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ポ リ へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン エ ー テ ル/ エ ス テ ル と
ユ キ シ マ ･ ダイ ･ レ

ー

ザ ー を用 い た

光力学的癌治療に 関す る基礎的検討

金沢大学医学部泌尿器科学講座 (主任代理 : 大川光央助教授)

森 下 裕 志

ポ リ へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン エ ー テ ル/ エ ス テ ル ( p o lyh e m a t o p o r p h y ri n et h e r s/ e s t e r s , P H E) と ェ キ シ マ ･ ダ イ
.

レ
ー

ザ
_

( e x ci m e r d y e l a s e r ･ E D L) を 用 い て ,
マ ウ ス 実 験腫瘍 お よ び ヌ ー ド マ ウ ス 可 移 植性 ヒ ト 腫 瘍 に 対 し て 光力学的癌治療

(p h o t o d y n a m i c th e r a p y ･ P D T) を 行 い , そ の 抗腫瘍効果 を検討 した . さ ら に ,
ヒ ト膀胱癌由来培養細胞 K K-4 7 に 対 す る

P D T の 殺細胞効果お よび P D T の 殺細胞機序 に つ い ても検討 した ･
P D T の 至適条件を設定す る 目的 で ,

P H E の 投与 軋

P H E 投与後の レ ー ザ ー 光の 照射時期 , 照射 エ ネ ル ギ ー 量 を変化 させ て , サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞 を移植 した I C R マ ウ ス に 対 して

P D T を 施行 した と こ ろ ,
2 5 m g/ k g の P H E 投与48 時間後 に ,

50J/ c m
2
の 照射 エ ネル ギ ー 量で レ ー ザ ー 光の 照射を 行う条件が

,

最も良好で ある と結論 され た ･ こ の 治療条件下に
,
ヒ ト線推肉腫 H T -1 0 80

,
ヒ ト膀胱癌 K K-4 7 移植 腫瘍 に 対 して P D T を 施行

した結果･ 腫瘍非特異的に 優れ た抗腫瘍効果が得 られ , か つ 重篤 な副作用 は 認め られ な か っ た . また
,
P D T 施行時の 腫瘍局所

内温度 上昇 は軽度 で ,
温熱効果ほ認め られ な か っ た . K K -4 7 細胞 に 対す る殺細胞効果の 検討で は , 殺 細胞効果 は照射 エ ネ ル

ギ ー 量よ りも P H E の 濃度に 依存的に 上 昇 した ･ 1 0 p g/ m l の P H E を 投与 し, 5 J/ c m
2
の レ ー ザ ー 光を 照射 した K K - 4 7 細胞の

D N A 電気泳動 で ほ , ラ ダ
ー 状 の D N A の 断片化 が認 め られ ,

こ の 断 片化は経時的 に 増強 した . 以上 の 結果 よ り
,
P H E と

E D L を用 い た P D T ほ浸潤性膀胱癌患者 に 対 して も臨床応用 で きる治療法 で あ ると 考え られ た . ま た
, そ の 殺細胞機序 へ の ア

ポ ト
ー

シ ス の 関与 が示 唆 され た .

K e y w o rd s p oly h e m a t o p o r p h y ri n et h e r s/ e s t er s , e X Ci m e r d y e la s e r , p h o t o d y n a m i c t h e r a p y ,
a p o p t o sis

腫瘍組織 に 特異的 に 集積 し , 光 エ ネ ル ギ ー に よ り励起 され ,

殺細胞効果 を示 す光感受性物質と t レ ー ザ ー 光を 用い た 光力学

的癌治療 (p h o t o d y n a m ic th e r a p y , P D T) は ▲ 早期 の 肺癌 , 食 道

癌, 胃癌 , 子宮頭痛お よび 表在性膀胱癌などに 対 して , 組織 型

に か かわ らず臨床的 に 高 い 奏効率が得 られ てい る
l)2)

. し か し
,

こ の 治療法を組織深遠度の 高い 有効 な治療法 と して 臨床応用す

る た め に は
,
よ り新 しい 光感受性物質 の 研究 , 組織 透過性 の 優

れ た レ
ー

ザ
ー

光照射装置の 開発, さ ら に 光感受性物質の 副作用

で ある皮膚光線過敏症の 制御 な ど , 今 後に 残 さ れ た 課題も多

い . 今回 , 腫瘍組織 へ の 親和性が高 い ポル フ ィ リ ン 化合物 で あ

る ポ リ へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン エ ー

テ ル/ エ ス テ ル (p ol yh e m a t o-

p o r p h y rin e th e r s/ e s t e r s , P H E) と波長 630 ±5 n m の パ ル ス レ ー

ザ ー 光 を 発振す る ユ キ シ マ ･ ダイ ･ レ ー ザ ー ( e x ci m e r d y e

l a s e r , E D L) を 用 い ,
マ ウス 実験腫疹お よ び ヌ ー ド マ ウ ス 可 移植

性 ヒ 一腰瘍に 対する P D T の 抗腫瘍効果を検討 した . さ ら に ,

ヒ ト膀胱癌由来培養細胞 K K -4 7 を用い た P D T の 殺細胞効果 の

評価 を行う と ともに , そ の 殺細胞機序 に 関 しても検討 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . マ ウ ス実験腫瘍および ヌ ー

ドマ ウス 可移 植性 ヒ ト腫瘍に

対するP D T の 検討

1 . 実験動物

5 週齢雌性 の IC R マ ウ ス
, B D F l マ ウ ス お よ び C D,1 (I C R )

ヌ
ー

ド マ ウ ス 【C D-1 n u/ n u】を 用い た . I C R マ ウ ス ほ 日本 ク レ ア

(東 京) よ り ,
B D F l マ ウ ス お よ び C D

-1 ヌ ー ド マ ウ ス ほ 日 本

チ ャ
ー

ル ズ リ バ
ー

(厚木) よ り購 入 した .
マ ウ ス は無病原体飼育

条件下(s p e cific p a th o g e n-f r e e , S P F) , 皮膚光線過敏症 を避け る

た め に
, 飼育室内の 照明を20 ル ク ス 以下に 調整 して 飼育 した .

2 . 腰瘍細胞

マ ウ ス 肉腫 サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞ほ ,
I C R マ ウ ス の 腹 腔内で継

代維持 した . 実験 に 際 して ほ t I C R マ ウ ス の 腹腔内よ り腫瘍細

胞を無菌的 に 採取後 , 細胞浮遊液を作製 し, I C R マ ウ ス の 右鼠

践部皮下に 5 ×1 0
8

個/0 .0 5 m l の 腫瘍細胞を移植 し , 固形腫瘍を

作製 した .

平成 5 年1 2月1 7 日受付 , 平成 6 年1 月25 日受理

A b b r e viati o n s ‥ A D L
,
a r g O n d y e l a s e r ; A IP c Cl , C hl o r o al u m i n u m p h t h al o c y a ni n e ; E D L , e X Ci m e r d y e la s er ;

E D T A
l
e t h y le n e di a m i n et e t r a a c e tic a cid ; F B S , f e t al b o vin e s e r u r n ; H p D , h e m at o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e ; I R ,

in h ibitio n r a ti o ; M l: T , 3 -( 4 , 5
- di m e t h ylt hia z ol- 2 - yl)

- 2
,
5 - dip h e n ylt e t r a z o ri u m b r o m id e ; O D 5. ｡ , O p tic al d e n sit y at
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P H E と E D L を用 い た 光力学的癌治療

マ ウ ス L e wi s 肺 癌細胞は ,
C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス の 皮下 で 継代維

持 した . 腫瘍を摘出後締切 して , B D F l マ ウ ス の 皮下 に ト ロ ッ

カ
ー 針を 用 い て 移植 し, 固 形腫瘍を作製 した .

