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研究成果の概要（和文）：プロトポルフィリンIX(PpIX)前駆体の5-アミノレブリン酸(5-ALA)は生体に取り込ま
れ、腫瘍特異的にPpIXが蓄積する。我々はX線照射によりPpIXが活性酸素生成を増強することを見出し、5-ALAを
放射線治療に併用する放射線力学療法(RDT)の開発を目指している。RDTは放射線療の治癒率の向上、また低線量
治療の可能性を有する、本課題では、作用機序の解明および放射線治療の臨床条件に近い試験条件での有効性を
評価した。その結果、低酸素状態での活性酸素生成能の増強効果、また悪性神経膠腫担癌マウスによる60Gy/30
分割/6週間試験での腫瘍抑制効果および腫瘍再増殖抑制効果を観察した。

研究成果の概要（英文）：5-aminolevulinic acid (5-ALA), a precursor of protoporphyrin IX (PpIX), 
induces PpIX accumulation in tumors. PpIX generates reactive oxygen species (ROS) upon laser 
irradiation, so 5-ALA is used in photodynamic therapy. We found that PpIX promotes the generation of
 ROS by X-ray irradiation, and aimed to develop radiodynamic therapy (RDT) combining 5-ALA and 
radiotherapy. RDT has the potential to improve the cure rate of radiotherapy and provide low-dose 
treatment. In this study, we clarified its effectiveness under close to the clinical conditions of 
radiotherapy. Tumor-bearing mice transplanted with U-87MG or U-251MG human glioma cells were orally 
administered 60 mg/kg or 120 mg/kg of 5-ALA and then radiotherapy was performed with a total 
fractionated dose of 60 Gy/ 30 fractions /6 weeks. The administration of 120 mg/kg to mice is 
equivalent to the dose administered clinically in humans. As a result, tumor-inhibitory effects and 
tumor regrowth inhibitory effects were observed.

研究分野：生体医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の目標は光線力学療法の励起メカニズムと類似しているが、光の替わりにＸ線を用い、放射線の腫瘍選択
性を高め、深部がんの治療に有効な「放射線力学療法」を開発し、今までの放射線治療では十分に治療効果が得
られない状態のがんへの治療に役立てることである。本治療法は汎用型治療装置リニアックの使用が可能であり
新たな装置は不要である。また5-ALAは既に光線力学療法で臨床に用いられており、経口投与が可能で光毒性が
低く、放射線増感剤としても臨床的に有用である。PpIXの様な低分子有機化合物の放射線応答性はあまり知られ
ていなく、反応メカニズムの解明は放射線と有機化合物との反応の新たな応用研究の可能性を有する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
 放射線治療をより効果的に行うため、正常組織の損傷を抑え特異的に腫瘍の放射線感受性
を高める増感剤の開発が進められている。放射線増感剤は、DNA損傷、核酸合成阻害、細胞分
裂阻害、低酸素細胞等の腫瘍環境変化、DNA修復阻害、免疫性向上、等の様々な作用機序が検
討されているが、現在のところ臨床で広く用いられる有効な X 線増感剤は無い。腫瘍親和性光
増感剤のポルフィリン類化合物に光を照射すると生成する活性酸素の細胞損傷効果を利用した
「光線力学療法(Photodynamic Therapy: PDT)」が、がん治療法に用いられつつある。プロトポ
ルフィリン IX（PpIX）が X線との物理化学応答により活性酸素を生成することから、光の替わ
りに X線を用いる「放射線力学療法(Radiodynamic Therapy: RDT)」の可能性が見いだされた。
「放射線力学療法」は光線力学療法より深部のがんに適用が可能であり、既存の放射線療法と比
べて同線量での治癒率の向上、また低線量治療の可能性から臨床応用が期待される。 
 
