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研究成果の概要（和文）：　パルス高電界を用いた新たながん治療法の確立に向けた技術の研究開発を行った。プログ
ラムされた細胞死であるアポトーシスをパルス電界により誘導するもので，低侵襲な治療法につながる可能性がある。
　受精鶏卵上に固形腫瘍を形成する方法を採用したことで，通常研究コストの大きい動物実験を加速できた。パルス電
界印加による固形腫瘍の成長抑制効果が確認され，それが電界強度に依存することも分かった。またこれがアポトーシ
スによることが大きいことも確認された。最終的には３つの実験系を確立できたので，今後の研究発展が期待できる。

研究成果の概要（英文）： To establish a new cancer therapy, techniques using pulsed high electric fields 
were studied. It has a potential to achieve a minimally invasive treatment because pulsed electric fields 
would induce programmed cell death as apoptosis.
 By adopting the method of forming a solid tumor in a fertilized chicken egg, large number of animal 
test, which was usually high research cost, were performed. The growth suppression effect of the solid 
tumor by pulsed electric field was confirmed, and the effect was found to be dependent upon electric 
field strength. Moreover, the effect was mainly based on apoptosis. Three experiment systems were 
established eventually. Therefore, future research development is favorable.

研究分野： 高電圧パルスパワー工学，パルスパワー応用

キーワード： パルスパワー　がん治療　パルス高電界　アポトーシス　発育鶏卵法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 パルス高電界により細胞にアポトーシス
が誘導されることが確認され，多くの研究機
関でこの現象を新たながんの治療方法に結
びつけようという研究が開始している。さら
に，がん細胞にもパルス高電界によりアポト
ーシスを誘導できることが確認されている。 
 このような研究での実験の過程としては，
in vitro における実験から，in vivo における
実験，すなわち動物実験，次に人体に対する
実験の順に進んでいく。（in vitro とは「試験
管の中で」の意で，試験管内などの人工的に
構成された条件下での試験などを表す。in 
vivo とは「生体内で」の意で，生体内での試
験を表す。） ここで用いるパルス高電界とは
ナノ秒パルス電界(nsPEF)といわれるもので，
周波数帯域では 100MHz 以上のものが必要
とされる。In vitro の実験は比較的多くの機
関で実施されており，必要な高電圧パルスに
関する技術の難しさはあっても，パルス高電
界によるアポトーシス誘導の機構について
ある程度解明されつつある。一方，in vivo
実験を実施しているところは極めて少ない。
これは，法令等による実施の制限もあるが，
このような実験段階においては，多くの実験
を行う必要があり，多くに試料を用意しなけ
ればならないことが障害となっている。実際
のがん組織の状態は，In vitro における試料
の状態とは全く異なり，最適な実験条件の探
索，実験技術や実験装置の開発など，独立し
て行わなければならないことは多く，必然と
して実験動物などが多数必要となる。 
 パルス高電界による新たながんの治療方
法の開発には，多数の in vivo 実験を実施で
きることが非常に効果的で，それはパルス高
電界の印可技術の開発に対してもいえる。 
 
２．研究の目的 
 パルス電界を用いたがん治療法の確立が
目的である。そのために，まず発育鶏卵法を
用いたパルス電界印加の実験系を確立する。
この実験系を用いて，固形腫瘍に対して様々
な実験条件を試行し，固形腫瘍の成長の抑制
効果の高い条件を探索する。実験のなかで，
高電圧パルスパワー発生装置の動作安定性
やパルス電界印加装置などがん治療方法を
見据えた上で全体的な技術開発を進める。 
 次に，発育鶏卵法を用いた実験により，得
られた有効な実験条件に関する知見，および
開発された全体技術を，実験動物（マウス）
の腫瘍に対するパルス電界印加実験に適用
する。これにより，実験動物に対する腫瘍の
縮小効果を確認するとともに，実験動物に適
した実験条件や装置技術の開発を行う。 
 これらの実験を通して，実際のがん治療技
術をある程度見据えた技術開発を進めてい
く。 
 
３．研究の方法 
 発育鶏卵法の採用・拡大により，多数の in 

vivo 実験を可能とする。これにより，印加パ
ルス電界に関する様々な実験条件に対する
試験を実現し，最適な条件を探索する。すで
に１ナノ秒のパルス幅の高電圧パルスを発
生するナノ秒パルスパワー発生装置の開発
は行っているが，さらに，この実験過程の中
でパルス高電界印加技術を開発する。 
 
