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第１章 研究の背景 

 

1-1 転移性脊椎腫瘍の疫学的特徴 

骨は肺や肝臓に次ぐ癌転移の好発部位である。我が国における詳細な疫学デ

ータはないが、本邦における骨転移癌患者は約15～25万人と推定されている[1]。

癌の骨転移は進行すると激しい疼痛や病的骨折、高カルシウム血症などの併発

が問題となる。脊椎は骨転移の約40%を占める好発部位であり[2]、硬膜外への

腫瘍進展による脊髄圧迫を原因とする四肢麻痺が脊椎転移癌患者の5%～20%に

発生し[2-5]、患者の生活の質（QOL）を低下させ生命予後を悪化させる[6]。 

 

1-2 乳癌骨転移の特徴 

 我が国における乳癌の5年生存率は87.7%と高く[7]、近年罹患率が年々上昇し

ているが[8]死亡率の上昇は比較的ゆるやかであり[9]長期の生命予後が望める

癌である（図1）。一方乳癌で死亡した患者の69%に骨転移が認められた[10]と

いう報告がある他、骨転移がある乳癌患者の46%に1年以内に骨折や四肢麻痺を

始めとする骨関連事象が発生していた[11]という報告もある。脊椎転移の原発

部位は乳癌が最も多いとされており[12, 13]、脊椎転移を始めとする骨転移が

乳癌患者のQOL低下の原因として多くを占めていると言える。 
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1-3  転移性脊椎腫瘍に対する外科治療の問題点と望まれる治療法 

近年転移性脊椎腫瘍に対する有効な外科的治療法として椎体全摘術（図2）が

開発され[14-16]、症例によってはQOLの改善が見込めるようになった[17, 18]。

しかしこれは依然として侵襲が大きい治療法であるため手術適応となる症例が

極めて少なく、実際には一時的な症状緩和のための手術が適応となることが多

い。また外科手術の際、脊椎は大血管や脊髄・馬尾神経など切除不可能な重要

組織が隣接するという解剖学的特徴から辺縁合併切除が困難であることが多い。

そのため残存腫瘍からの再発がしばしば問題となる[3, 19]。再発後の治療は放

射線治療などに限られてしまう[3]。 

一方転移性脊椎腫瘍による癌性疼痛に対する低侵襲な外科治療として近年経

皮的椎体形成術[20]や経皮的ラジオ波焼灼術[21]およびこれらを組み合わせた

経皮的治療法[22, 23]が開発され臨床応用されている（図3）。 

より多くの転移性脊椎腫瘍患者のQOLを維持するために臨床現場ではより低

侵襲で効果的な治療法の開発が望まれている。しかし転移性脊椎腫瘍における

神経圧迫による四肢麻痺に対する低侵襲で有効な治療法は未だ確立されていな

い。 
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1-4 光線力学療法の原理と組み合わせ 

光線力学的治療（photodynamic therapy: PDT）とは、光感受性物質とレーザ

ー照射を組み合わせた侵襲の少ない治療法である。そのメカニズムは、光感受

性物質が特定の波長の光の暴露により光エネルギーを吸収し基底状態から励起

状態に転位し、再び基底状態に戻る際に一重項酸素やフリーラジカルなどの活

性酸素が発生し細胞のアポトーシスを誘導して壊死させることとされている

[24]。正常組織に大きな傷害を与えることがなく低エネルギーで病変部を選択

的に治療することができ、細いプローベを利用したレーザー照射により悪性腫

瘍を始めとして様々な病変の治療に応用されており[25]、我が国においては早

期肺癌、早期食道癌、胃癌、早期子宮頸癌および加齢黄斑変性に対して保険適

用されている。これらの治療には光感受性物質として腫瘍親和性のあるポルフ

ィリン関連化合物が用いられ、対応する光として一般に600 nm付近の赤色光線

が組み合わせて用いられている。また、原発性骨軟部腫瘍に対するアクリジン

オレンジと青色励起光を組み合わせた光線力学療法が一部施設で臨床応用され

ている[26, 27]。 

一方シアニン系色素として肝機能検査[28]、心機能検査[29]および眼底検査

[30]において臨床使用されているインドシアニングリーン（ICG）は810 nm付近

の近赤外光に最大吸光特性があることが知られており[31]、PDTへの応用を目指
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した研究が様々な領域で行われている[32-38]。前述したPDTのメカニズムによ

り一重項酸素が産生される[39]ことに加えてICGは近赤外光により分解され、そ

の分解産物がさらに細胞活性を低下させる[40]ことも報告されている（図4）。

またICGは投与後の遮光が不要であり光感受性物質として現在主流であるポル

フィリン関連化合物と比較して患者管理の必要性が少なく、今後臨床への応用

が期待されている。しかしICGは全身投与後早期に肝臓で代謝され[31]、腫瘍選

択性はないとされている。 
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第2章 研究の仮説と目的 

 

2-1 仮説 

転移性脊椎腫瘍に対するこれまでの外科治療法では微少転移巣を含めた完全

切除および摘出は困難であり、局所の微少残存腫瘍を殺傷できる効果的な追加

局所治療法があればより患者のQOLと予後の改善が期待できるのではないかと

考え、その一つとしてPDTの可能性を考えた。光感受性物質には古くから臨床応

用され安全性が担保されているICGを用い近赤外レーザー照射を組み合わせる

ことで、転移性脊椎腫瘍の局所治療を行い運動機能の維持が可能になるとの仮

説を立てた。なおICGには腫瘍選択性がないことからICGの投与法の違いにより

治療効果に差が出るのではないかと考えた。 

 

