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概要　リン 酸緩衝生 理 食塩水や仔牛血清添加培養液に 浮遊 させ た培養 ヒ ト羊膜上皮由来細胞 に 2MHz の パ ル

ス 超音波を各種の 音響強度 で 30〜60分問照射 し，照射後 2
）．4 ，7 日の増殖比率に よ つ て 細胞増殖抑制の 有無

を検討 した ．また照射超音波音場を 鋼球法 に よつ て 測定 し，以下 の 結果をえた ．D　実験に 用 い た 範 囲 で ，鋼球
法に よ る 空間 ピ ーク 音響強度 と電子天秤法 に よる空間平均音響強度 の 比率 は 2．00〜5．15で あつ た ．2） 実験に

用 い た超音波音場幅 は 約L7cm で ，細胞浮遊容器内径約1・2cm の すべ て を含ん で い た．3） 照射後 4〜 7 日 に

お ける細胞増殖抑制閾値 は，空間平均時間 ピー
ク 音響強度 （SATP ）で ， そ れ ぞ れ 20・5w！cm2 〜20，0w！cm2 と

な り・
パ ル ス 幅 3μs

・ 繰り返 し周波数 1・OOOHz の パ ル ス 波に 適用す る と，空間 ピーク 時 間 平均音響強度 （SPTA ）
で ・それぞれ 246mWfcm2 〜240mWfcm2 とな つ た ．4） 細胞浮遊溶液 の 粘度を 上 昇 させ る と細胞増殖抑制がみ

られ な くな る が，照射時間 の 延 長 や 音響 強度の 上 昇 に よ つ て 再現した 。5） 照射後の 細胞浮遊溶液の 温度上 昇
は 1℃未満 で著明で なか つ た ．6） 浮遊細胞の 増殖抑制 は 主 と して キ ャ ビ テ ーシ ョ ン に よ る もの と考 え られ
た ．　 7）　パ ル ス 超音波で は ， 音響強度表示と して 時間 ピ ー

ク 値 が有意義 で あ る と思 わ れた ．

SynQpsis　Cultured　cFII　originated 　from　human 　amniotic 　epitheliurn 　was 　sonicated 　in　2　MHz 　pulsed　ultTasound 　at

various 　intensities　fer：30−60　min ．　Cel1　suspending 　medium 　on 　sonication 　was 　either 　phosphate　buffered　saline　solution
or 　Eagle

’
s　MEM 　con しaining 　calf 　serum 　of 　20％ ．On 　the 　eva ｝uation 　of 　cel ・1　growth　suppression ，　relative 　growth　ratios ，

the 　growth　ratios 　in　＄on ；icated　groups　to　control 　groups 　were 　calculated 　on 　2，4and 　7　qayS　after 　sonication ．Regrression
analy5is ．between　these 　relative 　growth　ratios 　tirid　spatial 　average ・temporal 　peak　intensities　on 　4　and 　7　days　after
sonication 　showed 　linear　correlation ．　Cell　grow 【h　suppression 　threshold　in 山 e　pe直od 　was 　246 　 or 　240mW ／cm2 　in
spatial 　peak−temporal 　aveTage 　value 　 respectively ．　On 　the　other 　hand ，　intensity　measurements 　in　experimental

acoustic 　field　by　steel　ball　rnethod 　showed 　that 　spatial 　peak　vaiues 　were 　about 　2−5　t量meg 　as 　larg』as 　spatial 　average

values ，　and 　beam 　width 　in　acoustic 丘eld （1．7　crn ）was 　a 　little　broader　than 　the　inneT　diameter　of 　the 　cell　
’
suspending

tube （1．2cm ）．

　Cell　growth　suppression 　disappeared　by　elevation 　ofviscosity 　in　the　cell　suspending 　medium ，and 　reappeared 　by 　the

pr・1・ ngati ・ n ・ f・ ・nicati。 n ・time ・r 　the　incremtint。ftemp ・ral 　peak　value ．
Ke アwords ： Pulsed　ultrasound ・ Cultured　mammalian 　cell ● Bioeffects・Acoustic　intensity・ Cavitation

　　 　　　　　　　 は じめ に

　臨床医学分野で診断に 応用され る 超音波に は 連

続波と パ ル ス 波が ある．産科婦人科領域で は
， 前

者は ド プ ラ 法胎児心 拍検出装置に ， 後者は 各種超

音波断層装置に それぞれ応用 され ，
い ずれ もその

有用性に 関し て 数多 くの 報告 がある ．超音波 が

さま ざま な物理 ・化学的特性を有 し て い る こ とか

ら ， その 生物学的作用有無の検討や作用機序に 関

する研究 も行 われ， 連続波に 関 し て は ， 現在使

用 され て い る診断装置が生物学的作用閾値か らみ

て 約200倍程度 の安全域を有 す る と考 え られ て い

る軌 一方 ，
パ ル ス 波に 関 し て は

， 安全限界確立

へ の 努力が続け られて い るの が現状で ある
5）．

　著者は ，培養細胞浮遊液に 種 々 の 音響強度 の パ

ル ス 超音波を照射 し，細胞増殖抑制閾値 の 検索を

行 い
， 音響強度測定に 関 し て も実験的検討を加え
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た．