(1)発育鶏卵法を用いた固形腫瘍へのパルス

電界印加 
 発育鶏卵法により，マウス乳がん由来細胞
（EMT6）を細胞試料として用いて固形腫瘍を
生成し，パルス電界印加実験を行う。まずこ
の実験研究を安定して実施するために，発育
鶏卵法を用いてパルス電界印加を行う実験
系の確立を行う。これには発育鶏卵法自体の
手続きの検討も含まれる。 
 実験条件としては，印加電圧，印加パルス
幅，パルス印加回数などのパルス電界の電気
的なパラメータに加え，パルス電界印加装置
（電極）やその設置方法などを変化させて行
う。これにより効果が最大化する条件を探索
する。実験効果は，パルスの印加を除いて同
等の実験過程が施されるシャムコントロー
ルに対して，有意検定による統計的処理に基
づいて確認される。 
 EMT6 以外の細胞種の実験を検討する。細胞
種が異なれば当然異なった応答や感受性が
考えられるので，細胞種を変えて実験を行う
ことは重要である。ただし，発育鶏卵法によ
る固形細胞の形成にはどのような細胞種も
使えるというわけでもなく，また使えても実
験手続きが同じとは限らない。いくつかの細
胞種を検討し，実験系の確立を進める。 
 これらの実験を通じて，実験に要求される
パルスパワー発生装置，パルス印加技術の開
発を進める。 
 
(2)細胞懸濁液に対するパルス電界印加（in 

vitro 実験） 
 細胞懸濁液を対象として機序の解明に向
けた予備的な実験を実施する。細胞懸濁液に
対するパルス電界印可に必要な装置や技術
を開発する。 
 印加パルス電界のパラメータを変えて，パ
ルス電界印加実験を行う。細胞生存率の測定
およびフローサイトメトリーを用いた解析
を実施し，機序の解明に向けて研究を進める。
フローサイトメトリーは試薬によって様々
な分析が可能であるが，ここではアポトーシ
ス解析を中心に行う。 
 ここで得られる知見は，発育鶏卵法を用い
る実験およびパルス電界印加技術の開発に
フィードバックされる。 
 
(3)固形腫瘍に対するフローサイトメトリー

解析 
 発育鶏卵法により得られる固形腫瘍に一
定の処理を加えることで，細胞懸濁液として
フローサイトメトリーによる解析が可能に



なる。これは解析手法としては ex vivo 解析
に分類されるものであるが，固形腫瘍に対す
るパルス電界の影響を評価する上において
非常な有効な手段になり，また技術開発の促
進もつながる。 
 この実験系の確立を行う。フローサイトメ
トリーは，アポトーシス解析を中心に行う。 
 この実験系を含めて３つの実験系が整え
ば，それぞれの実験系の不足点を補完するこ
とが可能になる。 
 
４．研究成果 
(1)パルスパワー印可技術の開発 
 医療技術の装置としても，本研究の発展の
ためにも，パルス電界印可技術の開発は重要
である。パルス電界印可技術は，ナノ秒パル
スパワーの発生技術，がん腫瘍へのパルス印
可技術，その間のパルス伝送技術に分けられ
る。これらに共通して，非常に短いパルスで
ありしかもそれが高電圧であることが，技術
開発上のポイントである。 
 スイッチの再設計を行って，パルスパワー
発生装置の動作安定性の向上を図った。生体
を対象にする実験では，その動作の再現性・
安定性が重要である。 
 パルスパワー発生装置から負荷である腫
瘍までのパルスの伝送方法として，種々のケ
ーブルを試験した。伝搬された電圧パルスを
評価し，パルスパワー発生装置の出力インピ
ーダンスより大きな特性インピーダンスを
有するケーブルを採用した。これを用いるこ
とで，パルス反射により振動的な出力波形が
得られた。これは特定の周波数を強化する意
味がある。 
 腫瘍へのパルス電界印加装置については，
電界分布の数値計算を行って，これまでの２
本の針型電極（１本×２極）から４本の針型
電極（２本×２極）へ変更した。これにより，
沿面放電の発生をある程度抑制して，安定し
て電界印加ができるようになったと考える。
また針と腫瘍の配置に関して試行錯誤した
結果，鶏卵内の出血を抑制することができた。 
 
