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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｎ2、ＣＯ2及びＯ2からなる群から選択される気体又はそれらの混合物を含む第一気体
と、パーフルオロカーボンである第二気体とを含む気体混合物を含み、気体混合物は膜形
成材料により囲まれている、液体媒体中の安定化気体封入微小泡製剤であって、第一気体
及び第二気体は、１：１００～１０００：１のモル比で存在し、第一気体は、３７℃で少
なくとも（７６０－ｘ）ｍｍＨｇの蒸気圧を有し、ｘは、第二気体の３７℃での蒸気圧で
あり、第一気体及び第二気体のそれぞれの蒸気圧は３７℃で７５ｍｍＨｇより大きく、第
一気体及び第二気体は水蒸気ではなく、
　膜形成材料が、１０個以上の炭素原子を含む一つ以上のアシル鎖を有する第一リン脂質
からなり且つ全界面活性剤の少なくとも５％ｗ／ｗを構成する第一の界面活性剤と、脂肪
酸の糖エステル、ポリオキシプロピレン－ポリオキシエチレンコポリマー、ポリオキシエ
チレン脂肪酸エステル、第二リン脂質及び非イオン性アルキルグルコシドからなる群から
選ばれる少なくとも一つからなり且つ前記第一の界面活性剤より高い水溶性を有する第二
の界面活性剤とを含む界面活性剤混合物である、前記製剤。
【請求項２】
　パーフルオロカーボンが、パーフルオロメタン、パーフルオロエタン、パーフルオロプ
ロパン、パーフルオロブタン、パーフルオロシクロブタン、パーフルオロペンタン、パー
フルオロシクロペンタン、パーフルオロヘキサン、パーフルオロシクロヘキサン、パーフ
ルオロヘプタン、パーフルオロシクロへプタン、パーフルオロオクタン及びパーフルオロ
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シクロオクタンからなる群から選択されるか又はそれらの混合物である請求項１記載の安
定化気体封入微小泡製剤。
【請求項３】
　膜形成材料が、さらにアルブミンを含む、請求項１又は２記載の安定化気体封入微小泡
製剤。
【請求項４】
　第一気体及び第二気体が、１：１０～１００：１のモル比で存在する請求項１～３の何
れか一項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項５】
　第一リン脂質が、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルグリ
セロール、及びホスファチジルエタノールアミンからなる群から選ばれる少なくとも一つ
である、請求項１～４の何れか一項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項６】
　第一リン脂質が、ジミリストイルホスファチジルコリンである請求項５記載の安定化気
体封入微小泡製剤。
【請求項７】
　膜形成材料が、さらにコレステロールを含む、請求項１～６の何れか一項記載の安定化
気体封入微小泡製剤。
【請求項８】
　液体媒体が水系である請求項１～７の何れか一項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項９】
　液体媒体及び微小泡が容器中にある請求項１～８の何れか一項記載の安定化気体封入微
小泡製剤。
【請求項１０】
　液体媒体がin vivoの血液である請求項１～７の何れか一項記載の安定化気体封入微小
泡製剤。
【請求項１１】
　安定化気体封入微小泡製剤が液体媒体中に調製される時に微小泡が第一平均直径を有し
ており、微小泡が、第一気体が該媒体中へ失われるために前記液体媒体中で第一平均直径
の７５％よりも小さい第二平均直径に収縮し、該媒体に対する気体浸透圧の差のために第
二平均直径又はその直径付近で少なくとも１分間安定化される請求項１～１０の何れか一
項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項１２】
　第一平均直径が１０ミクロンであり、第二平均直径が１～６ミクロンである請求項１１
記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項１３】
　微小泡が機械的振盪若しくは振動、又は、単純振盪、又は、温和な攪拌により形成され
た請求項１～１２の何れか一項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項１４】
　パーフルオロカーボンが、パーフルオロプロパン、パーフルオロブタン、パーフルオロ
ペンタン、パーフルオロヘキサン、パーフルオロヘプタン及びパーフルオロオクタンから
なる群から選択されるか又はそれらの混合物である請求項１～１３の何れか一項記載の安
定化気体封入微小泡製剤。
【請求項１５】
　微小泡が浸透圧により安定化された請求項１１～１４の何れか一項記載の安定化気体封
入微小泡製剤。
【請求項１６】
　微小泡が診断画像化に使用される請求項１～１５の何れか一項記載の安定化気体封入微
小泡製剤。
【請求項１７】
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　微小泡が少なくとも２０秒の半減期を有する請求項１～１６の何れか一項記載の安定化
気体封入微小泡製剤。
【請求項１８】
　第一気体が窒素であり、第二気体がパーフルオロヘキサンである請求項１～１７の何れ
か一項記載の安定化気体封入微小泡製剤。
【請求項１９】
　第一リン脂質が微小泡上に単層形態で存在する請求項１～１８の何れか一項記載の安定
化気体封入微小泡製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、超音波のコントラスト増強のため及び他の用途のための、安定で長期間持続
する気体エマルジョンの製造方法とそれに従って製造された気体エマルジョンの組成物に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　超音波技術は、電離放射線を用いる造影法に代わる、重要でより経済的な手段を提供し
ている。従来の相当数の造影技術、例えば磁気共鳴造影（ＭＲＩ）、コンピューター断層
撮影（ＣＴ）、陽電子コンピューター断層撮影（ＰＥＴ）なども利用できるが、これらの
技術は総じて極めて高価な装置を用いる。さらに、ＣＴとＰＥＴは電離放射線を用いる。
これらの技術と異なり、超音波撮影装置は比較的廉価である。さらに、超音波撮影装置は
電離放射線を用いない。
【０００３】
　超音波撮影装置は、組織による音波の反射に影響する組織の密度と組成の違いを利用し
ている。組織の密度や圧縮率の違いがある場所、つまり組織の境界で画像は極めて鮮明で
ある。固体の組織、骨格系、様々な臓器及び／または腫瘍の間は容易に超音波で画像化で
きる。
【０００４】
　従って、多くの画像化の応用において超音波画像装置はコントラスト増強剤を用いずに
適切に機能するが、しかし、例えば血流の画像化の様な他の適用にはコントラスト増強剤
を開発する努力が続けられている。そのようなコントラスト増強剤の特に重要な適用のひ
とつは、還流の画像化の領域である。そのような超音波造影剤は、心筋、腎臓、肝臓、他
の組織における血流の画像を改良することができるであろう。これは続いて画像化した組
織に関連した研究、診断、手術、及び治療を促進するであろう。血液プールの造影剤はま
た、血液容量に基づいた（例えば腫瘍と炎症組織）画像化を可能とし、また、母体循環の
みを増強することによって胎盤及び胎児の画像化を補佐するであろう。
【０００５】
　様々な超音波コントラスト増強剤が提供されている。最も成功している薬剤は一般的に
、静脈内投与もできる気体の小さな泡の分散体からなる。最も典型的には、泡は画像化さ
れる生体の血流中に注射される。それから、泡は周辺の流動体組織や血液と比べて、異な
る密度及び高い圧縮率を有する、流血中の物理的な実体を提供する。結果として、泡は簡
単に超音波によって画像化される。血管を流れるために、泡は直径１０μｍ以下である必
要があり、微小泡と呼ばれる。微小泡は様々な異なる方法で液体中で作製される。簡単な
例としては、勢いよく撹拌することやあるいは小さな穴を通して気体を液体中に吹き込む
ことがある。他の成分の添加が無いときは、気体は凝縮媒体に直接接触するであろう（即
ち、むき出しの泡）。しかし、そのような泡は、捕捉された気体が囲まれた液体中に拡散
するためにすぐに小さくなる傾向にある。また、「むき出しの」微小泡は補体の活性化の
様な副作用を生じることが示されている（たとえば、K.A. Shastri et al. (1991) Under
sea Biomed. Res., 18, 157参照）。微小泡の有益性を増大させるためにその寿命を延ば
す試みとして、囲んでいる液体に気体が拡散するのを遅延させるように、気体泡を封入す
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ることができる安定化剤の添加に焦点が当たっている。
【０００６】
　数分間そのまま放置すると、ほとんどの微小泡の組成物では、例え数秒でも持続するコ
ントラストの増強作用をもたらすことができなかった。これはかなりその利用価値を制限
する。従って、微小泡はこれまで、効果的なコントラスト増強時間を延長させることを期
待して、様々な方法で「構築」されてきた。様々な手法が行われており、例えばゼラチン
やアルブミンの微小球(microsphere)の利用ではまず最初に液体懸濁液の形態で形成し、
固体化させる過程で気体を封入する。しかし、気体を封入している固相の殻は、気体が生
体内で満足できるだけ寿命をもつには脆弱あるいは透過性過ぎることが一般的に証明され
ている。更に、厚い殻（例えば、アルブミン、糖、あるいは他の粘性の物質）は小泡の圧
縮率を減少させる。従って、それらが持続している短い時間における反射生成率を減少さ
せる。注射時にガスあるいは泡を放出する固体粒子あるいは液体エマルジョンの小滴は、
（Quay，ＰＣＴ／ＵＳ９４／００４２２のように）血液が気体あるいは蒸気で過飽和にな
る危険が生じる。これは、予定された多数の小泡よりもむしろ、利用できる核となりうる
部位がある場所で少数の塞栓形成性の大きな気泡の形成を導くことになろう。また、生体
内でこのように形成された泡は「むき出し」であり、結果として前述したように補体活性
化の問題を有するであろう。
【０００７】
　気泡分散体の安定化剤としての界面活性剤の使用もまた、検討されている。界面活性剤
は、極性物質と非極性物質の界面で、界面層を形成する傾向のある物質である。その「界
面活性」の挙動は、極性物質と相互作用する傾向のある親水性領域（普通「頭(head)」と
呼ばれる一端をしばしば構成する）と、非極性物質と相互作用する傾向のある疎水性領域
（普通「尾(tail)」と呼ばれる他端をしばしば構成する）の両者の存在から生じる。確立
されると、界面層は極性/非極性界面の性質に影響を与える。界面活性剤が存在するとき
、様々な界面活性物質から構築される界面層によって、気体は液体から切り離される。
【０００８】
　界面活性剤を含有するいくつかのコントラスト増強剤は、別の様式例えばリポソームの
水性コア中に気泡を捉える。リポソームは単層あるいは複数層の同中心で閉じた二分子リ
ン脂質層によって閉ざされた水性コアからなる、おおよそ球状の「バッグ」である。リン
脂質は細胞膜の天然成分であるがまた、界面活性の特性を有することでもよく知られてい
る。Ungerの米国特許第５，３３４，３８１号において、気泡を含むリポソームはいくつ
かの異なるメカニズムで作られている。Ryanらの米国特許第４，９００，５４０号ではま
た、気体あるいは気体前駆物質を含有するリン脂質リポソームが開示されている。おそら
く、リポソーム中に捉えられた気泡はゆっくりと漏れだし、それによって造影剤の効果は
増大する。界面活性剤のこの使用は、気体／液体界面における界面活性剤の界面層の存在
を意味するのではないといえよう。むしろ、小さな気泡は、単一あるいは多薄層リポソー
ム構造によってそれ自身束縛された多量の水性液体中に捉えられている。
【０００９】
　界面活性剤含有造影剤は、他の方法でリポソームを使用し得る。例えば、Schneiderら
の米国特許第５，３８０，５１９号および第５，２７１，９２８号では、凍結乾燥リポソ
ームから調製された微小泡が記載されている。この開示によると、リポソーム懸濁液を凍
結乾燥することによって作製された乾燥した微粉状物の水中への再構築は、水充填リポソ
ームの懸濁液中において気泡の分散を生じさせる。そのようにして調製された微小泡は、
界面活性剤の「どちらかと言えばはかない(rather evanescent)」外殻によって取り囲ま
れていると述べられている。そのようなはかない界面活性剤の層は持続性がないであろう
し、そのような微小泡はしたがって長時間では不安定であることが一般的に予想される。
Schneiderらは、隣接した水充填リポソーム中あるいはそこからの層状の界面活性剤が、
系中に微小泡の形で存在する気体を安定化すると述べている。
【００１０】
　リポソーム依存コントラスト増強剤はリポソームの予めの形成を必要とし、したがって
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リポソームを形成することのできるタイプに安定化界面活性剤の主成分が限定されること
が容易に理解されよう。更に、リポソーム調製は、複雑で時間のかかる製造となる。
【００１１】
　安定化成分あるいは構造の存在下でさえ、ラプラスの式（ΔP＝2γ/r）によって示され
るように、囲んでいる界面活性剤の表面張力のために、捉えられた気体は泡の中で圧力が
増している。気体は高圧部位（泡中）から低圧の環境（この上昇圧力において気体で飽和
していない周りの液体中や大きな直径で低圧の泡中のいずれか）へ移行するので、この増
大した圧力は更に、泡の縮みや消失を促進する。
【００１２】
　そのような問題に対処する一つの提案が、Quay，ＰＣＴ／ＵＳ９２／０７２５０に概説
してある。Quayは、体温（３７℃）において気体であり、水溶性が少なく、より密度が高
く、空気に比較して溶液中での気体拡散が少ないことを基本にして選択した気体を用いて
、泡を形成した。水溶性と拡散性の減少は、気体が泡から離れる率に影響を与えることは
できたが、Quayの泡には非常に多くの問題が残っている。十分に小さな直径(即ち3～5μ
ｍ)の泡の形成には高エネルギーの投入が必要である。これは、複雑な泡の調製システム
が使用の際に提供されなければならないという不利益性を有する。更に、Quayの気体選択
基準は泡の縮みの主要原因、即ち泡の表面張力の効果、界面活性剤及び気体浸透効果を考
慮していないために正しくない。これらの間違いによって、不適格な気体を選択してしま
ったり、最適な気体を排除したりする結果となる。
【００１３】
　従って、組成物およびそのような組成物を調製する方法において、生体適合性で、簡単
に調製でき、超音波画像化で優れたコントラスト増強を提供する寿命の長いコントラスト
増強剤を提供し使用する必要が存在する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明によれば、泡安定化剤として界面活性剤の混合物を取り入れた気体エマルジョン
超音波コントラスト増強媒体が提供される。少なくともそのような界面活性剤の一つは、
疎水性のリン脂質あるいはリン脂質混合物である。少なくとも第二の界面活性剤は、リン
脂質あるいはリン脂質混合物であっても、そうでなくてもよいが、第一の界面活性剤とし
て提供されたリン脂質あるいはリン脂質混合物よりもより親水性である。そのようなリン
脂質安定化気体エマルジョンは生体内における寿命が延びている。
【００１５】
　本発明の一つの実施態様として、気体エマルジョン混合物は、まず、親水性モノマーも
しくはポリマーまたはそれらの組合せ、第一及び第二の界面活性剤並びに膨張剤(inflati
ng agent)を水性溶液に分散することによって調製される。第一の界面活性剤は１０個以
上の炭素原子を含む一つ以上のアシル鎖を有するリン脂質またはリン脂質混合物であり、
全界面活性剤の少なくとも約５％ｗ／ｗを構成し、第二の界面活性剤は第一の界面活性剤
よりも水溶性が高い。
【００１６】
　次いで、分散体は、膨張剤を蒸発させ、乾燥した粒子状でほぼ微小球形の材料(dry, ho
llow, particulate, approximately microspherical material)を作るために噴霧乾燥す
る。この乾燥した粒子状の材料は少なくとも第一の気体に曝し、それから水性液体(aqueo
us liquid)に溶解させることができる。それによって水性気体エマルジョン組成物が生成
され、その組成物は第一及び第二の界面活性剤の層によって囲まれた気体の泡を含む。安
定性はリポソームに非依存性である。
【００１７】
　第二の界面活性剤はさまざまな材料から構成され得る。いくつかの具体的な例としては
、脂肪酸、脂肪酸塩、脂肪酸の糖エステル、ポリオキシプロピレン－ポリオキシエチレン
コポリマー、非イオン性アルキルグルコシド、ポリソルベートが挙げられる。特に適した
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気体エマルジョンは、第二の界面活性剤が、それぞれアシル鎖が１４個以下の炭素原子を
含む、一つ以上のアシル鎖を有するリン脂質あるいはリン脂質混合物を含むときに調製さ
れる。親水性のモノマーもしくは、ポリマーまたはその組合せはでんぷんであってもよい
。
【００１８】
　乾燥した粒子状の材料に浸透する気体あるいは気体混合物も、空気、窒素、二酸化炭素
、あるいは血中に通常に存在する他の気体を含む広範囲の物質から選択することができ、
それはまた、フルオロカーボンの様な有機材料であってもよい。準備される気体のうち一
つは、37℃で760mmHg未満の蒸気圧を有することが好ましい。特に好ましい態様では、パ
ーフルオロヘキサンで飽和した窒素を使用する。
【００１９】
　本発明はまた、気体が浸透した乾燥した粒子状の気体エマルジョン生成組成物の容器、
物体または身体の一部分もしくは体腔にリン脂質含有気体エマルジョン組成物を導入する
ことによって物体または身体の一部分もしくは体腔を画像化する方法、及び超音波によっ
て身体の少なくとも一部を画像化する方法を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　本明細書においては、微小泡は直径が０．５と３００μmの間の、好ましくは２００、
１００、または５０μｍ以下の直径を有する水性培地中の気泡であると考えられる。微小
泡は気体／液体界面に層あるいはコーティングを有してもよいし、そうでなくてもよい。
もし存在するならば、コーティングは一つあるいはそれ以上の分子の厚さであってもよい
。加えて、微小泡は二分子層によって捉えられていてもよいし（単一層リポソームの場合
）、二重層のいくつかの層によって捉えられていてもよい（多層粒子）。微小泡はまた、
変成蛋白質のようにより耐久性のある殻のような構造によって囲まれていてもよい。エマ
ルジョンは、界面活性剤の界面によって安定化された二つ以上の混和できない溶液の分散
体と定義されているように、本発明の気体分散体は本質的に、液体ではなく気体であるエ
マルジョンの不連続相を有する気体エマルジョンである。従って、本明細書における気体
エマルジョンという用語は、水性媒体中の複数の微小泡の分散体を意味する。
【００２１】
　血管内での使用のための最適の泡の大きさは、二つの競争的な観点から決定される。よ
り小さな泡が小さな血管や毛細血管を通じて循環するには効果的であるが、超音波の反響
性(echogenicity)は泡の大きさに強く依存する。血管超音波コントラスト増強に適してい
る微小泡はしたがって、直径１～１０μｍが好ましく、３～５μｍが特に好ましい。
【００２２】
　本発明は、泡の生体内での寿命が延長されており、超音波や磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）
コントラスト増強剤として使用されるのに適した気体分散体あるいはエマルジョンを提供
する。典型的な超音波増強剤は、動脈系の約一回の通過のみで、あるいは数秒から約一分
のみで可能なコントラスト増強を示し、従って、静脈内投与を受けた患者においては大動
脈を過ぎては残存していない。これに比較すると、本発明に従って調製された造影剤は、
静脈内投与を受けた患者の全循環系を複数回通過してもコントラスト増強を示し続ける。
数分間の泡の存続は簡単に示される。超音波の利用においてコントラスト増強能力のその
ような長さは非常に有益である。加えて、本発明のコントラスト増強剤は、優れた画像を
提供する。例えば心臓、肝臓及び腎臓の血流の明確で、鮮明で、はっきりとした画像が得
られる。少量の毒性のない用量で末梢血管に投与することができ、全身の画像を増強する
のに使用できる。
【００２３】
　静脈内超音波造影剤で使用するためには泡が最も有効な超音波散乱剤であることが示さ
れたので、主な実施上の問題は、浮遊状態で毛細血管を通過するのに必要な小さな（典型
的には直径５ミクロン未満）泡の非常に短い寿命である。この短い寿命は、泡に作用する
表面張力から生じる泡内の気体圧力の上昇により引き起こされる。泡の直径が減少するに
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つれて、内部のこの上昇圧力が増加する。増加した内部の気体圧力は、泡の中の気体を溶
解させ、気体は溶液になるので泡は潰れる。ラプラスの式、ΔP＝2γ/r（ΔPは泡中の増
加した気体圧力、γは泡の膜の表面張力、ｒは泡の半径を表わす）は、囲まれた泡の表面
あるいは膜によって気泡に働く圧力を示す。ラプラスの圧力は、泡の半径に反比例し、従
って、泡が縮むに従ってラプラス圧力は上昇し、泡の外に気体が拡散する速度と泡が縮む
速度が上昇する。
【００２４】
　一実施態様において、本発明は、他の界面活性剤あるいは他のリン脂質を含有する組成
物に比べ特定の利点を有するリン脂質の界面活性剤気体分散体組成物を企画している。好
ましい実施態様において、組成物は、多数の微小泡を形成するのを助け、小泡と液体との
気体／液体界面での表面張力を至適に減少させるために２種あるいはそれ以上の界面活性
剤を含有している。さらに、水溶性の低い気体は微小泡中の気体の少なくとも一部を構成
することが有利である。気体の捕捉を改善するために安定化界面活性剤の組合せとして、
高い水溶性を示す第二の界面活性化剤をリン脂質と共に用いることは特に有利であると判
明した。
【００２５】
　気体エマルジョンの安定性は、エマルジョン化剤として用いる界面活性剤の表面張力を
減少させる特性に強く依存している。肺界面活性物質における主要な成分としてその機能
が知られているリン脂質はこの観点から言うと非常に有効である。本発明における気体分
散体の安定化において必ずしも必要な性質ではないが、リン脂質はまた容易に二重膜やリ
ポソームのような薄層構造を形成する。気体エマルジョンの安定性のもう一つの決定因子
は気体そのものであり、下記に説明するようにガスの浸透圧効果を介したその安定化特性
である。この組合せによって、驚異的に安定で且つ現実的に有用な微小泡が得られる。
【００２６】
　本発明による気体分散体組成物は、リン脂質を含む第一界面活性剤、好ましくは少なく
とも一つの別の共界面活性剤（co-surfactant、第二界面活性剤とも呼ぶ）及び水溶性の
モノマーもしくはポリマーまたはその組合せの水分散液を噴霧乾燥することによって調製
することができる。水性開始材料は、任意に塩及び／または膨張剤を含有してもよい。本
発明によるそのような液体を噴霧乾燥させると、乾燥した中空の粒子状でほぼ微小球形の
材料になる。
【００２７】
　水溶性の成分（例えばヒドロキシエチル澱粉、塩）と比較的水溶性の界面活性剤（例え
ばPluronic F-68, Tween 20, ジオクトノイルホスファチジルコリン）およびリン脂質（
例えば卵黄リン脂質）から成る、予め生成された球形の中空物質は、噴霧乾燥によって作
製した物理的形状においては、再度水和状態にさせると格段に安定な微小泡を形成するこ
とができることが発見されたことは驚くべきことである。界面活性剤はリポソームあるい
は他の薄膜構造を取っている必要はない。界面活性剤と構造的な成分の溶解による浸透の
後に球形の中空(０．５～１０ミクロン直径）の内表面に最初に接する水に起因している
と考えられ、結果として最初に飽和した界面活性剤溶液で囲まれた望ましいの大きさ（腔
の大きさ）の小泡を形成することとなり、従って最適な最大にパックされた界面活性剤コ
ーティングを有することになる。これらの泡は、水溶性の気体（例えば、空気や窒素）で
満たしたときでさえ生体内で非常に安定である。
【００２８】
　この過程とそれによって得られた乾燥し再構築した製品についても以下に、より詳細に
説明し記載する。
【００２９】
Ｉ．リン脂質を含有する前駆物質の調製   分散：
　次の噴霧乾燥のため、第一の界面活性剤として疎水性リン脂質と、それに加えて少なく
とも１つ以上の親水性の界面活性剤とを含有する第一の水性溶液を調製する。好ましくは
、疎水性リン脂質は、全部で約１０個以上の炭素原子(例えばデカノイルリン脂質)を有す



