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研究成果の概要（和文）：我々は先行研究において，短パルスレーザーで発生させた圧力波（フォトメカニカル波）を
用いて脳血管の障壁（血液脳関門）を一時的に開放できることを見出した。本研究ではこの効果に基づき，ラットの悪
性脳腫瘍，特に再発の原因となる腫瘍周縁部の浸潤腫瘍細胞に安全かつ効率よく薬剤を送達できることを示した。血管
から漏出する薬剤の動態を画像化する方法，および臨床応用に必要な要素技術についても検討を行った。

研究成果の概要（英文）：We previously found that a pressure wave induced by a short laser pulse, which is 
called a photomechanical wave, could transiently open the blood-brain barrier. On the basis of this 
effect, we showed in this study that a drug can safely and efficiently be delivered to the lesion, 
including infiltrated malignant cells in the peritumoral region, in a rat glioma model; infiltrated 
malignant cells are associated with the risk of recurrence. We also investigated photoacoustic imaging of 
the distribution of drug molecules leaked out of the vessels, as well as component technologies needed 
for the future clinical application of the present drug delivery method.

研究分野： レーザー医学，バイオフォトニクス
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１．研究開始当初の背景 
	 中枢神経系の血管には，血管内の物質を血
管外に移行しにくくする機構があり，脳の場
合これを血液脳関門 (blood-brain barrier: 
BBB)と呼ぶ。その詳細なメカニズムは解明
されていないが，毛細血管の内皮細胞間の結
合が密であること（密着結合），および内皮
細胞の膜タンパク（トランスポーター）が選
択的分子透過作用，侵入物質排出作用を有す
ることが寄与していると考えられている。本
来この BBB は脳を保護する役割を担ってい
るが，脳へ薬剤を輸送しようとした際に強力
な障壁として働くため，治療効果が制限を受
けてしまうという問題がある。代表的な例と
して，悪性脳腫瘍の治療においては，腫瘍中
心部を外科的に切除したのち，再発の原因と
なる周縁部の浸潤腫瘍細胞を標的とした抗
腫瘍薬治療が施行されるが，BBBの存在によ
りその効果は大きく制限されてしまう。その
ため BBB を制御し，安全かつ効率的に開放
するための技術が強く求められている。BBB
の制御法としては化学的方法と物理的方法
が研究されており，前者は目的薬剤がトラン
スポーターを通過できるように修飾する方
法，後者は物理的エネルギーを用いて内皮細
胞の密着結合または細胞膜の透過性を亢進
させて目的薬剤を血管外に移行させる方法
が主流である。物理的方法は広範な種類の分
子に応用可能である利点があり，特に高強度
集束超音波を用いる方法が精力的に研究さ
れているが，現状では安全性，制御性に課題
が残されている。なお腫瘍の場合，血管の障
壁を血液腫瘍関門（blood-tumor barrier: 
BTB）と呼ぶこともある。 
	 著者らは，光吸収体に高強度の短パルスレ
ーザーを照射した際に発生する圧力波
（photomechanical wave: PMW）を用いた
遺伝子導入の研究に取り組んできたが，その
過程で PMWに血管透過性亢進作用があるこ
とを見出した（雑誌論文②）。すなわちラッ
ト尾静脈にエバンスブルー（EB）を注入後，
皮膚，筋，脳に PMWを適用したところ，同
部位において EBが血管外に漏出し周囲の細
胞内に導入されることがわかった。脳の結果
は PMW により BBB が開放することを意味
し，脳への新しい薬剤輸送法として注目され
る。一方，生体組織にごく低強度のパルス光
を照射すると組織中の光吸収体に吸収され
て断熱膨張が起き，光音響波と呼ばれる超音
波が発生する。これを組織表面で検出すると，
その伝搬時間より吸収体の深さ情報が，また
圧力振幅より濃度情報が得られ，これを光音
響 断 層 イ メ ー ジ ン グ （ photoacoustic 
tomography: PAT）法と呼ぶ。血液および薬
剤のそれぞれに吸収される二波長の光を用
いることにより，血管および薬剤の深さ分布
を同時に画像化することが可能と考えられ，
経血管薬剤輸送の評価技術として注目され
る。 
	 すなわち短パルス光は高強度にすること

