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研究成果の概要（和文）：本研究は、術中蛍光診断薬としてすでに臨床応用されている5-アミノレブリン酸
（ALA）の放射線増感効果のメカニズムについて悪性脳腫瘍細胞株（グリオーマ・悪性リンパ腫）を用いて検討
を行った。グリオーマのみならず、ヒト悪性リンパ腫細胞株においても、5-ALAから誘導されるプロトポルフィ
リンIXを細胞質に蓄積し、放射線照射後、遅発性活性酸素種産生を増加させ、放射線増感作用を示すことが分か
った。この現象は、低酸素培養下でも同様の傾向が得られた。

研究成果の概要（英文）：We assessed mechanism of radiosensitizing effect of fluorescence live marker
 5-aminolevulinic acid (ALA) in malignant brain tumor cell lines such as malignant gliomas and 
lymphomas. Lymphoma cells revealed high accumulation of 5-ALA induced protoporphyrin IX within the 
cytosol, and enhancement of delayed production of reactive oxygen species, and thus, 5-ALA lead to 
radiosensitizing effect in lymphoma cells. This phenomenon was also observed in lymphoma cells under
 the hypoxic condition.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： 5-アミノレブリン酸　中枢神経原発悪性リンパ腫　放射線力学療法　活性酸素　ミトコンドリア　グリ
オーマ　放射線治療　低酸素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良な中枢神経原発悪性リンパ腫は、近年高齢者に増加傾向にある。放射線感受性が高い脳腫瘍であるが、
特に高齢者においては、放射線晩期合併症による認知機能低下が問題となる。本研究によりヒト悪性リンパ腫に
おいて5-ALAの放射線増感作用が証明された。すでに臨床応用されている5-ALAを放射線治療に併用することによ
り、治療効果を維持しながら照射線量を減量し放射線晩期合併症を回避できる可能性が示されたことは社会的意
義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 
 
悪性神経膠腫や中枢神経原発悪性リンパ腫に代表される悪性脳腫瘍の治療においては、手術・

放射線治療および化学療法を含めた集学的治療が必要になることが多い。悪性神経膠腫では、可
能な限り外科的切除を行い、速やかに放射線化学療法を導入することが必須である。しかしなが
ら、このような集学的治療を行っても、悪性神経膠腫の最も予後不良の膠芽腫においては、平均
余命は 1～1.5 年程度で、5 年生存率は 7％前後と極めて低く、治療成績は約 30 年間変わってい
ない (Stupp R: N Engl J Med 352; 987-996, 2005)。また、中枢神経原発悪性リンパ腫において
は、メトトレキサートを中心とした多剤化学療法により導入療法がおこなわれるものの、治療効
果を高めるため地固め療法として放射線治療が推奨される（脳腫瘍診療ガイドライン 2016）。放
射線感受性の高い中枢神経原発悪性リンパ腫であるが、特に高齢者では、放射線の晩期合併症で
ある認知機能低下が問題となる。近年、中枢神経原発悪性リンパ腫は高齢者に増加傾向にあるが、
高齢者の身体機能（骨髄・腎機能）に加えて晩期放射線障害を考慮し、その治療に難渋すること
が多い現状がある。 
われわれが、10 年以上にわたり継続して基礎研究で使用している 5-ALA とは、ヘムの前駆体

