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１．Abbreviations 

Cmab, Cetuximab 

CR, Complete response 

DAB, Diamino benzidine 

DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM, Dulbecco's modified Eagle medium 

EGF, Epidermal growth factor 

EGFR, Epidermal growth factor receptor 

EPR, Enhanced permeability and retention 

FBS, Fetal bovine serum 

HE, Hematoxylin-eosin 

HER2, Human epidermal growth factor receptor 2 

HIF, Hypoxia inducible factor 

HRP, Horseradish peroxidase 

Hsp70, Heat shock protein 70 

KD, Dissociation constant 

MHC class I, Major histocompatibility complex class I 

MST, Median survival time 
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MT, Masson trichrome 

NF-κB, Nuclear factor-kappa B 

NK cell, Natural killer cell 

Ns, Normal saline 

TGFα, tumor growth factor α 

VEGF, Vascular endothelial growth factor 
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２．緒言 

 膵癌は初期段階での自覚症状に乏しく、診断時には半数以上が

進行期であり、手術や放射線などの局所治療で根治困難である。また、切除可

能と判断されても早期に肝臓および腹膜への遠隔臓器転移により再発を来すた

めに予後が不良で、5年生存率はおよそ 5%である [1, 2]。膵癌での抗癌治療薬

は 1990年代より、塩酸 Gemcitabineが標準治療薬として投与されているが、生

存期間中央値 (median survival time; MST) は 5.7か月に過ぎず、その効果は不十

分である [3]。そこで近年、既存の低分子薬剤から、新規薬剤として、乳癌や胃

癌に発現している HER2受容体や血管新生の主要シグナルである血管内皮細胞

増殖因子 (Vascular endothelial growth factor; VEGF) 受容体を標的とした

Trastuzumab、Bevacizumab といった分子標的抗体薬 [4, 5] が広く用いられ、そ

の抗腫瘍効果の上乗せが示されている。そこで、膵癌に対しても分子標的抗体

薬が応用されたが、その抗腫瘍効果は不十分であった [6, 7] 。その中で、癌細

胞の増殖・生存に関与し、膵癌細胞において、60-90%で高発現である上皮成長

因子受容体 (Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR) は、その発現が膵癌患者の

予後因子であるといわれ [8]、その EGFR を標的とした分子標的抗体薬である

Cetuximabの臨床研究が行われたが、その治療効果はMST 5.9 か月から 6.3か月

と予後の改善効果を認めなかった [9-14]。 
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Cetuximab の薬理動態は、EGFR 陽性であるヒト大腸癌細胞株 (GEO) で

作製したマウス皮下腫瘍モデルでの基礎実験で一定の見解がしめされている。

Cetuximabの投与濃度依存性に、腫瘍内薬剤濃度、更には癌細胞の EGFR に結合

している Cetuximab の割合が異なり、更に、その事が抗腫瘍効果と相関する事が

知られている [15]。実際に 0.04 mg/body (自験例は 0.02 mg/body) と 0.25 mg/body

の濃度での全身投与で、Cetuximabの腫瘍集積量はそれぞれ腫瘍 1mgあたり、そ

れぞれ 2 ng、5 ngで、癌細胞の EGFR との結合率は 84%、100%と濃度依存性を

認めていた。更に、腫瘍組織重量での抗腫瘍効果の比較においても、皮下腫瘍

移植後 30日目で、それぞれの腫瘍重量は 700 mg、400 mgと 0.25 mg/body投与

群でより明らかな抗腫瘍効果を認めた。以上より、Cetuximab と癌細胞の EGFR

との結合率、更に抗腫瘍効果は、Cetuximab の投与濃度に依存すると言える。 

膵癌における抗体治療薬の効果が限定的な理由として、膵癌の組織学的

特徴が大きく影響していると考えられる。一つは腫瘍血流が相対的に乏しい

hypovascularityという特徴と、もう一つは癌細胞が豊富な腫瘍内間質にとり囲ま

れている desmoplastic reaction である。つまり、もともと腫瘍内の血流量が少な

い為に腫瘍そのものに到達する薬剤量が少ない上に、腫瘍血管に到達した薬剤

が、血管壁を透過し、厚い間質組織を乗り越え癌細胞まで到達する薬剤の割合

が極めて少ない事が、膵癌における薬剤治療抵抗性の大きな要因と考えられる
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[16-21]。更に、膵癌が薬剤抵抗性である三つ目の理由は、癌間質の構成要素の

一つである腫瘍血管内皮細胞が挙げられる。腫瘍血管内皮細胞は正常血管内皮

細胞と比較し、VEGF や basic fibroblast growth factor といった血管新生因子に対

する感受性が高い事や、正常血管内皮細胞には発現していない EGFR が、癌細

胞だけでなく腫瘍血管内皮細胞においても発現している事が知られ、血管新生

促進作用を助長する事で、癌細胞の浸潤・転移能の獲得に寄与している [22, 23]。

そのため、癌細胞だけでなく、癌微小環境を標的とする治療戦略において、腫

瘍血管内皮細胞自身、もしくは腫瘍血管内皮細胞の EGFR を標的とした治療戦

略が報告されている [24-26]。 

薬剤送達が困難な膵癌に対して、癌細胞への薬剤送達を改善させる方法

として、1．薬剤の腫瘍集積を上昇する物質の併用投与、2．薬剤のナノ粒子化、

3．薬剤の選択的動脈投与、4．マイルド温熱療法が挙げられる。1 に関しては、

全身の血管内皮細胞の拡張作用を持つ bradykinin や serotonin が挙げられ [27]、

更には、腫瘍特異的に、薬剤の腫瘍血管透過性および腫瘍浸透性を亢進するペ

プチドが報告されている [28]。前者は腫瘍選択性に欠け、後者のペプチドに関

しては、当研究室で膵癌に対しての効果を検証したが、その腫瘍集積量の上乗

せ効果は最大 2.1 倍で、まだまだ不十分であった [29]。2に関しては、薬剤の粒

径を 10-200 nm にナノ粒子化する事で、構造的に未熟な腫瘍血管をすり抜け、薬
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剤をより多く癌細胞に集積させる、Enhanced Permeability and Retention effect; 

