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研究成果の概要（和文）：タラポルフィンナトリウムによる光線力学的治療: PDTの対象となり得る化学放射線
療法後の再発性食道癌を想定して、癌幹細胞の性質を持つ扁平上皮細胞株を見つけだし、基礎実験を行った。
CD44vの発現が高い幹細胞様性質を持つ癌においては、シスチントランスポーター;グルタチオンを標的とした治
療法として、酸化ストレス抵抗性を標的とした癌幹細胞に対する治療戦略が基盤となり得る。この目的でスルフ
ァサラジンを添加してMTS Assay及びグルタチオン生合成活性を測定した。グルタチオン合成阻害剤を添加した
場合、MTS Assayを行なったがPDTの効果の増強はほとんど認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We performed cellular experiments to explore molecular basis for squamous 
cell carcinoma stem cell based photodynamic therapy (PDT) using talaporphin sodium. The cells with 
igher levels of CD44 variant are to be targeted via cistine transporter-glutathione in which cells 
are to be resistant to oxidative stress. For this aim, we performed MTS and glutathione-generation 
assay in the setting of PDT under sulphasarazopirine (SASP) administration. The results showed SASP 
had nominal additional effects on PDT.  

研究分野：消化器内科

キーワード： 光線力学療法
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１． 研究開始当初の背景 

日本人の食道癌の組織型は 90%以上が扁平
上皮癌であり、飲酒・喫煙が 2 大危険因子と
される。食道癌に対する根治治療の主体は外
科手術であるが、化学放射線治療は臓器温存
が可能な非外科的治療である。一方、食道癌
の遺残または再発症例には確立された標準
治療がなく、特に粘膜下層浸潤癌では光線力
学的治療（PhotoDynamic Therapy, PDT）
が適応となる。PDT は腫瘍親和性光感受性物
質とレーザー光によって引き起こされる光
化学反応を利用して活性酸素を発生させ腫
瘍組織を破壊する治療法である。光感受性物
質タラポルフィン（レザフィリン）は遮光期
間が２週程度ですみ、安価かつ携帯性もある
小型の半導体レーザー装置で治療ができる
メリットがある。食道癌化学放射線療法後の
局所遺残再発例に対するレザフィリン・PDT

レーザを用いた光線力学的療法の多施設共
同臨床試験）、我々も参画した。抗癌剤や放
射線治療後に治療抵抗性を持つ癌幹細胞が
生き残ることが再発の一因とされ、癌幹細胞
を標的とした再発性食道癌療法の確立も望
まれる。癌幹細胞ではグルタチオンによって
抗酸化システムがあり治療抵抗性の要因と
なる。 CD44 のスプライスバリアント
（CD44v）が、シスチントランスポーター
（xCT）を細胞表面に安定化してシスチン取
り込みとグルタチオン合成を高めているこ
とが明らかになった。 

２．研究の目的 

再発性食道癌に対して、癌幹細胞を標的とし
た光線力学的治療（Photodynamic therapy; 

PDT）を開発する。特に、化学（放射線）治
療後局所に再発した食道表在癌を想定し、レ
ザフィリンによる PDT と癌幹細胞特異的分
子（CD44variant）を標的とする薬剤との併
用治療法を考案した。臨床試験へと展開する
ための研究基盤を確立するため、主に細胞株
モデルにおける腫瘍制御効果と作用機序の
解明を課題とする。 

３．研究の方法 

扁平上皮癌細胞株の CD44v の発現性をスクリ
ーニングし、CD44 低発現株、高発現株、及び
CD44v 発現株を検出する。in vitro における
レザフィリン-PDT の評価系を確立し、CD44
低発現株、高発現株、CD44v 発現株における
治療効果を調べる。レザフィリン-PDT と
CD44v～xCT～グルタチオンの発現を制御す
る薬剤（スルファサラジン等）の併用効果に
よる PDT 実験を行う。 
４．研究成果 
タラポルフィンナトリウムによる光線力学
的治療: PDT の対象となり得る化学放射線療
法後の再発性食道癌を想定して、癌幹細胞の
性質を持つ扁平上皮細胞株を見つけだし、基
礎実験を行った。既報より癌幹細胞の性質を
示す扁平上皮細胞株として、OSC-19 に追加し
て HSC-2 及び HSC-4 を用いた。Western Blot
で HSC-2 は CD44 variant を強く発現してい

