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1-1 がんの光線力学療法 

 世界保健機構(WHO)の付属機関である国際がん研究機関(IARC)が発表した 2014 年世界

がん報告によると、2018 年の新規がん罹患者数は 1808 万人、死亡者数は 956 万人であっ

た。がんは、2011 年に世界の死亡原因第一位となって以来、罹患数および死亡数は増加傾

向にあり、2030 年までに罹患数は 2160 万人、死亡数は 1300 万人に達すると予測されてい

る。我が国においても、1981 年以来がんは死亡原因第一位であり、その死亡数は年間 35

万人に上る。また、罹患数は 80 万人に上り、生涯リスクを考えると日本人の 2 人に 1 人

はがんに罹る計算である。このような状況の中で、がんの治療法は外科療法、放射線療法、

化学療法の三大療法を中心に進化を遂げており、現在では早期がんのほとんどは治癒可能

となった。しかしながら、進行がんや再発・転移がんの治療は困難なままである。一方で、

副作用や患者の生活の質(QOL)などの面でも多くの課題が残っているため、さらなる研究

開発が必要とされており、新たな診断法・治療法が期待されている。 

 がんとは腫瘍細胞が際限なく増殖を続け、周辺の正常組織に浸潤し、腫瘍の原発巣から

遠隔した組織に転移することで、人を死に至らしめる疾患として定義される。これまで臨

床的にがんは 100 種類以上に分類されており、原発組織の形態などからそれぞれのがんの

性質が区別されてきた[1]。近年では、原発した正常組織に特異的な性質を多く保持しつつ

無秩序化した組織として、がんを理解しようとする考え方が脚光を浴びている。がん幹細

胞仮説はこの考え方から派生したものであり、腫瘍細胞が無限の増殖能を獲得したごく僅

かながん幹細胞を取り巻き、階層的な構造を成して進展すると捉える[2,3]。新しい治療に

対する個々のがん細胞の多様な応答を調べることによって、がん幹細胞を死滅させる有望

な治療法の確立をもたらすことが期待される。 

近年、がんの新しい治療法の一つとして光線力学療法(Photodynamic therapy, PDT)が注目

されている(Fig. 1-1)。PDT は組織や細胞に取り込まれた光増感剤に光照射を行うことに

よって細胞死を誘導する治療法である。光増感剤の多くはポルフィリン骨格を有しており、

重篤な副作用は認められず、早期がんに対して高い臨床成績が報告されている。PDT に用
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いるポルフィリンは生体に由来する化合物と人工的に合成された化合物が存在し、腫瘍組

織における可視光の照射を通じて、細胞傷害性活性酸素(ROS)である一重項酸素などを発

生させる[4,5]。効率よく ROS を発生し、腫瘍組織を破壊するために適切な酸素濃度も必

要と考えられている[6]。1960 年に Lipson らによって、ヘマトポルフィリンの静脈注射が

手術中に腫瘍部位を可視化することが報告されて以来、ポルフィリンの腫瘍選択性を最適

化するために、様々な光増感剤が設計・開発されてきた。もっとも古典的な光増感剤であ

るヘマトポルフィリン誘導体(HpD)は、ヘマトポルフィリンと酢酸、硫酸によって合成さ

れており、モノマーやダイマー、オリゴマーなど数種類のポルフィリンの混合物であるこ

とが示されている[7]。これまでに世界的で広く臨床上使用されている光増感剤である

Photofrin®は、HpD を HPLC やゲル濾過で部分的に生成したものである[8]。PDT の標準的

なプロトコルでは、光増感剤を患者に静脈注射した後、腫瘍に蓄積したポルフィリンを標

的に光照射を行うことで病巣部を治療する[9]。HpD の腫瘍選択性は、正常組織と腫瘍組

織における吸収・分布・代謝・排泄などの特性に違いに基づくと同時に、治療標的となる

腫瘍組織にのみ光照射を加えることで達成されると考えられている(Fig. 1-2)。光照射で励

起された光増感剤は、腫瘍組織内で光化学反応に伴い発生する ROS によって、腫瘍細胞

の細胞死を引き起こす。数週間後に壊死した腫瘍組織を取り除くことで治療が終わり、予

後を経過観察することが一般的である。 
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Fig. 1-1 がんの三大療法と代替療法 

 

 

 

Fig. 1-2 肺がんに対する HpD を用いた PDT の適用例  
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 PDT で利用するポルフィリンの光化学反応は、一連の光酸化反応であると考えられてい

る(Fig. 1-3)。波長 400 – 600 nm の可視光線を吸収した光増感剤(ポルフィリン)は、励起

一重項状態(1P*)へと活性化される。 

1P + hν → 1P* 

寿命の短い励起一重項状態(1P*)のポルフィリンは、一部が蛍光を発して基底状態(1P)へ

と戻る一方で、比較的安定に存在する励起三重項状態(3P*)へと項間交差によって遷移する

[10]。 

1P* → 3P* 

その後、励起三重項状態は 2 種類の反応を介して ROS を発生する。励起三重項状態の

ポルフィリンは、細胞膜や脂質、タンパク質など生体高分子(R)に直接電子を受け渡し、

ラジカル種を生成する。これらのラジカル種は酸素分子と反応し過酸化物が生成される

(タイプ I 反応)。 

3P* + R → P-· + R+· 

タイプ I 反応とは別に、励起三重項(3P*)は溶存酸素と直接エネルギー交換を起こし、一

重項酸素を生成する(タイプ II 反応)。一重項酸素は脂質やタンパク質、核酸など、多くの

生体分子と反応する細胞傷害性 ROS である[10–13](Fig. 1-4)。 

 

3P* + 3O2 → 1P + 1O2 

 多くの PDT 用光増感剤は一重項酸素を効率よく生成し、タイプ II 反応が PDT の細胞や

組織の環境に損傷を引き起こす主要な分子機構として考えられている[5,13]。 
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Fig. 1-3 PDT における光化学反応を介した ROS の発生原理 

 

Fig. 1-4 一重項酸素と生体分子の反応  
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Photofrin® (HpD)は日本において、早期肺がん・早期胃がん・子宮頸がん・表在性食道がん

の治療薬として認可されており、世界的にも広く使用されている[5]。しかしながら、PDT

には治療に使用する赤色光の組織透過性が十分でない点や、正常な皮膚にも増感剤が留ま

ることで治療後、数週間にわたり皮膚に光傷害を生じる副作用が起こりやすい問題点があ

る。近年開発された Laserphyrin® (Talaporfin Sodium)や Visudyne® (Verteporfin)と言った第 2

世代の光増感剤は化学的に単一の化合物であり、ヘモグロビンの吸収帯である 576 nm を

避けるために、より長波長の光を効率よく吸収することが出来る様に設計されている(Fig. 

1-5)。 

 Laserphyrin® (Talaporfin Sodium, mono-l-aspartyl chlorine e6: NPe6)は 664 nm に主な吸収帯

を有する分子量 799.69 の親水性光増感剤である[14]。Chlorine e6 の骨格にアスパラギン酸

の側鎖を有する Laserphyrin®は、日本で世界に先駆けて承認された光増感剤であり、

Photofrin® (porfimer sodium)に比べ光過敏症状を呈する副作用が低減されている。そのため、

Photofrin®を用いる PDT に比べ、入院期間を短縮化できる点で臨床上期待されているが、

現在のところ、認可されている適用疾患は早期肺がんのみとなっている。 

Visudyne® (Verteporfin)は加齢黄斑変性疾患の PDT 治療薬として開発され、がんの治療薬

としての認可は受けていないが、眼科領域で広く標準的に用いられている。Visudyne® は

投与後すぐに排泄されることが知られており、24 時間以上に及ぶ光過敏症状は引き起こさ

ない[6]。今後はがん治療薬としての開発が期待されている。 
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Fig. 1-5 日本において承認されている PDT 薬の構造式 
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1-2 ALA を用いたがんの光線力学診断・治療法 

 5-アミノレブリン酸 (5-aminolevulinic acid, ALA)を用いた光線力学診断 (ALA-based 

photodynamic diagnosis, ALA-PDD)は注目されている新規診断法の 1 つである。ポルフィリ

ン前駆体である光増感作用を持たないアミノレブリン酸(ALA)が、プロドラッグとして臨

床的に用いられるようになった。ALA の投与は腫瘍において、内在性のプロトポルフィ

リン IX (PpIX)の生合成、蓄積を促進する(Fig. 1-6)。従来の光増感剤は静脈内注射による

投与経路しか選択することが出来なかったが、ALA は経口投与や局所塗布など患者の身

体的負担が少ない点も利点として挙げられる。このことから、欧米で ALA は特に皮膚が

んの治療において、広く認可されて一般的な治療薬となっている[15]。ALA そのものは光

増感作用を有していないが、内在性の光増感剤である PpIX は腫瘍組織に選択的に蓄積す

る強力な光増感剤である。ALA 投与後の腫瘍選択的な PpIX 蓄積は、脳・食道・膀胱・子

宮・皮膚など多くの組織において認められる[15]。ALA は 1999 年に米国食品医薬品局

(FDA)によって、黒色腫を除く皮膚がんの治療薬として認可されている。日本においては

2013 年に脳腫瘍の術中蛍光診断用体内診断薬として、2017 年に膀胱がんの術中蛍光診断

用体内診断薬として薬事承認され、臨床現場において活用されている。 

  



第 1 章 序論 

10 
 

 

C 

Fig. 1-6 正常細胞およびがん細胞での ALA 代謝 

(A) ALA から生合成される PpIX の構造, (B)DMSO 中における PpIX の吸収および蛍光スペク

トル (励起波長 420 nm)[16], (C)ALA が正常細胞およびがん細胞に与える影響  
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 例えば、最も悪性度が高い脳腫瘍である悪性神経膠芽腫(Glioblastoma, GBM)の患者の生

存期間中央値(MST)は、わずか 16 ヶ月程度である[17]。GBM 患者における MST は、手術

の際の腫瘍切除率と強く相関することが示されている。Keles らは残存腫瘍の大きさと予

後の関係を 107 例の GBM 患者で調べており、手術後に CT や MRI で腫瘍が認められなく

なった患者の MST は 93 週間であった。一方で、残存腫瘍の大きさが 10 cm3以下、 10 cm3 

~ 20 cm3、20 cm3以上の患者の MST はそれぞれ 68.7、49.0、50.8 週間であった[18]。また、

別の報告においてほぼ全ての腫瘍を切除した際の 5 年生存率は 45.8%である一方、50%の

腫瘍しか切除できなかった際の 5 年生存率は 17.5%であった[19,20]。このことから、腫瘍

の切除率は MST のみならず 5 年生存率にも影響を与えると考えられる。これらのことか

ら、手術の際にできるだけ多くの GBM を摘出することおよび残存腫瘍の大きさを 10 cm3

以下に抑えることが重要であると言える。しかし、悪性脳腫瘍の手術においてこれを達成

することは、術後の後遺症との兼ね合いより困難である。脳腫瘍の手術の際には、隣接し

た正常組織まで切除すると術後に片麻痺や言語障害などの重篤な後遺症が残る恐れがあ

る。悪性脳腫瘍は周囲の正常脳組織に浸潤するため正常組織との境界が曖昧であり、正常

組織を切除する危険を冒せないため、境界領域のがんを全切除できないことが大きな原因

である。そこで、ALA-PDD が注目されている。ALA は分子量が 131.13 の低分子であるた

め、脳と血液との間の物質交換を制限する機構である血液脳関門を通過することができる。

加えて、ALA の代謝物である PpIX が腫瘍特異性のある蛍光物質であるため、GBM の術

中診断に適している。ALA-PDD を用いた脳腫瘍の手術の際の画像が Fig. 1-7 である[21]。

白色光下では正常組織と腫瘍の境界が曖昧であるが PpIX の蛍光を観察することで腫瘍の

識別が容易になり、切除後に腫瘍の取り残しがあることも確認できる。実際に、Stummer

らの報告では、40%だった脳腫瘍の切除率が ALA-PDD を併用することによって 78%まで

増加しており、これによって 51 週間だった MST が 101 週間まで延長している[22,23]。脳

腫瘍患者に ALA を経口投与した場合、脳腫瘍のグレードが上がるにつれて腫瘍へのポル

フィリンの蓄積量が増加することが報告されている[24]。このことから、ALA を用いたが
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ん診断は悪性度の高いがんにも有効であると考えられる。GBM 患者に対する PDD 薬とし

て、ヨーロッパでは 2007 年に ALA 塩酸塩(Gliolan™)が認可されており、日本においても

2013 年に ALA 塩酸塩(ALAGLIO™)が認可された。 

 さらに、腫瘍特異的に蓄積する PpIX は可視光照射を行うことで、細胞傷害性活性酸素

種(ROS)である一重項酸素などを発生させる[4–6,25]。ROS の発生により、がん細胞のアポ

トーシスやネクローシスを誘導することができる。この性質を利用して、がん治療を行う

手法が光線力学療法(ALA-based photodynamic therapy, ALA-PDT)である。本治療法は、副作

用が比較的軽微で早期がんに対して高い臨床成績が報告されている。ALA-PDD と

ALA-PDT では照射する可視光の波長が異なる。ALA-PDD を行う際は、PpIX の発光が強

く認められる青色を照射し、赤色の蛍光を検出する。しかし、波長が短い青色の光は散乱

しやすく、組織への透過能が低い。そこで、ALA-PDT を行う際は、組織への透過能がよ

り高い赤色光を使用する。なお、PDT 薬としての ALA は日本において未認可であり、早

い認可が望まれている。 

  



第 1 章 序論 

13 
 

 

Fig. 1-7 脳腫瘍における ALA-PDD (柏葉脳神経外科病院 金子先生より) 

 

 

  

 

Fig. 1-2 脳腫瘍における ALA-PDD 

(柏葉脳神経外科病院 金子先生より) 

() 
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1-3 ポルフィリン・ヘム生合成経路 

 ALA は生体内に存在するアミノ酸の一種であり、ポルフィリン・ヘムの前駆体である。

ヘムは様々なタンパク質の補欠分子族として働く生体にとって必須な物質であり、ヘモグ

ロビンやミオグロビンによる酸素の貯蔵と運搬・ミトコンドリア内複合体による酸素呼吸

等に関与する。哺乳類細胞内のポルフィリン・ヘム生合成は 8 つのヘム生合成酵素、2 つ

のヘム代謝酵素、および 2 つの ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターによって制御

されている[26–28] (Fig. 1-8)。ポルフィリン・ヘム生合成はミトコンドリア内での ALA の

合成から開始される。ALA は ALA synthase 1 (ALAS1)によってスクシニル CoA とグリシ

ンから合成される。次に、ALA がミトコンドリア内から細胞質へと輸送され、2 分子の

ALA が ALA dehydratase (ALAD)によって縮合し Porphobilinogen が生成する。その後、4

分子の Porphobilinogen が PBG deaminase (PBGD) によって縮合し、直鎖上の

Hydroxymethylbilane となる。Hydroxymethylbilane は Uroporphyrinogen III synthase (UROS)

によってテトラピロール骨格を有する Uroporphyrinogen III (UPgenIII)に合成されたのち、

Uroporphyrinogen decarboxylase (UROD)によって Coproporphyrinogen III (CPgenIII)へと代謝

される。以降のヘムまでの生合成反応は再びミトコンドリア内で行われる。CPgenIII は主

にミトコンドリア外膜に発現しているABCトランスポーターABCB6によって細胞質から

ミトコンドリアへ輸送されたのち、Coproporphyrinogen III oxidase (CPOX)により

Protoporphyrinogen IX となる。Protoporphyrinogen IX は、Protoporphyrinogen oxidase (PPOX)

によって Protoporphyrin IX (PpIX)へと代謝される。最後に PpIX は Ferrochelatase (FECH)に

よって 2 価の鉄イオンを配位されることでヘムになる。合成されたヘムは、ミトコンドリ

ア内膜および外膜に貫通して発現している FLVCR によって細胞質に輸送され、ヘモグロ

ビン、ミオグロビン、シトクロム P450 等の様々なタンパク質に組み込まれる。ポルフィ

リン生合成経路においては、ALAS1 による ALA の生合成が律速である[29,30]。タンパク

質と結合していない遊離のヘムは、ラジカルの発生を促進し細胞毒性を引き起こす。その

ため、遊離のヘムは Heme oxygenase 1 (HO-1)によって代謝されて Biliverdin となり、
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Biliverdin reductase (BVR)によって速やかに Bilirubin、一酸化炭素、および 2 価鉄に代謝さ

れる[26]。外因的に投与された ALA はペプチドトランスポーターである PEPT1 や PEPT2

によって細胞内へと取り込まれ、律速過程である ALAS を経ずにヘム生合成経路によって

PpIX まで代謝される。正常細胞では合成された PpIX は速やかにヘムへと代謝されるが、

がん細胞においてはヘムへと代謝されずに PpIX が細胞内に蓄積する。その原因として、2

価の鉄イオンを PpIX に挿入する FECH の活性低下やミトコンドリア内の鉄イオン量の減

少が一因として報告されている[31–33]。なお、生体内に ALA の代謝経路があることから、

生体外より過剰量を投与しても正常組織における中毒症状は生じづらいと考えられる。こ

のことは、ALA を用いたがん診断・がん治療が安全である理由の 1 つと言える。当研究

室の知見および他の報告から、ALA 添加後の PpIX 蓄積量は、PEPT1 と ABCB6 の発現亢

進および ABCG2 の発現低下と強い相関を示すことが明らかになっている[34–38]。 

 

 

Fig. 1-8 ポルフィリン・ヘム生合成経路  
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1-3-1 ペプチドトランスポーターPEPT1 

 ペプチドトランスポーターPEPT1 (SLC15A1)は、小腸上皮細胞の刷子縁膜[39]で発見さ

れて、腎近位尿細管 S1 領域[40]、胆管上皮細胞の頂端膜[41]にも発現している。PEPT1 は

広範な基質特異性を示し、β-ラクタム系抗生物質であるアミノセファロスポリン類の多

くや、アンジオテンシン変換酵素阻害薬、ペプチド分解酵素阻害薬などの膜間輸送を担う

ことが報告されている[42]。PEPT1 と相同性の高い PEPT2 (SLC15A2)も同様な基質特異性

を有しており、基質中のペプチド結合は必ずしも必要でなく、分子内距離 500-630ピコメー

ターで荷電した NH2 および COOH が対になっている単純な炭素鎖を持つ化合物を基質と

して認識して輸送する[43]。PEPT1やPEPT2を介したALAの輸送は放射性標識されたALA

を用いた電気生理学的実験によって詳細に調べられた結果[44]、ペプチドトランスポー

ターを介したALAの取り込みは内在性の光増感剤であるPpIXの蓄積をもたらすことが示

唆された。PEPT1 だけでなく PEPT2 もまた ALA の細胞内への取り込みを行うことが出来

るが、PEPT2 の輸送活性(Vmax)は PEPT1 よりかなり低いことが示されている。また最近

になって、プロトン共役アミノ酸トランスポーターである PAT1 (SLC36A1)も ALA の細胞

内への取り込みに関与することが報告された。PAT1 の ALA に対する親和性は PEPT1 よ

りも低いが、Vmax は同程度である[45]。PAT1 は正常組織において発現が認められること

から、PAT1 の阻害薬と ALA を併用することで、ALA 投与における PpIX 蓄積の腫瘍特異

性を向上させることが期待されている[46]。 
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1-3-2 ABC トランスポーターABCB6 

 ABC トランスポーターは ATP の加水分解エネルギーを用いて能動的な輸送を行う膜輸

送体である。ABC トランスポーターは ATP 結合ドメイン(NBD)および膜貫通ドメインか

ら構成されており、NBD 中では Walker A、Walker B、signature モチーフが高度に保存され

ている。ヒトには 48 種類の ABC トランスポーターが存在することが知られており、一部

は薬剤耐性に関わる薬物トランスポーターとして知られている。ポルフィリン・ヘムの生

合成には少なくとも ABCG2、ABCB6 の 2 つの ABC トランスポーターが関与している。 

 ABCB6 は 2006 年にミトコンドリアの外膜に局在し、CPIII および CPgenIII を基質とし

て認識することが示されたトランスポーターである[47]。神経膠腫のグレードが上がるに

つれて ABCB6 の発現量が増加し、ABCB6 の発現量と PpIX 蓄積量には正の相関がみられ

ることが報告されている[48]。In vitro の実験系においても ABCB6 の発現抑制によってが

ん細胞内で合成される PpIX量が減少することおよび ABCB6の過剰発現によって PpIXの

蓄積量が増加することが示されており[48]、ABCB6 はポルフィリン・ヘム生合成にとって

重要な遺伝子の一つであると考えられる。しかし、ABCB6 はミトコンドリアだけではな

く、細胞膜やゴルジ体、リソソーム等に発現しているという報告もなされており、ABCB6

の局在については未だ議論の余地がある[49–51]。ABCB6には 104 kDaのABCB6-H、79 kDa

の ABCB6-L の 2 つのアイソフォームが存在し、ABCB6-H は主に細胞膜に、ABCB6-L は

主にミトコンドリアに局在しているという報告がある[49]。そのため、細胞膜に発現した

ABCB6-H がポルフィリンの排出に関わっている可能性が考えられる。 

 また、ABCB6 は遺伝子プロファイリングの結果、薬剤耐性に関わっていることも示唆

されている[52,53]。実際に、亜ヒ酸塩またはシスプラチン耐性を獲得したマウス細胞株お

よびヒト細胞株において ABCB6 の mRNA およびタンパク質発現量が上昇すること[54]、

肝がんになると ABCB6 の発現量が増加することが示されており[55]、ABCB6 が薬剤耐性

に関わっていることが示唆される。以上より、ABCB6 はミトコンドリア外膜のみならず、

細胞膜にも局在していることが示唆されており、薬剤を排出している可能性が考えられる。  
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1-3-3 ABC トランスポーターABCG2 

