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光力学的療法 に対す る ア ドリ ア マ イ シ ン併用の

有用性に 関す る実験的研究

金沢 大学 医学部泌尿器科学講座 は 任二 久住 治男教授I

新 田 政 博

く平 成 2 年12 月14 日受付1

11 3 5

抗癌剤 と光力学的療法と の 併用療法の基礎的研究と して ，
K K － 4 7 膀胱癌 由来培養細胞の 試験管 内

に お け る ア ド リ ア マ イ シ ン くa d ri a m y ci n
，

A D M l の 取 り 込 み と 殺 細 胞 効 果 に 対 す る 光 増 感 剤

くh e m a t o p o r ph y ri n d e ri v a ti v e
，
H p DI を用 い た 光力学的療法の 併用効 果を検討 した ． K K －4 7 培養細胞浮

遊液 5 m l く50 0 c ell sl m ll に
，
1 0 0 JL gl m l 濃度の H p D と0 ． 5 JL gノm l 濃度 の A D M を それ ぞれ ， 3 0 分間

接触 処理 した ． A D M と H p D の 投与順位 の差 ，
つ ま り

，
く1 仏D M 3 0 分間持続 処理 4 時間後 に H p D を

投与 ，く2J H p D 3 0 分間持続処理 4 時間後 に A D M を投与
，
t 31A D M と H p D の 3 0 分 間同時持 続処 理 投

与
，

で の 細胞内 H p D 濃度の 変化 を H p D の蛍光強度か ら 外挿 して行 っ た ． その 結軋 H p D の 細胞 内取

り込 み は
，
投与順序刷 くく11 くく3 旭川引こ高く な り

， く1 はく2 け は投与 A D M 濃度の 増大と 共 に H p D 取 り込

み は減少 し た ． 次 に
，
A D M と H p D の 投与順位 の 適 い に よ る A D M の殺細胞 効果 を コ ロ ニ

ー 形成法 に

よ り検討 し た ■ そ の 結果 t
A D M の 殺細胞 効果 はt2l く 旧 くく3 励 順 で H p D に よ り抑制さ れ た ． さ ら に

，

両薬剤併用 時の レ
ー

ザ
ー

光 照射 に よ る 光力学的殺細胞効果に つ き検討 し た ． そ の 結果，
A D M の 低濃度

域 に お い て
，
6 3 0 n m ア ル ゴ ン色 素 レ ー

ザ
ー 光照射時の 出猟 488 ．0 お よ び51 4 ． 5 n m ア ル ゴ ン レ ー

ザ
ー 光

照射時のく1 旭 よ びく3 僻 に お い て A D M 単独群お よ び H p D 単独群 に 比 し ， 相乗的殺細胞効 果の 増大が 認

め られ た ． す な わ ち
，

A D M と H p D の 投与順位 の適 い に よ り両者 の 細胞 内濃 度 の 間 に 変動 が認 め ら

れ
，

こ の こ と が 抗癌 剤と レ ー ザ ー 光照 射 に よ る光力学的治療と の 併用 効果に 関与し て く るも の と 考え ら

れ た ． 従 っ て
，
A D M 取り込 み後 に H p D を投与し ， 光照射 を行う こ と に より A D M と光力学的療法 と

の 最 も良好 な併用 効果が 得 られ る もの と考 えら れ た ．

瓦e y w o r d s a d ri a m y ci n
，

h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a tiv e
，

C h e m o th e r a p y ，

p h o t o d y n a m i c th e r a p y ，
a r g O n － d y e l a s e r

最 近 ， 光 力 学 的 療 法 くp h o t o d y n a m i c th e r a p y ，

P D T I が癌治療法 の 一 つ と して 注目さ れ
， 臨床各科に

おい て 研究が 行わ れ て い る
1－21

． しか し光力学的療 法 は

癌の 局所療法 であ り ， 悪 性腫瘍 を全 身疾 患と して み た

場合 ， 抗癌化学療法な どの 全身療法 と の併用 が考慮 さ

れ る べ き で あ る ■ ア ド リ ア マ イ シ ン くa d ri a m y ci n
，

A D 叩 に よ る抗癌化学療法 と ヘ 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 に よ る

