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序論 
 
⼈をはじめとする全ての好気性⽣物は常に酸素無くして⽣きていくことはでき
ない。⽣命維持に必要なエネルギーを得るために、ミトコンドリアで絶えず酸
素を消費している。しかし、これらの酸素の⼀部は、代謝過程で活性酸素と呼
ばれる反応性の⾼い状態に変換されることがある。このような活性分⼦種は極
めて反応性に富み、⽣体内の構造や機能を破壊しうる。つまり、酸素は⽣命維
持に必要であるにも関わらず、両刃の剣のごとく、時に⾃らをも傷つけること
がある。このため、全ての好気性⽣物は、これらの活性酸素を消去する防衛機
構を備えており、これをなくしては⽣存できない。したがって、⽣物進化の過
程は、酸素の代謝利⽤の獲得と同時に、その毒性を消去する抗酸化機構も獲得
してきた歴史でもあった。健康時には、これらの反応系が動的平衡状態にあ
り、調和の取れた⽣命現象を維持している。しかし、物理化学的または⽣物学
的負荷がかかると、それらの平衡関係が崩れ、“酸化的ストレス”が⽣じ、細胞
障害のみならず、時には⽣体の死をも招く結果となる。特に抗がん治療におけ
る化学療法や放射線療法などによる⽣体への物理化学的負荷は、⾮常に⼤きな
酸素毒性を⽣じる。そのため、正常細胞においては有害事象を減らす上でこれ
らをいかに軽減するかが、がん細胞においては、酸素毒性による治療効果を期
待することが臨床上の重要な課題である。 
我々の研究室では、このような細胞内活性酸素関連機構と抗がん治療への応

⽤について⻑らく研究を重ねている。本稿では、本来は⽣体内に有害であり、
不要とされる活性酸素を⽤いた抗癌治療への応⽤についての研究の詳細を記
し、さらに今後の展望について述べる。 
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第 1 章 本研究の背景 
 
はじめに 
本研究では乳癌細胞株を⽤いて研究を⾏っているため、本章ではまず乳癌に

ついて概説し、さらに本研究のテーマである活性酸素についての概説を記載す
る。 
 
1.1 癌および乳癌の疫学 
1.1.1 世界における癌および乳癌の疫学 
世界の癌患者数は年々増加傾向であり、2018 年には 1,810 万⼈が罹患し、死
亡者数は 960 万⼈であった。罹患内訳を臓器別で⾒てみると、乳癌は⼥性全体
の 24.2%と⾮常に頻度が⾼く、全体では肺癌に次いで第 2 位であり
（16.1%）、死亡率も肺癌、⼤腸癌、胃癌、肝臓癌に次いで第 5 位である[1]。
そして、罹患率死亡率ともに毎年増加傾向である[2]。 
 
1.1.2 本邦における乳癌の疫学 
本邦においても乳癌患者数は 1960 年代より徐々に増加しつつあり、1995 年

には胃癌を抜いて⼥性の悪性腫瘍の罹患率第⼀位となった。2019 年の予測乳
癌年間罹患数は全国で約 92,200⼈であり(Fig.1)、2019 年予測年間死亡者数は
約 15,100⼈と、⼥性の悪性腫瘍による死亡原因のうち、⼤腸癌、肺癌、膵
癌、胃癌に続いて第 5 位である(Fig.2)[3]。年齢的には 30 歳代から増加傾向に
あり、40 歳代後半から 50 歳代前半でピークを認め、また最近では 60 歳代か
ら 80 歳代にかけても増加傾向がある。乳癌の罹患数、死亡者数は年々増加傾
向が認められ、「全国がん罹患数・死亡数・有病数将来推計値（2015 年〜
2039 年）」によれば、⽇本⼈⼥性の乳癌罹患率は増加傾向にあり、今後も増
加の⼀途を辿ることが予想されている(Fig.3)[4]。 
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Fig.1. 部位別予測がん罹患数(2019 年) 

公益財団法⼈がん研究振興財団「がんの統計ʼ19」より 

 

Fig.2. 部位別予測がん死亡数（2019 年）  
公益財団法⼈がん研究振興財団「がんの統計ʼ19」より 
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⑵　部位別予測がん罹患数（2019年）
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Source : Center for Cancer Control and Information Services, National Cancer Canter, Japan (https://ganjoho.jp/en/public/statistics/short_pred.html)

※  表と出典は64～ 65ページ参照。See p.64-65 for tables and references.

予測は、全国がん罹患モニタリング集計の年齢階級別罹患数（1975～2015 全国推計値）および人口動態統計がん死亡数（1975～2017
実測値）を用いて、年齢、暦年およびそれらの交互作用を説明変数とした予測モデルにより行った。
Projected numbers of cancer deaths and incidence were provided by age period interaction model. 
The prediction model included the number of incidence from 1975 to 2015, mortality from 1975 to 2017, age at diagnosis,  calendar 
year and those interaction as independent variable. 

わが国のがん死亡数の 2019 年推計値は、約 38 万 300 人である（男性 22 万 2 千 500 人、女性 15 万 7 千 800 人）。部位別の死亡数は、
男性では肺が最も多くがん死亡全体の 24%を占め、次いで胃（13%）、大腸（13%）、膵臓（８%）、肝臓（８%）の順、女性では大腸
が最も多く（16%）、次いで、肺（14%）、膵臓（11%）、胃（10％）、乳房（10%）の順となっている。
わが国のがん罹患数の 2019 年推計値は、約 101 万 7 千 200 例である（男性 57 万 2 千 600 例、女性 44 万 4 千 600 例）。部位別では男性
で大腸（16％）、胃（15％）、肺（14％）、前立腺（14％）、肝臓（4％）の順、女性で乳房（21％）、大腸（15％）、胃（9％）、肺（9％）、
子宮（６％）の順となっている。
Estimated number of cancer deaths in Japan in 2019 was approximately 380,300 （222,500 males and 157,800 females）. Lung was the 
leading site （24%） for males, followed by stomach （13%）, colon/rectum （13%）, pancreas （8%）, and liver （8%）. The leading site for 
females was colon/rectum （16%）, followed by lung （14%）, pancreas （11%）, stomach （10%）, and breast （10%）.
Estimated number of cancer incidence in Japan in 2019 was approximately 1,017,200 （572,600 for males and 444,600 for females）. 
Colon/rectum was the most common cancer site （16%） for males, followed by stomach（15%）, lung （14%）, prostate （14%）, and 
liver （4%）. The most common cancer site for females was breast （21%）, followed by colon/rectum （15%）, stomach （9%）, lung （9%）, 
and uterus （6%）.
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Fig.3. がん年齢調整罹患率年次推移（1985-2012 年）  

公益財団法⼈がん研究振興財団「がんの統計ʼ19」より 

 
1.2 乳癌の標準治療 
乳癌の悪性腫瘍は上⽪性悪性腫瘍が 99%を占め、結合組織および⾮上⽪性悪

性腫瘍が 1%を占める。乳癌の International Union Against Cancer(UICC)の臨
床病期分類では、⾮浸潤癌の 0期と、浸潤癌であり遠隔転移のないⅠ〜ⅢC期
と、遠隔転移を有するⅣ期に分けられる。 
 
1.2.1 原発性乳癌の標準治療 
０期からⅢ期の原発性乳癌の治療は、根治を⽬的として⼿術と放射線治療に

よる局所治療が⾏われ、必要な症例には術前や術後に化学療法も施⾏される。
乳房⼿術には、乳房全切除術と乳房温存術があり、乳房温存術後には患側の乳
房に対し、放射線治療を⾏う。また、臨床的にリンパ節転移陽性症例には腋窩
リンパ節郭清術を⾏い、さらに腋窩リンパ節転移が 4 個以上の再発⾼リスク群
には鎖⾻上リンパ節領域への放射線治療が推奨されている。⼀⽅で臨床的にリ
ンパ節転移陰性症例に対しては、センチネルリンパ節⽣検を⾏い、転移陰性と
診断された場合は腋窩リンパ節郭清を省略することが標準治療である
(Fig.4)[5]。 
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Fig.4. 原発性乳癌の標準治療  

⽇本乳癌学会編「乳癌診療ガイドライン①治療編」（⾦原出版）より作成 

 
1.2.2 転移再発乳癌の治療 
乳癌は⽐較的予後良好な癌とされているが、de novo StageⅣ期や遠隔再発を

来した症例では、治癒を望むことは困難であり、再発後の 10 年⽣存率は 5%程
度、根治に到ることは 2〜3％と稀である[6]。このような⼿術不能症例には、
延命効果とQOLの改善を⽬的に、化学療法、ホルモン療法、分⼦標的療法と
いった薬物療法を主体とした全⾝療法⾏われるが、症状緩和に有⽤と考えられ
れば放射線療法や⼿術療法など、様々な治療法を組み合わせた集学的治療が⾏
われる。 
 

1.2.3 乳癌の薬物療法 
乳癌の薬物療法にはエストロゲン受容体（ER）やプロゲステロン受容体
（PgR）といったホルモン受容体の発現状況や、Human epidermal receptor 
type 2（HER2）の発現状況を考慮した、サブタイプ別治療が⾏われる。基本的
にはホルモン受容体と HER2の有無で分けられ、ホルモン受容体陽性乳癌を総
じてルミナルタイプと呼び、全乳癌の 60-70%を占める最も多い乳癌である。
また、ルミナルタイプは細胞増殖マーカーの Ki-67を参考に、増殖能⼒の低い
ルミナル Aと、増殖能⼒の⾼いルミナル Bに分けられる。その他、ホルモン受



 10 

容体陽性/HER2 陽性タイプ（ルミナル HER2 タイプ）、ホルモン受容体陰性
/HER2 陽性タイプ（HER2過剰タイプ）、ホルモン受容体陰性/HER2 陰性の
トリプルネガティブタイプに分けられる（Fig.5）。ルミナルタイプにはホルモ
ン療法が⾏われ、HER2 陽性であれば、抗 HER2 薬や化学療法を組み合わせた
治療が⾏われる。トリプルネガティブタイプには化学療法が推奨される。[7] 
⼿術不能または再発乳癌の治療については、Hortobagyi により提唱されて治

療アルゴリズム(Fig.6)[8]を基本的な概念として、NCCNガイドラインや乳癌
診療ガイドラインに治療⽅針が提⽰されている。ホルモン受容体の発現状況や
HER2の発現状況、および⽣命を脅かす転移巣の有無で治療薬が決定される。
ホルモン受容体陽性の場合は有害事象の少ないホルモン療法を先⾏し、ホルモ
ン療法耐性になった場合や進⾏が早い場合などに化学療法が施⾏される。
HER2 陽性の場合には抗 HER2 薬を組み合わせた治療法が標準治療であり、
HER2 陰性の場合には、様々な化学療法が⽤いられる。標準的な⼀次化学療法
にはアンスラサイクリン系⼜はタキサン系抗悪性腫瘍薬を含む化学療法が施⾏
され、⼆次化学療法としては、⼀次化学療法で使⽤されなかったアンスラサイ
クリン系⼜はタキサン系薬剤の使⽤が推奨されている[5]。 
しかしホルモン療法、化学療法、分⼦標的薬をどの順番でどのように使うか

については、明確なエビデンスは少なく、臨床現場では主治医と患者間で相談
し決定されることが多い。 
 

 
Fig.5. 乳癌のサブタイプ分類 
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Fig.6. Hortobagyi 治療アルゴリズム 

