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研究成果の概要（和文）：含硫糖脂質SQAPの放射線増感剤としての臨床研究は進展しているが、SQAPが放射線増
感作用を引き起こす理由等の基礎研究が遅れていた。本研究では、低酸素環境適応に機能するHIF-1α（Hypoxia
 Inducible Factor-1α; 低酸素誘導因子１α）とNF-kB（nuclear factor-kappa B；核内因子kB）タンパク質量
がSQAPにより減少することを明らかにした。この結果から、SQAPの作用により低酸素環境下でもミトコンドリア
の機能が回復すると考え、その指標としての活性酸素種（ROS）産生量の変化を確認し、低酸素環境下において
ROS産生量が増大することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Clinical studies on the sulfur-containing glycolipid SQAP as a radiation 
sensitizer have been advancing, but basic research on SQAP as a mechanism of radiosensitization did 
not advance very much. In this study, we have revealed that SQAP decreases the protein levels of 
HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α) and NF-kB (nuclear factor-kappa B), which function in 
adaptation to low-oxygen environments. Based on these results, we hypothesized that the action of 
SQAP facilitates the restoration of mitochondrial function even under low-oxygen conditions. To 
assess this, we confirmed the changes in the production of reactive oxygen species (ROS) as an 
indicator and found that ROS production increases in a low-oxygen environment.

研究分野： 放射線科学

キーワード： 含硫糖脂質　SQAP　レブリチン　放射線治療　放射線増感　放射線増感剤　低酸素環境　酸素分圧

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍に対する治療法として放射線療法が重視され、患者の生活の質を維持するために照射線量低減を目的と
した放射線増感剤開発が行われ、ハロゲン化ピリミジンや低酸素細胞増感剤等が開発された。しかし、毒性や副
作用等の問題を克服できず実用化されていない。一方、DNAポリメラーゼ阻害剤として同定した含硫糖脂質SQMG
（sulfoquinovosylmonoacylglycerol）とその構造改変化合物SQAP（Sulfoquinovosylacylpropandiol；薬剤名レ
ブリチン）は、放射線増感剤として自然発症のがん患畜に対して有効性が示されている。SQAPの実用化を目指す
ための基礎研究を実施した。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍に対する治療法として放射線療法が重視されるなかで、患者の生活の質（QOL）を維
持するために照射線量低減を目的とした放射線増感剤開発が試みられている。これまでに、放射
線増感剤としてハロゲン化ピリミジンや低酸素細胞増感剤等が主に開発されてきた[1]。しかし、
これらの薬剤は、毒性や副作用の問題を克服できず実用化には至っていない[1]。一方、自然発
症のがん患畜に対して、現時点において通常の 1/4-1/6 の放射線照射線量で腫瘍を縮小・消滅さ
せる放射線増感剤である含硫糖脂質 SQAP（Sulfoquinovosylacyl-propandiol、薬剤名:レブリチ
ン、Fig.1）は、臨床研究が先行して実施されており、基礎的研究である固形腫瘍内の低酸素環
境がどのようにして高酸素環境に変化するのかが明らかにできていなかった。SQAP について、
判明している内容は、 
（１） 小動物への重篤な毒性が認められない（未発

表データ）。  
（２） 腫瘍培養細胞の細胞膜に局在する[2]。 
（３） 担癌マウスへの投与後、腫瘍組織に滞留する

[3]。 
（４） SQAP により放射線感受性が上昇する[4]。 
（５） 静脈投与により腫瘍組織内の低酸素環境が高

酸素環境になる[5]。 
（６） イヌやネコの自然発症のがん患畜治療に有効である[6]。 
そのため、SQAP は実用化可能な放射線増感剤の候補と考えている。 
 
２．研究の目的 
SQAP は重篤な毒性がなく、自然発症のがん患畜への放射線治療では有効である。しかし、固

形腫瘍内の低酸素環境がどのようにして解除されるのか等の基礎的内容について不明な点が多
く残っており、この問題を解決するために研究を実施した。具体的には、下記の内容を明らかに
することを目的に研究を実施した。 
（１） SQAP の機能は分子構造のどの構造が必須であるのか？ 
（２） 細胞膜に局在することから細胞膜に SQAP 受容体が存在するのか？ 
（３） どのような情報伝達経路により低酸素環境が高酸素環境に変化するのか？ 
 