P D T の併用効果 は A D M と H p D の 投与方法
， 投与

順序つ ま り こ れ ら両者 の薬剤の 細胞内取 り込 み に よ っ

A b b r e vi ati o n s ニ A D M
，

a d ri a m y ci n 三

p h o t o d y n a m ic t h e r a p y

て影響さ れ る こ と が 予測 さ れ る ． し か し なが ら
， 現在

まで の と こ ろ
，

こ の 併用 効果 に お け る両薬剤の 投与順

序と細胞 内取 り 込 み と の 関係 は ほ と ん ど検討 さ れ て い

ない ． 従来 よ り
， 我々 は H p D お よび A D M の 細胞内

取 り 込 み に つ い て 報告 し て き た
3 州

． そ こ で 今 回
，

A D M と H p D の 併用 時の 投与順序 と細胞内取 り込 み

の 関係 を明 ら か に し た上 で
，

アル ゴ ン レ ー

ザ
ー

お よ び

色素 レ ー

ザ
ー 光 照射 に よ る ヒ ト膀胱癌 由来 培 養細胞

K K － 4 7
7 州

に 対 す る殺細胞効果 を検討 し ， 抗 癌化 学療

法と光力学的療法 と の併用 効果の 臨床応用 へ の 基礎研

H p D
，

h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v ati v e ニ P D T
，
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究 を 行 っ た の で報 告す る ．

