
(57)【要約】
　例えば、標的表面や基質への結合を容易にするために用いることができる、変形させた
表面形態を導入した膜を有するマイクロバブルを含有した、マイクロバブル組成物が記載
される。表面形態は非球形によるものであり、例えば鈍鋸歯状、折り畳み、突出状、ある
いはしわ状等が挙げられ、マイクロバブル膜の変形性を増加することができる。かかるマ
イクロバブル組成物を標的化超音波コントラスト剤及びその方法論に導入することができ
る。変形マイクロバブル組成物の製造法は、球形膜を有するマイクロバブルを用意し、球
形膜を上述したような非球形膜に変化させることを含む。球形から非球形への変化の前あ
るいは後に、標的化物質を膜に導入することができる。

JP 2006-510579 A 2006.3.30



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 に 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル を 含 む 、 標 的 に 結 合 す る マ イ ク ロ バ ブ ル
組 成 物 で あ っ て ； 該 マ イ ク ロ バ ブ ル が 実 質 的 に 鈍 鋸 歯 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 有 し ； そ し
て 該 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 標 的 に 結 合 す る 標 的 結 合 分 子 を 含 む 、 前 記 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 、 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ マ ー ま た は 他 の 界 面 活 性 剤 あ る い は こ
れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 気 体 が 実 質 的 に 血 液 に 不 溶 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 気 体 が フ ッ 素 含 有 気 体 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル が 約 １ ～ 約 １ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 平 均 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載
の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 標 的 が レ セ プ タ ー で あ り 、 標 的 結 合 分 子 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ
イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 レ セ プ タ ー が 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 、 接 着 分 子 、 レ セ プ タ ー に 結 合 す る Ｇ － プ ロ
テ イ ン 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 糖 タ ン パ ク 、 ペ プ チ ド 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 炭
水 化 物 ま た は こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ
ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 的 化 分 子 が ペ プ チ ド 、 擬 ペ プ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 、 オ リ ゴ 糖 、 及 び 小 さ い 有 機 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ イ ク
ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 の 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル の 懸 濁 液 を 含 む 、 標 的 に 結 合 す る の に 有
用 な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 で あ っ て 、 該 マ イ ク ロ バ ブ ル が 表 面 突 起 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ
ル 膜 を 実 質 的 に 有 し 、 該 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 標 的 に 結 合 す る 標 的 結 合 分 子 を さ ら に 含 む 、
前 記 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 表 面 突 起 が 膜 の 折 り 畳 み を 含 む 、 請 求 項 ９ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 脂 質 、 タ ン パ ク 質 ま た は 界 面 活 性 剤 を 含 み 、 マ イ ク ロ バ ブ ル が 約 １
～ 約 １ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 平 均 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 気 体 が 実 質 的 に 血 液 に 不 溶 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 標 的 が 細 胞 膜 結 合 レ セ プ タ ー で あ り 、 標 的 結 合 分 子 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 請 求 項 １
２ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 的 化 結 合 分 子 が ペ プ チ ド 、 擬 ペ プ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト 、 オ リ ゴ 糖 及 び 小 さ い 有 機 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の マ イ
ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 レ セ プ タ ー が 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 、 接 着 分 子 、 レ セ プ タ ー に 結 合 し た Ｇ － プ ロ
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テ イ ン 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 糖 タ ン パ ク 、 ペ プ チ ド 、 脂 質 、 糖 脂 質 ま た
は こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 の 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル の 懸 濁 液 を 含 む 、 標 的 に 結 合 す る の に 有
用 な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 で あ っ て 、 該 マ イ ク ロ バ ブ ル が 主 に 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を
有 し 、 該 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 剪 断 応 力 下 で 、 対 応 す る 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 よ り も
高 い 変 形 度 を 示 し 、 該 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 標 的 に 結 合 す る 標 的 結 合 分 子 を 含 む 、 前 記 マ イ
ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ マ ー ま た は 他 の 界 面 活 性 剤 ま た は こ れ ら の
組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 気 体 が 実 質 的 に 血 液 に 不 溶 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル が 約 １ ～ 約 １ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 平 均 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 的 が 細 胞 膜 結 合 レ セ プ タ ー で あ り 、 標 的 化 分 子 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ６
に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル を 標 的 に 結 合 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ 、 ９ 及 び １ ６ の い ず れ か １
項 に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 に 標 的 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 の マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 が ス ペ ー サ ー 腕 に よ り 接 着 さ れ た 標 的 化 分 子
を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 標 的 に 向 け ら れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 液 体 キ ャ リ ヤ ー に 懸 濁 さ れ 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 有 す る 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル
を 形 成 し ；
　 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル に 変 化 さ せ ； そ し て
　 該 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に 、 標 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 を 接 着 あ る い は 導 入 す る
こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 標 的 化 分 子 が 、 該 変 化 よ り 前 に 膜 に 接 着 あ る い は 導 入 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 標 的 化 分 子 が 、 該 変 化 よ り 後 に 膜 に 接 着 あ る い は 導 入 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 変 化 が 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 内 か ら の 気 体 の 部 分 的 放 出 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 変 化 が 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 圧 力 に か け る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 圧 力 が 、 静 水 圧 、 超 音 波 、 ま た は マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 の 浸 透 圧 差 に よ り 適 用 さ れ る 、 請
求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 標 的 化 分 子 が ペ プ チ ド 、 擬 ペ プ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ メ ン
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ト 、 オ リ ゴ 糖 、 及 び 小 さ い 有 機 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ 、 ９ 及 び １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 含 む 薬 剤 組 成 物
で あ っ て 、 液 体 キ ャ リ ヤ ー が 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 液 体 キ ャ リ ヤ ー で あ る 、 前 記 薬 剤 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 治 療 用 組 成 物 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 診 断 用 組 成 物 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 超 音 波 造 影 剤 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 患 者 に お い て 超 音 波 造 影 を 行 う 方 法 で あ っ て ：
　 患 者 に 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 超 音 波 造 影 剤 を 導 入 し ； そ し て
　 該 組 成 物 を 基 準 に 超 音 波 像 を 現 像 す る
こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 治 療 用 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 の 治 療 的 処 置 を 行
う 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
［ 関 連 出 願 ］
　 本 出 願 は ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 Ｎ ｏ ． 60/395,179の 利 益 を 請 求
し 、 こ こ に そ の す べ て を 参 考 文 献 と し て 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
［ 政 府 の 権 利 ］
　 本 発 明 は 政 府 認 可 番 号 NIH T32 HL 07284-26お よ び R01HL 64381の 援 助 に よ り 行 わ れ た 。
政 府 は 本 発 明 に 関 し て 、 幾 分 か の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 概 し て マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 と 方 法 に 関 し 、 特 に 特 定 の 基 質 ま た は 物 質 に 結 合
す る よ う 標 的 化 さ れ た （ targeted） マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 に 関 す る 。
　 さ ら に 背 景 技 術 と し て 、 超 音 波 研 究 の 領 域 に お い て 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル が グ レ ー
ス ケ ー ル 及 び ド ッ プ ラ ー 超 音 波 の コ ン ト ラ ス ト を 顕 著 に 向 上 す る 。 コ ン ト ラ ス ト の 増 強 は
、 マ イ ク ロ バ ブ ル に 取 り 込 ま れ て い る 気 体 と そ れ を 取 り 巻 く 血 液 と の 音 波 の イ ン ピ ー ダ ン
ス の ず れ に 起 因 す る 。 超 音 波 変 換 器 が 放 射 す る 音 波 パ ル ス は 異 な る イ ン ピ ー ダ ン ス を 有 す
る 物 質 の 界 面 で 後 方 に 反 射 （ 後 方 散 乱 ） さ れ る が 、 イ ン ピ ー ダ ン ス の ず れ が 大 き い と 超 音
波 の 後 方 散 乱 の 割 合 が 大 き く な り 、 超 音 波 の 後 方 散 乱 の 割 合 が 大 き く な る と よ り 大 き な 超
音 波 コ ン ト ラ ス ト が 達 成 さ れ る 。 超 音 波 の 音 波 パ ル ス が マ イ ク ロ バ ブ ル に 当 た る と バ ブ ル
の 気 相 の 容 積 振 動 （ volumetric oscillation） が 誘 導 さ れ る 。 こ の 振 動 は 高 度 に 非 線 形 で
あ り 、 大 き な 後 方 散 乱 を 起 こ す の で 、 変 換 器 ア レ イ に よ り 検 出 す る こ と が で き る （ Forsbe
rg及 び Shi,2001） 。 マ イ ク ロ バ ブ ル の 振 動 に よ り 形 成 さ れ た 後 方 散 乱 は 、 研 究 中 の 組 織 構
造 に よ り 形 成 さ れ る も の よ り も 数 桁 も 大 き く な り う る （ Klibanov,1999） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 超 音 波 造 影 剤 （ ultrasound contrast agents; UCA） と し て の マ イ ク ロ バ ブ ル の 使 用 に
は 、 多 く の 臨 床 学 的 利 用 の 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 心 臓 解 剖 の 視 覚 化 （ Shubら 、 1976; Crou
seら 、 1993） 、 器 官 ま た は 組 織 の 灌 流 の 評 価 （ Rimら 、 2001; Mulvaghら 、 2000） 、 お よ び
心 筋 の 生 存 能 力 の 評 価 （ Villanueva,2000） 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 各 応 用 法 で は 自
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由 に 流 動 す る マ イ ク ロ バ ブ ル を 用 い る ； す な わ ち 、 マ イ ク ロ バ ブ ル は 研 究 中 の 組 織 に 必 ず
し も 付 着 し た ま ま で い る わ け で は な い 。 自 由 に 流 動 す る Ｕ Ｃ Ａ は 組 織 レ ベ ル で の 臨 床 学 的
関 連 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る が 、 関 心 の あ る 部 位 に 結 合 す る マ イ ク ロ バ ブ ル を 生 起 さ
せ る こ と で 、 分 子 ス ケ ー ル で の 超 音 波 イ メ ー ジ ン グ が 可 能 に な り う る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル は
バ ブ ル の 外 表 に 標 的 化 分 子 （ targeting molecule） を 付 け る こ と に よ り 、 特 定 の 分 子 に 目
標 を 定 め ら れ る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 生 物 活 性 物 質 を 研 究 中 の 組 織 に 送 達 す る こ と
が で き る よ う に な る 他 、 か か る 組 織 に お け る 非 常 に 空 間 的 に 特 定 の 部 位 に 集 ま っ た 病 状 の
検 出 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 造 影 剤 の 効 率 に 影 響 す る 要 因 は 多 い 。 心 筋 の 造 影 の た め の 静 脈 注 射 Ｕ Ｃ
