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略語一覧  

 

ABC  ：Accelerated Blood Clearance  

C3F8   ：Perfluoropropane  

C4F10   ：Perfluorobutane  

DMPC  ：1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  

DMPG   ：1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol  

DPPA  ：1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidic acid  

DPPC  ：1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  

DSPC  ：1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

DSPE-PEG(2k)-OMe：1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene glycol) -2000] 

DSPG   ：1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol  

DiR  ：1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindotricarbocyanine iodide  

ELISA   ：Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay  

HEPES  ：N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid  

IVIS   ： In Vivo Imaging System  

MB  ：Microbubble 

MPEG5000-DPPE ：1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene glycol) -5000] 

PBS  ：Phosphate buffered saline  

PEG  ：Polyethylene glycol  

PG(PEG)-MB  ：DSPC : DSPG : DSPE-PEG(2k)-OMe = 1 : 2 : 0.33 で構成された MB  

ROI  ：Region of Interest  

S/N 比   ：Signal/Noise 比  

SF6   ： sulfur hexafluoride  

TMB  ：3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine  

EggPC   ：L-α-phosphatidylcholine (Egg, Chicken)  

nonPEG-MB ：DSPC : DSPG = 1 : 2 で構成された  PEG 未修飾  MB 
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緒論  

 

人間が聞くことのできる音の周波数は  20～ 20,000 Hz といわれており、一般に

20,000 Hz 以上の周波数の音を超音波という。超音波は音であるため固体、液体、気体

を媒質に伝わっていくが、液体から気体など音響特性が異なる境界で一部が反射し、

反射エコーを得ることができる。超音波のこのような性質は、医療においても利用さ

れている。そのひとつとして、超音波を出す探触子  (プローブ ) をヒトの身体に押し

当てて体内の臓器や組織の形状、動きなどを画像化して観察できる超音波検査が臨床

で使用されている。超音波検査は、画像のリアルタイム観察や迅速かつ低侵襲な検査

の施行という利点を有しており、様々な疾患の診断や病期の評価に用いられている。

実際に体内の胎児の観察、各臓器の造影による腫瘍や結石の診断、心臓の造影による

弁膜症の評価や頸動脈の造影による動脈硬化の評価などに使用されている。各疾患の

検査では、目的の造影箇所に適した造影モードが用いられ、その造影モードには  A モ

ード、B モード、カラードップラーモード、パワードップラーモード、ハーモニック

モードなど様々な種類がある  (表  1)。A モードでは、造影超音波として入力した波長

と同じ波長の反射波を検出し、反射波の生じた深さ情報を得ている。この  A モードの

情報をもとに  2D 画像化したものが  B モードであり、我々がよく目にする一般的な

超音波診断画像である。カラードップラーモードは、血球を反射源としたドップラー

表 1 超音波造影における造影モードと特徴  

造 影 モ ー ド  特 徴  主 な 使 用 タ イ ミ ン グ  

A モ ー ド  反 射 エ コ ー の 強 さ と 距 離 を 表 示  主 に 眼 科 領 域 で 使 用  

B モ ー ド  
反 射 エ コ ー の 強 さ を 輝 度 に し て 表 示  

一 般 的 に 認 識 さ れ る 超 音 波 画 像  
各 臓 器 や 胎 児 に 使 用  

M モ ー ド  
B モ ー ド で 得 ら れ る 輝 度 の 情 報 を 時 系 列

で 表 示  

心 臓 の 弁 な ど 動 き の あ る 臓 器 に

使 用  

カ ラ ー ド ッ プ ラ ー モ ー ド  

ド ッ プ ラ ー 効 果 を 利 用 し 、プ ロ ー ブ に 向 か

っ て く る 信 号 を 赤 、離 れ て い く 信 号 を 青 の

色 で 表 示 し 、 色 の 濃 さ で 速 さ を 表 現  

循 環 器 系 の 血 流 の 速 い 場 所 に  

使 用  

パ ワ ー ド ッ プ ラ ー モ ー ド  
ド ッ プ ラ ー 効 果 を 利 用 し 、得 ら れ た 信 号 の

強 さ を 色 で 表 示  

腹 部 な ど の 血 流 の 遅 い 場 所 に  

使 用  

ハ ー モ ニ ッ ク モ ー ド  

(コ ン ト ラ ス ト )  

反 射 エ コ ー の う ち 高 調 波 成 分 の み を 表 示

す る こ と で 造 影 剤 の 信 号 を 強 調 で き る  
造 影 剤 使 用 時 に 使 用  
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効果を利用し、血流の速い部位の血流造影法として汎用されている。一方、血流が遅

い場合、造影の感度が低下し、カラードップラーモードが利用できないため、パワー

ドップラーモードが利用される。しかし、このパワードップラーモードは低速血流の

造影感度を上げるため  motion artifact の影響を受け易い。このようなドップラーモー

ドによる血流造影の欠点を補うため、超音波造影剤であるマイクロバブル  (MB) を利

用したハーモニック  (コントラスト ) モードによる造影が開発及び利用されている 1。 

MB に造影超音波が照射されると、超音波の疎密波により  MB に内包される造影ガ

スが振動し、非線形の反射波が生じる  (図  1)。この非線形の反射波は、造影超音波と

して入力した周波数の整数倍の周波数を含むことが知られている 2。そのため、入力

 

図 1 超 音 波 に よ る マ イ ク ロ バ ブ ル の 振 る 舞 い  

 気 泡 は 収 縮 し に く く 膨 張 し や す い 。 気 泡 内 部 の 気 体 に よ る 復 元 力 と 外 側 の 液 体 に よ

る 慣 性 力 に よ っ て マ イ ク ロ バ ブ ル は 共 振 す る 。 超 音 波 の 振 動 に よ っ て 気 泡 が 壊 さ れ る

と 強 い 高 調 波 が 発 生 す る 。  

C3F8

元の波
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(歪んだ波形)

反射
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した周波数の  2 倍や  3 倍の高調波成分のみを検出することで、MB が存在する場所

のみからのシグナルを得ることができる。このように  MB からの高調波成分のみを

検出するのがハーモニックモードであり、入力波と同じ周波数の反射波を検出しない

ため、B モードで得られるような組織由来のシグナルを排除することができる。この

ことから、高い  S/N 比で  MB からのシグナルを検出できるため、MB を利用したハ

ーモニックモードでの超音波造影が、他のモードでは観察が難しい微小血流の検出な

ど詳細な血行動態の評価法として利用されている 1。近年では、超音波造影に関して

新しい造影法として、MB を超音波のフラッシュで一度崩壊させることで消失させ、

血液の再環流を観察する  Flash Replenishment Imaging 法を応用した  Micro Flow 

Imaging による血管の描出が行われている。このように、MB を利用した新たな超音

波診断技術の開発は、日進月歩で発展しており超音波診断の幅がさらに広がるものと

期待されている 3。実臨床において  Kurt らは、超音波造影剤である  Definity を使用

した超音波検査の施行により、患者管理において処方薬剤の変更や、他の追加検査の

省略ができ医療コストの節約にもなると報告している 4。この報告からも、造影剤を

利用した超音波検査は診断・治療・医療経済の多面から非常に有用な検査といえる。

そのため現在では、超音波造影剤を利用した超音波造影検査が、特に海外の臨床で多

用されている  (表  2)。  

超音波診断の最大の利点に、リアルタイム性が挙げられる。しかし、臨床で用いら

れている多くの  MB 製剤の血中半減期が数分程度と短く、現在の  MB を用いた造影

超音波診断において微小血流をリアルタイムに観察しながら解析することが困難であ

表 2 上市されている  MB 製剤一覧  

商品名  開発元  外殻成分  気泡成分  平均径  

Levovist Schering(独) Palmitic acid 空気  2～4 µm 

Optison Amersham(米) Albumin C3F8 3.0～4.5 µm 

Definity Bristol-Myers(米) 

DPPC  

DPPA 

MPEG5000-DPPE 

C3F8 1.1～3.3 µm 

SonoVue Bracco(伊) 

DSPC 

DPPG 

Palmitic acid 

Macrogol 4000 

SF6 2.5 µm 

Sonazoid GE Healthcare(米) Hydrogenated eggPS C4F10 3 µm 
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る 5。したがって、超音波診断の利点を最大限引き出すために  MB の安定化や血中滞

