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研究成果の概要（和文）：5-アミノレブリン酸(ALA)を用いた悪性脳腫瘍の光線力学診断の分子機構を解明し、その臨
床応用を目指した。正常脳と脳腫瘍とを差別化するバイオマーカーを探索した結果、ALA取り込みに関与するPEPT、プ
ロトポルフィリンIXの排出に関与するABCGが重要なファクターであることを発見した。一方、転写因子Nrf2がABCG2遺
伝子の発現を誘導する重要なファクターであり、その遺伝子のSNP (-617C>A)を臨床現場で迅速検出する方法を開発し
た。さらに、ALAを用いた悪性脳腫瘍の光線力学診断と治療の効率をさらに向上させるために、ABCG2を効果的に阻害す
る薬を見出した。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence-guided gross-total resection has recently been developed, where 5-ami
nolevulinic acid (ALA) is administered as the precursor of protoporphyrin IX (PpIX). This study has been u
ndertaken to gain insight into the molecular mechanism underlying ALA-induced PpIX accumulation in maligna
nt brain tumors. By comparing gene expression profiles, PpIX accumulation in brain tumor was found to be r
egulated by two transporters PEPT and ABCG2 that transport ALA and PpIX, respectively. Transcription facto
r Nrf2 plays a significant role in regulating ABCG2 gene expression, where one SNP (-617C>A) in the Nrf2 g
ene is suggested to be critically involved. We therefore developed a rapid and simple method to detect tha
t SNP allele. Furthermore, we identified one drug that is potent for ABCG2-inhibition and may significantl
y enhance the efficacy of ALA-based photodynamic diagnosis and therapy.
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１．研究開始当初の背景 
わが国において癌は死亡原因の第１位で

あり、患者の生活の質（QOL）を高く保ち且
つ安全な治療方法の開発は焦眉の急である。
今日、抗癌剤で完治する可能性のある疾患は、
急性白血病、悪性リンパ腫、精巣（睾丸）腫
瘍、絨毛癌などである。一方、完治できなく
ても、病気の進行を遅らせることが可能な癌
として、乳癌、卵巣癌、骨髄腫、小細胞肺癌、
慢性骨髄性白血病、低悪性度リンパ腫などが
ある。しかし、治療効果が殆ど期待できず縮
小もない癌に、脳腫瘍、黒色腫、腎癌、膵癌、
肝癌などがある。 
脳腫瘍は頭蓋骨の内部に発生する腫瘍で、

脳組織そのものから発生する腫瘍（原発性脳
腫瘍）、脳組織の外側にある組織（例えば髄
膜）に由来する腫瘍（髄膜腫）、および他の
臓器の腫瘍が脳へ転移してできる転移性脳
腫瘍がある。脳腫瘍の発生率は人口 10 万人
に対して約 12 人であるが、脳腫瘍は全体と
して悪性のものが多い。一般的に悪性脳腫瘍
の治療は容易ではない。その最も大きな理由
は、脳という重要な組織に発生しているため
に、腫瘍が正常脳の中に浸潤した部分を広く
切除できないことによる。 
 LipsonとBaldes (Arch. Dermatol. 82: 508-516, 
1960)が、ヘマトポルフィリン誘導体が腫瘍に
蓄積し赤色蛍光を発するとともに、光照射に
よって腫瘍細胞を死滅させることを報告し
たが、近年、ポルフィリンの前駆物質であり
生体物質である 5-アミノレブリン酸(ALA)を
投与することにより、安全且つ効率的に脳腫
瘍を光線力学的に治療できる可能性が広が
った。ALA 光線力学診断法は癌治療への臨床
応用において極めて先駆的であり、悪性脳腫
瘍の外科的治療への応用は患者のQOLを低下
させない方法として注目されている。 
正常組織に比較して、脳腫瘍にポルフィリ

ンが蓄積しやすいという性質を利用して、ポ
ルフィリンの赤色蛍光をガイドに脳腫瘍を
外科的に切除することは、腫瘍細胞の取り残
しを無くし正常細胞を傷つけないという利
点がある。しかしながら、本プロジェクトに
着手した当初、「なぜ悪性腫瘍では、周りの
正常細胞に比較してポルフィリンが蓄積し
やすいのか？」という根本的な疑問に関して
その分子機構が解明されていなかった。 
 ポルフィリンの生合成は、ALA の生合成
（グリシンとスクシニル CoA の結合）から始
まり、ミトコンドリアと細胞質という空間的
に異なったコンパートメントにまたがる全 8
種の酵素反応を経て行われる。膜を隔てたヘ
ム合成中間体の輸送は、中間体の区画化と細
胞内ポルフィリン濃度のホメオスターシス
において非常に重要である。その輸送に関与
するトランスポーターとして、ABC トランス
ポーターである ABCG2 と ABCB6 が重要な
役割をしていることが近年明らかとなった。 
 研究代表者である石川智久の研究チーム
は、生体内において ABCG2 はポルフィリンを

