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研究成果の概要（和文）：本研究では、超音波によって音響化学的に活性化され抗腫瘍効果を示すフラーレン誘導体の
スクリーニングを行った。Sarcoma 180細胞に対する殺細胞作用は、polyhydroxy fullerenes (PHF) および pyrrolidi
ne tris-acid fullerenesで著しく増強された。PHFを用いて超音波併用時マウスに移植したcolon 26腫瘍細胞の増殖抑
制を確認した。この殺細胞作用増強に対する活性酸素の関与を活性酸素消去剤およびESRの測定により確認した。これ
らの結果から、水溶性フラーレン誘導体と超音波を併用した音響化学療法のがん治療への応用の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the sonodynamically induced antitumor effect of fun
ctionalized fullerenes. The antitumor effects of functionalized fullerenes in combination with ultrasound 
at 2 MHz were screened. The ultrasonically induced damage on isolated sarcoma 180 cells was enhanced signi
ficantly with polyhydroxy fullerenes (PHF) or pyrrolidine tris-acid fullerenes (PTF). In the experimental 
treatment, the combined with ultrasonic exposure and PHF inhibited the growth of the inoculated colon 26 t
umors. The significant reduction by histidine of ultrasonically induced cell damage enhanced by PHF sugges
ts that the enhancement was due to sonodynamic generation of active oxygen such as singlet oxygen by funct
ionalized fullerenes. The involvement of singlet oxygen was also confirmed by ESR spectometory. These resu
lts support the possibility of clinical application of sonodynamic treatment using water soluble functiona
lized fullerene.
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１．研究開始当初の背景 
超音波は、生体に対し低侵襲的かつ深部進
達性に優れており、照射強度の調整により超
音波到達部位までの距離を比較的容易に調
節可能である。また、超音波は放射線と異な
り、治療の際、必要に応じて繰り返し照射可
能である。 
超音波を水溶液中に照射することにより
微小気泡が発生し、気泡内部に超音波のエネ
ルギーを瞬時に蓄積し、次いで崩壊するキャ
ビテ―ション現象が生じる。この気泡崩壊の
際の衝撃波および局所的高温・高圧の結果と
して物理的作用・化学的作用が生じる。また、
この気泡崩壊の際、様々な活性酸素種が生成
される。これらの活性酸素種も細胞障害性を
有している。このため、超音波単独で殺細胞
効果を生じる強度の超音波であると、正常細
胞も障害を受けることになる。これが、副作
用の一因となっている。しかし、正常細胞に
影響の出ない超音波強度では、殺細胞効果が
減弱してしまう。これまでに、マイクロバブ
ルの併用によりキャビテ―ションが誘導さ
れ、殺細胞効果が増強することが知られてい
る。そこで、がん細胞選択的な殺細胞効果を
増加させるため、超音波単独では殺細胞効果
持たない条件下、音響化学的に活性化される
薬剤の併用を検討してきた。現在の抗がん剤
を用いた治療は、薬剤によるがん細胞への障
害作用は強いが、薬物の腫瘍集積性が低いと
いう問題点を抱えている。強い細胞障害性を
有する抗がん剤は、分化速度の速いがん細胞
に優位に作用するが、正常細胞も薬剤に暴露
されることにより障害を受ける。そこで、抗
がん剤ではなく、粒子径の小さいナノ粒子に
着目した。細胞障害性を示さないナノ粒子を、
細胞障害性を示さない強度の超音波と併用
し、音響化学的にナノ粒子を活性化させ、殺
細胞効果を発現させる。この実現は、腫瘍組
織以外に存在する薬物の効果を無視できる
と考えられ、現在のがん治療における問題点
を改善できる。そこで、超音波の特徴を生か
した超音波と薬物の相乗作用による悪性腫
瘍の治療方法を提案し、音響化学療法
（sonodynamic therapy）と名付け研究を行っ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 現在のがん治療が抱える副作用の問題を
回避したがん治療法を開発することを目的
としており、超音波照射により音響化学的に
抗腫瘍活性化するナノ粒子の同定、抗腫瘍効
果の発現に関与する活性酸素種の確認、また、
抗腫瘍効果を期待できるかについて検討し
た。 
 
