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研究成果の概要（和文）： 近年、養子免疫療法は血液系がんで良好な臨床成績を上げているが、免疫抑制的な
腫瘍微小環境 (TME) を有する固形がんに対する効果は限定的である。そこで本研究では、マイクロバブル (MB)
 への超音波 (US) 照射による TME 変化を利用した養子免疫療法の固形がん治療への応用の可能性を検討した。
MBとUS照射によりがん組織を処置後、養子免疫療法を併用したところ、抗腫瘍効果の増強が認められた。このこ
とより、ＭＢとＵＳ照射は、固形がんに対する養子免疫療法の効果を高めることのできる有望な併用療法になる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Adoptive immunotherapy such as CAR-T therapy has achieved good clinical 
results in hematologic cancers. However, the efficacy of adoptive immunotherapy is limited in solid 
tumors with immunosuppressive tumor microenvironment (TME). Therefore, it is necessary to change the
 TME to activate antitumor immunity. In this study, we attempted to change the TME via induction of 
tumor tissue damage by the mechanical action of microbubble (MB) under ultrasound (US) irradiation 
and investigated the possibility of enhancing the antitumor effect in adoptive immunotherapy 
combined with the treatment of MB and US irradiation. The antitumor effect was enhanced when 
adoptive immunotherapy was combined with MB and US irradiation. This result suggests that MB and US 
irradiation are promising a combination therapy that can enhance the efficacy of adoptive 
immunotherapy for solid tumors by inducing immunological TME conversion (immunomodulation).

研究分野： 超音波医学

キーワード： 超音波　マイクロバブル　養子免疫療法　腫瘍微小環境　イムノモジュレーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究成果は、養子免疫療法で課題となっていた固形がんに対する治療効果を得るための画期的な併用療法を
提案するものである。養子免疫療法として注目されているCAR-T療法は、血液がんに対して著効を示していたこ
とから、マイクロバブルと超音波照射の併用が可能となれば、様々な難治性固形がんに対する革新的な治療法に
なるものと期待される。そのため、本研究成果は、学術的にも社会的にも大きな意義のある基礎研究結果であ
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 
 
活性化リンパ球療法や CAR-T 細胞療法では、活性化リンパ球や人工的に作成した細胞傷害

性 T 細胞を輸注するのみであり、移入した細胞のがん組織への遊走・浸潤は細胞任せであった。
そのため、ターゲット細胞が血管内に存在する白血病やリンパ腫への効果は高いものの、血管
外への浸潤が必要な組織内の固形がんに対する効果が不十分であった。この問題を解決するた
めには、移入した細胞の積極的な体内動態制御が重要な課題となっている。 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究では、超音波応答性マイクロバブルへの超音波照射により生じる機械的・熱的作用で
がん組織を刺激し、腫瘍内の免疫微小環境の変化（イムノモジュレーション）を介した移入リ
ンパ球の固形がん移行性促進に基づく難治性固形がんに対する効果的な養子免疫療法の確立を
行う。そこで本研究では、以下の項目について検討することとした。 
 
（1） マイクロバブルと超音波の併用によるがん組織内の免疫微小環境を抗腫瘍免疫型へ変化

させ、がん組織への免疫担当細胞の浸潤性改善による抗腫瘍効果の増強について検討す
るため、マイクロバブルと超音波照射の併用による内在性免疫担当細胞の活性化につい
て検討した。 

（2） 初期の検討（目的（1））で使用していたマイクロバブルの安定性が悪く、静脈内投与で
速やかに血中から消失してしまうことが判明した。がん組織への直接投与では、適応が
体表に近いがん組織に限られてしまうことから、静脈内投与に耐えうるマイクロバブル
の開発が必要となる。そこで、生体内での安定性や血中滞留性を改善したマイクロバブ
ルの開発を行った。 

（3） 目的（2）で開発したマイクロバブルと超音波照射によるがん組織の処置を行った後に、
養子免疫療法として T 細胞を移入したマウスにおける治療を検討した。また、この併用
療法における腫瘍内免疫環境の変化を解析した。さらに、養子免疫療法行う前のマイク
ロバブルと超音波照射によるがん組織の処置が、抗腫瘍効果に影響を及ぼすと考え、マ
イクロバブル投与量に関する最適化を行った。 

 
３． 研究の方法 

 
(1)  Distearoyl phosphatidylcholine (DSPC) : polyethyleneglycol 修飾 phosphatidylethanolamine

