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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織では、腫瘍循環が未熟なため低酸素を呈する。細動脈における酸

素拡散について、担癌状態でどのように変化するかを測定した。パラジウムコプロポルフィリンの燐光

の減衰による組織酸素分圧測定を行った。Nd-YAG パルスレーザーで励起を行い、ピエゾ素子を用い

た移動ステージ上に動物を固定し、細動脈壁の酸素拡散係数を求める方法を開発した、Balb/c マウス

背部に設置した Dorsal skinfold chamber から観察される内径 40～70μm 壁厚 20μm 前後の皮下細

動脈を観察した。Balb/c マウスおよびマウス乳癌細胞である MMT060562 を用いた。ドナーマウスより

皮下移植腫瘍を摘出、1 ミリ大の移植片として Window 内に移植し、48～72 時間後に直径が 2mm 程

度となったところで腫瘍近傍の細動脈について測定した。また、左上肢腋窩部に腫瘍細胞浮遊液を移

植、移植後 9～10 日後に腫瘍径が 10mm を超えた時点でマウス背部に Window を設置、4 日後に測

定を行った。細動脈壁酸素拡散係数は無処置群では 5.3 ± 1.1 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • 
mmHg-1)]であった。腫瘍移植後の酸素拡散係数はウィンドウ内腫瘍群では 3.9 ± 0.4 ×10-11 
[(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • mmHg-1)] 、腋窩腫瘍群では 3.1 ± 0.6 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue 
• mmHg-1)] であり、担癌動物において明らかに酸素拡散係数が低下し、細動脈領域で酸素を通しに

くくなっていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Usually, tissue oxygen tension is low in malignant tumor. This hypoxic state is due to the imbalance of 
tumor cell growth and development of tumor circulation. Tumor tissue is supplied oxygen from systemic 
circulation. Main oxygen supply is suspected to be derived from capillary by diffusion. However, some 
part of oxygen might be derived from the oxygen molecule diffused from arteriolar lesion. 
   We have developed the microscope system that enabled us to determine the oxygen diffusion 
constant of arteriolar wall. We have applied this system to tumor burden animals and examine the 
oxygen diffusion constant of the subcutaneous arteriolar wall. 
We used Balb/c mouse and mouse mammalian tumor (MMT060562). To measure the oxygen diffusion 
constant of the arteriolar wall, we placed Dorsal Skin Window Chamber on Balb/c mouse. In small 
tumor group, tumor was implanted in the DSC and let it grow to 2mm. In large tumor group, tumor was 
implanted at the left arm pit. 
Oxygen diffusion constant of arteriolar wall in control group was 5.3 ± 1.1 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 
tissue • mmHg-1)], while in the small tumor group, K was 3.9 ± 0.4 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • 
mmHg-1)]and in the large tumor group K was 3.1 ± 0.6 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • mmHg-1)]. 
There are significant difference between control group and tumor burden groups.  
This phenomenon indicated that in tumor burden animals, the amount of oxygen molecules that pass 
through the arteriolar lesion increases according to the size of tumor. The increase of oxygen diffusion 
constant around arteriole level seems beneficial for the tumor cells in regards to the survival and growth 
of malignant tumor.  
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は自律性に増殖するために組織の
恒常性を維持すべき血管構築が未熟で、腫瘍
組織の組織酸素分圧は低い。低酸素状況にあ
る腫瘍細胞は増殖の際に脱分化の方向に変化
し悪性度が高くなると考えられている。また、低
酸素状況では化学療法や放射線治療に対する
抵抗性が高くなるとされている。低酸素状況を緩
和するあるいは解除することで、治療に対する
反応性が改善し、治療効果が高くなるとされて
いるが、効率よく腫瘍の酸素分圧を上昇させて
治療に結びつける手段がなかった。腫瘍の低酸
素状況がどのような機序で形成されているかに
ついても十分に明らかになっているとは言えな
い。 
 
