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研究成果の概要（和文）：遺伝子に異常を持つ胎児が誕生直後に死亡することは少なくはなく，胎児期に正常な
遺伝子を目標の臓器（細胞）に導入し治療する方法が検討されている．遺伝子を目標細胞に導入する手法のひと
つに，細胞の近傍で微小気泡を超音波により破裂させ，細胞膜に一時的な孔を開けるソノポレーションがある．
本研究では，より高効率で安全なソノポレーションの実現のために，超音波照射条件の検討，及び超高分解能高
速高感度共焦点顕微鏡を用いたソノポレーション中の細胞膜の動態観察を試みた．

研究成果の概要（英文）：There is a great concern about the gene therapy to fetuses. We pay attention
 to sonoporation which is method using ultrasound and micro-bubbles to transfer the gene into target
 organ (cell) selectively. The purpose of our study is to build the method of gene-transfer that is 
more efficiently and more safety, by studying the dynamics of the cell membrane during sonoporation.
 We tried development of the technique to observe the dynamics of the cell membrane using super high
 spatio-temporal resolution confocal microscope with high sensitivity.

研究分野： 超音波工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 胎児期の遺伝子治療 
先天性代謝異常は遺伝子の異常により引

き起こされる．治療法として移植治療，及び
遺伝子治療が挙げられる．移植治療は，慢性
的なドナー不足，免疫抑制剤の副作用，新生
児の外科処置には困難が伴うなどの課題が
ある． 
一方，遺伝子治療は臨床研究において死亡

例がみられ，安全性が懸念されていた．死亡
の原因として，遺伝子導入効率を高めるため
に用いたウイルスベクターが指摘されてい
た．このため非ウィルス性ベクターを用いて
導入効率を向上させることに期待が寄せら
れていた． 
(2) ソノポレーションのメカニズム 
ソノポレーションは，薬剤や遺伝子を選択

的に細胞内に取り込ませる技術である．その
メカニズムは，現在でも一般に以下のように
説明されている． 
細胞内に取り込ませたい物質と微小気泡

が，細胞の周囲に存在する条件下で超音波を
照射すると，微小気泡が崩壊する．その際に
キャビテーションが発生し，細胞膜に小孔が
開く．通常では細胞内に透過出来ない大きさ
の物質が，その小孔より細胞内に透過する．
細胞膜に生じた小孔は，一時的なものであり
やがて閉じる． 
このメカニズムは，超音波照射後に細胞を

固定し，電子顕微鏡あるいは蛍光染色を行い
観察されたものであり，生きた細胞で起きて
いる現象をリアルタイムに観察した例は，
我々が調べた限り見付からなかった． 
(3) 培養細胞に対するソノポレーション 
 細胞培養用プレートを超音波照射容器と
して用いると，超音波照射後も引き続き培養
を継続することが出来るが，以下の現象によ
り超音波照射強度を管理することが困難で
あり，再現性は低下する． 
◆ 不均一な音場分布 

近距離音場，平面振動子の音圧分布により
生じる音圧分布． 

◆定在波の発生 
プレート底面，培養液面の反射により発生
する定在波． 

 一般的に再現性を優先し，培養プレートの
底面側から定在波や不均一音場を避ける工
夫を行い超音波照射される． 
 しかし，本研究においては光学顕微鏡の観
察用光路を優先し，培養プレート上方からの
超音波照射となる．このため照射条件の検討
が必要である． 
  
２．研究の目的 
(1) 超音波照射条件の検討． 

培養プレート底面の細胞に対して，プレー
ト上方より超音波照射を行った場合に，遺
伝子導入結果に影響を与える要因を把握
する． 

(2) 遺伝子導入細胞のリアルタイム観察法の

確立． 
① 適切な蛍光ラベルの選択 

超高分解能高速高感度共焦点顕微鏡を用
いて，蛍光観察を行うために，目的に合わ
せて適切蛍光ラベルを選択する． 

② 時間スケールの検討 
時間分解が十分か，及びソノポレーション
による透過性上昇の持続時間スケールを
検討する．後者は以下を意味する．膜透過
性の上昇が超音波照射後も十分長く持続
するのであれば，適切な条件で超音波照射
を行った後に，細胞膜の動態観察を行うこ
とが可能であると考えられる． 

 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞及び超音波照射 

細胞として，ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 細
胞（American Type Culture Collection）
を使用した．細胞用培養液は，ダルベッコ
改変イーグル培養液(DMEM)に 10%FBS，100 
U/ml ペニシリン，100 U/ml ストレプトマ
イシンを添加して調製した． 

0day 細胞の播種及び培養 
懸濁した細胞（2×103 細胞/1mL）を，96
穴培養プレート（Nunc）上に，100µL 播種
し，37℃，5%CO2 インキュベータ内で培養
を行った． 

2day ソノポレーション 
培養プレートの各ウェルにプラスミド DNA
（pEGFP-N3, Clontech）あるいはPropodium 
Iodide（PI），及び微小気泡（Sonazoid®, GE 
Healthcare）を加えて，超音波照射装置
（SONTORON 2000V, NEPAGENE）の直径 6mm
の超音波トランスジューサを用いて，培養
プレート上方より超音波照射した．ソノポ
レーション後，プラスミド DNA あるいは PI
が細胞内に取り込まれた． 
 超音波照射前後より，遺伝子導入細胞の
リアルタイム観察を超高分解能高速高感
度共焦点顕微鏡により行った．遺伝子発現
の確認は，ソノポレーション 2日後長時間
露光型の蛍光顕微鏡を用いた． 