留性の向上が必要不可欠である。これまでに開発されてきた多くの  MB は、核に超音

波造影ガスの気泡を持ち、その気泡を安定化するために外殻成分としてリン脂質また

はアルブミン等が気泡の周囲を被った構造をしている 6。つまり、MB は水中におい

て液体と気体によるエマルジョンのような状態で存在している。そのため、気泡の安

定性は外殻成分の影響を大きく受けることが知られている 7。このような観点から、

多くのグループが  MB の外殻成分に着目し、安定性に優れた  MB 開発を行っている。

そのなかで、血中滞留性向上を目的に  Polyethylene glycol (PEG) 修飾脂質やマクロゴ

ール 4000 (PEG4000) を利用した  MB が開発され、Definity  や  SonoVue  (Lumason) と

して臨床応用されている。我々の研究グループでは、PEG 修飾脂質を用いた  MB に

ジステアロイルホスファチジルグリセロール  (DSPG) を添加すると、MB の安定性や

血中滞留性向上がさらに向上することを見出した。そして、DSPG 添加量を最適化し

た  MB (PG(PEG)-MB) の開発に成功した 7。この  PG(PEG)-MB は、これまでの  MB よ

り血中滞留時間が長く、微小血流のリアルタイム観察などの超音波造影剤としての利

用が見込まれる。さらに、PG(PEG)-MB と治療用超音波照射の併用により、遺伝子や

薬物デリバリーも可能であることが明らかとなっている。そのため、診断と治療を同

一の薬剤で行う、もしくは同時に行う手法である「セラノスティクス  (Theranostics＝

Therapeutics＋Diagnostics)」への応用も期待される。  

近年、医薬品の投与により生じるインフュージョンリアクションが問題視されてい

る。この原因の多くは、医薬品や医薬品添加物に対する免疫反応によるものである。

この免疫反応を惹起する医薬品添加物として前述した  PEG が挙げられる。PEG はペ

ガシス 8 やペグイントロン 9 などの  PEG 化たんぱく質製剤やドキシル 10 などのドキ

ソルビシン封入  PEG 修飾リポソーム製剤として医薬品応用されている。これらの製

剤は、PEG 化により生体の細網内皮系に捕捉されにくくなっており、血中滞留性向上

を期待した製剤として利用されている 11-13。しかし、一部の医薬品ではこの  PEG に

対する抗体誘導が報告されており 14-17、抗  PEG 抗体が補体系を活性化し、PEG 修飾

薬剤に対するインフュージョンリアクションを発生させることも報告されている 18-20。

特に血中滞留性の短縮に関しては、2000 年に  PEG を修飾したリポソームで初回投与

に比べ繰り返し投与におけるクリアランスが著しく上昇する  Accelerated Blood 

Clearance (ABC) 現象として報告されている 21。  

このような  ABC 現象は、リポソームに限らず、ミセルなどの粒子状製剤や  PEG 修

飾  β  グルクロニダーゼなどの  PEG を使用した製剤にも確認されている 22,23。さら
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に  2018 年には、PEG 修飾  MB による  ABC 現象の誘導が、はじめて報告された 24。

この  PEG 修飾  MB に対する  ABC 現象では、MB による血管の超音波造影において、

造影輝度が速やかに消失することが確認されている。このような  MB に対する  ABC 

現象の誘導は、MB の超音波造影効果に影響するため、血流動態の誤認による間違っ

た診断結果につながる可能性がある。また、PEG を使用した  MB は、前述した抗  PEG 

抗体によるアレルギー反応を誘導する可能性もある。  

前述したように我々は、安定性・血中滞留性に優れた  PG(PEG)-MB の開発に成功し

ている 7。しかし、この  PG(PEG)-MB において、外殻成分に  PEG が含まれているこ

とから  ABC 現象の誘導やアレルギー反応の誘発などが懸念された。そこで本研究で

は、この  PG(PEG)-MB の  ABC 現象誘導について検討した。その結果、PG(PEG)-MB 

においても、ABC 現象が誘導されることが明らかとなった。このことより、PG(PEG)-

MB が、超音波造影における誤診や  PEG に対するアレルギー反応を誘導する可能性

がある。この問題を解決するためには、ABC 現象を回避可能な  MB 製剤の開発が必

要不可欠であると考えた。そこで本研究では、ABC 現象を回避可能な新規  MB 製剤

の開発を試みた。   
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本論  

 

第一章 PG(PEG)-MB の特性評価と  ABC 現象誘導の検討  

 

PEG は一般的に人体に無害であり安全性の高い物質だと考えられ様々な薬剤に添

加物として使用されている。一方、PEG に関して、日用品や食品に含まれる  PEG の

曝露や  PEG 修飾薬剤の使用により、抗  PEG IgM 抗体が産生されることが知られて

いる 20,25-27。そのため「PEG が人体にとって完全に無害と言い切れない」とする報告

が多数ある 14,17 -20,28。その中には、抗  PEG IgM 抗体の誘導により、血中の  PEG 修飾

リポソームのクリアランスが上昇するという  ABC 現象の報告がある 23。この  ABC 

現象の初期段階では、PEG 修飾リポソームの投与により、PEG に対する抗  PEG IgM 

抗体が産生誘導される 29。そして、この抗  PEG IgM 抗体は、再投与した  PEG 修飾リ

ポソームをオプソニン化し、肝臓マクロファージへのリポソームの取り込みを促進す

る 29,30。また、脾臓では  B 細胞により再投与した  PEG 修飾リポソームが認識され 31、

PEG 修飾リポソームの血中クリアランスが加速される (図  2)。このような  ABC 現象

は、リポソームに限らず、PEG を使用した様々な製剤に確認され 22, 23、PEG を修飾し

た  MB においても報告されている 24。この  MB に関する報告では、PEG 修飾  MB を  

 

図 2 ABC 現 象 の 概 要  

PEG 修 飾 リ ポ ソ ー ム が 脾 臓 で 免 疫 さ れ 、抗  PEG 抗 体 が 産 生 さ れ る 。そ し て 、産 生

さ れ た 抗 体 に よ り 再 投 与 し た 薬 剤 が オ プ ソ ニ ン 化 さ れ 、肝 臓 へ の 取 り 込 み が 促 進 す る 。 

脾臓 再投与

抗 PEG IgM 抗体
(初回投与により産生誘導)

肝臓

クリアランス
上昇

オプソニン化

PEG 含有
リポソーム

初回投与
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28 日間にわたりラットに繰り返し投与することで  2 日目以降の投与において  ABC 

現象が誘導され、造影輝度の消失が速くなることが示されている。また、PEG 修飾  MB 

を投与したラットにおいて、抗  PEG 抗体産生誘導が確認されている。さらに、この  

ABC 現象は、市販されている  PEG 修飾  MB 製剤である  Definity でも確認されてい

る 24。したがって、MB に修飾された  PEG が  ABC 現象の発現に関わっていると考

えられた。  

これまでに開発してきた  PG(PEG)-MB は、超音波診断・治療（超音波セラノスティ

クス）への応用を目的に安定性が高くなるように最適化されており、外殻脂質組成が  

DSPC : DSPG : DSPE-PEG(2k)-OMe = 1 : 2 : 0.33 (mol 比 ) となっている 7。しかし、PEG 

修飾  MB の  ABC 現象誘導の報告から考えると、この  PG(PEG)-MB も  PEG を外殻

に有する  MB であるため、繰り返し投与により  ABC 現象を誘導する可能性がある。

そこで本章では、PG(PEG)-MB の繰り返し投与による  ABC 現象の誘導について検討

した。   
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第一節 PG(PEG)-MB の繰り返し投与による  ABC 現象の誘導  

 

 PEG は  MB 投与後の細網内皮系からの捕捉回避を目的にすると共に、両親媒性分

子のもつ界面活性作用で気泡エマルジョンである  MB を安定化する作用も知られて

いる 32-34。そのため、PG(PEG)-MB にも外殻成分として総脂質組成の  10％  に  DSPE-

PEG が利用されており、MB 表面に  PEG 鎖が存在している。したがって、PG(PEG)-

MB の繰り返し投与により  ABC 現象が誘導される可能性がある。そこで本節では、

PG(PEG)-MB のマウスへの投与による  ABC 現象誘導の有無を検討した。  

 

【実験材料と実験方法】  

PG(PEG)-MB の調製方法  

DSPC : DSPG : DSPE-PEG(2k)-OMe = 1 : 2 : 0.33 (mol 比 ) を有機溶媒混合液  (クロロ

ホルム  : メタノール  : 10％  アンモニア水  : MilliQ = 65 : 35 : 4 : 4)  に溶解させ、ロー

タリーエバポレーター

にて有機溶媒を減圧除

去し脂質薄膜を作製し

た。その後、脂質薄膜を

デシケータにて終夜減

圧し有機溶媒を完全に

除去した。この脂質薄膜

に  100 mM リン酸緩衝

液  (pH 7.4) を添加し水

和した。水和後、恒温振

盪  (65℃、30 分間、 160 

rpm) しリポソームとし

た。調製した  1 mM リポ

ソーム  20 mL を  50 mL 

用ファルコンチューブ

へ添加し、C3F8 存在下で

ホモジナイザーを用い

て高速攪拌  (15,000 rpm、

 

図 3 PG(PEG)-MB の 調 製 方 法  

脂 質 を 有 機 溶 媒 に 溶 解 し 、 有 機 溶 媒 を 減 圧 除 去 す る こ と

で 均 一 な 脂 質 膜 を 作 製 し た 。 脂 質 膜 を 水 和 し て リ ポ ソ ー ム

に す る こ と で 均 一 な 脂 質 懸 濁 液 を 作 製 し た 。 作 製 し た 脂 質

懸 濁 液 に  C3F8 を 吹 き 付 け な が ら 泡 立 て る よ う に 高 速 攪 拌

す る こ と で  C3F8 を 内 包 し た マ イ ク ロ バ ブ ル を 調 製 し た 。  

高速攪拌
(15,000 rpm , 5 min)

C3F8

エバポレーション
&

水和

リポソーム

マイクロバブル

【脂質】 【構成モル比】
DSPC 1
DSPG 2
DSPE-PEG(2k)-OMe 0.33

C3F8
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5 min) することで  PG(PEG)-MB を調製した  

(図  3)。調製した  PG(PEG)-MB と凍結乾燥時

の保護剤となる  18％  スクロース溶液を各  1 

mL ずつ  1 : 1 の割合で  5 mL 用バイアルへ添

加し、凍結乾燥  (-35℃；1 時間、-15℃；8 時間、

+20℃；8 時間 ) を行った。作製した凍結乾燥品  

(図  4) を  MilliQ 2 mL で用時溶解し、PBS で

希釈して実験に使用した。  

 

