
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５９

挑戦的萌芽研究

2015～2013

血液脳関門標的化バブルリポソームによる脳実質組織への超音波核酸デリバリーシステム

Ultrasound-mediated gene delivery system into brain tissue by blood brain barrier 
targeting Bubble liposomes

５０２８６９７８研究者番号：

根岸　洋一（Yoichi, NEGISHI）

東京薬科大学・薬学部・准教授

研究期間：

２５５６０２４０

平成 年 月 日現在２８   ５ ２７

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、バブルリポソーム（BL）と超音波照射併用による脳標的化する核酸・遺伝子デ
リバリーシステムの開発を目的とした。BLと高密度集束超音波（HIFU）を併用することで標的部位のみでのBBB透過性
亢進が可能となる明らかとした。本法によりアンチセンス核酸・遺伝子の脳内デリバリーが可能となることも示された
。さらにポリプレックス搭載型バブルリポソームを新規開発し、これを静脈内投与後に頭蓋外からのHIFU照射を行うこ
とで更なる照射部位選択的な遺伝子発現が可能となることを明らかとした。以上の結果は、今後の脳神経疾患治療に有
用な核酸・遺伝子医薬のための新規デリバリーシステムとなりうるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Here, we tried to develop the nucleic acid - gene delivery system into the brain 
by the combination of Bubble liposomes (BLs) and high-intensity focused ultrasound (HIFU). First, we 
examined whether the permeability of the BBB can be enhanced by the combination of BLs and HIFU using 
Evans blue (EB). As a result, the accumulation of EB in the HIFU-exposed brain was increased over that 
observed in the non-HIFU-exposed brain. Similarly, the combination of BLs and HIFU allowed antisense 
oligonucleotides or plasmid DNA to be delivered into the HIFU-exposed brain. Furthermore, polyplex-loaded 
BLs with HIFU further increased the gene expression in the delivered to the brain by the combination 
method of BLs and HIFU. Thus, the brain targeting method by the combination of BLs loading therapeutic 
genes and HIFU together may serves as a useful means for accelerating the permeability of BBB and thereby 
enabling therapeutic genes to be delivered to the focused brain site in CNS diseases.

研究分野： ドラッグデリバリーシステム

キーワード： 集束超音波　血液脳関門　バブルリポソーム　核酸・遺伝子デリバリー
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１．研究開始当初の背景 
高度化社会を迎え、国内に約 100 万人以上

もの認知症老人がいるとされている。その約
半分は、アルツハイマー病患者であり、今後
の更なる増加が予想されることから有効な
治療薬の開発は急務とされている。近年では、
核酸・遺伝子医薬の実用化に向けての研究開
発も進められている。しかし、中枢神経への
核酸・遺伝子デリバリーは確立されていない
ことから、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。我々は、導入遺
伝子の封入や標的指向性を持たせることが
可能なリポソームに診断用超音波造影ガス
を封入した微小気泡（ナノバブル）-バブル
リポソームを開発し、新規の遺伝子導入ツー
ルとなること、また、超音波造影が可能であ
ることを報告してきた。このバブルリポソー
ムに治療用超音波を照射するとキャビテー
ション誘導（バブルの崩壊）に伴うマイクロ
ジェット流が発生し、それを駆動力として薬
物・遺伝子が瞬時に細胞内へと送達できる。
さらに、バブルリポソームと蛍光オリゴをマ
ウス下肢部に経静脈的投与を行ない、経皮的
に超音波を照射すると血管透過性が高まり、
血管外組織内へと瞬時にオリゴが劇的に導
入されることを見出している。よって、バブ
ルリポソームと治療用超音波照射の併用に
より、脳内への核酸・遺伝子デリバリーシス
テムの構築が可能となると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、バブルリポソームと超音波照

射併用による脳内核酸・遺伝子デリバリーシ
ステムの開発を目的とし、はじめにバブルリ
ポソーム投与後に頭蓋からの超音波照射に
よる BBB 透過性を亢進させる技術を確立し、
どのような分子サイズが脳内送達可能かを
検証する。さらに効率的な核酸・遺伝子デリ
バリーを可能とするために、核酸・遺伝子を
中枢神経系細胞選択的ペプチドやカチオン
性高分子で複合化し、これをバブルに搭載し、
静脈内投与後、脳内へとピンポイントの超音
波照射を行うことで、脳疾患治療に有用な非
侵襲的な脳実質組織への新規核酸・遺伝子デ
リバリーシステムの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) バブルリポソームの調製 
種々の PEG修飾リポソームを作製するため

