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研究成果の概要（和文）：がんの低侵襲な治療法の1つである光線力学的治療法(PDT)において，腫瘍組織選択的
な治療を行うために適切な細胞死様式を引き起こす治療条件を求めることは安全かつ有効なPDTの実施する上で
重要である．細胞死様式は治療条件により変化すると考えられている．またPDTの治療効果はPDT中に生じる一重
項酸素量に依存する．そこで，本研究では，PDTによる細胞死様式と一重項酸素量の累積値との関係について，
計算機シミュレーションにより検討した．

研究成果の概要（英文）：The determination of appropriate condition for inducing tumor selective and 
a proper cell death modality in photodynamic therapy (PDT), which is one of the less-invasive tumor 
treatment method, is very important for enduring safety and effecacy of PDT.The cell death modality 
depends on the condition of PDT. And, PDT effect depends on the amount of reactive oxygen species, 
especially singlet oxygen.Then in this study, the relationship between the type of cell death and 
cumulated generated singlet oxygen in PDT was investigated by computer simulation.

研究分野：生体組織光学

キーワード： 光線力学療法　一重項酸素　計算機シミュレーション　壊死　アポトーシス　一重項酸素生成量子収率
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１．研究開始当初の背景 
	 我が国の死因の第一位はがんであり，人口
構造の高齢化によって，年間約 16,500 名の
患者が膀胱がんを発症し，約 50,000 例の手
術が行われている｡現在，膀胱がんに対する
治療法として経尿道的切除が第一選択であ
るが，その手技は高度で，切除した患者の生
活の質は低下し，予後も良くない｡このため
PDT の適応が検討されている｡しかしがん組
織周囲部の正常組織が PDT により炎症反応
を起こすこと，および損傷することで，尿切
迫，痛みおよび膀胱の収縮が伴うことが報告
されている｡この解決策として，国内では，
光の侵達度が低い紫外光を用いた PDT が検
討されている 1)．国外では，細胞の壊死によ
り引き起こされる炎症反応を抑える為にア
ポトーシス死を誘導する光照射条件が検討
されている 2)．PDT では細胞死様式は一重
項酸素の濃度に依存することが報告されて
おり 3)，PDT により生体組織内で発生する
一重項酸素の分布を定量的に評価・制御でき
ると細胞死の様式およびその領域を評価で
きると考える． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，独自に開発するシミュレーシ
ョンを用いて PDT の治療条件毎に生体組織
内で発生する一重項酸素の分布を解析し，組
織選択的に適切な細胞死様式を引き起こす
至適な治療条件を求め，安全かつ有効な PDT
の実施を目的とする｡  
 
３．研究の方法 
(1) PDT により発生した単位体積あたりの一
重項酸素量の累積値 
	 PDT により発生した単位体積あたりの一
重項酸素量の累積値を下式により計算した｡ 

P = ΦΔ0

E
∫ εCdye.0 exp(−E β )ln(10)(λ hc)(1000 NA )dE 	  

ただし，P は単位体積あたりの一重項酸素量
の累積値，E は光感受性物質の励起光のフル
エンス，ΦΔは一重項酸素の生成量子収率，
εはモル吸光係数，Cdye.0は光感受性物質の初
期濃度，βはブリーチング係数，λは波長，
h はプランク定数，c は光速，NAはアボガド
ロ定数である｡本式では，光感受性物質が光
照射中に退色し，退色の程度がエネルギー密
度に応じて指数関数的に大きくなる過程を
指数関数で示している｡	  
	 PDT の条件と細胞死様式の割合の関係の
データは Mikiら（Y. Miki, et al., The Journal of 
Toxicological Sciences (J. Toxicol. Sci.) Vol.39, 
No.6, 821-827, 2014）により報告されたデータ
を参考に設定した｡上記論文の報告における 
培地中の光感受性物質の濃度を本式の光感
受性物質の初期濃度と仮定した｡一重項酸素
の生成量子収率は次節の方法にて測定した｡ 
 
 

(2) 一重項酸素生成量子収率の測定 
① 光感受性物質の調製 
	 光感受性物質として protoporphyrin IX 
(PpIX)（D8293, Sigma-Aldrich），methylene 
blue（MB, 19-3220, Sigma-Aldrich），rose 
bengal（ RB, 330000, Sigma-Aldrich），
talaporfin sodium（明治製菓ファルマ株式会
社）を用いた｡また，溶媒としてダルベッコ
リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Dulbecco’s 
phosphate buffered saline, D-PBS, D8537, 
Sigma-Aldrich）とリン酸緩衝液（Phosphate 
buffer, PB, 167-14491, Wako）を用いた。
PpIXは界面活性剤の Triton X-100（T8787, 
Sigma-Aldrich）を 1 vol%添加した D-PBS
（D-PBS/TX100）と PB（PB/TX100）を用
いて 2.8, 5.5, 8.3 µM に調製した。また，
talaporfin sodium は D-PBS と
D-PBS/TX100 を用いて 1.8, 2.7, 4.0 µM，
MB と RB は D-PBS を用いてそれぞれ 2.0 
µMと 5.0 µMに調製した。試料数は 10とし
た。 
② 一重項酸素の近赤外発光の検出 
	 光源としてパルス波の Nd:YAG laser（
NL204/TH, Ekspla）励起の波長可変色素レ
ーザー（CL-EGC, Usho）を用いた。パルス
幅は 5 ns，繰り返し周波数は 500 Hzに設定
した。色素としてクマリン 500（05000, 
Exciton ） と
[2-[2-[4-(dimethylamino)phenyl]ethenyl]-6-
methyl-4H- 
pyran-4-ylidene]-propanedinitrile （ DCM, 
06490, Exciton）をそれぞれ 500 nm帯と 630 
nm帯の励起に用いた。クマリン 500での平
均出力は 25 mWで DCMでの平均出力は 30 
mW とし，虹彩絞りを用いてビーム径が 4 
mm になるようにした。試料溶液は光路長 1 
cm の石英セルに 2 mL ずつ分注して吸収ス
ペクトルを測定した後，スターラーのコン
トローラー（CC-301, Iuchi）がついたホルダ
ーに設置した。測定中，試料溶液は撹拌し
続けた。励起光の入射方向に対して垂直の
位置にレンズを設置して試料溶液からの一
重項酸素（1O2)の近赤外発光をポリクロメー
タ（250is, Chromex）に導光して近赤外イメ
ー ジ イ ン テ ン シ フ ァ イ ア （ NIR-PII, 
Hamamatsu Photonics K.K.）と CCDカメ
ラ（製品名）で 1O2の近赤外発光スペクトル
を測定した。露光時間は 1 s，平均回数は 10
回とした。また，同様に励起光の入射方向
に対して垂直の位置にレンズとバンドルフ
ァイバーを設置し，1O2 の近赤外発光をバン
ドルファイバーに導光した。バンドルファ
イバーから出射した光をレンズでコリメー
トしてバンドパスフィルター（λmax: 1270 
nm, λhalf-width: 10 nm, H9170FSU, 
Hamamatsu Photonics K.K.）を通過させた
後，光電子増倍管（H10330-45, Hamamatsu 
Photonics K.K.）で検出した。光電子増倍管
からの信号をマルチチャンネルスケーラー
（NanoHarp-250, PicoQuant）でカウントし