である天然アミノ酸である。生体外から投与された 5-ALA は、ミトコンドリア内に取り込まれ
た後に、いくつかの代謝経路を経てプロトポルフィリン IX (PpIX)に変換される。この PpIX が
光感受性物質の性質を有する。正常細胞とは異なり、悪性脳腫瘍では著明に腫瘍内部、特にミト
コンドリアに蓄積することが報告されている（Stummer W: J Neurosurg 93:1003-13, 2000）。
この高い腫瘍選択性を利用して、境界不明瞭な浸潤性の高い悪性脳腫瘍を発光させることが可
能（蛍光診断）となり、正常脳と腫瘍との区別が術中に容易となり、結果として脳腫瘍の摘出率
が向上し、患者生命予後の改善に寄与している (Stummer W: Lancet Oncol, 7:392-401, 2006)。
5-ALA は前駆体であり、5-ALA そのものが光感受性物質ではないため、他の光感受性物質とは
異なり、光線過敏症を予防するための患者の暗室管理は不要である。そのような 5-ALA の高い
腫瘍選択性と利便性から、悪性神経膠腫や中枢神経原発悪性リンパ腫といった悪性脳腫瘍の手
術において、5-ALA を用いた蛍光ガイド下手術は、すでに臨床応用されており、近年、欧州や
アジアを中心として急速に普及している。 
われわれは、今までの基礎研究において、悪性脳腫瘍（悪性神経膠腫）において 5-ALA が弱

いながらも放射線増感作用を有しているが、5-ALA を併用した放射線照射を複数回施行するこ
とで、その作用が著しく増強すること、さらに宿主抗腫瘍免疫を増強させることを見出した 
(Yamamoto J: Oncol Rep 27; 1748-52, 2012, Yamamoto J: Mol Med Rep 11; 1813-19, 2015) 。
しかし、より効果的な 5-ALA の投与タイミングや適切な放射線照射量決定など臨床応用を考え
た場合に、詳細なメカニズムの解明が必要であった。過去の文献から、PpIX が放射線の水電離
作用による活性酸素種産生を増加させること（Takahashi J: Radiat Phys Chem 78; 889-898, 
2009）が報告されており、さらに、近年、がん細胞に対する放射線照射において、照射後遅発性
にミトコンドリア内部に発生する活性酸素種(ROS)が細胞死に重要な役割を果たしている報告
がされている（Kam WW: Free Radic Biol Med 65; 607-619, 2013）。そこで、申請者は、「5-ALA
により腫瘍細胞のミトコンドリア内部に蓄積した PpIX が、放射線照射中にミトコンドリアに局
所的な ROS 産生を増加させ、ミトコンドリアに酸化ストレスを生じ、代謝変化や細胞死を誘導
させるのではないか」という仮説を立て、悪性神経膠腫細胞株を使用し継続して検証し、以下の
研究結果が得られた（Kitagawa T, Yamamoto J: Oncol Rep 33; 583-590, Ueta K, Yamamoto J: 
Int J Mol Med 39; 384-398, 2017）。 
 
①放射線照射は、腫瘍細胞のミトコンドリアにおける 5-ALA から PpIX へ変換（腫瘍細胞にお
ける PpIX の蓄積）を障害しない。また、細胞株により PpIX の蓄積を増加させることがある。 
②放射線照射後の腫瘍細胞では、遅発性に細胞内 ROS 産生が増加するが（照射 12 時間後）、照
射前に 5-ALA で処理をすることで、有意に遅発性 ROS 産生が増加する。 
③5-ALA 処理のタイミングは、放射線照射後よりも、放射線照射前が、より遅発性 ROS 産生を
増加させる。 
④5-ALA 処理後に放射線照射で増加する遅発性 ROS 産生は、腫瘍細胞のミトコンドリア内で産
生される。 
⑤低用量シプロフロキサシンは、5-ALA により誘導される PpIX 量を増加させる。 
⑥細胞内に蓄積する PpIX 量が増加することにより、照射後の遅発性 ROS 産生、ミトコンドリ
ア量がさらに増加し、照射後のミトコンドリアにおける電子伝達系の活性化（Complex Ⅲ）が
誘導される。 
 
このように、5-ALA は、放射線照射と併用することで、ミトコンドリアに特異的な酸化スト

レスを介して、ミトコンドリア内部に変化をきたしていることが推測され、単なる蛍光物質とい
うよりは、ミトコンドリア標的薬としての側面を有していることが示唆された。それでは、放射
線照射下で 5-ALA は、ミトコンドリアに対して、どのような変化（形態学的、代謝）を誘導し
ているのか、どのような条件（照射量、5-ALA 投与量、時間）で強く変化が生じ、また、細胞死
が誘導されているのか、解明すべき問題点が多く、有効的な治療条件の探索には非常に時間を要



