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研究成果の概要（和文）：本研究では，マイクロバブルDDSへの応用を目指し，マイクロバブル内包型ベシクル
を効率よく作成，さらに超音波により，その位置を制御，膜を破壊する技術について，実験およびシミュレーシ
ョンによる検討を行った．その結果，油水界面通過法の導入により，従来の静置水和法と比べ，格段に収率のよ
りマイクロバブル内包ベシクルの生成に成功し，さらに，実験より集束超音波によりベシクルの捕捉と膜の破壊
を達成できる可能性を示すことに成功し，シミュレーションにより，効率よく膜の破壊を達成するための条件に
ついて調べ，ベシクル動かさずに膜破壊を達成していくための気泡サイズの条件などについて知見を得た．

研究成果の概要（英文）：In this study, for the application of micro bubble DDS, we investigated the 
efficient method to generate microbubble-encapsulated vesicles. We further investigated the method 
to control the vesicle position and to break-up the vesicle membrane using ultrasound field. Both 
the experiments and simulations were conducted for the manipulation of vesicles. As results, it was 
shown that microbubble-encapsulated vesicles are very effectively generated by introducing Oil/Water
 Interface inverted emulsion method. For the vesicle manipulations, we succeeded to break-up the 
vesicles by manipulating bubbles using ultrasound field. The simulations were conducted to 
investigate the bubble size effect to the effective break-up of the vesicles.

研究分野：流体工学

キーワード： 混相流　マイクロバブル　超音波　DDS　ベシクル　表面修飾　マイクロチャネル　バブルクラスター
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１．研究開始当初の背景 
超音波血管造影剤としてのマイクロバブ

ルは，第一世代のレボビストから始まり，さ
まざまな改良が加えられ，臨床の現場で利用
されてきた．これに対し，マイクロバブルと
超音波を併用し治療に活かす超音波治療は，
強力集束超音波（HIFU）を利用した腫瘍焼
灼技術と関連してその有効性は示されてい
るが，治療方法としては確立していない．ま
た，マイクロバブルを薬剤輸送担体（カプセ
ル）として利用し，目的部位で薬剤を放出さ
れるマイクロバブルドラッグデリバリーシ
ステムの開発も行われているが，現在のとこ
ろ，特定の細胞（がん細胞等）にだけ吸着す
るリガンドをカプセル上に修飾し，目的の部
位にリガンドを使って接着した後に，超音波
で破壊する方法が考えられている。この手法
では，リガンドとレセプターの結合力が弱い
ため，微弱な超音波の影響でも，マイクロバ
ブルごとベシクルが吹き飛ぶ可能性が高く，
目的部位で効率よくカプセルを破壊するこ
とは困難である。これに対し，超音波により
カプセルを移動かつ固定することができれ
ば，その部位で，カプセルを破壊し薬剤放出
を促進することが可能となり，超音波による
マイクロバブル内包ベシクルの位置制御，破
壊の手法の開発が期待されている． 
 
２．研究の目的 
本研究では，医療応用を中心に様々な用途

に適用できる１ミクロンサイズの超微細気
泡に対して，表面コーティングや表面修飾，
薬剤の封入などを施し，目的に合わせた機能
性を有するマイクロバブル内包型ベシクル
を生成することを目指す．さらに，超音波に
よるベシクルのマニピュレーションと目的
部位への選択的吸着，膜の破壊を行うことに
より，マイクロバブル内包型ベシクルを制御
し，機能を発現させる方法を検討する．特に，
マイクロバブル薬剤搬送システムへの実用
化を意識し，体外から照射する超音波により
血流中のマイクロバブル内包型ベシクルを
制御する方法について，実験とシミュレーシ
ョンの両方の観点から検討する． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，上記の研究の目的を達成する
ために，(1)マイクロバブル内包ベシクルの安
定した生成手法の確立，(2)マイクロバブル内
包ベシクルの超音波場による位置制御，膜破
壊に関する実験，(3) 数値シミュレーション
を実施した．以下，３つに分けて説明する． 
 
