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研究成果の概要（和文）：炭酸ガス溶解液の抗腫瘍効果を調べるため、ウサギVX2腫瘍大腿移植モデルを使用し、炭酸
ガス溶解液を経動脈的に注入した。炭酸ガス注入群とコントロール群に分け、腫瘍サイズの変化およびアポトーシス誘
導の比較を行った。腫瘍サイズは造影CT、アポトーシスの評価はTUNEL染色およびcaspase-3によるウエスタンブロッテ
ィングを用いて行った。炭酸ガス注入群で、腫瘍増大率が有意に低く、アポトーシスの発現が有意に高かった。炭酸ガ
スの動脈注射によりCaspase-3を介したアポトーシスを生じ、VX2腫瘍サイズの増大が抑制されることが示された。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the efficacy of intraarterial infusion of CO2-saturated solution, 50 
ml of solution (saline solution and CO2-saturated solution for the control and CO2 groups, respectively) 
was administered close to the feeding artery of the VX2 tumors, that were implanted to fourteen Japanese 
white rabbits 3 weeks before. Rabbits were divided into control and CO2 groups. All rabbits were killed 
for tumor harvest on day 3 after the procedure. Tumor volume was evaluated with contrast-enhanced 
computed tomography (CECT). Tumor apoptotic changes were examined by DNA fragmentation assay and 
immunoblot analysis. Tumor growth ratio was significantly decreased in the CO2 group compared with the 
control group. Apoptotic activity in the CO2 group was higher than in the control group. Intraarterial 
infusion of CO2-saturated solution inhibits rabbit VX2 thigh tumor growth by activation of apoptotic cell 
death through cleaved caspase-3 upregulation.

研究分野： IVR

キーワード： 動脈内炭酸ガス投与
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１．研究開始当初の背景 

現在、世界では炭酸ガスの働きを利用した

様々な研究や治療が行われている。日本でも

炭酸泉が健康や美容に良いことが言われて

いるが、これは炭酸泉に溶け込んだ炭酸ガス

が皮膚から吸収されて局所へ酸素供給量を

増やすためである。つまり、細胞活動に必要

な酸素を炭酸ガスがコントロールしている

と言える。 炭酸ガスは血管拡張作用と Bohr

効果を有している。炭酸ガスの経皮的吸収治

療法は、組織中の酸素分圧を増加させ、褥瘡

や創傷などの損傷組織の再生を促進すると

考えられ、近年、再生医療の分野で注目を浴

びつつある。 

近年、各種進行癌や再発癌に対する集学的

な治療が注目され臨床試験も積極的に取り

組まれてきた。その組み合わせは手術療法・

化学療法・放射線療法が主体の併用療法であ

るが、いずれも抗腫瘍効果と共に体への負担

や副作用を少なからず持ち合わせている。一

方、癌治療において、内部の低酸素環境が治

療抵抗の一因となっていることも知られて

いる。2011 年に神戸大学医学系研究科では、

ラットの悪性腫瘍モデルに対し炭酸ガスを

経皮的に投与する実験を行ったところ、抗腫

瘍効果と共に腫瘍内環境の変化、および化学

療法との相乗効果が確認され、この成果は J 

Cancer Sci Ther 誌 に （ Onishi et al, 

Transcutaneous Application of Carbon 

Dioxide (CO2) Enhances Chemosensitivity 

by Reducing Hypoxic Conditions in Human 

Malignant Fibrous Histiocytoma, 2012, 

4.7）報告された。ただし、この炭酸ガス治

療は経皮的吸収治療法であり、治療対象とな

る腫瘍は表層部位に限られる。 

このような背景の下、申請者らは大部分の

悪性腫瘍が深部臓器に存在することに鑑み

て、経カテーテル的に炭酸ガスを動脈内注入

（動注）して、その抗腫瘍効果を検証するこ

とを考案した。深部悪性腫瘍に対して、効果

的に炭酸ガスを吸収・分布させるには、腫瘍

の栄養動脈に経血管的に選択注入ができる

動注療法が最適であり、実際、動注治療はこ

れまでも頭頚部や骨盤内悪性腫瘍において

その臨床的有用性が報告されている。従って

ウサギVX2腫瘍モデルを用いて炭酸ガス動注

治療の抗腫瘍効果を検証することが本研究

の主たる目的である。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、VX2 担癌ウサギモデルに

おける選択的動脈内炭酸ガス注入治療の効

果を検討することである。 

 炭酸ガスは組織内において血管拡張作用

と Bohr 効果により組織中の酸素分圧を上昇

させる効果を持つ。悪性腫瘍の内部環境は低

酸素状態にあり、これが腫瘍増大の一因とな

っていると考えられている。体表に近い部位

に存在する腫瘍において炭酸ガスを経皮吸

収させることで抗腫瘍効果が得られること

が実験レベルで証明されている。そこで、本

研究では VX２担癌ウサギを用い、経カテーテ

ルに炭酸ガスを動脈内注入（動注）して、深

部悪性腫瘍に対する炭酸ガスの抗腫瘍効果

を評価する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、VX2 担癌ウサギ(右後肢埋設)