材料お よ び方法

工 ． 材 料

H p D す な わ ち t P h o to f ri n IIJ は P h o t of ri n M e d i －

c a l 工n c ．
，くR a rit a n

，
N J ．

，
U S A 二 浪度 は2 ． 5 m gl m l

，
主成

分 dih e m a t o p o r ph y ri n e th e r s を75 m gノ30 m l 含有ナの

製 品を使用 し た ． ま た ア ド リ ア マ イ シ ン くA D M l は

く協和発 酵 く株1 ， 東京I か ら供給 さ れ た も の を使 用 し

た ． 培養細胞 K K －4 7 は当教室 に て ヒ ト膀胱癌 患者 よ り

摘 出 した腫瘍組織 を培養樹立 し た移行上 皮癌細胞株 で

ある
7ト 瑚

工工 ． 方 法

1 ． 培養細胞お よび 培養方法

K K － 4 7 細 胞 は20 ％牛 胎 児 血 清 くM i c r o b i ol o gi c al

A s s o ci a t e s
，
M D

，
U S Al と 抗 生 物 質 と し て k a n a

－

m y ci n s ulf a t e 5 0 FL gノm l を含有 した80 ％ H a m F －1 2 培

地 く日水製薬 く株I ， 東京1 か ら な る F C －2 0 培養 液 を 用

い
，
3 7

0

C に て 閉鎖培養 した も の を実験 に 供 した ．

2 ． 培養細胞 K K －4 7 細胞 に お け る A D M の 取 り 込

み

K K －4 7 培養細胞 に20ノJ gノm l の A D M を30 分間接触

処理 した後 ， 蛍光顕微鏡写真撮影 と蛍光 ス ペ ク ト ル 測

定 を 行 っ た ． 測 定 に は
， 蛍 光 顕 微 分 光 シ ス テ ム

I M T 2 － S R F 型 くオ リ ン パ ス く株I ， 東京1 を用 い た ． 励

起光 と して G r e e n
，b a n d の バ ン ドパ ス フ ィ ル タ

ー

を 併

用 した高圧 水銀 ラ ン プ を 用 い た く540 n m ト

3 ． K K － 4 7細胞 に お け る A D M 共存 下で の H p D の

取 り 込 み

K K －4 7 細胞浮遊液 5 m l く10
4

c ell sl m ll に
，
1 0 0 JL gl

m l 濃度の H p D と0 ．5 JL gl m l 濃度 の A D M を
，
以下

の順 序で 持続接触処理 し た ． く1ユA D M 3 0 分間持続処理

4 時間後 に B p D を30 分 間持続処理
，
く2 旧 p D 3 0 分間持

読 処 理 4 時 間 後 に A D M を3 0 分 間持 続 処 理 ， く3さ

A D M と H p D の 同時30 分 間持続 処理 ， を 行 っ た ．

3 7
0

C
，

5 ％炭 酸 ガ ス 培 養器 中で3 0 分 間 の 培 養 後 ，

1
，
5 0 0 r p m で 3 分 間遠心後 ，

F C ．2 0 に て 2 回洗浄 し
， 培

養液 5 m l に 再浮遊 させ
， 細胞 内 H p D の 蛍光強度 を蛍

光分光光度計 日立85 0 く日立 く株I ， 東 京一 に て 測定 し

た ．

4 ． K K － 4 7細胞 に 対す る A D M 単独お よび H p D 併

用 A D M の殺細胞効果

K K －4 7 細胞浮遊液く500 c ell sl m ll を 5 m l ずつ フ タ 付

き ポ リ エ チ レ ン 製 短 試 験 管 くC o r ni n g ，
C o ．

，
C a lif

．
，

U S A l に 分注 し ， 各種濃度 の A D M を加 え37
0

C で3 0 分

間処 理 後 ，
1

，5 0 0 r p m で 3 分間遠心 す る ． つ い で 5

m l の F C －2 0 培養液 に 再浮遊 させ
， 組織培養平 板60 X

1 5 m m くF al c o n
，
C alif ．

，
U S A J を用 い て

， 植 え込 み細胞

数500 c e ll sl d i sh と して
，

5 ％C O 2 ，
3 7

0

C に て14 日間静

置培養 を行 い コ ロ ニ
ー 形成法1 佃

に よ り 細胞 生残 率 を

求 めた ．
つ い で

，
1 0 0 F L gl m l 濃度 の H p D を3 7

0

C で

3 0 分間取 り込 ま せ
，
両薬 剤 の 取 り 込 み 順 序 を 変 え て

Fi g ． 1 ． F l u o r e s c e n c e p h o t o m i c r o g r a p h sh o w i n g A D M －

C O n t a i n i n g K K －4 7 c ell s ．



光 力学 的療法 と抗癌化学療法と の 併用 効果

H p D 共存 下に お け る A D M の 処理 を行い
， その 併用

殺細胞効果 に つ い て も同様 に コ ロ ニ
ー

形成法に よ り細

胞生残率 を夢出し た ．

5 ．
K K ， 4 7細胞 に 対 す る H p D を用 い た P D T の 殺

細胞効果

500 c ell sl m l 濃度の K K － 4 7細胞浮遊 液 5 m l に1 0 0

JL gl m l 濃 度の H p D を37
0

C
，
3 0 分間処理 後 ， 遠心 洗浄

を行う ． つ い で
， 回転式試料固定枠上 で45 m W I c m

2

の

ア ル ゴ ン くM o d el 1 7 0 －

0 7 型1 ， くS p e c t r a P h y si c s l n c ． ，

C alif ．
，
U S A l お よ び15 m W I c m

2

の ア ル ゴ ン 色素 レ ー

ザ
ー

くM o d e1 3 7 5 －0 3J ， くS p e c tr a P h y si c s I n c ．J を用 い て

それ ぞ れ30 秒 く1 ．3 5 J ノc m り， 6 0秒 く2 ． 7 J I c m う，
9 0 秒

く4 ． 0 5 J I c m り，
1 2 0 秒く5 ． 4 J I c m り光照射 を行 っ た ． 照

射後 ， 5 0 0 c ell sノdi sh の植 え込み 濃度 と して
，

2 週間炭

酸ガ ス 培 養を行 い
，

コ ロ ニ ー 形成法に よ り細 胞生残率

を求め た ．

6 ． K K －4 7 細 胞 に 対 す る A D M の 抗 腫瘍 効 果 ，

A D M お よ び H p D 併用 に よ る光力学的殺細胞効果

t 5 0 0 c ell sl m l 濃度 の K K 一紙胞浮遊液5 m l に1 0 0 p gl

m l 漉度 の H p D お よ び0 ．5 JJ g l m l 濃度 の A D M を処

理順序 を変 え て それ ぞれ37
0

C で30 分間取 り込 ませ る ．

遠心洗浄後 ， 上 記と 同様の レ ー

ザ
ー 光 強度 お よ び照射

時間 に て光照 射 を行 っ た ． 5 0 0 c ell sl d i s h の植 え込 み演

度で
，

2 週間炭酸ガ ス 培養後 ，
コ ロ ニ ー 形成法 に よ り

細胞生残率 を算出 した ．

成 績

I ． 蛍光顕微 鏡に よ る 細胞内 A D M
一

局在 の 観察

20 J L g J
I
m l 濃度 の A D M を2 0 分 間 取 り 込 ま せ た

言
s

u

書
誌
拒
U

S

巴
0
コ

正

l 0

5

0

5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 7 0 0 7 5 0
W Q V eL e n g t hくn m l

