
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３８０１

若手研究(B)

2013～2011

電子移動で活性酸素機構を補完するがん光治療用ポルフィリンの開発

Development of porphyrin photosensitizer for photodynamic therapy

６０３２４５１３研究者番号：

平川　和貴（Kazutaka, Hirakawa）

静岡大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３７５０１８６

平成 年 月 日現在２６   ５ ２６

円     3,400,000 、（間接経費） 円     1,020,000

研究成果の概要（和文）：がん光治療は、QOLの維持に有利であり、がんを攻撃する原理は光増感反応による活性酸素
生成である。しかし、腫瘍内の酸素濃度は低く、治療効果が制限されている。そこで、従来機構を、光増感剤が生体分
子から直接電子を奪う電子移動で補完する方法を研究した。特に、電子移動に優れるP(V)ポルフィリンを利用し、これ
を実現した。本研究のため、タンパク質損傷における電子移動の寄与の定量法、酵素活性を指標としたタンパク質損傷
評価法を開発した。さらに、新しいポルフィリン光増感剤を合成し、治療に有効な波長域で作用できることを明らかに
した。主な成果は、低酸素でも治療効果を維持できる新規光増感剤を開発したことである。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the development of novel photosensitizer for photodyn
amic therapy (PDT), which is a less invasive treatment of cancer. In general, porphyins were used as the P
DT photosensitizer. Administered porphyrins can generate singlet oxygen to photosensitize biomolecules oxi
dation. However, since the oxygen concentration is relatively low in tumor, the PDT effect in tumor is res
tricted. In this study, P(V)porphyrins were used as photosensitizers. P(V)porphyrins induced the oxidation
 of amino acid residue in a water soluble protein, a target model biomolecule, during visible-light irradi
ation. It was confirmed that the mechanism of protein photodamage by these porphyrins is singlet oxygen ge
neration and photo-induced electron transfer. For this experiment, the novel analysis method to detect the
 protein damage was developed. Further, the novel porphyrin photosensitizers were synthesized and their ac
tivities were demonstrated.
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図 1 光線力学的療法の概要 

１．研究開始当初の背景 
がんを低侵襲的に治療できる光線力学的

療法の基礎研究において、新たな概念の薬剤
を開発し、その作用機構を検討することが本
研究の目的である。がんの光線力学的療法
（PDT、図 1）の原理は、光化学反応である。
がん細胞内に投与された薬剤（光増感剤）を
光励起することで光化学反応を起こし、ター
ゲットとなる生体分子（DNA やタンパク質）
を損傷する。手術のように傷をつけることが
ほとんどなく、臓器を温存できるため、治療
後に障害を残さない。また、光増感剤は暗所
で生体分子を損傷しないため、副作用もほと
んどなく、生活の質（QOL）を維持できる治
療法としても最高レベルであると言われて
いる。しかし、現在までの大きな課題として、
治療効果の向上があげられる。PDT だけでが
んを完治した例もあるが、現在の方法では多
くのがんに十分な効果をあげることは難し
い。治療効果を制限している主な原因は、が
ん細胞の低酸素濃度問題である。現在の PDT
の原理は、励起状態の光増感剤から酸素への
エネルギー移動で生成する活性酸素（一重項
酸素、1O2）を用いた生体分子の酸化損傷であ
る。活性酸素が武器であるにもかかわらず、
がん細胞内は低酸素状態であるため、治療効
果が制限される。特に、深部のがんを攻撃す
るのは困難である。治療効果向上の鍵を握る
のが、光増感剤の開発であるが、これまで、
低酸素濃度問題を根本的に解決しようとし
た研究は、ほとんどなかった。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、光線力学的療法に用いる