(8) JP 4229918 B2 2009.2.25

10

20

30

40

50

る１つ以上のアシル鎖を有する。いくつかの実施態様では、リン脂質第一界面活性剤は約
１０あるいは１４から約２０あるいは２４個の炭素原子のアシル鎖を有する。例えば、ジ
パルミトイルホスファチジルコリン(各々１６個の炭素原子を含む２本のアシル鎖を含む
）が使用できる。アシル鎖は水素化(hydrogenated)されていてもフルオロ化されていても
良い。他のリン脂質の頭部グループもまた考えられる。たとえば、ホスファチジルセリン
、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルエタノールアミンは、本発明に適した特
性を有している。このようなリン脂質の組合せもまた、卵あるいは大豆レシチンや肺界面
活性物質のような天然物由来のリン脂質物質と同様に、「第一界面活性剤」を構成するこ
とができる。さらに、リン脂質第一界面活性剤は他の極めて水不溶性の界面活性剤、例え
ばスクロースジ、トリ、あるいはテトラエステルで補足しても良い。コレステロールも第
一界面活性剤を補うことができ、コレステロール／リン脂質の重量比でおよそ０．０１か
ら０．５の範囲で供給された場合に安定性を増す効果があることが知られている。不飽和
のアシル基も本発明の範囲内であるが、好ましくは、リン脂質のアシル基は飽和されてい
るほうがよい。第一界面活性剤は、好ましくは溶液のおよそ０．００５～２０％ｗ／ｖで
供給されるのがよく、０．０２～１０％ｗ／ｖが最も好ましい。
【００３０】
　疎水性の第一界面活性剤の主要な役割は、微小泡の表面張力を平衡値以下に低下させる
ことにある。比較的不溶性で浸透性の安定化ガスが捕捉されている場合（詳細は下記）は
、平衡値以下に表面張力を低下させるのは捕捉されている安定化ガスよりも界面活性剤の
方がゆっくり拡散する場合にのみ可能であるために、非常に水溶性が低い第一界面活性剤
が必要である。界面活性剤の最適の低い溶解性を得るには、長い（すなわち１０個を超え
る炭素原子を含む）アシル基を持ったリン脂質が特に好ましい。
【００３１】
　第二界面活性剤は、第一界面活性剤を構成する長鎖リン脂質よりも親水性で拡散も速い
ことが好ましい。この第二界面活性剤の安定な気体分散体を生成する上での役割は、水で
再構築する際の溶解速度を速くすることと、より効率的な気体の捕捉とにあり、詳細は後
述するが、それによって再構築の初期の小泡の形成が促進される。このように、第二界面
活性剤の拡散速度が速いことは、再構築の際に気体を覆う耐久性で連続的な薄膜を形成す
るのを助けている。
【００３２】
　本発明において、好ましい第二界面活性剤は、リン脂質、ホスホコリン、リゾリン脂質
、非イオン性界面活性剤、中性あるいは陰イオン性界面活性剤、中性あるいは陰イオン性
であるフッ素化界面活性剤、このような乳化剤あるいは発泡剤の組合せからなる群から選
択することが可能である。いくつか第二界面活性剤として有用な特定の界面活性剤の例を
挙げると、ポリオキシプロピレンおよびポリオキシエチレンのブロックコポリマー（この
種の化合物の例としては、PluronicＦ－６８のようなPluronicがある）、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、澱粉誘導体、ヒドロキシエチル澱粉脂肪酸エステル、脂肪酸
塩、市販の食品植物性澱粉、デキストラン脂肪酸エステル、ソルビトール脂肪酸エステル
、ゼラチン、血清アルブミン、そして、これらの組合せが挙げられる。
【００３３】
　同様に第二界面活性剤として考えられるものは、ポリオキシエチレンステアリン酸エス
テル、ポリオキシエチレン脂肪アルコールエステル、ポリオキシエチレン化ソルビタン脂
肪酸エステル、グリセロールポリエチレングリコールオキシステアリン酸エステル、グリ
セロールポリエチレングリコールリシノリン酸エステル、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添加物のようなポリオキシエチレン脂肪酸エス
テルである。さらに、TweenR、SpanR、BrijRなどの非イオン性アルキルグルコシドも本発
明の範囲内である。Spanは、ソルビタンテトラオレイン酸、ソルビタンテトラステアリン
酸、ソルビタントリステアリン酸、ソルビタントリパルミチン酸、ソルビタントリオレイ
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ン酸、ソルビタンジステアリン酸を含む。Tweenは、ポリオキシエチレンソルビタントリ
ステアリン酸、ポリオキシエチレンソルビタントリパルミチン酸、ポリオキシエチレンソ
ルビタントリオレイン酸を含む。Brij類縁体はもう一つの有用な部類の材料で、ポリオキ
シエチレン１０ステアリルエーテルを含む。陰イオン界面活性剤、特に６～２４個の炭素
原子を持つ脂肪酸とその塩も同様に使用できる。適当な陰イオン界面活性剤の一例として
はオレイン酸とその塩であるオレイン酸ナトリウムがある。塩化ドデシルトリメチルアン
モニウムなどの陽イオン界面活性剤も第二界面活性剤として考えられる。
【００３４】
　前述のことから、広い範囲の第二界面活性剤が使用できることが理解されるであろう。
実際に、本発明において実質上どんな界面活性剤でも（まだ開発中のものも含めて）、第
一界面活性剤を構成する長鎖リン脂質が示すよりも高い水溶性と拡散性を持つものであれ
ば使用することができる。与えられた用途における最適な界面活性剤は、過度の実験を必
要とせず、経験的な検討によって決定することができる。従って、本発明の技術を実行す
る者は生物学的適合性の様な特性に基づいて界面活性剤を選択すべきである。共界面活性
剤として、第一界面活性剤よりも親水性が高い、より短鎖のリン脂質を用いることの有用
性が判明している。具体例としては、１２または１４個の炭素原子を含むアシル基を有す
る第一リン脂質は、共界面活性剤として炭素原子８または１０個の炭素原子を含むアシル
基を有する第二リン脂質と共に用いられる。
【００３５】
　第一または第二界面活性剤のいずれかとして１２個の炭素原子を含むアシル基を有する
リン脂質を用いることの有用性が特に判明している。例えば、１２個の炭素原子のアシル
基を有するリン脂質が第一界面活性剤を構成し、スクロースエステルまたはPluronic化合
物が第二界面活性剤を構成することができる。別の選択肢としては、１６個の炭素原子の
アシル基を有するリン脂質が第一界面活性剤を構成し、１２個の炭素原子のアシル基を有
するリン脂質が第二界面活性剤を構成することもできる。
【００３６】
　卓越した小泡の形成と持続性という性質を持っていることに加えて、第一界面活性剤と
共界面活性剤の両者にリン脂質を用いて作製された小泡は、従来の技術による微小泡にお
いて問題となり得た補体の活性化と言ったような生体にとって望ましくない反応を最小限
に抑さえるのみでなく、生体に注射された後の代謝による消失という領域での特性におい
ても優れている。この観点において、１２または１４個の炭素原子のアシル基を有するリ
ン脂質界面活性剤を含有する気体エマルジョン組成物が特に有用であろう。
【００３７】
　リン脂質を含有する微小泡は、非リン脂質性の界面活性剤を含むものよりも生体適合性
であるだけでなく、リポソームに比べても、より生体適合性であると考えられる。つまり
、それらは明かにリポソームよりも効率的に細網内皮系から逃れるため、リポソームの様
に迅速に循環から消去されることはない。
【００３８】
　第一界面活性剤について述べたように、第二すなわち共界面活性剤についても前述の界
面活性剤の組合せで構成することができる。好ましくは、噴霧乾燥に先立って第二界面活
性剤は０．００５％から２０％ｗ／ｖの範囲で供給される。第一界面活性剤が混合物にお
いて上回ることは必要とされない。第一あるいは第二界面活性剤のいずれもが、モル濃度
、重量の一方あるいは両方において上回ってもよい。一般的に、溶液中の界面活性剤濃度
の合計は、溶液の約０．０１％から２０％ｗ／ｖである。
【００３９】
　上述のような界面活性剤の水溶液の作成に引き続いて、膨張剤、好ましくはフレオン(F
reon)１１３のようなフルオロカーボンが添加され粗懸濁液を作成する。膨張剤は、噴霧
乾燥時に気体に変わるものであればいかなる材料でもよい。膨張剤は、約５０００から１
５０００psiの圧力で例えば市販されているミクロフルイダイザーを用いて界面活性剤溶
液中に分散される。本発明の一つの好ましい具体例においては、高圧ホモゲナイザーが、
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リン脂質を含有する界面活性剤溶液中にフレオン１１３の通常のエマルジョンを作製する
ために使用される。この過程は、界面活性剤の単分子層でコートされた水不混和性のフレ
オンのサブミクロンの小滴を含む通常のエマルジョンを生成する。この方法や他の方法で
の分散は一般的なものであり、その技術分野ではよく知られている。
【００４０】
　噴霧乾燥されるための溶液中に膨張剤を含有させることは、非常に多くの中空の微小球
を形成することによって、噴霧乾燥した粉末のグラム当りの超音波シグナルが大きくなる
結果をもたらす。膨張剤は、乾燥器中の熱風にこれらの小滴が混合されるときに、噴霧乾
燥器に入いる霧状の小滴中での蒸気泡形成の核となる。適した膨張剤は、乾燥した小滴の
上昇した温度（約１００℃）において、気体あるいは蒸気により霧状の小滴中の溶液を過
飽和にするものである。適した膨張剤には以下のものがある。
【００４１】
１.  室温において溶液を飽和させて用いられる塩化メチレン、アセトン、及び二硫化炭
素の様な、水性溶液に対して限定された混和力を有する溶解した低沸騰点（１００℃以下
）溶媒。
【００４２】
２.  室温で、上昇した圧力（例えば３bar）下で溶液を飽和させて用いられる例えばＣＯ

