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要　旨：近年，光線力学療法の有効性が認められ，種々の悪性腫瘍への適応が検討されてきている。

しかしながら，この光線力学療法の殺細胞作用機序に関する細胞レベルでの研究は，いまだ多くの

点が不明のままである。そこで我々は，本治療法で用いられる光感受性腫瘍親和性物質を培養腫瘍

細胞に投与し，主として免疫蛍光抗体法と電子顕微鏡法を用いた形態学的アプローチによる，細胞

死誘発作用機序の解明を試みた。光感受性腫瘍親和性物質投与後，アクロレインを用いて急速に固

定された細胞の電子顕微鏡観察によって，特にミトコンドリアのクリスタ構造と粗面小胞体嚢の構

造に変化がみられた。これらの構造変化は，用量依存的かつ経時的な変化であり，光照射後 30分

で，細胞死が誘発された。誘発されたこれらの細胞死に，アポトーシスを思わせる所見は確認でき

なかった。ミトコンドリアと粗面小胞体などの細胞質細胞小器官は細胞内膜構造を有しており，こ

の内膜の膜蛋白を介して，細胞骨格であるアクチンフィラメント，中間径フィラメント，微小管と

結合している。そこで，βチューブリン，非筋型アクチン，サイトケラチン，ビメンチンに特異的
な抗体を用いて，微小管，アクチンフィラメント，中間径フィラメントの分布の変化を観察したと

ころ，特にアクチンフィラメントに大きな変化が認められた。通常の 1/10の濃度である光感受性

腫瘍親和性物質投与後，さらにアクチンフィラメント細胞骨格毒であるサイトカラシン Bを

0.1 µg/ml追加投与し，ハロゲン光下に置いたところ，通常では殺細胞効果がほとんど期待できな

いような低濃度の光感受性腫瘍親和性物質濃度でも，十分な殺腫瘍細胞効果が得られた。これらの

細胞生物学的研究は，光感受性腫瘍親和性物質の殺腫瘍細胞作用メカニズムの解明につながり，効

果的でより安全な癌治療への道をつなぐものと期待される。
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1．はじめに

1979年 Doughertyら 1）はヘマトポルフィリ

ン系光感受性腫瘍親和性物質を投与し，レーザ

ー光を照射することで，皮膚および皮下組織の

悪性腫瘍治療における有効性を証明した。以降，

種々の研究が積み重ねられ，我が国においても，

1996年，ヘマトポルフィリン系光感受性腫瘍

親和性物質であるフォトフリン（Photofrin：

日本ワイスレダリー社）が，悪性腫瘍の光線力

学療法として保険適応に至るまでになった 2–5）。

同時に，光ファイバー挿入による内視鏡学の進

歩が，治療可能な範囲を格段に広げ，数多くの

こうした光線力学療法に応用され，体表面の腫

瘍 6）のみならず，肺 5,7,8），気管支 8），食道，胃，

子宮，卵巣 9），前立腺 10），膀胱 11,12），大腸，口

腔，鼻腔 13），中枢 14,15）などの種々の腫瘍 16）や
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過形成の他，動脈硬化 17,18），種々の眼疾患 19–22）

