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第 1章 諸言 

 

1.1 光増感剤について 

 

色素は主に可視光領域に吸収波長をもち，物質に色を与える性質をもつ。古

来より色素は日常生活をはじめ様々な用途で使用されてきた。また，ポルフィ

リンをはじめとした色素は，生体内においても重要な役割を担っている。これ

ら色素の中には光増感剤としてはたらき，光照射することで細胞を不活性化さ

せるものがあることが知られている 1), 2)。 

光増感剤は，光の吸収により得たエネルギーや電子を他の分子等に移すこと

で反応を引き起こす物質であり，その反応機構は次の通りである 3)-7)。 

基底状態にある光増感剤の分子は光エネルギーを吸収すると励起一重項状態

となる。その後，項間交差を経て励起三重項状態へと遷移する。この励起三重

項状態の分子が，酸素をはじめとした基質と反応する。この一連の反応は，光

増感反応と呼ばれる。光増感反応は，励起三重項状態の光増感剤と基質との反

応機構により 2 つのタイプに分けられている。 

一つ目は，電子移動を伴う機構であり Type I と呼ばれる。すなわち，励起三

重項状態の分子が基質から水素原子を引き抜きラジカル化させ，ラジカル化し

た基質と酸素が反応するとスーパーオキシドを生成し，ラジカル連鎖反応を引

き起こす。 

二つ目は，エネルギー移動を伴う機構であり Type II と呼ばれる。すなわち，

励起三重項状態の分子が，酸素へエネルギーを移動させることで一重項酸素を

生成し，一重項酸素が他の基質と反応する。 

Type I と Type II の反応様式を以下に示す。基底状態の光増感剤を D，励起一

重項状態の光増感剤を 1
D，励起三重項状態の光増感剤を 3

D と示す。また，基質

を A として示す。 

 

     D            
1
D            

3
D 

 

 

hν 



2 

 

Type I     
3
D＋A        3

D・＋A・ 

     A・＋O2              AO2・ 

       AO2・＋A             AO2H＋A・ 

 

Type II    
3
D＋3

O2               D＋1
O2 

     1
O2＋A         AO2 

 

光増感剤による細胞の光不活性化は，主に Type II の機構により生成した一重

項酸素が，細胞に存在する脂質，タンパク質，核酸等の生体分子を酸化するこ

とで細胞死に至ると考えられている 4)-9)。図 1-1 は光増感剤による細胞の光不活

性化機構の概略図を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 光増感剤による細胞の光不活性化機構 



3 

 

光増感剤による光不活性化作用は，古くはポルフィリン症の原因として知ら

れてきた。ポルフィリン症は，ヘムの生合成経路の異常により起こる疾病であ

る。中間代謝物であるポルフィリンが体内に蓄積し，可視光線が当たることに

よって皮膚障害等が引き起こされる 10)。そして近年では，この光不活性化作用

が注目されるようになり，光増感剤は医療へと利用され始めている 11), 12)。特に，

光増感剤は癌に対する光線力学療法（PDT）へ応用されている。光増感剤は前述

の通り，光照射することではじめて作用を発現するため，光照射の範囲や光量

の調節により作用範囲や作用強度を制限することができる。このため，通常細

胞への影響を抑えることが可能であり，一般的な抗癌剤と比較して重篤な副作

用が少ないとされている 11)-14)。PDT に対する第一世代の光増感剤としてポルフ

ィリンの重合体であるヘマトポルフィリン誘導体やポルフィマーナトリウムが

開発された。これらの光増感剤は癌に対して効果が認められたものの，癌細胞

に対する選択性が悪く，また，体内に数週間残存するため光線過敏症がおこる

などの問題点が存在した。そこで，第二世代の光増感剤としてタラポルフィン

ナトリウムやベルテポルフィンが開発された。これらの光増感剤は，分子を修

飾することで標的細胞への移行性を高め，さらに体内への残存時間を短縮する

ことができ，第一世代の光増感剤の問題点を改善している。現在日本国内にお

いては，第一世代であるポルフィマーナトリウム（商品名フォトフリン）およ

び第二世代であるタラポルフィンナトリウム（商品名レザフィリン），ベルテポ

ルフィン（商品名ビスダイン）が医療用医薬品として認可されており，癌や加

齢黄斑変性などに対する PDT に臨床応用されている 11)-13)。 

さらに，光増感剤は，細菌を光不活性化することも知られている 15)-16)。今日，

耐性菌の出現により従来の抗生物質だけでなく，新たな抗生物質の開発や治療

法の確立が求められている 17)-19)。光増感剤による抗菌作用は，メチシリン耐性

黄色ブドウ球菌をはじめとした耐性菌に対して抗菌作用を示すことが確認され

ている 17)-19)。現在，光増感剤による光不活性化作用は，新たな治療法として感

染症治療への臨床応用が研究されている 17)-26)。例として，Wilson はトルイジン

ブルーが，歯周病や歯根感染症に対して有効であることを見出した 24)。また，

Dai らは，メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の皮膚感染症モデルマウスに対して，

クロリン e6 が効果を示すことを明らかにした。25)
 



4 

 

 光増感剤としてはたらく色素の中には，古くからポルフィリン骨格をもつも

のが知られている 27-29)が，その他にポルフィリン骨格と類似したクロリン骨格

をもつもの 30)-33)や，食用色素としても使用されるキサンテン系色素 1), 34)-37)など

様々なものが存在する。本章ではクロリン類およびキサンテン系色素について

記述する。 

 

1.2 クロリン類について 

 

クロリンは図 1-2 に示すように，3 つのピロールと 1 つのピロリンが 4 つのメ

チン基により繋がった環状の骨格をもつ化合物である。クロリン骨格はポルフ

ィリン骨格と似た構造をしている。ポルフィリンが主に動物内のヘムやシトク

ロム等として存在するのに対し，クロリンは主に植物内にクロロフィルとして

存在し，葉緑体の中心物質として光合成に深く関わっている 38)。光合成におけ

るクロロフィルと光の反応は，光増感反応によるものであり，光エネルギーを

化学エネルギーに変え，植物の生命活動を維持するために必要なエネルギーを

供給するのに重要なはたらきを担っている。さらに光合成の過程で二酸化炭素

を酸素へと変換するため，大気中の酸素濃度の維持にも重要な役割を有してい

る 38)。 

このようにクロロフィルをはじめとしたクロリンは光増感反応を示し，クロ

リンの中には細胞を光不活性化させるものもあることが知られている 30)-33)。 

PDT に臨床応用されているタラポルフィンナトリウムはクロリン骨格をもつ

分子である。タラポルフィンナトリウムは現在日本においては早期肺癌，原発

性悪性脳腫瘍，化学放射線療法または放射線療法後の局所遺残再発食道癌   

に適応がある。 

図 1-2 にクロリンの例として，クロリン e4，クロリン e6 およびタラポルフィ

ンナトリウムの構造を示す。これらのクロリンは，骨格上の置換基が異なり，

クロリン e6 では 1 つのカルボキシ基，タラポルフィンナトリウムでは 2 つのカ

ルボキシ基を含んでおり，このため各分子の脂溶性が異なることが予想される。 
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Chlorin e6 

Talaporfin sodium 

図 1-2 クロリンの構造 

構造はすべてナトリウム塩として示している。 
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1.3 キサンテン系色素について 

 

キサンテン系色素は分子内にキサンテン環を有するヘテロ環式化合物の総称

である。これらの色素は波長 500～600 nm に吸収をもち，赤色に発色する。こ

のため着色料として食品，医薬品，口紅をはじめとした化粧品等に使用されて

いる 1)。キサンテン系色素のうち，日本国内ではローズベンガル（赤色 105 号），

フロキシン B（赤色 104 号）およびエリスロシン B（赤色 3 号）が食用色素とし

て認可されている 39)-40)。 

キサンテン系色素は，コールタールを原料として製造されるタール色素と呼

ばれる合成色素であり，タール色素のなかでも，最も古くから作られている色

素の一つである。合成色素は天然色素よりも発色がよく，また，製造が容易で

安価なことから，幅広く使用されるようになった 1), 34)。しかし現在では，キサ

ンテン系色素は光分解性が高いことや，多量の摂取による毒性が危惧されるよ

うになり，食品への使用量は減少傾向にある 1)。 

キサンテン系色素は，光増感剤としてはたらき，細胞を光不活性化させるこ

とが知られている 1), 34)-37)。着色料として使用されてきたキサンテン系色素は，

新たに光増感剤として医療へ応用が期待されるようになった。現在，感染症治

療への応用を中心に研究がなされている 1), 34)-37)。 

図 1-3 は代表的なキサンテン系色素（ローズベンガル，フロキシン B，エリス

ロシン B，エオシン B）の構造を示している。これらの色素は，ハロゲンやニト

ロ基が置換基として存在する。 
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構造はすべてナトリウム塩として示している。 
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1.4 研究の目的と論文の構成 