細胞外へ輸送し、細胞内ポルフィリンの恒常
性に寄与していることを2006年に報告した。
さらに、ABCG2 の遺伝子多型にはポルフィリ
ン輸送能力を欠損または低下したものがあ
り、細胞内ポルフィリンレベルを上昇させて
光感受性を亢進させていると考えられた
(Tamura et al. Mol. Pharmacol. 70(1):287-296, 
2006)。 
研究代表者・石川智久は悪性脳腫瘍に対す

る光線力学診断法に研究の焦点を絞り、大阪
医科大学脳神経外科・黒岩敏彦教授（研究分
担者）および東京工業大学フロンティア研究
機構・小倉俊一郎・特任准教授（研究協力者）
と共に研究プロジェクトを実施した。 
 
２．研究の目的 
研究の具体的目標は次のとおりである： 
(1) 脳腫瘍のおけるポルフィリン蓄積の分
子メカニズムを探索する 
(2) 脳腫瘍に蓄積したポルフィリンの分子
種を HPLC 等で解析する。 
(3) in vitroで遺伝子発現と細胞内ポルフィ
リン量の相関性を検証する。 
(4) 悪性脳腫瘍でポルフィリン蓄積を引き
起こす遺伝子の転写制御を解析し、臨床応用
をめざす。 
(5) ALA 光線力学診断および治療の効果を向
上させる方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)倫理委員会の承認 
ヒト由来の試料の取り扱いに関しては、理

化学研究所・横浜研究所および大阪医科大学
の倫理委員会の承認の下、文部科学省、厚生
労働省および経済産業省において共同で作
成された「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関
する倫理指針」と厚生労働省の「臨床研究に
関する倫理指針（平成 20年 7月 31 日改正）」
および「ヘルシンキ宣言（2008 年改訂）」を
遵守して研究を実施した。 
 
(2)脳腫瘍検体の採取と管理 
大阪医科大学付属病院において脳腫瘍と

診断された患者（もしくは外傷や脳内出血等
の脳神経外科的疾患に罹患した患者）より、
患者本人もしくはその代諾者に承諾を得た
後、手術中に摘出された脳腫瘍の一部（もし
くは非腫瘍組織の一部）１立方 cm 程度の試
料を採取した。試料提供者の個人情報を連結
可能匿名化し、大阪医科大学附属病院医療情
報部が個人識別情報を一括管理した。連結可
能匿名化の後、採取された試料を大阪医科大
学脳神経外科研究室内の施錠のできる-80℃
冷凍庫にて施錠保管した。 
 
(3)ポルフィリン生合成・代謝酵素およびトラ
ンスポーター遺伝子の発現レベル解析 
試料採取から 2週間以内にRNAを抽出し、

これを基に逆転写酵素を用いて cDNA を作
成した。出来上がった cDNA は大阪医科大学



脳神経外科教室内の研究用冷凍庫にて施錠
保管した。ポルフィリン生合成に関与する酵
素とトランスポーター遺伝子の mRNA レベ
ルを、定量的 PCR で測定した。A172 細胞の
sphere型および non-sphere型からMagna Pure 
LC kit (Roche)を用いて、ぞれぞれのトータル
RNA を 抽 出 し た 。 そ し て Transcriptor 
First-strand cDNA Synthesis Kit (Roche 
Diagnostics)を使って RNA から cDNA を作製
した。定量的 PCR は、Light Cycler 3 (Roche 
Diagnostics)を用いて実施した。その定量的
PCR 測定には Hagiya et al.がすでに報告した
プライマーを用いた (J. Exp.Ther. Oncol. 7, 
153-167, 2008）。 
 
(4)脳腫瘍に蓄積したポルフィリンの分子種
を HPLC で解析 
外科的に切除した悪性脳腫瘍の一部を液

体窒素で迅速に凍結する。液体窒素の存在下
で凍結組織を粉砕し、0.1M NaOH を加えてホ
モジェナイズする。その一部を蛋白質定量用
に保管し、残りの液に対して 9 倍量の過塩素
酸：メタノール(1:1 v/v)を加えホモジェナイ
ズして蛋白質を変性させる。遠心で上清液を
取り、HPLC（高速液体クロマトグラフィー）
にかけてポルフィリンの分子種とその量を
測定した。その方法は Hagiya et al.がすでに報
告した方法に従った (J. Exp.Ther. Oncol. 7, 
153-167, 2008）。 
 