コールターカウンター法による  MB のサイズと個数濃度の測定方法  

ガラスビーカー内の  ISOTON 50 mL に調製した  PG(PEG)-MB (10 µL) を添加し、

コールターカウンター法で精密粒度分布測定装置  (Multisizer3) を用いて平均粒子径

と個数濃度を測定した。  

 

in vitro における  PG(PEG)-MB の安定性評価方法  

 造影時のノイズを抑えるため超音波音響吸収タイルを設置したビーカーに  500 mL 

の脱気  PBS (37℃、攪拌下 ) を注ぎ、PG(PEG)-MB (1×106 個 /50 µL) を添加して超音波

造影装置  (LOGIQ E9) のコントラストモードを用いて超音波造影  (照射条件：

Dynamic range (DR)=72 dB, 相対超音波出力  (AO)=70％ , Mechanical index (MI 値 )＝0.2 , 

Gain＝1 dB) した  (図  5)。撮影した造影像は画像処理ソフトウェア  (ImageJ) を用い

て輝度解析し、相対輝度を算出した。相対輝度は最高輝度から以下の式を用いて算出

した。  

 

 相対輝度  ＝  測定輝度  / 最高輝度  × 100 (％ )  

 

さらに、相対輝度が 50％  となった時間を造影輝度の半減期  (造影半減期 ) として

算出した。また、各測定の  1 秒毎の相対輝度の平均をとり、散布図とすることで相対

輝度の消失曲線を描出した。  

 

 

 

図 4 PG(PEG)-MB の外観  

凍結乾燥品 復水後
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in vivo における  PG(PEG)-MB の血中滞留性評価方法  

 ddY マウス  (雌性、 6 週齢 ) の後背部を除毛し、イソフルラン麻酔下において  

PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与した。PG(PEG)-MB 投与後、超音波

造影装置  (LOGIQ E9) のコントラストモード  (照射条件：DR=72 dB, AO=70％ , MI 値

＝0.2, Gain＝1 dB) を用いて、腎臓における超音波造影輝度の変化を指標に各  MB の

血中滞留性を評価した。超音波撮像画像は  ImageJ を用いて輝度解析し、造影半減期

を算出した。さらに、PG(PEG)-MB 初回投与から  7 日後に  PG(PEG)-MB (0.25×107 個

/マウス ) を再投与し、同様の方法で血中滞留性を評価し、造影半減期を比較した。  

 

 

図 5 in vitro に お け る PG(PEG)-MB の 安 定 性 評 価 方 法  

PBS 中 に PG(PEG)-MB を 添 加 し て 、 攪 拌 下 で 超 音 波 造 影 を 行 っ た 。  

(A) 実 験 の 模 式 図  

(B) コ ン ト ラ ス ト モ ー ド に よ る  PG(PEG)-MB の 超 音 波 造 影 画 像  

MB 添加量
1×106 個

) )( (

超音波音響
吸収タイル

スターラーチップ

MB

スターラー

300

脱気 PBS (37℃)

超音波造影画像

MB 添加前 MB 添加後

(A)

(B)
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【結果と考察】  

 はじめに本研究で調製した  PG(PEG)-MB の特性を評価した。その結果、PG(PEG)-

MB の平均粒子径は  2.16 ± 0.06 µm で、調製時の平均個数濃度は  1.3 ± 0.3 (×109 個

/mL) であった。既存の超音波造影剤である  Sonazoid の平均粒子径はインタビューフ

ォーム 35 より  2～3 µm とされているため、本検討における  PG(PEG)-MB の粒子径は  

Sonazoid  とほぼ同様と示された。また、PG(PEG)-MB を  in vitro で超音波造影した結

果、PG(PEG)-MB の造影輝度が時間の経過とともに低下した。PG(PEG)-MB の造影半

減期を算出したところ、造影半減期の平均値は  124.3 ± 25.4 秒であった  (図  6)。   

次に、この  PG(PEG)-MB の  ABC 現象を検討するため、PG(PEG)-MB をマウスに投

与し、その  7 日後に  PG(PEG)-MB を再投与した時のマウス腎臓における超音波造影

輝度の推移を検討した  (図  7)。腎臓は血流が多く、表皮に近いため超音波造影での観

察に適しており 24、本研究の観察臓器として選択した。PG(PEG)-MB の造影半減期を

算出した結果、初回投与に比べ、2 回目に投与したマウスにおいて超音波造影輝度の

消失が早く、造影半減期が有意に短縮した  (図  8)。このことから、PG(PEG)-MB が  

ABC 現象を誘導することが明らかとなった。このように、繰り返し投与で  MB の造

影半減期が変化することは、臨床で同一患者への再検査を行う場合に障害となる可能

性が懸念された。そのため、ABC 現象を回避可能な  MB の開発が必要と考えられた。

また、過去の報告によると、PEG 修飾リポソームや  PEG 修飾  MB の繰り返し投与に

おいて、抗  PEG IgM 抗体の誘導が  ABC 現象の原因であることが示されている 24,28。

本検討により、PG(PEG)-MB による  ABC 現象の誘導が確認できたため、PG(PEG)-MB 

 

図 6 in vitro に お け る PG(PEG)-

MB の 超 音 波 造 影 輝 度 消 失 曲 線  

PEG(PEG)-MB の in vitro の 超

音 波 造 影 に よ る 造 影 輝 度 消 失 曲 線  

各 サ ン プ ル の 相 対 輝 度 の 平 均 値 を 散

布 図 と し て 相 対 輝 度 の 消 失 曲 線 を 描

い た 。  (n=3)  
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においても抗 PEG IgM 抗体の誘導が  ABC 現象の原因である可能性が考えられた。  

 

 

図 7 PG(PEG)-MB の 繰 り 返 し 投 与 に よ る 造 影 評 価  

PG(PEG)-MB を マ ウ ス へ 投 与 し 、 7 日 後 に 再 投 与 し て 超 音 波 造 影 し た 。  

(A) 実 験 の 模 式 図  (B) 超 音 波 造 影 に よ り 撮 像 し た マ ウ ス の 腎 臓 を  B モ ー ド と コ ン

ト ラ ス ト モ ー ド で 造 影 し た 。 (黄 色 の 円 : 腎 臓 ) 

 

PG(PEG)-MB 再投与

1 週間

PG(PEG)-MB 投与 PG(PEG)-MB 組成
ガス C3F8

投与量 0.25×107 個/匹

造影

ddY マウス
(雌、6 週齢)

(A)

B モード コントラストモード

MB 投与前 MB 投与後(B)

腎臓
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図 8 PG(PEG)-MB の 繰 り 返 し 投 与 に お け る 超 音 波 造 影  

PEG(PEG)-MB を 初 回 投 与 か ら  7 日 後 に 再 投 与 し 、コ ン ト ラ ス ト モ ー ド で 撮 像 し

た 超 音 波 造 影 デ ー タ 。   

 (A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線  (相 対 輝 度 の 平 均 値 か ら 作 成 、 n=3)  

 (B) 造 影 半 減 期 (平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=3、** P ＜ 0.01, student's t-test, vs  

初 回 投 与 )  
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第二節 ABC 現象誘導における抗  PEG IgM 抗体の関与  

 

本節では、PG(PEG)-MB 投与における抗  PEG 抗体の産生誘導について検討した。

なお、この抗  PEG 抗体について、ヒトでは  IgM と  IgG の両方が検出されることが

示されている 25,26。しかし、ラットなどの齧歯類の研究において、誘導される抗  PEG 

抗体は  IgG へのクラススイッチは起こらず、 IgM 抗体が有意に上昇することが報告

されている 36,37 。そこで本検討では、PG(PEG)-MB 投与後のマウス血中抗  PEG IgM 

抗体価を評価した。  

 

【実験材料と実験方法】  

PEG 修飾リポソームの調製方法  

EggPC : Cholesterol : DSPE-PEG(2k)-OMe = 1.85 : 1 : 0.15 (mol 比 ) をクロロホルムに

溶解させ、ロータリーエバポレーターにて有機溶媒を減圧除去し、脂質薄膜を作製し

た。その後、脂質薄膜をデシケータにて終夜減圧し、有機溶媒を完全に除去した。こ

の脂質薄膜に  25 mM HEPES 緩衝液  (0.14 M NaCl、pH 7.4) を  20 mL 添加して水和

した。水和後、恒温振盪  (65℃、30 分間、160 rpm)し、バス型ソニケーターで  10 分

間のソニケーションを行った。その後、エクストルーダー  (膜孔径  : 400 nm×3 回 , 200 

nm×15 回 , 100 nm×10 回 , 80 nm×3 回 ) により粒子径を調製し、450 nm フィルターで

ろ過し、PEG 修飾リポソーム懸濁液とした。作製した  PEG 修飾リポソームは動的光

散乱法により粒子径分析装置  (Zetasizer Nano-ZS) を用いて平均粒子径を測定した。  

 

PEG 修飾リポソームによる抗  PEG IgM 抗体誘導方法  

ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  PEG 修飾リポソーム  (EggPC : 0.1 µmoL/kg) を静脈

内投与し、投与後  0, 3, 5, 7, 10, 14 日目にヘパリン処理キャピラリーで採血を行った。

回収した血液を遠心分離  (3400 rpm、30 分 ) することで血漿を回収し、固相を  DSPE-

PEG(2k)-OMe とし、一次抗体として希釈したマウスの血漿、二次抗体を  GOAT anti 

MOUSE IgM HRP conjugate (0.1 µg/mL)、発色基質に  TMB を用いた  ELISA 法により、

抗  PEG IgM 抗体の抗体価を評価した。なお、抗体価は吸光度  (450 nm) が 0.1 以上と

なる最大希釈倍率の  2 を底とする常用対数と定義した。  

 

