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研究成果の概要： 
 光線力学的療法は，臓器の切除や抗ガン剤による副作用のない治療法である。この治療効率

向上には，光増感剤である生体成分プロトポルフィン IX（PpIX）の局所濃度を上げる必要が

ある。本研究では，様々な複素環系２座及び６座配位子を合成し，鉄錯体形成能及び活性評価

実験から，配位子の添加によりガン細胞内 PpIX 濃度を増加できることを明らかにした。 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
19 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

20 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,600,000 780,000 3,380,000 

 
 
研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・化学系薬学 
キーワード：複素環・６座配位子・鉄除去剤プロトポルフィリン・光線力学的療法・PDT 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）ガンは日本における死亡原因の第１位
である。現在のガン治療法としては，放射線
療法，抗ガン剤による治療，外科治療，レー
ザー治療などが行われているが，これらの治
療法は痛みや副作用などの欠点があり，より
治療効果の高い新たな治療法が望まれてい
る。この要請に応える治療法として，光線力
学的療法=PhotoDynamicTherapy (PDT) が注
目されている。光線力学的療法は，ポルフィ
リン関連化合物が有する腫瘍組織・新生血管
への特異的な集積性と光励起により発生す
る一重項酸素の強い殺細胞効果を利用して
ガン細胞を壊死させるユニークな治療法で
ある。 

（２）ホトフリンとレーザーによる光線力学
的療法の有効性と安全性が確認され，厚生省
の認可を受けたのが 1994 年とかなり新しい
治療法である。しかし，ホトフリンも第２世
代のレザフィリンも生体残留時間が長いた
め日光過敏症となり，投与後１～３週間直射
日光を避けた生活を強いられることから，
QOL (Quality of Life)の点で改善が望まれる。 
（３）もう一つの研究の流れは，5-アミノレ
ブリン酸=5-aminolevulinic acid (ALA) とその
エステル誘導体体の局所投与とヘム生合成
を利用して，生体成分でしかも光増感剤にな
り得る PpIX のガン細胞への集積を目指すも
のであるが，殆ど研究がなされていないのが
現状である。 
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２．研究の目的 
（１） 本研究の目的は，生体成分でしかも
光増感剤となり得るプロトポルフィリン IX
（注：プロトポルフィリン IX に鉄が配位したヘム
は，光増感剤として働かない）のガン細胞への
集積性を高めるために必要な鉄除去を新規
な複素環配位子を用いて行い，結果的に光線
力学療法の治療効果を飛躍的に高めること
である。 

Fe

ヘムプロトポルフィリンIX

Fe

Fe

鉄除去剤

図１．本研究の概念図  
 
（２） この２年間で，種々のpKa値をもつヒド
ロキシアジン系複素環２座および６座配位子
を新規に合成し，鉄錯体形成能，錯体の安定
度定数の算出，人の鉄イオン輸送タンパク質
であるトランスフェリンからの鉄除去能等を
評価する。さらに，ヒト組織球性腫瘍細胞
(U-937)やヒト肝ガン細胞(Chang Liver)を用
いたin vitro 活性試験（ここで，光照射の光源
として，ハロゲンランプを用いる）により，
新規に合成した配位子の殺細胞効果を評価し，
光線力学的療法剤への応用の道を開きたい。 
 
３．研究の方法 

 平成１９年度は，ヒドロキシアジン系複
素環２座配及び６座配位子の合成を中心に研
究を進める。 
（１） 市販の3-メトキシ-2(1H)-ピリジノ
ンを出発原料に用い，N-アルキル化，カルボ
ニル基のチオカルボニル基への変換，脱メチ
ル化反応により，１位に様々な置換基をもつ
3-ヒドロキシ-2(1H)-ピリジンチオン類を合
成する。 
（２） 市販のマルトールを出発原料に用
い，O-ベンジル化反応，アミン類との反応，
脱ベンジル化，カルボニル基のチオカルボニ
ル基への変換により，１位に光学活性基を含
む様々な置換基をもつ3-ヒドロキシ-4(1H)-
ピリジンチオン類を合成する。 
（３） 市販の1,3-ジケトン類とN-ベンジ
ルオキシ尿素との縮合反応，カルボニル基の
チオカルボニル基への変換，接触還元による
脱ベンジル化により，４位と６位に様々な置
換基をもつ1-ヒドロキシ-2(1H)-ピリミジン
チオン類を合成する。 
（４） グリオキザールや2,3-ブタンジオ
ンと各種アミノ酸N-ベンジルオキシアミドの
縮合反応，カルボニル基のチオカルボニル基
への変換，接触還元による脱ベンジル化によ

