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＜略語表＞ 

・ [18F]DiFA: 2,2-dihydroxymethyl-3-[18F]fluoropropyl-2-nitroimidazole 

・ [18F]FDG: 2-deoxy-2-[18F] fluoro-D-glucose 

・ [18F]FMISO: [18F]-fluoromisonidazole 

・ 3CP: 3-carbamoyl-PROXYL (2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyl-N-oxyl) 

・ 4-HNE: 4-hydroxynonenal 

・ [64Cu]Cu-ATSM: [64Cu]Cu-diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone) 

・ ARG: autoradiography 

・ BSO: L-buthionine-(S, R)-sulfoximine 

・ EPR: electron paramagnetic resonance 

・ EPRI: electron paramagnetic resonance imaging 

・ GSH: reduced glutathione 

・ GSSG: oxidized glutathione 

・ GPX4: glutathione peroxidase 4 

・ H&E: hematoxylin and eosin 

・ HPLC-ECD: high performance liquid chromatography-electrochemical 

detector 

・ IKE: imidazole ketone erastin 

・ PET: positron emission tomography 

・ PSL: photostimulated luminescence 

・ RI: radioisotope 

・ R-SG: 2-(4-((2-(4-amino-4-carboxybutanamido) -3- (carboxymethylamino) 

-3-oxoproyl thio)methyl)phenyl) -4-pyrrolidino-2,5,5-triethyl-2,5-dihydro-

1Н-imidazol-1-oxyl 

・ ROI: region of interest 

・ ROS: reactive oxygen species 

・ SE: standard error  
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＜学位関連論文リストと各章との関連＞ 

第一章の内容は Free Radical Biology and Medicine 誌に発表済である。 

Kato K, Yasui H, Sato-Akaba H, Emoto MC, Fujii HG, Kmiec MM, 

Kuppusamy P, Mizuno Y, Kuge Y, Nagane M, Yamashita T, Inanami O. 

Feasibility study of multimodal imaging for redox status and glucose 

metabolism in tumor. Free Radic Biol Med 218, 57-67, 2024. 

 

第二章の内容は Redox Report 誌に投稿、リバイス改訂中である。 

Kato K, Yasui H, Sato-Akaba H, Emoto MC, Fujii HG, Kmiec MM, 

Kuppusamy P, Nagane M, Yamashita T, Inanami O. Non-invasive electron 

paramagnetic resonance imaging detects tumor redox imbalance induced by 

ferroptosis. Redox Rep, revised.  
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＜緒言＞ 

生体内のレドックス反応は様々な機能に関与し恒常性の維持に貢献している。

ミトコンドリアを主な供給源とする活性酸素種（ROS）は、DNA 損傷や脂質過

酸化を引き起こし、細胞死を誘導する 51, 60)。生体内では ROS を除去しレドック

スバランスを維持するために、様々な抗酸化物質が生成されている 19)。がん細

胞は正常細胞と異なる代謝と高い増殖能力により、ROS 濃度が上昇している。

がん細胞は ROS による細胞死を抑制するために高濃度の抗酸化物質を生成し、

レドックスバランスを維持している 31)。したがって、がん細胞のレドックスバ

ランスはかろうじて維持されており、過剰な ROS の負荷や抗酸化物質産生の抑

制により容易にそのバランスが崩壊する 37)。レドックスバランスの崩壊はがん

細胞の生存率を低下させるため、腫瘍組織のレドックス状態を理解しモニタリ

ングすることで効率的ながん治療が可能となる。 

レドックスが関連する病態の一つにフェロトーシスがある。フェロトーシス

は鉄依存性細胞死であり、レドックスバランスの崩壊や脂質過酸化物の蓄積に

よって引き起こされる 12)。がん細胞の上記のような生理学的特性や鉄の過剰蓄

積により、がん治療におけるフェロトーシス誘導は有望な戦略となっている。し

かし、イメージングを用いてフェロトーシスを検出することは困難である。 

電子常磁性共鳴分光法（EPR）は不対電子を含む物質を直接検出できる唯一

の計測手法である。動物に不対電子を持つ分子（プローブ）を投与し EPR イメ

ージング（EPRI）を行う。プローブの特性によって組織中のレドックス状態や

酸素分圧、pH の評価ができる 26, 34, 64)。レドックスイメージングにはニトロキ

シルプローブである 3-carbamoyl-PROXYL（3CP）が主に使用される。3CP は

不対電子を持ち EPR信号を得られるが、抗酸化物質によって還元され時間と共

に信号を喪失する。この変化を計測し生体内レドックス状態を可視化する 27, 32)。
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pH イメージングは pH 感受性ニトロキシルプローブである 2-(4-((2-(4-amino-

4-carboxybutanamido) -3- (carboxymethylamino) -3-oxoproyl 

thio)methyl)phenyl) -4-pyrrolidino-2,5,5-triethyl-2,5-dihydro-1Н-imidazol-1-

oxyl （R-SG）が使用され、腫瘍内のイメージングに成功している 34)。近年、低

酸素を指標としてがん組織の悪性度から治療方針を決定する個別化医療が注目

されている。以上のように今まで定量的な評価がされていないレドックス状態

や pH の評価ががん治療の新たな鍵となる可能性がある。 

従来の EPRI 装置は大型で据え置き型であるため、限られた環境でしか使用

できなかった。また、検出感度が低いことから腫瘍内の不均一なレドックス状態

の描出が難しく、組織切片や陽電子放射断層撮影（PET）などのイメージング技

術との比較が困難であり、腫瘍微小環境の動態を詳細に把握できないという課

題があった。そこで、この課題を克服するために小型で分解と組み立てが容易な

高い検出感度を持つ可搬型 EPRI装置を使用した 43, 44)。本装置は任意の組織断

面における 3CP の EPR 信号強度の減衰（還元）速度定数を再マッピングし、

組織断面の還元力の強弱を示すレドックスマップの描出が可能である。このこ

とからレドックスマップと組織切片の免疫染色との比較ができる可能性がある。 

がん治療において、放射線治療やフェロトーシス誘導による腫瘍のレドック

ス環境の変化を非侵襲的に検出できれば、治療抵抗性の評価やより効率的な治

療方法の開発に役立つことが考えられる。そこで本博士論文では、この最新の可

搬型 EPRI 装置による腫瘍のレドックスイメージングを組み込んだマルチモー

ダルイメージング法を確立し、これを用いて放射線治療前後の変化をモニタリ

ングすること、およびレドックスに関連する病態の一つであるフェロトーシス

の検出を行うことを目的とした。 

第一章では、放射線治療前後の腫瘍のレドックス環境の変化を同一個体で非
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侵襲的に検出し、レドックスマップと腫瘍組織切片を比較した。さらに、レドッ

クスマップと 2-deoxy-2-[18F] fluoro-D-glucose（[18F]FDG）を使用したオート

ラジオグラフィー（ARG）により得られた糖代謝情報を比較した。その結果、グ

ルタチオン合成阻害剤 BSO処理および X 線照射により、腫瘍内の 3CP 還元速

度は有意に減少し、レドックスマップはほぼ同じ断面の組織切片と比較するこ

とができた。さらに、EPRI と ARG の比較により、腫瘍内の高い還元力を持つ

領域は糖代謝が亢進しているが、この還元力と糖代謝の相関は X 線照射後には

消失することが明らかとなった。第二章では、EPRI と腫瘍組織切片の免疫組織

化学染色の比較によって腫瘍のフェロトーシス検出を行った。その結果、レドッ

クスマップと腫瘍組織切片の 4-ヒドロキシノネナール（4-HNE）の免疫組織化

学染色画像との比較から、腫瘍組織の還元力と脂質過酸化に負の相関があるこ

とが明らかになった。 

以上より、レドックスマップは ARG や組織切片の免疫組織化学染色と比較す

ることができた。近年、PET-CT や PET-MRI など異なるイメージング法を組み

合わせた装置が開発され、得られた複数の生体内機能情報からより正確な診断

や治療予後判定が可能となってきており、このようなマルチモーダルイメージ

ングの重要性が増している 38)。腫瘍のレドックス状態やグルコース取り込み、

形態画像を同時に評価できれば、高い精度でがん治療による微小環境の変化を

判定できるようになる。本装置は PET や ARG などの放射線同位元素（RI）を

使用する特殊施設に持ち込み稼働できるため、これらのイメージング法を組み

合わせた新しいマルチモーダルイメージングの開発が期待される。 
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＜第一章＞ 

