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K K －4 7 膀胱癌移植ヌ ー ド マ ウ ス に お け る へ マ トポ ル フ ィ リ ン

誘 導 体 取 り 込 み に 関 す る 研究

金沢大学医学 部泌尿器科学講座 は 任 こ 久住治男教 掛

平 田 昭 夫

く平 成 2 年7 月 5 日受付1

光感受 性物質 ．

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 と レ

ー ザ ー 光照

射 に よ る 悪性腰痛の 光線力学的治療は H p D の 腫瘍 親和性 に 基づ い て い る ． H p D は b e m a t o p o r p h y ri n

t H pl ，
h y d r o x y e th yl v i n yl d e u t e r o p o r ph y ri n くH v d，，p r O t O p O r ph y ri n くP p，お よ び ポ ル フ ィ リ ン 乏重体の 混

合物 で ある と言わ れ て い る 一 そ こ で 今回 H p D 中の どの ポ ル フ ィ リ ン 成分が H p D の 鵬 親和性 に 関与

して い る か を高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー くhi gh p e rf o r m a n c e li q u id c h r o m a t o g r a p h y ，

H P L C l を用 い

て 検討し た ． ヒ ト移行上 皮癌 由来培養細 胞 K K －4 7 を マ ウ ス くB A L Bノc
，

n uノn u J 背部皮 下 に 移植 後 ，

H p D 2 5 m gl k g 投与 し
，
1 2

旬

9 6 時間後の 腫瘍
，
肝， 軌 乳 肺お よび 腫癌周囲筋肉組織 の ポ ル フ ィ リ ン

を酢酸 エ チ ル
．
塩酸等 の 溶媒 に よ り抽 出し ，

H P L C を用 い て それ らの 分析お よ び 分離 を行 っ た ■
つ い で

H P L C で 分離さ れ た ポル フ ィ リ ン の 蛍光励 起お よ び発光 ス ペ ク ト ル の 測定 を行 っ た ． H P L C に よ る 分

析に て H p D 中 に は 8 種類 の ポ ル フ ィ リ ン が認 め られ
，

H p ，
H v d の 2 つ の 異性体 ，

P p の ほ か に も 4 種

類の ポ ル フ ィ リ ン くF 4 ，
F ゎ F 7

，
F J が 分画さ れ た ■ 腫瘍親和性 の 比 較 に お い て ，

H p D 投与48 時間後に は

H p に 比較 し H v d で1 ．2 2 倍 ，
F 4 で2 ． 9 2 胤 F 5 で3 ． 0 0倍 ，

P p で2 ． 3 4 胤 F 7 で4 ． 1 5 倍 ，
F 8 で5 － 5 5 倍 の 高

い 腫瘍親和性が 認 め られ た ■ また H p D 投 与後 の 筋 肉組織 に 対す る腫瘍組織内の 各 ポル フ ィ リ ン の 濃度

比 は経時的に
，

H p ，
H v d

，
P p は 1 へ 3 倍 で あ る の に 対 し F 4 と F 5 は 4 旬 6 倍 ，

さ ら に F 7 と F 8 は 6 へ

1 1 倍 と F 句 F 5，
F 7，

F 包 の 高 い 腫瘍親和性 ，
お よ び

，
比 は

，
投与後時間と と も に 大き く な る こ と よ り ， 舶

に 残 留す る傾向が認 め ら れ た ■ また二 H p D 投与後 に 腫瘍組織 よ り抽出 され た H p ，
H v d

，
P p の 蛍光発光

ス ペ ク トル は波長 630 n m と 69 5 n m に ピ ー ク を持 つ 二 峰性 で あ る の に 対 し ，
F ゎ F 5 F 7

，
F 8 で は 二 つ の

ピ ー ク の 他に 65 0 n m に も ピ ー ク が認 め らオ1
，

三 峰性 を示 し
，

こ の特徴 的な ス ペ ク ト ル よ り F 有 F ぁ F 7
，

F 8 は ポ ル フ ィ リ ン 乏量 体 と推 察さ れ た ．
H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン で は ポ ル フ ィ リ ン乏重体 の 膿瘍 組織 親

和性が 高く
，
腫瘍 周囲組織 との 比 較 に よ る腫瘍集積性 に つ い て も ポ ル フ ィ リ ン乏 量 体が 重要 な役割 を果

た して い る と考え られ た ．

K e y w o r d s h e m a t o p o r p h y ri n d e riv a tiv e くE p Dl ，
h i gh p e rf o r m a n c e li q u id

ch r o m a t o g r a p h y ，
t u m O r l o c ali zi n g H p D c o m p o n e n t s

，
tis s u e

H p D u p t a k e
，
H p D fl u o r e s c e n c e s p e ct r u m

光感受 性物 質の
一

つ で あ る へ マ ト ポル フ ィ リ ン誘 導

体 th e m a t o p o r ph y ri n d e ri v a ti v e
，

H p Dl を 用 い た

レ
ー ザ ー 光照射 に よ る癌の 局在診断 ，

お よ び光力学的

治療 くp h o t o d y n a m i c th e r a p y ，
P D T l は膀胱癌 を は じ

め各 種 ヒ ト悪 性腫 瘍 に 応用 さ れ て い る
1I － 3 1

一 日p D は

1 9 6 1 年 Li p s o n ら
4I

に よ り h e m a t o p o r p h y r in d ih y－

d r o c hl o rid e t H D hl か ら合成さ れ て 以 来 ，
そ の 内容成

分の 同定が な さ れ て き た ． H p D に は ポ ル フ ィ リ ン の

A b b r e vi ati 。n S こ H D h
，
h e m a t o p o r p h y r in dih y d r o c hl o rid e 三 H D L

，
h i gh d e n sit y lip o p r o t ei n ニ

H p ，
h e m a t o p o r p h y ri n i H p D ， h e m a t o p o r p h y ri n d e ri v a tiv e 三 H P L C

，
hi gh p e rf o r m a n c e li q uid

c h r o m at o g r a p h y 三 H v d
，

h y d r o x y e t h y l
－ Vi n y l

． d e u t e r o p o r p h y ri n 三 L D L
，

l o w d e n sit y



H P L C に よ る H p D の 腫瘍 親和性 の 検討

単量体で あ る h e m a t o p o r p h y ri n くH pナ，
h y d r o x y e th－

y トvi n yl
－d e u t e r o p o r p h y ri n くH v dナ， p r O t O p O r p h y ri n

げか の 他 に ポル フ ィ リ ン の 二 量体 ， 乏 重体 ，
お よ び

，

会合体が 含ま れ て い る と い わ れ
，

H p D の 膿 瘍 親和性

およ び P D T 殺細胞効果 が い ずれ の ポル フ ィ リ ン成 分

によ る もの か に つ い て 多くの 議論が な さ れ て い る5 勅
．

しか し
，

こ れ ま で H p D 中の 各ポ ル フ ィ リ ン の 分離 お

よび 同定 を明確 に 行 う 有効 な 手段 が な か っ た が
， 最

近，
各ポ ル フ ィ リ ン の 分 離 に 高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー くhigh p e rf o r m a n c e li q ui d c h r o m a t o g r a p h y ，

日P L C I が 用い ら れ る よ う に な っ た ．

今回 著者 は H P L C を用 い て
，

H p D の 構成成分の 同

定， 特に 腰瘍組織に 親和性 の 高い 成分 の 同定 およ び 単

離を行な い
， その 成分の 蛍光分光学的特性 を明 らか に

した ． さ ら に
，

こ の 腰 瘍親和性の 高 い ポ ル フ ィ リ ン の

腫瘍組織内 にお け る経 時的動態 を検討 し
，

正 常組織 で

ある肝
，
牌

，
腎 ， 肺

，
お よ び腫瘍周囲の 筋肉組織 に お

ける ポ ル フ ィ リ ン 取 り込 み動態と 比 較検討 を行 っ た ．

材料 お よ び方法

工 ． 使用 薬剤

H p D くPh o t of 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 ． Y ．

，
U ． S ． A ．J ，

H p お よ び P p

くSi g m a C h e m i c al C o ．
，
S t ． L o ui s

，
U ． S ． A ．ン， さ ら に

，

H v d く浜理 薬品 ， 大阪1 を使用 し た ．

工工 ． 実験動物お よ び 移植腫瘍細胞 と その 実験方法

実験動物と し て は 生 後 6 過 齢 ， 雌 性 ヌ
ー

ド マ ウ ス

くB A L BI c ，
n u l n uI を 使用 し

， 移植腫瘍細胞 は
， 当教室

で樹立 し た ヒ ト膀胱 移行上 皮癌由来培 養株 E K － 4 7 細

胞で ある ． 10 ％胎児牛血 清を 含む E a m F 1 2 培養溶液

中で 維持さ れ て い る が
， その 生細 胞 1 x l O

7

個ノ仇2 m l

の 浮遊液 を作成 し マ ウ ス 背部皮下 に 接種 し た ． 約 2 週

間後に 直径約 1 c m に 発 育 し た腫 瘍 を切 除 し
，
3 m m 角

T ab l e l ． E x t r a c t i o n M et h od of P o r p h y ri n s f r o m T i s s u e S a m pl e s

l
一 触 se ct th e ti s s u e O

．
1 N O

．2 g i n w e ig h t

2 ． H o m og e n i z e i n O ．15 N a c e ti c a ci cF

3
．

A d d e t h yla c e t a t e ニ a c e t i c a cid く3 ニ H

4 ． s t o r e a t
－

18
O
c f o r l h r

5 － Filt e r th r o u g h a g I a s s 川 t e r

6 ． A d d a s a t u r a t ed s ol u ti o n of s o d i u m a c e t a t e

7 － E x t r a c t th e o r g a ni c p h a s e w ith l ．5 N h yd r o ch J o ri d e