２． 研究の目的 
 

PpIXの前駆体である 5-アミノレブリン酸(5-ALA)は生体に取り込まれ、腫瘍細胞に高濃度に
PpIXが蓄積することが知られている。PpIXは光励起により活性酸素を生じるため、5-ALAは
光線力学療法の光増感剤として用いられている。5-ALA は経口投与が可能で光毒性が低いこと
から、放射線力学療法の放射線増感剤として臨床的にも有用であると考えられる。5-ALA を用
いた放射線力学療法の臨床応用を進めるために、さらに作用機序を解明し、放射線治療の臨床条
件に近い試験条件における有効性評価を行うことを本研究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
放射線の効果は, 酸素の存在によって大きく変わることが知られている. X 線の場合, 酸素が
十分ある条件での治療効果は, 酸素が全く無い条件下と比べて約 3 倍大きく、腫瘍の放射線治
療における局所制御は腫瘍内の酸素分圧に影響されると言われている。そこで、X線照射による
PpIXの活性酸素生成能に対する溶存酸素の影響を検証した。X線による放射線治療の主たる作
用メカニズムは、水の放射化による DNA 損傷とされている。そこで、PpIXの DNA 損傷に及
ぼす影響を評価した。 
臨床では 5-ALAは脳腫瘍の光線力学診断(Photodynamic Diagnosis: PDD)で多く用いられ、

5-ALA 投与による悪性神経膠腫の高い PpIX 蓄積性が知られている。そこで、悪性神経膠芽腫
術後の放射線治療プロトコールである 60Gy/30分割/6週間を用い、光線力学診断時の臨床で用
いる 5-ALA投与量と等価用量条件での放射線力学療法での効果を調べた。実験には 2種類のヒ
ト由来悪性神経膠腫担癌マウスを用いた。 
 
４． 研究成果 
 

１）X線照射による PpIXの活性酸素(ROS)生成能の評価 
X線によるPpIXのROS生成能を評価する為、活性酸素生成指示薬Aminophenyl Fluorescein 

(APF)および Dihydroethidium（DHE）を用いた。APFは主としてヒドロキシラジカル(･OH)、
DHEはスーパーオキサイド(O2

・-)を検出する。PpIXに APFまたは DHEを加え、PpIXの最終
濃度を 0, 1, 5 µM、APF 5 µMまたは DHE 50 µMとなるように調整した溶液を作成し X線を
照射した。X線照射装置 Faxitron CP-160を用い、160kV、１Gy/minの条件とした。照射後そ
れぞれの溶液の蛍光強度(APF: Ex.480nm, Em 520nm, DHE: 500nm Em 610nm)を測定した。
その結果、PpIXは X線の線量依存性に蛍光強度は増加した。また、･OHの消去剤として 25%
エタノール、 O2

・-の消去剤として 30U/mLの SODを添加して同様の試験を行ったところ、活
性酸素の生成は抑制された。この結果から、PpIXは X線照射により･OHおよび O2

・-の生成を
増強することが確認された（図 1）。 

図 1  X 線照射による PpIX(Protoporphyrin X)の活性酸素生成 (A)活性酸素指示薬 APF, (b)DHE, n=4,  
* p <0.05, ** p <0.01 



２）X線照射による PpIXの ROS生成能に対する溶存酸素の影響 
次に、溶存酸素の影響を調べるために、事前に溶液に N2、Air、O2ガスをバブリングし PpIX
濃度 0，5 µMおよび DHEまたは APFを添加した溶液に対し、0, 5, 10 Gyの X線を照射した
（図 2）。･OHは線量依存性に増加し、PpIXは･OHの生成を増強し、溶存酸素の影響は殆ど受
けなかった（図 2(A)）。一方、O2

・-は PpIXの有無にかかわらず溶存鱒酸素が殆ど無い状態では
X線を照射しても生成はわずかであったが、PpIXの存在下では溶存酸素濃度が増加するにつれ
て顕著に増加した（図 2(B)）。これにより、溶存酸素が無い状態でも、PpIXは･OH 、O2

・-のい
ずれの生成をも増強することが判明した。 

図 2 X線照射による PpIX(Protoporphyrin IX)の活性酸素生成に対する溶存酸素の影響 (A)活性酸素指
示薬 APF, (b)DHE, n=6, † 同じ放射線量におけるN2バブリングに対し p < 0.01, ‡ 同じ放射線量における
Airバブリングに対し one-way ANOVA and Tukey post-testによる p < 0.01 の有意差を示す 
 
