
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年５月２１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

近年、抗癌剤と超音波を併用する新しい治療法（音響化学療法）が期待されている。本課題
では広く光触媒として使われている酸化チタンの生体応用に着目した。光エネルギーに替わり
に超音波で酸化チタンを励起し、その抗腫瘍効果の有無を検討した。対照群に比べ、酸化チタ
ン・超音波併用群は殺細胞数の増加が認められた。また、殺細胞効果は超音波強度・酸化チタ
ン濃度に依存した。酸化チタンの音響化学抗腫瘍効果が確認された。 

研究成果の概要（英文）： 
Sonodynamic therapy is a new modality using ultrasound (US) to activate certain chemical 

sensitizers for cancer therapy. In this study, the effect of US combined with a 
nanoparticle titanium dioxide (TiO2) on melanoma cell was investigated in vitro and in 
vivo. The cell viability was significantly decreased only after US irradiation in the 
presence of TiO2. In vivo results showed significant inhibition of tumor growth in groups 
treated with TiO2 and US.  
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１.研究開始当初の背景 

酸化チタンは光触媒として様々な分野で応

用されている。光によって励起された酸化チ

タンの抗腫瘍効果を報告されているが、光は

組織深達度が低いため実用化に至っていない。

一方、超音波エネルギーは低侵襲的に深部組

織まで到達でき、かつエネルギーを標的腫瘍

部位に収束できることから、腫瘍内に取り込

ませた酸化チタンの励起には適していると考

えられる。今後、酸化チタンが有効な超音波
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癌治療法として使われる可能性が高く、基礎

実験が進められている。本研究で酸化チタン

をなどの材料を併用し、新しい超音波治療法

のプロトコル構築を試みた。 

酸化チタンは380nm以下の短波長の光を照

射することで活性酸素を生成する。また、酸

化チタンは安定な化合物で、生体には毒性が

ないことが知られており、薬剤における着色

材や光遮断のためのコーティング材としても

頻用されている。生体に無害の酸化チタンに、

低侵襲な超音波エネルギーを照射することに

よっても、光を照射した時と同様に高濃度の

ヒドロキシラジカルが生成されることが報告

された(Mahmoud  et al; 2006、清水宣明ら

2006)。しかし、ナノサイズの酸化チタンだけ

では酸化チタン同士が凝集するという問題が

あった。そこで、Drug Delivery Systemとし

て注目されているリポソーム内に酸化チタン

を封入することで、凝集を防ぐことを考えた。

超音波を併用した際の殺細胞効果を飛躍的に

向上させることが出来ると予想された。 

２.研究の目的 

酸化チタン・マイクロバブルと超音波併用実

験 

(1)酸化チタンの細胞内取り込みの評価 

(2)酸化チタンと超音波併用、酸化チタンバブ

ルと超音波併用との効果の比較 

(3)アポトーシスの評価 

(4)最適な超音波条件（強度、周波数、Duty 比、

Burst rate、照射時間） 

 

３.研究の方法  

酸化チタン：粒子径6nmの酸化チタンを濃度

0.500%(w/w)に調整したものを用いた。 

細胞：メラノーマ細胞株C32を使用した。

10%FBS、1%NEAAを添加したMEN培養液を用い、

細胞濃度5×105cell/mlに調節した。 

動物：Balb/c athymic nude miceを使用した。 

超音波：In vitroでは、超音波発生装置

SONIDEL SP100を用い、周波数：1MHz、強度：

0.5、1.0W/cm2、照射時間：10秒間とした。In 

vivoでは、Sonitron 1000を用い、周波数：1MHz、

強度：1.0W/cm2 、照射時間：2分間とした。 

 実験①（in vitro）：C32細胞懸濁液に酸化

チタンを加え（最終濃度：0.025、0.050%(w/w)）

超音波を照射した。照射後、生存率をトリパ

ンブルー色素排除試験、及びMTS assayにて評

価した。また、超音波照射６時間後、アポト

ーシス細胞をApopNexinTM FITC Apoptosis 

Detection Kit (CHEMICON, CA, USA)で評価し

た。さらに治療後の細胞を固定し、細胞の形

態学的変化を走査型電子顕微鏡（S-900; 

Hitachi）にて観察した。 

 実験②（in vivo）：C32細胞を移植した担癌

マウスの腫瘍径が5mm前後となったところで、

コントロール群、酸化チタンのみ、超音波の

み、酸化チタンと超音波併用群の4群に分けた。

酸化チタンと超音波併用群では、酸化チタン

（10μl）を腫瘍に注射し、超音波を照射した。

同治療を隔日に計5回繰り返した。腫瘍の大き

さを測定し（３回／週）、体積（長径×短径

２/2）を算出した。治療終了後、腫瘍を摘出

し病理学的に検討した。さらに透過型電子顕

微鏡（JEM 1200 EX Ⅱ）・エネルギー分散型X

線分析装置（Voyager）で腫瘍細胞内の酸化チ

タンの評価を行った。 

 



 

 

 

４.研究成果  

実験①（in vitro）：酸化チタン（0.050%）

添加と、超音波強度0、0.5、1.0 W/cm２にお

ける生存率は、それぞれ

95.3 ± 0.4%、 80.9 ± 9.5%、53.6 ± 1.8%

と殺細胞効果は超音波強度に依存した。超音

波強度1.0 W/ cm２、酸化チタンの濃度

0.025% 、 0.050% において、生存率はそれぞ

れ 81.3 ± 14.2%、53.6 ± 1.8％と酸化チタ

ンの濃度に依存した。またアポトーシスを起

こした細胞数は、酸化チタンのみ、超音波の

みではコントロール群と優位な差は認めなか

ったが、酸化チタンと超音波併用群では、コ

ントロールの２.７３倍のアポトーシス細胞

が検出された。走査型電子顕微鏡では、酸化

チタンのみとコントロール群で明らかな形態

学的変化は認めなかった。一方、超音波照射

のみではmicrovilliの減少を認めた。酸化チ

タンと超音波併用群では、細胞質が突出した

ような著明な細胞膜変形を認めた。  

実験②（in vivo）：酸化チタン投与群、超

音波照射群では、コントロール群と比較し腫

瘍体積に明らかな差は認められなかった。一

方、酸化チタンと超音波併用群では、コント

ロール群と比較し、優位に腫瘍増殖が抑制さ

れた。治療終了後、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色では、酸化チタン投与群、酸化チタン

と超音波併用群の細胞内に褐色粒子状物質の

沈着が認められた。さらに透過型電子顕微鏡

で腫瘍細胞、マクロファージ内に電子密度の

高い粒子が観察され、エネルギー分散型X線分

析装置で、この粒子を分析した結果、チタン

であることが確認された。 
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