2-1 目的 

本研究の目的は、①ICG と近赤外レーザー光を利用した光線力学療法が乳癌細

胞の細胞増殖に与える影響を検討すること、および②脊椎転移乳癌モデル動物

に対する光線力学療法が下肢運動機能の維持に有効かを検討することであり、

転移性脊椎腫瘍に対する新しい局所治療法の可能性を明らかにすることである。 
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第3章 材料と方法 

 

本研究における動物実験は筑波大学動物実験取扱規程に従い、筑波大学動物実

験委員会の承認を得て行った。 

 

3-1 材料 

3-1-1 細胞株 

細胞株はラット乳癌細胞である CRL-1666（American Type Cell Culture より

入 手 ） を 用 い た。 細 胞 培 養 は Dulbecco's modified Eagle's medium 

(SIGMA-ALDRICH, Tokyo, Japan) に 10% fetal bovine serum (以下すべて GIBCO, 

invitrogen Japan K.K.より入手)、80.5 pg/ml streptomycin、80.5 U/ml 

penicillin を添加した培養液を使用し、37℃、5% CO2の環境下で行った（図 5）。

実験には増殖期の細胞を用いた。 

 

3-1-2 実験動物 

実験動物は Fischer 344 ラット（オリエンタルバイオより入手）の雌を合計

56 匹使用した。筑波大学生命科学動物資源センター内で飼育および管理した。

動物実験における麻酔はペントバルビタールナトリウム（ソムノペンチル、共
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立製薬 東京）32.5 mg/kg 体重を腹腔内投与し全身麻酔とした。実験終了時に

は同 130.0 mg/kg 体重を腹腔内投与し安楽死させた。 

 

3-1-3 使用機器と材料 

近赤外レーザー装置は外科手術などで臨床使用されている医用半導体レーザ

ー（UDL-15、オリンパス 東京）を用いた。レーザーの波長は 810 nm±20 nm、

最大出力は 15 W である。実験においては先端径 600μm で直射タイプのレーザ

ープローベ（DM-6065、オリンパス 東京）を用いた（図 6）。なお PDT におけ

る光感受性物質である ICG はジアグノグリーン（25mg/V、第一三共 東京）を

用いた。 

 

3-2 方法 

3-2-1 in vitro による細胞増殖抑制効果の検討（実験 1） 

1) 乳癌細胞に対する光線力学療法 

96 ウェルプレート（IWAKI 東京）計 18 枚を用い、培養した細胞をプレート

の左上 16 ウェルに、1ウェルにつき 2.0×104個（培養液 100μl）ずつ播種した。

以下の 4群に分類した（図 7）。 
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・control 群（4枚）：24 時間毎に通常の培養液 100μl で培地交換した。 

・laser 群（5枚）：通常の培養液で 24 時間培養後、phosphate-buffered saline 

 (PBS)100μl でリンスし、照射を行った。照射後通常の培養液 100μl を添加 

して培養を継続、以後 24 時間毎に control 群と同様に培地交換した。 

・ICC 群（4枚）：64.5 μM ICG を混合した培養液で 24 時間培養後、control 

群と同様に培地交換した。 

・PDT 群（5枚）：64.5 μM ICG を混合した培養液で 24 時間培養後、PBS100 

μl でリンスし、照射を行った。照射後通常の培養液 100μl を添加して培 

養を継続、以後 24 時間毎に control 群と同様に培地交換した。 

 

プローベは 16 ウェルが同時に照射できるように上方にセットし、プレートの

蓋を除いて照射を行った（図 8）。照射出力は 10 W、連続照射モードで 30 秒間

（合計エネルギー18.8 J/cm2）照射を行い、設定時間後自動的にオフとなるよう

にセットした。 

 

2) WST-1 アッセイによる生細胞数の定量化 

治療後の生細胞数は WST-1 アッセイ（Roche Diagnostics Japan 東京）によ

り評価した。WST-1 はテトラゾリウム塩の１つで生細胞のミトコンドリア内に取
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り込まれると代謝されて赤色から暗赤色に変化する。この発色溶液の吸光度を

測定することで生細胞数を定量評価することが可能である。WST-1 は MTT や MTS

といった細胞活性試験に用いられる他の試薬と異なり前処理が不要なため簡便

に測定できる利点があり、得られた吸光度は生細胞数と強い正の相関があると

される[41]。治療後 0、24、48、72 時間（laser 群および PDT 群は 96 時間後ま

で）培養し培地交換を行った後に各群のプレートに 1 ウェルにつき 10μl の

WST-1 をそれぞれ添加した。さらに 1時間培養し、発色した溶液の吸光度をマイ

クロプレートリーダー（MTP-300、コロナ電器 ひたちなか）を用いて測定した

（測定波長 450 nm、対照波長 610 nm）。 

 

3) 統計学的解析による細胞増殖抑制効果の判定 

各群各時間の平均吸光度（n = 16）を算出し、分散分析法（ANOVA）ののち多

重比較（Tukey-Kramer法）を行った（使用ソフト：Statcel ver. 2）。有意水

準は p＜0.01とした。 

 

