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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫は難治性悪性腫瘍で手術や放射線化学療法を行っても予後は不良である。そこ
でこれまでとは異なる治療法の開発が必要とされてきた。今回我々の研究グループは超音波とそれに反応する音響感受
性物質を組み合わせた音響力学療法の効果を悪性神経膠腫細胞株を用いて行った。音響感受性物質としてアミノレブリ
ン酸などのポルフィリン関連物質を用いた。結果、神経膠腫細胞に対して音響力学療法に殺細胞効果があることが証明
され、さらにアポトーシス誘導がその細胞障害のメカニズムであり、その程度はポルフィリン製剤の細胞取り込みの量
に依存することが確認された。本結果から音響力学療法が新規治療として有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Malignant glioma is a poor prognosis cancer despite of multidisciplinary 
treatment such as aggressive surgery and chemoradiotherapy. Thus there has been a need for new 
therapeutic approaches to control deeply migrated tumor cells. For this aim, we investigated the efficacy 
of sonodynamic therapy (SDT) using sonosensitizers including 5-aminolevulinic acid, protoporphyrinⅨ, and 
talaporfin sodium on glioma cells. These substances have been known to be accumulated in glioma cell and 
are expected to have cytotoxic effect by sonication. Our in vitro study demonstrated that the 
cytotoxicity of sonication on glioma cells was enhanced by each sonosensitizers. And induction of 
apoptosis was suggested to be a major mechanism of cell death. While the efficacy of SDT may be depend on 
the degree of intracellular accumulation of sonosensitizer. Though further investigations will be 
necessary, our preliminary result showed a potential of STD with sonosensitizers for glioma treatment.

研究分野：脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 

 膠芽腫に代表される悪性神経膠腫は原発性

脳腫瘍で最も有病率が高く、固形癌の中で最

も低い5年生存率(6.9%) を呈する。本疾患に

対する標準治療は、可及的腫瘍切除に次ぐ放

射線化学療法であるが、治療後も90％が原発

巣の2cm以内に局所再発を来す。このため近年、

局所への補助療法として脳内留置用抗腫瘍薬

(ギリアデル®) や、抗VEGFヒト化モノクロー

ナル抗体(アバスチン®) が登場し、標準治療

への上乗せ効果が証明されたが、十分な生存

期間の延長には至っていない。ここで我々が

まず着目したのが光線力学療法

(Photpdynamic Therapy: PDT) であり、いく

つかの基礎研究を行い報告してきた。これは

標的腫瘍細胞に特異的に集積した光感受性物

質(PpⅨ) が特定波長のレーザー光の照射に

よって励起し、これが基底状態に戻る際に活

性酸素を発生することを利用して、標的腫瘍

細胞に酸化的損傷を引き起こすといったもの

である。この治療法は毒性が低く、かつ長期

的に反復実施が可能であるが、レーザー光は

組織深達度が浅いため皮膚癌などの浅部の腫

瘍では有効である一方、脳腫瘍においては開

頭後に腫瘍の蛍光部分を視認し、これに直接

レーザー光を照射するといった方法に限局さ

れている。PpⅨは超音波照射によっても同様

に励起して活性酸素を発生することは知られ

ており、レーザー光に比して超音波は圧倒的

に組織深達度に優れていることから、深部の

腫瘍に対して効率的に治療が可能と考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究は悪性神経膠腫に対する新規補助療

法となり得る音響力学療法の確立を目的とし

たin vitroでの検討である。ここで意味する

音響力学療法は、これまでの超音波治療の基

本原理である熱凝固を用いたものではなく、

超音波によって励起され活性酸素を発生する

音響感受性物質を触媒とした治療を指す。音響

感受性物質としては、既に術中蛍光診断や光線

力学療法などで臨床応用されているアミノレ

ブリン酸(ALA) に着目した。ALA自身は音響感

受性物質ではないが、腫瘍細胞に選択的に取り

込まれて代謝されることで、音響感受性を有す

るプロトポルフィンⅨ (PpⅨ) が生成される

ことはこれまでの研究で立証されている。また

同時に、ALAの腫瘍特異的な集積を生かして、

PET用の新規アミノ酸トレーサーの開発・実用

化を目指す。これによってALA-PETを用いた照

射部位の設定が可能となり、より正確な治療計

画を立案できる。 

 

