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光感受性物質photo丘inとlaserphyrinによる

光線力学的治療における標的因子の解析
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【要旨】本研究は、photofrinとlaserphyrinによる光線力学的治療（photodynamic　therapy：PDT）の標的因

子・抗腫瘍効果のメカニズムを明らかにすることを目的とした。我々は、従来構築したアポトーシス抑制蛋白

であるBcl－2の様々な遺伝子変異株を細胞に遺伝子導入して、　PDT後のBcl－2のphotodamageやアポトーシ

ス、抗腫瘍効果に与える影響などについて検討した。Photofrin－PDTは、　Bcl－2蛋白をphotodamageすること

によって、アポトーシスを誘導・抗腫瘍効果を発揮することが明らかになった。一方、laserphyrin－PDTでは

Bcl－2のphotodamageは観察されず、　Bcl－2の発現が抗腫瘍効果に耐性を示すことが明らかになった。

はじめに

　光線力学的治療（photodynamic　therapy：以下PDT

と略す）は、ポルフィリン関連化合物が有する腫瘍組

織・新生血管への特異的集積性と、光励起により発生

する一重項酸素の殺細胞効果を利用したものであり、

光化学的反応で病変部の選択的治療が可能となる1）2）。

1978年にPDTの臨床治験が初めてDoughertyら3）に

よって行われてから、photofrin－PDTは様々の固形腫

瘍に適応された。その後、米国のFood　and　Drug

Administration（FDA）によって、進行食道癌、早期肺

癌、末期肺癌に認可され、PDTの効力拡大と適応範囲

を広げるために、第二世代光増感剤の治療効力が注目

されてきている4）。現在、本邦では早期肺癌に対して

photofrinとlaserphyrinの2種類の光感受性物質が保

険適応されており、photofrinは疎水性光増感剤でミト

コンドリアに、laserphyrinは親水性光増感剤でライソ

ゾームに局在すると言われている5－8）。Laserphyrin－

PDTの臨床第II相試験が中心型肺門部早期肺癌に対

して施行され、完全寛解（complete　remission：以下

CRと略す）は84．6％でありphotofrinと同程度で

あった9）。Laserphyrinは従来使用されていたphotofrin

に比べて、光線過敏症が軽度であり、使用する半導体

レーザーが小型であり、メンテナンスも容易であるこ

とから、今後さらなる普及が期待されている。Laser－

phyrinは平成16年6月に薬価収載され、現在早期肺

癌にのみ保険適応されているが、今後進行肺癌・その

他の固形癌に対して適応の拡大が望まれている。その
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ためにもphotofrinとlaserphyrinによるPDTが標的