光増感剤に従来の活性酸素機構ではなく、電
子移動機構を利用することである。一般に、
紫外線の暴露で、皮膚の細胞が傷つけられ、
皮膚がんや皮膚の光老化が引き起こされる
が、細胞内色素による電子移動が DNA を損傷
する機構が関わっている。この電子移動機構
を利用できれば、酸素に依存しない光線力学
的療法が可能となる。しかし、紫外線で電子
移動反応を引き起こすのは簡単であるが、可
視光のエネルギーでは、難しい。そこで、本
研究では、可視光でこの電子移動機構を利用

できる光増感剤を開発した。光線力学的療法
では、ポルフィリン誘導体が光増感剤として
用いられているが、これまでの研究で、ポル
フィリンの P(V)錯体が電子移動を利用でき
ることを見出している。さらに、今回、新た
な P(V)ポルフィリンを合成することにより、
分子レベルでの実験を中心に（A）電子移動
機構の限界を解明し、（B）電子移動機構に最
良なポルフィリン光増感剤の開発を行った。 
（A）の研究では、P(V)ポルフィリン誘導

体を合成することにより、様々な電子状態
（酸化還元電位、励起エネルギー）の光増感
剤を合成した。その過程で、分子軌道計算に
より、絶妙な電子状態をもつ最適なポルフィ
リン P(V)錯体を設計・合成し、光増感剤設計
法の指針を確立することを目指した。タンパ
ク質をターゲットとする場合、酸化されやす
いトリプトファン残基の損傷はこれまでに
確認したが、他のアミノ酸残基がどこまで酸
化可能であるかを検討した。また、治療に有
効な長波長域として、700 nm を目標に吸収波
長の長波長化と電子移動機構が有効に作用
する限界点を検討した。（B）の研究では、（A）
の結果を基に最良の光増感剤を開発した。新
たに合成した光増感剤について、水溶性タン
パク質やアミノ酸をターゲットに用い、分子
レベルでその作用を評価した。 
 

３．研究の方法 
(1) P(V)ポルフィリン光増感剤の合成 
 光増感剤として用いる図 2および 3に示す
P(V)ポルフィリンを既報に従い合成した。市
販のテトラフェニルポルフィリンと塩化ホ
スホリルをピリジン中で反応し、中心にリン
原子を導入した。得られた P(V)ポルフィリン
（ジクロロ P(V)テトラフェニルポルフィリ
ンクロライド）をメタノール、エタノールま
たはトリフルオロエタノールと加熱還流す
ることで、DMP(V)TPP、EtP(V)TPP および FE
ｔP(V)TPP をそれぞれ得た。 
(2) 光増感反応によるタンパク質損傷作用
の評価 
 主に、水溶性タンパク質のヒト血清アルブ
ミン（HSA)、各種アミノ酸（トリプトファン、
チロシン、フェニルアラニン）、酵素（カタ
ラーゼ等）をターゲット生体分子に用いた。
発光ダイオードを光源に用い、光照射後、蛍
光分析や HPLC を用いた分析で評価した。酵
素モデルにカタラーゼを利用し、その活性が
光増感反応により低下する作用をカタラー
ゼの基質である過酸化水素を定量する方法
で評価した。実験方法の詳細は、以下の研究
成果に記載する。 
 
４．研究成果 
(1) DMP(V)TPP によるタンパク質損傷 
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図 2 DMP(V)TPP の構造 
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図 3  DMP(V)TPP の光増感反応によるタン
パク質（HSA）の損傷 

