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研究成果の概要（和文）：本研究では低強度PDTによる化学療法耐性軽減効果を検証するため、PDT施行食道癌の
臨床検体を用いた免疫組織化学及び培養細胞実験を実施した。PDT後に遺残・再発した食道癌の治療前後での
BCRP発現をImage-J softwareで数値化し比較したところ、腫瘍細胞における核及び細胞質でのBCRPの染色強度を
評価したが、核（p=0.459）、細胞質（p=0.313）ともに治療前後の有意差は認めなかった。一方、未分化胃癌細
胞株を用いた低強度レザフィリンPDTを殺細胞性抗癌剤と組み合わせることで薬剤感受性を分化型胃癌細胞株の
レベルまで改善できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted immunohistochemistry using clinical samples of 
esophageal cancer and cell culture to verify the effect of low-intensity photodynamic therapy (PDT) 
in reducing chemoresistance. With clinical samples, we quantified and compared the expression of 
breast cancer resistance protein (BCRP) before and after treatment using Image-J software, 
evaluating the staining intensity of BCRP in the nucleus and cytoplasm of tumor cells. However, we 
did not observe any significant differences in BCRP expression between pre- and post-treatment for 
both the nucleus (p=0.459) and cytoplasm (p=0.313). On the other hand, we confirmed that combining 
low-intensity PDT with the cytotoxic anticancer agent laserfirin for undifferentiated gastric cancer
 cell lines could improve drug sensitivity to the level of differentiated gastric cancer cell lines.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 光線力学療法　薬剤耐性軽減効果　talaporfin sodium　未分化型胃癌細胞株　腹膜播種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PDTの新しいメカニズムである低強度TS-PDT付加による薬剤感受性改善効果（photodynamic priming effect）を
未分化型胃癌細胞株を用いたin vitro実験で明らかにした。次なるステップとして、TS-PDP後の胃癌細胞株を用
いた治療耐性因子（薬剤排泄トランスポーター、癌幹細胞マーカーなど）の挙動を免疫組織化学やPCR法で評価
し、腹膜播種モデルマウスを用いたPDP効果の検証を行うことで、従来の癌治療では効果が得られなかった胃癌
腹膜播種などの難治性癌に対する新たな治療法を開発したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
光線力学療法（photodynamic therapy: PDT）は、腫瘍に特異的に集積する光感受性物質

（photosensitizer: PS）を体内に投与し、局所的にレーザー光を照射することで、光化学反応を引
き起こし抗腫瘍効果を発揮する治療法である。近年、新規 PS の開発が進んでおり、これにより
難治性がんへの新たな治療法としての可能性や、高齢者にとって外科手術よりも低侵襲な代替
治療法としての可能性が注目されている。 

PDT の治療メカニズムは、光化学反応によって生成される活性酸素種によるさまざまな効果
に基づいている。これには、①細胞内の小器官を介したアポトーシス、②血管新生の阻害、③免
疫学的反応による細胞殺傷効果などが含まれる。一方で、PDT には殺細胞効果以外の新しい効
果も注目されており、治療抵抗性のがん細胞に対して低強度の PDT を行うことで、細胞内の分
子構造を変化させ、抗癌剤治療の感受性を改善するという”photodynamic priming: PDP 効果”が報
告されており、欧米で膵癌細胞株を用いた実験などで観察されている（Huang et al. Cancer Res. 
2018.）。PDP 効果は過去の報告では、ABC ファミリーなどの薬剤排出トランスポーター蛋白や
癌幹細胞マーカーの down regulation が in vitro 研究で示されている。しかし、この効果を証明し
臨床応用するためには、さらなるエビデンスの蓄積が重要である。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、PDT による新しいメカニズムである PDP 効果を、培養細胞及び臨床検体を用い

て調査した。従来の癌治療では効果が得られなかった腹膜播種などの難治性癌に対する新たな
治療法の開発の手がかりを見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では PDP 効果（PDT の化学療法耐性軽減効果）を検証するために、免疫組織化学を用

いた臨床研究及び培養細胞実験を以下の方法で実施した。 
 
【研究①：食道癌に対する PDT 後の遺残・再発病変を用いた免疫組織化学評価】 
2017 年から 2019 年までに当院消化器内科学講座で PDT を実施した放射線化学療法後局所遺

残再発食道癌患者（患者数 18 名、総 PDT 施行回数 32 回）を対象として、本学を中心とする多
施設共同研究「局所遺残再発食道癌に対する光線力学療法の残存腫瘍組織における細胞接着因
子・薬剤排出トランスポーター蛋白への影響についての検証（研究番号 O-0635）」を実施し、診
断時・再発時の生検サンプル集積及び予後調査を実施した。得られた生検サンプルを用いて、治
療前後での BCRP（Breast cancer resistance protein, ABCG2）などの ABC トランスポーターの免疫
組織化学染色を行い治療前後での差異を検証した。 

 
【研究②：胃癌細胞株を用いた PDP と殺細胞性抗癌剤の併用効果の検証】 
本研究ではこれまでに in vitro 実験で報告されている PDP 効果を胃癌細胞株で実証することで

