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研究成果の概要（和文）：薬物送達における超音波の機械的・生理的作用機序の解明を目指し，以下を検討し
た．まず，細胞の物理特性を模擬したゲルを用いて内腔径10ミクロンの管腔ファントムを作成し，気泡のダイナ
ミクスが生じる内腔変形とゲル硬さの関連を調べた．次に，血管内皮細胞の3次元培養により毛細血管をゲル内
に作成し，その内皮細胞層からの薬剤漏出と細胞損傷を共焦点蛍光観察により明らかにした．さらに，ラット腸
間膜を用いたex vivo実験を通じて，実組織の毛細血管内における微小気泡ダイナミクスを明らかにした．最後
に，超音波による樹状細胞の機械刺激を実現し，超音波照射による免疫機能活性化の可能性を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We conducted the following investigations to elucidate mechanical and 
physiological mechanisms in ultrasound-enhanced drug delivery. First, we prepared a vascular lumen 
phantom with a lumen diameter of 10 microns using a gel that mimicked the physical properties of 
cells and investigated the relationship between the lumen deformation caused by bubble dynamics and 
the gel stiffness. Next, extravasation of a drug through the endothelial cell layer created in the 
gel by the three-dimensional culture method and resulting cell damage were visualized using confocal
 fluorescence microscopy. Furthermore, ex vivo experiments using rat mesentery revealed microbubble 
dynamics in capillaries in biological tissues. Finally, the ability of ultrasound exposure to induce
 a mechanical sensation in dendritic cells demonstrates the potential of ultrasound to enhance 
dendritic cell function in immune cancer therapy.

研究分野： 医用超音波

キーワード： 超音波　微小気泡　薬物送達　血液脳関門・血液腫瘍関門開放　血管ファントム　3次元培養　高速度・
共焦点観察
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管内の微小気泡への超音波照射による局所薬物送達は，実現に向けて多くの基礎的・臨床的研究が進められて
いる．しかし，毛細血管内気泡のダイナミクスとそれが内皮細胞に与える影響の直接観察は難しく，薬物送達の
根源的な作用機序は解明されていない．本研究では，ゲル，三次元培養細胞，腸間膜を用いて３種類の毛細血管
ファントムを作成し，腔内における気泡ダイナミクスの高速度観察，血管外漏出の増加と細胞損傷の蛍光観察を
実現する新手法を開発し，生体内で起きている現象の実像に迫った．本研究の成果は，超音波薬物送達の分野に
おける全ての実験結果の統一的理解に重要な役割を果たし，応用の進展に大きく寄与するものと考えられる．

※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。
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１．研究開始当初の背景
　超音波の照射により細胞膜や血管の透過性を一時的に向上させ，通常は透過しない薬剤などを細胞内に導入したり，血管外
に漏出させたりする手法を超音波薬物送達という．薬物と同時に直径数ミクロンの気泡を投与すると薬物送達の効率が大幅に
向上することが知られているが，その機序は未だ明らかではない．理解が進まないことの理由は，従来の研究が用いるアプロー
チの方法に３つの限界があるためと考えられる．
①	薬物送達に使われる直径数ミクロンの気泡の膨張収縮運動を観察するには，１秒間に数百万コマ以上の撮影速度を実現す
る高倍率な顕微観察システムが必要である．高速度と高倍率を両立する観察システムの実現は難しい．

②	振動する気泡が細胞に及ぼす作用の詳細な顕微観察には，適切な蛍光染料を用いた共焦点観察が必須であり，これを高速
度顕微観察と組み合わせた報告はほとんどない．

③	管腔内の気泡のダイナミクスは周囲物質の力学的特性に強い影響を受けることから，生体に近い力学的条件での観察が重
要である．

　我々は．これら３つの要請に応える観察を実現するために，高速度撮影と共焦点顕微観察を１台の顕微鏡で実現する観察シ
ステムを開発し，これを用いる観察技術の開発を行ってきた（基盤研究 A，17H00864，細胞・微小気泡間相互作用のその場
観察によるソノポレーションの機序解明と応用拡大，代表　工藤信樹）．本稿で報告する研究は，上記科研研究の継続課題とし
て主として②，③の項目の深化に重点をおいて計画・実施したものである．

