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研究成果の概要（和文）：骨肉腫マウス背部皮下モデルに対するRFA（COVIDIEN社、Cool-tip RFシステム）は、腫瘍が
すべて焼灼されてしまい、本研究におけるモデルとしては適さなかった。Rat骨肉腫背部皮下モデルにて、Control、RF
A（80度5分）、 Lipo(アドリアマイシン封入新規温度反応性リポソーム)、RFA+Lipo群でのHE染色組織における壊死領
域の最小半径を評価すると、Control、Lipoでは壊死領域は見られなかったのに対し、RFAの壊死領域の最小半径は平均
5.8mm、RFA+Lipoでは平均5mmであった。本研究では、RFAとRFA+Lipo間で壊死領域の半径の違いはみられなかった。

研究成果の概要（英文）：RFA(Radiofrequency ablation: COVIDIEN, Cool-tip RF system) for Osteosarcoma mouse 
model cauterized whole tumors. This RFA system could not use for this mouse model. Next, experimental 
group was divided into four groups using rat osteosarcoma model: control, RFA(80 degrees Celsius, 5min), 
Lipo(new doxorubicin-loaded liposome), RFA+Lipo. Minimum radius of necrosis area was evaluated by HE 
stain in each group. Necrosis area was not observed in control and Lipo groups. The average of minimum 
radius of was 5.75mm in RFA and 5mm in RFA+Lipo group. There was no significant difference between RFA 
and RFA+Lipo groups.

研究分野：骨軟部腫瘍

キーワード： 温度反応性リポソーム　ラジオ波焼灼　悪性骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍は、多岐にわたる組織型と
発生頻度の少なさにより、詳細な解明が他
の癌腫ほど進んでいないのが現状である。
化学療法の導入により、転移のない骨肉腫
では5年生存率が60-70％まで向上したが、
悪性軟部腫瘍に対して50％以上の奏効率を
示す治療薬は未だ開発されていない。また、
放射線に対する感受性もよくないため、一
般的な治療法として手術的切除が推奨され
ている。しかし、巨大腫瘍では、切除によ
る深刻な後遺症を残すのみならず、患肢切
断や、重要臓器に接している場合は根治切
除が不能なことも少なからずあり、このよ
うな場合は有効的な治療法がないのが現状
である。 
ラジオ波焼灼術 (Radiofrequency ablation: 
RFA)は、経皮的にプローブを腫瘍中心部に刺
入し、熱により腫瘍を焼灼する治療法である。
研究分担者である当院の山門ら（IVR科）は、
肝や肺、腎での癌腫、転移性腫瘍に対する治
療としてRFAを先進的に行っている。また、
悪性骨軟部腫瘍の肺転移や他臓器転移に対
しても同様に RFA を行い、転移巣を良好に
コントロールしている(Takaki et al. Int J 
Clin Oncol. 2011, Hiraki et al. J Vasc 
Interv Radiol. 2011)。 しかし、大抵の原発
性悪性骨軟部腫瘍は 5cm以上あり、また浸潤
性もあるため、焼灼範囲が限られている RFA
だけでの根治は不可能である。最近、悪性腫
瘍に対し、温熱療法と化学療法の併用療法が
注目されつつある。化学療法単独と比較し、
化学療法に温熱療法の併用の方がさらなる
抗腫瘍効果を示し、良好な予後を獲得できる
(Cashin et al.The journal of cancer surgery. 
2012)。そこで、本研究では RFA に注目し、
RFA による腫瘍への焼灼に化学療法を併用
することで、骨軟部腫瘍に対してより一層の
相乗効果が期待された。 
抗癌剤の Drug delivery法の一つとして、リ
ポソーム封入抗癌剤が知られている。
STEALTH®リポソームは、その大きさや表
面分子の工夫により長時間の血液滞留性を
有し、この STEALTH®リポソームにドキソ
ルビシンを封入した臨床治療薬が、ヤンセン
ファーマ社の DOXIL(ドキシル)である。
DOXIL 投与により、腫瘍部のドキソルビシ
ン濃度は、正常部位と比較し約 19 倍高い濃
度であり、より副作用の少なく、より高い抗
腫瘍効果の望める治療薬であり、優れた
Drug Delivery 法である(DOXIL添付文書）。
またさらに、リポソームにも多様な機能を持
つものが開発されてきており、温度反応性リ
ポソームもその一つである。この温度反応性
リポソームは熱により崩壊し、速やかに内部
の薬剤を放出するという特徴を有している。
現在、Needham らのグループは、彼らの開
発した温度反応性リポソームにドキソルビ
シンを封入し、RFA との併用療法の経過を
phaseⅠまで報告している(Hauck et al.Clin 

