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研究成果の概要（和文）：超音波造影ガス（パーフルオロプロパン）を封入した新規リポソーム（バブル

リポソーム）と超音波を併用することにより、癌細胞や滑膜細胞に効果的に薬剤やプラスミドが導入でき

た．同バブルへの抗癌剤の封入が困難であったため、ドキソルビシン内包PEGリポソーム製剤であるド

キシルに超音波造影ガスを封入し、新規ナノバブルリポソームの作製に成功した．ヒト歯肉扁平上皮癌

細胞 Ca9-22 細胞においてドキソルビシン封入バブルリポソームと超音波の併用による致死活性効果

について調べた．超音波照射 96時間後では、コントロール 100%に対し，EDBLと超音波を併用群では

3.7%と有意な細胞数の減少を認めた．超音波照射 48 時間後では、コントロールと比較し、EDBL と超

音波を併用群のみ細胞質が膨張し、形態的変化を認めた．また SubG1 期の著明な増加を認めた．さ

らに、EDBL と超音波を照射した群で細胞核の断片化を認め，またアネキシン陽性細胞と、アネキシン

陽性かつ PI陽性細胞の増加が認められた．細胞死がアポトーシスによるものと考えられた．  

研究成果の概要（英文）： 
Polyethylene glycosylated (PEG) liposome avoids uptake by the reticulo-endothelial 
system, thus improving drug delivery to tumor while decreasing systemic toxicity. PEG 
liposomes containing doxorubicin, Doxil®, have been used to treat Kaposi's sarcoma 
and ovarian cancer in clinics. Doxil® circulates around the body at a stable state and 
accumulates in tumor by passive targeting. Although it is difficult to release 
doxorubicin after accumulation into the tumor, we made new bubble liposomes from 
Doxil® and investigated the effect on cytotoxicity in human gingival squamous cell 
carcinoma Ca9-22 cells by combination with this new Doxil® bubble liposome, 
encapsulated doxorubicin bubble liposomes (EDBL), and ultrasound. The combination 
of EDBL and ultrasound was found to enhance the cytotoxity of Ca9-22 cells treated by 
doxorubicin. This findings suggest that combination of EDBL and ultrasound might be 
an effective drug delivery system against cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 

近年，癌などの難治性疾患治療における
薬剤，遺伝子の有効性を高める方法として，
ナノスケールの運搬体を利用して病巣に選択
的に薬剤，遺伝子を送達することを目的とす
るターゲティング型 DDS が注目を集めている．
申請者は，医療用に用いられる程度の出力の
超音波と造影剤であるマイクロバブルを併用
することにより，様々な細胞や臓器へ薬剤や
遺伝子を導入する技術（ソノポレーション法）
を開発してきた．リポソームに超音波造影ガス
を封入した 1 μm 以下のナノバブルは，その
内部に薬剤や遺伝子などを封入することがで
き，バブル表面の PEG に標的指向性を付与
することができる．本申請で，顎顔面口腔領域
の難治性疾患に対する同法を用いたターゲ
ティング型遺伝子薬剤導入法を開発，応用す
る． 

２．研究の目的 

本申請で，正常組織への為害性が少なく
局所に遺伝子や薬剤を効率的に導入できる
ソノポレーション法を用いて顎顔面口腔領
域の難治性疾患に対する特異的標的治療法
を開発する． 
３．研究の方法 

 まず，口腔扁平上皮癌の治療のために，超
音波発振装置とナノバブルリポソームを用
いたソノポレーション法を検討した．ドキソル
ビシン内包PEGリポソーム製剤であるドキシルに
超音波造影ガスを封入し、新規ナノバブルリポソ
ームの作製を試みた．ヒト歯肉扁平上皮癌細胞
Ca9-22細胞においてドキソルビシン封入バブル
リポソームと超音波の併用による致死活性効果
について調べた． 
また顎関節炎の新規治療法開発の為に，ソノ

ポレーションにて滑膜細胞に抗炎症性サイトカイ
ン発現プラスミドなどの導入を試みた． 
また，口腔領域の難治性疾患として肥厚性カ

ンジダ症がある．臨床の場では，アムホテリシン
B を封入した DDS製剤としてアンビゾームが用
いられている．今回，リポソーム製剤であるアン
ビゾームに超音波造影ガスを封入し，新規ナノ
バブルリポソームの作製を試みた．真菌（C. 
albicans）において同バブルリポソームと超
音波の併用による致死活性効果について調
べた． 
４．研究成果 
 ドキソルビシン内包 PEG リポソーム製剤である
ドキシルに超音波造影ガスを封入し、新規ナノ
バブルリポソームを作製した．ヒト歯肉扁平上皮
癌細胞 Ca9-22 細胞においてドキソルビシン封
入バブルリポソームと超音波の併用による致死
活性効果について調べたところ，超音波照射96 

時間後では，コントロール:100% に対し，ド
キシルのみ:89.6%，EDBL のみ:42.8%，超
音波のみ :96.1%，ドキシルと超音波併

用:84.2% と細胞数の減少を認めた．EDBL 

と超音波を併用群では 3.7% と有意な細胞数
の減少を認めた．超音波照射 48 時間後では，
コントロールと比較し，EDBL と超音波を照
射した群のみ細胞質が膨張し，形態的変化を
認めた．また，subG1 の著明な増加を認め
た．さらに，EDBL と超音波を照射した群で
細胞核の断片化を認め，またアネキシン陽性
細胞と、アネキシン陽性かつ PI 陽性細胞の
増加が認められた。細胞死がアポトーシスに
よるものと考えられた． 

 同法を用いたウサギ膝関節由来滑膜細胞
HIG-82 細胞への導入効果をバブルリポソー
ムとマイクロバブル（SonoVue ®）で比較し
た．LacZ，GFP の発現をそれぞれ X-gal 染
色，フローサイトメーターで解析したところ，
マイクロバブル群に比べ，ナノバブル群で明
らかな導入効果の増強が認められた．今回の
結果から，in vitro の実験系においてウサギ
膝関節滑膜細胞へのナノバブルと超音波を
用いたソノポレーション法の開発が示唆さ
れた． 

 アンビゾームに超音波造影ガスを封入し，新
規ナノバブルリポソームを作製した．真菌（C. 
albicans）において同バブルリポソームと超
音波の併用による致死活性効果について調
べたところ，同バブルリポソームを併用した
群で，明らかな抗真菌作用の増強を認めた． 
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