8 ． A dj u s t t o p H 3－3 ．5 w it h s o d iu m a c e t a t e

9 1 E x t r a c t th e p o r p h y r i n s b y e t h e r

lip o p r o t e in 三 P D T
， p h o t o d y n a m i c t h e r a p y 三

C hr o m a t o g r a p h y

61 9

に 細切 し新 た な ヌ ー

ド マ ウ ス 背部 に 再移植 した ． 約 2

週間後指 数関数的増殖 を 示 し
，
腫瘍直径 1 c m 前後 の

も の を
一 群 5 匹 と して使用 し た ． H p D は 生 理 的食塩

水．に 溶解 し 25 m gノk g を マ ウ ス腹腔 内に 投与 し
， 投与

後12
，
2 4

，
4 8

，
7 2 お よ び96 時間後 に マ ウス を屠 殺し

，

腫 瘍
， 肝 J 軋 腎 ， 肺 お よび 腫瘍周囲筋肉組織 を摘出

し た ．

m
． 腫 瘍お よ び 各臓器よ り の ポ ル フ ィ リ ン 誘導体の

抽出

E v e n s e n らの 方法に 準 じて行 っ た
12，

． こ の 方法 は
，

表 1 に 記 した よ う に
， 各組織 よ り湿重量 200 m g を切

離後 こ れ を細 切 し
， 0 ． 1 5 M の 酢酸 5 m l を加 え てホ モ

ジネ
ー

ト した 一 これ に 酢酸 エ チル と酢酸く3 二 い の 混

合液 50 m l を加 え
，

－

18
0

C に て 1 時間静置 し た ． つ い

で ガ ラ ス フ ィ ル タ
ー

に て 濾過後 ， 飽和酢酸ナ トリ ウ ム

水溶液 25 m l を加 え ， 有機層を分離 した ． こ の 有機層

に1 ．5 M の 塩酸 30 m l を加 え擾拝 し
，
塩酸層を分 離除

去し た後 ， 無水酢酸 ナ ト リウ ム に よ り p H 3 ． 0 へ 3 ． 5 に

調整 し た ． そ して
，

エ チ ル エ ー テ ル 10 m l に て抽出 を

行い
，

エ ー テ ル 層 を分離採取 した ． こ の エ
ー

テ ル を減

圧 除去後 ， 残留物 を H P L C の 移動層 1 m l に 溶解 し
，

H P L C の 測定資料と し た ． サ ン プル は H P L C 分 析の

直前 に0 ■ 4 5 声 m の ミ リポ ア フ ィ ル タ
ー

で 濾過 を行 っ

た ．

I V ． H P I J C の 測 定方法

H P L C は 高速液体 ク ロ マ トグラ フ L C － 5 A 型 く島津

製作所
，
京 恥 ，

カ ラ ム は Z o r b a x O D S く4 ． 6 m rn X 2 5

C m l m u P o n t C o ．
，
W il m i n g t o n

，
F r a n c eン を使用 し た ．

移動層は10 ％酢酸緩衝液と な るよ う に 調整し た50 ％テ

ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水溶液を使用 し
，
0 ． 7 m ll m i n の 流速

で 実施 し た 一 検出 は 400 n m 励起の
，
6 3 0 n m の 蛍光強

度を 分光蛍光光度計 P F －5 0 0 型 く島津製作所 ， 京 軌 に

て
，

4 0 0 n m の 吸 光度を s p e c t r o p h o t o m e t ri e d e t e c t o r

S P D－2 A く島津製作所
， 京都J に て 測定 を行な っ た ． ど

ち らも H P L C の 移動 層お よ び流速は 同条件 で 行 な っ

た ． 標準 コ ン ト ロ
ー

ル と し て 10 メ g ノm l の H p D を毎回

10ノバ 流し て ピ ー ク の 保持時間を確認 し た ．

V ． H P L C に よ 町分離 さ れ た ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光

ス ペ ク ト ル

H p D 投与4 8 時間後に 腫瘍 よ り抽出さ れ た ポ ル フ ィ

リ ン の H P L C の ク ロ マ ト グ ラ ム の 各 ピ ー ク に 対応 す

る フ ラ ク シ ョ ン を分離し ． そ の 蛍光 ス ペ ク ト ル を 分光

蛍光光度計85 0 型 旧 立製作所 ， 東京う に て測定 し た ．

P p ， p r O t O p O r P h y ri n 三 T L C
，

t hi n l a y e r
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成 績

工 ． H p D お よ び H p D 投与48 時間後 に 腫瘍組織 よ

り抽出 し得 た ポル フ ィ リ ン の H P L C ク ロ マ ト

グ ラ ム
．

お よ び ク ロ マ トグ ラム 上 で の ポ ル フ ィ

リ ン の 面 積比

50 ％ テ トラ ヒ ド ロ フ ラ ン ー酢酸緩 衝液 に 溶解 し た

H p D の H P L C ク ロ マ ト グ ラ ム は ， 蛍光強度 を測定す

る と ， 図 1 の 実線 に 示 す ご と く で あ っ た ■ H p D 溶 液

をカ ラ ム に 注入 し て か ら保持時 間く11 6 分50 秒 J 21 9 分

25 秒 ，
く31 9 分4 5 秒 ， 刷1 1 分4 0 秒 ，

拗1 3 分5 秒 ，
矧15 分

52 秒 ，
刑1 6 分50 秒 お よ び潮1 7 分52 秒 に そ れ ぞ れ ピ

ー

ク

が 認 め られ た ． こ れ らの ピ
ー ク を それ ぞ れ 図の よ う に

F l，
F 2，

F 3，
F も F 5

，
F 6

，
F 7 お よ び F 8 とし た ■ ま た 吸 光

度測定で は図 2 の ごと く で
， 蛍光強度測定の 場合と 同

様の ピ ー クが 認 め られ た ． そ れ ぞ れ の 標準物質の 保持

時 間 を比 較す る こ と に よ り
，

F l は H p ，
F 2 は 4 －h y

－

d r o x y e th yl
－ 2 － V i n yl

－ d e u t e r o p o r p h y ri n
，
F 3 は 2 －h y d r o－

x y eth yl
－ 4 ． vi n yl

．d e u t e r o p o r ph y ri n ， F 6 は P p と 同定 さ

れ た ． 図 1 の 破線で 示 し た ク ロ マ ト グ ラ ム は ，
H p D

を腫瘍移植 マ ウ ス に 投与4 8 時間後 卜
腫瘍か ら 抽出 した

ポ ル フ ィ リ ン の E P L C ク ロ マ ト グ ラ ム の 1 例 で ある 一

図 1 で は ス ペ ク ト ル パ タ
ー ン が 比 較 で き る よ う に

F
lくH pナの ピ ー ク の 高 さ を等 し く して 示 し た 一 表 1 に

2

1

コ
．

和
一

き
届
こ

空
こ
爛

中

じ

こ

む

U
S

巴
0

コ
ー

ー

聖
宕
馬
一

む

正

示 した 抽出操作 に よ り H p D に 化学 的変 化が 起こ るか

どう か の 検討 と し て
， 無処理 の 腰 痛お よ び各組織 を用

い
，

こ れ に H p D を添加 し同 じ抽 出操作 を行 っ た が
，

図 1 の 実線 で 示 し た ごと く ク ロ マ ト グ ラ ム 上 の 変化は

認め られ な か っ た ． こ の こ と よ り表 1 に お ける 抽出操

作で は H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン は化学 的変化 を受 けな

い も の と 考 え られ た ． ま た ，
こ の 時の H p D の 回収率

は75 句 8 0 ％で あ っ た ． 図 1 の 実線と 破線の 蛍光強度を

比 較す る と ， 破線 の 方が 高い ピ ー ク と な る フ ラ ク シ ョ

ン は F 屯 F b F 6 げpl ，
F 7 そ し て F 8 で

．
こ れ ら フ ラ ク

シ ョ ン の 保持 時間 は い ず れ も1 1 分 以 上 の 成 分 で あっ

た ． そ れ ぞ れ の フ ラ ク シ ョ ン を面積比 で比較 して みる

と
， 表 2 の ご とく で ある ． H p D の ク ロ マ ト グ ラ ム に

お い ての 全体 に 占め る面積比 率は
，
H p く即 は約29 ％

，

H v d くF 2 ＋F 3ナ は約33 ％ で あ っ た ． そ れ に 比較 し て
，

E p D 投与4 8 時 間後 に 移植 腫瘍 に 取 り 込 ま れ た ポ ル

フ ィ リ ン で は H p 岬．1 の 全体 に 占め る 面積 比 率は約

1 6 ％ ，
H v d くF 2 ＋F 31 は 約21 ％と 減 少 して お り ，

H p ，

H v d 以外 の ポ ル フ ィ リ ン くF ．
，
F も

F
む

F 7，
F 81 の 腫瘍内

取 り込 みの 高 い こと が 示 唆さ れ た ．

口 ．
H p D 投 与48 時間後 に 腰痛組織 に 取 り 込 ま れた

ポル フ ィ リ ン の 相対的親和性 に つ い て

腫瘍組織 内に お い て H p D 投与4 8 時間後 に どの ポル

フ ィ リ ン が親 和性が 高い か を H P L C に て 検討 した ，

10 15 2 0

R e t e n ti o n ti m e くm i nl

F i g ． 1 ． H P L C c h r o m a t o g r a m － T h e s olid li n e s h o w s H P L C c h r o m a t o g r a m o f

