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略語一覧 

 

本論文中で使用した略語について以下に記載する。 

CCCP      Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 

CD         Cyclodextrin シクロデキストリン 

CFU        Colony forming unit コロニー形成因子 

CLSI      Clinical and laboratory standards institute 

COSY       Correlation spectroscopy 同種核相関分光法 

CP        Co-precipitate 

DiBAC4(3)   Bis (1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol, sodium salt 

DMSO      Dimethyl sulfoxide 

DSC         Differential scanning calorimetry 

FCM        Flow cytometry 

FDA        Food and drug administration アメリカ食品医薬品局 

GM         Ground mixture 混合粉砕物 

HT          Hinokitiol ヒノキチオール 

IR         Infrared spectroscopy 赤外分光法 

JCM         Japan collection of microorganisms 

MHA      Mueller-hinton Ⅱ agar 

MIC         Minimum inhibitory concentration  

MOPS       Morpholinepropanesulfonic acid 

MRSA       Methicillin‐resistant staphylococcus aureus  

NBRC       NITE biological resource center 

NMR        Nuclear magnetic resonance 核磁気共鳴 
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NOESY      Nuclear overhauser effect spectroscopy 

OD600nm     Optical density at 600 nm 

PBS         Phosphate buffered saline 

PM         Physical mixture物理的混合物  

R.H.       Relative humidity 相対湿度 

ROESY     Rotating frame nuclear overhauser enhancement spectroscopy 回転座標

系 NOE       

SEM        Scanningelectron microscopy 走査型電子顕微鏡 

TSA         Trypicase soy agar 

WHO       World health organization 世界保健機関 
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緒言 

医療機関には不特定多数の病原体に羅患した患者が訪れるため、肺炎球菌、黄色

ブドウ球菌、腸球菌、結核菌および赤痢菌などの薬剤耐性菌が多く存在し、院内感染

が発生しやすい場所であると言える 1)。近年、増大する薬剤耐性菌は世界的に問題視

され、世界保健機関 (WHO) およびアメリカ食品医薬品局 (FDA) においても、ヒトの

健康維持の潜在的な脅威として注意喚起されている 2)。これからの社会に向けて、高

齢者や入院患者など免疫力が低下している場合、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 

(MRSA) 、緑膿菌およびセラチア菌などの院内感染が問題となる。耐性菌問題を打

開するために、新しい抗菌成分もしくは既存の抗菌成分を効率よく使用するための新

たな製剤改良が必要とされている。しかしながら、新薬開発には莫大な費用と時間が

費やされる 3)。また、新薬を開発しても使用方法によっては、さらなる耐性菌を生み出

す可能性も予想される。よって、耐性菌対策として、不必要な抗生物質の使用を回避

すること、医療現場の衛生管理の徹底が求められている。特に、医療従事者の手指衛

生の強化は、耐性菌の拡散防止に非常に有効である。現在は、医療現場においてア

ルコール製剤での手指衛生が主流である。しかしながら、全ての医療従事者がアルコ

ール製剤を使用できるとは限らない。さらに、アルコールによる手指の荒れが生じた場

合、手指衛生順守の低下および微生物が手指上にコロニーを形成する可能性を高め

てしまうことが予測される。一般的に抗菌成分は、少量で効果を発揮すること、持続性

があること、取扱いが容易であること、安全であることが求められる。よって人体および

環境に対して影響を与えにくい天然由来の抗菌剤が望まれる 4, 5)。そこで、抗生物質

の代替品として植物由来の香料が注目されており 6)、幅広い抗菌スペクトルを有するこ

とから多くの研究がされているものとして、トロポノイドであるヒノキチオールがある。 

トロポロン (TPN、2-ヒドロキシ-2,4,6-シクロへプタトリエン-1-オン) は、安

息香酸の異性体であり、共役 7 員環構造を持つ非ベンゼン系芳香族化合物の一
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種である。トロポロンは、分子内および分子間水素結合をとり、それらに起因し

た興味深い性質を示すことが報告されている。例えば、抗菌作用 7)、抗炎症作用

8)、抗酸化作用 9)および抗腫瘍作用 10)などの薬理学的作用および生化学的作用を

有することが知られている。そのため、トロポロン誘導体であるコルヒチンやヒ

ノキチオールは、医薬品や医薬部外品として様々な分野で応用研究がなされて

いる 11, 12)。また、トロポロン骨格は多種の化合物への誘導が可能であり、今後

医薬品分野での新たなファーマコフォアとして幅広い構造展開が可能である。 

ヒノキチオール (2-hydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cyclohepta-2,4,6-triene-1-one, HT) は、

タイワンヒノキの揮発性成分中から発見された酸性物質である。トロポロン骨格を有す

る天然精油成分であり、モノテルペンの芳香族化合物である。HT は、トロポロン類似

の性質を示し、抗菌活性 (抗細菌作用 13)、抗真菌作用 14, 15) ) および抗ウイルス作用

16)を有する。また、抗酸化作用 17)、メラニン抑制作用 18)などを利用した酸化防止剤お

よび日焼け防止剤などの化粧品としての利用が期待される。その他に、HT は、抗炎

症作用 19)および抗腫瘍作用 20)などの薬理学的作用および生化学的作用を有するこ

とが知られている。このように HTは、食品や化粧品などの幅広い分野で用いられてお

り、今後さらなる利用が期待できる。しかしながら、香料である HT は昇華性があり、精

油成分であるため水への溶解性が乏しいことから、抗菌活性や抗酸化作用などの HT

の有効性を十分に使用できないことが考えられる。 

シクロデキストリン (CD) は、D-グルコピラノースが α-1,4結合によって環状に結合し

た構造である 21)。グルコピラノースの構成数により、グルコース 6個からなる α-シクロデ

キストリン (αCD)、7個からなる β-シクロデキストリン (βCD) および 8個からなる γ-シク

ロデキストリン (γCD) がよく知られており、それぞれが包接化合物形成におけるホスト

分子として幅広く用いられている。CD は環の入口付近と外側は親水性であるのに対

し、空洞内は疎水性を示す。この性質を利用して、疎水的相互作用などにより種々の
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疎水性ゲスト分子を空洞内に取り込み包接複合体を形成することが知られている 22)。

包接複合体の調製法には、混合粉砕法 23)、共沈法 24)、凍結乾燥法 25)、噴霧乾燥

法 26)および密封加熱法 27)等が知られている。なかでも混合粉砕法は、固体状態

での調製が可能であり、簡便に調製可能な手法である。混合粉砕法は、メカノケ

ミカル効果を利用した調製法であり、有機溶媒を用いないため、残留溶媒がない

ことがメリットとしてあげられる。CDによって包接されたゲスト分子は、物理化学

的性質が変化することで溶解性改善、安定性向上、抗菌性向上およびバイオアベイラ

ビリティの向上などが期待され、医薬品分野、食品分野および工業分野など、様々な

分野に幅広く利用されている 28)。また、CD の空洞はその種類によってサイズが異なり、

それぞれのCDのサイズに合う大きさと形のゲスト分子を包接し、包接化合物の形成は

立体選択的である。そのため、同じゲスト分子を用いた場合でも CDの種類によって包

接様式が異なることが知られている 29)。例えば、フラボノイドであるフィセチンをゲスト

分子として用いた場合、CDの種類によって CD空洞のサイズが異なるため、形成され

た複合体の安定性に影響するとの報告がある 30)。また、包接様式が異なることで薬物

の放出性に影響を与える可能性がある。 

また、近年では天然の CD の多くの化学的に修飾された誘導体が市販されて

いる 31-33)。これらは、CDの外表面上のいくつかのヒドロキシル基を、メチル基、

ヒドロキシプロピル基、スルホブチルエーテル基などの他の官能基で置換する

ことによって得られ、CD誘導体も様々な分野において注目されている。例えば、

アルキル化誘導体である 2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリン（HPβCD）

は、錯体化能力、高い水溶性および低毒性であることから、医薬品の添加剤とし

ても用いられるなど関心が高まっている 34)。抗生物質であるリファブチンと

βCD を用いて包接複合体を形成することにより黄色ブドウ球菌および大腸菌の

2種の細菌に対するリファブチンの抗菌活性が向上したとの報告がある 35)。βCD
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の疎水性の空洞内にリファブチンの疎水性部分が包接され、グラム陽性菌およ

びグラム陰性菌の細胞膜との相互作用により、細胞膜を破壊し、最終的に細菌細

胞の溶解に寄与することで、高い抗菌作用が確認されている。また、精油成分で

あるカルバクロールを βCD で包接することで、カルバクロールの抗菌活性が向上した

との報告がある 36)。このメカニズムとして、βCD で包接することで細菌の細胞膜内へカ

ルバクロールの到達を増強させたことが寄与していると結論付けている。このように、

CDを用いて HTの溶解性の改善、それに伴い抗菌物質としての応用が可能となれば、

アルコールフリーの手指衛生が可能となり、医療における利用拡大が期待できる。さら

に、混合粉砕によるメカノケミカル効果によって包接複合体が調製可能となれば、溶

媒を用いない工業化応用への礎となることが期待される。 

そこで本研究は、天然由来の抗菌成分として HT を用い、HT の利用拡大を目的と

して混合粉砕法によるHT/CDs包接複合体を形成し、HTの物理化学的性質、溶出性

および抗菌活性への影響について検討した。さらに、手指衛生を想定した HT/CD 複

合体を利用した新規抗菌ゲル化製剤開発の基礎的研究を行った。 
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第 1章 HT/CDs複合体の調製および物性評価 

第 1章 序 

 香料などの揮発性成分は、CD と包接複合体を形成することにより、溶解性改善、揮

発性抑制および安定化向上などの物理化学的性質の変化を得られることが知られて

いる 37)。また、ゲスト分子の性質に応じた調製法を選択することは、安定な複合体を得

る上で重要となる。よって本研究では、様々な調製法のなかでも固体状態で調製が可

能な振動型ロッドミルを用いた混合粉砕法を選択した。混合粉砕法は、有機溶媒を用

いないため、残留溶媒が生じない手法である。 

また、得られるゲスト分子の物理化学的性質の変化は、形成する複合体形式に依

存するため、用いる CD の選択が重要となる。これまでに、多くの研究者により CD お

よび CD誘導体について様々な検討がされてきた 38, 39)。それぞれの CDは、空洞サイ

ズ、水溶性など個性的な特性を有することが知られている。 

本研究では、第 1 章として、代表的な CD として αCD、βCDおよび γCD を選択し、

HT との複合体形成の検討を行った。さらに、CD 誘導体として HPβCD、MβCD、

TAβCDおよび HPγCD を選択し、それぞれの HT との複合体形成特性について評価

した。はじめに、妥当なHTと CDのモル比を推定するために、job’s plot法を用いて複

合体組成比の検討を行った。物理化学的性質の評価として、粉末 X 線回折 (PXRD) 

測定、示差走査熱量 (DSC) 測定、熱重量 (TG) 測定、赤外 (IR) 吸収測定、固体

蛍光測定および 1H-1H 2D-NMR 測定を行った。また、複合体形成による HT の溶出

特性を評価するために溶出試験を実施した。 
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第 1節 混合粉砕法による HT/CD複合体形成の検討 

1-1 HT/CDsの複合体組成比の検討 

 一般的に、ゲスト分子と CD との複合体組成比を求める方法として job’s plot 法 40)、

溶解度相図 41)および Benesi-Hildebrand法 42)などが用いられている。job’s plot法 (連

続変化法) は、複合体形成時にみられる物性変化による吸光度変化の加成性を利用

して、複合体組成比を求める方法である。そこで、job’s plot 法を用いて HT/CDs の取

りうる複合体組成比の検討を行った。CDs 添加に伴う HT の吸光度変化により得られ

たプロットを Fig.1に示す。 

CD 添加に伴う吸光度変化 (ΔA) において、ゲスト/ホストの比が 0.3 で極大値を示

す場合、複合体の組成比は 1/2 であることが報告されている 43)。ゲスト/ホストの比が

0.5で極大値を示す場合、複合体の組成比は 1/1であることが報告されている 44)。αCD

の添加により、HT の吸光度変化は HT/αCD の比が 0.3 において最大値を示すことか

ら、溶液中における HT/αCD 複合体の組成比は 1/2 であると推定された。また、βCD

の添加により、吸光度変化は HT/βCD の比が 0.5 において最大値を示すことから、溶

液中における HT/βCD 複合体の組成比は 1/1 であると推定された。γCD の添加によ

り、吸光度変化は HT/γCD のモル比が 0.5 において最大値を示したことから、溶液中

における HT/γCD複合体の組成比は 1/1であることが推定された。 

 よって、本研究は、job’s plot 法の結果より HT/CDs のモル比 2/1、1/1 および 1/2 に

焦点をしぼり、混合粉砕法を用いて調製し、物理化学的性質の評価を行うこととした。 
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Fig. 1 Job’s plot of the HT/CDs systems.

(a) HT/αCD, (b) HT/βCD, (c) HT/γCD.

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)

(c)

(b)(a)
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1-2 HT/CDs複合体における結晶状態の評価 

物質を粉砕すると、粒子径、比表面積の変化および結晶構造のミクロスケールでの

変化が起こる。粉砕による物質の物理化学的変化のひとつとして、メカノケミカル反応

が起こることが知られている 45)。メカノケミカル反応とは、粉砕による機械的エネルギー 

(衝撃・摩擦・圧縮など) を物質に作用させることで、物質の活性化に伴い、他の物質

との反応性が向上などの現象が得られることである。これまでにシクロデキストリンを用

いて混合粉砕法により、包接複合体が形成されると非晶質化することが報告されてい

る 46)。そこで、混合粉砕法における、HT/CDs 複合体の結晶状態を検討するために、

粉末 X線回折 (PXRD) 測定を行った (Fig.2-4)。 

HT単独およびHT単独粉砕物では、HTの特徴的なピークが 2θ=10.3°および 23.7°

に観察された (Fig.2 a, b)。αCDは、2θ=14.3°および 21.7°付近に特徴的な回折ピーク

が観察された (Fig.2 c)。βCDは、2θ=12.5°および 18.7°付近に特徴的な回折ピークが

観察された (Fig.3 c)。γCDは、2θ=12.2°および 16.2°付近に特徴的な回折ピークが観

察された (Fig.4 c)。一方、αCD、βCD および γCD 単独粉砕物では、特徴的な回折ピ

ークは確認されず、ハローパターンを示した (Fig.2-4 d)。PM (HT/αCD=1/1 および

1/2) 、PM (HT/βCD=2/1 および 1/1) および PM (HT/γCD=2/1 および 1/1)では、

2θ=10.1°、23.6°付近に HT 結晶由来の回折ピークが、2θ=14.3°、21.7°付近に αCD由

来の回折ピーク、2θ=12.5°、18.7°付近に βCD 由来の回折ピークおよび 2θ=12.5°、

16.2°付近に γCD 由来の回折ピークががそれぞれ観察された (Fig.2-4 e, f)。よって、

HT および CD は、それぞれ単独の状態で存在していることが推察された。GM 

(HT/αCD=1/1)、GM (HT/βCD=2/1) および GM (HT/γCD=2/1) では、2θ=10.1°および

23.6°付近に HT 結晶由来の回折ピークが観察され、過剰な HT 由来の回折ピークが

確認されたと推察した (Fig.2-4 g)。一方、GM (HT/αCD=1/2) 、GM (HT/βCD=1/1) 

および GM (HT/γCD=1/1) は、HT 単独由来の回折ピークおよび γCD 由来の回折ピ
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ークは観察されず、ハローパターンを示した 47) (Fig.2-4 h)。 

非晶質化した試料を調湿保存することにより、結晶化が起こることが知られている 48, 

49)。そこで、混合粉砕によりハローパターンを示した GM (HT/αCD=1/2)、GM 

(HT/βCD=1/1) およびGM (HT/γCD=1/1) を調湿保存後、PXRD測定を行った。Hunt

らの報告によると、ケージ型にて包接複合体を形成している場合、特徴的な回折ピー

クは、2θ=12.0°、14.4°および 21.7° 付近に観察されることが知られている 50)。GM 

(HT/αCD=1/2) 調湿物の回折パターン中には αCD のケージ型構造に類似する回折

ピーク (2θ=11.9°、14.1°および 21.5°) が認められたことから、ケージ型の構造にて HT

と αCD の複合体形成しているものと推察された。また、Karoyo らの報告によると、チャ

ネル型をとる包接複合体の特徴的な回折ピークは、2θ=7.0、9.8、12.0、14.6、17.8 およ

び 18.9°付近に観察されることが知られている 51)。GM (HT/βCD=1/1) 調湿物の回折

パターン中には、βCD のチャネル型構造に類似する回折ピーク (2θ=7.1°、10.0°、

12.0°、14.5°、17.6°および 18.8°付近) が認められたことから、チャネル型の構造にて

HT と βCD の複合体形成しているものと推察された。γCD 由来のヘキサゴナルカラム

型構造の特徴的な回折ピークは、2θ=6.0°および 15.9°付近に現れることが知られてい

る 52)。GM (HT/γCD=1/1) 調湿物の新規ピークは、既に報告されている γCD由来のヘ

キサゴナルカラム型構造の特徴的な回折ピークと一致することから、ヘキサゴナルカラ

ム型の構造にて HT と γCDの複合体形成しているものと推察された。 

以上のことから、混合粉砕法によるメカノケミカル効果によって、包接複合体の調製

が可能と考えられた。 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(h)

(i)

▲
▲

▲

Fig. 2 PXRD patterns of HT/αCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) αCD, (d) αCD ground, (e) PM

(HT/αCD=1/1), (f) PM (HT/αCD=1/2), (g) GM (HT/αCD=1/1), (h) GM

(HT/αCD=1/2), (i) GM (HT/αCD=1/2) humidified.
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Fig. 3 PXRD patterns of HT/βCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) βCD, (d) βCD ground, (e) PM

(HT/βCD=2/1), (f) PM (HT/βCD=1/1), (g) GM (HT/βCD=2/1), (h) GM

(HT/βCD=1/1), (i) GM (HT/βCD=1/1) humidified.
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Fig. 4 PXRD patterns of HT/γCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) γCD, (d) γCD ground, (e) PM

(HT/γCD=2/1), (f) PM (HT/γCD=1/1), (g) GM (HT/γCD=2/1), (h) GM

(HT/γCD=1/1), (i) GM (HT/γCD=1/1) humidified.