などへの応用をも可能にしつつある。

同時に種々の光感受性腫瘍親和性物質の開発

研究も急速に進歩しつつあり，以前より広く研

究されてきたアミノレブリン酸 23,24）（細胞内で

ポルフィリンに変化する），verteporfin20,25），

benzoporphyrin6,26），hematoporphyrin27）等の

ポルフィリン系 28）やその関連物質を始め，ク

ロリン系の bacteriochlorin21），meta-tetra（hy-

drophilic） chlorin29）， chlorin e630），ATX-S10

（Na） 31–33），さらに，motexatin lutetium17），

calphostin C12）， purpurin34）， aluminum ph-

thalocyanine tetrasulfonate35），フェオフォルバ

イド a7,36–38）などが研究されてきている。その

中において，我々のグループは，フェオフォル

バイド aの水溶性ナトリウム塩の作製に成功し

ている。しかしながら，フォトフリン 39）を始

め，フェオフォルバイド a等の光感受性腫瘍親

和性物質の殺腫瘍細胞メカニズムは，いまだに

多くの点が不明である 23,24,26,33,41,42）。

そこで我々は，ヘマトポルフィリン系の光感

受性物質であるフォトフリン，並びに，フェオ

フォルバイド aを，腫瘍細胞株である RERF-

LC-AI 細胞（ヒト肺扁平上皮癌由来），RT4細

胞（ヒト膀胱癌由来）およびMDCK細胞に投

与し，これらの殺腫瘍細胞効果過程を観察する

ために，主として免疫蛍光抗体法と電子顕微鏡

法による形態学的アプローチを試みた。ここで

得られた形態学的結果と，従来までに報告され

た研究結果とを比較し総説する。

2．殺腫瘍細胞効果

3種の培養細胞（RERF-LC-AI 細胞，RT4細

胞，MDCK細胞）においてフォトフリン，フ

ェオフォルバイド aの殺細胞効果を観察，比較

した（表 1，表 2）。それぞれの細胞は 96ウェ

ルマイクロプレートに各ウェルあたり 5× 103

個まき，10～ 20％胎児牛血清添加MEM培養

液の中で 48時間培養した。フォトフリンは

0.5 m mole/L，フェオフォルバイド aは 0.05 m

mole/Lという濃度に細胞を 4時間暴露させ，

その後，1立方センチメートルあたり約 5.3Jの

ハロゲン光下に細胞を 5分置いた。この光照射

1時間後，暗室にて各ウェルにMTT assay試験

を行い，さらに暗室にて DMSO添加 pipetting

後，直ちに 570 nmの吸光度のもと，マイクロ

プレートリーダーで生細胞数をカウントした。

この条件においてフォトフリンとフェオフォル

バイドの殺細胞効果は，ほぼ同じ程度となった。

照射後 1時間，RERF-LC-AI 細胞には，約 80～

90％程度の殺細胞効果がみられることを確認

した。一方，MDCK細胞には約 70～ 80％程度

の殺細胞効果がみられた。また，RT4細胞にお

いては約 10％程度の殺細胞効果しかみられな

かった。興味深いことに，これら 3種の異なる
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表 1．各腫瘍細胞におけるフォトフリン処理＋光照射後の腫瘍細胞生存率（％）の比較

RERF-LC-AI 細胞 RT4細胞 MDCK細胞

光感受性物質投与（－） 100 100 100
＋　光照射（－）

光感受性物質投与（－） 125± 36 116± 29 107± 23
＋　光照射（＋）

光感受性物質投与（＋） 95± 26 107± 21 92± 13
＋　光照射（－）

光感受性物質投与（＋） 18± 3 93± 17 28± 4
＋　光照射（＋）

実験は 5回行い，それぞれの実験で各群あたり 192ウェルのサンプルを用意し，カウントした生存細胞
数を平均した。細胞数に実験間のばらつきが極めて大きかったため，5回それぞれの実験におけるコン
トロールとなる光感受性腫瘍親和性物質投与（－）＋光照射（－）群の生存細胞数の平均を，各々 100（％）
として，各実験群の生存細胞数との比を求め，その平均値をそれぞれ算出した。数値は平均±標準偏差。