腫瘍におけるレドックス状態と糖代謝の 

マルチモーダルイメージングの実現可能性に関する研究 

1. 序論 

緒言でも述べたように、がん細胞のレドックスバランスの脆弱性はがん治療

において重要な標的となる 17, 35, 57)。したがって、腫瘍のレドックス状態を理解

することは、効率的ながん治療において重要である。EPRI は生体に投与された

常磁性プローブのスペクトル情報の変化を測定することで、組織のレドックス

状態 26)や酸素分圧 64)、pH34)を非侵襲的に測定する方法として開発された。レド

ックスイメージングには様々なニトロキシルプローブが使用されており、その

中で 3CP は EPRI27)や MRI32)において腫瘍のレドックス状態を反映することが

報告されている。3CP は体内でヒドロキシルアミンに還元され、不対電子を失

い EPR 信号を消失する。したがって 3CP の還元速度を測定することで、組織

の還元力を調べることができる。さらに、ピクセルごとの 3CP 還元速度定数を

再マッピングすることで、組織内の不均一なレドックス状態を反映したレドッ

クスマップを作成することが可能である 27)。 

近年、マルチモーダルイメージングが注目されており、得られた体内の複数

の機能情報から、より正確な診断と治療予後判定が可能である。例えば、PET-

MRI38)や MRI-超音波 55)のように異なるイメージング法を組み合わせた装置が

開発されている。マルチモーダルイメージングによって得られた体内の複数の

機能情報から、より正確な診断と治療予後判定が可能である。しかし、従来の

EPRI装置は大型で重い磁石を使用しているため、他のイメージング装置との併

用が困難であった。この欠点を克服するために、小型で分解可能な可搬型 EPRI

装置を使用した 43, 44)。この装置を用いたマウスの脳のレドックスイメージング
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にすでに成功している 13)。この装置は放射線管理区域や動物実験施設などの

様々な特殊施設に設置可能であり、ARG や PET、質量分析イメージングなど、

他のイメージング技術と併用解析をすることが可能であると考えられる。 

そこで本章では、EPRI のレドックスイメージングを他のイメージング技術

と併用することでがん治療応答を多角的に解析することを目的として、この装

置を用いて治療前後における同一個体の腫瘍のレドックス状態の変化を検出し、

レドックスマップを腫瘍組織切片と比較した。さらに、この装置を放射線管理区

域に設置し、糖代謝を反映する[18F]FDG を使用した ARG を行い、レドックス

マップと比較した。 
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2. 材料と方法 

2-1. 試薬 

3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyl-N-oxyl（3CP; Cat. No. 206-

09241）および L-buthionine-(S, R)-sulfoximine（BSO; Cat. No. 021-14121）

は富士フイルム和光純薬株式会社（Osaka, Japan）から購入した。[18F]FDG は

北海道大学病院サイクロトロン施設（Sapporo, Japan）で合成されたものを譲

受した。  

 

2-2．細胞株および移植腫瘍モデル 

ヒト結腸がん由来HCT116 細胞は理化学研究所バイオリソース研究センター 

（ Tsukuba, Japan ） よ り入手し た 。 細 胞 は 10% fetal bovine serum 

（Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を含むMcCoy's 5A培

地 （Cat. No. M4892, Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis, MO, USA）を用いて、

ウォータージャケット式インキュベーターにて 37℃、5% CO2条件下で維持し

た。移植腫瘍モデルは 6〜8 週齢の雌の BALB/c Slc-nu/nu マウス（日本 SLC, 

Hamamatsu, Japan）を用いた。マウスは SPF であり照明時間は 1日 12時間、

室温22±4℃および湿度50±20%の環境下で飼育された。マウス一匹につき5×106

個の HCT116 細胞を右後肢の大腿部に皮下移植した。腫瘍体積が約 600～1400 

mm³（移植後 14日）に達したマウスを EPRI に使用した。腫瘍体積の計測は麻

酔下でノギスにて腫瘍の長径、短径を計測したのち、以下の計算式から腫瘍体積

を算出した。 

 腫瘍体積（mm3）=長径×短径×短径×π/6 

すべての動物実験は「北海道大学動物実験に関する規程」に基づくガイドライン

に従い実施され、北海道大学大学院獣医学研究院動物実験委員会によって承認
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された（承認番号 23-0010）。 

 

2-3. X 線照射 

X 線発生装置は PANTAK HF-320型（島津製作所, Kyoto, Japan）を使用し

200 kVp、20 mA、0.5 mm Al+0.5 mm Cu フィルターを用いて線量率 1 Gy/min

となる条件で照射した。マウスは全身を 6 mm 厚鉛板により遮蔽し、腫瘍部位

のみ局所的に 10 Gy の線量で X 線を照射した。X 線照射時、マウスは 2％イソ

フルラン吸入麻酔下で照射台に保定され、保温パッドにて体温低下を防止した。 

 

2-4. EPRI による腫瘍のレドックスイメージング 

 1 回目の EPRI はがん細胞移植後 14日目に実施した。3CP をレドックス感受

性イメージングプローブとして使用し、腫瘍のレドックス状態を可視化した。マ

ウスを 2％イソフルラン吸入麻酔下でプラスチックベッドに置き、EPRI装置の

共振器に取り付けた。29 G の針を使用して尾静脈にカニューレを挿入し、3CP

を 1.5 µmol/g の用量で投与した。 

3CPプローブの EPRI画像は、Akabaらが使用したものと同じ構成の可搬型

EPRI装置で取得した 43, 44)。共振器のループギャップはφ24 mm × 25 mm で

ある。測定パラメータ、3CP の還元速度定数の計算およびマッピングは以前の

報告に基づいて行われた 13)。画像取得に使用された測定パラメータは、181 投

影の 3D ラジアルシーケンス、RF 周波数 760-765 MHz、磁気変調フィールド

0.1 mT、磁場掃引幅 6 mT、磁場勾配 0.5 mT/cm、投影ごとのフィールドスイー

プ時間 39 ms、1 画像のデータ収集時間 7.14 秒である。画像の視野 FOV は 6 

cm で、デジタルバンドパスフィルターの通過帯域幅は 4 kHz に設定され、変調

された EPR信号の復調前に適用された。画像はシングルステップのフィルタ補
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正逆投影法を使用して再構築された。高周波ノイズを除去するため、画像再構築

時の信号処理では cosine-tapered window 関数がローパスフィルターとして使

用された。主に分解能を決定するカットオフ周波数は 180 に設定された。シン

グルポイント分布を仮定すると、任意の方向から得られる投影スペクトルは磁

場勾配なしの場合と同じである。フィルタ補正逆投影法プログラムがローパス

フィルターを使用して画像を再構築する際、出力は単一のポイントのぼやけた

画像になる。ぼやけた画像から 1 次元ラインプロファイルを抽出し、Gaussian 

point spread 関数を使用してフィッティングすることで分解能を決定できる。

本研究では、画像の分解能は Gaussian point spread 関数の半値全幅として定

義され 25)、その値は 3.7 mm であった。 

マウスの腫瘍組織からレドックス情報を得るために、約 25分間で 200枚の画

像が連続的にスキャンされた。これらの画像は、3CP の EPR信号の減衰（還元

速度）を比較し、レドックスマップを構築するために合計 40 枚に統合された。

3CP の EPR信号は投与後約 2分でピークに達するため、3CP 投与 100秒後か

らデータ取得を開始した。3CP の還元速度定数は、3CP の EPR 信号強度の時

間経過に対する半対数プロットを使用して得られた線形部分の擬似一次反応速

度定数として計算された。レドックスマップは 3CP の還元速度定数を再マッピ

ングすることによって構築された。 

 

2-5. イメージングの順序 

 同一のマウスにおいて、治療前後に 2 回レドックスイメージングを行った。2

回目のレドックスイメージングは 1 回目から 24 時間後に行った。BSO 投与群

は 2 回目のレドックスイメージングの 6時間前に BSO（500 mg/kg）を腹腔内

投与した。10 Gy 照射群は 1 回目のレドックスイメージングから 3時間後に腫
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瘍に 10 Gy を照射した。2 回目のイメージングの 1 時間前に pimonidazole

（Hypoxyprobe™-1; Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA）を 60 

mg/kg の用量で腹腔内投与し、低酸素領域を標識した。2 回目のイメージング

後、腫瘍組織を切除し組織学的解析または抗酸化物質の測定を行った。抗酸化物

質の測定用に切除した腫瘍は直ちに−80℃で凍結保存された。組織切断時の矢状

面をマーキングし、レドックスイメージング画像と正確に重ね合わせた。ARG

との併用解析は、レドックスイメージングの翌日に[18F]FDG を尾静脈から投与

した。 

 