■:HT, △:γCD, □: γCD hexagonal-columnar form
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1-3 HT/γCD複合体の熱的性質の検討 

一般的に、CD空洞内にゲスト分子が入り込むと、ゲスト分子の融点、沸点お

よび昇華点が異なる温度へシフトするといった熱的挙動の変化が観察されるこ

とが報告されている 53, 54)。そこで、混合粉砕物の熱的挙動を検討するために DSC

測定を行った (Fig.5-7)。 

HT単独および HT単独粉砕物は、HTの融解由来の吸熱ピークが 53°C付近に確

認された (Fig.5 a, b)。PM (HT/αCD=1/1)、PM (HT/αCD=1/2)、PM (HT/βCD=1/1) 、

PM (HT/γCD=1/1) 、GM (HT/αCD=1/1)、GM (HT/βCD=2/1) 、GM (HT/γCD=2/1) に

おいても、49-52°C付近に HTの融解に由来する吸熱ピークが観察された (Fig.5 e-g, 

Fig.6 e, f, Fig.7 e, f)。このことから、GM (HT/αCD=1/1)、GM (HT/βCD=2/1) および GM 

(HT/γCD=2/1) は CD に対して、過剰の HT が存在すると推察された。一方、GM 

(HT/αCD=1/2 および HT/αCD=1/3) および GM (HT/βCD=1/1 および HT/βCD=1/2) 

および GM (HT/γCD=1/1 および HT/γCD=1/2) では、HT の融解に由来する吸熱ピ

ークは確認されなかった (Fig.5 h, i, Fig.6 g, h, Fig.7 g, h)。 

ゲスト分子と CD との調製物において、ゲスト分子の吸熱ピークの消失が見られた場

合、非晶質性を有する包接錯体が形成されたことを示しているとの報告がある 55, 56)。よ

って、HT の融解由来の吸熱ピークの低温シフトや熱量の減少などは、粉砕による機

械的なエネルギーが加わることで働くメカノケミカル効果が寄与していると推察された。

また、ゲスト分子の熱的挙動の変化は、固体分散体中のゲストと CD の包接錯体また

は異なる特性を有する包接複合体の形成を示しているとの報告がある 57)。よって、混

合粉砕物で確認された熱的挙動の変化は、HT/CDs混合粉砕物における分子間相互

作用が起因していると推察された。これらの結果は、混合粉砕によってモル比

HT/αCD=1/2、HT/βCD=1/1および HT/γCD=1/1で分子間相互作用している可能性が

あることを示している。 
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Fig. 5 DSC curves of HT/αCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) αCD, (d) αCD ground, (e) PM

(HT/αCD=1/1), (f) PM (HT/αCD=1/2), (g) GM (HT/αCD=1/1), (h) GM
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Fig. 6 DSC curves of HT/βCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) βCD, (d) βCD ground, (e) PM

(HT/βCD=1/1), (f) GM (HT/βCD=2/1), (g) GM (HT/βCD=1/1), (h) GM

(HT/βCD=1/2).
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Fig. 7 DSC curves of HT/γCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) γCD, (d) γCD ground, (e) PM (HT/γCD=1/1),

(f) GM (HT/γCD=2/1), (g) GM (HT/γCD=1/1), (h) GM (HT/γCD=1/2).
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精油成分と CD との分子間相互作用により、ゲスト分子である精油成分の熱安定性を

向上することが報告されている。HT は精油成分・低沸点物質であるため、TG 測定に

より複合体形成に伴う HT分子の重量変化について検討を行った (Fig.8)。 

HT 単独および HT 単独粉砕物において 50.6°C 付近から約 99%の HT 結晶由来

の重量減少が確認された (Fig.8 a, b)。CD では、280°C 付近から 380°C による、αCD 

(74.5%) 、 βCD (67.4%) 、 γCD (74.7%) 、 PM (HT/αCD=1/2) は 70.0% 、 PM 

(HT/βCD=1/1)は 70.2%および PM (HT/γCD=1/1) は 70.5%の重量減少が確認された 

(Fig.8 c-h)。一般的に、CDは約 270°C付近から CDの熱分解由来の重量減少が観察

されることが知られている 58)。よって、αCD 、βCD 、γCD、PM (HT/αCD=1/2) 、PM 

(HT/βCD=1/1) および PM (HT/γCD=1/1)で観察された 280°C 付近から 380°C による

重量減少は、CDの熱分解由来によるものと推察した。また、30-120°C 付近に αCDで

9.6%、βCDで 12.8%、γCDで 8.0%、PM (HT/αCD=1/2) は 12.0%、PM (HT/βCD=1/1) 

は 7.0% 、 PM (HT/γCD=1/1) は 9.9% 、 GM (HT/αCD=1/2) は 8.5% 、 GM 

(HT/βCD=1/1) は 9.6%およびGM (HT/γCD=1/1) は 5.8%の重量減少が確認された。

CD 単独、物理的混合物および混合粉砕物で確認された 30-120°C 付近の重量減少

は、TG 曲線の減少度合から推定して、CD の結晶水または付着水の蒸発に由来する

ものと推察した。 

Danielによると、低融点物質で 110°C付近以降に観察される重量減少は、形成され

た複合体由来の揮発抑制によるものであるとされている 59)。混合粉砕物において観察

されたそれぞれの重量減少は、HT/CDs 複合体形成によるものであると推察された。こ

れらの結果より、HT/CDs 複合体の熱安定性による、HT の揮発抑制が起きたものと推

察された。 
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Fig. 8 TG curves of HT/CDs systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) αCD, (d) βCD, (e) γCD, (f) PM

(HT/αCD=1/2), (g) PM (HT/βCD=1/1), (h) PM (HT/γCD=1/1), (i) GM

(HT/αCD=1/2), (j) GM (HT/βCD=1/1), (k) GM (HT/γCD=1/1).
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1-4 HT と CDs との包接モル比の検討 

PXRD 測定、DSC 測定および TG 測定の結果より、60 分間混合粉砕物において

HT/CDs 複合体形成が確認された。そこで、HT/αCD、HT/βCD および HT/γCD 包接

化合物形成のモル比を検討するために、Dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6) を溶媒に

用い、1H-NMR スペクトル測定を行った (Fig.9-11)。 

HT 単独は、1.1 ppm 付近にイソプロピル基 (-CH3) のプロトンに由来するシグナル、

6.9-7.3 ppm 付近に七員環のプロトンに由来するシグナルがそれぞれ観察された 

(Fig.9 a)。 

CD は、一般的に 3-4 ppm 付近に CD の空洞外に位置する H-2 および H-4、空洞

内に位置する H-3, H-5および H-6由来のシグナルが現れることが知られている 60)。ま

た、4.9 ppm 付近には、H-1 由来のシグナルが現れることが知られている。αCD、βCD

および γCD は、グルコースユニットのプロトンに由来するシグナルが 3-4 ppm および

4.9 ppm付近にそれぞれ観察された (Fig.9-11 b)。混合粉砕物 (GM (HT/αCD=1/2)、

GM (HT/βCD=1/1) および GM (HT/γCD=1/1)) は、HT と CD由来のシグナルがそれ

ぞれ確認された。 

GM (HT/αCD=1/2) は、HT のイソプロピル基のプロトンに由来するシグナルは、1.1 

ppm付近に観察され、積分値が 0.51であることから、GM (HT/αCD=1/2) におけるHT

の 1プロトンあたりの積分値は 0.085であることが確認された。また、αCDのグルコース

ユニットの H-1に由来するシグナルの積分値が 1であることから、αCDはグルコースユ

ニットが 6個であるため、1プロトンあたりの積分値は 0.17であることが確認された。 

GM (HT/βCD=1/1) は、HT のイソプロピル基のプロトンに由来するシグナルは、1.1 

ppm付近に観察され、積分値が 0.90であることから、GM (HT/βCD=1/1) におけるHT

の 1 プロトンあたりの積分値は 0.15 であることが確認された。また、βCD のグルコース

ユニットの H-1に由来するシグナルの積分値が 1であることから、βCDはグルコースユ



26 

 

ニットが 7個であるため、1プロトンあたりの積分値は 0.14であることが確認された。 

GM (HT/γCD=1/1) は、HT のイソプロピル基のプロトンに由来するシグナルは、1.1 

ppm 付近に観察され、積分値が 0.760 であることから、GM (HT/γCD=1/1) における

HT の 1 プロトンあたりの積分値は 0.127 であることが確認された。また、γCDのグルコ

ースユニットの H-1に由来するシグナルの積分値が 1であることから、γCDはグルコー

スユニットが 8 個であるため、1 プロトンあたりの積分値は 0.125 であることが確認され

た。 

各混合粉砕物のモル比を式(1)61)を用いて算出した。GM (HT/αCD=1/2) の包接モ

ル比を算出すると、HT/αCD=1.00/2.00 であった。GM (HT/αCD=1/2)は包接モル比が、

HT/αCD≒1/2 であることが確認された。GM (HT/βCD=1/1) の包接モル比を算出する

と、HT/βCD=0.85/1.00 であった。GM (HT/βCD=1/1)は包接モル比が、HT/βCD≒1/1

であることが確認された。GM (HT/γCD=1/1) の包接モル比を算出すると、

HT/γCD=1.02/1.00であった。GM (HT/γCD=1/1)は包接モル比が、HT/γCD≒1/1であ

ることが確認された。また、DMSO-d6 中の 1H-NMR において全てのプロトン由来のシ

グナルが妥当な積分比で過不足なく観測されたことから、HTおよび CDが分解するこ

となく試料中に存在することが確認された。 
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Fig. 9  1H-NMR (DMSO-d₆) spectra of  HT/αCD systems.
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Fig. 10  1H-NMR (DMSO-d₆) spectra of  HT/βCD systems.
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1-5 固体状態における分子状態の検討 

HT はトロポロン骨格を有するため、蛍光発光を示す。そのため、固体蛍光スペクト

ル測定は、HTとCDとの分子間相互作用における分子状態を把握する上で有用な情

報となる。そこで、複合体の固体状態における分子状態を検討するため、固体蛍光ス

ペクトル測定を行った (Fig.12)。 

Breheret らの報告によると、トロポロン骨格を有するトロポノイドは 420 nm 付近に蛍

光発光を示すとの報告がある 62)。HT単独において 420 nm付近で観察された発光ス

ペクトルは、トロポロン骨格由来のエキシマー (励起二量体) 蛍光であると推察した。

HT単独粉砕物においては、420 nm付近のスペクトルと 404 nm付近に肩スペクトルが

観察された。404 nm 付近に確認された肩ピークは、HT の単独粉砕により一部モノマ

ー化したことが起因したものと考えられる。GM (HT/αCD=1/2) は、387 nmと 400 nm付

近と短波長側にスペクトルシフトが観察された。また、GM (HT/βCD=1/1) では 402 nm

付近のスペクトルと 389 nm 付近の肩ピークと短波長側にスペクトルシフトが観察され

た。また、GM (HT/γCD=1/1) では 402 nm 付近にスペクトルが観察され、複合体形成

による HT のモノマー化が推察された。しかしながら、GM (HT/γCD=1/1) は、420 nm

付近のスペクトルシフトが確認されなかった。GM (HT/αCD=1/2) および GM 

(HT/βCD=1/1) にて確認された短波長側のスペクトルシフトは、包接複合体形成によ

る HT のモノマー蛍光であると推察された。また、モノマー蛍光の出現に伴い、HT 結

晶で確認された 420 nm 付近の HT のエキシマー蛍光強度の減少が確認された。一

般的に、トロポノイドの蛍光スペクトルの変化は、トロポロン骨格中のカルボニル基とヒド

ロキシ基で形成されている分子内水素結合の変化に起因することが報告されている 63)。

このことから、GM (HT/αCD=1/2) 、GM (HT/βCD=1/1) および GM (HT/γCD=1/1)で

観察された低波長側の発光スペクトルは、包接複合体形成に伴う、HT のモノマー化

による電子状態変化が起因したものと考えられた。さらに、GM (HT/αCD=1/2) は、2
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つの αCD で HT を挟み込む状態で包接されているため、HT がよりモノマー化された

ことが、電子密度の変化に大きく影響しているものと推察した。これより、HT のエキシ

マー分子とモノマー分子の割合が、用いる CD の種類により異なるものと推察された。

さらに詳細な分子状態を評価するために、今後時間分解蛍光測定 64)を行い複合体形

成反応の経時変化を追うことが必要と考えられる。 
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 FT-IR スペクトル測定は、固体状態での包接複合体の形成を確認するために有用

な分析法である 65)。そこで、複合体中における分子状態を検討するために、FT-IR ス

ペクトル測定を行った (Fig.13)。 

 FT-IR スペクトル測定の結果、HT 結晶において HT 分子構造中のカルボニル基 

(1608 cm-1 付近) およびヒドロキシ基 (3200 cm-1 付近) に由来する吸収スペクトルが

観察された (Fig.13 a)。HT単独粉砕物では、HT同様にカルボニル基 (1608 cm-1) お

よびヒドロキシ基 (3211 cm-1) に由来する吸収スペクトルが観察された (Fig.13 b)。

αCD単独では、1025 cm-1 (C-O-C 伸縮振動)、1154 cm-1 (C-O 伸縮振動)、1641 cm-1 

(H-O-H 変角振動)、2927 cm-1 (-C-H 伸縮振動)、 3398 cm-1を中心として 3800-3100 

cm-1 間にヒドロキシ基 (O-H 伸縮振動) 由来のブロードな吸収スペクトル 66)が確認さ

れた (Fig.13 c)。βCD単独では、1023 cm-1 (C-O-C伸縮振動)、1160 cm-1 (C-O伸縮振

動)、1652 cm-1 (H-O-H変角振動)、2926 cm-1 (-C-H伸縮振動)、 3363 cm-1を中心とし

て 3800-3100 cm-1 間にヒドロキシ基 (O-H 伸縮振動) 由来のブロードな吸収スペクト

ル 34)が確認された (Fig.14 c)。γCD単独では、1031 cm-1 (C-O-C伸縮振動)、1159 cm-

1 (C-O 伸縮振動)、1653 cm-1 (H-O-H 変角振動)、2928 cm-1 (-C-H 伸縮振動)、 3389 

cm-1を中心として 3800-3100 cm-1間にヒドロキシ基 (O-H 伸縮振動) 由来のブロード

な吸収スペクトル 34)が確認された (Fig.15 c)。PM (HT/αCD=1/2) 、PM (HT/βCD=1/1) 

および PM (HT/γCD=1/1) においても HT 分子構造中のカルボニル基およびヒドロキ

シ基に由来する吸収スペクトルが HT 結晶と同様に認められた (Fig.13-15 d)。一方、

GM (HT/αCD=1/2) では、HT由来のカルボニル基 (C=O伸縮) 由来の 1608 cm-1付

近の吸収スペクトルが 1605 cm-1に低波数シフトしていることが観察された (Fig.13 e)。

GM (HT/βCD=1/1) では、HT由来のカルボニル基 (C=O伸縮) 由来の 1608 cm-1付

近の吸収スペクトルが 1616 cm-1に高波数シフトしていることが観察された (Fig.14 e)。

GM (HT/γCD=1/1) では、HT由来のカルボニル基 (C=O伸縮) 由来の 1608 cm-1付
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近の吸収スペクトルが 1606 cm-1に低波数シフトしていることが観察された (Fig.15 e)。

さらに、GM (HT/αCD=1/2) 、GM (HT/βCD=1/1) および GM (HT/γCD=1/1) では、

3200 cm-1に確認された HT のヒドロキシ基の吸収スペクトルの消失または高波数側へ

のシフトが確認された。CD はゲスト分子を包接していない時は水分子を取り込んでお

り、そこへゲスト分子が近づくと水分子と入れ替わって安定なエネルギー状態になるこ

とが知られている 67)。本研究で、CD 単独で確認された 1653 cm-1付近の CD 空洞内

に存在する結晶水に由来する吸収スペクトルが、混合粉砕物では消失もしくは強度の

低下が確認された。一般的に CD 空洞内のヒドロキシ基と薬物との分子間相互作用に

より、包接体では水素結合が形成されている 68)。1653 cm-1 付近に確認された CD の

空洞内に存在する結晶水に由来する吸収スペクトルが混合粉砕物では消失していた

ことから、結晶水の脱水による疎水性分子間相互作用が推察された。 
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1-6 HT/CD複合体からの HT溶出性評価 

固体状態の物性評価により、混合粉砕法による HT/γCD との分子間相互作用が推

察された。一般的に、CD で難水溶性物質を包接することでゲスト分子の溶出性を向

上することが報告されている 69, 70)。CDとの複合体形成によるHTの溶出性を確認する

ために、HT結晶、HT単独粉砕物、物理的混合物および混合粉砕物について蒸留水

を用いて溶出試験を行った (Fig.16-18)。 

溶出試験の結果、HT 結晶は初期の段階ではほとんど溶出せず、60 分値において

も約 30%の溶出率であることが確認された。HT単独粉砕物では、粉砕によるHTの粒

子径の減少により、HT 結晶と比較して初期の溶出率は立ち上がりが早く、60 分値で

約 50% の溶出 率 で あ っ た 。 PM (HT/αCD=1/1) 、 PM (HT/αCD=1/2) 、 PM 

(HT/βCD=1/1) および PM (HT/γCD=1/1)では、HTが結晶として存在しているため、分

散性が悪く、緩やかな溶出性が確認された。一方、GM (HT/αCD=1/1) では、HT と

αCD が部分的な相互作用が起きているため、初期に早い溶出性が確認された。しか

しながら、60 分値でも HT の溶出率は 80%付近にとどまる結果となった。一方、GM 

(HT/αCD=1/2) は 5 分値において 93%の溶出率を示し、初期の段階でほぼ HT が溶

出することが確認された。また、GM (HT/βCD=1/1) では 5 分値において 56%の溶出

率を示し、立ち上がりが緩やかであり、時間経過に伴い徐々に溶出するプロファイル

が得られた。GM (HT/γCD=1/1) は、5 分値において約 80%の溶出率を示し、立ち上

がりの初期の段階でほぼ HT が溶出することが確認された。このことより、HT 結晶およ

び物理的混合物と比較し、混合粉砕物において HT の溶出性の向上が認められた。

また、物理的混合物と比較し、HT 単独粉砕物において HT の溶出性の向上が認めら

れた。混合粉砕物における溶出性の向上は、HT 単独粉砕物において混合粉砕物同

様の溶出性を示さなかったことより、単に粉砕のみによる影響ではないと考えられた。

よって、HT と CD間の分子間相互作用が溶出性向上に起因していると考えられた。ま
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た、PXRD 測定の結果より、GM (HT/αCD=1/2)、GM (HT/βCD=1/1) および GM 

(HT/γCD=1/1)においては、ハローパターンを示したことから包接複合体形成による非

晶質化が確認されている (Fig. 2-4)。包接複合体形成により、ゲスト分子が非晶質化

することで溶解性が向上するとの報告があり 71, 72)、HT と CDの包接複合体形成による

HTの非晶質化が溶出性に反映したと推察した。 

 水溶液中における HTの溶解性が増大するのは、包接化による HTの見かけの溶解

性が上がることが起因していると推察した。よって、CD の種類によって異なる HT の溶

出挙動を示したのは、HT/CDs複合体の包接様式の違いが寄与していると推察した。 
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Fig. 16 Dissolution profiles of HT/αCD systems (37±0.5ºC). 

▲:HT intact, △:HT ground, ♢:PM (HT/αCD=1/1), ○:PM (HT/αCD=1/2), 

♦:GM (HT/αCD=1/1), ●:GM (HT/αCD=1/2).

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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Fig. 17 Dissolution profiles of HT/βCD systems (37±0.5ºC). 

▲:HT intact, △:HT ground, □:PM (HT/βCD=1/1), ■:GM (HT/βCD=1/1).

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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Fig. 18 Dissolution profiles of HT/γCD systems. 

△:HT intact, ▲:HT ground, ○:PM (HT/γCD=1/1), ●:GM (HT/γCD=1/1).

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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1-7溶液状態における分子間相互作用の検討 

溶出試験の結果から、混合粉砕物において HT 結晶と比較し溶出性の向上が確認

され、溶液状態における HT と CD 間での分子間相互作用が溶出性に影響を与えた

可能性が推察された。NMR スペクトル測定は、創薬分野への応用を考慮した溶液状

態での構造解析に用いられる有用な手法である 73, 74)。CD空洞内にゲスト分子が包接

されると、包接に関与している部位プロトン由来の NMR 化学シフト値の変動が確認さ

れる。これらの化学シフト変化およびゲスト分子と CD とのクロスピークを確認すること

で、詳細な包接部位を推定することができる。そこで、水溶液中における HT/CD の分

子状態の評価を行うために 1H-1H 2D-NMR測定を行った。 

 

1H-1H COSY NMR スペクトル測定 

HT/CD複合体の構造解析を行うにあたり、HT単独における 1H-1H COSY NMR測

定を行った (Fig.19)。1H-1H COSY NMR測定は、HTのプロトンのカップリングの有無

を確認するために実施した 75)。 

HT 単独は、1.1 ppm 付近にイソプロピル基プロトン (H-F)、2.8 ppm 付近に H-E お

よび 7.1-7.4 ppm付近に七員環プロトン (H-A, -B, -Cおよび-D) 由来のピークがそれ

ぞれ確認された。HT は、H-F と H-E、H-B と H-C および H-C と H-D 間でそれぞれク

ロスピークが確認された。このことから、これらのプロトン間でカップリングがあることが

確認された。つまり、H-F と H-E、H-B と H-Cおよび H-C と H-Dは、結合を介した近い

位置に存在することが明らかとなった。 
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(a) HT intact X is 7.0-7.5 and the Y axis is 7.0-7.5, (b) HT intact X is 7.0-7.5 and the Y
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1H-1H NOESY NMR スペクトル測定 

2D NMR スペクトル測定は、分子間双極子相互相関を観察することで、ゲスト分子

と CD との立体的な構造配置を評価することができる 76, 77)。そこで、HT/CD 複合体に

おける、HT と CDの空間的配置を検討するために 1H-1H NOESY, ROESY NMR スペ

クトル測定を行った 78) (Fig.20-24)。 

HT単独の 1H-1H NOESY NMR スペクトル測定を行った結果を Fig.20に示す。HT

単独の場合、H-A、H-B と H-E、H-B、H-D と H-C および H-F と H-E 間でそれぞれ分

子内相関ピークが確認された。それぞれ確認された相関ピークは、HT の構造上妥当

な配置であり、HTのプロトンの帰属を裏付けるものであった。 

GM (HT/αCD=1/2) は、HT の分子内相関ピークに加えて、HT の七員環のプロトン

に由来する H-A, -B および-C ピークと αCDの H-3 ピーク間、HT のイソプロピル基の

プロトンに由来する H-F ピークと αCD の H-3 および H-5 ピーク間でクロスピークが観

察された (Fig.22)。また、GM (HT/αCD=1/1) は、HT の分子内相関ピークに加えて、

HTの七員環に由来する H-Aおよび H-Bピークと αCDの H-3ピーク間、HTのイソプ

ロピル基に由来する H-Fピークと αCDの H-3および H-5ピーク間でクロスピークが観

察された (Fig.21)。一方、GM (HT/βCD=1/1) では、HTの分子内相関ピークに加えて、

HTの七員環のプロトンに由来する H-A, -Bおよび-Cピークと βCDの H-3,および H-5

ピーク間、HTのイソプロピル基のプロトンに由来する H-F ピークと βCDの H-3および

H-5 ピーク間でクロスピークが観察された (Fig.23)。GM (HT/γCD=1/1) では、HT の

分子内相関ピークに加えて、HT の七員環に由来する H-A、H-B、H-C および H-D と

γCDの H-6 ピーク間、HTのイソプロピル基に由来する H-Fピークと γCDの H-3、H-5

および H-6ピーク間でクロスピークがそれぞれ確認された (Fig.24)。 

1H-1H ROESY NMR測定の結果より、GM (HT/αCD=1/2) は 2つの αCDの空洞内

に HTが存在しており、HTの七員環部分の一部が αCDの広い縁の近くに位置するこ
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とが推察された。また、HT のイソプロピル基が CD の空洞内に位置しており、αCD の

広い縁の近くに位置することが推察された。一方、GM (HT/βCD=1/1) では HT の七

員環が空洞内に入っており、HTの七員環部分が βCDの狭い縁の近くに位置すること

が推察された。また、HT のイソプロピル基が CD の空洞内に入っており、広い縁の近

くに位置することが推察された。このことより、GM (HT/αCD=1/2) は、2つの αCDの空

洞の広い縁に浅く位置していることが推察された。また、GM (HT/βCD=1/1) では HT

の七員環部分より CD 空洞内に入っており狭い縁付近に位置し、広い縁に HT のイソ

プロピル基が位置しているものと推察された。HT/γCD混合粉砕物では、HTは γCDの

空洞内に位置しており、HTの七員環部分が γCDの狭い縁の近くに位置することが推

察された。また、HTのイソプロピル基がCDの空洞内に入っており、広い縁の近くに位

置することが推察された。よって、HT が γCD で包接されることによる HT 間での空間

的配置が変化したことが起因している 79)と推察された。以上の結果より、HT/αCD、

HT/βCDおよび HT/γCDは異なる包接様式であることが推察された。 

Lis-Cieplak らの報告によると、ゲスト分子としてアマンタジンを用いた場合、1H-1H 

ROESY NMR 測定の結果から、包接の深さは α、β および γCD の空洞径の大きさの

違いが影響し、用いる CDによって異なる包接様式を取ることが知られている 80)。本研

究で形成された包接様式の違いは、CD の空洞径の違いが影響しているものと考えら

れ、αCDは空洞径が βCDおよび γCD と比較して狭いため、HTが 1つの CD空洞内

の深部まで入りきらず、2つの CDの広い縁でHTを挟み込むように包接安定化してい

るものと推察された。また、βCDおよび γCDは空洞径が αCDと比較して広いため、HT

が βCD の空洞内の深部にまで入り込んでおり、HT のサイズに適した空洞径であるた

め、安定な分子状態を維持しているものと推察された。また、Miletic らによると、ボリコ

ナゾールと異なる CD を用いて包接複合体を形成した場合、包接様式の違いおよび

粒子サイズの違いが溶出性に影響するとの報告がある 81) 。 
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以上の結果より、包接様式および安定な分子状態の違いが HT の溶出性に影響し

たものと推察された。また、溶出試験の結果において、GM (HT/αCD=1/1) は試験開

始初期に HT 高い溶解性を示すの溶出プロファイルが得られたのは、HT が部分的に

包接されているため 82)であることが推察された。HT/CDs 複合体の構成する包接様式

に応じて、HT の分子状態が異なり、それぞれの複合体における HT の溶出挙動に影

響を与えたと推察した。 
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Fig. 20 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT intact.

