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研究成果の概要（和文）： 

ポリエチレングリコール(PEG)にて化学修飾することによって水溶性PEG-フラーレン結合体を
作製した。ヒト前立腺癌細胞株PC-3において、培養液内にPEG修飾フラーレンの存在あるいは非
存在下で収束超音波 (HIFU)照射を行い、MTSアッセイを行ったところ、併用治療においては有意
な増殖抑制効果が認められた。PEG修飾フラーレンの体内動態の検討では、ラベル化フラーレン
の安定性に問題があることが判明し、フラーレンの腫瘍内選択的集積に関する実験結果の再現性
が確認できていない。鶏肉を用いた実験ではPEG修飾フラーレン局所注入、HIFU併用による変性
効果の増強が認められたが、PC-3皮下腫瘍モデルにおける検討では両者併用による腫瘍増殖抑制
効果を認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

By chemically modifying fullerene (C60) with polyethylene glycol (PEG), we succeeded 
in synthesizing water-soluble PEG-conjugated fullerene. MTS assays showed that the 
combination of HIFU with PEG-conjugated fullerene resulted in synergistic growth 
inhibitory effects in PC-3 cells in vitro. In vivo, however, we failed to confirm 
reproducibility on the results of selective tumor tissue accumulation of fullerene 
because of instability of labeled PEG-conjugated fullerene. Using chicken tissue model 
we found synergistic tissue degenerating effects by this combination therapy, which 
showed no additive or synergistic antitumor effects in PC-3 xenograft models.   
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１．研究開始当初の背景 
（１）今日、超音波の特質を診断技術のみな
らず、治療に応用することが可能になってい
る。波動の性質を利用した局所治療のアプロ
ーチとしては、電磁場や粒子線を応用する方
法（放射線、粒子線など）もあるが、深部減
衰と標的へのフォーカス効果を両立するこ
とが技術的に難しく、また、大掛かりな装備
が必要になる。一方、超音波は人体と媒体に
対して、その波長と減衰係数の関係が適切で
あり、腫瘍が体表からある程度離れていても、
必要な強度を持つフォーカスを形成するこ
とが、原理的にも、必要な装備規模としても、
比較的容易に実現が可能である。高密度焦点
式 超 音 波 (High-intensity focused 
ultrasound; HIFU)は、この超音波の特性を
生かした局所治療技術であり、2002 年より限
局性前立腺癌に対して臨床応用されている。
HIFU の有する生体作用には加熱凝固作用と
音響化学作用（キャビテーション）がある。
加熱凝固作用は収束超音波の最大の特徴で
あり、短時間に焦点領域を凝固温度以上に加
熱するため、凝固領域をフォーカルスポット
に限局できる特性を有している。これは、優
れた空間的選択性を意味する一方で、単位時
間当たりの凝固体積が小さくなる、すなわち
治療のスループットが低くなることを意味
する。さらに、生体組織の過熱を防ぐための
冷却時間が必要となり、結果的に治療時間が
長くなってしまう弊害が生じてしまう。また、
生体内の音響インピーダンスの違いから、収
束超音波エネルギーの深部減衰が起こるこ
とがあり、標的焦点領域が十分に加熱されな
い可能性が当講座の研究からも明らかにな
っている。このような HIFU の持つ課題を解
消するための方法として、標的となる生体組
織の超音波に対する感度を局所的に増加さ
せるアプローチが研究されており、キャビテ
ーション作用を利用するのもその一つであ
る。キャビテーションとは、超音波照射を受
けて微小気泡が急速に圧壊する際に生じる
現象である。超音波は粗密波として伝播する
縦波であり、負圧の生じたところに気泡が生
じ、この気泡が崩壊する時に短時間ではある
が高温で高圧の「ホットスポット」という一
種の極限反応場が出現し、反応場の温度は 5
千―５万℃、圧力は約 1500 気圧にも達する
ことがある。の反応場で生成したエネルギー
によって、フリーラジカルやフォトンの産生
（発光）起こる。この発光現象は超音波発光
現象（sonoluminescece）と呼ばれ、発光強
度は気泡の大きさと相関があり、気泡が大き
いほど発光強度が強い。すなわち、この現象
は、超音波と光増感剤とを組み合わせること
により、photodynamic therapy と同じ効果が
期待できることを示している (sonodynamic 
therapy; SDT)。癌組織に集積性のある光増

