
(57)【要約】
【課題】　超音波診断及び超音波を利用した治療に有用なガス封入リポソームの提供。
【解決手段】　内容積の２０～８０％リポソーム懸濁液を含有する密封容器の空隙部にフ
ッ化物ガス又は窒素ガスを充填し、超音波処理することを特徴とするガス封入リポソーム
の製造法。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 内 容 積 の ２ ０ ～ ８ ０ ％ リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 を 含 有 す る 密 封 容 器 の 空 隙 部 に フ ッ 化 物 ガ ス 又
は 窒 素 ガ ス を 充 填 し 、 超 音 波 処 理 す る こ と を 特 徴 と す る ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム の 製 造 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム が 、 カ チ オ ン 性 脂 質 含 有 リ ポ ソ ー ム で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 リ ポ ソ ー ム が 、 標 的 細 胞 、 標 的 組 織 又 は 標 的 病 巣 に 対 す る リ ガ ン ド を 有 す る リ ポ ソ ー ム
で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 製 造 法 に よ り 得 ら れ る ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 含 有 す る 超 音 波 診 断 用 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 投 与 後 標 的 部 位 に 低
周 波 超 音 波 照 射 す る こ と に よ り 使 用 さ れ る 超 音 波 治 療 薬 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 遺 伝 子 類 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 低 周
波 超 音 波 処 理 に よ る 細 胞 内 遺 伝 子 導 入 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 遺 伝 子 類 を 培 養 細 胞 に 添 加 し 、 次 い で 低 周 波
超 音 波 照 射 す る こ と を 特 徴 と す る 培 養 細 胞 へ の 遺 伝 子 類 の 導 入 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 薬 効 成 分 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 投 与
後 標 的 部 位 に 低 周 波 超 音 波 照 射 す る こ と に よ り 使 用 さ れ る 超 音 波 治 療 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 超 音 波 診 断 用 剤 並 び に 超 音 波 治 療 薬 と し て 有 用 な ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 及 び そ
の 製 造 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 超 音 波 診 断 装 置 は 、 産 婦 人 科 、 循 環 器 科 、 泌 尿 器 科 な ど の 広 い 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 。
こ れ に 対 し 、 超 音 波 イ メ ー ジ ン グ 剤 と し て 、 気 体 含 有 微 小 粒 子 （ マ イ ク ロ バ ブ ル ） を 投 与
し た 後 に 超 音 波 照 射 に よ り 影 像 し て 診 断 す る 方 法 が 開 発 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ～ ５ 参 照
） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 従 来 の マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 ア ル ブ ミ ン で 形 成 さ れ た 巨 大 粒 子 中 に 気 体 を
含 有 さ せ る も の で あ る こ と か ら 、 粒 子 径 が ２ ～ ６ μ mと 大 き く 、 深 部 組 織 へ の 移 行 性 は 低
か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ４ ５ ７ ２ ２ ０ ５ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 ４ ７ １ ８ ４ ３ ３ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 ４ ７ ７ ４ ９ ５ ８ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 ４ ８ ４ ４ ８ ５ ２ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 ４ ９ ５ ７ ６ ５ ６ 号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 粒 子 径 が 小 さ く 、 安 定 し た マ イ ク ロ バ ブ ル を 簡 便 な 操 作 で 製
造 す る 方 法 、 か く し て 得 ら れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 及 び そ の 利 用 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ こ で 本 発 明 者 は 、 種 々 検 討 し た と こ ろ 、 予 め 作 成 し た リ ポ ソ ー ム を 懸 濁 液 と し 、 こ れ