(a) HT intact X is 7.0-7.5 and the Y axis is 7.0-7.5, (b) HT intact X is 7.0-7.5 and the

Y axis is 0-3.0, (c) HT intact X is 0-3.0 and the Y axis is 0-3.0.
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Fig. 21 1H-1H ROESY NMR spectrum of GM (HT/αCD=1/1).

(a) GM (HT/αCD =1/1) X is 7.0-7.5 and the Y-axis is 3.2-4.0; 

(b) GM (HT/αCD =1/1) X is 0.8-1.5 and the Y-axis is 3.2-4.0.
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Fig. 22 1H-1H ROESY NMR spectrum of GM (HT/αCD=1/2).

(a) GM (HT/αCD =1/2): X is 7.0-7.5 and the Y-axis is 3.2-4.0; 

(b) GM (HT/αCD =1/2): X is 0.8-1.5 and the Y-axis is 3.2-4.0.
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(b) GM (HT/βCD =1/1) X is 0.8-1.5 and the Y-axis is 3.2-4.0.
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Fig. 24 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT/γCD.

(a) GM (molar ratio of HT/γCD = 1/1 ) X is 7.0-7.5 and the Y axis is 3.2-4.0,

(b) GM (molar ratio of HT/γCD = 1/1 ) X is 0.8-1.5 and the Y axis is 3.2-4.0.

O

OH

Hinokitiol

F

F

A

B

C D

E

Glucopyranose

A

3
,5

,6
2
,4

HT

γC
D

7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0
4.0

3.8

3.6

3.4

3.2

f 2 (ppm)

f 
1
 (

p
p
m

)

BC D

F

3
,5

,6
2
,4

HT

γC
D

4.0

3.8

3.6

3.4

3.2

0.91.11.31.5

f 2 (ppm)

f 
1
 (

p
p
m

)
(a) (b)

O

H

O

OH

H

H

H

OH

H
OH

4

3

6

5

2 1

(a) (b)



53 

 

第 1節 小括 

第1節において、混合粉砕法によるメカノケミカル効果によって、HT/αCD、HT/βCD

およびHT/γCD包接複合体形成が確認され、包接複合体のモル比は HT/αCD=1/2、

HT/βCD=1/1およびHT/γCD=1/1であることが明らかとなった。HT単独と比較し、

HT/αCD=1/2、HT/βCD=1/1およびHT/γCD=1/1においてHTの溶出性向上が認めら

れた。 

溶液状態の評価としてD2Oを溶媒として用いて測定した、1H-1H ROESY NMR測定

の結果、HT/αCD=1/2はHTの七員環部分の一部と、HTのイソプロピル基が2つの

αCDの広い縁にリンクして包接していることが示された。また、HT/βCDはHTの

七員環部分がβCDの狭い縁とHTのイソプロピル基が広い縁と相互作用している

ことが示された。1H-1H NOESY NMR測定の結果、HTの七員環およびイソプロピル

基がγCD空洞内に位置することが推察された。この包接様式の違いは、CDの空洞径

の違いが寄与していると推察された。したがって、αCD、βCDおよびγCDでは、

サイズ選択的にHTと複合体を形成することが確認された。 

各HT/CDsにおける溶出挙動の違いは、各CDとの包接様式が反映されたことが明

らかとなった。以上より、混合粉砕法を用いてHT/CDs複合体が調製可能となり、利用

目的に応じて使用するCDを選択することで、HTの放出タイミングをコントロールするこ

とが可能となり、今後のHTの利用拡大に繋がるであろう。 
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第 2節 混合粉砕法による HT と CD誘導体における複合体形成の検討 

第 2節 序 

第 1節において、HT と α、βおよび γCD との包接複合体形成が明らかとなった。そ

れぞれの複合体における HT の分子状態が異なることが確認され、CD の空洞径のサ

イズの違いおよび疎水性の違いなどが影響している可能性が考えられた。CD には、

多くの誘導体が存在し、医薬品、食品および化粧品分野など様々な分野で利用応用

されている。例えば、ヒドロキシプロピル β シクロデキストリン (HPβCD) 、メチル化 β シ

クロデキストリン (MβCD) 、トリアセチル化 β シクロデキストリン (TAβCD) などが知ら

れている。HPβCD は、低毒性で高い水溶性および包接能力により、薬物の可溶化お

よび安定化を目的として医薬品分野において広く研究されているヒドロキシアルキル

化 βシクロデキストリンである。MβCDは、水および有機溶媒に可溶性を示す特徴を有

する。このような特性は、医薬品分野において薬物のバイオアベイラビリティ向上およ

び薬物放出速度の調整へと応用することができる。また、MβCDは、他の CD と比較し

て高い表面張力を有することも特性のひとつである。TAβCDは、疎水性 CD誘導体で

あり、半減期の短い薬物を包接することで、疎水的特徴を利用した薬物の徐放化に利

用されている。第 1 節の結果より HT は、CD の種類に応じて安定な状態をとることが

起因していると推察された。よって、目的に応じて CD の種類を選択することで、HT を

有効的に利用できる。HT と CD誘導体 (HPβCD、MβCD、TAβCDおよび HPγCD) 83, 

84) において包接複合体が形成可能となれば、HT の利用目的拡大になることが考え

られる。 

そこで、第 2 節では、それぞれ異なる特性を有する CD 誘導体 (HPβCD、MβCD、

TAβCD および HPγCD) を用いて HT との複合体形成の検討を行うこととした。HT と

CD誘導体との分子間相互作用の形成および HTの溶出挙動への影響を評価した。 

 



55 

 

2-1 HT/CD誘導体の複合体比の検討 

 CD誘導体として、HPβCD、MβCD、TAβCDおよび HPγCDを用いて HT との複合体

配合比の検討を行った。方法は、第 1 節同様、連続変化法 (job’s plot) により検討を

行った 85)。CDs 添加に伴う吸光度変化により得られたプロットを Fig.25-28 に示す。

βCD 誘導体 (HPβCD、MβCD および TAβCD) の添加により、HT の吸光度変化は

HT/CD の比が 0.5 において最大値を示すことから、溶液中における HT/HPβCD、

HT/MβCDおよび HT/TAβCD複合体の組成比は 1/1 であると推察された。また、γCD

誘導体 (HPγCD) の添加により、吸光度変化は HT/CDの比が 0.5において最大値を

示すことから、溶液中における HT/HPγCD複合体の組成比は 1/1であると推察された。 

これらの結果は、第 1節で示した、βCDおよび γCDの結果と同様であった。よって、

CDのヒドロキシ基に置換基がついても、包接能はCDの空洞径に依存すると考えられ

た。 
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Fig. 26 Job’s plot of the HT/MβCD systems.

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)

Fig. 25 Job’s plot of the HT/HPβCD systems.

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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Fig. 28 Job’s plot of the HT/HPγCD systems.

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)

Fig. 27 Job’s plot of the HT/TAβCD systems.

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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2-2 HT/CD誘導体複合体の熱的性質の検討 

HT と CD 誘導体 (HPβCD、MβCD、TAβCDおよび HPγCD) との混合粉砕物にお

ける熱的挙動を検討するために、第 1節同様に DSC測定を行った (Fig.29)。 

PM (HT/HPβCD=1/1)、PM (HT/MβCD=1/1)、PM (HT/TAβCD=1/1)および PM 

(HT/HPγCD=1/1) において、50°C付近に HT結晶の融解に由来する吸熱ピークが観

察された  (Fig.29 g-j)。一方、GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1)、GM 

(HT/TAβCD=1/1)および GM (HT/HPγCD=1/1)では HT 結晶の融解に由来する吸熱

ピークは観察されなかった (Fig.29 k-n)。 

熱的挙動の変化が確認されたことより、モル比 HT/CD誘導体=1/1において分子間

相互作用している可能性が推察された。 
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Fig. 29 DSC curves of HT/CDs systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) HPβCD, (d) MβCD, (e) TAβCD, (f) HPγCD, 

(g) PM (HT/HPβCD=1/1), (h) PM (HT/MβCD=1/1), (i) PM (HT/TAβCD=1/1), 

(j) PM (HT/HPγCD=1/1), (k) GM (HT/HPβCD=1/1), (l) GM (HT/MβCD=1/1), 

(m) GM (HT/TAβCD=1/1), (n) GM (HT/HPγCD=1/1).
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2-3 HT/CD誘導体複合体における結晶状態の評価 

HT/CDs複合体における結晶状態を評価するために、PXRD測定を行った。 

HPβCD 単独は、特徴的な回折ピークは観察されず、ハローパターンを示した 86) 

(Fig.30 c)。PM (HT/HPβCD=1/1) および GM (HT/HPβCD=2/1) では 2θ=10.3°、23.6°

付近に HT 結晶由来の回折ピークが観察された  (Fig.30 d, e)。一方、GM 

(HT/HPβCD=1/1) においては、HT 結晶由来の回折ピークは観察されず、ハローパタ

ーンを示した (Fig.30 f)。MβCD 単独は、特徴的な回折ピークは観察されず、ハロー

パターンを示した 87) (Fig.31 c)。PM (HT/HMβCD=1/1) および GM (HT/MβCD=2/1) 

では、2θ=10.1°、23.6°付近に HT 結晶由来の回折ピークが観察された (Fig.31 d, e)。

一方、GM (HT/MβCD=1/1) においては、HT 結晶由来の回折ピークは観察されず、

ハローパターンを示した (Fig.31 f)。TAβCD 単独は、2θ=6.9°、9.3°に特徴的な回折ピ

ーク 88)が観察された (Fig.32 c)。PM (HT/TAβCD=1/1) および GM (HT/TAβCD=1/1

および 2/1) では、2θ=10.2°、23.0°付近にHT結晶由来の回折ピーク、2θ=6.9°、9.3°に

TAβCD 由来の回折ピークがそれぞれ観察された  (Fig.32 d, e)。一方、GM 

(HT/TAβCD=1/1) においては、HT 結晶由来の回折ピークは観察されず、ハローパタ

ーンを示した (Fig.32 f)。HPγCD 単独は、特徴的な回折ピークは観察されず、ハロー

パターンを示した (Fig.33 c)。PM (HT/HPγCD=1/1) および GM (HT/HPγCD=1/1) で

は 2θ=10.1°、23.6°付近に HT結晶由来の回折ピークが観察された (Fig.33 d, e)。GM 

(HT/HPγCD=1/1) においては、HT結晶由来の回折ピークおよびHPγCD由来の回折

ピークは観察されず、ハローパターンを示した (Fig.33 f)。 

混合粉砕法を用いたメカノケミカル効果により、薬物と CD 誘導体はハローパターン

を示すことで、包接複合体形成を示すことが報告されている。よって、DSC および

PXRD測定の結果より、HT/CD誘導体複合体形成が推察された。 
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Fig. 30 PXRD patterns of HT/HPβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) HPβCD, (d) PM (HT/HPβCD=1/1), 

(e) GM (HT/HPβCD=2/1), (f) GM (HT/HPβCD=1/1).
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Fig. 31 PXRD patterns of HT/MβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) MβCD, (d) PM (HT/MβCD=1/1), 

(e) GM (HT/MβCD=2/1), (f) GM (HT/MβCD=1/1).
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Fig. 32 PXRD patterns of HT/TAβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) TAβCD, (d) PM (HT/TAβCD=1/1),

(e) GM (HT/TAβCD=2/1), (f) GM (HT/TAβCD=1/1).
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Fig. 33 PXRD patterns of HT/HPγCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) HPγCD, (d) PM (HT/HPγCD=1/1),

(e) GM (HT/HPγCD=2/1), (f) GM (HT/HPγCD=1/1).
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2-4 固体状態における分子状態の検討 

PXRD測定および DSC測定の結果より、モル比 HT/CDs=1/1 の 60 分間混合粉砕

物において複合体形成が推察された。そこで、複合体中における分子状態を検討す

るため、FT-IR測定を行った (Fig.34-37)。 

  FT-IR スペクトル測定の結果、HPβCD 単独では、1033 cm-1 (C-O-C 伸縮振動)、

1159 cm-1 (C-O伸縮振動)、1652 cm-1 (H-O-H 変角振動)、2930 cm-1 (-C-H伸縮振動)、

3418 cm-1を中心として 3800-3100 cm-1間にヒドロキシ基(O-H 伸縮振動) 由来のブロ

ードな吸収スペクトル 89)が確認された (Fig.34 c)。PM (HT/HPβCD=1/1) においても

HT分子構造中のカルボニル基およびヒドロキシ基に由来する吸収スペクトルがHT結

晶と同様に認められた (Fig.34 d)。しかしながら、GM (HT/HPβCD=1/1) では 1608 cm-

1付近に確認された HT のカルボニル基の吸収スペクトルが 1607 cm-1へ低波数側に

シフトしていることが確認された。さらに、GM (HT/HPβCD=1/1) では、3200 cm-1 に確

認された HT のヒドロキシ基の吸収スペクトルの消失または高波数側へのシフトが確認

された (Fig.34 e)。 

MβCD 単独では、1043 cm-1 (C-O-C 伸縮振動)、1158 cm-1 (C-O 伸縮振動)、1653 

cm-1 (H-O-H 変角振動)、2928 cm-1 (-C-H伸縮振動)、 3434 cm-1を中心として 3800-

3100 cm-1 間にヒドロキシ基 (O-H 伸縮振動)由来のブロードな吸収スペクトル 90)が確

認された (Fig.35 c)。PM (HT/MβCD=1/1) においても HT 分子構造中のカルボニル

基およびヒドロキシ基に由来する吸収スペクトルが HT 結晶と同様に認められた 

(Fig.35 d)。しかしながら、GM (HT/MβCD=1/1) では 1608 cm-1付近に確認された HT

のカルボニル基の吸収スペクトルが 1611 cm-1へ高波数側にシフトしていることが確認

された。さらに、GM (HT/MβCD=1/1) では、3200 cm-1 に確認された HT のヒドロキシ

基の吸収スペクトルの消失または高波数側へのシフトが確認された (Fig.35 e)。 

TAβCD単独では、1043 cm-1 (C-O-C伸縮振動)、1236 cm-1 (C-O伸縮振動)、1746 
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cm-1 (C=O伸縮振動)、2964 cm-1 (-C-H伸縮振動) にそれぞれ吸収スペクトル 91)が確

認された (Fig.36 c)。また、TAβCDは、-OCOCH₃基で置き換えられた 1級または 2級

OHしか存在しないため、他の CDで観察された 3400 cm-1 付近のヒドロキシ基由来の

ブロードな吸収スペクトルは確認されなかった。PM (HT/TAβCD=1/1) においても HT

分子構造中のカルボニル基およびヒドロキシ基に由来する吸収スペクトルが HT 結晶

と同様に認められた (Fig.36 d)。しかしながら、GM (HT/TAβCD=1/1) では、3200 cm-

1に確認された HTのヒドロキシ基の吸収スペクトルの消失が確認された (Fig.36 e)。 

HPγCD単独では、1026 cm-1 (C-O-C 伸縮振動)、1158 cm-1 (C-O 伸縮振動)、1653 

cm-1 (H-O-H 変角振動)、2928 cm-1 (-C-H伸縮振動)、 3392 cm-1を中心として 3800-

3100 cm-1間にヒドロキシ基 (O-H伸縮振動) 由来のブロードな吸収スペクトル 92)が確

認された (Fig.37 c)。PM (HT/HPγCD=1/1) においても HT分子構造中のカルボニル

基およびヒドロキシ基に由来する吸収スペクトルが HT 結晶と同様に認められた 

(Fig.37 d)。しかしながら、GM (HT/HPγCD=1/1) では 1608 cm-1付近に確認された HT

のカルボニル基の吸収スペクトルが 1616 cm-1へ高波数側にシフトしていることが確認

された。さらに、GM (HT/HPγCD=1/1) では、3200 cm-1に確認された HT のヒドロキシ

基の吸収スペクトルの消失または低波数側へのシフトが確認された (Fig.37 e)。 

これらのことから、CD空洞内におけるヒドロキシ基とHTのヒドロキシ基との間に分子

間相互作用が推察された。固体状態において HTおよび各 CDの吸収スペクトルのシ

フトが確認されたことより、複合体形成により HT および各 CD それぞれの分子運動に

変化が生じた 93)ものと考えられた。 
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Fig. 34 FT-IR spectra of HT/HPβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) HPβCD, (d) PM (HT/HPβCD=1/1), 

(e) GM (HT/HPβCD=1/1).
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Fig. 35 FT-IR spectra of HT/MβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) MβCD, (d) PM (HT/MβCD=1/1), 

(e) GM (HT/MβCD=1/1).
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Fig. 36 FT-IR spectra of HT/TAβCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) TAβCD, (d) PM (HT/TAβCD=1/1), 

(e) GM (HT/TAβCD=1/1).
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Fig. 37 FT-IR spectra of HT/HPγCD systems.

(a) HT intact, (b) HT ground, (c) HPγCD, (d) PM (HT/HPγCD=1/1), 

(e) GM (HT/HPγCD=1/1).
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2-5 HT/CD誘導体複合体の溶出性評価 

固体状態の物性評価により、GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1)、GM 

(HT/TAβCD=1/1) および GM (HT/HPγCD=1/1) において包接複合体形成が示唆さ

れた。そこで、分子間相互作用形成による HTの溶解性を確認するために、HT単独、

HT単独粉砕物、PM (HT/HPβCD=1/1)、PM (HT/MβCD=1/1)、PM (HT/TAβCD=1/1)、

PM (HT/HPγCD=1/1) 、 GM (HT/HPβCD=1/1) 、 GM (HT/MβCD=1/1) 、 GM 

(HT/TAβCD=1/1) およびGM (HT/HPγCD=1/1) について溶出試験を行った (Fig.38)。 

溶 出 試 験 の 結 果 、 PM (HT/HPβCD=1/1) 、 PM (HT/MβCD=1/1) 、 PM 

(HT/TAβCD=1/1)、PM (HT/HPγCD=1/1) 中において、HT は結晶として存在している

ため、分散性およびぬれ性が悪く、緩やかな溶出挙動を示した。一方、GM 

(HT/HPβCD=1/1)およびGM (HT/MβCD=1/1) は、5分値において 75%および 97%の

溶出率を示し、立ち上がりが GM (HT/βCD=1/1) と比較しても高く、初期の段階でほ

ぼ HTが溶出することが確認された。また、GM (HT/TAβCD=1/1) では、5分値におい

て HT 単独同様の約 1.8%の溶出率を示し、立ち上がりが緩やかであり、時間経過に

伴い徐々に溶出するプロファイルが得られた。GM (HT/HPγCD=1/1) では、5 分値に

おいて 91%の溶出率を示し、立ち上がりが GM (HT/γCD=1/1) と比較してもわずかに

高く、初期の段階でほぼ HT が溶出することが確認された。以上の結果から、HT 結晶

と比較し GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1)、GM (HT/TAβCD=1/1) および

GM (HT/HPγCD=1/1) において HT の溶出性の向上が認められた。このことは、混合

粉砕することにより分散性が向上したことが寄与していると推察した。また、PXRD測定

の結果より、GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1)、GM (HT/TAβCD=1/1) お

よび GM (HT/HPγCD=1/1) においては、ハローパターンを示したことから包接複合体

形成による非晶質化が確認されている (Fig. 30-33)。包接複合体形成により、ゲスト分

子が非晶質化することで溶解性が向上するとの報告があり、HT と CD の包接複合体
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形成による HT の非晶質化が溶出性に反映したと推察した。また、CD 誘導体を用い

た複合体においてHTの溶出率が高かった理由として、CD誘導体それぞれの分子構

造の違いが、異なる HT の分子状態での複合体形成に影響し、それぞれの複合体か

らの HTの溶出性に起因した可能性が考えられた 94, 95)。 
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Fig. 38-1 Dissolution profiles of HT/CDs systems.