２．研究の目的 
 腫瘍組織に対して酸素を供給する主体は毛細
血管であると考えられてきた。しかし、細動脈で
も酸素分圧の低下は起こっており、酸素拡散が
細動脈領域でも起こっていることが推測されて
いた。しかし、現在まで、細動脈領域での酸素
拡散係数を明らかにすることはできなかった。本
研究では、1）皮下血管の微小循環を観察し、細
動脈領域での酸素分子の移動を観測し、拡散
係数を確定する。2）マウスに担癌モデルを作成
し、担癌モデルでの細動脈での酸素拡散につ
いて測定、検討する。ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）動物、細動脈の観察 
 動物には Balb/c 雄性マウス 7 週齢を用いた。
細動脈の観察にはマウスの Dorsal skin window 
chamber（以下 DSC） を用いた。（国立保健医療
科学院の牛山明主任研究官のご厚意によりチャ
ンバーを譲り受けた。）具体的にはマウスをケタミ
ンキシラジンの混合カクテル 0.25 ml を筋注し、
背部に Window chamber を設置した。かんさつ
設置後４日して Window 内の環境が安定したの
ちにWindow内の微小循環、特に細動脈を観察
した。（図） 

 

（２）顕微鏡システム及び非侵襲的組織酸素分
圧測定システム 
 DSC 内の細動脈の観察及び組織酸素分圧測
定を行う顕微鏡はNikon社製生物顕微鏡E4000
（Nikon, Tokyo, Japan）を改良したプラットフォー
ム（Sankei, Tokyo, Japan）を用いた。この顕微鏡
は落射蛍光装置を装備した。観察はニコン社製
CCD カメラ(DS-Qi1Mc,Nikon, Tokyo, Japan)を
用い、画像解析ソフトウェア NIS-Elements を用
いて画像を最適化し、観察、計測を行った。 
 この顕微鏡にレーザー励起組織酸素分圧測
定装置（MIPS-II、New opt, Yokohama Japan）を
組み込み、さらに、ステージにはピエゾ素子によ
り 2 次元で制御可能なピエゾステージ（PIGmbH, 
Karlsruhe, Germany）を搭載し、ステージ制御ソ
フトをカスタマイズして用いた（PI Japan, 
Tachikawa, Japan）。 
 （MIPS-II は慶應義塾大学理工学部南谷晴之
教授が開発したレーザー励起組織酸素分圧測
定装置の名称である。） 
 生体の組織酸素分圧を測定するためには組
織に針電極を刺入して電極で生まれる電位差
から組織酸素分圧を求める方法が主流であった
が、細いといえども組織にダメージを与えるため、
継時的な測定には適していなかった。本研究で
用いたパラジウムコプロポルフィリンの燐光の減
衰に基づく酸素分圧測定はパラジウム分子が光
によって励起状態となったエネルギーを酸素を
消費することにより励起状態から安定状態に穿



刺する際に発せられる燐光の強度が対数的に
減少するが、その半減期より組織の酸素分圧を
求める方法で、MIPS-II 開発まではフラッシュラ
ンプを用いてある程度広い組織の燐光の減衰を
拾い、組織分圧を測定していた。本研究ではレ
ーザー光の直径を 23μm まで絞り、
PMT(Photomultiplier、Type R184, Hamamatsu 
Photonics, Hamamatsu, Japan))でとらえた燐光の
減衰曲線を用いてピンポイントでの組織酸素分
圧測定を可能にした。（図） 

 