 

前述の通り，クロリンやキサンテン系色素により細胞が光不活性化すること

が知られているが，その作用部位および作用機構については未解明な部分が多

い。しかし，光増感剤による光不活性化は短時間で引き起こされることがわか

っている 41)。そこで私は，作用部位は細胞膜にあると考え，光増感剤による細

胞膜機能に与える影響に興味を持ち研究を行った。 

本研究では，クロリンおよびキサンテン系色素による細胞の光不活性化機構

の解析を目的に，細菌および赤血球の細胞膜に対する作用を検討した。クロリ

ンとして，クロリン e4，クロリン e6およびタラポルフィンナトリウムを用いた。

キサンテン系色素として，ローズベンガル，フロキシン B，エリスロシン B，エ

オシン B を用いた。細菌に対しては，黄色ブドウ球菌を用いて，生存率，膜機

能の測定を行った。膜機能は，呼吸阻害，K
+流出，膜電位消失の観点から，電

極法を用いて測定した。赤血球に対しては，ウシ赤血球を用いて溶血作用およ

び K
+流出の測定により，膜損傷の程度を検討した。同時に，赤血球の形態変化

から光増感剤の細胞膜への取り込み量を検討した。さらに，光増感剤の一重項

酸素生成効率についても検討した。 

 

本論文は次のように構成されている。 

 第 1 章では序論として本論文の全般的な背景について述べる。 

 第 2 章ではクロリンおよびキサンテン系色素が黄色ブドウ球菌の細胞膜機能

に与える影響を明らかにする。 

 第 3 章ではクロリンおよびキサンテン系色素が，ウシ赤血球の細胞膜損傷の

程度を検討する。 

 第 4 章では赤血球の形態変化の観察より，クロリンおよびキサンテン系色素

のウシ赤血球への取り込み量を評価する。 

 第 5 章ではクロリンおよびキサンテン系色素による一重項酸素の生成効率の

測定結果を報告する。 
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第 2章 細菌に対する光増感剤の作用 

 

2.1 序論 

 

本章ではクロリンおよびキサンテン系色素による細菌の光不活性化機構を解

明することを目的に，光増感剤が細菌の細胞膜機能に与える影響を検討した。 

細菌の細胞質膜は，ホスファチジルエタノールアミンおよびホスファチジル

セリンのリン脂質を主成分とする脂質二重層で構成されている。また，細胞質

膜には様々なタンパク質が存在し，生命活動を維持するために必要となる機能

が存在する 42)。細菌の細胞質膜に存在するタンパク質である呼吸鎖複合体では，

酸素を消費して呼吸を行った際に電子伝達系により ATP を産生し，生命活動に

必要なエネルギーを作り出している。この ATP 産生の過程において細胞内外に

プロトン濃度勾配を作り出し，膜電位を発生させる 43), 44)。また，細菌は細胞質

膜に存在するイオンチャネルにより，細胞内外のイオン濃度差を制御し膜電位

を維持している 42)。 

光増感剤の作用部位が細胞膜であるならば，光増感剤存在下で光照射を行う

と，細菌の細胞質膜に存在する生体分子が光増感反応で生成した一重項酸素に

より損傷を受けることが予想される。このとき，呼吸鎖の損傷や，細菌の不活

性化により呼吸阻害が引き起こされる。また，膜脂質等が損傷を受けることで

膜透過性亢進が引き起こされ，その結果イオンバランスが変化する。これらの

膜損傷を引き起こすと，同時に膜電位が消失すると考えられる。したがって，

細菌の呼吸量の変化や，細胞膜の膜透過性変化を測定することで細菌の生命活

動を維持するために必要な膜機能を調べることができる。 

細菌の呼吸および膜透過性は電極法を用いることで測定できる 45), 46)。呼吸は，

細菌の呼吸による酸素の消費量を，酸素電極を用いて細胞外液中の溶存酸素濃

度の減少量の変化から追跡・定量できる 45), 46)。膜透過性は，生細胞中には K
+

が高濃度（100～200 mM）で含まれていることから K
+をマーカーとして，K

+電

極を用いて K
+の細胞外への流出量を指標として追跡・定量できる 45), 46)。 

さらに，膜電位の変化を，TPP
+をプローブとして TPP

+電極により測定するこ

とができる。TPP
+は細胞膜に生じている膜電位に依存して細胞質に取り込まれ
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るため，TPP
+電極により TPP

+の細胞への取り込み量を測定することで膜電位変

化を追跡・定量できる 45), 46)。 

本研究では，細菌としてグラム陽性菌である黄色ブドウ球菌を用いて検討し

た。まず光増感剤による作用濃度を決定するため，生存率の測定を行った。続

いて，光増感剤による細菌膜機能に対する作用を検討するため，電極法を用い

て，細菌が呼吸することによる溶存酸素消費，細菌膜損傷による K
+流出および

膜電位による TPP
+取り込みを，それぞれ酸素電極，K

+電極，TPP
+電極を用いて

測定した。図 2-1 に膜機能損傷の測定原理の概略図を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 膜機能損傷の測定原理 
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2.2 電極法について 

 

本研究では，膜機能の測定において酸素電極，K
+電極および TPP

+電極の 3 種

類の電極を用いた。以下に各電極について記述する。 

 

2.2.1 酸素電極 

酸素電極はクラーク型酸素電極(P 型 DO 電極；エイブル株式会社)を用いた。

電極内部の電解液は飽和 KCl 溶液を用いた。本電極はアノード（陽極）を Ag，

カソード（陰極）を Pt で構成しており，印加電圧を 700 mV とするポーラロ式

である。電極表面のテフロン膜(酸素透過膜)を透過した酸素分子は白金電極上で

還元され，アノードではこの還元電流に相当する銀の酸化反応が進行する。両

極における電極反応は次式で表せる。 

 

アノード (Ag)   4Ag  +  4Cl
– 

    →   4AgCl  +  4e
– 

カソード (Pt)    O2  +  2H2O  +  4e
–
  →  4OH

– 

 

酸素透過膜を通過する酸素量は酸素の分圧に比例するので，酸素濃度に比例

した電位を得ることができる。酸素濃度の測定は，飽和溶存酸素量における電

位を酸素濃度 100%として算出する。 

 

2.2.2 K+電極・TPP+電極 

これらの電極はイオン選択性電極と呼ばれるもので，特定のイオンを認識す

るイオノフォア等を用いた感応膜を用いて，膜の界面における化学ポテンシャ

ルの差に応じて発生した電位差から，イオン濃度を測定することができる 45), 46)。 

K
+電極は，イオノフォアとしてバリノマイシンを使用した。また，TPP

+電極

は，TPP
+が脂溶性の高いイオンであるため，イオノフォアの代わりにイオン交

換体として NaHFPB を使用した 46)。 

本研究では K
+電極および TPP

+電極は自作のものを用いた。作成手順は次の通

りである 42)。 
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① K
+電極の場合はイオノフォアとしてバリノマイシンを 1 mg，イオン交換体

として NaTFPB 0.08 mg を THF に溶解する。TPP
+電極の場合はイオン交換体

として NaHFPB 0.5 mg を THF に溶解する。各溶液に支持体として PVC を

30 mg 加えよく撹拌する。さらに膜溶媒として BEHS を 60 μL 加える。 

② 溶液をシャーレ（直径 28 mm）に入れ一晩放置し，THF を自然蒸発させる。 

③ シャーレ中にできた膜を PVC チューブ（外径 4 mm，内径 3 mm）に貼り付

け，30 分程度乾燥させる。 

④ チューブ内に内液（K
+電極：10 mM KCl，TPP

+電極：1 mM TPPCl，10 mM KCl）

を注入する。 

⑤ 出来上がった電極を，内液と同じ組成の溶液に浸しコンディショニングを行

う。 

 