 ABC トランスポーターの一種であるヒト ABCG2 は、1998 年に抗癌剤アントラサイ

クリン耐性の乳癌細胞株、ミトキサントロン耐性のヒト大腸癌細胞株などから発見、ク

ローニングされ、抗癌剤耐性を癌細胞に賦与する薬物排出トランスポーターとして同定さ

れた[56–58]。正常組織において、ABCG2 は胎盤、脳、小腸、肝臓、腎臓、精巣などに発

現しており、ATP の加水分解エネルギー依存的に生体異物や薬物を能動的に排出して生体

内への取り込みを制限することによって生体防御に寄与している。特に、小腸や大腸上皮

に発現する ABCG2 は、経口投与された薬物などの吸収を制御し、生体異物の体内侵入を

阻止している[59]。 

これまで ABCG2 は抗癌剤を細胞外へと排出することで、癌細胞が抗癌剤に抵抗性を示

す因子として広く研究がなされており、ABCG2 の基質特異性は広範に渡り、非常に多く

の化合物と相互作用することが明らかになっている[42,60,61]。一方で近年になって、

ABCG2 が生理的に細胞内のポルフィリンを輸送し、光酸素障害を回避することを示唆す

る重要な報告がなされた。すなわち、ABCG2 のオルソログである Abcg2 を欠損したマウ

スは、赤血球中の PpIX レベルが通常の約 10 倍に増加し、餌に含まれるフェオフォルバイ

ド a の増加に伴ってポルフィリン症に酷似する皮膚の光線過敏症を発症した[38,60]。フェ

オフォルバイド a は、植物性クロロフィル a の分解物で、ポルフィリンと類似骨格を持つ

光増感物質である。ヒトにおいても遺伝子多型や化合物による ABCG2 のポルフィリン化

合物の輸送能低下が、Abcg2 欠損マウスに見られるようなポルフィリンホメオスターシス

の破綻を招き、光線過敏症のリスクを高めることが示唆された。  

さらに、造血細胞の分化においても ABCG2が重要な役割を持つことが示唆されている。こ

れらの知見から ABCG2 は細胞内ポルフィリンの恒常性維持という重要な生理的役割を担うこ

とが示唆された[26,62]。さらに Robeyらによって、ABCG2を介した光増感剤の輸送阻害は PDT

の治療効果を向上させる報告もなされた[37]。このことからABCG2の発現はALA-PDTにおけ

る治療効果の指標となる可能性がある[46]。  
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1-4 腫瘍深部の環境 

 一般的に正常組織は血管が規則正しく等間隔に並んでいる。具体的には、太い幹となる

血管があり、それから枝分かれするように一定の間隔を保つように血管が走行する[63]。

そのため、組織を構成する細胞間の環境が比較的均一に保たれている。一方で、腫瘍組織

の血管配置は不均一であり、太さの統一性も保たれていないことが多い(Fig. 1-9)[63]。そ

の結果、細胞密度、栄養濃度、酸素濃度、老廃物濃度、pH などの勾配が生じ、個々の異

なった性質を持つ微小環境を構築することが知られている[64]。腫瘍の表面は正常組織と

接しており、血管からの距離が比較的一定となるため、微小環境は腫瘍表面より腫瘍深部

において顕著な差が生じるものであると考えられている。 

 これらの微小環境はポルフィリン代謝にも影響を及ぼすことが知られており、特に酸素

濃度はがん細胞における ALA 投与後の PpIX 代謝に顕著な影響を与えることが、我々の研

究グループで明らかとなった。通常酸素環境下においては、ALA は PpIX および Heme ま

で代謝され、一部の PpIX の蓄積が細胞内で認められる。しかし、低酸素環境下では、ポ

ルフィリンの中間代謝物が多量に細胞外へと排出され、Coproporphyrin III として細胞外に

おいて検出される。その結果、細胞内の PpIX 蓄積はほとんど認められない[65]。本例の

ように、微小環境は ALA を用いた光線力学診断・光線力学治療に大きく影響を及ぼす可

能性があるが、モデル構築の煩雑性や現象の複雑性などが課題となり、研究報告が少ない

ことも事実である。 

 腫瘍深部は細胞密度が高く、その一部にがん幹細胞や後述する休眠がん細胞を内包して

いると考えられている[66]。同時に、腫瘍表面からの距離に比例して照射光は減衰するた

め、それぞれの要素を分離して実験系を構築し、評価する必要がある。しかしながら、細

胞密度、休眠がん細胞、照射光の減衰が ALA-PDT に及ぼす影響を調査した報告はほとん

ど存在しない。 
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Fig. 1-9 腫瘍組織内の血管走行の概念図 

 

  

正常組織

腫瘍組織
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1-5 休眠がん細胞 

 適切な治療を受けることで腫瘍が確認されなくなったにも関わらず、がん患者は数十年

後といった長い期間後に同じ疾患にみまわれることがある。この現象をがんの再発と言う。

再発の原因として、外科療法で取りきれていなかった目に見えない小さながんが再び成長

して現れたり、化学療法や放射線療法に抵抗性をもった一部のがん細胞が再び成長したり

することが挙げられる。特に後者の治療抵抗性をもったがん細胞と休眠がん細胞(Dormant 

cancer cells)は密接な関係があると報告されている[67,68]。休眠がん細胞は腫瘍内の微小環

境などの影響によって、細胞増殖が抑制されたがん細胞である。化学療法や放射線療法の

多くは、がん細胞における速い細胞増殖を治療標的としているため、細胞増殖が抑制され

ている休眠がん細胞に対しては十分な効果を発揮することができない(Fig. 1-10)[69,70]。ま

た、休眠がん細胞は周囲の環境が変化することで再増殖し、新たな腫瘍を形成する能力が

ある[70–72]。がんの再発と強く関係しているため、休眠がん細胞に関する研究が加速的に

進められている。しかしながら、現時点において細胞が休眠状態に移行するメカニズムは

未解明のままである。一方で、休眠がん細胞の特徴は明らかになりつつある。井上らは休

眠がん細胞の特徴を、No proliferation, No death, Metabolic suppression, Recovery to active 

status の 4 つで定義している(Table. 1-1) [73,74]。本定義は、同じく細胞増殖が抑制された

状態である細胞老化と休眠がん細胞とを区別をすることができる。 

 In vitro の実験系において、休眠がん細胞を作成することは以下の 2 つの理由より難易度

が高く、休眠がん細胞に関する研究の障害となっている。1 つ目の理由として、in vitro で

用いるがん細胞株の性質が挙げられる。In vitro における実験を遂行しやすくするために、

細胞株を樹立する際に細胞増殖の活発な細胞が選択されている[75]。休眠がん細胞の特徴

は細胞増殖が抑制されていることであるため、生体より摘出した組織より細胞株を樹立す

る過程で休眠がん細胞が省かれている可能性が高い。2 つ目の理由として、in vitro の実験

系では腫瘍の微小環境を構築することが難しいことが挙げられる。生体内の腫瘍では、血

管配置の不均一性により酸素濃度・栄養濃度も不均一であることや高細胞密度によって、
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個々の微小環境が構築される。これらの微小環境の一部に休眠がん細胞が存在すると考え

られるが、in vitro においては微小環境を再現することが難しい[76,77]。以上のことから、

休眠がん細胞に関する研究報告は少なく、ポルフィリン代謝に関する研究もほとんど報告

されていない。 

Fig. 1-10 休眠がん細胞における薬剤耐性 

 

Table. 1-1 休眠がん細胞の特徴 

 

休眠がん細胞の4つの特徴 検証方法

　1. No proliferation 　セルカウント、B rdU の陽性率測定など

　2. No death 　PI染色など

　3. Metabolic suppression 　pS6の発現解析、ATP量の定量など

　4. Recovery to active status 　再増殖評価、再活性後の代謝活性測定など

非休眠がん細胞 休眠がん細胞

細胞死 生存

数日

薬剤投与
放射線



第 1 章 序論 

23 
 

1-6 3 次元培養の手法および特徴 

 生体内の腫瘍は高密度な 3 次元構造であり、腫瘍を構成するがん細胞は様々な微小環境

下に存在するだけではなく、周囲の細胞と相互作用をしている。しかし、一般的な in vitro

の実験系では細胞を 2 次元培養するため、細胞密度が低くなるとともに、組織特有の形質

も失われる[76,77]。そのため、in vitro と in vivo の実験系においては、しばしば異なる実験

結果が得られ、研究をすすめる上で大きな課題となっている。「実験系の構築がしやすい

こと」が in vitro 実験系の特長であるため、in vitro でありながら生体内の条件を反映した

新たな実験系が待ち望まれている。近年では、これを満たす実験手法として 3 次元培養法

が注目されている。3 次元培養されたがん細胞塊は、がん細胞スフェロイドと呼ばれる。

がん細胞スフェロイドは in vitro であるにも関わらず、高密度であるため、生体内の腫瘍

に存在する微小環境を構築することができる。微小環境の構築により、細胞増殖が抑制さ

れるという報告があり、休眠がん細胞の存在が示唆されている[76,78,79]。 

 3 次元培養の手法に関して多くのものが報告されている。有名なものとしては、マトリ

ゲル培養、スピナーフラスコ培養、ハンギングドロップ培養が挙げられる[76]。しかし、

これらの手法は培地交換を行うことが不可能であったり、形成されるスフェロイドの大き

さが不均一であったりと、いくつかの課題点がある。本研究では、スフェロイド形成の培

養用容器である EZSPHERE®を用いた。EZSPHERE®の底面は凹凸があり、直径 35-mm の

dish に 2,300 個程度の微細孔が存在する(Fig. 1-11)。EZSPHERE®に細胞を播種すると、細

胞が微細孔の底に沈むことで塊となり、スフェロイドが形成される。Fig. 1-12 は

EZSPHERE®を用いてがん細胞スフェロイドを作成した様子である。それぞれの穴に 1 つ

ずつのスフェロイドが形成されていることが確認できる。EZSPHERE®は他の 3 次元培養

法と比べて、4 つの長所がある。1 つ目に、スフェロイドの大きさが均一である。従って、

細胞の播種数を変えることによって、複数の大きさのスフェロイドを形成することができ

る。2 つ目に球状ではなく平たいスフェロイドを構築できる。通常スフェロイド内の細胞

は培地より 100 μm 以上離れると、十分な酸素・栄養を獲得することができなくなり、細
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胞死が誘導されることが知られている。そのため、大きな球状のスフェロイドの断面は

ドーナツ型となり、中心部は空洞となる[80]。EZSPHERE®を用いて作成したスフェロイド

は平たく厚みが 100 μm 以下であるため、低酸素・低栄養の影響を最小化することが可能

である(Fig. 2-2)。3 つ目に、短期間でスフェロイドを形成することが可能である。最も有

名な 3 次元培養法であるマトリゲル培養法は、スフェロイドを形成するまでに 2 週間以上

を要するが、EZSPHERE®はわずか 4日間の培養でスフェロイドを形成することができる。

4 つ目に、全量の培地交換を行うことが可能である。前に挙げた 3 手法はどれも全量の培

地交換を行うことができなく、染色後の洗浄を行うことが困難である。そのため、

EZSPHERE®を用いて形成したスフェロイドは共焦点レーザー顕微鏡を用いた生細胞観察

に適している。 

 

 

Fig. 1-11 EZSPHERE®の模式図 

  

500 μm

2,300個のmicrowell / 35-mm dish
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Fig. 1-12 EZSPHERE®におけるスフェロイドの形成 

 

  

500 μm
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1-7 細胞周期とがんの増殖 

 正常細胞と比較したとき、がん細胞ではいくつかのきわめて特徴的な機能変化が起こっ

ている。それらの中でも古くから研究されている細胞周期と増殖能の変化について述べる。 

 細胞周期は細胞が計画的に分裂・増殖を行うための仕組みである。真核生物の細胞周期

は基本的に 4つの期 (phase) からなり、それぞれG1期・S期・G2期・M期と呼称される (Fig. 

1-13)。G1期は DNA 複製のための準備期間であり、細胞小器官や DNA の複製に必要なタ

ンパク質が合成され、また細胞の肥大化が起こる。G1期と S 期の間には G1/S チェックポ

イントがあり、DNA 複製の準備ができているか、主に DNA が損傷していないかが判定さ

れ、これをクリアすると S 期へ移行できる[81–83]。S 期では DNA の複製が行われる。DNA

の複製段階では DNA の損傷が起こりやすいため、S 期の終わりにその修復が行われる[83]。

G2期は有糸分裂を行うための準備期間であり、そのために必要なタンパク質が合成される。

G2期と M 期の間には G2/M チェックポイントがあり、有糸分裂の準備ができていると判

断されれば M 期へ移行する[81,83]。M 期では有糸分裂と細胞分裂が行われる。1 対の DNA

が細胞の両極に分配され、つづいて細胞が分裂する。細胞はこの 4 期を何度も繰り返すこ

とで増殖していく。細胞周期 1 周にかかる時間は生物種によっても異なる上に、個体中の

組織によっても異なる。ただ、一般的にヒトの体細胞は 24 時間で細胞周期を 1 周し、1

回の分裂を行う。また、細胞周期の”停止期”と呼ばれる G0 期は細胞周期が止まっている

段階である。G1期の細胞が増殖しないという選択をしたとき、細胞は G0期に入る。G0期

の細胞は周囲からの刺激等により増殖が促されたとき、G1期にもどる。 

正常細胞では細胞周期が厳密に制御されており、適切なときに適切な速さで細胞増殖が

起こる。一方で、がん細胞ではチェックポイントが働かなくなっていることが多く[82–84]、

細胞が無尽蔵に増殖する。このような無限増殖能は、がんの主要な特徴のひとつである。

それゆえに、多くの抗がん剤は増殖を強制的に停止させることによってがんを細胞死へと

追い込むように設計されている。 
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Fig. 1-13 細胞周期 

分裂している細胞は青矢印の 4 状態を遷移し続けている。G0 期は休止期であり、分裂を

していない細胞が G0期にとどまり続ける。 

  

G1

M

G2

S

G0
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1-8 本研究の目的 

 上述のように、PDT はがんの三大療法として確立している外科手術、化学療法、放射線

療法に比べて、侵襲性が低く患部の正常な機能を温存する。そのため、患者の身体的負担

が軽く、QOL を維持する上で PDT は有用な代替療法である。近年、新しい PDT 薬として

着目されているアミノレブリン酸(ALA)は、腫瘍におけるポルフィリン蓄積の特異性が高

く光過敏症状の副作用も起こさないため、臨床応用が普及しつつある。ALA によって誘

導される腫瘍特異的な PpIX 蓄積を用いたがん診断(ALA-PDD)やがん治療(ALA-PDT)は画

期的であり、医療現場においても注目されている。その一方で、生体の腫瘍における PpIX

の蓄積メカニズムに関しては未だ明らかになっていない事象も多い。がん細胞を用いた in 

vitro 実験系として平面の 2 次元培養が一般的に用いられているが、2 次元培養したがん細

胞と生体の腫瘍では形質面において多くの乖離が認められている。腫瘍深部は腫瘍表面と

比較して細胞密度が高いため、一部の細胞が休眠状態にあることが予想される。また、照

射光の減衰が生じるが、一般的な in vitro の 2 次元培養ではそれらを含めて評価すること

が難しい。本研究では、特に下記の 2 点に着目して、2 次元培養ならびに 3 次元培養を用

いて新規の評価系を構築し、ALA-PDT の評価を行った。 

 1 点目は、腫瘍深部に存在すると示唆されている休眠がん細胞に対する ALA-PDT の評

価である。がん患者は適切な治療を受けたにも関わらず、数十年後にがんを再発すること

があり、その一因として休眠がん細胞の存在が報告されている。生体の腫瘍と比較して、

通常の 2 次元培養のがん細胞の増殖速度は極めて速いが、その理由として 2 次元培養では

休眠がん細胞がほとんど存在しないことが挙げられている[85]。しかし、休眠がん細胞は、

in vitro 実験系において作成することが容易ではなく、ポルフィリン代謝や ALA-PDT によ

る殺細胞効果に関する報告がほとんどない。近年では、3 次元培養したがん細胞スフェロ

イドを含む高密度培養環境下において細胞増殖が抑制されるという報告があり、高密度培

養を休眠がん細胞のモデルとして利用できる可能性が示唆されている[76,78,79]。このこと

から、本研究の第 2 章および第 3 章では 3 次元培養を含む高密度培養によって休眠がん細
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胞のモデルを構築し、ALA-PDT の評価を行うことを目的とした。 

2 点目は、ALA 投与後の低用量の光照射環境下における細胞の遺伝子解析および増殖増

殖評価である。腫瘍内では照射光が距離に応じて減衰するため、腫瘍深部では腫瘍表面と

比較して低用量の光照射環境になることが想定される。しかしながら、低用量の光照射が

がん細胞に及ぼす影響を調査した報告はほとんどなく、腫瘍深部における照射光減衰の影

響は未解明のままであった。本研究の第 4 章および第 5 章では 2 次元培養に対して、低用

量の光照射モデルを構築し、ALA 投与後の低用量の光照射が細胞の遺伝子発現ならびに

増殖速度に及ぼす影響を評価することを目的とした。 

 以上のことにより、ALA-PDT を実臨床で使用する際に課題となる 2 項目である休眠が

ん細胞への影響ならびに照射光の減衰に対する基礎的な知見の獲得を本研究の目的とし

た。 
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2-1 諸言 

 がん再発の一因として、化学療法や放射線療法に抵抗性をもったがん細胞が再び成長す

ることが挙げられる。休眠がん細胞は、このような抵抗性のあるがん細胞の一種であり、

がん再発と強い関係があると報告されている[67,70,72]。がん細胞が休眠状態に移行するメ

カニズムは未解明のままであるが、休眠がん細胞の特徴は明らかになりつつある。休眠が

ん細胞はNo proliferation, No death, Metabolic suppression, Recovery to active statusの4つで定

義される(Table. 1-1)[74,86]。一方で、in vitro において休眠がん細胞を作成することが難し

く、モデルの開発が望まれている。 

 3 次元培養法は 2 次元培養法と比べて細胞密度が高い培養法である。そのため、in vitro

でありながら、in vivo の特徴である微小環境を構築することができる[72,87]。3 次元培養

法では細胞増殖が抑制されるため、休眠がん細胞の特徴の 1 つである No proliferation を満

たすことが報告されている[72,88]。しかし、これらの報告は細胞の形質変化の原因や他の

3 つの特徴に関しては言及していない。 

 本章では、形質変化の原因が細胞密度であると仮定し、細胞密度と休眠性の相関を検証

した。細胞密度を 2 次元培養法において 5 段階、3 次元培養法において 3 段階を構築し、

上記の 4 つの定義への適合を詳細に検証した。さらには、休眠がん細胞における一般的な

抗がん剤の細胞毒性評価を行った。 
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2-2 実験方法 

試薬 

 RPMI-1640 培地、Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (ABAM)、Protease inhibitor 

cocktail は Nacalai Tesque (京都)から購入した。ウシ胎児血清(FBS)は Invitrogen (Carlsbad, 

CA)から購入した。その他、すべての試薬は分析グレードのものを使用した。 

 

細胞培養 

 ヒト前立腺がん由来細胞株である PC-3 細胞は井上啓史博士(高知大学、高知)から供与さ

れた。細胞は 10%の非働化 FBS、ABAM を添加した RPMI-1640 培地で 37°C、5% CO2の

インキュベーター内で培養した。 

 

3 次元培養系および 2 次元培養系の構築 

 3 次元培養には、スフェロイド形成の培養用容器である EZSPHERE® (AGC Techno Glass 

Co., Ltd., 東京)を用いた。EZSPHERE®は 6-well plate の標準規格品である Cat. 4810-900 (マ

イクロウェルサイズ：口径 400-500 μm、深さ 100-200 μm)を使用した。培地は各 well に 3 ml

ずつ添加した。細胞は、S500 スフェロイドに対して 5.00 × 105個、S250 スフェロイドに対

して 2.50 × 105個、S125 スフェロイドに対して 1.25 × 105個をそれぞれに播種した。イン

キュベーター内で 2 日間静置して培養したあとに、1 ml の培地交換を行った。さらに 2 日

間の培養を行うことで、各 well に 2,300 個のスフェロイドを形成させた。本実験で用いた

スフェロイドの培養期間は全て 4 日間である。 

 2 次元培養には、EZSPHERE®と well の直径が同一であり、底面が平面な 6-well plate も

しくは 35-mm dish を用いた。培地は各 well に 3 ml ずつ添加した。細胞数は最も少ない条

件から順に、0.1 × 105個、0.2 × 105個、0.4 × 105個、0.8 × 105個、1.6 × 105個ずつ播種した。

3次元培養と同様に、播種 2日後に 1 mlの培地交換を行い、培養期間は 4日間で統一した。 
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Western blotting を用いたタンパク質の発現解析 

