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研究成果の概要（和文）：これまで，口腔扁平上皮癌の治療のために，マイクロバブルとソノポ

レーション法を用いた遺伝子・薬剤導入法を検討し，一定の抗癌効果があることを確認したが，

新たな遺伝子・薬剤キャリアーとして超音波造影ガスを封入した新規バブルリポソームに着目

した．九州工業大学と共同研究中の新規抗癌剤 Ky-2（HDACi）を同バブルを用いて Ca9-22

細胞に導入したところ，コントロール群に比較して，著明な抗腫瘍効果を認めた．次にドキソ

ルビシン内包リポソーム製剤であるドキシルに超音波造影ガスを封入し，新規ナノバブルリポ

ソームの作製に成功した．Ca9-22 細胞においてドキソルビシン封入バブルリポソームと超音

波の併用による致死活性効果について評価したところ，同バブルと超音波を併用した群で導入

効率および死活性効果の増強が認められた。 

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects on cytotoxicity by combination of a novel 

HDAC inhibitor, Ky-2, and bubble liposomes on oral squamous carcinoma cells in vitro. 

Cell viability was significantly reduced by treatment with Ky-2 at 25 nM and bubble 

liposomes and ultrasoud, while it also led to augmentation of the proportion of cells in the 

sub-G1 phase and DNA fragmentation. In addition, immunoblot analysis revealed that 

Ky-2 enhanced the expression of apoptosis-related proteins. We made new bubble 

liposomes from Doxil® and investigated the effects on cytotoxicity by combination of this 

new Doxil® bubble liposome (encapsulated doxorubicin bubble liposomes, EDBL) and 

ultrasound in human gingival squamous cell carcinoma Ca9-22 cells. Results showed that 

the effect on cytotoxity was enhanced by a combination of EDBL and ultrasound. 
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これまで，口腔扁平上皮癌の治療のために，
マイクロバブルとソノポレーション法を用
いた遺伝子・薬剤導入法を検討し，一定の抗
癌効果があることを確認したが，新たな遺伝
子・薬剤キャリアーとして超音波造影ガスを
封入した新規バブルリポソームに着目した． 
また，新規抗癌剤であるヒストンアセチル

化酵素阻害剤 HDACi の開発を九州工業大学
と共同研究しており，ソノポレーション法と
の併用を検討する． 

２．研究の目的 

本申請で，正常組織への為害性が少なく
局所に遺伝子や薬剤を効率的に導入できる
ソノポレーション法を用いて口腔扁平上皮
癌に対する特異的標的治療法を開発する．
また，同法に適した新規抗癌剤の開発を行
う． 

３．研究の方法 

口腔扁平上皮癌の治療のために，超音波発
振装置とナノバブルリポソームを用いたソ
ノポレーション法を検討した．ヒト歯肉扁平
上皮癌細胞株 Ca9-22細胞にバブルリポソー
ムと超音波発振装置を用いて新規 HDACiで
ある Ky-2を導入し，抗腫瘍効果について評
価した．また，ドキソルビシン内包 PEG リポソ
ーム製剤であるドキシルに超音波造影ガスを封
入し、新規ナノバブルリポソームの作製を試みた．
Ca9-22細胞においてドキソルビシン封入バブ
ルリポソームと超音波の併用による致死活性効
果について調べた． 

４．研究成果 
 新規HDAC阻害剤であるKy-2とソノポレ
ーションの併用によって，Ca9-22 細胞にお
いて有意な細胞致死活性を示した．さらにそ
の濃度は 25 nMであり，他の HDAC阻害剤
であるSAHAが1.25μMであるのと比較して
かなり低濃度であった．細胞周期については
24時間で sub-G1期の割合が著しく上昇した．
さらに Annexin V/PI assayを行ったとこ
ろ，Ky-2作用後 24時間で細胞膜の外部に
露出したフォスファチジルセリンが検出さ
れ，また Hoechst染色では核の断片化を示
す細胞が観察された．これらの結果より，
Ky-2 を Ca9-22 cells に作用させると
apoptosis が誘導されていることが明らか
となった．さらに apoptosis 関連タンパク
発現を確認したところ，Ky-2 作用後 18時
間より Caspase-9, -3, -6, -7 の cleaved 
form の発現を認め，lamin A/C および
PARP の変性が見られたことから，
Caspaseの段階的活性発現が生じているこ
とが明らかとなった． 
ドキソルビシン内包 PEG リポソーム製剤であ

るドキシルに超音波造影ガスを封入し、新規ナノ
バブルリポソーム(EDBL)を作製した．ヒト歯肉
扁平上皮癌細胞 Ca9-22 細胞においてドキソル
ビシン封入バブルリポソームと超音波の併用に

よる致死活性効果について調べたところ，超音
波照射 96 時間後では，コントロール:100% 

に対し，ドキシルのみ :89.6%，EDBL の
み:42.8%，超音波のみ:96.1%，ドキシルと超
音波併用:84.2% と細胞数の減少を認めた．
EDBL と超音波を併用群では 3.7% と有意
な細胞数の減少を認めた．超音波照射 48 時
間後では，コントロールと比較し，EDBL と
超音波を照射した群のみ細胞質が膨張し，形
態的変化を認めた．また，subG1 の著明な
増加を認めた．さらに，EDBL と超音波を照
射した群で細胞核の断片化を認め，またアネ
キシン陽性細胞と、アネキシン陽性かつ PI

陽性細胞の増加が認められた。細胞死がアポ
トーシスによるものと考えられた． 
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