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要

組織代謝が迅速な新 しい光感受陛物質 mono‐ L‐aWartyl

chlorin e6(NPe6)と ,そ の最大吸光波長 664 nmを 発

振する半導体レーザーによる光化学療法の可能性につき

基礎実験 を行った。活性酸素の発生 を検出するため,

NPe6溶液にレーザー照射 し,その直後に電子スピン共

鳴法 (ESR)で 測定 した。その結果,02~,° OH,102そ れぞ

れの波形が検出された。また,02~の消去剤である super‐

o対de dismutaseを 加えるとこれらの波形は消失 した。

次に,こ の NPe6か ら発生 した活性酸素による血管内皮

障害および,それに伴 う血管閉塞の有無を家兎眼底で組

織学的に検索した。脈絡毛細管板を主体として血管内皮
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約

細胞の壊死・血管閉塞ならびに網膜色素上皮細胞の壊死

が観察 されたが,過剰量投与においても網膜感覚上皮は

ほぼ正常構造を保持 していた。NPe6に よる光化学療法

では,各種活性酸素が能率よく発生し,血管内皮細胞の障

害による血管閉塞が可能であることが示唆された。(日 眼

会誌 101:134-140,1997)
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Abstract

We evaluated the potential for photodynamic
therapy of a new photosensitizer, mono-L-aspartyl
chlorin e(i (NPe6), whose tissue uptake and clear-
ance are rapid. Firstly, NPe6 solution was exposed
to a diode laser at 664 nm that fits the maximum
absorption of NPe6. Immediately after laser expo-
sure, the solution was subjected to electron spin
resonance (ESR) to detect generation of activated
oxygen species. With ESR, O2 , .OH, and 'O2 were
detected in the NPeG solution. O,- and .OH dis-
appeared when superoxide dismutase was added to
the solution. Next, the fundi of pigmented rabbits
were irradiated with the diode laser after adminis-
tration of NPe6. Histopathologically, there was
necrosis of endothelial cells and vascular occlusion

in the choroid, especially in the choriocapillaris.
Retinal pigment epithelial cells were also injured. [n
contrast, the sensory retina was undamaged even
after use of a large amount of dye. This new combi-
nation of NPe6 and diode laser at 664 nm enables us

to occlude choroidal vessels efficiently by generating
various activated oxygen species. Thus, photo-
dynamic therapy with NPeG is potentially useful in
treating retinochoroidal involvement. (J Jpn Oph-
thalmol Soc 101 : 134-140, 1997)
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I緒  言

