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研究成果の概要（和文）： 肝細胞特異認識タンパク質 preS1/S2 固定化 TiO2ナノ粒子を用い

て、培養がん細胞に対する細胞損傷効果および担がんマウスに対する抗腫瘍効果を解析した。

その結果がん細胞が OH ラジカルなどの化学種の酸化作用により損傷を受け、アポトーシスを誘

導し細胞死に至ること、周波数 1 MHz, 照射強度 1 W/cm2, 照射時間 1 min という条件で週 3回

担がんマウスに超音波照射を行い、有意な腫瘍の成長抑制を確認した。 

 

研究成果の概要（英文）： The pre-S1/S2 protein from hepatitis B virus, which recognizes 

liver cells, was immobilized to the surface of TiO2 nanoparticles using an amino-coupling 

method. After uptake of TiO2 nanoparticles by HepG2 cancer cells, significant cell injury 

was observed at an ultrasound irradiation. Antitumor effect was further studied using 

tumor-bearing nude mouse. The significant antitumor effect was observed when irradiation 

of ultrasound was performed with the experimental condition of 1MHz, 1W/cm2 and 1 min 

duration for 3 times per week.  
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１．研究開始当初の背景 

我々は光触媒として知られている“二酸

化チタン”に超音波を照射すると活性酸素

種（ラジカル分子）が生成する現象を明ら

かにした（二酸化チタン・超音波触媒法 

（TiO2/US法）; Shimizu, et al., 2006）。

このような報告は国内・国外を通じて皆無

であり、この現象を新規がん治療法として

応用展開する。これまで超音波照射による

二酸化チタンの励起メカニズムを解析し

た結果、超音波照射時に二酸化チタン表面

近傍にキャビテーション気泡が生成し、こ

れの圧壊時に生ずる高温･高圧場（>5000K、

数100 気圧）による二酸化チタンの熱励起

およびソノルミネッセンスとよばれる発

光現象によってヒドロキシルラジカル(OH

ラジカル)が生成することを明らかにした。

これまでTiO2/US法を利用し、環境ホルモ

ンの効率的分解をはじめ、大腸菌、日和見

感染症原因菌のレジオネラ、さらにマウス

リンパ腫由来培養がん細胞を有意に死滅

させることに成功した（Ogino, C. et al.,

 2006; Dadjour, M.F. et al., 2006; 清

水ら, 2006）。従来、光触媒として知られ

ている二酸化チタンは励起エネルギーと

して紫外光(UV)の照射が必要なため、ラジ

カル発生はUVが到達できる体表面近傍で

しか起こらない。しかし、超音波は体内深

部への伝播が可能であり、本研究で提案す

るTiO2/US法は体表面近傍のみならず深部

病変部位のがん治療も可能にする優位性

を有している。 

 

２．研究の目的 

 前述のような背景より、本研究を皮膚組

織などの表面だけでなく臓器深部のがん

組織においても治療が可能な、非侵襲的が

ん治療を行う“二酸化チタン・超音波触媒

法による新規のがん治療システム”へと展

開する。特に、紫外線照射では到達するこ

とが困難な深部がん病変部位に対する非

侵襲的がん治療法を提案する。二酸化チタ

ンを深部にまで浸潤したがん組織に正確

に送達できれば、臓器（部位）特異的な非

侵襲がん治療への展開が期待できる。本申

請ではこの問題点も解決すべく、ナノサイ

ズの二酸化チタン粒子の開発及び、我々が

世界で初めて達成した「中空ナノ粒子」に

よる生体内ピンポイント物質送達技術 

(Yu, D., et al., 2005)に関しても併せて

研究を行い、TiO2/US法との併用による相

乗的ながん治療効果について最終的な評

価を行う。 

本申請研究では“二酸化チタン・超音波

触媒法”のがん治療展開を実現化すべく、 

(1)「二酸化チタン・ナノ粒子のターゲ

ティング技術」、(2)「TiO2/US法を用い

たがん細胞損傷法」、(3)「TiO2/US法を

用いたがん治療法」について検討した。 

 
３．研究の方法 

3.1  TiO2/US 法による細胞損傷効果 

 HepG2 細胞懸濁液（4×105 cells/dish, 2 

ml）を 37 ℃、5 % CO2で 24 時間培養した。

その後、TiO2濃度 0.1 % (w/v)の preS1/S2 固

定化 TiO2を 200・l 添加し、37℃、5％CO2条

件下で 6 時間培養した。超音波照射直後(周

波数 1 MHz, 照射強度 0.1 W/cm2, 照射時間 

30 sec)から 96 時間後までの生細胞数をトリ

パンブルー染色により計測した。また、それ

に伴う細胞の形態変化を顕微鏡を用いて観

察した。 

3.2 細胞死メカニズムの解析 

 二酸化チタン･超音波触媒法適用時に見ら

れる細胞死メカニズムの解析を行うため、上

記と同様の方法で培養がん細胞に対して

TiO2/US 法を適用した後、ミトコンドリア膜



 

 

