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研究成果の概要（和文）：5－アミノレブリン酸投与によりがん細胞に選択的に蓄積するプロトポルフィリンIX
（PpIX）が、Ｘ線照射による活性酸素の生成を増強し、放射線治療における放射線増感剤として機能することを
これまでに明らかにした。本課題では、PpIX以外の低分子有機化合物の放射線応答性を調べるために、活性酸素
生成を指標とした放射線応答評価系の妥当性の検証、増感剤候補物質の放射線応答性および細胞障害性の評価、
生体分子であるDNA障害性の評価等を行った。その結果、様々な種類の有機化合物が放射線応答性を示し、放射
線増感作用を有することが判明した。また、有機化合物の放射線応答性は分子構造が関係することが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Protoporphyrin IX (PpIX), which selectively accumulates in cancer cells by 
administration of 5-aminolevulinic acid, enhances the production of reactive oxygen species (ROS) by
 X-ray irradiation and functions as a radiosensitizer in radiotherapy.
The purpose of this study is to investigate the X-ray responsiveness of small molecule organic 
compounds other than PpIX. We verified the integrity of our methodology using ROS detection probe 
reactions in X-ray irradiation. We investigated the X-ray responsiveness and cytotoxicity of 
sensitizer candidate substances. In addition, we evaluate DNA strand break properties of PpIX by 
X-ray irradiation. As a result, various kinds of small molecule organic compounds show X-ray 
responsiveness and radiosensitizing effect. Evaluation using derivatives also suggested that the 
radiation responsiveness of organic compounds is related to the molecular structure.

研究分野： 医用工学

キーワード： 放射線増感　放射線応答　有機化合物　プロトポルフィリン　活性酸素　スパーオキシド　OHラジカル
　ジヒドロエチジウム(DHE)

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PpIXは分子量563の低分子有機化合物であり、放射線吸収の小さい有機化合物の存在により、放射線の活性酸素
生成能が増強されること、またその物理化学的な反応メカニズムに関しては、これまでにほとんど知られていな
い。低分子有機化合物の放射線応答性に関する詳細なデータを蓄積し、それを体系化して、放射線応答性の理解
を深めることは、これまで着目されなかった低濃度、低線量における低分子有機化合物の応答に関する新規の学
術分野の開拓につながる。いかなる高精度な放射線治療装置でも細胞レベルでの照射は困難であり、がん細胞選
択性を有する放射線増感剤の開発は現在の放射線治療を凌駕する新規放射線治療法の実用化につながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 放射線治療において、身体的影響に注目して人間が障害を受けずに長期間にわたり耐え得る線量は
耐容線量と呼ばれ、組織（例えば骨、脳、皮膚等）毎に定められている。放射線治療時には耐用線量を
超えた照射は行えなく、十分な治療効果が得られない患者が極めて多いのが現状である。治療効果を
高める方法の一つとして、放射線のエネルギーを、物理化学的反応を介して伝える放射線増感剤の利
用が考えられるが、重金属等は毒性が高く、現在リニアックやガンマナイフ等の放射線治療で用いら
れている放射線増感剤は無い。 
提案者らは、低分子化合物であるプロトポルフィリン IX（PpIX、C34H34N4O4）が低濃度（数 µM）

で低線量（数 Gy）の X 線との物理化学的に反応し、活性酸素を生成することを見出した。さらに活性
酸素種に対して検出感度が異なる２種類の活性酸素検出試薬、および活性酸素種に特異的な消去剤（=
クエンチャー）を組み合わせた実験により、生成される活性酸素種は、一重項酸素(1O2 )またはスーパ
ーオキシド(O2

・-)およびヒドロキシラジカル(･OH)であることを検証した[1]。放射線と PpIX の応答は、
ポルフィリン類化合物とレーザーと組み合わせてがん治療を行う光線力学療法・診断（Photodynamic 
Therapy: PDT, Photodynamic Diagnosis: PDD）の光増感剤の励起メカニズムと類似しており、光の
替わりに X 線を用いる「放射線力学療法」の可能性が示唆された。一方、5-アミノレブリン酸（5-ALA）
の経口投与により、生合成される PpIX の腫瘍細胞への蓄積性は公知であり、光線力学療法で既に実用
化されている[2]。これまでに、担癌マウスを用いた実験で、腫瘍内 PpIX が放射線増感剤として機能
し、腫瘍増殖抑制効果を有することを検証されている[3-6]。 
しかし、PpIX をはじめ他の低分子有機化合物に関しても、細胞内に存在可能な濃度かつ放射線治療

の線量 (数 Gy～数十 Gy)条件での放射線応答性に関する研究報告が殆ど無い。そこで、この応答の普
遍性または特異性を調べる為に、構造多様性等を考慮して選抜された約１万種類の低分子有機化合物
ライブラリー（平均分子量約 300）を用い、低濃度（数 µM）、低線量（数 Gy）の条件下で、活性酸素
種特異性の異なる２種類の活性酸素検出試薬の応答を指標としてスクリーニングを行った。その結果、
約 2%が PpIX と同程度以上の放射線応答性を示した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、放射線と物理化学的応答を生じるのは放射線吸収の大きい重金属であるという