とする因子および抗腫瘍効果の機序を解明すること

が重要である。

　我々はphthalocyanine（以下Pc4と略す）という光

感受性物質によるPDTが、アポトーシス抑制蛋白で

あるBcl－2をphotodamageすることによって、アポ

トーシスを誘導し、抗腫瘍効果に大きな役割を有する

ことを報告してきた10－13）。Bcl－2の属するBcl－2　family

には、アポトーシスを促進するものと抑制するものが

知られており、アポトーシスを促進するものとしては

Bax、　Bakが、アポトーシスを抑制するものとしては

Bcl－2、　Bcl－xしが知られている。これらのBcl－2相同性領

域（Bcl－2　homology　domains：以下BH　domainsと略

す）は共通であるが、最初の連続配列や空間配列のわ

ずかな違いによって、アポトーシスの促進作用または

抑制作用に分類される。Bcl－2はこれら4つのBH領域

を有しており、Bcl－2　familyのC末端部位は特定の核

胞膜、小胞体、ミトコンドリア外膜等の細胞内外膜に

固定するために必要な疎水性のアミノ酸からなる。

Bcl－2は、　C末端に膜貫通領域の19個のアミノ酸部位

を持っており、これらC末端の22個のアミノ酸部位

が欠損しているものは細胞膜への吸着が出来ないこ

とが報告されている14－16）。近年、臼田ら12）13）はPc4－

PDTにおいて、　Bcl－2変異体の特異的構造変異とPc4－

PDTにおけるそれらの細胞内局在や薬剤感受性つい

て報告しており、PDTのphotodamageにはPc4の膜

貫通のためのトランスメンブレン領域に加えて、イオ

ンチャネルを形成するために膜に挿入される疎水中

心性αラセン体（α5，6）の二つを含むBcl－2のBH　l

とBH2の間の領域が必要であることが明らかになっ

た。このことより、野生型Bcl－2やBcl－2変異体を過剰

発現する遺伝子導入細胞を用いることによって、PDT

によって誘導されたアポトーシスのBcl－2の役割を明

らかにするため、Bcl－2のphotodamageとアポトーシ

ス感受性との相関性を追跡した13）。

　本研究では、photofrinとlaserphyrinのPDTによる

抗腫瘍効果の機序を解明するために、標的因子として

のBcl－2およびBcl－2の発現による抗腫瘍効果、さらに

はアポトーシス誘導への関与について検討した。

研究材料および方法

　1．細胞培養

　ヒト乳癌MCF－7細胞株（Case　Western　Reserve

UniversityのDr．　Oleinick　Nしの御好意より提供を受

けた）は、pro－caspase－3遺伝子を安定導入したMCF－

7c3細胞系を使用した10一13）。10％牛胎児血清を含む

RPMI　l　640培養液にて、5％CO2、37℃で保温加湿され

た培養器で維持した。Green　fluorescent　protein（GFP）

をそれぞれコードしたプラスミドベクターpEGFP

（Clontech，　Palo　Alto，　CA，　USA）を安定発現させた

MCF－7c3－GFP細胞、　pEGFPのC末端領域にヒト

BCL－2遺伝子を導入したMCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株

も同様に、以前報告されているように樹立し、10％牛

胎児血清を含むRPMI　l640培養液にて、5％CO2、37℃

で保温加湿した培養器で維持した13）。

　2．光感受性薬剤

　Photofrin（Wyeth　Japan　K．K．，　Tokyo，　Japan）は疎水

性のヘマトポルフィリン誘導体で腫瘍親和性が高く、

組織透過性の比較的高い630nmの赤色光線で励起さ

れ光線力学反応を生ずる。中心型早期肺癌に対する

photofrinとエキシマ・ダイ・レーザーを用いた第II相

臨床試験では、CRは84．8％であった17）。

　Laserphyrin（Meijj　Seika，　Tokyo，　Japan）は、分子量

799．69の第2世代光感受性物質といわれ、クロリン環

を有した水溶性であり、664nmに吸収域がある8）9）。

Laserphyrinはphotofrin以上に腫瘍親和性に優れ、組

織透過性のより効率的である長波長側（664nm）での

レーザー励起が可能である。

　3．レーザー装置

　Photofrinに対して630　nmの連続赤色光を発する

励起用レーザー装置として、YAG－OPO（Hamamatsu

Photonics　K．K．，　Hamamatsu，　Japan）を光源として使

用した。Laserphyrinは664　nmの連続赤色光を発する

ダイオード・レーザー（Matsushita　Electric　Industrial

Co．，　Osaka，　Japan）を使用した9）。

　4．蛍光顕微鏡検査法

　蛍光画像は405nmの励起キセノン光およびphoto－

frinのための600　nm以上の検出波長とlaserphyrinの

ための630nmの検出波長を用いて、高速冷却CCD

カメラ（Panasonic　Model　BD900：Matsushita　Electric

Industrial　Co．，　Osaka，　Japan）と高速励起光波長による

蛍光画像転送処理システムを備えた倒立型蛍光顕微

鏡（DIAPHOT　TMD－EF2：Nikon，　Tokyo，　Japan）を

使用して撮影した。生体下のGFP細胞を用いた蛍光

画像のために、細胞を35mmディッシュに置き、

37．C、45分間で100　nMのLysoTracker　Blue（Santa

Cruz　Biotechnology，　lnc．，　Santa　Cruz，　CA，　USA）また

は100nMのMytoTracker　Green（Santa　Cruz　Biotech一
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nology，　Inc．，　Santa　Cruz，　CA，　USA）をディッシュに添

