


54 6 新潟医学会稚誌 第1 1 7 巻 第 1 0 号 平成 1 5 年 (2 0 0 3) 1 0 月

治療に お ける低酸素細胞 の 問題点 と克服方法,
お

よびそ の利用 に つ い て述 べ る .

低酸素細胞 の問題点

実験 的に 細胞 を低酸素状態 (0 .5 m m H g 以下)

にお い て 低 L E T 放 射線 (光子や 電子線) を照射

した場合, 常酸素状態 (20 m m H g 以上) で放射線

を照射 した場合に比較して 同
一

の 効果を得るた め

に は約 3 倍の 照射線量 が必要に なる . こ の現象を

酸素効果と呼ぶ . 実際の 腫填で は
, 常酸素状態 の

細胞 と低酸素状態 の 細胞が混在 して い る .
ヒ ト腫

癌 で は 5 0 % 程度 まで の低酸素細胞分画 が存在す

る こ とが推定 されて おり,
こ の 放射線抵抗性低酸

素細胞 の 存在が放射線治療が十分効果を示 さ ない

原因 の
一

つ と考えられて い る . また
,

ブ レ オ マ イ

シ ン を初め と して多くの 抗癌剤も低酸素細胞 に対

して 効果が低い
. さ ら に低酸素細胞, 特に後述す

る慢性低酸素細胞 は G O 期 にあ るた め, 細胞周期

依存性を示す抗癌剤 の 効果 が著 しく低下す る .

低酸素環 境 は治療抵抗性の 問題 ばか りで な く,

腫癌の 悪性度の 増加面で も重要な役割を果た して

い る . 細胞 は低酸素環境に置か れる と, H IF - 1 に

代表される タ ン パ クを介し多くの 遺伝子発現が起

こ る . H IF - 1 は α とp の 2 つ の s u b u nit か らなる

ヘ テ ロ ダイ マ であ る . 常酸素状態で は H IF - 1 α は

エ ビキチ ン 化され分解され る. 低酸素状態で は 分

解されず H IF - 1βと ダイ マ を形成 して H IF - 1 と

なり,
V E G F

,
E r y t h r o p oi e ti n , Gl u c o s e t r a n s -

p o rt e r s など h y p o xi a r e s p o n s e el e m e n t を有 する

遺伝子 の 発現 を促す .
こ の結果, 血管新生, 嫌気

性代謝,
ア ポ ト

ー

シ ス ･ ネク ロ ー シ ス
, 細胞周期

の停止, 細胞 の 分化,
ス ト レ ス ヘ の適応, 細胞接

触の 変化などが起 こ る .
こ の 過程を通 じて

, 腰痛

は治療抵抗性や 易転移性 を獲得する 1) 2)

発癌過程 にお い て p 5 3 の 変異が起 こ っ た 細胞

と
, 野生型 p 53 を有 する細胞 が腫癌内で 混在 して

い る と考え られる . 低酸素状態 に曝露される と野

生型 p5 3 を有する腫癌細胞 の み が容易 に ア ポ ト ー

シ ス を起 こ して消滅 して い く 3)
. 結果と して

, 腫

癌内で は ア ポ ト
ー シ ス を起 こ しにく い変異型 p 53

を有する細胞が優位 とな っ て いく . こ の ように低

酸素環境が, 腫癌の 悪性度 を増す原 因 の
一

つ と考

え られて い る.

低酸素細胞形成の メ カ ニ ズム

腫癌細胞内に存在する低酸素細胞 が形成 され る

メ カ ニ ズ ム には 2 通りが考え られる . すなわち急

性の低酸素細胞 ( a c u t e ある い は p e r fu si o n - li m -

it e d h y p o xi a) およ び慢性 の 低酸素細胞 ( c h r o ni c

あ る い は di 凪1 Si o n - li m it e d h y p o xi a) であ る ( 図

1) 4)
.

1 . 急性の低酸素細胞

腫場内の 血流が
一 過性に変化 し, ある血管の支

配領域に血書夜が
一

時的に供給され なくなる ため起

こ る低酸素状態 であ る
5)

. 血流が再開されれば再

び常酸素状態 に戻る の で, 急性の低酸素細胞が多

い 腫填で は再酸素化が速や か に起 こ る と考えられ

る.

