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研究成果の概要（和文）：超音波とバブルリポゾームを組み合わせて、眼組織に薬物・遺伝子送

達する方法を開発した。Green fluorescence protein (GFP)遺伝子をバブルリポゾームに包埋し

て、眼表面・眼内に注入し、超音波を局所照射した所、結膜や網膜の意図した部に限局した遺

伝子導入が可能であった。特に、ミュラー細胞への遺伝子導入が優れていた。適切なパワーで、

照射部位の組織傷害を 小にすることが可能であった。超音波端子は心臓カテーテルで用いる

ものを改良したものが効果的であった。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a novel method to deliver genes or drugs to ocular 
tissues using ultrasound and bubble-liposome. GFP cDNA embedded in 
bubble-liposome was injected in the vitreous followed by irradiation of ultrasound. 
GFP was strongly expressed by retina where ultrasound was irradiated. Tissue 
damage was minimal. We also developed a new ultrasound probe for that. 
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１．研究開始当初の背景 
 多くの薬物が開発されているが、眼科領域
では、臨床応用が遅れていた。その大きな理

由が、眼の独特な構造あるいは脆弱性のため
に、有効な薬物送達法が未確立であったため
である。特に、目的部位に限局した薬物送達
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法の開発は、安全性と有効性を両立すること
に大きく寄与する。 
遺伝子治療は、従来遺伝性疾患の原因遺伝
子を補正するという概念に基づいて誕生し
た学問研究領域である。そのために多くの研
究がなされたが、 近は遺伝子を補正するこ
とよりも、遺伝子あるいは遺伝子関連物質を
投与する方法の方が現実的であると考えら
れるようになっている。これは、遺伝子治療
が、薬物治療の一つの分野に含まれるように
なったと言える。 
この目的のために、我々は当初は遺伝子導
入ウイルスベクターとしてアデノウイルス
ベクター、レンチウイルスベクター、レトロ
ウイルスベクターを用いた。アデノウイルス
ベクターは遺伝子導入効率は極めて高いと
いう利点はあるが、遺伝子発現期間が短い、
あるいは組織傷害性が強いという欠点を持
つ。レトロウイルスベクターは遺伝子導入に
伴う細胞傷害性は低いものの、遺伝子導入効
率が極めて低い。レンチウイルスベクターは、
遺伝子導入効率が高く、組織傷害性も低いが、
遺伝子導入をする際に、導入組織をコントロ
ールできない。レンチウイルスベクターには
遺伝子導入による腫瘍発生のリスクがある
ので、いわゆる通常疾患には使用しにくいと
いう欠点がある。 
そこで我々は 5 年前より、超音波による遺
伝子導入の試みを始めた。その結果、超音波
により、角膜上皮細胞に遺伝子導入すること
が可能であった (Sonoda S et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci 2004)。また、組織傷害
性は極めて軽微であった。この方法を応用し
て、前房内に析出したフィブリンを溶解する
ために、組織プラスミノーゲンアクチベータ
の cDNA をサイトメガロウイルスプロモー
ターを付けて、前房細胞中に遺伝子導入した。
その結果、フィブリンを溶解することが可能
であった。このことは眼内への超音波遺伝子
導入が薬物治療の代替として、十分に可能で
あることを示したものである(Yamashita T 
et al. Ultrasound Med Ther 2009)。 
そこで我々はこの方法を応用して、網膜へ
の遺伝子導入が可能であるかを検討するこ
とにした。上記のように、我々の経験による
ウイルスベクターにない点（空間限局的遺伝
子導入＋低傷害性）に利点を見出すために研
究を行った。 
 
２．研究の目的 
以上のように、超音波とバブルリポゾームを
組み合わせることで、眼球組織とりわけ網膜
の局所に遺伝子・薬物を送達することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
GFP 遺伝子（cDNA）を適当なバブルリポゾー