 
1.2.4 乳癌の集学的治療の今後 
原発性乳癌の治療には⼿術療法、薬物療法（ホルモン療法、化学療法、分⼦
標的薬）、放射線療法といった集学的治療が、転移再発乳癌には薬物療法を中
⼼とした治療に、症状緩和⽬的に⼿術や放射線療法といった集学的治療が⾏わ
れることもある。しかし、化学療法や分⼦標的薬は、有害事象や⾦銭的負担も
多く、また放射線療法は、各臓器に照射できる線量に限度があるため、継続し
て続けられる治療ではない。転移再発乳癌では特にQOLの改善が⽬的であ
り、薬物療法による有害事象でQOLを損ねてしまうのは本末転倒であり、症
状緩和⽬的の放射線照射も限度を超えた照射は推奨されない。 
本研究では、このような臨床上の課題を打開すべく、がんの新たな集学的治療
である光線⼒学療法や、温熱療法に注⽬し、これらを乳癌治療に応⽤していく
ための研究を⾏った。 
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static breast cancer. Most recurrences or metastases
are diagnosed on the basis of symptoms and physical
findings, and extensive biochemical testing or imag-
ing contributes little.69,70 Guidelines for surveillance
of asymptomatic women are shown in Table 5.71

Treatment

Once metastatic breast cancer becomes evident, it
is appropriate to determine the extent and location of
metastases. An overall therapeutic strategy is then
developed on the basis of age, disease-free interval,
hormone-receptor status, and extent of disease. For

women with limited and non–life-threatening dis-
ease, especially those who have no symptoms, are eld-
erly, or have estrogen-receptor–positive tumors, hor-
monal therapy is the initial treatment of choice (Fig.
2).66,72 There has been a quiet revolution in hormonal
therapy. Ablative endocrine procedures have been re-
placed by specific, well-tolerated hormonal treatments
(antiestrogens, aromatase inhibitors, gonadotropin-
releasing–hormone analogues, and progestins) (Table
6). Women who have a response to one hormonal in-
tervention often have a response to a second after the
first becomes ineffective.72 Some women may thus

Figure 2. Optimal Palliative Therapy for Women with Metastatic Breast Cancer.

Diagnosis of metastatic breast cancer

First-line chemotherapy

Hormone-unresponsive or!
life-threatening disease

Hormone-responsive disease!
No life-threatening disease

No progression!
of disease

Progression!
of disease

No progression!
of disease

Progression!
of disease

No progression!
of disease

No progression!
of disease

Progression!
of disease

Progression!
of disease

Second-line chemotherapy

Third-line chemotherapy

Second-line hormonal therapy

Third-line hormonal therapy

First-line hormonal therapy

Response No response

Response No response

Response No response Supportive care

Determination of site and extent of disease!
Assessment of hormone-receptor status,!

disease-free interval, age, and menopausal status
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1.3 酸化ストレスと活性酸素 
1.3.1 酸化ストレス 
酸化ストレスとは、⽣体内の酸化反応と抗酸化反応のバランスが崩れ、前者

に傾き、⽣体にとっては好ましくない状態と定義され、酸化反応（電⼦の移動
反応）を伴って⽣体に与えられる刺激やシグナルのことである[9]。⽣体にとっ
て通常の酸化還元反応が乱されると、活性酸素やフリーラジカルが産⽣され、
酸化ストレス状態となり、蛋⽩質、脂質、DNAが傷害される。酸化ストレス
は、動脈硬化や発がん、ADHD、アルツハイマー病などをはじめとした様々な
疾患を引き起こし、すべての疾患の約 9割に関わるともいわれている（Fig. 
7）。 

   
Fig.7. 酸化ストレスと疾患 
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1.3.3 活性酸素とフリーラジカル 
活性酸素（Reactive Oxygen Species）は、⼤気中に含まれる酸素分⼦がより

反応性の⾼い化合物に変化したものの総称である。⼀般的にスーパーオキシド
（O2・−）、過酸化⽔素（H2O2）、ヒドロキシルラジカル（OH・）、⼀重項酸
素（1O2）の 4種類が活性酸素種として定義されている（Fig.8）[10]。（広義
には次亜塩素酸や NO、窒素酸化物や脂質過酸化を含む。）⽣物は酸素（O2）
を⽣体内に取り込み、主にミトコンドリアに存在する電⼦伝達系により、ATP
を産⽣し、⽣命活動に必要なエネルギーを得ている。この過程でO2 は 4電⼦
還元され、H2Oとなるが、この時に漏れ出た電⼦が周囲の酸素分⼦と反応する
ことで活性酸素種が産⽣される。つまり、酸素分⼦が部分的に還元されたもの
が活性酸素である[11]。 
⽣体内においては、①各種オキシダーゼ（キサンチンオキシダーゼや好中球

の NADPHを使うオキシダーゼ系）やリボキシゲナーゼなどの酵素によるも
の、②細胞・顆粒での⽣成（ミトコンドリア、葉緑体、ペルオキシゾーム、ミ
クロゾームなど）、③⾃動酸化による⽣成（キノン系制癌剤、パラコートな
ど）、④環境因⼦による⽣成（可視光・紫外線、フェオバイト、放射線、公害
ガス、重⾦属など）、が活性酸素を発⽣させる[12]。また、スーパーオキシド
（O2・−）やヒドロキシルラジカル（OH・）などの不対電⼦を持つ物質をフリ
ーラジカルと呼び、これらは不安定で⾼い反応性を持つ。これらが⽣体内で発
⽣すると、脂質、タンパク質、核酸などの⽣体成分と反応して酸化する[9]。 
 

 
Fig. 8. 活性酸素とフリーラジカルの関係（参考⽂献：9 より引⽤） 
 

1.3.4 ミトコンドリアとフリーラジカル 

!

　通常，原子は原子核を中心として，各電子軌
道に!個の電子が対になって存在するが，まれ
に対になっていない電子がある．これを不対電
子といい，この不対電子をもつ分子や原子をフ
リーラジカルという（図!）．不対電子は対にな
ろうとするため，フリーラジカルは一般に不安
定で反応性が大きい．酸素!!!は，その生体内
における代謝過程で四電子還元されるわけであ
るが，その還元の過程あるいはエネルギー付与
による電子の励起，遷移金属との結合により，
反応性が高まる．このようにして生じる酸素分
子より活性の高い酸素種を総称して活性酸素と
呼ぶ．スーパーオキシド，過酸化水素，ヒドロ
キシルラジカル，一重項酸素を狭義の活性酸素
というが，広義には図!に示すように多くのフ
リーラジカルを含むこともある．構造式で右肩

フリーラジカル，活性酸素，
酸化ストレスとは？

に示した不対電子をもつものがフリーラジカル
である．たとえば，過酸化水素は活性酸素では
あるが，不対電子を持たないためフリーラジカ
ルではない．ただし，過酸化水素は鉄などの遷
移金属の存在下では容易に!電子還元され，ヒ
ドロキシルラジカルを生じるため，重要な活性
酸素として位置づけられている．好気的生物に
とっては，これらの反応性の高い活性酸素を解
毒消去することが生命維持に不可欠で，進化の
過程でさまざまな抗酸化的防御機構を獲得して
きた．また，その高い反応性をうまく利用する
ことにより，種々の生命現象を調節してきたの
も事実である．
　生命現象との関わりにおいては，フリーラジ
カルのなかでも酸素に由来する種々のフリーラ
ジカルが注目されているが，以下のような理由
がある．生体内では，酸素を利用する過程にお
いて種々の活性酸素種が生成している．しか
し，生体はこの活性酸素種を消去する極めて巧

!"! 吉　川　敏　一

図!　　フリーラジカルとは

    

図!　　フリーラジカルと活性酸素の関係
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 ⽣体内におけるフリーラジカルの発⽣源はミトコンドリア電⼦伝達系であ
る。ミトコンドリア基質で⾏われるクエン酸回路から NADHとして回収した
電⼦は、ミトコンドリア内膜と外膜に結合している電⼦伝達系複合体 Complex
Ⅰ：NADHユビキノン還元酵素に受け渡され、内膜と外膜との間にある CoQ
を経由して Complex Ⅲ：ユビキノール-シトクロム cレダクターゼに受け渡さ
れる。その後シトクローム cから Complex Ⅳ：シトクローム cオキシダーゼ
により 1/2O2＋2H＋に 2 個の電⼦が受け渡され、H2Oとなる。この過程で電⼦
が漏れ出し、漏れ出した電⼦がO2 を還元することでスーパーオキシドアニオ
ンが⽣成される（Fig.9）[13-15]。 

 
Fig. 9. ミトコンドリアでのフリーラジカルの発⽣ 
 
 
1.3.5 フリーラジカルの測定法 
フリーラジカルの測定法で最も直接的なものは、電⼦スピン共鳴法（electron 
spin resonance ; ESR）である。磁場の中にフリーラジカルがあると、そのエネ
ルギー状態は低いエネルギー準位（βスピン）と⾼いエネルギー準位（αスピ
ン）に分裂する（この現象をゼーマン効果という）。この状態に外から電磁波
（マイクロ波）を照射すると、低エネルギー準位の電⼦はマイクロ波のエネル
ギーと共鳴吸収し、⾼エネルギー準位に移⾏する。この時のマイクロ波の吸収
が観察される。外部磁場中で、共鳴吸収されることで、減少したマイクロ波を
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観測することを⼀般に磁気共鳴法というが、磁気共鳴法の中で電⼦スピンを測
定する分光器を電⼦スピン共鳴（ESR）という。ESR法は、このマイクロ波の
吸収を測定する物理化学的分析法である。ESR法によって得られたスペクトル
を解析することで、ラジカルや遷移⾦属などの物質中の電⼦スピン状態とその
量を調べることができる[16]。 
しかし、⼀般的に寿命の短いフリーラジカルを常温のまま検出することは困
難である。そこで、フリーラジカルと特別な化合物であるスピントラップ剤と
反応させて、寿命の⻑いラジカル種に変換させ測定する、スピントラッピング
法が開発された。酸化ストレスの測定には、安定性の理由からニトロン系化合
物[5,5-ジメチル-1-ピロリン-N-オキシド（DMPO）、5-ジエチルホスホノ-5-
メチル-1-ピロリン-N-オキシド（DEPM- PO）、α-フェニル-N-tert-ブチルニ
トロン（PBN）等]が多⽤される[17]。DMPOについては、すでに多くのラジ
カル種に対して研究が⾏われ、超微細結合定数が求められており[18]、これら
のデータを参照することで構造、すなわちもとのフリーラジカルの種類を推定
できる[19]。反磁性の DMPOはヒドロキシルラジカルと反応し、⽐較的安定
なニトロキシル基である常磁性 DMPO-OHを⽣成し[20]（Fig.10）、DMPO-
OHは特徴的な 1 : 2 : 2 : 1 の 4本線の ESR信号を⽰すことが知られている
（Fig.11）[21]。 
 

 

Fig.10. DMPO とヒドロキシラジカルの反応（参考⽂献：17 より引⽤） 

 
Fig.11. DMPO を⽤いたヒドロキシルラジカルの ESR スペクトラム（参考⽂献：18 より
引⽤） 
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1.4 癌と活性酸素 
前述の通り、⽣体内の活性酸素の主⼒な産⽣源はミトコンドリアであるが、

⼀般的に癌では、ミトコンドリア DNA変異に伴う電⼦伝達系複合体の異常が
⽣じているために、電⼦の漏出が多く、正常細胞と⽐べて、活性酸素を産⽣し
やすい。さらに、外的環境変化によってさらに活性酸素が発⽣しやすい。ま
た、癌には本来⾄適な活性酸素濃度があり、さらなる活性酸素の増加刺激に対
しては、癌細胞は正常細胞と⽐べて傷害されやすい[22]。つまり、活性酸素を
利⽤することにより、癌細胞だけを標的とした治療が可能となる。 
 

