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研究成果の概要（和文）：生体内に微小気泡を導入し超音波を照射することで局所への薬物送達を実現する技術
として，ソノポレーションと血液脳（腫瘍）関門の開放がある．前者は細胞膜の透過性を向上させることで細胞
内に薬物を送達し，後者は血管内皮細胞の結合を緩めることで血中から血管周囲組織への薬物移行を促進する．
本研究では，柔軟な組織上の表在細胞，血中からの薬物移行を司る血管内皮細胞，免疫を担う樹状細胞の3種の
細胞が存在する生体内状況を模擬するモデルを作成した．さらにモデル内で気泡と細胞が生じる相互作用を高速
度・共焦点顕微鏡を用いてその場観察し，ソノポレーション，血液関門開放現象の発生機序と，超音波照射条件
との関連を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Sonoporation and blood-brain (tumor) barrier (BBB/BTB) opening techniques 
achieve local drug delivery by ultrasound irradiation with microbubbles. The former delivers drugs 
into cells by increasing the cell membranes permeability, and the latter facilitates drug transfer 
from blood to perivascular tissues by loosening vascular endothelial cell junctions. In this study, 
we created three models that simulate the in vivo situation in which three types of cells exist: 
superficial cells on the soft tissue, vascular endothelial cells that manage drug transfer from the 
blood, and dendritic cells that are responsible for immunity. The cell-bubble interaction in the 
model was observed in situ using high-speed confocal microscope to elucidate the mechanisms of 
sonoporation and blood barrier opening and their dependence on ultrasound irradiation conditions.

研究分野：医用超音波

キーワード： 超音波治療　ソノポレーション　血液脳関門開放　薬物送達　マイクロバブル　高速度観察　血管内皮
細胞　３次元細胞培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ソノポレーションや血液脳（腫瘍）関門の開放の実現に向け，実験動物を用いる検討は盛んに行われているが，
ごく少数を除き臨床応用には至っていない．その原因は，超音波周波数で起きる細胞レベルの変化の観察が工学
的に困難であり，現象の基礎的理解が不十分なまま応用研究が先行したことにある．本研究では，現象の解明鳥
飼いを目指して世界最高性能を有する観察システムを開発するとともに，生体内を模擬するモデルを開発し，生
体内で実際に起きている現象の機序を解明した．本研究成果を端緒に現象の理解が進めばソノポレーション・薬
物送達・免疫治療の促進など，超音波を用いた低侵襲治療法の実用性が大幅な進歩が見込まれる．

※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 
生体深部到達可能で局所に集束させることができる超音波は，無侵襲診断法として広く利用

されている．その特徴を生かして超音波を治療に応用する検討も盛んに進められており，その一
つとして比較的弱い超音波の照射により細胞や組織の薬物透過性を一時的に向上させるソノポ
レーション（音響穿孔法）がある．安全で高効率な局所薬物送達を目指す手法として大きな期待
を集め多くの研究がなされてきたが，いまだ十分な成果が得られていない．その理由のひとつは，
最も重要な微小気泡と細胞の相互作用の観察が工学的に困難で，現象の理解が進まないまま応
用研究が進められた点にある. 
 
２．研究の目的 
本研究では，まず高画質な高速度カメラと共焦点顕微鏡を組み合わせた世界最高性能の観察

装置を開発する．次に，ソノポレーションにおいて代表的な 3 つの状況：表在細胞への導入，樹
状細胞への導入，血管内での導入と血管拡張を模擬するモデルを開発する．さらに，これらのフ
ァントムを用いて気泡と細胞の相互作用を開発した観察装置を用いてその場観察し，各条件に
おけるソノポレーションの発生機序を解明する．また，気泡や超音波照射条件を最適化すること
により効率の向上や応用範囲の拡大を実現し，ソノポレーション研究にブレークスルーをもた
らす． 
 
３．研究の方法 
ソノポレーション現象の観察には 3 つの限界がある．第 1 の限界は高速現象観察の限界であ

る．高速度カメラの画質が悪く，コントラストの高い気泡がほぼ透明な細胞に与える微妙な変化
を明視野像として可視化できない．第 2 の限界は，顕微観察の限界である．一般に広く行われて
いる正立もしくは倒立顕微観察では気泡と細胞の接触点を気泡自体が覆い隠すため，作用の生
じる部位が観察できない．今回の研究では，既存の観察システムの改良により第 1，第 2 の限界
を打開した． 
第 3 の限界は観察環境の限界である．生体内で起きているソノポレーション現象を解明する