H p D d i s s o I v e d i n te t r a h y d r of u r a n a c e t a t e b u ff e r
，

a n d th e d o tt e d li n e th a t o f

p o r p h y ri n s e x t r a c t e d f r o m t h e t u m o r a t 4 8 h r af t e r H p D i nj e c ti o n
．

T h e

e x ci t a ti o n a n d o b s e r v a ti o n w a v el e n gth s w e r e 4 0 0 a n d 6 30 n m
，

r e S p e C ti v el y ．

2 5



H P L C に よ る H p D の 腫瘍親和性の 検 討

H p D 投与後 に H p の 腫瘍 内取 り込 み 比 を 1 と した と

きの ， 他の ポ ル フ ィ リ ン の 取り 込 み 比 を求 め た ． つ ま

り H p D の ク ロ マ t
l グラ ム よ り

，

n 番 目の フ ラ ク シ ョ

ンの ピ ー ク の 面積 くSl を S F n ， H p の フ ラ ク シ ョ ン

ピ ー ク の 面積 を S H p と し た ． 同様に して
．

腫 瘍組 織

内か ら抽出した ポ ル フ ィ リ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム よ り
，

n 番目の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー ク の 面 積 を S F n
，

，
H p の フ

ラク シ ョ ン ピ ー ク の 面積を S H p
，

と し
， 図 3 の 縦軸 に

相当す る値 ，
式 くくS F n ソS H p りノくS F n J

I

S H plナ を求め る

と ， 図3 の 棒グ ラ フ が得 ら れ
，

H p を基準と して ポ ル

フ ィ リ ン 類の 相対的親和性 を示 し てい る ． F 2 と F 3 は

H v d の 異性体で あ り
， ま た ピ ー ク が 重 な る た め 併 せ

て表示 し た ． F 乙3くH v dI は1 ． 2 2
，

F
． は2 ． 9 2 ， F 5 は

3 ．0 2 ，
F 6 げpI は1 ． 銅

，
F 7 は3 ． 9 4

，
F 8 は4 ． 2 9 と な り ，

H p に 比 較 し F 4
へ F 8 の 腫瘍組織 へ の 高い 親和性 が認 め

られ た ．

H ． 腫瘍組織 に よ る 取 り 込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経時

的 ， 相対的濃度変化

H p D 投与後 経時 的 に 得 ら れ た 腫 瘍組 織抽 出液 の

H P L C 各 フ ラ ク シ ョ ン の 蛍光強度変化 を ， 個 々 の ピ ー

クの面積か ら求め た く表 3 1 ． 定量 化 を期す た め に
， 用

い られ た腫瘍組織 の単 位湿重量 く10．
5

gl 当た り の蛍光

強度で表わ した ． し か しな が ら
， 各々 の ポ ル フ ィ リ ン

の 蛍光発光能く量子 収 率1 が 異な る た め に
，

フ ラク シ ョ

ン間で の相対的蛍光強度比 は フ ラク シ ョ ン 間の 濃度比

に は必ずしも
一 致 し な い ． しか し個々 の フ ラ ク シ ョ ン

62 1

の 綻 時的膿度 変化を見る こ と は 可能 で ある ． 表 3 の ご

と く 腫瘍組織内 に 取 り 込 ま れ た 個々 の ポ ル フ ィ リ ン

は
， 投与24 へ 7 2 時間 後に 最大濃度 を示 し た ． 残留性の

検 討で は F 6 げp j が他 の フ ラ ク シ ョ ン に 比 較し 残留傾

向が大 で
， 投与96 時間後に 投与48 時間値 の 約90 ％の 濃

度 を 示 した ． そ れ に 比 較 し て 他 の フ ラ ク シ ョ ン で は

42 ％ へ 6 4 ％ で あ っ た ．

I V ． 各臓器 に よ る取 り込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経時的
一

相対的 濃度変化

H p D 投与後の 肝 ， 脾 ． 腎
， 肺お よ び腰 瘍周囲筋肉組

織 に よ る 取 り 込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経 時 的 動 態 を

H P L C を用 い て求 めた ． す なわ ち 各組織の 単位湿重量

T ab I e 2 ． R a ti o of e a c h of t h e f r a ct i o n a r e a s of H p D a nd tu r n o r

e x t r a c t p o r p hy ri n s a t 48 h r af t e r H p D i n t r a p e r j t o n e al

叫 8 Cti o n

f r a c t i o n t i m e 行両 nl H p D t u m o r e x t r a c t s

F l 出面 6 ．8 3

F
ヱ 佃 v d コ 9 ．4 2

F ユ くH v dI 9 ．7 5

F 1 1 1 ．67

F 5 13 ．09

F 6 f p pJ 15
．87

F J 16 ． 83

F 8 17 ．g 8

0
．2 92 く1 ．0 00 1

0 ．0 90 く仇 3 08 I

O
．2 ヰ4 札 83 6 I

O ．Og 4 肌 32 2I

O ．03 5 川 ． 12 0I

O ．14 4 肌 4 9 3J

O ． 旧0 く0 ． 171 J

O
．
0 5 1 肌 1 7 引

0 ．1 62 く1 ．0 00 I

O
．0 58 肌 3 58 1

0 ．1 53 川 ． 糾4 1

0 ．13 5 札 8 33 I

O ．05 4 く0 ．33 3J

O ．16 9 fl ．0 4 引

0 ．11 0 一札6 7 9 I

O ．1 5 9 fO ． 98 1J

t o t a t l ．0 0 0 1 ．0 00

F l f H p J ， F 2 佃 v d J， F 3 侶 v dI
，
F ．

．
F 5

，
F B t P pI ．

F T
．
F

J
a r e

t h e n a m e s of f r a c ti o n s ．
N u r n b e r s i n p a r e n t h e s i s

a r e t h e r el ati v e v aJ u e s t o F l t H pL

R e t e nti o n ti m e くm inJ

Fi g － 2 ． H P L C c h r o m a t o g r a m o f H p D i n t e t r a h y d r o f u r a n a c e t a t e b u ff e r ．

A b s o rb a n c e a t 4 0 0 n m w a s m o nit o r e d ．



6 2 2 平 田

く甘
5

gl あ た りの 取 り込 み ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光強 度 で お い て
，

H p D 中の どの ポ ル フ ィ リ ン も 筋 肉組織よ り

検討 した ． 表 4 は肝
，
表 5 は 脾 ， 表 6 は 腎 ． 表 7 は 腰瘍組 織に 高い 濃度 が認 め ら れ た も の の

，
肝 お よ び脾

肺 ，
お よ び表 8 は 筋肉組織 に お け る値 で あ る ． 表 3 の よ り は 低濃度で あ っ た ． 腎お よ び肺 と腫 瘍組織と の比

腫瘍 に お ける 値と比 較 す る と ，
H p D 投与4 8 時 間後 に 較で は

， 腫 瘍組織 に よ り 高い 濃 度が 認 め ら れ たも の

n

U

9

凸

0

7

亡
U

5

4

3

2

1

コ
．

q
－

豊
和

宣
コ

写
芯

望
む

正

F l 仙 pI F2 ， 3 t H v dl F 4 F 5 F 6 t P p I F 7
F 8

F i g ． 3 ．
U pt a k e r a ti o s o f F 乙3くH v dl ，

F 句 F 5
，
F 6くP pl ，

F 7 a n d F 8 p O r p h y ri n s t o H p

c 。n C e n t r a ti o n i n th e t u m o r a t 4 8 h r a ft e r H p D i nj e c ti o n －
B a r s r e p r e s e n t

s t a n d a r d e r r o r
．

T a bI e 3 ． T u m o r l e v e l s o f e a c h o f th e p o r p h y ri n f r a c ti o n s a ft e r H p D i nj e c ti o n

h r ．
F ，くH pI F 2

．
3 f H v dI F 4 F 5 F 6 CP pI F 7 F 8

1 2 20 ． 2 士 2 ．
3 2 2 ． 4 士 3 ． 5 1 7 ． 3 士 2 ． 4 6 － 5 士 1 － 4 1 2 － 6 土 4 －3 7 －3 士1 ．1 1 0 － 6 土 2 ． 2

2 4 2 0 ． 8 土 2 ．4 2 4 ． 3 士 4
． 8 1 7 ． 3 土 1 ．5 7 ． 7 士 1 ． 5 1 8 －

5 土 2 － 4 1 3 ． 8 士 2 ．3 1 5 ．
5 士 2 － 4

亜 21 ．
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7 2
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． 5
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h r
．

