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次世代のPDTを目指して
―新しい光感受性物質Na－Pheophorbide a（Na－Phde a）を用いた培養肺癌細胞に

対する基礎的検討―
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【目的】Pheophorbide　aのNa塩（Na－Phde　a）を新しく調整し

たため、これを用いて腫瘍内局所注射を前提としたin　vitroの実

験を行った。【方法】対象に用いた光感受性物質はNa－Phde　aを

用い、細胞株はヒト培養癌細胞（RERF’LC・AI）を使用した。実

験1：各種濃度のNa・Phde　aを用いて作用時間に対する培養i癌細

胞1個あたりの細胞内Phde　a濃度曲線を作成した。実験2：細胞

内にNa・Phde　aが取り込まれた状態を蛍光顕微鏡観察で確認した。

【結果】実験1：0．04mg／m1以上の濃度で4時間以上作用させれ

ば細胞内最高濃度が約1．4pg／cellに達した。実験2：蛍光顕微鏡

観察では1時間程度より細胞内に取り込まれることが観察された。

【結語】Na・Phde　aを癌細胞内に取り込ませPDTが可能であるこ

とがin　vitroのレベルにて示唆された。
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　　　　　　　はじめに

　近年、悪性腫瘍の治療に光感受性物質を

用いた光線力学療法（Photodynamic
Therapy：以下PDT）の研究や開発が行
われ有効性が認められたことを受けて1）、

1996年4月より、ヘマトポルフィリン系

光感受性腫瘍親和性物質フォトプリン（フ

ォトブリン⑧：日本ワイスレダリー［株］）

の全身投与1）とエキシマダイレーザー癌

治療装置（PDT－EDL1：浜松ホトニクス
［株Dの組み合わせ2）が保険適応となった。

新しい治療法としてPDTが注目されてか
ら15年経過したが、フォトブリン⑧静注

に伴う日光過敏症防止目的のために長期

の暗室内生活が強いられるため期待され

たほど症例数は増えていないのが現状で
ある。

　我々はNa－Phde　aは局所注入において

も殺細胞効果が高いこと3）に注目し、『光

感受性物質の腫瘍内直接注射によるPDT

が有効であれば、光感受性物質の投与量を

少なくでき、副作用である日光過敏症が抑

えることができる』と考え、新しい光感受

性物質Na－Phde　aを用いて、今後のPDT

実験の基礎データを取るべく培養癌細胞

を用いた細胞内Phde　a濃度を測定する基

礎的実験を行った。
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図1：Na－Pheophorbide　aの構造式
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図2：Pheophorbide　aの吸光度曲線
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図3：細胞内Phde　a濃度曲線
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図4：蛍光顕微鏡観察

　　004mg／ml　Phde　aを5分・30分・1時間・2時間・

　4時間作用させ観察した．．培養癌細胞は1時聞程度で

　強い蛍光を発していた．，
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　　　実験材料および実験方法

（A）実験材料

a：光感受性物質

　構造式および吸光度曲線を図1・2に示

した。培養癌細胞に作用させるNa・Phde　a

の調製法は、リン酸バッファー
（Phosphate－Buffered　Saljnes：以下

PBS）を用い0．22pmの無菌フェルターを

通過させ調整したものを用いた。

b：細胞株

ヒト肺扁平上皮癌細胞株である
RERF’LC－AIを10％FBS添加MEM培地

（Gibco）で培養し、すべて10継代以内の

細胞を使用した．、

（B）実験方法

　実験1：経時的細胞内Phde　a濃度曲線

を作成するため、培養癌細胞
RERF・LC・AIを25cm2の組織培養用フラ

スコに播種し、インキュベートを行った。

48時間後、Na－Phde　a濃度が0．01、0．02、

0．04、0．06、O、08mg／mlになるように調製

し、それぞれ5分、30分、1時間、2時間、

4時間、6時間、培養癌細胞に作用させたc

作用終了後は直ちにPBSで細胞表面を洗

浄しメタノールにてPhde　aを抽出後、分

光光度計（V－560；日本分光［株］）にてそ

れぞれの色素量を測定し、培養癌細胞1個

あたりの細胞内Phde　a濃度を算出し、細

胞内Phde　a濃度曲線を作成した。なお、

各作用濃度および作用時間における検体

数は15検体以上で、全体で555検体に対
して行った，、

　実験2：Na・Phde　aの培養癌細胞内へ

の取り込みをみるため、カバーガラス上に

培養癌細胞RERF・LC－AIを生着させ、

0．04mg／ml　Na’Phde　aを5分、30分、1

時間、2時間、4時間作用させた。作用終了

後は直ちにPBSで細胞表面を洗浄し、細
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胞が生着したカバv・…ガラスを蛍光顕微鏡