を 一 定 の 空 隙 率 を 有 す る 密 封 容 器 に 添 加 し 、 こ の 空 隙 部 に フ ッ 化 物 ガ ス 又 は 窒 素 ガ ス を 充
填 し 、 次 い で 超 音 波 処 理 を 行 え ば 、 粒 子 径 の 小 さ な ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 安 定 し て 調 製 で
き る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 か く し て 得 ら れ た ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム の 粒 子 径 は 、 予 め 作 成
し た リ ポ ソ ー ム の 粒 子 径 に 依 存 す る の で 、 粒 子 径 が 小 さ な ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 安 定 し て
得 ら れ る た め 、 超 音 波 診 断 剤 と し て 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。 ま た こ の ガ ス 封 入 リ ポ ソ
ー ム は 、 低 周 波 超 音 波 照 射 に よ り 容 易 に 爆 発 す る の で 、 原 料 リ ポ ソ ー ム と し て 標 的 細 胞 等
に 対 す る リ ガ ン ド を 結 合 さ せ た も の を 用 い れ ば 、 当 該 細 胞 等 に 対 す る リ ガ ン ド を 有 す る ガ
ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 得 ら れ 、 こ の リ ポ ソ ー ム は 標 的 部 位 で 選 択 的 に 爆 発 さ せ る こ と が で き
、 超 音 波 治 療 薬 や 遺 伝 子 導 入 用 組 成 物 と し て 有 用 で あ る こ と も 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 内 容 積 の ２ ０ ～ ８ ０ ％ リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 を 含 有 す る 密 封 容 器 の 空
隙 部 に フ ッ 化 物 ガ ス 又 は 窒 素 ガ ス を 充 填 し 、 超 音 波 処 理 す る こ と を 特 徴 と す る ガ ス 封 入 リ
ポ ソ ー ム の 製 造 法 、 及 び か く し て 得 ら れ る ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 含 有 す る 超 音 波 診 断 用 剤 を 提 供 す る も の で あ
る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 投 与 後 標 的 部 位
に 低 周 波 超 音 波 照 射 す る こ と に よ り 使 用 さ れ る 超 音 波 治 療 薬 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 遺 伝 子 類 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る
、 低 周 波 超 音 波 処 理 に よ る 細 胞 内 遺 伝 子 導 入 用 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 遺 伝 子 類 を 培 養 細 胞 に 添 加 し 、
次 い で 低 周 波 超 音 波 照 射 す る こ と を 特 徴 と す る 培 養 細 胞 へ の 遺 伝 子 類 の 導 入 方 法 を 提 供 す
る も の で あ る 。
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 薬 効 成 分 を 含 有 す る こ と を 特 徴
と す る 、 投 与 後 標 的 部 位 に 低 周 波 超 音 波 照 射 す る こ と に よ り 使 用 さ れ る 超 音 波 治 療 薬 を 提
供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 方 法 に よ れ ば 、 粒 子 径 が 原 料 リ ポ ソ ー ム に 依 存 す る の で 、 小 さ く 、 か つ 一 定 の 粒
子 径 を 有 す る ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 簡 便 か つ 安 定 し て 調 製 で き る 。 ま た 、 小 さ い 粒 子 径 を
有 す る こ と か ら 、 細 動 脈 等 の 血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 へ も 大 量 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 移 行 さ せ
る こ と が で き 、 従 来 診 断 で き な か っ た 病 巣 部 の 画 像 化 も 可 能 と な る と と も に 、 微 小 血 管 の
血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 の 治 療 が 可 能 と な る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム は 、 投 与 後 標 的 部 位 に 低 周 波 超 音 波 照 射 す る こ と に
よ り 、 当 該 部 位 で 内 封 さ れ た ガ ス の 微 小 気 泡 に よ る キ ャ ビ テ ー シ ョ ン を 生 じ 爆 発 作 用 を 有
す る 。 従 っ て 、 血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 等 の 破 壊 に よ る 治 療 が 可 能 と な る 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム に
病 巣 部 位 に 対 す る リ ガ ン ド を 結 合 さ せ て お け ば 、 そ の 治 療 は よ り 部 位 特 異 的 に な る 。 in v