３）X線照射による DNA切断に対する PpIXの影響評価 

X線の細胞に対する影響は DNA 切断能であると考えられている。そこで、PpIXの DNA 切
断能に対する影響を環状二本鎖 DNAである pBR322を用いて評価した。pBR322は 4361bpの
環状プラスミドである。環状 DNAは通常は環がさらにねじれたコイル状（supercoil）であり、
一本鎖切断により環にねじれが無いリラックス型(relax)、二本鎖切断により環状から線状
(Liner)に変化し（図 3(A)）、この 3つの形態は電気泳道により識別が可能である。 

pBR322(50ng/mL)に 0, 90, 180, 270 µMの PpIXを加え、60、120, 240Gyの X線を照射し
た。その後、0.7%のアガロースゲルで電気泳動した（図 3(B)）。この画像の蛍光強度をNIH の
画像解析ソフトである ImageJにより評価した（図 3(C)）。その結果、60, 120、240 Gyで PpIX
濃度依存性にリラックス型、つまり一本鎖切断が増加し、240Gy ではほぼすべてに一本鎖切断
が生じ、かつ PpIX濃度依存性に二本鎖札暖の増加が観察された（図 3(C)）。これにより、PpIX
は X線による DNA切断効果を増強することが検証された。 



図 3  X線照射による環状二本鎖 DNA切断に対する PpIXの影響評価 （A）環状 DNAの形態、(B)PpIX
を加え X線を照射した環状 DNAの電気泳動像。Mレーンは DNAラダーマーカー、(C) (B)の蛍光強度を
定量し、プラスミドの鎖切断状態の比率を算出 
 
４）in vitro, in vivo実験時の細胞、および組織内 PpIX濃度 
ヒト由来悪性神経膠腫由来の細胞株 U-251MG 細胞および U-87MG Luc2 の培養中、および
マウスに担癌させた腫瘍組織中の PpIX 濃度の測定を行った。細胞または組織に 50 µL の
0.1MNaOHを加えホモジェナイズし、そのうち 10 μLは Lowry法によるタンパク濃度測定に
用いた。残り 40 μLに 150μLのN,N-ジメチルホルムアミド:イソプロパノール (100:1, v/v) 溶
液を加え、一晩保存した後、12,000 rpm で 10分間遠心分離した。ポルフィリン濃度は 405 nm 
の吸収の測定により算出した。5-ALA添加 4時間後の細胞内の PpIX濃度を表 1、5-ALA経口
投与 4時間後の腫瘍細胞内の PpIX濃度を表 2に示す。 

5-ALA を 4時間前に投与した細胞は 5-ALA濃度依存性に PpIX濃度が上昇し、U251MGの
方が高い傾向を示した。5-ALA を 4時間前に経口投与した U251MGおよび U87MG 担癌マウ
スの腫瘍におけるポルフィリン蓄積は 5-ALA 濃度の増加に伴い増加し、2 つの系統間で大きな
差はなかった（表 2）。 

表 1  5-ALA添加 4時間後の細胞内の PpIX濃度 h (n = 4) 

5-ALA 
(mg/mL) 

U251MG 
(pM/mg protein) 

U87MG 
(pM/mg protein) 

0 0.3 ± 0.1 0.2 ± 0.1 
30 7.1 ± 1.3 6.7 ± 1.2 

100 23.6 ± 5.1 17.8 ± 1.7 
 

表 2  5-ALA経口豪投与 4時間後の腫瘍内の PpIX 濃度 (n = 4) 

5-ALA 
(mg/kg) 

U251MG 
(pM/mg protein) 

U87MG 
(pM/mg protein) 

0 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.1 
60 1.1 ± 0.7 1.6 ± 0.7 

120 4.9 ± 0.6 3.5 ± 0.7 
 
５）神経膠腫細胞株に対する in vitro効果検証 

U-251MG細胞および U-87MG Luc2を E-MEMに 10%非働化 FBSを加え 5% CO2 37℃で
培養した。X線照射 4時間前に 0, 30, 100 μg/mLとなるように 5-ALAを添加し、細胞内に PpIX
が蓄積した状態で X線を照射し、コロニー形成能試験を行った。X線照射はMBR-1520-4(㈱日
立パワーソリューションズ)を用い、150kV、1Gy/min の条件で照射した。X 線照射後、25cm2

フラスコに細胞 1000 個を播種し 14 日程度培養した。細胞が 50 個以上集まっている集団をコ
ロニーとしてカウントした。U-251MG, U-87MG の何れも 5-ALA に投与により X 線効果を増
強する傾向がみられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4  5-ALA処理による放射線量-生存曲線 (A) U251MG、(B) U87MG、n = 3、*p < 0.05、**p < 