を用い、カテーテルを介した炭酸ガスの経動

脈的注入を行った。対照群には生理食塩水投

与群を用い、これらの 2群間における⑴腫瘍

サイズの変化、⑵腫瘍内壊死・アポトーシス

の誘導、の 2項目について評価を行った。 

 血管内手技はX線撮影室にて透視下に行い、

腫瘍濃染確認後に経カテーテル的に炭酸ガ

スを直接注入した。腫瘍サイズは治療前・治

療後にそれぞれ CT 撮影を行い、体積を計測

した。さらに屠殺後に腫瘍を摘出し、腫瘍内

アポトーシスの出現頻度を測定した。 



 VX2 担癌ウサギモデルにおける選択的動脈

内炭酸ガス注入治療の効果の検討方法 

１）経血管的な注入を行うための至適血管系

を有する実験動物として、ウサギが最適と考

えられた。右後肢大腿筋内に VX2 腫瘍を移植

して 3週間目のウサギを使用した。静脈麻酔

下に鼠径部を切開し、大腿動脈を露出させた

後に 18G サーフロー針を挿入した。血管造影

により腫瘍濃染を確認し、腫瘍血管近傍まで

カテーテルを進め、経カテーテル的に炭酸ガ

ス注入を行った。 

 炭酸ガス注入群と対照群（生理食塩水注

入）の 2群に分け、それぞれ各 2回(2回目は

初回注入より 3日後)の注入を行った。 

2）腫瘍体積の評価 

 2 回の注入時、および注入終了 3日後に CT

を撮影した。自施設内に配備されている動物

実験用 CT にて、単純 CT および造影 CT を撮

影し、腫瘍容量を計測し、各群での比較を行

った。 

3）病理・分子生物学的検討 

 屠殺後に腫瘍を摘出した。組織切片を用い

TUNEL 染色にて、DNA フラグメンテーション

アッセイを行い病理学的に評価するととも

に、腫瘍からタンパク質を抽出して、Cleaved 

caspase-3 の抗体を用いてウエスタンブロッ

ティングにて分子生物学的にアポトーシス

を評価した。 

 同モデルを用いた炭酸ガス投与量の変更

を適宜行い、臨床応用に向けての至適安全投

与量の検証を目的として、実験を継続して行

った。また、シスプラチン（CDDP）を用いた

抗癌剤の動注治療群を新たに設定し、コント

ロール群、炭酸ガス投与群、抗癌剤投 与群、

炭酸ガス＋抗癌剤動注投与群の4群に振り分

けて、抗癌剤動注治療の相乗効果の有無につ

いての実験を施行した。 

 

４．研究成果 

VX2担癌ウサギモデルにおける選択的動脈内

炭酸ガス注入治療の効果の検討を行った。 

 平均腫瘍増大率は、直接計測にて動注群：

コントロール群＝−9.5%±7.9：27.2%±6.6、

CT による計測にて炭酸ガス動注群：コントロ

ール群＝4.1%±4.4：35.7%±4.5 であり、両

計測ともに炭酸ガス動注群で有意に腫瘍増

大が抑制されていた(p＜0.01)。 

 Tunel 染色では、炭酸ガス動注群：コント

ロール群＝215.0 個±58.7：21.8 個±5.4（各

視野毎の細胞死）、cleaved caspase-3 の Gel

濃度は炭酸ガス動注群：コントロール群＝

0.23±0.07：0.04±0.01 で、いずれも有意に

動注群で高かった。 

 経過の中で合併症や関連死亡は見られな

かった。また、体重の増減に関しても 2群間

に有意差は見られなかった。 

 炭酸ガス動注群ではコントロール群に比

較し腫瘍のアポトーシスの誘導が高率であ

り、ウサギ VX2 腫瘍の増大を有意に抑制する

ことが示された。また、細胞死の過程におい

て caspase-3 は３つの経路に関与するが、今

回の実験にて炭酸ガス飽和水注入により

caspase-3 の活性化を通してアポトーシスが

誘導されていることがわかった。 

 今回の炭酸ガス飽和水動注療法には臨床応

用において、以下の利点があると考えられる。

まず既存の抗癌剤に比べ、副作用が少ない点

が挙げられる。低酸素状態で治療抵抗性とな

る化学療法や放射線療法の効果を増強させ

る効果も有している可能性がある。また、カ

テーテルの良好な血管内到達性により、人体

のあらゆる部位への局所的な治療が可能と

なる利点も有している。 

 なお、同結果を英文誌 Journal of Vascular 

and Interventional Radiology 誌に報告し、

掲載された。また同誌での Outstanding 

Laboratory Investigationとして、Editor’s 

Award Honoree を 受賞した。 
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