　　　　　　　　 材料 と方法

　1． 培養細胞照射実験

　 a ．使用細胞 とその 継代培養

パ ル ス 超 音 波 照射 の 培養 細 胞 増殖 に 及 ぼ す 影響

　実験に 用 い た 細胞株 は JTC−3 （ヒ ト羊膜上皮

起源）で ，照 射実験に は 単層培養対数増殖期の 本

細胞を 0．1％ ト リ プ シ ソ液で 単離さ せ て 用 い た ．

細胞株継代維持の 培華液に は イ
ーグ ル Minimu

興

Essential　 Medium （以下 MEM 　と略） （大 五

栄養） に 20％ の 仔牛血清 （阪大微研） と 100単

位！ml の ペ ニ シ リ ン G （明治製菓）を加え ， 10％

炭酸水素 ナ ト リウ ム 液で pH 　 72 〜7・4に 調整 し

ザ イ ツ 濾過滅菌器を 通 じて 使用 した （以下20％

CSMEM と略），継代に は ガ ラ ス シ ャ
ー レ （60φ×

15Hmm ） を用 い ， 照射後細胞の 培養に は プ ラ ス

チ ッ ク シ ャ
ー

レ （ダソ ク， 35φ× 12Hmm ） を 用

い ，い ずれ も 5 ％炭酸ガ ス 培養器 （平沢製作所，

ToKlwAco ・1 型及び TH −HER ，　wJ −3c 型）内

で 行つ た ．

　 b ．照射装置

　超音波発振器 ， 振動子 ， 照射用水槽並び に 細胞

浮遊容器支持具，恒温器 及び各種 モ ニ ター装置か

ら成る．

　 1） 超音波発振器 （三 栄測器 ，
USP −1 型）

　 2MHz の バ ー
ス ト信号波形を 出力 と し ，

パ ル

ス 幅 （以下 PD と略）は 3 ，
5 及び 10μ＄ に ， ま

た パ ル ス 繰 り返 し周波数 （以下 PRF 　と略） は

250
，

500及び 1
，
000Hz の 3 段階 に それ ぞれ 可変

で あ り，出力電圧 も連続的に変化 させ る こ とが で

きる．

　 2） 振動子 （三 栄測器）

　共振周波数 2MHz の PZT 製平面振動子で ．

振動部分 の 直径は 15mm で ある ．本研究で は ， 照

射水槽 の 側壁 に 円孔 を あけ て 挿入 し，固定具 で 固

定 し て使用 した 。

　 3）・照射用水槽並 び に細胞浮遊容器支持具

　 主水 槽は 40・x 　30× 20cm の 透明 ア ク リ ル 樹脂製

で
， 実験時に は 37℃ に 冷却 し た脱気水を振動子面

が全部没 する よ うに 注入し C・5550型恒温器 に ょ

つ て 37±0．1℃ に 保 つ た ．

日 産 婦 誌 33巻12号

　また ， 主水槽内 Vこ は 31x9 ・5 × 14・5cm の プ ラ

ス チ ッ ク 製補助水槽を取 り付けた ．こ の補助水槽

の横径面の 片側に 約3・5cm 径 の 円孔 をあけ ， 主

水槽に 固定 し た振動子が挿入 され る よ．うに し ， 補

助水槽上 に 2．5rpm の シ ソ ク Pt ナ ス モ ータ を取 り

付けた プ ラ ス チ ッ ク製 フ
ー ドを置 ぎ，

こ の フ
ー

ド

を補助水 槽長径 に 沿つ て 移動着脱で ぎる よ うに し

た ．なお ， 本研究では ， 照射試料容器並びに 対照

試料容器 と し て ポ リス チ レ シ製細胞培養用試験管

（フ ァ ル コ ソ
，
16φ　×　150Hfrim）を用 い ， シ ン ク Pt

ナ ス モ ータ 回転軸に 連結 した保持具 （発泡 ス チ ロ

ー
ル 製）で試験管中心軸が振動子面 か ら10cm の

位置に く る よ う保持 し た ．ま た 実験時に は 試験管

が 回転軸に対 し て 垂直方 向に動揺す る の を防 ぐた

め ， 試験管底近 くで 音場外に 保持具 （プラ ス チ ッ

ク板）を設置 し補助水槽 の 振動子と反対側に吸音

材 （ス ポ γ ジ）を置い た ．管底面は 超音波音軸を

含む水平面に
一
致す る よ うに し た （図 1），

図 1　 照 射 用 水 槽 の 構 成 図

　 　 　 　 　 8

1．主 水槽，2． 補 助 水 槽，3． 振 動子，4． 細 胞

浮 遊 液，5．．　脱気 水，6．　ポ リ ス チ レ ン 容 器 ，

7 ．連結 具，8。　シ ン ク 卩 ナ ス モ
ー

タ ，9．．吸 音 材

　4）　各種 モ ニ タ
ー
装置

　超音波照 射中は 発振器 の 高周波出力電圧を VP −

960A 型電圧計で 観測 し， そ の 検波出力を放電型

記録器 （三 栄測器 ） で 連続記録 し た ． また PRF

は TR −5L142型周波数 カ ウ ソ ダ で モ ニ タ
ー

し ， 出

力端子 の電圧及び波形は シ ン ク 卩 ス コ ープ で 観測

し ，
い ずれ も大 きな変動の な い こ と を確認 し た ．

な お ，30分間超音波照射後の 細胞浮遊液 の 温度上

　 N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Obstetrlos 　and 　 Gyneoology

