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研究成果の概要（和文）：今研究では、リポソームへ画像診断薬を内包し、さらに、癌特異的吸

着性を有するシンドビスウイルス（SIN）の蛋白をハイブリッドする事により、画像診断薬を

癌特異的に集積させる画像診断用強化剤を開発した。動物実験で、画像診断薬である CT 造影

剤を内包した SINリポソームが、長時間、癌へ集積することを確認した。今後、術前画像診断

や手術中のナビゲーションシステムの強化することが期待できた。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a novel cancer-targeted liposome coupled to sindbis virus 

proteins (SIN liposome) on the surface that can be used for imaging tumors and an intra-operative 

navigation system. The imaging efficacy of this liposome was assessed in a nude mouse bearing a tumor 

using a clinical CT. CT imaging showed that CT signal increases were detected in tumor site treated with 

SIN liposomes. Thus, this finding that SIN liposomes selectively fused with a tumor suggested the 

application of this cancer-targeted liposome to cancer imaging. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、ドラッグ・デリバリー・システムの開
発が盛んに行われている。ナノ・テクノロジ
ー等を応用しているが、効率的に癌細胞に特
異的に吸着・摂取されるようなシステムの開
発には至っていない。我々は殺腫瘍ウイルス
（Oncolyitic virus）の研究を、レオウイルス
科レオウイルスとトガウイルス科アルファ
ウイルス属シンドビスウイルスに関して行

ってきた（米国特許申請中）。これらのウイ
ルスは腫瘍に特異的に感染（吸着）し、腫瘍
特異的に増殖する（ほとんどの臓器の正常細
胞には感染・増殖をしないことを in vitro, in 

vivo で確認済み）。特にシンドビスウイルス
は非常に多くの種類の癌細胞（悪性黒色腫、
悪性リンパ腫、扁平上皮癌、腺癌に関し報告
済み）に感染し、これらのウイルスの腫瘍細
胞への感染（吸着）は癌細胞膜上のレセプタ
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ーを介して行われることが知られており、数
種類のレセプターが同定されている。このた
め、これらのレセプターと結合するリガンド
を用いれば癌特異的なドラッグ・デリバリ
ー・システムの開発が可能になる。また、特
に、シンドビスウイルスは蚊が媒介して、ヒ
トに感染するが、軽微な発熱を引き起こすだ
けの低病原性ウイルスであり、全身投与もで
きることから、その成分を用いても、毒性が
無い、血中投与による全身投与ができるもの
と考えれられる。我々は、以前に科学研究費
の支援を受けて、低病原性ウイルスであるシ
ンドビスウイルスの腫瘍特異的吸着能を有
するリガンドを混入したリポソームによる
癌特異的なハイブリッド型リポソームを開
発した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、イメージング機器（CT、可視光、
蛍光を検出する機器）の増感剤、造影剤とハ
イブリッド型リポソームを併用することに
より、検出感度と診断能力の改善することを
目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)【リポソームの組成】 

リ ポ ソ ー ム の 膜 成 分 と し て 、
Dipalmitoylphosphatidylcholine（DPPC）、
Cholesterol (Chol)、DSPE-PEG2000を使用
した。造影剤には、イオヘキサール６４７．
２mg/ml（オムニパーク３００：ヨード含有
濃度３００mg/ml）を使用した。 

 

(2)【造影剤含有リポソームの作製】 

DPPC、Chol、DSPE-PEG2000 をモル比５
５：４４：５で全脂質量４０μｍｏｌを２０
０μｌエタノールに入れ、７０℃で溶解する。
次に、２ｍｌのオムニパークで水和し、エク
ストリューダーに４００nm フィルムを 2 枚
セットし、サイズの均一化を行った。リポソ
ームを作製後、含包されなかった造影剤の除
去を透析法で行った。１mlのリポソームをカ
ットオフ値７０００MWの透析カセット（サ
ーモフィッシャーSlide-A-Lyzer Dialysis 

Cassette, MWCO ７０００）へ入れ、２５
０ml の HEPES バッファーにて８時間透析
を行った。 

 

(3)【GFP蛍光標識リポソームの作製】 

同様に DPPC、Cho、DSPE-PEG2000 をモ
ル比５５：４４：５で全脂質量４０μｍｏｌ
をクロロホルム２ｍｌに溶解し、エバポレー
ターで溶媒を揮発させ、フラスコに薄膜フイ
ルムを形成させる。次に、ＧＦＰ発現ベクタ
ー（pMaxGFP,Lonza）含有 HEPES バッフ
ァー、あるいは、リコンビナントＧＦＰタン
パク質（クローンテック rGFP Protein）水

和し、エクストリューダーに４００nm フィ
ルムを 2枚セットし、サイズの均一化を行っ
た。その後、内包されなかった、ＧＦＰベク
ターとＧＦＰタンパク質を取り除くために、
セファデックス５０を用いてカラム精製を
行った。それぞれ、ＧＦＰベクター含有リポ
ソームとＧＦＰ蛋白含有リポソームとした。 

