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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体におけるセンチネルリンパ節を超音波により同定するためのマイクロバブルを含む
製剤であって、マイクロバブルが、負に荷電したリン脂質を５０～１００％の量で含むシ
ェルと、ガス又はガス前駆体とを含み、マイクロバブルが、コールター原理で測定して直
径０．２５～１５μｍの平均粒度を有するとともに、１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以
上の圧力安定度を有する、製剤。
【請求項２】
前記製剤が間質内に投与される、請求項１記載の製剤。
【請求項３】
前記製剤が経皮的に投与される、請求項２記載の製剤。
【請求項４】
前記マイクロバブルが、０．２以上のメカニカルインデックスの超音波撮像法に伴う圧力
変動に対して安定である、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記載の製剤。
【請求項５】
前記製剤が、さらに、マンナン、マンノース含有オリゴ糖及び多糖、免疫グロブリン分子
のＦｃ部分、補体成分、スカベンジャー受容体用リガンド、トール様受容体用リガンド、
ＬＤＬ受容体用タンパク質用リガンド、細菌糖ペプチド及びリポ多糖からなる群から選択
されるマクロファージ刺激化合物を含む、請求項１乃至請求項４のいずれか１項記載の製
剤。
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【請求項６】
前記同定が、
　ａ）前記製剤を被験体に投与し、
　ｂ）前記マイクロバブルをセンチネルリンパ節に蓄積させ、
　ｃ）超音波を用いてセンチネルリンパ節内のマイクロバブルを検出する
ことを含む、請求項１乃至請求項５のいずれか１項記載の製剤。
【請求項７】
前記センチネルリンパ節の同定が、高調波超音波撮像、第二高調波超音波撮像、パルス反
転、Ｂモード、Ｆモード、Ｄモード撮像又は３Ｄ撮像の使用を含む、、請求項１乃至請求
項６のいずれか１項記載の製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、センチネルリンパ節の同定法並びに当該方法に用いる化合物及び製剤に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　リンパ系は、組織を始点としてリンパ液を局所リンパ節に運ぶように設計された脈管又
は導管からなり、リンパ節でリンパ液を濾過して処理して次のリンパ節に送り、リンパ液
は最終的には胸管に到達して血流に入る。リンパ管に入るリンパ液は、組織からの物質や
材料（例えば抗原、粒子、細胞など）を一緒に運んでいる。リンパ節はリンパ液をふるい
分けによって処理し、リンパ節内のマクロファージがリンパ液で運ばれた粒状物及び細胞
材料を食作用によって除去する。
【０００３】
　組織又は器官に癌が生じると、そのゆるい基質のために細胞が遊離し、リンパ系に入り
、リンパ節に捕捉されて増殖することがある。リンパ節内での癌発生の初期段階では、癌
はリンパ節内に限局されている。しかし、時間が経つと、リンパ節内の蓄積物は成長して
リンパ節を完全に占拠することがあり、及び／又は次のリンパ節へと下流に拡散すること
がある。問題の組織又は器官（即ち、癌組織）から流入するリンパ節を所属リンパ節とい
い、癌を捕捉する最初のリンパ節をセンチネルリンパ節という。
【０００４】
　腫瘍の拡散パターンは複雑であり、新生物細胞の転移は単に物理的に最も近い次のリン
パ節への新生物細胞の拡散にとどまらない。これらのリンパ節はセンチネルリンパ節を含
む可能性が高いが、センチネルリンパ節はさらに遠いリンパ節群に存在することもある。
こうしたことが起こり得るのは、腫瘍、感染、損傷又は以前の処置が問題の組織又は器官
から直接流入するリンパ管を遮断し、迷走経路の発達を促進することがあるためである。
【０００５】
　従来、状況によっては、腫瘍から転移した新生物細胞が潜んでいる可能性のあるすべて
のリンパ節を除去するのが通常の処置であった。この処置には高い死亡率が伴う。そのた
め、センチネルリンパ節を同定して生検するための方法が幾つか開発された。センチネル
リンパ節が新生物細胞を含んでいなければ、それ以上のリンパ節生検及び（追加の）リン
パ節切開を裂けることができる。センチネルリンパ節の同定は、担癌組織にマーキング剤
を注入し、リンパ系を流れるマーキング剤の経路を辿ることで行われてきた。
【０００６】
　センチネルリンパ節を肉眼で視覚的に検出するため、染料のような可視マーキング剤が
使用されてきた（Ａ．Ｅ．Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｓｕｒｇ．２２０
，１９９４，３９１－４０１）。かかる方法ではかなりの外科的切開が必要とされる。染
色しない限り周囲の組織からリンパ節を識別することができず、しかも残念なことに染料
は予測できない急速なクリアランスを示す。
【０００７】
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　米国特許第５７３２７０４号には、放射性医薬品化合物及び放射線検出プローブによる
化合物の位置決定を用いてセンチネルリンパ節を検出する方法が開示されている。かかる
化合物は移行は遅いが、有害となりかねない量の電離放射線に患者及び医療従事者が被曝
される。また、放射性同位体は環境汚染及び廃棄物処理の問題も引き起こす。
【０００８】
　米国特許第５４９６５３６号には、直径１μｍ未満の粒子を用い、様々な撮像モダリテ
ィでこれらの粒子を検出することによるリンパ管造影法が記載されている。Ｃ．Ｏｕｓｓ
ｏｒｅｎら（Ｃ．Ｏｕｓｓｏｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ａｃｔａ，１３２８，１９９７，２６１－２７２）が観察したように、小粒子は毛細リン
パ管には高度に取り込まれるが、リンパ節には僅かしか保持されない。かかる小さな粒子
は概して超音波散乱体としての効果が低く、そのため超音波によるリンパ管造影法にはあ
まり適さない。リンパ節にはあまり保持されないので、これらはセンチネルリンパ節のみ
の検出には十分な選択性を示さず、他のリンパ節に移行してしまう。
【０００９】
　Ｏｕｓｓｏｒｅｎらが行った観察は、国際公開第００／４５８５５号及び同第００／３
８５７９号の開示内容によって確認されている。
【００１０】
　国際公開第００／３８５７９号には、ある時間枠内（好ましくは３時間未満）にリンパ
節に移動し得る造影剤を用い、適当な検出モダリティで造影剤を検出することによって、
