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研究成果の概要（和文）：①目的とする高分子化 ZnPP（Hsp-32/HO-1 の阻害剤）の PEG 化 ZnPP

結合物および SMA-ZnPP ミセル剤を再現性よく合成することができた。とくに PEG-ZnPP の合成

は ZnPP にスペーサーの NH2-CH2CH2-NH2を導入して、そのアミノ基に PEG を結合させた。両者と

も EPR 効果を示したが、PEG の方が腫瘍組織への集積性は高かった。②しかし、SMA-ZnPP ミセ

ルの細胞への取り込みは PEG-ZnPP よりも 4-8 倍効率がよかった。③SMA-ZnPP ミセルは細胞内

に取り込まれた後は、レシチンなど細胞膜成分との接触により崩壊し、free の ZnPP を放出し

た。④PEG-ZnPP は腫瘍組織によく集積し、その後、その局所のプロテアーゼ（セリン型および

チオール型）により次第にアミド結合が切断され、free の ZnPP を放出した。⑤LED 光の 420nm

の照射により、in vitro の食道癌細胞 Kyse510、ATL 細胞の MT-2、CML 細胞の K562、乳癌細胞

の SW30 などに対し、殺細胞効果は増強された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We prepared two types of polymeric drugs having anti-HO-1 and 
antitumor activities, (i) PEGylated ZnPP (covalently linked ) and (ii) SMA-ZnPP micelles. 
Cell uptake was several fold faster in SMA-ZnPP micelles than PEG-ZnPP conjugates.  They 
exhibited both in vitro cytotoxicity and in vivo antitumor activity having IC50 of 1-7
μM and 10mg/kg in vivo respectively.  They also exhibited enhanced cytotoxicity to human 
tumor cells (CML cell line, K562; ATL cell line, MT-2; esophageal cell line, Kyse 510) 
in culture under the exposure to LED light at 420nm.  Mouse tumors were more effectively 
suppressed with SMA-ZnPP plus LED light at 420nm than drug alone both in vivo and in vitro.  
PEG-ZnPP conjugates (covalent) undergo hydrolytic cleavage by serine and thiol proteases 
in the tumor tissue and released free ZnPP, whereas SMA-ZnPP micelles underwent micelle 
disintegration upon the contact with to cell membrane components such as lecithin, and 
released the drug ZnPP effectively in cells.  
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１．研究開始当初の背景 
（1） Hsp90 (熱ショックの蛋白 90)はシャペ

ロン分子の一つで、Her2/ErbB2、Bcr/Abl、

p53 などオンコジーンとの重要な関係がよく

知られており、そのインヒビターは有力な制

癌剤の候補として開発が進められている。

我々は亜鉛プロトポルフィリン(ZnP)が

HO-1/HSP32 の阻害剤になり、制癌作用を発現

することをはじめて見出しており（Cancer Re. 

2003）、本研究はそのことに基づき制癌剤の

開発を目的とする研究である。 

PEG-ZnP の特長の第 1 として我々は、その

腫瘍集積性を上げる目的のため PEG 化(→

PEG-ZnP となし )し [Bioconj. Chem. 13, 

1031-1038 (2002)]、ZnP の腫瘍集積性を高め

ることができた。事実 PEG-ZnP の腫瘍/血液

比は(T/B)>13 と優れている[Cancer Res. 63, 

3567-3574 (2003); J. Drug Targeting 15, 

496-506 (2007)]。ZnP を投与すると抗酸化能

の強いビリルビン生成が抑えられ、それによ

る癌細胞の抗酸化能が低下し、細胞はアポト

シスになることを発見した[Cancer Res 63, 

2003; Int. J. Cancer 2004: Apoptosis, 

2004]。 

（2）さらに興味深いことに CML 等の白血病

関連細胞を用いた研究から、PEG-ZnP 処理に

よ り bcr-abl の oncogene の 発 現 の

suppression がみられ、1～10μM の ZnP でア

ポトシスに至った[Kondo R.etal Blood, 2007 

& 2008]。 

特長として、PEG-ZnP 処理によって、他の

制癌剤との併用で in vitro 系において感受

性が上がることがわかってきた[Int. J. 

Cancer 109, 1-8 (2004); Apoptosis 9, 27-35 

(2004)]。 

また、PEG-ZnP 投与投与 24 時間後、ZnP が EPR

効果により腫瘍に充分集積したところで内

視鏡光を照射すると腫瘍部で一重項酸素が

発生し、DMBA 誘発乳癌は完全に壊死し、著し

い治療効果を示した[Bioconj. Chem., 13, 

1031-1038 (2002)]; Bioconj. Chem. 18, 

494-499 (2007);J. Drug Target. 15, 496-506 

(2007)]。この光照射は 600nm のレーザーで

はなく、通常の>400nm の xenon 光源による一

重項酸素の生成による画期的な癌治療法と

なる可能性を示している。 

 
２．研究の目的 

本研究目的は画期的な制癌剤を開発する

こと。その条件として毒性がなく、腫瘍に集

中し、多くの癌腫にユビキタスに有効な性質

が求められる。製造コストも安いことが必要

である。(今日の分子標的薬の多くは単独で

はほとんど無効で、３剤併用で１～３コース

で２～数千万円という話もあり、しかも効果

が保証されていないのが現状である)。 本研

究は PEG 化プロトポルフィリン（PEG-ZnPP)