２．研究の目的
　血管内に投与された薬剤を超音波照射部位にのみ送達する超音波薬物送達では，直径数ミクロンの気泡を薬剤と同時投与す
ることにより大幅に効率が向上することが知られている．しかし血管内で起きている現象の直接観察は困難で，機序は未解明
である．本研究では，研究代表者が開発した世界最先端の高速度撮影・共焦点顕微観察システムと，ゲルや３次元細胞培養に
より作成した血管ファントムと生体組織顕微観察技術を用いて，血管内での気泡のダイナミクスが内皮細胞や血管構造に及ぼ
す機械的作用とその結果生じる生理的作用をその場観察し，血管の透過性変化や血管損傷の発生機序を解明し，高効率で安全
な薬物送達の実現を目指す．また超音波は，生体を機械的に刺激を加えることで，細胞の持つ機能を誘導する手段としても検
討が進められている．このような応用を念頭に本研究では，癌治療への応用が進められている免疫治療において重要な役割を
果たす樹状細胞の機械刺激受容特性についても検討した．

３．研究の方法
(1)	ゲルファントムの作成
　毛細血管内での気泡のふるまいを調べるために，毛細血管と同程度の内腔径を有する管腔ゲ
ルファントムを作成した．ゲルには，弾性率の制御が容易なアクリルアミドゲルを用いた．管
腔構造は，あらかじめ直径	10	µm	のタングステンワイヤーを配置したゲル型にアクリルアミ
ドゲル溶液を満たし，ゲル化後にタングステンワイヤーを引き抜くことにより作成した（図	1）．
アクリルアミドの濃度は，	5%,	15%,	30%	の	3	種類に設定した．また，上記	3	種類のゲルの他
に微小気泡の懸濁液をそのままゲル化したファントムも作成し，ゲルの動的弾性率の評価に使
用した．．

(2)	ゲル管腔内気泡のダイナミクス観察
　気泡のダイナミクスの観察には，工藤らが開発した観察システムの高速度観察機能を用い
た．倒立型顕微鏡（ECLIPSE	Ti，Nikon）のステージ上に水槽を置き，その内部に直径	50	
mm，焦点距離	70	mm，中心周波数	1.0	MHz	の集束型振動子を設置した．観察チャンバは
水槽の底部に設け，その内部に観察対象であるファントムを配置した．ファンクションジェ
ネレータで発生した正弦波バーストパルスを広帯域アンプで増幅して振動子を駆動し，振動
子の焦点に置いた気泡や細胞にパルス超音波を 1度のみ照射した．撮影には高速度ビデオカ
メラHPV-X2（島津製作所）を用い，顕微画像を最大 100 万コマ毎秒の速度で 256 コマ撮
影した．

(3)	ゲル内気泡の等方的膨張収縮のシミュレーション
　弾性率には周波数依存性があり，同じ物質であっても超音波周波数帯における動的弾性率は一般に測定される準静的な弾性
率とは有意に異なる．そこで本研究では，動的弾性率の評価を目的に，気泡の膨張・収縮を求めるシミュレーションを行った．
計算式にはレイリー・プレセット方程式を用いた．ゲルの影響を表すため，気泡膨張時にゲルが気泡を押し返す外力とゲルが
振動を減衰させる減衰項を加えた（式 1）．ゲルが気泡を押し返す力とゲルの弾性率，気泡径変化の関連は，厚肉円筒の理論式
からの式変形により求めた（式 2）．

