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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は「低酸素領域の量ではなく変動度合いがグリオーマの治療予後に大きく関わ
っている」と仮説を立て、これを検証する事であった。まず18F-FMISOを複数回投与して連続撮像するsequential PET
によって間欠的低酸素の描出を試みたが、放射能減衰には長時間必要であり短時間で変動する間欠的低酸素を明らかに
することは出来なかった。しかし、電子スピン共鳴ESRを用いることでマウスグリオーマ内の低酸素領域を描出する事
に成功し、間欠的低酸素の解析法として利用できる可能性を示すことが出来た。加えて、グリオーマに対する低酸素細
胞標的放射線増感剤としてドラニダゾールが有効であることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the hypothesis that the frequency of tumor
 hypoxia influences the prognosis of malignant glioma rather than an amount of tumor hypoxia. The results 
revealed that sequential PET analysis using 18F-FMISO could not visualize the transient hypoxia in glioma,
 because it took the relatively long time for the radioactivity attenuation. However, this study achieved 
the establishment of hypoxia imaging in transplanted murine glioma by using electron spin resonance techni
que. Furthermore, it was revealed that doranidazole is a potent drug to improve the radiation efficiency a
gainst hypoxic glioma cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 原発性脳腫瘍の三割を占める神経膠芽腫
（グリオーマ）は、その悪性度に応じて Grade 
I から IV に分類される。Grade II 以上では
外科手術だけでは再発することが多く、
Grade IVになると外科手術に最適な化学療法、
放射線療法を併用したとしても、生存期間は
1～2年と非常に予後が悪い。悪性度の高いグ
リオーマは、腫瘍内酸素分圧が 1～20 mmHg
程度の低酸素状態に陥っていることが多く、
この低酸素環境が腫瘍の治療抵抗性や再発
に関与している事が明らかとなってきた。 
 一方で効果的な癌治療を目指す上で、事前
に標的腫瘍の治療感受性に影響する要因を
明らかにしておくことが非常に重要である。
また、治療効果や予後の判定に、これらパラ
メーターの変化を追跡することも重要であ
る。一般に固形腫瘍内に存在する低酸素領域
は治療抵抗性の主要な因子であるとされて
きたが、近年、数日間持続する慢性低酸素と
は別に数時間間隔で変化する間欠的低酸素
が、転移能や細胞死抵抗性の獲得といった腫
瘍全体の悪性化に強く関わっていることが
分かってきた。従って、現在までの腫瘍採材
によるタンパク質解析や免疫染色といった
時間的な一部あるいはエンドポイントにお
ける「静的」解析では、間欠的低酸素を評価
できず、十分な診断精度が得られていなかっ
た可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、「低酸素領域の量ではなく変
動度合い（間欠的低酸素）がグリオーマの治
療予後に大きく関わっている」と仮説を立て、
これを検証する。本課題で達成される成果と
して、がんの低酸素バイオロジー研究に時間
変化という新概念を加えることで、この分野
のより一層の深化が期待できること、既存の
病理組織学による悪性度分類をさらに細分
化することで個々の疾病に合わせた治療法
が提案できることが期待された。間欠的低酸
素を評価するためには、短時間で繰り返し低
酸素領域をモニター出来るシステムが必要
となるが、本研究ではまず陽電子放出断層撮
影法(PET)に着目し、半減期 110 分の短時間
減衰 RI 製剤である 18F-fluoromisonidazole 
(18F-FMISO)を時間間隔をあけて投与するこ
とで新しく生まれた低酸素領域を描出する
sequential PET を試みた。また、別の方法と
して、電子スピン共鳴(ESR)を用いて腫瘍内
酸素分圧イメージングを試みた。さらに、低
酸素ダイナミクスを標的とした治療法の開
発に向けて、新規低酸素細胞標的放射線増感
剤ドラニダゾールの C6 ラットグリオーマに
対する抗腫瘍効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）グリオーマ移植モデル 
 ラット悪性脳腫瘍細胞株として C6 細胞を
用いた。またマウス悪性脳腫瘍細胞株として