ivo又 は in vitroに お い て 、 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と 遺 伝 子 類 と を 同 時 に 標 的 細 胞 に 作 用 さ
せ 、 低 周 波 超 音 波 照 射 す れ ば 、 ガ ス の 微 小 気 泡 が 生 じ キ ャ ビ テ ー シ ョ ン に よ っ て 標 的 細 胞
に 極 め て 効 率 良 く 遺 伝 子 類 を 導 入 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 予 め リ ポ ソ ー ム を 調 製 し て お く こ と に 特 徴 が あ る 。 本 発 明 に 用 い ら
れ る リ ポ ソ ー ム と は 、 基 本 的 に 膜 構 成 成 分 と し て 脂 質 類 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム で あ り 、 そ
の 内 部 に は 薬 物 、 遺 伝 子 類 等 を 有 し て い て も よ い 。 こ こ で リ ポ ソ ー ム の 膜 構 成 成 分 と し て
用 い ら れ る 脂 質 類 と し て は 、 リ ン 脂 質 、 グ リ セ ロ 糖 脂 質 及 び ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 の 他 、 こ れ
ら の 脂 質 に 、 １ 級 ア ミ ノ 基 、 ２ 級 ア ミ ノ 基 、 ３ 級 ア ミ ノ 基 又 は 第 ４ 級 ア ン モ ニ ウ ム 基 が 導
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入 さ れ た カ チ オ ン 性 脂 質 、 こ れ ら の 脂 質 に ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル が 導 入 さ れ た 脂 質 、
さ ら に 各 種 細 胞 、 組 織 等 に 対 す る リ ガ ン ド が 結 合 し た 脂 質 類 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 リ ン 脂 質 と し て は 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ 大 豆 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 卵 黄 ホ
ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ
ジ ル コ リ ン 等 ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ
ノ ー ル ア ミ ン 等 ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ
ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 リ ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 、
卵 黄 レ シ チ ン 、 大 豆 レ シ チ ン 、 水 素 添 加 リ ン 脂 質 等 の 天 然 又 は 合 成 の リ ン 脂 質 等 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 グ リ セ ロ 糖 脂 質 と し て は 、 例 え ば ス ル ホ キ シ リ ボ シ ル グ リ セ リ ド 、 ジ グ リ コ シ ル ジ グ リ
セ リ ド 、 ジ ガ ラ ク ト シ ル ジ グ リ セ リ ド 、 ガ ラ ク ト シ ル ジ グ リ セ リ ド 、 グ リ コ シ ル ジ グ リ セ
リ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 と し て は 、 例 え ば ガ ラ ク ト シ ル セ レ ブ ロ シ ド 、 ラ
ク ト シ ル セ レ ブ ロ シ ド 、 ガ ン グ リ オ シ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 カ チ オ ン 性 脂 質 と し て は 、 上 記 リ ン 脂 質 、 グ リ セ ロ 糖 脂 質 又 は ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 に 、 ア
ミ ノ 基 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 基 、 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 基 、 ト リ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 基 、 モ ノ ア
シ ル オ キ シ ア ル キ ル － ジ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 基 、 ジ ア シ ル オ キ シ ア ル キ ル － モ ノ ア ル キ
ル ア ン モ ニ ウ ム 基 等 の 第 ４ 級 ア ン モ ニ ウ ム 基 が 導 入 さ れ た 脂 質 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ポ リ
ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 修 飾 脂 質 と し て は 、 上 記 リ ン 脂 質 、 グ リ セ ロ 糖 脂 質 、 ス フ ィ ン ゴ 糖
脂 質 に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 等 が 修 飾 し た 脂 質 、 例 え ば
ジ － Ｃ 1 2 - 2 4 ア シ ル － グ リ セ ロ ー ル － ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン － Ｎ － Ｐ Ｅ Ｇ 等 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 必 要 に 応 じ て 膜 安 定 化 剤 と し て コ レ ス テ ロ ー ル 類 、 抗 酸 化 剤 と し て ト コ フ ェ ロ ー ル
