
―1― 
 

厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

総合研究報告書 

 

簡便に調製可能な分子標的気泡を用いた超音波分子イメージングの開発 

―臨床用超音波造影剤の適応拡大の可能性の検討― 

 

研究代表者 大谷 健太郎 独立行政法人国立循環器病研究センター 再生医療部 研究員 

 

 

研究要旨 

超音波分子イメージングは、抗原抗体反応等を利用して超音波造影剤である微小気泡

を生体内分子に特異的に集積させ、それを画像化する事で炎症性血管病変・動脈硬化巣・

新生血管等を非侵襲的に評価する方法として近年注目されている。先般、我々は肝腫瘤

性及び乳房腫瘤性病変の診断目的で既に臨床使用されている超音波造影剤Sonazoidと、

アポトーシス細胞の貪食に関わる生体内タンパクであるLactadherinとの複合体(Sonaz

oid-Lactadherin複合体)が、新生血管及び新鮮血栓に特異的に集積する気泡（分子標的

気泡）になり得る可能性を見出した。本研究の目的は、Sonazoid-Lactadherin複合体の

分子標的気泡としての実現可能性について、in vitro実験および担癌モデルマウス・頸動

脈血栓モデルマウスを用いたin vivo実験により総合的に評価することである。これまで

に、担癌モデルマウスにおけるSonazoid-Lactadherin複合体を用いた超音波分子イメー

ジングの実験系の確立と、頸動脈血栓モデルマウスの確立および超音波分子イメージン

グの施行可能性の検証を終了した。今後、本事業により確立したこれらの実験系を駆使

して、Sonazoid-Lactadherin複合体を用いた新生血管及び新鮮血栓に対する超音波分子

イメージングの開発を進めて行く予定である。 

 

A. 研究目的 

造影超音波法は、微小気泡を造影剤とし

て用いる非侵襲的かつベッドサイドで施

行可能な造影検査法である。使用する微小

気泡は直径が数m であり、肺の毛細血管

をも通過可能であるため、静脈内への微小

気泡の投与により、基本的に全身の血流の

評価が可能となる。 

静脈内投与された微小気泡は、内包ガス

が呼気中へ排泄されるまでの間、血管内を

血流に乗って漂い続ける。しかし近年、微

小気泡の表面に生体内抗原に特異的な抗

体やペプチド、タンパクを結合させ、生体

内の特定の部位に気泡を集積させること

により（分子標的気泡）、炎症性血管病変・

新生血管・動脈硬化巣などを標的とした造

影超音波法による分子イメージングの開

発が試みられている。 

微小気泡は超音波造影剤として使用さ

れているが、実は超音波照射に対して非常

に脆弱であり、高出力超音波の照射により

容易に崩壊することが知られている。超音 
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波照射によって微小気泡が崩壊すると、マ

イクロジェット流(物理エネルギー)が発生

し、微小気泡の近傍に細胞が存在した場合

には、その細胞膜に一時的に可逆的な穴を

生じさせることが知られている。近年、こ

の現象を利用して細胞内へ核酸や薬剤を

導入する、超音波と微小気泡を併用した細

胞内への遺伝子・薬剤導入法が確立されつ

つある。 

また一方、薬剤や核酸を内包、あるいは

微小気泡の殻(表面)に薬剤や核酸分子を付

与した薬剤・核酸搭載型微小気泡の開発と

いった、微小気泡を薬剤・遺伝子のキャリ

ア(運び屋)として利用しようとする試みも

なされている。 

近い将来、これらの方法を統合的に組み

合わせることで、体内の特定部位に薬剤・

核酸搭載型微小気泡を集積させ、超音波照

射により局所選択的に微小気泡を破壊し、

薬剤や核酸分子を放出・細胞内導入すると

いった、今までにない全く新しい Drug 

Delivery System や Gene Delivery System の

開発へとつながる可能性がある。 

我々はこれまで、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

標的気泡の作製の可能性について検討し

てきた (Mol Imaging Biol 2011, Ultrasound 

Imaging-Medical Applications 2011)。また

近年、Sonazoid と生体内タンパク MFG-E8 

(Lactadherin)を利用することで、インテグ

リンv3やGPIIb/IIIaを標的とする分子標

的気泡の作製の可能性を見出した。 

本研究の目的は、①Sonazoid-Lactadherin

複合体の分子標的気泡としての実現可能

性について in vitro 及び in vivo 実験系を用

いて検討すること、②Sonazoid-Lactadherin 

複合体のより簡便な作製法を開発するこ

とである。 

 