感剤を生体内に投与し、癌組織への光増感剤
の集積量が最大になった時点でがん組織に
のみ HIFU 照射を実施する。癌組織に集積し
た光増感剤はsonoluminesceceによる光でが
ん組織内の溶存酸素から種々の活性酸素を
生成する。生成された活性酸素は非常に反応
性に富むため、周囲の癌組織を破壊する。た
だし、sonoluminescece は微弱な光であるた
め、よりエネルギー変換効率の高い光増感剤
を用いる必要がある。 
（２）フラーレンはグラファイト、ダイヤモ
ンドに次ぐ第三の炭素同位体で、微弱な可視
光によっても活性酸素を効率よく発生する
性質を持つ物質である。すでに、フラーレン
と光照射の組み合わせで細胞を強く殺傷す
ることが報告されている。がんの SDT 光増感
剤に必要な性質は、①増感剤自身ががん組織
に集積しやすいこと、②微弱な光でも効率よ
く十分な活性酸素を産生しうることである。
フラーレンは他の光増感剤と比較しても、光
エネルギーを溶存酸素に渡して活性酸素を
生成する量子効率が 0.96 と高く、光増感剤
としては最適物質である。しかしながら、フ
ラーレン自体は水に不溶性であり、また、分
子径も 1 nm 程度であるため、フラーレン自
体のがん組織への選択的集積は期待できな
い。水酸基などによる修飾による水溶化フラ
ーレンの試みもなされているが、分子量が低
ければ生体内からの排泄が早く、癌組織に対
する特異性を持たせる工夫をしない限り、癌
組織への集積性を解決できない。 
（３）一般に、がん組織と正常組織との間に
は解剖学的な違いがあることが知られてい
る。癌組織では、速い細胞増殖を支えるため
血管新生が常に行われており、その新生血管
は構築性が悪い上に、VEGF などの血管透過促
進因子の過剰発現により極小血管壁の透過
性が正常血管に比べて約 3-10 倍程度大きく
なっている。このため、高分子物質は容易に
透過し、癌組織内に集積する。加えて、正常
組織では漏出した高分子物質はリンパ系へ
移行されて排泄されるが、癌組織ではリンパ
管が未発達なためにこれらの物質は排泄さ
れずに長時間残存する。結果として、高分子
物質はがん組織に蓄積しやすい性質を持ち、
これはenhanced permeability and retention 
effect (EPR 効果)と呼ばれている。そこで、
フラーレンを水溶性高分子で化学修飾し、見
かけのサイズを大きくすれば、フラーレンは
癌組織に移行しやすくなり、癌組織により多
く集積させる受動的ターゲティングが可能
となる。この化学修飾でフラーレンの水溶化
も同時に達成される。この目的のためにポリ
エチレングリコール(PEG)を水溶性高分子と
して選択した。PEG はがん組織へ集積される
性質を持つことは既に報告されている。PEG
修飾フラーレンは癌組織に集積しやすいの



で、投与後適当な時間をおけば、正常組織に
対する癌組織のフラーレン濃度差が大きく
なる。この時、癌組織部位に HIFU を行えば、
がん組織のみを選択的に破壊できると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
（１）前立腺癌および腎細胞癌の細胞株を用
いてPEG修飾フラーレンとHIFUとの組み合わ
せによるin vitro抗癌活性を検討する。 
（２）PEG修飾フラーレンの体内動態と癌組織
への移行を検討することにより、癌組織への
ターゲティングが可能かどうかを検討する。 
（３）マウスを用いて前立腺癌の同所性モデ
ルないしは腎細胞癌の肺転移モデルを作製し
、PEG修飾フラーレン投与とHIFU照射によるin 
vivoでの抗腫瘍効果を検討する。 
 
