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研究成果の概要：本研究の目的は、ナノバブルと超音波を用いた新しいワクチン接種法のため

のドラッグデリバリーシステムを開発し、これまで治療が困難であった感染症などの予防や治

療に貢献することである。これまで我々は、ナノバブルの体内分布の超音波画像でのモニタリ

ングや生体細胞への遺伝子導入効率、さらには、超音波照射とナノバブル破砕時の組織障害の

程度、それにともなう炎症性細胞浸潤の程度などを検討した。その結果、静脈注射によりナノ

バブルがリンパ節に流入し、リンパ節内の樹状細胞に抗原タンパクや遺伝子の導入が可能であ

ること、ナノバブル破砕時の超音波の強さを調節することにより、照射部に適度な炎症性細胞

の集簇を促し、ナノバブル破砕によるアジュバント効果が期待できること、ナノバブル表層へ

の抗体の組み込みが可能なこと、バブル内への抗原タンパクや遺伝子、あるいはアジュバント

分子の封入が可能であることなど、本研究を推進する上で極めて重要な知見を得ることができ

た。しかし、ナノバブルと超音波を用いた分子導入法においては、導入効率の低さが問題にな

る可能性が考えられた。そこで、１回のトランスフェクションで 100 日以上もタンパク発現が

可能な長期発現プラスミド DNA をナノバブルと超音波を用いて導入するシステムを開発し、

従来の分子導入法の導入効率の低さの問題を解決することが可能となった。しかしその一方で、

生体内での持続的なウイルス抗原の産生は、高グロブリン血症や免疫複合体病等の誘発の可能

性も考えられることから、今後は、タンパク発現量の増大のみならず発現タンパクの制御法の

検討も必要かと思われる。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、トリインフルエンザや地球温暖化に
伴なうマラリアなどの感染症の地球規模で
の拡大が危惧されているが、研究代表者は長
年アメリカ合衆国に滞在し、アメリカ合衆国
におけるマイノリティーや貧困層のエイズ
や B型肝炎の問題解決のためのフィールドワ
ークに参加し、これらの感染症問題の現状を
間近にみてきた経験から、地球規模で拡大す
る感染症の深刻さを実感している。研究代表
者は現在、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
野と協力し、ナノバブルと超音波を用いた分
子導入法を用いた遺伝子治療の研究に携わ
っているが、非侵襲的に生体組織細胞に分子
導入できるこの分子導入法を用いれば、これ
までにない有効なワクチン投与が可能にな
り、感染症をはじめとする様々な疾患の予防
や治療に貢献できるのではないかと思いた
った。  

ワクチンは、感染予防のみならず、がん治
療などの幅広い医療分野への応用が期待さ
れる医療技術である。ワクチン接種を受けた
個体は、その後、ある特定の病原体の感染を
回避することができるが、この特質は、同じ
病原体には二度と罹らずという免疫系の「記
憶」作用に依存している。この「記憶」は、
免疫応答の強さ、迅速さを二次免疫応答に賦
与するものであるが、これには、ワクチン接
種時に誘導される一次免疫応答でのアジュ
バント（副刺激）作用、樹状細胞やリンパ球
上の共刺激分子を介したシグナルの質が深
く関与している。また、最近では、ワクチン
誘導の場の重要性も認識されてきた。したが
って、ワクチン医療の応用性は、いかに副刺
激、共刺激、誘導の場を工夫して、治療目的
に沿う二次免疫応答を誘導するかに寄って
いると言うことができる。実際に、ワクチン
誘導時の共刺激シグナル強度を抗体でブロ
ックしたり刺激したりして変え、がん細胞に
対する免疫を増強したり、アレルギーや自己
免疫応答といった免疫疾患を軽減する方法
が提案され、動物実験ではある程度の成功を
修めている。ワクチン医療は、今後、臨床へ
の応用が期待されるとともに、その工夫によ
る改善の余地が多いに残された技術分野で
あるとも言える。 
 一方、超音波と微小気泡を使った分子導入
法は、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等の衝撃圧
を利用して、非侵襲的に標的組織に遺伝子な
どの高分子を導入することが可能であるが、
研究代表者が所属する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
ステム研究分野の小玉哲也教授は、超音波特
性とキャビテーション気泡の動特性との相
関から、直径 200nm 以下のキャビテーション

