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緒言 

 

近年、世界の新薬市場では、医薬品に用いられる薬物としての注目が低分子化合物から中・高

分子化合物（バイオ医薬品等）に移行し、世界の医薬品売上の上位を占めている［1-3］。一般的

に、バイオ医薬品を用いた治療は点滴や注射により行われており、これらを用いた治療は基本的

に通院を伴うため、患者の Quality of Life（QOL）の維持に加え、通院と仕事の両立支援も重要と

なる。近年の、Artificial Intelligence（AI）や Internet of Things（IoT）などの進展に伴う第 4 次産

業革命はより働き方に大きく影響を与えると考えられ、これらの技術を用いた新たな医薬品開発

法について熟考する時期にも来ている。このことから、自己投与可能な製剤、投与回数を少なくす

る放出持続型製剤、さらに IoT を利用した薬物投与の最適化を支援する方法などの確立が急務

と考えられる［4］。著者は、Drug Delivery System（DDS［5］）に Micro Electro Mechanical 

Systems（MEMS）や IoT 技術を組み合わせ、ウェアラブルデバイスを用いて自己投与でき、かつ

薬物放出性や吸収性を外部制御により可能とする装着型薬物送達システム（Installable DDS, 

iDDS）の開発を着想した。すでに、装着型デバイスによる生体モニタリングシステムの有用性に

関する研究報告はある［6-8］、一方、著者が着想した薬物送達可能とする iDDS に関する報告は

ほとんどない。iDDS はアクセスがしやすい皮膚を投与部位としており、Figure 1 に示すような皮

膚の上に適用するパッチ製剤や皮膚の中に投与する皮内および皮下注射用製剤などの DDS 製

剤と低侵襲で薬物の投与が可能なマイクロニードル（MN）や電気エネルギーを駆動力としたイオ

ントフォレシスなどの技術の組み合わせにより実現可能になると考えている。 

一方、バイオ医薬品である抗体医薬品の投与では、アナフィラキシー様の副作用（インフュージ

ョンリアクション）を示すことがあるため、長時間に渡って点滴投与を行う場合がある。Jin らは、薬

物が徐々に血管またはリンパ管に移行する皮下注、皮内注、筋注等の種々投与方法によりイン

フュージョンリアクション等の副作用の低減につながることを報告している［9］。このような投与経

路から、抗体医薬品を自己投与することが一般的になると、治療時間の短縮は患者に加え医療

従事者の負担軽減につながる。本論文では、iDDS に応用可能な製剤を調製することを最終目標

とし、はじめに、投与回数を減らすことができる持続性注射剤および持続的に投与可能な微粒子

製剤の開発に注目した。 

持続性注射剤は内封薬物を長期間放出し血中薬物濃度を維持することで効果を示す製剤全般

を指し、Figure 2 にこれら製剤の種類をまとめた。製剤には、薬物の懸濁液からなる懸濁注射剤、

固体やゲルからなる implantまたは pellet 製剤、生体適合性素材であるリン脂質を用いて調製さ
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れるリポソーム製剤、生分解性素材であるポリ乳酸とグリコール酸を化学修飾したポリ乳酸グリコ

ール酸（PLGA）からなるマイクロスフェア製剤があり、治療薬として治療効果の改善、副作用の低

減、QOL の改善に貢献している［10-13］。 

閉鎖小胞であるリポソームは親水、親油性薬物を内封可能だが、低い薬物内封効率および低

い製剤安定性が製剤開発工程で克服するポイントとなる。PLGA はポリ乳酸とグリコール酸の組

成比や共重合体の分子量の違いでガラス転移点や加水分解速度が異なるため、薬物の放出速

度を調整できる利点を有するものの水分の影響を受けやすく、粒子の付着凝集性が高いため、

ハンドリングに乏しいなどの問題点がある。 

本研究では、幅広い物性の薬物を封入可能で、より容易に製剤調製が可能な新規徐放性製剤

の基剤の選択が重要［14, 15］であると考え、持続性注射剤の基剤として、新規 DDSキャリアとし

て注目されている非ラメラ液晶（NLLC）に注目した［16-19］。NLLC 構造（Fig. 3）には、主に逆キ

ュービック液晶（Q2）、逆ヘキサゴナル液晶（H2）などがあり、NLLC 構造形成には臨界充填パラ

メーター（CPP）が大きく影響する。NLLC は疎水基を外側に配する構造から高い生体接着性を有

しており、非破壊的に含有薬物を放出し、難溶性化合物の可溶化、タンパク質高次構造の安定化

に寄与することが明らかになっている［20-23］。 

NLLC を自己形成する脂質としてモノオレイン酸グリセリル（GMO）とフィタントリオール（PHY）

がよく知られており、水と接触することで NLLC を形成しする。すでに、GMO は医薬品添加剤とし

てアメリカ食品医薬品局（FDA）で承認されている［24］ものの、GMO は室温で固体、PHY は室温

で高い粘性を有しているため製剤調製時に加温や粘性改善のために添加剤の利用などが必要

であった。 

そこでより簡便な NLLC 製剤調製を可能とするために、水と接触することで瞬時に NLLC を形

成しかつ、室温で液体・低粘度な NLLC自己形成脂質として、株式会社ファルネックスが開発した

mono-O-(5,9,13-trimethyl-4-tetradecenyl) glycerol ester（MGE）に注目した。 

本論文では、NLLC 形成脂質である MGE の持続性注射剤への有用性を評価するために、第 1

部では持続性注射剤の開発を行い、第 1 章では水溶性中分子蛍光薬物をモデル薬物に選択し

製剤からの薬物放出挙動および吸水過程等について調査した。第 2 章では実使用を想定し、す

でに使用実績がある脂溶性中分子薬物をモデル薬物として選択し徐放性を確認した。 

第 2 部では、第 1 部で得られた知見をもとに、皮膚内安定性が乏しい報告がある酢酸リュープ

ロレリン（LA）をモデル薬物として選択し、低侵襲な投与方法である MN 等の様々なデバイスで投

与可能な MGE 添加微粒子製剤の調製を試みた。以上、これらの検討を通じ NLLC 形成脂質を
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含有した皮下投与製剤の開発を行うことで iDDS に応用可能なMN等との併用利用を可能とする

製剤の調製を試みた。 

 

Fig. 1 Various drug delivery system through the skin. This system includes an injection 

system with a needle that allows the drug to be administered through the skin.  
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Fig. 3 Structure of NLLC 

  

ラメラ液晶（LLC） 逆ヘキサゴナル液晶両連続型
逆キュービック液晶

非ラメラ液晶（NLLC）

非連続型
逆キュービック液晶

界面活性剤膜の曲率

0 負

CPP〜1 ＞1
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第1部 NLLC 形成脂質を用いた持続性注射剤の検討 

 
第1章 水溶性中分子薬物含有持続性注射剤の調製および評価 

 
前述したように、バイオ医薬品は世界の医薬品市場の主流となっている。一方、それらは消化管

からのバイオアベイラビリティ（BA）が低いため経口投与が難しく、皮膚を介した皮下・皮内投与に

加え経皮投与が投与経路として注目されている。経皮投与は肝初回通過効果の回避、経口 BA

の低い薬物の効率的な送達に加え、長時間血中濃度の維持が可能である。近年、MEMS の進

展により、経皮投与型デバイスが種々開発されており、MN、無針注射や熱穿孔等、低侵襲で薬

物を皮下および皮内に直接投与が可能になる［6］。今後、投与デバイスと製剤の組み合わせは、

バイオ医薬品の患者による自己投与方法として利用されると考えられる［7］。 

投与デバイスと製剤を組み合わせた iDDS を実現するために、iDDS に応用可能な製剤として、

近年 DDS キャリアとして研究が盛んに行われている NLLC を基剤とした持続性注射剤の調製を

行った。NLLC は Figure 3 に示すような構造をとり、形成する界面活性剤等の CPP により、球状

ミセル（CPP < 1/3）、Q1（CPP < 1/3）、ラメラ液晶（CPP ≒ 1）、Q2（CPP ≧ 1）、H2（CPP > 1）を

形成する［28］。NLLC は複雑な内部構造を形成することで高い薬物内封性（親水性、親油性等）

および薬物放出制御能を有し［19, 29, 30］、また、内封したタンパク質の物理的安定性に寄与す

ることが知られている［20, 31, 32］。形成する NLLC 構造は添加剤、温度、pH、含水量が影響す

ることから［15, 23, 33, 34］、MGE を基剤とした持続性注射剤の開発を行うために薬物放出制御

因子を明らかにする必要がある。 

株式会社ファルネックスが開発した MGE（0.47 Pa·s（ずり速度 10 s−1））に、種々飽和・不飽和リ

ン脂質を添加し持続性注射剤を調製した。製剤のモデル薬物として水溶性中分子蛍光薬物であ

る平均分子量 4,000 の Fluorescein isothiocyanate-dextran （FD-4）を添加し、調製した製剤の

物性評価（偏光観察、吸水試験、小角 X線散乱（Small-Angle X-ray Scattering, SAXS）装置に

よる構造決定、放出性評価）に加え、投与後 48 時間にわたる血中薬物濃度推移を評価し、MGE

の持続性注射剤基剤としての有用性および NLLC 構造からの FD-4 の放出性に及ぼす因子の解

明を試みた。  
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第1節 試験方法 
 
1. 試薬および試験材料 
FD-4 は、Sigma Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した。Sodium azide（SA）、2-メチルブタ

ン（イソペンタン）は、富士フィルム和光純薬株式会社（大阪, 日本）より購入した。NLLC形成脂質

の MGE は、株式会社ファルネックス（横浜, 日本）より供与された。飽和リン脂質として 1,2-

dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine （ DMPC ） 、  1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphatidylcholine（DSPC）、 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine（DPPC）を、

不飽和リン脂質として 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine（DOPC）を選択し日油株

式会社（東京, 日本）より購入した。Polyoxyethylene sorbitan monooleate（Tween 80）は、東京

化成工業株式会社（東京, 日本）より購入した。動物試験に用いたイソフルラン吸入麻酔液はファ

イザー株式会社（東京, 日本）、ヘパリン Na 注 5 千単位/5 mL は持田製薬株式会社（東京, 日

本）より購入した。 

Table 1 にモデル薬物、MGE、種々リン脂質の構造式および物理化学的パラメータを示す。 
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Table 1 Chemical structures and physical properties of FD-4, MGE and phospholipids. 

 

  

Structure M.W.

Fluorescein isothiocyanate-dextran 

MW4,000 (FD-4)

3,000 ~

5,000

Structure M.W. Log P CPP 
［36］

mono-O-(5,9,13-trimethyl-4-tetradecenyl) 

glycerol ester (MGE)
342.5 4.66 >1

Structure M.W. XLogP3-AA
［35］

CPP 
［36］

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DMPC)
677.9 10.5 ~1

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DPPC)
734.0 12.0 ~1

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DSPC)
790.2 13.2 ~1

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

(DOPC)
786.1 12.8 ~1

XLogP3-AA…既知の化合物のLogP値をもとに、各原子の寄与の総和を計算し多変量線形回帰分析により算出した値
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2. 持続性注射剤調製方法および処方 
Table 2 に調製した種々製剤の組成を示す。撹拌子（PTFE撹拌子ダブル十字型 D-10 F-4037-

01、フロン工業株式会社、東京、日本）が入った 9 mL バイアル（ラボランスクリュー管瓶 No.3、

AS ONE K. K.、大阪、 日本）に、MGE、エタノールおよび Tween 80 を秤量した後、60 °C、500 

rpm に設定したホットプレート（Hotplate Stirrer RSH-1DN, AS ONE K.K., 大阪, 日本）にて 5 分

間撹拌後、秤量した種々飽和・不飽和リン脂質を加え60 °C、700 rpmで、さらに1時間撹拌した。

なお、調製した製剤は、Mαβ と略し、M は、MGE、エタノール、Tween 80 を含有した基剤、α は添

加したリン脂質の種類（mc / pc / sc / oc）、β は添加したリン脂質含有率（Mmc12 製剤は MGE / 

DMPC / エタノール / Tween 80 からなり、DMPC を 12%含有した製剤）を示す。製剤中 FD-4 含

量が 15.6 mg/mL となるよう FD-4 をペレットペッスル（Thermo Fisher Scientific K.K., 東京, 日

本）を用い 2 分間混合した。なお、粉末状のリン脂質を溶解させるために用いたエタノールと

Tween 80 は MGE のみからなる製剤を除くすべての製剤でそれぞれ 10%および 2%となるよう

に添加した。 

ただし、DPPC および DSPC を 48％含有した製剤は高濃度のリン脂質添加により室温で固体と

なったことから試験を実施しなかった。 

 

Table 2 Composition of prepared formulations. 

 

*処方製剤中で、MGE は m、DMPC は mc、DPPC は pc、DSPC は sc、DOPC は oc と略す。ま

た MGE はエタノールおよび Tween 80 を含有する製剤を M で略す。 

  

α - - sc oc oe og

β - - 12 24 12 24 12 24 12 24

m M Msc12 Msc24 Moc12 Moc24 Moe12 Moe24 Mog12 Mog24

MGE 100 88 76 64 76 64 76 64 76 64
DSPC - - 12 24 - - - - - - 

DOPC - - - - 12 24 - - - - 

DOPE - - - - - - 12 24 - - 

DOPG - - - - - - - - 12 24
Ethanol - 10 10 10 10 10

Tween 80 - 2 2 2 2 2
*処方製剤中で、MGEはm、DSPCはsc、DOPCはoc、DOPEはoe、DOPGはogと略す。
また、MGE、エタノールおよびTween 80を含有する製剤をMで略す。 unit: %
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3. 偏光顕微鏡による偏光観察 
Table 3 に偏光顕微鏡の観察条件を示す。製剤の NLLC 構造形成の有無を偏光顕微鏡（VHX-

5000、株式会社キーエンス、大阪、日本）を用いて評価した。粘性ディスペンサー（M10（本体）お

よび CP10（キャペラリー&ピストン）, エムエス機器株式会社, 大阪, 日本）を用い、製剤 10 µL を

スライドガラス（S9215, 水縁磨フロスト t1.0 MAS、松浪硝子工業株式会社, 大阪, 日本）に滴

下した。その後、同量の 1/30 M pH 7.40等張リン酸塩緩衝液（pH 7.40 PBS）を製剤上に滴下後

15 分間静置し、カバーガラス（C018181, 松浪硝子工業株式会社, 大阪, 日本）をのせ、室温で

観察した。 

 

Table 3 Observation conditions with polarizing microscope. 

