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バブルリポソームと超音波を用いた薬物・遺伝子送達システム
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Gene therapy has a potentiality for treatment of cancer and diseases from genomic defects. It is important to select a
vector which has good potency in terms of gene transduction e‹ciency, and is safe and easy to apply. Many researchers
have attempted to develop an eŠective gene delivery carrier. Recently, it was reported that microbubbles, which are
ultrasound (US) contrast agents, improved the transfection e‹ciency by cavitation with US exposure. However,
microbubbles had problems with stability and targeting ability. To solve these problems, we focused on liposomes that
had many advantages such as being stable and safe in vivo and easily modifying targeting ligand. We succeeded in
preparing the liposomes (``Bubble liposomes'' (BLs)) entrapping per‰uoropropane gas which was utilized for contrast
enhancement in ultrasonography. In this study, we assessed the feasibility of BLs as gene delivery carrier utilized cavita-
tion by US exposure. BLs could deliver plasmid DNA to various cell types in vitro by combining with US without cyto-
toxicity. To evaluate the ability of BLs to in vivo gene delivery, we attempted to deliver plasmid DNA into the femoral
artery. The gene expression at this artery treated with BLs and US combination was higher than with US only, BLs
without US or Lipofectamine 2000. This result suggested that Bubble liposomes could quickly deliver plasmid DNA into
the artery even under conditions of short contact time between BLs and the endothelial cells and the existence of the
bloodstream and serum. These results suggested that BLs might be a non-invasive and eŠective carrier for gene delivery.
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1. はじめに

超音波技術の発展に伴い，診断用の超音波技術は

目覚しい進歩を遂げてきた．その結果，超音波画像

の画質も飛躍的に向上し，循環器領域に留まらず様

々な分野における一般診療において必要不可欠な診

断手法となっている．近年，この超音波を診断目的

のみならず，治療への応用も進められている．超音

波を利用した治療例として腎結石破砕が挙げられる

が，これに加えて現在では，超音波を数 mm 単位

で患部への正確な照射を可能にする強力集束超音波

治療（High intensity focused ultrasound: HIFU）も

開発されている．この HIFU は標的部位を加熱す

ることが可能であり，超音波熱エネルギーによる前

立腺がんや子宮筋腫の低侵襲的治療として医療の現

場で利用され始めている．このように超音波技術は

医療分野において診断及び治療に応用され，これか

らさらなる飛躍が期待されている．

さて，超音波治療の作用機序は，主に温熱効果と

非温熱効果を利用する 2 種類に大別できる．前者の

温熱効果による治療は，上述したような HIFU に

よる超音波熱エネルギーで標的組織を加熱傷害する

方法である．一方，後者の非温熱効果は低エネル

ギー超音波を利用した血栓溶解，薬物吸収性改善や

遺伝子導入などに利用可能である．1―4)さらに，こ

の超音波照射と超音波造影剤として利用されている

マイクロバブルを併用することで，薬物・遺伝子の

デリバリー効率が格段に向上することが知られてい
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Fig. 1. Mechanism of Gene Delivery with Microbubbles and Ultrasound
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る．4,5)このマイクロバブルへの超音波照射はバブル

