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温熱療法による癌治療を目指した磁性ナノ粒子と
酵素阻害剤複合体の合成研究
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要旨

我々は，手術や薬物療法に比べ QOL に優れた癌治療として
知られる温熱療法に着目した．磁気照射により患部を加温する
温熱療法は手軽で副作用の軽減が期待できるが，腫瘍組織選択
的に加温する技術が開発されていないため普及が滞っている．
そこで，腫瘍細胞特異的に集積し，かつ磁気照射により発熱す
る分子標的型磁性体分子として，磁気により発熱する磁性体ナ
ノ粒子と癌細胞に多く存在する酵素（例えばスペルミジン / ス
ペルミン N1 アセチル転移酵素：SSAT）と親和性の高い化合物

（例えばノルスペルミン誘導体）を共有結合させた複合体を設
計した．本研究では，ノルスペルミン誘導体と鉄ナノ粒子を繋
ぐ連結部［ポリエチレングリコール（PEG）構造：（OCH2CH2）n］
が SSAT 酵素との親和性に与える影響を調べるため，n = 4, 6
の PEG 連結部を持つ複合体モデルを 2 種合成し，Biacore を用
いて SSAT との親和性を評価した．その結果，両化合物共に数
μM の親和性で SSAT と結合し，連結部の長さがより短い複合
体（n = 4）の方が若干ながら強く酵素と結合することが示唆
された．また，今回合成した複合体と BSA（牛血清アルブミン）
との間では殆ど相互作用が見られなかったことから，この複合
体はある程度の分子識別能を有しており，SSAT 特異的に結合
する可能性があることを確認した．
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序論

プトレスシン（PUT）･ スペルミジン（SPD）･ スペルミン（SPM）
は，生物界に広く存在する生体ポリアミンであり（1），核酸との
相互作用により核酸・タンパク質合成を促進し，細胞増殖因子
として機能する（2）．正常細胞では各ポリアミン濃度比は相互代
謝酵素により厳密に制御されており，一定量以上蓄積するとア
ポトーシスを起こす（3）．腫瘍細胞ではポリアミンの合成は特に
亢進しているが（4），SSAT をはじめとするポリアミン代謝酵素（5）

も過剰産生しているため，アポトーシスが起こりにくいと考え
られている（6）．また，癌温熱療法（7）は，腫瘍組織が正常組織に
比べて熱に極めて弱い（8）という性質に基づき古くから行われ
てきた治療法であるが，腫瘍組織だけを加温する技術が未だ確
立されていないため，現在は手術・薬物療法等の併用療法が主
に使用されている．今回，磁性体ナノ粒子・酵素阻害剤複合体
A として，入手容易な鉄ナノ粒子に既知の SSAT 阻害剤（9,10）で
あるダンシルノルスペルミン（SSAT に対するミカエリス定数
Km （μM） は以下の通りである．スペルミジン：Km = 26，ダン
シルノルスペルミン：Km = 10）を PEG 鎖で連結させた化合物
の合成を計画した（図 1）．SSAT 酵素阻害剤の分子構造を複合

体に組み込む分子設計により，鉄ナノ粒子を腫瘍細胞特異的に
送達し，外部より交流磁場を当てることでナノ粒子を活性化し
癌組織だけを特異的に加温（11）することを目標として研究に着
手した．SSAT は細胞内に存在するため（12）磁性体ナノ粒子・酵
素阻害剤複合体の（i）生体内での安定性と（ii）癌細胞内への取
込効率が問題となる．正常細胞に比べて細胞膜が粗いがん細胞
は，分子サイズが 20 〜 100 nm の分子を効率よく取り込むこと
が知られている（EPR 効果（13））．よって金属磁性体ナノ粒子の
分子サイズを調整することで確実に癌細胞内へ送達できると考
えている．また，この複合体は温熱療法という面だけでなく，
SSAT 酵素と強く結合することで腫瘍細胞のアポトーシスを促
す（14）化学療法の面を持つこと，さらに熱ショックタンパク質

（HSP）が生成される点で免疫治療（15）の面もあり，これら 3 つ
の相乗効果が期待される．

図 1. 鉄ナノ粒子・SSAT 酵素阻害剤複合体 A

目的

本研究では，最終目標である鉄ナノ粒子－ SSAT 阻害剤複合
体の合成・評価を行う前段階の重要な検討事項として，以下の
2 点を設定した．
（1）鉄ナノ粒子と酵素阻害剤を連結する PEG 部位の長さが

SSAT との親和性に与える影響および最適な連結部位の長さに
ついて
（2）設計した複合体と SSAT との特異的結合性について
また，これらの評価を行うことによって，設計した複合体へ