(1) マイクロバブル内包ベシクルの生成手法 

申請者らは，これまで静置水和法によりマ
イクロバブル内包ベシクルの生成を行った
来た（原ら，マイクロ・ナノ工学シンポジウ

ム, 1(2009), 105- 106)．この手法は，簡便で
はあるが，マイクロバブルがベシクル内部へ
取り込まれづらく，マイクロバブル内包のベ
シクル生成率が低いのが問題であった．これ
に対し，本研究では，本研究では，Yamada
ら(Langmuir, 22 (2006), 9824-9828)が提案
した油水界面通過法によるリポソーム生成
を応用して，マイクロバブル内包ベシクルを
生成した．油水界面通過法によるマイクロバ
ブル内包ベシクル生成の概要をFig. 1に示す．
油 層 は リ ン 脂 質 で あ る 1,2-dioleoyl 
-sn-glycero-3-phosphocholine (Avanti Polar 
Lipids, Inc.)，または 1-palmitoyl-2-oleoyl- 
sn-glycero-3- phosphocholine (Avanti Polar 
Lipids, Inc.) をミネラルオイル (Nacalai 
Tesque, Inc.)に 1 mM の濃度で溶解したもの
を用いた．Sonazoid® (Daiichi-Sankyo Co., 
Ltd.)溶液は 200 mM スクロース水溶液で調
製した．Sonazoid®溶液を脂質溶液に 1:30 の
体積比で混合し，ボルテックスミキサー
(Vortex- Genie 2, Scientific Industries, Inc.)
を用いて乳化させた．水層には 200 mM グル
コ ー ス 水 溶 液 を 用 い た ． 乳 化 さ せ た
Sonazoid®液滴入りの油層をグルコース水溶
液上に滴下し，Sonazoid 液滴を自重落下によ
り油水界面を通過させてマイクロバブル内
包ベシクルを生成した．生成の様子は光学顕
微鏡(TE- 2000E, Nikon Corp.)に取り付けた
高速度カメラ(MotionPro X3, IDT Inc.)およ
びデジタルカメラ(D5100, Nikon Corp.)を用
いて撮影した． 

 
(2)マイクロバブル内包ベシクルの超音波場
による位置制御，膜破壊に関する実験 
ここでは，定在波および集束超音波音場に

よるマイクロバブルの捕捉および破壊につ
いて実験方法を説明する． 

定在波音場中における気泡には第一ビヤ
クネス力と呼ばれる音響放射圧が働くのが
知られている．この音響放射圧により，固有
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 Fig. 1 Schematic view of method for 
generating liposomes. 



振動数が照射超音波の振動数より高い小さ
な気泡は，定在波の腹に，固有振動数が低い
大きな気泡は節に集まることが理論より予
測される．本研究では，超音波トランスデュ
ーサーと反射板を用いて 1 次元定在波音場を
形成し，音場中にマイクロバブル内包ベシク
ルを含む水溶液を満たして実施した．照射超
音波の周波数は 2.2 MHz であり定在波はその
約 2 倍の周波数となるため，Sonazoid®のう
ち直径 2 μm 以下の大きさの気泡が腹に，そ
れ以上の大きさの気泡は節へと向かう．定在
波照射によりベシクル中のマイクロバブル
を駆動させること，さらには超音波によって
マイクロバブル同士の合体を誘起し，小気泡
から大気泡へ変化させることによって，大き
なビヤクネス力を引き起こし，ベシクルの脂
質膜を破壊することに成功した． 

次に二次元平面に音圧勾配を作り，流路中
を流れるマイクロバブル内包ベシクルを捕
捉，破壊する方法として集束超音波を用いた
実験系を構築した．実験系の概略図を Fig. 2
に示す．3-(1)-①の手法により生成したマイク
ロバブル内包ベシクルを高さ 2 mm，幅 1 mm
の流路に流し，流路外部から集束超音波を照
射してベシクル内部のマイクロバブルを捕
捉，ベシクルの破壊を行った．用いた超音波
発生装置は口径 40 mm，焦点距離 40 mm で，
共振周波数 344 kHz の球面型素子である．球
面型素子の中央の穴は，観察用の光源をとる
ために空けており，直径は 20 mm である．
圧電セラミックスには PZT (C213, Fuji 
Ceramics Corp.)を用いた．集束超音波では
焦点付近にのみ音圧分布が存在しているた
め，その部分に選択的に捕捉することが可能
であると考えられる．光学顕微鏡(TE2000-E, 
Nikon Corp.) で観察し，高速度カメラ 
(MotionPro X3, IDT Inc.) およびデジタルカ
メラ(D5100, Nikon Corp.)で撮影した． 
 
(3)マイクロバブル内包ベシクルの超音波場
による位置制御に関する数値シミュレーシ
ョン 
 本研究では超音波によって誘起された気
泡の並進運動によるバブルリポソームの位
置制御手法および膜破壊手法を検討するた
めシミュレーション手法を開発した． 