上皮性腫瘍細胞において，フェオフォルバイド

a がフォトフリンに比べ 10倍希釈されている

にもかかわらず，いずれも同程度の殺細胞効果

を得た結果で，フェオフォルバイドがフォトフ

リンより，より効果的な殺腫瘍細胞効果を示し

た。また，フォトフリン，フェオフォルバイド

a をこの濃度で 4時間処理した後，光を照射す

ることなく，そのまま培養液を 3回洗浄交換し

た細胞は，再び増殖を始め，いずれも翌日には

confluentに成り，この時点で光感受性腫瘍親

和性物質無処理の細胞群との相違は認められな

くなった。

なお，フェオフォルバイド処理の濃度，時間，

光照射量と RERF-LC-AI 細胞生存率との関連の

詳細は，共同研究者の井上らによって完成され

ており，現在，この詳細を記述した論文を投稿

中である。ここで，RERF-LC-AI細胞，RT4細

胞，MDCK細胞らの細胞死をもたらすフォト

フリン，並びに，フェオフォルバイドの有効濃

度は異なっていた。細胞の種類により，殺腫瘍

細胞効果をもたらす光感受性腫瘍親和性物質の

有効濃度が異なることは，フォトフリンを扱う

研究者にとってはもともと知られていたことで

ある。今回，我々の実験系においては RERF-

LC-AI細胞が，フォトフリン，フェオフォルバ

イドの両者に対し最も感受性が高く，RT4細胞

の感受性は低いことがわかった。しかし，光感

受性腫瘍親和性物質に対する感受性が，細胞の

種類によって大きく異なっているにもかかわら

ず，フェオフォルバイドがフォトフリンよりも，

共通して，より低濃度で効果的に異なる細胞種

の殺腫瘍細胞効果を示し，光をあてない限り，

いずれの細胞も十分な回復，生存をみたことか

ら，現在一般的に使用されているフォトフリン

よりも，多種の悪性腫瘍の光線力学治療にフェ

オフォルバイド aが有効に使用できる可能性を

示唆しているものと思われる。

3．電子顕微鏡観察

光感受性腫瘍親和性物質投与後，光を照射し

た細胞は直ちに暗所に戻し，その後，1分，3

分，5分，10分，15分，30分，60分，120分，

360分と経時的に固定した。固定液は 5％アク

ロレイン in 0.1M PBSにて 5分処理後，通常の

2％パラフォルムアルデヒド＋ 2.5％グルタル

アルデヒドで 30分，さらに 1％オスミウムに

て 120分の追加固定を行なった。今回は化学固

定液の中では最も組織浸透の早い固定液であ

る，アクロレインを用いた。実際に，いくつか

の培養細胞において，この固定法では，化学固

定時に通常見られる細胞の外形の変化や細胞突

起の収縮が認められず，細胞突起部の細胞膜の

位置が急速凍結置換法と同じであることと，固

定の影響であるアクチンフィラメントの収縮が

ほとんど見られないことを確認している 43,44）。

固定された細胞は，その後アルコール，プロピ

レンオキシドを介してエポンに包埋し，通常の

薄切々片を作製し，ウラン，鉛の二重染色後，

透過型電子顕微鏡で観察した。

RERF-LC-AI 細胞とMDCK細胞において，フ

ォトフリン処理，光照射後 1分で，粗面小胞体
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表 2．各腫瘍細胞におけるフェオフォルバイト a 処理＋光照射後の腫瘍細胞生存率（％）の比較

RERF-LC-AI細胞 RT4細胞 MDCK細胞

光感受性物質投与（－） 100 100 100
＋　光照射（－）

光感受性物質投与（－） 130± 29 129± 33 111± 8
＋　光照射（＋）

光感受性物質投与（＋） 113± 19 99± 15 101± 17
＋　光照射（－）

光感受性物質投与（＋） 12± 3 87± 21 23± 6
＋　光照射（＋）



嶋　田　　　修，他28

図 1．光感受性腫瘍親和性物質（フォトフリン）処理＋光照射後，細胞死に至る超微形態変化。



嚢の内腔の軽度拡張が認められた。この時点で

は，他の細胞小器官や核の変化は認められなか

った。照射後 5分で，粗面小胞体嚢の拡張はよ

りはっきりとしたものとなり，粗面小胞体で囲

まれる腔の四方への拡張が，著明になってきた

（図 1b）。同時に，一部のミトコンドリアのク

リスタ構造に変形が認められ始めた。照射後

15分，細胞質内のミトコンドリアの形状自身

が円形になり，内膜で形成されていたクリスタ

構造は層板状から細管状，粒子状の構造に置き

換わる傾向が強く見られた（図 1c, 1d）。RERF-

LC-AI細胞とMDCK細胞のそれぞれの細胞質

には，正常細胞ではもともと長軸に細長い，典

型的なクリスタ型ミトコンドリアを有していた

（図 1a）が，このミトコンドリア内膜の形状が

変化し，あたかもステロイド分泌細胞に見られ

るような，細管型ミトコンドリア類似の形状を

示した。さらに一部のミトコンドリアにおいて，

外膜の一部が不規則に突出し，ミトコンドリア

内膜と外膜とで形成される腔が拡張してしまう

所見が見られた。また，粗面小胞体嚢は顕著に

拡張し，粗面小胞体膜上のリボゾームの分布は

不規則になった。粗面小胞体嚢の内腔内容物の

電子密度は減少し，拡張した小胞体の膜が，前

述したミトコンドリア外膜と直接融合するよう

な所見がみられた。この時点で，ゴルジ装置

（ゴルジ体）の構造に，変化が見られるように

なった。ゴルジ層板の配列が不規則になり，ト
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図 1 説明文
a：光照射直前の RERF-LC-AI 細胞。粗面小胞体嚢（矢頭）は扁平で，この狭い内腔には，電子密度の高い内容
物質がつまっている。ミトコンドリア（M）は典型的なクリスタ型ミトコンドリアを有する。G；ゴルジ野，
N；核