1.5 インドメタシンと活性酸素 
インドメタシンをはじめとする NSAIDsはミトコンドリアの電⼦伝達系複合

体 ComplexⅠを障害するといわれている[23]。これにより電⼦が漏出しやす
く、漏出した電⼦はO2 と反応し、活性酸素種の⼀つであるスーパーオキサイ
ドが発⽣する。 
 
1.6 MDRおよび ABCトランスポーター 
MDR（multi-drug resistance）は、化学構造や作⽤機序が異なる薬剤に対し

て、がん細胞が耐性を持つようになる現象である[24]。がん化学療法における
MDRは、化学療法を⻑期間にわたり暴露された後に発症するが、これは薬物
を細胞外に排泄するトランスポーターの過剰発現に起因すると考えられている
[25]。がん細胞でMDRを産⽣する最も⼀般的なメカニズムの 1 つは、ATP-
binding cassette (ABC)トランスポーター呼ばれる、特異的な膜貫通型エネルギ
ー依存性トランスポーターファミリーの過剰発現である。ABCトランスポータ
ーファミリーは、ヒトゲノムにコードされている最も豊富な膜貫通タンパク質
ファミリーであり[26]、ABC-Aから Gまでの 7つのサブファミリー分けら
れ、その構造の類似性や違いによってさらにサブファミリーに細分化されてい
る[27]。ABCG2トランスポーターは、ヒト乳癌細胞株MCF-7で初めて発⾒さ
れ、ドキソルビシン（DOX）に対して耐性を持つようになった。そのため、乳
がん耐性タンパク質（breast cancer resistance protein ; BCRP）としても知ら
れている[28]。ABCG2トランスポーターは、乳がん、⼤腸がん、胃がん、⼩
細胞肺がん、卵巣がん、腸がん、メラノーマなど、さまざまな種類のがんにお
けるMDRのモジュレーターである[29]。ABCトランスポーターは、がん細胞
からの薬剤の流出を増加させ、化学療法薬の細胞内蓄積を減少させる。これが
薬剤耐性のメカニズムである（Fig.12）[30]。このような薬剤耐性の原因とな
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る ABCトランスポーターの過剰発現を改善することが、薬剤耐性を打開する
上で⾮常に重要である。 
 

 
Fig.12. ABC トランスポーターの代表的基質薬剤（参考⽂献 30：2 より引⽤） 

 
1.7 使⽤細胞株 
本研究で使⽤した細胞株について記載する。 

1.7.1 マウス乳癌細胞株 4T1E 
4T1E細胞は、BALB/c由来の⾃然発⽣マウス乳腺癌細胞株である 4T1 細胞

に、ネオマイシン耐性遺伝⼦を導⼊し、in vivoでのセレクションによって樹⽴
された細胞株である[31-33]。 
 
1.7.2 ⾼⾻髄転移性マウス乳癌細胞株 4T1E/M3 
4T1E細胞を、BALB/cマウスに静脈内注射し、⾻髄から採取し、in vivoで培
養するプロトコルを 3回繰り返すことにより確⽴された細胞株である[31]。 
 
1.7.3 ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-453 
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1976 年に 48 歳⼥性の乳癌患者の胸⽔から確⽴された細胞株であり、エスト
ロゲン受容体（ER）陰性、HER2 陽性である[34,35]。 
 
1.7.4 ヒト乳癌細胞株 MCF-7 
1970 年に放射線療法およびホルモン療法後の転移性乳癌を伴う 69 歳の⽩⼈
⼥性の胸⽔から確⽴された細胞株であり、エストロゲン受容体（ER）陽性、
HER2 陰性である[36,37]。 
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第 2 章 マウス乳癌細胞を⽤いたインドメタシンによる光線⼒学療法
（photodynamic therapy ; PDT）の相乗効果の検討 
 
本章ではインドメタシンによる ROS産⽣を利⽤した光線⼒学療法
（photodynamic therapy；PDT）の増強効果について、2種類のマウスの乳癌
細胞を⽤いて検討した結果について記載する。 
 
2.1 背景と⽬的 
第 1 章でも述べたように、乳癌は世界で最も⼀般的な癌種であり、罹患率死
亡率ともに毎年増加傾向である[1]。乳癌は⽐較的予後良好とされているが、中
には容易にリンパ節や⾻、肺や肝臓といった多臓器への転移を来す症例もある
[2,3]。遠隔転移を来した症例は、その症状によりQOLを阻害する可能性があ
る[4]。このため、延命効果とQOLの改善を⽬的に、ホルモン療法や化学療
法、分⼦標的薬療法といった、薬物を主体とした全⾝療法が⾏われるが、これ
らは時に副作⽤や有害事象によりQOLを阻害し、さらには⽣命を脅かす事態
となることもある。乳癌ではしばし⾻転移がみられるが、⾻転移の治療には、
ホルモン療法や化学療法の他に、放射線療法、破⾻細胞性⾻吸収を抑制するビ
スフォスフォネートに製剤などが⽤いられる。ビスフォスフォネート製剤は消
化器症状や腎障害、顎⾻壊死の原因となる[5]。したがって⾻転移の治療には、
より副作⽤の少ない有効な治療薬が必要とされている。 
光線⼒学療法（PDT）は癌特異的な集積性を⽰す光感受性物質とレーザー光
照射による光化学反応を利⽤した局所的治療法である[6.7]。PDTは、⼿術や
放射線を必要としないため、侵襲性を最⼩限に抑えた代替の癌治療として、消
化器内視鏡を⽤いて主に消化管悪性腫瘍の治療に⽤いられることが多い。PDT
は癌細胞に取り込まれた光増感剤に適切な波⻑のレーザーを照射するだけで、
ROS を産⽣し、それによる腫瘍細胞死を誘発する。5-アミノレブリン酸（5-
ALA）はプロドラッグで、細胞内で光増感剤であるプロトポルフィリンⅨ（Pp
Ⅸ）に変換される。5-ALAは、悪性神経膠腫の蛍光ガイド下切除や、表在性膀
胱癌への PDTなどで⽤いられている[8-10]。5-ALAは、ペプチドトランスポ
ーター１（PEPT1）を介して細胞内に取り込まれるが、我々は以前に PEPT1
の発現が、細胞内のミトコンドリアにより産⽣された ROS（mitROS）により
調節されることを報告している[11,12]。 
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第 1 章でも述べたが、ROSはミトコンドリアの電⼦伝達系（ETC）の副産物
として、また NADPHオキシダーゼなどによっても⽣成される[13]。ROSの
過剰⽣成は細胞に酸化ストレスを与え、発癌、⼼⾎管疾患、アルツハイマー病
やパーキンソン病などの神経系疾患、クローン病や潰瘍性⼤腸炎などの炎症性
腸疾患などのさまざまな種類の疾患に関連する[14]。さらに、癌細胞のミトコ
ンドリア変異による ETCからの電⼦漏出は ROSの発⽣を増加させ、癌の転移
と浸潤の悪性度に関連している[15、16]。対照的に、ROSの増加は細胞内のシ
グナル伝達と代謝経路も活性化する。また、我々は以前に、ポルフィリン化合
物がヘムキャリアプロテイン 1（HCP1）を介して癌細胞に取り込まれ、⾮ス
テロイド性抗炎症薬であるインドメタシン（IND）がmitROSの産⽣と HCP1
の発現を増加させ、PDTの効果を⾼めることを報告した [17‒19]。本研究で
は、PDTが新たな乳癌の集学的治療の⼀つとして期待すべく、転移性レベル
の異なる 2種類のマウス乳癌細胞に INDを暴露させ、これらの細胞株の ROS
⽣成と 5-ALAの取り込み、PpIXの蓄積、およびレーザー照射による PDT効
果を検討した。 
 
2.2 対象と⽅法 
2.2.1 実験細胞株 
⾼⾻髄転移性マウス乳癌細胞である 4T1E/M3とその親株であるマウス乳癌細
胞株 4T1Eを使⽤した。細胞株は岡⽥博⼠（岡⽥知⼦：Institute for Biological 
Resources and Functions, National Institute of Advanced Industrial Science and 
Technology (AIST)）から提供され[30,31]、2 mM L-グルタミン、1.5 g / L重
炭酸ナトリウム、4.5 g / Lグルコース、10 mM HEPES、1.0 mMピルビン酸
ナトリウム（Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA）および 10％ウシ胎
児⾎清（Equitech-Bio Inc., Kerrville, TX）および 1％ペニシリン/ストレプトマ
イシン（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を添加した RPMI 1640培地（Thermo 
Fisher Scientific, Inc.）で、37℃、5％CO2下で培養した。 

 
2.2.2 RIラベルした 5-ALAの取り込みアッセイ 
IND暴露後の 4T1Eおよび 4T1E/M3細胞内の 5-ALA取り込みを、プレー

トリーダーを⽤いて測定した。6wellの細胞培養プレートに上記細胞をそれぞ
れ 1×105個/wellで播種し、⼀晩培養した。細胞をそれぞれ 1%DMSOで溶解
された 20μMの IND（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）溶
解液に 24時間暴露させ、その後 PBSで洗浄した。次に、14Cの放射性同位体
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でラベルした 5-ALA塩酸塩（American Radiolabeled Chemicals Inc., St. Louis, 
MO）溶液 20μMに、細胞を 6時間培養した。その後 PBSで 3回洗浄し、
RIPA 緩衝液を細胞溶解のために添加し、溶解液を、液体シンチレーション液
（Pico-Fluor40）を含むバイアルに集めた後、液体シンチレーションカウンタ
ー(LSC-7200, Hitachi Aloka Medical, Ltd., Japan) を⽤いて放射線量を測定し
た。 
 
2.2.3 細胞内 PpⅨ蛍光量の測定 
INDおよび 5-ALA暴露後の細胞内 PpIX蓄積は、PpIX蛍光の検出によって
測定された。4T1Eおよび 4T1E/M3を 12well細胞培養プレートに 1×105個 
/wellで播種し、⼀晩培養した。細胞をそれぞれ 20μMの INDで 24時間暴露
し、PBSで 2回洗浄した。その後 1 mM 5-ALA塩酸塩(Cosmo Bio Co., Ltd., 
Tokyo, Japan)溶液を添加し、6時間培養した。その後、細胞を RIPA 緩衝液に
溶解し、Varioskanマイクロプレートリーダー（Thermo Fisher Scientific, 
Inc.）を⽤いて、細胞溶解液の蛍光強度を測定した。波⻑は 410nmで励起し、
635 nmの蛍光波⻑を測定した。 
 
2.2.4 ESRによる細胞内活性酸素測定 
IND暴露後の 4T1Eと 4T1E/M3の細胞内 ROSの測定は、ESRを⽤いて測定

した。それぞれの細胞をスライドグラス（49 mm × 5 mm × 0.2 mm)上に播種
し、⼀晩培養した後、20μMの INDを 24時間暴露した。そのスライドグラス
を ESR 測定⽤組織グラス（Radical Research Inc., Tokyo, Japan）へ載せ、ESR
測定⽤溶液（5 mM succinic acid, 5 mM malic acid, 5 mM D-glutamic acid, and 
5 mM NADH, 5.9 % v/v DMPO）80μlを組織グラスに添加し、JEOL-TE X-
band spectrometer ( JEOL, Tokyo, Japan ) を⽤いて ESRスペクトルを測定し
た。測定条件は 10mW incident microwave power、0.1mT modulation width、
8min sweep time、7.5mT sweep width、0.1s time contrast、333.5mT center 
field、15mT scan rangeとした。測定データの解析はWin-Rad Radical 
Analyzer System ( Radical Research ) を⽤いた。 
 