生体内で用いられるミクロンサイズのマ
イクロバブルを考えた場合，超音波音場内で，
その体積振動と並進運動の時間スケールが
大きく異なる．体積振動の周期は 0.1-1.0 µs
程度であるのに対して，音響放射力による並
進運動の時間スケールは，数 ms から数 s 程
度である．これらの時間スケール違いを踏ま
えると，体積振動を追跡する時間刻みで並進
運動を扱うことは計算負荷の観点から見て
極めて困難である．そこで本手法では流れ場
と音場の計算を分離しながら，超音波音場の
影響で体積振動する気泡が，ビヤクネス力に
より並進運動し，さらにはベシクル全体を移
動させるのを扱うことができる計算手法を
開発した． 
 本計算手法では，遠方から照射された超音
波音場により体積振動する気泡については，
Rayleigh-Plesset 方程式を用い，気泡の放射
する音場を計算し，その結果誘起される音響
放射力とマイクロバブルの並進運動に関し
ては，Maxey ら③の Force Coupling Method
（FCM）を用いた．また，膜を有するベシク
ルの変形流動構造については，Peskin ら④の
Immersed Boundary Method (IB)を用いた．
手法の詳細については，本研究の発表論文
（雑誌論文①）を参照のこと． 
 
４．研究成果 
(1) マイクロバブル内包ベシクルの生成手法 

油水界面通過法を用いて生成したマイク
ロバブル内包ベシクルを Fig. 3 に示す．内包
されているマイクロバブルはベシクル内部
で浮力により上昇し，球面膜によってベシク
ル中央に集まった．申請者らのグループで従
来用いていた静置水和法による生成と比較
すると，格段に収率が向上し約 90 倍程度の
収率上昇を達成した．さらに，本手法で生成
されるリポソームは高確率で単層となるた
め，超音波によるリポソーム膜の破壊条件の
検討をより正確に行うことが可能となった． 

生成されたマイクロバブル内包ベシクル
のベシクル径および内包された気泡数の分
布をそれぞれ Fig. 4(a)と(b)に示す．生成され
るベシクルは直径 20 μm 付近にピークを持
ち，その時内包されるマイクロバブルは 10
個以下であった．一方で，粒子の単分散性を
示す CV 値はおよそ 78%であり，一般的に単
分散性が高いとされる 10%以下を達成しな
かった．CV 値は直径の標準偏差 σ と平均値
D を用いて求められ，次式で表される． 

( / ) 100 [%]CV D  　　  
CV 値より，本研究により生成されたマイク
ロバブル内包ベシクルの大きさには大きな
ばらつきが存在すると言える．内包される気
泡数とベシクル径の相関係数は 0.68 であり，
相関はあるが，ばらつきが大きい結果となっ
た．また，直径 5 μm 以下のマイクロバブル
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Fig. 2 Experimental setup for capturing and 
destructing vesicles using focused ultrasound. 



内包ベシクルは安定的に生成されず，気泡が
内包されない直径数 μm 程度のリポソーム
が多数確認されるに留まった．径の小さなマ
イクロバブル内包ベシクルを実現するため
には，生成時の気泡数密度を高くする，もし
くはより小さなマイクロバブルを使用する
ことによって達成されると考えられる． 
 
(2)マイクロバブル内包ベシクルの超音波場
による位置制御，膜破壊に関する実験 
Fig. 5 に一次元定在波を用いたマイクロバブ
ル内包ベシクルの捕捉および破壊の様子を
示す．音場に捕捉された (a)からベシクルの
破壊が完了する(d)までの間，ベシクルは移動
せず同じ場所に留まった．(b)においてベシク
ル内部の気泡の一部が合体して一つの大き
な気泡となり，その後(c)のように小さな気泡
を周囲に放出することでベシクルの破壊が
行われた． 

Fig. 6 に流路内を流れるマイクロバブル内
包ベシクルを集束超音波によって捕捉した
様子を示す．(a)～(d)は時系列に並んでいる．
流れの方向は右から左である．焦点位置に予
め捕捉されていた気泡に対してマイクロバ
ブル内包ベシクルが吸い寄せられ，約 1 秒間
焦点位置での捕捉に成功した．これより，焦
点付近で作用するビヤクネス力の効果によ
り，マイクロバブル内包ベシクルを捕捉可能
であることが示された．また，ベシクルと単
体気泡を同時に流すことで，効率的にベシク
ルを捕捉できる可能性も示唆された． 
 