▲:HT intact, △:HT ground, □:PM (HT/βCD=1/1), ○:PM (HT/HPβCD=1/1),

〇:PM (HT/MβCD=1/1), ◇:PM (HT/TAβCD=1/1), ■:GM (HT/βCD=1/1), ●:GM

(HT/HPβCD=1/1), ●:GM (HT/MβCD=1/1), ◆:GM (HT/TAβCD=1/1).

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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Fig. 38-2 Dissolution profiles of HT/CDs systems. 

▲:HT intact, △:HT ground, □:PM (HT/γCD=1/1), ◇:PM (HT/HPγCD=1/1), 

■:GM (HT/γCD=1/1), ◆:GM (HT/HPγCD=1/1). 

Results were expressed as mean±S.D. (n=3)
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2-6 溶液状態における分子間相互作用の検討 

溶出試験の結果より、GM において HT 結晶単独と比較し溶出性の向上が確認さ

れ、溶液状態における HT とそれぞれの CD誘導体間での分子間相互作用が溶出性

に影響を与えた可能性が考えられた。ここまで固体状態での HT の分子状態の特徴

づけは FT-IR測定によって行ったが、溶液状態における HT と CDの分子状態の特徴

づけが必要である。そこで、水溶液中における分子状態の評価を行うために 1H-1H 

2D-NMR測定を行った 96-99)。 

GM (HT/HPβCD=1/1) において、HT の七員環のプロトンに由来する H-A ピークと

HPβCD の H-5 および H-6 ピーク間、HT のイソプロピル基のプロトンに由来する H-F

ピークと HPβCD の H-5 および H-6 ピーク間でクロスピークが観察された (Fig.39)。よ

って、GM (HT/HPβCD=1/1) では、HT の七員環部分より CD 空洞内に入っており狭

い縁付近に位置し、狭い縁に HT のイソプロピル基が位置しているものと推察された。

GM (HT/MβCD=1/1) では、HTの七員環に由来するH-AおよびH-BピークとMβCD

のH-3、H-5およびH-6ピーク間、HTのイソプロピル基に由来するH-FピークとMβCD

の H-3、H-5 および H-6 ピーク間でクロスピークが観察された (Fig.40)。よって、GM 

(HT/MβCD=1/1) では、HT のイソプロピル基部分より CD 空洞内に入っており狭い縁

付近に位置し、広い縁に HT の七員環部分が位置しているものと推察された。GM 

(HT/TAβCD=1/1) では、HT の七員環のプロトンに由来する H-A ピークと TAβCD の

H-3 および H-5 ピーク間、HT のイソプロピル基のプロトンに由来する H-F ピークと

TAβCD の H-5 ピーク間でクロスピークが観察された  (Fig.41)。よって、GM 

(HT/TAβCD=1/1) では HT の七員環部分より CD 空洞内に入っており狭い縁付近に

位置し、広い縁に HT のイソプロピル基が位置しているものと推察された。GM 

(HT/HPγCD=1/1) において、HTの七員環のプロトンに由来する H-A、H-B、H-Cおよ

び H-D ピークと HPγCD の H-3、H-5 および H-6 ピーク間、HT のイソプロピル基のプ
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ロトンに由来する H-F ピークと HPγCD の H-6 ピーク間でクロスピークが観察された 

(Fig.42)。よって、GM (HT/HPγCD=1/1) では HTの七員環部分より CD空洞内に入っ

ており広い縁付近に位置し、狭い縁に HTのイソプロピル基が位置しているものと推察

された。 

以上の結果から、HT/HPβCD、HT/MβCD、HT/TAβCDおよびHT/HPγCDでは異な

る包接様式 100-102)であることが示唆された。HT/HPβCD および HT/TAβCD では、CD

の置換基による立体障害により、CD 空洞の縁に HT が留まるかたちで複合体を形成

していることが推察された。一方、HT/MβCDでは、置換基がメチル基とかさ高くないた

め、CD空洞内深部にHTが位置していることが推察された。HT/HPγCDでは、γCDに

置換基であるヒドロキシプロピル基が付いているため、構造的にはかさ高いが、γCD で

あるため、CD空洞径が大きいことからHTを空洞内深部に包接していると推察された。

よって、HT は、CD の種類に応じて異なる複合体形式をとることが確認された。これら

の包接様式の違いが、HTの溶出挙動に影響を与えたものと推察された。 
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Fig. 39 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT/HPβCD.

(a) GM (molar ratio of HT/HPβCD = 1/1 ) X is 6.5-8.0 and the Y axis is 2.5-4.0,
(b) GM (molar ratio of HT/HPβCD = 1/1 ) X is 0.5-2.0 and the Y axis is 2.5-4.0.
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Fig. 40 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT/MβCD.

(a) GM (molar ratio of HT/MβCD = 1/1 ) X is 6.8-7.5 and the Y axis is 3.0-4.0,
(b) GM (molar ratio of HT/MβCD = 1/1 ) X is 0.8-1.5 and the Y axis is 3.0-4.0.

O

OH

Hinokitiol

F

F

A

B

C D

E
(a)

F

A
～

D
2
,4

,7

3
,6

,5

F

A～D

3,6,5

2,4,7

0123456789
10

10

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

f2 (ppm)
f1

(p
p
m

)

(b)

A
BC D

2
,4

,7
3
,6

,5

(a)

HT

M
β
C
D

7.4 7.2 7.0
4.0

3.8

3.6

3.2

3.0

f 2 (ppm)

f 
1
 (

p
p

m
)

3.4

6.8

(b)

F

2
,4

,7
3
,6

,5

HT

M
β
C
D

1.4 1.2 1.0
4.0

3.8

3.6

3.2

3.0

f 2 (ppm)

f 
1
 (

p
p

m
)

3.4

0.8

(b)

E
E

MβCD

4

3

6
5

2

1

R= H or -CH3

7



79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F

2
,4

3
,6

,5

2
,4

3
,6

,5

A
BC D

Fig. 41 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT/TAβCD.

(a) GM (molar ratio of HT/TAβCD = 1/1 ) X is 7.0-7.5 and the Y axis is 3.2-3.8,
(b) GM (molar ratio of HT/TAβCD = 1/1 ) X is 0.8-1.5 and the Y axis is 3.2-3.8.
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Fig. 42 1H-1H NOESY NMR spectrum of HT/HPγCD.

(a) GM (molar ratio of HT/HPγCD = 1/1 ) X is 7.0-7.5 and the Y axis is 3.2-4.0, 
(b) GM (molar ratio of HT/HPγCD = 1/1 ) X is 0.8-1.5 and the Y axis is 3.2-4.0.
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第 2節 小括 

混合粉砕法による HT/HPβCD、HT/MβCD、HT/TAβCDおよび HT/HPγCD包接複

合体形成が明らかとなり、包接複合体のモル比は HT/CDs=1/1 であった。2D 1H-1H 

NMR 測定の結果に基づき各複合体の包接様式を推測したところ、CD の種類に応じ

て異なる複合体を形成していることが確認された。この結果は、CD 誘導体ごとの置換

基の違い (ヒドロキシプロピル基、メチル基およびアセチル基) により HT との親和性

が異なることによるものである。混合粉砕物における HT の溶出挙動の違いが確認さ

れたメカニズムとして、CDの違いが形成される包接様式に反映されたことが明らかとな

った。よって、利用目的に応じて使用する CD を選択することで、HT の放出タイミング

をコントロールすることが可能となり、今後の HT の利用拡大に繋がるであろう。また、

CD 誘導体はそのものに生理活性を示すことが知られており、HT と複合体を形成する

ことで活性の相加・相乗効果を期待できる可能性がある。 
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第 3節 混合粉砕法と共沈法による TPN と γCD複合体形成の検討 

第 3節 序 

HT の基本構造であるトロポロン (TPN) は、平面 7 員環構造を持つ非ベンゼン系

芳香族化合物の一種である。TPN は、結晶状態において分子内および分子間水素

結合、ケト-エノール互変異性を示し、それらに起因した興味深い性質を示すことが知

られている (Fig. 43, 44) 103)。また、トロポロン骨格は多種の化合物への誘導が可能で

あり、今後医薬品分野での新たなファーマコフォアとして幅広い構造展開が可能であ

る 104)。 

これまでに Higashi らは、サリチル酸と γCD を用いた場合、γCD の空洞内だけでな

く γCD同士で形成される外側の分子空間にサリチル酸が封入されることを報告してお

り、特異的な包接様式を利用した新たな医薬品への応用が期待されている 105)。CD同

士で形成される分子空間へのゲスト分子の封入によって生じる、新たな包接複合体形

成メカニズムを解明することは、今後の製品開発において有用である。 

包接複合体の調製法には、溶媒を用いる方法もしくは固体状態で調製する方

法など多くの調製法が知られている。そして、同じ CDを用いた場合でも調製法

の違いにより、異なる包接構造を形成するとの報告がある。例えば、抗リウマチ

薬であるアクタリットの場合、混合粉砕法と凍結乾燥法とでは、その調製法によ

り異なるモル比の包接化合物が得られ、包接構造が異なることが報告されてい

る 106)。そこで、異なる調製法として混合粉砕法と共沈法を選択し、TPN/γCD 包接複

合体形成メカニズムの違いについて評価を行った。さらに、γCD 同士で形成される分

子空間へのゲスト分子の封入に着目し、TPN の γCD 同士で形成される空間を利用し

た複合体形成について検討を行った。 
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3-1 TPN/γCD複合体の熱的性質の検討 

TPN/γCD の混合粉砕物の熱的安定性を検討するために DSC 測定を行った

(Fig.45)。TPN および TPN 単独粉砕物において、TPN の融点由来の吸熱ピークが

57°C付近に確認された (Fig.45 a, b)。PM (TPN/γCD=2/1)、PM (TPN/γCD=4/1)、およ

び GM (TPN/γCD=5/1) においても、47-50°C 付近に TPN の融解に由来する吸熱ピ

ークが観察された (Fig.45 e-f, k)。一方、GM (TPN/γCD=1/1)、GM (TPN/γCD=2/1)、

GM (TPN/γCD=3/1)、GM (TPN/γCD=4/1) および CPでは TPNの融解に由来する吸

熱ピークは観察されなかった (Fig.45 g-j, l)。 

熱的挙動の変化は、固体分散体中のゲストと CD の包接複合体または異なる特性

を有する包接複合体の形成を示しているとの報告がある。混合粉砕物および共沈物

における TPNの融点由来の吸熱ピークの低温シフトや熱量の減少 107)などは、粉砕に

よる機械的なエネルギーが加わることで働くメカノケミカル効果が寄与していると推察さ

れた。 
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Fig. 45 DSC curves of TPN/γCD systems.

(a) TPN intact, (b) TPN ground, (c) γCD, (d) γCD ground, (e) PM (TPN/γCD=2/1), (f) 

PM (TPN/γCD=4/1), (g) GM (TPN/γCD=1/1), (h) GM (TPN/γCD=2/1), (i) GM 

(TPN/γCD=3/1), (j) GM (TPN/γCD=4/1), (k) GM (TPN/γCD=5/1), (l) CP (TPN/γCD). 
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3-2 TPN/γCD複合体における結晶状態の評価 

混合粉砕法における TPN/γCD の結晶状態を検討するために、粉末 X 線回折

(PXRD) 測定を行った。 

TPN 結晶および TPN 単独粉砕物では、TPN の特徴的なピークが 2θ=14.4°、25.3°

に観察された (Fig.46 a, b)。γCD単独では、2θ=14.4°、18.3°に観察された (Fig.46 c)。

また、γCD 単独粉砕物では、特徴的な回折ピークは確認されず、ハローパターンを示

した (Fig.46 d)。PM (TPN/γCD=2/1)および PM (TPN/γCD=4/1) では 2θ=14.5°、26.2°

付近に TPN 結晶由来の回折ピークが、2θ=12.2°、18.8°付近に γCD 由来の回折ピー

クがそれぞれ観察された  (Fig.46 e, f) 。一方 、 GM (TPN/γCD=1/1) 、 GM 

(TPN/γCD=2/1) および GM (TPN/γCD=3/1) においては、TPN結晶由来の回折ピー

クおよび γCD由来の回折ピークは観察されず、ハローパターンを示した (Fig.46 g-i)。 

一般的に、混合粉砕法により包接複合体が形成されると非晶質化することが知られ

ている。γCD との混合粉砕により TPN 結晶構造中における結晶格子の規則性が乱れ

ることで結晶性の低下が起こり、非晶質になった可能性、もしくはメカノケミカル反応が

進行し包接複合体を形成することで、TPN 結晶とは異なった結晶構造に変化する過

程で非晶質になった可能性が推察された。 

また、非晶質化した試料を調湿保存することにより、結晶化が起こることが知られて

いる。そこで、混合粉砕によりハローパターンを示した GM (TPN/γCD=2/1) および

GM (TPN/γCD=4/1) を調湿保存後、PXRD測定を行った。その結果、結晶化されても

回折パターン中には TPN および CD 由来の回折ピークは確認されず、GM 

(TPN/γCD=2/1) 調湿物および GM (TPN/γCD=4/1)調湿物は、2θ=7.5°、12.0°および

16.7°付近に、新規の回折ピークが観察された  (Fig.46 l, m)。一般的に tetragonal 

columnar 型にて包接複合体を形成している場合、特徴的な回折ピークは、2θ=7.4°、

12.1°および 16.5° 付近に観察されることが知られている 108)。GM (TPN/γCD=2/1) 調
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湿物、GM (TPN/γCD=4/1) 調湿物およびCPの回折パターン中には γCDの tetragonal 

columnar型構造に類似する回折ピーク (2θ=7.3°、12.0°および 16.5°) が認められたこ

とから、tetragonal columnar型の構造にて TPN と γCDの複合体形成しているものと推

察された。 
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Fig. 46 PXRD patterns of TPN/γCD systems.

(a) TPN intact, (b) TPN ground, (c) γCD, (d) γCD ground, (e) PM (TPN/γCD=2/1), (f) 

PM (TPN/γCD=4/1), (g) GM (TPN/γCD=1/1), (h) GM (TPN/γCD=2/1), (i) GM 

(TPN/γCD=3/1), (j) GM (TPN/γCD=4/1), (k) GM (TPN/γCD=5/1), (l) GM 

(TPN/γCD=2/1) humidified, (m) GM (TPN/γCD=4/1) humidified, (n) CP (TPN/γCD). 

■:TPN, ○:γCD, △: tetragonal columnar form
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香料などの昇華特性を有する熱的に不安定な物質を CD で包接することで、昇華

抑制などの熱的安定化を得ることができる 109)。TPN は低融点物質であるため、TG 測

定により複合体形成に伴う TPN 分子の揮発性変化について検討を行った (Fig.47)。

TPN 単独において 54.8°C 付近から約 99%の TPN 結晶由来の重量減少が確認され

た。また、30-100°C付近にかけてGM (TPN/γCD=2/1) で 11.5%、GM (TPN/γCD=4/1) 

で 6.0%および CP (TPN/γCD) で 5.4%の重量減少が確認された。これらの重量減少

は、TG 曲線の減少度合から推定して、CD の結晶水または付着水の蒸発に由来する

ものと推察した。GM (TPN/γCD=2/1) では、157°C付近から 260°Cにかけて約 11.2%

の重量減少が確認された。この重量減少は、試料に含有される TPN の 91.3%に相当

した。GM (TPN/γCD=4/1) では、100°C 付近から 178°C にかけて約 8.0%、178°C 付

近から 260°C にかけて約 9.7%の重量減少が確認されている。この重量減少は、試料

に含有される TPNの 98.3%に相当した。CP では、153°C 付近から 260°C にかけて約

14.7%の重量減少が確認された。以上の結果より、TPN/CD は熱的に安定な複合体を

形成していると推察された。 

GM および CP において 157°C 付近から観察されたそれぞれの重量減少は、

TPN/γCD 複合体形成によるものであると推察された。GM (TPN/γCD=2/1) と CP 

(TPN/γCD) では同様の重量減少が確認されたことより、同じ分子状態の TPN の存在

が推察された。しかしながら、GM (TPN/γCD=4/1) において、100-178°C および 178-

260°C において二段階の重量減少が確認されたことより、複合体中に GM 

(TPN/γCD=2/1) と分子状態の異なる TPNの存在が推察された。 
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3-3 TPN と γCD との包接モル比の検討 

PXRD 測定、DSC 測定および TG 測定の結果より、混合粉砕物および共沈物にお

いて TPN/γCDの分子間相互作用が確認された。そこで CPの包接モル比を検討する

ために、1H-NMR スペクトル測定を行った 110)。TPN、γCD、GM (TPN/γCD=4/1) およ

び CP の 1H-NMR スペクトル測定の結果を Fig. 48 に示した。TPN では、7.0-7.5 ppm

付近に七員環のプロトンに由来するシグナルが観察された。γCD ではグルコースユニ

ットのプロトンおよびヒドロキシル基に由来するシグナルが観察された。CP では TPN と

γCD 由来のシグナルがそれぞれ確認された。7.0-7.41ppm 付近に観察された TPN の

七員環のプロトンに由来するシグナルの積分値が 1.32 であることから、CP における

TPNの 1水素原子あたりの積分値は 0.264であることが示された。また、γCDのグルコ

ースユニットの H-1 に由来するシグナルの積分値が 1 であることから、γCD の 1 水素

原子あたりの積分値は 0.125 であることが示された。この結果から式 (1) を用いて CP

の包接モル比を算出すると、TPN/γCD=2.15/1 であった。以上の結果から γCD と TPN

の包接複合体形成のモル比は TPN/γCD=2/1であることが確認された 61)。 
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Fig. 48 1H-NMR (DMSO-d₆) spectra of TPN/γCD systems.

(a) TPN intact, (b) γCD, (c) GM (TPN/γCD=4/1), (d) CP (TPN/γCD).
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3-4 固体状態における分子状態の検討 

DSC、TG および PXRD において、TPN と γCD の分子間相互作用が推察された。

そこで、固体状態における分子状態を検討するために FT-IR スペクトル測定を行った 

(Fig.49)。 

TPN単独においてTPN分子構造中のカルボニル基 (C=O伸縮振動) 由来の1613 

cm-1 付近の吸収スペクトルおよびヒドロキシ基 (O-H 伸縮振動) 由来の 3198 cm-1 付

近の吸収スペクトルが観察された (Fig.49 a) 。γCD 単独では 3387 cm-1を中心として

3800-3100 cm-1間にヒドロキシ基 (O-H伸縮振動) 由来のブロードな吸収スペクトルが

確認された (Fig.49 b)。PM (TPN/γCD=2/1) および PM (TPN/γCD=4/1) においても、

TPN分子構造中のカルボニル基およびヒドロキシ基に由来する吸収スペクトルが TPN

結晶と同様に認められた  (Fig.49 c, d)。しかしながら、TPN 由来のカルボニル基 

(C=O伸縮) 由来の1613 cm-1付近の吸収スペクトルがGM (TPN/γCD=2/1) では1612 

cm-1、GM (TPN/γCD=4/1) では 1611 cm-1、CP では 1610 cm-1に低波数シフトしてい

ることが観察された (Fig.49 e-g)。また、GM (TPN/γCD=2/1)、GM (TPN/γCD=4/1) お

よび CP では、ヒドロキシ基 (O-H 伸縮) 由来の 3198 cm-1付近の吸収スペクトルの消

失または高波数側へのシフトが観察された。TPN は、その結晶構造において分子間

水素結合を介した 2量体を形成することが報告されている 111)。本研究にて観察された

スペクトルシフトは、TPN の 2 量体を形成していた分子間水素結合が切断され、新た

に TPN と γCD 間で分子間相互作用が形成されたことによるものと推察された。GM 

(TPN/γCD=4/1) は、Higashi らが報告している γCD の分子空間を利用した、サリチル

酸/γCD 包接複合体で示された結果と同様の結果を示した 112)。よって、本研究におけ

る GM (TPN/γCD=4/1) においても γCDの空洞内に 2分子の TPN、分子空間に TPN

が 2分子存在していることが示唆された。 
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Fig. 49 FT-IR spectra of TPN/γCD systems.
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3-5 溶液状態における分子間相互作用の検討 

固体状態における TPN と γCD の複合体形成が明らかとなった。また、調製法の違

いにより、異なる複合体を形成していることが推察された。そこで、水溶液中における

各 TPN/γCD 複合体の分子状態の評価を行うために、1H-1H NOESY NMR 測定を行

った。 

GM (TPN/γCD=2/1) において、TPN の七員環に由来する H-A, H-B, H-D および

H-Eピークと γCDのH-3, H-5およびH-6ピーク間でクロスピークが確認された (Fig.50)。

GM (TPN/γCD=4/1) では、TPN の七員環に由来する H-A, H-B, H-D および H-E ピ

ークと γCD の内側に位置する H-3, H-5 および H-6 ピーク間および γCD の外側に位

置する H-2, H-4間でクロスピークが確認された (Fig.51)。また、CPでは、TPN の七員

環に由来する H-A, H-B, H-Dおよび H-Eピークと γCDの内側に位置する H-5, H-6ピ

ーク間でクロスピークが確認された (Fig.52)。 

1H-1H NOESY NMR 測定の結果より、GM (TPN/γCD=2/1) は TPN の七員環部分

が γCDの広い縁の近くに位置することが推察された。TPNの H-Aおよび H-E と γCD

のH-6間でクロスピークが確認されていることから、TPNのカルボニル基およびヒドロキ

シ基側は γCD の狭い縁側に位置していると推察した  (Diagram1 a) 。一方、GM 

(TPN/γCD=4/1) では 2 分子の TPN の七員環が空洞内に入っており、γCD の狭い縁

の近くに位置することが推察された。さらに、γCD の外側に位置する H-2, 4 とのクロス

ピーク 113)が確認されたことから、残りの 2 分子の TPN は γCD同士で形成される分子

空間に存在していると推察された (Diagram1 b) 。CP は、TPNの七員環が γCDの狭

い縁の近くに位置することが推察された。特に、TPNの H-A, H-B, H-Dおよび H-E と

γCDの H-5および H-6間でクロスピークが確認され、TPNの H-C と γCDの H-6間で

クロスピークが確認されたことから、TPNのカルボニル基およびヒドロキシ基側から入っ

ており、γCD の狭い縁側に位置していると推察した (Diagram1 c)。以上の結果から、
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TPN と γCDは調製法の違いにより異なる包接様式をとることが確認された。 
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Fig. 50 1H-1H NOESY NMR spectrum of GM (TPN/γCD=2/1).