センチネルリンパ節を検出する方法が開示されている。この時間枠内での移動には、造影
剤は直径０．０５～５μｍの粒子からなるものでなければならない。
【００１１】
　国際公開第００／４５８５５号には、平均粒度１～１０μｍの粒子状造影剤及びリンパ
節内の造影剤を検出するための撮像モダリティを用いてセンチネルリンパ節を同定する方
法が開示されている。
【００１２】
　国際公開第００／３８５７９号及び同第００／４５８５５号に概説されている通り、造
影剤粒子の粒度はこれらの特許文献に開示された方法の実施可能性に多大な影響を及ぼす
と思われる。残念ながら、これらに記載の方法は、使用した造影剤及び撮像モダリティで
一様にうまくいくわけではない。粒度がほぼ同じであっても、造影剤が異なれば同じ撮像
モダリティを用いても挙動が大きく異なり、そのため、これらに記載の方法にある造影剤
を使用すると不十分な感度しか得られないことがある。
【特許文献１】米国特許第５７３２７０４号明細書
【特許文献２】米国特許第５４９６５３６号明細書
【特許文献３】国際公開第００／４５８５５号パンフレット
【特許文献４】国際公開第００／３８５７９号パンフレット
【非特許文献１】Ａ．Ｅ．Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｓｕｒｇ．２２０
，１９９４，３９１－４０１
【非特許文献２】Ｃ．Ｏｕｓｓｏｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ａｃｔａ，１３２８，１９９７，２６１－２７２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　そこで、センチネルリンパ節を同定するための信頼性の高い方法に対するニーズが存在
する。さらに、かかる方法は高感度で安全で実施の容易なものでなければならない。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　今回、被験体におけるセンチネルリンパ節を同定するための方法であって、
　ａ）シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～１５μｍの平均粒度及び
１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイクロバブルを含む製剤を
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被験体に投与し、
　ｂ）マイクロバブルをセンチネルリンパ節内に蓄積させ、
　ｃ）超音波撮像法を用いてセンチネルリンパ節内のマイクロバブルを検出する
ことを含んでなる方法が上述の基準を満足するという予想外の知見が得られた。
【００１５】
　そこで、本発明は、被験体におけるセンチネルリンパ節を同定するための方法であって
、
　ａ）シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～１５μｍの平均粒度及び
１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイクロバブルを含む製剤を
被験体に投与し、
　ｂ）マイクロバブルをセンチネルリンパ節内に蓄積させ、
　ｃ）超音波撮像法を用いてセンチネルリンパ節内のマイクロバブルを検出する
ことを含んでなる方法を提供する。
【００１６】
　別の態様では、本発明は、被験体におけるセンチネルリンパ節を同定するための方法で
あって、超音波撮像法を用いて被験体のセンチネルリンパ節内の前もって投与しておいた
マイクロバブルを検出することを含んでなり、マイクロバブルはシェルとガス又はガス前
駆体とを含み、直径約０．２５～１５μｍの平均粒度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０
％以上の圧力安定度を有する方法に関する。
【００１７】
　さらに別の態様では、本発明は、シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２
５～１５μｍの平均粒度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有する
、センチネルリンパ節同定用のマイクロバブルに関する。
【００１８】
　本発明の別の態様は、シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～１５μ
ｍの平均粒度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイクロバ
ブルを含んでなる、センチネルリンパ節同定用の製剤である。
【００１９】
　本発明のさらに別の態様は、シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～
１５μｍの平均粒度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイ
クロバブルをセンチネルリンパ節同定用の医薬品の製造に使用することである。
【００２０】
　本発明に係るマイクロバブルは、注射後も無傷のまま保たれる。これらはリンパ系及び
センチネルリンパ節に容易に取り込まれるだけでなく、センチネルリンパ節に留まって安
定に保たれ、そのため高感度で効果的な超音波検出が可能となる。
【００２１】
　本発明に係る方法の段階ａ）では、シェルとガス又はガス前駆体を含むマイクロバブル
を含む製剤を被験体に投与する。マイクロバブルは、直径約０．２５～１５μｍの平均粒
度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有する。
【００２２】
　本発明において、「被験体」は鳥又は哺乳動物のような脊椎動物被験体、好ましくはヒ
トを意味する。
【００２３】
　本発明に係るマイクロバブル及び／又は製剤は、生体適合性を有するもの、或いは生理
的に有毒又は生物学的機能に有害でないものとすべきであり、アレルギー反応及び病的状
態を始めとするいかなる程度の許容し得ない毒性も起こさない。
【００２４】
　本発明に係るマイクロバブルは、シェルとガス又はガス前駆体を含む。
【００２５】
　本発明に関する「シェル」という用語は、「壁」又は「膜」という用語と同義に用いら
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れ、マイクロバブルを包囲又は画成する材料を意味する。シェルは１以上の層の形態のも
のであればよく、好ましくは単一の単層又は二重層（単一ラメラ層）の形態であるが、単
層又は二重層を用いて１以上の単層又は二重層（オリゴラメラ層又はマルチラメラ層）を
形成することもできる。２以上の単層又は二重層が存在する場合、単層又は二重層は好ま
