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１ はじめに 

腫瘍血管は正常血管と比べて構造および機能的に異常な点が多く、近年、これらを標的とするがん治療が

注目を集めている。腫瘍血管は酸素や栄養素を腫瘍細胞に供給するため、その血流を選択的に長時間遮断で

きれば、がん細胞を壊死させることが可能であり、がん細胞を直接攻撃するのではなく、腫瘍血管系の構造

や機能を破壊する薬剤の研究開発が行われている。 

これまでに開発されてきた多くの血管破壊薬は、腫瘍血流を急速、不可逆的に遮断し腫瘍内部の広範囲に

壊死を誘発させるが、一方で腫瘍辺縁部組織の細胞が生き残り再増殖することが知られている 1。その理由と

して、腫瘍辺縁部の細胞は周辺の正常血管由来の酸素や栄養素の供給を受けるために壊死を免れる可能性が

指摘されている。結果的に、血管破壊剤を投与された腫瘍は、内部の壊死組織と辺縁部の生存組織から成り、

腫瘍組織内の元素濃度は、細胞死や低酸素ストレスによる生化学的応答による影響で通常とは異なることが

予想される。本研究では、PIXE 分析法により血管破壊剤で治療された腫瘍の元素濃度をマウスモデルを用い

て評価することを目的とし、腫瘍内の主な元素の分布を評価するためにサブミリサイズのビームを用いたサ

ブミリ PIXE とそれらの元素濃度を定量するために内部標準法に基づく従来の PIXE 分析を行った。 

 

２ 材料と方法 

腫瘍血管破壊剤として Combretastatin A4 誘導体 AVE8062 を用いた。AVE8062 は微小管阻害剤に分類され
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血管内皮細胞の細胞骨格破壊などに伴って毛細血管の血流遮断を引き起こす。その作用は正常血管内皮細胞

よりも腫瘍血管内皮細胞との親和性が高いとされている。その結果、腫瘍血管を選択的・不可逆的に急速に

遮断し、腫瘍組織内の細胞代謝物の蓄積による細胞毒性効果も加わって、腫瘍細胞を壊死させる効果を有す

る。本実験で使用した AVE8062 は、文献 2 および文献 3 の方法により合成した。 

マウス腫瘍モデルとして、マウス NFSa 線維肉腫細胞 4を用いた。5×10
6個の NFSa 細胞を C3H/He Slc (10

～12 週齢、オス)の後脚に移植し、腫瘍径が約 8 cm に達した時点で、40 mg/kg の AVE8062 を単回腹腔投与

した。投与 24 時間後に腫瘍を摘出し粉末状のドライアイス中で急速冷凍した。摘出された腫瘍は PIXE 分析

のためのサンプル調整までは－80℃で保存された。サブミリ PIXE 用のサンプルとして、クライオスタットで

作成した 250 µm 厚（凍結切片作成時の厚さ）の腫瘍切片を厚さ 4 µm のプロレンフィルムにマウントし、乾

燥させたものを使用した。凍結切片厚の決定では、走査するビームサイズが約 0.5 mm であり組織レベルの空

間分解能であること、また、特性Ｘ線の発生・吸収、ビームのエネルギーロスなどの点を考慮し、プラチナ

等重元素の X 線収量が最大となるように設定した。サブミリ PIXE 分析は、東北大学 高速中性子実験施設

のおいて行われた。3 MeV の陽子ビームを大気中でサンプルに照射し、Ｘ線の測定では高エネルギーと低エ

ネルギーの領域を Si(Li)検出器２台を用いた。得られたスペクトルを GeoPIXE ソフトウエア 5を用いて解析し

各種主要元素マップを作製した。 

元素濃度定量評価のための PIXE 分析は、仁科記念サイクロトロンセンターの PIXE 分析システムを用いて

行われた。腫瘍サンプルを硝酸灰化し、灰化溶液を 4 µm 厚プロレンフィルムに滴下・乾燥させ、2.9 MeV の

陽子ビームで分析を行った。なお、サンプル調整では内部標準元素としてインジウム(1000 ppm)を加えた。ビ

ーム径および強度は、それぞれ 6 mm、50 nA 程度であった。高エネルギー用と低エネルギー用の２台の Si(Li)