PG(PEG)-MB による抗  PEG IgM 抗体誘導方法  

ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与し、
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PG(PEG)-MB 投与後  0, 3, 5, 7, 10, 14 日目に採血を行った (図  9)。回収した血液を遠

心分離  (3400 rpm、30 分 ) することで血漿部分を回収し、PEG 修飾リポソームによる

抗  PEG IgM 抗体誘導の実験と同様の  ELISA 法により、抗  PEG IgM 抗体の抗体価を

評価した。  

 

遊離  PEG 前投与による  PG(PEG)-MB の超音波造影への影響検討方法  

ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) を投与し、投与

後  7 日後に遊離  PEG-20k (120 mg/マウス ) をマウスの静脈内へ投与した。遊離  PEG 

投与後  3 時間後に  PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) の再投与を行った (図  10)。

PG(PEG)-MB 投 与 後 に

超音波造影装置  (LOGIQ 

E9) (照射条件：DR＝ 72 

dB, AO=70％ , MI 値＝

0.2, Gain＝1 dB) を用い

て腎臓における超音波

造影輝度の変化を指標

に、ABC 現象誘導下で

の  PG(PEG)-MB の造影

半減期への遊離  PEG 投

与の影響を評価した。  

 

図 9  PG(PEG)-MB に よ る 抗  PEG IgM 抗 体 誘 導 方 法  

PG(PEG)-MB 投与
(投与前に Day 0 として採血)

ELISA

採血

Day 3

Day 5

Day 7

Day 10

Day 14

ddY マウス
(雌、6 週齢)

DSPE-PEG(2k)-OMe

固相
PEG 構造

反応抗体価を測定

脾臓

PG(PEG)-MB

初回投与

抗 PEG IgM 抗体
(初回投与により産生誘導)

 
図 10 遊 離  PEG 前 投 与 に よ る  PG(PEG)-MB の 超 音 波 造

影 へ の 影 響 検 討 方 法  

遊離 PEG 投与
投与量 : 120 ㎎/ 匹

1 週間

PG(PEG)-MB 投与
PEG-20k

3 時間

PG(PEG)-MB 再投与

造影投与

誘導された抗 PEG 抗体を
遊離 PEG で競合阻害

PEG-20k
投与

抗 PEG IgM 抗体

ddY マウス
(雌、6 週齢)

結合
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【結果・考察】  

 本検討では、先行論文 36 に報告のある  PEG 修飾リポソーム投与による抗  PEG IgM 

抗体の誘導を、PG(PEG)-MB 投与による抗  PEG IgM 抗体誘導に関する検討のポジテ

ィブコントロールにすることを考えた。そのため、はじめに上述の実験におけるポジ

ティブコントロールとしての PEG 修飾リポソームの妥当性を検討することとした。

本検討の方法で作製した  PEG 修飾リポソームの平均粒子径は  73.77 ± 3.71 nm (n＝3) 

となった。マウスに  PEG 修飾リポソームを投与し、経日的に血液をサンプリングし、

血漿中の抗  PEG IgM 抗体価を検討した。その結果、PEG 修飾リポソームの投与  3 日

後から抗  PEG IgM 抗体価の有意な上昇が認められ、抗体価の高値は投与後  14 日間

に渡り継続していた。先行論文においても  PEG 修飾リポソーム投与後  3 日目から抗  

PEG IgM 抗体の上昇が認められており 36、経時的な抗体価の推移が本検討結果と類似

していた。そのため、本検討で使用した  PEG 修飾リポソームが、PG(PEG)-MB を評

価するためのポジティブコントロールとして妥当であると考えられた。次に、

PG(PEG)-MB を投与したマウスでの抗  PEG IgM 抗体の誘導について検討した。その

結果、PG(PEG)-MB 投与後  3 日目以降で血漿中の抗  PEG IgM 抗体価の有意な上昇が

みられ、投与後  14 日間に渡り高値が継続した  (図  11)。この抗  PEG IgM 抗体価の上

 

図 11 マ ウ ス の 血 漿 の お け る 抗  PEG IgM 抗 体 価 の 測 定  

PEG 粒 子 を 投 与 し た マ ウ ス で の 血 中 抗  PEG IgM 抗 体 価 を 測 定 し た 。  

(A) PEG 修 飾 リ ポ ソ ー ム 投 与 後 の 抗 PEG IgM 抗 体 価  

 (平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=5、** P < 0.01, Dunnett’s test, vs Day 3, 5, 7, 10, 14)  

(B) PG(PEG)-MB 投 与 後 の 抗  PEG IgM 抗 体 価  

 (平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=5、** P < 0.01, Dunnett’s test, vs Day 3, 5, 7, 10, 14)  
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昇は  PEG 修飾  MB 投与後  7 日目  にピークを迎えており、MB の  ABC 現象を報告

した先行論文 24 と類似していた。これらの結果から、PG(PEG)-MB の投与においても  

PEG 修飾リポソーム投与と同様に抗  PEG IgM 抗体産生が誘導されることが明らか

となった。このように  PG(PEG)-MB 投与でも抗  PEG IgM 抗体の産生が確認されたこ

とから、PG(PEG)-MB の  ABC 現象の原因が抗  PEG IgM 抗体の誘導であると考えら

れた。そこで、PG(PEG)-MB 投与における抗  PEG IgM 抗体の  ABC 現象への関与を

明確にするため、遊離  PEG を用いた競合阻害実験を行った。この検討において、遊

離  PEG の投与量として  Fix らのラットでの報告 24 をもとに、マウス投与量への換算

を考えた。この報告では、高濃度の抗  PEG 抗体による  ABC 現象を解消できる遊離  

PEG 投与量を  6,000-15,000 mg/kg と算出している。そこで本検討では、この投与量を

参考にマウスへの投与量に換算し、遊離  PEG を  120 mg/マウスとして投与することと

した。PG(PEG)-MB を投与し抗  PEG IgM 抗体を誘導したマウスに、遊離  PEG を投

与した後に  PG(PEG)-MB を再投与した結果、PG(PEG)-MB の造影半減期は、初回投

与と同等まで回復した  (図  12)。これより、遊離  PEG の投与で  ABC 現象が解消され

ることが示された。これは、遊離  PEG の投与により本来  PG(PEG)-MB に結合するは

ずであった抗  PEG IgM 抗体が競合阻害され、PG(PEG)-MB のオプソニン化が回避さ

れたためであると推察された。このような  PG(PEG)-MB のオプソニン化回避に伴い、

肝臓及び脾臓への取り込みが抑制され、造影半減期が初回投与と同等になったと考え

られた。以上の結果から、PG(PEG)-MB 再投与でみられた  ABC 現象の原因が抗  PEG 

IgM 抗体であることが示唆された。  



- 18 - 

 

  

 
図 12 遊 離  PEG 前 投 与 に よ る  PG(PEG)-MB の 超 音 波 造 影 へ の 影 響 検 討  

抗  PEG 抗 体 の  PG(PEG)-MB へ の 結 合 を 競 合 阻 害 す る 目 的 で 遊 離  PEG 

を 投 与 し 、PG(PEG)-MB 投 与 後 に コ ン ト ラ ス ト モ ー ド で 超 音 波 造 影 を 行 っ た 。  

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線  (相 対 輝 度 の 平 均 値 か ら 作 成 、 n=3) 

(B) 造 影 半 減 期  (平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=3、* P ＜ 0.05, Dunnett’s test, vs 

再 投 与 , 再 投 与 +遊 離 PEG)  
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第三節 抗  PEG 抗体による  ABC 現象の交差性に対する検討  

 

 前節により、PG(PEG)-MB の  ABC 現象の原因が抗  PEG IgM 抗体であることが明

らかとなった。このことから、抗  PEG IgM 抗体が誘導されるような  PEG を利用し

た製剤の使用経験がある患者では、PEG 化製剤の種類が変わっても抗  PEG 抗体の交

差反応により  PG(PEG)-MB の  ABC 現象が誘導される可能性が考えられた。そこで

本節では、異なる  PEG 化製剤間の  ABC 現象の交差反応について  PG(PEG)-MB の造

影半減期への影響を指標に評価した。  

 

【実験材料と実験方法】  

PEG 修飾リポソームの調製方法  

 PEG 修飾リポソームは第一章第二節と同様の方法で調製した。  

 

PEG 修飾リポソーム投与後における  PG(PEG)-MB の血中滞留性評価方法  

 ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  PEG 修飾リポソーム  (EggPC : 0.1 µmol/kg) を静脈

内投与した。さらに、 7 日後に後背部を除毛し、イソフルラン麻酔下において  

PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与した。PG(PEG)-MB 投与後、超音波

造影装置  (LOGIQ E9) を用いて第一章第一節  「 in vivo における  PG(PEG)-MB の血

中滞留性評価方法」と同様に造影し、造影半減期を算出した。  

 

