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研究成果の概要（和文）：分子標的超音波診断用造影剤として新規界面活性剤であるシクロアミロース修飾界面活性剤
を基盤材料とした生体安定性の高いナノバブルの開発を行った。その結果、新規界面活性剤にポリエチレングリコール
(PEG)化リン脂質を混合させることで微小かつ安定性の高いナノバブルの調製に成功した。また、微小気泡に葉酸また
はガラクトースを標識させることで、ターゲット分子への集積性に優れたナノバブルを調製できることが分かった。
本研究で開発した微小気泡は、生体内での安定性と癌細胞などへの集積性に優れた新規超音波診断用造影剤として期待
される。

研究成果の概要（英文）：The present study aims to develop molecular-targeted ultrasound contrast agents (n
anobubbles) using a newly synthesized cycloamylose-modified surfactant (CA-LA). Nanobubbles with high disp
ersion stability in blood serum can be obtained using mixed CA-LA and a polyethylene glycol (PEG)-modified
 phospholipid as the dispersion agents.  The labeling of folic acid to the nanobubbles enhances their accu
mulation to KB cells having folate receptors.  Galactose-labeled nanobubbles are selectively accumulated t
o human liver tumor cells (HepG2), in which asialoglycoprotein receptors are generated.  The results revea
l that the nanobubbles obtained in the present study can be a useful ultrasound contrast agent having high
 stability in blood and high accumulation ability to tumor cells.
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１．研究開始当初の背景 
 超音波診断は、超音波を体内に発信し目的
部位から反射された音波を検出して画像化
する「安全」、「迅速」、「簡便」、「安価」な医
療診断機器であり、一般クリニックにも広く
普及している。このような観点から、超音波
診断技術が普及・拡大すれば患者の負担を軽
減できるだけでなく、医療費削減につながる
ことが期待される。 
微小気泡は超音波を強く反射するため、超
音波造影剤として応用されているが、現在、
使用・認可されている造影剤は、気泡サイズ
が大きい（数m）ため、体外に容易に排出
されやすく、また血管外にある癌組織への集
積は期待できない。このため、①さらに微小
で、②生体安定性が高く、③分子標的能力を
付与した「ナノバブル造影剤」の開発が必要
とされている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、超音波分子イメージング用分
子標的ナノバブル造影剤の開発のため、新規
に開発した界面活性剤であるシクロアミロ
ース修飾界面活性剤(CA-LA)を材料とした生
体安定性の高いナノバブルを開発すること
を目的とする。この目的を達成するために、
下記の(1)から(3)について検討した。 

 
(1)  生体環境下においても分散安定性の高
いナノバブルの調製を界面化学的観点から
検討する。具体的には、バブルの微小化（ナ
ノサイズ化）と安定性向上のため、新規界面
活性剤とポリエチレングリコール(PEG)を付
与したリン脂質との最適調製条件を検討し
た。 
 
(2) 癌細胞に過剰発現する葉酸受容体をター
ゲットとし、リガンド分子として葉酸を標識
した超音波造影ナノバブルを開発し、葉酸受
容体陽性細胞への集積性について検討した。 
 
(3) 肝癌などの肝疾患に対する超音波診断用
造影剤の開発を目指して、肝細胞への集積性
に優れたナノバブル造影剤を開発する。肝実
質細胞はアシアロ糖蛋白質受容体が過剰発
現しており、末端シアル酸基が消失したアシ
アロ糖蛋白質のガラクトース残基を特異的
に認識することが知られている。そこで、リ
ガンド分子としてガラクトース標識ナノバ
ブルを開発し、肝癌細胞への集積性について
検討した。 

 
３．研究の方法 
(1) 生体環境下でも安定性の高いナノバブ
ルの開発 
 これまでの研究から、新規に開発したシク
ロアミロース修飾界面活性剤(CA-LA)は気泡
の微小化（ナノサイズ化）に適しているとの
知見が得られている。ナノバブルの生体内安
定性の向上を図るため、新規界面活性剤にア

