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概要

細胞賦活剤である感光色素ルミンを担癌ヌードマウス （雄）へ投与すると共に，その光吸収ピークの波長に合

わせたレーザ光照射を行い癌腫部局所の免疫機能を高め，癌治療を行う光免疫癌治療法の有効性について検討し

た。方法は癌移植後増大した癌腫部ヘルミンを50ng局注すると共に，比較的生体没透性に1憂れた波長780nmの

近赤外レーザ光を 1分間照射した。この操作を 1日おきに 2週間行い，その後飲料水と共にルミンのみを 1日平

均約0.02 μgはど実験終了まで経口投与した。その結果，対照群はいずれも癌が増大したが，処笛群は処箇 4週

後から腫抵部のルミン注入部を中心にして癌細胞の変性を伴うコラーゲン増殖による搬痕化が進み，処置後約15

週で腫脳が萎縮した。さらに，癌腫部の組織切片にはマクロファージ，リンバ球の集合や，増殖したコラーゲンが癌

巣を封じ込め癌増殖を抑制していることが認められた。またリンパ球のT細胞と B細胞の比は処箭群で明らかに

高〈 ，ルミン投与と光照射すなわち光免疫療法によって癌細胞の破壊か免疫学的に促進されたことが窺われた。

1.はじめに

1981年に癌が死因率のトップになって以来，

癌による死亡者は毎年約 6千ー 8千人程度増加

し，すでに年間の死亡者数は23万人を突破する

に至った。とくに，それは日本人の35オから75

オの間，各年代層ごとでも ，また男女別に見て

も全てにおいて癌は死因率のトップを占めてい

る。この癌の治療に対してこれまで放射線や抗

癌剤さらに外科的な切除などの治療が行われて

いるが，一部正常な細胞を破壊するために副作

用を生じること，生体本来の防御機能である免

疫機能を低下させるために癌の転移を促すこと ，

外科的な切除は生体機能へ重大な障害を与える

ことなど，多くの治療上の難点がある。これに

対して，生体本来の治癒力を高める，すなわち

免疫機能を改善することによって癌の治療をお

こなうものが癌の免疫療法である。癌に対する

免疫療法の有効性についてはこれまで， 1)癌

の自然退縮，自然治癒の事実があること ，2)免

疫療法による癌の退縮，治癒の事実かある こと，

3) 免疫力の低下，抑制が発癌や癌の再発転移

を促す事実， とくに老人や子供，先天性，後天

性免疫不全症患者（エイズなど）に癌が多発す

ること，免疫抑制剤を長期間投与されている臓

器移植患者に癌が多発する こと などが上げられ

る。また， 4)化学発癌物質，放射線，発癌ウ

ィルスな どの発癌物質が免疫を抑制する事実な
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どか上げられることから発癌と免疫機能低下と

の関連性は高く，逆に癌に対する免疫学的治療

が有効であることは明らかで，副作用や，癌の

転移を促進 しない治療法として重要である。

そこで本研究ではこれまで細胞賦活剤として

用いられているシアニン系ペンタチメン三核型

感光色素ルミンが癌治療における抗癌剤の副作

用を抑制すること，これまでの研究でマクロフ

ァージの貪食能を促進すること，アレルギー性

疾患などの免疫疾患にたいして有効であること

からルミンによる癌の免疫学的な治療法につい

て検討した。さらに，このルミンがある特定の

光を吸収する ことに着目して，レーザ光照射の

効果についての検討を行った。

2. 感光色素ルミン

ルミンは戦前理化学研究所の感光色素研究室で

合成され， 1934年波多野によ ってその生物学的

作用の研究が着手された。1940年には今永によ

って微量のルミン投与が創傷や炎症の治癒促進

作用かあり， とくに難治性禎瘍 (BCG潰瘍，非

特異的下腿潰瘍）や慢性炎症に有効であること

が報告された 1-4)。この物質は細胞が虹のように

きれいに生き生きと輝くという意味や，波多野

の名称から波をとり虹波と名付けられ，当初東

洋医学的な細胞賦活作用をもつ物質として，戦

時下の軍人の凍傷や創傷，火傷の薬として使用

された。 しかし，戦後は抗生物質などのように

即効性のある薬にかくれて忘れられかけていた

ものである。 これまでの研究で，このルミンか

マクロファージの貪食能を著しく促進すること，
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図 1 ルミンの構造とその光吸収スペクトル