MIPS-II は 10Hz での酸素分圧測定が可能であ
る。Piezo-stage を X 軸方向に任意の距離で 5Hz
で往復できるようにプログラミングした。DSC を設
置した動物をピエゾステージ上に置き、DSC を
ピエゾステージに両面テープで固定した。図の
ようにピエゾステージを動かすことにより、細動脈
の壁を挟んだ内外の部分の組織酸素分圧をほ
ぼ同時に、連続的に計測することが可能となっ
た。 
 レーザー励起パラジウムコプロポルフィリンの
燐光減衰による組織酸素分圧測定では励起し
たパラジウムが基底状態に戻る際に酸素を消費
する。パラジウムの励起が過大であれば、多量
の酸素消費が起こり、低酸素状況にある組織で
は計測自体が低酸素を引き起こすこととなる可
能性がある。 
 今回用いたレーザーは Q スウィッチ Nd-YAG 
pulse laser(Continuum, Santa Clara, CA, USA)第
2 高調波（波長 532nm）の緑色の光を用い、パル
ス幅 6ns、パルスエネルギーは 200nj、繰り返し
周波数 10Hz で測定を行った。この周波数であ
れば、パルス幅が短いので、組織にほとんどダメ
ージを与えず、温度上昇もないことを顕微鏡下
に確認している。燐光の減衰を測定する時間幅
は250msとした。これにより、10Hzの測定は十分
に可能であると考えられた。実際の DSC 内の細
動脈は図のように観察され、 

 

細動脈壁の内腔および細動脈壁を明確に区別
できることが肉眼で明らかになる。 
酸素拡散係数は細動脈壁の中を酸素分子がど
の程度の速さで運動することができるかによって
計算から求めることができる。酸素分子が血管
内から血管壁外に濃度勾配に従って移動する
のであるが、そのスピードを知るためには細動脈
壁の厚さと、その壁を通過するのにかかる時間
を正確に知る必要がある。 
 本研究のために作成した顕微鏡システムを用
いて、細動脈壁の内腔側および細動脈壁外側
の酸素分圧をほぼ同時に連続的に計測すること
ができるようになった。 
 動物に任意の時点で吸入気を純酸素に変更
すると、動脈血の酸素分圧は急激に上昇を始め
る。そして細動脈内腔と細動脈壁外側での酸素
分圧は変化する。 

 
 
このグラフから細動脈を通るのにかかった時間、
細動脈内での酸素分圧の変化、細動脈壁外で
の酸素分圧の変化を計測することができる。 
 ここで、細動脈壁の酸素拡散係数を求めるに
当たりいくつかの仮定を認める必要がある。まず、
1．純酸素を吸入したのちに細動脈壁外に現れ
る酸素分圧の変化は細動脈壁内の酸素分圧の
変動によってもたらされたものであること。（細動
脈とは関係ない組織から拡散してきたものでな
いこと） 
2．拡散係数を測定する短時間（長くても 30 秒）
の間に細動脈壁の酸素消費率が変化しないこと
3．細動脈壁内（血液内）及び細動脈壁外の間
質組織の酸素拡散係数は細動脈壁と比べ、十



分に高いこと。（細動脈壁は血液や間質よりも酸
素を通しにくいと仮定できること） 
である。これらの仮定が許されるならば、下記の
式によりK(細動脈壁の酸素拡散係数)を求めるこ
とができる。 

(1) 

(2) 

(3) 

 

ここで、D は細動脈壁の酸素拡散係数、αは細
動脈壁の酸素溶解度、χは細動脈壁の厚さ、
Rc は細動脈の内腔半径、t は細動脈壁を酸素
が通過するのにかかった時間、⊿Pout は細動脈
壁外側の組織酸素分圧の変化量。⊿Pin は細
動脈壁内側の組織酸素分圧の変化量を表して
いる。 
 腫瘍は Balb/c マウスに発生する乳癌
(MMT060562, DSPharma, Osaka, Japan)を用い
た。腫瘍は冷凍保存してあるものを 3 回継代培
養し、細胞数 2x105、個を左腋窩に移植し、大き
さが 1 ㎝になるまで約 7 から 10 日間飼育した。 
事件の対象群は DSC を装着した群を Control 1
群とし、左腋窩に生食 0.3ml を皮下注し、10 日
間経過したマウスを Control 2 とした。担癌動物
群は 2 群を作成した。小腫瘍群(Tumor1 群)では
腫瘍マウスより腫瘍を切り出し、直径 1mm、厚さ
1mm の腫瘍片を採取、DSC 内の細動脈の近傍
に移植した。腫瘍移植後 2～3 日経過して
Window 内の腫瘍が 2mm を超えた時点で細動
脈の酸素拡散係数を計測した。大腫瘍群
(Tumor2 群)では腋窩に腫瘍細胞浮遊駅を移植
し、腫瘍の大きさが 10mm 程度となった時点で
Window を設置し、さらに 4 日経過してウィンドウ
内環境が落ち着いた時点で計測を行った。 