ヒ ト緩維肉腫由来培養細胞 H T-1 0 8 0 細胸 と ヒ ト 膀胱癌由来

培養細胞 K K -4 7 細 胞 ほ ,
1 0 % (Ⅴ/ v) 非 働 化 ウ シ 胎 児 血 清

(f e t al b o vi n e s e r u m , F B S )( G I B C O , G r a n d I sl a n d , U S A ) と抗生

物質 ( ペ ニ シ リ ン G l O O U/ m t , ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 1 0 0 鵬/

血) を含有 した R P M I-1 6 4 0 培地 ( ニ プ ロ , 大阪) 中で 継代維持

した . C D-1 ヌ
ー

ドマ ウス の 右鼠疾部皮下に H T-1 0 8 0 細胞 また

ほ K K- 4 7 細胞を 3 ×1 0
6

個/0 ,1 m l 移植 し, 固形 腫瘍を作製 し

た .

3 . 使用薬剤

P H E (P h o t of ri n Ⅱ , 日 本 レ ダ リ
ー

,
東京) は , 5 % 注射用ブ

ドウ糖液 に 溶解 し, マ ウ ス の 尾静脈 よ り各種濃度の P H E を体

重 1 0 g に つ き 0 .1 m l 静脈内投与 した .

4 .
レ ー ザ ー 光照 射装置

レ ー ザ ー 光照射装置ほ E D L (P D T- E D I ; 1 , 浜松ホ ト ニ ク ス ,

浜松) を 使用 した . 光源か ら直径 40 恥 m の ク ォ
ー ツ フ ァ イ バ

ー

を 通 して , 波長 630 士5 n m , パ ル ス 幅 8 n s e c の パ ル ス レ
q ザ ー

光を 発振数40 また は 80 H z で 誘導 し, 腫瘍 へ の 照射面の 直径を

1 5 m m に 設定 した .
マ ウ ス を ベ ン トバ ル ビ タ

ー

ル に て 麻酔後 ,

移植 され た 皮下腫瘍 に 対 して 垂直方向に レ
ー ザ ー 光照射を行 っ

た . 腫瘍周辺部は , 皮膚光線過敏症 を避け るた め に ア ル ミ ホ イ

ル で 遮蔽 した .

5 . P H E の 至適投与量の 設定

P H E の 至 適投与量を決定す る 目 的 で ,
P H E 投 与後 の レ

ー

ザ ー 光照射時期 と照射 エ ネ ル ギ
ー 量を 一 定 に して 以下の 実験を

行 っ た . I C R マ ウ ス に サ ル コ
ー マ 1 8 0細 胞を移植 7 日 後 , 腫 瘍

径が 5 ～ 8 m m に な っ た 時点 で , P H E を 1 , 5 , 2 5 m g/ k g の 投与

量 で 静脈内投与 した . P H E 投与48 時間後に レ ー ザ
ー

出力 4 mJ/

パ ル ス
, 照射 エ ネ ル ギ ー 量 10 0J/ c m

2
の 条件 で ,

移植部に 形成 さ

れ た 固形腫瘍に 対 して レ ー ザ ー 光照射を 行 っ た .

一 群 6 匹を用

い
, 効果判定 は , P H E 投与35 日後 の 固形腫瘍の 完全消失の 有無

で 行 っ た .

6 . 至適照射 エ ネ ル ギ ー

量 の 設定

至 適照 射 エ ネ ル ギ ー 量を決定す る目 的で ,
P H E の 投与 量と

P H E 投与後の レ ー ザ ー 光照射時期 を
一 定 に し て 以下 の 実験 を

行 っ た . P H E の 投与量は , 5 .
の 実験結果 (結果ほ 成績の 項 で

示 す) に 基づき ,
2 5 m g/ k g と した . I C R マ ウ ス に サ ル コ

ー

マ

1 8 0 細胞を 皮下移植後 , 腫瘍径 が 5 ～ 8 m m に な っ た 時点で ,

P H E を 25 m g/ k g の 投与量 で 静脈内投与 した .
P H E 投与48 時

間後 に ,
レ ー ザ ー 出力 4 m J/ パ ル ス ,

照射 エ ネ ル ギ ー 量 を5 0 お

よ び 1 00 J/ c m
2
と して

,
固形腫瘍 に 対 し て レ ー ザ ー 光照射 を

行 っ た .

一

群6 匹 を用い ,
P H E 投与直後 よ り経日 的に 固形腫瘍

の 長径 と短径を計測 し, 以下 の 近似式よ り 腫瘍容横 を算出 し

て
仁 腫瘍増殖曲線を作成 した . 効果判定 ほ B att ell e C ol u m b u s

法
3)
に 従い 行 っ た .

Ⅴ( m m
3

) = (L x W
2

) ×1/2

V
, 腫瘍容積; L ∴匠瘍の 長径 ; W ト 腫瘍の 短径 .

7 .
レ

ー ザ ー 光 の 至適照射時期 の 設定

311

レ ー ザ ー 光の 至適照射時勉を決定す る目 的 で ,
P H E の 投与

量 , 照射 エ ネ ル ギ ー 量を
一

定に して 以下 の 実験 を行 っ た . 5 .

お よび 6 . の 実験結果(結果は 成績の 項で 示 す) に 基づ き ,
P H E

25 m g/ k g , 照射 エ ネ ル ギ
ー 量 5 0J/ c m

之

を用い た . I C R マ ウ ス に

サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞を皮下移植後 , 腫瘍径が 5 ～ 8 m m に な っ た

時点で ,
P H E を 25 m g/ k g の 投与量で静脈内投与 した . P H E

投与24 , 4 8 , 7 2 時間後に ,
レ

ー ザ ー 出力4 m J/ パ ル ス ,
照射 エ ネ

ル ギ
ー 量 50J/ c m

2
の 条件で , 固形腫瘍に 対 して レ ー ザ ー 光照射

を行 っ た .

一 群 6 匹 を用い ,
P H E 投与直後 よ り経日的に 固形腫

瘍の 長径と短径を計測 し, 前項 6 . で 示 した 近似式を 用 い て 踵

瘍容積 を算出 し , 腫瘍増殖曲線を作成 した . 効果 判定 は ,

B a tt ell e C ol u m b u s 法
3)
に 従 い 行 っ た .

8 .
マ ウ ス L e wi s 肺癌固形腫瘍に 対す る P D T の 効果

マ ウ ス L e wi s 肺癌に つ い ては ,
P D T の 抗腫瘍効果 の 検討に

加え て , 安全性に つ い ても検討 した . B D F I マ ウ ス に 細 切した マ

ウ ス L e w i s 肺癌腫瘍を移植7 日後 , 腫瘍径が 5 ～ 8 m m に な っ

た 時点で , P H E を 25 m g/ k g また は 50 m g/ k g の 投与量で 静脈

内投与 した . P H E 投与48 時間後 に ,
レ

ー

ザ
ー

出力 4 m J/ パ ル

ス
, 照射 エ ネ ル ギ

ー 量 1 00J/ c m
2

の 条件 で ,
固形腫蕩 に 対 して

レ
ー ザ ー 光照射を 行 っ た .