類 、 ス テ ア リ ル ア ミ ン 、 ジ セ チ ル ホ ス フ ェ ー ト 、 ガ レ グ リ オ シ ド を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 標 的 細 胞 、 標 的 組 織 、 標 的 病 巣 に 対 す る リ ガ ン ド と し て は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、
葉 酸 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 マ ン ノ ー ス な ど の 癌 細 胞 に 対 す る リ ガ ン ド ； Ｒ Ｇ Ｄ
ペ プ チ ド 、 sigma protein な ど の 血 栓 に 対 す る リ ガ ン ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も リ ガ ン ド と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 予 め 作 成 さ れ る リ ポ ソ ー ム の 内 部 に は 、 水 相 で あ れ ば よ く 特 に 薬 効 成 分 、 遺 伝 子
類 等 を 含 有 し な く て も よ い が 、 前 記 治 療 薬 や 遺 伝 子 導 入 用 組 成 物 と し て 使 用 す る 場 合 に は
、 含 有 し て い て も よ い 。 こ の よ う な 薬 効 成 分 と し て は 、 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ５ － Ｆ Ｕ
、 シ ス プ ラ チ ン 、 オ ギ ザ リ プ ラ チ ン 等 の 白 金 誘 導 体 、 タ キ ソ ー ル 、 カ ン プ ト テ シ ン 等 の 癌
治 療 薬 ； ｔ － Ｐ Ａ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 等 の 血 栓 治 療 薬 ； プ ロ ス タ グ ラ ン
ジ ン 等 の 動 脈 硬 化 症 治 療 薬 ； 動 脈 閉 塞 症 、 バ ー チ ャ 病 に 対 す る Ｎ Ｆ カ ッ パ ー Ｂ 、 デ コ イ 等
が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 遺 伝 子 類 と し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 、 ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ 、 デ コ イ 、 治 療 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 リ ポ ソ ー ム の 製 造 に は 、 公 知 の リ ポ ソ ー ム の 調 製 法 を 適 用 す る こ と が で き 、 例 え ば バ ン
ガ ム （ Bangham） ら の リ ポ ソ ー ム 調 製 法 ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ
ー (J. Mol. Biol.), 13, 238(1965)］ 、 エ タ ノ ー ル 注 入 法 ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ セ ル ・ バ
イ オ ロ ジ ー (J. Cell. Biol.), 66, 621(1975)］ 、 フ レ ン チ プ レ ス 法 ［ フ ェ ブ ス ・ レ タ ー (
FEBS Lett.), 99, 210(1979)］ 、 凍 結 融 解 法 ［ ア ー カ イ ブ ス ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー
・ ア ン ド ・ バ イ オ フ ィ ジ ッ ク ス (Arch. Biochem. Biophys.), 212, 186(1981)］ 、 逆 相 蒸
発 法 ［ プ ロ シ ー デ ィ ン グ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ ズ ・ ユ
ー ・ エ ス ・ エ ー (Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 75, 4194(1978)］ 等 が 挙 げ ら れ る 。 例 え
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ば 、 脂 質 類 等 を 有 機 溶 媒 に 溶 解 し 、 こ れ に 水 性 溶 液 を 加 え 、 次 い で 、 超 音 波 処 理 し て リ ポ
ソ ー ム 懸 濁 液 を 得 る 。 次 い で 必 要 に よ り こ れ を エ ク ス ト ル ー ダ ー 及 び ／ 又 は メ ン ブ ラ ン フ
ィ ル タ ー を 用 い て 、 整 粒 す る 。 こ の と き 、 粒 子 径 は 、 １ μ m以 下 、 さ ら に １ ０ ０ ～ ８ ０ ０ n
m、 特 に １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ nmに 整 粒 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 得 ら れ た リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 は 密 封 容 器 に 注 入 す る 。 こ の と き 、 容 器 の 空 隙 率 は 内 容 積 の
２ ０ ～ ８ ０ ％ 、 さ ら に ３ ０ ～ ８ ０ ％ 、 特 に ５ ０ ～ ８ ０ ％ に す る の が 好 ま し い 。 ２ ０ ％ 未 満
で は 、 得 ら れ る リ ポ ソ ー ム の ガ ス 導 入 率 が 低 す ぎ る 。 一 方 、 ８ ０ ％ を 超 え る と 経 済 的 で な
い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 空 隙 部 に フ ッ 化 物 ガ ス 又 は 窒 素 ガ ス を 充 填 す る 。 フ ッ 化 物 ガ ス と し て は 、 硫 化 ヘ キ
