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研究成果の概要（和文）：ヒドロキサム酸タイプのヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDI）は、血中半減期が極めて
短く、そのことが広範な固形がん等への適用を妨げている。この欠点を克服するため、ヒドロキサム酸部位をPEG化ペ
プチドにより保護し、さらにその分子を安定ミセル化したPEG-peptide-SAHAミセル製剤を合成した。この分子を固相法
により合成した後にミセル化し、分子間SS結合で安定化し、平均直径40nmのナノ粒子とした。このミセルは高い血中安
定性を示すことが示唆された。さらに、ヒト結直腸がん細胞HCT116の増殖抑制活性を有し、48時間後のその効果は、同
濃度の未修飾SAHAのそれに比べて高かった。

研究成果の概要（英文）：Since the hydroxamate type histone deacetylase inhibitor (HDI) like SAHA is 
readily degraded in physiological conditions, it has low bioavailability and is not applicable to the 
solid cancer so far. In order to overcome this drawback, we protected hydroxamic acid moiety with a 
polyethylene glycol (PEG) peptide conjugate and form micelle expecting to provide stealth effect and EPR 
(enhanced permeability and retention) effect to prolong the blood retention and to enhance the drug 
accumulation to the cancer tissue. PEG-peptide-SAHA is synthesized with coupling of SAHA with PEG-peptide 
prepared by solid-phase method. Micelles, whose average diameter is 40 nm, were formed and the molecules 
in the micelles were linked each other with S-S bonds to stabilize them. Retention of the molecule in 
blood, as well as anti-proliferative activity of PEG-peptide-SAHA micelle was higher than that of intact 
SAHA, indicating that PEGylated SAHA can efficiently act as prodrug of HDI.

研究分野：医薬品化学
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１．研究開始当初の背景 
 現在開発されているヒストン脱アセチル
化酵素阻害剤（HDI）は、酵素の亜鉛に結合
する部位の化学構造の違いから、ヒドロキサ
ム酸型、ベンズアミド型、チオール型、脂肪
酸型、エポキシケトン型などに分類されてい
る。これらの型の違いが、阻害活性のアイソ
ザイム特異性に関連していることが知られ
ている。これらの HDI のうち、ヒドロキサム
酸型の vorinostat が皮膚 T 細胞リンパ腫に
対する経口治療薬として、米国食品医薬品局
（FDA）で 2006 年に承認されている。我々も
10 年来、抗がん剤としての HDI 候補化合物の
開発研究を進めてきた。それと同時に HDI の
エピジェネティックな遺伝子発現制御効果
を利用した機能分子の創製にも取り組んで
きた。最近はプロドラッグ化 HDI をリポフェ
クションエンハンサーとして、商品化に向け
た開発も進めている。 
 今後 HDIを抗がん剤として広く適用拡大し
ていくために求められる改善点は、①血中安
定性の向上、②血中滞留性の向上、③固形が
んへの集積効果などである。特に、臨床応用
が最も進んでいる、ヒドロキサム酸型 HDI の
血中半減期が1時間以内と極めて短いことか
ら、この点の改善が切実に求められる。 
 
２．研究の目的 
我々は抗がん剤としてのHDI候補化合物の
創製と探索を行うと同時に、HDI のエピジェ
ネティックな遺伝子発現制御効果を利用し
た機能分子の創製に取り組んできた。今後
HDI が固形がんを標的とした抗がん剤として
広く適用されるためには、現状の問題点を克
服する、新たな展開が必須となる。そこで、
本研究では、本剤の弱点である血中安定性の
改善と EPA 効果の併授を期待した、高分子キ
ャリア－HDI 複合体を合成し、その効果を評
価する。また、その発展型として、HDI のが
ん細胞特異的な遺伝子発現増強効果を加味
した、高分子遺伝子キャリア－HDI 複合体に
よる、がんの遺伝子治療との相乗効果の可能
性を探る。 
 
３．研究の方法 
本研究課題の実験は、化合物の有機化学合
成、製剤化、生物学的試験からなる。いずれ
も、当該研究体制においては、今までの研究
課題の遂行の過程で十分に確立された方法
である。研究開始当初においては、すでに合
成が完了している HDI-ポリエチレングリコ
ール(PEG)-脂質をリポソーム製剤化し、それ
らのがん細胞に対する効果や、マウス
Xenograft モデルにおける、がん細胞縮退効
果を評価する。さらに、各種 PEG 化 HDI を合
成し、同様の評価を行い、これらに効果が認
められる場合、血中滞留性や EPR 効果の有無
について詳しく調べる。その後、PEG 化 HDI
のバリエーションをさらに増やし、その効果
を基に、構造の最適化を行う。 

