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Drug delivery system utilized bubble liposome
　Recently, ultrasound-mediated drug or gene delivery with microbubbles was developed as a 
novel DDS technology.  However, an optimum carrier of this system is not yet established.  So, we 
developed novel liposomes （Bubble liposome） containing an ultrasound imaging gas as ultrasound-
sensitive carrier in the drug and gene delivery system.
　We discuss about the feasibility of Bubble liposome in gene delivery system.
　近年，超音波技術の進展に伴い，超音波エネルギーを利用した薬物・遺伝子送達システムが，新た
なDDS技術として注目されている．しかし，これら超音波を用いるDDSに適したキャリアーは確
立されていない．筆者らは，長期血中滞留型のポリエチレングリコール修飾リポソーム内に超音波造
影ガスを封入した，リポソーム型微小気泡であるバブルリポソームを開発した．
　本稿では，バブルリポソームの超音波制御型DDSキャリアーとしての有用性を見いだしたので，
ここに紹介させていただく．
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バブルリポソームを用いたDDS
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ダブルターゲティング：薬物と医療機器テクノロジーの融合

　リポソームは，生体膜の主要構成成分であるリン
脂質からなり，内部に水相を有する脂質二重膜の閉
鎖小胞を形成している．また，生体成分から構成さ
れているため，毒性や抗原性が低く，薬物，蛋白質
や核酸などを封入できることから，薬物送達システ
ム（DDS）キャリアーとして利用されてきた．しか
し，リポソームを血中に投与した場合，主に肝臓や
脾臓の細網内皮系（RES）により捕捉されてしまうこ
とが問題となり，このRESを回避することがDDS
キャリアーとしての課題とされている．そこで，リ
ポソーム表面を polyethylene glycol（PEG）で修飾し
た PEG修飾リポソーム（PEG-リポソーム）が，RES
回避可能な長期血中滞留型リポソームとして開発さ
れた1～3）．この PEG-リポソームに抗がん剤である
ドキソルビシンを内封したDOXILⓇは，医薬品と
して臨床で実用化されている．また，近年では
PEG-リポソーム表面に蛋白質，抗体や糖などの特
異的リガンドを結合させたアクティブターゲティン
グ型リポソームが，DDSキャリアーとして盛んに
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研究されている4～7）．
　筆者らは，PEG-リポソームを利用した新たなア
プローチとして，超音波造影ガスを封入したリポ
ソーム（バブルリポソーム）を開発した8～17）．このバ
ブルリポソームは超音波感受性であり，超音波照射
によって封入されている気泡の圧壊が誘導される．
このとき生じるジェット流を利用することで細胞内
に薬物，蛋白質や遺伝子を効率よく送達可能であ
る18,19）．そこで本稿では，超音波を利用したDDS
に関して，これまでに筆者らが得たバブルリポソー
ムと超音波を併用した遺伝子導入に関する知見を中
心に紹介する．

バブルリポソームの特性

　筆者らは，薬物・遺伝子送達を目的としたサブミ
クロンサイズのバブル製剤として，PEG-リポソー
ム内に，パーフルオロプロパンガスを封入したリポ
ソーム型微小気泡（バブルリポソーム）を開発した
（図 1）．パーフルオロプロパンガスは，既存の超音
波造影剤のマイクロバブルにも使用されている高輝
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度の超音波造影ガスである．このバブルリポソーム
は，リポソームの特徴である脂質二重膜構造の中に
パーフルオロプロパンのナノバブルを封入したユ
ニークな構造を有していた．また，このバブルリポ
ソームの粒子径は 400～950 nmであり，既存の超
音波診断用マイクロバブル造影剤である SonazoidⓇ

の粒子径と比較しても小さいことがわかる（図 2）．
　過去の角田らの報告によると，マウスに多量のマ
イクロバブル（Optison）を単回静脈内投与すると，
毛細血管に詰まりマウスが死亡することが知られて
いる20）．そこで筆者らは，バブルリポソームにおい
ても同様の影響があるかを確認したところ，バブル

b

図 1　バブルリポソーム
a：模式図，b：バブルリポソームの透過型電子顕微鏡撮影画像（×50,000）

図 2
バブルリポソームとマイクロバブ
ルの粒子径
a：バブルリポソーム（左）と
Sonazoid（右）の光学顕微鏡観察
（× 400）
b：バブルリポソームと Sonazoid
の動的光散乱法による粒子径測定
結果
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リポソーム量として 500 lg/マウスの投与でも致死
マウスは認められなかった．これは，バブルリポ
ソームがマイクロバブルより小さいために毛細血管
における塞栓を誘導しなかったためであると考えら
れた．それゆえ，バブルリポソームが既存のマイク
ロバブルより組織深部への到達性にすぐれたバブル
製剤であると推察される．