U251 細胞および U87 細胞を用いた。C6 細胞
は WKAH ラットの、U251 および U87 細胞は
athymic ヌードマウスの脳室内に移植し、移
植腫瘍を作製した。腫瘍体積は7T MRI(Varian
社)もしくは 1T ICON MRI (Bruker 社)により
T2 強調画像を撮像し、長径と短径から算出し
た。 
（２）sequential PET 
 PETイメージングにはPET/SPECT/CT複合機
Inveon(シーメンス社)を使用した。坦がんラ
ットに0.5 mCiの 18F-FMISOを静脈投与し110
分後に最初の撮像を行った。さらに最初の投
与から 220 分後に 1 mCi の 18F-FMISO を再度
静脈投与し、それから 110 分後に 2回目の撮
像を行った（図 1)。各 PET 撮像の後に CT 撮
像も行い、画像の重ね合わせを行った。 

（３）ESR 酸素イメージング 
 ESR 装置は 15 mT 磁場マグネット(Philips
社)と、カスタムメイドのマイクロ波発生装
置、磁場勾配制御システムならびに画像解析
装置からなる。プローブとしてトリチルラジ
カル(TAM)を用い、パルス後のラジカルの自
由誘導減衰から酸素分圧を求めて３D マッピ
ングを行った。この実験にはマウス脳腫瘍モ
デルで評価し、TAM は撮像直前にボーラスで
1.13 umol/g BWで静脈投与した。ESR撮像後、
1T MRI に動物を移し、T2 解剖像を撮像する
ことで酸素分圧画像と重ね合わせを行った。 
（４）ドラニダゾールによる放射線増感効果
の検討 
 C6脳腫瘍が80 mm3前後に成長したタイミン
グで、ドラニダゾール(図 2）を 200 mg/kg BW
の濃度で静脈投与した。X 線照射との併用で
は薬剤投与 90 分後に 6 Gy の X線照射を行っ
た。処置後 7日目に再度 MRI 撮像を行い、腫
瘍体積を算出した。また組織学的検討として、
安楽殺90分
前に低酸素
プローブで
あるピモニ
ダゾールを
60 mg/kg BW
で投与し、
腫瘍採材後、
免疫染色に
て低酸素領
域を描出し
た。 
 
４．研究成果 
（１）sequential PET による低酸素領域変化
の解析 

30 m 30 m

scan

110 m
sacrifice

画像再構成

scan

110 m

画像再構成

[18F]-FMISO
(1 mCi)

[18F]-FMISO
(0.5 mCi)

80 m

[18F]-FMISO
(63 μCi)

図1: sequential PETの撮像プロトコール
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図2: ドラニダゾールの構造式



 まず C6ラットグリオーマモデルにおいて、
18F-FMISO を時間差投与し、連続的に撮像を行
うことで低酸素領域の変化が検出できるか
を検討した。2 回目の撮像時には最初に投与
した 18F-FMISO が十分減衰するよう半減期の
3 倍の間隔をとってセッティングを行った。
しかし、得られた結果図3から分かるように、
1 回目の画像と 2 回目の画像の間には、見た
目に認識できる明らかな変化は観察されず、
PET の解像度で認められる変化を描出するに
は至らないことが分かった。この理由として、
2 回目の撮像時にイメージ上で検出されない
程度まで最初に投与した 18F-FMISO が減衰さ
れるには、より長く時間間隔を開ける必要が
あることが考えられた。しかし、文献で示さ
れている間欠的低酸素の時間スケール(数分
～数時間）を考慮すると、これ以上長く撮像
間隔をあけることは難しく、この方法では間
欠的低酸素の評価は難しいと考えられた。 

（２）ESR による脳腫瘍酸素分圧イメージン
グ法の樹立 
 次に、パルス ESR を用いた酸素分圧の撮像
を試みた。ESR の原理は不対電子のスピンを
共鳴させて信号を読み取るものであるが、
TAM という周囲の酸素分子と相互作用して
ESR スペクトルを変化させるフリーラジカル
を酸素プローブとして用いた。マウス U251
および U87 グリオーマモデルを作製し、MRI
で生着を確認した後、ESR イメージングを行
った。TAM が脳腫瘍に取り込まれるかが最初
の課題であったが、U251 および U87 脳腫瘍共
に、血液脳関門が破綻しており、十分腫瘍領
域に分布していることが確認された。さらに

