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研究成果の概要： 

衝撃波損傷ラットモデルでは 10-15 MPa 以上で照射側に脳内出血・壊死が認められた。その周

囲では脳梁を介して反対側におよぶ広範囲で色素漏出とmatrix metalloproteinase発現増加が

認められ、血管透過性亢進を示唆する所見と考えられた。対側には神経細胞の紡錘化を認め、

頭蓋模擬モデル実験から頭蓋骨に反射した反射波とキャビテーションの発生が部位特有の損傷

に関与するものと考えられた。グリオーマ細胞株への照射により種々の薬剤のうち、ブレオマ

イシンのみが照射回数依存的に細胞増殖能抑制効果を示した。 
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１．研究開始当初の背景 

1990 年代より衝撃波を臓器損傷閾値以下
で照射し、一過性に血管透過性を変化させ、
局所的に化学療法剤の組織移行性を高める
試みが多数報告されてきた。特に体表近傍の
腫瘍内に対する薬剤導入に関しては動物実
験レベルにおいては方法論が確立されつつ
あり、有用性も報告され、非侵襲的なドラッ
グデリバリー法として期待されている。われ
われもその効果にいち早く注目し、1996 年に
は胃がん細胞に対して市販の体外衝撃波発
生装置を使用し、in vitro・in vivo ともに
ブレオマイシンの薬剤導入効率の増加を報
告した。この試みを脳神経外科領域に発展さ

せる構想は頭蓋近傍において適切、かつ安全
に使用できる衝撃波装置が開発できなかっ
た点、周囲組織に対する衝撃波の伝播動態が
解明できなかった点、周囲脳神経組織の保護
方法が開発できなかった点が障壁となって
いた。先行研究において上記問題点に関する
基礎的知見が得られたこと、現在脳神経外科
領域では血液脳関門が障壁となり化学療法
の選択、効果に限界があることから新たなア
プローチとして衝撃波による血液脳関門の
modulation を介したドラッグデリバリーシ
ステムの開発を提案した。 
 
２．研究の目的 



本研究の目的は脳腫瘍摘出術中および脳
腫瘍摘出後の照射腔周囲に衝撃波を用いた
薬剤導入システムを開発し、脳腫瘍治療に
おいて低侵襲、効率的かつ効果的な局所制
御方法に関する基礎知見を得ることである。
その目的の実現にあたり、本研究期間内に
おいて、1).脳腫瘍細胞に対する衝撃波照射
後の薬剤導入増強効果を検証、2). 脳表近
傍において衝撃波を照射した際の衝撃波動
態を検証、3). 脳表近傍で使用可能なマイ
クロサイズの衝撃波治療装置の開発を医学
的、工学的アプローチをあわせて行う。 
 
３．研究の方法 
 上記目的を実現するために、当初目標の応
用形も含めて以下 5 項目の研究を設定した。 
(1) 衝撃波照射が脳神経組織に与える影響に

関する検討 
① 工学的検討 
・ 頭蓋模擬モデルにおける検討：音響イン

ピーダンスの観点から頭蓋骨はアクリ
ル円筒、硬膜はセロファン、髄液は生理
食塩水、脳は10％ゼラチン使用 

・ 解析簡略化のため開頭モデルを使用。 
・ 可視化/圧測定 
② 医学的検討 
・ 衝撃波による圧損傷閾値の同定と衝撃

波特有の損傷所見の解明 
・ 8週令雄性SDラットに骨窓を作成 
・ アジ化銀ペレットをNd: YAGレーザーに

て発火。検証可能な衝撃波（過剰圧 1 / 
10/15/20 MPa）を単発照射。 

・ 照射後4、24、72時間で灌流固定して摘
出した脳標本をHE染色で評価 

 
(2) 衝撃波による脳損傷の特徴と損傷機序

に関する検討 
① ラット衝撃波損傷モデルを用いた検討 
・ アポトーシスの関与：上記と同様のプロ

トコールで採取した標本に対してTUNEL
染色。損傷細胞を同定するためにNeuN
（神経細胞マーカー）、GFAP（グリア細
胞マーカー）、CNPase（稀突起細胞マー
カー）によるTUNEL染色との二重染色。 

