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(57)【要約】
　薬剤送達および画像化ビヒクルを実施および作製する
ための技術、システム、デバイスおよび材料が開示され
る。上記薬剤送達および画像化ビヒクルは、集束超音波
によって、体内の対象組織において活性化される。一局
面において、薬剤送達ビヒクルは外膜を有する担体を含
み得る。上記外膜は、音響感受性粒子と、上記標的組織
へと送達されるべき積載物質とを封入する。上記外膜は
、上記音響感受性粒子および上記積載物質を分解および
オプソニン効果から保護する。上記外膜が腫瘍標的化リ
ガンドによって機能化されることにより、上記薬剤送達
ビヒクルおよび薬剤を他の組織より優先して選択的に腫
瘍領域内に蓄積させることができる。これにより、望ま
しくない体内組織、臓器およびシステムへの取り入れを
低減することができ、循環時間を増加させることができ
る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　音響応答性の粒子に積載された物質を送達する超音波システムであって、
　１つ以上の粒子を供給する機構と、ここで、当該粒子は水性媒体を封入する外殻を有し
、当該水性媒体は、超音波応答性ナノ粒子と積載物質とを含む、
　超音波エネルギーを発生させ、当該超音波エネルギーを前記１つ以上の粒子が配置され
る特定の領域に集束させる機構と、ここで、当該領域内の１つ以上の粒子では、前記超音
波応答性ナノ粒子の界面でキャビテーションが発生し、これにより前記１つ以上の粒子の
外殻が破裂し、その結果前記積載物質が前記特定の領域内に放出される、
　とを有することを特徴とする超音波システム。
【請求項２】
　前記１つ以上の粒子は、前記外殻に付着した分子をさらに含む、請求項１に記載の超音
波システム。
【請求項３】
　前記分子は、ポリエチレングリコール、リガンド、画像化剤、薬剤、酵素、核酸または
他の二分子薬剤のうちの少なくとも１つである、請求項２に記載の超音波システム。
【請求項４】
　前記積載物質は、薬剤、造影剤、酵素、プロドラッグ、核酸、ウイルスベクター、治療
物質、または感知物質のうちの少なくとも１つを含む、請求項１に記載の超音波システム
。
【請求項５】
　前記超音波応答性ナノ粒子は、ナノサイズ液体エマルション、金属、酸化物、ポリマー
、生体分子、またはガスのナノスケールポケットを安定化させる粒子のうちの少なくとも
１つを含む、請求項１に記載の超音波システム。
【請求項６】
　前記１つ以上の粒子は、リポソーム、ポリマーソーム、無機または有機シェルまたはキ
ャプシド、あるいは生物細胞のうちの少なくとも１つを含む、請求項１に記載の超音波シ
ステム。
【請求項７】
　前記１つ以上の粒子を供給する機構は、前記１つ以上の粒子を生体内へと供給するよう
に構成され、前記特定の領域は、腫瘍細胞、幹細胞、白血球または臓器細胞を含む、請求
項１に記載の超音波システム。
【請求項８】
　前記１つ以上の粒子は、前記生体内の前記特定の領域外において、圧力、ｐＨ、温度お
よび化学的物質に起因する損傷に対して回復力を有する、請求項７に記載の超音波システ
ム。
【請求項９】
　前記１つ以上の粒子は、前記生体に対して害をなすレベルよりも低いレベルの超音波強
度および周波数レベルで、キャビテーション閾値を有する、請求項７に記載の超音波シス
テム。
【請求項１０】
　外膜を有する担体を含む薬剤送達ビヒクルであって、
　前記外膜は、音響感受性粒子と、体内の標的組織に送達される積載物質とを封入し、
　前記外膜は、前記音響感受性粒子および前記積載物質を、分解およびオプソニン効果か
ら保護し、
　前記外膜の外側表面は、腫瘍標的リガンドによって機能化され、これにより前記薬剤送
達ビヒクルは、他の組織よりも腫瘍領域内に選択的に蓄積され、
　前記外膜の外側表面は、望ましくない身体組織、臓器およびシステムによる取り入れを
低減することによって循環時間が増大するように、薬剤によってさらに機能化されている
、
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　ことを特徴とする薬剤送達ビヒクル。
【請求項１１】
　前記担体は、リポソーム、ポリマーソーム、無機または有機シェルまたはキャプシド、
あるいは生物細胞のうちの少なくとも１つを含む、請求項１０に記載の薬剤送達ビヒクル
。
【請求項１２】
　前記音響感受性粒子は、固体形態、液体形態、あるいはガスポケットを含む液体形態ま
たは固体形態のナノ粒子を含む、請求項１０に記載の薬剤送達ビヒクル。
【請求項１３】
　前記標的組織は生体組織を含み、当該生体組織は、腫瘍細胞、幹細胞、白血球または臓
器細胞を含む、請求項１０に記載の薬剤送達ビヒクル。
【請求項１４】
　前記循環時間を増大させる薬剤は、ポリエチレングリコール、両性イオン化合物、また
は細胞膜のような患者特有のコーティングのうちの少なくとも１つを含む、請求項１０に
記載の薬剤送達ビヒクル。
【請求項１５】
　前記薬剤送達ビヒクルは、生体吸収性材料によって構成される、請求項１０に記載の薬
剤送達ビヒクル。
【請求項１６】
　超音波により活性化される担体を標的細胞へ送達する方法であって、
　キャビテーションナノ粒子を含む積載物を超音波応答性担体に積載し、体内の血管系を
通じて前記積載物を体内の標的細胞に選択的に送達する工程と、ここで、前記担体は、浸
透性および保持効果の向上により、前記血管系から前記標的細胞へと浸出する、
　集束超音波パルスを前記担体へ照射して前記担体を破裂させ、前記積載物を前記標的細
胞へと放出させる工程と、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項１７】
　前記積載物は、化学療法剤、酵素、ウイルス、コラゲナーゼ酵素、プロドラッグ、核酸
、または別の積載物成分の細胞内への取り込みを支援する成分のうちの少なくとも１つを
含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記担体は、超音波応答性ナノ粒子を有するリポソームを含む、請求項１６に記載の方
法。
【請求項１９】
　安定した微小気泡を生成する方法であって、
　集束超音波パルスを水性媒体中のナノエマルジョン構造を含むリポソームへ照射して、
前記リポソームを断片化させて、前記断片化リポソームの脂質を再構成することにより１
つ以上の微小気泡とする工程、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項２０】
　前記１つ以上の微小気泡は、超音波画像化の造影剤として用いられる、請求項１９に記
載の方法。
【請求項２１】
　前記１つ以上の微小気泡を形成する前記脂質は、前記１つ以上の微小気泡を会合および
溶解に対して安定化させる、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ナノエマルジョンはパーフルオロカーボン材料を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記リポソームは、分子、ナノサイズ粒子またはミクロンサイズ粒子を含む、請求項１
９に記載の方法。
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【請求項２４】
　前記分子、ナノサイズ粒子またはミクロンサイズ粒子は、生物学的成分、画像化剤、薬
剤、酵素、プロドラッグ、核酸、ウイルスベクター、治療物質、または感知物質を含む、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　超音波造影剤デバイスであって、
　封入チャンバを形成するよう構成された外膜と、
　前記チャンバ内に封入された水性媒体と、
　前記水性媒体中の１つ以上のナノエマルジョン構造と、
　を有し、
　前記外膜は、集束超音波パルスによって断片化して複数の成分となる材料によって構成
され、断片化により生じた前記複数の成分は、再構成されて１つ以上の微小気泡となり、
当該１つ以上の微小気泡は、会合および溶解に対して安定であり、超音波画像化の造影剤
として機能する、
　ことを特徴とする超音波造影剤デバイス。
【請求項２６】
　前記外膜はリポソームである、請求項２５に記載の超音波造影剤デバイス。
【請求項２７】
　前記外膜は、ポリマーソーム、無機または有機シェルまたはキャプシド、あるいは生物