人工酸素運搬体の効果 
人工酸素運搬体は血漿相に分散し、赤血球

が運搬する酸素に加えて通常の循環状態よ
りも多い酸素分子を組織へ運搬することが
できる。ヘモグロビン小胞体は高濃度のヘモ
グロビン溶液を脂質 2 重膜で被覆し、直径を
260nm とした物質である。出血性ショックに
用いて蘇生能力があり、酸素運搬により低酸
素状況によってもたらされる嫌気解糖を抑
制してアシドージスを回避できることが報
告されている（Sakai 2010, Horinouchi 
2011）。担癌動物に投与した際の腫瘍の低酸
素環境に与える影響についてはいまだに明
らかとなっていない。 

ヘモグロビン小胞体が微小循環に与える

影響については Sakai, Erni らの報告があり、
Functional capillary density には影響せず、皮弁
内の低酸素環境を改善すると報告されてい
る。この際の酸素運搬に細動脈がどのような
働きをしているかを明らかとするために
DSC 装着後 4 日目に HbV を循環血液量の
20％静脈内投与を行って細動脈での酸素拡
散係数の評価を行った。対照群としては Hb
溶液（9.5g/dl in saline）を同量投与した。投与
は約 10 分をかけて行い、投与後 10 分経過し
たのちに計測をはじめ、投与後 1 時間までに
計測を終えた。これは Hb 溶液が経時的に速
やかに血管外へ漏出することが知られてい
るためである。 

 
４．研究成果 
 Control 1 では細動脈壁の酸素拡散係数は
5.3 ± 1.1 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • 
mmHg-1)] (N = 7)であり、小腫瘍群(Tumor1)で
は 3.9±0.4 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • 
mmHg-1)] (N = 5)であり、両者に有意差を認め
た。また、Control 2 群では 6.3±0.2 ×10-11 
[(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • mmHg-1)] (N = 4)
であったが、大腫瘍群(Tumor 2 群)では 3.1±
0.6 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • 
mmHg-1)] (N = 6)であった。Control 2 群と大腫
瘍群(Tumor2)の間にも有意差を認め、小腫瘍群
と大腫瘍群の間にも有意差を認めた。 
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酸素拡散係数は対照群が 8.8 ± 3.13 ×10-11 
[(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • mmHg-1)] であっ
たのに対し、HbV 投与群では 8.45 ± 3.51 ×10-11 
[(cm2/s)(ml O2 • cm-3 tissue • mmHg-1)]、Hb 投与
群では 12.53 ± 10.85 ×10-11 [(cm2/s)(ml O2 • 
cm-3 tissue • mmHg-1)]となり、いずれの群間にも
有意差を認めなかった。 

 
考察 
腫瘍は恒常性を崩して自律性に増殖するが、腫
瘍の必要とする酸素、栄養の供給と老廃物を除
去する微小循環系の発達が未熟で、低酸素環
境 に な っ て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る
（Folkman ら、1987）。低酸素環境にある腫瘍細
胞は放射線の感受性も低く、化学療法にも抵抗
性であることが報告されており、腫瘍組織を酸素
加することにより腫瘍の治療に対する反応性を
上げようとする試みが数多く行われてきた。 
 われわれは人工酸素運搬体であるアルブミン
ヘムやヘモグロビン小胞体を用いて人工酸素運
搬体を投与することによって照射の感受性を増
強することを明らかとした。 
 しかし、腫瘍の酸素分圧上昇は長時間持続し
ないことも明らかとなった。腫瘍の酸素分圧を決
定する機序の解明が必要と考え、腫瘍への酸素
供給についての検討を開始した。 
 腫瘍循環は主として静脈系の新生血管が出現
し、腫瘍の体積の増加とともに動脈系の血管の
増生が起こってくる。これらの事実はシリコンラバ
ーを注入して作成した血管樹からも明らかであ
る。 

