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胃癌に対する加熱による腫瘍縮小効果の検討
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愛媛大学大学院泌尿器科学

要　旨

目的：小径胃癌の治療において，低侵襲な治療としてラジオ波熟凝固術（radiofrequency ablation；RFA）の有

用性が報告されている▲　RFAは通常100℃の熱凝固による組織壊死を来すが．周辺臓器への熟伝播の影響で合併症

も報告されている．今回，より低温の加熱による腫瘍縮小効果を血〟レ0で検討した．

方法：4週齢の雌性BALB c－nu系ヌードマウスの背部皮下にと卜胃癌樹立細胞株であるCakirlを移植し，腫瘍

の増大を待って入熱実験を行った．入熟は研究用焼却治療器と加熱針を用い，45℃，55℃，65℃で5分ないし10分

間行った．入熱後1，2，4，7∴甘　21，28日目に腫磨体積を測定した，また腫瘍摘出後，組織学的検索を行っ

た．

結果：針を剰入しただけの非加熱群の腫瘍体積は漸増し，28日後には約3．5倍となった．それに対し，45℃で5

分もしくは10分間入熟した群では，7日目まで腫瘍の増大は抑制されたが，それ以降は早い速度で増大した．55℃

や65℃で加熱した群では，腫瘍は縮小し，65℃で10分聞入熟した群では，28日目の腫瘍縮小効果が全ての群のうち

最大で，穿刺直後の約15％程度まで縮小した．細胞機能を評価するために，NADPHの恒常的な発現を検討する

と，45℃の入熱ではほとんど影響を及ぼさなかったが．55dcや65℃で加熱すると．1日目から細胞機能が低下した

部分の面積が増加し，その後面積は回復した．入熱により腫疫の周辺部にfoca忙apoptosisを確認したが，対照群

と比較して若干の増加を認めたのみであった．HE染色で，45℃で加熱した群では，入熱後4日目から炎症細胞浸潤

を認め，その後狭い範囲のnecrosisを認めたが，55℃や65℃で加熱した群ではより早期に炎症細胞浸潤を認め，よ

り広範囲にnecrosisを認めた．

結論：胃癌組織において，現在臨床で使用されているRFAよりも，より低温で腫瘍縮小効果を認めた、これは加

熱による直接的な凝固壊死に加えて1二次的な炎症細胞浸潤が腫瘍縮小効果を増強していると考えられる．合併症

の少ない局所治療の開発へとつなげていきたい，
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緒　言

熱による抗腫瘍効果は古くから言われているが，実

際に温熱治療の研究が盛んに行われるようになったの

は1980年代である　特に表在性腫瘍で盛んで，乳癌．

頭頚部癌，皮膚癌などで応用されるようになってき

た　機器の進歩によりさらに高温での治療が可能にな

l上代表的な治療法として高周波電流による電磁波（ラ

ジオ波）を発生し，腫瘍塊を凝固壊死させるラジオ波

熟凝固術LradiofrequencyablatlOnニRFA）が確立した

腎癌に対するRFA治療は，1997年にZlottaら1が報吉し

て以来．小径腎痛の局所治療として広く認識されるよ

うになってきている．現在本邦では，保険適応ではな

いものの，腎癌診療ガイドライン二においても「全身

状態や合併症のため根治的な治療が困難な場合に推奨

される」とされている．一万で，その頻度は少ないも

2015年7月29日受付　2015年10月21日採用

のの，正常組織や尿路などへの熱凝固の影響により重

篤な合併症も報告されている3■ため－　合併症の軽減に

は比較的低温で治療することが有用と考える．

今軌　より効果的な加熱条件を求めるため，厳密に

温度制御吋能なシステムを川いて，ヒト腎癌細胞株に

対する抗腫瘍効果をhJ日加で検討した

対象と方法

実験動物および細胞株

3週齢の雌性BALB c－11u系ヌードマウスをE］本クレ

ア（東京）から購入し．1週間飼育した後に本実験に

用いた　なお本実験は，愛媛大学動物実験規則に従っ

て行った　また，ヒト腎癌樹立細胞株であるCalくi－1は

DSファーマバイオメディカル社（大阪）から購入し，

1O％ウシ胎児血清（Slgllla－AldllCh，SLLouis，MO，
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USA）を含むMcCoy5A培地几ifttechnologies，Grand