ニオン性リン脂質(DPPS)および PEG化リン脂
質(PEG-PSPE)を混合した混合バブルを調製
し、リン酸緩衝液(PBS)および血清中におけ
る気泡サイズと安定性について評価した。内
包ガスには生体内で安全な不溶性の六フッ
化硫黄(SF6)ガスを用いて気泡の分散安定性
の向上を図った。 
 
(2) 葉酸標識微小気泡の開発と葉酸受容体
陽性癌細胞への集積性評価 
 アミン末端PEG化リン脂質と葉酸(FA)をア
ミドカップリングさせることにより葉酸標
識PEG化リン脂質(FA-PEG-DSPE)を合成した。
これを CA-LA および DPPS と混合させること
により、葉酸標識微小気泡を調製し、気泡サ
イズおよび分散安定性について検討した。ま
た、葉酸標識バブルの集積性については、葉
酸受容体陽性のヒト口腔癌(KB)細胞と陰性
のヒト肺腺癌(A549)細胞を用いて、共焦点レ
ーザー顕微鏡観察により評価した。 
 
(3) ガラクトース標識微小気泡の開発と肝
癌細胞への集積性評価 
 アミン末端PEG化リン脂質とラクトースを
還元的アミノ化させることにより、ガラクト
ース標識PEG化リン脂質(Gal-PEG-DSPE)を合
成した。これを CA-LA/DPPS 混合気泡に混合
させることによりガラクトース標識微小気
泡を調製し、気泡サイズおよび分散安定性に
ついて評価した。また、ガラクトース標識微
小気泡の集積性については、アシアロ糖蛋白
質受容体陽性のヒト肝癌細胞HepG2を用いて、
蛍光顕微鏡観察により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 生体環境下でも安定性の高いナノバブ
ルの開発 
 まず、CA-LA に DPPS を混合して微小気泡を
調製した。図１に CA-LA/DPPS(25/75)混合気
泡の水中およびPBS中における粒子径経時変
化を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、水中では1m以下の微小な気泡（ナ
ノバブル）が調製できたが、PBS 中では調製
直後から粒子径が大きく、時間経過に伴い粒



子径が増大したことから安定性に乏しいこ
とが分かった。この原因について検討するた
めゼータ電位測定（図２）を行ったところ、
水中におけるゼータ電位は負の大きな値を
示したが、PBS 中においてはゼータ電位の絶
対値は減少することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
従って、PBS 中において気泡の分散安定性
が低下したのは、PBS 中に含まれる電解質に
より、気泡の表面電位が遮蔽され、気泡同士
の凝集が促進されたためと考えられる。そこ
で、PEG 鎖の立体排除体積効果による気泡の
凝集抑制効果を期待して、CS-LA/DPPS 混合気
泡にPEG化リン脂質(PEG-DSPE)を添加した混
合気泡を調製した。 
 図３に 10%ウシ胎児血清(FBS)中における
CA-LA/DPPS/PEG-DSPE 混合気泡の粒子径経時
変化を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、PEG-DSPE 無添加系では粒子径が
1m と大きく、不安定であったが、PEG-DSPE
を添加すると、粒子径は数 100nm でほぼ一定
となることが分かった。図４は血清中におけ
る気泡の数密度を測定した結果である。
PEG-DSPE 無添加系では、気泡の数が時間経過
に伴い急激に減少するのに対して、PEG-DSPE
を添加した系では、気泡の数はほとんど減少
せず、かつ無添加系と比較して 2桁以上多い
ことが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、CA-LA/DPPS 気泡に PEG-DSPE を
添加させることにより、生体環境下において
も微小かつ分散安定性の高いナノバブルを
調製できることが分かった。 
 