（落差蛍光顕微鏡BHS・RFK：オリンパス

［株］、励起条件［V励起］）で観察を行った。

　　　　　　　　結果

　実験1：各種Na－Phde　a濃度および時

間に対する細胞内Phde　a濃度曲線を示す

（図3）。Phde　aの腫瘍細胞内濃度は

0．04mg／m1以上の濃度であれば4時間以

上作用させることでほぼピークに達しプ

ラトーとなり、細胞内最高濃度が約1．4

pg／cellに達した。

　実験2：培養癌細胞（RERF・LC・AI）に

Na・Phde　aを作用させたときの蛍光顕微

鏡写真（図4）を示す。同時に施行した位

相差顕微鏡の所見と重ね合わせると、

Na－Phde　aは1時間程度より培養i癌細胞

内に強い蛍光が観察され、細胞内に取り込

まれることが観察された。

　　　　　　　　考察

　近年癌に対する新しい治療法として光

線力学療法（PDT）が確立した1）2）4）。歴

史的な背景として、1979年Doughertyら

5）はHpDと光源にレーザー光を用いる組

み合わせで、その有用性を証明し以後盛ん

に研究された。

　現在までに開発された光感受性物質は

いろいろあるが、Lipsonが開発したHpD
がもっとも使用されている6）。日本でも

1996年4月よりHpDのオリゴマータイ
プのヘマトポルフィリン系光感受性腫瘍

親和性物質（フォトブリン⑧：日本ワイス

レダリー［株D1）の使用が保険適応となっ

た。しかしながら現在臨床で施行されてい

るPDTは長期の暗室内での生活を余儀iな

くされるため、期待されたほど症例数は増

えていないのが現状である。

　今回我々の注目したPhde　aは400nm
付近にSoret　bandと可視光領域のQ吸収

帯が認める（図2）。さらに文献的には、

体内の正常組織からの代謝が非常に早い
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ため副作用が少ないことや7）、殺細胞効果

は静注および局注にても非常に高いこと

3）、そのうえ可視光照射レベルで高い

DNAの切断能力があること8）などが報告

されている。PDTを行なうためにはレー

ザー照射する波長が非常に大切になって

くるが、実際照射することとなるQ吸収

帯の比較では、Phde　aはHpDよりもさ

らに長波長側の667nmになり、しかも吸

光度係数が非常に大きい。このことは現在

保険適用となっているフォトブリンmpと

630nmのエキシマダイレーザーの組み合

わせよりもさらに組織透過性の高いより

長波長のレーザーが利用可能で、しかも現

在使用されているものよりもさらに低出

力のレーザーでPDTができると予想でき
る。

　われわれは、『もし局所注射でPDTが

可能であれば、投与量を減らせることがで

き副作用の発現が少なくなる』と考え今回

の基礎的実験をおこなった．まず
Na・Phde　aを用いて培養癌細胞への取り

込み濃度に関する実験を施行したが、

Na・Phde　aが0．04mg／m1以上の濃度で4

時間以上作用させれば、培養癌細胞内濃度

は1．4pg／ce11でプラトーに達した。つぎに

実際に細胞内にNa－Phde　aが取り込まれ

ているか確認するため蛍光顕微鏡にて観

察を行ったが、培養癌細胞に1時間程度作

用させることで、Phde　aの蛍光が強く観

察された。この結果、Na・Phde　aは局所

投与による方法でも十分に培養癌細胞内

に取り込まれた状態でPDTを施行するこ

とが可能であることが示唆された。

　今後、in　vitroおよびin　vivoにて実験

を重ねていくことで、我々の目的どおり

Na－Phde　aの局所投与によるPDTが可能

であれば、次世代のPDTを担う光感受性

物質として重要な役割を果たしていくと

考えられるため、当科で引き続き実験を行

なっていきたい。
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　　　　　　　　結語

　Na－Phde　aは培養癌細胞（RERF－LC－

AI）に直接作用させる方法でも細胞内に

良好に取り込まれ、しかも0．04mg／m1以

上の濃度で4時間作用させることで、培養

癌細胞内濃度は1．4P9／ml付近でプラトー

に達した。
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