しくは同心状である。好適には、シェルは脂質、天然又は合成高分子材料、タンパク質材
料、炭水化物、糖類など、或いはこれらの組合せから調製できる。好ましい実施形態では
、シェルは全体として負又は正の正味電荷を有する。この場合、シェルは、過剰の負又は
正電荷を有する高分子材料又はタンパク質材料からなるものでも、かかる材料を含むもの
でもよく、或いはシェルは負又は正に荷電した脂質からなるものでも、かかる荷電脂質を
含むものでもよい。別法として、シェルは、中性の高分子、タンパク質又は脂質材料を組
込み又は表面修飾によって全体として正味電荷を与える負又は正に荷電した成分と結合さ
せたものからなるものでも、かかる材料を含むものでもよい。好ましくは、シェルは脂質
、さらに好ましくはリン脂質からなるか、これを含んでおり、例えば、ホスファチジルコ
リン（好ましくは、ジラウロイルホスファチジルコリン、ジミリストイルホスファチジル
コリン、ジヘプタデカノ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、ジステアロイルホスファチジルコリン、ジアラキドイルホスファチジルコリン又はジ
ベヘノイルホスファチジルコリン）、ホスファチジルセリン（好ましくは、ジパルミトイ
ル又はジステアロイルホスファチジルセリン）、ホスファチジルグリセロール（好ましく
は、ジパルミトイル又はジステアロイルホスファチジルグリセロール）、ホスファチジル
エタノールアミン（好ましくは、ジパルミトイル又はジステアロイルホスファチジルエタ
ノールアミン）、ホスファチジルイノシトール（好ましくは、ジパルミトイル又はジステ
アロイルホスファチジルイノシトール）、ホスファチジン酸（好ましくは、ジパルミトイ
ル又はジステアロイルホスファチジン酸）、カルジオリピン、或いは上述の化合物の混合
物で適宜コレステロール、コレステロールスルフェート、コレステリルヘミスクシネート
、Ｎ－パルミトイルホモシステイン、パルミチン酸、オレイン酸、ステアリン酸又はアラ
キン酸と混合したものからなるか、これらを含む。別法として、シェルは上述の脂質のフ
ッ素化類似体からなるか、これを含むものでもよい。別の好ましい実施形態では、シェル
は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（好ましくは、ＰＥＧ２０００～８０００）のよ
うな親水性高分子に共有結合した上述の脂質（例えば、ジパルミトイル又はジステアロイ
ルホスファチジルエタノールアミン－ポリエチレングリコール５０００）からなるか、こ
れを含む。特に好ましい実施形態では、シェルは、負に荷電したリン脂質、さらに好まし
くは炭素原子数１４以上の脂肪酸（例えば、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸
、オレイン酸又はアラキン酸）に基づく負に荷電したリン脂質（例えば、ジパルミトイル
ホスファチジルグリセロール又はジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン－ＰＥ
Ｇ）を、好ましくは５０～１００％、さらに好ましくは７０～９０％の量で含む。別の好
ましい実施形態では、シェルは、正に荷電した合成脂質（例えば、ＤＯＴＡＰ（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メ
チルスルフェート）、ＤＯＴＭＡ（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）、ＤＯＧＳ（ジオクタデシルアミド
グリシルスペルミン）などの、核酸輸送に通常使用される陽イオン脂質）を、好ましくは
１～２０％の量で含む。別法として、シェルはリポペプチド（例えば、国際公開第９９／
５５３８３号（その開示内容は援用によって本明細書の内容の一部をなす。）に記載され
たようなリポペプチド）からなるか、これを含む。
【００２６】
　本発明において「ガス前駆体」という用語は、周囲温度及び周囲圧力で液体又は固体で
あるが、関連温度（例えば、被験体の体温）で液体から気体へと相変化する物質をいう。
「ガス」及び「ガス前駆体」に言及する場合、ガス及びガス前駆体の混合物も上記定義に
包含される。
【００２７】
　好適には、本発明に係るマイクロバブルは、空気、窒素、及びフッ素化化合物（部分的
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にフッ素化された化合物でも、完全にフッ素化（ペルフルオロ化）された化合物でもよい
。）を純化合物又はこれらの混合物として含む。好ましい実施形態では、マイクロバブル
はペルフルオロ化化合物（例えば、ペルフルオロプロパン、ペルフルオロブタン、ペルフ
ルオロペンタン、ペルフルオロヘキサン、六フッ化硫黄など）を、適宜窒素との混合物と
して、含む。
【００２８】
　本発明に係るマイクロバブルは、直径０．２５～１５μｍ、好ましくは０．５～７μｍ
、特に好ましくは１～５μｍの平均粒度を有する。
【００２９】
　本発明に係るマイクロバブルは、１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を
有する。本発明において、「５０％以上の圧力安定度」という用語は、１２０ｍｍＨｇの
圧力に付した後のマイクロバブルの音響減衰効率が、圧力に付す前のマイクロバブルの音
響減衰効率の５０％以上であることを意味している。したがって、圧力暴露の前後におけ
るマイクロバブルの音響減衰効率を比較すれば、マイクロバブルの超音波撮像効率の尺度
を得ることができる。音響減衰効率は、３．５ＭＨｚ及び／又は５．０ＭＨｚの中心周波
数を有する１以上の広帯域変換器を用いて、マイクロバブル試料の希釈懸濁液を通過する
音響ビームの減衰度（ｄＢ／ｃｍ）を測定することで決定できる。透過率は、パルス－エ
コー技術で測定される。即ち、短い音波パルスを変換器から放射し、測定セルのコンパー
トメントを通してからコンパートメントの後壁で反射させ、放射した変換器で再び受信す
る。パルスをオシロスコープでディジタル化し、周波数スペクトルをフーリエ変換で計算
する。透過路及び変換器特性を補償するため、スペクトルを純粋な希釈剤のスペクトルに
対して基準化する。減衰スペクトルの測定及び好適なシステム構成に関する詳しい説明は
、Ｌ．Ｈｏｆｆ，Ａｃｏｕｓｔｉｃ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｏｎ
ｔｒａｓｔ　Ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｌｔｒａｓｏｎｄ　Ｉｍａｇｉ
ｎｇ，　Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，２００１，ｃｈａｐ