2-6. 組織学的解析および免疫組織化学 

 腫瘍組織を矢状面で切断し、4％緩衝ホルマリンで固定し、パラフィンに包埋

後、滑走型ミクロトームを用いて 7 µm の厚さに薄切した。ヘマトキシリン・エ

オジン（H&E）染色はパラフィン切片を脱パラフィン後染色し、脱水後に封入

した。pimonidazole 染色はパラフィン切片を脱パラフィン後 Hypoxyprobe™-1

キットの説明書に従って行った。切片は NanoZoomer 2.0 RS virtual slide 

scanner （浜松ホトニクス, Shizuoka, Japan）を使用して画像化された。低酸

素領域の検出は、Adobe Photoshop（CC 2018; Adobe, San Jose, CA, USA）で

しきい値を選択後、ImageJ（NIH, Bethesda, MD, USA）を用いて切片全体に

対する pimonidazole陽性領域の比率を定量化することで行った。 

 

2-7. 高速液体クロマトグラフィー-電気化学検出法（HPLC-ECD）による還元型

アスコルビン酸、還元型システイン、還元型グルタチオンの測定   

 約 100 mg の腫瘍組織と内部標準物質の 10 µM N-アセチルシステインに

0.54 M 過塩素酸および 0.2 mM ジエチレントリアミンペンタ酢酸を加え、2 
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mm のステンレス鋼ビーズを用いてビーズクラッシャーµT-12（3200 r/min, 90 

s; タイテック, Saitama, Japan）でホモジナイズし、遠心分離（4℃, 8000×g, 

10 min）した 6)。上清を 0.54 M 過塩素酸および 0.2 mM ジエチレントリアミ

ンペンタ酢酸で 2倍に希釈し、0.45 µm フィルターでろ過した。腫瘍サンプル

は、勾配ポンプ（PU-2089; Jasco Corporation, Tokyo, Japan）、オートサンプ

ラー （AS-4550; Jasco）、カラムオーブン（CO-8020; Tosoh, Tokyo, Japan）、

および金電極を備えた電気化学検出器（ECD-300; Eicom, Kyoto, Japan）を使

用した HPLC システムで分析した。システム制御とデータ解析は ChromNAV

ソフトウェア（Jasco）を使用した。分離には InertSustain AQ-C18カラム

（4.6 × 150 mm, 3 µm; GL Sciences, Tokyo, Japan）を使用した。移動相は

50 mM リン酸二水素カリウム、1.2 mMオクタンスルホン酸ナトリウム（pH 

2.5）、および 8%メタノールで構成した 11)。カラム温度 40℃、流速 0.8 ml/min

で解析した。金電極の電圧は Ag/AgCl参照電極に対して+600 mV に設定し

た。 

 

2-8. グルタチオン測定 

グルタチオン濃度は GSSG/GSH 定量キット（Cat. No. G257; Dojindo, 

Kumamoto, Japan）を用いて測定した 45)。腫瘍を 5% 5-スルホサリチル酸中で

ビーズクラッシャーµT-12（3200 r/min, 90 s）を用いてホモジナイズし、遠心分

離（4℃, 8000×g, 10 min）した。上清の総グルタチオンおよび酸化型グルタチ

オン（GSSG）を測定した。還元型グルタチオン（GSH）は、メーカーの指示に

従って推定した。GSH 濃度は、総グルタチオンと GSSG 濃度から、以下の式を

用いて計算した。 

[総グルタチオン] = [GSH] + 2 × [GSSG] 
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酸化ストレスの指標としてグルタチオンの還元型/酸化型（GSH/GSSG）比を算

出した。 

 

2-9. [18F]FDG取り込み測定 

 腫瘍組織および尾の[18F]FDG の放射能をガンマカウンター（AccuFLEX γ

7000, ALOKA, Tokyo, Japan）で測定した。腫瘍の[18F]FDG の取り込みは尾の

[18F]FDG の取り込みを除いた、投与された[18F]FDG量に対する%ID として計

算した。 

 

2-10. オートラジオグラフィー 

 レドックスイメージング撮像の翌日、マウスを 12 時間絶食させ、10 MBq 

[18F]FDG を尾静脈投与した。1時間後マウスを安楽死させ、腫瘍組織を矢状面

で切除し、ホワイトティッシュコート FL（UI Kasei, Amagasaki, Japan）で包

埋し、−80°C で急速凍結した。残りの腫瘍組織および尾を解剖し、[18F]FDG の

放射能を測定した。腫瘍組織切片は 10 µm の厚さに薄切してガラススライドに

置き、乾燥させて室温で固定した。次に、腫瘍組織切片をイメージングプレート

（Fuji BAS 2040; Fujifilm, Tokyo, Japan）に一晩−80°C で露光し、BAS 2500

バイオイメージングアナライザー（Fujifilm）で定量化した。その後、スライド

を H&E 染色し、NanoZoomer 2.0 RS virtual slide scanner を使用して画像化

した。カウント密度（面積あたりの輝尽性蛍光, PSL/mm2）をベクレルに換算し、

尾を除いたマウスに投与された[18F]FDG量の割合として計算した。 

 

2-11. [18F]FDG取り込みとレドックス状態の関連性の評価 

 ARG 画像解析では、2.1 mm × 2.1 mm の関心領域（ROI）を作成し、
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PSL/mm2 を取得した。PSL/mm2 をベクレルに換算し、尾を除いたマウスに投

与された[18F]FDG 量の割合として計算した。ARG 画像とレドックスマップの

スケールを調整し、周囲の正常組織の形状に基づいて画像を重ね、同じ ROI を

用いて比較した。ARG 画像から得られた[18F]FDG 取り込みと、レドックスマ

ップから得られた 3CP 還元速度定数の値を、散布図として示した。コントロー

ル群および 10 Gy 照射群それぞれ 3匹のマウスのデータをまとめた。 

 

2-12. 統計処理 

 値は少なくとも 3 回の独立した実験の平均±標準誤差（S.E.）で示した。2 つ

のグループ間は、Student の t 検定を用いて評価した。複数群の比較は、一元配

置分散分析を行い、Tukey 検定を使用した。有意水準の最小値は p<0.05 に設定

した。 
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3. 結果 

3-1. 2 回のレドックスイメージングにおける 3CP 還元速度の評価 

 3CP の EPR信号強度に基づいて、腫瘍の三次元画像を構築した（図 1A）。矢

状面における腫瘍組織からレドックス情報を得るために、約 25 分間連続して

200 枚の画像をスキャンした。200 枚の画像を 5 枚に統合した 3CP の EPR 信

号強度画像を図 1B に示す。2 回目のレドックスイメージングは 1 回目から 24

時間後に実施された。以降の全ての結果は、3CP 還元速度の比較およびレドッ

クスマップの作成のために、それぞれ 200枚の画像を 5枚ずつ統合した合計 40

枚の画像を用いた。3CP の EPR信号の振幅は組織内の 3CP 濃度の変化を反映

し、定量的な指標として使用できる。組織内の 3CP の EPR信号減衰（還元）速

度定数は、ピークに達する 3CP 投与約 2分後からの時間経過を半対数プロット

し、擬一次反応速度定数として計算される 27)。生体への 3CP 投与後 20分間の

腫瘍組織における 3CP の EPR 信号強度の減衰は、組織のクリアランスではな

く還元によるものである 32)。したがって組織内の 3CP の EPR信号強度の減衰

の線形部分の傾きである 3CP 還元速度定数と、それを再マッピングしたレドッ

クスマップは、組織の還元力を反映する。3CP の EPR信号強度を元にして作成

された 3CP 投与直後のイメージング画像と腫瘍組織切片の H&E 染色像の縮尺

を合わせ正確に一致させ、レドックスマップにも反映させた（図 1C）。レドック

スマップに示されているように、2 回のレドックスイメージングで還元力が変化

した領域は確認されなかった。同一のマウスの 1 回目と 2 回目のレドックスイ

メージングにおいて、腫瘍領域からランダムに選択された 5 つのピクセルにお

ける 3CP の EPR 信号強度の平均をプロットした（図 1D）。図 1E に示される

ように、複数のマウスにおいても 2 回のレドックスイメージングの 3CP 還元速

度定数は変化しなかった（1 回目: 0.0793 min−1 vs. 2 回目: 0.0752 min−1; 
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p=0.2731）。これらの結果は、同じ個体で腫瘍のレドックスイメージングを再現

