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光感受性物質としてeOsin ye1lowを用い,ア ルゴンレーザー光照射により発生する蛍光を観察する

ことによる悪性腫瘍の肉眼診断が,食 道癌に応用しうるかを検討した。手術前にeosin yellow 10mg/

kgを 点滴静とし,レ ーザー光線を手術標本,特 に癌腫,外 膜,転 移 リンパ節および非転移 リンパ節,

および脂肪組織に照射し,eOsin yellowの蛍光を観察した。その結果,手 術48時間前に投与した食道

癌 7症例中,癌 腫100%(5/5例 )お よびほとんどの転移 リンパ節94.4%(17/18個)に 蛍光がみられ,

外膜,非 転移 リンパ節 0%(0/8個 ),お よび脂肪組織では蛍光がみられなかった。以上より,eosin

yellowを用いた食道癌に対する術中肉眼診断は可能であると思われた。

索引用語 t eOsin yellow,アルゴンレーザー光線,photodynamic erect,食 道癌

あると思われる.現 在,光 感受性物質としてはhema―

toporphyrin誘導体が用いられているが,われわれは,

かつてEosin‐Licht‐Bchandlungのに使用されたeosin

ye1low(eosin Y)が本診断法の光感受性物質として使

用しうるのではないかと考え,今回,eosin Yの悪性腫

易内停滞性および急性毒性を実験的に検討し,さらに,

臨床的に食道癌症pllに対して応用しうると思われたの

で報告したい。

II.検討対象および方法

1.基 礎的検討

1)Eosin Yの悪性腫瘍内停滞性

ICR系 マウス(female,5～8週)の側腹部皮下に移

植腫瘍 S‐180を5X106/mOuSe注入し,移植腫瘍が直径

5～7Hlmに成長した時点で,各 マウス腹腔内にeosin

Y10mg/kgを 注入し, 3時間, 6時間,12時間,24時

間,48時 間後に腫瘍を摘出し資料とした。各時間群の

実験動物数は5匹で,ёosin Yの腫瘍内濃度預J定と蛍

I. はじ8めに

レーザー光線は1960年Maimanl)によってはじめて

発振されて以来,各 分野での応用が考えられてきた。

そして,医 学領域でも, レーザー光線の単色性 ・高輝

度などの特性を利用し,近 年腫瘍親和性を有する光感

受性物質とレーザー光照射による光化学反応を利用し

た悪性腫瘍の診断と治療が臨床的に試みられてい

る21-0。_方 ,医療機器の進歩によって,癌腫の浸潤状

況に対する術前診断が可能となってきた現在において

も,手 術中に癌腫の浸潤状況を確実に知ることは必ず

しも容易ではない。そこで,光 化学反応を利用した悪

性腫瘍 の肉眼診断法 (photodynamic diagnosis,

PDD)が 癌腫の術中診断に応用できれば,腫 瘍浸潤範

囲の決定,癌 腫のリンパ節転移の有無などに有用性が
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腫,外 膜,転 移 リンパ節および非転移 リンパ節,お よ

び脂肪組織に照射 し,536nmを ピークとす る光の約

50%を 通過 させるフィルターを通 して行った。Eosin

Yの 蛍光は肉眼的にみ られないものおよび23tとんど

みられないものを無,明 らかにみられるものを有と判

定した。

IH.結   果

1.基 礎的検討

1)Eosin Yの 悪性腫瘍内停滞性

悪性腫瘍 と筋組織内の eosin Yの 濃度比は 3時 間後

でもっとも高 く14,1であった。そして, 6時 間後7.5,

12時間後3.5,24時間後2.3,48時間後2.7と減少したが,

検討時間内において筋組織内より悪性腫瘍組織内での

濃度は高かった(表 2)。 なお,統 計学的には 3時 間後

と6時 間後に有意差 (た2検定,p<0.05)が みられた。
一方,腫 瘍におけるeosin Yの 蛍光は投与 3時 間か

ら24時間後までは強度にみられ,48時 間後では軽度に

認められた。非投与群の腫瘍にも蛍光が軽度に観察さ

れ,非 投与群の腫瘍および筋組織に eosin Yが 検出さ

れたが,正 常の組織成分中にも蛍光分析法によって

eosin Yと 同様の蛍光パターンを有する成分が含まれ

ているためと思われた。

以上の結果から,eosin Yは 検討した時間内(3～ 48

時間)に おいて,対 照 とした筋組織に比べ,悪 性腫瘍

内停滞性があると思われた。

表2 Eosin Yの 悪性腫瘍内停滞性と蛍光観察の結果

間   隔

(時間 )

