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研究成果の概要（和文）：我々は、低電圧パルス電流を癌細胞に与えると、癌細胞の細胞膜に穴
が開き、その後、癌細胞がアポトーシスと呼ばれる細胞死に至ることを発見した。今回の研究
では、そのメカニズムとして、細胞内カルシウム濃度が上昇し、カスパーゼ酵素系が活性化す
ることにより癌細胞がアポトーシスに至ることをつきとめた。一連の研究の過程より、現在、
欧米などで試験的に行われている高電圧電気刺激（数百ボルト）に抗がん剤を組み合わせた治
療法が、より安全な低電圧電気刺激（十数ボルト）で出来る可能性が示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We previously reported that cancer cell apoptosis was induced  through 
electroporation (membrane pore formation) with the application of low voltage electric pulses (LVEPs). 
In this study, we reported about the apoptosis mechanism of cancer cells that LVEPs impose cell stress 
and induce apoptosis through caspases activation of both cell death receptor and mitochondrial pathways 
following intrcellular Ca++ elevation. A series of our studies suggest that LVEPs which might be mild 
damage to the patients could take place of high voltage electrochemtherapy which is studied as a new 
anti-cancer therapy. 
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１． 研究開始当初の背景 
 エレクトロポレ－ション法は生体および細
胞実験系において、主に遺伝子や薬剤などの
細胞内導入法として広く普及している。とこ

ろが 1997 年に Hofmann らにより高電圧短
時間電気パルス自体が細胞のアポトーシス
を誘導することが報告された。その後、2003
年に Vernier らが超高電圧（数十万ボルト）
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超短時間（ナノ秒）電気パルス発生操置を開
発し、細胞膜を損傷せずに細胞内カルシウム
の上昇を誘発し、細胞にアポトーシスを誘導
することに成功した。しかしながら、そのメ
カニズムについては、細胞内カルシウムなど
の細胞内情報伝達機構の関与が示唆される
ものの、未だその機序は不明のままである。
また、これらの報告は超高電圧超短時間電気
パルスを用いており、特別な大掛かりな装置
を必要とすることや、生体への応用の際の安
全性に問題が残る。 
一方、細胞へのアポトーシスの誘導に関して
は、強い刺激よりもむしろ弱い刺激によるも
のの方が有効であるという様々な物理的化
学的実験報告がある。 
 そこで我々は、がん治療への臨床応用とい
う点も踏まえ、低エネルギーの低電圧長時間
電気パルスを用いることにより、より低細胞
障害性（細胞壊死の抑制）で、より有効にが
ん細胞にアポトーシスを誘導させることが
できるのではないかと考えた。 
 我々がこれまでに口腔偏平上皮癌細胞
（ SCC-9 ）を対象に行った実験結果として
は、15 ボルト 100 ミリ秒の低電圧長時間電
気パルスの反復刺激は、1500ボルト 0.05ミ
リ秒の高電圧短時間電気パルス刺激よりも
より有効に細胞のアポトーシスを誘導する
ことを世界で初めて示した（Matsuki, et al., 
Cancer Letters.,269(1):93-100(2008)）。また、そ
れらのアポトーシスの過程でカスパーゼ 3の
酵素活性の上昇が認められた。従って、低電
圧長時間電気パルスによる細胞アポトーシ
スの誘導においては、カスパーゼ系酵素が関
与している可能性が示唆された。 
 
２． 研究の目的 
 本研究では、臨床応用を想定し、より低エ
ネルギーで安全な電気パルスの閾値の探索
およびカスパーゼ系酵素・細胞内カルシウム
変化を中心としたがん細胞アポトーシスの
誘導メカニズムの解明を目的とする。 
 
３． 研究の方法 
実験はマウス悪性黒色腫細胞株（B16）を用
いて、以下の項目について行った。 
 
（1） 低電圧パルスエレクトロポレ－ション
による癌細胞アポトーシス誘導実験 
 低電圧電気パルス刺激（15V単極方形波）
のpulse duration変化に対するアポトーシス誘
導への影響を、個々の細胞レベルで蛍光試薬
（アネキシン V、7AAD）を用いてフローサ
イトメトリーで詳細な検出を行った。 
 
（2） 低電圧パルスエレクトロポレ－ション
によるアポトーシス誘導メカニズムの解析
として、各カスパーゼ活性化経路と細胞内カ

ルシウム変化の測定を行った。 
 ①カスパーゼ系を中心としたがん細胞ア
ポトーシスの酵素活性経路の同定を行った。 
 カスパーゼ 3,7,9 の酵素活性を、フローサ
イトメトリーで測定し、アポトーシスにおけ
る詳細なカスパーゼ活性経路の測定を行っ
た。 
 ②癌細胞アポトーシスの誘因のひとつで
ある細胞内カルシウム濃度の変化を、蛍光色
素 Fura2を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（1） 低電圧パルスエレクトロポレ－ション
による癌細胞アポトーシス誘導実験 
  
 低電圧電気パルス刺激（15V単極方形波）
のアポトーシス誘導における pulse durationの
影響を調べたところ、図1に示すように、pulse 
duration が長くなる程細胞死（アポトーシス
とネクローシス）を高率に誘導した。 
 