図1　ゲルファントム作成法
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図 2　本研究に用いた観察システム
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(4)	血管内皮細胞の三次元培養による毛細血管ファントムの作成
　柔軟なゲル内に内皮細胞を分散させた状態で培養すると内皮細胞の凝集が起き，
ゲル内に	3	次元的な毛細血管構造を形成することができる．本研究ではこの技術
を活用し，管腔ゲルファントムよりもさらに生体に近い毛細血管ファントムを作
成した．ファントムは	2	種類作成した．最初のファントムは，細胞としてヒト臍
帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用い，コラーゲンゲル内で細胞培養することに
より作成した．第	2	のファントムは，HUVEC	と正常ヒト肺線維芽細胞	(NHLF)	を
共培養することで，実際の毛細血管により近い構造を持つ内腔を形成した．ゲル
の基材としてはフィブリンゲルを用いた．本研究では，血管内に微小気泡や模擬
薬剤を導入する必要があることから，ゲル表面に血管開口部が発生するような培
養手順を開発した（図	3）．

(5)	血管外漏出と細胞損傷の評価
　開発した毛細血管ファントムを用いて，気泡のダイナミクスが内皮細胞と血管構造に及ぼす機械的作用を観察した．実験に
は，これまでに開発した観察システムの高速度観察機能と共焦点観察機能の両方を用いた．倒立型顕微鏡に前述の高速度カメ
ラとレーザ共焦点観察ユニット (C2	Si,	Nikon) を接続し，ミラーで光路を切り替えることにより（図 2）高速度観察と共焦点観
察を同一視野で行うことを可能とした．超音波照射に伴う血管透過性の向上を評価するために，微小気泡と FITC で標識された
dextran（以下 FITC-dextran）を血管内に導入し，超音波照射を行った．血管透過性の分子量依存性を評価するために，分子量
70	kDa と 2	MDa の 2種類の FITC-dextran を用いた．

(6)	ラット腸間膜の毛細血管を用いた観察
　生体組織内の毛細血管内部における気泡のダイナミクスと気泡
が受ける作用を明らかにするために，ラットから採材した腸間膜
の毛細血管を用いた実験を行った . 摘出した腸間膜の外観を図	4	
に示す . ラットとしては，腸間膜の血管密度が高いと報告されて
いる 9	週齢前後の	F344	種（雌）を用いた . 採材時には，最初に
大動脈と大静脈を結紮し血液の流出を避けることで細い血管を見
失うことを防いだ状態で，肝臓，小腸 ( 腸間膜 )，大腸，盲腸を一
体として切り出した . その後，肝臓の裏面にある腸間膜動脈から
インドシアニングリーンを加えた微小気泡懸濁液を投与した .		切
り出した腸間膜への超音波照射と観察を実現するため，導波路付
き超音波振動子と照射用容器を開発した . 概要を図	5	に	示す . 臓
器は，深さ	5	mm	程度の浅い照射容器内に配置した . 超音波振動
子自体は従来と同じものを用い，超音波伝搬路確保のために	円錐状の導波路を付加し，その先端を薄いゴム膜で閉じた .

(7)	樹状細胞の機械受容特性に関する検討
　さらに，樹状細胞の機械刺激受容特性に関する検討を行った．細胞株としては．マウス骨髄由来の	DC2.4	を用い，2	種類の
実験を行った．最初の実験では，体外で分化した樹状細胞の成熟促進を目的として，微小気泡を貪食した樹状細胞に超音波に
よる機械刺激を加えた．カバーガラス上に播種した樹状細胞を	24	時間培養した後，脂質シェル気泡またはプラスチックシェル
気泡の懸濁液とともに	10	分間培養することで気泡を貪食させた．次に，生体内部に存在する細胞の機械刺激を想定し，ゲル内
部に分散培養した樹状細胞に超音波を照射する実験を行った．細胞の機械刺激受容の判定には，細胞内	Ca2+	濃度の変化を緑蛍
光の輝度変化として可視化する	Fluo-8	を用いた．また，細胞損傷発生の判定には，膜損傷の発生とともに細胞に取り込まれ青
色蛍光を発生する	SytoxBlue	を用いた．

