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へ マ トポル フ ィ リ ン誘導体を用 い た光線力学的

療 法 に お け る 細 胞 障 害

金沢大学医学部泌尿 器科学講座 く主任 二 久住治男教授ン

上 木 修
く昭和6 2 年3 月 9 日受付ナ
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へ マ トポ ル フ ィ リ ン 誘導体 くH p DI と光照射 に よ る光線力学的療法 くP D T l の 細胞 レ ベ ル で の障害

を明ら か に す る目的に て
，
B p 8 マ ウス 腹水肉腫細胞を用 い ， その H p D 取り込 み， お よ び P D T の効果 を分

光学的お よ び 生化学的にi n v it n に て検討 した． 細胞結合 H p D の螢光発光強度く入e x 4 0 2 n m ， 1 e m 63 2

n m l に よ り測定 した細胞内 H p D 濃度 は H p D 処理時間の延長に 伴 い ， H p D 処理時間 30 分ま では 急激な 上

昇 が認 めら れ ， そ の 後120 分ま で は綬徐な上 昇が認 めら れ た． ま た， H p D 濃度100 JL gノm l まで は H p D 濃

度の 上 昇 に伴 う細胞内 H p D 濃度の 急激 な上 昇が認め られ ， 1 5 0 jL gl m l 以 上で は， 細胞内 H p D 濃度 の上昇

は綬徐 とな っ た ． 3 0 分間 H p D 処 理 し， 遊離 H p D 洗浄後培養 を 4 時間まで継続 して も， 細胞内 H p D 濃度

に 変化は認め ら れな か っ た
．
B p 8 細胞 を 2 J L gl m l の Il p D を含む H a m

，

s F l O 培養液中で 30 分間培養後
，

遊離 H p D を洗浄除去 し， 培養 を継続 した． 洗浄直後
，
2
，
3 お よ び 4 時間後 に 10 ％仔牛血清を含む H a m

，

s

F l O 培養液中 で 光照 射 く570 －64 0 n m ， 2 2 m W I c m 2 ， 3 分間l を行い
，
さ ら に 同培養液中で 6 時間培養を

継続 し， 2 時 間ごと に ， 0 ． 1 ％ Li s s a mi n e G r e e n B を用 い た d y e e x cl u si o n 法 に よ り生残細胞数 を， P e r c oll

d e n sit y g r a d i e n t c e n t rif u g a ti o n に より細胞比重の 変化も観察 し た． ま た P D T 後 に お け る細胞の
3
H ．

th y m id i n e ，
3
H － u ridi n e ，

1 4
C －l e u ci n e 取り込 み を測定 し

，
D N A

，
R N A お よ び蛋白合成の変化 を検討 した．

H p D 処理直後 に 光照射 を行 う と， 細胞膜障害 を示唆す る高比 重細胞数の 減少および 細胞生残率の 減少が認

めら れ た．

d 九 蛋白合成 は阻害さ れ たが
，
D N A およ び R N A 合成 に は変化は認 めら れな か っ た ． H p D 処

理 か ら光照射 ま で の 時間が 延長す るに したが っ て
， 細胞膜障害を示 唆す る値 に減少が認 められ た が， 依然

と して， 蛋 白合成阻害は認め られ， さ らに D N A 合成阻害も認め られ た ． 以 上 の P D T に よ る細胞膜障害や

蛋白お よび D N A 合成 へ の 影響の 経時的変化は
，
H p D 細胞 内局在 あ る い は H p D の 分子形態の 経時的変化

を示 唆する も の で あり ， 臨床的に 最大 の P D T の 効果を得る タイ ミ ン グ を推察す る上 で 重 要な 所見である

と考 えられ た．

K e y w o r d s h e m a t o p o rp h y rin d e ri v ati v e ， p h o t o d y n a m i c c ell killi n g eff e c t ，

D N A －

，
R N A －

a n d P r ot ei n － S y n t h e s e s

アク リ ジ ン 色素 を取 り込 ん だ微生 物が 光照 射に よ り

不 活化さ れ る こ と が 19 0 0 年に 発見 さ れ
，
こ の 作用 は

ph o t o d y n a m i c a c ti o n く光線 力学的作 用l ま た は

ph o t o s e n siti z a ti o n く光増感作 鞘 と呼ばれた
1I 2J

． その 後，

種々 の 色素が光増感物質 くp h o t o s e n siti z e rl と して報

告され
，
あ る種 の ポ ル フ ィ リ ン

3 卜 6 切 強い 光増感作用

と悪 性腫 瘍 を含 め た発育の 早い 細胞や組織へ の 高 い 親

和性が報告さ れ， それ に 対 し可視光線照射 をお こ なう

光線力学的療法 くph o t od y n a mi c th e r a p y ， P D T l の

報 告が 次第 に 散見さ れ る よ う に な っ た7 ト 1 3I ． そ の 後

Li p s o n ら
1 41 に よ り紹 介さ れ た へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘

導体 くh e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e ， H p D l は ， 正 常

組織よ り 悪性腫 瘍組織に 長時間と どまる 性質が さ ら に

大き い の で
，
H p D 特有の 螢光 を利用 した 腫瘍の 検出，

お よ び P D T な ど臨床応用 の 可能性 が強く 示 唆さ れ

た 瑚
． 当教 室 に お い て も， 1 9 8 2 年よ り H p D 投与 後

A b b r e v i ati o n s 二 H p D ， h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v ati v e 三 P C A ， p e r Chl o ri c a cid 三 P D T ， p h o t o
－

d y n a m ic t h e r a p y ．



48 4 上

ア ル ゴ ン 色素 レ ー

ザ
ー 赤色光 く波長 630 n m う照射 に よ

る P D T を膀胱腫瘍 に応 用 し， その 基礎的研究 と共 に

臨床成績に つ い て 報告 して き た
1 6 卜 湖

P D T の 殺細胞機序 と して ， 光 エ ネル ギ
ー

を吸収 し た

H p D か らも た ら され る励起
一 重項 酸素の 強い 酸化作

用が重要視さ れ て い るが
抑 2 り

，
そ の 作用 機序 に は な ぬ

不明な 点が 多い ．
P D T の 標的器官 と し て は， 主 に 才乃

びゴ如 の 実験系か ら細胞膜
乃2 2I 2封

， 核
2 4卜 2 91

，
ミ ト コ ン ド

リ ア
31 3 0 ト 抽

，
ライ ソゾ ー ム 叫 な どが考 え られ て い るが ，

H p D 処理 時間な らび に H p D 処理 か ら光 照 射 ま で の

時間な どの実験条件 の羞に よ り効果が異 な っ て い る よ

う で ある．
三好 ら

3 5 潮 は
，
膀胱癌由来培養細胞 を用 い

て
， 細胞結合 H p D の 分光学的特性が経時的に 変化 す

る こ と ， さ ら に H p D 処理後 長時間培養 した 後の 光照

射 に より高い 殺細胞効果が認め ら れ る こ と を報告 して

い る． その 他に も細胞培養時間の延長 と と も に H p D

の細胞内局在や結合様式が変化す る と の報告も散見さ

れ る
37 潮

．
つ まり

，
こ の よう な H p D の 細胞内局在 や結

合様式の経時的変化が ，P D T に お ける標的器官の 違
い

や 殺細胞効果の経時的変化に 関与 して い る と考 えら れ

る
．

著者は， こ れ ま で に 示 唆さ れ た H p D の 細胞内局在

や結合様式の 経時的な変化 に つ い て さ ら に検 討を加 え

る と共 に ， P D T の殺細胞効果発現 に つ い て， マ ウ ス 腹

水肉腫細胞 を用 い て生化学的 に 検討 し た の で 報告 す

る．

材料お よ び方法

I ． 細胞培養

実験 に は B p 8 マ ウ ス 腹水肉腫細胞 を用 い た． 3 カ

月 令雄 N M R工 マ ウ ス の 腹腔内 へ 3 X l O
7 個の 細胞 を

移植 し， 7 －10 日 ごと に p a s s a g e を行 っ た ． 細胞移植

後4 日目に ， マ ウス を頚椎脱 臼 に て 屠殺し細胞 を採取

し た． T ri s － N a Cl
－ E D T A b u ff e r くT ri s O ．1 m olll ，

N a Cl O ．0 7 m ol 几 E D T A O ．0 0 5 m olll ， p H 7 ．5 ， T ri s

b u ff e rンで 2 回洗浄後， B tir k e r 血 球計算盤 に て細胞数

を算定 し実験 に 用 い た．

培養液としてH a m
，

s F l O くFl o w L a b o r a t o r y ， U ． K ．J

に しgl u t a m i n e く14 6 ． 2 m g1 11 お よ び P E S T

くp e n i cilli n ， S t r e Pt O m y Ci n ， 1 0 0 I E l m ll を加 えた もの

くF C ．Ol ， お よび 10 ％仔牛血清 を含む F C
－ 0 くF C －1 01 を

用 い た ． また ， 光感作物質 と して H p D くP h o t o f ri n I ，

O n c ol o g y R e s e a r c h a n d D e v el o p m e n t I n c － ， N e w

Y o rk l を用 い た ． 以下 H p D を用 い た す べ て の実験は

遮光 した試験管内で行 っ た ．

H ． H p D 濃度お よ ぴ E p D 処理 時間の 検討

F C －0 を用い て 5 ． O X l O 6 c e11 sノm l の 細胞浮遊液 を作

成 し， 直径 10 m m の ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 2 m l あ て 分注

