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研究成果の概要（和文）：本研究では、微小気泡（ナノバブル）の脳血管障害の診断・治療ツールへの応用を目的に、
ペプチド修飾による標的指向性、さらに治療用核酸の搭載をも可能とした超音波造影ガス封入リポソームの開発を行っ
た。脳組織へ集積性を有するペプチドをナノバブル表面に修飾し、その修飾率や組成の最適化をすることで、核酸搭載
ナノバブルへの脳組織指向性の付与に成功した。さらに、脳組織におけるペプチド特異的な造影輝度の上昇、遺伝子導
入効果の向上も確認された。その導入効果は超音波照射部位に限局しており、高密度収束超音波の有用性も示唆された
。本法は、疾患部位以外への影響を抑えた脳血管障害治療の有用なツールになり得るものと期待される。

研究成果の概要（英文）：We have previously developed polyethylene glycol-modified liposomes (Bubble 
liposomes [BLs]) that entrap ultrasound (US) contrast gas and can serve as both nucleic acids carriers 
and US contrast agents. In this study, we attempted to prepare nucleic acid-loaded and brain-targeting 
BLs modified with Angiopep-2 (Ang2) peptide. Ang2 is expected to be a useful ligand for the efficient 
delivery of nanocarriers to the brain. We showed that nucleic acid-loaded BLs modified with Ang2 
accumulated in brain tissue after intravascular injection. We also confirmed that above-mentioned BLs 
could enhance the intensities of US imaging in brain tissue and the effects of pDNA transfection to the 
US exposed area of the brain. These results suggested that Ang2-BLs may be a useful therapeutic and 
diagnostic tool for cerebrovascular accident.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 超音波　リポソーム　ペプチド　脳
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１．研究開始当初の背景 
脳血管障害は、日本人の死因の中でも、癌、

心疾患に次いで多く、そのうち約 7 割を脳梗
塞が占めており、死に至らずとも麻痺や言語
障害、意識障害などの後遺症が残る可能性の
高い疾患である。脳梗塞の有用な新規治療法
の一つとして、遺伝子治療の研究も近年盛ん
に進められているが、組織への効果的なデリ
バリーツールの開発が必要不可欠とされてい
る。そこで本研究において着目したのが、超
音波エネルギーを利用した細胞内導入法であ
る。これまでに我々は、臨床で用いられる超
音波造影ガスを PEG-リポソームに封入した
ナノサイズのバブル製剤（バブルリポソーム）
を開発し、超音波照射との併用により、超音
波造影効果のみならず、pDNA、siRNA の導
入効果を有することを明らかとしている。さ
らに、負電荷をもつ pDNA や siRNA をその表
面に搭載したカチオン性脂質含有バブルリポ
ソームの開発にも成功している。これは核酸
の生体内での安定性を向上させるのみならず、
バブルリポソームとの生体内挙動が一致する
ことで導入の更なる効率化が期待されるもの
である。疾患部位への核酸の送達量をさらに
向上させることができれば、より高い治療効
果が期待できる。そこで本研究では、低分子
核酸をカチオン性脂質含有バブルリポソーム
に搭載させるのみならず、さらに、バブルリ
ポソームをペプチドで修飾することで、疾患
部位へ集積する新規バブル製剤の開発を試み
る。また、併用する超音波を高密度収束超音
波（HIFU）とすることで、照射エリアが限局
されることから、疾患部位以外への傷害性を
抑えた低侵襲的な核酸導入法となり得る。 
 
２．研究の目的 
これまでに pDNA、siRNA の細胞内導入ツ

ールとしての有用性を示してきたカチオン性
脂質含有超音波造影ガス封入リポソームを基
本に、ペプチド修飾により脳組織への集積性
を付与した新規ナノバブルの開発を行う。ま
た、治療用核酸として、近年明らかにされつ
つある新生血管を誘発可能な miRNA
（miR-126）に着目し、miRNA 搭載ナノバブ
ルによる脳梗塞の低侵襲性超音波診断治療シ
ステムの構築を目指す。即ち、核酸搭載ナノ
バブルを投与後、診断用超音波により核酸の
血管閉塞部への集積を確認し、同時に治療用
超音波により miRNA を導入することで、虚
血部位での血管新生誘発に伴う血流改善が可
能となる。 
そこで、miR-126 の虚血性疾患に対する治