 
３．研究の方法 
  単離腫瘍細胞を用いて超音波照射により
音響化学的に活性化されるナノ粒子として

フラーレン誘導体のスクリーニングを行っ
た。Sarcoma 180 細胞懸濁液にフラーレン誘
導体を添加後、超音波を照射した。照射後の
細胞生存率をトリパンブルー染色法および
細胞の形態学的変化を顕微鏡にて観察した。 
 次に、音響化学的に活性化を受けたナノ粒
子および超音波併用時に増強した殺細胞効
果、殺細胞効果発現に活性酸素種生成の関与
の有無を活性酸素種に特異的な阻害剤であ
る、マンニトール、SOD、ヒスチジン、トリ
プトファン等を用いて阻害効果の評価およ
び一重項酸素の発生を確認するため、一重項
酸素に特異的なスピントラップ剤である
2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy を用い生成さ
れたスピンアダクト(4-oxo-TEMPO)を電子ス
ピン共鳴（ESR）により測定した。 
さらには、固形腫瘍に対する水酸化フラー
レン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。抗腫瘍効果の判定は、腫瘍の増殖抑制
と HE病理染色によって行った。 
 
 
４．研究成果 

Sarcoma 180 cellsを用いて in vitroで超音波
併用により抗腫瘍効果が発現するかナノ粒
子であるフラーレン誘導体でスクリーニン
グを行った結果、polyhydroxy fullerenes 
(PHF) お よ び  pyrrolidine tris-acid 
fullerenes (PTF)で優れた増強効果を認めた。
この効果は、薬剤濃度に依存して増強された。
またこの効果は、一定の超音波強度以上の強
度領域でのみ認められたことにより、キャビ
テ―ションに特有の現象であるといえる。こ
の結果から、薬剤活性化にキャビテ―ション
が深く関与することが示唆された。これらの
ことから、in vitroにおいてフラーレン誘導体
が音響化学的に活性化し、抗腫瘍効果を発現
することが示された。超音波キャビテ―ショ
ンには、物理的作用と化学的作用とがある。
化学的作用には活性酸素種生成が考えられ
るため、活性酸素種除去剤添加時の殺細胞作
用に対する変化を検討した。この結果、ヒド
ロキシラジカルの消去剤であるマンニトー
ルおよびスーパーオキサイドラジカルの消
去剤である SOD の添加は、超音波および薬
剤併用時の殺細胞効果に対し、有意な抑制作
用を示さなかった。一方、一重項酸素の消去
剤であるヒスチジンの添加時は、著しい殺細
胞効果抑制を示した。これにより、超音波お
よび薬剤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
示唆された。さらに、超音波が照射された水
溶液中に生成する一重項酸素を特異的なス
ピントラップ剤を用いスピンアダクトであ
る 4-oxo-TEMPOを電子スピン共鳴（ESR）に
より測定できたことから、一重項酸素生成が
確認された。一重項酸素の生成の確認および
消去剤による阻害効果が確認されたため、超
音波および PHF 併用時に観察された殺細胞



作用に一重項酸素が関与していると推定し
た。 
 PHFを用い、マウス皮下に Colon26を移植
し、この実験腫瘍を対象に薬物の音響化学療
法の効果を調べた。PHFを直接腫瘍に注入後
超音波照射を行った。超音波照射後の病理サ
ンプルは HE 染色により評価した。超音波・
PHF それぞれ単独では殺細胞作用を示さな
い条件下で PHF 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。以上の結果から、in vivoにおいて、PHF
で音響化学的に抗腫瘍活性化されているこ
とが示された。 
In vitro および in vivoの結果、ナノ粒子の一
つであるフラーレン誘導体の PHF と超音波
との併用は発生した一重項酸素による殺細
胞効果を発現し、抗腫瘍効果を示すことが確
認された。このことから、ナノ粒子と超音波
を併用した音響化学療法が、がん治療に有用
であると考えられる。 
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