３． 研究の方法 
1) In vitroにおけるPEGフラーレンとHIFU

との組み合わせによる抗腫瘍活性の検
討 

ヒト前立腺癌細胞株 LNCaP, C4-2, PC-3, マ
ウス腎癌細胞株 Renca, ヒト腎癌細胞株
786-O, 769P, Caki-1, ACHN を用い、HIFU 装
置（Sonablate 500, Focus Surgery Inc, USA）
を用いて、PEG 修飾フラーレン(0-10 g/ml)
存在下あるいは非存在下で 1-3 MHz の HIFU
照射を行い、48時間後の細胞傷害効果を MTS 
assay にて、また細胞周期解析をフローサイ
トメトリーにて検討する。同時に、培養液中
の活性酸素の産生をチトクロームC法にて定
量する。 

 
2) PEG フラーレンの体内動態の検討 
マウス腎癌細胞株Rencaを背部皮下に移植し
た担癌マウスを作製し、PEG フラーレンを放
射性ヨウ素によりラベル化し、マウスの尾静
脈に投与する。投与後経時的に種々の臓器、
排泄物、および癌組織を回収し、各臓器の放
射活性を測定する。 
 
3) PC-3 および Renca 皮下腫瘍モデルにお

ける PEG フラーレンと HIFU 併用による
抗腫瘍効果の検討 

PC-3 ないしは Renca 細胞(2x106個)をヌード
マウスの背部皮下に移植する。腫瘍径が約
5mm 程度となったところで無作為に 4 グルー
プ（n=10/group）に分類する。治療群の内訳
は無治療群、PEG フラーレン単独治療群、HIFU
単独治療群、PEG フラーレンと HIFU 併用治療
群とする。PEG フラーレンは経尾静脈投与す
る。経時的にマウスの体重、腫瘍径を測定す
る。 
 
4) C4-2 ないしは PC-3 同所性前立腺癌モデ

ルを用いた PEG フラーレンと HIFU 併用

による抗腫瘍効果の検討 
当講座では長年にわたりマウス前立腺癌同
所性モデルの確立を維持してきた。これはネ
ンブタール麻酔下にてヌードマウスの前立
腺に前立腺癌細胞を注入し生着させる方法
であり、約 60－80％の癌生着率を示すため十
分に同所性前立腺癌研究モデルとして使用
できるものである。同所性腫瘍モデルを用い
て無治療群、PEG フラーレン単独治療群、HIFU
単独治療群、PEG フラーレンと HIFU 併用治療
群に分類する。PEG フラーレンは経尾静脈投
与する。30日目にマウスを安楽死させ、前立
腺腫瘍を摘出する。また転移の有無（特にリ
ンパ節）もあわせて検討する。 

 
5) Renca 肺転移モデルを用いた PEG フラー

レンと HIFU 併用による抗腫瘍効果の検
討 

Renca 肺転移モデルはマウスの尾静脈に
Renca を注入し、肺に生着させる方法であり、
注入後約7－10日間で約80－90％の癌生着率
を示すため十分に腎癌肺転移研究モデルと
して使用できるものである。同モデルを用い
て無治療群、PEG フラーレン単独治療群、HIFU
単独治療群、PEG フラーレンと HIFU 併用治療
群に分類する。PEG フラーレンは経尾静脈投
与する。30日目にマウスを安楽死させ、肺組
織を摘出し、転移結節の個数を観察する
(Sumitomo et al, Cancer Res. 68(6):1631-5, 
2008)。 
 
４．研究成果 
1) PEG 修飾フラーレンの作製 
まず、ポリエチレングリコール(PEG)にて化
学修飾することによって PEG-フラーレン結
合体を作製した。フラーレンのベンゼン溶液
に PEG のベンゼン溶液を等量加え、25℃にて
24時間、遮光条件にて撹拌し、結合反応を行
った。PEG/フラーレンの混合モル比は 50/1
とし、水溶性の PEG 修飾フラーレンを作製し
た。 
 