Eosin Y ru/q tisse
蛍光の程度

悪性座々 筋祖機 悪性距車′筋組織の比

対 照 14.2と5,7 10.1とS.2 軽 産

3 230■ 133. 16.9±48 高 度

6 91.2±49.0 12.2と2.2 高度

20.0と12.0 3.3と4.1 3 5 高度

33.7主54 14.8=9.0 2 3 高 度

185■10.4
n=4) 3.9と3.2 2 7 軽 度

ni5

表 3 Eosin Yの急性毒性試験 (Wister系ラット静脈
内注入)

光観察に供 した。Eosin Yの腫瘍内濃度測定は蛍光分

析法により求めた。Eosin Yは波長270nm～ 518nln内

に励起波長を持ち,536nmを ピークとする蛍光を発す

る色素である。腫瘍の蛍光観察は光源 としてアルゴン

レーザー光線 (Spectra Physics Model 165,4 Watts)

を用い,腫 瘍から15cmの 距離で波長514.筑mの 光線

を出力400mWで 照射し,536nlnを ピークとする光の

約50%を 通過させるフィルターを通 して行った。なお,

対照の組織 としては検討した時間常にてレーザー光照

射により蛍光のほとんどみ られなかった筋組織 とし

亨( = .

2)Eosin Yの 急性毒性試験

7週 齢のWister系 ラットの雄 (260～300g),雌

(170～200g)各10匹に対し,生 理食塩水に溶解した

eosin Yをラットに濃度406～875mg/kg(8段 階に濃

度分割)を 静注し,投 与後 3日間の一般症状を観察し

た。また,累積死亡数からLichttld―Wilcoxon法的によ

りLD50値を求めた。

2.臨 床的検討

1)対 象

対象は1983年10月から1985年12月までに筑波大学附

属病院および関連施設にて手術を施行した食道癌症例

12例である.対 象12例中 1例は対照例である (表1).

性別は全例,男 性であり,年 齢は55～72歳(平均65歳)

に分布している。なお,食 道癌の組織型は全例,扁 平

上皮癌であった。

2)方 法

Eosin Yの投与量は10mg/kgと し,手術約12時間前

(4例 )お よび48時間前 (7例 )に 点滴静注した。腫瘍

の蛍光観察は光源として出力400mW,波 長514.5nln

のアルゴンレーザー光線(Spectra Physics Model 165,

4 Watts)を用い,光 線を手術標本との距離15cmで癌

表 1 検 討対象

症例  年齢/性  鶴晟こ覇鯨

波 な  型
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2)Eosin Yの 急性毒性試験

最少致死量は雄では562.5mg/kg,雌では437.5mg/

kgで あり,LD50値は雄では600mg/kg,雌では560mg/

kgで あった(表3).以 上より,eosin Yは極めて低毒

性の化合物であると思われた。EOsin Yの中毒症状と

して自発運動の抑制,立 毛運動,流 涙および呼吸抑制

などがeosin Y 500mg/kgを投与した雄および437.5

mg/kg投 与したlltにみられ,ま た,投与量が増加する

と, これらの症状はより高率に認められた。死因は呼

吸困難によるものと考えられた。生存したラットでは

この中毒症状は24時間から48時間後には消失した。 し

たがって,eosin Yの 中毒症状は中枢神経の抑制によ

るものと考えられた。

2.臨 床的検討

手術12時間前にeosin Yを投与した4例全例に癌腫

には蛍光が認められ,外 膜には蛍光が認められなかっ

た(表4)。また,転 移 リンパ節を有した3例 4個全例

に蛍光が認められた。しかし, 44/11中3例に脂肪組織

には蛍光が認められ,転 移のないリンパ節を有した4

例10個中 1例 3個 に蛍光が認められた。一方,手 術48

時間前に投与した7例中5例では全例に癌腫には蛍光

が認められ,外 膜には蛍光は認められず,ま た,脂 肪

組織には蛍光が認められなかった.転 移のないリンパ

節について検討した6例 において, リンパ飾8個すべ

てに蛍光は認められなかった。転移 リンパ節について

検討した 5例において, リンパ節18個中17個(94.4%)