F l t H pI F 2 ．3 t H v dl F 4 F 5 F 6 くP pI F 7 F B

12 3 57 ． 6 士3 9 ， 6 2 90 ． 7 士 3 8 ． 3 20 2 ． 5 土 24 ． 7 9 4
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．
6 土 6 ．8 21 ． 2 士 6 ．

6
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－ 5
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T a b le 5 ． S ple e n Ie v el s o f e a c h o f th e p o rph y ri n f r a c tio n s a ft e r H p D i nj e c ti o n

h r ． F I C H pJ F 2 ． 3 山 v dl F 4 F 5 F 6 f p p I F， F 8
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と
， 腎あ る い は 肺 に よ り高 値 を 示 す も の と に 分 か れ

た ． 検討し た す べ て の 時間 に お い て どの ポ ル フ ィ リ ン

も他臓器 に 比 較 し
，

よ り腫 瘍組織 に 多く 取り込 ま れ た

も の は認 め られ なか っ た ．
つ ま り E p D 内に 含 ま れ る

ポ ル フ ィ リ ン に は特異的に 腫瘍 親和性の 顕著 な も の は

認 め ら れ な か っ た ．

V
． 腫瘍組織 お よ び各級 器 に よ る 取 り込 み ポ ル フ ィ

リ ン の 相対 的． 経時的 な親和 性 に つ い て

図2 で は H p D 投与48 時間後
，
膿瘍内 に 取 り込 まれ

た ポ ル フ ィ リ ン の H p に 対 す る相対的親和性 を検討 し
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た が
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さ らに 各臓 掛 こ取 り込 ま れ た ポ ル フ ィ リ ン の 親

和性 を ，
H p の それ と 比較検 討 した ． 図2 と 同様 に

，

H p D の H P L C の 結果 よ．り
，

n 番目の フ ラク シ ョ ンの

ピ ー ク の 面積 を S F tl
，
H p の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー

ク の 面

積 を S H p と した ． 同様 に して
， 各臓器 よ り の 抽出液

に つ い て も n 番目 の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー ク の 面 積 を

S F n
，

，
H p の フ ラク シ ョ ン ピ ー ク の 面積 を S H p

，

と し

て
， 図 4 へ 図 9 の 縦 軸 に 相 当 す る 値

，
式 くくS F nソ

S H p りノくS F n l S H pl ナ を 求め た ． 図 4 は F 乙3くH v dl ， 図

5 は F 4 ， 図 6 は F 5
，
図 7 は F 6くP pl ， 図 8 は F ，

，
およ
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H P L C に よ る H p D の 腰 瘍親和性の 検 討

び図9 は F 8 の 腫瘍組織 ， 各臓 器に お け る H p に 比 して

の 相対的親和性の 緩 時的推移 で ある ． 図 4 の H v d に

つ い て は
，
腫瘍組織お よ び 各臓器 で H p と 比 して 1 前

後で あ り
，

ま た経時 的変化 は少な く
， 腰瘍お よ び各臓

器で H p と H v d の 親和 性に 差 が み られ な か っ た ． 図

5 に示 す ごと く腫瘍組織お よ び肝 で は H p と F 一 の 比

は2 句 3 で あ る の に 対 し
， 牌 ， 腎， 肺 お よ び 筋肉組織

では こ の 比 が 1 以下 で あ り
，
H p に 比較 し F 4 は腫 瘍組

織お よ び肝 で親和性 は高か っ た ． 図6 で は 図5 と同様
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に 腫瘍組織 お よ び肝で F 5 の 覿和性が 高い 結果で あ り ，

それ 以外 の 臓器 で は脾 で 投与12 お よ び24 時間 に お い て

2 へ 3 倍 の 高 い 親和性 が あ るも の の ， それ 以外 の 時間

お よ び他臓器 で は H p よ り 親和 性は 認 め ら れ な か っ

た ． 図7 は P p の H p に 対 す る 親和 性 の比 を示 す ．

H p D 投与4 8 時間後で P p は H p に 比 し腫瘍組織 お よ

び各臓器 で 約 2 倍 の 高 い 親和性 を示 し
， 時間と と も に

比 が 大 きく なる傾 向が 認 め られ た ． しか し腫 瘍組織お

よ び他臓器で は こ れ ら の 親和性 に 差は 認め られ なか っ
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た ． 図8 お よ び図 9 で は腫瘍組織 に お い て H p に 比 し

F 7 は3 へ 4 倍 ，
F 8 は 3 旬 6 倍 親和 性 が 高 い 結 果 で

あ っ た が
， 他臓器で は比 は 1 以 下 で あ り経時的 に も 減

少す る傾 向に あ り
，
F 7 お よ び F 8 は比 較的早く 低下 す

る傾向が認 め られ た ．

V I ． 腫瘍組織 お よ び 周囲砺 肉組織 内取 り 込 み ポ ル

フ ィ リ ン類濃度の 経 時的 比較

H p D 投与後の 腫癌組織お よ び 筋肉組 織 の 抽出 液 を

H P L C に て処理 し
，
各 フ ラ ク シ ョ ン に お け る単位湿重
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量当 りの 蛍光強度 を用 い てポ ル フ ィ リ ン の 濃 度比 を算

定 した く図10ト 腫瘍組織 の 筋肉組 織に 対す る 濃度比で

は H p と H マd は約 2 で あ り
，
経 時的な 変化は認 めら

れ な か っ た ． そ れ に 対 し P p に つ い て は1 2
，
2 4

， 4 8
，

7 2 お よ び96 時 間後 に お け る比 は それ ぞ れ1 ． 3 4
，
1 ．9 1

，

2 ．1 6
，
2 ． 4 0 お よ び2 ． 6 4 と 時 間と と も に 大 き く な り

，

P p は筋 肉組織 に 比 較 し腫瘍組織に 残留す る 傾向が大

き い と 考 え られ た ． ま た F 3 お よ び F 4 で は 比が 4 へ

7 ，
F 5 で は 3

へ 5 と 筋肉組織 に 比 し腫 瘍組織 に 高洩度
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6 2 8

に 認め られ たが
， 時間的推移に つ い ては比 が さ ら に 大

き く な る よ う な傾 向は認め ら れ な か っ た ． ま た F 7 お

よ び F 8 で は比 が お の お の 7 旬 1 0 ，
お よ び 5 へ 1 1 と 大

き な値 で あり 筋肉組織 に 比較 し腫瘍組織親和性が 高 い

と 考え られ た ．

W ． H p D 投 与 後 ． 腫瘍 組織 よ り抽 出 し 得 た ポ ル

フ ィ リ ン 類 の H P L C に よ り分 離さ れ た 各 フ ラ

ク シ ョ ン の 螢光分 光学的特徴

H p D 投与4 8 時間後の 腫瘍組 織抽 出液 の H P L C に お

け る ポ ル フ ィ リ ン の 各 フ ラ ク シ ョ ン に つ き蛍光発光 ス

ペ ク ト ル を測定す る と
， 図1 1

，
12 に 示 す ご と く で あ

る ． 図11 は F tくH pl ，
F 乙3くH v dl お よ び F 6 げp l の 蛍光励

起 ス ペ ク ト ル と 蛍光発光 ス ペ ク トル で あ る ■ F 2 と F 3

は い ずれ も H マd の 異性 体 で あ る が
． 今 回 用 い た

H P L C で は分離不能 の た め F 2 と F 3 を混合し た ス ペ ク

ト ル で 示 した ． 励起ス ペ ク ト ル で は 3 つ の 分離さ れ た

成分 はい ず れ も 402 n m に 励起 極大 を 了 発光 ス ペ ク ト

ル で は 630 n m と 69 5 n m に 二 峰性の ピ ー ク が 認 め られ

た ． 図1 2 は こ れ ら E p ，
H v d お よ び P p 以 外の フ ラク

シ ョ ン くF 句 F 執 F 7
，
F 81 の 蛍光 ス ペ ク トル で あ る ■ 励起

ス ペ ク ト ル は H p ，
H v d お よ び P p と同様 ，

4 0 2 n m に

ピ ー ク が 認 め ら れ た ．

一 方
， 発 光 ス ペ ク ト ル で は

62 8 n m と 6 9 5 n m に 二 峰性の ピ ー ク の 他に
，
6 5 0 n m に
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新た な ピ ー ク が 認め ら れ た ． そ の 蛍 光 強度 は F 4
， 軋