3-2-2 in vivoによる治療効果の検討 

1) 脊椎転移乳癌ラットの作成 

脊椎転移乳癌ラットはManthaら[42]が提唱したラット乳癌腫瘍片を腰椎椎体
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に直接移植して作成するモデル（図9）を選択した。まずin vitro実験でも用い

た CRL-1666 細胞を培養し、増殖期となった細胞 1×106個を浮遊液（0.1 ml）

としてドナーラットの乳腺近傍の皮下に移植して皮下腫瘍塊を得た。約 1 cm大

となった皮下腫瘍（移植後約9日から10日目）を摘出し、マイクロ手術用器械（攝

子や鋏）を用いて移植用に約1 mm × 1 mm × 1 mm大の腫瘍片とした（図10）。

続いてモデルを作成するFischer 344ラットを腹部正中切開で開腹して腸管をよ

け、腰椎前方に存在する大動脈と大静脈の血管束を同定し、大動脈分岐部直上

で腰椎前面の左側を鈍的に剥離して第6腰椎椎体を確認した。ラットの椎体は前

方凸の形態をしており、左側面に正中から約1 mmの部位に18ゲージ針を用いて

骨孔（直径1 mm、深さ1.5 mm）を作製し、事前に調整しておいた腫瘍片を1個骨

孔内に移植した。最後に腫瘍片の骨孔外への脱出を防ぐため移植後骨孔をハイ

ドロキシアパタイト製ビーズ（直径1.7 mm）でシールし[43]、ナイロン糸で閉

腹した（図11）。 

 

2) 近赤外レーザーによる椎体照射の安全性試験（実験2） 

実験3および4における近赤外レーザーの照射エネルギーを決定するにあたり、

予備実験として照射による医原性下肢麻痺の発生の有無に焦点をあてた安全性

試験を行った。13匹の正常ラット（7週齢、雌）を用い、脊椎転移乳癌ラットモ
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デルを作成する際の手技と同様にL6椎体左側面に骨孔を作成し、プローベを骨

孔に接した状態で照射を行い、以下の4群に分類した。 

・control（1匹）：骨孔作成のみ 

・5J 群（4匹）：出力0.5 W、10秒間（合計エネルギー5 J） 

・10J 群（4匹）：出力1W、10秒間（合計エネルギー10J） 

・20J 群（4匹）：出力2W、10秒間（合計エネルギー20J） 

なお照射は連続モードで行い、10 秒後に自動的にオフとなるようにセットし

た。照射翌日から医原性下肢麻痺の有無を観察し、3日後に安楽死させ後述する

方法で病理組織を観察した。 

 

3) 近赤外レーザー照射単独による治療効果の検討（実験3） 

17匹のラット（5週齢）を用い前述の方法で脊椎転移乳癌ラットを作成した。

7日後に再開腹し、骨孔をシールしていたハイドロキシアパタイトビーズを除去

した後以下の2群に分類して治療を行った。なお、実験2の結果をもとにレーザ

ー照射条件は出力1W、10秒間（合計エネルギー10J）を用いた。 

・control群（C群 7匹）：骨孔にプローベをあてるのみ（無治療） 

・laser照射群（L群 10匹）：骨孔にプローベをあて出力1 W、10秒間（合計 

エネルギー10 J）の照射（図12） 
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なお照射は連続モードで行い、10秒後に自動的にオフとなるようにセットし

た。治療後ナイロン糸で閉腹した。 

 

4) 光線力学療法による治療効果の検討（実験4） 

26匹のラット（9週齢）を用い前述の方法で脊椎転移乳癌ラットを作成した。

7日後に再開腹し、骨孔をシールしていたハイドロキシアパタイトビーズを除去

した後以下の3群に分類して治療を行った。 

・control群（7匹）：骨孔にプローベをあてるのみ（無治療） 

・PDT-L群（9匹）：25 mg/mlのICG水溶液5μlをハミルトンマイクロシリンジ 

を用いて椎体内に形成された転移巣に局所投与し、直後に骨孔にプローベ 

をあて出力1W、10秒間（合計エネルギー10J）照射（図12） 

・PDT-V群（10匹）：25 mg/mlのICG水溶液0.2 mlを尾静脈より全身投与し、3 

分後に骨孔にプローベをあてPDT-L群と同様に照射 

 

照射は連続モードで行い、10秒後に自動的にオフとなるようにセットした。

治療後ナイロン糸で閉腹した。なお、ICGの濃度および投与量に関しては事前に

正常ラットにPDT-L群およびPDT-V群と同じ濃度および投与量で局所投与および

全身投与を行い、医原性合併症が起きないことを確認した。 



 

13 

 

5) ラットの下肢運動機能評価と定義 

脊椎転移乳癌ラットはモデル作成後約10日目から急速に下肢麻痺が進行して

いくという特徴がある[42]。本研究ではラットの下肢運動機能をBassoらが提唱

した21点満点のBBB（Basso-Beattie-Bresnahan）スケール[44]を用いて評価し

た（図13）。モデル作成翌日よりラットの歩容を1日1回毎日観察してスコアリ

ングを行った。評価は各ラットを飼育ケージからプラスチック箱（57 cm × 38 

cm × 30 cm）内に移して約4分間自由に動き回れるようにし、2名の整形外科医

が別々に行った。「実験終了」をBBBスケールが3点となった日もしくは観察時

死亡していた日と設定し、「実験開始」（モデル作成）から実験終了までの日

数を「観察期間」と定義した（図13）。 

 