EPR effect と言われる効果を期待する治療戦略である [30]。しかしながら、EPR 

effect が期待できる粒子の設計が極めて困難である点と、EPR effect 単独では全

身投与された薬剤が肝臓や脾臓のマクロファージに捕捉される事で、癌細胞ま

で到達する割合が依然として少ないといった問題が挙げられる。この問題を解

決するために、当研究室では、マクロファージを一時的に除去可能な clodronate 

liposomesを先行投与する方法や、粒子をポリマーコーティングする事で、マク

ロファージの捕捉から回避可能なステルス効果によって、腫瘍の薬剤集積量の

上昇を確認している [31, 32]。しかしながら、まだまだその集積量は不十分で、

臨床応用には至っていない。3に関しては、肝細胞癌に代表される動脈血流支配

の腫瘍に対して、カテーテルインターベンションによって、支配動脈選択的に

薬剤を投与する方法である。そのため、肝癌と比較して乏血性腫瘍である膵癌

に対しての応用は困難である [33]。以上の事から、我々は 4番目のマイルド温

熱療法に注目した。この治療法は、腫瘍を 41℃から 43℃の比較的低温の温熱刺

激を腫瘍に加える事で、腫瘍への薬剤送達が改善し、抗腫瘍効果の上乗せが期

待できる治療戦略である [34]。 

温熱療法の歴史は古く、紀元前 3世紀に Hippocrates によって癌は熱で焼

灼可能であると提唱された。その後 1860年代に入り、温熱付加での殺細胞効果、
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生理学、加温装置の開発研究が盛んに行われるようなり、50℃の温熱刺激を 5

分加える事で確実な殺細胞効果が得られる数値目標が提唱された [35]。当初は

マイクロ波や交流磁場を使用し、加温しやすい皮膚癌や乳癌といった体表の臓

器を焼灼対象としていたが [36, 37]、穿刺針とラジオ波の組合せで、肝腫瘍をは

じめとして体表から穿刺可能な腹腔内腫瘍に対しても、焼灼治療効果を上げる

事に成功し、現在では臨床で広く用いられている [38]。 

一方、41-42℃という比較的低温の加熱を薬剤投与と併用する mild 

hyperthermiaの報告が 1970年代より散見される様になった。腫瘍を 41℃まで加

温する事で、腫瘍血管の血流が増加する事と、血管透過性が亢進する事で、投

与した薬剤の腫瘍への分布が上昇し、抗腫瘍効果が増強されるというものであ

る [34]。実際、Nahらの報告した担癌ラットでの加温実験では、腫瘍組織を 42.5℃

に 90分加温する事で、腫瘍組織の血流が 1.5倍になり、更に 24時間後に 42.5℃

を 60分加温する事で、腫瘍組織の血流が最大 3倍となる事を報告している [39]。

更に、温熱付加で薬剤の抗腫瘍効果が増強する 3つ目の理由として、温熱付加

で腫瘍内血流が上がった結果、腫瘍内の低血流量によって生じている腫瘍組織

内の低酸素、低 pH の状態が改善し、薬剤感受性および放射線感受性が向上する

事が挙げられる [40, 41]。実際、1999年に、Uranoらが、10 種類の薬剤の抗腫瘍

効果と温熱刺激との関係について報告し、41.5℃での 30分の加温で薬剤の抗腫
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瘍効果は最大 3.6 倍にまで上昇したと報告している [42]。つまり、我々が注目し

ている膵癌で薬剤送達を上昇させ、抗腫瘍効果を増強するには、その組織学的

特徴 (hypovascularity 、desmoplastic reaction) からも、温熱療法は非常に効果的

な方法であると言える。 

 更に、マイルド温熱療法の直接的な抗腫瘍効果として、熱誘導タンパク

である Heat shock protein; Hsp 70の発現の増大が報告されている [43]。Hsp70の

癌細胞に対する作用としては、温熱刺激での NK cell の活性化や MHC class I発

現の増強といった癌細胞へ対する免疫応答の活性化作用や、癌細胞増殖に関与

する NF-κBの抑制および、血管新生を調節する VEGFの抑制といった作用を有

し、間接的に細胞増殖および血管新生の抑制作用を有している [43-45]。以上の

事から、Hsp70は癌細胞に抑制的に働く作用が報告されてきたが、2007年、Dai

らが Hsp70と発癌の関連について報告し [46]、その後も、Hsp70が癌の増殖に

促進的に働くという報告を認め、Hsp70 を標的とした新規治療戦略も報告されて

いる [45, 47-49]。以上より、Hsp70は癌細胞に抑制的に働く作用と、促進的に働

く促進的に働く作用といった、相反する作用が報告されている。今回注目して

いる EGFR に関しても、Hsp70を介しての、EGFR の発現増強や活性化の報告を

認めている [47, 50]。 

温熱療法の臨床研究に関しては、初めはその加温のし易さから体表の腫
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瘍に対して行われた [51-57]。メラノーマでは、138例の局所進行期および再発

腫瘍に対して、放射線治療単独群 (n = 65) と温熱療法併用群 (n = 63) との比較

では、Complete response; CR の割合が、それぞれ 23例 (35%)、39 例 (62%) で

あり、局所制御の点で温熱療法併用の有用性を示した [51]。乳癌でも同様に、

306例の局所進行乳癌に対しての放射線治療単独 (n = 135) と温熱療法併用群 

(n = 171) で、CR の割合がそれぞれ 55 例 (41%)、101例 (59%) で、局所制御の

点で温熱療法併用群が優れている事を報告した [52]。その後、加温装置の開発

や薬物動態の解析の進歩により、現在では、食道癌、胃癌、直腸癌といった腹

腔内臓器に対しても広く臨床研究が行われるようになった [51-57]。食道癌では、

手術可能な 66例で、術前放射線化学療法単独群 (n = 34) と温熱療法併用群 (n = 

32) で比較し、病理学的 CR であった割合が、それぞれ 2例 (5.9%) と 8例 (25%) 

であった [58]。胃癌では、293例の局所進行癌の検討で、手術単独群 (n = 100)、

術前放射線治療と手術の併用群 (n = 98)、術前放射線治療と温熱療法併用および

手術群 (n = 95)で、5 年生存率の点で、それぞれ 30例 (30%)、43 例 (44%)、48

例 (51%)と温熱療法併用群で優位に予後に寄与する事が示唆された [59]。直腸

癌では、115例の局所進行直腸癌に対して、放射線治療単独群 (n = 59) と温熱

療法併用群 (n = 56) の検討では、それぞれの 5年生存率は、7例 (6.6%)、12例 

(35.6%) と温熱療法併用群で予後改善効果を認めた [60]。以上より、温熱療法は
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体表のみならず腹腔内腫瘍に対して、抗腫瘍増強効果を示したエビデンスが報