３．研究の方法 

（１）ALA-SDTの抗腫瘍効果のin vitroでの比

較検討 

≪細胞培養≫ 

ヒト膠芽腫細胞株U87 (ATCC® the American 

Type Culture Collection, Rockville, MD, 

USA) を10 % heat-inactivated fetal bovine 

serum (FBS; GIBCOTM, NY, USA)、100 U/mlの

penicillin Gと100 μg/mlのstreptomycin 

(SIGMA®, MO, USA) を含むDulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM; GIBCOTM, NY, 

USA) 内で単層培養する。培養環境は37 ℃、

100 % relative humidity、95 % air、5 % CO2

とする。70 % confluenceとなった段階で接着

細胞をトリプシン処理して、MULTIWELLTM 6 

well (BD FALCON®, NJ,USA) に播種した各

5×105, 1×106, 2×106 cells/wellの単層培

養細胞を用いる。 

≪超音波感受性物質≫ 

アミノレブリン酸(5-Aminolevulinic acid 

hydrochloride; COSMO BIO Co., Ltd, Tokyo, 

Japan) ならびにδ-アミノレブリン酸メチル

塩酸塩(Methyl δ-aminolevulinate 

hydrochloride; Sigma-Aldrich Japan K.K., 

Tokyo, Japan) 

を用いる。これらは4℃暗所で保存し、使用1 時



間前にDMEM で各0, 10, 100, 200 μg/ml に

希釈する。これらを各1, 2, 4 時間、上記培

養環境下で共培養した後、各々のwell に対し

て超音波照射を行う。 

 

（２）非熱的作用を誘導する超音波の至適条

件の獲得 

≪超音波照射≫ 

これまでの音響力学療法に関する我々の基礎

研究では照射装置は民生機を使用してきたが、

照射データの満足できる再現性を得ることが

できなかった。このため照射装置は本学情報

科学研究科人間情報工学研究室と共同で開発

し、現在その調整を行う。照射条件は上記論

文を踏襲して、Peak intensity: 0.4 - 1.2 

W/cm2, Resonant frequency: 1.0 MHz, Duty 

ratio: 50 %,Exposure duration: 5sec - 2 min, 

プレート温: 37 ℃以内で想定しており、他の

文献報告を参照して超音波照射の際に発生す

る熱を可能な限り排除するよう水槽型の装置

とした。 

 

≪抗腫瘍効果の判定≫ 

照射24時間後にCell Counting Kit-8 

(Dojindo Molecular Technologies, Inc., 

Kumamoto, Japan) を用いて細胞増殖/毒性を

判定する。抗腫瘍効果は% Survival rate = 

[absorbance of treated group/absorbance of 

control group without any treatment]×100

の公式で算出する。 

≪免疫染色≫ 

蛍光顕微鏡(IX71+U-LH100HGAPO; Olympus, 

Tokyo, Japan) を用いて評価する。照射前, 24

時間後にCalcein AM/Ethidium homodimer 

costaining kit (Live/Dead 

Viability/Cytotoxicity Assay Kit®; 

Invitrogen, Tokyo, Japan) を用いて生細胞/

死細胞を観察する。 

 

４．研究成果 

 悪性神経膠腫は難治性悪性腫瘍で手術や

放射線化学療法を行っても予後は不良であ

る。そこでこれまでとは異なる治療法の開発

が必要とされてきた。今回我々の研究グルー

プは超音波とそれに反応する音響感受性物

質を組み合わせた音響力学療法の効果を悪

性神経膠腫細胞株を用いて行った。音響感受

性物質としてアミノレブリン酸などのポル

フィリン関連物質を用いた。結果、神経膠腫

細胞に対して音響力学療法に殺細胞効果が

あることが証明され、さらにアポトーシス誘

導がその細胞障害のメカニズムであり、その

程度はポルフィリン製剤の細胞取り込みの

量に依存することが確認された。本結果から

音響力学療法が新規治療として有望である

ことが示唆された。 
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