(5)ABCG2の輸送阻害とALAから生合成され
たプロトポルフィリン IX (PpIX)の細胞内蓄
積 
ヒト  グリア芽腫・アストロサイトーマ 
U87MG 細胞を、2 mM ALA とさまざまな濃
度の lapatinib とともに 4 時間培養して、その
間に ALA から生合成されて細胞内に蓄積し
たPpIXの蛍光強度(MFI値)をFACS（Beckman 
coulter）で測定した。U87MG 細胞を PBS（り
ん酸緩衝生理食塩水）で 2 回洗浄し、
Trypsin-EDTA により剥離した。106 cells を
DMEM（2% FBS）に懸濁し、2 mM ALA 単独
及び lapatinib または gefitinib を 1 nM から 100 
μM の濃度で併用投与し、37℃で 4 時間培養
した。培養後、氷冷 PBS（2％ FBS）で洗浄
し、再び冷 PBS（2％ FBS）に懸濁し、FACS
（Beckman coulter）により細胞内蛍光強度を
測定した。１回の測定あたり 50,000 細胞を測
定した。細胞内に蓄積した PpIX を 405 nm の
UV レーザーにより励起し、その蛍光を検出
し、測定した細胞の持つ蛍光の平均強度
（MFI）を算出した。 
 
(6)ABCG2 の輸送阻害と ALA-PDT の効果 
ヒト  グリア芽腫・アストロサイトーマ
U87MG 細胞（106 cells）を DMEM（2% FBS）
に懸濁し、10 mM ALA 単独及び lapatinib を 1 
nM から 300 μM の濃度で併用投与し、37℃で
4 時間培養した。635 nm にピークを持つ LED
で細胞を照射(12 J/cm2)して、その後の細胞生

存率を水溶性 tetrazolium 法（WST-8 assay）で
測定した。 
 
(7)脳腫瘍細胞（A172 細胞）の ALA-PDT に対
する光感受性 
脳腫瘍細胞株 A172 細胞（American Type 
Culture Collectio より購入）を、FCS を含まな
い D-MEM/F12 培養液（L-グルタミン, ヘパ
リン, B27, EGF, bFGF を含む）で培養すると、
細胞は幹細胞に類似した sphere を形成した。
一方、細胞を 10% 牛胎児血清(FCS)を含む
D-MEM/F12培養液すると sphereを形成せず、
細胞は平面的に増殖した。sphere 型および 
non-sphere 型をトリプシン処理して、それぞ
れ 1.0 x 106 cells/ml の密度で 0.3 mM ALA と
共に 4 時間インキュベートした後、 405 nm
のレーザー光を照射した。そしてさらに７日
間培養した後、細胞の生存率を水溶性
tetrazolium 法（WST-8 assay）で測定した。 
ALA-PDTを実施したA172細胞からそれぞれ
500 cells を取り出し、10% FCS と抗生物質を
含む D-MEM 寒天培地に移して、 14 日間培
養した。その後 10% ホルマリンを含む 
Trypan blue で処理して細胞コロニーを固
定・染色した。50 細胞以上からなるコロニー
の数を立体顕微鏡でカウントした。 
 
(8)転写因子 Nrf2 遺伝子の SNP (-617C>A)の
迅速検出法の開発 
等温 DNA 増幅法を基本技術 (Ishikawa & 
Hayashizaki Methods Mol. Biol. 59, 260-271, 
2013) として、Nrf2 遺伝子の SNP (-617C>A)
を正確に認識するプライマーをデザインし
て、測定時間 40 分以内で検出できるように
反応条件を最適化した。 
 
４．研究成果 
(1)悪性脳腫瘍におけるポルフィリン生合
成・代謝酵素およびトランスポーター遺伝子
の発現レベル解析 
ポルフィリン生合成とヘム代謝に関与す

る 14 遺伝子の発現レベルを定量的 PCR で測
定した結果と比較して、悪性脳腫瘍でポルフ
ィリンが蓄積する原因の遺伝子を同定した。
大阪医科大学・脳神経外科で脳腫瘍手術を受
けた患者から摘出された脳腫瘍とその周囲
の正常組織におけるポルフィリン代謝と輸
送の違いに注目して、mRNA レベル解析と代
謝物の解析を行なった。HPLC を用いた分析
の結果、悪性脳腫瘍で赤色蛍光の強い組織で
は、主としてプロトポルフィリン IX が蓄積
しており、その分子機構の１つとして、PEPT2, 
ABCB6, プロトポルフィリノーゲン酸化酵
素の mRNA レベルが高くなっていることが
判明した。 

