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研究成果の概要（和文）：がん組織内の血管内皮細胞をターゲティングし、がんの早期診断や超音波治療に適用可能な
バブルの開発を試みた。この目的を達成するためには、血中安定性に優れたバブルを開発する必要がある。そこで本研
究では、バブルの殻組成を最適化し、血中安定性が高く、がん組織内の新生血管内皮細胞に結合するペプチドを修飾し
たバブルの開発に成功した。今回の研究で開発したバブルを利用することで、効果的ながんの早期超音波診断や超音波
治療につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded to develop novel bubbles with long half-life as 
ultrasound imaging agent. In addition, we modified the targeting peptide (cyclic RGD) on the bubbles. 
These bubbles could effectively bind to human umblical endothelial cells (HUVEC) as a model of 
neovascular endothelial cells in tumor tissue. From these results, it is expected that the developed 
bubbles would be applied for ultrasound imaging agents and therapeutic agents for cancer.

研究分野：薬物送達学

キーワード： 超音波　がん　診断　治療
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１．研究開始当初の背景 
近年、体外からがん組織に超音波エネルギ
ーを集束し、がんを加熱凝固させる治療用超
音波装置（強力集束超音波(HIFU)）が開発さ
れ、新たながん治療法として臨床応用されて
いる。このHIFUは、低侵襲的治療法として
期待されているものの、超音波適用部位付近
の皮膚の火傷や治療時間が長いなどの問題
が指摘されている。そこで申請者は、ナノバ
ブルをがん組織に投与し、皮膚への火傷を誘
導しない低強度超音波照射によるがん治療
法を開発した。さらに、この療法で生き残っ
てしまったがん細胞を効率よく拒絶するた
め、強力な抗原提示細胞である樹状細胞をが
ん組織内に投与することで、がん治療効果を
増強することに成功した。しかし、この方法
はがん組織内にバブルや樹状細胞の投与が
必要であるため、患者負担が大きい。そこで、
腫瘍血管内皮細胞ターゲティング型バブル
の全身投与により腫瘍の新生血管に集積し
たバブルへの超音波照射によるがん新生血
管傷害療法を開発が急務となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、がん組織内の新生血管内皮タ
ーゲティング型バブルと診断用超音波を利
用した早期がん診断法の開発と治療用超音
波を利用したがん組織血管傷害療法による
早期がん治療法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
３．１ がん新生血管内皮細胞を標的とした
バブルの調製方法 
ジステアロイルフォスファチジルコリン
(DSPC)およびポリエチレングリコール（５
ｋ）修飾ジステアロイルフォスファチジルエ
タノールアミン（DSPE-PEG(5k)）混合液(各
10 mg/mL(生理食塩水), 100 uL)、cRGD また
は cRAD ペプチド修飾 DSPE-PEG(3.4ｋ) (1 
mg/mL, 172 uL)、プロピレングリコール (45 
uL)および生理食塩水 (583 uL)をバイアル内
添加し、パーフルオロプロパンでバイアル内
を満たし、振とう装置（VialMixer）で 45 秒
間激しく浸透し、気泡を調製した。このバイ
アルを 15 分間静置し、大きなバブルを除去
するためバイアルの下層から小さなバブル
懸濁液のフラクションを回収した。バブルの
個数濃度はコールターカウンターを用いて
計測した。 
 
３．２ ターゲティング型バブルのがん組織
集積性の評価 
メラノーマ細胞をマウスの後肢の皮内に
移植し、9 日後にマウス麻酔下で後眼窩の静
脈よりバブル懸濁液を 1×107 個／マウスと
なるように投与し、がん組織を Bモード、コ
ントラストモードで撮像した。今回の検討で
は、がん組織内を流れているバブル由来の超
音波造影シグナルを検出するため、バブル投
与 10 分後にがん組織に向けバブルを崩壊で

きる音圧の超音波（フラッシュエコー）照射
を行い、フラッシュエコー照射前後の造影輝
度の差分を指標にがん組織へのバブルの集
積性を評価した。 
 
３．３ 超音波がん治療効果の評価 
cRGD または cRAD（コントロールペプチド）
修飾バブルをマウス麻酔下で後眼窩の静脈
より 2×107個／マウスとなるように投与し、
13 分後（以前の検討でバブルの腫瘍集積が確
認できた時間）に治療用緒音波（１MHｚ、
4W/cm2）を照射した。その後、腫瘍を摘出し
凍結切片を作成後、ヘマトキシリン・エオシ
ン染色にて組織傷害性を評価した。 
 
３．４ フォスファチジルグリセロール添加
バブルの調製および血中安定性評価 
各比率の DSPC:ジステアロイルフォスファチ
ジルグリセロール（DSPG）：DSPE-PEG（２ｋ）
を生理食塩水に懸濁し、３．１の方法にした
がってバブルを調製した。血中安定性評価に
関しては、麻酔下で正常マウスの後眼窩の静
脈よりバブル懸濁液を 2×107 個／マウスと
なるように投与し、腎臓の血流造影を行うこ
とで評価した。 
３．５ 培養血管内皮細胞への結合性評価 
cRGD または cRAD 修飾バブルの調製では、
３．４の組成の脂質懸濁液に 5%（モル比）と
なるようにペプチド修飾 DSPE-PEG(3.4k)を
添加するとともに蛍光物質(DiO)を添加して、
バブルを調製した。このバブルを培養したヒ
ト臍帯静脈内皮細胞に添加し、37℃で 30 分
間培養後、細胞を洗浄し、バブルの結合を蛍
光顕微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
 がん組織の新生血管内皮細胞には、αvβ3
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図１ cRGD 修飾バブルのがん組織集積性 