25 m g/ k g 投与群ほ
一 群6 匹 ,

5 0 m g/

k g 投与群ほ
一 群8 匹と し て ,

P H E の 効果 と安全性 を検討 し

た . P H E 投与直後よ り経日 的に 固形腫瘍の 長径 と短径 を計測

し
,
6 . で 示 した 近似式を用 い て腫瘍容積を算出 し, 腫瘍 増殖

曲線を作成 した . 効果判定は , 6 , と同 様に 行 っ た .

9 . ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 ヒ ト 腫瘍 に 対する P D T の 効果

ヌ
ー ド マ ウ ス 可 移植性腫瘍 で ある ヒ ト線推肉腫 H T-1 0 80 お

よび ヒ ト膀胱癌 K K-47 に 対する P D T の 抗腫瘍効果に つ い て検

討 した .
サ ル コ ー

マ 1 8 0 固形腫瘍を 用 い た 5 リ
6

リ
7 . の 実験

結果 ( 結果は成績の 項で示 す) に 基づ き, P D T を 行 っ た . すな

わ ち ,
C D-1 ヌ

ー ド マ ウ ス の 皮下に 移植 した 腫瘍径が 5 ～ 8 m m

に な っ た 時点で , P H E を 25 m g/ k g の 投与量 で 静脈内投与 し

た . P H E 投与48 時間後に ,
レ ー ザ ー 出力 4 m J/ パ ル ス , 照射 エ

ネ ル ギ
ー 量 50J/ c m

2
の 条件で , 固形腫瘍に 対して レ ー ザ 【 光照

射を 行 っ た .

一 群6 匹 を 用い ,
P H E 投与直後よ り縫目 的に 固形

腫瘍の 長径と短径を計測 し , 効果判定 ほ 6 . と 同様に 行 っ た .

1 0 . 腫瘍局所加温の 影響に 関する検討

P D T に よ る腫瘍局所 へ の 温 熱効果の 有無に つ い て 検討 した .

I C R マ ウ ス に サ ル コ
ー マ 1 8 0 細 胞 を 移植 7 日 後 ,

腫疹 径 が

5 ～ 8 m m に な っ た 時点で ,
P H E を 25 m g/ k g の 投与量で 静脈内

投与 した . P H E 投与48 時間後 に 4 m J/ パ ル ス の レ
ー ザ ー 出力

で
, 固形腫瘍 に 対 して レ

ー ザ ー 光照射を 行 っ た .
レ ー ザ ー 光照

射の 際 に ,
固形腫瘍内に サ ー ミ ス タ ー プ ロ ー ブ を穿刺 して ,

経

時的に 温度測定を行 っ た .

1 1 . 病理 組織学的検討

P H E と E D L を用 い た P D T の 至 適条件下に お ける腫瘍覿織

の 経時的な組織像 の 変化に つ い て 検討 した .

サ ル コ
ー マ 1 8 0 細胞 を I C R マ ウ ス に 移 植後 ,

腫瘍 径 が

5 ～ 8 m m に な っ た 時点で ,
P H E を 25 m g/ k g の 投与量で静脈内

投与 した . P H E 投与48 時間後 に レ
ー ザ ー 出力 4 m J/ パ ル ス , 照

射 エ ネル ギ ー 畳 50J/ c m
2
の 条件で , 固形腫瘍に 対 して レ ー ザ ー

光照射を 行 っ た .
P D T 施行後 ∴ 経 目的 に 腫瘍組織 を摘出 し ,

5 40 n m ; P D T , p h ot o d y n a m ic t h e r a p y ; P H E , p Oly h e m a t o p o r p h y rin e t h e r s/ e st e rs ; S P F , S p e Cific p at h o g e n
-f r e e ;

T B E
,
T ris - b or at e ･ E D T A
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10 % ホ ル マ リ ン に て固定後 , 常法 に 従 い パ ラ フ ィ ン 切片を 作製

し
,
へ マ トキ シ リ ソ ー エ オ ジ ン 染色を 行い 光学顕微鏡下で観察

した .

Ⅰ 量
E K - 4 7 細胞 を用 い た 試験管内仲I p紀 r oノ で のP D T の検

討

1 . K K -4 7 細胞 を用 い た P D T の 殺細胞効果の 検討

P D T の 殺細胞機序を明 らか に す る 目的で , ま ず試験管内 に

お け る P D T の 殺細胞効果 に つ い て 検討 した . 生細胞数 の 判定

は , C a r m i c h e al ら
4)
の 方法に 準 じ, 生細胞 の 脱水索酵素の 還元

能 を指標 とす る 3 -(4 ふ ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2- イ ル)一乙 5- ジ フ ェ

ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド 【3 -(4 , 5 - di m e th ylthi a z ol -2q yl)
- 2
,

5 - dip h e n ylt e tr a z oli u m b r o m id e , M T T] 法を用 い た .

K K - 47 細 胞 を 18 恥1 の 1 0 % F B S 加 R P M I -1 6 4 0 中 に

4 ･5 ×1 0
3

個浮遊す る よう に 調整 し, 9 6 マ イ ク ロ ウ ニ ル プ レ ー

ト

(N u n c , R o s kild e , D e n m a rk) の 各ウ ニ ル に 1 8 0FLl ず つ 分注 した .

最終 濃度 が 0 - 2 抽g/ m l に なる よ うに 調整 した P H E を 各 々

2 恥l 分注 し, 3 7 ℃ ,
5 % C O 2 で2 4 時間培養 した . P H E を 含 む

1 0% F B S 加 R P M I -1 6 4 0 を吸 引除去後 ,
20 0 JLl の 1 0 % F B S 加

R P M I -1 64 0 を新た に 分注 し , レ ー ザ ー 出力 4 mJ/ パ ル ス , 照射

エ ネ ル ギ ー 量 0 - 4 0J/ c m
2
の 条件で , レ ー ザ ー 光照射 を行 っ た .

3 7 ℃ , 5 % C O 2 下 で24 時間培養後
,
0 .1 5 M リ ソ 酸緩衝生理食塩水

(p H 7 ･4) (p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e , P B S ) (和光純薬 , 大阪) に

て 2 m g/ m = に 溶 解 し た M T T (S ig m a , S t . L o ui s . U S A ) を

25 J上1 各 ウ ニ ル に 加え
,
さ ら に 4 時間培養 した . 培地を 吸引除去

後 ,
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド(di m eth yls u lf o x id e , D M S O ) (和光

純薬) を 20 0 pl 各 ウ ェ ル に加 え , 生成 した M T T - フ
ォ ル マ ザ ン

を 溶 解 した . 各 試 料 ほ マ イ ク ロ プ レ
ー

ト 用 分光 高度計

(I m m u n o R e a .d e r N J - 2 0 0 0
,
日 本イ ン タ ー メ ッ ド , 東京) を 用 い

て
, 汲長 540 n m に お け る 吸 光度 ( o p ti c al d e n sit y a t 5 4 0 n m ,

O D 封8) を 測定 した .

効果判定は 仁 測定 した 吸光度の 結果に 基づ き
, 次式 よ り算出

した増殖抑制率 (i n hi biti o n r ati o , I R) に て評価 した .

I R ( % ) = (1
-

T / C) ×1 0 0

T
,
P D T 施行群 の 平均 O D s▲0 値; C , 対照群の 平均 O D 5.｡ 値 .