 
(2)転写因子 Nrf2 遺伝子の SNP (-617C>A)の
迅速検出法の開発 
転写因子 Nrf2 は、薬物代謝酵素、薬物トラ

ンスポーター、抗酸化タンパク質などの遺伝



子の上流に存在する抗酸化剤応答配列
（ARE）へ別の転写因子（small MAF）と共
に結合することで、遺伝子の発現を亢進して、
生体防御機構を強化する。プロトポルフィリ
ン IXを細胞外に排出するABCG2遺伝子の発
現に Nrf2 が関与することを我々は最近突き
止めた(Ishikawa T, et al. J. Pharrm Sci. 102, 
3058-3069, 2013). 
さらに、Nrf2 遺伝子の SNP (-617C>A)は、

Nrf2 遺伝子の上流 ARE-like モチーフの中に
あって、Nrf2 遺伝子のフィードバック機構に
基づく発現に影響を与えると考えられた。そ
のために、SNP (-617C>A)を迅速に検出する
方法を開発した。 
 
(3)ABCG2 の輸送阻害によるプロトポルフィ
リン IX (PpIX)の細胞内蓄積の亢進 
我々が独自に開発した構造活性相関（QSAR）
解析法（特許第 50753662）を用いて、ABCG2
機能を効果的に阻害するチロシンキナーゼ
阻害薬「TKI-X（特許非公開中につき仮名）」
を同定した。我々はこの TKI-X を用いて、
ABCG2 の輸送阻害によるプロトポルフィリ
ン IX (PpIX)の細胞内蓄積を亢進させること
を検討した。ヒト グリア芽腫・アストロサ
イトーマ U87MG 細胞は、ALA と培養する事
により PpIX を生合成する。2 mM ALA とさ
まざまな濃度のTKI-Xとともに 4時間培養す
る事によって、細胞内に蓄積した PpIX の蛍
光強度が増加した。PpIX 蛍光強度の増加は
TKI-X 濃度に依存し、1～100 μM の濃度で顕
著に増加した。1 μM 以上の濃度領域で TKI-X
が ABCG2 を阻害し、ALA から生合成された
PpIX が細胞内に蓄積したことが判明した。一
方、gefinitib で ABCG2 を阻害しても PpIX の
細胞内蓄積はそれほど高くはならなかった。
その理由として、gefitinib は TKI-X に比較し
て、ABCG2 阻害活性が弱かったことによる
と考えられた。 
 
(4) 癌細胞の ALA-PDT 感受性に対する
ABCG2 阻害剤の効果 
ヒト  グリア芽腫・アストロサイトーマ 

U87MG 細胞は、ALA 単独で培養した後、LED
で細胞を照射(12 J/cm2)する事により、約 50%
の細胞が死亡した。一方、10 mM ALA とさ
まざまな濃度の TKI-X とともに U87MG 細胞
を培養する事によって、細胞の LED 照射(12 
J/cm2)に対する感受性が濃度依存的に増加し
た（細胞が死滅しやすくなった）。この事は、
TKI-X が ABCG2 を阻害する事により、ALA
から生合成された PpIXが細胞内に蓄積して、
細胞の光照射に対する感受性が増加した。同
様に TKI-X による ALA-PDT 感受性の亢進は
脳腫瘍細胞株 A172 細胞でも観測された。 
 
(5)研究のインパクトと将来展望 
本研究において我々は、ポルフィリン合成

酵素及びトランスポーターを視野に入れた
包括的な代謝経路を解析することで、ポルフ

ィリンが癌細胞に蓄積しやすい分子メカニ
ズムを解明した。 
平均生存期間が1年程度と悪性度の強い脳

腫瘍には、ポルフィリンの腫瘍選択性が問題
となり正常脳を傷つける懸念から未だ広く
実施されていない。光線力学診断の効率向上
及び光線力学治療の実現は機能温存を考慮
に入れた侵襲の少ない治療として、その科学
的基盤を理論的に検討して臨床応用するこ
とが重要である。 
正常脳と脳腫瘍とを区別するバイオマー

カーを探索した結果、ALA 取り込みに関与す
るトランスポーターPEPT、プロトポルフィリ
ン IX の排出に関与する ABC トランスポータ
ーABCG が重要なファクターであることを発
見した。しかも転写因子 Nrf2 が、光線力学
診断法におけるABCG2遺伝子の発現を誘導す
る重要なファクターである。Nrf2 遺伝子の
SNP (-617C>A)がその転写活性に大きく影響
する事を見出し、その SNP を迅速に検出する
方法を開発した。 
さらに本研究において、悪性脳腫瘍細胞か

ら PpIX を排出するポンプ ABCG2 を阻害する
薬（厚生労働省の承認済）を見出したので、
光線力学診断の効率を向上させるための臨
床研究を大阪医科大学・黒岩教授と共に開始
する計画である。 
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