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研究成果の概要（和文）：光線力学的療法は、切除不能胆管癌に対する補助療法として効果が期待できる。一方で光線
過敏症などの副作用もあり腫瘍特異性・抗腫瘍効果が高く、副作用の少ない光感受性物質の開発が望まれる。新規光感
受性物質と期待される糖鎖連結クロリンを用いた胆道癌に対する光線力学的療法について、現在使用されているTalapo
rfin sodium（レザフィリン）と比較・検討した。細胞を用いた実験では殺細胞効果・アポトーシス誘導効果が高いこ
とがわかり、動物実験においては増殖抑制効果が高いことがわかり、糖鎖連結クロリンが新規光感受性物質として期待
できる結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The effect of Photodynamic therapy can be expected as an adjunct therapy for 
unresectable cholangiocellular carcinoma. On the other hand, there are side effects such as ray 
hypersensitivity. Accordingly, the development of a new photosensitizer of high anti-cancer effects and 
high tumor specificity is expected. We compared the effects of photodynamic therapy for bile duct 
carcinoma using glucose-conjugated chlorine(G-PDT), which is expected as a new photosensitizer and 
talaporfin sodium(L-PDT), which is a photosensitizer that is currentry used.
In experiments with cells, apoptotic induction rate in the G-PDT showed more increased rate in comparison 
with that in the L-PDT. Cytocidal effect in the G-PDT was higher than in the L-PDT. In animal 
experiments, A treatment of the new G-PDT showed the high inhibition of tumor growth in the treatment of 
bile duct carcinoma cells.
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１．研究開始当初の背景 
PDT は腫瘍内に特異的に集積する光感受性物
質をレーザー光で励起し、活性酸素や血管障
害効果により細胞を破壊する腫瘍特異的レ
ーザー治療である。我々は胆管癌臨床例の局
所治療においてPDTの安全性と有効性を証明
してきた(1。平成 21～23 年度の科学研究費助
成事業基盤研究において、光増感剤
Talaporfin Na（レザフィリン）を用いた光
線力学的治療（PDT）が、Porfimer Na を用い
た PDT1に比べて、胆管癌のマウス皮下移植モ
デルで腫瘍壊死効果、細胞増殖抑制とアポト
ーシス誘導率増加、新生血管阻害効果がより
高く認められることを明らかにし(2、さらに
PDT と抗癌剤併用による増強効果を報告した
(3。現在、Talaporfin Na を用いた PDT による
胆管癌の新たな臨床治療を 6例に開始し、従
来のPDTよりも高い安全性と局所制御力を確
認しているが、基礎的・臨床的にも未だ十分
な腫瘍制御に至っていない(4。胆管癌・膵癌
の広範な癌進展を完全に制御するにはさら
なる有効性の高い光増感剤を用いたPDTの開
発が必要である。 
近年、矢野らによって開発され(5、糖を機能
発現素子としてより癌腫に高率に取り込ま
れやすく合成されたPDT用の糖鎖連結クロリ
ン (H2TFPC-SGlc) 光 増 感 剤 を 用 い て 、
Talaporfin Na-PDT の 50倍高い殺細胞効果が
Tanaka らの胃癌モデルで報告された(6。高い
癌腫での蓄積能から明瞭な腫瘍局在蛍光診
断が可能で、増感剤の代謝も早く光線過敏症
が軽減し、Talaporfin Na-PDT に代わる次代
の胆膵癌における有望な局所治療法と考え
られる。糖鎖連結クロリン－PDT を胆膵癌に
おいて抗癌剤や放射線治療に並ぶ、第３の新
しく強力な化学局所療法として開発し、臨床
治療に展開し応用することを目的に、糖鎖連
結クロリン-PDT による胆管癌と膵癌細胞株
とその動物皮下移植モデルにおける腫瘍制
御効果と正常組織の安全性、抗癌剤併用効果
および腫瘍の蛍光局在診断を主要課題とし
た基礎研究を行う。 
 
２．研究の目的 
従来の光感受性物質に代わって近年本邦で
開発され癌細胞選択性が格段に向上した糖
鎖連結クロリンによる
新しい光線力学的治療
（ photodynamic 
therapy; PDT）を用いて、
胆道癌細胞（NOZ 細胞）
における従来に勝る治
療有効性と生体の安全
性を明らかにし、胆管癌
における新規糖鎖連結
クロリン－PDT を用いた次世代の局所化学療
法として臨床開発に展開する為の基礎研究
基盤を確立する。 

３．研究の方法 
使用細胞と細胞培養 
胆道癌細胞株（NOZ、JCRB1033）を DMEM（10%FBS,
グルタミン酸(0.6mg/ml),ペニシリン含有）
を用いて 37℃で培養(5%CO2）。 
 
光感受性物質 
糖鎖連結クロリンは岡山理科大学自然科学
研究所 赤司らにより合成。対象薬剤として
Talaporfin Na(レザフィリン® , Meiji Seika 
ファルマ株式会社)を使用。 
 