Ａ の 臨 床 的 投 与 量 は １ ０ ９ オ ー ダ ー の マ イ ク ロ バ ブ ル で あ る （ Gunda及 び Mulvagh, 2001）
。 し か し Klibanovら （ 1997） は 、 左 心 室 の 乳 白 化 （ opacification） に は 、 ｍ ｍ ３ 血 液 当
た り 僅 か ２ ０ マ イ ク ロ バ ブ ル の 投 与 量 で 充 分 で あ る こ と や 、 平 坦 な 面 を 僅 か ３ ％ 覆 う だ け
で ご く 基 本 的 な （ ハ ー モ ニ ッ ク の も の で は な く ） 造 影 に よ り 検 出 可 能 な 超 音 波 シ グ ナ ル を
作 る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 臨 床 的 な 超 音 波 画 像 化 は 、 低 量 の マ イ
ク ロ バ ブ ル で 達 成 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し て い る ； し か し 、 超 音 波 コ ン ト ラ ス ト の
度 合 い は 標 的 部 位 に お け る マ イ ク ロ バ ブ ル の 濃 度 に 従 い 増 加 す る 。 予 想 通 り 毛 細 血 管 閉 塞
を 引 き 起 こ さ ず に 体 内 に 安 全 に 注 射 で き る Ｕ Ｃ Ａ の 量 に は 上 限 が あ る 。 し た が っ て 安 全 と
造 影 の 解 像 度 の 最 適 な バ ラ ン ス は 、 精 密 に 標 的 化 さ れ た 造 影 マ イ ク ロ バ ブ ル を 少 数 注 射 す
る こ と に よ り 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 に 関 す る 従 来 技 術 は 限 ら れ て い る 。 脂 質 及 び タ ン パ
ク 質 シ ェ ル マ イ ク ロ バ ブ ル の 初 期 の 観 察 に よ り 、 肝 臓 （ Girardら 、 2001） 、 脾 臓 及 び 肺 （
Waldayら 、 1994） 、 お よ び 再 灌 流 心 筋 層 （ reperfused myocardium） （ Kellerら 、 1990; V
illanuevaら 、 1997） へ の 選 択 的 な 蓄 積 が 示 さ れ た 。 こ の 現 象 は 後 に 、 流 動 が 停 滞 し て い
る 部 位 、 例 え ば 肝 臓 類 洞 （ Konoら 、 2001） に マ イ ク ロ バ ブ ル が 陥 る （ entrapment） こ と 、
及 び 活 性 化 し た 白 血 球 に よ る マ イ ク ロ バ ブ ル の 食 作 用 （ Lindnerら 、 2000） に よ る こ と が
明 ら か に な っ た 。 近 年 の 文 献 は 、 マ イ ク ロ バ ブ ル シ ェ ル の 組 成 を 変 え た り 、 マ イ ク ロ バ ブ
ル 表 面 の 抗 体 を 固 定 す る こ と に よ り 、 ICAM-1（ Villanuevaら 、 1997;Wellerら 、 2003） 、
Ｐ － セ レ ク チ ン （ Lindnerら 、 2001） 、 及 び 活 性 化 さ れ た 白 血 球 （ Lindnerら 、 2000; Chri
stiansenら 、 2002） に 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル に よ り 、 炎 症 の 造 影 化 の 可 能 性 を 示 し
て い る 。 血 管 形 成 、 特 に 腫 瘍 の 場 合 の も の は 、 イ ン テ グ リ ン α ｖ β ３ に 標 的 化 さ れ た マ イ
ク ロ バ ブ ル を 用 い て 研 究 さ れ て お り （ Leong-Poiら 、 2003; Ellegalaら 、 2003） 、 血 栓 は
血 小 板 レ セ プ タ ー GPIIb/IIIaに 結 合 す る マ イ ク ロ バ ブ ル に よ り 標 的 化 さ れ た （ Schumannら
、 2003） 。 さ ら に 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 遺 伝 子 （ Teupeら 、 2002; Porterら 、 2
001） 及 び 薬 剤 （ Priceら 、 1998） の 送 達 の 目 的 で 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 剤 に つ い て は 、 上 述 の 文 献 よ り も 前 に 記 載 さ れ て い る 。 例
え ば 、 米 国 特 許 No.6,264,917は 、 超 音 波 と 相 互 作 用 で き る レ ポ ー タ ー 部 分 （ reporter moi
ety） 、 標 的 部 位 に ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 標 的 化 ベ ク タ ー （ targeting vector） 、 及 び
標 的 化 ベ ク タ ー と レ ポ ー タ ー と を つ な ぐ リ ン カ ー か ら 構 成 さ れ る 診 断 用 造 影 剤 を 記 載 し て
い る 。 米 国 特 許 No.6,245,318は 、 標 的 化 ベ ク タ ー を ポ リ マ ー ス ペ ー サ ー 腕 に 固 定 化 し て 標
的 部 位 に 選 択 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る マ イ ク ロ バ ブ ル 構 造 物 を 開 示 す る 。 標 的 基 質 に
対 す る 接 着 を 増 強 す る 目 的 で １ 以 上 の 標 的 化 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と は 米 国 特 許 No.6,331
,289に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル は 生 物 活 性 送 達 ス キ ー ム 、 例
え ば 米 国 特 許 No.6,443,898に お い て 暗 示 的 に 述 べ ら れ て い る 。 標 的 化 さ れ た 組 織 に 生 物 活
性 基 質 を 送 達 す る た め 、 マ イ ク ロ バ ブ ル の 破 壊 を 利 用 す る こ と は 、 米 国 特 許 No.6,416,740
の 音 波 に 活 性 な 薬 剤 送 達 系 に お い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 行 さ れ た 先 行 技 術 の 詳 細 な 研 究 は 、 以 下 の こ と を 示 す ： 上 述 の 標 的 化 マ イ ク ロ バ ブ ル
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ス キ ー ム の い く つ か は 、 in vitro及 び in vivoの 両 方 で 標 的 部 位 に お け る マ イ ク ロ バ ブ ル
の 蓄 積 を 達 成 で き る も の の 、 い ず れ の 処 方 で も 高 レ ベ ル の 非 特 異 的 な 接 着 が 起 こ る 。 例 え
ば 、 血 管 炎 症 タ ン パ ク 質 に 標 的 化 さ れ た 脂 質 シ ェ ル マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 in vitro及 び in v
ivoの 炎 症 組 織 と 比 較 し て 、 非 炎 症 対 照 の 条 件 下 に お い て お よ そ ０ ． ２ （ Wellerら 、 2003
） ～ ０ ． ３ （ Lindnerら 、 2001） 倍 の 接 着 を 示 す 。 マ イ ク ロ バ ブ ル に 部 分 的 に 指 図 す る （ d
ictates） 標 的 化 分 子 （ タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 ； targeting molecule） の 選 択 を し た と し て
も 、 こ の 方 法 に は マ ク ロ バ ブ ル の 標 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 形 態 学 的 な （ topographical
） 表 面 の 特 徴 及 び 機 械 的 構 造 が 重 大 （ critical） で あ る 。 平 坦 な 基 質 に 対 す る 自 由 流 動 粒
子 の 接 着 の 生 物 物 理 学 は 、 例 え ば 血 管 内 皮 に 対 す る 白 血 球 の 接 着 な ど に 関 し て 深 く 研 究 さ
れ て い る 。 白 血 球 の 接 着 に 関 す る 生 体 内 で の 観 察 の 初 期 に は 、 球 形 の 白 血 球 は 変 形 可 能 （
deformable） に な り 、 か つ 内 皮 へ の 接 着 に 際 し て 涙 型 の 輪 郭 に な る と 想 定 さ れ る こ と を 報
告 し て お り （ Atherton及 び Born, 1972,; Firrel及 び Lipowsky,1989） 、 最 近 の 研 究 で は 白
血 球 の 形 態 （ Fingerら 、 1996） や 変 形 可 能 性 （ deformability） （ Parkら 、 2002; Yagoら
、 2002） が 白 血 球 の 接 着 プ ロ セ ス に と っ て 重 要 で あ る こ と を 確 認 し て い る 。 上 述 の 生 物 学
的 プ ロ セ ス と 同 様 に 、 血 管 内 の マ イ ク ロ バ ブ ル の 標 的 部 位 へ の 接 着 は 、 よ り 効 率 的 な 接 着
メ カ ニ ズ ム を 達 成 で き る よ う に マ イ ク ロ バ ブ ル 構 造 を 誂 え る こ と に よ り 、 増 強 す る こ と が
で き る 。 最 近 の 発 明 は 標 的 化 さ れ た 治 療 用 及 び ／ 又 は 診 断 用 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 及 び そ
の 調 製 法 及 び 代 替 ス キ ー ム の 使 用 法 に つ い て 記 載 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 一 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 非 球 形 膜 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル を 有 し 、
標 的 化 さ れ た 表 面 ま た は 基 質 に 対 し て 、 対 応 す る 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル と 比 較 し て 大 き な 結
合 能 力 を 示 す 、 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 液 体 キ ャ
リ ヤ ー 中 の 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル を 含 む 、 標 的 に 結 合 す る マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 提
供 す る 。 組 成 物 中 の マ イ ク ロ バ ブ ル の 実 質 的 な 割 合 （ す な わ ち 少 な く と も 約 ２ ０ ％ ） は 、
鈍 鋸 歯 状 （ crenated） マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 有 し て お り 、 こ こ で 膜 は さ ら に 標 的 に 結 合 す る
標 的 化 分 子 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ ブ ル の 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 の 懸
濁 液 を 含 む 、 標 的 に 結 合 す る の に 有 用 な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 提 供 し 、 こ こ で 実 質 的 な
割 合 の マ イ ク ロ バ ブ ル は 突 起 状 表 面 と 標 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 と を 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 の マ イ ク ロ バ ブ ル 懸 濁 液 を 含 む
、 標 的 に 結 合 す る の に 有 用 な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 提 供 し 、 こ こ で 実 質 的 な 割 合 の マ イ
ク ロ バ ブ ル は 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 有 し 、 気 体 核 の 表 面 積 に 対 し て 過 剰 な 表 面 積 を 保
持 し て い る 。 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 は 標 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 を 有 し 、 流 体 の 剪 断 応
力 下 に お い て 対 応 す る 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 よ り も 大 き な 変 形 性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 超 音 波 造 影 剤 に 関 し 、 上 述 し た よ う な 鈍 鋸 歯 形 状 、 突 起 形 状 ま た
は 非 球 形 状 の 輪 郭 を 有 す る 膜 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 と 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 液 体 キ
ャ リ ヤ ー を 含 む 。 か か る 造 影 剤 を 使 用 す る 超 音 波 造 影 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 の 製 造 方 法 に 関 す る 。 こ の 方
法 は 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 に 懸 濁 さ せ た 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 有 す る 気 体 充 填 マ イ ク ロ バ
ブ ル を 形 成 し 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 を 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に 変 化 さ せ 、 そ し て マ イ
ク ロ バ ブ ル 膜 に 標 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 を 導 入 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 利 用 す る 治 療 法 、 診 断 法 及 び 抽
出 方 法 を 含 む 。
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　 さ ら な る 態 様 及 び 本 発 明 の 利 点 は 、 こ こ に 記 載 す る 事 項 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 原 理 の 理 解 を 促 進 す る 目 的 で 、 以 下 の 記 載 及 び 実 施 例 の 中 に 好 適 な 態 様 を 例 示
し 、 そ れ ら を 説 明 す る た め に 特 定 の 用 語 を 使 用 す る こ と が あ る 。 し か し な が ら そ の こ と に
よ り 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 理 解 す る べ き で は な く 、 本 発 明 の 好 適 な 態 様 に お け る
変 更 や さ ら な る 修 正 及 び 本 発 明 の 原 理 の さ ら な る 応 用 は 、 本 発 明 に 関 連 す る 当 業 者 に は 通
常 起 こ る こ と で あ ろ う と 企 図 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 修 飾 し た 表 面 形 態 を 導 入 し た 膜 を 有 し 、 例 え ば 標 的 表 面 や 基
質 に 容 易 に 結 合 さ せ る の に 有 用 な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 を 提 供 す る 。 表 面 形 態 は 、 鈍 鋸 歯
状 、 折 り 畳 み 状 、 突 起 状 、 お よ び し わ 状 な ど の 非 球 形 の も の と し 、 こ れ に よ り マ イ ク ロ バ
ブ ル 膜 の 変 形 性 を 大 き く す る こ と が で き る 。 こ の よ う な マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 標 的 化 さ
れ た 超 音 波 造 影 剤 お よ び そ の 方 法 論 に 導 入 す る こ と が で き る 。 修 飾 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物
の 製 造 法 は 、 球 形 表 面 膜 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル を 用 意 し 、 そ し て 球 形 膜 を 上 述 し た よ う
な 表 面 形 態 を 有 す る 非 球 形 膜 に 変 化 さ せ る こ と を 含 む 。 標 的 化 基 質 は 、 球 形 か ら 非 球 形 形
態 へ の 変 化 の 前 あ る い は 後 に 膜 に 導 入 す る か あ る い は 接 着 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 膜 形 成 物 質 に 議 論 を 転 換 す る と 、 多 種 多 様 の 物 質 が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の マ イ ク ロ バ
ブ ル 組 成 物 を 製 造 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 気 相 と 液 相 の 間 の 界 面 に 層 を 形
成 す る こ と に よ っ て 、 バ ブ ル 膜 ま た は 殻 の 形 成 お よ び 維 持 の 助 け と な る 化 合 物 ま た は 組 成
物 で あ れ ば 何 で も 用 い る こ と が で き る 。 界 面 活 性 剤 は 、 単 一 の 化 合 物 あ る い は こ れ ら 化 合
物 の 任 意 の 組 合 せ （ 例 え ば 共 界 面 活 性 剤 ［ co-surfactant］ ） を 含 む 。 好 適 な 界 面 活 性 剤
は 脂 質 で あ り 、 ス テ ロ ー ル 、 炭 化 水 素 、 脂 肪 酸 お よ び そ の 誘 導 体 、 ア ミ ン 、 エ ス テ ル 、 ス
フ ィ ン ゴ 脂 質 、 お よ び チ オ ー ル 脂 質 （ そ れ ぞ れ が 単 独 で マ イ ク ロ バ ブ ル 殻 を 構 成 す る か あ
る い は 他 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 、 界 面 活 性 剤 お よ び 洗 剤 と の 混 合 物 で 用 い ら れ る ） 、 非 イ オ ン
性 界 面 活 性 剤 、 中 性 ま た は ア ニ オ ン 性 界 面 活 性 剤 お よ び こ れ ら の 混 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 適 切 な 界 面 活 性 剤 と し て 例 え ば ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 共 重 合 体 、 糖
エ ス テ ル 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 脂 肪 族 ア ミ ン オ キ シ ド 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 脂 肪 族 エ ス テ ル 、 ヒ ア
ル ロ ン 酸 脂 肪 族 エ ス テ ル の 塩 、 ド デ シ ル ポ リ （ エ チ レ ン オ キ シ ） エ タ ノ ー ル 、 ノ ニ ル フ ェ
ノ キ シ ポ リ （ エ チ レ ン オ キ シ ） エ タ ノ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ
ル デ ン プ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 デ キ ス ト ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ソ ル ビ ト ー ル
、 ソ ル ビ ト ー ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ゼ ラ チ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び こ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 リ ン 脂 質 含 有 界 面 活 性 剤 組 成 物 と し て 、 レ シ チ ン （ す な わ ち ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ） 、
例 え ば 卵 白 レ シ チ ン 、 大 豆 レ シ チ ン な ど の 天 然 レ シ チ ン 、 半 合 成 （ 例 え ば 部 分 的 あ る い は
全 水 素 化 ） レ シ チ ン 、 お よ び ジ ミ リ ス ト 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 、 ま た は ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン な ど の 合 成 レ シ チ ン ； ホ
ス フ ァ チ ジ ン 酸 ； ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ； ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ； 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 ； カ ル ジ オ リ ピ ン ； ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン
； 上 述 の フ ッ 素 化 類 似 体 ； 上 述 の 混 合 物 お よ び コ レ ス テ ロ ー ル な ど の 他 の 脂 質 と の 混 合 物
が 挙 げ ら れ る 。 個 々 に 正 味 全 体 電 荷 （ 例 え ば 負 電 荷 ） を 示 す 分 子 を 支 配 的 に （ 例 え ば 少 な
く と も ７ ５ ％ ） 含 む リ ン 脂 質 を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 天 然 の も の （ 例 え ば 大 豆 ま た は
卵 白 由 来 の も の ） 、 半 合 成 の も の （ 例 え ば 部 分 的 ま た は 全 体 に 水 素 化 さ れ た も の ） お よ び
合 成 の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 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 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 及 び ／ 又 は カ ル ジ オ 脂 質 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 例 と し て 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン － ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン コ ポ リ
マ ー が 挙 げ ら れ る 。 か か る ク ラ ス の 化 合 物 と し て 、 非 イ オ ン 性 プ ル ロ ニ ッ ク 界 面 活 性 剤 が
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挙 げ ら れ る 。 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 ポ リ オ キ
シ エ チ レ ン ス テ ア レ ー ト 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 脂 肪 ア ル コ ー ル エ ー テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ
ル 化 ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 グ リ セ ロ ー ル ポ リ オ キ シ エ チ レ ン グ リ コ ー ル オ キ シ ス テ
ア レ ー ト 、 グ リ セ ロ ー ル ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ シ ノ レ エ ー ト 、 エ ト キ シ ル 化 大 豆 ス テ
ロ ー ル 、 エ ト キ シ ル 化 ひ ま し 油 、 お よ び こ れ ら の 水 素 化 誘 導 体 お よ び コ レ ス テ ロ ー ル が 挙
げ ら れ る 。 ア ニ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 特 に １ ２ ～ ２ ４ の 炭 素 原 子 を 有 す る 脂 肪 酸 （ ま た は そ
の 塩 ） 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 、 ま た は そ の ナ ト リ ウ ム 塩 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 界 面 活 性 剤 に 加 え て 、 水 相 内 に 他 の 薬 剤 を 導 入 す る こ と も で き る 。 か か る 薬 剤 と し て 伝
統 的 な 粘 度 調 節 剤 、 リ ン 酸 緩 衝 液 あ る い は 他 の 伝 統 的 な 生 物 適 合 性 緩 衝 液 な ど の 緩 衝 液 、
ま た は 酸 、 塩 基 な ど の ｐ Ｈ 調 節 剤 、 浸 透 圧 調 節 剤 （ 等 張 性 、 高 浸 透 圧 性 （ hyperosmolarit
y） ま た は 低 浸 透 圧 性 （ hyposmolarity） を 提 供 す る ） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 溶 液 は
ｐ Ｈ 約 ７ を 有 し 等 張 で あ る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル は 疎 水 性 ポ リ マ ー の ブ ラ シ 、 例 え ば ポ リ オ キ
シ エ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ま た は ポ リ グ リ セ ロ ー ル な ど で 覆 わ れ て い
て も よ く 、 こ れ に よ り マ イ ク ロ バ ブ ル の 物 質 ま た は 基 質 に 対 す る 非 特 異 的 接 着 を 低 減 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル の 核 に 使 う こ と が で き る 気 体 に つ い て は 、 生 物 適 合 性 の 気 体 で あ れ ば 何
で も 用 い る こ と が で き る （ 混 合 物 を 含 む ） 。 し た が っ て 気 体 と し て 、 空 気 ； チ ッ 素 ； 酸 素
； 二 酸 化 炭 素 ； 水 素 ； ヘ リ ウ ム 、 ア ル ゴ ン 、 キ セ ノ ン 、 ま た は ク リ プ ト ン な ど の 不 活 性 気
体 ； サ ル フ ァ ー ヘ キ サ フ ル オ ラ イ ド 、 ジ サ ル フ ァ ー デ カ フ ル オ ラ イ ド ま た は ト リ フ ル オ ロ
メ チ ル サ ル フ ァ ー ペ ン タ フ ル オ ラ イ ド 等 の サ ル フ ァ ー フ ル オ ラ イ ド 類 ； セ レ ニ ウ ム ヘ キ サ
フ ル オ ラ イ ド ； メ チ ル シ ラ ン ま た は ジ メ チ ル シ ラ ン な ど の 任 意 に ハ ロ ゲ ン 化 さ れ た シ ラ ン
； 低 分 子 量 炭 化 水 素 （ 例 え ば ７ ま で の 炭 素 原 子 を 含 有 す る ） 、 例 え ば メ タ ン 、 エ タ ン 、 プ
ロ パ ン 、 ブ タ ン ま た は ペ ン タ ン な ど の ア ル カ ン 、 シ ク ロ プ ロ パ ン 、 シ ク ロ ブ タ ン 、 ま た は
シ ク ロ ペ ン タ ン な ど の シ ク ロ ア ル カ ン 、 エ チ レ ン 、 プ ロ ペ ン 、 プ ロ パ ジ エ ン 、 ま た は ブ テ
ン な ど の ア ル ケ ン 、 ま た は ア セ チ レ ン ま た は プ ロ ピ ン な ど の ア ル キ ン ； ジ メ チ ル エ ー テ ル
な ど の エ ー テ ル ； ケ ト ン ； エ ス テ ル ； ハ ロ ゲ ン 化 低 分 子 量 炭 化 水 素 （ 例 え ば ７ ま で の 炭 素
原 子 を 含 有 す る ） ； ま た は こ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 ハ ロ ゲ ン 化 さ れ た 気 体 の 少 な く
と も い く つ か の ハ ロ ゲ ン 原 子 は フ ッ 素 原 子 で あ る こ と が で き ； こ の よ う に し て 生 物 適 合 性
ハ ロ ゲ ン 化 炭 化 水 素 気 体 を 、 例 え ば ブ ロ モ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ
タ ン 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ブ ロ モ ト リ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ク ロ ロ ト リ フ ル オ ロ メ タ
ン 、 ク ロ ロ ペ ン タ フ ル オ ロ エ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 ク ロ ロ ト リ フ ル オ ロ
エ チ レ ン 、 フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 エ チ ル フ ル オ ラ イ ド 、 １ ， １ － ジ フ ル オ ロ エ タ ン お よ び パ
ー フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 例 え ば 塩 化 メ チ レ ン 、 パ ー フ ル オ ロ ア セ ト ン な ど の フ ッ 素 処 理 し た
（ 例 え ば 過 フ ッ 素 化 し た ） ケ ト ン 、 お よ び パ ー フ ル オ ロ ジ エ チ ル エ ー テ ル な ど の フ ッ 素 処
理 し た （ 例 え ば 過 フ ッ 素 化 し た ） エ ー テ ル か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 過 フ ッ 素 化 し た 気
体 、 例 え ば サ ル フ ァ ー ヘ キ サ フ ル オ ラ イ ド お よ び パ ー フ ル オ ロ プ ロ パ ン 、 パ ー フ ル オ ロ ブ
タ ン お よ び パ ー フ ル オ ロ ペ ン タ ン な ど の パ ー フ ル オ ロ カ ー ボ ン の 使 用 は 、 こ の よ う な 気 体
を 含 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル の 、 血 流 中 で 認 識 さ れ て い る 高 い 安 定 性 の 観 点 か ら 特 に 有 利 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 の 形 成 に 関 し て 、 種 々 の 適 切 な 方 法 が 知 ら れ て い る 。 マ イ ク ロ バ
ブ ル の 形 成 に は 音 波 処 理 、 す な わ ち 超 音 波 伝 達 セ プ タ ム を 通 じ て 、 ま た は 超 音 波 で 振 動 さ
せ る 皮 下 注 射 針 か ら な る 超 音 波 プ ロ ー ブ を セ プ タ ム に 貫 通 さ せ る こ と に よ っ て 処 理 す る こ
と が 好 適 で あ る 。 場 合 に よ り マ イ ク ロ バ ブ ル が 形 成 さ れ る 水 性 媒 体 中 で 気 体 （ ま た は 気 体
混 合 物 ） の 存 在 下 で プ ロ ー ブ タ イ プ の ソ ニ ケ ー タ を 直 接 作 用 さ せ る か 、 あ る い は ブ レ ン ド
ま た は ミ リ ン グ ／ ミ キ シ ン グ な ど の 他 の 高 速 混 合 技 術 に よ り 、 大 容 積 の マ イ ク ロ バ ブ ル を
製 造 す る こ と が で き る 。 気 体 注 入 （ 例 え ば ベ ン チ ュ リ 管 気 体 注 入 ） な ど の 他 の 技 術 、 機 械
的 高 剪 断 バ ル ブ （ ま た は ダ ブ ル シ リ ン ジ 針 ） と ２ 本 の シ リ ン ジ 、 ま た は シ リ ン ジ 上 の ア ス
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ピ レ ー タ ア セ ン ブ リ な ど の 機 械 的 形 成 、 あ る い は 単 な る 振 と う が 用 い ら れ る 。 マ イ ク ロ バ
ブ ル は 界 面 活 性 剤 溶 液 中 に 高 圧 で 導 入 さ れ た 修 飾 気 体 で 過 飽 和 さ れ た 液 体 浸 透 薬 剤 （ a li
quid osmotic agent） エ マ ル ジ ョ ン の 使 用 を 通 じ て 形 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 音 波 処 理 を マ イ ク ロ バ ブ ル の 形 成 に 用 い る 場 合 、 色 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 例 え
ば 、 界 面 活 性 剤 溶 液 と バ イ ア ル の 上 部 空 き 高 に 気 体 を 含 む バ イ ア ル を 薄 膜 に よ り 音 波 処 理
す る こ と が で き る 。 膜 は 、 例 え ば ゴ ム 、 テ フ ロ ン 、 マ イ ラ ー 、 ウ レ タ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 処
理 さ れ た フ ィ ル ム 、 あ る い は 他 の 音 波 透 過 性 の 合 成 ま た は 天 然 ポ リ マ ー フ ィ ル ム ま た は フ
ィ ル ム 形 成 物 質 で 作 ら れ て い て よ い 。 音 波 処 理 は 、 超 音 波 プ ロ ー ブ ま た は 集 束 超 音 波 ビ ー
ム を 膜 に 接 触 さ せ る か あ る い は こ れ ら で 膜 を 押 す こ と に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。 超 音
波 プ ロ ー ブ は 使 い 捨 て の も の で あ っ て よ い 。 い ず れ の 場 合 で あ っ て も プ ロ ー ブ は 膜 に 接 し
て 置 か れ 、 あ る い は 膜 を 通 じ て 液 体 の 中 に 挿 入 さ れ て よ い 。 音 波 処 理 が 終 わ る と 、 マ イ ク
ロ バ ブ ル 溶 液 を バ イ ア ル か ら 取 り 出 し 、 患 者 に 配 る 。 音 波 処 理 は 、 シ リ ン ジ 状 の 低 エ ネ ル
ギ ー 超 音 波 振 動 吸 引 ア セ ン ブ リ を 用 い 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ と 同 じ よ う に シ リ ン ジ 中
で 行 う こ と も で き る 。 ま た 、 シ リ ン ジ ま た は バ イ ア ル を 、 エ ネ ル ギ ー を 容 器 中 の あ る 部 分
に 集 束 さ せ た 低 エ ネ ル ギ ー 超 音 波 浴 に 設 置 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 か か る
標 的 化 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に 含 有 さ れ た あ る い は 結 合 さ れ た
リ ガ ン ド ま た は 標 的 化 分 子 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル を 含 み 、 リ ガ ン ド ま た は 標 的 化 分 子 は
標 的 表 面 ま た は 物 質 に 、 場 合 に よ り 特 異 的 に 結 合 す る 。 用 い ら れ る 標 的 化 分 子 の 例 と し て
、 例 え ば
ｉ ） 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 高 い 特 異 性 と 高 い ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る 抗 体 を 含 む 。 従
来 の 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 学 的 に 設 計 さ れ た 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル 組
成 物 の ヒ ト へ の 使 用 に は ヒ ト 抗 体 が 用 い ら れ 、 標 的 化 分 子 に 対 し て 起 こ り う る 免 疫 反 応 を
回 避 し ま た は 減 じ る こ と が で き る 。
ｉ ｉ ） 細 胞 接 着 分 子 、 そ の レ セ プ タ ー 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 ペ
プ チ ド 擬 似 物 及 び こ れ ら の 断 片 。
ｉ ｉ ｉ ） 非 ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 細 胞 接 着 分 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 成
長 因 子 及 び ペ プ チ ド ホ ル モ ン の た め の レ セ プ タ ー の 非 生 物 活 性 バ イ ン ダ ー 。
ｉ ｖ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク ま た は 他 の
型 の 塩 基 ペ ア に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る ア プ タ マ ー を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ
な い 。
ｖ ） プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 ／ 阻 害 剤 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 多 く の 病 理 学 的 状 態 に 関 与 す る 。
ｖ ｉ ） 種 々 の 小 さ い 分 子 、 種 々 の 生 物 学 的 レ セ プ タ ー に 結 合 し う る こ と が 知 ら れ て い る 生
物 活 性 化 合 物 を 含 む 。
ｖ ｉ ｉ ） 基 質 の 結 合 パ ー ト ナ ー と し て の 不 活 性 化 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 標 的 化 超 音 波 造 影 に 特 定 の 関 係 の あ る 他 の ペ プ チ ド 標 的 化 分 子 及 び そ れ ら の 脂 肪 ペ プ チ
ド は 、 ペ プ チ ド に 結 合 す る ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 プ ラ ー ク ； ペ プ チ ド に 結 合 す る 血 栓 、
及 び ペ プ チ ド に 結 合 す る 血 小 板 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 診 断 薬 及 び ／ 又 は 治 療 薬 と し て 使 用 さ れ る 、 特 定 の タ イ プ の 標 的 及 び 意 図 す る 領 域 に 標
的 化 さ れ て い て も よ い 標 的 化 分 子 基 質 の 例 と し て CD34、 ICAM-1、 ICAM-2、 ICAM-3、 E－ セ
レ ク チ ン 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 PECAM、 CD18イ ン テ グ リ ン 、 VLA-1、 VLA-2、 VLA-3、 VLA-4、 V
LA-5、 VLA-6、 GlyCAM、 MAdCAM-1、 フ ィ ブ リ ン 、 及 び ミ オ シ ン が 挙 げ ら れ る 。 か よ う の 、
及 び 他 の 標 的 化 分 子 は 米 国 特 許 No.6,264,917に 同 定 さ れ 議 論 さ れ て お り 、 こ の よ う な 他 の