1O2 の近赤外発光強度の時間変化を測定した。
分解能は 64 µs，チャンネル数は 2048 
channelsとし，パルスの 1 µs後から測定を
開始した。信号は 60,000 回積算した。得ら
れた 1O2の近赤外発光強度の時間変化 I (t)は

次式であらわすことができる。 
 
ただし，Cは定数，tは計測時間，τRとτDは
それぞれ1O2の発光の増加速度と減少速度を
表す。 
③ 一重項酸素生成量子収率の決定 
	 光感受性物質のΦΔは生成された一重項酸
素の分子数を励起一重項状態の光感受性物
質の分子数で割ることで求められる。一重
項酸素の分子数は前節の上式および標準物
質を用いて求めた。標準物質として500 nm
帯の励起にはRBを，630 nm帯の励起には
MBを用いた。RBとMBのΦΔはそれぞれ
0.75および0.26とした。 
 
４．研究成果 
(1) 光感受性物質の一重項酸素生成量子収率 
	 1O2 の近赤外発光の検出によって決定した
光感受性物質の ΦΔを表 1 に示す。光感受性
物質のΦΔはMBとRBのΦΔを標準にして決
定した。PpIX，talaporfin sodiumの順に大
きいことが確認された。 
 
表 1 測定した PpIXおよび talaporfin sodiumの
一重項酸素生成量子収率 

 
 
(2) PDTによる細胞死を引きおこす単位体積
当たりの一重項酸素量の累積値 
	 Mikiらによると，talaporfin sodiumを用
いた PDT において，光感受性物質の投与量
および光のエネルギー密度を変化させ，
Annexin V-FITCおよび PIを用いて PDT後
の細胞死様式の違いを評価した結果，PDT条
件によって細胞死様式が異なると報告され
ている｡Talaporfin sodium 25 ug/mL，およ

びエネルギー密度 5 J/cm2 の条件における
PDT ではアポトーシスが生じる細胞の割合
が増加したと報告されている｡上記値を基に
発生した単位体積あたりの一重項酸素量の
累積値を計算すると 23 mmol/Lであった｡ま
た talaporfin sodium 50 ug/mL，およびエネ
ルギー密度 5 J/cm2での PDTでは，ほとんど
の細胞が壊死すると報告されている｡この数
値を基に発生した単位体積あたりの一重項
酸素量の累積値を計算すると 59 mmol/L と
なった｡上記論文では，talaporfin sodium 25 
ug/mL，およびエネルギー密度 5 J/cm2での
PDTの条件において，アポトーシスを引きお
こした細胞の割合は 6.2%であり，また
talaporfin sodium の投与量および光エネル
ギー密度の照射量を増加させることで，アポ
トーシス様の細胞の割合が増加するとのこ
とであった。このため，PDTによるアポトー
シスにおいては，単位体積あたりの一重項酸
素量の累積値がある値を超えた際にアポト
ーシスが必ず生じるというよりも，アポトー
シスが生じる確率が変動しはじめると予測
された｡一方，壊死においては，talaporfin 
sodium 50 ug/mL，およびエネルギー密度 5 
J/cm2での PDTの条件において，壊死した細
胞の割合は 94.6%であり，talaporfin sodium
の量および光エネルギー密度の照射量を増
加させても，ほぼ全ての細胞が壊死を引きお
こしていた｡このことから，壊死においては，
単位体積あたりの一重項酸素量の累積値は，
壊死を引きおこす閾値として扱えると考え
られる｡この細胞死様式と一重項酸素量の累
積値の関係の違いは細胞死の生じ方の違い
に由来すると考えられる｡上記論文にて壊死
を評価している PI の染色機序が，細胞膜が
破壊された際に DNA と結合し染色されるた
めに，細胞膜の破壊を壊死として識別してい
る。細胞膜の破壊は細胞の膨張に起因してお
り，細胞の膨張が一度生じれば，細胞の修復
は不可能となる。細胞の膨張を引きおこすの
は一重項酸素によるタンパク質の変性と考
えられるため，一重項酸素の累積濃度を閾値
として扱えられると考えられる｡ 
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Fig. 4 Experiment setup for the measurement of emission from 1O2. 
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