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研究成果の概要（和文）： 
本邦で臨床使用可能な超音波造影剤Sonazoidを基盤とした分子標的気泡の作成の可能性に
ついて検討した。Annexin V、アビジン－ビオチン結合を仲介させることにより、Sonazoid
の表面に IgG 抗体を付加できることが明らかとなった。今後、Sonazoid を基盤とした分子
標的気泡を利用した超音波分子イメージングの臨床応用が期待できる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
The feasibility of preparation method of antibody-carrying microbubbles based on the clinically 
available ultrasound contrast agent, Sonazoid was examined. By utilizing the Annexin V and 
avidin-biotin complex formation, the attachment of IgG antibodies onto the surface of Sonazoid 
bubbles was feasible. Although the further study should be required, the molecular targeted-bubbles 
based on Sonazoid might be applicable to the clinical settings for ultrasound molecular imaging in 
the near future. 
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１．研究開始当初の背景 

超音波造影剤である微小気泡は超

音波に対して脆弱であり、超音波照射に

よって容易に崩壊することが知られて

いる。また、細胞近くで気泡崩壊を起こ

した場合、近接する細胞の膜透過性を一

時的に亢進させることが明らかとなっ

ており、この特性を利用した超音波と微

小気泡の併用による細胞内への薬剤や

遺伝子の非侵襲的伝達法の開発が広く

行われている。 
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1998 年以降、超音波造影剤の表面に

化学的に抗体・ペプチドを結合させ、生

体内の特定の分子にのみ集積する分子

イメージング用造影剤(分子標的気泡)と

して利用しようとする試みが数多くな

されている。近年では、分子標的気泡を

利用した炎症性血管病変や新生血管の

超音波分子イメージングが動物実験に

おいて広く検討されている。しかしなが

ら、分子標的気泡の作成は技術的に難し

く、超音波分子イメージングを行える施

設は世界的にも少ない。このことが、本

法の研究開発の障害になっている。 

簡便な分子標的気泡の開発は、将来

的に薬剤の内包や気泡表面への薬剤・遺

伝子の付加により、体内の特定部位(特

定の分子を発現した部位)のみを標的と

した Drug Delivery System の開発へとつ

ながる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 

超音波分子イメージングの臨床応

用を考慮し、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成を

目的とした。実際には、本邦で臨床使用

可能な超音波造影剤(Sonazoid、第一三

共)を用い、Sonazoid の表面(殻上)に存在

するホスファチジルセリン(PS)を足場と

して、Sonazoid の表面に IgG 抗体を接着

させ得るか否かについて検討した。 
 
 
３．研究の方法 

(1) PS と特異的に結合することが知

られている Annexin V を蛍光標識し、

Sonazoid と混合・反応させることで

Sonazoid が蛍光標識されるか否か、つま

りは SonazoidとAnnexin Vが結合するか

否かについてフローサイトメトリー

(FACS)により評価した。 

(2)次に、ビオチン化した Annexin V

を用い、アビジン－ビオチン結合を利用

して Sonazoid の表面にストレプトアビ

ジンを結合させ得るか否かについて検

討した。Sonazoid とビオチン化 Annexin 

V を反応させた後、蛍光標識したストレ

プトアビジンと反応させ、蛍光標識され

た気泡の有無を FACS で評価した。 

(3) 次に、Annexin V・アビジン－ビ

オチン結合を利用して Sonazoid の表面

にビオチン化した IgG 抗体を接着させ

得るか否かについて検討した。Sonazoid

とビオチン化 Annexin V、ストレプトア

ビジンを順番に反応させた後に、ビオチ

ン化かつ蛍光標識した IgG 抗体と反応

させ、蛍光標識された気泡の有無を

FACS で評価した。 
 
 
４．研究成果 

Annexin VはPSとCa2+依存的に結合

することが広く知られているため、

FACS による検討を始める前に、Ca2+の

添加が Sonazoid に与える影響について

検討した。その結果、Ca2+の添加により

明らかな気泡の凝集・消失が認められた

(図 1A)。これは、Ca2+添加により気泡表

面の負の電荷が中和され、気泡の安定性

を失った結果だと考えられた。また、気

泡数をCoulter Counterを用いて定量的に

測定した結果、0.05mmol/L 以上の濃度の

Ca2+の添加では気泡数の有意な減少が

認められた(図 1B)。そのため、以下の検

討は全て 0.05mmol/L の Ca2+存在下で行

った。 



 

 

 
図 1. Ca2+添加による Sonazoid 気泡の消失 

 

蛍光標識した Annexin V を Sonazoid

に添加・反応させ FACS 解析を行ったと

ころ、蛍光標識された気泡の存在が確認

できた。(図 2)。 

 

図 2. Annexin V による Sonazoid 中 PS の認識 

 

また、ビオチン化 Annexin V－

Sonazoid 複合体とストレプトアビジンの

結合も FACS により確認できた(図 3)。ビ

オチン化 Annexin V を添加しない場合に明

らかな蛍光強度の減弱が認められたこと

から、Sonazoid とストレプトアビジンの結

合はアビジン－ビオチン結合を介してい

ることが裏付けられた。 

 
図 3. アビジン－ビオチン結合を介した

Sonazoid とストレプトアビジンの結合 

 

最後に、PS を足場とし、Annexin V・

アビジン－ビオチン結合を利用するこ

とでSonazoidの殻上に IgG抗体を接着さ

せることが可能であった(図 4)。 

 
図 4. Sonazoid を基盤とした分子標的気泡 

 

これらの結果より、Annexin V 及びアビジン

－ビオチン結合を利用することで、

Sonazoid を基盤とした分子標的気泡が作成

できる可能性が示唆された。しかしながら、

①Annexin V は PS の認識に Ca2+を必要とす

ること、②ストレプトアビジンは免疫原性

を有するために生体内へ複数回投与が難し

いという問題点が考えられた。 

そこで、Annexin V に代わる分子として、



 

 

Ca2+非依存的に PS を認識する分子として

知られている Lactadherin (MFG-E8)を用い

た分子標的気泡の作成に着手した。 

Annexin V と同様に、Lactadherin が Sonazoid

中の PS を認識することが確認できた。また、

PSとの結合力を比較したところ、Annexin V

に比し Lactadherinでより強固であることが

確認できた。このことから、Sonazoid を基

盤とした分子標的気泡の作成において、

Lactadherin は Annexin V よりも有用な分子

である可能性が示唆された。 

今後、Lactadherin を用いた分子標的気泡作

成法の最適化、その安全性や医学的有用性

の検討など更なる検討が必要だが、

Sonazoid を基盤とした分子標的気泡を用い

た超音波分子イメージングの臨床応用が可

能となる日が来るかもしれない。 
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