その作用は血清中のGCグロプリンに対してリン

パ球である B細胞からのf3ガラクシトダーゼや，

T細胞からのシアリダーゼの酵素作用によ って，

GCグロブリンをマクロファージ活性因子に変

える作用が明らかになった5-9)0 

3.方法

3. 1 ルミンと光照射

ルミンは分子量が789.54で図 1に示すような

構造式であり，さらに感光色素として670nm,

および770nmに，光吸収ピークを有する。そこ

でこの 2つのピークに近い波長のレーザ光を照

射して，光の吸光度とルミンの活性作用を検討

するために波長632.8nmのHe-Neレーザ光(10

mW, 3235H-PC, Hughes Aircraft Co., 

USA)，波長780nmの半導体レーザ光 (4mW,

L T026MD, Sharp)を光源として用いた。

3. 2 in vitroに於けるマクロファージ貪食能

の検討

まず，マウス (Balb/c, 10-20週齢，雌）の

腹腔滲出細胞を Cohnら10)や， Griffinら11)の方

法で取り出し，牛胎児血清10％を含む MEM培

地で細胞数を 1-2 X10吋固／叫に調整して，5me 

シャーレに1.5叫ずつ分注した。つぎに図 2の実

験のプロトコールに示すようにlOng/meのルミン

0.5叫を入れ，37℃の 5%CO2フラン器で30分間

培養した。この細胞を光照射群および非照射群

貧食能測定

Iマウスの腹腔内より Mダを取り出す I

↓ 遠心，洗浄

I細胞数濃度調整 I

↓ luminを加える

Iシャーレにてインキュベート 37℃ 3hr | 

↓ 洗浄

1感作羊赤血球を加え，インキュベート 37℃ 1hr | 

↓ 
I洗浄，固定，染色 I

↓ 
圧

図 2 マクロファージの貧食能評価のための実験方法
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のグループに分け，光照射のグループは，さら

に各々の光を照射時間を変えて照射した。各群

でシャーレは 3枚づつ用意した。また，照射光

強度は光源とシャーレの距離を変えることによ

って，シャーレ上で0.07mW/cm'になるように調

整した。強度の確認は OpticalPower Meter (44 

XLA, Photodyne Inc., USA)を用いて行った。

つぎに，余分な色素とマクロファージ以外の細

胞を取り除き ，さらに 3時間培養した。なおマ

クロファージの活性度は， Biancoら12)の方法，

即ち 3時間培養後のシャーレに，IgG抗体を感

作した羊赤血球 (0.5%）を入れ， 1時間培養後

に Giemsa染色を行ってマクロファージが貪食

した赤血球を各々のシャーレで 3回づつカウン

トして評価した。

3.3 移植したヒト癌への光免疫療法

ヌードマウス (BALB/cAJcL-nu, 5週齢，

雄）の右背部皮下にヒト肺癌（細胞数 ：107個）

を移植した。6週後腫瘍が直径20mm程度に増大
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固 3 羊赤血球を貧食 したマクロファージ
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図4 光の波長の違いによるマクロファージの貧食能の差

したところで，処置群と対照群に分けて，処置

群へはルミン (500ng/me)を腫瘍部局所に0.1me

ずつ 6回に分けて注射し， 1日おきに 2週間波

長780nmの半導体レーザ光を体表面から腫瘍内

部に照射した。この場合の光照射は皮附を通す

必要かあるために光強度は 2mW とやや高い強

度で直接腫瘍部へ 1分間照射した。同時にルミ

ン混入の飲料水を作成，第 1回目の処置後自由

摂取させてマウス 1匹当たり 1日平均約0.02μg 

のルミンが経口投与されるようにした。免疫機

能の評価はマウス末梢血を採取して，各リンパ

球にモノクローナル抗体をラベルした後フロー

サイトメトリ (FACStar, Becton-Dickinson, 

USA)により細胞数10外固をサンプリングして，

リンパ球の分布パターンから免疫機能を評価し

た。

4.結果と考察

図 3に羊赤血球を貪食したマクロファージの

顕微鏡写真を示す。この図から貪食した羊赤血

球の数と貪食にかかわったマクロファージの数

から，次式の Biancoらの方法によって貪食能

(Ingestion Index) を評価 した。

貪食能＝（赤血球を貪食したマクロファージの

数） x （マクロファージ 1個が貪食し

た赤血球の平均の数）

その結果，図4に示すようにマク ロファージ

の貪食能はルミンの高い吸光度をもたらす波長

の光 （図 1参照）によって明らかに高かった。

したがって吸収ピークが最大に近い770nmの波

長の光照射であれば，最もマク ロファージの貪
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図 5 半導体レーザー光の照射量によるマクロファージ貧

食能の変化 （ルミン濃度． 0, 5, 50 ng/m£) 
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食能か高まることが窺われた。また，光の照射

