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研究成果の概要（和文）：本申請研究は、放射線による抗腫瘍効果の増強分子であるアセチルグルコースをEGFR
阻害剤ゲフィチニブに修飾し、腫瘍細胞および腫瘍移植鶏卵モデルを用いて放射線増感剤としての有用性を評価
し、臨床利用が可能な放射線増感剤の創出を行うものである。本研究において、EGFR自己リン酸化阻害効果を有
し、かつグルコース取込阻害を介して解糖系を阻害することで高い放射線増感効果を発揮するゲフィチニブ誘導
体UTX-114の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we modified the EGFR inhibitor gefitinib with acetylglucose, 
a molecule that enhances the antitumor effect by radiation, and evaluated its usefulness as a 
radiosensitizer by using tumor cells and a tumor-transplanted chicken egg model. In this study, we 
succeeded in the development of gefitinib derivatives UTX-114, which have an EGFR 
autophosphorylation inhibitory effect and exert a high radiosensitizing effect by inhibiting the 
glycolytic system via glucose uptake inhibition.

研究分野： 創薬化学

キーワード： 放射線増感剤　アセチルグルコース　ゲフィチニブ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義として、アセチルグルコースが薬剤の放射線増感活性を修飾できることが明らかとな
り、化学放射線療法で使用されている抗癌剤の効果を増強できる可能性を示した点が挙げられる。また、社会的
意義として、日本人の3人に1人ががんになり、2人に1人はがんで死亡する現状において、化学放射線療法の重要
性は益々高くなっており、より有効な放射線増感剤の開発が癌治療に与える影響は極めて大きいと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 低酸素がん細胞は、がんの基本環境である低酸素下での低速増殖・低栄養型細胞であり、低
酸素誘導因子 HIF を介して細胞増殖・血管新生・糖代謝・浸潤・転移などのがん細胞特性に深く
関わっている細胞で、治療上重要な細胞である。この低酸素がん細胞に対する放射線治療効果を
増強する低酸素細胞放射線増感剤の開発が国内外の多くの研究者によって試みられてきたが、
成功例はデンマークにおいて頭頚部癌の治療薬として臨床適用されているニモラゾールのみで
ある。一方、芝本らとの共同研究による担癌マウスを用いた再評価では、ニモラゾールは 2-ニ
トロイミダゾール系増感剤 KU-2285 やトリアゾール系増感剤サナゾールよりも低い in vivo 抗
がん活性を示したことから、化合物の物理的特性により薬物動態をコントロールする古典的な
放射線増感剤では in vivo での有効性は期待できないことが示唆された。 
 
(2) 申請者は、腫瘍環境や癌の代謝・耐性を標的としたより有効な低酸素細胞放射線増感剤の分
子設計を試み、「腫瘍移植鶏卵モデルによる in vivo 活性を指標とした多機能性放射線増感剤の
創製、若手研究(B)、H21-22」の研究を通して、腫瘍移植鶏卵を用いて簡便かつ迅速に放射線増
感剤のスクリーニングが可能な in vivo 評価系の構築に成功し 1)、「腫瘍移植鶏卵モデルによる
低酸素腫瘍の解糖系亢進を標的とした新規放射線増感剤の創製、基盤研究(C)、H23-25」におい
て、申請者らが開発した放射線増感剤 TX-1877 にアセチルグルコースを修飾した TX-2244 は，in 
vitro で ER = 2.30、in vivo で ER = 2.47 という高い放射線増感活性に加えて強い抗転移・抗
腫瘍活性を示すことを明らかにした 2)。また、「アセチル化グルコース修飾による制癌剤・分子
標的薬剤の放射線増感剤としての創出，基盤研究(C)，H26-28」の成果より、上皮成長因子受容
体 (EGFR) のチロシンキナーゼを選択的に阻害する分子標的薬剤ゲフィチニブにアセチルグル
コースを修飾することで、ゲフィチニブの抗腫瘍活性と放射線増感活性を大きく増強できるこ
とを見出した。ゲフィチニブは放射線治療との併用において増感作用が報告されているだけで
なく、近年では抗腫瘍免疫の誘導作用も示されており、オプジーボに代表される免疫チェックポ
イント阻害剤やがん免疫療法との併用効果も期待される。よって、ゲフィチニブの放射線増感剤
としての創製は大変重要である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究「アセチルグルコース修飾ゲフィチニブの放射線増感機序の解明と新規増感剤の創製」
は、前回採択された「アセチル化グルコース修飾による制癌剤・分子標的薬剤の放射線増感剤と
しての創出、基盤研究(C)，H26-28」の成果で得られた重要な知見である「アセチルグルコース
修飾ゲフィチニブ誘導体 UTX-103 はゲフィチニブに比べて 10 倍以上の抗腫瘍活性と約 2倍の放
射線増感活性を有する」を基に、UTX-103 の抗腫瘍活性や放射線増感活性の詳細な機序を明らか
にし、より最適なリード化合物を設計・合成し、臨床利用が可能な放射線増感剤の創出を行うこ
とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 (1) in vitro 抗腫瘍活性の評価 
96 well plate にヒト表皮がん A431 細胞を 2×103 cells/well 播種し、5％CO2で 24 h インキ