 

  

Brightness
Shutter speed Manual 4.8 ms
Gain Auto 70

Illumination
Epi-illumination

On 255
Ring lighting

Transmitted lighting On 255

Image quality UP HDR

Adjust brightness 40-70
Texture enhancement 25-50
Contrast 50-80
Color adjustment 5-100
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4. SAXS 装置による NLLC 構造解析 
SAXS 装置（Nano-Viewer、リガク株式会社、東京、日本）を用いて NLLC 構造解析を行った。3 

mL の pH 7.40 PBS 中で 48 時間吸水させた製剤を観察サンプルとし、測定は金沢大学理工研

究域（石川, 日本）に委託した。室温（25 °C）で測定を行った。 

SAXS 測定で得られた回折ピークから、細孔間距離（d）と格子面の Miller指数（hkl）を算出する

ことで NLLC 構造の同定できる。Figure 4 に SAXS で得られる NLLC 構造特有の面間隔比と

Miller指数の例を示す［37, 38］。面間隔は、Bragg の式（１）を用いて算出できる［39-41］。 

2d sin θ = n λ・・・・・（1） 

ここで、d （nm）、λ は X線波長、θ はブラッグ角、n は整数を示す。 

SAXS 測定では構造の有無に加え構造の秩序性が評価でき、例えば、1st peak が小角側に移

行するほど d が増加し NLLC 構造を形成するドメインが大きくなる、また、ピークの半値幅が 1 : 1

に近いほど均一な NLLC 構造を有していること等が確認できる。さらに、1st peak を基準にそれ以

降のピーク比より、式（2）および式（3）を用いて算出される値より結晶構造を決定することができ

る（Fig. 4）。式（2）に H2 構造、式（3）に Q2 構造の dhk および dhkl の算出式をそれぞれ示す。 

 

𝑑!"(ℎ𝑒𝑥) =
#!"#

(%/')
$
%()%*)+*+%)$%

・・・・・（2） 

𝑑!",(𝑐𝑢𝑏𝑖𝑐) =
#&'(

()%*+%*-%)$%
・・・・・（3） 

 

 

Fig. 4 Representative SAXS patterns of NLLC.  
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5. 吸水試験  
FD-4 非添加製剤 100 µL を分画分子量 12,000 の Pur-A-Lyzer TM mini 12000 dialysis kit 

（Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA., 以下透析チューブと略記）に入れ 0.01％ SA 含有 pH 

7.40 PBS に入れ吸水試験を行った。なお、製剤への吸水率は式（4）を用いて算出した。 

 

48 時間後製剤吸水率（％） 

＝ （（48 時間後製剤重量（g） - 吸水試験前製剤重量（g）） / 吸水試験前製剤重量（g）） × 

100・・・・・（4） 

 
6. 放出試験 
種々製剤 100 µL を透析チューブに入れ、放出溶媒として 20 mL の 0.01％ SA 含有 pH 7.40 

PBS 20 mL で放出試験［42-44］を行った。試験中、アルミホイルで遮光しウォーターバス（AS 

ONE株式会社, 日本, 大阪）中で 37 ± 0.02 °C の条件で 48 時間試験を行い経時的にレシーバ

ー側から 500 µL 溶液を採取し、同量の放出溶媒を戻した。なお、製剤からの FD-4 の放出率は

式（5）を用いて算出した。 

 

48 時間後 FD-4累積放出率（％） 

＝ （48 時間後 FD-4累積放出量（ng） / 製剤中 FD-4 含有量（ng）） × 100・・・・・（5） 

 

7. FD-4 定量法 
蛍光強度（Ex 490 nm、Em 515 nm）を蛍光分光光度計（RF-5300PC, 株式会社島津製作所, 

京都, 日本）を用い、バンド幅（Ex 5.0 nm、Em 10.0 nm）、感度（High）、レスポンス（Auto）の条

件にて測定した。測定には石英セル（UV-1, 東ソークォーツ, 東京, 日本）を使用した。  
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8. 重回帰分析による解析 
製剤からの FD-4 放出性に及ぼす要因を明らかにするため、説明変数として、48 時間後製剤吸

水率（Log Water Absorption Ratio : Log WAR）、48 時間後細孔間距離（Pore Spacing Ratio : 

PSR）、製剤処方中 MGE 含量（MGE Content : MC）とリン脂質含量（Phospholipids Content : 

PC）、用いたリン脂質の炭素鎖数（Number of Carbon Chains : NCC）、二重結合の有無

（Presence or Absence of Double Bond : PADB）を、目的変数を 48 時間後 FD-4 放出率（Log 

RR）として重回帰分析を行った。ソフトウェアは、JMP® Pro（ver. 15.0.0, SAS Insitute Inc., Cary, 

NC, USA）を用い、ステップワイズ法にて分析した。なお、変数選択には増減法を用い、閾値は

0.25 とした。 

 

9. 動物試験 
Wistar系雄性ラット（体重 200 ± 20 g、8週齢）は三協ラボサービス株式会社（東京, 日本）から

購入した。ラットは、25 ± 2 °C に調節され、12 時間ごとに明暗サイクル（on、off 時間: 9 : 00 - 21 : 

00）を設定した部屋で飼育した。また、水と飼料（MF, オリエンタル酵母工業株式会社, 東京, 日

本）を自由に摂取可能とした。すべての動物試験は城西大学動物試験規定に従い、城西大学全

学動物試験管理委員会の承認（JU18009）を得て行った。 

 

10. 皮下投与試験 
調製製剤の持続性を経時的な採血を行い確認する必要があることから、動物への頻回採血お

よび麻酔による負担軽減のために、あらかじめ Wistar 系雄性ラットに頸静脈カニュレーションの

手術を施し［45］、1 日休養日を設け試験した（頸静脈カニュレーション手術の詳細は付録を参照）。

試験動物麻酔装置（SN-487-OT Air, 株式会社シナノ製作所, 東京, 日本）を用いイソフルラン麻

酔下ラットの右背部を剃毛後、23 G の注射針を介し種々製剤を皮下投与した。製剤投与後、48

時間経時的に 200 µL 採血を行った。採血後は同量の生理食塩液をラット体内に注入した。得ら

れた血液サンプルを遠心分離（21,500 × g, 5 min, 4 °C）し血漿を得た。得られた血漿 100 µL に

pH 7.40 PBS を 400 µL 加え 5 分間ボルテックス（Vortex-gene 2 mixer、M&S Instruments Inc., 

大阪、日本）した後、遠心分離（21,500 × g, 5 min, 4 °C）し分光光度計を用いて測定した。  



 15 

11. 皮膚凍結切片作製と共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察 
第 1 部第 1 章 10. の皮下投与試験により投与した製剤を観察するため、試験終了後に製剤投

与部位周辺の皮膚を 2 cm 四方で切除し摘出した。摘出した皮膚の製剤投与部分を傷つけない

ように簡単に皮下脂肪を取り除いた（Fig. 5a）後、フェザー剃刃 S両刃（フェザー安全剃刃, 大阪, 

日本）を用い、Figure 5b に示すように破線部で囲まれた製剤投与中心部を切り出した。摘出した

皮膚組織を Figure 5c に示すようにティシュー・テック クリオモルド プラスチック包埋皿（2号, サ

クラファインテックジャパン株式会社, 東京, 日本）に入れ、川本法用凍結包埋剤（SCEM, ライカ

マイクロシステムズ, 東京, 日本）を用いて包埋し、-80 °C イソペンタン中で急速凍結させた。垂直

方向の皮膚凍結切片（厚さ 10 µm）をクライオスタット（CM3050S, ライカマイクロシステムズ, 東

京, 日本）により作製し、共焦点レーザー顕微鏡（Scope: Fluoview FV1000, software: FV10-

ASW, オリンパス株式会社, 東京, 日本）を用い観察した。共焦点レーザー顕微鏡を用いた FD-

4 および FDG の観察条件を Table 4 に示す。 

 

Fig. 5 Preparation of skin specimen. Top view of hypodermis site of excised skin (a, b). 

Side view of excised skin at formulation injected site (c). 

 

Table 4 Observation conditions with confocal laser scanning microscope. 

 

 

12. 統計解析 
JMP® Pro （ver. 15.0.0, SAS Insitute Inc., Cary, NC, USA） を用い棄却検定の後、Tukey-

Kramer の HSD 検定、Dunnett 検定を用い統計解析した。いずれの場合も危険率 5％未満を有

意と判断した。  

(b)
Formulation

↓

Hypodermis→

Epidermis→

(c)(a) Hypodermis side

↑Administration
site

FD-4/FDG TD1
Wavelength (nm) 473 -
Scan speed (um/pix) 100 -
Laser power (%) 19 -
HV (v) 307 64
Gain (x) 1.625 1.125
Off set (%) 7 9
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第2節 結果および考察 
 
1. NLLC 構造観察 

NLLC 構造の多くが光学異方性を示すことから、偏光観察することで NLLC 特徴的な偏光画像

が確認できる。しかし、偏光顕微鏡を用いた観察は、偏光を示す異方性の NLLC の観察には向い

ているものの、偏光を示さない等方性の NLLC の構造解析は適応できない。一方、SAXS を用い

た解析では、回折による小角領域の散乱ベクトル長を測定し、面間隔比を Bragg の式により算出

し、NLLC 構造を決定することができる。そこで、製剤の NLLC 構造形成の有無の確認には偏光

顕微鏡を、詳細な NLLC 構造解析には SAXS を用いた。 

Figure 6 に製剤の偏光画像を示す。FD-4非添加製剤（Fig. 6a）に水を付与することで偏光像が

確認できたことから、異方性を有する NLLC の形成が示唆された。また、FD-4 含有製剤について

も同様に評価した。Figure 6b に FD-4 含有 M 製剤に水を滴下し 15 分経過後の偏光画像とあら

かじめ NLLC 構造をマイクロシリンジにて MGE と FD-4 水溶液を混合して得た製剤の偏光画像

を示す。いずれの製剤も偏光像が確認できたことから FD-4 は NLLC 形成に影響を及ぼさないと

考えられた。また本検討にて調製した製剤は、リン脂質の種類、添加量が異なるにもかかわらず

いずれも偏光画像結果より、異方性を有する NLLC 構造を形成していると考えられた。さらに、 in 

vitro条件下だけでなく、皮下投与後に NLLC が形成するかを確認するため、ラット背部に M 製剤

を投与し 48 時間経過後の製剤についても偏光顕微鏡を用いて観察した（Fig. 6c）。その結果、偏

光画像が確認できたことから、M 製剤は皮下にて NLLC を自己形成したと考えられた。比較対象

として、あらかじめ体外で NLLC を形成させた後、皮下に埋め込んだ製剤の 48 時間経過後の偏

光画像も確認した。 

これらの結果より、投与時に NLLC 構造を形成していなくても投与後に皮下で NLLC が形成さ

れることが示唆された。 
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Fig. 6 Polarized images of prepared formulations after mixing with water.  
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2. NLLC 構造解析 
Figure 7 に SAXS の回折ピーク、Table 5 に回折ピークの解析結果をもとに面間隔比から算出

した結晶構造と Bragg の式より算出した d を示す。水を添加していない m 製剤や FD-4 を含有し

た m 製剤は、NLLC を形成していなかった。一方、m 製剤やM 製剤に 48 時間 pH 7.40 PBS を

吸水させた場合では、FD-4 の添加の有無に関わらず NLLC 構造を形成することが確認できた

（Fig. 7a）。NLLC 構造は構成脂質の種類、濃度の影響を受けることが知られているが FD-4 の場

合では、興味深いことに FD-4 の有無で 1st ピークのピークシフトが起きなかった。このことから、

水溶性中分子蛍光薬物である FD-4 は NLLC 構造中の水チャネルにのみ存在し、脂質側鎖に組

み込まれていないことが示唆された。FD-4 添加による NLLC 構造の変化が生じなかったことか

ら、調製した製剤について FD-4非添加で SAXS 測定および構造解析を行った。m、M、Msc12、

Moc24/12 の 5種類の製剤は面間隔比が 1 : √3 : √4 : √7 の H2 構造、Msc24 製剤は H2 と Q2

に分類される面間隔比が√2 : √3 : √4 : √6 の Pn3m の混合構造、その他の 10種類の製剤は

Pn3m 構造を有していることが確認された。 

一般に、自己組織体の形状と両親媒性分子の構造の関係は、臨海充填パラメーター（CPP）で

考察することができる。CPP は自己組織体の界面における両親媒性分子の疎水基と親水基のそ

れぞれの占有空間の幾何学バランスを示す数値であり、両親媒性分子 1 個が占める面積（ao）と

疎水部の長さ（Lc）とその体積（V）を用いて式（6）と定義される。 

CPP = V / ( ao Lc )・・・・・（6） 

すなわち、CPP は親水部断面積と疎水部の長さからなる円筒の体積に対する疎水部の体積比

で表される。M 製剤は H2 構造を示したことから CPP は 1 より大きく、これに対して CPP が 1 に

近い値を示すリン脂質を添加したことで構造に変化が生じたと考えられた。 

また、リン脂質の添加量が多くなるにつれてすべての製剤において 1st ピークが低角度側にシフ

トしていることが確認され、それに伴い d は大きくなった。Clogston らは、側鎖長が異なるモノアシ

ルグリセロール（MAG）から NLLC を調製し、分子量が異なる薬物（低分子薬物（トリプトファン）、

タンパク質、核酸等）を内封した製剤を調製した。調製製剤は Pn3m や H2 構造を形成し、また、

MAG の側鎖の延伸および添加する薬物の分子量の増大とともに d が増加することを報告してい

る［39, 40］。 
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Fig. 7 Structural analysis by small angle X-ray. The analysis was done by dropping the 

formulations of control formulations (a), Mmc formulations (b), Mpc formulations (c), Msc 

formulations (d) and Moc formulations (e) to pH 7.40 PBS.  
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Table 5 Constructed structure and its interplanar spacing (d, nm) of prepared formulations. 