b：光照射後 5分の RERF-LC-AI 細胞。粗面小胞体嚢の拡張（矢頭）と内腔の電子密度の低下がみられる。まだ，
ミトコンドリア（M）のクリスタ構造は良く保たれている。ER；粗面小胞体，N；核

c：光照射後 10分の RERF-LC-AI 細胞。細胞質ミトコンドリア（M）の形状自身が円形になり，内膜で形成さ
れていたクリスタ構造は層板状から細管状や粒子状の構造に置き換わる傾向が見られる。電子密度の高い
物質（大きな矢）が，しばしばゴルジ装置（G）の層板内腔に認められる。N；核

d：光照射後 15分の RERF-LC-AI 細胞。核周辺領域にアクチンフィラメントの凝集塊（小さな矢）がしばしば
出現する。粗面小胞体嚢（ER）の拡張は，よりはっきりとしたものとなり，粗面小胞体で囲まれる腔が四
方へ拡張し円形になる像がみられる。リボゾームの配列は不規則になる。ミトコンドリア構造（M）の変
形は，より顕著になる。N；核

e：光照射後 30分の RERF-LC-AI 細胞。粗面小胞体嚢（ER）は拡張し，粗面小胞体膜上のリボゾームの分布は
きわめて不規則になる。粗面小胞体嚢の内腔の電子密度は減少し，拡張した小胞体の膜が，ミトコンドリ
ア外膜と直接融合するような所見（矢頭）がみられる。N；核

f：光照射後 60分の RERF-LC-AI 細胞。大きく変形したミトコンドリア（M），粗面小胞体やゴルジ装置等の細
胞小器官の細胞膜は，いたるところで分断され境界がわからない。細胞質基質は流失し，細胞質が全体的に
明るくなってしまう。しかしながら，細胞質の変化に比べると，核（N）はその核膜内膜を含め，構造上，
大きな変化がみられない。

図 2．光感受性腫瘍親和性物質（フェオフォル
バイト a）処理＋光照射 30分後の RT4細
胞。RT4細胞は，フォトフリンおよびフ
ェオフォルバイドの両方の光感受性腫瘍
親和性物質に対し，ともにより強い抵抗
性を示した細胞である。光照射後，生き
残った細胞の細胞質に多数の二次ライソ
ゾーム（L）の所見がみられる。ライソ
ゾームには電子密度の高い物質がつまっ
ており，こうした細胞には，ミトコンド
リアや粗面小胞体の変化は軽度である。
また，正常細胞でみられるストレスファ
イバーとは，まったく異なるアクチンフ
ィラメント束（矢）が，しばしば細胞質
に出現する。N；核
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図 3．光感受性腫瘍親和性物質（フェオフォルバイト a ）処理 ＋ 光照射前（A,D）と照射 30分後（B,E）の
RERF-LC-AI 細胞における抗 Fas抗体（A,B）と抗 caspase-3抗体（D,E）による免疫蛍光抗体法。

A,B,C: 細胞は 80％ confluentにて，固定後，通常の免疫蛍光抗体法を行ない，二次抗体のラベルに
は FITCを用いた。抗 Fas蛍光抗体染色後，蛍光顕微鏡による観察で，照射 30分後の細胞（B）のいく
つかに極めて弱い励起光がみられる。我々はこれらの細胞を Fas陰性と判断しているが，そのまま
CCDカメラの感度を約 5× 10倍あげると，あたかも免疫陽性であるように 30％程度の細胞が浮き出
てくる（C）。図 Bと図 Cは同一の撮影範囲。これは，一次抗体に抗原 Fasをあらかじめ添加しても消
えない，非特異的な反応産物であることが確認されている。しかし，細胞浮遊後，フローサイトメト
リーにかけたところ，線の引き方によってはあたかも Fas陽性として検出される。実際に，この実験の
細胞では，あえて疑陽性ラインで線引きをしたところ，フローサイトメトリーで 31％の細胞が Fas蛋
白陽性になったというデータを得た。



