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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナノバブルリポソーム（BLs）と超音波照射による超音波応答性DDSを脳
へ応用し、薬物・遺伝子の血液脳関門透過亢進に寄与する制御因子を評価した。BLsと併用したフルオロウラシ
ル（FU）の脳内移行量は、BLsの投与量の減少に従って減少した。また、新たに構築した超音波造影ガスの封入
量を向上させた遺伝子/BLs複合体SCR-based echo gas encapsulation（SCR-EGE）bubble lipopolyplexesでは、
高い遺伝子発現がみられ、超音波応答性DDSの脳への薬物・遺伝子送達の制御化において、超音波造影ガスの投
与量が重要な因子の一つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In present study, we applied ultrasound-responsible nanobubble liposomes 
(BLs) combined with ultrasound irradiation (US) to the brain in mice and evaluated pharmacokinetics 
of a drug or efficiency of transgene expression in the brain to investigate a controlling factor for
 increase of blood-brain barrier. Firstly, we examined brain pharmacokinetics of fluorouracil (FU) 
concomitantly used with BLs combined with US. As a result, the concentration of FU in the brain 
decreased as BLs dose decreased. In addition, we developed SCR-based echo gas encapsulation 
(SCR-EGE) bubble lipopolyplexes (BLs / pDNA complexes) containing more echo gas compared to 
conventional bubble lipopolyplexes. The efficiency of transgene expression of SCR-EGE bubble 
lipopolyplexes in the brain was increased compared to that of conventional one. These results 
suggest that dose of echo gas is one of the important controlling factors for drug or gene delivery 
by ultrasound-responsible BLs combined with US.

研究分野： 医療系薬学
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１．研究開始当初の背景 
脳腫瘍は、浸潤性が高い場合や eloquent 

area 近傍にある場合には外科的手術による
全摘が非常に困難といわれ、他臓器のがんと
同様に有効な化学療法が求められる。しかし
ながら、現在までに脳腫瘍に適応される抗が
ん剤は限られており、その有効性も不確実と
されている。適応される抗がん剤が僅かであ
る原因の一つには、血液脳関門による障壁が
あると考えられる。そこで、効果的に血液脳
関門を透過し、脳腫瘍に到達することが可能
となる、新たな DDS の開発・導入が不可欠
である。近年、国内外における DDS 領域で
は、超音波や光などの外部刺激を用いた精密
なターゲティングの実現が大きく期待され
ている。中でも、非侵襲的な外部刺激として
超音波が注目を集め、がんへの温熱療法、低
強度超音波による薬物送達、血管溶解アポト
ーシス誘発など、様々な治療応用が研究され
ている。 
ナノバブルリポソーム製剤は、粒子径約

300-500 nmの微小な超音波造影ガス封入製
剤であり、超音波照射とナノバブルリポソ
ーム製剤を組み合わせることで、肝臓、腎
臓、脾臓、心臓に対する選択的な遺伝子デ
リバリーが可能であることが報告されてい
る。これらの脳内移行機序や遺伝子や薬物
の分布様式・送達効率に関する情報は未だ
乏しく、これらの情報を明らかにし、安全
性評価をおこなうことで、脳指向 DDS の飛
躍的な発展に繋げていきたい。 

 
２．研究の目的 
超音波照射とバブルリポソーム製剤を利

用した脳組織への遺伝子・薬物デリバリー領
域では、効率的な遺伝子の送達[1]やドキソル
ビシンの脳実質への移行[2]に関する研究が
報告されている。超音波照射による血液脳関
門透過性の亢進は、一過性ものであると報告
されている[3]が、脳内分布や詳細な透過メカ
ニズム、その支配因子に関する情報は未だ不
足している。また、脳組織への超音波照射、
血液脳関門透過亢進による組織障害性など
の安全性に関する評価は、本技術を実用化し
ていく上で必要不可欠である。 
このような背景のもと申請者らは、超音波