告されている。 

膵癌に対しての温熱療法に関しても、塩酸 Gemcitabineと組み合わせた

結果が報告されている [61, 62]。In vitro では、ヒト膵癌細胞株 (AsPC-1、

MIAPaCa-2) に対して、塩酸 Gemcitabine単独群と温熱療法併用群を比較し、温

熱療法併用群で優位に細胞数の減少を認め、温熱療法の抗腫瘍効果の上乗せが

示された [43]。更に、臨床研究では 29 例の局所進行膵癌に対して、化学放射線

治療単独群 (n = 9) と温熱療法併用群 (n = 20) で比較し、MST がそれぞれ 9.6

か月、18.6か月で [61]、同様に、60例の局所進行膵癌に対して、放射線化学療

法群 (n = 26) と温熱療法併用群 (n = 34) での比較で、MSTがそれぞれ 11か月、

15か月であり、いずれの臨床研究も温熱付加での抗腫瘍効果の増強を認めた 

[62]。 

更に、別の臨床研究では、局所進行膵癌 12例と他臓器転移を認める膵

癌 6例に対して、塩酸 Gemcitabineに温熱療法を併用したところ、MSTはそれぞ

れ 17.7か月と 5.2 か月で、局所進行膵癌で優位に予後の改善を認めた。この事

は、温熱膵癌においても局所制御という点で、温熱療法付加のメリットが期待

できると言える。 

Cetuximab を初めとした分子標的抗体薬と温熱療法の併用療法は今まで
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報告がないものの、仮に、温熱付加で間質内、更に癌細胞まで十分量の Cetuximab

を送達可能となれば、より多くの Cetuximabが癌細胞表面の EGFR と結合可能

となり、薬剤単剤では治療困難であった膵癌細胞に対して、十分な抗癌作用が

期待可能である。更に、癌細胞の増殖・転移を助長する間質内の腫瘍血管内皮

細胞も標的治療とする事が可能である。その事は、癌細胞に対する直接的な抗

腫瘍作用だけでなく、腫瘍血管内皮細胞の血管新生を阻害し、間接的な抗腫瘍

効果が期待できると言える。 

本研究は、膵癌マウス皮下腫瘍モデルで、Cetuximab と温熱療法を組み

合わせ、抗腫瘍効果の増強程度を検討する。更に、癌細胞あたりに集積する

Cetuximabを定量化することで、温熱付加での Cetuximab の癌細胞への集積増強

程度を証明し、さらにその作用機序について検討する。 
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３．目的 

本研究は、臨床応用に向けた膵癌に対しての温熱療法による抗腫瘍効果

の上乗せ効果に関しての基礎実験データとしての報告を目的とし、膵癌マウス

皮下腫瘍モデルで、分子標的抗体薬である Cetuximab と温熱療法を組み合わせ、

抗腫瘍効果の増強効果を検討する。更に、癌細胞あたりに集積する Cetuximab

を定量化することで、温熱付加での Cetuximab の癌細胞への集積増強程度を証明

し、さらにその作用機序について検討する。 
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４．実験材料と方法 

4-1. 試薬 

Cetuximab はMerck KGaA (Germany)より購入した。 実験に使用した

Cetuximab は生理食塩水 (0.9%NaCl) で希釈し、最終濃度 1.0 mg/kg で使用した。 

投与量の決定に関しては、温熱付加での抗腫瘍効果の上乗せに期待し、Cetuximab

の動物実験の報告例 [15, 63-65] で用いられている 5.0 mg/kgの濃度より低濃度

とした。 

 

4-2. 細胞株の選択、細胞株移植モデルの作成 

ヒト膵癌細胞株の選択にあたって、組織像での間質の量に注目し、間質

量の豊富な細胞株として、Capan-1、BxPC-3、間質量が少ない細胞株として

MIAPaCa-2を選択した [66]。また、EGFR の発現に関しては、Capan-1、BxPC-3

が中等度陽性で、MIAPaCa-2が強陽性であった [10, 63, 67] (Figure 1)。 

3種類のヒト膵癌細胞株 (Capan-1 [HTB-79], BxPC-3 [CRL-1687]) は

ATCC 細胞バンク (VA, USA) より、MIAPaCa-2 (JCRB0070) は JCRB細胞バン

ク (大阪) より購入した。 

Capan-1、BxPC-3は RPMI1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA) に 10% fetal 

bovine serum (FBS) を添加した培地で、MIAPaCa-2は Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, MO, USA) に 10% FBS を添加した培地にてそれ

ぞれ培養を行った。 
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3種類のヒト膵癌細胞株は 8週齢、雌性ヌードマウス (BALB/cA, CLEA 

Japan, 東京) の右後ろ脚、大腿部に5×10
6個の細胞を皮下に注入して作成した。

腫瘍径を計測し、腫瘍体積 (V) を、V = πab
2
/6 (a: 最大径, b: 最小径) で算出し、

腫瘍体積が 70 mm
3
 となった時点で下記の実験に使用する事とした。 

 

4-3. 臨床膵癌腫瘍片移植モデル、Ope-xenograftの作成 

今までのヒト膵癌細胞株由来のマウス皮下腫瘍移植モデルは、臨床膵癌

の組織像を十分に反映せず、基礎実験データと臨床データとの乖離が問題であ

った。そこで我々は、前述の 3種類のヒト膵癌細胞株よりも、病理組織学的に、

癌細胞の腺管形成や増生した間質像、薬剤送達に関わる血管の分布、EGFR の発

現強度といった点で、臨床膵癌の組織像により近い組織像を持ち、薬物動態の

面でも、より臨床膵癌像に近い評価が可能と言われている腫瘍片移植モデル (以

下、Ope-xenograft) を我々の研究室で、開発している [66, 68, 69] (Figure 2)。 

筑波大学附属病院消化器外科で浸潤性膵管癌の診断で手術が施行され

た症例を対象とし、得られた膵癌組織の一部を使用した。対象患者からは術前

に同意を取得し、更に、筑波大学附属病院臨床研究倫理審査の承認を得て実験

を行った (承認番号 H25-123)。動物実験に関しては、国立大学法人筑波大学動

物実験取扱い規定に準拠して実験を行った。 

採取した膵癌組織は氷上で、正常膵組織、壊死部分をトリミングし、1-2 

mm 角の組織片とし、8週齢、雌性 C.B-17/Icr scid/scid マウスに対して、30%イ

ソフルラン、70%プロピレングリコール混合液で吸入麻酔導入した後に、右後ろ
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脚大腿部を剃毛し、5 mm 長の皮膚切開後、皮下を剥離し、組織片を 3片移植し

