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The Studies on the UsefulneSSOfaNOVelUltraSOund
  COntraStAgent，SOnaZOid，inDiagnOSiSOfHepatiC
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（新規超音波造影剤ソナゾイドの肝腫瘍診断における

有用性およびその造影メカニズムに関する研究）

学位論文内容の要旨

  肝腫瘍は、超音波に対して特有のエコー輝度を持ち、Bモードによるグレースケー
ル画像で特徴的な形態を示すため、肝腫瘍には超音波診断が有用である。しかしあ
る種の悪性腫瘍、特に小さな腫瘍では周囲の正常組織と輝度差が少ないため、常に
検出可能とは限らない。したがって、画像による肝腫瘍の鑑別診断のためには、一
般に腫瘍血管の検出とその血流の特徴の把握が重要である。
  超音波は気体と液体の界面で強い後方散乱エコー信号を生じることから、液体中
の微小気泡はその部位の超音波信号を増強する。毛細血管を通過することができる
微小気泡は、生体の静脈内に投与されると赤血球と同じような動態を示し、血流の
トレーサーとして血管を造影することができる。超音波に対する微小気泡のこのよ
うな性質を利用した超音波造影剤の第一世代は、微小気泡の内包ガスが空気であり、
血液に溶けやすくて生体内での安定性が悪く、造影効果は十分ではなかった。一方、
撮像技術の面では、微小気泡からの後方散乱エコーが生体組織に比べてハーモニツ
ク成分とぃわれる送信周波数の整数倍の高調波信号を多く含むことを利用し、造影
効果を増強するハーモニックイメージングという手法が開発された。これにより、
第一世代の造影剤においても、大血管だけではなく組織灌流を画像化することが可
能となった。
  一方最近、生体内での安定性が優れている難溶性ガスを内包する微小気泡の懸濁
液である第二世代の超音波造影剤、ソナゾイド(NC100100)が開発された。この造
影剤は、薬剤投与直後の早期相で血流を高輝度に造影するのに加えて、一定時間経
過 後 の 後 期 相で 肝 実 質 を 特 異 的に 造 影 す る こ と が報 告 さ れ て い る 。
  以上のことから本研究では、正常および病態動物モデルにおける肝臓の造影効果
を調べることにより、超音波造影剤ソナゾイドの特徴的造影効果とその経時的変化
を組織学的検索結果と比較し、本剤による超音波画像の示す早期相および後期相の
意義にっいて検討した。さらに、本研究で新たに開発した生体内での微小気泡の局
在を画像化する手技を用いて本剤の肝臓内での動態を検索し、本剤が肝実質の超音
波特異像をもたらす機構を解析した。
  まず初めに、Bモードおよぴハーモニックイメージングを用い、画像輝度の定量お
よび視覚的解析により本剤の肝造影効果を評価した。正常ウサギにおいて、血管と
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実質の輝度は両モードとも投与後約1分でピークを示したが、血管の輝度が速やか
に低下して投与後5～ 10分には投与前と同レベルに戻るのに比べて、肝実質の輝度
は120分間高値を持続した。したがって、血管像を描出する早期相は血管内の輝度
値が高い造影剤投与後1分以内、血管内の造影効果が消失して肝実質が特異的に造
影される後期相は投与後約10分と設定した。転移性肝腫瘍(VX-2)移植モデルウサ
ギにソナゾイドを静脈内投与すると、すべての腫瘍は早期相ではりング状に造影さ
れ、続いて後期相では正常肝実質にのみ造影効果が残り、腫瘍は明瞭な染影欠損像
となった。腫瘍診断能についての視覚的解析スコアはソナゾイド投与によって改善
され、腫瘍と正常肝実質との輝度差は投与後有意に増加した。以上の結果より、本
剤が早期相で腫瘍辺縁、後期相で正常肝実質を造影することにより腫瘍診断能を向
上させ、かつ、Bモードでも造影効果が認められることが視覚的および定量的に示さ
れた。
  次に、超音波の解像度船よび信号ノイズ比が大きく改善されたフェーズインバー
ジョンイメージング(PII)技術の高解像度の利点を生かし、PIIを適用してソナゾ
イドの造影像と病理組織像を比較した。その結果、リング状造影は腫瘍の新生血管、
染影欠損像はクッパー細胞を欠いている生存および壊死部を含む腫瘍組織に相当す
ることが明らかとなった。また、電子顕微鏡観察によルクッパー細胞中に微小気泡
様の構造が認められ、ソナゾイドの微小気泡がクッパー細胞に取り込まれることが
示唆された。しかし、他の第二世代造影剤において、微小気泡の肝類洞における移
動速度低下が観察され、これが肝実質造影のメカニズムであると報告された。なお、
電子顕微鏡観察に際して肝臓は灌流固定するため、肝循環内での微小気泡を観察す
るのは不可能であった。
  そこで最終章では、微小気泡の肝微小循環内への分布をりアルタイムで観察する
ため、新たに生体顕微鏡螢光像と位相差透過光像とを重ね合わせて観察できる方法
を開発した。この手技により、ラット肝類洞内を流れる微小気泡を観察することが
可能となり、クッパー細胞に取り込まれると思われる微小気泡が観察された。そこ
で、微小気泡がクッパー細胞に内包されることを確認するため、非常に薄い焦点野
を観察できる共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した。その結果、血vitroで、初代
培養したラットクッパー細胞の培養液中にソナゾイドを添加すると、反射信号の出
現によってクッパー細胞の細胞質内に存在する微小気泡が確認された。また、螢光
標識リポソームを静脈内に投与してクッパー細胞を螢光標識したラットに覚醒下で
ソナゾイドを投与し、その10分後に肝臓を摘出して血ガ VOでの微小気泡の取り込
みを共焦点レーザー顕微鏡観察した。その結果、ソナゾイド微小気泡が取り込まれ
たクッパー細胞の割合は用量依存的に増加しており、臨床用量での割合（約1％）fま、
ラットにおける体内分布データからの概算値と一致した。
  本研究の結論として、超音波造影剤であるソナゾイドの肝臓造影効果は、静脈内
投与直後の早期相においては血流を示し、肝実質造影効果が示される後期相では肝
臓内のクッパー細胞の分布を示すことが明らかとなった。ソナゾイドは、微小気泡
が極少数のクッパー細胞に取り込まれるだけで肝実質全体に均一な造影効果を発揮
していると考えられる。したがって、ソナゾイドは、早期相では腫瘍の新生血管を
可視化し、後期相ではクッパー細胞が欠損する腫瘍の存在部位に明瞭な染影欠損を
示すことにより、肝臓の悪性腫瘍の検出に有用であると考えられる。また、小動物
臨床においても、腫瘍の肝転移の存在診断あるいは良性の肝腫瘤との鑑別診断への
有用性が期待される。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
The Studies on the Usefulness ofaNovel Ultrasound
  Contrast Agent，Sonazoid，in Diagnosis of Hepatic
    Tumor and Mechanism of the Contrast Effect