には，気泡周囲に存在する細胞や組織の力学的特性の考慮が必要不可欠である．しかし，顕微観
察上の制約から，これを十分考慮した研究は非常に少ない．そこでソノポレーションが行われる
3 つの代表的状態，すなわち柔軟組織，樹状細胞，血管を想定し，それに近い力学的条件を再現
するモデルを開発することにより，実際のソノポレーション環境において生じている現象のそ
の場観察を実現した． 
 
４．研究成果 
(1) 共焦点・超高速顕微観察システム 
開発した観察システムの構成を図 1 に示す．倒立型顕微鏡のステージ上に観察チャンバを設

けた水槽を置き，その内部に直径 50 mm，焦点距離 70 mm，中心周波数 1.0 MHz の集束型
振動子を設置した．ファンクションジェネレータで発生した正弦波バーストパルスを広帯域ア
ンプで増幅して振動子を駆動し，振動子の焦点に置いた気泡や細胞にパルス超音波を 1 度のみ
照射した． 
撮像素子の画素ごとに専用のメモリを有するバースト CCD を用いた超高速度カメラの採用

により，高画質と高速度を両立する観察装置を実現している．気泡と細胞の相互作用の撮影結果
の一例を図 2 に示す．画像輝度のダイナミックレンジが 12bit と広いため，ほぼ透明な細胞に生

図１ 共焦点・超高速顕微観察システム 図 2 気泡と細胞の相互作用の高速度撮影結果の一
例．超音波中心周波数 1MHz，最大ピーク負音圧 0.? 
MPa，波数 50波．撮影速度 1000 万コマ毎秒． 



 

 

じるわずかな輝度変化も明瞭に描出されており，気泡と細胞の相互作用によって生じる細胞変
化の検出が実現可能と考えられる．また，実用撮影速度がこれまでの 2.5倍（1,000万コマ毎秒）
に，撮影コマ数が約 10倍（256コマ）になるので，微小気泡・細胞間の複雑な相互作用の観察
が実現された． 

 
(2) 共焦点顕微観察 
高速度観察システムに，共焦点レーザー顕微

鏡ユニットを付加し，超音波照射によって誘導
される細胞変化の観察を可能とした．図 3 に微
小気泡を(a)付着，(b)貪食した樹状細胞を観察し
た結果を示す．樹状細胞は，気泡を異物として補
足・貪食する特性があり，自由気泡．付着気泡，
貪食気泡では気泡のダイナミクスが変化する可
能性がある．図に示すように，共焦点顕微観察で
は気泡が細胞膜の内側にあるか，外側にあるか
を明確に判別できる． 
 
(3) 柔軟組織モデルにおけるソノポレーション現象の観察 
 細胞を培養する柔軟な足場層としてカバーガ
ラス上にヤング率 2.2 kPa のアクリルアミドゲ
ル層を形成し，その上にヒト前立腺がん細胞 
(PC-3) を単層培養し，観察サンプルとした．サ
ンプルは本研究で開発した側方観察用チャンバ
（図 4）に取り付け観察を行った．このチャンバ
では 2 枚の小型ミラーを組み合わせることによ
り，気泡—細胞間相互作用を気泡の膨張・収縮に
隠されることなく観察することができる． 
最⼤負圧 0.6 MPa，波数 3波の短パルス超⾳波
を照射する条件では，全 29例の観察結果のうち
28 例（97%）で微小気泡が細胞から離れるふるまいが観察された．気泡－細胞間で発生した現
象は 4 つに分類でき，そのうち細胞膜損傷率が高かった現象の 1例を図 5A に示す．図左下の数
字は超音波到達時刻を 0 µs とした相対撮影時刻を表し，(a)と(h)はそれぞれ超音波照射前後の画
像である．白矢頭は微小気泡の位置を，黒矢頭は細胞膜の変形が見られた部位を表す．(b)から
(g)の期間では，気泡が離れていく際に，気泡が接着した細胞膜の仮足を引き伸ばし，変形させる
様子が観察されている．このように細胞への作用が局所的に発生する例での損傷率はそれぞれ
100%, 75%であり，気泡が細胞の広い範囲に力を及ぼす例 (33%) に比べて高い損傷率を示した． 
最⼤負圧 0.1〜0.2 MPa，波数 50波を照射する条件では，全 23例の観察結果のうち。気泡が細