 

図 1.低電圧電気刺激によるアポトーシス誘導における 

   pulse durationの影響 
 

 また、図 2に示すように、1000ms低電圧
電気刺激により、シスプラチンよりもより高
率にアポトーシスを誘導することが分かっ
た。 
 
 

 
 
 
 

図 2.アポトーシスの割合 



 

 

 そこで、図 3に示すように、全細胞死に対
するアポトーシスの割合を調べたところ、
1000ms の電気刺激がより高率にアポトー
シスを誘導することが分かった。これより、
アポトーシス誘導に関しては、低電圧長時間
作用電気パルスがより効率良く作用するこ
とが示された。また、同時にシスプラチンな
どの抗がん剤も高率に効率良くアポトーシ
スを誘導出来ることが分かった。以上の結果
より、現在、欧米などで試験的に行われてい
る高電圧電気パルス刺激（数百ボルト）に抗
がん剤を組み合わせた Electrochemotherapyが、
より安全な低電圧電気パルス刺激（十数ボル
ト）に取って代わる可能性が示された。 
 

 

 
 

図 3. 全細胞死に対するアポトーシスの割合 

 
（2) 低電圧パルスエレクトロポレ－ション
によるアポトーシス誘導メカニズムの解析 
 
 ①カスパーゼ系を中心としたがん細胞ア
ポトーシスの酵素活性経路の同定 
 アポトーシスに至る酵素活性化経路のう
ち、最も一般的な経路はカスパーゼ系であり、
最終的にカスパーゼ 3の活性化に収束するこ
とが分かっている。そこで、低電圧電気パル
ス刺激によるアポトーシスが、カスパーゼ系
に依存しているかどうかを調べた。 
 

 
 

  
  

 

 
 

 
 

図 4. カスパーゼ 3の経時的活性変化 

 図 4に示すように、低電圧電気パルス刺激
直後よりカスパーゼ 3 の活性化が認められ、
24時間後にピークを形成して、以後徐々に低
下した。これより、低電圧電気パルス刺激に
よるアポトーシス誘導には、カスパーゼ系酵
素が関与していることが分かった。また、低
電圧電気刺激が短時間にも関わらず、カスパ
ーゼ 3の反応が長期に持続していることも分
かった。 
 次に、カスパーゼ 3に収束するより詳細な
カスパーゼ経路を解明するために、細胞膜上
に発現している cell death receptor 経路が関
与するカスパーゼ 8とミトコンドリア経路に
よるカスパーゼ 9の活性化の度合いを測定し
た。図 5 に示すように、カスパーゼ 8、9 共
に酵素活性が上昇しており、低電圧電気パル
ス刺激によるアポトーシス誘導には、cell 
death receptor 経路とミトコンドリア経路の
両方が関与していることが分かった。即ち、
低電圧電気パルス刺激は細胞に対し、非特異
的に作用していると考えられ、今後、小胞体
経路を含め、より詳細な経路の確定が必要で
ある。 
 

 

 
 
 
 

図 5. カスパーゼ 3,8,9 の活性変化 
 

 
 
 
図 6. Z-VAD-FMKによるカスパーゼ 3の抑制 



 

 

 さらに、カスパーゼ阻害剤（Z-VAD-FMK）
を用い、電気刺激を加えてみたところ、図 6
に示すように、カスパーゼ 3が抑制され、そ
の結果アポトーシスの大部分が抑制された
（図 7、8）。このことから、低電圧電気パル
ス刺激によるアポトーシス誘導には、カスパ
ーゼ経路の活性化が強く関与していること
が示された。 
 

 
図 7. カスパーゼ阻害剤によるアポトーシス抑制 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 8. カスパーゼ阻害剤によるアポトーシス抑制 

 
 
②低電圧パルスエレクトロポレ－ションによ
る細胞内カルシウム濃度の変化 
 
 アポトーシスに至る酵素活性化経路のト
リガーのひとつとして、細胞内カルシウム濃
度の上昇が報告されており、低電圧電気刺激
により、細胞内カルシウム濃度にどのような
変化が起るのかを測定した。図 9に示すよう
に、低電圧電気パルス刺激により、細胞内カ
ルシウム濃度の上昇が認められた。これらに
ついての詳細な報告はほとんどなく、今後、
細胞内カルシウム濃度の上昇が、何に由来す
るのか、あるいは小胞体への関与が如何なる
物であるのかの検討が必要である。 

 
 

 
 

 
 
 
図 9. 低電圧パルスによる細胞内カルシウム濃度変化 

 
 
（3）低電圧パルスエレクトロポレ－ションに
よる癌細胞増殖に対する影響 
 
 低電圧電気パルスが癌細胞増殖にどのよ
うな影響を及ぼすのかを調べたところ、図 10
に示すように、アポトーシス誘導により、癌
細胞の増殖抑制が起っていることが確認さ
れた。 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 10. 低電圧パルスによる癌細胞増殖抑制 

 
 以上より、低電圧電気パルスが新たな癌治
療法のひとつになる可能性が示された。 
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