および SMA-ZnPP ミセル化剤という新規の高

分子型制癌剤を作成し、in vitro、in vivo

の抗腫瘍効果を明らかにするとともに、薬理

学的な本物質の動態を明らかにする。 

 

(1) ヒト食道癌をヌードマウスに移植し、そ

れに対し PEG-ZnP 単体、さらに、それに加え

内視鏡光源照射併用における効果を検討す

る。 

(2) ヒト食道癌細胞 Kyse510その他を用いヌ

ードマウスの xenograft モデルをもとに、薬

剤濃度、投与頻度(間隔)/月、光照射の dose

等を考慮した、ヒトの臨床をめざした投与ス

ケジュールを系統的に検討する。 

(3) 両 ZnPP の高分子製剤の腫瘍での集積性

と腫瘍細胞への取り込みを検討する。 

(4) bcr/abl の高発現が考えられるヒト

blioblastoma 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の

malignant melanoma お よ び 、

imanitib(Gleevec)耐性 CML 等について、in 

vitro における活性の検討を行う。さらにヒ

トがん細胞の xenograft モデルの in vivo 

の系で内視鏡光源照射群もあわせ検討する。

HO-1 および、Abl/Bcr の Western および

ELISA によるこれらの蛋白の発現抑制の定

量を行う。 

 

３．研究の方法 
(1)既報により PEG 化 ZnP を合成した。ZnP と

の結合には H2N-(CH2)2-NH2のスペーサと活性

化 PEG2000 を使用。[Bioconj. Chem., 13, 

1031- 1038(2002)] 

(2)PEG-ZnP の Dose limiting toxicity を検



討。マウス/ラットでの iv, ip, po 投与後、

動物の生死、肝･腎機能、血液像、体重など、

および vital organ の病理学などを中心に行

った。 

(3) 腫瘍への集積および細胞への取り込みは

ZnPPをエタノールで抽出し、その蛍光強度（励

起光 425nm、蛍光 560nm）で定量する。また、

コンフォーカル顕微鏡で追跡する。 

(4)すでに in vitro で一部で明らかにしてい

る cisplatin, doxorubicin 以外の制癌剤と

の併用投用により、in vivo の相乗効果を検

討する。 

(5)In vivo/ vitro で内視鏡光源(xenon 光)

とPEG-ZnPとの併用によるDMBAによる化学発

がん(乳がん)モデルを用い、より詳細な治療

効果を検討する。あわせ ESR により、一重項

酸素の生成を定量する。 

(6)腫瘍細胞への PEG-ZnP の uptake を放射標

識 PEG-ZnP、及びその自家蛍光にもとづき定

量する。 

 

４．研究成果 

(1)SMA-ZnPP ミセル（以下 SZP）と PEG-ZnPP 

conjugate（以下 PZP）の HPLC による解析で

は シ ン グ ル ピ ー ク を 示 し た 。 ま た 、

MALD-TOF-MS では、93％が diPEG-ZnP であっ

た（図 1 A,B）。これらの分子量分布をセファ

クリル HR300 およびセファロース 4B のゲル

クロマトにより、これらのみかけ上の分子量

は SZP が 158KDa、PZP が 29.3KDa であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)PZPおよびSZPの細胞内への取り込みを慢

性骨髄性白血病細胞 K562 を用い、コンフォ

ーカルレーザー顕微鏡にて測定したデータ

を図 2A,B に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2B 
 

 

 

 

 

 

 
120 min 

ｲﾝｷｭﾍﾞｰｼｮﾝ  

 

(3)PZP の静注後の体内分布を図 3に示す。腫

瘍部への集積は肝臓、脾臓の次いで高値で、

腸、腎臓、心臓、筋肉の約 6倍であった。し

かしながら、SZP の 30％ Loading では弱く、

10～15％では腫瘍部に多く見られ、8％以下

の ZnP は目下検討中である。 
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図 3 
Body distribution of PEG-ZnPP at 96hr after i.v. injection 

(4)In vivo 抗腫瘍効果を ddy マウスの S-180

腫瘍で検討した結果を図4に示す。これにLED 

420nmを30分光照射したものではさらに抗腫

瘍効果は強かった。 図 1A 図 1B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)PZP に対する腫瘍ならびに肝臓のホモゲ

ネート上清による分解を HPLC を用いて、分

解物のピーク生成度合いの割合から図 5A-C

のようなプロテアーゼによる分解スキーム

と推定した。 
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図 5A.各組織ホモジネートを用いた Peak3 の経時的変化 

2mg protein/mL 組織抽出物 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

図 5B. 腫瘍ホモジネートによる Peak 3 の生成 

PI＝protease inhibitor (PMSF+leupeptin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5C. 腫瘍ホモジネートによる Peak 4 の生成 

PI＝protease inhibitor (PMSF+Leupeptin) 

 

(6)各種培養癌細胞に対する効果を表１に示

す。 
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