すると思われる。理論的には、5-ALA から誘導される PpIX をミトコンドリアに蓄積する性質
を有する腫瘍細胞であれば、どのような悪性脳腫瘍であれ、放射線増感作用が期待できると推測
される。実際に、悪性脳腫瘍以外にも悪性黒色腫・大腸がん・乳がん・肺がんといった腫瘍細胞
において、複数の研究で 5-ALA の放射線増感作用が証明されており、近年では、放射線力学療
法（Radiodynamic Therapy: RDT）として認識されつつある。5-ALA も放射線治療もすでにさ
まざまな悪性脳腫瘍において臨床応用されており、これらのメカニズムの解明をすることで、比
較的早期に臨床応用が可能となり、その重要性から 5-ALA を用いた RDT の臨床応用が検討さ
れている。 
従来の放射線増感の研究においては、放射線抵抗性の腫瘍に着目されてきた経緯がある。われ

われは研究を進めていくなかで、5-ALA が悪性神経膠腫や中枢神経原発悪性リンパ腫といった
細胞の種類に関係なく悪性腫瘍細胞であれば PpIX を誘導する性質に着目し、5-ALA を併用し
た放射線治療が、放射線感受性が高い腫瘍へ応用できるのではないかと気づいた。5-ALA の放
射線増感作用が中枢神経原発悪性リンパ腫で証明されれば、従来の放射線治療の効果を維持し
ながら、照射線量を減量させ晩期放射線合併症を回避することが期待される。5-ALA は、化学
療法とは異なり天然のアミノ酸であり、身体機能が低下する高齢者に対しての安全性は高く、す
でに臨床応用されていることから比較的早期に臨床応用が可能である。 
 
２．研究の目的 
 
悪性脳腫瘍、特に中枢神経原発悪性リンパ腫への 5-ALA を用いた放射線治療への臨床応用へ

と展開するための基礎研究として、悪性リンパ腫細胞株を中心に、5-ALA の放射線増感作用の
メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）悪性脳腫瘍細胞（悪性神経膠腫細胞株・ヒト悪性リンパ腫細胞株）における 5-ALA から誘
導される PpIX の蓄積 
 
  （使用細胞株） 
 悪性神経膠腫細胞株： 9L（ラット由来），U251（ヒト由来） 
 ヒト悪性リンパ腫細胞株：HKBML（脳由来）,TK（脳由来），Raji, CTB1，MC116 
 
 上記細胞株を通常酸素条件下にて、5-ALA 含有細胞培養液（0.3 mM）で 4時間培養を行い、フ
ローサイトメーター（EC800: Sony Biotec）にて PpIX の蛍光強度を測定した。また、低酸素条
件では、酸素濃度を 1％および 5％濃度で設定し、専用インキュベータ内で 24時間培養後に、5-
ALA を用いて同様に低酸素条件下で 4 時間培養を行った後に PpIX の蛍光強度を測定した。デー
タ処理は、解析ソフト（FlowJo:Tree Star Inc.）を使用して行った。サンプルの蛍光強度は、
サンプル蛍光強度（MFI：median fluorescence intensity）を 5-ALA 未処理の蛍光強度（MFI）
で除して、相対的 MFI を算出し、比較検討した。また、PpIX の細胞内局在の評価では、共焦点
レーザー顕微鏡（LSM880, Carl Zeiss）を用いて評価を行った。 
 
（２）悪性脳腫瘍細胞における低酸素培養下での HIF-1a 発現の評価 
 
 前述の実験で、5-ALA から誘導される PpIX の産生量が多いヒト悪性リンパ腫細胞株（Raji, 
HKBML, TK）を用いて検証した。低酸素培養で処理した細胞における HIF-1a の発現を、シンプル
ウエスタン法（Simple Western system: ProteinSimple,Inc.）により評価した。 
 