作成したイオン選択性電極を用いて測定を行う際には参照電極が必要となる。

参照電極は 10 mM KCl を内液とし，1M NH4NO3を塩橋とした。液絡部分は，内

径 3 mm，外径 4 mm のガラス管中に直径 0.8 mm の白金線を封じ込めることによ

り作製した。ガラスと白金は熱膨張率が異なるため，溶融後冷えるまでにひび

割れが生じ液絡部分となる。多量の電解質の移動を防ぐために塩橋の内液は寒

天で固めた 46)。 

K
+電極および TPP

+電極を用いた測定系の電気化学セルは次の通りであり，各

電極の構造を図 2-2 に示す。 

 

Ag,AgCl／内液／センサー膜／測定溶液／1 M NH4NO3（塩橋）／10 mM KCl／Ag,AgCl 
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図 2-2 イオン選択性電極（a）および参照電極（b）の構造 

（文献 46：勝孝 ほか，2013） 
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2.2.3 検量線の作成 

K
+電極および TPP

+電極を用いて測定する際には，得られた電位とイオン濃度

を対応させるため，検量線を作成した。検量線の作成方法は， 各電極で PBS に

溶解した，標準溶液（K
+電極：10‐

4～10‐
2
 M の KCl，TPP

+電極：10‐
5～10‐

3
 M

の TPPCl）を低濃度側から測定する。横軸にイオン濃度，縦軸に電位をとったグ

ラフを作成し検量線とする。図 2-3 に K
+電極および TPP

+電極の検量線を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2-3  K

+電極（a）および TPP+電極（b）の検量線 

y = 59.3x + 141 
R² = 0.999 

-160

-120

-80

-40

0

40

-5 -4 -3 -2 -1

E
 (

m
V

) 

log KCl (M) 

y = 60.9x + 210 
R² = 0.999 

-120

-80

-40

0

40

-6 -5 -4 -3 -2

E
 (

m
V

) 

log TPPCl (M) 

（a） 

（b） 



15 

 

2.3 方法 

 

2.3.1 試薬および試液の調整 

クロリン e4 およびクロリン e6 は Frontier Scientific (Logan, UT, USA) 製（純度 

>95%）を DMSO に溶解して使用した。タラポルフィンナトリウムは明治製菓（東

京）製を水溶液として用いた。ローズベンガルは Aldrich（Milwaukee, WI, USA）

製（純度 >90%），フロキシン B，エリスロシン B，エオシン B は東京化成（東

京）製（純度 >90%）をそれぞれ水溶液として使用した。TPPCl は同仁化学研究

所（東京）製（特級品）を使用し，水溶液として使用した。メリチンは Sigma

（St. Louis, MO, USA）製（純度 >85%）を水溶液として用いた。その他試薬は

特級品のものを用いた。 

 

2.3.2 細菌の培養 

黄色ブドウ球菌（FDA  209P 株）を NB 培地（1.5% peptone, 0.5% meat extract, 

0.5% NaCl, 0.5% K2HPO4含有）を用いて 37℃で振盪培養し，対数増殖期の状態

で使用した。 

 

2.3.3 細菌の生存率の測定 

L 型試験管内に，リン酸緩衝生理食塩水（PBS; 150 mM NaCl, 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7.2）で，菌濃度が 3× 10
7
 CFU mL‐1となるよう細菌を懸

濁した。常温で，全量が 6 mL となるようにクロリン（最終濃度 0.05～1 μM）ま

たはキサンテン系色素（最終濃度 0.1～5 μM）を加えて 2 分間静置した後，図 2-4

のように OHP（9700；3M, Maplewood, MN, USA）で下方から 10 分間光照射し

た。この時，光源には 400 W ハロゲンランプを用いて 47)，検液に対して光度が

100 mW/cm
2になるように調節した。この菌懸濁液を生理食塩水で，1 × 10

2倍ま

たは 1 × 10
4倍に希釈し，寒天培地（1% polypepton, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, 

1.5% agar 含有）上で，37℃で一晩培養した。コロニーの計数より生存率を求め

た。 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 OHP による光照射 
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2.3.4 細菌膜機能の測定 

細菌膜機能として，細菌が呼吸することによる溶存酸素消費，細菌膜損傷に

よる K
+流出および膜電位による TPP

+取り込みを，それぞれ酸素電極，K
+電極，

TPP
+電極を用いて測定した。 

黄色ブドウ球菌は，2 × 10
10

 CFU mL‐1となるように PBS 中に懸濁させ，氷中

に保存して 3 時間以内に使用した。 

呼吸量の測定では，PBS に細菌を懸濁させクロリン（最終濃度 0.1～1 μM）ま

たはキサンテン系色素（最終濃度 0.1～5 μM）を添加した後，シリコンゴムを用

いて大気からの酸素の溶け込みが無くなるように酸素電極を固定した 48), 49)。マ

イクロシリンジを用いて乳酸ナトリウム（最終濃度 10 μM）を添加後 50)，プロ

ジェクターランプ（Master HiLUX-H130，理化学精機，東京 ）で光照射しなが

ら酸素消費量を 10 分間測定した。この時，光源には 1 kW タングステンランプ

47)を用いて検液に対して 100 mW/cm
2の光度になるよう調節した。測定は 37℃の

条件で行い，検液の全量は 3.5 mL，菌濃度は 2 × 10
8
 CFU mL‐1とした。図 2-5a

に実験装置の概略を示す。 

K
+流出または膜電位の測定では，まず，乳酸ナトリウム（最終濃度 10 μM）

を含む PBS に，参照電極および，K
+電極または TPP

+電極をセットした。膜電位

の測定時はさらに TPPCl（最終濃度 10 μM）を添加した。次に，細菌を加えて 1

分後クロリン（最終濃度 0.1～1 μM）またはキサンテン系色素（最終濃度 0.1～5 

μM）を添加し，さらに 1 分後，プロジェクターランプで 10 分間光照射しながら

K
+濃度または TPP

+濃度を測定した。光照射後，メリチン（最終濃度 10 μM）を

添加し，K
+流出 100％または膜電位 0％を決定した 51), 52)。測定は 37℃の条件で

行い，検液の全量は 1 mL，菌濃度は 1 × 10
9
 CFU mL‐1とした。図 2-5b に実験装

置の概略を示す。 
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プロジェクター 

スターラー 

恒温槽

(37℃) 

参照電極 

K
+またはTPP

+電極 

試験液 

高入力インピー

ダンス電圧計 
記録計 

プロジェクター 

スターラー 

酸素電極 

シリコンゴム 

恒温槽

(37℃) 

試験液 

印加電圧 

（700 mV ）  
記録計  

図 2-5 電極法による測定装置 

（a）酸素電極，（b）K
+および TPP

+電極 

（a） 

（b） 
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2.4 結果 

 

2.4.1 生存率の測定 

クロリンおよびキサンテン系色素による黄色ブドウ球菌の生存率を図 2-5 に

示す。 

クロリン（図 2-6a）において，クロリン e4 およびクロリン e6 は 10 分間の光

照射により低濃度より強い抗菌作用を示した。1 μM ではいずれのクロリンも黄

色ブドウ球菌の生存率を 1％未満まで低下させている。一方，タラポルフィンナ

トリウム 1 μM による黄色ブドウ球菌の生存率は 79 ± 10%（n = 3）であり，強

い抗菌作用はみられなかった。 

キサンテン系色素（図 2-6b）において，ローズベンガルは 10 分間の光照射に

より，1 μM で 0.017％±0.012（n=3）まで黄色ブドウ球菌の生存率を低下させた。

また，ローズベンガルは，0.1 μM でも生存率を 0.053％±0.02（n=3）まで低下

させ，低濃度より強い抗菌作用を示すことがわかる。フロキシン B およびエリ

スロシン B は 1 μM での黄色ブドウ球菌の生存率が，それぞれ 27％±8（n=3），

67％±15（n=3）であったが，5 μM においては生存率をそれぞれ 0.092％±0.1

（n=3），0.059％±0.04（n=3）まで低下させた。一方，エオシン B では抗菌作用

はほとんど見られなかった。 

以上の結果より，これらのクロリン e4，クロリン e6 およびローズベンガルは

1 μM で強い抗菌作用がみられた。したがって，光増感剤 1 μM の濃度において

黄色ブドウ球菌の膜機能障害の測定を行った。 
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図 2-6 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌の生存