Island，NY．USA）中で数回継代L，凍結保有した，

本実験に用いる際は，解凍後6～8回継代したものを

本実験に開いた．10cm培養皿（GrelnerB10－One，Frick－

enhausen，Germany）で70％コンフルエントになった

状態でトリプシン（和池　大阪）処理をし，3×10し－

100Lll medlumとした．同量のマトリゲル（BD Bi－

osclenCeS．Bedfbrd．MA，USA）を混合して注射液と

した　イソフルラン（マイラン製薬．東京）による吸

入麻酔下に，左右のヌードマウス背部皮下に200LIlず

つ注射し，穿刺が可能になる（腫瘍長径が約10～20

mm）まで約3週間飼育した（図1A）

腫瘍への入熱

腫瘍への入熱には．研究用焼却治療器tAMTC300：

アドメテック，愛媛1（図1B）と加熱針（SUS304．

22G．加熱部長さ101Tlm）（図1C）を用いた．本装置

は，RfAのような生体への高周波の通電を行わず．腫

瘍部位に穿刺した針を内部から発熱させ，そこから生

体への熱伝導を行うものである．加熱針にセンサーを

付けて温度のモニタリングを行った．イソフルラン吸

入麻酔下に，加熱針を腫瘍の長軸方向に穿刺し（図1

D1．人熱は．45℃．55℃．65℃で5分ないし10分間

宅
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行った．吸入麻酔下に加熱針で穿刺のみ施行した群を

対照群とした

腫瘍体積測定

穿刺・人熱後1，2．4，7，14，21，28日目に

腫瘍長径および短径，腫瘍高を測定し，体積を概算し

た（0．5×長径×短径×高さ）体積のデータは，各群

5腫瘍のデータから平均値±標準偏差を算出した．腫

瘍の摘出は，事椎脱臼にて屠殺した後に行った．腫瘍

は2分割し，一方を10％中性ホルマリン（pH7．4）で

48時間固定し．パラフィンに包捜した．他方はOptimal

Cutting TeIllperatul・e（0．C．T，）コンパウンド（Tissue－

Tek；サクラファインテックジャパン，東京）内に包

捜し，－80℃で保存した

NADPH染色

0．C，T．コンパウンド内に包埋した凍結組織を10岬l

厚に薄切し，この染色に用いた　薄切切片を1111M

llicotlnamlde adellin dinucleotlde phospllate（NADPH；

Sigma－Aldrich），03mMNitroBlueTetrazolium（NBT；

Sig11－a－AldrlCh），50111MTris（hydl・OXylllethyl）alllinomethT

alle（TRIS，ナカライテスク，京都）（pH8．2）中で37℃，

3時間反応させ，光学顕微鏡（BX63こOLYMPUS，東

京）で観察した．陰性コントロールとLて，NADPHを

l、ヘ　　　ー忘≡≡≡ヨ

』r′
A）ヒト腎癌細胞株Cak1－1を背部皮下に移植し　約3週間で長径約10～20111111大に成長

B）研究悶焼却治療器（AMTC3001

C）加熱針LSUS304．22G，加熱部長さ10111111）

D〕針を穿刺した上で加熱

愛媛医学　Vol．35　No．12016
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含まない溶液中で反応させた切片を用いた　画像解析