・ 衝撃波/ キャビテーションの関与：衝撃
波による損傷は通常の外傷モデルと異
なり、波の伝播動態に起因する特有な損
傷の存在が予想される（入射側と反対側
の脳-頭蓋骨界面の損傷など）。脳全体
を組織学的に検索。 

② 模擬頭蓋モデルによる損傷機序の検討 
① 可視化 / 圧測定 

・ 上記 II A) ②を模擬モデルで検討。 
(3) 頭蓋内照射用衝撃波発生装置の試作 

① 試作 
・ アジ化銀起爆を用いた微小衝撃波発生

装置を試作 

② 特性評価 
・ 可視化、圧測定 

(4) 衝撃波が血液脳関門に与える影響 
① ラット衝撃波損傷モデルを用いた検討 
・ 血管外漏出の評価：衝撃波照射後 

1/4/24/72 時間後にエバンスブルーを
注入。組織学的に漏出評価。 

・ 血管外マトリックスの関与：衝撃波照射
後 4/24/72時間後に脳標本を摘出。MMP 
2/9発現量を評価 

(5) 衝撃波照射によるグリオーマ細胞株の
薬剤感受性変化の評価 

① In vitroでの検討 
・ BLM溶液（0.001、0.01、0.1、1、10、100 

μg/ml）内に脳腫瘍細胞株（CCF-STTG1、
A172）を注入後、衝撃波照射（推定過剰
圧：5 MPa）3000発照射を行い、細胞増
殖抑制効果を評価。 

・ ACNU、MTX、5 FUにおいても同様に検討。 
② In vivoでの検討 

 ・ グリオーマ細胞株を移植したラットモデ
ルを作成。薬剤投与後一定時間後に衝撃
波を開頭後の状態で照射。1、4、7、14
日後の生存率、腫瘍体積を評価。 

 
４．研究成果 
(1)  衝撃波照射が脳神経組織に与える影響に

関する検討 
② 工学的検討（Okuyama H, et al. J 

Neurotrauma under submission） 
・ 頭蓋模擬モデルにおける検討：可視化

（高速度撮影）：衝撃波入射側では髄液
相から脳での界面移行部で明らかな変
化は認められず。入射反対側では頭蓋骨
との境界面から反射衝撃波、膨張波とそ
れに引き続いてキャビテーションの発
生が認められた（図1）。 

 
 

図 1. 頭蓋模擬モデル 頭蓋骨-脳界面で反
射波、膨張波の干渉、キャビテーションの
発生が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・ 圧測定：複数点で圧測定を行ったところ、

頭蓋骨-脳・髄液界面よりも脳側に反射



波と膨張波の干渉によると考えられる
圧のピークが認められた（図2）。 

・ 本モデルのlimitationとしては入射側に
衝撃波の伝播動態を複雑化すると思わ
れる頭蓋骨を消去している点である。今
後は頭蓋骨のある状態での伝播動態解
析を行っている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② 医学的検討 
・ 衝撃波による圧損傷閾値の同定：組織学

的検討では10 MPa以上の過剰圧では衝撃
波入射側に照射部を中心に脳内出血・壊
死を認めた（図3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・ 衝撃波特有の損傷所見の同定：平均過剰

圧1 MPaにおいても衝撃波入射側に神経
細胞核紡錘化を認めた。また、10 MPa以
上では衝撃波入射側と反対側に神経細
胞の紡錘形変形を認めた（図4）。可能
性としては、衝撃波損傷でも報告がある
が、虚血モデル、外傷性モデルにおいて
も認められる所見であるが、衝撃波照射
後肝臓などでも同様の所見が報告され
ている点、血管支配領域とはまったく異
なる分布をしていることから衝撃波通
過に伴うものである可能性が示された。 

・ 照射側を中心として照射後 24 時間を
ピークに浮腫を認めた（定量解析継続
中）。72 時間以降の亜急性期変化に関
しては照射 7 日目、4 日目の検討を計
画している。 

 
 

 
図 4. 衝撃波照射時の損傷部位 上段：入射
側 下段：入射側と反対側 

 