F i g ． 2 ． F l u o r e s c e n c e s p e c tr a o f A D M i n c o r p o
－

r a t e d i n t o K K －4 7 c ell s a t e a c h e x cit a ti。 n

W a V el e n g th － T h e c ell s w e r e e x p o s e d t o l O

F L gl m l A D M f o r 3 0 m i n a t 3 7
O

C ． a ． u ．
ニ a r bi ．

tr a r y u nit ．

1 1 3 7

K E － 4 7 細胞 を蛍光頚微鏡下に 観 察す ると 図1 に 示す ご

と く A D M の 赤色 蛍光 は主と し て核 を 中心 に 分布 し

て お り
， 細胞質内 に お い ても 軽度の A D M 蛍光 が観察

さ れ た ．

工王 ． 細胞内 A D M の 蛍光発光ス ペ ク トル

蛍光顕微鏡下 に 緑 色の 波長で 励起 し た 際の 細 胞 内

A D M の 蛍光発光 ス ペ ク トル を測定 した 結果，
58 8 n m

を ピ ー クと し55 4 お よび628 n m に sh o u ld e r を有 す る

蛍光発光ス ペ ク トル が 観察さ れ た く図 2J ．

III ． K E ． 4 7 細胞 に よ る A D M 共 存下 で の H p D の 取

り込 み

K K ．4 7 細胞 に対 す る A D M
，
H p D 両薬剤 の投与順序

の 違い
．

つ ま りく1 月刑 A D M 3 0 分間持続処理 4 時間後

に H p D を30 分間持続処理
，く2 葺刑 H p D 3 0 分間持続処

理 4 時 間後 に A D M を3 0 分 間 持 続 処 理
， く3 群J

A D M と H p D を30 分間 同 時 持 続処 理
，

に お い て

誤認黒諜霊告

さ
芯
こ

む
l

U
憎

む
U

u

む
U
S

巴
0

コ

正

0

5

0

1 ． A D M ヰ H p D

2 ． H p D づ －A D M

3 ． A D M ＋H p D

疇

警 告
－ 一

三
如
t

0 0 ．5 1 ．O
I A D M l くu g ノm り

Fig ． 3 ． F l u o r e s c e n c e in t e n si ty o f i n t r a c ell ul a r

H p D ． T h e c ell s w e r e t r e a t ed w i th th r e e ty p e s

O f c o m bi n a ti o n o f A D M a n d H p D
， く1J A D M

f oll o w e d b y H p D t r e a t m e n t t A D M －－－ン H p dI ，

く21 H P D f oll o w e d b y A D M t r e a t m e n t くH p D－－
－ ン A D M l ， く3I S i m ult a n e o u s t r e a t m e n t wi th

A D M a n d H p D 仏D M ＋ H p DI T h e c ell s w e r e

e x p o s e d t o l O O p gl m l H p D a n d O
．
0 2

， 0 ．0 5
，
0 ．1

，

0 ．5
，
1 ．O JL g J

l
m l A D M f o r 3 0 mi n a t 3 7

0

C ， T h e

H p D u pt a k e w a s l a r g e i n o r d e r of 3 ン 1 ン2 ．

S t a ti s ti c a l si g n ifi c a n c e o f d iff e r e n c e s o f th e

th r e e g r o u p s i s r e p r e s e n t e d b y 米 くp く0 ．0 0 51
u s l n g S t u d e n t

，

s t t e s t ． 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 ．
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H p D の細胞 内濃度 を検討 し た く図 3 l ． 横 軸の A D M

