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研究成果の概要（和文）： 
我々は、以前に超音波照射併用による Rituximabと Cetuximabの抗腫瘍効果増強について報告
した。今回、Edaravone と Pifithrin の心毒性抑制効果が超音波照射併用により増強し、少量
投与で心筋特異的な有効性が得られるかを検討した。また、左室収縮末期壁応力―心拍数補正
左室円周短縮速度関係(WS-Vcf relationship)を用い、アントラサイクリン心毒性の早期検出に
ついての臨床研究も行った。超音波照射による有意な心毒性抑制効果の増強は認められず、超
音波照射条件に関してさらなる検討を重ねる予定である。臨床研究では、負荷非依存的な
WS-Vcf relationshipによりアントラサイクリン心毒性の早期検出が可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated whether the cardioprotective effects of edaravone and pifithrin were 
increased with ultrasound exposure. In addition, clinical research about early detection 
of anthracycline-induced cardiotoxicity was performed using left ventricular 
end-systolic wall stress-velocity of circumferential fiber shortening relationship 
(WS-Vcf relationship). Significant enhancement of the cardioprotective effects of these 
agents with ultrasound exposure was not seen. We plan the further investigation about 
the condition of ultrasound exposure. In the clinical research, WS-Vcf relationship was 
useful for the detection of the early anthracycline-induced cardiotoxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
アントラサイクリンは、強力な抗癌作用を有
する一方で、不可逆的な心毒性を生じること
が知られているが、現在、心毒性発現に対す
る有効な対策は確立されていない。近年、低
用量のアントラサイクリン投与下でも心毒
性が出現することが報告され、心毒性回避の

ための有効性かつ安全性の高い対策の確立
が喫緊の課題となっている。近年、in vitro
での実験において脳神経保護剤である
Edaravone がアントラサイクリンの薬効を減
弱することが報告され、心毒性抑制への応用
が期待される。しかし、腎障害作用を有する
Edaravone の臨床使用においては、低用量で
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心筋特異的にアントラサイクリンの薬効を
減弱させる方策の開発が不可欠である。研究
者らは、超音波の生体作用の中で、非熱作用
の１つであるキャビテーション作用に注目
し、薬剤単独投与より超音波照射を併用した
方が、薬効が相乗的に増強することを CD 陽
性リンパ腫細胞と抗 CD抗体（Rituximab）お
よび EGFR 発現頭頚部扁平上皮癌由来細胞と
抗 EGFR抗体（Cetuximab）との基礎的実験で
示した。そこで、Edaravone に関しても超音
波照射併用により薬効が増強し、少量投与で
の有効性が期待される。また、近年、アント
ラサイクリンの心毒性発現に p53の関与が報
告され、メカニズムとして p53による直接的
な心筋細胞のアポトーシス誘導と p53を介し
た mTOR 機能の活性低下の２経路が注目され
ている。そこで、p53 の機能制御による心毒
性抑制に関心が持たれているが、p53 機能制
御物質の臨床使用においては発癌誘発の観
点から、低用量で心筋特異的に p53 の機能を
制御する手法が不可欠であり、超音波照射併
用により実現し得る可能性がある。 
２．研究の目的 
前項で述べた最近の知見を踏まえ、これらの
成果をさらに発展させるための超音波照射
併用の有用性を実証するために以下の研究
を計画した。 
（１）まず、超音波照射単独による細胞障害
について種々の超音波照射条件を設定する
ことにより検討する。 
（２）次に、細胞障害が少ない超音波照射条
件を設定し、Edaravone のアントラサイクリ
ンの効果減弱作用が超音波照射併用により
増強されるかを検討する。 
（３）（２）で超音波照射併用によりアント
ラサイクリンの効果減弱が確認された超音
波照射や薬剤投与のタイミングなどの諸条
件下で、Edaravone と同様に p53機能制御物
質（Pifithrin）のアントラサイクリンの効
果減弱作用が超音波照射併用により増強さ
れるかを検討する。 
（４）また、心臓超音波を用いた潜在的なア
ントラサイクリン心毒性の検出についての
臨床研究も行った。 
３．研究の方法 
（１）まず、ラット心臓横紋筋細胞（H9c2）
を用い、超音波照射単独による細胞障害を調
査した上で、超音波照射の至適条件について
検討した。超音波照射には、1-MHz generator 
(Sonic master)を用いた。超音波照射条件と
しては、以下の５つの条件（20% duty factor: 
0.5 W/cm2 x 1 min, 0.3 W/cm2 x 1 min, 10% duty 
factor: 0.5 W/cm2 x 1 min, 0.3 W/cm2 x 1 min, 
0.3 W/cm2 x 15 min）を設定した。35 mmの
dishで H9c2を 24時間培養した後に、上記の
各条件で超音波照射を行い、その後さらに 24
時間培養した後に cell survival（WST-8 
assay）に加え、apoptosisおよび necrosis
（apoptotic & necrotic cell detection kit; 