1981年12月 津　 崎 2117

昇は 1 ℃未満で あつ た．

　 c ．実験 に用 い た 細胞 の 取扱 い

　 1）　照 射実験まで の 操作

　 5 ％炭酸ガ ス 培養器内 で ガ ラ ス シ ャ
ー レ に 単層

培 養し た 細胞層を，培養液を除去 し，Ca2＋

，
　Mg2 ＋

を含 まな い リ ン 酸緩衝生理食塩水液 （Phosphate

Buffered 　Saline　Solution
， 以下 PBS と略） で 洗

浄 ，
つ い で on ％ ト リ プ シ ソ 液 を 細胞層に 約 0・5

ml 滴下 し， 平沢製，
テ ーハ ー

式電気孵卵器 内で

37℃， 5分間処理 した ．20％ GSMEM 　 lml を加

えて ト リ プ シ ン の 作用を停止 さ せ た の ち，さ らに

1ml の PBS を加えて 静 か に ピ ペ
ッ テ ィ ン グ を繰

り返 し細胞懸濁液 とし， さらに 細胞洗浄 を行 つ

た ．ス ピ ッ ツ グ ラ ス を CD ・50SN 型低速遠心分離

器 で 80（kpm 　 5 分間遠沈し， 上 清を除去 した の ち

沈渣に 30ml の PBS を加え て 同様操作を 繰り返

した ．洗浄終了後 ，
、細胞沈渣に 4ml の PBS 又は

20％ CSMEM を加え て ピ ペ
ッ テ ィ ン グ し ，

2m1 ず

つ 前記 の 試験管 2本に 分注し， 1本は照射用，他

方は対照用 と した ．照射用試験管は 前記 の保持具

に挿入 し，対照用試験管は 吸音材で 包囲 した うえ

主 水槽内で 超音波音場か ら離れた場所に 置 い た ．

　 2）　照射終了後の 操作

　各試験管の 細胞浮遊液 は それ ぞれ 10ml 容量 の

ス ピ ッ ツ グ ラ ス に 移 し ， 20％ CSMEM 　sml を加

え た の ち 800rpmで 遠沈し た ． 上 清を除去 した の

ち 20％ CSMEM 　4m1 を加え ピ ペ
ッ テ ィ ン グ の の

ち ， その 一部を用 い て 倒立位相差顕微鏡と血球計

算盤で 細胞濃度を算定 した ．こ の 細胞濃度を考慮

して上記細胞浮遊液 と20％ CSMEM を混合 し，

最終濃度 0・5 × 104！ml に調整 した． こ の 細胞浮遊

液を照射群，対照群それぞれ 9個 の プ ラ ス チ ッ
ク

シ ャ
ー

レ に 2ml ずつ 分注 し ， 静置の の ち 5 ％炭

酸ガ ス 培養器内で 培養 し た ．培養液交換は分注後

1， 3 及び 5 日に 行 つ た．な お ，
こ の際各 シ ャ

ー

レ は 倒立 位相差顕微鏡で 細菌汚染等 に つ い て 点検

し ， 異常の あつ た シ ャ
ー レ は 廃棄 し た ．分注 した

濃度調整細胞浮遊液の 一部を用 い て 細胞濃度を算

定し ， 再培養 0 日の 細胞濃度 と し て 用 い た．再培

養後 ， 原則 と し て 2 ， 4 及 び 7 日に 照射群 ， 対照

群 そ れぞれ 3個 ずつ の シ ャ
ー

レ の 細胞濃度を 求

め ，算定 日ご とに 照射群及び 対照群 の 平均値並び

に標準偏差を算出 した ．な お ， 各 シ ャ
ー レ の 細胞

濃度算定は それ ぞれ 3 回 ずつ 行い
， 平均値を とつ

た ．

　 d ．細胞増殖比率及び相対増殖比率の 算定

　細胞濃度算定 日 ご と に ， 再培養 0 日の 細胞濃度

に 対す る算定日 の細胞濃度の 比すなわ ち増殖比率

を 照射群並び に 対照群に つ い て算出し，照射群増

殖比率と対照群増殖比率の あ い だ の 有意差を有意

水準 5 ％で t 検定 した．

　 ま た ， 照射群増殖比率〆対照群増殖比率 （以下

相対増殖比率と略）を各算定日 ご とに 求め た ．

　 2；
一
超音波音響強度測定

　 パ ル ス 超音波の 強度表示に は ， 空間的分布 と，

t

PD や PRF に ょ る 時間的 パ ラ メ
ータ に よ り，

空間平均時 間 平均値 （spatial 　 average ・tempOral

average 　value ： 以下 SATA と略）， 空間平均時間

ピ ーク値 （spatial 　 average −temporal 　peak 　 value ；

以下 SATP と略）， 空間 ピ ーク時間平均値（spatial

Peak−temP 。ral　average 　 value ： 以下 SPTA と略）

及び空間 ピ ーク時間 ピ ーク値 （spatial 　peak−temp ・

。 ral 　peak　 value ：以下 S？TP と略） が用い られ

る．

　 USP ・1 型発振器及 び 振動子 の 超 音 波出 力 の

SATA は ， 井出
1）
に よつ て 電子天秤法で 測定され

た ．一方，著者は 鋼球法で SP 値 と SA 値の 比較

を試みた ．すなわ ち0・32cm 径の 鋼球を 木綿糸で

10・5cm の 高 さか ら 2点間保持に よ り音場中心 に

吊下げ，脱気水を満た し た 水槽中で ， 細胞照射時

の 実験条件下 と同様の 音場負荷時 の 鋼球 の 振れを

測定 し た ．な お ，測定に は
， 接眼 レ ソ ズ に ！目盛

1・1 × 10“2cm に 校正 した ス ケ ール を入れた 望遠鏡

を用 い た ，

　得 られ た 振れ の 大きさか ら， 村尾
3）

の計算式に

よ り音響強度 1 （w ！crn2）を算出し た ．

　 なお ， 鋼球移動距離を dX （cm ）とす る と著者

の 測定条件 で は 1 ； 2・05xdX （W ！cm2 ） と な つ

た ．

　 3． 抗腫瘍剤添加培養液を用 い た細胞増殖の検
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討
「
（予備実験 1 ）　　　　　 、

