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研究成果の概要（和文）：バブルリポソームの調製法 （GMP 対応、サイズ調整）を確立した。

In vitro と in vivo において siRNA の効果を確認したが、十分な siRNA の効果を発するために

は、超音波照射条件、バブルリポソーム投与量など至適化が必要であった。膀胱癌治療では、

マウス膀胱癌細胞の PLK-1 に対する siRNA 導入によって抗腫瘍効果を検討中である。 

 
研究成果の概要（英文）：The preparation method (GMP, controlled size) of bauble liposome 
was established. The effectiveness of siRNA in vitro and in vivo was observed.  However, 
its effect was not enough for treatment.  The condition of ultrasound and bubble liposome 
amount, etc, should be considered. Mouse bladder cancer therapy by the siRNA for PLK-1 
is undergoing. 
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１．研究開始当初の背景 
  超音波とマイクロバブルを用いた遺伝子
導入法の開発は、低侵襲的かつ超音波照射部
位のみで遺伝子導入可能な方法として画期
的であるが、マイクロバブルはもともと血管
造影剤として開発されているため、形状的に
大きく、遺伝子治療の臨床で要求される深部
組織に到達させることは困難である。また、
導入遺伝子を内封できないことや標的指向

性がないこと、血中安定性などに問題を抱え
ている。多くの研究では、遺伝子送達に最適
化されたバブルが無いために、仕方なく市販
のマイクロバブルを使用しているのが現状
である。したがって診断・治療のための機能
をもったバブル製剤の開発と共に遺伝子や
siRNA に特化したバブルの開発が重要である。 
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２．研究の目的 
(1)リポソームの形態を生かして siRNA の送
達に特化したバブルリポソームを開発する。 
(2) 実用化を念頭に GMP 基準の製造法を確
立する。 
(3) siRNAを特定の部位に安全かつ確実に導
入する新しい送達システムを考案する。 
 
３．研究の方法 
(1) バブルリポソームの調製法 （GMP 対応、
サイズ調整）の確立 
①GMP対応 ②サイズ調整 
(2) バブルリポソームへの  siRNA の会合
（会合型バブルリポソーム） 
(3) コ レ ス テ ロ ー ル 修 飾  siRNA 
（Chol-siRNA）の合成と組込型バブルリポ
ソーム 
(4) siRNA 効果の in vitro 評価 （レポータ
ージーンを用いた評価） 
(5) siRNA 効果の in vivo 評価 （レポーター
ジーンを用いた評価） 
(6) 腫瘍細胞に対する siRNA 導入による抗
腫瘍効果の誘導 
(7) ヒト膀胱癌のPLLK-1を標的とするsiRNA
導入による抗腫瘍効果の誘導 
 
４．研究成果 
(1)バブルリポソームの調製法 （GMP 対応、
サイズ調整）の確立：エタノールのみを用い
たリポソーム製剤の GMP 製造法を開発した。
ガスの封入方法は GMP レベルでの大量調製
を考え、バイアル瓶に高圧にガスを封じ込め
た密閉状態にして強力超音波照射（27-45KHz、
100W）で行う。 
(2)バブルリポソームへの siRNA の会合：
REV 法によるコレステロール修飾 siRNA 
(Chol-siRNA)組込リポソーム（脂質組成
DPPC:DSPE-PEG2000 (94:6m/m)）調製法を確
立した。アクリルアミドゲル電気泳動、RNase
に対する抵抗性から、リポソームの膜内外に
siRNA の組込を確認した(図１)。組み込まれ
なかった Chol-siRNA を超遠心で除くことが
可能で、精製度を上げることができた。この
リポソームの siRNA の効果を検討したところ、
単独では細胞への導入が低いためにほとん
ど効かないことを確認した。 

(3) siRNA 効果の in vitro 評価 （レポータ
ージーンを用いた評価）：ルシフェラーゼ遺
伝子発現腫瘍細胞を腹腔内または皮下に移
植し、siRNA 組込型・会合型バブルリポソー
ムによる siRNA 導入効率を検討した(図２)。
In vivo におけるバブルリポソームおよび超
音波照射条件の最適化を図った。siRNA の効
果を確認したが、十分な siRNA の効果を発す
るまでに至らず、in vitro と in vivo 間の超
音波照射条件、バブルリポソーム投与量など
至適化が必要であった。 
(4)腫瘍細胞に対する siRNA 導入による抗
腫瘍効果の誘導:ルシフェラーゼ遺伝子発現
腫瘍細胞に対する siRNA 組込型・会合型バブ
ルリポソームと治療用超音波照射について、
siRNA の細胞内導入効果を明らかとするため
に，pDNA と siRNA を同時に細胞内導入する共
導入（コトランスフェクション）との比較を
行った。組込型バブルリポソームでは、低用
量から高用量の chol-siRNA が効率よく搭載
可能で安定性が向上した。また、超音波照射
に応答しキャビテーションを生じ、遺伝子発
現抑制を発揮した。安全性の高い導入法とす
るためには，更なる超音波照射条件の最適化
を図る必要性が考えられる。 

 
(5)ヒト膀胱癌に対する siRNA 導入による抗
腫瘍効果の誘導:PLK-1(Polo-like kinase-1)
は細胞周期のうち G2/M 期境界及び M 期に特
異的に発現するセリン・スレオニンキナーゼ
で、細胞分裂時に紡錘体形成、染色体分離お
よび細胞質の分裂に関与する。現在 PLK-1 に
対する siRNA を作成して、ヒト膀胱癌モデル
で検討中である。経尿道的に siRNA 組込型・



 

 

会合型バブルリポソームを投与して、体外よ
り非侵襲的に治療用超音波照射して効果を
見るが、期間内に終了することが出来なかっ
た。 
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