サ フ ル オ ラ イ ド 、 パ ー フ ル オ ロ 炭 化 水 素 ガ ス 、 例 え ば 、 Ｃ Ｆ 4 、 Ｃ 2 Ｆ 6 、 Ｃ 3 Ｆ 8 、 Ｃ 4 Ｆ 1 0

、 Ｃ 5 Ｆ 1 2 、 Ｃ 6 Ｆ 1 4 等 が 挙 げ ら れ 、 Ｃ 3 Ｆ 8 、 Ｃ 4 Ｆ 1 0 、 Ｃ 5 Ｆ 1 2 が 特 に 好 ま し い 。 ま た 、 窒
素 ガ ス も 使 用 で き る 。 充 填 し た 後 の 圧 力 は １ 気 圧 （ ゲ ー ジ 圧 ） 以 上 、 特 に １ ～ １ ． ５ 気 圧
が 好 ま し い 。 充 填 手 段 と し て は 、 ゴ ム 栓 等 か ら 注 射 器 等 に よ り 、 注 入 す る の が 簡 便 で あ る
が 、 注 入 用 シ リ ン ダ ー を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 次 い で 超 音 波 処 理 す る 。 超 音 波 処 理 は 、 例 え ば 、 ２ ０ ～ ５ ０ kHzの 超 音 波 を １ ～ ５ 分 照
射 す れ ば よ い 。 当 該 超 音 波 処 理 に よ り 、 リ ポ ソ ー ム 内 部 の 水 溶 液 と フ ッ 化 物 ガ ス 又 は 窒 素
ガ ス と が 置 換 し 、 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 得 ら れ る 。 得 ら れ た ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム の 粒 子 径
は 、 原 料 リ ポ ソ ー ム の そ れ と ほ ぼ 同 じ で あ る 。 従 っ て 、 リ ポ ソ ー ム 調 整 時 に 整 粒 し て お け
ば 、 粒 子 径 が 一 定 範 囲 、 例 え ば １ μ m以 下 、 さ ら に ５ ０ ～ ８ ０ ０ nm、 特 に １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ n
mの ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 簡 便 に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 な お 、 フ ッ 化 物 ガ ス 又 は 窒 素 ガ ス を 充 填 し た リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 含 有 密 封 容 器 を 調 製 し て
お き 、 こ れ を 病 院 等 に 供 給 す れ ば 、 現 場 で 超 音 波 処 理 す る だ け で 容 易 に ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー
ム を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 か く し て 得 ら れ た ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム は 、 粒 子 径 が 小 さ く 、 そ の 粒 度 分 布 も 一 定 に す る
こ と が で き る の で 、 微 小 血 管 、 深 部 組 織 等 へ の 移 行 が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 ガ ス 封 入 リ ポ
ソ ー ム を 用 い れ ば 、 従 来 の マ イ ク ロ バ ブ ル を 用 い た 超 音 波 診 断 画 像 よ り も 、 微 小 血 管 、 深
部 組 織 等 の 画 像 化 が 可 能 に な る ば か り で な く 、 そ の 画 像 も よ り 鮮 明 に な る 。 本 発 明 の ガ ス
封 入 リ ポ ソ ー ム を 用 い た 超 音 波 診 断 は 、 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 え ば よ い 。 す な わ ち 、 本 発
明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 投 与 後 、 診 断 用 超 音 波 （ ２ ～ ６ MHz） を 照 射 す る こ と に よ り 、
組 織 の 画 像 が 得 ら れ る 。 こ の と き の 投 与 法 と し て は 、 静 脈 内 投 与 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム は 、 ０ ． ５ ～ ２ MHzの 共 振 周 波 数 を 含 む 低 周 波 超 音
波 を 照 射 す る と 、 リ ポ ソ ー ム の 崩 壊 と ガ ス の 微 小 気 泡 に よ る キ ャ ビ テ ー シ ョ ン を 生 じ る 。
こ の キ ャ ビ テ ー シ ョ ン が 血 栓 部 位 で お こ れ ば 血 栓 が 破 壊 さ れ る 。 従 っ て 、 リ ポ ソ ー ム が 、
標 的 病 巣 、 例 え ば 血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 に 対 す る リ ガ ン ド を 有 す る 場 合 に は 、 投 与 さ れ た 本 発
明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム は 、 血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 に 結 合 す る 。 こ の 様 子 は 、 診 断 用 超 音 波 照
射 に よ り 追 跡 可 能 で あ る 。 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム が 血 栓 や 動 脈 硬 化 巣 に 結 合 し た 時 点 で 、 そ
の 部 位 に 低 周 波 超 音 波 を 照 射 す れ ば 、 当 該 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 爆 発 さ せ 、 血 栓 等 を 破 壊
し 、 治 療 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム の 爆 発 に よ り 治 療 で き る 疾 患