性良く 2 回行うことができ、それゆえ 2 回の撮像の間に行われた処置に対する

腫瘍のレドックス状態の変化が検出できること、またレドックスイメージング

画像と組織切片画像を比較できることを示している。 

 

3-2. BSO 投与による腫瘍の 3CP 還元速度の評価 

 これまでにグルタチオン合成阻害剤であるBSO投与の有無による別個体の比

較で、腫瘍内グルタチオン量が腫瘍内 3CP 還元速度に影響を与えることが報告

されている 27)。そこで、同一個体において BSO 投与前後でレドックスイメージ

ングを行った（図 2A）。図 2B に示すように、H&E 染色画像で示される腫瘍領

域のレドックスマップでは、色の明るい領域すなわち 3CP 還元速度が低下して

いる領域が増加した。BSO 投与により、3CP の EPR 信号強度の減衰が抑制さ

れた（図 2C）。図 2D に示すように、複数のマウスにおいても BSO 投与は 3CP

還元速度を有意に低下させた（BSO 投与前：0.0767 min−1 vs. BSO 投与後：

0.0566 min−1；p=0.0059）。 

 

3-3. X 線照射による腫瘍の 3CP 還元速度の評価 

 X 線は水分子を電離および励起させ、非常に反応性の高いフリーラジカルや

活性酸素種を生成することから、レドックス状態と X 線は密接に関連している

49)。そこで、EPRI を用いて腫瘍の X 線照射によるレドックス状態の変化を調べ

た（図 3A）。BSO 投与の場合と同様に 10 Gy 照射によって、レドックスマップ

では腫瘍領域における 3CP 還元速度が低下している領域が明らかに増加した

（図 3B）。3CP の EPR信号強度の減衰は 10 Gy 照射によって抑制された（図

3C）。図 3D に示すように、複数のマウスにおいても X 線照射は 3CP 還元速度
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を有意に低下させた（10 Gy 照射前：0.0723 min−1 vs. 10 Gy 照射後：0.0536 

min−1；p=0.0015）。これらの結果は、X 線照射がグルタチオン合成阻害剤 BSO

投与の場合と同様に、腫瘍内のレドックス環境を変化させる可能性があること

を示唆している。 

 

3-4. X 線照射による腫瘍の低酸素領域の評価 

 複数の先行研究では 3CP 還元速度が pO2などの酸素条件に影響を受けること

が示されている 21, 26)。以前の研究では SCCVII同種移植モデルにおいて、X 線

照射後に腫瘍の再酸素化が誘導された 33)。そこでコントロール群と 10 Gy 照射

群の腫瘍組織切片の pimonidazole 染色を行った（図 4A）。図 4B に示すように、

この研究で使用した HCT116 異種移植モデルでは、X 線照射 24 時間後に

pimonidazole 陽性領域で示される低酸素領域が有意に減少した（コントロール 

vs. 10 Gy; p=0.0270）。 

 

3-5. BSO 投与および X 線照射による腫瘍内還元物質の評価 

 BSO 投与が腫瘍内のグルタチオン量を減少させることから 65)、X 線照射によ

って誘導されるレドックス状態の変化もグルタチオン量に関連している可能性

があると仮定した。この仮説を検証するために、2 回目のレドックスイメージン

グの後、コントロール群（未処理群）、10 Gy 照射群、および BSO 投与群の腫

瘍内の 3 つの還元物質（還元型アスコルビン酸、還元型システイン、還元型グル

タチオン）を調べた。図 5A に示すように、HPLC-ECD により腫瘍内還元物質

である還元型アスコルビン酸、還元型システイン、N-アセチルシステイン（内部

標準）、および還元型グルタチオンが左から右に分離され、検出された。10 Gy

照射群および BSO 投与群において、コントロール群と比較して還元型アスコル
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ビン酸および還元型システインの量に変化が見られなかった（図 5B、C）（還元

型アスコルビン酸：コントロール vs. 10 Gy; p=0.1393、コントロール vs. BSO; 

p=0.8970、還元型システイン：コントロール vs. 10 Gy; p=0.3611、コントロー

ル vs. BSO; p=0.9957）。BSO 投与群の還元型グルタチオンのみがコントロール

群よりも有意に低下し、10 Gy 照射群では変化しなかった（図 5D）（還元型グル

タチオン：コントロール  vs. BSO; p=0.0010、コントロール  vs. 10 Gy; 

p=0.3490）。図 5E に示すように、GSSG/GSH 定量キットを使用した総グルタ

チオン量の測定では、コントロール群と比較して BSO 投与群でわずかな減少が

見られた（コントロール vs. BSO; p=0.1281）が、10 Gy 照射群では変化が観察

されなかった（コントロール vs. 10 Gy; p=0.7822）。GSH/GSSG比は組織のレ

ドックス状態を示す 16)。組織が酸化ストレスにさらされると GSSG が蓄積し、

この比は低下する。GSH/GSSG比は、BSO 投与群においてコントロール群と比

較して有意に上昇した（コントロール vs. BSO; p=0.0462）が、10 Gy 照射群で

は変化がなかった（コントロール vs. 10 Gy; p=0.9976）。これらの結果は、グル

タチオンが腫瘍内のレドックス環境に部分的に影響を与えるが、X 線によって

誘発されるレドックス環境の変化には関連していないことを示唆している。 

 

3-6. レドックスイメージングと[18F]FDG ARG との併用解析 

 これまでにこの装置を使用したレドックスイメージングによって、レドック

スマップと組織切片の比較が可能であることを確認した。がん細胞における高

い糖代謝活性は高い還元力と関連している 36)。腫瘍のレドックス状態と糖代謝

の関係を明らかにするために、放射線管理区域で放射性同位体である[18F]FDG

を用いた併用解析を行った（図 6A）。[18F]FDG 投与 1時間後に摘出した腫瘍の

ガンマカウンターによる[18F]FDG 測定と ARG を行った。ガンマカウンターの
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[18F]FDG測定では、腫瘍への[18F]FDG の取り込みが 10 Gy 照射群で有意に増

