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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、本邦で臨床使用可能な超音波造影剤Sonazoidから、超音波分子イメージン
グ用の分子標的気泡の作成が可能か否かについて検討することである。Lactadherinと混合することにより、Sonazoid
のインテグリンavb3に対する集積性を向上させることが可能であったことから、Sonazoid-lactadhrin複合体はインテ
グリンavb3を多く発現する腫瘍血管や血管新生療法に伴う新生血管に対する分子標的気泡となり得る可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed the preparation method of targeted-bubbles for 
ultrasound molecular imaging based on clinically available ultrasound contrast agent, Sonazoid. By modifyi
ng Sonazoid with lactadherin, the number of adhered bubbles to integrin avb3-expresssing endothelial cells
 was increased significantly. Our results would imply the feasibility of lactadherin-bearing Sonazoid as u
ltrasound contrast agent for angiogenesis. The future in vivo studies would be of benefit.
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１．研究開始当初の背景 
造影超音波検査は微小気泡を血流トレ

ーサとして利用する非侵襲的な造影検査法
である。微小気泡の大きさは数m と赤血球
よりも小さく、肺の毛細血管をも通過する
ことが可能なため、理論的には全身の微小
循環の非侵襲的評価が可能である。近年、
微小気泡を単に血流トレーサとしてではな
く、気泡表面に生体内抗原に特異的な抗体
やペプチド・タンパクを化学的に結合させ
ることにより(分子標的気泡)、炎症性血管
病変・血栓・動脈硬化巣・新生血管等に特
異的に集積させ、その気泡を画像化するこ
とで造影超音波法を利用した分子イメージ
ングを行おうとする試みがなされている。 

分子標的気泡を用いた超音波分子イメ
ージングは、動物実験レベルにおいて良好
な分子標的性および十分な染影画像が得ら
れることが報告されている。しかし、分子
標的気泡の作成は技術的に困難であり、超
音波分子イメージングを行っている研究グ
ループは世界的にも少ない。また、既報で
使用されている分子標的気泡は研究用に特
化されたものであり、臨床応用することは
難しい。 

我々は先般、本邦で臨床使用可能な超音
波造影剤(微小気泡)Sonazoid の殻の構成成
分であるリン脂質・ホスファチジルセリン
(PS)を足場とし、かつ PS と特異的に結合す
る Annexin V を仲介分子として用いること
で、Sonazoid の表面に IgG 抗体を結合させ
得ることを報告した(Mol Imaging Biol 
2011)。臨床使用可能な微小気泡を基盤とし
た分子標的気泡の作製の可能性を世界で初
めて報告することができたが、同時に
(Annexin V 反応時に添加する Ca2+の影響に
よる)気泡凝集などの問題が認められ、現状
ではヒトを含めた生体応用が困難なことも
示された。Ca2+非依存的に PS を認識する新
規分子を仲介分子として用いることで、こ
の問題は解決可能であると思われる 

MFG-E8(別名 Lactadherin)は、アポトーシ
スの研究領域において発見された、Ca2+非
依存的に PSとインテグリン αvβ3/αvβ5を橋
渡することで、マクロファージによるアポ
トーシス細胞の貪食を促す機能を有する生
体内タンパクである。Lactadherin を用いる
ことで、Sonazoid を基盤とした臨床応用可
能な分子標的気泡が作製できる可能性があ
る。 

 
 
２．研究の目的 

本研究では、Sonazoid と Lactadherin の

併用により、臨床応用が可能なインテグ
リン αvβ3に対する分子標的気泡の作製が
可能か否かについて検討し、その医学的
安全性及び有用性についても併せて検討
を行った。 

 
 
３．研究の方法 
(1)Sonazoid-lactadherin 複合体の作製 

SonazoidとLactadherinが複合体を形成す
るか否かについて、FACS により検討を行っ
た。Lactadherin を Phycoerythrin(PE)にて蛍光
標識した後 (同仁科学 ; LK-23 を使用)、
PE-Lactadherin と Sonazoid を混合し、十分な
洗浄・遠心操作の後、Sonazoid から PE の信
号が検出可能か否かについて検討した。ま
た、Sonazoid と Lactadherin の結合安定性を
評価するため、FACS 後のサンプルを用手攪
拌し、FACS にて再解析を行った。最後に、
SonazoidとPE色素のみを反応させた群を準
備し、Sonazoid と Lactadherin の結合の特異
性を評価した。 

(2)Lactadherin 修飾による Sonazoid の気泡
径および造影能への影響 

Lactadherin と複合体を形成することで、
Sonazoid の気泡径の増大および造影能の低
下が惹起されるか否かについて検討を行っ
た。気泡径については、Lactadherin との反
応前後における Sonazoid の直径を Coulter 
Counter (Multisizer III を使用)を用いて測定
した。造影能については、Lactadherin との
反応前後における Sonazoid を手製のアガロ
ースゲル容器に充填し、診断用超音波装置
SONOS5500 (Philips 社)により画像化し、輝
度解析を行った。 