率の変化 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B（▲）

存在下で，菌懸濁液（3× 10
7
 CFU mL‐1）に常温で 10 分間光照射した。各値は

平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

 

（a） 

（b） 
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2.4.2 呼吸阻害 

図 2-7 はクロリンおよびキサンテン系色素による黄色ブドウ球菌の酸素消費

量の変化を示したグラフである。細菌は乳酸ナトリウムの添加により呼吸を開

始し酸素を消費する 46)。菌懸濁液はシリコンゴムで密封しているため酸素の供

給ができず，細菌による酸素の消費量にしたがって溶存酸素量が減少する。ク

ロリン 1 μM を添加した場合（図 2-7a），クロリン e4，クロリン e6 では光照射に

より，黄色ブドウ球菌の酸素消費量が抑制され，呼吸阻害を引き起こしている

ことがわかる。一方，タラポルフィンナトリウムでは呼吸阻害はほとんど見ら

れなかった。キサンテン系色素 1 μM では（図 2-7b），ローズベンガルは，黄色

ブドウ球菌の酸素消費量を減少させ，呼吸阻害を引き起こしていることが示さ

れた。一方でフロキシン B，エリスロシン B，エオシン B では呼吸阻害はみら

れなかった。 
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（a） 

（b） 

図 2-7 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌の酸素

消費量の経時変化 
PBS に菌懸濁液（最終菌濃度 2 × 10

8
 CFU mL

-1）およびクロリン（最終濃度

1 μM）またはキサンテン系色素（最終濃度 1 μM）を添加して測定した。最初

の矢印は乳酸ナトリウム（最終濃度 10 μM）の添加を示す。二番目および三番

目の矢印は光照射の開始および終了を示す。測定は 37℃の条件で行った。 
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2.4.3 K+流出 

図 2-8 はクロリンおよびキサンテン系色素による黄色ブドウ球菌の K
+流出量

の変化を示したグラフである。10 分間の光照射後，メリチンの添加により，細

胞膜を破壊したときの K
+流出率を 100％として示している。クロリン 1 μM では

（図 2-8a），クロリン e4，クロリン e6 は光照射後，数分のうちにほぼ 100％K
+

を流出させた。一方，タラポルフィンナトリウムでは，K
+流出はほとんど見ら

れなかった。キサンテン系色素 1 μM では（図 2-8b），ローズベンガルは光照射

後 5 分程度で K
+がほぼ 100％流出している。フロキシン B およびエリスロシン

B は 10 分の光照射でそれぞれ 80％±3（n=3），48％±5（n=3）K
+を流出させた。

一方，エオシン B では，K
+流出はほとんど見られなかった。 

強い抗菌作用を示したクロリン e4，クロリン e6 およびローズベンガルは呼吸阻

害および K
+流出を同時に強く引き起こしていることがわかった。また，フロキ

シン B やエリスロシン B は，呼吸阻害はみられなかったが，K
+流出は引き起こ

されることが示された。 
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（b） 

（a） 

図 2-8 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌からの

K
+流出の経時変化 

乳酸ナトリウム（最終濃度 10 μM）を含む PBS に菌懸濁液（最終菌濃度 1 × 

10
9
 CFU mL

-1）およびクロリン（最終濃度 1 μM）またはキサンテン系色素（最

終濃度 1 μM）を添加して測定した。最初の矢印は菌懸濁液の添加を示し，細

菌から流出する K
+により K

+濃度が上昇する。二番目および三番目の矢印は

光照射の開始および終了を示す。四番目の矢印においてメリチン（最終濃度

10 μM）を添加し，黄色ブドウ球菌の細胞膜を破壊した。測定は 37℃の条件で

行った。 
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2.4.4 膜電位消失 

図 2-9 はクロリンおよびキサンテン系色素による黄色ブドウ球菌の膜電位の変

化を示したグラフである。菌液の添加により細菌が TPP
+を取り込むため電位が

発生する。2 分後の電位が安定したときを膜電位 100％とした。また，K
+流出と

同様，光照射後メリチンの添加により細菌膜を破壊し TPP
+をすべて流出させた

ときの電位を膜電位 0％としている。強い呼吸阻害および K
+流出を引き起こし

たクロリン e4，クロリン e6 およびローズベンガルは光照射によりすぐさま膜電

位が消失した。K
+流出のみ引き起こしたフロキシン B やエリスロシン B では K

+

流出量に対応した膜電位の消失がみられた。呼吸阻害および K
+流出ともにみら

れなかったエオシン B およびタラポルフィンナトリウムは膜電位の消失もみら

れなかった。 
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（b） 

（a） 

図 2-9 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌の膜電

位の経時変化 
乳酸ナトリウム（最終濃度 10 μM）を含む PBS に TPPCl（最終濃度 10 μM），

菌懸濁液（最終菌濃度 1 × 10
9
 CFU mL

-1）およびクロリン（最終濃度 1 μM）

またはキサンテン系色素（最終濃度 1 μM）を添加して測定した。最初の矢印

は菌懸濁液の添加を示し，細菌の膜電位に依存して細菌内に TPP+が取り込ま

れる。二番目および三番目の矢印は光照射の開始および終了を示す。四番目の

矢印においてメリチン（最終濃度 10 μM）を添加し，黄色ブドウ球菌の細胞

膜を破壊した。測定は 37℃の条件で行った。 
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2.4.5 光増感剤による膜機能変化の濃度依存性 

図 2-10，図 2-11 および図 2-12 は光増感剤による黄色ブドウ球菌の各膜機能変化

の濃度依存性を示したグラフである。クロリン e4，クロリン e6 およびローズベ

ンガルは低濃度より各膜機能に対して作用を示し，濃度依存的に作用を示して

いることがわかる。またフロキシン B およびエリスロシン B においても濃度の

上昇とともに K
+流出率および膜電位消失率が増加しており濃度依存性を示して

いる，また，1 μM において呼吸阻害はみられなかったが， 5 μM ではそれぞれ

32％±5（n=3），28％±5（n=3）の呼吸阻害を引き起こした。エオシン B および

タラポルフィンナトリウムはいずれの濃度でも作用を示さなかった。 
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図 2-10 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌の呼

吸阻害の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B（▲）

存在下で，菌懸濁液（2 × 10
8
 CFU mL

-1）に 37℃で 10 分間光照射した。各値

は平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

 

（a） 

（b） 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

K
+
 l
e

a
k
a

g
e

 (
%

) 

Chlorin (μM) 

0

20

40

60

80

100

120

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

K
+
 l
e

a
k
a

g
e
 (

%
) 

Xanthene dye (μM) 
Ｃ Ｃ Ｃ

5 

図 2-11 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌から

の K
+流出の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B（▲）

存在下で，菌懸濁液（1 × 10
9
 CFU mL

-1）に 37℃で 10 分間光照射した。各値

は平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

（a） 

（b） 
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図 2-12 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)による黄色ブドウ球菌の膜

電位消失の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B（▲）

存在下で，菌懸濁液（1 × 10
9
 CFU mL

-1）に 37℃で 10 分間光照射した。各値

は平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

（a） 

（b） 
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2.5 考察 

 