有 用 な 標 的 化 分 子 を 一 般 的 に か つ 特 定 的 に 同 定 す る 目 的 の た め に こ こ に 参 考 文 献 と し て 組
み 込 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 標 的 化 分 子 の 膜 へ の 接 着 は 様 々 な 方 法 に て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 化 分 子
化 学 結 合 剤 （ 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド （ EDC） ま た は チ オ プ ロ ピ オ ネ ー ト （ SPDP） ） を 用 い
て 直 接 つ な げ る こ と が で き る 。 し か し 好 ま し く は ス ペ ー サ ー 腕 分 子 を 通 じ て 標 的 化 分 子 を
間 接 的 に マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に 接 着 さ せ る 。 例 示 す る と 接 着 し た 構 造 は 以 下 の よ う に 表 せ る
：
　 Ｍ － Ｓ － Ｖ
こ こ で Ｍ は マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 、 Ｓ は ス ペ ー サ ー 腕 、 及 び Ｖ は 標 的 化 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る ス ペ ー サ ー 腕 （ Ｓ ） は 、 分 枝 状 あ る い は 線 状 合 成 高 分 子 ま た は 生 体
高 分 子 で あ り 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ オ キ シ
エ チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ リ ジ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ グ リ セ ロ ー ル 、 デ キ ス ト ラ
ン 、 及 び 糖 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ス ペ ー サ ー 腕 分 子 の 一 端 は 気 － 液 界 面 に 挿 入 さ れ 、 柔 軟 な
ポ リ マ ー ス ペ ー サ ー 腕 は 液 体 媒 体 の 中 に 伸 長 し 、 標 的 化 分 子 と 標 的 と の 相 互 作 用 を 向 上 さ
せ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る 標 的 化 分 子 は 、 例 え ば 、 上 述 し た 任 意 の も の で あ る こ と が で き る 。
標 的 化 抗 体 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ バ ブ ル へ の ス ペ ー サ ー 腕 分 子 を 介 し た 接 着 の
た め に 多 く の 戦 略 を と る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ス ペ ー サ ー 分 子 は 、 マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に
接 着 す る か 取 り 込 ま れ る 一 端 と 、 そ し て 標 的 化 分 子 に 直 接 的 に ま た は 最 終 的 に 接 着 す る た
め の 反 応 基 ま た は 他 の 結 合 基 を 有 す る も う 一 端 を 有 し て い て よ い 。 一 つ の 戦 略 と し て は ア
ビ ジ ン － ビ オ チ ン 架 橋 法 に 基 づ く も の が 挙 げ ら れ る 。 ス ペ ー サ ー 分 子 は 、 例 え ば Ｐ Ｅ Ｇ は
、 一 端 に 接 着 し た ビ オ チ ン と 、 も う 一 端 に 接 着 し 、 膜 ア ン カ ー を 形 成 す る マ イ ク ロ バ ブ ル
膜 形 成 分 子 （ 例 え ば リ ン 脂 質 ） を 有 す る 。 膜 ア ン カ ー は マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 に 取 り 込 ま れ 、
ス ペ ー サ ー 腕 － ビ オ チ ン サ イ ト が 液 相 に 伸 長 し た ま ま に な る 。 そ し て ア ビ ジ ン は ス ペ ー サ
ー 腕 － ビ オ チ ン サ イ ト に 結 合 し 、 そ し て ア ビ ジ ン の 自 由 結 合 サ イ ト が ビ オ チ ン 化 抗 体 ま た
は 他 の 標 的 化 分 子 の ス ペ ー サ ー 腕 へ の 結 合 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う に ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン
の 組 合 せ は 、 任 意 の 所 望 の ビ オ チ ン 化 抗 体 が 後 で 接 着 さ れ る よ う な 、 特 異 的 な 標 的 化 の 用
途 の た め の 普 遍 的 な 薬 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。 さ ら に 金 属 キ レ ー ト 分 子 を マ イ ク ロ バ
ブ ル 表 面 に 接 着 さ せ る こ と も で き 、 His標 識 を つ け た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 接 着 は 、 既 知
の 標 準 的 な カ ッ プ リ ン グ ス キ ー ム を 用 い て 直 ち に 達 成 す る こ と が で き る 。 ス ペ ー サ ー 腕 分
子 を 介 し た 標 的 化 分 子 の マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 へ か よ う な 及 び 他 の 接 着 方 法 は 既 知 で あ り 、 本
発 明 に 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 情 報 を 見 つ け る こ と が で き 、 例 え ば 米 国 特 許 No.6,245
,318が あ り 、 こ こ に 参 考 文 献 と し て 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 従 う マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 多 く の 方 法 に よ り 非 球 形 に す る こ と が で き る 。 一 般 に
マ イ ク ロ バ ブ ル 中 に と ら え ら れ て い る 気 体 の 体 積 を 減 少 さ せ る と 同 時 に マ イ ク ロ バ ブ ル の
膜 物 質 の 量 を 同 じ あ る い は 実 質 的 に 同 じ に 保 つ こ と に よ り 、 球 形 の マ イ ク ロ バ ブ ル を 修 飾
し て 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル に す る こ と が で き る 。 結 果 と し て 気 体 の 核 を 包 む の に 必 要 と さ
れ る よ り も 多 く の 、 過 剰 の 膜 物 質 が 生 じ 、 こ の 過 剰 の 膜 物 質 は マ イ ク ロ バ ブ ル に 当 初 の 球
形 マ イ ク ロ バ ブ ル （ 大 き い サ イ ズ の も の ） と 比 べ て 、 及 び 等 し い サ イ ズ の 非 球 形 マ イ ク ロ
バ ブ ル と 比 較 し て も か な り の 変 形 度 を も た ら す 。 標 的 基 質 へ の 接 着 に 際 し て 、 こ の 過 剰 な
膜 物 質 に よ り 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル と 比 較 し て よ り 大 き な マ イ ク ロ バ ブ ル 基 質 接 触 面 積 の
形 成 が 可 能 と な る 。 過 剰 の 物 質 は 典 型 的 に は マ イ ク ロ バ ブ ル 膜 か ら 突 出 部 を 形 成 し 、 こ れ
を 鈍 鋸 歯 状 、 折 り 畳 み 、 し わ あ る い は 他 の で こ ぼ こ （ irregularities） 等 と 記 載 す る こ と
が で き る 。 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル か ら 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を 調 製 す る と き に 、 マ イ ク ロ バ
ブ ル 内 部 か ら 気 体 を 除 去 す る た め に 静 水 圧 ま た は 他 の 方 法 を 望 ま し く は 適 用 し 、 少 な く と
も 約 １ ０ ％ の 気 体 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％ の 気 体 を 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 内 部
か ら 除 去 し て 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル に 変 化 さ せ る 。 典 型 的 に は 、 か か る 方 法 は 球 形 マ イ ク
ロ バ ブ ル か ら 約 １ ０ ％ ～ ８ ０ ％ 、 よ り 典 型 的 に は 約 ２ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 範 囲 の 中 心 気 体 を 除
去 す る た め に 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 さ ら に か か る 方 法 は 気 体 核 の 減 少 を 以 下 の よ う な レ ベ
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ル で 達 成 す る よ う に 適 用 す る こ と が で き る ： 元 の 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 の う ち 少 な く と も
約 ２ ０ ％ の マ イ ク ロ バ ブ ル 、 好 ま し く は 約 ５ ０ ％ よ り 多 く 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 ８ ０
％ ～ １ ０ ０ ％ の 範 囲 。 所 望 で あ れ ば か か る 方 法 の 結 果 物 で あ る 球 形 ／ 非 球 形 混 合 マ イ ク ロ
バ ブ ル 群 を 処 理 し て 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル か ら 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を 分 離 し て 、 そ し て よ
り 濃 縮 さ せ た 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 例 と し て 、 球 形 マ イ ク リ バ ブ ル に 圧 力 、 例 え ば 密 閉 し た 容 器 内 で の 静 水 学 的 圧 力 を か け
る こ と に よ り 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を 調 製 す る こ と が で き る 。 か く し て 表 面 に 直 接 ま た は
間 接 的 に 接 着 し た 標 的 化 分 子 を 含 有 し て も よ い マ イ ク ロ バ ブ ル は 水 相 に 分 散 さ れ そ し て 三
方 コ ッ ク を 備 え た 容 器 （ 例 え ば シ リ ン ジ ） に 入 れ ら れ る 。 三 方 コ ッ ク を 閉 じ シ リ ン ジ の ピ
ス ト ン を 部 分 的 に 押 し 、 単 位 当 た り の 内 部 圧 力 を 増 加 さ せ る （ １ － ２ ０ ｐ ｓ ｉ ） 。 圧 力 は
容 量 全 体 に わ た っ て 均 一 に 伝 わ り 、 か く し て マ イ ク ロ バ ブ ル 内 部 に 加 圧 が か か り 、 そ し て
気 体 容 量 の 減 少 が 起 こ る 。 過 剰 の マ イ ク ロ バ ブ ル 殻 は 気 液 界 面 の 平 面 か ら 水 相 に 向 か っ て
突 き 出 て 、 折 り 畳 み ／ フ ラ ッ プ 状 の 形 態 の 鈍 鋸 歯 状 の 不 規 則 性 を 形 成 す る 。 材 料 を 約 ５ ～
１ ０ ０ 秒 間 高 い 圧 力 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 間 、 加 圧 下 の マ イ ク ロ バ ブ ル 気 体 は 部 分 的
に マ イ ク ロ バ ブ ル か ら 外 に 発 散 し 、 そ し て 周 囲 の 媒 体 に 溶 解 し 、 こ れ に よ り 、 プ ラ ン ジ ャ
ー を 解 放 し た 後 も 永 続 的 に マ イ ク ロ バ ブ ル 全 体 の 容 量 の 減 少 が 起 こ り 、 そ し て マ イ ク ロ バ
ブ ル は 大 気 圧 条 件 に 戻 っ て い く 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 鈍 鋸 歯 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 ま ず 水 溶 性 気 体 と 水 不 溶 性 （ 漸 次 移 行 す る 溶 解 性 、 ［ 例
え ば デ カ フ ル オ ロ ブ タ ン と 空 気 な ど ］ を 含 め て ） 気 体 を 含 有 す る 気 体 混 合 物 か ら 球 形 マ イ
ク ロ バ ブ ル を 調 製 す る こ と に よ っ て も 調 製 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル が 分 散 さ れ
る 水 性 媒 体 は ま ず 、 例 え ば 減 圧 す る こ と に よ り 脱 気 さ れ 、 あ る い は 好 ま し く は 不 溶 性 気 体
と 共 に 散 布 し て 溶 解 性 気 体 を 媒 体 か ら 除 去 す る 。 す る と 、 脱 気 さ れ た 媒 体 に マ イ ク ロ バ ブ
ル を 分 散 さ せ る と 、 カ プ セ ル 化 し た マ イ ク ロ バ ブ ル の 容 量 が 、 溶 解 性 気 体 が バ ブ ル の 内 側
か ら 媒 体 へ 追 い 出 さ れ る に 従 っ て 減 少 し 、 そ し て 膜 表 面 の 鈍 鋸 歯 状 形 態 が 発 生 す る 。 あ る
い は 溶 解 性 － 不 溶 性 気 体 混 合 物 か ら 調 製 さ れ た マ イ ク ロ バ ブ ル の 分 散 液 に 不 溶 性 気 体 を 直
接 散 布 す る と 、 バ ブ ル 内 部 の 溶 解 性 気 体 の 損 失 と 容 量 の 減 少 及 び 鈍 鋸 歯 状 形 状 の 形 成 が 起
こ る 。 場 合 に よ り 、 マ イ ク ロ バ ブ ル 薬 剤 を 患 者 の 血 流 に 注 射 し た 後 に 鈍 鋸 歯 化 方 法 、 例 え
ば マ イ ク ロ バ ブ ル を 超 音 波 放 射 を か け る な ど を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 実 質 的 な パ ー セ ン テ ー ジ の （ す な わ ち 約 ２ ０ ％ 以 上 ）
の 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を 有 す る よ う 調 製 さ れ る の が 非 常 に 望 ま し い だ ろ う 。 よ り 好 ま し
く は 、 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 支 配 的 に （ す な わ ち 約 ５ ０ ％ 以 上 ） の 非 球 形 マ イ
ク ロ バ ブ ル を 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 本 質 的 に １ ０ ０ ％ の 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ
ル を 含 有 す る 。 こ の よ う な 濃 厚 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 の 調 製 に
従 来 用 い ら れ て い た 技 術 に よ り 、 及 び ／ 又 は そ の 後 施 さ れ る 精 製 技 術 に よ り 発 生 さ せ る こ
と が で き る 。 さ ら に 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 、 実 質 的 に 均 一 の マ イ ク ロ バ ブ ル サ
イ ズ 分 布 を 有 す る 。 例 え ば 、 組 成 物 は 少 な く と も 約 ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ ０
％ の 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル が 約 ３ マ イ ク ロ メ ー ト ル （ ミ ク ロ ン ） の 群 平 均 直 径 を 有 す る よ
う に 調 製 さ れ 及 び ／ 又 は 精 製 さ れ る 。 さ ら に 、 組 成 物 中 の 約 ３ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も ５ ０ ％ の 非 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル は 約 １ ～ ７ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 範 囲 内 の 直 径 を 有 し
て い て よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 標 的 化 分 子 （ 例 え ば 抗 体 ） は 、 マ イ ク ロ バ ブ ル を 非 球 形 に す る 操 作 の 前 、 最 中 、 あ る い
は 後 の い つ で も マ イ ク ロ バ ブ ル に 接 着 す る こ と が で き る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
　 ス ペ ー サ ー 腕 の 接 着 し た 標 的 化 分 子 と 変 形 可 能 な 非 球 形 （ 例 え ば 、 鈍 鋸 歯 状 、 し わ 状 、
折 り 畳 み 状 な ど ） 膜 の 両 方 を 有 す る マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 標 的 化 し た も の が 表 面 に 結 合 す る
と き に 特 に 優 位 性 を 示 す 。 標 的 化 分 子 が 標 的 に 結 合 す る 能 力 は 、 結 合 部 位 の レ セ プ タ ー の
構 造 を 適 応 さ せ る 膜 の 変 形 性 と ス ペ ー サ ー 腕 の 柔 軟 性 の 両 方 に よ り 増 強 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-510579 A 2006.3.30



【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 経 口 の あ る い は 非 経 口 投 与 の た め の 診 断 用 組 成 物 ま た
は 治 療 用 組 成 物 な ど の 薬 学 的 組 成 物 に 処 方 す る こ と が で き 、 そ し て in vitroの 造 影 法 、 送
達 法 ま た は 分 離 法 他 の た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 超 音 波 造 影 法 で の 使 用 の た め に 、 か
か る 組 成 物 は 投 与 の タ イ プ に 適 切 と な る よ う 意 図 さ れ た 従 来 の 薬 学 的 キ ャ リ ヤ ー 及 び 賦 形
剤 を 伴 う 超 音 波 剤 の 有 効 量 を 含 有 す る こ と が で き る 。 非 経 口 用 組 成 物 は 直 接 投 与 さ れ る か
あ る い は 全 身 用 投 与 の た め の 大 量 の 非 経 口 用 組 成 物 と 混 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