タンパク質発現解析のために、所定の処理を行った各細胞から細胞溶解液を以下の手順

で調製した[89]。細胞を PBS (-)で洗浄後、Lysis buffer A (+) [50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 20 mM 

N-methylmaleimide, 1 mM DTT, 1% (v / v), 1% (v / v) Triton X-100, and Protease inhibitor 

cocktail (Nacalai Tesque, 京都)]で処理した。サンプルは 27G の注射針を用いて 10 回、ホモ

ジナイズを行った。1,000 × g、4°C、10 分間遠心分離を行って得られた上清を細胞溶解液

として回収し、以後の実験に使用した。 

 サンプルは SDS-PAGE サンプルバッファーで処理した。その後、サンプル中のタンパク

質溶液は 7.5%もしくは 15%のポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE によって分離した。

分離したタンパク質は Immobilon-P PVDF membrane (Millipore Corp., MA)に転写後、5% (w 

/ v)スキムミルクを溶解した TTBS [20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% (v / v) 

Tween 20]で、1 時間以上室温でブロッキングした。1 次抗体には、抗ヒト Ki-67 抗体 

(ab15580, 1:1000 dilution; Abcam, Cambridge, Great Britain)、抗ヒト p21 抗体 (sc-397, 1:200 

dilution, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, United States)、抗ヒトActin抗体 (691001, 1:500 

dilution, MP Biomedicals, Santa Ana, United States)をそれぞれ使用した。2 次抗体には西洋ワ

サビペルオキシダーゼ(HRP)を結合した抗マウス IgG 抗体および抗ラビット IgG 抗体(Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA)を 3,000 倍希釈で使用した。HRP の基質である Western 

Lightning Chemiluminescent Reagent Plus (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, 

MA)もしくは Western BLoT Ultra Sensitive HRP Substrate (TaKaRa Bio, 滋賀)を用いて化学

発光によってタンパク質を検出した。発光は Lumino Imaging Analyzer LAS-4000 mini (GE 

Healthcare UK, Amersham Place, England)で検出した。 

 

トリパンブルー染色による細胞生存率測定 

 トリパンブルー (Nacalai Tesque, 京都)を PBS (-)で 0.5% (w / v)溶解させてトリパンブ

ルー水溶液を作成した。細胞は培養上清を含め回収し、トリパンブルー水溶液に 1：1 の
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割合で懸濁した。血球計算盤に滴下して、顕微鏡において染色されずに白く見える細胞を

生細胞、青く染色された細胞を死細胞とした (Fig. 2-1)。 

 

 

Fig. 2-1 トリパンブルー染色による細胞の生死判定 

 

 

RT-PCR による mRNA の発現解析 

培養細胞からの Total RNA 抽出には NucleoSpin® RNA II (MACHEREY-NAGEL, Düren, 

Mannheim, Germany)を使用した。抽出した Total RNA を鋳型に、PrimeScript RT reagent Kit 

with gDNA Eraser (TaKaRa Bio, 滋賀)を使用して、1 µg の完全長 1 本鎖 cDNA を逆転写反応

によって合成した。ヒト VEGF およびヒト ACTB に対して特異的なプライマー配列を添

加し、TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® mini (TaKaRa Bio, 滋賀)で 35 サイクルの PCR 反応

を行った。反応後のサンプルは、5% (w / v)アガロース含有ゲルで電気泳動を行い、0.003% 

(v / v)臭化エチジウムブロマイド水溶液で DNA を染色した。染色後のゲルは、FAS III 

(TOYOBO, 大阪)で UV 照射下において撮影を行った。 

 

核染色によるスフェロイドの 3 次元構造解析 

 EZSPHERE®で形成したスフェロイドの 3 次元構造を調査するために、Hoechst 33342 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, United States)による核染色を行った。培養 4 日後のスフェロイド

生細胞 死細胞
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に、1 μM の Hoechst 含有培地を加えて、20 分間インキュベーター内で培養した[90]。培養

後に PBS (-)で 3 回 wash を行い、HBSS (+)を 3 ml 添加して、共焦点レーザー顕微鏡による

観察を行った。正立共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl Zeiss SAS, Jena, Germany)を用い、

倍率 40 倍の水浸レンズ、励起波長 405 nm、検出波長 440-500 nm、レーザー強度 2.0%、ピ

ンホールサイズ 1AU の条件で、Z 軸に対して 2 μm おきに断面を取得した。取得した画像

は LSM780 に付属している解析ソフト ZEN を用いて解析を行った。 

 

2-NBDG による糖代謝の解析 

 2-NBDG は Funakoshi Co., Ltd. (東京)より購入した。FBS およびグルコース含有の培地で

3 日間培養した細胞の上清を取り除き、FBS およびグルコース非含有の培地で 24 時間さ

らに培養した。その後、100 μM の 2-NBDG を添加し、インキュベーター内で 25 分培養し

た。培養後に PBS (-)で 3 回 wash を行い、HBSS (+)を 3 ml 添加して、共焦点レーザー顕微

鏡による観察を行った。正立共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl Zeiss SAS, Jena, 

Germany)を用い、倍率 40 倍の水浸レンズ、励起波長 458 nm、検出波長 500-600 nm、レー

ザー強度 2.0%、ピンホールサイズ 1AU の条件で断面を取得した。取得した画像は LSM780

に付属している解析ソフト ZEN を用いて解析を行った。 

 

ブロモデオキシウリジン (BrdU)免疫染色による細胞増殖評価 

 BrdU 陽性率を測定するために、5-Bromo-2´-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit I 

(Roche Ltd., Mannheim, Germany)を用いた。実験は添付されたマニュアルに沿って実行した。

免疫染色後のサンプルは、正立共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl Zeiss SAS, Jena, 

Germany)を用いて陽性もしくは陰性の解析を行った。倍率 20 倍の対物レンズ、励起波長

488 nm、検出波長 493-630 nm、レーザー強度 2.0%、ピンホールサイズ 1 AU の条件で断面

を取得した。取得した画像は LSM780に付属している解析ソフト ZENを用いて解析を行っ

た。 
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スフェロイドの再増殖評価 

 4.2 × 103 cells / cm2で 4 日間培養した 2 次元培養および 4 日間培養した S500 スフェロイ

ドを用いた。4 日間培養後の細胞数はほぼ同じであった。それらを改めて 4.2 × 103 cells / 

cm2で 2 次元培養した。その後、11 日間にわたって生細胞数をトリパンブルー染色によっ

て測定した。 

 

シスプラチン(CDDP)および 5-フルオロウラシル(5-FU)の細胞毒性評価 

 CDDP は Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (東京)より、5-FU は Nacalai Tesque (京都)より

それぞれ購入した。3.6 × 103 cells / cm2、7.1 × 103 cells / cm2、14 × 103 cells / cm2の細胞密度

にそれぞれ薬剤を添加し、72 時間培養した。その後、下記の MTT 法にて細胞生存率を測

定した。MTT 試薬 (5 mg / ml)を培養液に添加後、4 時間培養した。その後、培養液と同量

の 10% (w / v) SDSを加え一晩培養した。MTT代謝物であるホルマザンは測定波長 570 nm、

基準波長 655 nm における吸光度を Multiskan FC 吸光マイクロプレートリーダ (Thermo 

Fisher Scientific, San Jose, CA)により測定した。薬剤非添加群の吸光度を分母に、薬剤添加

群の吸光度を分子として計算し、100 分率で表したものを細胞生存率[%]と定義した。 
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2-3 結果と考察 

2-3-1 がん細胞スフェロイドの形成 

 がん細胞の 3 次元培養体であるがん細胞スフェロイドを形成するために、スフェロイド

形成の培養用容器である EZSPHERE®を用いた。5.0 × 105 個の PC-3 細胞を 35 mm の

EZSPHERE®に播種し、4 日間培養することによってがん細胞スフェロイドを形成した。1

つの培養皿に 2,300 個のスフェロイドが形成され、それらの平均直径は、189 ± 30.1 μm で

あった(Fig. 2-2(a))。細胞の播種数を減らすことで、培養 4 日後に EZSPHERE®とほぼ同じ

細胞数が存在するように調整した 2 次元培養体と比較すると、スフェロイドの細胞密度の

高さが際立った(Fig. 2-2(a))。さらに、スフェロイドの全体像を得るために Hoechst を用い

て核染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて Z 軸断面を取得した。形成されたスフェロイ

ドは XY 断面においては円状、XZ 断面もしくは YZ 断面においては緩やかな三日月状で

あった(Fig. 2-2(b))。このことから、スフェロイドの全体像はお椀型であると示唆された。

また、スフェロイドのZ軸方向における最大の厚みはおよそ80 μmであることが分かった。

一般的に、スフェロイドは直径が 200 μm を超えると中心が低酸素領域になると報告され

ている[79]。しかし、本実験で形成したスフェロイドは中心部または底面においても十分

な酸素を獲得できることが示唆された。同様に、EZSPHERE®に播種する細胞数を減らす

ことにより、最も大きいスフェロイドである S500 に加えて S250、S125 の合計 3 段階の大

きさのスフェロイドを形成した(Fig. 2-2(c))。スフェロイドにおける細胞密度は大きさ依存

的であると考えられるため、S500 が最も高く、S125 が最も低いと予想される。なお、

EZSPHERE®は専ら正常な幹細胞の研究に使用されており、本研究はがん細胞スフェロイ

ドの形成に用いた初めての報告である[89,91,92]。 
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 (a)       (c) 

 

(b) 

 

Fig. 2-2 EZSPHERE®における PC-3 がん細胞スフェロイドの形成 

スフェロイドに関しては PC-3 細胞を EZSPHERE®で培養した。2 次元培養に関しては 4.2 

× 103 cells / cm2で播種した。どちらも 4 日間培養した。 

(a) 2 次元培養および S500 スフェロイドの位相差顕微鏡写真 

(2 次元培養：4.2 × 103 cells / cm2, 3 次元培養：S500. Scale bar, 100 μm.) 

(b) S500 スフェロイドの核染色下における共焦点レーザー顕微鏡写真 

(Hoechst 33342, 1 μM. Scale bar, 20 μm.) 

(c) 形成したスフェロイドの直径 

(S125: 1.25 × 105, S250: 2.50 × 105, S500: 5.00 × 105 cells / 35-mm dish. n > 40.) 
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 続いて、2 次元培養においても異なる細胞密度環境を構築するために、様々な細胞播種

数の下で細胞を培養した。なお、細胞の培養期間はスフェロイドと同じである 4 日間に統

一し、培養容器は EZSPHERE®と同じ大きさである 35-mm の平面皿を用いた。培養 4 日後

に位相差顕微鏡にて細胞密度を確認したところ、播種数依存的に細胞密度が高くなった

(Fig. 2-3(a))。Bradford 法によるタンパク質定量の結果からも、このことが確かめられた(Fig. 

2-3(b))。最も大きいスフェロイドである S500 よりも高密度な 2 次元培養を行った方が、

タンパク質量の増加が認められた。このことから、EZSPHERE®に存在する細胞数は 2 次

元培養と比較して顕著に多くないことが示唆された。従って、細胞数が多すぎることに

よって培地が劣化し、そのために細胞の形質変化が生じる可能性は低い。 
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(a) 

 

 

(b) 

 

Fig. 2-3 2 次元培養における異なる細胞密度環境の構築 

それぞれの播種数においては 4 日間培養後、0.1 M の NaOH 水溶液を用いて細胞を溶解し

て細胞内のタンパク質を回収した。 

(a) 位相差顕微鏡写真 (Scale bar, 500 μm.) 

(b) タンパク質定量 (Bradford 法, n = 3.) 
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 EZSPHERE®を用いて形成したがん細胞スフェロイドと他の手法で形成したスフェロイ

ドの形質の共通性を検証するために、vegf の発現を mRNA レベルで検証した。vegf は血管

新生を誘導する遺伝子であり、スフェロイドでは亢進することが報告されている[72]。vegf

の発現は細胞密度依存的に亢進し、S500 スフェロイドにおいて最大となった(Fig. 2-4(a))。

このことから、EZSPHERE®を用いて形成したスフェロイドは他の報告と同じ形質を示す

ことが示唆された。さらに、低酸素環境下で誘導される転写因子である HIF-1α および

HIF-2α (HIF: Hypoxia Inducible Factor)の発現をタンパク質レベルで解析したところ、S500

スフェロイドではどちらの発現も認められなかった(Fig. 2-4(b))。このことから、スフェロ

イド内に低酸素応答をする細胞がほとんど存在しないことが改めて確かめられた。 

  



第 2 章 3 次元培養スフェロイドおよび高密度 2 次元培養におけるがんの休眠性 

42 
 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4 スフェロイドにおける vegf および HIF の発現解析 

それぞれの播種数で 4 日間培養した後、mRNA を回収した。低酸素条件のものは、1% O2

で 24 時間培養した。 

(a) vegf の mRNA 発現解析 (RT-PCR) 

(b) HIF のタンパク質発現解析 (Western blotting) 
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2-3-2 休眠性の評価 

 休眠がん細胞の特徴である No proliferation, No death, Metabolic suppression, Recovery to 

active status の 4 項目をそれぞれ検証した。1 つ目の特徴である No proliferation を調査する

ために、Ki-67 および p21 の遺伝子発現解析とブロモデオキシウリジン(BrdU)染色を行っ

た。Ki-67 は G0 期以外で発現するタンパク質であり、この性質を利用して細胞増殖マー

カーとして用いられている[93]。p21 は Rb のリン酸化を阻害することにより、細胞周期が

G1 期から S 期へ移行することを抑制するタンパク質である[94]。BrdU はチミジンのアナ

ログであり、S 期において新たに合成された DNA に組み込まれる。このことから、BrdU

の陽性率は細胞増殖の活発度合を示す指標として用いられている。2 次元培養およびス

フェロイドにおいて Ki-67 の発現は、細胞密度依存的に低下した(Fig. 2-5(a)(b))。一方で、

p21 の発現はスフェロイドにおいてのみ認められ、2 次元培養においては認められなかっ

た(Fig. 2-5(a))。さらに、BrdUの陽性率は2次元培養において細胞密度依存的に低下した(Fig. 

2-5(c)(d))。以上のことから、3 次元培養したスフェロイドおよび高密度な 2 次元培養にお

いて、細胞増殖が抑制されることが示唆された。つまり、休眠がん細胞の特徴である No 

proliferation を満たしたと言える。 
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(a)  

 

 

(b) 

 

  

Ki-67

ACTIN

Number of cells

(x 103 cells / cm2 in 2D culture)

ACTIN

p21

Cell density

ACTIN

Ki-67

Spheroid

ACTIN

p21

Cell density

Number of cells

(x 103 cells / cm2 in 2D culture)

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0
1.0 2.1 4.2 8.3 17 S500

B
a

n
d

 i
n

te
n

s
it

y
 [

K
i-

6
7

 /
 A

C
T

IN
]

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

2D (4.2) S125 S250 S500
0

B
a
n

d
 i

n
te

n
s
it

y
 [

K
i-

6
7
 /

 A
C

T
IN

]



第 2 章 3 次元培養スフェロイドおよび高密度 2 次元培養におけるがんの休眠性 

45 
 

(c) 

 

 

 

 

 

 
 

 

(d) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-5 スフェロイドおよび高密度な 2 次元培養における細胞増殖の評価 

それぞれの播種数で 4 日間培養した後、測定した。 

(a) Ki-67 および p21 のタンパク質発現解析 (Western blotting) 

(b) Ki-67 および p21 のバンド強度 

(c) 異なる細胞密度下における BrdU 免疫染色 (Scale bar, 50 μm.) 

(d) 異なる細胞密度下における BrdU 陽生率 (n = 3. Over 400 cells were counted.) 
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続いて、休眠がん細胞の 2 つ目の特徴である No death を調査した。細胞の生存率を測定

するために、トリパンブルー染色を用いた。トリパンブルーは、死細胞のみを青く染色す

る試薬である。このことから、顕微鏡観察において生細胞は染色されないため白く、死細

胞は青く観測される。異なる大きさのスフェロイドである S125, S250, S500 をそれぞれ形

成し、ピペッティングによってスフェロイドを分解後にトリパンブルー染色を行った。そ

の結果、全てのスフェロイドにおいて 2 次元培養と比較して顕著な細胞死は認められな

かった (Fig. 2-6)。このことから、スフェロイドにおいて細胞死はほとんど生じておらず、

休眠がん細胞の特徴である No death を満たすことが示唆された。 

 

 

Fig. 2-6 スフェロイドにおける細胞生存率 (トリパンブルー染色) 

それぞれの播種数で 4 日間培養した。2 次元培養はトリプシンを用いて細胞を回収し、ス

フェロイドはピペッティングによって細胞を回収した。(n = 3.) 
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引き続き、休眠がん細胞の 3 つ目の特徴である Metabolic suppression を調査した。代謝

の抑制を測定するために、2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose 

(2-NBDG)の細胞内取り込み量を評価した。2-NBDG はグルコースに蛍光分子が結合した試

薬であり、グルコースと同様の機構で細胞内に取り込まれる。そのため、2-NBDG の細胞

内取り込み量は糖代謝の活発度や細胞の生死判定に用いられる。2 次元培養およびスフェ

ロイドにおいて 2-NBDG の取り込み量を共焦点レーザー顕微鏡で測定した。その結果、ど

ちらにおいても細胞密度依存的に取り込み量が減少した (Fig. 2-7)。また、特にスフェロ

イドにおいては顕著に取り込みが抑制されていた。このことは、細胞密度依存的に糖代謝

が抑制された結果であると考えられる。さらに、3 次元培養スフェロイドおよび高密度な

2 次元培養は、休眠がん細胞の特徴である Metabolic suppression を満たすことが示唆され

た。 
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(b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c)      (d)  

Fig. 2-7 スフェロイドおよび高密度な 2 次元培養における 2-NBDG 取り込み評価 

FBS およびグルコース非含有の培地で 24 時間培養後に、100 μM の 2-NBDG を添加し、

25 分培養した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて測定した。(Scale bar, 20 μm.) 

(a) 2 次元培養における 2-NBDG の取り込み 

(b) スフェロイドにおける 2-NBDG の取り込み 

(c) 2 次元培養における 2-NBDG の輝度解析 (n = 3.) 

(d) スフェロイドにおける 2-NBDG の輝度解析 (n = 3.) 
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最後に、休眠がん細胞の 4 つ目の特徴である Recovery to active status を調査した。再活

性化を測定するために、最も大きいスフェロイドである S500 をピペッティングによって

分解し、2次元培養下における再増殖を評価した。S500形成後に 2次元培養された細胞は、

2 次元培養された細胞よりも増殖が少し遅れたものの、最終的には同程度の細胞数まで増

殖した (Fig. 2-8)。また、細胞増殖の最高速度を示すグラフの傾きは、2 次元培養と 3 次元

培養とでは大きな差がなかった。このことは、細胞増殖が抑制された状態から活発に細胞

増殖を行う状態に変化したことを示す。つまり、休眠がん細胞の特徴である Recovery to 

active status を満たすことが示唆された。以上の 4 項目の検証から、高密度な培養環境にお

いてがん細胞が休眠状態に移行することが示された。このため以降の実験では、スフェロ

イドを含む高密度培養を休眠がん細胞のモデルとして使用した。 

 

Fig. 2-8 S500 スフェロイドの再増殖評価 (セルカウント) 

4.2 × 103 cells / cm2で培養した 2 次元培養および S500 スフェロイドを用いた。4 日間培

養後の細胞数がほぼ同じであることを確認し、4.2 × 103 cells / cm2で 2 次元培養した。そ

の後、11 日間にわたって細胞数をトリパンブルー染色によって測定した。(n = 3.)  
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2-3-3 休眠がん細胞における抗がん剤の細胞毒性評価 

 休眠がん細胞に対する一般的な抗がん剤(DNA合成を阻害する薬剤)の効能を調査するために、

シスプラチン(CDDP)および 5-フルオロウラシル(5-FU)を用いた。CDDPは 2本鎖DNAのグアニ

ン同士を架橋することで、DNA 複製を阻害する薬剤である[95]。一方で、5-FU はチミジル酸シ

ンターゼを阻害することでチミジンの合成を抑制し、DNA 合成を阻害する薬剤である[96]。こ

れら 2つの薬剤はともに細胞周期のS期で作用する薬剤であるため、細胞増殖が抑制された休眠

がん細胞においては、効果が現れにくいと予想される。2次元培養の異なる細胞密度下において

薬剤をそれぞれ 72 時間添加し、MTT 法にて細胞生存率を測定した。全ての濃度の CDDP にお

いて、細胞密度依存的に殺細胞効果が低下した(Fig. 2-9(a))。特に、6.25 μMではその差が顕著で

あった(Fig. 2-9(b)(c))。同様に、5-FU 50 μMにおいても細胞密度依存的な殺細胞効果の低下が認

められた(Fig. 2-10)。細胞密度が高い環境下では休眠がん細胞の割合も高いと考えられるため、

休眠がん細胞に対して一般的な抗がん剤の効果が現れにくいことが明らかとなった。 
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)      (c) 

Fig. 2-9 2 次元培養における CDDP の細胞毒性評価 (MTT 法) 

薬剤添加 72 時間後に細胞生存率を測定した。 

(a) 全濃度における細胞生存率 (n = 6.) 