加し、30分間保温した12）13）。LysoTracker　Blueの蛍光

画像は、He－Neレ／一ザーの543　nMの励起光と560　nM

のロングパス・フィルタを用いて収集された。また

MytoTracker　Greenの蛍光画像は、516　nMのロングパ

ス・フィルタと、490nMの励起光を使用して収集され

た。

　5．PhotofrinとlaserphyrinのMC：F－7c3細胞丁丁

　　　局在の観察

　細胞を35mmディッシュ上に置き、24時間培養器

で恒温した。PhotofrinとlaserphyrinはFBS無添加培

養液の1ug／mlの濃度でMCF－7c3細胞株と接触させ

た。次にLysoTracker　BlueまたはMytoTracker　Green

をディッシュ内の培養液へ添加し恒温した。微分干渉

フィルターを通してMCF－7c3細胞株のphotofrinあ

るいはlaserphyrinの蛍光局在を観察した。

　6．Lipofe　ctionによるDNA導入法

　MCF－7c3細胞株にpcDNA／His／Max－Bcl－2、

pcDNA／His／Max－Bcl－2A　（33－54）．　pcDNA／His／Max－

Bcl－2A　（153－179）．　pcDNA／His／Max－Bcl－2A　（210－239）

のプラスミド遺伝子（Case　Western　Reserve　University

のDr．・Oleinick・Nしの御好意より提供を受けた）、各々

2μgをlipo色ctamine（Invitrogen，　Carlsbad，　CA，　USA）

を利用して遺伝子導入した11－13）。

　7．Western　Blot解析

　細胞を1500回7分で遠心分離し、氷冷PBS溶液で

2回洗浄した。細胞ペレットを30分間氷上に置いた

後、溶解液（50mM　Tris－HCI、　pH　7．5、120　mM　NaCl、

1％Triton　X－100、0．2％sodium　dodecyl　sulfate：以下

SDSと略す、05％deoxycholate、10　ug／ml　leupeptin、

10　ug／ml　aprotinin．　1　mM　phenylmethylsulfonyl　fluor－

ide　and　lOOmM　NaF）にて恒温して超音波溶解処理

した10－13）。細胞溶解させたアルコール溶液（20μg）

を、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）

によって分離し、ポリビニルデン・ジフルオドメンブ

レンへ転写させた。メンブレンを最適濃度で1時間、

マウス・モノクローナル抗Xpress抗体（lnvitrogen，

Carlsbad，　CA，　USA）、マウス・モノクローナル抗アク

チン抗体（Santa　Cruz　Biotechnology，　Inc．，　Santa　Cruz，

CA，　USA）とハムスター・モノクローナル抗ヒトBcl－

2抗体（Pharmingen，　San　Diego，　CA，　USA）の各々で

保温させた。次に0．1％（vol／vol）Triton　X－100を加え

たPBS溶液で水洗後、ペルオキシダーゼで活性化させ

た抗マウスおよび抗ハムスター免疫グロブリンGに

て、メンブレンを室温で1時間恒温した。メンブレン

を洗浄後、化学蛍光検出試薬（Amersham　Phamacia

Biotech，　Piscataway，　NJ，　USA）を用いたwestern　blot

法で展開した。この分析によって、laserphyrinあるい

はphotofrin－PDTの、各々のBcl－2変異体に対する光

化学反応効果が観察された。実験は独立して、少なく

とも3回繰り返された。

　8．アポトーシスの核染色分析

　MCF－7c3細胞株、　MCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株に

photofrinまたはlaserphyrinを3時間接触させ、それ

からレーザー照射（3J／cm2）によってPDTを施行し

た。photofrin－PDTは、　photofrin　O．63　＃g／ml、レーザー

照射3J／cm2（150　mW）で、1aserphyrin－PDTは、　laser－

phyrin　l．75μg／m1、レーザー照射3J／cm2（150　mW）

でPDTを施行した。（この条件は、コロニーアッセイ

法から得られた90％殺細胞効果を有するLDg。であ

る。）

　PDT施行前、　PDT施行6時間および24時間後に細

胞を採取し1％ホルマリンで固定後、細胞をHoech－

st33342（Molecular　Probes，　Eugene，　OR，　USA）で染色

した。各々のサンプルから200個以上の細胞を計数

し、アポトーシス細胞の割合を百分率で示した11－13）。

　9．コロニーアッセイ法による抗腫瘍効果感受性試

　　　験

　MCF－7c3－GFP細胞株、　MCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株

をphotofrin、　laserphyrinのそれぞれ0、0．31、0．63、1．25、

1．75、2．0μg／m1の濃度で3時間接触後、3J／cm2のレー

ザー照射によりPDTを施行した。　PDT後直ちに細胞

をトリプシン処理し、細胞を洗浄しカウント後に、25

cm2のディッシュに5（γ一150のコロニーを形成するよ

うに細胞を播いた。10～14日後に、0．1％crystal　violet

in　20％ethanolで染色し、コロニー数をカウントした。

未治療のMCF－7c3細胞のコロニー形成率は、約30～

40％であり、この値（plating　ethciency）を基準にコロ

ニー形成がどれくらいPDTにより抑制されるかを検

討した13）。

結 果

　1．Photofrinまたはlaserphyrinの細胞内局在につ

　　　いて

　PDTの抗腫瘍効果のメカニズムを解析するには、

光感受性物質の局在が非常に大切である17）。Photofrin

は主にミトコンドリア外膜を障害すると言われてお

り、Fig．1のようにMCF－7c3細胞株のphotofrinの局

（3）
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Localization　of　photofrin　and　laserphyrin　in　MCF－7c3　cells．

MCF－7c3　cells　were　loaded　with　O．63　ptg／ml　photofrin　for　3　hours　（A，　B，　C）　and　MCF－7c3　cells　were　loaded　with　100　nm

MitoTracker　Green．　lmages　of　A　and　D　are　conventional　white　light　microscopical　findings．　The　images　of　photofrin

displayed　diffuse　and　punctate　patterns　（B）．　The　kinds　of　pattern　did　not　completely　co－localize　when　cells　were　loaded

with　MitoTracker　Green　（C）．　The　sign　（’“r）　showed　the　localization　of　mitochondria．