し た． 最終濃度が 10 ， 50 ， 1 00 ， 1 50 ， 2 00 ノノgノm I とな

る よう に H p D を加え，3 アC で種 々 の 時間 く30 ，6 0 ，9 0 ，

1 2 0 分l 培善し た後， 細胞 を 5 ． O m l の T ri s b u ff e r に

て 2 回 洗 浄 し2 ．O m l の F C －0 で再 び 細胞浮遊液を作

製 し た． H p D の 細胞 内濃度 は L S
－ 5 L u m i n e s c e n c e

S p e c t r o m e t e r くP e r ki n
－ El m e r L td ． ， U ．K －1 を用 い た

H p D の螢光発光強度の 測定 く入e x 40 2 n m ， 入 e m 63 2

n m l に よ り求 めた ．
B p 8 細胞 に 結合 した H p D は632

n m に 螢 光発光 ピ
ー

ク を有 して お り， 同じく 632 n m に

発 光 ピ ー ク を有 す る 5 ％牛血清 ア ル ブ ミ ン 水 溶液中

H p D の 螢光発光強度よ り標準曲線 を作成 し， H p D の

相対的細胞内濃度 を求 めた ．

2 ． H p D 処理 後 の 培養時間 に よ る細胞内 H p D 濃

度の 変化

F C －0 を用 い た 5 ． O X l O
6
c ell sl m l の 細 胞浮遊液2 ．O

m l に， 最終濃度が 10 ， 5 0 ， 1 0 0 ， 15 0 ， 2 0 0 ノJ gノm l と な

る よ う に H p D を加え ， 3 7
0

C で 30 分 間培養し た後， 細

胞 を5 ． O m l の T ri s b u ff e r に て 2 回 洗浄し 2 ■O m l の

F C－0 に て再び細胞浮遊液 を作製 した． そ の 後 4 時間ま

で 37
0

C で培養 を続け ， H p D 処理 直後， 2 時間後お よび

4 時間後に 細胞内 B p D 濃度 を前述の ごと く螢光発光

強度 よ り求 めた．

III ． H p D OI D N A s y n t h e si s r a t e に 及 ぼす 効果

F C ． 0 を用 い た 5 ． O X l O
6
c ell sl m l の 細胞 浮遊液2 ，O

m l に
， 最終 濃度 が 10 ， 2 5 ， 5 0 月 gノm l に な る よ う に

H p D を加 え， 3 r C で 30 分間培養 した ． 遊離 H p D を

5 ． O m l の T ri s b u ff e r に て 2 回 洗 浄 除 去 後，
3
H ，

th y m i di n e くN e w E n gl a n d N u cl e a r ， U S A ， 比 放射能

20 ． O C iJ m m oll を1 JL C il m l と な る よ う 2 ， O m l の 細

胞 浮遊液 に 加え ， さ ら に 3 7
0

C で 30 分間培養 を続けた．

5 ， 1 0 ， 2 0 ， お よ び 30 分 後 に ，
5 ． O m l の 水 冷 T ri s

b u ff e r を加 え
，

3
H － th y m id i n e の 細胞 内取り 込 み を停

止 さ せ た ．
さ ら に 5 ． O m l の 水冷 T ri s b u ff e r に て細胞

を 2 回 洗 浄 後 ，
細 胞 沈 漆 に 0 ． 2 M 過 塩 素 酸

0
－

h p r e
－ in c u b ati o n

2
－ h
p
r e－i n c u b atio n

3
－

h p r e
－

in c ub atio n

4
－

b p r e
－

i n c u b a ti o n

0 2 4

t ン 2 4 6く吊

0 2

－
■
． 一 一 － ． 一 ． 一 一 一 一 －

l
．

t ト くン 2

4 6くい

4 6く吊

Fi g ． 1 ． E x p e ri m e n t al s c h e d u l e o f th e
O －h

，
2 －h

，
3－h

a n d 4 －h p r e
－i n c u b a ti o n g r o u p s ． －－－p r e －i n c u b a ti o n

i n s e r u m －f r e e H a m
，

s F l O m e d i u 汀り
－ i n c u b a ti o n

a f t e r ill u m i n a ti o n i n H a m
，

s F l O m e di u m s u p pl e
－

m e n t ed w ith lO ％ n e w b o r n b o v i n e s e r u m －



H p D を用 い た P D T に お ける細胞障害

くp e r c h r oli c a c
id ， P C A l を 2 ． O m l 加 え

，
4
0

C で 15 分

間作用 させ た．
さ らに 2 ． O m l の 0 ．2 M P C A に て 1 回

洗浄し た く4
O

C
，
3

，
00 0 r p m ， 5 分間遠心1 ．

上 清およ

び洗 浄液 を保存 し， P C A 可溶性分画 くP C A s o l u b l e

f r a cti o n j と し た． 細胞沈漆は 1 ． O m l の 0 ． 5 M N a O H

に て 溶 解 し P C A 不 溶 性 分 画 C P C A i n s o l u b l e

f r a c ti o n l と し た ． 両分画 へ の 3 H － th y m id i n e の 取り込

み を， S C I N T I L L A T O R 2 9 9 T M くP A C K A R D
，
U S A l

を シ ン チ レ
一 夕 ー 溶液と し て用 い ，

T R I － C A R B 偲 3 0 0

C L iq ui d S c i n till a ti o n S y st e m くP A C K A R D ， U S A l

に て測定 した． す べ て の 値は d p m ノc ell で算出さ れ た．

H p D 処理 を せ ず 同様 の 操作 を行 っ た も の を対照群と

し
， 各 H p D 濃度お よ び 各処理時間の

3
H － th y mi di n e の

取J 込 み を対照群の 3 H ．th y m idi n e 3 0 分処理 に お ける

取り込 み に 対す る百分率で 表 した．

I佑 d y e e x cl n si o n 法 に よ る P D T 殺細胞 効 果 の 検

討

1 ． H p D 濃度お よ び光照射時間の 検討

F C ．0 を用 い た 5 －O x l O
6
c ell sノm l の 細 胞浮遊液2 ． O

m l に H p D を 2 ま た は 3 声gノm l と な る よ う に 加 え，

3 7
O

C で 3 0 分 間 培 養 し た． 細 胞 を 5 ． O m l の T ri s

b uff e r に て 2 回 洗浄後，2 ． O m l の F C －1 0 に て 細胞浮遊

液を作製し， 37
0

C で 光照射 を行 っ た ． 光照射 に は
，
75

W hi gh p r e s s u r e X e n o n l a m p を 光源と し， フ ィ ル

タ ー くN o 一 仙 7 3 仙 3
，
N o ． 抑 73 0 2 － 9 ， N o ．4 0 －7 3 1 2 － 8

，

C a rl Z ei s s
，
W e s t G e r m a n yl の 使 用 に よ り得ら れ た

570 －640 n m の 光 を使用 した， 光強度は細胞浮遊液表

面で 22 m W ノc m 2 で あ っ た
． 光照射後 6 時間ま で密封

試験管内37
0

C で 培養 を続 け， 光照射直後， 2 ， 4 およ

び6 時間後に 0 ．1 ％ Li s s a m i n e G r e e n B を用 い た

dy e e x cl u si o n 法に よ り生残細胞数を算定 し， H p D を

加えな か っ た対照 群と の 比 率か ら細胞生残率 を算定 し

た
．

2 ． p r e－i n c u b a ti o n ti m e の 殺細胞効果に 及 ぼ す影

響

H p D 処理 か ら 光照射ま で の 時間 くp r e ．i n c u b a ti o n

ti m eJ の 差 に よ る 殺細胞効果の 変化 を検討す る た め
，

以下 の よう な 実験 を行 っ た ． F C － 0 を用 い た 5 ．O X l O
6

C ell sノm l の 細胞 浮遊液2 ■ O m l に H p D を 3 jL gl m l と

な る よ う に 加 え
，
30 分 間培養 し た ． 5 ． O m l の T ri s

b u ff e r に て細胞 を 2 回洗浄後
， 再 び 2 ． O m l の F C － 0 に

て細胞浮遊液を作製 し， さら に 4 時間ま で密封試験管

内37
0

C で 培養 し た． H p D 処理直後， 2 ， 3 お よ び 4 時

間後に 培養液 を F C －1 0 に交換 し
，
工V ．

－1 ． で 述 べ た条件

で 光照射 を行 っ た くそれ ぞ れ 0 －h p r e －i c u b a ti o n 群 ， 2 －

h p r e －i n c u b a ti o n 群 ， 3 1 1 p r e －i n c u b a ti o n 群 およ び 4 ．

h p r e－i n c u b a ti o n 群 とす る． 図 1 1 ． 光照射後 6 時間ま

485

で
， 密封試験管内 37

0

C で 培養 を続 け
，
光照射直後， 2 ，

4 お よ び 6 時間後に d y e e x cl u si o n 法に よ り 生残細

胞数を算定 し， H p D を加 えな か っ た対照群と の 比率か

ら細胞生残率 を算定した ．

V ． 細胞比重 分 画法 に よ る 細胞比 重 の 検討

F じ0 を用 い た 5 ． O X lO
8
c ell sノm l の 細胞浮遊液2 ．0