2) In vitro における抗癌活性の検討 
In vitro における PEG-フラーレンと収束超
音波併用による細胞障害活性をMTSアッセイ
にて検討した。マウス腎癌細胞株 Renca およ
びヒト前立腺癌細胞株 PC-3 において、培養
液内にPEG修飾フラーレンの存在あるいは非
存在下で HIFU 照射（Focus Surgery 社製
Sonablate500、１MHz）を行い、48 時間培養
後に MTS アッセイを行ったところ、併用治療
においては有意な増殖抑制効果が認められ
た。一方、PEG 修飾フラーレンなしいは収束
超音波照射単独では増殖抑制効果が認めら
れなかった（表 1）。 
 



表 1 PEG修飾フラーレンと HIFU 併用による
前立腺癌細胞 PC-3 に対する細胞障害活性 

PEG 修飾フラーレン 

(μg/mL) 
HIFU MTS 活性 

0 - 100±6.48 

0 + 92.37±3.21 

5 - 96.34±6.44 

5 + 41.36±2.54* 

* p<0.05; vs control 

 
3) PEG 修飾フラーレンの体内動態の検討 
組織ターゲッティングを確認することを目
的として、放射性ヨウ素によりラベル化した
PEG 修飾フラーレンないしは FITC 標識した
PEG 修飾フラーレンの作製を試みたが、ラベ
ル化フラーレンの安定性および実験結果の
再現性に問題があることが判明し、体内動態
の検討に関しては、PEG 修飾フラーレンその
ものを定量できないかどうかを検討中であ
る。 
 
4) 鶏肉を用いたPEG修飾フラーレン局所注

入、収束超音波併用による変性効果の検
討 

PEG 修飾フラーレンの腫瘍組織選択性が明ら
かにされなかったので、in vivo での実験に
関する検討については当面は先送りするこ
とに決定し、市販の鶏肉に PEG フラーレンを
局所注入し、HIFU 照射した際の効果を検討す
る実験を行った。専用の実験水槽に超音波発
生装置、鶏肉をセッティングし（図 1）、PEG
修飾フラーレン局所注入部位と注入してい
ない部位の2領域を照射領域として設定した
（図 2）。その結果、PEG フラーレン局所注
射した鶏肉部分においては、収束超音波照射
による組織変性効果がより増強されること
が示された（図 3）。 
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5) 皮下腫瘍モデルにおける抗腫瘍活性の

検討 
以上の結果から、PEG 修飾フラーレンと HIFU
照射の併用治療効果が期待できることが明
らかになったので、PC-3 皮下腫瘍モデルを用
いて、PEG 修飾フラーレンを腫瘍に直接注射
し、HIFU照射による効果が増強するかどうか
検討した。皮下腫瘍径が 1.0 ㎝に達した段階
でマウス 20 匹を 5 匹ずつ 4 群（無治療群、
PEG修飾フラーレン単独群、HIFU照射単独群、
併用治療群）に分類し、PEG 修飾フラーレン
溶液を 0.2ml 腫瘍に注射し、1時間後に HIFU
照射（1MHz, 出力 37W）した。その後、腫瘍
径の計測を毎日行った。しかしながら、治療
開始後 4 週間の観察期間内において、4 群の
腫瘍径変化には明らかな差が認められなか
った（データ非表示）。現在、皮下腫瘍モデ
ルにおける抗腫瘍活性の検討を再度行って
いるところである。 
 
以上から得られた結論は以下のとおりであ
る。 
1) 水溶性の PEG 修飾フラーレンを作製した。 
2) PEG 修飾フラーレンの体内動態を検討す

る目的で、放射性ヨウ素ないしは FITC 標
識した PEG 修飾フラーレンの作製を試み
たが、ラベル化フラーレンの安定性およ
び実験結果の再現性に問題があることが
判明し、体内動態の検討に関しては、PEG
修飾フラーレンそのものを定量できない
かどうかを検討中である。 

3) PEG フラーレン局所注射した鶏肉部分に
おいては、収束超音波照射による組織変
性効果がより増強されることが示された。 

4) PC-3 皮下腫瘍モデルを用いた検討では、
PEG 修飾フラーレンの腫瘍直接注射と
HIFU併用による抗腫瘍効果の増強作用は
認められなかった。 
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