療効果を評価するとともに、調製したナノバ
ブルの脳組織における超音波造影効果、さら
に核酸導入効果を評価する。その際に併用す
る超音波を HIFU とすることで、標的組織以
外への影響を最小限とした脳血管障害治療シ
ステムへの応用を目指す。 
 
３．研究の方法 

（１）核酸搭載ペプチド修飾バブルリポソー
ムの調製 
①カチオン性脂質含有バブルリポソームの調
製 
基本脂質に DSPC、カチオン性脂質（DSTAP、

DSDAP、DDAB より 1 種）さらに PEG 脂質
として DSPE-PEG2000-OMe、あるいは鎖長の
異なる DSPE-PEG750-OMe を使用し、種々の
組成、調製溶媒で REV 法によりリポソームを
調製した。また、細胞との相互作用、あるい
は in vivoにおける組織集積性を評価する際に
は、蛍光脂質として DiI を含有させたリポソ
ームを調製した。調製した各リポソームに超
音波造影ガス（パーフルオロプロパン）を封
入することで、ペプチド未修飾バブルリポソ
ーム（PEG-BLs）とした。その粒子径および
ゼータ電位は、NICOMP 380ZLS を用いて測
定した。 
②ペプチド修飾バブルリポソームの調製 
ペプチドを修飾する際には、①の脂質の他

に DSPE-PEG2000-Mal を使用し、PEG 鎖末端
のマレイミド基とペプチド末端のシステイン
を反応させ、ペプチド修飾リポソームを調製
後、余剰のペプチドはゲルろ過にて除去した。
また反応の終了は TLC により確認した。修飾
ペプチドとして、脳組織への集積性が報告さ
れている Angiopep-2、コントロールペプチド
として Angiopep-7 を用いた。ペプチド修飾リ
ポソーム（Ang2-lipo、Ang7-lipo）に、上述①
と同様に超音波造影ガスを封入することでペ
プチド修飾バブルリポソーム（Ang2-BLs、
Ang7-BLs）とした。 
③バブルリポソームと核酸の相互作用 
各種バブルリポソームと FITC 標識 pDNA、
あるいは miRNA を添加、混合後、調製 Buffer
で希釈し、フローサイトメトリーにより評価
した。 
 
（２）各種カチオン性脂質含有バブルリポソ
ームによる導入効果の評価 
①下肢虚血モデルの作製法 

ICR マウス（5 週齢、♂）の左大腿動脈を
結紮、切除し、切開した皮膚を外科縫合糸を
用いて縫合した。虚血処置の 10 日後、自然回
復が停止し、虚血が慢性化したマウスを下肢
虚血モデルとした。 
 なお、動物実験に関しては、所属機関にお
ける指針に基づき、動物実験委員会に申請し、
承認を受けた後、ヘルシンキ宣言に基づき動
物愛護の精神を遵守しつつ行った。 
②下肢虚血モデルにおける遺伝子導入効果 

3 種の異なるカチオン性脂質含有バブルリ
ポソームの導入効果について比較検討するた
め、Luciferase をコードした pcDNA3-Luc を搭
載させた各バブルリポソームを下肢虚血モデ
ルの尾静脈へ投与し、虚血部位へ超音波照射 
(Frequency: 1 MHz, Duty: 50%，Burst rate: 2.0 
Hz, Intensity: 1.0 W/cm², Time: 2 min)を行った。
2 日後、超音波照射部位の筋組織を回収し、
Luciferase 活性を測定した。 



③下肢虚血モデルにおける遺伝子治療効果 
 疾患モデルマウスに対する治療効果を評価
するため、虚血処置 10日後と 12日後の 2回、
（２）②と同様の条件で、bFGF をコードし
た pBLAST-hbFGF の虚血筋組織への導入を
試みた。レーザードップラー血流計を用いて
虚血部位の血流測定を定期的に行い、さらに
2 回目の導入から 4 日後、超音波照射部位の
筋組織を回収し、リアルタイム PCR により、
各種血管新生促進因子への影響について検討
した。 
 