4day 遺伝子発現の確認 
緑色蛍光タンパク質（GFP: Green Fluores- 
cent Protein, Ex: 484nm ;Em 510nm）の
発現により，生きた細胞で蛍光観察するこ
とができ遺伝子発現確認の指標とした． 

(2) 超音波照射条件の検討 
以下の 4つの要因より，遺伝子導入に影響

を与える項目を検討した． 
①照射距離，②照射強度，③照射時間，④デ
ューティ比．②～③の初期値は先行研究で用
いられた値とした．①照射距離は，超音波ト
ランスジューサと培養プレート底面の距離
として，ラックピニオンギヤによる粗動とマ
イクロメータによる微動が可能な位置合わ
せ治具を用いた．照射距離の設定は，トラン
スジューサの近距離音場限界 N=6mm と培
養プレートのウェルの深さを考慮し,L=3, 5, 
7mm とした． 



 
 
 
 L9 Orthogonal 

table 
Condition of the experiment Result 

Factor a b c d Distance Intensity Period Duty Number of the emis- 
sion of light point  1 2 3 4 1 2 3 4 

1 1 1 1 1 5 mm 1  W/cm2 30 s 1:1 (50%) 71 
2 1 2 2 2 5 mm 0.1 W/cm2   3 s 1:9 (10%) 52 
3 1 3 3 3 5 mm 5  W/cm2 150 s 1:0 (100%)  206 
4 2 1 2 3 7 mm 1  W/cm2   3 s 1:0 (100%)  80 
5 2 2 3 1 7 mm 0.1 W/cm2 150 s 1:1 (50%) 14 
6 2 3 1 2 7 mm 5  W/cm2 30 s 1:9 (10%) 152 
7 3 1 3 2 3 mm 1  W/cm2 150 s 1:9 (10%) 10 
8 3 2 1 3 3 mm 0.1 W/cm2 30 s 1:0 (100%)  9 
9 3 3 2 1 3 mm 5  W/cm2 3 s 1:1 (50%) 83 
 
 
 それぞれの要因に 3 水準の値を与え，各試
行で 1 つの要因の水準のみを変更すると，
34=81 通りの試行となる．この繰り返しを少
なくするために実験計画法（タグチメソッド）
を用いた．L9 直交表に表１のように 9 つの試
行を割り付けた． 

 
４．研究成果 
(1) 超音波照射条件の検討 
 計測結果の一例を表 1，図１に示す．また
分散分析結果を表 2 に示す．分散分析は R 言
語を用いて行った．変動の小さい照射時間を
誤差として寄せ集めると，照射距離と照射強
度は 1％で有意となり，照射距離，照射強度
の管理が重要であることが示された． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 超音波照射条件検討結果（箱ひげ図） 
 

 
 
 
 
 
 DF Sum Sq. MeanSq. F value Pr(>F) 
Distance 2  8795    4397 152.81 0.00650** 
Intensity 2 24417 12208 424.23 0.00235** 
Duty 2 2756 1378 47.89 0.02045* 
Residuals 2  58 29   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 
 
 

 表１ L9 直交表（試行の割り付けと実験結果） 

DF：自由度， 
Sum Sq.：平方和（変動），

Mean Sq：不偏分散 
F value：F値 ， 
Pr：P値 

表2 分散分析 

Signif. codes: **： P<0.01, *： P<0.5 
 

図2 低分子量物質のソノポレーションによる取り込み 



(2) ソノポレーション細胞の観察
 細胞と微小気泡のみ状態で超音波照射を行
い，その後，分子量の異なる２つの物質を培
養液に添加し，その取り込みを観察した． 
①低分子の取り込み 
Propodium Iodide（分子量 668.39）は，死

細胞を染色するために用いられ，生きた細胞
の細胞膜は透過しない． 
図 2 は，微小気泡存在下で超音波照射を行

い，超高分解能高速高感度共焦点顕微鏡にて
観察を始めてから，培養液に PI を添加した場
合の観察結果である．PI の蛍光画像（Ex: 
530nm ;Em 620nm）である．PI 添加後，細胞
膜を PI が透過し核酸が染色（画像では黒く表
示）される様子が示されている．画像間の時
間間隔は 10 秒である．  
②高分子の取り込み 
プラスミド DNA（分子量 2921226.04）に対

して，PI 同様の操作を行い，24 時間後に GFP
発現を蛍光観察した．図 3(a)に結果を示す．
微小気泡に加えプラスミド DNA が存在する状
態で超音波照射した場合である図3(b)に比べ
ると，ほとんど GFP の発現が見られない． 
以上①，②よりソノポレーションによる細

胞膜の透過性の変化は，分子の大きさにより
異なることが示された． 

現在，超音波照射中のプラスミド DNA の動
態の観察，解析を行っている． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 プラスミド DNA（高分子）の 
ソノポレーションによる取り込み 
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