ュベートした。培地は RPMI-1640/10％FBS 培地を使用した。24 h 後、培地を除き、そこへ終濃
度が 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 µMとなるように化合物を添加した。Control には
1%DMSO を添加した。24 h インキュベートした後、WST-1 を 100 µL/well添加し、マイクロプレ
ートリーダーにて 450 nm で吸光度を測定した。添加した WST-1 は WST-1 : 1-MethoxyPMS = 9 : 
1 の比率で混合し、さらに RPMI-1640/10% FBS 培地を用いて 10倍希釈したものである。 
 
(2) 細胞内動態の評価 
φ6シャ－レに A431 細胞を 2×105 cells 播種し、5％CO2、37℃で 24 h インキュベートした。

培地は RPMI-1640/10％FBS 培地を使用した。24 h 後、培地を除き、化合物を終濃度が 3 µMとな
るように添加した。Control として、1％DMSO を添加した。24 h 後、培地を除き、PBS で 24 回
wash した。2％トライトンをシャ－レに 400 µLずつ添加し、セルスクレーパーでシャ－レをこ
すって細胞を剥離し、細胞懸濁液をエッペンチューブに回収した。これを 28℃、15,000 rpm、
10 min 遠心し、上清を回収し、HPLC を用いて測定した。 
 
(3) EGFR 自己リン酸化阻害活性の評価 
コラーゲンコーティングされた 96 well plate に A431 細胞を 3×104 cells/well 播種し、5％

CO2、37℃で一晩インキュベートした。培地は RPMI-1640 無血清培地を用いた。培地を除き、化
合物を終濃度が 0.1, 1, 3 µM となるように添加し、5％CO2、37℃で 24 h インキュベートした。
培地を除き、PBS で 2回 wash した後、hEGF を終濃度 200 ng/mL となるように 100 µL添加し、
5％CO2、37℃で 2 h インキュベートした。1×洗浄バッファーA 200 µLで 3回洗浄した。定着液
を 100 µLを添加し、室温で 20 min インキュベートした。1×洗浄バッファーA 200 µLで 3回洗
浄した。1×クエンチングバッファーを 200 µL加え、室温で 20 min インキュベートした。1×洗



浄バッファーAで 4回洗浄した。1×ブロッキングバッファーを 200 µL加え、37 ℃で 1 h イン
キュベートした。1×洗浄バッファーBで 3回洗浄した。1×一次抗体 50 µLを添加し、室温で 2 
h インキュベートした。1×洗浄バッファーBで 4回洗浄した。1×HRP 結合二次抗体を 50 µL添
加し、室温で 1 h インキュベートした。1×洗浄バッファーBで 4回洗浄した。TMB 基質を 100 µL
添加し、室温、暗所で 30 min インキュベートした。停止液を 50 µL加え、450 nm で吸光を測定
した。 
 
(4) 放射線増感活性の評価 
φ6シャ－レに A431 細胞を 1×103 cells 播種し、5％CO2、37℃で 24 h インキュベートした。

培地は RPMI-1640/10％FBS 培地を使用した。培地を除き、化合物を終濃度が 1 µMとなるように
添加し、37℃で 24 h インキュベートした。X線を照射し、7日間インキュベートした後、ギムザ
染色を行い、コロニー数を計数した。 
 

PE(コロニー形成率)=コロニー数÷播種した細胞数 
SF(生存率)=X 線照射細胞(各 Gy)の PE÷X線未照射細胞(0Gy)の PE 
 
(5) GLUT 阻害活性の評価 
96 well plate にヒト肝がん細胞 HepG2 を 2×104 cells/well 播種し、5％CO2で 24 h インキ