加したことが示された（図 6B）（コントロール群 vs. 10 Gy; p=0.0098）。ARG

画像とレドックスイメージングから得られたレドックスマップを比較した（図

6C）。ARG画像によって作成された ROI をレドックスマップに適用し、糖代謝

活性（[18F]FDG の取り込み）と還元力（3CP 還元速度定数）の比較を行った。

3CP 還元速度定数が大きいことは還元力が高いことを示す。図 6D に示すよう

に、コントロール群において糖代謝活性は還元力と有意な正の相関があった（R

²=0.3834, p=0.00003）。しかし、図 6E に示すように、10 Gy 照射群では相関が

なかった（R²=0.0735, p=0.0624）。これらの結果は、腫瘍内の高い還元力を持

つ領域は高い糖代謝活性を示すが、X 線照射によってこの関連性が失われるこ

とを示唆している。 
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図1．2回のレドックスイメージングの比較
無処置群において1回目および2回目のレドックスイメージングを比較した。(A) レドックスイメー
ジング中のマウスの体位と、3CPのEPR信号強度から作成した腫瘍の三次元画像を示す。(B) 腫瘍
の矢状断面における3CPのEPR信号強度から作成されたレドックスイメージング画像を示す。(C) 
腫瘍組織切片のH&E染色像と同じ位置で作成されたレドックスイメージング画像の代表例を示す。
それぞれのスケールを調整し、 H&E染色像と同一平面上のレドックスマップを作成した。(D) 1
回目および2回目のレドックスイメージングにおける腫瘍組織内の3CPのEPR信号強度の経時変化
の代表例を示す。(E) 複数のマウスで1回目および2回目のレドックスイメージングにおける3CP還
元速度定数を比較した。黒線は5 mmを示す。グラフのカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統
計的有意差は1回目に対して有意差なしをn.s.で示した。
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図2．レドックスイメージングによるBSO投与前後の比較
BSO（500 mg/kg、腹腔内投与）投与前後に腫瘍のレドックスイメージングを行い比較した。(A) 
レドックスイメージングとBSO投与の実験計画を示す。(B) H&E染色像と同一平面上のレドック
スマップを作成した。(C) 腫瘍内の3CPのEPR信号強度の経時変化の代表例を示す。(D) 複数のマ
ウスでBSO投与前後のレドックスイメージングにおける3CP還元速度定数を比較した。黒線は5 
mmを示す。グラフのカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はBSO投与前に対し
てp<0.01(**)で示した。
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図3．レドックスイメージングによる10 Gy照射前後の比較
10 Gy照射前後に腫瘍のレドックスイメージングを行い比較した。(A) レドックスイメージングと
10 Gy照射の実験計画を示す。(B) H&E染色像と同一平面上のレドックスマップを作成した。(C) 
腫瘍内の3CPのEPR信号強度の経時変化の代表例を示す。(D)複数のマウスで 10 Gy照射前後のレ
ドックスイメージングにおける3CP還元速度定数を比較した。黒線は5 mmを示す。グラフのカラ
ムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差は10 Gy照射前に対してp<0.01(**)で示した。
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図4．10 Gy照射による低酸素領域の変化の検出
2回目のレドックスイメージング後、コントロール群および10 Gy照射群において腫瘍の低酸素領
域を検出、定量した。(A) pimonidazoleで免疫組織化学染色された各処理群の腫瘍組織切片の代表
例を示す。(B) ImageJを用いて得られた腫瘍全体の面積における低酸素領域の割合を算出した。
黒線は2.5 mmを示す。グラフのカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はコント
ロール群に対してp<0.05(*)で示した。
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図5．各処理群における腫瘍内還元物質の測定と比較
2回目のレドックスイメージング後、コントロール（無処置）群、10 Gy照射群、およびBSO投与
群の腫瘍内還元物質を定量した。(A) 各処理群の還元型アスコルビン酸、還元型システイン、およ
び還元型グルタチオンの濃度をHPLC-ECDで測定し、代表的なクロマトグラムを示した（N-アセ
チルシステインは内部標準）。(B-D) HPLC-ECDで測定した各処理群における腫瘍内の還元型ア
スコルビン酸、還元型システイン、還元型グルタチオン濃度を比較した。(E) 各処理群における腫
瘍内の総グルタチオン濃度を比較した。(F) 各処理群における腫瘍内のGSH/GSSG比を比較した。
グラフのカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はコントロール群に対して有意差
なしをn.s.、p<0.05(*)、p<0.01(**)で示した。
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図6．EPRIとARGの併用解析
レドックスイメージングと[18F]FDG ARGの併用解析を行った。(A) レドックスイメージングと
[18F]FDG ARGの実験計画を示す。(B) コントロール群および10 Gy照射群の腫瘍における組織重
量当たりの[18F]FDG投与量（%ID/g）をガンマカウンターで測定した。(C) コントロール群にお
けるH&E染色、ARG、レドックスイメージング画像を示す。 (D) 3匹のコントロール群のマウス
におけるレドックスマップから得られた3CP還元速度定数と、[18F]FDG取り込みの相関をピアソ
ンの相関分析により評価した。(E) 3匹の10 Gy照射群のマウスにおけるレドックスマップから得
られた3CP還元速度定数と、[18F]FDG取り込みの相関をピアソンの相関分析により評価した。黒
線は5 mmを示す。グラフのカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はコントロール
群に対してp<0.01(**)で示した。R2はピアソンの相関係数を表す。
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4. 考察 

本章では、可搬型 EPRI装置の利点を活かすため、組織のレドックス状態を非

侵襲的に測定できる EPRI3, 13, 24)を組織学的解析および ARG と組み合わせ、併

用解析を行った。以下の 3 点が新しい試みである：（1）同一個体における腫瘍

のレドックス環境の変化の検出。レドックス関連疾患において治療前後のレド

ックス環境の変化を検出することは、治療法の決定や予後の診断に寄与する可

能性がある。（2）がん治療によって引き起こされるレドックス環境変化のメカニ

ズムの解明。（3）他のイメージング技術との併用によるレドックスに関与する他

の因子の調査。 

初めに、分解可能で小型化に成功した可搬型 EPRI装置を使用してレドックス

イメージングを実施した 43)。同一個体に対する 2 日連続のレドックスイメージ

ングで、3CP の EPR信号強度の減衰に変化が見られなかったことから、このイ

メージング方法はがん治療による腫瘍のレドックス環境の変化を評価するため

に使用できることが示された（図 1）。さらに、レドックスイメージングによっ

て得られたレドックスマップと H&E 染色画像における腫瘍の形状および非実

質組織の位置が一致しているため、比較することができた（図 1C、図 2B、図

3B、図 6C）。これは、レドックスマップが腫瘍組織切片の免疫組織化学染色画

像と比較できることを示しており、第二章のように将来的には様々な生体分子

との複合分析が可能となると考えられる。 

次に、グルタチオン合成阻害剤である BSO および X 線照射が腫瘍内の 3CP 還

元速度を低下させることを明らかにした（図 2、3）。グルタチオンは腫瘍内の主

要な還元物質であり、BSO 投与によってグルタチオン量が減少し、還元力を低

下させることが知られている 27)。本研究でも、BSO 投与後にグルタチオン量の

低下が確認された（図 5D、E）。対照的に、X 線照射は腫瘍内の 3CP 還元速度
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を低下させた（図 3）が、還元物質の量は変化しなかった（図 5）。X 線照射によ

る過剰なROS生成によってタンパク質のカルボニル化や脂質過酸化が誘導され

る 1, 29, 41)。他のニトロキシルラジカルプローブを用いたレドックスイメージン

グにおいて、X 線照射された肝臓でプローブの還元速度が低下したが、それは還

元物質量の変化ではなく過酸化脂質の蓄積に関連していることが示唆されてい

る 42)。したがって、X 線照射が腫瘍内で過酸化脂質の蓄積を引き起こし、3CP

の還元速度を抑制する可能性がある。さらに、いくつかの先行研究では、3CP の

還元速度が pO2 などの酸素条件に影響を受けることが示されている。腫瘍の低

酸素状態は 3CP の還元を促進する 26)が、腫瘍の酸素化は 3CP の還元を抑制さ

せる 21)。本研究の HCT116 異種移植モデルでは、X 線照射 24 時間後に低酸素

領域が減少した（図 4）。したがって、腫瘍における 3CP の還元速度の低下は、

グルタチオン量の低下ではなく、腫瘍の再酸素化に関連している可能性がある。

腫瘍の再酸素化はグルタチオンの形態を変化させる可能性があるが 9)、10 Gy 照

射群では GSH/GSSG比は変化せず BSO 投与群では GSH/GSSG比が有意に増

加しており、この条件下での X 線照射による再酸素化はグルタチオンの形態に

影響を与えないことを示している（図 5F）。これらの結果を考慮すると、BSO

投与 6時間後または 10 Gy 照射 24時間後に 2 回目のレドックスイメージング

と還元物質の測定が行われたという実験条件の違いはあるが、BSO 投与および

X 線照射による 3CP 還元速度の低下は異なる反応を反映している可能性がある。

今後、X 線照射後の時間経過に伴う腫瘍内レドックス環境および還元物質量、お

よび酸素分圧の変化を解明するためのさらなる研究が必要である。 

最後に、糖代謝を評価できる[18F]FDG ARG との併用解析を実施した。これは

本装置と既存のイメージング技術を使用したマルチモーダルイメージングへの

第一歩である。図 1 のように腫瘍組織切片の H&E 染色とレドックスマップを
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整合させることができたため、腫瘍組織切片を指標として ARG画像とレドック

スマップを比較した。[18F]FDG は PET イメージングにおけるがんの検出およ

び病理分類に使用される放射性同位体トレーサーである 2)。[18F]FDG はグルコ

ースのアナログであり、その取り込みは糖代謝を反映する 67)。図 6D に示すよ

うに、コントロール群では腫瘍組織の糖代謝と還元力の間に正の相関が見られ

た。この正の相関は糖代謝の促進が GSH の維持に必須である NADPH の合成

を促進するためであると考えられる 36, 40)。対照的に、10 Gy 照射群では糖代謝

と還元力の間に相関は観察されなかった。図 6D および E の各ポイントを比較

すると、図 6B の結果を反映するように X 線照射によって[18F]FDG の取り込み

が増加したため、相関の傾きが上方にシフトしている。さらに、X 線照射によっ

て 3CP 還元速度が低下したため（図 3）、糖代謝と還元力の相関はコントロール

群よりも弱くなったと考えられる。これは、各腫瘍組織部位の微小環境に依存し

た細胞代謝応答の違いによる可能性がある。さらに、X 線照射 24時間後に腫瘍

で[18F]FDG の取り込みが増加したという報告 8)も、減少したという報告 52)もあ

る。本研究の結果と以前の報告との不一致は、がん細胞の種類や X 線の線量の

違いによるものである可能性がある。図 4 の結果により、放射線による腫瘍の

再酸素化が3CPのEPR信号強度の減衰に影響を与える可能性もある。[18F]FDG

と 低 酸 素 イ メ ー ジ ン グ 剤 で あ る [64Cu]Cu-diacetyl-bis(N4-

methylthiosemicarbazone)（[64Cu]Cu-ATSM）を用いた二重トレーサーARG 研

究では、[18F]FDG の取り込み領域は低酸素領域とは明確に異なることが示され

ている 10, 53)。さらに、腫瘍への X 線照射による再酸素化中にグルコース需要が

増加する 68)。したがってこの研究では、X 線照射によって再酸素化された領域

で[18F]FDG の取り込みが増加した可能性がある。組織のレドックス状態、糖代

謝、および酸素条件との関係をさらに明らかにするために、低酸素領域のイメー
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ジ ン グ 剤 で あ る [18F]-fluoromisonidazole （ [18F]FMISO ） 56) 、 2,2-