MCF－7c3　cells　were　loaded　with　1．75　pt　g／ml　laserphyrin　for　3　hours　（D，　E，　F）　and　MCF－7c3　cells　were　loaded　with　100

nm　LysoTracker　Blue．　The　images　of　laserphyrin　displayed　some　punctate　and　some　diffuse　patterns　（E）．　The　kinds

of　pattern　did　not　completely　co－localize　when　cells　were　loaded　with　LysoTracker　Blue　（F）．　The　sign　（X）　showed　the

localization　of　lysosome．　Scale　bar，5ptm．

在を蛍光顕微鏡で観察した17）。MitoTracker　Greenの局

在とほぼ一致したが、完全な一致には至らなかった。

すなわちphotofrinの局在は、ミトコンドリアだけで

はなく、小胞体（endoplasmic　reticulum：ER）、ゴルジ

複合体や他の細胞内オルガネラにも局在していると

推察された。またlaserphyrinの局在は、ライソソーム

に分布していると言われているが、ほぼLysoTracker

Blueと蛍光は一致したが、完全な一致には至らなかっ

た（Fig．1）。
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Photodamage　to　Bc1－2　in　MCF－7c3　cells　by　photofdn－PDT．

MCF－7c3　cells　were　transiently　transfected　with　PcDNA／HisMax　expression　vector　containing　wild－type　Bcl－2，　pcDNA／

His／Max－Bcl－2．　Twenty　hours　a丘er　trans免ction，　the　cells　were　treated　with　O．16，0．31，0．63，1．25　and　2．0μg／mI

photofrin　fbr　3　hours　and　then　irradiated　with　laser（630　nm，3J／cm2）．　Immediately（Toh），　or　l　hour（Tlh）after　PDT，

cells　were　collected，　washed　and　lysed．　An　aliquot（20μg）ofthe　whole　cell　lysate　was　separated　by　SDS－PAGE．　The

Bc1－21evel　was　examined　on　Western　blots　using　a　mouse　monoclonal　anti－Xpress　antibody，　The　membrane　was

reprobed　with　anti－actin　as　contro1．
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Bcl－2 Bcl－2A（33－54）　Bcl－2A（153－179）　Bcl－2A（210－239）

PDT（一）　PDT（＋）　PDT（一）　PDT（＋）　PDT（一）　PDT（＋）　PDT（一）　PDT（＋）
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Fig．　2B　Photodamage　to　mutant　Bcl－2　in　MCF－7c3　cells　by　photofrin－PDT．

　　　　MCF－7c3　cells　were　transiently　transfected　with　pcDNA／His／Max－Bcl－2A　（33－54）　or　pcDNA／His／Max－Bcl－2A　（153－

　　　　　179）　or　pcDNA／His／Max－Bcl－2A　（210－239）．　Twenty　hours　after　transfection，　the　cells　were　treated　with　O．63　pt　g／ml

　　　　photofrin　for　3　hours　and　then　irradiated　with　laser　（630　nm，　3　J／cm2）　producing　90％　killing　of　MCF－7c3　cells．

　　　　Immediately　after　PDT，　cells　were　collected，　washed　and　lysed．　An　aliquot　（20　pt　g）　of　the　whole　cell　lysate　was

　　　　separated　by　SDS－PAGE．　The　mutant　Bcl－2　level　was　examined　on　Western　blots　using　a　mouse　monoclonal

　　　　anti－Xpress　antibody．　The　membrane　was　reprobed　with　anti－actin　as　control．
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Actin

P　DT（一） P　D　T（＋）

一

．

O．313　O．625　1．0　1．25　1．25　2．0　（pg／ml）

Toh　Toh　Toh　Toh　T　ih　Toh

徽輪鱗繭d鱒膨．纏噸蘭ゆpa

4■■■囎）　（幽■■■膨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　li

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛

Fig．3　Photodamage　to　Bcl－2　in　MCF－7c3　cells　by　laserphyrin－PDT．

　　　　MCF－7c3　cells　were　transiently　transfected　with　PcDNA／HisMax　expression　vector　containing　wild－type　Bcl－2，　pcDNA／

　　　　His／Max－Bcl－2．　Twenty　hours　after　transfection，　the　cells　were　treated　with　O．63，　1．0，　1．25，　1．75　and　2．5　pt　g／ml　laserphyrin

　　　　for　3　hours　and　then　irradiated　with　laser　（630　nm，　3　J／cm2）．　lmmediately　（Toh），　or　1　hour　（Tih）　after　PDT，　cells　were

　　　　collected，　washed　and　lysed．　An　aliquot　（20　pt　g）　of　the　whole　cell　lysate　was　separated　by　SDS－PAGE．　The　Bcl－2　level

　　　　was　examined　on　Western　blots　using　a　mouse　monoclonal　anti－Xpress　antibody．　The　membrane　was　reprobed　with