漬度 に 対 し
，

H p D の 蛍光強 度 を縦 軸 に 作 図 し た ．

A D M 濃度が0 ． 0 2 ， 0 ． 0 5 ，
0 ． 1

，
0 ． 5 お よ び1 ． 0 メイ gノm l

の 場合の 細胞 内 H p D の蛍光強度は 1 群 で は それ ぞれ

6 ． 7 1
，
6 ． 9 2

，
6 ． 7 8

，
6 ． 0

，
5 ， 0 6 ，

2 群 で は そ れ ぞ れ

4 ． 8 8
，
4 ． 1 5

，
3 ．8 8

，
3 ． 2 5

，
2 ． 那 ，

3 群 で は そ れ ぞ れ

6 ． 8 0 ，
6 ． 9 2

，
6 ．8 0

，
6 ． 5 1

，
6 ．9 0 で あ っ た ． こ の 結果 ，

く3賃料 ンく1君判 ンく2 君判 の順 で H p D の 細胞内濃度 は低

く な り ，
3 群 の 間 で統 計 学的 有 意 差 が 認 め ら れ た

くp く 0 ．0 0 51 ． く1君割 とく2 雇約 で は投与 A D M 濃 度の増

大と と も に H p D 取り込 み は減少 した ． 特に く2弓削 で

は A D M の低濃度域 よ り H p D 取 り 込 み の減少が 認 め

られ た ． A D M 共存下で の 細胞 内 H p D 濃度抑制が 最

も 大で あっ た く2 君判 の場合 に お い て
，

H p D の 蛍光発

光ス ペ ク ト ル を図4 に 示 す ． こ の 条件 に お い て は投 与

A D M 濃度が 上昇 する に 従 い H p D の 蛍 光強 度の 低

下， す なわ ち細胞内濃度 の 低下が 認め られ た －

I V ． A D M 単独 お よ び A D M
，
H p D 併 用時 の 殺細胞

効果

A D M の抗腫瘍効果に お よ ぼす H p D の作用 を検 討

す るた め に
，
各種濃度 の A D M 単独処 理 時の 細胞生 残

率 を横軸 に プ ロ ッ ト し
，
A D M 単独処理 時 の細胞生残

率と100 ノJ gノm l の H p D を併用 投与 し た際の 細胞生残
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率 を縦軸 に 作図 した く図5 ン． A D M 単独 に よ る細胞生

残率が99 ． 0
，
9 4 ． 9 ，

7 6 ． 1
，
6 ． 4 お よ びO t 2 ％の 場 合の

A D M
，
H p D 各併用 群 に お ける 細胞 生残 率は 1 群 で は

それ ぞ れ100 ， 8 6 ．3 ，
64 ． 0

，
9 ． 1

，
1 ． 1 ％

，
2 群 で は それ

ぞれ89 ． 8
，
7 8 ．2

，
5 2 ． 0

，
1 1 ．9

，
0 ． 6 ％， 3 群で は そ れぞ

れ108 ． 0
．
8 5 ． 9

，
8 8 ． 2

，
2 3 ． 4

，
6 ． 9 ％ で あ っ た ． こ の 結

果 ，
A D M 濃度0 ．5 JL g l m l 以 上 に お い て は

， 細胞 生残

率が 1 こ 1 に 対応す る対照群 の 細胞生残率曲線の 傾き

に比 し て い ずれ の 併 用群 に お い て も 細 胞生 残率 曲線

くカ ー ブく11 ， 脚 ， 刷 群ナ の 傾 き は 有意 に 小 で あ っ た

くp く0 ．0 1ト さ ら に細 胞 内 H p D 取 り込 み が 最 も 大 で

あ っ た く3 群I の 傾き は最小 で あ っ た ． こ の こ と か ら

H p D は A D M の抗腫瘍効果 を減弱 させ る こ とが 示 唆

さ れ た ．

V ． A D M 単独 の 抗 腫 瘍 効 果 と
，

A D M 言お よ ぴ

H p D 併 用 P D T に よ る 殺細胞 効果
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光 力学的療法と抗癌化学療法と の 併 用効果

