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研究成果の概要：本研究では、超音波照射によるナノバブルの破壊に伴う標的腫瘍の細胞膜の

浸透圧変化により抗腫瘍効果が期待できる細胞阻害剤をスクリーニングし、口腔癌の治療に有

効な新しいドラッグデリバリー製剤の開発を行うことを目的とする。これまで我々は、様々な

阻害剤の中からこれまでの文献等を参考にして、合計約 200 種類の阻害剤を選定し、これを 98
プレートに分与して、阻害剤プレートを作成した。さらに、腫瘍細胞を培養したプレート内で

様々な条件下で超音波照射を行い、超音波照射した細胞を阻害剤プレートに播種し、細胞毒性

を MTT アッセイで評価し、ナノバブルと超音波を用いたドラッグデリバリーシステムに応用

可能と思われる阻害剤を選択した。その結果、このデリバリーシステムに有用と思われる細胞

阻害剤として、3 種類の阻害剤（特許申請準備中）を選択することができた。しかし、これら

の細胞阻害剤を臨床応用するまでには、膨大な前臨床実験が必要である。そこで、本研究にお

いては、ナノバブルと超音波を用いた分子導入法を用いた場合のこれらの細胞阻害と従来の抗

腫瘍剤の抗腫瘍効果や腫瘍標的性を効率的かつ精確に比較検討できる検証システムの開発を試

みた。我々は、検証システムとして、ルシフェラーゼ発現腫瘍を用いて in vivo 発光イメージ

ングシステムを用いる検証システムとナノバブルを超音波造影剤として用いた高周波超音波三

次元イメージングシステムを用いた検証システムの有効性を検討した。その結果、これらの検

証システムを用いることにより、生体内での光学顕微鏡レベルの腫瘍微小血管構築画像をリア

ルタイムで構築することが可能となり、従来の抗腫瘍剤と上記細胞阻害剤との抗腫瘍効果や腫

瘍標的性の比較検討が容易にかつ精確にできるようになった。 
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１．研究開始当初の背景 