気泡の衝撃圧の制御で分子導入効率の改善
が図られることを確認し、経皮的な分子導入
をも可能にする高効率型超音波分子導入装
置（特許出願中、発明者：小玉哲也、森士朗、
出 願 番 号 ： 特 願 2006-109894 、
PTC/JP2001/057878）を開発した。 
また、ワクチン開発に応用できるナノバブ

ルの優れた特質は、ナノバブルに標的細胞に
特異的な抗体やリガンドを組み入れ、かつ抗
原分子や抗原遺伝子をバブルに内包させる
ことにより、細胞標的性を持ったドラッグデ
リバリーシステムの担体として利用できる
点と、非ウイルス性の遺伝子導入ベクターと
してできる点にある。さらに、ナノバブルは
構造的コンプライアンスから、副刺激分子や
共刺激モジュレーターなどを抗原分子や抗
原遺伝子とともに運搬することが可能であ
る。以上の利点を考慮し、ナノバブルと超音
波を用いた新しいワクチン接種法のための
ドラッグデリバリーシステムを開発し、これ
まで治療が困難であった感染症などの予防
や治療に貢献することができるのではない
かと考えた。 
 
２．研究の目的 
近年、地球規模での感染拡大が危惧されて

いるトリインフルエンザやエイズなどの感
染症に対処するため、分子生物学的手法を駆
使したワクチン開発が試みられ、治療に有用
と思われる様々な遺伝子やタンパクが報告
されてきた。しかし、これらのタンパクや遺
伝子を用いたワクチン接種システムの開発
は、著しく立ち遅れており、特に、抗原遺伝
子を用いたワクチン接種のための臨床応用
可能な遺伝子導入システムは、現在のところ
皆無と言っても過言ではない。これまで報告
されてきたウイルスベクターを用いた方法
は安全性や標的細胞の特異性に問題があり、
電気パルスを用いたエレクトロポレーショ
ン法や超音波を用いたソノポレーション法、
あるいはリポソームを用いた方法には導入
効率に問題があり、いずれにおいても問題が
山積している状態である。 
超音波とナノバブルを用いた分子導入法

では、細胞膜に一過性の浸透圧変化を誘起し
て、エンドサイトーシスを介さずに、外来分
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、高い分子導入効率
と治療効果を改善するためには、キャビテー
ション気泡の動特性と超音波特性の関係を
明らかにすること、および、対象とする細胞
の増殖機能に本質的な個所でキャビテーシ
ョン気泡の衝撃圧を誘発する方法論を確立
する必要がある。研究代表者の指導者である
小玉教授は、キャビテーション気泡の動特性
に着目して経皮的な分子導入をも可能にす
る高効率型超音波分子導入装置（特許出願中、



発明者：小玉哲也、森士朗、出願番号：特願
2006-109894、PTC/JP2001/057878））を作
製した。また、研究代表者は、現在、小玉教
授の共同研究者である東北大学医学系研究
科病理病態学講座病理形態学分野の小野栄
夫教授に、免疫病理学的研究に関して御教授
いただいている。従って、研究代表者が、こ
れまで小玉教授や小野教授の指導のもとに
修得してきたナノバブルと超音波を用いた
遺伝子導入法と免疫病理学的研究手法のノ
ウハウを応用すれば、これまで治療が困難で
あった感染症などにも有効な新しいワクチ
ン接種システムの開発も可能かと思われる。
本研究の目的は、ナノバブルと超音波を用い
た新しいワクチン接種法のためのドラッグ
デリバリーシステムを開発し、これまで治療
が困難であった感染症などの予防や治療に
貢献することである。 
 
３．研究の方法 
(1)  分子導入用ナノバブルの作製 

後述する動物実験において、組織内に漏
出・滞留するナノバブルの時間応答性を見る
ために、直径が異なる二つの脂質ナノバブル
を 作 製 し た 。 各 組 成 と 平 均 直 径 は
Distearoyl-Phosphocholine(DPPC)+6%Dist
earoyl  Phosphoethanolamine 
(DSPE)-PEG-OMe（平均直径 170nm）およ
び  Distearoyl phosphatidylcholine 
(PC)-PEG（平均直径 400nm）で、ナノバブ
ルはロータリーエバポレーターで作製した。 
 
(2) エコー輝度情報の定量化 

後述する動物実験において、組織内に漏
出・滞留するナノバブルの画像情報を小型動
物用超音波イメージング装置(最高周波数
80MHz)で取得し、ナノバブルの直径、ナノ
バブル注入後の濃度の経過時間に対するエ
コーの輝度情報を定量化した。 
 