(a) GM (molar ratio of TPN/γCD = 2/1 ) X is 6.8-7.8 and the Y axis is 3.2-3.8. 
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Fig. 51 1H-1H NOESY NMR spectrum of GM (TPN/γCD=4/1).

(a) GM (molar ratio of TPN/γCD = 4/1 ) X is 6.8-7.8 and the Y axis is 3.2-3.8. 
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Fig. 52 1H-1H NOESY NMR spectrum of CP (TPN/γCD).

(a) CP (TPN/γCD) X is 6.8-7.8 and the Y axis is 3.2-3.8. 
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Diagram1 Structural view of TPN/γCD complex.

(a) GM (TPN/γCD=2/1), (b-1) GM (TPN/γCD=4/1) side view, 

(b-2) GM (TPN/γCD=4/1) top view, (c) CP (TPN/γCD=2/1).

(a)

(b-1)

(c)

(b-2)



101 

 

第 3節 小括 

混合粉砕法および共沈法を用いた固体状態における TPN/γCDおよび包接複合体

形成が明らかとなった。熱不安定物質である TPN は、CD による熱的に安定な複合体

を形成していることが確認された。よって、揮発性を有する TPN の製剤工夫として CD

が有用であることが示された。 

TPN/γCD は、調製法によって異なる包接複合体を形成しており、包接複合体のモ

ル比は、混合粉砕法では TPN/γCD=2/1 および TPN/γCD=4/1 であり、共沈法では

TPN/γCD=2/1であった。また、GM (TPN/γCD=4/1) は、2分子の TPNが γCD同士で

形成される分子空間に封入していることが明らかとなった。これまで、加熱密封法など

の溶液状態での調製が報告されているが、固体状態での調製法である混合粉砕法を

用いた CD 同士の分子空間への薬物の封入は、興味深い新たな発見となった。今後

さらに、この特異的な CD 同士で形成される分子空間への薬物の封入メカニズムを解

明することで、医薬品開発における CD の薬物キャリアとしての利用の幅が広がるであ

ろう。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 

 

第 1章 総括 

第 1章にて、混合粉砕法により HT/CDs包接複合体の形成が確認された。HT/CDs

の混合粉砕は、物質に機械的エネルギーを与えることによるメカノケミカル効果が起因

し、粉体間 (HT/CDs) での複合体調製が可能となった。 

得られた HT/CDs複合体の溶出挙動は、用いた CDの特性に応じて異なることが確

認された。その特性は、CD 分子中における HT の包接構造が起因しており、その結

果、HTの溶出コントロールが可能となった。 

HT および TPN とで γCD との複合体構造に違いが生じた要因として、ゲスト分子で

ある HT と TPNの化学的性質が起因していることが予想された。混合粉砕によるメカノ

ケミカル効果によって、HT同士または TPN同士の分子内・分子間水素結合の切断に

より、その度合いに応じて複合体が形成された。もしくは、イソプロピル基の有無による

両者の水溶性の違い、もしくは立体的構造の違いが γCD の空洞内と分子空間との親

和性に影響した可能性がある。 

以上より、混合粉砕による機械的な力が加わることで生じる摩擦、衝突および粉砕

熱によるメカノケミカル効果によって、HT および TPN とは共通の構造を持ちながら異

なる複合体形成をするといった興味深い結果を得られた。 

HT/CDs複合体形成は、CDの特性に応じて複合体形態が変化し、HTの安定化お

よび放出性コントロールを可能とすることで、多分野への HT の利用拡大の礎となるこ

とが期待される。 
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第 2章 抗菌成分である HT/CDs複合体の有用性の評価 

第 2章 序 

 ヒノキチオール (HT) は、日常生活で問題となる大腸菌、黄色ブドウ球菌そして、院

内感染で問題視されている緑膿菌や MRSA への抗菌活性を示すことが知られている

114)。また、ヒノキチオールは抗ウイルス効果も期待でき、ノロウイルス対策に用いること

が可能である。 

第 1章において HT と各種 CD との複合体形成が確認され、CDの種類に応じた異

なる包接様式をとることが確認された。また、HT の溶出性の評価では、HT/CDs 複合

体形成に伴う HTの溶出性の向上が確認され、包接構造の違いが反映した異なる HT

の溶出プロファイルを示した。、抗菌成分の寒天培地中での拡散速度および拡散度

合いが、抗菌活性を評価する上で影響因子として働く。よって、HT単独に対し、CDに

包接された HT/CDs の抗菌活性が、細菌に対してどのような影響を与えるか検証する

必要がある。 

一般的に、抗菌成分を CD で包接することで、ゲスト分子の抗菌活性へ影響を与え

ることが知られている 115）。そこで、HT/CDs複合体形成が HTの抗菌活性にどのような

影響を及ぼすかを確認するために抗菌試験を行った。また、HT の皮膚適用を見据え

て、HTおよび HT/CD複合体における皮膚刺激性を評価した。 
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第 1節 HT/CDs複合体における抗菌活性の評価 

1-1 HTにおける抗菌活性の検討 

HT は、臨床現場および日常生活で感染症を引き起こす細菌に対して抗菌活性を

示すことから、感染拡大防止における手指の除菌製剤としての利用が期待できる。本

研究では、手指消毒薬としての HT の有用性を評価するために、4 種の細菌 (枯草菌 

Bacillus subtilis、 黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureus、大腸菌 Escherichia coli 

および緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa) を選択し、4種の細菌に対する寒天希釈法

を用いて抗菌試験を行い、MICを算出した (Table 1)。 

 HT 単独の MIC は枯草菌 (80 μg/mL)、黄色ブドウ球菌 (160 μg/mL)、大腸菌 (80 

μg/mL) および緑膿菌 (320 μg/mL) を示した。HT単独粉砕物は、HT結晶のMIC と

ほぼ同様の値を示した。 

HT の細菌に対する MIC はいくつか報告があり 116, 117)、例えば枯草菌は MIC: 50 

μg/mL、黄色ブドウ球菌はMIC: 100 μg/mLおよび緑膿菌はMIC: 200 μg/mL と、今回

算出された MIC 値は既報の MIC と大きな差はみられなかった。よって、算出された

HTのMIC値は妥当であると考えられた。 
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1-2  HT/CDs複合体における細菌に対する最小発育阻止濃度(MIC)の算出 

HT の 4 種の細菌に対する MIC は、枯草菌 (80 μg/mL)、黄色ブドウ球菌 (160 

μg/mL)、大腸菌 (80 μg/mL) および緑膿菌 (320 μg/mL) であった。HT/CD 複合体

における HTの抗菌活性の影響を評価するために、寒天希釈法を用いてMIC値を算

出した (Table 1)。 

はじめに、各 CD 単独のみを添加した際の抗菌活性評価を行った。しかしながら、

今回実施した濃度では全ての CD においてコロニーの形成が確認されたことから、

MIC 値は算出されなかった。よって、今回用いた各 CD 濃度では、4 種の細菌に対し

て抗菌活性はないものと判断した。 

物理的混合物と混合粉砕物は、HT の濃度に換算し、仕込み量を設定した。PM 

(HT/αCD=1/2)、PM (HT/βCD=1/1)、PM (HT/γCD=1/1)、PM (HT/HPβCD=1/1)、PM 

(HT/MβCD=1/1)、PM (HT/TAβCD=1/1) および PM (HT/HPγCD=1/1)では、2種のグ

ラム陽性菌に対する MIC 値の低下が確認され、グラム陰性菌では HT 単独と同様の

MIC を示した。一方、GM (HT/αCD=1/2)、GM (HT/βCD=1/1)、GM (HT/γCD=1/1)、

GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1)および GM (HT/HPγCD=1/1)は、枯草菌 

(20 μg/mL)、黄色ブドウ球菌 (40 μg/mL) および大腸菌 (20 μg/mL) の MIC 値を示

し、HT単独と比較して約 4倍抗菌性の向上が確認された。また、GM (HT/αCD=1/2)、

GM (HT/βCD=1/1)、GM (HT/γCD=1/1)、GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1) 

および GM (HT/HPγCD=1/1) のMICは、緑膿菌(160 μg/mL)を示し、HT単独と比較

して約 2 倍の抗菌性の向上が確認された。GM (HT/TAβCD=1/1) では、枯草菌 (40 

μg/mL)、黄色ブドウ球菌  (80 μg/mL)、大腸菌  (40 μg/mL) および緑膿菌  (320 

μg/mL) のMIC値を示した。 

Aleem らの報告によると、抗生物質であるセフジニルを βCD および誘導体である

HPβCD を用いて包接複合体を形成することにより黄色ブドウ球菌および大腸菌の 2
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種の細菌に対するセフジニルの抗菌活性が向上したとの報告がある 118)。セフジニル

の抗菌活性向上には、CD との包接複合体を形成することにより、難溶解性であるセフ

ジニルを可溶化し、安定性を向上したことが寄与している。本研究において、包接複

合体形成に伴いHTの抗菌性が向上したことはHTの溶解性改善が反映していると推

察された。また、βCD でクロロゲン酸を包接することにより、クロロゲン酸の安定性が改

善し、クロロゲン酸の抗菌性が損なわれることなく、抗菌性向上に寄与したとの報告が

ある 119)。精油成分であるカルバクロールを βCD で包接することで、カルバクロールの

抗菌活性が向上したとの報告がある 120)。このメカニズムとして、βCD で包接することで

細菌の細胞膜内へカルバクロールの到達を増強させたことが寄与していると結論付け

ている。 

HT の抗菌および殺菌作用のメカニズムは、細菌の細胞膜の透過性および呼吸に

関連した細胞膜の代謝障害によるものであると言われている 121)。また、グラム陽性細

菌に対する精油の抗菌作用は、細菌の細胞壁および細胞質膜の破壊、微生物の細

胞質内容物の漏出およびその後のその不活性化をもたらすことが知られている 122)。こ

れらより、HT は精油特有の抗菌活性を示している可能性が考えられた。また、HT は

七員環構造にヒドロキシ基を有する構造であるため、フェノール性の抗菌性を示して

いることが予想される。複合体形成により HT と CDs との分子間相互作用により、細菌

に対する MIC 値が低下したと推察された。また、そのメカニズムとして CD で包接する

ことによる HT の効率的な細胞膜への到達が関与しているという仮説を立て、細菌の

膜に対する影響を評価することとした。 
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B. sub : Bacillus subtilis E. coli : Escherichia coli

S. a : Staphylococcus aureus P. aer : Pseudomonas aeruginosa

Table 1 Antimicrobial activity of HT/CDs systems.

All MIC values are converted to HT concentration.

n.d.: not determined.

B.sub S.a E.coli P.aer

CDs n.d. n.d. n.d. n.d.

HT intact 80 160 80 320

HT ground 40 40 80 320

PM (HT/αCD=1/2) 40 80 80 320

PM (HT/βCD=1/1) 40 80 80 320

PM (HT/γCD=1/1) 40 80 80 320

PM (HT/MβCD=1/1) 40 80 80 320

PM (HT/TAβCD=1/1) 40 80 80 320

PM (HT/HPβCD=1/1) 40 80 80 320

PM (HT/HPγCD=1/1) 40 80 80 320

GM (HT/αCD=1/2) 20 40 20 160

GM (HT/βCD=1/1) 20 40 20 160

GM (HT/γCD=1/1) 20 40 20 160

GM (HT/MβCD=1/1) 20 40 20 160

GM (HT/TAβCD=1/1) 40 80 40 320

GM (HT/HPβCD=1/1) 20 40 20 160

GM (HT/HPγCD=1/1) 20 40 20 160

Samples
MIC (μg/mL)
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1-3  HTの時間依存的抗菌活性の評価 

Time-kill assay は、一般的に細菌に対する経時的な殺菌・静菌効果を評価するた

めに用いられている手法である 123, 124)。また、抗菌物質と微生物株との動的相互作用

に関する情報を得ることができる手法である。そこで、HT および HT/CD 包接複合体

形成による細菌に対する時間依存的抗菌作用を評価するためにグラム陰性菌である

大腸菌を用いて Time-kill assayを行った。 

殺菌効果は、Colony Forming Unit (CFU) /mL の 3Log 減少または指定時間 

(99.9%) の殺滅として定義される 125)。HTを添加していない control群では、試験開始

直後 (0時間) 値から、一定の生菌数が確認された。一方、HT単独 (320 μg/mL) に

おいて 3 時間で control と比較し、顕著な生菌数の減少が確認され、6 時間で検出限

界となった (Fig.53)。一般的に、6時間で 90%の死滅は、24時間で 99.9%の殺傷に相

当する 126)。このことから、HT は高濃度では大腸菌に対して殺菌的に効果を示すこと

が推察された。一方、HT 単独 (160 μg/mL) は、24 時間にかけて経時的に生菌数の

減少が確認され、24時間値で検出限界を示した。また、寒天希釈法で算出した、大腸

菌における MIC 値である HT 単独 (80 μg/mL) は、3 時間で生菌数の減少が認めら

れ、その後 24時間値にかけて緩やかな生菌数の減少が確認された。 

HT は、濃度依存的に微生物の増殖を遅延することが報告されている 127)。本研究

で得られた結果は、これまでの報告と相関するものであった。よって HT は、濃度依存

的に細菌の増殖を抑制することが示された。 
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Fig. 53-1 Time-kill curves for E. coli. 
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1-4 HT/CDs複合体の時間依存的抗菌活性の評価 

HT 単独において異なる濃度で大腸菌の増殖抑制挙動が異なることが確認された。

そこで、HT/CDs 複合体における大腸菌に対する増殖抑制作用に及ぼす影響を評価

するために同様の条件で Time-kill assayを行った。 

はじめに、各CD単独での大腸菌に対する増殖抑制効果を検討した。水溶液中に、

各 CD単独および調製した大腸菌液を添加し、24時間振盪した。その結果、データは

示していないが、CD 単独では control 群とほぼ同等の挙動を示すことが確認された。

よって、今回の実施濃度ではCDは大腸菌の増殖抑制効果は示さないことが確認され

た。また、生菌数の増加も確認されないことから、CD は大腸菌の増殖に影響を与えな

いことが推察された。 

GM (HT/αCD=1/2)、GM (HT/βCD=1/1) および GM (HT/γCD=1/1) を用いて同様

の試験を実施した。HT濃度：80 μg/mLの GM (HT/αCD=1/2)、GM (HT/βCD=1/1) お

よび GM (HT/γCD=1/1) は、24 時間で生菌数が約 10-1 まで緩やかに低下した 

(Fig.53-3)。HT 単独と比較して、GM (HT/αCD=1/2)、GM (HT/βCD=1/1) および GM 

(HT/γCD=1/1) において段階で大腸菌の増殖を抑えることが確認された。用いる CD

は、γCD＞αCD＞βCDの順で速い増殖抑制を示した。特に、GM (HT/γCD=1/1) は時

間依存的に増殖抑制を示すことが確認された。同濃度の HT 含有の PM 

(HT/αCD=1/2)、PM (HT/βCD=1/1) および PM (HT/γCD=1/1) では、HT と同様の挙

動を示すことが確認された。また、用いる CD による大腸菌への影響に大きな違いは

見られなかった。一方、高濃度 (HT濃度：320 μg/mL) では、GM (HT/αCD=1/2)、GM 

(HT/βCD=1/1) および GM (HT/γCD=1/1) はHT単独と同様の挙動を示した (Fig.53-

2)。なかでも、GM (HT/γCD=1/1) において、3 時間値で検出限界を示したことから、

HT 単独と比較し速やかな増殖抑制を示すことが確認された。一方、GM 

(HT/αCD=1/2) および GM (HT/βCD=1/1) の結果、3 時間値において HT の殺菌効
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果の遅延が確認された。GM (HT/βCD=1/1) においては、12 時間値まで時間経過的

にコロニー数が減少したことから、CDで包接されることによる HTの放出抑制が起きて

いることが考えられた。 

HT単独と比較して HT/CDs複合体においてより速く大腸菌に対して増殖抑制作用

を示した要因として、CDで包接することによるHTの細菌表面への到達速度の増強が

考えられた。今回実施した、物理的混合物では HT 単独同様の挙動しか示さなかった

ため、包接複合体化特有の現象であることが考えられる 128)。Kogawa らによると、細菌

表面では、CD 複合体から細菌親油性膜への薬物の分配が起こり、その薬物の薬理

学的作用を発揮させることが知られている 129)。本研究において、HT/CDs 複合体が

HT単独と比較し速やかな抗菌作用を示した要因として、CDが HTを細菌表面まで輸

送するキャリアとして作用 130)したことが推察された。また、複合体中の HT は、αCD、

βCDおよび γCD で異なる抗菌作用を示したことから、CD と細菌の細胞膜との親和性

の違いが細胞膜への到達の速さに起因したと考えられた。 
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Fig. 53-2 Time-kill curves for E. coli. 

HT: 320 μg/mL
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Fig. 53-3 Time-kill curves for E. coli. 

HT: 80 μg/mL
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1-5 HTおよび CDsにおける細菌膜電位変化の評価 

詳細な HT/CD 包接複合体の抗菌メカニズム解明を行うために、CD 添加による細

菌膜電位変化について評価を行った。膜電位は、細胞生理学的過程において重要な

役割を果たす。つまり、プロトンの原動力の生成に関与し、ATP 生成、物質輸送、細菌

の走化性および低 pH での生存に密接に関与する。膜電位はまた、細胞の膜完全性

およびエネルギー状態ならびに生存率を反映する。プロトンの電気化学的勾配は、細

菌による ATP の合成および細胞膜を横切る輸送を維持するために必須である。膜電

位の損失は、膜の透過性の増加と共にしばしば生じることが知られている。そこで、HT

および CD の細菌の膜電位に影響を与えるのか確認するために、膜電位感受性色素

DiBAC4(3) を用いて試験を行った。測定は、フローサイトメトリー (FCM) を用いた 131, 

132)。試験菌は、グラム陰性菌である大腸菌を用いた。 

膜電位試験の結果、未処理群  (negative control) において 0-101 の範囲に

DiBAC4(3) の蛍光強度が確認された (Fig.54)。よって、未処理群は生菌のみである

ため、生菌の蛍光強度は 0 に近く、低い蛍光発光を示すことが確認された。一方、加

熱処理群 (control) では、101-102の範囲に DiBAC4(3) の蛍光強度が確認された。よ

って、加熱処理群は死菌のみであるため、死菌の蛍光強度は 102に近く、高い蛍光発

光を示すことが確認された。細胞膜の脱分極化の補足材である Carbonyl Cyanide m-

Chlorophenylhydrazone (CCCP) を positive control として試験を実施した。結果は、加

熱処理群同様の結果であった。一般的に、低速反応の電位感受性プローブである 

DiBAC4(3) は、脱分極された細胞に入った後、細胞内タンパク質または膜に結合して、

強い蛍光を示す。脱分極の増大は、陰イオン性色素のさらなる流入および蛍光の増

加を示す。以上より、脱分極をしていない生菌では弱い蛍光を示し、脱分極された死

菌では強い蛍光を示したことが確認された 133)。 

αCD、βCD、γCDおよび βCD誘導体 (HPβCD、MβCDおよび TAβCD) は、生菌と
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死菌で確認された中間に位置するところに蛍光強度の増強が確認された。よって、CD

を添加したことで、大腸菌の細胞膜電位が乱れた可能性が推察された。なかでも、

βCD誘導体において電位変化が顕著に確認されたことより、CD誘導体の置換基の違

いにより、細胞膜への影響が強化されたものと推察された 134)。 

一方 HT 単独では、20 μg/mLの濃度では顕著な電位変化は確認されなかった。ま

た、80 μg/mLの濃度では細胞膜電位のシフト (細胞膜の乱れ) 135)が観察された。これ

らの結果から、HTは用量依存的に細菌の膜電位に影響を与えることが推察された。し

かしながら、確認された膜電位変化はわずかであったことから、HT が膜電位変化を及

ぼすにはある一定の濃度以上の HTが必要であることが推察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 

 

 

 

 

 

Fig. 54 Flow cytometric analysis of E. coli with HT and CDs.