溶 液 は 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 緩 衝 液 と 、 場 合 に よ り 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 電 解 質 を 含 有 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 診 断 用 組 成 物 は 超 音 波 造 影 に お い て 所 望 の 増 強 を 達 成 で き る 有 効 投 与 量 で 投 与
さ れ る だ ろ う 。 か か る 投 与 量 は 非 常 に 広 く 、 特 定 の 患 者 、 造 影 法 に 賦 さ れ る 臓 器 や 組 織 、
造 影 方 法 、 使 用 さ れ る 造 影 機 器 な ど に 依 存 し う る 。 本 発 明 の 診 断 用 組 成 物 は 従 来 の 方 法 で
使 用 す る こ と が で き る 。 組 成 物 を 患 者 、 典 型 的 に は 温 血 動 物 に 、 全 身 的 ま た は 造 影 す る 臓
器 ま た は 組 織 に 局 所 的 の い ず れ か に よ り 投 与 し 、 そ し て 患 者 は 造 影 法 に 賦 さ れ る 。 例 と し
て 、 標 的 化 分 子 の レ セ プ タ ー が 管 表 面 に 存 在 す る 任 意 の 臓 器 の 超 音 波 造 影 を 本 発 明 に 従 っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 患 者 に 送 達 す べ き 少 な く と も １ つ の 活 性 薬 剤 、 例 え ば 治 療 用 薬
剤 、 例 え ば 薬 剤 物 質 を 含 む だ ろ う 。 か か る 組 成 物 は 任 意 の 好 適 な 経 路 で 、 例 え ば 経 口 ま た
は 非 経 口 投 与 に よ り 、 局 所 的 ま た は 全 身 的 に 送 達 さ れ う る 。 こ の 目 的 の た め に 使 用 で き る
物 質 の 例 と し て 、 例 え ば 米 国 特 許 No.6,264,917に 開 示 さ れ た も の が 挙 げ ら れ 、 か か る 使 用
可 能 な 薬 剤 物 質 を 一 般 的 に あ る い は 特 定 的 に 特 定 す る 目 的 の た め に 、 こ こ に 参 考 文 献 と し
て 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 処 方 薬 の 製 造 に お け る 使 用 の た め に キ ッ ト を 作 成 す る こ と が で
き る 。 か か る キ ッ ト は マ イ ク ロ バ ブ ル を 形 成 す る た め の 上 述 の 気 体 （ 単 数 ま た は 複 数 ） を
封 じ 込 め た 容 器 、 液 体 及 び 膜 形 成 界 面 活 性 剤 と を 含 有 す る 。 容 器 は 、 調 製 さ れ た 球 形 マ イ
ク ロ バ ブ ル 組 成 物 に 静 水 圧 を か け る た め の 器 具 、 例 え ば シ リ ン ジ な ど を 場 合 に よ り 含 有 し
て い て も よ い 。 あ る い は 容 器 は 気 体 （ 単 数 ま た は 複 数 ） 及 び 界 面 活 性 剤 及 び マ イ ク ロ バ ブ
ル を 形 成 す る た め に 加 え る こ と の で き る 液 体 を 含 有 す る こ と が で き る 。 さ ら に 界 面 活 性 剤
は 容 器 中 で 他 の 物 質 と と も に 存 在 し て い て も よ く 、 マ イ ク ロ バ ブ ル を 形 成 す る た め に 液 体
の み が 加 え ら れ る 必 要 が あ る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル を 形 成 す る の に 必 要 な 物 質 が 既 に 容 器 内 に
存 在 す る な ら キ ッ ト の 他 の 部 品 に よ り パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る こ と が で き 、 好 ま し く は 一 つ
の 形 態 に 、 あ る い は キ ッ ト の 他 の 部 品 と す ぐ に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る よ う 調 整 さ れ た
形 態 で パ ッ ケ ー ジ さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の マ イ ク ロ バ ブ ル 組 成 物 は 親 和 力 分 離 試 薬 （ affinity isolation reagents） と
し て も 使 用 で き 、 例 え ば 水 ま た は 他 の 液 体 媒 体 中 で の 、 通 常 の ま た は 人 工 的 重 力 場 に お け
る マ イ ク ロ バ ブ ル の 上 方 へ の 易 動 性 に 基 づ い た も の で あ る 。 そ の よ う に 使 用 す る 場 合 組 成
物 は 、 例 え ば 環 境 的 試 料 や 生 物 学 的 液 体 ま た は 他 の 試 料 か ら 標 的 物 質 ま た は 実 体 （ entity
)（ 例 え ば 細 胞 、 微 粒 子 ） を 濃 縮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 理 解 、 及 び 態 様 と 優 位 性 を 促 進 す る た め に 、 以 下 の 実 施 例 を 提 供 す る
。 こ の 実 施 例 は 例 示 的 な も の で あ り 、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い と 理 解 さ れ た い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
［ 実 験 部 ］
セ ク シ ョ ン １ ： 材 料 及 び 方 法
１ ． １ 　 試 薬
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　 Ｐ － セ レ ク チ ン Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 （ Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ ） を 凍 結 乾 燥 形 に て R&D Sy
stems（ Minneapolis,MN)よ り 得 た 。 凍 結 乾 燥 さ れ タ ン パ ク 質 ７ ５ ０ μ ｇ を Dulbeccoの リ ン
酸 緩 衝 液 （ DPBS） （ Invitogen, UK） １ ５ μ Ｌ に 溶 解 し て Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ の 部 分 試
薬 を 作 成 し 、 こ れ を 液 体 窒 素 中 で 凍 結 し 、 ４ ヶ 月 未 満 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 ビ オ チ ン 化 の
前 に ア ン チ － Ｐ － セ レ ク チ ン 抗 体 Rb40.34ス ト ッ ク を 10,000ダ ル ト ン MWCO透 析 カ ー ト リ ッ
ジ （ Pierce, Rockford, IL） を 用 い て DPBS中 で 一 昼 夜 透 析 し た 。 抗 体 － マ イ ク ロ バ ブ ル 架
橋 系 の た め の N-ヒ ド ロ ス ク シ ン イ ミ ド － ビ オ チ ン （ NHS-ビ オ チ ン ） と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を Sigma(St. Louis, MO)か ら 得 た 。 ユ ー ロ ピ ウ ム ラ ベ ル し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と DELFIA
溶 液 を Wallac Oy (Turku, Finland)か ら 得 た 。 抗 体 濃 度 を 測 定 す る た め の ア ド バ ン ス ト タ
ン パ ク 質 ア ッ セ イ 試 薬 を Cytoskelton, Inc (Denver, CO)か ら 得 た 。 流 フ ロ ー チ ャ ン バ ー
（ flow chamber） 実 験 に お け る 非 特 定 的 接 着 を 防 止 す る た め の TBS中 の ブ ロ ッ カ ー カ ゼ イ
ン を Pierce (Rockford, IL)か ら 得 た 。 Tween-20を J.T.Baker (Phillipsburg, NJ)か ら 得
た 。 Coulter容 器 用 の 希 釈 剤 と し て の Isoton-IIを Beckman Coulter(Miami, FL)
か ら 得 た 。 Kimura（ ０ ． ０ ５ ％ wt/volト ル イ ジ ン ブ ル ー 、 ２ ２ ％ エ タ ノ ー ル 中 ０ ． ９ ％ Na
Cl、 及 び ０ ． ０ ７ Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 ｐ H６ ． ４ ： 全 て Sigma (St.Louis, MO)よ り ） を 血 液 カ
ウ ン ト に お け る 白 血 球 の 変 色 に 用 い た （ Olsemら 、 2001） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
１ ． ２ 　 逆 平 行 板 型 フ ロ ー チ ャ ン バ ー
　 in vitroで の 接 着 能 の 実 験 は 、 平 行 板 型 フ ロ ー チ ャ ン バ ー （ GlycoTech, Rockville, MD
） に て 行 っ た 。 上 板 と 下 板 の 間 の 距 離 は ガ ス ケ ッ ト の 厚 み か ら 測 定 し 、 ０ ． ２ ５ ４ ｍ ｍ で
、 フ ロ ー パ ス 幅 は ２ ． ５ ｃ ｍ で あ っ た （ ガ ス ケ ッ ト ” Ｂ ” ） 。 P－ セ レ ク チ ン ． Fｃ 基 質 を
お い た ３ ５ ｍ ｍ 直 径 の ポ リ ス チ レ ン 皿 （ Corning, Corning, NY） が フ ロ ー チ ャ ン バ ー の 上
板 の 役 割 を し た 。 マ イ ク ロ バ ブ ル の 浮 力 の た め 、 特 別 に 誂 え た ホ ル ダ ー を 用 い て フ ロ ー チ
ャ ン バ ー を 逆 さ に 用 い た 。 減 圧 と 周 囲 に 巻 く ゴ ム バ ン ド に よ り 皿 を フ ロ ー チ ャ ン バ ー の 上
に し っ か り と 置 き 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 全 体 を 逆 さ に し た ホ ル ダ ー に 挿 入 し た 。 吸 い 込 み 状
態 に あ る シ リ ン ジ ポ ン プ （ Harvard Apparatus, Cambridge, MA） を 用 い て マ イ ク ロ バ ブ ル
分 散 液 を 吸 引 し て 規 定 の 剪 断 速 度 で フ ロ ー チ ャ ン バ ー に 通 し た 。 実 験 は Leitz Laborlux I
I顕 微 鏡 （ Rockleigh,NJ） で 一 部 エ ピ 蛍 光 剤 （ epifluorescence） を 使 用 し 、 ４ ０ 倍 の 対 物
レ ン ズ (Olympus, Tokyo, Japan)で 視 覚 化 し た 。 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー
タ を そ の 後 の オ フ ラ イ ン 分 析 の た め に 標 準 的 な VHSカ セ ッ ト （ Sony, Tokyo, Japan） ま た
は デ ジ タ ル ビ デ オ カ セ ッ ト （ Sony, Tokyo, Japan） に 記 録 し た 。 逆 平 行 板 型 フ ロ ー チ ャ ン
バ ー の 線 図 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
１ ． ３ 　 マ ウ ス
　 ５ 匹 の 雄 の C57B1/6と 、 P－ セ レ ク チ ン ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ P-/） を Hilltop Labs (Sco
ttsdale, PA)か ら 入 手 し 、 Ｕ ． Ｖ ａ の 小 さ な 動 物 施 設 に て 飼 っ た 。 全 て の マ ウ ス は 生 後 ８
～ １ ２ 週 で 見 た と こ ろ 健 康 だ っ た 。 全 て の 動 物 実 験 は バ ー ジ ニ ア 大 学 動 物 保 護 及 び 利 用 委
員 会 制 度 （ institutional animal care and use committee） に よ り 承 認 さ れ た も の で あ
る （ プ ロ ト コ ル ＃ ２ ４ ７ ４ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
１ ． ４ 　 抗 体 の ビ オ チ ン 化
　 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 た Rb40.34上 清 を DPBS中 ４ ℃ で 一 昼 夜 透 析 し た 。 各 々 ２ ｍ ｇ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） を ビ オ チ ン 化 す る た め に ４ ５ μ ｇ の NHSビ オ チ ン を １ ０ μ Ｌ D
MSOに 溶 解 し た 。 混 合 物 を ２ 時 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 一 昼 夜 透 析 し 結 合 し な
か っ た ビ オ チ ン を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
１ ． ５ 　 Ｐ － セ レ ク チ ン の 吸 着
　 ３ ５ ｍ ｍ の ポ リ ス チ レ ン 皿 を メ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 の
装 着 の 前 に 空 気 中 で 乾 燥 さ せ た 。 各 洗 浄 済 み の 皿 の 中 心 に 、 全 て の 皿 に つ い て 同 じ 円 の テ
ン プ レ ー ト を 用 い て １ ｃ ｍ 直 径 の 円 を フ ェ ル ト ペ ン で 描 い た 。 Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ 融 合
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タ ン パ ク 質 の 必 要 重 量 （ ２ ５ ， １ ５ ０ ま た は ２ ５ ０ ｎ ｇ ） を DPBSで ２ ０ ０ μ Ｌ に 希 釈 し 、
皿 の 円 を 描 い た 部 分 に 吸 着 さ せ た 。 次 い で 皿 を 用 意 し た 蓋 と ぬ ら し た ペ ー パ ー タ オ ル で 覆
い 過 剰 な 蒸 発 を 防 い だ 。 結 合 は 一 昼 夜 ４ ℃ で 行 っ た 。 そ の 後 皿 を DPBS中 ０ ． ０ ５ ％ の Twee
n-20で ５ 回 洗 浄 し 、 結 合 し な か っ た タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 皿 表 面 へ の 非 特 定 的 な 接 着 を
防 ぐ た め 、 皿 を TBSに ２ ｍ Lの カ ゼ イ ン を 溶 解 し た も の で 少 な く と も ２ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し て ブ ロ ッ ク し た 。 全 て の 皿 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て 同 じ 日 に 使 用 し 、 フ ロ ー チ ャ ン
バ ー 中 で 適 切 に 封 で き な い 欠 陥 の あ る 皿 は 廃 棄 し た 。 負 の 対 照 と し て 幾 つ か の ブ ロ ッ ク し
た 皿 を １ ． ０ ｍ Lの DPBS中 の １ ． ０ ｍ ｇ Rb40.34で 少 な く と も ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
０ ． ０ ５ ％ Tween-20で ５ 回 洗 浄 し た 。 あ る い は 幾 つ か の 皿 は P－ セ レ ク チ ン ． Fcの 代 わ り
に カ ゼ イ ン で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
１ ． ６ 　 マ イ ク ロ バ ブ ル の 調 製
　 本 実 験 で 使 用 し た マ イ ク ロ バ ブ ル は ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DSPC） の 脂
質 殻 で デ カ フ ル オ ロ ブ タ ン （ C 4 F 1 0 ） 気 体 核 を カ プ セ ル 化 し た も の で あ る 。 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル （ PEG） の ブ ラ シ で 脂 質 殻 の 周 り を 取 り 囲 ん だ 。 ビ オ チ ン 化 C 4 F 1 0 充 填 マ イ ク ロ
バ ブ ル を 前 記 さ れ た と お り （ Kimら 、 2000;Lindnerら 、 2001） 調 製 し た 。 簡 単 に 述 べ る と
、 C 4 F 1 0 気 体 を ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 PEGス テ ア レ ー ト 、 及 び ビ オ チ ン － PEG－ DSPCの 水
性 分 散 液 に 高 出 力 ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 分 散 さ せ た 。 こ れ に よ り 脂 質 － カ プ セ ル 化 さ れ た
C 4 F 1 0 マ イ ク ロ バ ブ ル が 形 成 し た ； マ イ ク ロ バ ブ ル に 取 り 込 ま れ な か っ た 脂 質 を 遠 心 浮 遊
法 を 繰 り 返 し て 除 去 し た 。 ２ つ の マ イ ク ロ バ ブ ル の 群 を 調 製 し た ： 蛍 光 プ ロ ー ブ （ Di-Oま
た は Di-I） を 脂 質 殻 に 取 り 込 ん だ 、 蛍 光 ラ ベ ル し た も の と 、 ラ ベ ル 化 し て い な い も の で あ
る 。 そ れ ぞ れ の マ イ ク ロ バ ブ ル 群 を 別 々 に ４ ℃ で ２ ヶ 月 間 以 内 で 保 存 し 、 顕 微 鏡 観 察 と Co
ulterサ イ ズ 分 析 で 検 出 さ れ た 気 体 の 損 失 は 最 小 限 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 各 群 （ Di-Iラ ベ ル 化 し た も の と ラ ベ ル 化 し て い な い も の ） の お よ そ ２ ５ ０ × １ ０ ６ 個 の
バ ブ ル を ５ ０ ０ RPMで ５ 分 間 バ ケ ツ 遠 心 分 離 に よ り ５ 回 洗 浄 し 、 再 度 ２ ． ０ ｍ L C 4 F 1 0 飽 和
DPBSに 懸 濁 さ せ た 。 洗 浄 は 、 プ ラ ン ジ ャ ー を は ず し た ５ ． ０ ｍ Lシ リ ン ジ で 行 っ た 。 遠 心
分 離 に よ り バ ブ ル は シ リ ン ジ の 頂 部 に 堆 積 し （ US特 許 No.6245,318に 記 載 さ れ た と お り で
あ る ） 、 シ リ ン ジ の 底 か ら  Luer-lockバ ル ブ を 用 い て 遊 泳 物 （ infranatant） を 除 去 し た
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 小 さ な マ イ ク ロ バ ブ ル と 遊 離 の 及 び ミ セ ル 状 の 脂 質 を 除 去 す る た め の ２ 回 の 洗 浄 の 後 、
Di-Iラ ベ ル 化 し た マ イ ク ロ バ ブ ル 群 を 以 下 の よ う に 一 部 破 砕 し た 。 ２ ． ０ ｍ Ｌ 分 散 液 を ８
． ０ ｍ Ｌ の 空 気 を 含 む １ ０ ｍ Ｌ シ リ ン ジ に 吸 い 込 ん だ 。 シ リ ン ジ を 閉 じ 、 体 積 が ６ ． ５ ｍ
Ｌ に な る ま で 押 し 下 げ 、 分 散 液 中 の 全 て の バ ブ ル に 均 一 に ７ ５ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 圧 力 が 行 き 渡
る よ う に し た 。 分 散 液 へ の 圧 力 の 付 加 は 電 子 マ ノ メ ー タ （ Dwyer, Michigan City, IN） で
測 定 し た 。 繰 り 返 し 洗 浄 し 、 し わ 状 の 群 か ら 空 の 殻 フ ラ グ メ ン ト を 除 き 、 両 群 に つ い て 、
Coulter Counter(Beckman Coulter, Miami, FL)に よ り 測 定 し て よ り 均 一 の サ イ ズ 分 布 の