り，３位に様々な置換基をもつ1-ヒドロキシ
-2(1H)-ピラジンチオン類(D)を合成する。 
（５） ４位にトリアゾリル基が置換したピ
リミジノンを出発原料に用い，アミノカルボ
ン酸の連結，ケン化，活性エステル化の後、
環状トリセリントリラクトンとのカップリン
グ，最後に接触還元により脱ベンジル化反応
を行い新規な６座配位子を合成する。 
（６） ３位にメトキシカルボニルエチル基
が置換したピラジノンを出発原料に用い，ケ
ン化，アミンカルボン酸の連結，ケン化，活
性エステル化後、環状トリセリントリラクト
ントとのカップリング，最後に接触還元によ
り脱ベンジル化を行い新規な６座配位子を合
成する。 
 
平成２０年度は，１９年度に合成した配位

子の鉄除去能の評価とガン細胞を用いた殺細
胞効果の評価を中心に行う。 
（１） 合成６座配位子の水酸基のpKa値を
測定する。 
（２） 合成６座配位子とFe(III)との結合
比の測定、鉄錯体形成能の評価、EDTAとの鉄
交換反応を利用し鉄錯体の安定度定数を算出
する。 
（３） アポトランスフェリンから，人の鉄
輸送タンパク質であるトランスフェリンを調
製する。 
（４） 合成６座配位子によるトランスフ
ェリンからの鉄除去能を評価する。 
（５） ガン細胞（U-937, Chang Liver）に
5-ALAを加え，暗所で1.5時間培養する。合成
した６座配位子を添加し暗所で更に1.5時間
培養する。メタルハライドランプ（光源：
550-750 nm）を数時間照射する。培地にトリ
パンブルーを加え，細胞の生死を確認し生存
率を調べる。 
（６） 5-ALAと合成６座配位子の添加量と
ガン細胞の生存率(光照射後の生存細胞数÷
無照射の生存細胞数ｘ100)との関係を調べる。 
（７） 照射エネルギーとガン細胞の生存
率との関係を調べる。 
（８） プロトポルフィリンIX由来の635 nm
の蛍光強度の測定から，６座配位子の添加に
よるプロトポルフィリンIXの細胞内蓄積量の
増加について調べる。 
 
以上の実験から，本研究で合成した複素環

系２座および６座配位子が光線力学的療法に
於ける新しい鉄除去剤になり得るか，換言す
れば，新しい光線力学的療法の治療効率促進
剤になり得るかを総合的に評価する。 

 
４．研究成果 
（１） 複素環系 2 座配位子として，図 2に
示す 5種類を合成した；3-ヒドロキシ-2(1H) 
ピリジンチオン類(A），3－ヒドロキシ



 

 

-4(1H)-ピリジンチオン類(B），4,5－ジヒド
ロキシ-6-メトキシカルボニル-2-フェニル
ピリジン(C），1－ヒドロキシ-2(1H)-ピリミ
ジノン類(D），5－N,N－ジアルキルスルファ
モイル-8-ヒドロキシキノリン類(E)。 
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図２．合成したヒドロキシアジン系２座配位子
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（２） 複素環系 6 座配位子として，図 3に
示す 5種類を合成した。 
①市販の 2,3-ジヒドロピリジンから７段階
の反応を経て，3－ヒドロキシ-2(1H)-ピリジ
ノンとスペーサーとトリス（2-アミノエチ
ル）アミンから成る６座配位子（3HOPOn）
を合成した。 
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図３．合成したヒドロキシアジン系６座配位子  
 
②1-ベンジルオキシ-4-(1,2,4-トリアゾー

ル-1-イル)-2(1H)-ピリミジノンから６段階
の反応を経て，1－ヒドロキシ-2(1H)-ピリミ
ジノンとスペーサーとトリス（2-アミノエチ
ル）アミンから成る６座配位子（3HOPY7）
を合成した。 
③1-ベンジルオキシ-4-(1,2,4-トリアゾー
ル-1-イル)-2(1H)-ピリミジノンから３段階
の反応で得た活性エステルと，L－セリンか
ら 3段階の反応で得た環状トリラクトンをカ
ップリングし，脱ベンジル保護することによ
り６座配位子（3HOPY5-CTL）を合成した。 
④ベンゾニトリルから８段階の反応を経て
4,5-ジヒドロキシ-2-フェニルピリミジンと
スペーサーとトリス（2-アミノエチル）アミ
ンから成る６座配位子（4,5diHOPY5）を合成
した。 
⑤市販のマルトールから３段階の反応で得
た 3,4-ビス(ベンジルオキシ）－2－アミノメ
チルピリジンと，1,1,1－トリス(ヒドロキシ
メチル)エタンから４段階の反応で得た活性
エステルをカップリングし，脱ベンジル保護
することにより６座配位子（3,4-HOPO）を
合成した。 
 