４．研究成果
(1)	管腔ゲルファントム内の微小気泡のダイナミクス
　アクリルアミド濃度	5%，15%，30%	のゲル中に直径約	10	µm	の管腔を作成
し，その内部に脂質シェルを有する直径約	1	µm	の微小気泡を導入した．準静
的に計測した濃度	5%，15%，30%	のゲルの弾性率は，それぞれ	1.4,	2.3,	8.6	
kPa	であった．動物細胞の弾性率は一般に	3	kPa	程度と報告されており，作成
したゲルの弾性率はこれに近い値を実現していた．
　顕微鏡観察下で中心周波数	1	MHz，波数 3	波，最大負圧	0.2，0.4，0.6	MPa	
の超音波パルスを照射し，微小気泡のふるまいを高速度撮影した．撮影速度は	
1,000	万コマ毎秒とし，256	コマを撮影した．気泡が膨張した時相における撮
影結果を図 6	に示す．全般的に，超音波負音圧の増加とともに気泡径が増加し
ている．また，気泡の形状は，5％ゲルでは真円に近く，15%	ゲルでは管腔の
長手方向を長径とする楕円となり，	30%	ゲルではさらに扁平な楕円となった．
気泡が楕円形になるのは，管腔の長手方向では水圧と超音波圧力のみが気泡に
加わるのに対し，管腔の径方向では膨張した気泡をゲルが押し返す力が加わる
ためであり，楕円形状がゲルの弾性率を反映する．

毛細管ゲルファントム内の非球形気泡のダイナミクス

最大負圧の増大とともに内腔径が増加 
ゲル弾性率の増加とともに 減少内腔径が

ゲルファントム内気泡 
高速度観察結果 最大内腔径
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図 6　ゲル管腔内気泡の膨張とそれに伴う内腔変形
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(2)	ゲルの動的弾性率
　弾性率には周波数依存性があり，一般には準静的な加重を加えた際の変形から準静的な縦弾
性率が使われる．しかし，超音波照射下における気泡のダイナミクスを求めるには，その周波
数帯域での弾性率を求める必要がある．そこで本研究では，ゲル中気泡の運動を高速度度カメ
ラで観察し得られた径変化と，ゲルの弾性率を考慮したシミュレーションの結果をフィッティ
ングすることにより，動的弾性率を推定した
　図	7(a)	に気泡径の変化を高速度観察結果から求めた結果を，図	7(b)	にレイリー・プレセッ
ト方程式から求めた径変化を示す．(b)	は，気泡の最大膨張径の実測値と計算値が一致するよう，
ゲルの弾性率を設定した結果であり，この検討より，アクリルアミド濃度	5%，15%，	30%	の
ゲルの	1	MHz	の超音波振動に対する動的弾性率は，それぞれ，29	kPa，68	kPa，160	kPa	程
度と推定された．

(3)	3 次元細胞培養による毛細血管ファントムの作成
　さらに，血管内皮細胞の	3	次元培養により，生体に近い毛細血管ファントムを作成した．HUVEC	単独で作成したファントム（単
培養ファントム）の血管断面の共焦点画像を図	8(a)	に，HUVEC	と NHLF	の共培養により作成したファントム（共培養ファン
トム）の血管断面の共焦点画像を図	8(b)	に示す．血管内には，微小気泡の懸濁液に模擬薬剤として分子量	70	kDa	の	dextran
を混入した液体を導入した．分子量	70Da	以上の物質は，通常の毛細血管から漏れ出すことはないとされている．微小気泡の
シェルの染色には	DiI（赤）を，模擬薬剤（dextran）の標識には	FITC（緑）を，血管内皮細胞の細胞膜の染色には	Cell	Mask	
DeepRed（紫）を用いた．
　単培養ファントムでは，血管内における FITC-dextran	の強い蛍光に加え，内皮細胞
を隔てた外側にも	その蛍光が認められる．これに対し共培養ファントムでは，血管外
に	FITC の蛍光は全く観察されていない．この結果より，血管からの薬物漏れ出しにつ
いて分子量を考慮した議論をする場合には，共培養ファントムを用いる必要があること
を示している．単培養ファントムでは，血管内腔形成を誘導するために，血管内皮細胞
増殖因子（VEGF）を投与する必要がある．しかし	VEGF	は，血管新生を促進するとと
もに内皮細胞の結合を阻害し血管透過性を亢進するという問題が生じる．一方，共培養
ファントムでは，線維芽細胞が血管内皮細胞成長因子を生成し管腔形成を促進するとと
もに血管新生抑制因子も生成し，これが内皮細胞間の結合を改善した結果，実際の毛細
血管に近い透過特性を実現したものと考えられる．