F 7
お よ び F 8 の 順 に 増大 を示 し た ． こ の 6 5tね m に み ら

れ た ピ ー ク は H P L C に より 分離 し て は じ め て ， ピ ー

ク と し て 新 し く検出す る こ と が で き た ．

考 察

H p D は19 6 1 年 Li p s o n ら
4，
が 以 下 の よ う に して作成

し た も の で あ る ． す な わ ち最初 に H D h を1 9 こ 1 の 氷

酢酸 ， 濃硫 酸混 合液 に 加 えた後
，

3 ％酢酸 ナ ト リウム

水溶 液で 中和 し た ． そ こ で 生 じ た 沈殿 物 を 分 離乾燥

し
，
水酸化ナ ト リ ウム 水溶液に 溶解 した後 ， 塩酸 を加

え溶液の p H を7 ． 4 に 調整 した も の で あ る ． H D h の ア

セ チ ル 化 に よ り ，
h e m a t o p o r p h y ri n a c et a t e の 他に

，

い く つ か の ポ ル フ ィ リ ン 化合物が 生 じる ． そ れ に アル

カ リ処理 が 加 え られ
，
加水分解が 生 じ るた め ， 種 々 の

ポ ル フ ィ リ ン が 形成 さ れ る こ と に な る ． そ の た め

H p D 中に は H p ，
H v d お よ び P p の ほ か に 乏 量体およ

び会合体状態 の ポ ル フ ィ リ ン が含 まれ る こ と に な る ．

従来 H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン の 分離 は 困難 であ っ た

が
，

最近 H P L C あ る い は 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

くth i n l a y e r ch r o m a t o g r a p h y ，
T L Cl を用 い て H p D 内

の ポ ル フ ィ リ ン の 同定お よ び そ の成 分の体 内の 経時的

変化 つ ま り体内動態が 明 らか に さ れ て き た ． そ の 結果

400 4 3 0 6 0 0 6 5 0 了00 7 3 0

W a v el e n gt h くn m l

F i g ．
12

，
T h e fl u o r e s c e n c e s p e c t r a o f F ゎ F 5 F 7 a n d F 8 i n t et r a h yd r of u r a n a c e t a t e

b u f f e r s o l u ti o n ． ト ー J ，
F ．I トーーー1 ，

F 5ニ ト
ー

1 ，
F ，ニ ト

． －う，
F み T h e e x cit a ti o n a n d

o b s e r v a ti o n w a v el e n gth s w e r e 4 0 0 a n d 6 3 0 n m
，

r e S p e C ti v el y ．
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H p D が H p ，
H v d

，
P p 等の 各種 ポ ル フ ィ リ ン の 混 合

物で ある こ と を B o n n e tt ら
7，

が H P L C の 分 析 に よ

り，
K e s s e1

81
は T L C の 分析に よ り明 ら か に し て い る ．

さら に M o a n ら
引
は H p D を H P L C に よ り ， 0 単量

体成分 ， e 乏量 体成分 ， 砂会合体状態 で あ る 成分の 3

つ に分離 して い るが
， 会合体状態の ポ ル フ ィ リ ン に つ

い て ，
以下 の よう に 述 べ てい る ． 彼ら の H P L C の 移

動層で ある メ タ ノ
ー ル 水溶液で は

，
H p ，

H v d お よ び

P p は単量体状態 で あ り
，
会合体状態 と は な り に く い ，

しか し乏量体 は メ タ ノ ー ル 水溶液 中で は会合体状態と

なりや す い た め
， 会合 体状態 の ポ ル フ ィ リ ン に つ い て

は
，

そ の構成分子形態 は 乏量体 で な い か と推察 して い

る ．

一 般 に H p D は生 理 的食塩 中あ る い は各種溶液中

で は会合体状態と な り や す い 性質が ある
1 耶

． そ こ で 今

回 H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン を で き る だ け 分離 す る た

め
，
著者は E P L C の 移動層に テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水

溶液を用 い た ． その 溶液中で は 生理 的食塩水 で み ら れ

る会合体状態 の ポル フ ィ リ ン は解離 し
，
単量 体 あ る い

は乏量体 と い っ た 構成分子 形態と な る
川

． ま た 会合 体

状態の ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光発光能が 低 い こ と よ り
，

ポ

ル フ ィ リ ン の 分離，
測定 に蛍光 を利用 す る こ と は適当

で ない とい わ れ る ． そ の た め著者 は蛍光光度計 と は別

に
， 吸光光度計を用 い て H P L C の測定 を行 っ た ． そ

の結果は図 2 で 示 す よ う に 分離で き た ポ ル フ ィ リ ン の

ピ ー

ク は図1 の 実線 の ク ロ マ ト グ ラ ム と 同 じ急峻 な

ピ ー

クで あり
，
会合体状態の ポ ル フ ィ リ ン が 示 す幅 広

なピ ー ク は認 め られ な か っ た ． こ れ ら の こ と よ り テ ト

ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水溶液中 で は H p D は今 回検 出さ れ た

ピ
ー

ク 以外 の ポ ル フ ィ リ ン は 含ま れ て お ら ず， 生理 的

食塩水ある い は メ タ ノ ー ル 水溶液 中で 見 られ る会合体

状態の ポ ル フ ィ リ ン は 解離 し て い る も の と 推察 さ れ

た ．

H p D が 各種 ポ ル フ ィ リ ン の 混合物で あ る こ と が 明

らかに され て 以 来 ， 選 択 的 に 腰 瘍 内 に 取 り込 ま れ る

H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン 類 の 検討が 行な わ れ て き た ．

E v e n s e n ら
12，

は L e wi s 肺癌 を B 6 D 2 マ ウ ス に 移植 し

た腫瘍 を用 い て検 討 を行 っ て い る ． そ れ に よ る と

H p D を H P L C に て H p ，
H v d お よ び そ れ以 外の ポ ル

フィ リ ン に 分離 した 後 ，

3

王1 で ラ ベ ル し ， 経静脈 的 に

移植腫 瘍マ ウ ス に 投与 し腫瘍親和性 に つ い て 検討 を行

い
， 投与24 時間後に お い て H p お よ び H v d の 腰瘍親

和性は低 い も の の
，

H p ，
H v d 以 外の H p D 中の ポ ル

フィ リ ン 成分は
， 全体 と して H p D 自体 に 比 較 し 2 倍

以上の 高い 腫瘍親和性 を認 め て い る ． ま た D o u gh e r
－

ty ら
瑚
は H p D 静 注3 日後 の 患者の 粘液肉腫 よ りポ ル

フィ リ ン を 抽出し H P L C に よ り分析 を行 な っ て い る

が
．

それ に よ る と E p D 中に は H p およ び H v d は そ

れ ぞれ20 ％お よ び30 ％含 まれ て い る の に 対 し ， 肉腰 内

に 集積 した ポ ル フ ィ リ ン 中 に は4 ．3 ％お よ び1 ．6 ％し か

含ま れ て い ず
，
H p お よび H v d の腫瘍親和性 は低 く

，

H p お よ び n v d に 比 較 し て H p D 中の それ 以外 の ポ ル

フ ィ リ ン く疎水性 ポ ル フ ィ リ ン
， 著者の H P L C で の 分

離で は F 4
旬 F 8 に 相当す るI の 親和性の 高い こ と を述 べ

て い る ． E v e n s e n あ る い は D o u gh e rt y ら の H p D 投

与後 の 移植腫瘍お よ び人 の 癌組織よ り の ポ ル フ ィ リ ン

抽 出お よ び その H P L C に よ る検 討で は
，

H p お よ び

H v d と そ れ 以 外の ポル フ ィ リ ン の 3 つ に 分離 し腫瘍

親和 性 を 検討 し て い る ． そ れ に 対 し ， 本 実験 で は

H p D を 8 つ に 分類 し
，

それ ぞ れ の 腫 瘍組織 親和 性 の

比較 を行な っ た ． 腰瘍組織内の ポ ル フ ィ リ ン の成分比

が
，

H p D に お け る成分比に 比較 し て
，

どの よ う な 変

化 を示 す か を 明ら か に した ． す なわ ち
，
H P L C の 保持

時間が1 1 分以 上 の フ ラク シ ョ ン く軋 F
ち
P p ，

F 7
，
F d の

成分に 関し て み ると
，
H p D に お け る成分比 と H p D 投

与48 時間後の 腫瘍内取り込 み ポ ル フ ィ リ ン 類の 成分比

を比較 す る と
，

H p の 約 2
ノ

ー 6 倍も腫瘍組織内に 取 り

込 まれ て い る こ と に な り
， 高 い 親和性が 認 めら れ た ．

と く に F 7 に は4 ． 1 5倍
，

F 8 に は5 ． 5 5 倍の 高い 親和 性 が

認 め られ た ．

H p D の腫瘍組織親和 性に つ い て は
，

H p D を腫瘍移

植 マ ウス に投与 し
，

青色光 を照射 す る こ と に よ り
ト
腫

瘍 に は ポ ル フ ィ リ ン 特有の赤 色の 蛍光発光を認 める の

に 対 し
， 周囲正 常組織に は蛍光発光が 認め ら れ な い こ

と か ら
，

E p D は腫瘍に の み選択的 に 集積 す る と 唱 え

ら れ た隼 し か し G o m e r ら
14，

は
， E

l

でコ H p D お よ び

仁
3

即 日p D を周 い た マ ウ ス 移 植腫 瘍 の 検 討 か ら

R p D は投与24
，

4 8
，
7 2 時間後 に お い て 腫瘍 に は 周 囲

筋 肉組織よ り も 高濃 度に 認め られ る も の の
， 肝 ， 牌 ，

腎よ り は低濃度で あ り
，

H p D は全 身投 与後 ， 腫 瘍 に

適択的親和性 を 有す る もの で は な い と述 べ て い る ． 著

者の 結果で も表 3 旬 表 8 で 示 す よ う に H p D 投与1 2
，

2 4
，

4 8
，

72 お よ び96 時間後 の い ずれ の 時 間 に お い て

も
，

H p D 中の い か な る ポル フ ィ リ ン 類 も腫 瘍組 織 に

お い て最 も高濃 度 と な る こ と は な く ， 全 身的 な ポ ル

フ ィ リ ン分 布の 観点 か ら は
，
腫瘍 に 特異的か つ 選択的

取り込 み を示 す ポ ル フ ィ リ ン は存在 しな い と 言え る ．

H p D 投与後の 体内分布 に は どの よ う な 因子 が 関与

す る か 明確に さ れ て い な い が
， 最近 それ ぞ れ の 組織の

低比 重リ ボ 蛋 白 くlo w d e n sit y li p o p r o t ei n
， L D LJ レ セ

プタ
ー

の 関与が 重要な 因子 と して 注目さ れ て い る ． 増

殖速度の 速 い 組 織ほ ど細胞膜合成の た め コ レ ス テ ロ
ー

ル を必要と して い る ． ま た そ の コ レ ス テ ロ
ー ル はお も
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に 血中の L D L を細胞内 に 取 り込 み 合成さ れ る こ と よ