本章では，クロリンおよびキサンテン系色素による黄色ブドウ球菌に対する

生存率の測定および細菌膜機能の測定を行った。 

生存率の測定において，光照射の装置として OHP を用いた。OHP は広範囲に

光を照射できる性質をもつため，複数の試料に対し同時に光照射を行うことが

できる。したがって，OHP を用いることで効率的に測定することができた。ま

た，膜機能の測定には電極法を用いた。酸素電極，K
+電極および TPP

+電極を用

いることで，光増感剤が細胞膜機能に及ぼす影響を呼吸阻害，膜透過性変化お

よび膜電位変化の三つの観点から検討でき，細菌の光不活性化作用機構を詳細

に解明することができた。さらに，電極法を用いた測定は非破壊的に行われる

ため，細胞を生きたまま測定することができる。したがって，細菌の膜機能の

変化を光照射しながらその場で測定することが可能であった。 

生存率の測定より，黄色ブドウ球菌に対してクロリンでは，クロリン e4 およ

びクロリン e6 は 1 μM で強い抗菌作用を示し，1 μM における抗菌作用はクロリ

ン e4＞クロリン e6＞＞タラポルフィンナトリウムの順となったが，低濃度にお

いては，クロリン e6 はクロリン e4 よりも抗菌作用が比較的強いという結果とな

った。したがって，低濃度域で使用する際にはクロリン e6 のほうがより効果的

である可能性が示された。 

細菌膜機能に対して，クロリン e4 およびクロリン e6 は 1 μM で，強い呼吸阻

害および膜透過性亢進を引き起こした。さらに，これらの光増感剤は光照射後，

数分のうちに膜電位を 100％消失させた。一方で，タラポルフィンナトリウムは

抗菌作用，膜機能阻害ともにほとんど示さなかった。これらの結果よりクロリ

ン 1 μM による黄色ブドウ球菌に対する抗菌作用および膜機能損傷の強さは，ク

ロリン e4＞クロリン e6＞＞タラポルフィンナトリウムの順となり，抗菌作用と

膜機能損傷の作用の強さには相関性が確認された。以上より，クロリンは黄色

ブドウ球菌に対し，呼吸阻害および膜透過性亢進を強く引き起こし，同時に膜

電位を消失させていることが示された。本研究で用いたクロリンは，図 1-2 に示

した通り置換基が異なり，それにより分子の脂溶性は，クロリン e4＞クロリン

e6＞タラポルフィンナトリウムの順であることが予想される。これらの光増感
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剤は細菌細胞膜に対して作用することから細菌膜への移行性が高いものほど作

用が強くなると考えられる。したがって，脂溶性が高く，細胞膜への移行性が

高いクロリン e4 が強い光不活性化作用をもつことが示された。 

キサンテン系色素では，1 μM における黄色ブドウ球菌に対する抗菌作用およ

び膜機能損傷の強さは，ローズベンガル＞フロキシン B＞エリスロシン B＞＞エ

オシン B の順となった。ローズベンガルは，低濃度より強い抗菌作用を示し，

クロリン同様呼吸阻害および膜透過性亢進を引き起こし，膜電位を消失させた。

しかし，フロキシン B およびエリスロシン B は，1 μM において，K
+流出を引き

起こしたものの呼吸阻害はみられず，K
+流出に対応する膜電位の低下が引き起

こされた。すなわち，これらの色素は K
+流出量に対して，呼吸阻害の程度が弱

く，濃度変化させた場合，フロキシン B およびエリスロシン B は 5 μM ではじ

めて呼吸阻害がみられた。すなわちキサンテン系色素では呼吸阻害よりも膜透

過性亢進が先行して引き起こされると考えられる。すなわち，キサンテン系色

素による黄色ブドウ球菌の光不活性化は，呼吸阻害よりも膜透過性亢進が強く

引き起こされ，同時に膜電位を消失させていることが示された。本研究で用い

たキサンテン系色素の中では，ローズベンガルは置換基としてヨウ素等のハロ

ゲンを含むため比較的脂溶性が高いことが予想され，細胞質膜への移行性が高

く，強い光不活性化作用を示したと考えられる。 

図 2-13にクロリンおよびキサンテン系色素による細菌の不活性化機構の想定

図を示す。 

 また，暗所の条件においては，いずれの光増感剤も作用を示さなかった。 
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（a） 

（b） 

図 2-13 クロリン（a）およびキサンテン系色素（b）による細菌

の光不活性化機構の想定図 
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第 3章 ウシ赤血球に対する光増感剤の作用 

 

3.1 序論 

 

第 2 章において黄色ブドウ球菌に対する作用が示された。本章ではさらに細

胞膜に対する作用を詳細に検討するため，赤血球を用いた検討を行った。 

赤血球は生体の血管内に存在する細胞であるため，薬物との相互作用が重要

であり，さらに，遊離型の浮遊細胞であるため電極法を用いた測定が容易であ

ることから，生体膜モデルとして優れていると考えられる 53), 54)。 

赤血球の細胞膜はリン脂質とコレステロールを主成分とする脂質二重層で構

成されている 55)。光増感剤存在下で光照射を行うことにより，光増感反応によ

り一重項酸素が生成し，細胞質膜の脂質等が酸化作用により損傷を受ける。損

傷を受けた細胞では，内部に存在する電解質の流出が起こり，その損傷の程度

が大きいとヘモグロビンをはじめとした高分子の原形質の漏出が起こり溶血に

至ると考えられる。したがって，赤血球に対して電解質の流出および溶血活性

を測定することで，光増感剤が細胞質膜に与える損傷の程度を評価することが

可能である。 

電解質の流出は，細菌同様 K
+をマーカーとして K

+電極を用いた K
+流出量の

定量より評価することができる。また，溶血活性は漏出したヘモグロビンの可

視光領域の吸収を測定することにより算出することができる 

本研究では，10 分間の光照射におけるクロリンおよびキサンテン系色素によ

る赤血球膜に対する作用を明らかにすることを目的とし，膜透過性および溶血

活性の観点から検討した。赤血球としてウシ赤血球を用いて，K
+流出を細菌同

様に K
+電極を用いて測定を行い，さらに第 2 章において測定した黄色ブドウ球

菌からの K
+流出量と比較した。溶血活性は，吸光光度法を用いて測定した。 
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3.2 溶血活性の測定について 

 

赤血球が溶血すると細胞内からヘモグロビンが漏出する。ヘモグロビンは可

視領域に吸収ピークをもつため，分光光度法により定量可能である。ヘモグロ

ビンは，ソーレー帯と呼ばれる吸収ピーク（波長 400 nm 付近）と Q 帯と呼ばれ

る吸収ピーク（波長 500‐600 nm 付近）を有している 56)。図 3-1 はヘモグロビ

ンの吸収スペクトルを示している。 

本研究で用いた光増感剤において，キサンテン系色素は波長 550 nm 付近に吸

収ピークを有するため，ヘモグロビンのソーレー帯の吸収波長と互いに重なり

合わないため，キサンテン系色素による溶血活性の測定には吸光度の大きいソ

ーレー帯のピーク波長である 414 nm で測定した。一方クロリンは，400 nm 付近

に吸収ピークを有するため，ヘモグロビンのソーレー帯とピークが重なる。し

たがって，クロリンによる溶血活性の測定には，Q 帯のピーク波長の一つであ

る 540 nm で測定を行った。図 3-2 はクロリン e4 およびローズベンガル 1 μM の

PBS 中の吸収スペクトルを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3-1 ヘモグロビン（0.30 g/L；pH 7.4）の吸収スペクトル 

（文献 56：Fairbanks etc., 1992, 一部改変） 

ソーレー帯 

Q 帯 
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図 3-2 クロリン e4 (a)およびローズベンガル(b) の吸収スペクトル 

光増感剤 1 μM を PBS に溶解したときのスペクトルを示している。 

（a） 

（b） 
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3.3 方法 

 

3.3.1 試薬および試液の調整 

クロリンおよびキサンテン系色素は第 2 章を参照。L-α-lysophosphatidylcholine は

Sigma (St. Louis, MO, USA)製（純度 >99%）を水溶液として用いた。その他試薬

は特級品のものを用いた。 

 

3.3.2 ウシ赤血球 

ウシ赤血球は，ジャパンラム（広島）より購入した。使用の際にはウシ保存血

を採血管にとり，生理食塩水で 2 回洗浄した後，PBS でヘマトクリット値が 10%

となるように懸濁し，氷中に保存しながら使用した。 

 

3.3.3 ウシ赤血球の K+流出および溶血活性の測定 

L型試験管にウシ赤血球をヘマトクリット値が 0.5%となるように PBS 中に懸

濁し，クロリン（最終濃度 0.01～1 μM）またはキサンテン系色素（最終濃度 0.1

～5 μM）を加え全量 6 mL とした。常温で 2 分間静置した後，OHP で 10 分間光

照射を行った。光照射後，検液 1 mL を遠心管に移し 1300 g で 5 分間遠心分離し

た。上清を採取し，K
+流出率および溶血活性を測定した。K

+流出率は K
+電極を

用いて細菌の場合と同様に測定し，溶血活性は分光光度計（UVmini-1240；島津，

京都）を用いて，ヘモグロビンの吸光度から算出した。 100％の K
+流出および

溶血の決定には，L-α-lysophosphatidylcholine（最終濃度 50 μM）を用いた 57), 58)。 
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3.4 結果 