Cancer Res.2006)。しかし、Needhamらの
リポソームは腫瘍集積性がないため、Drug 
Delivery のためには先に腫瘍を加熱させる
必要がある(約 44℃）。この場合、加熱された
組織にリポソームが接近すると、腫瘍に入る
前に薬剤が放出される可能性がある。 
それに対し、研究分担者の河野らが開発した
新規温度反応性リポソームは、正常臓器に集
積しにくく腫瘍に集積しやすい、DOXIL の
ような STEALTH 性を有しているのみなら
ず、温度上昇により薬剤を放出する温度反応
性リポソームでもある。彼らの報告では、ア
ドリアマイシンを封入した温度反応性リポ
ソームを投与し、あらかじめ腫瘍に集積させ、
その 12 時間後に熱をかけることで、良好な
抗腫瘍効果があることを報告した(Kono et 
al. Biomaterials. 2010)。 
この新規に開発された温度反応性リポソー
ムは、Needham らのリポソームよりさらな
る有効性が期待できる。その理由として
Needham らのリポソームでは、実際約 44℃
の低温で焼灼を行っている。高温の RFA で
広範囲に組織が加熱されると、リポソーム
が腫瘍外で放出される可能性があるため、
あまり高温での焼灼ができず、焼灼が不十
分になる可能性がある。それに対して、河
野らのリポソームは先に腫瘍に蓄積するた
め、RFA による十分な焼灼(60-80℃)が可能
であり、かつ腫瘍内での Drug 放出が期待で
きる。 
そこで今回、新規温度反応性リポソームと
RFA との併用療法による、原発性悪性骨軟
部腫瘍に対する効果の検討をおこない、臨
床応用の足掛かりとなり得る有効性が確立
できるかどうかを検討することを、本研究
の目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、原発性悪性骨軟部腫瘍に対する治
療として、新規温度反応性リポソームに抗癌
剤を封入し、ラジオ波焼灼術との併用による
抗腫瘍効果の検討をすることを目的とした。
本研究で使用するリポソームは、体内での異
物補足機構を回避し、腫瘍に集積する性質を
有するだけでなく、熱に反応して内部薬剤を
速やかに放出するという性質をもち、熱源と
してラジオ波焼灼術を併用することで、優れ
た Drug delivery systemになるだけでなく、
化学療法＋腫瘍焼灼の相乗効果が期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
LM8(マウス骨肉腫細胞株)を C3H マウスの
背部皮下に注入(1x106/200ul/mouse)し、4週
後に皮下腫瘍を形成させた。ヒト用 RFA
（COVIDIEN社、Cool-tip RFシステム、先
端部１cm）を行い、RFA の温度、時間を調
節し、焼灼条件の検討を行った。 
また、同様の実験を、143B（ヒト骨肉腫細胞）
のヌードマウスの背部皮下移植モデルを用



いて、同様に行った。
次に、
下に注入
下腫瘍を形成させた
に対する
焼灼条件の検討
Rat を安楽死させ、組織を採取し、
標本を作成した。
その後、
て、Control, RFA, 
シン封入新規温度反応性リポソーム
RFA+ADM
た。ADM
脈注射を行った。１週間後に
せ、組織を採取し、
 
４．研究成果
LM8（
モデルでは、４週で
成した。まず、
で設定し
組織のほとんどが消失したため、評価不能で
あった。
度、１０分は強力すぎるため、
時間の検討
分、３分で
は焼灼された。次に６０度
８分、５分、３分を行ったが、同様にすべて
焼灼された。
床における
ているため、低温度での実験結果は利用でき
ないと判断し、
り大きな腫瘍の作成を検討した。
転移株であり、腫瘍細胞投与後に４週を越え
ると、局所浸潤及び肺転移にて疲弊し、腫瘍

いて、同様に行った。
次に、(ラット骨肉腫細胞株
下に注入(1x106/200ul/mouse)
下腫瘍を形成させた
に対するRFAの温度、時間
焼灼条件の検討を行った。
を安楽死させ、組織を採取し、