検出器を使用して得られた X 線スペクトルは SAPIX
6 を用いてピーク分離され、内部標準法ににより各種元

素を定量評価した。なお、高エネルギー用の検出器には低エネルギーX 線吸収体として 500 µm 厚マイラーを

使用した。 

 

３ 結果および議論 

  図１は、サブミリ PIXE 分析により得られた AVE8062 投与の腫瘍切片内の元素濃度分布を示す。図１中の

腫瘍切片の写真から明らかなように、腫瘍には主に壊死組織と思われる内部領域と腫瘍細胞が生存している

と思われる辺縁部からなっている。サブミリ PIXE 分析の結果、コントロールの無治療腫瘍の場合は、各種元

素の濃度分布はほぼ一様な結果であったが、AVE8062 投与群では、腫瘍辺縁部にカリウムおよび硫黄の高い

集積がみられ、一方、カルシウムはその尐し内部にリング状に集積していることが確認された。元素マップ

と切片写真の比較から、カリウムおよび硫黄の集積は AVE8062 治療で壊死を免れた細胞が存在する領域に対

応しており、カルシウムが集積する領域はそのすぐ内側で、主に壊死組織と思われる領域の最も外側に対応

する。腫瘍中心部と辺縁部の中間領域は、薬剤による遮断効果が不十分で低酸素状態の可能性がある。一般

にカルシウム濃度の増加は、低酸素状態における初期の生化学的応答の一つであるので、今回観測されたリ

ング状のカルシウム分布は、薬剤により誘発された低酸素状態との関連が示唆される。 

 同一サンプルを内部標準法で PIXE 分析した結果を表１に示す。サンプル調整では、腫瘍全体、腫瘍辺縁部、

腫瘍内部に分けて、各種主要元素濃度を定量した（辺縁部および内部の設定は、図１中の腫瘍切片写真参照）。

その結果、コントロールに比べて AVE8062 治療の腫瘍においては、各種元素濃度はカルシウムを除き低い傾

向を示した。また、カリウムおよび硫黄濃度は腫瘍辺縁部の方が内部よりも高く、カルシウムは、腫瘍内部

の方が高い濃度が示され、サブミ PIXE 分析と同じ傾向が得られらた。 
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表１ AVE8062 を投与された NFSa 腫瘍組織の各種元素濃度。表中の腫瘍内部および腫瘍辺縁部は図１の腫瘍写真の A 領

域と B 領域にそれぞれ対応する。 

元素濃度 (μg/g) 

Treatment group P S K Ca Fe Zn 

Control 

(腫瘍全体) 
3022±54 2130±38 5115±106 114±5 30±0.6 27±0.6 

AVE8062 

(腫瘍全体) 
1081±20 1440±22 1387±28 220±5 44±1 15±0.3 

AVE8062 

(腫瘍内部) 
1022±19 996±19 1030±22 295±6 58±1 16±0.3 

AVE8062 

(腫瘍辺縁部) 
918±17 1372±25 1474±30 191±4 39±1 13±0.3 

 

４ まとめ 

 腫瘍血流遮断剤 AVE8062 を投与したマウス NFSa 線維肉腫の PIXE 分析を行った結果、カリウム及び硫黄

濃度は、血流遮断効果で壊死した腫瘍中心部では低く、血流遮断効果が有効に働かず細胞が生き残る腫瘍辺

縁部で高いことが確認された。一方、辺縁部のすぐ内側ではカルシウムがリング状に分布し、低酸素応答と

の関連が示唆される。 
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図１ AVE8062 を投与された NFSa 線維肉腫の腫瘍切片における各種元素濃度分布 
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Abstract 

We evaluated spatial distributions of principal elements in a NFSa fibrosarcoma tumor treated with a vascular 

disruption agent, AVE8062 (a derivative of combretastatin A-4) at a single dose of 40 mg/kg using submilli-PIXE 

analysis. It was found that potassium and sulfur concentrated at the periphery of the treated tumor whereas a ring-shaped 

calcium distribution was caused in the area between the inner necrotic region and the periphery. These observations 

were supported by results for quantitative evaluation of elemental concentrations in the tumor samples obtained from 

conventional PIXE analysis based on the internal standard method. It is suggested that the potassium and sulfur 

concentrations are related to residual viable cells at the tumor periphery which are commonly observed in VDA 

treatments whereas the ring of calcium concentration just inside the tumor periphery is possibly derived from 

hypoxia-induced response. 
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