により BBB の開放が，また低強度にするこ
とにより薬剤動態の観察が可能である。ここ
で短パルスとは 10-9〜10-8 s（1〜10 ns）程度
の時間幅を指し，その物理的意味については
後述する。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は，上述した PMW による BBB 開
放技術をグリオーマ（悪性神経膠腫）の抗腫
瘍薬治療に応用するための検討を行うこと
を目的とした。ラットグリオーマモデルを対
象に BBB を安全かつ効率的に開放する条件
を明らかにするとともに，治療の重要な標的
となる浸潤腫瘍細胞に対する薬剤送達効率
について評価を行った。また PAT 法により
BBB透過薬剤の動態評価を試みた。さらに本
BBB 開放技術を臨床応用するための要素技
術として，深部組織標的化技術，光ファイバ
ーを用いた適用技術につき検討を行った。 
 
３．研究の方法 
	 本研究に関わるすべての動物実験は，防衛
医科大学校動物実験倫理委員会による承認
を受けて実施した。	 
(1)	 PMW の発生	 
	 図 1 に PMW の発生法と典型的な圧力波形を
示す。標的組織上にターゲット（天然ゴムシ
ートにポリエチレンテレフタレート板を接
着したもの）を置き，高強度ナノ秒 532	 nm	 
Nd:YAG レーザーを照射すると，レーザーがゴ
ムシートに吸収されてプラズマが生成し，そ
の膨張に伴って圧力波（PMW）が発生する。
ナノ秒レーザーパルスは自らが生成したプ
ラズマに吸収され，プラズマの内部エネルギ
ーを増大させるために効率的な圧力発生が
可能である。ポリエチレンテレフタレート
（PET）板はプラズマを閉じ込めて圧力を高
める効果がある。天然ゴムは生体軟組織と音
響インピーダンスが近いため，効率的な圧力
伝搬が可能である。PMW はピーク圧力が高い
が時間幅が短いため，生体損傷を支配する力
積（圧力の時間積分値）が小さく，副作用の
少ない適用が可能である。	 

(2)	 ラットグリオーマモデルを対象とした
PMW による BBB 開放実験	 
	 ラット脳の両半球に C6 グリオーマ細胞を
注入して腫瘍を形成後，頭蓋骨を開窓して両
半球の脳表上にそれぞれ上記ターゲットを

 

図 1  PMWの発生法と典型的な圧力波形。 



配置した。ラット尾静脈に模擬薬剤としてエ
バンスブルー（EB）を注入後，片半球のター
ゲットのみにレーザー（ビーム直径 5	 mm）を
照射して PMW を作用させ，反対半球をコント
ロールとした。4 時間後に脳を灌流固定し，
脳組織内の EBの分布を蛍光により評価した。
また緑色蛍光タンパク（enhanced	 green	 
fluorescence	 protein:	 EGFP）を発現する C6
グリオーマ細胞を用いたモデルを対象に，浸
潤腫瘍細胞への薬剤送達効率につき評価を
行った。	 
(3)	 PAT 法による薬剤動態の評価実験	 
	 図 2 に PAT 装置のセンサー部の構造を示す。
光ファイバーで伝送されたナノ秒パルス光
を脳に照射し，発生した光音響信号を超音波
センサーで受信した。光音響信号を効率的に
発生させるためには，光の時間幅が発生した
音響波の散逸時間より充分に短い必要があ
り（応力閉じ込め条件），時間幅ナノ秒のパ
ルス光がその条件を満たす。センサーに音響
レンズを取り付け，検出領域を限定すること
により空間分解能を高めた。センサーの詳細
については文献[雑誌論文③]で述べられて
いる。光源には光パラメトリック発振器を用
い，波長 532	 nm で血管の分布を，また 670	 nm
で薬剤（EB）の分布を画像化した。	 