(b) 6.25 μM における細胞生存率 (計算値[%], * ; p < 0.001. n = 6.) 

(c) 6.25 μM における細胞生存率 (n = 6.)  
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)      (c) 

Fig. 2-10 2 次元培養における 5-FU の細胞毒性評価 (MTT 法) 

薬剤添加 72 時間後に細胞生存率を測定した。 

(a) 全濃度における細胞生存率 (n = 6.) 

(b) 50 μM における細胞生存率 (計算値[%], * ; p < 0.001. n = 6.) 

(c) 50 μM における細胞生存率 (n = 6.)  
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2-4 結言 

 本章では、形質変化の原因が細胞密度であると仮定し、細胞密度と休眠性の相関を検証

した。まず、異なる細胞密度環境を作成するために、2 次元培養において 5 段階、3 次元

培養において 3 段階を構築した。2 次元培養における細胞密度勾配は培養皿に対する播種

数を変えることによって実現した。3 次元培養は EZSPHERE®を用いることで、がん細胞

スフェロイドを形成した。2 次元培養と同様に、播種数を変えることで 3 段階の異なる大

きさのスフェロイドの形成に成功した。なお、EZSPHERE®をがん細胞スフェロイドの形

成に用いた報告はなく、本研究が初めての報告である。共焦点レーザー顕微鏡を用いた核

染色下におけるスフェロイドの立体構造解析により、2 次元培養と比較して細胞密度が顕

著に高いことが明らかになったとともに、EZSPHERE®を用いて形成したスフェロイドは

球状ではなくお椀型であることも分かった。一般的に、スフェロイドは直径が 200 μm を

超えると中心が低酸素領域になり、低酸素誘導因子である HIF の働きによって遺伝子発現

が通常酸素環境下と異なることが報告されている。しかし、本研究で形成したスフェロイ

ドは厚みがおよそ 80 μm であるため、低酸素による影響を排除することが可能となる。実

際のところ、もっとも大きいスフェロイドである S500 においても HIF-1α および HIF-2α

の発現は認められなかった。一方で、本研究のスフェロイドは、他の手法(マトリゲル、

スピナーフラスコなど)を用いて形成したスフェロイドで認められた特徴である「細胞増

殖の抑制」と「vegf の発現亢進」の両方を満たした。これらのことから、EZSPHERE®は

低酸素領域をほとんど発生させずに、高密度な細胞培養環境を構築することができると考

えられる。 

 続いて、休眠性の評価を行うために No proliferation, No death, Metabolic suppression, 

Recovery to active status の 4 項目を評価した。No proliferation を検証するために Ki-67 およ

び p21 の遺伝子発現解析、加えて BrdU の陽性率を調査した。No death を検証するために

トリパンブルー染色による細胞生存率を測定した。Metabolic suppression を検証するため

に 2-NBDG の細胞内取り込み量を測定した。最後に、Recovery to active status を検証する
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ためにスフェロイドを形成していた細胞の再増殖能を評価した。これらの実験より、どの

項目においても 2 次元培養とスフェロイドの両方で、細胞密度依存的にがん細胞が休眠状

態へ移行することが明らかになった。このことから以降の実験では、スフェロイドを含む

高密度培養を休眠がん細胞のモデルとして使用した。 

 次に、休眠がん細胞に対する一般的な抗がん剤の効能を検証した。細胞周期の S 期に作

用する抗がん剤として CDDP と 5-FU の 2 つを選択し、異なる細胞密度環境下において薬

剤の毒性評価を行った。その結果、休眠がん細胞の割合が多いと考えられる高密度培養下

において、抗がん剤の殺細胞効果が低下した。一般的に、細胞増殖が抑制されている休眠

がん細胞に対して抗がん剤は十分な効果を発揮することができないと報告されており、本

研究もこれに合致する結果となった。 

 当研究室の知見において、通常酸素環境下の in vitro において休眠がん細胞のモデル構

築を行った報告はない。そのため、3 次元培養を用いることで簡単に休眠がん細胞を作成

することができることを示した本章は非常に意義がある研究であると考えられる。休眠が

ん細胞モデルはポルフィリン代謝のみならず、数多のがん研究に対して貢献することが期

待される。 
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3-1 諸言 

 ALA をがん患者に経口投与すると、腫瘍特異的に PpIX の蓄積が認められる。PpIX が

蛍光物質であることを利用して、がん診断(ALA-PDD)に応用されている。また、PpIX は

可視光照射下において活性酸素種を発生させることで細胞死を誘導するため、がん治療

(ALA-PDT)への応用も期待されている。ALA を用いたがん診断・がん治療効果は細胞内の

PpIX 蓄積量と比例するため、がん細胞における PpIX 蓄積量を増加させることを目的とし

た研究が数多く行われている。しかし、ALA 添加による PpIX の蓄積メカニズムは未だ解

明されていない。当研究室の先行研究から PpIX 蓄積量はトランスポーターである PEPT1

および ABCB6 の発現亢進、ABCG2 の発現低下と密接に相関することが明らかになった

[34]。 

 休眠がん細胞はがん再発の一因とされているが、細胞増殖が抑制されているために一般

的な抗がん剤(CDDP, 5-FU)では十分な治療効果が得られない。一方で、休眠がん細胞に対

して ALA を用いたがん診断・がん治療の有効性を検証した報告はない。第 2 章では 3 次

元培養法を用いることで、高密度培養下のがん細胞が休眠状態に移行することを示した。

そこで本章は、がんの休眠性と ALA 添加後の PpIX 蓄積の相関を検証した。さらに、休眠

がん細胞における ALA-PDT 効果を評価し、PpIX 蓄積量と比較した。加えて、PEPT1, 

ABCB6, ABCG2 の発現解析を行い、PpIX 蓄積量と比較した。また、細胞増殖抑制剤を ALA

と併用することで、非休眠がん細胞における ALA-PDT 効果の改善を試みた。 
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3-2 実験方法 

試薬 

 アミノレブリン酸(ALA)塩酸塩はコスモ石油株式会社(東京)から購入した。Methotrexate

はコスモ・バイオ株式会社(東京)より、Cycloheximide は Nacalai Tesque (京都)よりそれぞ

れ購入した。他に用いた試薬は 2-2 章に記したものと同じものである。 

 

共焦点レーザー顕微鏡による PpIX 蓄積の解析 

 解析を行う 24 時間前に細胞に 1 mM ALA を添加した。24 時間後に PBS (-)で 1 回 wash

を行い、HBSS (+)を 3 ml 添加して、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。正立共

焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl Zeiss SAS, Jena, Germany)を用い、倍率 40 倍の水浸レン

ズ、励起波長 405 nm、検出波長 620-700 nm、レーザー強度 2.0%、ピンホールサイズ 1AU

の条件で断面を取得した。取得した画像は LSM780 に付属している解析ソフト ZEN を用

いて解析を行った。 

 

HPLC によるポルフィリン種の定量 

 解析を行う 24 時間前に細胞に 1 mM ALA を添加した。細胞内ポルフィリンを抽出する

ために、細胞を PBS (-)で洗浄後、各 well に 100 - 400 µL の 0.1 M NaOH を加えて細胞溶解

液を調製した。細胞溶解液のうち 50 µL を 1.5 mL チューブに回収後、150 µL の DMF : 2-

プロパノール溶液(100 : 1, v / v)を加えタンパク質を変性させ、細胞内ポルフィリンを抽出

した。変性したタンパク質を除去する目的で 13,400 rpm で 10 分間遠心分離を行い、上清

を回収した。一晩室温・暗所で静置し、ポルフィリノーゲンを酸化させた後 HPLC で分析

した。細胞内ポルフィリン量は、残った細胞溶解液のサンプルを用いて測定したタンパク

質濃度で標準化した。タンパク質濃度は Bradford 法を用いて定量した。 

 ポルフィリンの HPLC 解析には、40°C に維持した逆相 C18 カラム(CAPCELL PAK, C18, 

SG300, 5 µm, 4.6 mm × 250 mm, 資生堂、東京)を備えた Type Prominence システム(島津製
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作所、京都)を使用した。ポルフィリンの溶出には pH 5.2 に調製した 12.5%アセトニトリ

ル含有 1 M 酢酸アンモニウム溶液である移動相 A と、80%アセトニトリル含有 50 mM 酢

酸アンモニウム溶液である移動相 Bを用いた。溶出プログラムは移動相 Aのみで開始し、

流速 1 mL / min で 5 分間、その後、移動相 B を 0 から 100%までリニアグラジエントで 25

分間、さらに移動相 B 100%で 10 分間送液した。溶出液は蛍光分光計を備えた検出器で励

起波長 404 nm、検出波長 624 nm で連続的に検出した。サンプルは 100 µL 注入した。注入

サンプル中のポルフィリン濃度は標準物質で作成した検量線を基に算出した。細胞内で合

成されるウロポルフィリン I (UPI)、ウロポルフィリン III (UPIII)、コプロポルフィリン I 

(CPI)、コプロポルフィリン III (CPIII)、プロトポルフィリン IX (PpIX)のクロマトグラムを

Fig. 3-1 に示す。 

 

 

Fig. 3-1 細胞内で合成される各ポルフィリンのクロマトグラム 

 



第 3 章 休眠がん細胞における PpIX蓄積および ALA-PDT 効果の評価 

59 
 

Western blotting を用いたタンパク質の発現解析 

 ABCG2 以外の細胞溶解液は 2-2 章に記した手法で調整した。ABCG2 は 2 量体を検出す

るために、以下の手順で細胞溶解液を調整した。細胞を PBS (-)で洗浄後、Lysis buffer A (-) 

[50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 20 mM N-methylmaleimide, 1% (v / v) Triton X-100, and protease 

inhibitor cocktail (Nacalai Tesque, 京都)]で処理した。サンプルは 27G の注射針を用いて 10

回、ホモジナイズを行った。1,000 × g、4°C、10 分間遠心分離を行って得られた上清を

細胞溶解液として回収し、以後の実験に使用した。 

 1 次抗体には、抗ヒト Ki-67 抗体 (ab15580, 1:1000 dilution; Abcam, Cambridge, Great 

Britain)、抗ヒト PEPT1 抗体 (ab55936, 1:200 dilution, Abcam, Cambridge, Great Britain)、抗ヒ

ト ABCB6 抗体 (600-401-945, 1:500 dilution, Rockland, Limerick, Ireland)、抗ヒト ABCG2 抗

体 (BXP-21, 1:200 dilution, Convance Research Products, Emeryville, Canada)、抗ヒト Actin 抗

体 (691001, 1:500 dilution, MP Biomedicals, Santa Ana, United States)をそれぞれ使用した。化

学発光は 2-2 章で記した手法を用いて検出した。 

 

光線力学療法(ALA-PDT)の殺細胞効果測定 

 培養細胞に 1 mM ALA を添加し 24 時間培養した。その後、新たな培養液に交換し、SBI

ファーマ株式会社(東京)より供与された LED 照射装置を用いて細胞に 5 分間 LED 照射を

行った(630 nm, 1080 mJ / cm2) [92]。その後さらに 24 時間培養し、MTT 法もしくはトリパ

ンブルー染色法を用いて細胞生存率を測定した[89]。MTT 法は以下のように行った。MTT

試薬 (5 mg / ml)を培養液に添加後、4 時間培養した。その後、培養液と同量の 10% (w / v) 

SDS を加え一晩培養した。MTT 代謝物であるホルマザンは測定波長 570 nm、基準波長 655 

nm における吸光度を Multiskan FC 吸光マイクロプレートリーダ (Thermo Fisher Scientific, 

San Jose, CA)により測定した。 
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3-3 結果と考察 

3-3-1 休眠がん細胞における PpIX蓄積の評価 

 ALA 添加後の PpIX 蓄積と休眠性との関係性を検証するために、共焦点レーザー顕微鏡

および HPLC を用いて PpIX 蓄積を解析した。ALA を添加する濃度・時間は 1 mM・24 時

間とし、がん患者に ALA を投与する場合と比較して特異な条件にならないよう配慮した。

生細胞内の PpIX 蓄積を解析するために正立の共焦点レーザー顕微鏡を用い、観察のため

の検出プログラムを作成した。作成したプログラムは Z 軸に対して 0.7 μm の厚みで写真

を撮影するため、細胞の大きさ(約 10 μm)と比較しても十分な薄さを確保できた。一般的

に共焦点レーザー顕微鏡によるスフェロイドの観察は細胞を有機溶媒で固定してから行

うことが多い。しかし、固定を行うと疎水性である PpIX は細胞外へ流出してしまうため、

PpIX 蓄積を観察するためには生細胞で行う必要がある。一方で、他の 3 次元培養法であ

るマトリゲルなどでは、スフェロイドに対して対物レンズが十分に接近できない。これら

のことをふまえ、本研究では 3 次元培養法として EZSPHERE®を選択し、正立の共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて培養皿の上部から撮影を行うことで、上記の問題を克服した。なお、

スフェロイドにおける PpIX 蓄積の断面図を撮影した共焦点レーザー顕微鏡写真は本研究

が初めてである。 

 スフェロイド用に作成した共焦点レーザー顕微鏡の検出プログラムを用いて、2 次元培

養における異なる細胞密度環境下の PpIX 蓄積を解析した。共焦点レーザー顕微鏡の写真

より、細胞密度依存的に PpIXの発光が強く認められることが明らかになった(Fig. 3-2 (a))。

また、同密度 dish 内の細胞においても、PpIX 蓄積に関して 1 細胞あたり最大 2 倍程度の

差が認められ、蓄積の不均一性が観測された。このことは、同密度 dish 内における BrdU

陽性の不均一性が一因であると考えられる(Fig. 2-5(c))。一方で、低酸素環境下において

PpIX の発光が弱くなったため、PpIX 蓄積増加の原因は低酸素環境ではないことが示唆さ

れた。さらに、細胞を NaOH 水溶液で溶解し、HPLC を用いて細胞内 PpIX の定量を行っ

た(Fig. 3-2 (b))。なお、縦軸は回収した細胞のタンパク質量で補正したため、細胞密度が異
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なっていても単位細胞あたりの PpIX 蓄積量として比較することができる。HPLC による

定量結果から、最も細胞密度が低い 2 次元培養に対してスフェロイドでは PpIX 蓄積が 23

倍も増加した。同一細胞株であるにもかかわらず、PpIX 蓄積が 23 倍も増加することは特

異な現象である。第 2 章より、細胞密度依存的にがん細胞が休眠状態へ移行することが明

らかになったため、がんの休眠性と ALA 添加後の PpIX 蓄積は正の相関を示すことが示唆

された。 

 同様に、異なる大きさのスフェロイドにおいても共焦点レーザー顕微鏡および HPLC を

用いて PpIX 蓄積を解析した(Fig. 3-2 (c)(d))。こちらにおいても細胞密度依存的な PpIX 蓄

積の増加が認められた。また、スフェロイドの外側は内部よりも PpIX 蓄積が多く認めら

れた。PpIX 蓄積が休眠性と正の相関を示すならば、スフェロイド内部の PpIX 蓄積が外部

よりも増加すると予想されるが、予想とは逆の結果となった。この理由として、スフェロ

イド外部の方が内部よりも培地中の ALA を細胞内に取り込みやすいことが考えられる。

以上のことから、3 次元培養においてもがんの休眠性と ALA 添加後の PpIX 蓄積は正の相

関を示した。同時に、休眠がん細胞に対して ALA-PDD、ALA-PDT が効果的であると示唆

された。 
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(c) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(d) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2 休眠性と PpIX 蓄積の相関 

1 mM ALA で 24 時間培養した。HBSS(+)中で共焦点レーザー顕微鏡による生細胞観察を

行った。0.1 M NaOH 溶液で溶解した後に HPLC によって定量した。(Scale bar, 20 μm.) 

(a) 共焦点レーザー顕微鏡による 2 次元培養下の PpIX 蓄積解析  

(b) HPLC による 2 次元培養下の PpIX 蓄積解析 (n=3.) 

(c) 共焦点レーザー顕微鏡による 3 次元培養下の PpIX 蓄積解析 

(d) HPLC による 3 次元培養下の PpIX 蓄積解析 (n=3.) 
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3-3-2 休眠がん細胞におけるALA-PDT 効果の評価 

 PpIX が蓄積した細胞に対して光照射を行うことでアポトーシスやネクローシスを誘導

する治療法が ALA-PDT である。休眠がん細胞における ALA-PDT の殺細胞効果を検証す

るために、PpIX 蓄積後の細胞に赤色光を照射した。その後、細胞のアポトーシス応答が

生じる猶予として、光照射後はインキュベーターで一晩培養し、MTT 法によって細胞生

存率を算出した。 

 2 次元培養において細胞密度依存的に、細胞生存率が低下した(Fig. 3-3(a))。同様に 3 次

元培養においても、スフェロイドの大きさ依存的に細胞生存率が低下した(Fig. 3-3(b))。こ

れらの結果は、細胞内の PpIX 蓄積量が細胞密度依存的に増加したためであると考えられ

る。以上のことから、休眠がん細胞に対して ALA-PDT は特に有効な治療法であると示唆

された。 
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Fig. 3-3 ALA-PDT 効果と休眠性の相関 

1 mM ALA で 24 時間培養後に赤色光を 5 分間照射した。一晩培養後に、MTT 法によって

細胞生存率を測定した。Cell viability [%]は、「hν+ / hν- ×100」で算出した。 

(a) 2 次元培養における ALA-PDT の殺細胞効果 (n = 6.) 

(b) 3 次元培養における ALA-PDT の殺細胞効果 (n = 3.) 
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3-3-3 休眠がん細胞におけるトランスポーターの発現解析 

 ALA 添加後の PpIX 蓄積と強い相関がある 3 つのトランスポーター、PEPT1, ABCB6, 

ABCG2 の発現をタンパク質レベルで解析した。なお、発現解析は細胞に ALA を添加せず

に行った。2 次元培養において、細胞密度依存的に PEPT1 および ABCB6 の発現は亢進し、

ABCG2 の発現は低下した(Fig. 3-4 (a)(b))。スフェロイドにおいても、細胞密度依存的に上

記の傾向が認められた(Fig. 3-4 (c)(d))。すなわち、細胞密度が高い休眠がん細胞は ALA を

取り込みやすく、中間体である CPgenIII のミトコンドリアへの輸送も速い一方で、ABCG2

による PpIX の排出は遅いため細胞内の PpIX 蓄積が増加したと考えられる(Fig. 3-4 (e))。

このことは、休眠性依存的に PpIX 蓄積が増加したことや ALA-PDT 効果が亢進したこと

と一致する。 
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(e) 

 

Fig. 3-4 PpIX 蓄積に関連するトランスポーターの発現解析 

全ての細胞は 4 日間培養した後に Lysis buffer で溶解させた。 

(a) 2 次元培養におけるトランスポーターの発現解析 (Western blotting) 

(b) 2 次元培養におけるバンド強度 

(c) 3 次元培養におけるトランスポーターの発現解析 (Western blotting) 

(d) 3 次元培養におけるバンド強度 

(e) 休眠がん細胞における発現傾向 
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3-3-4 非休眠がん細胞におけるALA-PDT効果の亢進 

 これまでの実験結果より、「細胞密度依存的にがん細胞の細胞増殖が抑制され、休眠状

態へ移行すること」および「休眠性の高いがん細胞においては PpIX 蓄積が多く、ALA-PDT

効果も顕著に現れること」の 2 つを明らかにした。そこで、細胞密度が低い非休眠がん細

胞に対して細胞増殖を抑制した擬似的な休眠状態にすることで、ALA 添加後の PpIX 蓄積

を増加させることができるという仮説を立てた。本仮説を検証するために、PC-3 細胞の

細胞周期を G0 / G1 期で止める薬剤として報告されている Methotrexate (MTX)および

Cycloheximide (CHX)を用いた[97]。非休眠がん細胞モデルは、2 次元培養において細胞密

度を低くすることで構築した。 

 まず始めに、MTX および CHX によって細胞増殖が抑制されることを確かめるために、

Ki-67 を含む遺伝子の発現解析を行った。なお、細胞密度は薬剤添加 48 時間後の回収時に

同じになるように細胞播種数を調整した(Fig. 3-5 (a))。Ki-67 は MTX・CHX の両方で発現

が低下した (Fig. 3-5 (b)(c))。このことから、細胞増殖が抑制されることが確かめられた。

また、薬剤添加によって PEPT1 および ABCB6 の発現は変化しなかったが、ABCG2 の発

現は MTX・CHX の両方で低下した(Fig. 3-5 (b)(c))。このことから、細胞内に PpIX が蓄積

しやすくなると予想される。次に ALA 添加後の PpIX 蓄積を解析した。共焦点レーザー顕

微鏡による観察から、ALA のみを添加した Control に比べて ALA と MTX もしくは CHX

の共添加群では、PpIXの発光が強く認められた(Fig. 3-5 (d))。HPLCによる PpIX定量より、

共添加群はControlに対してPpIX蓄積が約 4倍増加することが明らかになった(Fig. 3-5 (e))。

これは、細胞増殖抑制剤によって細胞が擬似的な休眠状態になったためであると考えられ

る。最後に、共添加群において ALA-PDT 効果を検証した。その結果、共添加群は Control

に比べて顕著に細胞生存率が低下した(Fig. 3-5 (f))。MTX の単独添加においても約 50%の

細胞死が認められたが、CHX の単独添加においては著しい細胞死が認められなかった。

このことから、ALA-PDT 効果の顕著な亢進は薬剤自体の毒性ではなく、がん細胞が擬似

的な休眠状態になり PpIX 蓄積が増加したためであると考えられる。以上のことから、非
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休眠がん細胞においても細胞増殖抑制剤と ALA を併用することで、ALA を用いたがん診

断・がん治療効果を向上させることに成功したと言える。 
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(f) 

 

Fig. 3-5 細胞増殖抑制下における PpIX 蓄積解析 

タンパク質発現は 10 μM Methotrexate (MTX)および 10 μg / ml Cycloheximide (CHX)を 48

時間添加した細胞を用いて解析した。PpIX 蓄積は、細胞増殖抑制剤を 24 時間添加した後

に ALA を 24 時間添加した細胞を用いて解析した。 

(a) 細胞内タンパク質量 (Bradford 法, n = 3.) 