細胞のうちの少なくとも１つである、請求項２５に記載の超音波造影剤デバイス。
【請求項２８】
　前記外膜は標的リガンドによって機能化され、これにより担体は、特定の領域内に選択
的に蓄積される、請求項２５に記載の超音波造影剤デバイス。
【請求項２９】
　前記外膜は、望ましくない身体組織、臓器およびシステムによる取り入れを低減するこ
とによって循環時間が増大するように、薬剤によって機能化されている、請求項２５に記
載の超音波造影剤デバイス。
【請求項３０】
　前記チャンバは、前記水性媒体中に積載物質を含む、請求項２５に記載の超音波造影剤
デバイス。
【請求項３１】
　前記集束超音波パルスが前記外膜に照射されると、前記積載物質が放出される、請求項
３０に記載の超音波造影剤デバイス。
【請求項３２】
　前記外膜は、前記積載物質を分解およびオプソニン効果から保護する、請求項３０に記
載の超音波造影剤デバイス。
【請求項３３】
　積載物質を搬送する超音波応答性デバイスであって、
　封入チャンバを形成するように構成された外膜と、
　前記チャンバ内に封入された水性媒体と、
　前記水性媒体中に存在する１つ以上の超音波応答性ナノ粒子と、ここで、当該１つ以上
の超音波応答性ナノ粒子は、超音波応答性ナノ粒子と水性媒体との界面における超音波キ
ャビテーションの閾値を低下させるように構成される、
　前記水性媒体中の積載物質と、
　を有し、
　前記外膜は、集束超音波パルスによる前記チャンバ内でのキャビテーションに起因して
断片化する材料で構成され、前記断片化により、前記積載物質が前記封入チャンバから外
部に放出される、
　ことを特徴とする超音波応答性デバイス。
【請求項３４】
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　前記外膜はリポソームである、請求項３３に記載の超音波応答性デバイス。
【請求項３５】
　前記外膜は、ポリマーソーム、無機または有機シェルまたはキャプシド、あるいは生物
細胞のうちの少なくとも１つである、請求項３３に記載の超音波応答性デバイス。
【請求項３６】
　前記積載物質は、薬剤、画像化剤、酵素、プロドラッグ、核酸、ウイルスベクター、治
療物質、または感知物質のうちの少なくとも１つを含む、請求項３３に記載の超音波応答
性デバイス。
【請求項３７】
　前記１つ以上の超音波応答性ナノ粒子は、ナノサイズ液体エマルション、金属、酸化物
、ポリマー、生体分子、またはガスのナノスケールポケットを安定化させる粒子のうちの
少なくとも１つを含む、請求項３３に記載の超音波応答性デバイス。

 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本特許文書は、米国仮特許出願第６１／４３０，０７３号（出願日：２０１１年１月５
日、名称：「低キャビテーション閾値の音波発生型粒子」）の優先権を主張する。本明細
書中、同文献の開示内容の全体をあらゆる目的のために参考として援用する。
［連邦支援の研究または開発についての声明］
【０００２】
　本発明は、国立衛生研究所（ＮＩＨ）によって付与された助成ＣＡ１１９３３５下にお
ける政府支援に基づいてなされた。よって、政府は本発明において特定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　本特許文書は、超音波画像化技術および治療技術に関するシステム、デバイス、および
プロセスに関する。
【０００４】
　超音波とは、人間の典型的な聴覚周波数の上限よりも高い周波数で動作する音波を指す
。超音波信号は、画像化目的および治療目的のために、多様な生物医学的用途や他の用途
に用いることができる。例えば、超音波画像化（超音波検査とも呼ばれる）は、医学用途
の画像化モダリティであり、媒体中を移動する音波の特性を用いて、動物および人間の内
部構造および機能の視覚映像を得ることができる。超音波画像化の１つとして、造影剤を
用いて超音波画像の画質を高める造影超音波がある。例えば、超音波造影剤は、薬剤間の
界面から多様な方法で超音波を反射することができ、このような薬剤による超音波の反射
能力は、エコー輝度のレベルによって測定される。超音波造影剤は、周囲組織に対してよ
り高いエコー輝度を持つガス入り微小気泡（微小気泡）を含み得る。例えば、微小気泡を
超音波造影剤として用いて、超音波反射を向上させ、高いエコー輝度差に起因した高解像
度画像を生成することができる。しかし、微小気泡超音波造影剤は不安定であるため、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏ循環時間が短く、組織浸出が低く、また超音波信号コントラスト強調の期間
が短い場合がある（例えば、高速溶解または会合に起因して微小気泡が大きくなり、その
結果、診断用超音波画像化システムの標準的コントラスト感度モードにおける信号強調が
激減する、またはゼロになる）。
【０００５】
　超音波の治療用途には、集束超音波がある。集束超音波を用いた場合、エネルギーを体
の奥深くにミリメートル精度で堆積させるための安全かつ非侵襲的手段を得ることができ
、生物学的悪影響も無い。例えば、集束超音波は治療化合物を放出する機能として使用で
き、この治療化合物はより大型の構造または粒子（「ビヒクル」と呼ばれる）によって搬
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送され、体内の特定の領域または組織へ的を絞って送達される。超音波送達ビヒクルの例
を挙げると、フッ化炭素ベースの微小気泡があり、微小気泡のサイズは、約数マイクロメ
ータまたはそれ以上であり得る。しかし、これらのフッ化炭素ベースの微小気泡は血管系
に留まるように制限される可能性があるため、その積載物は血管系中へ送達する必要があ
る。また、微小気泡は、心臓、肺、および脾臓を通過する際に不安定となり得るため、循
環半減期が低減する。
【発明の概要】
【０００６】
　薬剤送達用ビヒクルおよび造影用ビヒクルを実施および製造するための技術、システム
、デバイスが記載される。これらの薬剤送達用ビヒクルおよび造影用ビヒクルは、音響エ
ネルギーによって特定の位置で活性化させることができる。
【０００７】
　本開示の技術の一局面において、音響応答性の粒子に積載された物質を送達する超音波
システムは次を含む：１つ以上の粒子を供給する機構と、ここで、当該粒子は水性媒体を
封入する外殻を有し、当該水性媒体は、超音波応答性ナノ粒子と積載物質とを含む、
　超音波エネルギーを発生させ、当該超音波エネルギーを前記１つ以上の粒子が配置され
る特定の領域に集束させる機構と、ここで、当該領域内の１つ以上の粒子では、前記超音
波応答性ナノ粒子の界面でキャビテーションが発生し、これにより前記１つ以上の粒子の
外殻が破裂し、その結果前記積載物質が前記特定の領域内に放出される。
【０００８】
　別の局面において、薬剤送達ビヒクルは外膜を有する担体を含み、
　前記外膜は、音響感受性粒子と、体内の標的組織に送達される積載物質とを封入し、
　前記外膜は、前記音響感受性粒子および前記積載物質を、分解およびオプソニン効果か
ら保護し、
　前記外膜の外側表面は、腫瘍標的リガンドによって機能化され、これにより前記薬剤送
達ビヒクルは、他の組織よりも腫瘍領域内に選択的に蓄積され、
　前記外膜の外側表面は、望ましくない身体組織、臓器およびシステムによる取り入れを
低減することによって循環時間が増大するように、薬剤によってさらに機能化されている
、
　ことを特徴とする。
【０００９】
　別の局面において、超音波により活性化される担体を標的細胞へ送達する方法は次を含
む：キャビテーションナノ粒子を含む積載物を超音波応答性担体に積載し、体内の血管系
を通じて前記積載物を体内の標的細胞に選択的に送達する工程と、ここで、前記担体は、
浸透性および保持効果の向上により、前記血管系から前記標的細胞へと浸出する、
　集束超音波パルスを前記担体へ照射して前記担体を破裂させ、前記積載物を前記標的細
胞へと放出させる工程。
【００１０】
　別の局面において、安定した微小気泡を生成する方法には、
　集束超音波パルスを水性媒体中のナノエマルジョン構造を含むリポソームへ照射して、
前記リポソームを断片化させて、前記断片化リポソームの脂質を再構成することにより１
つ以上の微小気泡とする工程を含む。
【００１１】