 
４．研究成果 
当初は 4arm-PEG に vorinostat（SAHA）を
縮合した化合物、4arm-PEG-SAHA を合成した
が、これはSAHAが外側に結合しているため、
血中投与後、瞬時に SAHA 分子が解離してし
まい、製剤としての機能を果たせなかった。 
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この結果を受けて、次に、ミセル構造を形
成させ SAHA を内側に配置することで、酵素
による解離を防ぎ、ジスルフィド結合の導入
で希釈によるミセルの崩壊を回避すること
を期待した化合物、(PEG-Cys-SAHA)2を合成し
た。SAHA の製剤中への内包化とジスルフィド
結合の導入によって血中安定性は向上した
が、1分子中の SAHA とジスルフィド結合の数
が少なく、優れた効果を発揮するには至らな
かった。 
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(PEG-Cys-SAHA)2 

 
そこで、これらの結果を踏まえた改善策と
して、PEG-SAHA の分子間にペプチドを導入す
ることで、複数のジスルフィド結合でミセル
を強固にすると共に、SAHA の結合数を増加さ
せることにした。これにより、製剤ミセルと
しての血中での安定性と抗腫瘍効果の向上
が期待できると考えた。 

 

PEG-peptide-SAHA micelle 
 
(1) PEG-peptide-SAHA の合成 
Alko Resin または TrtA-PEG Resin を用い
た固相合成により、ヘキサペプチド H-Gly- 
Cys-Cys-Glu-Glu-Glu-Resin を合成し、最後
に PEG を縮合した。TFA/H2O で樹脂から化合
物を切り出し、精製し 67.2％の収率で
PEG-peptide を得た。このペプチドの C 末端
および、Glu側鎖のカルボキシ基に、SAHAを、
縮合剤 DIPCI を用いて縮合した。精製はゲル
濾過クロマトグラフィーで行い、目的の化合
物 PEG-peptide-SAHA を 64.8%の収率で得た。 
 
(2) PEG-peptide-SAHA のミセル化 



PEG-peptide-SAHA に 60℃に加温した水を
加えて、ミセル化した後、ヨウ素を加えてジ
スルフィド結合を形成させた、透析膜を用い
て精製し、PEG-peptide-SAHA micelle を
37.2%の収率で得た。化合物は、MALDI-TOF-MS
と NMR を用いて確認した。 
 
 (3) 細胞増殖抑制活性試験 
ヒト大腸がん細胞 HCT116 に PEG-peptide- 
SAHA micelle 、 PEG-peptide (monomer と
micelle)、SAHA を添加し、薬剤添加 24,48,72
時間後に WST-8 assay を行って、細胞増殖抑
制活性を調べた。 
 

 
Fig. 1 薬剤添加 24 時間後の細胞生存率 
 

 

Fig. 2 薬剤添加 48 時間後の細胞生存率 
 

 

Fig. 3 薬剤添加 72 時間後の細胞生存率 
 
薬剤添加 24 時間後の PEG-peptide-SAHA 
micelleはSAHAに比べて明らかに活性が低い
結果となった（Fig. 1）。しかし薬剤添加 48、
72 時間の PEG-peptide-SAHA micelle は SAHA
と比べて有意な差を示した（Fig. 2, 3）。ま
た PEG-peptide と PEG-peptide micelle の両
薬剤は添加後 72 時間経過しても細胞毒性を
示さなかった（Fig. 4）。 

 

 

Fig. 4 薬剤添加 72 時間後の細胞生存率 
 
PEG-peptide は固相合成によって合成した
が、固相法に用いる樹脂の種類が収率に大き
く影響した。Alko Resin の密度は 0.93 mM/g
であるのに対して TrtA-PEG Resin は 0.23 
mM/g である。密度が低く立体障害が少ない
TrtA-PEG-Resin においては、分子量が 2000
以上の嵩高いPEGが樹脂内部にまで入り込み
やすくなり、反応性が向上したと考えられる。 
PEG-peptide-SAHA micelle は薬剤添加 24
時間後、SAHA に比べて活性は低いが、48、72
時間後に有意な差を示したことから、プロド
ラッグとして機能し、徐々に SAHA を放出し
たことが示唆される。また、血清中で 12 時
間処理した場合でも、SAHA の遊離が観測され
ず、血中安定性も向上していることが期待さ
れる。また SAHA が結合していない、
PEG-peptideの単量体とミセルは薬剤添加72
時間後も細胞生存率に影響を及ぼすことは
なく、このことから PEG-peptide-SAHA 
micelleの活性本体はSAHAであることが示さ
れた。本ミセルの平均粒子径は 40nm であり
わずか不電荷を有することが分かった。従っ
て、血管内壁への付着が起こりにくいこと、
また、がん組織への集積性が EPR 効果によっ
てもたらされることが期待できる。現在、本
製剤のマウスXenograftモデルに対する尾静
脈投与を行い、腫瘍縮退効果の評価を行って
いる。 
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