6) 治療効果を判定するための検討項目と統計学的解析 

・下肢運動機能の推移 

 各群の平均BBBスコアを算出し、Wilcoxon signed-rank testにより比較検討

（使用ソフト：Statcel ver. 2）を行った。有意水準は p＜0.05とした。 

・観察期間 

 各群の平均観察期間を算出し、Log-rank testにより比較検討（使用ソフト： 

同）を行った。有意水準は p＜0.05とした。 
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7) 脊椎標本の病理組織学的観察 

動物実験終了時にラットを前述の方法で安楽死させて腰椎を摘出し、10%ホル

マリンにて固定し脱灰後Hematoxylin and Eosin (H&E)染色を行った。続いて光

学顕微鏡（BX51、オリンパス 東京）を用いて第6腰椎水平断（横断面）の病理

組織学的観察を行った。 
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第4章 結果 

 

4-1 in vitroによる細胞増殖抑制効果（実験1） 

図 14 にラット乳癌細胞に対する PDT 後の吸光度の推移を示す。治療直後（0

時間）における PDT 群の平均吸光度（0.10 ± 0.08）は、control 群の平均吸光

度（0.82 ± 0.32）と比較し約 1/8 であった。また治療後 24, 48, および 72 時

間の各時間において PDT群は control 群と比較し統計学的有意に低値であった。

同様にすべての時間において laser 群は control 群と比較し統計学的に低値で

あった。PDT 群は 24 時間後以降 96 時間後まで継続して laser 群よりも統計学的

有意に低値であるのに対して、laser 群は時間とともに抑制効果が減弱する傾向

であった。なお、PDT 群間における比較では 24 時間後から 96 時間後において統

計学的有意差は認めず低値が持続した。一方 control 群と ICG 群との比較では

24 時間後をのぞき 0、48、および 72 時間後において統計学的有意差は認めなか

った。 

 

4-2 in vivoによる治療効果 

4-2-1 近赤外レーザーによる椎体照射の安全性試験結果（実験 2） 

コントロール、5J 群、および 10J 群では医原性下肢麻痺の出現はなかった
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（BBB スケール：すべて 21 点）が、20J 群では 4 匹中 2 匹において医原性下肢

麻痺が出現した（BBB スケール：19 点）。図 15 に各群の代表的な病理組織学的

所見を示す。5J 群および 10J 群ではレーザー照射による組織変性の範囲が椎体

内にとどまっていた。10J 群では椎体の大部分に組織変性が及んでいたが、椎

体後壁付近や横突起付近では正常骨髄細胞が観察された。正常組織との境界線

部分を拡大すると骨細胞の核の消失や骨髄細胞の核の変形がみられた。20J で

は椎体後壁を超えて脊柱管内に存在する神経組織まで変性がおよんでいた。正

常神経組織との境界線部分を拡大すると細胞間隔が疎になり核の変形がみられ

た。これらの結果から今後本研究で用いるラットの腰椎に対する近赤外レーザ

ーによる椎体照射の安全なエネルギーは最大 10J であると判断し、以後の実験 3

および 4 におけるエネルギー設定を出力 1W、10 秒間（合計エネルギー10J）と

した。 

 

4-2-2 近赤外レーザー照射単独による治療効果（実験 3） 

1) 下肢運動機能の推移 

図 16 に各群の下肢運動機能の推移を示す。モデル作成後一過性に下肢麻痺が出

現したが 6日後までにすべて回復し、7日目の治療時にはすべてのラットにおい

て BBB スコアは 21 点であった。C群（control 群）ではモデル作成後 11 日目以
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降急激に平均 BBB スコアの低下がみられたが、L群（laser 照射群）では平均 BBB

スコアの低下はなだらかに進行した。統計学的解析では L 群の平均 BBB スコア

は C群と比較しモデル作成後 15 日目以降有意に高かった。 

 

2) 観察期間 

表 1 に全ラットの観察期間を示し、図 17 に観察期間の Kaplan-Meier 曲線を

示す。平均観察期間は C群で 14.0±2.6 日であったのに対し L群では 17.9±4.1

日であった。C群では 11 日目以降 17 日目までの間にすべてのラットが観察終了

となり、L群では 12 日目以降 24 日目までの間に観察終了となったが観察期間に

統計学的有意差はなかった（p = 0.07）。 

 

3) 病理組織学的所見 

図 18 に各群の代表的な観察終了時の病理組織学的所見を示す。両群とも観察

終了時には脊柱管内に増殖した腫瘍が神経組織を強く圧迫していた。C群におい

て椎体は骨梁構造が破壊され、椎体内組織は腫瘍細胞に置換されていた。L群に

おいてはレーザー照射により椎体内は組織変性していたが、腫瘍細胞が少なか

らず観察された。腫瘍細胞は後壁付近および横突起付近により多く観察され、

後壁を破壊して脊柱管内へ増殖していた。 
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4-2-3 光線力学療法による治療効果（実験 4） 

