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一、計畫摘要 

1a 中文摘要 

 

β-葡萄糖酸苷酶(β-glucuronidase)以經被廣泛使用於活化前驅藥物之標靶治療。目前已經有許多葡

萄糖酸苷前驅藥物被證實可用於腫瘤治療。若能夠於治療前評估前驅藥物之治療效果，將對β-葡萄糖

酸苷酶為主的個人化前驅藥物之標靶治療相當的重要。然而目前臨床沒有相關文獻指出，腫瘤的β-葡

萄糖酸苷酶高低與前驅藥物的治療效果具有關連性。而我們先前的成果顯示，遠紅光之葡萄醣醛酸造

影劑(NIR-TrapG)可以經由β-葡萄醣酸苷酶催化產生共價鍵結，相較於CT26(對照組)可累積在表現βG 

的CT26/mβG 腫瘤。甚至可以追蹤深層肝臟移植的CT26/mβG 腫瘤。在以NIR-TrapG非侵犯性造影不

同皮下腫瘤(Hela, CL1-5, HCC36, SW620, colon205)之內生性βG活性時，結果顯示Hela, CL1-5, colon205

有較高的βG活性。此外我們在透過腺病毒攜帶βG基因進行基因治療的結果中顯示，增加腫瘤區域之βG 

活性可以增加CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之療效。基於上述的成果，我們預計以造

影腫瘤內生性的βG評估βG為主的個人化前驅藥物之標靶治療。在此計畫中，活體外結果顯示人類大腸

癌腫瘤細胞(Colon205與SW620)的人類βG的表現以及對於9ACG前驅藥物的敏感性相當接近。但於活體

內以NIR-TrapG與X-GlcA去評估Colon205與SW620腫瘤時，相較於SW620腫瘤，Colon205腫瘤具有較高

的βG的表現與活性。經由定量PCR放大人類與老鼠的βG的表現，我們發現Colon205腫瘤具有較高的βG

活性，是因為表現於腫瘤微環境中的老鼠βG所致。此現象也導致了9ACG前驅藥物對於Colon205腫瘤

於活體具有較高的毒殺腫瘤效果。這些結果顯示了，NIR-TrapG可以造影評估Colo205腫瘤微環境中的

βG活性並進一步預測9ACG之療效。因此造影追蹤腫瘤內酵素之活性能提供治療前/後評估酵素活性藥

物療效的參考，成為個人化葡萄醣酸苷前驅藥物之標靶治療及療效評估之指標。 

 

關鍵字: β-葡萄糖酸苷酶，前驅藥物，遠紅光葡萄醣醛酸造影劑，非侵犯性造影，個人化醫療，標靶治

療 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 

 

1b 英文摘要 

 

β-glucuronidase (βG) is an attractive prodrug-converting enzyme for selective chemotherapy therapy. 

Several glucuronide prodrugs have been synthesized for βG and shown to produce potent anti-tumor activity. 

The ability to access the therapeutic efficacy of glucuronide prodrugs would be ideal to personalize βG based 

enzyme prodrug therapy. However, clinical studies have not yet clarified the relationship between antitumor 

effect and βG activity in tumors. Our previous results demonstrate that the near infrared glucuronide probe 

(NIR-TrapG) can be activated by βG and accumulate in βG-expreccing tumors (CT26/mβG) rather than 

control tumor. Furthermore, using NIR-TrapG to monitor the endogenous βG-activities in variant human 

tumors (Hela, CL1-5, HCC36, SW620, colon205), the result indicate the Hela, CL1-5 and colon205 tumors 

are with high βG-activities. In addition, we also demonstrated that using adenovirus to increase expression of 

βG can enhance the antitumor activity of CPT-11 and glucuronide prorugs (SN38G, 9ACG). Based on those 

results, we propose to image the endogenous βG activity for personalized glucuronide prodrug target therapy. 