た。創部閉鎖後に 100 μl の BDマトリゲル (BD, NJ, USA) を注入した。細胞株

移植モデルと同様に、継時的に腫瘍径を計測し、腫瘍体積が 70 mm
3に達した時

点で実験に使用した。なお、生着した腫瘍はその後、同様の手順で別のマウス

個体へと腫瘍組織片の継代移植を行い、組織片の一部はセルバンカー1 (十慈フ

ィールド株式会社、東京) に浸透させ凍結保存とした。 

 

4-4. 加温モデル 

加温モデルとしては、マウスの局所加温方法で報告の多い温浴槽での加

温方法を選択した [70-73]。温浴槽で水面上に広げた断熱材の上にマウスを載せ、

後ろ足両足を断熱剤に開けた穴より、水中に皮下腫瘍を含めて足全体が浸かる

ようにした。加温中はマスクを使用し、イソフルランの吸入麻酔で維持麻酔を

行った。なお。予備実験にて直腸温を同時に計測し、上記の方法で直腸温が上

昇しない事を確認した。 

 

4-5. 免疫染色法 

マウスから採取した腫瘍組織は速やかに 10%ホルマリン液に浸透させ、

2 μm の厚さでパラフィン切片を作成した。組織形態はヘマトキシリン・エオジ

ン (HE) 染色、組織中の間質像の評価はマッソントリクーロム (Masson 

trichrome ; MT) 染色で評価した。 
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EGFR 発現の免疫染色法は、パラフィン切片を Tris-EDTA Buffer (pH9.0) 

に浸透後、オートクレーブ (121℃、10 分) で抗原の賦活化を行い、0.03% 

hydrogen-peroxidaseで 15分間内因性ペルオキシダーゼブロックを行った。1次

抗体は、rabbit anti-human EGFR Ab (D38B1, Cell Signaling Technology, Japan) を使

用し、反応条件は濃度 100倍、室温 1時間で反応させた。Envision+HRP (DAKO, 

Glostrup, Denmark) で発色させた後にヘマトキシリン染色を行った。発現の評価

方法に関しては過去の報告に従い、評価した [74, 75]。 

Hsp70発現確認の免疫染色および腫瘍血管内皮細胞数の確認目的の

CD31の免疫染色に関しても、EGFR の同様の手順で行った。使用した 1次抗体

は、rabbit anti-human Hsp70 Ab (4872, Cell Signaling Technology, Japan)、rabbit 

anti-mouse CD31 Ab (LS-B1932, LifeSpan BioSciences, WA, USA) で 1次抗体の反

応条件は両者ともに 200倍希釈、室温 1時間で染色を行った。それぞれの免疫

染色における positive control は、Hsp70 が 41℃の温熱刺激を加えたマウス表皮、

CD31がマウス正常肝臓とした [66, 76]。 

 Cetuximab の免疫染色法に関しては、腫瘍に集積した Cetuximab を 1次

抗体と見なし、免疫染色を行った。当初は腫瘍に集積した Cetuximab を器質剤 

(DAB) にて染色を行っていたが、この方法では Cetuximab の腫瘍集積量を定量

する事が困難であると判断し、蛍光標識物質 (Alexa488) での染色法を検討した。

パラフィン切片を tris-EDTA Buffer (pH9.0) に浸透後、オートクレーブ (121℃、

10分) で抗原の賦活化を行い、0.03% hydrogen-peroxidaseで 30分間内因性ペル

オキシダーゼブロックを行い、更に、biotin-blocking system (X0590, Dako Japan, 
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Tokyo, Japan) にて内因性ビオチンブロックを行った。1次抗体は、horseradish 

peroxidase (HRP) conjugated polyclonal rabbit anti-human IgG Ab (P0214, DAKO, 

Glostrup, Denmark) で、反応条件は 4℃、24 時間とした。更に増感剤として TSA 

amplification system (1723749, PerkinElmer, Inc. USA) を 50倍希釈、室温 10分で

反応させ、2次抗体として streptavidin conjugated Alexa488 (S11223, Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA) を 500 倍希釈、室温 30 分で反応させ、最後

に Slow Fade Gold antifade reagent with DAPI (S36938, Life Technologies, Grand 

Island, NY, USA)で核の染色を行った。 

 

4-6. Cetuximab定量方法 

 顕微鏡 (KEYENCE BZ-9000
®、大阪) の解析ツールを使用し、200倍視

野の組織学的所見で、島状もしくは腺管状の癌細胞のみを手動で抽出し、間質

の領域は除外した。1切片あたり 10カ所を抽出し、同様の操作を n = 4に対して、

各群それぞれ行った。癌細胞の数は同様の操作で、DAPIの数を計測する事で算

出した。蛍光標識抗体 (Alexa488) の蛍光輝度の総数と癌細胞個数を顕微鏡 

(KEYENCE BZ-9000
®、大阪) で算出し、癌細胞 1細胞あたりに集積した

Cetuximabを近似的に定量した (Figure 3)。 

 

4-7. 実験デザイン 

4-7-1. 治療実験：腫瘍体積の経時的計測 
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皮下腫瘍モデルに対して温熱化学療法での抗腫瘍効果の上乗せ効果を

経時的に腫瘍径を測定し、腫瘍体積を測定した。腫瘍体積は前述の方法で算出

した。皮下腫瘍体積が 70 mm
3に到達した時点を実験開始とした。Cetuximab (1 

mg/kg) を尾静脈より静注し、投与直後より温浴槽にて皮下腫瘍を含めた両下肢

の 30分加温を 1 コースとした。治療プロトコールは、Cetuximab の動物実験の

プロトコールに従い [15, 64]、3日毎に計 10回尾静脈より投与し、静注直後に

30分の加温を行った。温度設定は室温である 25℃と、膵癌を初め、腹腔内臓器

の温度帯である 37℃、そして一般的に温熱療法で使用されている温度の 41℃の

3群を設定した (Cetuximab [Cmab] + 25, Cmab + 37, Cmab + 41) [40, 77]。

Cetuximabのコントロールは生理食塩水 (Normal saline; Ns, 0.9%NaCl) とした 

(Ns + 25, Ns + 37, Ns + 41)。各群の数の設定は n = 4とした。 

 