既成概念を覆し、放射線吸収の小さい有機化合物の放射線との物理化学的応答を利用の可能性を検証
することである。特に既に人への適用実績がある医薬品が放射線応答性を示せば、その臨床応用の可
能性は高くなると考えられる。そこで、スクリーニングの結果得られているヒット化合物、他から特徴
的な化合物を選択し、I.活性酸素種解析や構造変化等の放射線応答性評価、および II.細胞障害性や障
害メカニズム解析による生体適用性評価を行う。また、データを俯瞰して構造活性相関の有無や特徴
等について考察し、低分子有機化合物の放射線応答性に対する理解を深める。 
 
３．研究の方法 
(1) 放射線応答評価系の妥当性検証 
これまで X 線照射により産生される活性酸素の評価は、放射線応答性の検出には、1O2 または O2

・-

に特異性を有する活性酸素検出試薬 Dihydrotehidium：DHE は、および･OH 特異性を有する
Aminophenyl Fluorescein：APF を用いてきた。しかし、X 線照射下における挙動は確認されていな
い。そこで、これらのプローブに基づく方法論の妥当性を確認するために、X 線照射下で DHE または
APF から生成される化合物を HPLC により確認した。 
 
 (2) 増感剤候補物質の放射線応答性 
 放射線増感剤の候補物質として、ヒット化合物および約 1200 種類の既存の医薬品を用い評価を行っ
た。終濃度 5 μM の既存薬に 5Gy の X 線を照射した時の DHE, APF の応答を指標とした。放射線応
答の標準物質としてケルセチンを用いた。ケルセチンは X 線照射により 1O2を産生し、･OH の産生を
抑制する。この為、は DHE の反応はケルセチン 0µM, 5µM の反応をそれぞれ 0%,100%として換算し、
APF はそれぞれ 100%, 0%として換算した。 
 
 (3) 増感剤候補物質の細胞障害性 
 黒色腫細胞 B16/BL6 を 96 穴マイクロプレートに 500 cell/well で播種した。終濃度 5µM となる様
に既存薬を添加し、化合物添加してから４時間培養した後、5Gy の X 線を照射した。その後、1 時間
37℃で培養し、回復培養として新たな培地に交換して 48 時間培養した。回復培養後に細胞増殖測定試
薬 Cell Counting kit-8(WST8)を 5%量添加した培地に交換し、37℃で 1 時間保温後、マイクロワンプ
レートミキサーで攪拌したサンプルをマイクロプレートリーダーで 450 nm の吸収波長を測定した。
測定結果より以下の式を用いて細胞生存率を算出した。 
・細胞生存率(%) = 100{(Sample-Background)/(Negative Control－Background)} 
 
 (4) プロトポルフィリン IX（PpIX）の DNA 障害性評価 
 放射線応答性を有する有機化合物と生体分子の反応を調べるため、代表的な放射線増感剤 PpIX に
よる DNA 切断の増強効果を検討した。DNA は直鎖と環状二本鎖 DNA を使用した。 環状 DNA 切断
を評価するために、pBR322 プラスミド（50 ng / µL）に 0、90、180、および 270 µM PpIX に添加し、
60Gy、120 Gy、および 240Gy の X 線を照射した。 照射されたプラスミドはアガロースゲル電気泳動



で分析し、NIH Image ソフトウェア ImageJ（http://rsb.info.nih.gov/ij/）により定量化した。直鎖 DNA
切断の検出には、DNA ラダーφX174HaeIII ダイジェスト（50 ng / µL）を用い、0、90、および 180 
µM の PpIX を加えた。 それに対し 60Gy、120 Gy、および 240Gy の X 線を照射し、Agilent DNA 
12,000 キット（Agilent 社）によるキャピラリーゲル電気泳動によって分析した。 
 
 (5) 放射線応答性の構造活性に関する検討 
 有機化合物の分子構造が放射線応答性に与える影響を検討する為に、類似の構造を有する化合物の
DHE, APF に対する応答を調べた。化合物はフラボノイド構造を有する 19 種類の化合物を選択した。 
 
４．研究成果 
(1) 放射線応答評価系の妥当性検証 

DHE とスーパーオキシドの主な反応生成物は 2-ヒドロキシエチジウム（2-OH-E +）である。ただ
し、エチジウム（E +）も生成され、これらは HPLC で分離、同定が可能である[7,8]。活性酸素検出の
プローブとして使用される DHE と O2