ｔｅｒ　４，ｐａｇｅ　９９－１０９（その開示内容は援用によって本明細書の内容の一
部をなす。）に記載されている。分析は、通常は０～５０℃の範囲内、好ましくは室温で
行われる。分析の第一段階では、希釈剤から基準スペクトルを記録する。好適な希釈剤は
気泡を含まないものであり、マイクロバブルが安定に存在する液体が使用できる。好まし
い希釈剤は、リン酸塩緩衝剤及び表面張力を下げるための界面活性剤を含む０．９％食塩
水であるＩｓｏｔｏｎ　II（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ社（英国ルートン
））のような等張食塩水である。次の段階で、マイクロバブル試料を希釈剤と混合し、１
以上の減衰スペクトルを周囲圧力下で測定する。マイクロバブル試料の濃度は、マイクロ
バブルの粒度に応じて調整される。好ましくは、希釈率は、マイクロバブル試料による減
衰量が１５～２０ｄＢ（即ち、約３ｄＢ／ｃｍ）となるものである。これは、通例、マイ
クロバブルを１０３～１０４倍に希釈することを意味する。次の段階で、圧力を１２０ｍ
ｍＨｇに高め、１以上の減衰スペクトルを測定する。本発明に係る圧力安定度を求めるた
め、加圧前のマイクロバブル試料の音響減衰効率を１００％に設定して、加圧後のマイク
ロバブル試料の相対音響減衰効率が計算できるようにする。
【００３０】
　好ましい実施形態では、本発明に係るマイクロバブルは７０％以上、さらに好ましくは
８５％以上、最も好ましくは９５％以上の圧力安定度を有する。
【００３１】
　好ましい実施形態では、本発明に係るマイクロバブルは、０．２以上のメカニカルイン
デックス（ＭＩ）の超音波撮像法に伴う圧力変動に対して安定である。超音波撮像法の圧
力に関連したマイクロバブル安定度の測定方法は、Ｗ．Ｔ．Ｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕｌ
ｔｒａｓｏｕｎｄ　ｉｎ　Ｍｅｄ．＆　Ｂｉｏｌ．，Ｖｏｌ．２６，２０００，１－１１
に記載されている。
【００３２】
　好適には、本発明に係るマイクロバブルはエコー源性を有する。つまり、超音波を散乱
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又は反射することができる。好ましくは、マイクロバブルは超音波パルスの送信周波数と
異なる周波数の信号を返すことができる。即ち、マイクロバブルは米国特許第５５４０９
０９号に記載されているような高調波超音波撮像に適合している。
【００３３】
　本発明に係るマイクロバブルは、当業者に自明の様々な方法で製造できる。かかる方法
には、例えば、振盪、ボルテックス、超音波処理、押出、繰返し凍結融解サイクル、所定
孔径のポアからの加圧押出し、及び噴霧乾燥がある。例えば、脂質からなるマイクロバブ
ルに関しては、脂質含有媒体を、選定したガス又はガス前駆体の存在下で、適当なエマル
ジョン生成技術（例えば、超音波処理、高圧均質化又は高剪断混合）に付せばよい。乳化
段階で用いるガスは、最終マイクロバブル中のガスと同じものである必要はない。即ち、
このガスの大部分は後の凍結乾燥段階で除去することができ、残留ガスは乾燥生成物の排
気で除去することができる。次いで、乾燥生成物に大気圧又は過圧の所望最終生成ガスを
加えればよい（例えば、国際公開第９７／２９７８３号参照、その開示内容は援用によっ
て本明細書の内容の一部をなす。）。
【００３４】
　本発明に係るマイクロバブルを形成する他の方法としては、タンパク質からなるマイク
ロバブルの形成（欧州特許出願公開第３５９　２４６号及び米国特許第４７１８４３３号
）、脂質を含むマイクロバブルの形成（米国特許第４６８４４７９号）、並びにリポソー
ム系マイクロバブルの形成（米国特許第５０８８４９９号、同第５１２３４１４号及び国
際公開第９４／２８８７４号）が挙げられ、それらの開示内容は援用によって本明細書の
内容の一部をなす。
【００３５】
　本発明の方法では、マイクロバブルは製剤として、好ましくは液状製剤として投与され
る。以下、「製剤」という用語は「マイクロバブル製剤」という用語と同義に用いられる
。
【００３６】
　本発明に係る製剤は、上述のマイクロバブルと、浸透圧剤、安定剤、界面活性剤、緩衝
剤、粘度調整剤、乳化剤、可溶化剤、沈殿防止剤、湿潤剤、酸化防止剤、粘度上昇剤、張
度上昇剤、塩、糖などからなる群から選択される１種以上の成分を含む。かかる成分は、
マイクロバブルの最大寿命及び有効性を確保するために添加される。さらに、無菌性、等
張性及び生体適合性のような検討事項によって、かかる成分の使用が決まることもある。
【００３７】
　好適な粘度調整剤としては、例えば、炭水化物やそのリン酸化及びスルホン化誘導体、
ポリエーテル（好ましくは４００～１０００００の分子量を有するもの）、並びにジヒド
ロキシ－及びトリヒドロキシ－アルカン及びそれらのポリマー（好ましくは２００～５０
０００の分子量を有するもの）が挙げられる。
【００３８】
　好適な乳化及び／又は可溶化剤としては、例えば、アラビアゴム、コレステロール、グ
リセリルモノステアレート、ラノリンアルコール、レシチン、モノ及びジグリセリド、エ
タノールアミン、ジエタノールアミン、オレイン酸、オレイルアルコール、ポロキサマー
（例えば、ポロキサマー１８８、ポロキサマー１８４及びポロキサマー１８１）、ポリオ
キシエチレン５０ステアレート、ポリオキシル３５ひまし油、ポリオキシル１０オレイル
エーテル、ポリオキシル２０セトステアリルエーテル、ポリオキシル４０ステアレート、
ポリソルベート２０、ポリソルベート４０、ポリソルベート６０、ポリソルベート８０、
プロピレングリコールジアセテート、プロピレングリコールモノステアレート、ラウリル
硫酸ナトリウム、ステアリン酸ナトリウム、ソルビタンモノラウレート、ソルビタンモノ
オレエート、ソルビタンモノパルミテート、ソルビタンモノステアレート、ステアリン酸
、トロラミン、乳化性ワックスなどが挙げられる。
【００３９】
　好適な沈殿防止及び／又は粘度上昇剤としては、例えば、アラビアゴム、寒天、アルギ
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ン酸、モノステアリン酸アルミニウム、ベントナイト、マグマ、カルボマー９３４Ｐ、セ
ルロース、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロー
ス、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カラゲナン、デキストラン、ゼラチン、ガー
ゴム、ローカストビーンゴム、ヴィーガム、ケイ酸マグネシウムアルミニウム、二酸化ケ
イ素、ゼオライト、ペクチン、ポリエチレンオキシド、ポビドン、プロピレングリコール
