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研究成果の概要（和文）：本研究では、pyrrolidine tris-acid fullerene (PTF)と超音波により誘発される抗
がん作用とその機序におけるアポトーシスの関与を調べた。生成された活性酸素種が殺細胞効果に与える影響を
4oxoTEMPOの生成で調べた。この結果、一重項酸素の生成を確認し、その殺細胞効果への関与を認めた。次に、
固形腫瘍にPTFと超音波の併用処置を行い、腫瘍増殖の抑制を確認した。さらに、HL-60において抗腫瘍効果にお
けるアポトーシスの関与を検討し、アポトーシスの特徴的な形態学的変化およびDNA断片化が認められた。これ
らから、音響化学的なアポトーシスのがん治療への応用が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the sonodynamically induced antitumor effect of pyrrolidine 
tris-acid fullerene (PTF) and in the involvement of apoptosis in the mechanism was investigated. 
Sonodynamically induced antitumor effects of PTF by focused ultrasound were investigated using 
sarcoma 180 cells and mice bearing ectopically-implanted colon 26 carcinoma. Cell damage induced by 
ultrasonic exposure was enhanced by five-fold in the presence of 80 uM PTF. The combined treatment 
of ultrasound and PTF suppressed the growth of the implanted colon 26 carcinoma. 4oxoTEMPO 
generation caused by ultrasonic exposure in the presence of PTF. This suggests that singlet oxygen 
plays an important role in the antitumor effect. Next, we demonstrated sonodynamically-induced 
apoptosis in HL-60 cells, as evidenced by morphological changes and DNA ladder formation. The 
preliminary results reported here provide the support for the practical application of the induction
 of apoptosis by sonodynamic treatment using PTF.

研究分野：人間医工学
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１．研究開始当初の背景 
  がん細胞は生体が有する機能維持のた
めのアポトーシス能の低下が一因となり異
常な細胞増殖をおこす。そこで、人為的にが
ん細胞にアポトーシスを誘発させることは、
生体に対する負荷が少ない治療法の開発に
有用であると考えた。そこで、我々は、外部
エネルギーとして超音波に着目した。超音波
は、照射強度を調整することにより、生体へ
の負担を軽減させ、かつ生体深部まで到達さ
せることが可能である。超音波のみでがん細
胞への損傷効果を期待するには、高いエネル
ギーが必要となり、がん細胞、正常細胞の区
別なく細胞に損傷を与えてしまう。そこで
我々は、がん細胞のみにアポトーシスを誘発
させるため、超音波照射によってのみ音響化
学的に活性化される薬物の併用を検討して
きた。本研究では、併用薬物としてナノ粒子
に着目した。ナノ粒子の粒子径は数百 nm程
度までと著しく粒径が小さく、がん細胞への
特異的集積性を有する。音響化学的に活性化
された薬物が活性酸素種を生成し、生成され
た活性酸素によりアポトーシスが誘導され
ることが期待される。また、アポトーシスを
介した抗腫瘍効果はがん治療に有用である。 
 
２．研究の目的 
  我々は、正常細胞への細胞障害に起因す
る副作用を軽減したがん治療法の開発を目
的としており、超音波照射による音響化学的
活性化で生じる殺細胞効果に活性酸素種の
生成が関与するかを調べた。並びにマウス皮
下に移植した固形腫瘍に対し、抗腫瘍効果が
発現するかを調べた。PTFと超音波の併用に
よる音響化学的活性化によりアポトーシス
が関与する抗腫瘍効果が期待できるか、
HL-60培養細胞を用いて検討した。検討した
点は、アポトーシス細胞に特徴的な形態学的
変化の観察、DNA断片化である。 
 
３．研究の方法 
  超音波併用により、殺細胞効果増強が確
認できた高水溶性の pyrrolidine tris-acid 
fullerene (PTF)を用いて、PTFが音響化学的
に活性化されたときの、殺細胞効果を調べた。
また、この殺細胞効果について PTF 濃度依
存的変化も調べた。殺細胞効果は、トリパン
ブルー染色法にて評価した。また、一重項酸
素の生成を電子スピン共鳴(ESR)により確認
した。また、この殺細胞効果発現に活性酸素
種の発生が関与するかどうかについて活性
酸素種に特異的な阻害剤を用いて阻害効果
を評価した。続いて、固形腫瘍に対する PTF
を併用した音響化学療法の抗腫瘍効果をマ
ウス皮下に移植した colon26を用いて調べた。
固形腫瘍に直接 PTF を注入し超音波を照射
した。抗腫瘍効果の判定は、腫瘍径を測定し
た。最後に、PTFと超音波併用によりアポト
ーシスが関与する抗腫瘍効果が発現するか
を HL-60 細胞で調べた。HL-60 細胞懸濁液