(2) 葉酸標識微小気泡の開発と葉酸受容体
陽性癌細胞への集積性評価 
 葉酸(FA)とアミン末端PEG化リン脂質をア
ミドカップリングさせることにより合成し
た葉酸標識 PEG 化リン脂質(FA-PEG-DSPE)を
用いて微小気泡に葉酸を標識させた。 
 図 ５ に 37C 、 PBS 中 で 調 製 し た
CA-LA/DPPS/FA-PEG-DSPE(25/75/10) 混 合 バ
ブルの粒子径経時変化を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、気泡調製直後の平均粒子径は大
きいが時間経過に伴い減少し、調製後 60 分
以降はほぼ一定となることが分かった。これ
は、調製直後は小さな気泡に加えて大きな気
泡も混在するため平均粒子径は大きいが、大
きな気泡は浮力により上昇して消失するた
め、分散安定性の高い小さな気泡（ナノバブ
ル）のみが残存するためと考えられる。 
次に気泡の数密度について測定した結果
を図６に示す。粒子径の経時変化と同様に、
調製後から徐々に気泡の数は減少するが、60
分以降において気泡の数密度はほぼ一定と
なった。以上より、気泡に葉酸を標識させて
も、微小かつ分散安定性の高いナノバブルが



調製できることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
次に葉酸受容体陽性の KB 細胞および陰性
のA549細胞に対する細胞生存率についてMTT
アッセイにより求めた結果を図７に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、いずれの細胞においても
1.310-4 mol/L 以下の濃度において顕著な細
胞毒性を示さないことが分かった。 
 そこで次に KB細胞および A549 細胞への集
積性について、共焦点レーザー顕微鏡観察に
より評価した結果を図８に示す。なお、細胞
核は DAPI により染色し、葉酸標識微小気泡
は FITC により蛍光ラベルした。 
 その結果、葉酸標識微小気泡は葉酸受容体
陰性の A549 細胞にはほとんど集積しなかっ
たが、葉酸受容体陽性の KB 細胞に対しては
細胞核付近に特異的に集積することが分か
った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上より、本研究で開発した葉酸標識微小
気泡は、生体環境下においても微小かつ高い
安定性を示し、葉酸受容体陽性細胞への集積
性の高いことが分かった。 
 
(3) ガラクトース標識微小気泡の開発と肝
癌細胞への集積性評価 
 ラクトースとアミン末端PEG化リン脂質を
還元的アミノ化させることにより合成した
ガ ラ ク ト ー ス 修 飾 PEG 化 リ ン 脂 質
(Gal-PEG-DSPE)を用いてガラクトース標識
微小気泡を作製した。図９(a)に 37C、PBS
中における粒子径の経時変化を、図９(b)に
数密度の経時変化をそれぞれ示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



その結果、ガラクトース標識微小気泡にお
いても、調製 60 分後以降において粒子径お
よび数密度はほぼ一定となったことから、微
小かつ安定な気泡が調製できることが分か
った。 
 次にガラクトース標識微小気泡における
細胞生存率について、MTT アッセイにより評
価した結果を図１０に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その結果、ガラクトース標識微小気泡は
1.310-4 mol/L 以下の濃度において顕著な細
胞毒性を示さないことが分かった。 
 次にガラクトース標識微小気泡と未標識の
微小気泡を用いて、アシアロ糖蛋白質受容体
陽性のHepG2細胞に対する集積性について検
討した。なお、いずれの微小気泡に対しても
FITC を用いて蛍光ラベルした。図１１に蛍光
顕微鏡観察像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 その結果、ガラクトース未標識バブルと比
較してガラクトース標識バブルはHepG2細胞
に対して顕著な集積性を示すことが分かっ
た。 
  
 本研究で開発した分子標的微小気泡は、現
在医療認可されている超音波造影剤よりも、
一桁小さいサイズを有し、生体環境下でも安
定で、かつアクティブターゲティング能も高
いなど、既存の造影剤には見られない優れた
特徴を有しており、新規超音波診断用造影剤
として超音波診断技術の発展に貢献できる
と期待される。 
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