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研究成果の概要（和文）：本研究機関ではこれまでに開発した低酸素環境応答性プロドラッグシステムのIC50値
を下げる事を試みた。具体的には従来のプロドラッグは薬剤がアミド結合を介してプロドラッグ化されアミド結
合の開裂により薬剤がリリースされていたが、新たに開発したシステムはアミド結合を介したプロドラッグ化で
あるが、エステル結合の開裂をトリガーとする分子システムである。新たに開発したシステムをin vitroで評価
したところIC50値が一桁低下していた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to reduce IC50 value of previously developed 
hypoxically activated anti-cancer prodrug. In previous system, drug was modified via amide bond and 
released by the cleavage of amide bond. In contrast, newly developed method enabled drug release by 
cleavage of ester bond although drug was conjugated by amide bond. IC50 value reduced by one order 
in the case of developed method.
 

研究分野： ドラッグデリバリー

キーワード： 低酸素　抗がん剤

  １版
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１．研究開始当初の背景 
血管から離れた部位に存在する低酸素部位
の腫瘍は浸潤及び転移の原因となっており、
さらに問題なのが、低酸素であるため放射線
治療の効果が低く、また耐薬剤性を有してい
る事である。癌幹細胞が低酸素領域に存在す
ることも明らかとなっており、これら低酸素
環境下にある癌細胞を標的とした医薬品開
発は癌の根治を達成するためにも切に望ま
れており、現在幾つかの化合物の臨床試験が
行われているが、未だに認可されていない。
我々はこれまでに低酸素環境の細胞が還元
環境にある事を利用し、低酸素環境に応答す
る独自の分子システムを開発してきた。開発
したシステムは低酸素環境下において特異
的に生じる分子内環化反応である。この分子
システムを用いると、通常の酸素濃度では抗
がん剤が化学修飾されている為、活性を持た
ないが、低酸素環境になると抗がん剤が放出
され活性が回復する。その為、抗がん剤の副
作用が抑制された新規のプロドラッグとな
る。これまでに抗がん剤として広く用いられ
ているドキソルビシン及びゲムシタビンを
プロドラッグ化した（図１）。 

図１ 開発した低酸素環境応答性ドキソル
ビシン（左）及び低酸素環境応答性ゲムシタ
ビンプロドラッグ（右） 
 
開発した低酸素環境応答性プロドラッグは
in vitro試験において狙い通り低酸素環境で
薬剤がリリースされていると共に、低酸素環
境下において抗がん活性が回復していた。さ
らに担癌マウスを用いた in vivo 試験におい
て腫瘍成長抑制効果が従来のドキソルビシ
ンと同等程度の条件下で評価したところ（図
２-a）、注目すべき事として、開発したプロ
ドラッグは従来の抗がん剤にみられるよう
な顕著な体重減少が全くなく、抗がん剤の副
作用を劇的に減少させている事が認められ
た（図２b)。さらに驚くべきことに生存率も
無処置群及びドキソルビシン群と比較して
大幅に改善した（図２c)。 
現在の医薬品開発においては、高い安全性と
既存医薬品と比較した際の高い有用性が求
められている。近年ではナノ粒子を用いたド
ラッグデリバリーの研究が盛んにおこなわ
れており、優れた研究成果により臨床応用さ
れる段階にまで発展した。しかしながらほと
んどの作用原理は腫瘍組織・細胞への高い取
り込み能に起因する仕組みであり、近年のナ
ノ粒子を用いたドラッグデリバリーのコン 

図２ 開発したドキソルビシンプロドラッ
グのマウスを用いた活性評価。(a)腫瘍サイ
ズの変化、(b) 体重変化、◆無処置、■従来
の抗がん剤、▲開発化合物(c) 生存率変化 
 
セプトでは拡散性の高い低分子抗癌剤の副
作用を限りなく下げる事は困難である。申請
者らが開発した技術は既存の抗がん剤をプ
ロドラッグ化し副作用を低減させ、尚且つ薬
剤を低酸素部位に集積させる事で従来の抗
がん剤の体内における局在を劇的に変化さ
せる（図３）。 

