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研究成果の概要（和文）：我が国では新たな石綿の利用が全面禁止されたが、今後は中皮腫患者

数の増加が懸念される。しかし、明確な早期中皮腫の診断法や標準治療法は確立されておらず、

中皮腫診断法および治療法の開発が急務である。本研究では、5-aminolevulinic acid（ALA）

の腫瘍集積性を応用し、ポルフィリン（Por）代謝物を用いたスクリーニング法と光線診断法

（photodynamic diagnostic system；PDD)の技術を向上させ、光線力学治療法（photodynamic 

therapy；PDT）の検討する目的で ALA 投与量と中皮腫集積の至適時間、取り込み、Por 代謝

物の蛍光強度、中皮腫発症と ALA 投与後の尿中および血液中 Por クリアランス、ALA および

Talapolfin sodium 併用投与について F344 ラットによる動物実験を実施した。その結果、ALA

投与量では 100mg/kg を 1 度、2 時間後に 200mg/kg を 1 度の 2 回、初回投与から 6 時間後に

ALA 取り込み量が至適投与量・時間であると推定できた。また、中皮腫から ALA 代謝物と推

定されるコプロ PorⅠおよびⅢ、プロト PorⅨが高濃度で検出された。一方、尿中 Por は中皮

腫発症によって明らかな違いを見出した。これらの解析を行った結果、中皮腫発症と関連性が

高いメソテリン濃度と Por との間に関連性を見出した。また、Talapolfin 併用投与では、中皮

腫への取り込みが十分に確認出来ず、PDT 治療には問題のあることが明らかになった。この原

因として、ALA と Talapolfin の中皮腫への取り込み時間の違い、ALA による活性酸素の誘導

が限定的であったことが推察され、これは腫瘍細胞である中皮腫での至適濃度に時間的な差が

生じるためであろうと推察できた。 

 

研究成果の概要（英文）：Asbestos use were forbidden in Japan now. We are anxious about 

increase in mesothelioma patients load from now on. And diagnostic methods in early 

stages of mesothelioma and standard treatment methods have not been established yet. 
Development of diagnostic methods and standard treatment methods are pressing need. 

In this study, the accumulation nature to cancer cell of 5-aminolevulinic acid (ALA) was 

used. We progressed photodynamic diagnostic system (PDD) and screening which used 

porphyrin (Por) metabolite. Furthermore, optimal time of ALA dose and mesothelioma 

accumulation for purpose which photodynamic therapy (PDT) examines, F344 rats were 

used about fluorescence intensity of taking in, Por metabolite, and Por clearance in blood 

and urine by ALA and Talapolfin sodium combined administration. As a result, in ALA dose, 

it has been presumed 6 hours after first time medication that ALA uptake quantities were 

100mg/kg and one more time 200mg/kg optimal given dose about 2hours later. Moreover, 

ALA metabolites which were coproPorⅠ,Ⅲand protoⅨ was detected from mesothelioma at 

high concentration. On the other hand, urinary Por were found clear difference by 

mesothelioma. As results of these analyses, relevance has been suggested between 

mesothelin and Por concentrations with development of symptoms on mesothelioma. And 

in Talapolfin combined administration, taking in mesothelioma could not fully check, but it 

became clear that there were problem in PDT. 

As this cause, it were guessed that different of taking-in time in ALA and Talapolfin on 
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mesothelioma cells and generating of active oxygen by ALA were restrictive. This has 
been imagined to be different times arise to optimal concentrations in mesothelioma. 
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１．研究開始当初の背景 

 我が国では 1950 年頃から広く工業製品
や住宅建材などに石綿が使用され始めた。石
綿消費量はその後も上昇を続け、1960 年代
後半には年間 30 万トンを超える一方、1970

年には発がん物質としての規制も始まった。
1973 年には我が国で最初の石綿曝露による
中皮腫が報告され、石綿による健康障害とし
て肺がん、良性石綿胸水、びまん性胸膜肥厚
も認知されるようになった。中でも中皮腫は
石綿初回曝露から約 40 年の経過後に胸膜、
腹膜、心膜、精巣鞘膜で発症する。その部位
は胸膜原発が約 80%、腹膜原発が約 20%であ
り、その他の部位の中皮腫はまれである。現
在、新たな石綿の利用は全面禁止されている。
しかし、中皮腫の死亡者数は 2006 年に 1000