1) 下肢運動機能の推移 

図 19 に各群の下肢運動機能の推移を示す。モデル作成後 6日目まで下肢麻痺

出現はなかった。7 日目（治療前）の観察時に BBB スコアが 19 点になったラッ

トが各群 1 匹ずついた。したがって、治療前の平均 BBB スコアは control 群で

20.7点、PDT-L群で20.8点、PDT-V群で20.8点であった（統計学的有意差なし）。

モデル作成後10日目以降control群では急激にBBBスコアの低下がみられたが、

PDT を行った両群ではモデル作成後 13 日目（治療後 6 日目）までは平均 BBB ス

コアが 18.0 以上を維持していた。統計学的解析では PDT-L 群および PDT-V 群の

平均 BBB スコアは control 群と比較しモデル作成後それぞれ 13 日目以降、11 日

目以降有意に高かった。 

 

2) 観察期間 

表 2 に全ラットの観察期間を示し、図 20 に観察期間の Kaplan-Meier 曲線を

示す。平均観察期間は control 群で 13.6±1.8 日であったのに対し PDT-L 群お

よび PDT-V 群ではそれぞれ 18.6±1.9 日および 18.9±2.7 日であった。control

群ではモデル作成後 10 日目から 16 日目までの間にすべてのラットが観察終了
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となったのに対し、PDT 両群ともモデル作成後 14 日目から 22 日目までに観察終

了となり、PDT 両群で control 群と比較して統計学的有意差を認めた。なお、平

均 BBB スコアおよび観察期間に関し PDT 両群間における統計学的有意差はなか

った。全 26 匹のラットのうち control 群の 1匹のみ下肢麻痺が出現しなかった

が椎体外への腫瘍進展による癌性腹水により死亡した。 

 

3) 病理組織学的所見 

図 21 に PDT 両群の代表的な観察終了時の病理組織学的所見を示す。ここで

control 群は実験 3の C群と同じと考え省略した。PDT 両群とも観察終了時には

脊柱管内に増殖した腫瘍が神経組織を強く圧迫していた。両群とも椎体は大部

分組織変性しており椎体内組織に腫瘍細胞はほとんど観察されなかった。後壁

付近および横突起付近のみにわずかに観察された腫瘍細胞が脊柱管内へと増殖

していた。 

 

4-2-4 実験 3および 4 のまとめ 

 表 3に実験 3および実験 4の結果のまとめを示した。実験 3では近赤外レーザ

ー照射単独により下肢運動機能の温存効果が短期間であるが認められたが、観

察期間の延長効果はなかった。それに対し実験 4 では実験 3 と照射エネルギー
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は同じであるが ICG を投与して光線力学療法を行うことにより、ICG の投与経路

によらず下肢運動機能の温存効果と観察期間の延長効果が認められた。 
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第5章 考察 

 

5-1 本研究の新規性 

転移性脊椎腫瘍に対するPDTの研究は、海外の研究施設において本研究とは異

なるラットの乳癌脊椎転移モデルを用いて行われている[45]。これまで発表さ

れた論文によると、光感受性物質であるポルフィリン関連化合物を全身投与す

るためレーザー照射の影響が転移巣に加えて脊髄までおよび、治療による医原

性下肢麻痺の発生を防ぎ得ていない[46]。治療効率と副作用低減の両立に向け

て光感受性物質の選択や濃度・投与量、レーザーの出力の組み合わせの調整な

ど解決すべき課題が多いのが現状である[47]。転移性脊椎腫瘍に対する下肢運

動機能低下に着目した光線力学療法の研究は渉猟しうる限りこれまで行われて

いない。したがって転移性脊椎腫瘍に対する局所治療としての光線力学療法の

可能性を検証した研究は本研究が初めてである。 

 

5-2 各実験結果のまとめ 

実験 1の結果より、ラット乳癌細胞に対する近赤外光照射（18.8 J/cm2）では、

照射単独でも直後から細胞増殖抑制効果はあるが、ICG と組み合わせた PDT を行

うことでより高い細胞増殖抑制効果があることが分かった。さらに PDT では少
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なくとも96時間にわたり細胞増殖抑制効果が持続されることも分かった。なお、

ICG のみでは 24 時間後を除き細胞増殖に影響を与えないことも分かった。 

 実験 2 の結果より、本実験系における椎体照射の安全な照射エネルギーは出

力 1W、10 秒間（合計エネルギー10 J）であることが分かったが、同時にレーザ

ーはプローベ先端から放射状に照射されるため、椎体内でも後壁付近や横突起

付近は照射範囲外となり正常骨髄細胞が残存することが分かった。 

 実験 3 の結果より、脊椎転移乳癌ラットに対する近赤外レーザー照射単独で

はコントロール群と比較して有意な下肢運動機能温存効果は限定的であり、観

察期間の有意な延長効果はなかった。病理組織学的所見から 10 J の照射エネル

ギーのみでは椎体内の腫瘍細胞は十分に殺傷されないと考えられた。 

 実験 4 の結果より、脊椎転移乳癌ラットに対する ICG と近赤外レーザー照射

による PDT ではコントロール群と比較して ICG の局所投与ならびに経静脈的投

与によらず比較的長期にわたり有意な下肢運動機能温存効果が認められ、さら

に観察期間の有意な延長効果も認められた。 

 

5-3 in vitro 実験に関して 

これまで近赤外光照射による細胞毒性に関して in vitro における報告があり、

近赤外光照射単独でも高エネルギーを照射することにより活性酸素が産生され
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細胞活性が低下することが言われている[48, 49]。本研究における実験 1 でラ