(2)発育鶏卵法を用いた固形腫瘍へのパルス

電界印加 
 本実験では，がん細胞種としてマウス由来
乳腺癌細胞（EMT6）を用いた。インキュベー
タで鶏卵の成長を開始した日を１日目とし
て，11 日目にがん細胞を移植し，15 日目に
生成された固形腫瘍にパルス電界を印加す
る。18 日目に腫瘍を鶏卵から取り出して，質
量等の観測を行う。腫瘍質量の測定値に関し
ては，棄却検定，F 検定，t 検定の統計処理
を行う。 
 実験により得られた腫瘍質量の平均値を
図１に示す。パルス印加と示されたものが，
パルス電界を印加したものの腫瘍質量の平
均値を示し，296 はサンプル数を示す。
Control とはパルス電界を印加しなかったも
のの平均値を示す。本実験では，パルス電界

を印加しないことは除いて，パルス印加用電
極を腫瘍にあてたり，パルス電界の印加時間
にあたる時間を放置するなど，そのほかの処
理はパルス電界印加のものと同一の手続き
を行ったものであり，いわゆるシャムコント
ロールといわれるものである。これにより，
パルス電界印加以外の腫瘍および鶏卵に対
するストレスを同じにすることができ，パル
ス電界印加の効果を確かに評価することが
できる。このような実験においては重要な手
続きである。コントロールに比べてパルス電
界を印加した腫瘍質量の平均値が小さくな
っている。なお，有意差検定の結果，この差
に有意性が確認されている。したがって，パ
ルス電界印加により腫瘍の成長を抑制でき
たといえる。 
 

0

20

40

60

80

100

120

140

腫
瘍
質
量

[m
g]

control (247)

パルス印加 (296)

 

図１ 腫瘍質量の平均値 
 
 図 1を得た実験では様々な実験条件を含ん
でいる。そこで以下に実験条件ごとに整理す
る。図２は，パルスパワー発生装置の充電電
圧で腫瘍の平均質量を整理したものである。
実験設定で異なるが，電極間に印加される電
圧は充電電圧の十倍程度であり，印加電圧の
大小に対応していると考えて差し支えない。
実験条件の範囲では，充電電圧が大きい方が
腫瘍の平均質量は小さくなっている。有意差
検定の結果，この差に有意性が確認されてい
る。したがって，印加電界が大きくなるほど
腫瘍の成長は抑制されると考えられる。次に
図３は，腫瘍に対する印加電界パルスの数で
腫瘍の平均質量を整理したものである。コン
トロールから，300～1200 回，1500～3000 回
と印加パルス数が増加するに従い，腫瘍の平
均質量は減少し，それ以上はほぼ一定になっ
た。ただし有意差検定の結果，この差に有意
性は確認されなかった。しかし，あるパルス
数まではパルス数と腫瘍質量には関連があ
りそうであり，この点についてはさらに検討
を要する。パルス電界を用いる In vivo 実験
（動物実験）で，このような統計処理ができ
るサンプル数の研究は例を見ず，実験結果の
信頼性，精度を高める意味で重要な研究であ
ると考える。 
 このように実験を進める中で，当初の計画
のように発育鶏卵法により十分な数の実験
に有効な腫瘍が得られないという問題に直
面した。その原因には，購入する受精鶏卵の
状態と天候などの環境，移植する細胞の状態



など考えられる。いくつかの対策を行ったが，
研究の期間内では十分な改善が得られなか
った。そこで EMT6 に加えて，マウス由来メ
ラノーマ細胞（B16-F10）の使用を検討した。
実験を行うと EMT6 に比べて B16-F10 使用時
に鶏卵自体の死亡率が著しく増えた。パルス
印加の影響とは考えにくく，検討を進めたと
ころ，腫瘍成長の速さと高い転移能が原因と
結論付けられた。これをもとに実験手続きを
調整した結果，安定して腫瘍を得られるよう
になった。パルス電界印加実験を用いて十分
にデータを得ることはできなかったが，今後
に向けて実験系を確立できたことは重要で
ある。また，複数の細胞腫に対して影響を検
討できることは研究としての意味は大きい。 
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図２ 腫瘍質量の平均値（電圧） 
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図３ 腫瘍質量の平均値（パルス数） 
 
(3)細胞懸濁液に対するパルス電界印加（in 

vitro 実験） 
 本研究は，固形腫瘍に対するパルス印加実
験（in vivo）を中心にするが，細胞懸濁液
に対する実験（in vitro 実験）は，実験の容
易性も高くまた生体のばらつきも比較的小
さいので，実験条件の最適化や機序の解明な
どではある程度までは有効な手段である。本
研究でも，細胞懸濁液を対象として機序の解
明に向けた予備的な実験として実施した。 
 細胞懸濁液に対するパルス電界印可には，
エレクトロポレーション用のキュベットを
用いる。パルスパワー発生装置の負荷として
みたとき，腫瘍用の針電極とは大きく異なる
ため，装置を修正適用して実験を行った。 
 まず，実験条件を絞り込むために，WST-1
試験により細胞生存率を調べた。印可回数が
増えるほど生存率は下がった。ただし機序の
解明を目的にした実験では，生存率が低けれ
ばよいというわけではなく，その変化が大き
い，9000回や15000回が選ばれることになる。 
 次にフローサイトメトリーを用いたアポ