　 20％ CSMEM に 硫酸 ビ ソ ク リ ス チ ン （オ ソ コ

ビ ン   ）を最終濃度0，25並び に 0．5μ9！ml となる よ

う添加 し た 2 種の 培養液を 用 い て JTC・3 の 培養

を 行い
， 培養後 2 ， 4及び 6 日の 細胞増殖に つ い

て ， それ ぞれ検討 し た ．

　4．．、比較的 パ ル ス 幅の 長 い パ ル ス 波の 細胞照射

実験 （予備実験 1）

　短い PD の パ ル ス 波に よ る実験に 先立 ち ， 村

尾
S）

が用い た連続波発振器を改造し て 比較的長い

PD の パ ル ス 波を発振 した．

　すなわ ち ，
・周波数約2．IMHz で PD は 160μs

の パ ル ス 波が え られ た ，実験に は 背面密閉型振動

子を用い
， そ の 空間平均音響強度 （以下 SA と

略）は 約22Wcm2 で あ り ，

パ ル ス 波は 160μs オ

ソ ， 840μs オ フ で あつ た の で
，

SATA は 約3．5

w ！cm2 とな る 、

　　　　　　　　　 研究結果

　1。 予備実験 1

　硫酸 ビ ン ク リス チ ン の濃度が 0．25μ9！ml で も強

い 増殖抑制が み られ ，
こ の 抑制は 非可逆的で あつ

た ． また濃度を 0・5Ptg！ml 　．に 倍加 させ る とこ の 傾

向は よ り著し くな つ た 一t ・

　2・ 予備実験 皿

　超音波の 音場条件は ， 発振周波数2．IMHz ，
　PD

160μs
，
PRF 　 I　 KHz

，
　SATA 　3．5W ／cma ，

　SATP 　22

w ！cm2 と
一
定に して ， 照射時間 と細胞浮遊溶媒

を変化 さ せ て 回転照射を行 つ た （表 1 ）．

　 30分間照射では ，
PBS 浮遊 の 場合に は増殖抑制

が 明瞭で あつ た の が （実験番号 1）， 細胞浮遊溶

媒を 20％ CSMEM に 交換して 粘度を上 昇さ せ る

と （実験番号 2 ）， こ の 増殖抑制は 消失 した ． つ

い で 細胞浮遊溶媒 として 20％ CSMEM の ま ま照

射時間を60分間に 延長す る と （実験番号 4 ）再び

増殖抑制がみ られ た ．

　 3． USP −1 型発振器を用 い た照射実験

　本実験で は
， 超音波の 音場条件 ， 細胞浮遊溶媒

及び照射時間を さまざ ま に 変化 させ ， 回転な い し

静止照射を行つ た の で これ ら の 詳細を表 2及び 3

に ま とめ た ，

　は じ め に 装置 の 最大音響強度 （SATP ＝ 67．4

w ！cm2 ）で PBS 浮遊細胞を60分間回転照射 し，

照射後 2 ， 4 及び 7 日 の 相対増殖比率がそれ ぞれ

0．22， 0．18及び 0，25と いずれ も有意 （p＜ 0・01）

の 増殖抑制が み られたた め ， 以後照射時間は 原則

と し て 30分間に 固定 し，音響強度を少 しずつ 低減

させて 実験を行つ た ．

　 a ．細胞増殖抑制閾値の 検索

｛

ー
盞−

ー
ー

　　　　　　　表 1　 パ ル ス 幅 160μ s の パ ル ス 超音波に よ る実験の 諸条件お よび 結果

　 JTG・3 細胞 （セ ト羊膜 上 皮由来），浮遊 回 転照射

　 周 波数＝2・1MHz ，パ ル ス 幅＝・160μ s，繰返 し周 波 数＝1KHz

　 空商平均時間平均値＝S・5W ／cm2 ，空間平均時間 ピ ーク値＝22　W ／cm2

　 空 間 ピ ーク 時間 平 均 値 ＝ L4W ／cm2 ，空 間 ピーク時間 ピ ＝ ク値 ＝88　W ／cm2

照 射 時 間 ＝ 30 分 間 （実 験 4 は 60分 間 ），細胞 浮遊溶媒 ：奇数実験番号 et　PBS，偶数実験番号 は 20％ CSMEM

培養細胞 数 （× 104／mD 　（増殖比率 ） 相対増殖 比率
実験番号

0 日 2 日 4 日 7 日 2 日 4 目 7 日

1

2

3

4

1，00 
0 ．63（1）
o，88（Dl
．75（DO

，25  
0．28（DO
，48  

0．28  

0．56士 024 （0・56）
． 購

L32 士0 ．16（2．10）
2・87± 0・52（3・26）騨
1．99± 0．24（ 1，14）
0 ．16± 0．06（0．64）
0，27±0．14（σ，96）
3・50聿0 ・40（7・29）顧．
3，42士 L54 （12，20）

2．14±0．55（2，14）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 申 ● ●

3．62± 0．50（ 5．75）
6・税 ± L35 （7・77）…
5．02± 0．90（ 2．87）
0．27± 0．09（ 1．08）　　　　　　　　　　　　　　　呻
0．57± 0．25（2．04）
3．13± 1．54（ 6，52）　　　　　　　　　　　　　　　辱
3．19± 0．92（11．40）

　5．69 ±1．銘 （5 ．69）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 掌 申 ●

7．37± 0．90（1・L70 ）

17．40± 2．35（19．80）　　　　　　　　　　　　　　　　亭寧呻
11．40士 3，01（6，51）

［1．07± 0．35（4，28）］
匚1．15±0．24（4．ll）］
［8．91± 2．30（18．60）］．寧
匚7．53± 0．77（26．90）］

0．27

2．86

0．67

0．60

0．37

2．71

0，53

0．57

0 ．49

3．04

［1．04］

［0，6gj

噸
： P＜ 0．05，亭 亭

： P〈 0，01，申−1
；Pく 0．001，

各実験 共 に 上 段 は 照射 群，下 段 は 対照群
［ ］内は 照射後 6 日
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表 2　短 い パ ル ス 幅 （3 又 は 10μ s）の パ ル ス 超音波に よる実験の
．
諸条件

パ ル ス 幅
繰返 し

照射 時 間
超音 波音 響強度 （W ／cm2 ）

実験番号
（μ s）

周 波数
（H2 ）

（分）
細胞浮遊溶媒

時間平均
空間平 均 値

空間 ピ ーク

時間平均値
　空間平均
時間 ピ ーク値

空間 ピ
ー

ク

時間 ピーク 値

1 10 1000 60 PBS 0．674 2．70 67，4 269．6
2 10 10QO 30 PBS 0．・674 2，70 67．4 269 ．6
3 10 1000 ．30 PBS 0．530 2，12』 53，0 212 ．0
4 10 1000 30 PBS 0  218 0．87 21 ．8 87，2
5 沁 1000 3020 ％CSMEM ・0．674・ 2，70 67．4 269．6
6 3 1000 30 PBS 、 0．157 0．631． 52，3 209 ，2
7 3 looo 30 PBS 0 ．068

　，
0．27 22．6 90．4

8 3 1000 30 PBS 0 ．038． 0．15 12．6 50，8
9 3 50Q 30 PBS　、 0 ．045 0．18 3Q．0 120．．0
10 3 25Q 30 PBS 0．028 0．IL 37．3 149．2
11 3 250 30 PBS 0．028 0．ll ． 37，3 149．2
12 3 250 90 PBS 0．008 0．03 』