(b) 遺伝子発現解析 (Western blotting) 

(c) Ki-67 および ABCG2 のバンド強度 

(d) 共焦点レーザー顕微鏡による PpIX 蓄積解析 (Scale bar, 20 μm.) 

(e) HPLC による PpIX 蓄積解析 (* ; p < 0.005. n = 3.) 

(f) ALA-PDT による殺細胞効果 (* ; p < 0.003. n = 3.) 

 

 

  

0

20

40

60

80

100

120

Control MTX CHX MTX CHX

C
e
ll

 v
ia

b
il

it
y

[%
]

ALA + ALA -

*

*



第 3 章 休眠がん細胞における PpIX蓄積および ALA-PDT 効果の評価 

75 
 

3-4 結言 

 休眠がん細胞は化学療法や放射線療法に対して抵抗性を持つと言われており、第 2 章に

おいても抗がん剤であるシスプラチンおよび 5-フルオロウラシルに対して抵抗性を持つ

ことを明らかにしている。ALA によって誘導される腫瘍特異的な PpIX 蓄積は、光線力学

診断(ALA-PDD)や光線力学療法(ALA-PDT)に応用されている。そこで、本章では休眠がん

細胞における PpIX 蓄積を解析し、ALA-PDD や ALA-PDT の有効性を検証した。第 2 章で

構築した休眠がん細胞モデルに ALA を添加することにより、休眠状態依存的に PpIX 蓄積

が増加することを明らかにした。このことから、休眠がん細胞に対して ALA-PDD が効果

的であると示唆された。臨床においても、Idoate らが神経膠芽腫において細胞密度が高い

腫瘍では手術中の PpIX の蛍光が強く認められることを報告しており[98]、本研究の理論

と合致する。 

 また、「細胞密度と PpIX 蓄積に関する報告」もしくは「細胞周期と PpIX 蓄積に関する

報告」も存在する。Georgakoudi ら、および Moan らはそれぞれ 2 次元培養において、低

密度培養の細胞よりも高密度培養の細胞の PpIX 蓄積が増加したことを報告している

[99,100]。しかし、それらの報告は PpIX 蓄積が増加したメカニズムに関しては言及をして

いない。さらに Moan らは大腸がん由来細胞株(WiDr)において細胞周期と PpIX 蓄積に関

して報告している[99]。G1 期の細胞と比べて G2・M 期の細胞の PpIX 蓄積量が 1.9 倍増加

したことから、PpIX 蓄積量は単純に細胞の大きさに比例すると彼らは結論づけている。

しかしながら、本研究の細胞増殖抑制剤と ALA を共添加した実験において、細胞の大き

さが変化しなかったにも関わらず 1 細胞あたりの PpIX 蓄積が増加した。このことから、

PpIX 蓄積増加のメカニズムは細胞株によって異なる可能性がある。 

 ALA-PDT による殺細胞効果は休眠状態依存的に亢進した。休眠がん細胞は多くの治療

法に対して抵抗性を持つため、ALA-PDT は休眠がん細胞に対する画期的な治療法になる

と考えられる。 

 続いて PpIX 蓄積に関連するトランスポーターの発現解析を行い、休眠状態依存的に
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PEPT1・ABCB6 の発現が亢進し、ABCG2 の発現が低下することを明らかにした。このこ

とは、PpIX 蓄積増加と合致しており、休眠性が複数遺伝子の発現調整に影響することが

明らかになった。細胞密度や休眠性によって PEPT1, ABCB6, ABCG2 の発現が調整される

ことを示した報告は、今までにない。他の報告より、胃がん由来細胞株および卵巣がん由

来細胞株を用いて形成したスフェロイドにおいて、ABCG2 の発現亢進が示されている

[61,101]。一方で、前立腺がん由来細胞株を用いて作成した本研究のスフェロイドでは

ABCG2 の発現が低下した。また、細胞増殖抑制剤を添加することで ABCG2 の発現が低

下したことから、スフェロイドにおける ABCG2 の発現低下の一因は細胞増殖の抑制であ

ると示唆された。しかし、PEPT1 および ABCB6 の発現が亢進した理由は明らかになって

いない。当研究室の先行報告および他の報告より、PEPT1 および ABCB6 の発現が低酸素

環境下において亢進することが示されている[102–105]。本研究のスフェロイドでは、低酸

素環境下において誘導される転写因子である HIF の発現は認められなかった。加えて、

HIFの安定化剤である塩化コバルト(CoCl2)やDimethyloxaloylglycine (DMOG)を添加しても

PpIX 蓄積の増加は観測されなかった。さらに、低酸素環境下において ALA を添加すると

細胞外に排出される Coproporphyrin III もスフェロイドにおいて検出されなかった[102]。

以上のことから、低酸素環境が PpIX 蓄積増加の主要因ではないと示唆された。TNF-α や

IFN-γ が PEPT1 の発現と活性を亢進することが知られているため、トランスポーターの発

現変化は細胞密度依存的なサイトカイン濃度の分布によってもたらされた可能性がある

[106]。 

 最後に、細胞増殖抑制剤である Methotrexate (MTX)や Cycloheximide (CHX)を ALA と共

添加することにより、細胞密度が低い非休眠がん細胞に対して ALA-PDT 効果を亢進でき

ることを示した。MTX と ALA を共添加することで ALA-PDT 効果が亢進することは、皮

膚がんと前立腺がんに対してそれぞれ報告があり、本研究と合致する[107,108]。それらの

報告は CPOX の発現および活性が亢進したために PpIX 蓄積が増加したと主張しており、

がん細胞の休眠性には言及していない。本研究は、ALA-PDT 効果亢進の原因が休眠性で
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あると示した初めての報告である。 
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4-1 諸言 

第 2 章では 3 次元培養を用いて休眠がん細胞のモデルを構築し、第 3 章では休眠がん細

胞において PpIX の蓄積が多いため、手術中の診断に適するだけではなく、ALA-PDT に対

してより感受性が高いことを示した。加えて、低分子の抗がん剤を用いてがん細胞の細胞

周期を停止させることにより、PpIX 蓄積を一層増加させることが可能であることを示し

た。しかしながら、ALA-PDT によってがん細胞スフェロイドの全細胞を細胞死に誘導す

ることが可能となった訳ではなく、一部の細胞の生存が確認された(Fig. 3-3)。本研究にて

用いたスフェロイドは厚みが比較的均一であるため、低酸素・低栄養が生じづらい。その

ため、細胞が生存を続けた理由としてスフェロイド内における照射光の減衰が一因として

挙げられる。以下の章では、深部腫瘍においても認められる照射光の減衰を想定して低用

量の光照射を行った際のがん細胞の解析を行った。 

 ALA はヘムの前駆体であり、がん細胞における PpIX 蓄積以外にも多くの遺伝子変化・

代謝変化を生体に及ぼすことが報告されている。例えば、シトクロム P450 は薬剤代謝に

関わる酵素であるが、活性中心にヘムを持つため、ALA によって活性が亢進し、プロド

ラッグを活性代謝物に変換する能力が向上する[109]。また、ミトコンドリアの電子伝達系

の構成因子であるコンプレックス IV もヘムタンパク質であるため、ALA によって活性が

亢進し、活性酸素種（ROS）の発生を通じてがん細胞をアポトーシス誘導する[110]。加え

て、ALA によって誘導されたヘムの分解物である一酸化炭素がマクロファージの免疫応

答に関わる[111]。光照射を行わない ALA 単独でも数多の効果が認められるため、がん細

胞に対して低用量の光照射を行った際には多くの挙動変化が推測され、解析が難航するこ

とが予想された。そのため、本章では、ALA 添加後の PpIX 蓄積が少なく、がん細胞と比

較してゲノム変異が少ない正常細胞に光照射を行い、正常細胞の遺伝子変化・代謝変化を

解析することにより、がん細胞に対する低用量の光照射試験の事前検証を行うことを目的

とした。 

 ROS は生存に必要な生理機能を制御している重要な分子である。ROS は特定のタンパ
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ク質を修飾することで、そのタンパク質の活性スイッチとして働いている。特に、転写因

子の活性を変化させ、様々な遺伝子の発現を調節していることが知られている。正常細胞

に ALA を添加すると細胞内にヘムと微量の PpIX が蓄積することが知られている[112]。

また一方で、ALA 添加によって細胞内に蓄積するヘムは、REV-ERBα をはじめとした転

写因子の活性を制御していることが知られている[113–115]。そこで、ヘムを介した遺伝子

発現変化の確認もあわせて行った (Fig. 4-1)。 

 

 

Fig. 4-1 ALA 添加後の光照射により起こると予想される遺伝子発現応答 
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4-2 実験方法 

試薬 

 アミノレブリン酸 (5-Aminolevulinic acid, ALA) 塩酸塩はコスモ石油株式会社 (東京) 

から購入した。〔3-(4, 5-Dimethylthial-2-yl)-2, 5-Diphenyltetrazalium Bromide〕(MTT 試薬) 、

N-Acetyl-L-cysteine (NAC) は Sigma Aldrich (St. Louis, MO) か ら 購 入 し た 。

2,7-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) は和光純薬工業株式会社 (大阪) から

購入した。DMEM (高グルコース ) 培地、Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution 

(ABAM)、Protease inhibitor cocktail は Nacalai Tesque (京都) から購入した。ウシ胎児血清 

(FBS) は Biowest (Nuaillé, France) から購入した。その他、すべての試薬は分析グレードの

ものを使用した。 

 

細胞培養 

 ヒト胎児腎由来正常細胞株である HEK293 細胞は SBI ファーマ株式会社 (東京) より供

与された。細胞は 10%の非働化 FBS、ABAM を添加した DMEM (高グルコース) 培地で

37°C、5% CO2のインキュベーター内で培養した。 

 

HEK293 に対する ALA 添加と光照射 

 HEK293を35-mm dishもしくは96-well plate (ともにThermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA) に播種した。35-mm dish に対しては 1.0×106個の細胞を播種し、96-well plate に対し

ては 35-mm dish の場合と同様の細胞密度となるよう播種した。播種より 24 時間培養した

後培地交換を行い、適当な濃度で ALA を細胞に添加した。さらに 4 時間培養した後に 635 

nm, 6.01 mW/cm2の条件で 5 分間光照射し、以降の実験を行った。光照射装置は SBI ファー

マ株式会社 (東京) から供与された (Fig. 4-2)。 
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A 
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Fig. 4-2 光照射装置 

(A) 光照射装置の概観 (B) 光照射装置の発光スペクトル  
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HPLC を用いた PpIX 定量 

 細胞に適当な濃度の ALA を添加した後、4 時間培養した。PBS (-) で洗浄後、200 µl の

0.1 N NaOH を加え溶解した。その後、サンプルの一部を回収し、Quick Start™ Bradford プ

ロテインアッセイ (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA) を用いてタンパク質量を定量した。残り

のサンプルから 50 μl 回収し、pH 5.2 に調製した 12.5%アセトニトリル含有 1 M 酢酸アン

モニウム溶液である移動相 A と、80%アセトニトリル含有 50 mM 酢酸アンモニウム溶液

である移動相 B の混合液 (1：9、v / v) を 150 μL 加え撹拌した。4°C、10,000 × g で 10 分

間遠心分離し、変性タンパク質の沈殿を除いて得られた上清を PpIX 抽出液として HPLC

解析に用いた[116–118]。 

PpIX の HPLC 解析には、40°C に維持した逆相 C18 カラム (CAPCELL PAK, C18, SG300, 

5 µm, 4.6 mm × 250 mm, 資生堂、東京) を備えた Prominence システム (島津製作所、京都) 

を使用した。溶出プログラムは移動相 A：移動相 B ＝ 1：9 で開始し、流速 2 mL / min で

7 分間送液した。サンプル中の PpIX 濃度は分光検出器を用いて励起波長 404 nm、蛍光波

長 624 nm で検出し、標準物質で作成した検量線に基づいて算出した。内部標準には

Bradford 法によって算出したタンパク質量を用いた。 

 

Fig. 4-3 PpIX 標準物質を検出したときの HPLC クロマトグラム 

 

PpIX 
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MTT 試験による細胞生存率測定 

 MTT 試薬 (5 mg / ml) を培養液に添加後、4 時間培養した。その後、培養液と同量の 10% 

(w / v) SDS を加え一晩培養した。MTT 代謝物であるホルマザンは測定波長 570 nm、基準

波長 655 nm における吸光度を Multiskan FC 吸光マイクロプレートリーダー (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA) により測定した。 

 

シュウ酸法を用いたヘム定量 

 培養細胞を PBS (-) で洗浄した後、400 μLの 0.02 N NaOH で溶解した。40 μL の細胞溶

解液と 960 μL の 2 M シュウ酸を混合し、混合液を 95°C で 30 分間加熱した。これにより

細胞溶解液中のヘム 1 分子が PpIX 1 分子へと変換される[119]。混合液を充分ピペッティ

ングした後、4°C、5,000 × g で 10 分間遠心分離し、上清を測定溶液とした。SBI ファー

マ株式会社 (東京) より供与された蛍光測定器により、励起波長 405 nm、蛍光波長 605 nm、

基準波長 750 nm で PpIX を検出し、標準物質で作成した検量線に基づいて PpIX 濃度を算

出した。95°C で加熱したサンプルの PpIX 濃度から、加熱しなかったサンプルの PpIX 濃

度を引くことで、ヘム濃度を算出した。 

 

SYBR Green I 検出系を用いた qRT-PCR による mRNA 発現解析 

培養細胞からの total RNA 抽出には NucleoSpin® RNA II (MACHEREY-NAGEL, Düren, 

Mannheim, Germany) を使用した。抽出した total RNA を鋳型に、PrimeScript RT reagent Kit 

with gDNA Eraser (TaKaRa バイオ、滋賀) を使用して、1 µg の完全長 1 本鎖 cDNA を逆転

写反応によって合成した。各遺伝子の mRNA 発現量を、SYBR Premix ExTaq (TaKaRa バイ

オ、滋賀) を用いて Thermal Cycler Dice® Real Time System Single (TaKaRa バイオ、滋賀) に

よって測定した。各遺伝子に特異的なプライマーとしては Table. 4-1 に示す通りである。

各標的遺伝子の発現量は内部標準として測定した Actinβ の発現量で標準化した。 
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Table. 4-1 第 4 章で使用した qRT-PCR 用プライマー 

 

 

DCFH-DA を用いた ROS 発生量測定 

 培養細胞に ALA を添加して 4 時間培養した。PBS (-) で洗浄した後、培地を無血清培地

に交換し、10 μMのDCFH-DAを添加した。30分培養した後に培地を破棄し、1 mLのHanks' 

Balanced Salt solution (HBSS(-)) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) を加えた。635 

nm, 6.01 mW/cm2の条件で 5 分間光照射した後に HBSS (-) を破棄し、再度 200 μL の HBSS 

(-) を細胞に加え、セルスクレーパーを用いて細胞を回収した。その後回収した溶液を

HBSS (-) で適宜希釈し、分光蛍光光度計 F-7000 (株式会社日立ハイテクサイエンス, 東京) 

を用いて蛍光を測定した。DCFH-DA の代謝物である DCFH が ROS と反応することによっ

て生成する DCF は、励起波長 480 nm、蛍光波長 522 nm で検出した (Fig. 4-4)。 

Gene F / R Primer sequence Amplicon

Forward AACCATGCCTCCATGATCCAA

Reverse ACTCATGGGCCACATCACACA

Forward GCATGACCTACCAGGACAGAACT

Reverse TCCGAGCTGCCTGTCTCTCT

Forward GCTCAAAAAGATTGCCCAGAA

Reverse TCACATGGCATAAAGCCCTACA

Forward TGCTTAAGGCTGGCACCTTTG

Reverse CTGAAGTCGAACATGGCACTGAG

Forward GCCTACTATCAGGCCAGGCTCA

Reverse AGCCATTGCTGCCTCATCATTAC

Forward GCAGACCAGCATGACAGATTT

Reverse GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA

Forward TGGCACCCAGCACAATGAA

Reverse CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA

ALAS1

186 bp

70 bp

149 bp

160 bp

429 bp

147 bp

199 bp

ACTINβ

p21

BMAL1

REV-ERBα

HO-1

PAI-1
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Fig. 4-4 DCFH-DA を用いた ROS の検出 

DCFH-DA は無蛍光物質であり、細胞膜を通過して細胞内に入る。DCFH-DA は細胞内で

エステラーゼにより無蛍光物質である DCFH に変換される。DCFH は ROS による攻撃を

受けて蛍光物質である DCF に変換される。本研究ではこの DCF の蛍光を測定し、ROS

発生の目安とした。  

DCFH-DA

(無蛍光)

DCFH-DA

(無蛍光)

細胞膜

細胞外

細胞内

DCFH

(無蛍光)

エステラーゼ

ROS

DCF

(蛍光)
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4-3 結果と考察 

4-3-1 ALA添加後の光照射による細胞生存率評価 

 本章では ALA 添加とその後の光照射によって遺伝子発現が変化する様子の観察を目的

とする。よって、ALA 添加後の光照射によって培養細胞が死滅しないような条件を見出

すために、以下の実験を行った。 

 はじめに、ALA 添加により細胞内に光増感分子である PpIX が蓄積することを確かめた 

(Fig. 4-5)。ヒト胎児腎由来細胞株 HEK293 に対し ALA を添加し、4 時間培養した後に細胞

溶解液を回収した。細胞溶解液を HPLC によって解析し、細胞内に蓄積した PpIX を定量

した。Fig. 4-5 より、ALA 500 μM 以上では細胞内に PpIX が蓄積することが示された。ゆ

えに、500 μM 以上の ALA を細胞に添加し 4 時間培養した後に光照射を行うと、ROS が発

生し、細胞が死滅する可能性があることが示唆された。 
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Fig. 4-5 ALA 添加による光増感分子 PpIX の蓄積 

ALA 添加後 4 時間時点の細胞内 PpIX 量を HPLC により定量した。細胞溶解液中のタンパ

ク質量をBradford法により測定し、内部標準として用いた。N.D.はPpIXが検出されなかっ

たことを表す。(n = 3.) 

