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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫の新しい治療モダリティーとして注目されている電場変容手段に着目
し、マウス の皮下腫瘍内に刺激電極を挿入し、パルス電流を与えることによる、治療効果について検討した。
ヒト由来悪性神経膠腫培養細胞注入により形成された、直径2cmの皮下腫瘍に、電極を挿入し、30分間のパルス
電流刺激を与えた。刺激後2日皮下腫瘍を摘出し、HE、MIB-1、TUNEL 染色を行ったところ、浸潤細胞の変化、腫
瘍細胞の形態的変化を射止めた。この研究の成果を踏まえて、将来的には、脳幹など脳深部に位置する神経膠芽
腫 治療への臨床応用を構想している。

研究成果の概要（英文）：Modulation of electric field is a new treatment modality of malignant 
glioma. U87 glioma cells were injected beneath the skin of nude mouse (ICR-nu). The tumor grew to 2 
cm in diameter within 40 days. The stimulation electrode was inserted into the tumor, then electric 
stimulation was applied for 30 minutes. Two days after the electric stimulation, the tumor was 
removed and prepared for histological examinations. H-E, MIB-1, and TUNEL staining revealed the 
morphological changes of the tumor cells and alteration of inflamatory cells. Based on the result of
 this study, we elaborate a plan by clinical application to malignant glioma treatment located in 
the brainstem in the future.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
1) 悪性神経膠腫の標準治療法とその限界 

GBM は成人における最も頻度の高い悪性
脳腫瘍である。標準治療法として、外科手術、
放射線療法、化学療法が挙げられるが、これ
らを組み合わせて最良の治療を施しても、生
存期間中央値は診断からわずか 15 カ月であ
り、ほとんどの腫瘍は初回治療から 9 カ月以
内に再発する (Stupp R, N Engl J Med 
352:987-996, 2005)。 
 標準治療の進歩発展とともに、予後と生活
の質を向上させるための新たな治療モダリ
ティーが求められている。 
    
2) 電場変容による脳腫瘍の治療  

細胞は、イオン、極性あるいは荷電分子、
細胞膜や細胞器官より構成され、自ら電場や
電流を生じており、また電場環境変化の影響
を受ける。特定条件に電場を変容させると、
細胞分裂における紡錘糸形成が阻害され
(Kirson ED, Cancer Res 64:3288-3295, 
2004)、腫瘍増大を抑制する効果があること
が知られている(Kirson ED, Proc Natl Acad 
Sci 104:10152-10157, 2007)。腫瘍治療電場
(tumor treating fields; TTFields)と呼ばれる
変化電場による治療法は、動物を用いた皮下
あるいは脳腫瘍に対する実験段階を経て、今
や臨床応用の段階に入っている。再発 GBM
に対する無作為抽出臨床試験(Stupp R, Eur 
J Cancer 48:2192-2202, 2012)の結果を踏ま
えて、米国食品医薬品局（FDA）は、2011
年 、 こ の 治 療 法 に 用 い る 医 療 機 器
(NovoTTF-100A システム)を承認した。 

TTF システムの実際は、電極を頭皮表面に
装着し、操作装置と連結させることにより、
脳内に変化電場を生じさせるもので、低侵襲
である上、在宅治療が可能という利点がある。 
しかし、テント下などの脳深部は、TTF シス
テムでは、電場変容を受けにくいと考えられ、
この部位の腫瘍は上記臨床試験から除外さ
れている。また TTF システムは定位的では
ないため、テント上であっても局在指向性を
欠くという限界がある。 
 
3) 脳深部に局在する悪性神経膠腫への電場
変容手段としての DBS 技術 

我々の施設では運動異常症に対して、定常
的に DBS 治療を行っている。また同じ定位
脳手術の技術を応用して、脳幹など脳深部に
発生した脳腫瘍の生検術も比較的多数行っ
て き た (Yamada K, J Clin Neurosci 
11:263-267, 2004)。TTF という革新的治療法
の登場は、これまで全く無関係と考えていた
DBS と悪性神経膠腫治療の共通項を提示し
た。さらに TTF の適応となりにくい脳深部
GBMには、DBS技術の応用価値が高い。DBS
では腫瘍内に直接電極を挿入するため、同じ
電場変容でも TTF とは刺激パラメータやパ
ターンが異なると想定され、その基礎的知見
を得る必要がある。こうして本研究の着想に

至った。 
 
２．研究の目的 
1) ヌードマウスの皮下に、ヒト由来悪性神経
膠腫培養細胞を注入し、約 1 ケ月で直径 2cm
ほどに成長する皮下腫瘍モデルを確立する。
短期増大皮下腫瘍モデルは、実験動物の全身
衰弱を軽減させることが出来る。 
2) 皮下腫瘍に DBS 電極を刺入し、電気刺激
を行い、パルス電気刺激による腫瘍抑制効果
を明らかにする。 
3) 腫瘍制御効果がみいだされた場合、至適刺
激条件を確立し、そのメカニズムを明らかに
する。 
4) 腫瘍内電気刺激の実験動物個体の生存期
間延長効果について検討する。 
5)皮下腫瘍モデルの成果を踏まえて、脳内腫
瘍動物モデルと DBS 類似手段による電気刺
激法を確立し、皮下腫瘍同様の効果があるこ
とを確認する。 
 
