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研究要旨 

徐放性化が可能で肝臓初回通過効果を回避することができる経皮投与に着目し、N-251

の溶液状態での経皮投与を試みた。その結果、経口投与時より投与回数を軽減してもマラ

リア感染マウスが完治できる体内動態解析結果を得た。また、低コストと低用量をベース

にN-251の欠点を補う次世代の化合物の探索を行い、N-251と同様の抗マラリア活性を示す

N-89に焦点をあて、N-89の製造工程を確立した。N-89のGMP/GLP 規格に対応可能な合成

工程の検討を行い、純度99％以上のN-89 (non-GLP) を60g/バッチで得ることができた。こ

のN-89を用いてN-251と同様の経皮投与における体内動態解析と抗マラリア薬効の再現性

を検討した結果、優れた抗マラリア活性を示した。 

ORL8細胞を使用することで、今年度初めて当該化合物に抵抗性（約20倍）を示す細胞

を作出することに成功した。この抵抗性細胞と親細胞のORL8を丹念に比較することによ

り、抵抗性の原因がウイルス側に依るものなのか宿主側に依るものなのかを今後、明らか

にすることができると期待される。これにより抗HCV標的を明らかにすることができれ

ば、当該化合物の抗HCV活性の作用機序解明につながることが期待される。 

 

Ａ．研究目的 

本研究は新規抗マラリア化合物N-251を

経皮吸収型製剤として最適化をはかり、マ

ラリア流行地でPhaseIからシームレスに

PhaseIIIを実施できるよう準備するとともに、

難治性C型肝炎患者に対する医師主導治験

を、平成２８年度を目途に実施することを

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

≪抗マラリア薬≫ 

本研究では種々の基剤と溶媒、既存の素

材を用いてN-251製剤を作製し、マウスマラ

リアモデルにおいて抗マラリア効果を評価

する。また、各種基剤を用いたN-251製剤を

投与したマウスの薬物体内動態解析を行い、

経皮吸収率並びに生物学的利用能BAを調べ、

最適な投与スケジュールを計画する。以上

の研究から治療効果の高い経皮吸収型製剤

を見出し、抗マラリア治療効果、予防効果

を調べる。 

各種基剤及び溶媒を検討することで
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N-251の経皮吸収率を改善出来ると考える。

有望なN-251製剤に関しては薬物放出調節

（制御）膜、薬物基剤を保持させる高分子

マトリックスの検討を行い、薬物の皮膚移

行性を調節可能な貼付剤もしくはテープ剤

とし、ラットの皮膚を用いた皮膚透過性試

験を実施してその有効性を検討する。上記

の研究成果を、新規抗マラリア化合物N-251

の経皮吸収型製剤に応用し、マラリア流行

地（熱帯の発展途上国）で臨床使用できる

貼付剤もしくはテープ剤の開発を目指す。 

≪抗C型肝炎薬≫ 

N-251 に抵抗性を示すヒト細胞評価系の作

出のために、全長 HCV-RNA 複製細胞であ

るOR6細胞（ヒト肝癌細胞株HuH-7由来）

や ORL8 細胞（ヒト肝癌細胞株 Li23 由来）

に N-251 を連続的に添加して、G418 (0.3 

mg/ml)存在下でも増殖できる（N-251 添加

で HCV-RNA 量が低下すると G418 感受性

となり細胞は死滅するようにアレンジされ

ている）細胞コロニーを得ることを試みた。

使用した N-251 の濃度や添加方法について

は、適時変化させて行った（詳細は研究結

果の項目に記載した）。 

 抗 HCV 活性の評価は、24 ウェルプレー

トにそれぞれ 2 x 104 個の細胞を播き、

N-251 或いは N-89（各種濃度）を添加して

72 時間後にレニラルシフェラーゼ活性を

測定することにより行った。得られた測定

値から添加化合物の 50％阻害濃度（EC50）

を算出した。 

 細胞毒性については、別途 96 ウェルプ

レートにそれぞれ 1 x 103個の細胞を播き、

N-251 或いは N-89（各種濃度）を添加して

72 時間後に WST-1 アッセイを行った。得

られた測定値から 50％細胞毒性濃度（CC50）

を算出した。選択性指数（SI）は CC50/EC50

にて算出した。 

 