光源 
植物研究用パワーLED フラットライト
（LEDRB-660DL、オプトコード株式会社）を
使用。 
 
In vitro 
(1)細胞生存率 
NOZ 細胞に対する PDT 療法の有効性を MTS 
assey を用いて生存率で以下の項目を比較検
討した。 
試薬：CellTiter96® AQueous One Solution 
Cell Proliferation Assay(プロメガ株式会
社) 
吸光度測定器：model NJ-2000(Nihon Inter 
Med) 
検出波長：490nm 
①糖鎖連結クロリンの細胞毒性 
②PDT の至適条件の設定 
③設定条件での糖鎖連結クロリンを用いた
PDT(G-PDT)と Talaporfon Na (L-PDT)を用い
た PDT の IC50 の検討 
 
(2)細胞死の検出 
IC50 で の 濃 度 の 糖 鎖 連 結 ク ロ リ ン
（ 2.02μg/ml(1.16μM) ）、 Talaporfon Na
（ 4.14μg/ml(5.17μM) ）  を用いて PDT
（ 5J/cm2 ） を 施 行 し 、 The 
Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells 
Detection kit (PK-CA707-30018 / D25517, 
タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ) を 用 い て
FITC-Annexin V、Ethidium Homodimer III、
Hoechst 33342 で染色し観察。 
①蛍光染色 
蛍光顕微鏡を用いて観察 
②フローサイトメトリー 
BD FACS Canto II(07B1X00003000102,BD バイ
オサイエンス)を用いて、FITC と propidium 
iodide の蛍光を検出。 
 
In vivo 
(1)皮下移植マウスでの検討 
ヌードマウス(BALB/cANcrj nu/nu, Charles 
River Inc)の背部に NOZ 細胞（1×106個）を
皮下移植。腫瘍 volume が 100mm3になったと
ころで経静脈的に Talaporfon Na、糖鎖連結
クロリンを 6.25μmol/kg 投与し４時間後に
PDT を施行（光エネルギー：37.5J/cm2）。PDT
前、PDT 後１日目、３日目、５日目、７日目



に腫瘍 volume（mm3）を測定し細胞増殖率を
control(non PDT)群と G-PDT 群と L-PDT 群で
比較した。 
マウスの麻酔はケタミン（90mg/kg）とキシ
ラジン（10mg/kg）を腹腔内投与し使用。 
４．研究成果 
In vitro 
①糖鎖連結クロリンの薬剤毒性 
NOZ細胞を96wellプレートで培養しそれぞれ
の濃度の糖鎖連結クロリンを投与し、24時間
後に MTS assey 施行。 
17μg/ml 以上の濃度において細胞毒性が生
じてくる。 

②PDT の至適条件の設定 
NOZ細胞を96wellプレートで培養し糖鎖連結
クロリンを 1～17μg/ml の濃度で加え、光エ
ネルギーを変えて MTS assey にて生存率を測
定。 
糖鎖連結クロリンでのPDTは濃度依存で殺細
胞効果を認める。 
光エネルギーの至適条件を 5J/cm2に設定。 

③光エネルギー5J/cm2での糖鎖連結クロリン
と Talaporfon Na を用いた PDT での IC50 を
比較検討 
IC50 は以下の式より算出 
IC50=10(LOG(A/B)×(50-C)/(D-C)+LOG(B)) 
A:50%を挟む高い濃度 
B:50%を挟む低い濃度 C:B での阻害率 
D:A での阻害率 

 
G-PDT での IC50 は 2.02μg/ml(1.16μM)、
L-PDT での IC50 は 4.14μg/ml(5.17μM)であ
り、糖鎖連結クロリンの方がより少ない濃度
での PDT が可能であり、それにより光線過敏
症などの副作用の軽減が
見込まれる。 
(2)細胞死の検出 
①蛍光染色 
多数のアポトーシス誘導
細胞を確認。 
②フローサイトメトリー 
プロット図を Q1、Q2（後期アポトーシス）、
Q3（非アポトーシス、生細胞）、Q4（早期ア
ポトーシス）の領域に分け、Q2+Q4 の細胞数/
総細胞数×100（％）をアポトーシス誘導率
として測定し比較。 
G-PDT では 92.6%であり、L-PDT では 38.9%で
あり、糖鎖連結クロリン PDT の方がアポトー
シス誘導効果は高いことがわかった。 

In vivo 
腫瘍量で比較すると、Control 群に比べて
G-PDT 群、L-PDT 群の方が明らかに増殖は
抑制されていた。増殖率で見てみると、
day3,5,7 では明らかに control 群より
G-PDT、L-PDT 群の方が抑制されていた
(p<0.01)。また、day7 をみてみると、明らか
に L-PDT より G-PDT の方が増殖率は低く抑え
られていた（p<0.05）。 
糖鎖連結クロリンによる光線力学的療法は、
殺細胞効果、アポトーシス誘導効果、腫瘍増
殖抑制効果が高いことがわかり、次世代の光
感受性物質として期待できる。 
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