（３）miR-126 導入効果の検討 
①in vitro における導入効果 
血管新生制御因子に対する miR-126 の導入

効果について検討するため、ヒト臍帯静脈内
皮細胞（HUVEC）への miRNA の導入を行っ
た。48well プレートに HUVEC を播種し、1
日培養後、バブルリポソームおよび miR-126、
あるいはコントロール miRNA を 10% FCS 含
有培地で希釈、混合し、各 well に添加した。
その後，速やかに超音波照射 (Frequency: 2 
MHz, Duty: 50%，Burst rate: 2.0 Hz, Intensity: 
2.0 W/cm², Time: 10 sec.) (SONOPORE 
KTAC-3000; NEPA GENE, CO. LTD)を行った。
無血清培地にて細胞を 2 回洗浄し，余剰のバ
ブルリポソームと miRNA を除去した。3 日間
培養後に細胞を回収し、リアルタイム PCR に
より細胞内の miR-126 レベル、ウェスタンブ
ロット法により VEGF シグナル活性化への影
響について検討した。 
②下肢虚血モデルにおける miR-126 導入に伴
う治療効果 
 疾患モデルマウスに対する治療効果を評価
するため、虚血処置 10日後と 12日後の 2回、
（２）②と同様の条件で、miR-126 の虚血筋
組織への導入を試みた。レーザードップラー
血流計を用いて虚血部位の血流測定を定期的
に行い、さらに 2 回目の導入から 7 日後、超
音波照射部位の筋組織を回収し、リアルタイ
ム PCR により、各種血管新生促進因子への影
響について検討した。 
 
（４）ペプチド修飾リポソーム、バブルリポ
ソームの標的指向性評価 
①細胞との相互作用評価 
脳血管内皮細胞（bEnd.3 細胞）に対し、

Ang2-lipo、Ang7-lipo、あるいは Ang2-BLs、
Ang7-BLs を反応させ、フローサイトメトリー
により評価した。また、阻害実験を行う際に
は、抗 LRP-1 抗体を前処理したうえで、各製
剤を反応させた後、同様にフローサイトメト
リーにて評価した。 
②脳組織への集積性評価 
 ICR マウス（5 週齢、♂）の尾静脈より各
バブルリポソームを投与し、10 分後、脳・肺・
心臓・肝臓・脾臓を回収し、in vivo イメージ
ング装置（Maestro）により解析を行った。さ
らに、脳組織は凍結切片とし、蛍光顕微鏡に
より冠状断面の観察を行った。 

 
（５）脳組織における超音波造影効果 
超音波造影剤としての有用性について検討

するため、ICR マウス（5 週齢、♂）の尾静
脈より各種バブルリポソームを投与し、超音
波診断装置 Aplio（東芝)を用いて脳の超音波
イメージングを行った。 
 
（６）脳組織への遺伝子導入効果 
各種ペプチド修飾バブルリポソームと

HIFU 併用による脳への遺伝子導入方法の条
件検討のため、pcDNA3-Luc を搭載させた各
バブルリポソームを ICR マウス（5 週齢、♂）
の尾静脈より投与し、速やかに体外より左脳
に対して HIFU 照射 (Frequency: 3 MHz, Duty: 
10-30%，Intensity: 1.0-1.5 kW/cm², Time: 30-60 
sec)を行った。1 日後に大脳を回収し、超音波
照射をした左脳と、照射していない右脳に分
け、それぞれ Luciferase 活性を測定した。導
入に伴う傷害性については、回収時に脳出血
の有無を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）3 種の異なるカチオン性脂質含有バブ
ルリポソームの虚血部位へのデリバリーツー
ルとしての有用性について、レポーター遺伝
子を用い、その導入効果について比較検討を
行った。その結果、DSDAP 含有バブルリポ
ソームにおいて最も高い導入効果が得られた
（Fig. 1）。さらに、DSDAP 含有バブルリポ
ソームに bFGF をコードした pDNA を搭載さ
せ、下肢虚血部位への遺伝子導入を試みたと
ころ、各種血管新生因子の mRNA レベルの上
昇、および血流改善効果も認められた。 

Fig. 1 Luciferase expression in ischemic muscle 
transfected with pDNA using pDNA-loaded BLs 
and US. 
 