胞から離れるふるまいが観察されたのは 8例（35%）のみであり，気泡が細胞表⾯で膨張収縮す
る例において細胞膜損傷率が高かった．その 1例を図 5B に示す．超音波照射に伴い細胞表面に
あった気泡が細胞内に移動していく様子が観察された． 
高音圧条件では気泡が細胞から離れる動きが 97%に認められたが，低音圧条件では 35%に低
下した．しかし，細胞膜損傷率は高音圧条件では 42% (8/19)，低音圧条件では 43% (10/23)とほ
ぼ同程度で，音圧によって異なる損傷機序が存在することを示唆している． 
 

図 3細胞への気泡付着状態の共焦点顕微観察. 
赤：細胞膜，緑：気泡．気泡は，(a)細胞表面
に付着，(b)貪食され細胞内部に存在． 

(a) (b) 

図 4 側方観察用チャンバの構造 
 

図 5 柔軟組織モデ
ルにおけるソノポ
レーション現象の
観察結果の一例．柔
軟なアクリルアミ
ドゲル上に細胞培
養． 

(A)最⼤負圧 0.6 MPa，
波数 3波 

(B)最⼤負圧 0.1〜0.2 
MPa，波数 50波 



 

 

(4) 樹状細胞におけるソノポレーション現象の観察 
ソノポレーションにより樹状細胞に抗原を導入する状況を想定し，微小気泡を表面に捕捉あ

るいは内部に貪食した樹状細胞に超音波を照射し，気泡－細胞間に生じる現象の観察を行った．
実験にはマウス骨髄由来樹状細胞株（DC2.4）を用いた．5×104 個/mL の濃度で播種した細胞
を 24～48 時間カバーガラス上で培養し，脂質シェルを有する直径約 2 µm の気泡懸濁液内で 10
分培養することにより気泡を貪食させた．照射する超音波の中心周波数が 1 MHz で，最大負圧
0.2 MPa に固定し，波数は 3 波と 20 波の 2 条件に設定した． 
気泡が付着もしくは貪食した細胞に，波数 3 波と 20 波の超音波を照射した前後の細胞像の一
例を図 6(a),(b)と図 7(a),(b)に示す．波数 3 波の超音波を照射した場合，付着気泡では膜損傷が
生じて（青）気泡が消失（緑）するのに対し，貪食気泡ではどちらも発生していない．一方，波
数 20 波の例では，付着気泡，貪食気泡ともに膜損傷が発生し，気泡が消失している． 
図 6(c)~(e)，図 7(c)~(e)に全般的な傾向を示す．最大膨張径は，波数 3 波では，自由水中に存

在する付着気泡は約 10 μm まで膨張し，エンドソーム中にある貪食気泡の膨張は 3 μm にと
どまっており，エンドソームが気泡の振動を阻害していると考えられる．しかし，波数 20 波で
は貪食気泡も付着気泡も同程度膨張しており，波数を増加することによって貪食気泡を振動さ
せることができることがわかる．  
気泡消失率について，波数 20 波で 29% (4/14)と，波数 3 波の条件の 20% (1/5)と大きな変化

がなかった．この結果は，波数が長い条件で気泡が大きく振動しても，気泡のガスやシェルが細
胞内に留まることを示している．一方貪食気泡の細胞膜の損傷は 3 波の条件では全く見られな
かったが，波数 20 波の条件では 43% (6/14)に確認され，気泡の振動が大きくなるとやがて膜損
傷が生じることが示された．このことは，細胞に大きな損傷を与えずに気泡に付加した抗原を細
胞質に逸脱させるためには，適切な波数条件設定が必要であることを示している． 

 
 