（３）悪性脳腫瘍細胞における 5-ALA 放射線増感効果の検証 
 
 通常酸素条件培養下に 5-ALA で処理を行ったヒト悪性リンパ腫細胞株に対して、放射線照射
(2 Gy)を行い、コロニー生成法にて治療効果を評価した。低酸素培養の場合は、前述のごとく治
療前 24時間を低酸素環境下で処理を行い、同様に治療効果を評価した。 
 
（４）悪性脳腫瘍細胞における放射線治療後の活性酸素種産生パターンの評価 
 
 通常酸素条件培養下にヒト悪性リンパ腫細胞株に対して放射線照射（2 Gy）施行。放射線直後
および照射 12時間後の活性酸素種(ROS)産生量を、蛍光プローブ（DCFD）を用いてフローサイト
メーターで測定した。前述のごとく ROS 蛍光強度を相対的 MFI で比較検討した。低酸素条件条件
においても同様に検証した。 
 
（５）悪性腫瘍細胞におけるミトコンドリア密度の比較 
 
 ヒト悪性リンパ腫細胞株のミトコンドリア密度を共焦点レーザー顕微鏡（LSM880, Carl Zeiss）



から得られた画像（明視野・NucBlue：核染色、MitoTracker:ミトコンドリア）から、画像解析
ソフト（ImageJ）を使用したマイクロデンシトメトリー法で算出した。すなわち明視野からえら
れた細胞全体の面積から核の面積を除いた面積を細胞質面積とし、細胞全体のミトコンドリア
蛍光強度を細胞質面積で除し、単位面積当たりのミトコンドリア蛍光強度をミトコンドリア密
度と定義し比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）悪性脳腫瘍細胞（悪性神経膠腫細胞株・ヒト悪性リンパ腫細胞株）における 5-ALA から誘
導される PpIX の蓄積 
 
 悪性神経膠腫細胞株およびヒト悪性リンパ細
胞株においては、いずれの腫瘍においても 5-ALA
から誘導される PpIX は、細胞質を中心に蓄積す
ることが分かった。その蓄積の程度については、
腫瘍細胞の種類によって異なることも明らかと
なった。また、特に低酸素培養下においては、腫
瘍細胞の種類によって、若干低下するものもあ
れば、著明に増加するものがあることが分かっ
た。以後の研究においては、最も多く PpIX を蓄
積する性質を有する Raji とヒト脳由来である
HKBML および TK の３種類のヒト悪性リンパ腫細
胞株を用いて検証を行った。 
 
（２）悪性脳腫瘍細胞における低酸素培養下での HIF-1a 発現の評価 
 
ヒト悪性リンパ腫細胞株（Raji, HKBML, TK）を用いて、

低酸素培養条件を 1%及び 5%と設定し、培養を行った。1%
の低酸素培養条件においては、細胞の発育状態にばらつき
があることが判明したため、本研究における低酸素培養条
件を 5%と設定した。シンプルウエスタン法を用いて評価
を行い、5％酸素培養条件で、ヒト悪性リンパ腫細胞株に
おいて HIF-1a が発現していることが確認さされた。 
 
（３）悪性脳腫瘍細胞における 5-ALA 放射線増感効果の検証 
 
 放射線治療後のコロニー生成法では、通常酸素培
養下にて5-ALAを放射線照射前に処理を行うことで、
5-ALA 未処理群と比較して、いずれの細胞においても
有意にコロニー生成能力が抑制されることが判明し
た。これは、低酸素培養下においても同様の結果が得
られた。5-ALA 処置から得られる放射線増感効果は、
細胞株間で若干ことなり、特に Raji はほかの細胞株
（HKBML および TK）と比較し、増強効果が高いこと
が確認された。 
 