In this project, the in vitro results of endogenous human βG level and the sensitivity to 9ACG are similar in 

the pair of human colon cancer cell models (Colon205 and SW620). However, using NIR-TrapG and X-GlcA 

staining to monitor the βG-activities in Colon205 and SW620 tumors, the Colon205 tumor shows higher 

βG-activities than SW620 tumor in vivo. We found the Colon205 related high βG-activities are the mouse βG 

in microenvironments rather than the human βG of Colon205 cells after enhancement of human and mouse 

βG by quantitative PCR. In addition, the mouse βG in Colon205 tumor’s microenvironment are result in the 

highly antitumor efficacy of 9ACG prodrug in vivo. These results indicated that Colo205 xenografts in nude 

mice that express elevated microenvironment G can be monitored by using NIR-TrapG and suppressed by 

9ACG prodrug treatment. We concluded that monitoring endogenous enzyme activity for accessing the 

therapeutic efficacy of prodrugs will provide a valuable tool for personalized enzyme based prodrug target 

therapy. 

 

Keywords: β-glucuronidase (βG), prodrug, near infrared glucuronide probe (NIR-TrapG), noninvasive 

imaging, personalized therapy, target therapy 
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二、報告內容：包括前言、研究目的、文獻探討、研究方法、結果與討論（含結論與建議）等。 

 

2a 研究目的 

(a) Long-term objectives:  

  利用葡萄醣醛酸造影劑評估人類腫瘤內生性葡萄醣醛酸酶(-glucuronidase)之活性，作為個人化葡萄

醣酸苷前驅藥物之標靶治療及療效評估之指標。 

 

(b) Specific Aims:  

  -葡萄糖酸苷酶 (-glucuronidase, G)以經被廣泛使用於活化葡萄糖酸苷前驅藥物 (glucuronide 

prodrugs)之標靶治療。而我們已經成功開發出遠紅光之葡萄醣酸苷造影劑(NIR-TrapG)並證實可於活體

造影評估G 活性(NSC100-2320-B-041-002, JACS revision:ja-2011-09335z-R1)。由我們先前的成果顯示

NIR-TrapG 可以經由葡萄醣酸苷酶(G)催化產生共價鍵結，相較於 CT26(對照組)可停留在表現G 的

CT26/mG 腫瘤。遠紅光能解決深層組織的穿透性, 適用來監測篩選G 表現較高的內臟腫瘤。在以

NIR-TrapG 非侵犯性造影皮下不同人類腫瘤(Hela, CL1-5, HCC36, SW620, colon205)的結果發現，不同

腫瘤累積 NIR-TrapG 的量也不一樣, 我們也在透過腺病毒攜帶G 基因進行基因治療的結果中顯示，增

加腫瘤區域之G 活性可以增加 CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之療效。另外 , 

Glu-trap-NIR 探針具有不會自身抑制活化酵素的特性, G 在不受抑制下, 即可併用葡萄糖苷前驅藥物

作酵素標靶治療。[1]基於上述的成果，本計劃預期應用 NIR-TrapG 於非侵犯性造影評估不同人類腫瘤

(大腸癌、肝癌、肺癌…)內生性G 活性，以抗癌藥物(CPT-11)與葡萄糖酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)

進行治療，探討人類腫瘤若具較高內生性G 活性是否也具有較高的藥物敏感性，與治療效果。 

 

2b 文獻探討 

  傳統化學療法之化療藥物具高毒性、低選擇性，長期使用又易產生副作用，因而限制了化療藥物的

使用。針對腫瘤高度表現的酵素，設計酵素活化前驅藥物以作為腫瘤治療的策略(Enzyme prodrug 

therapy)以經被廣泛應用於臨床或臨床前研究。酵素活化前驅藥物的策略的優點在於 1.前驅藥物低生物

毒性，2.前驅藥物僅在腫瘤處被酵素活化成毒性藥物，3.旁觀者效益(bystander effect)在腫瘤區營造高毒

性的環境可全面性毒殺腫瘤細胞[2]，此策略可提高藥物專一性，抗癌效果，並降低化學療法所造成的

副作用(Figure A)。 

 

Figure A. 酵素活化前驅藥物以作為腫瘤治療的策略(enzyme prodrug therapy)。 

 