 
(5) 毛細血管ゲルファントムの作成と微小気泡のダイナミクスの観察 
 毛細血管内での気泡のふるまいを調べるため
に毛細管腔ゲルファントムを作成した．直径 10 
µm のタングステンワイヤーを通した型に，生
体にほぼ等しい硬さを持つアクリルアミドゲル
（2.3 kPa）溶液を満たした．ゲル化後にタング
ステンワイヤーを引き抜くことで毛細血管と同
等径の管腔構造を有するファントムを作成し
た． 
 各負圧ごとの気泡のふるまいの高速度観察例
を図 8 に示す．両負圧とも気泡の膨張収縮に伴
い内腔が拡張収縮している様子が確認できる．
また高速度動画から内腔径の変化を求めた結
果，拡張時の内腔径は負圧が 0.4 MPa では 23.9 
± 6.2 µm（n = 10），0.8 MPa では 32.2 ± 5.4 µm
（n = 11）であった．一方収縮時の内腔径は，
0.4 MPa では 5.8 ± 2.1 µm，0.8 MPa では 4.8 
± 2.4 µm であり，有意差は見られなかった．負
圧増加に応じて内腔が 2 ~ 3倍まで拡張するこ
とは，膨張した気泡が毛細血管の内皮細胞を周囲方向に引き伸ばし細胞間結合を緩めることで
血管透過性を促進することの可能性を示唆している． 
 

図 6 樹状細胞のソノポレーションにおける
超音波波数の影響．超音波波数 3 波．赤：
細胞膜，緑：気泡，青：細胞膜損傷あり． 

図 7 樹状細胞のソノポレーションにおける
超音波波数の影響．超音波波数 20 波．蛍
光は図 6 と同じ 
 
 

図 8 毛細血管ゲルファントム内における微
小気泡のダイナミクス．(a), (b) 照射超音波
の最大負圧 0.8 MPa における気泡の膨張
と収縮．(c), (d) 同 0.4 MPa． 



 

 

(6)３次元培養技術を用いた毛細血管ファントムの作成と血管透過性促進現象の観察 
 毛細血管内での気泡と細胞の相互作用を観察する
ために細胞を用いて毛細血管モデルを作成した．ヒト
臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）をコラーゲンゲル内に
包理し，血管内皮増殖因子（VEGF）を添加した培地
で三次元培養することで，血管新生を誘導し，毛細血
管構造を形成した．また，ゲル表面にも細胞を単層培
養することでゲル内の血管構造をゲル表面に繋げ，内
部の管腔へ気泡を導入する入口を形成した（図 9）． 
 作成した毛細血管モデルの内腔に蛍光物質（FITCデ
キストラン，分子量 2 MDa）と微小気泡を導入した後
に，最大負圧 0.8 MPa，波数 50波のパルス超音波を 1
回照射し，超音波照射下における気泡と内皮細胞の相
互作用を高速度撮影した．同時に，超音波照射による
蛍光物質の血管外への漏出を共焦点観察により評価
し，微小気泡が血管内腔に与える機械的作用と血管透過性向上との関連を調べた． 
 
 高速度撮影の結果を図 10 に示す．画像(a), (b), (c)はいずれも膨張時の気泡を捉えた画像であ
り，気泡は膨張と収縮を繰り返しながら直径 30 µm程度まで成長している．このような気泡の
運動により，当初約 10 µm であった血管内腔も 3倍程度まで拡張されていることから，膨張す
る気泡が血管内皮細胞を 3 倍程度まで引き延ばす力を生じていることが実証された．また，超
音波照射前後の血管の明視野像と共焦点像を図 11(a)，(b)に示す．（a）は管腔内に局在していた
FITC デキストランが，照射後（b）には管腔外に漏出していることがわかる．この結果より，超
音波の照射により生じる気泡のダイナミクスや細胞の変形と，それによって引き起こされる血
管透過性の亢進を関連づけることが可能となった．このような手技により，種々の超音波超音波
照射条件，微小気泡を加える条件で観察を行うことにより，生体内に近い条件における現象の観
察が実現できたことから，超音波によるソノポレーションや血液関門の開放を安全に効率よく
実現するための検討が大幅に加速される． 
 

 

 

図 9 ヒト臍帯静脈内皮細胞の 3 次
元培養による毛細血管ファントムの
作成 

図 10 3次元培養技術により作成した毛細血管内での気泡のダイナミクスの高速度観察．超音
波周波数 1 MHz，最大負圧 0.8 MPa，波数 50波． 
 

図 11 3 次元培養技術によ
り作成した毛細血管ファン
トムを用いた血管透過性促
進現象の観察 
(a) 超音波照射直前の明視
野像と共焦点像．緑：血管内
腔（FITCデキストラン），紫：
Cellmask deep red. (b)超
音波照射約 15分後． 
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