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研究成果の概要（和文）：ENPP1が生細胞においてmGMP基を特異的に認識し加水分解する活性を持つことを見出
していたため、承認抗がん剤にmGMP基を付与しENPP1を過剰発現する細胞においてのみ細胞毒性を示す化合物の
開発を目指した。ただし、SN-38のプロドラッグ化を試みたところmGMP基の合成上の不安定性が明らかとなっ
た。これまでの研究背景を鑑みるとプロドラッグ化する水酸基の酸性度が合成の鍵になると考えられた。反応条
件を検討した結果、TGに比べて酸性度の低いクマリン(SN-38と同程度の酸性度を持つ)でもmGMP化できることが
明らかとなり、様々なフェノール性水酸基のmGMP化が可能である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Becuase I found that ENPP1 specifically recognizes and hydrolyzes mGMP 
groups in living cells, I tried to apply mGMP group to the approved anticancer drug and aimed to 
develop a compound that shows cytotoxicity in ENPP1 overexpressing cells. However, when we attempted
 to prodrug SN-38, it was found that the mGMP group was unstable on the synthesis. Considering the 
background of previous studies, the acidity of the prodrug group is considered to be a key factor in
 the synthesis of the prodrug. In the result of an investigation of reaction conditions, it was 
found that coumarin, which is less acidic than TG, is also possible to synthesize Cou-mGMP. By using
 this reaction condition, I think that I can synthesize various prodrug compounds having mGMP group.

研究分野： 創薬化学

キーワード： プロドラッグ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではENPP1 (ecto-nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase 1)という細胞外に触媒ドメインを持
つ膜タンパク質に着目し、その酵素活性を利用したプロドラッグ技術の開発を目指す。ENPP1は悪性度の高い脳
腫瘍や乳がんで発現量が著しく高いことが示され 、がん幹細胞性の獲得・維持に必要であることが報告されて
いるため、ENPP1を標的とすることは「がん幹細胞を標的」とすることとなり、神経膠芽腫やトリプルネガティ
ブ乳がんなど悪性度が高く、有効な治療法の乏しいがんに対して効果的かつ副作用の少ない治療法を提案できる
と考えられる。

※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。



若手研究１ 

１．研究開始当初の背景 
 医薬品開発において、医薬品の in vitro 活性を高めることが重要なのは当然だが、臨床応用を考える
上で溶解性などの物理的性質を生体内に適用可能なレベルに引き上げることはより重要である。物理
的性質の改善、体内動態の調節を行うために医薬品はしばしば「プロドラッグ化」される。例えば、溶
解性の悪い化合物はリン酸化することにより溶解性が改善し、生体に適用可能となる場合がある。し
かし、これまでに知られている多くのプロドラッグ基は細胞内外に普遍的に存在するエステラーゼや
ホスファターゼなどを標的としてきたため、特定の細胞でのみ活性本体の化合物が放出される例はそ
れほど多くはなかった。 
 
 一方、ここ２０年ほどの創薬研究においては「分子標的薬」として特定のがん細胞でのみ発現するタ
ンパク質を特異的に阻害することで周囲の正常細胞には悪影響を与えず、がん細胞のみに殺細胞作用
を発現する小分子の開発が行われてきた。理想的には副作用の全くない抗がん剤が期待されるが、現
実的には副作用の発現が見られる。この原因は、①分子標的薬に根本的な off-target 作用があること、
②がん細胞に対して標的とするタンパク質が正常細胞でも僅かに発現していること、③分子標的薬は
正常細胞、がん細胞両者へ大差ない細胞膜透過能を持つこと、に由来すると考えられる。 
 
この背景を基に、申請者は分子標的薬のプロドラッグ基に特異的な細胞移行性能を付与し効率的な

集積を促進できれば、既存の分子標的薬の主作用を増強し、かつ副作用を軽減できるのではないかと
考えた (下図)。特に、細胞外の酵素を標的とすることにより、がん細胞特異的な酵素反応前後で細胞
膜透過性を大きく変化させ、がん細胞周辺で生成する活性本体の分子標的薬をがん細胞へ特異的に移
行・集積させられると考えた。細胞外の酵素を標的とすることは、①一般的にターゲッティングが容易
である点、②細胞膜透過性を考慮することなく分子設計が可能であり、高度に水溶性化させることに
よりそれ自身の拡散による細胞内への移行を極めて抑制させられる点で細胞内酵素より優位性が高い。 

 
 
 
２．研究の目的 
がん細胞の細胞外に特異的に発現する加水分解酵素は-グルタミルトランスフェラーゼ(GGT) を始

め幾つか知られているが、申請者は ENPP1 (ecto-nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase 1) に着目
した。ENPP1 は細胞外に触媒ドメインを持つ膜タンパク質であり、ATP を基質としてホスホジエステ
ラーゼ活性を示すことが知られている。興味深いことに、ENPP1 は悪性度の高い脳腫瘍や乳がんで発
現量が著しく高いことが示され (PLoS One 8, e66752 (2013), Nat. Commun. 6, 7318 (2015))、がん幹細胞
性の獲得・維持に必要であることが報告されている (Cell Death Differ. 21, 929-940 (2014))。即ち、ENPP1
を標的とすることは「がん幹細胞を標的」とすることとなり、神経膠芽腫やトリプルネガティブ乳がん
など悪性度が高く、有効な治療法の乏しいがんに対して効果的な治療法を提案できる。 



