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研究成果の概要（和文）： 
原発性脳腫瘍の多くを占める神経膠腫は浸潤性が高く予後が不良である。しかし他臓器への遠

隔転移を起さないため有効な局所療法を開発すれば予後の著明な改善が期待できる。代表者は

これまで超音波による音響外力と超音波増感剤を利用した脳腫瘍の新しい診断・局所治療シス

テムを開発してきた。本研究ではそれに加えて超音波による核酸の導入条件や補助因子、変調

の対象となる転写遺伝子を同定してトランスデューサーを試作し有効な治療補助デリバリー技

術を追加した。このことにより治療効果の高い超音波医療のための統合型システムを開発する

ことが可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Glioma is one of the most common and intractable diseases in the central nervous system.  
Since the prognosis is unfavorable, alternative therapies have been required.  Despite 
poor prognosis, distant metastasis is rare in the patients and cause of the death is mostly 
local recurrence of the tumor.  For that reason, long survival or even a cure can be 
expected only by control of local recurrence.  Previously, local therapy using therapeutic 
ultrasound irradiator was developed and beneficial effect of therapeutic insonation to 
glioma in combination to microbubbles was reported.  In this study, to enhance the 
therapeutic efficacy of the previous approach, a nucleic acids-delivery system using 
ultrasound was developed.  Ultrasound conditions for delivery as well as adjuvant factors 
for modulation of target transcripts were examined.  In addition, a transducer for delivery 
of nucleic acids was devised and the effects of ultrasound for gene transcriptions were 
examined. 
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１．研究開始当初の背景 
原発性脳腫瘍の中で多くを占める神経膠腫