 

  

Formulation Liquid crystal structure d (nm)
m H2 4.36
M H2 4.36

Mmc12 Pn3m 5.33
Mmc24 Pn3m 6.42
Mmc36 Pn3m 7.39
Mmc48 Pn3m 6.76
Mpc12 Pn3m 5.32
Mpc24 Pn3m 6.34
Mpc36 Pn3m 7.39
Msc12 H2 4.87
Msc24 H2 + Pn3m 5.49
Msc36 Pn3m 6.61
Moc12 H2 4.65
Moc24 H2 4.95
Moc36 Pn3m 6.28
Moc48 Pn3m 6.41
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3. 製剤への水分吸水率（％） 
Figure 8 に各製剤の 48 時間後の吸水率を示す。NLLC 形成脂質は水と接触し、一定の割合の

水を吸水することにより NLLC を自己形成する。そこで各製剤を pH 7.40 PBS に浸漬させたとき

の吸水率（%）を算出した。製剤の多くが約 30〜50％の高い吸水率を示し、Mmc48 製剤は M 製

剤と比較し有意に高い吸水性を示した。 

 

 
Fig. 8 Water absorption ratio into prepared formulations of Mmc formulations (a), Mpc 

formulations (b), Msc formulations (c) and Moc formulations (d). Each value shows the 

mean ± S.D. (n = 3-6). * Compared with M alone (p < 0.01).  
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4. FD-4 放出率（％） 
Figures 9 および 10 に放出試験温度を 25 °C および 37 °C で放出試験を実施した際の各製剤

からの 48 時間に渡る FD-4 の放出挙動と累積薬物放出率を示す。Mmc 含有製剤、Mpc 含有製

剤、Msc 含有製剤および Moc 含有製剤の結果をそれぞれ（a）、（b）、（c）および（d）に示す。

Mmc48 製剤を除き製剤中のリン脂質添加量の増加に伴い、FD-4 放出量が増加したが、Msc 含

有製剤は他のリン脂質含有製剤と比較して、FD-4 放出率が低値であった。25 °C における SAXS

測定の結果（Fig. 7）、FD-4 は水で充填された細孔内（水チャネル）に分布していることが示されて

いたこと、リン脂質の製剤中含有量の増加に伴い d が増加する傾向が確認できたことから、各放

出試験温度における 48 時間累積放出率（%）と d の関係を評価した（Fig. 11）。SAXS の測定温

度が 25 °C であることから、同温度条件で実施した放出試験の放出性と d に高い関連性が示さ

れた（R2 = 0.7869）。一方、37 °C での放出試験の結果は d値と高い相関性は認められなかった

（R2 = 0.4657）。特に、Moc48 製剤は 37 °C において 25 °C条件下よりも高い FD-4 放出性が確

認された。また、他の製剤においても、25 °C条件と比べて FD-4 放出に及ぼす脂質の種類・脂質

含有量の影響についての挙動は類似していたが FD-4 放出量は高値を示した。これは、前述した

とおり、NLLC 構造が温度の影響を受けるためであると考えられた。37 °C条件下での FD-4 放出

性は in vivo 血中濃度推移を予測する上で非常に重要であるが、37 °C条件下での SAXS 測定

が困難であることから、放出性に及ぼす因子の解明は 25 °C条件下での放出性と SAXS のデー

タを用いた。 

次に、吸水率（％）、d、MGE 含有量、リン脂質含有量、リン脂質の炭素鎖数およびリン脂質の二

重結合の有無をパラメーターとして製剤からの FD-4 放出率に及ぼす要因について、重回帰分析

を用いて調査した。 
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Fig. 11 Relationship between interplanar spacing obtained at 25 °C and the cumulative 

amount of FD-4 released at 25 °C (a) and 37 °C (b), respectively. 
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5. 重回帰分析を用いた製剤からの FD-4 放出性に関わる因子の解明 
25 °C条件における FD-4 の各製剤からの放出率（%）の対数値（Log RR）は、式（7）に示すよう

に、 Log WAR を除く PSR、MC、PC、NCC、PADB の 5つのパラメータで表すことができ、MC、

NCC、を除くパラメータで p値が 0.05以下になった（Table 6）。予測に必要なパラメータ数は多い

ものの、高精度な予測が可能となった（Fig. 12）。得られた式より、MC、PC、NCC は放出率に対

してそれぞれ負の寄与を示し、PSR および PADB は正の寄与を示した。この結果より、水溶性中

分子薬物である FD-4 の放出率は、d を大きくし、さらには添加するリン脂質に二重構造を有する

ものを加えることによって放出制御が可能となった。 

式（7）より、MGE 含有量、リン脂質含有量、およびリン脂質の炭素鎖数が負の要因として作用

し、d および炭素鎖の二重結合の数が正の要因として選択された。MGE は水と接触することで

H2 構造を形成し、また、MGE 含有量が増加すると、FD-4 が徐放性を示したことから MGE添加

量は負の要因の裏付けとなった。一方、リン脂質鎖長の増加に伴い、放出される FD-4 の量は減

少したものの、DMPC、DPPC、DSPC の CPP 値はほぼ同じ（1/2 < CPP < 1）であるため［46-

49］、FD-4 の放出性と製剤中のリン脂質の炭化水素鎖長の関係を説明することは困難である。し

かし、炭化水素鎖が長いほど、疎水基同士のファンデルワールス相互作用が高くなることで、リン

脂質の炭化水素鎖の移動度の低下し、FD-4 の徐放性につながったと考えられる。一方、不飽和

脂質鎖を持つリン脂質は二重結合の位置で曲がって開いた構造を形成するため、飽和脂質鎖を

持つリン脂質よりも CPP が大きくなる［50］ことで緩い膜構造の変化が生じ、FD-4 の放出性が増

加する可能性がある［51］。これらの結果は、種々NLLC 構造を調製し NLLC 構造の放出性への

影響を調査している Kiや Liang らの報告とも一致している［25, 52, 53］。また、Dellinger および

Huang らはリン脂質にだけでなく界面活性剤等の構造類似物質を添加することで d が変化し［54, 

55］、Huang らは、NLLC 構造からの放出性について、ラメラ相、キュービック相、ヘキサゴナル相、

ミセルキュービックの順に放出速度が速くなることを報告している［56］。 

 

Log RR = 0.434 PSR - 0.020 MC - 0.027 PC - 0.018 NCC + 0.304 PADB + 0.709 

（R2 = 0.82, RMSE = 0.14, p < 0.0001）・・・・・（7） 
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Fig. 12 Relationship between observed and predicted cumulative amount of FD-4 Log RR 

from various kinds of formulations. 

 

Table 6 Selected parameters to predict log RR with multi-regression analysis. 
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6. 血漿中薬物濃度推移 
製剤皮下投与後の血中 FD-4 濃度推移の試験では、48%リン脂質含有製剤の調製が可能であ

った Mmc 製剤および Moc 製剤を用いた。まず、FD-4 水溶液を静脈内投与したときの血中濃度

推移について調査した（Fig. 13）。 

FD-4 水溶液および各製剤を皮下投与したときの血中濃度推移を Figure 14 に示す。FD-4 水溶

液は投与後 24 時間目で定量限界を下回ったのに対し、Mmc 製剤および Moc 製剤では、Cmax が

FD-4 水溶液と比較して低下したものの、48 時間目も定量可能であったことから FD-4 水溶液と比

較し血中濃度を維持できることが明らかとなった。 

FD-4 sol.を皮下投与すると投与後すぐに Cmax が確認されその後 24 時間目で定量限界値（10 

ng/mL）以下になった。M、Mmc 製剤および Moc 製剤）、投与後 48 時間経過後の血中濃度は M

製剤27.14 ± 7.16 ng/mL、Mmc12製剤35.25 ± 5.28 ng/mL、Mmc24製剤30.12 ± 5.08 ng/mL、

Mmc48 製剤 26.58 ± 8.87 ng/mL、Moc12 製剤 24.79 ± 8.11 ng/mL、Moc24 製剤 27.51 ± 12.86 

ng/mL、Moc48 製剤 34.71 ± 8.71 ng/mL であった。しかしながら、Mmc 製剤および Moc 製剤を

皮下投与後 48 時間経過後の血中濃度の差は、in vitro 放出試験（25 °C および 37 °C）で確認さ

れた製剤間の FD-4 放出量の差と比較してほとんど認められなかったことから、血中濃度維持に

及ぼす脂質含有量の影響は、in vivo条件下では確認されなかった。 

次にリン脂質（mc/pc/sc/oc）含有量 12％製剤（Fig. 15）および 24％製剤（Fig. 16）を用いて FD-

4 血中濃度維持に及ぼすリン脂質の種類の影響について調査した。 

リン脂質含有量が 12％の製剤では、投与後 48 時間経過後の血中濃度は Mmc12 製剤が最も

高く 35.25 ± 5.28 ng/mL であり、ついで Moc12 製剤（24.79 ± 8.11 ng/mL）、Msc12 製剤（20.92 

± 10.16 ng/mL）、Mpc12 製剤（9.01 ± 4.85 ng/mL）の順であった。 

リン脂質含有量が 24％の製剤では、投与後 48 時間経過後の血中濃度は Mpc24 製剤が最も

高く 44.18 ± 15.17 ng/mL であり、ついで Mmc24 製剤（30.12 ± 5.08 ng/mL）、Moc24 製剤

（27.51 ± 12.86 ng/mL）、Msc24 製剤（19.8 ± 10.27 ng/mL）の順であった。これは、NLLC 構造

形成に必要な水分量が、放出試験と比較し in vivo 試験では限られていたため均一なNLLC 構造

形成が出来なかったため、各製剤における血漿中薬物濃度の違いが確認されなかったと考えら

れる。 
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Fig. 13 Time course of FD-4 concentration in plasma after i.v. injection. Each value shows 

the mean ± S.E. (n = 3-5).  
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Fig. 14 Time course of FD-4 concentration in plasma after s.c. injection of prepared 

formulations of Mmc formulations (a), Logarithmic notation on the y axis of the Mmc 

formulations (b), Moc formulations (c), and Logarithmic notation on the y axis of the Moc 

formulations (d). Symbols: FD-4 sol. (○), M (●), Mmc48 (□), Mmc24 (◇), Mmc12 (△), Moc48 

(■), Moc24 (◆) and Moc12 (▲). Each point shows the mean ± S.E. (n = 3-4). 
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Fig. 15 Time course of FD-4 concentration in plasma after s.c. injection of prepared 

formulations (a), Logarithmic notation on the y axis (b). Symbols: FD-4 sol. (○), M (●), 

Mmc12 (▲), Mpc12 (◆), Msc12 (■), Moc12 (□). Each point shows the mean ± S.E. (n = 3-4). 

 

 

Fig. 16 Time course of FD-4 concentration in plasma after s.c. injection of prepared 

formulations (a), Logarithmic notation on the y axis (b). Symbols: FD-4 sol. (○), M (●), 

Mmc24 (▲), Mpc24 (◆), Msc24 (■), Moc24 (□). Each point shows the mean ± S.E. (n = 3-4). 
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7. 投与部位組織観察 
Figure 17 に Mmc 製剤（Mmc12, Mmc24, Mmc48）および Moc 製剤（Moc12, Moc24, Moc48）

について、製剤投与 1、6，24 および 48 時間経過後の皮下投与製剤目視観察、さらには、皮膚切

片を作成し、FD-4 の皮膚内分布を蛍光顕微鏡で観察した結果を示す。 

Mmc 製剤および Moc 製剤のいずれも製剤投与 1 時間後にはゲル状物質の形成が目視で確認

することができた（Fig. 18a）。また、形成したゲル状物質は投与 48 時間後まで皮下に残存してい

ることが確認された。製剤中の FD-4 は投与 1 時間後には皮膚の広範囲に分布していることが確

認でき、投与 48 時間後も強い緑色蛍光が確認できたことから、皮下もしくは製剤中に FD-4 が残

存していると考えられた。一方で、Mmc48、Moc24 および Moc48 製剤はもくしではゲル状物質が

確認できたものの、凍結切片作成により内封されていた FD-4 が漏出してしまった。この結果によ

り Mmc48、Moc24 および Moc48 製剤は投与後 1 時間では生体と接触している表層部にのみ、

ゲル状物質が存在することが明らかになった。 

Figure 18 にリン脂質添加量 12%の製剤について、投与 48 時間経過後の皮下注の製剤目視

観察（Fig. 19a）、さらには、皮膚切片を作成し、FD-4 の皮膚内分布を蛍光顕微鏡で観察（Fig. 

19b）した結果を示す。目視観察の結果から M、Mmc12、Mpc12、Msc12 および Moc12 製剤に

おいて製剤投与後 48 時間経過後も皮下組織にゲル状物質の形成が観察された。すべての製剤

で蛍光強度の違いはあるものの皮膚に FD-4 の残存を示す蛍光が観察された。 

Figure 19 にリン脂質添加量を 24%に固定した場合の製剤投与 1、6、24 および 48 時間経過後

の皮下投与製剤目視観察（Fig. 20a）、さらには、皮膚切片を作成し、FD-4 の皮膚内分布を蛍光

顕微鏡で観察（Fig. 20b）した結果を示す。目視観察の結果から M、Mmc24、Mpc24、Msc24 お

よび Moc24 製剤において Mmc 製剤および Moc 製剤と同様に製剤投与後 1 時間で皮下組織に

ゲル状物質の形成が観察できた。 

この結果より、皮下投与後 48 時間経過後においても投与製剤中に薬物の残存が確認されたこ

とから、さらに薬物血中濃度を長期間にわたり維持可能な製剤の調製が可能であると考えられた。 
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Fig. 17 Change in visual images of drug disposition after its injection of prepared 

formulations (M, Mmc12/24/48, Moc12/24/48) containing FD-4 (a). Change in fluorescence 

images at the drug administrated area (b).  
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Fig. 18 Change in visual images of drug disposition after its injection of prepared 

formulations (Mmc12, Mpc12, Msc12, Moc12) containing FD-4 (a). Change in fluorescence 

images at the drug administrated area (b). 

 

Fig. 19 Change in visual images of drug disposition after its injection of prepared 

formulations (Mmc24, Mpc24, Msc24, Moc24) containing FD-4 (a). Change in fluorescence 

images at the drug administrated area (b). 
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第3節 小括 
 

NLLC は新規 DDS キャリアとして注目されており注射、経鼻、口腔内をターゲットとした製剤へ

の応用が検討されている［57-60］。本章では、水と接触することで NLLC を形成する MGE を用

い、水溶性中分子蛍光薬物である FD-4 をモデル薬物として選択し、FD-4 の放出性に及ぼす異

なる種々飽和・不飽和リン脂質添加の影響を明らかにすることで MGE の持続性注射剤基剤とし

ての可能性を調査した。水溶性中分子薬物である FD-4 の製剤からの放出性は d、MGE 含有量、

リン脂質含有量、リン脂質の炭素鎖の数、および炭素鎖の二重結合の 5 つのパラメーターにより

変化する事がわかり、これらの結果より FD-4 は NLLC 構造中の水チャネルに存在することが考

えられた。 

一方、Mmc 製剤および Moc 製剤をラット背部皮下投与後の FD-4 の血中濃度を確認したとこ

ろ、FD-4 水溶液と比較し Mmc 製剤および Moc 製剤の投与の血中 FD-4 濃度は延長したもの

の、製剤間において有意差は認められなかった。しかしながら、皮下投与 48 時間経過後にも製

剤中に FD-4 が残存していることが確認できたことから、より長期間にわたり血中濃度評価が可能

な中分子薬物にてさらなる評価をする必要があると考えられた。これらの結果は、MGE にリン脂

質を添加することで、中・高分子薬物の放出制御を可能とするための処方設計に関する有用な知

見と考えられた。 
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第2章 実使用を考慮した LA 内封持続性注射剤の調製および評価 
 