も の を 提 供 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 １ ０ ７ 個 の マ イ ク ロ バ ブ ル 当 た り ３ μ ｇ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 各 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 に
加 え た 。 氷 上 で の ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 マ イ ク ロ バ ブ ル を ２ 回 洗 浄 し て 、 結 合 し
な か っ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 除 去 し た 。 １ ０ ７ 個 の マ イ ク ロ バ ブ ル 当 た り ７ ． ５ μ ｇ の
ビ オ チ ン 化 Rb40.34を 各 群 に 加 え た 。 マ イ ク ロ バ ブ ル を ３ ０ 分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
３ 回 洗 浄 し て 結 合 し な か っ た 抗 体 を 除 去 し た 。 こ の 方 法 に よ り 典 型 的 に は ２ ． ０ ｍ Lの 各
群 中 に ２ ０ ～ ５ ０ × １ ０ ６ 個 の 抗 体 結 合 マ イ ク ロ バ ブ ル を 生 産 し た 。 濃 度 及 び 平 均 直 径 な
ど を 含 む 各 群 の 特 性 は 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 及 び し わ 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル の 両 方 に つ き 洗
浄 し た 後 得 た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
１ ． ７ 　 P－ セ レ ク チ ン ． Fｃ 部 位 の 濃 度 測 定 　 　
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　 既 知 の 濃 度 （ ２ ５ 、 １ ５ ０ ま た は ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ２ ０ ０ μ ｇ ） の P－ セ レ ク チ ン ． Fcを 上
述 の 通 り ３ ５ ｍ ｍ の 皿 に 吸 着 さ せ た 。 カ ゼ イ ン 中 で ２ 時 間 の ブ ロ ッ キ ン グ の 後 １ ． ０ ｍ LD
PBS中 ０ ． ９ ６ μ ｇ の ビ オ チ ン 化 Rb40.34を 各 皿 に 加 え た 。 溶 液 の 量 は 皿 の 全 表 面 を 覆 う の
に 充 分 で あ っ た 。 室 温 で ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Tween-20で ７ 回 洗 浄
し て 結 合 し な か っ た 抗 体 を 除 去 し 、 １ ． ０ ｍ L中 ユ ー ロ ピ ウ ム ラ ベ ル し た ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン を 各 皿 に 加 え た 。 室 温 で ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 、 皿 を ７ 回 洗 浄 し て 結 合 し な
か っ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 除 去 し た 。 ０ ． ９ ｍ Lの DELFIA増 強 溶 液 （ enhancement solut
ion） を 各 皿 に 加 え 、 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 物 を 各 皿 か ら 集 め 、 ９ ６ 穴
の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ 穴 当 た り ３ ０ ０ μ L） に 入 れ 、 SPECTRAmax Gemini XSデ ュ
ア ル ス キ ャ ニ ン グ マ イ ク ロ プ レ ー ト 分 光 蛍 光 計 （ Molecular Devices, Sunnyvale, CA） を
用 い た 時 間 分 解 分 光 蛍 光 計 に 用 い た 。 プ レ ー ト を ３ ６ ０ ｎ ｍ で 励 起 し 、 ２ ５ ０ ～ １ ２ ５ ０
μ 秒 の タ イ マ ー 間 隔 の 間 ６ １ ０ ｎ ｍ で 読 ん だ 。 カ ゼ イ ン の み で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ス キ ャ
ニ ン グ プ レ ー ト に よ り 非 特 定 的 な 抗 体 の 接 着 の レ ベ ル を 測 定 し た 。 Rb40.34の ビ オ チ ン 化
は 、 ア ビ ジ ン － HABA置 換 法 （ Green, 1965） を 用 い て １ モ ル の 抗 体 当 た り お よ そ ０ ． ３ モ
ル の ビ オ チ ン で あ る と 測 定 さ れ た 。 吸 着 さ れ た Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ の サ イ ト 密 度 （ site
 densities） は 、 Rb40.34が Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ 二 量 体 の 各 ヘ ッ ド と １ 対 １ で 結 合 し 、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と Rb40.34が １ 対 １ で 結 合 す る と 仮 定 し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
１ ． ８ 　 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験
　 抗 体 ラ ベ ル 化 し た し わ 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル と 球 形 の マ イ ク ロ バ ブ ル と を 同 数 ず つ 混 合 し
、 希 釈 し て C 4 F 1 0 飽 和 DPBS緩 衝 液 １ ｍ Ｌ 当 た り お よ そ ３ × １ ０ ６ バ ブ ル と し た 。 マ イ ク ロ
バ ブ ル の 緩 衝 液 の 飽 和 に よ り マ イ ク ロ バ ブ ル へ の あ る い は マ イ ク ロ バ ブ ル か ら の 気 体 の 移
動 を 防 い だ 。 混 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル 分 散 液 を 磁 気 撹 拌 棒 で 連 続 的 に 撹 拌 し 、 全 て の 実 験
に お い て 確 実 に 均 一 に し た 。 混 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル 分 散 液 を 望 ま し い 剪 断 速 度 で １ ０ ｃ
ｍ の ０ ． ６ ｍ ｍ 直 径 の チ ュ ー ブ を 通 じ て フ ロ ー チ ャ ン バ ー に 吸 い 込 ん だ 。 各 実 験 の 間 中 、
Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ が 吸 着 さ れ た １ ｃ ｍ 直 径 の 円 の 中 心 近 傍 の 一 つ の 視 野 （ １ １ ０ μ ｍ
× １ ５ ０ μ ｍ ） を 観 察 し た 。 エ ピ 蛍 光 発 光 を 低 強 度 透 過 光 に 維 持 し 、 こ れ に よ り 蛍 光 ラ ベ
ル 化 し た し わ 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル と ラ ベ ル 化 し て い な い 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル と の 区 別 が 可
能 に な っ た 。 各 皿 を 単 一 の 剪 断 速 度 で 実 験 の 間 中 観 察 し た 。 各 実 験 を お よ そ １ ０ 分 間 続 き
、 あ る い は 視 野 が 結 合 マ イ ク ロ バ ブ ル で 飽 和 す る ま で 行 っ た 。 各 皿 の 単 一 の 視 野 に つ き 、
各 群 の マ イ ク ロ バ ブ ル の 総 流 量 ７ ５ ～ ３ ０ ０ が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
１ ． ８ ． １ 　 接 着 能
　 各 群 の 接 着 マ イ ク ロ バ ブ ル の 数 を 数 え る こ と に よ り オ フ ラ イ ン で 接 着 能 を 測 定 し た 。 マ
イ ク ロ バ ブ ル を 一 時 的 に 接 着 し て い る 、 す な わ ち 結 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル が １ ０ 秒 以 内 で
剥 が れ る も の か 、 あ る い は 強 固 に 接 着 し て い る 、 す な わ ち 結 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル が １ ０
秒 以 上 持 ち こ た え た も の か の い ず れ か に ク ラ ス 分 け し た 。 接 着 マ イ ク ロ バ ブ ル の 数 を マ イ
ク ロ バ ブ ル の 流 量 で 表 面 の 結 合 距 離 （ １ マ イ ク ロ バ ブ ル 直 径 ） 内 に 標 準 化 し 、 接 着 能 を 算
出 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
１ ． ８ ． ２ 　 マ イ ク ロ バ ブ ル 休 止 時 間 （ pause time）
　 マ イ ク ロ バ ブ ル 接 着 行 動 の 継 続 時 間 に お け る 分 布 を 上 記 の フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 用 に 集
め た 。 ビ デ オ を １ ／ ３ の 速 度 で 再 生 し て 短 命 の 接 着 行 動 の 検 出 を 可 能 に し た 。 バ ブ ル が 静
止 し た ま ま で い る フ レ ー ム 数 を 数 え 、 こ れ を ビ デ オ の フ レ ー ム レ ー ト で 割 り 、 行 動 の 継 続
時 間 を 算 出 し た 。 少 な く と も １ ０ 秒 間 接 着 し た ま ま の マ イ ク ロ バ ブ ル を 「 強 固 に 接 着 」 と
勘 定 し 、 １ ０ 秒 間 を 超 え て は 分 析 し な か っ た （ こ れ ら の バ ブ ル の 大 部 分 が 残 り の 実 験 で は
結 合 し た ま ま で あ る こ と が 観 察 さ れ た ） 。 一 瞬 結 合 し た バ ブ ル の 休 止 時 間 （ pause time）
を 各 Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ サ イ ト 密 度 で プ ー ル し て （ pool） 、 そ し て こ れ を プ ロ ッ ト し た
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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１ ． ９ 　 生 体 内 顕 微 鏡 法
　 マ ウ ス に ０ ． ５ μ ｇ の マ ウ ス 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF-α ） （ Sigma, St. Louis, MO） を 陰 嚢
内 に 手 術 前 ２ 時 間 に 投 与 し 、 挙 睾 筋 で の P-セ レ ク チ ン の 発 現 が 最 大 に な る よ う に し た 。 マ
ウ ス は 、 １ ２ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の ケ タ ミ ン （ Parke-Davis, Morris Plains, NJ） 、 １ ２ ．
５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の キ シ ラ ジ ン （ Phoenix Scientific, St. Joseph, MO） 及 び ０ ． ０ ２ ５
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の 硫 酸 ア ト ロ ピ ン （ Elkins-Sinn, Cherry Hill, NJ） を 腹 膜 内 注 射 に よ り
麻 酔 に か け た 。 電 気 温 パ ッ ド を 用 意 し て 体 温 を ３ ８ ℃ に 維 持 し た 。 気 管 に PE90チ ュ ー ブ （
Becton Dickinson, Sparks, MD） を 挿 管 し 、 自 発 呼 吸 を 促 進 さ せ 、 そ し て 右 頚 静 脈 に PE20
チ ュ ー ブ の カ ニ ュ ー レ を 挿 管 し た 。 マ イ ク ロ バ ブ ル 分 散 液 を 頚 部 カ ニ ュ ー レ を 通 じ て 投 与
し 、 各 実 験 の 最 後 に 頚 動 脈 か ら 血 液 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 挙 睾 筋 を 露 出 さ せ 、 ５ ％ の Ｃ Ｏ ２ で 平 衡 さ せ た 等 張 の 重 炭 酸 塩 緩 衝 液 （ １ ３ １ ． ９ ｍ Ｍ
NaCl、 １ ８ ｍ Ｍ NaHCO 3 、 ４ ． ７ ｍ Ｍ KCL、 ２ ． ０ ｍ Ｍ CaCl 2 *2H 2 O、 １ ． ２ ｍ Ｍ MaCl 2 ） を 連
続 的 に 注 い だ 。 露 出 さ せ た 挙 睾 筋 を 顕 微 鏡 試 料 台 （ Carl Zeiss, Thornwood, NY） に ピ ン
で 刺 し 、 生 理 食 塩 水 浸 漬 対 物 レ ン ズ （ SW 40/0.8 num 口 径 ） の 真 下 に 置 き 、 生 体 内 顕 微 鏡
法 に 使 用 し た 。 試 料 を 高 解 像 度 CCDカ メ ラ （ Daga-MTI, Inc, Michigan City, IN） で 視 覚
化 し 、 オ フ ラ イ ン 分 析 用 に VHSビ デ オ カ セ ッ ト に 録 画 し た 。 Di-Iラ ベ ル 化 マ イ ク ロ バ ブ ル
（ λ ex=480nm、 及 び λ em=535nm） あ る い は Di-Oラ ベ ル 化 し た マ イ ク ロ バ ブ ル （ λ ex=545nm
及 び λ em=610nm） の い ず れ か に 用 い る フ ィ ル タ ー で 挙 睾 筋 に エ ピ 蛍 光 照 射 し 、 接 着 し た マ
イ ク ロ バ ブ ル の 存 在 を 明 ら か に し 、 そ し て 引 き 続 き 光 を 透 過 さ せ て 、 血 管 空 間 に 接 着 し た
マ イ ク ロ バ ブ ル の 場 所 を 突 き 止 め た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 各 群 の ２ ． ５ × １ ０ ６ マ イ ク ロ バ ブ ル （ Di-Iラ ベ ル 化 し わ 状 及 び Di-Oラ ベ ル 化 球 形 ） を
頚 部 カ ニ ュ ー レ を 通 じ て 注 射 し た 。 注 射 後 ４ ～ ２ ０ 分 間 、 各 タ イ プ の 接 着 し た マ イ ク ロ バ
ブ ル の 数 を １ ０ 個 の 視 野 に つ き 測 定 し た 。 二 重 ス リ ッ ト 光 ダ イ オ ー ド （ CircuSoft Instru
mentation, Hockessin, DE） を 用 い て 各 容 器 の 中 心 線 速 度 （ Ｖ ｃ ） を 測 定 し た 。 壁 剪 断 速
度 （ Ｗ Ｓ Ｒ 、 ｓ － １ ） を 以 下 の 等 式 １ ５ に よ り 測 定 し た ：
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
こ こ で 、 γ は 壁 剪 断 速 度 （ ｓ － １ ） 、 Vcは 中 心 線 速 度 （ μ ｍ ／ ｓ ） 、 及 び ｄ は 血 管 直 径 （
μ ｍ ） （ Renemanら 、 1992） で あ る 。 １ ５ ～ ５ ５ μ ｍ の 小 静 脈 の み 分 析 し た 。 血 液 試 料 を
９ ０ μ LKimuraと 混 合 し 、 白 血 球 を 染 色 し 、 そ し て 血 球 計 で 数 え た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
１ ． １ ０ 　 マ イ ク ロ バ ブ ル の 変 形
　 Di-Iラ ベ ル 化 し た 殻 を 両 群 に 用 い て 上 記 の 実 験 に 記 載 し た よ う に ビ オ チ ン 化 マ イ ク ロ バ
ブ ル を 調 製 し た 。 １ ０ ０ 倍 の 水 浸 漬 型 対 物 レ ン ズ で の 光 の 透 過 を 可 能 と し た 修 正 フ ロ ー チ
ャ ン バ ー を 構 築 し た 。 標 準 的 な Corningの ３ ５ ｍ ｍ ポ リ ス チ レ ン 皿 か ら 円 形 の １ ｃ ｍ 半 径
の 穴 を 切 り 出 し 、 ２ ０ ０ μ ｇ の ア ビ ジ ン を 吸 着 さ せ て あ る プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ガ ラ ス を 穴
に 適 合 さ せ た 。 こ の よ う な 変 更 を 加 え た 皿 を 数 本 の ゴ ム バ ン ド と 通 常 の フ ロ ー チ ャ ン バ ー
減 圧 に よ り フ ロ ー チ ャ ン バ ー 台 に 固 定 し た 。 修 正 フ ロ ー チ ャ ン バ ー の 線 図 を 図 ２ に 示 す 。
各 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 を そ れ ぞ れ 別 々 に フ ロ ー チ ャ ン バ ー に 引 き 込 ん だ 。 ４ ５ ｓ － １ で の ５
分 間 （ 分 析 に 充 分 な バ ブ ル が 吸 着 さ れ る 時 間 ） の 引 き 込 み の 後 、 バ ブ ル 分 散 液 を C 4 F 1 0 飽
和 DPBSで 置 換 し た 。 お よ そ ５ ～ ２ ０ の 接 着 マ イ ク ロ バ ブ ル を 取 り 囲 む ５ つ の 視 野 が 観 測 さ
れ 、 写 真 を 撮 っ た 。 そ し て 剪 断 速 度 を ５ 分 間 で １ ２ ２ ． ５ ｇ － １ に 増 加 し 、 そ の 間 に さ ら
に ５ つ の 視 野 が 観 察 さ れ た 。 剪 断 速 度 を ５ 分 間 で ３ ０ ６ ． ３ ｓ － １ に 増 加 し 、 ま た さ ら に
５ つ の 視 野 が 観 察 さ れ た 。 カ メ ラ を 流 れ の 方 向 に 沿 わ せ る よ う に 注 意 し た 。 各 接 着 マ イ ク
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ロ バ ブ ル の 変 形 指 数 を 、 マ イ ク ロ バ ブ ル に お け る 流 れ の 方 向 に 沿 っ た 最 も 長 い 軸 の 長 さ を
、 流 れ の 方 向 に 垂 直 な 方 向 に 沿 っ た 最 も 長 い 軸 の 長 さ で 割 り 、 算 出 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
１ ． １ １ 　 音 波 レ ス ポ ン ス
　 上 記 の 通 り 鈍 鋸 歯 状 の マ イ ク ロ バ ブ ル を 静 水 圧 に よ り 調 製 し た 。 ２ ４ ． ０ × １ ０ ６ ま た
は １ ２ ０ × １ ０ ６ 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル （ 未 処 理 ） ま た は し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 分 散 液 を
注 射 グ レ ー ド の ０ ． ９ ％ NaClの ０ ． ５ Ｌ バ ッ グ に 注 入 し た 。 高 調 波 造 影 を 用 い 線 形 の 超 音
波 プ ロ ー ブ に よ っ て 、 生 理 食 塩 水 バ ッ グ 中 で の マ イ ク ロ バ ブ ル の 音 波 レ ス ポ ン ス （ echoge
nicity） を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 も う 一 つ の 実 験 で は ３ ５ ｍ ｍ 皿 の 上 に 様 々 な 濃 度 の ア ビ ジ ン （ Sigma） を メ ッ キ （ plate
d） し た 。 お よ そ ５ × １ ０ ６ の ビ オ チ ン で 被 覆 し た 鈍 鋸 歯 状 ま た は 球 形 （ 未 処 理 ） マ イ ク