３．研究の方法 
（１）SQAP 誘導体の合成 
SQAP は最適な構造であるかも不明であった。そのた

め、構造の違いによる生理活性の相違を明らかにする目
的で SQAP 誘導体を合成した。１つは、SQAP のエステル
結合が生体内で投与後すぐに分解されることを明らかに
しており[3]、体内での分解速度を遅らせる可能性のある
SQAP 誘導体である SQAP のエステル結合をエーテル結合に改変した 3-octadecanoxypropyl 6-
deoxy-6-sulfo-α-d-glucopyranoside (ODSG)の合成した（Fig.2）[7]。２つめは、SQAP と結合
したタンパク質を同定するために、SQAP と結合したタンパク質を架橋する官能基および樹脂に
よる回収を容易にするためのビオチンを導入した SQAP 誘導体の合成を試みた（特許申請を考慮
しているため構造の明示は控える）。この SQAP 誘導体については、目的の最終化合物から４段階
前（全 17 段階）の反応効率と収率の改善を試みており、合成経路の確定および大量合成まで完
了できなかったため、引き続き実施する予定である。 
 

（２）通常酸素環境下および低酸素環境下における SQAP/ODSG の細胞毒性 
 低酸素環境下での SQAP の生理活性測定を行うために、低酸素環境下における SQAP の細胞毒
性試験を行い、通常酸素下での SQAP の細胞毒性試験の結果を比較した。具体的には、Cell 
Counting Kit-8 (CCK-8、DOJINDO、SZ004)を使用した。CCK-8 は細胞増殖または化学物質の感受
性試験において生細胞数を測定することを可能とし、高感度水溶性ホルマザンを生成する新規
テトラゾリウム塩 WST-8 を発色基質としている。WST-8 は細胞内脱水素酵素により還元され、水
溶性のホルマザンを生成する。このホルマザンの 450 nm の吸光度を直接測定することにより、
容易に生細胞数を計測することができる。この原理を利用して生細胞数を測定し、細胞毒性を評
価した。 
 
（３）培地への SQAP 添加により影響を受けるタンパク質分子の同定 
 SQAP の生理活性として低酸素環境から高酸素環境への変化が明らかになっている[4]。そのた
め、SQAP は低酸素誘導性因子（hypoxia-inducible factor：HIF）関連因子に何らかの影響を与
えている可能性があると考えられた。HIF 関連因子には HIF-1(hypoxia-inducible factor 1)と



 

 

呼ばれる低酸素環境への適応に必要な遺伝子の転写を促進する転写因子が知られており、1分子
のαサブユニット（HIF-1α）と 1分子のβサブユニット（HIF-1β）から成るヘテロダイマーで
あり、HIF-1αと類似構造を持つ HIF-2α および HIF-3αも同定されている[8]。通常酸素環境
下では、HIF-1αタンパク質は水酸化修飾を受けて常に分解されており、HIF-1 の転写活性は抑
制されている。また、NF-kB（核内因子 kB、nuclear factor-kappa B）は転写因子として働くタ
ンパク質複合体で、構成するタンパク質（NF-kB ファミリー）は、哺乳類では p50、p52、p65
（RelA）、c-Rel、RelB の 5 種類が知られており、NF-kB は HIF-1 の発現を誘導し、HIF-1 は NF-
kB p65 を誘導することから、両者は低酸素環境を維持するために機能していると考えられてい
る。これらの因子について、ウエスタンブロット解析により、SQAP に影響を受けるタンパク質
を明らかにすることを試みた。 
 

