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研究成果の概要（和文）：胆管細胞株を用い、糖（グルコース）連結ポルフィリン錯体のG0、G4において一重項
酸素生成効率が高い光増感剤を開発した。ポルフィリンと糖の連結リンカーであるエチレングリコールのユニッ
ト数を増加させることで、PDT活性はこれまで合成したものよりも効果が増強し、癌細胞への可視光殺細胞活性
が増す成果が得られた。LED照射による温度変化を安定させヒト体温37度に均一に維持できるアルミニウム板・
空気ギャップを備えた光照射機器を開発した。2020年までに2編の論文化がなされた

研究成果の概要（英文）：Using bile duct cell lines, a photosensitizer having high singlet oxygen 
production efficiency was developed in G0 and G4 of sugar (glucose) linked porphyrin complexes. By 
increasing the number of units of ethylene glycol, which is a linkage linker between porphyrin and 
sugar, PDT activity was enhanced compared to those synthesized so far, and visible light 
cell-killing activity to cancer cells was increased. We have developed a light irradiation device 
equipped with an aluminum plate and air gap that can stabilize temperature changes due to LED 
irradiation and maintain a uniform human body temperature of 37 degrees. Two articles had been 
published.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のポルフィリン化合物に代わり、従来の癌細胞選択性や長時間遮光による光線過敏症の欠点を補う新たな光
線力学的療法の治療創薬および機器開発につながる。2016年から宮崎大学医学部の基礎・臨床研究分野で組織構
成された「蛍光物質や光治療による将来の臨床治療開発をすすめる研究プロジェクト」と「工学部スーパーマテ
リアル開発研究」の学部・ユニット横断型 医工連携の研究プロジェクトに独自性持って取り組んでおり、本研
究をプロジェクトで共有し、獣医学部とも連携して大型動物での検証にも取り組む。本研究の意義と将来展望で
あるPDT光増感剤の創薬として、胆管癌をはじめとする難治癌患者への次世治療ニーズ提供としたい。　

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難治性消化器癌の一つである胆管癌において、癌局所治療による高い病態制御効果を達成する
ため、ポルフィリン誘導体を新規水溶性光増感剤  (PS)  として開発し、light emitted diode 
(LED)を用いた光励起による次世代の光線力学的療法  photodynamic therapy (PDT)開発の橋
渡し基礎研究を行うことを目的とする。これまで研究代表者は臨床で胆管癌患者において既存
の光増感剤による PDT の治療効果を確認し、基礎研究で胆管癌細胞株におけるアポトーシス
誘導効果を解明してきた。 
 
２．研究の目的 
未だ正常細胞における光増感剤残留による副作用も問題点であり、癌特異性と正常組織の代謝
促進のため、より有効な光増感剤の開発と励起効果の高い光条件の確立した PDT 研究に取り
組んでいる。本研究では PS に用いるポルフィリン錯体の軸配位修飾や癌細胞親和性を高める
分子設計技術を駆使して新規水溶性 PS 合成研究を加速することで、より胆管癌に親和性が高
くアポトーシスを誘導する新たな PDT を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規光感受性物質の合成（図１）：ポルフィリン錯体の軸配位子に親水基・疎水基を導入・
変換する方法で水溶性ポルフィリン Gn を合成。得られた化合物の溶解性、可視光吸収・蛍光
特性、酸化還元特性、ФΔ を評価し最適な吸収波長が得られる水素化ポルフィリン骨格の合成
を行う。 

① Gn の合成： n =0, 1, 2, 4 の Gn は、アセチル化グルコースにリンカーとしての EG 
ユニットを導入し、リン錯体の軸配位子に連結させ脱アセチル化によって合成。 
② Gn の PDT 活性：96 ウェルプレートに細胞を播種し 24 h 培 
養、各濃度の Gn を含む培養液に変更し Gn を細胞に添加し 24–48 h   
集積。独自の LED 光機器（645–660 nm, 光強度= 4.09 mWcm−2）で 30   
分間マイクロプレート底から照射し MTT 試験で生存率を調べた。 

(2) PS の癌細胞集積性の解析： 胆管癌細胞株 NOZ 細胞及び他の数種  
類の癌細胞株を対象に，細胞内への PS の蓄積と部位を組織選択性の 
蛍光プローブで二重蛍光染色、western blot で確認し，蓄積量を細胞 
抽出から定量測定する。 
(3) PDT による抗腫瘍効果検証： 上記癌細胞株を対象に光線照射の各  
条件における癌細胞増殖活性や癌殺細胞効果（ cell viability %，アポトーシス、50%阻害濃
度 IC50）の評価。 
(4) PS の糖鎖連結による癌細胞膜結合の選択性（特異性）の検証：グルコシル基と結合する   
GLUT1 阻害剤投与による取り込み量と cell viability での抗腫瘍効果抑制を測定。 
(5) PDT の基礎研究開発用の波長 645nm-LED 照射装置の作製：LED 点灯後の水温の変化（96 
ウルェプレート使用）を純粋上で水温の時間変化を測定し、外気温を調整しながら温度安定化
を図るため、LED のプレート間に絶縁坂を用いてヒト体温に近い温度による最適な装置を作成
する。 
 
