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研究成果の概要（和文）：超音波による診断と治療の融合の確立に向けた基盤を形成し、臨床応用へと発展させ
ることを目的とし、犬の甲状腺癌および膀胱癌に対する超音波とマイクロバブルを用いた実用的な新規がん治療
法「ソノポレーション」に関する前臨床段階の知見を得た。また、ソノポレーションの新たなメカニズムを明ら
かにすることで、臨床応用の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that sonoporation, the combination of ultrasound and 
microbubbles, enhances the antitumor effect of a chemotherapeutic agent with minimum invasiveness in
 preclinical canine thyroid and bladder cancer models. Moreover, the results of this study clarified
 the mechanism of sonoporation. This preclinical study may contribute to establish sonoporation as a
 theranostic tool in cancer therapy.

研究分野：獣医内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 超音波の治療への応用の試みは半世紀以
上の長い歴史をもつ。しかしながら、診断分
野においては生体に障害を及ぼさない低い
エネルギーの超音波を、一方、治療分野にお
いては局所照射に高いエネルギーの超音波
を利用しようとする点で、両者が同じ領域の
手法として発展することはなかった。ところ
が、近年、超音波の生体作用についての基礎
研究が進められたことや装置への工夫がな
されてきたことから、診断と治療の 2 つの領
域の距離が縮まりつつある。 
 その中で、現在最も注目されているのがマ
イクロバブルを利用した超音波治療である。
マイクロバブルと超音波を併用することで
細胞膜に一時的に孔を開け、そこから薬物や
遺伝子を細胞内に取り込ませることができ
るからである（Tachibana, et al. Lancet 
1999）。特にがん治療においては、超音波を
腫瘍局所に照射することで腫瘍細胞に抗が
ん剤を直接取り込ませることができるので、
副作用の少ない安全かつ効率的な治療法と
して、その実用的な臨床応用が期待されてい
る。しかしながら、これまでの培養細胞なら
びに実験動物を用いた研究では、超音波発生
装置として臨床現場では用いられない特殊
な装置が用いられており、安全性に問題があ
ることから臨床応用までには至っていない。
言い換えるなら、安全性が担保されている診
断用超音波装置を用いて可視化しながら治
療する、“診療現場における診断と治療の融合
を目指した研究”は行われていない。 
 申請者はこれまで獣医画像診断学の分野
において、とりわけ超音波診断の領域で研究
成果をあげてきた。なかでも、近年、超音波
造影剤の獣医臨床応用に関する研究にいち
早く取り組み、マイクロバブルである超音波
造影剤を利用した超音波治療に早くから興
味を抱き、診断用超音波装置を用いた獣医臨
床応用に向けた基礎研究に着手してきた
（Nakamura and Takiguchi, Vet Radiol 
Ultrasound 2009 &2010; J Vet Intern Med 
2011）。そして、これまでの研究に基づき、
可視化しながら治療する超音波治療の可能
性へ研究を発展させるに至った。特に、超音
波による診断と治療の実現可能性が高い表
在性腫瘍に着目した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、現在獣医臨床において有効な
治療手段が確立されていない犬の甲状腺癌
と膀胱癌に対する新規治療の開発に向けた
基盤を形成することを目指す。犬の甲状腺癌
および膀胱癌はいずれも予後不良の悪性腫
瘍である。また、犬の甲状腺癌および膀胱癌
は表在性腫瘍であるがゆえ体表からの超音
波治療の標的として最適と考えられる。最終
的には実際の臨床例への適応を目指すが、安
全性ないし有効性の検証はそれぞれマウス
移植腫瘍モデルを用いて行う。甲状腺癌に対

しては、超音波診断装置ガイド下でマイクロ
バブルと抗がん剤を腫瘍局所に投与し、診断
装置にて超音波を照射する手法を候補とす
る。一方、膀胱癌に対しては、抗がん剤とマ
イクロバブルの膀胱内注入療法に、超音波照
射を組み合わせる手法を採る。 
 本研究では、甲状腺癌および膀胱癌の両面
から以下に挙げる具体的目標に取り組む。 
（１）腫瘍モデルを用いた腫瘍成長抑制効果
ならびに安全性の検証。 
（２）培養細胞における抗がん剤の効果増強
作用およびそのメカニズムの解明。 
 
３．研究の方法 
（１）甲状腺癌に対するソノポレーションの
可能性 
 ７週齢のヌードマウスの背部皮下に犬甲
状腺癌株細胞を移植した、甲状腺癌モデルを
作成した。腫瘍径が 5 mm に達した時点で、
抗がん剤シスプラチン、およびマイクロバブ
ルを超音波診断装置ガイド下で腫瘍内に投
与し、そのまま診断装置によってソノポレー
ションを行った。処置後、3 週間にわたって
腫瘍体積および体重をモニターし、治療効果
と副作用を評価した。 
 