ランスゴルジネットワークを予想させるライソ

ゾームの分解産物である電子密度の高い構造

（図 1cの矢）が，ゴルジ装置のシス側のゴルジ

層板内腔にいくつか認められた。しかしながら，

全体として，ゴルジ装置の構造変化は，ミトコ

ンドリアや粗面小胞体の構造変化に比べるとは

るかに少なく，ゴルジ装置自体の基本構造はか

なり保たれていた（図 1c）。

拡張した粗面小胞体の内腔は，拡張したまま

核膜外膜（核膜嚢外葉）とつながるようになり，

核膜嚢に 1つの大きな腔を核膜内膜（核膜嚢内

葉）と外膜との間に形成するものも見られた。

照射後 30分，細胞形質膜の破壊が見られるよ

うになった。細胞質の基質が細胞外に直接漏れ

出す所見とともに，細胞死の所見が多数みられ

た。拡張した粗面小胞体膜が，ミトコンドリア

外膜と直接融合する所見はより顕著であった

（図 1e）。膨化した粗面小胞体が細胞質の全体

に広がり，変形したミトコンドリア基質がミト

コンドリア内膜と外膜との腔内にこぼれている

ような所見も見られた。しかしながら，細胞の

核は細胞死の最後まで，核膜の内膜とともに構

造上変化がみられなかった。照射後 60分，細

胞死の所見が多く見られ，上述した細胞小器官

を中心とした細胞質構造の変化と，細胞死の直

前まで構造上の変化の見られない核や核膜内膜

を確認した。この照射後 60分の所見（図 1f）

が，細胞死へと向かう細胞変化のみられた最長

の時間であり，以降の観察では，生き残った細

胞の細胞増殖像が頻繁にみられ，光照射により

誘導された細胞死はみられなくなった。

RT4細胞は，我々の用いたフォトフリンおよ

びフェオフォルバイドに，より強い抵抗性を示

した細胞である。この細胞の約 10％にも，上

述した RERF-LC-AI 細胞や MDCK細胞と，ほ

とんど同一の所見とそれに伴う細胞死をみた。

光照射後，生き残った細胞の細胞質には多数の

二次ライソゾームの所見がみられた（図 2）。

ライソゾームには電子密度の高い物質がつまっ

ており，こうした細胞には，ミトコンドリアや

粗面小胞体の変化が比較的軽度であった。光照

射の有無にかかわらず，RT4細胞は，もともと

比較的多くの発達したライソゾームがみられる

細胞である。このように，ライソゾームが発達

し，ライソゾーム活性の高い腫瘍細胞では，同

じ治療をおこなううえに，より高濃度の光感受

性腫瘍親和性物質が必要であることが予想され

た。癌治療において，光線力学療法と抗癌剤と

の併用が考えられるが，併用する際には，光感

受性腫瘍親和性物質の適応濃度を決めるにあた

って，抗癌剤使用による腫瘍細胞のライソゾー

ム活性が上昇してしまう可能性があることを考

慮する必要性を示した。また，細胞種により，

光線力学療法の効果の違いがあることが経験と

して知られていたが，その理由の 1つが，細胞

のライソゾーム活性の差に基づいたものである

ことの可能性を示唆した。

上述した結果のうち，フェオフォルバイド a

によって引き起こされた RERF-LC-AI 細胞の形

態変化の詳細は，現在，執筆中である。
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図 3 説明文
D,E,F: 抗 caspase-3蛍光抗体染色後，蛍光顕微鏡による観察で，照射 30分後の細胞（E）のいくつかに極めて