 

3.4.1 K+流出の測定 

図 3-3 はクロリンおよびキサンテン系色素によるウシ赤血球からの K
+流出の

濃度依存性を示したグラフである。クロリンにおいては（図 3-3a），クロリン e4

およびクロリン e6 は黄色ブドウ球菌からの K
+流出と同様に低濃度より K

+流出

を示し，1 μM ではほぼ 100％の K
+が流出した。一方，タラポルフィンナトリウ

ムによる K
+流出は 1 μM で，41 ± 2%（n = 3）であった。キサンテン系色素で

は（図 3-3b），ローズベンガルは 1 μM でほぼ 100％と大きな流出がみられた。

フロキシン B およびエリスロシン B は 1 μM で K
+流出がそれぞれ 64 ± 6%（n 

= 3），14 ± 2%（n = 3）であり，特にエリスロシン B では低い値となったが，5 

μM においてはそれぞれ 98 ± 5%（n = 3），79 ± 13%（n = 3）まで K
+流出が

引き起こされた。エオシン B では K
+流出はほとんどみられなかった。 
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図 3-3 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)によるウシ赤血球からの K
+
 

流出の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B

（▲）存在下でウシ赤血球（0.5%ヘマトクリット）に常温で 10 分間光照射

した。各値は平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

（a） 

（b） 
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3.4.2 溶血活性の測定 

図 3-4 はクロリンおよびキサンテン系色素によるウシ赤血球の溶血活性の濃

度依存性を示したグラフである。クロリンにおいては（図 3-4a），クロリン e4

およびクロリン e6 は K
+流出よりも高濃度領域において溶血活性がみられ，1 μM

でほぼ 100％が溶血した。一方，タラポルフィンナトリウムでは溶血はほとんど

引き起こさないことが示された。キサンテン系色素では（図 3-4b），ローズベン

ガルは低濃度より溶血がみられ，1 μM でほぼ 100％が溶血した。フロキシでは，

低濃度では溶血活性はみられず 5 μM で 42 ± 7%（n = 3）溶血が引き起こされ

ている。エリスロシン B およびエオシン B では溶血活性はみられなかった。 

光照射しない場合，クロリンおよびキサンテン系色素はウシ赤血球に対し，

K
+流出および溶血ともにみられなかった。 
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図 3-4 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)によるウシ赤血球の溶血活

性の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B

（▲）存在下でウシ赤血球（0.5%ヘマトクリット）に常温で 10 分間光照射

した。各値は平均値 ± 標準偏差（n = 3）で表している。 

（a） 

（b） 
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3.5 考察 

 

本章では，キサンテン系色素およびクロリンによるウシ赤血球に対する細胞

膜の損傷を，K
+流出，溶血活性の観点から検討した。 

クロリンやキサンテン系色素が光照射により赤血球を溶血させることは知ら

れていたが，溶血活性に加えて K
+流出を同時に測定することで，より詳細な膜

損傷の程度を調べることができた。 

クロリン e4，クロリン e6 およびローズベンガルはウシ赤血球に対して，低濃

度より強い K
+流出を示し，その流出率は黄色ブドウ球菌に対する K

+流出率と同

程度であった。これらの光増感剤は，さらに高濃度領域では溶血活性も示し，

強い膜損傷を引き起こすことが示された。フロキシン B およびエリスロシン B

は，1 μM では K
+流出を引き起こしたが，溶血活性はみられなかった。すなわち，

膜損傷を引き起こしているものの溶血に至るほどその損傷の程度が大きくない

ことがわかる。フロキシン B およびエリスロシン B は，黄色ブドウ球菌に対し

ても 1 μM ではローズベンガルほどの強い作用はみられず，ウシ赤血球および黄

色ブドウ球菌に対する作用の強さは同程度であることがわかる。また，フロキ

シン B は 5 μM においては溶血作用を引き起こすため，より高濃度では比較的強

い膜損傷を引き起こすことが示された。一方で，エオシン B やタラポルフィン

ナトリウムは高濃度では K
+流出が少量みられたが，溶血活性はいずれの濃度で

もみられず，黄色ブドウ球菌と同様に光不活性化作用は弱いことが示された。 

以上より，これらの光増感剤は光照射により赤血球膜に損傷を与え，K
+流出

および溶血活性を引き起こすことが示され，その膜損傷の強さは，クロリンで

は，クロリン e4＞クロリン e6＞＞タラポルフィンナトリウムの順となり，キサ

ンテン系色素では，ローズベンガル＞フロキシン B＞エリスロシン B＞＞エオリ

ンの順となり，黄色ブドウ球菌と同様の傾向を示した。これらの光増感剤によ

る赤血球の光不活性化も，分子構造の違いによる脂溶性の差が作用の強さに影

響を与えていることが予想される。 
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第 4章 光増感剤による赤血球の形態変化 

 

4.1 序論 

 

光増感剤により細胞が不活性化する際には一重項酸素の生成が必要である。

しかし，光増感反応により生成した一重項酸素は寿命が非常に短いため 59)
 ，細

胞外に遊離している光増感剤が一重項酸素を生成したとしても光不活性化作用

は引き起こさない 11)。したがって，光増感剤が細胞を光不活性化させるには，

細胞内に光増感剤が取り込まれる必要があると考えられる。第 3 章において，

クロリンおよびキサンテン系色素はウシ赤血球に対して膜損傷を引き起こすこ

とが示された。したがって，これらの光増感剤は細胞膜中に取り込まれている

ことが予想される。 

そこで，本章ではクロリンおよびキサンテン系色素の赤血球膜への取り込み

量を検討するため，赤血球の形態変化の観察を行った。物質が赤血球膜の脂質

二重層に取り込まれると，その存在場所や取り込み量によって赤血球の形態が

変化する性質をもっている 54), 60), 61)。その性質を利用し，光増感剤の赤血球膜へ

の取り込み量を推定した。 

 

 

4.2 赤血球の形態変化について 

 

赤血球は通常，中くぼみの円盤状の形をしている。しかし，赤血球膜は内的・

外的因子により形態を変化させる。赤血球の脂質二重層に薬物が取り込まれる

と，その存在場所や取り込み量により形態が変化する 54), 60), 61)。例えば，脂質二

重層の外層部分に主に薬物が取り込まれた場合には，赤血球は正常な円盤状細

胞（discocyte）からトゲ状の突起が生じる。このとげ状の状態は echinocyte また

は外方突出型変形（crenation）と呼ばれる。薬物濃度が上昇し，形態の変化が進

むと最終的にはほぼ完全な球状細胞（spherocyte）に至る。また，脂質二重層の

内層部分に薬物が取り込まれた場合には，赤血球は discocyte から，膜の内方へ

陥没するようになる。このように陥没した形態を stomatocyte または内方陥没型
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変形（invagination）と呼ぶ。stomatocyte への変化も，形態の変化が進行すれば

最終的には spherocyte に至る。図 4-1 は Sheetz らによって見出された赤血球の脂

質二重層への薬物の取り込みと形態の変化を示す。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1 赤血球の形態変化 

（文献 60：Sheetz and Singer, 1974） 
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このように赤血球の形態変化を観察することで，薬物の細胞膜への取り込み

場所及び取り込み量を推測することができる。形態変化を評価する際には，

Sheetz らの方法に従い，変化の過程を 4 段階に分けて評価した 54), 60)。discocyte

の状態を 0 として，echinocyte に変化し，最終的に spherocyte に至るまでの段階

を+1 から+4 とする。また，stomatocyte に変化し spherocyte になるまでの段階を

-1 から-4 としている。図 4-2 は各段階における形態変化の状態を示している。

通常この段階分けの評価法はヒト赤血球に対して使用されるものであるが，本

研究ではウシ赤血球に適用した。ウシ赤血球はヒト赤血球と比較して細胞のサ

イズは異なるものの，膜構造は基本的に同様であるため，ウシ赤血球に対して

も形態変化を 4 段階に分けて評価した 62)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2 赤血球の形態変化の段階 

（文献 54：藤井達三 ほか，1987） 
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4.3 方法 

 

4.3.1 試薬および試液の調整 

クロリンおよびキサンテン系色素は第 2 章を参照。グルタルアルデヒドは和光

純薬（大阪）製（特級品）を用いた。その他試薬は特級品のものを用いた。 

 