2.2.5 Western blottingによる PEPT1 と ABCG2の発現測定 
IND暴露後の PEPT1、ABCG2トランスポーターのタンパク発現はWestern 
blottingで解析した。4T1Eおよび 4T1E/M3に 20μMの INDを 24時間暴露
したディッシュを PBSで 3回洗浄し、氷上でプロテアーゼ阻害剤カクテル
（Thermo Fisher Scientific）を含むRIPAバッファーを添加し、⾼速冷却遠⼼
機で 10分間遠⼼した後、上清を破棄し、細胞溶解液を作成した。NuPAGE 
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LDS Sample Buffer（Thermo Fisher Scientific, Inc.）で細胞溶解液を調整し、
各サンプルを 95℃で 5分間加熱後、10μLずつ NuPAGE 12％Bis-Tris Protein 
Gel（Thermo Fisher Scientific, Inc.）のウェルに充填した。ゲルを 200 Vで 30
分電気泳動し、タンパク質を 2.0 mA/cm2 で 60分間電気泳動することによりポ
リフッ化ビニリデン（PVDF）膜（Merck Millipore, Burlington, MA）に転写
した。PVDF膜を Can Get Signal製のブロッキング試薬（TOYOBO CO., 
LTD., Osaka, Japan）に 25℃、60分間浸してブロッキングを⾏い、抗 PEPT1
抗体（Bioss Antibodies Inc., Woburn）または抗 ABCG2抗体（Cell Signaling 
Technology, Inc., Danvers, MA）を Can Get Signal Immunoreaction Enhancer 
Solution 1（TOYOBO CO., LTD.）で 1：1000に希釈した⼀次抗体溶液にメ
ンブレンを浸し、4℃で⼀晩反応させた。その後、メンブレンを 0.1％Tween 
20（Sigma‒Aldrich Co.）を含む PBS（PBS-T）で 10分間 3回洗浄し、ホース
ラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）結合抗ウサギ IgG⼆次抗体（Cell 
Signaling Technology, Inc.）を Can Get Signal Immunoreaction Enhancer 
Solution 2（TOYOBO CO., LTD.）で 1:1000に希釈した⼆次抗体溶液にメン
ブレンを浸し、25℃60分間反応させた。その後メンブレンを PBS-Tで 10分
間 3回洗浄し、Lumina Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore)に浸
し、Image Quant LAS 4000 ( GE Health Care Japan, Tokyo, Japan) を⽤いて発
光を測定した。サンプルローディングコントロールとして、抗アクチン抗体
（Cell Signaling Technology, Inc.）を⽤いて、βアクチンをコントロールとし
て測定した。 
 
2.2.6 PDT後の細胞毒性試験 
PDTを⾏った後の細胞⽣存率は、Cell Counting Kit-8（CCK-8）（Dojindo、
Tokyo, Japan）を⽤いて評価した。4T1Eおよび 4T1E/M3を 96well プレート
に 2×103個/wellで播種し、⼀晩培養した。細胞を 20μMの INDで 24時間
暴露後、1mM 5-ALA塩酸塩を暴露し、24時間培養した。培地をフェノールレ
ッドを含まない培地に置換した後、EDL-1 レーザーダイオードドライバー
（Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu, Japan）を使⽤して、細胞にエキシ
マレーザー光（630 nm, 0.5 J cm2）を照射した。照射後、細胞を 24時間培養
し、 培地を 10％CCK-8試薬を含む培地に置換し、さらに 1 時間培養した。
DTX880マルチモードマイクロプレートリーダー（Beckman Coulter, Inc., 
Brea, CA)を⽤いて、450 nmでの吸光度を測定した。 
 
2.2.7 統計解析 
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本実験の統計処理は SPSS (International Business Machines Corporation, 
Armonk, NY) を⽤いた。2 群間以上の検定には Scheffeʼs testを、2 群間の検定
には Studentʼs t-testを⽤い、p <0.05および p <0.01 を統計的に有意な差とし
た。すべてのデータは平均±標準偏差で⽰した。 
 
2.3 実験結果 
2.3.1 各種細胞株における IND暴露後の 5-ALAの取り込み⽐較 
4T1Eおよび 4T1E/M3の細胞内の 5-ALAの取り込みを、14Cの放射性同位体

でラベルした 5-ALAを⽤いて、IND暴露群と DMSOコントロール群で⽐較
した。 
通常のマウス乳癌細胞株である 4T1Eと⽐較し、⾼⾻髄転移性株である
4T1E/M3の放射線数は⾼値を⽰した（Fig.1）。さらに、IND暴露により、双
⽅の細胞株の放射線数がさらに増加した。ただし、4T1E/M3の放射線数は、
IND暴露前後の 4T1Eの放射線数よりも⾼値であった。これらの結果は、
4T1Eより 4T1E/M3の⽅が 5-ALAを細胞内に取り込みやすく、IND暴露が
4T1E/M3の 5-ALAの細胞内取り込みを⼤幅に増強したことを⽰している。 
 
2.3.2 細胞内の PpⅨ蓄積の検出 
細胞内の PpIX蓄積の検出結果を Fig.2に⽰す。IND暴露群と DMSOコント
ロール群で、5-ALA暴露後の細胞溶解物から測定された PpIX蛍光強度を測定
した。4T1E/M3細胞溶解液の PpIX蛍光強度は、DMSOコントロールの
4T1E細胞溶解液よりもはるかに⾼値を⽰した。さらに、IND暴露により
4T1E/M3の蛍光強度が⼤幅に向上した（19.94％増加）。これとは対照的に、
4T1Eの蛍光強度は、IND暴露後でも有意な増加を⽰さなかった。これらの結
果は、5-ALAから⽣成された PpIXは⾼⾻髄転移性株である 4T1E/M3に蓄積
する傾向があり、IND暴露がこの細胞株における PpIX蓄積を増加させたこと
を⽰唆している。 
 
2.3.3 ⾼⾻髄転移性マウス乳癌細胞株 4T1E/M3における ROS産⽣の上昇 
⽣細胞における ROS産⽣量は、ESRによって測定した。4T1Eおよび
4T1E/M3の IND暴露群、または DMSOコントロール群の ESRスペクトルを
Fig.3（a）に⽰し、シグナル対ノイズのピーク強度の⽐を Fig.3（b）に⽰す。
Fig.3（a）に⽰すように、4T1E/M3のピークシグナルは IND暴露により明ら
かに増強された。IND暴露群では、DMSOコントロール群と⽐較して 4T1E
でわずかな増加のみが観察された。また、IND暴露後の 4T1E/M3ではシグナ
ル対ノイズのピーク強度の⽐が⼤幅に増加したが、4T1Eでは増加しなかった
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（Fig.3（b））。さらに 4T1E/M3では 4T1Eよりも、IND暴露群、DMSOコ
ントロール群ともに⾼レベルの ROSが測定された。これらの結果は、⾼⾻髄
転移性株である 4T1E/M3細胞が積極的に ROSを産⽣し、IND暴露およびそ
の後の ROSの産⽣に対してより⾼い感受性を有することを⽰した。 
 
2.3.4 トランスポーター発現の変化 
5-ALA取り込みタンパクである PEPT1 と細胞内 PpIX排泄タンパクである
ABCG2のタンパクの発現をWestern blottingで解析した。4T1Eでは、IND
暴露後の PEPT1発現は変化しなかった（Fig.4（a））。⼀⽅で、ABCG2の発
現は、IND暴露により有意にではないものの、減少傾向であった（Fig.4
（b））。これに対し、4T1E/M3では、IND暴露での PEPT1タンパク発現を
有意に増加させた。ABCG2 発現においては、元の発現が⾮常に弱く、IND暴
露後でもほとんど変化しなかった。これらの結果は、IND暴露後の 4T1E/M3
は、5-ALAが取り込まれ易く、PpIXが排泄されにくいことを⽰している。 
 
2.3.5 ⾼⾻髄転移性マウス乳癌細胞株 4T1E/M3における PDT効果の増強 
5-ALAおよび IND併⽤による PDTの相乗効果を 4T1Eおよび 4T1E/M3で

分析した。Fig.5に 5-ALAおよび INDの単独または併⽤による PDT後の細胞
⽣存率を⽰す。4T1Eにおいて、5-ALAおよび IND暴露後の細胞⽣存率は、
コントロール群と⽐較し有意に減少した。しかし、5-ALAおよび IND単独群
では、細胞⽣存率に減少傾向は⾒られるものの、有意差は認めなかった。
4T1E/M3においても、5-ALAおよび IND暴露後の細胞⽣存率は、コントロー
ル群と⽐べて有意に減少した。さらに 5-ALA単独群、5-ALA単独群と IND単
独群間においても有意に減少した。さらに双⽅の細胞株で、IND単独群ではコ
ントロールと⽐較し、有意差は認めなかった。これらの結果は、⾼⾻髄転移性
株である 4T1E/M3が PDTに感受性が⾼く、INDの追加暴露が PDT効果を
さらに⾼め、⽣存率の低下に寄与したことを⽰している。しかしながら、IND
単独では 4T1Eと 4T1E/M3双⽅の⽣存率に影響を与えなかった。 
以上の結果から、INDは 4T1E/M3の ROS産⽣を誘導し、続いて 5-ALAの
インポーターとして機能する PEPT1 の発現を上昇させた。このタンパク発現
の変化は、PpIXの細胞蓄積と関連していると考えられる。PpIXの排泄は
ABCG2によって⾏われる。IND暴露は ABCG2の発現を低下させる傾向にあ
ったが、4T1E/M3においては ABCG2の発現はもともと低かった。そのため
PpIXは 4T1E/M3により蓄積したと考えられ、これにより PDT効果を加速さ
せ、細胞⽣存率を低下させたと考えられる。 
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2.4 考察 
本研究では、転移性の異なる 2種類の乳癌細胞株を⽤いて、PDT後の細胞内
5-ALA取り込み、PpIX産⽣、細胞⽣存率を解析し、ROS感受性の観点から 5-
ALA取り込みおよびポルフィリン排泄タンパクの発現レベルを評価した。癌細
胞は ROSを活性化し、ROSの影響を受けるシグナル伝達経路は転移性と関連
している。本研究で使⽤した⾼⾻髄転移性乳癌細胞株は、⾮転移性細胞株より
も⾼い ROSの発⽣を⽰した（Fig.3）。興味深いことに、細胞のミトコンドリ
アにダメージを与えて ROSの発⽣を誘導する INDを投与すると、⾼⾻髄転移
性乳癌細胞ではさらに ROSレベルが上昇した。これは、4T1E/M3における酸
化ストレスに対する⽣体防御機構の崩壊を⽰唆していると考えられる。Liouと
Storzは、上昇した ROSレベルが多くの癌で検出され、腫瘍細胞もまた抗酸化
タンパク発現レベルの上昇と関連していることを報告した[20]。Birbenらは、
酸化ストレスは、活性化された NF-κBのレベルの増加に起因しており、これ
がその後の抗酸化防御の活性化につながることを報告した[21]。癌細胞におけ
る ROSのさらなる産⽣は、抗酸化タンパク質の発現を誘導する可能性があ
り、ROSのさらなる漏出は、本研究で観察された PEPT1発現のような他のシ
グナルの伝達に関連している可能性がある（Fig.4(a)）。PEPT1 の発現上昇の
結果として、細胞内の 5-ALAの取り込みが増加し（Fig.1）、⼀⽅で 5-ALAか
ら⽣合成されたポルフィリンは ABCG2を介して排泄され、その発現も ROS
によって制御されている[22, 23]。ROSの少ない 4T1Eでも、4T1E/M3に⽐
べて ABCG2の発現が亢進しており、INDを暴露すると 4T1Eでは発現が低下
した（Fig.4(b)）。ABCG2の発現はもともと 4T1E/M3では低く、INDによ
る発現変化は⽣じにくいと考えられた。また、ABCG2は乳癌耐性タンパク質
として同定されており、乳癌における薬剤耐性の原因となることが知られてい
る[24, 25]。本研究では、⾼⾻髄転移性乳癌細胞における ABCG2の発現は、
⾮転移性乳癌細胞における発現よりもはるかに低かった（Fig.4(b)）。 
前述したように、ROS産⽣を介したシグナル伝達経路の活性化は、トランス
ポーターの調節と関連している可能性が⾼く、その後、4T1E/M3優位な 5-
ALAの取り込みの増加と PpIX排泄の抑制が続いた（Fig.1, 2）。さらに、ヘム
⽣合成経路における酵素活性が、4T1E/M3細胞における PpIX蓄積の亢進に
影響を及ぼす可能性がある。⼭本らは、細胞内⼀酸化窒素（NO）が PpIXを
ヘムに変換する ferrochelataseを減少させ、これが細胞内のポルフィリン蓄積
をもたらすことを報告している[26]。酸化ストレスに伴う NO合成酵素の誘導
は NOを発⽣させるため、INDの投与も NO産⽣を上昇させる可能性がある
[27]。さらに、ミトコンドリア由来のスーパーオキシドは NOと反応して活性
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窒素種（RNS）であるペルオキシナイトライトを⽣成する[28]。これらの NO
や NO由来の RNSは、ferrochelataseの鉄・硫⻩クラスターを破壊し、酵素の
活性を失活させる[29]。また、RNSは他のシグナルの伝達を仲介する可能性も
ある。このように、ROSを介してヘム合成に関与する酵素の活性が変化するこ
とで、細胞内ポルフィリン蓄積が増加し、PDT効果が⾼まる可能性がある
（Fig.2, 5）。 
 