近年、我が国では、超高齢化による生産年齢人口の減少［61］が問題となっており、労働世代の

労働時間の確保が重要な課題となっている。さらに、新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の

蔓延により、感染リスクのため通院にためらいを感じ、受診控えや持病の治療中断が問題となっ

ており、これらは健康上のリスクを高めてしまう恐れがある。このことから、頻回投与が必要な薬

物の徐放性送達を可能にする賦形剤の開発は、労働時間の確保につながるだけでなく、患者の

生活の質を改善、症状の再発または悪化リスクの低減や医療従事者の負担軽減に役立つと考え

られる。 

現在、ペプチドや核酸を含む中分子薬（M.W. 1〜5 kDa）は、疾患部位への親和性と選択性が

高いため、次の標的治療薬として期待され世界の新薬市場の売上上位を占めている。今後、中

分子薬を含め様々な物性を有する薬物の持続的送達を可能にするためには、持続送達を可能と

する新規製剤素材の開発が重要である［62-64］。前章では持続性注射剤基剤として水と接触す

ることで NLLC を形成する MGE を選択し製剤を調製した。NLLC は、難溶性薬物の溶解性を高

め、タンパク質の高次構造の安定性向上に寄与することから新規製剤素材として注目されている

［20, 31, 32］。MGE とリン脂質、水溶性中分子蛍光薬物である FD-4 を内封した持続性注射剤

は、添加するリン脂質の種類や量により形成する NLLC 構造やｄおよび FD-4 の放出性も変化し

た。このことから、本章では実使用されている薬物を選択し、MGE とリン脂質からなる製剤の有用

性を調査することとした。実使用薬物としてホルモン製剤の代表的薬剤として用いられている黄体

形成ホルモン放出ホルモン（LH-RH）の薬効有効成分である LA に着目した。ペプチド医薬である

LA は、皮膚中の P450 やペプチダーゼに容易に分解されることから薬物利用率が低く、血中濃

度を維持するためには毎日 1 回腹部注射が必要で、患者にとって負担が大きかった。PLGA を担

体としたマイクロスフェアに内封した薬物放出型製剤が開発により、一回の投与で薬効が 1 ヶ月

〜6 ヶ月間持続し患者の QOL 改善につながった。しかし、PLGA は水分の影響、粒子の付着凝

集性が高く、ハンドリングに乏しいなどの問題があり、LA 以外のペプチド医薬での利用は進んで

いない。そのため、今後の新薬開発において PLGA に加え幅広い物性の薬物封入が可能、より

容易に製剤調製が可能な新規持続性注射剤基剤として NLLC に着目した。 

すでに、Ki らは、ソルビタンモノオレエート、ホスファチジルコリン、酢酸トコフェロールで構成され

た NLLC 製剤を調製し、皮下投与後の製剤が体液と反応することで NLLC 構造を形成する製剤

を開発し、調製製剤は 1 か月間にわたって LA の徐放性を示し、PLGA を基剤とした市販製剤と
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同様の血中濃度プロファイルを示すことを報告している［65］。このことから NLLC を自己形成でき

る処方は、PLGA に代わる有用な基剤になりうると考えられる。さらに、持続性注射剤の製剤設計

をする上で、基剤がペプチドおよびタンパク質の安定化を有することは重要なポイントである［66］。

しかし、PLGA 製剤は、PLGA 分解から生じる酸性生成物が製剤の pH を下げることで、薬物の

安定性に影響を与える可能性があるため［67］、NLLC 構造内でのペプチドタンパク質の安定性

改善効果は持続性注射剤基剤として大きな利点となる。第 1 部第 1 章では、持続性注射剤基剤

として選択した MGE は皮下投与後体内で NLLC 構造を形成することを明らかにした。さらに、重

回帰分析を行い NLLC からの FD-4 の放出性は、NLLC 構造が影響することを明らかにした［68］。

本章では、持続性注射剤基剤としての MGE の有用性を示すため、実使用されている中性 pH

（pKa 約 6.0： ヒスチジンのイミドゾリル窒素）で正電荷を持つ線状ナノペプチドであり［69］、皮膚

組織で不安定な LA をモデル中分子薬物として選択し［70］、製剤を調製した。第 2 章では調製製

剤の物性評価に加え、皮下投与後の血中濃度プロファイルから MGE の BA改善効果を明らかに

することを目的とした。  
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第1節 試験方法 
 
1. 試薬および試験材料 
LA は、新日本薬業株式会社（東京, 日本）より購入した。NLLC 形成脂質である MGE は第 1 部

第 1 章と同様のものを用いた。飽和リン脂質である DSPC、不飽和リン脂質である DOPC は第 1

章 と 同 様 の も の を 用 い た 。 不 飽 和 リ ン 脂 質 で あ る 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine （ DOPE ） 、 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, sodium salt 

（DOPG）を選択し日油株式会社（東京, 日本）より購入した。エタノール、アセトニトリルは富士フ

ィルム和光純薬株式会社（大阪、日本）より購入した。ギ酸は、東京化成工業株式会社（東京, 日

本）より購入した。Table 7 にモデル薬物および、リン脂質の構造式と物理化学的パラメーターを示

す。 

 

Table 7 Chemical structures and physical properties of model drug and phospholipids. 

 

  

Structure M.W. XLogP3-AA ［35］ CPP ［36］ PI

Leuprolide acetate 
(LA) 1269.5 - - 9.1

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamie
(DOPE) 744.0 10.6 >1 -

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, sodium salt
(DOPG･Na) 797.0 12.5 ~1 -
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2. 持続性注射剤の処方および調製方法 
第 1 章で添加するリン脂質の側鎖長が 14 の DMPC と比較し側鎖長が 18 の DSPC および

DOPC で徐放性が確認できたことから、側鎖長を 18 に固定しリン脂質を選択した。また、親水基

の電荷の有無による LA の放出制御を期待し、親水基が中性のリン脂質（DSPC と DOPC）、弱

い正電荷のリン脂質（DOPE）、負電荷のリン脂質（DOPG）を選択した。 

Table 8 に M を含有製剤の組成を示す。製剤の調製は第 1 部第 1 章と同様の方法とし、製剤名

は、Mαβ と表し、M は用いた NLLC 形成脂質基剤、α は添加したリン脂質の種類（sc / oc / oe / 

og）、β は製剤中リン脂質含有率を示す。すなわち、Msc12 製剤は、NLLC 形成脂質である MGE

にエタノールと Tween 80 を添加した M 製剤に、DSPC を 12%含有した製剤となる。いずれの製

剤も製剤中 LA 含量が 37.5 mg/mL となるよう調製した。なお、粉末状のリン脂質を溶解させるた

め、エタノールと Tween 80 はすべての製剤でそれぞれ 10%および 2%添加した。また、本試験で

は、PLGA を基剤とした市販製剤であるリュープロレリン酢酸塩注射用キット 3.75 mg「NP」（ニプ

ロ株式会社, 大阪, 日本）を比較として選択した。 

 

Table 8 Compositions of MGE based depot formulations. 

 

  

α - - sc oc oe og

β - - 12 24 12 24 12 24 12 24

m M Msc12 Msc24 Moc12 Moc24 Moe12 Moe24 Mog12 Mog24

MGE 100 88 76 64 76 64 76 64 76 64

DSPC - - 12 24 - - - - - - 

DOPC - - - - 12 24 - - - - 

DOPE - - - - - - 12 24 - - 

DOPG - - - - - - - - 12 24
Ethanol - 10 10 10 10 10

Tween 80 - 2 2 2 2 2
*処方製剤中で、MGEはm、DSPCはsc、DOPCはoc、DOPEはoe、DOPGはogと略す。
またMGEはEthanolおよびTween 80を含有する製剤をMで略す。 unit: %
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3. 偏光観察 
第 1 章と同様に測定した。 

 

4. SAXS による NLLC 構造解析 
第 1 章と同様に測定した。 

 

5. Cryo-TEM 観察 
製剤は cryo-transmission electron microscope （Cryo-TEM, JEM-3100FEF, JEOL Ltd., 

Akishima, 東京, 日本）を使用し観察した。なお、観察は奈良先端科学技術大学院大学に委託し

た。製剤の 20倍希釈液 1 μL を親水化銅グリッド（200 メッシュ、JEOL Corporation）に滴下し、染

み込ませた後、急速凍結システム（EM-CPC、ライカマイクロシステムズジャパン, 東京, 日本）を

使用して凍結溶媒としてエタンを使用して急速凍結した。 

 

6. 放出試験 
放出溶媒として、0.02％ Tween 80 含有 pH 7.40 PBS を選択し、第一章と同様の方法で、7日

間試験した。得られたサンプルは測定まで-80 ﾟ C で保存した。 

 

7. 動物試験 
第 1 章と同様の試験方法を用いた。なお、すべての動物試験は城西大学動物試験規定に従い、

城西大学全学動物試験管理委員会の承認（JU20005）を得て行った。 

 

8. 皮下投与試験 
第 1 章と同様の方法で製剤を皮下投与した後、28日間経時的に 100 µL を採血した。得られた

血液サンプルを遠心分離（21,500 × g, 5 min, 4 °C）し、血漿を得た。得られた血漿 50 µL にアセ

トニトリル 100 µL を加え 5 分間ボルテックス（Vortex-gene 2 mixer、M&S Instruments Inc., 大

阪、日本）した後、遠心分離（21,500 × g, 5 min, 4 °C）し除タンパクを施した後、上層を測定サン

プルとし測定まで-80ºC で保存した。 

 

9. 統計解析 
第 1 章と同様の統計処理を行った。  
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10. LA の定量法 
LA の測定［68, 69, 71］にはシステムコントローラ（CBM-20A；株式会社島津製作所, 京都, 日

本）、ポンプ（LC-20AD；株式会社島津製作所, 京都, 日本）、オートサンプラー（SIL-20AC；株式

会社島津製作所, 京都, 日本）、カラムオーブン（CTO-20AC；株式会社島津製作所, 京都, 日

本）、検出器（3200 QTRAP; 株式会社 AB Sciex, 東京, 日本）からなる LC-MSMS を用いた。

また、得られたデータを解析ソフト（Analyst® version 1.4.2；株式会社島津製作所, 京都, 日本）

を用いてデータ解析した。LA の測定にはカラムとガードカラム （ODP2 HP-2B 2.0 mm × 50 mm 

および ODP2 HPG-2A 2.0 mm × 10 mm, respectively （昭和電工株式会社, 東京, 日本））を

用いた。LC の測定条件として、カラム温度は 40 °C に維持し、移動相は 0.1％ギ酸溶液 : アセト

ニトリル＝7 : 3、流速は 0.2 mL/min、サンプル注入量は 10 μL で行った。MS/MS の測定条件は

Electrospray ionization （ESI）法を用い、プリカーサーイオンとして m/z 605.30、プロダクトイオ

ンとして m/z 249.00 で測定した。イオンスプレー電圧は 5000 V、 ネブライザーガス圧は 80 psi、

乾燥ガス流量は、10 L/min、乾燥ガス温度は 600 °C であり、LA の定量下限限界値は 0.1 ng/mL

であった。  
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第2節 結果および考察 
 
1. 製剤の偏光観察および SAXS 解析 
Figureｓ 20 に LA 含有 MGE 製剤の偏光観察画像を示す。偏光顕微鏡で観察した結果、LA を

含有した場合でも MGE を含有した製剤は NLLC 構造を形成している可能性が示唆された。そこ

で、調製した製剤の NLLC 構造を明らかにするため、SAXS を用いて NLLC 構造を決定した。

Figure 21 に各種製剤の SAXS の回折ピークを、Table 9 に Figure 21 の回折パターンより構造

解析した結果と Bragg の式より算出した d を示す。また、NLLC 構造に及ぼす LA添加の影響を

明らかにするため、LA 未含有製剤（LA（-））および LA 含有製剤（LA（+））の SAXS 回折ピークを

比較した。LA（+）製剤では、m、Moe12 および Moe24 製剤は、面間隔比が 1 : √3 : √4 の H2 構

造と√2 : √3 : √4 の Pn3m の混合構造を、M、Msc12、Msc24、Moc12、Moc24、Mog12 および

Mog24 製剤は√2 : √3 : √4 : √6 : √8 : √9 の Pn3m 構造のみを有していることが明らかになった。

また、Moe 製剤を除くすべての製剤で、製剤中のリン脂質含有率が増加するにつれ、SAXS 回折

ピークは小角側へピークシフトすることが確認された。一般に、第 1 章で述べたように、NLLC 構

造は構成する両親媒性物質の臨界充填パラメータの影響を強く受ける。m および M 製剤は H2

構造を形成することから CPP > 1 であると考えられた。また、本試験で用いた DSPC と DOPC は

CPP〜1 の円筒状であり、これらは 2 分子膜ベシクルを形成することが知られている（Fig. 3）。そ

のため CPP〜1 のリン脂質を添加すると膜の曲率が正に変化するため、膜曲率が小さいラメラ構

造やH2 構造に相転移を起こす可能性がある。さらに、Yaghmur らは、CPP〜1 のモノオレイン酸

ジグリセロールの極性基とモノリノレインの極性基と相互作用により、モノリノレインからなる

NLLC 構造の水チャネルのサイズが増大すると報告している［72］。このことから、リン脂質の製剤

への添加は、膜の曲率変化に伴う NLLC 構造の変化や水チャネルのサイズの増大に関与してい

る可能性がある。DOPG は CPP > 1 であるが、電荷を有することで膜の曲率を低下させることが

知られている［35］。一方、DOPE は、他のリン脂質と比較して親水基の占める体積が小さく CPP 

> 1 であることから、添加により膜の負の曲率が増加する。よって、DOPE を添加した時にのみ

Pn3m より負の曲率の高い H2 構造が確認できたと考えられる。さらに、LA（-）製剤（Fig. 21a〜d）

と LA（+）製剤（Fig. 21e〜h）の構造を比較すると、LA の添加により NLLC 構造は H2 から Pn3m

へ、もしくは H2 と Pn3m の混成構造へと変化した。形成された構造は LA の添加により負の曲率

が低下していることから、LA は MGE やリン脂質からなる脂質膜と疎水的に相互作用している可

能性が考えられた。また、DOPG 含有製剤では LA の添加の有無による NLLC 構造変化が認め

られなかった。DOPG 含有製剤は DOPG の影響で膜の曲率変化が生じていることから、LA添加
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による更なる膜の曲率変化が生じなかったと考えられた。 

Figure 22 に、調製した製剤の TEM 観察結果を示す。観察した製剤はいずれも NLLC 構造特

有の格子状の構造（白矢印）が確認でき、TEM 解析からも NLLC 構造を形成していることが確認

できた。 

 
Fig. 20 Polarized images of MGE based formulations after mixing with pH 7.40 PBS. 
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Fig. 21 Structural analysis of formulations gel by small angle X-ray. The constructed gel 

was obtained by dropping the depot MGE based formulations of Msc formulations (a), Moc 

formulations (b), Moe formulations (c), Mog formulations (d), LA containing Msc 

formulations (e), LA containing Moc formulations (f), LA containing Moe formulations (g) 

and LA containing Mog formulations (h) to PBS.  
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Table 9 Constructed structure and its interplanar spacing (d, nm) of prepared MGE based 

formulations. 

 

 

 

 

Fig. 22 Observation image by Cryo-TEM. m (a), M (b), Mog12 (c), Mog24 (d). White bar 

indicates 100 nm.  