(3)マイクロバブル内包ベシクルの超音波場
による位置制御に関する数値シミュレーシ
ョン 

開発された手法を用いて，流体・気泡・膜

構造の三次元シミュレーションを実施し，マ
イクロバブル内包ベシクル（バブルリポソー
ム）の超音波音場内での挙動について解析を
行なった．Fig.7(a)にシミュレーション系を
示す．ここでは，超音波照射の条件下でベシ
クル内部の気泡が力を受けて，ベシクル内部
で移動し，らにはその結果ベシクル全体が動
きはじめるシミュレーションを実施した．ま
ず始めに，   解析解と FCM による数値
計算結果の比較をFig. 7(b)に示す．ここでは，
横軸に気泡中心から並進方向の距離 x_1をと
り，縦軸に並進方向の流体の速度 u_1 を示し
ている．また気泡半径および球殻の半径はそ
れぞれ 0.5 µm および 2.5 µm とした．実際の
計算では，リポソームを固定することができ
ないため，計算値はベシクルの重心から見た
相対速度をプロットした．簡略化したモデル
ではあるが，気泡外部の流動に注目すれば，
解析解と計算による値とが精度良く一致す
ることが確認できる． 

次にベシクルの移動に対する内包する気
泡のサイズの影響などを調べるために，音圧
振幅 10 kPa，周波数 1 MHz の一次元定在波
の節と腹の中間点にバブルリポソームを置
き，その速度の時間変化を調べた．各時刻に

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 5 Destruction of microbubble-enclosed 
liposome using 1D standing wave. 
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Fig. 4 (a)Histogram of liposome diameters. 
(b)Relation between the diameters of liposomes 
and the number of enclosed microbubbles 
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Fig. 3 Microbubble-enclosed liposome. 
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(c) (d)

Fig. 6 Capturing microbubble-enclosed 
liposome at the focus of the focused ultrasound. 



おける気泡及びベシクルの重心速度の時間
変化をFig. 8に示す．ここでは気泡直径が1.0 
µm，1.5 µm，2.0 µm の三通りの結果を示し
ている．いずれの場合も，音場形成直後は気
泡とベシクルとの間には速度の乖離が存在
するが，気泡がベシクル膜に近づくにつれ両
者の速度が一致していく様子が確認できる． 

 

 

 
バブルリポソームを実際に生体に向けて

利用することを考えると，膜破壊のための超
音波照射の後，ベシクル自身はなるべく動か
さずに，膜破壊をその場で引き起こせるのが
望ましい．またそのときの音圧もできる限り
抑えるのが望まし．すなわち，低強度の超音
波で，カプセル膜はできるだけ動かさずに内
部の気泡のみを動かし，膜破壊を引き起こす
のが好ましい．ここでは，膜破壊の限界張力
をσmax =5.0×10-4 N/m と設定し，複数の気泡
半径 r0に対して，膜に限界張力を発生させる
ために必要な最小の音圧振幅 PA，および限界
張力が生じるまでにリポソームが移動した
距離 L を評価した． 
解析対象とした超音波照射系を Fig. 9 に示
す．ここでは，集束超音波の焦点部分に捕捉
された単一のバブルリポソームに対し，別の
超音波を照射し気泡を駆動する状況を考え
ている．Fig.9 中，音源 A，A’はともに周波
数 1 MHz の集束超音波を形成し，その焦点
における音圧振幅は 10 kPa である．これら

A，A’により三次元的な定在波音場を形成し，
その頂点部分に気泡を捕捉する．音源 B は周
波数を各気泡の共振周波数と一致させ，音圧
振幅については限界張力を与える最小の音
圧振幅とした． 

リポソーム半径で無次元化し，横軸に無次
元気泡半径，縦軸にベシクルの無次元移動量
をとり，対数プロットした図を Fig.10 に示す．
ベシクル内部の気泡径とベシクルの移動量
には，べき乗関係があるのがわかる．本計算
結果より，集束超音波で捕捉しながら，別の
集束超音波で膜破壊を誘起するためには，気
泡径を小さくした方が，ベシクルの移動量を
少なくして，膜破壊が可能となる．また，こ
こでは示さないが，計算結果より，リポソー
ム内部の気泡半径 r_0 が大きいほど，膜構造
にある張力を加えるために必要な音圧振幅
P_A は小さくなるのがわかった．このとき
P_A∝r0-0.5 の関係が成り立つことを示した． 
さらに，遠方場近似の下で気泡間相互作用

を考慮することで，超音波音場内でのバブル
リポソームクラスターの挙動予測が可能で
あることを示した．詳細については，本研究
の発表論文（雑誌論文①）を参照のこと． 
 

 
Fig. 9 Simulation setting of transducers 
 

Fig.10 Log plot of (traveling distance) 
/(liposome diameter) with respect to the 
ratio of the radius of bubbles to that of 
liposome 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
Fig.7 (a) Simplified model of bubble liposome (b) 
Profile of velocity u1 along the streamwise axis x1

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 8 Time evolution of velocity; ○,● : 2.0 
µm-bubble and vesicle; □,■: 1.5 µm; ◇,◆: 1.0 
µm 
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