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要 旨

著者 らは蛍光分 光分 析 を応用 して5-ア ミノレブ リン酸(5-ALA)が 生 体組織 において代 謝

生成 するプロ トポルフ ィリン-IX(Pp-IX)の 定 量的検出 を基礎 的,臨 床的 に検討 した.

動 物 実験:担 癌マ ウス(移 植 扁平上皮癌)に 対 して5-ALA軟 膏 を超音波照射併用 によ り経

皮投 与 した.そ の腫 瘍組織 内 に取 り込 まれたPp-IXの 新 鮮 凍結切片 におけ る蛍光発 光スペ ク

トルは ミセ ル溶液 に溶解 した標準Pp-IXの スペ ク トルパ ター ンと一致 している こ とが検 証 さ

れ,標 準Pp-IXの 蛍 光強度 と濃度の検量線 か ら腫瘍組 織内Pp-IX濃 度 を算 出 した.こ の定量法

を種 々の5-ALA誘 導 体 につい て検 討 した ところ,ア ルキル鎖 が長 い程,扁 平上皮癌 で はPp-

IXを よ り多 く生産 した.ま た5-ALA塗 布 中の超 音波 照射 によ り経 皮-吸収が促進 され,Pp-IX

の 取 り込み量が増大 した.

臨 床実験:脳 腫瘍(Astrocytoma,Glioblastoma)患 者47例 に5-ALAを 経 口投与 し,手 術 中の
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癌 組 織経 口強度 を半定量 的に肉眼診 断(ｰ,+/-,+,++,+++)し,ま た摘出 した

癌組 織内Pp-IX濃 度 を上記方法 によ り求めた.算 出値 は脳 腫瘍 の悪性度 と正の相 関(指 数関

数的増加)を 示 し,ま た脳腫瘍 の悪性度 と術 中の 肉眼 診断蛍光強度の間 に も正の相関 を認め

た.

以 上か ら本定 量法の有 用性が示 され ると ともに,5-ALAの 診 断学的有 用性 が示 唆 され た.

今後,他 領域 の腫瘍 において も,術 中蛍 光観察診断 は大変有用 と考 え られ る.

キ ーワー ド:5-ア ミ ノレブ リン酸(5-ALA),プ ロ トポルフ ィリン-IX(Pp-IX),移 植 扁平上

皮癌(SCC),術 中蛍 光観 察診断,蛍 光分光分析

Abstruct

We have applied the fluorescence spectral analysis to detection of protoporphyrin-

IX (Pp-IX) quantitatively in the transplanted squamous cell carcinoma (SCC) tissue

and intraoperative brain astrocytoma(glioblastoma) tissue after administration of

5-aminolevulinic acid (5-ALA). We confirmed the coincidence with emission spectra

of Pp-IX incorporated into the tumor tissues (cryo-sections) and the standard Pp-IX

in the micellar solution. It has used a calibration curve which the fluorescence

intensity of Pp-IX against the known concentration of standard Pp-IX. From the

fluorescence detection method, it was found that the longer alkyl-chain length

(methyl- and hexyl-) 5-ALA induced much Pp-IX in the SCC tissue, furthermore, an

ultrasound treatment enhanced the uptake of Pp-IX during the topical

administration of 5-ALA derivatives. In the case of intraoperative observation for

the fluorescence intensity of Pp-IX in the brainastrocytoma tissue, this quantitative

detection in the cryo-section demonstrated the intraoperative observation for the

fluorescence intensities(-,+/-,+,++,+++) diagnosis was correlated closely with the

grades of astrocytoma, which intensity increased exponentially with the grades. In

future, the fluorescence diagnosis of Pp-IX in the tumor willhe very useful for other

clinical diagnosis of tumor using 5-ALA.