超音波遺伝子デリバリーについて

　超音波を利用した遺伝子導入研究は 1987 年に
Fechheimer らによる報告からはじまった21）．この
超音波による遺伝子導入メカニズムとしてキャビ
テーション（空洞現象）が関与していると考えられて
いる．キャビテーションとは，液体に超音波を照射
したときの負の圧力が液体を維持するのに必要な圧
力に打ち勝ったときに空洞を生じる現象である．
　このキャビテーション気泡は最終的に圧壊する
が，この圧壊時に気泡近傍にジェット流が生じ，こ
のエネルギーにより細胞膜に一過性の小孔が開く22）

ことで，細胞外の物質が細胞内に送達されると考え
られている．しかし，超音波を利用した初期の遺伝
子導入ではキャビテーションの誘導効率を高めるた

めに 20～50 kHz の低い周波数の超音波が用いられ
ており，細胞に対する傷害性が問題となっていた．
この問題を解決するために考えられたのが，超音波
によるキャビテーションを誘導しやすくするため
に，予めキャビテーションの核となる微小気泡を存
在させておくことである23～25）．すなわち，上述の
超音波遺伝子導入において超音波造影剤であるマイ
クロバブルを添加することで，低い超音波照射強度
および短時間で遺伝子導入可能であることが報告さ
れるようになった26～28）．
　このような背景のもと，筆者らは，バブルリポ
ソームにも既存のマイクロバブルと同様に超音波感
受性があり，バブルリポソームへの超音波照射でリ
ポソーム内のガスの振動や圧壊によるキャビテー
ションが誘導されることを確認していた．実際に，
バブルリポソームへの超音波照射による圧壊現象を
超高速カメラで撮像したところ，キャビテーション
誘導時にジェット流が生じていることが判明した．
このジェット流を利用することで細胞への遺伝子導
入が可能になるものと考えられたため，筆者らはバ
ブルリポソームと超音波照射の併用による遺伝子デ
リバリーに関する研究に着手した（図 3）．さまざま
な種類の細胞にルシフェラーゼ発現プラスミド

図 3
バブルリポソームによる
遺伝子導入メカニズム
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DNA（pCMV-Luc）を超音波単独またはバブルリポ
ソームと超音波照射の併用により遺伝子導入したと
ころ，いずれの細胞種においてもバブルリポソーム
と超音波照射の併用により高いルシフェラーゼ発現
が認められた（図 4）．
　このようにバブルリポソームと超音波の併用が細
胞種を問わず遺伝子導入可能であったのは，キャビ
テーションによる物理的エネルギーを利用して細胞
質内に遺伝子を直接導入できるためであると考えら
れた．また，このバブルリポソームと超音波の併用
による遺伝子導入法は，超音波照射時間がたった 1
秒でも培養細胞に遺伝子導入可能であるうえ，血清
存在下でも遺伝子導入効率の低下が認められないこ
とも明らかとなっており，既存の非ウイルスベク
ターに代わる新たな遺伝子導入システムとして期待
される．