電位の低下、核の凝集、膜のリン脂質の局在

変化について検討を行った。3.3 担がんマウ

スを用いた抗腫瘍効果 

抗腫瘍効果を検討するため、ヌードマウス

にヒト肝臓がん由来細胞 HepG2 を移植し、

xenograft model を作製した。0.1% (w/v) の

preS1/S2 固定化 TiO2投与（100 ・l）および

超音波照射 (周波数 1 MHz, 強度 1.0 W/cm2, 

照射時間 1 min) を行った時点を 0日目とし、

3回/ week の頻度で TiO2の投与および照射を

行い、腫瘍体積および体重を測定した。腫瘍

体積は 1/2×(長径)×(短径)2  (mm3)より算出

した。 

 
４．研究成果 

4.1  TiO2/US 法による細胞損傷効果 

 周波数 1 MHz, 強度 0.1 W/cm2, 照射時間 

30 secの条件で超音波をそれぞれ照射したと

ころ、どの細胞群でも照射直後から 12 時間

後までは細胞数に有意差は見られなかった。

超音波照射を行っただけの細胞群では 96 時

間後まで対照群と同様に正常に細胞数が増

殖しているのに対し、preS1/S2 固定化 TiO2

を添加した細胞群では超音波照射後 24 時間

から徐々に細胞損傷効果が現れ始めた。その

効果は時間を追う毎に増大し、96 時間後の時

点で TiO2 / US 法で処置した細胞群は細胞数

が対照群の 1/2程度までしか増殖しなかった。

これより、TiO2 / US 法を適用した細胞群には

細胞増殖抑制効果が現れ、その効果は時間が

経過するにつれて増大することを確認した。

超音波照射を行っただけでは細胞損傷効果

を確認することはできなかったことから、

TiO2 /US 法によって起こる細胞損傷効果は超

音波照射による物理的な影響は少ないと考

えられる。つまり TiO2 /US 法を用いた細胞は

細胞膜などに超音波による物理的な損傷を

受けた結果細胞死に至ったのではなく、OH ラ

ジカルなどの化学種の酸化作用により損傷

を受け細胞死をひき起こしたと考えられる。 

 

4.2 細胞死メカニズムの解析 

 以下にTiO2 /US法適用時に見られた細胞死

メカニズムの解析結果を示す。 

ミトコンドリア膜電位の低下：ミトコンドリ

ア膜電位の低下は比較的アポトーシス初期

の段階で起こるといわれている。そこでミト

コンドリア膜電位の低下を蛍光色素 JC-1 を

用いて検出した。その結果、超音波照射後 1

時間からアポトーシス細胞のシグナルであ

る緑色蛍光が観察されはじめ、照射後 6時間

の段階でも観察することが出来た。 

核の凝集：細胞がアポトーシスを誘導するシ

グナルを分泌した後、細胞内では核内のクロ

マチンの凝集が起こる。4％パラホルムアル

デヒドによって細胞を固定し、4,6-diamino- 

2phenylindole (DAPI)によって細胞核を染

色し観察を行ったところ、超音波照射後 6時

間から核内のクロマチンの凝集が確認でき、

これは 24時間後にさらに顕著に観察できた。 

膜のリン脂質の局在変化：リン脂質の局在変

化に伴い phosphatidylserine (PS)が細胞膜

上に露出する。この PS は蛍光色素 Annexin V 

/ FITCを使用することで検出することができ

る。また、アポトーシスが進行するにつれ膜

の透過性が変化し、生細胞の膜は透過できな

い propidium iodide (PI)が透過できるよう

になる。Annexin V / FITC, PI を用いて二重

染色を行った結果、超音波照射後 24 時間の

段階でリン脂質の局在変化に伴う PS の細胞

膜上への露出を検出することが出来た。さら

に PI によっても染色されたことから照射後

24 時間ではアポトーシス後期のステージで

あることが明らかとなった。 

以上の結果から TiO2/US法を適用した細胞

群は、超音波照射後 24 時間までの間に様々

なアポトーシスシグナルを観察することが



 

 

出来た。つまり細胞はアポトーシスを誘導し

た結果、最終的に死に至ると考えられる。 

4.3 担がんマウスを用いた抗腫瘍効果 

TiO2 /US 法による抗腫瘍効果の確認及び最

適な超音波照射条件の検討を行った。 

まずTiO2 /US法による抗腫瘍効果を検討す

るため、周波数 1 MHz, 照射強度 1 W/cm2, 照

射時間 1 min という条件で超音波照射を行っ

た。対照群では、時間経過と共に腫瘍は成長

し約 1 ヶ月後には実験開始時の 2～6 倍まで

増大した。超音波照射のみを行った系では、

コントロールの系と同様に腫瘍の成長が確

認された。一方、TiO2 / US 法を適用した系

では 6匹中 4匹のマウスにおいて腫瘍の成長

が抑制された。つまり、超音波のみでは腫瘍

の成長を抑制することは出来ないが、TiO2 

/US 法を適用することにより抗腫瘍効果が現

れると考えられる。 

これより照射強度 1 W/cm2 がマウスに対して

ストレスもなく腫瘍の成長抑制を可能にす

る最適な照射強度であった。 

 本実験系では腫瘍の成長を抑制すること

はできたが、腫瘍細胞を完全に死滅させるこ

とはできないため、さらなる効果的な処置法

などを検討する必要がある。 
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