に PTF 添加後、超音波を照射した。アポト
ーシスを起こすと特有な膜の形態学的変化
をおこす。そこで、照射後の細胞の形態学的
変化を顕微鏡で観察し評価した。また、アポ
トーシス細胞はカスパーゼ活性化 DNase に
より DNA がヌクレオソーム単位で切断され
DNA 断片化が観察される特徴を有する。そ
こで、同様の条件で、DNA 断片化をアガロ
ースゲル電気泳動法にて確認した。 
 
４．研究成果   
  まず初めに PTF と超音波を併用処置し
た時の殺細胞効果について調べた。未処置群、
PTF単独処置群、超音波単独処置群、超音波
および PTF 併用群で比較したところ、超音
波と PTF を併用した場合のみ明らかな殺細
胞効果が図 2に示す通り確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
未処置群、PTF単独処置群、超音波単独処置
群ではほとんど殺細胞効果は確認されなか
った。しかし、PTFと超音波を併用した場合
のみ PTF 濃度依存的に殺細胞効果が増強さ
れた。以上のことから、PTFが超音波により
音響化学的に活性化され殺細胞効果を示す
ことが確認できた。次に、PTF存在下、超音
波が照射された水溶液中に生成する一重項
酸素生成を特異的なスピントラップ剤を用
いた電子スピン共鳴(ESR)により確認した。
超音波照射により生成される活性酸素種が
殺細胞効果に関与するか活性酸素種除去剤
を添加し殺細胞作用に対する変化を検討し
た。この結果、一重項酸素の消去剤であるヒ
スチジンの添加時のみ、著しい殺細胞効果の
抑制を示した。これにより、超音波および
PTF 併用時に観察された殺細胞作用は一重
項酸素の発生によるものであることが確認
された。結果を図 3に示した。以上のことか
ら、超音波照射により音響化学的に PTF が
活性化されると活性酸素種の一つである一

図2 In vitroにおける sarcoma-180 細胞⽣存率 

sarcoma-180細胞を用いて未処置群、PTF単独処置群、
超音波単独処置群、超音波および PTF 併用群で細胞生
存率の変化を調べた.  
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重項酸素を生成し、殺細胞効果が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  マウス皮下に移植した colon26固形腫瘍
を用いて in vivoでの PTFと超音波を併用し
た音響化学的治療効果を未処置群、PTF単独
処置群、超音波単独処置群、超音波および
PTF併用群で検討した腫瘍径の変化は図4に
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
超音波および PTF は、それぞれ単独では殺
細胞作用を示さない条件下で PTF と超音波
を併用することにより腫瘍の増殖を抑制で
きることが確認された。以上のことから、
PTFと超音波との併用は in vitro実験におい
て、一重項酸素を発生し、殺細胞効果を発現
することと in vivo で抗腫瘍効果が確認され
た。 
  HL-60 細胞懸濁液を用いて未処置群、
PTF単独処置群、超音波単独処置群、超音波

および PTF 併用群で細胞の形態学的変化を
調べた結果は、超音波および PTF 併用群で
のみアポトーシス細胞特有の膜の blebbing
を確認した。さらに、アポトーシス誘導がお
きていることを確認するためアガロースゲ
ル電気泳動法で確認した。音響化学処置後の 
DNA 断片化を図 5 に示した。この結果、超
音波およびPTF併用群でのみ明瞭なDNA断
片化が確認された。これらの結果から、PTF
と超音波を併用するとアポトーシスの誘発
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の in vitro、in vivoの結果から、PTFが
超音波により音響化学的活性化を受け示す
抗腫瘍効果にアポトーシスが関与する可能
性があるので、音響化学療法はアポトーシス
によるがん治療法となる可能性が出てきた
と考える。 
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図4 腫瘍径増殖抑制の変化 

Colon 26固形腫瘍の増殖に対するPTFの存在下また
は、非存在下における超音波の影響. ○,未処置群; 
●, 25mg/kg PTF単独処置群; □, 超音波単独処置
群; △, 5mg/kg PTF および超音波併用群; ▲, 
10mg/kg PTF および超音波併用群; ■, 25mg/kg 
PTFおよび超音波併用群.  

Mean±SD, n = 4 

超音波60秒照射後の 80 µM PTF存在下または、非
存在下における活性酸素スカベンジャーの効果。○,
未処置群; ●, 25mg/kg PTF単独処置群; □, 超音
波単独処置群; △, 5mg/kg PTF および超音波併用
群; ▲, 10mg/kg PTF および超音波併用群; ■, 
25mg/kg PTFおよび超音波併用群.  

図 5 DNA断片化 

PTF および/または超音波照射後 4 時間後の
HL-60細胞におけるDNAラダー形成。 レーンM、
DNAサイズマーカー; レーン 1、未処置群; レー
ン 2、40μ PTF単独処置群; レーン 3、超音波単
独処置群; レーン 4,20 μM PTFおよび超音波処
理群; レーン 5、40μM PTF および超音波処置群. 
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図3 殺細胞効果への一重項酸素の影響 

Mean±SD, n = 4 
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