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研究成果の概要（和文）：本研究においては、変換酵素別のプロドラッグ代謝モデル臓器細胞を作成するととも
に、実際にプロドラッグの合成を行うことで、プロドラッグの構造と変換酵素の構造活性相関の検討も試みた。
プロドラッグ変換酵素発現細胞と新規策定したプロドラッグである、アトルバスタチンプロドラッグ、インドメ
タシンプロドラッグ、ハロペリドールプロドラッグの代謝活性化を検討した結果、構造あるいは電子密度の違い
により、加水分解活性能が変化することを明らかにし、構造活性相関に関わる新規の知見を得た。この結果は、
臨床医薬品開発におけるリード化合物の最適化に伴う構造活性相関の知見として、プロドラッグ設計に関する有
用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we also attempted to study the structure-activity 
relationship between the structure of the prodrug and the converting enzyme by creating a prodrug 
metabolism model organ cell for each converting enzyme and actually synthesizing the prodrug. As a 
result of examining metabolic activation of atorvastatin prodrugs, indomethacin prodrugs, and 
haloperidol prodrugs, which are prodrugs that express prodrug conversion enzymes and newly 
formulated prodrugs, hydrolytic activity changes depending on differences in structure or electron 
density To obtain new findings related to structure-activity relationships. As a result of this 
result, useful knowledge on prodrug design was obtained as knowledge of structure-activity 
relationship accompanying optimization of lead compounds in clinical drug development.

研究分野： 薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究の結果、構造、あるいは電子密度の違いにより、加水分解活性能が変化することを明らかにし、さら
に置換基の違いによる加水分解活性の変化を明らかにし, 構造活性相関に関わる新規の知見を得た。したがっ
て、臨床医薬品開発におけるリード化合物の最適化に伴う構造活性相関の知見として、各臓器で効率的に代謝活
性化されるプロドラッグ設計に関する有用な知見が得られ、新規創薬に有用な知見を与えるものと考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在、プロドラッグの開発において生体内の主要な変換酵素である carboxylesterase 

(CES), butyrylcholinesterase (BuChE), arylacetamidodeacetylase (AADAC), 
cholesterolesterase (CholE)および paraoxonase (PON)の種差、臓器差が大きな問題とな
っている。そこで本研究では、この問題を解決するために、それぞれの変換酵素について、
ヒトと動物間での基質特異性の差異を調べることにより、変換酵素別にヒト型モデル動物
の可能性を探ることが出来る。また、DNA メチル化、マイクロ RNA による発現抑制や特異的
転写因子の差異を調べる事により、臓器特異的発現機構についても明らかにすることが出
来る。この結果、変換酵素別のプロドラッグ代謝モデル臓器細胞の作成が可能となり、研
究当初から、これを用いることにより新規プロドラッグの迅速な開発が可能となると考え
て検討を行ってきた。 

 
２．研究の目的 
プロドラッグの変換酵素の中の代表である CES は、エステルやアミド結合を有する化合
物を効率良く加水分解することから、近年バイオアベイラビリティーの改善や副作用の軽
減を目的として開発されてきたプロドラッグの代謝活性化において、極めて重要な役割を
果たしている。ヒトにおいては、主要なアイソザイムである CES1 ファミリーと CES2 フ
ァミリーの間にプロドラッグの構造に基づいた明確な基質特異性の差異がある。例えば
CES1 は肝臓のほかに肺や脳毛細血管内皮細胞にも発現しているが、小腸上皮粘膜細胞およ
び腎臓には発現していない。CES の臓器特異的発現は、生体内での代謝活性化部位を特定
できるため、プロドラッグ創薬においては極めて重要な意味を持つものと考えられている。
また、これまでのプロドラッグの研究が、既に市販されている薬物を中心に行ってきたた
め、構造活性相関を調べる場合に限界が見られた。 
そこで本研究においては、変換酵素別のプロドラッグ代謝モデル臓器細胞を作成すると

ともに、実際にプロドラッグの合成を行うことで、プロドラッグの構造と変換酵素の構造
活性相関の検討も試みた。プロドラッグ変換酵素発現細胞と新規策定したプロドラッグで
ある、アトルバスタチンプロドラッグ、インドメタシンプロドラッグ、ハロペリドールプ
ロドラッグの代謝活性化を検討した結果、構造あるいは電子密度の違いにより、加水分解
活性能が変化することを明らかにし、構造活性相関に関わる新規の知見を得た。この結果
は、臨床医薬品開発におけるリード化合物の最適化に伴う構造活性相関の知見として、プ
ロドラッグ設計に関する有用な知見が得られた。 
 