4-7-2. 薬剤の腫瘍集積量の評価 

皮下腫瘍体積が 70 mm
3に到達した時点を実験開始とした。Cetuximab (1 

mg/kg) を尾静脈より静注し、投与直後より温浴槽にて皮下腫瘍を含めた両下肢

を 30分加温した。24時間後に、頸椎脱臼によりマウスを安楽死させて腫瘍を採

取し、病理組織学的評価を行った。温度設定は実験 4-7-1. と同様に設定した 

(Cetuximab [Cmab] + 25, Cmab + 37, Cmab + 41)。各群の数の設定は n = 4とした。 
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4-7-3. 温熱刺激での Hsp70、EGFRの発現の評価 

 温熱刺激自体での、Hsp70、更に EGFR の発現解析の為、実験 3-7-1. に

おいて抗腫瘍効果が最大であった Capan-1群を選択し、マウス皮下腫瘍に対して、

温熱刺激のみを行い、それぞれの発現増大の有無を免疫染色法で確認した。皮

下腫瘍モデル (n = 4)、加温方法は実験 4-7-1. と同様の手順とした。加温後 24

時間後に腫瘍を摘出し、抗 Hsp70抗体、抗 EGFR 抗体で、それぞれ免疫染色を

行った。免疫染色の評価方法は 1切片あたり、200 倍視野で 5 か所を観察した。 

 

4-7-4. Cetuximabと温熱付加での腫瘍血管内皮細胞数の検討 

温熱付加による Cetuximabの抗腫瘍効果が最大であった Capan-1群に注

目し、実験 4-7-1. における Capan-1群 (Ns+25, Ns+37, Ns+41, Cmab+25, Cmab+37, 

Cmab+41) の検体を使用した (各 n = 4)。腫瘍血管内皮細胞数の計測は、

Microvessel density法に準拠し、免疫染色法で、CD31陽性細胞で囲まれた血管数

を計測した [78]。更に、計測方法は腫瘍の壊死領域を除外し、腫瘍中心部と辺

縁部で 1腫瘍あたり各 4視野、合計 8 視野の血管数を計測し、合計して比較し

た [66]。 

 

4-8. 統計 
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統計解析は SPSS-II for Windowsソフトウェア (SPSS Inc, IL, USA)を用い

て行い、数値は平均で示した。F検定で母分散を検定した後に、2群間の比較は

Student の t 検定、多群間の比較は Turkey-Kramer検定を施行した。p値 < 0.05

で有意差ありとした。データのエラーバーは標準誤差 (SEM) で示した。 
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５．結果 

5-1. 治療実験：腫瘍体積の経時的計測 

腫瘍体積の経時的変化に関しては、BxPC-3群で、皮下移植後 40日目 (治

療開始後 30日目) の時点で、Cmab + 25 群 (470±122 mm
3
) と比較して、Cmab + 

37群 (189±114 mm
3
)、Cmab + 41 群 (121±155 mm

3
) で、腫瘍体積の抑制効果

を認めた (p < 0.05)。同様に、Capan-1 群で皮下移植後 40 日目 (治療開始後 30

日目) の時点で、Cmab + 25 群 (1070±10 mm
3
) と比較して、Cmab + 37 群 (789

±18 mm
3
)、Cmab + 41 群 (421±7 mm

3
) で、更に Cmab + 37群 (789±18 mm

3
) と

Cmab + 41 群 (421±7 mm
3
) の間に、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 

0.05)。更に同様に、Ope-xenograft群においても、皮下移植後 71日目 (治療開始

後 43日目) の時点で、Cmab + 25 群 (778±19 mm
3
) と比較して、Cmab + 41 群 

(565±60 mm
3
) で、更に Cmab + 37 群 (823±19 mm

3
) と Cmab + 41 (565±60 

mm
3
) の群の間で、腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。MIAPaCa-2群に関

しては、皮下移植後 50日目 (治療開始後 27日目) の時点で、Cmab + 25 群 (123

±15 mm
3
) と比較して、Cmab + 37群 (109±18 mm

3
)、Cmab + 41 (151±5 mm

3
) の

群で、温熱付加での腫瘍体積の抑制効果を認めなかった。Ns 群は、いずれの細

胞株群においても、温熱付加で腫瘍体積の増減を認めなかった (Figure 4AB)。 
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5-2. 薬剤の腫瘍集積量の評価 

BxPC-3、Capan-1、Ope-xenograft では、25℃と比較して、37℃、41℃で

蛍光強度の増強を認めた (Figure 5AB)。BxPC-3、Capan-1、Ope-xenograft 群で、

25℃、37℃、41℃でのそれぞれの Alexa488 輝度値は、BxPC-3 群が 1063±630、

2980±719、3015±408で、Capan-1群は 760±378、1881±435、3615±317で、

更に、Ope-xenograft 群では 461±268、1469±236、1922±870 で、BxPC-3群お

よび Ope-xenograft 群では、25℃に対して 37℃、41℃で、Capan-1 群では、25℃

に対して 37℃と 41℃、および 37℃と 41℃の間で、温熱付加による Cetuximab

の腫瘍集積量の増加を認めた (p < 0.05)。MIAPaCa-2 群においては、25℃、37℃、

41℃での、それぞれの Alexa488 輝度値は、1632±480、1921±424、1949±345

で、薬剤単独で既に腫瘍集積量は高値であり、温熱付加での Cetuximab の腫瘍集

積量の増大は認めなかった (Figure 6)。 

 

5-3. 温熱刺激での Hsp70、EGFRの発現の評価 

Capan-1群での Hsp70 の発現は、41℃の加温群において明らかな Hsp70

の発現の増大を認めた (Figure 7)。25℃、37℃では発現の増大を認めなかった。

同様に、EGFR の発現においても、41℃の群で明らかな発現の増大を認めた 

(Figure 8)。 
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5-4. Cetuximabと温熱付加での腫瘍血管内皮細胞数の検討 