ポルフィリン P(V)錯体の中でも立体障害
が小さいジメトキシ P(V)テトラフェニルポ
ルフィリン（DMP(V)TPP、図 2）を合成し、タ
ンパク質の光損傷作用を評価した。水溶性タ
ンパク質の HSAと DMP(V)TPP を含むリン酸緩
衝液（pH 7.6）に発光ダイオード（極大波長: 
519 nm、半値幅: 17 nm、サンプル表面にお
ける光強度: 1 mW/cm2）を用いて光照射した。
1 分子の HSA に 1 つ含まれるトリプトファン
は、電子移動および一重項酸素生成いずれの
機構でも酸化され、350 nm 付近に観測される
蛍光を発しなくなる。この原理を利用し、タ
ンパク質損傷をトリプトファン残基の蛍光
強度減少から確認した。一重項酸素消去剤の
アジ化ナトリウムを添加すると蛍光強度が
回復し、損傷抑制効果が認められた（図 3）。
アジ化ナトリウムは、1 mM 程度で一重項酸素
を完全に消去するが、それ以上では、電子移
動によるタンパク質の酸化も阻害する。アジ
化ナトリウムの効果を反応速度論的に解析
すると、電子移動機構と一重項酸素機構の寄
与はいずれもおよそ5割程度であることが示
された。DMP(V)TPP の酸化還元電位の値とタ
ンパク質によるDMP(V)TPPの蛍光消光から電
子移動機構の可能性が裏付けられた。
DMP(V)TPP による一重項酸素生成は、近赤外
領域のスペクトル測定から、水溶液およびエ
タノール溶液中等で確認した。その量子収率
は、エタノール溶液で 0.64 であった。以上
から、DMP(V)TPP は、一重項酸素生成機構の
みならず、電子移動を利用した Type I 光増
感剤として働くことが明らかになった。また、
既報の P(V)ポルフィリンよりも立体障害を

小さくしたことにより、タンパク質損傷効率
および電子移動機構の寄与がわずかに向上
した。また、フリーのアミノ酸では、トリプ
トファンの損傷を確認した。一方、チロシン
およびフェニルアラニンの損傷は、ほとんど
起こらなかった。 
(2) タンパク質光損傷におけるフッ素導入
効果の解明 
ポルフィリン P(V)錯体（EtP(V)TPP、図 4）

を合成し、タンパク質の光損傷を検討した。
また、電子移動促進を期待し、ポルフィリン
軸配位子へのフッ素原子導入（FEtP(V)TPP、
図 4）の効果を検討した。これらのポルフィ
リンは、水溶性タンパク質の HSA 1 分子にお
よそ 4 分子まで結合した。その結合定数は、
フッ素導入でわずかに上昇した。ポルフィリ
ンの蛍光強度は、HSA への結合により減少し、
アミノ酸残基からの電子移動が示唆された。
一重項酸素の生成収率（H2O 中）は、EtP(V)TPP
では 0.59 であったが、フッ素導入した
FEtP(V)TPP では、0.68 に上昇した。光増感
反応によるタンパク質損傷は、アミノ酸残基
の蛍光測定法で評価した。ポルフィリンの光
増感反応（照射波長：519 nm、1.0 mW cm-2）
により、HSA のトリプトファン残基に由来す
る蛍光強度が減少し、アミノ酸残基の酸化損
傷が確認された。トリプトファンは、特に酸
化されやすいため、重要なターゲットになる。
吸収光子数当たりのトリプトファンの損傷
効率は、フッ素導入ポルフィリンでわずかに
上昇した。HSA の損傷は、10 mM アジ化ナト
リウムによっても完全には抑制されず、一重
項酸素が除去された場合にも電子移動機構
がタンパク質損傷に関与することが示唆さ
れた。EtP(V)TPP における電子移動機構の寄
与は 44％であったが、FEtP(V)TPP では 57％
まで上昇した。今回、ポルフィリン軸配位子
へのフッ素導入により、タンパク質からの電
子移動効率の上昇の他、水溶液中における一
重項酸素生成促進を確認し、タンパク質損傷
作用も多少向上することが示された。フッ素
導入の効果は、期待した電子受容性の向上で
はなく、タンパク質とポルフィリン光増感剤
の相互作用促進であることで説明された。 

(3) 酵素をターゲットとしたタンパク質損
傷作用の評価方法の開発 
次に、共同研究者から提供されたDDP(V)TPP

（図5）を用いて、タンパク質損傷ならびに酵
素活性阻害効果を検討した。この化合物は、



 