３．研究の方法 
アトルバスタチン、インドメタシン、ハロペリドールを基本骨格とし、エステルやアミド、チ

オエステル誘導体を合成した。それらを CES、AADAC および PON 存在下で加水分解し、代

謝物の量を HPLC で定量した。ヒト CE1A1,CeS2A1,ヒト AADAAC、hito PON3、マウス

mCES1 およびカニクイザル mfCES1 については、各々の肝蔵より cDNA クローニングし、

pTargetベクターに組換えた cDNAを、Trans IT-293 試薬でHEK293細胞に transfectionし、

72 時間後に細胞を採取したものを用いた。 
 
４．研究成果 
１）アトルバスタチンプロドラッグ 

 アトルバスタチンプロドラッグの研究において、hCES1 では、メチルエステルまたはエチル

エステルにおいては高い活性が見られたが、炭素鎖が長くなるにつれて、鎖長依存的に活性は

低下した。また、mCES1 は、炭素数による加水分解活性の変化はほぼ確認されず、hCES1 に

比べ、分子サイズを認識しにくい可能性が示唆された。そして、mfCES1 はメチルエステルに

おいて最も高い活性を示したものの、エチルエステルからブチルエステルにかけては若干の増

加が見られた。ペンチルエステルからデシルエステルにかけて活性は減少し、hCES1 とは異な

る鎖長特異性を持つことが確認された。種を通じて CES1 は、メチルエステルの加水分解活性

が最も高く、それ以外のエステルにおいてはブチルエステルにおいて比較的高い活性を持つこ

とが示唆された。次に電子密度について、ヘキサフルオロイソプロピル (HFP)とイソプロピル



を比較したところ、HFP の方が、hCES1 では 2.4 倍、mCES1 では 6.6 倍、mfCES1 では 4.5

倍ほど活性が高くなった。結果として hCES1 の方が、mCES1 や mfCES1 よりもフルオロ基

による活性の変化が少ないことが確認できた。この結果より加水分解速度は、基質の構造およ

び電子密度に依存することが明らかになった。 

 

 
 

 
 
 
さらに、アトルバスタチンのラクトン環を有するプロドラッグに関しては、PON3 により効率的
に活性化されることが、初めて、明らかとなった。 
 
２）インドメタシンプロドラッグ 

 

インドメタシンプロドラッグの合成において、体内でのプロドラッグの効率的な活性化の

ために代謝酵素に対するプロドラッグの親和性を考慮することが必要であると考えて実験

を行った。これまで、化学的性質を考慮して多くのプロドラッグが合成されてきたが、代

謝酵素の基質認識能などの生物学的性質を考慮した構造設計に関する研究はほとんどなさ

れていない。ここでは、ヒトカルボキシルエステラーゼ 1（hCES1）によって代謝的に活性

化されるインドメタシンプロドラッグの合成を行った。合成したプロドラッグを、ヒト肝

ミクロソーム（HLM）、ヒト腸ミクロソーム（HIM）およびヒトカルボキシルエステラーゼ

１（CES1A1）の溶液中で加水分解反応を行い、これらのプロドラッグの加水分解活性を評

価し、解明するために酵素化学的パラメータを調べた。 CES1A1 の基質認識能はインドメ

タシンエステルの立体障害および立体化学に応じて大きく変化することが見出された。さ

らに、CES1A1 によって触媒される加水分解反応において、化学的に高い反応性を有するｎ

−ブチルチオエステルのＶｍａｘ値は、ｎ−ブチルエステルのそれよりも有意に低かった。

これらの結果、インドメタシンエステルプロドラッグが、ヒト小腸ではなくヒト肝蔵で効

率良くに加水分解されるので、肝臓において特異的な代謝活性化の可能性を有することを

示した。CES1A1 のインドメタシンプロドラッグの加水分解活性はエステルの隣接炭素上の

立体障害に応じて大きく変化することを示唆した。さらに、CES1A1 のキラル認識能力に関

する新たな知見が得られた。単純なアルキルエステルでも、R体と S体の加水分解活性に

は 2.1 倍の差があった。 1-フェニルプロピルエステル 2f のようなフェニル基を持つ基質

では、R体と S体の加水分解活性の間に 10.2 倍の加水分解活性の差があった。チオエステ

ルの Vmax 値はエステルのそれよりも低いが、チオエステルはエステルのそれよりも高い

CLint 値を有する。これらの結果は、エステルプロドラッグの構造と代謝活性化速度との

間の関係に関する重要な情報を提供する。 
 



３）ハロペリドールプロドラッグ 
水酸基またはカルボニル基を化学修飾した 2種類のハロペリドールプロドラッグを合成し、
それらの代謝活性化能をヒト肝ミクロソーム（HLM）溶液、ヒト小腸ミクロソーム（HIM）
溶液およびヒト組換え体において評価した。カルボキシルエステラーゼ（hCES）溶液。 HLM
溶液中のアルコールエステルプロドラッグの代謝活性化率は、hCES2 溶液中のそれと類似し
ており、ハロペリドールペンタノエートおよびハロペリドールヘキサノエートは、合成さ
れたアルコールエステルプロドラッグにおいて高い代謝活性化率を示した。さらに、ハロ

ペリドールアセテートおよびハロペリドール２−メチルブタン酸はハロペリドールデカノ
アートと同じくらいゆっくり加水分解された。小鎖または分岐鎖を有するハロペリドール
プロドラッグが徐放用のプロドラッグとして有用であることが示唆された。 ＨＬＭ溶液中
のエノールエステルプロドラッグの代謝活性化速度は、ｈＣＥＳ１溶液中のそれと類似し
ており、ｈＣＥＳ２によって代謝的に活性化されたアルコールエステルプロドラッグとは
異なる挙動をすることが見出された。 
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