（４）SQAP の添加の有無による活性酸素種（ROS）産生量変化の測定 
 HIF-1 はミトコンドリアの機能阻害や活性酸素種産生に関わる酵素群を抑制し、ROS 産生量を
抑制している[8]。そのため HIF-1 は、ROS 産生としての酸素消費を抑え、組織や細胞を低酸素
環境に対応させる機能を持つと考えられている[8]。SQAP が HIF-1 関連因子に影響を与えていれ
ば、ROS 産生量の変化として捉えることができるのではないかと考えた。この変化を捉えるため
に CellROX Green Reagent（Thermo Fisher Scientific；C10444）を使用した。CellROX Green 
Reagent は、生細胞の酸化ストレスを測定するための蛍光プローブであり、酸化すると DNA に結
合する DNA 色素であり、最大吸光波長/発光波長=485 nm/520 nm で明るい緑色の光安定蛍光を示
し、ROS を特異的に検出する色素である。具体的な方法として、培養した A549 細胞（ヒト肺胞
基底上皮腺癌細胞）もしくは SUIT-2 細胞（膵管がん細胞）を蛍光用 96well-plate(Greiner Bio-
One；675076)に播種し、DMEM 培地中で 24 時間、37℃の 5%CO2インキュベーターで静置した。そ
して、各濃度に調整した SQAP 溶液を添加し、さらに 37℃の 5%CO2インキュベーターで静置した。
その後、最終濃度 5μMになるように Cell ROX Green Reagent を加え、37℃の 5%CO2インキュベ
ーターで静置した後、1×PBS（－）で 2回洗浄し、マイクロプレートリーダー(Molecular Devices、
SpectraMax i3x)で蛍光強度(ex/em=485 nm/520 nm)を測定した。 
 
（５）担癌マウスの準備 
 SQAP および合成した SQAP 誘導体の放射線増感剤としての効果を調べるために、ヌードマウス
への A549 細胞の移植腫瘍組織の形成を試みた。しかし、移植した A549 細胞の定着率が悪く、腫
瘍組織としての増殖率も悪かった。様々な条件で検討を行ったが、目的の大きさの移植腫瘍組織
にし、薬剤の投与と経過観察を経て結果をえ
るまでに 6ヶ月かかることが判明した。でき
る限りその動物に苦痛を与えないという観
点から、A549 細胞により担癌マウスを準備す
ることは適切ではないと判断し、過去の論文
を参考に[5]、マウスの扁平上皮癌細胞であ
るSCC-7細胞により担癌マウスを準備してい
る。 
 
４．研究成果 
（１）ODSG のリパーゼ耐性試験結果 
 SQAP の体内動態試験では、静脈投与後すぐ
にエステル結合の加水分解が始まることが
判明し、リパーゼによる分解であると推測し
た。また、体内での分解速度を遅らせること
により、より効果の高い放射線増感剤になる
可能性がある。このことを念頭に、SQAP のエ
ステル結合をエーテル結合に改変した SQAP
誘導体である ODSG の合成に成功し、ブタの
膵臓由来のリパーゼによる分解試験を行った。その結果、
SQAP はリパーゼにより容易に分解されたが、ODSG はリパ
ーゼに対して耐性があることを明らかにし（Fig.3）、体内
動態試験結果である SQAP の分解は、リパーゼによるもの
であることが高いことを明らかにした[7]。 
 
（２）A549 細胞の SQAP 毒性試験結果 
 通常酸素環境における SQAP による A549 細胞生存率は、
250 μM 以下で 60％以上、300 μM で 45％となり、以降の
濃度上昇に伴って細胞生存率は低下した。1%低酸素環境に
おいては 150 μM以下で 60％以上、200 μM で 25％とな
り、以降の濃度上昇に伴って細胞生存率は低下した
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Fig.3 リパーゼによるSQAP/ODSGの分解実験
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Fig.4 通常環境/低酸素環境における
SQAPのA549細胞に対する細胞毒性



 

 

（Fig.4）。 
 
（３）A549 細胞の ODSG 毒性試験結果 

 通常酸素環境における ODSG 処理による A549 細胞生存

率は、150 μM以下で 60％以上、200 μM で 26％となり、

以降の濃度上昇に伴って細胞生存率は低下した。1%低酸素

環境においては100 μM以下で60％以上、150 μMで 45％

となり、以降の濃度上昇に伴って細胞生存率は低下した

（Fig.5）。 

 

（４）SUIT-2 細胞の SQAP 毒性試験結果 

 通常酸素環境における SQAP 処理による SUIT-2 細胞生

存率は、250 μM 以下で 60％以上、300 μM で 39％とな

り、以降の濃度上昇に伴って細胞生存率は低下した。1%低

酸素環境においては 50 μM で 44％となり、以降の濃度上

昇に伴って細胞生存率は低下した（Fig.6）。 

 