若手研究２ 
【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 

 
 申請者は ENPP1 活性検出蛍光プローブの開発を行う過程で、ENPP1 の基質特異性に関する重要な知
見を得た (上図)。①ATP が生体内基質である一方で、GMP がより良い基質になる点 (TG-mAMP vs. TG-
mGMP)、②加水分解を受けるリン酸基をフェノール性エステルではなくアルコール性エステルにする
ことで、他の酵素による加水分解が完全に抑制され ENPP1 に特異的な基質になる点を見出した (TG-
GMP vs. TG-mGMP)。実際、TG-mGMP を ENPP1 が過剰発現する乳がん細胞株 MDA-MB-231 に処理す
ると ENPP1 活性を蛍光検出可能であり、一方で申請者が開発した ENPP1 阻害剤処理でその蛍光は完
全に抑制された (上図)。即ち、メチレンオキシ GMP (mGMP) 基は様々なホスファターゼ、ホスホジエ
ステラーゼなどが複雑に存在する環境において ENPP1 と特異的に反応することが明らかになった (未
発表)。 
 
以上の知見を基に、本研究では『がん幹細胞で高発現する ENPP1 の特異的基質である mGMP 基を「分
子標的プロドラッグ基」として用いることが、抗がん剤による主作用の増強、副作用の軽減を達成する
ための戦略として極めて有効であることを示す』ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 本申請研究では、「細胞内で作用する既存の抗がん剤の更なる高機能化」を目指し、mGMP 基の分子
標的プロドラッグ基としての潜在性を評価し、主作用の増強、副作用の軽減が真に達成されるか検討
するために以下の実験 1) - 5) を順に行う。 
 
1) 汎用される抗がん剤  (SN-38, 
cisplatin) を用いてmGMP 基による
プロドラッグ化を行う。各々の抗が
ん剤のフェノール性水酸基、アミノ
基はそれぞれ図３に示すようにプ
ロドラッグ化し、『分子標的プロド
ラッグ化抗がん剤』の合成を達成する。 
 
2) 後述する実験に用いる５種類の細胞株において、活性本体化合物である SN-38、cisplatin の増殖阻害
活性 (GI50値) を評価し、各細胞間でその活性に大差がないことを確認する。 
 
3) ENPP1 を過剰発現する乳がん細胞株 MDA-MB-231、脳腫瘍細胞株 C6 を用いて開発した分子標的プ
ロドラッグ化抗がん剤が細胞増殖を阻害できるか検討する。またコントロール実験として、前述２種
の細胞に ENPP1 阻害剤を前処理することにより増殖阻害活性が消失するか評価する。さらに、ENPP1
の発現が低い乳がん細胞株 HCC1954、脳腫瘍細胞株 SK-N-SH および非腫瘍由来細胞 HEK293 を用い
て分子標的プロドラッグ化抗がん剤の効果が見られないことも確認し、ENPP1 活性依存的な増殖阻害
活性であることを確かめる。 
 
4) ENPP1 過剰発現細胞 (MDA-MB-231 など) および低発現細胞 (HCC1954 など) を共培養する系にお
いて、分子標的プロドラッグ化抗がん剤が選択的に ENPP1 過剰発現細胞に作用し増殖阻害を誘導可能
か検討する。(即ち、副作用の軽減を確認する実験を実施する。) 
 
5) ENPP1 過剰発現、低発現がん細胞をそれぞれ同一個体に移植したがんモデルマウスにて、分子標的
プロドラッグ化抗がん剤が選択的に ENPP1 過剰発現がん細胞に作用し、腫瘍縮小作用を示すか検討し、
ENPP1 を標的とした分子標的プロドラッグ技術の意義を明白にする。
 
 



若手研究 3 
【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
４．研究成果 
 本研究では、3-1) で述べた SN-38 などを mGMP 化する反応開発に非常に苦労した。即ち、
TokyoGreen (TG) を用いた場合には速やかかつ安定に得られる TG-mCl を得ることができるが、
同じ反応条件を他のフェノール性水酸基に適用した場合には生成物の SN-38-mCl が不安定であ
り得ることができなかった。 

 

  
また、GMP 基側に保護基をかけるなど構造変換した後、mCl 化することで様々なフェノール

性基質に普遍的に適用可能な反応剤を得ようとも試みたが、やはり mCl 基の高い反応性が故に
目的とする化合物を得ることができなかった。 

 

 
蛍光色素である TG においてのみ安定な生成物が得られることは非常に不自然だと考えられ

たためクマリン色素を用いて同様の反応条件で mCl 化ができるか検討したもののやはり生成物
は不安定であった。 
そこで、mCl 体を単離せずに次の GMP 化反応に進めるような条件を探すこととした。その結

果、coumarin-mGMP をまずまずの収率で得ることができた。今後、この最適化された条件を利
用して SN-38 を初めとする抗がん剤を mGMP 化しプロドラッグ構造としての有用性を証明す
る。 
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