2あるいはＮ2のような気体。小滴は１気圧、１００℃では気体により過飽和となる。
【００４３】
３.  フレオン１１３、パーフルオロペンタン、パーフルオロヘキサン、パーフルオロブ
タン、ペンタン、ブタン、ＦＣ－１１、ＦＣ－１１Ｂ１、ＦＣ－１１Ｂ２、ＦＣ－１２Ｂ
２、ＦＣ－２１、ＦＣ－２１Ｂ１、ＦＣ－２１Ｂ２、ＦＣ－３１Ｂ１、ＦＣ－１１３Ａ、
ＦＣ－１１２、ＦＣ－１２３、ＦＣ－１３２、ＦＣ－１３３、ＦＣ－１４１、ＦＣ－１４
１Ｂ、ＦＣ－１４２、ＦＣ－１５１、ＦＣ－１５２、ＦＣ－１１１２、ＦＣ－１１２１お
よびＦＣ－１１３１のような不混和性で低沸騰点（１００℃以下）の液体のエマルジョン
。
【００４４】
　膨張剤は、界面活性剤溶液の約０.５～１０％ｖ／ｖの量で界面活性剤溶液に添加され
る。およそ３％ｖ／ｖの膨張剤が、好適な微小泡を形成する噴霧乾燥粉を産生することが
判明している。膨張剤は、噴霧乾燥過程中に実質的に蒸発されられ、したがって、痕跡量
以上には最終的な噴霧乾燥粉中には存在しない。
【００４５】
　水性前駆物質溶液は好ましくは親水性のモノマーもしくはポリマーまたはその組合せを
含有する。これは、界面活性剤溶液と合わせてもよく、あるいは好ましくは別の溶液とし
て作製し、噴霧乾燥の直前に界面活性剤溶液と合わせる。親水性の部分は、例えばグルコ
ース、乳糖、澱粉のような炭水化物でもよい。ＰＶＡやＰＶＰのようなポリマーも、本発
明での使用が考えられる。様々な澱粉および澱粉誘導体が特に適していることが判明して
いる。微小泡の形成に特に好適な澱粉は、５０万ダルトン程度以上の分子量を持つかデキ
ストロース等量（ＤＥ）がおおよそ１２以下のものである。ＤＥ値は澱粉ポリマーが加水
分解される程度を定量的に測定するものである。デキストロースを標準値１００とした場
合の還元力(reducing power)値である。ＤＥ値が高いとそれだけ澱粉の加水分解の程度が
高いことになる。この様な好適な澱粉には、食品工業において商業的に利用することが可
能な、食品等級の植物澱粉、商標名で言うと、National Starch and Chemical社（Bridge
 Water、ニュージャージー州）のＮ－ＬＯＫとＣＡＰＳＵＬＥ、およびヒドロキシエチル
澱粉のような澱粉誘導体（du Pont Pharmaceu- ticals社のＨＥＴＡＳＴＡＲＣＨとＨＥ
ＳＰＡＮ、味の素（東京、日本）のＭ－Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｓｔａｒｃｈという商
標名のものが入手可能）が含まれる。（短鎖の澱粉は噴霧乾燥が良好にでき、微小泡作製
に使用可能であるが、分子量がおおよそ５０万以下のものは、微小泡の安定化には寄与し
ないために好ましくないことを注意すべきである。しかしながら、付加的な安定化が必要
とされない場合においては、本発明において使用することが可能である。）前駆物質溶液
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の本実施態様においては、親水性のモノマーあるいはポリマーは、溶液の約０．１％～１
０％ｗ／ｖの範囲で存在しており、おおよそ１％～５％ｗ／ｖが特に好適であることが知
られている。
【００４６】
　前駆物質溶液の本実施態様において他の任意の成分としては、水相中に含まれる様々な
塩あるいは他の物質がある。この様な物質には、一般的な粘度調節剤、リン酸緩衝剤や他
の一般的な生体適合性の緩衝剤などの緩衝剤、酸や塩基などのｐＨ調節剤、（等張性、高
張性、低張性をもたらすために用いる）浸透圧物質が有用なものとして含まれる。好まし
い溶液はｐＨがおおよそ７で等張のものである。これらの添加成分は、典型的にはそれぞ
れ溶液の５％ｗ／ｖ以下で含有させる。好適な塩には、リン酸ナトリウム（１塩基、２塩
基の両者）、塩化ナトリウム、リン酸カルシウム、それに他の生理学的に許容可能な塩が
含まれる。
【００４７】
II．噴霧乾燥
　界面活性剤／膨張剤エマルジョンは、好ましくは、上記したタイプの親水性モノマー／
ポリマーの溶液及び塩と合わされ、乾燥した中空でほぼ微小球状の構造を形成させるため
に噴霧乾燥させられる。市販されている噴霧乾燥器は当業者にはよく知られたものであり
、具体的な前駆物質溶液に適したセッティングが、以下の例を参照して経験的な標準試験
を通じて容易に決定されうる。例Ｉ～ＶＩＩおよびＩＸ～ＸＩＩで使用される、「Niroポ
ータブル噴霧乾燥器」は、水性界面活性剤溶液を直径２～２０ミクロンの範囲の小滴に粉
砕するために圧縮した空気の高速度噴射を使用し、二つの流動性圧縮空気ノズルで界面活
性剤含有溶液を霧に吹くことによって機能する。その後、それらの小滴は乾燥室の上部で
熱い空気（典型的には２００～３７５℃）の流れの中に注入される。それから、界面活性
剤溶液の小滴は、約１００℃の沸点までほとんど即時に熱せられる。蒸気冷却が温度がよ
り以上に上昇することを防ぐが、温度はリン脂質のガラス転移温度よりもまだ高く、Polo
xamer１８８やサッカロースステアリン酸のような他の多くの界面活性剤の融点よりも高
い。
【００４８】
　小滴の表面の水は非常に早く蒸発し、霧状にした溶液中に溶解した成分の蓄積(buildup
)を引き起こす。溶液がヒドロキシエチル澱粉（ＨＥＳ）のような親水性ポリマーを含有
するとき、ゲル層が表面に形成される。ゲル層の下に蒸気の小滴が生成され、ゲル球が膨
張する。先に簡単に記したように、わずかに溶解している塩化メチレンのような揮発性溶
媒あるいはフレオン１１３のような揮発性不混和溶媒は、初期の蒸気泡形成の核部位を提
供し、蒸気をより膨張させ、中空の球の壁をより薄くする。
【００４９】
　乾燥過程の間、水は、ゲル層の穴と通じて液体として球の表面に移行するか、あるいは
同じゲルの穴を通じて蒸気として球から逃げる。最終的に、水はＨＥＳゲルの蒸発乾燥物
中にに捉えられる。乾燥過程のこの段階中は、蒸発と蒸発冷却はゆっくりであり、球の温
度は、噴霧乾燥室と同じ温度、典型的には１００～１２０℃に釣り合うまで上昇する。ゲ
ル球は、脱水のために縮み、殻の厚みが約０.２μｍで直径が約１～１０μｍの中空で多
孔性の球となる。噴霧乾燥器をでた気流は、遠心力によって粉を気流から分離し製品の容
器へと移動させるサイクロン分離機へ微小球を運ぶ。
【００５０】
　いくつかの理由から、乾燥した球状界面活性剤／ポリマー組成物の複合構造は、薄層形
態を実質的に取らないことから、ランダムであるという特徴を有する。第一には、噴霧乾
燥する前に行う、膨張剤を含むエマルジョンを生成するためのホモゲナイゼーションは、
界面活性剤を単分子層に沈着させる。乾燥は１秒以内のわずかな時間に行われるので、界
面活性剤を濃縮したポリマー（例えばＨＥＳ）ゲル中に迅速に捉えることは、界面活性剤
を乾燥前の物理的な状態にほとんど維持する。さらに、噴霧乾燥過程中に、水により溶解
しにくい界面活性剤（サッカロースステアリン酸、長鎖リン脂質等）は、水により溶解し
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やすい界面活性剤の存在下で融点またはガラス転移温度以上に熱せられ、従って、親水性
ポリマーのマトリックス中に入り込む。これは、よりランダムな界面活性剤の構造の助け
となる。
【００５１】
　気体で満たされた中空の微小球を含むこの噴霧乾燥された組成物は、本発明の重要な製
品である。この製品は、前駆物質を含有する凍結乾燥したリポソーム以上の重要な有利性
を有する。この微小泡前駆物質材料の球状構造は、本発明の好ましい微小泡の特徴である
比較的不溶性で、比較的圧縮できない非ニュートン粘弾性界面活性剤膜を、一様にすぐに
形成すると考えられる。
【００５２】
　噴霧乾燥の終了後、微小球は適当な気体と共に容器に入れられる。この気体は微小球を
満たし、再構築時に微小泡中に捕捉される。
【００５３】
　微小球の様々な個々の成分は、噴霧乾燥された最終産物中において以下の重量百分率の
比率であることが好ましい。
　第一リン脂質界面活性剤　　　　０．０５％～９０％
　第二界面活性剤　　　　　　　　０．０５％～９０％
　親水性構造物質　　　　　　　　１％～９９％
　塩、緩衝液質、等　　　　　　　０％～９０％
【００５４】
　特に好ましい実施態様における成分は以下の重量百分率による比率を有する。
　第一リン脂質界面活性剤　　　　０．１％～１０％
　第二界面活性剤　　　　　　　　０．１％～１０％
　親水性構造物質　　　　　　　　１０％～６０％
　塩、緩衝液質、等　　　　　　　１０％～６０％
【００５５】
　最も好ましくは、第一界面活性剤（有利にはリン脂質）の量は、全体の界面活性剤の少
なくともおよそ１％、好ましくは少なくとも約３％、４％、５％、最も好ましくは少なく
ともおよそ７％、８％あるいは１０％（ｗ／ｗ）である。第一界面活性剤は、全体の界面
活性剤の重量百分率で２５％、５０％、７５％あるいは９５％を構成してもよく、また好
ましくはないが、第二界面活性剤を使用しない態様も考えられる。
【００５６】
　本発明の他の実施態様では、前駆物質溶液の組成は、リポソームを形成する噴霧乾燥さ
れた粉末が調製されるものである。そのような前駆物質溶液は例えばここで引用している
、Schneiderらの米国特許第５，３８０，５１９号の組成を有することができる。我々は
、ここで記載したリン脂質を含有する溶液の微小泡の前駆物質を生成するための噴霧乾燥
の技術が、Schneiderらの凍結乾燥法よりも優れていること、および形成された微小泡は
、凍結乾燥法で形成されたものから作られたものよりもずっと安定であることを発見した
。従って、本発明の一つの観点からすると、Schneiderらの特許に示されたような、エコ
ー画像造影法への使用のために微小泡を形成するように再構築される前駆物質を作製する
乾燥リポソームを調製するのにも噴霧乾燥法が使用可能であると考えられる。
【００５７】
III．　再構築と気体の選択
　水性媒体に再構築する際に、いくつかの好ましい実施態様において親水性モノマーある
いはポリマーは殻としての構造を提供し、存在するかも知れない塩や緩衝液等と同様に、
迅速に溶解して消失し、残された界面活性剤の層によって取り囲まれた気泡を含む気体エ
マルジョンあるいは分散体を残す。第一リン脂質界面活性剤、および、より親水性の共界
面活性剤は異なる機能をはたすと仮定されている。
【００５８】
　作用に関する特定の理論に拘束されないが、第二界面活性剤（あるいは共界面活性剤）
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は、水溶性構造材料の溶解の目的には明かに有用であり、殻溶解中に存在する界面活性剤
のない裂け目を「癒す」ために、再構築の際に、速く、十分にすぐに拡散するかも知れな
い。より疎水性の界面活性剤と共に比較的水溶性の界面活性剤を一部含有する微小球粉末
の再構築は、一種の疎水性界面活性剤のみを含有する再構築された粉末よりも、増強剤の
ミリリットル当り非常に多くの泡を産生することが判明した。比較的親水性の第二界面活
性剤は、乾燥した中空の球から界面活性剤で覆われた気泡への転換に明かに重要であるが
、より疎水性の第一界面活性剤が、泡が形成された後の安定剤として最も有効である。
【００５９】
　この様にして作られた気体拡散体は、したがって、リン脂質を含有する従来のコントラ
スト増強組成物とは根本的に異なっている。上記したように、RyanやUngerの気体含有リ
ポソームは、泡の気体／液体界面の界面活性剤層に関係せず、リポソームの水性コア中に
捉えられた基本的にむき出しの泡に関係する。これは、本発明の気体エマルジョンあるい
は微小泡分散体とは異なるものであろう。その点で（作用に対する特定の理論に拘束され
るものではない）、小さな気泡は、親水性頭グループが水性液体と会合し疎水性尾グルー
プが分散した気泡と会合している様な方向となっている、比較的丈夫で消失しない界面活
性剤層によって囲まれていることが明かとなっている。
【００６０】
　さらに、Schneiderらと比較して、本発明の気体分散体は、リポソーム構造あるいは他
の薄層界面活性剤構造の溶液での存在は必要でない。事実、使用した界面活性剤がリポソ
ームを形成するのが不可能であっても、優れた生体内での安定性を持つ気体分散体が、本
発明に従って調製される。溶液中の薄層界面活性剤構造の不在は、本発明の造影剤の有効
性に有意には影響しない。加えて、泡中のフルオロカーボン浸透性安定剤の気体の存在は
、本発明の気体分散体の安定性を増加させるが、一方、フルオロカーボン浸透性安定剤は
凍結乾燥したリポソームから産生された微小泡の安定性には殆ど影響しない。挙動の相違
は、さらに、（再び作用の特別な説により拘束されるものではないが）本発明の泡中の気
体は、親水性頭グループが水性液体と会合し疎水性尾グループは分散した気泡と会合して
いる様な方向となっている、比較的丈夫で消失しない界面活性剤層によって囲まれている
ことを示唆する。
【００６１】
　空気、窒素、あるいは血中に自然に存在する他の気体を含有する適切な泡は、水性媒体
中に上記した噴霧乾燥微小球を再構築することによって作られる。また、フルオロカーボ
ンの様な比較的水に不溶性の気体を再構築前に乾燥した微小球に充満させたときに、泡の
寿命が改良されることが判明している。この場合、本発明は、第一気体すなわち正常な血
中あるいは血清中に通常存在する任意の気体（「主要調節気体(primary modifier gas)」
）を、泡中の浸透圧を調節するために作用する一種あるいはそれ以上の付加的な第二気体
（「気体浸透剤(gas osmotic agent)」または「第二気体」）と組合せた気体を利用する
。小泡の浸透圧を調節することによって、気体の浸透圧物質（ここでは、単一のあるいは
化学物質の混合物として定義される）は、小泡内に圧力を及ぼし、脱気の防止に役だって
いる。他の選択肢としては、調節気体は通常血中あるいは血清中に存在しない気体でもよ
い。しかしながら、調節気体は、血液あるいは他の周囲の液体中の気体が小泡中に拡散し
てきたときに、気体浸透物質の蒸気圧以下の分圧においても、気体浸透物質の希釈と維持
ができなければならない。水性媒体中において、水蒸気は対象となる「気体」とはみなさ
れない。同様に、微小泡が水系でない液体媒体中に存在する場合は、その培地の蒸気は「
気体」の一つとはみなされない。
【００６２】
　本発明者らは、小泡表面の膜透過性が低く、小泡外の連続した液相中への溶解性の低い
気体浸透剤を添加することによって、それを用いて作製した小泡の寿命が延長することを
発見した。
【００６３】
　この結果は、気体の組合せ、好ましくは調節気体が外部の媒体中に通常存在する気体と
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交換するまで、気体浸透剤の蒸気圧よりも低い分圧に気体浸透物質を希釈し得るような主
要調節気体または気体の混合物を、選択した気体エマルジョン中に捕捉したことによって
成し遂げられた。単一のあるいは複数の気体浸透剤は、一般的に比較的疎水性で、比較的
小泡膜に非透過性であり、さらに気体浸透圧を５０、７５、あるいは１００Ｔｏｒｒ以上
まで高める能力を有している。好ましい一実施態様において、気体浸透剤の気体蒸気圧は
、好ましくは３７℃で約７６０Ｔｏｒｒ未満であり、好ましくは約７５０、７４０、７３
０、７２０、７１０、あるいは７００Ｔｏｒｒ未満であり、さらに他の実施態様において
は、約６５０、６００、５００、あるいは４００Ｔｏｒｒ未満である。好ましい実施態様
においては、主要調節気体の蒸気圧は３７℃で少なくとも６６０Ｔｏｒｒであり、気体浸
透剤の蒸気圧は３７℃で少なくとも１００Ｔｏｒｒである。
【００６４】
　第一気体と第二気体はそれぞれモル比で約１：１００、１：７５、１：５０、１：３０
、１：２０、あるいは１：１０から、約１０００：１、５００：１、２５０：１、１００
：１、７５：１、５０：１までで存在し、第二気体の３７℃での蒸気圧をｘとした場合に
、第一気体は３７℃での蒸気圧が少なくとも約（７６０－ｘ）ｍｍＨｇとなり、また第一
気体と第二気体の３７℃での蒸気圧がそれぞれ約７５あるいは１００ｍｍＨｇを超えるよ
うに存在する。
【００６５】
　本発明の好ましい一実施態様にしたがって作製された気体エマルジョンあるいは気体分
散体小泡は、さらに付加的に有利な特性を持つ。そのような一実施態様において、非浸透
性の気体と浸透性の安定化ガス（あるいは気体浸透剤）の混合物が、結果としてできる小
泡の大きさの分布を作成中および作成直後に安定化させるために用いられる。小泡の作成
に当り、小さい泡における、より高いラプラス圧は、液層を通して、より低いラプラス圧
を持つ大きな泡へ拡散する原因になる。これは、時間の経過により毛細管限界である５ミ
クロン以上への平均粒子径分布の上昇を招く。これは不均衡(disproportionation)と呼ば
れる。非浸透性の気体（例えば空気）の混合物が浸透性の蒸気（たとえばＣ6Ｆ14）と一
緒に用いられる場合、空気が小泡を離れるために小さい泡の大きさが少し小さくなり、浸
透性の気体を濃縮しその浸透圧を上昇させる、それでさらに小さくなるのが遅延される。
一方、より大きい泡は容量が少し大きくなり、浸透性気体が希釈されさらに成長するのを
遅延させる。
【００６６】
　極めて血液に溶解性の気体（例えば容量で８７．５％炭酸ガス）と浸透性の気体の混合
物（例えば２８％Ｃ6Ｆ14蒸気＋７２％空気）との混合物を使用することの付加的な利点
は、注射されたときに血液中に炭酸ガスが逃げるためにこれらの小泡が直ちに縮むことで
ある。小泡は、注射されると炭酸ガスの消失によって８７．５％だけ容量が減少すること
になる。この炭酸ガスの消失は小泡径の半減に相当する。従って、単純な機械的な手段に
よって、注射後に５ミクロン以下に縮む、より大きい径の小泡（例えば９μｍ）を調製す
ることができる。一般的に、この様な気体エマルジョンは、初めに第一気体が第二気体に
対して少なくとも比が１：１、好ましくは少なくとも３：２、２：１、３：１、４：１、
５：１、あるいは１０：１の場合に作成される。微小泡の膜が第二気体よりも第一気体に
対して透過性の場合（例えば２つの気体に対してそれぞれ少なくとも約２：１、３：１、
４：１、５：１あるいは１０：１の比率で透過性を示す場合、好ましくはさらに高比率、
例えば２０：１、４０：１、あるいは１００：１の場合）、有利なことに、小泡は元々の
第一の直径から、その最初の直径の平均で７５％以下である第二の直径へ非常に迅速に（
例えば１、２、４、あるいは５分以内に）縮む。それから、気体エマルジョンの連続相を
構成する水性媒体中に比較的膜透過性の良い気体が少なくとも一種含まれている場合、小
泡径は最低でも１分間、好ましくは２、３、４、あるいは５分間、２番目の直径に、ある
いはその辺りに安定化する。好ましい実施態様において、小泡は、５あるいは６ミクロン
から１ミクロンの間の大きさを、浸透圧差によって安定化して少なくとも１、２、３、４
、あるいは５分間維持する。外部の液体中の気体張力は、好ましくは少なくとも７００ｍ
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ｍＨｇである。さらに、比較的膜不透過性の気体は、微小泡中にあってこの様な浸透圧差
を生成するように働く。
【００６７】
　上記のように、気体浸透剤は好ましくは調節剤よりも小泡膜表面に不透過性の気体が良
い。また、気体浸透剤は血液および血清中への溶解性が低いことも好ましい。従って、気
体浸透剤は、望まれる浸透圧効果を発揮する温度において十分な部圧あるいは蒸気圧を有
する限りにおいては、室温あるいは体温において気体でも良く、体温において一般的には
液体でもよいということが現在は理解されている。
【００６８】
　それ故、もし体温において好ましくは少なくとも約５０あるいは１００Ｔｏｒｒ、ある
いはより好ましくは少なくとも約１５０あるいは２００Ｔｏｒｒの十分な蒸気圧があれば
、室温あるいは体温において気体でないフルオロカーボンあるいは他の化学物質も用いる
ことができる。気体浸透剤が気体の混合物の場合、蒸気圧の適切な測定値は混合気体の蒸
気圧であって、必ずしも気体浸透剤のそれぞれの成分の蒸気圧であるわけではないことを
注意すべきである。
【００６９】
　小泡中の浸透物質としてフルオロカーボンが用いられる場合、特定のフルオロカーボン
は小泡中に存在する分圧および体温においては凝縮しないことも重要である。主要調節気
体と気体浸透剤の相対的な濃度に依存して、主要調節気体は小泡を直ちに離れ、小泡の縮
小と、第二気体調節剤の濃縮を引き起こす。この様な縮小は、気体浸透圧が小泡に掛かる
外部の圧力（実際の最大動脈圧）と小泡のラプラス圧の総和から血液中の空気圧あるいは
飽和空気圧（本来的には１気圧）を差し引いた値に等しくなるまで起こり続ける。従って
、３７℃において結果として生じる混合気体の分圧は、先に議論した浸透剤の平衡分圧よ
りも高くなければならない。
【００７０】
　好ましい溶解性と蒸気圧の基準を満たすいくつかの化合物のリストを第Ｉ表に示す。
【００７１】
第Ｉ表
パーフルオロプロパン、Ｃ3Ｆ8