4.3.2 ウシ赤血球 

ウシ赤血球については第 3 章を参照。 

 

4.3.3 形態変化の観察 

ウシ赤血球をヘマトクリット値が 0.5%となるよう PBS で懸濁した。その後，

クロリン（最終濃度 0.05～1 μM）またはキサンテン系色素（最終濃度 0.1～5 μM）

を加えて，10 分間 37℃で振盪培養した。検液 100 μL を採取し，1/30 M 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.4) に溶解した 2% グルタルアルデヒド 100 μLと混和

し，赤血球を固定した。 

赤血球の形態は，光学顕微鏡（ニコン，東京）を Photonic microscope system

（Argus-100；浜松ホトニクス，静岡）によりモニターへと接続し，記録および

観察を行った。 

 

 

4.4 結果 

 

図 4-3 は，クロリン 1 μM によるウシ赤血球の形態変化の顕微鏡写真を示した

ものである。光増感剤を添加していない赤血球は円盤状の discocyte であるのに

対し，光不活性化作用の強いクロリン e4 およびクロリン e6 を添加した場合，赤

血球の形態が spherocyte に近い echinocyte まで変化しているのがわかる。また，

タラポルフィンナトリウムでも echinocyte への形態変化がみられたがその形態

学的スコアは+1.0 であった。 

図 4-4 は，キサンテン系色素 5 μM によるウシ赤血球の形態変化の顕微鏡写真

を示したものである。ローズベンガルでは，echinocyte への大きな形態の変化が



47 

 

観察され，その形態学的スコアは＋3.3 であった。フロキシン B，エリスロシン

B およびエオシン B でも echinocyte への形態変化がみられ，その形態学的スコア

はそれぞれ+1.7，+1.0，+0.9 であり，エリスロシン B とエオシン B は同程度で

あった。 

図 4-5 はクロリンおよびキサンテン系色素におけるウシ赤血球の形態変化の

濃度依存性を示している。各光増感剤による赤血球の形態変化を 4 段階で評価

している。各光増感剤は濃度依存的に形態変化の段階が進んでおり，その形態

学的スコアの大きさは，光不活性化作用の強さと相関性を示している。 
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図 4-3 クロリンによるウシ赤血球形態変化の顕微鏡写真 

(a)正常細胞 (b) クロリン e4，(c) クロリン e6， (d) タラポルフィンナトリウ

ム存在下(1 μM)でウシ赤血球（0.5%ヘマトクリット）を 37℃で 10 分間振盪培

養した。 
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図 4-4 クロリンによるウシ赤血球形態変化の顕微鏡写真 

(a)正常細胞 (b) ローズベンガル，(c) フロキシン B， (d) エリスロシン B，

(e)エオシン B 存在下(1 μM)でウシ赤血球（0.5%ヘマトクリット）を 37℃で

10 分間振盪培養した。 
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図 4-5 クロリン(a)およびキサンテン系色素(b)によるウシ赤血球形態変化

の濃度依存性 

クロリン e4 (●)，クロリン e6 (●) ，タラポルフィンナトリウム (●)，ロー

ズベンガル（▲），フロキシン B（▲），エリスロシン B（▲），エオシン B

（▲）存在下でウシ赤血球（0.5%ヘマトクリット）を 37℃で 10 分間振盪培

養した。 

（a） 

（b） 
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4.5 考察 

 

 本章では，クロリンおよびキサンテン系色素によるウシ赤血球の形態変化の

観察により光増感剤の細胞への取り込み量を検討した。 

クロリンにおいて，光不活性化作用の強いクロリン e4 およびクロリン e6 は，

10 分間でウシ赤血球の形態を大きく変化させていたことより，効率よく細胞質

膜に取り込まれていることがわかる。一方で，光不活性化作用の弱いタラポル

フィンナトリウムでは，形態の変化の段階は低く，あまり細胞膜に取り込まれ

ていないことが明らかとなった。したがって，クロリンによる光不活性化作用

の強さと，赤血球形態変化の傾向にはよい相関性が得られたといえる。キサン

テン系色素において，ローズベンガルはウシ赤血球への取り込み量は大きく，

フロキシン B のウシ赤血球の取り込み量も光不活性化作用と同様の傾向であっ

たが，エリスロシン B およびエオシン B では，ウシ赤血球に対して同程度の取

り込みがみられ，光不活性化作用と必ずしも同様の結果にはならなかった。 

これらの光増感剤はいずれもウシ赤血球を echinocyte 型に変形させたことか

ら，主に脂質二重層の外層部分に多く取り込まれていると考えられる。 

 クロリンおよびキサンテン系色素では，同じ骨格をもつ光増感剤においてウ

シ赤血球への取り込み量に差がみられた。赤血球の細胞膜は脂質二重層で構成

されているため，脂溶性の高い分子構造をもつ光増感剤が効率よく細胞膜に取

り込まれると考えられる。クロリンでは，各クロリンの分子構造内のカルボキ

シ基の数の違い，キサンテン系色素においては，ハロゲンなどの置換基の違い

が脂溶性に差を生じさせていると予想される。この脂溶性の差により，細胞質

膜への親和性が異なり，赤血球膜への取り込み量に差が生じていると考えられ

る。 
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第 5章 光増感剤による一重項酸素の生成効率 

 

5.1 序論 

 

光増感剤が光細胞を光不活性化するためには，光増感反応による一重項酸素

の生成が必要となる 4)-9)。したがって，各光増感剤の間で一重項酸素の生成効率

に差があれば，光不活性化作用の強さに影響を与える事が考えられる。 

本章では，光照射したキサンテン系色素およびクロリンによる水溶液中での

一重項酸素の生成効率を測定し，一重項酸素の生成効率の差が光不活性化作用

に与える影響を検討した。 

一重項酸素の生成効率は，AHP をプローブとして測定した 63)。AHP は水溶液

中で波長 318 nm に吸収ピークをもつが，一重項酸素により酸化されると，波長

318 nm の吸収を失う。したがって，一重項酸素の生成による AHP の減少量を吸

光光度法により定量することで，一重項酸素の生成効率を算出することができ

る。 

 

5.2 方法 

5.2.1 試薬および試液の調整 

クロリンおよびキサンテン系色素は第2章を参照。AHPはSigma (St. Louis, MO, 

USA)製（純度 >98%）を水溶液として用いた。その他試薬は特級品のものを用

いた。 

 

5.2.2 一重項酸素生成効率の測定 

試験管中にクロリン（最終濃度 1 μM）またはキサンテン系色素（最終濃度 1 μM）

と AHP（最終濃度 200 μM）を PBS に溶解し全量 3 mL とする。この検液を吸光

セルに移し吸光度（318 nm）を測定する。その後，図 5-1 に示すように常温で撹

拌しながらプロジェクターランプで 1 分間光照射する。光照射後の AHP の吸光

度（318 nm）を測定し，光照射前後の波長 318 nm の吸光度の差から AHP の減

少量を定量し，一重項酸素生成効率を算出した。図 5-2 はローズベンガル存在下

での AHP の吸収スペクトルの光照射前後における変化を示している。 
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石英セル 

試験液 

図 5-1 光照射の装置 
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図 5-2 ローズベンガルによる AHP の吸収スペクトルの変化 

PBS 中にローズベンガル（最終濃度 1 μM）および AHP（最終濃度 200 μM）

を溶解して吸収スペクトルを測定した。青線は光照射前，赤線は 1 分間の

光照射を行った後の吸収スペクトルを示している。光照射により一重項酸

素が生成し，AHPの吸収極大である波長 318 nmの吸光度が減少している。 
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5.3 結果 

 

クロリンおよびキサンテン系色素による PBS 溶液中での一重項酸素の生成効

率の測定結果を表 5-1 に示す。これらの値は，1 分光照射を行った際の AHP の

減少量から算出しており，一重項酸素の生成効率は，クロリン e4 を基準として

相対値で示している。クロリン e4，クロリン e6 およびタラポルフィンナトリウ

ムの間では，一重項酸素の生成効率に大きな差はみられなかった。一方，キサ

ンテン系色素では，ローズベンガル＞フロキシン B＞エリスロシン B となりや

や差がみられた。また，これらの色素は，クロリンと比較して一重項酸素の生

成効率は高い傾向があった。一方，エオシン B の一重項酸素の生成効率は他の

光増感剤と比較して小さな値となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 5-1 光増感剤による一重項酸素の生成効率 

a)濃度 1 μM；b)クロリン e4 を基準として平均値 ± 標準偏差

（n = 3）で示している。 
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5.4 考察 

 