 

 続いて、実際に ALA 添加後に光照射を行い、細胞が死滅するか確認した (Fig. 4-6)。細

胞に ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に光照射を 5 分間行った。

光照射から 24 時間培養した後に、細胞死判定法のひとつである MTT 法により細胞生存率

を測定した。Fig. 4-6 より、ALA 1000 μM 以上では光照射により細胞死が観察された。一

方で、ALA 500 μM 以下では細胞死が観察されなかった。よって本章の以降では、ALA 500 

μM を添加し 4 時間培養した後に 5 分間光照射を行う条件で実験を進めることとした。 
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Fig. 4-6 光照射 24 時間後の細胞生存率 

ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2の条件で光照射を行い、24 時間培養した後に

MTT 法により細胞生存率を測定した。ALA 0 μM (ALA 非添加群) における吸光度を 100%

とし、細胞生存率を算出した。グラフの右から 1 つ目のマーカーが ALA 2000 μM (生存率

60.0%)、2 つ目のマーカーが ALA 1000 μM (生存率 91.5%)、3 つ目が ALA 500 μM (生存

率 121.6%) を表す。(n = 6.) 
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4-3-2 ALA添加後の細胞内ヘム蓄積とヘム応答性遺伝子の発現変化 

 ヘムは多くのタンパク質の補欠分子族としてはたらく。ヘムをリガンドにもつタンパク

質には転写因子が含まれており、細胞内ヘム量に応答して様々な遺伝子の発現が変化して

いる[113–115,120,121]。本項では、細胞に ALA を添加することによって細胞内にヘムを蓄

積させ、それにより遺伝子発現を変化させることができるか検証した。 

 はじめに、ALA 添加によって細胞内にヘムが蓄積することを確かめた (Fig. 4-7(a))。細

胞に 500 μM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に 5 分間光照射

を行った。その後、所定の時刻に細胞溶解液を回収し、シュウ酸法によって細胞内ヘム量

を測定した。Fig. 4-7(a)より、光照射の有無にかかわらず、ALA 添加によって細胞内にヘ

ムが蓄積することが示された。特に、光照射後 1 時間時点で顕著なヘムの蓄積が観察され

た。このことから、ALA 添加によってヘム応答性遺伝子の発現が変化する可能性が示唆

された。 

 続いて、ALA 添加によってヘム応答性遺伝子の発現が変化するか調べた。ALA synthase 

-1 (ALAS1) はヘム応答性転写因子である REV-ERBα などによりその発現が調節される遺

伝子である[122,123]。そこで、ALAS1 の発現を確認した (Fig. 4-7(b))。細胞に 500 μM の

ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に 5 分間光照射を行った。その

後、細胞内にヘムが蓄積していた光照射 1 時間後に mRNA を回収し、qRT-PCR 法によっ

て ALAS1 の発現を解析した。Fig. 4-7(b)より、光照射の有無にかかわらず、ALA 添加によっ

て ALAS1 の発現が減少した。このことから、ALA 添加によって細胞内にヘムが蓄積し、

それによりヘム応答性遺伝子の発現が変化することが示唆された。ゆえに、ALA 添加に

よってヘムに応答する多くの遺伝子の発現を調節できると期待できる。  
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   (a) 

 

   (b) 

 

Fig. 4-7 ALA 添加によるヘム応答性遺伝子の発現変化 

(a) 500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、その後

回収した細胞溶解液中のヘムを定量した。(n = 3.) 

(b) 500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、1 時間

後に mRNA を回収した。逆転写反応を用いて mRNA から cDNA を作製し、qRT-PCR 法により

ALAS1 の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。*; p < 0.01 vs. Control. (n 

= 2.)  
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4-3-3 ALA添加後の光照射によるROSの発生 

 細胞に対するALAの添加は、細胞内にPpIXの蓄積を引き起こす (Fig. 4-5)。PpIXに対して光

照射を行うとROSが発生し、そのROSによって様々な遺伝子発現が変化すると予想される。本

項では、ROSによる遺伝子発現変化を観察するする準備として、ALA添加後の光照射によって

実際にROSが発生することを確認した。 

 はじめに、ROS測定用蛍光プローブDCFH-DAを用いて、ALA添加後の光照射によって発生

したROSを定量した (Fig. 4-8(a))。細胞に 500 μM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培

地交換を行い、DCFH-DA を添加した。30 分後に光照射を行い、回収した細胞中の蛍光を

測定した。Fig. 4-8 より、ALA 2000 μM では非常に高い蛍光が観察された。このことから、

ALA 2000 μM 添加後の光照射は、細胞内に大量の ROS を発生させることが示唆された。

また ALA 500 μM では、ALA 0 μM と有意差はないものの高い蛍光が得られた。このこと

から、ALA 500 μM 添加後の光照射は、細胞内に微量の ROS を発生させることが示唆され

た。以上を踏まえると、Fig. 4-6 において ALA 2000 μM で細胞が 40%ほど死滅していた原

因は、ROS が大量に発生したためであると考えられる。一方で、Fig. 4-6 において ALA 500 

μM では細胞がすべて生存していた。よって ALA 500 μM 添加後の光照射は、細胞への傷

害をある程度抑えつつ遺伝子発現を変化させることが期待できる。 

 Plasminogen activator inhibitor -1 (PAI-1)は ROS によって発現が誘導されることが広く知

られている遺伝子である[124]。そこで、ALA 添加後の光照射によって PAI-1 の発現が上

昇するか確かめた  (Fig. 4-8(b))。細胞に 500 μM の ALA と ROS の消去剤である

N-Acetyl-L-cysteine (NAC)を 10 mM 添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に 5

分間光照射を行った。光照射 4 時間後に mRNA を回収し、qRT-PCR 法によって PAI-1 の

発現を解析した。Fig. 4-8 より、ALA 添加のみでは PAI-1 の発現は上昇しなかったが、ALA

添加後に光照射を行うと PAI-1 の発現が上昇した。また、ALA と NAC を共添加した後に

光照射を行った場合、NAC を添加しなかった場合と比較して PAI-1 の発現は大きく減少し

た。以上より、ALA 添加後の光照射による ROS の発生が遺伝子応答からも示唆された。  
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    (a) 

 

    (b) 

 
Fig. 4-8 ALA 添加後の光照射による ROS の発生 

(a) ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、ROS 測定用蛍

光プローブ DCFH-DA を用いて発生した ROS を定量した。細胞溶解液中のタンパク質量を

Bradford 法により測定し、内部標準として用いた。ALA 0 μM (非添加) 群の蛍光強度を 1.0 とし

た。*; p < 0.01 vs. Control. ( n= 3.) 

(b) 500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、4 時間

後に mRNA を回収した。逆転写反応を用いて mRNA から cDNA を作製し、qRT-PCR 法により

PAI-1 の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。Control の発現を 1.0 とした。

*; p < 0.001. (n = 2.)  
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 Heme oxygenase -1 (HO-1) はヘムを分解する酵素であり、細胞内にヘムが蓄積するとそ

の発現が誘導される[125]。一方で、HO-1 は ROS の発生によっても発現が誘導される遺伝

子である[126]。これは、HO-1 によってヘムが分解されると、抗酸化分子であるビリベル

ジンが産生するためであると考えられている[127–130]。それゆえ HO-1 はヘム分解だけで

はなく、抗酸化酵素としての役割も担っている。ここでは、ALA 添加後に光照射を行い、

HO-1 の発現を測定することで、ヘム蓄積と ROS 発生の目安とした (Fig. 4-9)。細胞に 500 

μMの ALAを添加し、4時間培養した後に培地交換を行い、直後に 5分間光照射を行った。

その後、所定の時刻に mRNA を回収し、qRT-PCR 法によって HO-1 の発現を解析した。

Fig. 4-9 より、光照射 0 分後 (ALA 添加から 4 時間後) には、ALA 群・ALA + 光群ともに

HO-1 の発現が上昇した。これは ALA 添加によって細胞内にヘムが蓄積したためと考えら

れる。また光照射から 120 分以降では、ALA + 光群の発現がさらに上昇した。この上昇

分は、ALA 添加後の光照射によって発生した ROS の影響であると考えられる。以上より、

ALA 添加により細胞内にヘムが蓄積し、さらに光照射を行うことによって ROS が発生す

ることが改めて示された。 
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Fig. 4-9 光照射後の HO-1 発現 

500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2の条件で光照射を行い、qRT-PCR 法

により HO-1 の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。横軸 0 min 時の

Control の発現を 1.0 とした。(n = 2.)  
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4-3-4 ALA添加後の光照射による遺伝子発現変化 

 これまでの結果より、ALA添加後の光照射はREV-ERBαの転写因子活性を上昇させつつ、細

胞内にROSを発生させることが示された。そこで本項では、ROSにより実際に発現が変化する

遺伝子を探索した。細胞に 500 μM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、

直後に 5 分間光照射を行った。その後、所定の時刻に mRNA を回収し、qRT-PCR 法によっ

て種々の遺伝子の発現を解析した。実験の結果、ALA 添加後の光照射によって 3つの遺伝子

の発現が変化した (Fig. 4-10)。p21は細胞周期関連遺伝子のひとつであり、細胞周期のG1期から

S 期へ移行するのを妨げるはたらきをもつ[131,132]。また、HO-1 の下流に p21 が存在する報告

があり[133]、Fig. 4-9にて認められたHO-1の発現亢進に伴って p21の発現が亢進する可能性が

ある。REV-ERBα と BMAL1 は体内時計を調節する時計遺伝子のひとつである[134–136]。これ

らの遺伝子は、ALA添加のみでは発現が変化しなかったが、ALA添加後に光照射を行うと発現

が上昇した。よって、ALA 添加後の光照射は様々な遺伝子の発現を変化させ、その結果生理機

能を制御できる可能性が考えられる。 

 続いて、ALAと同時にROS消去剤であるNACを添加した後に光照射を行い、p21、REV-ERBα、

BMAL1の発現を解析した。Fig. 4-11より、ALA と NAC を共添加した後に光照射を行った場

合、NAC を添加しなかった場合と比較して各遺伝子の発現は減少し、かつ Control と同程

度になった。このことから ALA 添加後の光照射によって種々の遺伝子発現が変化した原

因は ROS にあることが示唆された。 
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    (a) 

 

 

(b)         (c) 

 
Fig. 4-10 光照射後の種々の遺伝子発現 

500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、qRT-PCR 法に

より各遺伝子の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。横軸 0 min 時の

Control の発現を 1.0 とした。(n = 2.) 

(a)  p21 の mRNA 発現 

(b)  REV-ERBα の mRNA 発現 

(c)  BMAL1 の mRNA 発現 
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    (a) 

 

 

(b)         (c) 

 
Fig. 4-11 ROS 消去剤を添加した場合の遺伝子発現 

500 μM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2 の条件で光照射を行い、qRT-PCR 法に

より各遺伝子の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。横軸 0 min 時の

Control の発現を 1.0 とした。(n = 2.) 

(a)  p21 の mRNA 発現 

(b)  REV-ERBα の mRNA 発現 

(c)  BMAL1 の mRNA 発現 
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4-4 結言 

 ROS は酸化ストレスの原因となる分子だが、同時に生理機能を制御する役割をもってい

る。そのため、生体内においては ROS の濃度が適切に保たれており、細胞を傷害するこ

となく多くのシグナル伝達や遺伝子発現が制御されている。本章では、ALA と赤色光を

用いて、正常細胞において微量の ROS を発生させることによって種々の遺伝子の発現変

化を解析した。また、ALA 添加によって細胞内に蓄積したヘムによっても遺伝子発現の

変化が起こるか検証した。 

 はじめに、ALA 添加後の光照射によって、細胞死が起こらない条件を見つけた (Fig. 4-6)。

次に、その条件下で細胞内にヘムが蓄積し、それによって遺伝子発現の変化が起こること

を確かめた (Fig. 4-7)。ヘムは REV-ERBα をはじめとした様々な遺伝子の転写因子活性を

調節している[113–115]。ALAS1 は REV-ERBα によって発現が調節される遺伝子であるこ

とから[122]、細胞に対する ALA 添加により REV-ERBα の転写因子活性が上昇したことが

示唆された。また、ヘムをリガンドにもつその他の転写因子の活性も変化していると予想

できる。つづいて、ALA 添加によって細胞内に PpIX が蓄積し、その後の光照射によって

ROS が発生することを確認した (Fig. 4-8)。そして、発生した ROS によって種々の遺伝子

発現が変化していることを確かめた (Fig. 4-10, 4-11)。p21 は細胞周期の G1期から S 期へ

の移行を妨げる遺伝子である[131]。今回の結果から、ALA 添加後の光照射は細胞周期の

移行を停滞させ、細胞増殖を抑制できることが示唆された。一方で、REV-ERBα と BMAL1

は体内時計を調節する時計遺伝子のひとつである[134–136]。このことから、ALA 添加後

の光照射は体内時計機能に影響をあたえることができると示唆された。本章より、ALA

と光照射はヘムや ROS を介して、細胞増殖を始めとする多くの生理現象を制御できるこ

とが示唆された。 
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5-1 諸言 

 第 4 章より、細胞に対する ALA 添加後の光照射は、種々の遺伝子発現を変化させるこ

とが示された。特に Fig. 4-10 および 4-11 において確認された p21 の発現亢進はがん細胞

の細胞増殖を抑制する可能性がある。この知見を踏まえて、第 5 章では、正常細胞株では

なく、第 2 章および第 3 章において用いたヒト前立腺がん由来細胞株 PC-3、加えてヒト

胃がん由来細胞株 MKN45 を選択して検証した。 

 生体内の腫瘍に光照射を行うと、腫瘍表面には光が直接当たり大量の ROS が発生する

ため、表面のがん細胞は死滅する。しかし、照射面から遠い腫瘍深部やスフェロイド深部

では、光が組織を通過することによって減衰するため、十分量の ROS が発生せず、細胞

死が生じない(Fig. 5-1)[137,138]。つまり、ALA-PDT には腫瘍深部のがん細胞を死滅させ

づらいという問題点があるといえる。この問題点は、現在の技術で解決しきれるものでは

ない。一方で ALA-PDT 後の腫瘍深部のがん細胞は、細胞死が起こらない程度の ROS によ

り刺激を受けており、治療の前後で細胞の性質が変化している可能性がある。第 4 章でみ

られた現象ががん細胞でも引き起こされるとすれば、腫瘍深部のがん細胞の遺伝子発現は

ALA-PDT の前後で変化していると予想できる(Fig. 5-1)。また、遺伝子発現の変化に伴い、

生理機能にも変化が生じている可能性がある。そこで本章では、ALA-PDT を行った後の

腫瘍深部のがん細胞を始めとした、光照射量が十分でなかったために細胞死まで至らな

かった細胞を想定して実験モデルを構築した。つまり、ALA 添加後に低用量光照射を行っ

て、がん細胞株に細胞死が起こらない程度の ROS を発生させ、その後の遺伝子発現の変

化を測定した。また、細胞周期関連遺伝子の発現変化に注目し、細胞増殖の抑制について

も併せて検証した。 
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Fig. 5-1 生体の腫瘍に対して ALA-PDT を行った際の細胞の応答 
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5-2 実験方法 

試薬 

 アミノレブリン酸 (5-Aminolevulinic acid, ALA) 塩酸塩はコスモ石油株式会社 (東京) 

から購入した。〔3-(4, 5-Dimethylthial-2-yl)-2, 5-Diphenyltetrazalium Bromide〕(MTT 試薬) 、

RPMI1640 培地、Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (ABAM)、Protease inhibitor 

cocktail は Nacalai Tesque (京都) から購入した。ウシ胎児血清 (FBS) は Biowest (Nuaillé, 

France) から購入した。その他、すべての試薬は分析グレードのものを使用した。 

 

細胞培養 

 ヒト胃がん由来細胞株 MKN45 は理研 BRC (茨城) より購入した。ヒト前立腺がん由来

細胞株である PC-3 細胞は井上啓史博士 (高知大学) から供与された。細胞は 10%の非働

化 FBS、ABAM を添加した RPMI1640 培地で 37°C、5% CO2のインキュベーター内で培養

した。 

 

MKN45, PC-3 に対する ALA 添加と光照射 

 MKN45, PC-3 を 35-mm dish もしくは 96-well plate (ともに Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA) に播種した。35-mm dish に対しては 0.5×106個もしくは 0.05×106個の細胞

を播種し、96-well plate に対しては 35-mm dish の場合と同様の細胞密度となるよう播種し

た。一晩培養した後培地交換を行い、適当な濃度で ALA を細胞に添加した。さらに 4 時

間培養した後に 5 分間光照射し、以降の実験を行った。光照射装置は SBI ファーマ株式会

社 (東京) から供与された (Fig. 4-2)。 

 

MTT 試験による細胞生存率測定 

 MTT 試薬 (5 mg / ml) を培養液に添加後、4 時間培養した。その後、培養液と同量の 10% 

(w / v) SDS を加え一晩培養した。MTT 代謝物であるホルマザンは測定波長 570 nm、基準
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波長 655 nm における吸光度を Multiskan FC 吸光マイクロプレートリーダー (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA) により測定した。 

 

SYBR Green I 検出系を用いた qRT-PCR による mRNA 発現解析 

培養細胞からの total RNA 抽出には NucleoSpin® RNA II (MACHEREY-NAGEL, Düren, 

Mannheim, Germany) を使用した。抽出した total RNA を鋳型に、PrimeScript RT reagent Kit 

with gDNA Eraser (TaKaRa バイオ、滋賀) を使用して、1 µg の完全長 1 本鎖 cDNA を逆転

写反応によって合成した。各遺伝子の mRNA 発現量を、SYBR Premix ExTaq (TaKaRa バイ

オ、滋賀) を用いて Thermal Cycler Dice® Real Time System Single (TaKaRa バイオ、滋賀) に

よって測定した。各遺伝子に特異的なプライマーとしては Table 3-1 に示す通りである。

各標的遺伝子の発現量は内部標準として測定した Actinβ の発現量で標準化した。 

 

Table 5-1 第 5 章で使用した qRT-PCR用プライマー 

 

 

Western blotting を用いたタンパク質の発現解析 

タンパク質発現解析のために、所定の処理を行った各細胞から細胞溶解液を以下の手順

で調製した[89]。細胞を PBS (-) で洗浄後、Lysis buffer A (+) [50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 20 

mM N-methylmaleimide, 1 mM DTT, 1% (v / v), 1% (v / v) Triton X-100, and Protease inhibitor 

cocktail (Nacalai Tesque, 京都)]で処理した。サンプルは 27G の注射針を用いて 10 回、ホモ

Gene F / R Primer sequence Amplicon

Forward TGCTTAAGGCTGGCACCTTTG

Reverse CTGAAGTCGAACATGGCACTGAG

Forward GCCTACTATCAGGCCAGGCTCA

Reverse AGCCATTGCTGCCTCATCATTAC

Forward GCAGACCAGCATGACAGATTT

Reverse GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA

Forward TGGCACCCAGCACAATGAA

Reverse CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA

REV-ERBα 160 bp

BMAL1 149 bp

p21 70 bp

ACTINβ 186 bp
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ジナイズを行った。1,000 × g、4°C、10 分間遠心分離を行って得られた上清を細胞溶解液

として回収し、以後の実験に使用した。 

 サンプルは SDS-PAGE サンプルバッファーで処理した。その後、サンプル中のタンパク

質溶液は 7.5%もしくは 15%のポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE によって分離した。

分離したタンパク質は Immobilon-P PVDF membrane (Millipore Corp., MA) に転写後、5% (w 

/ v) スキムミルクを溶解した TTBS [20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% (v / v) 

Tween 20] で、1 時間以上室温でブロッキングした。1 次抗体には、抗ヒト p21 抗体 (sc-397, 

1:200 dilution, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, United States)、抗ヒト Ki-67 抗体 

(ab15580, 1:1000 dilution; Abcam, Cambridge, UK)、抗ヒト Actin 抗体 (691001, 1:500 dilution, 

MP Biomedicals, Santa Ana, United States) をそれぞれ使用した。2 次抗体には西洋ワサビペ

ルオキシダーゼ (HRP) を結合した抗マウス IgG 抗体および抗ラビット IgG 抗体 (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA) を 3,000 倍希釈で使用した。HRP の基質である Western 

Lightning Chemiluminescent Reagent Plus (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, 

MA) もしくは Western BLoT Ultra Sensitive HRP Substrate (TaKaRa Bio, 滋賀) を用いて化

学発光によってタンパク質を検出した。発光は Lumino Imaging Analyzer LAS-4000 mini (GE 

Healthcare UK, Amersham Place, England) で検出した。 

 

トリパンブルー染色を用いた細胞増殖評価 

 約 24 時間おきにトリプシンを用いて細胞を回収した。回収した細胞はトリパンブルー

で生死判定を行い、生細胞数を計測した。縦軸に細胞数、横軸に回収時刻をとるグラフを

作成し、細胞増殖曲線とした。 

 

PrimerArray®を用いた細胞周期関連遺伝子発現の網羅解析 

 培養細胞からの total RNA 抽出には NucleoSpin® RNA II (MACHEREY-NAGEL, Düren, 

Mannheim, Germany) を使用した。抽出した total RNA を鋳型に、PrimeScript RT reagent Kit 
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with gDNA Eraser (TaKaRa バイオ、滋賀) を使用して、1 µg の完全長 1 本鎖 cDNA を逆転

写反応によって合成した。その後、PrimerArray® Cell cycle (Human) (TaKaRa バイオ、滋賀) 

を用いて細胞周期関連遺伝子の発現を網羅的に測定した。測定結果は PrimerArray Analysis 

Tool Ver.2.2 (TaKaRa バイオ、滋賀) を用いて解析した。 
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5-3 結果と考察 

5-3-1 ALA添加後の光照射による細胞生存率評価 

 ヒト胃がん由来細胞株 MKN45、ヒト前立腺がん由来細胞株 PC-3 に対して ALA を添加

し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に光照射を 5 分間行った。光照射から 24

時間培養した後に、細胞死判定法のひとつである MTT 法により細胞生存率を測定した。

Fig. 5-2 より、高濃度の ALA を添加した場合、光照射により細胞死が観察された。特に、

高濃度である ALA 1 mM のとき顕著な細胞死が観察された。 

 続いて、Fig. 5-1 にあるような腫瘍深部のがん細胞を平面培養で再現できる ALA-PDT

条件を探索した。表層の細胞と比較して、深部の細胞では照射された光が組織を通過する

際に減衰しているため、吸収できる光エネルギーは小さくなると考えられる。よって、照

射する光の強度を落とすことによって細胞が死滅しない条件を決定した。MKN45、PC-3

に対して 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、様々な出力で光照

射を 5 分間行った。光照射から 24 時間培養した後に、細胞死判定法のひとつである MTT

法により細胞生存率を測定した。また、第 3 章において細胞密度と PpIX 蓄積量が顕著に

相関することが判明したため、細胞の播種濃度を 5.0×105 cells / 35-mm dish と同等の濃度 

(Fig. 5-3(a)(b))、5.0×104 cells / 35-mm dish と同等の濃度 (Fig. 5-3(c)(d)) の 2 種類用意した。

5.0×105 cells / 35-mm dish の濃度では光強度 0.696 mW/cm2 以上で細胞死が観察された 

(Fig. 5-3(a)(b))。また、5.0×104 cells / 35-mm dish の濃度では、MKN45 は 1.10 mW/cm2以上、

PC-3 は 1.47 mW/cm2以上で細胞死が観察された (Fig. 5-3(c)(d))。これらより、以降の実験

では Table 5-2 で示すような細胞が死滅しない条件で実験を進めることとした。  
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Fig. 5-2 光照射 24 時間後の細胞生存率 

ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 6.01 mW/cm2の条件で光照射を行い、24 時間培養した後に

MTT 法により細胞生存率を測定した。ALA 0 μM (ALA 非添加群) における吸光度を 100%

とし、細胞生存率を算出した。(n = 6)  
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(a)         (b) 

 

(c)         (d) 

 

Fig. 5-3 光照射 24 時間後の細胞生存率 

1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm の光照射を行い、24 時間培養した後に MTT 法により

細胞生存率を測定した。ALA 0 μM (ALA 非添加群) における吸光度を 100%とし、細胞生

存率を算出した。(n = 6.) 