（DSPE-PEG(2K)） = 94 : 6 (モル比) のリポソームを調製し、ガラスバイアルに入れ、バイ
アル内の空気をパーフルオロプパンに置換し、密封した。その後、パーフルオロプロパン
で加圧し、バス型ソニケーターで超音波照射することで、パーフルオロプロパンを内包ガ
スにもつマイクロバブルを調製し、実験に供した。 
マウス結腸がん細胞（Colon26 細胞）（1×106 cells/100 L）を BALB/c マウスの後背部皮

下に移植した。8 日後、脂質濃度として 0.1 mg/mL のマイクロバブルを 30 L 腫瘍内に投与
した。その直後に腫瘍に向けて経皮的に超音波（Frequency : 1 MHz, Duty : 50%, Burst Rate : 
2.0 Hz, Intensity : 1, 2, 3, 4 W / cm2, 照射時間 : 120 秒）照射した。その後、がん組織内の細胞
の状態を検討するため、組織を回収し、組織切片を作成後、HE 染色による顕微鏡観察を
行った。また、がん治療効果は、腫瘍移植後の腫瘍体積（長径 × 短径 2）× 0.5（mm3）を指
標に評価した。なお、マイクロバブルを投与しない群においても同様の超音波照射を行い
比較検討した。 

 
(2)  DSPC：Distearoyl phosphatidylglycerol （DSPG）：DSPE-MPEG (2k) = 0～90：90～0：10 

(モル比) をクロロホルム・メタノール・アンモニア水の混合溶媒に溶解させ、ロータリー
エバポレーターにて有機溶媒を減圧留去し、脂質薄膜を作製した。その後、脂質薄膜をデ
シケーターにて終夜減圧し有機溶媒を完全に除去した。この脂質薄膜に 100 mM リン酸緩
衝液 (pH 7.4) を添加し水和した。水和後、さらに恒温振とう水槽を用いて振とう (65℃、30
分間、160 rpm) しリポソームとした。調製したリポソーム (最終脂質濃度：2 mM, 250 µL) 
と プロピレングリコール (45 µL) 、生理食塩水 (705 µL) を 2 mL 用バイアル瓶に添加 (脂質
最終濃度：0.5 mM) し、パーフルオロプロパンでバイアル瓶内の空気を置換後アルミキャ
ップで密封した。密封したバイアル瓶は 1 分間氷冷し、その後 高速振とう機（VIALMIXⓇ ）
を用いて 45 秒間攪拌し、マイクロバブル とした。攪拌後のマイクロバブルは 5 分間氷冷
することで粗熱を除去し、2 mL 用バイアル瓶を倒立状態で 15 分間室温静置した。その後、
粒子径の大きなマイクロバブルを浮遊させ除去するために、24G の針とシリンジを用いて
下層のマイクロバブル懸濁液を採取し、実験に供した。なお、調製したマイクロバブルの



平均粒子径および個数濃度は、コールターカウンターを用いて計測した。 
マイクロバブルの安定性は、超音波造影における造影輝度の変化を指標に評価した。

500 mL の脱気 PBS (37°C、攪拌下) にマイクロバブル (4×107 個) を添加し、超音波撮像 
(フレームレート：1 Hz、周波数： 6.5 MHz、ゲイン：1 dB、深さ：2.0 cm、ダイナミッ
クレンジ：72 dB、MI: 0.2) を行った。撮像した造影像は Image J を用いて輝度解析し、
相対輝度を算出した。相対輝度は最高輝度から、次式（相対輝度 = 輝度 / 最高輝度 ×100 
(%)）を用いて算出し、得られた相対輝度から、マイクロバブルの造影半減期を算出し比
較検討した。 

マイクロバブルの血中滞留性は、マイクロバブルを正常マウスに投与後、腎臓の血流
イメージングにおける、造影半減期を指標に評価した。ddY マウス (雌性、6 週齢) にバ
ブルを 1×107 個/20 µL 投与した後、超音波撮像 (フレームレート：1 Hz、周波数： 6.5 
MHz、ゲイン：1 dB、深さ：2.0 cm、ダイナミックレンジ：72 dB、MI: 0.2)を行った。
撮像した動画を image J を用いて輝度解析を行ない、その値から相対輝度を算出した。
なお、相対輝度が 50%になる時間を造影半減期として比較検討した。 