たが、HSC-4 は発現を認めなかった。タラポ
ルフィンナトリウム濃度は 0〜10μM の範囲
で、レーザーは 0〜5J の範囲で照射し、MTS 
Assay による細胞生存率を確認したところ、
いずれの細胞においても効果が得られた。
OSC-19 と同じく、癌幹細胞性質を持つと思わ
れる HSC-2 及び HSC-4 細胞もタラポルフィン
ナトリウムによる PDTに感受性が高い可能性
がある。CD44v の発現が高い幹細胞様性質を
持つ癌においては、CD44v〜シスチントラン
スポーター〜グルタチオンを標的とした治
療法として、酸化ストレス抵抗性を標的とし
た癌幹細胞に対する治療戦略が基盤となり
得る。この目的で Pimozide を HSC-2 及び
HSC-4 細胞に添加して MTS Assay を行ったが、
PDT の効果を増強する効果は認められなかっ
た。他の PDT 効果を増感させる薬剤としてグ
ルタチオン合成阻害剤、及びスルファサラジ
ン（SASP）の有効成分であるアミノサリチル
酸を添加して MTS Assay 及びグルタチオン生
合成活性を測定した。グルタチオン合成阻害
剤を添加した場合、MTS Assay を行なったが
PDT の効果の増強はほとんど認められなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことより、グルタチオンに依存しない
PDT 抵抗性機構の存在が予想された。また別
の癌細胞株 MKN-45 及び MKN-74 細胞に対し
て MTS Assay を行なったところ、MKN-74 細胞
において PDT 抵抗性が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Real-time PCR 及び Western Blotting で、
MKN-74細胞のCD44vの発現が低いことが確認
されたことからも、CD44v〜グルタチオンに
依存しない PDT抵抗性機構の存在が裏付けら
れた。過酸化水素に対する抵抗性は既報の通
り CD44v 発現量に依存することが OSC-19、
HSC-2 及び HSC-4 細胞を用いた MTS Assay で
確認されており、この酸化ストレスに対する

TT--PPDDTT  

vvss..  

TT--PPDDTT  

wwiitthh  

SSAASSPP 

SASP: Sulfasalazin 

0.6mM 



応答性の違いは PDT で発生する活性酸素は一
重項酸素であり、過酸化水素とは異なる活性
酸素種であることに起因すると推測される。
しかしタラポルフィンの濃度を10μMから30
μM に上げることによって、また LED 照射を
3J から 6J に上げることによって治療効果が
認められた。またタラポルフィンの投与時間
を 4h から 24h まで延長することによっても
治療効果が認められた。この際、投与時間 4h
でのタラポルフィン取り込み量が少ないこ
とが確認できた。 
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さらに低比重リポプロテイン受容体 LDL-Rの
発現量をウェスタンブロッティング及び
real-time PCR で確認したところ、いずれも
LDL-R 低発現であった。さらに LDL-R の発現
を低下させる試薬 GW3965 を添加し LDL-R の
発現量を低下させた条件下で PDT を行い MTS 
Assay で評価したところ、いずれにおいても
PDT 抵抗性の誘導が認められ、LDL-R の発現
量と PDT 抵抗性の関連が確認できた。今後
LDL-R 発現量を上昇させる試薬を用い、PDT
の効果を増強しかつスタチンの抗腫瘍効果
を併用することで有用ながん治療となり得
る可能性を検討する予定である。 
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