(a) control, (b) negative control, (c) positive control, (d) αCD, (e) βCD, (f) γCD, 

(g) HPβCD intact, (h) MβCD intact, (i) TAβCD intact, (j) HT intact (20 μg/mL), 

(k) HT intact (80 μg/mL).
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1-6 HT/CDs複合体における細胞膜傷害性の評価 

 HT および CD における細菌の細胞膜への影響の有無を確認するために、

LIVE/DEAD® BacLight  Bacterial Viability Kits を用いて HT の細胞膜障害性の評

価を行った 136, 137)。BacLightは、細胞膜透過性の異なる 2つの核染色試薬 (SYTO9：

緑色 および PI：赤色) により同時染色することで、生細胞 (膜損傷なし） および死

細胞 (膜損傷あり） を見分けることができる。これらを利用して膜損傷の有・無で細菌

の生・死判定を行うことができ、得られた結果より HT の膜障害性の有無を判定した。

試験菌は、グラム陰性菌である大腸菌を用いた。 

HT 単独は、HT の用量依存的に死菌数を示す赤色発光の増加が確認された 

(Fig.55)。特に、HT (320 μg/mLおよび 160 μg/mLの濃度) において 3時間値で死菌

のみが確認され、生菌を示す緑色発光は観察されなかった。また、時間経過とともに

生菌数が再度増加する傾向がみられなかったことから、HT は大腸菌に対して不可逆

的な抗菌効果、つまり殺菌的な効果を示すことが考えられた。よって、HT が細胞膜に

対して傷害を与えることで抗菌作用を示している可能性が考えられた。 

CD 単独を添加した結果、3、6 および 24 時間値においてほぼ control 同様の生菌

が確認され、CD 単独では菌体膜 (物理的障壁) への傷害を示さなかった (Fig.56)。

この結果から、CD単独では細菌の細胞膜に影響を及ぼさないことが確認された。 

PM (HT/αCD=1/2) を添加した結果、HT 単独に類似した挙動が確認された 

(Fig.57)。PM では、HT と CD がそれぞれ単独で存在しているため、抗菌作用を有す

る HTの効果だけが示されたと推察した。一方、GM (HT/αCD=1/2) を添加した結果、

高濃度で 24時間 HTを暴露した場合に生菌が多く観察された。これは、大腸菌が HT

に暴露され溶菌した結果、核染色試薬で染色されず蛍光発光しないことから、死菌と

して観察されず、相対的に生菌が増加した可能性があると推察した。 

GM (HT/βCD=1/1) を添加した結果、全ての濃度においてHT単独と比較し、HTの



119 

 

殺菌効果の遅延が確認された。βCD で包接されることによる HT の放出抑制が起因し

ている可能性が考えられた。 

GM (HT/γCD=1/1) を添加した結果、低濃度 (HT：40 μg/mL) において 3 時間値

で約 61%の死菌が確認された。その後 24 時間値では、約 75%の死菌を示した。この

結果から、GM (HT/γCD=1/1) では、速やかに HTの放出が起こり、抗菌作用を示して

いることが推察された。 

GM (HT/TAβCD=1/1) の結果より、HT の殺菌効果とは異なる挙動が確認されたこ

とから、TAβCD が大腸菌に対して何らかの作用を及ぼしている可能性が考えられた。

TAβCD 単独で試験を行った結果、 control 群とほぼ同様の結果が得られた。 このこ

とから、 TAβCD を用いて複合体を形成することで、殺菌的な効果はないが、菌の状

態変化を起こす可能性が考えられた。よって、他の CD を用いた包接体と一部異なる

挙動を示したものと考えられた。 

以上の結果より、HTは CDで包接されることにより、HT/CD複合体の細胞膜へのア

プローチが引き金になり、障壁となる菌体膜への HT の透過性が促進 138, 139)され、HT

の抗菌活性の向上が得られた可能性が考えられた。特に、低濃度の HT 含量におい

て、HT 単独とは異なる挙動を示したことから、包接体を形成することで、効率的に HT

の抗菌作用を示した可能性が考えられた。HT/CDs 複合体において、それぞれの CD

間での HTの抗菌作用の程度に違いがみられたのは、CDで包接されることによる HT

の構造的安定性が寄与していると考えられた。第 1 章において、それぞれの HT/CDs

複合体の物性評価により、用いる CD によって異なる包接様式をとることが確認されて

いる。このことより、CD内のHT分子の状態変化が起こり、細菌に対する効力の違いに

反映された可能性がある。 
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Fig.55 Flow cytometric analysis of E. coli with HT intact.

(a) HT 40 μg/mL, (b) HT 80 μg/mL, (c) HT 160 μg/mL, (d) HT 320 μg/mL.
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Fig. 56 Flow cytometric analysis of E. coli with CDs.
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Fig. 57 Flow cytometric analysis of E. coli with GMs.
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B (dead): 31%

GM (HT/MβCD=1/1)

40 μg/mL

A (live)  : 77%

B (dead): 23%

A (live)  : 51%

B (dead): 49%
A (live)  : 26%

B (dead): 74%

GM (HT/TAβCD=1/1)

40 μg/mL

A (live)  : 99%

B (dead): 1%
A (live)  : 98%

B (dead): 2%

A (live)  : 91%

B (dead): 9%

GM (HT/γCD=1/1)

40 μg/mL

A (live)  : 64%

B (dead): 36%

A (live)  : 38%

B (dead): 62%

A (live)  : 25%

B (dead): 75%

3 hr 6 hr 24 hr

PI / SYTO 9 PI / SYTO 9 PI / SYTO 9
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第 1節 小括 

第 1 節において、HT および HT/CDs 複合体が細菌 (枯草菌、黄色ブドウ球菌、大

腸菌および緑膿菌) に対して活性を示すことが明らかとなった。 HT 単独の MIC は

枯草菌 (80 μg/mL)、黄色ブドウ球菌 (160 μg/mL)、大腸菌 (80 μg/mL) および緑膿

菌 (320 μg/mL) を示した。一方、各GMは、枯草菌 (20 μg/mL)、黄色ブドウ球菌 (40 

μg/mL) および大腸菌 (20 μg/mL) のMIC値を示し、HT単独と比較して約 4分の 1

の濃度で効果を示すことが確認された。また、各 GMのMICは、緑膿菌 (160 μg/mL)

を示し、HT単独と比較して約 2分の 1の濃度で効果を示すことが確認された。よって、

HT/CDs 複合体を形成することで、HT の抗菌活性の向上を示すことが明らかとなった。 

Time-kill assay の結果より、HT/CDs 複合体は HT 単独と比較し、短時間で殺菌作

用を示した。包接複合体を形成することで、水溶液中での HT の安定性が保たれたこ

とで、24時間値まで継続的に HTの抗菌作用を示したことが推察された。 

細胞膜電位試験および細胞膜傷害性試験の結果より、HT の抗菌活性は、細菌の

細胞膜に対して傷害を与えることによるものと予想された。CD 単独では、細菌の細胞

膜傷害を示さなかった。一方、各 GMでは、低濃度の HT含量において、短期的に死

菌数を増加させるといった HT単独とは異なる挙動を示した。HTの抗菌作用は、算出

した MIC 値より、CD で包接されることでより高い活性を示すことが確認されている。そ

のメカニズムとして、HT を CD で包接することにより HT 周辺の親水性が疑似的に増

すことで、細菌表面に効率よく HT が到達することを可能とし、低濃度の HT で高い活

性を示したことが推察された。 

今回用いた細菌は、常在菌として存在し日常生活で問題となる菌であり、それぞれ

の細菌に対して HT が少量で抗菌作用を示し、日常生活における除菌剤 (手指消毒

薬、除菌スプレーなど) として有用であることが予想された。よって、天然抗菌成分とし

ての HTの利用拡大が期待される。 
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第 2節 HT/CDs複合体における抗真菌活性の評価 

 一般的に精油成分は、抗真菌作用を示すことが知られている。精油の作用メカニ

ズムとしては、細胞膜への作用、ミトコンドリアの膜機能阻害などが知られている。同様

に HT は、抗菌作用だけでなく抗真菌作用を示すことが知られている 140, 141)。細菌に

おいて確認された HTの抗菌活性の影響は CD との複合体形成が寄与しているものと

考えられた。これまでに、抗細菌成分だけでなく CD で抗真菌成分を包接した場合、

抗真菌作用への影響を及ぼすことが報告されている 142, 143)。そこで、HT/CDs 複合体

の真菌に対する活性への影響を評価した。 
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2-1 HTの真菌に対する効果の評価 

 HT の真菌に対する活性を評価するために、寒天希釈法を用いて MIC 値を算出

して評価を行った (Table 2)。試験菌は、生活環境で問題となる酵母菌として Candida 

albicans (C. albicans) および糸状菌として Aspergillus brasiliensis (A. brasiliensis) の

2種を選択した。 

 HT単独のMICは C. albicans (20 μg/mL) および A. brasiliensis (20 μg/mL) を示

した。HT単独粉砕物は、HT結晶と同様のMICを示した。 

HTの C. albicansに対するMICは既に報告されており、本研究で算出されたMIC

と大きく異なることはなかった。精油成分は真菌に対して、真菌の菌糸に作用するとい

われている。そして、細胞壁の剛性および完全性の喪失、細胞死をもたらす細胞質成

分の喪失が引き起こされることが知られている 144)。 

C. albicansは、ヒトの口腔、消化管、膣、皮膚などに常在する真菌である。ストレスあ

るいは免疫抑制、化学療法などにより宿主の抵抗力が低下した場合、日和見感染を

起こすことが知られている 145)。A. brasiliensis は、世界各地の土壌、空中、穀物をはじ

めとする食品など生活環境から高頻度に分離され Penicillium 属と並んで最も普遍

的な真菌のひとつである。A. brasiliensis は、ヒト、動物に日和見感染を引き起こすこと

が知られている。Aspergillus 属のなかには、A. brasiliensis だけでなく Aspergillus 

fumigatusなどがアレルギー性気管支肺真菌症 (allergic broncho­pulmonary mycosis：

ABPM) の原因となるなど医療上問題となっている 146)。HT 単独は 2 種の真菌に対し

て抗真菌活性を示したことから、院内感染対策としての HTの利用が期待できる。 
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2-2 HT/CDs複合体の真菌に対する効果の評価 

HT/CDs 複合体における HT の真菌に対する活性を評価するために、寒天希釈法

を用いてMIC値を算出した (Table 2)。 

PM (HT/αCD=1/2)、PM (HT/βCD=1/1)、PM (HT/γCD=1/1)、PM (HT/HPβCD=1/1)、

PM (HT/TAβCD=1/1) および PM (HT/HPγCD=1/1) は、C. albicans (20 μg/mL) およ

び A. brasiliensis (20 μg/mL) を示した。PM (HT/MβCD=1/1) では、C. albicans (10 

μg/mL) および A. brasiliensis (10 μg/mL) を示した。一方、GM (HT/αCD=1/2) 、GM 

(HT/βCD=1/1)、GM (HT/γCD=1/1)、GM (HT/HPβCD=1/1)、GM (HT/MβCD=1/1) お

よび GM (HT/HPγCD=1/1) は、C. albicans (10 μg/mL) および A. brasiliensis (10 

μg/mL) を示した。GM (HT/TAβCD=1/1) では、C. albicans (20 μg/mL) および A. 

brasiliensis (40 μg/mL) を示した。 

抗真菌試験の結果、HT 単独と比較して GM において MIC 値が低値を示したこと

から、C. albicans および A. brasiliensis に対する HT の抗真菌活性が向上したものと

考えられた。しかしながら、細菌を用いた抗菌試験の結果ほどMIC値の低下は見られ

なかった 147-151)。このことは、HTの細菌および真菌に対する作用機序の違い、もしくは

細菌と真菌の構造の違いによる CD の効果の違いが影響している可能性が考えられ

た。 

一般的に、精油成分は細菌よりも真菌に強い活性を示すことが報告されている。こ

れは、細胞壁構造の違いが起因していると考えられている。もしくは、真菌のミトコンド

リア機能を傷害し、酸化ストレスを誘発させることで抗真菌作用を示すことが知られて

いる。そのため、細菌にはミトコンドリアがなく、呼吸機能は細胞膜に存在するため、異

なる阻害作用を示したことが予想される。また、精油は、真菌のエルゴステロールの合

成阻害作用があることが知られている。エルゴステロールは、細胞膜の安定化などの

機能を持ち、細菌には存在しない。そのため、HT を添加したことにより、真菌のエルゴ
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ステロールの減少が生じ、細胞膜機能の低下が起きたことで抗真菌作用を示したこと

が推察された。 

以上の細菌および真菌への HT の作用機序の違いが、HT/CDs 複合体を形成した

際に、HTの活性が維持されることは、複合体に用いた CDs誘導体の特性の違いによ

り、活性の程度に影響したものと推察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2 Antifungal activity of HT/CDs systems.

C.alb : Candida albicans, A.bra : Aspergillus brasiliensis

C.albicans A. brasiliensis

CDs n.d. n.d.

HT intact 20 20

HT ground 20 20

PM (HT/αCD=1/2) 20 20

PM (HT/βCD=1/1) 20 20

PM (HT/γCD=1/1) 20 20

PM (HT/HPβCD=1/1) 20 20

PM (HT/MβCD=1/1) 10 10

PM (HT/TAβCD=1/1) 20 20

PM (HT/HPγCD=1/1) 20 20

GM (HT/αCD=1/2) 10 10

GM (HT/βCD=1/1) 10 10

GM (HT/γCD=1/1) 10 10

GM (HT/HPβCD=1/1) 10 10

GM (HT/MβCD=1/1) 10 10

GM (HT/TAβCD=1/1) 20 40

GM (HT/HPγCD=1/1) 10 10

MIC (μg/mL)
Samples

All MIC values are converted to HT concentration.

n.d.: not determined.
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第 2節 小括 

 第 2節では、HTおよび HT/CDs複合体の C. albicansおよび A. brasiliensisに対す

る抗真菌活性を示すことが明らかとなった。HT/CDs 複合体では、HT 単独と比較して

MIC 値の低下が確認された。よって、HT/CDs 複合体は、MIC 値が低下したことから

抗菌活性の向上に寄与したことが確認された。今回用いた 2 種の真菌は、日和見感

染で問題となる。また、真菌のなかでも抵抗性を示すものとして、糸状菌が存在する。

消毒薬のなかでも、低水準性消毒薬などでは、糸状菌が抵抗性を示すことで十分な

効果が得られないことがある。よって、これらの真菌に対して活性を示す HT/CDs 複合

体は、臨床現場での応用が期待できる。 
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第 3節 HT/γCD複合体の皮膚刺激性評価 

現在、感染症防止法の手段の一つとして、簡便に消毒を行うことができるため、アル

コール手指消毒薬が臨床現場で汎用されている。しかしながら、アルコール手指消毒

薬の頻回使用による手荒れが問題視されている背景もある。手荒れは、手指消毒のコ

ンプライアンス低下を招き、手荒れを起こした部位は、細菌の定着部位にもなりうる。  

HT は、すでに化粧品分野などで使用されており、皮膚に対して刺激を起こさないこ

とが知られている。しかしながら、CD との複合体の皮膚刺激性については十分に評価

されていないため、HT/γCD複合体として安全に使用できるかを検討する必要がある。

そこで、HT および HT/γCD 複合体の皮膚への影響を確認するために、ヘアレスマウ

ス皮膚に複合体を適応した後の皮膚組織像を観察し、皮膚刺激性を評価した 

(Fig.58)。 

 HT水溶液および GM (HT/γCD=1/1) 水溶液の 2群にて試験を実施した。通常、皮

膚刺激性試験で注目する初期変化は、表皮の肥厚および表皮直下の真皮への細胞

浸潤である 152)。刺激が強い場合は、表皮から真皮での変性・壊死ならびに水腫もみら

れることがある。しかしながら、本結果においてはそのような明らかな皮膚状態の変化

は確認されなかった (Table 3)。また、試験液を塗布していない部位と比較しても、皮

膚の状態変化は確認されなかった。よって、HT および GM (HT/γCD=1/1) は皮膚に

対する刺激性は示さないことが確認された。 

 手指衛生における皮膚反応性は、継続して使用する上で重要な指標となる。実際、

手指衛生としてアルコール性手指消毒薬を使用している場合、乾燥、刺激、かゆみな

どの症状を示すことが報告されている。これらの症状は、手指衛生におけるコンプライ

アンス低下につながり、手指衛生の徹底がされない場合、ヒトを介した微生物の蔓延を

引き起こすことが予想される。よって、HTにおいて皮膚反応性が確認されなかったこと

は、手指消毒薬として継続して使用することを可能とする結果であった。 
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(a)

1 2 3 4 1 2 3 4

皮膚 - - - - - - - -

 表皮肥厚 - - - - - - - -

 炎症性細胞浸潤 - - - - - - - -

 水腫 - - - - - - - -

 変性・壊死 - - - - - - - -

Hinokitiol GM (HT/γCD=1/1)
Samples

程度：―変化なし、±ごく軽度、＋軽度、＋＋中等度、＋＋＋高度

Table 3 Skin irritation test.

Fig. 58 HE staining showing histological change of mouse skin after HT application.

(a) HT intact, (b) GM (HT/γCD=1/1). 

(b)

500 μm 500 μm

HT intact
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第 3節 小括 

 HT は、メラニン生成抑制作用もあることから化粧品などに配合されており、皮膚適用

としてすでに使用されいる。今回得られた結果より、皮膚刺激性はなく、HTは安全にヒ

トに対して使用できることが明らかとなった。また、GM (HT/γCD=1/1) も同様に皮膚刺

激性がないことが明らかとなった。これより、HT/CD 複合体の外用剤における安全性

が示された。 
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第 2章 総括 

 第 2 章では、HT および HT/CDs 複合体が細菌および真菌に対して活性を示すこと

が明らかとなった。HT は微生物に対して、短時間で不可逆的な増殖抑制を示すこと

が確認された。HT/CDs 複合体において、用いる CD によって HT の抗菌活性を持続

させることが可能となることが明らかとなった。また、真菌のなかでも抵抗性を示すもの

として、糸状菌が存在する。消毒薬のなかでも、低水準性消毒薬などでは、糸状菌が

抵抗性を示すことで十分な効果が得られないことがある。HT が糸状菌である A. 

brasiliensis に対しても低濃度で効果を示したことは、効率的に生活環境の除菌を可

能とすることが期待できる。 

また、HTおよび HT/CDs複合体は、皮膚刺激性がないことが示された。これより、よ

り多くのヒトに対して使用することのできる抗菌成分として応用の幅を広げることができ

る。以上の結果から、臨床現場での手指消毒目的としての HT/CDs 複合体の利用が

期待できる。 
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第 3章 HT/CDs複合体を用いた製剤応用の検討 

第 3章 序 

現在、臨床現場では簡便に除菌が可能で液垂れのないハンドジェルタイプの

半固形製剤が汎用されている。ゲル化には、増粘多糖類が用いられており、海藻、

植物由来の天然多糖類として、カラギーナン、ペクチンおよびグアーガムなどが

知られている 153)。これまでに Inoueらは、ゼラチン (Gel)、キサンタンガム (Xan) 

および κ, λ, ι-カラギーナン (κ, λ, ι-Car) を用いたゲル化製剤は各基剤によってゲ

ルの硬さや脆さが異なるため、それぞれの基剤の特徴に合わせた使用方法の選

択が必要であると報告している 154)。増粘剤は粘性や接着性を付けるために嚥下

困難者に対する流動食品や一般食品、化粧品および医薬品などに用いられてい

る。  

微生物である Xanthomonas campestris 由来の天然高分子多糖類であるキサン

タンガムは、乳液や化粧水に使われている。キサンタンガムは、グルコースの主

鎖にマンノースおよびグルクロン酸からなる側鎖が付いた構造である。キサン

タンガムは、冷水および温水に可溶であり、耐熱性・耐酸性・耐塩性・冷凍解凍

耐性があり、様々な条件に対応できる性質を持っているため、多くの製品開発に

利用されている 155)。 

カラギーナンは、紅藻類から得られる陰イオン性多糖類であり、それぞれ特徴

が異なるタイプが存在する。κ-Carは苦みのマスキングのために医薬品の添加剤

として利用されている。λ-Carはドレッシングやソースなどに、ι-Carはゼリーや

ミルクプリンなどに使用されている。このように増粘剤は日常生活において非

常に汎用であり、また、安全性の確立も高い添加物である 156)。 

これまでの、第 1 章および第 2 章において、HT/CD 包接複合体の形成および

HT の溶出性・抗菌性の向上が確認された。そのため、新規抗菌製剤としての
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HT/CD 包接複合体の臨床応用を想定した製剤応用を試みることとした。そこで

第 3章では、HT/γCD 包接複合体を用いて増粘剤中に HTを分散させたゲルを調

製し、抗菌能を応用したゲル化製剤の開発を目指した製剤応用を試みた。 
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第 1節 HT/γCD複合体を用いたゲル化製剤の調製 

1-1 調製したゲル化製剤の妥当性の評価 

調製したゲル化製剤の外観を評価するために、各ゲル化製剤を目視にて観察した 

(Fig. 59)。全てのゲル化製剤において離水は確認されず、むらのない澄明なゲルであ

ることが観察された。 

調製したゲルにおける HT の分散性を確認するために蛍光顕微鏡にて観察を行っ

た (Fig. 60)。HTは蛍光発光を示し、HTの励起波長は 490 nmであると報告されてい

る。 494 nm の波長を照射して観察したところ、HT 結晶は青色に蛍光発光することが

確認された。全てのゲル化製剤において、一面が青色に発光し HT の存在が確認さ

れた。また、均一な HT 由来の蛍光発光が確認されたことより、ゲル中に HTが均一に

分散していることが確認された。 

一般的に、カラギーナンは 40-45˚C でゲル化することが知られており 157)、このような

性質からカラギーナンを用いたゲル化製剤は、室温においても分散性が良く均一な調

製が可能であることが示された。また、キサンタンガムは水和速度が速く、調製時に表

面のみが溶解し、内部は粉末状態で残存することにより、凝集体ができやすいことが

知られている 158)。今回の調製法において、調製したゲル状態は均一であり、凝集体も

確認されず、高い再現性を示すことが確認された。よって、ゲル化基材を十分水和さ

せるための撹拌時間は確保されており、ゲル化製剤の調製方法は妥当であることが示

された。 
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Fig. 59 Appearance of gel formulations.