Without LA With LA
Formulations Structures d (nm) Structures d (nm)

m H2 4.36 H2 + Pn3m 4.10
M H2 4.36 Pn3m 4.82

Msc12 H2 4.87 Pn3m 5.46
Msc24 H2 + Pn3m 5.49 Pn3m 6.22
Moc12 H2 4.65 Pn3m 5.35
Moc24 H2 4.95 Pn3m 5.87
Moe12 H2 4.55 H2 + Pn3m 4.30
Moe24 H2 4.55 H2 + Pn3m 4.37
Mog12 Pn3m 5.82 Pn3m 5.65
Mog24 Pn3m 7.31 Pn3m 6.91

(a) (b) (c) (d)
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2. 製剤からの in vitro 放出試験 
Figure 23 に MGE を基剤とした製剤からの 7日間に渡る LA の放出挙動（a〜d）および累積放

出率（e〜h）を検討した結果を示す。 

製剤中に DSPCや DOPE を含有した製剤からの LA累積放出率は、リン脂質の含有量に関わ

らずM 製剤と比較して有意に高値を示した。一方で、DOPG を含有した製剤からの LA累積放出

率は低値を示し、7日間に渡る放出試験でも約 20%以下の放出率であった。 

NLLC 製剤に内封された薬物の放出性はラメラ構造 > キュービック構造 > ヘキサゴナル構造

> ミセル構造の順で速いことが報告されている［29, 40］。しかしながら、DOPG を含有した製剤

は H2 構造を有しているにもかかわらず、Q2 に分類される Pn3m を形成している M 製剤と比較

して高い放出性を示した。第 1 章で、FD-4 をモデル薬物として用いた場合には、形成された

NLLC 構造の種類に関わらず、薬物放出性は d を用いて説明することができ、放出性は d の増

大に伴い高値を示した。一方、LA の放出では、d との関係は確認できず（Fig. 24）、LA の放出挙

動は FD-4 と異なると考えられた。FD-4 添加の有無は FD-4 の様な水溶性薬物は形成された水

チャネルや構成脂質の極性基付近に分布すると考えられる。FD-4 添加の有無は形成される

NLLC 構造に影響を及ぼしておらず、一方、DOPG を除く製剤では、LA は NLLC 構造に影響し、

添加により膜の曲率が小さくなる方向に変化することが確認された。このことは、LA の疎水基部

分が MGE およびリン脂質もしくはいずれかの疎水基部分と相互作用していることを示唆している。

これらの相互作用は NLLC 構造の内部構造にも影響を及ぼしている可能性を示しており、これら

の変化が DSPCや DOPC を含有した製剤からの LA 放出が M 製剤からの放出よりも高値を示

した原因であると考えられた。 

一方、Mog 製剤では、他の製剤と比較して低い放出性が確認された。LA の等電点は 9.1 であ

り、pH 7.40 条件下では正電荷を有する。そのため、Figure 25 に示したように、負電荷リン脂質

である DOPG と静電的相互作用が生じることで徐放性を示したと考えられた。静電的相互作用を

用いた内封薬物の徐放化に関する論文はすでに報告されており［23, 73, 74］、Lim らは正電荷を

有するエンテカビルの徐放化を酸性条件下（pH 2.40 - 4.50）で負電荷を有する DOPG との静電

的相互作用により成し遂げている。本検討では Mog12 製剤にて LA徐放化に成功していることか

ら、12%の製剤中 DOPG は LA の徐放化に十分な量であると考えられた。 
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Fig. 24 Relationship between interplanar spacing and the cumulative amount of LA 

released. Interplanar spacing of without LA (a) and with LA (b). 

 

 
Fig. 25 Schematic representation of electrostatic interactions between LA and DOPG at 
pH 7.40 for M, Mog12 and Mog24. 
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3. In vivo 試験 
Figure 26 に LA 水溶液を静脈内投与後の血中濃度の経時変化を示す。LA 水溶液の静脈内投

与の結果から薬物動態パラメータである消失半減期（t1/2）は 0.35（h）、全身クリアランス（CLtot）は

0.13（L/h）であった。また、Figure 27a に、LA 水溶液、M 製剤、DOPG を含有する Mog12 およ

び Mog24 製剤、および比較対象として市販されている PLGA を基剤とした LA 製剤を皮下投与

したときの LA 血中濃度推移を示す。また、Figure 27a を片対数プロットしたグラフを Figure 27b

に示す。LA 水溶液（○）を皮下投与すると LA は速やかに血中より消失し、投与後 6 時間後には

定量下限限界値以下（0.1 ng/mL）となった。一方で、M 製剤、Mog12 および Mog24 製剤は投与

後 21 日まで血中濃度の持続が確認できた。特に、Mog 製剤は投与 14 日後において M 製剤と

比較して有意に高い LA 血中濃度を示すことが確認された。しかしながら、MGE を用いて調製し

た製剤は市販製剤と比較すると、皮下投与直後の LA 血中濃度が高値を示した。 

Table 10 に製剤投与 21 日後までの血中濃度推移より算出した血中濃度－時間曲線下面積

（AUC21day）および絶対的バイオアベイラビリティー（BA）を示す。AUC21day は、台形公式を用いて

算出した。LA 溶液を投与して得られた BA値は、4.31%であり、M 製剤では 63.8%、Mog12 製剤

では 89.1%および Mog24 製剤では 78.0%、市販製剤では 25.3%であった。さらに、M 製剤およ

び Mog 製剤に関しては、21 日目の血中濃度（Conc.21day）と各製剤投与時の LA の消失速度定

数（kel）を用いて AUC21day＋Conc.21day/kel より AUC∞を算出した。その結果、M 製剤では BA 値

が 66%、Mog12 製剤では 100%および Mog24 製剤では 90%の値となった。 

LA 溶液投与時の BA値は 4.31%と低値であった。これは、皮膚中に存在するペプチダーゼ等に

より LA が加水分解を受け速やかに代謝されることが原因であると考えられる。他の研究グルー

プは、LA の皮内投与後の安定性を皮膚ホモジネート溶液により試験しており、LA 溶液添加 120

分後には 90%が加水分解を受けると報告している［70, 75-77］。したがって、M 製剤および Mog

製剤が LA 水溶液と比較し高い BA が得られた原因として、間接的ではあるものの製剤化するこ

とで製剤中の LA安定性改善に寄与していることが示された。 
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Fig. 26 Time course of LA concentration in plasma after i.v. injection. Each value shows 

the mean ± S.E. (n = 3-5).   
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Fig. 27 Plasma LA concentration time profile over 21 days after s.c. injection (a), 

logarithmic notation on the y axis (b) and BA of each formulation (c). Symbols: LA sol. (○), 

Reference (×), M (●), Mog12 (△), Mog24 (♢). Each point shows the mean ± S.E. (n = 3-5). * 

Compared with s.c. LA sol. (18.75 mg/kg) alone (p < 0.01).  
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Table 10 Pharmacokinetic parameters of leuprolide acetate after s.c. coadministration in 

rats. Each value shows the mean ± S.E. (n = 3-5). ** Compared with s.c. LA sol. (18.75 

mg/kg) alone (p < 0.01). 

 

*BA = [(AUC s.c./Dose s.c) / (AUC i.v./Dose i.v.)]  

Route Enhancer Dose
(mg/kg)

AUC
(ng*h/mL) S.E. AUC ∞

(ng*h/mL) BA (%)*

AUC 0-6 h

i.v. - 5 3815.52 ± 458.37 - -
AUC 0-8 h BA 0-8 h

s.c. LA sol. 18.75 608.01 ± 76.15 - 4.31
AUC 0-21 d BA 0-21 d

s.c.

Reference

18.75

3620.13 ± 647.79 6954.19 25.30**
M 9311.63 ± 778.88 9503.80 63.84**

Mog12 14004.27 ± 804.33 14850.28 89.05**
Mog24 11623.29 ± 1189.33 13457.09 78.03**
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第3節 小括 
 

MGE の持続性注射剤としての有用性を明らかにするために、第 1 部第 1 章では水溶性中分子

薬物の放出性に NLLC 構造が関係することを明らかにした［78, 79］。第 1 部第 2 章では、第１章

で得られた知見をもとに、モデル中分子薬物である LA の徐放性と生物学的利用能の改善を目的

とした持続性注射剤を検討した。 

第 1 章でモデル薬物として用いた FD-4 含有製剤とは異なり、LA は MGEまたは/およびリン脂

質と相互作用し、形成する NLLC 構造に影響を与えることが明らかになった。さらに、製剤からの

放出性は、形成された NLLC 構造の d の影響を受けず、徐放化するためには、負電荷リン脂質

である DOPG との静電的相互作用を利用する必要があった。その結果、DOPG を添加した製剤

では in vitro および in vivo 試験にて徐放性を確認することができた。iDDS として利用が可能な

MN は、LA の投与デバイスとしても注目されている。しかしながら、MN を用いて LA を投与する

と、皮膚内で代謝されるため生物学的利用率は高くないことが報告されている［70, 75］。本研究

で用いた MGE を基剤とした製剤を用いることで、皮膚内で代謝を受けやすい中分子薬物の安定

性改善にも寄与できる可能性が示された。しかしながら、MGE を基剤とした製剤の欠点として、体

液と接触することで、粘性が著しく増大する。よって、iDDS として MGE を基剤とした製剤を用いる

場合には投与時の粘性を低下させるための更なる工夫が必要である。 

本章では、脂溶性中分子薬物である LA の放出性は負電荷リン脂質である DOPG との静電的

相互作用が大きく影響していることを明らかにした。 
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第2部 NLLC 形成脂質を用いた微粒子製剤の検討 

 
近年、少量で強力な薬理効果を示す核酸・ペプチド医薬品などの中分子化合物の研究が盛ん

に行われており、従来では治療が困難だった疾病の治療薬として注目されている。これらの有効

性や安全性向上には DDS は欠かすことができない方法であり、様々な革新的な基盤技術の開

発が求められている［80-83］。 

ペプチドを利用した中分子医薬品は、低分子と抗体の利点を併せ持つことから、新たな創薬標

的として注目されているが、これらペプチド医薬品の多くは膜透過性が低いため注射による静脈

または皮下投与が一般的である［84］。投与経路の特徴として皮下投与は静脈投与と比較し、自

己投与可能であり、通院に伴う時間的な制約や負担の軽減および医療費の削減に貢献できる

［85-87］。また、薬物動態の観点では、静脈投与と比較し、皮下投与は最高血中濃度（Cmax）が低

く、Cmax に達するまでの時間（Tmax）が遅くなり、血中濃度を持続させることができる［88］。そのた

め、短時間で薬効を発揮させたい薬物の投与経路として皮下投与は不向きであるが、長期間一

定の濃度を維持させる目的では皮下投与を行うだけで薬効が持続するというメリットがある。さら

に、皮下投与は静脈投与と比較し吸収速度が遅いことから投与により生じる過敏症などの副作用

発現を抑えることができるため、高分子ペプチドであるモノクローナル抗体の投与方法としてしば

しば用いられている［89］。 

しかしながら、酢酸リュープロレリン（LA, M.W. 1.3 kDa）などのペプチドは皮膚内の加水分解酵

素により代謝されやすく、LA 水溶液を皮下投与したときのバイオアベイラビリティーは低値となる

ことが報告されている［67, 90-92］。皮下投与薬物の BA は、リポソームなどの脂質を用いた粒子

やPLGAなどの高分子ポリマー粒子などの利用による安定性改善だけでなく、投与製剤の容量、

pHや粘度等の影響を受けることが知られている。 

リポソームなど脂質二分子膜からなる閉鎖小胞体は、薬物の極性にかかわらず薬物を内封す

ることが可能であり、また、優れた生体適合性を有している［12, 93］。また、ポリエチレンオキシド

（PEO）とポリプロピレンオキシド（PPO）で構成される Pluronic® F-127 などの非イオン性トリブロ

ックコポリマーを用いた高分子ミセル型製剤も広く使用されており［94-97］、Shriky らは、

Pluronic® F-127 を基剤とした皮下投与型製剤を調製し、温度上昇に伴う Pluronic® F-127 のゲ

ル化能に着目した薬物放出制御に関する研究成果を報告している［98］。さらに、リン脂質と

Pluronic で構成された製剤は、薬物の細胞毒性低減［99］や血中滞留性改善［100］に寄与するこ

とが報告されている。 
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前章では、MGE を基剤とした自己組織化製剤を用いることで中分子モデル薬物である FD-4や

LA の徐放化や BA 改善に成功している。しかしながら、MGE は体液と接触することで著しく粘性

が増加するため、自己投与型製剤としては、粘性を低下させるための処方検討が必要であった。 

MGE は、NLLC 形成による薬物放出制御能を有するだけでなく、経鼻投与後の薬物の脳内移

行性の向上［65］や経皮投与後の膜流動性変化による親水性薬物の吸収性増大［101］などに寄

与することから、中・高分子ペプチドの BA 改善に効果があると考えられる。よって、前章と同様に

MGE に注目し、MN やマイクロポンプなどのデバイスを用いて自己投与可能かつ、BA 改善効果

や徐放能を有する NLLC 形成脂質ー高分子界面活性剤からなる微粒子製剤を調製し、第 1 部第

2 章で得られた LA と DOPG の静電的相互作用を利用することで、MNなどとの併用利用を可能

とする粘性が低い、放出制御能および BA改善能を有する皮下投与型製剤の調製を試みた。 
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第1節 試験方法 
 
1. 試薬および試験材料 
MGE、LA、DOPG、DOPC は第 1 部と同様のものを用いた。エタノールは富士フィルム和光純

薬株式会社（大阪, 日本）より購入した。非イオン性トリブロックコポリマーである Pluronic® F-127

（Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA）より購入した。Table 11 に Pluronic® F-127 の構造式およ

び分子量を示す。 

 

Table 11 Chemical structure and physical property of Pluronic® F-127. 

 

 

2. 新規微粒子製剤の処方および調製方法 
製剤処方を Table 12 に、調製方法を Figure 28 に示す。製剤は Hydration 法を応用し、

Ultrasonic（VC-505, 30 sec×3, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, USA）を用い混合し 9

種類の製剤を調製した。MGE 含有製剤を MP と略し、続く下付数字は製剤中 MGE 含有濃度を

表す（Fig. 28a）。MGE非含有製剤は P で示し、濃度が異なる DOPG と DOPC からなるリポソー

ム製剤は、総脂質含有率を下付数字で示し Lipo1.0 および Lipo10 と示す（Fig. 28b）。また、LA を

含有しない MP10 製剤および P 製剤を調製し、それらの分散媒に LA を添加した製剤を Phy-MP10

および Phy-P と示す（Fig. 28c）。 

 

Table 12 Composition of prepared fine particle formulations. 

 
  

Structure M.W.

Pluronic® F-127 ~12,600HO
O

O
O

H
100 65 100

mM LA sol. MP1.0 MP5.0 MP10 P Lipo 1.0 Lipo 10

MGE - 1 5 10 - - -
Pluronic® F-127 - 1 5 10 10 - -

DOPG - 1.75 5.75 10.75 10.75 0.75 7.5
DOPC - 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 2.5
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Fig. 28 Schematic diagram of the preparation procedure of lipid-based self-administrated 

formulations. MP and P formulations (a), Lipo formulations (b) and Phy-MP10 and Phy-P (c). 

 

3. SAXS による NLLC 構造解析 
小角 X線回折装置（SAXSpase, Anton paar, Graz, Austria）を用いて構造解析を行った。測定

は株式会社アントンパール・ジャパン（東京, 日本）に委託した。Table 13 に SAXS 測定条件を示

す。SAXSpase は X 線を点照射ではなく線照射でサンプルを測定できることから、低濃度のサン

プルの構造解析にも優れている［102, 103］。これらの特徴から、第 2 部では小角 X 線測定に

SAXSpase を用いた。 

 

Table 13 Observation condition with SAXS. 