ナノバブルと超音波を利用した分子導入

法の問題点は分子導入効率の低さにあると

言える。導入効率を高めるためには、ナノバ

ブルの膜に組織標的性の機能を持たせるこ

と、およびキャビテーション気泡からの衝撃

波の作用で変形し一過性の透過性を示す細

胞膜を容易に拡散し得る外来分子構造の設

計が重要と考えられる。 

これまで、東北大学大学院医工学研究科治

療医工学講座分子デリバリーシステム研究

分野との共同研究の結果、口腔癌の治療に応

用可能な以下の重要な成果を得ることがで

きた。 

（１） 内部にガスと液体を含むリポゾー

ムの作成技術を樹立した。このことによ

り、超音波造影性を有するドラッグデリ

バリー型ナノバブルの作製が可能になっ

た。 

（２） ミセル型バブル、二重膜構造のリポ

ソーム型バブル、市販のアルブミンマイ

クロバブルを使い遺伝子発現活性を調べ

た場合、リポゾームは３者のなかで導入

効率が一番高く、これはバブル原液に含

まれるバブルの数、すわらちキャビテー

ション核の数に依存すること、また、膜

のゼータ電位、粒度分布には依存しない

ことが明らかになった。 

（３） 超音波イメージング装置（最高周波

数80MHz）を用いることにより、血管内を

流れる直径400nmの一個一個のナノバブ

ルの動きが可視化されることを見出した。

これは波長の４乗に逆比例するというレ

イリーの散乱理論がナノレベルで顕著に

現れた現象であり、診断用超音波装置(周

波数3.5MHz)ではこれまで報告されてい

ない新しい極微の現象である。光学顕微

鏡の空間分解能では200nm以下の物体を

認識することは不可能であるが、超音波

散乱を利用することで200nm以下のガス

気泡の挙動が捉えられることを意味して

いる。 

（４） 腫瘍血管の血管透過性は、通常の血

管よりも高く、直径200nm以下の高分子が

血管から漏出し血管周囲に滞在する、い

わゆるEPR効果(Enhanced Permeability 

and Retention Effect)が認められ、バブ

ル漏出・滞留を基本とした新生血管を対

象とする分子導入法が確立できるものと

判断できた。 
２．研究の目的 
急速に進行する高齢者社会において、様々

な基礎疾患を有する高齢者の口腔癌患者が急

増している。 
しかしながら、現在、口腔癌患者に用いられ

ている抗癌剤は、腎、肝、骨髄機能などへの

副作用が大きく、基礎疾患を有する高齢者へ

の使用は著しく制限されている。 
 一方、現時点では抗腫瘍剤としては用いら

れていない様々な細胞阻害剤が知られており、

これらの細胞阻害剤を癌治療に応用しようと

する試みが為されている。これらの細胞阻害

剤を抗腫瘍剤として用いるための用件として

は、標的となる腫瘍細胞に選択的に薬剤が取

り込まれる必要があり、標的腫瘍細胞に選択

的に薬剤を取り込ませるデリバリーシステム

があれば、細胞毒性が少ない細胞阻害剤でも

低容量で有効な、副作用が少ない、従来の抗

腫瘍剤に耐性型の腫瘍細胞にも有効な新しい

癌化学療法のシステムを開発できるかと思う。 
 研究代表者は、これまで口腔外科専門医と

して口腔癌患者の診療に携わる一方で、ナノ

バブルと超音波の癌治療への応用を研究テー

マにしている東北大学大学院医工学研究科と

の共同研究を行ってきた。超音波とナノバブ

ルを使った分子導入法では、気泡が超音波照

射により破壊される時に生じる衝撃波や液

体ジェットなどの衝撃圧を利用して、細胞膜

に一過性の浸透圧変化を誘起し、エンドサイ

トーシスを介さずに、外因性分子を細胞質に

直接導入することを基本原理としている。し

たがって、分子導入効率の改善では、浸透圧

変化した細胞膜を容易に通過し得る外来分

子の設計が有用になる。 
 本研究では、超音波照射によるナノバブル

の破壊に伴う標的腫瘍の細胞膜の浸透圧変化

により膜透過性が増大する細胞阻害剤をスク

リーニングし、薬剤の治療効果の検証を行う

とともに、この検証結果から、超音波とナノ

バブルを用いた分子導入に適した分子構造を

検討し、癌治療に有効な新しいドラッグデリ

バリー製剤の開発を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） 細胞阻害剤のスクリーニング 

細胞阻害剤のスクリーニングを目指し、

以下２つに大別される阻害剤の各項目から

それぞれ過去の文献等を参考に合計200選
定し、これを98プレートに分与して、阻害



剤プレートを作成した。 
①キナーゼ、フォスファターゼ阻害剤（プ

ロティンキナーゼ、カルモジュリンキナ

ーゼ、サイクリン依存性キナーゼ[MAPキ
ナーゼ]、チロシンキナーゼ、Akt[PKB]、
ファスファチジルイノシトール３キナー

ゼ、プロティンフォスファターゼ) 
②プロテアーゼ阻害剤（カスパーゼ、細

胞外マトリックスメタロプロデアーゼ、

プロテアソーム、プロテアーゼ、シクロ

オキシゲナーゼ、アポトーシス、血管新

生、成長因子[サイトカイン、免疫調整、

ホルモン関連]、細胞分裂[細胞骨格]、細

胞接着、細胞周期、ポリメラーゼ、

DNA[RNA]、Gたんぱく質関連、タンパク

質修飾、核輸送、カルシウムシグナル関

連、神経性関連、イオノフォア[イオンチ

ャンネル、調製剤]、脂肪[脂肪酸、リン脂

質関連]、ホスフォジエステラアーゼ、酸

化ストレス、NO[NOS一酸化窒素関連]、
セカンドメッセンジャー関連、糖プロセ

ッシング関連） 
（２）細胞株 

波形特性に対する細胞株の感受性の違

いを比較するために、付着細胞に、

Colon26マウス結腸がん細胞、EMT6マウ

ス乳がん細胞、浮遊細胞にC1498マウス白

血病細胞、両特性をもつものに3LLマウ

ス・ルイス肺がん細胞を使用した。 
（３）超音波造影性リポゾーム 

各組成と平均直径は

Distearoyl-Phosphocholine (DPPC)+ 
6%Distearoyl Phosphoethanolamine 
(DSPE)-PEG-OMe（平均直径 170nm）お