　別の局面において、超音波造影剤デバイスは、封入チャンバを形成するよう構成された
外膜と、前記チャンバ内に封入された水性媒体と、前記水性媒体中の１つ以上のナノエマ
ルジョン構造とを有し、前記外膜は、集束超音波パルスによって断片化して複数の成分と
なる材料によって構成され、断片化により生じた前記複数の成分は、再構成されて１つ以
上の微小気泡となり、当該１つ以上の微小気泡は、会合および溶解に対して安定であり、
超音波画像化の造影剤として機能する。
【００１２】
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　別の局面において、積載物質を搬送する超音波応答性デバイスは、封入チャンバを形成
するように構成された外膜と、前記チャンバ内に封入された水性媒体と、前記水性媒体中
に存在する１つ以上の超音波応答性ナノ粒子と、ここで、当該１つ以上の超音波応答性ナ
ノ粒子は、超音波応答性ナノ粒子と水性媒体との界面における超音波キャビテーションの
閾値を低下させるように構成される、前記水性媒体中の積載物質とを有し、
　前記外膜は、集束超音波パルスによる前記チャンバ内でのキャビテーションに起因して
断片化する材料で構成され、前記断片化により、前記積載物質が前記封入チャンバから外
部に放出される。
【００１３】
　本特許文書中に記載される発明は、以下の特徴のうち１つ以上が得られるように特定の
様態で実施できる。本開示の技術により、積載物を高い特異性で体内の所望の位置へ所望
のときに送達することが可能になる。例えば、積載物には、薬剤、造影剤、酵素、核酸（
例えば、ＤＮＡやＲＮＡ）、ウイルスベクター、これらの積載物の取り込みを促進するた
めの薬剤、他の任意の治療粒子や分子、または感知粒子や分子がある。本開示の技術は、
生理的圧力に遭遇しても大きな影響を受にくい液体または固体粒子によって構成される超
音波感受性ビヒクルまたはキャリアを含み得る。例えば、上記ビヒクルにより、超音波画
像化および治療実行様態において安定性を得ることができる。本開示の技術は、リポソー
ムのように循環可能なビヒクル（例えば、心臓および肺中を多数回通過することが可能な
もの）を含み得、これにより、より高いパーセンテージの上記ビヒクルが腫瘍に進入でき
る。また、これらの例示的なビヒクルは充分に小さいため、向上した浸透性および保持（
ＥＰＲ）効果によって腫瘍中に蓄積でき、生体細胞によって取り込まれ得る。いくつかの
例では、上記技術を用いて、超音波誘発型の送達物または造影剤を腫瘍または生体細胞中
に配置することができる。また、本開示の技術では、より低いエネルギーの超音波が利用
可能になり、対象者にとってより安全になり得る。さらに、本開示の技術は造影剤として
用いることができる。例えば、集束超音波を用いて、液体パーフルオロカーボン（ＰＦＣ
）ガスナノ液滴を安定したガス微小気泡に変換して、超音波コントラスト画像化において
用いることができる。また、本開示の技術は、多くの利点および機能を提供する作製方法
を含み得る。例えば、本開示の技術は、下記を可能にする容易な作製プロセスを含み得る
：リポソームの大規模製造と、多様な用途に用いるためのリポソームサイズの制御と、薬
剤、タンパク質、酵素、生体分子、核酸、ナノ粒子、微小粒子、細胞への取り込みを促進
する薬剤、および他の溶質の効率的な取り入れと、超音波誘導型の積載物放出のための粒
子およびエマルションの取り込みと、画像化薬剤／造影剤の取り込みと、生物学的プロセ
スを実行可能な細胞成分を持ち得る人工細胞または小胞の生成。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】積載物を送達するための例示的な超音波応答性ビヒクルの模式図である。
【００１５】
【図２Ａ】超音波応答性リポソームを用いた薬剤送達の例を示す。
【００１６】
【図２Ｂ】超音波応答性リポソームを用いたトランスフェクション試薬送達の例を示す。
【００１７】
【図２Ｃ】超音波応答性リポソームを用いた酵素プロドラッグ投与の例を示す。
【００１８】
【図３】超音波応答性リポソームによるコラゲナーゼ送達の例を示す。
【００１９】
【図４Ａ】および
【図４Ｂ】本開示技術の実験データにおける遺伝子発現の例を示す。
【００２０】
【図５】安定した微小気泡を音響的に制御された方法で生成する例を示す模式図である。
【００２１】
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【図６】リポソーム作製の例示的な画像を示す。
【００２２】
【図７】集束超音波によるリポソームのリアルタイム破壊を示す例示的な連続画像である
。
【００２３】
【図８Ａ】ＩｇＧ積載物の積載封入効率を示す例示的プロットである。
【００２４】
【図８Ｂ】リポソームに積載されたドキソルビシンの例示的な画像である。
【００２５】
【図９】集束超音波によるリポソーム破壊の別の例示的な連続画像である。
【００２６】
【図１０】カルセインの放出％を定量化した例示的プロットを示す。
【００２７】
【図１１】本開示の技術を用いた正規化された酵素活性の例示的プロットを示す。
【００２８】
【図１２】積載物の局所的なｉｎ　ｖｉｖｏ送達の例示的画像を示す。
【００２９】
【図１３】パーフルオロカーボンエマルション核形成音響キャビテーションの例示的な高
速画像を示す。
【００３０】
【図１４】さまざまな実験構成下において酸化鉄ナノ粒子に観察されるキャビテーション
閾値低下の例示的画像を示す。
【００３１】
【図１５】作製から１ヶ月後の酸化鉄ナノ粒子を示す例示的画像である。
【００３２】
【図１６】高密度のパーフルオロノナンエマルションを含むリポソームの例示的なｃｒｙ
ｏ－ＴＥＭ顕微鏡写真を示す。
【００３３】
　上記のさまざまな図面において、類似の参照符号は類似の要素を指す。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　特定の場所で音響エネルギーによって活性化させることができる薬剤送達および画像化
ビヒクルの実施および作製のための技術、システム、デバイス、および構造が記述される
。
【００３５】
　上記薬剤送達および画像化ビヒクルのいくつかの実施形態を説明する。一局面において
、本開示の技術は、１つ以上の物質(「積載物」と呼ばれる)を破裂機構と共に搬送し得る
音響応答性のエコー発生型粒子またはビヒクルを含み得る。上記破裂機構は、集束超音波
などの音響エネルギーによって活性化させることが可能な１つ以上のナノ粒子に由来する
。上記音響応答性ビヒクルは、上記積載物および上記ナノ粒子を搭載可能な水性内部体積
を持ち得る。上記ナノ粒子は、音響キャビテーションのための核形成部位として機能でき
るため、音響（例えば、超音波）エネルギーに対して上記ビヒクルを増感させることがで
きる
。超音波誘発により、ビヒクル膜が破壊され、上記ビヒクルの積載物を高速放出させるこ
とが可能になる。例えば、上記ビヒクルが配置された体内の標的に集束された音響エネル
ギー（例えば、三次元（３Ｄ）集束超音波）が照射される。焦点領域内において、上記音
響エネルギーにより、上記音響応答性ビヒクルの破裂を誘発することができる。上記焦点
領域の外部では、エネルギー濃度が急速に低下し、上記破裂機構は誘発されなくなる。例
えば、上記３Ｄ集束超音波は、例示的な調査用超音波パルス（例えば、超音波画像化様式
に用いられるもの）よりも高い強度、パルスエネルギー、周波数、および／またはデュー
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ティサイクルを含み得る。本開示の音響応答性ビヒクルを用いることにより、積載物（例
えば、薬剤、造影剤、酵素、核酸、ウイルスベクター、他の任意の治療粒子や分子、また
は感知粒子や分子など）を直接体内の所望の位置へ所望の時に、高い特異性を以て送達す
ることができる。このような送達は、例えば、外部集束超音波の誘発によって上記積載物
を放出することによって達成できる。
【００３６】
　図１に示す例示的なビヒクル１００は、水性媒体１０２中のナノ粒子１０１を含み、水
性媒体１０２は、外殻１０３によって封入される。外殻１０３は、外側に突出する分子１
０４を含むことができる。ビヒクル１００は、積載物質１０５も含み得る。この例におい
て、ナノ粒子１０１および積載物質１０５は、媒体１０２中に自由に含まれる。別の例に
おいて、１つ以上のナノ粒子および積載物質１０５は、媒体１０２内に自由に含まれ得る
