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研究成果の概要（和文）：PFCの保持を目的としたBLの外殻物質として新たにフッ化リン脂質F-DPPCを合成した。C5F12
:C6F14=1:1(重量比)混合ガスを内封した、粒子径約500nmのRGD-BL（DSPC:F- DPPC:DSPE-PEG2K:DSPE-PEG3K-Mal=44:50:
5:1 (モル比)）を調製した。RGD-BLと診断超音波照射は、固形癌組織の新生血管や血栓の造影が可能である。治療用超
音波の照射によって、腫瘍内温度の上昇によるハイパーサーミアやIL12遺伝子導入による遺伝子治療も可能である。診
断と治療の両機能を有するBLを用いる次世代超音波治療システムを構築出来た。

研究成果の概要（英文）：F-DPPC for high PFC was newly synthesized as shell of BL. Fluorinated phospholipid
 (F-DPPC) was synthesized as a new outer shell material of BL for the purpose of retention of PFC. RGD-BL 
(DSPC:F-DPPC:DSPE-PEG2000:DSPE-PEG3000-Mal=44:50:5:1 (molar ratio)) encapsulating mixed gas of C5F12:C6F14
=1:1 (weight ratio), was prepared with about 500 nm in diameter.  The combination of RGD-BL and diagnostic
 US make the image of the thrombus and neovasculature of solid tumor.  The combination of RGD-BL and thera
peutic US can be use for gene therapy by introduction of pCMV-IL12 and hyperthermia treatment with intratu
moral temperature rise.  Thus, the combination of RGD-BL and US may be used for ultrasound theranostics sy
stem with therapeutic and diagnostic, which is a next-generation.
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、平成 19-21 年度に実施した
NEDO の委託研究、次世代ＤＤＳ型悪性腫瘍
治療システムの研究開発事業「深部治療に対
応した次世代ＤＤＳ型治療システムの研究
開発」の成果、また、平成 21-22 年度に実施
した挑戦的萌芽研究（課題番号 21650131）
の成果を踏まえて、次世代超音波治療システ
ムの開発研究を行う。NEDO の研究で高く評
価された液滴バブルリポソーム（特願
2009-113878）と挑戦的萌芽研究（特願
2010-174651）で得られた成果（バブルリポ
ソームによる抗原たん白質の樹状細胞導入）
について、更なる改良と新機能を付与して
「診断と治療の両機能を有するナノバブル
リポソームを用いる次世代超音波がん治療」
を目指す。 
 
２．研究の目的 
診断と治療の両機能を有するナノバブルリ
ポソームを用いる次世代超音波治療 
 我々が独自に開発したバブルリポソーム
は、リポソーム内部にナノバブルと抗がん剤
や遺伝子を共存できることが大きな特徴で
ある。本研究では、凍結乾燥製剤を目標にお
き、大量調製および GMP レベルでの調製を
可能にする新規調製法を開発する。ナノバブ
ルリポソームの EPR 効果と標的指向性によ
り、診断と治療を同時に可能とする超音波が
ん治療システムを開発する。内封されている
ナノバブルは、超音波のパルスによってマイ
クロバブルへと変化し、新生血管の超音波診
断と造影を可能とする。ここに治療用超音波
を照射し、マイクロバブルのキャビテーショ
ンを誘導することにより、抗がん剤や治療用
遺伝子の導入による治療、または発熱による
温熱療法を行うことを可能とする。本システ
ムにより、体外からの超音波照射という低侵
襲治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
①パーフルオロカーボン（PFC）の選定： 
 PFC にはパーフルオロプロパン、パーフル
オロブタン、パーフルオロペンタン、パーフ
ルオロヘキサンなど、超音波造影剤として国
内外で使用実績のあるものを用いた。これら
の混合比を変化させて、超高圧ホモジナイザ
ー（ナノマイザー）法でナノバブルミセルを
調製して、相変化、キャビテーション能を調
べ、最適な PFC および混合比を決定した。さ
らに、新規フルオラス脂質誘導体の選定に向
けた基礎データとした。 
②フルオラスケミストリーに着目したフル
オラスリン脂質の合成と最適化：長期保存、
用時調製を考慮して、PFC ミセル作製に最適
な外殻（Shell）物質をフルオラスケミスト
リーに基づいて合成し選定した。FCH2(CH2)16 