パーフルオロブタン、Ｃ4Ｆ10

パーフルオロシクロブタン、Ｃ4Ｆ8

パーフルオロペンタン、Ｃ5Ｆ12

パーフルオロシクロペンタン、Ｃ5Ｆ10

パーフルオロメチルシクロブタン、Ｃ5Ｆ10

パーフルオロヘキサン、Ｃ6Ｆ14

パーフルオロシクロヘキサン、Ｃ6Ｆ12

パーフルオロメチルシクロへプタン、Ｃ6Ｆ12

パーフルオロジメチルシクロブタン、Ｃ6Ｆ12

パーフルオロヘプタン、Ｃ7Ｆ16

パーフルオロシクロヘプタン、Ｃ7Ｆ14

パーフルオロメチルシクロヘキサン、Ｃ7Ｆ14

パーフルオロジメチルシクロペンタン、Ｃ7Ｆ14

パーフルオロトリメチルシクロブタン、Ｃ7Ｆ14

パーフルオロトリエチルアミン、Ｎ（Ｃ2Ｆ5）3

【００７２】
　当業者が、上記したように、本発明において適切に機能し得る、溶解性と蒸気圧の両方
の基準を満たしていない、他の化合物を容易に決定することができることは理解されるで
あろう。むしろ、もしそのような化合物が他の範疇で外れていることを補い、優れた不溶
性あるいは高い蒸気圧を提供するならば、溶解性あるいは蒸気圧のどちらかが好ましい範
囲外である化合物も考慮されうることが理解されるであろう。
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【００７３】
　医療用に用いる場合は、調節気体と気体浸透剤の両者の気体はどちらも生体適合性であ
り、生理学的に有害であってはならないことも特筆すべきことである。最後に、気相を含
有する微小泡は、崩壊していき、気相は血液中に、溶存ガスとしてか凝縮液体の１ミクロ
ン以下の小滴としてのいずれかで放出される。気体は、体内から主に肺呼吸を介して、あ
るいは呼吸と細網内皮系の他の経路の組合せで除去されることも理解される。
【００７４】
　ＰＦＣの混合物、例えばＣ6Ｆ14蒸気（主要な気体浸透剤として）で飽和させたＣ4Ｆ10