や神経膠芽腫などは浸潤性が高く予後も不

良だが、遠隔転移を起こすことは稀であり、

有効な局所療法を確立すれば患者の長期生

存や治癒が期待できる。代表者はこれまでの

研究では超音波を利用して、治療を行いなが

らイメージングにより診断を行うセラグノ

ーシス・システム装置の開発を行ってきた。

このシステムでは治療用の超音波として周

波数 500kHz, 連続波を 0-3W/cm2 の強度で

脳局所に照射することが可能であり超音波

増感剤のバブル製剤と組み合わせることに

より脳腫瘍を物理的に破壊することが可能

であった。その研究の過程で腫瘍細胞に細胞

傷害性を与える特性がバブル製剤と超音波

によるキャビテーション効果、特に細胞膜に

孔を空けることによって細胞の活動の維持

を破綻させるメカニズムであることに気が

ついたため同様のメカニズムを利用するこ

とにより狙った脳腫瘍組織の細胞に穿孔部

から核酸を導入して細胞の性質を変調させ

ることにより、さらに効果的な脳腫瘍治療法

の開発ができるのではないかとの発想を得

た。そのため脳腫瘍組織に核酸を導入できる

超音波照射条件を検討して現在の治療に核

酸導入を追加できるシステムの開発を行う

ことを企画した。 
 
２．研究の目的 
超音波にはリアルタイムで病巣の状況を診

断できるという他の診断装置にない特性を

持つがその他に外部から体深部に効率よく

物理エネルギーを加えることができるとい

う大きなメリットがある。悪性腫瘍に対して

は国内外でも高密度焦点式超音波療法

（HIFU）などの利用が広がっているが、実

際には超音波増感剤などを使用すればこの

ような強力な超音波を用いなくても生体に

安全な閾値の超音波照射で十分な治療効果

が得られることを研究代表者はこれまでに

脳腫瘍に対して示してきた。それらのデータ

を元に超音波医療に応用できる装置として、 
 
１．3 次元脳腫瘍モデル 
２．音響化学活性物質 
３．脳腫瘍イメージング用超音波プローブ 

４．脳腫瘍音響化学治療用超音波照射装置、 
の４つの要素から構成される治療システム

を作製したがこの研究ではシステムの治療

効果を更に高めるため、新たに 
５．超音波による核酸デリバリーシステム 
を付加し、安全性が要求される脳の病変に対

しても核酸医療の併用を可能にすることを

目的とした。具体的には脳腫瘍の細胞に外部

から遺伝子や RNA 干渉核酸を超音波を用い

て独自条件で脳局所組織にデリバリーし、生

体内で腫瘍細胞の発現する遺伝子を変調さ

せることでその後の超音波による治療効果

を増強させるシステムを構築した。 
 
３．研究の方法 
超音波照射により核酸を細胞内のどこの位

置まで到達させることができるかが本研究

でシステムを成功させるための鍵となる。そ

こで核酸の細胞内への到達を目指して超音

波を照射する条件の最適化と到達部位の確

認、導入する核酸配列の決定、トランスデュ

ーサーの作製と超音波による中枢神経系細

胞への有害事象の有無の確認を行った。 

核酸のデリバリーに関して頭蓋内照射で治

療のための比較的安全な超音波は 200kHz 以

上の周波数帯域であり、代表者らは大脳スラ

イスモデルを使用した実験で、例えば 500kHz 

であれば 0.3W/cm2 などで人体への影響が少

ないことなどを明らかにしてきた。そこで超

音波の周波数は予測される効果から①300 

kHz, ②500kHz、の２つに絞り効果の点から

連続波を使用、強度(intensity)について治

療用超音波より安全性の確立している

0.3W/cm2 以下からデリバリー効率を重視し

て 5W/cm2 強まで条件を振って検討した。対

象とした組織はこれまでに報告してきた３

次元培養脳腫瘍細胞をモデルとして使用、核

酸の到達部位については蛍光を用いて形態

学的に観察した。 

導入する核酸についてまず超音波の治療効

果を高める因子のスクリーニングを最初に

行った。脳腫瘍細胞が脳内の浸潤や再発、増

殖様式に影響を与える細胞接着等のシグナ

ル伝達については数多くの先行研究がある。

それらの分子の発現をヒト４種類、ラット３

種類の脳腫瘍細胞株を用いてスクリーニン

グした。結果から発現させる核酸として PTEN、



変調させる核酸として ROCK（Rho キナーゼ：

アイソフォームを含む）、上皮成長因子受容

体（EGFR）、STAT3 を選び効果を調べるために

ラットまたはヒト脳腫瘍細胞にベクターを

作製して導入しどのような変化が期待でき

るのかについて調べた。超音波強度の選定に

は最初に超音波単独で直接局所に核酸を導

入できる条件を調べたが安全性のため現在

の超音波装置で許容されている範囲の超音

波で導入効率を増加させる方法を検討し、特

に血液脳関門の核酸の通過を超音波で促進

する方法の開発を試みた。超音波の中枢神経

系細胞への安全性について遺伝子の網羅的

解析で発現の変化する転写産物を次世代シ

ークエンサーおよびマイクロアレイにて解

析した。 

なお研究に際して動物実験については東京

慈恵会医科大学動物実験委員会での審査に

よる認可を核酸実験については東京慈恵会

医科大学遺伝子組換え実験安全委員会での

審査による承認を得てから研究を開始して

いる。 

 

