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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン E1 封入ナノ粒子製剤はナノ微粒子の中に PGE1

を封入しミセル製剤である。本研究ではミセル製剤を高速攪拌法でバブル化を試みた。攪拌前

後を解析した結果、１０００倍以上の粒子数増大が認められ、ミセル内部のガス封入さが強く

示唆された。バブルは３ミクロン前後に集中していた。今後、さらに動物実験の検討が必要で

あるが、ミセル製剤を超音波造影剤や薬物投与促進剤としての応用に一歩前進する情報が得ら

れた。  

 

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin E1(PGE1)  

Liple is the medication of prostaglandin E1. This drug is a drug delivery system which 
is in the form of micelles. In the current experiments, a high speed mixing device was 
devised to entrap gas within its structure. Analysis measurement resulted in significant 
difference in size before and after treatment at least in the range of 3-10 µm. It was 
strongly suggested that this new air trapped micelles could act as a contrast agent for 
ultrasound imaging and for delivery of various drugs, including prostaglandin E1. 
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１．研究開始当初の背景 

バイオテクノロジーの分野では、細胞に遺
伝子を導入する技術を用いて研究が進めら
れている。ウイルスを用いた方法やエレクト
ロポレーション法があるが、ともに局所的な
細胞への導入に不適切である。近年、超音波

を用い細胞内に遺伝子を導入する方法が注
目を集めている。細胞に超音波を照射すると
一時的に薬物の細胞内への取り込みが促進
されるという現象は古くから知られていた。
最近その取り込みのメカニズムの概要が明
らかにされつつある。超音波によって細胞周
辺で微細泡が発生し、また非常に短時間で潰
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れて消失するキャビテーションと呼ばれる
物理運動が起こる。この微細な気泡（マイク
ロバブル）が細胞の周囲で破裂することによ
ってジェット水流が起こり細胞膜に微細な
穴を開ける (Tachibana K, et al.-Lancet 
(1999, 353: 1409))。この穴を通して細胞内
への薬剤の取り込みが行われていると考え
られている。この超音波照射による取り込み
能は、脂質などから成るマイクロバブルと超
音波照射を併用した場合さらに高まる。この
現象が超音波遺伝子導入ブースター剤の基
本原理となっている。超音波による細胞穿孔
とマイクロバブルを併用して遺伝子を細胞
内へ取り込ませる方法（ソノポレーション
法）は、標的細胞へのダメージも低く、効率
よく遺伝子を導入できることがわかってお
り(Ohta S, Suzuki K, Tachibana K, Genesis 
37: 91-101, (2003))、すでにこの方法は医
学臨床分野において薬剤デリバリーシステ
ムの一つとして有効であるとの研究成果が
あ る (Yamaguchi K, et al. Journal of 
Medical Ultrasonics 36:3-8, 2009)。発生
学、生化学、薬理学、分子生物学など幅広い
生命科学分野において低侵襲で薬物、遺伝子
を導入する研究に応用できる。また将来的に
はヒトの脳神経疾患における薬物治療、遺伝
子治療の基礎技術となりえる。上記のごとく
超音波遺伝子導入または抗がん剤のブース
ター剤の需要は非常に高いものと予想され
る 

２．研究の目的 

プロスタグランジン E1(PGE1)封入ナノ粒
子製剤（リプル注™）は２００nm の微粒子の
中に末梢血管障害に有効な PGE1、または、そ
の誘導体を封入したものである（ミセル製
剤）。この粒子は障害血管部位にターゲット
されるので、微量投与で有効、それゆえ全身
性副作用が少ないのが特徴である。第 1 世代
製剤 (右図)：ＰＧＥ１と大豆油を使用した
ものである。日本ではパルクス、リプルとし
て、また韓国・中国でも 広く使われている。
本課題は世界に先駆け、革新的なナノバブル
作製方法を開発し、超音波がん薬物療法の臨
床応用の可能性を早急に見いだすことであ
る。 

 

３．研究の方法 

（１）プロスタグランジン E1 製剤（リプル
注）を軽量容器 Vial に分注し、容器本体を
パーフロカーボンガス高圧下で超高速振盪
5000−6000 回/分で“8”の字に激しく振る。
上記の処理を施すことで高濃度・高均一サイ
ズのナノ・マイクロバブルを作成した。［ナ
ノバブル製剤の材料］販売名：プロスタグラ
ンジン E1製剤 リプル注 10μg (旧ミドリ
十字開発) 一般名：アルプロスタジル，

Alprostadil （ JAN ） 化 学 名 ：
7-{(1R,2R,3R)-3-Hydroxy-2-[(1E,3S)-3-hy
droxyoct-1-en-1-yl]-5-oxocyclopentyl} 
heptanoic acid 

 

 

  

ＰＧＥ１と大豆油を使用したものである。 

 