そのESRスペクトル線幅をマッピングするこ
とに成功した(図 4)。現在は、この方法を更
に高速化し、酸素分圧の短時間変動を検出で
きるか検討している途中である。 
（３）低酸素標的ドラニダゾールによる放射
線増感効果の検討 
 最後に、脳腫瘍の低酸素を標的とした薬剤
が放射線治療効果を向上させるかを検討し
た。すでに in vitro では低酸素細胞に対し
て放射線増感効果を有していることを明ら
かにしているドラニダゾールという薬剤を
C6 グリオーマ坦がんラットに投与し、X線照
射との併用を試みた。MRI による腫瘍成長の
変化から、薬剤もしくは X線単独でもある程
度の腫瘍成長の抑制が観察された。しかしな
がら両者を併用することにより、有意な増強
効果が現れた(図 5)。加えて、低酸素マーカ
ーピモニダゾールを用いた免疫組織化学染
色から、薬剤と X線を併用した群では、広範
囲に渡る壊死領域と、無処置の腫瘍で広く見
られる低酸素領域のまだら状の構造が崩壊
していた。以上の結果から、ドラニダゾール
が低酸素領域に働き、X 線作用を増強した可
能性が示唆された。  

（４）結論 
 間欠的低酸素はその動態の複雑さおよび
時間間隔の短さからPETにより描出すること
は依然として困難であった。しかし、ESR を

図3: sequential PETによる低酸素領域の変化
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図4:脳室内グリオーマにおける
ESR線幅マッピング
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図5:脳室内C6グリオーマに対するドラニダゾールの
放射線増感効果



用いることにより腫瘍内酸素分圧を画像化
することに目処がつきつつあり、この方法で
あればある程度の撮像時間の短縮が期待さ
れる。さらに、低酸素増感剤ドラニダゾール
がグリオーマ低酸素領域の放射線感受性を
増強することを明らかにした。本挑戦的萌芽
研究で得られた成果を基に、今後は ESR を用
いた酸素イメージングを駆使して間欠的低
酸素を含む治療抵抗性領域への薬効評価を
行っていく予定である。 
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2013.10.24-26 

9: “電子スピン共鳴法を用いた酸素イメー
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とその意義” ○安井博宣、松元慎吾、齋
藤圭太、山盛徹、Murali C. Krishna、稲
波修 日本放射線影響学会第 56 回大会 
in クラウンパレス青森 (青森市, 青森) 
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10: “放射線により引き起こされる eNOS 活
性化に対する ATM の関与” 永根大幹、安
井博宣、◯山盛徹、丹羽光一、稲波修 日
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2013.10.18-20 

11: ○安井博宣 “ラットグリオーマ細胞に
おける間欠的低酸素曝露による細胞周期
調節を介した放射線抵抗性獲得機構” 第
72 回日本癌学会学術総会 in パシフィ
コ横浜 (横浜市, 神奈川) 2013.10.3-5 

12: “The assessment of 
mitochondrial-derived ROS production 
in X-irradiated tumor cells by ESR 
spin-trapping and oximetric methods” 
○Yasui H., Yamamori T., Inanami O. The 
1st Sapporo Summer Seminar for One 
Health in Hokkaido University (Sapporo, 
Hokkaido) 2013.9.25-26 

13: “Ionizing radiation upregulates 
endothelial nitric oxide synthase 
through ATM pathway” ○ Nagane M., 
Yasui H., Suzuki M., Yamamori T., 
Inanami O. The 1st Sapporo Summer 
Seminar for One Health in Hokkaido 
University (Sapporo, Hokkaido) 
2013.9.25-26 

14: ○永根大幹、安井博宣、山盛徹、丹羽光
一、稲波修 “放射線による内皮型一酸化
窒素合成酵素活性化における ATM および
HSP90 の関与” 第 156 回日本獣医学会学
術総会 in 岐阜大学 (岐阜市, 岐阜) 
2013.9.20-22 