10，7 42，8
13 3 500 15

　．ト
PBS 0．045 0．18 30 ．0 120．0

14 3 500 ・ 3020 髫 CSMEM 0．045 0．18 30．0 120．0
15 3 1000 30 PBS ’0．且57 0．63 52．3 209．2

（注）実験 15以外は す べ て 回転照射

　表 2 及び 3 に 示 した一連 の実験群で ，細胞浮遊

溶媒 として PBS を 用い
， 回転照射 を行つ た 実

験に 限定 し て 照射後 4 な い し 7 日の相対増殖比率

（Y ）と SATP （X ） の あい だ の 関係ICっ い て 検

討する と，照射後 4 日で は ， Y ＝ 1・．41LO ・02X
，

図 2　照 射 後 4 日 （左）及 び 7 日 （右）の 相 対 増殖

　 比 率 と 空 間平均 ・時間 ピ ーク 値 （SATP ）
相 対増殖比率　　　　　　　　　　　　　相対増 殖比 睾

2．o　 　 O＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2。O

1●5

1．o

O．5

、

x

十麁

膨
　 　

”暫
螽

駄．　 …
　 　 鞭r触

leow ！oti2

ユ．5

1．o

o．5

【（4 ）　 50

o 湘禽

、、
、

　

　

　

　

＼題
　

官

聖脚●

ユ OOW ／em2

．相関係数 （以下 R と略） ＝ − 0．73
， また プ日で は

Y・＝・1・20− 0・OIX
，，　X ＝

− 0・77 とい う直線相関関

係が み られた．した が つ て ， 増殖抑制の み られな

くな る点 （Y ＝ 1
！
00）の SATp は

， 照射後 4及び

7 日で それ ぞれ 20・5w ！cm2 及び 20．ow ／cin2 とな

　図 3： 短 い パ ル ス 幅 （3 又 は 10μs） の パ ル
’
ス 超音波

　　を 照 射 し た と き の 紳胞 浮遊 溶媒 の 種類 に よ る増 殖

　　状態 の 差 異

　　　　魏
増脚

1・5

1 〔T ）　 se

● ；10μs，○ ：　3μs

く り返 し 周 波 数 ；
＊ 250Hz ，＊＊ 500Hz ，

＊＊＊ 1000Hz
I （4）＝20．5W ！cm2 ， 1 （7）＝　20　．　OW ！cmz

回 帰 式 ； Y （4）＝L41 − 0．02X ，　 R ＝− O．73
　　　　Y （7）＝ 1．20− 0．01X，　 R ；− 0 ．77
　　　　X ；空 間平均 ・時 間 ピ ー

ク 値　　　　
．．

た だ し ，Y ；相 対 増 殖 比 率

0，E
52t5

　 　 　 　 　 　 2　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　 7

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 照射th日tl

● ； パ ル ス 幅10μ・ 　 O ；パ ル ス 禧 3μ・

図 中 の 番号 は 表 2 の 実験番号
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表 3　短 い パ ル ス 幅 （3 又 は 10μの の パ ル ス 超音波に よ る 実験結果

実験 培養細胞数 （xIO4 ／  ）　 　 （増殖比 率） 相対増殖比率

番号 0 日 2 日 4 日 7 日 2 日 4 目 7 日

11
．oo （1） 1，15±0，17 （1．脆）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 亭 噸

L35 ± 0 ．17 （ 1．35）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ 奪

9．92± 1．90 （ 9，92）　　　　　　　　　　　　　　　寧■呻 0，220 ，180 ．25
0，50 （1） 2．62± 0．49 （5 ．24） 3．77士0 、63 （7．54） 19，78± LO3 （39 ，56）

21
．25 （1）

0 ，75 （1）

LO5 士0 ．17 （0．87）
　　　　　　　　　　　　　 璽

串亭
L78 ±0 ．20 （2．37）

2．19± 0，54 （ L75 ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 寧 ■ 申

3．鈎 ±O，18 （4．45）

3 ，54±0 ，36 （2，83）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 願 8 噸

4，79± 0，35 （6，39）
0 ，350 ．390 ，44

2，25 （1） 2．19± 0．94 （0．97） 4．06± 0．83 （1．80）　　　　　　　　　　　　　　亭 18，35± 1．56 （8 ．16）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ 寧 噸 0，560 ．450 ．5331

，00 （1） 1．73 ±0 ．42 （1．73） 3．96± 0．90 （3 ．96） 15．41± 0．94 （15，41）

40
．25 （1） 0．53±0 ．36 （2 ， 　　　　　　　　　　　　　　皐 2．71± 0．18 （10．80） 9．82±1．麟 （39．30）

0 ．360 ，720 ．98
0 ，25 （D 1．46±0，18 （5．84） 3．75± 0、63 （15．00） 10．00 ±1．72 （岨）．00）

5150
（1）

L25 （1）

1．35士 0，17 （0 ．90）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ● ゆ

2 ，82±0，33 （2．26）

6 ，35 ± 0，35．（ 4、23）　　　　　　　　　　　　　　8 ■
8．57 ±0，72 （6．86）

5．95 ±0，42 （3．97）
8．28±0．67 （6 ．62）

0 ．400 ．620 、60

0，75 ω 0．32±0，00 （0 ，43） 2．50±0．32 （3．33） 10，22± 0．94 （13．60）
O，670 ．730 ．8260

．50 （1） 0．32± 0，00 （0，64） 2．29士 0．36 （4．58） 8 ．28±0．67 （16．60）

0．25 （1） 0 、42± 0，18 （1．68）　　　　　　　　　　　　　　‘◎
2 ．6は 0 ，18 （10．40）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ ●

9．50± 1．26 （38．00）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 寧 0．450 ．590 ．7370

．25 （1） 0，94±0．00 （3，76） 4．38± 0，54 （17．50） 13．03± 0．78 （52．10）

Loo （1） 3．67土 1．15 （3，67） 13．00± 1．00 （13．00） 83．30± 1，15 （83．3ゆ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 嚀奪 91 ．oo1 ．181 ，2881