A: HT/γCD-Xan, B: HT/γCD-κ-Car, C: HT/γCD-λ-Car, D: HT/γCD-ι-Car.

A B

C D

A B C D

HT crystal

Fig. 60 Fluorescence microscope of  HT unprocessed and gel formulations. 

A: HT/γCD-Xan, B: HT/γCD-κ-Car, C: HT/γCD-λ-Car, D: HT/γCD-ι-Car. 

Scale bars indicate 100 μm.
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第 2節 HT/γCD複合体ゲル化製剤の物理化学的性質の評価 

2-1 粘度測定 

応力負荷をかけたときの製剤の伸びを検討し、各ゲル化製剤の基剤の濃度を決

定するために 25 °Cでの粘度測定を行った 159) (Table 4)。指標とする市販の抗菌ハン

ドゲルであるエタプラス®ゲル  (EP) の粘度は、0.82 Pa･ s を示した。HT/γCD-

Xan1.25%、1.5%および 1.75%では、0.69、0.93 および 1.44 Pa･s、HT/γCD-κ-Car0.5%、

0.75%および 1.0%では、0.04、0.14 および 0.80 Pa･s 、HT/γCD-λ-Car1.25%、1.5%お

よび 1.75%では、0.23、0.51および 1.12 Pa･s、HT/γCD-ι-Car0.5%、0.75%および 1.0%

では、0.07、0.37および 1.16 Pa･sを示した。 

粘度測定の結果、各増粘剤で濃度依存的に粘度が上昇することが確認された。

Xan では 1.5%、 κ-Car では 1.0%、 λ-Car では 1.75%および ι-Car では 1.0%の濃度

において EP と最も近い粘度を示した。これらの濃度で調製したゲル化製剤は、手指

消毒薬として市販されている製剤と同等の粘度であることが示された 160)。よって、この

後の実験は、Xan：1.5%、 κ-Car：1.0%、 λ-Car：1.75%および ι-Car：1.0%の濃度を用

いて、HT/γCDゲル化製剤の検討を行った。 
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Table 4 Viscosity of HT/γCD gels at 25 ˚C.

Formulation Percentage of gel (w/v%)
Viscosity (Pa・s) 

means  S.D.

EP - 0.82 ± 0.04

HT/γCD-Xan

1.25 0.69 ± 0.01

1.5 0.93 ± 0.02

1.75 1.44 ± 0.23

HT/γCD-κ-Car

0.5 0.04 ± 0.01

0.75 0.14 ± 0.02

1.0 0.80 ± 0.04

HT/γCD-λ-Car

1.25 0.23 ± 0.02

1.5 0.51 ± 0.10

1.75 1.12 ± 0.29

HT/γCD-ι-Car

0.5 0.07 ± 0.01

0.75 0.37 ± 0.01

1.0 1.16 ± 0.01

Results were expressed as mean ± S.D. (n=4).
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2-2 粘弾性測定 

粘度測定の結果を用いて、HT/γCD-Xan1.5%、 HT/γCD-κ-Car1.0%、 HT/γCD-λ-

Car1.75%および HT/γCD-ι-Car1.0%で調製した、ゲル化製剤の応力に対する挙動を

確認するために粘弾性測定を行った (Fig. 61)。 HT/γCD-κ-Car1.0%および HT/γCD-

λ-Car1.75%において、剪断速度を上昇させた時と降下させた時では異なる挙動を示

す、ヒステリシスカーブが確認された。一方、HT/γCD-Xan1.5%、HT/γCD-ι-Car1.0% 

および EP では、類似した挙動を示し、剪断速度を変化させてもフローカーブ面積が

狭く、剪断速度を上昇させた時と降下させた時は同じ挙動を示すことが確認された。 

粘弾性測定では、HT/γCD-κ-Car1.0%および HT/γCD-λ-Car1.75%においてヒステリ

シスカーブが確認された。ヒステリシスカーブを示す要因として、内部構造の回復

に時間を要することが起因している 161)。よって、応力を加えることによりゲル構造

が崩壊したため、剪断速度上昇時と降下時で異なる挙動を示したと推察された。一方、

HT/γCD-Xan1.5%、HT/γCD-ι-Car1.0% および EP では、類似した挙動を示し、フロー

カーブ面積が狭いことが確認された。フローカーブ面積は内部構造の強さを示してい

る 162)。これは剪断速度の変化にゲルが順応し、ゲルの崩壊を示さず、柔軟性が良い

ゲルであることが推察された。ゲルの粘弾性は、ポンプ式手指消毒剤の使用時に反映

され、ポンプから押し出した際にゲルの構造が壊れにくいものが有用であると考える

147)。以上より、HT/γCD-κ-Car1.0%およびHT/γCD-λ-Car1.75%はゲル構造の崩壊が起

こることが予測され、ポンプから押し上げて使用すると粘度が低下しハンドゲルとして

の機能が失われると推察された。一方、HT/γCD-Xan1.5%および HT/γCD-ι-Car1.0%

の粘弾性は、EP と比較して類似した挙動を示したことから、ゲルの柔軟性が良く、ポン

プ押し出しによるゲルの崩壊が少ないと考えられた。 
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Fig. 61 Shear stress versus shear speed curves of HT/γCD gels at 25 ˚C.
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2-3 pH測定 

皮膚への適応性を評価するために、各基剤および各ゲル化製剤の pH 測定を行っ

た (Table 5)。EP の pH は、6.51 を示した。Xan 単独、HT/γCD-Xan の pH は 5.21、

5.18、κ-Car 単独、HT/γCD-κ-Car は 8.75、6.49、λ-Car 単独、HT/γCD-λ-Car は 8.89、

8.55、および ι-Car単独、HT/γCD-ι-Carは 8.15、5.78を示した。 

pH測定の結果、HT/γCD-XanおよびHT/γCD-ι-Carの pHは弱酸性を示した。黄色

ブドウ球菌などの細菌は皮膚の pHが中性で活性化することが報告されている 163)。弱

酸性である HT/γCD-Xan および HT/γCD-ι-Car では細菌の活性化を防ぐことが可能と

なる。また、皮膚への刺激性が低いため製剤としての応用が可能であることが推察さ

れた。 
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Formulation pH (means±S.D.)

EP 6.51 ±0.07

Xan

HT/γCD-Xan

5.21 ±0.00

5.18 ±0.03

κ-Car

HT/γCD-κ-Car

8.75 ±0.10

6.49 ±0.23

λ-Car

HT/γCD-λ-Car

8.89 ±0.14

8.55 ±0.09

ι-Car

HT/γCD-ι-Car

8.15 ±0.16

5.78 ±0.03

Table 5 Measurement of pH value of HT/γCD gels.

pH value of distilled water : 6.02±0.15

Results were expressed as mean ± S.D. (n=4).
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2-4 展延性測定および降伏値の算出 

各ゲル化製剤の展延性を検討するために、スプレッドメーターを用いて展延性測定

を行った (Fig. 62)。ゲルの拡がりが安定した 360秒での直径はEP、HT/γCD-Xan1.5%、 

HT/γCD-κ-Car1.0%、 HT/γCD-λ-Car1.75%および HT/γCD-ι-Car1.0%において、7.04、

6.03、4.14、4.18 および 6.27 cm を示した。展延性測定の結果より降伏値を算出したと

こ ろ EP 、 HT/γCD-Xan1.5% 、 HT/γCD-κ-Car1.0% 、 HT/γCD-λ-Car1.75% お よ び

HT/γCD-ι-Car1.0%において、16.4、35.1、215.5、228.0および 24.4 dyne/cm2となった。 

 展延性測定による降伏値の算出結果は粘性測定と相関する 164)。構造が壊れにく

く柔軟性を有するゲルは、HT/γCD-Xan1.5%および HT/γCD-ι-Car1.0 %であり、またそ

れらの速度式の傾き、直径は大きくなり降伏値は低値となった。一方、ゲルが崩壊しや

すい HT/γCD-κ-Car1.0%および HT/γCD-λ-Car1.75%ではガラス板の重みでゲル能が

低下し延びが悪くなり、他の 2 剤と比較し速度式の傾き、直径が小さくなり降伏値は有

意に高値となった。これらは使用感に反映し、HT/γCD-κ-Car1.0%および HT/γCD-λ-

Car1.75%では使用した際、手の上での拡がりが悪いことが推察される。一方、

HT/γCD-Xan1.5%および HT/γCD-ι-Car1.0%では、延びが良いため少量で手の上に

薄く拡げることが可能となり、製剤として有用であることが推察された。 
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Fig. 62 Spreadability of HT/γCD gels at 25 ˚C (n=4).
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2-5 放出試験 

皮膚適用を目的とする際、含有薬物がどのように皮膚に浸透するかを知ることは製

剤設計上重要である。しかしながら、日本薬局方における皮膚に対する薬物の放出性

を評価する方法は規定がない。そこで、各ゲル化製剤のHTの放出特性を確認するた

めに、溶出試験器を用いた放出試験を行った (Fig. 63)。そして、得られたゲルからの

放出挙動より皮膚への浸透性を予測した。 

GM (HT/γCD = 1/1) の HTの放出率は 5 分後に 80 %を示し、15分後ではおよそ

100 %の放出率が得られた。HT/γCD-κ-Car1.0 %、HT/γCD-ι-Car1.0 %は GM と類似し

た放出挙動を示し、5 分後の HT の放出率が速やかなことが確認された。HT/γCD-

Xan1.5%、HT/γCD-λ-Car1.75%は HT の放出が緩やかで、45 分後の HT の放出率は

およそ 60 %であった。 

放出試験の結果より、HT/γCD-κ-Car1.0%、HT/γCD-ι-Car1.0%では、パドルの回転

によりゲル構造が破壊し、そこへ水が浸入したために HT の溶出が速くなったと考えら

れた。カラギーナンは、温度依存的に二重螺旋構造が会合し三重螺旋構造を形成す

る 165)。また、カラギーナンは親水性である硫酸基を含む水溶性多糖類であるため、ゲ

ル構造の崩壊が促進され放出率が速くなったと推察された。 HT/γCD-Xan1.5 %では

キサンタンガムの擬塑性を有する特徴が影響したためと考えられた 166)。キサンタンガ

ムは、三次元構造に似た網目構造を有しており、網目中に HT が絡まっていることが

考えられる。また、パドルの回転により一度構造が破壊されるが結着性が強いために

素早く回復し、HT の放出が抑制されたと推察された。HT/γCD-λ-Car1.75%では濃度

依存的なゲルの構造変化が影響していると考えられ、硫酸基を多く持つものほど保水

能が上昇するため 167)放出率が抑制されたと推察された。 
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Fig. 63 Release profiles of HT/γCD gels. 

Results were expressed as mean ± S.D. (n=3).
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第 3節 HT/γCD複合体ゲル化製剤の安定性の評価 

 各ゲル化製剤中の HT の安定性を確認するために安定性試験を行った (Fig. 64)。

全てのゲル化製剤は、14 日後まで目視で確認できる外観的変化はなかった。ゲル化

製剤中の HT の残存率を算出したところ、HT/γCD-Xan1.5%の HT の残存率は、5 日

後で 87 %、14日後で 79 %を示し、他の製剤と比較して HTの安定性が保たれている

ことが示された。一方で、HT/γCD-λ-Car1.75%、HT/γCD-κ-Car1.0%および HT/γCD-ι-

Car1.0%では 3日後で HTの残存率は 50 %以下となり、HT/γCD-Xan1.5%と比較して

HTの安定性が低いことが明らかとなった。 

 安定性試験の結果より、カラギーナンを基剤とする製剤ではカラギーナンが持つ硫

酸基により水分を保つ 168) ことで安定性が低下したと考えらえた。一方、HT/γCD-

Xan1.5%ではキサンタンガムの結着性が強い 169) 特徴により HT がキサンタンガムの

網目構造中に絡まったために HTの安定性が保たれたと推察された。 
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Fig. 64 Stability test of HT/γCD gels at 4˚C, RH 33 %.

Results were expressed as mean ± S.D. (n=3).
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第 4節 HT/γCD複合体ゲル化製剤の使用感の評価 

皮膚に塗布した際の使用感の評価を行うために、フリクシオメーターを用い

て摩擦力測定を行った (Fig. 65)。Neto らの報告により、フリクシオメーターは

化粧品分野において、皮膚を想定した使用感の評価に用いられている 170)。 

測定の結果、20 秒における摩擦力は EP: 30.4 N、HT/γCD-Xan1.5%: 48.3 N、

HT/γCD-λ-Car1.75%: 39.1 N、HT/γCD-κ-Car1.0%: 129.8 NおよびHT/γCD-ι-Car1.0%: 

83.7 N であった。摩擦力の大小関係はスプレッドメーターを用いて算出した降

伏値とほぼ同様の結果となった。 

摩擦力は、クリームやゲルの伸びなじみ、滑らかさと負の相関があり、べたつ

きに対して正の相関があるということが知られている。一般的に使用されてい

るエタプラスゲル®は、今回実施した製剤の中で最も低値を示したことから、市

場されているゲル化製剤の滑らかさを示す挙動を把握できた。このことから、エ

タプラスゲル®と同様の挙動を示した HT/γCD-Xan1.5%および HT/γCD-λ -

Car1.5%は、他のゲル化製剤と比較し皮膚に塗布した際、べたつかず、滑らかで

なじみが良いことが予測された。 
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Fig. 65 Skin friction of HT/γCD gels.

Results were expressed as mean ± S.D. (n=3).
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第 3章 小括 

 本研究において、HT/γCD 包接複合体を含有するゲル化製剤の調製を行った。分

散性、粘性、pH、粘弾性、展延性、放出性および安定性の評価の結果、HT/γCD-

Xan1.5%が簡便な使用方法を目指したヒノキチオールのゲル化製剤として皮膚適応

に有用である。 
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総括 

本研究では、天然由来の抗菌成分として HT の利用拡大を目的として混合粉砕法

による HT/CDs 包接複合体を形成し、HT の物理化学的性質、溶出性および抗菌活

性への影響について検討した。さらに、HT/CD 複合体を利用した新規抗菌ゲル化製

剤開発の基礎的研究を行った。まず第１章では、HT/CDs複合体の調製、物理化学的

性質の検討および溶出性の評価を行った。第 2 章では、HT/CDs 複合体の抗菌およ

び抗真菌活性の評価を行った。第 3章では、HT/γCD複合体含有ゲル化製剤の調製

および物理化学的性質の評価を行った。以下に本研究で得られた知見を総括する。 

 

第 1章 

第 1 章では、HT、CDs および HT/CDs 複合体それぞれの物理化学的性質の評価

を行った。各種機器分析を用いた物理化学的性質の評価の結果、混合粉砕法による

HT/CDs 包接複合体の形成が確認された。混合粉砕法による複合体形成メカニズムと

して、粉砕により物質に機械的エネルギーを与えることによるメカノケミカル効果が起

因しており、粉体間での複合体調製を可能とすることが示された。熱不安定性および

揮発性を有する HT にとって、固体状態にて複合体を形成する手法を見いだせたこと

は、今後の製剤応用へつながる有用な知見となった。 

得られた HT/CDs複合体の溶出挙動は、用いた CDの特性に応じて異なることが確

認された。その特性は、CD 分子中における HT の包接構造が起因しており、その結

果、HTの溶出コントロールが可能となった。 

また、HT の基本骨格となる TPN では、HT 同様の調製法である混合粉砕法と比較

として共沈法を用いて TPN/γCD 複合体の調製を試みた。機器分析を用いた物理化

学的性質の評価の結果、混合粉砕法および共沈法を用いた TPN/γCDおよび包接複

合体形成が明らかとなった。調製法の違いにより、異なる包接複合体を形成しており、
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包接複合体のモル比は、混合粉砕法では TPN/γCD=2/1および TPN/γCD=4/1であり、

共沈法では TPN/γCD=2/1であった。また、GM (TPN/γCD=4/1) は、2分子の TPNが

γCD同士で形成される分子空間に封入していることが明らかとなった。HTおよび TPN

において γCDとの複合体構造に違いが生じた要因として、ゲスト分子であるHTとTPN

の化学的性質が起因していることが予想された。両者の水溶性の違いが γCD の空洞

内と分子空間との親和性に影響した可能性がある。 

以上より、HT および TPN とは共通の構造を持ちながら異なる複合体形成をすると

いった興味深い結果を得られた。 

 

第 2章 

第 2 章では、有用性の評価として HT および HT/CDs 複合体の細菌および真菌に

対する抗菌活性の評価を行った。寒天希釈法による抗菌試験の結果、細菌および真

菌に対するMIC値を算出することができ、HTおよび HT/CDs複合体が細菌および真

菌に対して活性を示すことが明らかとなった。 

また、時間依存的な抗菌活性を示すのかを評価した結果、HT は微生物に対して、

短時間で不可逆的な増殖抑制を示すことが確認された。HT/CDs複合体において、用

いるCDによってHTの抗菌活性を持続させることも可能とさせることが明らかとなった。

また、真菌のなかでも抵抗性を示すものとして、糸状菌が存在する。消毒薬のなかでも、

低水準性消毒薬などでは、糸状菌が抵抗性を示すことで十分な効果が得られないこ

とがある。本研究において、HT が糸状菌である A. brasiliensis に対しても低濃度で効

果を示したことは、効率的に生活環境の除菌を可能とすることが期待できる。 

ヒトへの適応性を評価するために皮膚刺激性試験を行った結果、HT および

HT/CDs複合体は、皮膚刺激性がないことが示された。これより、より多くのヒトに対して

使用することのできる抗菌成分として応用の幅を広げることができる。以上の結果から、
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臨床現場での除菌目的としての HT/CDs複合体の利用が期待できる。 

 

第 3章 

本研究において、HT/γCD 包接複合体を含有するゲル化製剤の調製を行った。分

散性、粘性、pH、粘弾性、展延性、放出性および安定性の評価の結果、HT/γCD-

Xan1.5%が簡便な使用方法を目指したヒノキチオールのゲル化製剤として有用である

ことが確認された。ゲル化製剤において実施した物理化学的性質の評価で得られた

結果は、ヒトへの外用剤としての使用感に反映されることが予測される。また、外用剤

の使用感は継続して使用するためには必要不可欠であり、重要な指標となる。本研究

において、HT の安定性を保ちながら HT/γCD 含有ゲル化製剤を調製し、市販品と

同等の物性を示すことができた。よって、今後新規手指消毒用ゲル化製剤を開発する

ための基礎を構築することができた。 
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第 4章 結論 

本研究において、混合粉砕法を用いた HT/CDs 包接複合体の調製に成功した。興

味深いことに、用いる CD によって HT との分子間相互作用に違いが生じた。これらの

HT/CDs 包接複合体の立体的構造の違いは、HT の水への溶出性および抗菌活性に

影響を及ぼすことが明らかとなった。HT/CDs包接複合体のなかでも、HT/γCD包接複

合体が HTの効率的な抗菌作用を供給することが確認された。 

HT/γCD包接複合体含有ゲル化製剤の調製には、ゲル化基材として Xan1.5%が簡

便で有効的であることが示された。よって、手指消毒薬としての HT/γCD 包接複合体

含有ゲル化製剤は、簡便で安全な新規抗菌剤として今後の臨床応用への利用拡大

が期待できる。 
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実験の部 

 

試薬 

Hinokitiol (HT)                            富士フイルム和光純薬株式会社 

Tropolone (TPN)                           Sigma-ALDRICH 

α-Cyclodextrin (αCD)                  株式会社シクロケム 

β-Cyclodextrin (βCD)                  株式会社シクロケム 

γ-Cyclodextrin (γCD)                  株式会社シクロケム 

Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD)            株式会社シクロケム 

Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin (HPβCD)      株式会社シクロケム 

Triacetyl-β-Cyclodextrin (TAβCD)          東京化成工業株式会社 

2-Hydroxypropyl-γ-Cyclodextrin (HPγCD)     Sigma-ALDRICH 

Xanthan gum                              Sigma-ALDRICH 

κ-Carrageenan                             富士フイルム和光純薬株式会社 

λ- Carrageenan                             富士フイルム和光純薬株式会社 

ι- Carrageenan                             東京化成工業株式会社 

 

その他の試料については、富士フイルム和光純薬株式会社製の試薬特級を用いた。 
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Table 6  Chemical structures and properties of α, β and γCD.

