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研究成果の概要（和文）：光線力学的療法(PDT)が卵巣癌の微小病巣で抗腫瘍効果を発揮するためには細胞内に取り込
まれた5-アミノレブリン酸メチルエステル(Methyl-ALA)から変換されるプロトポルフィリンIX(PpIX)量が重要であり、
細胞内のPpIX量によって抗腫瘍効果が違うこと、ヘム合成・分解とも活発な細胞では外因性のアミノ酸誘導体を取り込
んでもPpIXが細胞内に蓄積されにくいことを示した。一方でMethyl-ALA-PDT は癌性腹膜炎の有力な治療法の一つにな
ることが示唆され、PDTの治療効果を高めるには細胞内PpIX量の維持が重要になる。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the reason why intracellular amount of protoporphy
rin IX (PpIX) varies in ovarian cancer cells and the effect of Photodynamic therapy (PDT) on peritoneal ca
rcinomatosa. 1) The amount of PpIX (microg/dl) was 67.7 in DISS cells and 22.4 in MCAS cells. 2) Expressio
n of delta-ALA synthetic enzyme, heme oxygenase and biliverdin reductase B in MCAS increased more then 3 t
imes compared with those in DISS. 3) The rats treated with a methyl ester of 5-aminolevulinic acid (Methyl
-ALA)-PDT was significantly longer in survival than those of the control and debulking surgery (DS)-Methyl
-ALA-PDT significantly prolonged survival compared with DS alone. These results suggest that PpIX is not a
ccumulated in cells in which heme synthesis and resolution is active and that Methyl-ALA-PDT is promising 
in ovarian cancer treatment. The amount of PpIX in cells is important in PDT treatment.
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌細胞株 HTOA、HRA、DISS（以上漿液

性腺癌）、MCAS（粘液性腺癌）、TOV21G（明

細胞腺癌）からヌードマウスに皮下腫瘍を

作製し、光感受性物質である 5-アミノレブ

リン酸メチルエステル塩酸塩(Methyl-ALA)

による PDT を行ったところ HTOA、HRA、DISS

細胞で有意な腫瘍縮小効果を得た。さらに、

DISS 細胞を用いた癌性腹膜炎ラットを作

製し、開腹後光照射のみ（コントロール）

対 Methyl-ALA ip ＋ 開 腹 後 光 照 射 

(Methyl-ALA-PDT)、Debulking surgery(DS)

