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研究成果の概要（和文）：放射線治療において治療効果を高めるために用いられる放射線増感剤には、腫瘍細胞
への取り込みの選択性・特異性の低さ、細胞毒性による副作用といった問題点がある。本研究では、配列特異的
なDNA結合能を持つPIポリアミド分子にヨード元素等を結合させた。このヨード化PIポリアミドはDNAに選択的に
結合しヨード元素のX線吸収により強力なDNA損傷を引き起こす可能性がある。選択性が高く副作用の少ないかつ
抗腫瘍効果の高い放射線増感剤の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：The existent radiosensitizer has a problem such as low of the selectivity 
and the specificity to the tumor cell and the side effect by cell toxicity. We planned to combine 
the PI polyamide with an iodine, and this iodine labeled PI polyamide might be a new radiosensitizer
 which selectivity combined with nuclear DNA and reduce the toxicity.

研究分野：放射線増感剤

キーワード： 放射線増感剤　ヨード化PIポリアミド
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)放射線治療において治療効果を高めるた
めに用いられる放射線増感剤には、腫瘍細胞
への取り込みの選択性・特異性の低さ、細胞
毒性による副作用といった問題点がある。近
年の放射線治療は、強度変調放射線治療
(intensity-modulated radiationtherapy; 
IMRT)や陽子線や炭素線による粒子線治療な
ど飛躍的な物理学的進歩があった。一方で生
物学的進歩は非常に遅れている。放射線増感
剤の歴史は 1976 年に低酸素性腫瘍細胞に対
するミソニダゾールによる臨床試験が世界
的に行われたが副作用が強く薬剤として許
可されるに至らなかった。その後、現在まで
実地臨床で広く使われている放射線増感剤
は存在しない状況である。 
 
(2)放射線における細胞障害の主要なターゲ
ットは核 DNA と考えられている。放射線によ
る DNA損傷によって p53に代表されるような
多数の遺伝子、蛋白が関与するシグナル伝達
が機能して、アポトーシス誘発を起こすこと
がすでに明らかにされている。ピロール・イ
ミダゾール（PI）ポリアミドは芳香族アミノ
酸  N-methylpyrrole (Py) お よ び 
N-methylimidazole (Im) で構成されるポリ
アミドであり、DNA に配列特異的に結合する
ことがP.B. Dervan らにより報告されている 
(Proc Natl Acad Sci USA. 1995, 92(22): 
10389-10392.)。PI ポリアミドと DNA への結
合は、DNA 結合蛋白質と DNA の結合に相当す
る親和性を持ち、Im/Py と Py/Py の組み合わ
せ次第で、多様な配列の DNA に結合させるこ
とができる。細胞の核内への取り込みに特別
な Drug Delivery System を要せず、安定性
も高いことから、新規の遺伝子発現制御薬と
して期待されている分子である。 
 
(3) ヨード元素と放射線治療について 
Photon Activation Therapy (PAT)は、核酸
類似物質であるヨード化合物や臭素化合物 
(5-iododeoxyuridine ；  IUdR や
5-bromodeoxyuridine; BUdR) を腫瘍細胞の
核内に取り込ませ、その元素の K吸収端に相
当するエネルギーのX線を照射することによ
り DNA近傍から発生する Auger 電子を利用し
て放射線の増感効果を得る治療法であり、以
前から研究されている(Karnas SJ et al. 
Phys Med Biol. 1999, 44(10): 2537-2549.)。
K 吸収端とは入射する X 線エネルギーの上昇
に伴い急激に X線吸収の上昇する X線エネル
ギー値のことで Computed Tomography (CT) 
の撮影時に使用されるヨード造影剤はこの K
吸収端を利用し造影コントラストを向上さ
せている。また現在医療の臨床で行われてい
る光線力学療法(PDT)は、腫瘍親和性のある