アルギネート、アルギン酸ナトリウム、トラガカント、キサンタンゴム、α－ｄ－グルコ
ノラクトン、グリセロール及びマンニトールが挙げられる。
【００４０】
　好適な沈殿防止剤としては、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニル
ピロリドン（ＰＶＰ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリプロピレングリコール（
ＰＰＧ）、ポリソルベートなどが挙げられる。
【００４１】
　安定化と共に張度の増加をもたらす好適な張度上昇剤としては、例えば、ソルビトール
、マンニトール、トレハロース、スクロース、プロピレングリコール及びグリセロールが
挙げられる。
【００４２】
　本発明に係る製剤は、さらに染料又は生物学的活性剤を含んでいてもよい。生物学的活
性剤は、好ましくは鎮痛薬、抗ヒスタミン薬、抗炎症薬、抗癌薬、抗コリン作動薬、麻酔
薬、酵素、ステロイド、遺伝物質、ウィルスベクター、アンチセンス剤、タンパク質及び
ペプチドからなる群から選択される。
【００４３】
　好ましい実施形態では、製剤はさらに、マクロファージの摂食を促進する化合物を含む
。かかる化合物は、例えば、マンナン（例えば、チモサン）、マンノース含有オリゴ糖及
び多糖、免疫グロブリン分子のＦｃ（結晶化可能なフラグメント）部分、補体成分（例え
ば、Ｃ３ｂ又はＣ３ｂｉ）、スカベンジャー受容体用リガンド、トール様受容体用リガン
ド、ＬＲＰ（ＬＤＬ受容体用タンパク質）用リガンド、細菌糖ペプチド、或いはリポ多糖
（例えば、ブレオマイシン又は内毒素）である。
【００４４】
　製剤は、好ましくは、水溶液又は非水溶液を始めとする適当なキャリヤーと、上述の成
分及び／又は化合物とを含む懸濁液又はエマルジョンのような無菌の注射可能な調合物で
ある。好ましいキャリヤーは水又は食塩水である。
【００４５】
　製剤は、公知の方法で調合できる。好ましい実施形態では、製剤は使用直前に製造され
る。例えば、乾燥マイクロバブル生成物を、適当なキャリヤー及び上述の化合物及び成分
の１種以上と混合すればよい。別の好ましい実施形態では、製剤を使用直前に製造すると
ともに、製剤の製造時にマイクロバブルをその場で生成する。例えば、所望のガス及びマ
イクロバブルのシェルを構成する成分を含むバイアルに適当なキャリヤーを添加し、この
混合物を撹拌すればよい。本発明に係る製剤は、好ましくは投与前に滅菌され、及び／又
は無菌の出発原料から製造される。製剤の滅菌は、細菌保持フィルターでの濾過、滅菌剤
の混入、照射などで達成できる。
【００４６】
　本発明の方法の段階ａ）における投与は、血管内投与以外の様々な方法で実施できる。
非経口投与法が好ましく、特に限定されないが、筋肉内投与、経皮投与、リンパ管への直
接投与、間質内投与、腹腔内投与、鞘内投与、皮下投与、滑液包内投与、（経皮投与を含
む）経上皮投与、皮膚投与、皮内投与、皮下投与、腫瘍又は病的突起自体への投与、など
の経路が挙げられる。好ましくは、製剤は間質内に投与され、好ましくは皮下注射及び皮
内注射を始めとする間質内投与で投与される。癌患者の場合、製剤は癌の近傍（腫瘍周囲
）に注射するのが好ましい。また、センチネルリンパ節への付着を確実にするため、製剤
を２以上の非経口モードの組合せで（例えば、筋肉内、皮下及び病的突起中に）投与する
こともできる。
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【００４７】
　製剤は、通常、製剤が移動してリンパ循環に取り込まれることを保証する部位及び手段
で投与される。これは、撮像すべき系に応じて異なる。検査すべき所属リンパ節への適切
な流入を可能にするため、複数の注射部位が好ましいことがある。場合によっては、腫瘍
又は生検部位の周辺への注射が望ましい。他の場合には、特定の鞘又は窩への注射が好ま
しい。手指又は足指の趾間への注射は、末梢リンパ管を検査するために使用される通常の
モードである。センチネルリンパ節の位置を決定するため、製剤は術前及び／又は術中に
被験体に投与できる。本発明に係る方法は、問題の領域に製剤を投与してからセンチネル
リンパ節に達するまで長いリードタイムを必要としないので、センチネルリンパ節を即座
にリアルタイムで同定することができる。さらに、注射部位のマッサージ又は流れの促進
を始めとして、センチネルリンパ節への製剤の輸送を修正又は変更するための追加の方法
を使用できる。好ましくは、製剤の注射部位にマッサージを施す。
【００４８】
　本発明の方法は、乳房腫瘍に関連するセンチネルリンパ節の位置決定に応用可能である
。腫瘍中や腫瘍周辺及び腫瘍に隣接した皮下に製剤を注射することで、腋窩、鎖骨下及び
鎖骨上リンパ節の画像を得ることができる。腫瘍と同側の肋骨下部位に片側注射を行い、
次いで両側のリンパ節撮像を行うことができる。製剤を腫瘍付近に注射することで、医師
は、センチネルリンパ節に通じる関連リンパ管が腋窩、内部乳房又は鎖骨上リンパ節に向
かうことが分かるので、そこで各注射後の適切な時刻に超音波検出を行う。
【００４９】
　別のアプローチは、両側の乳房の乳輪組織の周囲に製剤を注射し、次いで腋窩、内部乳
房又は鎖骨上リンパ節を検出することである。乳輪周囲への注射に加えて、腋窩リンパ管
の可視化のために製剤の指間投与を使用することもできる（ＤｅＬａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８０），Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，４０：２９９７－３００１参照。）。指間及び
乳輪周囲への製剤の複合投与で、罹患腋窩リンパ節への取込みの増加の実証精度を高める
ことができる。また、乳癌又は黒色腫の患者には、造影剤の腫瘍内注射を行うこともでき
る。
【００５０】
　製剤は有効量（即ち、十分な検出が可能となる量）で投与される。０．１～３０ｍｌ、
好ましくは０．１～３ｍｌ、特に好ましくは０．５～１．５ｍｌの製剤が液体状態で投与
されると予想される。特に好ましい投与体積は、約５～１５μｌの投与マイクロバブルガ
ス体積に相当する。好ましい実施形態では、各回に少量の製剤を用いて複数回（通例は４
回）の注射を行う。例えば、注射部位当たり０．１～３ｍｌが被験体に投与される。量の
変動は、注射の回数及び注射部位に起因し得る。本発明の方法では、約０．００５～約１
．０ｍｌ／ｋｇのような別の製剤量も想定される。液状の製剤の体積は、通常、例えば投
与部位、製剤の濃度、注射の回数、製剤の組成及び／又は製剤に存在するマイクロバブル
の種類、並びに各被験体に特有の性質に応じて変化する。
【００５１】
　本発明の方法に係る段階ｂ）では、センチネルリンパ節内にマイクロバブルを蓄積させ
る。
【００５２】
