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研究成果の概要（和文）： 

転移性脳腫瘍および悪性神経膠腫患者に対し術前 5ALAを投与し、光線力学的診断(PDD)を

行い腫瘍摘出し、術中蛍光を確認して手術摘出した。標本より抽出した mRNA を用いてポル

フィリン代謝に関わる 13遺伝子の発現解析を行った。coproporphyrinogen oxidase (CPOX)のみ

が有意に蛍光を示さない腫瘍に比して蛍光を示す腫瘍で上昇しており、CPOX に対する免疫組

織染色では強い蛍光を示す腫瘍で有意に陽性細胞が多く存在した。CPOX が悪性脳腫瘍におけ

る 5ALAによる蛍光強度差異に強く関連していることが示唆され、これまで蛍光を呈していな

かった悪性脳腫瘍細胞群に対するアプローチを可能にすると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Little is known, however, about the detailed molecular mechanisms underlying 5-ALA-induced 

fluorescence. 

We analyzed transcriptome profiles for the genes encoding enzymes, transporters, and a transcription 

factor involved in the porphyrin-biosynthesis pathway for surgical removed malignant brain tumors. . 

The high mRNA level of CPOX expression was significantly well correlated with the phenotype of 

strong 5-ALA induced fluorescence. These findings were further confirmed by immunohistochemical 

studies with a CPOX-specific antibody.  It is concluded that induction of CPOX gene expression is one 

of the key molecular mechanisms underlying the 5-ALA-induced fluorescence of malignant brain 

tumors.  
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 悪性脳腫瘍に対する治療法は現在のとこ
ろ、可及的外科的切除および放射線分割外照
射が標準的治療法として用いられ、神経膠芽
腫の生存中央値は 12 ヶ月とされている。近
年、悪性脳腫瘍の中でも悪性神経膠腫に対す
る新規治療薬として登場したテモゾロマイ
ドを使用しても、生存期間の中央値で約２ヶ
月半延長するにすぎないのが現状である。現
在のところ悪性脳腫瘍に対する治療は満足
できるものではない。 
 これまで我々は悪性脳腫瘍、特に悪性神経
膠腫に対しては機能予後、生命予後改善を目
指して様々な手法を駆使して挑戦を続けて
きた。このうちの１つがδアミノレブリン酸
（5-aminolevulic acid; 以下 5ALA）を用い
た術中光線力学的蛍光診断である。5ALA を
用いた術中蛍光診断は膀胱癌、皮膚癌で積極
的に用いられてきたが、悪性神経膠腫におけ
る 光 線 力 学 的 診 断  (photodynamic 
diagnosis; 以下PDD)も 2006年の Stummer 
らを中心とした前向き無作為抽出研究他施
設ランダマイズコントロール研究以来
(Stummer et al. Lancet oncol 7; 392-401, 
2006)、脚光を集めている。彼らは 5ALA を
用いることによって腫瘍摘出率は向上し、6
ヶ月の progression free survival の延長を
報告している。また、脳腫瘍における 5ALA
を用いた PDD は励起光源内蔵脳神経外科手
術顕微鏡の市販により急速に普及した。 
 我々も早期より、安全でかつ最大限の脳腫
瘍摘出をめざしてδアミノレブリン酸
（5-aminolevulic acid; 以下 5ALA）を用い
た術中蛍光診断を本邦の中でも特に積極的
に導入するとともに、5ALA による術中蛍光
診断のための光源開発（レーザー光源、LED
光源の開発）、悪性神経膠腫に対する 5ALA
を用いた光線力学療法の研究を行ってきた。
加えて、悪性神経膠腫のみならず、その他の
周囲脳組織への浸潤性の高い転移性脳腫瘍、
悪性髄膜腫をはじめとする様々な悪性脳腫
瘍に対しても積極的に 5ALA による術中
PDD を用いてきた。 
 これらの経験より５ALA を用いた術中蛍
光診断の悪性神経膠腫のみならず、他の脳腫
瘍に対する有用性が明らかになったが、様々
な疑問点が挙げられるようになったのも事
実である。その１つが、同量の 5ALAを投与
しているにもかかわらず、その蛍光強度が
各々の腫瘍によって極端に異なる場合があ

ることである。顕著であるのは、悪性神経膠
腫においてはほぼ 100%で強い赤色蛍光を示
すが、同じ悪性脳腫瘍の１つである転移性脳
腫瘍においては原発組織型に関わらず 80%
において腫瘍本体では全く蛍光を呈さず、腫
瘍周辺部はvague fluorescenceを呈すること
を経験していることである。Stummer らは
5ALA による脳腫瘍蛍光強度はその細胞密度、
腫瘍細胞分裂能、腫瘍内血管床密度が高いほ
ど強い蛍光を呈すると報告している（Acta 
neurochir suppl. 2003）。しかしながら、転
移性脳腫瘍、悪神経膠腫ともに細胞密度や、
悪性脳腫瘍であることからその増殖能は程
度の差はあれ高い腫瘍であり、造影 MRI 上
強い増強効果が認められる腫瘍であること
から、また組織学的にも脳血液関門の破綻、
血管床の増加が認められる腫瘍である。つま
り、Stummer らが述べるところの 4要素は、
これら 2つの腫瘍における蛍光強度の極端な
差を認める要因とはなり難いと考えられた。 
 そこで我々は腫瘍細胞そのものの性質の違
い、特にヘム代謝やプロトポルフィリンⅨの
細胞外くみ出し機構の違いが蛍光強度に何ら
かの影響を及ぼしているのではないかと考え
るに至った。 