４．研究成果 

核酸の超音波を利用した脳腫瘍へのデリバ

リーについて測定したところ 500kHz, 

5.8W/cm2 の超音波で著明に腫瘍モデルに核

酸が導入されることが判明した。この方法で

の到達部位は細胞質が多く一部は核まで到

達しており発現ベクターを供与すると細胞

内で遺伝子が発現されることが確認された。

この条件でも細胞内で遺伝子が発現するた

め細胞の生存能力が確認されるものの超音

波診断装置における SPTA (Spatial Peak, 

Temporal Average) の 許 容 基 準 と し て

0.72W/cm2 が挙げられている。そこで 500kHz

連続波でこの超音波強度が核酸を細胞内に

導入できる可能性を検討した。 

核酸のデリバリーに関してもう１つの問題

は中枢神経系への投与経路である。超音波に

ついては音響の物理的外力を脳深部に収束

させることができるので腫瘍の破壊範囲な

どに一定の制御が可能であるが核酸のデリ

バリーについては可能な限り生理的な投与

経路による方法が求められる。近年ナノマテ

リアルなどの開発が進み中枢神経系への侵

入の可能性が問題となっている。そこで in 

vitro の血液脳関門モデルを使ってナノ粒

子の血液脳関門の通過について各粒子径に

よる透過係数を測定した。その結果、400nm

以上のナノ粒子は関門を通過しない一方

30nm 以下のサイズの粒子のものは透過係数

4.2Papp(cm/sec)で関門を通過できることを

確認した。また粒子表面を PEG やカルボキシ

ル基で修飾すると透過性は低下するがアミ

ノ基修飾のものは無修飾のものに比べて通

過しやすいことが判明した。そこで核酸をナ

ノ粒子と反応させて核酸のデリバリーを行

ったところ 0.7W/cm2 でも細胞内に核酸が導

入されることが判った。 

脳腫瘍では増殖系のシグナル伝達異常が知

られている。そこで A172, T98G, U138MG, 

KNS42 など神経膠腫細胞を用いて共通するシ

グナル異常を調べたところ Rho キナーゼ

（ROCK）, EGFR の発現の亢進や PTEN の発現

欠失等が認められた。これらの異常は神経膠

腫で共通に認められたため核酸医療の標的

になるのではないかと思われる。そこでそれ

ぞれの分子を変調または発現させるベクタ

ーを作製して細胞内に導入、安定株を得るこ

とにより各分子の機能の特徴を解析した。中

でも脳内で浸潤や再発、増殖様式に影響を与

える伝達経路として低分子 G タンパク質 Rho 

がある。Rho のエフェクターである Rho キナ

ーゼ/ROCK はミオシン軽鎖のリン酸化やア

クチン重合促進を介して細胞収縮や肥大、細

胞形態や接着性に影響を及ぼす。ROCK のア

イソフォームは ROCK1 と ROCK2 の 2 種類が

あり、ROCK1 では Rho 結合ドメイン、ROCK2

ではキナーゼ活性部位それぞれに対する

sh(ショートヘアピン)RNA をデザインしこれ

らの分子の発現を低下させた。その結果、細

胞周期を調べると ROCK1を変調させた細胞で

は G0/G1 期, ROCK2 の細胞では G2/M 期の細

胞の割合が低下した。また ROCK1 を低下させ

ると脳腫瘍に用いられる抗癌剤のテモゾロ

ミドへの感受性を増加させることが判った。

一方、EGFR の変調では細胞倍加時間を 25.7%

増加させるもののテモゾロミドへの感受性

を変化させることはなく、PTEN の遺伝子の導

入では増殖時間を 1.21倍に延長させること、

細胞周期ヘは G0/G1 期の割合を低下、G2/M 

期の割合を増加させること、テモゾロミドや

放射線への感受性を上げることなどを観測

した。いずれの分子も脳腫瘍の増殖抑制の方

向に作用するがそれぞれ特徴が異なってお

り実際の場面では個別に核酸を選択する必

要があると考えられる。 

以上のように超音波医療のための核酸デリ

バリーシステムの概要やスペック、特長を明

らかとすることができた。また臨床への応用

を考える際、中枢神経系を治療する時に最も

重要となる点は安全性である。中枢神経系は

クリティカルな臓器であり通常の状態では

再生させることが難しいため治療では安全

性が最も必要とされる。そこで超音波が中枢



神経系細胞へ与える影響について遺伝子転

写の変化を包括的に調べることとした。炎症

性反応や血液脳関門の維持に関わる小膠細

胞、星状膠細胞への影響をまず測定すること

として超音波を局所照射して細胞を単離し、

RNA を抽出、相補鎖 DNA を逆転写反応で作製

して次世代シークエンサーで転写の変化す

る遺伝子を同定した。非照射群と照射群で解

析を行うと結論として星状膠細胞では非照

射時に転写が盛んな遺伝子は mitochondria 

の呼吸等に関与する遺伝子、タンパクや核酸

合成の遺伝子細胞の維持・代謝に関与する遺

伝子中枢神経系機能に関与する遺伝子等々

であったが、超音波を照射すると全体で mRNA

の量は 3倍程度上昇することや遺伝子のリー

ド数が極端に増える遺伝子が存在すること

などが判った。この中には非照射時に転写さ

れる遺伝子に加えて、核酸やタンパク質合成

酵素や核内の転写因子、細胞内シグナル系、

その他の遺伝子の転写が亢進した。一方、小

膠細胞でも超音波照射で mRNA の量は 3 倍程

度上昇したが極端にリード数が増える遺伝

子はあまり認められなかった。インターロイ

キンやケモカイン受容体の発現が上昇する

特徴が認められた。また超音波が神経幹細胞

に与える影響についてマイクロアレイで解

析を行ったところ超音波照射で２倍以上発

現が上昇した遺伝子 3483、発現が減少した遺

伝子 2766 を同定することができた。この中

には発現が 100 倍以上増加するもの（5 遺伝

子）や 50 分の 1 に低下する遺伝子（14 遺伝

子）等が含まれている。 

今回のシステムによる治療技術は、費用が安

く手技が簡単な割に予想される効果が高い

ものと思われる。超音波のみならず抗癌剤や

放射線照射への感受性を増加させることが

可能な核酸分子も同定された。このシステム

の開発によってバブル製剤を使った脳腫瘍

への音響力学療法の効果が高まることが期

待されるが、超音波医療は元来我が国が他国

をリードしていた基幹技術であり、診断装置

としても医療で広く使われている。超音波医

療の技術水準は既に高まっているため核酸

デリバリー技術の開発がわが国からの新し

いテクノロジーの産出に繋がると医療のみ

ならず経済・産業界にも貢献するようになる

と考えられる。 
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