dihydroxymethyl-3-[18F]fluoropropyl-2-nitroimidazole（[18F]DiFA）48)、および 

[64Cu]Cu-ATSM を用いた PET-CT と EPRI の複合分析を今後行う必要がある。 

組織の代謝とレドックス状態の関連解明は重要である。本研究は[18F]FDG 

ARG を予備実験として行ったが、今後はグルタチオン、NADH、ビタミン E な

どのレドックス関連小分子を高感度 MALDI 質量分析イメージング 4, 18, 58)や、

鉄や銅などの遷移金属を X 線蛍光顕微鏡 39)を用いて調査することで、腫瘍にお

ける酸化ストレスと腫瘍微小環境の関係および治療への応答に関するさらなる

調査が可能になると考えられる。したがって、この装置は腫瘍微小環境の解析装

置として非常に有用であることを示した。 

 

5. 小括     

本章では、可搬型 EPRI装置が他の分析装置の近くに容易に移動できるため、

マルチモーダルイメージングをする上で非常に有用であることを示した。この

可搬型 EPRI 装置は、同一個体における腫瘍のレドックスイメージングが可能

である。これは様々ながん治療に対する腫瘍の治療反応を分析するのに役立つ

可能性がある。さらに、レドックスバランスの崩壊は、がんのみならず、老化、

心血管疾患、慢性腎疾患、アルツハイマー病などの他の疾患とも関連している。

したがって、他の酸化ストレス関連疾患に対する薬剤の反応を分析できる可能

性がある。しかし、X 線照射による 3CP 還元速度の変化のメカニズムを理解す

るためには、さらなる研究が必要である。さらに本装置を放射線管理区域に導入

することで、レドックスイメージングと ARG の併用解析が可能となった。した

がって、可搬型 EPRI 装置を用いたレドックス解析はマルチモーダルイメージ

ングに寄与することが示唆された。 
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＜第二章＞ 

腫瘍内レドックスイメージングによるフェロトーシス検出 

1. 序論 

第一章の結果から、可搬型 EPRI 装置を用いたレドックスイメージングはが

ん治療による腫瘍のレドックス環境の変化を非侵襲的に検出可能であることが

明らかとなった。フェロトーシスは鉄依存性細胞死であり、脂質過酸化物の蓄積

とレドックスバランスの崩壊によって特徴付けられる 7, 12)。がん細胞は鉄を多

く含むため、フェロトーシスに着目したがん治療戦略が注目を集めている 54)。

フェロトーシス誘導の主要な標的であるシスチン-グルタミン酸アンチポーター

システム xc-の阻害は、グルタチオンとグルタチオンペルオキシダーゼ 4（GPX4）

の枯渇を引き起こすことでフェロトーシスを誘発する 62)。イミダゾールケトン

エラスチン（IKE）は体内で安定性が高いシステム xc-阻害剤であり 28)、びまん

性大細胞型 B 細胞リンパ腫異種移植モデルにおいてがん細胞にフェロトーシス

を誘導することが報告されている 66)。組織内では、フェロトーシスは過酸化脂

質の副産物であるマロンジアルデヒド 66)や 4-ヒドロキシノネナール（4-HNE）

蓄積 20, 59)によって評価され、これらはフェロトーシスのマーカーと考えられて

いる。フェロトーシスは組織切片レベルでは検出可能であるが、生体での非侵襲

的な検出法は依然として存在しない。 

ROS の増加とグルタチオン量の減少によって引き起こされるレドックスバ

ランスの崩壊は、脂質過酸化を介してフェロトーシスを誘発する可能性がある

14, 23)。組織内のレドックス変化や脂質過酸化物の検出によって、生体内でのフ

ェロトーシスを検出することが可能である。第一章では可搬型 EPRI 装置から

得られたレドックスマップと腫瘍組織切片の比較が可能であることを示した。

したがって、レドックスイメージングと腫瘍組織切片の脂質過酸化物の免疫組
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織化学染色を比較することによって、組織内のフェロトーシスを評価できる可

能性がある。 

そこで本章では、EPRI のレドックスイメージングと腫瘍組織の免疫組織化

学染色を比較することで、レドックスに関連する病態の一つであるフェロトー

シスを評価することを目的とした。 
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2. 材料と方法 

2-1. 試薬 

Imidazole ketone erastin（IKE; Cat. No. 021-14121）は AmBeed, Inc.

（Arlington Heights, IL, USA）から購入した。 

 

2-2．細胞株および移植腫瘍モデル 

細胞株および移植腫瘍モデルは第一章に示した方法にて行った。 

 

2-3. EPRI による腫瘍のレドックスイメージング 

 EPRI による腫瘍のレドックスイメージングは第一章に示した方法にて行っ

た。 

 

2-4. イメージングの順序 

 IKE 治療前後の同一マウスにおいて 2 回レドックスイメージングを行った。

IKE（1 mg/300 µl）は、5% ジメチルスルホキシド、10% PEG-400、5% Tween-

20、および 80% 生理食塩水を用いて溶解した。2 回目のレドックスイメージン

グは 1 回目から 24 時間後に行った。IKE 投与群は 2 回目のレドックスイメー

ジングの 6時間前に IKE（50 mg/kg）を腹腔内投与した。第一章と同様に 2 回

目のイメージング後、腫瘍組織を切除し組織学的解析または抗酸化物質の測定

を行った。 

 

2-5. 組織学的解析および免疫組織化学染色 

 組織学的解析および免疫組織化学染色は第一章に示した方法にて行った。

GPX4 および 4-HNE の免疫組織化学染色のために、10 mM クエン酸ナトリウ
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ム緩衝液（pH 6.0）を用い、圧力鍋で 121℃、2.5分腫瘍組織切片を加熱するこ

とで抗原の賦活化を行った。内因性ペルオキシダーゼと非特異的結合は、0.3%

過酸化水素-メタノールおよび DAKO ブロッキング試薬（Cat. No. X0909; 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）でブロックされた。次に、抗GPX4

抗体（Cat. No. ab125066; Abcam, Cambridge, UK）または抗 4-HNE 抗体（Cat. 

No. MHN-020P; JaICA, Tokyo, Japan）にて 4℃で一晩処理され、その後、ウ

サギ由来の Envision HRP 結合ポリマー（Cat. No. K4003；Agilent Technologies）

またはビオチン標識されたヤギ抗マウス IgG 抗体（Cat. No. BA-9200-1.5；

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）およびアビジン–ビオチン複合体

（Vectastain Elite ABCキット；Cat. No. PK-6100；Vector Laboratories）と

共にインキュベートされた。抗体複合体の可視化には、3,3'-ジアミノベンジジン

（Cat. No. 349-00903；Dojindo）を使用した。切片はNanoZoomer 2.0 RS virtual 

slide scanner（浜松ホトニクス）を使用して画像化された。GPX4陽性領域は、

Adobe Photoshop（CC 2018; Adobe）でしきい値を選択後、ImageJ（NIH）を

用いて腫瘍組織切片全体に対する GPX4 陽性領域の比率を定量化することで行

った。4-HNE陽性細胞は ImageJ を使用してカウントした。   

 

2-6. レドックス状態と脂質過酸化との関連の評価 

 2 回目のレドックスイメージングから得られたレドックスマップを 4-HNE陽

性細胞の数と比較した。腫瘍の解析領域を 4 つに分割し、平均還元力（3CP 還

元速度定数）および脂質過酸化（4-HNE陽性細胞数/mm2）を各解析領域内の 3

つの任意の ROI から算出し、コントロール群と IKE処理群の間で比較した。   

 

2-7. 統計処理 
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 値は少なくとも 3 回の独立した実験の平均±標準誤差（S.E.）で示した。2 つ