Key Words 5-ALA, Pp-IX, SCC, intraoperative diagnosis, fluorescence spectro

analysis

1は じめ に

近年,5-ALAを 用 いた癌の診断 ・治療 の応用例

が国内で も主 に皮膚科,歯 科口腔外 科,脳 神経外

科領域 において報告 され ている1).今 まで に他 の

光増感剤 に比較 して5-ALAの 優 れ た点 が多 く報 告

され2},5-ALA投 与 に よ り腫瘍組織 内で代謝 ・生

成 されたPp-IXの 集 積性 を明 らかにす る ことは,

癌 の診断 ・治療に直接 関与す る重 要課題 の一 つで

あ り,特 に,ヨ ーロ ッパで は5-ALA研 究 の基礎:智}

と 臨 床812)の 両 面で研 究 が盛 ん で あ る.従 来,

Pp-IX集 積 の定 量法 の多 くは,腫 瘍組織 か ら抽 出

したPp-IXの 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

(HPLC)に 連 動 した蛍 光分析 で あった.し か し,

そ の抽 出過程 にお けるPp-IXの 安 定性 は明 らかで
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は な く,抽 出操作 に よるPp-IXの 損 失 や腫瘍境界

外 か らのサ ンプ リングの危険性 の問題が残 る.今

回,5-ALA投 与 後の腫瘍組織 内Pp-IX集 積 量 を蛍

光分 光光度計 を用 いて組織 化学的 に定量化す る新

しい方法 について検討 し,脳 腫瘍術中蛍光診断 の

信頼性 につ いて臨床 的見地か ら検討 したの で報告

す る.

2方 法

2.1移 植 実験腫 瘍組 織の5-ALA取 り込 み実験

と蛍光マクロ観察の方法:

C3Hマ ウ スの背部 に扁平 上皮癌(SCC)を 移 植

して一週 間か ら10日 目に腫瘍 の直径 が1cmに な

つた時点で,5-ALA取 り込み実験 に用いた.SCC

腫 瘍 のサ ンプ リング4時 間前 に20%-5-ALA含 有

親水性軟膏 を腫瘍 部に塗布 し,超 音波照射の吸収

促 進 効 果 に よ り経 皮投 与 した.投 与 は,20%

(1.2M)の5-ALA,Methyi-,Hexyl-誘 導 体.含 有の

親水性軟膏 をそれぞれSCC腫 瘍 頂部(直 径7mm)

に塗 布 し,1時 間取 り込 ませ た もの と,さ らにそ

の 間の10分 間の超音波(1MHz}を 水 流還流で冷

却 しなが ら照 射 した ものの2つ の 条件 下で行 つ

た.塗 布1時 間 後SCC腫 瘍 組 織 を摘 出 し,

Optimal Cutting Temperature(OCT)コ ンパ ウン

ド(Tissue-Tek社 製,No.4583)に 包埋 して,-

20℃ に て腫瘍実 質面を切 り畠 した.組 織 内Pp-IX

の 赤 色蛍光の励起 光源 と して青紫色半導体 レーザ

ー装置(IHI社 製
,iLS-LD-400型,410+/-5mn

;15mW)を 使 用 した.蛍 光観 測 には励 起 光の波

長1域 をカ ッ トす る フ ィル ダー(東 芝 社 製,>

430nm)を 使 用 した.

2.2実 験 腫 瘍組 織凍 結薄切 切片 の組織 観察 と

蛍光顕微鏡観察の方法:

連 続凍結切 片固定 液に よ り室温で3分 間の 固定

後,ヘ マ トキ シ リン ・エ オ ジン(HE)染 色 切片

お よび来 固定 の切 像 を蛍 光顕 微 鏡(Olympus;

PROVIS-AV80型)に よ り対比 観測 し,正 常 皮層

を含 めた腫瘍 実質内のPp-IX蛍 光 発光分 布 を写真

に記 録 した.観 測 の励起(フ ィル ター:WBV)

波 長 域 は400～440nmの 青 紫 色で,観 測波 長域 は

475nm以 上 の長波長域で行 った.

2.3実 験 腫瘍組織凍結薄切切片の 蛍光分析法:

HE組 織 像 との対比 に よ り,SCC腫 瘍 実質 を選

んで,凍 結切片(-20℃;10μm)の5枚 重ね合

わせのサ ンプル(10×5=50μm)に お け る蛍 光

強度 と標 準Pp-IXの 検 量線(既 知 濃度Pp-IXと 蛍

光強度)と の対比 によ り,腫 瘍組織単位体積(9)

当 た りのPp-IX集 積 量(組 織 の比重 を1と して換

算:μMオ ー ダー)を 算出 した,ま た,蛍 光分光

光度 計(860型,日 立製作所)の 粒子状 サ ンプル

測 定 用 セ ルホ ル ダー とセ ル(850型 の オ プ シ ョ

ン:図1-1,1-2)内 に,上 記 の組織 凍結薄

切切 片(10μm)を5枚 重 ね合わせ て石英 プ レー

トで カバー した もので,紐 織内蛍光発光 スペ ク ト

ルを測定 した.さ らに,濃 度換算の ため に,リ ン

酸緩衝 溶液 とカチオニ ック性界 面活性剤(10mM

cetyl trlmethyl bromide=CTAB)水 溶 液lPの 標

図1-1,1-2蛍 光分光光度計のサンプルルーム

内における粒子状サンプル測定用セルホル ダー

(1-1)と セル内サンプルの位置関係(1-2)
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準50μg/ml Pp-lXの スペ ク トル と比較検討 した.

