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研究成果の概要（和文）： 
アクリジンオレンジ(AO)という色素はがんに特異的に集積して光が当たると蛍光を発生すると
同時にがん細胞だけを瞬時に選択的に破壊します。これを利用して骨軟部腫瘍の蛍光による早
期診断と治療を同時に行う方法の開発を行いました。その結果キセノン光源の青色ストロボ光
を用いると皮膚に近い肉腫であれば蛍光で局在を診断でき、全光照射で強い腫瘍増殖抑制効果
も得られることが分かり、この方法が肉腫の診断治療に応用できる可能性が示されました。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To develop photodynamic diagnosis and photodynamic therapy using acridine orange 
excited by high-power flash light provided from xenon lamp in musculoskeletal 
sarcomas, we performed this study using mouse osteosarcoma model. Results showed 
that it was possible to brilliantly detect tumor localization through skin by PDD and to 
strongly inhibit tumor growth by PDT after intravenous AO injection followed by flash 
light illumination. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍の外科的治療は広範切除が
原則で重要な神経や血管を巻き込んでいる
場合は切除により患肢の機能が大きく損な

われる。我々はこれを改善するために 1999
年からアクリジンオレンジ(AO)を用いた光
線力学的治療法(PDT)および放射線力学的治
療法(RDT)を開発して臨床応用してきた。そ



の結果本治療法により患肢機能がほぼ正常
に保たれなお且つ局所再発率も広範囲切除
よりも低く抑えることができることが分か
った。そこでこの治療法をさらに効率よく行
うためのいくつかの方法論的工夫を行うこ
とが次のステップとして必要になってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では AO-PDD と AO-PDT を同時に瞬
間的に行う方法を開発することを目的とし
た。 
(1)AO は腫瘍への選択的な集積性がありまた
青色の励起光で緑色の蛍光を発生するため
に手術中に腫瘍の局在を蛍光顕微鏡視下に
肉 眼 的 に 観 察 す る こ と が 可 能 で あ る
(fluorovisualization effect)。この性質を利用
して体外から励起光を照射して腫瘍の局在
を蛍光で検知する光線力学的診断(PDD)が可
能であるあるか否かを明らかにすることを
目的とした。 
 
(2)上記の方法で腫瘍の PDD が可能な場合、
そのまま光線照射を続けることにより同時
に PDT の効果も期待できる。 
 
(3)この AO を用いた PDD と PDT を同時に
しかも短時間（瞬間的）で行うためにはより
強力な光源と高感度の CCD カメラが必要に
なる。 
 
(4)またこの方法には AO の全身投与が必要
になり、静脈内投与した場合の安全性と PDD
および PDT の効果を確認する必要がある。 
 
(5)AO が悪性腫瘍に選択的に集積するメカニ
ズムについてはまだ不明な点が多くこれを
解明する必要がある。 
 
(6)AO-PDT の殺腫瘍細胞効果のメカニズム
についても未だに不明な点が多くこれも解
明する必要がある。 
 
３．研究の方法 
(1)AO-PDD 効果の検討 
ヌードマウス背部皮下、骨内に LM8 骨肉腫
株を移植し、0.1～10.0mg/kg の濃度の AO 溶
液を尾静脈から注射した 後 1時間 30後に強
力なキセノン光源から選択した青色(490nm)
ストロボ光（flash light: FL）を照射して高
感度 CCD カメラで腫瘍の局在を蛍光画像と
して検知できるかどうかを検討した。またス
トロボ光以外にも青色LEDを用いたPDDに
ついても検討した。 
 
(2)AO-PDT 効果の検討 
LM8 培養細胞および C3H ブラックマウス背
部皮下に移植した LM8 骨肉腫モデルに対し

て FL 光を照射して腫瘍細胞への殺細胞効果
および腫瘍増殖抑制効果を検討した。また肺
転移巣に対する転移抑制効果についても同
時に検討した。 
 
(3)AO 安全性試験 
AO の経静脈的全身投与の急性毒性試験を
AO の濃度を変えて C3H ブラックマウスを
用いて LD50 で評価した。また三菱安全科学
研究所に依頼してさらに正確な安全性試験
を行った。 
 
(4)AO の腫瘍集積メカニズム 
臨床症例の新鮮骨軟部腫瘍切除標本を用い
て腫瘍内および周囲の筋肉、脂肪組織の pHe
を測定し、これと AO の蛍光強度を比較した。
また培養骨肉腫細胞を用いて細胞内の pH を
変化させたときの AO の蛍光染色性や局在に
ついて共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析
した。 
 
(5)AO の殺腫瘍細胞効果メカニズム 
培養骨肉腫細胞を用いて AO-PDT 後の細胞
死の形態学的変化を倒立型共焦点レーザー
顕微鏡および倒立蛍光顕微鏡で経時的に観
察した。また各種の阻害時を用いて殺細胞効
果への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)AO-PDD 効果の検討 
1.0~10.0mg/kg の濃度の AO を尾静脈から投
与した群では体外からの FL 光照射で腫瘍か
らの蛍光を CCD カメラで撮像することが可
能であった。また周囲の筋肉組織とのコント
ラストがもっとも強いのは投与後 1 時間 30
分で 2 時間 30 ぐらいまで良好なコントラス
トと強い蛍光を認めた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１マウス移植骨肉腫 AO 蛍光像 
 
