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研究成果の概要（和文）：現在のマウスやラットを用いた動物実験系に比べて簡便かつ大量の候

補薬剤のスクリーニング実験が可能な次世代動物実験系を構築することを目的とし，マウス乳

腺がん由来 EMT6/KU 細胞を発育鶏卵の漿尿膜血管に移植し，形成した固形腫瘍に対する放射

線増感剤エタニダゾールの放射線増感活性評価系の構築に成功した．また，この腫瘍移植鶏卵

を用いてエタニダゾールの薬物動態解析にも成功した． 
 
研究成果の概要（英文）：Chick embryo have been used as alternative experimental animals 
in various research fields, including virology, immunology, toxicology, oncology, and 
embryology. In this research, we developed the screening system of in vivo 
radiosensitizing activity of etanidazole as a radiosensitizer using tumor-bearing chick 
embryo. Moreover, we succeeded the evaluation of pharmacokinetic property of etanidazole 
using this model. 
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１．研究開始当初の背景 

本申請研究は腫瘍移植鶏卵モデルによる
in vivo 活性を指標とした多機能性放射線増
感剤の創製を目的とする．がんの低酸素細胞
は，がんの基本環境である低酸素下での低速
増殖型低栄養型細胞であり，近年，血管新
生・浸潤・転移・遺伝子不安定性などのがん
細胞特性に深く関わっていることが明らか
となってきている．これに対し，この低酸素
がん細胞に対する低 LET 放射線の効果を増
強する低酸素細胞放射線増感剤の開発が国

内外の多くの研究者によって試みられてき
たが，現在までの成功例はデンマークにおい
て頭頚部癌の治療薬として臨床適用されて
いるニモラゾールのみである（Overgaard, J. 
et al., Lancet Oncol., 6, 757-764, 2005）．ニ
モラゾールは第３相臨床試験で有効性が示
されなかったエタニダゾールと比較して in 
vitro 系では増感活性が低かったものの，薬物
動態的に有利であったため in vivo 系におい
て高い増感活性を示したことが開発成功の
一因とされている．このことは，低酸素細胞
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放射線増感剤の開発には固形腫瘍を形成し，
かつ個体中での薬物動態を測定できる in 
vivo 評価系が必須であることを示唆してい
る．しかしながら，従来のマウスを用いた in 
vivo 評価系は，高価で個体差が大きく，倫理
的問題を含み，煩雑な実験操作を要し，動物
舎等の特別な施設を必要とするため多くの
候補薬剤をスクリーニングするには不適で
ある．本申請者はこれまでに，「DNA に作用
するスレーディングインターカレータ型低
酸素細胞放射線増感剤の開発，奨励研究，代
表，2001 年 4 月～2003 年 3 月」，「マクロフ
ァージの低酸素指向性を利用した低酸素細
胞放射線増感剤の分子設計，基盤研究(B)，分
担，2002 年 4 月～2005 年 3 月」，「p53 の阻
害を介して正常細胞へのダメージを軽減す
る低酸素細胞放射線増感剤の開発，若手研究
(B)，代表，2003 年 4 月～2006 年 3 月」，「マ
クロファージの低酸素腫瘍移行性を利用し
た放射線増感剤・ｐ５３再活性化剤の開発，
若手研究(B)，代表，2006 年 4 月～2009 年 3
月」の研究を通して多くのユニークな低酸素
細胞放射線増感剤を開発しており，簡便かつ
大量の候補薬剤に対するスクリーニング実
験が可能な in vivo モデル系を構築しこれま
でに開発した低酸素細胞放射線増感剤の活
性を評価することで，より臨床応用を目指し
た低酸素細胞放射線増感剤の創製が可能と
なる．よって，本申請研究では，安価でジェ
ネティック制御下にあるため個体差が小さ
く、実験誤差が小さく、倫理的問題の少なく
て済み、動物舎等の特別な施設を必要としな
い発育鶏卵を用いた腫瘍移植鶏卵モデルの
作成とその in vivo 活性を指標とした多機能
性放射線増感剤の創製を試みる． 
 