COOH を別途合成し、これをグリセロール骨格
にエステル結合させてフッ素含有のホスフ
ァチジルコリンの合成を行った。 

③バブルリポソームの新規調製法の開発：  
  DSPC:F(2F)-DPPC:DSPE-PEG2000:DSPE-PEG 
3000-Mal=44:50:5:1 (モル比)構成脂質で100 
µmolの脂質をナシ型フラスコにとり、クロロ
ホルム 4 mL ジイソプロピルエーテル 4 mL を
加え、脂質を完全に溶解させた。PBS (pH 7.4)
を 4 mL を加え、超音波洗浄槽を用いて w/o
エマルションを作成し、ロータリーエバポレ
ーターを用いてリポソームを調製した。得ら
れたリポソームをextrusion法によりサイズ
調整し、平均粒子径を約 100 nm とした。12.5 
mmol の RGD ペプチド(CGGc(RGDfK))溶液を加
え静かに攪拌しながら 4℃で一晩反応させた。
リポソーム懸濁液とパーフルオロペンタン
（C5F12）とパーフルオロヘキサン（C6F14）１：
１液滴（用量比）を混合し、密封チューブ式
ホモジナイザーを用いてRGD修飾バブルリポ
ソーム（RGD-BL）を調製した。 
④機能性バブルリポソームの評価をin vitro、
in vivo で行った。 
 ④−１ 腫瘍組織を標的とする場合：RGD- 
BL を B16/BL6 担がんマウスに尾静注し、腫瘍
組織の新生血管の造影能力およびキャビテ
ーションによる腫瘍内温度上昇と腫瘍縮小
効果で調べた。 
 ④−２ 遺伝子治療：マウス卵巣がん細胞
を移植した固形がんモデルマウスにIL-12発
現プラスミド DNAと RGD-BL を腫瘍内投与し、
超音波を照射した。その後、RT-PCR による
IL-12 発現確認と抗腫瘍効果を評価した。 
 ④−３ 血栓溶解：試験管内に作製した血
栓に RGD-BL を添加し、結合性とキャビテー
ションによる崩壊溶解について検討した。イ
ソフルラン麻酔科でラットの総左頸動脈を
剥離後、総頸動脈の下部にパラフィルムを敷
き、総頸動脈とパラフィルムの間に 40 %の第
二塩化鉄をしみ込ませたろ紙を挟み込み、15
分間刺激することで塩化鉄誘発血栓を総頸
動脈内に作製した。血栓作製後、塩化第二鉄
のろ紙を除去後、生理食塩水で術部を 3回洗
浄し、10 分間放置した。血栓を小動物用超音
波画像診断機(VEVO 2100)でモニタリングし
ながら、尾静脈より RGD-BL を投与し、10 分
後に RGD-BL の投与前後での血栓の輝度変化
を観察および画像解析ソフト(Image J)で解
析した。 
 
４．研究成果 
(1)パーフルオロカーボン（PFC）の選定 
 パーフルオロペンタン（C5F12 bp: 29℃）と
パーフルオロヘキサン（C6F14 bp: 58-60℃）
を用量比で１：１で混合した液滴を用いた場
合、最も安定で、500nm 程度のナノバブルミ
セルを調製できることが出来た。 
(2) フルオラスケミストリーに着目したフ
ルオラスリン脂質の合成 
 FCH2(CH2)16COOH(7)を別途合成し、これをグ
リセロール骨格にエステル結合させてフッ
素含有のホスファチジルコリン（F-DPPC）を
合成した。市販のジオール(1)の片側を選択