に、脂質組成が DPPC（中性脂質）あるいは
DPPG（アニオン性脂質）と DSPE-PEG2000 を基
本脂質として用いた。PEG－リポソーム内へ
の造影ガスの内封には、パーフルオロプロパ
ン（C3F8）を用いてバブルリポソームの懸濁
液を調製した。調製したリポソームおよびバ
ブルリポソームの粒子径・ζ電位は、NICOMP 
2500 にて測定した。 
 
(2)バブルリポソームへの核酸・遺伝子搭載の
の検討 

アニオン性脂質である DPPG を含有させたバ
ブルリポソームへの核酸・遺伝子を搭載させ
るためにカチオン性ペプチドやポリエチレ
ンイミン（PEI）を利用してポリプレックス
を調製した。その物性評価をアガロース電気
泳動（N/P 比変化に伴うポリプレックス形成
能）、NICOMP（粒子径・ζ電位）にて調べた。
さらに両者の静電的相互作用性をフローサ
イトメトリーにて測定し、バブルリポソーム
へのポリプレックス搭載能を評価した。 
 
(３) バブルリポソームと超音波併用によるin 
vitro 遺伝子導入 
 Neuro2a 細胞、または COS7 細胞 (3×104 

cells/well)を 48 well プレートに播種し、
24 時間後にアニオン性脂質含有バブルリポ
ソームまたはアニオン性脂質を含有してい
ない従来型バブルリポソーム、及び pDNA を
10% FCS 含有培地で混合し、各 well に添加し
た。その後速やかに、SONOPORE KTAC-3000 
(NEPA GENE, CO, LTD)を用いて超音波照射 
(Frequency: 2028 kHz、Duty: 50 %、Burst 
rate: 2.0 Hz、Intensity: 2.0 W/cm²、Time: 
10 sec.)した。48 時間培養後にルシフェラー
ゼ活性測定を行い、その活性を指標に遺伝子
導入効率を評価した。 
 
(４)血液脳関門（BBB）の透過性亢進 
5 週齢の ICR マウスに対して調製したエバ

ンスブルー(Evans Blue ; EB)をマウス体重 1 
gあたり100 gとなるように尾静脈から投与
した。その後 5分後にアニオン性脂質含有バ
ブルリポソームと PBSの混合液を尾静脈から
投与し、直後に HIFU(ネッパジーン社
SONITRON, 照射条件‐Frequency: 3.5 MHz、
Intensity: 0.1‐1.5 kw、Duty cycle: 10%、
Time: 60 sec.)を右脳側へ照射した。高密度
焦点式超音波は SONITRON 2000( NEPA GENE，
CO，LTD)を用いた。この装置における超音波
の集束する幅は 1.6 mm、直径は 1.1 mm であ
る。HIFU 照射 3時間後に、組織灌流後、未処
置群をコントロール、右脳を処置群としてそ
れぞれ回収し、ホルムアミドに浸し、55℃で
抽出した。その後、14000 rpm、4℃、10 分間
遠心分離し、抽出液を 620 nm にて測定した。
また、どのような分子サイズが透過可能かを
明らかにするために FITC 修飾デキストラン
（分子量 70 kDa、2000 kDa）のものを用いて、
同様に評価した。FITC 修飾核酸（PMO）の脳
内分布に関しては、マエストロ in vivo 蛍光
イメージング装置を利用した。 
 
(５)プラスミド DNA（pDNA）の脳内遺伝子デリ
バリー  5 週齢のオスの ICR マウスに対し
て調製したルシフェラーゼ遺伝子をコード
した発現pDNAを 50 g、バブルリポソーム(全
脂質量として 100 g)に PBS 75 L を混ぜた
も の を 尾 静 脈 か ら 投 与 し 、 直 後 に
HIFU(Frequency: 3.5 MHz、Intensity: 0.5
‐1.5 kw、Duty cycle: 10%、Time: 10‐60 



sec.)を右脳側へ照射した。その後、24 時間
後 に 脳 を 回 収 し 、 ホ モ ジ ネ ー ト 後 、
Luciferase 活性測定を行った。また、in vivo
イメージング装置(IVIS)を用いて、in vivo
での遺伝子発現解析を行った。24 時間後にル
シフェリン溶液をマウス体重1 gあたり15 g
となるように腹腔内投与し、10 分後に IVIS 
imaging system(IVIS Lumina Ⅲ，住商ファ
ーマインターナショナル株式会社)により in 
vivo での観察を行った。その後、脳を回収し、
ルシフェリン溶液に浸漬した後、ex vivo で
の観察も行った。 
 