のグループ間は、Student の t 検定を用いて評価した。有意水準の最小値は

p<0.05 に設定した。 
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3. 結果 

3-1. IKE 投与による腫瘍の 3CP 還元速度の評価 

 マウスリンパ腫モデルにおいて、IKE（50 mg/kg）は腹腔内投与 4 時間後に

腫瘍内グルタチオン量を有意に低下させ、脂質過酸化を誘導することが報告さ

れている 66)。したがって、同一のマウスで IKE 投与前後にレドックスイメージ

ングを実施した（図 7A）。3CP 投与 100 秒後から約 25 分間、マウスの腫瘍を

連続スキャンし、腫瘍の矢状面のレドックス状態を評価した。その後、3CP の

EPR 信号強度から得られた画像を 6.5 分ごとに並べ、腫瘍組織切片の H&E 染

色画像と重ね合わせた（図 7B）。ランダムに選んだ 5 つのピクセルの 3CP の

EPR信号強度の平均をプロットすると、IKE 投与後に 3CP の EPR信号強度の

減衰が抑制されていた（図 7C）。図 7D に示すように、複数のマウスにおいても

IKE 投与は 3CP 還元速度定数を有意に低下させた（IKE 投与前：0.0752 min−1 

vs. IKE 投与後：0.0648 min−1；p=0.0249）。したがって、この 3CP 還元速度の

変化は、IKE によって誘発される酸化ストレスおよびフェロトーシスを反映し

ている可能性がある。   

 

3-2. IKE 投与による腫瘍内還元物質と GPX4 発現の評価 

 これまでの結果から、IKE 投与は腫瘍内還元物質および GPX4 発現を低下さ

せる可能性がある。したがって、HPLC-ECD を用いて腫瘍内還元物質（還元型

アスコルビン酸、還元型システイン、内部標準の N-アセチルシステイン、還元

型グルタチオン）を分離および検出した（図 8A）。還元型アスコルビン酸および

還元型システインはコントロール群と IKE 投与群とで変化しなかった（図 8B、

C）（還元型アスコルビン酸：p=0.8387、還元型システイン：p=0.3921）。唯一、

IKE 投与群の還元型グルタチオンはコントロール群と比較して有意に減少した
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（図 8D）（還元型グルタチオン：p=0.0176）。さらに、図 8E および F に示すよ

うに GPX4 の免疫組織化学染色によって、GPX4陽性領域が IKE 投与によって

有意に減少した（p=0.0126）。したがって、IKE は腫瘍内の還元物質の中で主に

グルタチオン合成と GPX4 を阻害することが確認された。   

 

3-3. IKE 投与による脂質過酸化の評価 

 IKE は乳がんの異種移植モデルにおいて 4-HNE の発現を誘導することが報

告されている 5)。したがって 2 回目のレドックスイメージング後に、コントロー

ル群および IKE 投与群の腫瘍組織切片で 4-HNE の免疫組織化学染色を行った

（図 9A）。図 9B に示すように、コントロール群と比較して IKE 投与群では 4-

HNE陽性細胞数が有意に増加した（p<0.0001）。図 8 および図 9 から得られた

結果は、IKE 投与がグルタチオンおよび GPX4 発現を低下させるだけでなく、

脂質過酸化を誘導することを示しており、フェロトーシスが引き起こされてい

ることを示唆している。   

 

3-4. レドックスイメージングと免疫組織化学染色の併用によるフェロトーシス

解析 

 IKE 投与が腫瘍内のレドックス状態を変化させ、脂質過酸化を誘導したため、

最後にこれらの変化の相関を調べた。レドックスマップを 4-HNE 免疫組織化学

染色画像と重ね合わせた（図 10A）。腫瘍を 4 つの領域に分割し、その中のラン

ダムな 3 つの ROI の 3CP 還元速度定数と 4-HNE陽性細胞数を定量化しその平

均値をその領域の値とした。図 10B に示すように、脂質過酸化領域は還元力が

強い領域と有意に逆相関した（R²=0.6229、p<0.001）。この結果は、レドックス

マップが脂質過酸化を反映する可能性があることを示唆している。 
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図7．レドックスイメージングによるIKE投与前後の比較
IKE（50 mg/kg、腹腔内投与）投与前後に腫瘍のレドックスイメージングを行い比較した。(A) 
レドックスイメージングとIKE投与の実験計画を示す。(B) H&E染色像と同一平面上のレドック
スマップを作成した。3CP投与後からの各時間において3CPのEPR信号強度画像を作成した。各
画像の下に5ピクセル平均の3CP信号強度の相対値（3CP投与4分後との比較）を示した。 (C) 腫
瘍内の3CPのEPR信号強度の経時変化の代表例を示す。(D)複数のマウスで IKE投与前後のレドッ
クスイメージングにおける3CP還元速度定数を比較した。黒線は5 mmを示す。グラフのカラムお
よびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はIKE投与前に対してp<0.05(*)で示した。
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図8．IKEによる腫瘍内還元物質への影響
2回目のレドックスイメージング後、コントロール群およびIKE投与群の腫瘍内還元物質を定量し
た。(A) 各処理群の還元型アスコルビン酸、還元型システイン、および還元型グルタチオンの濃度
をHPLC-ECDで測定し、代表的なクロマトグラムを示した（N-アセチルシステインは内部標準）。
(B-D) HPLC-ECDで測定した各処理群における腫瘍内の還元型アスコルビン酸、還元型システイ
ン、還元型グルタチオン濃度を比較した。(E)各処理群の腫瘍組織切片におけるGPX4の免疫組織
化学染色を行った。(F) 各処理群の3匹のマウスにおいてGPX4陽性領域面積を比較した。グラフ
のカラムおよびバーは平均±S.E.を表し、統計的有意差はコントロール群に対して有意差なしを
n.s.、p<0.05(*)で示した。
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図9．IKEによる腫瘍の脂質過酸化の評価
2回目のレドックスイメージング後、コントロール群およびIKE投与群の腫瘍内の4-HNEを免疫組
織化学染色により評価した。(A) コントロール群およびIKE処理群における代表的な4-HNE免疫
組織化学染色画像。(B) 各群3匹のマウスの4つのランダムな画像を用いて、1 mm²あたりの4-
HNE陽性細胞数を定量した。黒矢印は4-HNE陽性細胞を示す。グラフのカラムおよびバーは平均
±S.E.を表し、統計的有意差はコントロール群に対してp<0.001(***)で示した。
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図10．EPRIと免疫組織化学染色の併用解析
レドックスイメージングと4-HNE免疫組織化学染色の併用解析を行った。(A) レドックスマップ
と4-HNE免疫組織化学染色画像の比較方法を示す。(B) 各群3匹のマウスにおけるレドックスマッ
プから得られた3CP還元速度定数と4-HNE陽性細胞数の相関をピアソンの相関分析により評価し
た。黒線は5 mmを示す。R2はピアソンの相関係数を表す。
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4. 考察  

本章では、フェロトーシス誘導剤によって誘発される腫瘍のレドックス状態

の変化を初めて検出した（図 7）。レドックスマップと 4-HNE 免疫組織化学染

色画像の比較は、還元力の低下と脂質過酸化の間に関連があることを示唆して

いる（図 10）。IKE 投与後に 3CP 還元速度が減少したにもかかわらず（図 7D）、

グルタチオン量の著しい減少は観察されなかった（図 8D）。これは脂質過酸化

物の蓄積が 3CP 還元速度の低下に関与している可能性を示している（図 9）。し

たがって、これらの結果は EPRI を用いた非侵襲的なレドックスイメージング

がレドックス状態に基づいて組織中のフェロトーシスを検出できる可能性を示

唆している。第一章においてグルタチオン合成阻害剤 BSO および X 線照射が腫

瘍の還元力を低下させることを確認したが、IKE も同様の効果を示した。BSO

投与および X 線照射はフェロトーシスを誘導するため、これがレドックスイメ

ージングに反映された可能性がある 29, 62)。 

フェロトーシスはがん、神経疾患、急性腎障害など多くの疾患と関連してい

る 30, 54)。フェロトーシスマーカーとして機能する可能性がある遺伝子は多数特

定されているが、生体内でのフェロトーシスを検出するための普遍的なマーカ

ー遺伝子は依然として存在しない 50)。したがって組織中のフェロトーシスは、

鉄、脂質過酸化物、レドックス状態、およびフェロトーシス関連マーカー遺伝子

と組み合わせて評価する必要がある 22)。さらに、蛍光プローブ 15)およびナノ粒

子 61)を使用して生体内でフェロトーシスを検出した研究もあるが、これらの方

法には生体組織における蛍光透過性や解像度の点で限界がある。EPRI によるレ

ドックスイメージングはこれらの欠点を持たないという利点がある。 

  IKE 投与後にグルタチオン量および GPX4 発現の有意な減少（図 8）と 4-

HNE の有意な誘導（図 9）を確認した。今後の研究では他のフェロトーシス誘
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導剤（例：RSL363)、FIN5647)）やフェロトーシス阻害剤（例：デフェロキサミ