。また、他の例において、積載物質１０５は、外殻１０３の内側境界上の媒体１０２内に
、または外殻１０３の外側境界上に含まれ得る。積載物質１０５の例を挙げると、薬剤、
造影剤（例えば、酸化鉄、ガドリニウム、放射性追跡子、蛍光色素分子など）、酵素、核
酸、ウイルスベクター、あるいは他の任意の治療粒子や分子または感知粒子や分子がある
。
【００３７】
　ビヒクル１００は、脂質二重層からなる外殻１０３を備えたリポソームキャリアとして
構成できる。さらに、ビヒクル１００は、ポリマー材料からなる外殻１０３を備えたポリ
マーソームキャリアとして構成できる。また、ビヒクル１００は、生体細胞として構成さ
れ得る。図１に示すように、例示的な積載物質１０５は、ビヒクル１００（例えば、媒体
１０２）の容積中に封入されるため、実行時において宿主免疫システムから隠されている
。
【００３８】
　ナノ粒子１０１は、音響キャビテーションのための核形成部位として機能できる。前記
音響キャビテーションはビヒクル膜（例えば、外殻１０３）を破壊することができる激し
いプロセスであり、その結果、積載物（例えば、積載物質１０５）が高速放出される。ナ
ノ粒子１０１の例を挙げると、液体エマルション、金属、酸化物、ポリマー、生体分子、
ガスのナノスケールポケットを安定させる固体粒子、またはこれらの組み合わせがある。
ナノ粒子１０１の存在により、キャビテーションの開始に必要な音響エネルギー（例えば
、超音波の強度、パルスエネルギー、および／またはデューティサイクル）の閾値を低下
させることが可能になる。例えば、体内の特定の標的に音響エネルギーを集束させること
ができ、ここでビヒクル１００により、音響エネルギーの集束領域内ではキャビテーショ
ンが誘発され、上記焦点領域外部においてはキャビテーションは誘発されない。例えば、
音響エネルギー（例えば、集束超音波）は、表面効果によってキャビテーションを核形成
するようにナノ粒子１０１を誘導し、あるいは、ナノ粒子１０１がナノエマルジョンであ
る例においては、液体エマルションからの過渡的気泡または安定した気泡の形成によって
行われる。例示的な表面効果により、超音波圧力によってナノ粒子１０１の表面上に発生
した気孔を含み得、これは、表面における水分子の表面相互作用に起因するか、あるいは
表面の疎水性または表面トポロジーに起因する類似の影響に起因し得る。超音波を用いた
ナノエマルジョンからの気泡の例示的な過渡的形成により、容積内のキャビテーションを
受けるナノエマルジョン中に封入された液体が発生し得る。例示的な核形成キャビテーシ
ョンにより蒸気気泡が発生し得、これらの気泡そのものは、その後さらなるキャビテーシ
ョンのための核形成部位として機能することができる。
【００３９】
　例示的な外殻１０３は、突出分子１０４を含み得る。突出分子１０４を用いて、例えば
、腫瘍標的化リガンドによってビヒクル１００を機能化させて、送達ビヒクルを（他の非
腫瘍組織ではなく）腫瘍領域内に選択的に蓄積させることができる。例示的な外殻１０３
はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）または他の生体分子薬剤を含む突出分子１０４と共
に機能化させることもできる。これらの他の生体分子薬剤は、例えば、望ましくない細胞
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、組織、臓器、またはシステム（例えば、免疫系および肝臓）からの取り入れを低減させ
ることにより、循環時間を増大させる。他の生体分子薬剤を挙げると、両性イオン化合物
や患者特有のコーティング（例えば、細胞膜）などがある。例示した薬剤送達ビヒクル（
例えば、ビヒクル１００）を構築するために用いられる外殻１０３および突出分子１０４
の材料は、体内において生体吸収性および非蓄積性であり得る。
【００４０】
　本開示の音響応答性ビヒクルは、積載物の高封入および柔軟性が可能なように構成でき
る。例示した音響応答性ビヒクルは、大きく異なる薬力学的条件下において、超音波コン
トラスト画像化および積載物送達のために使用可能である。また、本開示の音響応答性構
造は、体内において高い安定性を示すことができる。例えば、本開示の音響応答性粒子は
、高圧力または低圧力環境において安定するように構成でき、例えば心臓および肺中にお
いて容易に破壊されない。
【００４１】
　例えば、音響応答性ビヒクルは、外側リポソーム膜を備えた加工リポソームとして構成
できる。外側リポソーム膜は、音響感受性物質（例えば、１つ以上のナノ粒子、分解およ
びオプソニン効果から保護されるナノサイズの積載物）を封入する。例示したリポソーム
は、例えば薬剤送達ビヒクルとして、積載物の標的型放出のために体内の特定の標的へと
送達することができる。このような送達は、例えば外部からの集束超音波誘発により、薬
剤積載物を直接腫瘍部へと放出することができる。
【００４２】
　図２Ａは、薬剤送達用途（例えば、標的腫瘍への化学療法薬剤送達）のための加工リポ
ソーム超音波応答性ビヒクルを用いた薬剤積載物送達の一連の例示的な図を示す。例示的
なリポソームビヒクル２００が図示されている。リポソームビヒクル２００は、水性媒体
２０２中に超音波感受性化ナノ粒子２０１を含み得る。水性媒体２０２は、分子薬剤２０
４を含み得る外殻脂質二重層２０３によって封入される。リポソームビヒクル２００は、
積載物質として薬剤２０５を含み得る。例えば、薬剤２０５は、抗癌化学療法薬または他
の非癌型薬剤を含み得る。分子薬剤２０４は、（例えば望ましくない体内組織、臓器およ
びシステムからの取り入れを低減することにより）体内の特定の細胞、組織、臓器、また
は構造を標的とし、かつ／または循環時間を増大させる分子、化合物、または物質を含み
得る。イラスト２１０は、超音波を加えた後のリポソームビヒクル２００を例示する。超
音波の付加によりビヒクル２００が破裂し、リポソームの断片が発生し得る。これらのリ
ポソームの断片は自己集合して、新規リポソーム要素２１１を形成し、リポソームビヒク
ル２００にあらかじめ封入されていた薬剤２０５が放出される。イラスト２２０は、例え
ばエンドサイトーシスによる薬剤２０５の細胞取り入れを示す。
【００４３】
　別の例において、キャビテーションナノ粒子および核酸積載物を備えた音響応答性加工
リポソームを利用して、選択した細胞に対する遺伝子治療を行うことができる。核酸を本
開示のビヒクルと共に送達する例示的用途において、トランスフェクション効率を向上さ
せ得るトランスフェクション試薬、分子、または粒子を用いると有用な場合がある。ビヒ
クル（例えば、加工リポソーム）中にトランスフェクション試薬（ＴＲ）を封入した場合
、ｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間を増大させることが可能になり、その後集束超音波（例えば、
図２Ｂに示すようなもの）によるビヒクルシステムの実行によってトランスフェクション
試薬を標的細胞へと露出させることが可能になる。
【００４４】
　図２Ｂは、遺伝子治療用途のための加工リポソーム超音波応答性ビヒクルを用いたプラ
スミド－ＴＲ複合体の積載物送達の一連の例示である。例示的なリポソームビヒクル２３
０は、水性媒体２３２中に超音波増感ナノ粒子２３１を含み得る。水性媒体２３２は、Ｐ
ＥＧ分子２３４を含み得る外殻脂質二重層２３３によって封入される。リポソームビヒク
ル２３０は、トランスフェクション試薬（プラスミド－ＴＲ）複合体２３５の積載物質を
含むことができる。例えば、プラスミド－ＴＲ複合体２３５は、陽イオントランスフェク
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ション試薬に封入されたプラスミドを含み得る。分子薬剤２３４は、例えば望ましくない
体内組織、臓器およびシステムからの取り入れを低減させることによって、体内の特定の
細胞、組織、臓器、または構造を標的とし、かつ／または循環時間を増加させ得る分子、
化合物、物質を含み得る。イラスト２４０は、超音波付加後のリポソームビヒクル２３０
を示す。超音波付加により、ビヒクル２３０が破裂し、その結果リポソーム断片が自己集
合化して、新規リポソーム成分２４１が形成され、あらかじめリポソームビヒクル２３０
中に封入されていたプラスミド－ＴＲ複合体２３５が放出される。イラスト２５０は、例