 

DSC 内の腫瘍：腫瘍辺縁から新生血
管が密に増生している。 

しかし、これらの血管は静脈に流入し、動脈系の
血管は明らかな増生は認められない。 
 そこで、微小循環における組織への酸素供給
から検討を開始することとして、毛細血管におけ
る酸素運搬を明らかにしようと考えた。組織酸素
分圧を図る方法は針電極による方法が一般的
であり、DSC 下での測定もできるように 40 ミクロ
ンの針電極も開発されていた（Intaglietta1994）。
しかし、本研究ではより微小な環境で、低侵襲で
経時的に組織酸素分圧を測定することが必須と
考えられた。慶應義塾大学の南谷はレーザー光
を用いて組織に浸透したパラジウムコプロポルフ
ィリンを励起し、燐光の減衰より酸素分圧を測定
する装置を開発していたので、この装置を導入
し、レーザー光の直径を 23 ミクロンとして
Q-switched Nd-YAG（532nm）を用いて、生体に
ほぼ侵襲を伴わず、連続して酸素分圧を測定す
ることができるようになった。 
まず、毛細血管での測定を試みたが、血管径が
5～10 ミクロンと狭く、生体での観察では呼吸や
心拍により静止した状態での観測は困難であっ
た。 
 生体内の Oxygen cascade を考えると、大動脈
から細動脈を経て毛細血管に至る間にも酸素分
圧は低下しており、この低下は伴奏する静脈系
との間の Counter current theory に基づく低下で
あると考えられている。どの程度の酸素が動脈
壁（細動脈壁）で拡散し消費されているかについ
ては推定のみで明らかな議論がなされていなか
った。 
 われわれは細動脈にターゲットを絞り、細動脈
壁を酸素が拡散する様子を観察し、細動脈壁の
酸素拡散係数および酸素消費率を求める方法
を 開 発 し た 。 (Sasaki N. 2012  Keio Journal 
Med.)この方法を用いて腫瘍における細動脈の
酸素拡散係数を測定し、腫瘍の低酸素環境形
成機序を明らかにすることに成功した。 
 その結果は腫瘍がかなり小さくても(体重の
1/1000 以下でも)細動脈の酸素拡散係数は有意
に低下しており、腫瘍が大きくなるとその低下は
著しくなった。 
 この結果は、細動脈領域で酸素拡散が起きに
くく、多くの酸素分子が毛細血管領域(腫瘍領
域)に到達することを示している。 
 細動脈の壁の構成は血管内皮細胞、基底膜、
平滑筋細胞、弾性膜、外膜、線維芽細胞と数多
くの構成要素から成り立っている。この細胞、組
織のどの因子が酸素拡散に影響を与えている
かを今後明らかにしてゆかなければならないが、
細動脈領域の酸素拡散を制御することによって、
腫瘍へ到達する酸素を調節できる可能性が明ら
かとなった。 
 また、人工酸素運搬体を用いた腫瘍の酸素加
が短時間で低酸素環境に戻ってしまうのかにつ
いても今後の検討が必要と思われた。 



結論 
担癌状態の動物の細動脈の酸素拡散係数を
測定した。腫瘍の大きさに依存して酸素拡散
係数が低下し、担癌状態の動物では細動脈領
域での酸素拡散が抑制され、より多くの酸素
が腫瘍近傍に到達していると考えられた。 
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