 

(4)【シンドビスウイルス蛋白（SIN）の付加】 
ウイスルタンパクを２重脂質膜へ取り込む
処理法は、リポソームとウイルスタンパクを
６０度の恒温槽内で振動させながら２時間
インキュベーションさせた。インキュベート
後にリポソームの粒子径を測定した。それぞ
れのハイブリッド型リポソームを、SINハイ
ブリッド造影リポソーム、SIN ハイブリッド
GFP ベクターリポソーム、SIN ハイブリッ
ド GFPタンパクリポソームとした。 
 

(5)【造影剤の含有率の測定】 

造影剤リポソームの透析開始後、１時間毎に
バッファーを１ｍｌずつ回収した。また、透
析後のリポソームは１０倍量のエタノール
に溶解した。これら透析膜外液とリポソーム
溶解液を紫外線分光光度計（SHIMADZU 

UV-1800）で波長２４５nm の吸光度を測定
した。含有率は、リポソーム作製時に添加し
た造影剤の量に対する、リポソーム内に含有
された造影剤の量の比とした。 

 

(6)【GFPリポソームの細胞へ集積率の測定】 
GFPタンパク含有リポソームは、細胞へ添加
後、蛍光顕微鏡で観察を行い、１視野内の全
細胞数に対する蛍光発光する細胞数の比率
を計測した。また、GFPベクターリポソーム
は、細胞へ添加後、２４時間毎に、蛍光プレ
ートリーダーにて、蛍光量を測定した。 
 

(7)【CT装置で濃度の測定】 

透析後の造影剤リポソームをチューブに入
れ、CT装置（日立アロカ Latheta LCT-200、
50kV、300ｍA）で CT値(単位は Hounsfield 

unit（HU)）を測定した。 

 

(8)【造影剤リポソームの担癌マウスでの評
価】 

マウスの背部に口腔癌細胞（ＨＳＣ－２）を
担癌させ、尾静脈から２００μｌ（ヨード５
ｍｇ）を注射し、１時間後に CT 装置（日立
アロカ Latheta LCT-200 で（50kV、300ｍ
A））で測定した。 

 
４．研究成果 
(1)【シンドビスハイブリッドリポソームの安
定性】 

造影剤リポソーム、GFP タンパクあるいは
GFPベクター含有リポソームの、ＳＩＮ蛋白



 

 

の付加後、４８時間に粒子径を測定した。両
リポソーム共に、粒子径は 200-300nm で経
時的安定性があった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)【GFPタンパク含有リポソームの評価】 

GFP タンパク含有リポソームを癌細胞へ添
加し、蛍光顕微鏡で観察した。コントロール
と し て 、 脂 質 膜 に rhodamine 脂 質
(Rhodamin-DSPE)を標識したものを同様に
癌細胞へ添加し比較した。図のようにＧＦＰ
タンパク含有リポソームは、蛍光している細
胞数は数％であった。この理由として、検出
器の感度が低いことやＧＦＰタンパクの蛍
光強度が低いことなどの検出方法に関する
問題点と、リポソームへの封入効率や GFP

タンパクの細胞質内への移送率が低いこと
などのリポソーム自体の問題点が考えられ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
(3)【GFPベクター含有リポソームの評価】 

GFPリポソームを癌細胞へ添加し、蛍光プレ
ートリーダーで１２時間毎に７２時間まで
測定した。その結果、GFP ベクターを５μ
g/mlで作製したものは、添加後３６時間でコ
ントロールに比較し、２０％の蛍光量の増加
がみられた。 

 

 
 
 
 
 
 
(4)【造影剤リポソームの含有率の評価】 

透析前のリポソーム溶液は、全量が１ｍｌで
あり、ヨード濃度が 240ｍｇ/ｍｌで全量は２
４０ｍｇであった。透析開始後の８時間で膜
外液のヨードの含有量は 180ｍｇ達し、その
後は増加がなかった。透析後のリポソーム溶
液は、全量が２ｍｌであり、ヨード濃度は 30

ｍｇ/ｍｌで全量は６０ｍｇあった。 

 

 

 
 
 
 
 
(5)【SIN 造影剤リポソームの CT値】 

造影剤含有しないリポソームは CT値 103 

Hu であったのに対して、SIN 造影剤リポソ
ームは 489Huであった。 

 
 
 
 
 
 
(6)【造影剤リポソームの担癌マウスでの評
価】 

担癌マウスへ造影剤リポソーム投与後、経時
的に CT 撮影を行ない、腫瘍の平均 CT 値を
計測した。投与前では CT 値１１０Hu であ
ったが、２時間後には CT 値３４０Hu にな
った。 
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