えばエンドサイトーシスによるプラスミド－ＴＲ複合体２３５の細胞取り入れを示す。こ
の例において、超音波付加により、図２Ｂのイラスト２６０に示すように集束超音波源を
用いて血管中を循環しているビヒクル２３０を、焦点領域（焦点ゾーン）にて破裂させる
ことができる。
【００４５】
　図２Ｃは、薬剤治療用途の加工リポソーム超音波応答性ビヒクルを用いたプロドラッグ
積載物送達の一連の例示を示す。図示のような例示的なリポソームビヒクル２７０は、外
殻脂質二重層２７３によって封入された水性媒体２７２中にキャビテーションナノ粒子２
７１を含み得る。外殻脂質二重層２７３は、分子薬剤２７４を含み得る。分子薬剤２７４
を挙げると、例えば、標的リガンド（例えば、サイクリックＲＧＤ）などの分子、化合物
、または物質、ならびに、例えば望ましくない体内組織、臓器およびシステムからの取り
入れを低減させることにより循環時間を増大させる分子、化合物、または物質がある。リ
ポソームビヒクル２７０は、酵素２７５の積載物質を含み得る。例えば、酵素２７５は、
プロドラッグを含み得る。プロドラッグは薬剤前駆分子であり、ある物理的手段または化
学的手段により、より有毒な形態に変換できる。イラスト２８０は、超音波付加後のリポ
ソームビヒクル２７０を示す。超音波付加によりビヒクル２７０が破裂し、その結果発生
したリポソームの断片が自己集合化して新規リポソーム成分２８６が形成され、あらかじ
めリポソームビヒクル２７０中に封入されていたプロドラッグ酵素２７５が放出される。
イラスト２８０はまた、酵素（プロドラッグ）２７５から薬剤２９５への変換も示す。薬
剤２９５は、例えばエンドサイトーシスによってイラスト２９０に示すように細胞へさら
に取り込まれ得る。いくつかの例において、ＵＶ－青色光を用いて局所的に光化学を行っ
て、プロドラッグを治療形態に変換することができる。あるいは、例えば、他の物理的手
段または化学的手段を適用して、プロドラッグ酵素２７５から薬剤２９５への変換を促進
することができる。
【００４６】
　高密度の細胞外膠原性基質に起因して、膵臓腫瘍細胞などの腫瘍細胞中への薬剤浸透が
限定される場合がある。別の例において、キャビテーション核形成ナノ粒子および酵素積
載物（例えば、コラゲナーゼ）を含む超音波応答性加工リポソームを実行して、積載物を
腫瘍組織へと選択的に送達し、化学療法に対する腫瘍の浸透を向上させることができる。
加工リポソームは、静脈内投与することができ、体内を循環させることができる。投与さ
れたリポソームは、浸透性および保持（ＥＰＲ）効果の向上により、（血管系から腫瘍な
どの標的へと）浸出できる。浸出後、集束超音波パルスにより、上記リポソームを破壊す
ることができる。あるいは、超音波付加により、対象組織の血管を循環するビヒクルを破
裂させることができる。この破裂により放出された積載物は、例えば、腫瘍、微小環境、
または癌細胞などの所望の標的に対して作用できる。例えば、上記放出されたコラゲナー
ゼ積載物は、細胞外腫瘍マトリックスを局所的に消化でき、これにより、後で投与される
化学療法薬剤を分散させることができる。システム循環中へ漏れ出したコラゲナーゼを血
清アルファ－２－マクログロブリンによって阻害できる点に留意されたい。
【００４７】
　図３は、化学療法薬剤３３３に対する腫瘍細胞の浸透を向上させるための加工リポソー
ム超音波応答性ビヒクル３００を用いた、コラゲナーゼ積載物送達の一連の例示を示す。
イラスト３１０は、標的である細胞外マトリックスを有する腫瘍細胞へ浸出した例示的な
リポソームビヒクル３００を示す。リポソームビヒクル３００は、超音波感受性リポソー
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ムとして構成することができ、封入された超音波感受性化ナノ粒子と、集束音響エネルギ
ーによって破裂させることが可能なコラゲナーゼ積載物とを備える。これらの加工リポソ
ームは、リポソーム表面上に標的リガンドを含み得、これにより、上記標的リガンドを標
的腫瘍近傍にて事前濃縮させる。例えば、上記標的リガンドは、アルファｖインテグリン
（例えば、サイクリックアルギニン－グリシン－アスパラギン酸（ＲＧＤ）ペプチド）の
リガンドを含み得、これらのリガンドは、標的ナノ構造および微小構造から、腫瘍および
その血管系を標的とすることができる。イラスト３２０によって示される集束超音波パル
スは、リポソームビヒクル３００を破裂させて、コラゲナーゼ積載物３２１（および残留
リポソーム断片３２２）を放出させ、腫瘍細胞外マトリックスの消化を促進させる。イラ
スト３３０は、例示的な化学療法薬剤３３３および／またはナノ粒子がその後腫瘍細胞へ
アクセスしている様子を示す。超音波治療を繰り返し行うことにより、新規に蓄積したリ
ポソームから新規コラゲナーゼをさらに放出させて、細胞外マトリックスを徐々に消化す
ることができる。
【００４８】
　図４Ａおよび図４Ｂは、プラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）およびトランスフェクション試
薬のリポソーム封入および超音波放出により遺伝子発現増加が得られた例示的な実験デー
タを示す。図４Ａに示す例示的プロット４１０は、ホタルルシフェラーゼベクターによる
発光を示す。この例示的な実験において、ホタルルシフェラーゼベクターをトランスフェ
クション試薬と共に本開示のリポソーム中に封入した。陽性対照（青色バー４１１）では
、同一濃度を用いた。デュアルルシフェラーゼアッセイを用いて、他の可能性のある影響
を正規化した。超音波によって破裂したリポソーム（赤色バー４１２）は、無傷のリポソ
ーム（緑色バー４１３）と比較して、発現が６倍増加している。図４Ｂに示す例示的画像
は、遺伝子発現用途のための本開示技術の実験実行様態を示す。この例では、記載の条件
下において、細胞をトランスフェクション試薬（例えば、ｅＧＦＰベクター）へ暴露させ
たかまたは暴露させなかった。画像４２１は、リポソームを含むｅＧＦＰベクターによっ
て処置されていない例示的な細胞を示す。画像４２２は、本開示の超音波応答性ビヒクル
（例えば、ビヒクル１００）を用いずにｅＧＦＰベクターによって処置した例示的細胞を
示す。画像４２３示す例示的細胞は、本開示の技術を実行することにより（例えば、ｅＧ
ＦＰベクターを封入している例示的な超音波応答性リポソームに暴露した細胞に集束超音
波を付加することにより）上記ｅＧＦＰベクターで処置した。画像４２４に示す例示的細
胞は、超音波は加えずに、上記ｅＧＦＰベクターを封入している超音波応答性リポソーム
で処置し、これにより、上記ｅＧＦＰベクターを封入しているリポソームが比較的無傷で
維持され、その後のトランスフェクションが回避された。超音波によってｐＤＮＡが放出
させれた結果、発現が増加し、より多くの細胞が蛍光発光した。
【００４９】
　別の例において、本開示の技術を実行して、標的部において増殖可能な積載物を送達す
ることにより（例えば、ウイルス積載物を腫瘍部へと搬送する超音波応答性ビヒクルを破
裂させることにより）治療効果を増幅させることができる。例えば、体内において、ウイ
ルスは免疫システムによって急速に取り除かれ、通常、自発的には腫瘍に到達しない。こ
のような腫瘍細胞を破壊することが可能なウイルスが腫瘍に到達でき、腫瘍細胞によって
取り込まれれば、腫瘍に対する局所的なウイルス感染を発生させ、これらのウイルスの増
殖によって上記腫瘍細胞を殺すことが可能となる。記載の技術を用いて、このようなシス
テムを実現することができる。例えば、上記の音響応答性積載物送達ビヒクルは、ウイル
スが腫瘍床に到達するまでウイルスを保護し、到達時点において選択的に放出させること
ができる。例えば、（図１に示す）ビヒクル１００は、ウイルスベクター（例えば、特定
の腫瘍細胞を攻撃するようにプログラムされたもの）からなる積載物質１０５を含み得る
。さらに、本開示の音響応答性ビヒクルは、例えば低いまたは高い圧力、ｐＨ、温度、化
学的物質、機械的力、および他の環境要素に対して安定しているため、積載物を焦点領域
外の体内環境から保護することができ、また、移動時において焦点領域外のウイルス積載
物から体内の健康な組織を保護できる。例えば、標的腫瘍に対する特異性を促進するため
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に、例示的なビヒクル１００は、標的リガンド（例えば、サイクリックＲＧＤ）と共に外