　投与後、マイクロバブルがセンチネルリンパ節に達してそこに蓄積するまで長いリード
タイムを必要としない。そのため、本発明では、製剤の投与後にセンチネルリンパ節を即
座にリアルタイムで同定することができる。一般に、本発明に係るマイクロバブルは、６
０分未満でセンチネルリンパ節内に蓄積することができる。好ましい実施形態では、本発
明に係るマイクロバブルは１５分未満でセンチネルリンパ節内に蓄積し、特に好ましくは
５分未満で蓄積する。
【００５３】
　投与後、本発明に係るマイクロバブルは、５分以上、好ましくは１５分以上、特に好ま
しくは６０分以上の半減期を有する。
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【００５４】
　センチネルリンパ節へのマイクロバブルの蓄積時間が比較的短いので、本発明に係るマ
イクロバブルは投与後間もなく撮像が可能であり、ロジスティックスが改善され、検出時
間が延びる。
【００５５】
　本発明の方法に係る段階ｃ）では、超音波撮像法を用いてセンチネルリンパ節内のマイ
クロバブルを検出し、それによってセンチネルリンパ節を同定する。
【００５６】
　超音波に関しては、本発明での使用が想定される超音波撮像技術は当技術分野で公知で
あり、例えば、ＭｃＧａｈａｎ　ａｎｄ　Ｇｏｌｄｂｅｒｇ，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｕ
ｌｔｒａｓｏｕｎｄ：Ａ　Ｌｏｇｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－
Ｒａｖｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　１９９８）及びＦｒｅｄｅｒｉｃｋ　ａｎｄ　Ｋｒ
ｅｍｋａｕ，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｗ　Ｂ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，１９９８）に記載
されている。本発明で使用できる具体的な超音波撮像モードには、高調波又は非線形撮像
、グレースケール（Ｂモード）撮像、ドップラー撮像（パルスウェーブ、パワー、フロー
、カラー、振幅、分光及び高調波ドップラー撮像を含む）、３Ｄ撮像、ゲート撮像などが
ある。非線形撮像に関しては、本発明は広帯域高調波撮像及びパルス反転高調波撮像に適
合することは自明であろう。
【００５７】
　高調波撮像の使用が望まれ、超音波撮像装置が特定の周波数で撮像を行うように設定さ
れる場合、音響変換器に供給される送出波形は撮像周波数の分数（例えば、１／２、２／
３、１／３など）或いは撮像周波数の整数倍又は分数倍（例えば、２、分数（３／２）、
３、４など）となり得る。マイクロバブル製剤と励起周波数とのいかなる組合せでも、あ
る高調波が優勢となる。第二高調波が通常の例である。明らかにこれらの最も強い高調波
が好ましいが、多重画像の作成又はバックグラウンドの排除のような理由から、他の高調
波又は周波数を選択することもできる。さらに、高調波及び非高調波周波数又はこれらの
の組合せを始めとする複数の周波数を同時に検出して所望の画像を得ることもできる。即
ち、好ましい実施形態では、送信周波数以外の任意の周波数を用いて所望の画像を得るこ
とができる。造影剤製剤の簡単な実験で主高調波を決定できることは当業者には自明であ
ろう。
【００５８】
　マイクロバブル製剤によって発生した再放射超音波エネルギーを検出するには、修正さ
れた慣用超音波スキャナーシステム又は市販の非線形撮像システムが使用できる。これら
のシステムは、超音波画像作成用のマイクロバブル製剤によって放射された新しい周波数
（又は高調波）の１以上又は全部を検出又は選択できる。換言すれば、放射周波数と異な
る周波数を検出する。高調波超音波撮像に適した装置は、国際公開第９１／１５９９９号
に開示されている。ただし、多くの慣用超音波撮像装置では広帯域幅の動作が可能な変換
器が用いられており、変換器から送信される送出波形はソフトウェア制御されている。こ
のような理由により、検出するものとは異なる波形を放射するための再プログラミングは
十分に当業者の技術レベルの範囲内にある。
【００５９】
　高調波超音波撮像、第二高調波超音波撮像又は好ましくはパルス反転のような非線形超
音波撮像が、本発明の方法での使用に特に好ましいが、Ｂモード（グレースケール撮像）
、Ｆモード（カラーフロー又はドップラー撮像）及びＤモード（分光ドップラー）のよう
な他のタイプの常用超音波撮像も本発明に適合しており、本発明の技術的範囲に属する。
【００６０】
　Ｂモード撮像では、超音波システムは通例、所望の視野を走査するように操作された一
連のビームを走査線に沿って送信する。超音波システムは通例、送信ビームに対応した方
法で「受信ビーム」を操作する。各受信ビームから得られたデータは画像表示サブシステ
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ムに送られ、そこでＢモードデータから二次元グレースケール画像が再構成され、コンソ
ール上に表示される。単一の線に沿って送られる一連のパルスは、同一のものであっても
よいし、等しい周波数又は異なる周波数のものであってもよいし、或いは周囲の組織から
の造影剤の識別を促進するためほぼ１８０度の位相シフトを有していてもよい。
【００６１】
　Ｆモード撮像は、超音波システムが一連のビームを放射及び受信して視野を走査すると
いう点で、Ｂモード撮像と類似の方法で行われる。ただし、Ｆモード撮像では標的の速度
の計算が必要であるので、各線は数回にわたって放射及び受信される。Ｂモード撮像と同
じく、各線の各回の放射で得られたデータを用いてコンソール上に画像が再構成される。
【００６２】
　Ｆモード撮像は、大抵はＢモード撮像と同時に使用される。例えば、Ｂモード走査から
再構成されたグレースケール画像は、同じ視野又はそれより小さい包含視野のＦモード走
査から再構成されたＦモード画像と重ね合わせることができる。Ｆモード情報は色を用い
て表示することができ、画素を重ね合わせたＢモード画像部分における様々な正又は負の
流速或いは乱流が異なる色で表示される。Ｆモード撮像は患者の体内における標的の運動
を単に定性的に見抜くことを意図しているので、超音波システムによるＦモード信号の処
理は振幅又は画素解像度について高い空間又は速度解像度を有する必要がない。しかし、
Ｆモード撮像の重要な価値は生体内の解剖学的構造に対する流れを検出することにあるの
で、Ｆモード画像をスクリーン上のＢモード画像と共に適切に記録することが通常重要で
ある。この技術は一つのパルスから得られた信号と次の信号との相関に依存すると共に、