ソフトLCellSens Standard；OLYMPUS）を用いて．熱処

理によって染邑性の脱落した領域の面積を測定し　平

均値±標準偏差を計算した．

ヘマトキシUンー工オジン染色とApoptosis染色

0．C．T．コンパウンド内に包捜した凍結組織を5岬1

年に薄切し．連続切片を作成した．そのうち1枚にヘ

マトキシリン一二オジン（HEl　染邑を行った．さら

に連続切片を用いて．In Sittl細胞死検出キット　＝コ

シュ・ダイアグノスティックス，東京）でプロトコー

ルに沿って染色した．「劉性コントロールとしてTdTを

含まない反応液中で反応させた切片を用い，対比染色

はメチルグリーン（ダコ・ジャパン，東京）で行った．

免疫組織学的検討

パラフィン包埋した組織を5巨m厚に薄切し，免疫

組織学的検討に使開した　まず20LLglnlのProtelnaSe K

（Sigma－AldrlChlで10分間処理した　内因性ベルオキ

シダーゼを7、ロッキングした後，正常ヤギ血清を用い

て30分間室温でブロッキングした　一次抗体として抗

マウスCD45・ラットモノクローナル抗体（R＆D sys－

tems．MlnneaPOllS．MN．USA）を4℃で一晩反応させ，

Phosphate bu脆l・ed sallne tPBS）で洗浄後に．ヒスト

ファインシンプルステインMAX－PO tRat）（ニチレイ

バイオサイエンス．東京）と室温で30分間反応させた

後．3．3．－diamlnObenzldlne（DAB‖slgma－Aldrichlで

可視化した　染色の陰性コントロールとして，一次抗

体の代わi）に非免疫ラットIgGを用いた．メチルグリ

ーンにて対比染色を行い，光学顕微鏡‾円二観察した

結　果

腫瘍体積の変化

65℃・10分間入熟した腫瘍の28［1後の状態を図2に

示す．乾‾円二移植された腫瘍は著明に縮小し，ほぼ平

坦化している　加熱針を穿刺した直後の腫瘍体積を

100q。として，その後の推移を示したものが図3であ

る　針を別人しただけで熱を加えなかった群の腫瘍体

積は漸増し．28日後には3396±72．6％となった．そ

れに対し．45℃で5分もしくは10分間入熟した群で

は，7日目までその腫瘍の増大を抑制されたものの．

それ以降は早い速度で増大した　ただ28日後のその体

積は穿刺直後と比較して，45℃・5分の群では1543

±162％．10分の群では1870±51．798にとどまった

一万．55℃や65℃で加熟した群では．1日目に一時的

図2　皮下移植した腫瘍の加熱後28［1日の外観（左側
65℃・10分間，右側　65℃・5分間ノ
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図3　加熱した温度別あるいは時間別腫瘍体積の変化　腫
瘍体積＝05×直径×短径×高さ，として測定し，各
群5腫瘍ずつの平均値を示した．

な腫瘍の増大を認めたが，その後は腫瘍の増大は抑制

され．むしろ縮小していった．65℃で10分聞入熟した

群では，28日目の腫瘍縮小効果が全ての群のうち最大

で，奇利直後の14．9±18．7％まで縮小した

NADPH染色

細胞機能を評価するために　NADPHの恒常的な発

現を検討した．入熱による細胞機能への影響を染色陰

性部分の面積を測完することにより行った（図4）．

対照群（穿刺のみ施行した群），55℃で10分間誘導加

熱した後7日目の代表的な写真を図4A，図4Bにそ

れぞれ示す．陰性部分の面積を測定すると，45℃の入

熱では，たとえ10分間加熱してもほとんど陰性部分の

愛媛医学　VoL35　No．12016
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0日　　　　　　　　　　　lコロ　　　　　　　　　　　ナココ　　　　　　　　　　　7ゴロ