（３） 合成した複素環系配位子の鉄錯体形
成能を評価した。 
①配位子（3HOPO5）と Fe3+を 1:1 で混合し
50%DMF 水溶液で紫外―可視吸収スペクト
ルを測定したところ，420－515 nmにLMCT
に基づく吸収が観測された。しかも幅広い
pH 領域で吸光度がほぼ一定であったことか
ら、3HOPO5は安定な 1:1 錯体を形成するこ
とがわかった。(図４) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．様々な pH 条件における UV-VIS スペクトル 

 
②配位子（3HOPY7）と Fe3+を 1:1 で混合し
た水溶液の紫外―可視吸収スペクトルを測
定したところ，pH 5.6 で 465 nm 付近に
LMCT に基づく吸収(e 4550)が観測され、し
かも酸性から中性の幅広い pH 領域で吸光度
がほぼ一定であったことから、3HOPY7 は安
定な 1:1 錯体を形成することがわかった。 
③配位子（3HOPY5-CTL）と Fe3+を 1:1 で混
合し 50%MeOH 水溶液で紫外―可視吸収ス
ペクトルを測定したところ，ｐＨ8.5 におい
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て456 nmに LMCTに基づく吸収帯が観測され，
モル吸光係数が 4150 となった。これらの値
及び pH４から 9 でモル吸光係数が約 4000 で
ほぼ一定であったことから，3HOPY5-CTL は
溶液中で安定な 1:1 錯体を形成することがわ
かった。（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．様々な pH 条件における UV-VIS スペクトル 

 
④配位子（3,4-HOPO）と Fe3+を 1:1 で混合
した水溶液の紫外―可視吸収スペクトルを
測定したところ，450 nm 付近に LMCT に基
づく吸収(e 5020)が観測され，しかも幅広い
pH 領域(1-13.5)で吸光度がほぼ一定であっ
たことから，3,4-HOPO かなり安定な 1:1 錯
体を形成することが示唆された。(図６) 
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図６．様々な pH 条件における UV-VIS スペクトル 
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図７．pH 7.6 におけるモル比プロット 

また、配位子と Fe3+の結合比を調べるために
モル比法を行った。鉄イオンの濃度を一定に 
し、配位子の濃度を順次変化させたところ、
[Ligand]/[Fe(III)]=1.05 に折れ点を与えた
ことから、1:1 の錯生成を確認した。（図７）
⑤さらに，配位子（3,4-HOPO）とエチレン
ジアミン四酢酸（EDTA）との間の鉄交換反
応から，鉄錯体の安定度定数を算出した結果，
log K=28.4 となり，天然の代表的な鉄イオン
除去剤デスフェリオキサミンＢ(DFB)の
30.5 には及ばないものの，高い第二鉄イオン
への親和力を持つことが明らかとなった。 
 
（４）評価 
先ず，光増感剤である PpIX の蓄積量を検

討した。5 x 105 cells/mL のヒト組織球性腫
瘍細胞 U937 懸濁液５ｍL を直径 5 cm のシ
ャーレに入れ，10wt%5-アミノレブリン酸
（ALA)を10 mL 添加して 37 ℃で３時間イン
キュベーションし，同時に 7 mM 3HOPY7 を
10 mL 添加して所定の時間インキュベーショ
ンした。その後，遠心分離によって培地を除
去し，Hanks 溶液で洗浄後、Hanks 溶液を 3
ｍＬ入れ，細胞内 PpIX の蛍光スペクトルを
測定した。（励起波長：410 nm，蛍光波長：
620-660 nm） 図８に 3HOPY7を添加後のイ
ンキュベーション時間に対する細胞内 PpIX
の 633 nm における蛍光強度を示した。但し，
縦軸は ALA 単独投与の際の蛍光強度を 100
とした時の相対値で，それが大きいほど細胞
内 PpIX 量が多いことを示している。 
 

 

図８．3HOPY7 のインキュベーション時間と PpIX の蛍

光強度との関係 

 
3HOPY7 を添加することによって細胞内
PpIX 量の増加が認められた。さらに，その傾
向はインキュベーション時間３時間以上で
顕著であった。また，3HOPY7 無添加系と
3HOPY7 を添加して３時間以上インキュベー
ションした系に，それぞれ 200J/cm2 以上の光
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照射（550-700 nm）を行ったところ，3HOPY7
添加系の方が高い殺細胞効果（U937 の生存
率：57±8.7% for ALA only vs. 33±4.5% for 
3HOPY7-ALA）を示した。複素環系６座配位
子（3HOPOn n=3,5）についても同様な実験
を行ったが，細胞内 PpIX 量の増加は殆ど認
められなかった。 
 以上の結果から，3HOPY7は ALA による細
胞内 PpIX の集積性向上に有効であることが
明らかとなった。今後，他の合成複素環系２
座及び６座配位子についても評価を行って
いく予定である。 
 
 この 2 年間の研究を通し手，光線力学的療
法の治療効率向上の可能性を示唆すること
ができたと考えている。 
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