２．研究の目的 
本申請研究「腫瘍移植鶏卵モデルによる in 

vivo 活性を指標とした多機能性放射線増感
剤の創製」は，安価でジェネティック制御下
にあるため個体差が小さく、実験誤差が小さ
く、倫理的問題の少なくて済み、動物舎等の
特別な施設を必要としない発育鶏卵（発生中
の受精鶏卵のこと）を用いて漿尿膜血管上に
固形腫瘍を形成させた腫瘍移植鶏卵モデル
を作成し，in vivo 放射線増感活性を指標とし
て臨床応用を目指した低酸素細胞放射線増
感剤の開発を試みるものである． 
 
３．研究の方法 

本研究の目的である腫瘍移植鶏卵モデル
による in vivo活性を指標とした多機能性放
射線増感剤の創製に向けて，その研究計画・
方法の要旨を述べる．まず発育鶏卵に対する
腫瘍移植条件の検討を行う．次に低酸素細胞
放射線増感剤の投与法および放射線の照射
方法を決定し，構築した in vivo評価系を用

いて低酸素細胞放射線増感剤の増感効果を
評価する．得られた結果を in vitro系や従
来の in vivo系で得られた結果と比較し，臨
床応用に最適な多機能性放射線増感剤の創
製を達成する． 
 
(1) 発育鶏卵に対する腫瘍移植条件 
 本申請者はこれまでに，マウス乳腺癌由来
EMT6/KU細胞の発育鶏卵への移植に成功して
いるが，より汎用性が高く安定した in vivo
モデル系を構築するために，多種の腫瘍細胞
の移植条件を同定する必要がある．そこで，
放射線増感剤の試験によく用いられるいく
つかの腫瘍細胞（特に p53ステータスの異な
る腫瘍細胞）について移植条件の検討を行う．
また，形成された固形腫瘍の低酸素領域につ
いて，ピモニダゾールによる染色および再播
種後の増殖曲線から同定する． 
(2) 低酸素細胞放射線増感剤の投与法 
 低酸素細胞放射線増感剤としては，in 
vitroおよび in vivoデータが豊富なミソニ
ダゾール，エタニダゾールおよびニモラゾー
ルを用いて発育鶏卵への薬剤投与方法につ
いて検討する．方法としては，漿尿膜血管に
対する静脈注射法および腫瘍周辺の漿尿膜
血管への局所投与法を検討する．鶏卵におけ
る薬物動態について，腫瘍，血中および鶏胎
児の各臓器中の薬剤濃度を HPLCを用いて追
跡し，得られた結果を既に報告されている従
来のマウス等の動物モデルの結果と比較し，
より類似した結果を示した投与法を採用す
る． 
(3) 放射線の照射方法 
 照射装置として MBR-1520A-3（150 kV X線，
徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研
究部が現有）を用いる．まず，発育鶏卵に対
し X線を照射し，発育段階の異なる鶏卵の致
死線量や耐容線量を決定する．特に，腫瘍成
長に必須である漿尿膜血管への影響につい
ては各バイオマーカーを用いて詳細に調べ
る．それらの結果より腫瘍移植鶏卵への照射
線量を決定し，各照射線量における固形腫瘍
を単離し，サイズと重量の変化より腫瘍成長
阻害率を求める．また，その時の低酸素領域
の分布変化についても調べる． 
(4) 低酸素細胞放射線増感剤の増感効果 
 先に得られた薬物動態と照射線量の結果
から，薬剤投与のタイミングおよび放射線線
量を決定し，固形腫瘍の成長阻害率から in 
vivo放射線増感効果を評価する．低酸素細胞
放射線増感剤としては，前述のミソニダゾー
ル，エタニダゾールおよびニモラゾールに加
えて本申請者がこれまでに分子設計した低
酸素細胞放射線増感剤を用いる． 
(5) 毒性・副作用 
 用いた低酸素細胞放射線増感剤の毒性・副
作用について，まず，臨床試験で最も障害と