2 .
D N A 電気泳動 に よ る検討

P D T に よ る D N A の 断片化誘発作用 を , 試験管内で P D T を

行 っ た 細胞 の D N A 電気泳動に よ り検討 した .

A g a r w al ら
S)
は

, 増殖抑制率が90 % に なる条件下 の P D T に

い て
,
D N A の 断片化 が見 られ た と報告 して い る . Ⅱ . の 1 . で

の 検討結果 よ り ,
P H E 濃度を 1 恥g/ 血｣ 照射 エ ネ ル ギ ー 量 を

5J/ c m
2

と した 場合に , 増殖抑制率が93 . 3 % で あっ た こ と か ら
,

こ の 治療条件下に P D T を施行後 ∴ 処理 細胞の D N A 電気泳動

を行 っ た .

K K
-

4 7 細胞を 3 m l の 1 0 % F B S 加 R P M ト16 4 0 中に 2 ×10
6

個浮遊す るよ うに調整 し, 3 5 m m ベ ト リデ イ シ ュ に 3 m l 分注 し

た ･ 最終濃度が 1 恥g/ m l に な るよう に 調整 した P H E を 3 恥1

ずつ , そ れぞれの デ イ シ ュ に 加 え
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 の 条件下で24

時間培養 した . P H E を含 む 10 % F B S 加 R P M I -1 6 4 0 を 吸引除

去後 ,
3 m l の 1 0 % F B S 加 R P M I - 1 6 4 0 を新 た に 加 え ,

5J/

C r n
2
の 照射 エ ネ ル ギ ー 量 で , レ ー ザ ー 光 照射を 行 っ た .

レ ー

ザ ー 光照 射直後 , 6
,
1 2

,
24 時 間後 に 培養細胞を ト リプ シ ン 処

理 に て ベ ト リデ イ シ ュ か ら剥離 し, 剥離細胞 を含ん だ 培養液 を

800 回 転で 5 分間遠心 した . D N A の 抽出ほ
,
E c h h a r d t

6}
の 方法

に 準 じて 以下の ご とく施行 した . す な わ ち
,
上 清 を 吸 引除去

軋 ペ レ ッ ト 状 に な っ た 細 胞 に 10 m g/ m l R N A 分 解 酵素

( R N a s e) (S i g m a) , 1 5 % フ ィ コ ー ル 7 0 (F i c olI 7 0) (S i g m a) , お よ

び0 ･ 01 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブル
ー

(b r o m o p h e n ol b l u e) (和光純

薬) を含 んだ 89 m M T ri s - ホ ウ酸緩衝液(p H 8 .0 卜2 .5 m M エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (e th yl e n e di a mi n e t et r a a c e ti c a cid
,
E D T A )

( T ri s- b o r a t e ･ E D T A
,
T B E ) 溶液 を 50 JLl 加えた . 1 0 サ ン プ ル プ ラ

グ キ ャ ス タ
ー ( 日本 バ イ オ ラ ッ ド , 東 京) の 各 ウ ェ ル に

,

1 ･2 5 m g/ m l の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K ( p r ot ei n a s e K ) ( 和 光純薬) ,

1 0 % ドデ シ ル 硫 酸ナ トリ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s u lf a t e) , お よび

T B E 溶液 を含ん だ0 ･ 8 % 低融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (l o w m elti n g

t e m p e r a t u r e a g a r o s e g el) ( F M C B i o P r o d u c ts , R o c kl a n d
,

U S A ) を 50 pl 分注後 ∴ 剥離細胞 を含 んだ T B E 溶液を 50 FLl 加

え
,
5 0 ℃ で 4 時間加温 し

, 除蛋 白 お よ び R N A の 分解 を 行 っ

た ･ 各 サ ン プル を 2 % ア ガ ロ ･ - ス ゲ ル (a g a r o s e g el) (宝酒造 , 京

都) に て
,
2 0 V l 時 臥 さ ら に 90 V 3 時間 の 電気泳動を行 っ た

後 ,
1 0 0 m l T ri s二E D T A ( T E ) 緩 衝 液 (10 m M T ri s , 1 m M

E D T A
. p H 8 ･0) 中で ゲ ル を 一

晩洗浄 した . 0 .5 /唱/ m l の エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド( e thid i u m b r o m id e) を含む蒸留水で ゲ ル を30 分間

染色後 , 紫外線照射器 U V ト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー ( フ ナ コ シ

薬 乱 東京) 上 で ゲル を ポ ラ ロ イ ドカ メ ラ を 用い て撮影 した .

Ⅲ ∴統計学的検討

成蹟は平均値 ±標準誤差 また ほ 平均値で示 した . 多群 間の 平

均値の 差の 検定 に は , 一

元 配置分散分析後 ,
D u n c a n の 多重 比

較法を用い
】 危険率 が 5 % 以下で あ る場合を有意 と した .

成 績

Ⅰ ･ サ ル コ
ー マ1 即 固形腫瘍を用い たP D T の 至 適条件の検討

1 . P H E の 至遠投与量

P H E l m g/ k g 投 与群 お よ び 5 m g/ k g 投与群 で は ,
い ずれ も

腫瘍 の 完全消失が認め られ た マ ウ ス ほ な か っ た .

一

方 ,
P H E

2 5 m g/ k g 投与群で は
,
6 匹中2 匹に 腫瘍の 完 全 消失 が認 め ら

れ た こ とよ り , 25 m g/ k g を P H E の 至 適投与量と した .

Ⅷ

甜

(

∈

互
O

H
一

望
Q

∈
コ

ト

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5

D 叩 相 加r 廿1 0 ¶椅ttr 0 8 tm O n t

F i g ･1 ･ P h o t o d y n a m i c e ff e c t of p ol y h e m a t o p o r ph y r in e th e r s/
e s te r s (P H E) a n d th e e x ci m e r d y e l a s e r (E D L) o n g r o w th
Of S a r c o m a 1 8 0 c ell s tr a n s pl a n t e d in t o I C R mi c e . I C R

mi c e b e a ri n g S a r c o m a 1 8 0 t u m o r w e r e tr e a t e d wi t h P H E

a t a d o s e of 2 5 m g/ k g a n d E D L a t d iff e r e n t lig h t d o s e s .
0 , C O n t [ Ol ; ◎ , P H E 2 5 m g/ k g al o n e ; △ , E D L 5 0 J/ c m

2

al o n e ; □ , E D L l OO J/ c m
2

al o n e ; A , P H E 2 5 m g/ k g a n d
E D L 5 0 J/ c m

2

; 喝, P H E 2 5 m g/ k g a n d E D L l O O J/ c m
2
.

E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E ( n = 6).
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2 . 至適照射 エ ネル ギ ー 量

至 適照射 エ ネ ル ギ
ー

量の 検討 で は ,
5 0J/ c m

2

群と 10 0J/ c m
2

群

と の 間に ,
明 らか な 抗腫瘍効果 の 差 ほ 認 め られ な か っ た (園

1 ) . 照 射面 の 直径 を 15 m m と し た 場合 ,
8 0 H z の 発 振数 で

50J/ c m
2
の 照射 に 要する 時間は 4 分40 秒で , 1 0 0J/ c m

2
の 照射に

要す る時間ほ 9 分20 秒 である こ と か ら , 麻酔の 覚醒の 影響や照

射時間 を考え て 50J/ c m
2

を 至適照射 エ ネ ル ギ ー 量と した .