図4　NADPH染色

（A）対照群（穿剰のみの許）0日軋　×100

沌J55℃・10分間加温　7日臼，×20

（Cl加熱した温度別あるいは時間別非染部分の面積
の変化　各プロットは4～10切片の測定値の平

均値とした．

増加を認めなかった（0．6±0191111T1㌦　一万，55℃や

65℃で加熱すると．1日目から染邑陰性部分の面積が

増加し55℃・5分や10分．65℃・5分の人熱ではその

1日目をピークに（55℃・5分．8．2±4．5mmコケ　55℃・

10分．110±2．411111工　65℃・5分：165±3．6nllln

65℃・10分間の入熱では2日日をピークに（17．9±4．6

1Tllllコ）その面積が減少した（図4C）

Apoptosis染色

対照許では．散在性にapoptosISが確認されたのに対

し，入熟により影響を受けたと思われる部の外側，腫

瘍の周辺部にbcalにapoptosisが確認された個5）．

55℃や65℃で加熱後徐々に増加し．4日目に黄も多く

なったが，その増加は顕著なものではなく，対照群と

比較して若干の増加を認めたのみであった．

HE染色とCD45に対する免疫組織学的検討

HE染色で形態学的に炎症細胞浸潤とnecl・OSisを，ま

た抗CD45抗体は大部分の白血球に反応するため．そ

の染色により免疫組織学的に炎症細胞浸潤を確認し

た　対照群（図6A）では認められなかった炎症細胞

浸潤が，入熱後に種々の程度に認められた．まず45℃

で加熟した群では，入熱後4日目から炎症細胞浸潤を

認め．7日目には穿刺部付近の狭い範囲にIleCllOSISを

21

魚　響

図5　APOPtOSis染色

入熱により影響を受けた部の周辺に，bcalに叩OptOSIS

が確認される　×400

図6　HE染色とCD45染色

（A）対照群，炎症細胞浸潤は認めない．rHE染色，
＼州11

（B）65LC・10分間加温11二日，neCrOSISとその周囲に

炎症性細胞浸潤を認めた．（HE染色，×100）
（、C）CD45染色により，白血球の浸潤を確認できる

LCD45染色．×200）

（D）65℃・10分間加温2日目，より広範囲に11eCl・OSIS

を認める（HE染色，×100）

認めた．55℃で加熱した群では人熱後1日目から炎症

性榔胞浸潤を認め，4H日に穿刑部を中心に1－eCr。SIS

を認めた　さらに65℃で加熱した群は，人熱後1日目

から炎症性細胞浸潤を認め（図6B，C），翌2日目に

は穿刑部を中心に広範囲に11eCl・OSisを認めた（図6D）．

愛媛医学　Vo1．35　No．12016
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考　察

RFAに比較してより低温の入熟でも，穿刺部位周辺

に炎症細胞浸潤をきたし，最終的にnecrosisをきたし

た　特に65℃．10分間の入熱では．人熱後28E‖］には

マウス皮下に移植したヒト腎癌細胞が大幅に縮小する

に至った

わが国の2010年の腎細胞がん死亡数は男性約27千

人．女性約1．3千人で．男女ともがん死亡全体の190

を占める1■　腎塙の三主徴は喀痛．血尿，腹部腫壇と

言われているが，これらが揃うことはほとんどなく．

最近は健診や他疾患フォロー中の画像検査によ車発見

される小径腎癌が多くなってきている．特に径4cm

以下のTla症例には種々の治療選択肢があるが．病変

のみを治療する腎温存療法が主流である．一般的には

腎部分切除術が選択されるが，保険適応外の局所療法

としてRFAが報告されている．腎癌診療ガイドライン

でも，高齢や合併症などの理由により手術が適当でな

い症例に対して推奨されている㍉　しかしながら．同

国の正常組織への影響が問題であり．実際，経皮的RFA

により8～13％の合併症が生じる　出血．膿瘍．尿管

狭窄，血尿などが挙げられており，重篤なものでは腎・

十二指腸壊なども報告されているか、γ

RfAでは60℃以上．通常約100℃を目標に加熱さ行

不可逆的な組織の熟変性を来す，いわゆる凝固壊死の

状態となる．壊死した細胞は焼灼後3～7日でマクロ

ファージなどにより貪食され，細胞構築は約1か月で

消失したり，あるいは廃痕化すると言われているh＼

今回，現在行われている高温のRFAに比較して．より

低温で抗腫瘍効果を認めたことは意義深い．RFAより

低温で治療が可能になれば　その合併症を軽減でき

る　高温のRfAで期待されるような直接的な広範囲な

凝固壊死を引き起こさなくても，より低温で細胞機能

が落ちると，その後直ちに誘導される炎症細胞浸潤

が．その抗腫瘍効果を増強しているものと考えられる．
一般的に40℃までは可逆性の熟変性であると言われ

ている．また癌細胞は425℃以上の熱に弱いとも言わ

れているため．今回は，45℃から10℃ずつ温度を上げ

て，3通りの温度設定（45℃，55℃，65℃）で実験を

行った．ste汀ettらは45℃～55℃のよ申低温の加熱では

著明な変化は認めないが，細胞酵素や細胞膜輸送体の

変化などによる生化学的変化が浮腫などを来している

としているさ．本研究においても．NADPHの恒常的発

現を観察することによ車細胞機能を評価したところ，

55℃や65℃の入熱で一時的にNADPH染色性の脱落を

