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研究成果の概要（和文）：ナノ秒電気パルスは、ナノ秒単位の短時間に限局して強い電気的作用をもたらす新技
術である。本研究ではナノ秒電気パルスの癌治療への利用のための基礎的研究を行った。まずナノ秒電気パルス
がヒト固形癌由来細胞株にカルシウム依存的なネクローシスを誘発することを示した。続いて、パルス幅可変の
電気パルス発生装置を組み、細胞死をもたらすパルス幅とエレクトロポレーションとの違いを示した。さらにナ
ノ秒電気パルスが癌細胞の腫瘍形成能と遊走能を抑制することを明らかにした。以上の新知見は癌治療における
新しい手段としてのナノ秒電気パルスの有効性を示しており、今後のさらなる発展的研究の基盤となるものであ
る。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to provide a basis for therapeutic applications of 
nanosecond electric pulses (nsEPs) for cancer. First, we showed calcium-dependent induction of 
necrotic cell death by nsEPs in cell lines derived from human solid tumors. Second, using a novel 
experimental setup that allows generation of EPs with variable pulse width, we found a clear 
difference between optimal pulse width for cell death induction and that for electroporation. 
Finally, we demonstrated that nsEPs suppress tumor formation and migration of several cultured tumor
 cell lines. These novel findings demonstrate the therapeutic potential of nsEPs and will serve as 
an important basis for establishing a novel cancer therapy with nsEPs.

研究分野：医工学
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１．研究開始当初の背景 
近年の電気工学の進展により、ナノ秒単位の
短時間に限局して強い電気的な作用をもた
らすことが可能となり、ナノ秒電気パルスと
呼ばれている。ナノ秒電気パルスは新しいタ
イプの物理的刺激として生命科学分野への
利用が期待されている。 
 これまでに私達はナノ秒電気パルスの生
体作用機構について研究を行い、ナノ秒電気
パルスがその作用強度に応じた特徴的な細
胞応答を誘導することを明らかにしてきた。
ヒト培養細胞に比較的弱いナノ秒電気パル
スを作用させた場合、MAPK経路などの細胞
内シグナル伝達が活性化された。中程度の強
度のナノ秒電気パルスはタンパク質合成の
一過的停止を伴うストレス応答を引き起こ
した。作用強度をさらに上げると、ナノ秒電
気パルスは細胞死を誘発した。また諸外国で
の研究によりナノ秒電気パルスは人体に痛
みとして感知されにくいことが明らかにな
っていた。これらの知見のもと、私達はナノ
秒電気パルスを局所に作用させることで癌
治療を行うという研究の着想を得た。 
 癌は本邦における死因第一位である。現在、
癌治療には外科手術に加え、放射線治療や抗
癌剤治療が用いられている。この数十年間に
癌の治療成績は顕著に上昇してはいるが、い
まだ死因第一位であるということは、癌の克
服にはより効果的な治療が必要であるとい
える。ナノ秒電気パルスが細胞毒性を発揮す
るメカニズムは、放射線や多くの抗癌剤によ
るものとは異なることが明らかになってき
ている。このことはナノ秒電気パルスは従来
法とは作用機序の異なる新しい癌治療法と
なりうる可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
本研究はナノ秒電気パルスを局所に作用さ
せることで低侵襲な癌治療を行うための基
盤を確立することを目的とする。そのために
癌細胞に効率的に細胞死を誘発するための
条件検討、ナノ秒電気パルスの作用時間（パ
ルス幅）と細胞への影響の関連性の検討、ナ
ノ秒電気パルスが癌細胞の腫瘍形成能なら
びに遊走能に与える影響の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノ秒電気パルスの生成とヒト培養細胞
への印加 
ナノ秒電気パルスは通常電源（AC 100V）か
らパルスパワーモジュレーター（MPC3000、
末松電子製作所）を介して生成した。ヒト培
養細胞である HeLa S3、HT-1080 は各々
ATCC、JCRB 細胞バンクより購入した。
HCT116, Jurkatは理化学研究所バイオリソ
ースセンターより入手した。細胞培養は定法
に従い行った。ナノ秒電気パルス印加のため
には、細胞を培地中に懸濁し、これをアルミ
電極キュベット（電極間隔 4 mm）内に入れ
て、ナノ秒電気パルスを作用させた。波形や