（５）培地への SQAP 添加により影響を受けるタンパク質

分子のウエスタンブロット法による同定 

 下記の抗体を使用し、低酸素培養 0、4、8、24h 行った

A549 培養細胞の細胞抽出液（1μg/レーン）を用いてウエ

スタンブロット解析を行った（データ省略）。 

BD Transduction Laboratories; Purified Mouse Anti-

Human HIF-1α [610959] 

ROCKLAND; Anti-NFKB p65 (Rel A) (RABBIT) Antibody 

[100-4165] 

Medical ＆ Biological Laboratories; Anti-β-Actin 

pAb-HRP-DirecT [PM053-7] 

β-actin はコントロールとして使用した。HIF-1αに

ついて、低酸素処理時間 0h ではウエスタンブロットに

よるバンドは検出されず、4-24h でバンドが検出された

（データ省略）。また、NF-kB については、低酸素処理時

間 0h ではウエスタンブロットにより微量で

存在し、4-24h では 0h よりも増加したバンド

が検出された（データ省略）。次に、低酸素環

境中の A549 細胞を各 SQAP 濃度 0、10、100μ

M で処理したサンプルを準備し、ウエスタン

ブロット法により SQAP が HIF-1α、NF-kB タ

ンパク質量に影響を与えているかどうかを確

認する実験を行った（Fig.7）。HIF-1αについ

て、SQAP 0μMと比較し、10 と 100μM ではタ

ンパク質発現量が減少した。また、NF-kB につ

いて、SQAP 0μM と 10μM ではタンパク質発

現量に差がみられなかったが、100μM では発

現量が減少することを明らかにした。この結

果から、SQAP は HIF-1αの制御に関わる代謝

経路に影響を及ぼしている可能性があること

を明らかにした。 

 

（６）SQAP による A549 細胞の ROS 産生量測

定結果 

A549 細胞に SQAP を添加せずに培養した 0

μMを1となるように基準とし、各濃度のSQAP

で処理した細胞の ROS 産生量を比較した。ま

たポジティブコントロールとして 100 μMの

メナジオンを用いた。通常酸素濃度において

SQAP 濃度 50 μM、100 μM では ROS 産生量の増加は見られなかったが、150 μM においては約
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Fig.5 通常環境/低酸素環境における
ODSGのA549細胞に対する細胞毒性
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1.3 倍の ROS 産生量の増加を確認し

た（Fig.8 上）。1%低酸素環境におい

てはSQAP濃度50-150 μMの範囲で

変化は見られなかった（Fig.8 下）。 

 

（７）A549 細胞における ROS 産生を

指標とした SQAP の構造相関 

 SQAP の体内での分解産物が生理

活性を持つかを確認するため、糖部

分にあたる SQP、脂肪酸部分にあた

るステアリン酸、SQP とステアリン

酸の混合物の溶液を A549 細胞に加

えて ROS 産生量測定を行った。分解産物を用いた溶液

を添加した場合いずれにおいても 150 μM SQAP に見

られた ROS 産生量の増加は見られなかった（Fig.9）。 

 

（８）SQAP による SUIT-2 細胞の ROS 産生量測定結果 

 SUIT-2 細胞に SQAP を添加せずに培養したもの 0μ

M を 1 となるように基準とし、各濃度の SQAP で処理

した細胞の ROS 産生量を比較した。またポジティブコ

ントロールとして 100 μM のメナジオンを用いた。通

常酸素環境においては SQAP 濃度による変化は見られ

なかった（Fig.10 上）。1%低酸素環境においては SQAP

濃度 50μM において ROS 産生量が約 2 倍に増加した

（Fig.10 下）。 

 

（９）総括 

 SQAP の機能は分子構造のどの構造が必須であるの

かについて、すべての構造が必須であることを明らか

にした（Fig.9）。 

細胞膜に局在することから細胞膜に SQAP 受容体が存在するのかについて、反応効率と収率の

改善を試みており、引き続き実施する予定である。 

 どの情報伝達経路により低酸素状態が解除されるのかについて、HIF-1 の制御経路に影響を与

えていることを明らかにした（Fig.7）。 

 また、Fig.8 の A549 細胞の ROS 産生結果と Fig.10 の SUIT-2 細胞の ROS 産生結果は、真逆な

結果となっており、この結果は細胞種の違いによるものなのか調べる必要がある。 
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