3 .
レ

ー ザ ー 光の 至適照射時期

P D T に よ る抗腫瘍効果 は∴照射時期 に か か わ らず ,
ほ ぼ同程

度 で あ っ た が ,
4 8 時間後 に レ ー ザ ー 光を 照射 した 群に お い て ,

比較的強い 抗腫瘍効果が認め られ た (国 2) . こ の た め ,
P H E の

投与後48 時間を , レ
ー ザ ー 光照射 の 至適時期 と した .

以上 よ り
,
2 5 m g/ k g の P H E を 静脈内投与48 時 間後に , レ

ー

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5

D ay $ aft 即 th e 触 t t 柑 a t m e nt

F i g . 2 . P h o t o d y n a m ic eff e c t of P H E a n d E D L o n S a r c o m a

1 8 0 c elIs tr a n s pl a n t e d in t o I C R m i c e . I C R m i c e b e a ri n g

S a r c o m a 1 8 0 t u m o r w e r e tr e a t e d w ith E D L at diff e r e n t

ti mi n g s of p h o t oir r a di a ti o n af t e r th e a d m i n is tr a tio n of

P H E . 0 , C O n tr Ol ; ◎ , P H E 2 5 m g/ k g al o n e : △ , E D L 5 0

J/ c m
2

al o n e 2 4 h r af t e r th e a d mi n is tr a ti o n of P H E ; □ ,

E D L 5 0 J/ c m
2
al o n e 4 8 h r af t e r th e a d m i ni s tr ati o n of

P H E ; × , E D L 5 0 J/ c m
2
al o n e 72 h r aft er th e a d mi ni s tr a t-

i o n of P H E ; A , P H E 25 m g/ k g a n d E D L 5 0 J/ c m
2

2 4 h r

af t e r th e a d mi ni s tr ati o n of P H E ; 圃 , P H E 2 5 m g/ k g a n d

E D L 5 0 J/ c m
2
4 8 h r af t e r th e a d m i ni st r a ti o n of P H E ; + ,

P H E 2 5 m g/ k g a n d E D L 5 0 J/ c m
2
72 h r a ft e r th e

a d mi ni st r a ti o n of P H E . E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e

m e a n 土S E ( n = 6) .

3 ｡ ｡ ｡

洲

1 ｡ ｡ ｡

官
∈
)

眉
の

し

○

∈
⊃

ト

0 2 4 ¢ 8 1 0 1 2 1 ヰ 1 6 1 8

D a y $ a 鵬 r 廿1 0 肘$t tr 8 at m O n t

F ig . 3 . P h o to d y n a m i c eff e c t o f P H E a n d E D L o n g r o w th of

m u ri n e L e wi s l u n g c ar ci n o m a c e11s t r a n s pla n t e d i n t o B D F l

m i c e . 0 , C O n tr Ol ; A , P H E 2 5 m g/ k g al o n e ; △ , E D L l O O

J/ c m
2
al o n e ; ◎ , P H E 2 5 m g/ k g a n d E D L l O O J/ c m

2
･

E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e m e a n 士S E ( n = 6) ･

3 1 3

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

D ay s aft e r th e 伽s t tr e a t m
e n t

F ig . 4 . P h o t o d y n a m i c eff e c t o f P H E a n d E D L o n g r o w th of

H T -1 0 8 0 fib r o s a r c o m a c eIIs tr a n s pl a n t e d i n t o n u d e mi c e .

0 , C O n tr OI ; A , P H E 2 5 m g/ k g al o n e ; △ , E D L 5 0 J/ c m
2

al o n e ; ◎, P H E 25 m g/ k g a n d E D L 5 0 J/ c m
2
. E a c h v al u e

r e p r e s t e n t s th e m e a n 士S E (n = 6) . * , P < 0 ･05 v s ･ C O n tr O l

b y o n e- W a y A N O V A w ith D u n c a n m ulti pl e c o m p a ri s o n ･

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5

D a y s aft e r th e fir s ttr e a tm e n t

F ig . 5 , P h ot o d y n a m i c eff e ct of P H E a n d E D L o n g r o w th of

K K- 47 bl a d d e r c a n c e r c e11 s tr a n s pl a n t e d i n t o n u d e m ic e .

0 , C O n tr Ol ; ▲ , P H E 2 5 m g/ k g al o n e ; △ , E D L 5 0 J/ c m
2

al o n e ; ◎ , P H E 2 5 m g/ k g a n d E D L 5 0 J/ c m
2
. E a c h v al u e

r e p r e s e n t s th e r n e a n ±S E ( n = 6) . * , P < 0 .0 5 v s ･ C O ntr O l

b y o n eT W a y A N O V A w ith D u n c a n m u lti pl e c o m p a ri s o n .

3 3

3 2
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lr r a di a ti o n ti m e ( m 叫

Fi g . 6 . C h a n g e s i n th e in tr a
t u m o r t e m p e r a t u r e of S a r c o m a

1 80 t u m o r d u ri n g p h o t oir r a d i a ti o n . I C R m i c e b e a ri n g

S a r c o rn a 1 8 0 t u m o r w e r e tr e a t e d w ith E D L a t a p o w e r

d e n sity of 1 6 0 m W o r 3 2 0 m W aft e r th e ad mi ni str a ti o n of

P H E a t a d o s e of 25 m g/ k g . 0 , E D L (3 20 m W ) alo n e ;

⑳ , P H E 2 5 r n g/ k g a n d E D L (3 2 0 m W ) ; ロ , P H E 2 5 r n g/

k g a n d E D L (1 6 0 m W ) .
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F ig ･ 7 ･ H i s t ol o gi c al ph o t o r ni c r o g r a p h s of S a r c o m a 1 8 0 i n I C R mi c e tr e at e d wi th P D T ･ I C R mi c e b e a ri n g S a r c o m a 1 8 0 tu m o r
W e r e t r e a t e d wi th E D L a t a t o t al lig h t d o s e of 5 0 J/ c m

2
4 8 h r aft e r th e a d mi ni s tr a ti o n of P H E a t a d o s e of 2 5 m g/ k g .

T u m o r s w e r e e x ci s e d o n d a y l (A , ×4 0) , d a y 2 ( B , × 4 0), d a y 3 (C , ×4 0) a n d d a y 7 ( D , ×4 0) af t e r P D T .

.
ニ
∫

..

■

I

～

こ

.--
-

■
ト

一

･
-
!

.…-
;

･･■∴
.

‥
…

～
-

-
-

一
-

-
･

-

･√=
…
‥

‥

,
-

-

-
-

･--
-

-
･●■
一
J



.
ニ
∫

..

■

I

～

こ

.--
-

■
ト

一

･
-
!

.…-
;

･･■∴
.

‥
…

～
-

-
-

一
-

-
･

-

･√=
…
‥

‥

,
-

-

-
-

･--
-

-
･●■
一
J

P H E と E D L を 用い た 光力学的癌治療

Fig . 8 . H i st ol o gi c al ph o t o mi c r o g r a p h s of S a r c o m a 1 8 0 i n I C R mi c e u n tr e a t e d , a n d tr e a t ed wi th P H E al o n e , 1 a s e r ir r a di a ti o n alo n e

a n d P D T . T u m o r s w e r e e x ci s e d o n d a y 7 af t e r th e tr e at m e n t . A , u n tr e a t e d c o n tr ol ( × 4 0) ; B , P H E al o n e ( ×4 0) ; C , l a s e r

i r r a d i a ti o n al o n e ( × 4 0) ; D , P D T ( ×4 0う.
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ザ ー 出力 4 m J/ パ ル ス , 照 射 エ ネ ル ギ ー

量 50J/ c m
2

で の レ
ー

ザ ー 光照射を , 以下 の 実験条件と して 用 い た .

