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研究成果の概要（和文）：膵がん細胞株を用いたin vitro実験において、マイクロバブル・超音波照射をX線照
射と併用することにより殺細胞効果が増強されることが示された。その相乗的な放射線増感効果については細胞
の種類やマイクロバブル濃度に依存することが示唆された。一方でそれらとナノ粒子との併用による放射線増感
効果の増強は認められなかった。本研究の実施条件ではマイクロバブル・超音波照射の段階でマイクロバブル濃
度に依存した有意な細胞死が生じていたため、ナノ粒子による追加の増強効果は見られなかったと推察される。
ナノ粒子併用にあたっては最適なマイクロバブル・超音波照射条件の検討が必要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This in vitro study demonstrated significant cell-killing effects on 
pancreatic cancer cells when ultrasound-stimulated microbubbles and X-rays were used in combination.
 The results suggest that ultrasound-stimulated microbubbles can enhance the therapeutic efficacy of
 radiation therapy additively, whilst the synergistic dose enhancement effects may be dependent on 
the cell type and microbubble concentration. However, they did not improve the efficacy of 
nanoparticle-induced radiosensitisation. As the ultrasound exposure settings used in this study were
 limited, further studies with different experimental settings are needed to confirm the effects of 
ultrasound-stimulated microbubbles on radiation therapy and nanoparticles.

研究分野：放射線治療

キーワード： マイクロバブル　超音波　放射線治療　ナノ粒子

  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・超音波照射による放射線増感効果、さらにナノ粒子との併用効果に関する過去の報告数は少な
く、その有効性については不明であった。本研究の成果によりマイクロバブル・超音波照射の放射線増感効果の
可能性が示されたとともに、新たな課題も明らかになり、今後マイクロバブルを用いたがん放射線治療の研究発
展につながると考えられる。

※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 
 放射線治療はがん治療における主要な治療法の 1 つであり、切らずに治す低侵襲治療として
年々治療患者数は増加している。しかし一般的な X線を用いた治療では進行した癌や X線抵抗
性をもつ癌には効果が低いという欠点があり、そのような腫瘍に対しては X 線を照射するだけ
では治癒へ導くことが難しい。これに対する 1 つの方法として腫瘍の X 線の効果を局所的に高
める放射線増感剤がある。 
 放射線増感剤の 1つとして、金属ナノ粒子が注目されている。X線照射によりナノ粒子から生
成される 2次電子が生体内での活性酸素種（ROS, Reactive Oxygen Species）を増加させることに
より細胞死を増強することができる。多くの先行研究でナノ粒子の放射線増感効果は報告され
ており、我々のグループでも二酸化チタンをベースに独自合成した過酸化チタンナノ粒子を使
用した細胞実験および動物実験で放射線増感剤としてのその有効性を報告してきた[1]。 
 しかし、課題としてナノ粒子の細胞内へ取り込み量が少なく、投与量に対してその増感効果が
十分に発揮されていないことが挙げられる。実際、過酸化チタンナノ粒子を担癌マウスに血管投
与した実験では、投与したナノ粒子の約 10%しか腫瘍に集積していなかった[2]。 
そこでマイクロバブルの利用に着目した。マイクロバブルは超音波診断の微小気泡造影剤と
して一般的に臨床現場で使用されているが、マイクロバブルに超音波照射すると生じるキャビ
テーションやソノポレーション現象により、隣接する細胞の細胞膜に一時的に孔を開け、細胞内
への薬剤導入を促進することがいくつかの研究で示唆されている[3]。さらに超音波照射したマ
イクロバブル自体が放射線増感剤としても作用することも報告されている[4]。このマイクロバ
ブルをナノ粒子に組み合わせることにより、がん細胞へのナノ粒子の取り込み量が増加し、相乗
的な放射線増感効果が得られないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
膵臓がん細胞に対するマイクロバブルとナノ粒子のハイブリッド放射線増感療法の有用性を

in vitroにて検証することを目的とした。膵がんは従来の放射線治療で難治性とされており、将
来的に放射線増感剤の良い適応疾患になり得ると考え、本研究で使用した。最初にマイクロバブ
ルと超音波照射での細胞毒性と放射線増感効果を調べ、その後にそれらとナノ粒子を組み合わ
せたときの放射線増感効果について調べた。 
 
