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研究成果の概要（和文）：ドラッグデリバリーはガン組織での抗がん剤濃度を高め、正常な組織を保護すること
のできる技術である。超音波と微小気泡を用いる「ソノポレーション」もその１つである。この組み合わせは既
に診断法として普及しているため、安全であり臨床応用に近い。これまで、抗がん剤がどのくらいの距離までデ
リバリーできるか、抗がん剤がデリバリーできる時間は不明であった。本研究では動物を使わない３次元培養使
い、1回のソノポレーションによって100 μmまでデリバリー可能であり、なおかつデリバリー可能時間は1時間
と明らかにした。今後、この結果に基づき、臨床応用するための治療プロトコールを作成することができる。

研究成果の概要（英文）：Ultrasound-triggered microbubble cavitation is a promising tool for drug and
 gene delivery in cancer therapy. We evaluated the temporal and spatial profile of cisplatin 
delivery by ultrasound-triggered microbubble cavitation. We used a bladder cancer mimicking 3D 
culture model for this study. Single treatment of ultrasound-triggered microbubble cavitation 
increased an intracellular concentration of cisplatin at the thickness of 100 μm. The duration of 
enhanced delivery was 1 hr. Based on the distance and duration of delivery, we further tested the 
feasibility of repetition of the treatment. Triple treatment increased the effective distance by 
2-fold. Our results clearly showed spatial and temporal profile of delivery by ultrasound-triggered 
microbubble cavitation in a tumor-mimicking structure. The results of this study suggest that 
ultrasound-triggered microbubble cavitation can be repeatable and is promising for  cancer 
treatment. 

研究分野：獣医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 超音波は非侵襲的かつリアルタイムモニ
タリングを行うことができ、医療でも獣医療
でも重要な診断ツールである。非侵襲的に病
変へのアプローチが可能な特徴ゆえに、超音
波のがん治療への応用が非常に期待されて
いる。超音波治療のメカニズムは機械的作用
および化学作用、熱作用の 3つに分類される。
このうち機械的作用と化学作用を合わせ持
つ超音波治療法として期待されているのが、
超音波と微小気泡を併用するドラッグデリ
バリー法、「ソノポレーション（音響穿孔）」
である。超音波が気泡を振動させる際に、気
泡近傍の細胞の細胞膜透過性が亢進し（穿
孔）、普段は細胞内に入りにくい薬剤や遺伝
子を細胞内に導入することができる。超音波
は非侵襲的に腫瘍局所へ照射できるため、ソ
ノポレーションは非侵襲的かつ腫瘍細胞特
異的な治療法である。 
 われわれはこれまでにソノポレーション
の獣医臨床への応用を目指し基礎的な検討
を行ってきた。そして、ソノポレーションの
獣医臨床への応用を加速させるために、デリ
バリーの定量化を通し、ソノポレーションの
メカニズム解明及び作用増強の戦略の構築
を目指す研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 未だ有効な治療手段が確立されていない
犬の膀胱癌に対する治療として、ソノポレー
ションによる抗がん剤デリバリー法の確立
を目指す。膀胱は比較的体表に位置する臓器
であり、内部に水（尿）を貯めているために
超音波の減衰が少なく、治療対象として適す
る。さらに、医療で BCG の膀胱注入療法が
存在するように、マイクロバブルの膀胱注入
が可能である。ソノポレーションの機序を考
えた場合、できるだけがん細胞の近くにマイ
クロバブルを位置させることは重要である。
これまで我々の行ってきたソノポレーショ
ン研究は、単層培養のがん細胞を用いた殺細
胞効果の評価、およびモデルドラッグとして
蛍光色素の導入効率の評価、続いてマウス移
植腫瘍モデルを用いた抗腫瘍効果の評価、と
いう一般的な流れだった。しかしこの実験系
には、 
 抗がん剤と蛍光色素との挙動が異なる 
 単層培養と移植腫瘍モデルの生物学的な
差が大きすぎる 
という問題点があった。これら 2つの問題点
を解決すべく３次元培養系を用い、以下の 3
点の解明を目指した。 
 抗がん剤デリバリーの定量 
 デリバリーの空間的、時間的な拡がり 
 デリバリー量と殺細胞効果の関連 
 
３．研究の方法 
 動物福祉の観点から動物実験を削減する
ため、膀胱癌を模した３次元培養系を作成し
た(図 1)。膀胱癌株細胞を細胞外基質の 1 つ

であるⅠ型コラーゲンに包埋した。 

この３次元培養系に対して、白金系抗がん剤
シスプラチンをソノポレーションして殺細
胞効果を判定した。さらに、抗がん剤デリバ
リーを検証するため、細胞内および細胞外の
白金濃度を誘導結合プラズマ質量分析計
（ICP-MS）によって定量した。 
 ３次元培養系の厚みを変えることでソノ
ポレーションの効果の及ぶ距離を解析した。
また、超音波照射とシスプラチン投与の間隔
を変えることで、1 回のソノポレーションの
効果が持続する時間も検討した。 
 
４．研究成果 
（１）デリバリーの検証 
 上述の３次元培養系にシスプラチン 6μ
g/mLとマイクロバブル100 μLを含む培地を
加え、ソノポレーションを行った。2 日後に
生細胞数を測定して、殺細胞効果を評価した。
比較対照群として、無処置、マイクロバブル
＋超音波群、シスプラチンのみ、シスプラチ
ン＋超音波群の 4群を設定した。 
 1回のソノポレーションにより厚さ100 μ
m までシスプラチンの効果が増強された（図
2）。また、その増強の持続時間は 1時間まで
だった（図 3）。さらに、ソノポレーションを
30 分置きに 3回繰り返した場合、シスプラチ
ンの効果増強は200 μmまで広がった（図4）。 
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図２ ３次元培養の厚さと殺細胞効果 

 

図 1 ３次元培養による膀胱癌モデル 



 抗がん剤およびマイクロバブルは膀胱内
注入療法によって膀胱内へ直接投与するこ
とが可能である。本研究から、膀胱内注入療
法にソノポレーションを組み合わせること
で、局所コントロールをさらに改善する治療
法の可能性が示された。前述の甲状腺癌モデ
ルでも明らかになったように、ソノポレーシ
ョンに大きな副作用はない。したがって、ソ
ノポレーションの回数を増やすことで、非侵
襲的で効果の高い局所療法が確立できる。 
 
（２）ソノポレーションのメカニズム検証 
 ３次元培養系および（１）と同じ条件を用
い、細胞内白金濃度および細胞を回収した後
のコラーゲン内白金濃度を測定した。 
 ソノポレーションによって厚さ 50 および
100 μm において細胞内白金濃度が有意に上
昇した（図 5）。一方で、コラーゲン内の白金
濃度には差がなかった。 
 ソノポレーションの機序として、コラーゲ
ン中の細胞へシスプラチンをデリバリーし、
殺細胞効果が生じたと明らかになった。従来
のソノポレーションの機序はマイクロバブ

ルに接する細胞へのデリバリーと言われて
いたが、本研究の結果により、ある程度の厚
みがあってもデリバリー可能なことが初め
て示された。このことはソノポレーションを
臨床応用へと発展させる上で、重要な科学的
エビデンスとなる。 
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図３ 超音波照射とシスプラチン添加の間隔が殺細

胞効果に及ぼす影響 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

 

* 

無処置 シスプラチン 
シスプラチン 

+ 
超音波 

シスプラチン 
+ 

マイクロバブル 
+ 
超音波  

図 4 200μmの厚みに３回ソノポレーションを行っ

たときの殺細胞効果 
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図５ 細胞内白金濃度 
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