バブルリポソームと超音波照射を利用した
遺伝子導入システムの構築

　遺伝子治療は，先天性の遺伝子疾患やがんの新し
い治療法として期待されている．これまでに行われ
てきた遺伝子治療の症例は，アデノウイルスやレト

ロウイルスのようなウイルスベクターが中心となり
報告がなされている29,30）．その主な理由は，非ウイ
ルスベクターにくらべて遺伝子導入効率が高いこと
である．しかし，そのウイルスベクターにおいて
は，安全面を危惧する報告もなされている31,32）．
　一方，安全性が高いと考えられている非ウイルス
ベクターは，その遺伝子導入効率が一般的に低いた
め，導入効率の高いベクター開発が望まれている．
前項でも述べたように，バブルリポソームと超音波
照射を併用した遺伝子導入法は既存の非ウイルスベ
クターの問題を改善しうる遺伝子導入システムとし
て期待される．そこで，バブルリポソームと超音波
の併用による in vivo 遺伝子導入効率について評価
した．
　筆者らは将来的にがん遺伝子治療の構築を行いた
いと考えているため，固形がん組織への遺伝子導入
を検討した．卵巣がん細胞（OV-HM）を後背部皮内
へ移植した担がんマウスのがん組織に pCMV-Luc
とバブルリポソームを投与し，がん組織へ超音波照
射することで遺伝子導入した．その結果，バブルリ
ポソームと超音波を併用した群で高いルシフェラー
ゼ発現が観察された．また，このルシフェラーゼ発
現効率は既存の遺伝子導入試薬である Lipo-

図 4　バブルリポソームを用いた培養細胞への遺伝子導入
各種細胞にルシフェラーゼ発現プラスミドDNA（2 lg/mL）
とバブルリポソームを添加し，超音波照射（Frequency：2 
MHz, Intensity：2.5 W/cm2, Time：10 sec）を行った．そ
の後，細胞を洗浄し 2日間培養後にルシフェラーゼ活性を
測定した．
S180：mouse sarcoma.  Colon26：mouse colon adenocarci-
noma.  B16BL6：mouse melanoma.  Jurkat：human T cell 
line.  HUVEC：human umbilical vein endothelial cell

図 5　バブルリポソームを用いたがん組織への遺伝子導入
バブルリポソームとルシフェラーゼ発現遺伝子をがん組織
に局所投与し，がん組織へ超音波照射（Frequency：1 MHz.  
Duty：10％ .  Burst Rate：2.0 Hz.  Intensity：0.7 W/cm2.  
Time：60 sec）した場合のルシフェラーゼ活性を測定した .
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fectamine 2000 を用いた時より高いことが明らかと
なった（図 5）．このように，バブルリポソームと超
音波を用いた遺伝子導入効率は既存の非ウイルスベ
クターよりすぐれていることが示唆された．

バブルリポソームと超音波照射を利用した
がん遺伝子療法

　近年，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33～36）．そのなかでも IL-12 は，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37～40）．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41），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．
　前項で示したように，バブルリポソームと超音波
照射の併用は，固形がん組織に効率よく遺伝子導入
できることが明らかとなっている．そこで筆者ら
は，バブルリポソームと超音波の併用による 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（図 6）．その結果，

バブルリポソームと超音波の併用により pCMV-
IL12 を導入した群で顕著な延命効果が認められた．
一方，Lipofectamine 2000 による遺伝子導入では，
ほとんど延命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用な非ウイ
ルスベクターになることが示唆された．

バブルリポソームを用いた低侵襲的かつ組織
特異的 in vivo遺伝子デリバリー

　前項でも示したように，バブルリポソームと超音
波を利用した遺伝子導入法はバブルリポソームと超
音波の両者が存在する空間でのみ細胞内への遺伝子
導入に必要なドライビングフォースが発生する．す
なわち，バブルリポソームを静脈内から全身投与
し，超音波照射部位をコントロールすることで超音
波照射部位特異的な遺伝子導入が可能になると考え
られる．そこで，バブルリポソームと超音波の併用
による低侵襲的かつ組織特異的な in vivo 遺伝子導
入システムの確立を試みた．pCMV-Luc を尾静脈
から全身投与後，ただちに肝臓に向けて体外から経
皮的に超音波照射した（図 7）．その結果，超音波照
射部位である肝臓において高いルシフェラーゼ発現
が認められた．
　このようにバブルリポソームとプラスミドDNA
が血流を介して流れていたにも関わらず肝臓に遺伝
子導入できたのは，超音波照射部位である肝臓でバ
ブルリポソームがキャビテーションを誘導し，その
ときに遺伝子を肝臓に導入したためであると考えら
れた．今回は示していないが，筆者らは同様の方法
を用い超音波照射部位を変更することで脾臓や脳へ
も遺伝子導入できることを確認している．このよう
に今回示した方法は，超音波照射部位を変更するだ
けでさまざまな組織や部位に低侵襲的かつ特異的に
遺伝子導入できる可能性を有しており，他の遺伝子
導入ベクターにはない非常に簡便でユニークな特性
をもつ方法であるといえる．