2
. 慢性 の低酵素系田胞

T h o m li n s o n と G r a y が肺癌組織で血管か ら離れ

た細胞 が壊死 を起 こ して い る こ と を発見 した 6)
.

腫場内で は
, 腫癌細胞 の 増殖が急速に起 こ るた め

,

血管の 増殖が腫癌の 増殖に追い つ か なくな る. 従

っ て 毛細血管の 周囲は酸素が豊富に あるが , 血管

か ら離 れる と酸素が diff u si o n さ れな く な る ため

細胞の 死 が起 こ る .
こ の 壊死層の 内側にまだ壊死

に は陥 っ て い な い が極め て酸素の 少 な い細胞 が存

在する. こ の細胞 は
,

それより内側の 細胞 が放射

線により壊死 に陥れば酸素が到達する の で再酸素

化 され放射線感受性が 上昇す る. 低酸素細胞分画

の多い 腰癌で は腫癌細胞 の 潜在的倍加時間が短 い

事が報告されて い る .
これも増殖の 早い腫填で は,

血管 の 増殖と腫癌の 増殖に不均衡が生 じやすく低

酸素細胞が増殖するた め と考えられて い る 7)
.

低酸素細胞分画の測定方法

1 . 実験腫癌にお ける放射線生物学的方法

マ ウ ス に移植 された実験腫壕 の低酸素細胞分画

は
, 放射線生物学的方法 により比較的簡単に

,
し
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図 1 低酸素細胞形成 の メ カ ニ ズ ム

かも正確に測定する こ と がで きる . 主な方法 と し

て は P ai r e d s u r vi v al c u r v e 法,
C l a m p e d t u m o r

g r o w th d el a y 法,
および Cl a m p e d t u m o r c o n t r ol

( T C D 50) 法が上 げられる
8)

.

2 . 腫癌内酸素分圧の測定

低酸素細胞分画 を, 腫癌の 酸素分圧 から類推す

る方法が ある . 電極を用 い る腫癌内酸素分圧測定

法 は 19 60 年代か ら試み られて い た 9)
. 近年,

こ の

分野 の 研究が進み , ドイ ツ エ
ッ

ペ ン ド ル フ社に

より直径20 0 - 3 5 0
′

〃 m ス テ ン レ ス 針内に 12 〃 m

の 金電極 を埋 め込 ん だ組織内酸素分圧測 定装置

(p o 2 Ⅲi st o g r ap h 665 0) が 開発 された 10)
. 米国や

ヨ ー ロ ッ パ諸 国で 実験腫癌および ヒ ト の 癌に つ い

て酸素分圧 の 測定が盛 ん に行なわれて い る .
こ の

装置 の 特徴と して 1) 電極が極 めて 小さくか つ 反

応時間が 1 秒と短く ア
ー

チ フ ァ ク トを最小 にで き

る . 2) 腫場内の小さな部分の酸素分圧を測定で

き る . 3) ス テ ン レ ス 針内に電極 が ある の で ヒ ト

に対 して も安全 に使用でき る強度 がある . お よび,

脂

4) マ イ ク ロ マ ニ ュ プレ ー

タ
一

により少しずつ 前進

と後退を繰り返すこ と により腫癌内をくまなく測

定 でき, 腫癌内酸素分布を求め る こ と がで きる点

などがあげられる .
ヒ ト乳癌

1 0)
, 子宮頚癌や軟部

組織原発 の 肉腫を用 い た研究で は
, 同

一

部位の 腫

填で も患者 間で酸素分圧 の 分布に大きな差異が あ

る こ と が知 られて い る . 例 えば,
ヒ ト子宮頭痛で

は酸素分圧 の 中央値で 4 - 2 9 m m H g , 乳癌で も

3 m m H g か ら62 m m H g の分布が報告されて い る
1 0)

子宮頭 痛, 頭頭 部腫壕など で放射線治療を含む

種々 の 治療成績と酸素分圧 に相 関が報告 されて い

る 1 1) ‾ 1 4)

3 .
ニ ト ロ ア ゾ ー ル を用 い る方法

ニ ト ロ ア ゾ - ル 化合物は
, 本来 , 低酸素細胞 の

放射線感受性を増加 させ る薬剤 (低酸素細胞放射

線増感 剤) と して 開発 さ れて き た . 残念 なが ら,

現在まで実用化され たもの は ない が , 本邦で開発

さ れ た ドラ ニ ダ ゾ - ル は臨床 治験 が 進行 中で あ

る.