 

B. 研究方法 

腫瘍血管に対する分子標的性の検討 

Sonazoid-Lactadherin 複合体の標的分子

であるインテグリンv3 は血管新生にお

いて重要な因子であり、腫瘍血管などでそ

の発現が認められる。そこで、Sonazoid- 

Lactadherin 複合体の新生血管に対する分

子標的性を担癌モデルマウスを用いて評

価した。最初に、超音波分子イメージング

を施行する至適時期を決定するため、腫瘍

サイズ及び病理組織像の経時的観察を行

った。担癌モデルマウスは北山ラベス株式

会社に委託して作成した。4 週齢の雌性ヌ

ードマウスの右腹部皮下に、ヒト卵巣線種

細胞(SK-OV-3)を 5.0×106 個移植し、腫瘍

径を細胞移植後 7(Day7)、10(Day10)、14 日

目(Day14)に計測するとともに、Day14 に腫

瘍組織を摘出し、組織切片を作成した。腫

瘍体積は以下の計算式により算出した。 

体積(mm3) = (π/6)×短径 2×長径 

腫瘍組織内の新生血管を、抗マウス CD31

抗体を用いた免疫染色で評価した。 

次に、Day7 に造影超音波法にて評価を

行った。頸静脈に留置したカテーテルより

Sonazoid (1.2×106 bubbles)および Sonazoid- 

Lactadherin 複合体を投与した。造影剤投与

後 10 分後に超音波装置 Aplio(東芝社)の

1202S プローブを用いて撮像を行った。音

圧は Mechanical index 0.4 (AP 9%)とし、視

野深度は 1cm、焦点位置は腫瘍組織よりも

深部とした。 

Sonazoid-Lactadherin 複合体は、既報の 
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を作成し、MFG