光化学療法 (PDT)は ,レーザーの臨床応用を広げる新

しい治療法 として期待されている1)。

従来の熱凝固効果

を期待したレーザー治療では,病変部位だけでなく,光路

およびその周囲にある組織が熱エネルギーの伝達により

障害を受けるという問題があった。一方,PDTに よれば,

あらかじめ投与された光感受性物質の集積した部位のみ

を選択的に障害し得る2)3)と ぃう利点があり,眼科的には

眼内腫瘍
4)だ けでなく,新生血管を伴 う血管病変の治療 ,

特に中心富下の脈絡膜新生血管の選択的閉塞に応用可能

であることが示唆されている5)6)。 この治療の光源 とし

て,光感受性物質の最大吸光波長を発振するレーザー光

を使用することにより,よ り効率の良い治療が可能 とな

る。

PDTと しては,既に第一世代の光感受性物質であるヘ

マ トポルフィン誘導体 (HPD)の 臨床応用1)が悪性腫瘍に

対して試みられている。一方,励起光の組織透過性の点で

は 600～ 800 nmが望ましいとされているが,こ の波長域

での HPDの 光子吸収量は弱 く,励起効率の悪いことが

その欠点 として指摘されている7)。 また,HPDの他の間

題点 として,体内での代謝が遅 く,光線過敏症などの全身

合併症の発生が遷延することが指摘 されている8)。 その

ためにHPDを 用いた PDTは広 く臨床応用されるには

至らなかった。

近年になり,い わゆる第二世代の光感受性物質が登場

したが,そ の一つ として mono― L‐ aspartyl chlorin e6

(NPe6)が挙 げられ る9)。 この NPe6は HPDに 比 し,代

謝されるスピー ドが 10倍以上に速いという優れた特性

があり,投与後 10時間には血漿中の濃度が投与量の 1/

100以下 となる1° )口 )。 そのため,光線過敏症による全身合

併症の可能性は低 く11)12),臨 床応用しやすい物質という

ことができる。また,NPe6の 可視光域での最大吸光波長

は 664 nmである12)た め,HPDに 比べ組織透過性に優れ

励起効率は向上する.ま た,NPe6は 水溶性であり,血 中

のアルブミンや リポ蛋自と結合しやす く10),血
液柵のあ

る脳や感覚網膜には拡散しにくいこと,ま た,細胞内への

移動は貪食や細胞吸水などの能動輸送を受けること13)が

その特性 として挙 げられている。これ らの特性か ら,

NPe6は感覚網膜を障害せずに,脈絡膜新生血管を選択

的に治療し得ることが期待される。

我々は,NPe6の 最大吸光波長 の 664 nmの レーザー

光を光源 とするレーザー治療装置を新たに開発 し,よ り

効率の良い,安全な PDTの可能性を検討する目的で 物

υ′′旬 および 物 υグυθの実験を行った。その結果,NPe6の

有用性および近い将来の臨床応用の可能性について検討

したので報告する。
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II実 験 方 法

1.光感受性物質および励起光源装置

光感 受 性 物質 として,mono― L‐ aspartyl chlorin e6

(NPe6)を 使用した(図 1)。 NPe6は 暗緑色の粉末で,使

用直前 まで 5°Cの 冷暗所に保管した.励起光源 として,

NPe6の 光子吸収量が最大 となる664 nmの半導体レー

ザー。システムを試作 した。このシステムは,レ ーザー発

振装置 とその眼科用デリバ リー・システムか ら構成され

ている。以下の 物 υルθの実験ではレーザー発振装置の

フアイバー・オプティックスから照射されるレーザー光

を,効 υあθの実験ではデリバ リー。システムから照射さ

れる光量を光パワー。メータ(Optical Power Meter AQ―

2101③,安藤電気)で計測し,それぞれの照射強度 とした。

エイ ミング光 として,633 nmの ヘ リウムネオン・レー

ザーを搭載 し,そ の照明強度はNPe6を励起 させないよ

う80μ Wと低 く設定した。

2.活性酸素種の検出 (れ υJιroの実験 )

活性酸素種の発生を検出するため,電子スピン共鳴法

(ESR)を 用いた.フ リーラジカルは常磁性であるため

ESRで検出可能だが,ラ ジカルの寿命は短いことや酸素

ラジカルに軌道角運動量が存在してスピンー格子緩和が

速いことなどから直接測定できない場合が多ぃ14)。 その

ため,ト ラップ剤でラジカル反応を捕 らえた上で ESR
で測定 した。トラップ剤にはスーパーォキサィ ドとoH
ラジカル を捕捉するため 5,5‐ dimethyl‐ 1-pyrroline― N―

o対de(DMPO)を ,一 重 項 酸 素 の捕 捉 の た め 2,2,6,6-

tetramethyl-4-piperidone hydrochloride(TMP)を 用い

た。NPe6を蒸留水に暗所氷上で溶解させ,濃度 500 μg/

mlの溶液 を作成 した。そのうち 180 μlを 分取 し,40 μl

のDMPOま たは 20 μlの TMPと混和した。この混和液
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図 l Mono‐ L‐ aspartyl chlorin e6(NPe6)の 構造 .
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を ESR測定用扁平セルに注入 し,セ ルの扁平な面の垂