	 
(4)	 臨床応用のための要素技術の検討	 
	 PMW による BBB 開放技術を臨床応用するた
めには，深部組織を標的化する方法，および
操作性の高い光ファイバーを用いた PMW 適用
法を確立することが必要と考えられるため，
これらの要素技術について基礎的な検討を
行った。図 3に深部標的化のための装置図を
示す。発生した PMW を市販光学レンズの凹面
で反射させて標的深度において集束させる
方式とした。また図 4 に光ファイバー型 PMW
発生装置（ファイバー先端部）の構造と写真
を示した。石英ファイバーの出射端にカーボ
ンブラックを添加したシリコンゴムキャッ
プを装着し，同ゴムにレーザーを吸収させて
PMW を発生させた。	 
	 
	 
	 

４．研究成果	 
(1)	 ラットグリオーマモデルを対象とした
PMW による BBB 開放実験	 
	 レーザーフルエンス（ピーク圧力）を変化
させて PMW を適用した場合の，ラット脳断面
の明視野像， EB の蛍光強度分布， HE
（hematoxylin-eosin）染色画像を図 5 に示
す。フルエンスの増大に伴い EB の漏出量す
なわち蛍光強度が増大しその領域も拡大し
ているが，0.6	 J/cm2では硬膜下に出血が認め
られた。このため 0.4	 J/cm2 を最適条件と判
断した。この条件において EGFP 発現グリオ
ーマモデルに対して PMW を適用した場合の，
腫瘍中心部と周縁部の境界付近の拡大画像
を図 6に示す。これより PMW の適用により腫
瘍周縁部のグリオーマ細胞への薬剤送達が
顕著に増大していることがわかった。EB は血

 
図 2  PAT 装置のセンサー部の構造。 

  
図 3  深部標的化のための装置の構造。 

 
図 4  光ファイバー型 PMW 発生装置（ファ
イバー先端部）の構造と写真。 

 
図 5  ラット脳断面の明視野像，EB の蛍光強度
分布，HE 染色画像。	 

 



中で血清アルブミンと強固に結合すること
からマクロ分子とみなせる。一般的な抗腫瘍
薬ははるかに低分子量であることから，同様
の効果が抗腫瘍薬についても得られると期
待される。	 

(2)	 PAT 法による薬剤動態の評価実験	 
	 図 7に EBを静脈注射したラットの脳にPMW
を適用した場合の，血管，EB 分布の光音響画
像の経時変化を示す。PMW 適用部位における
EB の漏出とその分布の変化を捉えることが
できた（雑誌論文④）。しかしながら画像化
領域は脳表から 1〜2	 mm の領域に限られ，よ
り深部の画像化には光の照射法，センサーの
性能について再検討する必要があることが
わかった。	 
	 

(3)	 臨床応用のための要素技術の検討	 
	 集束装置（図 3）を用い，水中の深度 20	 mm
を標的として PMW を集束させたときのシャド
ウグラフを図 8に示す。標的とした深度にお
いてコントラストが最も高くなっており，所
望の集束特性が得られていることがわかっ
た（雑誌論文⑤）。	 
	 光ファイバー型 PMW 発生装置（図 4）で繰

り返しレーザー照射により発生した PMW の圧
力波形の変化を図 9に示す。繰り返し照射に
よりターゲット材が劣化してプラズマ閉じ
込め効果が減弱するが，20 パルス以上まで薬
剤送達に必要な圧力特性が得られることが
わかった（雑誌論文⑥）。	 

	 
	 以上より，PMW による BBB 開放技術がラッ
トグリーマモデルに対する薬剤輸送に有効
であることが示され，今後実際の抗腫瘍薬を
用いて治療効果の向上を実証する計画であ
る。臨床応用に必要な深部組織標的化技術，
光ファイバーを用いた PMW 適用技術について
も目標とする成果が得られた。一方 PAT 法に
よる送達薬剤分布の評価については，観測深
度を増大させるため，さらなる検討が必要で
あることが明らかになった。	 
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で繰り返しレーザー照射により発生した
PMW の圧力波形の変化。 
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