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研究成果の概要（和文）：本研究はナノ秒電気パルスを利用した新しい癌治療法の基盤確立を目的として実施された。
まずナノ秒電気パルスによる細胞死誘導の条件検討や細胞死メカニズム解明を行った。その結果、ポリADPリボース化
とよばれるタンパク質修飾を伴ったネクローシスが誘発され、それがカルシウムの有無によって増強・減弱できること
が判明した。またタングステン針を用いた電極作製を行った。さらに腫瘍モデルであるスフェロイドを使用して、ナノ
秒電気パルスの細胞死効果を確証した。以上の結果は、ナノ秒電気パルスを利用した新しい癌治療法の基盤確立に大き
く寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to establish a new method using nanosecond electric pulses 
for cancer therapy. First, electrical conditions for efficient cell death induction were optimized. Next, 
cell death mechanisms were analyzed, and the induction of necrotic cell death and its associating poly 
ADP-ribose formation on cellular proteins were demonstrated. The presence of calcium augmented the 
cytotoxic effects of nanosecond electric pulses, and its absence conferred resistance to nanosecond 
electric pulses. A new electrode using a pair of tungsten carbide needles was manufactured and was 
examined for cell death induction. Finally, the cytotoxic effects of nanosecond electric pulses were 
confirmed by using spheroids, which are considered to be a tumor model in vitro. Taken together, these 
results contribute the development of a novel cancer therapy using nanosecond electric pulses.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景  
ナノ秒電気パルスは、ナノ秒単位の非常に短
い時間に限局して強い電気的な力をかける
技術である。近年、欧米の研究グループによ
ってナノ秒電気パルスが癌由来培養細胞に
細胞死を引き起こすことが示され、新しい癌
治療法となりうることが明らかとなった。 
 従来、ナノ秒電気パルスの発生には特殊な
装置が必要であったため、その使用は実験室
内に限られていたが、熊本大学では通常電源
（AC100V）からナノ秒電気パルスを発生さ
せることができる小型装置の実用化に成功
し、汎用化への道を開いた。 
 私達はこの装置を使い、ナノ秒電気パルス
の生体作用機序を明らかにする取り組みを
行った。ヒト癌由来細胞にナノ秒電気パルス
を作用させ、生じた細胞内反応を詳細に解析
した。その結果、ナノ秒電気パルスは新しい
タイプのストレスとして作用することを明
らかにした。ナノ秒電気パルスはストレス応
答性の細胞内シグナル伝達を強く活性化し、
タンパク質合成の一過的な抑制を引き起こ
した。続いてストレス応答性の遺伝子発現を
解析したところ、ナノ秒電気パルス処理は、
ER ストレスや紫外線といった既知の刺激と
はパターンを示した。またナノ秒電気パルス
処理した細胞中に顕著な DNA 損傷応答は見
られず、DNA 切断が細胞死の主要因ではな
いことが明らかとなった。以上の結果はナノ
秒電気パルスは新しいタイプのストレスと
して作用し、癌治療に汎用される放射線等と
は異なる作用機序を持つことを示している。 
 癌は日本とする多くの先進国で死因第一
位であり、その治療成績向上が求められてい
る。従来法とは異なる作用機序に基づく新手
法を実用化することができれば、治療の選択
肢が増えることで治療成績の向上につなが
ると期待される。そこでナノ秒電気パルスが
誘起する新規ストレス反応に基づく癌治療
法の確立を目指すという研究の着想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究はナノ秒電気パルスの生体作用を利
用した新しい癌治療法を実用化するための
基盤確立を目的とする。そのために細胞死誘
導のためのナノ秒電気パルス処理条件を至
適化し、その条件で誘導される細胞死のメカ
ニズム解析を行う。次に腫瘍へのナノ秒電気
パルス処理に適した針型電極を作製する。さ
らに腫瘍に対する治療効果を検討するため
のモデル実験を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞のナノ秒電気パルス処理 
本研究の多くの実験ではHeLa S3と Jurkat
を使用した。一部の実験ではHCT116、A549, 
293、HL60、といった細胞株も使用した。
HeLa S3 は米国 ATCC から購入し、それ以
外の細胞株は理化学研究所バイオリソース
センターから供与を受けた。細胞は定法に従

い培養した。 
 ナノ秒電気パルス処理のためには、まず培
養細胞を適当な密度で培地中に懸濁した。カ
ルシウムの効果を検討する実験においては、
カルシウム不含培地に透析血清（カルシウム
不含）を加えたもので細胞懸濁液を準備した。
400 lの細胞懸濁液をアルミ電極キュベット
（ 電 極 間 隔  4 mm 、 Thermo Fisher 
Scientific 製）中に入れ、ナノ秒電気パルス
処理を行った。 
 ナノ秒電気パルスは熊本大学が開発した
装置（MPC3000）を用いて発生させ、アル
ミ電極キュベット中の細胞に作用させた。ナ
ノ秒電気パルスの波形と電圧は高電圧プロ
ーブとオシロスコープの使用によりモニタ
ーした。ほとんどの実験では電界強度を 20 
kV/cmに固定し、細胞に与えるナノ秒電気パ
ルスの数を変化させることで処理強度をコ
ントロールした。パルス間隔は全ての実験で
1 Hzとした。 
  
