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超音波エコーガス封入リポソーム（バブルリポソーム）の

核酸治療への応用をめざして

· 丸山一雄1、鈴木　亮1、根岸洋一2
1帝京大学・薬学部、2東京薬科大学・薬学部

[目的] 遺伝子治療を含む核酸治療において、目的の核酸を細胞内に安全かつ効率よく導入可能であり、さらに低侵襲的に目的組織に核酸導入可能な技術の開発が望まれている。このような背景の下、これまでに我々は、超音波エコーガスを封入したリポソーム（バブルリポソーム）を開発し、このバブルリポソームと超音波照射技術を組み合わせることで、細胞に遺伝子導入可能であることを見出してきた。そこで、本研究ではバブルリポソームの核酸治療への応用を念頭に、バブルリポソームを用いた細胞への核酸導入に関する特性評価を行った。

[方法] Polyethylene glycol（PEG）で修飾したリポソームDPPC/DSPE-PEG 2000を調製し、超音波造影ガスであるパーフルオロプロパンガスを内封してバブルリポソームを調製した。 COS-7細胞 （サル腎由来細胞）にLuciferase発現プラスミドおよびバブルリポソームを添加後、Sonopore 2000 （ネパジーン） により、さまざまな条件にて超音波照射を行った。細胞を洗浄し、一定時間培養後、Luciferase活性を測定した。pCMV-GL3 control vector/Luc GL3 siRNAまたはpEGFP-N3/GFP-22 siRNAをバブルリポソームと共に血清存在下で各ウェルに添加し、直ちに超音波照射（Frequency：2132 kHz, Duty：50 %, Burst Rate：2.0 Hz, Intensity：2.5 W/cm2, Time：10 sec.）を行い、48時間培養後のルシフェラーゼ活性またはGFP発現を測定した。
[結果・考察] バブルリポソームと超音波照射の併用において、遺伝子量および超音波照射強度に依存した遺伝子発現が認められた。一方、バブルリポソームの過剰添加により遺伝子発現の減弱が認められ、リポソーム添加量の最適化が必要であることが明らかとなった。さらに、本方法では、血清存在下においても遺伝子発現の低下は認められなかった。バブルリポソームと超音波照射の併用によりLuc GL3 siRNA による90%近くのLuciferase活性の特異的な抑制効果が認められた。また、GFP-22 siRNA によりGFP発現抑制効果も確認できた。さらに顕著な細胞傷害性も認められなかった。

[結論]我々は、リポソームに超音波エコーガスを封入したバブルリポソームの調製に成功し、超音波診断装置を用いて超音波造影されることを確認した。さらに、バブルリポソームと超音波照射を組み合わせることにより、キャビテーションを介した細胞への遺伝子導入が可能であることも示した。これらの結果より、バブルリポソームは超音波診断用造影剤としてばかりでなく、非侵襲的に遺伝子導入可能な新規キャリアーになるものと期待される。
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