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研究成果の概要（和文）：　マイクロバブルと超音波を併用することで、脳腫瘍マウスモデルにおいて、脳腫瘍
の血液脳関門オープニングを誘導できることを明らかにした。また、抗がん剤にマイクロバブルと超音波を併用
することで、脳腫瘍への抗がん剤移行量を増加させ、生存日数を延長することに成功した。マイクロバブルと超
音波を用いた血液脳関門オープニング技術は脳腫瘍治療に貢献すると期待される。

研究成果の概要（英文）：　We demonstrated that the combination of microbubbles and ultrasound could 
induce the blood brain barrier opening in the tumor tissue in mouse model for brain tumor. We 
evaluated the cisplatin delivery to the brain tumor using the combination of microbubbles and 
ultrasound. As a result, the cisplatin amount in brain tumor in the treatment of cisplatin with 
microbubbles and ultrasound was higher than that of treatment of cisplatin alone. In addition, we 
assessed the therapeutic effects of the treatment of cisplatin with microbubbles and ultrasound for 
brain tumor. The duration of survival was prolonged by the treatment of cisplatin with microbubbles 
and ultrasound. Our results suggested that the combination of microbubbles and ultrasound could 
efficiently deliver anti-cancer drug to the brain tumor and enhance the anti-tumor effect.

研究分野：薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　マイクロバブルと超音波を用いた血液脳関門オープニング技術が注目されているが、脳腫瘍モデル動物での研
究は十分に進められていない。本研究では、脳腫瘍マウスモデルにおいて、マイクロバブルと超音波による抗が
ん剤デリバリー技術を確立し、脳腫瘍治療効果を得ることに成功した。本研究で得られた知見は、脳腫瘍治療戦
略の構築に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 脳腫瘍はがん全体の約 5％の割合を占め、がん患者の約 10%は脳へのがん転移を生じる。脳腫
瘍に対しては外科的治療、放射線治療、薬物治療が行われている。薬物治療による高い効果を得
るためには、薬物を脳実質に存在するがん細胞に対して効率的に送達し、機能させることが重要
である。しかし、脳には血液と脳実質の間の物質移行を厳密に制御する血液脳関門が存在し、脳
腫瘍に対する薬物治療では血液脳関門により薬物移行が制限されてしまう。そのため、血液脳関
門を超えて脳腫瘍へと効率的に薬物送達可能な技術の開発が求められている。近年、薬物を脳内
へ送達するために、マイクロバブル (気体を脂質などで覆い安定化した微小気泡) と超音波を利
用した血液脳関門オープニング技術が注目されている。これまでの研究の多くは正常な動物に
対する血液脳関門オープニング誘導に関する研究が多く、脳腫瘍モデル動物に対する研究は少
ない。脳腫瘍治療に本技術を応用していくためには脳腫瘍モデル動物において知見を得ること
が重要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 これまでに申請者らは、低侵襲的かつ効率的な血液脳関門オープニングに適した外殻組成や
内包ガスを有するマイクロバブルの開発に成功してきた。また、血液脳関門オープニングに適し
た周波数や強度などの超音波照射条件を見出してきた。そこで本研究では、脳腫瘍モデル動物に
おいて、開発を進めてきたマイクロバブルと超音波を用いた血液脳関門オープニング技術の確
立を試みた。さらに、血液脳関門オープニング技術を用いて種々の抗がん剤を脳腫瘍へデリバリ
ーし、治療効果を評価することで、脳腫瘍治療戦略の構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)ルシフェラーゼ安定発現細胞株の作製 
 マウス膠芽腫細胞 (Glioma 261)(National Cancer Institute, US) にレンチウイルスベクタ
ーを用いて、ルシフェラーゼ遺伝子を導入し、ルシフェラーゼ安定発現 Glioma 261 細胞 (Glioma 
261-Luc) を作製した。 
 
(2)膠芽腫細胞に対する抗がん剤の殺細胞効果 
 Glioma 261-Luc 細胞を播種し、1日培養した。その後、抗がん剤としてテモゾロミド、シスプ
ラチンまたはドキソルビシンを種々の濃度で添加し、2 日間培養した。Cell counting kit-8 
(DOJINDO Laboratories, Kumamoto) を用いて細胞生存率を評価した。 
 