人を超え、2010 年には 1209 人にのぼった。
今後、消費量の多かった 1970 年代から 90 年
代半ばまでに生産に携わった職業性曝露者
のみならず、石綿関連工場の周辺に居住する
住民での中皮腫発症の増加も懸念される。さ
らに現在も石綿製品の多くが我々の生活の
中に存在し、石綿製品の利用者や石綿除去に
携わる作業者の健康問題も懸念される。この
ような状況で中皮腫の診断および治療には、他
の悪性新生物と同様に早期発見・早期治療が
重要となる。しかし、早期の中皮腫診断は中皮
腫に精通した病理医であっても容易ではなく、
中皮腫治療の予後が良好ではない原因の１つ
にも考えられる。また、中皮腫の新たな診断法と
しては ELISA 法による血清レプチン濃度の測定
が試みられており、動物実験においてその有効
性が確認され、人への治験も試みられた。しかし、
未だに承認には至っていないのが現状である。
また、中皮腫治療薬としては、ペメトレキセド（ア
リムタ）とシスプラチン併用療法が承認されてい
るのみである。以上のことから我々は、新たな早

期中皮腫の診断法および治療法の開発が急務
であると考え、本研究を実施するに至った。 

２．研究の目的 

本研究では、新たな中皮腫の診断法として
5-aminolevulinic acid(ALA) の腫瘍集積性
を用いたポルフィリンクリアランスおよび
光線力学診断法 (photodynamic diagnostic 

system ; PDD)、の有用性および向上に加え
て 、 光 線 力 学 治 療 法 (photodynamic 

therapy；PDT)の有用性について検討するこ
とを目的とした。 

近年、ALA は画期的な生成方法の確立によっ
て安定的かつ高品質な供給が可能となり、悪性
腫瘍の PDD 用薬としての活用が注目されてい
る。ALA は生体物質であり、生体内で代謝され
てporphyrinogenとなり、紫外線を照射すること
で励起し、活性酸素を放出してnecrosisを誘導
し、さらに蛍光物質である porphyrin を産生
する。この代謝過程が悪性腫瘍細胞内で顕著
に生じることから、悪性腫瘍の診断が可能となる。
一方、Talapolfin 投与による PDT では早期の
肺がんや胃がん、食道がん、子宮頸がん、皮膚
がんの他、眼科領域ではVerteporfin投与によ
る加齢性黄斑変性症の治療にも保険が適用さ
れている。ALAはこれら合成porphyrin様物質
よりも生体内でのクリアランスが素早く、患者管
理が容易であることや ALA がヘム代謝関連物
質であるため、副反応の危険性が低いことなど
の利点がある。また、ヘム代謝関連物質である
ため、各種 porphyrin クリアランスを指標と
して早期中皮腫の発症を明らかに出来るの
ではないかと推察した。 