（組合せ調節気体と気体浸透剤として）は、それぞれの成分を単独で使用するよりも小泡
をより長時間に渡って安定化させることができることは、驚くべき発見であった。これは
、Ｃ4Ｆ10が体温において気体で（従って調節気体と気体浸透剤の両者として働くことが
できる）、幾分膜透過性が低く、体温においてＣ6Ｆ14にほとんどわずかしか溶解性を示
さないことによる。この立場において両方の物質の気体浸透圧はお互いに加算され、小泡
の持続性が空気とＣ6Ｆ14のみのものに比べて延長することになる。より長く持続し、よ
り高分子量であるＣ6Ｆ14成分の縮合点が上昇すると、より大きな最大気体浸透圧が発揮
されるようになる可能性がある。他のＰＦＣの混合物も同様に機能する。ＰＦＣの好まし
い混合物は、比率で１：１０から１０：１で、パーフルオロブタン／パーフルオロヘキサ
ンとパーフルオロブタン／パーフルオロペンタンなどの混合物を含む。この様な好ましい
フッ素化合物は、分岐鎖のものでも直鎖のものでも良い。
【００７５】
　先に議論したように、本発明者らは、気体浸透剤との組合せにおいて非浸透性の気体の
混合物は注射前後での小泡の大きさの分布を安定化させるように働くことを発見した。小
泡の発生に際して、より小さい小泡の持つより高いラプラス圧が、液相を介した、より低
いラプラス圧を持つ、より大きな小泡への拡散を引き起こす。これは、時間とともに毛細
管限界である５ミクロン以上への平均粒子径分布の上昇を招く。これは不均衡と呼ばれる
。
【００７６】
　しかしながら、調節気体（例えば空気あるいは炭酸ガス）の混合物が気体浸透剤（例え
ばＣ6Ｆ14）と共に用いられた場合、調節用気体の一種が小泡を離れるためによるより小
さな小泡の容量のわずかな減少が、浸透性の気体を濃縮させその浸透圧を上昇させる。そ
れによって、さらなる縮小が遅延する。その一方、より大きな小泡は容量をわずかに上昇
させ浸透性気体が希釈され、同様にさらなる成長が遅延する。
【００７７】
　従って、比較的疎水性で比較的低い膜透過性を有する気体を使用することで、小泡の崩
壊率が減少することを本発明者らは発見した。このように小泡の崩壊率の減少を通じて、
微小泡の半減期が増加し、コントラストの増強能力も延長する。
【００７８】
　所望の気体は、空気を排出させるために真空チャンバーに置かれたバイアル中に微小泡
を置くことによって、乾燥した微小泡中に浸透するようにされる。それから空気が所望の
気体あるいは混合気体（好ましい気体の組合せは、１３℃でパーフルオロヘキサンで飽和
した窒素ガス）と置き換えられる。気体はそれから粒子の空間に拡散していく。拡散は、
加圧と真空のサイクルを繰り返すことによって促進される。バイアルはそれからクリンプ
シールされ、好ましくはガンマー線照射によって滅菌される。
【００７９】
　本発明に基づいた微小泡の調製に用いるためのキットを作製し得ることは理解されるで
あろう。これらのキットには微小泡を作成するために用いる上記の単一あるいは複数の気
体を充填した容器と液体と界面活性剤とを含ませることができる。容器は、無菌の乾燥し
た成分と気体の全てを一つのチャンバーに、同じ容器の別のチャンバーに無菌の水性液体
を収めることができる。好適な二チャンバー式のバイアル容器が入手可能であり、例えば
WHEATON Glass社（Millville、ニュージャージー州）のＷＨＥＡＴＯＮ　ＲＳ１７７ＦＬ
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ＷあるいはＳ－１７０２ＦＬという商品名のものである。この様な容器を図１～４に示し
た。図１および２を参照すると、図示したWheaton容器５は、水性溶液２５を入れること
ができる上部チャンバー２０と固体成分３５と所望の気体を入れることができる下部チャ
ンバー３０を備える。ストッパー１０は上部チャンバーを外部環境から分離するためにあ
り、シール１５は噴霧乾燥した（粉末の）中空の微小球３５と気体浸透剤を入れた下部チ
ャンバー３０から上部チャンバー２０を隔離している。ストッパー１０を押し下げると、
比較的圧縮されない液体が加圧され、シール１５を下部チャンバー３０方向へ押すことに
なる。これによって水性溶液２５が下部チャンバー３０に放出され、粉末３５を溶解し気
体浸透剤を捕捉した安定化された微小泡４５を形成することになる。過剰の気体浸透剤４
０は下部チャンバー３０から上部チャンバー２０へ放出される。この配置は、使用者にと
って便利で、尚且つ、厚い（０．５～１．２５インチ）水性溶液の層によりチャンバー間
のシールで覆うことによって、下部チャンバー中の少量の水不溶性の気体浸透剤を密封す
ると言う予期しない利点と、粉末チャンバーの圧力を約１０％以上上昇させずに、水溶液
を下部チャンバーに導入できるという利点をもたらす。従って、圧力ベントは必要ない。
（これに対して、ベントなしに注射針と注射器を用いて単一チャンバーのバイアル中で再
構築する通常の方法では、チャンバー内にかなりの圧力が発生し、微小泡をつぶしてしま
う可能性がある。）
【００８０】
　あるいは、微小泡の作成に逆さまにした２つのチャンバー方式も使用することが可能で
ある。図３および４を参照すると、ストッパー５０が、押されたときに内部のシール１５
を除去する様に延長されたこと以外は、上記のような同じチャンバーを使用する。この微
小泡作成法では、噴霧乾燥された中空の微小球３５と気体浸透剤４０は上部チャンバー２
０に入っている。水性溶液２５と気体浸透剤４０は下部チャンバー３０に入れられている
。ストッパー５０が押し下げられると、シール１５を除去し、噴霧乾燥された中空の微小
球が、気体浸透剤４０の存在下に水溶液２５と混合できるようになる。この微小泡作成法
の一つの利点は、水層を最初に充填することができ、オートクレーブかそれ以外の方法で
滅菌した後に、噴霧乾燥した微小球を入れることができることである。これによって滅菌
する前に水層中で微生物が増殖することを防止することができる。
【００８１】
　一つの特定の二チャンバー式の容器を説明してきたが、他の好適な装置も知られており
購入可能である。例えば、Ｂ・Ｄ　ＨＹＰＡＫ　液体／固体５＋５ｍｌ充填済み注射器シ
ステム（Becton Dickinson社、Flanklin Lakes、ニュージャージー州；米国特許第４,６
１３,３２６号に記載）の様な、２つの隔室式のガラス注射器も噴霧乾燥した粉末を再構
築するために用いることができる。このシステムの利点は以下の通りである。
【００８２】
１．使用の簡便さ。
２．水不溶性の気体浸透剤は、片側が水性溶液のチャンバーにより、他の側が針を密封す
るためのエラストマーの非常に狭い領域によって密閉される。
３．Ｍｏｎｏｊｅｃｔ＃３０５（Sherwood Medical、St.Louis、ＭＯ）のようなろ過針を
、不溶性の固体を注入しないことを保証するために、製造の際にシリンジに付けることが
できる。
【００８３】
　微小泡を作成するための二チャンバーシリンジの使用については、例ＸＩＶに記載する
。
【００８４】
　滅菌状態で噴霧乾燥粉末と水性溶液を組合せることのできる他の二チャンバー再構築シ
ステムもまた、本発明の範囲内であることは当業者に理解されよう。そのようなシステム
において、もし水相を、水に不溶性の浸透性気体と周囲の間に挿入することができるなら
ば、製品の貯蔵寿命を伸ばすのに特に有益である。微小泡を形成するために必要な材料を
容器中に予め入れない場合には、キットの他の成分と共に、好ましくはキットの他の成分
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と組合せを容易にするのに適合した形態であるいは容器中に梱包されうる。
【００８５】
　本発明の微小泡の具体的な使用例には、心臓および心臓組織の灌流画像化、ストレスや
運動試験中の心臓やその組織の灌流特性の測定、心筋梗塞による灌流欠損や変化の測定が
含まれる。同様に、組織への血流を増加させる目的の薬剤の経口あるいは静脈内投与後に
心臓組織を見ることができる。また冠状組織静脈移植(coronary tissue vein grafting)
、環状動静脈血管形成(coronary angioplasty)、あるいは血栓崩壊剤（ＴＰＡあるいはス
トレプトキナーゼ）の使用のような様々な介入による、あるいはその間の心臓組織の変化
を画像化することも増強できる。また、全循環システムの画像化を増強するために末梢静
脈を通して簡便にこの様な造影剤を投与することができるので、一般的な血管病理の診断
や超音波で胎盤組織の生活能を監視することが容易になる。
【００８６】
　しかし、超音波画像化の範囲を越えてこれらの原理が適用できることを強調するべきで
ある。事実、本発明は、非生物的適用を含むいかなるシステムにおいてリン脂質を含有す
る気体エマルジョンの使用を含む程十分にひろいものである。
【００８７】
　本発明の微小泡調製品に他の化合物が含まれ得ることも理解されるであろう。例えば、
浸透剤、安定剤、キレーター、緩衝剤、粘性調整剤、空気溶解性改変剤、塩および糖が、
最長寿命やコントラスト増強効果のために微小泡懸濁液を改変するために加えることが可
能である。無菌状態、等張性、生体適合性の考慮は、注入できる組成物への従来の添加物
の使用の基準となり得る。そのような薬剤の使用は当業者に理解され、薬剤の具体的量、
比率およびタイプが不当な実験なしに経験的に決定されうる。
【００８８】
　本発明の様々な実施態様は、驚くべき有利性を提供する。噴霧乾燥澱粉は、特に澱粉の
分子量が約５００，０００以上のときに、バイアル中の安定性を延長させる。PluronicＦ
－６８（１２以上のＨＬＢと共に）のようなブロックコポリマー、および、スクロースモ
ノステアリン酸の様な糖の脂肪酸エステルは、それらが再水和するのと同時に粉末に泡を
形成させる。澱粉、澱粉誘導体、あるいはデキストリンのような構造剤(structural agen
t)を用いた噴霧乾燥は、相当する音波粉砕調製品よりも界面活性剤の全量を有意に低くす
る。気体浸透剤のために付加的な密封を提供する水を用いた二チャンバーバイアルの使用
は、貯蔵寿命を長くし、使用の便利性を高める。構造剤（澱粉やデキストリンなど）、疎
水性リン脂質、および、より可溶性の共界面活性剤を用いた噴霧乾燥は、生体内での寿命
半減期が非常に増加した気体エマルジョンを提供する。
【００８９】
　本発明の微小泡調製品は、脊椎動物の超音波画像化部分の造影剤として、鳥類やほ乳動
物等の脊椎動物に適用される。好ましくは、脊椎動物はヒトであり、画像化する場所は脊
椎動物の血管系である。この実施態様において、少量の微小泡（例えば脊椎動物の体重に
基づいて０．１ｍｌ／Ｋｇ［２ｍｇ／ｋｇ噴霧乾燥粉末］）が動物へ静脈内投与される。
約０.００５ｍｌ／Ｋｇから約１.０ｍｌ／Ｋｇのような異なる量の微小泡を使用すること
が可能である。心臓、動脈、静脈、肝臓や腎臓などの血液に富んだ臓器が、この技術によ
って超音波で画像化されることが可能である。
【００９０】
　前述したことは、以下の実施例を参照することにより十分に理解されるであろう。しか
し、そのような実施例は、本発明を実施する好ましい方法の典型的な例であり、発明の範
囲や添付の請求の範囲を限定するものではない。
【実施例１】
【００９１】
リン脂質含有溶液の噴霧乾燥
　２．０％ｗ／ｖ Maltrin M-100マルトデキストリン（Grain Processing Corp., Muscat
ine, IA）、０．９５％ｗ／ｖ塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）、１．０
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％ Superonic F-68（Serva, Heidelberg, Germany）、１．０％ｗ／ｖ Ryoto Sucrose St
earate S-1670（三菱化成食品（株）、東京、日本）、及び０．５％ Lipoid E-100-3水素
化リン脂質（Lipoid, Ludwigshafen, Germany）の溶液（１Ｌ）を注射用水中で調製した
。
【００９２】
　次にこの溶液を、下記の設定で、液体噴霧器を二つ備えたNiro Atomizer Portable Spr
ay Dryer（Niro Atomizer, Copenhagen, Denmark）で噴霧乾燥した。
【００９３】
　加熱空気流速　　３９．５ＣＦＭ
　入口空気温度　　２４５℃
　出口空気温度　　１００℃
　噴霧器空気流速　３５０Ｌ／分
　液体供給速度　　１Ｌ／時間
【００９４】
　この乾燥した中空粒子生成物は直径が約１μｍ～約１５μｍであり、この乾燥機の標準
であるサイクロン分離機で回収された。粉体の一部（２５０ｍｇずつ）を、１０ｍＬの管
型のバイアル中に量り入れ、真空にし、１３℃でパーフルオロヘキサンを飽和させた窒素
を入れ、そして封をした。窒素は、１３℃の水浴に浸けた３本のパーフルオロヘキサンを
充填した気体洗浄瓶中を通すことによって、パーフルオロヘキサンで飽和させた。
【００９５】
　注射用水（５ｍＬ）で再構成すると、光学顕微鏡で大きさが１～２０ミクロンの無数の
泡が観察された。多数の約１ミクロンの泡が相当な時間にわたって観察された事実から、
付加的な非ニュートン粘弾性界面活性剤として処方中にリン脂質を含むことによって、安
定性が向上したことが示される。
【実施例２】
【００９６】
リン脂質とスクロースエステルとの気体エマルジョンの比較