特 殊 超 高 速 振 動 装 置 5000-6000/rpm 
（“8”の字振盪型） 
 

（２）リポソームやミセル製剤がどのように
微小気泡化するか観察装置を作成した。高速
撹拌装置（回転数６０００rpm）は安全上の
理由で頑丈な閉鎖容器で保護され、高速回転
で撹拌される容器内をリアルタイムで観察
することは難しく、撹拌前後の溶液の微小気
泡化状態を測定する必要がある。リポソーム
が撹拌中に微小気泡化する過程を視覚化す
るために高速撹拌装置に改良を加え、撹拌中
の容器内を観察できる状態を作った。また、
高速度カメラで容器内の液体の様子を記録
し、画像イメージ解析で液体の微小気泡の挙
動を詳しく観察した。今までに高解像度
(2400 万画素)・高速度カメラ(1／2.5 万秒)
で液体中のリポソームが微小気泡化する様
子を光学的に観察した。高速度で移動する流
体のイメージを 2方向から同期させながらの
撮影した。 
 



 

 

 

２台のカメラでフラッシュと同期させなが
ら２方向からの撮影 

Nikon SB-900 distance range; 0.6 m to 20 
m: Flash mode; TTL, Auto Aperture flash, 
Non-TTL auto flash:Guide number 
(20°C/68°F); 34/111.5 (ISO 100), 
48/157.5 (ISO 200). lithium (1.5V), 
Oxyride (1.5V) or Ni-MH (2600 mAh) Flash 
duration; 1/880 sec. time 1/32000sec~ 
Micro-NIKKOR 105mm 1:2.8  x2 本 
0.41m/1.34ft., Filter attachment 52mm, 
Hood HS-14. Image sensor: CMOS sensor, 36.0 
x 23.9 mm 

 

（３）ミセル製剤のバブル化の測定にベック
マン・コールター社の粒子のわずかな形態変
化を正確に定量化できる高分解能・小型・低
コストのフローサイトメーター Cell Lab™ 
Quanta SC を使用した。 レーザとコールタ
ー原理を同時に用いる光・電気ハイブリッド
検出系を搭載し、高分解能な形態定量情報に
より正確な粒度分布測定を行った。また、粒
度分布の同時測定で単位容積または単位表
面積あたりの正確な蛍光量を解析した。 
 

４．研究成果 

ミセル製剤マイクロバブル化 

  

６０００回転で攪拌している瞬間(左)。ミセ
ル製剤リプルを攪拌した直後の写真(右) 
 

上記の方法でリプル注を攪拌した結果、肉眼
的な所見で乳白色の度合は変化は認められ

なかった。また、攪拌時間を延長したサンプ
ル（１分、２分、５分）でも特に変化は認め
られなかった。 

 

高速での攪拌中の容器対攪拌アームの角度
と位置は下記のグラフに示す（表の左列は写
真ID番号） 
 

   

 

 

 
攪拌によってミセル製剤内にミクロのガス
が封入されたと予想された。また、ミセル製
剤そのものの崩壊は測定された範囲では検
出されなかった。 

 

マイクロバブルの数と大きさの測定 
 
フローサイトメーターで上記方法で作成した
ところ、コントロール群に比べ、ミセル製剤
を高速で攪拌した方が優位に粒子直径の増大
が認められた。下図の示されたようにコント
ロール群で３ミクロン以下の粒子直径のピー
クが攪拌後(左図）でピークが１から２マイク
ロメータへシフトしている。以上の結果から
少なくともミセル製剤のサイズと数に変化が
起こったことが示唆された。 

 
Tali 細胞アナライザーによる結果 
顕微鏡画像によるデジタル画像解析でもフ
ローサイトメトリーと同様の実験結果が得
られた。 



 

 

 

 

コントロール（ミセル製剤の攪拌する前） 

 

 

 

パーフロロカーボンガスを注入した直後の
ミセル製剤バブル 
 
上記の実験を１０倍、１００倍で希釈したサ
ンプルで測定した結果、１０倍希釈でほぼ２
倍の数のマイクロバブルが観察されたが、１
００倍希釈では全くマイクロバブルが検出
去れなかった結果、１０倍希釈で最適な濃度
があると推測された。 

 

以上の実験結果でミセル製剤のバブル化が
同作成方法で可能であることが証明された。
また、ナノバブルの存在を示唆する所見も現
在進行している実験で得られているのでさ
らに深く検討が必要である。現在、癌細胞株
（リンパ腫、乳癌、子宮頸癌、メラノーマ細
胞）におけるナノバブル/抗がん剤と超音波
併用による殺細胞効果について判定中であ
り Apoptosis Detection Kit(CHEMICAL 
INTERNATIONAL)を用いてアポトーシスの評
価をしている。上記の実験結果で示されなか
ったが、超音波造影剤としての特徴も十分、

示されたので薬物の促進剤のみでなく、造影
剤としての可能性が期待される。 
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