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研究成果の概要（和文）：薬剤投与と可視光照射で行う光線力学的療法は、低侵襲的にがんを治療できるが、従
来薬は酸素を必要とし、低酸素のがんには効果が低かった。そこで、新規P(V)ポルフィリン光増感剤を合成し、
組織透過性が高い長波長可視光照射下で酸素に依存しない電子移動を介するタンパク質の酸化損傷を証明した。
また、がん細胞選択的な光毒性と担がんマウスへの抗腫瘍効果を確認した。
さらに、P(V)ポルフィリンの自己会合と解離を利用した活性制御でターゲット選択的な光増感剤となる可能性を
示し、pHで酸化還元電位が変わる電子ドナーを導入してがん細胞内のような弱酸性条件でのみ生体分子を光酸化
損傷する活性をもつ光増感剤を創成した。

研究成果の概要（英文）：Photodynamic therapy is less-invasive treatment for cancer. A less-toxic 
administered photosensitizers induce oxidative damage to biomacromolecules under visible-light 
irradiation, resulting in necrosis or apoptosis of cancer cells. However, the traditional 
photosensitizers require oxygen and their effects are restricted under hypoxia. To solve this 
problem, novel P(V)porphyrin photosensitizers were designed and synthesized. These P(V)porphyrins 
could photosensitize the protein oxidation through electron transfer. Cancer-selective 
photocytotoxicity and a significant photodynamic effect on a mouse tumor model by these P(V)
porphyrins were demonstrated. By the substitution of the axial ligand of P(V)porphyrins, the 
target-selective photooxidation through the self-aggregation was possible. In addition, using the 
pyridyl moiety as an electron donor, the photosensitizing activity of P(V)porphyrins could be 
controlled by pH to realize the selective treatment of the acidic cancer cells.

研究分野： 光化学

キーワード： 光線力学的療法　光増感剤　がん治療　ポルフィリン　電子移動　活性制御　一重項酸素　タンパク質
損傷
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研究成果の学術的意義や社会的意義
電子移動でがん細胞に酸化ダメージを与えるP(V)ポルフィリン光増感剤を合成し、新しい概念の光治療を提唱し
た。合成したP(V)ポルフィリンは、がん細胞選択性に優れるが、分子修飾によりターゲット選択性の向上やがん
細胞内のような弱酸性環境での活性制御にも成功した。
我が国は、超高齢社会となって久しく、止血が困難なために手術できない患者が増加している。低侵襲ながん治
療が重要であり、その代表例といえる放射線治療等は、大掛かりな医療設備が必要で高額である。本研究の成果
は、簡便で低コストな光線力学的療法の従来の課題を克服したことであり、新たな低侵襲がん治療法の実現と普
及へつながる可能性をもつ。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）我が国は、超高齢社会となって久しく、手術で切除すれば、完治が見込まれるがんでも、
止血が困難なために手術できないがん患者が増加している。そこで、低侵襲ながん治療が重要で
あるが、その代表例といえる放射線治療等は、大掛かりな医療設備が必要で高額である。一方、
光化学反応を利用する光線力学的療法①は、比較的簡便な機器で施術できるため、どこでも治療
可能かつ低コストである。一部の早期がん（子宮頸部がん、肺がん、胃がん、食道がん、脳腫瘍）
を完治した例も多い。しかし、治療効果に課題があり、代表者は、治療原理となるメカニズムの
根本的な見直しとがん細胞選択性の向上により、課題解決に挑戦してきた②。 
（2）光線力学的療法の手順は次の通りである。 
・暗所で無害な光増感剤（ポルフィリン誘導体）を静脈注射で投与 
・内視鏡付属の光ファイバーで光増感剤が取り込まれた腫瘍部位に可視光（例：664 nm）照射 
・光増感反応でがん細胞内生体分子に酸化ダメージを与え、がん細胞の壊死またはアポトーシス
が引き起こされる。 
そして、研究開始当初から、下記の課題があった。 