殻１０３上の突出分子１０４として構成することができる。
【００５０】
　別の局面において、本開示の技術は、超音波画像化を向上させるために、ナノ液滴また
はナノエマルジョンを安定した微小気泡へと変換することを含み得る。相変化エマルショ
ン構造を作製し、安定したガス微小気泡を生成する技術が記載される。例えば、本開示の
技術は、細胞と同様の区画として用いることが可能なリポソームを生成するための例示的
なプロセスを含む。上記区画は、分子、ナノサイズ粒子、およびミクロンサイズ粒子（例
えば、生物学的機構、造影剤、および多様な他の積載物）を閉じ込めることができる。
【００５１】
　既存のガス微小気泡超音波造影剤を用いた場合もコントラスト強調が可能であるが、通
常、ｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間が短く、組織浸出が少なく、また不安定なため超音波信号コ
ントラスト強調できる期間も短い。上記技術の相変化ナノエマルジョンを実行することに
より、既存の微小気泡技術の不利点および欠陥を回避できる。例示的な相変化ナノエマル
ジョンによって生成された微小気泡は、より小さく、より安定しており、またｉｎ　ｖｉ
ｖｏでより長期に循環し得る。例えば、上記相変化エマルションを、安定した微小気泡を
生成するために必要な脂質でパッケージすることができる。超音波が的確な強度および周
波数で付加されると、リポソーム中に封入された例示的なナノ液滴またはナノエマルジョ
ンを微小気泡へ変換でき、これにより造影剤をオンサイトで効果的に生成することができ
る。
【００５２】
　例えば、パーフルオロカーボンナノエマルジョンをリポソーム内部に封入して、安定し
た微小気泡を生成し、超音波造影剤として用いることができる。例えば、上記リポソーム
中に存在する脂質が断片化されると、新規に形成されたガス微小気泡の周囲で上記脂質が
再構成し、微小気泡の会合および溶解に対する安定化剤として機能できる。
【００５３】
　図５は、安定した微小気泡を音響的に制御された様態で生成する様子を示す例示的模式
図である。この例に示すように、ナノエマルジョン５０１を含む水５０２などの水性媒体
をリポソーム５０３内に封入し、集束超音波などの超音波の存在下で微小気泡へ変換する
ことができる。集束超音波を付加することにより、断片化リポソームからの脂質を再構築
して、安定した微小気泡５０４を形成できる。
【００５４】
　上記キャリア（担体）は、リポソーム、ポリマーソーム、無機または有機シェルまたは
キャプシド、あるいは幹細胞、マクロファージまたは樹枝状細胞などの生物細胞として構
成することができる。リポソームとして、上記担体を小型にすることができ（例えば、＜
２００ｎｍ）、よって生物細胞によって積極的に取り込まれ得る。例えば、上記担体は小
型かつ強固であるため、循環時間が増大し、ＥＰＲによって腫瘍への浸透性が増加する。
【００５５】
　例示的な安定した微小気泡５０４は、超音波造影剤として構成できる。例えば、安定し
た微小気泡５０４は、相変化造影剤を含む特性を持ったエマルションベースの超音波造影
剤であり、上記相変化造影剤は、新規形成された微小気泡を安定させるために必要な脂質
を含むサブミクロンリポソームの内側にパッケージされる。上記エマルションとリポソー
ムとの間の一定量の水により、音響特性を大きく変更せずにエマルションを膨張させるこ
とができる。上記リポソームを含む脂質は自由分子であり、上記ナノエマルジョン膨張の
力に起因して上記リポソームが破裂すると、熱力学的に不安定になり得る。これらの両親
媒性脂質は、例えば水性液体と疎水性気体との界面において急速に安定化することができ
る。リポソーム５０３に合わせて、微小気泡の安定性が得られるように脂質を最適化する
ことができる。例えば、通常、界面活性剤は、気体微小気泡および液体エマルション液滴
の双方に対して効果的な安定剤ではないため、本開示の技術は、上記２つのシェル材料に
ついて独立した制御を可能にしてもよい。
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【００５６】
　一例として、加工リポソームを用いた本開示技術の実行様態について記載する。例えば
、加工リポソームは、分子、ナノ粒子、さらにはミクロンサイズ粒子の高取り込みが可能
なリポソームを作製するための例示的なプロセスによって作製することができる。例えば
、シート状の脂質を形成可能な特定の溶媒システムを利用できる。この例示的な混合物中
の脂質の溶解性により、閉鎖してリポソームを形成せずに、脂質を層状態で安定化させる
ことが可能になる。水を加えると、上記脂質シートが熱力学的に不安定になり、その結果
、上記脂質シートが自ら閉鎖し、リポソームを形成し得る。近隣の分子または粒子はこれ
らのリポソームに取り込まれうる。この特定の状態に起因して、上記脂質は、形成前に取
り込む物質の周辺に懸濁されうる。本例に記載した例示的なリポソーム送達ビヒクルは、
小型の（例えば、＜２００ｎｍの）ナノ粒子を超音波増感剤（センシタイザー）として用
いることができる。このビヒクルは、液体または固体、あるいはガスポケットを含む液体
または固体であり得、長期の安定性およびｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間を持ち、エンドサイト
ーシスを通じて細胞に積極的に取り込まれ得る。粒子そのものは化学的修飾または相変化
を一切必要としないため、低沸点エマルションである必要は無い。必要な超音波の強度／
エネルギーを低下させるためにナノ粒子を用いることにより、上記例示的なビヒクルの活
性化と、生物学的効果（例えば、加熱、機械的破砕、および非特異性キャビテーション）
の低下とが可能になる。
【００５７】
　例示的な安定した微小気泡５０４は、大型水性積載物を搬送可能な積載物送達ビヒクル
として構成できる。例えば、この大型水性積載物は、膜拡散によって制限される油積載物
空間（最善の状態でも断片化されてより小型の液滴となるだけである）とは対照的に、急
速に放出（例えば、＜２ｍｓ）させることが可能である。例えば、安定した微小気泡のシ
ェル中またはシェル上に積載された積載物は、破壊後に粒子内に依然として含まれ得る。
これとは対照的に、上記記載のシステムは、水性空間中に溶解小型分子を含み得る。放出
後、上記分子は、エンドサイトーシスを必要とせず、濃度勾配によって近隣の細胞の細胞
質中へと直接溶解し得る。その結果、分解およびエンドソーム脱出などの関連する不利点
を解消することができる。
【００５８】
　本開示の技術は、脂質および乳化剤の存在下においてグリセロール、プロピレングリコ
ールおよびエタノールの混合物中におけるパーフルオロカーボン（ＰＦＣ）の乳化を用い
て上記の超音波応答性リポソームを生成するための例示的な生成技術、およびその後の位
相反転とを含み得る。例えば、上記脂質は、プロピレングリコール、エタノールおよびグ
リセロールの混合物中に溶解し得る。エタノールの割合は、最小限（例えば、＜１５％）
まで低下させることができる。親油性色素３、３’－ジオクタデシクロオキサカルボシア
ニン過塩素酸塩（ＤｉＯ）をエタノール溶液に添加して、例えば蛍光顕微鏡によって脂質
二重層を可視化してもよい。この例示的な手順により、内部に粒子が封入された直径１～
１０μｍのリポソームを高い再現性で作成することが可能になる。ナノ粒子および積載物
取り込みの効率と全体の形は、生成において用いられる脂質および溶媒濃度と相関する。
【００５９】
　図６は、リポソーム製造方法の例示的な画像を示す。例えば、画像６０１は例示的なエ
タノール／グリセロール／プロピレングリコール混合物を用いて溶解させた後の開口状態
のラメラ構造脂質を示し、画像６０２は閉口状態のラメラ構造脂質を示す。その後、画像
６０３に示すように水性溶媒量を増やすと、リポソームが形成され得る。これらの例示的
な画像において、脂質膜はＤｉＯで標識される。スケールバーは２μｍを示し、図６の画
像全てで画像領域は同じではない点に留意されたい。
【００６０】
　所望のリポソームを作製するための本開示技術における別の方法には、逆相蒸発（ＲＥ
Ｖ）プロセスがある。このプロセスでは、水のエマルション液滴を非混和性有機溶媒中に
分散させることができる。例えば、ジエチルエーテル、ジイソプロピルエーテル、クロロ