　　　　anti－actin　as　control．　Scale　bar，　10pt　m．

　2．Photofrin－PDTによるBcl－2のphotodamageに

　　　ついて

　我々は、ミトコンドリアをターゲットとするPc4－

PDTが、アポトーシス抑制蛋白であるBcl－2をレー

ザー照射直後にダメージして、そのアポトーシスの誘

導を容易にするということを報告してきた10－13）。そこ

で我々は、ヒトBcl－2（239個のアミノ酸）を発現ベク

ターpcDNA4／HisMaxを用いて、　MCF－7c3細胞株ヘ

リポフェクション法により一過性に遺伝子導入させ

た12）。ここで使用したベクターであるpcDNA4／His一

Maxは、ヒスチジン、　Xpressの2種のタグを有してお

り、細胞内で発現したBcl－2蛋白は抗Xpress抗体で認

識可能である12）。

　MCF－7c3細胞株へpcDNA4／HisMax－Bcl－2を導入

し、20時間後に各種濃度のphotofrinと接触させ、さら

に3時間後に3J／cm2（150　mW）のレーザー照射を施

行した。その後直ちに細胞から蛋白を回収し、抗

Xpress抗体を使用してWestern　blot法により、　Bcl－2

蛋白のphotodamageについて検討した（Fig．2A）。

PDT施行前のBcl－2蛋白の発現に比べて、photofrinは

（5）
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MCF－7c3
　－GFP

Before　PDT

Apoptosis　（Olo）

MCF－7c3－

GFP－Bcl－2

1．2±O．8

6h　after　PDT

58．3±3．6

24h　after　PDT

95．3±4．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．7±O．5　47．6±4．8　92．5±6．3

Fig．4A　Photofrin－PDT　induced　morphologically　typical　apoptosis．

　　　　　　　MCF－7c3－GFP　cells　and　MCF－7c3－GFP－Bcl－2　cells　were　treated　with　O．63　ptg／ml　photofrin　for　3　hours　and　then

　　　　　　　irradiated　with　laser　light　（630　nm，　3　J／cm2），　producing　900ro　killing　of　MCF－7c3　cells，　as　determined　by　clonogenic

　　　　　　　assay．　Before　PDT，　or　6　hours　or　24　hours　after　PDT，　cells　were　collected　and　fixed．　After　fixation，　cells　were　stained

　　　　　　　with　Hoechst　33342．　At　least　200　cells　were　counted　from　each　samples，　and　the　yield　of　apoptotic　cells　was　expressed

　　　　　　　as　a　percentage　of　the　total　population．　Scale　bar，　10　ptm．

Fig．　4B

MCF－7c3
　－GFP

Before　PDT

Apoptosis　（o／o）

MCF－7c3－

GFP－Bcl－2

1．4±O．5

6h　after　PDT

5．7±3．8

24h　after　PDT

19．6±4．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．8±O．7　5．1±4．6　18．3±7．5

Laserphyrin－PDT　did　not　induce　morphologically　typical　apoptosis．

MCF－7c3－GFP　cells　and　MCF－7c3－GFP－Bcl－2　cells　were　treated　with　1．75　pt　g／ml　laserphyrin　for　3　hours　and　then

irradiated　with　laser　light　（664　nm，　3　J／cm2），　producing　90％　killing　of　MCF－7c3　cells，　as　determined　by　clonogenic

assay．　Before　PDT，　or　6　hours　or　24　hours　after　PDT，　cells　were　collected　and　fixed．　After　fixation，　cells　were　stained

with　Hoechst　33342．　At　least　200　cells　were　counted　from　each　samples，　and　the　yield　of　apoptotic　cells　was　expressed

as　a　percentage　of　the　total　population．

0．16、0．31、O．63　pt　g／mlと濃度依存的に増加するにつれ

てBcl－2蛋白発現量が減少し、1．25、2．5μg／mlの条件

では完全にBcl－2蛋白は消失してしまった。これらは

以前報告したPc　4－PDTによるBcl－2のphotodamage

と同様の結果を認め、photofrin－PDTはPc4－PDTと同

じようにBc1－2蛋白を標的とすることが示唆され
た10）12）。

　　次に、Bcl－2のどの領域がphotofrin－PDTによる

（6）
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Fig．5A　Loss　of　clonogenicity　of　MCF－7c3－GFP　cells　and

　　　　MCF－7c3－GFP－Bcl－2　cells　as　a　result　of　photofrin－

　　　　PDT．
　　　　Exponentially　growing　cultures　of　each　cell　line　were

　　　　treated　with　O．16，　O．31，　O．63，　1．25　and　2．5　pt　g／ml　photo－

　　　　frin　for　3　hours　and　then　irradiated　with　laser　（630　nm，

　　　　3　J／cm2）．　lmmediately　after　PDT，　cells　were　trypsin－

　　　　ized，　collected，　diluted　and　plated　at　appropriate　con－

　　　　centrations．　We　compared　PDT－treated　cells　and

　　　　untreated　cells　of　the　same　cell　line　with　regard　to

　　　　plating　efficiency．　Each　datum　is　the　mean±stan－

　　　　dard　deviation　for　result　from　three　independent　exper－

　　　　iments．

璽
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Fig．5B　Loss　of　clonogenicity　of　MCF－7c3－GFP　cells　and