本章では光増感剤による一重項酸素の生成効率の測定を行った。AHP をプロ

ーブとすることで，吸光光度法により簡便に測定することが可能であった。 

光増感反応による一重項酸素の生成は，光増感剤の基底状態と三重項励起状

態のエネルギー差と，酸素の三重項状態と一重項状態のエネルギー差が近いと

きに効率よく起こる 3)。したがって，一重項酸素の生成効率は，光増感剤の分子

構造および溶媒に依存する。本研究では PBS 溶液における一重項酸素の生成効

率を測定した。 

本研究で用いたクロリン間における 1 分間の光照射における一重項酸素の生

成効率には，大きな差はみられなかった。すなわち，一重項酸素の生成効率の

差は光不活性化作用の強さの差に影響を与えていないといえる。 

 キサンテン系色素では，一重項酸素の生成効率はローズベンガル＞フロキシ

ン B＞エリスロシン B＞＞エオシン B の順であり，光不活性化作用の強さと同

様の傾向であった。しかし，ローズベンガル，フロキシン B およびエリスロシ

ン B の間では生成効率に大きな差はみられなかったため，光不活性化作用の強

さに大きな影響を与えているとは言い切れない。一方，エオシン B は一重項酸

素の生成効率は低く，光不活性化作用の強さに影響を与えることが予想される。 
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総括 

 

Ⅰ 本研究のまとめ 

 

本研究では，キサンテン系色素およびクロリンによる細胞の光不活性化機構

の解析を目的に，黄色ブドウ球菌およびウシ赤血球の細胞膜に対する作用を検

討した。 

表 6-1 は，本研究で用いた各光増感剤の黄色ブドウ球菌への作用，ウシ赤血球

への作用および一重項酸素の生成効率の強さをまとめたものである。 

第 2 章および第 3 章で，黄色ブドウ球菌およびウシ赤血球の細胞膜に対する

作用を明らかにしたが，クロリンによる各膜機能に対する作用の強さは，クロ

リン e4＞クロリン e6＞＞タラポルフィンナトリウムの順となり，キサンテン系

色素での作用の強さはいずれも，ローズベンガル＞フロキシン B＞エリスロシン

B＞＞エオシン B の順となり，細菌に対する作用と赤血球に対する作用の間には

相関性が確認された。グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌の細胞質膜は，リン

脂質としてホスファチジルエタノールアミンおよびホスファチジルセリンを主

成分とする脂質二重層であり，ペプチドグリカンを主成分とする細胞壁で覆わ

れているのに対し 42)，赤血球の細胞質膜はリン脂質およびコレステロールで構

成される脂質二重層であるため 55)，これらの細胞膜は膜構造および膜組成が異

なるが，本研究で用いた光増感剤はこれらの細胞膜の違いに依存せず作用を示

すことが明らかとなった。 

一般に，光増感剤が光不活性化作用を引き起こすためには，一重項酸素の生

成が必要である 4)-9)。一重項酸素は，脂質やタンパク質を酸化する強い能力をも

つものの，その寿命は非常に短いため 59)，細胞膜を効率よく不活性化させるた

めには，より多くの光増感剤が細胞膜に取り込まれることが重要であると考え

られる。また，光増感剤の間で一重項酸素の生成効率が異なれば，光不活性化

作用の強さに差が生じることが考えられる。すなわち，光増感剤による細胞の

光不活性化作用の強さを決定する要因として，光増感剤の細胞への取り込み量

および一重項酸素の生成効率の 2 つが挙げられる。 
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第 4 章において，赤血球の形態変化の観察にからクロリンおよびキサンテン

系色素の細胞への取り込み量を推測したところ，クロリンにおいては，作用の

強いクロリン e4 およびクロリン e6 は細胞膜への取り込量が多く，作用の弱いタ

ラポルフィンナトリウムでは，細胞質膜への取り込み量は少ないことが示され

た。すなわち，光不活性化作用と細胞への取り込み量の間によい相関性がある

ことが明らかとなった。キサンテン系色素において，作用の強いローズベンガ

ルは細胞膜への取り込み量が大きく，フロキシン B やエリスロシン B でも取り

込み量と光不活性化作用の強さとの間に相関性が得られた。一方，エオシン B

はエリスロシン B と同程度の取り込み量であったが，光不活性化作用の強さは

エリスロシン B＞エオシン B であり，光不活性化作用の結果と取り込み量の結

果は一致しなかった。 

続いて，第 5 章において，一重項酸素の生成効率を測定したところ，各クロ

リン間では，一重項酸素の生成効率に大きな差はみられなかった。すなわち，

一重項酸素の生成効率の差はクロリンによる光不活性化作用の強さの差に影響

を与えていないと考えられる。キサンテン系色素の一重項酸素の生成効率は，

ローズベンガル＞フロキシン B＞エリスロシン B＞エオシン Bの順となったが，

ローズベンガル，フロキシン B，エリスロシン B の間では一重項酸素の生成効

率に大きな差はみられなかった。しかし，エオシン B では一重項酸素の生成効

率が小さく，光不活性化作用の強さに影響を与えることが考えられる。すなわ

ち，エリスロシン B とエオシン B は細胞への取り込み量は同程度だが，一重項

酸素の生成効率がエオシン B では低いため光不活性化作用が弱いことが明らか

となった。 

以上より，クロリンやキサンテン色素による光不活性化作用の強さは一重項

酸素の生成効率および赤血球形態変化を指標とすることにより評価できること

が示された。 

また，形態変化の観察からこれらの光増感剤は，いずれも赤血球を echinocyte

型に変形させたことから主に脂質二重層の外層部分に多く取り込まれていると

考えられる。すなわち，赤血球の脂質二重層の外層部分に存在する光増感剤が，

光照射により膜損傷を与えることが示された。細菌膜に対しても同様の機構で

膜機能を光不活性化すると推測される。したがって，クロリンおよびキサンテ
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ン系色素は細菌細胞膜に取り込まれ，光照射により膜機能に損傷を与えること

で不活性化させることが示唆された。 

本研究により，クロリンおよびキサンテン系色素の中でも，クロリン e4，ク

ロリン e6 およびローズベンガルは，短時間で細菌膜機能に損傷を与え，強い抗

菌作用を示すことが明らかとなったが，同時に，これらの光増感剤は赤血球に

対しても膜損傷作用を示し，赤血球を溶血させることが示された。光増感剤を

感染症治療薬として応用する際には，光増感剤を感染部位へ局所的に投与した

後，感染部位に限定して短時間のうちに光照射を行う方法が検討されている。

この方法で光増感剤を用いる場合，通常細胞への影響は少ないことが報告され

ている 17) – 26)。 

また，タラポルフィンナトリウムは光線力学療法用剤として，癌に対して臨

床応用されているが，本研究より，短時間における細菌や赤血球に対する光不

活性化作用はクロリン e4 やクロリン e6 よりも弱いことが示された。タラポルフ

ィンナトリウムを臨床で使用する際は静脈注射により全身投与し，長時間（22

～26 時間）かけて癌細胞に移行させてから光照射を行う。一方，本研究では短

時間による作用を検討したため比較的作用が弱かったと考えられる。 

以上より，光増感剤を感染症治療などの目的で，短時間で局所的に使用する

場合には，タラポルフィンナトリウムのような従来の PDT に用いる光増感剤よ

りも，クロリン e4，クロリン e6 およびローズベンガルのような短時間で強い作

用を示す光増感剤がより有効であると考えられる。 

 

Ⅱ 結論 

 

本研究を通して以下の結論を得た。 

 

1 細胞の脂質二重層の外層部分に主に取り込まれたクロリンおよびキサンテ

ン系色素は，光増感反応により一重項酸素を生成することで，細胞質膜に存

在する生体分子に損傷を与え，細胞を不活性化させることが明らかとなった。 
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2 光増感剤による細胞の光不活性化の強さは，一重項酸素の生成効率および赤

血球の形態変化を指標として評価できることが示された。 

 

3 短時間で強い光不活性化作用を示したクロリン e4，クロリン e6 およびロー

ズベンガルは，感染症治療に対して有効であると考えられる。 
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