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１ はじめに 

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り、近年、既存の腫瘍血管系を破壊し腫瘍細胞を壊死させる薬剤（血管破壊薬）

が開発され、海外ではそれらの臨床試験が行われている。これまでに開発されてきた多くの血管破壊薬は腫

瘍内部の広範囲に壊死を誘発させることが可能であるが、一方で腫瘍辺縁部組織の細胞が生き残り、それら

が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、腫瘍内の元素濃度および組織内の元素の空間的分布は、細胞

死や低酸素ストレスなどの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とそれらの組織内分布を PIXE 方を用いてマウスレベ

ルで評価し、さらに、得られた元素分布と高分解能[18F]FDG(Fluorodeoxyglucose)-PET 画像を比較することに

より、腫瘍内元素分布と壊死組織、生き残った組織との関係について明らかにすることを目的とした。 

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。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。5×106 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 mm に達した時点で、10 mg/kg、40 mg/kg の 2 条件で 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。組織内の元素空間分布測定のために、ク

ライオスタットで－20℃において 250 µm 厚（凍結切片作成時の厚さ）の腫瘍切片を作成し、厚さ 4 µm のプ

ロレンフィルムにマウントしたサンプルを作成した。凍結切片厚については、走査するビームサイズ相当す

る約 0.5 mm の空間分解能の元素分布であること、また、微量元素の X 線を出来るだけ多く測定する等の理由

から決定した。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。高

エネルギー側のＸ線の測定では、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。 
マウスの PET スキャンでは、1 mm 以下の高空間分解能を達成している小動物用半導体 PET 装置 6) を用い

た。東北大学サイクロトロン・ラジオアイソトープセンターで合成された糖代謝トレーサー [18F]FDG を
AVE8062 治療の 24 時間後に 1 mCi 尾静脈より投与し、FDG 投与 1 時間後に PET スキャンを 1 時間行った。

なお、比較対照のため無治療のマウスについても PET スキャンを実施した。 
 

３ 結果および議論 

  図１に AVE8062 単回投与（10 mg/kg および 40 mg/kg 投与）における腫瘍体積の経日的変化を示す。10 
mg/kg の投与条件では無治療のコントロール群とほぼ同様の腫瘍の増殖傾向であり、腫瘍血流の遮断効果に

よる増殖抑制は認められなかった。一方、40 mg/kg 投与群では、初期体積の 3 倍を基準にとるとコントロー

ル群に対して約 3.5 日の増殖遅延効果が認められた。 
図２および図３にサブミリ PIXE 分析により得られた無治療のコントロール群と AVE8062 治療群の腫瘍切

片内の元素濃度分布をそれぞれ示す。なお、40 mg/kg 投与条件の元素分布画像は、以前の当研究発表会で報

告した結果であり、文献 7 より引用した。一方、10 mg/kg 投与条件の元素分布画像は、新たに行った実験の

予備的な結果である。無治療の腫瘍切片との比較から明らかなように、AVE8062 により治療された腫瘍には、

主に壊死組織と思われる内部の領域と腫瘍細胞が生存していると思われる辺縁部の領域からなっている。ま

た、各元素の分布を比較しても、無治療の腫瘍はほぼ一様な濃度分布であるのに対し、治療された腫瘍は腫

瘍辺縁部と内部で顕著な違いが見られた。特にカリウムや硫黄の高濃度分布が辺縁部に存在し、生き残った

細胞との関連が考えられる。一方、カルシウムは腫瘍中心部と辺縁部の中間領域にリング状に集積している

ことが確認された。また、カリウムおよび硫黄の濃度は、腫瘍辺縁部（図 3 中の腫瘍切片写真の A の部分）

の方が内部（同じく B の部分）よりも高く、カルシウムは腫瘍内部の方が高濃度であることが、内部標準法

による PIXE 分析でも確かめられた（各種元素の濃度は文献 7 を参照）。カリウム等が高濃度の存在する領域

が生き残った細胞領域であるならば、カルシウムがリング状に集積する中間領域は、薬剤による血流遮断効

果が不十分なために低酸素状態にあると考えられる。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、今回観測されたカルシウム分布と低酸素状態の領域との関係を調べ

る必要がある。 
また、統計精度は不十分であるが、腫瘍増殖抑制効果がほとんど確認されなかった 10 mg/kg 投与条件にお

いても 40 mg/kg 投与の場合と同様に辺縁部でカリウム濃度が高くその内側でカルシウムの濃度が高い傾向が
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ある。今後、さらに統計精度の高いデータを得て、今回確認されたカリウムやカルシウム等の腫瘍内分布が、

投与量は異なっても AVE8062 治療に共通して見られる現象がどうか確認することを予定している。 
 図 4 に腫瘍の[18F]FDG-PET の結果を示す。今回の PET スキャンを実施した他腫瘍は、PIXE 分析した腫

瘍とは同一実験条件のものではあるが同一腫瘍ではない。しかしながら、無治療の腫瘍では糖代謝が腫瘍全

域で活発であるのに対し、AVE8062 治療の腫瘍は辺縁部のみに FDG 集積が認められ、中心部は広範囲に壊

死しているものと推測される。したがって、PIXE 分析で確認されたカリウムや硫黄の腫瘍円縁部の集積、あ

るいは中間領域のカルシウムの集積は、生き残った腫瘍細胞に関連するものと考えられる。 
 

 
 

 

 
図 2 無治療の NFSa 線維肉腫腫瘍切片における各種元素濃度分布 

 
図 1 AVE8062 単回投与による NFSa 線維肉腫の腫瘍体積変化。投与日を 0 日とし腫瘍体積は 0 日の

ものに規格化している。 

NMCC共同利用研究成果報文集19（2012）

232



 

 

 
 

 
図 4 無治療（左）及び 40 mg/kg AVE8062 治療（右）のマウス腫瘍の[18F]FDG-PET 画像。腫瘍のほぼ中央

部分をマウスの対軸方向に対して垂直な断層面を示す。空間分解能は 1mm 以下である。 

 

AVE8062 40mg/kg 投与 
 

 
AVE8062 10 mg/kg 投与 

 
図 3 AVE8062 投与された NFSa 線維肉腫腫瘍切片における各種元素濃度分布. 40 mg/kg の元素分布画像は

文献 7 より転載した。AVE8062 10 mg/kg 投与条件の元素分布画像は、今回の実験で得られたカリウムとカ

ルシウムのみの予備的な結果である。 
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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

濃度は腫瘍中心部では低く、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。腫瘍の[18F]FDG-PET の結果では、治療された腫

瘍の辺縁部のみに糖代謝が確認され、カリウム、硫黄、カルシウム等の分布は、血流遮断効果が不十分なた

めに生き残った腫瘍細胞の組織を反映しているものと示唆された。 
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Abstract 

Spatial distribution 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 was 
evaluated using submilli-PIXE analysis. We found that potassium and sulfur concentrated at the 
periphery of the treated tumor and a ring-shaped calcium distribution in the area between the inner 
necrotic region and the periphery. In addition to the PIXE analysis, we performed high spatial resolution 
[18F]FDG-PET scan for the treated tumor in mice to compare the elemental distribution and FDG uptake 
in the tumor. The results of the PET scan suggest that the potassium and sulfur concentrations are 
related to residual viable cells at the tumor periphery whereas the ring of calcium concentration just 
inside the tumor periphery is possibly derived from hypoxia-induced response. 
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