．oo （D 3．67± 0，58 （3．67） L2，00± 0．00 （12．00＞ 65 ．00± 1，41 （65 ，00）

1．00 （D4 ．00± 1．00 （4．00） 16，00± L73 （16，00）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ●■

88，00土 9，17 （38，00）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ 亭 脚 0 ．330 ．830 ．5690

．50 （1） 6．00± 0 ，00 （6．00） 9．67士 L50 （19．30） 78，70± 4．16 （157．4）

10q
．50 （1）

0．50 （1）

1，75± 0．2ξ （3．50）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ● ■

4．00± 0．66 （8．00）

5 ，17± 0．52 （10．30）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 曝

8 ．33± 1．15 （16．70）

lL27 ±0 ．25 （22．50）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ◎亭■

2L60 ± L51 （43 ．20）
0．440 ，620 ．52

ll0
，75 （1）

0 ，50 （D0

．67±0 ．14 （0．89）

LOO ± 0．50 （2 ，00）

1．17± 0，34 （1．56）
2，42± O．72 （4 ．84）

5．17± 0．76 （6．89）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 拿

4．88± 0，18 （9 ．76）
0 ．450 ．320 ，71

120
．50 （Dl
．oo （1）

0．50±0．00 （1．00）
0 ．67 ± 0，29 （0，67）

L33 ± O．14 （2．70）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 事

L42 ±0．38 （ 1、40）

4．58土0 ，14 （9．20）
8．25±0，66 （8．30）

L501 ．go1 ．ll

131
，DO （1）

0．88 （1）

1．00 ±0．13 （LOO ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 噂

1．4肚 0．19 （1．66）

L92 ±0 ，29 （1．92）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■拿幽
4．83±0．52 （5．49）

〔6．58± L28 （6．58）〕
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ 掌 ，

〔15．25± L32 （17．32）〕
0、600 ．35 〔0．38〕

140
，75 （1）

1．13 （1）

L25 土0，00 （1．67）
2 ，42±0 ，58 （2．14）

8．17± L38 （10、90）
10．00± 1，80 （8 ，85）

27．10± 1．（陞 （36，ll）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 寧 甲

21．90± 1．01 （19．4Q）
0．781 ．23L96

15L25
（1）

L25 （1）

1，06± 0，51 （O．85）
L65 ±0，47 （L32 ）

3三44土0．54 （2 ．75）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 串

6．05± 1，19 （4 ．84）

11．25±0．00 （9．00 ）　　　　　　　　　　　　　　　　臨零串
13．97± 0．38 （11．20）

0．640 ．570 ．80

，
　： p く 0．05，

・ 事
： p く0 ．Ol，　

o ・．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ： P ＜ O．QO1
　 各実験共 に 上段は 照射 群，下段 は 対照群

〔　 〕 内は 照射後 6 日，ア ソ ダーラ イ ン は 照射後 5 日

ー
…

舅
蓬
鍾

勇
ヨ
畧
萋、
鬘

暴
蕘

1

つ た （図 2 ）．

　時間平均値 （以下 TA と略） は時間 ピーク値

（以下 TP と略）に PD （sec ） と PRF （Hz ） の

積すなわ ち duty　 factOrを乗 じて え られ
2e〕29 ）

， 平

面振動子で は ， SPTA は SATA の 約 4 倍 （理論

値） で あ る の で
1）e6）29）

，
　 PD が ．3μs

，　PRF が 1000
’

Hz の 場 合20。’5wfcm2 ．及び 20　ipw ！cm3
．
（sATP ）

は， そ れ ぞれ 246mW ！cψ
2

及び 240mW ！cm2 （SA

TA ）に 換算され る ．

　た だ し，統計処理 に用 い た相対増殖比率は 照射

後 4及び 7 日に照射群 と対照群の 増殖比率の あい

だ に 有意差 （Pく 0．05）の あつ た例に限定 し た ．

　b ．照射時 に 細胞浮遊溶媒を変換 した ときめ細

胞増殖の 検討

　比較的長い PD （160μs） の パ ル ス 超音波に よ る

実験 （表 1 ）と同 じく，短 い （3 また ｝tlOμs） パ

ル ス 波照射実験で も細胞浮遊溶媒 の 粘度を上昇 さ

せ る こ と に よ り増殖抑制は 消失 したが，TP 値が

大き くな る と，20％ CSMEM 浮遊細胞 に も増殖

抑制 が再現した ・（図 3 ）．

　 4． SPTA の 測定

　細胞照射実験 に 用 い た の と同様 の 各種音場条件

で
， 照射実験時 と 同部位 の 自由音場内で 測定 した

（図 4） SATA に 対す る SPTA の 比 率は 2．00〜

1
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図 4 　鋼球法 に よ る 超音波 音響強度 の 測度