mi に H p D を 2 JL gl m l と なる よ う に 加 え， 3 7
0

C で 3 0

分間培養 した ． 5 ． 0 mi の T ri s b uff e r にて細胞 を2 回

洗浄後， 2 ． O m l の F C －0 に て再 び細胞浮遊液 を作製 し，

さ ら に 4 時間 ま で 密封試験管内37
0

C で 培善 した ．

H p D 処理 直後お よ び 4 時間後 に 培養液を F C －1 0 に 交

換 し， 王V ■－1 － で述べ た条件で光照射 を行っ た く0 －h p r e ．

i n c u b a ti o n 群 お よび 4 ．h p r e －i n c u b a ti o n 葺削 ． 光照射

後 6 時間ま で
， 密封試験管内 37

0

C で培養を続 けた
． 光

照射直観 2
，
4 お よ び 6 時間後に

，
1 2 X lO

6

細胞 を 10

m l の P e r c o ll 溶 液 に 混 じ よ く 撹拝 し た 後
， J A － 2 0

B e c k m a n r o t o r h e a d を用い ， 1 5
，
0 0 0 r p m に て， 4

O

C
，

1 5 分間遠心 した． P e r c o11 溶液は以 下の ご と く調整 し

た． P e r c o11 st o c k s ol u ti o n くP h a r m a ci a
，
S w ed e n

，
N o ．

1 7 0 8 9 1 －0う に 1 ■ 5 M N a C l を 9 こ 1 の 比で混合 した．

この 溶液と等張液く0 ■ 9 ％ N a Clう を4 ニ 6 の 比 で混合

した 溶掛 こ
， 細胞 の凝集を防 ぐ目的で s o d i u m m e th yl

C ell ul o s e を 0 ． 2 ％とな る よう に 加 え実験に 用 い た
． ま

た ，S k o g ら
3 91 の 方法に よ り g r a d i e n t を0 ． 5 m l ずつ の

20 分画 に 分画し
， g r a d i e n t 内細胞分布お よび比重 分布

に つ い て も検討 した． H p D を加え ず同様の 操作 を行っ

た細胞 を対照群と し た． なお ， 低比 重細胞は， コ ロ ニ ー

形成法 に よ ると n o n － vi a b l e c ell に 相当す る と報告 さ

れ てい る
瑚

．

VI ． P D T の D N A
，
R N A お よ び蛋 白合成 へ の 影響

V － に 述 べ た と 同様 の方法で H p D 処理 お よ び光照

射 を 行 い 0 － h p r e －i n c u b a ti o n 群 お よ び 4 －h p r e
－

i n c u b a ti o n 群 に つ い て 以 下 の ご とく 放射性前駆物質

を用 い D N A
，
R N A お よ び蛋白合成 へ の影響に つ い て

それ ぞ れ検討 した． 光照射直後お よ び 2
，
4
， 6 時間

後 に
，
1 jL C iノm l の

3
H－th y m i di n e ， 1 FL C il mi の

3
H ．

u rid i n e くN e w E n gl a n d N u cl e a r ， U S A ， 比 放 射 能

20 ．O C iノm m oIJ ま た は 1 p C il m l の
1 4
C－1 e u ci n e くN e w

E n gl a n d N u cl e a r ， U S A
，
比 放射能 54 ． 2－55 ．O m C iJ

m m o りを 30 分間 それ ぞれ 作用 さ せ た
．
工工I ． で述 べ た 方

法 に 準LI ，
3
H －th y mi di n e ，

3
H －

u rid i n e あ る い は
1 4
C －

1 e u ci n e の P C A 可溶性分画お よび P C A 不溶性分画 へ

の 取り込 み を測定 した
．
H p D を作用 させ ず同様 の操作

を行 っ た細胞を対照群 と して
， 各放射性前駆物質の 取

り込 み を対照群の 百分率で 表 した．

Vll ． 推計学的処理

実験結果 の 推計学的処理 はSt u d e n t
，

s t －t e St お よ び
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S c h eff e 多重比較法に よ っ て行 っ た ．

成 績

工
．
H pII の 細胞内取 り込 み

1 ． H p D 濃 度 お よ び H p D 処理 時間 く図 2 お よ び

3 ン

H p D 濃 度 が 1 0 JL gl m l お よ び 50 J L gl m l に お け る

H p D 細胞 内濃度 は処理時間30 分 ま で は急激 に 上 昇

し
，
それ ぞれ 1 ．2 p gl mi お よ び 3 ． 3 p gI m l で あっ た ．
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Fig ． 3 ． R el a ti v e i n tr a c e11 u l a r H p D c o n c e n t r a ti o n

V S ． V a ri o u s e x tr a c ell ul a r H p D c o n c e n t r a ti o n s ．

T h e c ell s w e r e e x p o s e d t o v a ri o u s H p D c o n
－

C e n t r a ti o n s f o r 30 く■1 ， 6 0 くO J a n d 90 くA l m i n a t

37
O

C ． M e a n v al u e f r o m 3 e x p e ri m e n t s 士 S ． E ． M ．

そ の 後 10 JL gl m l 群で は 60 分処理 で 1 ． 6 p gl m l ， 9 0 分

処理 で 1 ．5 p gノm l ， 12 0 分処 理 で 2 ． 3 p gl m l ， また50

JL gl m l 群 で は 60 分 処 理 で 4 ．4 p gl m l ， 9 0 分 処理 で

4 ． 6 p g l m l ， 12 0 分処理 で 4 ． 7 p gJ m l と 12 0 分ま で は緩

徐 な 上 昇 が 認 め ら れ た く図 2I ． ま た
，
E p D 濃度50

月gノm l 群 で は ， す べ て の 処 理 時間 に お い て 細胞内

H p D 濃度 は 10 FL gl m l 群 に 比 し有意 に 高 か っ た くp く

0 ． 0 0 11 ． ま た， H p D 濃度が 100 JJ gJ m l ま で は H p D 濃

度の 上 昇 に 伴 い ， 細胞 内 H p D 濃 度 は 30 分処理 群で

5 ．8 p gl m l ， 6 0 分処理群 で 6 ． 7 p gノm l ， 9 0 分処理群で

8 ．O p gl m l と 急激 な上 昇 が 認 め られ た が， 1 50 JL gl m l

で は それ ぞれ 6 ．8
，
7 ． 2

，
9 ． 7 p gノm l ， 2 0 0 声 gノm l ではそ

れ ぞ れ 7 ． 1
，
7 ． 2

，
9 ．5 p gl mi と ， H p D 濃度 を上昇させ

て も， 細胞 内 H p D 漉 度 の 上 昇 は 緩徐 で あ っ た く図

3 ン． ま た ，
す べ て の H p D 濃度に お い て 30 分処理 群と

60 分処 理群， お よび 60 分処理群 と 90 分処 理 群の 間に

は そ れ ぞ れ 細胞内 H p D 濃 度 に 有 意弄 は認め ら れな

か っ た ． 以 上 よ り
，
H p D の細胞内取 り込 み に は， H p D

処理 時間 30 分， H p D 濃度 100 ノノgノm l 以 下が適当と考

え られ た ．

2 ． H p D 処理 後 の 培 養時間に よ る細胞内 H p D 濃

度 の 変化 く図4 う

E p D 処理 直後 か ら培養 4 時間後 ま で は， 10 ノJ gノm l

か ら 20 0 jL gl m l の H p D 濃度 に お い て， 細胞 内 H p D

濃度に 有意差 は認 め られ な か っ た ． す な わ ち， H p D 処

理 を行 い痩離 H p D 洗浄後培養時間を 4 時 間まで継続

して も細胞内 H p D 浪度に 変化 は認め られ な か っ た ．

II ．
H p D の D N A s y n t h e si s r a t e に 及 ぼ す 効果

く図5 お よび 図 6 フ
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H p D を用 い た P D T に お ける細胞障害

P C A 不溶性分画 へ の
3 H － th y mi di n e の 取 り込 み は，

1 0 か ら 50 声gノm l の H p D 濃度に お い て は対照群 と同

様に ，
3
H －th y m id i n e 処理 5 分以 降時間の 延 長 に 伴 い

30 分まで は直線的に 増加した く図5 う． また
，
H p D 濃

度の 上 昇 に 伴う
3
H － th y mi di n e 取り 込 み の 減少が認 め

ら れ
，
3 0 分処 理 に お い て そ れ ぞ れ 10 ノJ gノm l 群 で

99 ．3 ％， 2 5 メ gノm l 群 で 73 － 4 ％お よ び 50 ノJ gノm l 群 で

19 ．7 ％を示 した． 特 に 50 声gノm l 群で は， 1 0 分処理 で

4 ． 8 ％， 2 0 分処理 で 16 ．6 ％， 3 0 分処理 で 19 ． 7 ％と対照

群の 26 ．8 ％， 6 7 ． 9 ％， 1 00 ． 0 ％ に 比 し有意の 低下 を示 し

た くp く0 ． 00 い ．
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P C A 可溶性分画 へ の 3 H － th y mi di n e の取 り込 み は，