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ホルム、ジクロロメタン、および他の多数の有機溶媒を使用できる。水性体積は、封入す
べき積載物を含み得る。前記有機溶媒は、リポソームを二重層に構成し得る脂質を含み得
、また、ナノサイズエマルションを最初に安定化させる機能を果たす。前記有機溶媒が蒸
発すると、ゲル相が形成され得る。このゲル相は、例えば、水エマルションの大きな凝集
である。さらに蒸発および混合が行われると、上記ゲルはリポソーム溶液中に分散し、上
記ゲルのサイズは、最初のエマルションのサイズによって決定され得る。
【００６１】
　強度およびパルスシーケンスを調整可能な専用の超音波顕微鏡を用いて、染料が積載さ
れたリポソームと超音波との相互作用について調査した。例えば、超音波振動子および顕
微鏡の対物レンズを同一空間位置へと焦点させ、高速カメラを使用して蛍光発光モードま
たは明視野モードにおいて画像シーケンスを取得した。ＬａｂＶＩＥＷプログラムから振
動子に任意の波形を供給し、トリガーすることができる。記載した音響応答性ビヒクルの
集束による崩壊（例えば、積載物などの水性内容物の放出を伴う）を、例示的実験中に示
す。例えば、高強度のプローブチップ超音波発生装置と、氷上に多様な分子量（例えば、
パーフルオロペンタン（Ｃ５Ｆ１２）～パーフルオロノナン（Ｃ９Ｆ２０））のフッ化炭
素とを共に用いることにより、液体ＰＦＣからのナノエマルジョンを調製した。界面活性
剤を用いてエマルションを安定化して、直径約１５０ｎｍの単分散エマルションを高い再
現性で生成することができた。上記方法を用いて、上記エマルションを上記リポソームに
積載した。これらのナノエマルジョンは、超音波による衝撃波へと暴露される用のキャビ
テーションサイトを生成することができる。
【００６２】
　図７は、集束超音波によるリポソームの破壊をリアルタイムで行った場合の例示的な連
続画像を示す。この例示的な連続画像は、集束超音波への暴露前、暴露最中、暴露後にお
ける１５０ｎｍの液体パーフルオロオクタンナノ粒子を含むリポソーム（上段）と、ナノ
粒子を含まない対照リポソーム（下段）とを示す。画像７０１および７０４は、集束超音
波を当てる前のナノ粒子を含むリポソームおよびナノ粒子を含まないリポソームをそれぞ
れ示す。集束超音波（２．２５ＭＨｚ）への暴露後、画像７０２および７０３に示すよう
に蛍光標識された膜が破裂し、リポソームが完全に破壊されたが、この効果は分散剤の沸
点とはほとんど関係なかった。ナノ粒子を含まない対照リポソームサンプルの場合、ナノ
粒子が積載されたリポソームと同じ設定において、（画像７０５および７０６に示すよう
に）リポソームの破壊は全く発生しなかった。前記リポソーム膜は、DiOで標識された。
自由エマルションナノ粒子は、０．４μｍポリカーボネート膜を用いた透析によって除去
された。上記画像から分かるように、ナノ粒子を含むリポソームのみが破壊された。図示
のサイズバーは、２μｍを示す。
【００６３】
　本開示の技術を用いて、いくつかの例示的な実証を行った。これらの実証では、加工リ
ポソームの内部に数種類の分子をうまく導入した（例えば、薬剤、タンパク質、酵素、Ｄ
ＮＡをリポソームの内部に導入した）。本開示の方法を用いることにより、異なるサイズ
および水溶性の分子の導入が可能になる。例えば、図８Ａに示すようにリポソーム作製時
において、免疫グロブリンＩｇＧを水性媒体中に溶解させた。図８Ａは、本開示のリポソ
ーム作製方法（バー８０１）および対照方法（バー８０２）を用いたＩｇＧ積載物の封入
効率の例示的なプロット８００を示す。酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）を用いて、Ｉ
ｇＧの積載を定量した。標準的な脱水－再水和－ボルテックス法を用いて対照リポソーム
を作製したところ、封入効率は２．５％と７倍低かった（バー８０２）。本開示技術の上
記例示的方法を用いた場合、免疫グロブリンの取り込み効率は１６％（バー８０１）にな
り、これは、脂質層状シートの閉鎖によって体積の大部分が封入されたことを示している
。図８Ａに示すデータのリポソームと同様に、化学療法薬剤ドキソルビシンも、図８Ｂの
画像８５０に示すようにリポソーム中にうまく導入された。他の積載物も、同様に導入す
ることができた。
【００６４】
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　図９は、リポソーム破壊を示す他の例示的なリアルタイム観察画像である。この例にお
いて、上側の連続画像は、例示的なナノサイズリポソームからのカルセイン積載物の局所
的放出を示す。スケールバーは約０．８ｍｍを示し、これは、ほぼ超音波焦点領域のサイ
ズである。画像９０１は、超音波前の封入されたカルセイン染料積載物の蛍光発光が無い
様子を示し、画像９０２は、超音波を当てている最中の、蛍光発光観察によって見られた
カルセインの露出を示し、画像９０３は、超音波後のカルセイン露出の継続を示す。下側
の連続画像に示す実験は、視認化のために親油性色素ＤｉＯで膜が染色されたより大型の
リポソームを用いた。画像９０４は、超音波前の無傷のリポソームを示し、画像９０５は
、超音波が発生しリポソームが断片化するときの様子を示し、画像９０６は、超音波後の
対照リポソームの比較的完全な断片化を示す。下側の連続画像は、脂質膜の断片化の確認
を示し、その結果発生した積載物放出が画像９０２および９０３に示すように確認された
。
【００６５】
　図１０は、カルセイン放出の定量化（％）を示す例示的なプロット１０００を示す。逆
相蒸発を用いて例示的な加工リポソームを調製し、１０ｖｏｌ％、～１００ｎｍのパーフ
ルオロカーボンエマルションおよび２３．７５ｍＭのカルセインを含む水性溶液を封入し
た。３つの異なるＰＦＣエマルションを用いた（パーフルオロデカリン（データ線１００
１）、パーフルオロノナン（データ線１００２）およびパーフルオロオクタン（データ線
１００３））。プロット１０００中、対照データをデータ線１００４として示す。大孔膜
による透析により、未封入のカルセインおよびエマルションを除去した。破裂したリポソ
ームからカルセインが放出された結果、染料の脱消光が起こり、蛍光発光が増加し、その
結果、放出パーセンテージの定量化が可能になった。
【００６６】
　さまざまな種類のナノ粒子を試験したところ、キャビテーションの核形成と、キャビテ
ーション閾値の低減とがみられた。例えば、多様な液体ＰＦＣエマルションを実行したと
ころ、いくつかのＰＦＣエマルションが、異なる２種類の界面活性剤によって安定した。
ラテックス、ポリスチレン、金、酸化鉄、および銀の固体ナノ粒子を比較のために実行し
た。これらの例示的な実験様態では、リポソームをナノ粒子エマルションと共に積載し、
２．２５ＭＨｚの超音波を照射した。リポソームの破壊に必要な超音波強度を超音波顕微
鏡を用いて測定した。それぞれの例示的リポソーム／ナノ粒子サンプルを表１に示す。表
１から分かるように、閾強度を測定した。この閾強度を下回ると、上記リポソームの破壊
は見られなかった。上記閾値は、ナノ粒子サイズおよび組成に依存していることが分かっ
た。ナノ粒子を含まない対照リポソームの場合、閾強度が少なくとも４０％高かった。
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【表１】

【００６７】
　図１１は、正規化された酵素活性の例示的なプロット１１００を示す。この例では、酵
素βラクタマーゼを含むリポソームを調製した。さまざまな圧力の超音波を付加した後、
酵素が放出された。各圧力について、発色基質ニトロセフィンを用いて吸光度増加を監視
することによって酵素活性を測定した。プロット１１００に示すデータは、酵素活性増加
に対するピーク負圧増大の影響を例示する。
【００６８】
　図１２は、本開示技術のｉｎ　ｖｉｖｏの局所的送達（例えば、マウスの耳への局所的
送達のｉｎ　ｖｉｖｏ実証）の例示的画像を示す。キャビテーション核形成部位を含むリ
ポソームをマウスの尾静脈に注入した。図１２は、同じマウスにおける２つの異なる耳か
らの切片を示す。１つの耳に超音波を照射したところ、画像１２０４、１２０５および１
２０６を示すように、脂溶性蛍光色素分子ＤｉＲによって蛍光標識された脂質膜が局所的
に蓄積した。画像１２０４は、明視野画像を示す。画像１２０５は蛍光発光画像を示す。