 
(3)  乳がん細胞株 (4T1) 移植マウスに DSPC： DSPG：DSPE-MPEG (2k) = 3：6：1 (モル比)の

マイクロバブルを静脈内投与するとともにがん組織に超音波 (周波数: 1 MHz、 Duty cycle: 
50%、 照射強度: 4 W/cm2、 照射時間: 2 分) を照射した。その 1 日後に正常マウスの脾臓か
ら磁気ビーズ法で回収した CD8+ T 細胞を静脈内投与した。その後の腫瘍体積を指標に抗
腫瘍効果を評価した。また、治療後の腫瘍内の免疫微小環を免疫組織化学染色やフローサ
イトメトリーにより解析した。 

 
４．研究成果 
 
(1)  マイクロバブル存在下および非存在下における超音波照射強度によるがん組織への傷害

について検討を行った結果、マイクロバブル非存在下における超音波照射による組織傷害
は観察されなかった。一
方、マイクロバブル存在下
超音波照射すると、照射強
度依存的な組織傷害範囲の
拡大が観察された。そこ
で、担がんマウスにおける
腫瘍増殖抑制効果を検討し
たところ、マイクロバブル
非存在下における超音波照
射では、腫瘍増殖抑制効果
が認められなかった。一
方、マイクロバブル存在下
では、超音波照射強度依存
的な腫瘍増殖抑制効果が認
められた（図 1）。このこと
から、担がんマウスにおけ
る腫瘍増殖抑制効果は、マ
イクロバブルの圧壊に伴う
がん組織への直接的な傷害が治療効果に寄与していると考えられた。このがん組織への直
接的な傷害誘導による、抗腫瘍免疫の活性化について検討するため、抗腫瘍免疫において
主要なエフェクター細胞として働くことが知られている CD8+ T 細胞の関与について検討し
た。その結果、CD8+ T 細胞を除去したマウスにおいて、治療効果が認められなくなった。
このことから、マイクロバブルと超音波照射の組み合わせによるがん組織の傷害で効果的
な抗腫瘍免疫が誘導されていることが明らかとなった。これは、マイクロバブルと超音波
照射の組み合わせによるがん組織傷害により、腫瘍微小環境が抗腫瘍的な免疫環境に転換
されたためではないかと考えられた。この結果より、マイクロバブルと超音波照射の組み
合わせによる物理的なエネルギーで、がん組織の傷害誘導を起点とした抗腫瘍免疫誘導の
可能性を見出すことができた。 
 

(2)  前項で得られた抗腫瘍免疫誘導によるがん治療を、種々のがん種に応用していくことを
考えた場合、マイクロバブルをがん組織に直接投与するのみならず、マイクロバブルを全
身投与し、血流を介してがん組織にマイクロバブルをデリバリーすることが重要であると
考えられる。その場合、マイクロバブルの血中での安定性や滞留性に優れたマイクロバブ
ルが必要となる。残念ながら、前項で利用したマイクロバブルの安定性は低く、血中で速
やかに崩壊し、マイクロバブルとしての機能が失われてしまうことが明らかとなった。そ
こで、血中でも安定性の高いマイクロバブルの開発を行った。リポソーム研究において、
リポソーム膜成分に Distearoyl phosphatidylglycerol (DSPG) を導入することで、膜の安定性が

 

図 1マイクロバブルと超音波照射によるがん治療効果 
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増大することが報告されてている。この結果を参考に、外殻成分に DSPG を添加したマイ
クロバブルを調製した。なお、本検討ではマイクロバブルの外殻に 0～90％の DSPGを含有
するマイクロバブルを調製し、各マイクロバブルの特性評価を行った。各マイクロバブル
の平均粒子径を測定した結果、平均粒子径が 2.3～2.7 m のマイクロバブルであることが明
らかとなった。そ
こで次に、in vitro 
でのマイクロバブ
ルの安定性を超音
波造影により評価
した。その結果、
DSPG 含量が 60％
のマイクロバブル
の造影半減期が最
も長く、安定性が
高いことが明らか
となった。次に、
マイクロバブルを
マウスに投与し、
血中での安定性・
滞留性を評価した（図 2）。その結果、この検討でも DSPG 含量が 60％のマイクロバブルの
造影半減期が長いことが明らかとなった。このことから、DSPG 含量 60％のマイクロバブ
ルが、生体内での安定性や血中滞留性に優れたマイクロバブルであることが示唆された。
以降の検討では、この DSPG 含量 60％のマイクロバブルを実験に使用した 