 
 

4. Cryo-TEM 観察 
製剤は cryo-transmission electron microscope （Cryo-TEM, JEM-3100FEF, JEOL Ltd., 

Akishima, 東京, 日本）を使用し観察した。なお、観察は奈良先端科学技術大学院大学に委託し

た。製剤の 20倍希釈液 1 μL を親水化銅グリッド（200 メッシュ, JEOL Corporation）に滴下し、染

み込ませた後、急速凍結システム（EM-CPC, ライカマイクロシステムズジャパン, 東京, 日本）を

使用して凍結溶媒としてエタンを使用して急速凍結した。通常観察に加えリンタングステン酸

（PTA）によりサンプルをネガティブ染色し観察した。  

X-ray source High-flux sealed-tube X-ray source : Cu Kα (λ=0.1542 nm)
Power 2 kW (50 kV / 40 mA)
Beam collimation Line collimation
X-ray detector Mythen R 1 k
Exposure time 2 h
Sample stage TCStage 150 + Quartz glass for liquid
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5. 粒子径および表面電位測定 
Zetasizer Nano ZS（ZEN3600, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK）を

用い、粒子径は動的光散乱法、表面電位は光散乱電気泳動法により測定した。なお、調製製剤

を精製水で 10倍に希釈し、測定サンプルとした。 

 

6. 粘度測定 
電子磁気回転粘度計（以下 EMS 粘度計, EMS-100, 京都エレクトロニクス製造株式会社, 京都,

日本）を使用して、製剤の粘度を測定した［104-108］。粘度計は、回転磁界と回転子に取り付け

られた 2つの磁石がある。磁気の中心にサンプルと 2 mm のアルミ球を入れた滑らかな凹底の

試験管をセットした。測定は 25 °C で行った。 粘度は、各サンプルについて 50 回測定した平均

値として算出した。 
 
7. 見かけの内封率（％）の算出 

Pluronic® F-127 含有製剤中の LA 内封率は、式（8）を用いて算出した。LA の製剤中薬物濃度

（Ctotal）は、調製製剤をアセトニトリルで 10 倍希釈後、5 分間のボルテックス（Vortex-gene 2 

mixer、M&S Instruments Inc., 大阪, 日本）、5 分間の遠心分離（21,500 × g, 5 min, 4 °C）した

後、得られた上層を pH 7.40 PBS と 1 : 1 で混合し、再度ボルテックスと遠心分離を行い、上層を

測定サンプルとした。粒子径が 100 nm以上の製剤は超遠心分離機（himac CS120GXⅡ Micro 

Ultracentrifuge, Eppendorf himac Technologies Co. Ltd., 茨城 , 日本）を用い遠心分離

（289,000 × g, 60 min, 4 °C）後、 得られた上層は上記に示した Ctotal 測定と同様に処理した。ま

た、粒子径が 100 nm以下の製剤についてはアミコンウルトラ（Amicon Ultra）-0.5 mL 遠心式フ

ィルター（CF3K, Merck & Co., Inc., NJ, US）にてフィルター濾過し、得られたサンプルは Ctotal 測

定と同様に処理した。 

 

EE (%) = (Ctotal - Cout) / Ctotal・・・・・（8）  
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8. 1H-1H nuclear Overhauser effect spectroscopy （NOESY）  核磁気共鳴

（NMR）分光法による測定 
調製製剤（MP10 および P 製剤）を構成する分子の分子間相互作用は NMR を用いて測定した。

製剤は、pH 7.40 PBS の代わりに重水（D2O）を用い調製した。また、帰属を明らかにするため、

LA、Pluronic® F-127、DOPG および DOPC についてはそれぞれ D2O に溶解させ測定したが、

水と接触することで自己組織化する MGE については測定を行わなかった。NMR 分析は、コール

ドプローブ（1H {13C / 15N} 5 mm Triple Resonance 13C Enhanced Cold Probe, VT, 700NB）を

備えた NMR スペクトロメーター（Varian NMR System 700 MHz、Agilent Technologies Inc., CA, 

USA）を用いた。測定条件は、パルス幅は P および MP10 製剤でそれぞれ 10.05 µs および 10.75 

µs、緩和遅延 1.0 s、積算回数 16 回、混合時間 500 s、温度 298 K の条件で測定した。 

 

9. 放出試験 
種々製剤 100 µL を透析チューブ（第 1 部で用いたものと同様）に入れ、40 mL の pH 7.40 PBS

を放出溶媒として用い、100 rpm の撹拌条件で温度 37 ± 0.02 °C、6 時間試験を行った。経時的

にレシーバー側から 500 µL 溶液を採取し、同量の放出溶媒を戻した。得られたサンプルは測定

まで-80 °C で保存した。なお、製剤からの LA の放出性は式（9）を用いて算出した。 

 

 7日後 LA累積放出率（%） 

= （7日後 LA累積放出量（ng） / 製剤中 LA 量（ng）） × 100・・・・・（9） 
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10. 動物試験 
第 1 章と同様の動物を用いた。なお、すべての動物試験は城西大学動物試験規定に従い、城西

大学全学動物試験管理委員会の承認（JU20005）を得て行った。 

 

11. 皮下投与試験 
第一部では、中・長期的に採血を行う必要があり無麻酔下で採血を可能とするためあらかじめ

頸静脈カニュレーション手術を施したラットを用いたが、本章では製剤投与後、短時間で採血を行

う必要があるためラットを麻酔後仰向けの状態で試験を行い経時的に頸静脈から採血を行った。

ラットを三種混合麻酔後、仰向けに寝かせ採血部である頸静脈および腹部をバリカンで剃毛した

後、ラット腹部に注射筒（Agilent Manual Syringe, Agilent Technologies, CA, USA）に一般的な

皮下注射で用いられている注射針として 23 G 注射針（TERUMO Co., 東京, 日本）、低侵襲的

な注射針として用いられている 30 G 注射針（ニプロディスポーザーブル眼内注射針、ニプロ株式

会社, 大阪, 日本）を用い腹部に皮下投与した。また、近年、自己投与型デバイスとしてマイクロ

ニードルが注目されていることから、MicronJetTM（以下MJと略記、NanoPass Technologies Ltd., 

Nes zione, Israel ［109, 110］）を用いた皮内投与も行った。LA 投与量は 0.4 mg/kg（製剤投与

量: 100 µL/rat）および 2.0 mg/kg（製剤投与量 500 µL/rat）とし、MJ による薬物の皮内投与は注

射 1箇所あたり 100 µL が限度であることから、2.0 mg/kg を投与する際は、5箇所にわけて製剤

を投与した。一定時間ごとに頸静脈より採血を行い、採血後は 27G 翼状針（TERUMO Co., 東

京, 日本）尾静脈を介して採血量と同量の生理食塩液をラット体内に注入した。得られた血液サ

ンプルを第 1 部と同様に処理した。 

 

12. LA の定量法 
第 2 章と同様の方法を用いた。 

 

13. 統計解析 
第 1 章と同様の統計処理を行った。  
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第2節 結果および考察 
 
1. 調製製剤の外観観察 

Figure 29 に LA 水溶液と MP 製剤の目視観察結果を示す。調製した MP 製剤はいずれも透明

であった。 

 
Fig. 29 Visible observations of prepared formulations with the naked eye.  

 
2. 粘度測定 

EMS 粘度計を用い投与製剤の粘度を測定したところ、LA 水溶液は 0.94 ± 0.01（mPa・s ± 

S.D.）、MP10 製剤は 20.28 ± 0.09（mPa・s ± S.D.）、P 製剤 14.12 ± 0.13（mPa・s ± S.D.）であっ

た。 

提供元である株式会社ファルネックスが MGE 単体を粘度・粘弾性測定装置 MARS（Thermo 

Fisher Scientific K.K., 東京, 日本）を用いて定常粘度測定を行い、ずり速度が 10（s-1）の条件下

で粘度が 0.47（Pa・s）であることを報告している。粘度測定機器および測定条件が異なるため直

接比較することはできないが、調製製剤は MGE単体と比較し低粘度であることが示された。 

 

  

LA sol. MP1.0 MP5.0 MP10
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3. Cryo-TEM による観察および SAXS による構造断定 
Figure 30 に Cryo-TEM およびネガティブ観察の結果を示す。MP1.0, 5.0, 10、P、Lipo10 製剤を

Cryo-TEM およびそのネガティブ染色の観察結果より、MP1.0、MP5.0, MP10, P 製剤ではミセル構

造が確認された。特に、MP5.0, 10, P 製剤はミセルが集合した構造を、一方、Lipo10 製剤はユニラメ

ラ状のリポソームを形成していた。 

Figure 31 に SAXS の結果を示す。MP1.0 では構造特有のピークが観察されなかったのに対し、

MP5.0, 10, P 製剤では√3 : √4 : √8 のピークが確認でき、解析を行ったところ、面心立法格子構造

（face-centered cubic, FCC 構造［111, 112］）を有していることが認められた。Cryo-TEM および

SAXS の結果より、MP5.0, 10, P 製剤はミセルを形成し、ミセル同士が相互作用することにより、

FCC 構造を形成していた。Pluronic® F-127 は微粒子製剤の調製で用いられており［97, 98］、臨

界ミセル濃度（CMC 0.8 wt%）以上で自発的にミセルを形成することが知られている［113-115］。

製剤中の Pluronic® F-127 濃度は CMC よりも高値（10 mLあたり、MP1.0: 1.26 wt%, MP5.0: 6.30 

wt%, MP10: 12.6 wt%）であったことから、Pluronic®F-127 によるミセル形成が起こっていると考え

られた。 

 

 

Fig. 30 Cryo-TEM and negative-stained cryo-TEM observation results. White bar indicates 

100 nm.  

Cryo-TEM

Cryo-TEM (Negative stain)
MP10MP5.0 P Lipo 10

MP1.0 MP5.0 MP10 P Lipo 10
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Fig. 31 Small-angle X-ray scattering observation results of MP and P formulations.  

Black line: MP1.0, blue line: MP5.0, red line: MP10, and green line: P.  
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4. NMR による LA 相互作用解析 
P 製剤（Fig. 32 a および b）および MP10 製剤（Fig. 32 c および b）を用い、構成成分による分子

間相互作用を{1H-1H} NOESY NMR にて解析した結果を示す。MP10 および P 製剤の NOESY 

NMR スペクトルを比較し、MGE由来のピークが MP10 製剤において 4.96 ppm 付近（Figs. 32c 

および, f2）に確認できた。また、MGE は Pluronic® F-127（Fig. 32 c および d, f1 = 0.93 ppm）

［116］、DOPG［117］ やDOPC［118］のオレイル基（それぞれ f1 = 1.50 ppmおよび 2.19 ppm）、

LA（Fig. 32 c および d, f1 = 1.77 ppm）［119, 120］と相互作用することを確認した。また、

Pluronic® F-127 を構成しているポリプロピレンオキシド（PPO）のメチル基（0.97 ppm（Fig. 32s, 

f2））とメチレン基（3.46 ppm（Fig. 32, f2））が相互作用していた。NMR、SAXS および Cryo-TEM

の結果より調製した製剤は Figure 33 に示す粒子構造を形成していると考えられた。 
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Fig. 32 {1H-1H} NOESY NMR spectroscopy of P (a and b) and MP10 (c and d). (b) and (d): 

Enlarged areas of the black boxes in (a) and (c), respectively. 
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Fig. 33 Schematic representation of the morphology of the prepared formulations. Black 
bar indicates 5 nm. 
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5. 調製製剤粒子物性および LA 内封率 
Figure 34 に調製した製剤の物性および LA 内封率を示す。粒子径は MP および P 製剤で 100 

nm以下、Lipo 製剤では 200〜400 nm であり、粒度分布を示す PDI はすべての製剤で 0.4程度

であり均一な製剤の調製が可能であった。また、得られた粒子径は Figure 30 に示した Cryo-

TEM 画像観察の結果とほぼ一致した。粒子表面電位は MP および P 製剤で中性付近、Lipo 製

剤では負電荷を示した。MP および P 製剤は、粒子表面に Pluronic® F-127 の親水基である PEO

による水相形成により電荷が中性付近を示したと考えられた。見かけの内封率は MP、P よび

Lipo10 製剤で 60〜90%を示した。MP および P 製剤で見かけの内封率が高かったのも PEO と

LA が相互作用していたことが大きく影響したと考えられた（Fig. 33）。 

 

Fig. 34 Measurement of particle size (a), polydispersity index (b), zeta-potential (c), and 

entrapment efficacy of LA for prepared formulations (d). Each value shows the mean ± S.D. 

(n = 3).  
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6. In vitro 放出性評価 
Figure 35 に製剤からの LA 放出性を示す。Lipo 製剤は LA を 6 時間で 40〜60%放出した。こ

れは、Lipo 製剤に内封されている LA が少なく、Lipo 製剤の分散媒に LA が多く存在するためと

考えられた。一方、MP 製剤および P 製剤では放出率が 20%以下と低値となった。特に、MP 製

剤では製剤中脂質濃度および Pluronic® F-127 の添加濃度の上昇に伴い、徐放性を示した。

Phy-MP10 および Phy-P 製剤からの LA 放出性は、MP10 および P 製剤よりも高値を示した。

Figure 34 に示した LA 内封率では、MP10 と Phy-MP10 製剤、P と Phy-P 製剤ではほぼ同程度で

あった。よって、見かけの LA 内封率が同程度であったとしても、放出率に差が認められたことか

ら、ミセル内の LA の存在する場所が異なる可能性が示唆され、放出率が高値を示した Phy-

MP10 および Phy-P 製剤では、粒子の外側に向けて配している DOPG の負電荷を有する親水基

と正電荷の LA が相互作用し、LA がミセル外殻に存在しているのではないかと考えられた（Fig. 