(3) キャビテーション気泡の動特性 

キャビテーション気泡の動特性を解明す
るにはキャビテーション気泡の粒径分布と
減衰特性スペクトルの情報が不可欠である。
まず、水槽実験から、超音波照射後のナノバ
ブルの粒径分布を粒度分布測定装置で測定
し、次に、気泡の音響減衰スペクトルをパル
スレシーバーで測定した。また、破壊時の圧
力情報を高周波帯域用ハイドロフォンで測
定し FFT 解析を行った。さらに、粒径分布、
音響減衰スペクトル、FFT 解析を基礎に、
Keller-Miksis の気泡モデルからキャビテー
ション気泡の動特性を求めた。 
 
(4)キャビテーション気泡による細胞膜の浸
透圧変化機構の解明 

研究代表者の指導者である小玉教授らが

開発をおこなってきた衝撃波と脂質二重層
膜の分子動力学シミュレーションの数値コ
ードを使い、キャビテーション気泡の崩壊で
発生する衝撃波と細胞膜との干渉問題に取
り組み、細胞膜の構造変化をオーダーパラメ
ーター、二次元動径分布関数、自由ポテンシ
ャルエネルギーで評価して、外因性分子の細
胞膜貫通のメカニズムを調べた。 
 
(5) 遺伝子導入用長期発現性プラスミド
DNA の作製 

本研究においては、生体発光イメージング
システムを用いて、遺伝子導入効率を定量的
にリアルタイムで検討するために、リポータ
ー遺伝子であるルシフェラーゼ遺伝子をレ
ンチウイルス骨格のプラスミドに組入れて、
ルシフェラーゼ長期発現性プラスミド DNA
を作製した。 
 
(6) マウス組織への分子導入 

マウスの皮下組織、筋組織、あるいはリン
パ節組織等に、上記ルシフェラーゼ長期発現
性プラスミド DNA およびナノバブルを注入
し、我々の研究室で開発した高効率型超音波
分子導入装置を用いて、組織内のナノバブル
を破壊し、ルシフェラーゼ遺伝子の導入を行
った。 
 
(7)  マウス組織におけるリポーター遺伝子
発現の経時的・定量的検討 
生体発光イメージングシステムを用いて、

マウス組織内に導入したルシフェラーゼの
遺伝子導入効率を経時的かつ定量的にリア
ルタイムで検討した。 
 
(8)  マウス組織におけるリポーター遺伝子
発現細胞の同定 
 ルシフェラーゼ遺伝子を導入したマウス
組織を経時的に採取し、病理組織標本を作製、
ヘマトキシリン・エオジン染色および抗ルシ
フェラーゼ抗体を用いた免疫組織化学的染
色を行い、遺伝子導入部位に関して病理組織
学的に検討するとともに、遺伝子導入細胞の
同定を免疫組織化学的に検討した。 
 
４．研究成果 
これまで我々は、ナノバブルの体内分布の

超音波画像でのモニタリングや生体細胞へ
の遺伝子導入効率、さらには、超音波照射と
ナノバブル破砕時の組織障害の程度、それに
伴なう炎症性細胞浸潤の程度などを検討し
た。 
その結果、本研究および本研究に関る様々

な予備実験を通じて、静脈注射によりナノバ
ブルがリンパ節に流入し、リンパ節内の樹状
細胞に抗原タンパクや遺伝子の導入が可能
であること、ナノバブル破砕時の超音波の強



さを調節することにより、照射部に適度な炎
症性細胞の集簇を促し、ナノバブル破砕によ
るアジュバント効果が期待できること、ナノ
バブル表層への抗体の組み込みが可能なこ
と、バブル内への抗原タンパクや遺伝子、あ
るいはアジュバント分子の封入が可能であ
ることなど、本研究を推進する上で極めて重
要な知見を得ることができた。 

しかし、ナノバブルと超音波を用いた分子
導入法においては、導入効率の低さが問題に
なる可能性が考えられた。そこで、１回のト
ランスフェクションで100日以上もタンパク
発現が可能な長期発現プラスミド DNA をナ
ノバブルと超音波を用いて導入するシステ
ムを開発し、従来の分子導入法の導入効率の
低さの問題を解決することが可能となった。 
しかしその一方で、生体内での持続的なウイ
ルス抗原の産生は、高グロブリン血症や免疫
複合体病等の誘発の可能性も考えられるこ
とから、今後は、タンパク発現量の増大のみ
ならず発現タンパクの制御法の検討も必要
かと思われる。 
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