 
図３ 開発したプロドラッグの腫瘍内分布。
従来のドキソルビシンは低酸素部位には存
在しないが、開発したプロドラッグは低酸素
部位への局在が確認された。 
 
２．研究の目的 
申請者らがこれまでに開発した低酸素環境
に応答して分子構造が変化し薬剤を放出す
るシステムを図４に示す。 
 

図４開発した低酸素環境応答性の分子シス
テム。低酸素環境下の細胞内において、ニト
ロイミダゾールが還元されると共に、細胞内
のタンパク質に固定化される。その後分子内
環化反応が自発的に生じ、抗がん剤等の分子
を放出する。 
 
開発した分子システムは２－ニトロイミダ
ゾールが低酸素環境下において還元され、細
胞内において特異的にタンパク質に固定化
されると共に、ニトロ基がアミンへと変化す
る事を利用し、分子内で環化反応が進行し薬
剤を放出するシステムである。これまでにヒ
ト膵癌細胞を用いた実験により低酸素環境
において薬剤の放出が増加し（図５）、抗が
ん活性が増加している事を確認している。分
子設計通りに低酸素環境下において薬剤が



放出されたが、その効率は２時間後において
添加した薬剤の数％であった。その為、in 
vitro における IC50 値が数十Mと比較的高
いものになっている。活性の高いプロドラッ
グを構築するためには低酸素環境において
より効率よく薬剤を放出する分子の設計が
重要であると考えた。 

図５ 低酸素環境下における抗がん剤（ゲム
シタビン）の放出。LC-MS による解析。チャ
ート（左）及び放出量の継時変化（右） 
 
 
３．研究の方法 
効率よく薬剤を放出する分子設計として、２
－ニトロイミダゾールと薬剤の間のリンカ
ー長を変化させた化合物を合成した（図６）。 

図６ 合成した化合物。薬剤と２－ニトロイ
ミダゾールの間のメチレン鎖長を変化させ
る。 
 
また別の手法として薬剤の放出をエステル
結合の開裂をトリガーとするシステムの構
築を行う。これまでに開発したプロドラッグ
はニトロ基が還元されて生じたアミノ基が、
薬剤が結合しているアミド結合に対して求
核攻撃を行う事で薬剤を放出していた。しか
しながら、この分子内環化反応は安定なアミ
ド結合に対する求核攻撃であるために反応
効率が低いことを確認している。その一方で、
エステル結合を求核攻撃する効率は極めて
高く、ほぼ 100％の効率で分子内環化反応が
生じる事も確認している。これらの知見を基
に新たな分子システムを考案した。 
合成した化合物をヒト膵癌細胞(MiaPaCa-2)
に添加し、低酸素インキュベーター及び通常
酸素濃度のインキュベーターにおいて培養
し、薬剤の放出をＬＣ－ＭＳを用いて解析す
る。抗がん剤活性に関しては WST アッセイに
より解析する。これまでに開発したプロドラ
ッグと比較し、新しいシステムの有効性を解

析する。 
 
４．研究成果 
２－ニトロイミダゾールとドキソルビシン
間の距離をメチレン鎖長を変化させること
で薬剤の放出を効率よくすることを試みた。
従来の構造は図６において n＝２であるが、
あらたに n=1 及び 3の化合物を合成した。合
成した化合物は 1H NMR 及び MS により化合物
の同定を行った。n=1 の化合物に関しては薬
剤の放出が確認されなかった。これは分子内
環化反応が５員環生成により生じるが、この
反応が立体的に生じにくいためであると考
えている。 
n=3の化合物に関しては in vitro における細
胞障害性を評価した。結果を図７に示す。 

図７ メチレン鎖長を変化させた際の細胞
障害性比較 
 
低酸素環境下において細胞障害性の比較を
行った。従来の n=2 の化合物の方が、n=3 の
化合物よりも細胞障害性が高かった。この結
果は薬剤を放出する際の分子内環化反応が、
６員環生成のものが７員環生成よりも有利
であることを示唆している。 
薬剤と２－ニトロイミダゾール間の鎖長の
最適化ができたため、エステル結合の開裂を
トリガーとした薬剤の放出を試みた。従来の
プロドラッグはIC５０値が数十μMであった
が、新たに合成した化合物は数μM となり一
桁下がっていた。 
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