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研究成果の概要（和文）：光線力学的治療（PDT）は低侵襲性のがん治療法の一つである。５-アミノレブリン酸（5-AL
A）は腫瘍細胞内で光感受性物質であるプロトポルフィリンIX (PpIX) に代謝、活性化される新世代の光増感物質とし
て注目されている。本研究では、5-ALAおよびPpIXの細胞膜輸送系に作用するPDT効果増強剤の開発を目指し、ヒトがん
細胞を用いた感受性試験法により低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを実施した。その結果、5-ALAと同時処
理することにより細胞内PpIXが増加し、PDT効果を相乗的に増強する化合物、TX-816を見出した。今後、TX-816をリー
ド化合物とする誘導体展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：Protoporphyrin IX (PpIX)-dependent photodynamic diagnosis (PDD) and therapy (PDT) 
using 5-aminolevulinic acid (ALA-PDD and ALA-PDT) are widely recognized novel therapeutic strategies for t
he treatment of various cancers.Previously, we demonstrated that the balance between the influx of ALA thr
ough the transporter PEPT1 and the efflux of intracellular PpIX through the ABC transporter ABCG2 determin
es the sensitivity of cancer cells to ALA-PDT. Recently, we found that the Schiff base derivative TX-816 c
ould significantly increase the effect of ALA-PDT. The ability of TX-816 to enhance the efficacy of ALA-PD
T was markedly stronger than that of dipyridamole, which inhibits ABCG2 and equilibrative nucleoside trans
porters. Furthermore, TX-816 could recover the sensitivity to ALA-PDT in cancer cells with acquired resist
ance. These results indicate TX-816 is a potent lead compound to develop an ALA-PDT sensitizer.
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１．研究開始当初の背景 
 光感受性物質とレーザー光線を用いる光

線力学的治療（photodynamic therapy, PDT）

は低侵襲性のがん治療法であり、現在ポルフ

ィマーナトリウムとタラポルフィンナトリ

ウムが、早期肺がん，表在型かつ早期の胃が

ん，食道がん等の一部で治療目的の使用が認

められている。５-アミノレブリン酸（以下

5-ALA）は、従来のポルフィリン関連化合物

とは異なり、腫瘍細胞内でヘム生合成経路の

酵素による修飾を受けてプロトポルフィリ

ン IX (PpIX) に代謝され、光感受性物質とし

て初めて活性化される。5-ALA は腫瘍内で活

性化されることから、腫瘍特異性が高く、副

作用も少ない新世代の光増感物質（前駆体）

として注目されている。5-ALA の投与により

がん細胞内で PpIX が蓄積した後に、630 nm

付近の赤色励起光を照射すると大量の一重

項酸素が生じ、殺細胞効果が発揮され、がん

細胞は死滅する（ALA-PDT）。一方、PpIX は

405-410 nm付近の青色光を照射すると赤色の

蛍光を発するため、がん組織が赤く光り可視

化され、術中診断が可能となる(ALA-PDD)。

今日では本邦においても5-ALAは脳腫瘍の蛍

光診断に使用されるようになった。 

 ALA-PDTにおいてはPpIXの細胞内蓄積量が

治療の成否の鍵を握ると考えられるが、

ALA-PDT に対する感受性規定因子の詳細は明

らかではなかった。最近、我々は ALA-PDT に

対するがん細胞の感受性は5-ALAの細胞内取

り込みに重要なオリゴペプチドトランスポ

ーター（PEPT1/SLC15A1）と PpIX の排出に関

与する ATP-結合カセットトランスポーター

(ABCG2)の発現バランスにより決定されるこ

とを見出した。 

 
 ２．研究の目的 
 そこで本研究では、5-ALAおよびPpIXの膜輸

送トランスポーターの機能修飾作用を有し、

ALA-PDTの効果増強に有用なリード化合物を

創出し、がんの光線力学的治療および診断の

発展に寄与することを目的とした。5-ALAのが

ん細胞における集積性とPpIX産生の促進を図

り、微弱な励起エネルギーでも細胞内で十分

な活性酸素を産生する条件を整えることがで

きれば、これまで適応がなかった腹膜播種や

中皮腫、がん性腹膜炎や胸膜炎などにも

ALA-PDTの応用範囲が広がることが期待され

る。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、PEPT1 や ABCG2 等の膜輸送系
トランスポーターの発現様式が異なるヒト
がん細胞を用いて、既存の細胞膜輸送系の阻
害剤、細胞内シグナル伝達の作動剤や阻害剤
について in vitro ALA-PDT における感受性
増強作用を評価した。さらに連携研究者より
供与された低分子化合物ライブラリーを用
いて新規感受性増強剤の1次スクリーニング
を実施した。ALA-PDT に対する感受性増強作
用を示した候補化合物についてはヒト胃が
ん細胞 MKN-45 より樹立した獲得耐性細胞を
用い、ALA-PDT に対する耐性の克服作用につ
いても検討した。 
 ヒトがん細胞としては、主に以下の細胞を
使用した：胃がん細胞MKN-45（PEPT1高発現、
ABCG2 低発現）、KKLS（PEPT1 低発現、ABCG2
低発現）、NUGC-4 および Nakajima（PEPT1 中
程度発現、ABCG2 中程度発現）および線維肉
腫 HT-1080 細胞（PEPT1 低発現、ABCG2 高発
現）、PEPT1-EGFP 融合タンパク発現ベクター
を導入した KKLS および HT-1080 の安定株。
尚、in vitro 感受性試験法では 5-ALA を添加
4-5時間後に96ウェル治療用LED光照射シス
テム（図１）を用いて 630 nm の治療光を照
射し、その 48 または 72時間後に WST-8 を用
いた MTT 法により生細胞数の定量を行った。
また、候補化合物の細胞内 PpIX 蓄積に与え
る影響については、SEC2000-UV/VIS 蛍光解析
システムを用いて解析した。 