電圧は高電圧プローブとオシロスコープを
使用することでモニターした。ナノ秒電気パ
ルス処理を行った細胞は、一定時間の培養の
後、解析に供した。細胞生存率は MTT 法に
より測定した。細胞死の様式はアポトーシス
やネクローシスのマーカーをウェスタンブ
ロット法で解析することにより明らかにし
た。 
 
(2) ナノ秒電気パルスに対する細胞応答のラ
イブイメージング解析 
細胞応答のパルス幅依存性を解析するため
の実験装置を新たに設置した。まず、研究協
力者（熊本大学 佐久川貴志教授）のご支援
のもと、パルスモジュレーターを自作した。
これを直流電源（松定プレシジョン社）、パ
ルスジェネレーター（オプトサイエンス社）
と組み合わせたシステムを設置した。このシ
ステムにより 5ミリ秒から 250ナノ秒の間に
おいて任意のパルス幅での電気パルス生成
を実現した。続いてマイクロマニピュレータ
ーを備えた倒立型蛍光顕微鏡のステージ上
で、タングステン製の微小針を介して電気パ
ルスを印加できるように機材を組んだ。細胞
はガラスボトムディッシュ上で培養し、顕微
鏡ステージ上に置いた。このディッシュ上の
細胞に微小針を介して電気パルスの印加を
行った。各種の蛍光指示薬の存在下で培養細
胞に電気パルスを与え、細胞応答のライブイ
メージングを行うことで、パルス幅と細胞応
答の関連性を解析した。 
 
(3) 癌由来細胞の腫瘍形成能と遊走能に対す
るナノ秒電気パルスの影響の解析 
ナノ秒電気パルスが細胞の腫瘍形成能に与
える影響を明らかにするため、ナノ秒電気パ
ルスをHeLa細胞ならびにHCT116細胞に印
加した。一定数の細胞を低吸着培養容器（住
友ベークライト社）で培養し、スフェロイド
形成を顕微鏡観察することで、細胞の腫瘍形
成能を判定した。 
 細胞の遊走能解析はBoyden chamber法を
用いた。HT-1080細胞を低血清培地に懸濁し、
ナノ秒電気パルスで処理した。これを、直径
8 m の小孔を備えたトランスウェル
（Corning社）の上室に加えた。トランスウ
ェルの下室には通常濃度の血清を含む培地
を加えた。一定時間内に上室から小孔を通り
抜けて下室へと移動した細胞数を顕微鏡観
察にて計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外カルシウムがナノ秒電気パルス誘
導性細胞死に与える影響の解析 
ヒト培養細胞にナノ秒電気パルスを作用さ
せ、細胞死誘導について解析を行ったところ、
ナノ秒電気パルスが細胞株依存的にアポト
ーシスもしくはネクローシスを誘発するこ
とを明らかにした。Jurkat細胞などではアポ
トーシスが誘発される一方、HeLa S3をはじ



めとする多くの固形腫瘍由来細胞株ではネ
クローシスが誘導された。ネクローシス誘導
には細胞外カルシウムの存在が必要であり、
カルシウムイオノフォアを作用させるとナ
ノ秒電気パルスに対する細胞の感受性が高
まること、カルシウム不含培地を用いると細
胞がナノ秒電気パルスに耐性になることが
観察された。以上の結果は、ナノ秒電気パル
スによって引き起こされるカルシウム流入
が、固形腫瘍由来細胞株での細胞死誘導の重
要な要因であることを示している。 
 