光感受性物質を投与した後に腫瘍にレーザ
ー光を照射する治療法である。現在の PDT の
問題点としてレーザー光の深達度が浅く深
部癌や進行した癌には適応がないこと、光感
受性物質の吸収波長のピークが可視光線領
域であり、患者は光線過敏症を防ぐために長
期間、暗室で管理されなければならないこと
が挙げられている。そこで我々は X線を吸収
しX線増感効果の可能性がある新たな腫瘍親
和性のある光感受性物質を準備した。この化
合物を利用し上記のPXRによる光線力学療法
を実現し、深部癌や進行癌の新たな光線力学
療法の開発を行ってきた。すなわち、今まで
PDT の適応外であった深部癌や進行癌に対し
て X線を使用して PDTを行うことを可能にす
るとともに、他の波長の X線が排除されるこ
とで極めて低被曝状態でのがん治療の実現
が期待される。具体的には我々はヨード元素
をポルフィリン誘導体に結合させた分子が
新たな放射線増感剤になる可能性があると
考え、PDT の新たな光感受性物質として近年
注目されているポルフィリン誘導体
HPPH(3-(1’-hexyloxyethyl)-3-devinylpyr
opheo phorbide-a)にヨード元素を結合さ
せたヨード化ポルフィリン誘導体を作成し
た(Figure 1)。このヨード化ポルフィリン誘
導体をヒト膀胱癌細胞株 T24 に投与し、ヨー
ド元素の K吸収端に相当する 33keV を実行エ
ネルギーのピークに設定したX線を照射する
ことにより、in vitro および in vivo におい
て放射線増感作用の可能性があるか検討し
てきた。このヨード化ポルフィリン誘導体を
培養腫瘍細胞に投与し細胞内局在を確認し
た。具体的には細胞分画キット Subcellular 
Proteome Extraction Kit (Calbiochem 
MERCK) で細胞質、膜・オルガネラ、核、細
胞骨格マトリックスを連続して順次分画抽
出した。そして各抽出液を高速液体クロマト
グ ラ フ ィ － High performance liquid 
chromatography (HPLC) で確認した。このヨ
ード化ポルフィリン誘導体は膜・オルガネラ
分画に最も多く取り込まれていた。また蛍光
顕微鏡の観察においてヨード化ポルフィリ
ン誘導体はミトコンドリアの発光部位に一
致していた。このヨード化ポルフィリン誘導
体は腫瘍細胞内のミトコンドリアに取り込
まれることが知られており、この放射線によ
る細胞障害のターゲットはミトコンドリア
と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)今回の研究では、配列特異的な DNA 結合
能を持つ PI ポリアミド分子にヨード元素等
を結合させ、強力に DNA 損傷を引き起こす放
射線増感剤の開発を試みた。これによりミト
コンドリアをターゲットにしたヨード化ポ
ルフィリン誘導体より強力な放射線増感が
期待された。また放射線治療後の細胞死の機
序としてアポトーシスがよく知られている。
そこで培養腫瘍細胞にヨード化 PI ポリアミ
ドを投与した後にX線を照射し経時的に培養
しその後、Hoechst33258 (Invitrogen) で染
色しクロマチンの凝集したアポトーシス小
体を蛍光顕微鏡で観察しアポトーシス小体
を観察することを計画した。また、培養腫瘍
細胞にヨード化 PI ポリアミドを投与した後
に活性酸素種と反応する蛍光プローブ試薬
Aminophenyl Fluorescein (APF, SEKISUI 
MEDICAL) を添加し直後に X 線を照射し蛍光
を測定し活性酸素ヒドロキシルラジカル 
(OH・) 発生を測定することを計画した。さ
らに、腫瘍でゲノムの増幅が報告されている
癌遺伝子の DNA 配列を認識するヨード化 PI
ポリアミドを設計し、癌遺伝子増幅細胞株で
より強力に放射線増感効果を示すかどうか
検討したかった。 
 
２．研究の目的 
PI ポリアミドにヨード元素や臭素元素を
結合させることによりヨード化 PI ポリアミ
ドを合成し、核 DNA での X線吸収を高め、効
率的なDNA損傷を起こす可能性の検討を試み
た。 
 
３．研究の方法 
ヨード元素や臭素元素の結合したPIポリア

ミドを複数作成し培養腫瘍細胞株に投与し
て in vitro での放射線増感効果を検証した。 
 
(1)ヨード元素および臭素元素を確実に核
DNA へ移行させるために短い配列の分子量の
少ない PI ポリアミドにヨード元素を結合さ
せたヨード化 PI ポリアミドを我々は合成し
た(Figure 2)。その他もヨード化および臭素
化 PI ポリアミドを合成した。ヨード化 PI ポ
リアミドは 99.5%ジメチルスルホキシド
(DMSO)で溶解することを確認しストック溶
液を作成した。培養細胞に投与する際は目的
の終濃度になるようストック溶液を培地で
希釈して使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)細胞株は現在医療の現場で一般的に放射
線治療が行われているヒト乳癌 MCF7 とヒト
膀胱癌 T24 などの腫瘍細胞株を培養した。 
 