ニ ト ロ ア ゾ - ル 化合物は低酸素状態で 生体内
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高分子と共有結合を形成 し細胞 内で長く留ま るよ

う になる .
ヒ ト腫填で低酸素細胞分画を検出する

た め に は ニ ト ロ ア ゾ - ル を放射性同位元素で ラ ベ

ル し, 腫癌摘出後オ ー ト ラ ジオグ ラ フ を撮影する

古典 的方法 とポ ジ ト ロ ン放出核種であ る 18 F で ラ

ベ ル し P E T で 検出する 方法 など が あ る . C C 卜

1 0 3 F の よ う な フ ッ 素原子 を有 する 化合物で は

M R で の 検出も試 み られて い る . もう 一

つ の 方法

と して は
,

ニ ト ロ ア ゾ - ル化合物 にた い する抗体

を使用 し抗体 シ ン チ ある い は免疫組織染色 法で低

酸素分画を染色 して検出する方法で ある . 低酸素

細胞増感剤 と して 開発 され た pi m o nid a z ol e
15) や ,

E F 5 [2 1 (2 1 n it r o - 1 H - i m id a z ol e - 1 - yl) - N -

(2 ,
2

,
3

,
3

,
3

, - p e n t a且u o r o p r o p yl) a c et a m id e]
1 6)

に対 する モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が用 い られて い る .

こ れら の 中で 最も臨床研究が 進ん で い る もの は
,

[ 1 8 F] fl u o r o m i s o ni d a z o l e に よ る低酸素細胞 の

P E T による検出方法 であり, 頭頚部腫填 で低酸素

細胞 の 画像化 が行われて い る .

4 . その他の方法

以上述べ て きた代表的な低酸素細胞検出方法と

は別 に い く つ か の研究段階の 腰癌内低酸素細胞検

出方法を紹介する .

1 ) M R S

核磁気共鳴ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー を用 い て低酸素

細胞分画を予測する試み もな されて い る . 主な対

象核種と して は
1
Ⅲ,

1 9
F ,

3 2
p があ げられる .

1 H や

19
F に つ い て は先 に も述 べ た が フ ッ 素化 ニ ト ロ イ

ミ ダ ゾ - ル を検出する事で , 低酸素細胞 に共有結

合 した こ れら の化合物の 濃度 か ら低酸素細胞 を検

出 しようと するも の で ある .

3 2
p を用 い る方法は,

腰痛内リ ン酸代謝産物濃度 か ら
, 腫癌内の低酸素

細胞分画 を推定す る方法で ある . u ら は, 種々 の

実験腫癌 を用 い 放射線生物学的に求めた低酸素細

胞分画 と p h o s p h o c r e ati n e/ 無機リ ン比が最 も良い

相関 を示 した と報告して い る 1 7)
. 他 の 研究者も

種々 の リ ン酸代謝産物を M R S を用 い て検出する

こ と で低酸素細胞分画 の 推定を行 っ て い る .

2 ) コ メ ッ ト ア ッ セ イ 法

放射線照射後 の 細胞 を ア ガ ロ
- ス ゲル 内に匂埋

徳 , 細胞 を溶解する .
こ の ゲル を電気泳動す る と,

障害 の 程 度 に 従 っ て D N A が泳動 され る . こ の

D N A を蛍光色素で発色 さ せ る と個々 の 細胞 に対

応 して当星 の ような形態 が観察される . こ の葦葦星

の 尾部を画像解析装置で解析測 定する こ と により

個々 の 細胞の D N A 障害の 程度 を測定する こ とが

で きる . 低酸素細胞は正常な酸素状態の 細胞に比

較 し て 放射線抵抗性 で あり , 放射線照 射後の

D N A 障害が少ない 事実 は既 に知 ら れて い る . カ

ナ ダ の 0 1iv e ら は
,

こ の D N A 障害 の 違い を コ メ

ッ トア ッ セイ法を用 い て検出し, 実験腫癌の低酸

素細胞分画を測定 して い る
18)

. 本方法 は
, 細胞を

培養す る こ と なく比較 的簡便に施行で き る特徴が

ある .