のフィードバックが可能であると考えた．

方法

（1）SSAT との相互作用解析には Biacore（16）を用いて行うこ
ととした．Biacore は，表面プラズモン共鳴（SPR）（17）の光学現
象を利用して，分子間の相互作用を解明するシステムであり，
センサーチップにリガンド（または酵素）を固定し，アナライ
トとして酵素（またはリガンド）を流した際のレスポンス（RU
値）や得られる KD 値（解離定数）から相互作用を評価するこ
とができる．KD 値は，解離速度定数（kd）を結合速度定数（ka）
で割った値であり，値が小さいほど SSAT と強い相互作用があ
ると判断できる．KD 値が得られる別の分析手法として，ITC
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（Isothermal Titration Calorimetry）（18）が知られているが，酵素や
リガンドをより少ない使用量で測定が可能である Biacore を採
用した．また SSAT の方が分子量が大きいことと構造上の特徴
から，合成した複合体をセンサーチップに結合させ，アナライ
トとして SSAT を流すことにした．センサーチップへの複合体
の固定化はストレプトアビジン（SA）を利用することにした．
そこで，複合体 A の鉄ナノ粒子部位をビオチンに置き換えた
モデル化合物（図 2）の合成を計画した．また，モデル化合物
の PEG の長さについては，n = 4（化合物 1）と n = 6（化合物 2）
の 2 種類を選択した．
（2）設計した複合体はポリアミン部位を有しており，生体内

に存在する多様な酵素と非特異的に相互作用することが懸念さ
れる．そのため，比較実験として SSAT の代わりに牛血清アル
ブミン（BSA）をアナライトとして流し，酵素特異性の評価を
行うこととした．

図 2. Biacore 測定用のモデル化合物 1, 2

結果

モデル化合物の合成について
化 合 物 1, 2 に つ い て， 図 2 に 示 す 通 り 2 箇 所 で 切 断 し，

fraction A, fraction B, fraction C とした．それぞれの部位につい
て，化合物 A, B, C を合成し，各々を結合することで化合物 1, 
2 を合成した（図 3）．すなわち，化合物 A は市販のビオチン（a1）
を出発原料として用い，DMF 中で N-Boc-ethylenediamine と縮
合条件で処理してアミド結合を作った後，Boc 基を脱保護して
合成した．化合物 B は，化合物 b1 を塩基性条件下，ブロモ酢
酸 t- ブチルと DMF 中で処理してアルキル化し，t-Bu エステル
を酸性条件下脱保護して合成した．化合物 C は，化合物 c1 の
アミノ基を Cbz 化した後，スルホン酸部位をスルホン酸クロ
リドに置換した化合物 c2 へと誘導した（19）．その後，市販のノ
ルスペルミンから別途合成した化合物 c3（20）と縮合させ，最後
に Cbz 基を脱保護して化合物 C を合成した．これら化合物 A, B, 
C を順次連結し，最後に c3 由来の 3 つの Boc 基を脱保護して
化合物 2（n = 6）とした．同様の手法で，化合物 1（n = 4）も
合成することができた．

Biacore の測定結果について
化合物 1（n = 4）および化合物 2（n = 6）の Biacore を用い

た測定結果をそれぞれ図 4，図 5 に示す．化合物 1（n = 4），化
合物 2（n = 6）ともによいレスポンスを示すことがわかる．

 
図 3. モデル化合物の合成 

図 4. 化合物 1（n = 4）のセンサーグラム，縦軸：Response (RU)，横軸：時
間（秒），濃度上から 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 (nM).
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図 5. 化合物 2（n = 6）のセンサーグラム，縦軸：Response (RU)，横軸：時
間（秒），濃度上から 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 (nM).

合成した化合物と BSA との相互作用について
BSA（牛血清アルブミン）は，多数の結合部位を有するため

非特異的に低分子化合物と相互作用することが知られており，
比較実験として一般的に用いられるタンパク質である．

化合物 2（n = 6）を固定化したセンサーチップに BSA をア
ナライトとして流した際の測定結果を図 6 に示す．

図 6. BSA を使用した際のセンサーグラム，縦軸：Response (RU)，横軸：時
間（秒），濃度上から 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 (nM).

