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研究成果の概要： 
 がんの放射線療法において、酸素分圧とグルタチオン濃度は治療効果を左右する。両者を同
一個体で評価する方法を、電子スピン共鳴（ESR）画像解析法を用いて開発した。グルタチオ
ン濃度に関係したレドックスは、ニトロキシルラジカルをプローブとして評価した。3次元ESR
画像化法を用いてレドックスプローブと酸素分圧プローブの分布を同一マウスで得る方法を開
発した。 
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１．研究開始当初の背景 
 がんの放射線療法は外科手術のできない
部位での固形がんの治療に適用されている。
放射線療法では大きな施設を除いて光子線
（X線あるいはガンマ線）が用いられている。
これら光子線による治療効果は活性酸素の
生成を介した間接作用によるものが大きく、
がん組織内の酸化還元（レドックス）状態に
左右される。すなわち、酸素分圧が低くグル
タチオン濃度が高いほど治療効果が減少す
る。その場合には、直接作用を主体とする粒
子線治療を選択すべきである。従って、がん
の放射線療法による治癒率を上げるために

は、早い時期でどちらの治療を行うべきかを
気極めることが大切である。そのためには、
がん組織内の酸素分圧とグルタチオン濃度
を知ることが必要である。酸素分圧とグルタ
チオン濃度測定に関する国内外の状況は次
の通りである。 
 組織内の酸素分圧測定法についての状況： 
動物実験では組織に酸素電極を突き刺して
測定する方法が従来から行われた。1980 年代
末になって常磁性物質の電子スピン共鳴
（ESR）スペクトルのシグナルが酸素分圧に
依存して幅広化することからこれを酸素分
圧プローブとし、ほぼ同時期に開発された生



体計測用 ESR（in vivo ESR）で実験動物体内
の酸素分圧を測定する試みがなされるよう
になった。リチウムフタロシアニン粉末（Liu 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
90:5438-5442）などの不溶性プローブを組織
に埋め込む方法が採られている。 
 グルタチオン濃度測定法についての状況： 
組織内のグルタチオン濃度を非侵襲的に測
定する方法は現在のところ全く存在しない。 
 グルタチオンはアスコルビン酸や還元金
属のリサイクルを通して（Erikisson et al. 
Drug Metab. Dispos. 15:155-160, 1987）、
あるいは生体内還元酵素の電子供与体とな
って（Takeshita et al. Free Radic. Bio. Med. 
26:951-960, 1999）、ニトロキシルラジカル
の還元を起こす。また、腫瘍内のグルタチオ
ン濃度の低下はニトロキシルラジカルの消
失速度を低下させることが報告されている
（Kuppusamy et al. Cancer Res. 62:307-312, 
2002）。これらのことから、in vivo ESR で測
定したニトロキシルラジカルのシグナルの
消長を指標に、組織内グルタチオンレベルを
間接的ではあるが非侵襲的に知ることがで
きると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 がん組織内の酸素分圧とグルタチオン依
存的レドックスを、同一動物で同時に非侵襲
画像解析できるシステムを、in vivo ESR を
用いて構築し、将来、診断法へ展開するため
の要素技術とする。具体的には、次の 2点を
行う。 
(1) がん組織に滞留性の酸素分圧プローブ
とレドックスプローブを各々開発する。 
(2) それぞれのプローブの組織内分布を同
一動物で同時に得る断層画像化法を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 試薬の合成 
① ニ ト ロ キ シ ル プ ロ ー ブ の 合 成 
3-Hydroxymethyl-PROXYL (3-hydroxymethyl- 
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-N-oxyl) 
は、3-carboxy-PROXYL を水素化リチウムア
ル ミ ニ ウ ム で 還 元 し て 得 た 。
3-Methoxycarbonyl-PROXYL は、3-carboxy- 
PROXYL のジアゾメタンによるメチル化で得
た。他のニトロキシルプローブは、市販品を
用いた。 
② リチウムフタロシアニンの合成 リチウ
ムフタロシアニンは、フタロシアニン二リチ
ウム塩をアセトニトリル中でテトラエチル
アンモニウムパークロリド存在下電気分解
して得た。 
 
(2) 腫瘍モデルマウスの作成 
 培養したマウス腫瘍細胞（RIF-1）を等張

リン酸緩衝液 pH 7.4（PBS）に懸濁し、2.5
×105 cell をマウス（C3H）大腿部に皮下投
与した。温度と湿度の制御された飼育室で飼
育し、腫瘍の直径が 5-12 mm になったもの
を実験に使用した。 
 
(3) 酸素分圧の測定 
 マウス腫瘍部にリチウムフタロシアニン
粉末を 0.5 mg 注射針で埋込み、1-2 日後、
腫瘍部の ESR を自作表面コイル型共振器を
装着した L-band ESR 装置（1.1 GHz, 日本
電子）により測定した。ESR シグナルの線幅
より、標準ガスで作成した検量線を用いて酸
素分圧を求めた。 
 
(4) ニトロキシルプローブの投与 
 3-Hydroxymethyl-PROXYL を精製水に
280 mM の濃度に溶解し、50μL 静脈内投与
した。 
 
(5) ESR 画像解析 
 マウスはイソフルランで吸入麻酔した。
ESR-CT 装置（1.1 GHz, 日本電子）のルー
プ・ギャップ型共振器内にマウスの腫瘍部を
含む下半身を置き、磁場勾配下で ESR を測
定した。Filtered back projection 法により 3
次元画像を得た。 
 