対 DS＋Methyl-ALA-PDT の生存期間を比較

したところ、 Methyl -ALA-PDT 、 DS ＋

Methyl-ALA-PDT で有意に生存期間の延長

が得られた。これらの結果は卵巣癌の腹膜

播種病巣に対して PDT は有効な治療法にな

り得ることを示唆するものである。PDT に

よって抗腫瘍効果を発揮するためには細胞

内に取り込まれた Methyl-ALA から変換さ

れる PpIX 量が重要であり、細胞内 PpIX 量

によって抗腫瘍効果が違うことを見いだし

た 。すなわち細胞内 PpIX 量が多い卵巣癌

細胞による腫瘍では有意に PDT の効果が優

れていたのである。PpIX はヘムの合成分解

経路に関与する中間代謝産物である。5.5

μM の Methyl-ALA を卵巣癌細胞に添加す

ると、PpIX 量は HTOA、HRA、DISS（以上 PDT

感受性）で MCAS、TOV21G（以上 PDT 不応性）

に比べ有意に高値であった。DISS と MCAS

のヘム合成と分解経路の変換酵素群の遺伝

子プロファイルをマイクロアレイで解析し

てみると、MCAS ではヘム合成経路のδALA

合成酵素(3 倍)、ヘム分解経路の Heme 

oxygenase 2(10 倍 ) と Biliverdin 

reductase B(7 倍)の遺伝子発現が DISS に

比べ増加していた。この結果は、ヘム合成・

分解とも活発な細胞では外因性のアミノ酸

誘導体を取り込んでも PpIX が細胞内に蓄

積されにくいことが示唆される。PDT に反

応する腫瘍がある一方で、PDT に反応しに

くい腫瘍が存在する。では卵巣癌の腹膜播

種病巣に対して PDT の治療効果を高めるに

は、どのようにすればよいか？まず考える

べきは細胞内 PpIX 量の維持である。このた

めには、PpIX からヘムへの変換酵素である

フェロケラターゼを阻害することであるが、

阻害物質の代表に鉛がある。しかし臨床応

用を考えた場合、鉛中毒によるポルフィリ

ン症が知られているようにその使用には躊

躇する。ヘムは HIF-1 の活性化を介してエ

リスロポエチン遺伝子発現を誘導するので

あるが、エリスロポエチンは PDT の感受性

を阻害することが報告されている。GSTO1

は、ヘムへの分化を抑制することが知られ

ている。従って、ヘムへの分化を抑制し細

胞内の PpIX 量を維持するためには GSTO1

の働きが期待できるのではないだろうか。

GSTO1 は生体内解毒酵素であり、生体内で

無機ヒ素の変換と代謝に関与する役割があ

る。本研究では特に GSTO1 に焦点を絞り、

GSTO1 cDNA を各種の卵巣癌細胞に導入して、

Methyl-ALA 添加からの PpIX を定量、GSTO1

遺伝子導入細胞に対する PDT の効果を in 

vitro、in vivo で検証する。 

 我々は PDT の抗腫瘍作用はアポトーシス

と血管新生の抑制から得られることを証明

した。我々は以前、複数のヒト卵巣癌細胞

から作製した皮下担癌マウスと癌性腹膜炎

マウスを用いた実験的卵巣癌において、

PPARαリガンドであるクロフィブリン酸の

投与により卵巣癌のkey drugの一つである

シスプラチンと同等の腫瘍縮小効果と生存

期間の延長が得られることを見いだした。

クロフィブリン酸投与の腫瘍内で観察され

た血管新生の抑制とアポトーシスの誘導は

PDT の作用機序と同じである。動物実験に

より、PDT とクロフィブリン酸投与を同時

に行い、癌性腹膜炎ラットの生存期間が延

長されるかどうかを確認したのち、最終的

には卵巣癌腹膜播種病巣に対する PDT とク

ロフィブリン酸併用の臨床応用を計画して

いる。 

２．研究の目的 

本研究では、卵巣癌の微小病変に対して抗

腫瘍効果を持つ光線力学的療法(PDT)と

Peroxisome proliferator activated 

receptor (PPAR)αリガンドであるクロフ

ィブリン酸が特に再発卵巣癌の腹膜播種病

巣に対する治療戦略となり得るかどうかを



検討することが最大の目的である。ヘム合

成分解経路の中間代謝産物である細胞内プ

ロトポルフィリンIX(PpIX)量がPDTの効果

発現に重要であるため、ヘムへの分化抑制

の働きがある Glutathione S-transferase 

Omega-1 (GSTO1)遺伝子導入により細胞内

PpIX 量、PDT 効果がどう変化するかを検討

することも本研究の目的である。 

３．研究の方法 

4 つの実験に分け検討した。1)Carbonyl 

reductase (CR)が腫瘍増殖に果たす役割：

sense CR 導入T-Ag MOSE cells(CR導入群)、

vector のみ導入 T-Ag MOSE cells（コント

ロール群）の各細胞をヌードマウス側腹に

移植し(各々n=8)腫瘍体積の推移を 5 週間

比較した。腫瘍内の CR 発現量の定量、VEGF、

腫瘍内血管密度、Caspase-3、アポトーシス

細胞を測定した。MFG-E8 発現の発現量と局

在を調べ、蛍光二重染色法で Phagocytosis

の出現を調べた。2)卵巣癌自然発癌マウス

モデルを用いたクロフィブリン酸(CA)の腫

瘍抑制効果：MISIIR-TAg マウスを i) コン

トロール（無処置）群(n=8)、ii) 3000ppm CA

連日投与群(n=8)、に分け生存期間を比較し

た。3)癌性腹膜炎に対する光線力学的療法

と CA の併用療法の効果：DISS 細胞による

癌性腹膜炎マウスを作製した。コントロー

ル（光照射のみ）群(n=8)、250mg/kg アミ

ノレブリン酸メチルエステル塩酸塩腹腔内

投与（ALA methylester ip）＋1 時間後腫

瘍への光照射(Irradiated ALA methylester 

ip)群(n=8)、Irradiated ALA methylester 

ip＋3000ppm CA 投与群(n=8)の 3 群に分け

生存期間を比較した。4)大網切除(OM)の至

適時期に関する検討：8週齢の F344 ヌード

ラットを用い、開腹して OM を行った群

(n=8)(①)と OM を行わなかった群(n=16)に

分け、DISS 細胞を腹腔内投与した。3週後、

OM を行わなかった 16 頭を、腫瘍を含め OM

を行った群(n=8)(②)、OM を行わない Sham 

operation 群(n=8)(③)に分けた。3群の生

存期間を比較した。 

４．研究成果 

1) コントロール群は 5 週間腫瘍体積が増

加した。一方、CR 導入群は 2週目まで腫瘍

体積は増加したが、それ以降 5週目まで腫

瘍体積は減少した（Mann-Whitney test、P < 

0.001）。CR 導入群の腫瘍はネクローシスと

炎症性細胞浸潤が顕著であった。CR 導入群

の腫瘍内の VEGF 発現と血管密度は有意に

減少していた(P < 0.001)。CR 導入群の腫

瘍では Caspase-3 の活性化とともにアポト

ーシス細胞の出現頻度は有意に増加してい

た（P ＜ 0.001）。MFG-E8 蛋白発現は CR 導

入群で有意に増加していた(P < 0.002)。

MFG-E8 は CR 導入群の腫瘍細胞質内と間質

細胞内に広く分布しており、MFG-E8 発現箇

所でマクロファージによるアポトーシス細

胞の貪食像が観察された。2)生存期間中央

値は、コントロール群の 111 日に対して、

CA 投与群では 149 日であった（P < 0.01）。

3) 生存期間中央値 26 日のコントロール群

に 比 べ 、 さ ら に は Irradiated ALA 

methylester ip 群と比べても Irradiated 

ALA methylester ip＋3000ppm CA 群で有意

な生存期間の延長が得られた（各々P < 0.01、

P < 0.05）。4) ③の生存期間が最も短く中

央値で 35 日間（28日〜37 日間）、①は 42

日間（39日〜54 日間）、②は 2頭が 42 日

目に死亡したが残り 6頭は実験終了まで生

存した。 
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