 Capan-1群での血管数は、Ns+25 群 (137±17 個) と比較して、Cmab + 41 

(102±20個) であり、腫瘍血管数の減少を認めた (p < 0.05)。Ns+37 群 (152±11

個)、Ns+41群 (153±5個)、Cmab + 25 群 (124±27個)、Cmab + 37 群 (132±24

個) に関しては差を認めなかった (Figure 9)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

６．考察 

6-1. 組織像での温熱付加効果の違い 

膵癌マウス皮下腫瘍モデルで、Cetuximab と温熱療法を併用する事で、

抗腫瘍効果の増強を確認できた。その理由としては、温熱付加での Cetuximab

の腫瘍集積量の増大が挙げられる。 

加温温度での Cetuximabの腫瘍集積量の上乗せ量に注目すると、治療効

果の最も高かった Capan-1群では、25℃と比較して、41℃で 4.7倍、更に、37℃

と比較して、1.9 倍の Cetuximab集積量を達成していた。同様に、温熱付加で抗

腫瘍効果が増強された BxPC-3と Ope-xenograft に関しても、温熱付加での

Cetuximabの腫瘍集積の増大を確認した。この事は、温熱付加での Cetuximab の

腫瘍集積量の増強が、抗腫瘍効果に寄与したと言える。更に、Capan-1、

Ope-xenograftの群では、それぞれ、25℃だけでなく 37℃に対しても、41℃での

抗腫瘍効果の増強を認めた。この事は、もともと 37℃の状態である膵癌をはじ

めとした腹腔内臓器に対して、41℃に加温する事で温熱療法の効果が得られる

ことを示唆している。 

Capan-1で、温熱付加での抗腫瘍効果が最大であった理由は、間質量が

多く、Cetuximab 単剤では腫瘍への集積量が低い Capan-1に対して、温熱付加の
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上乗せ効果で、最大 4.7倍の腫瘍集積量を達成し、その事が抗腫瘍効果の増強に

寄与したと言える。 

温熱付加効果が限定的であった MIAPaCa-2 は、髄様の組織像を有し、

Cetuximabの腫瘍血管内濃度と腫瘍に到達する濃度の乖離が小さく、薬剤単剤で

十分量の Cetuximab が腫瘍に集積し、更に標的である EGFR を飽和させる量の

Cetuximabが反応したと言える。なぜなら、当初は通常量の Cetuximab 濃度 (5.0 

mg/kg) で薬剤の集積量を予備検討したところ、MIAPaCa-2 では Cetuximabの腫

瘍集積量が温熱付加の有無に関わらず、他の細胞株と比較しても高値であった

ために、既に Cetuximab 単剤で、EGFR と Cetuximab との反応は平衡状態に達し

ていると考えた。よって、MIAPaCa-2 では、温熱付加での抗腫瘍効果の増強を

認めなかったと言える。以上の事より、温熱付加での抗腫瘍効果の増強程度は

Cetuximabの腫瘍集積量に依存し、それは腫瘍組織像に強く影響を受けると言え

る。 

更に、Ope-xenograft においても、温熱付加での抗腫瘍効果の増強を認め

た。Ope-xenograft は、Capan-1および BxPC-3と比較して、間質量、腫瘍血管の

分布の点で、薬剤単剤での腫瘍集積量に乏しく、細胞株由来の皮下腫瘍と比較

して、更に治療効果が乏しいと言える。今回、より臨床膵癌像に近い組織形態、
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薬剤送達能を有する Ope-xenograft に対しても、温熱付加で、Cetuximab の腫瘍

集積量を最大 4.1 倍と高める事で、抗腫瘍効果を増強する事が出来たと言える。 

 

6-2. 温熱刺激での腫瘍集積量の増大と癌微小環境への影響 

抗癌治療薬に温熱療法を組み合わせた治療戦略のメカニズムは以下の

用に考えられている [40, 77]。腫瘍を 41℃に加温する事で、はじめに腫瘍血管の

血流が増加し、次に、血管内薬剤濃度が上昇し、更に、腫瘍血管から癌細胞ま

での到達する薬剤の割合を増加させ、最終的に薬剤の腫瘍内濃度を亢進し、薬

剤単剤と比較して腫瘍集積量の増大が期待できる。 

更に、温熱療法は、癌細胞への薬剤送達の改善効果以外にも、膵癌組織

内の低酸素、低 pH の改善が挙げられる。膵癌の特徴的な組織学的所見として、

腫瘍内を構成する腫瘍血管の構造的未熟さ、腫瘍内血管密度の低さが挙げられ

る[16-20]。その結果として、腫瘍内は供給される血流量に乏しく、腫瘍組織内

は低酸素、低 pH の環境下となり、Hypoxia Inducible Factor (HIF) の刺激による

VEGFの高発現で、更なる腫瘍血管の分化が誘導され、その事が腫瘍の増殖、転

移に寄与していると言われている [79]。温熱療法で、腫瘍を加温し腫瘍組織内

の血流が増加する事で、腫瘍組織内の低酸素および低 pHが改善し[80]、HIFの

刺激が抑制され、最終的には、腫瘍の増殖、転移を抑制できる事が期待される 
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[81]。温熱付加での腫瘍組織内の血流増加および低酸素、低 pHの改善について

は、実際、乏血性腫瘍である膵癌において検討した報告は認めない。しかしな

がら、ヒト膵癌細胞株皮下移植マウスモデルにおいても、温熱付加で薬剤の抗

腫瘍効果が増強した報告を認めていること [80]、そして膵癌をはじめとした固

形腫瘍は、正常組織と比較して、静脈、リンパ管といった排熱機構が未熟・無

秩序な構造で運搬効率も低い為、排熱機構が働き難く、熱が貯留しやすいと言

われ、温熱付加の影響を受けやすいと言われている [82]。腫瘍内の低酸素、低

pHの環境を改善する事は、細胞の放射線感受性を改善し、放射線による細胞内

の DNA損傷の自己修復を阻害する事も報告されている [83, 84]。 

 

6-3. 温熱刺激での抗原抗体反応親和性の向上 

一般に、同一濃度条件下において、抗原抗体反応の親和性は、抗原、抗

体反応が平衡状態となる時の、未反応である抗原濃度と抗体濃度の積を抗原抗

体複合体の濃度で除して算出される解離定数 (KD) の値によって規定され、反応

する温度や pH値によって変動する事が知られている [85, 86]。実際、1956年に

報告された、Berson と Yalowによる免疫学的測定法における抗原抗体反応と反

応温度についての検証では、インスリンとその標的抗体との結合時間は、4℃の

場合と比較して、37℃では 21倍の反応速度であったと報告している [87, 88]。
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自験例においても、25℃と比較して、37℃、および 41℃の温熱付加で Cetuximab

と EGFR の反応速度が促進されたと推測できる。 

癌細胞膜に発現している EGFR と分子標的抗体薬である Cetuximabの反

応においても同様で、Cetuximabの KD値は、2.3 nM といわれ、EGFR に結合可

能な EGF、TGFαといった内因性リガンドと比較し、EGFR に対して 5から 10

倍の親和性を持っている [89]。今回、Cetuximab と EGFR の抗原抗体反応が、温

熱刺激によって賦活化され、解離定数が減少する方向に反応が進み、Cetuximab

と EGFR との抗原抗体反応の親和性が向上し、その結果として抗腫瘍効果が増

強したと言える。 

 