り
，
腫瘍組 織 に お い て は 網 内 系 組 織 と 同 様 に 高 い

L D L レ セ プ タ
ー

の 存 在が 報 告 さ れ て い る
151

． ま た

K e s s e l
161

は H p D を L e w i s 肺癌 を移植 し た マ ウ ス に 投

与 し ， 血襲中の い か な る 成 分と 結 合 す る か を H P L C

を 用い た検討 か ら報告し て い る ． そ れ に よ る と H p D

中の ポ ル フ ィ リ ン は投与30 分後 に は
，

お も に 血祭 中の

ア ル ブ ミ ン
， 高比 重 リ ボ 蛋 白 くbi gh d e n sit y li p o p r o －

t ei n
，
H D Ll お よ び L D L に 結合 す る ． その 中で ア ル ブ

ミ ン に結合す るも の は約20 ％ の ポ ル フ ィ リ ン で あ り ，

そ の 結 合 し た ポ ル フ ィ リ ン は 主 と し て H p お よ び

H v d で あ る ． それ に 対 し L D L に 主 と し て疎水性 ポ ル

フ ィ リ ン 岬わ F 5，
F ，，

F d が 結合 し
， 投与48 時 間後 に は

血祭中よ り ほ と ん ど消 失す る の に 対 し
，

H D L に 結合

した ポ ル フ ィ リ ン く組成 の比率 は H p D 中の ポ ル フ ィ

リ ン 比率 に 類似I は 投与48 時 間後 も 血梁中よ り の 消 失

は少な い と報告 して い る ． こ の こ と よ り組織 に 主 と し

て取り 込 まれ る ポル フ ィ リ ン は L D L に 結合 した 疎水

性 ポル フ ィ リ ン で は ない か と 推察 して い る ． また 投与

48 時後の 各組織 内濃度は
，

そ の 組織の L D L の レ セ プ

タ
ー

の 数 と 比較 的 に 相 関 す る と 述 べ て い る ． ま た

B a r el ら
1 71

は H p を H D L ある い は L D L に 結合 させ

て か ら移植腫 瘍マ ウ ス に 投与 し
，
2 4 時間後の B p の 組

織分布 を求め て い る が
，

それ に よ る と腫瘍組織親和性

を示す もの は
， 主と し て L D L に 結合 し た H p で あ

る ． そ れ に 対 し
， 肝あ るもl は肺 に 比 較 的に 親和性 の 高

い も の は H D L に 結 合 し た H p と 述 べ て い る ．

K e s s el や B a r el ら の 結果 よ り 考え る と ， 腫瘍組 織 に

取 り込 ま れ る H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン 類 に つ い て は主

と して L D L に 結合 した疎 水性 ポル フ ィ リ ン で あ り
，

肝 な どの 網内系組織 に は H D L お よ び L D L
，

ど ち らか

と 言う と H D L に 結合 した ポ ル フ ィ リ ン が 取 り込 まれ

易く
，

H p D 中の 各 ポ ル フ ィ リ ン 比 率 に 比 較 的類似 し

て取 り込 まれ る の で は ない か と推察 され る ． 著者 の 結

果で も腫瘍組織 に取 り込 まれ る ポ ル フ ィ リ ン に つ い て

は図1 の よう に F 鴫 F 5，
F 7 お よ び F 8 の 疎 水性 ポ ル フ ィ

リ ン が比 較的多く取り込 まれ た結果 で あ っ た ． ま た
，

図 4 ノ ー 図9 の結果か ら腫瘍 に お い て は脾 ， 腎 ，
肺 あ る

い は筋 肉組織 に 比 較 し
，
F ．

，
F 5

，
F 7 な ら び に F 8 の H p

に 対す る取 り込 み が 比 較的良好な こ と よ り
，

H p D 投

与後の ポ ル フ ィ リ ン の 全身分布 に は L D L が 大き な 役

割 を果た して い る の かも 知れ な い ．

H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン 類で は ト 腫瘍組織 に 特異 的

親和性 を示 す も の は な い と い う 結 果 を得 た が
，

H p D

を用 い た癌 の 蛍光発光 に よ る局在診断お よ び P D T を

行な う 場合に 重要な こ と は
， 周 囲組織 に 比較 し腫瘍組

織 に 高 濃度に ポ ル フ ィ リ ン が 集積 す る こ と であ る ． 図

10 で は 腫瘍組．織の 周囲正 常筋肉組織 に 対 して の 各ポル

フ ィ リ ン 濃度比 を投与後の 時間と 共に 示 した ． 腫瘍組

織に お い て は筋 肉組 織 に 比 し H p D 投 与1 2 時間後に

B p は1 ． 5 8 倍 ．
B v d は1 ．7 2 倍

，
P p は1 ． 3 4 倍で あ っ た

の に 対 し
，

F 4 は6 ． 4 0倍 ，
F 5 は4 ． 6 8 倍

，
F 7 は7 ． 1 1 倍，

F 8 は7 ． 5 1 倍 と H p D 投 与後 の 早 い 時 間 に お い て F も

F ゎ F ，お よ び F 8 の 腰 瘍親和性 の 良好 な こ と が 示 さ れ

た ． ま た経時 的に み て
，

H p D 投与96 時 間 に お い て も

筋 肉組織 に 比 し F も F 覇 F 7 お よ び F 8 の成分 の 高比 率が

維持 さ れ
，
腫瘍組織 に お い て は F も F 5，

F ，お よ び F 8 の

残留傾 向の 大き い こ と が 示 唆さ れ た ， H p D の 腫瘍組

織 へ の 取り 込 み が 大き い こ と に つ い て は
， 0 先程述べ

た よ う に L D L の 関与， 令腫 瘍内 マ ク ロ フ ァ ジ ー によ

る 疎水性ポ ル フ ィ リ ン の 選択的取 り込 み
12ユ

等 の説の ほ

か にく卦腫瘍血管 の正 常血管と の 相異も 挙 げられ る ． 腫

瘍血管 に お い て は
，

正 常血管 に 比 較 し て血管透過性が

高 く
，

正 常血管 で は透過 し に くい 高分子 化合物が腫瘍

血管 で は血管外 へ 漏 出す る と い わ れ る ． ま た腫瘍組織

で は リ ン パ 系が 未発達 な た め ， 腰瘍組織 の 血 管外へ 漏

出し た 高分子 化合物 が長 く腫瘍組織 内に 留 ま ると い わ

れ る
瑚

． B p D は全身投与後に
，
血 中で は 先程述 べ たよ

う に ア ル ブ ミ ン
，
H D L ある い は L D L に 結合 し

， 高分

子塊 の ポ ル フ ィ リ ン と な る他 に
，

担体 に 結合し ない 疎

水性 ポル フ ィ リ ン は ， 分子 間力で 結合 した 会合体状態

で 循環す る と い わ れ てい る ． 会合体状態の ポル フ ィ リ

ン に つ い て は平均分子 量 は2 0
，
0 0 0 以 上 と の 報告もあ

り
瑚

， 高分子塊 で あ る た め に 腫瘍組織 に 親和性が増し
，

腫瘍組織 内で の
， 残 留性 が 高 ま る 可能 性 も 示 唆され

る ．

腫瘍組織 に 取 り込 ま れ た ポ ル フ ィ リ ン は
， 腫瘍細胞

内 へ 拡散 ある い は ピ ノ サイ ト ー シ ス に よ り 取り込 まれ

る と 考 えら れ る が
， 培養細胞 で H p D 中の い か なる ポ

ル フ ィ リ ン に 礪和 性 が 認 め ら れ る か に つ い て は

M o a n ら
司

は ヒ ト 子 宮頚 部上 皮 内癌 由来培 養細胞株

N H I K 3 0 2 5 を 用 い て
，

D o u gh e r ty ら
13，

は マ ウ ス の 放

射線誘発繊維 肉腫細胞株 を用 い て ，
E P L C に よ り検討

を行 な っ て い る ． それ ら に よ る と腫瘍細胞 に 親和性の

高 い ポ ル フ ィ リ ン成分 に つ い て は
，

H p D 中の 疎水性

成分 で蛍光発光能 の 強 い 成分 く著者 の H P L C で の F 右

F ら F 7，
F J を挙げ て い る ． こ れ らの こ と よ り腫瘍組織

に は 周囲正 常組織 に 比 較 し疎水性 ポ ル フ ィ リ ン が集積

しや す い が
，

腰瘍細胞 内に は ， 腫瘍組織 に 集積 したポ

ル フ ィ リ ン の 中で も 疎水性ポ ル フ ィ リ ン が選択的に取

り 込 まれ る の で は な い か と 考 え られ る ． 疎水性 ポル

フ ィ リ ン くF も F 5，
F 7，

F d の 蛍光ス ペ ク トル の特徴を検
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討す る目的で ， 腰癌 よ り抽 出し た各 フ ラク シ ョ ン の 蛍