[
･
マ ウス L e w i s 肺癌固形腫瘍 に対す る P D T の効 果

マ ウ ス L e w is 肺癌 は , P H E 2 5 m g/ k g 投 与群 と 50 m g/ k g 投

与群 に 分け ,
レ

ー ザ ー 出力 4 m J/ パ ル ス , 照 射 エ ネ ル ギ ー

量

10 0J/ c m
2
の 条件 で P D T を 施行 し た . 図 3 に 対照群 , P H E

2 5 m g/ k g 単独投与群 ,
レ ー ザ ー

光単独照射群 ,
お よ び P D T 施

行群 (P H E 25 m g/ k g + E D L l O OJ/ c m
2

) の 腫瘍増殖曲線 を示 す .

P H E 単独投与群 お よ び レ ー ザ ー 光単独照射群 で ほ 抗腫瘍効果

は認め られ な か っ た が
,
P D T 施行群で 強い 相乗効果 が認 め ら

れ , 6 例中 5 例に 腫瘍 の 消失が認 め られ た . 残 り の 1 例 は腫瘍

縮小後に 再増殖 した . P H E 5 0 m g/ k g 投与群で ほ , 8 例 中4 例

が P D T 施行 5 日後 に 死亡 した . 残 りの 4 例 は生存 し, 全例腫

瘍の 消失が認 め られ た .
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F i g ･ 9 ･ P h o t o d y n a m i c c ell k illi n g e ff e c t of P H E a n d E D L o n
K K Y 4 7 c ell s ･ T h e c e lls w e r e i n c u b a t e d w ith g r a d e d d o s e s
Of P H E f o r 2 4 h r a n d e x p o s e d t o E D L at d主ff e r e n t t o t a1
1i g h t d o s e s ･ 臨 , E D L 2 ･5 J/ c m

2

; ⑳ , E D L 5 J/ c m
2

; A ,
E D L l O J/ c m

2
･ I n hib itio n r a ti o (I R ) w a s c al c u l a t e d b y th e

f oll o w i n g f o r m ul a : I R ( % ) = (1 - T / C ) × 1 0 0 , W h e r e C w a s
th e m e a n O D 54 0 V al u e of th e c o n t r ol g r o u p a n d T w a s th a t
Of t h e tr e a t e d g r o u p .
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0
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王
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一
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T o t allig ht d o $ e (J/ C m
2

)
F i g ･ 1 0 ･ P h o t o d y n a m i c c ell killi n g eff e c t of P H E a n d E D L o n

K K- 4 7 c elI s . T h e c ell s w e r e i n c u b a t e d a t diff e r e n t d o s e s
Of P H E a n d e x p o s e d t o g r a d e d d o s e s of E D L . 姻 , P H E

O ･3 p g/ m l ; ⑳ , P H E l ･O p g/ m l ; △ , P H E 3 .O FL g/ m l ; ○ ,
P H E l O p g/ m l ･ 】n hib iti o n r a ti o (I R) w a s c alc ul a t e d b y th e
f o1l o w i n g f o r m u l a : I R ( % ) = (1 - T/ C ) ×1 0 0 , W h e r e C w a s
th e m e a n O D 54 0 V al u e of th e c o n tr ol g r o u p a n d T w a s th a t

Of th e tr e a t e d g r o u p .

Ⅲ ･ ヌ
ー

ドマ ウ ス 可移 植性 ヒ ト腫瘍 に対す る P D T の効果

1 ･ H T-1 0 8 0 固 形腫瘍 に 対す る P D T の 効果

P D T 施行28 日後 で ,
P H E 単独投与群 お よび レ ー ザ ー 光単独

照射群 で は
, 対照群に 比 し, それ ぞれ42 ‰ 47 % の 腫瘍増殖抑

制率が得 られ た ･ こ れ に 対 し, P D T 施行群 で は t 8 3 % の 腫瘍増

殖抑制率が得 られた ( 図4 ) .

2 ･ K K - 4 7 固形腫瘍に 対す る P D T の 効果

P H E 単独投与群お よ び レ ー ザ ー

光単 独照射群 で ほ
, 対 照群

と同様の 腫瘍増殖 を示 した が , P D T 施行群 で ほ ,
P D T 施行後

35 日 目で78 % の 腫瘍増殖抑制率が得 られ た (図 5) .

Ⅳ . 腫瘍 局所加温 の影響 に つ い て

サ ル コ ー マ 1 8 0 固形腫瘍 を用 い た レ ー ザ ー 光照 射 に よ る腫瘍

内温度変化 の 検討 で は , 腫瘍 内温度ほ レ ー ザ ー 光照射 と同時に

上 昇 し, 照射後 2 分 で プ ラ ト ー

状態 とな り, そ の 後 は徐 々 に 低

下 した ( 図6 ) ･ しか しな が ら, 温熱効果が期待 で きる43 ℃以上

の 温度 上昇 は認め られな か っ た .

謂 望 3 轟

Fig . 1 1 . A g a r o s e g el el e c tr o p h o r e si s of D N A e x t r a c t e d f r o m

K K -4 7 bl a d d e r c a n c e r c e11 s t r e a t e d w ith E D L a t a t o t al

lig h t d o s e of 5 J/ c m
2
a f te r i n cl u b a ti o n wi th P H E l O FLg/ m l

f o r 2 4 h r . L a n e l
,
◎Ⅹ17 4/ H i n c Ⅱ dig e s t ; 1 a n e 2 , D N A

e x tr a c t e d f r o m u n t r e a t e d c ells ; 1 a n e 3 , D N A e x tr a c te d f r o m

C ells j u s t a ft e r P D T ; 1 a n e 4 , D N A e x tr a c t e d f r o m c ells 6

h r ･

af t e r P D T ; 1 a n e 5 , D N A e x tr a c t e d f r o m c ell s 1 2 h r

af t e r P D T ; 1 a n e 6 , D N A e x tr a c t e d f r o m c ell s 2 4 h r af t e r

P D T .



P H E と E D L を 用 い た光 力学的癌治療

V . 病理組織学的検討

P D T 施行後 1 日 日か ら, 皮下組織 の 変性壊死 お よ び 腫瘍挺

織 へ の 好 中球や リ ン パ 球の 浸潤が 認め られ , 2 日 目に ほ腫瘍組

織の 壊死像が出現 した . 7 日目に は 広範な腫瘍組織の 壊死像が

認め られ た( 国7) .
一 方＼ P H E 単独投与群お よ び レ

ー ザ ー

光単

独照射群 で ほ ト 処置後 7 日 目 に お い て も ‥ 睦瘍組織 に ほ 全く変

化は認め られ なか っ た (図8 ) ･

Ⅵ . K K - 4 7 細胞 に対するP D T の効果

P H E 濃度に 依存 して , 増殖抑制率 の 上 昇 が 認 め られ た ( 図

9 ) . こ れ に 対 し, 照射 エ ネ ル ギ
ー 量 を増加 して も , 増殖抑制率

の 有意の 上 昇は認 め られ な か っ た ( 図10) .