ムに包埋した。白色家兎の硝子体を切除し、
網膜表面に直接バブルリポゾームを置いた。
具体的には pEGFP-N2, Clontech, Mountain 
View, CA, USA; 50 μL を BLs (50μL)と混合
して、30 秒間かけてゆっくりと網膜前に
27-gauge blunt needle を用いて注入した。その
部に、超音波を照射した。条件は US 
(frequency = 3MHz; duty=6%; intensity = 0.15 
W/cm2; time = 60 s) で SonoPore 4000 (NEPA 
GENE, Chiba、Japan)という器械を用いて上記
の条件下で行った。遺伝子導入 48～72 時間
後に眼球摘出して、固定した。その後、クラ
イオ切片を作成して、GFP 発現を、直視下、
および組織で検討した。定量化については、
masked observer により、ランダムに得られ
た標本について、その強さを定量化して、平
均比較した。本操作が及ぼす眼球への影響を、
臨床的には施術後 1週間の生体顕微鏡観察を
行い、眼球摘出時に眼科各部位の組織学的検
索を行った。 

 

４．研究成果 

網膜のミュラー細胞と視細胞の一部に遺
伝子発現を認めた。また、超音波のパワーを
変えることで、組織傷害なく遺伝子導入する
ことが可能であった。超音波端子は心臓血管
カテーテル用の物を、眼球用に改変したもの
が、使用感、効率ともに優れていた。超音波
を用いた網膜への遺伝子導入は、今までに報
告されておらず、世界初の成果と言える。 
本研究では MB のうち BL という新しいも

のを使った。これは Polyethylene glycol 
(PEG)-liposome に perfluoropropane (C3F8) gas
を包埋させたもので、超音波を照射すること
で、気泡が破裂して、その衝撃で遺伝子を網
膜細胞に導入するという原理を用いたもの
である。これは、単純にリポゾームを使った
ものに比べて、遺伝子導入効率が高いだけで
なく、超音波と組み合わせることで狙った部
位に限局して遺伝子導入できるという利点
がある。 
ただし、いくつかの問題も浮かび上がった。

家兎やげっし類などの動物は、超音波照射時
に眼球を眼窩から脱臼させることが可能で
あるので、骨の影響をほぼなくすことが可能
である。しかし、人体に応用する場合、眼球
を眼窩から脱臼させることは事実上困難で
ある。つまり、眼窩ソケット内に入ったまま
で眼球に超音波照射をすることになる。超音
波は骨に反射されるのみならず、そこからの
反射波と発信源が共鳴して、予想できない作
用を起こす可能性があることが示唆された。
この点は、超音波の発信パワーを低下させる
などの工夫が必要である。また、ミュラー細
胞に遺伝子導入することは可能であったが、
その他のガングリオン細胞、網膜視細胞、網



 

 

膜アマクリン細胞への遺伝子導入効率は低
かった。遺伝子導入による目的が、遺伝子を
入れることでなく、そこで神経保護因子、血
管新生調節因子遺伝子を導入して、微小環境
を変化させることであれば、この方法でも十
分であるが、直接に神経節細胞や網膜視細胞
を活性化させる目的であれば、本方法は限界
があろう。 

今回の研究で、本法は遺伝子導入効率が高
かっただけでなく、安全性も高いことが証明
された。このことは、人体への臨床応用も可
能であることを示唆する。網膜剥離、網膜色
素変性症、緑内障など、網膜が障害される疾
患は少なくない。その治療に、本法を用いて
網膜保護因子遺伝子を導入することが以前
から企図されているが、今回の遺伝子導入方
法が応用されれば、その試みが現実的なもの
となる可能性がある。 

本法を応用することで、目的とする網膜局
所に薬物や遺伝子を送達することが可能に
なり、今後の薬物治療へ新しい方法が可能に
なった。ただし、今回の研究で明らかになっ
た問題点については、引き続き研究を継続し
て解決する必要がある。 
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