対 照 群 に お い て 5 分 処 理 で 67 ．8 ％
，
1 0 分 処 理 で

93 ． 8 ％， 2 0 分 処 理 で 98 ．9 ％
，
3 0 分処理 で 1 0 0 ． 0 ％と，

5 分 ま で は急激に 増加 し， 1 0 分以降 pl a t e a u に 達 した

個 6l ． 10 JL gノm l か ら 50 J L gl m l の H p D 濃度 に お い

て も対照群 と同楓 5 分処理 ま では急激に 増加 し， 10

分以降 pl a t e a u に 達し た
．
ま た

，
H p D の 上 昇 に 伴 い

3
H －th y m id i n e の P C A 可溶性分画 へ の 取 り込 み は し

だ い に 減 少 し， 1 0 分処 理 に お い て 25 ノJ gノm l 群 で

69 － 1 ％ くp く0 －0 引， 5 0 ノJ gノm l 群で 36 ． 5 ％ くp く0 ． 011
，

20 分 処理 に お い て 25 〆gノm l 群 で 70 ． 6 ％ くp く0 ．0 引，

5 0 ノJ gノm l 群 で 4 0 ． 4 ％ くp く0 ．0 0 1つ
，
3 0 分処理 に お い

て 50 JL gJ m l 群で 33 ． 6 ％ くp く0 ．0 0 11 と ， H p D 濃度25

声gノm l 以上 で は対照群 に 比し有意の低下が認められた．

以上 よ り
，
H p D 濃度25 JL gl m l 以上 で は H p D 処理

の み に て
3
H －th y m id i n e の 細胞内取り込 み に 抑制 が認

め られ
，
以下の 殺細胞効果の検討， D N A

，
R N A お よ

び 蛋白合成 へ の P D T の 障害 の 実験 で は 1 0 JL gノmi 以

下の 低濃度 H p D を使用 した ．

m ． d y e e x el u si o n 法 に よ る p D T の 殺細胞効果 の

検討

1 ■ H p D 濃度お よ び 光照 射時間の 検討 く図 7 お よ

び8 う

H p D 濃 度2 声gノm l に て 30 分間処理 し た直後 に 5

分間までの 光照射を行う と， 照射時間の 延長に伴う生残細

胞数の 減少と， 光照射後の 培養時間の 経過 に伴う 生残細

胞数の 減少が認め られ た く図 71 ． H p D 濃度 2 お よ び

3 ノノgノm l 処理 に お ける 3 分間光照射後の 経時的生残細

ハ
一

Q

土
こ

0

0

－

O

u

巴

監
p

ぎ
笥
コ

で
X

む

S

ニ

O

U

－

O

U

O

モ
O

d

O
し

d

量

芋蔓ぐ
盲

婁

0 1 2 3 4 5

1Il u m i n a ti o n ti m e くm i再

Fi g － 7 ． P r o p o rti o n of th e c e11 s e x cl u d i n g d y e ． T h e

C ell s w e r e i11 u mi n a t e d f o r v a ri o u s ti m e s a t 3 7
C

C

i m m e d i a t el y く書J， 2 くO I ， 4 くA J a n d 6 くA l h a ft e r 2

JJ gJ m l H p D e x p o s u r e ． M e a n v al u e f r o m 3
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胞数 の変化を図 8 に 示 す が， 2 声gノm l 群 に お い て 照射

直後 で 95 ．0 ％， 2 時 間 後 で 8 仇4 ％， 4 時 間 後 で

59 ．6 ％， 6 時間後 で 64 ． 0 ％と ， ま た 3 声gノm l 群で も そ

れ ぞ れ 98 ． 0 ， 6 9 ． 6 ， 4 0 ． 4
，
2 6 ． 2 ％ と， 光照射 後の 培養

時間の 経過 に伴 う生残細胞数の 減少が認 め ら れ た．

3
H ．th y r n idi n e ，

3
H －

u rid i n e や
1 4
C －1 e u c in e な どの 放射性

前駆物質を用 い た 実験で は， い わ ゆ る d e a d c ell s の 存

在が放射性前駆物質の取り込 みや 測定 に影響 を与 える

と考 えられ た の で ， 光照射後 6 時 間培養後も 50 ％以 上

の 細胞生残率が認 められ た H p D 2 〆gノm l ， 光照射 3 分

間 で そ れ ぞ れ の 放射性前駆物質の 取 り込 み の 実験 を

行 っ た ．

2 ． p r e
－i n c u b a ti o n ti m e の 殺細胞効果 に 及ぼ す 影

響 く図 9 1

それ ぞれ の p r e 血 c u b a ti o n 群 に お い て， 細胞生 残率

は光照射後 の 培養時間 と とも に 減少 した く図 9 う．
一

方
，
0 －
，
2 －
，
4 － お よ び 6 －h p r e

－i n c u b a ti o n 群に お け る光

照射後 6 時間の 細胞生残率 は そ れ ぞ れ 26 ． 2
，
5 2 ■ 2

，

5 5 ． 6 お よ び 75 ． 1 ％で あり， p r e －i n c u b a ti o n ti m e の 延

長 と とも に ， 細胞生残率の 上 昇が 認め られ た ． 生残細

胞率は， 2 － h p r e
－i n c u b a ti o n 群 で は光照射後 6 時間で，

3 －h p r e
．i n c u b a ti o n 群で は光照射後 4 時間よ り， ま た

4 －h p r e
－i n c u b a ti o n 群 で は 光照射後 2 時 間 よ り 0 －h

p r e
－i n c u b a ti o n 群 に 比 し有 意差 が 認 め ら れ た くp く

0 ． 0 11
．
す なわ ち， H p D 処理 か ら光 照射 まで の培養時間

を延長 させ る に した が い ， d y e e x cl u si o n 法 に 基づ く

光線力学的殺細胞効果に 減少が認 めら れ た．
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Fig ． 8 ． T i m e ． c o u r s e of p r o p o r ti o n o f th e c ell s

e x cl u d i n g d y e ． T h e c ell s w e r e i n c u b a t e d f o
r 6 h

a f t e r e x p o s u r e t o 2 く■1 a n d 3 く0 1 JL gJ m l H p D

f o1l o w e d b y a 3
－

m i n ill u m i n a ti o n ．
M e a n v al u e

f r o m 3 e x p e ri m e n t s 士 S ．E ． M ．

I V ． 細胞比 重 へ の P D T の 影響 く図10 お よ ぴ 1 11

d e n si t y m a r k e r b e a d s の d e n sit y g r a d i e n t 内分布

を 図10 上段 に 示 し た が， g r a d i e n t 内の 比 重 分 布は直

線的で は な か っ た ． 非照射群に お い て は すく な くとも

f r a c ti o n l－Ill の 3 つ の 分画が肉眼 的 に 観察さ れ たが，

図 1 0 下段 に 示 す よう に ， 約 70 ％の 細胞が 高比 重を示

すf r a c ti o n III に 分画 さ れ た． 照射群 で は， 高比 重細胞

くf r a c ti o n IIり が 約 1 0 ％に 減 少 し， 低 比 重 細胞

くfr a c ti o n I ， II l が増加 した．
図 1 1 は 0 －h お よ び4 －h

p r e
－i n c u b a ti o n 群 に お ける f r a c ti o n m く高比 重 分軌

に 分画さ れ た細胞数の 経時的変化を示 す が ，
0 －h p r e－

i n c u b a ti o n 群 で は， 光 照射直後 よ り 高比 重 細胞 は

8 ．5 ％と著明に 低下 した が ， 光照射後 6 時間培養を続け

る と高比 重細胞数は 33 ． 7 ％と増加 した．
こ の 高比重細

胞数の 低下 は光照射直後 か ら 6 時間 まで 対照群に比 し

有意 で あ っ た くp く0 ． 0 0 1l ． 4 －h p r e
－i n c u b a ti o n 群で は
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H p D を用 い た P D T に お け る細胞障害

