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超音波療法（SDT）と超音波増感剤	


DEG	
 ATX-70	


Tsuru H, et al., Free Radic. Biol. Med. 53(3), 464-72, 2012.	


PpIX	


ALA	


Chlorin e6 derivatives	
サン・クロレラHPより	


Canaparo R, et al., Anticancer Res. 26(5A), 3337-42, 2006. 
Ohmura T, et al., Anticancer Res. 31(7):2527-33, 2011. 

Yumita N, et al., Anticancer Res. 31(2), 501-6, 2011.	




SDT・免疫併用療法（医療法人再生未来での実施例）	


ACT4211 (SF1, 25-100 mg/点滴）	


5-ALA (1 g/経口）	


Wang X, et al., Integr. Cancer Ther. 7(2), 96-102, 2008. 
Wang X, et al., Integr. Cancer Ther. 8(3):283-7, 2009.	


Zhou S, et al., Cell Signal. 20(4), 695-704, 2008.	




20130718!5ｘ10^3/well in 190 µL!
20130719!Added 10 µ L ALA or ACT4211!

|!4-h incubation!
|!MC to growth medium 200 µL!
|!5-min PDT!

V!72-h incubation!
20130722!WST-8 MTT!
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ALAとACT4211によるPDT抗腫瘍効果の違い	
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目的	


　ALAおよびTin Chlorin e6の超音波増感剤としての可能性を検証
するために、動物モデルである発育鶏卵を用いて両薬剤の薬物動
態と超音波増感によるin vivo抗腫瘍活性を評価した。	




0 

100 

200 

300 

400 

500 

600 

700 

10 min 30min 1h 3h 5h 7h 

Ti
n 

C
hl

or
in

 e
6 

(p
m

ol
)	


Incubation Time	


0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

10 min 1 h 3 h 5 h 7 h 15 h 

P
pI

X
 (p

m
ol

)	


Incubation Time	


EMT6/KU細胞に対する5-ALA＆Tin Chlorin e6の取込量の経時変化	


1)	
  7.5×104	
  cellsをφ6シャーレに播種し24	
  h培養	
  
2)	
  24	
  h培養後(3.0	
  ×106	
  cells)、ALA	
  (1	
  mM,	
  5	
  µmol)またはTin	
  Chlorin	
  e6(100	
  μM,	
  0.5	
  µmol)を添加	
  
3)	
  PBSで洗浄し2%-­‐Triton	
  X-­‐100で細胞をホモジナイズして薬剤を抽出	
  
4)	
  15,000rpm	
  ,	
  10minで遠心分離を行い上清(100	
  μl)を蛍光測定 (excitaJon	
  :	
  410	
  nm	
  	
  	
  emission	
  :	
  630	
  nm)	


ALA	

PpIX	
 Tin Chlorin e6	
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Probe: 6mm (0.184cm2)  
Frequency: 986 kHz 
Duty Cycle: 20% 
Irradiation time: 1 min   

ALAおよびTin Chlorin e6の超音波増感による抗腫瘍活性	
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1)	
  96wellプレートに2.5×102	
  cells/wellのEMT6/KU細胞を播種	
  
2)	
  5	
  h培養後、生食もしくは5-­‐ALA	
  (1	
  mM)を添加	
  
3)	
  5	
  h培養後、PBSでwashし遠赤外光で保温しながら超音波を照射	
  
4)	
  72	
  h培養後、WST-­‐1試薬を添加し1.5	
  h反応させて吸光度測定	
  

1)	
  96wellプレートに1.0×103	
  cells/wellのEMT6/KU細胞を播種	
  
2)	
  24	
  h培養後、メイロンもしくはTin	
  Chlorin	
  e6	
  (0.5	
  mM)を添加	
  
3)	
  3	
  h培養後、PBSでwashし遠赤外光で保温しながら超音波を照射	
  
4)	
  24	
  h培養後、WST-­‐1試薬を添加し3	
  h反応させて吸光度測定	
  

**	

*	


*	


*	


*	


ALA	


PpIX	
 Tin Chlorin e6	




光源：LLS-405 VIS LED光源（ＢＡＳ社)	

検出装置：SEC2000-VIS/NIR　スペクトロメーター
SLIT200　蛍光測定装置（ＢＡＳ社)	


腫瘍移植鶏卵モデルによる薬物動態解析	


Day15の腫瘍移植鶏卵にALAorTCe6 
(1 mg/egg）を静注	


	

	


摘出した腫瘍に2％ Triton X-100 in 
DWを添加	


	

	


ホモジナイズして抽出	

	

	


15,000 rpmで15分間遠心	

	

	


上清400 µLを蛍光強度の測定に使用	


光源	


検出装置	




ALA投与後の肝臓・血中・腫瘍内PpIX量の経時変化	
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肝臓・血中・腫瘍内のTin chlorin e6量の経時変化	
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腫瘍移植鶏卵を用いた超音波増感活性の評価法	


Day1：孵卵開始（37℃）	


Day11: EMT6/KU細胞添加	

(2.5×105 cells)	


Day13:リング外し	


Day18:腫瘍摘出	


Day15:ALA (1 mg/egg) を静
注して3時間後超音波照射	


A	


B	


C	


D	


E	




ALAの超音波増感によるin vivo抗腫瘍活性	


Power: 2.5 W; Frequency: 986 kHz; Duty Cycle: 80%; Irradiation time: 10 min 

control	
 ALA 
(1 mg/egg)	


ULS	
 ALA+ULS	
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DPBF法による一重項酸素の検出	


1,3-Diphenylisobenzofurane 
(DPBF)	


DPBFは一重項酸素と選択的に反応して酸化分解されることで	

410 nmの吸光度が低下する。	


M. A. Caine, et al., Dyes and Pigments, 52, 55–65, 2002.	
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PpIX＆Tin Chlorin e6の超音波照射による一重項酸素の生成	
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Power: 2.5 W　　 
Frequency: 986 kHz　	

Duty Cycle: 80%  
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近赤外発光法による一重項酸素の検出	


PpIX Me (2.25 mM/benzene-d6)	
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Kikuchi A, et al., J. Phys. Chem. A, 117, 1413-7, 2013.	


Power: 0.0283 W; Frequency: 986 kHz; Duty Cycle: 100%  

近赤外分光測光装置（浜松ホトニクス社）	


PpIX Me	


TCe6 Me	




まとめ	


　ALAおよびTin Chlorin e6は超音波との併用により有意なin vitro
抗腫瘍活性を示した。また、腫瘍細胞への取込については、ALA
はEMT6/KU細胞への取込効率が低いか、もしくはPpIXの排出作
用によりTin Chlorin e6に比べて3オーダー低い取込率を示した。一
方、腫瘍移植鶏卵モデルにおいては、 ALAはTin Chlorin e6と比較
して約1/2の腫瘍への取込量であり、腫瘍血管への集積が示唆さ
れた。超音波増感によるin vivo抗腫瘍活性については、超音波単
独群およびALA＋超音波群が有意な抗腫瘍活性を示したが、 ALA 
による増感作用は認められなかった。なお、PpIXおよびTin Chlorin 
e6は超音波照射による一重項酸素の生成がDPBF法によって示唆
されたが、1,270 nm付近の発光スペクトルは検出されなかった。	


　以上の結果より、発育鶏卵を用いたin vivo評価系は超音波増感
剤の薬物動態と抗腫瘍活性の評価に有用であることが示された。
ただし、ALAおよびTin Chlorin e6は全く異なる細胞内取込および薬
物動態を有するため、腫瘍細胞の選択が大変重要である。	