にて測定を行ったところ、

mL～1×106 bubbles/

adherin を用いることで、測定レンジ内での

定量が可能であることが明らかとなった。

 考察 

本研究により

複合体の新生血管及び新鮮血栓に対する

分子標的性を検証

(担癌モデル、頸動脈血栓モデル

および②それぞれのモデルマウスにおけ

る超音波分子イメージングの施行可能性

の検証を行うことができた

Sonazoid-Lactadherin

法の開発に必要な、溶液中の

濃度の定量法の確立および

Lactadherin の結合特異性についても明ら

かにすることができた。

一方で、今後研究を進めて行く上で克

服すべき課題も発見することができた。

癌モデルマウスにて

複合体の分子標的性について検討を行っ

たが、先般発表

なった。この事から、MFG

において 1ng/mL

を想定した場合、Sonazoid

通常は 7～9×107 bubbles/mL

程度と予想)から

するには、約

ubbles/mL オーダー

必要があると考えられた。そこで、実際に

Lactadherin 複合体から

1×106 bubbles/mL

5×106 bubbles/mL

MFG-E8 Quantikine ELISA Kit

にて測定を行ったところ、

bubbles/ mL の

を用いることで、測定レンジ内での

定量が可能であることが明らかとなった。

研究により、①Sonazoid

複合体の新生血管及び新鮮血栓に対する

分子標的性を検証するための

担癌モデル、頸動脈血栓モデル

②それぞれのモデルマウスにおけ

る超音波分子イメージングの施行可能性

の検証を行うことができた

Lactadherin 複合体の簡便な作製

法の開発に必要な、溶液中の

濃度の定量法の確立および

の結合特異性についても明ら

かにすることができた。 

一方で、今後研究を進めて行く上で克

課題も発見することができた。

癌モデルマウスにて Sonazoid

複合体の分子標的性について検討を行っ

般発表した洗浄・遠心

MFG-E8 Quantikine 

1ng/mL 付近での測定

Sonazoid-Lactadherin

bubbles/mL、

から 20～40ng/mL

するには、約 60～100 倍希釈

オーダー)に希釈する

必要があると考えられた。そこで、実際に

複合体から 5×10

bubbles/mL、2×10

bubbles/mL のサンプル

Quantikine ELISA Kit

にて測定を行ったところ、5×105 bubbles/ 

の Sonazoid-Lact

を用いることで、測定レンジ内での

定量が可能であることが明らかとなった。

Sonazoid-Lactadherin

複合体の新生血管及び新鮮血栓に対する

ためのモデル

担癌モデル、頸動脈血栓モデル)の確立

②それぞれのモデルマウスにおけ

る超音波分子イメージングの施行可能性

の検証を行うことができた。また、

複合体の簡便な作製

法の開発に必要な、溶液中の Lactadherin

濃度の定量法の確立および Sonazoid

の結合特異性についても明ら

 

一方で、今後研究を進めて行く上で克

課題も発見することができた。

Sonazoid-Lactadherin

複合体の分子標的性について検討を行っ

した洗浄・遠心分離操作

8 Quantikine 

付近での測定

Lactadherin 複合

、 

ng/mL の

倍希釈

に希釈する

必要があると考えられた。そこで、実際に

105 

106 

のサンプル

Quantikine ELISA Kit

bubbles/ 

Lact- 

を用いることで、測定レンジ内での

定量が可能であることが明らかとなった。 

Lactadherin

複合体の新生血管及び新鮮血栓に対する

モデルマウ

確立、

②それぞれのモデルマウスにおけ

る超音波分子イメージングの施行可能性

また、

複合体の簡便な作製

Lactadherin

Sonazoid と

の結合特異性についても明ら

一方で、今後研究を進めて行く上で克

課題も発見することができた。担

Lactadherin

複合体の分子標的性について検討を行っ

分離操作を 
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伴う従来の作製法で得られた Sonazoid- 

Lactadherin では、癌新生血管に対する分子

標的性を見出すことはできなかった。その

理由としては、Sonazoid の気泡密度(気泡

数)の低下が大きく関係していると推察さ

れる。通常、Sonazoid は蒸留水で溶解後、

2 時間以内に使用するように決められてい

る。これは、溶解後に Sonazoid の気泡数が

経時的に減少していくためである(しかし、

気泡数が低下しても、同数の気泡で比較し

た場合では Sonazoid の造影能にそれほど

影響はない)。洗浄・遠心分離操作を伴う方

法で Sonazoid-Lactadherin 複合体を作製し

た場合、少なくとも溶解後 1 時間は必要と

なる。この時点で Sonazoid-Lactadherin 複合

体溶液の気泡密度を定量し、マウスへの投

与量を決定するが、実際にマウスに投与す

るまでにさらに数時間を要するため、マウ

スに投与した気泡数が想定よりもかなり

少ない可能性が否定できない。この問題を

克服するには、マウスに投与する直前に

Sonazoid と Lactadherin を混合し、複合体形

成後速やかに投与するという実験系の確

立が重要であり、そのためには洗浄・遠心

分離操作の不要な Sonazoid-Lactadherin 複

合体作製法の開発が必要である。その点に

おいて、本研究にて Sonazoid-Lactadherin

複合体溶液内の Lactadherin 濃度を定量評

価する実験系を確立できたことは非常に

大きな意味があると考えている。 

本研究において、マウス腫瘍組織と同様

に、マウス頸動脈においても、造影超音波

法が施行可能なことが一応は確認できた。

しかし、超音波分子イメージングでは、造

影超音波法で使用する気泡数よりも桁違

いに少ない気泡数を検出する必要がある。 

そのため、現在我々が用いている超音波装

置が、直径 100m 程度の細い頸動脈内の

血栓へ付着した極微量の気泡を検出する

感度および空間分解能を有するか否かに

ついて、今後さらに検証を行う必要がある

と思われる。 

 

 

E.  結論 

本研究により、Sonazoid-Lactadherin 複

合体の新生血管および新鮮血栓に対する

分子標的性を評価する、多くの in vitro お

よび in vivo 実験評価系(担癌モデルマウ

ス・頸動脈血栓モデルマウス)を確立する

ことができた。今後、これらの実験評価

系を駆使し、Sonazoid-Lactadherin 複合体

を用いた非侵襲的かつ定量性の高い、臨

床応用可能な超音波分子イメージングの

開発へと発展させたいと考えている。 
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