光励起 ス ペ ク トル お よ び蛍光発光 ス ペ ク トル の 測定 を

行な っ た が
， 図12 の よ う に 65 0 n m に 特徴的 ピ

ー

ク が

確認され た ． こ の 特徴的 な 3 峰性の 蛍光発光 ピ ー

ク を

もつ ポル フ ィ リ ン に つ い て は M i y o s h i ら
207

が 乏重体 の

ポル フ ィ リ ン と報告 し て お り
，
F 4

，
F ゎ F 7 お よ び F 8 は

ポル フ ィ リ ン 乏羞体 と推察さ れ た ． ま た
，
F 4，

F ゎ F 7 お

よ び F 8 は M o a n ら
51

，
お よ び D o u gh e r t y ら

13，
の

H P L C での H p D の 分析と 比較 して も ポ ル フ ィ リ ン の

乏量体と考 え られ た ． H p D 中の ポ ル フ ィ リ ン の 分子

形態に よ る蛍光 ス ペ ク ト ル の 相異 に つ い て M i y o s h i

ら
101

が
，

ポ ル フ ィ リ ン の 単量体 で あ る H p は 63 0 n m

およ び 69 5 n m の 二 峰性の 特徴 を有す る こ と
， ，

ま た会

合体 状 態 の ポ ル フ ィ リ ン に つ い て は 630 n m と

6 95 n m の 二 峰性の 特徴の 他 に 67 5 n m に シ ョ ル ダ ー

ま

たは ピ ー ク が認 め ら れ る と報告 して い る ．

今回の 検討 よ り
，

日p D 中の ポル フ ィ リ ン で ， 腫 瘍

親和性の 良好な も の は 疎 水性傾 向 の 大 き い も の で あ

り
，
血中で は各種担体 と結合 しや す い 性質あ る い は 巨

大な分子塊 を形成 しや す い ポ ル フ ィ リ ン で あ っ た こ と

を明らか に し た ． 現在腫瘍親和性を さ ら に 高め る目 的

で
， 0 高分子 ポ ル フ ィ リ ン を合成 し投与 す る 方法

20，

，

砂H p D に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル を結 合 し て投 与 す

る方法
， 砂H p D をリ ポ ソ ー ム に 包理 し て投 与 す る 方

法等を考案 し検討中で あ り
，

あ る程度 の 腫瘍親和性 向

上の 結果が 得ら れ て い る ．

今後ポ ル フ ィ リ ン類 の 腰瘍親和性 の 特徴 を参考 に
，

腫瘍集横性 を高め る 方法あ る い は腰 瘍親和性の 高い ポ

ル フ ィ リ ン 化合物 の合成 が期待 され る ．

結 論

H P L C を用 い て E p D 中に 含 まれ る ポ ル フ ィ リ ン の

分離およ び 同定 を行 な っ た ． ま た
，

ヒ ト膀胱 癌由来培

養細胞 K K－47 を背部皮下に 移植 し た ヌ ー

ド マ ウ ス を

用 い て ， H p D 投与後 の 腫瘍 ， 肝， 脾 ， 腎 ， 肺 お よ び筋

肉組織 に お け る ポ ル フ ィ リ ン の 経 時 的取 り 込 み を

H P L C を用 い て検討 し
，

以 下の 結 果を 得た ，

1 － H P L C に よ る 分析 に よ り H p D 中 に は F ．，
F 2，

F 3，
F 4

，
F ゎ F 鴎 F 7 お よ び F 8 に 分 離さ れ る 8 種類 の ポ ル

フィ リ ンが 含ま れ て お り ， 標 準物 質 と の 比 較 に よ り

F l は H p ，
F 2 お よ び F 3 は H v d の 異性 軋 F 6 は P p と

同定さ れ た ．

2 ． H p D 投与48 時間後で は
， 腫瘍組織 内 に 取 り 込

まれた各 ポル フ ィ リ ン の 濃度 の 比 較よ り
，
H p に 比 し ，

H v d は1 ． 2 2 倍 ，
F 4 は2 ■ 9 2 倍

，
F 5 は3 ， 0 0 倍 ，

P p は

2 ，3 4倍 ，
F 7 は4 ， 1 5 倍，

お よ び F 8 は5 ． 5 5 倍の 腰 瘍親和性

が 認め ら れ た ．

3 一 腫瘍組 織内に お ける 各 ポル フ ィ リ ン の 残 留性 の

検討と して
，

H p D 投与48 時間後に 対す る 投 与96 時 間

後の 比 率で は H p は6 4 ％
，

H v d は42 ％，
F 4 は4 6 ％ ，

F 5 は4 2 ％ ，
P p は90 ％ ，

F 7 は54 ％
，
お よ び F 8 は45 ％ と

な り
，

P p が 最も 残留傾 向が 大で あ っ た ，

4 ． H p D 投 与後 の 腰 瘍， 肝 ， 牌 ， 腎 ， 肺 お よ び筋肉

組織 中の 各ポ ル フ ィ リ ン の 濃度の 比 較で は
， 投与12 ，

2 4
，
4 8

，
7 2 お よ び96 時間の い ずれ の 時間に おい て

， 腫

瘍組織 に お い て最も 高洩度と なる も の は認 めら れ ず ，

選択的腫瘍親和性 を示 す ポ ル フ ィ リ ン は存在し な か っ

た ．

5 ． H p D 投与後の腫瘍 お よ び各臓器 で の H p に 対

す る各 ポ ル フ ィ リ ン の 経 時的 取 り込 み の 比較 で は
，

H p と H v d の 間に は差が 認め られ なか っ た ． P p に つ

い ては
． 腫瘍 お よ び各臓器で H p に比較 し約 2 倍 の 親

和性が 認 めら れ
， 時間と と も に H p に 比 較し残留 す る

傾 向も 認 め ら れ た が
ト 腫 瘍 と 各 臓 器 間で は H p と

P p の 取り 込 み 比に は差が 認め ら れ なか っ た ． 脾． 腎．

肺 ，
お よ び筋 肉組織 に お い て は

，
F 4 と F 5 の 取 り込 み は

い ずれ も H p に 比 し差が 認め ら れ ない も の の ， 腫瘍と

肝で は H p よ り 2 ノ
ー 3 倍親和性が高く

， 綻時的親和性

も大 で あっ た ， F 7 お よ び F 8 では腫瘍 の み が H p に 比

し3 へ 6 倍高 い 親和性 を示 し ， 経時的に も高 い 親和性

が認 め ら れ た ．

一 方
， 他臓 器で ほ H p と F 7 お よ び

F B の 間に は差が 認め られ ず
， 経 時的に H p よ り す み や

か に 低下 す る傾 向に あっ た ．

6 ． H p D 投与後
，

筋肉組織 に対 し腫 瘍 組織 に 含有

され る 各 ポル フ ィ リ ン濃度の 経時的比 較 で は
，

H p お

よ び H v d は い ず れ も約 2 倍腫瘍組織 に 高濃度 で 経時

的変化 は筋肉組 織と比 較 して 少な か っ た ．

一 方 P p も

約 2 倍腫瘍組織 に 高濃度で あ る も の の
， 時間と と も に

筋肉組 織に 比 較 し腫瘍組織の 濃度 は高く 持続す る傾 向

が 認め ら れ た ． ま た F
4 お よ び F 5 は腫瘍組織で 4 へ 6

倍と 高濃度で
，

か つ 経時的に 変化 が少 なか っ た ．

一 方

F 7 お よ び F 8 で は 6 へ 1 1 倍腫瘍組織に 高濃度 で
，

か つ

時間と と も に 値 が 大 き く な り
， 腫瘍組織 に 対し て 高 い

親和性 を有す る成分 と考 えら れ た ．

7 － H p D 投与後腫瘍組 織よ り抽出お よ び 分 離 し 得

た 各ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光励起 ス ペ ク ト ル
，

お よ び 蛍光

発 光 ス ペ ク ト ル の 測定で は ， 蛍光励起 ス ペ ク ト ル に 特

徴的 な遠 い は み られ ない も の の
，
蛍光発光ス ペ ク ト ル

で は H p ， H v d お よ び P p は 63 0 n m と 69 5 n m に ピ ー

ク を持 つ 二 峰性 で ある の に 対 し ，
F 心 F 舅

F 7 お よ び F 8

は 63 0 n m と 6 9 5 n m の 他 に 65 0 n rn に 新し い ピ ー

クが

認 め られ た ．
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i nj e cti o n of h e m a t o p o r ph y ri n d e ri v a ti v e o f its