ロ バ ブ ル を 、 平 行 板 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 内 の ア ビ ジ ン 被 覆 し た 皿 に 低 剪 断 速 度 で 注 入 し た 。
各 皿 に 結 合 し た バ ブ ル の 数 を 視 覚 的 に 確 認 し た 。 以 下 の 各 実 験 で 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー か ら
皿 を 分 離 し て C 4 F 1 0 飽 和 PBS浴 に 入 れ る こ と に よ り 、 結 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル が 空 気 に 接 触
す る の を 防 い だ 。 次 い で 各 皿 を PBS浴 中 に 置 い て 線 形 超 音 波 プ ロ ー ブ で 造 影 し た 。 各 皿 に
結 合 し た バ ブ ル の 音 波 レ ス ポ ン ス を 再 度 視 覚 的 に Agilent Sonos5500医 療 用 超 音 波 造 影 シ
ス テ ム の ス ク リ ー ン 上 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
１ ． １ ２ 　 統 計 的 分 析
　 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 接 着 能 を 、 各 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お い て 賦 与 し た
３ つ の 壁 剪 断 速 度 に お い て 比 較 し た 。 Excel ver.9.0表 計 算 ソ フ ト （ Microsoft） を 用 い て
２ 標 本 ｔ － 検 定 を 行 っ た 。 有 意 性 は ｐ ＝ ０ ． ０ ５ と な っ た 。 １ ０ の 小 静 脈 に お け る 接 着 し
た マ イ ク ロ バ ブ ル の 平 均 数 を in vivo実 験 で 比 較 し た 。 同 様 の ２ 標 本 ｔ － 検 定 を こ れ ら の
デ ー タ に つ い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
１ ． １ ３ 　 し わ 状 リ ガ ン ド マ イ ク ロ バ ブ ル に よ る 、 微 粒 子 ま た は 細 胞 の 標 的 化 さ れ た 抽 出
　 実 施 例 １ － ５ に 記 載 し た よ う に 調 製 し た １ ｍ Ｌ の 洗 浄 ビ オ チ ン 化 鈍 鋸 歯 状 マ イ ク ロ バ ブ
ル を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ １ μ ｍ 直 径 、 Molecular Probes, Eugene, OR） で 被 覆 さ れ た
～ １ ． １ ０ ８ の 蛍 光 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と 混 合 し て ３ ０ 分 間 混 合 の た め に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 次 い で 材 料 を 逆 さ に 置 い た シ リ ン ジ ま た は フ ラ ス コ に 入 れ
そ し て 通 常 の 重 力 で ま た は ～ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ｒ ＝ １ ５ ｃ ｍ ） の バ ケ ツ ロ ー タ ー で 遠 心 し て
マ イ ク ロ バ ブ ル と 接 着 し た 微 粒 子 の 浮 遊 物 を 得 る こ と が で き る 。 あ る い は マ イ ク ロ バ ブ ル
を 抗 体 ま た は 他 の リ ガ ン ド ま た は 標 的 化 分 子 で 被 覆 し 、 特 定 の 抗 原 を 有 す る 細 胞 混 合 物 と
混 合 す る こ と が で き る 。 抗 原 を 有 す る 細 胞 の マ イ ク ロ バ ブ ル へ の 選 択 的 な 接 着 は 、 バ ブ ル
－ 細 胞 複 合 体 の 浮 遊 物 を 作 り だ し 、 そ し て 意 図 し た 細 胞 を 含 み 、 水 性 媒 体 中 の バ ブ ル 及 び
堆 積 物 に 結 合 し な い 、 抗 原 を 有 し て い な い 細 胞 を 含 ま な い マ イ ク ロ バ ブ ル 層 浮 遊 物 の 選 択
的 な 濃 縮 を 可 能 と す る だ ろ う 。 マ イ ク ロ バ ブ ル 表 面 上 の 鈍 鋸 歯 形 状 の 存 在 に よ り マ イ ク ロ
バ ブ ル が 標 的 細 胞 に 接 着 す る の が 容 易 に な り 、 接 着 能 と 結 合 力 を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
セ ク シ ョ ン ２ ： 結 果
２ ． １ 　 マ イ ク ロ バ ブ ル の 圧 壊
　 脂 質 殻 が バ ブ ル 表 面 を 通 っ て の 気 体 の 拡 散 の バ リ ア を 提 供 す る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル へ の ゆ
っ く り と し た 均 一 な 正 の 圧 力 の 負 荷 に よ り 、 気 体 内 容 物 が 脂 質 殻 を 通 過 し て 拡 散 す る 。 脂
質 単 分 子 層 殻 の 表 面 部 分 は 気 体 核 の 表 面 よ り も も は や 過 剰 と な り 、 殻 が 外 側 に 曲 が り し わ
や 折 り 畳 み を 形 成 す る 。 こ の し わ が 外 側 に 突 き 出 た 二 重 層 を 形 成 す る 。 し わ 状 マ イ ク ロ バ
ブ ル が 飽 和 C 4 F 1 0 溶 液 内 で 保 存 さ れ れ ば 、 濃 度 勾 配 は 再 膨 張 （ re-inflation） に 対 抗 す る
の で 、 し わ は 安 定 で あ る 。 予 想 さ れ る し わ の 構 造 の 線 図 は 図 ３ に 表 さ れ る 。 マ イ ク ロ バ ブ
ル へ の 圧 力 の 負 荷 は 脂 質 単 分 子 層 （ 黄 色 ） の 曲 が り を 生 起 し 、 二 重 層 の し わ を 形 成 す る 。
PEG分 子 は 赤 で 、 固 定 化 Rb40.34抗 体 は 黒 で 示 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 し わ は マ イ ク ロ バ ブ ル 表 面 上 に 正 の 静 水 圧 を 負 荷 す る こ と で 生 起 さ れ る 。 こ の よ う な し
わ が 存 在 す る こ と は 蛍 光 分 光 分 析 に よ り 確 認 さ れ 、 こ れ に よ り 白 血 球 表 面 上 に 見 ら れ る マ
イ ク ロ 折 り 畳 み に 似 た 明 確 な 外 周 及 び 折 り 畳 み が 明 ら か に な る 。 し わ は ０ ． ３ μ ｍ 以 下 に
わ た る こ と が 観 察 さ れ る 。 Di-I蛍 光 プ ロ ー ブ の 取 り 込 み に よ り 蛍 光 エ ピ 発 光 の も と で 脂 質
殻 を 視 覚 化 す る こ と が で き （ 図 ４ A、 お よ び ４ B、 上 の 図 ） 、 光 の 透 過 す る 明 る い 部 分 は 気
体 核 を 表 す （ 図 ４ A及 び ４ B、 下 の 図 ） 。 明 る い 部 分 の 写 真 に よ り 、 蛍 光 灯 下 に 見 ら れ る 構
造 は 本 当 に バ ブ ル で あ り 、 単 な る 空 の 脂 質 殻 で は な い こ と が 確 か め ら れ る 。 し わ 状 マ イ ク
ロ バ ブ ル と 反 対 に 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル は 蛍 光 灯 下 で 丸 く 見 え る 。 か か る し わ は 、 マ イ ク
ロ バ ブ ル が C 4 F 1 0 飽 和 媒 体 中 で 保 存 さ れ れ ば 数 時 間 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Coulterの マ ル チ サ イ ザ ー を 用 い て ２ つ の マ イ ク ロ バ ブ ル 群 の サ イ ズ 特 性 を 得 た 。 Coult
erカ ウ ン タ ー は 電 気 伝 導 度 を 測 定 す る こ と に よ り 粒 子 の サ イ ズ を 計 算 す る 。 そ こ で サ イ ズ
分 布 は 、 Coulterカ ウ ン タ ー の 各 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 の 気 体 核 の サ イ ズ レ ポ ー ト か ら 得 ら れ
、 そ し て し わ 状 バ ブ ル の 表 面 に あ る 非 連 続 性 は カ ウ ン ト し な い 。 ２ つ の マ イ ク ロ バ ブ ル 群
の 間 の 、 お よ そ ０ ． ５ μ ｍ の 直 径 の 違 い が 、 測 定 さ れ た サ イ ズ 分 布 （ 図 ５ ） か ら 明 ら か で
あ る 。 こ の サ イ ズ の 違 い に よ り 、 し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル は 幾 ら か の 気 体 容 量 を 損 失 し 、 こ
の よ う に し て 脂 質 表 面 を 平 坦 で 、 よ り 容 量 の 少 な い 折 り 畳 み に 変 化 さ せ た と い う こ と が 確
か め ら れ た 。 い ず れ の 群 の マ イ ク ロ バ ブ ル の 気 体 容 量 も Coulterカ ウ ン タ ー に よ り レ ポ ー
ト さ れ た の と 等 し い 直 径 の 球 体 の 容 積 で あ る と し て 計 算 す る こ と が で き る 。 平 均 的 な し わ
状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 気 体 の 容 量 は ７ ． ７ μ ｍ ３ で あ り 、 平 均 的 な 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 方
は １ ３ ． ２ μ ｍ ３ で あ っ た 。 し た が っ て 平 均 的 な し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル か ら は ５ ． ６ μ ｍ
３ の C 4 F 1 0 が 放 出 さ れ 、 こ の 容 量 損 失 は ４ １ ％ に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
２ ． ２ 　 皿 表 面 上 の P-セ レ ク チ ン ． Fcの サ イ ト 密 度
　 異 な る ３ つ の 濃 度 の 組 み 換 え 型 マ ウ ス P-セ レ ク チ ン （ P-セ レ ク チ ン ． Fc） 基 質 に つ い て
フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 を 行 っ た 。 サ イ ト 密 度 対 吸 着 さ れ た P-セ レ ク チ ン 質 量 の グ ラ フ を 、
皿 表 面 の P-セ レ ク チ ン ． Fcタ ン パ ク 質 に つ い て 作 成 し 、 こ れ を 図 ６ に 示 す 。 サ イ ト 密 度 ２
５ ｎ ｇ 、 １ ５ ０ ｎ ｇ 、 及 び ２ ５ ０ ｎ ｇ は 、 そ れ ぞ れ ３ １ ， ９ ７ 及 び １ ３ ３ サ イ ト ／ μ ｍ ２

で あ る 。 グ ラ フ は 非 線 形 で 、 ０ ． ７ ８ ５ ｃ ｍ ２ （ １ ｃ ｍ 円 の 面 積 ） 当 た り お よ そ ３ ０ ０ ｎ
ｇ P-セ レ ク チ ン に お い て 飽 和 し て い る こ と が わ か る 。 非 特 定 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 接 着
が １ ４ サ イ ト ／ μ ｍ ２ と 等 し い シ グ ナ ル を 生 じ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
２ ． ３ 　 Ｉ ｎ 　 Ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 接 着 能
２ ． ３ ． １ 　 強 固 な 接 着 能 及 び 一 時 的 な 接 着 能
　 こ の 実 験 で は 、 接 着 行 動 に ２ つ の タ イ プ が 観 察 さ れ た ： 一 時 的 な 接 着 と 強 固 な 接 着 で あ
る 。 造 影 に は 強 固 な 接 着 が 望 ま し い 。 な ぜ な ら 意 図 し た 標 的 部 分 に マ イ ク ロ バ ブ ル が 集 合
す る か ら で あ る 。 Ｐ － セ レ ク チ ン 標 的 化 マ イ ク ロ バ ブ ル の 接 着 能 を ３ つ の Ｐ － セ レ ク チ ン
． Ｆ ｃ サ イ ト 濃 度 に つ き ３ つ の 剪 断 速 度 で フ ロ ー チ ャ ン バ ー 法 に て 測 定 し た 。 結 果 を 図 ７
に 示 す 。 強 固 な 接 着 能 は 剪 断 速 度 に ほ ぼ 線 形 に 減 少 す る こ と が 見 て 取 れ る ： 剪 断 速 度 ３ ３
． ６ ｓ － １ 、 最 高 の Ｐ － セ レ ク チ ン 濃 度 （ ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ 平 行 板 ） に お い て 最 大 ７ ． ６ ％ か
ら 、 １ ２ ２ ｓ － １ 、 最 低 濃 度 （ ２ ５ ｎ ｇ ／ 平 行 板 ） に お い て ２ ％ に ま で 減 少 す る （ 図 ７ 、
Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ） 。 測 定 さ れ た 各 サ イ ト 密 度 で し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル は 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル と
比 べ て 実 質 的 に （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） よ り 多 く の 強 固 な 接 着 能 を 示 し た （ ３ ３ ． ６ ｓ － １ と ７
６ ． ６ ｓ － １ ） 。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 （ Iso Ab） を 有 す る 標 的 化 し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク
ロ バ ブ ル 、 ま た は 純 粋 カ ゼ イ ン 基 質 に 注 入 さ れ る Ｐ － セ レ ク チ ン 標 的 化 マ イ ク ロ バ ブ ル は
、 殆 ど 無 視 で き る 程 の 強 固 な 接 着 し か 生 じ な か っ た （ ＜ ２ ％ ） （ 図 ７ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 時 的 な 接 着 能 は 、 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル と も 、 剪 断 速 度 と と も に 減 少 し た 。
一 時 的 な 接 着 能 は 、 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 方 が 実 質 的 に 高 く （ 剪 断 速 度 １ ２ ２ ． ５ ／ ｓ の
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も と で の 測 定 を 除 く ） 、 こ の 実 験 に お い て 統 計 的 な 違 い は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
２ ． ３ ． ２ 　 強 固 な 接 着 行 動 の 割 合 （ fraction）
　 強 固 な 接 着 行 動 の 割 合 を 、 強 固 な 接 着 能 を 捕 捉 能 （ capture efficiency） で 割 っ て 算 出
し た 。 こ の 割 合 は 、 マ イ ク ロ バ ブ ル が 強 固 な （ 一 時 的 の 逆 ） 接 着 行 動 を 形 成 す る 傾 向 、 あ
る い は 同 様 に ど の よ う に 良 好 な 捕 捉 行 動 が 安 定 化 さ れ 、 そ し て 強 固 な 接 着 に 変 化 す る か を
表 す も の で あ る （ 図 ８ ） 。 強 固 な 接 着 の 割 合 は 各 剪 断 速 度 に お け る Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ
サ イ ト 密 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る 。 し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 強 固 な 接 着 の 割 合 は 、 各
剪 断 速 度 に お い て ２ ５ ０ ～ １ ５ ０ ｎ ｇ の Ｐ － セ レ ク チ ン で だ い た い 一 定 で あ り 、 ２ ５ ｎ ｇ
Ｐ － セ レ ク チ ン で は 若 干 減 少 す る 。 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 全 て の 条 件 に お い て 強 固 な 接
着 の 割 合 が し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の そ れ よ り も 低 い が 、 同 様 の サ イ ト 依 存 性 傾 向 を 示 し た
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
２ ． ３ ． ３ 　 休 止 時 間 分 布
　 ２ つ の タ イ プ の 接 着 行 動 が 観 察 さ れ た ： バ ブ ル が 少 な く と も １ ０ 秒 間 接 着 す る 強 固 な 接
着 と 、 バ ブ ル が 離 れ る ま で に １ ０ 秒 間 未 満 し か 接 着 し な い 一 時 的 な 接 着 で あ る 。 少 な く と
も １ ０ 秒 間 接 着 し た バ ブ ル の 大 半 は も っ と 長 い 時 間 結 合 し た ま ま で あ る こ と が 観 察 さ れ た
が 、 １ ０ 秒 間 を 強 固 な 接 着 の カ ッ ト オ フ と し て 選 択 し 、 こ れ は フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に て
通 常 の 持 続 時 間 で あ る 。 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 か ら 得 た 休 止 時 間 分 布 の 分 析 に よ り 一 時 的
な 接 着 行 動 及 び 強 固 な 接 着 行 動 は ２ つ の 異 な る 群 を 形 成 し 、 し わ 状 及 び 球 形 バ ブ ル に 異 な
る 群 を 生 じ る （ 図 ９ Ａ ～ ９ Ｃ ） 。 こ れ に よ り 、 強 固 及 び 一 時 的 接 着 に つ い て １ ０ 秒 間 を カ
ッ ト オ フ 時 間 と し て 使 用 す る 正 当 性 が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
２ ． ４ 　 変 形 指 数
　 種 々 の 剪 断 条 件 下 の 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 変 形 度 を 測 定 し て 、 し わ 状 マ イ ク
ロ バ ブ ル の 強 固 な 接 着 能 が 増 強 さ れ る の は 、 結 合 す る こ と が で き る バ ブ ル 表 面 領 域 に お け
る 変 形 が 誘 導 す る 増 加 に よ る も の で あ る と い う 仮 説 を 検 証 し た 。 接 着 能 を 測 定 し た 全 て の
剪 断 速 度 に わ た っ て し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル は 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル よ り も 実 質 的 に よ り 多 く
変 形 し て お り 、 こ れ は 図 １ ０ に 示 さ れ て い る 。 １ を 超 え る 変 形 指 数 は 流 れ の 方 向 へ の 伸 長
（ バ ブ ル に 対 す る 剪 断 力 に よ り 変 形 が 引 き 起 こ さ れ て い る こ と を 示 す ） と 、 Ｐ － セ レ ク チ
ン ． Ｆ ｃ 基 質 と 接 触 し て い る マ イ ク ロ バ ブ ル 領 域 で の 対 応 す る 増 加 を 表 し て い る 。 よ り た