(a) MKN45, 5.0×105 cells / 35-mm dish の濃度 

(b) PC-3, 5.0×105 cells / 35-mm dish の濃度 

(c) MKN45, 5.0×104 cells / 35-mm dish 

(d) PC-3, 5.0×104 cells / 35-mm dish 
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Table. 5-2. 細胞が死滅しない条件 

 

1 mM ALA 添加 4 時間後に上記の強度で光照射を行い、その後種々の解析を行うこととし

た。  

MKN45

PC-3

5.0×105 5.0×104

0.486

[cells / 35 mm dish]

ALAは1 mMを添加する

0.486

0.696

1.10
[mW / cm2]
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5-3-2 ALA添加後の光照射による遺伝子発現変化 

 第 4 章では、正常細胞株に対して ALA 添加と光照射を行い、p21、REV-ERBα、BMAL1

の発現が変化することを確かめた。本項では同様に、がん細胞において上記 3 遺伝子の発

現が ALA 添加後の光照射によって変化するか調べた (Fig. 5-4)。5.0×105 cells / 35 mm dish

の MKN45, PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に

Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。光照射 3 時間後に mRNA を回収し、qRT-PCR

法によって各遺伝子の発現を解析した。Fig. 5-4 より、p21、BMAL1 の発現は ALA 添加後

の光照射によって顕著に上昇した。また REV-ERBα の発現は、有意差はなかったものの、

ALA 添加後の光照射によって上昇する傾向を示した。このことから、がん細胞において

も ALA 添加後の光照射によって種々の遺伝子発現が変化していることが確かめられた。

このことから、ALA-PDT 時に腫瘍深部に存在するがん細胞に対しても様々な遺伝子発現

を及ぼす可能性も示唆された。。 
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     (a) 

 

 

(b)         (c) 

 

Fig. 5-4 ALA 添加後の光照射によるがん細胞の遺伝子発現変化 

1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 0.486 mW/cm2 の条件で光照射を行い、3 時間後に

mRNA を回収した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。Control の発現を 1.0 とした。(n = 

2., *; p < 0.05 vs. Control. **; p < 0.01 vs. Control.) 

(a) p21 の mRNA 発現 

(b) REV-ERBα の mRNA 発現 

(c) BMAL1 の mRNA 発現 
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 続いて、ALA 添加後の光照射によって p21 の発現が上昇していることに注目した。p21

は細胞周期の G1期から S 期への移行を妨げる遺伝子である[131,139]。従って、ALA 添加

後に低用量の光照射を行うことによって、がん細胞の増殖が抑制される可能性があると予

想した。この予想を検証する前に、p21 の発現上昇がどれくらいの期間継続するかを確か

めた。5.0×105 cells / 35 mm dish の MKN45, PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養し

た後に培地交換を行い、直後に Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。光照射 24 時間

後に mRNA を回収し、qRT-PCR 法によって p21 の発現を解析した (Fig. 5-5(a))。図のよう

に、ALA 添加後の光照射によって p21 の発現は上昇していた。Fig. 5-4(a)と合わせて考え

れば、光照射直後から p21 の発現は上昇しはじめ、24 時間後も発現は上昇したままである

と考えられる。また、p21 のタンパク質発現についても調べた。5.0×104 cells / 35 mm dish

の MKN45, PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に

Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。その後所定の時刻に細胞溶解液を回収し、

SDS-PAGEによってタンパク質を分離した後にWestern Blotting法を用いて p21の発現を解

析した (Fig. 5-5(b))。図のように、p21 のタンパク質発現は光照射 24 時間後時点で大きく

上昇しており、48 時間後でも上昇したままだった。しかし、72 時間後の発現は Control

と同程度だった。このことから、ALA 添加後の光照射は p21 の発現を上昇させ、それは

48 時間程度継続することが示された。ゆえに、腫瘍深部で照射光が減衰する環境において

生き残ったがん細胞でも p21 の発現は 2 日間ほど上昇し、その間がん細胞の増殖が抑制さ

れる可能性が示唆された。 
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    (a) 

 

 

    (b) 

 

Fig. 5-5 光照射 24 時間後以降の p21 発現 

(a) 1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 0.486 mW/cm2 の条件で光照射を行い、24 時間後に

mRNA を回収した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。Control の発現を 1.0 とした。(n 

= 2., **; p < 0.01 vs. Control.) 

(b) 1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 1.10 mW/cm2 の条件で光照射を行い、その後所定の

時刻に細胞溶解液を回収した。Control は Time post irradiation 0 h のサンプルと同時に回

収した。Control は ALA 非添加で光照射を行わないサンプル、それ以外は ALA 1 mM で光

照射を行ったサンプルである。Actinβ の発現を内部標準として用いた。Relative band 

intensity は Control を 1.0 として算出した。  
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5-3-3 ALA 添加後の光照射によるがん細胞増殖抑制 

 前項の結果より、ALA 添加後の光照射によってがん細胞の増殖が抑制されると予想さ

れた。そこで、本項では ALA 添加と光照射の後に、細胞の増殖について調べた。 

 まず、細胞数の計測によりがん細胞の増殖曲線を作成した (Fig. 5-6(a)(b))。5.0×104 cells 

/ 35 mm dish の MKN45, PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行

い、直後に Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。その後所定の時刻に細胞を回収し、

細胞数を計測した。Fig. 5-6(a)(b)より、ALA 添加後の光照射によって細胞の増殖速度は低

下した。従って、ALA 添加後に低用量の光照射を行うことによって、がん細胞の増殖が

抑制されることが示唆された。 

 続いて、細胞増殖マーカーKi-67 の発現を調べた。Ki-67 は細胞周期の G0期以外で発現

するタンパク質であることから、増殖マーカーとして広く用いられている[93,140]。そこ

で本項でも細胞増殖の目安として Ki-67 の発現を確かめた (Fig. 5-6(c))。5.0×104 cells / 35 

mm dish の PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交換を行い、直後に

Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。その後所定の時刻に細胞溶解液を回収し、

SDS-PAGEによってタンパク質を分離した後にWestern Blotting法を用いてKi-67の発現を

解析した。Fig. 5-6(c)より、光照射 24 時間後において Ki-67 の発現は減少した。このこと

から、ALA 添加後に低用量の光照射を行うことによって、がん細胞の増殖抑制が遺伝子

レベルでも示された。 
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(a)         (b) 

 

(c) 

 

Fig. 5-6 ALA 添加後の光照射による増殖抑制 

1 mM ALA 添加 4 時間後に Table. 5-2 の条件で光照射を行い、その後所定の時刻にトリプシン

を用いて細胞を回収した。回収した細胞はトリパンブルーによって染色し、血球計算盤上で生細

胞を計数した。 (n = 3.) 

(a) MKN45 の増殖曲線 

(b) PC-3 の増殖曲線 

 

1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 1.10 mW/cm2 の条件で光照射を行い、その後所定の時

刻に細胞溶解液を回収した。Control は Time post irradiation 0 h のサンプルと同時に回収した。

Actinβ の発現を内部標準として用いた。 

(c) p21 の発現解析 
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5-3-4 ALA添加後の光照射による細胞周期関連遺伝子の発現変化 

 これまでの結果より、ALA 添加後の光照射によってがん細胞の増殖が抑制され、その

現象には p21 が関与している可能性が示唆された。そこで、p21 以外のどのような遺伝子

が増殖抑制に関与しているか調べることにした。実験には PrimerArray® Cell cycle (Human) 

を用い、細胞周期に関連した遺伝子の発現を網羅的に解析した。 

 5.0×105 cells / 35 mm dish の PC-3 に 1 mM の ALA を添加し、4 時間培養した後に培地交

換を行い、直後に Table. 5-2 の条件で 5 分間光照射を行った。すぐに Control サンプル

（Control 群）および ALA 添加後に光照射を行わなかったサンプル（ALA 群）の mRNA

を回収し、光照射 24 時間後に ALA 添加後に光照射を行ったサンプル（ALA + 光群）の

mRNA を回収した。逆転写反応によって mRNA から cDNA を作製し、PrimerArray® Cell 

cycle (Human) を用いて遺伝子の発現を解析した (Fig. 5-7)。実験の結果、ALA 添加後の光

照射によっていくつかの遺伝子発現が変化した (Fig. 5-7(a)(c)(e))。またほぼすべての発現

変化が、細胞周期を停止させるような方向の変化であった (Fig. 5-7(b)(d))。 

 以降の議論は Fig. 5-7(e)にもとづいて、ALA + 光群の遺伝子発現が、Control 群と比較し

たとき・ALA 群と比較したとき両方で変化した遺伝子について行う。CDKN2B (p15)・

CDKN2C (p18)・CDKN2D (p19) は ALA 添加後の光照射によって上昇した。これらの遺伝

子は細胞周期を G1期から S 期へ進める Cyclin-dependent kinase 4, 6 (CDK4, CDK6) を阻害

する働きをもっている[141]。よって、これら 3 遺伝子の発現上昇は細胞周期を停止に向か

わせ、細胞増殖の抑制に寄与していると考えられる。TGFB1, 2 (TGF-β1, 2) と SMAD4 は

ともに TGF-β/SMAD シグナル経路の主要構成遺伝子である[142]。TGF-β ははじめ細胞の

増殖を誘導するサイトカインであると考えられていたが、後に成熟細胞に対しては増殖を

抑制するはたらきをもつ場合が多いと判明した。TGF-β が細胞表面にあるレセプターに結

合すると細胞内にシグナルが走り、SMAD4 を介して遺伝子発現を誘導する。このシグナ

ルによって発現が誘導される遺伝子の中にはG1/S arrestをかけるものが多く存在するため

[143]、細胞の増殖が抑制される。本実験においては、ALA + 光群において TGFB1 と
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SMAD4 の発現が上昇しており、これは細胞増殖の抑制に貢献していると考えられる。一

方で、TGFB2 の発現は減少しており、これについては議論の余地がある。CDC25A は様々

な CDK を脱リン酸化し、活性化する酵素である[144–146]。CDK は細胞周期を促進する役

割を担うため、CDC25A も細胞周期を促進する酵素のひとつであるといえる。本実験にお

いては CDC25A の発現は減少していたため、ALA + 光群において細胞周期のいたるとこ

ろで停止指示が生じ、細胞増殖が抑制されたと考えられる。以上のことから、ALA 添加

後の光照射によって多くの細胞周期関連遺伝子の発現が変化することで、がん細胞の増殖

が相乗的に抑制されたことが示唆された。 
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(a) 

 

 

(b) 

 

  

ALA + 光 vs. Control

Symbol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A ATM RB1 CDKN1A TP53 TGFB1 SMAD2 CHEK2 BUB3 MAD1L1 CDC16 CREBBP GUSB

B E2F5 ATR BUB1B CCNA2 CCNE1 CDC6 CDC20 CDC27 CDK6 CHEK1 HDAC2 HPRT1

C CCND3 CDC2 CDC25A CDK7 GADD45A E2F3 E2F4 GSK3B MAD2L1 MCM3 ORC4L PGK1

D ORC5L PCNA RBL1 TGFB2 TGFB3 WEE1 YWHAZ CDC7 CDC45L CUL1 CDC14B ACTB

E CCNA1 ORC1L BUB1 CDC25B CDC23 CCNB2 CDKN2B HDAC1 PLK1 E2F1 SMAD4 GAPDH

F RBL2 SMAD3 MCM4 MCM7 SKP2 SFN SMC1A MAD2L2 GADD45G DBF4 MCM5 TBP

G YWHAE YWHAQ MDM2 PRKDC SKP1A TFDP1 ABL1 ORC3L YWHAG ANAPC4 RBX1 B2M

H ANAPC10 GADD45B ANAPC5 FZR1 CCNB1 CDC14A CDK2 CCND1 CDKN2C CDKN2D YWHAB PPIA

3D Profile 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1.49E+00 1.37E+00 7.27E-01 1.11E+00 3.92E+00 1.12E+00 1.23E+00 1.02E+00 2.04E+00 1.14E+00 8.71E-01 1.35E+00

B 8.71E-01 9.46E-01 1.68E+00 1.17E+00 1.38E+00 1.28E+00 1.26E+00 1.28E+00 6.20E-01 1.09E+00 1.26E+00 1.28E+00

C 1.30E+00 1.21E+00 3.82E-01 1.18E+00 8.77E-01 5.82E-01 9.27E-01 1.19E+00 9.33E-01 1.15E+00 1.45E+00 1.78E+00

D 1.06E+00 1.07E+00 1.15E+00 4.12E-01 1.92E+00 1.27E+00 1.40E+00 1.66E+00 8.07E-01 1.03E+00 1.22E+00 1.00E+00

E 1.14E+00 1.59E+00 1.80E+00 1.47E+00 1.82E+00 1.97E+00 1.21E+01 1.17E+00 1.06E+00 1.40E+00 2.19E+00 1.60E+00

F 1.69E+00 1.77E+00 1.04E+00 1.39E+00 1.01E+00 1.39E+00 1.39E+00 1.60E+00 1.06E+00 1.21E+00 1.09E+00

G 1.44E+00 1.43E+00 1.35E+00 1.30E+00 1.83E+00 8.71E-01 1.10E+00 1.21E+00 8.01E-01 1.38E+00 1.40E+00 1.58E+00

H 1.10E+00 8.95E-01 1.19E+00 1.38E+00 1.06E+00 1.55E+00 1.85E+00 6.60E-01 2.50E+00 2.27E+00 1.25E+00 1.13E+00
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(c) 

 

 

(d) 

 

  

ALA + 光 vs. ALA

Symbol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A ATM RB1 CDKN1A TP53 TGFB1 SMAD2 CHEK2 BUB3 MAD1L1 CDC16 CREBBP GUSB

B E2F5 ATR BUB1B CCNA2 CCNE1 CDC6 CDC20 CDC27 CDK6 CHEK1 HDAC2 HPRT1

C CCND3 CDC2 CDC25A CDK7 GADD45A E2F3 E2F4 GSK3B MAD2L1 MCM3 ORC4L PGK1

D ORC5L PCNA RBL1 TGFB2 TGFB3 WEE1 YWHAZ CDC7 CDC45L CUL1 CDC14B ACTB

E CCNA1 ORC1L BUB1 CDC25B CDC23 CCNB2 CDKN2B HDAC1 PLK1 E2F1 SMAD4 GAPDH

F RBL2 SMAD3 MCM4 MCM7 SKP2 SFN SMC1A MAD2L2 GADD45G DBF4 MCM5 TBP

G YWHAE YWHAQ MDM2 PRKDC SKP1A TFDP1 ABL1 ORC3L YWHAG ANAPC4 RBX1 B2M

H ANAPC10 GADD45B ANAPC5 FZR1 CCNB1 CDC14A CDK2 CCND1 CDKN2C CDKN2D YWHAB PPIA

3D Profile 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2.31E+00 1.68E+00 7.58E-01 2.28E+00 3.39E+00 1.87E+00 1.92E+00 1.03E+00 1.41E+00 1.13E+00 9.40E-01 1.19E+00

B 1.48E+00 1.14E+00 1.64E+00 1.13E+00 1.39E+00 1.15E+00 1.22E+00 1.06E+00 5.86E-01 1.18E+00 1.13E+00 1.25E+00

C 1.45E+00 1.09E+00 3.90E-01 1.15E+00 1.01E+00 8.18E-01 7.74E-01 1.36E+00 1.01E+00 1.09E+00 1.39E+00 1.75E+00

D 1.35E+00 1.08E+00 1.21E+00 4.57E-01 2.69E+00 2.03E+00 1.65E+00 1.37E+00 8.53E-01 1.09E+00 1.53E+00 1.00E+00

E 3.51E+00 1.46E+00 1.83E+00 1.62E+00 1.96E+00 1.74E+00 3.07E+01 1.18E+00 1.16E+00 1.41E+00 2.17E+00 1.52E+00

F 2.19E+00 1.74E+00 1.06E+00 1.47E+00 1.32E+00 1.67E+00 4.86E+00 1.52E+00 9.79E-01 1.12E+00 1.04E+00

G 1.44E+00 1.30E+00 1.08E+00 1.53E+00 1.61E+00 1.02E+00 1.67E+00 9.01E-01 1.20E+00 1.38E+00 1.54E+00

H 1.20E+00 8.24E-01 1.13E+00 7.96E-01 1.07E+00 1.77E+00 1.66E+00 6.37E-01 2.31E+00 2.30E+00 1.25E+00 1.11E+00
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(e) 

 

Fig. 5-7 PrimerArray®による細胞周期関連遺伝子の発現解析 

1 mM ALA 添加 4 時間後に 635 nm, 0.486 mW/cm2 の条件で光照射を行い、直後に Control

サンプル（Control 群）および ALA を添加した後に光照射を行わなかったサンプル（ALA 群）の

mRNA を回収した。また光照射 24 時間後に、ALA 添加後に光照射を行ったサンプル（ALA + 

光群）を回収した。逆転写反応を用いて mRNA から cDNA を作製し、PrimerArray®を用いて各

遺伝子の発現を解析した。Actinβ の発現を内部標準として用いた。 

(a) Control 群の発現を 1.0 としたときの、ALA 添加後に光照射を行った群の発現。表中に

赤く塗りつぶされたウェルは、発現が 2.0 倍以上上昇した遺伝子を示す。表中に青く塗りつ

ぶされたウェルは、発現が 0.5 倍以下まで減少した遺伝子を示す。 

(b) (a)の結果を KEGG pathway 上に表示した図。 

(c) ALA 添加後に光照射を行わなかった群の発現を 1.0 としたときの、ALA 添加後に光照

射を行った群の発現。表中に赤く塗りつぶされたウェルは、発現が 2.0 倍以上上昇した遺伝

子を示す。表中に青く塗りつぶされたウェルは、発現が 0.5 倍以下まで減少した遺伝子を示

す。 

(d) (c)の結果を KEGG pathway 上に表示した図。 

(e) (a)(c)の中から発現が変化したものだけを抽出した表。赤の 2 本矢印は発現が上昇したこと

を、青の2本矢印は発現が減少したことを表す。赤く塗りつぶした遺伝子は Control群・ALA

添加後に光照射を行わなかった群のどちらと比較しても発現が上昇した遺伝子を表す。青く

塗りつぶした遺伝子は Control 群・ALA 添加後に光照射を行わなかった群のどちらと比較し

ても発現が減少した遺伝子を表す。 

 

  

ALA + 光 vs. ALAALA + 光 vs. Control

ATM ↑↑→

CDKN2B (p15) ↑↑ ↑↑

CDKN2C (p18) ↑↑ ↑↑

CDKN2D (p19) ↑↑ ↑↑

TP53 (p53) → ↑↑

SMC1A → ↑↑

SMAD4 ↑↑ ↑↑

CDC25A ↓↓ ↓↓

MAD1L1 ↑↑ →

WEE1 ↑↑→

TGFB1

TGFB2

TGFB3

↑↑ ↑↑

↓↓ ↓↓

→ ↑↑

がんを抑制する転写因子

CDK4, 6の活性を阻害し細胞周期を停止させる

CDK4, 6の活性を阻害し細胞周期を停止させる

CDK4, 6の活性を阻害し細胞周期を停止させる

G1/S arrestを起こす遺伝子を発現させる

CDKを活性化する

CDK1を不活性化する

主に増殖を抑制するような遺伝子の発現を促す

主に増殖を抑制するような遺伝子の発現を促す

主に増殖を抑制するような遺伝子の発現を促す

主にDNAの二重鎖切断で誘導され修復を担当

コヒーシンの主要構成成分

有糸分裂の進行を阻害する

機能
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5-4 結言 

ALA-PDT は副作用が小さく患者への負担が少ないため今後の発展が期待されるが、照

射光が減衰する腫瘍深部のがん細胞に対する効果が不明瞭という問題点がある。一方で、

光照射によって腫瘍深部のがん細胞中においても ROS は発生しており、がん細胞自体は

ROS による刺激を受けていると考えられる。そこで、照射光が減衰する腫瘍深部の環境を

in vitro で再現し、PpIX を蓄積したがん細胞に対して低用量の光照射を行った際の遺伝子

変化・増殖能変化を調査した。第 4 章の正常細胞における実験で得られた知見をもとに、

がん細胞において種々の遺伝子発現を測定した。 

 まず、ALA-PDT による治療が有効な細胞株を選定し (Fig. 5-2)、その細胞株に対して照

射する光の強度を変えることによって、細胞死が起こらない条件を探索した  (Fig. 5-3, 

Table. 5-2)。この条件で光照射を行ったがん細胞を、ALA-PDT で死滅しなかったがん細胞

とみなし、以降の実験を行った。第 4 章と同様に、がん細胞でも ROS によって種々の遺

伝子発現が変化していると予想し、p21・REV-ERBα・BMAL1 の発現を測定した (Fig. 5-4)。

その結果、がん細胞でも ROS によって種々の遺伝子発現が変化することがわかった。こ

こで、ALA 添加後の光照射で p21 の発現が上昇することに注目した。p21 は細胞周期の

G1期から S 期への移行を妨げる遺伝子であるため[131,139]、ALA 添加後に光照射を受け

たがん細胞では細胞周期の停止が起こり、増殖が抑制されているのではないかと予想した。

本検証にあたり、光照射によるp21の発現上昇が24時間以上継続することを確認した (Fig. 