2.5 結論 
⾼⾻髄転移性乳癌細胞株 4T1E/M3に INDを暴露すると、細胞内の ROSが
増加し、その後 PEPT1 の発現、5-ALAの取り込み、PpIXの蓄積が増加し、
PDT効果が増強された（Fig.6）。以上より、PDTは⾼い浸潤性のある転移性
乳癌の、副作⽤の少ない有効な治療法として期待される。今後ヒトでの有効性
を確認するためには、in vivo モデルを⽤いた更なる研究が必要である。 
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compression followed by loss of quality of life (QOL) 
[4]. Thus, early detection and treatment of breast cancer 
are quite important. For the treatment of bone metasta-
sis, anticancer drug therapy, radiotherapy, and treatment 
with bisphosphonate, which suppresses osteoclastic bone 
resorption, are often utilized. However, anticancer drugs 
and radiotherapy frequently cause adverse side effects in 
people with cancer and reduce their QOL. In addition, 
bisphosphonate has some adverse effects on the gastro-
intestinal tract and kidneys and causes osteonecrosis of 
the jaw [5]. Hence, effective therapeutics with lower side 
effects are required for the treatment of bone metastatic 
cancer. 

Photodynamic therapy (PDT) is a combination treat-
ment for cancer. It includes laser irradiation and use of 
a photosensitizer that accumulates specifically in tumor 
tissue [6, 7]. PDT is a minimally invasive method for 
cancer therapy because no surgical operation or radia-
tion are needed. It only requires light irradiation with 
an appropriate wavelength of tumor tissue incorporated 
with a photosensitizer to produce reactive oxygen species 
(ROS) and, thereby, induce tumor cell death. 5-aminolev-
ulinic acid (5-ALA) is a prodrug, and an intracellular 
metabolic reaction converts it to a photosensitizer, pro-
toporphyrin IX (PpIX). 5-ALA has been used in the 
 fluorescence-guided resection of malignant gliomas 
and PDT of superficial bladder cancer [8–10]. 5-ALA is 
incorporated into cells via peptide transporter 1 (PEPT1), 
and we previously reported that the expression of PEPT1 
was regulated by intracellular ROS derived from mito-
chondria (mitROS) [11, 12]. 

ROS are generated as a by-product in the mitochon-
drial electron transport chain (ETC) and also by NADPH 
oxidase [13]. Overgeneration of ROS induces oxidative 
stress in cells and is associated with various kinds of 
diseases, such as carcinogenesis, cardiovascular disease, 
neurological diseases, including Alzheimer’s and Parkin-
son’s disease, and inflammatory bowel diseases, such as 
Crohn’s disease and ulcerative colitis [14]. In addition, 
electron leakage from the ETC due to mitochondrial 

mutation in cancer cells increases ROS generation and 
is related to the malignancy of metastasis and invasion 
in cancer [15, 16]. In contrast, an increases of ROS also 
activates signaling and metabolic pathways in cells. We 
have reported that porphyrin compounds are imported to 
cancer cells via heme carrier protein 1 (HCP1) and that 
indomethacin (IND), a non-steroidal anti-inflammatory 
drug, increases the cellular generation of mitROS and 
expression of HCP1 and enhances the effect of PDT 
[17–19]. In this study, we used two types of breast cancer 
cell lines with different levels of metastaticity and inves-
tigated the response of these cell lines to ROS generation 
and the incorporation of 5-ALA, accumulation of PpIX, 
and PDT effect by laser irradiation.

RESULTS

The effect of indomethacin on 5-ALA  
incorporation in metastatic cells

Intracellular 5-ALA incorporation levels were com-
pared between highly metastatic and non-metastatic 
breast cancer cells treated with IND using radioisotope-
labeled 5-ALA. The radiation count was higher in the 
dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated metastatic 4T1E/
M3 cells in comparison to the non-metastatic 4T1E cells 
(Fig. 1). In addition, IND treatment further increased the 
radiation count in both cell lines. However, the radiation 
count of 4T1E/M3 was higher than that of 4T1E before 
and after treatment with IND. These results indicated 
that the cellular incorporation of 5-ALA was easier in 
the highly metastatic 4T1E/M3 cells than in the non-met-
astatic 4T1E cells and that IND treatment enhanced the 
cellular uptake of 5-ALA in 4T1E/M3 significantly.

Detection of PpIX accumulation in cells 

PpIX accumulation in cells was detected and the effect 
of IND was examined in breast cancer cells. Figure 2 
shows the PpIX fluorescence intensity measured from 

Fig. 1. Cellular 5-ALA incorporation in 4T1E and 4T1E/M3 cells treated with IND or DMSO were estimated using 14C labeled 
5-ALA. Statistical significance was tested by Student’s t-test. n = 6, Error bar; S.D. *p < 0.05
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cell lysates after 5-ALA treatment and pre-treatment 
with IND or DMSO. PpIX fluorescence intensity in the 
4T1E/M3 cell lysate was much higher than that in the 
4T1E cell lysate in DMSO-treated samples. In addition, 
IND treatment significantly enhanced fluorescence inten-
sity in 4T1E/M3 cells (19.94% increase). In contrast, the 
fluorescence intensity of 4T1E did not show significant 
increase even after IND treatment. These results sug-
gested that PpIX produced from 5-ALA tended to accu-
mulate in the metastatic breast cancer cell line 4T1E/M3 
and that IND treatment increased PpIX accumulation in 
this cell line.

Elevated ROS production in the metastatic cell line

ROS production levels in living cells were measured 
by electron spin resonance (ESR). ESR spectra after 
IND or DMSO treatment of 4T1E and 4T1E/M3 cells 
are shown in Fig. 3(a), and the ratio of signal-to-noise 
peak intensities was calculated as shown in Fig. 3(b). As 
shown in Fig. 3(a), the peak signal of 4T1E/M3 cells was 
clearly enhanced by IND treatment, whereas only a slight 
increase was observed in 4T1E cells upon IND treatment 
in comparison with DMSO treatment. Figure 3(b) shows 
that the ratio of signal to noise peak intensities increased 
significantly in IND-treated 4T1E/M3 cells, but not in 
4T1E cells. Furthermore, IND and DMSO treatment 
generated higher levels of ROS in 4T1E/M3 cells than 
4T1E cells. These results indicated that highly metastatic 
4T1E/M3 cells actively produced ROS and have higher 
sensitivity towards IND treatment and the subsequent 
generation of ROS.

Enhancement of transporter expression levels

Protein expressions of a 5-ALA incorporation protein 
PEPT1 and intracellular PpIX excretion protein ATP-
binding cassette transporter G2 (ABCG2) were analyzed 
by western blotting. In 4T1E cells, PEPT1 expression 
did not changed after treatment with IND (Fig. 4(a)). 

However, ABCG2 expression decreased upon IND treat-
ment, albeit not significantly (Fig. 4(b)). In contrast, IND 
treatment significantly increased PEPT1 protein expres-
sion in 4T1E/M3, while the basal ABCG2 expression 
was extremely low and remained almost unchanged even 
after treatment with IND. These results indicated that 
5-ALA was easy incorporated and that PpIX was difficult 
to be exported in IND treated 4T1E/M3 cells.

Enhancement of PDT effect in metastatic cells

The combined effect of 5-ALA and IND treatment 
for PDT was analyzed in non-metastatic and metastatic 
breast cancer cell lines. Figure 5 shows that cell viability 
of both 5-ALA- and IND-treated 4T1E cells decreased 
significantly in comparison to that of the non-treated con-
trol. However, there was no significance between IND-
treated cells and 5-ALA-treated 4T1E cells. The viability 
of 5-ALA- and IND-treated 4T1E/M3 cells decreased 
significantly in comparison to that of cells that were 
treated with 5-ALA but not IND. 4T1E/M3 cells treated 
with 5-ALA and IND also showed a significant decrease 
in viability compared to the non-treated control cells. In 
addition, there were no significant differences between 
IND-treated cells and non-treated cells in the absence of 
5-ALA treatment in both these cell lines. These results 
indicated that metastatic 4T1E/M3 cells were susceptible 
to PDT and additional 20 µM IND treatment enhanced the 
PDT effect and specifically contributed to the decreased 
viability of 4T1E/M3 cells. However, IND did not influ-
ence the viability of both 4T1E and 4T1E/M3 cells. From 
the above results, IND treatment induced ROS produc-
tion in 4T1E/M3 cells and subsequently upregulated 
PEPT1, which worked as an importer of 5-ALA. This 
protein expression change would be associated with the 
cellular accumulation of PpIX. Excretion of PpIX was 
performed by ABCG2. IND treatment tended to down-
regulate ABCG2, however, the expression in 4T1E/M3 
was originally low. Thus, PpIX was likely to accumulate 

Fig. 2. Porphyrin fluorescence in cells after 5-ALA treatment and IND or DMSO pre-treatment were measured. The measurement 
wavelengths of excitation and emission were 410 nm and 635 nm, respectively. Statistical significance was tested by  Student’s t-test. 
n = 6, Error bar; S.D. *p < 0.01



 28 

Fig.3. 

 
  

1st Reading

Copyright © 2019 World Scientific Publishing Company J. Porphyrins Phthalocyanines 2019; 23: 1443–1447

 ENHANCEMENT OF PDT-CYTOTOXICITY via ROS INDUCED BY INDOMETHACIN IN METASTATIC BREAST CANCER 1443

in 4T1E/M3. These phenomena would accelerate PDT 
effects and decrease cell viability.