・光増感剤の作用機序は、活性酸素の一種である一重項酸素（1O2）による生体分子の酸化損傷
である。しかし、腫瘍内はもともと低酸素であり、光増感剤と光が届いても、特に酸素が少ない
深部がんには効かない。 
・光線過敏（唯一の副作用）のため、光増感剤が体外へ排出されるまで暗室で入院（2～4 週間）
しなければならず、患者の精神的負担が大きい。そのため、治療を諦める場合もある。 
以上の課題を解決できれば、安全かつ簡便、低コストで優れた低侵襲治療となるが、従来の活

性酸素機構を利用する光増感剤の研究が主であり、手詰まり感があった。 
 
２．研究の目的 
（1）代表者は、酸素がなくても電子移動で生体分子に酸化ダメージを与える光増感剤を合成し、
効果を証明してきた②。ポルフィリンの中心にリンを配位した P(V)ポルフィリンが生体分子を
電子移動で直接酸化できることを明らかにしている。エネルギーが小さい長波長可視光による
励起では電子移動は起こりにくいが、P(V)ポルフィリンの電子状態では可能であることを証明し
た。しかし、これまでの P(V)ポルフィリンが有効に吸収できる波長は 630 nm 程度までであり、
「生体の窓」といわれ、血液等の吸収に阻害されない治療に有効な波長域（650～900 nm）に達
しなかった。吸収波長の長波長化により電子移動酸化は起こりにくくなるが、その長波長化の限
界波長を実験で明らかにすることを目的とした。 
（2）次に、がん選択的に作用する光増感剤の創成を目的とした。特に、がん細胞内は、解糖系
のグルコース代謝亢進に伴う乳酸の増加でわずかに低 pH である。主にこの環境を利用して、水
素イオン濃度による光増感剤の活性制御を行い、さらに、分子設計の指針を明らかにした。 
 
３．研究の方法 
（1）ポルフィリンの中心原子としてリンを配位した P(V)ポルフィリンを設計し、合成した。P(V)
ポルフィリンの置換基を変えると、電子状態を制御でき、吸収波長を長波長側にシフトすること
もできる。このとき、同時に酸化還元電位が変わり、電子移動による酸化能力が低下する可能性
がある。置換基の種類と導入部位を替えた P(V)ポルフィリンを密度汎関数法による計算で設計
し、定法に従って合成した。 
（2）はじめに P(V)ポルフィリンの親水性と疎水性のバランスを利用したがん細胞認識の違いや、
自己会合状態（活性 OFF）と解離状態（活性 ON）による活性制御に挑戦した。次に、電子移動
が、外部の環境で制御できることに着目した。これまで、溶媒の pH による P(V)ポルフィリンの
電子移動制御に成功している。がん細胞内の pH が正常細胞よりわずかに低いことと、がん細胞
のリソソームに取り込まれると pH 4.7 程度の弱酸性の環境となるため、低 pH でスイッチが入
る光増感剤を設計すればがん細胞選択的な光増感剤の開発が可能と考えられる。そこで、pH で
電子ドナー性が変わる置換基を P(V)ポルフィリンへ導入した光増感剤を設計し、合成した。 
（3）上記（1）および（2）で合成した P(V)ポルフィリン光増感剤の光化学的および電気化学的
物性（吸収波長、励起エネルギー、励起状態の寿命、1O2生成量子収率、酸化還元電位）を評価
した。次にターゲットとなる生体高分子のモデルとして水溶性タンパク質のヒト血清アルブミ
ン（HSA）と P(V)ポルフィリンの相互作用を評価し、光照射下でアミノ酸残基の酸化損傷を評
価した。研究分担者機関等において、培養細胞レベルおよび動物実験（マウス）レベルで P(V)ポ
ルフィリン光増感剤の作用を検証した。 
 