Ⅶ .
P D T に よ るD N A の 断片化 の誘発

国11 に ,
P D T 施行後の K K -4 7 細胞 の D N A に つ い て電気泳

動 を行 っ た 結果を 示 す.
レ ー ザ ー 光 照射 6 時間後か ら D N A の

断片化 を示 す ラ ダ
ー (1 a d d e r) パ タ ー ン が 認め ら れ る よ うに な

り
,
1 2 時間後 ▲

24 時間後 に は ラ ダ
ー

パ タ ー ン は さ ら に 顕著 と

な っ た .

考 察

P D T と は , 腫瘍親和性 の 高い 光感受性物質を予め投与後 , 腫

瘍部に 光照射 を行 い 光力学的反応を発生 させ る こ と に よ り腫瘍

組織の 選択的破壊 をほ か る もの で あ る . 1 9 6 0 年 ,
L ip s o n ら

7)

ほ
,
へ マ トポ ル フ ィ リ ン 塩酸塩 を氷酢酸 と濃硫酸で 処理 して ,

さ らに 腫瘍親和性 が高くか つ 毒性 の 少 な い へ マ トポ ル フ ィ リ ン

誘導体 (h e m a t o p o r p h yri n d e ri v a ti v e , H p D ) を合成 し , P D T を

行 っ た . 従来 H p D の 励起光と して ,
水 銀 ア ー

ク 燈 , キ セ ノ ン

ア ー ク 燈な どが 用い られ て きた が
8)

t
H p D を高効率に 励起 で き

る ア ル ゴ ン ･ ダイ ･ レ
ー ザ ー ( a r g o n d y e l a s e r , A D L) が 用い ら

れ る よ うに な っ た . 上 皮内癌( c a r ci n o m a i n sit u , C I S ) を 主体と

した難治性表在性膀胱癌 に 対 して も ,
H p D と A D L を 用 い た

P D T が 有効な治療法 であ る こ と が次第 に 明 らか と な っ た
9)

. し

か し
,
H p D は 皮膚 に おけ る残留性 が比較的高く , 3 ～ 4 週間の

長期に わ た り皮膚光線過敏症発生の 可 能性が あり ,
A D L は 腫

瘍深部に ま で到達できな い と い う 欠点 を有 して い る . そ の た

め
, 今 回 , H p D に 代 わ る よ り 新 し い 光 感受性物質 で あ る

P H E と ,
E D L を 用 い た P D T の 有用性 に つ い て 検 討 し た .

P H E ほ
,
H p D に 比 べ , 生体内有効成分 であ る へ マ ト ポ ル フ ィ

リ ン の エ ー テ ル お よ び エ ス テ ル 結合 に よ る多量体を80 % 以 上 含

有 して い る . 腫瘍 を皮下移植 し た マ ウ ス を 用 い た 実験 で は ,

P H E の 腫瘍 内濃度ほ投与24 - 4 8 時間後に ピ ー ク 値 を 示 し ,
正

常皮膚 との 濃度比は , 3 . 7 倍 に な る と 報告 され て い る
川)

.
H p D

の 腫瘍 内/ 皮膚濃度比が2 . 2
-

2 .8 倍 で ある の に 比 べ
11)

,
P H E は

極 め て腫瘍集積性の 高い 物質 で あ り , 皮膚光線過敏症の 発生も

最小限 に 抑制 され るもの と考 え られ て い る . E D L ほ
一 連統波を

発振す る A D L と比 べ , 高出 力 , 高頻度 の パ ル ス 波 を 発振す

る . O k u n a k a ら
1 2)
ほ

,
マ ウ ス の 皮下移植腫瘍濫 対 して ,

H p D と

A D L を 用い た P D T , お よ び H p D と E D L を用 い た P D T を

施行 し, 両者 の P D T 効果を腫瘍表面か らの 壊死領域 の 深さ で

比較 して い る . そ の 結果 , 照射 エ ネ ル ギ ー 量を 50J/ c m
2
と 設定

した 場合, A D L で 4 m m , E D L で 1 5 m m の 腫瘍 内深遠が得 ら

れ , 明 らか に E D L に よ り優れ た 組織深遠性 が得 られ た と報告

して い る . 今回 , 著者ほ よ り腫瘍集積性 に 優れ た P H E と , よ

り組織深達性に 優れ た E D L を 用い て ,
サ ル コ ー マ 1 8 0 固形腫

瘍 ,
マ ウ ス L e w i s 肺癌固形腫瘍 ,

ヌ
ー ド マ ウ ス 可 移植性 ヒ ト腫

3 17

瘍 H T-1 0 8 0 お よび K K-4 7 移植腫瘍 に 対 して P D T を施 行 し

た . そ の 結果 ,
い ずれ の 組織型 の痙植腫瘍に お い て も高い 抗慮

瘍効果が認め られ ,
か つ 重篤な副作用も認め られ な か っ た . ま

た
,

マ ウ ス L e w i s 肺癌固形腫瘍濫 対す る P D T の 結 果 ,
P H E

5 0 m g/ k g 投与群 に お い て , 8 例中4 例(50 %) が P D T 施行 5 日

後に 死 亡 して お り , 副作用 の 軽減 と い う点か ら P H E の 過 剰投

与は 不必 要 で ある と考え られ た . さ ら に
,
サ ル コ ー マ ほ0 固形

腫瘍を用 い て 病理 組織学検討を行 っ た 結果 ,
P D T 施行後 2 日

で 既に 腫瘍組織の 壊死 が出現 し, P D T 施行後 7 日 に ほ広 範な

腫瘍壊死像 が認め られ た . 以 上 の 結果 か ら , 至 適 条件 下 で

P D T を施行する こ と に よ り, 病魔 また は腫瘍 の 種類 に 関係な

く t い ずれも高い 抗腫瘍効果が得 られ ,
か つ 重篤な 副作用が認

め られ な か っ た こ と よ り
,
集学 的癌治療の 一

つ と して ,
P H E と

E D L を用 い た P D T は極め て有用 と 考え られ た . E D L と 同 じ

く ,
パ ル ス 波を発振する金蒸気 レ ー ザ ー ( g o ld v a p o r l a s e r) で

ほ
,
レ ー ザ ー 光照射に よ る腫瘍 の 局所的温度上昇を伴い , 光力

学的抗腫瘍効果に 温 熱効果が加味 され て い る可 能性が指摘 され

て い る
13)

. 今回 , サ ル コ ー マ 1 8 0 固 形腫瘍を 用 い た腫瘍局所 の 加

温状態を調 べ た結果, 温熱効果が得 られ る43 ℃以 上 の 温度上 昇

は 認め られ ず ,
E D L を 用 い た P D T に お い て は ∴臥熱効果の 付

加的増強 は認め られず , 抗腫瘍効果 は純粋に 光力学的反応に 基

づ くもの で ある こ と が明 らか と な っ た .