6-4. Hsp70の発現亢進と癌細胞の関係 

 Hsp70は細胞が加温された時に誘導される熱ショックタンパクの一員で

あり、1980年代に、Sribastavaらによって、腫瘍抗原ペプチドのプロセシングお

よび抗原提示における抗原ペプチドの輸送の役割をし、腫瘍免疫賦活作用に関

与していると報告された [90]。更に、NF-κBや VEGFを介した細胞増殖および

血管新生の抑制に寄与しているともいわれている [91, 92]。しかしながら、2007

年、Dai らが Hsp70と発癌の関係を報告し [46]、現在では、Hsp70と癌の促進作

用に関しても注目されている [45, 47-49]。自験例においても、41℃の温熱刺激
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による Hsp70、EGFR の発現増強がそれぞれ認められた。この事は、温熱刺激で

増強した Hsp70が、EGFR の発現増強に寄与した可能性が示唆されたと言える。 

自験例では、温熱付加と腫瘍増殖に正の相関を認めなかったが、Hsp70、

更には EGFR の発現増強の結果から、温熱刺激と癌の増殖に関しては、今後も

注意深い検討が必要であると言える [47, 50]。 

 

6-5. 膵癌と EGFRシグナルの関係 

Cetuximab をはじめとした抗 EGFR 抗体薬への薬剤耐性遺伝子として、

K-RAS 変異が注目され、既に大腸癌および非小細胞肺癌で、薬剤耐性との関係

が言われている [93]。進行膵癌においても、90%の割合で、K-RAS 変異陽性と

言われている [94]。しかしながら、K-RAS変異のある膵癌細胞株に対して、EGFR 

knockdownで、細胞増殖を抑制した基礎実験結果の報告例や、抗 EGFR 抗体薬

を使用した膵癌患者の臨床研究では、K-RAS 変異の発現の有無で予後に差を認

めなかった報告も認める [93, 95]。そのため、膵癌に関しては、K-RAS 変異によ

る薬剤耐性の機序は不明のままである。自験例では、MIAPaCa-2、Capan-1、

Ope-xenograftが K-RAS 変異陽性であったが、温熱付加で Cetuximab の腫瘍集積

を増強することで、抗腫瘍効果を増大する事が可能であった。 
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6-6. 腫瘍血管内皮細胞への Cetuximabの温熱付加効果 

腫瘍血管内皮細胞には、正常血管内皮細胞には発現していない EGFR が

発現し、血管新生促進作用を助長する事で、癌細胞の浸潤・転移能の獲得に寄

与している事が知られ、そのため、腫瘍血管内皮細胞の EGFR を標的とした治

療戦略が報告されている [22, 23]。実際、ヒト膵癌移植マウスモデルで塩酸

Gemcitabineと抗 EGFR製剤を併用する事で、塩酸 Gemcitabine単剤と比較して、

有意に腫瘍血管の増殖を抑制し、抗腫瘍効果を増強した報告を認める [24-26]。 

今回、自験例の結果で、腫瘍血管内皮細胞の血管新生抑制効果について

は、Cetuximab単剤では不十分であったが、41℃の温熱付加をすることで血管新

生を有意に抑制する事ができた。この事は、温熱付加によって、治療標的であ

る癌細胞だけでなく腫瘍血管内皮細胞に対しても、Cetuximab の送達を改善し、

腫瘍血管内皮細胞の増殖を抑制する事が可能であったと言える。その結果とし

て、間接的に抗腫瘍効果の一役を担ったと言える。 

 

6-7. 臨床応用への可能性 

 現在は装置の開発によって、腹腔内臓器においても局所加温する事が可

能となってきた。膵癌に対しても、局所進行膵癌に対して、塩酸 Gemcitabineと

放射線療法に温熱療法を加えた臨床研究が報告され、一定の成果を上げている 
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[61, 62]。本研究は膵癌に対して、抗癌治療に温熱療法の上乗せ効果の有用性を

示した、今後の臨床研究を推し進める上での基礎研究データと言える。更に、

今回使用した Cetuximab についても、温熱療法での上乗せ効果が明らかだったこ

とから、塩酸 Gemcitabine と併用する事で、更なる抗腫瘍効果が期待できると言

える。 

今後は膵癌の治療戦略を構築する上で、手術単独では根治不能な局所進行

膵癌に対して、更なる局所制御を可能とし、R0切除を目指す新しいモダリティ

として、化学放射線療法と温熱療法の併用を強く提唱していきたい。 
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７．結論 

本研究は、分子標的抗体薬である Cetuximabと温熱療法を組み合わせる

事で、膵癌に対しての抗腫瘍効果を増強することが可能であった。更に、温熱

付加による薬剤の腫瘍集積量の増強程度を定量化することに成功し、その抗腫

瘍効果は間質量に依存している事を報告した。本研究は膵癌に対して、Cetuximab

に温熱療法の上乗せ効果の有用性を示した、臨床応用の礎となる基礎研究デー

タであると言える。 
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８. 図表 
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Figure 1. 使用するヒト膵癌細胞株の病理組織形態と EGFR の発現 

 

 

 

MIAPaCa-2、BxPC-3、Capan-1でのマッソントリクローム染色 (Masson 

trichrome staining; MT staining) (上段) および EGFR染色 (下段) 

間質量に注目して、使用する細胞株を選択。MIAPaCa-2の病理組織像は髄様で、

間質像は少ない。BxPC-3、Capan-1は癌細胞がそれぞれ島状、腺環状の形態をと

り、間質量は多い。 

EGFR の発現はMIAPaCa-2が強陽性で、BxPC-3、Capan-1は中等度陽性である。 
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Figure 2. Ope-xenograftの病理組織形態 

 

 

 

ヒト膵癌細胞株である Capan-1由来のマウス皮下腫瘍と Ope-xenograft、および

膵癌臨床検体での、HE 染色 (HE staining) (上段)、MT staining (中段)、EGFR 

staining (下段) 

Ope-xenograftは、腫瘍の組織形態で、ヒト膵癌細胞株由来のよりも、癌細胞の

腺管形成や増生した間質像、薬剤送達に関わる血流の分布、更には EGFR の発

現強度といった点で、臨床膵癌の組織像により近い組織像を再現可能である。 
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Figure 3. 腫瘍集積した Cetuximab の定量方法 