マイクロバブルは最初のパルスで破壊されることがあるので、運動に関係しないＦ信号が
発生される。このような相関の喪失は各種の表示フォーマットで示すことができるが、通
例は色で表示される。
【００６３】
　Ｄモード（分光ドップラー）撮像では、超音波システムはビームを放射し、単一の標的
に関する復帰信号を処理する。分光ドップラー情報は、連続波（ＣＷ）又はパルス波（Ｐ
Ｗ）超音波エネルギーを送信及び受信して得ることができる。ＣＷドップラー撮像、例え
ばパワードップラー（ドップラー血管造影法）では、超音波受信器が、生体内において受
信器の感度領域内にあるすべての物体からのエコーを連続的に受信するが、任意の特定レ
ンジ区間から受信した情報を分離できない。ＣＷドップラーは、プローブの物理的配置又
はビーム形成或いはその両方により、所望の標的のみを含むように測定器の感度領域を調
整した場合に最も有用である。ＰＷドップラー撮像では、超音波測定器が個々のパルスか
らのエコーを受信するが、そのタイミングはエコーを発生する物体の体内でのレンジ区間
を暗示している。臨床医は、通例、標的が位置すると予想されるレンジ区間を選択する。
【００６４】
　Ｄモード撮像では、非常に広い範囲の信号レベル（ダイナミックレンジ）にわたって詳
細な定量的測定値を生み出し得ることが望ましい。Ｄモード情報を超音波システムで処理
することで、標的の速度スペクトルを時間に対しプロットして表示するか、又は同様な情
報を担った可聴出力を得ることができる。分光ドップラー撮像は、Ｌ．Ｈａｔｌｅ　ａｎ
ｄ　Ｂ．Ａｎｇｅｌｓｅｎ，“Ｄｏｐｐｌｅｒ　Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｉｎ　Ｃａｒｄ
ｉｏｌｏｇｙ”（第一版，１９８２）及び（第二版，１９８４）に記載されている。
【００６５】
　Ｂモード、Ｆモード及びＤモード撮像に加え、Ｍモードとして知られる第四のモードも
存在しているが、これはＢモード又はＦモード撮像と類似の方法で得られたデータについ
ての表示方式が異なるにすぎない。Ｍモード撮像に関する要件は、Ｂモード又はＦモード
撮像に関する要件と大きく異なるものではない。別法として、又はそれに加えて、三次元
超音波も想定されている。この場合、３Ｄ走査には、特殊なプローブ並びに画像の蓄積及
びレンダリングのためのソフトウェアが必要となる。放射された超音波エネルギーは（十
分に高ければ）、リンパ管内に存在するマイクロバブルを破裂させ得ることが認められよ
う。上述のようなドップラー方式の撮像方法は、これを「擬似ドップラー」信号として検
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出でき、固定化又は非常にゆっくりと移動するマイクロバブルの高感度で特異的な検出が
可能となる（例えば、米国特許第５４２５３６６号参照。）。
【００６６】
　本発明での使用が想定される追加の技術は当技術分野で公知であり、例えば、Ｇａｍｓ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｒｅｖｉｅｗ（Ｗ．Ｂ．Ｓ
ａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，１９９８）に記載されている。
【００６７】
　標的組織の撮像には、被験体の少なくとも一部に超音波エネルギーを当てればよい。次
いで、被験体の内部領域の可視像を得ることができるので、センチネルリンパ節の同定を
確認できる。
【００６８】
　本発明の別の態様は、シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～１５μ
ｍの平均粒度及び１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイクロバ
ブルを予め投与しておいた被験体におけるセンチネルリンパ節を同定する方法であって、
超音波を用いて被験体のセンチネルリンパ節内に蓄積したマイクロバブルを検出すること
を含んでなる方法である。
【００６９】
　本発明に係る方法は、センチネルリンパ節の同定に有用なだけでなく、センチネルリン
パ節がリンパ組織の欠陥又は不整を示すか否かの判定にも有用である。そこで、本発明は
、被験体における良性及び悪性のセンチネルリンパ節を識別するための方法であって、
　ａ）シェルとガス又はガス前駆体とを含み、直径約０．２５～１５μｍの平均粒度及び
１２０ｍｍＨｇの圧力下で５０％以上の圧力安定度を有するマイクロバブルを含む製剤を
被験体に投与し、
　ｂ）マイクロバブルをセンチネルリンパ節内に蓄積させ、
　ｃ）超音波を用いてセンチネルリンパ節内のマイクロバブルを検出し、
　ｄ）リンパ節内のコントラスト増強パターンに従ってセンチネルリンパ節を良性又は悪
性として特徴付ける
ことを含んでなる方法も提供する。
【００７０】
　Ｍａｔｔｒｅｙらは、センチネルリンパ節の超音波撮像に際し、リンパ節内の癌は造影
剤で満たされず、したがって陰影欠損が残ることに気付いた。しかし、確認のためにはさ
らに研究が必要であると述べていた（Ｒ．Ｍａｔｔｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ　９，２００２，Ｓ２３１－Ｓ２３５）。今回、本発明の方法
に従ってセンチネルリンパ節を同定した後、コントラスト増強パターンが違うことでセン
チネルリンパ節を分類し得ることが判明した。即ち、良性のセンチネルリンパ節は一様な
エコー源性を示すのに対し、悪性のセンチネルリンパ節はエコー源性の増加した領域及び
増強しない領域の両方を有する不均質な増強パターンを示す。本発明に係る方法はセンチ
ネルリンパ節の非侵襲的で安全な検出が可能となるだけでなく、その転移浸潤の検出も可
能にするので、この発見は大きな臨床的進歩である。
【００７１】
　上述の方法は、取得した超音波画像を視覚的に評価するだけで良好な結果を与える。良
性及び悪性リンパ節の識別は、正常なリンパ節と浸潤を受けたリンパ節との間におけるコ
ントラスト増強パターンの差を増大させるための画像処理方法の適用でさらに向上させる
ことができる。
【実施例】
【００７２】
　次に、以下の非限定的実施例を参照することで本発明をさらに詳しく説明する。
【００７３】
　実施例１：圧力安定度の測定
　マイクロバブルを含む各種超音波造影剤の圧力安定度を試験した。
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【００７４】
　Ａｌｂｕｎｅｘ（商標）、変性ヒト血清アルブミンのシェル内に空気を含むマイクロバ
ブルであり、欧州特許出願公開第３５９２４６号に開示された方法で製造できる。
【００７５】
　Ｓｏｎｏｖｕｅ（商標）：リン脂質膜内にＳＦ６を封入したマイクロバブル。
【００７６】
