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、バブルリポソームの膜表面に血栓（活性化血小板）特異的結合能を有する
ペプチドを修飾（
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ているフィブリンの網目構造が超音波の
振動作用と超音波によるバブルの振動作
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進させるためである
血栓に集積させることが出来れば
効率的に血栓溶解を促進できると推察さ
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ロパンを内封した超音波造影効果を有す
る小胞であり、超音波出力や周波数をコ
ントロールすることにより、超音波診断
のみならず、薬物・遺伝子デリバリー、
発熱による温熱療法にも応用可能なツー
ルである。さらにバブルリポソームには
様々なターゲティング分子を容易に修飾
可能であるため、標的組織・部位特異的
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 Ｂ. 研究方法  
 

（１） BLの調製 

 脂質組成をDSPC: DSPE-PEG(2k)-OMe: 

DSPE-PEG(3k)-Mal:cholesterol = 64: 

1: 5: 30 (モル比) とし、総脂質量100 

µmolをクロロホルム4 mLに溶解させ、ジ

イソプロピルエーテル4 mLとPBS 4 mLを

加え、バス型ソニケーターでエマルジョ

ン化を行った。その後、エバポレーター

を用いて逆相蒸発法によりリポソームを

調製した。これを凍結融解を3回繰り返

した後、エクストルージョン法により粒

子径を100-200 nmに調整した。 

 調製したリポソームを二等分し、一方

には12.5 mmolのRGDペプチド

(CGGc(RGDfK))溶液を加え、もう一方に

は12.5 mmolのコントロールペプチド

(CGGc(DGRfK))溶液を加え、静かに攪拌

しながら4℃で一晩反応させた。各種リ

ポソームを1 mg/mLとなるようにPBSで希

釈し、このリポソーム懸濁液2 mLを5 mL

バイアル瓶に入れた。C3F8ガス7.5 mLで

置換・加圧し、バス型ソニケーターで5

分間超音波照射することでバブルリポソ

ームとした。 

 

（２）C3F8ガス封入量の測定 

BLの入ったバイアル瓶を開封し、常圧

とした後に、ガスタイトシリンジを用い

てBLを採取した。このバブルリポソーム

500 µLを測定用のバイアル瓶に移し、ガ

スクロマトグラフによりC3F8ガス封入量

を測定した。 

 

（３）粒子径の測定 

 BLの入ったバイアル瓶をバイアルオー

プナーで静かに開封し、常圧とした後

に、PBSで100倍希釈した。このBL懸濁液

の粒子径を動的光散乱法により測定し

た。 
 

 （４）電気刺激誘発血栓の作製  

 ラット大腿動脈の心臓側および抹消側

を針金を挟み結紮し，血管の3/4程度を

せん断．血管の切り口より陽極に繋いだ

直径0.3 mmの針金を3～5 mm程度挿入

し，陰極側の針金を皮膚に接触させ10分

放置．針金を抜去後，血管の切り口より

1 mm程度心臓側で結紮し，電気刺激以前

に結紮しておいた心臓側の糸を切り，血

流を再開通させる． 

 

（５）RGD-BLの血栓集積の評価 

 小動物用超音波画像診断装置（

VEVO2100）にて閉塞動脈であることを確

認後，バブルリポソーム投与前と投与後

の血栓を撮像し，血栓の輝度をImage Jに

て解析．Dose: 1 mg/mL, 500 mL 

 

 

 

  図２ 電気刺激誘発血栓作製法 

 

Ｃ． 研究結果 

（１）バブルリポソームのC3F8ガス封入

量の検討 

 バブルリポソーム中のC3F8ガス封入量

をガスクロマトグラフィーで測定した。

その結果、バブルリポソームのガス保持

量は11.2 L/mL、RGD修飾バブルリポソ

ームのガス保持量は10.8 L/mLとなっ

た。C3F8ガス封入量はペプチド修飾の有

無にかかわらず同程度であり、バブルリ

ポソームのガス保持量はRGDペプチド修

飾に影響を受けないことが示唆された。 
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 （２）バブルリポソームの粒子径の測定 

 バブルリポソームの粒子径を動的光

散乱法を用いて測定した。その結果、BL

（591.5±230.3 nm）、DGR-BL（647.2±

342.7 nm）、RGD-BL（613.8±107.5 nm

）となり、粒子径の変化は認められなか

った。これらの結果から、バブルリポソ

ームの平均粒子径はオリゴペプチド修飾

による影響をほとんど受けないことが示

唆された。 

 

（３）RGD-BLによる血栓造影効果 

 RGD-BLの血栓結合能を検討すべく、

ラット大腿動脈に電気刺激誘発血栓を作

製し、RGD-BL投与前後の血栓の輝度変化

を超音波造影装置モニタリング下で観察

することで評価した。その結果、図３に

示す様にRGD-BLを投与した群では血栓の

輝度上昇が確認された。 

 

図３ バブルリポソームによる 

   in vivo造影 

 

Ｄ．考察 

 前年度の結果より、リポソームへRGD

ペプチドを修飾したことにより、RGD-BL

へ活性化血小板結合能を付与出来たこと

がフローサイトメトリーおよび共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いた解析により確認さ

れた。また、バブル化する際に超音波照

射を行ってもRGDペプチドの活性は失わ

れないことも確認され、製剤の高い安定

性も示唆された。 

 

 電気刺激誘発血栓に対してRGD-BL投与す

ると、血栓の輝度上昇が確認された。輝

度の上昇は血栓にバブルリポソームが結

合したことが推察され、RGD-BLがin viv

oでも機能することが確認出来た。今後

検討数の追加、および投与量を変化させ

ることで詳細に最適な血栓造影条件・超

音波血栓溶解条件について検討していく

予定である。 

 

Ｅ．結論  

 BLにRGDペプチドを修飾することで、

活性化血小板への結合能の付与が可能で

あり、ラット大腿動脈に電気刺激誘発で

作製した血栓に集積することが確認され

た。このRGD-BLは超音波診断機での血栓

の検出を容易にさせるだけでなく、脳梗

塞の際に超音波と併用することでt-PAに

よる血栓溶解作用の促進にも利用できる

可能性が期待された。 

 また、今後はRGDペプチドのみなら

ず、血栓を標的可能な抗体などのターゲ

ティング分子を修飾したバブルについて

も検討していくことで、超音波血栓溶解

療法に最適な血栓標的型バブルを開発す

る予定である 
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１.論文発表 
なし 
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ruga, Mutsumi Seki, Kohsuke Hagisa
wa, Kazuo Maruyama,16th World Neur
osonology Meeting、2013.10.17-20、
Sofia, Bulgaria, Development of th
rombus-targeting bubble liposome f
or diagnostic and tPA thrombolysis
 acceleration 
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2) 澤口能一、鈴木 亮、小田雄介、小

俣大樹、宇留賀仁史、関むつみ、萩
沢康介、丸山一雄、第57回日本薬学
会関東支部会、2013, 10, 26, 東京、
血栓標的型バブルリポソームを用いた
血栓 in vivoイメージング 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
なし 
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