FITC-annexin V、propidium iodile（PI））
の程度を評価した。 
（２）次に、ヒト急性リンパ芽球性白血病細
胞（MOLT4）を用い、Edaravoneの Doxorubicin
に対する防護効果が超音波照射により増強
されるかを検討した。以下の６群（control、
Edaravoneのみ添加（E群）、Doxorubicinの
み添加（D群）、超音波照射単独（U群）、
Edaravone と Doxorubicin を添加（E+D 群）、
Edaravoneと Doxorubicinを添加に加えて超
音波照射併用（E+D+U群））で cell survival
（WST-8 assay）に加え、apoptosis および
necrosis（apoptotic & necrotic cell 
detection kit; FITC-annexin V、propidium 
iodile（PI））の程度を評価した。MOLT4（2M 
cells /ml）を 35 mm の dish で培養した後、
前述の６群を作成した。E群あるいは D群で
は、それぞれ Edaravone（0.5 μM/2ml）、
Doxorubicin（1μM）を投与した後、24時間
培養し、評価を行った。U 群では、0.4 W/cm2、
１分間の超音波照射を行った後、同様に 24
時間培養し、評価を行った。E+D 群では、ま
ず、Edaravone（0.5 μM/2ml）を投与し、30
分の培養後に Doxorubicin（1μM）を投与し、
さらに 24時間培養した後に、評価を行った。
E+D+U 群では、まず、Edaravone（0.5 μM/2ml）
を投与し、30分の培養後に 0.4 W/cm2、１分
間の超音波照射を行い、５分後に
Doxorubicin（1μM）を投与し、その後 24時
間培養した後に、評価を行った。 
（３）（２）で Edaravonの超音波照射併用に
よる防護効果増強が確認された場合、超音波
照射や薬剤投与のタイミングなどの諸条件
を（２）と同様に設定し、（２）と同様の実
験系において Edaravone を Pifithrin（30μ
mol/L）に置き換えて、アントラサイクリン
の効果減弱作用が超音波照射併用により増
強されるかを H9c2 を用いて検討する。 
（４）臨床研究では、明らかな心機能障害を
有さない無症状のアントラサイクリン投与
例を対象に左室収縮末期壁応力―心拍数補
正 左 室 円 周 短 縮 速 度 関 係 （ WS-Vcf 
relationship）について心臓超音波を用いて
評価し、年齢や性別を一致させた健常例と比
較した。 
４．研究成果 
（１）超音波照射単独による細胞障害につい
て種々の照射条件を設定して検討した結果、
以下の結果（図１と２）が得られた。10% duty 
factor-0.3 W/cm2 -1 min の条件下で、cell 
survaival が最も高く、細胞死の程度は
FITC-annexin Vおよび propidium iodile（PI）
ともに最も低値を示した。この照射条件は、
キャビテーション作用を利用した薬効増強
に最適な照射条件を検討する上で、重要な基
礎的設定条件になると考えられる。 
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（２）Edaravone の Doxorubicin に対する防
護効果についての検討では、以下の結果（図
３と４）が得られた。 
図３ 
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Cell survivalは、D群で 62%であったのに対
して D+E 群では 71%であり、Edaravone の
Doxorubicin に対する防護効果が確認された。
一方、D+E+U 群では、cell survivalは 54%
であり、われわれの予想とは異なり、超音波
併用による Edaravoneの防護効果の増強は認
められないだけでなく、反対に Doxorubicin
による細胞死を増強させる結果であった。細
胞死に関しても cell survivalと同様の傾向

がみられ、D群が最も高く 32%であり、D+E群
では 22%、D+E+U群では 27%であった。超音波
照射併用は、Edaravoneの Doxorubicin に対
する防護効果を減弱させる結果であった。わ
れわれは、これまでの検討で B細胞性リンパ
腫細胞に対する Retuximabおよび頭頚部癌細
胞に対する Cetuximabの超音波照射併用によ
る抗腫瘍効果の増強（科学研究費補助金 課
題番号 21500450）を確認しており、当初のわ
れわれの予想では、Edaravoneの Doxorubicin
に対する防護効果が超音波照射により増強
することを期待していた。しかし、得られた
結果は、予想に反し、超音波照射により防護
効果が減弱した。理由として、超音波照射に
よって Edaravonの防護効果より Doxorubicin
の抗腫瘍効果がより増強された可能性や超
音波照射自体の細胞障害などが考えられる。
超音波照射と Edaravonおよび Doxorubicin
のそれぞれの投与のタイミングや超音波照
射強度についてさらに検討を重ね、Edaravon
の超音波照射併用による防護効果増強が得
られる条件下で Pifithrinの超音波照射併用
による Doxorubicinの効果減弱作用増強つい
てさらに検討を重ねる予定である。 
（３）臨床研究においては、以下のアントラ
サ イ ク リ ン 投 与 群 と 健 常 群 の WS-Vcf 
relationshipが得られた（図５）。 
図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
負荷非依存的な心筋収縮能の低下がアント
ラサイクリン投与群の半数以上において認
められ、WS-Vcf relationship はアントラサ
イクリン心毒性の早期検出に有用である可
能性が示唆された。なお、この臨床研究結果
については、論文掲載予定である（Heart and 
Vessels (in press)）。 
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