崩壊（キャビテーション）を誘導し，そのとき生じ

るジェット流が細胞に一過性の小孔を開け細胞膜の

透過性を向上させることで，細胞外の物質が細胞内

に導入される（Fig. 1）．このキャビテーションを

利用した薬物・遺伝子デリバリーシステムは，体外

からの超音波照射により目的組織にのみ低侵襲的な

薬物・遺伝子デリバリーを可能とする新たなドラッ

グデリバリーシステム（DDS）として期待されて

いる．この DDS を実現していくためには，本シス

テム用に最適化されたバブル製剤の開発が必要であ

る．これまでに筆者らは，薬物・遺伝子キャリアー

としての可能性・安全性・汎用性などの観点から新

たなバブル素材としてリポソームに着目し，超音波

造影ガスを封入した新規リポソーム（バブルリポ

ソーム）の調製に成功した．6,7)このバブルリポソー

ムは超音波造影のみならず，治療用超音波照射と併

用した低侵襲的な薬物・遺伝子デリバリーを可能と

する新たな DDS 製剤として期待される．そこで本

稿では，リポソーム技術と超音波技術の融合による

新たな DDS の構築について，筆者らが開発したバ

ブルリポソームを中心に概説する．

2. バブルリポソームの特徴

バブルリポソームは，リポソームに超音波造影ガ

スであるパーフルオロプロパンを封入することで調

製される．筆者らは，血中安定性・滞留性に優れ，

標的指向性を容易に付与可能なポリエチレングリ

コール（PEG）修飾リポソームにガスを封入した

バブルリポソームを調製した（Fig. 2）．このバブ

ルリポソーム懸濁液は白濁しており，この懸濁液を

静置すると，マイクロバブルと同様に水相上部に浮

上する性質を有していた．なお，この浮上したバブ

ルリポソームは，混和により容易に再懸濁可能であ

った．このバブルリポソームを Darklite illuminator

(NEPA GENE）を用いて顕微鏡観察したところ，

市販されているマイクロバブルである Optison

(NEPA GENE）よりはるかに小さい粒子であるこ

とが判明した（Fig. 3）．Table 1 に世界で市販又は

研究開発されているマイクロバブルの一覧を示し

た．8)このなかで本邦では現在のところ Levovistの

みが医薬品（造影剤）として臨床応用されている．
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Fig. 2. Aspect of PEG-liposomes and Bubble Liposomes
PEG-liposomes sonicated with per‰uoropropane gas became to Bubble liposomes in the vial.

Fig. 3. Microscopy of Bubble Liposomes
Optison and Bubble liposomes were observed with a microscope using a

dark-light illuminator.
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この Table 1 をみると既存のマイクロバブルのサイ

ズは比較的大きいことが分かる．一方，これらマイ

クロバブルに比べバブルリポソームは小さいサイズ

であることから，バブルリポソームが組織深部への

到達性に優れたバブル製剤であると推察される．

3. バブルリポソームの超音波造影剤への応用

バブルリポソームは高輝度の超音波造影ガスであ

るパーフルオロプロパンを封入したバブル製剤であ

り，超音波造影装置による造影が可能であると考え

られる．そこで，このバブルリポソームへのガス封

入を確認する目的で，超音波診断装置による超音波

造影を行った（Fig. 4）．その結果，ガス未封入リ

ポソームでは陰影像（黒色部）のみしか認められな

かった．一方，バブルリポソームの超音波造影で

は，リポソーム存在部においてエコーシグナルの増

強が認められ，ガスの存在が確認できた．このこと

から，バブルリポソームは超音波造影剤として利用

可能になるものと期待される．そこで，バブルリポ

ソームの in vivo における超音波造影効果を評価し

た（Fig. 5）．マウス尾静脈からバブルリポソーム

を投与し心臓における造影効果を確認したところ，

バブルリポソーム投与による心臓内エコーシグナル

の増強が認められた．このように，バブルリポソー

ムは超音波造影剤として臨床応用可能であると考え

られた．

4. バブルリポソームの細胞内デリバリーツール

としての可能性

既存のマイクロバブルは超音波との併用により，

バブルの崩壊（キャビテーション）を誘導し，その

とき生じるエネルギーで細胞内に薬物や遺伝子を導

入できる．そこで，筆者らが開発したバブルリポ

ソームのキャビテーション誘導について検討した

（Fig. 6）．その結果，超音波照射後，バブルリポ

ソーム懸濁液の透明化及び超音波エコーシグナルの

減弱が観察され，バブルリポソームへの超音波照射

によるキャビテーション誘導が確認された．したが

って，バブルリポソームも，このキャビテーション

エネルギーを利用することで，細胞内に様々な物質

を導入可能であると推察された．

遺伝子治療で利用されている核酸医薬は細胞内へ

のデリバリーが必須であるが，核酸分子が高分子で

あるために細胞内への核酸デリバリー効率の点で改

善すべき課題が数多く残されている．したがって，

有効な遺伝子治療を確立していくためには，治療用

遺伝子を安全かつ効率よく目的細胞に導入するベク

ターが必要である．さらに，今後の臨床応用を考慮
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Table 1. List of Microbubbles8)

Microbubble Manufacturer Shell Gas Mean size

Albunex Molecular Biosystems Albumin Air 4.3 mm

Optison Mallinckrodt/Amersham Albumin Octa‰uoropropane 2―4.5 mm

Deˆnity
Bristol-Myers Squibb

Medical Imaging
Lipid/surfactant Octa‰uoropropane 1.1―3.3 mm

Imagent Imcor Lipid/surfactant N2/per‰uorohexane vapor 6.0 mm

Sonovue Bracco Diagnostics Lipid Sulphur hexa‰uoride 2―3 mm

Levovist Schering AG Lipid/galactose Air 2―4 mm

Cardiosphere
(BP127) Point Biomedical PLGA polymer/albumin Nitrogen 4 mm

AI-700 Acusphere PLGA polymer Per‰uorocarbon 2.2 mm

Sonovist Schering AG Cyanoacrylate polymer Air

Sonazoid Nycomed/Amersham Not disclosed Per‰uorocarbon 3 mm

PLGA: polylactide co-glycolide.

