
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）

１１３０１

基盤研究(B)

2013～2011

リンパ節転移の治療を目指したナノバブルと超音波を用いた超選択的分子導入法の開発

Super-selective molecular delivery system of metastatic lymph node using nanobubbles
 and ultrasound

４０２７１９８６研究者番号：

小玉　哲也（Kodama, Tetsuya）

東北大学・医工学研究科・教授

研究期間：

２３３００１８３

平成 年 月 日現在２６   ５ ２６

円    14,300,000 、（間接経費） 円     4,290,000

研究成果の概要（和文）：本年度はナノバブルと超音波を用いて転移リンパ節へのリンパ管経由によるドクソルビシン
の薬剤送達に関する研究をおこなった．得られた結果をドクソルビシンの全身投与による治療効果と比較した．細胞種
に違いがあるものの，リンパ管を介したナノバブルと超音波を用いた分子導入による抗腫瘍効果は全身投与に比べて統
計的に有意な治療効果が確認された．ドクソルビシンはリンパチャネルに隣接するリンパ球に導入されていた．本研究
成果は将来的にはリンパ節の早期診断だけでなく，転移予防にも利用されることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a super-selective molecular delivery syst
em of lymph node metastasis via lymphatic vessels using nanobubbles (NBs) and ultrasound (US). We used MXH
10/Mo-lpr/lpr mice exhibiting remarkable systemic lymphadenopathy, with proper axillary lymph nodes (PALNs
) and subiliac lymph nodes (SiLNs) that are 6 to 12 mm in diameter. First, we identified 22 different LNs 
situated in the head and neck, limbs, thoracic and abdominal regions. The metastasis route was found to be
 via the efferent lymphatic vessels of the SiLN, and metastasis incidence depended on the number of cells 
injected, the injection duration and the SiLN volume. Next, we investigated drug delivery efficiency to th
e lymph node metastasis by the molecular delivery method using NBs and US. It was found that exposure to U
S in the presence of NBs enhanced the delivery of fluorophores into the lymphocytes near the lymphatic cha
nnels, compared to the use of US in the absence of NBs.
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１．研究開始当初の背景 
「がん」による死亡率の 9割は「転移」に起
因する. 転移は血行性転移とリンパ行性転移
に大別され, 転移治療法は主に血液循環に基
づいて展開されてきた. ナノバブルと超音波
を用いた分子導入法は, 非侵襲的に遺伝子な
どの高分子を組織選択的に導入することが
可能であり, がんや心臓血管疾患などの治療
への応用が期待される. この手法では超音波
照射で崩壊する気泡崩壊時の液体ジェット
や衝撃波などの衝撃圧が隣接する細胞膜の
一過性の浸透圧変化を誘導し外来分子が細
胞内に導入されるものと考えられる. この手
法の問題点は分子導入効率の低さであり, 導
入効率の改善には選択性の高い分子導入法
を開発することが必要である. 
 
２．研究の目的 
本研究では, 申請代表者らが開発に成功した
プログラムリンパ節転移マウスを使用し, 薬
剤封入型ナノバブルと超音波を用いたリン
パ管経由による転移リンパ節内の腫瘍細胞
を標的にした超選択的な分子導入法の開発
を目的にする.  
 
３．研究の方法 
リンパ節転移モデルマウスとしてリンパ節
腫脹マウスMXH10-Mo/lpr/lprを使用した. 腫
瘍細胞には KM-Luc/GFP 細胞 , および
FM3A-Luc 細胞を利用した. 腸骨下リンパ節
をセンチネルリンパ節, 腋窩リンパ節を二次
リンパ節と定義した．腸骨下リンパ節に腫瘍
移植日後からのセンチネルリンパ節および
二次リンパ節のリンパ節の大きさ，リンパ節
内の血管体積を生体発光イメージング法，小
型動物用高周波超音波イメージング法，フロ
ーサイトメトリー法，組織化学的染色法で調
べた． 
 