に蛍光が認められたが, 5例 中 1例の転移 リンパ節 8

個中 1個に蛍光が認められなかった。この蛍光のみら

れなかったリンパ節は凍結迅速標本にて癌陰性であっ

たが,永 久標本にて癌陽性となったものであり, また

蛍光の観察がリンパ節の表面だけにおわっていたもの

であった。

3,症 例

表4 検 討結果

肉 眼 的 営 光
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図 1 手 術48時間前にeosin Yを投与した症例 9の手

術標本である。写真では標本の口側を右側にし癌巣

部が外膜側より切開されている.

図 2 図 1の腫瘍切開面の蛍光をみたところである。

露出した癌腫には蛍光が認められたが,外 膜には蛍

光が認められなかった.

手術48時間前に eosin Y 10mg/kgを 点滴静注によ

り投与した症例 9を 塁示する(表4).手 術標本の癌巣

部を外膜側より切開し癌腫を露出させ(図 1),ア ルゴ

ンレーザー光線を照射した。その結果,露 出した癌腫

に一致して蛍光が認められたが,外 膜では蛍光はみら

れなかった (図2).

I V . 考 察

Hematoporphyrinは腫瘍に親和性を有することが

知 られてお り,hematoporphyrinを光感受性物質 とす

る腫瘍の PDDお よびphotodynamic therapy(PDT)