 
図１．96 ウェル治療用 LED 光照射システム 
 
４．研究成果 
 本研究ではまずヒトがん細胞を用いた

ALA-PDT感受性試験法により、PpIXの排出に関

与 す る ABCG2 に 対 す る 特 異 的 阻 害 剤

fumitremorgin Cや抗血小板・抗凝固作用なら

びに血管拡張作用を有する非特異的ABCG2阻

害剤ジピリダモールの感受性増強作用を検討

した。その結果、5-ALAの細胞内取り込みに重

要なオリゴペプチドトランスポーターである

PEPT1を発現しながらもABCG-2を発現してい

るがん細胞（PEPT1-EGFP強制発現HT-1080、

NUGC-4およびNakajima等）においてはこれら

の阻害剤がALA-PDT感受性を効果的に増強す

ることが明らかになり、PEPT1とABCG2の双方

が重要なALA-PDT感受性規定因子であること

を実験的に確認できた。一方、ジピリダモー

ルと同様に血管拡張性ヌクレオシドトランス

ポーター阻害剤であるジラゼプには、

5-ALA-PDT効果増強作用は認められなかった。 



 PEPT1 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は

cAMP-responsible elementが存在し、レプチ

ンや酪酸はcAMPの活性上昇を介してPEPT1の

遺伝子発現を亢進することが報告されている。

そこで、アデニル酸シクラーゼを活性化し

cAMP産生を高める作用を有するプロスタグラ

ンジンやcAMPアナログである8-Br-cAMPの

ALA-PDT増強効果についても検討した。しかし

ながら、プロスタグランジンE2や8-Br-cAMP、

さらに酪酸の単独処理では、ALA-PDTに対する

効果増強は認められなかった。ジピリダモー

ルはアデノシンの再取り込みの抑制およびア

デノシン受容体A2の活性化、アデニル酸シク

ラーゼの活性化やホスホジエステラーゼの阻

害等を介して細胞内cAMP濃度を上昇させ、PKA

を賦活化する。cAMP-PKA系を介した血管拡張

とPEPT1の発現誘導における共通メカニズム

が存在し、ALA-PDTに影響を与えている可能性

も示唆されたが、ジピリダモールのALA-PDT

増強作用はABCG2阻害活性に基づくことが確

認できた。 

 MMKN-45より樹立した獲得耐性株は2 mM以

上の5-ALAを用いたPDTにも耐性を示す。これ

らの耐性株にはPEPT1の発現が著減し、ABCG2

の発現が増加することにより耐性を示す株と

PEPT1やABCG2の発現には変化が見られない株

がある。カチオン性アミノ酸トランスポータ

ーの一つであるSLC7A7と鉄イオン排出トラン

スポーターSLC40A1はこれらの耐性細胞株で

共通に発現が低下している遺伝子群の中から

見出され、5-ALAの取り込みの減少やプロトヘ

ムの産生促進に関与する可能性が考えられた。

SLC7A7とSLC40A1のcDNA発現ベクターを新た

に作製し、KKLSに導入してALA-PDT感受性への

影響を検討したところ、ALA-PDT感受性にはこ

れらの遺伝子は直接的に関与しないことが明

らかになった。MMKN-45の獲得耐性株では

PEPT1とABCG2を含む複数のアミノ酸トランス

ポーターやABCトランスポーターの発現が変

化している他、ヘムの分解酵素であるheme 

oxygenase 1やbilirubinの細胞外排出に関わ

るトランスポーターの発現も亢進しており、

今後ヘム分解系の活性化と耐性獲得の関連性

についても詳細に検討する必要がある。 

 本研究では、連携研究者（徳島大学、宇都

義浩准教授）より供与を受けた低分子化合物

ライブラリーを用いてALA-PDTに対する感受

性増強剤のスクリーニングを実施した。その

結果、5-ALAと同時処理をすることでPDT効果

を相乗的に増強することができるシッフ塩基

化合物TX-816（N-3’,5’-ジクロロ-2’-ヒド

ロキシベンジリデン-2-クロロ-4-ニトロアニ

リン）を見出すことができた（図２）。TX-816

はジクロロフェノールとクロロニトロベンゼ

ンがシッフ塩基として結合した化合物で、ALA

と同時処理することにより相乗的なPDT効果

増強作用を示した。TX-816はDMSO中で長時間

保存すると、3,5-ジクロロサリチルアルデヒ

ド（DCSA）と2-クロロ-4-ニトロアニリン（CNA）

に分解する。これら2化合物についてALA-PDT

効果増強活性を評価した結果、TX-816による

効果増強作用の活性本体はDCSAであることが

判明した。DCSAで処理したがん細胞では細胞

内PpIXが著しく増加することも明らかになっ

た。興味深いことに、TX-816およびDCSAは

MKN-45の獲得耐性株のALA-PDT感受性を一部

回復できることも明らかになった。一方、ジ

ピリダモールではこの獲得耐性は解除されな

かった。TX-816およびDCSAの作用機序や、

PEPT1やABCG2の発現に変化が見られない

MKN-45の耐性化機構は未だ明らかではない。

今後、耐性化機構と効果増強の作用機序を詳

細に比較検討することにより、ALA-PDTの効果

増強に有用な分子標的が同定されることが期

待される。 

 

図２. TX-816によるALA-PDT感受性の亢進 
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