【結果・考察】  

PEG 修飾リポソームを事前に投与し、抗  PEG IgM 抗体が誘導されたマウスに  

PG(PEG)-MB を投与したときの超音波造影への影響を検討した。その結果、無処置の

マウスへの  PG(PEG)-MB 投与に比べ、PEG 修飾リポソーム投与後の  PG(PEG)-MB 

投与において、超音波造影半減期の有意な短縮が認められた  (図  13)。このことから、

PEG 修飾リポソームの投与で産生誘導された抗  PEG IgM 抗体が、PG(PEG)-MB の  

ABC 現象にも関与することが明らかとなった。このように、産生誘導された抗  PEG 

IgM 抗体は、PEG 化製剤の種類を超えた交差性を有していることが示された。抗  PEG 

抗体の薬剤間での交差性は、抗  PEG 抗体について調査した先行論文 26 や  Pegloticase 

38 でも懸念されている。このように、本検討でみられた抗  PEG IgM 抗体の交差性は

臨床現場において問題点とされる可能性があり、抗  PEG IgM 抗体の影響から逃れる

対策を講じる必要があると考えられた。  
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図 13 PEG 修 飾 リ ポ ソ ー ム 投 与 後 に お け る  PG(PEG)-MB の 血 中 滞 留 性 評 価  

ABC 現 象 の 交 差 性 を 検 討 す る た め 、 PEG 修 飾 リ ポ ソ ー ム 前 投 与 後 の  PG(PEG)-

MB の 超 音 波 造 影 を 行 っ た 。   

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線  (相 対 輝 度 の 平 均 値 か ら 作 成 、 n=3) 

(B) 造 影 半 減 期  (平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=3、** P ＜ 0.01, student's t-test, vs  

無 処 置 )  
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第四節 小括  

 

  本章では、PG(PEG)-MB による  ABC 現象の誘導と抗  PEG IgM 抗体の産生誘導、

および ABC 現象に対する抗  PEG IgM 抗体の関与と  ABC 現象の交差性について検

討した。  

第一節では、PG(PEG)-MB のマウスへの繰り返し投与により、PG(PEG)-MB の超音

波造影半減期が短縮し、PG(PEG)-MB による  ABC 現象の誘導が確認された。そこで

第二節において、PG(PEG)-MB 投与による抗  PEG IgM 抗体の産生誘導を検討した。

その結果、PG(PEG)-MB の投与による抗  PEG IgM 抗体産生の誘導が明らかとなった。

また、遊離  PEG の事前投与による抗  PEG IgM 抗体の競合阻害により、PG(PEG)-MB 

に対する  ABC 現象が解消することが明らかとなった。このことから、PG(PEG)-MB 

の  ABC 現象の原因として抗  PEG IgM 抗体が重要であることが示された。このよう

に、PG(PEG)-MB の投与で  ABC 現象を誘導するほどの抗 PEG IgM 抗体が産生され

ていることが判明した。そのため、第三節では抗  PEG IgM 抗体による  ABC 現象の

交差性について検討した。PEG 修飾リポソームで抗  PEG IgM 抗体産生を誘導したマ

ウスに  PG(PEG)-MB を投与したところ、PG(PEG)-MB の造影半減期が著しく短縮さ

れた。このことから、抗  PEG IgM 抗体による  ABC 現象の交差性が確認された。  

臨床現場において、患者の病歴や薬歴を確認することは必要であるが、自己申告に

頼る点が多く、完全に把握することは困難である。これに加え一般的な生活において、

PEG の曝露による抗  PEG 抗体の保持を把握することは、抗  PEG 抗体保持の事前検

査を行う以外不可能に近い。また、抗  PEG 抗体の保持によるアレルギー反応の惹起

の可能性を予測することは困難を極める。そのため、抗  PEG 抗体を誘導しない診断・

治療薬の開発が、ABC 現象やアレルギー反応回避の両面において必要であると考え

られた。そこで次章では、抗  PEG 抗体を誘導しない超音波造影用  MB の開発に着手

した。  
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第二章 PEG 未修飾マイクロバブルの開発  

 

 第一章では、PG(PEG)-MB が  ABC 現象を誘導することが明らかとなった。また、

抗  PEG IgM 抗体が交差反応を示すことが確認され、抗  PEG IgM 抗体の所持・未所持

が  PG(PEG)-MB を使用する場合の個体差の原因になると考えられた。先行論文によ

り、健常人においても抗  PEG 抗体の所持率が高いことが報告されている 25,26。その

ため、PEG 化製剤で  ABC 現象の回避を目指すことは困難であると考えられた。また、

診断に利用される  MB では、高い安全性が求められる。現在、MB を安全性の高い造

影剤として利用している報告が多く 39-41、 CT で用いられる造影剤と比べて副作用が

少ないことも報告されている 42。しかし、抗  PEG 抗体に起因するインフュージョン

リアクションなどが問題となれば、MB における高い安全性という特長が失われる。

そのため、ABC 現象の回避と安全性の担保から、PEG を使用せずに血中滞留性の良

好な  MB を開発することが望まれる。このようなことから、ABC 現象回避の条件と

して「繰り返し投与で造影半減期が短縮しないこと」、「抗  PEG 抗体の所持・未所持

により造影半減期が変わらないこと」の  2 点が、新規  MB の達成項目として重要で

ある。そこで、本章では  PEG を使用しない血中滞留性の良好な新規  MB の開発を試

みた。   
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第一節 PEG 未修飾マイクロバブルの外殻組成の検討  

 

 多くの  MB の外殻には、脂質アンカーに親水性の  PEG を修飾した  PEG 修飾脂質

が利用されている。この  PEG 修飾脂質のような両親媒性分子は、その界面活性作用

により気泡の安定化作用を有している。したがって、PEG を使用しない  MB の開発

では、MB の安定性を確保できる外殻脂質組成を検討する必要がある。これまでに我々

の研究グループでは、様々な  MB を調製した経験から  PG(PEG)-MB の構成成分であ

る  DSPC と  DSPG の割合を変えることにより  MB の安定性が変化することを見出

してきた 7。そこで本節では、PEG を使用せず、DSPC と  DSPG のみを基本成分とし

た  MB の調製に最適な外殻組成割合について検討した。  

 

【実験材料と実験方法】  

nonPEG-MB の調製方法  

各脂質懸濁液  (DSPC : DSPG =1 : 2, 1 : 1, 2 : 1 (mol 比 )) を有機溶媒混合液  (クロロ

ホルム  : メタノール  : 10％  アンモニア水  : MilliQ = 65 : 35 : 4 : 4)  に溶解させ、ロー

タリーエバポレーターにて有機溶媒を減圧除去し脂質薄膜を作製した。その後、脂質

薄膜をデシケータにて終夜減圧し有機溶媒を完全に除去した。この脂質薄膜に  100 

mM リン酸緩衝液  (pH 7.4) を添加し、水和した。水和後、恒温振盪  (65℃、30 分間、

160 rpm) し、リポソームとした。調製したリポソーム（脂質濃度  1 mM）20 mL を  50 

mL チューブへ添加し、C3F8 存在下にてホモジナイザーを用いて高速攪拌  (15,000 

rpm、5 min) することで  nonPEG-MB を調製した。調製した  nonPEG-MB と凍結乾燥

時の保護剤として  18％  スクロース溶液を各  1 mL ずつ  1 : 1 の割合で  5 mL 用バイ

アルへ添加し、凍結乾燥  (-35℃；1 時間、-15℃；8 時間、+20℃；8 時間 ) を行った。

作製した凍結乾燥品を  MilliQ 2 mL で用時溶解し、PBS で希釈して実験に使用した。 

 

コールターカウンター法によるマイクロバブルのサイズと個数濃度の測定方法  

 第一章第一節と同様の方法でコールターカウンター法により各組成の nonPEG-MB 

の平均粒子径と個数濃度を測定した。  

 

in vitro における  nonPEG-MB の安定性評価方法  

 造影時のノイズを抑えるため超音波音響吸収タイルを設置したビーカーに  500 mL 

の脱気  PBS (37℃、攪拌下 ) を注ぎ各組成の  nonPEG-MB (1×106 個 /50 µL) を添加し、
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超音波造影  (照射条件：DR=72 dB, AO=70％ , MI 値＝0.2 , Gain＝1 dB)した。撮影した

造影像は  ImageJ を用いて輝度解析し、相対輝度を算出した。相対輝度は第一章第一

節「 in vitro  における  PG(PEG)-MB の安定性評価方法」と同様の計算式で算出した。 

 

in vivo における  nonPEG-MB の血中滞留性評価方法   

 ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) の後背部を除毛し、イソフルラン麻酔下において  各組

成の  nonPEG-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与した。各  nonPEG-MB 投与後、

超音波造影装置  (LOGIQ E9) を用いて第一章第一節「 in vivo における  PG(PEG)-MB 

の血中滞留性評価方法」と同様に造影し、造影半減期を算出した。  

 

【結果と考察】  

DSPC : DSPG = 1 : 2, 1 : 1 または  2 : 1  (mol 比 ) の外殻脂質組成からなる  MB を

調製したところ、外観は全て白濁した乳濁液となり、いずれの組成でも  MB が形成さ

れていた  (図  14)。また、各  MB の粒子径を測定した結果、どの組成の粒子も平均粒

 

図 14 PEG 未修飾 MB の特性評価  

PEG を 使 用 せ ず に 作 製 し た  MB 

に お け る 、 DSPC と  DSPG の 割 合

に よ る 物 性 の 違 い を 評 価 し た 。   

(A) 各 MB の 外 観  

(B) 各  MB の 平 均 粒 子 径  ( 平 均 値

± 標 準 偏 差 、 n=3)  

(C) 各  MB の 個 数 濃 度  (平 均 値  ±

標 準 偏 差 、 n=3)  

** P < 0.01, * P ＜ 0.05, Dunnett’s 

test, vs 1 : 2, 1 : 1, 2 : 1  
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子径  6 µm 以下となった。個数濃度は  PG(PEG)-MB で一番高くなった。このように  