光照射直後に は 85 ． 0 ％
，
2 時間後 に は 86 ．8 ％と 有意な

萬比重細胞 の 減少が認め られ た が くp く0 ． 0 5う， 光照射

後4 時間よ り対照群の 値に まで 復 した ．

V ．
D N A

，
R N A お よ び蛋白合成 へ の P D T の 影響

く図12 ， 1 3 お よ び 14う

1 ． D N A 合成 へ の 影 響 く図 12う

0 －h p r e
－i n c u b a ti o n 群 で は， P C A 可 溶性お よ び不溶

性分画 へ の
3 H －th y mi d i n e の 取 り込 み は対照群 に 比 し

有意差は認 めら れ な か っ た ．
4 －h p r e

Ai n c u b a ti o n 群 で

は
，
P C A 可溶性分画 へ の 取 り込 み は光照射後 6 時間ま

では変化は認め られ な か っ た ．
P C A 不 溶性分画 へ の 取

り込み は光照射直後 に は変化は認 め られ な か っ た が
，

光照射後 2 時間 に て対 照群 の 59 ．3 ％と 対照群 に 比 し

有意の低下が認 め られ た くp く0 ．0 5ン． そ の 抑制は 4 時

間お よ び 6 時間に お い て
，
そ れ ぞれ 対照群の 73 ．1 ％お

よび69 ． 7 ％で あ っ た が， 対照群 に 比 し有意差は認 めら

れな か っ た ． 不 溶性分画ノ可溶性分画比 くi n s ol u bl el

S Ol u bl e f r a c ti o n r a ti ol は光照射後 2 時間 で対照 群の

64 ． 0 ％と 有意の 低下 くp く0 ． 05J が 認め ら れ た． その 後

経時的に 軽度の 上 昇が 認め られ
，
6 時間後に は対照群
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4 8 9

の 77 ．2 ％と な り， 両 者間 に 有意差は認められ なくなっ た
．

2 ． R N A 合成 へ の 影響

0 －h p r e
． in c u b a ti o n 群 で は， P C A 不溶性分画 へ の

3
H －

u rid i n e の 取 り 込 み は 光照 射直後 か ら 4 時 間ま で

対照群 の約8 0 ％に 低下した が， 有意差は認め られ ず，

6 時間後 に は対照群の 値に ま で 復した ． ま た
，
P C A 可

溶性分画 へ の 取 り込 み も， 光照射直後対照群の 75 ． 1 ％

に 低下 した が， や は り対照群 に比 し有意差は認 め られ

ず ， 4 時間後 に は対照 群の 値 に ま で復 した ．

一 方， 4 ．b

p r e
＋i n c u b a ti o n 群で は

，
P C A 可溶性お よ び不溶性の 両

分画 へ の 取り込 み は 光照射 6 時間ま で対照群 と同等で

あ っ た ．

3 ， 蛋白合成 へ の 影響 く図14う

0 －h お よ び 4 －h p r e
－i n c u b a ti o n 両群と も に， P C A 不

溶性分画 へ の
1 4

C －l e u ci n e の取 り込 み は 光照射直後に

は， そ れ ぞれ 対照群の 71 ． 3 ％お よび 71 ．0 ％に
，
さ ら に

2 時 間後 に は 50 ． 4 ％ くp く0 － 0い お よ び 50 ．5 ％ くp く

0 ． 0い に
，
6 時間後 に お い て も それ ぞれ 62 ．3 ％ くp く

0 － 0引 お よ び 54 ． 1 ％ くp く0 ． 0 1うに抑制さ れ， 対 照群 に

比 し有意 の 低下 が認 め られ た． P C A 可溶性分画 へ の 取

り込 み は， 0 －h p r e
－i n c u b a ti o n 群で は光照射後 6 時間

ま で は対照群 の値 に 保たれ ， ま た， 4 ．h p r e －i n c u b a ti o n

群で は光照射後 2 お よ び 4 時間に は， そ れぞ れ対照群

の 122 ． 9 ％お よ び 1 17 ． 4 ％と軽度上昇が認 めら れ たが ，
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対照群に 比 し有意羞 は認 め られ な か っ た ．

考 察

H p D と光 照射 に よ る光殺細胞効果 は H p D の 光 吸

収 ス ペ ク トル と直接関係 して お り， また ， こ の 場合発

生する光化学反応 は可視光線 す な わ ち低 エ ネ ル ギ
ー 光

子 に よ り成立 す る と考 えられ てい る ．
よ っ て 細胞内の

H p D 局在， そ の 時の H p D の 結合様式や分子形態 は光

殺細胞効果を発現す る上 で極 めて 重要な因子 で あ る．
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－ C O u r S e Of

3
H －th y mi d i n e a c ti v it y

i n c o r p o r a t e d i n t o th e P C A i n s o
l u b l e くu p p e r p a rtl

a n d s ol u bl e くm id dl e p a r tl f r a c ti o n s ， a n d th e

i n s ol ub l eJ s ol u bl e f r a c t o n r a ti o くl o w e r p a rtl ．

く■l ， 0 －h p r e －i n c u b a ti o n g r o u p ニく0 1 ， 4－h p r e
－

i n c u b a ti o n g r o u p ． M e a n v al u e f r o m 4 e x p e
ri －

m e n t s 土 S ．E ． M ．

．

p く0 ．05 v s ． c o n t r ol b y S t u d e n t
，

s

t －t e St ．

こ の 論文 で は細胞 レ ベ ル で の H p D の 取 り込 み と光殺

細胞効果の発現過程 を主と し て分光学的に， ま た生物

学的 に 検討 した も ので ある．

久住 ら 相 は細胞 に 結合 した H p D の 分光学的特性の

経時的変化お よ び螢光顕微鏡所見か ら， H p D 分子は初

め細胞膜 に 弱く 結合 した後， 時間の経過に 伴 っ て細胞

質内で安定結合す る こ とが 示 唆さ れ る と述 べ てい る ．

こ の 結論 よ り 考え る と， 我々 の d y e e x cl u si o n 法によ

る判定で 0 ．h p r e －i n c u b a ti o n 群 に お い て強い 光殺細胞

効果が認 め られ た の は， B p D が主 と して細胞膜 に分布
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H p D を用 い た P D T に お け る細 胞障害

し てい るた め と考え ら れ た．

P D T に よ る殺細胞効果 に 関し て は ， 著者の 用 い た実

験系で は H p D 処理 か ら光照 射ま で の 時間が延長 する

に したが い d y e e x cl u si o n 法 に よ り評 価 した B p 8 腹

水肉腫細胞 へ の 光殺細胞効果の 減少が認め られ た．
こ

の 結果は， 当教室に お い て先に 行 っ た ヒ ト膀胱癌由来

培養細胞 K K
－4 7 に 対す る H p D の 光線 力学的作 用 を

コ ロ ニ
ー 形成法に よ り 判定 し た 結果 抑 と 逆 の 成 績 で

あ っ た ．
コ ロ ニ

ー 形 成 法 は い わ ゆ る
くI

r e p r o d u c ti v e

d e a th
，，

を反 映す る こ と が知 られ て い る4 11
．

一 方
，
d y e

e x cl u si o n 法 は， 細胞膜の 色素の 選択的透過性 の 変化

八
一

O
L

l

u

O
O

－

0

ボ
ー

妄
ぷ
－

望
巴
－

戚
q
コ
ー

0
の
u
欄

V
O
d

へ

ち
L

l

亡

0
0

－

0

ポ
V

u

O
芯
0
再

と

中
一

q
コ
ー

0
の

V
O
d

ハ
1

0
J
l

亡

0
0

－

O

J

こ

0
欄

l

d
J

．

ち
の

十
－

0
の

u
－

0

0

5

0

0

5

o J

至
1
章 ン 妻戸き

．．

■

＋

露基

■一 事ト ー ー ． 一 － － － ． － ． ■ 山 1 － － － － － ． －
．

き
字シ
圭I

i

0 2 4 6

Ti m e aft e r itI u m i n atio n くhl
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－

C O u r S e O f
1 4
C －1 e u ci n e a c ti v i t y

i n c o r p o r a t e d i n t o th e P C A i n s ol u b l e くu p p e r p a rtl
a n d s ol u b l e くmi d dl e p a rtl f r a c ti o n s ， a n d th e