量については，照射時間を変えて検討した結果，

図5に示すように20-30secの間，すなわち照射

エネルギーが約 2x10-3J/cm'で貪食能か高く，照

射エネルギーが大きくなるとやや減少する傾向

か得られた。 しかし，光照射のみの場合，同図

（ルミンlOng/me)に示すように貪食能に顕著な

差は見られず，このことから，この程度の微弱

光では細胞への影響はほとんどないことか考え

られた。一方，ルミンの濃度については同図の

5と50ng／面を比較すると明らかに高い濃度では

光照射により貪食能が減少することから，ルミ

ンと光との間には相乗効果的に最適な濃度と照

射量があることが窺われた。

ヌードマウスヘ移植したヒト癌の対照群はい

ずれも図 6(A)のように癌が増大した。 しかし処

置群に於ては処置後 4週頃から腫瘍部はルミン

(A) 

の局所注入部を 中心にして次第にコラーゲン増

殖による搬痕化が進み，12週ではほ‘‘全体が搬痕

化した （同図（B)）。 さらに腫瘍部が萎縮したマウ

スが得られた （同図（C)）。 一方，癌および周辺の

組織切片の顕微鏡による観察の結果，癌細胞ヘ

のリンパ球，マクロファージの集合や，線維芽

細胞の活性化によって増殖したコラーゲンが癌

腫部を封じ込め癌増殖を抑制していることが観

察されており，このことから本法の癌治療の大

きな作用の一つはこのコラーゲンが最終的に癌

増殖を抑制することが示唆された。これらのマ

ウスの末梢血リンパ球の分布の一例を図 7(A)に

示した。同図 FL1はB細胞認識抗体 (I-Ad)

との反応強度を， FL2はT細胞認識抗体 (Thy

1, 2)との反応強度を表 している。つまり ，

分画 1はT細胞を， 4はB細胞を等高線により

反応強度とその細胞数を表 している。B細胞に

対する T細胞の割合をT/B比として各マウスに

ついて表すと図 7(B)のような結果が得られた。
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この図から癌が増大した対照群マウスの末梢血

はT/B比が0.29と低く ，処置群ではT/B比が

0.61と0.63で明らかに高か った。

ヌードマウスは本来胸線か欠如 しているので

T細胞は存在し ないとされていたが，近年 Chen

らは胸腺外T細胞の存在を報告し，それが加齢

により変化する ことを報告している 13)。また，本

研究ではヌードマウスを用いたが， Kennedyら

もT細胞を検討するうえでヌードマウスは有効

であると報告している日）。T/B比については，

MoertelらがT/B比の高いものか癌患者のサバ

イバルがよいこと 15>,Kikuchiらは癌腫部でT

細胞が癌免疫において主要な役割を果たすこ

と16>,Shimokawaraらは癌腫部でB細胞に対す

るT細胞の割合が多く， T細胞の癌腫部への浸

潤が弛いはうが患者の予後がよいことを述べて

いる 17）。本研究でもヌ ー ドマウスのT/B比は11

-13週齢ではほピークとなり ，その後徐々に減

少 して，本実験で用いたマウス と同週齢（約40

週齢）ではT/B比は0.15であった（図 7）。 こ

のことは，癌のない正常なヌードマウスのT/B

比はもともと低いが，癌の発生により生体の細

胞性免疫反応は高ま りT/B比か増加するか，未

処置群では治癒するまでには至らず，光免疫療法

すなわちルミン投与と光照射によって癌治療の

免疫機能が早期に改善されたことが考えられた。

5.ま と め

以上のことから 1)ルミン投与による免疫作

用はその光吸収ピークに合わせた光の照射によ

り著し〈高まる こと， 2）癌細胞は近赤外光照

射とルミンによ って改善 した免疫機能によって

増殖が阻止され，さらに活性化 した線維芽細胞

からのコラーゲンによって封じ込められ，搬痕

化， あるいは萎縮することが示された。これま

でもレーザ光と感光色素（ヘマ トポルフィ リン

誘導体など）を用い た光化学療法があるが，本

法はこのような直接癌細胞を破壊するものでは

なく，生体本来の免疫機能を改善して免疫学的

に癌細胞を破壊すること，さらに線維芽細胞か

ら増殖した コラーゲンが最終的に癌腫部を封じ

込めるもので，光化学療法とはメカ ニズムが全

く異なり ，副作用の無い細胞賦活剤ルミンをベ

ースとして癌治療を行うものである。 したがっ

て本法は新しい癌治療のための光免疫療法とよ

べるものである。
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