・- から形成された酸化生成物のクロマトグラムを Fig.1A に示
す。O2

・- ヒポキサンチン/キサンチンオキシダーゼ（HX / XO）により生成した。 DHE と HX/XO か
ら形成される化合物 2-OH-E+と E+は HPLC により区別できる。Fig.1B は、PpIX およびケルセチン
存在下で 30Gy の X 線を照射した時の、DHE のクロマトグラムである。PpIX は 2-OH-E+産生を増強
した（Fig.1C）。一方、ケルセチンは X 線線量依存的に E +産生を増強した（Fig.1D）。いずれの場合
も、SOD（7.5 units / ml）の存在下で生成が抑制された（Fig.1E、F）。 
さらに、DHE と同様に APF と･OH の反応生成物であるフルオレセイン[9]について、HPLC によ

る同定を行なった。･OH の生成にフェントン反応を用いた。Fig.2B は、PpIX およびケルセチン存在
下で 30Gy の X 線を照射した時の、APF のクロマトグラムである。PpIX は X 線によるフルオレセイ
ンの生成を線量依存的に増強するが、ケルセチンは生成を抑制した（Fig.2C）。フルオレセインの生成
は、･OH のクエンチャーであるエタノール(10%)の存在下で抑制された（Fig.2D）。これらの結果から
DHE、APF を活性酸素指示薬として用いる妥当性が検証された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 X 線照射による DHE 生成物の HPLC 同定（A）X/XO 反応による DHE 生成物の HPLC クロマト
グラム。（B）PpIX またはケルセチンを添加し X 線照射した際の DHE 生成物の HPLC クロマトグラム。
（C）2-OH-E+の照射線量依存効果。（D）E+の照射線量依存効果。（E）2-OH-E+生成に対する SOD(O2

・

-クエンチャー)の影響。（F）E+生成に対する SOD の影響。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 X 線照射による APF 生成物の HPLC 同定（A）フェントン反応による APF 生成物の HPLC クロ
マトグラム。（B）PpIX またはケルセチンを添加し X 線照射した際の APF 生成物の HPLC クロマトグ
ラム。（C）AFP 生成物の照射線量依存効果。（D）AFP 生成物に対するエタノール(･OH クエンチャー)
の影響。  



(2) 増感剤候補物質の放射線応答性 
DHE、APF の応答性の高い代表的な既存薬の応答を Fig.3 に示す。既存の医薬品からも数多くの X

線に応答し活性酸素を生成する物質が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3  X 線を照射したターゲット化合物の DHE と APF の相対蛍光強度。 各化合物 5 µM に 50 µM 
DHE（O2

・-アッセイ）または 5 µM APF（∙OH アッセイ）を加えの X 線を 5Gy 照射した際の相対蛍光
強度（％）。DHE アッセイ：ケルセチン 0, 5 µM をそれぞれ 0%、100％。APF アッセイ：ケルセチン 0, 
5 µM をそれぞれ 100%、0％として算出。 
 
(3) 増感剤候補物質の細胞障害性 
 前項で選択した DHE, APF の応答性の高い既存の医薬品について、X 線照射による細胞障害性を調べ
た結果を Fig.4 に示す。薬剤によって程度は異なるが、X 線増感剤として機能する薬剤が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4  増感剤候補物質の細胞障害性 X 線照射無し、5Gy 照射、化合物を加え培養した後に 5Gy 照射
を行った場合の、照射 48 時間後の B16-BL6 細胞の生存率。  
 
(4) プロトポルフィリン IX（PpIX）の DNA 障害性評価 
 X線増感剤のメカニズムを確認するため、DNAとの物理化学反応に関する検討を行った。その結果、
一本鎖切断（Single Strand Break, SSB）と二本鎖切断（Double Strand Break, DSB）の発生は、
Fig.3AB, Fig3C に示される様に、環状か直鎖か等の DNA の状態によって異なるが、いずれも、PpIX
の濃度依存性、Ｘ線量依存性に、DNA の切断が進むことが確認された。 
 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5  X 線照射による DNA 鎖切断（Strand Break）の評価（A）環状 DNA (pBR322 プラスミド)に異
なる濃度の PpIX を添加し X 線照射後のアガロースゲル電気泳動（0.7％アガロース）。（B）プラスミド
の状態（Supercoil, Liear, Relax）を定量化しそれぞれの比率を計算。（C）直鎖 DNA に PpIX 添加し
X 線照射後のキャピラリーゲル電気泳動像。50bp および 10,380bp のピークは、内部標準マーカーで
ある。 
 
(5) 放射線応答性の構造活性に関する検討 
 試験に用いたフラボノイドの構造、X 線照射による活性酸素の生成
の結果を表１に示す。O2

・- の生成には、2-3 二重結合が重要であり、･
OH の生成能の高い物質の芳香環に OH 基が無いという特徴がみられ
た。この様に、活性酸素生成能は有機化合物の構造に関連することが
示された。 
 
 
表 1.フラボノイドの構造と X 線照射による活性酸素生成能（++：比較的高い生成; +：比較的低い生成
量;-：ほとんど生成なし）。 
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