 
(3)  本検討では、T 細胞移入による養子免疫療法に対する抗腫瘍効果を検討するため、がん

組織に内在性の T 細胞の浸潤が少ない Cold  腫瘍として知られている乳がん細胞株（4T1）
を移植したマウスに対する治療を行うこととした。マイクロバブルと 超音波照射でがん組
織を処置し、CD8+ T 細
胞を移入することで、
抗腫瘍効果が増強され
た（図 3）。このよう
に、養子免疫療法の前
にマイクロバブルと超
音波照射による処置を
行うことで、養子免疫
療法の治療効果を高め
られることが示され
た。マイクロバブルに
超音波を照射すると、
マイクロバブルの振動
や圧壊のような機械的
作用が誘導される。こ
のマイクロバブルの挙
動が、がん組織に直接
的な影響を与える。し
たがって、血流を介し
てがん組織内に流入す
るマイクロバブルの量
が腫瘍微小環境の変化
に影響を与え、その後
の養子免疫療法の併用効果を左右する可能性がある。そこで、マイクロバブル投与量の影
響を評価した（図 4）。その結果、マイクロバブルの投与量に最適投与量が存在し、今回の
検討では、マイクロバブルの投与量が 1×107 個/マウスにおいて、最も高い抗腫瘍効果が得
られることが明らかとなった。そこで、この最適化された併用療法における腫瘍内の免疫
微小環境について検討した。 
 併用治療後のがん組織を回収し、組織切片を作成後、がん組織内の CD8+ 細胞を免疫組
織化学染色にて観察した（図 5）。その結果、マイクロバブルと超音波照射を処置しただけ
では、腫瘍内の CD8+ 細胞の増加は確認できなった。一方、CD8+ T 細胞の移入では、腫瘍
内の CD8+ 細胞数が増加した。さらに、マイクロバブルと超音波照射と CD8+ T 細胞移入を
併用した群では、CD8+ 細胞数のさらなる増加が認められた。このことから、マイクロバブ
ルと超音波照射後に CD8+ T 細胞を移入することで、腫瘍内において抗腫瘍免疫のエフェク
ター細胞である CD8+ T 細胞が増加し、これが抗腫瘍効果の増強につながったものと推察さ

 

図 2 マイクロバブルの血中滞留性 （in vivo） 
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図 3 マイクロバブルと超音波照射および養子免疫療法の併用
によるがん治療効果 
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れた。また、このような腫瘍内の免
疫微小環境の変化は、マイクロバブ
ルと超音波照射による効果であると
考えられた。マイクロバブルと超音
波照射によるがん組織への影響は、
超音波照射下におけるマイクロバブ
ルの機械的作用でがん組織が直接的
に傷害されることに起因するものと
考えられる。このような物理的作用
で傷害されたがん組織では、傷害さ
れた細胞から危険因子が放出され、
自然免疫系の活性化が誘導されてい
るものと考えられる。そこで、マイ
クロバブルと超音波照射で処置した
がん組織内での自然免疫系の活性化
について検討するため、NK 細胞数
の変化を指標に検討した（図 6）。そ
の結果、マイクロバブルと超音波照
射での処置から 3 日後に腫瘍内の NK 細胞数が増加することが明らかとなった。このこと
より、マイクロバブルと超音波照射によりがん組織を処置することで、腫瘍内の自然免疫
系が活性化されることで、腫瘍内の免疫微小環境が抗腫瘍免疫誘導型に転換し、CD8+ T 細
胞移入による養子免疫療法の効果が増強したものと考えられた。 
以上の結果より、マイクロバブルと超音波は、固形がんに対する CD8+ T 細胞の養子免疫

療法の抗腫瘍効果を増強できる有用な併用療法であることが示された。また、この抗腫瘍
効果増強において、マイクロバブルの投与量の最適化が重要であることが示された。 

 
図 4 マイクロバブルと超音波照射および養子免疫療法の併用におけるがん治療効果におよ

ぼすマイクロバブル投与量の影響 
 

 

図 5 併用治療（Day14）におけるがん組織内の CD8+ 細胞の免疫組織化学染色 
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図 6 マイクロバブルと超音波照射後の腫瘍内の

免疫微小環境の変化（NK 細胞の解析：フ
ローサイトメトリー） 
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