DISCUSSION
In this study, cellular 5-ALA incorporation, PpIX pro-

duction, and cell viability after PDT were analyzed in 
two types of breast cancer cell lines with different meta-
staticity, and the expression levels of 5-ALA incorpora-
tion and porphyrin excretion proteins were evaluated in 

terms of ROS sensitivity. Cancer cells activate ROS pro-
duction and signaling pathways influenced by ROS are 
associated with the metastaticity. The highly metastatic 
breast cancer cell line used in this study demonstrated 
higher ROS generation than that demonstrated by non-
metastatic cells (Fig. 3). Interestingly, administration of 
IND, which damages cellular mitochondria to induce 
ROS generation, further increased ROS levels in meta-
static cancer cells. This may indicate the disruption of 
biological defense mechanisms against oxidative stress 

Fig. 3. ROS production levels were measured by ESR. (a) Representative ESR signal waves were shown. (b) Signal/noise ratio was 
represented in graphs. Statistical significance was tested by Student’s t-test. n = 3, Error bar; S.D. *p < 0.01
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in 4T1E/M3 cells. Liou and Storz reported that elevated 
ROS levels were detected in many cancers and that tumor 
cells were also associated with increased antioxidant pro-
tein expression levels [20]. Birben et al. described that 
oxidative stress was due to the increase in levels of ROS-
activated NF-κB, which lead to the subsequent activation 

of antioxidant defense [21]. Further production of ROS 
in cancer cells possibly induces the expression of antioxi-
dant proteins, and additional leakage of ROS may have 
been related to transduction of other signals, such as the 
PEPT1 expression observed in this study (Fig. 4(a)). As 
a result of elevated expression of PEPT1, intracellular 

Fig. 4. Protein expression transitions after treatment with IND or DMSO were analyzed by western blotting. (a) The expression lev-
els of PEPT1 (a) and ABCG2 (b) were shown. Statistical significance was tested by Student’s t-test. n = 3, Error bar; S.D. *p < 0.01
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5-ALA import increased (Fig. 1). In contrast, porphyrins 
biosynthesized from 5-ALA are exported via ABCG2 
and their expression is also regulated by ROS [22, 23]. 
Even in 4T1E cells, which showed a low level of ROS, 
expression of ABCG2 was enhanced in comparison 
to its expression in 4T1E/M3 cells, and treatment with 
IND downregulated the protein expression in 4T1E cells 
(Fig. 4(b)). Since ABCG2 was originally regulated at low 
levels in 4T1E/M3 cells, the expression changes induced 
in these cells by IND seemed hard to happen. ABCG2 
is also identified as a breast-cancer resistant protein and 
shows the feature of drug resistance in breast cancer [24, 
25]. In this study, the expression of ABCG2 in metastatic 
breast cancer cells was much lower than its expression in 
non-metastatic cancer cells (Fig. 4(b)). 

As mentioned above, activation of signaling pathways 
via ROS production was likely to be related to regula-
tion of transporters, followed by an increase in 4T1E/
M3-dominant 5-ALA incorporation and suppression of 
PpIX excretion (Figs 1 and 2). In addition, enzyme activ-
ities in the heme biosynthetic pathway may affect the 
enhancement of PpIX accumulation in 4T1E/M3 cells. 
Yamamoto et al. reported that intracellular nitric oxide 
(NO) decreased ferrochelatase, which converted PpIX 
into heme and that this resulted in porphyrin accumula-
tion in cells [26]. Because induction of NO synthase asso-
ciated with oxidative stress generates NO, administration 
of IND could also elevate NO production [27]. Moreover, 
superoxide derived from mitochondria reacts with NO 
and generates peroxynitrite, a highly reactive nitrogen 
species (RNS) [28]. These NO and NO-derived RNS dis-
rupt iron-sulfur cluster in ferrochelatase and deactivate 
the enzyme’s activity [29]. RNS could also mediate the 
transduction of other signals. In this way, changes in the 
activity of enzymes involved in heme synthesis via ROS 
may increase intracellular porphyrin accumulation and 
PDT effect (Figs 2 and 5).

CONCLUSION
In conclusion, IND treatment of the highly metastatic 

breast cancer cell line 4T1E/M3 enhanced intracellular 
ROS and subsequently upregulated the expression of 
PEPT1, 5-ALA incorporation, and PpIX accumulation 
and enhanced the PDT effect. PDT is, thus, expected 
to be an effective treatment for metastatic breast cancer 
without high invasiveness and side effects. To confirm its 
efficacy for humans, further studies should be conducted 
using in vivo models. 

EXPERIMENTAL

Cell culture

A highly metastatic murine breast cancer cell line 
4T1E/M3 and its parental cell line 4T1E established by 
Okada and co-workers were used [30, 31]. The cell lines 
were kindly provided by Dr. Okada and cultured at 37 °C 
in a humidified atmosphere under 5% CO2 in a RPMI 
1640 medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 
1.5 g/L sodium bicarbonate, 4.5 g/L glucose, 10 mM 
HEPES, 1.0 mM sodium pyruvate (Thermo Fisher Sci-
entific, Inc., Waltham, MA) and 10% fetal bovine serum 
(Equitech-Bio Inc., Kerrville, TX) and 1% penicillin/
streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Inc.). 

Uptake assay of 5-ALA

The cellular uptake study of 5-ALA after IND treat-
ment was performed by using 4T1E and 4T1E/M3 cells. 
Cells were seeded in 6-well cell culture plates at a den-
sity of 1 × 105 cells/well and incubated overnight. Cells 
were treated with 20 µM IND (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd., Osaka, Japan) in 1% DMSO for 24 h and 
washed with PBS. Cells were then incubated with 20 µM 

Fig. 5. Cells were treated with or without IND and cell  viabilities after 5-ALA treatment and laser irradiation were measured by 
CCK-8 method. Statistical significance was tested by  Scheffe’s test. n = 6, Error bar; S.D. *p < 0.05 and **p < 0.01
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Fig.6. 

 
Fig.6. Exposure of IND to the highly metastatic breast cancer cell line 4T1E/M3 enhanced intracellular ROS and subsequently 

upregulated the PEPT1 expression, 5-ALA incorporation, and PpIX accumulation, enhancing the PDT effect. 
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第 3章 ヒト乳癌細胞を⽤いた温熱療法による抗癌剤の相乗効果の検討  
 
第 2章ではインドメタシンによる ROS産⽣を利⽤した光線⼒学療法（PDT）

の増強効果について記載した。本章では第 2章からの継続研究として、ヒト乳
癌細胞を⽤いて、温熱療法による ROSの産⽣とドキソルビシン（DOX）の相
乗効果について検討した結果について記載する。 
 
3.1 背景と⽬的 
 温熱療法（Hyperthermia : HT）とは、腫瘍の病巣部を 41℃以上に加温するこ
とにより、がん治療に役⽴たせようとするものである[1]。HTは⾮侵襲的なが
んの治療法であり、化学療法や放射線療法との併⽤により相乗効果が期待され
る治療法である。腫瘍の温度を 40〜42℃に加温することにより、腫瘍内の⾎
流を増加させ、腫瘍細胞の低酸素環境を改善することで、放射線感受性を⾼め
たり、腫瘍への薬剤の取り込みを増加させ、抗癌剤に対する感受性を⾼めるな
ど効果があるといわれている[1-4]。また、近年では HTの効果に⾃⼰免疫が重
要な働きを⽰すことや、HTが免疫療法をより効果的にさせることが報告され
ている[5,6]。HTは悪性腫瘍の集学的治療の⼀つとして期待され、現在までに
様々な癌種で多くの基礎および臨床研究が報告されているが、そのメカニズム
は未だに明らかになっていない。 
 HTの臨床での応⽤については、本邦において 1990 年より放射線療法との
併⽤に限り電磁波加温については保険適応となり、その後化学療法との併⽤、
温熱療法単独治療についても保険適応となった[2]。HTのメカニズムの⼀つと
して、癌細胞の未熟な⾎管が熱放散を妨げることによる、熱⾃体の細胞傷害性
以外にも、温熱により放出される活性酸素(Reactive oxygen species：ROS)が関
連していると考えられているが、その詳細は明らかではない。 
我々の研究室では、ROSによる細胞内シグナル伝達について研究しており、

抗癌剤耐性の原因として知られている ABCトランスポーターと ROSの関係に
ついても研究を重ねてきた。我々は以前に、胃癌細胞にシスプラチンを暴露し
た後の ROSの上昇が ABCG2トランスポーターの発現を低下させたこと報告
している[7]。また同様に、胃癌細胞を⽤いて、HTによるmitROSの上昇によ
り制御された ABCG2を利⽤して、HTと PDTの相乗効果を報告した[8]。
ABCG2トランスポーターは ABCトランスポーターファミリーメンバーの⼀つ
で、ヒト乳癌細胞株MCF-7で初めて発⾒され、ドキソルビシン（DOX）に対
して耐性を持つようになったため、乳癌耐性タンパク質（breast cancer 
resistance protein ; BCRP）とも呼ばれている[9]。ABCトランスポーターは、
薬剤を細胞外に排泄し、薬剤の細胞内蓄積を減少させる。これが薬剤耐性のメ
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カニズムであり、抗癌剤耐性の原因は、ABCトランスポーターの過剰発現と⾔
われている[10]。DOXは ABCG2トランスポーターから排泄される。よっ
て、HTにより細胞内のmitROSの上昇が ABCG2トランスポーターの発現を
制御することで、DOXとの相乗効果が期待できるのではないかと考えた。 
また、乳癌にはホルモン受容体の有無と HER2 受容体の有無で分類されるサ
ブタイプが存在し、サブタイプ別で治療法は少しずつ異なる。現在までに乳癌
に対する HTをサブタイプ別に検討した⽂献は少なく、どのサブタイプが HT
に効果的かについては、未だ不明である。以上のことから本研究では、サブタ
イプの異なる 2種類のヒト乳癌細胞を⽤いて、HTに DOXを上乗せすること
で乳癌細胞に与える細胞傷害性について検討した。 
 
3.2 対象と⽅法 
3.2.1 実験細胞株と HTについて 
実験には、理研 cell bankから購⼊したエストロゲン受容体（ER）陽性 HER2
陰性ヒト乳癌細胞株MCF-7（RCB1904）と ER 陰性 HER2 陽性ヒト乳癌細胞
株MDA-MB-453（RCB1192）を⽤いた。MCF-7の培地は、Ｌ-グルタミンお
よびフェノールレッドが添加された E-MEM（Wako Pure Chem. Ind. Ltd., 
Osaka, Japan）に、10％ウシ胎児⾎清（GE Healthcare Life Sciences, Inc., S 
Logan, UT）、1％ペニシリン/ストレプトマイシン（Wako Pure Chem. Ind. 
Ltd.）、1.0mMピルビン酸ナトリウム溶液（Wako Pure Chem. Ind. Ltd.）およ
び 1％MEM⾮必須アミノ酸溶液（Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, 
MA)を添加して使⽤した。培養は、37℃・5％CO2下で⾏った。MDA-MB-453
の培地は、Ｌ-グルタミンおよびフェノールレッドが添加されたライボビッツ
L-15培地に 10％ウシ胎児⾎清（GE Healthcare Life Sciences, Inc.）および
１％ペニシリン/ストレプトマイシン（Wako Pure Chem. Ind., Ltd.)を添加して
使⽤した。培養は、37℃下で CO2 を添加せずに⾏った。HTは、細胞を 42℃
のインキュベーターで 1 時間培養した。 
 