  葡萄糖酸苷酶(-glucuronidase, G)是可以被分泌的溶小體酵素(lysosomal enzyme)[3, 4], 也存在於許

多腫瘤周圍組織, 目前已廣泛使用作為腫瘤標記(tumor marker)[4-6]，應用於轉化葡萄醣酸苷前驅藥物

成為毒性藥物[7, 8]。目前已有葡萄醣醛酸衍生之前驅藥物被合成，如 doxorubicin[9], etoposide,[10] 

camptothecin analogs[11, 12], paclitaxel[13] and alkylating agents[14, 15]。甚至臨床抗癌藥物 CPT-11 也已
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經被報告主要是以葡萄醣酸苷化的代謝物 SN38G 的形式存在。而在酵素活化前驅藥物的研究中，利用

腫瘤專一性抗體將G 送至腫瘤組織(Antibody-directed enzyme prodrug therapy, ADEPT)[12, 16]、或以基

因傳送的方式讓腫瘤組織表現G (Gene-directed enzyme prodrug therapy, GDEPT)[17-19]，或直接治療高

表現G 的腫瘤[3, 20]，都證實人工表現G 於腫瘤可以提高 CPT-11 或葡萄醣酸苷前驅藥物的治療效

果。但目前並沒有直接證據指出腫瘤內生性的G 活性與抗癌藥物 CPT-11 或葡萄醣酸苷前驅藥物的治

療效果有關。 

  在我們先前的成果中，我們已經成功開發以 difluoromethylphenol 連結葡萄醣醛酸與遠紅光探針

(IR-820)之遠紅光之葡萄醣酸苷造影劑(NIR-TrapG) 。NIR-Trap 並證實可於活體造影評估G 活性

(NSC100-2320-B-041-002, J Am Chem Soc. 2012; 134(6):3103-3110.)。NIR-TrapG 可以經由葡萄醣醛酸

酶(G)催化產生共價鍵結，相較於 CT26(對照組)可累積在表現G 的 CT26/mG 腫瘤。此外 NIR-TrapG

也可在深層組織(肝臟)造影表現G 的 CT26/mG 腫瘤。由此顯示 NIR-TrapG 是一個可以於活體造影評

估G 活性之遠紅外光造影劑。而在以 NIR-TrapG 非侵犯性造影皮下不同人類腫瘤(Hela, CL1-5, HCC36, 

SW620, colon205)的結果發現，不同腫瘤累積 NIR-TrapG 的量也不一樣。這樣的結果也顯示了不同腫瘤

內生性所表現的G 活性有強弱之分。此外我們也藉腺病毒攜帶G 基因進行基因治療的結果中顯示，

增加腫瘤區域之G 活性可以增加 CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之療效。[1]基於上述

的成果，本計劃的策略是：非侵犯性造影檢測不同腫瘤內生性G 活性，以進行個人化前驅藥物之標靶

治療。(Figure B) 

 

 

Figure B: 非侵犯性造影檢測不同腫瘤內生性G 活性，以進行個人化前驅藥物之標靶治療。以G 造影

探針評估腫瘤內生性G 活性，並透過 CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之治療，建立個

人化前驅藥物之標靶治療模式。 

 

  此計畫的成功將可以提供一個新的個人化治療策略,應用於以 CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物為基礎

之腫瘤治療，並提供一種評估之平台於治療前/後評估藥物療效的方法。 
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2c 研究方法 

由我們先前的成果證實遠紅光之葡萄醣酸苷造影劑(NIR-TrapG)可於活體造影G 活性。若增加腫瘤區

域之G 活性即可以增加 CPT-11 與葡萄醣酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之療效。基於上述的結果，我

們的研究方法如下： 

 

 

 

 

 

Flow chart 

 
(1)檢測人類腫瘤細胞內生性G 活性與對藥物敏感性之相關性 

  以葡萄醣酸苷探針(4MUG)檢測人類腫瘤細胞內生性G 活性，並檢測人類腫瘤細胞對於抗癌藥物

(CPT-11)與葡萄糖酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)之敏感性(IC50)，以線性回歸模式分析人類腫瘤較高內