よび DSPC + 6 mol% DSPE-PEG2K-OMe 
（平均直径 120nm）である。ナノバブルは

ロータリーエバポレーターで作成し、バブ

ルの粒度分布は粒度分布測定装置で測定し

た。 
（４）超音波照射と阻害剤暴露 

超音波は平面超音波で周波数は1MHz
とした。細胞カルチャープレート内でウ

エル底部から超音波を入射させ、これと

培養液の自由界面で反射する反射波とを

組合わせて重畳超音波を作成した。Duty
比、音圧強さ、培養液の体積を変えるこ

とで、重畳超音波の特性を変えることが

できた。細胞は重畳超音波の腹と節の位

置に配置し、超音波照射後の細胞をトリ

プシン処理して、前述の阻害剤プレート

に細胞を播種した。 
（５）細胞毒性の評価 

24時間後、細胞毒性をMTTアッセイで

評価し、もっと細胞生存率が低い阻害剤

を選定した。 
（６）抗腫瘍効果の検証システムの開発 

細胞阻害剤を臨床応用するまでには、膨大な

前臨床実験が必要である。そこで、本研究に

おいては、ナノバブルと超音波を用いた分子

導入法を用いた場合のこれらの細胞阻害と従

来の抗腫瘍剤の抗腫瘍効果や腫瘍標的性を効

率的かつ精確に比較検討できる検証システム

の開発を試みた。我々は、検証システムとし

て、ルシフェラーゼ発現腫瘍を用いて in vivo
発光イメージングシステムを用いる検証シス

テムとナノバブルを超音波造影剤として用い

た高周波超音波三次元イメージングシステム

を用いた検証システムの有効性を検討した。 
 
４．研究成果 

本研究では、超音波照射によるナノバブル

の破壊に伴う標的腫瘍の細胞膜の浸透圧変化

により膜透過性が増大する細胞阻害剤をスク

リーニングし、超音波とナノバブルを用いた

分子導入に適した口腔癌の治療に有効な新し

いドラッグデリバリー製剤の開発を行うこと

を目的とする。これまで我々は、様々な阻害

剤の中からこれまでの文献等を参考にして、

合計約 200 種類の阻害剤を選定し、これを 98
プレートに分与して、阻害剤プレートを作成

した。さらに、腫瘍細胞を培養したプレート

内で様々な条件下で超音波照射を行い、超音

波照射した細胞を阻害剤プレートに播種し、

細胞毒性を MTT アッセイで評価し、ナノバ

ブルと超音波を用いたドラッグデリバリーシ

ステムに応用可能と思われる阻害剤を選択し

た。その結果、このデリバリーシステムに有

用と思われる細胞阻害剤として、3 種類の阻

害剤（特許申請準備中）を選択することがで

きた。しかし、これらの細胞阻害剤を臨床応

用するまでには、膨大な前臨床実験が必要で

ある。そこで、本研究においては、ナノバブ

ルと超音波を用いた分子導入法を用いた場合

のこれらの細胞阻害と従来の抗腫瘍剤の抗腫

瘍効果や腫瘍標的性を効率的かつ精確に比較

検討できる検証システムの開発を試みた。

我々は、検証システムとして、ルシフェラー

ゼ発現腫瘍を用いて in vivo 発光イメージン

グシステムを用いる検証システムとナノバブ

ルを超音波造影剤として用いた高周波超音波

三次元イメージングシステムを用いた検証シ

ステムの有効性を検討した。その結果、これ

らの検証システムを用いることにより、生体

内での光学顕微鏡レベルの腫瘍微小血管構築

画像をリアルタイムで構築することが可能と

なり、従来の抗腫瘍剤と上記細胞阻害剤との



抗腫瘍効果や腫瘍標的性の比較検討が容易に

かつ精確にできるようになった。 
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