く さ ん の Ｐ － セ レ ク チ ン ． Ｆ ｃ ： Rb40.34結 合 が 形 成 さ れ る と 、 強 固 な 接 着 が 安 定 化 さ れ
る 。 し か し 変 形 指 数 は 、 セ ク シ ョ ン ２ ． ４ ． ２ に 記 載 さ れ た 、 剪 断 速 度 に 対 す る 強 固 な 接
着 能 の 依 存 性 と は 相 関 関 係 が な い よ う に 見 え る ： 変 形 指 数 は 剪 断 と 共 に 増 加 す る が 強 固 な
接 着 能 は 剪 断 と 共 に 減 少 す る 。 こ の 矛 盾 点 は 、 結 合 し た バ ブ ル に 対 し て 剪 断 力 が 反 対 の 振
る 舞 い を す る こ と に 起 因 す る の で あ ろ う 。 剪 断 速 度 を 増 す と 剪 断 力 が バ ブ ル を 圧 す 力 の 大
き さ が 増 加 し 、 表 面 の 変 形 の 増 加 を 引 き 起 こ す 。 し か し こ の 剪 断 力 は 結 合 し た バ ブ ル に 対
し て 平 行 板 表 面 か ら 離 そ う と す る 、 引 き 離 す 力 と し て は た ら く 。 ２ つ の 相 対 す る 効 果 の 相
対 的 な 大 き さ は 、 接 着 バ ブ ル の 剪 断 引 っ 張 り に 対 す る 感 受 性 と 脂 質 殻 が 変 形 さ れ る 相 対 的
な 容 易 性 か ら 見 積 も ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
２ ． ５ 　 マ ウ ス 挙 睾 筋 に お け る 接 着 の 増 加
　 し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の in vivoで の 接 着 能 は 、 炎 症 中 の モ デ ル マ ウ ス に よ り
検 討 し た 。 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 剪 断 速 度 ５ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ０ ｓ － １ 下 の サ イ ト カ イ ン で 刺
激 し た 小 静 脈 に つ い て マ イ ク ロ バ ブ ル の 接 着 を 検 討 し た 。 ４ 匹 の c57B1/6マ ウ ス に お い て
し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル が 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル よ り も 実 質 的 に 大 き な 接 着 を 示 し た 。 Ｐ － セ
レ ク チ ン 欠 損 マ ウ ス （ P-/-)に お け る 標 的 化 マ イ ク ロ バ ブ ル の 使 用 あ る い は ア イ ソ タ イ プ
対 照 抗 体 （ Iso Ab） で の マ イ ク ロ バ ブ ル の 標 的 化 は 、 両 方 の マ イ ク ロ バ ブ ル 群 に つ い て お
よ そ ２ 倍 の 接 着 に ま で 減 少 さ せ た 。 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル は し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル よ り も 直
径 で ～ ０ ． ５ μ ｍ サ イ ズ が 大 き か っ た が 、 こ の サ イ ズ の 違 い が 内 皮 表 面 へ の 送 達 の 違 い に
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寄 与 し た と は 考 え ら れ な い 。 さ ら に 接 着 し た し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル に サ イ ズ ま た
は 伸 長 の 違 い は 特 に 見 ら れ な か っ た 。 P-/-マ ウ ス ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 実 験 で 接 着 し た
マ イ ク ロ バ ブ ル は 、 Lindnerら が 報 告 （ 2001） し た よ う に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 接 着 す る よ
う で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
２ ． ６ 　 し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 音 波 応 答 性
　 等 濃 度 で ０ ． ５ Lバ ッ グ の 注 射 グ レ ー ド の ０ ． ９ ％ NaClに 注 入 さ れ た 場 合 、 視 覚 的 に 測
定 さ れ る よ う に 、 鈍 鋸 歯 状 マ イ ク ロ バ ブ ル に よ り 提 供 さ れ る コ ン ト ラ ス ト は 、 円 形 マ イ ク
ロ バ ブ ル の そ れ と お よ そ 等 し く 、 測 定 範 囲 内 で は バ ブ ル 濃 度 と 共 に 音 波 応 答 性 が 増 加 す る
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 実 験 セ ク シ ョ ン １ に 記 載 さ れ た ビ オ チ ン 被 覆 さ れ た 鈍 鋸 歯 状 ま た は 球 形 （ 未 処 理 ） マ イ
ク ロ バ ブ ル を 平 行 板 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 中 の ア ビ ジ ン 被 覆 皿 に 低 剪 断 速 度 で 注 入 す る 実 験 で
は 、 超 音 波 コ ン ト ラ ス ト シ グ ナ ル は 皿 に 結 合 し た バ ブ ル の 数 と 共 に 増 加 し 、 こ れ も 等 し い
濃 度 の 円 形 及 び 鈍 鋸 歯 状 バ ブ ル に つ い て ほ ぼ 等 し か っ た 。 皿 に 結 合 し た マ イ ク ロ バ ブ ル は
超 音 波 の 機 械 指 数 を ０ ． ５ 超 に し て 破 壊 し た （ 幾 つ か の 超 音 波 パ ル ス の 後 、 バ ブ ル か ら の
シ グ ナ ル が 消 失 ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 が 前 記 の 明 細 書 に 詳 細 に 説 明 さ れ た が 、 例 示 的 な も の で あ る と 理 解 さ れ 、 限 定 的
な 性 質 の も の で は な く 、 単 に 好 適 な 態 様 が 記 載 さ れ た だ け で あ る と 理 解 さ れ る べ き で あ り
、 本 発 明 の 精 神 内 の 全 て の 変 更 及 び 修 正 は 保 護 さ れ る こ と を が 望 ま し い 。 さ ら に 本 出 願 に
特 定 さ れ た 全 て の 文 献 は 通 常 の 当 業 者 が 保 有 す る 能 力 を 示 す も の で あ り 、 こ こ に 参 考 文 献
と し て 組 み 込 ま れ 、 以 下 に 全 て 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 in vitro接 着 能 の 検 討 を 行 う の に 使 用 す る 逆 平 行 フ ロ ー チ ャ ン バ ー を 示
す 線 図 で あ る 。 標 的 基 質 （ P-セ レ ク チ ン ． Fc） を フ ロ ー チ ャ ン バ ー プ レ ー ト 上 板 に 吸 着 さ
せ 、 標 的 化 マ イ ク ロ バ ブ ル の 分 散 液 を 既 知 の 剪 断 速 度 で フ ロ ー チ ャ ン バ ー に 注 入 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 変 形 度 の 検 討 を 行 う の に 使 用 す る 修 正 フ ロ ー チ ャ ン バ ー を 示 す 線 図 で あ
る 。 標 的 基 質 （ ア ビ ジ ン ） で 薄 カ バ ー ガ ラ ス を 被 覆 し 、 こ れ を 標 準 ３ ５ ｍ ｍ 培 養 皿 内 に 置
く 。 高 倍 率 水 浸 漬 対 物 レ ン ズ と カ バ ー ガ ラ ス と の カ ッ プ リ ン グ を 可 能 と す る た め に 培 養 皿
を 通 過 す る 小 さ な 観 察 穴 を 切 る 。 フ ロ ー チ ャ ン バ ー の 残 り の 部 分 は 、 記 載 し た と お り に 組
み 立 て る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 の し わ 状 形 状 を 示 す 線 図 で あ る 。 マ イ ク ロ バ ブ ル
へ の 圧 力 の 負 荷 に よ り 脂 質 単 分 子 膜 （ 黄 色 ） が 折 れ 曲 が り 、 二 重 の し わ を 形 成 す る 。 Ｐ Ｅ
Ｇ 分 子 は 赤 、 固 定 化 標 的 化 抗 体 は 黒 で 示 さ れ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ は 、 そ れ ぞ れ し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 蛍 光 像 （ 上 ） 及
び 明 視 野 像 （ 下 ） で あ る 。 バ ブ ル は プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ガ ラ ス に 静 的 に 吸 着 さ れ 、 １ ０ ０
倍 の 高 解 像 度 デ ジ タ ル カ メ ラ で 写 真 撮 影 さ れ る 。 エ ピ 蛍 光 に よ り 脂 質 殻 の 視 角 化 が 可 能 と
な り 、 こ こ で は し わ が 生 じ て お り 、 明 視 野 は 気 体 核 の 視 角 化 を 可 能 と す る 。 上 の パ ネ ル の
右 下 の 隅 に あ る 線 は １ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 実 験 部 で さ ら に 説 明 し た と お り 、 マ イ ク ロ バ ブ ル の サ イ ズ 特 性 を 示 す ： （
A)フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に 用 い た バ ブ ル の 平 均 マ イ ク ロ バ ブ ル 直 径 の 棒 グ ラ フ ； （ B)球 形
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及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の Coulterカ ウ ン タ ー サ イ ズ 分 布 ； （ C)し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク
ロ バ ブ ル の サ イ ズ パ ラ メ ー タ の 表
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 皿 表 面 の 標 的 レ セ プ タ ー P-セ レ ク チ ン ． Fcの サ イ ト 密 度 を 表 す グ ラ フ で
あ り 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 ビ オ チ ン 化 Rb40.34を 適 切 な 量 の P-セ レ
ク チ ン ． Fcで 被 覆 し た 皿 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 結 合 し た 抗 体 を Eu結 合 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン で ラ ベ ル 化 し 、 P-セ レ ク チ ン ． Fcサ イ ト 密 度 を λ em＝ ３ ６ ０ ｎ ｍ 、 λ ex＝ ６ １ ０ ｎ
ｍ で 時 間 分 解 ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー に よ り 定 量 し た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お け る し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 強 固 な
接 着 を 表 し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 強 固 な 接 着 の 接 着 能 は 、 結 合 距 離
内 に い る 総 流 量 に 対 し て 、 １ ０ 秒 間 以 上 接 着 し た ま ま で い る マ イ ク ロ バ ブ ル の 割 合 と し て
定 義 さ れ る 。 （ A、 B、 C)種 々 の P-セ レ ク チ ン ． Fcサ イ ト 密 度 に 対 す る し わ 状 及 び 球 形 マ イ
ク ロ バ ブ ル の 強 固 な 接 着 能 ； （ D)負 対 照 条 件 に お け る 強 固 な 接 着 能 ： Rb40.34バ ブ ル の カ
ゼ イ ン へ の 接 着 能 及 び ア イ ソ タ イ プ 対 照 バ ブ ル の ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ 皿 P-セ レ ク チ ン ． Fcへ の 接
着 能 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お け る 強 固 に 接 着 し た マ イ ク ロ バ ブ ル の 割 合 を
示 し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 強 固 な 接 着 は 、 強 固 な 接 着 能 を 捕 捉 能 で
割 る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 図 ９ Ａ 】 図 ９ Ａ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お け る 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 休
止 持 続 時 間 を 示 し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 頻 度 を 各 バ ブ ル の タ イ プ の
接 着 行 動 の 総 数 に 対 し て 標 準 化 し ； 標 準 化 し た 頻 度 の 実 際 値 を 各 カ ラ ム の 上 に 記 載 し た 。
休 止 時 間 の デ ー タ を 各 オ フ ラ イ ン で の 接 着 行 動 の 持 続 時 間 を 計 算 す る こ と に よ り 接 着 能 フ
ロ ー チ ャ ン バ ー の 結 果 か ら 集 め た （ 実 験 、 セ ク シ ョ ン ２ ． ４ ． ２ ） 。 ＞ １ ０ 秒 接 着 し た バ
ブ ル を 「 強 固 に 接 着 し た 」 と し 、 １ ０ 秒 の カ ラ ム で 示 し た 。 全 て の 一 時 的 接 着 バ ブ ル の 平
均 休 止 時 間 は 実 質 的 に １ ０ 秒 以 内 で あ り 、 し た が っ て 二 つ の 行 動 群 の カ ッ ト オ フ と し て １
０ 秒 を 用 い る こ と が 正 当 化 さ れ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 図 ９ Ｂ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お け る 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 休
止 持 続 時 間 を 示 し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 頻 度 を 各 バ ブ ル の タ イ プ の
接 着 行 動 の 総 数 に 対 し て 標 準 化 し ； 標 準 化 し た 頻 度 の 実 際 値 を 各 カ ラ ム の 上 に 記 載 し た 。
休 止 時 間 の デ ー タ を 各 オ フ ラ イ ン で の 接 着 行 動 の 持 続 時 間 を 計 算 す る こ と に よ り 接 着 能 フ
ロ ー チ ャ ン バ ー の 結 果 か ら 集 め た （ 実 験 、 セ ク シ ョ ン ２ ． ４ ． ２ ） 。 ＞ １ ０ 秒 接 着 し た バ
ブ ル を 「 強 固 に 接 着 し た 」 と し 、 １ ０ 秒 の カ ラ ム で 示 し た 。 全 て の 一 時 的 接 着 バ ブ ル の 平
均 休 止 時 間 は 実 質 的 に １ ０ 秒 以 内 で あ り 、 し た が っ て 二 つ の 行 動 群 の カ ッ ト オ フ と し て １
０ 秒 を 用 い る こ と が 正 当 化 さ れ る 。
【 図 ９ Ｃ 】 図 ９ Ｃ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お け る 球 形 及 び し わ 状 マ イ ク ロ バ ブ ル の 休
止 持 続 時 間 を 示 し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 頻 度 を 各 バ ブ ル の タ イ プ の
接 着 行 動 の 総 数 に 対 し て 標 準 化 し ； 標 準 化 し た 頻 度 の 実 際 値 を 各 カ ラ ム の 上 に 記 載 し た 。
休 止 時 間 の デ ー タ を 各 オ フ ラ イ ン で の 接 着 行 動 の 持 続 時 間 を 計 算 す る こ と に よ り 接 着 能 フ
ロ ー チ ャ ン バ ー の 結 果 か ら 集 め た （ 実 験 、 セ ク シ ョ ン ２ ． ４ ． ２ ） 。 ＞ １ ０ 秒 接 着 し た バ
ブ ル を 「 強 固 に 接 着 し た 」 と し 、 １ ０ 秒 の カ ラ ム で 示 し た 。 全 て の 一 時 的 接 着 バ ブ ル の 平
均 休 止 時 間 は 実 質 的 に １ ０ 秒 以 内 で あ り 、 し た が っ て 二 つ の 行 動 群 の カ ッ ト オ フ と し て １
０ 秒 を 用 い る こ と が 正 当 化 さ れ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 種 々 の 剪 断 下 に お け る し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 変 形 度 を 示
し 、 こ の 点 は さ ら に 実 験 部 に 記 載 さ れ て い る 。 ビ オ チ ン 化 蛍 光 し わ 状 ま た は 球 形 マ イ ク ロ
バ ブ ル を 、 意 図 し た 剪 断 速 度 で ５ 分 間 ア ビ ジ ン の 基 質 に 接 着 さ せ た 。 接 着 し た マ イ ク ロ バ
ブ ル の 映 像 を 高 分 解 能 カ メ ラ で １ ０ ０ 倍 で と ら え た 。 変 形 指 数 を 流 れ の 方 向 に お け る 伸 長
度 （ ｘ ） を 流 れ と 垂 直 の 方 向 に お け る バ ブ ル の 長 さ （ ｙ ） で 割 っ て 算 出 し た 。 ｘ と ｙ の 方
向 の 間 に ピ ク セ ル サ イ ズ の 偏 り は な か っ た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル 群 に 関 し て 、 P-セ レ ク チ ン 標 的 化 マ
イ ク ロ バ ブ ル の in vivoで の 蓄 積 を 示 す 。 し わ 状 （ Di-Iラ ベ ル 化 ） 及 び 球 形 （ Di-Oラ ベ ル
化 ） P-セ レ ク チ ン 標 的 化 ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 マ イ ク ロ バ ブ ル の ２ ． ５ × １ ０ ６ の 混 合
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分 散 物 を 、 手 術 の ２ 時 間 前 に ５ ０ ０ ｎ ｇ マ ウ ス TNF-α で 予 め 処 理 し た c57B1/6ま た は P-/-
マ ウ ス の 静 脈 内 に 注 射 し た 。 炎 症 マ ウ ス 挙 睾 筋 に お け る マ イ ク ロ バ ブ ル の 接 着 を 、 小 静 脈
中 で 接 着 し た し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル を １ ０ 箇 所 数 え る こ と に よ り 測 定 し た 。 （ Ａ
） 炎 症 微 小 循 環 に お け る し わ 状 及 び 球 形 マ イ ク ロ バ ブ ル の 接 着 ； （ Ｂ ） 生 理 学 的 パ ラ メ ー
タ 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 ９ Ｃ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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