４．研究成果 
2019 年度の研究では NOZ に対してエチレングリコール（EG）型リンポルフィリン錯体を用い
た場合に高い PDT 活性を示し IC50 は 37.6 nM で細胞膜と親和性があり、ФΔは高い事がま
ず証明された。しかし肝癌細胞（HepG2）に対して活性なく細胞選択性に乏しかった。 
(1) Gn の光機能性： G0–G4 の蛍光特性を評価するため、蛍光スペクトルから蛍光量子収率
（Ф Δ）と蛍光寿命（T）を測定した。G0, G1 は EG 型錯体と同等のΦΔ を示した。蛍光特
性は n 値による明確な違いは得られなかったが、EG リンカーが長くなるにつれΦΔが減少し
た。 
(2) Gn の PDT 活性：NOZ に対する PDT 活性は、G0 において(610 nm 光照射下)、G0 濃度依
存的に細胞の生存率は減少し、暗下では減少が見られなかった。EG リンカーを導入した場合、 
IC50 はリンカーの伸長によって PDT での IC50 が低濃度化し、G4 の PDT では集積時間を長
くすることで最も生存率低下が顕著であった。 
 
＊ΦΔ は n の増加にともなって減少したにも関わらず、PDT 活性は n の増加により上昇し
た(ФΔと PDT 活性に相関を示さない)。水溶性 PS の PDT 活性には、ΦΔ が高いことも必
要だが PS の癌細胞への取り込みが重要と考察された。さらに、これまで PDT 抵抗性であっ
た HepG2 において EG リンカー（n = 4）の導入で PDT 活性および取り込み量が向上した。 
＊分子構造的には、G0 ではグルコシル基がポルフィリン環と立体的に混みあった状態で糖認 
識性が低いが、G4 でグルコシル基がポルフィリン環より外部に位置し糖認識性が向上した。 



 
(3) Gn の細胞への取り込み量および阻害剤効果：光機能性評価から、Gn のがん細胞への取り 
込みが PDT 活性に重要であることが示唆された。NOZ および HepG2 に対する細胞あたりの Gn 
の取り込み量を調べ、結果最も PDT 活性が高かった G4 で細胞の取り込み量が最大となった。 
 
結果のまとめ：P-錯体の近傍にグルコース部位を連結すると高いΦΔ を示したが、PDT 活性
にがん細胞株依存性が見られた。この依存性は、軸配位子に EG アルキルエーテルを導入した 
P-錯体と同様の傾向であった。グルコース部位を、n = 4 の EG リンカーを介して連結する
と、ΦΔ は低下した。しかし、PDT 活性に細胞への Gn の取り込み量に時間依存性が見ら
れ、NOZ および HepG2 の両方で PDT 活性を示した。したがって、P-錯体へのグルコース部位
の連結方法を最適化することで、Gn の取り込み過程が変化し PDT 活性が向上した。 
 
(4) PDT の基礎研究開発用の波長 645nm-LED 照射装置の温度均一性の向上 
リンポルフィリン錯体のイソバクテリオクロリン体、およびクロリン体の可視光吸収波長は  
645nm  と 660nm  で、ヒト正常細胞に安全な波長での吸光を示した。厚手の銅ヒートシンクを
持ち苛  645nm  の LED  照射装置を開発した。点灯 30  分後の 96  ウェルプレートの水温が
中央値で 26.1℃に上昇する程度に  LED  の発熱の影響を抑えることができ、全体をインキュ
ベーターのような保温槽内に入れれば、ヒトの体温に近い  36℃台での安定した環境で実験で
きる装置を開発した。しかしその装置には、 LED  点灯によるウォーミングアップが必要なこ
と、各ウェルの温度に最大±1.5℃の温度差があることが問題で、必ずしも使いやすい装置では
なかった。そこで、プレートと照射装置の間に断熱材をいれ、 LED  の熱をプレートに伝えな
くする工夫が必要と考え、様々な絶縁材料を挿入することでその効果を検証した。その結果、
LED  のヒートシンクである銅板上部に厚さ  1mm  の空気層を設け、かつその上には LED 光の
吸収が 5%以下のアルミ製ヒートシンクを増設・併用することで、点灯によるウォーミングアッ 
プなしに 30 分間 37 度台を維持でき、各ウェル間の温度差は最大で±0.2℃におさえることが
出来た。 
(5) EG 型錯体 PS の癌細胞内局在 
EG 型錯体 PS と LED による PDT により MitoTracker 蛍光を用い PS の在がミトコンドリア
であることを確認し、OXPHOS 活性低下からミトコンドリア障害誘導機序を解明した。FCM によ
り PDT によるアポトーシス誘導を確認しアポトーシス抑制因子である Bcl-xL の低下、促進因
子である Bax、 cytochrome C、cleaved caspase-3 増加を証明した。 
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