生性G 活性是否具有較高的藥物敏感性。 

 

(2)於活體檢測人類腫瘤內生性G 活性與藥物治療效果之相關性 

  以遠紅光之葡萄醣酸苷造影劑(NIR-TrapG)於活體造影人類腫瘤細胞內生性G 活性，並以抗癌藥物

(CPT-11)與葡萄糖酸苷前驅藥物(SN38-G, 9ACG)進行治療，並追蹤腫瘤大小及治療效果，以複回歸模式

探討人類腫瘤若具較高內生性G 活性是否也具有較高的藥物敏感性，與治療效果。 

 

2d 研究結果 

β-葡萄糖酸苷酶(β-glucuronidase)以經被廣泛使用於活化前驅藥物之標靶治療。目前已經有許多葡

萄糖酸苷前驅藥物被證實可用於腫瘤治療。若能夠於治療前評估前驅藥物之治療效果，將對β-葡萄糖

酸苷酶為主的個人化前驅藥物之標靶治療相當的重要。在此計畫中，為了監測人類大腸癌腫瘤細胞的

人類βG的表現以及對於9ACG前驅藥物的敏感性。我們於活體外以Western blotting與anti-human βG抗體

監測人類大腸癌腫瘤細胞(Colon205與SW620)的人類βG的表現。Figure 1結果顯示了人類βG的表現於人

類大腸癌腫瘤細胞(Colon205與SW620)的表現沒有明顯的差異。於活體外將大腸癌腫瘤細胞(Colon205

與SW620)處裡9ACG前驅藥或以活化的9AC藥物後發現，Colon205與SW620對於9ACG前驅藥或以活化

的9AC藥物敏感性並不明顯差異(Figure 2)。但於活體內以NIR-TrapG非侵犯性造影評估Colon205與

SW620腫瘤內βG活性時相較於SW620腫瘤，Colon205腫瘤具有較高的βG的表現與活性(Figure 3)。為了

確認NIR-TrapG非侵犯性造影的結果，我們將Colon205與SW620腫瘤切片以βG的前驅染劑(X-GlcA)染

色。Figure 4顯示了相似的結果，Colon205腫瘤具有較高的βG的表現與活性。為確認腫瘤內βG的表現
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與活性的來源，我們萃取Colon205與SW620中的total RNA並轉成cDNA，經由定量PCR放大人類與老鼠

的βG的表現。我們發現Colon205腫瘤具有較高的βG活性，是因為表現於腫瘤微環境中的老鼠βG所致 

(Figure 5)，而在Colon205與SW620腫瘤細胞內生的人類βG則沒有明顯差異。此現象也導致了9ACG前

驅藥物對於Colon205腫瘤於活體具有較高的毒殺腫瘤效果 (Figure 6)。這些結果顯示了，NIR-TrapG可

以造影評估Colo205腫瘤微環境中的βG活性並進一步預測9ACG之療效。因此造影追蹤腫瘤內酵素之活

性能提供治療前/後評估酵素活性藥物療效的參考，成為個人化葡萄醣酸苷前驅藥物之標靶治療及療效

評估之指標。 

 

 

Figure 1. Expression of endogenous G in human colon cancer cells. 1104 Colon205 and SW620 cells were 

harvested and the endogenous G expressions were detected by Western blotting and anti-human G 

antibodies staining. Protein loading was visualized by anti-alpha-tubulin antibodies staining. 

 

 

Figure 2. Drug efficacy of 9ACG to Colon 205 and SW620 tumors. 1105 Colon205 and SW620 cells were 

incubated with serial diluted 9ACG or 9AC for 72 hours. The cell viability were determined by incorporation 

of 3H-thymidine. The data show the percentages compared to un-treated control. 
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Figure 3. Assessment of G activity by NIR-TrapG in vivo. NIR-TrapG was intravenously injected to 

BALB/c nude mice bearing Colon205 (right flank) and SW620 (left flank) tumors. In vivo optical imaging of 

NIR-TrapG at 48 hours after probe injection.  