3.2.2 HTと DOX投与後の細胞毒性試験 
細胞の⽣存率は、Cell Counting Kit-8（Dojindo, Molecular Technologies, Inc., 
Rockville, MD）キットを⽤いて、メーカーのプロトコルに従って測定した。
MCF-7およびMDA-MB-453を 96well プレートに 5.0×103個/wellで播種
し、⼀晩培養した。HTとして 42℃のインキュベーターで 1 時間培養した後、
37℃で 24時間培養した。その後、培養液の上清を吸引し、培地に 0, 0.1, 1μM
の DOX （Wako Pure Chem. Ind., Ltd.）を加えた新鮮な培地に交換した。そ
の後 37℃で 24時間培養した後、10% Cell Counting Kit-8を含む新鮮な培地に
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交換し、細胞をさらに 1 時間培養した。DTX880マルチモードマイクロプレー
トリーダー（Beckman Coulter, Inc., Brea, CA）を⽤いて、450 nmでの吸光度
を測定した。 
 
3.2.3 ESRによる細胞内活性酸素測定 
HT後のMCF-7とMDA-MB-453の細胞内 ROSの測定は、ESR法で測定し

た。それぞれの細胞をスライドグラス（49 mm × 5 mm × 0.2 mm)上に播種
し、⼀晩培養した後、温熱療法群のみ、42℃のインキュベーターで１時間培養
した。そのスライドグラスを ESR 測定⽤組織グラス（Radical Research Inc., 
Tokyo, Japan）へ載せ、ESR 測定⽤溶液（5 mM succinic acid, 5 mM malic 
acid, 5 mM D-glutamic acid, and 5 mM NADH, 5.9 % v/v DMPO）80μlを組
織グラスに添加し、JEOL-TE X-band spectrometer ( JEOL, Tokyo, Japan ) を
⽤いて ESRスペクトルを測定した。測定条件は 10mW incident microwave 
power、0.1mT modulation width、8min sweep time、7.5mT sweep width、
0.1s time contrast、333.5mT center field、15mT scan rangeとした。測定デー
タの解析はWin-Rad Radical Analyzer System ( Radical Research ) を⽤いた。 
 
3.2.4. ミトコンドリア活性酸素（mitROS）の検出 
HT後のmitROS産⽣を、MitoSOXTM Red superoxide indicator (Thermo 
Fisher Scientific)を⽤いて測定した。MCF-7およびMDA-MB-453を 96ウェ
ルプレートに 1.0×104 または 2.0×104個/wellで播種し、⼀晩培養した。細胞
を 37℃または 42℃で 1 時間培養した後、培地を 5μM MitoSOXTM を含む
MSF solution（Modified HBSS）に置換した。細胞を 37℃で 1 時間培養し、蛍
光顕微鏡（BZ-X710, Keyence Co., Tokyo, Japan)を⽤いてMitoSOXTM の蛍光
像を撮影し、蛍光強度を ImageJ Fijiを⽤いて解析した。 
 
3.2.5 Western blottingによる ABCG2の発現測定 
HT後のmitROS産⽣と ABCG2のタンパク発現レベルとの関係を調べるため

に、HT後の ABCG2の発現をWestern blottingで測定した。MCF-7及び
MDA-MB-453を 100mmディッシュ中で⼀晩培養した。その後、コントロー
ル群は 37℃のまま、HT群のみ 42℃で 1 時間培養し、さらに 37℃で 24時間
培養した。ディッシュを PBSで 3回洗浄し、氷上でプロテアーゼ阻害剤カク
テル（Thermo Fisher Scientific）を含むRIPAバッファーを添加し、⾼速冷却
遠⼼機で 10分間遠⼼した後、上清を破棄し、細胞溶解液を作成した。
NuPAGE LDS Sample Buffer（Thermo Fisher Scientific, Inc.）で細胞溶解液を
調整し、各サンプルを 95℃で 5分間加熱後、10μLずつ NuPAGE 12％Bis-
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Tris Protein Gel（Thermo Fisher Scientific, Inc.）のウェルに充填した。ゲルを
200 Vで 30分電気泳動し、タンパク質を 2.0 mA/cm2 で 60分間電気泳動する
ことによりポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（Merck Millipore, Burlington, 
MA）に転写した。PVDF膜を Can Get Signal製のブロッキング試薬
（TOYOBO CO., LTD., Osaka, Japan）に 25℃、60分間浸してブロッキング
を⾏い、抗 ABCG2抗体（Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA）を
Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1（TOYOBO CO., LTD.）
で 1：1000に希釈した⼀次抗体溶液にメンブレンを浸し、4℃で⼀晩反応させ
た。その後、メンブレンを 0.1％Tween 20（Sigma‒Aldrich Co.）を含む PBS
（PBS-T）で 10分間 3回洗浄し、ホースラディッシュペルオキシダーゼ
（HRP）結合抗ウサギ IgG⼆次抗体（Cell Signaling Technology, Inc.）を Can 
Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2（TOYOBO CO., LTD.）で
1:1000に希釈した⼆次抗体溶液にメンブレンを浸し、25℃60分間反応させ
た。その後メンブレンを PBS-Tで 10分間 3回洗浄し、Lumina Forte Western 
HRP Substrate (Merck Millipore)に浸し、Image Quant LAS 4000 ( GE Health 
Care Japan, Tokyo, Japan) を⽤いて発光を測定した。サンプルローディングコ
ントロールとして、抗アクチン抗体（Cell Signaling Technology, Inc.）を⽤い
て、βアクチンをコントロールとして測定した。 
 
3.2.6 統計解析 
本実験の統計処理は SPSS (International Business Machines Corporation, 
Armonk, NY) を⽤いた。2 群間以上の検定には Scheffeʼs testを、2 群間の検定
には Studentʼs t-testを⽤い、p <0.05および p <0.01 を統計的に有意な差とし
た。すべてのデータは平均±標準偏差で⽰した。 
 
3.3 実験結果 
3.3.1 HTによる DOXの細胞毒性の増強 
HT後の DOX投与によるMDA-MB-453とMCF-7の細胞⽣存率を測定し

た。Fig.1 に、HT後に DOXを投与した 24時間後の細胞⽣存率を⽰す。HT
併⽤群のMDA-MB-453およびMCF-7の細胞⽣存率は、コントロール群、す
なわち DOX投与のみの群と⽐較し、DOXの濃度依存性に低下し、DOX1、
10μMでは有意差を認めた。これらの結果から、HT併⽤による DOX療法は
相乗効果があることが⽰唆された。 
 
3.3.2 HTによるmitROSの増加 
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⽣細胞における ROS産⽣量を、ESR法を⽤いて測定した。MCF-7および
MDA-MB-453の HT群またはコントロール群の ESRスペクトルを Fig.2(a)と
Fig.2(c)に、シグナル対ノイズのピーク強度の⽐を Fig.2(b)と Fig.2(d)に⽰す。
HT後のMDA-MB-453、MCF-7ともに ESRスペクトルは、コントロール群
の細胞に⽐べて有意に増加した。 
また、HT後のmitROSを、ミトコンドリアスーパーオキシドを指標にした
MitoSOXTM を⽤いて測定した。蛍光像 Fig.3(a)に⽰すように、HT後の蛍光強
度はコントロール群と⽐較し増加した。ImageJ Fijiで定量化すると、MDA-
MB-453、MCF-7ともにその差は有意であった(Fig.3(b))。これらの結果か
ら、HTはミトコンドリアからの ROSを産⽣させることを⽰した。 
 
3.3.3 HTによる ABCG2トランスポーターの発現制御 
HT群とコントロール群の細胞内 ABCG2トランスポーターの発現をWestern 
blottingで解析した。Fig.4に、HT後 24時間後の ABCG2トランスポーター
の発現を⽰す。コントロール群と HT群を⽐較すると、MDA-MB-453では、
HT群で ABCG2トランスポーターの発現は有意に減少した。MCF-7では、
ABCG2トランスポーターの発現に減少傾向が⾒られるものの、有意ではなか
った。これらの結果は、HTにより、MDA-MB-453はMCF-7よりも容易に
ABCG2の発現が制御されることを⽰した。 
 
3.4 考察 
本研究では、異なる 2種類のヒト乳癌細胞株を⽤いて、HTによる ROSの産

⽣と DOXの相乗効果について検討した。 
HT24時間後の DOX投与による細胞毒性試験では、MDA-MB-453および
MCF-7いずれも HT群で有意に細胞⽣存率が低下し、HTは DOXの効果を⾼
めることが⽰唆された。さらに、HT単独ではいずれの細胞においても細胞⽣
存率に違いが⾒られなかったことから、42℃1 時間の HTは、細胞にとって安
全に⾏えることが実証された（Fig.1）。この相乗効果には、HTによる ROS
の産⽣と、ABCG2トランスポーターの発現の低下が関与していると考えられ
る。 
HTにより細胞内の ROSが増加することはよく知られている[11,12]。本研究

においても、ESRのシグナル強度はコントロール群と⽐較し、42℃1 時間の
HTにより有意に増加した（Fig.2）。同様に、mitROSを検出するMitoSOXTM

を⽤いた実験でも、HT群で有意に蛍光強度が増強した（Fig.3）。これはつま
り、ESRで検出された ROSはミトコンドリア由来であることを⽰している。 
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ミトコンドリアからの ROSによる細胞内伝達機構は未だ明らかになっていな
いが、我々は以前に胃癌細胞を⽤いた研究で、mitROSの増加が、ABCG2ト
ランスポーターの発現の低下に関与していることを報告した[7,8]。今回の結果
でも、Fig.4が⽰すように、MDA-MB-453においては、HT後 24時間後の
ABCG2の発現は有意に低下していた。MCF-7においては、有意ではなかった
ものの、低下傾向が⾒られた。この差が出なかった理由として、MDA-MB-
453とMCF-7では、HT後の ROSの産⽣量に違いが⾒られたためと考えられ
る。Fig.2の ESRスペクトルとシグナル対ノイズのピーク強度の⽐が⽰すよう
に、MCF-7はMDA-MB-453と⽐べて、ROSの産⽣量が少ない。また、Fig.3
の蛍光像とその定量化グラフでも、MCF-7の ROSの産⽣量はMDA-MB-453
と⽐較し、少ないことが分かる。以上のことから、ABCG2トランスポーター
の発現制御は、mitROSの産⽣量と関係していることが⽰唆された。 
ABCG2トランスポーターは ABCトランスポーターの⼀つであり、別名
BCRP(Breast cancer resistance protein)とも呼ばれ、このトランスポーターの
過剰発現は、乳癌における薬剤耐性の原因となることでも知られている
[9,10]。ABCトランスポーターのうち、ABCB1、MDR1、ABCB1
（MRP1）、ABCG2（BCRP）などは、種々の抗がん剤を細胞外に排泄する働
きを持つ。このため、がん細胞においてこれらのトランスポーターの過剰発現
は、抗がん剤耐性を⽰し、正常細胞での発現の低下は、抗がん剤毒性を増強さ
せる。これは有害事象の増加につながると考えられる。したがって、がん細胞
だけの ABCG2トランスポーター発現を特異的に制御出来れば、有害事象を増
やさずに抗がん剤の効果を増強させることができる。今回の実験では、ヒト乳
癌細胞株だけを⽤いており、正常細胞との⽐較は⾏っておらず、癌細胞特異的
かどうかの検討はできない。しかし正常細胞と⽐較し、癌細胞は特異的に
mitROSの産⽣が増加していることは様々な研究で報告されており[13,14]、
我々の以前の研究でも、正常細胞と癌細胞の⽐較で、癌細胞特異的にmitROS
が増加したことを報告している[15,16]。さらにmitROSの増加が ABCG2の発
現低下に関与していることも報告した[7,8]。以上のことから、癌種に関わらず
HTががん細胞特異的に ROSを増加させ、ABCG2トランスポーターの発現を
低下させることに期待したい。また、乳癌のような体表の悪性腫瘍は HTを局
所的のみに⾏うことが可能である。局所のみの HTであれば、がん細胞のみの
ROSの増加を期待できる。これは有害事象の増加に繋がらず、抗癌剤の増強効
果を期待できると考える。 
HTのメカニズムについては未だ解明されておらず、現在までに多くの基礎研