i n s o l u b l el s o l u b l e f r a cti o n r a ti o くl o w e r p a rtJ ．

く書1 ， 0 －h p r e －i n c u b a ti o n g r o u p i く0 1 ， 4
－h p r e

－

i n c u b a ti o n g r o u p ． M e a n v a l u e f r o m 4 e x p e ri
－

m e n t s 士 S ．E ． M ．

ホ

p く0 ．0 5 ，
H

p く 0 ．0 1 v s ． c o n t r o l

b y S t u d e n t
，

s t －t e St ．

4 91

に 基づく 評価方法 で あ る
42I

．
W a rt e r s ら

42I は放射線照

射あ るい は温熱処理 に よ りす べ て の細胞が不酒化 され

た 場合で も ，
トリ パ ン 青に よる d y e e x cl u si o n 法 で は

90
－

1 0 0 ％の 生存率 を示 す こ と を報告 し てお り， d y e

e x cl u si o n 法 は
一く

i m m e d i a t e c ell d e a th
，，

ぉ よ び

一一

m e m b r a n e f u n c ti o n
，，

は反映す るも の の ，
．．

r e p r O d u c
－

ti v e p o t e n ti al
，，

の 評価に は限ら れた価値 しか ない と結

論 して い る． ま た， K i n g ら
4 31は d y e e x cl u si o n 法は細

胞障害の お そい 段階 しか反 映 しな い と述 べ て い る ．
つ

ま り
，
実験 に 用 い られ た細胞株が異な っ て い る こ と の

ほ か ， 殺細胞効果 の 評価方法が d y e e x cl u si o n 法と コ

ロ ニ ー 形成法 と 異な っ た こ と が， 今 回 の結果と先 に

行 っ た膀胱癌由来培養細胞 を用 い た実験結果 に お い て

成 績 が 異 な っ た 重 要 な 一 因 と 考 え ら れ た． ま た，

K e s s el 細 は長時間培養に よ り， H p D の疎水性成分が細

胞 に 集積 し， この H p D 成分 は容易 に は洗浄さ れ ず，

5 0 ％i m p ai r m e n t o f c y cl ol e u ci n e t r a n s p o rt に より検

討し た光線力学的作用 の膜輸送障害効果が比 較的低い

こ と を報告 してお り， H p D 処理 か ら光照射ま で の 時間

が延長す る に した が い 光殺細胞効果の低下が認 め られ

た 今回の 著者の 結果に
一 致し た．

H p D 処理直後の 光照 射 く0 －h p r e －i n c u b a ti o n 群1 に

よる細胞比重の 著明な低下は ，P D T に よ る膜透過性の

急激な変化に よ る可能性が高い と考え られた ．
0 －h p r e

－

i n c u b a ti o n 群 に お い て ， 光照射後 6 時間で細胞比重が

軽度上昇 した こ と は， こ の P D T 膜障害は あ る程度回

復す る可能性を有す る もの と 考えら れた ．
この こ と は

，

4 －h p r e
－i n c u b ati o n 群で も認め られ

，
光照射直後に 軽

度認め られ た細胞比重 の 低下 は， 光照射4 時間後よ り

対照群の 値 に復 して い る ．
0 －h お よび 4 －h p r e

－i n c u b a －

ti o n 両群 に お け る細胞比重の 変化の 差は
，
d y e e x cl u

－

si o n 法の 結果と 同様， 4 －h p r e －i n c u b a ti o n 群よ り 0 －h

p r e
－i n c u b a ti o n 群 に お い て ， 膜障害が大き い こ と を示

唆す る もの と考え られ た， この こ と は M o a n ら
2 91
の ぽ －

a m i n o i s o b u ty ri c a cid u p t a k e と
51
C r O ． r el e a s e に よ

り検討 した光線力学的作用 の 膜輸送障害 に つ い て の 報

告と山側
一致 する も の であ っ た ．

アイ ソ ト ー プ を用 い た m a c r o m ol e c u l e 合成 の 測定

を困難に させ る
一

つ の 要因と して
， 障害さ れ た細胞の

存在が あ げ られ る． 本朝で は結果は示 さな か っ た が，

d y e e x cl u si o n 法で
tく

d e a d c ell
，，

と 判定さ れ た細胞で

も
，
P C A 不溶性分画 へ の細胞 あた り の 3 H－th y m idi n e

の 取 り込 み は，
くt

v i a bl e c ell
，，

の それ と ほぼ 同等 で あ っ

たが
，
P C A 可溶性分画 へ の 取り込 みは認 められ なか っ

た ．
つ まり

，
取り込 み を測定 しよう と する細胞集団の

細胞生残率が低い と， 細胞あ た り の
3
H －th y mi d i n e の

取り込 み を計算す る際困難 を生 じた． この 困難 を解消



4 9 2 上

す る た め
，
膜 障害 の 強い 0 －h p r e －i n c u b a ti o n 群 で は

P e r c oll に よ る細 胞比 重分画法 を 用 い て d y e e x cl u －

si o n 法 で 少な く と も 80 ％以上 の 生残細胞率 を 示 す細

胞集団を取り だ し， 取 り込 み を測定す る よう に した．

アイ ソ ト ー プ を用 い た実験 のも う 一 つ の 問題点と し

て
，
膜輸送能の変化が m a c r o m ol e c ul e 合成 へ の 影 響

と して 現れ る こ とが あ げら れ る．
つ ま り， 放射性前駆

物質の細胞内取 り込 み が 障害 さ れ れ ば 当然 m a c r o
－

m ol e c ul e そ の も の へ の 取 り 込 み も 減少 す る． 逆 に

m a c r o m o l e c u l e 合成阻害が高度 の場合， 放射性前駆物

質の 細胞内取 り込 み に 影響 を与 える こ とも あ る．

一 般

に
，
P C A 可溶性分画で は， それ ぞ れ の放射性前駆物質

の細胞内プ
ー ル ヘ の 取 り込 みが 測定され ， 膜 機能 を反

映す るも の と考 え られ ，
一

方， P C A 不溶 性分画で は

m a c r o m ol e c ul e へ の 前駆物質 の取り 込 み が測定 さ れ，

m a c r o m ol e c u l e 合成そ の も の を反映 す る も の と考 え

られ てい る． 今 回の 実験 で は P e r c o ll に よ る細胞比重

分画法 を用い ， 細胞比重が 高い 細胞， つ ま り膜機能が

対照群と ほぼ 同等 と考 え られ た細胞 を取 り だ し， そ

の
3
H －th y m id i n e ，

3
H －

u ridi n e お よ び
1 4
C －1 e u ci n e の 取

り込 み を測定 した ので ， 各放射性前駆物質 の P C A 可

溶性分画 へ の取 り込 み は対照群に 比 し有意差が認 め ら

れ なか っ た ． その 結果， 先に 述 べ た ア イ ソ ト
ー

プ を用

い た 実験 に お け るもう
一

つ の問題 を除外でき た も の と

考 え られる ．

今 回検討 した D N A 合成， R N A 合成 お よ び蛋白合

成 の 3 つ の p a r a m e t e r のう ち ， 0 － h お よ び 4 －h p r e －

i n c u b a ti o n 群 に お い て， 蛋白合成障害が光線力学的反

応に よ っ て 最も鋭敏に 発現 した．

一 般的に ， 蛋白合成

は以下 に 述べ る様 々 な段階で進行 す る こ とが知 られ て

い る
4 41

． い D N A の 複製， 21 D N A か ら R N A へ の

転写， 3 1 R N A の p r o c e s s in g ， 4 1 R N A の核 か ら細

胞質 へ の移動， 5I m R N A の リ ボ ゾ
ー

ム ヘ の 付着 と

蛋白合成の 開始， 6 I m R N A の安定化， 7 1 蛋 白の 最

終的な形態 へ の処理．
0 －h p r e

．i n c u b a ti o n 群に お い て，

D N A 合成は影響を鄭ナず， R N A 合成は蛋白合成阻害

よ りお そく ， 軽度に 抑制さ れ る の み で あ る こ と よ り，

P D T は少な く と も前述の 1 う， 2う の 段階に は影響を

与え な い こ と が 示 唆さ れ た． rib o s o m a l R N A 量 や

ri b o s o m e m a t u r a ti o n が 蛋 白 合成 阻害 剤 で あ る

cy cl o h e x i mi d e に より影響 を受け る こ とが報告 され て

お り彗 今回認 められ た R N A 合成 阻害 はお そ らく 蛋

白合成阻害に よ る 2 次的変化と考え られ た．

d y e e x cl u si o n 法お よ び 細胞比重分画法 の結果 よ

り， 膜機能の障害が 0 －h p r e
－i n c u b a ti o n 群 に お け る光

線力学的作用の重要な部分であ ると 考え られ た ． しか

し
， 細胞比重が対照群 と同程度の細胞に つ い て の

1 4

C ．

1 e u ci n e の 取 り込 み に つ し l て検討 し， 細胞 へ の取 り込

み は影響 を受 け なか っ た に も か かわ らず， 蛋白合成阻

害が発現 した こ とよ り ， こ の 蛋白合成阻害 は膜障害に

伴 っ た 2 次的な も ので は な い と 考 え ら れ ，
0 －b p r e ．

i n c u b a ti o n 群 に お い て P D T は膜障害と は別 に 蛋白合

成阻害 も発現す る こ とが 示唆さ れ た．

0 － h p r e
Ti n c u b a ti o n 群 で は D N A 合成に 変化は認め

られ な か っ たが
，
4 － h p r e

－i n c u b a ti o n 群 で は明 らかな

抑制が認 め られ た ． 今回 の 実験 か らは， こ の 4 － h p r e －

i n c u b a ti o n 群に お ける D N A 合成阻害が， 蛋 白合成阻

害 に よ る 2 次 的変化な の か ， 核 その も の へ の直接的な

効果な の か は不 明 で あ っ た ． こ れ ま で H p D 細胞内局

在 が経時的に 変化 し， その 変化に よ り P D T の 標的器

官が変化す る こ と が示 唆 さ れ て き た
3 613 錮 郎

． 今回の 実

験に お け る 4 －h p r e －i n c u b a ti o n 群で の D N A 合成阻害

の 発現 は， こ の よ う な H p D 細胞 内局在の経時的変化

が関与 して い る 可能性が高い と考 えら れた ．

今回の 実験 で は H p D 処理 直後の 光照射 に よ り， 著

明 な細胞膜障害 と蛋白合成阻害が認め られ た． また，

H p D 処 理 か ら光 照射 ま で の 時 間が 延長す る に し たが

い