弱い励起光がみられる。我々はこれらの細胞を caspase陰性と判断しているが，そのまま CCDカメラの感度を
約 5× 10倍あげると，あたかも免疫陽性であるように 50～ 70％程度の細胞が浮き出てくる（F）。図 Eと図 F
は同一の撮影範囲。これは，一次抗体に抗原を添加しても消えない，非特異的な反応産物であることが確認さ
れている。しかし，細胞浮遊後，フローサイトメトリーにかけたところ，線の引き方によってはあたかも cas-
pase-3陽性として検出された。細胞死ネクローシス過程におけるこのような「疑陽性」の傾向は，抗 Fas抗体
よりも抗 caspase抗体がより顕著で，市販された 5種の caspase抗体のすべてにみられた。実際に，この実験の
細胞では，あえて疑陽性ラインで線引きをしたところ，フローサイトメトリーで 62％の細胞が caspase-3陽性
になったというデータを得た。



4．アポトーシスとの関連

最近，光線力学治療の殺細胞作用メカニズム

に，アポトーシスとの関連がトピックス的に大

きく注目されてきている 25,45,46）。これは，光感

受性腫瘍親和性物質の投与と同時にアポトーシ

スを誘発することで，より効果的に腫瘍細胞を

死滅させようとする治療を想定させるものであ

る。これらのアポトーシス所見は，光照射後，

一部の種類の細胞において Fas蛋白や caspase

の上昇を，蛍光顕微鏡およびフローサイトメト

リーで確認したことに基づく。さらに，組織に

おいて tunnel法 47）でアポトーシス自身を，直

接観察した報告もある。しかしながら，我々の

観察ではアポトーシスを積極的に肯定する形態

学的所見は，どうしても確認できなかった。細

胞死は，使った 2種の光感受性腫瘍親和性物質

において，観察した 3種の細胞のいずれとも，

細胞質，特に細胞小器官である粗面小胞体とミ

トコンドリアの変化に基づく細胞死であり，ネ

クローシスに分類された。そこで，我々はこの

矛盾の理由を調べるため，抗 Fas抗体，抗 cas-

pase-3抗体，tunnel法でアポトーシス陽性所見

を調べた。通常の方法で，免疫蛍光抗体染色や

tunnel染色を行ない蛍光強度を調べると，細

胞死にともない，一部の細胞は非特異的に強度

の強い方向にある程度のレベルでシフトするこ

とがわかった（図 3）。この 1つの可能性とし

て，ネクローシスなどの細胞死や細胞のダメー

ジによって，細胞内の酵素や蛋白が非特異的に

遊離したり，細胞の傷害や変成に基づき活性化

された蛋白分解酵素により，細胞内でアポトー

シスとは関係のない蛋白が分解されることで，

結果として非特異的反応産物が検出される可能

性もあるのではないかということも考えに入れ

た。染色はあまり強くないが，陽性，陰性の境

界ラインを決める線の引き方によっては，本来

は疑陽性としたものも，アポトーシス陽性とし

て認識されるのではないだろうかと思った。本

学の浜田らも，アポトーシスの証明には多面的

アプローチの必要性を論じており 48），我々の

見解と一致する。今回の細胞死において調べた

「疑陽性」の出現頻度は複数の市販されている

抗 caspase抗体がいずれの細胞でも非常に高か

った。一方，tunnel法での陽性所見は検出さ

れなかった（図 3）。

今までに報告された光線力学療法に用いられ

た光感受性腫瘍親和性物質による細胞のアポト

ーシス所見は，照射部位から離れているものも

多数あり，用量依存性ではないということであ

る。これは，用量依存性，ライソゾーム活性依

存性である，我々が観察した細胞死とは，まっ

たく別の細胞死のメカニズムが別に存在してい

る可能性を示唆している。いずれにせよ，細胞

死のメカニズムがアポトーシスか，細胞質細胞

小器官の障害によるものか，両者とも関与して

いるのかは，今後の光線力学療法自体の発展に

直接的に大きな意味付けを持つと思われるの

で，我々もより慎重に検討し，報告したい。現

在，アポトーシスが報告された同種の細胞を準

備し，電子顕微鏡と生化学的手法で観察中であ

る。確かに多数の Fas，caspase疑陽性細胞が検

出されたが，DNA ladderや電子顕微鏡による

アポトーシス所見は，現在のところ確認できて