４．研究成果 
（1）長波長応答型 P(V)ポルフィリン光増感剤によるがん細胞選択的光毒性③ 
 合成したポルフィリン光増感剤（図 1）は、NMR と質量分析で確認し、上記の物性評価を行
った。テトラフェニルポルフィリン P(V)錯体のフェニル基への置換基導入で応答波長と酸化還
元電位の関係を評価したところ、電子移動酸化活性を維持可能な長波長応答性の向上には、パラ
位へのアルコキシ基導入が最も効果的であった。そこで、ポルフィリンメソ位に結合しているフ
ェニル基のパラ位にメトキシ基を導入すると、吸収波長（応答波長）は 660 nm まで延長するこ
とが可能となった。光増感反応による 1O2生成を近赤外発光の測定で評価したところ、量子収率



は、メチレンブルー（0.52）を基準と
した場合、リン酸緩衝液中で 0.8 以上
あり、酸素が十分な環境では従来の
1O2 機構も活用できることを確認し
た。 

P(V)ポルフィリン光増感剤と水溶
性タンパク質の HSA をリン酸緩衝液
中で混合すると、長波長シフトしたこ
とから、相互作用を確認した。この実
験条件では、HSAの疎水ポケットに結
合した光増感剤によるアミノ酸残基の酸化損傷を評価可能である。この条件で、発光ダイオード
（中心波長: 659 nm、2 mW cm-2）を用いて光照射した。HSA のトリプトファン残基の酸化損傷
を自家蛍光測定②で評価したところ、照射時間依存的に損傷が確認された。図 1 の光増感剤のう
ち、EGP(V)TMPP では、1O2 消去剤のアジ化ナトリウムの効果の解析から、1O2 機構と電子移動
機構が同程度ずつ寄与していることが示された。CLP(V)TMPP と MEP(V)TMPP では、アジ化ナ
トリウムによる損傷抑制効果が認められず、電子移動機構が支配的であることが示された。光増
感剤の励起エネルギーと酸化還元電位から見積もった電子移動のギブズエネルギーは、トリプ
トファン残基の電子移動酸化が十分可能であることを示した。また、光増感剤の蛍光寿命は、
HSA との相互作用で短縮された成分が観測されたことから、ポルフィリンの励起一重項状態（S1

状態）が HSA の電子移動酸化を引き起していることが示唆された。さらに HeLa 細胞と皮膚角
化細胞に対する細胞光毒性を確認した。HeLa 細胞では、MEP(V)TMPP で半致死量 0.7 nM と強
い光毒性が観測された。また、皮膚角化細胞では、半致死量 44 nM 程度と評価された。皮膚角化
細胞に光毒性をもたらす条件でも DNA 損傷は少なく、正常細胞をがん化するリスクは低いと考
えられた。 

CLP(V)TMPP では、HeLa 細胞に対して、半致死量 57 nM と評価された。MEP(V)TMPP に比べ
ると相対的に低いが、十分な光毒性である。さらに、CLP(V)TMPP は、皮膚角化細胞には、全く
光毒性を示さなかった。現在のところ、細胞との相互作用（取り込み）の違いで説明できると考
えられる。この結果は、CLP(V)TMPP が、がん細胞選択的に作用する光増感剤であることを示し
ている。さらに、HeLa 細胞由来の担がんマウスにおいて、光線力学活性を評価したところ、
CLP(V)TMPP は、従来薬のタラポルフィンナトリウムと同等以上の効果を示した。 
これら新規の P(V)ポルフィリン光増感剤では、比較的長波長の可視光に応答し、タンパク質

を電子移動機構で酸化できることを確認した。長波長を利用する電子移動酸化反応は、低酸素状
態のがんに対しても光線力学的療法の治療効果向上に利用できる可能性が考えられる。さらに、
がん細胞選択的な光毒性と担がんマウスへの治療効果を確認した。 
 
（2）自己会合と解離を利用する光増感剤の活性制御④ 
次に、P(V)ポルフィリン中心リン原子の軸配位子として、上記ポルフィリンよりも多少疎水性

が大きいエトキシ基をもつ分子（EtP(V)TMPP）と電子移動促進の目的でフッ素を含むトリフル
オロエトキシ基をもつ分子（FEtP(V)TMPP）を合成した（図 2）。疎水性を大きくすることで自
己会合（濃度消光による活性 OFF）とタンパク質等の疎水性ターゲット認識による解離（活性
ON）を原理とした活性制御への挑戦である。 
エトキシ基へのフッ素導入は、ポルフィリンの酸化還元電位を下げ、電子移動にはエネルギー