， 細胞膜障害 を示 唆す る所見は減少 した が， 蛋白合

成阻害 は同様 に 認め られ， D N A 合成阻害も認 められ

るよ う に な っ た ．
これ ら の光線力学的作用 の経時的変

化は ， H p D の細胞内局在 さら に は H p D の 分子 形態や

結合様式の 経時的変化 を示 唆す るも の と考 えられ た．

また
，
臨床 的に H p D 投与 と光照射 との 間隔は 48

－

7 2

時間 と な っ てい る が ， 著者 の 研究結果 は 臨床的P D T

に 関連深い も の と考え られ た．

結 論

マ ウ ス 腹 水肉腫細胞 くB p 81 を用 い ， H p D に よる

P D T 効果 を 玩1 流用 で 検討 し， 以 下の 結果 を得た．

1 ． 細胞結合 E p D の螢光発光強度 に よ り測定した

細胞内 H p D 濃度 は処 理時間の 延長 に 伴い ，
3 0 分ま で

は 急激 な上 昇が 認め られ ， その 後 12 0 分 まで は緩徐な

上 昇を 示 し た．

2 ． 細胞 内 H p D 濃度は， 用 い られ た H p D 湧度の 上

昇 に依 存 したが ，1 50 声 gノm l 以上 で は ， そ の 上 昇は緩徐

で あ っ た ．

3 ． 3 0 分間 H p D 処理 を 行い ， 遊離 H p D 洗浄後培

養 を 4 時間ま で 継続 して も， 細胞内 B p D 濃度に 変化

は認 め られ な か っ た ．

4 ． P C A 不 溶性分画 へ の
3
H －th y m id i n e の 取 り込

みは
，
す べ ての H p D 濃度 に お い て， 対照群と同様

3
王1 ．

th y m id i n e 処理時間 30 分ま で は直線的に 増加 した．
ま

た
，
H p D 5 0 p gl m l で は，

3
H － th y m id i n e の 取 り込 みは

対照 群 に 比 し有意の低下 を示 した．
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H p D を用 い た P D T に お ける細胞障害

5 ． P C A 可溶性 分画 へ の 3 H －th y mi d i n e の 取 り 込

み は
，
す べ て の H p D 濃度に お い て ， 対照 群と同様 3 廿

th y mi di n e 処理時 間5 分ま で は 急激 な増加 を 示 し， 1 0

分以降 pl a t e a u と な っ た ． ま た，
3
H －th y m id i n e 3 0 分処

理 に お ける取 り込 み は H p D 濃度 の 上 昇 に 伴 い し だ い

に 減少 し， H p D 2 5 JL gl m l 以 下で は 対照群に 比 し有意

の 低下 を示 した ．

6 ． 光照 射時間を延長す る に伴 い 細胞生残率 は減少

を示 した．
また ， 光照 射後経時的に 細胞生残率の減少

が認 められ た ．

7 ． H p D 処理 か ら光照射ま で の 時間 くp r e －i n c u b a －

ti o n ti m el の 延長 に 伴 い ， 細胞生残率の 上 昇が 認め ら

れ た
．

8 ． H p D 2 ノ上gノm l 処理 直後 に 光照射 を行う と， 照射

直後よ り高比 重細胞数が著明 に 低下 したが
，
H p D 処理

4 時間後 に光照 射 を行うと ， 対照群と 同様高比重 を示

す細胞が 大部分 を占め た
．

9 ． H p D 2 J L gl m l 処 理直後 に光照射 を行っ ても ，

P C A 不溶 性お よ び 可溶性分画 へ の 3 H －th y mi d i n e の

取り込 み は対照群 に 比 し有意差は認 め られ な か っ た ．

H p D 処理 4 時間後 に 光照射 を行 う と， P C A 可溶性 分

画へ の 取 り込 み は光照 射6 時間後 ま で は対照群 に比 し

有意差が認め られ な か っ た ． P C A 不溶性分画 へ の取 り

込 み は， 光照 射 2 時 間後 で対照群 の 59 ． 3 ％ に 抑制 さ

れ
，
4 およ び 6 時間後に お い て も それ ぞ れ 73 ． 1 ％お よ

び69 ．7 ％と抑制さ れ た．

1 0 ． H p D 2 JJ g J
，
m l 処理 直後 に 光 照射 を行 う と

，

P C A 不溶性分画 へ の 3 H －

u rid i n e の取 り込 み は光照射

直後か ら4 時間ま で は 対照 群の 約 80 ％に 低下 し たが
，

6 時間後に は対照群 の 値に ま で 復 した． ま た， P C A 可

溶性分画 へ の 取 り 込 み も 照射直後対 照群 の 75 ． 1 ％に

低下したが ， 4 時間後 に は対照群 の 値 に まで復 した ．

N 方， H p D 処 理 4 時 間後に 光照 射を行 っ て も， P C A 不

溶性お よ び可溶性分画 へ の 3 H － u ri d i n e の 取 り 込 み

は光照射 6 時間後 ま で 対照群の 値 と差 は認め られ な か

っ た
．

1 1 － H p D 2 ノノgノm l 処理 直後 に 光照射 を行 っ て も， 4

時間後に 光照射 を行 っ て も
，
P C A 可溶性分画 へ の 1 4 C ．

1 e u ci n e の 取り 込 み に は対 照群 に 比 し有意の 低下 は認

めなか っ た が
，
P C A 不溶性分画 へ の 取り込 み は光照射

直後 に は 対照群 の約 70 ％に
，
さ ら に 2 時 間後 に は 約

50 ％に 抑制 され た
．

12 － H p D 処理 直後の 光照 射に よ り， 著明な細胞膜障

害と蛋白合成阻害が認 められ た ． ま た
，
H p D 処理 か ら

光照射ま で の 時間が 延長す る に した が っ て
， 細胞膜障

害を示 唆す る値に 減少が認 め られ た が， H p D 処理 4 時

間後に光照 射を行う と蛋白合成阻害 は認め られ
，
さ ら

49 3

に D N A 合成阻害も認め られ た
．
こ れ らの 光線力学的

効果 の 経時的変化 は， H p D の 細胞 内局在 あ る い は

H p D 結合様式や分子 形 態の経時的変化を 示唆 す る も

の で
，
臨床的 に 最大 の P D T 効果 を得 る タイ ミ ン グを

推察す る上 で重要な所見と考 えられ た．
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of r a ts ． C a n c e r R e s ， ， 4 4 ， 1 4 8 3 －1 4 8 8 く19 8 4I ．

33I S al et ， C ．

，
M o r e n o

，
G ． 鹿 V i n z e n s

，
F ． ニ P h o t o －

d y n a m i c eff e c t s i n d u c e d b y f u r o c o u m a ri n s o n a

m e m b r a n e s y st e m ． C o m p a ri s o n w i th h e m a t o ．

p o r p h y ri n ． P h o t o c h e m ． P h o t o bi o l ．
，
3 6

，
2 9 1 －2 9 6

く19 8 2I ，

34I C h ri st e n s e n ， T ．

，
V old e n

，
G ．

，
M o a n

，
J ． 鹿

S a n d q u i s t T ． こ R el e a s e o f l y s o s o m a l e n z y m e s a n d

l a ct a t e d eh y d r o g e n a s e d u e t o h e m a t o p o r p h y ri n

d e ri v a ti v e a n d li g h t i r r a d i a ti o n o f N H I K 30 25 c ell s

i n uit7V ． A n n ． C li n ． R e s ．
，
1 4

，
4 6 ． 5 2 く19 8 21 ．

3 5I M i y o s h i ， N ．

，
H i s a z u m i

，
H ．

，
U e ki

，
0 ． 及

N a k aji m a ， K ． こ C ell ul a r bi n d i n g o f h e m a t o －

P O r p h y ri n d e ri v a ti v e i n h u m a n b l a d d e r c a n c e r c ell

li n e s ニ K K －4 7 ． P h o t o c h e m ， P h o t o b i ol ．
，
3 9

，
3 59 － 3 63

く柑8 4I ．

3 6I M i y o s hi ， N ．
，
H i s a z u m i

，
H ．

，
U e k i

，
0 ．

，

N a k aji m a ， K ． 及 F u k u d a
，
M ． こ P h o t o d y n a mi c

i n a cti v a ti o n o f c ul ti v a t e d h u m a n bl a d d e r c a n c e r

C ell sくK K ， 47ンs e n siti z e d b y h e m a t o p o r ph y ri n d e ri v a －

ti v e a n d a r g o n
－d y e l a s e r li gh t ． P h o t o b i o c h e m ．

P h o t ob i o p h y s ． ， 9 ， 2 41－2 5 2 く19 8 5l ．

3 7J H e n d e r s o n ， B ． W ．
，
B ell n i e r ， D ． A

．
，
Zi ri n g ，

B ． 良 D o u g h e r t y ， T ． J ． ニ A s p e c t s of th e c ell ul a r

u pt a k e a n d r e t e n ti o n of h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a
－

ti v e a n d th ei r c o r r el a ti o n wi th th e bi ol o gi c al

4 9 5

r e s p o n c e t o P R T i n vitr v ． 1 n D ． K e s s e 1 8 E T ． J ．

D o u gh e r ty くed s ．I ， P o r ph y ri n ph o t o s e n si ti z a ti o n

t A d v a n c ed E x p e ri m e n t a l M e di ci n e a n d B i ol o g y ，

V ol ．16 0J ， p ．1 2 9 － 13 8 ， P l e n u m P r e s s ， N e w Y o r k a n d

L o n d o n
，
1 9 8 3 ．

3 8I K e s s el ， D ． ニ T r a n s p o r t a n d b i n d i n g o f h e m a t o
－

p o r p h y ri n d e ri v a ti v e a n d r el a t e d p o r p h y ri n s b y

m u ri n e l e u k e mi a L 1 2 1 0 c ell s ． C a n c e r R e s ． ， 4 1
，
1 31 8 ．