ュベートした。培地はグルコース不含 RPMI-1640 培地を使用した。24 h 後、培地を除き、UTX-
114 の終濃度が 10, 30 µM、Cytochalasin B の終濃度が 10 µM、2-NBDG の終濃度が 300 µMとな
るように添加し、20 min インキュベートした。Control には 2-NBDG を添加した。ice PBS を用
いて 4回 wash した。マイクロプレートリーダーにて蛍光を測定した。（λex=485 nm、λem=520 
nm） 
 
 
４．研究成果 
(1) UTX-103 をリードとしたゲフィチニブ誘導体の分子設計・合成 
 まず、ゲフィチニブのメトキシ基にアセチルグルコースを修飾した UTX-103 を設計・合成し
た。UTX-103 はゲフィチニブよりも高い殺細胞活性および放射線増感活性を示したが、TX-2244
のような O-グリコシド結合の解離は見られず，EGFR 自己リン酸化阻害活性も見られなかった。
つまり、UTX-103 はゲフィチニブ本来の効果が消失してしまっていることが明らかとなった。こ
れは、ゲフィチニブとアセチルグルコース間の距離が近すぎるためではないかと我々は予想し
た。そこで、我々は新たなドラッグデザインとしてゲフィチニブとアセチルグルコースの間にス
ペーサーとして炭素鎖を導入した UTX-114、UTX-115、UTX-116 を設計・合成した（図１）。 

 
図１ UTX-114、UTX-115、UTX-116 の化学構造と合成方法 
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(2) ゲフィチニブ誘導体の in vitro 抗腫瘍活性 
EGFR が過剰に発現している A431 細胞に各化合物を添加して 24 時間インキュベートした後、

WST-1 アッセイを用いて UTX-114, 115, 116 の殺細胞活性を評価した。その結果、これら 3つの
ゲフィチニブ誘導体の殺細胞活性はゲフィチニブと同程度であった（図２）。 
 

 
 

図２ UTX-114，115，116 の殺細胞活性評価 
 
(3) ゲフィチニブ誘導体の細胞内動態 
A431 細胞に各化合物を添加してインキュベートした後、UTX-114, 115, 116 の細胞内動態を

HPLC により分析した。その結果、UTX-114, 115, 116 のピークは消失し、その代謝物 (化合物 2, 
3, 4) のピークが確認されたことから、UTX-114, 115, 116 は細胞内で O-グリコシド結合が解
離していることが明らかとなった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ ゲフィチニブ誘導体の細胞内動態 
 
(4) ゲフィチニブ誘導体の EGFR 自己リン酸化阻害活性 
A431 細胞に各化合物を添加して 24 時間インキュベートした後、ELISA 法を用いて pEGFR の発

現量を評価した。その結果、すべての誘導体において pEGFR の発現量が減少していた。中でも、
UTX-114 は 3µMにおいてゲフィチニブよりも高い阻害効果を示した（図４）。 

 
図４ UTX-114，115，116 の EGFR 自己リン酸化阻害活性 



(5) ゲフィチニブ誘導体の放射線増感活性 
A431 細胞に各化合物を添加して 24時間インキュベートし、X線を照射した後、コロニー形成

法により UTX-114, 115, 116 の放射線増感活性を評価した。その結果、すべての誘導体において
放射線増感活性が確認された。UTX-114 および UTX-116 はゲフィチニブよりも有意に高い放射線
増感効果を示し、中でも UTX-114 は最も高い放射線増感活性を示した（図５）。 
 

 
図５ UTX-114，115，116 の放射線増感活性 

 
(6) ゲフィチニブ誘導体のグルコーストランスポーター（GLUT）阻害活性 
EGFR 自己リン酸化阻害活性と放射線増感活性が確認された UTX-114 について、グルコースの

取り込み阻害活性を HepG2 細胞を用いて評価した。なお、2-NBDG はグルコースに蛍光物質を結
合させたグルコースアナログであり、サイトカラシン Bは GLUT 阻害剤である。その結果、UTX-
114 は濃度依存的にグルコースの取り込みを阻害し、10 µMでサイトカラシン Bと同程度のグル
コース取り込み阻害効果を示した（図６）。 
 

 
 

図６ UTX-114 の GLUT 阻害活性 
 
 以上の結果より，EGFR 自己リン酸化阻害効果、放射線増感効果、GLUT 阻害効果を併せ持つ新
規放射線増感剤 UTX-114 の開発に成功した。 
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