p u rifi e d c o m p o n e n t ． P h o t o c h e m ． P h o t o b i ol ．
，
4 6

，

6 7 － 7 0 く19 8 71 ．

1 4I G o m e r
，
C ． J ． 鹿 D o u g h e r t y ，

． T ． J ． こ D e t e r m i －

n a ti o n of 仁
3

Hj ．

a n d E
1 4

Cコ h e m a t o p o r ph y ri n

d e ri v a ti v e d i s tri b u ti o n i n m ali g n a n t a n d n o r m al

ti s s u e ． C a n c e r R e s ．
，
3 9

，
1 4 6 ＋1 5 1 く19 7 9J ．

1 5ナ B r o w n
，
M 二 S ．

，
K o Y a m e n

，
P ． T ． 鹿 G ol d s t ei m ，

J ． L ． ニ E v o l u ti o n o f th e L D L r e c e p t o r c o n c e p t ．f r o m

c u lt u r e d a n i m a l c ell s t o i n t a c t a ni m al s ． P r o c ． N ．

Y ． A c a d ． S c i ．
，
3 4 8

，
4 8 － 6 8 く1 9 8 01 ．

1 6I K e s s el
，
D ． こ P o r ph y ri n －1i p o p r o t ei n a s s o ci a ti o n

a s a f a c t o r i n p o r ph y ri n l o c ali z a ti o n ， C a n c e r

L e tt リ
3 3

，
1 83 －1 8 8 く19 8 61 ．

1 7I B a r el
，

A ．
，

J o ri G ．
，

P e ri n
，

A ■

，
R o m a n di ni

，

P ．
，

P a g n a rL ， A ． 鹿 B i ff a n ti S ． こ R o l e of hi gh －

，

l o w
－

，
a n d v e r y l o w －d e n sit y li p o p r o t ei n s i n th e

t r a n s p o r t a n d t u m o r －d eli v e r y o f h e m a t o p o r p h y ri n

i n v i v o ． C a n c e r L e tt ．
，
3 2 ， 1 4 5 －1 5 0 く19 8 61 ．

1 8ナ M a t s u m u r a Y ． 良工M ムe d a H ． 二 A n e w c o n c e pt

f o r m a c r o m ol e c ul a r th e r a p e u ti c s i n c a n c e r c h e m o－

th e r a p y こ m e C h a ni s m o f t u m o rit r o p I C a C C u m ul a ti o n

o f p r o t ei n s a n d th e a n tit u m o r a g e n t S m a n c s －

C a n c e r R e s ．
，
4 6

，
6 3 8 7 － 6 3 9 2 く1 9 8 61 ．

1 9I S wi n c e r
，
A ． G ．

，
W a r d

，
A ． D ． 及 H o w l e t t

，
G －

J ．
こ T h e m o l e c ul a r w ei gh t o f h e m a t o p o r p h y ri n

d e ri v a ti v e
，
its g el c o l u m n f r a cti o n s a n d s o m e of

i t s c o m p o n e n t s i n a q u e o u s s o l u ti o n ． P h o t o c h e m ．

P h o t o bi ol ．
，
4 1

，
4 7 － 5 0 く1 98 51 ．

2 01 M i y o s h i
，
N ．

，
H i r a t a

，
A ．

，
K u n i m i

，
K ．

，
S a k u r ai

，

K ．
，
S a k a m o t o

，
K ．

，
M a t s u m o t o

，
N ．

，
H i s a z u m i

，
H 一

息 F u k 11d a
，

M ． ニ S p e c t r o s c o pi c s t u d y o f h e m a t o ．

p o r p h y ri n o li g o m e r s i n t u m o u r ti s s u e － L a s e r s

M e d ． S ci ．
，
3

，
1 8 5 －1 9 3く19 8 81 ．
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St u di e B Of H e m a t o p o r p h y ri n D e ri v a ti v e lJ p t a k e i n N u d e M i c e B e a ri n g tIl e

旺政 一4 7 B l a d d e r T u m o r A ki o H i r a t a D e p a r t m e n t o f U r o l o g y ， S c h o ol of M e d i ci n e ，

K a n a z a w a U n i v e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 9

，
6 1 8 － 6 3 3 り99 01

鼠e y w o r d 8 h e m at o p o r p h y ri n d eri v a ti v e くH p D l ， h igh p e rf o r m a n c e liq u i d c h r o m a t o g r a －

p h y ， tu m O r l o c ali zi n g H p D c o m p o n e n ts ， tiss u e H p D u p ta k e ， H p D

fl u o r e sc e n c e s p e ct r u m

A b s t r a c t

P h o t o d y n a m ic th e r a p y ， n O W u n d e r g oi n g cli n i c a l t ri a ls f o r t h e tr e a t m e n t of h u m a

n e o p l a s m s ， is b a s e d o n th e c ell ul a r b i n d i n g a n d r e te n ti o n of p h o t o s e n si ti zi n g c o m p o u n d s ．

T h e p h o t o s e n si ti z e r 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 D l h a s b e e n s a i d t o b e a m i x t u r e o f

h e m a t o p o r p h y ri n くH pI ， h y d r o x y e th y l vi n y l d e u te r o p o r p h y ri n くH v dl ， p r O t O p O rp h y ri n くP pI a n d

p o r p h y rin olig o m e r s i n p h y si ol o g i c s ali n e ． I n th e p r e s e n t s t u d y ， th e t u m o r a n d o r g a

く1iv e r ， S p l e e n ， k id n e y ， 1 u n g a n d m u s clel afLi niti e s of th e p o r p h y ri n s c o n tai n e d i n H p D

i n v e stig at ed ， u Si n g n u d e m ic e b e a ri n g th e K K
－

4 7 bl a d d e r t u m o r ， W ith hig h p e rf o r m a n c e

li q u id c h r o m a t o g r a p h y くH P L C l ． T is s u e s a m p le s w e re o b t ai n e d a t v a ri o u s i n t e r v als r a n gi n g

f r o m 1 2 t o 9 6 h r aft e r a si n g le i ． p ． i nj e c ti o n of 2 5 m g J
l

k g b ． w ． H p D t o st u d y th e

P h a r m a c o k i n e tic s ■ E x tr a c ti o n of th e p o r p h y ri n s f r o m th e ti s s u e s w a s p e rf o r m e d w i th e th y l

a c e t at e a n d h y d r o c hl o ric a cid ， a n d t h e e x tr ac t s w e r e fr a c ti o n a te d b y m e a n s of H P L C ． T h e

a m o u n t o f e a c h o f t h e f r a c ti o n a t e d p o r p h y ri n s w a s e s ti m a t e d u s l n g a fl u o r e s c e n c e

Sp e C tr O p h o t o m e te r － H P L C s t u d y d e m o n s tr a te d th e p r e s e n c e o f H p ， t W O is o m e r s o f H v d ，

P p ，
F ．

，
F ，， F ，， a n d F 8 p O r P h y ri n s i n H p D ． S p e c tr o s c o p i c s t u d y o f th e f r a c ti o n a t e d

P O r P h y ri n s d e m o n s tr a te d m a r k e d t u m o r affi n i ty a n d r e t e n ti o n o f h y d r o p h o b i c p o r p h y r i n s

S u C h a s F 一，
F 5， P p ， F 7 a n d F 8 a S C O m p a re d t o H p o v e r a n i n c r e a s l n g p a SS a g e Of tir n e ．

A l th o u g h th e c o n c e n t r a ti o n s o f H p ， H v d a n d P p i n t h e t u m o r e x t r a c ts w e r e l t o 3 qf o l d

h i g h e r t h a n th o s e i n th e m u s cl e e x tr a c ts ， th o s e o f F ． a n d F ， i n th e t u m o r e x tr a c t s w e r e

p e r si s t e n tl y 4 t o 6
－

f o l d hig h e r th a n t h o s e i n th e m u s cl e e x tr a c ts d u ri n g th e o d s e r v a ti o n

p e ri o d ． P a rtic u la rly ， i n t h e c a s e of F ， a n d F ，，
th e y w e r e 6 t o l トf old hig h e r ． T h e

fl u o r e s c e n c e s p e c t r al p a tte r n s of H p ， H v d a n d P p s h o w e d t w o e m i s si o n p e a k s a t

W a V el e n g th s o f 63 0 a n d 6 9 5 n m ， W hile th o se of F ． ，
F 5， F ，， a n d F 8， Sh o w e d a n e w e m issi o n

p e a k a t a w a v e l e n g th o f 6 5 0 n m i n a d d i ti o n t o th e t w o p e a k s ． T h e a p p e a r a n c e o f th e n e w

e m is si o n p e a k w a s p re s u m e d to b e d u e t o th e p r es e n ce oE t h e p o r p h y ri n olig o m e rs ． T h es e

r e s u l ts s u g g e s t e d th a t th e p r ef e r e n ti a l r e t e n ti o n o f H p D i n t h e t u m o r m a y b e d u e t o

h y d r o p h o bi c p o r p h y ri n s ， p a r tic ul a rly p o r p h y ri n olig o m e r s ．