　　　　MCF－7c3－GFP－Bcl－2　cells　as　a　result　of　laserphyrin－

　　　　PDT．
　　　　Exponentially　growing　cultures　of　each　cell　line　were

　　　　treated　with　O．31，　O．63，　1．25，　1．75　and　2．5　pt　g／ml　laser－

　　　　phyrin，　for　3　hours　and　then　irradiated　with　laser　（664

　　　　nm，　3　J／cm2）．　lmmediately　after　PDT，　cells　were

　　　　trypsinized，　collected，　diluted　and　plated　at　appropri－

　　　　ate　concentrations．　We　compared　PDT－treated　cells

　　　　and　untreated　cells　of　the　same　cell　line　with　regard　to

　　　　plating　efficiency．　Each　datum　is　the　mean±stan－

　　　　dard　deviation　for　result　from　three　independent　exper－

　　　　lments．

photodamageに重要であるかを、　Bcl－2遺伝子変異体

を同様の方法でMCF－7c3細胞株に遺伝子導入して検

討した。Fig．2Bで示したように、　Bcl－2△（33－54）蛋白

はBcl－2蛋白と同様にphotodamageされた。　Bcl－2の

34番目のアミノ酸であるアスパラギン酸（Asp）は、

caspaseにより切断される部位であることが知られて

いる12）。また、Bcl－2のBH　I（136－155aa）とBH2（187－

202aa）の間の領域とC末端領域の219－237アミノ酸

がコードする領域は、膜貫通ドメインであるが、その

2カ所の膜貫通ドメインをそれぞれ欠損したBcl－2△

（153－179）、Bcl－2△（210－239）の蛋白ではphotodamage

を認められなかった。このことより、photofrin－PDTに

よるBcl－2のphotodamageには、膜貫通ドメインが必

要であることが示された。

　3．Laserphyrin－PDTによるBcl－2のphotodamage

　　　について

　次にlaserphyrin－PDTについて、同様にMCF－7c3細

胞にBcl－2遺伝子を一過性にlipofection法で過剰発現

させた後に、laserphyrin－PDTを施行した。

　Fig．3のようにWestern　blot法により、抗Xpress抗

体でBcl－2のphotodamageについて検討したが、　Bcl－2

のphotodamageは認めなかった。コロニーアッセイに

より算出したLD90は、　laserphyrin濃度が1．75μg／ml

のときであったが、この条件よりさらに厳しい条件、

すなわち2．0μg／mlにおいてもBcl－2のphotodamage

を認めなかった。このことより、Bcl－2はlaserphyrin－

PDTの標的ではないことを示していると考えられ
た。

　4．P血otofrin－PDTによるアポトーシス誘導

　Photofrin－PDTによるアポトーシス誘導の有無につ

いて検討した。使用した細胞は、MCF－7c3細胞株に

pEGFP　vector（Clontech，　Palo　Alto，　CA，　USA）のみを

安定発現したMCF－7c3－GFP細胞株とBcl－2蛋白を過

剰発現したMCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株である。MCF－

7c3－GFP－Bcl－2細胞株は、　protein　kinase　C（PKC）in．

hibitorであるstaurosporine（STS）によるアポトーシ

スに対しては耐性であった13）。

　MCF－7c3－GFP細胞説にLD90の条件でphotofrin－

PDTを施行し、ヘキスト染色により核形態をモニ

ターし、典型的なアポトーシスを呈した細胞をカウン

トした（Fig．4A）。　PDT施行6時間後では約50％以上

のアポトーシス細胞を認め、24時間後では90％以上

のアポトーシス細胞を認めた。さらに、Bcl－2蛋白が安

定して過剰発現しているMCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株

に対してもMCF－7c－GFP細胞株に対するのと同じ条

件でPDTを施行した所、　PDT施行6時間後には約

45％以上のアポトーシス細胞を認め、24時間後には

90％以上で、親株MCF－7c3細胞株と同様に典型的ア

ポトーシスを認めた（Fig．　4A）。　Photofrin－PDTでは、

24時間後に親株MCF－7c3細胞株では95．3±4．2％、　Bcl一

（7）
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2の過剰発現したMCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株では、