15: “放射線誘導性一酸化窒素の生成機構お
よび放射線感受性の調節に関する研究” 
○永根大幹、安井博宣、山盛徹、中村秀夫、
稲波修 第 66 回日本酸化ストレス学会学
術集会 in ウインクあいち (名古屋市, 
愛知) 2013.6.13-14 

16: “放射線照射による内皮型一酸化窒素合
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大幹、安井博宣、山盛徹、丹羽光一、稲波
修 第 19回癌治療増感研究会 in 東京医
科歯科大学 (文京区, 東京) 2013.6.8 

17: “ラット C6 移植脳腫瘍における脳血液
関門の破綻を介した低酸素性放射線増感
剤ドラニダゾールの放射線増感効果”○



安井博宣、浅沼武敏、木野潤一、永根大幹、
久保田信雄、山盛徹、桑原幹典、稲波修 第
15 回癌治療増感研究シンポジウム in 
猿沢荘 (奈良市, 奈良) 2013.2.9-10 

18: “放射線誘導性一酸化窒素産生は固形腫
瘍の放射線感受性を増加させる” ○永根
大幹、安井博宣、山盛徹、亀谷宏美、中村
秀夫、稲波修 第 15 回癌治療増感研究シ
ンポジウム in 猿沢荘 (奈良市, 奈良) 
2013.2.9-10 

19: “間欠的低酸素曝露後の細胞周期変化と
放射線抵抗性への関与” ○安井博宣、中
村吉就、永根大幹、山盛徹、稲波修 第 10
回がんとハイポキシア研究会 in 横浜
開 港 記 念 館  ( 横 浜 市 , 神 奈 川 ) 
2012.12.6-7 

20: “Radiation-Induced Nitric Oxide 
Contributes to the Tumor Reoxygenation 
in SCCVII Tumors” ○Nagane M., Yasui 
H., Yamamori T., Zhao S., Kuge Y., 
Tamaki N., Kameya H., Nakamura H., 
Inanami O. The 19th Annual Meeting of 
the Society for Free Radical Biology 
and Medicine in Hilton San Diego 
Bayfront (San Diego, CA) 2012.11.14-18 

21: “がんの放射線治療効率化に向けた ESR
技術の適用” ○安井博宣、松元慎吾、伊
藤慎治、山盛徹、兵藤文紀、市川和洋、中
村秀夫、内海英雄、Krishna M.C.、稲波修 
第 51回電子スピンサイエンス学会年会シ
ンポジウム in 札幌コンベンションセン
ター (札幌市, 北海道) 2012.11.1-3 

22: “In vivo ESR oxymetry を用いた放射線
照射による腫瘍の再酸素化動態の解析” 
○永根大幹、安井博宣、山盛徹、中村秀夫、
稲波修 第 51 回電子スピンサイエンス学
会年会 in 札幌コンベンションセンター 
(札幌市, 北海道) 2012.11.1-3 

23: “固形腫瘍内における放射線誘導性再酸
素化の動態の評価” ○永根大幹、安井博
宣、趙松吉、久保直樹、玉木長良、久下裕
司、稲波修 第 52 回日本核医学会学術総
会/第 32 回日本核医学技術学会総会学術
大会 in ロイトン札幌,ニトリ文化ホー
ル (札幌市, 北海道) 2012.11.1-3 

24: “Ionizing radiation induces 
mitochondrial reactive oxygen species 
production accompanied by upregulation 
of mitochondrial electron transport 
chain function and mitochondrial 
content under control of the cell cycle 
checkpoint” ○Yamamori T., Yasui H., 
Yamazumi M., Wada Y.,  Nakamura H., 
Inanami O. The 16th Biennial Meeting of 
the Society for Free Radical Research 
in Imperial College London  (London, 
United Kingdom) 2012.9.6-9 

25: “放射線照射により生成される一酸化窒
素は固形腫瘍の再酸素化に必須である” 
○永根大幹、安井博宣、山盛徹、趙松吉、

久下裕司、中村秀夫、稲波修 第 154 回日
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26: “放射線照射後に生成される一酸化窒素
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