４．研究成果 
(1) 3 次元画像による腫瘍のレドックス測定 
 プローブの n-オクタノール-PBS 分配係数
は 、 3-methoxycarbonyl-PROXYL (7.8) 、
3-hydroxymethyl-PROXYL (1.2) 、
3-carbamoyl-PROXYL (0.5) 、 お よ び
3-carboxy-PROXYL (0.0030) であった。細
胞質内に留めるために分配係数が 1 に近い
3-hydroxymethyl-PROXYL を以降の実験に 

 

 
図 1 ニトロキシルプローブを投与した腫

瘍モデルマウスの 3次元 ESR 画像 

 3-Hydroxymethyl-PROXYL を投与後、3 次

元画像を得、X軸方向あるいは Y軸方向への

スライス画像を得た。 



 
用 い た 。 腫 瘍 モ デ ル マ ウ ス に
3-hydroxymethyl-PROXYL を投与して 3 次
元画像を撮った。図 1 に示すとおり、プロー
ブは腫瘍部にほぼ均等に分布した。 
 3-hydroxymethyl-PROXYLを投与3分後、
13 分後、および 23 分後に続けて 3 次元画像
を取得したところ、シグナル強度は時間と共
に減少した（図 2）。腫瘍部分を含む断面の画
像を用いて腫瘍の 4 箇所を指定し、各部位で
のシグナルの減衰を調べたところ一次反応

に従うことがわかった（図 3）。 

 
図 2  レドックスプローブを投与した腫瘍

マウスの腫瘍部位における時系列画像 

 3-Hydroxymethyl-PROXYLを投与後径時

的に 3 次元画像を得、腫瘍を含むスライス画

像を示した。白枠で示した領域におけるシグ

ナル減衰速度を比較した。 

 
図 4 同一マウスにおけるリチウムフタロシ

アニンと 3-hydroxymethyl-PROXYLの分布

画像 

A. 上段：腫瘍にリチウムフタロシアニンを

埋め込んだマウスの3次元画像からリチウム

フタロシアニンを含むスライス画像を得た。

下段：3-Hydroxymethyl-PROXYLを投与後、

3 次元画像をから、上と同じ位置のスライス

画像を得た。白枠はリチウムフタロシアニン

存在部位を示す 

B. 測定後、腫瘍部位を切開した写真 白矢

印はリチウムフタロシアニン存在位置を示

す。 

 12 匹のマウスについて同様に腫瘍内の各
部位における減衰速度定数を求めて比較し
たところ、i) 腫瘍によりその減衰速度が異な
ること、ii) 部位により差のあるものと無い
ものがあること、iii) 部位により差がある場
合の腫瘍の中心部と辺縁部の違いには一定
の傾向がないことがわかった。このことから、
腫瘍により内部の還元状態が大きく異なる
ことが示された。 

 
図 3 腫瘍内各部位のシグナル消失 

 図 2の a, b, c 及び d の部分におけるシグ

ナルの消失 
 
(2) 酸素分圧プローブとレドックスプローブ
の同一マウスでの画像化 
 3-hydroxymethyl-PROXYL（レドックスプ
ローブ）は 3 本線の ESR スペクトルを与え、
リチウムフタロシアニン（酸素分圧プロー
ブ）は 3-hydroxymethyl-PROXYL のトリプ
レットシグナルの中心に 1 本線の ESR スペ
クトルを与える。あらかじめ埋め込まれたリ
チウムフタロシアニンのESR画像を得た後、
3-hydroxymethyl-PROXYL を投与してリチ
ウムフタロシアニンのシグナルが被らない
低磁場側シグナルを用いて画像化すれば、リ
チ ウ ム フ タ ロ シ ア ニ ン と



3-hydroxymethyl-PROXYL の分布を同一マ
ウスで得ることができる。この方法で得たリ
チ ウ ム フ タ ロ シ ア ニ ン と
3-hydroxymethyl-PROXYL の分布画像を図
4A に示す。2 種のプローブを完全に分別して
3 次元画像を得ることができた。図 4B は測
定 後 腫 瘍 を 切 開 し た も の で あ る が 、
3-hydroxymethyl-PROXYL の分布画像の中
でのリチウムフタロシアニンの位置と同じ
部分にリチウムフタロシアニンが確認でき
る。 
 
(3) まとめ 
 本研究において、がん組織に滞留性の酸素
分圧プローブの開発には至らなかったが、酸
素プローブとレドックスプローブの同一マ
ウスにおける画像化に成功した。この方法に
より腫瘍内の酸素分圧とレドックス環境の
相関性を調べることができ、放射線治療にお
ける治癒効果の予測に重要な情報を提供で
きるものと考える。今回 14N のニトロキシル
プローブ（トリプレットシグナル）を用いた
ため、酸素分圧プローブに関する情報（酸素
分圧、分布）を得てからレドックスプローブ
を投与して画像化する手順となったが、15N
のニトロキシルプローブ（ダブレットシグナ
ル）を用いることにより、レドックス評価の
ための時系列画像を取りながら酸素分圧を
測定することも可能となる。 
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