 

 

 
Figure 4. Assessment of G activity by X-GlcA staining. To confirm G activity, Colon205 and SW620 

tumors were resected at 48 hours after NIR-TrapG injection, stained with X-GlcA and examined under bright 

field. Scale bar: 100 m. 

 

 

Figure 5. Expression of endogenous mouse and human G in Colo205 and SW620 tumor tissue. Total RNA 

samples prepared from Colo205 and SW620 tumor tissue samples were used as templates for RT-PCR by 

using mouse βG (upper panel), human βG (middle panel) or human GAPDH (lower panel) gene-specific 

primers. The human GAPDH served as a loading control and the DNA plasmids containing mouse βG or 
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human βG genes (p-mβG and p-hβG) served as positive controls. 

 

 

Figure 6. Anti-tumor activity of 9ACG to Colon 205 and SW620 tumors. BALB/c nude mice bearing 100 

mm3 s.c. Colo205 (left panel) or SW620 (right panel) tumors were i.p. injected with PBS (●) or 50 mg/kg 

9ACG (○) on days 1, 3 and 6. Bars, SEM (n = 4). Arrows, treatment schedule. Significant differences in mean 

tumor size in mice treated with 9ACG are indicated: *, p < 0.05. 

 

2e 分析與討論 

  葡萄糖酸苷酶(-glucuronidase, G)是可以被分泌的溶小體酵素(lysosomal enzyme)[3, 4], 也存在於許

多腫瘤周圍組織, 目前已廣泛使用作為腫瘤標記(tumor marker)[4-6]，應用於轉化葡萄醣酸苷前驅藥物

成為毒性藥物[7, 8]。目前已有葡萄醣醛酸衍生之前驅藥物被合成，如 doxorubicin[9], etoposide,[10] 

camptothecin analogs[11, 12], paclitaxel[13] and alkylating agents[14, 15]。甚至臨床抗癌藥物 CPT-11 也已

經被報告主要是以葡萄醣酸苷化的代謝物 SN38G 的形式存在。而在酵素活化前驅藥物的研究中，利用

ADEPT[12, 16]、GDEPT[17-19]，或直接治療高表現G 的腫瘤[3, 20]，都證實人工表現G 於腫瘤可以

提高 CPT-11 或葡萄醣酸苷前驅藥物的治療效果。因此人類腫瘤內生性G 之活性，將可以作為個人化

葡萄醣酸苷前驅藥物之標靶治療及療效評估之指標。我們利用先前開發之遠紅外光葡萄醣醛酸造影劑

(NIR-TrapG)於活體造影評估G 活性。並發現相較於 SW620(GLow)，Colon205(GHigh)腫瘤的微環境中

具有較高的 βG 的表現與活性，並且葡萄醣醛酸前驅藥物(9ACG)對於 Colon205(GHigh)腫瘤具有較好的

療效。雖然活體外細胞結果顯示人類大腸癌腫瘤細胞(Colon205 與 SW620)的人類 βG 的表現以及對於

9ACG 前驅藥物的敏感性沒有明顯差異。但經由定量 PCR 放大人類與老鼠的 βG 的表現，我們發現活

體內 Colon205 腫瘤據要較高的 βG 活性，是因為表現於腫瘤微環境中的老鼠 βG 所致。此現象也導致

了 9ACG 前驅藥物對於 Colon205 腫瘤於活體具有較高的毒殺腫瘤效果。我們先前也發表 9ACG 前驅藥

物的抗腫瘤效果與於腫瘤微環境中的因免疫細胞浸潤所表現βG的量呈現正相關(Clin Cancer Res. 2009; 

15(14): 4600-4611)。這些結果顯示了，NIR-TrapG 可以造影評估 Colo205 腫瘤微環境中的 βG 活性並進

一步預測 9ACG 之療效。因此造影追蹤腫瘤內酵素之活性能提供治療前/後評估酵素活性藥物療效的參

考，成為個人化葡萄醣酸苷前驅藥物之標靶治療及療效評估之指標。 
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