ン 12)、リプロクスタチン-169)）によって誘発されるレドックス状態の変化を調

査する必要がある。また、フェロトーシス感受性はがん細胞株間で異なるため

46)、HCT116 細胞以外のがん細胞由来の腫瘍に関する研究も必要である。 

 

5. 小括 

本章では、EPRI を用いたレドックスイメージングと腫瘍組織切片における

4-HNEの免疫組織化学染色画像を比較することによって生体内でのフェロトー

シス検出を試みた。レドックスイメージングによってフェロトーシス誘導剤

IKE 投与による腫瘍のレドックス状態の変化を検出できた。また、レドックス

マップと 4-HNE陽性細胞数の比較により、腫瘍組織の還元力と脂質過酸化に負

の相関があることが明らかとなった。以上より、EPRI を用いたレドックスイメ

ージングは生体内のフェロトーシス検出に貢献できる可能性があることが示唆

された。  
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＜総括＞ 

 一般的にがん細胞は正常細胞と異なり、高い酸化ストレス環境に耐えるため

に高濃度の抗酸化物質を産生し、レドックスバランスを保っていると考えられ

ている。したがって、さらなる酸化ストレスの誘導や抗酸化物質産生の抑制がが

ん治療において重要な戦略となっている。このことから、がん治療による腫瘍の

レドックス環境の変化を検出し、他のパラメーターとも比較することができれ

ば、がん治療戦略の開発や改良に大きく資することになると考えられる。そこで

本研究では、新しい可搬型 EPRI装置を用いたレドックスイメージングと ARG

や免疫組織化学染色を併用することで、腫瘍の還元力を元に放射線照射やフェ

ロトーシス誘導などのがん治療による変化の検出および評価を行った。 

第一章では、可搬型 EPRI 装置を用いた同一個体におけるがん治療前後のレ

ドックス環境の変化の評価法およびレドックスマップと腫瘍組織切片の比較法

を確立した。グルタチオン合成阻害剤 BSO 投与および X 線照射はともに 3CP

還元速度を低下させたが、それはグルタチオン量の低下および再酸素化という

別の因子が関与している可能性があることを明らかにした。さらに、EPRI と

[18F]FDG ARG の併用方法を確立し、腫瘍の還元力と糖代謝との関連および X

線照射によるその関連の変化を検出した。以上の結果から、本装置は腫瘍のレド

ックス状態およびがん治療の有効性を評価するためのマルチモーダルイメージ

ングに適しており、他のイメージング技術と組み合わせた解析に使用できるこ

とが示された。 

そこで、第二章では具体的にレドックスに関連する病態の解明を目的として、

EPRI と免疫組織化学染色との併用によってフェロトーシスの解析を行った。フ

ェロトーシス誘導剤 IKE は腫瘍内グルタチオン量や GPX4 の減少を誘導し、

3CP 還元速度を低下させることを明らかにした。さらに、腫瘍組織切片の免疫
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組織化学染色によって、フェロトーシスマーカーである 4-HNE陽性細胞を検出

し、レドックスマップと比較した。その結果、腫瘍の還元力と脂質過酸化に負の

相関関係が確認された。以上より、本装置によるレドックスイメージングはフェ

ロトーシスの検出に寄与することが示唆された。 

以上の結果をまとめると、可搬型 EPRI装置によるレドックスイメージング

は、がん治療によるレドックス環境の変化を検出し、ARG や免疫組織化学染色

との併用解析が可能であることを示した。しかし、3CP 還元速度には抗酸化物

質のみならず酸素分圧が関与することが明らかになったため、組織の還元力を

より正確に反映するプローブの開発が必須である。さらに、より正確な解剖学的

情報を得るために、CT や MRI などとの併用が必要である。 

本研究は EPRI のレドックスイメージングを組み込んだマルチモーダルイメ

ージング開発の第一歩として意義あるものであると考えられる。 
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Redox reactions in vivo play a critical role in maintaining homeostasis by contributing 

to various biological functions. Reactive oxygen species (ROS), primarily generated by 

mitochondria, induce cell death through mechanisms such as DNA damage and lipid 

peroxidation. To remove ROS and maintain redox balance, cells produce a variety of 

antioxidants. Cancer cells exhibit elevated ROS levels due to their distinct metabolism 

and rapid proliferation. To avoid ROS-induced cell death, cancer cells maintain their 

redox balance by producing high concentrations of antioxidants. Consequently, the redox 

balance in cancer cells is fragile and can be disrupted by excessive ROS or suppression 

of antioxidant production, leading to reduced survival. Therefore, understanding and 

monitoring the redox status of tumor tissues can facilitate effective cancer therapies. 

One of the pathologies associated with redox is ferroptosis. Ferroptosis, a form of iron-

dependent cell death, is induced by redox imbalance and lipid peroxidation. Given the 
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unique physiological characteristics of cancer cells, such as excessive iron accumulation, 

inducing ferroptosis represents a promising cancer treatment strategy. However, detecting 

ferroptosis using imaging techniques remains challenging.  

Electron paramagnetic resonance (EPR) is the only method capable of directly 

detecting unpaired electrons. EPR imaging (EPRI) involves administering spin probes 

with unpaired electrons to animals, enabling assessment of redox states, oxygen partial 

pressure, and pH within tissues. For redox imaging, 3-carbamoyl-PROXYL (3CP), a 

nitroxyl radical probe, is widely used. The reduction of 3CP by antioxidants leads to a 

loss of EPR signals over time, allowing visualization of redox states. For pH imaging, the 

nitroxyl probe R-SG is used, and our research has successfully achieved imaging within 

tumors. Personalized medicine, based on hypoxia as an indicator of tumor malignancy, 

has gained attention in recent years. Quantitative evaluation of redox states and pH, which 

were previously unmeasured, could offer new opportunities for cancer treatment.  

Conventional EPRI devices are large and stationary, limiting their usage to specific 

environments. Furthermore, their low sensitivity makes it difficult to visualize the 

heterogeneous redox states within tumors and to compare EPRI results with other imaging 

modalities such as histological analysis or positron emission tomography (PET). To 

address these limitations, we utilized a portable EPRI device with high sensitivity and 

ease of assembly. This device is capable of remapping the decay (reduction) rate constant 

of the EPR signal intensity of 3CP in any tissue section and depicting a redox map 

showing the strength of the reduction power in the tissue section. 
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In cancer therapy, non-invasive detection of changes in the redox environment of 

tumors caused by radiotherapy or induction of ferroptosis could be useful in assessing 

treatment resistance and developing more efficient treatment methods. Therefore, this 

study aims to establish a multimodal imaging approach incorporating tumor redox 

imaging using the portable EPRI device. This method was applied to monitor changes 

before and after radiotherapy and to detect ferroptosis, a redox-related pathological 

process.  

In the first chapter, we noninvasively detected redox changes in tumors before and after 

the glutathione synthesis inhibitor BSO treatment or radiotherapy within the same 

individual and compared redox maps with tumor tissue sections. Additionally, redox maps 

were compared with glucose metabolism data obtained via autoradiography (ARG) using 

2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose ([18F]FDG). Results showed that BSO treatment and X-

irradiation significantly reduced 3CP reduction rates in tumors. Redox maps 

corresponded well with histological sections, and regions with high reductive capacity 

were associated with increased glucose metabolism, a correlation that disappeared after 

X-irradiation. 

In the second chapter, ferroptosis detection was conducted by comparing EPRI-derived 

redox maps with immunohistochemical staining of tumor sections. A negative correlation 

between tumor reductive capacity and lipid peroxidation was identified through 

comparisons of redox maps with 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) staining images. 

In conclusion, redox maps could be compared with ARG and immunohistochemical 
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staining of histological sections. Recent advancements in multimodal imaging systems, 

such as PET-CT and PET-MRI, allow simultaneous acquisition of multiple functional 

parameters, enabling more accurate diagnosis and prognosis. Simultaneous evaluation of 

tumor redox states, glucose uptake, and morphological imaging could provide precise 

insights into microenvironmental changes during cancer therapy. This novel portable 

EPRI device, capable of operating in specialized facilities using radiolabeled isotopes 

(RI) such as PET or ARG, holds promise for the development of novel multimodal 

imaging techniques. 

 