 

A 

 

 

B 

 

 

A: BxPC-3での Alexa488 蛍光免疫染色 

顕微鏡 (KEYENCE BZ-9000®、大阪) の解析ツールを使用し、200倍視野の組織

学的所見で、間質の領域は除外するように、島状もしくは腺管状の癌細胞のみ

を手動で抽出し (点線部)。1切片あたり 10カ所を抽出し、同様の操作を n = 4

に対して、各群それぞれ行った。 

 

B: Aでトリミングした島状の癌細胞所見 (左)、DAPI での核染色 (中央)、顕微

鏡で測定した細胞数 

癌細胞に集積した Alexa488の輝度の総和を DAPIで標識した癌細胞数で割る事

で、1癌細胞あたりの Cetuximabを間接的に定量。 
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Figure 4A. 腫瘍増殖曲線 

 

 

 

MIAPaCa-2、BxPC-3 群での皮下腫瘍の経時的変化 

MIAPaCa-2群では、皮下移植後 50日目 (治療開始後 27日目) の時点で、Cmab + 

25群 (123±15 mm
3
) と比較して、Cmab + 37 群 (109±18 mm

3
)、Cmab + 41 (151

±5 mm
3
) の群で、温熱付加での腫瘍体積の抑制効果を認めなかった。Ns 群は、

いずれの細胞株群においても、温熱付加で腫瘍体積の増減を認めなかった。一

方、BxPC-3群では、皮下移植後 40日目 (治療開始後 30日目) の時点で、Cmab 

+ 25群 (470±122 mm
3
) と比較して、Cmab + 37 群 (189±114 mm

3
)、Cmab + 41 

(121±155 mm
3
) の群で、腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。 

 

Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 

* ; p < 0.05 versus Cmab + 25 group 
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Figure 4B. 腫瘍増殖曲線 

 

 

 

Capan-1、Ope-xenograft群での皮下腫瘍の経時的変化 

Capan-1群で皮下移植後 40日目 (治療開始後 30日目) の時点で、Cmab + 25 群 

(1070±10 mm
3
) と比較して、Cmab + 37 群 (789±18 mm

3
)、Cmab + 41 (421±7 

mm
3
) の群で、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。更に、Cmab + 37

群 (789±18 mm
3
) と Cmab + 41 (421±7 mm

3
) の群の間にも、腫瘍体積の抑制効

果を認めた (p < 0.05)。同様に、Ope-xenograft群においても、皮下移植後 71日

目 (治療開始後 43 日目) の時点で、Cmab + 25 群 (778±19 mm
3
) と Cmab + 41 

(565±60 mm
3
) の群の間で、更に、Cmab + 37群  (823±19 mm

3
) とCmab + 41 (565

±60 mm
3
) の群との間で、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。 

 

Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 

* ; p < 0.05 versus Cmab + 25 group 

** ; p < 0.05 versus Cmab + 37 group 
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Figure 5A. Cetuximab の蛍光免疫染色 

 

 

 

 

MIAPaCa-2 (上段)、BxPC-3 (下段) 群での Alexa488と DAPI の蛍光免疫染色 

MIAPaCa-2 群は、25℃で既に、Alexa488 の発現が強度であり、37℃、41℃での

発現の増強を認めなかった。 

BxPC-3 の群では、癌細胞が島状構造を有し、25℃と比較して、37℃、41℃で、

Alexa488 の発現増強を認めた。 
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Figure 5B. Cetuximab の蛍光免疫染色 

 

 

 

 

Capan-1 (上段)、Ope-xenograft (下段) 群での Alexa488と DAPI の蛍光免疫染色 

Capan-1, Ope-xenograft の群では、ともに癌細胞は腺管状の構造を有していた。

それぞれ、25℃と比較して、37℃、41℃で Alexa488 の発現の増強を認めた。 
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Figure 6. Cetuximab の腫瘍集積量  

 

 

 

各グループでの、温度変化による Cetuximab の腫瘍集積量の比較 

BxPC-3、Capan-1, Ope-xenograftの群では、25℃、37℃、41℃でのそれぞれの

Alexa488 輝度値は、BxPC-3群が 1063±630、2980±719、3015±408 で、Capan-1

群は 760±378、1881±435、3615±317 で、更に Ope-xenograft 群では 461±268、

1469±236、1922±870 で、25℃に対して 37℃と 41℃の間に、温熱付加による

Cetuximabの腫瘍集積量の増加を認めた。更に、Capan-1群では、37℃と 41℃の

間においても、温熱付加による Cetuximab の腫瘍集積量の増加を認めた。 

MIAPaCa-2 群においては、25℃、37℃、41℃での、それぞれの Alexa488 輝度値

は、1632±480、1921±424、1949±345 で、薬剤単独で既に腫瘍集積量は高値であ

り、温熱付加での Cetuximab の腫瘍集積量の増大は認めなかった。 

 

Abbreviations: Cmab, Cetuximab 

* ; p < 0.05 versus Cmab + 25 group 

** ; p < 0.05 versus Cmab + 37 group 
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Figure 7. 温熱刺激と Hsp70 の発現 

 

 

 

Capan-1群での、25℃、37℃、41℃での抗 Hsp70 抗体での免疫染色 

Capan-1群での 25℃、37℃、41℃での Hsp70の発現は、25℃と比較して、41℃

の加温群において明らかな Hsp70の発現の増大を認めた。37℃では発現の増大

を認めなかった。 
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Figure 8. 温熱刺激と EGFRの発現 

 

 

 

Capan-1群での、25℃、37℃、41℃での抗 EGFR抗体での免疫染色 

Capan-1群での 25℃、37℃では EGFR の発現は中等度陽性であったが、41℃で

は、EGFR の発現は増強し強陽性であった。 
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Figure 9. 腫瘍血管数の変化 

 

 
 

Cetuximab と温熱付加での腫瘍血管内皮細胞数の検討 

Capan-1群での血管数は、Ns+25群 (137±17 個) と比較して、Cmab + 41 (102±20

個) で、腫瘍血管数の減少を認めた (p < 0.05)。Ns+37群 (152±11 個)、Ns+41群 

(153±5個)、Cmab + 25 群 (124±27個)、Cmab + 37 群 (132±24 個) に関しては差

を認めなかった。 

 

Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 

* ; p < 0.05 versus Ns + 25 group  
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