標本を作成した。
その後、Ratの骨肉腫背部皮下モデルを用い

Control, RFA, 
シン封入新規温度反応性リポソーム
RFA+ADM-Lipo

ADM-Lipoは、
脈注射を行った。１週間後に
せ、組織を採取し、

４．研究成果 
（マウス骨肉腫
モデルでは、４週で
成した。まず、RFA
で設定し、１０分
組織のほとんどが消失したため、評価不能で
あった。1-1.5cm
度、１０分は強力すぎるため、
時間の検討をおこなった。
分、３分で RFA を行ったところ、すべて腫瘍
は焼灼された。次に６０度
８分、５分、３分を行ったが、同様にすべて
焼灼された。４５度も考慮したが、実際の臨
床における RFA の治療は、８０度程度で行っ
ているため、低温度での実験結果は利用でき
ないと判断し、８０度の
り大きな腫瘍の作成を検討した。
転移株であり、腫瘍細胞投与後に４週を越え
ると、局所浸潤及び肺転移にて疲弊し、腫瘍

いて、同様に行った。 
骨肉腫細胞株)を

/200ul/mouse)
下腫瘍を形成させた。Ratの骨肉腫皮下腫瘍

の温度、時間を同様に調節し、
を行った。RFA

を安楽死させ、組織を採取し、
標本を作成した。 

の骨肉腫背部皮下モデルを用い
Control, RFA, ADM-Lipo
シン封入新規温度反応性リポソーム

Lipo の４群に分けて検討を行っ
は、RFAの 12

脈注射を行った。１週間後に
せ、組織を採取し、HE染色標本を作成した。

骨肉腫）のマウス背部
モデルでは、４週で 1-1.5cm 程度

RFA 温度をヒト標準の
分で焼灼した。１週後、

組織のほとんどが消失したため、評価不能で
1.5cm サイズの腫瘍に対し、８０

度、１０分は強力すぎるため、
をおこなった。８０度、
を行ったところ、すべて腫瘍

は焼灼された。次に６０度、及び５０度
８分、５分、３分を行ったが、同様にすべて

４５度も考慮したが、実際の臨
の治療は、８０度程度で行っ

ているため、低温度での実験結果は利用でき
８０度の RFA に耐えうる、よ

り大きな腫瘍の作成を検討した。
転移株であり、腫瘍細胞投与後に４週を越え
ると、局所浸潤及び肺転移にて疲弊し、腫瘍

を Rat の背部皮
/200ul/mouse)し、4週後に皮

の骨肉腫皮下腫瘍
を同様に調節し、

RFAの１週間後に
を安楽死させ、組織を採取し、HE 染色

の骨肉腫背部皮下モデルを用い
Lipo (アドリアマイ

シン封入新規温度反応性リポソーム
の４群に分けて検討を行っ

12時間前に尾静
脈注射を行った。１週間後に Ratを安楽死さ

染色標本を作成した。

）のマウス背部皮下移植
程度の腫瘍を形

温度をヒト標準の８０度
で焼灼した。１週後、腫瘍

組織のほとんどが消失したため、評価不能で
サイズの腫瘍に対し、８０

度、１０分は強力すぎるため、RFA の温度、
８０度、８分、５

を行ったところ、すべて腫瘍
、及び５０度にて

８分、５分、３分を行ったが、同様にすべて
４５度も考慮したが、実際の臨
の治療は、８０度程度で行っ

ているため、低温度での実験結果は利用でき
に耐えうる、よ

り大きな腫瘍の作成を検討した。LM８は高肺
転移株であり、腫瘍細胞投与後に４週を越え
ると、局所浸潤及び肺転移にて疲弊し、腫瘍

死したので、
大きな腫瘍は
育たなかった。
次に、ヒト骨
肉腫細胞 143B
によるヌード
マウス背部皮
下移植モデル
にて腫瘍サイ
ズの巨大化を
試みたが、同
様に疲弊、
瘍死したため、
RFA に良好な
腫瘍は育たな
かった。 
大きな骨肉腫
の腫瘍を形成
させるために、
動物種を変更
した。Rat 骨肉
腫細胞による
Rat 背部皮下
モデルでは、
４ 週 後 に

