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研究成果の概要（和文）：微小気泡の超音波診断・治療への応用に関して、粒子径や構成殻成分などが異なる微小気泡
を用いた系統的な特性評価に関する研究はほとんど進められていない。そこで、本研究では、超音波診断・治療に適し
た微小気泡の開発に向けた製剤設計について検討した。まずはじめに、微小気泡粒子径の影響を検討した結果、診断と
治療の両機能を有する微小気泡は、数&micro;m前後のサイズがてきしていることが判明した。次に、構成殻成分の影響
を検討した結果、DSPCなどの脂質を用いることで、安定な微小気泡を調製可能であることが見出された。

研究成果の概要（英文）：Development of nano/microbubbles for the ultrasound diagnostics and ultrasound 
mediated drug/gene delivery is important in order to establish effective ultrasound mediated 
theranostics. We find that the size of nano/microbubble is important factor to the stability and 
drug/gene delivery efficacy.

研究分野：薬物送達学

キーワード： ナノ・マイクロバブル　超音波　セラノスティクス

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、治療（ Therapeutics）と診断
（ Diagnostics ） を 合 わ せ た 造 語
「Theranostics」が注目を集めており、2011 
年には「Theranostics」と題した学術誌が刊
行された。さらにそのインパクトファクター
は非公式ながら 5.09 を記録したことからも
この分野の注目度の高さをうかがわせる。
Theranostics の利点としては、疾病の診断
から治療を一度で終了できることから、時間
の短縮が期待できる。これは医療従事者の手
間を省けるのみならず、患者にとっても複数
回の来院が不要となり大きなメリットとな
る。また、ひとつのデバイスで完了すること
から、医療費の節約にもつながると考えられ
る。このような Theranostics を可能とする
ためには、診断と治療の両機能を有するデバ
イスの開発が必須となる。 
マイクロバブルは心エコーや肝腫瘤病変
における超音波造影剤として用いられてい
る。このマイクロバブルは微小気泡を外殻で
被覆することで安定化されており、診断用超
音波を照射すると微小気泡が超音波を反射
することで造影効果を発揮する。一方で、診
断用超音波とは異なる周波数の治療用超音
波を照射すると、気泡の圧壊に伴い細胞穿孔
が可能となる。この細胞穿孔法は超音波照射
条件をコントロールすることで穿孔の可
逆・不可逆を選択可能であり、10 年ほど前
から薬物・核酸・たん白質のデリバリー法（可
逆的細胞穿孔）や殺細胞技術（不可逆的細胞
穿孔）が報告されてきた。これらのことから、
マイクロバブルと超音波の組み合わせは
Theranostics を達成しうる有望な手段とし
て期待されている。しかしながら、これらの
マイクロバブルは超音波診断用に開発され
たものであり、治療用に開発されたバブル製
剤は未だ存在しないこのような背景のもと、
申請者らは治療用バブル製剤としてサブミ
クロンサイズのリポソーム型ナノバブルを
開発した。ナノバブルは粒子径を小さくする
ことにより深部組織への到達性に優れてお
り、既存のマイクロバブルと治療用超音波を
利用した遺伝子導入法よりも高い遺伝子発
現が得られる。このように治療に特化したナ
ノバブルは高いデリバリー効率を持つ一方
で、造影剤としての機能はその小ささ故に診
断用超音波を反射しにくく、マイクロバブル
ほどの造影能を得られないと考えられる。す
なわち、診断用にはある程度の粒子径を持つ
マイクロバブルが優れており、治療用には粒
子径の小さなナノバブルが優れていると考
え ら れ る 。 こ れ ら の こ と か ら 、
「Theranostics」を目的としたバブル製剤に
は粒子径のコントロールが重要であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 ナノ・マイクロバブルの気泡成分・外殻成
分を変更することなく、サイズのみをコント