図 6　 バブルリポソームと超音波照射を用いた IL-12 がん
遺伝子療法における生存率

OV-HM細胞を背部皮内に移植した担がんマウス（B6C3F1
マウス，雌，6週齢）のがん組織へ IL-12 発現プラスミド
DNA（pCMV-IL12）（10 lg）とバブルリポソーム（2.5 lg）を
局所投与（25 lL）し，超音波照射（Frequency：1 MHz.  
Duty：10％ .  Burst Rate：2.0 Hz.  Intensity：0.7 W/cm2.  
Time：60 sec）を計 6回（7，9，12，14，16，19 日目）行った
場合の生存率
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　最近では，がんの温熱療法のための治療システム
として強力集束超音波（HIFU）が臨床応用されてい
る．このHIFU技術は体外から超音波を照射し，
生体内のある 1点に超音波エネルギーを集束させる
ことのできる非侵襲的治療システムであり，超音波
照射部位を数mmオーダーでコントロールできる
ようになっている．それゆえ，将来的にはバブルリ
ポソームの体内動態制御とHIFU技術をうまく組
み合わせたダブルターゲティングにより，精密な遺
伝子導入部位の制御が可能になると期待される．

おわりに

　本稿では，バブルリポソームと超音波を利用した
遺伝子導入について紹介した．特に，バブルリポ
ソームと超音波の併用による遺伝子導入は，短時間
の超音波照射で細胞内に遺伝子導入可能であるう
え，体外からの超音波照射により超音波照射部位の
みに遺伝子を送達可能であった．本方法は既存の非
ウイルスベクターシステムとは異なり，低侵襲的か
つ部位特異的遺伝子導入を可能とする有望な遺伝子
導入法として期待される．それゆえ，本稿で紹介し
た方法は，遺伝子治療分野で課題となっている部位
特異的な遺伝子発現用ベクター開発において有望な

技術といえる．
　冒頭でも述べたようにバブルリポソームはリポ
ソーム技術を基盤としたバブル製剤であり，リポ
ソーム表面に容易に標的指向性分子を修飾すること
ができる．今回紹介しなかったが，これまでに筆者
らの共同研究者はバブルリポソーム表面に血栓を認
識するペプチドを修飾し，血栓モデル動物に静脈内
投与することで，バブルリポソームの血栓部位への
集積を超音波造影により確認している．さらに，こ
の集積したバブルリポソームにキャビテーションを
誘導するような周波数・強度の超音波を体外から照
射することで血栓を破壊し血流を再開することが可
能であることも確認している．このように，バブル
リポソームと超音波の併用は，単に細胞に遺伝子を
導入するだけでなく，これまで超音波造影では診断
できなかった血栓の診断を可能にし，さらに治療用
超音波照射により血栓治療も行えるような次世代型
医療システムの構築を予感させる．
　今後，バブルリポソームへのパッシブターゲティ
ングやアクティブターゲティング能の付与による体
内動態制御および集束超音波による超音波照射部位
の空間的制御の両者を組み合わせたダブルターゲ
ティングを利用することで，厳密な時間的・空間的
制御を可能とする理想的なDDSが構築可能になる

a b

図 7　バブルリポソームの経静脈的投与による肝臓への遺伝子導入
a：バブルリポソームとルシフェラーゼ発現遺伝子を尾静脈より全身投与し，肝臓
へ超音波照射（Frequency：1 MHz, Duty：50％ , Burst Rate：2.0 Hz, Intensity：
1.0 W/cm2.  Time：60 sec）した．超音波照射 1日後にマウスから各臓器を採取し，
ルシフェラーゼ活性を測定した．
b：ルシフェラーゼ遺伝子発現のバイオイメージング
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ものと考えられる．

　本稿で紹介したバブルリポソームによる研究は，
帝京大学薬学部生物薬剤学教室で行われた研究であ
り，本研究の遂行にあたり多大なご協力を賜りまし
た東京薬科大学薬学部・根岸洋一先生，陸上自衛隊
研究本部開発実験団・萩沢康介先生，大阪大学大学
院薬学研究科・中川晋作先生，北海道大学工学部・
工藤信樹先生に深謝するとともに，研究にご協力い
ただいた学生諸氏に深謝いたします．
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