特異的な結合が存在する場合は，図 4，5 のように特徴的な
台形型のセンサーグラムが得られるのに対し，BSA を用いた
場合は異なるセンサーグラムが得られた（図 6）．これらの結
果より，BSA と化合物 2（n = 6）は特異的な相互作用をしてい
ない可能性が高いと考えられる．一部，RU 値が上昇している
部分が観測されるが，これはセンサーチップ表面に BSA が乗っ
た影響だと考えられる．

考察と結論

上記の実験で得られた結果を用いて，（1） 合成した化合物 1, 
2 の連結部（PEG）の長さが酵素親和性に与える影響と，（2） 
SSAT 酵素以外の異なる酵素との親和性を比較することでその
特異的結合性についても評価した．
1） PEG 鎖長（n）の SSAT 親和性への影響

ビオチン - 酵素阻害剤複合体 1, 2 を用いて得られたセンサー
グラム（図 4，5）はアナライトの添加に伴い急激なレスポン
ス変化を示したため，カイネティクス解析による反応速度定数
の導出はできなかった．そこで，添加したアナライト濃度を横
軸に，レスポンス（RU）を縦軸に取って用量反応曲線による解
析を行った．その結果，レスポンスはアナライト濃度依存的に
増加し，さらに高い濃度では傾きが減少する様子が認められ，
典型的な双曲線型結合曲線となると考えられた（図 7，図 9）．

化合物 1 （n = 4）について

図 7. 化合物 1 の用量反応曲線

図 8. 化合物 1 とレスポンス値の両逆数プロット
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最も単純な 2 分子結合モデルを表す式１を用いて解離定数を
求めた．

R = Rmax × A/（KD + A）　（式 1）
ここで，A はアナライト濃度，R はレスポンス値，KD は解

離定数，Rmax は最大レスポンス値を示す．この式を用いて，
反復非線形回帰により計算した結果，KD = 0.90 （μM），Rmax = 
251 （RU）と求めることができた．また，化合物 1 については，
Biacore 測定で有効なサンプル数が 1 であったため，異なる近
似方法による解離定数の導出も検討した．すなわち，式 2 の逆
数を取ると，

1/R = （KD/Rmax） × 1/A + 1/Rmax　（式 2）
となり，アナライト濃度の逆数とレスポンスの逆数は直線関係
が成り立つ．図 8 に示すように，横軸をアナライト濃度の逆数，
縦軸をレスポンスの逆数としてプロットし，式 2 を用いて線形
近似を行ったところ，グラフの傾き KD/Rmax = 0.00337，切片
1/Rmax = 0.00295 より，KD = 1.14 （μM）, Rmax = 339 （RU）と
求められ，式 1 で求めた値と近い値が得られた．

化合物 2 （n = 6）について

図 9. 化合物 2 の用量反応曲線

化合物 1 と同様に式１を用いて反復非線形回帰により計算し
た結果，KD = 1.99 （μM）, Rmax = 1770 （RU）と求めることが
できた．化合物 2 については，Biacore 測定において複数のサ
ンプルで同様の結果が得られた．

以上の解析によって導き出された KD 値の比較から，僅かで
はあるが化合物 1（n = 4）の方が SSAT との酵素親和性が高い
ことが判明した．しかしながら，今回測定した n = 4, 6 以外の
n = 2, 8, 10 や更に長い n = 20 については測定を行っていないこ
とから，n = 4 との優劣が不明なため今後の課題である．また，
ノルスペルミン構造を分子内に装着しているため，毒性の有無
の検証も必要と思われる．
2） ビオチン - 酵素阻害剤複合体の SSAT との特異的結合形成

今回合成した分子と酵素 SSAT が特異的に結合しているか否
かについては，牛の血中に存在する代表的な酵素である BSA
と複合体との間にほとんど相互作用が見られなかったことから

（図 6），設計分子は SSAT と特異的に結合する可能性があると

結論づけた．
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Abstract

We focused on thermotherapy, which is considered a superior can-
cer treatment with good QOL rather than surgical operation and che-
motherapy using anticancer drugs. Thermotherapy is inexpensive and 
expected to reduce adverse side effects, since the treatment involves 
warming up the tumor tissue by utilizing heat generated from mag-
netite subject to magnetic irradiation. However, thermotherapy is not 
popular because tumor-selective heating is difficult using the present 
methodology. Therefore, we designed tumor-targeted magnetic mol-
ecules comprising magnetic iron nanoparticles and norspermine de-
rivatives, because such polyamine derivatives exhibit high affinity for 
the enzyme SSAT, which is particularly highly expressed in tumor tis-
sues. In this work, we synthesized two model norspermine derivatives 
bearing tethers with different lengths （polyethylene glycol （PEG）, 
-（OCH2CH2）n-, n = 4 and 6）, and estimated their affinities for SSAT 

using Biacore. We found that the designed model norspermine deriv-
atives （n = 4 and 6） showed similar affinity to SSAT. By contrast, the 
synthesized model compounds showed almost no interaction with bo-
vine serum albumin. These results suggest that the magnetic nanopar-
ticle conjugates we have designed will form specific interactions with 
SSAT.
Key words: Cancer therapy, Hyperthermia, Spermidine/spermine 
acetyltransferase, SSAT inhibitor-biotin conjugate, Biacore
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