直方向か ら664 nmの 半導体 レーザーを照射 した。照射

エネルギーは50 mW/cm2で ,照射時間は 9秒間とした。

その直イ麦にESRと して,X_band spectrolneter(FE‐ 1-

X①,JEOL)を 用いて活性酸素種の検出を行った。また,

これ らの混和液に02~の 消去剤である superoxide dis―

mutase(SOD,Sigma)を 400 μg/mlで 20 μl加 え,同 様

な条件でレーザー照射 し,ESRで 測定 した。以上の 物

υグ′%の実験は室温下,暗室内で行った。

3.Lυわοの実験

次に,効 υグυθの実験 として,体重 2.0～3.O kgの 正常

有色家兎 4匹 7眼の眼底にNPe6を用いた PDTを行っ

た。25,50,100 mg/kgの NPe6を 静注 し,静注後 5分以

内に試作した 664 nmの 半導体レーザーで眼底後極部に

照射 した。照射部位はあらかじめアルゴンレーザー(920

Argon/Dye ①,Coherent)で マーキングした間隙とした。

照射エネルギーは,3.6も しくは 5。 9mW,照射時間は 1

もしくは 10秒,照射径は 1,000 μmと した。照射直後,1

週 間後,1か 月後 に螢光眼底撮影 を施行 した。全例,

NPe6投与後も通常の螢光灯の下約 30 1uxで飼育し,照

射後 2時間もしくは 1週で眼球摘出の上,組織学的に検

索 した。2.5%グ ルタールアルデヒドで前固定 した後,

1%四酸化オスミウム燐酸緩衝液で 90分問本固定 し

た。その後,エ タノール系列で脱水 し,エ ポン812に 包埋

した。標本を0.8μ mで薄切後,ト ルイジンブルーで染色

し,光学顕微鏡 (Optiphot 2 ①,Nikon)で観察した。また,

1匹 2眼ではNPe6を 100 mg/kg投与後 レーザーを照

射せず,他の例と同様に螢光眼底撮影 と組織学的検索を

行った。

なお,す べての家兎は,The ARVO Resolution on the

Use of Animals in Researchに 従って取 り扱った。実験

は塩酸ケタミン(ケ タラール 50③)と キシラジン塩酸塩

(セ ラクタール⑪)2:1混合液の筋注による全身麻酔下

で行った。散瞳にはミドリンP⑥ (参天)を 用いた。

III 結  果

1.Iん ″ Ю の実験

ESRの実験では,TMPを トラップ剤 とした場合,照

射直後から中央に3本のピークを持つ,一重項酸素に基

づ くESRスペクトルが得られた。また,両端の 2本のシ

グナルはMn2+に よるマーキングであるが,こ の Mn2+の

シグナルに対する一重項酸素のシグナル比は2.3であっ

た (図 2)。 DMPOを トラップ剤として用いた場合,照射

直後 にはスーパーオキサイ ド,照 射後 90秒ではOHラ
ジカルアダクトのESRス ペクトルが検出された。また,

Mn2+と のシグナル比は,ス ーパーオキサイ ドでは 0.68,

OHラ ジカルでは0.32であった(図 3)。 一方,SODを 混

和 した場合,こ れらのスペクトルは消失し,中央にSOD
由来の Cu2+の シグナルのみ検出された (図 4).
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図 2  2,2,6,6‐ tetramethyl‐ 4‐piperidone hydrochlor‐

ide(TMP)を トラップ剤 とした場合の電子ス ピン共

鳴法 (ESR)スペク トル .

照射直後か ら 3本のピークを持つ一重項酸素 に基づ

くESRス ペ ク トルが検 出。Mn2+と のシグナル比 は

2.3.測 定 条 件 :Magnetic ield:334.0± 5.OmT,
Powor: 1 11lVV,′ I｀ irne constant:0.03,:Frequency

ll10dulatiOn:100kIIz,MOdulation:0.1111′I｀,Alllpli‐

tude: 1.6× 1,000,Sweep tirne:20 sec.,′ I｀elllpera―

ture:roonl temiperature.

図 3 5,5‐ dimethyl‐ 1‐pyrroHne‐ N‐oxide(DMPO)
を トラップ剤 とした場合の ESRスペク トル .

測定条件 は,Power:lmW(上 ),6mW(下 )以外 は

図 2と 同様.照射直後 (上)に はスーパーォキサィド,

照射後 90秒 (下)を 経過するとOHラ ジカルアダク

トの ESRス ペク トルが検出。Mn2+と のシグナル比

は,ス ーパーオキサイ ドでは 0.68,OHラ ジカルで

1ま 0.32.

図 4 Supero対de dismutase(SOD)を 混不口した場合

の ESRスペクトル.