ただし、FL 光は照度が強いために周囲組織
からの反射光や自家蛍光の誘発によると考
えられるアーティファクトが強くでる傾向
があった。これに対し青色の LED を励起光
にした場合は光量を調節して真っ暗な状態
で弱い光で励起して CCD カメラの感度を上
げるとより安定した鮮やかな蛍光画像を得
られることが分かった。PDD には LED のほ
うが適している可能性が示唆されたが、撮影



条件についてはさらに検討が必要であると
考えた。腫瘍の局在部位との関連では肺転移
巣はマウス体外から検知することは困難で
あったが、大腿骨に移植した腫瘍は直径
5mm程度でも蛍光像を体外からCCDカメラ
で検出できた。 
 
(2)AO-PDT 効果の検討 
PDT の効果については in vitro でも in vivo
でも FL 光の方が従来の持続光よりも強い殺
細胞効果を示すことが判明した。また in vivo
で FL 光照射群では肺転移巣の数がコントロ
ール群に比較して著明に減少していること
が分かった。この原因としては局所の腫瘍の
増殖抑制による可能性と、肺転移巣にも強力
なFL光が到達してAO-PDTによる腫瘍増殖
抑制効果が発揮された可能性がある。また
AO-PDT による腫瘍細胞内のライソゾーム
の酵素が障害され細胞外の基質消化ができ
なくなり腫瘍細胞の浸潤が抑制された可能
性もある。最新の我々のマトリジェルを使っ
た研究でも AO-PDT 後の骨肉腫細胞の細胞
浸潤能がコントロールと比較して著明に低
下していることは明らかとなっている。現在
これらの細胞のカテプシン D,E, L の活性の
変化を測定している。 
 
(3) AO 安全性試験 
マウスを用いた試験では AO の静脈内投与に
よる LD50 は 30mg/kg と見積もられた。臨
床上必要な AO の濃度は少なくとも 1mg/kg
であり、安全域であると考える。AO は経口
投与のほうが安全性が高く人に対して
500mg の投与でも全く毒性を示さなかった
という報告もある。動物実験ではマウスに
1200mg を分割投与しても異常がな狩ったと
の報告もある。現在は経口による全身投与を
ビーグル犬を用いて行い安全性について検
討している。 
 
(4)AO の腫瘍集積メカニズム 
新鮮人骨軟部腫瘍を用いた研究では悪性腫
瘍はpHeが 6.5前後で酸性に傾いていること
が判明し、AO の蛍光強度もこの pHe が低い
ほど高いことが分かった。良性腫瘍や筋肉お
よび脂肪組織はpHeが高くAOの蛍光強度も
低いことが分かった。このことから AO 
は細胞外の pH が低い腫瘍に集積しやすいこ
とが分かった。また細胞レベルでは AO はラ
イソゾームに強く集積してオレンジ色の蛍
光を発していた。また細胞質内および核小体
から緑色の蛍光を発していた。後者は
ribosomal RNA および transfer RNA に結合
した AO からの蛍光と考えた。細胞内および
ラ イ ソ ゾ ー ム 内 の pH を 同 等 に す る
V-ATPase 阻害剤の Baphylomycin で処理す
ると AO はライソゾームから離れることが観

察できた。つまり AO はライソゾーム内のプ
ロトンイオン(H+)と結合していると考えら
れた。Ionophore でも同様の現象が見られ、
この場合は核への AO の移行も認められた。
この変化は可逆的であった。いずれの阻害剤
でも緑色の蛍光は減少しなかった。これらの
結果から AO は細胞内ではライソゾームと
RNA に強く結合しているがライソゾームで
は H+と強く結合して二量体を形成している
が、RNA とは intercalation で単量体として
結合し、両者はまったく異なる結合様式であ
ることが推定された。 
 
(5)AO の殺腫瘍細胞効果メカニズム 
AO を取り込んだ細胞に光を照射すると先ず
細胞がやや膨化し始め、次いで細胞膜の一部
から細胞突出(bleb)が出現する。その後 bleb
が細胞膜全体から出現して大きくなり一部
は細胞質から離れ培養液中に浮遊するよう
になる。このころになると細胞は著明に膨化
し最終的には細胞膜の断片化が生じる。この
小さな断片化した小胞は無数に出現し能動
的に動き回るのが観察できた。これはアポト
ーシスに伴う microparticle と考えられた。
この microparticle 内には DNA,RNA,酵素な
どの断片が入っていてりん脂質で囲まれて
いると考える。これらの現象の始まりはライ
ソゾーム内で AO が励起され活性酸素を産生
してライソゾーム膜のりん脂質を酸化して
破壊することによると考える。これによりラ
イソゾーム内の各種の酵素が細胞質内に流
出して細胞が自爆すると推定する。 
 
以上の結果から AO-PDDと PDTを強力なキ
セノン光源を用いたストロボ光(FL 光)で同
時に瞬間的に行うことは可能であり、臨床応
用が期待できると考えた。 
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