ロール可能な新規ナノ・マイクロバブル調製
法を確立し、超音波造影・超音波治療に最適
な粒子径を模索する。 
 
３．研究の方法 
3-1. ナノ・マイクロバブルの調製 
脂質組成が Distearoylphosphatidylcholine
（DSPC）：Distearoylphosphatidylethanol 
amine methoxypolyethyleneglycol （DSPE- 
PEG2k-OMe）=94：6（モル比）からなるリ
ポソームを逆相蒸発法により調製した。この
リポソーム懸濁液を濃度の異なるグリセロ
ール溶液で希釈し、脂質濃度を 1 mg/mL と
した。このリポソーム懸濁液 10 mLをホモジ
ナイザーチューブに入れ、蓋を締めた後に、
チューブ内空気をパーフルオロプロパンに
置換した。その後、ホモジナイザーで撹拌
（6,000 rpm, 1分）し、ナノ・マイクロバブ
ルとした。 
3-2. ナノ・マイクロバブルの特性評価 
 調製したナノ・マイクロバブルを動的光散
乱法により、粒子サイズを測定した。また、
ナノ・マイクロバブル中のパーフルオロプロ
パン含有量を GC-MSを用いて算出した。 
3-3. ナノ・マイクロバブルの超音波造影 
 減圧脱気した PBS 500 µLをビーカーに入
れ、スターラーで撹拌しながら水浴で 37℃と
した。小動物用超音波造影装置（VEVO2100）
を用いて超音波造影しながら、ナノ・マイク
ロバブル 100 µLを添加し、経時変化を撮像
した。なお、超音波造影にはコントラストモ
ードを使用し、多重反射部分を避けて撮像し
た。 
3-3. ナノ・マイクロバブルを用いた超音波
遺伝子導入 
 マウス大腸がん細胞株（Colon-26）を
OptiMEM で懸濁し、細胞濃度を 4×105 個
/mLとした。この細胞懸濁液 250 µLにルシ
フェラーゼ発現プラスミド DNA（5 µg/mL）
100 µLと調製したナノ・マイクロバブル（1 
mg/mL）60 µLを添加し、OptiMEM（を加
えて全量を 500 µLとした。この液に対して
超音波照射装置（Sonopore KTAC-4000）を
用いて超音波照射（Frequency 2 MHz, 
Intensity 2.5 W/cm2, Duty 10 %, Duration 
10sec., Burst Rate 2 Hz）した。その後、細
胞を培地で洗浄し、48穴プレートに移した後
に、24時間培養した。細胞を PBSで洗浄し、
Lysis buffer(0.05 % Triton X-100, 0.1 M 
Tris-HCl (pH 7.8), 2 mM EDTA) 100 
µL/well を添加した。次に－80℃と室温で凍
結融解を 2回繰り返すことで細胞溶解液とし、
ルシフェラーゼ活性を測定した。 
3-4. 脂質組成の影響の検討 
脂 質 組 成 が Dimyristoylphosphatidyl 

choline（DMPC）, Dipalmitoylphosphatidyl 
choline （DPPC）, DSPC：DSPE-PEG2k 
-OMe =94：6（モル比）からなるリポソーム
を逆相蒸発法により調製し、PBS で希釈し、
脂質濃度を 1 mg/mL とした。このリポソー



ム懸濁液 2 mLを 5 mL-バイアル瓶に入れ、
バイアル瓶内の空気をパーフルオロプロパ
ンに置換した。キャップをした後に、パーフ
ルオロプロパン 7.5 mLで加圧し、バス型超
音波洗浄槽を用いて超音波照射することで、
ナノ・マイクロバブルを調製した。このナ
ノ・マイクロバブルの特性を評価するため、
粒子径を動的光散乱法、パーフルオロプロパ
ン保持量をガスクロマトグラフィにて評価
した。 
 
3-5. 脂質組成の異なるナノ・マイクロバブ
ルの安定性評価 

500 mLの脱気 PBSにナノ・マイクロバブ
ル 1 mLを添加し、超音波造影装置を用いて
超音波強度を指標に経時変化を測定した。ま
た、in vivoにおける安定性を評価するため、
各種ナノ・マイクロバブルをパーフルオロプ
ロパン量として、7.39 µL尾静脈内投与し、1
分後、血中に残存しているパーフルオロプロ
パン量をガスクロマトグラフィにより測定
した。 
 