　下記の４種類の溶液（１Ｌ）をそれぞれ注射用水で調製した。
【００９７】
溶液１
３．９％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．２５％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．８３％　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４２％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
【００９８】
溶液２
２．１１％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（BASF, Parsipany, NJ）
０．３２％ｗ／ｖ　Ryoto Sucrose Stearate S-1670（三菱化成食品（株）、東京、日本
）
０．１６％ｗ／ｖ　Ryoto Sucrose Stearate S-570（三菱化成食品（株）、東京、日本）
【００９９】
溶液３
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
【０１００】
溶液４
０．１５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（BASF, Parsipany NJ）
０．４５％ｗ／ｖ　水素化卵ホスファチジルコリン EPC-3（Lipoid,
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Ludwigshafen, Germany）
【０１０１】
　溶液２及び４を高せん断ミキサーに添加し、氷浴中で冷却した。３．０％ｖ／ｖの１，
１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン１３３；EM Science, Gibbstown, NJ
）の粗懸濁液を、溶液２及び４（１Ｌ）中で調製した。これらの懸濁液を、Microfluidiz
er（Microfluidics Corporation, Newton, MA；モデルM-110F）を使用して、１０，００
０ｐｓｉ、５℃で５パスさせて、乳化した。得られたエマルジョン４を溶液３に加え、得
られたエマルジョン２を溶液１に加えた。続いて、処方１及び２の混合物（スクロースエ
ステル界面活性剤を含む）及び処方３及び４の混合物（リン脂質界面活性剤を含む）を、
下記の設定で、液体噴霧器を二つ備えたNiro Atomizer Portable Spray Dryer（Niro Ato
mizer, Copenhagen,  Denmark ）で噴霧乾燥した。
【０１０２】
処方１及び２の混合物
　加熱空気流速　　３１ＣＦＭ
　入口空気温度　　３７０℃
　出口空気温度　　１２０℃
　噴霧器空気流速　２９０Ｌ／分
　エマルジョン供給速度　１．５Ｌ／時間
【０１０３】
処方３及び４の混合物
　加熱空気流速　　３１ＣＦＭ
　入口空気温度　　３２５℃
　出口空気温度　　１２０℃
　噴霧器空気流速　２９０Ｌ／分
　エマルジョン供給速度　１．５Ｌ／時間
【０１０４】
　この乾燥した中空粒子生成物は直径が約１μｍ～約１５μｍであり、この乾燥機の標準
であるサイクロン分離機で回収された。粉体の一部（２５０ｍｇずつ）を、１０ｍＬの管
型のバイアル中に量り入れ、１３℃でパーフルオロヘキサンで飽和させた窒素を入れ、そ
して封をした。窒素は、１３℃の水浴に浸けた３本のパーフルオロヘキサンを充填した気
体洗浄瓶中を通すことによって、パーフルオロヘキサンで飽和させた。
【０１０５】
　バイアルは水の注入に伴う圧力を抜くための通気孔として、１８ゲージの針を挿入した
後、注射用水（５ｍＬ）で再構成した。得られた微小泡の懸濁液（１ｍＬ）を、頸動脈の
ドップラー超音波シグナルをモニターする機械を取り付けた、約３ｋｇのウサギに静脈内
注射した。システム６ドップラーフローモジュール（Triton Technology Inc., San Dieg
o, CA）に接続した１０ＭＨｚフローカフ（Triton Technology Inc.；モデルES-10-20）
によって、LeCroy 9410オシロスコープ（LeCroy, Chestnut Ridge, NY）へＲＦドップラ
ーシグナルを送った。オシロスコープによって計算されたシグナルの２乗平均（ＲＭＳ）
電圧はコンピュータに送られ、得られた曲線から、ピーク反響性(echogenic)シグナル強
度及び血液中の微小泡の半減期を得た。コントラスト前のシグナルは、０．１ボルトＲＭ
Ｓ未満であった。
【０１０６】
　スクロースエステルの処方が、微小泡が高濃度であるために、リン脂質の処方シグナル
よりも２９％高い初期の超音波散乱シグナルを生成した一方で、驚くべきことには、リン
脂質の処方では実質上、より長く持続した。スクロースエステルの処方のシグナルは、１
４０秒で元来のシグナルの３０％に減衰し、一方リン脂質の処方では、３０％のシグナル
レベルに減衰するまで５５０秒持続したことから、非ニュートン粘弾性界面活性剤として
、リン脂質を使用した処方の持続性がより優れていることが示された。
【実施例３】
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【０１０７】
非水溶性リン脂質と非水溶性リン脂質／水溶性界面活性剤（Poloxamer 188）との微小泡
の比較
　下記のエマルジョン（１Ｌ）をそれぞれ、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために
調製した。
【０１０８】
処方Ａ：非水溶性リン脂質処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　水素化卵ホスファチジルコリン EPC-3（Lipoid,
Ludwigshafen, Germany）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１０９】
処方Ｂ：非水溶性リン脂質／水溶性（Poloxamer 188）処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、日本、東京）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　水素化卵ホスファチジルコリン EPC-3（Lipoid,
Ludwigshafen, Germany）
０．４５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（ＢＡＳＦ, Parsipany NJ）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１１０】
　処方Ａの噴霧乾燥した粉体（１００ｍｇ）を水（５ｍＬ）で再構成すると、大きさが１
～２０μｍの泡が１ｍＬ当たり約２０百万個観察された。処方Ｂの噴霧乾燥した粉体（１
００ｍｇ）を水（５ｍＬ）で再構成すると、大きさが１～２０μｍの泡が１ｍＬ当たり約
３１５百万個（処方Ａより１５７５％多い）観察された。
【０１１１】
　微小泡の処方において、非水溶性の界面活性剤に比較的水溶性の界面活性剤［ＨＬＢ（
Poloxamer 188）＝２９．０］を添加することによって、形成される泡の濃度が有意に増
加し、より効果の高い超音波造影剤となった。ＨＬＢは乳化剤及び乳化される物質に付与
される０～４０の数である。ＨＬＢは乳化の挙動を示す指標であり、分子の親水性及び親
油性部分のバランスに関連する（Rosen, M., (1989), Surfactants and Interfacial Phe
nomena, Second Edition, John Wiley & Sons, Now York, pp.326-329）。
【実施例４】
【０１１２】
非水溶性リン脂質と非水溶性リン脂質／水溶性（Polysorbate 20）との微小泡の比較
　下記のエマルジョン（１Ｌ）をそれぞれ、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために
調製した。
【０１１３】
処方Ａ：非水溶性リン脂質処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　水素化卵ホスファチジルコリン EPC-3（Lipoid,
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Ludwigshafen, Germany）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１１４】
処方Ｂ：非水溶性リン脂質／水溶性（Polysorbate 20）処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　水素化卵ホスファチジルコリン EPC-3（Lipoid,
Ludwigshafen, Germany）
０．１５％ｗ／ｖ　Polysorbate 20（ＩＣＩ、Wilmington, DE）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１１５】
　処方Ａの噴霧乾燥した粉体（１００ｍｇ）を水（５ｍＬ）で再構成すると、大きさが１
～２０μｍの泡が１ｍＬ当たり約２０百万個観察された。処方Ｂの噴霧乾燥した粉体（１
００ｍｇ）を水（５ｍＬ）で再構成すると、大きさが１～２０μｍの泡が１ｍＬ当たり約
２５０百万個（処方Ａより１１５０％多い）観察された。
【０１１６】
　その結果、微小泡の処方において、非水溶性の界面活性剤である水素化ホスファチジル
コリンに、比較的水溶性の界面活性剤であるPolysorbate 20［ＨＬＢ＝１６．７］を添加
することによって、形成される泡の濃度が有意に増加し、より効果の高い超音波造影剤と
なった。
【実施例５】
【０１１７】
リン脂質と組み合わせて調製した気体エマルジョン
　下記のエマルジョン（１Ｌ）を、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために調製した
。
【０１１８】
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．２２％ｗ／ｖ　ジパルミトイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
０．３１％ｗ／ｖ　ジオクタノイルホスファチジルコリン（Avanti Polar
Lipids, アメリカ、アラバマ州、アラバスター）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１１９】
　水（５ｍＬ）で再構成すると、大きさが１～２０ミクロンの泡が１ｍＬ当たり約５１百
万個観察された。この微小泡の処方について、反響性シグナルの減衰定数は、．００２９
（１／秒）と測定された。
【０１２０】
　この処方（１ｍＬ）を２．５ｋｇのニュージーランドシロウサギの耳静脈に注射した。
次いで、このウサギは５ＭＨｚ変換器を備えたAcuson 128XP-5超音波スキャナーで画像化
した。注入すると、血管及び心室・心房の反響性は強く、数分間持続した。加えて、心筋
層及び肝臓や腎臓などの固形組織の反響性は均一に強く、数分間持続した。特に、門脈及
び肝静脈の反響性が同等に強いことから、肝の網内系食細胞による取り込みが最小である
ことが示され、その結果、血管の持続性が延長した。
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【実施例６】
【０１２１】
長鎖／短鎖混合リン脂質から調製した気体エマルジョンの生体適合性
　下記のエマルジョン（１Ｌ）を、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために調製した
。
【０１２２】
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．２２％ｗ／ｖ　ジパルミトイルホスファチジルコリン（Syngena Ltd.,
Cambridge, MA）
０．３１％ｗ／ｖ　ジオクタノイルホスファチジルコリン（Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；Em Science, Gibbstown NJ）
【０１２３】
　ジオクタノイルホスファチジルコリンに対するジパルミトイルホスファチジルコリンの
これらの割合において、界面活性剤は混合ミセルのみを生成する。水（５ｍＬ）で再構成
すると、大きさが１～２０ミクロンの気体エマルジョンの小滴が、１ｍＬ当たり約５１百
万個観察された。投与量５ｍｇ／ｋｇのウサギにおいて、気体エマルジョンの反響性シグ
ナルの一次減衰定数は、．００２９秒-1と測定された。これは、血管内半減期の４分に相
当する。
【０１２４】
　気体エマルジョンはQuidel Corp.（San Diego, CA）のインビトロのＣ３ａ診断キット
を使用して、補体の活性化についてアッセイした。気体エマルジョンと陰性コントロール
（食塩水）との間に差が見られなかったことから、気体エマルジョンは補体を活性化しな
いことが示された。むき出し(naked)の微小泡が補体を活性化することはよく知られてい
る。
【０１２５】
【表１】