３．研究の方法 
マイクロバブルはソナゾイド（GEヘルスケアファーマ社製）、超音波装置は LOGIQ e、4C-RS
プローブ（GEヘルスケアジャパン社製）を用いた。いずれも実臨床でも使用しているものであ
り、超音波の照射パラメータ（周波数、MI 値および照射時間）は照射前後のマイクロバブルの
変化をもとに最適化した。 
細胞実験にはヒト膵がん細胞株であるMIAPaCa-2、PANC-1を用い、トリプシン処理により浮
遊状態にして異なる濃度のマイクロバブルやナノ粒子を添加し、超音波照射を行った。放射線照
射は 150 kVp の X 線、ナノ粒子は過酸化チタンナノ粒子を用いた[1]。処置後、Water-Soluble 
Tetrazolium（WST）アッセイおよびコロニーアッセイにより細胞の生存率を、Carboxy 2’,7’-
dichlorodihydrofluorescein diacetate（c-H2DCFDA）アッセイにより生成される ROSを評価した。 
 
４．研究成果 
（１）超音波照射パラメータの違いによるマイクロバブルへの影響 

24ウェルプレート上の 0.2% v/vマイクロバブルに対し周波数 2.0～5.5 MHz、MI値 0.4～1.0の
超音波をプレート底部から一様に 1～5分間照射した際のマイクロバブルの変化を観察したとこ
ろ、4.0 MHz、MI値 1.0、照射時間 3分の条件下で平均 97.2%のマイクロバブルが超音波照射に
より圧壊されることが確認された（図 1）。本研究ではこのマイクロバブルの圧壊が細胞損傷に
寄与すると仮定し、この照射パラメータを以下の細胞実験で用いることとした。 

図 1. (A) 顕微鏡下で観察した超音波照射前後でのマイクロバブル。(B) 異なる周波数、MI値の
超音波照射によるマイクロバブルの圧壊率。(C) 4.0 MHz、MI値 1.0の超音波を用いた照射時間
の違いによるマイクロバブルの圧壊率。 



 
（２）マイクロバブルと超音波照射による細胞毒性 

0～0.4% v/vのマイクロバブルを添加したMIAPaCa-2、PANC-1細胞の処置後 24時間での細胞
生存率をWSTアッセイで評価した。両細胞ともマイクロバブル単独では毒性を示さなかったが、
そこに超音波照射を加えるとマイクロバブル濃度に依存した有意な殺細胞効果が認められた（図
2A、2B）。処置後 1時間の細胞のトリパンブルー染色では、マイクロバブル＋超音波照射群にお
いてコントロール群やマイクロバブル単独群と比較して多くの細胞死が確認され（図 2C）、また
これらの細胞では細胞構造が破壊されている様子が観察された。マイクロバブルへの超音波照
射により生じるキャビテーション現象等が隣接する細胞へ作用し、細胞死が引き起こされてい
ると考えられる。 

図 2. マイクロバブルと超音波照射による殺細胞効果。（A、B）処置後 24 時間での MIAPaCa-2
および PANC-1細胞の生存率、(C) MIAPaCa-2のトリパンブルー染色像。MB：マイクロバブル、
US：超音波照射。 
 
（３）マイクロバブルと超音波照射による放射線増感効果 
 0.01%または 0.4% v/v のマイクロバブルを加えた細胞に対し超音波を照射後、3 Gy または 6 
Gy の X 線を照射したときの細胞生存率をコロニーアッセイにより評価した。結果、MIAPaCa-
2、PANC-1ともマイクロバブル＋超音波と X線照射の併用群は X線照射単独群と比べて有意に
細胞生存率が低かった（図 3）。PANC-1ではマイクロバブル濃度に応じた生存率の低下がみられ
たが、X線 6 Gyを照射したMIAPaCa-2においては 0.4% v/vマイクロバブル群より 0.01% v/vマ
イクロバブル群の方が有意に低い細胞生存率であった。 