(2) 電気パルスのパルス幅依存的な生体作用
の解析 
電気パルスは作用時間（パルス幅）に応じて
細胞に異なる作用を及ぼすことが知られて
いる。ミリ秒からマイクロ秒の電気パルスは
細胞膜に穴を開ける。これはエレクトロポレ
ーションと呼ばれ、DNA などの高分子化合
物の細胞への導入に広く利用されている。一
方、ナノ秒電気パルスは細胞膜上の微小孔
（ナノポア）形成を介したイオン流入と細胞
死を誘発する。これまでは単一機材でパルス
幅をミリ秒からマイクロ秒にまたがって変
えることができなかったことから、エレクト
ロポレーションとナノポア形成の境界や、パ
ルス幅と生体作用の関連性を同一実験条件
下で解析することは不可能であった。 
 そこで研究協力者（佐久川貴志教授）のご
支援の元、自作のパルスモジュレーターを市
販の直流電源、パルスジェネレーターと組み
合わせた装置を組み、この装置により 5マイ
クロ秒から250ナノ秒にかけて任意のパルス
幅の電気パルスを発生させることを実現し
た。 
 続いてこのパルス幅の間での細胞への影
響をライブイメージング法により検証した。
エレクトロポレーションの有無は細胞膜非
透過性色素である Propidium Iodide の細胞
内取込で判定し、ナノポア形成は細胞内外の
イオンバランスの乱れによって生じる膜構
造の変化（ブレッビング）や、カルシウム指
示薬（Fluo-8）を用いた細胞内カルシウム流
入によって判定した。その結果、エレクトロ
ポレーションは 1マイクロ秒を切ると顕著に
減少し、さらに 500ナノ秒以下のパルス幅で
はナノポア形成に基づく細胞応答のみが生
じるようになった。以上の結果は、物質導入
に用いる電気パルスと細胞死誘導に用いる
電気パルスの至適パルス幅の違いを同一実
験条件下で示したものといえる。 
 
(3) 癌細胞の腫瘍形成能ならびに遊走能に対
するナノ秒電気パルスの影響 
続いて、癌細胞が持つ腫瘍形成能ならびに遊
走能に対するナノ秒電気パルスの効果を解
析した。ヒト癌由来細胞であるHeLaならび
に HCT116 は低吸着容器で培養することで、
腫瘍に類似した構造を持つ細胞塊（スフェロ
イド）を形成させることができる。そこでこ

れらの細胞をナノ秒電気パルス処理した上
で低吸着培養器中で培養したところ、スフェ
ロイド形成能の著しい低下が観察され、ナノ
秒電気パルスによって癌細胞の腫瘍形成能
が抑制されることが明らかになった。 
 続いて癌細胞の遊走能に対するナノ秒電
気パルスの効果を解析した。HT-1080は高い
遊走能を持つヒト癌由来培養細胞として知
られており、培養条件下における癌細胞の浸
潤・転移のモデル研究に汎用されている。こ
のHT-1080細胞をナノ秒電気パルス処理し、
Boyden chamber法により遊走能を解析した
ところ、ナノ秒電気パルスによって遊走能が
著しく低下することが判明した。 
 
(4) まとめ 
本研究ではまずナノ秒電気パルスが固形腫
瘍由来細胞株に誘発する細胞死のメカニズ
ムを解析した。調べた全ての固形腫瘍由来細
胞はナノ秒電気パルスによってネクローシ
スを生じた。ネクローシス誘導には明瞭なカ
ルシウム依存性が見られた。これの新知見は
癌治療時におけるナノ秒電気パルスの効果
増強や副作用低減をカルシウムの有無によ
って行うことができる可能性を示しており、
他の治療法には見られないナノ秒電気パル
スの特徴であるといえる。 
 続いてパルス幅可変の電気パルス発生装
置を新たに組み、物質導入のための電気パル
スと癌治療のための電気パルスでは、それら
のパルス幅に明瞭な境界が存在することを
示すことができた。この新知見はナノ秒電気
パルスの癌治療への利用における重要な基
礎的情報と考えられる。 
 さらに癌細胞が持つ腫瘍形成能ならびに
遊走能に対してナノ秒電気パルスは抑制作
用を示すことが示され、新しい癌治療法とし
ての有望性がさらに明確化された。 
 今後の方針として、まずナノ秒電気パルス
の作用機序をより詳細に明らかにすること
で、細胞死誘導の効率化と副作用低減のため
の基盤情報を充実することを目指す。また実
際の癌治療に使用するためのパルス発生装
置や電極のさらなる至適化や改良、そして動
物実験等による効果検証へと進む予定であ
る。それによって我が国の死因第一位である
癌の克服へ向けて、ナノ秒電気パルスという
新しい手法を利用することで貢献すること
を目指す。 
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