 

 

なる心毒性を調べる．手法としては，増感剤
を投与後心電計を用いて鶏胎児の心電図を
測定し，PR・ST・QT間隔の変化を調べる．ま
た，各臓器への副作用についてはバイオマー
カーを用いて調べる．変異原性・催奇性に関
しては，２１日目のヒヨコへのふ化時の形態
観察により評価する．また，臨床応用が期待
できる候補増感剤について毒性や副作用を
調べ，構造活性相関より化学構造の最適化を
図る．これにより臨床応用可能な低酸素細胞
放射線増感剤の創製を完了する． 
 
４．研究成果 
 平成 21 年度に実施して得られた成果は，
発育鶏卵に対する最適な腫瘍移植条件とし
て，自動転卵した 11 日目の発育鶏卵にマウ
ス乳腺癌由来細胞EMT6 を 5×105

また，低酸素細胞放射線増感剤として臨床
試験が実施されたエタニダゾールを 15 日目
の発育鶏卵に静脈注射したところ，3 mg まで
は鶏胎児毒性を示さないことが分かった（図
２）． 

個/鶏卵で移
植することにより安定した固形腫瘍の成長
と高い鶏胎児の生存率を得ることが可能で
あることを見出した（図１）． 

放射線の照射方法については，150 kVの実
験用Ｘ線照射装置と 6 MeVの治療用照射装置
を用いて鶏胎児に対する耐線量を調べたと
ころ，両者とも 12 Gy付近でLD50

低酸素細胞放射線増感剤の増感効果を評
価する方法として，自動転卵した 15 日目の
発育鶏卵 1～3 mgのエタニダゾールを静脈投
与し，その 10 分後に 2～8 Gy のＸ線を照射
後 72時間後の腫瘍を単離して重量を測定し，
コントロール群と比較して得られる固形腫
瘍の成長阻害率から in vivo放射線増感効果
を求める方法が確立できた．以上の結果より，
腫瘍移植鶏卵モデルによる in vivo活性を指
標とした多機能性放射線増感剤の創製につ
いての第一段階の構築が完了した． 

を示し，8 Gy
以下では目立った毒性を示さないことが分
かった（図３）． 

平成２２年度は，平成２１年度に構築した
評価系を用いて我々が分子設計した糖ハイ
ブリッド放射線増感剤 TX-2141 および
TX-2244 の in vivo 放射線増感活性を評価し
た．エタニダゾールと 4 Gy 照射の併用群は，
コントロールや増感剤単独もしくは放射線
照射単独群に比べて有意な腫瘍重量の減少
は見られなかった．一方，エタニダゾールと
8 Gy照射の併用群は，コントロールや増感剤
単独群もしくは放射線照射単独群に比べて
有意な腫瘍重量の減少が見られ（p = 0.043 vs. 
control; p = 0.015 vs. drug; p = 0.0029 vs. 
8 Gy），コントロール群に対して 35％の腫瘍
成長阻害率を示した（図４）． 

TX-2141に関しては，TX-2141と 8 Gy照射
の併用群においてコントロールに比べて有
意な腫瘍重量の減少が見られたが（p = 0.031 
vs. control），8 Gy照射群と同程度の腫瘍成
長阻害率（25％）であり TX-2141の相加的・



 

 

相乗的効果は見られなかった（図５）． 

TX-2141 は腫瘍移植鶏卵モデルにおいてエ
タニダゾールと同程度の腫瘍集積性を有す
るにも関わらず in vivo放射線増感活性を示
さなかったことから，腫瘍中の低酸素がん細
胞移行性の差が示唆される．TX-2244 も
TX-2141 と同様 in vivo 放射線増感活性を示
さなかった（図６）． 
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