(3)インテグリンv3 発現細胞に対する
Sonazoid-lactadherin 複合体の分子標的性
の検討(流路系での検討) 

Sonazoid-lactadherin 複合体がインテグリ
ンv3に対する分子標的性を有しているか
否かを検討するために、Parallel-plate flow 
chamber system を用い、shear stress がかかる
流路内でインテグリンv3 発現細胞
(HUVEC)と Sonazoid-lactadherin 複合体が接
着するか否かについて検討を行った。
HUVEC を直径 33mm のカバーガラス上で
培養し、幅 2.5mm・高さ 0.254mm のゴムシ
ートを装着した。そのスリット内に 5×106 
bubbles/ml の Sonazoid あるいは Sonazoid 
-lactadherin 複合体を 0.7 dynes/cm2の速度で
4 分間灌流させた。6 分間洗浄した後、
HUVEC に接着した気泡数を定量し、比較検
討を行った。 



(4)Lactadherin とインテグリンv3 の結合 
様式の検討 
インテグリンv3 と Lactadherin との結合

が、Lactadherin の RGD 領域を介したもので
あるか否かについて、solid-phase ELISA の実
験系により検討を行った。96 穴 Maxisorp plate
を Lactadherin(10g/mL)でコーティングした。
HUVEC を 4×104 cells ずつ添加し、15 分間反
応させた後にプレートに接着した細胞数を
算出した。同時に、プレートに播種する前の
HUVECに抗インテグリンv3抗体あるいは
cRGD ペプチドで前処理することにより、接
着細胞数が変化するか否かについて検討を
行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)Sonazoid-lactadherin 複合体の作製 

PE-lactadherin と混合することにより、PE
の蛍光を発する気泡の存在が確認できた。ま
た、PE-lactadherin の添加量に比例して、気泡
から得られる蛍光輝度は増大した(図 1)。この
ことから、Sonazoid と Lactadherin は複合体を
形成することが明らかとなった。 

図 1. Sonazoid と Lactadherin の結合の確認 
 
 
また、Sonazoid と Lactadherin の結合は、少し
の衝撃程度では解離しないことが明らかと
なった(図 2 左)。また、PE 色素と混合した
Sonazoid に比し、PE-lactadherin と混合した
Sonazoid において、強い PE の信号が確認さ
れたことから、Sonazoid と Lactadherin は結合
特異性が高いことが明らかとなった(図2右)。 

図 2. Sonazoid と Lactadherin の結合安定性と
特異性 

(2)Lactadherin 修飾による Sonazoid の気泡 
径および造影能への影響 
Lactadherin と複合体を形成しても、

Sonazoid の気泡径に有意な変化は認められ
なかった(Lactadherin なし：2.90.0.04 m 
vs. Lactadherin あり：2.81.0.02. m、いずれ
も平均径 ) 。このことから、 Sonazoid- 
lactadherin 複合体は、生体投与可能なサイズ
を維持できていることが明らかとなった。
また、Sonazoid-lactadherin 複合体の造影能は、
Sonazoid とほぼ同等であった(図 3)。 

図 3. Sonazoid-lactadherin 複合体の造影能 
 
 
(3)インテグリンv3 発現細胞に対する

Sonazoid-lactadherin 複合体の分子標的性
の検討 
Lactadherin で表面を修飾することによ

り、HUVEC に接着する Sonazoid の気泡数
は有意に増加した(Sonazoid なし：12.16.0 
個 vs. Sonazoidあり：58.733.1 個) (図 4)。 

図 4. HUVEC に対する Sonazoid の接着性 
 
 
(4)Lactadherin とインテグリンv3 の結合
様式の検討 
cRGD あるいは抗インテグリンv3 抗

体で HUVEC を前処理することで、
Lactadherin に対する HUVEC の接着が有意
に減弱したことから、両者の結合は
Lactadherin の RGD 領域を介して行われて
いることが示唆された(図 5)。 

 
 
 



図 5. RGD 領域を介した Lactadherin とインテ
グリンv3 の結合 

 
 
結論 

Sonazoid と Lactadherin を併用することに
より、臨床使用可能な超音波造影剤を基盤と
した分子標的気泡の作製の可能性が示唆さ
れた。今後、in vivo 実験により、その医学的
有用性についての更なる検討が必要ではあ
るが、Sonazoid-lactadherin 複合体が、腫瘍血
管や血管新生療法に起因する新生血管に対
する超音波分子イメージング用造影剤とし
て有用である可能性が示唆された。 
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