的にアセチル化することを試み、0℃３時間
で所望するモノエステル体(2)を 52%の収率
で得ることができた。 
 
 
 
 
続いてモノエステル体(2)の水酸基をDASTを
用いてフッ素化し、モノフルオロ化体(4)を
99％の収率で得た。モノフルオロ化体(4)に
ついては、強塩基であるナトリウムメトキシ
ドを用いてアセチル基の脱保護を行い、アル
コール体(5)を得た。 
 
 
 
 
アルコール体(5)を PhI(OAc)2 及び TEMPO を
用いた酸化反応によってアルデヒド体(6)へ
変換し、さらに過ヨウ素酸を用いてカルボン
酸(7)へ誘導した。２段階の酸化によって
93％の収率で所望するフッ素含有カルボン
酸(7)が得られた。 
 
 
 
 
 
このフッ素含有カルボン酸(7)を用いてグリ
セロールとエステル結合させることとした。
グリセロールには、天然の脂質の立体化学を
保持することを考慮し、市販されている末端
をベンジルで保護した(R)体を用いた。フッ
素含有カルボン酸(7)を DCC によって脱水縮
合させてエステル化を行った。反応は室温で
容易に進行し、74％の収率でジエステル体
(8)を得ることができた。続いてジエステル
体(8)のベンジルの脱保護をパラジウムを触
媒に用いて接触水素化によって行い、収率
86％でアルコール体(9)を得た。次にリン酸
化のステップを試みたが、上述のオキシ塩化
リン由来のリン酸化剤よりも安定性が高い
とされる環状リン酸エステルを用いること
とした。トリエチルアミン共存下、リン酸エ
ステル化を行い、やや低い収率であるが、リ
ン酸エステル化体(10)を合成できた。最後に
この環状のリン酸エステルを求核剤として
トリメチルアミンを用いて開環し、フッ素含
有 の ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ F-DPPC, 
2F-DPPC）の合成に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) バブルリポソームの新規調製法の開発 
 平均粒径約 500nm の RGD-BL 製剤が調製で
きた。密封チューブ式ホモジナイザーを用い
る方法は、本研究で見出した新しい調製法で、
調製容器はオートクレーブ可能であり、クリ
ーン・ベンチ内で無菌的に調製可能である。 
(4)新規機能性バブルリポソームの評価 
 バブルリポソームと超音波を併用（BL＋US
法）することにより IL-12 の発現と顕著な腫
瘍増殖抑制が認められた。バブルのキャビテ
ーションが IL-12 発現プラスミド DNAを効率
よく導入出来、この結果から、抗腫瘍効果を
誘導可能な量のIL-12が腫瘍内で発現してい
たことが示唆された。したがって、遺伝子治
療における本法（BL＋US 法）は有用な手段に
なると期待される。 
④−１ 腫瘍組織を標的（造影と治療） 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ B16/BL6 担がんマウスに尾静注後の腫
瘍組織の新生血管造影 
 
 がん組織の新生血管の造影と治療につい
て、RGD-BL の尾静注後、腫瘍部位への超音波
照射で検討した。造影超音波照射で図 1に示
すように腫瘍血管の撮像が可能であった。BL
は腫瘍内部を複雑に分岐していく細い腫瘍
血管を連続性良く描写可能で、腫瘍血管造影
剤として機能した。しかしながら、10 分以内
に十分な腫瘍集積を得るのは困難であるこ
とから、超音波造影による RGD-BL の EPR 効
果の検出は困難であると考えられる。 
 次に、治療用超音波を照射によってキャビ
テーションを誘導した後の腫瘍内温度上昇
を測定した。図２左に示すように、バブルリ
ポソームと治療用超音波照射（BL+US）によ
って、約 44℃の腫瘍内温度の上昇が得られ、
図２右に示すように腫瘍体積の縮小が観察
された。治療直後のがん組織を顕微鏡観察し
たところ、がん細胞の壊死領域が認められた。 
BL+US でがんハイパーサーミアが可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ BL 投与と治療用超音波照射による腫瘍
内温度と腫瘍体積の変化 