図 3. マイクロバブルと超音波照射後に X線照射を追加したときの細胞生存率。（左）MIAPaCa-
2、（右）PANC-1細胞。USMB：マイクロバブルと超音波照射。*X線単独群に対して p < 0.05、
**マイクロバブル濃度間において p < 0.05。 
 

図 4. マイクロバブル＋超音波照射による放射線増感効果。（左）MIAPaCa-2、（右）PANC-1 細
胞。**マイクロバブル濃度間において p < 0.05。USMB：マイクロバブルと超音波照射。 
 



各群 0 Gy の生存率で正規化した細胞生存率曲線により放射線増感効果を評価した。0.01%マ
イクロバブル＋X 線 6 Gy 処置の MIAPaCa-2 細胞群では大きな相乗効果が見られた（Dose 
Enhancement factor (DEF) = 1.13）（図 5）。PANC-1細胞においても同群で放射増感効果の傾向が
見られたものの、6 Gy照射群で有意な差は見られなかった（DEF = 1.10）。また、両細胞とも 0.4%
マイクロバブル＋X線群では放射線増感効果は見られなかった。この理由は、図 2で示されたよ
うに 0.4%マイクロバブルへの超音波照射だけで十分な殺細胞効果が引き起こされており、そこ
に X線照射を上乗せしても効果が少なかったためと考えている。 
 
さらに 0.01%マイクロバブル＋X線 6 Gy群に対する c-H2DCFDAアッセイでは MIAPaCa-2、

PANC-1細胞とも 3者併用群で有意な ROSの増加を認めた（図 5）。このことからマイクロバブ
ル＋超音波照射による放射線増感効果のメカニズムには ROS が関与していることが示唆される。 

図 5. 0.01%マイクロバブルに超音波照射、6 Gy X線照射後の ROS生成量の評価。（左）MIAPaCa-
2、（右）PANC-1細胞。CTL：コントロール（処置なし）、USMB：マイクロバブルと超音波、RT：
X線照射、USMB＋RT：マイクロバブル、超音波、X線併用群。 
 
（４）マイクロバブルと超音波照射にナノ粒子を加えた場合の放射線増感効果 
同様の条件でナノ粒子を追加した場合の細胞生存率をコロニーアッセイで評価した。ナノ粒
子の追加による生存率の低下は認めたものの、生存率曲線においてはMIAPaCa-2、PANC-1とも
マイクロバブル＋ナノ粒子の有無で放射線増感効果に差は見られなかった（図 6）。また蛍光標
識したナノ粒子を用いてマイクロバブルと超音波照射処置を行った細胞に対するナノ粒子の細
胞内への取り込みを観察したものの、多くの細胞で細胞構造が破壊されており、取り込み量の増
加を評価することが困難であった。 

図 6. マイクロバブル、ナノ粒子、超音波照射による放射線増感効果。（左）MIAPaCa-2、（右）
PANC-1細胞。TiOxNPs：過酸化チタンナノ粒子、USMB：マイクロバブルと超音波照射。 
 
（５）結語 
本研究結果から X 線照射にマイクロバブルと超音波照射を併用することにより殺細胞効果が
増強されることが示された。その相乗的な放射線増感効果にかんしては細胞の種類やマイクロ
バブル濃度に依存することが示唆された。一方で、本研究ではマイクロバブルの圧壊による細胞
損傷に着目して実験条件を設定しており、マイクロバブルと超音波照射の段階で十分な殺細胞
効果が認められた。そのため、それに続いて X 線照射やナノ粒子を加えてもその相乗効果は限
定的であったと考えられる。ナノ粒子の細胞内への導入量を含めた放射線増感効果に最適なマ
イクロバブルおよび超音波照射の条件についてさらなる検討が必要である。 
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