(６)脳内超音波イメージング 

投与後の脳内におけるバブルリポソーム
の脳内滞留性・安定性を評価するため、ICR
マウス(5 週齢，♂) に、それぞれ調製したバ
ブルリポソームを尾静脈から投与し、直後に
超音波診断用装置の 7.5 MHzのプローブを用
いて、脳内超音波イメージングを一定時間行
った。その後、撮像したイメージング画像の
輝度（ROI）を ImageJ ソフトにより数値化し
た。 

 
なお、動物実験に関しては、東京薬科大学

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。また、組換え DNA を使
用する研究に関しては、東京薬科大学組換え
DNA 安全委員会に申請し、審査を受けて研
究を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) バブルリポソームと集束超音波（HIFU）
照射併用による BBB 透過性の亢進  
バブルリポソーム（BL）と集束超音波

（HIFU）照射併用法を確立し、血液脳関門
（BBB）の透過性の向上を目指し、種々の検
討を行った。BL の構成脂質として、DPPC お
よび PEG を用いて調製した。はじめに BBB の
透過性を調べるために、BL と HIFU 照射処理
に伴う色素であるエバンスブルー（EB：血液
中でアルブミンと結合）の脳実質組織への漏
出を肉眼的かつ定量的な解析を行った。マウ
スに EB を尾静脈内投与し、数分後に BL を投
与し、その直後に頭蓋から、HIFU 照射を行っ
た。数時間ごとに導入処理を行った脳を回収
し、冠状断面の観察ならびに組織より、EB を
抽出定量した。その結果、冠状断面の照射部
位（右脳）のみにおける EB の顕著な蓄積が
観察された。また、抽出定量たところ超音波
照射強度に伴う EB 透過量の増加が認められ
た。この BL と HIFU 照射処理後１～3 時間に
おいて EB 蓄積量の増加は、ほぼ最大に達し
ていた（Fig. 1）。次に HIFU 照射条件の特性
評価を行うために、超音波照射条件を変動さ
せたところ、Duty10%、６０秒で、十分な EB
の透過を示した（Fig. 2）。さらに導入後の
組織ダメージを HE 染色、NADH-TR 染色にて調
べたところ、10％Duty では、顕著なダメージ

は、認められなかった。また、本照射条件
（10％Duty、60 秒）を利用することで、どの
程度までの高分子量化合物が、BBB を透過で
きるかを調べたところ、FITC-Dextran を用い
て、同様の実験を行った。その結果、最大
2000kDa までの分子が透過する傾向が認めら
れた。また、その透過量は分子量の大きさに
依存することも示された（Fig. 3）。さらに
FITC 修飾されたアンチセンス核酸（を用いた
場合では、BL と HIFU 照射処理によって、脳
内移行している傾向が示された（Fig. 4）。
以上のことから、BL と HIFU 照射処理により
BBB の透過性を亢進させることが可能となる
ことが明らかとなり、有用な脳へのデリバリ
ーシステムとなりうるものと期待された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2. The amount of EB exravasation in the right brain (HIFU-exposed 
site). The mouse were injected into tail vein with EB 100 mg/kg. After 5 minutes, 
the mouse was injected with Bubble liposomes (100 mg/mouse) and exposed 
HIFU with 3.5 MHz, 10% Duty, 1.5 kw/cm2. After three hours, each tissue was 
corrected. A HIFU exposure time: 10, 30, or 60 sec. A different intensity: 0.1, 0.5, 
1.0, or 1.5 kW/cm2. *p < 0.05 vs. cont. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. EB extravasation in the brain as a function of time after HIFU 
exposure. (A) Distribution of BBB disruption by extravasation of EB. Right 
brain: HIFU exposure. Left brain: control. (B) The amount of EB exravasation 
in the right brain. The mouse were injected into tail vein with EB 100 mg/kg. 
After 5 minutes, injected with Bubble liposomes 100g/mouse and exposed 
HIFU with 3.5 MHz, 10%, 1.5 kw/cm2, 60 seconds. 