図 5  DDP(V)TPP の構造 

長鎖アルコキシ基をもつことで生体分子との
相互作用の促進が期待され、水溶性にも優れ
ている。同様に、水溶性タンパク質のHSAまた
はアミノ酸とDDP(V)TPPをリン酸緩衝液（pH 
7.6）中に混合し、LED光源を用いて光照射
（λmax=519 nm, 1 mW cm

-2）した。アミノ酸残
基の損傷を蛍光スペクトル測定とHPLCで評価
した。ここでは、カタラーゼをモデルに酵素
活性阻害効果を過酸化水素の蛍光定量法を利
用して評価した。酵素活性は、タンパク質損
傷の重要な指標となる。 

DDP(V)TPPの吸収スペクトルは、HSAにより、
長波長シフトし、相互作用が示された。吸光
度変化の解析から、1分子のHSAに平均2分子の
DDP(V)TPPが結合することが示唆された。光照
射すると、HSAのトリプトファン残基に由来す
る蛍光が減少し、損傷が示された。同様に、
アミノ酸に対する光損傷をHPLCで検討したと
ころ、トリプトファンの損傷が確認されたが、
チロシン、フェニルアラニンでは変化がなか
った。光増感反応によるトリプトファン損傷
の量子収率は、0.035と見積もられた。トリプ
トファンの損傷は、一重項酸素または電子移
動によるN-ホルミルキヌレニンへの酸化で説
明できた。また、HSAの光損傷において、一重
項酸素消去剤のアジ化ナトリウムは、過剰量
（10 mM）添加した場合に、照射時間60分でHSA
損傷を71％抑制した。DDP(V)TPPの一重項酸素
生成量子収率は、0.62（蒸留水）と高い。今
回、タンパク質損傷への一重項酸素の関与も
確認されたが、部分的であり、残りの29%は、
電子移動機構で説明される。続いて、タンパ
ク質損傷が酵素活性に与える効果を評価した。
カタラーゼに対する活性阻害効果を評価した
ところ、明らかな有意差が認められた。
DDP(V)TPPの光増感反応でタンパク質のトリ
プトファン残基の酸化損傷が引き起こされる
が、酵素機能の阻害につながることが明らか
となった。 
 以上から、P(V)ポルフィリンが損傷可能な
アミノ酸残基は限定的であるが、酵素活性の
阻害に至ることが明らかとなった。P(V)ポル

フィリンは、一重項酸素生成の他、電子移動
酸化反応も引き起こすため、光線力学的療法
の光増感剤として、低酸素状態で活性を維持
できる可能性がある。 
(4) 長波長域を吸収可能な光増感剤の開発
と限界波長の解明 
上記までの P(V)ポルフィリンの物性評価

などで得られた知見に基づき、新規ポルフィ
リンの設計を行った。その結果、波長 660 nm
で励起可能な P(V)ポルフィリン光増感剤の
開発に成功した。それらのポルフィリンでは、
タンパク質光損傷作用および水溶性の向上
など優れた性質も確認できた。これまでの研
究では、タンパク質を損傷可能な限界波長は、
660 nm であるが、将来 700 nm 程度まで延長
できる可能性がある。詳細は、今後、論文お
よび学会等で発表する。 
(5) 研究の総括 
 本研究では、種々の P(V)ポルフィリンを設
計・合成し、または、提供を受け、タンパク
質をターゲットとして、生体分子光損傷作用
を評価した。いずれのポルフィリンも従来の
活性酸素機構の他、電子移動でタンパク質を
損傷できることを明らかにした。さらに、タ
ンパク質損傷の評価方法に酵素活性を指標
とする方法を新たに開発した。得られた知見
に基づき、新たな P(V)ポルフィリンの開発を
行い、吸収波長の長波長化に成功した。これ
らの成果の多くは、本研究期間内に学術論文
として、また、学会で発表されたが、研究期
間終了直前に得られた未発表の成果は、今後
発表される予定である。 
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