(4)	超音波照射による血管外漏出の観察
　共培養ファントムを用いて，超音波照射下での血管内微小気泡のふるまいを高速度観察した．図	9(a)	は超音波照射直前，(b)
は照射下で気泡径が最大となった瞬間の高速度画像である．微小気泡の膨張に伴い，内腔が拡張する様子が確認されているこ
とから，気泡が内皮細胞間の結合を緩めるのに十分な力を及ぼしていることがわかる．さらに，同一のファントムについて，
超音波照射前後の	FITC-dextran（2	MDa）蛍光の共焦点タイムラプス観察を行った．(c)	は超音波照射前，(d)	は超音波照射後
のファントムの共焦点観察像である．(c)，(d)
に示す各	ROI	内の	FITC-dextran	平均輝度の
時間変化を	(e)	に示す．超音波照射により，	
dextran	の	輝度は血管内で低下し，血管外
（血管壁近傍）で上昇した．上昇の程度が管
腔から離れるほど低下していることは，血
管外の輝度上昇が管腔からの	dextran	拡散
に起因することを示している．以上の	結果
より，超音波照射下での血管内微小気泡の
膨張・収縮が血管透過性を向上させること
が実験的に確認できた．

(5)	ラット腸間膜の毛細血管を用いた観察
　腸間膜自体の透明度は高いが，血管走行部には高い頻度で脂肪細胞が存在し，毛細血管の観察を妨げている．今回の実験を
通じ，小腸壁から腸間膜に移行する部位で，再現性高く毛細血管
が観察できることを見いだした．本実験では，微小気泡の懸濁液
を門脈につながる腸間膜動脈から逆行性に注入したが，小腸壁ま
で微小気泡が到達する割合は非常に低かった．
　図	10	は観察例である．(a)	は超音波照射前で多くの毛細血管
と思われる構造が観察されている．(b)	は最大負圧	1	MPa	の超音
波照射下で捉えた最大膨張時相における微小気泡の高速度観察結
果である．気泡最大径は，30	µm	程度であり，ゲルファントム
や毛細血管ファントムで観察された最大径と同程度の膨張が生じ
ていることがわかる．(c)	は，(b)	に示した気泡の拡大図である．
気泡は楕円形であり，短径と長径の比（楕円率）は	0.75	であった．

図7　ゲルファントム内気泡の径変化
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模擬薬剤: FITC dextran (70 kDa)
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図 10　ラット腸間膜と小腸の移行部の顕微鏡像　(a) 超音波照射前，
(b) 高速度撮影像，(c) 微小気泡拡大像． 10 μm
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　図 11 は，硬さが異なるゲルファントム（ゲル濃
度 5%,	15%,	30%）の管腔内で観察された膨張気泡
である（図 6の一部を再掲・追記，超音波負圧 0.6	
MPa）．これらの気泡の楕円率は，それぞれ 0.9		( 動
的弾性率	29	kPa)，0.71		(68	kPa)，0.61		(160	kPa)
であった．図 12 は，動的弾性率と楕円率の関連を
グラフ化した結果である．生体の毛細血管内で観察
された微小気泡の楕円率が 0.75 であったことから，
超音波の周波数帯域（1	MHz）における毛細血管の
動的弾性率は 60	kPa 程度と推測できる．