と し て は 、 血 栓 、 動 脈 硬 化 症 、 血 管 炎 、 癌 組 織 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 前 述 の 如 く 、 本 発 明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム に は 、 種 々 の 薬 効 成 分 、 遺 伝 子 類 を 内
包 さ せ る こ と が で き る の で 、 こ れ ら の 薬 効 成 分 又 は 遺 伝 子 内 包 リ ポ ソ ー ム を 用 い れ ば 、 ガ
ス 封 入 リ ポ ソ ー ム を 投 与 後 、 標 的 部 位 に 到 達 す る の を 診 断 用 超 音 波 に よ り 追 跡 し 、 標 的 部
位 に 到 達 し た 時 点 で 低 周 波 超 音 波 を 照 射 す れ ば 、 リ ポ ソ ー ム に 内 封 さ れ た ガ ス の 微 小 気 泡
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か ら 生 じ る キ ャ ビ テ ー シ ョ ン に よ り 、 標 的 部 位 で 薬 効 成 分 又 は 遺 伝 子 類 を 放 出 さ せ 、 標 的
細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の と き 、 薬 効 成 分 又 は 遺 伝 子 類 は 、 本 発 明 の ガ ス 封 入 リ
ポ ソ ー ム に 内 包 さ れ て い る 必 要 は な く 、 同 時 に 投 与 す れ ば よ い 。 こ こ で 遺 伝 子 類 導 入 用 リ
ポ ソ ー ム と し て は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 を 用 い た リ ポ ソ ー ム を 用 い る の が 好 ま し い 。 ま た 、 こ
の と き プ ロ タ ミ ン 、 ポ リ リ ジ ン 等 も 遺 伝 子 類 と 同 時 に 投 与 す る と 、 遺 伝 子 の 導 入 効 率 は さ
ら に 向 上 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 遺 伝 子 類 は 、 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム の 爆 発 に よ り 標 的 細 胞 へ の 導 入 効 率 が 向 上 す る
。 従 っ て 、 本 発 明 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と 遺 伝 子 類 を 投 与 後 、 標 的 部 位 に 低 周 波 超 音 波 照 射
す れ ば 、 標 的 細 胞 へ 遺 伝 子 類 を 効 率 良 く 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 遺 伝 子 類 の 細
胞 へ の 導 入 は 、 in vitro、 す な わ ち 、 培 養 細 胞 に 対 し て も 行 う こ と が で き る 。 こ の 場 合 に
は 、 本 発 明 の ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と 遺 伝 子 類 を 培 養 細 胞 に 添 加 し 、 次 い で 低 周 波 超 音 波 照
射 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 な お 、 薬 効 成 分 や 遺 伝 子 類 を 標 的 細 胞 、 標 的 組 織 、 標 的 病 巣 等 に 効 率 良 く 到 達 さ せ る に
は 、 本 発 明 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と し て 、 こ れ ら の 標 的 部 位 に 対 す る リ ガ ン ド が 結 合 し た リ
ポ ソ ー ム を 用 い る の が 好 ま し い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 何 ら こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
　 以 下 、 実 施 例 で 用 い る 略 語 は 次 の と お り で あ る 。
　 Ｄ Ｐ Ｐ Ｃ ： ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
　 Ｄ Ｐ Ｐ Ｅ ： ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン
　 Ｐ Ｅ Ｇ ： ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
　 Ｍ ａ ｌ ： マ ル ト ー ス
　 Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ ： ３ β － ［ Ｎ － （ Ｎ ′ ， Ｎ ′ － ジ メ チ ル ア ミ ノ エ タ ン ］ カ ル バ モ イ ル ］
コ レ ス テ ロ ー ル
　 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ： ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン
　 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ： １ ， ２ － ジ オ レ オ イ ル － ３ － ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム － プ ロ パ ン
　 Ｄ Ｐ Ｔ Ｍ Ａ ： Ｎ － ［ １ － （ ２ ， ３ － ジ オ レ オ イ ル オ キ シ ） プ ロ ピ ル ］ － Ｎ ， Ｎ ， Ｎ － ト
リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ リ ド
　 Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ： ジ ド デ シ ル ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ ミ ド