ア ル ゴ ン お よ び ア ル ゴ ン 色素 レ
ー

ザ
ー

を用 い て 光照

射を加 え
，

H p D と A D M の 光増感作用 に よ る併用 光

力学 的殺細胞効果 に つ い て 検討 した く図 6 ， 7 ト ア ル

ゴ ン 色素 レ ー ザ ー 光照射時間が30
，
6 0

，
9 0

， 1 2 0 秒の 場

合の A D M
，
H p D 各併 用 群に お け る細胞生残率 は 0 群

で は それ ぞれ95 ． 1
，
8 7 ． 3

， 91 ．5 ， 7 8 ． 7 ％
，

1 群 で は そ

れぞ れ57 ． 7 ， 3 1 ． 8
，
2 7 ． 1

，
1 4 ． 3 ％

，
2 群 で は そ れ ぞれ

77 ． 6
，
7 3 ． 1

，
8 6 － 7

，
7 8 － 2 ％

，
3 群 で は そ れ ぞれ79 ． 5

，

7 0 ． 7
，

7 1 ． 2
， 6 5 ．3 ％で あ っ た ． この 結果 ， ア ル ゴ ン 色

素 レ ー

ザ ー 6 3 仙 m 赤色光 を照射 した 場合 に はく1 瓢 に

お い て
， 図 6 の 対 照 群 細 胞 生 残 率 曲 線 す な わ ち

A D M 単独群 お よ び H p D 単独群に 比 し
， 細胞生残率

曲線 の 傾 き の 増 加 を伴 う 殺 細胞 効果 の 増 加が 認 め ら

れ ， 9 0 秒 以 上 の 照射 時 間 に お い て は く1 葺削 ンく3 委削

ンく2 弓削 の 順 で あ り
，

こ の 3 群の 間に 統計学的有意羞

が認 め られ た くp く0 ． 0 0 5J く図6 l ． A D M 単独群お よ び

H p D 単独群 の 併用 に よ る併用 殺細胞 効果 を検 討す る

に 際 し
，
先ず

， 両者 の 細胞生残率の 積 を求 め併用 効果
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1 1 3 9

が こ の 値 で あれ ば相加効果
，

こ の 値以 上な ら ば相乗効

果で
，

こ の 値 以下な ら相殺効 果と され る
舶

． 従 っ て 図

8 で 示 す ごと く
，

A D M 単独群お よ び H p D 単 独群 の

細胞生残率曲線 を そ れ ぞれ 0 群
，
0

，

群 と し ， 両者の細

胞生残率の 横 を0
，，

と し て算出す る と く1 群いこ お い て

は相乗効 果が 認 め ら れ た ．

一

方 ア ル ゴ ン イ オ ン レ
ー

ザ ー 光照 射 時間 が30
，
6 0

，
9 0 お よ び1 2 0 秒 の 場 合 の

A D M
，
H p D 各併用 群に お け る細胞生残率 は 0 群 で は

それ ぞれ81 － 6
，
6 3 ． 1

，
4 2 ． 4

，
4 0 ． 0 ％，

1 群 で は それ ぞ

れ46 ． 5
，
4 4 － 6

，
2 1 ．5

，
3 ．5 ％

，
2 群で は それ ぞ れ91 ． 5

，

8 1 ■ 6
，
8 5 ． 1

，
7 9 ．8 ％

，
3 群 で は それ ぞれ30 ■ 8

，
2 2 ． 4

，

1 6 － 6
，
6 ． 0 ％で あ っ た く図7 う． こ の 結果

，
ア ル ゴ ン イ

オ ン レ ー

ザ ー 光 を照射 した場 合に は図 9 で 示 す ごと く

く1 珊 の み な らず く3 貢刑 に お い ても A D M 単独群お

よ び H p D 単独群 に 比 し
， 著明な 殺細胞効果の 増大が

認め ら れ
－ その 併用 効果 は上 記の 基準に 従 え ば相乗的

と 考え られ
， く1 勒 こく3 瓢 ンく2 瓢 の 順で 併用 効 果が
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1 1 4 0