究がなされ、以下のような⽣物学的メリットが⽰されている[2,17,18]。1）42-
43℃の HTにより、加温時間とともに細胞⽣存率が低下する、これは多くの細
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胞に共通して⾒られ、感受性は組織型に左右されない。2）腫瘍組織の⽅が正
常組織より加温されやすい。3）低酸素細胞の⽅が有酸素細胞より HTに弱
い。4）細胞の放射線あるいは抗癌剤からの回復が HTにより阻⽌される。5）
放射線と HTに対する細胞周期の感受性が異なる。このような⽣物学的根拠を
もとに加温装置の開発が進み、多くの臨床試験が⾏われ、その有効性が⽰され
ている。本来の HTと化学療法の併⽤療法は、同時遂⾏で最も効果が⾼いこと
が知られている。しかし現状は、場所の確保や設備の問題などによって同時遂
⾏は難しく、そもそも HT⾃体が運営⾯の不都合さや、コストベネフィットの
悪さから、敬遠されがちである。本研究では、in vitroであるものの、HT24時
間後の有効性を⽰すことができた。これは HTの今後の展望において、⼤きな
⼀歩となりうる可能性がある。今後は in vivoにおいて研究を進め、さらには
臨床に応⽤出来る形として結果を残していきたい。 
 

 
3.5 結論 
ヒト乳癌細胞株MCF-7とMDA-MB-453において、HTはmitROSを産⽣さ
せ、DOXの効果を増強させた。これは HTによる細胞内のmitROSの増加が
ABCG2トランスポーターの発現を制御したために、細胞内の DOX濃度が増
加したためと考えられる（Fig.5）。このことから、HT後の DOX治療は相乗
効果が期待できる。今後は in vivo モデルを⽤いて検討をすすめていく。  
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diluted at 1:1000 in Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1 (TOYOBO Co., LTD.). After 141 
incubation with primary antibodies, the membranes were washed three times with PBS containing 142 
0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich Co.) (PBS-T) for 10 min and incubated with horseradish 143 
peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody (Cell Signaling Technology, Inc.) diluted 144 
in Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2 (TOYOBO Co., LTD.) at 1:1000 for 60 min. 145 
The secondary antibody solution was removed, and the membranes were washed three times with 146 
PBS-T. The Lumina forte western HRP substrate (Millipore Co., Billerica, MA) was applied to the 147 
membranes. Images of the blots were captured on the ImageQuant LAS4000 (GE Health Care Japan, 148 
Tokyo, Japan). As a sample loading control, anti-β-actin antibody (Cell Signaling Technology, Inc.) 149 
was used to detect β-actin protein. 150 

2.6 Statistical analysis 151 

 Statistical analysis was conducted using the SPSS statistics 24 software (International Business 152 
Machines Corporation, Armonk, NY). Data were expressed as mean ± S.D., and analysis of variance 153 
was used. Individual groups were compared using Student’s T-test; p < 0.05 was considered as 154 
statistically significant. 155 

3. Results 156 

3.1 Hyperthermia enhanced DOX cytotoxicity 157 

DOX was measured via the WST assay, which is the cell viability assay using the Cell Counting 158 
Kit-8. Fig.1 shows the cell viability after combination treatment with HT and DOX. The cell viability 159 
of MDA-MB-453 and MCF-7 after combination treatment was decreased significantly in 1 and 10 µM 160 
DOX-treated groups compared with that in the non-HT group, having only DOX treatment. Further, 161 
the cell viability of both cell lines decreased dose-dependently of DOX. These results indicated that 162 
the combination treatment of HT and DOX showed a synergistic effect. 163 

 164 

 165 

Figure 1. MDA-MB-453 and MCF-7 cells were treated with or without HT and cell viabilities after 166 
DOX treatment were measured using the CCK-8 method. Statistical significance was tested by 167 
Student’s t-test. n = 10 (MDA-MB-453), n = 4 (MCF-7), error bar; S.D. *p < 0.01. 168 

3.2 Mitochondrial ROS increased by HT 169 

Using ESR, the ROS production levels in living cells with or without HT treatment were 170 
evaluated. Fig. 2(a), (c) shows ESR spectra after HT or non-HT treatment of MDA-MB-453 and 171 
MCF-7 cells, and Fig. 2(b), (d) shows the calculation of the ratio of signal-to-noise peak intensities. 172 
The ESR spectra and the signal intensity in MDA-MB-453 and MCF-7 cells with HT increased 173 
significantly compared with those in cells without HT treatment. Mitochondrial ROSs after HT or 174 
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Fig.2 
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non-HT treatment of MCF-7 and MDA-MB-453 cells were measured using MitoSOXTM, which is a 175 
mitochondrial superoxide indicator. In Fig.3(a), the fluorescence intensity after HT increased 176 
compared with that in the non-HT groups, and when quantified by ImageJ Fiji, the difference was 177 
significant for both MDA-MB-453 and MCF-7 (Fig.3(b)). These results indicate that HT enhances 178 
intracellular ROS production, especially from mitochondria. 179 

 180 

 181 

Figure 2. Intracellular ROS production levels after HT or non-HT treatment were measured using 182 
ESR. Representative ESR signal waves in MDA-MB-453 (a) and MCF-7 (c) were shown. 183 
Signal-to-noise ratio in MDA-MB-453 (b) and MCF-7 (d) were represented in graphs. Statistical 184 
significance was tested via Student’s t-test. n = 3 (MDA-MB-453), n = 4 (MCF-7), error bar; S.D. *p < 185 
0.01. 186 
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Fig.3 

 
 

(a) 
 

 
(b) 

Figure 3. Mitochondrial ROS after HT or non-HT treatment in MCF-7 and MDA-MB-453 cells 
were measured using MitoSOXTM. (a) The fluorescence images were captured using an 
epifluorescence microscope. (b) The fluorescence intensities were analyzed using ImageJ Fiji. 
Statistical significance was tested via Student’s t-test. n = 3, error bar; S.D. *p < 0.01. 
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Fig.4 
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 201 

Figure 4. ABCG2 protein expression transitions after HT or non-HT treatment were analyzed using 202 
western blotting. Statistical significance was tested via Student’s t-test. n = 3, error bar; S.D. *p < 0.01. 203 

4. Discussion 204 

In this study, we examined the synergistic effects of HT on ROS production and DOX using two 205 
different human breast cancer cell lines. 206 

Cell viability assay after combination treatment with DOX and HT showed that the cell viability 207 
was significantly decreased in both MDA-MB-453 and MCF-7 compared with that in the non-HT 208 
groups. These results suggested that HT enhances the effect of DOX. Further, no difference in cell 209 
viability was observed without DOX, indicating that HT at 42°C for 1 h was safe for cells (Fig. 1). 210 
This synergistic effect may be involved with the overproduction of mitROS by HT and the reduced 211 
expression of the ABCG2 transporter. 212 

HT is well known to increase intracellular ROS [15,16]. In the present study, the ratio of 213 
signal-to-noise peak intensities of ESR is also significantly increased by HT at 42°C for 1 h compared 214 
with those in the non-HT groups (Fig. 2). Similarly, in experiments that use MitoSOXTM to detect 215 
mitROS, the fluorescence intensities were significantly enhanced in the HT group (Fig. 3). These 216 
results indicate that the ROSs detected by ESR are of mitochondrial origin. 217 

Although the mechanism of intracellular signal transduction by ROS from mitochondria 218 
remains unclear, we previously reported that mitROS increase was associated with the 219 
downregulation of ABCG2 transporter [10,11]. Again, as shown in Fig. 4, the expression of ABCG2 220 
transporter significantly decreased in MDA-MB-453 at 24 h after HT. There was a decreased trend in 221 
MCF-7, although not significantly. This lack of difference may be caused by the difference in ROS 222 
production between MDA-MB-453 and MCF-7 after HT. This is shown by the ratio of ESR spectra 223 
and signal-to-noise peak intensities in Fig. 2, depicting that MCF-7 produced more ROS than did 224 
MDA-MB-453. The fluorescence image and its quantification graph in Fig. 3 also show that MCF-7 225 
produced less ROS than did MDA-MB-453. In summary, our results suggest that the 226 
downregulation of ABCG2 transporter expression is related to the production of mitROS. 227 

The overexpression of ABCG2 transporter, which is one of the ABC transporters, also called 228 
BCRP, is known to cause drug resistance in breast cancers [12,13]. Among the ABC transporters, 229 
ABCB1, MDR1, ABCB1 (MRP1), and ABCG2 (BCRP) are responsible for the extracellular excretion of 230 
various anticancer drugs. Therefore, the overexpression of these transporters in cancer cells indicates 231 
anticancer drug resistance, and reduced expression in normal cells enhances anticancer drug toxicity 232 
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Fig.5 

 
Figure 5. The combination treatment with DOX and HT showed that HT increased intracellular ROS 

production and downregulated ABCG2 protein expression, leading to cell damage enhancement via DOX.  
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総括 
私は⼤学院 4 年間を通して、活性酸素を利⽤した新たな癌治療の研究を⾏っ

てきた。本来は⽣体にとって有害となる活性酸素を利⽤するという⽅法は、と
ても斬新で、⼤変興味深いものである。第 2章で述べた、乳癌における光線⼒
学療法は、未だ臨床においても応⽤される機会は少なく、今後は in vivo モデ
ルを⽤いて研究を進め、⽇常臨床に応⽤できる形として結果を残していきた
い。また、第 3章で述べた温熱療法に関しては、現在保険適応となっているも
のの、コストベネフィットからなかなか⽇常臨床に応⽤できないのが現状であ
る。今後は in vivoでの研究を進めるとともに、臨床研究にも応⽤できるよう
な形で研究を進め、今後の癌治療の発展に貢献していきたい。 
 
なお、本稿第 2章は別紙参考論⽂のように、J. Porphyrins 
Phthalocyanines 2019; 23: 1447‒1447. に掲載されている[*]。 
また、本稿第３章は International Journal of Molecular Sciences 2020 Dec 

15;21(24):9522. doi: 10.3390/ijms21249522. に掲載されている[**]。 
 

[*] Terasaki, Azusa, Kurokawa, Hiromi, Bando, Hiroko, P.Indo, Hiroko, Hara, 
Hisato, Majima, Hideyuki J, Matsui, Hirofumi, Ito, Hiromu. Enhancement of 
PDT-cytotoxicity via ROS induced by indomethacin in metastatic breast cancer. 
J. Porphyrins Phthalocyanines 2019; 23: 1447‒1447. 
 
[**] Azusa Terasaki, Hiromi Kurokawa, Hiromu Ito, Yoshiki Komatsu, Daisuke 
Matano, Masahiko Terasaki, Hiroko Bando, Hisato Hara and Hirofumi Matsui, 
Elevated Production of Mitochondrial Reactive Oxygen Species via 
Hyperthermia Enhanced Cytotoxic Effect of Doxorubicin in Human Breast 
Cancer Cell Lines MDA-MB-453 and MCF-7 
Int J Mol Sci 2020 Dec 15; 21(24): 9522. doi: 10.3390/ijms21249522. 
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