　Ｓｏｎａｚｏｉｄ（商標）：界面活性剤膜内にペルフルオロブタンを封入したマイクロ
バブル。
【００７７】
　ａ）粒度分布及び体積濃度の測定
　公称測定範囲１～３０μｍの５０μｍ開口を備えたＣｏｕｌｔｅｒ　Ｍｕｌｔｉｓｉｚ
ｅｒ　Ｍａｒｋ　II（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ社（英国ルートン））に
よるＣｏｕｌｔｅｒ計数で、すべての試料のマイクロバブル濃度及び粒度分布を測定した
。分析は、６４の対数的に離隔したサイズチャンネルを用いて行った。２０μｌの試料を
室温で２００ｍｌのＩｓｏｔｏｎ　II（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ社）中
に希釈し、４分間撹拌してから分析に供した。分析応答として、懸濁液体積に対するパー
セントとしてのマイクロバブル体積濃度及びマイクロバブルの体積メジアン径を用いた。
【００７８】
【表１】

【００７９】
　ｂ）音響減衰度の測定
　すべての試料の音響減衰スペクトルは、Ｌ．Ｈｏｆｆ（Ａｃｏｕｓｔｉｃ　Ｃｈａｒａ
ｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒａｓｔ　Ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｍｅｄｉｃ
ａｌ　Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｅｒｓ，２００１，ｃｈａｐｔｅｒ　４）に記載の通り測定した。３．５ＭＨ
ｚの中心周波数を有する広帯域変換器を用いて、試料の希釈懸濁液を通過する音響ビーム
の音響減衰度を測定した。適当な試料体積を室温で５５ｍｌのＩｓｏｔｏｎ　II中に均質
に分散させてから分析に供した。透過率は、パルス－エコー技術で測定した。即ち、短い
音波パルスを変換器から放射し、測定セルのコンパートメントを通過してからコンパート
メントの後壁で反射させ、放射した変換器で再び受信した。パルスをオシロスコープでデ
ィジタル化し、周波数スペクトルをフーリエ変換で計算した。透過路及び変換器特性を補
償するため、スペクトルを純粋なＩｓｏｔｏｎ　IIのスペクトルに対して基準化する。結
果を１：１０００の希釈度に対して基準化した。大気圧下での音響減衰度［ｄＢ／ｃｍ］
を３．５ＭＨｚで測定し、得られた測定値の読みを１００％音響減衰効率に設定した。１
２０ｍｍＨｇの圧力を３０秒間加えた後、再び減衰度を測定し、加圧後の音響減衰効率を
計算した。圧力安定度は、加圧前の減衰効率に対する加圧後の減衰効率のパーセントで表
す。
【００８０】
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【表２】

　
【００８１】
　実施例２：生体内でのセンチネルリンパ節検出及び特性決定
　黒色腫を有する麻酔したシンクレアブタを使用し、Ｓｏｎａｚｏｉｄ（商標）を用いて
センチネルリンパ節検出及び特性決定を検討した。
【００８２】
　ａ）生体内でのセンチネルリンパ節検出
　１ｍｌのＳｏｎａｚｏｉｄ（商標）を原発性腫瘍の周囲に皮内投与した。注射部位を５
分間静かにマッサージした後、Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｅｌｅｇｅｒａスキャナーを用いて超音
波走査を行った。センチネルリンパ節は、パルス反転グレースケール撮像で強いコントラ
スト増強を示し、さらにマイクロバブルの破裂に特有のモザイク増強パターンを与える高
出力カラーフロー撮像で評価した。センチネルリンパ節の同定は、注射部位からセンチネ
ルリンパ節までのリンパ管のコントラスト増強によってさらに容易になった。リンパ節の
位置を皮膚上にマークした。センチネルリンパ節の位置は、現行の臨床的方法に従ってラ
ジオコロイドトレーサー及び青色染料を腫瘍周囲に投与することで確認された。センチネ
ルリンパ節のコントラスト増強は、最高３時間存在していた。
【００８３】
　実施例２ａに記載の方法を、６頭の黒色腫シンクレアブタに適用した。超音波、リンパ
シンチグラフィー及び青色染料（金標準）を用いて、３１の黒色腫を伴う１７の原発性腫
瘍を評価した。センチネルリンパ節が正しく同定される精度は、超音波に関しては９０％
であり、リンパシンチグラフィーに関しては８１％であった。
【００８４】
　ｂ）生体内でのセンチネルリンパ節検出及び特性決定
　三つの黒色腫を有するシンクレアブタで、１ｍｌのＳｏｎａｚｏｉｄ（商標）を各原発
性腫瘍の周囲に皮内投与した。注射部位を５分間静かにマッサージした後、Ｓｉｅｍｅｎ
ｓ　Ｅｌｅｇｅｒａスキャナーを用いて超音波走査を行い、実施例２ａに記載の通りセン
チネルリンパ節を同定した。一つのリンパ節は均質なコントラスト増強パターンを示した
のに対し、他の二つはまだらで不均質な増強パターンを示した。最初のリンパ節は正常と
特徴付けられたのに対し、後の二つは超音波撮像法に基づいて悪性と特徴付けられた。顕
微鏡によるリンパ節の組織学的検査の結果、最初のリンパ節には腫瘍が存在しないことが
確認され、後の二つのリンパ節には腫瘍が存在することが確認された。病理学的評価で得
られた病理標本の擬似カラーマップは、超音波で見られたコントラスト増強パターン（即
ち、正常なリンパ組織ではコントラスト増強が見られ、腫瘍組織では増強が見られなかっ
たこと）と良い相関を示した。
【００８５】
　実施例２ｂに記載した方法を、６頭の黒色腫シンクレアブタに適用した。全部で３１の
黒色腫を検討した。リンパ節での転移黒色腫の存在又は不存在を正しく検出する精度は８
６％であった。コントラスト増強超音波と病理学との間に統計的有意差は存在しなかった
。
【００８６】
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　実施例３：Ａｌｂｕｎｅｘ（商標）及びＳｏｎａｚｏｉｄ（商標）の比較
　実施例１に記載のＡｌｂｕｎｅｘ（商標）１ｍｌを、麻酔したイヌの後肢の指間に注射
した。注射部位を５分間静かにマッサージした。パルス反転モードで動作するＬ１２－５
変換器を備えたＡＴＬ　ＨＤＩ　５０００スキャナーにより、流入リンパ節（Ｉｎｎ　ｐ
ｏｐｌｉｔｅｕｓ）を撮像した。注射から５分後及び１５分後の撮像で、コントラスト増
強は見られなかった。
【００８７】
　Ａｌｂｕｎｅｘ（商標）の注射から２０分後、実施例１に記載のＳｏｎａｚｏｉｄ（商
標）１ｍｌを、実施例３ａに記載したものと同一の撮像手順に従って同じ後肢の指間に注
射した。注射から５分後の撮像で強いコントラスト増強が見られ、増強は注射から１５分
後の撮像でも維持された。コントラスト増強ピークは７ｄＢを超えていた。
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