PEG 修飾脂質を使用した  MB において個数濃度が高くなるのは、PEG 修飾脂質の界

面活性作用により調製される  MB の個数が多くなるためであると考えられた。いず

れにしても、MB の生体内への投与は個数を合わせて投与するため、調製時の個数濃

度は大きな問題にはならないと考えられた。  

in vitro の超音波造影では、 PG(PEG)-MB と比べ  DSPC : DSPG ＝  1 : 1 や  2 : 1 の

外殻脂質組成において、造影半減期が有意に短くなった  (図  15)。DSPC : DSPG ＝  1 : 

2 の外殻脂質組成では、PG(PEG)-MB と有意な差が無い造影半減期が得られた。この

ことから、PEG を使用しない  MB の外殻脂質組成として  DSPC : DSPG ＝  1 : 2 が

安定性の観点から最適であることが明らかとなった。リポソームの研究分野における

示差熱分析では、ジミリストイルホスファチジルコリン  (DMPC) で構成された脂質膜

にジミリストイルホスファチジルグリセロール  (DMPG) を添加することにより相転

移温度が上昇することが明らかになっている 43。この  PG 添加による脂質二分子膜の

相転移温度上昇は、膜の安定化を意味している。一般に、DSPC の親水基部分  (PC) は

かさ高いことが知られている。そのため、PC だけで構成した脂質膜は立体的混雑に

より膜が不安定になりやすい。そこに  PC と比較し親水基部分が小さい PG を添加す

 

図 15 in vitro に お け る nonPEG-MB 

の 安 定 性 評 価  

各  MB の  in vitro  に お け る 超 音 波

造 影 を 行 っ た 。  

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線 (相 対 輝 度 の 平

均 値 か ら 作 成 、 n=3) 

(B) 造 影 半 減 期 (平 均 値  ± 標 準 偏 差 、

n=3) 

** P < 0.01, Dunnett’s test, vs 1 : 2, 

1 : 1, 2 : 1 

 



- 26 - 

 

ることで、膜表面の立体的混雑が解消され、リン脂質の密度が高まることで膜が安定

化すると考えられた。今回はリポソーム膜のような脂質二分子膜ではないが  MB 外

殻の脂質単分子膜である  PC と  PG の立体混雑が DSPC : DSPG ＝  1 : 2 で最も解消

され  MB の安定化につながったものと考えられた。  

次に、in vivo での各組成の  nonPEG-MB の造影半減期を検討したところ、外殻脂質

組成が  DSPC : DSPG = 1 : 2 において血中滞留性が長くなることが明らかとなった  

(図  16)。MB の血中滞留性に粒子のサイズが影響するといった報告 44 もあるが、今回  

PEG を除去した外殻脂質組成間において粒子径に大きな違いはみられなかった。その

ため、この血中滞留性の向上は、粒子のサイズではなく膜の安定化による  MB 自体の

安定性向上が主な要因であると考えられた。  

  

 

図 16 in vivo に お け る  nonPEG-MB 

の 血 中 滞 留 性 評 価  

各  MB の  in vivo  に お け る 超 音 波

造 影 を 行 っ た 。  

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線  (相 対 輝 度 の 平

均値から作 成、 n=3)  

(B) 造 影 半 減 期  ( 平 均 値  ± 標 準 偏

差 、 n=3) 

** P < 0.01, * P ＜  0.05, Dunnett ’s 

test, vs 1 : 1, 2 : 1 
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第二節 PEG 未修飾マイクロバブルによる抗  PEG IgM 抗体誘導  

 

 前節において、PEG 修飾脂質を除いた場合、外殻脂質組成として  DSPC : DSPG ＝  

1 : 2 が安定で血中滞留性の良好な  MB の構築に重要であることが示された。そのた

め、この組成の  MB を  nonPEG-MB として研究を進めていくこととした。PG(PEG)-

MB の  ABC 現象の原因が抗  PEG IgM 抗体の誘導であったことから、本節では  

nonPEG-MB 投与後の抗  PEG IgM 抗体の誘導について検討した。  

 

【実験材料と実験方法】  

nonPEG-MB の静脈内投与後の血中抗  PEG IgM 抗体価の測定方法   

ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  nonPEG-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与し、

nonPEG-MB 投与後  0, 3, 5, 7, 10, 14 日目に採血を行った。回収した血液を遠心分離  

(3400 rpm、30 分 ) することで血漿部分を回収し、第一章第二節の「PEG 修飾リポソ

ームによる抗  PEG IgM 抗体誘導方法」と同様に  ELISA 法により、血中抗  PEG IgM 

抗体の抗体価を評価した。  

 

【結果と考察】  

 nonPEG-MB を投与後、経日的に採血し、抗  PEG IgM 抗体価を  ELISA にて評価し

た。その結果、nonPEG-MB 投与群の抗  PEG IgM 抗体価は、ポジティブコントロール

の  PG(PEG)-MB 投与群よりも有意に低い値となった  (P < 0.01, Dunnett’s test, vs Day0, 

3, 5, 7, 10, 14)。しかし、nonPEG-MB 投与群において無処置群より若干の抗体価上昇

が認められた  (図  17)。nonPEG-MB には  PEG が含まれないことから、この抗体価の

上昇はプレートに固相化した  DSPE-PEG(2k)-OMe に対する非特異的な抗体の誘導に

よるものと推察された。いずれにしても、ポジティブコントロールである  PG(PEG)-

MB 投与ほどの抗体価の上昇は認められず、nonPEG-MB 投与後の血清はどの時点で

もポジティブコントロールと比べ有意に低かった。そのため、nonPEG-MB による抗  

PEG IgM 抗体誘導は弱く、PG(PEG)-MB と比べて抗原性が低下していることが示唆さ

れた。  
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図 17 nonPEG-MB の 静 脈 内 投 与 後 の 血 中 抗  PEG IgM 抗 体 価 の 測 定  

nonPEG-MB 投 与 後 の 抗  PEG 抗 体 価 を 測 定 し た 。 (平 均 値  ± 標 準 偏 差 、

n=5) 

** P < 0.01, * P < 0.05, Dunnett’s test, vs Day 3, 5, 7, 10, 14, ポ ジ テ ィ ブ コ

ン ト ロ ー ル )  ● ： 測 定 値 、— お よ び — ： 平 均 値  
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第三節 PEG 未修飾マイクロバブルの超音波造影  

 

 本章のはじめで述べたように、ABC 現象を回避する  MB の開発において「繰り返

し投与で造影半減期が短縮しないこと」、「抗  PEG 抗体の所持・未所持により造影半

減期が変わらないこと」の  2 点が重要である。そこで本節では、nonPEG-MB のマウ

スへの繰り返し投与による  ABC 現象誘導の有無を評価した。また、PG(PEG)-MB の

前投与により抗  PEG IgM 抗体を誘導したマウスを作成し、この  ABC 現象が誘導さ

れる条件下での  nonPEG-MB の超音波半減期の影響を検討した。  

 

【実験材料と実験方法】  

nonPEG-MB の繰り返し投与における超音波造影評価方法  

 ddY マウス  (雌性、 6 週齢 ) の後背部を除毛し、イソフルラン麻酔下において  

nonPEG-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与した。nonPEG-MB 投与後、超音波造

影装置  (LOGIQ E9) を用いて第一章第一節の  「 in vivo における  PG(PEG)-MB の血

中滞留性評価方法」と同様に造影し、造影半減期を算出した。また、7 日後に  nonPEG-

MB (0.25×107 個 /マウス ) を再投与し、同様の方法で血中滞留性を評価した。  

 

抗  PEG 抗体存在下における  nonPEG-MB の超音波造影評価方法  

 ddY マウス  (雌性、 6 週齢 ) の後背部を除毛し、イソフルラン麻酔下において  

PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /マウス ) を静脈内投与した。7 日後に  nonPEG-MB を投与

し、超音波造影装置  (LOGIQ E9) を用いて第一章第一節の  「 in vivo における  

PG(PEG)-MB の血中滞留性評価方法」と同様に造影し、造影半減期を算出した。  

 

【結果と考察】  

nonPEG-MB の  ABC 現象誘導について検討したところ、nonPEG-MB は繰り返し投

与しても造影半減期に有意な差がなかった  (図  18)。このことから  nonPEG-MB は  

ABC 現象を誘導しないことが示唆された。また、PG(PEG)-MB 投与後に  nonPEG-MB 

を投与した結果、抗  PEG IgM 抗体が誘導されていると考えられるマウスにおいても

造影半減期に有意な差がなかった  (図  19)。したがって、nonPEG-MB は既存の抗  PEG 

IgM 抗体に影響されない  MB であることが明らかとなった。これらのことから、

nonPEG-MB は「繰り返し投与で造影半減期が短縮しないこと」、「抗  PEG 抗体の所

持・未所持により造影半減期が変わらないこと」という  2 点の要件を満たす  ABC 現
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象を回避可能な新規  MB であることが示された。  

本研究において初回投与時の造影半減期は、nonPEG-MB に比べ  PG(PEG)-MB で長

い傾向にあった。しかし、第一章第一節の実験で示されたように  PG(PEG)-MB は繰り

返し投与で造影半減期が短縮し、繰り返し投与においては  nonPEG-MB の造影半減期

を下回る場合もあった。一方で、nonPEG-MB は繰り返し投与や抗  PEG IgM 抗体存在

下でも造影半減期が大きく変化せず、繰り返し投与でも同等の効果を維持できること

が期待される。このように、本検討の目的である「繰り返し投与で造影半減期が短縮

しないこと」、「抗  PEG 抗体の所持・未所持により造影半減期が変わらないこと」の  

2 点の項目が達成できたと考えられた。  

 