また,ヒ ト悪性黒色腫 由来培 養(HMF)細 胞 に,

100μM 5-ALAを4時 間取 り込 ませ たサ ンプルの

蛍光 スペ ク トルも計測 した.

2.4術 中 肉眼蛍光診断 法:

脳 腫瘍(Astrocytoma又 はGlioblastoma)患 者

(47症 例)に 対 し,術 前 に実験の 主 旨を十 分 に説

明 して イ ンフ ォーム ドコ ンセ ン トを得た上で,5-

AL,A(lomg/kg.B.W.,5%糖 液=20ml)を 腫 瘍

摘 出手術5時 間前 に経 口投与 した.脳 腫瘍 組織の

術 中蛍光マ クロ観察 には,励 起光 源 として青紫 色

半導体 レーザ ー装置(IHI社 製,iLS-LD-400型,

410+/-5nm;15mW)を 用 い,観 測 には一枚

の カ ッ トフ ィル ター(東 芝製,>420nm)を 通 し

て肉眼 診断を行 い,蛍 光マ クロ写真 を撮影 して記

録 し た.肉 眼 診 断 は 蛍 光 強 度 に よ り

(-,+/-,+,++,+++)の 五 段 階 に分

類 して行 つた.ま た,こ の診断 を指標 に して切 除

した各摘出物の病理組織学 的診断 を北海道大学 中

央検査 部に依頼 し,得 られ た診断結,果Grade(I

～IV)と 蛍 光強度 による肉眼診断 との相関性 を検

討 した.

2.5手 術 切除組織の薄切切片 蛍光分析法:

手 術切 除サ ンプルの組 織内Pp-IXの 蛍 光顕微 鏡

観 測は,蛍 光顕微 鏡写真 に記録す るとともに,上

記 の実験腫瘍組織 内蛍光分析法 と同 じ手法 で,腫

瘍 単位 体積 にお けるPp-IX集 積 量(μM)を 検 量

線 か ら外挿 した.連 続切 片のHE染 色像 の病理組

織学的診断 を上記 中央検 査部 に依頼 し,得 られた

診断結 果Grade(I～IV)とPp-IX集 積 量(μM)

との 相関性 を検討 した.

3結 果

3.1実 験 腫瘍組織 内蛍 光分析結 果:

5-ALAの 経 皮 的投与 と超音波照射 の併用 の場合

は,図2の 蛍光写真の よ うに,青 紫色半導体 レー

ザ ー励起 に よ り,移 植腫瘍組織 中心の実 質部に赤

色 の蛍 光が観 測 された.ま た,そ の凍結 薄切切 片

の蛍光顕微 鏡写真(図3)で は,確 かにSCC腫 瘍

実質部 と毛根 部に赤色(635nm)の 強 い蛍光が観

測で きた.こ れ らの形態 的腫瘍実 質部位の確認の

もとで計測 した図4の グラフか ら,腫 瘍 実質 に取

り込 まれたPp-IX量 は,薬 剤 の極性 で疎水性 の高

いHexyl->Metllyl->5-ALAの 順 に増 加 していた

が,超 音波照射 を加 えた場合,5-ALA単 体 は他 誘

導体 と異 な り約2.5倍 に取 り込 み量が促 進 された.

さ らに,検 出 した腫瘍 組織 内 蛍 光(Curve-4)が

Pp-IX由 来 の もので ある ことは,図5の スペ ク ト

ル計測 で,標 準Pp-IXの 発 光 スペ ク トル(Curves-

1,2;方 法2.3)と 比 較す る こ とに よ り,癌 培養

(HMF)細 胞 内(Curve3:方 法2.3)やSCC組 織

内(CUrve4;方 法2.3)の ス ペ ク トルが標準Pp-IX

図4図3のSCC腫 瘍実質部の凍結切片(10×5=50

μm)内 単位体積当たりのPp-IX濃 度の5-ALA誘

導体依存と超音波照射効果

図5標 準Pp-IXと5-ALA鉢 内 生 成 物Pp-IXの 発 光 ス ペ

ク トル
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と一 致 してい ることか ら証明で きた.