画像１２０６は、オーバーレイ画像を示す。反対側の耳は、「非超音波」対象として用い
た。画像１２０１、１２０２および１２０３から分かるように、この耳内に蛍光膜の大幅
な蓄積はみられなかった。
【００６９】
　エマルションによるキャビテーションの核形成の例示的な方法は、エマルションの表面
上または体積中における蒸気気泡の過渡的形成を含み得る。例えば、パーフルオロカーボ
ンエマルションは、超音波照射を受けた場合、このような効果を起こすことができる。新
しく形成された気泡は、エマルションまたは周囲媒体へ濃縮または溶解して、その結果、
（例えば、図１３に示すような）超音波を多数回照射しても反復可能な効果が得られた。
上記エマルションにおいて用いられるパーフルオロカーボンなどの液体を高濃度の気体（
例えば、酸素または二酸化炭素）で飽和させることができ、その結果、キャビテーション
閾値を低下させることができる。
【００７０】
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　図１３は、パーフルオロカーボンエマルション核形成音響キャビテーションの一連の高
速観察画像１３００の例示を示す。フレーム１は、超音波付加前のエマルションを示す。
フレーム２において超音波パルスが付加される。ここで、激しいキャビテーション反応を
示し、その結果、フレーム３に示す気泡が発生した。その後のフレームによれば、気泡が
視認できなくなるまで蒸気気泡が濃縮または溶解してエマルション液滴となり、このエマ
ルションがフレーム１のように再度出現した。上記エマルションは元の状態に戻るため、
このプロセスは多くの超音波パルスで反復することができる。
【００７１】
　図１４は、酸化鉄ナノ粒子において観察されたキャビテーション閾値低下現象が単なる
実験設定のアーキファクトではなかったことを確認する一連の実験からの例示的な画像を
示す。集束超音波前後において、異なる構成を用いて実験構成を変更した。例えば、水面
におけるガラススライド、ガラスカバースリップ、および油浸レンズの状態
１４０１、水面におけるガラススライド、ガラスカバースリップ、および水浸レンズの状
態１４０２、および水中１１ｍｍ下におけるガラススライド、ガラスカバースリップの状
態１４０３、水中１１ｍｍ下におけるプラスチックホルダの状態１４０４、ならびに組織
ファントム寒天に封入され、水中１１ｍｍ下におけるガラススライド、ガラスカバースリ
ップの状態１４０５を示す。例えば、上記ホルダを、ガラススライド上のガラスカバース
リップから、プラスチックフレームワークに保持された２枚の肉薄プラスチックシートへ
と変更した。上記レンズを油浸型から水浸型へと変更した。上記ホルダの位置を空気／水
界面から水中１１ｍｍへと変更し、さらに、上記ホルダを寒天組織ファントム中に封入し
て、キャビテーション閾値低下が実際の組織中においても発生することを示した。この例
示的な実験実行様態により、観察された効果は用いられるレンズ、ガラスの種類、または
空気／水界面に存在することのアーキファクトではないことが確認された。図１４の例示
的な状態から分かるように、酸化鉄ナノ粒子に起因してキャビテーションが発生した結果
、周囲の蛍光リポソームが破裂して、脂質粒子の残屑フィールドが生成した。
【００７２】
　図１５は、作製後一ヶ月が経過した酸化鉄ナノ粒子の例示的な画像１５００を示す。画
像１５００から分かるように、棚中に一ヶ月保存された後も、上記酸化鉄ナノ粒子は、キ
ャビテーション閾値低下特性を失っていないことが確認できる。
【００７３】
　図１６は、高密度で封入されたパーフルオロノナンエマルションを含むリポソームの例
示的な極低温透過型電子顕微鏡写真（ｃｒｙｏ－ＴＥＭ）１６００を示す。前に説明した
本開示技術の例示的な方法を実行して、この実験画像を入手した。例えば、１滴のリポソ
ーム溶液を銅グリッド上に配置した後、液体エタン中でガラス化させて、上記エマルショ
ンのリポソーム構造および内在化状態を保持した。上記エマルションが確かに表面上では
なくリポソーム体積中に封入されていることを確認するために、断層写真を撮影した。
【００７４】
　この特許文書に記載の発明は、以下の特徴および利点のうち１つ以上が得られるような
特定の様態で実行可能である。本開示の技術は、多様な例示的な用途において用いること
ができる。この用途には、例えば、送達ビヒクルを破裂させて積載物を放出すること、封
入ナノ液滴から安定したガス微小気泡を生成させて造影超音波画像化に用いること、ＵＶ
－青色光を生成して局所的光化学を行って、プロドラッグを治療形態に変換すること、本
開示の音響応答性ビヒクルを高強度集束超音波（ＨＩＦＵ）と共に用いて、材料特性を変
化させるために局所的に熱を発生させるのと同時に、超音波画像化能を高めること、誘導
型治療用途の特徴的な音響放射を生成すること。例えば、上記した音響応答性ビヒクルに
より、ビヒクルがなくてもキャビテーションを発生させるような患者の身体に有害になり
得るレベルを下回る超音波レベルまでキャビテーション閾値を低下させることができる。
例えば、上記した音響応答性ビヒクルは、さまざまな積載物を搬送することができる。例
示的な積載物には、以下のうち１つ以上がある：例えば水性空間中に溶解することが可能
な親水性薬剤、例えばナノ粒子またはミセル構造中に含まれ得る疎水性薬剤、例えば酸化



(19) JP 2014-509311 A 2014.4.17

10

20

30

鉄、ガドリニウムまたは他の材料を含む造影剤または治療薬剤であり得るかまたはそれら
を含むナノ粒子、超音波造影剤としてのガス気泡またはフッ化炭素液滴またはエマルショ
ン、放射性同位体、封入された酵素、封入されたウイルス、および封入された核酸。
【００７５】
　本開示の技術の実行様態は、標的型薬剤送達を含む多様な生物医学的分野に適用するこ
とが可能である。例えば、化学療法薬剤の腫瘍への送達、体内の所望の（非がん性）組織
への治療薬剤の特異的送達などの用途がある。他の例示的な用途には、腫瘍中の間質組織
の消化および他の基質変換のための酵素の局所的送達がある。核酸の局所的かつ制御され
た送達は、例えば遺伝子送達用途または遺伝子サイレンシング用途のために実行できる。
また、本開示の技術は、超音波画像化の向上のために安定した微小気泡を生成することを
含み得る。本開示の技術を用いて、積載物を標的部位へ同時送達することができ（例えば
、薬剤、酵素、プロドラッグ、遺伝子材料などを標的細胞または組織へ送達する）、また
、標的部位の超音波画像の解像度を向上させることができる。本開示の作製方法を用いて
、生物学的機構および／または画像化薬剤の封入のための細胞様区画を生成できる。
【００７６】
　この特許文書は多くの詳細を含むが、これらの記載は、あらゆる発明の範囲または特許
請求の範囲の限定として解釈されるべきではなく、特定の発明の特定の実施形態に対して
特異的な特徴の説明として解釈されるべきである。この特許文書中において別個の実施形
態の文脈において記載された特定の特徴は、組み合わせて単一の実施形態として実行する
ことも可能である。逆に、単一の実施形態の文脈において記載された多様な特徴を、複数
の実施形態において別個にあるいは適切なサブコンビネーションとして実行することも可
能である。さらに、上記した特徴は、特定の組み合わせで機能するものとして、また、さ
らにはそのように特許請求の範囲に記載しているが、場合によっては、特許請求の範囲に
記載の組み合わせからの１つ以上の特徴を上記組み合わせから削除することが可能であり
、特許請求の範囲に記載の組み合わせをサブコンビネーションまたはサブコンビネーショ
ンの変形例で実行してもよい。
【００７７】
　同様に、図面中に操作を特定の順序で記載しているが、所望の結果を得るためには、こ
のような操作を図示の特定の順序または連続的順序で行う必要があると理解されるべきで
はなく、また、記載の操作全てを行う必要があると理解されるべきでもない。さらに、上
記した実施形態における多様なシステム要素の分離は、すべての実施形態においてこのよ
うな分離が必要であると理解されるべきではない。
【００７８】
　ごくわずかの実行様態および例を示したが、本特許文書の記載および例示に基づいて、
その他の実行形態、向上および改変が可能である。
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