（２）DSDAP 含有バブルリポソームを用い
て miRNA の導入を行うにあたり、バブル表
面への搭載が可能であるか評価したところ、
pDNAおよび siRNA同様に搭載が可能である
ことが明らかとなった。次に、HUVEC への
miR-126 の細胞内導入を試みたところ、細胞
内 miR-126 レベルの上昇と、それに伴う
VEGF シグナルの活性化が認められた。これ
は既出の報告と同様に、miR-126 の血管新生
への影響を示唆するものであるが、これまで
に疾患モデルを用いた治療効果の報告はほと
んどない。そこでさらに、miR-126 による虚
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血性疾患に対する治療効果を評価するため、
作製法および核酸導入法を既に確立している
下肢虚血モデルマウスを用いて検討を行った。
その結果、各種血管新生因子の有意な上昇と
血流改善効果が示された（Fig. 2）。 

Fig. 2 The therapeutic effect of miR-126 transfer 
using miRNA-loaded BLs and US on the recovery 
of blood flow. *Statistically different from other 
groups (p<0.05; one-way ANOVA and Tukey post 
hoc test). 
 
（３）ペプチド修飾リポソームと bEnd.3 細胞
との相互作用を指標に、リポソームの組成、
調製溶媒、修飾率、修飾法などの最適化を行
った。その結果を基に各種バブルリポソーム
（PEG-BLs、Ang2-BLs、Ang7-BLs）を調製し、
bEnd.3 細胞との相互作用を評価したところ、
Ang2-BLs において相互作用の増大が認めら
れた。さらに、この相互作用は、抗 LRP-1 抗
体の前処理により、他の 2 種のバブルリポソ
ームと同程度まで減弱したことから、ペプチ
ド配列特異的にLRP-1を介して相互作用して
いることが示唆された（Fig. 3）。また、これ
らのバブルリポソームを投与後の体内分布を
評価したところ、Ang2-BLs 投与マウスにおい
て、脳組織への高い集積性が示された。この
集積性は、miRNA よりも分子サイズの大きい
pDNA を表面に搭載した状態においても同様
に認められた。 

Fig. 3 Interaction of BLs modified with peptide with 
bEnd.3 cells. 
 
（４）脳組織における超音波造影効果につい
て、3 種のバブルリポソームを比較検討した
ところ、Ang2-BLs 投与マウスの脳組織におい
て、他の 2 種のバブルリポソーム投与マウス

と比較して、造影輝度の上昇と造影効果の持
続が認められた。 
 
（５）レポーター遺伝子を搭載させた各ペプ
チド修飾バブルリポソームをマウス尾静脈よ
り投与し、併用する HIFU 照射の条件検討を
行ったところ、脳出血などの傷害性を伴わず、
Ang2-BLs 投与マウスにおいて、他の 2 種投与
群と比較して、有意に高い遺伝子発現効果が
認められる導入条件が得られた。その導入効
果は、HIFU 照射を施した左脳に限局したも
のであり、疾患部位以外への影響を最小限に
抑え得る HIFU の有用性も示唆された。 
 
以上、核酸搭載ナノバブルの脂質組成の最

適化、miR-126 導入による下肢虚血性疾患の
治療効果、脳標的指向性ペプチド修飾ナノバ
ブルの調製法について段階的に確認し、脳組
織における超音波造影能、さらに HIFU 併用
による遺伝子導入能を有する新規ナノバブル
の開発に繋げることができた。しかしながら、
本研究期間内においては、脳梗塞モデルを用
いたナノバブルの集積性評価、miRNA 導入に
よる治療効果の検討まで着手できなかった。
Angiopep-2 が結合する LRP-1 は、脳梗塞部位
周辺で発現が増強することも報告されている。
今後上述の検討を進めることで、本研究にお
いて開発した新規ナノバブルの脳血管障害治
療システムにおける有用性評価に繋がるもの
と考えられる。 
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