（倫理面への配慮） 

≪抗マラリア薬≫ 

 本研究ではネズミマラリア原虫

（Plasmodium berghei）を用い、マウスに感

染させて抗マラリア薬効試験を行う。薬物

体内動態解析研究にはマウスを使用する。

経皮吸収型製剤の皮膚透過性試験には、腹

部由来の皮膚、あるいは、背部を剃毛した

マウスを使用する。本研究で行うすべての

動物実験は岡山大学の動物実験関係規則に

基づき、動物実験委員会の申請•承認を得て

進める。 

また、感染性廃棄物処理や実験場所に関し

ては、関係法令・指針、及び研究施設の設

けた基準を遵守して研究を行う。 

≪抗 C型肝炎薬≫ 

 本研究においては、実験及び解析に用い

た材料は全てこれまでに確立されているも

のである。本年度の研究にはヒトの臨床材

料を用いたものがない。そのために倫理面

への特段の配慮はなかった。但し、実験に

使用した細胞および核酸については蒸気滅

菌を施した後に廃棄した。 

 

Ｃ．研究結果 

≪抗マラリア薬≫ 

昨年度に用いた白色ワセリンとオイル

（4：1 の配合比）の配合剤を用いて N-251

経皮吸収型製剤の結果をもとに今年度は界

面活性剤（特許申請の関係で詳細は省略）

を主とする溶液状態の径皮投与剤の体内動

態解析を行なった。N-251 が 2％以上となる
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ように含有された N-251 溶液を 150mg/kg、