 バブルリポソームと超音波の併用は、HIFU
より低強度の超音波照射で、バブルリポソー
ムが分布している領域のがん細胞を傷害可
能な方法として有用と考えられる。本システ
ムによって、がん治療に向けた超音波セラノ
スティクスシステムを構築できると期待さ
れる。 
 
④−２ 遺伝子治療：抗腫瘍免疫の活性化を
目的とした新しいがん治療法としてサイト
カイン療法が注目されている。その中でもイ
ンターロイキン-12（IL-12）は、Natural 
Killer (NK) 細胞や細胞傷害性 T細胞などを
活性化することで強力な抗腫瘍効果を誘導
するサイトカインとして、臨床の場において
も期待されている。しかし、IL-12 の全身投
与は、全身作用による副作用のリスクが懸念
されており、副作用の影響なく治療効果を得
るためには、がん組織特異的に IL-12 を作用
させる必要がある。BL+US による IL-12 発現
プラスミド DNA（pCMV-IL12）の遺伝子導入
によるがん遺伝子治療を試みた。その結果、
BL+US により pCMV-IL12 を導入した群で、
RT-PCR による IL-12 発現を確認し（図３）、
顕著な腫瘍増殖抑制効果（図４）が認められ
た。一方、Lipofectamine2000 による遺伝子
導入では、ほとんど腫瘍増殖抑制効果は認め
られなかった。このような結果が得られたの
は、バブルリポソームと超音波の併用により
効率よく IL-12 遺伝子が発現し、強力な抗
腫瘍免疫が誘導されたためであると考えら
れた。このことから、バブルリポソームと超
音波照射の併用法は IL-12 がん遺伝子治療
において有望な遺伝子導入システムになる
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ バブルリポソームと超音波の併用に
よる pCMV-IL12 遺伝子導入と IL-12 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ バブルリポソームと超音波の併用に
よる pCMV-IL12 遺伝子導入と抗腫瘍効果 

④−３ 血栓溶解： 
 RGD-B は試験管内に作製した血栓に対し
て結合することを超音波造影で確認出来た。
これに対して、治療超音波照射によるキャビ
テーションによって崩壊溶解した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ RGD-BL の血栓結合と溶解（in vitro） 
 
 総左頸動脈に人工的に血栓を作製したラ
ットモデルに対して、RGD-BL を尾静注し血栓
造影を行ったところ、図６に示すように明ら
かな輝度の上昇が見られ、また、画像解析ソ
フト(Image J)での解析でも同様に輝度の上
昇を認め、RGD-BL が血栓にターゲティングし
結合していることが確認出来た。 
 
 
 
 
 
図６ RGD-BL の血栓結合（in vivo） 
 
 塩化鉄誘発血栓に対して RGD-BL 投与する
と、血栓の輝度上昇が確認された。輝度の上
昇は血栓にバブルリポソームが結合したこ
とが推察され、RGD-BL が in vivo でも機能す
ることが確認出来た。しかしながら、治療超
音波照射による血栓の再疎通または血流の
増加を観測することが出来なかった。今後、
投与量を変化させることで最適な血栓造影
条件・超音波血栓溶解条件について検討する
必要がある。 
  RGD-BL は超音波診断機での血栓の検出を
容易にさせるだけでなく、脳梗塞の際に超音
波と併用することで t-PA による血栓溶解作
用の促進にも利用できる可能性が期待され
た。 
 以上の結果より、バブルリポソームと超音
波照射によって、診断と治療が可能な超音波
セラノスティクスシステムを構築できるも
のと期待される。 
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