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研究成果の概要： 

近年，癌治療における薬剤，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
利用して病巣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）が注目を集めている．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バブルを併用することにより，癌細胞や癌組織に遺伝子や薬剤を導入
する技術を見出し，癌の特異的分子標的治療法の実現に向け多くの知見を得ることができた． 

 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 7,800,000 2,340,000 10,140,000 

2008 年度 6,000,000 1,800,000 7,800,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 13,800,000 4,140,000 17,940,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者らは，抗癌剤または癌抑制遺伝
子を非ウィルスベクター法で導入する方法
を検討してきた．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．
しかしマイクロバブルは形状的に大きく（2
～4.5 μm），遺伝子治療の臨床で要求される
組織深部に到達することは困難であった． 
 
２．研究の目的 

そこで，我々は新たな遺伝子・薬剤キャリ

アーとして超音波造影ガス（パーフルオロプ
ロパン）を封入した新規リポソーム（バブル
リポソーム 400～500 nm）（帝京大学薬学部生
物薬剤学教室より供与）に着目した． 

リポソームに超音波造影ガスを封入した

1μm以下のナノバブルリポソームは，その内

部に抗がん剤や遺伝子などを封入すること

ができ，超音波照射によるバブルの圧壊で生

じるジェット流により細胞に一過性の小孔

が生じ，細胞内に薬剤や遺伝子が導入される

DDS として使われている．またポリエチレン

グリコール（PEG）修飾リポソームを用いて
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癌細胞表面に過剰発現している受容体

（EGFR）を認識する抗体（抗 EGFR 抗体）を

付与することもできる．これらのバブルを用

いれば，ターゲットとなるがん組織にバブル

を集積させ，体外からの超音波診断とともに，

治療用超音波エネルギーで，抗癌剤および遺

伝子を導入することができる． 

 
 
３． 研究の方法 

① In vitro の実験系におけるナノバブ
ルによるソノポレーション法の導入
効果検討：pVIVO1-GFP/LacZ を超音
波発振装置（ソニトロン 2000）とマ
イクロバブル（SonoVue），またはナ
ノバブル（DSPE-PEG liposome）を用
い て ヒ ト 歯 肉 扁 平 上 皮 癌 細 胞
Ca9-22 細胞に導入し，導入効果を検
討した．また，ナノバブルを用い，
ブレオマイシン（以下 BLM）を Ca9-22
細胞に導入し，抗腫瘍効果を検討し
た． 

② 動物実験モデルの確立：ヒト扁平上
皮癌細胞（Ca9-22 cell）をフットパ
ットに移植した担癌マウスを作製し，
腫瘍支配動脈である大腿動脈にナノ
バブルとルシフェラーゼ発現 pDNA
を投与し，投与と同時に癌組織に超
音波を照射する方法で癌組織への遺
伝子導入を試みた． 

③ EGFR を標的とした癌細胞特異的導
入法の確立：抗 EGFR 抗体を作製する
ここまでの手法は確立している．精
製した抗 EGFR 抗体とナノバブルの
複合体を用い，抗癌剤および癌抑制
遺伝子を癌細胞に導入し，導入効果
を検討した． 

④ ナノバブルに内包する癌抑制遺伝子，
あるいは抗癌剤の選定：BLM または，
ドキソルビシン内包 PEG リポソーム
製剤であるドキシルや，EGFR を標的
にするモノクローナル抗体薬剤であ
るセツキシマブ，新規ペプチド製剤
である Ky-2 などを用い，抗腫瘍効果
について検討した． 

 
 
４． 研究成果 

① In vitro の実験系にて，LacZ，GFP
発現をそれぞれ X-gal 染色，フロー
サイトメーターで解析したところ，
マイクロバブル群に比べナノバブル
群で明らかな導入効果の増強が認め
られた．このナノバブルを用い，BLM
を Ca9-22 細胞に導入したところ，コ
ントロール群に比べ，導入群で明ら
かに致死活性効果が増強することを

確認した． 
② Ca9-22 細胞をフットパットに移植

した担癌マウスを用いて，腫瘍支配
動脈である大腿動脈にナノバブルと
ルシフェラーゼ発現 pDNA を投与し，
投与と同時に癌組織に超音波照射す
る方法で癌組織への遺伝子導入を試
みた．癌組織を回収し，ルシフェラ
ーゼ活性測定を行ったところ，コン
トロール群に比べ，導入群では約
100 倍高い遺伝子発現が認められた． 

③ AFFINIXQ（イニシアム社）を用い，
バブルリポソームと抗体との結合を
評価したところ，結合によるものと
考えられる周波数の変化を認めた．
また，同バブル溶液をカバーガラス
上の Ca9-22 細胞に作用させた後，ピ
ペティングしバブルの残存率を計算
したところ，抗 EGFR 抗体で修飾して
いないナノバブルの残存率は数%程
度であったが，抗 EGFR 抗体修飾バブ
ルの残存率は約 60%程度あり，抗
EGFR 抗体修飾ナノバブルの Ca9-22
細胞への特異的付着が確認できた．
現在，同バブルを用いて BLM を
Ca9-22 細胞に導入し，抗腫瘍効果を
評価中である． 

④ BLM または，ドキソルビシン内包 PEG
リポソーム製剤であるドキシルや，
EGFR を標的にするモノクローナル
抗体薬剤であるセツキシマブ，新規
ペプチド製剤である Ky-2 などを in 
vitroの実験系にてCa9-22細胞に導
入したところ一定の抗腫瘍効果を認
めた． 
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