Fig. 4. Ultrasonographic Images of PEG-liposomes and Bub-
ble Liposomes
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したとき，そのベクターが持ち併せるべき性質とし

て安全性の観点だけではなく，汎用性や低侵襲性に

ついても具備すべき条件としていかなければならな

い．その点，超音波を利用した遺伝子導入方法は体

外からでも標的組織に超音波照射可能である上，超

音波照射部位のみで遺伝子発現を誘導可能であるた

め，低侵襲的かつ部位特異的な遺伝子導入が可能に

なると考えられる．そこで次に，バブルリポソーム

を用いた超音波遺伝子導入について検討した．まず

始めに，in vitro における遺伝子導入効率を評価し

たところ，プラスミド DNA ( pDNA）単独，

pDNA に超音波照射した通常のソノポレーション，

pDNA とバブルリポソーム混合液，又は pDNA と

ガスを封入していないリポソームを混合し超音波照

射した群ではほとんど遺伝子発現が認められなかっ

た（Fig. 7）．一方，pDNA とバブルリポソームを

混合し超音波照射した群では，pDNA などの上述

の群に比べ極めて高い遺伝子発現が認められた．こ

のように，ガス未封入リポソームではなくバブルリ

ポソームへの超音波照射で高い遺伝子発現が認めら

れたことより，この遺伝子導入は超音波照射による

バブルリポソームを介したキャビテーション誘導を

駆動力にして，遺伝子を効率よく細胞内に導入され

たものと考えられた．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方法は，血清存在

下でも遺伝子導入活性を維持していた．6)一般的に

既存のカチオニックリポソームを用いたリポフェク

ション法では血清存在下で顕著な遺伝子導入活性の

低下が報告されており，in vivo 遺伝子導入に不向

きであることが知られている．9)しかし，バブルリ

ポソームと超音波の併用は，血清の影響を受けるこ

となく遺伝子導入可能な方法として in vivo におけ

る効率のよい遺伝子導入方法として期待される．そ

こで，筆者はバブルリポソームと超音波の併用によ

る in vivo での遺伝子導入について検討した．次に

血管内皮と心臓，肝臓部位への遺伝子導入について

紹介する．

血流が存在し既存の非ウイルスベクターでは遺伝

子導入が困難であると考えられている血管内皮細胞

への遺伝子導入について，バブルリポソームを用い

検討した（Fig. 8）．マウス下肢動脈の上流からバ
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Fig. 5. Ultrasonographic Images of Heart with Bubble Liposomes
Bubble liposomes 100 mg/100 ml were injected into mouse tail vein. In the same time, probe (9 MHz) of an ultrasound imaging machine (UF-750XT, Fukuda

Denshi Co Ltd., Tokyo, Japan) was positioned on the heart of mouse.

Fig. 6. Induction of Cavitation with Bubble Liposome and
Ultrasound

Naked and ultrasound images of Bubble liposomes. Ultrasonic probe
positioned in Bubble liposome suspension exposed 2.5 W/cm2 of ultrasound
for 10 seconds. Images were observed before and after US.

Fig. 7. Luciferase Expression in COS-7 Cells Transfected
with Bubble Liposomes and Ultrasound Exposure

COS-7 cells (1×105 cells/500 ml/tube) were mixed with pCMV-Luc (5
mg) and Bubble liposomes (60 mg). The cell mixture was exposed with
ultrasound (frequency: 2 MHz, duty: 50％, burst rate: 2 Hz, intensity: 2.5 W
/cm2, 10 sec). The cells were washed and cultured for 2 days. After that, lu-
ciferase activity was determined. Each data represents the mean±S.D. (n＝
3).
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ブルリポソーム及びルシフェラーゼ発現 pDNA を

投与し，投与と同時に投与部位下流に体外から超音

波照射を行った．その 2 日後に超音波照射部位の血

管を回収し，ルシフェラーゼ活性測定を行った．そ

の結果，バブルリポソームと超音波の併用において

高いルシフェラーゼ活性が認められた．また，この

遺伝子発現はリポフェクタミン 2000 を用いた既存

のリポフェクション法より高く，バブルリポソーム

と超音波の併用が優れた非ウイルスベクター遺伝子

導入システムになり得ることが示された．さらに，

バブルリポソームと超音波の併用による遺伝子導入

では，超音波を照射した部位のみに遺伝子発現を誘

導することが可能であることも明らかとなった．

バブルリポソームとルシフェラーゼ発現 pDNA

をマウス尾静脈より投与し，直ちに心臓部位又は肝

臓部位に対して体外から超音波照射を行った（Fig.