【 ０ ０ ２ ７ 】
実 施 例 １
（ １ ） 血 栓 タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 リ ポ ソ ー ム の 調 製 方 法
　 Ｄ Ｐ Ｐ Ｃ ： コ レ ス テ ロ ー ル ： Ｄ Ｐ Ｐ Ｅ － Ｐ Ｅ Ｇ ： Ｄ Ｐ Ｐ Ｅ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｍ ａ ｌ （ １ ： １ ：
０ ． １ １ ： ０ ． ０ ２ （ m／ m） ） の 脂 質 を ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル （ １ ： １ v
／ v） の 有 機 溶 媒 に 溶 解 し 、 生 理 食 塩 水 な ど の 水 溶 液 （ 又 は 薬 物 を 含 む 水 溶 液 ） を 有 機 溶
媒 の １ ／ ２ 容 量 を 加 え て （ こ の と き 、 ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル ： 水 溶 液 ＝ １
： １ ： １ v／ v） 混 和 し エ マ ル ジ ョ ン と し た 。 こ れ を 用 い て 逆 相 蒸 発 法 （ Ｒ Ｅ Ｖ 法 ） で リ ポ
ソ ー ム を 調 製 し た 。 エ ク ス ト ル ー ダ ー で ４ ０ ０ nm、 ２ ０ ０ nm、 １ ０ ０ nmの ポ リ カ ー ボ ネ ー
ト 膜 を 通 過 さ せ て 粒 径 を 揃 え る 。 Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム と す る こ と で 、 長 期 間 （ ２ 年 間 ） 分
散 状 態 で 保 つ こ と が 可 能 と な る 。 た だ し 、 ガ ス 封 入 時 に は 、 超 音 波 で 封 入 す る の で 、 ど の
よ う な リ ポ ソ ー ム で も 分 散 状 態 が 得 ら れ る の で 、 ガ ス 封 入 に は 脂 質 組 成 は 関 係 し な い 。
　 Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｒ Ｇ Ｄ Ｆ ペ プ チ ド を こ の リ ポ ソ ー ム 溶 液 に 加 え て １ 時 間 室 温 で 反 応 さ せ た 。 そ
の あ と 、 超 遠 心 分 離 で Ｒ Ｇ Ｄ 修 飾 Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ ２ ） 遺 伝 子 導 入 用 カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム の 調 製
ｉ ） Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ リ ポ ソ ー ム
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　 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ： Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ ＝ ２ ： ３ m／ mを ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 梨 型 フ ラ ス コ 中 に 入
れ 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー ト で 回 転 し な が ら 有 機 溶 媒 を エ バ ポ レ ー ト し て 脂 質 の 薄 い 膜 を
壁 に 作 製 し た （ lipid filmの 作 製 ） 。 生 理 食 塩 水 な ど の 溶 媒 で 水 和 （ hydration） し て 、
リ ポ ソ ー ム を 作 製 し た 。 超 音 波 処 理 に よ っ て サ イ ズ を 小 さ く す る 。 又 は 、 エ ク ス ト ル ー ダ
ー で ４ ０ ０ nm、 ２ ０ ０ nm、 １ ０ ０ nmの ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 を 通 過 さ せ て 粒 径 を 揃 え る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ii） Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ リ ポ ソ ー ム
　 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ＝ １ ： １ w／ wを ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 梨 型 フ ラ ス コ 中 に 入 れ 、
ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー ト で 回 転 し な が ら 有 機 溶 媒 を エ バ ポ レ ー ト し て 脂 質 の 薄 い 膜 を 壁 に
作 製 し た （ lipid filmの 作 製 ） 。 生 理 食 塩 水 な ど の 溶 媒 で 水 和 （ hydration） し て 、 リ ポ
ソ ー ム を 作 製 し た 。 超 音 波 処 理 に よ っ て サ イ ズ を 小 さ く す る 。 又 は 、 エ ク ス ト ル ー ダ ー で
４ ０ ０ nm、 ２ ０ ０ nm、 １ ０ ０ nmの ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 を 通 過 さ せ て 粒 径 を 揃 え る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 市 販 の カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム か ら な る 遺 伝 子 導 入 用 の 試 薬 と し て 、 以 下 の 試 薬 を 用 い
た 。
Lipofectin T M (DOTMA:DOPE=1： 1 w/w)
LipofectACE T M (DDAB:DOPE=1： 1.25 w/w)