 

 

 

図 18 nonPEG-MB の 繰り返し投 与にお け

る 超 音 波 造 影 評 価  

nonPEG-MB を 繰 り 返 し 投 与 し 、 超 音 波

造 影 を 行 っ た 。  

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線 (相 対 輝 度 の 平 均 値

か ら 作 成 、 n=3) 

(B) 造 影 半 減 期 (平 均 値  ± 標 準 偏 差 、n=3) 

図 19 抗  PEG IgM 抗 体 存 在 下 に お け る  

nonPEG-MB の 超 音 波 造 影 評 価  

抗  PEG IgM 抗 体 誘 導 下 で nonPEG-MB 

の 超 音 波 造 影 を 行 っ た 。  

(A) 造 影 輝 度 消 失 曲 線 (相 対 輝 度 の 平 均 値 か

ら 作 成 、 n=3) 

(B) 造 影 半 減 期 (平 均 値  ± 標 準 偏 差 、 n=6) 
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第四節 ABC 現象誘導下におけるマイクロバブルの組織分布  

 

前節の結果から  nonPEG-MB が  ABC 現象を回避可能な新規  MB 製剤として利用

可能になると考えられた。Fix らの報告では  MB の  ABC 現象の一因として、造影輝

度による定性的な観察から  MB の肝臓への取り込みが向上している可能性を考察し

ている 24。これは、これまでに報告されている  PEG 修飾リポソームの  ABC 現象の

報告と概ね同様となる 45。そのため、前節で示された  nonPEG-MB の  ABC 現象回避

のメカニズムが、肝臓への取り込みの回避によるものと推察された。しかし、このよ

うな  ABC 現象を回避できる  MB はこれまでに報告されておらず、ABC 現象回避の

機序は明らかとなっていない。そこで本節では、MB の  ABC 現象回避の機序解明を

目的に、マウスへ投与後の  MB の組織分布を検討した。  

 

【実験材料と実験方法】  

DiR 修飾  PG(PEG)-MB の調製方法  

DSPC : DSPG : DSPE-PEG(2k)-OMe = 1 : 2 : 0.33 (mol 比 )と  DiR (脂質モル濃度に対

し  1％ ) を有機溶媒混合液  (クロロホルム  : メタノール  : 10％  アンモニア水  : 

MilliQ = 65 : 35 : 4 : 4)  に溶解させ、ロータリーエバポレーターにて有機溶媒を減圧除

去し脂質薄膜を作製した。その後、第一章第一節  の「PG(PEG)-MB の調製方法」と同

様に調製し、実験に使用した。  

 

DiR 修飾  nonPEG-MB の調製方法  

DSPC : DSPG = 1 : 2 (mol 比 )と  DiR (脂質モル濃度に対し  1％ ) を有機溶媒混合液  

(クロロホルム  : メタノール  : 10％  アンモニア水  : MilliQ = 65 : 35 : 4 : 4)  に溶解さ

せ、ロータリーエバポレーターにて有機溶媒を減圧除去し脂質薄膜を作製した。その

後、第二章第一節の  「nonPEG-MB の調製方法」と同様に調製し、実験に使用した。 

 

IVIS による  各  MB の組織分布評価方法  

 無蛍光飼料で飼育した  ddY マウス  (雌性、6 週齢 ) に  PG(PEG)-MB (0.25×107 個 /

マウス ) を静脈内投与し、抗  PEG 抗体を誘導した。7 日後に  DiR 修飾  PG(PEG)-MB 

もしくは  DiR 修飾  nonPEG-MB を  DiR の蛍光量として各  1×109 [photons/sec] / 

[µW/cm²] / マウスを麻酔下で静脈内投与し、投与  3 分後に脱血して各臓器を摘出し

た。摘出した臓器を in vivo imaging system (IVIS) で撮影し、各臓器を囲う  ROI をか
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け各臓器における  Total Radiant Efficiency [photons/sec] / [µW/cm²] / mg tissue を指標

に、各組織への  MB の分布を評価した。  

 

【結果と考察】  

リポソームにおける  ABC 現象では、初回投与と再投与で薬剤の体内動態が劇的に

変化する 45。そのため、  MB の組織分布の解析が  MB の  ABC 現象の機序解明に重

要である。そこで、ABC 現象を誘導したマウスにおける  MB の組織分布を検討した。

本検討では、蛍光物質の  DiR で標識した  PG(PEG)-MB (DiR 修飾  PG(PEG)-MB) もし

くは  DiR で標識した  nonPEG-MB (DiR 修飾  nonPEG-MB) をマウスに投与し、3 分

後に臓器を摘出し、MB の組織分布を  IVIS により解析した。その結果、いずれの  MB 

でも撮影画像から肝臓に強く蛍光がみられ  (図  20)、蛍光量は肝臓・脾臓・肺に多く分

布することが明らかとなった。このように MB がこれらの臓器に多く分布する結果は、

Willmann らや  Taetis らが  PET を用いて  MB 由来の脂質のラットやマウスにおけ

る体内分布を観察した報告と類似していた 46,47。したがって、 PG(PEG)-MB や  

nonPEG-MB も、これらの報告にある  MB と同様の組織分布を示したものと考えられ

た。  

さらに、ABC 現象誘導時における  MB の組織分布の結果から、肝臓における蛍光

強度は、DiR 修飾  nonPEG-MB において  ABC 現象誘導群と非誘導群で同程度であっ

た。一方、DiR 修飾  PG(PEG)-MB では、ABC 誘導群の肝臓における蛍光強度が、非

誘導群の約  1.7 倍高くなることが明らかとなった。なお、脾臓における  MB の分布

は  ABC 現象の有無で有意差は無かった。このことより、MB の  ABC 現象における

超音波造影輝度の急激な低下は、MB の肝臓への速やか取り込みが  1 つの要因である

と考えられた。一方、PEG 修飾リポソームで報告されている  ABC 現象では、PEG 修

飾リポソームの肝臓および脾臓への取り込みがクリアランス促進に寄与していること

が報告されている 45。本検討において  ABC 現象時の脾臓への  MB の取り込みは有意

差が無かったが、増加している傾向もみられた。そのため、さらなる詳細なデータに

ついてはサンプル数を増やして検討を行う必要があると考えられた。また、PG(PEG)-

MB と  PEG 修飾リポソームの  ABC 現象誘導下における組織分布の違いは、粒子の

大きさ等の  MB とリポソームの元々の物性が大きく異なることに起因する可能性が

考えられた。  
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図  20 ABC 現 象 誘 導 下 お け る MB の 組 織 分 布  

PG(PEG)-MB の 前 投 与 に よ り  ABC 現 象 を 誘 導 し た マ ウ ス に お け る 、 DiR 修 飾

PG(PEG)-MB も し く は  DiR 修 飾  nonPEG-MB の 組 織 分 布 評 価 を 行 っ た 。 DiR 修 飾

PG(PEG)-MB 投 与  3 分 後 に 臓 器 を 摘 出 し て 撮 影 し た 。  

(A) IVIS に よ る 蛍 光 観 察  

(B) 肝 臓 ま た は 脾 臓 の 相 対 蛍 光 強 度 (平 均 値  ± 標 準 偏 差 、n=3, *P ＜  0.01, student's 

t-test) 
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第五節 小括  

  

本章では、ABC 現象を回避可能な新規  MB の開発を行った。PG(PEG)-MB で誘導

される  ABC 現象は抗  PEG IgM 抗体が重要な原因と考えられたため、PEG を使用し

ない MB の  ABC 現象回避について検討した。この  PEG を使用しない  MB の開発

において、MB の安定性に寄与している  PEG 修飾脂質を外殻から除外するため、よ

り安定な外殻脂質組成を検討する必要があった。そこで、MB を構成する  DSPC およ

び  DSPG の割合について  MB の安定性の観点から評価した。その結果、DSPC : DSPG 

＝  1 : 2 (mol 比 ) の  MB で安定性が高いことが明らかとなった。そこで、この組成の  

MB (nonPEG-MB) の繰り返し投与による超音波造影への影響を検討した。その結果、

nonPEG-MB を再投与しても造影半減期が変化しないことが示された。さらに、この  

nonPEG-MB を投与した際の抗  PEG IgM 抗体誘導について検討したところ、nonPEG-

MB 投与による抗  PEG IgM 抗体価は低いことが明らかとなった。このように、

nonPEG-MB は、ABC 現象の原因となる抗  PEG IgM 抗体をほとんど誘導しない  MB 

であることが示された。  

ヒトでは一定の割合で抗  PEG 抗体の所持が認められることから、 nonPEG-MB が

抗  PEG IgM 抗体の存在下でも影響を受けない  MB であることを検証する必要があ

った。そこで、 PG(PEG)-MB 投与により抗  PEG IgM 抗体を誘導したマウスに  

nonPEG-MB を投与し、超音波造影半減期への影響を評価した。その結果、nonPEG-MB 

は抗  PEG IgM 抗体が存在する環境下でも造影半減期が変化せず、抗  PEG IgM 抗体

の影響を受けない  MB であることが明らかとなった。このことから  nonPEG-MB は

「繰り返し投与で造影半減期が短縮しないこと」、「抗  PEG 抗体の所持・未所持によ

り造影半減期が変わらないこと」という「ABC 現象を回避可能な新規  MB 製剤」と

しての要件を満たしていることが明らかとなった。  

PEG 修飾リポソームの  ABC 現象では、PEG 修飾リポソームが肝臓や脾臓に速や

かに取り込まれ、血中から急激に消失することが報告されている 45。しかし、MB の  

ABC 現象において  MB のクリアランスに関わる組織への  MB の分布についての報

告はない。そこで、MB の  ABC 現象の誘導メカニズムの解析を目的に、ABC 現象誘

導の有無における  nonPEG-MB と  PG(PEG)-MB の組織分布を比較した。その結果、

nonPEG-MB は  ABC 現象の有無で肝臓への分布に変化が認められなかった。一方、

PG(PEG)-MB において  ABC 誘導群では、非誘導群と比較し肝臓への分布が増加した。

なお、脾臓への分布では  nonPEG-MB および  PG(PEG)-MB において  ABC 現象の有
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無での変化は認められなかった。このことから、MB の  ABC 現象では、肝臓への分