(6)	気泡を内包する樹状細胞の機械刺激
　樹状細胞の機械刺激受容を細胞内	Ca2+	濃度変化の観察により調べた．Ca2+	濃度変化の可視化には	Fluo-8	を用いた．細胞内気
泡の種類（脂質シェル気泡，プラスチックシェル気泡）にかかわらず，貪食細胞では，波数	3	波，最大負圧	0.6	MPa	程度の短
パルス超音波の照射により細胞内	Ca2+	変動を誘導することができた．気泡を貪食していない細胞では，超音波と同期した	Ca2+	
の変動は見られなかった．図	12	は，プラスチック気泡を貪食した細胞に	5	秒間隔で	5	回の超音波短パルス照射を行なった際
に得られた細胞像である．細胞は	Ca2+	を可視化する	Fluo-8	と細胞損傷を可視化する	SytoxBlue	で染色されており，Ca2+	濃度が
上昇すると緑蛍光の強度が増大し．細胞膜損傷が起きると	SytoxBlue	が細胞内に入り青蛍光が生じる．
　図	12(a)	は超音波照射前であり，細胞内に	4	つの微小気泡が取り込まれていることがわかる．(b)	は	1	回目の超音波照射後の
細胞像である．超音波の照射による細胞内	Ca2+	の上昇が捉えられている．また，5	回の超音波照射後も細胞内に	SytoxBlue	の
青蛍光は認められず（図示しない），Ca2+	の上昇が，超音波による膜損傷ではなく，機械刺激受容チャネルの動作により誘導さ
れたことを示している．(c)	は，5	回目の超音波照射後の細胞像である．細胞の機械刺激が繰り返し実現できることを示している．
(d)	は，5	回の超音波照射に伴う	Ca2+	濃度の時間変化を表し，Ca2+	の上昇が超音波の照射と同期していること，繰り返し機械刺
激が可能であることを表している．
　図	13	は，上記細胞に	1	回目の超音波を照射した際の，細胞内気泡のダイナミクスを高速度撮影した結果である．(a)	は超音
波が細胞に到達する直前（0	µs）の明視野像であり図	12	と同様に細胞内には	4	つの気泡が確認できる．(b)	は半周期（0.5	µs）
後の細胞像であり，左側	2	つの気泡が非等方的に収縮していることがわかる．(c)	は	0.9	µs（約 1周期）後の細胞像であり，気
泡は元の形状に復元している．気泡を内包する細胞にのみ	Ca2+	の上昇が見られたことは，細胞内の局所で気泡が体積変化する
ことが細胞膜やストレスファイバに張力を与え，細胞膜上の機械刺激受容チャネルを動作させたものと考えられる．

(7)	気泡を内包しない樹状細胞の機械刺激
　超音波照射による生体深部細胞の機械刺激の機序を検討するため，コラーゲンゲル内に培養した樹状細胞に生じる Ca2+ の変
化を観察した．同一の細胞に，最大負圧と波数を増加させながら超音波を照射し，細胞内 Ca2+ の上昇が始まる閾値条件を調べた．
その結果，波数 1,500 波，最大負圧 1.0	MPa の超音波パルスを照射したときに初めて Ca2+ 濃度の上昇が見られた．図 14(a) に
Ca2+ の上昇を Fluo-8 で可視化した結果を，(b) には同細胞の膜損傷の有無を SytoxBlue で可視化した結果を示す．膜損傷を伴わ
ずに Ca2+ の上昇が見られたことから機械受容チャネルが動作したことがわかる．また (c) は，超音波の音響放射力により細胞
が移動する様子を 0.2	ms おきに記録した結果である．細胞は超音波照射力を受けた後 1.8	ms の間に約 70	µmの距離を往復し
ており，超音波の放射力が 100G を越える加速度を細胞に与えること，樹状細胞がそれを受容できることを示している．

以上

図14　微小気泡を含まない樹状細胞
の音響放射力による移動の高速度撮
影結果

図 13　樹状細胞に貪食された微小気泡が超音波照
射下で生じるダイナミクスの高速度観察
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図 11　気泡楕円率からの動的弾性率推定．(a) 弾性率が異なるゲルファントム内で膨
張する気泡とその楕円率，(b)	ゲル動的弾性率からの毛細血管弾性率推定
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図 12　超音波照射による微小気泡を貪食した樹状
細胞の Ca2+ 濃度変化の誘導．(a) 超音波照射前，(b)	
第 1 回超音波照射後の Fulo-8 蛍光像，(c) 第 5 回超
音波照射後の Fulo-8 蛍光像．(d)	細胞内 Fluo-8 輝度
積算値の変動
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