照射による血液脳関門透過の亢進に寄与す
る支配因子の解明や組織障害性に関するエ
ビデンスの構築をおこなうことで、脳腫瘍に
対する有効かつ安全な遺伝子・薬物デリバリ
ーを実現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ナノバブルリポソーム製剤と

超音波照射を組み合わせた、低分子薬物や遺
伝子の脳移行メカニズムや薬物動態、安全性
を詳細に検討することを目的とし、次の 4 点
について取り組んだ。（1）ナノバブルリポソ
ーム製剤と超音波照射による、脳内薬物移行
に寄与する影響因子を解明する。（2）脳への

高効率な遺伝子導入のためのナノバブルリ
ポ ソ ー ム 製 剤 (SCR-based echo gas 
encapsulation (SCR-EGE) bubble 
lipopolyplexes) の構築をおこなう。（3）遺伝
子の脳内動態の解析に基づく、脳移行メカニ
ズムの評価をおこなう。（4）SCR-EGE bubble 
lipopolyplexes による組織障害性を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）ナノバブルリポソーム製剤と超音波照
射による、脳内薬物移行に寄与する影響因子
の解明 
ナノバブルリポソームと超音波照射によ

る、低分子薬物の脳移行性を評価するため、
低分子薬物のモデルとしてフルオロウラシ
ル (FU) を用い、脳内薬物動態の解析をおこ
なった。その結果、FU 単独投与群と比較し
て、ナノバブルリポソームと超音波照射を組
み合わせた群では、FU の脳移行性は向上し
た。次に、本法による血液脳関門透過性の亢
進に寄与する主な影響因子を検討するため、
超音波照射継続時間とナノバブルリポソー
ムの投与量をそれぞれ変化させ、評価をおこ
なった。その結果、ナノバブルリポソームの
投与量が減少するに従い、FU の脳内移行量
も減少した。以前、Shen らによって、マイク
ロバブルリポソームによる血液脳関門透過
性の亢進はマイクロバブルリポソームの投
与量に応じて増加することが示されており
[4]、この報告は今回の結果を支持するもので
ある。このことから、超音波応答性 DDS の
制御化における重要な因子の一つは、ナノバ
ブルリポソームの投与量、すなわちナノバブ
ルリポソームに封入された超音波造影ガス
の投与量であることが示唆された。 
 
（2）高効率な遺伝子導入のためのナノバブ
ル リ ポ ソ ー ム 製 剤 SCR-based echo gas 
encapsulation (SCR-EGE) bubble lipopolyplexes
の構築 
 超音波造影ガスの投与量が超音波応答性
DDS における重要な因子である可能性をさ
らに検証するため、遺伝子とナノバブルリポ
ソームとの複合体を用いて検討した。 
我々の研究グループではこれまで、超音波

照射部位選択的かつ安全に遺伝子送達を達
成するため、アニオン性電荷を有する bubble 
lipopolyplexes を開発してきた。本製剤は静電
的相互作用に基づいた遺伝子/ナノバブルリ
ポソーム複合体である。Bubble lipopolyplexes
は表面電荷がアニオン性であることで、細胞
への障害性が少なく、また、超音波照射を組
み合わせることで、キャビテーションエネル
ギーにより、高効率かつ超音波照射部位選択
的に遺伝子を導入できる可能性を示してき
た [5]。そのため、この bubble lipopolyplexes
において、超音波造影ガスの封入量を向上さ
せることで、より効果的な脳への遺伝子導入
が可能であると考えられる。 
以前、我々の研究グループでは、遺伝子/