的に有利となった。1O2生成量子収率は、メチレンブルーを 0.52 とした場合、いずれも 0.8 を超
えた。水溶液中で、いずれの P(V)ポルフィリンも自己会合し、励起状態の失活が促進された。吸
収スペクトル変化から、HSA と P(V)ポルフィリンの相互作用を確認し、結合定数を見積もった。
このとき、フッ素導入は、タンパク質との相互作用を結合定数で 106から 105オーダーへ 1 桁低
下させることを明らかにした。HSA との相互作用でポルフィリンの自己会合状態は解かれ、疎
水ポケットへ結合していく様子が分子力学シミュレーションでも示された。蛍光寿命は回復し、
励起状態の光増感剤としての活性回復が示唆された。実際、可視光照射下で HSA のトリプトフ
ァン残基を酸化損傷した。HSA の光損傷は、アジ化
ナトリウムにより抑制されたが、過剰量添加しても
完全に抑制されず、電子移動機構の関与が示され
た。上記と同様にポルフィリンの蛍光寿命測定で、
HSA の添加により短縮した成分が観測されたこと
から、S1状態での電子移動が支持された。また、電
子移動機構による損傷量子収率は、フッ素導入でむ
しろ大きく抑制されることが示された。これは、フ
ッ素導入で、タンパク質との相互作用が阻害され、
トリプトファンとの距離の効果で電子移動が不利
になったことで説明された。 
エトキシ基導入型ポルフィリンで、自己会合と解離による活性制御に成功した。フッ素の導入

では、電子移動を促進できるが、ターゲットとの相互作用が抑制された。置換基の疎水性と親水
性のバランスで P(V)ポルフィリンの光増感活性を制御できる可能性が示された。 

 

図 1 長波長応答型 P(V)ポルフィリン光増感剤 
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図 2 自己会合型 P(V)ポルフィリン 
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（3）疎水性 P(V)ポルフィリン光増感剤によるタンパク質光損傷 
上記（2）の P(V)ポルフィリンにおける自己会合を利用した活性制御をヒントに疎水基（ブト

キシ基）と親水基（エチレングリコキシ基）をもつ、光増感剤（P(V)TBPP）を合成し、光化学的
物性ならびに HSA に対する光酸化損傷作用を蛍光法②で評価した。吸収波長と酸化還元電位は、
上記（1）と（2）の長波長応答型ポルフィリンとほとんど変わらなかった。P(V)TBPP による 1O2

生成量子収率は、エタノール中で 0.31 と見積もられた。これまで報告された類似化合物と比較
して小さな値であり、ポルフィリン分子自身による物理的な 1O2 に対する消去作用が示唆され
た。リン酸緩衝液中で P(V)TBPP は、自己会合して励起状態が速やかに失活したが、HSA と混合
すると、会合が解かれて HSA の疎水ポケットへの結合が示唆された。また、ブトキシ基の疎水
性により、タンパク質の疎水ポケットへの相互作用促進を確認した。蛍光共鳴エネルギー移動法
で HSA 内部のトリプトファンから P(V)TBPP までの平均距離を見積もると 27 Å 程度であった。
一部の分子は、さらに近接している可能性も考えられる。電子移動は、ターゲットとの近接を要
するため、相互作用の促進は電子移動酸化機構に有利と考えられる。上記と同様に P(V)TBPP へ
の光照射で HSA の損傷が確認された。また、1O2消去剤を添加してもトリプトファン残基の損傷
が観測され、電子移動機構で説明された。P(V)TBPP の蛍光寿命測定からも電子移動機構が支持
された。P(V)TBPP の電子移動を介する HSA 光酸化の量子収率は、上記（1）および（2）の光増
感剤と同程度であった。 
 
（4）pH による電子ドナー導入型 P(V)ポルフィリン光増感剤の活性制御⑤ 
がん細胞内が解糖系のグルコース代謝亢進に伴う乳酸の増加でわずかに低 pH であることを