9）．2 日後にルシフェラーゼのバイオイメージング

撮影と超音波照射部位の心臓又は肝臓を回収し，ル
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Fig. 8. Gene Delivery to Femoral Artery with Bubble Liposomes
Each samples containing plasmid DNA 10 mg were injected into femoral artery. In the same time, ultrasound (frequency: 1 MHz, duty: 50％, burst rate: 2 Hz,

intensity: 1 W/cm2, time 2 minutes) was exposed to the downstream area of injection site. (Left) Luciferase expression in femoral artery of the ultrasound exposure
area at 2 days after transfection. Data are shown as means±S.D. (n＝5). (LF2000: Lipofectamine 2000). (Right) In vivo luciferase imaging at 2 days after trans-
fection in the mouse treated with plasmid DNA, Bubble liposomes and ultrasound exposure. The photon counts are indicated by the pseudo-color scales. Ar-
rowhead shows injection site and circle shows ultrasound exposure area.

Fig. 9. Minimally Invasive Gene Delivery to Heart or Liver with Bubble Liposomes
Mixture of Bubble liposomes 250 mg and plasmid DNA 10 mg were injected into mouse tail vein. In the same time, ultrasound (frequency: 1 MHz, duty: 50％,

burst rate: 2 Hz, intensity: 1 W/cm2, time 1―2 minutes) was transdermally exposed to heart or liver. (Left) Luciferase expression in heart or liver of the ultrasound
exposure area at 2 days after transfection. (Right) In vivo luciferase imaging at 2 days after transfection in the mouse treated with plasmid DNA, Bubble liposomes
and ultrasound exposure.

786 Vol. 127 (2007)

シフェラーゼ活性測定を行った．その結果，超音波

照射部位，つまり心臓又は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超音波の併用に

より血管に効率よく遺伝子導入できたのは，血流が

存在し血管内皮細胞と pDNA の接触時間が十分に

得られない状況でも，バブルリポソームは超音波照

射により瞬時に遺伝子を細胞内に導入できたためで

あると考えられた．また，この遺伝子発現は超音波

照射部位のみで誘導され，本遺伝子導入法を用いる

ことで部位特異的な遺伝子発現を比較的簡単に確立

できものと期待される．

5. 今後の展望

本稿では，バブルリポソームの超音波造影剤とし

ての可能性や遺伝子導入に関する研究を紹介した．

冒頭でも述べたようにバブルリポソームはリポソー
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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．

また，本方法で発生するキャビテーションエネル

ギーを利用して効率よく細胞に遺伝子導入可能であ

ることが明らかとなった．本方法は細胞外の物質を

細胞質内に直接導入可能であるため，細胞質内に

ターゲットが存在する siRNA に対して理想的な導

入ツールになると期待される．そこで実際に筆者ら

はバブルリポソームと超音波の併用による siRNA

導入を検討したところ，標的遺伝子に対する配列特

異的な発現抑制効果を誘導できることを確認してい

る．また，本方法の細胞内への細胞外物質導入特性

を利用して低分子量の抗がん剤などの細胞内薬物送

達を検討したところ，細胞内への薬物導入効率の向

上も認められた．このように，バブルリポソームと

超音波の併用は，様々な物質を細胞内に容易に導入

可能な方法として幅広く利用できる．したがって，

リポソーム技術と超音波技術の融合は，低侵襲的か

つ組織特異的な遺伝子・薬物送達ツールとして次世

代の DDS 製剤を担う新たな技術として捉えられる．

最近では，超音波装置の小型化・高性能化によ

り，ベッドサイドでの超音波診断・治療が益々普及

すると考えられる．しかしながら，現在の超音波造

影用マイクロバブルはサイズ・安定性・標的指向性

付与の点で数多くの課題を有している．超音波診

断・治療装置の完成度が高くても，それらと併用す

るバブル製剤が最適化されていなければ，超音波を

用いた医療の進展はないといっても過言ではない．

すなわち超音波診断・治療の発展は，優れた超音波

診断・治療剤となるバブル製剤の開発に掛かってい

る．それゆえ，今回紹介したような特性を有するバ

ブルリポソームが，次世代型バブル製剤として超音

波診断のみならず超音波治療・DDS ツールに利用

され，新たな医療システム構築に貢献できることを

期待したい．
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