リポソーム複合体に塩化ナトリウムを添加
することで、分子間の表面電荷が制御（surface 
charge regulation, SCR）され、膜融合を介した
製剤の膜安定化がもたらされることを報告
し て き た [6,7] 。 こ の SCR 法 を bubble 
lipopolyplexes に応用することで、膜安定化に
基づく超音波造影ガス封入量を向上させた
製剤 SCR-EGE bubble lipopolyplexes の構築が
可能であると考えた。この仮説を検証するた
め、bubble lipopolyplexes に塩化ナトリウムを
添加して SCR-EGE bubble lipopolyplexes を調
製し、超音波造影ガスの封入量と遺伝子導入
効率を評価した。その結果、対照である塩化
ナトリウム未添加の bubble lipopolyplexes と
比較して、SCR-EGE bubble lipopolyplexes の
超音波造影ガスの封入量は増加した。さらに
SCR-EGE bubble lipopolyplexes をマウスに尾
静脈投与し、脳への超音波照射をおこなった
ところ、塩化ナトリウム未添加の bubble 
lipopolyplexes と比較して、脳への遺伝子導入
効率は 10 倍程度高値であった。以上の結果
から、SCR により、bubble lipopolyplexes への
ガス封入が促進され、高効率な脳への遺伝子
導入が達成できる可能性が示され、脳への高
効率な遺伝子導入のための SCR-EGE bubble 
lipopolyplexes を構築することに成功した。ま
た、遺伝子/ナノバブルリポソーム複合体によ
る超音波応答性 DDS においても、その制御
化には、超音波造影ガスの投与量が重要な因
子である可能性が示された。 
 
（3）遺伝子の脳内動態の解析に基づく、脳
移行メカニズムの評価 
 SCR-EGE bubble lipopolyplexes による脳へ
の遺伝子導入時の遺伝子発現の空間的分布
を明らかにするため、組織透明化を用いた多
色深部イメージングによって評価した。マウ
スに SCR-EGE bubble lipopolyplexes を投与し
て 超 音波を 照 射後、 脂 溶性蛍 光 色 素
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarboc
yanine perchlorate (DiI) により脳血管の染色
をおこない、脳組織を摘出した。摘出した脳
組織を透明化処理し、脳組織内の遺伝子発現
分布を共焦点レーザー顕微鏡により三次元
観察した。その結果、遺伝子発現の多くは
DiI で標識された脳血管に分布しており、ま
た、わずかに脳血管外にも発現している様子
が観察された。この結果から、SCR-EGE 
bubble lipopolyplexes と超音波照射の組み合
わせにより、遺伝子は主に脳血管内皮細胞に
導入され、一部脳血管外の細胞に導入される
可能性が示された。この結果は、Huang らに
よる、マイクロバブルと超音波照射より、遺
伝子が神経細胞に遺伝子導入されるという
報告 [1]を一部支持する結果であるが、この
違いは、超音波応答性バブル製剤の物理化学
的性質、超音波照射条件などの違いに起因す
るものと思われる。しかし、これらの要因が
発現分布に及ぼす影響に関しては十分に明
らかにされておらず、さらなる研究が必要で

ある。 
 
（4）SCR-EGE bubble lipopolyplexes による組
織障害性の評価 

SCR-EGE bubble lipopolyplexes の投与およ
び最適化条件下での脳への超音波照射によ
る遺伝子導入後、脳組織の障害性をヘマトキ
シリンーエオジン染色によって評価した。そ
の結果、遺伝子導入 1 日後においては、わず
かに血管外への赤血球の漏出がみられたも
のの、3 日後と 7 日後においては赤血球の漏
出は観察されなかった。Song らは、超音波応
答性マイクロバブル投与と脳に対する超音
波照射処置後、一時的に溢血が生じるものの
1 週間後には観察されなくなることを報告し
ており[8]、本研究でみられた結果と一致する
ものである。これらの知見から、超音波応答
性 DDS による組織障害性は一時的なもので
あると考えられるが、安全性を向上させるた
めに、より詳細な超音波照射条件を探索する
必要がある。 
 
以上、本研究では、超音波応答性 DDS の

脳への薬物・遺伝子送達の制御化において、
超音波造影ガスの投与量が重要な因子の一
つである可能性が示された。また、超音波応
答性 DDS における遺伝子の脳内空間分布に
ついて、多色深部イメージングにより明らか
にすることができた。 
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