ット乳癌細胞に対する近赤外レーザー照射単独でも細胞増殖抑制効果が認めら

れた。一方 ICG と近赤外光を組み合わせた PDT では光線力学反応により一重項

酸素やフリーラジカルなどの活性酸素が産生され細胞毒性を持つこと[24]に加

えてさらに ICG は近赤外光により分解され、その分解産物が細胞活性を低下さ

せること[40]により本研究においてラット乳癌細胞に対する PDT により高く、

そして長時間持続する細胞増殖抑制効果が得られたものと考えられた。 

 

5-4 in vivo 実験に関して 

5-4-1 脊椎転移癌動物モデルの選択と治療のタイミング 

本研究には脊椎転移乳癌ラットを選択した。脊椎転移乳癌ラットは腫瘍を脊

椎内へ実験的に直接移植して得られる単発の脊椎転移癌モデルであるため局所

治療の検討に適しており様々な研究が行われている[43, 50-55]。本モデルは同

種の腫瘍細胞を移植するため腫瘍の生着率が非常に高く再現性がよい。本研究

においてもコントロール群では腫瘍移植後 7 日目以降に下肢麻痺が出現しはじ

め、10 日前後から急激に下肢麻痺が進行し、平均約 14 日で下肢運動機能が消失

した。腫瘍の進展形式は移植した椎体が腫瘍細胞に置換され、椎体後壁を破壊

して脊柱管内へ進展して神経組織を圧迫するため、ヒトの脊椎転移癌の病態を
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よく反映していると考えられる。本研究では過去の報告[53-55]と同様にモデル

作成後 7 日目を治療日に設定して実験を行った。モデル作成後 7 日目の病理組

織学的所見を観察すると、椎体内組織は腫瘍細胞により置換され、一部椎体後

壁を穿破して腫瘍が脊柱管内へ増殖し始めていた（図 22）。実際には脊柱管内へ

の腫瘍増殖の有無や程度には多少差があると考えられるが、本研究における治

療のタイミングはヒトにおける脊椎転移癌に対する外科治療のタイミングをよ

く反映していると考えられた。 

 

5-4-2 動物モデル作成から治療までの下肢運動機能に関して 

実験 3ではモデル作成後 C群および L群ともに一過性に下肢麻痺が出現し、6

日目までにすべて回復した。同じ動物モデルを用いた過去の報告でも同様の一

過性下肢麻痺がみられており[52, 53]、手術操作に起因した技術的なものであ

ったと考察されている。同じグループから後に報告された研究ではこの麻痺は

みられておらず[54, 55]、考察はされていないが何らかの改善があったと思わ

れる。我々の研究においても実験 3 ではモデル作成時の術野確保のため腰筋を

過度に圧迫したことにより一過性に下肢麻痺が出現したと考えられ、やはり手

術操作に起因した技術的な問題であったと考えられる。それを踏まえ実験 4 で

は愛護的な手術操作を行うことでモデル作成後の一過性下肢麻痺を回避できた。 
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5-4-3 脊椎転移乳癌ラットに対する局所治療法の比較 

Bagley ら[53]はモデル作成後 7 日目から 5 日間の放射線治療（合計 20 Gy）

を行ったところコントロール群と比較し下肢運動機能温存効果があり、平均観

察期間は 18 日であったと述べている。また、同じく Bagley ら[52]はモデル作

成後 6 日目に再開腹しパクリタキセル含有ジェルを局所投与したところ同様に

平均観察期間は 18 日であったと述べている。Gok ら[54]はモデル作成後 7 日目

に再開腹し椎体内腫瘍掻爬術を行うと平均観察期間は 19 日に達し、術後 5日間

の放射線治療（合計 20 Gy）を追加すると平均観察期間は 22 日に達したと報告

している。さらに同じく Gok ら[55]はモデル作成後 7 日目に前述の椎体内腫瘍

掻爬術、放射線治療に加えてパクリタキセル含有ジェルを局所投与するとモデ

ル作成後 21 日目まで下肢運動機能低下はなく、平均観察期間は 26 日に達した

と報告している。モデル作成後の治療のタイミングに若干の違いはあるものの、

本研究の結果から PDT は放射線治療や手術治療や抗癌剤局所投与などの治療単

独と遜色ない治療効果があることが言える。さらに PDT とこれらの治療法を追

加したり組み合わせたりすることでより高い治療効果を得ることができる可能

性が示唆された。 
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5-4-4 近赤外レーザー照射単独と PDT の治療効果の違い 

 実験 3 および実験 4 ではコントロール群と治療群における治療のタイミング

は同じとした。実験 2 より本実験系における近赤外レーザー照射エネルギーは

最大 10 J（1W、10 秒間）であり、この照射エネルギーを単独で用いた実験 3で

は下肢運動機能温存効果は認められたが期間は限定的であり観察期間の延長効

果は得られなかった。しかし実験 4 では照射エネルギーは同じでも ICG を投与

して PDT を行うことでより長い期間下肢運動機能温存効果があり、観察期間の

延長効果も認められた。病理組織学的所見から近赤外レーザー照射のみでは椎

体内の腫瘍細胞は存在していたが、PDT では照射範囲内の腫瘍細胞は見られなか

った。これらは in vitro 実験（実験 1）の結果を反映しているものと考えられ

た。 

 