認めた　これは55℃や65℃の人熱により細胞機能が一

時的に低下することを示している．さらに55℃や65℃

の入熱後1日日に一時的な腫瘍体積の増加を認めた

が，これは局所における浮腫を反映しているものと思

われる　一万．45℃の入熱では，NADPHの染色性に

ほとんど影響することなく，10分間の入熱後2日目に

狭い範囲で染色性の脱落を認めたのみで，その変化は

有意ではなかった．NADPHの恒常的な発現に限ると，

45℃の人熱ではさほどの機能低下を来さないことがわ

かる．しかしながら45℃，5分間の人熱でも，腫瘍体

積の増加は1週間程度抑制しており，45℃でも他の細

胞機能低下が起こっていることが示唆された．現に，

入熱後4日日には炎症細胞浸潤を認め，7日目には狭

い範囲でnecrosisも認めている．ただし45℃，5分あ

るいは10分間の入熱では，1週間後より腫瘍は再増殖

しており，45℃の入熱では不充分であると言わざるを

えない　一万，55℃や65℃の入熱を行った群では，腫

瘍は入熱後2H日以降徐々に縮小した．これらの標本

を組織学的に観察してみると，穿刺部位周囲では，

apoptosISの著明な増加は認めず，11eCrOSISが観察され

た．またlleCrOSisの拡がりに先んじて炎症細胞浸潤が

確認されることより，加熱による瞬間的な細胞死以降

のnecl・OSisの拡大，ひいては腫瘍縮小に炎症細胞浸潤

が関与していることが予想される　すなわち，55℃や

65℃では直接的な凝固壊死は少ないものの，その後の

二次的な細胞障害が起きている可能性がある　肝細胞

癌におけるRFAの研究で，壊死によりactlVating slgnal

が出現し，樹状細胞をはじめとする免疫担当細胞が活

性化されることと報告されている机．その中で，免疫

認識は腫瘍焼灼部と非焼灼部に交差反応があるが，正

常組織とは交差反応が乏しいことより，直接的な凝固

壊死に引き続く細胞浸潤も細胞障害の一端を担ってい

ることが示唆されている．今回の検討により，65℃，

10分間の入熱により，腫瘍体積は漸減し，28日後には

穿刺直後の約15％程度まで縮小した．65℃入熱の腎癌

細胞に対する有効性を示し得たと思われる．また55℃

人熱の結果は不充分とも言えるが，複数回治療や薬物

療法との併用の可能性は残されている，今後の検討課
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Antjtumoreffectsofheatingonhumanrenalcancercellsk7Vivo

YukiMiyauchi

Depa「tmentofUrotogy，EhEmeUnNerSLtyGraduateSchoolofMediclne

Abstract

Objective：Radiofrequencyablation（RFA）issonletimesusedasatreatmentforsmaElrenaltumors．We

examinedtheantitumoreffectsofheatt「eatmentusIngalowertemperaturethanRFA．

Mate「ials and Methods：Caki－1was subcutaneouslyinjectedin the back of nude mice．Afteratumor

deveioped・tumO「WaS PunCtured with a needle and was heated uslng heat therapeutic equIPment．The

temperatu「ewasfixedat45℃，55℃or65℃for50日Ominutes，reSPeCtivety．

Res此S，Tumo「s heated t045℃increasedinv0lume after7days．However，tumOrS heated to550r

65℃reduced gradualiyin size after a temporaryincrease A stain for nicotinamide adenin dinucleotide

Phosphate（NADPH）showedthatthetumorareaincreasedonthefirstdayafterheatingto550「65℃，and

the「eaftertheareag「aduaLlydecreased・lnflammatoryce‖infHtrationfo‖Owedbyexpansionofnecrosiswas

identifjedandthe「eactionwasmostremarkableinthegroupsubjectedto65℃heating．

ConcLusion：Heating tolowe「temperatures than RFA had an antitumor effectin renalcancer ceHs k7

血／0．The「esuItsuggeststhepossjbi＝tyofanothersafetreatmentforsma＝renalcancer．

KeyWo「ds：renaLcance「，heating，antitumoreffect
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