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研究成果の概要（和文）：本研究でセラノスティクスバブル製剤の開発に成功した。それはDSPC：DSPG：
DSPE-PEG2000（30：60：10（モル比））にパーフルオロプロパンガスを封入した平均粒径1～2μmのバブル製剤
である。無菌製造法と室温保存できる凍結乾燥製剤化を確立した。
開発されたバブル製剤は、造影超音波による血流造影だけでなく、治療超音波照射によるオシレーションによっ
て血管をオープニングさせ、薬物を送達できた。マウスの耳の毛細血管を用いたエバンスブルーの送達実験、甲
状腺癌罹患犬に対するDOXILの送達実験から証明された。セラノスティクスバブル製剤の開発は世界でも本研究
が最初である。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in the development of theranostic bubble preparation in this 
research. The bubble formulation is composed of DSPC:DSPG:DSPE-PEG2000(30:60:10 (molar ratio)) and 
contains perfluoropropane gas. The average particle size is 1 to 2 um.　Blood vessel permeability 
enhancement by bubble preparation and ultrasound was examined in the mouse ear. Evan's blue emission
 was observed.　The therapeutic effect was obtained from the experiment of delivery of DOXIL to dogs
 with thyroid cancer.　In addition to blood flow imaging with contrast-enhanced ultrasound, the 
developed bubble preparation was able to open the blood vessel by oscillation with therapeutic 
ultrasound irradiation and deliver the drug.　This research is the first in the world to develop a 
theranostic bubble formulation.

研究分野：複合領域

キーワード： マイクロバブル　超音波　セラノスティクス　腫瘍新生血管　血液脳関門

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
国民の４人に１人が 65 歳以上となる超高齢化社会に入った我が国において、高齢者疾患の原因臓器・細胞を標
的とする画期的な薬物治療法の開発は急務である。画期的なシステムとしてtherapeutics（治療）と
diagnostics（診断）の両機能を有するセラノスティクス（Theranostics）が注目されている。本研究でセラノ
スティクスバブル製剤の開発に成功した。開発されたバブル製剤は、造影超音波による血流造影だけでなく、治
療超音波照射によるオシレーションによって、照射部位でのみ血管をオープニングさせ、薬物を送達出来る。セ
ラノスティクスバブル製剤の開発は世界でも本研究が最初である



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
国民の４人に１人が 65 歳以上となる超高齢化社会に入った我が国において、高齢者疾患の
原因臓器・細胞を標的とする画期的な薬物治療法の開発は急務である。画期的なシステムとし
て therapeutics（治療）と diagnostics（診断）の両機能を有するセラノスティクス
（Theranostics）が注目されている。ここ４〜５年の間に急速に展開している研究領域で、2011
年には専門のジャーナル“Theranostics”が発刊されている。 
我々は超音波とバブル製剤を組み合わせた超音波セラノスティクスの研究開発を推進してい
る（文献１−５）。超音波には、診断用超音波（5〜20MHz）と治療用超音波（0.5〜3MHz）が
あり、両方の超音波に応答するバブル製剤があれば、診断と治療を可能とし、超音波セラノス
ティクスを構築できると考えた。 
現在、国内外で臨床で使用されているマイクロバブルは、キャビテーションによる治療を想
定していないので、新たなバブル製剤が必要である。一連のバブルリポソームの研究成果から、
診断と治療を達成するためには、バブルの血管内および腫瘍内での滞留性と安定性が必要であ
ることと治療用超音波に対する応答性の高さが重要であることが解った。この両方の特性を持
ったバブルは現在まで開発されていない。また、多くの研究は、担癌マウスでの研究が主で、
大型動物での有効性の検証が不可欠である。 
	  
２．研究の目的 
超音波セラノスティクスを実現するバブル製剤の開発 
 
３．研究の方法 
①セラノスティクスバブル製剤の開発：臨床使用実績のある外殻素材と造影ガスについて
バブルを調製し、マウス尾静注投与後の造影能の測定から最終処方の検定を行った。 
②セラノスティクスバブル製剤の機能評価：凍結乾燥製剤を復水し、In vitroキャビテー
ション、マウスを用いて生体内安定性と滞留性、造影性能、ソノポレーションについて検
討した。 
③セラノスティクスバブル製剤の in vivo検証実験：ミニブタ・イヌに静脈内投与し、ヒト
用超音波造影装置を用いて、血管や主要臓器の造影の持続時間、鮮明性を評価した。治療
用超音波で、温熱療法、薬物・遺伝子導入を実施し、病理学検査から治療効果および組織
傷害性を検証した。特に、鳥取大学農学部の獣医師の協力を得て、甲状腺癌罹患犬に対する
腫瘍血管オープニングによる DOXIL の治療実験を行った。	
４．研究成果	
①セラノスティクスバブル製剤の開発：	
既に特許申請（文献１）したバブルをプロトタイプとし、外殻素材について検討した。造影
ガスには、国内で唯一臨床用に供給されるパーフルオロプロパンガス（PFP ガス、bp	-36.7℃）
を用いることにした。。PFP 存在下ホモジナイザー（15,000rpm、５分）を用いてバブルを調製
し、マウスの血流造影時間で比較検討した結果、DSPC：DSPE-PEG2000 をベースにした組成に DSPG
を添加した場合にパーフルオロプロパン（PFP）ガスの保持性を高め、安定性を高める事が判明
した。PFP ガスを内核とし、外殻素材として“DSPC：DSPG：DSPE-PEG2000＝30：60：10（モル
比）”から成る、平均粒径 1～2μmのバブル製剤が最も安定な造影能を示し（図 1）、最終セラ
ノスティクスバブル製剤に決定した。	
	