 

(2) Glioma Stem Cell (以下GSCと略)の概念
が提唱され、脚光を浴びている。GSCは悪性
神経膠腫の中にもわずかに存在し、X線照射
に対する回復が早く、放射線抵抗性であるが
ゆえに、標準放射線治療後の再発の機序とし
て提唱されている（Nature 447:756-760, 

2006）。また、腫瘍幹細胞は化学療法剤積極
的に排出する機構があることからテモゾロマ
イドをはじめとする化学療法に対する抵抗性
を獲得していると考えられる。よってこの
GSCの治療抵抗性の克服が悪性神経膠腫の治
療における大きなキーポイントとなると思わ
れる。われわれはGCS細胞株では5ALA投与
により神経膠芽腫細胞株に比して蛍光強度が
低いことを確認した。プロトポルフィリンIX

を細胞外へくみ出すトランスポーターである
ABCG2トランスポーターはGSCを多く含む
とされる神経膠芽腫細胞のside populationに
強く発現していることが知られており、
ABCG2 トランスポーターは5ALAによる
GCSの蛍光強度低下に関与しているものと考
えた。 

 



２．研究の目的 

(1) 臨床悪性脳腫瘍サンプルにおける、特に
ABCG2 を含めたポルフィリン代謝およびく
み出しに関わる遺伝子発現と5ALAによる術
中蛍光強度の関係を解明することで、術中蛍
光診断の精度向上、蛍光を呈さない悪性脳腫
瘍に対する術中蛍光診断、光線力学的治療へ
の応用へと発展させていく事を目的とした。 

  

(2) また、GSCをいわゆる蛍光を呈しにくい
細胞から蛍光しやすい細胞へと変化させる
事が出来れば、術中蛍光診断、ひいては術中
PDT のターゲットに引き上げる事が出来る
と考える。以上より、GSC を 5ALA を用い
たPDDおよびPDTのターゲットに引き上げ
る事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)  
悪性脳腫瘍患者に対して術前 5ALAを投与

して、PDDを行い腫瘍摘出を行う。強い蛍光
を示す腫瘍、蛍光を示さない腫瘍それぞれよ
り手術摘出サンプルより抽出した mRNAを用
いて定量的 real time PCR法を用いて発現遺
伝子プロファイリングを行い、術前画像所見、
病理所見、腫瘍摘出標本を用いた免疫組織学
的検討と共に検討を行った。 
 遺伝子発現プロファイリングを行ったの
はポルフィリン代謝に関わる酵素群および
トランスポーター13遺伝子（図１）である。 
図 1 

 

 
４．研究成果 
(1) 
 腫瘍の内訳は 5ALA投与により強い蛍光を
示す腫瘍 10腫瘍（組織診断；神経膠芽腫 7
例 転移性脳腫瘍 3例 図 2B）、全く蛍光を
示さない腫瘍 10腫瘍（転移性脳腫瘍 7例、
神経膠芽腫 3例 図 2A）であった。 
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① いずれの腫瘍も術前 MRI ガドリニウム
造影にて強い増強効果を認めていた。また, 
腫瘍摘出標本細胞の分裂能を Ki67染色にて
確認したところ両群とも高い分裂能を示し 
明らかな有意差を認めなかった。 
  
② 発現遺伝子プロファイリングでは、強い
蛍光を示す腫瘍では全く蛍光を呈さない腫
瘍に比して有意に coproporphirinogen 
oxydaseの mRNA発現が高かった。他の 11遺
伝子については明らかな有意差を認めなか
った。（図 3A,B） 

 
図 3 



 
図 4 

 
 
③ また CPOXに対する免疫組織染色をそれぞ
れの腫瘍摘出標本に対して行ったところ、組
織系に関わらず強い蛍光を呈する腫瘍にお
いて全く蛍光を呈さない腫瘍に比して有意
に CPOX陽性細胞が多く存在した。（図 4） 
 
 

以上より CPOX が悪性脳腫瘍における
5ALAによる蛍光強度差異に強く関連してい
ることが示唆された。本研究では 5ALAを用
いた PDDの更なる応用につながるものと考
える。すなわち、これまで蛍光を呈していな
かった悪性脳腫瘍細胞群に対するアプロー
チを可能にする一歩となりえ、ひいては悪性
脳腫瘍の機能、生命予後改善における手術療
法の役割の拡大につながるものと考える。 
 
 
(2) ※ 尚、GSC に対する光線力学的治療の
応用に関する研究については、提供を受けた
GSCの stemnessの維持がされていないこと
が研究途中（平成 23 年度）に判明したため
目標を達成することができなかった。GSC樹
立を再度独自で行い、引き続き GSC に対す
る 5ALAを用いた光線力学的診断、光線力学
的治療の応用を目指したいと考えている。 
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