ヒ ト膀 胱癌細胞 K K -4 7 を用 い た 試験管内に お ける実験 よ り ,

P D T に よ る殺 細胞効果 は , 用 い た照 射 エ ネ ル ギ ー 量 よ りも

P H E 濃度に 依存 して 増強が 認め られ た . しか し
,
上 述の ご と く

過剰 の P H E 投与に よ り実験動物の 死 亡率が 上 昇し てお り, 臨

床的 に 応用 する際に は至 適濃度の 設定が極め て 重要で ある と考

え られ る . 光力学的反応の メ カ ニ ズ ム と して ,
タイ プ Ⅰと タ イ

プⅡ の 二 経路が関与 して い ると考 え られ て い る . すなわ ち , 通

常腫瘍内に 集積 した 基底状態 の 光感受性物質に 光照射を行 う

と
, 励起

一

重項状態の 光感受性物質が発生する . 励起 一 重項状

態ほ エ ネ ル ギ ー 的に は 不安定で あ り,
一 部は蛍光を 発して 基底

状態に 戻 るが ,
大部分ほ 無幅射遷移に よ っ て ,

よ り安定 な励起

三 重項状態 に 項間交差する . タ イ プ Ⅰ で は
, 励起 三 重項状態か

ら他の 分子 へ の 電子移動 ,
また は 水素引き抜き が生 じて ,

色素

分子 や 基質の ラ ジ カル が 形成 さ れ 色素分子 の ラ ジ カ ル が酸素

と反応する こ とに よ っ て , 過酸化物 (p e ro x id e) , ヒ ドロ キ シ ラ

ジ カ ル (h y d r o x yl r a d ic al) さ らに ス
ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン

( s u p e r o xid e a ni o n ) が生成 され る
15ト ロー

. タ イ プⅢ で は
, 励起三 重

項状態の 光感受性物質か ら基底状態の 酸素分子 に エ ネ ル ギ
ー 移

動が 生 じ, 酸化力の 非常に 強い
一 重項酸素( si gl e t o x y g e n ) が 生

成され る
18)

. P D T に よ る細胞破壊は , 現在の と こ ろ主 に 光力学

的反応の タ イ プ Ⅱに よ っ て 生成 され る
一 重項酸素に よ るもの と

考え られ て い る
Ⅰ4)

.
P D T に よ る細胞内標的器官 と して は これ ま

で ミ ト コ ン ドリ ア , 細胞膜 ,
ライ ソ ゾ ー ム な どが考 え られ て き

て い る が
柑)

∴ 殺細胞効果に 直接的に 関与す る細胞内標的器官は ,

未だ 確定 され て い ない . 試験管内に おけ る P D T の 研究で ほ ,

各実験系忙 お ける細胞と光感受性物質 と の 接触時間の 差 に よ

り
, 障害 が生 じる細胞内器官が異な っ て お り , H p D と の 接触時

間が 1 時間以下 の 実験系で は , 細胞膜の 障害が第
一

に 起 こ るの

に 対 して , 臨床で の 治療条件 に 類似す る長時間接触の 実験系で

は
▲ 細胞質内小器官の 障害が起 こ ると報告 され て い る

20)
. 近年 ,

P D T に よ る殺細胞横序 へ の ア ポ ト
ー シ ス ( a p o p to si s) の 関与が

注 目 され る ように な り ,-･1 9 91 年 巨 璽甲 W al
r

ら
5}
は L 5 1 7 8 Y マ ウ



3 1 8 森

ス リ ソ パ 腫細胞 に 対 して , 光感受性物質と して ク ロ ロ ア ル ミ ニ

ウ ム フ タ ロ サ イ ア ニ ン ( c hl o r o al u m i n u m p h t h al o c y a n i n e ,

A I P c C l) を 用 い て P D T を 施行 し, ア ポ ト ー シ ス が 認め られ た

こ とを 報告 して い る . ア ポ ト ー シ ス ほ
. 1 97 2 年 K e r r ら

21

丹こ よ り

命名 され た細胞死 の 形態 の
一

つ で
, 壊死と ほ異な る能動的細胞

死 で ある ･ 形態学的 に ほ核膜周囲 へ の ク ロ マ チ ン の 凝集や , 核

お よび 細胞質 の 濃縮 , 断片化が 認め られ
,
生化学的 に は1 8 0 -

2 0 0 塩基単位 ( オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー

ム 単位) の D N A の 断片化が

認め られ る22)2 3) . A g a r w at ら
5)
は
,
L 51 7 8 Y マ ウ ス リ ン パ 腫細胞

を15 時間 AIP c C l と共に 培養後除去 し, 光照射を 行 い そ の 結果

を 報告 して い る .
こ の 実験系 で は 1

D N A の 断片化現象 は 一 光照

射30 分後 よ りす でに 出現 し, 時間の 経過 と共 に そ の 作用は 増強

して い る ･ 今 回 , ヒ ト膀胱癌由来培養細胞 K E-4 7 を24 時間 ,

P H E と共に 培養後 ,
P H E を除去 し, E D L を 用 い て レ ー ザ ー 光

照射を 行 っ た . そ の 結果 ,
レ

ー ザ ー 光照射 6 時間後 よ り D N A

の 断片化現象が 出現 し , 時間の 経過 と共 に 断片化の 増強が認め

られ た . 今 回観察 され た P D T に よ る D N A の 断片化 ほ
, 時間

の 経過 と とも に 進行す る こ とか ら
,
D N A に 対す る 直接的 な光

化学作用に よ る障害 の 結果で は なく
,
エ ン ドヌ ク レ ア ー ゼ が 関

与する酵素反応 に よ る ア ポ ト ー シ ス 様反応 であ る と 考え ら れ

る . A g a r w al ら
5)
の 実験と 同 じく ,

P H E を臨床で の 条件 に 類

する長時間 (2 4 時間) 療触 させ た こ と よ り , 生体 で の P D T に よ

る細胞死にも ア ポ ト ー シ ス が 関与 して い るもの と 推察 され た .

今 回 の 検討 に よ り
,
P H E と E D L を用 い た P D T は腫瘍非特異

的な抗腫瘍効果を 示 し
,
か つ 至適照射条件下で重篤 な副作用 が

認 め られ な か っ た こ とか ら , 浸潤性膀胱癌患者に も臨床応用 で

きる 可能性が 示 唆 され た . ま た
,
P D T の 殺細胞機序 へ の ア ポ

ト ー シ ス の 関与が 示 酸 され た .

結 論

P H E と E D L を用 い た P D T の 有用 性に つ い て ,
マ ウ ス 実験

塵瘍 お よび ヌ ー

ドマ ウ ス 可移檀性 ヒ ト腫瘍を用 い て 検討 した .

また
, 培養細胞を用い た 殺細胞塊序 に つ い て も検討 し, 以下 の

結果 が得 られ た .

王 . 至適照射条件下で の P D T で は , い ずれ の 腫瘍型 の 移植

腫瘍 にお い て も腫瘍非特異的に 高い 抗腫瘍効果 が得 られ た .

2 . 至適照射条件下 で の P D T で は , 重篤な副作用ほ認め ら

れ な か っ た .

3 . P H E と E D L を 用 い た P D T でほ
, 温熱効果を期待 でき

る43 ℃以上 の 温度上 昇 ほ得 られ ず ,
ハ イ パ

ー サ ー ミ ア に よ る抗

腫瘍働果増強 の 関与 は み られ なか っ た .

4 . 培養細胞 を用 い た 殺細胞効果 の 検討 で は , 照射 エ ネ ル

ギ
ー 量よ りもむ しろ P H E の 濃度に 依存 して殺細胞効果 の 増強

が認め られ た .

5 . P D T 施行後に 行 っ た 培養細胞 の D N A 電気泳動 に て , 6

時間後に D N A の 断片化現象が認 め られ ,
こ の 断片化現象が経

時的 に 増強 した こ とか ら , そ の 殺細胞機序 に ア ポ ト
ー シ ス が 関

与 して い る こ とが 示 唆 された .

6 .
P H E と E D L を 用 い た P D T は ∴浸潤性膀胱癌患者 に 対

して も臨床応用 できる治療法 と考え られ た .
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