４．研究成果 
(1) プログラムリンパ節転移マウスとは, 脹
骨下リンパ節に腫瘍細胞を接種することで, 
リンパ管を介して腋窩リンパ節に腫瘍細胞
が転移するというモデルである. この転移特
性を明らかにするために, 接種する細胞濃度, 
接種速度, 脹骨下リンパ節の大きさを因子と
して転移能を評価し, この３因子の組合せで
決定される因子が転移能を決めることを明
らかにした. また, 転移により腫瘍血管密度
が増加し, この密度増加を指標に早期転移診
断法や検出機器の開発の可能性が示唆され
た.  
(2) リンパ管, リンパ節内でのナノバブルの
流動特性を明らかにした.ナノバブルは辺縁
洞から入り髄洞から外皮質，内皮質，髄質ま
で入ることが蛍光観察法，造影高周波超音波
法で確認された． 
(3) ナノバブルと蛍光分子を脹骨下リンパ節
から腋窩リンパ節に送達させて, 超音波照射
により転移腋窩リンパ節内の腫瘍細胞に抗

腫瘍分子を導入するという方法論の確立を
目指した. まず, 外来分子が腋窩リンパ節
に導入されるかを確認するために, 蛍光分子
である TOTO-3とナノバブルを脹骨下リンパ
節に投与し, ナノバブルが腋窩リンパ節に到
達した段階で超音波を腋窩リンパ節に照射
した. その後, 腋窩リンパ節を取り出し, 共
焦点顕微鏡で導入部位の確認をおこなった. 
TOTO-3 はリンパ洞の外側にあるリンパ球に
導入され, 導入効率は超音波とナノバブルの
組合せが最も高かった. 導入されたリンパ球
の同定をおこなうために, CD3と CD8の発現
するリンパ球に着目し, ローサイトメトリー
で定量をおこなった. CD3-/CD8-リンパ球へ
の導入効率が最も高く, CD3+/CD8+のリンパ
球の導入効率が最も低いという結果が得ら
れた. 本研究成果は, リンパ球への薬剤送達
法の可能性を示唆するものである. 
(4) 本研究では，ナノバブルと超音波を用い
たリンパ管経由による転移リンパ節内の腫
瘍細胞を標的にした超選択的な分子導入法
の開発を目的にする. 選択的な分子導入の
概念は EPR 効果を利用した薬剤送達を基本
とする．本実験においてはリンパ節腫脹マウ
スを用いた．腸骨下リンパ節内に腫瘍を移植
し，腋窩リンパ節にリンパ管を介して転移を
誘導する．腸骨下リンパ節をセンチネルリン
パ節，腋窩リンパ節を二次リンパ節と定義す
る．二次リンパ節においては腫瘍前ニッチ形
成の一環として既存の血管の拡張が誘導さ
れる．EPR効果はニッチ形成時においては確
認されず，むしろ転移細胞が生着し成熟した
段階において確認された．この事実は超早期
の転移リンパ節には，転移リンパ節への直接
的な薬剤投与法，あるいはリンパ管を介した
薬剤送達法の有用を示すものである． 
(5) そこで，転移リンパ節にシスプラチンを
直接投与し，あるいはリンパ管経由によりド
クソルビシンを転移リンパ節に送達させ，ナ
ノバブルと超音波を用いた分子導入法で薬
効効果を高める実験をおこなった．いずれの
場合においても腫瘍サイズおよびマイクロ
サイズの血管の縮小が確認された． 
(6) ナノバブル内部にはナノ粒子を封入でき
るので，本デリバリーの発展的な応用として
金ナノ粒子封入ナノバブル，超音波，および
近赤外光を利用したフォトサーマル療法を
組み合わせた薬剤送達の開発が可能である．
基礎実験として金ナノ粒子を転移リンパ節
に局所投与した群および全身投与群と比べ
た結果，局所投与群に有意な治療成果が得ら
れた．本研究成果は今後の超早期のリンパ節
転移の治療法の指針を示すものであるもの
と考えられる． 
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