q球の 議 れ

彈 鼬甼の雫心

No． PD

（μS）

PRF
α動）

SATA 噸

（W ／ 
2）

SATP 亭

（W ／cm2 ）

SPTA 輔

（W ／cm 讒）
SFrA ／SATA

1 10 10DO 0．674 67．4 1．350 2．oo

2 10 1000 0，530 53．0 1，120 2．ll

3 10 1000 0，218 21．8 0．583 2。67

4 3 1000 0．正57 52 ，3 0．469 3．00

5 3 1  0．068 22．6 0．180 2．64

6 3 500 0．045 30．0 0．157 3，49

7 3 500 0 ．013 8．7 0．067 5，15

噸

カ タ ロ グ値 　
韓

著者に よ る 測定値

5．15で ， 空間平均音響強度が 小 さい と こ の 比率が

大 きくな る傾向を認め た ．

　　　　　　　　 考　　察

　超音波生体作用 の 研究は 1920年代 に始 ま り
14》

，

実験的研究 で は ， 実験動物
12）13）2z）27）33）

， 培養細

胞
3）1°）11）15）17）18）21 ）31）3Z）

染色体
25 ）

， 血液細胞
19）3°）植

物組織
s）23）2‘）

及 び昆虫
9）
な どが用 い られた ． 著者

は ヒ ト羊膜上皮起源の株細胞 （JTC・3） を用 い た

が ， 本細胞株は 抗腫瘍剤添加に よ つ て 著 し い 増殖

抑制を受け， これは村尾
3）

とほ ぼ一
致した．

　細胞 レ ベ ル の 超音波照射実験 で は ， 1） 細胞増

殖曲線に よ る増殖抑制 の 検討
3）10）Is）

， 2）　 コ ロ ニ

ー形成に よ る生着細胞数の検討
15）tT）

， 3） 細胞膜

や 細胞内小器官の 形態学的検討
3D

， 4）　細胞 内酵

素活性
2S）

や蛋 白合成率
32）

な どの 生 化学的検討，な

ど の方法が ある ．著者は 1）の 方法を選ん だが ，
こ

れ は 特殊な器具や手法を必要 とせ ず，か つ 統計量

として 処理 しや す い と考えた ため で ある．

　本研究の よ うに 細胞集団に 超音波を照射す る場

合 ， 個 々 の 細胞に どの 程度の 超音波が作用 した か

を定量的に 知る こ とは で きな い が
31）

， 細胞集 団に

確実に 超音波が 照射されて い る こ とを確認し て お

く必要がある ．

　近藤ら
2）
は ， ポ リ ス チ レ ン 板で放射圧が 約1／2に

減衰 した と 報告 し，
Kaufmanie）

は ポ リ ス チ レ ン

管の 内部及び背後で 音響強度がそれ ぞれ 35及び 55

％減衰した と述 べ た が， 著者は ，
PBS を細胞浮

遊時 と等量容れた ポ リス チ レ ソ 管内に受信振動子

（2．55MHz 共振，5mm 径）を入れて受信波形 と

端子電圧を測定 し た が ， 管外で 測定 した端子電圧

に 比 し減衰はほ とん どみ られなか つ た ．

　また ， 著者は ， 照射実験中に 細胞が管底に 沈澱

堆積す る傾向をみ た の で ，細胞の均等な照射の た

め ， 管底を超音波音東中心 に 移動させ ，
か つ ポ リ

ス チ レ ン 管は 回転照射 した ．Clarke　et 　al ・10｝
は

，

静止照射 の 作用 は 回転照射の約 11100と述べ たが ，

著者の検討で は ， 回転照射の 意義は必ず しも明確

で なか つ た ．

　
一方，実験時の超音波音場を把握す る こ とも重

要で ある．井 出
1）

の 理論的検討で は ， 本振動子の

最終音圧極大値 は 軸上 76mm に あ り，こ れ以降で

は音圧分布は 比較的単純 で あ つ た ． 著者の 照射
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部位は 振動子か ら10cm の 距離 に あつ た ．また
，