トーシス検査を行った。フローサイトメトリ
ーとは，細管中を流れる細胞一つ一つにレー
ザ光を当ててのその前方散乱光と側方散乱
光を観測し，その情報により細胞を仕分けす
る。用いる試薬により測定したい細胞の状態
を選択することができる。図４および図５に
パルス電界印可後 24時間と 48時間のアポト
ーシス検査解析結果を示す。緑（P3）の領域
に現れるシグナルがアポトーシスを起こし
た細胞によるもので，その左側のシグナルが
正常細胞によるものである。24 時間後の結果
（図４）よりアポトーシスの発生が確認され
る。一方，48 時間後（図５）では 24 時間後
に確認されたアポトーシスが確認されない。
これは，アポトーシスの進行による凝縮や貪
食による消失が考えられる。また，パルス電
界による貪食活性化の可能性を述べた報告
も存在する。 
 

 
図４ 印加 24 時間後の解析結果 

 

 
図５ 印加 48 時間後の解析結果 

 
 同様にフローサイトメトリーを用いたア
ポトーシス－ネクローシス検査の解析結果
を図６，７に示す。解析結果は 4つの領域に
分けて判断される。左下が生細胞で，左上が
ネクローシスを起こした細胞を表す。右下が
早期アポトーシス，右上が後期アポトーシス
を表す。図６はパルス電界印可後１時間の解
析結果で，細胞の分布は生細胞から早期アポ
トーシスの領域に広がり，同時に後期アポト
ーシスも多数確認される。なお解析時間を遅
らせると，早期アポトーシス減少する。コン
トロールに対する解析結果では，ほとんどは
生細胞であり，ネクローシス，後期アポトー
シスのものがわずかに確認されるに留まっ
ている。次に図７は，パルス電界は印可せず
にアポトーシス誘導試薬（アニソマイシン）



を添加した場合の解析結果を示す。早期アポ
トーシスおよび後期アポトーシスが確認さ
れるが，その比率は図６に比べて多くはない。
これらの結果を通して，パルス電界を印可し
たことにより，アポトーシスが誘導されるこ
とが確認される。 
 

 
図６ 解析結果（パルス処理 1時間後） 

 

 
図７ 解析結果（アニソマイシン） 

 
(4)固形腫瘍に対するフローサイトメトリー

解析 
 前項の細胞懸濁液に対する実験は，実験の
容易性から有効な手段ではあるが，実際の腫
瘍で全く同じ現象が生じるとは限らないし，
形状の違いも大きい。また治療に向けた技術
開発を行うことはできない。そこで，発育鶏
卵法により得られる腫瘍にパルス電界を印
可した後取り出し，そこから細胞懸濁液を生
成することで，フローサイトメトリー等の解
析が可能になる。 
 図８，図９はこのようにして得られたアポ
トーシス解析の結果を示す。コントロールや
パルス処理２時間後ではあまり現れないア
ポトーシス細胞の割合が，６時間後（図８）
で大きくなり，２４時間後（図９）ではさら
に大きくなっている。細胞懸濁液に対するパ
ルス電界印可と同様に，パルス電界印可によ
りアポトーシスの発生が確認された。ただし
前述の発育鶏卵法における腫瘍形成の問題
で実験数が少なく，今後，実験数を増やして
再現性などの確認を行う必要がある。 

 前項までの２つの手法に本項の手法が加
わり，同一の細胞腫に対する３つの実験系が
確立できたことの研究上の意味合いは大き
い。３つの実験系を併進することで，機序の
解明，最適条件の設定，パルス電界印可技術
の開発を相互に検討しながら効率的に進め
ることが可能になった。特に本研究では発育
鶏卵法を採用したことで，飛躍的に実験数が
増加できる。該当の分野の研究報告において
は，動物実験の実施は少なくまた限定的であ
るが，それに対して今後の研究進展が期待さ
れる。 
 

 
図８ 解析結果（パルス処理６時間後） 

 
 

 
図９ 解析結果（パルス処理２４時間後） 
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