(3)脳腫瘍マウスモデルの作製 
 C57BL/6 マウス (雌、6週齢) を三種混合麻酔 (塩酸メデトミジン、ミダゾラム、酒石酸ブト
ルファノール) で麻酔し、除毛クリームで頭部を除毛した。その後、脳定位固定装置に頭部を固
定し、希ヨードチンキで頭皮を消毒した。頭皮を切開し、頭蓋骨を露出したのち、ブレグマから
右脳側に 2 mm、前方に 1 mm の位置にドリルを用いてバーホールを開けた。マイクロシリンジを
用いて、Glioma 261-Luc 細胞 (2×105細胞/5 µL) を深さ 3 mm の位置に 3分間かけて投与した。
投与後 1分間静置し、ボーンワックスを用いてバーホールを塞ぎ、皮膚を縫合した。移植から 7
日後または 12日後に、D-ルシフェリン (150 mg/kg) を腹腔内投与し、IVIS imaging system 
(Summit Pharmaceuticals International Corporation, Tokyo) を用いて、Glioma 261-Luc 細
胞由来の発光を測定した。発光量を指標に群分けを行い脳腫瘍マウスモデルとして以降の検討
に使用した。 
 
(4)脳腫瘍へのシスプラチン送達 
 移植から 12 日後の脳腫瘍マウスモデルをイソフルラン麻酔し、脳定位固定装置を用いて頭部
を固定し、移植位置に超音波プローブ (直径 6 mm) を設置した。マイクロバブル (外殻組成 
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phospcholine:1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-
rac-glycerol):1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[metoxyl(polyethylene 
glycol)-2000]=30:60:10 (モル比)、内包ガス パーフルオロプロパン、3×109 個/kg) とシス
プラチン (2.5 mg/kg) の混合液を尾静脈内投与し、直ちに超音波 (超音波照射装置：
Sonitron2000V (Nepa Gene Co. Ltd., Chiba)、周波数：1 MHz、強度：0.5 W/cm2、時間：3 min) 
を照射した。1時間後にリン酸緩衝液で灌流し、脳を摘出した。脳を左脳、右脳（腫瘍組織以外）、
腫瘍に分割した。組織重量を測定し、硝酸を加え、マイクロ波試料前処理装置 (Ethos one, 
Milestone General, Kanagawa) を用いて灰化した。その後、誘導結合質量分析法 (ICP-MS iCAP 
Qc, Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo) によりシスプラチン量を測定した。 
 
(5)脳腫瘍治療効果の評価 
 移植から 7 日後の脳腫瘍マウスモデルをイソフルラン麻酔し、脳定位固定装置を用いて頭部
を固定し、移植部位に超音波プローブを設置した。マイクロバブル (3×109 個/kg) とシスプラ



チン (2.5 mg/kg) の混合液を尾静脈内投与し、直ちに超音波 (周波数：1 MHz、強度：0.5 W/cm2、
時間：3 min) を照射した。その後、5日おきに合計 3回の治療を行い、生存日数を追跡した。
同様に、マイクロバブル (3×109 個/kg) とドキソルビシン (5 mg/kg) の混合液を投与し、超
音波を照射した。1日おきに合計 3回の治療、または、連日合計 5回の治療を行い、生存日数を
追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) Glioma 261-Luc 細胞に対する抗がん剤の殺細胞効果 
 脳腫瘍治療に使用されるテモゾロミドと脳腫瘍治療に適応はないものの様々ながんの治療に
使用されるシスプラチンとドキソルビシンの殺細胞効果を検討した。その結果、テモゾロミドと
比較して、シスプラチンおよびド
キソルビシンは Glioma 261-Luc
細胞に対して高い殺細胞効果を示
した (図 1)。50%阻害濃度 (IC50) 
を算出したところ、テモゾロミド 
2,143 µmol/L、シスプラチン 1.45 
µmol/L、ドキソルビシン 0.14 
µmol/L であった。このことから、
シスプラチンやドキソルビシンを
脳腫瘍へと送達することで高い抗
腫瘍効果が得られることが考えら れた。 
 