0.01 

 



５）神経膠腫担癌マウスモデルを用いた in vivo効果検証 
 In vivo効果検証の為、U251MG または U87MG の皮下異種移植モデルを用いた。6 週齢の
雌ヌードマウス(BALB/c nu/nu、Charles River Laboratories Japan)に、1.0 x 106 個の U251MG 
または U87MG 細胞を頭部に皮下注射した。腫瘍容積が 150-220 mm³ に達した後、それぞれ
の細胞を移植したマウスを次の 5 群に分けた。それぞれ群は、グループ 1(NT):コントロール グ
ループ (n = 4)、グループ 2(120 ALAT):120 mg/kg ALA を経口投与 (n=4)、グループ 3(XT)：
総線量 60Gy（2Gy/日を×5日/週×6週間）（n=5）、グループ 4(60ALAXT)：各照射の 4時間前
に 5-ALA 60mg/kgを経口投与しXTと同様に総線量 60Gy照射（n=5）、グループ 5(120ALAXT)：
各照射の 4時間前に 5-ALA 120mg/kgを経口投与を経口投与し XTと同様に総線量 60Gy照射
（n=5）である。X線照射は腫瘍部位の上に開口部があるプラスチックホルダーでマウスを固定
し、鉛のコリメーターを用い、腫瘍部位の脳の 20×20mmの領域を照射した。5-ALAおよび X
線治療群のマウスには、X線照射の 4時間前に、PBSで希釈した 5-ALAを 0、60、120mg/kg
体重に経口投与した。マウスへの 120mg/kg投与は臨床で用いられる 5-ALAのヒト等価用量で
ある。X線照射しないマウスには、照射するマウスと同時に 0、120 mg/kgの 5-ALAを投与し
た。腫瘍はノギスを用いて長径と短径を測定し、腫瘍体積 = 最短径 2 × 最大径 × 0.5 の式により
算出した。体重と腫瘍サイズは、細胞移植後毎週記録した。U251MG移植マウスは、最後の X
線照射の 1 日後にマウスを屠殺した。U87-MG 移植マウスは、最後の X線照射の 28 日後にマ
ウスを屠殺した。X線照射を受けていないグループは、腫瘍体積が 500 mm2に達した時点でマ
ウスを屠殺した。この実験プロトコールは、国立研究開発法人産業技術総合研究所ライフサイエ
ンスに関する実験の倫理及び安全管理規程に従い承認された（許可番号：2020–097）。 
 U251MG移植マウスでは、X線照射を行わない NTおよび 120ALAT群では腫瘍が増殖した
が、XT群では X線照射開始後 4週間まで腫瘍サイズがわずかに増加し、その後腫瘍が退縮した
（図 5(A））。60ALAXT群では 2週間後、120ALAXT群では 1週間後から腫瘍退縮が見られ、
5-ALAの濃度が高い方が腫瘍退縮開始が早くなった（図 5(A））。U87MG移植マウスでは、NT
および 120ALAT群では腫瘍が増殖したが、XT、60ALXT、120ALAXTの全ての X線照射群で
X線照射開始後 1週間から腫瘍の退縮が見られた（図 5(B)）。4週から 6週までは、すべての X
線照射群の腫瘍サイズは非常に小さく、群間差はなかった。そのため、観察を継続したところ 7
週目からは、XT 群で腫瘍の再増殖が観察されたが、60ALAXT 群と 120ALAXT 群では再増殖
は観察されなかった（図 5(B)）。これにより、5-ALA併用による腫瘍増殖抑制効果、または腫瘍
再増殖抑制効果が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  担癌マウスに対する 60Gy/30分割照射の 5-ALA併用の影響 神経膠腫（A）U251MG、(B）U87MG
それぞれの担癌マウスを作成し、NT:コントロール群、120ALAT: 120 mg/kg ALAを経口投与、XT: 総線
量 60Gy（2Gy 毎日×5 日/週×6 週間）、60ALAXT:60mg/kg 5-ALA を各照射の 4 時間前に経口投与、
120ALAXT: 120 mg/kg 5-ALAの 5群に分け、5-ALA併用によるＸ線の効果を調べた。n = 4または 5 
 *p < 0.05、**p < 0.01） 
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