布の増加が造影輝度の急激な低下に関係していると推察された。  

以上、本章では  ABC 現象を誘導しない  PEG 未修飾  MB の開発に成功した。また、

本検討で開発した新たな  MB が  ABC 現象を誘導する様な抗  PEG IgM 抗体存在下

でも、その超音波造影半減期に変化が認められないことが明らかとなった。さらに、

MB  の  ABC 現象の原因が、肝臓への  MB の速やかな取り込みであることを見出した。

現在、薬物デリバリー用のナノ粒子状製剤開発に対して、ABC 現象を誘導しない表面

修飾用分子やポリマーなど開発が進められている 48-50。このような、分子やポリマー

は今後の  MB 開発に応用可能であると予想される。その際、本検討で確立した  MB の

評価系が役に立つものと期待される。  
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総括  

 

造影剤を利用した超音波造影検査は、安全性、リアルタイム性、汎用性や診断コス

トの観点から有用とされている。特に、保険医療制度の違いでコストの問題意識の高

い海外において汎用されている。一方、近年になり、PEG 修飾  MB に対する抗  PEG 

抗体を原因とする  ABC 現象が報告された 24。この  ABC 現象は、我々の開発した  

PG(PEG)-MB に対しても例外なく誘導されることが、本研究において明らかとなった。

また、PEG により誘導される抗  PEG 抗体は、他剤への影響や  PEG 薬剤のアレルギ

ーに関連すると報告されはじめている。Armstrong らの報告によれば、PEG 修飾アス

パラギナーゼによる白血病治療において抗  PEG 抗体陽性の患者では血中の薬物活性

が低くなることが示され、治療への悪影響を懸念されている 14。同様に  Hershfield ら

や  Lipsky らも痛風治療薬である  Pegloticase について、抗  PEG 抗体による薬効の損

失とインフュージョンリアクションの増加を報告しており 16,17、抗  PEG 抗体誘導へ

の対策の必要性が示された。また、本検討においても抗  PEG 抗体を誘導する  PEG 修

飾リポソームの前投与により  PG(PEG)-MB の造影半減期が短縮することが明らかと

なった。本検討における条件下での造影時間は数十秒から数百秒であり、検討条件の

違いによる造影時間も数十秒程度の変化であった。しかし、この  MB における  ABC 

現象は、超音波検査の診断結果を変えてしまう可能性がある。本研究で着目した抗  

PEG 抗体は  PubMed における検索ワードでのヒット数も増加傾向にあり、近年注目

を集めている。しかし、2018 年に  McSweeney らにより報告された医師への調査によ

ると  この抗  PEG 抗体について  PEG 薬剤の有効性の低下やアレルギーなどの反応

が起きることを知っているのは医師のうち  22％  だけであり、McSweeney らはこれら

の抗  PEG 抗体による有害事象を認識することが重要であると訴えている 51。今後、

この抗  PEG 抗体の認知が広まることで、今まで見えていなかった  PEG 修飾薬剤に

対する問題点が浮かび上がる可能性は高い。そのため、臨床で問題となる前に製剤化

の時点で、ABC 現象やアレルギーなどの反応を回避可能な薬剤を開発することが重

要であると考えられた。  

本研究では、ABC 現象を回避可能な  MB 製剤として、PEG の影響を完全に排除し

た  MB の開発を目指した。そのため、本検討では PEG を使用しない新規  MB の開発

を行った。そして、この  PEG 未修飾  MB として、DSPC : DSPG ＝  1 : 2 の外殻脂質

組成を有する  MB (nonPEG-MB) が有望であることを見出した。実際に、この  nonPEG-

MB を繰り返し投与しても超音波造影における造影半減期は短縮せず、抗  PEG IgM 
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抗体が誘導された個体においても造影半減期が変化しないことが明らかとなった。こ

のように、本研究を通して  ABC 現象の影響を受けない血中滞留性に優れた新規  MB 

の開発に成功した。本研究で開発した  nonPEG-MB は、「ABC 現象が回避できること」、

「既存の抗  PEG 抗体に影響を受けないことから薬効が変化しないこと」を最大の特

徴する超音波造影剤である。そのため、臨床現場で抗  PEG 抗体保有の有無を気にす

ることなく使用できる診断薬として、患者間での診断誤差を最小限に抑えられること

が期待できる。  

これまでの検討において  MB の  ABC 現象に関するメカニズム解析は、ほとんど進

められていない。そこで本研究において、このメカニズム解析に着手した。ABC 現象

誘導時の  MB の体内分布評価は、MB のクリアランス経路を解析する上で大変重要で

ある。そのため、PG(PEG)-MB と  nonPEG-MB の組織分布の違いを検討した。その結

果、 PG(PEG)-MB では  ABC 誘導時に肝臓への  MB の分布が増加するのに対し、

nonPEG-MB では血中抗  PEG IgM 抗体の有無に関わらず、nonPEG-MB の肝臓への分

布に変化が認められなかった。したがって、この肝臓への分布の違いが、PG(PEG)-MB 

による  ABC 現象の機序の一因であると考えられた。本検討で得られた結果は、今後

の  MB の  ABC 現象の機序解明に向けた研究のための基礎データになるものと考え

ている。  

 以上、本研究により、DSPC : DSPG = 1 : 2 の組成で作製した  MB が  ABC 現象を

回避可能な新規  MB となることを明らかとした。また、この新規  MB は  PEG を含

有していないことから、他の  PEG 医薬品と比べて  PEG に関連する副作用の可能性

が低下するものと推測された。つまり、PEG に対するアレルギー反応へのリスク低減

が期待できる。このように、本研究で開発した  ABC 現象を回避可能な  MB は、患者

の抗  PEG 抗体所持の有無に関わらず同様に評価が可能であり、かつ安全に検査が施

行可能という利便性が見込める。そのため、超音波診断・治療を同時に行う超音波セ

ラノスティクスにおいて適した薬剤となると予想される。今後、本研究で開発された  

MB のさらなる最適化が進めば、このような超音波セラノスティクス構築において、

本研究で培われた  MB の調製・評価技術などが応用可能となると考えらえる。そして、

本研究で開発した  nonPEG-MB は脂質組成の調節が容易である。そのため、抗体の修

飾などによるターゲティング付与など目的に合わせて様々な特性を自在に付与するこ

とができると考えられる。将来的に、本研究が様々な機能を付与した  MB 開発の基盤

となり、様々な疾患に対する超音波セラノスティクス構築に応用されていくことを期

待している。   
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実験材料一覧  

 

試薬類  

Cholesterol : 富士フイルム和光純薬株式会社  

DSPC : 日油株式会社  

DSPE-PEG(2k)-OMe : 日油株式会社  

DSPG  : 日油株式会社  

DiR : Thermo Fisher Scientific  

HEPES : 株式会社同仁化学研究所  

PBS : 日水製薬株式会社  

milliQ  : Merck Millipore  

イソフルラン  : 富士フイルム和光純薬株式会社  

エタノール  (99.5) : 富士フイルム和光純薬株式会社  

クロロホルム  : 和光純薬工業  

メタノール  : 和光純薬工業  

アンモニア水  : 和光純薬工業  

 

抗体  

GOAT anti MOUSE IgM HRP conjugate  : アブカム株式会社  

 

実験動物関連  

ddY  : 日本エスエルシー株式会社  

無蛍光飼料  (iVid#2) : オリエンタル酵母工業株式会社  

 

消耗品類  

超音波造影用ゲル  : 東芝医療用品  

除毛剤  : Kracie  

ヘパリン処理済みヘマトクリット管  : Drummond Scientific  

注射針  : テルモ株式会社  

注射筒  : テルモ株式会社  
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機器類  

ロータリーエバポレーター  (NVC-2100)  : 東京理化器械株式会社  

恒温振盪水槽  (NTS-4000)  : 東京理化器械株式会社  

精密粒度分布測定装置  (Multisizer3)  : BECLMAN COULTER  

 ISORON  : BECLMAN COULTER  

 アパチャー アパチャー径  50 µm : BECLMAN COULTER  

超音波造影装置  (LOGIQ E9)  : GE ヘルスケア・ジャパン  

 持型体外式超音波診断用プローブ  (ML6-15-D プローブ )  

 : GE ヘルスケア・ジャパン  

 超音波音響吸収タイル   :イーステック  

画像処理ソフトウェア  (ImageJ)  : 開発元 ; アメリカ国立衛生研究所  

ホモジナイザー  (T25 digital ULTRA-TURRAX): IKA  

凍結乾燥機  (FDU- 1100) : 東京理化器械  

in vivo 蛍光イメージング装置  (IVIS) : 住商ファーマインターナショナル  

Zetasizer Nano-ZS  : Malvern Panalytical  

卓上遠心機  (himac CT 15RE) : 日立工機株式会社  
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