いない。

5．細胞骨格との関連

観察した光感受性腫瘍親和性物質は，その後

の光照射によって，ミトコンドリアおよび粗面

小胞体の細胞質細胞小器官に特徴のある構造変

化を，用量依存的，経時的に引き起こした。こ

れらの細胞小器官は，細胞内膜構造を有すると

いう共通の特徴があり，この細胞内膜の複数の

膜蛋白を介して，細胞質の細胞骨格であるアク

チンフィラメント，中間径フィラメント，微小

管と結合していることが知られている 49–55）。ミ

トコンドリアや粗面小胞体の構造の維持，保持，

機能，移動に強く関与しているこれらの細胞骨

格は，我々の観察してきた，細胞死過程におけ

る細胞小器官の構造変化を説明する上で，引き

金になりうるかもしれない。そこで，βチュー
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ブリン，非筋型アクチン，サイトケラチン，ビ

メンチンに特異的な抗体を用いて，蛍光抗体法

により，微小管，アクチンフィラメント，中間

径フィラメントの分布の変化を観察したとこ

ろ，特にアクチンフィラメントに大きな変化が

認められた（図 4）。

アクチンフィラメントの変化は，特に RERF-

LC-AI 細胞とMDCK細胞をフェオフォルバイ

ド a 処理，光照射したものがもっとも顕著であ

った。この変化は極めて迅速で，まだ，ほとん

ど粗面小胞体嚢の内腔の拡張がみられない光照

射直後の顕微鏡所見で，細胞質内に不規則なア

クチンフィラメントの乱れが生じはじめてい

た。照射後 1分の顕微鏡所見において，小さな

アクチンフィラメントの凝集像が，細胞質のと

ころどころに認められた。照射後 10分では，

特に核周辺領域に大きなアクチンフィラメント

の凝集塊が束となって見られるなど，細胞内ア

クチンフィラメントネットワークの再構築がし

ばしば観察された（図 4，図 5）。これらアクチ

ンフィラメントの変化は，観察した 3種の細胞

において，量的な違いはあるようだが，フィラ

メント構造の変化の基本パターンは良く似てい

た。

そこで，フェオフォルバイド aを投与 3時間

後，さらにアクチンフィラメント細胞骨格毒の

サイトカラシン Bを 0.1 µg/mlという少量追加

投与し，1時間後，ハロゲン光下に置いたとこ

ろ，通常では殺細胞効果が期待できない，

1/10濃度である 5 µM/Lという低濃度のフェ

オフォルバイド aでも十分な殺腫瘍細胞効果が

得られることがわかった（表 3）。これらの結

果は，細胞骨格のアクチンフィラメントが，光

感受性腫瘍親和性物質の殺腫瘍細胞作用機序

に，何らかの役割を果たしている可能性を示唆

するものと思われる。また，腫瘍細胞の種類，

性質などの違いは，細胞骨格の組成や量的な違

いと相関するものが多く，細胞骨格の状態や組

成によって腫瘍とまわりの正常細胞とを選択す

ることも可能である。そこで，光感受性腫瘍親

和性物質とこうした細胞骨格毒とを組み合わせ

た光線力学療法を用いることで，より腫瘍細胞

に特異的，選択的に作用させることを根ざした

光線力学的治療が可能になるかもしれない。ま

だ，予備実験の段階であり，さらに適切な条件

設定を現在検討中であるが，あらかじめ目的と

する腫瘍細胞の細胞骨格，特にアクチンフィラ
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図 4．光感受性腫瘍親和性物質（フェオフォルバ
イト a ）処理 ＋ 光照射前（A）と照射後
（B）の抗非筋型アクチン抗体による免疫蛍
光抗体法。RERF-LC-AI 細胞において，光
感受性腫瘍親和性物質投与前や光照射前の
細胞質には，細胞膜周辺領域に，アクチン
の集積（矢）がみられる（A）。光照射後，
核の近傍領域に新たなアクチンフィラメン
トの集積（矢）が出現するようになる（B）。
このとき，照射前に細胞膜周辺に存在して
いたアクチンは消失傾向である。この光照
射後にみられた新たなアクチンフィラメン
トの集積構造（図 B）は，ファロイジンに
よる染色でも同様であったことから，直接，
filamentous actinのネットワーク構造の変
化がもたらされたものであると思われる。