33）。 

 
Fig. 35 LA release profile from each formulation (a). Symbols: MP1.0 (○), MP5.0 (●), MP10 

(■), Phy-MP10 (□), P (◆), Phy-P (◇), Lipo1.0 (△), Lipo10 (▲). Total release ratio after 6 

hours of LA (%) (b). Each value shows the mean ± S.D. (n = 3-5).  
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7. BA に及ぼす投与製剤の影響 
Figure 36 に LA を 2.0 mg/kg で MP 製剤、P 製剤そしてそれぞれの Phy 製剤を投与した際の

血中濃度プロファイルおよび AUC より算出した絶対的 BA 値を示す。LA 水溶液を皮下投与した

時は、投与後すぐに血中濃度が上昇し、投与後 1.0 時間後には 34.2 ng/mL の Cmaxが得られた。

ほぼ同様の血中濃度プロファイルが Lipo1.0 および Lipo10 の投与により確認できた。投与製剤の

中で最も高い血中 LA 濃度を示したのは、MP10製剤を投与した時であり（Cmax: 98.5 ng/mL, Tmax: 

4.0 h）、興味深いことに MP5.0 製剤や Phy-MP10 製剤投与時では、LA 水溶液と比較してわずか

に Cmax が上昇しただけであった。また、P 製剤では Cmax はわずかな上昇と Tmax（6 h）の遅延が

確認された。なお、EMS 粘度計を用い投与製剤の粘度を測定したところ、LA sol.は 0.94 ± 0.01

（mPa・s ± S.D.）、MP10 製剤は 20.28 ± 0.09（mPa・s ± S.D.）、P 製剤 14.12 ± 0.13（mPa・s ± 

S.D.）であり、種々投与デバイスで容易に投与可能な粘度であった［121-124］。 

MP1.0、 Lipo1.0 および Lipo10 製剤は、LA 水溶液投与とほぼ同程度の BA を得たが、MP10 お

よび P10 製剤を投与したときの BA は LA 水溶液と比べ、それぞれ 13 倍および 8 倍高値を示し

た。物理混合して調製した製剤を投与したときの LA の血中濃度推移を検討したところ、Pｈｙ−P 製

剤では P 製剤と比較して Cmax値は同程度であるものの、Tmax が短くなった。一方で、Phy-MP10

製剤を投与したころ、MP10 製剤と比較して Cmax は低値に、Tmax は短くなり、BA は 0.5 倍と低値

を示した。 

P 製剤投与後の LA 吸収性は LA 水溶液や Lipo 製剤を皮下投与したときと比較して高い値を

示した。Figure 33 で示したように、P 製剤は Pluronic® F-127由来の長い親水鎖が LA と相互作

用していた。Rösler らは Pluronic® F-127 の親水性ブロック（PEO）は分散媒である水と水素結合

し、また、Pluronic® F-127 の親油性ブロック（PPO）を内核とするミセルの外殻を形成することで、

細胞への接着力やタンパク質の吸着を妨げると報告している［125］。この効果は、ミセルに封入さ

れている薬物の加水分解や酵素による代謝から保護する作用に関係する。 

このことからも、ミセルに LA を内封することで BA が改善したのは投与部位での LA 安定性が

改善されたためと考えられた。一方、Lipo 製剤を皮下投与した際の BA は LA 水溶液投与時と同

程度であった。正に帯電した LA と負に帯電したリポソームが静電的相互作用していると考えられ

るが、Lipo 製剤からの LA 放出性は、LA が粒子表面もしくは分散媒に存在するように製剤を調製

した物理混合製剤（Phy-MP10 および Phy-P 製剤）と比較して高値を示したことから、Lipo 製剤と

LA の静電的相互作用は、MP 製剤と比較して弱く、LA の高い放出性が低い BA の原因と考えら

れた。また、MP1.0 製剤の LA 放出性は Lipo 製剤よりは低いものの、BA 値は LA 水溶液と同程

度であった。Figure 33 に示したように MP1.0 製剤では、構築された構造の複雑さが他の MP 製剤
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や P 製剤と比較して低下し、他の製剤より酵素などの影響を受けやすく皮内での代謝を受ける可

能性が他の製剤よりも高いと考えられた。 

MP10製剤投与後の BA は他の製剤と比較して著しく高い値を示した。MP1.0、MP5.0および MP10

製剤中の MGE 含有量は、それぞれ 4.0%、12.7%および 50.2%となり、MGE 含有量が BA改善

効果に寄与している可能性が考えられた。Libster らは［103］、NLLC 形成脂質であるモノオレイ

ン酸グリセリンを用いた親水性タンパク質を含有した製剤設計をしており、モノオレイン酸グリセリ

ンとタンパク質の極性基同士の相互作用が、タンパク質の安定性の改善だけでなく、相互作用に

よる疎水性の増加が膜透過性改善に寄与していると報告している。また、ミセルとの相互作用に

より、抗菌ペプチドの β ターン構造が増加することや、β ターン構造が増加することにより、経細胞

間隙経路を介した膜透過性が亢進するとの報告がなされている［126］。さらに、MGE自身が膜流

動性を高める効果があり、その効果は NLLC 構造を形成することで低下する可能性が報告され

ている［105］。本検討では、LA 構造の高次構造変化について調査していないが、MGE 添加によ

り LA透過性が改善された理由として、MGE および LA の親水性部分同時の弱い相互作用が皮

内安定性改善や吸収促進効果に寄与していると考えられた。 
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Fig. 36 Plasma LA concentration time profile over 24 hours after s. c. injection (2.0 mg/kg, 

a). Symbols: LA sol. (✕), MP1.0 (○), MP5.0 (●), MP10 (■), Phy-MP10 (□), P (◆), Phy-P (◇), Lipo 

1.0 (△), Lipo 10 (▲). Enlarged view (b). Bioavailability of various formulations (c). Each value 

shows the mean ± S.E. (n = 4). *Compared with LA sol. (p < 0.01).  
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8. BA に及ぼす製剤投与デバイスの影響 
30 G 注射針で皮下投与したとき、MJ にて皮内投与したときの血漿中 LA 濃度推移および BA

を 23G 注射針の皮下投与と比較した。30 G 注射針で投与したときの結果を Figure 37 に MJ に

て投与したときの結果を Figures 38 および 39 に示す。投与製剤として MP10 製剤を用いた。30 

G 注射針で LA を 2.0 mg/kg 用量で皮下投与した結果、MP10 製剤を 30 G 注射針で皮下投与し

た際には、23 G 注射針で皮下投与した場合と比較して、Cmax の低下および BA の低下が確認さ

れた。Tmax に変化は認められないことから、LA 放出性の違い（Fig. 44）が Cmax および BA の低下

に関係していると考えられた。 

Figure 38 に MJ にて 2.0 mg/kg（500 µL）の用量で LA を皮内投与したときの血中濃度推移と

BA について調査した結果を示す。MJ による皮内投与は投与部位 1 箇所あたり 100 µL が限度

であることから、MJ 投与では投与部位を 5箇所に分けて投与した。また、対象として MJ で LA 溶

液を投与したときの血中濃度推移および BA についても検討した。 

LA 水溶液を MJ で皮内投与したときの血中濃度は、23 G 注射針で皮下投与したときの血中濃

度推移と比較して Cmax は増大し、Tmax は短くなり、AUC は同程度であった。一方、MP10 製剤を

MJ にて皮内投与すると、LA 水溶液を MJ にて投与した時と比較して、Cmax の増加および Tmax の

延長が確認できた。この結果は、23 G 注射針で LA 製剤および MP10 製剤を皮下投与したときの

結果と一致した。MP 製剤を 23 G 注射針で皮下投与したときと、MJ で皮内投与したときの LA 血

中濃度推移を比較すると、Cmax の低下および Tmax の短縮、AUC の著しい低下が認められた。

AUC の低下は 30 G 注射針で投与したときにも確認できたものの、LA 放出性に及ぼす影響は、

30 G 注射針と MJ で大きな差がなかった。よって MJ で皮内投与したときの AUC の低下は、放

出率の違いだけでは説明することができないと考えられた。MJ での投与は、投与容量の制限か

ら 5箇所に分けて投与した。分割投与が AUC に影響している可能性も考えられたことから、1箇

所投与（0.4 mg/kg、100 µL）したときの LA 血中濃度推移および AUC についても調査した（Fig. 

39）。1箇所投与でも 5箇所投与時と同様に MP10 製剤を MJ で投与することにより AUC が著し

く低下した。負に帯電した粒子を皮下投与すると、一部がリンパ管へ移行すること［127, 128］、ま

た、粒子サイズ 100 nm 程度まではリンパ管へ移行できること［128］、さらに、薬物のリンパ管移

行性は皮内投与のほうが皮下投与よりも速いこと［129］が知られていることから、MP10 製剤を皮

内投与したときの著しい AUC の低下は製剤のリンパ管への移行の違いが影響していると考えら

れた。 
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Fig. 37 Plasma LA concentration-time profiles over 24 hours after s.c. injection (2.0 mg/kg, 

a). Symbols: LA sol. (○), MP10 (□), 【30 G】 MP10 (■). Bioavailability of various formulations 

(b). Each value shows the mean ± S.E. (n = 4). *Compared with LA sol. (p < 0.01). 
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Fig. 38 Plasma LA concentration-time profiles over 24 hours after s.c. or i.d. injection (2.0 

mg/kg, a). Symbols:  LA sol. (○), MP10 (□), 【MJ】 LA sol. (●), 【MJ】 MP10 (■). Enlarged view 

(b). Bioavailability of various formulations (c). Each value shows the mean ± S.E. (n = 4). 

*Compared with LA sol. (p < 0.01). 
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Fig. 39 Plasma LA concentration-time profiles over 24 hours after s.c. or i.d. injection (0.4 

mg/kg, a). Symbols: LA sol. (○), MP10 (□), 【MJ】 LA sol. (●), 【MJ】 MP10 (■). Bioavailability 

of various formulations (b). Each value shows the mean ± S.E. (n = 4). *Compared with LA 

sol. (p < 0.01).  
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第3節 小括 
 

本章では、低侵襲的な投与方法である MN での投与が可能な低粘度の MGE 含有製剤を調製

し、皮膚内安定性が乏しい中分子ペプチド薬物 LA の皮内安定性向上および BA 改善効果を調

査した。MGE を含有した MP 製剤の SAXS、Cryo-TEM および NMR の測定結果より、製剤は、

MGE の自己組織化による H2等の NLLC 構造を形成せず、FCC 構造を有したミセルを形成して

いた。LA は、MGEだけでなく Pluronic® F-127やリン脂質と相互作用することで LA 吸収性が改

善したと考えられ、また、LA 水溶液と比較し MP10 製剤で著しい BA 改善効果が見られたことか

ら、間接的ではあるものの、製剤化による LA の皮内安定性改善が示唆された。一方で、調製し

た製剤投与後の LA体内動態は、投与デバイスによる影響を受け、特に MN 投与デバイスである

MJ で MP10 製剤を皮内投与した際には、BA が皮下投与と比較して低下した。高分子を皮内投与

すると、その皮下投与と比較してリンパ管への移行性が高いことが知られている［129］。そのため

MJ を用い MP10 製剤を皮内投与時の BA の低下は、製剤のリンパ管への移行が関与している可

能性が示唆された。薬物を皮内投与した際の体内動態に関する研究は、皮下注射等や他の経粘

膜経路と比較して十分な検討がなされていない。今後、iDDS 製剤について検討するためには、

製剤設計について検討するだけでなく、全身循環移行性およびリンパ管移行性に及ぼす要因（粒

子径、表面電位、投与容量、pH、粘性等）を明らかにする必要があると考えられた。 

  



 78 

 

総括 

 
2020 年からの新型コロナウイルス（COVID-19）の感染拡大に伴う、通院回数の低減、入院日

数の減少に対する要求に加え、財政的な成約に関係した医療費削減への期待の観点より、自宅

において自己投与可能な製剤に注目が集まっている。加えて、MEMSや IoT技術の進展により、

その技術への適応性を有する MN やマイクロポンプデバイスなど小型電子機器を更かした薬物

投与システムの研究・開発が盛んに行われている。このことより、現在通院を伴う注射投与が、将

来的にオンデマンド環境下で、革新的な薬物投与管理システムとなる可能性が考えられる。著者

は、DDS に MEMSや IoT技術を組み合わせて自己投与でき、かつ薬物放出性や吸収性を外部

制御により可能とする iDDS の開発を着想した。すでに、装着型デバイスによる生体モニタリング

システムの有用性に関する研究がある一方、著者が着想した薬物送達を可能とする iDDS に関

する報告はほとんどない。そこで本論文では、iDDS に応用可能な持続性注射剤の調製と、それ

を MN などに適用可能な製剤へと進化させることを試みた。その際、中分子薬を含め様々な物性

を有する薬物の持続送達を可能とするために、新規製剤素材が重要と考え、NLLC に着目して利

用することとした。NLLC は、疎水基を外側に配する構造から高い生体接着性を有しており、非破

壊的に含有薬物を放出し、難溶性化合物の可溶化、タンパク質高次構造の安定化に寄与するこ

とが明らかになっている。本研究では、水と接触することで NLLC を形成する NLLC 形成脂質とし

て株式会社ファルネックスが開発した MGE を選択し、第 1 部では、NLLC 形成脂質である MGE

を利用した持続性注射剤の処方設計について、第 2 部では、MN に適用可能な微粒子製剤として

用いた場合の処方設計とその有用性について評価した。 
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第 1 部 NLLC 形成脂質を用いた持続性注射剤の調製 
第 1 章 水溶性中分子薬物を内封した持続性注射剤の調製および評価 
 
第 1 章では、モデル薬物として水溶性中分子蛍光薬物として FD-4 を選択した。NLLC 形成脂

質である MGE に側鎖長が 14〜18 程度の種々飽和・不飽和リン脂質を添加し、リン脂質の種類

や量が異なる 16種類の製剤を調製した。SAXS 装置により調製製剤の測定を行い、NLLC 構造

を判断したところ、MGE単体では H2 構造を示し、リン脂質の添加とともに Pn3m 構造または H2

と Pn3m 構造の両方の構造を形成していることがわかった。調製製剤に FD-4添加して SAXS に

よる構造解析をしたところ、NLLC 構造は変化しなかったことから、FD-4 は NLLC 構造の水チャ

ネルに存在していると考えられた。また、調製製剤からの FD-4 放出性には、NLLC 構造の d、

MGE 含有量、リン脂質含有量、リン脂質の炭素鎖数およびリン脂質の二重結合の有無の 5つの

パラメーターが影響することがわかった。調製製剤をラット背部皮下に投与したところ、コントロー

ルである FD-4 で水溶液は投与後 24 時間で定量下限値を下回ったのに対し、調製製剤では 48

時間まで血中薬物の定量が可能であった。以上の結果より、MGE にリン脂質を添加して NLLC と

することにより、中・高分子薬物の放出制御が可能であり、新規持続性注射剤の開発に関する有

益の知見が得られた。これらについては下記の論文にて報告した。 

 

A. Okada, H. Todo, I. Hijikuro, S. Itakura, K. Sugibayashi, Controlled release of a model 

hydrophilic high molecular weight compound from injectable non-lamellar liquid crystal 

formulations containing different types of phospholipids, Int. J. Pharm., 577, 118944 (2020). 
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第 2 章 実使用を考慮した LA 内封持続性注射剤の調製および評価 
 
前章で調製製剤からのモデル薬物の徐放性が確認できたことから、MGE を用いた NLLC の有

用性を明らかにするためにモデル薬物として皮下（pH7.40）にて正電荷を有している LA を選択し、

MGE を基剤とした持続性注射を調製し、製剤からの LA 放出性評価、製剤を皮下投与後の LA

の血中濃度推移を 21 日間にわたり評価した。前章において、リン脂質の種類や添加量により形

成する NLLC 構造が変化することが分かり、特に、側鎖長が 18 程度の不飽和基を有するリン脂

質で徐放性が確認できたことから、本章では、親水基が異なる不飽和基を有する側鎖長 18 のリ

ン脂質を選択し、10種類の製剤の調製を行った。SAXS 測定により調製製剤の NLLC 構造解析

を行ったところ、LA の添加の有無で NLLC 構造変化が確認できた。このことから第 1 章で用いた

FD-4 と異なり、LA は MGE およびリン脂質と相互作用することで、MGE およびリン脂質により構

築された NLLC 構造に影響を及ぼしていることが示唆された。また、製剤からの LA 放出性は負

電荷リン脂質である DOPG を添加した製剤で徐放性が確認でき、徐放性が確認できた製剤につ

いて in vivo 試験を行ったところ、LA 水溶液と比較して有意な BA改善効果を確認した。以上の結

果より、pH7.40環境下で LA と DOPG が静電的相互作用したことで LA の放出制御が可能であ

ることを明らかにした。この知見は、含有薬物の物性に合わせた持続性注射剤の設計において有

益なものである。これらについては下記の論文にて報告した。 

 

A. Okada, H. Todo, S. Itakura, I. Hijikuro, K. Sugibayashi, A Lipid-Based Depot Formulation 

with a Novel Non-lamellar Liquid Crystal Forming Lipid, Pharm. Res., 38, 503-513 (2021). 

