
                                                                        
 
                                            

    

                  

                  
 

Ａ．研究目的
 虚血性疾患の治療
にt
併用時に血流再開通率が最高値を示
臨床研究がある
率の向上
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
用によって開口し
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
れる
 
 
 
 
 
表１
る血栓溶解促進効果
 
 バブルリポソームはパーフルオロプロ
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
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・部位特異的な
診断・治療が可能になると期待される。
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Ｂ．研究方法
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 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(RGD 
fK))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(DGR 
fK))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）パーフルオロプロパン(C3F8)ガス
封入量の測定 
バブルリポソーム（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
（SHIMADZU GCMS-QP2010 +HS-20）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）RGD-バブルリポソームの凍結乾燥
製剤化と復水処理 
 RGD-バブルリポソーム懸濁液を9%スク
ロースで希釈して1 mg/mLとし、2mLをバ
イアル瓶に入れた。その後、バイアル瓶
内の気相部分をパーフルオロプロパン 

 7.5mLで置換し、キャップした。さらにパ
ーフルオロプロパン10 mLで加圧し、バス
型ソニケーターを用いて超音波照射した
。その後、バイアル瓶のキャップを開け
、液体窒素を用いて凍結した。このバイ
アル瓶を凍結乾燥器（EYLA FDU-1100, DR
C-1100）にセットし、凍結乾燥した後に
、パーフルオロプロパンで常圧にし、さ
らに7.5mLのパーフルオロプロパンで加圧
した。調製した凍結乾燥RGD修飾バブルリ
ポソームを室温にて長期保存した。 
 使用直前に超純水2 mLを加え撹拌する
ことで復水した。 
 
（５）HUVEC細胞との結合実験 
 DiO標識RGD-バブルリポソームの凍結乾
燥製剤を腹水処理後、HUVEC細胞との結合
性を、４℃、15分間接触させてフローサイ
トメトリーで評価した。 
 
Ｃ．研究結果             
（１）RGD-バブルリポソームの凍結乾燥製
剤化と復水処理 
 RGD-バブルリポソームの凍結乾燥製剤化
を 9%スクロースの溶媒のもとで行った結
果、図２に示すようなケーキ状の凍結乾燥
製剤が調製できた。9%スクロース以外の溶
媒のものとでは、凍結乾燥製剤化は困難で
あった。超純水を添加し、かるく振盪する
だけで。凍結乾燥前の状態に戻ったので、
パーフルオロプロパンガスの再封入を、造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ RGD-バブルリポソームの凍結乾燥製
剤の形態と凍結乾燥前と復水処理後の形態
の比較 
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影装置で確認したところ、図３のように、
凍結乾燥前と同様の輝度を持つ超音波像を
得ることができた。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３
ポソーム
 

 
図４
の変化
 
 図
る粒子径（
た。したがって、
９％スクロースの存在下で凍結乾燥ができ
、長期間の保存が可能となった。
 
（２）
のパーフルオロプロパン保持量
 復水した凍結乾燥
500 µL
瓶に入れ、ゴム栓・アルミキャップで密封
した後、超音波洗浄槽を用いて
波照射し、バブルを完全に崩壊させ
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図３ 復水処理後の凍結乾燥
ポソームの超音波造影能
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 Ｄ．考察 
 ９％スクロースの溶媒下で調製された
RGD-バブルリポソームの凍結乾燥製剤化に
おいて、９％スクロースは膜保護作用を有
し、腹水処理をしても元の状態に戻すこと
ができた。このような凍結乾燥操作は、リ
ポソーム製剤でも多用されている方法で、
他にトレハロースもRGD-バブルリポソーム
の凍結乾燥製剤化に用いることができると
考えられる。凍結乾燥状態のバブルリポソ
ームの形態について興味あるが、電顕等で
調べる必要があり、本研究では遂行出来な
かった。SONAZOIDも凍結乾燥製剤と供給さ
れているが、RGD-バブルリポソームと同様
の凍結乾燥形態をしていると考えられる。
凍結乾燥製剤化によって、長期間の保存が
可能となり、また、純水の添加と振盪だけ
で凍結乾燥前の状態に完全に戻ることから
、実用化に一歩前進したと言える。 
 
Ｅ．結論 
 RGD-バブルリポソームは凍結乾燥前後
において、粒子径、パーフルオロプロパ
ン含量、HUVEC細胞に対する結合性に大
きな差異が認められず、長期保存可能な
凍結乾燥製剤化を確立できた。 
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