測定条件 :図 2と 同一。中央にSOD由 来の Cu2+の

シグナルのみ検出.
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2.Lυわ0の実験

正常家兎眼に NPe6を用いた場合のフルオレセイン

螢光眼底造影所見を図 5,6に示す。25 mg/kg投与 した

場合では,レ ーザー照射後 2時間で,既 に脈絡膜血管の閉

塞が起こっていた。1週後の血管閉塞の範囲は,ア ルゴン

レーザーによるマーキングを越えて非照射部にも拡大し

て観察され,そ れに伴い,後期相では網膜色素上皮の障害

を示す顆粒状螢光がみられた (図 5).50 mg/kg投 与例

では,脈絡膜血管の閉塞の程度,範囲とも拡大 してお り,

静注後期まで持続 していた。100 mg/kgではさらに障害

の程度は増強 し,眼底後極部全体に及ぶ網脈絡膜血管が

閉塞していた (図 6)。

組織学的には,25 mg/kg投与例の照射後 2時間で,既

に脈絡毛細管板の内皮細胞は膨化・変性し,管腔の閉塞が

観察された。網膜色素上皮細胞 も膨化壊死に陥っていた。

一方,網膜感覚上皮では,一部視細胞の脱落と考えられる

内外節の網膜下腔への移動 とそれに連続する視細胞核の

濃縮があったが,全体的にはその構造は保持されていた

(図 7上).25 mg/kg投与例の照射後 1週でも,脈絡毛細

管板の閉塞は持続 し,再 開通はみられなかった。一方,内

外節は消失し,外顆粒層の核数は減少していた(図 7下 ).

一方,100 mg/kg投与後 レーザーを照射せず,通常の螢

光灯の下約 30 1uxで 1週間飼育 した例では,極量を投与

したのにもかかわ らず,網脈絡膜 ともほぼ正常構造 を

保っていた(図 8)。 また,全実験経過を通じて,光線過敏

症などの全身合併症はみられなかった。

IV考  按
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ガル15)な ど,主 に第一世代の光感受性物質について報告

されている。HPDは ,緒言の項で記したように,PDTに
適した波長域での励起効率が悪ぃ7)。 加えて,体内での代

謝が遅 く全身合併症が遷延するため8),広 く臨床応用さ

れるには至らなかった。ローズ・ベンガルにおいても血管

閉塞の効率が悪いことが指摘されてお り,十分な効果を

得るには,臨床上の安全域の 27倍 もの量を投与する必要

があるとされている16)。 これらのことから,全身合併症が

少なく,長波長域にその最大吸光波長を有し,よ り効率よ

く標的組織を障害し得る第二世代の光感受性物質が開発

された。その代表的なものとして,chloro― aluminum sul―

fonated phthalocyanine17),benzoporphyrin derivative

monoacid ring A16),NPe6な どが挙げられる。このうち,

殺細胞作用の主体とされている一重項酸素
18)19)を

最も効

率 よ く発生 し,か つ,体内での代謝が最 も速いものが

NPe6である19)。

この NPe6を 眼科臨床 で応用す るため,我々は 664

nm半導体レーザーとその眼科用デリバ リーシステムを

試作 した。今回,実験を開始するにあた り,こ のレーザー

で NPe6を 効率よく励起することが可能か,ま た,どの

ような活性酸素種がどの程度発生し得るかをESRを用

いて検討した。一般に,光感受性物質が光子エネルギーを

吸収すると,二 つの経路か らフリーラジカルが発生す

る19)。 一つはtype I反 応 と呼ばれ,ま ずスーパーオキサ

イドが発生し,次 いで過酸化水素,OHラ ジカルが発生す

る19)。

本実験でDMPOを 用いた場合に,経時的に得 られ

た 2種類のESRス ペク トルは,こ の過程を表している

ものと考えられた。もう一つはtype II反応 と呼ばれ,一

重項酸素が発生する過程を指す19)が
,今回 TMPを 用い

NPe6を 用いた光化学療法・森他

図 5 Mono‐ L‐ aspartyl cholorin e6(NPe6)投 与例(25 mg/kg)の フルオレセイン螢光造影 .

左 :664 nm半 導体レーザー照射後 2時間,フ ルオンセイン静注後 10秒.中央 :照射後 1週,フ ルオレセイン

静注後 9秒。右 :照射後 1週,フ ルオンセイン静注後 6分 10秒 .レーザー照射後 2時間で,既 に脈絡膜血管の

閉塞が開始。照射 1週後では血管閉塞の範囲は非照射部にも拡大して観察され,静注後期では顆粒状螢光あ

り.

眼科領域での PDTの応用は,HPD4)～
6)ゃ 口_ズ .ベ ン
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図 6 NPe6投与(50,100 mg/kg)後 1週のフルオレ

セイン螢光造影 .