３．研究の方法 

(1)中皮腫発症モデルラットの作成 

実験的に中皮腫を作成するため、炭化ケイ

素ウィスカ（SiC）を生理食塩水に懸濁し、

F344 雄性ラット（1 群 5 匹）の腹腔内へ



5mg/kg 投与した。本研究では SiC 含有生理

食塩水を投与後 4,12,16,20,25,30 週が経過し

たラットの腹腔内へ投与して中皮腫発症モ

デルの作成を試みた。 

(2)中皮腫発症モデルの確認 

各投与ラットの尿中 Por や 8hydroxy2- 

deoxyguanosine(8-OHdG)、血漿中メソテリ

ン、バイオピリンを測定した。さらに中皮腫

発症を HE および Masson’s trichrome 染色、

8-OHdG 染色等の病理学的手法で確認した。 

(3)中皮腫発症モデルにおける PDD 実験 

ALA を用いた PDD の至適条件を明らかに

するため、 (2)で中皮腫発症が確認された

4,5,6 ヶ月経過したモデルラットを 2 群に分

け、1 群には ALA 含有生理食塩水を経口投与、

もう一方の群は positive control として生理

食塩水を経口投与した。ALA 投与量は

100mg/kg と 200mg/kg、投与回数と間隔は

代謝時間を考慮して 1～3 回、投与間隔は 1

時間ごとに設定した。 

初回投与から 4、6、8 時間後に解剖し、ALA

の中皮腫細胞への取り込みに適した時間を

調べた。 

(4) 中皮腫発症モデルラットにおけるバイオ

ロジカルモニタリングの検討 

中皮腫発症の指標となり得る可能性を検

討するため、(3)に用いたラットの尿中 Por

クリアランスを HPLC 蛍光検出法で、血漿中

メソテリンおよび尿中 8-OHdG をELISA法

で測定した。また、中皮腫細胞内での ALA

集積性と代謝を明らかにする目的で中皮腫

における Por 濃度変化を HPLC 蛍光検出法

で、至適な蛍光強度の検索には蛍光分析器を

用いて調べた。 

(5) 中皮腫発症モデルラットにおける PDT

の検討 

 (3)の研究によって得られた至適条件を基

にして、中皮腫発症モデルラット 1 群 5 匹に

ALA および Talapolfin を併用投与し、中皮

腫での集積性の有無について検討を行った。

Talapolfin は生理食塩水で溶解し、10mg/kg

を尾静脈 から投与した。投与後に(3)と同じ

条件で解剖を行い、中皮腫細胞内のポルフィ

リン関連代謝物の変化と蛍光強度を調べた。 

(6)実験データの解析 

 得られた実験データは SPSS Statistics 18

を用いて統計解析を実施した。 

(7)動物実験の管理規定 

動物実験の実施にあたって、担当者は聖マ
リアンナ医科大学動物実験規定に基づく教
育訓練を修了し、大学院実験動物管理研究施
設動物実験委員会へ動物計画書を提出して
承認を受けた上で動物実験を実施した。 

４．研究成果 
(1)中皮腫発症モデルにおける PDD 

 ポルフィリン様物質の取り込みは、悪性腫
瘍によって異なることが既に明らかになっ
ている。特に ALA を用いた中皮腫細胞への
PDD はこれまでに検討されておらず、新た
な課題であった。本研究の成果から、ALA 投
与量は 100mg/kg を 1 度、 2 時間後に
200mg/kgを 1度の合計 2回の投与を実施し、
初回投与から 6 時間後における ALA の腫瘍
取り込み量が至適な投与量・時間であること
が推定できた。また、中皮腫細胞からは取り
込まれた ALA 代謝物と推定される coproPor

ⅠおよびⅢ、protoPorⅨが高濃度で検出され、
ALA 投与による PDD の有用性を確認するこ
とができた（図 1、2）。 

図 1中皮腫発症ラット及びALA投与ラット、
生理食塩水投与ラット尿の 405nm 蛍光 

 

図 2 中皮腫発症モデルラットにおける PDD 

 

(2)中皮腫発症モデルラットにおけるバイオ
ロジカルモニタリングの検討 

 PDD 実験に並行して中皮腫発症の指標と
して尿中 Por の有用性を明らかにするため、
各種の尿中 Por 濃度を調べた。尿中に排出さ
れた Por は中皮腫発症ラットと positive 

control ラットで明らかな違いを見出すこと
ができた。これら結果の解析を行った結果、
有意な相関は得るには至らなかった。しかし、
中皮腫発症と関連性の高い mesotherin 濃度



とPorとの間に関連性が示唆される傾向を見
出すことができた。また、中皮腫発症モデル
の尿中 Po は 16 週で uroPor および coproPor

Ⅲ濃度に有意差は認められなかったが、
20,25 週では uroPor および coproPorⅢ濃,、
ProtoPor 濃度で有意な上昇を認めた 

（図 3 **:p<0.01,**:p<0.001、図 4 *:p<0.05, 

**:p<0.001、）。 

 

図 3 中皮腫発症モデルラットの尿中 uroPor 

濃度変化 

図 4 中皮腫発症モデルラットの尿中
coproPorⅢ濃度変化 

 

図 5 中皮腫発症モデルラットの尿中
prptoPor 濃度変化 

また、中皮腫発症モデルラットの 8-OHdG 濃
度は対照群に比較して 16,20 週では有意差は
認められず、25 および 30 週で有意な上昇を
認めた（P<0.05）。中皮腫発症モデルラット
では、中皮腫の進行に伴って酸化ストレスは
上昇し、ポルフィリン濃度も上昇を認め、中
皮腫発症マーカーの 1つとしてポルフィリン
濃度測定の有用性が期待された。 

(3)中皮腫発症モデルラットにおける PDT の
検討 

ALA が腫瘍内で励起し、発生する活性酸素
だけでは PDT をおこなうことは困難である
ことが明らかになっている。そこで、本研究
ではALAおよびPDT治療薬として承認され
ているTalapolfinの併用投与による有用性の
検討を試みた。その結果、ALA による至適条
件下では中皮腫細胞へのTalapolfinの取り込
みを確認することが出来ず、PDT 治療への応
用には問題のあることが確認された。この原
因として、ALA と Talapolfin の中皮腫への
取り込み時間の違い、ALA による活性酸素の
誘導が限定的であったことが推察され、とく
に腫瘍細胞である中皮腫細胞内での至適濃
度に時間的な差が生じるためであろうと考
えられた。 

 最近の報告によれば、ALA と鉄の混合剤
が正常細胞のエネルギー産生を活性化する
ことでがんの進行に伴う衰弱を抑制するの
ではないかとする研究が明らかにされてお
り、中皮腫組織での影響を検討する必要があ
るのではないかと考える。 
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