(3)WST assay 
①96 穴平底マイクロプレートに MCF7 および
T24を100cells/wellから2000cells/wellま
での細胞密度を変えて播種し培地が各 well
に100μlになるようにした。培養条件は37℃、
5%CO2であった。 
 
②24 時間培養後にヨード化 PI ポリアミドを
終濃度 0.5μg/ml から 10μg/ml までになる
ように濃度を変えて投与した。コントロール
群には等量の培地および DMSO を培地で希釈
しヨード化 PI ポリアミドの終濃度内の DMSO
濃度と同じにした DMSO を投与した。 
 
③ヨード化 PI ポリアミド投与 24 時間後に X
線を 1Gy から 10Gy まで照射線量を変えて 1
回照射した。X 線照射は日本大学医学部医学
研究支援部門に設置してある日立X線照射装
置 MBR-1520R-3 (Hitachi Medico)を使用した。
X線の発生条件は管電圧150Kv、管電流は20mA
で実効エネルギーは 33keV から 65keV まで変
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えた。X 線の照射条件は距離 30cm、線量率
8.8Gy/min であった。 
 
④X線照射直後に培地中のヨード化PIポリア
ミドを除去するため培地を吸引しヨード化
PI ポリアミドの投与されていない通常の培
地に置換し培養した。あるいは X線照射直前
に培地中のヨード化 PI ポリアミドを除去す
るため培地を吸引しヨード化 PI ポリアミド
の投与されていない通常の培地に置換し培
養した。あるいは X線照射直後に培地を置換
せずヨード化 PI ポリアミドを投与したまま
培養した。 
 
⑤X 線照射 24 時間後、48 時間後、72 時間後
に生細胞中のミトコンドリアの脱水素酵素
活性を利用して吸光度測定により生細胞数
を 計 測 す る 還 元 発 色 試 薬
2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrop
henyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazo
lium, monosodium salt(WST-8)を添加した。
そして非照射群との比色定量による生細胞
数の評価を行った。照射群の値を非照射群の
値で除しヨード化 PI ポリアミドを添加して
いない群を 1とした。 
 
(4)Colony formation assay 
①10cm 細胞培養 dish に MCF7 および T24 を
100cells/well から 500cells/dish までの細
胞密度を変えて播種し培地が各wellに10000
μl になるようにした。培養条件は 37℃、
5%CO2であった。 
 
②24 時間培養後にヨード化 PI ポリアミドを
終濃度 0.5μg/ml から 10μg/ml までになる
ように濃度を変えて投与した。コントロール
群には等量の培地および DMSO を培地で希釈
しヨード化 PI ポリアミドの終濃度内の DMSO
濃度と同じにした DMSO を投与した。 
 
③ヨード化 PI ポリアミド投与 24 時間後に X
線を 1Gy から 10Gy まで照射線量を変えて 1
回照射した。 
 
④X線照射直後に培地中のヨード化PIポリア
ミドを除去するため培地を吸引しヨード化
PI ポリアミドの投与されていない通常の培
地に置換し培養した。あるいは X線照射直前
に培地中のヨード化 PI ポリアミドを除去す
るため培地を吸引しヨード化 PI ポリアミド
の投与されていない通常の培地に置換し培
養した。あるいは X線照射直後に培地を置換
せずヨード化 PI ポリアミドを投与したまま
培養した。 
 
 

 
⑤X線照射7日後あるいは14日後に形成され
たコロニーをディフ･クイック染色(SYSMEX)
により固定染色しコロニー数を画像解析ソ
フト Lumina Vision(MITANI)で計測した。細
胞生存率から生存率曲線を作成した。細胞生
存率は X 線照射後に形成されたコロニー数
/(播種した細胞数 x コロニー形成率/100)で
算出した。 
 
４．研究成果 
(1)まずヨード化 PI ポリアミド投与のみで X
線照射しない場合には細胞毒性を認めなか
った。 
 
(2)ヨード化PIポリアミドの投与濃度および
照射線量について様々な条件検討を行った
が WST assay の比色定量による生細胞数の評
価と Colony formation assay による細胞生
存率による生存曲線においてヨード化 PI ポ
リアミド非投与 X 線照射群とヨード化 PI ポ
リアミド投与X線照射群で同程度の結果であ
った。X線照射は 1Gy から 10Gy まで線量増加
を行い放射線による生細胞数の減少は確認
されたがヨード化 PI ポリアミド投与の有無
による生細胞数の変化は認めなかった。 
 
(3)今回の条件検討ではヨード化PIポリアミ
ドに期待された放射線増感効果は得られな
かった。 
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