の背部皮
週後に皮

の骨肉腫皮下腫瘍
を同様に調節し、
の１週間後に
染色

の骨肉腫背部皮下モデルを用い
アドリアマイ

シン封入新規温度反応性リポソーム ), 
の４群に分けて検討を行っ

時間前に尾静
を安楽死さ

染色標本を作成した。 

皮下移植
の腫瘍を形
８０度
腫瘍

組織のほとんどが消失したため、評価不能で
サイズの腫瘍に対し、８０

温度、
８分、５

を行ったところ、すべて腫瘍
にて

８分、５分、３分を行ったが、同様にすべて
４５度も考慮したが、実際の臨
の治療は、８０度程度で行っ

ているため、低温度での実験結果は利用でき
に耐えうる、よ
８は高肺

転移株であり、腫瘍細胞投与後に４週を越え
ると、局所浸潤及び肺転移にて疲弊し、腫瘍

死したので、
大きな腫瘍は
育たなかった。
次に、ヒト骨

143B
によるヌード
マウス背部皮
下移植モデル
にて腫瘍サイ
ズの巨大化を
試みたが、同

、腫
したため、
に良好な

腫瘍は育たな
 

大きな骨肉腫
の腫瘍を形成
させるために、
動物種を変更

骨肉
腫細胞による
背部皮下

モデルでは、
４ 週 後 に

3-5
の組織像を左図に示す。
ら約
灼領域が確認できた。また、その外周には、
青く染まる生存腫瘍細胞の集団を認めた。焼
灼領域が生存領域に接している一部に、炎症

3.5mm
が広い傾向であった。
RFA
の併用効果の検討を行った。
半径を評価すると、
た。
見られなかったの
の最小半径は
均
ADM
いはみられなかった。

今後、
するため、
増殖曲線による抑制効果の評価を行う必要
がある。
 
 

0

1

2

3

4

5

6

mm

5cmの腫瘍を形成した
の組織像を左図に示す。
ら約3.5ｍｍの
灼領域が確認できた。また、その外周には、
青く染まる生存腫瘍細胞の集団を認めた。焼
灼領域が生存領域に接している一部に、炎症

3.5mm、5分が約
が広い傾向であった。
RFA を 80 度 5 分
の併用効果の検討を行った。
半径を評価すると、
た。Cont、Lipo (
見られなかったの
の最小半径は平均
均 5mm であった。今回
ADM-Lipo との併用にて壊死領域の半径の違
いはみられなかった。

今後、RFA と ADM
するため、RFA
増殖曲線による抑制効果の評価を行う必要
がある。 

cont

最小壊死範囲mm

の腫瘍を形成した。８０度３
の組織像を左図に示す。RFA
ｍｍのHE染色で赤く染まっている焼

灼領域が確認できた。また、その外周には、
青く染まる生存腫瘍細胞の集団を認めた。焼
灼領域が生存領域に接している一部に、炎症

分が約 5mm で、5分の方が焼灼領域
が広い傾向であった。 

分と設定し、
の併用効果の検討を行った。
半径を評価すると、下図のような結果となっ

Lipo (ADM-Lipo
見られなかったのに対し、RFA

平均 5.75mm、
であった。今回の検討では、
との併用にて壊死領域の半径の違

いはみられなかった。 

ADM-Lipo との相乗効果を評価
RFA の回数などの検討や、腫瘍の

増殖曲線による抑制効果の評価を行う必要

RFA Lipo

最小壊死範囲

。８０度３分での
RFA のプローブ孔

染色で赤く染まっている焼
灼領域が確認できた。また、その外周には、
青く染まる生存腫瘍細胞の集団を認めた。焼
灼領域が生存領域に接している一部に、炎症

細胞の浸
潤を認め
た。次に、
８０度５
分 で の
RFA
織像を左
図に示す。
プローブ
孔から約
５mm
HE染色で
赤く染ま
る焼灼領
域を認め、
その外周
に同様に
HE染色で
青く染ま
る生存細
胞領域を
認めた。
焼灼領域
は、
が 約

分の方が焼灼領域

と設定し、ADM-Liposome
の併用効果の検討を行った。壊死領域の最小

下図のような結果となっ
Lipo)は、壊死領域は
RFA での壊死領域
、RFA+Lipo では
の検討では、RFA

との併用にて壊死領域の半径の違

との相乗効果を評価
の回数などの検討や、腫瘍の

増殖曲線による抑制効果の評価を行う必要

Lipo RFA+Lipo

最小壊死範囲

分でのRFA
のプローブ孔か

染色で赤く染まっている焼
灼領域が確認できた。また、その外周には、
青く染まる生存腫瘍細胞の集団を認めた。焼
灼領域が生存領域に接している一部に、炎症

細胞の浸
潤を認め
た。次に、
８０度５
分 で の
RFA の組
織像を左
図に示す。
プローブ
孔から約
mm の、
染色で
赤く染ま
る焼灼領
域を認め、
その外周
に同様に
染色で
青く染ま
る生存細
胞領域を
認めた。
焼灼領域
は、3 分
が 約

分の方が焼灼領域

Liposome と
壊死領域の最小

下図のような結果となっ
壊死領域は
壊死領域
では平
RFA と

との併用にて壊死領域の半径の違

との相乗効果を評価
の回数などの検討や、腫瘍の

増殖曲線による抑制効果の評価を行う必要

RFA+Lipo
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