5-4-5 インドシアニングリーンの投与法と治療効果 

 ICG は肝代謝試薬であり[31]腫瘍選択性はないとされる。ICG は静脈投与され

るとまず全身にくまなくひろがり続いて早期に肝臓への集積が始まるとされ、

ラットにおいては全身投与後 5分で血中濃度が 1/10 に減少すると報告されてい

る[56]。我々は実験 4 において ICG を尾静脈より投与後 3 分後にレーザー照射

を行った。これは ICG を尾静脈から投与してからレーザー照射を再現性よく行
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うためにかかる技術的な時間を考慮して設定した。したがって PDT-L 群の方が

転移巣における ICG の量が多く治療効果が高いことが予想された。しかし実際

には ICG を転移巣へ局所投与しても尾静脈から全身投与しても PDT の治療効果

に明らかな違いは見出せなかった。なお、下肢運動機能において control 群と

比較した平均 BBB スコアの統計学的有意差が PDT-L 群では 13 日目以降、PDT-V

群では 11 日目以降と差異がみられたが、これは各個体における BBB スコアのば

らつきがみられたためと考えられた。 

 

5-5 転移性脊椎腫瘍に対する PDT 応用の可能性 

 本研究で示した通り半導体レーザーは細いプローベを使って治療を行うこと

ができる。さらに照射範囲内の腫瘍細胞をレーザー照射により直接損傷できる

ことに加えて PDT を行うことで更に効果的に殺傷できる。したがって外科手術

で残存した腫瘍を安全に追加切除したり微小な転移巣に対して内視鏡などを使

用し経椎弓根的にアプローチして治療を行ったりするなど応用の可能性が十分

にあると考えられる。 

 

5-6 本研究の限界 

①本研究では実験 1 でラット乳癌細胞に対する PDT は近赤外レーザー照射単独
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と比較して顕著な細胞増殖抑制効果があったため、実験 4 では近赤外レーザー

照射単独群を含めなかった。実験 3 と実験 4 を比較すると PDT を行うことでコ

ントロール群と比較した下肢機能温存期間が長く、観察期間も長くなった。し

かし in vitro と in vivo では ICG の投与方法や治療効果の評価方法は異なる。

そのため単純に in vitro の結果を in vivo に置き換えることは困難であり、純

粋な PDT の効果を把握するためにも PDT と近赤外レーザー照射単独治療を同一

実験系で検証する必要があると考えられた。 

②本研究では実験 2 において医原性下肢麻痺の有無と病理組織学的所見から安

全なレーザー照射エネルギーを決定したが、照射による熱上昇の評価を行って

いない。ヒトにおける近赤外光（波長 835 nm）の深達度は組織によって差があ

るが約 2～4 mm とされている[57]。照射エネルギー（出力×時間）が大きくな

ると、実際には照射範囲よりも広い範囲で組織への影響がおよぶ可能性があり

今後の研究においては熱センサーなどを用いて熱上昇による影響を考慮する必

要があると考えられた。 

③本研究では病理組織学的評価を観察終了時のみ行った。しかし PDT による下

肢機能温存効果が脊柱管内への腫瘍増殖を遅らせたことによることを病理組織

学的に証明するためには治療後の病理組織所見を経時的に観察し、椎体内残存

腫瘍細胞数や脊柱管内へ増殖した腫瘍のサイズなどを定量化する必要があると
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考えられた。 

④本研究では PDT による椎体の力学的強度変化の評価を行っていない。二足歩

行であるヒトでは脊椎に頭尾方向の荷重がかかるため治療後の力学的強度の維

持が課題である。正常ラットに対する PDT により椎体の力学的強度が上昇した

という報告[58, 59]もあり、今後臨床応用を検討する際には椎体の力学的強度

変化の評価が必要であると考えられた。 

⑤本研究における実験 4 では ICG の局所濃度を計測していない。本来光線力学

反応は原則的にレーザー照射範囲内で効果が発揮される。治療効果が ICG の局

所濃度や投与量に依存しているのかを検討するためには ICG の局所濃度の計測

は今後必須であると考えられた。 

⑥本研究では観察期間を原則的に BBB スケールの点数（3点をエンドポイント）

を用いて定義した。したがって「観察期間」は「生存期間」とは異なる。本動

物モデルを用いた研究の限界と考えられた。 

 

5-7 今後の展望 

 近年ヒト肺癌細胞やヒト乳癌細胞をヌードマウスやヌードラットの椎体に

直接移植して作成する転移性脊椎腫瘍の動物モデルが報告されている[60, 61]。

転移性脊椎腫瘍に対する PDT が臨床応用可能かを検討するためには今後ヒトの
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癌細胞を用いた動物モデルによる検証が必要であると考える。 