1 3 2 3 く19 8り．

3 9I S k o g ， S ． 及 T ri b u k ai t
，
B ． こ I r r a di a ti o n i n d u c e d

C ell d e a th a s r el a t e d t o c ell c y cl e ． A c t a R a d i ol ．

O n c o l ．
，
24
，
8 7 －粥 く19 8引．

4 0I H i s a 2Zu m i ， H ．
，
M i y o s h i ， N ．

，
U e k i

，
0 ．

，

N i s h i n o
，
A ． 息 N a k ajir rL a ， K ． こ C ell u l a r u pt a k e o f

h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e i n K K
－4 7 b l a d d e r

C a n C e r C ell s ． U r ol ． R e s ．
，
1 2

，
1 4 3 －1 46 く19 8 4l ．

4 1J O k a d a ， S ． 二 R a di a ti o n B i o c h e m i s tr y ， V ol ．1 ， p ．

1 9 0 －3 0 7 ， A c a d e m i c P r e s s
，
N e w Y o rk a n d L o n d o n

，

1 9 7 0 ．

4 2I W a r t e r s ， R ． L ． 皮 II o f e r
，
K ． G ． こ T h e i n vi v o

r e p r o d u c ti v e p o t e n ti al o f d e n si ty s e p a r a t e d c ell s ．

E x p ． C ell R e c ．， 8 7 ， 1 4 3
－1 51 く19 741 ．

4 3I R i n g ， D ． W ．
，
P a u l s o n

，
S ． R ．

，
P u c k e tt

，
N ．

L ． 鹿 K r e b s
，
A ． T ． ニ C ell d e a th こI V ． T h e e ff e c t o f

i nj u r y o n th e e n t r a n c e o f v it al d y e i n E h rli c h t u m o r

C ell s ． A m ． J ． P a th o l ． ， 3 5 ， 1 0 6 7 －1 0 7 9 く19 5 91 ．

4 4I L o d i s h ， H ． F ． 二 T r a n sl a ti o n c o n t r ol o f p r o t ei n

S y n th e si s ． A n n ． R e v ． B i o c h e m ． ， 9 03
，
3 9 －7 2 く19 7 61 ．

4 5ナ W a r n e r ， J ． R ．
，
G i r a r d

，
M ．

，
L a t h a m

，
H ． 及

D a r n ell
，
J ． E ． こ R i b o s o m e f o r m a ti o n i n H el a c e11 s

i n th e a b s e n c e of p r o t ei n s y n th e si s ．J ． M ol ． B i ol
． ，
1 9

，

3 7 3 －3 8 2 く19 6 即．

4 6ナ M o a n ， J ．
，
C h ri s t e n s e n

，
T ． 及J a c o b s e n

，
P

．
B

． こ

P h o t o d y n a m i c eff e ct s o n c e11 s i n ui t 和 1 a b ell e d w ith

h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e ． P h o t o b i o c h e m ． P h o t o －

b i o p h y s ． ， 7 ， 3 49
－ 3 5 8 く1 98 4I ．
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P h o t o d y n a mi c D a m a g e s i n B p 8 A s cit e s T u m o r C ells w it h H e m a t o p o r p h y r i n D e ri v a ．

ti v e O s a m u U e k i
，
D e p a rt m e n t o f U r o l o g y ， S c h o ol o f M e d i ci n e ， K a n a z a w a ，U n i v e r s lty ，

K a n a z a w 年 9 2 0
－ J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 6

，
4 8 3 M 4 9 6 り9 8 7ナ

E e y w o r d s ニ h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e ， P h o t o d y n a m i c c e ll k i11i n g eff t c t ， D N A －

，
R N A －

a n d

p r o te i n s y n th e s e s

A b s t r a c t

U si n g B p 8 t u m o r c ell s i n vit ro ， C ell u l a r u p t a k e o f h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a ti v e くH p Dl a n d

p h o t o d y n a m i c e 恥c ts h a v e b e e n s p e ct r o s c o p l C all y a n d b i o c h e m i c ally l n V e Stl g a t e d t o el u ci d a te

p h o t o d y n a m i c r e a c ti o n s i n c o n n e c ti o n w ith p o s si b l e c h a n g e s i n m ol e c u l a r f b r m a n d d i st rib u ti o n

O f c ell － b o u n d H p D fbll o w l n g l n C u b ati o n ． T h e u p t a k e w a s a s s e ss e d b y fl u o r e s c e n c e i n t e n s lty
．くA e x 4 0 2 n m ， A e m 6 3 2 n m J o f c e11

p b o u n d H p D ． T h e u p t a k e i n c r e a s e d w i th i n c r e a si n g H p D

e x p o s u r e ti m e r a p i dl y u n ti
1 3 0 m i n a n d sl o w l y ft o m 3 0 t o 1 2 0 m i n ． l n t r a c e ll ul a r H p D

C O n C e n t r a ti o n s i n c r e a s ed w it h i n c re a sl n g e X tr a C ell u l a r H p D c o n c e n t r a ti o n s m a r k e d l y u p to 1 0 0

JL gI m l a n d sligh tl y 丘o m 1 5 0 t o 2 0 0 j L gノm l ． N o a p p r e c i a b l e c h a n g e s i n i n t r a c ell u l a r H p D
C O n C e n t r a ti o n w a s o b s e r v e d f b r 4 － h i n c u b a ti o n i n H a m

，

s F l O m e d i u m af t e r 3 0 －

m i n H p D e x p o s u r e

a t s e v e r al e x t r a c ell u l a r H p D c o n c e n t r a ti o n s ． T h e c ell s w e r e c u lti v a t e d i n th e m e di u m c o n tai n l n g

2 JL gJ m l H p D f b r 3 0 m i n ， a n d i m m e d i a t el y aft e r c ell w a s h i n g o r aft e r fu r th e r i n c u b a ti o n i n th e

m edi u m w it h o u t H p D f b r 2 ， 3 a n d 4 h ， t h e c e11 s w e r e e x p o s e d t o 5 7 0
－ 6 4 0 n m lig h t a t a n i n t e n s lty

Of 2 2 m W ノc m
2
fb r 3 m i n ． S t u d i e s w e r e p e rf b r m e d t o d et e r m i n e th e p

r o p o r ti o n a l r a t e o f c ell s

e x cl u d i n g dy e ， C ell d e n sl ty a n d m a c r o m o l e c u l e sy n th e s e s a s a s s e s s e d b y
3
H －t h y m i d i n e ，

3 H －

u ri di n e

a n d
1 4

C －1 e u c i n e i n c o r p o r a ti o n ． Ill u m i n a ti o n i m m e d i a t ely a ft e r H p D e x p o s u r e r e s u lt e d i n a

d e c r e a s e i n th e p r o p o r ti o n al r a te a n d a r e m a r k a bl e s h if t f t o m h i g h t o l o w c e11 d e n s lty ， i n d i c a tl n g

m e m b r a n e d a m a g e ． P r o t ei n s y n t h e si s w a s s e v e r ely r e d u c e d w h il e D N A a n d R N A s y n th e se s w e r e

u n a 脆ct ed ． W i th i n c r e a sl n g l n t e r V a l s b et w e e n H p D e x p o s u r e a n d ill u m i n a ti o n ， n O S lg n ifi c a n t

S l g n S O f m e m b r a n e d a m a g e w e r e o b s e r v e d ， W h il e p r o t ei n sy n th e sis r e m a i n e d d e p r e ss e d a n d D N A

S y n t h e si s w as al s o r e d u c e d ． T h e s e ti m e － C O u r S e C h a n g e s i n th e p h o t o d y n a m i c e ffb c t i n d i c at e d

C h a n g e s i n i n t r a c ell u l a r H p D b i n d i n g l o ci a n d l o r c el トb o u n d H p D m ol e c u l a r fb r m ． T h e se r e s u lts

W e r e t h o u g h t t o b e i m p o r t a n t
．
w h e n c o n si d e ri n g t h e o p tl m al p h o t o r a d i a ti o n p o l n t a氏e r H p D

a d m i n is tr a ti o n i n o r d e r t o o b t ai n t h e m a x i m u m p h o t o d y n a m i c e 恥 c t cli n i c a11 y ．