３．研究の方法 
1) 短期増大皮下腫瘍モデル 
 ヌードマウス (ICR-nu)の背部皮下に、ヒト
由来悪性神経膠腫培養細胞(U87, 2x106 cells)
を注入し、30-40 日で、2cm ほどに成長する
短期増大皮下腫瘍モデルを作成した (図①) 。 
2) 皮下腫瘍へのパルス電流刺激 
マウスに麻酔薬カクテル（0.4%セラクター
ル＋0.4%ケタラール）を腹腔内注射し、実験
動物に与える苦痛を極力排除した状態で行
った。腫瘍表面の皮膚に小切開を設け(図②)、
DBS 電極(モデル 3389, メドトロニック社
製)を皮下腫瘍に挿入固定し、エクスターナル
システム(メドトロニック社製)を介して、
N-Vision (メドトロニック社製 )により
450µsec, 160Hz, 5.0V のパルス電流刺激を
30分間行った(図①、③)。また同様の手技で、
DBS 電極を皮下腫瘍に挿入するが、電気刺激
を行わない対象群を設定した。 
3) 組織学的検討 

電気刺激後 2 日で、皮下腫瘍を摘出し、ホ
ルマリン固定・パラフィン包埋後、3µm の切
片を作成した。H-E 染色により電気刺激部
（contact 0 および 1 周囲）と非刺激部
(contact 2および 3周囲)の組織学的差異につ
いて俯瞰した。また、MIB-1 および TUNEL
により、細胞分裂およびアポトーシスの状態
について検討した。 

 
図①皮下に形成された腫瘍と DBS 電極 



図②皮下腫瘍表面皮膚に設けられた小切開 

 
図③パルス電流刺激の様子 

 
４．研究成果 
 両群において、DBS 電極挿入部周辺は、機
械的損傷のため、壊死巣を認めた。 
 
1) HE 染色 

対象群においては、壊死巣周辺の腫瘍細胞
は通常の形態であり(図④A-C)、壊死巣内には
主にリンパ球が浸潤していた(図④D)。 

 
図④対象群の腫瘍組織(HE 染色) 

 
ところが、電気刺激を加えた群では、壊死

巣周辺の腫瘍細胞は spindle shape に変容し
ており(図⑤A-C)、壊死巣内の浸潤細胞は分葉
核球であった(図⑤D)。その機序は不明である
が、電気刺激が、腫瘍細胞の形態変化とこれ
に伴う浸潤細胞の変化をもたらしたことが
明らかとなった。 
 
 
 
 

図⑤電気刺激群の腫瘍組織(HE 染色) 

 
 
2) MIB-1 染色 
電気刺激群において、壊死巣周辺の MIB-1
陽性細胞(図⑥A)は、対象群(図⑥B)にくらべ 
て、その密度が低く、分裂能が低下している
ことが示唆された。 
 
図⑥MIB-1 染色 

 
3) TUNEL 染色 

壊死巣内における TUNEL 陽性細胞は、両
群間で顕著な差異を認めず、むしろ対象群の
方がやや多い印象があった(図⑦)。 
 
図⑦TUNEL 染色 

 
4) LC3B 染色 
 LC3B 陽性細胞は、対象群ではほとんど認
められなかったが、電気刺激群で増加してい
ており、autophagy が促進されていることを
示唆した(図⑧)。LC3B 陽性細胞は spindle 
shaped cells であった。 
 
図⑧LC3B 染色 



これらの形態あるいは浸潤細胞の変化の
機序として、①血液脳関門の破綻、あるいは
②遊走因子の誘導などが考えられる。①であ
れば、抗癌剤を効率的に腫瘍に到達させる
(drug delivery)に応用でき、②であれば、cell 
therapy への応用が可能となる。 
 今回の研究成果を踏まえ、掲げた研究目的
のうち、今回達成できなかった、刺激条件[パ
ラメータ（極性、刺激幅、刺激頻度、刺激電
圧）、刺激パターン（慢性持続、間欠的）お
よび刺激期間]による腫瘍抑制効果の差異の
検討、ヌードマウス個体の生存期間の延長の
程度、脳内腫瘍モデルにおける検討を推進し
たいと考えている。 

DBS システムを用いた腫瘍制御法は、TTF 
システムの対象とならない脳幹あるいはテ
ント下の脳深部悪性神経膠腫に対して臨床
応用できる可能性がある。既存の標準的治療
法に選択肢を一つ加えることができる。 
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