 
図 2. 頭蓋骨-脳界面からの距離によ
る伝播動態の相違

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 衝撃波による脳損傷の特徴と損傷機序に
関する検討 
① ラット衝撃波損傷モデルを用いた検討 
・ アポトーシスの関与：平均過剰圧10 MPa

以上では皮質下出血と周囲壊死を認め
た。TUNEL染色では出血部周囲にアポト
ーシスの出現を示唆するTUNEL陽性細
胞を24時間をピークに認められた（図5）。 

図 3. 衝撃波による脳損傷の経時的変化
HE 標本 上段：弱拡大 下段：強拡大像 

・ 免疫染色の検討の結果、TUNEL陽性細胞
は神経細胞と一致した。 

・ アポトーシスの経路を検討するために
カスパーゼ阻害剤であるz-vad-fmk脳室
内投与を行ったところ、アポトーシスの
発現が有意に抑制されたことからカス
パーゼを介した経路であることが示唆
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 5. TUNEL 染色によるアポトーシス陽性細
胞数の減時的変化 
① 衝撃波/ キャビテーションの関与：頭蓋

模擬モデルを用いた検討 
 ・ I A)参照。 
 



(3)  頭蓋内照射用衝撃波発生装置の試作 
・ アジ化銀起爆を用いた微小衝撃波発生

装置を試作した（図 6）。 
・ 圧測定では最大30 MPaまでの過剰圧が

得られた。 
・ 数値解析により過剰圧、分布をコント

ロールした定量性の高い衝撃波の照射
が可能であった（図 7） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) 衝撃波が血液脳関門に与える影響 
① ラット衝撃波損傷モデルを用いた検討 
・ 血管外漏出の評価:衝撃波照射後 1～4

時間後にかけてエバンスブルーの顕著
な漏出を認めた。組織学的には、挫傷性
出血、壊死を呈する領域外にも色素の漏
出を認めることから組織学的な損傷を
伴わない、血液脳関門の透過性のみが変
化する領域の存在を示唆する所見であ
ると考えられた（図8）。 

・ 血管外マトリックスの関与:MMP-9は衝
撃波照射後 4、24、72時間後にいずれも
発現増加を認めた。MMP-2は衝撃波照射
後72時間後に発現増加を認めた。これは
虚血、外傷などとの時間経過と類似して
おり、衝撃波特有と思われる所見は認め
られなかった（図9）。 

 

 
図 9. ザイモグラフィーによる MMP 発
現の経時的変化 

 

図 6. 微小衝撃波発生装置 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7. 衝撃波発生装置から発生する衝撃波 
右段：数値解析によるシミュレーション 左
上：実測値との比較 右下：二重露光は炉グ
ラフィーによる可視化像 

・ 追加実験として、血管新生因子である
VEFFを免疫組織学的に検討したところ、
衝撃波照射による損傷部位周囲にVEGF
陽性細胞が顕著に増加していた。心臓で
はVEGF発現を介した血管新生を利用し
た血行再建療法が試みられているが、脳
神経組織においても同様のことが期待
できる可能性を示唆する所見と思われ
た。 

 
(5) 衝撃波照射によるグリオーマ細胞株の

薬剤感受性変化の評価 
① In vitroでの検討 
・ BLM溶液（0.001、0.01、0.1、1、10、100 

μg/ml）内に脳腫瘍細胞株（CCF-STTG1、
A172）を注入後、衝撃波照射（推定過剰
圧：5 MPa）3000発照射により細胞増殖
抑制効果が有意dose dependentに得られ
た。しかし、ACNU、MTX、5 FUでは明ら
かな効果は得られなかった（図10）。 

 

 
図 10 衝撃波照射によるグリオーマ細胞株の
増殖能の変化 回数依存的に効果は増大する 

 
 
 
 
 
  

図 8. エバンスブルー注入後の色素漏出像 

  
  
  
  
  
  
  

② In vivoでの検討  
・ 脳の脆弱性もあり、より低過剰圧で影響
を与えることができるかに関する検討が必

 
 



要であると考えられた。 
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