(2) 生存率解析 
様々な条件でナノ秒電気パルスで処理した
細胞を 96-wellプレートにまき、一定時間の
培養を行った。Roche Applied Science社の
MTT 試薬を加えた後にさらに一定時間の培
養を行った。MTT 試薬の代謝によって生じ
た色素を可溶化し、吸光度測定を行った。ナ
ノ秒電気パルス処理を行わなかった細胞と
の比較により生存率を求めた。 
 
(3) ウェスタンブロット解析 
ナノ秒電気パルス処理した細胞を培地で 5倍
に希釈し、一定時間培養を行った。その後、
細胞を回収し、そこに 1% SDSを含む溶液を
添加して全タンパク質を抽出した。これを加
熱処理と超音波処理により可溶化し、SDS電
気泳動で展開、さらに PVDF膜に電気的に転
写した。膜に転写されたタンパク質に対して
目的タンパク質に対する抗体を反応させ、
HRP 化した二次抗体による反応の後、化学
発光法により目的タンパク質を検出した。 
 
(4) 電極の製作 
タングステンカーバイド製の針を電極とし
て使用するため、銅製のアームを介してマイ
クロマニピュレーターに取り付けた。電極間
隔はマイクロマニピュレーターによって可
変であり、顕微鏡接眼レンズ中のマイクロメ
ーターで測定することで調整した。ナノ秒電
気パルスはアームから電極へと伝わるよう
に接続した。アームに小型高電圧プローブを
接続し、オシロスコープへと出力することで
ナノ秒電気パルスのパルス幅と電圧を測定
した。 
 
(5) スフェロイド形成と生存率解析 
一定数のHCT116もしくはHeLa細胞を低吸
着マイクロプレート（住友ベークライト社）
中で培養することでスフェロイドを形成さ



せた。得られたスフェロイドは倒立型共焦点
顕微鏡で観察した。スフェロイド中の総 ATP
量の測定にはプロメガ社のキットを利用し、
スフェロイド全体を可溶化した後にルシフ
ェラーゼ法で ATP 量を測定した。ナノ秒電
気パルス処理をしなかったものとの比較か
ら生存率を推測した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞死を引き起こすナノ秒電気パルス処
理条件の検討と、細胞死の様式の解析 
Jurkatと HeLa S3細胞を用いて、ナノ秒電
気パルスが生存率低下を引き起こす条件を
検討した。その結果、Jurkat細胞はナノ秒電
気パルスに対して比較的高い感受性を持っ
ており、20 kV/cm、20ショットで生存率の
有意な低下が見られた。HeLa S3細胞で同程
度の生存率低下を引き起こすには 40 ショッ
トが必要であった。 
 続いて Jurkat 細胞における細胞死の様式
を解析したところ、DNA ラダー形成やカス
パーゼ 3切断といった典型的なアポトーシス
反応が検出された。一方、HeLa S3細胞では
生存率の有意な低下が生じているにもかか
わらず、アポトーシス関連の細胞内反応は全
く検出されず、非アポトーシス性細胞死であ
るネクローシスが生じていると推察された。 
 
(2) ナノ秒電気パルス誘導性ネクローシスに
おけるポリ ADPリボース形成 
ネクローシス細胞においてポリ ADP リボー
スと呼ばれる分子によるタンパク質修飾が
生じる場合があることが知られていた。そこ
でウェスタンブロット解析を行ったところ、
ナノ秒電気パルス処理した HeLa S3 細胞中
でタンパク質のポリ ADP リボース化が生じ
ることが判明した。アポトーシスが起こって
いる Jurkat 細胞中にこの反応は検出されな
かった。 
 ポリ ADP リボース化を触媒する酵素であ
る PARPの阻害剤によってこのポリ ADPリ
ボース化は完全に阻害された。しかし PARP
阻害剤存在下でナノ秒電気パルスによる生
存率低下は回復しなかったため、ポリ ADP
リボース化はネクローシスの原因というよ
りも結果として生じていると推察された。 
 このポリ ADP リボース化の程度は、生存
率の低下と良く一致し、ナノ秒電気パルス誘
導性ネクローシスを解析する際のマーカー
となりうることがわかった。興味深いことに
ポリ ADP リボース化はナノ秒電気パルス処
理後、4 時間という比較的遅い時間から出現
し始め、12時間から 24時間で最大に達する
ことが明らかとなった。 
 