インテグリンが高発現していることが知ら
れている。このインテグリンに対して特異的
に結合するペプチドとして cyclic RGD 
(cRGD)ペプチドが知られている。そこで今回
の検討では、cRGD ペプチド修飾バブルを調製
し、そのがん組織への集積を超音波造影によ
り評価した（図１）。その結果、コントロー
ルペプチド(cRAD)を修飾したバブルでは、が
ん組織への集積は低かった。一方、cRGD 修飾
バブルでは、高い集積性が認められた。今回
の検討では、ファージディスプレイ法で見出
されている腫瘍血管内皮細胞に結合するペ

プチドとして知られているCGKRKを修飾した
バブルを調製し、そのがん組織集積性を評価
した（図２）。その結果 CGKRK 修飾バブルは、
コントロールペプチド(CKGRK)ペプチド修飾
バブルに比べ、がん組織効率よく集積するこ
とが明らかとなった。今回の検討では、2 種
類のペプチドを用いて、がん組織血管内皮細
胞へのターゲティングの可能性を明らかと
した。 
 次に、がん組織への集積性を有している
cRGD 修飾バブルを用い、がん組織集積後にが
ん組織に向け治療用の超音波照射し、がん新
生血管傷害によるがん治療効果の評価を行

った。しかし、残念ながらこの治療において
がん組織の傷害は観察されなかった（図３）。
これは、がん組織に治療に必要な十分量のバ
ブルが集積しなかったためであると考えら
れた。そこで、バブルのがん組織へのさらな
る集積性の向上を目的に、バブルの血中安定
性の改善し、がん組織への集積後も安定に存
在しうるバブルの開発を試みた。バブルの安
定性には、気泡表面を覆っている殻の成分が
大きく影響する。そこで、気泡の殻組成を変
え、その安定性をまず in vitroの系で評価した。
これまでの我々のバブルでは、殻の構成成分
として主にフォスファチジルコリンを用い
てきた。Lewisらは、フォスファチジルコリ
ンとフォスファチジルグリセロールの相互
作用により脂質膜の安定性が向上するとの
報告している。そのため、バブルの殻組成に
DSPG を添加することで、バブルの安定性を向
上させることができると期待される。そこで、
バブルの殻へのDSPG添加の影響を評価した。
その結果、DSPG の添加量に依存し、超音波造
影期間の延長が認められた。そこで、これら
バブルの安定性を in vivo において評価をす
るため、全身投与後の腎臓血流の超音波造影
輝度を指標に評価した（図４（A、B））。その
結果、DSPG 添加量４５％までは添加量に依存
して、消失半減期の延長が認められ、それ以
上の添加量では飽和が認められた（図４（C））。
このように、バブルの殻組成として DSPG を

添加することで、バブルの血中安定性が向上
すると考えられた。そこで、この安定性の向
上したバブル（DSPG 添加量 60%、蛍光(DiO)
ラベル）に cRGD ペプチドを修飾し、in vitro 
において血管内皮細胞への結合性を評価し
た（図５）。その結果、cRGD ペプチド修飾に
より効率よく血管内皮細胞に結合すること
が明らかとなった。 
 本研究では、がん組織内の新生血管内皮タ
ーゲティング型バブルと診断用超音波を利
用した早期がん診断法の開発と治療用超音
波を利用したがん組織血管傷害療法にため
のバブルの開発を行った。今回の検討では、
血中安定性の高いバブルの表面にがん新生

0

20

40

60

80

100

120

0 200 400 600 800 1000

バブル投与後

CGKRK

CKGRK

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

CKGRK CGKRK

S
ig
n
al
 in

te
n
si
ty
 i
n
 tu
m
o
r 
tis
su

e
(%

 o
f m

ax
)

S
ig
n
al
 in

te
n
si
ty
 i
n
 tu

m
o
r 
tis
su

e

 

図２ CGKRK 修飾バブルのがん組織集積性 

cRAD修飾バブル＋治療用超音波 cRGD修飾バブル＋治療用超音波

 

図３ ターゲティングバブルの静脈内投与後

の超音波照射によるがん治療 
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（ A） マウス腎臓におけるバブル投与による超音波造影像

 
図４ マウス腎臓の血流造影 



血管にターゲティングに必要な cRGD ペプ
チドを修飾した新たなタイプのバブルの開
発を行い、培養したターゲット細胞に効率よ
く結合することを見出した。このことから、
今回開発したバブルのがん組織の早期超音
波診断および治療への応用が期待される。 
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図５ cRGD 修飾 DSPG 含有バブルの培養血

管内皮細胞(HUVEC)への結合 