CDs

No. of glucose 6 7 8

Moleclar weight 972 1135 1297

Internal diameter (Å)  4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3

External diameter (Å)  14.6 15.4 17.5

Cavity height (Å)  7.9 7.9 7.9

Water solubility (g/100 mL at 25℃) 14.5 1.85 23.2
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γ-Cyclodextrin

(γCD)
β-Cyclodextrin

(βCD)

α-Cyclodextrin

(αCD)

Compound Abbreviation R DS1)

2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin HPβCD H or CH₂(OH)CH₃ 0.6-0.9

Methyl-β-cyclodextrin MβCD H or CH₃ 0.6

Triacetyl-β-cyclodextrin TAβCD CH₃CO -

2-Hydroxypropyl-γ-cyclodextrin HPγCD H or CH₂(OH)CH₃ 0.6

Table 7  Chemical structures of CD derivative.

1) The average degree of substitution.
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Fig. 66 Gel base structures of xanthan gum and each carrageenan 

κ-Carrageenan

λ-Carrageenan ι-Carrageenan

Xanthan gum
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第 1章 

1. 試料の調製 

1-1. HT/CDs物理的混合物 (PM) の調製 

HT と αCDをモル比 1/1、1/2および 1/3で秤量し、Vortex Mixerを用いて 1分間混

合した。 

HT と CD (βCD、γCD、HPβCD、MβCD、TAβCDおよび HPγCD) をモル比 2/1、1/1

および 1/2で秤量し、Vortex Mixerを用いて 1分間混合した。 

 

1-2. HT/CDs混合粉砕物 (GM) の調製 

PM (HT/αCD=1/1、1/2 および 1/3) 1g をアルミナセルに充填後、振動型ロッドミル

(CMT社製 TI-500ET型) を用いて 60分間混合粉砕した。 

PM (HT/βCD、HT/γCD、HT/HPβCD、HT/MβCD、HT/TAβCD および HT/HPγCD 

=2/1、1/1 および 1/2) 1g をアルミナセルに充填後、振動型ロッドミル (CMT 社製 TI-

500ET型) を用いて 60分間混合粉砕した。各試料の調製方法を Scheme 1に示す。 

 

1-3. TPN/γCD物理的混合物 (PM) の調製 

TPNと γCDをモル比 5/1、4/1、3/1、2/1 および 1/1 で秤量し、Vortex Mixerを

用いて 1分間混合した。 

 

1-4. TPN/γCD混合粉砕物 (GM) の調製 

PM (TPN/γCD=5/1、4/1、3/1、2/1 および 1/1) 1gをアルミナセルに充填後、振動

型ロッドミル (CMT 社製 TI-500ET 型) を用いて 30 分間混合粉砕した。各試料の調

製方法を Scheme 2に示す。 
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1-5. TPN/γCD共沈物 (CP) の調製 

TPN水溶液 (0.10 mol/L) 5 mLに対し、γCD 水溶液 (0.13 mol/L) 5 mLを少量ず

つ加え、室温下で 6時間撹拌後、室温で 24時間静置した。その後、沈殿物を濾

別し、デシケーター中で室温、減圧下 24時間乾燥した。試料の調製方法を Scheme 

3に示す。 

 

1-6. 調湿保存 

GM を 40°C、相対湿度 (RH) 82%に調整した塩化カリウム飽和水溶液共存下のデ

シケーター内に保存することで調湿再結晶化を行った。 
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HT CDs

Physical Mixture (PM)

Ground Mixture (GM)

Cogrinding 60min 

byVibration rod mill 

Mixing 1min 

by Vortex mixer  

HT/CDs = 2/1 (mol/mol)

HT/CDs = 1/1 (mol/mol)

HT/CDs = 1/2 (mol/mol)

HT/αCD = 1/3 (mol/mol)

Scheme 1 Ground Mixture method of HT/CDs systems.

αCD

βCD

γCD

HPβCD

MβCD

TAβCD

HPγCD
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TPN γCD

Physical Mixture (PM)

Ground Mixture (GM)

Cogrinding 30min 

byVibration rod mill 

Mixing 1min 

by Vortex mixer  

TPN/γCD = 5/1 (mol/mol)

TPN/γCD = 4/1 (mol/mol)

TPN/γCD = 3/1 (mol/mol)

TPN/γCD = 2/1 (mol/mol)

TPN/γCD = 1/1 (mol/mol)

Scheme 2 Ground Mixture method of TPN/γCD systems.
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TPN solution

(Solvent: Distilled water) 5 mL

γCD solution

(Solvent: Distilled water) 5 mL

Mixing

TPN/ γCD =1/2 (mol/mol)

Dried under reduced for 24 hr

Co-Precipitate (CP)

TPN/γCD

Stirred for 6 hr (light-shielding, 25°C)

Filtration (filter paper)

Scheme 3 Co-precipitate method of TPN/γCD system. 
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2. 測定方法 

2-1. job’s plot 

HT/CDsの包接錯体の化学量論は、variation method (Job’s plot) によって決定した

171)。HT と CDsの総濃度を一定に維持し、HT/CDsのモル分率を 0から 1の間で変化

させ、試験液を調製した。試験液が平衡状態になった後、試料を 0.45 μmのメンブラン

フィルターで濾過し、得られた濾液は水/メタノール= 2/8 に希釈した。定量は UV-

2500PC 紫外可視分光光度計 (Shimadzu 社製) を使用した。励起波長を 240 nm と

し、溶媒をブランクとして Zero Setを行った。 

 

2-2. 粉末 X線回折 (PXRD) 測定 

 MinFlexⅡ型粉末X線回折装置 (Rigaku製) を使用し、回折強度はNaIシンチレ

ーションカウンターにより測定した。X線としては Cu線 (30 kV, 15 mA) を用い、X線

回折測定には 4 °/minのスキャン条件を用い、測定範囲は 2θ=3°-35°とした。粉末試料

をガラスプレートに試料平面が平坦になるように充填して測定した。 

 

2-3. 示差走査熱量 (DSC) 測定 

 Thermo plus Evo 高感度示差走査熱量計 (Rigaku 製) を使用した。測定は、試

料約 2 mgをアルミニウム製パンに充填し密封したのち、窒素ガス気流下 (60 mL/min)、

昇温速度 5 °C /min で行った。 

 

2-4. 熱重量 (TG) 測定 

Thermo plus Evo 高感度示差走査熱量計 (Rigaku 製) を使用した。測定は、試料

約 10 mg をアルミニウム製パンに充填し、窒素ガス気流下 (200 mL/min)、昇温速度

5 °C /min で行った。 
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2-5. 1H-核磁気共鳴 (NMR) スペクトル測定 

VarianNMR System 400 MHz (アジレントテクノロジー社製) を使用した。Dimethyl 

sulfoxide-d6 (DMSO-d6) を溶媒に用い、室温において積算回数 128で測定した。 

包接モル比は次式で求めた。 

 

                                …式(1) 

 

2-6. 赤外 (IR) 吸収スペクトル測定 

JASCO FT/IR-410 (日本分光社製) を用いて、KBr 錠剤法にて行った。積算回数を

32 times で分解能を 4 cm-1 とし、測定波数範囲は 4000-400 cm-1 とした。錠剤の調製

方法は、試料に臭化カリウム (KBr) を重量比 1/10 (試料/KBr) の割合で加えて混合

し、手動プレスで圧縮した。バックグラウンド補正は KBr 単独打錠を用いて行った。 

 

2-7. 固体蛍光スペクトル測定 

RF-5300PC蛍光分光光度計 (Shimadzu 社製) を使用した。光路長が 5 mmの四面

透明石英ガラスセルを用いてスリット幅を 5 nm で励起波長を 359 nm とし、測定蛍光

波長範囲は 360-600 nm とした。 

 

2-8. 溶出試験 

NTR-593, Toyama Sangyo 型溶出試験器を用い、日本薬局方第 17 法改正溶出試

験法 (パドル法)に準じて行った。HT が 50 mg となるように調製した粉末試料を試験

液に投入後試験を開始し、0、5、10、15、30 および 60 分ごとに 10 mL の試料液を採

取した。採取した試料液を、0.45 μm のメンブランフィルターで濾過した。濾液は水/メ

Guest 分子 1Hあたりの積分値 

Host 分子 1Hあたりの積分値 
＝ 包接モル比＝ 

Guest (mol)  

Host (mol)  
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タノール= 2/8溶液で希釈し、定量はUV-2500PC紫外可視分光光度計 (Shimadzu社

製) を用いて波長 240 nmにて測定した。 

 

2-9. 1H-1H 2D-COSY NMR スペクトル測定 

Varian NMR System 700 MHz (アジレントテクノロジー社製) を使用した。D2Oを溶

媒に用い、共鳴周波数は 699.6 MHz、緩和時間は 1500 ms、25 °Cにおいて積算回数

256で測定した。 

 

2-10. 1H-1H 2D-NOESY NMR スペクトル測定 

Varian NMR System 700 MHz (アジレントテクノロジー社製) を使用した。D2Oを溶

媒に用い、共鳴周波数は 699.6 MHz、緩和時間は 1500 ms、25 °Cにおいて積算回数

256で測定した。 

 

2-11. 1H-1H 2D-ROESY NMR スペクトル測定 

Varian NMR System 700 MHz (アジレントテクノロジー社製) を使用した。D2Oを溶

媒に用い、共鳴周波数は 699.6 MHz、パルス幅は 90 °、緩和時間は 200 ms、スキャン

時間 0.500 s、25 °Cにおいて積算回数 256で測定した。 
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第 2章 

1. 抗菌試験 

寒天希釈法による HT の MIC 測定は、CLSI  M7-A5 を基本とした （Scheme 5） 

172)。 

試験菌はグラム陽性菌 2 種 (Bacillus subtilis NBRC3134、Staphylococcus aureus 

JCM2413)、グラム陰性菌 2 種 (Escherichia coli JCM5491、Pseudomonas aeruginosa 

JCM6119) の細菌 4種を使用した。 

試験培地はMueller-Hinton Ⅱ Agar培地 (MHA、BD) を用いた。MHA 100 mL中

に HT の濃度が 320 µg/mL になるように試料を加え、泡立たないように十分に撹拌し

た。HT含有MHA をもとにMHAで順次 2倍希釈して HTの 2倍希釈培地列を作成

した後、シャーレに流し込み固化した。作成した試験培地に、各試験菌株を 2.0×106 

CFU/mLになるように調製した試験菌懸濁液を 5 μL植菌して乾燥させた。これらの試

験プレートを 37 °C の恒温器中で 24 時間培養した。HT および HT/CDs 複合体の各

菌種における MIC は、培養後にコロニーの形成の有無を目視にて判定し、MIC を測

定した 173)。 

 

2. Time-kill assay 

 Time-kill assay は、CLSI基準法に基づく Balth らの方法に準じて行った。試験菌懸

濁原液を最終濃度が 1.0×10⁸ CFU/mL となるように 37 °C、約 4時間ロータリーシェー

カー (NR-3、TITEC) で振盪培養 (130 rpm) した。試料を添加した後、再び 25 °Cで

撹拌 (150 rpm) した。試料を添加する直前 (0 時間)、添加後 1、3、6、12 および 24

時間後に培養液を採取し、試験原液とした。試験原液を Trypticase Soy Agar 培地 

(TSA培地、BD) の寒天培地上に塗布し、37 °C、14-16時間培養した。培養後、形成

されたコロニー数を計測し、試験原液中の E.coliの濃度 (CFU/mL) を算出した。 
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3. 細胞膜電位試験 

細胞膜電位試験は 、細胞内蛍光プ ローブ と し て DiBAC4(3) (Bis(1,3-

dibutylbarbituric acid)trimethine oxonol, sodium salt、同仁化学研究所) を用いた。試

験菌は、グラム陰性菌 1種 (Escherichia coli JCM5491) を使用した。Positive control

として、細胞膜の電位に変化を及ぼす Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazone 

(CCCP) を使用した。Negative control として、培養した菌液をオートクレーブで 100˚C、

30分滅菌加熱処理を行った。 

試験菌懸濁原液を最終濃度が 5.0×10⁶ CFU/mL となるように 37 ℃、約 4時間振とう

培養 (130 rpm) した。試験液に菌液および試料を添加した後、再び 25 ℃で撹拌 

(150 rpm) した。試料を添加後 1時間後に培養液を採取し、試験原液とした。 採取し

た培養液を遠心分離後、上清を吸引し、DiBAC4(3) 試薬と反応させ、フローサイトメ

ーターEPICS XL (ベックマン・コールター社製) にて蛍光強度を測定した。 

 

4. 細胞膜傷害試験 

細胞膜傷害試験は、 LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kits を用いて行っ

た。試験菌は、グラム陰性菌 1種 (Escherichia coli JCM5491) を使用した。試験菌懸

濁原液を最終濃度が 5.0×10⁶ CFU/mL となるように 37 ℃、約 4 時間振とう培養 (130 

rpm) した。試験液に菌液および試料を添加した後、再び 25 ℃で撹拌 (150 rpm) し

た。試料を添加後 3、9および 24時間後に培養液を採取し、試験原液とした。 採取し

た培養液を遠心分離後、上清を吸引し、BacLight 試薬と反応させ、15 分間 37℃でイ

ンキュベートした後、フローサイトメーターEPICS XL (ベックマン・コールター社製) に

て生菌および死菌を計測した。 
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5．抗真菌試験 

HT の真菌に対する MIC 値を算出するために、寒天希釈法を用いて評価した 

（Scheme 5） 。 

試験菌は、Candida albicans (C. albicans) と Aspergillus brasiliensis (A. brasiliensis)

の真菌 2種を用いた。HTおよび HT/CDs複合体を滅菌水で調製し、RPMI1640培地

(グルタミン含有） で希釈した。これらの溶液に 0.165 M  モルホリンプロパンスルホン

酸 (MOPS) 緩衝液を用いて pH7.0 に緩衝した。HT の濃度が 320 µg/mL になるよう

に試料を加え、泡立たないように十分に撹拌した。HT 含有 RPMI1640 培地をもとに

RPMI1640 培地で順次 2 倍希釈して HT の 2 倍希釈培地列を作成した。調製した培

地に、3%寒天溶液を加え、十分に撹拌した後、シャーレに流し込み固化した。作成し

た寒天培地に、各試験菌株を 2.0×106 CFU/mLになるように調製した試験菌懸濁液を

5μL植菌して乾燥させた。これらの試験プレートを 37 °C の恒温器中で 48-72 時間培

養した。HTおよびHT/CDs複合体の各菌種におけるMICは、培養後にコロニーの形

成の有無を目視にて判定し、MICを測定した。 

 

5. 皮膚刺激性試験 

ヒノキチオールおよび包接化合物の皮膚への影響を評価するため、Hairless マウス

を用いて実施した。マウスを混合麻酔液 （Medetomidine; Midazolam; Butorphanol） 

の腹腔内投与により眠らせた後、各薬液をマウスの背部に、綿棒を用いておよそ 400 

mm3ほどの領域に塗布した。薬液処置を 4日間連続で行い、5日目にマウスを安楽死

させ、薬物塗布部位の皮膚を摘出した。摘出後の皮膚は、ホルマリン固定し、H&E 染

色により各薬液の皮膚への影響を評価した。     
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To determine  the MIC

2-fold serial dilutions

10 mL

37℃, 24 hr incubation

Use species

1. Staphylococcus aureus 

2. Escherichia coli 

3. Bacillus subtilis 

4. Pseudomonas aeruginosa

Scheme 4 Antibacterial test by the agar dilution method.

Sample

To determine  the MIC

2-fold serial dilutions

10 mL

37℃, 48-72 hr incubation

Use species

1. Candida albicans

2. Aspergillus brasiliensis

Scheme 5 Antifungal test by the agar dilution method.

SampleRPMI MOPS

pH 7.0 buffer

10 mL

3% agar solution

10 mL



174 

 

第 3章 

1. HT/γCD混合粉砕物 (GM) の調製 

第 1章同様の調製方法を用いて調製した。 

 

2. ゲル化製剤の調製  

蒸留水 10 mLを水浴中で 80 °Cに加温し、各ゲル化基材を混合し、均一になるよう

攪拌機で 3 分間、260 rpmにて混合し、ゾル状態を得た。このゾル試料が 45 °C以下

になるまで静置し、その後遮光下で HT/γCD水溶液を 1 mL滴下し、再び攪拌機で 3 

分間混合した。このゲル試料を遮光下で室温にて 30 分間静置し、その後、4 °C にて

保存した (Secheme 6) 。 

 

3. 外観、分散性の評価 

調製した各ゲル化製剤を目視にて観察した。また、蛍光顕微鏡  (OPYMPUS 社

製) を用いて 494 nm の波長にて観察した。各サンプルはスライドガラスの上に塗布し、

その上からカバーガラスにて固定した。 

 

4. 粘度測定・粘弾性測定  

E 型回転粘度計 (TVE-20H、東機産業社製) を用いた。測定時間 600 秒、コーン

ローター1° 34’x R24、測定温度 25 °C、サンプル量 1 mLで測定した。粘度測定の条

件はローター回転数毎分 1 回転とし、ローター回転 180 秒後の粘度を読み取り測定

を行った。粘弾性測定は剪断速度 0 s-1-20 s-1→ 20 s-1-0 s-1で 1秒毎の粘度(Epa (Pa · 

s))、応力 (Tau(Pa)) の回復挙動を測定した。 

 

5. pH測定  
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pH メーター (Sartorius 社製) を用いた。各サンプルをそれぞれ 10 mL 秤量し測定

した。 

 

6. 降伏値の算出  

スプレッドメーター (離合社製) を用いた。条件は測定温度25 °C、ガラス重量114.2 

g で、測定時間 5、10、30、60、120、180、240、300、360 および 420 秒後の拡がり直

径を測定した。降伏値は 360 秒後値を用いて次の式より算出した。 

F = 47040*G*V/π2*D5 

F : yield value (dyne/cm2) 

G : glass plate weight (114.2 g) 

V : sample size (cm3) 

D : diameter (mm) when sample spreading stopped 

 

7. 放出試験  

放出試験は、富山産業社製溶出試験器を用いて行った。試験液として日本薬局方

精製水 900 mLを用いた。測定温度は 32 ± 0.5 °C、なお、一般的に皮膚表面の温度

は 32 °Cであるため、この温度で行った。回転数は 50 rpm とし、日本薬局方第 17 法

改正溶出試験法 (パドル法) に準拠して実施した。試料採取は、0、5、10、15、30、45

および 60 分後に溶出液 10 mL を取り、孔径 0.45 µm メンブランフィルター (mixed 

cellulose ester non sterile) でろ過した。ろ液 5 mL を正確に量り、水/メタノール (1/8) 

混液で 50 mLになるように正確に希釈し、試料溶液とした。定量は検出波長 240 nm と

し、紫外可視吸光光度計 (UV:2500-PC) (Shimadzu社製) により実施した。 

 

8. 安定性試験  



176 

 

安定性試験の評価項目は、ゲル化製剤中の HT 含量に対する HT 残存量とした。

各試料は、温度 4 °C、相対湿度 33 %で遮光下にて保管した後、0、3、5、7および 14 

日後の試料について安定性試験を実施した。定量は検出波長 240 nmとし、紫外可視

吸光光度計 (UV:2500-PC) (Shimadzu社製) により実施した。 

 

9. 皮膚摩擦試験 

 各ゲル化製剤について皮膚摩擦試験をフリクシオメーター (Courage+Khazaka 社

製) を用いて行った。各製剤 0.1gを人工皮膚上に塗布し、25ºC、25rpmで 21秒間測

定した。 
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Storage at 4 ºC for 90 min in the dark

Stand at room temperature for 30 min

HT/γCD gel

Gelling agents (Xan, κ-Car, λ-Car, ι-Car)

(Concentration:0.5~1.75%)

Mixing for 10 min by digital homogenizer (260 rpm, at 80 ºC)

Weights 19 mL gel

HT/γCD solution 1 mL

(Concentration of HT:320 μg/mL)

Mixing for 3 min by digital homogenizer at 45 ºC

Scheme 6 Preparation of gels.
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