利用した光増感剤の活性制御に挑戦した。P(V)ポルフィリンの軸配位子に電子ドナーとなる 6-
メチル-3-ピリジンメトキシ基を結合した PyrP(V)TMPP（図 3）を設計、合成した。PyrP(V)TMPP
は、長波長可視光を吸収できる上記の P(V)ポルフィリン誘導体を光増感部位としている。密度
汎関数法による計算でピリジン部位が P(V)ポルフィリンに対して電子ドナーとして働き、酸性
条件でプロトン化すると電子ドナー性が無くなることが示された。 

PyrP(V)TMPP の蛍光寿命測定から、中性条件（pH 7.6）では、ピリジンからポルフィリン環へ
の分子内電子移動が速度定数 2.0×1010 s-1で起こることを明らかにした。蛍光量子収率の pH 変化
から、プロトン化したピリジン部位の pKa は、およそ 7 と見積もられた。PyrP(V)TMPP は、低
pH において分子内電子移動が抑制されることで、励起状態の寿命が延長し、設計通りの物性を
確認した。PyrP(V)TMPP と HSA との相互作用を明らかにするため、リン酸緩衝液中で結合定数
を吸収スペクトル変化から求めた。また、ポルフィリン結合部位とトリプトファン残基からの距
離を蛍光量子収率比より、蛍光共鳴エネルギー移動法で見積もった。酸性条件（pH 3.2）では、
正電荷増加による HSA の構造変化が考えられ、結合定数は小さくなったが、トリプトファンに
近い位置まで PyrP(V)TMPP が侵入できることが示唆された。可視光照射下で PyrP(V)TMPP が
HSA を損傷することを確認し、1O2生成機構および電子移動機構による損傷量子収率は、いずれ
も pH 7.6 でむしろ大きくなった。PyrP(V)TMPP の光励起状態は、比較的中性に近い弱酸性領域
で分子内電子移動消光の抑制により制御できたが、タンパク質損傷作用は低下した。電子移動消
光は、pH の他、タンパク質がつくる疎水環境で抑制されること、さらには、タンパク質自身の
構造変化が光損傷効率に影響したことで説明された。一方、PyrP(V)TMPP が直接結合しない生
体分子であるニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）をターゲットにした場合には、
設計通り、弱酸性下で光酸化損傷の効率が上昇した。 
電子ドナーとしてメチルピリジンを軸配位子に導入した P(V)ポルフィリンでは、設計通り、

正常細胞とがん細胞のわずかな pH の
違いを利用して活性制御できる可能性
が溶液中の実験で証明された。疎水的
なターゲットに結合すると、pH によら
ず抑制が ON になることも示された。一
方で強く相互作用しないターゲット生
体分子では、設計通り、弱酸性下で活性
が ON となることを確認した。 
 
（5）pH による電子ドナー導入型フリーベースポルフィリン光増感剤の活性制御 

P(V)ポルフィリンではないが、水溶性に優れ、ある程度電子移動によるタンパク質損傷が可能
な光増感剤であるテトラキス(N-メチル-4-ピリジニオ)ポルフィリン（TMPyP）をベースとした光
増感剤を設計、合成した。TMPyP の N-メチルピリジン一つを pH 応答型の電子ドナーとなるジ
メチルアニリンに置き換えた光増感剤（DMATMPyP）を合成した。吸収スペクトルの変化から、
プロトン化したジメチルアニリン部位の pKaは 4.6 と見積もられた。密度汎関数法による計算と
酸化還元電位の測定から、中性条件では、DMATMPyP の励起状態は分子内電子移動で失活する
が、酸性条件では、電子ドナー性が低下することで活性が回復することが示された。中性条件
（pH 7.6 付近）では、蛍光量子収率（0.037）1O2生成量子収率（0.18）ともに比較的小さかった
が、弱酸性条件（pH 3.2）では、それぞれ 0.12 および 0.36 に増大した。完全な OFF→ON 制御で
はないが、活性制御の原理を定性的に確認できた。HSA の光酸化を評価したところ、弱酸性条
件では、HSA と DMATMPyP との静的な相互作用が弱くなり、光損傷の量子収率は低下した。こ
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れは、上記（4）の光増感剤でも観測された現象である。また、1O2消去剤の添加で、中性条件に
おけるタンパク質損傷作用がほぼ完全に抑制されたが、弱酸性条件では抑制効果は 12％であり、
電子移動機構による酸化力は弱酸性下で向上することが示された。また、静的相互作用を無視で
きるターゲットとして、NADH の光酸化を評価したところ、反応初期の量子収率は中性条件に
比べ酸性条件で 6 倍に上昇した。以上をまとめると、ジメチルアニリンを電子ドナーに用いたポ
ルフィリン光増感剤の pH による活性制御が定性的に可能であることが示された。 
 