【０１２６】
　また、気体エマルジョンは麻酔下のイヌにおいて、投与量２０ｍｇ／ｋｇでの血行力学
的変化についてもアッセイした。平均動脈圧または肺動脈圧において、変化は観察されな
かった。これらの結果から、臨床的に適切な投与量の１０～１００倍の気体エマルジョン
では、血行力学的な効果は見られないことが示される。
【０１２７】
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【表２】

【０１２８】
　従って、同一の気体エマルジョンにおいて、優れた効果及び生体適合性が提供される。
【実施例７】
【０１２９】
コレステロールを補ったリン脂質を含む気体エマルジョン
　下記の溶液（０．５Ｌ）をそれぞれ注射用水中で調製した。溶液１はでんぷん及び塩類
を含み、溶液２は、フレオン１１３とエタノールとの混合物中に溶解したリン脂質及びコ
レステロールを含んだ。溶液２は高せん断ミキサーに添加し、氷浴中で冷却した。０．５
Ｌの水を激しく攪拌しながら加えて、１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレ
オン１３３）の粗懸濁液を調製した。これらの懸濁液を実施例２に記載した通りに溶液２
で乳化した。得られたエマルジョンを溶液１に添加して、噴霧乾燥する下記の処方物を製
造した。
【０１３０】
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．２２％ｗ／ｖ　ジパルミトイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
０．３１％ｗ／ｖ　ジオクタノイルホスファチジルコリン（Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL）
０．０５％ｗ／ｖ　コレステロール（Sigma, St.Louis, MO）
２．４％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（EM Science,
Gibbstown NJ）
０．６％ｖ／ｖ　エタノール（Spectrum Chemical, アメリカ、カリフォルニア州、Garde
na）
【０１３１】
　次にこのエマルジョンはおよそ下記の設定で、液体噴霧器を二つ備えたNiro Atomizer 
Portable Spray Dryer（Niro Atomizer, Copenhagen, Denmark ）で噴霧乾燥した。
【０１３２】
　加熱空気流速　　３１ＣＦＭ
　入口空気温度　　３２５℃
　出口空気温度　　１２０℃
　噴霧器空気流速　２９０Ｌ／分
　エマルジョン供給速度　１．５Ｌ／時間
【０１３３】
　この乾燥した中空球形生成物は直径が約１μｍ～約１５μｍであり、この乾燥機の標準
であるサイクロン分離機で回収された。粉体の一部（１００ｍｇずつ）を１０ｍＬの管型
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のバイアル中に量り入れ、実施例２と同様に、１３℃でパーフルオロヘキサンで飽和させ
た窒素を入れ、そして封をした。バイアルは水の注入に伴って圧力を抜くためのベントと
して、１８ゲージの針を挿入した後、注射用水（５ｍＬ）で再構成した。得られた微小泡
の懸濁液を０．２５ｍｇ／ｋｇの投与量で、実施例２と同様に、頸動脈のドップラー超音
波シグナルをモニターする機械を取り付けた、約３ｋｇのウサギに静脈内注射した。注射
１分後のシグナルは０．７１Ｖであり、減衰定数は０．０１０／秒-1であった。血液学的
サンプルは注射後、初めの６０分間に採取した。血小板数の減少は検出されず、実施例６
に示された通り補体の活性化も検出されなかった。
【実施例８】
【０１３４】
再溶解した凍結乾燥リポソームのインビボでの効果
　総脂質濃度が５０ｍｇ／ｍＬであるリポソーム形成溶液を、モル比９：１の水素化大豆
レシチン（S PC-3, Lipoid, Ludwigshafen, Germany）及びリン酸ジセチル（Sigma, St.L
ouis, MO）で調製した。Szoka及びPapahadjopoulosの逆相蒸発法（Proc. Nat. Acad. Sci
. 75 USA (1978), 4194）に従って、界面活性剤をジエチルエーテル／クロロホルムの１
／１ｖ／ｖ溶液１２０ｍＬに溶解した。脱イオン水４０ｍＬを加えた。混合物は３ｍｍプ
ローブソニケーター（50 W Vibra Cell, Sonics & Materials Inc., Danbury CT）を使用
して、０～４℃で１０分間超音波処理し、エマルジョンを生成した。リポソーム分散液は
ロータリーエバポレーターで減圧下に溶媒を除去し、溶液を１．０μｍポリカーボネート
フィルターで、６５℃で濾過することによって生成した。リポソーム溶液の分画（１ｍＬ
）を、１０ｍＬの超音波バイアル中で、１５％ｗ／ｖマルトース（Sigma, St. Louis）（
４ｍＬ）と混合し、－３０℃で凍結させ凍結乾燥した（FTS Systems, Stone Ridge NY）
。バイアルは窒素または１３℃でパーフルオロヘキサンで飽和させた窒素で処理した。凍
結乾燥した粉体は水（５ｍＬ）で再構成し下記の濃度とした。
【０１３５】
１２．０％ｗ／ｖ　マルトース（Sigma, St. Louis）
０．９２８％ｗ／ｖ　水素化大豆レシチン S PC-3（Lipoid, Ludwigshafen, Germany）
０．０７２％ｗ／ｖ　リン酸ジセチル（Sigma, St. Louis）
【０１３６】
　得られた微小泡の懸濁液（１ｍＬ）を、頸動脈のドップラー超音波シグナルモニターを
取り付けた、約３ｋｇのウサギの静脈内に注射した。システム６ドップラーフローモジュ
ール（Triton Technology Inc., San Diego, CA）に接続した１０ＭＨｚフローカフ（Tri
ton Technology Inc.；モデルES-10-20）によって、LeCroy 9410オシロスコープ（LeCroy
, Chestnut Ridge, NY）へＲＦドップラーシグナルを送った。オシロスコープによって計
算されたシグナルの２乗平均（ＲＭＳ）電圧はコンピュータに送られ、得られた曲線から
、ピーク反響性シグナル強度及び血液中の微小泡の半減期を得た。コントラスト前のシグ
ナルは０．１ボルトＲＭＳ未満であった。
【０１３７】
　窒素またはパーフルオロヘキサン飽和窒素で処理した、処方を含むリポソームは、いず
れも、ウサギモデルにおいて、有意なまたは継続する反響性は示さなかった。
【実施例９】
【０１３８】
凍結乾燥リポソーム処方と噴霧乾燥気体エマルジョン処方との超音波効果に対するパーフ
ルオロヘキサン処理の効果
　下記のエマルジョン（１Ｌ）をそれぞれ、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために
調製した。
【０１３９】
処方Ａ：スクロースエステル微小泡処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）



(26) JP 4229918 B2 2009.2.25

10

20

30

40

50

２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　蔗糖エステル 11025003（Alliance Pharmaceutical Corp., San Dieg
o, CA）
１．９５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（ＢＡＳＦ, Parsipany NJ）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１４０】
処方Ｂ：リン脂質微小泡処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　ジパルミトイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
０．１５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（ＢＡＳＦ, Parsipany NJ）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１４１】
処方Ｃ：凍結乾燥リポソーム処方
　水中、総脂質濃度が５０ｍｇ／ｍＬで、水素化大豆レシチン及びリン酸ジセチル（モル
比９：１）を含有するリポソーム分散液（約４０ｍＬ）を、Szoka及びPapahadjopoulosの
逆相蒸発法（実施例８参照）を用いて調製した。処方を下記に要約する。
【０１４２】
【表３】