5-5)。この結果からALA-PDTによるがん細胞の増殖抑制が 24時間以上は継続すると考え、

実際に細胞増殖を測定した (Fig. 5-6)。予想の通り、ALA 添加後の光照射によってがん細

胞の増殖は抑制された。このことから、ALA 添加後に光照射を行ったがん細胞では細胞

増殖が抑制されると考えられる。つまり、照射光が減衰する腫瘍深部の環境において、が

ん細胞の細胞死を誘導できなかったとしても、生存し続けたがん細胞の細胞増殖を遅らせ

ることで、腫瘍を弱体化できるといえる。以上の知見は、実臨床における ALA-PDT の有

用性を新たに示したといえる。また増殖マーカーKi-67 の発現を測定することで、増殖抑
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制されたがん細胞が G0期で休止していることも示唆された (Fig. 5-6)。第 3 章にて休眠が

ん細胞はPpIX蓄積が多くALA-PDTに対して感受性高いことを示しているため、ALA-PDT

を複数回行うことによって生存し続けたがん細胞も休眠状態へ誘導され、より PpIX 蓄積

が増加し、ALA-PDT に対する感受性も一層亢進することが期待される。最後に、網羅的

な解析を行った結果、ALA 添加後の光照射によって多くの細胞周期関連遺伝子の発現が

変化していることが明らかとなった (Fig. 5-7)。これにより、p21 のみならず多くの遺伝子

により、細胞周期のいたるところで停止指示が生じ、細胞増殖が抑えられていると示唆さ

れた。以上より、ALA-PDT はがん細胞を死滅させる効果だけでなく、例え死滅させきれ

なかった場合でも、がん細胞の増殖を遅らせる効能をもつことが示された。 
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6-2 本研究の展望と課題 
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6-1 結論 

 ALAによって誘導される腫瘍特異的な PpIX蓄積を用いたがん診断(ALA-PDD)やがん治

療(ALA-PDT)は、医療現場において広く使用されている。がん細胞を用いた in vitro 実験

系として平面の 2 次元培養が一般的に用いられているが、2 次元培養したがん細胞と生体

の腫瘍では形質面において多くの乖離が認められている。腫瘍深部は腫瘍表面と比較して

細胞密度が高いため、一部の細胞が休眠状態にあることが予想される。また、照射光の減

衰が生じるが、一般的な in vitroの 2次元培養ではそれらを含めて評価することが難しい。

本研究では、2 次元培養ならびに 3 次元培養を用いて独自の評価系を構築し、ALA-PDT

の評価を行うことで、実臨床にて使用する際に課題となる 2 項目である休眠がん細胞への

影響ならびに照射光の減衰に対する基礎的な知見の獲得を目的とした。 

 第 2 章では、3 次元培養したがん細胞スフェロイドにおける形質変化の原因が細胞密度

であると仮定し、細胞密度と休眠性の相関を検証した。がん細胞スフェロイドは、スフェ

ロイド形成の培養用容器である EZSPHERE®を用いることで 3 つの大きさを形成した。2

次元培養においても 5 段階の異なる細胞密度環境を構築することで、詳細に細胞密度と休

眠性の相関を評価した。スフェロイドの 3 次元構造解析により、EZSPHERE®を用いて形

成したスフェロイドはお椀型で厚みが薄く、低酸素領域がほとんど存在しないことが明ら

かになった。一般的に、スフェロイドは中心が低酸素環境になるため、低酸素領域を形成

しづらく、高密度培養を行うことができる点は EZSPHERE®の長所の 1 つである。なお、

本研究が EZSPHERE®を用いてがん細胞スフェロイドを形成した初めての報告である。 

 続いて、休眠性を検証するために休眠がん細胞の特徴である No proliferation, No death, 

Metabolic suppression, Recovery to active status の 4 項目を評価した。No proliferation を評価

するために、Ki-67 および p21 の発現解析、BrdU の陽性率測定を行った。No death を評価

するために、トリパンブルーによる染色を行った。Metabolic suppression を評価するため

に、2-NBDG の細胞内取り込み量の測定を行った。Recovery to active status を評価するため

に、スフェロイド形成後の細胞における再増殖評価を行った。4 項目のいずれにおいても、
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休眠がん細胞の特徴に合致したため、細胞密度依存的な休眠性の亢進が明らかになった。

3 次元培養によって一般的ながん細胞株も休眠がん細胞の形質を示すようになることを明

らかにした報告は本研究が初めてであり、本実験の理学的な価値は極めて高いと考えられ

る。さらに休眠がん細胞に対して、一般的な抗がん剤であるシスプラチンおよび 5-フルオ

ロウラシルの殺細胞効果を評価し、上記 2 種の抗がん剤は休眠がん細胞に対して殺細胞効

果が弱いことを確認した。 

 第 3 章では、構築した休眠がん細胞モデルに対して、ALA-PDD および ALA-PDT 効果

を検証した。第 2 章において構築した 8 段階の異なる休眠性環境(2 次元培養：5 段階、3

次元培養：3 段階)に対して ALA を添加し、PpIX 蓄積を解析した。この結果より、休眠性

依存的な PpIX 蓄積の増加が明らかとなり、休眠がん細胞に対して ALA-PDD が有効な診

断方法であると示唆された。臨床においても、Idoate らが神経膠芽腫において細胞密度が

高い組織では手術中の PpIX の蛍光が強く認められることを報告しており[98]、本研究の

結果と合致する。さらに PpIX 蓄積後に光照射を行うことで、休眠がん細胞に対して

ALA-PDT が顕著な治療効果を示すことも明らかになった。休眠がん細胞に対して有効な

治療法はほとんど報告されていないため、本結果は臨床的に重要な知見である。PpIX 蓄

積に関わるトランスポーターの遺伝子発現解析を行い、休眠状態によって複数の遺伝子が

制御されることを明らかにした。加えて、非休眠がん細胞に対しても細胞増殖を抑制して、

擬似的な休眠状態にすることで PpIX 蓄積が増加するという仮説を立て、これを検証した。

この結果より、PC-3 細胞に対して細胞増殖抑制剤となる Methotrexate や Cycloheximide と

ALA を共添加することにより、PpIX 蓄積が増加し ALA-PDT に対する感受性の亢進が認

められた。以上の結果は臨床的な価値もさることながら、PpIX 蓄積増加のメカニズム解

明の一助になると言える。 

 第 4 章では、がん細胞における照射光の減衰を評価するために、正常細胞を用いて ALA

投与後の低用量光照射の影響を解析した。まず、細胞に ALA を添加することによって細

胞内にヘムが蓄積することを明らかにした。ヘムは多くのタンパク質の補欠分子族となる
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分子だが、そのようなタンパク質には転写因子も含まれる。そこで、ヘム応答性遺伝子の

発現を調べたところ、ALA 添加によってその発現が変化した。また、ALA 添加後に光照

射を行っても遺伝子発現は変化したままだった。そして、ALA 添加後の光照射によって

ROS が発生することを確かめ、その条件で種々の遺伝子発現が変化することを確認した。

発現が変化した遺伝子は、p21・REV-ERBα・BMAL1 の 3 種類であった。p21 は細胞周期

の G1 期から S 期への以降を妨げる遺伝子であることから、ALA 添加後の光照射によって

細胞周期を制御できる可能性が示された。また REV-ERBα・BMAL1 は体内時計を司る時

計遺伝子のひとつである[134–136]。このことは、ALA 添加後の光照射によって体内時計

を制御できる可能性が示唆する。病気を治療するための薬剤の中には、その効果に体内時

計の影響を受けるものが存在する[147–149]。すなわち、投薬のタイミングが薬効に大きく

影響を及ぼす可能性があると言える。ALA 投与によって患者の体内時計をあらかじめ調

節できれば、最も適切なタイミングで薬剤を投与することができる（Chronotherapy）。ROS

の消去剤である NAC を用いた実験により、光照射による遺伝子発現変化の原因が ROS に

あることも明らかとなった。第 4 章を通して、ALA 添加によってヘム応答性遺伝子の発

現を制御できた一方、その後の光照射によって ROS 応答性遺伝子の発現を制御すること

も可能であった。これは光照射によって遺伝子発現のスイッチングができるということで

あり、光照射の有無で発現を変化させる遺伝子を選択できるということである。本章は次

章の条件検討としてのみでなく、ALA と光照射を用いて生体の遺伝子発現を制御し、生

理機能を調節できる可能性が示された。 

 第 5 章では、がん細胞において ALA 投与後の低用量光照射によって種々の遺伝子発現

が変化することを示し、更に細胞生理機能のひとつである増殖が抑制されることを明らか

にした。また、その知見を ALA-PDT の観点から考察した。まず、2 種のがん細胞株に対

して ALA 添加後に光照射を行い、第 4 章と同様 p21・REV-ERBα・BMAL1 の遺伝子発現

が上昇することを確認した。このことから、がん細胞においても ALA 添加後の光照射に

よって、遺伝子発現や生理機能を制御できる可能性が示唆された。また、p21 の発現に着
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目し、ALA 添加後の光照射によってがん細胞の細胞周期が停止し、その増殖が抑制され

るのではないかと予想した。検証の結果、確かにがん細胞の増殖速度が低下していること

が示された。また、Ki-67 の発現解析より、ALA 添加後の光照射によってがん細胞は細胞

周期の G0期に入り、増殖を停止していることが示唆された。第 3 章にて休眠がん細胞は

PpIX 蓄積が多く ALA-PDT に対して感受性高いことを示しているため、ALA-PDT を複数

回行うことによって生存し続けたがん細胞も休眠状態へ誘導され、より PpIX 蓄積が増加

し、ALA-PDT に対する感受性も一層亢進することが期待される。また、本章で ALA 添加

後に光照射を行ったがん細胞は、ALA-PDT で死滅しない腫瘍深部の細胞と想定すること

ができる。すなわち、腫瘍に対して ALA-PDT を行ったとき、腫瘍深部のがん細胞が死滅

しなかったとしても、その増殖は抑制されていると考えられる。従って、ALA-PDT はが

ん細胞を死滅させるだけでなく、増殖能という観点で腫瘍を弱体化させることのできる治

療法であるといえる。このことから、本章で得られた知見は ALA-PDT の実臨床における

有用性を一層高めたと言える。また、ALA 添加後の光照射によるがんの増殖抑制につい

て、網羅解析によりいくつかの細胞周期関連遺伝子の関与が示唆された。それら遺伝子の

発現変化は、G1/S arrest や G2/M arrest を誘導していると考えられる。ALA 添加後の光照

射により、多くの遺伝子が CDKs の活性を低下させるはたらきをすることで、細胞周期が

停止していることが示された。本章より、ALA と光照射を用いてがん細胞の生理機能を

調節できることが示唆され、加えて ALA-PDT の有用性の側面が示せたといえる。 

 本研究により、腫瘍深部環境の特徴である高細胞密度および照射光の減衰の 2 点が

ALA-PDT に及ぼす影響が明らかとなった。高密度の細胞は低密度の細胞よりも休眠性が

高く、休眠性が高いがん細胞は ALA 投与後の PpIX 蓄積が多く、光照射によって顕著な細

胞死が認められた。PpIX を蓄積したがん細胞に対して、細胞死を誘導しない低用量の光

照射を行った場合は、細胞増殖が抑制されるよう複数の遺伝子が誘導され、細胞増殖の遅

延が認められた。以上のことから、ALA-PDT は腫瘍表面のがん細胞に対してのみならず、

腫瘍深部のがん細胞に対しても有効な治療であると示唆された。  
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6-2 本研究の展望と課題 

 第 2 章および第 3 章では、がん細胞が細胞密度依存的に休眠状態に移行し、休眠性が高

い細胞において ALA 添加後の PpIX 蓄積が多く、ALA-PDD や ALA-PDT に対して感受性

が高いことを明らかにした。しかし、細胞密度依存的に休眠状態へ移行するメカニズムの

解明に関しては不十分である。可能性の 1 つとしてヒッポシグナル伝達(Hippo Signaling)

が考えられる。ヒッポシグナル伝達は細胞分裂、アポトーシス、細胞小器官の大きさを制

御する機構の 1 つで、細胞密度に応じて変化することが報告されている[150,151]。細胞密

度が高いと活性化するため、これによって細胞の休眠が誘導されると考えられる。休眠状

態へ移行するメカニズムの解明を行うことは、休眠がん細胞モデルの改善につながるとと

もに新規薬剤および新規治療法開発の一助となる。 

 第 2 章において構築したスフェロイドは休眠がん細胞モデルとしてだけではなく、低濃

度かつ長期間の薬剤投与モデルとしても使用できると考えられる。一般的に 2 次元培養し

た in vitro のがん細胞は接触阻害が弱いため増殖し続ける。そのため、長期間にわたって

薬剤の毒性評価を行うことができない[79]。一方で、本モデルの細胞は細胞増殖が著しく

抑制されるため、長期間にわたる薬剤の投与が可能であると考えられる。そのため、2 次

元培養の in vitro では難しいとされる低濃度かつ長期間の毒性評価を、本モデルによって

実現できると期待される。 

 第 3 章より、細胞密度依存的に PpIX 蓄積が増加し ALA-PDT による殺細胞効果も顕著

に亢進することが明らかになった。このことより、生体の腫瘍においても細胞密度が高く

固い腫瘍ほど ALA を用いたがん診断・がん治療が効果的であり、細胞密度が低い軟らか

い腫瘍に対しては効果が期待しづらいという仮説が立てられる。この仮説を検証するため

に、動物を用いて in vivo 実験を行う必要がある。生体の腫瘍における PpIX 蓄積を測定す

ることは、ALA を用いたがん診断・がん治療の利用拡大につながる。 

 腫瘍組織における微小環境の影響により、腫瘍内の一部細胞ががん幹細胞(Cancer stem 

cells)になると言われている。がん幹細胞は普通のがん細胞と異なり、自己複製をする上に
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他のがん細胞の供給源にもなる未分化な細胞である[3]。さらに、がん幹細胞は化学療法・

放射線療法に対して抵抗性を持つため、がん再発の大きな要因であると示唆されている

[152]。CD44, CD133, VEGF などの遺伝子をマーカーとして用いることでがん幹細胞を判

別しているが、明確な定義は定まっていない[3,153]。そのため、がん幹細胞に対する研究

が遅れ、有効な治療法も存在しないことが現状である。近年の報告より、がん幹細胞は細

胞増殖が抑制された休眠状態であることが示唆されている[154]。また、がん幹細胞の特徴

である VEGF の発現亢進は本研究で作成した休眠がん細胞モデルにおいても確認されて

いる(Fig. 2-4(a))。これらのことから、高密度培養を行うことでがん幹細胞としての性質が

強く表れると考えられ、休眠がん細胞モデルはがん幹細胞モデルとしても使用できる可能

性が高い。この仮定を真とすれば、がん幹細胞に対して ALA を用いたがん診断・がん治

療は特に有効であると考えられる。 

 第 4 章では正常細胞において ALA 添加後の光照射によって種々の遺伝子発現が変化す

ることが明らかとなり、それに伴って生理機能が調節される可能性が示唆された。この現

象には ROS が関与していることが本研究より示唆されているが、どのような種類の ROS

が遺伝子発現制御に関わっているかは明らかとなっていない。ROS には過酸化水素、ヒド

ロキシルラジカルなどいくつかの種類があり、そのうちのどれが遺伝子発現を調節してい

るのか、解明するためには更に詳細な検証が必要である。本研究では、ROS の消去剤とし

て NAC を用いた。NAC はグルタチオンの合成材料であることから、広範な種類の ROS

を消去する薬剤として用いられる。どの ROS が遺伝子発現変化を引き起こしているか決

定するためには、特定の ROS を特異的に消去する薬剤を用いることが適切であると考え

られる。一般的に、PpIX に対する光照射で発生する ROS は一重項酸素が主であると考え

られている。しかし、特定の ROS を特異的に検出・定量する方法は完全に確立されてい

るわけではなく、一重項酸素以外の ROS が多量に生成されている可能性は十分残されて

いる。また、一重項酸素も周囲の分子との反応やその後の酵素による不均化を経て別の

ROS に変化している可能性も否めない。その点にも留意して、遺伝子発現変化の原因とな



第 6 章 総括 

131 
 

る ROS を特定していくべきである。また、本研究では ALA 添加後の光照射によって遺伝

子発現が変化することは実験的に確かめられたが、それにより正常細胞で生理機能が変化

するかどうかを観察することはできなかった。今回、時計遺伝子の発現が変化したことを

示したが、体内時計機能への影響は明らかにはなっておらず、因果関係を解明するために

は詳細な検証が求められる。本来体内時計とは、個体の各細胞が協調しながら形成するも

のであることから、in vitro における評価のみでは限界がある。ゆえに体内時計の研究につ

いては in vivo において進めていくべき課題である。マウス等の動物に ALA を投与し、光

照射を行うことで概日リズムをはじめとした時計機能の変化が明らかとなるだろう。哺乳

類は通常、目から入ってきた光情報をもとに体内時計を補正している。そのため、体細胞

に対する ALA 添加後の光照射によって体内時計が調節されれば、視神経を介さずとも光

によって体内時計が制御されることになる。 

 第 5 章ではがん細胞においても ALA 添加後の光照射によって種々の遺伝子発現が変化

することが明らかとなった。また、同時にがん細胞の増殖も抑制された。これらの結果よ

り、ALA-PDT で死滅しなかったがん細胞はその増殖が抑制されたとも考えられる。これ

まで ALA-PDT で死滅しなかったがん細胞に関してその性質検討を行った研究はなく、本

研究により、そのような細胞は治療により死滅しないまでも弱体化することが明らかと

なった。ALA-PDT によりがん細胞は弱体化すると結論づけたが、それはあくまで増殖に

限定して議論した場合であり、浸潤能・転移能・薬剤耐性能などの変化は未知である。実

臨床の知見とするためには、これらの能力を検証し、総合的な判断を行う必要がある。 

 本研究は ALA-PDT に関する培養細胞を用いて行った基礎研究であり、この結果が実臨

床を始め、世に生かされるためには、現実に即した応用・発展研究が必要不可欠である。

本研究で得られた知見が、我が国において死亡原因第一位であるがんの征圧に貢献できる

ことを期待したい。 
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田千明氏に有益なご助言、論文の細部にわたりご指導を頂いた。第 2 章から第 3 章までの

実験では、SBI ファーマ株式会社取締役 CTO・田中徹博士、執行役員・中島元夫博士、神

戸研究所所長・石塚昌宏氏、研究開発部研究員・井上克司氏、白銀玲博士、医薬開発本部

探索研究部・高橋究博士に研究試料を提供して頂くとともに有益なご助言を頂いた。第 3

章の共焦点レーザー顕微鏡のプログラム作成に関して、カールツァイスマイクロスコピ－

株式会社・薬袋厚氏に有益なご助言を頂いた。第 2 章のがん休眠性に関する実験では、大

阪成人病センター研究所・井上正宏博士に有益なご助言を頂いた。ここに同氏に対して深

謝する。 

 最後に、先人の研究者らに対して深い尊敬を抱くとともに心より感謝する。私は彼らが

築きあげた巨人の肩に立ったにすぎない。特に引用文献に挙げた著者らの努力がなければ、

私の研究を遂行することは不可能であった。「生命神秘の解明」および「人類生活の向上」

という大きな目標を、国籍・地域・時代を越えて彼らと同じように目指した経験は大きな

誇りである。私の研究成果が未来の研究者の一助になるのであれば、それはこの上ない喜

びである。 

                     令和  3 年  1 月  5 日 