3 ) 6 2 c u 化合物を用 い ポ ジ ト ロ ン エ ミ ッ シ ョ

ン C T にて検出する方法

心ある い は脳血流測定の 目的で既 に臨床使用さ

れて い る ポジ ト ロ ン 化合物 [6 2
c u

＋ ＋] p T S M 類縁

化 合 物 で あ る [
6 2

c u
十 十

] di a c e t yl bi s ( N 4 -

m e th ylt hi o s e m i c a r b a z o n e) ([
62
c u

＋ ＋

] A T S M ) は

低酸素細胞内で
6 2
c u

＋ ＋

が
62
c u

＋

に還元される こ と

に より銅が細 胞内に 停滞する こ と が 知 られて い

る . こ の 6 2 c u をポ ジ ト ロ ン エ ミ ッ シ ョ ン C T で検

出する こ と により生体内低酸素細胞 の 分布を求め

る こ と が可能で ある . 既 に
, 虚血状態 にお い た脳

および心 に於 て低酸素細胞 の存在が検出されて い

る . [ 6 2 c u
＋ ＋

] A T S M を ヒ ト腫癌 内低酸素細胞分

画 の 測定 され つ つ ある
19)

4 ) H IF - 1 α および低酸素状態で 誘導され る遺伝

子産物

ⅢIF - 1 α あ る い は その 下流に発現する種々 の タ

ン パ ク発現と放射線に対する反応や
, 腫癌の 予後

に 関する報告がなされて い る
20)

低酸素細胞 と薬剤

臨床で使用 されて い る制癌剤の多く は常酸素状

態で有効に作用する もの が多い
. 酸素分圧 の低下

によ る効果 の低下ばか りで なく , p H の低下, 病変

へ の 薬剤到達 の 低下,
ア ポ ト

ー

シ ス の 減少, 増殖

機能の 低下,
ス ト レ ス タ ン パ ク の 発現などが薬剤

の 効果低下 の 原因と考 え られる
1 1)
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図 2 低酸素特異的発現 ベ ク タ ー

の 例

しか し
,

マ イ ト マ イ シ ン C の よう に低酸素状態

で より有効に作用す る もの も存在 する . 最近で は
,

低酸素細胞 の み に作 用する Ti r a p a z a m i n e の よう

な bi o r e d u cti v e a g e n t と呼ばれる薬剤も開発され

て い る . ¶r a p a z a m i n e は
, 低酸素細胞環境で還元

される こ と により, ラ ジ カ ル と な っ て D N A 鏡を

切断 し細胞毒性を呈 する薬剤で
, 低酸素細胞 に対

する毒性は常酸素細胞 の 数十倍か ら数百倍と い わ

れる
2 1)

.
こ の 薬剤の 利用は , 低酸素細胞 を有する

悪性腫癌の 特異的治療法 と して注目される . 単剤

で 用い るより, 他の抗癌剤や放射線 と併用効果が

記載されて お り, 現在, Tir a p a z a m i n e と シ ス プラ

チ ン の 併用効果 に関 して欧米で ト ラ イ ア ル が進行

して い る
2 2)

H IF - 1 を介す遺伝子発現の応用

先 に も述 べ た が
,

H IF - 1 を介 して多く の 遺伝

子 が低酸素環境で 特異的 に発現する . S hib a t a ら

は,
これを利用 して低酸素環境下 で特異的に発現

する ベ ク タ ー を開発 した 2 3) 2 4)
. 図 2 に代表 的発

現 ベ ク タ
ー を示す . 酸素濃度 0 .02 % の低酸素状態

に 1 8 時間の 暴露で
, 常酸素状態 に比較 し 5 0 0 倍

の 発現 を達成 した . こ の こ とは ル シ フ ェ ラ ー ゼ に

変えて治療遺伝子 を組み込む腫癌特異的遺伝子治

療の可能性を示唆して い る .

発現比

低敢素/常酸素

50 倍

50 0 倍

5 49

腫癌 の 低酸素細胞 は放射線に対 して 感受性が低

い ばか りで なく , 低酸素環境 は腫癌細胞 の 悪性度

を増す方 向に作用する事 が知ら れてきた . さ ら に,

低酸素細胞 は, 抗癌剤など の 薬剤に た い する感受

性 にも影響す る. 低酸素細胞を克服する目的で 低

酸素細胞 に特異的 な毒性を有 する Tir a p a z a m i n e

など の薬剤が開発 されて きた
. さらに

, 低酸素環

境で 特異的に発現する遺伝子 の応 用が試み られて

い る .
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