し腫瘍を形成させた。両マウスにペプチド構造を有する

抗腫瘍薬ベスタチンおよびジペプチドの[3H]カルノシンを投与し、30分後に

血中および腫瘍そのたの組織中の薬物濃度を定量することにより、各化合物の

組織移行性を組織対血漿中濃度比(Kp値）として評価した結果、hPEPI､1を発

現する腫瘍組織におけるKp値はそれぞれ2.0および2.5と算出された。これらの

値は細胞間液のみ分布する[14C]イヌリンの値と比べ有意に高く、両化合物が腫

瘍細胞内に取り込まれていることが示された。HeLa親株細胞の移植により形

成された腫瘍ヘのペプチド化合物の蓄積が観察されたなかったことから、

hPEPr1の過剰発現による特異的な腫瘍ヘの蓄積であることが示された。

hPEPr1発現および非発現細胞へのinvitroでのベスタチンに対する感受性の

変化をMIT法により検討したところ、HeLa-hPEPr1細胞では約2"g/m1以上

の濃度において顕著な増殖抑制効果がみられた。一方mock細胞については検

討を行ったベスタチン濃度(0.22～222"g/ml)で増殖抑制効果はほとんどみ

られなかった。Invivo実験として担がんマウスにベスタチン(0.5mg/kg)を28

日間経口投与した結果、HeLa-hPEPr1を移植した腫瘍の増殖はmOck細胞の

腫瘍に比べて顕著に抑制された。これらの結果より、腫瘍細胞にhPEPrlが発

現することによりペプチド性化合物の蓄積および感受性が上昇することが示さ

れた。

PEPrlおよびPEPr2のmRNA発現量を定量解析し、腫瘍細胞の持つ輸送活

性と比較検討することを目的として、ヒト肺、乳腺、冑、結腸、膵臓、膀胱、

子宮頸部、皮層、骨あるいは白血球、リンパ球に由来する各種株化腫瘍細胞を

培養後、全RNAを調製し、リアルタイム定量PCR解析を行った。その結果、既

知の代表的なオリゴペプチドトランスポーターであるPEPI､1の発現量は白血病

細胞由来ML-1細胞で最も高く、次いでNakajimaおよびCaco-2に顕著な発現

が見られた。PEPr2は殆どの細胞に発現が見られた。これらぺプチドトランス

ポーターの発現量を放射性標識グリシルザルコシンおよびベスタチンの取り込

み活性と比較した結果、トラスポーター発現量と輸送活性とが必ずしも一致し

ないことから、新規のぺ‘プチドトランスポーターの存在が示唆された。

PEPr1発現アデノウイルスの作成し、invivoにおけるペプチド性薬物の組

織移行性改善を肝臓を用いて達成することにも成功した。



6）

7）

更に本研究期間中には、腫瘍細胞の増殖に関与するLargeneutralamino

acidtranSporterLAT1およびそのホモログであるLAT2が、血液脳関門を形成

する脳毛細血管内皮細胞にも発現することをラット初代培養脳毛細血管内皮細

胞および初代培養細胞をSV40の導入により株化したRBECl細胞を用いて明ら

かにした。これら細胞のロイシン輸送の速度論的析からLAT1およびLAT2は血

液脳関門においてシステムLとして重要な役割を持つことを明らかにすること

が出来た。

がん細胞に発現するOCTN、○ATP等のトランスポーターのクローニングな

らびに機能特性解析、種々トランスポーター群の体内動態制御への利用法につ

いての検討も行った。

本研究による成果は、以上のように腫瘍細胞に発現するトランスポート活性を利

用することにより、ペプチF様構造を有する抗腫瘍薬を腫瘍組織特異的に送達する

ことが可能であることを理論的に実証するものである。今後、PEPI､1、PEPI､2の輸

送特性を更に詳細に明らかにし、その構造認識に適合する抗腫瘍薬を開発すれば、

簡便な経口投与により腫瘍組織特異的に薬理活性を発現することが期待できると思

われる。

本科学研究費によって上述の研究を展開できたことに感謝致します。
I

発表を行った研究成果を、学術論文・学会発表に分けて以下に示します。

平成14年3月

金沢大学薬学部

教授

辻彰
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