得 られ た ．
こ の 3 群 の 間に は統計学的有意差が 認め ら

れ た くp く0 ． 棚 ． また ア ル ゴ ン イ オ ン レ
ー ザ

ー 光照射

に お い て は A D M 単独群 に お い て も 図 9 の 対照群 細

胞生残率曲線 に示 さ れ るよ う に A D M の 光 増感作 用

に よ る殺細胞効果が確認 で きた 一

考 察

近 軋 光力学的治療 くP D Tl は悪 性腫 瘍治療 に 応 用

さ れ つ つ あ り我々
l 囲

も198 2年 以来表在性膀胱癌 に 対

し P D T を行 っ て きた 一 従来 ，
P D T で は 2 c m 以上 の

膀胱腫瘍 に完 全寛解 を得 る こ と は困難で ある と さ れ て

ぉ り
，

ま たそ れ以下の 腫瘍 で も しば しば腫瘍の 再増殖

を認 め る
ロ，

． 今 臥 我 々 は抗癌化学療法剤 と の 併 用 治

療 に お け る P D T の 有用性 を期待 して その 併用 効果 を

検 討 した ． こ の 研 究の目的は抗腫瘍性抗生物質で あ る

A D M を抗癌化学 療法剤と して用 い る だ け で な く ， 光

増感剤と し て従来よ り用 い ら れ て い る H p D に 併用す

る こ と に よ り光力学的癌治療 の 効果増 強を 目指す点 に

あ る と考 え られ る ． A D M と P D T の 併 用 に つ い て

A r
－ d y e l 舶 即 く1 5 m W 化 m 2 I

ハ

ざ
言
0

こ
じ

望
－

一

8

三

三
コ

S

0 3 0 6 0 9 0 12 0

l r r q d i q ti o n t i m e くS e CI

Fi g ． 8 ■ S u r vi v al c u r v e s o f K K －4 7 c e11 s a ft e r

t r e a t m e n t s w ith H p D ，
A D M ，

a n d p h o t oi r r a d i －

a ti o n u si n g a n a r g o n
－d y e l a s e r li gh t く63 0 士5

n m l ． く01 A D M al o n e
， く0り H p D a l o n e

， く0
，，

1

C u r v e O x O
，

，く11 A D M f oll o w e d b y H p D t r e a t －

m e n t くA D M － － －ン H p D l － T h e c ell s w e r e

e x p o s e d t o l O O JL gl m l H p D a n d O ．5 F L gl m l

A D M f o r 3 0 m i n a t 3 7
0

C ． T h e d e g r e e of

c yt o t o x i cit y w a s h i gh in o r d e r o f l ン3 ン2 ．

S t a ti sti c al si g n ifi c a n c e o f dif f e r e n c e s f r o m th e

th r e e g r o u p s i s r e p r e s e n t e d b y 米 くp く0 －0 0 51

u si n g S t u d e n t
，

s t t e s t ■
M e a n v a l u e f r o m 3

e x p e ri m e n t s 土S ．E ．M ．

D o u gh e r t y
1 8，

は A D M と P D T と の 併 用 治療 を 受 けた

皮膚腫 瘍患者 に お い て は P D T 単独治療時 に 比 し
，
正

常部位の 皮膚 を含 め て強 い 皮膚反応が 認 め られ たと報

告 し て い る ．

一 方
，
C o w l e d ら

19一
は L e w i s 肺癌細胞及

び R aji 細 胞 を用 い て25 J L gl m l 濃 度の H p D 及び20
q

2 0 0 JL gl m l 濃度の A D M を同時処 理後 白 熱電 球 に よ

る6 00
－

6 5 0 n m の 光照射 を 行 い
，

ク ロ ム 遊 離 試験法

くCh r o m i u m r el e a si n g a s s a y 掛 に よ り検討 した 結果

試験管内 に お い て は A D M と P D T の併用 効 果は 不良

であ る と報告 し て い る ． 我々 は抗癌化学療法剤 と光力

学的治療 の 効果 的な併用療法 を考 え る上 で併 用時 の 両

薬剤 の 細胞 内濃 度 を正 確 に 測定 す る こ と が 重 要と 考

え ， 検 討を 進め た ． 今回の 実験か ら
，

図 3 ，
4 に 示 す

よ う に 投与 A D M 濃度 に 依存 し て細胞 内 H p D 濃度が

減少す る こ とが 明 ら か と な っ た ． す な わ ち
．

C o w l e d

らが 用い た A D M 濃度20－200 jL gl m l と い う 比較的高

波度域の 条件 で は
， 細胞 内 へ の H p D の 取 り込 み が抑

制 さ れ る可能性 も 考 えら れ ． 試験 管内に お い て 両者の
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併用 効果 を期待す る 為に は
， 今 回我 々 が用 い た比 較的