3.2術 中 脳腫瘍切除組織内蛍光分析結果:

脳 腫瘍 摘出手術 中に,図6右 図のよ うに,腫 瘍

境 界部が635nmに ピー クを持つ鮮 明な赤 色蛍 光が

観測 され,左 図の ような従来の 画像 に比 較 して飛

躍 的 に肉眼的診断が改善で きるこ とが明 らか とな

った.ま た,摘 出腫瘍サ ンプルの凍結切 片の蛍光

顕微 鏡写 真で も,HE組 織 像(未 掲載)と の対比

検 証 によ り確か に腫瘍部 と腫瘍組織 内壊死部 に一

致 してPp-IXが 取 り込 まれてい た(図7).こ れ

ら確 認の後 に図8の グラ フか ら,10mg/kg.B,

W.の5-ALA含 有5%糖 液 を経 口投与 して5時 間

後 の 脳 腫 瘍 摘 出 サ ン プ ル 内 のPp-IX量 は,

AstrocytomaのGrade(I～IV;IV=

GliOblastoma)の 上昇 と術 中肉眼的蛍光観測 強度

(-)～(+++)の 増 大 に相 関 して指 数 関数 的

(y=1.29×10e(0.25);R2=0.97)増 大 を示 し,

肉 眼的観 測の信 頼性 が裏付 け られた.

4考 察

5-ALAの 腫瘍親和性は,特 に膀胱癌や皮膚癌お

よび脳腫瘍 に対する臨床応用例で報告 されてき

た.し かし,こ れらの報告はいずれも形態学的な

蛍光観察が主であ り,概 して定量的計測 とは切 り

離 されて研究 されて きた.今 回の報告では,5-

ALAの 腫瘍親和性が,脳 腫瘍の術中における肉眼

的蛍光強度の半定量観察や摘出物凍結切片の定量

的蛍光分析から明らかとなり,47症 例の検索結果

から腫瘍の悪性度の上昇に伴い,蛍 光強度が指数

関数的に増加することが示 され,術 中蛍光観測は

大変有用な診断法であることが示唆 された.こ の

ことは肉眼による半定量的な蛍光診断に根拠 を与

えたが,経 験的主観的診断であることは免れず,

今後,術 中肉眼的蛍光診断にいかに客観性 を持た

せていくか,さ らに検討する必要があると思われ

る.

腫瘍境界部の蛍光による鮮明化の事実は,今 後,

5-ALAに よる肉眼診断が脳神経外科領域以外の他

の術中がん診断に応用拡大されていくことを推察

させる.ま た,ペ ージェット病等の癌組織以外の

疾患 に対する応用 も検討されていくことが予想さ

れる.

腫瘍組織における5-ALA取 り込みのメカニズム

は,未 だ明確にされていないことから、今後,放

射性同位元素でラベルした5-ALA誘 導体の腫瘍組

織内における挙動を明らかにする必要があると思

われる.特 に,5-ALAの 形のままで腫瘍親和性が

あるのか,あ るいはPp-IXに なってから腫瘍親和

性が発揮 されるのかが意見の別れるところであ

る.ま た,ミ トコンドリアで5-ALAか らPP-IXに

代謝 される酵素系の中で,取 り込みに特異性が橘

るのであれば,腫 瘍組織内の代謝系が正常組織 と

異なる町能性があり,そ の酵素が腫瘍親和性を制

御 していることも考えられる.ま た,腫 瘍組織内

ではフェ.トケタラーゼ活性が低いかあるいは鉄 イ

オンが少ない可能性 も考えられよう.今 後,5-

ALAの 腫瘍特異性のメカニズムを明らかにするこ

とにより,さ らに腫瘍選択性 を増大させた機能的

体内色素前駆体の分子設計および合成開発が可能

となるかもしれない.
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図8Astrocytoma組 織 内 に 取 り込 まれ たPp-IX濃 度

(μM)の 術 中 肉 眼 蛍光 診 断 〔(-),(+/-),

(+),(++.),(+++)〕*と 病 理 診 断grade

〔N,I,II,III,IV=gliobrastoma〕 との 関係
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