 

第 1 部の結果より、NLLC 形成脂質である MGE は持続性注射剤基剤として有用であり、それ

にリン脂質などを添加していくことで、含有させる薬物の物性に合わせた放出制御が可能な注射

剤を設計できると考えられた。 

  



 81 

第3部 NLLC 形成脂質を用いた微粒子製剤の検討 
 
前章では、MGE の持続性注射剤基剤としての有用性を明らかにしたものの、MGE を含む系は

体液と接触すると瞬時に粘性が増加するため、自己投与可能な投与方法である MN やマイクロ

ポンプデバイスを用いた持続的投与が困難であり、それが可能なように、粘性が低く、かつ BA改

善効果等を有する MGE 含有微粒子製剤の調製が必要と考えた。本章では、MGE と高分子界面

活性剤である Pluronic® F-127 からなる微粒子製剤を調製し、第 1 部第 2 章において示した静電

的相互作用による放出制御を利用し、LA を持続的に放出する皮下投与製剤の調製を試みた。す

なわち、各組成を有する MGE と Pluronic® F-127 およびリン脂質からなる製剤を調製し、それら

の特性を比較した。Cryo-TEM 観察の結果より、MP10 製剤はミセル形成し、SAXS 測定によりミ

セル同士が面心立方格子構造（face-centered cubic, FCC）に配位していることがわかった。また、

NMR の結果より、LA は構成脂質と相互作用していることも明らかになった。調製製剤をラット腹

部に皮下投与したところ、LA 水溶液と比較して BA が、MGE を添加していない P 製剤では 8倍、

MP10 製剤は 13倍改善した。これらの結果は今後の自己注射可能な注射剤の開発に貢献できる

知見と考えられる。 

 

以上の結果より MGE を主成分として、それにリン脂質を添加した NLLC 構造を有する皮下投

与製剤は BA の改善および長期間にわたる薬物放出制御が可能であったことから、PLGA 等の

ポリマーを基剤とした持続性注射剤や懸濁製剤に代わる新規製剤として利用できる可能性が示

唆された。また、ペプチド医薬の皮下投与後の吸収性だけでなく、皮内安定性の改善が期待でき

ることから、著者が着想した薬物送達を可能とする iDDS への利用が可能であると考えられ、

NLLC は、皮下投与製剤として有用であると考えられた。本研究の結果は、新しい時代の要求に

応える新規 iDDS を開発するために有用な情報を提供したと考える。 
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利益相反 

 

NLLC 形成脂質である MGE は株式会社ファルネックスより供与された。 
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付録 頸静脈カニュレーション手術 

第 1 部では NLLC 形成脂質の持続性注射剤基剤としての有用性を評価するために中・長期的

にラットの採血を実施する方法として、ラットに頸静脈カニュレーションを施した。以下に詳細を示

す。 

 

1. 頸静脈カニュレーション手術器具および消耗品 
Table S1 に手術に用いる器具を Table S2 にカニュレーション手術で用いた消耗品を示す。 

 

Table S1 手術器具 

 

Table S2 消耗品 

 
  

実験器具名 必要数 購入元

a. 先曲がり先細無鈎ピンセット A-12-1 2

株式会社夏目製作所, 東京, 日本

b. 先曲がり先細無鈎ピンセット A-12-2 2
c. 技工ピンセット A-20 1
d. 先曲がり先鋭ピンセット MA-47 2
e. 小反剪刀 両鋭 B-13 1
f. マイクロ鉗子 直型 ME-1 2
g. マイクロ剪刀 直型 MB-50-7 1
h. 探り棒 E-15 1
i. 外科用強弯角針 C-24-505-2 1
j. 外科用強弯角針 C-24-505-5 1

消耗品名 購入元

A. シラスコン®医療用チューブ 100-00N, 内径−外形：0.5-1.0 株式会社カネカメディクス, 大阪, 日本
B. ポリエチレンチューブ SP45, 内径−外形：0.58-0.96 株式会社夏目製作所, 東京, 日本
C. 23G注射針 NN-2325R テルモ株式会社, 東京, 日本
D. 1 mLシリンジ SS-01T テルモ株式会社, 東京, 日本
E. ブレード絹製縫合糸白 C-23-B1 (No. 5-0) 株式会社夏目製作所, 東京, 日本
F. ブレード絹製縫合糸白 C-23-B1 (No. 3-0) 株式会社夏目製作所, 東京, 日本
G. 極豆マップ画鋲 AZ-891 株式会社ソニック, 大阪, 日本
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2. 23 G 注射針の加工方法 
頸静脈カニュレーションの部品を用意するために 23 G のニードルを加工した。 

Figure S1 に示すように 23 G 注射針（C）を加工用機器（Minimo® One series ver. 2 Power 

Pack）で加工し、①、②、③に切り分けた。 

切断後それぞれの切断面のバリをヤスリで丁寧に取り除く。その後、それぞれのパーツに 30 G

注射針に通し、注射針内部に残留する金属片等除去した。 

 

①…手術および採血の際に使用する部品 

②…採血時に用いる延長用チューブと頸静脈カニュレーションチューブを連結するための部品 

③…体内に留置するシラスコンチューブとポリエチレンチューブを連結するための部品 

 
Figure S1 23 G注射針の切断箇所  

②
5 mm

①
5 mm

③
3 mm

25 mm
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3. カニュレーションチューブの作成方法 
頸静脈カニュレーション手術の際、ラット体内に埋め込むカニュレーションチューブを作成した。 

Figure S2 に体内留置用カニュレーションチューブの作成方法を示す。 

（1） シラスコンチューブ（A）を 100 mm、ポリエチレンチューブ（B）を 150 mm に垂直切断する。 

（2） ポリエチレンチューブ（B）に部品③を 2/3挿入する。金属挿入ポリエチレンチューブ部分をシ

ラスコンチューブにて覆う。 

（3） ポリエチレンチューブ、シラスコンチューブ、金属が重なっている部分を手術用縫合糸（E）で

3 回きつく結ぶ。 

（4） 体内留置後、チューブがラットに噛みちぎりにくくする必要があり、チューブの方向を変えるた

め、金属結合部位から約 3 cm のポリエチレンチューブ部分をお湯で温め、約 45°に曲げる。 

 
Figure S2 体内留置用カニュレーションチューブの作成方法 

  

Boiling 
water

③

150 mm3 mm

100 mm
(1)

(2)

(3)

(4)

↑手術用縫合糸（E）
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4. 採血用延長チューブの作成方法 
採血時にラット背面に露出しているチューブから直接採血することは困難であることから、延長

用のチューブを作成した。 

Figure S3 に採血用延長チューブの作成方法を示す。ポリエチレンチューブ（B）を 200 mm に垂

直切断する。切断したポリエチレンチューブに②の金属部品を 1/2程度挿入する。 

 

 
Figure S3 延長用チューブの作成方法  

200 mm

②

5 mm
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5. 頸静脈カニュレーションラットの作成方法 
ラット頸静脈カニュレーションの手術を行う場合、イソフルランを試験動物麻酔装置（SN/487-OT 

Air、株式会社品の製作所、東京、日本）を用いた吸入麻酔、または三種混合麻酔｛塩酸メデトメジ

ン（0.15 mg/kg、日本全薬工業株式会社、福島、日本）、ミダゾラム（2 mg/kg、サンド株式会社、

東京、日本）、ベトルファール（2.5 mg/kg、Meiji Seika ファルマ株式会社、東京、日本）となるよう

に注射用水（大塚製薬株式会社、東京、日本）にて調製｝を腹腔内投与または皮下投与し、手術

を行った。 

手術中切開部の乾燥防止のために生理食塩液を適宜使用した。また頸静脈カニュレーションチ

ューブを留置後チューブ内での血液凝固を防止する目的で、生理食塩液で 20 倍に希釈したヘパ

リン（持田製薬株式会社、東京、日本）溶液を使用した。 

 

(1) Figure S4 にラットの剃毛箇所を示す。手術を行う前に、視野の確保および衛生上の目的か

ら背部と首周辺の 2箇所をバリカンで丁寧に剃毛する。とくに、背部はラットの肩甲骨の頂上

を剃毛する。 

 
Figure S4 剃毛部について  
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(2) Figure S5 に切開部について示す。カニュレーションチューブを埋め込んだ後、採血チューブ

を出す部分を切開する。肩甲骨上部の皮膚を軽くつまみ（先曲がり先細無鈎ピンセット（a））、

3 mm程度切開（小反剪刀両鋭（e））する。仰向けにし、頸静脈にカニュレーションを挿入する

手術を行うため、向かって左首元の静脈が脈打つ付近の皮膚をつまみ 5〜10 mm 程度切

開する。切開部は生理食塩液を含ませた脱脂綿で拭い乾燥しないようにする。 

 

Figure S5 切開部について  
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(3) カニュレーションチューブを挿入するために、Figure S6 に頸静脈露出の方法を示す。首元を

切開すると筋肉が見える（Fig. S6Ⅰ）。筋肉を先曲がり先細無鈎ピンセット（a）でしっかりと掴

み一回で筋肉を裂き切り静脈を露出させる。静脈に付着している筋肉や脂肪を先曲がり先

鋭ピンセット（b）で取り血管を独立させる（Fig. S6Ⅱ）。 

 

［注意点］切開箇所によってカニュレーション手術が困難になるため慎重に切開する。 

例えば、下半身側に切開すると胸筋膜が見え静脈が一部しか見えない（Fig. S6Ⅲ）。 

また、頭部側に切開しすぎると静脈末端となるため静脈が分岐している（Fig. S6Ⅳ）ためチュ

ーブを静脈内に入れることが難しい。 

 

Figure S6 頸静脈露出  

（Ⅰ） （Ⅱ）

（Ⅲ） （Ⅳ）
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(4) 頸静脈露出後のカニュレーションチューブ挿入工程を Figure S7 に示す。血管とチューブを

固定するために、独立させた静脈の下に縫合糸（手術用縫合糸（E））を 3 本通し均一に広げ

る（Fig. S7Ⅰ, 図ではわかりやすく糸の色を変えている）。 

3.で作成したカニュレーションチューブを通した探り棒（h）を右皮下に添わせ背面切開部位に

ポリエチレンチューブ側が背部に露出するように貫通させる。 

探り棒からカニュレーションチューブを慎重に外し、チューブ内を生理食塩液で満たす。 

カニュレーションチューブのシラスコンチューブ側を約 25 mm に切る（Fig. S7Ⅱ）。 

 
Figure S7 カニュレーションチューブ挿入①  

25 mm

（Ⅰ） （Ⅱ）
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(5) 血管を切開し血管にカニュレーションチューブ挿入する。挿入方法を Figure S8 に示す。まず、

頭部側の静脈を糸（赤）で 3 回結び血流を止める（Fig. S8Ⅰ）。4.で取り除いた探り棒の平た

い部分を頸静脈の下に入れ約 60〜90°の角度で血管を切る（Fig. S8Ⅱ, マイクロ剪刀 直型

（g））。カニュレーションチューブを挿入しやすいように左手で切開した血管の上部を持ち上げ

る（先鋭ピンセット（d））。右手でカニュレーションチューブの先端をもち（先曲がり先細無鈎ピ

ンセット（a））血管に添わせ心臓に向かって金属部位まで入れる（Fig. S8Ⅲ）。 

 

Figure S8 カニュレーションチューブ挿入工程②  

血管断面図

（Ⅰ） （Ⅱ）

（Ⅲ）

↑
探り棒
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(6) 頸静脈にチューブ挿入後の固定の方法を Figure S9 に示す。カニュレーションチューブの連

結部分を血管に挿入後、腹部側の糸（緑）で血管を結ぶ（チューブ上ではなく金属の連結部

位で結ぶ（Fig. S9Ⅰ））。一度目は軽く結び採血可能か確認後きつく結び直し計 3 回結ぶ。 

採血確認後、チューブ内に血液が残存していると血液が凝固しチューブが詰まるため、採血

確認の度に採血量+100 µL の生理食塩液を入れる。 

中央の糸（青）も頸静脈に挿入したチューブの金属上で結び、術後、ラットが動いた場合にチ

ューブが移動しないように周辺の皮下組織とともに 3 回結ぶ（Fig. S9Ⅱ）。 

 

Figure S9 カニュレーションチューブ固定  

（Ⅰ） （Ⅱ）
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(7) 静脈にチューブを挿入後切開部の縫合箇所を Figure S10 に示す。5 mm 間隔に傷を縫合

（手術用縫合糸（F））する。縫合は必ず 3 回きつく結ぶラットをうつ伏せにして同様に縫合する

（Fig. S10Ⅰ）。術後チューブ内で血液が凝固しないよう 20 倍に希釈したヘパリンを 100 µL

充填する。 

カニュレーションチューブを 25 mm程度に垂直切断する。カニュレーションチューブの切り口

に栓（加工した画鋲（G））をする（Fig. S10Ⅱ）。Figure S10 示すようにラットの顔周辺にカニ

ュレーションチューブが向かないように注意する（Fig. S10Ⅲ〜Ⅵ）。 

 

術後は 1ゲージ 1匹ずつ収容する。試験の開始は手術による体重減少が止まり手術前の体

重に戻った状態で行う。また、体重だけでなく毛並みや摂食状況、傷口の状態を注意深く観

察する。 

 

 
Figure S10 縫合および適正なチューブ位置  

（Ⅰ） （Ⅱ）

（Ⅲ） （Ⅳ）

（Ⅴ）

（Ⅵ）
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6. 採血方法 
Figure S11 に採血手順を示す。 

(I) ふきんや軍手などでラットの視野を覆い、ラットを落ち着かせる。ラットが落ち着いたら、チュー

ブの栓を取る。チューブは軽くつまみ血液の流出がないようにする。 

(II) 延長用チューブが付いた生理食塩液入りシリンジをカニュレーションチューブにつなげる。接

続後、延長用チューブが外れないよう、ラット頭上にとどまるようにする。 

(III) カニュレーションチューブ内に充填したヘパリン除去用の生理食塩液入りシリンジを取り除く。 

(IV) 血液の流入を確認後、ヘパリン処理をしたシリンジに付け替える。 

(V) 採血する。 

(VI) 生理食塩液入り注射針に付け替え、採血量と同量の生理食塩液をカニュレーションチューブ

から注入する。 

(VII) カニュレーションチューブ内での血液凝固防止の為 100 µL の 20倍希釈ヘパリン溶液をカニ

ュレーションチューブに充填する。 

(VIII) 血液の逆流を防ぐために画鋲の針でカニュレーションチューブに栓をする。 

 

一連（Ⅰ〜Ⅷ）の作業時間は 1 分程度で行う 

 

 

Figure S11 採血手順  

（Ⅰ）止血針の除去 （Ⅱ）延長用チューブの接続 （Ⅲ）ヘパリン除去

（Ⅳ）採血用シリンジの接続 （Ⅴ）採血 （Ⅵ）Saline補給 （Ⅶ）ヘパリン充填 （Ⅷ）止血針装着
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