がすでに検討 されている。1954年Rassmussenらりが

各種 の癌 腫 と リンパ管 組 織 の診 断 に高濃 度 の

hematoporphyrinを用いた PDDに よる肉限診断法を

試み,大 腸癌では赤い蛍光がみられ,周 囲組織には蛍

症例  簿岳品品鍋 お腫 外 康 脂 肪 転 移 リンパ節 非 転移 リンパ節

対照   無   無   ―

12    有   蘇  有

12   有   無  有

12   有   無  有

12   有   無  蘇

48    有   無   無

48    有   無   無

48    有   無   無

48    有   無   無

43    有   無   無

48    -  ―   ―

48    -  ―   ―

1 / 1

1 / 1

2′2

3 / 3

5 / 5

1 / 1

7 / 8

1 / 1



光がみられなかったことを報告している。現在も光感

受性物質と光線による光化学反応を応用した診断およ

び治療がさかんにおこなわれているケ0が, これらは

1960年Lipsonら1いによる腫瘍停滞性にすぐれた光感

受性物質としてのhematoporphyrin誘導体 (HpD)の

開 発, D o u g h e r t y らに よ る I l u o r e s c e i n l l ) と

hematoporphyrinlのによる光化学治療の基礎的検討に

続く,HpDを 用いた皮膚および皮下の転移を含む悪性

腫瘍に対する治療成績の報告りによって進歩したとい

える。また,光 化学反応を応用した悪性腫瘍の診断は

Pronoらのにより早期肺癌に試みられた。本邦でも,早

田ら1ゆがイヌ実験肺癌に対するHpDを 用いたPDD

の基礎的検討,肺 癌に対する診断)と治療りを報告し,

本邦におけるこの領域における研究の一歩がおしすす

められた。そして今日では,早 田らの手技は瞳癌の治

療りにも応用されている。

今回われわれが光感受性物質として用いたeOsin Y

は,1900年 0.Raablつによって始められた光化学反応

の研究の中で,Pramecium caudatumを殺す作用のあ

る光感受性物質の 1つ として指摘され,緑 色の光線と

の組合わせにてその作用が最大であると報告された色

素である.また,eosin Yは殺細胞作用および反酵素作

用などから1903年Tappeinerらのによって光感受性物

質として注目され,各 種皮膚病変を含む皮膚癌に対し

て塗布および注入された。その結果,皮 膚癌について

は腫瘍周堤の平担化などがみられ,eosin Yを 用いた

光化学反応による腫瘍の治療が可能であることが示唆

された。また,1961年Bellinlゆは,eOsin Yにはin vitro

にて,Gardner lymphosarcoma(6C3HED)や sar,

coma 180に対する光化学反応がみられ,6C3HED細 胞

1個について2,34×10~16m01eSという単位のeosin Y

による光化学反応がおこることを報告している。われ

われのマウスを用いた実験的検討では,eOsin Yは 正

常組織に比べ,投 与 3時間～48時間において悪性腫瘍

内に停滞性を有すると思われた。また,eosin Yの最小

致死量はラットの雄では562.5mg/kg,雌437.5mg/kg,

LD50値は雄では600mg/kg,雌では560mg/kgで あり,

L i p s O n ら1 0 ) によ り報 告 され た H p D お よ び

hematOporphyrinのネズミにおける最小致死量が150

mg/kgお よび300mg/kgで あることを考慮すると,

eosin Yは低毒性の化合物であると思われた。

これらの基礎的検討を参考に,eosin Yを 光感受性

物質とするPDDを 臨床的に食道癌に対して応用し

た。そして,正常組織の3.5倍の組織内濃度であった12

Eosin yellowとァルゴンレーザー光線 日消外会誌 20巻  4号

時間前投与よって食道癌症例 4211に試みた。その結果,

癌巣および転移 リンパ節には蛍光が認められ,外 膜に

は蛍光が認められなかったが,脂 肪組織および非転移

リンパ節にも蛍光が認められ,投 与一手術時間が12時

間では食道癌の術中視野でのeosin Yを用いたPDD

は困難であった。そこで,実験的には2.7倍の組織内濃

度であった48時間前投与によって,食 道癌症例 7例に

対して再びPDDを 試みた.そ の結果,痛 巣では100%

(5/5例),転 移 リンパ節では94.4%(17/18個)に 蛍光

が認められ,蛍 光の認められなかった転移 リンパ節 1

個での偽陰性の原因は, リンパ節内の一部に存在する

癌巣に対し,表 面のみからの観察におわっていたため

であると考えられた。また,外 膜 (0/5例),脂 肪組織

(0/54/1),および非転移 リンパ飾 (0/8個)に は蛍光が

みられなかった.そ こで,eosin Yの投与―手術時間が

48時間の食道癌症例ではアルゴンレーザー光線を組合

わせたPDDは 可能であると思われた。

V . 結 語

Eosin Yと アルゴンレーザー光線を組合わせた

PDDに ついて基礎的ならびに臨床的に検討を行った。

その結果,

1.基 礎的検討

1)マ ウスによる動物実験から,eOsin Yは正常組織

に比べ,投 与 3時間～48時間において悪性腫瘍内に停

滞性を有すると思われた。

2)Eosin Yの 最少致死量はラットの雄では562.5

mg/kg,雌 では437.5mg/kg,LD50値は雄では600mg/

kg,雌では560mg/kgで あり,eosin Yは極めて低毒性

の化合物であると思われた。

3)以 上の結果から,悪性腫瘍に対するeosin Yとア

ルゴンレーザー光線を組み合せたPDDは 可能である

と考えられた。

2.臨 床的検討

基礎的検討結果を参考に,食 道癌症例に対 して

eosin Yを光感受性物質とするPDDを 試みた。その結

果,eOsin Yの 投与―手術時間が48時間の症例にぉぃ

ては癌巣では100%(5/5例),転 移 リンパ節では94.4%

(1718個)に 蛍光がみとめられ,外 膜 (0/5例),脂 肪

組織 (0/5例)お よび非転移 リンパ節 (0/8個)に は蛍

光がみられなかった。

以上の結果から,食 道癌症例に対し,手 術48時間前

にeosin Yを投与することにより,術 中のアルゴン

レーザー光照射によるPDDは 可能であると思われ

た。
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