上 :50 mg/kg投与 レーザー照射後 1週 。フルオレ

セイン静注後 5分 46秒.下 :100 mg/kg投 与レー

ザー照射後 1週・フルオ ンセイン静注後 34秒。50

mg/kg投与例では,脈絡膜血管の閉塞の程度範囲と

も拡大。100 mg/kgで は眼底後極部全体に及ぶ網脈

絡膜血管が閉塞.

た場合に得 られた ESRス ペク トルにより,こ の反応の

存在が確認された20)。 したがって,NPe6の励起による光

増感反応は type I,type IIと も合わせ持っていたことが

本実験から証明された。また,そ れぞれの Mn2+と のシグ

ナル比は一重項酸素,ス ーパーオキサイド,OHラ ジカル

の順 に,2.3,0.68,0.32で あった。本実験 と同 じ濃度の

HPDを用いた報告
21)で は,Mn2+と のシグナル比は,一重

項酸素・スーパーオキサイ ドともに1.0と 報告されてい

る。この報告
21)で は,二光子吸収。波長などの点で励起効

率は良いが,組織透過性が悪いため,臨床応用では通常用

いられていないパルス型二倍波 YAGレ ーザーで本実験

の 80倍 もの長時間照射 している。また,特 に殺細胞作用

日眼会誌 101巻  2号

の主体とされる一重項酸素
18)19)に おいてはNPe6でより

効率よく発生していた。以上のことから,NPe6は 今回試

作 した 664 nrn半 導体レーザー励起により,HPDに比べ

ても優れた励起効率および殺細胞作用を持っていること

が示唆された。

一方,活性酸素種の寿命は短 く,0.lμm以上は組織内

で移動しないことが明らかにされている19)。 したがつて,

今回 PDT後 に観察 された脈絡膜の組織学的変化は,ほ

とんどがその場で発生した活性酸素種に由来すること,

また,血流にのった活性酸素種がレーザーの照射域を越

えて広がり,周 囲組織を障害する可能性はないことが推

定される。これに対 し,効 υグυOの実験では,螢光眼底造影

で示されたように,脈絡膜血管の閉塞や網膜色素上皮の

障害を示す顆粒状螢光は,レ ーザー非照射部にも拡大 し

て観察された。また,こ の障害域は,NPe6の 投与濃度が

高 くなるほど拡大 していたことから,レーザーの散乱光

のような微量な光でも,NPe6が 高濃度であるほど,周 囲

組織を障害し得る量の活性酸素が発生した可能性が考え

られる。また,障害された範囲がコンタクトレンズで観察

しやすい範囲と一致していることから,細隙灯顕微鏡の

照明光によっても励起されていた可能性も推定される。

いずれにしろ,今回の投与量の設定は過剰量であり,適切
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図 7 25 mg/kg投与例の光学顕微鏡所見.

上 :照射後 2時間.下 :照射後 1週 .照射後 2時間で,

既に脈絡毛細管板の内皮細胞は膨化・変性し,管腔の閉

塞が観察.網膜感覚上皮では全体的にはその構造は保

持.照射後 1週でも,脈絡膜毛細管板の閉塞は持続 し,

再開通はない。バーは 25μm

:‐

 ‐~謬

||ヽ

轍願□鵬翻■

,.  .



平成 9年 2月 10日 NPe6を用いた光化学療法 。森他 139

してお り,障害部位 の選択性 は高い ことが本実験 か ら証

明 された。加 えて,照射直後 には脈絡毛細管板の内皮細胞

の障害がみ られ,照射後 1週 にもその閉塞が持続 して い

た ことか ら,活性酸素 による内皮細胞 の障害が その作 用

機 序 で あ る ことが推 定 された。一 方,100 mg/kgと い う

極量 を投与 した場合で も,通常の螢光灯の下では,網脈絡

膜 はほぼ正常構造 を示 してお り,光線過敏症 な どの全 身

合併症 も観察 されなかった。これ らの事実 は,NPe6は安

全 な光感受性物質であること,ま た,そ の作用 は従来 の熱

作用 によるレーザー光凝 固 とは,全 く異 なった方法 で あ

ることを示す ものであ り,今後適切 な投与量や照射強度 ,

照射時期 を決定す ることにより脈絡膜新生血管 を代表 を

す る各種血管病変 の選択的治療 に有用である可能性が示

唆 された。

本論文 の要 旨は,第 99回 日本眼科学会総会 お よび 4 th

lnternational Syrnposiurn on Ocular Circulation and lヽ Teo―

vascularizationに おいて森が報告した。
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