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研究成果の概要（和文）： 我々は，医療用に用いられる程度の出力の超音波と造影剤であるナノ・マイクロバブルを
併用することにより，様々な細胞や臓器へ薬剤や遺伝子を導入する技術を開発してきた．抗Epidermal Growth Factor 
Receptor（EGFR）抗体を付着させたEGFR-MBを用い，EGFR高発現ヒト歯肉扁平上皮癌細胞株における抗癌剤の効果増強
を検討した．Bleomycine（BLM）とEGFR-MBを用いたソノポレーション法では，より低濃度のBLMで著明な癌細胞増殖抑
制効果が得られた．本手法は新たな癌特異的抗癌治療となり得る可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）： Ultrasound creates transient permeability of cell membranes in the presence of 
nanobubbles or microbubbles, and foreign molecules can easily enter cells, which is known as 
‘sonoporation’. We developed anti-Epitherial Growth Factor Receptor (EGFR) antibody conjugated MBs 
(EGFR-MB). We examined the effect of EGFR-MB on oral squamous cell carcinoma. MBs were conjugated with an 
anti-EGFR antibody, and were entrapped ultrasound contrast gas. Ca9-22, a human gingival carcinoma cell 
line, were exposed to ultrasound with EGFR-MB and anti-cancer drug bleomycin (BLM). Sonoporation and 
EGFR-MB had a strong cytotoxic effect on Ca9-22 cells at the low dose of BLM. In addition, sonoporation 
and EGFR-MB remarkably increased the population of apoptotic cells even at a low dose BLM.Treatment with 
EGFR-MB and ultrasound make it possible to administer drugs into the cells more efficiently and 
specifically, suggesting a novel application for chemotherapy treatment for oral squamous cell carcinoma.

研究分野： 口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
 近年，がん治療における薬剤，遺伝子の有
効性を高める方法として，ナノスケールの運
搬体を利用してがん組織に選択的に薬剤お
よび遺伝子を送達することを目的とするタ
ーゲティング型 DDS(Drug delivery system)
の研究が注目されている。申請者らは，これ
まで，医療用に用いられる程度の出力の超音
波と造影剤であるナノ・マイクロバブルを併
用することにより，様々な細胞や臓器へ薬剤
や遺伝子を導入するソノポレーション法を
開発してきた．リポソームに超音波造影ガス
を封入した 1 μm 以下のナノバブルリポソー
ムは，その内部に抗癌剤や遺伝子などを封入
することができ，バブル表面の PEG に標的
指向性を付与することができる．  
 
２．研究の目的 
①本申請では，同法を用いた遺伝子および抗
癌剤の局所治療法を改良し，臨床応用を目指
した。ナノバブル・マイクロバブルによるソ
ノポレーション法の導入効率の向上，癌細胞
に特異的なリガンド（EGFR）を標的とした
癌細胞特異的導入法の確立を目的とした。 
 
②また，臨床応用を目指し，従来の口腔癌化
学療法に対して超音波導入法を併用し，その
有効性を評価した． 
 
③また，アムホテリシン B 含有バブルリポソ
ームを作製し，超音波併用によるカンジダ発
育阻止効果についても検討した．アムホテリ
シンBは殺菌作用を示す抗真菌薬だが副作用
も問題とされている。近年、リン脂質二重膜
構造のリポソーム内に超音波造影ガスを封
入した微小気泡（バブルリポソーム）への超
音波照射により、内包薬剤導入効率の向上が
報告されている。アムホテリシン Bのバブル
リポソーム製剤と超音波を併用し、低濃度で
効果的なドラッグデリバリーシステム(DDS)
の開発を試みた。 

 
３．研究の方法 
①実験にはヒト歯肉扁平上皮癌細胞株
Ca9-22 細胞を用いた．抗 EGFR 抗体は，B
細胞ハイブリドーマである528細胞の培養上
清より精製を行い回収した．Polyethylene 
glycol（PEG）で修飾したリポソームに，抗 
EGFR 抗体を結合させ，それに超音波造影ガ
スであるパーフルオロプロパンガスを内封
することで、抗体修飾マイクロバブルを作製
し た ． こ れ を Ca9-22 細 胞 懸 濁 液 ，
pVIVO1-GFP/LacZ 混 合 液 も し く は
Bleomycin（BLM）の混合液に添加し，超音
波を照射した．その後，pVIVO1-GFP/LacZ
の導入効率，細胞の増殖抑制および細胞死の
種類についてそれぞれ評価を行った． 
 
②舌癌（T1,2）に対して術前化学療法後に切
除を予定している患者に同意を得た．入院当

日（手術 6 日前）から手術前日までペプレオ
マイシン 5mg を持続皮下注下に 1 日 1 回超
音波導入を行う．超音波造影剤としてソナゾ
イドを用いた．舌癌切除後，切除物の病理標
本の超音波照射部位と非照射部位の抗腫瘍
効果を比較した． 
 
③真菌株として Candida albicans ATCC18804
を用いた。抗真菌薬として、アムホテリシン
B をリン脂質二重膜内に封入したリポソーム
製剤のアムビゾームを使用した。アムビゾー
ムに超音波造影ガスを封入し、バブルアムビ
ゾームを作製した。増殖能の評価として吸光
度、CFU の計測を行い。発育阻止効果の評価
として YM 寒天培地におけるコロニーの直径
を計測した。 
 

４．研究成果 
①抗体修飾マイクロバブルと超音波の併用
で，Ca9-22 への pVIVO1-GFP/LacZ 導入効率
が上昇した．また，低濃度の BLM でも抗体
修飾マイクロバブル併用下の超音波照射群
では著明な癌細胞増殖抑制効果が認められ
た．さらに， 薬剤導入後の細胞にはアポト
ーシスが起こっていることが確認できた． 

 
②舌癌切除物の病理組織標本（HE, TUNEL
染色）で評価した．術前化学療法の影響もあ
り，超音波非照射群でも TUNEL 陽性細胞が
認められたが，超音波照射群のほうがより
TUNEL陽性細胞を多く認める傾向にあった． 
 



 
③各実験とも、対照群に比してバブルアムビ
ゾーム超音波併用群において著明な発育阻
止効果が確認された。In vitro において、
今回作成したバブルアムビゾームと超音波
を併用することにより、真菌に対する効率的
な DDS を構築できる可能性が示唆された。 
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