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ３ ） 各 種 リ ポ ソ ー ム に 対 す る ガ ス の 封 入 法
　 バ イ ア ル 瓶 （ ５ mL、 １ ０ mL、 ２ ０ mLな ど ） に 容 量 の ３ ０ ％ （ １ ． ５ mL、 ３ mL、 ６ mL） に
相 当 す る リ ポ ソ ー ム 水 溶 液 （ 脂 質 濃 度 は ５ mg／ mL） を 入 れ 、 パ ー フ ル オ ロ プ ロ パ ン を 空 気
と 置 換 す る よ う に 入 れ た 。 ゴ ム 栓 を し て シ ー ル し ゴ ム 栓 を 通 じ て 注 射 器 で さ ら に パ ー フ ル
オ ロ プ ロ パ ン を 加 え た 。 パ ー フ ル オ ロ プ ロ パ ン は 全 量 で 内 容 積 の １ ． ５ 倍 で １ ． ５ 気 圧 程
度 の 加 圧 状 態 に し た 。 バ ス 型 超 音 波 装 置 （ ４ ２ kHz） に 水 を 張 り 静 置 し 、 １ 分 間 照 射 処 理
し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ４ ） 血 栓 の 造 影
　 ウ サ ギ 腸 骨 動 脈 に バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 導 入 し 、 内 皮 に 擦 る 刺 激 を 与 え て 人 工 的 に 血 栓
を 作 製 す る 。 Ｒ Ｇ Ｄ － Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム を 静 注 し 、 診 察 用 超 音 波 装 置 （ ３ ． ５ MHz） で
血 栓 部 位 を 観 測 す る と 輝 度 が 上 昇 し 血 栓 部 位 が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ ５ ） 血 栓 の 破 砕
　 試 験 管 内 に 血 栓 を 作 製 し 上 記 （ ３ ） で 得 た ガ ス 封 入 Ｒ Ｇ Ｄ － Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム を 添 加
後 ３ ０ 分 放 置 し た 。 リ ポ ソ ー ム 溶 液 を 除 去 し 、 生 理 食 塩 水 を 加 え て 、 １ MHzの 治 療 用 超 音
波 を 照 射 し た と こ ろ 、 表 面 の 破 砕 が 観 測 さ れ た 。 一 方 、 ガ ス 封 入 Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム で 同
様 の 操 作 を し た 場 合 、 破 砕 が 観 測 さ れ な か っ た 。 こ の 違 い は 、 Ｒ Ｇ Ｄ ペ プ チ ド に よ る ガ ス
封 入 リ ポ ソ ー ム の 血 栓 へ の 結 合 が 生 じ た た め で 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ が 出 来 た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ ６ ） ４ ８ 穴 の プ レ ー ト に ヒ ト 膵 臓 癌 Ａ ｓ Ｐ Ｃ － １ 細 胞 （ ４ × １ ０ 4 細 胞 ／ well） を 培 養
し 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ８ 核 酸 残 基 ） と 上 記 （ ３ ） で 得 た ガ ス 封 入 Ｐ Ｅ
Ｇ － リ ポ ソ ー ム を 添 加 し 、 １ MHzの 超 音 波 を ３ 秒 間 パ ル ス 照 射 し 、 直 ち に 培 養 液 を ３ ～ ４
回 繰 り 返 し 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 細 胞 内 の 蛍 光 強 度 を 観 測 し た 。 低 周 波 照 射 に
よ り 細 胞 内 の 蛍 光 が 観 測 さ れ 、 そ の 結 果 、 ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と 遺 伝 子 を 細 胞 に 添 加 し 、
次 い で 低 周 波 照 射 す れ ば 標 的 細 胞 に 目 的 遺 伝 子 を 導 入 で き る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ ７ ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と プ ロ タ ミ ン を 混 合 し 、 Ｄ Ｎ Ａ － プ
ロ タ ミ ン 複 合 体 を 作 製 し 、 コ ン パ ク ト な サ イ ズ に す る 。 ４ ８ 穴 の プ レ ー ト に AsPC－ １ 細 胞
（ ４ × １ ０ 4 細 胞 ／ well） 培 養 し 、 Ｄ Ｎ Ａ － プ ロ タ ミ ン 複 合 体 （ １ マ イ ク ロ g  DNA、 lipid
： DNA＝ 12:1 w/w） と ガ ス 封 入 Ｐ Ｅ Ｇ － リ ポ ソ ー ム を 添 加 し 、 １ MHzの 超 音 波 を ３ 秒 間 パ ル
ス 照 射 し 、 直 ち に 培 養 液 を ３ ～ ４ 回 繰 り 返 し 洗 浄 し 、 培 養 液 を 加 え て ２ 日 間 培 養 し た 。 そ
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の 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 常 法 に よ り 測 定 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 表 １ か ら 明 ら か よ う に ガ ス 封 入 リ ポ ソ ー ム と 遺 伝 子 を 細 胞 に 添 加 し 、 次 い で 低 周 波 超 音
波 照 射 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 が 効 率 良 く 細 胞 に 導 入 で き る こ と が わ か っ た 。
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