	
最終剤形は、室温で保存できる造影ガス充填凍結乾燥製剤でバイアル瓶で供給することが目
標なので、等張量のスクロースを添加して凍結乾燥製剤化を検討した。常法に従って、-30 度
の冷蔵庫で事前に凍結し、凍結乾燥装置でバブルの凍結乾燥製剤化を行った。凍結乾燥直後の
製剤について、特性を評価したところ、凍結乾燥前の特性を示し、バブル数も元の数だけほぼ
あった。ところが、約１ヶ月の室温保存中に、凍結乾燥製剤のケーキの縮みや割れる状態が出
現した。このものを復水すると、バブルの数の減少が起きており、超音波造影能も低下してい



た。凍結乾燥を専門とする業者に相談し、この解決に取り組み、約半年以上の時間を費やした
が、凍結乾燥機の冷却装置で凍結することと、減圧と冷却速度などの微妙なコントロールが重
要であることが判った。この様に、実用に耐える新しい凍結乾燥プロトコールを完成すること
ができた。ケーキの縮みや割れを生じない凍結乾燥条件を見出すことができ、再現性のあるバ
ブルの凍結乾燥製剤を得ることができるようになった。	
外殻素材の無菌化と乳化操作を無菌的に行う必要があるが、オートクレーブ可能な装置を用
いることで、解決できた。スケールアップの問題があるが、最終製剤処方、無菌的な製造法、
室温保存できる凍結乾燥製剤化を完成した。特に、凍結乾燥操作で減圧と冷却温度の制御が重
要である点を知れたことが大きな成果である。	
②セラノスティクスバブル製剤の機能評価： 
DSPC：DSPG：DSPE-PEG2000＝30：60：10（モル比）からなるバブル製剤は、パーフルオロプ
ロパンガスの保持性が良い、つまりマウス体内でも、30分程度まで血流観測できる生体内
安定性と滞留性をもつ組成比であることが判明した。 
ルシフェラーゼ発現プラスミド DNA とバブル製剤を ddY マウスの静脈内に同時投与
し、直ちに肝臓または心臓に向けて超音波(周波数：1 MHz、照射時間率：50％、照射強
度：1 W/cm2、照射時間：1分、繰り返し周波数：2 Hz) を照射した。24時間後、ルシフ
ェラーゼ活性を測定した。その結果、肝臓または心臓に超音波を照射した群では、超音波
のみを照射した群と比較し高いルシフェラーゼ活性が認められた（図２）。このことから、
本バブル製剤と超音波を組み合わせることで、ソノポレーションが誘導され pDNAが導入
されたと考えられ、in vivo 遺伝子デリバリー機能を確認した。また、100mmディッシュ
にドキソルビシン耐性細胞 K562/Adrを培養し、ドキソルビシン送達を行った。その結果、
本バブル製剤＋超音波の組合せ群でドキソルビシンによる高い細胞傷害性が認められた 

 

 
③セラノスティクスバブル製剤の in vivo検証実験： 
③−１ブタ腎臓の血流造影：ブタに復水したセラノスティクスバブル製剤を静注して、ヒト用
超音波造影装置で腎臓の血流造影を行ったところ、投与直後から腎臓の血流が観測され、哺乳
大動物でもセラノスティクスバブル製剤は超音波造影として使用できることが示された。	
③−２血管オープニングによる薬物送達実験：モデル薬物として青色色素であるエバンスブ

ルーを用い、セラノスティクスバブル製剤と超音波による血管透過性亢進について検討した。
エバンスブルーとセラノスティクスバブル製剤をマウス尾静脈から投与し、超音波造影用のゲ
ル上にのせたマウスの右耳に超音波を照射した。超音波照射 10 分後にマウスの左右の耳を観察
したところ、超音波を照射した右耳のみにおいてエバンスブルーが血管外へ漏出している様子
が観察できた（図３）。このことから、セラノスティクスバブル製剤と超音波を利用することで
血管の透過性を亢進可能であり、今回の条件では 1時間程度透過性の亢進効果が持続すること
が示唆された。	
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③−３甲状腺癌罹患犬に対する腫瘍血管オープニングによる治療実験：甲状腺癌罹患 Wコーギ
ー犬（雌、10 歳、10kg）に DOXIL	0.7mg/kg を 10 分間持続注入し、セラノスティクスバブル製
剤 0.2mL をボーラスで投与し５分後に医療用超音波（1MHｚ、2W/cm2）を 15 分間照射した。こ
の施術を 4回繰り返した。その結果、腫瘍の大きさは縮小していき、造影ＣＴ検査でも、図４
に示す様に明らかな縮小が確認された。	
	

	
	

④結論	 	
以上のことから、本研究で新規に開発されたセラノスティクスバブル製剤は、造影超音波に
よる血管の血流造影だけでなく、治療超音波照射によるオシレーションによって、照射部位で
のみ血管オープニングを生じ薬物を送達出来ることが示された。この様に、本研究で開発され
たバブル製剤はセラノスティクス機能を有したセラノスティクスバブル製剤として有用である
ことが示された。	
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