925±6．3％のアポトーシス細胞を呈し、両方の細胞間

には統計学的に有意差を認めなかった（P値：
O．4119）．

　5．Laserphyrin－PDTによるアポトーシス誘導

　Laserphyrin－PDTによるアポトーシス誘導能につい

ても同様にLD90の条件で施行し、その後ヘキスト染

色を行った（Fig．4B）。　McF－7c3－GFP細胞株、　McF－

7c3－GFP－Bcl－2細胞株ともに、　PDT施行6時間後では

典型的核形態を示すアポトーシス像は数％であった

が、24時間後には約20％の細胞が典型的核形態を示

すアポトーシス像を認めた（Fig．4B）。　Photofrin－PDT、

laserphyrin－PDTの各々による24時間後のアポトーシ

ス細胞の割合は、MCF－7c3－GFP細胞株に対しては、

95．3±4．2％と19．6±4．7％で有意差を認め（P値：

0．008）、MCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株に対しても、92．5±

6．3％と18．3±7．5％で有意差を認めた（P値：0．009）。

このことよりlaserphyrin－PDTの抗腫瘍効果は、

photofrin－PDTと異なり、典型的なアポトーシス誘導

能をあまり持たないことが示された。

　6．Photofrin－PDT、　laserphyrin－PDTによる抗腫瘍効

　　果に関する感受性試験

　コロニーアッセイ法により、各種濃度のphotofrin

あるいはlaserphyrinをMCF－7c3細胞株、　MCF－7c3－

GFP－Bcl－2細胞株に接触させてPDTを施行し、1（ト・14

日後のコロニー数をカウントすることにより感受性

試験を施行した。Photofrin－PDTでは、　MCF－7c3－GFP

細胞株、MCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株ともにLDg。の条

件はほぼ等しい値であり、Bcl－2過剰発現細胞株MCF－

7c3－GFP－Bcl－2に対しても耐性を示さず、線量修飾係

数（dose－modifying　factor）は1．10であった13）（Fig．

5A）。一方、　Fig．5Bで示すようにlaserphyrin－PDTで

は、LDg。の条件でMCF－7c3－GFP－Bcl－2細胞株はdose－

modifying　factorは1．35であり、親株MCF－7c3－GFP

細胞株に比較して耐性であった。これらのことから、

Bcl－2が過剰発現している腫瘍には、　laserphyrin－PDT

よりもphotofrin－PDTが好ましいことが示唆された。

考 察

　PDTの抗腫瘍効果のメカニズムとしては、①一

重項酸素発生による直接的な作用②これらによっ

て引き起こされる免疫応答などによる間接的な作用

③血管内皮細胞の障害による腫瘍血管の閉塞（vas－

cular　shut　down　effect）の3つのメカニズムが考えら

れている18一20）。これらPDTによって引き起こされる

アポトーシスという現象に注目し、Oleinickら17）はそ

のメカニズムについて様々な報告をしている。現在、

米国で行われている臨床試験の第2世代光感受性物

質Pc4を用いて、アポトーシスの誘導メカニズム解析

を行い、これらの標的因子がアポトーシス抑制蛋白で

あるBcl－2であることが解明され、　Bcl－2遺伝子変異体

を作成することにより、PDTのphotodamageが放射

線や抗癌剤には認められない特異な現象であること、

さらにphotodamageはBcl－2蛋白がクロスリンク現

象をおこし、巨大な分子量の蛋白に変化することなど

が次々と解明されてきた10）12）。そしてphotodamageさ

れたBcl－2蛋白がアポトーシス抑制機能を喪失するこ

とが判明した13）。

　肺癌だけでなく多くの固形癌ではBcl－2の発現が高

く、アポトーシスへの誘導を妨げ、難治性である原因

と言われている13）。PDTが特異的にこのBcl－2を

photodamageすることによって、アポトーシスを起こ

しやすくすることより、これらを抗癌剤や分子標的治

療薬と併用し、今後進行癌に対する治療への拡大とし

て大変重要である。そこで本研究では、現在、早期肺

癌に用いられているphotofrin、　laserphyrinによる

PDTの適応拡大、さらにはオーダーメイド治療の一

環として、Bcl－2の発現量により使い分けることが可

能かどうかについて検討を行った。

　Fig．2Aのようにphotofrin－PDTはphotofrinの濃

度を上昇させていくと、MCF－7c3細胞中に過剰発現し

たBcl－2の蛋白は、濃度依存的にphotodamageを受け

た。さらに、Fig．2BのようにBcl－2変異蛋白である

Bcl－2△（33－54）蛋白も同様にphotodamageを受けた

ことは、Bcl－2の34番目のアミノ酸であるAspの部位

がcaspaseにより切断される部位であることから、

photofrin－PDTによるphotodamageは、caspaseによる

ものではないことを示している。このことは、以前

我々が報告したPc4－PDTと同様の結果であり、また

photofrin－PDTによるphotodamageには、　Bcl－2のC

末端領域とBH2とBH　lの問の領域の膜貫通ドメイン

が必要であることもPc4－PDTと同様の結果であっ

た。ミトコンドリアを標的因子とするPc4－PDTと

photofrin－PDTでは同様の現象が認められたが、　Bcl－2

過剰発現細胞に対する感受性が異なる。すなわちPc4－

PDTは、　Bcl－2が過剰発現したMCF－7c3－GFP－Bcl－2細

胞は、親株MCF－7c3－GFP細胞に比較してコロニー

アッセイ法で耐性を示した。しかし本研究は、感受性

（8）
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試験ではほぼ同等の感受性を有し、さらにFig．4Aで