また、転移性脊椎腫瘍に対する PDT の臨床応用を安全に行うためには、光感

受性物質である ICG を腫瘍組織に選択的に集積させ、腫瘍細胞のみを効果的に

殺傷させることが重要である。本来 ICG は単体では腫瘍選択性を持たないが、

高分子ミセルなどのナノ粒子に担持させることで腫瘍組織に選択的に集積させ、

腫瘍の分子イメージングが可能になってきている[62-64]。さらに最近、近赤外

光を可視化できるフィルターを装着した手術用カメラや手術用顕微鏡が開発さ

れ[65]、ICG を利用した術中リアルタイム近赤外イメージングが冠血管再建前後

の血流評価[66]、脊髄動静脈奇形治療前後の血流評価[67, 68]、脊髄腫瘍の局

在評価[8, 69]や乳癌のセンチネルリンパ節マッピング[70]などにおいて注目さ

れている。ICG が最大吸光特性を持つ近赤外光は可視光線と比べ水やヘモグロビ

ンによる吸収が少なく、生体イメージングに有利であるといわれる。これまで

ICG 含有ナノ粒子[63]を利用した脊椎転移乳癌ラット[42]に対する近赤外蛍光

イメージングに成功しており[71]、本研究で得られた PDT の知見をもとにこれ

らを組み合わせて応用すれば、ICG と近赤外光を利用した術中リアルタイムイメ

ージング（＝診断）と PDT（＝治療）を同時に行う治療システム（特許出願中「光

線力学治療システム」）の構築が可能であり、今後臨床応用に向け取り組んで

いきたいと考えている。 
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第6章 結論 

 

インドシアニングリーンと近赤外レーザー照射を組み合わせた光線力学療法

がラット乳癌細胞および脊椎転移乳癌ラットに与える効果を検討した。ラット

乳癌細胞の増殖は光線力学療法直後より抑制され長時間にわたり効果が持続し

た。さらに脊椎転移乳癌ラットに対する光線力学療法により有意な下肢運動機

能温存効果と観察期間の延長効果がインドシアニングリーンの投与経路によら

ず認められた。本研究の結果よりインドシアニングリーンと近赤外レーザー照

射を組み合わせた光線力学療法は、脊椎転移癌患者の QOL 改善に対する効果的

な局所治療法の一つとなる可能性が示唆された。 
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第7章 図表 

 

 

図 1. 我が国における乳癌の罹患率と死亡率の推移（文献[8, 9]より作成） 
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図 2. 転移性脊椎腫瘍に対する椎体全摘術（文献[14]より転載） 

      

 

 

 

図 3. 転移性脊椎腫瘍による癌性疼痛に対する経皮的治療法のイメージ 
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図 4. ICG を利用した PDT のメカニズム（文献[24, 40]より一部改変） 
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図 5. CRL-1666 細胞（位相差顕微鏡にて観察 40 倍） 

 

図 6. 使用機器 

   上段：医用半導体レーザー（UDL-15、オリンパス） 

      （出典 オリンパス社ホームページ） 

   下段：レーザープローベ（DM-6065、オリンパス） 
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図 7. 実験 1プロトコール 

 

 

図 8. 実験 1照射方法 
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図 9. 脊椎転移乳癌ラットシェーマ 

 

 

図 10. ラット乳癌移植片の作成 

   上段左：ドナーラットに作成した皮下腫瘍、上段右：摘出した皮下腫瘍 

   下段：約 1 mm × 1 mm × 1 mm 大のラット乳癌腫瘍片 
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図 11. 脊椎転移乳癌ラットの作成 

a. 腹部大動脈（白矢印）を同定 

b. 第 6腰椎椎体の左側面に骨孔作成 

c. ラット乳癌腫瘍片を骨孔内に移植 

d. ハイドロキシアパタイト製ビーズで骨孔をシール 
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図 12. 実験 3, 4 照射方法 

 

図 13. BBB スケールにおける運動機能のポイント（文献[45]より作成）と定義 
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図 14. ラット乳癌細胞に対する PDT 後の吸光度の推移（実験 1） 

   （平均吸光度±標準偏差, n=16, n.s.= not significant） 

 

 

 

 

 

 

 



 

41 

 

 

図 15. 正常ラット腰椎に対する近赤外レーザー照射後の病理組織像（実験 2） 

a, control  b, 5J 群  c, 10J 群  d, 20J 群 

  e, 10J 群(c)＊部分強拡大  f, 20J 群(d)＊部分強拡大 

       H, 骨孔  B, 椎体  P, 椎体後壁  C, 神経組織 

   ＊黄色点線はレーザー照射による変性組織と正常組織の境界線 
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図 16. 下肢運動機能の推移（実験 3） 

（平均 BBB スコア±標準偏差） 
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表 1. 全ラットの観察期間（実験 3） 

 

 

 

 

図 17. 観察期間の Kaplan-Meier 曲線（実験 3） 
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図 18.  実験 3終了時の病理組織像 

a,b,c; C 群  d,e,f; L 群 

  （白点線で囲った部分を順に強拡大した） 

       H, 骨孔 B, 椎体 M, 硬膜外転移巣 P, 椎体後壁 C, 神経組織 

    ＊黄色矢印;椎体内に観察された腫瘍細胞 
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図 19.  下肢運動機能の推移（実験 4） 

（平均 BBB スコア±標準偏差） 
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表 2. 全ラットの観察期間（実験 4） 

 

 

 

図 20.  観察期間の Kaplan-Meier 曲線（実験 4） 
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図 21. 実験 4終了時の病理組織像 

a,b,c; PDT-L 群  d,e,f; PDT-V 群 

  （白点線で囲った部分を順に強拡大した） 

       H, 骨孔 B, 椎体 M, 硬膜外転移巣 P, 椎体後壁 C, 神経組織 
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表 3. 実験 3および実験 4の結果まとめ 

 

 

 

図 22. モデル作成後 7日目の病理組織像    a; 弱拡大  b; 強拡大 

       H, 骨孔  B, 椎体  P, 椎体後壁  C, 神経組織 

    ＊黄色矢印; 椎体後壁を穿破した腫瘍 
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