メントの発達の程度を観察しておくことで，光

線力学療法による治療効果の予想が適切にでき

る可能性もあるのではないかと期待している。

細胞骨格に注目することで，より殺細胞効果が

強く，正常細胞へのダメージの少ない光線力学

療法への道が，将来，開かれるかもしれない。

6．おわりに

光線力学療法は，特に悪性腫瘍を中心とした

治療法の 1つとして，優れた治療法となる可能

性を持つ。さらに，近年の内視鏡学のめざまし

い進歩は，光線力学療法の応用範囲を飛躍的に

広げてきた。現時点における光線力学療法の保

険適応は，表在性の早期癌などに限られている。

しかしながら，早期癌のみならず，様々な理由

から手術ができない患者や手術リスクの大きい

患者，患者のQOLを高めるという目的におい

てもこの光線力学療法が，実用的な治療法にな

ることを期待している。そのためには，現在ま

でに提唱されている様々な光感受性腫瘍親和性

物質を用いた光線力学療法の殺細胞作用機序メ

カニズムを明らかにし，先人の多数のすぐれた

研究 6,12,25,29,30,33,39,46,56,57）をさらに発展させ，細胞

レベルで解明することが重要であると思う。わ

ずかではあるが，我々の細胞生物学的，解剖学

的アプローチは，下記のような光線力学療法の

作用機序の一端を明らかにした。

①多種の上皮性腫瘍細胞において，フェオフ
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図 5．光感受性腫瘍親和性物質（フェオフォルバイト a ）処理 ＋ 光照射 15分後の
RERF-LC-AI 細胞。核周辺領域の細胞質に，新たなアクチンフィラメントの集積
束（矢）が観察される。この新しいアクチンフィラメントのネットワーク構造
の再構築は，光照射直後から観察されるが，細胞死の時点で，細胞質から完全
に消失する。M；ミトコンドリア，N；核

表 3．サイトカラシン B処理の有無による光線力学
療法の腫瘍細胞生存率（％）への影響

フェオフォルバイト（－）
＋サイトカラシン B（－） 100
＋光照射（－）

1/10濃度フェオフォルバイト（＋）
＋サイトカラシン B（－） 82±15
＋光照射（＋）

1/10濃度フェオフォルバイト（－）
＋サイトカラシン B（＋） 79±17
＋光照射（＋）

1/10濃度フェオフォルバイト（＋）
＋サイトカラシン B（＋） 3±1
＋光照射（＋）

通常濃度フェオフォルバイト（＋）
＋サイトカラシン B（－） 12±3
＋光照射（＋）



ォルバイド aは，市販されているフォトフ

リンよりもより効果的に殺腫瘍細胞効果を

みること。

②フェオフォルバイド aとフォトフリンの殺

細胞効果作用機序に，粗面小胞体とミトコ

ンドリアを主とする細胞質細胞小器官が関

与していること。

③光線力学療法の作用機序に，細胞骨格のア

クチンフィラメントが関与していること。

④光感受性腫瘍親和性物質と細胞骨格毒との

組み合わせを用いることで，光線力学療法

の相加，相乗作用が期待できること。

⑤光線力学療法において，腫瘍細胞のライソ

ゾーム活性状態が殺細胞効果と関連してい

ること。

⑥目的とする腫瘍細胞の細胞骨格とライソゾ

ームの形態を調べることで，光線力学療法

治療効果予想ができる可能性のあること。

⑦細胞骨格や粗面小胞体，ミトコンドリアの

状態がまわりの正常細胞と腫瘍細胞とで差

が見られる性質の腫瘍なら，今後，選択的

治療が可能になるかもしれないこと。

以上述べた観点は，いずれも調べた一部の細胞

で得られた結果に過ぎず，光線力学療法による

殺腫瘍細胞効果として一般化するには，いまだ

不十分な点を多数残している。本研究の当初の

目的である，光感受性腫瘍親和性物質の殺腫瘍

細胞作用機序の解明という本来の目的の解決ま

でには，我々の研究は，まだまだ遠いレベルに

あるのかもしれない。しかしながら，こうした

細胞生物学的，解剖学的研究手法は，光線力学

療法作用機序解明のために有効なアプローチ手

段となりうる可能性があることは，確認できた

と思う。今後とも，光感受性腫瘍親和性物質作

用機序の解明を続け，今後の治療に役立てられ

ないものか，本研究を続けていきたい。
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