示せたように、親株のphotofrin－PDTによるLDg。の

条件では、MCF－7c3－GFP－Bcl－2も6時問後に40％以上

の細胞がアポトーシスを呈した。このことは、

photofrin－PDTはBcl－2蛋白を標的とし、それを

photodamageすることによりアポトーシスを誘導さ

せ、Bcl－2過剰発現細胞に対して十分に抗腫瘍効果を

発揮することを意味している。実際、PDTによる

photodamageにより、PDTがBcl－2過剰発現細胞に対

して耐性または感受性になる報告などがあり複雑で

ある21）22）。また、Bcl－2のアンチセンスを用いた実験で

は、PDTにより感受性が増感するなどの報告もあり、

PDTとBcl－2の発現、　Bcl－2のphotodamageとの関係

は非常に大切である23）。Photofrin－PDTにより障害さ

れたBc1－2蛋白が、本当にアポトーシス抑制機能を喪

失したかどうかは不明であり、今後、fusion　proteinの

作成などを行って更に検討する必要がある。

　Laserphyrin－PDTでは、　Kesselら24）25）が報告したよ

うなBcl－2のphotodamageを認めなかった。また

Vantieghemら26）が報告しているように、　hypericinと

いう別の光感受性物質でもphotodamageを認めな

かったことから、Bcl－2のphotodamageには光感受性

物質の局在が最も関与していると考えられる。Laser－

phyrinはライソゾームだけに集積しているわけでは

なかったが、ミトコンドリア、特にBcl－2蛋白の局在と

は異なる部位、あるいは離れた部位の蛋白や脂質など

に結合すると推察される（Fig．1）。またlaserphyrin－

PDTはBcl－2を障害しないばかりでなく、Bcl－2過剰

発現細胞に対して耐性を示したことから、明らかに

photofrinとは異なる作用機作を有することが理解さ

れた（Fig。3，5B）。しかしPDTの抗腫瘍効果は、本研

究のようにin　vitroの直接的な殺細胞効果だけではな

く、血管のダメージによりvascular　sh　ut　down効果な

どがあるため、実際に臨床で使用する上でlaserphyrin－

PDTの抗腫瘍効果が低いということではないと思わ

れる。LDg。の条件でPDTを施行したときに、24時間

後、典型的なアポトーシスの頻度は低いが、結果的に

細胞はコロニーを形成せず死滅した。このことは、

laserphyrinがライソゾームを介してcathepsinを放出

し、経時的にcaspaseを活性化して典型的なアポトー

シスを誘導する為かもしれない25）。

　Laserphyrinは、　photofrinの欠点とされてきた光線

過敏症が非常に軽度であるため、早期肺癌以外の使用

にも大変期待されている薬剤である。本研究では、

photofrinとlaserphyrinを実際の臨床の場において使

用する場合に、Bcl－2発現が低い腫瘍にはlaserphyrin

を使用し、高い腫瘍に対してはphotofrinを使用する

などの、将来のオーダーメイド治療の一助になるもの

と考える。
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Abstract

　　　It　is　very　important　to　elucidate　the　mechanism　of　action　and　identify　molecular　determinants，　in　order　to　increase　the

number　of　clinical　applications　and　develop　new　photosensitizers．　We　have　previously　reported　that　photodynamic　therapy

（PDT）using　some　photosensitizers，　such　as　phthalocyanine　4（Pc4）damages　anti－apoptotic　protein　Bcl－2，　and　that　Bcl－2　is　a

molecular　target　of　PDT．　We　examined　the　molecular　targets　of　photofrin－PDT　and　laserphyrin－PDT，　by　evaluating　the

photodamage　of　Bcl－2．　We　found　that　Bcl－2　was　a　molecular　determinant　of　photofrin－PDT　but　not　laserphyrin－PDT．　Our

results　show　that　laserphyrin－PDT　does　not　damage　Bcl－2，　and　Bcl－2　overexpressing　cells　are　resistant　to　PDT．　Photofrin－PDT

damages　Bcl－2　and　induces　apoptosis　earlier　than　laserphyrin－PDT．　We　conclude　that　photofrin－PDT　damages　different

molecular　targets　from　laserphyrin－PDT．　Many　advanced　cancer　cells　have　elevated　amounts　of　Bcl－2　protein　and　we

hypothesize　that　in　most　situations，　Bcl－2　photodamage　eliminates　the　normal　protection　against　cell　death．　ln　this　paper，　we

evaluated　the　role　of　photodamage　to　Bcl－2　in　regulating　the　fate　of　cancer　cells　after　PDT　using　photofrin　and　laserphyrin，

and　we　discuss　the　target　molecules　and　new　clinical　applications．

〈Key　words＞　photodynamic　therapy　（PDT），　photofrin，　laserphyrin，　apoptosis，　Bcl－2
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