低 A D M 濃度域 の 濃度条件が 有用 で あ る こ と が 示 唆

さ れ た 一 ま た 両薬剤 の 投与 順 序 の 差 に よ る 細 胞 内

H p D 濃度の 変化を検 討 した結 軋 く3 君判ンく1 君判ンく2

君判 の 順 と な り H p D の 光増感作用 も そ れ と 同 じ順 序

で 期待 さ れ る も の と推定 され た ． しか し
，

一 方 に お い

て
，

H p D 光増感が 革 も期待 し得る く3 君判 で は
， 図 5

に示 す よう に
，

A D M の 抗腰瘍効 果の 最も 強い 抑制 が

認め られ た 一 す なわ ち
， 蛍光強度 に よ る 細胞 内 H p D

の 濃度測定結果 から
，

H p D に よ る光増 感作 用 が 期待

され る順位 に 従 っ て A D M の 抗腫 瘍効 果 に 対 す る 抑

制作用 が 予測さ れ た ． す な わ ち
，

H p D の 細 胞 内取 り

込 み と A D M の 抗腰瘍効果 に 対 す る 抑 制作 用 の 両者

が組み 合 わ さ っ て
，

A D M お よ び H p D 併 用 に よ る

P D T 効果が 決定さ れ る も の と 考え ら れ た ． 本研究 に

お い て は
，
光 を 照射 しな い 両薬剤単独の 相互 作用 を検

討す る と 共 に
，

レ ー ザ ー 光 照 射 を 行 っ た 場 合 の
，

H p D の P D T
，
A D M の P D T お よ び A D M の 抗腫瘍

効果 の 併用 殺細胞効果 を検討 した ． そ の 結果
，

ア ル ゴ

ン色素 レ ー ザ ー 光照射時 に お ける く1 群1 お よ び ア ル

ゴ ン レ ー

ザ
ー 光照 射時 に お ける く1 群ン お よ び く3 群1

に おい て A D M 単独群 お よ び H p D 単 独群 に 比 し相乗

的殺細胞効果の 増大が 認め ら れ た ． さ ら に ， 今 回 の 実

験 に お い て
， ア ル ゴ ン レ ー

ザ ー 光照射 に よ り A D M 単

独群に お い て も 光照射 量依存性 の 光力学 的殺細胞効果

が認め ら れ た ■ す な わ ち ， H p D 一 光増 感 に よ る P D T

と A D M の 抗腫瘍効果 に 加え
，
そ れ 自身蛍光性 を有 す

る A D M が 光増感剤と し てア ル ゴ ン レ
ー

ザ ー 光 に よ

り光励起 さ れ ， 光力学 的効果が 生ず る こ とが 示 唆さ れ

た ． 今 回 の 実験 か ら 試 験 管 内 に お け る H p D － P D T
，

A D M 抗癌化学療法 お よ び A D M － P D T の 併用療法 の

有用 性が 示 唆 され た ． な お
，

こ れ ら の 群 の 中で は特 に

く1 群J が 最 も有効で あ っ た ． 以 上 の 結 果か ら
， 今後さ

ら に 有用 な併用 方法が 確立さ れ る よ う試験 管 内お よ び

生体内 に お ける 研究 を進め る 努力が な さ れ る必 要が あ

る と思わ れ る ．

結 論

A D M と H p D を用 い た P D T の 試験管 内に お け る

K K －4 7 膀胱癌 由来培 養細胞 に 対す る 併 用 効果 を ， く1

勒 A D M 30 分間持続処理 4 時間後 に H p D を 投与 ，

く2 群り H p D 3 0 分 間持 続処 理 4 時 間後 に A D M を投

与， く3 君判 A D M と H p D の3 0 分 間持続処理 投与の 3

群に つ き検討 し
，

以 下の 成績 を得た ．

1 ． 細胞内 A D M の 赤色蛍光 は主 と し て 核 を中JL 一 に

分布 し てお り
，
細 胞質内 に お い て も軽度 の A D M 蛍光

1 H l

を認 めた ．

2 ■ 細胞 内 A D M の蛍光発光 ス ペ ク トル を測定 し た

結果
，
58 8 n 皿 を ピ ー ク と し55 4 お よ び62 8 n m に それ ぞ

れ肩 を有す る 蛍光発光 ス ペ ク トル を認 めた ．

3 一 投与 A D M 演度が 上 昇す る に 従 い
， く3 葺刑 ンく1

軍制 ンく2 軍制 の順で H p D の 細胞内取り込 み は抑制さ れ

た ．

4 ． 光照射前に お い て は H p D は A D M の 殺細胞効

果 を抑制 し た ．

5 ． 低濃度域 の A D M お よ び H p D を光増感剤と し

た P D T と A D M 単独の 抗腰瘍効果に は良好な 併用 殺

細胞効果 を認 めた ．

6 ■ ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー 光照射時の く1 群J ，
ア ル

ゴ ン レ ー

ザ
ー 光照射時の く1 群I お よ び く3 群I に お い

て両者 の併用 効果 は相乗 的と 考え られ た ．

7 ． ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光照射 に お い て は A D M 単独

群に お い ても A D M の 光増感作用 に よ る殺 細胞 効果

を認め た ．
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