音東面積 （beam 　area ）は
， 空間ピー

ク 音響強度

（以下 SP と略） の 5 ％以上 の 音響強度 の 点か ら

成 る
29），本研究 の 照射点を含む音東面積は 図 4 か

ら9・IcmZ
， 音場幅も1・7cm で ， 細胞浮遊液面径

1・2cm は音場内に 十分含 まれ る．

　 パ ル ス 超音波 に よる 生体作用を 論 じる 場合 に

は ， 音場条件 と して空間的及び時間的 パ ラメ
ー

タ

が必要で あ り，SATA
，
　SATP

，

「
SPTA

，
　SPTP を さ

だ め ，また PD
，　 PRF

， 全照射時間，及び超音波

音束の空間的拡が り又は 集束な どが考慮され なけ

れ ば な らな い
5）20）．

　 Fry13） は 超音波音響強度測定 に ， 5！64イ ン チ

（約 2mm ）径の ス テ ン レ ス 鋼球を用 い た 方法 と ，

熱電対 プ ロ ーブを用 い た 方法を 比較検討し
， 両測

定法の あい だ の 相対誤差は 5 ％未満で あ り ， 音場

が集束 し， 焦域面積が鋼球径に 比 し て 小 さい 場合

は 熱電対 プ ロ ーブ を 用い る 方法が よい と述べ た ．

著者は Fu　et 　al ・iS》 と同 じ く3．2mm 径 の 鋼球を

用 い て SPTA 測定を行 つ た ．平面振動子 の 場合

に は ，
SPTAISATA 比は 2 〜 4 とされ るが ， 著者

の 測定結果で も2．00〜5．15と ほ ぼ一致 した 1 鋼球

の 振れは TA に 依存 す る
13）

が
， 著者の 検討で も

同様で あつ た ．著者 は ； 発振周波数 ，
PD

，
　PRF

，

SATA
，　SPTA ，　SATP ，　SPTP ， 照射時間 ， 細胞浮遊

液や照射様式を 明示 して USP −1 型発振器 の パ ル

ス 超音波に よ る細胞増殖閾値を算出し ， 照射後 4

及び 7 日 で それぞれ 246及 び 240mw ！cm2 （いずれ

も SPTA ）を えた．

　超音波照 射の 影響を培養動物細胞を用 い て 検討

した 報告は ， 連続波 に よる も の が 多 い ．村 尾
3）

は ，
’
JTC−3 細胞株 を用 い て 連続波照射を 行い

，

2MHz
， 60分間照射 で

，
0．8〜2．6W 〆cm2 の あ い だ

に 細胞増殖抑制閾値 が あ る と 報告 し た ．最近 で

は ，
Fu　et　 aLi5

）
が チ ャ イ ニ

ーズ ハ ム ス タ ー V−79

株 に 1．1MHz 連続波を 1〜15分間照射 し ， 被照射

細胞 へ の 影響は 音響強度と照射時間の 関数 と し て

表現 され ， また細胞死の 閾値は 0．25n−O．5W ！cm2 ，

コ ロ ＝ 一
形 成抑制閾値 は o，5〜 1．ow ！cm2 （い ず

れ も SPTA ） と報 告 した ，一方 ，
　 Watm ・ugh 　 et

al ・3D は ，750KH ・ 超音波を治療 レ ベ ル 音響強度

で HeLa 細胞に 照射 し
， 細胞膜 ， 核，　 ミ ト コ ン

ドリ ア
， 及び 粗面小胞体に 電顕的形態変化を 認

め
，

0．7W ！cm2 （SP ）以上で 細胞破壊を みた と報

告 した，Webster　 et 　 al ．sv は ，3MHz ，
　PD ・＝ 2ms，

PRF ＝100Hz の パ ル ス 波を 5 分間照射 す る と，

O．5W ！cm2 （SPTP ）で ヒ ト胎児線維芽細胞蛋白合

成促進をみ た ，Loch　et 　al．2i）　｝C よ る と ，
870KHz

，

0・05〜3w ！cm2 （SATA ）， 10分 間 照射 で
， 培養

ヒ ト羊膜上 皮細胞及 び HeLa 細胞 は o．1w ！cm2

（SATA ）で 増殖抑制を示 した ．

　著 者 の 細 胞 増殖抑 制 閾値 240〜 246mW ！cm2

（SPTA ） は Webster　 et 　al 。32）
に次 い で 低 い が，

Luch　et　 aL21
）

の 検討で は ， ヒ ト 2 倍体細胞及び

HeLa 細胞 よ りもヒ ト羊膜上皮細胞に 増殖抑制が

著明 で あつ た ． HeLa 細胞 の 破壊閾値 に つ い て

Kaufman 　 et 　 al ・1
’T）
は 1w ！cm2

，
　 watmough 　 et 　aL

31 ）
は

，
o．7w ！cm2 （SP ） と報告した ，また mic −

rostreaming の 剪刀 に よ る 生物体障害閾値は ， 細

胞の 種類に よ つ て 異な る16〕と い う意見がある．し

た が つ て 細胞の 種類 に よ り超音波感受性に 違 い が

ある と考え られ る．本研究 の結果 と同 じ細胞株を

用い た村尾
3）

の成績はやや 相違す る が ， 村尾は連

続超音波を用 い た こ とが本研究 と異なつ て い る。

さらに・Lele2°， は ，細胞群 の 細胞周期の 相違も ，成

績の 異 な る 原因に あげて い る．Clark　 et 　 al ・ii） は

M 期の 細胞の 傷害を推定 したが
，
Fuetal ・1s） は ，

M や S 期の 細胞 が G1や G ， 期 の もの よ り 抵抗性

があ る と述べ
， 意見 の一致は み られな い ．

　音場内に 定在波が生 じる と ， や は り空間音響強

度は 均一で な くな る
9？12）Sl］． 本研究で は吸音材 を

置い て進行波に よ る実験 となる よ うに 計画 した ．

　
一
方 ， ア メ リ カ 超音波医学会 （AIUM ）

6）
は ，

動物組織に 低 メ ガ ヘ ル ツ 超音波を照射す る とき，

SPTA が 100mW ！cm2 未満 で は 認 む ぺ ぎ 生体作

用 は な く， また 1 〜500秒 の あ い だ で は ，
SPTA

（W ！cm2 ） と照射時間 （パ ル ス 波で は オ ソ 時間 と

ナ フ 時間の 和） （秒） の 積が 50J！cm2 未満で は さ

らに 音響強度が大 で も作用は み られ ない と の 見解
を発表 した． 著者 の 細胞増殖抑制閾値 は AIUM

の 見解を否定す る もの で は な い ．
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　超音波 の 生体作用要因に は
， 熱作用 ， キ ャ ビ テ

ー
シ ョ

ン 及び放射圧に よ る直接作用がある
2°）26）．

超 音波照射に よる温度上昇が な い の に 生体変化が

み られた場合， そ の 作用機序と し て は キ ャ
ビ テ ー

シ ョ
ン が最 も考 えられ る． Lele2°） は ， 細胞を粘

稠 な 培養液中 で 照射す る と キ ャ ビ テ ー
シ ョ

ソ や

acoustic 　 streaming の 影響が小さ くな る と述 べ て

い る が，本研究で も細胞浮遊液を PBS か ら20％

CSMEM に 変換す る と 増殖抑制 がみ られ な くな

つ た こ とな どか ら， 本研究で み られ た 細胞増殖抑

制 に はキ ャ ビ テ
ー

シ ョ
ソ が関与 して い る もの と思

わ れる，キ ャ ビ テ ーシ
ョ

ン に は
，

stabie 　cavitation

と transient　 caVitation の別が
「
ある が， 著者が用

い た照射条件で は 前者が主 で は な い か と考え る．

　 また 本研究 で は ， 細胞浮遊液 の 粘度を上 昇さ せ

て も，長 い PD （160μs）の パ ル ス 波で は照射時間

の延長に よ り， 短 い
1PD

（3〜10μs）の ・1ル ス 波で

は TP が大 きくな る と，それぞれ増殖抑制が再現

した ．こ れ らの 結果は 照射時間を 延長 する と 細

胞死は 増加す る とした Clarke 　 et 　aI・1°） や Fu 　et

aL15
）

の 報告と
一

致す る． 超音波照射量 の パ ラ メ

ー
タ と して 何が適当か はな お未解決で あ る が

，
パ

ル ス 超音波で は とくに TP 値が有意義な の か も知

れな い ．

　 本 研 究 の 一部 は 厚 生 省心 身 障 害研究 補 助 金 に よ っ た ．

本 論 文 の 要 旨 は 日 本 超 音 波 医 学 会 第 35回 及 び 37回 研 究

発表会，並 び に 第 2 回 世 界 超 音波医学 会議 （1979年，宮

崎 市） で 発 表 し た．稿 を 終 るに 臨 み ，御 指 導御 校閲 を頂

い た 恩師前 田
一雄 教 授 に 感謝 す る．ま た 御協力 を 頂 い た

第 1 病理学教室湯本東吉教授，及び 松井克明元 講師，産

科婦人科学教室寺原賢人 元 講師，並 び に 多大 の 御教 示 を

頂 い た 武 蔵 工 業大 学 井 出 正 男 教 授 に 深 謝 す る ．
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