70 kDa dextran 2000 kDa dextran
 

Figure 3. Study of the molecular size through the BBB opening using 
FITC-Dextrans and fluorescence imaging. The mouse were injected into 
tail vein with 70 kDa or 2000 kDa of FITC-dextran. After 5 minutes, 
injected with Bubble liposomes (100 mg/mouse) and exposed to HIFU with 
3.5 MHz, 10% Duty, 1.5 kw/cm2, 60 seconds.   
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 核酸搭載型バブルリポソームの調製と
集束超音波（HIFU）照射併用による脳内核
酸・遺伝子デリバリーシステムの構築    
2 種類の基本脂質を用いて調製したバブル

リポソーム（BL）をマウスに尾静脈内投与し、
その後の生体内（脳内）での安定性を超音波
診断装置にて調べた。頭蓋内への診断造影の
結果、DPPC を用いた場合と比較し、DPPG を
基本脂質としたバブルリポソーム（AnBL）は、
数分間にわたり、造影効果を示したことから、
AnBL は、脳内デリバリーにおいて有用な超音
波造影剤であると考えられた。実際に AnBL
と集束超音波（HIFU）照射併用法による脳内
への遺伝子導入効果を有するか検討した。そ
の結果、照射部位における顕著な遺伝子発現
の増強が認められた。一方で、更なる遺伝子
導入効率の向上を目指し、AnBL へのプラスミ
ド DNA と PEI の複合体（ポリプレックス）の
搭載を試みた。その結果、N/P 比＝5-20 で調製
した粒子径 100 nm 以下のポリプレックスが
AnBL に搭載可能であることが、フローサイト
メトリーの解析により示された。また、AnBL
へのポリプレックス搭載の有無に関わらず、
造影能を維持できることも判明した。in 
vitro および in vivo での遺伝子導入実験で
は、Naked pDNA と BL との超音波併用時と比
較して、ポリプレックス搭載 AnBL では、顕
著な遺伝子発現レベルの上昇が認められた。
以上のことから、AnBL は、生体内で安定な脳
内核酸・遺伝子デリバリーツールとなりうる
ものと期待された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3)中枢神経細胞選択的核酸・遺伝子デリバ
リーシステムの構築 
これまでの検討で、バブルリポソーム（BL）

と頭蓋外からの集束超音波（HIFU）照射の併
用により、BBB の透過性が亢進するとともに、
脳内への遺伝子導入が可能となることを明
らかとしてきた。さらに、BBB 透過後の核酸・
遺伝子に神経細胞への選択性を付与するこ
とは、極めて重要と考えられる。そこで、神
経細胞選択的ペプチドにカチオン性ペプチ
ドを連結させた融合ペプチドを利用して、ポ
リプレックス搭載型 BL の作製を試みた。は
じめにポリプレックスを調製し、その物性を
アガロースゲル電気泳動により、確認したと
ころ、N/P 比＝10 以上では、ほぼ完全にポリ
プレックスを形成できていることが示され
た。また、粒子径は、50 nm 程度であり、ゼ
ータ電位は、＋10 程度であった。このポリプ
レックスの受容体選択的な遺伝子導入が可
能かを、Neuro2a 細胞を用いて調べた。結果、
Hela 細胞への遺伝子発現と比較して、
Neuro2a 細胞では、顕著な発現レベルの増強
が認められ、ポリプレックスの細胞選択性が
示された。さらに FACS による解析から、AnBL
への本ポリプレックスの搭載が認められた。
以上より、神経細胞選択的なポリプレックス
を搭載させた BL の作製に成功したことは、
HIFU照射併用によるBBB透過性亢進のみなら
ず神経細胞選択的な核酸・遺伝子デリバリー
システムの構築に繋がるものと期待される。 
 
以上より、BL と高密度集束超音波（HIFU）

との併用による標的部位のみでの BBB透過性
を亢進できることを明らかとし、核酸・遺伝
子のみならず、様々な分子サイズの脳内送達
が可能となったことから、本技術は BBB を透
過できない薬物や抗体などの送達目的とし
ても応用可能となるものと考えられる。今後
は、さらにアルツハイマー病治療のターゲッ
ト遺伝子に対する siRNAやパーキンソン病治
療に有用な神経保護因子遺伝子を本デリバ
リーシステムにより、疾患モデル動物への送
達導入を試みることで、臨床応用可能な脳神
経疾患治療システムの開発に発展させてい
く予定である。 
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Figure 4 Distribution of FITC-PMO followed by HIFU exposure with 
Bubble liposomes. 
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Figure 4. In vivo luciferase imaging after the delivery of Plasmid DNA into 
brain by the combination of BLs and HIFU exposure. (A) In vivo luciferase 
imaging during 3 days. (B) Ex vivo luciferase imaging. Plasmid DNA encoding 
luciferase gene and BLs were intravenously injected into mice, and then right 
hemispheres were exposed to 3.5 MHz pulsed HIFU conditions (intensity: 1.5 
kW/cm

2

, exposure time: 30 sec). White arrow indicated the luciferase expressing 
site in the exposure site. 
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