 
（４）悪性脳腫瘍細胞における放射線治療後の活性酸素種産生パターンの評価 
 
 ヒト悪性リンパ腫細胞株にお
いて、放射線治療後の活性酸素種
産生パターンは、直後よりも12時
間後は明らかに増加しており、従
来の報告と一致していた。一方、
5-ALA で前処置することにより、
放射線照射 12 時間後の活性酸素
種産生量は、5-ALA 未処理群と比
較して有意に増加していること
が判明した。これは、われわれが
従来、グリオーマ細胞株で検証し
てきた結果と同様の傾向である
ことが確認された。さらに、低酸
素培養条件下においても TK にお

 

 

 



いて、同様に 5-ALA 前処置による放射線照射は、放射線単独比べて、照射 12時間後の活性酸素
種産生を明らかに増加していることが確認された。Raji および HKBML においては、統計学的有
意差は得られなかったものの、同様の傾向が得られた。 
 
（５）悪性腫瘍細胞におけるミトコンドリア密度の比較 
 
 ヒト悪性リンパ腫細胞株のミトコンドリ
ア密度の比較を行ったが、Raji は HKBML お
よび TK と比較して有意にミトコンドリア
の密度が高いことが判明した。 
 
 
本研究では、5-ALAの放射線増感作用に関

して、従来われわれが行ってきたグリオー
マ細胞株に加えて、ヒト悪性リンパ腫細胞
株を用いて研究を行った。5-ALAから誘導さ
れる PpIX であるが、グリオーマ細胞株にお
いてもヒト悪性リンパ腫細胞株においても明らかに細胞質（ミトコンドリアと推測される）に蓄
積することがわかった。低酸素細胞培養下では、PpIX の蓄積は認めるものの、その蓄積の程度
は細胞株間で若干異なり、これは細胞株間の代謝の違いが影響している可能性が推測される。一
方、腫瘍細胞における放射線照射による生物学的反応では、放射線照射による水電離作用により
生じた活性酸素種により腫瘍細胞の核 DNA が障害を受け、染色体異常をきたし細胞死（増殖死）
に至ると考えられている。しかしながら、近年の研究においては、障害されたミトコンドリアか
ら漏出した活性酸素種が周囲ミトコンドリアを障害し、酸化ストレスが細胞内に波及すること
で、遅発性に活性酸素種産生が増加することが細胞死の一因といわれている。本研究においても、
照射直後よりも遅発性に生じる照射 12 時間後の活性酸素種産生は、明らかに増加しており、5-
ALA で前処置をすることでさらに遅発性の活性酸素種産生は増加していることが判明し、グリオ
ーマ細胞株のみならずヒト悪性リンパ腫細胞株でもその傾向が確認された。さらに、低酸素培養
下においても同様の傾向が得られた。このように、5-ALA により PpIX が蓄積する腫瘍細胞であ
れば、5-ALA による放射線増感効果が期待できると推測されている。酸化ストレスについて着目
した場合に、遅発性活性酸素種産生においては、障害されたミトコンドリアが周囲のミトコンド
リアに影響を及ぼし、酸化ストレスが波及することが推測されているが、活性酸素の寿命を考慮
すれば、ミトコンドリアの距離（密度）が、酸化ストレスの波及に関与するのではないかと仮説
をした。本研究においては、5-ALA による放射線増感効果が最も強い Raji においては、他の細
胞株（HKBML および TK）と比較し、ミトコンドリアの密度が明らかに高いことが判明した。Raji
においては、酸化ストレスが波及しやすい状態が、5-ALA の放射線増感効果が得られやすい原因
の一つの可能性がある。また、放射線増感作用を示す 5-ALA のメカニズムは複雑であり、腫瘍モ
デルを用いた動物実験の検証も必要である。一方で、5-ALA も放射線照射もすでに臨床現場で広
く使用されていることから、この二つを組み合わせた 5-ALA 放射線力学療法は、比較的早い段階
で臨床応用さることが期待される。さらに、本研究は、放射線感受性の高い血液腫瘍、特に悪性
リンパ腫を用いた研究であり、われわれは、5-ALA 放射線力学療法は、放射線感受性腫瘍にも応
用できると考えている。今後も継続して、研究をすすめていきたい。 
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