（6）電子ドナー結合ポルフィリンの分子内高速電子移動の評価⑥ 
 亜鉛ポルフィリンは、がんの蛍光診断の他、光治療にも研究されている。蛍光診断においては、
比較的短波長の青色光が用いられる。代表者らのこれまでの研究⑦からも、青色光励起によって
生じるポルフィリンの高い励起状態のエネルギーを利用した電子移動酸化が期待される。亜鉛
ポルフィリンは、P(V)ポルフィリンに比べると S1 状態における電子移動酸化力は小さいが、第
二励起状態（S2状態）からは電子移動酸化力をもつ可能性がある。そこで、ポルフィリン光増感
剤の基礎研究として、電子ドナーをメソ位に直結した亜鉛ポルフィリン誘導体（5-(9-フェナント
リル)-10,15,20-トリス(4-ピリジル)ポルフィリン亜鉛錯体）を合成した。フェナントレンは、トリ
プトファンやチロシンなど、比較的酸化されやすい芳香族アミノ酸と同程度の電位で酸化され
る。密度汎関数法による計算でフェナントレン部位はポルフィリンの S2 状態に対して電子ドナ
ーとなるが S1 状態からはエネルギー的に電子移動できないことが示された。ポルフィリンのソ
ーレ帯励起（波長 400 nm 付近）により S2状態からの蛍光が観測された。その蛍光量子収率をフ
ェナントレンを結合していないリファレンス化合物（テトラ(4-ピリジル)ポルフィリン亜鉛錯体）
と比較すると明らかな消光が認められた。酸化還元電位と励起エネルギーから算出したギブズ
エネルギーから S2状態においてフェナントレンからの電子移動が可能なことが示された。また、
溶媒によっては、励起錯体（エキシプレックス）と帰属される発光が観測された。蛍光量子収率
から電子移動およびエキシプレックス形成の量子収率を見積もると溶媒の極性依存性が認めら
れた。極性環境では電子移動後、無複輻射失活が主に起こり、非極性環境では発光性のエキシプ
レックス形成が主に進行することが明らかになった。以上から、蛍光診断用の青色光照射で生じ
る亜鉛ポルフィリンの S2状態から生体分子を電子移動で酸化損傷できる可能性が示された。 

 
（7）結論 
 長波長応答性をもつ P(V)ポルフィリンを合成し、波長 650 nm 以上の長波長可視光照射下で電
子移動を介するタンパク質損傷を証明した。また、がん細胞選択的な光毒性や担がんマウスへの
抗腫瘍活性を確認した。P(V)ポルフィリンは、自己会合と解離を利用して活性制御でき、ターゲ
ット選択的な光増感剤に利用できる可能性がある。さらに pH で酸化還元電位が変わる電子ドナ
ーを軸配位子として導入すると弱酸性で活性をもつ光増感剤となり、腫瘍やがん細胞内でのみ
選択的に活性を示す光増感剤へ応用できる可能性が示された。また、P(V)ポルフィリンの他、フ
リーベースポルフィリンをベースにして、同様に pH で活性制御することができた。この他、蛍
光診断用とされてきた亜鉛ポルフィリンも S2 状態の強い酸化力を利用すれば、電子移動による
生体分子損傷が可能なことを証明した。 
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