新たな胃癌腹膜播種治療の開発につなげるため、未分化型胃癌細胞株（HGC-27）および分化型
胃癌細胞株（MKN-74）を対象に、talaporfin sodium（TS、商品名: レザフィリンⓇ）を使用した
PDT を異なる TS 濃度や光照射時間などの条件で実施し、PDP に最適な条件を決定した。さら
に、TS-PDP と殺細胞性抗癌剤の併用効果を検証した。殺細胞性抗癌剤は、臨床で 3rd line とし
て用いられるイリノテカンの代謝物質である SN-38 を選択した。 
 
４．研究成果 
 
【研究①-1：食道癌に対する PDT 後の遺残・再発病変を用いた免疫組織化学評価】 
2016 年から 2019 年の間に当院で PDT を施行した CRT 後局所再発食道癌患者 18 例(総施行回

32 回)を対象に BCRP 発現評価を行った。抗 BCRP 抗体（BXP-21, Merk, Darmstadt, Germany）を
用いて IHC を施行し DAB/Ni/Co/H2O2 で visualize し①Grading 法(G0～3)と②Image J により染色
強度を数値化した指標を用いた． 

（A） PDT 治療前後での遺残腫瘍における BCRP 発現の変化 
腫瘍細胞における核及び細胞質での BCRP の染色強度を評価したが、核（p=0.459）、
細胞質（p=0.313）ともに治療前後の有意差は認めなかった。 

（B） PDT の局所奏効予測因子としての BCRP の関連性評価 
PDT の局所完全奏効（L-CR）群と非 L-CR 群に群別化し、治療前における腫瘍細胞の
BCRP 発現の有無を評価した。Grade 法（p=0.914）及び Image-J 法（p=0.865）のいず
れも有意差は認めなかった。 



【研究①-2:食道癌に対する PDT の治療効果予測因子の抽出】 
2017 年から 2019 年までに当院消化器内科学講座で PDT を実施した放射線化学療法後局所遺

残再発食道癌への初回 PDT 症例 17 例の治療成績を後ろ向き観察した。 
局所完全奏効率（L-CR rate）は 52.9%であり、2 年間無再発生存率は 30%であった。L-CR 群

と非 L-CR 群で臨床因子を比較したところ、PDT 前の臨床的深達度が非 L-CR 群に ycT2 が有意
に多いこと（p=0.043）、患者の併存疾患スコア（Charlson comorbidity index）が L-CR 群において
低いこと（p=0.043）が示された。さらに併存疾患がない患者群は有意に 2 年無再発生存が良好
であること（p=0.007）が示された。現在、国内における放射線化学療法後局所遺残再発食道癌
への PDT 療法は、サルベージ手術に対する耐術能を備えない肺気腫や肝硬変が併存するような
症例に推奨されているが、むしろそうした併存疾患を抱えず侵襲度の高い手術を推奨される患
者群にとって本治療の低侵襲性を享受できる可能性を示唆する結果と考え、第 32 回日本光線力
学療法学会学術講演にて発表し、現在学術誌に投稿中である。 

 
【研究②-1: 胃癌細胞株を用いた PDP と殺細胞性抗癌剤の併用効果の検証】 
（A） TS-PDP の条件決定 

未分化型胃癌細胞株 HGC-27 と分化型胃癌細胞株 MKN-74 を 96 ウェルプレートにて
48 時間培養した後に、TS 5-40μM 投与から 3 時間後に、独自に作成した LED ライト
（波長 662nm, 出力 8.96mW/cm2）で 30 分間光照射した。24 時間後に MTT assay で生
細胞評価を行い、TS の IC50は HGC-27 が 13.4±1.0μM、MKN-74 が 17.4±2.3μM で
あった。この結果より殺細胞効果の乏しい低強度 PDT（PDP）に用いる TS 濃度とし
て 5μM、10μM を選択した。 
 

（B） TS-PDP と殺細胞性抗癌剤（SN-38）の併用効果 
未分化型胃癌細胞株 HGC-27 と分化型胃癌細胞株 MKN-74 を 96 ウェルプレートにて
48 時間培養した後に、medium のみ、TS 5μM、TS10μM 投与から 3 時間後に、独自
に作成した LED ライト（波長 662nm, 出力 8.96mW/cm2）で 30 分間光照射し、その 3
時間後に SN-38 を 2.5-100μM を投与し、21 時間後に MTT assay で生細胞評価を行っ
た。PDP(-)群では SN-38 の IC50が HGC-27 で 87.5±4.4μM、MKN-74 で 10.4±6.4μM
（p<0.001）と HGC-27 に有意な SN-38 への治療抵抗性が見られた。一方、PDP（TS10
μM）群では HGC-27 で 12.3±8.6μM と MKN-74 で 9.4±4.3μM に有意差は見られな
かった（p=0.628）。また、TS と SN-38 の IC50から算出される Combination index（1 以
下で相乗効果あり）は HGC-27 に対する TS 5μM-PDP+SN-38 では 1.23±0.17 であっ
た一方、TS 10μM-PDP+SN-38 で 0.91±0.11 であった。 

 
 以上の結果より、未分化型胃癌細胞株に対して、低濃度 TS-PDT 付加による薬剤感受性改善効
果（photodynamic priming effect）を認めた。今後のステップとして、TS-PDP 後の胃癌細胞株を用
いた治療耐性因子（薬剤排泄トランスポーター、癌幹細胞マーカーなど）の挙動を免疫組織化学
や PCR 法で評価し、腹膜播種モデルマウスを用いた PDP 効果の検証につなげていきたい。 
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