となるように調整したN-251 溶液を切断し

たカーゼに乗せ、除毛したマウスの背中に

乗せ、外れないようにフィルムと伸縮テー

プで覆って経皮投与した。薬剤投与 0、4、

8、12、16、20、24 時間後の血漿中 N-251

濃度を測定した。これら実験は数回に分け

て行なった。採血した血液は遠心後、血漿

のみを集め、アセトニトリルを加えて除タ

ンパク質した後に、N-251 を濃縮し、

LC-MS/MS を用いて測定した。その結果、

N-251 は界面活性剤に溶解した溶液状態で

の経皮投与で投与 4 時間目から 40ng/ml 付

近で N-251 を維持し、16 時間目まで同様の

血漿中濃度を維持した。それから約半分程

度の20ng/ml の濃度を24時間まで維持した。 

この結果より、単回の経皮投与で抗マラ

リア薬効を示す充分な血中濃度を維持する

ことが判った。年度途中のヒアリングで

N-251 を臨床開発する為には合成ステップ

が多く、実際の臨床試験に持って行くため

には低コストで提供可能な化合物が必要と

なった。そこで、N-251 の親化合物である、

N-89 を用いて再度検討することになった。

N-89 は N-251 と同様な抗マラリア活性を有

することが以前に判っている。まず、N-89

の GMP/GLP 規格に対応可能な合成工程の

検討を行い、純度 99 ％以上の N-89 

(non-GLP) を 60g/バッチで得ることができ

た。この N-89 を用いて N-251 と同様の経皮

投与における体内動態解析と抗マラリア薬

効の再現性を検討した。N-89 を２％含む溶

液を調製し、N-251 と同様の経皮投与に体

内動態解析の結果、37mg/kg 及び 55mg/kg

投与では 28時間目まで 4ng/ml のN-89を維

持し、最高血漿中濃度も 6ng/ml であった。

これはN-251の投与量に比例してN-89の血

漿中濃度が低いことが判る。次に、新たに

合成した N-89 を用いて 4-day suppressive 

test を行い、抗マラリア薬効の再現性を調

べた結果、iv, ip, sc, po の 4 経路で優れた抗

マラリア活性を示し、従来の古いロット間

の違いは見られなかった。 

≪抗 C 型肝炎薬≫ 

 これまでの解析から、N-251 や N-89 の

抗HCV活性機序は既知の抗HCV機構とは

異なることが予想された。この抗 HCV 活

性の作用機序を解明する方法として、当該

化合物に抵抗性を示す全長 HCV-RNA 複製

細胞を作出できれば、当該化合物に感受性

を示す親細胞と比較することにより作用機

序を解明できると考えた。そこで、まず、

長期継代培養により HCV の遺伝的多様性

を獲得した HCV レプリコン複製細胞や全

長HCV-RNA複製細胞にN-251を数日ごと

に投与しながら濃度を徐々に上げていく方

法(1M から 5 M)を試みた。しかしながら、

いずれも治癒細胞となり目的の抵抗性細胞

を得ることができなかった。これらの結果

から、HCV の遺伝的多様性より細胞クロー

ンの特殊性が重要ではないかと考え、次に

抗 HCV 活性の評価細胞系である OR6 細胞

やORL8細胞へのN-251の添加実験を行っ

た。OR6 細胞へは N-251 の濃度を 4 M か

ら 8 M に徐々に上げて行く方法で行った

が、N-251 に抵抗性を示す細胞を得ること

は出来なかった。しかし、ORL8 細胞につ

いては、4 日ごとに 1 M の N-251 を 10 回

投与後、3 M まで徐々に濃度を上げていく

ことにより、N-251 に抵抗性を示す細胞コ

ロニーが多数得られた。これらの細胞コロ
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ニーをプールして増殖させ、ORL8 N-251r

細胞と命名した。ORL8 N-251r 細胞におけ

る N-251 の EC50値は 2 M となり、親細

胞である ORL8 と比較して 20 倍抵抗性で

あることが分かった。N-89 の EC50値も 1.9 

M となり、ORL8 細胞と比較して 21 倍抵

抗性であった。 

 

Ｄ．考察 

≪抗マラリア薬≫ 

N-251 の薬効を最大限に引き出し、臨床

での応用を目指した投与設計を行った。今

年度の成果として経皮投与における N-251

の体内動態を解析し、高濃度で N-251 が持

続することが判った。単回、あるいは１日

1回の投与で抗マラリア活性を示す新しい

タイプの抗マラリア剤形を見出すことがで

きた。一方、投与量において臨床に適用す

るための低コストにフォーカスを絞り、

N-251 周辺の化合物を再度評価し、N-251 の

母化合物である N-89 を用いた臨床開発を

試みることにした。N-89 の抗マラリア活性

は N-251 と同様で合成工程が極めて短い。

そのため、低コストでの臨床開発が可能と

なると期待できる。Non-GLP での合成工程

の確立と N-89 の体内動態解析、抗マラリア

薬効の評価を終え、本格的に N-89 の剤形の

改善に向け、製薬企業の専門家の知見を取

り入れ研究を進めて行く予定である。 

≪抗 C 型肝炎薬≫ 

これまで N-251 や N-89 の抗 HCV 活性

の作用機序は不明で、薬剤耐性が生じにく

いところを標的にしていると考えられてい

た。事実、N-251 に耐性を示す HCV-RNA

複製細胞の作出は困難であった。しかし、

ORL8 細胞を使用することで、今年度初め

て当該化合物に抵抗性（約 20 倍）を示す細

胞を作出することに成功した。この抵抗性

細胞と親細胞の ORL8 を丹念に比較するこ

とにより、抵抗性の原因がウイルス側に依

るものなのか宿主側に依るものなのかを今

後、明らかにすることができると期待され

る。これにより抗 HCV 標的を明らかにす

ることができれば、当該化合物の抗 HCV

活性の作用機序解明につながることが期待

される。 

 

Ｅ．結論 

≪抗マラリア薬≫ 

徐放性化が可能で肝臓初回通過効果を回

避することができる経皮投与に着目し、

N-251 の溶液状態での経皮投与を試みた。

その結果、経口投与時より投与回数を軽減

してもマラリア感染マウスが完治できる体

内動態解析結果を得た。また、低コストと

低用量をベースに N-251 の欠点を補う次世

代の化合物の探索を行い、N-251 と同様の

抗マラリア活性を示す N-89 に焦点をあて、

N-89 の製造工程を確立した。また、抗マラ

リア活性の再現性を確認し、N-89 の経皮投

与における体内動態解析結果より、臨床で

の薬剤量の軽減が期待できる予備結果を得

た。 

≪抗 C 型肝炎薬≫ 

N-251 や N-89 に抵抗性を示す全長

HCV-RNA 複製細胞の作出に成功した。こ

れにより当該化合物の抗 HCV 活性作用機

序の解明に向けた研究基盤を得た。 

 

Ｆ．研究発表 
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