(2)血液脳関門オープニングとシスプラチン送達 
 脳腫瘍マウスモデルにシスプラチンとマイク
ロバブルを投与し、脳腫瘍移植部位に超音波を
照射し、腫瘍組織へのシスプラチン移行量を指
標に血液脳関門オープニングを検討した。シス
プラチン単独投与群では、左脳や右脳と比較し
て、腫瘍組織でシスプラチン移行量が高い傾向
が認められた。これは、腫瘍組織で血管新生が誘
導され、血管の透過性が亢進しているためにシ
スプラチン移行量が高くなったと考えらえた。
シスプラチンとマイクロバブルを投与し、超音
波を照射した群では、シスプラチン単独投与群
と同様に、左脳や右脳と比較して、腫瘍組織でシ
スプラチン移行量が増加した。また、シスプラチ
ン単独投与群の腫瘍組織と比較して、シスプラ
チンにマイクロバブルと超音波を併用した群の
腫瘍組織では有意に高いシスプラチン移行量が
認められた (図 2)。このことから、マイクロバブルと超音波を併用することで、腫瘍組織の血
液脳関門オープニングが誘導されることが示唆された。また、マイクロバブルと超音波を併用す
ることで、腫瘍組織へのシスプラチンデリバリーが可能であったことから、脳腫瘍治療効果が得
られることが期待された。さらに、血液脳関門オープニングの特性評価として、血液脳関門オー
プニングの持続時間を評価した。マイクロバブルを投与し超音波照射を行い、0、3、6または 24
時間後にシスプラチンを投与し、腫瘍組織への移行量を評価した。その結果、シスプラチン単独
投与群の腫瘍組織への移行量と比較し、マイクロバブルと超音波を併用した 0 または 3 時間後
にシスプラチンを投与すると腫瘍組織へのシスプラチン移行量は有意に高かった。このことか
ら、マイクロバブルと超音波を併用した血液脳関門オープニング誘導効果は少なくとも 3 時間
は持続することが示唆された。 
 
(3)脳腫瘍治療効果 
 脳腫瘍マウスモデルにシスプラチンとマイクロバブルを投与し、脳腫瘍移植部位に超音波を
照射する治療を 3回繰り返し、生存日数を指標に治療効果を検討した。その結果、未処置群、シ
スプラチン単独投与群、マイクロバブルと超音波を併用した群と比較し、シスプラチンにマイク
ロバブルと超音波を併用した群において、有意な生存日数の延長が認められた (図 3)。これは、
マイクロバブルと超音波を併用することで、腫瘍組織の血液脳関門オープニングが誘導され、腫
瘍組織へのシスプラチン移行量が増加し、抗腫瘍効果につながったと考えられた。次に、ドキソ
ルビシンにマイクロバブルと超音波を併用する治療を 3回または 5回行い治療効果を評価した。

図 1. 抗がん剤の殺細胞効果 

図 2. 脳へのシスプラチン移行量 



その結果、ドキソルビシン単独投与群
と比較して、ドキソルビシンにマイク
ロバブルと超音波を併用した群の生
存日数に有意な延長は認められなか
った。十分な治療効果が得られず、一
部のマウスで体重減少が認められた
ことから、ドキソルビシンの投与量や
治療スケジュールを変更する必要性
が可能性が考えらえた。これらの結果
から、マイクロバブルと超音波を併用
することで腫瘍組織の血液脳関門オ
ープニングが誘導され、抗がん剤を効
率的にデリバリーできることが示さ
れた。 
 
 本検討から、脳腫瘍マウスモデルに対してマイクロバブルと超音波を併用することで、腫瘍組
織の血液脳関門オープニングが誘導できることを明らかにした。また、血液脳関門の透過性が低
く、脳腫瘍治療に適応のないシスプラチンおよびドキソルビシンは膠芽腫細胞に対して高い殺
細胞効果を示すことを明らかにした。そのため、これらの抗がん剤を腫瘍組織へデリバリーする
ことで抗腫瘍効果が得られると期待された。実際に、シスプラチンにマイクロバブルと超音波を
併用することで、腫瘍組織へのシスプラチン移行量が増加し、生存日数の延長が認められた。本
研究で得られた成果は、未だ十分な治療効果が得られていない脳腫瘍に対する治療戦略を構築
していくための有用な知見と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.治療後の生存日数 
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