(3) ナノ秒電気パルスによって誘導される細
胞死様式の細胞タイプ依存性 
上記のようにナノ秒電気パルス処理により、
Jurkat 細胞ではアポトーシスが、HeLa S3
細胞ではポリ ADP リボース形成を伴うネク

ローシスが生じていた。さらに他の細胞株を
解析したところ、HL-60ではアポトーシスが
生じていた。一方、ヒト固形腫瘍由来細胞株
であるMCF7, HCT116, A549や 293ではア
ポトーシスを示すマーカーの活性化は起こ
らず、ネクローシスが生じていた。 
 
(4) ナノ秒電気パルス誘導性細胞死における
カルシウム流入の意義 
ナノ秒電気パルス処理で細胞外カルシウム
の流入が生じることが知られていたことか
ら、HeLa S3細胞でのネクローシス誘導にお
けるカルシウムの意義を検討した。まずカル
シウムイオノフォア存在下でナノ秒電気パ
ルス処理を行ったところ、ナノ秒電気パルス
誘導性ポリ ADP リボース化と生存率低下が
強まった。このことはカルシウムの導入がナ
ノ秒電気パルスの効果を増強することを示
している。 
 続いてカルシウム不含培地を用いて同様
の実験を行ったところ、ポリ ADP リボース
の生成がほぼ完全に抑制された。生存率を解
析したところ、細胞がナノ秒電気パルスに耐
性を示すことが判明した。そこでさらにナノ
秒電気パルスの処理条件を強めたところ生
存率低下が生じるようになったが、その際に
ネクローシスではなくアポトーシスが誘導
されていることが明らかとなった。 
 以上の結果はカルシウムが細胞のナノ秒
電気パルスへの感受性に大きな影響を与え
ており、さらに細胞死の様式を決定する要因
でもあることを示している。 
 
(5) ナノ秒電気パルスによって誘導される細
胞内シグナル伝達へのカルシウムの影響 
カルシウムがナノ秒電気パルス誘導性細胞
応答にどのように影響を与えるかをさらに
詳細に検討するため、既にナノ秒電気パルス
によって活性化することが知られている
MAPK 経路、AMPK 経路、ストレス応答経
路について解析を行った。その結果、AMPK
経路はカルシウム依存性を示すが、MAPK経
路やストレス応答の活性化へは影響が小さ
いことが判明した。 
 
(6) ナノ秒電気パルスの癌治療効果を検証す
るため、ヒト癌細胞株によるスフェロイドの
作製を試みた。ヒト大腸癌由来HCT116なら
びに子宮頸癌HeLa を用いることで、培養条
件下におけるモデル腫瘍として使用可能な
一定サイズのスフェロイドを再現性良く得
られるようになった。 
 続いてナノ秒電気パルスをスフェロイド
に印加し顕微鏡観察を行ったところ、細胞死
によると推察されるスフェロイド構造の崩
壊が観察された。そこでスフェロイド中の総
ATP 量を測定することでスフェロイドを形
成する細胞の生存率を解析したところ、ナノ
秒電気パルスによる顕著な ATP 量低下が示
された。以上の結果は、通常の培養条件下の



みならず、腫瘍を模した構造体であるスフェ
ロイドにおいてもナノ秒電気パルスの細胞
死誘導が発揮されることを示している。 
 
(7) まとめ 
ナノ秒電気パルスが細胞死を誘発すること
は以前から知られていたが、多くの研究者は
アポトーシスのみが生じると想像していた。
本研究ではアポトーシス誘導は血球系細胞
に主に見られ、それ以外のほとんどの細胞株
ではネクローシスが誘導されることを示し
た。この知見はナノ秒電気パルスによる癌治
療の基盤となる細胞死メカニズム解明に関
する重要な発見といえる。 
 ナノ秒電気パルス誘導性ネクローシスは
カルシウムの有無に大きく影響されており、
カルシウムイオノフォアで増強され、カルシ
ウム不含培地により大きく減弱していた。癌
治療に用いられる他の手法においてこのよ
うな顕著なカルシウム依存性は見られず、ナ
ノ秒電気パルスの大きな特徴といえる。さら
に重要なこととして、カルシウムの添加や除
去によって、癌治療におけるナノ秒電気パル
スの治療効果増強や副作用軽減ができる可
能性が示された。 
 スフェロイドは培養下での腫瘍モデルと
して広く使われているが、ナノ秒電気パルス
の効果がスフェロイドでも発揮されること
が判明した。今後はマウス皮下移植腫瘍の使
用など、より体内での状況に近い実験系で研
究を進めることが必要である。それによって
ナノ秒電気パルスのユニークな特徴を利用
した新しい癌治療法に向けたさらなる進展
が期待される。 
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