  生体内での安定性に優れ、最終的には呼気中に排出される「ベルフルブタン」
が内包微少気泡のガスに用いられた新規超音波造影剤「ソナゾイド」にっいて、
投与後の経時的な造影変化と組織学的所見とを比較検討し、早期相および後期相
の超音波による造影意義について考察した。さらに、新たに生体内での微小気泡
の局在を画像化する手法を開発して肝臓内での動態を検索し、本剤が肝実質の超
音 波特異 像を もたら す機構 にっい て解析して以下の結果を得た。
  まず、肝腫瘍モデルウサギにソナゾイドを投与した直後の早期相では、腫瘍周
囲の新生血管を示すりング状に造影され、後期相に見られる染影欠損像は、微少
気泡を貪食するクッパー細胞を欠く腫瘍組織に相当することを明らかにした。
  次いで、新たに開発した生体顕微鏡螢光像と位相差透過光像を重ね合わせる手
技によって、ラット肝微小循環において、肝類洞内から類洞壁の細胞に取り込ま
れる微小気泡をりアルタイムで観察する事に成功した。
  最後に、共焦点レーザー顕微鏡により、むガtroで本剤を添加したラットクッ
パー細胞内の反射信号の出現によって細胞質内に存在する微小気泡を確認した。
そして、む汀voでは、ラット肝臓において微小気泡を取り込んだクッパー細胞
の割合は用量依存的に増加し、その値は体内分布データからの概算値と一致する
ことを明らかにした。
  本研究の成果から、ソナゾイドは、早期相では血流、後期相では肝臓内のクッ
パー細胞の分布を示すことが明らかとなった。早期相で腫瘍の新生血管を可視化
し、後期相でクッパー細胞が欠損する腫瘍の存在部位に明瞭な染影欠損を示すこ
とにより、肝臓の悪性腫瘍の診断に有用な薬剤であることを明らかにした。
  よって、審査員一同は、上記学位論文提出者渡邊リラ氏の学位論文が博士（獣
医 学）の 学位 を授与 される に十分 な資格を有するものと認めた。
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