【０１４３】
　上記の組成の２本のバイアルをそれぞれ調製した。１本はパーフルオロヘキサン－窒素
混合物で処理し、もう１本は窒素のみ含有した。サンプル（全６例）は水（５ｍＬ）で再
構成し、パルス標識したドップラーシグナル増強ウサギモデルを使用して効果を評価した
。処方Ａ、Ｂ及びＣのウサギへの投与量は、乾燥粉体でそれぞれウサギの体重１ｋｇ当た
り５ｍｇであった。
【０１４４】
　パーフルオロヘキサンを含まない処方Ａ、Ｂ及びＣの６０秒での反響性シグナルは、そ
れぞれ０．０４０、０．１２４及び０．００５Ｖであり、また、それぞれのパーフルオロ
ヘキサンを含む処方の６０秒での反響性シグナルは、１．２３２、０．８２６及び０Ｖで
あった。結果として、パーフルオロヘキサン処理工程を付加することによって、凍結乾燥
リポソーム処方の超音波の効果（ここでは６０秒での反響性シグナルと規定する）は有意
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に増加しなかった。一方、パーフルオロヘキサンを含む噴霧乾燥したスクロースエステル
の微小泡及びリン脂質の微小泡の処方では、それぞれ２９８０％及び４８２％増加した。
従って、本発明の気体エマルジョンと凍結乾燥したリポソームから調製した微小泡製剤生
成物との間には、構造及び挙動における本質的な差が存在する。
【実施例１０】
【０１４５】
Schneiderらの米国特許第5,380,519号の実施例４に記載の非水溶性リン脂質を含む噴霧乾
燥分散剤の効果
　Schneiderらの米国特許第5,380,519号の実施例４に記載の割合でリン脂質及びリン酸ジ
セチルを含有する処方を、下記のエマルジョンを噴霧乾燥することによって調製した。Sc
hneiderの実施例のように、界面活性剤を薄層としなかった（リポソームに変換しなかっ
た）。
【０１４６】
　下記の溶液（１Ｌ）をそれぞれ注射用水で調製した。溶液１はでんぷん及び塩類を含有
し、溶液２は界面活性剤を含有した。溶液２は、高せん断ミキサーに添加し、氷浴中で冷
却した。１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン１３３）の粗懸濁液を、
溶液２（１Ｌ）中で調製した。この懸濁液を、マイクロフルイドダイザーMicrofluidizer
（Microfluidics Corporation, Newton, MA；モデルM-110F）を使用して、１０，０００
ｐｓｉ、５℃で５パスさせて、乳化した。得られたエマルジョンを溶液１に加え、噴霧乾
燥する下記の処方を調製した。
【０１４７】
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．０５８％ｗ／ｖ　リン酸ジセチル（Sigma, St.Louis, MO）
０．７４２％ｗ／ｖ　リン脂質PC-3（Lipoid, Ludwigshafen, Germany）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（EM Science,
Gibbstown NJ）
【０１４８】
　次にこのエマルジョンをおよそ下記の設定で、液体噴霧器を二つ備えたNiro Atomizer 
Portable Spray Dryer（Niro Atomizer, Copenhagen, Denmark ）で噴霧乾燥した。
【０１４９】
　加熱空気流速　　３１ＣＦＭ
　入口空気温度　　３２５℃
　出口空気温度　　１２０℃
　噴霧器空気流速　２９０Ｌ／分
　エマルジョン供給速度　１．５Ｌ／時間
【０１５０】
　この乾燥した中空球状生成物は直径が約１μｍ～約１５μｍであり、この乾燥機の標準
であるサイクロン分離機に回収された。粉体の一部（１００ｍｇずつ）を、上記の実施例
と同様に１０ｍＬの管型のバイアル中に量り入れ、窒素のみまたは窒素とパーフルオロヘ
キサン（ＰＦＨ）を入れ、そして封をした。
【０１５１】
　バイアルは水の注入に伴って圧力を抜くためのベントとして、１８ゲージの針を挿入し
た後、注射用水（５ｍＬ）で再構成した。得られた微小泡の懸濁液（１ｍＬ）を前記実施
例と同様に、頸動脈のドップラー超音波シグナルをモニターする機械を取り付けた、約３
ｋｇのウサギに静脈内注射した。
【０１５２】
　ＰＦＨ使用または非使用のいずれでもシグナルが観察された。ＰＦＨ含有製剤では、６
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０秒に０．０８Ｖのシグナル、２００秒に０．０２Ｖのシグナルが発生した。窒素のみの
製剤では６０秒に０．２Ｖのシグナル、２００秒に０．０４Ｖのシグナルが発生した。こ
の処方にはより水溶性の界面活性剤は含まれていないので、シグナルは前の実施例よりか
なり小さくなった。しかし、上記の実施例８で示したように、実施例４でSchneiderらの
薄層で覆った処方とは異なり、噴霧乾燥工程では、この薄層で覆わない界面活性剤混合物
は検出可能なシグナルを製造する物理的状態であった。またこの処方はパーフルオロヘキ
サンの添加によって、得られるシグナルが著しく増強するよりむしろ低減したことについ
て、この出願の他の実施例とは異なるものである。
【実施例１１】
【０１５３】
非フルオロカーボン含有微小泡
　下記のエマルジョンを同様の方法で噴霧乾燥することによって、２種の処方を調製した
（Ａ：混合リン脂質、Ｂ：リン脂質＋Poloxamer 188）。
【０１５４】
　下記の溶液（１Ｌ）をそれぞれ注射用水で調製した。溶液１はでんぷん及び塩類を含有
し、溶液２は界面活性剤を含有した。溶液２は高せん断ミキサーに添加し、氷浴中で冷却
した。１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン１３３）の粗懸濁液を、溶
液２（１Ｌ）中で調製した。この懸濁液をマイクロフルイダイザーMicrofluidizer（Micr
ofluidics Corporation, Newton, MA；モデルM-110F）を使用して、１０，０００ｐｓｉ
、５℃で５パスさせて乳化した。得られたエマルジョンを溶液１に加え、噴霧乾燥するた
めの下記の処方を調製した。
【０１５５】
処方Ａ（混合リン脂質）
　３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
　３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　０．２２％ｗ／ｖ　ジパルミトイルホスファチジルコリン（Genzyme., Cambridge, MA
）
　０．３１％ｗ／ｖ　ジオクタノイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
　３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（EM Science, Gibbstow
n NJ）
【０１５６】
処方Ｂ（リン脂質＋Poloxamer 188）
　３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
　３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
　０．１５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（BASF, Parsipany NJ）
　０．４５％ｗ／ｖ　リン脂質PC-3（Lipoid, Ludwigshafen, Germany）
　３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（EM Science, Gibbstow
n NJ）
【０１５７】
　次にこのエマルジョンをおよそ下記の設定で、液体噴霧器を二つ備えたNiro Atomizer 
Portable Spray Dryer（Niro Atomizer, Copenhagen, Denmark）で噴霧乾燥した。
【０１５８】
　加熱空気流速　　３１ＣＦＭ
　入口空気温度　　３２５℃
　出口空気温度　　１２０℃
　噴霧器空気流速　２９０Ｌ／分
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　エマルジョン供給速度　１．５Ｌ／時間
【０１５９】
　この乾燥した中空球形生成物は直径が約１μｍ～約１５μｍであり、この乾燥機の標準
であるサイクロン分離機に回収された。粉体の一部（１００ｍｇずつ）を１０ｍＬの管型
のバイアル中に量り入れ、窒素のみを入れ、そして封をした。
【０１６０】
　バイアルは水の注入に伴って圧力を抜くためのベントとして、１８ゲージの針を挿入し
た後、注射用水（５ｍＬ）で再構成した。得られた微小泡の懸濁液（１ｍＬ）を、頸動脈
のドップラー超音波シグナルモニターを取り付けた、約３ｋｇのウサギに静脈内注射した
。システム６ドップラーフローモジュール（Triton Technology Inc., San Diego, CA）
に接続した１０ＭＨｚフローカフ（Triton Technology Inc.；モデルES-10-20）によって
、LeCroy 9410オシロスコープ（LeCroy, Chestnut Ridge, NY）へＲＦドップラーシグナ
ルを送った。オシロスコープによって計算されたシグナルの２乗平均（ＲＭＳ）電圧は、
コンピュータに送られ、得られた曲線から、ピーク反響性シグナル強度及び血液中の微小
泡の半減期を得た。
【０１６１】
　両処方で有意なシグナルが観察された。処方Ａでは６０秒に０．２５Ｖのシグナル、２
００秒に０．１３Ｖのシグナルが発生した。処方Ｂでは６０秒に０．３Ｖのシグナル、２
００秒に０．２Ｖのシグナルが発生した。非リン脂質の処方では同じ方法で処理した場合
、バックグラウンドのシグナルのみ発生した。
【０１６２】
　上述したように、これは、界面活性剤及び構造剤が溶解することによって浸透した水が
、粒子の空洞（直径０．５～１ミクロン）の内側表面に最初に接触し、界面活性剤飽和溶
液によって最初に囲まれた所望のサイズ（空洞のサイズ）の泡を形成し、従って最適にパ
ックされた界面活性剤を有し、気体の取り込みを増強することの結果であろう。このよう
な泡は水溶性の気体（例えば空気または窒素）を封入している場合であっても、インビボ
で非常に安定である。
【実施例１２】
【０１６３】
超音波反響効果に対するリン脂質のアシル鎖の長さの効果
　下記のエマルジョン（１Ｌ）をそれぞれ、実施例２に記載した通りの噴霧乾燥のために
調製した。
【０１６４】
処方Ａ：ジミリストイルホスファチジルコリン処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　ジミリストイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
０．１５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（ＢＡＳＦ, Parsipany NJ）
３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１６５】
処方Ｂ：ジステアロイルホスファチジルコリン処方
３．６％ｗ／ｖ　ｍ－ＨＥＳヒドロキシエチルスターチ（味の素、東京、日本）
３．０％ｗ／ｖ　塩化ナトリウム（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
２．６％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、二塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．３９％ｗ／ｖ　リン酸ナトリウム、一塩基性（Mallinckrodt, St.Louis, MO）
０．４５％ｗ／ｖ　ジステアロイルホスファチジルコリン（Genzyme, Cambridge, MA）
０．１５％ｗ／ｖ　Poloxamer 188（ＢＡＳＦ, Parsipany NJ）
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３．０％ｖ／ｖ　１，１，２－トリクロロトリフルオロエタン（フレオン
１３３；EM Science, Gibbstown NJ）
【０１６６】
　水（５ｍＬ）で再構成した後、２種の処方はパルス標識したドップラーシグナル増強ウ
サギモデルを使用して効果を評価した。ウサギへの投与量は乾燥粉体でウサギの体重１ｋ
ｇ当たり５ｍｇであった。
【０１６７】
【表４】

【０１６８】
　時間の関数としての反響性シグナルは、ジステロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ
）を含有する処方よりも、ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）を含有する
処方の方が平均して大きかった。ＤＭＰＣの両脂肪酸エステル鎖は１４個の炭素を含有し
、一方、ＤＳＰＣでは両脂肪酸エステル鎖は１８個の炭素を含有する。２種のリン脂質化
合物の間のこの鎖長の違いによって、液晶相転移温度の異なるゲルとなる。上記のこの転
移温度以上において炭化水素鎖は融解状態であり、リン脂質は液晶相を生成する。この転
移温度は水中、ＤＳＰＣが５５．５℃であり、ＤＭＰＣが２３．５℃である。
【０１６９】
　従って、注射後（ウサギの体温＝約３７．５℃）液晶状態となるリン脂質の第一の界面
活性剤の使用は有利であるといえる。
【実施例１３】
【０１７０】
二チャンバーのバイアルを使用する微小泡の処方物
　噴霧乾燥粉体（８００ｍｇ）を、２０ｍＬのWheaton RS-177FLWの二チャンバーのバイ
アル（図１）の下のチャンバーに量り入れた。バイアルはチャンバー間の封止材を挿入す
る前に、１３℃でパーフルオロヘキサンで飽和させた窒素でフラッシュした。上のチャン
バーは注射用滅菌水（１０ｍＬ）で満たした。上のチャンバーのストッパーを挿入し、上
のチャンバー内の全ての空気の泡を除去した。上のストッパーを押して、チャンバー間の
封止材を下のチャンバー内に落とし、水を下のチャンバーに流し入れ、粉体を再構成した
（図２）。光学顕微鏡で示されるように、無数の安定な微小泡が形成された。この方法に
よって、パッケージのこの形態が便利であること、及び水相を粉体に加えたときの圧力の
上昇を除くためのベントを設ける必要が無くなることが示される。
【実施例１４】
【０１７１】
二チャンバーのシリンジを使用する微小泡の処方物
　噴霧乾燥粉体（１００ｍｇ）を、５ｍＬ＋５ｍＬのHYPAK液体／乾燥デュアルチャンバ
ーシリンジ（Becton Dickinson, Flanklin Lakes NJ）中に量り入れ、粉体チャンバー（
針状末端）に振り入れた。次に、チャンバー間の封止材をバイパスチャネルの直ぐ上に配
置した。次に、５μＭのフィルターを含有する針をシリンジの上に取り付けた。次に、粉
体を含有するチャンバーは、真空チャンバー内に器具を設置し、真空にし、１３℃で気体
浸透圧剤であるパーフルオロヘキサンで飽和させた窒素でチャンバーを再充填することに
よって、気体浸透圧剤で満たした。フィルター針によって、粉体含有チャンバー内の雰囲
気を真空化し、再充填した。次に、封止針のカバーを針の上にかぶせた。次に、液体チャ
ンバーを注射用水（４ｍＬ）で満たし、一時的なベント（全ての気泡を取り除くために、
ガラスのシリンジとプランジャとの間に挿入した針金）を使用して、プランジャを固定し
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【０１７２】
　再構成するために針の封止カバーを外して、粉体チャンバー内に生じた圧力を除いた。
次にプランジャを下げ、チャンバー間の封止材をバイパス位置に進め、水を粉体含有チャ
ンバー内のチャンバー間の封止材の周囲へ流した。プランジャは全ての水が粉体チャンバ
ーに入ったときに元に戻した。シリンジを振り動かして、粉体を溶解した。過剰の気体及
び全ての大きな泡は、シリンジを固定し、針の末端を上げて、プランジャをさらに下げる
ことで追い出した。次に、無数の安定化した微小泡（光学顕微鏡で観察される）を含有す
る溶液は、プランジャを限界まで下げることによってシリンジから出した。
【０１７３】
　以上の記述は、本発明のいくつかの好ましい具体例を詳述し、予想される最良の形態を
述べるものである。しかしながら、以上の記述が本文中で如何に詳細に見えても、本発明
は多くの方法で実施することが可能であり、本発明は添付の請求の範囲及びあらゆる等価
物に従って解釈されるべきであると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【０１７４】
【図１】上のチャンバーに水性溶液を、下のチャンバーに固体とガス状成分を入れた、微
小泡形成調製品を含む２チャンバー式のバイアルの透視図である。
【図２】患者に投与するための微小泡を形成するために、水性溶液を固体成分と混合した
図１のバイアルを示す。
【図３】下のチャンバーに水性溶液を、上のチャンバーに固体とガス状の成分を入れた微
小泡形成調製品を含む逆２チャンバー式のバイアルの透視図である。
【図４】患者に投与するための微小泡を形成するために、水性溶液を固体成分と混合した
図３のバイアルを示す。

【図１】 【図２】
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SB 2或其混合物和全氟化碳的第二气体，该气体混合物被成膜材料包围。第一气体和第二气体以约1：100至1,000：1的摩尔比存
在，并且第一气体在37℃的蒸气压至少约为（760-x）mmHg（其中x为a）第一气体和第二气体在37℃下的蒸气压分别高于约
75mmHg，第一气体和第二气体不是水蒸气。 Ž
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