（２）膀胱癌に対するソノポレーションの可
能性 
 動物福祉の観点から動物実験を削減する
ため、膀胱癌を模した３次元培養系を作成し
た(図 1)。膀胱癌株細胞を細胞外基質の 1 つ
であるⅠ型コラーゲンに包埋した３次元培
養系に対して、シスプラチンをソノポレーシ
ョンして殺細胞効果を判定した。また、３次
元培養系の厚みを変えることでソノポレー
ションの効果の及ぶ距離を解析した。さらに、
1 回のソノポレーションの効果が持続する時
間についても検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）ソノポレーションのメカニズム検証 
 ソノポレーションは超音波とマイクロバ
ブルによるドラッグデリバリー技術である。
ソノポレーションによる抗腫瘍効果もしく
は殺細胞効果が、抗がん剤の細胞内デリバリ
ーによるものか検証した。シスプラチンが白
金系抗がん剤であることを利用し、細胞内お
よび細胞外の白金濃度を誘導結合プラズマ
質量分析計（ICP-MS）によって定量した。 
 
４．研究成果 
（１）甲状腺癌に対するソノポレーションの

 

図 1 ３次元培養による膀胱癌モデル 



可能性 
 シスプラチン1 μgとマイクロバブルであ
るソナゾイド 10 μL を超音波診断装置のガ
イド下で腫瘍内へ投与する処置を、1 日置き
に 4 回行った。その後、6 日置きに腫瘍体積
およびマウスの体重測定を行った。比較対照
として、無処置、生理食塩水のみ、シスプラ
チンのみ、マイクロバブルのみ、マイクロバ
ブル＋超音波照射の５群を設定した。 
 シスプラチンをソノポレーションした群
（▲シスプラチン＋マイクロバブル＋超音
波）では、12、18、24 日後において、腫瘍体
積が比較対照5群全てより有意に小さかった
（図 2）。また、シスプラチンをソノポレーシ
ョンした群での体重減少は確認されなかっ
た（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究により、シスプラチンのソノポレー
ションは副作用を示すことなく腫瘍の成長
を抑制した。さらに、本研究のソノポレーシ
ョンは、超音波診断装置ガイド下かつ診断装
置によるものであった。つまり本研究の成果
は、超音波診断装置による非侵襲的なソノポ
レーションを初めて示したと言える。本研究
により、超音波による診断と治療の融合へ向
けた礎と言え、その臨床的意義は大きい。 
 
（２）膀胱癌に対するソノポレーションの可
能性 
 上述の３次元培養系にシスプラチン 6μ

g/mLとマイクロバブル100 μLを含む培地を
加え、ソノポレーションを行った。2 日後に
生細胞数を測定して、殺細胞効果を評価した。
比較対照群として、無処置、マイクロバブル
＋超音波群、シスプラチンのみ、シスプラチ
ン＋超音波群の 4群を設定した。 
 1回のソノポレーションにより厚さ100 μ
m までシスプラチンの効果が増強された（図
4）。また、その増強の持続時間は 1時間まで
だった（図 5）。さらに、ソノポレーションを
30 分置きに 3回繰り返した場合、シスプラチ
ンの効果増強は厚さ 200 μm まで広がった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 抗がん剤およびマイクロバブルは膀胱内
注入療法によって膀胱内へ直接投与するこ
とが可能である。本研究から、膀胱内注入療
法にソノポレーションを組み合わせること
で、局所コントロールをさらに改善する治療
法の可能性が示された。前述の甲状腺癌モデ
ルでも明らかになったように、ソノポレーシ
ョンに大きな副作用はない。したがって、ソ
ノポレーションの回数を増やすことで、非侵
襲的で効果の高い局所療法が確立できる。 
 
（３）ソノポレーションのメカニズム検証 
 ３次元培養系および（２）と同じ条件を用
い、細胞内白金濃度および細胞を回収した後
のコラーゲン内白金濃度を測定した。 
 ソノポレーションによって厚さ 50 および
100 μm において細胞内白金濃度が有意に上
昇した（図 6）。一方で、コラーゲン内の白金

 

図 2 腫瘍体積の経時変化 

 

図 4 ソノポレーションの効果的な距離 

 

図 5 ソノポレーションの効果持続時間 

 
図 3 体重の経時変化 



濃度には差が認められなかった。 
 ソノポレーションの機序として、コラーゲ
ン中の細胞へシスプラチンをデリバリーし、
殺細胞効果が生じたことが明らかになった。
従来のソノポレーションの機序はマイクロ
バブルに接する細胞へのデリバリーと言わ
れていたが、本研究の結果により、組織にあ
る程度の厚みがあっても抗がん剤を細胞内
にデリバリーすることが可能であることが
初めて示された。このことはソノポレーショ
ンを臨床応用へと発展させる上で、重要な科
学的エビデンスとなる。 
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図 6 細胞内へのシスプラチンデリバリー 
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