3-6. in vivoにおける遺伝子導入 
各種ナノ・マイクロバブル（パーフルオロ
プロパンとして 7.39 µL）とルシフェラーゼ
発現プラスミド 100 µg を尾静脈内投与し、
経頭蓋的に超音波照射した。1 日後、脳を回
収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。なお、
データは脳重量で補正した。 
 
3-7. アクティブターゲティング型マイクロ
バブルの調製 
トランスフェリン（TF）をバッファーで溶
解し、濃度を 1 mg/mLとした。この TF溶解
液を 2 mL-バイアル瓶に入れ、バイアル瓶内
の空気をパーフルオロプロパンで置換した。
キャップした後に、パーフルオロプロパン 4 
mL で加圧し、バス型超音波洗浄槽を用いて
超音波照射することで、マイクロバブルを調
製した。 
 
3-8. アクティブターゲティング型マイクロ
バブルの機能性評価 
 Colon-26 細胞（1×106 cells/mL）250 µL
をチューブに入れ、蛍光ラベルしたマイクロ
バブル 100 µLと培地を加え、全量を 500 µL
とした。37℃で 30分培養後、細胞を PBSで
2 回洗浄し、フローサイトメトリー解析また
は共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
3-9. ナノ・マイクロバブルの凍結乾燥化 
 3-4と同様の方法で DSPCからなるナノ・
マイクロバブルを調製後、凍結乾燥し、粒子
径・パーフルオロプロパン保持量を指標に評
価した。 
 
４．研究成果 
各種グリセロール濃度（0 %～80 %）を用
いて、ナノ・マイクロバブルを調製し、粒子

径を測定した結果、0.5 から 15 µm のナノ・
マイクロバブルが調製された。このことから、
グリセロール濃度をコントロールすること
により、ナノ・マイクロバブルの粒子径を制
御可能であることが示された（図 1）。これは
グリセロールにより粘度が増すことで、液中
に巻き込まれる気泡が大きくなることに起
因すると考えられた。本実験から、外殻成分
や気体成分を変更することなく粒子径を制
御可能なナノ・マイクロバブル調製法が確立
された。この方法を用いることで、外殻成分
や気体成分を変更することなく粒子径の影
響を調査することが可能と考えられる。また、
外殻成分のみや気体成分のみが異なるナ
ノ・マイクロバブルを調製可能と考えられ、
それぞれの影響をより詳細に検討できると
期待される。 

図 1 ナノ・マイクロバブルの粒子径 
 
次にこれらのナノ・マイクロバブルを用い
て超音波造影能を評価した。その結果、0.5 µm
のナノバブルでは、5 分後に造影効果の消失
が認められた。一方、3.3 µmおよび 15 µmの
マイクロバブルでは 60 分経過後も造影効果
が認められた。また、相対的超音波強度を比
較したところ、0.5 µmのナノバブルの消失が
最も早く、粒子径の増加に伴い相対的超音波
強度の低下が抑制されることが判明した（図
2）。なかでも、マイクロバブル粒子径 3.3 µm
以上では、相対的超音波強度低下の抑制が認
められた。これらの結果から、数 µm 以上の
粒子径を持つマイクロバブルは安定性が高
いことが示唆された。これらのことから、粒
子径の大きなマイクロバブルの消失が遅く
なった可能性が考えられる。 
 

図 2 粒子径の異なるナノ・マイクロバブル
による超音波造影能の評価 
 



次に超音波を用いた遺伝子デリバリーに
およぼすナノ・マイクロバブルの粒子径の影
響について検討した。レポーター遺伝子とし
てルシフェラーゼ発現プラスミドDNAを用い
て遺伝子発現量を測定した。その結果、0.5 µm
のナノバブルを用いた群では高いルシフェ
ラーゼ活性が認められ、粒子径の増加に伴い、
ルシフェラーゼ活性の低下が認められた（図
3）。また、0.5 µmのナノバブルを用いた群で
は 15 µmのマイクロバブルを用いた群より 50
倍高いルシフェラーゼ活性を示した。このこ
とから、遺伝子デリバリーに関して、粒子径
の小さなナノバブルが有利であることが示
唆された。 
本実験から、ナノ・マイクロバブル粒子径の
低下に伴い、安定性は低下し、遺伝子・薬物
デリバリー効率は亢進することが示された。
このように外殻成分や気体成分を変化させ
ることなくナノ・マイクロバブル粒子径を簡
易的に制御可能な調製法はナノ・マイクロバ
ブルの設計において新たな知見をもたらす
と期待される。今後、このナノ・マイクロバ
ブル調製法を用いて外殻成分や気体成分の
影響を検討することで、超音波セラノスティ
クスに最適な粒子設計が可能になるものと
考えられる。本研究においては、超音波セラ
ノスティクスを構築する上で、ナノ・マイク
ロバブル粒子径の制御が重要であることが
示唆された。 
 
 

 
図 3 粒子径の異なるナノ・マイクロバブル
による遺伝子導入 
 
 次に、ナノ・マイクロバブル構成殻成分の
影響について検討した。DMPC、DPPC、DSPC か
らなるナノ・マイクロバブルを調製し、含有
しているパーフルオロプロパン量を測定し
た。その結果、DMPC,DPPC,DSPC の順にパーフ
ルオロプロパン量の増加が認められ、DSPC か
らなるナノ・マイクロバブルにおいて最も高
い値を示した。この結果は、アシル基の延長
に伴い、疎水性が増大することで疎水性の気
体であるパーフルオロプロパンとの親和性
が増したためと考えられた。 
 

 
図 4 脂質組成の異なるナノ・マイクロバブ
ルのパーフルオロプロパン保持量 
 
 次に生体内における安定性を評価するこ
とを目的として、パーフルオロプロパンとし
て同量のナノ・マイクロバブルをマウス尾静
脈内投与した。その結果、DSPC からなるナ
ノ・マイクロバブルにおいて、高い血中パー
フルオロプロパン量を示した。このことから、
DSPC を構成成分とすることで安定なナノ・マ
イクロバブルを調製可能であることが示唆
された。さらに、レポーター遺伝子としてル
シフェラーゼ発現プラスミド DNA とナノ・マ
イクロバブルを投与し、脳に向けて経頭蓋的
に超音波照射した結果、DSPC からなるナノ・
マイクロバブルにおいて効果的な遺伝子導
入が可能であった（図 5）。このように、高い
ルシフェラーゼ発現が得られたのは、圧壊の
核となるナノ・マイクロバブルがマウス生体
内において安定に存在したためと考えられ
た。 

図 5 脳における遺伝子発現量 
 
次に、アクティブターゲティング能を有す
るマイクロバブルの開発に着手した。TF修飾
マイクロバブルのアクティブターゲティン
グ能を評価した。その結果、TF レセプターを
発現している Colon-26 細胞に対して、TF 修
飾マイクロバブルは結合能を有しているこ
とが明らかとなった（図 6）。さらに、このと
きの細胞への接着性はコントロールである
ウシ血清アルブミン（BSA）修飾マイクロバ



ブルでは観察されなかったことから、TF特異
的な結合であることが推察された。そこで、
このことを評価するため、TF を用いた競合阻
害実験を試みた。その結果、フリーの TF 添
加により、TF修飾マイクロバブルの結合性が
著しく低下したことから、TF 修飾マイクロバ
ブルの結合は TF レセプターを介したもので
あると考えられた。 
さらに、TF を蛍光ラベルし、Colon-26 細胞
に作用させた後に、共焦点レーザー顕微鏡に
より観察した結果、TF 修飾マイクロバブル添
加群ではマイクロサイズの粒子の接着が認
められた。以上のことから、TF 修飾マイクロ
バブルは、マイクロバブルの形態を維持した

状態でアクティブターゲティング能を有し
ていることが示唆された。 
図 6 TF 修飾マイクロバブルの Colon-26 細
胞に対する結合性 
 
 次に、ナノ・マイクロバブルの凍結乾燥製
剤化について検討した。様々な条件設定の結
果、凍結乾燥前後で粒子径およびパーフルオ
ロプロパン保持量に変化を与えない凍結乾
燥法を構築した。なお、凍結乾燥ナノ・マイ
クロバブルは各測定の直前に超純水 2 mL で
復水したものを使用した。これらの結果から、
一般的に長期保存可能とされる凍結乾燥法
を用いたナノ・マイクロバブルが調製された
ものと考えられた。 
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