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第１章 緒⾔ 
 
1.1  背景 
 近年, 薬物送達機構(Drug Delivery System: DDS)[1-4]が医薬品・化粧品関係で注⽬を
集めている. DDS とは必要な部位に必要な時間, 必要な量届ける技術である. これは
有効成分が標的部位への到達前に分解吸収されることによる副作⽤を防ぐこと[5]と, 
標的部位に到達させるために過剰量必要となっていた有効成分の使⽤量を削減する
ことが⽬的である. DDS 技術は広く研究されており[6, 7], ナノ粒⼦[8-13], 医薬品共結
晶[14-19], エマルション[20-25], マイクロスフィア[26-31]など多くの薬物キャリアが
開発されている. その中でもリポソームと呼ばれるものが注⽬され多く研究開発され
ている[32-34]. 
 リポソームとは, リン脂質の⼆重膜により形成され内部に特有な⽔相を持つ構造体
である[35]. Fig.1.1 にリポソームの構造を⽰す. リン脂質由来の構造体であるため, ⽣
体親和性が⾼く⽣分解性で体内での悪影響が少ない[36]. また, 内部に特有な⽔相を
持つ構造体であるため⽔性の原薬を⽣体環境から保存し, 原薬を体内に送達すること
ができる. しかし, リポソームの構造を崩さずに効果的なデリバリーを実現するため
には, リポソームのサイズをコントロールする必要がある. また, 効果的なデリバリ
ーを実現するためには, 原薬の⾼いカプセル化効率（Encapsulation Efficiency: EE）も
必要です. そのため，リポソームを作製する際には，⾼いカプセル化効率を達成しつ
つ，サイズを制御できる⽅法が望まれている. 
 

 
Fig.1.1 Structure of liposome 

 
 リポソームの構造は Bangham ら[37]によって初めて報告され，薄膜⽔和法[38-44]，
超⾳波法[45-49]，界⾯活性剤除去法[50-54]，溶媒注⼊法[55-60]，逆相蒸発法[61-65]な
ど，多くのリポソーム製造技術が開発されてきた. しかし, これらの⽅法は, ⼈体に有
害な有機溶媒を⼤量に必要とする. リポソームを薬物キャリアとして使⽤する際には，
残存する有機溶媒を加熱により完全に除去する必要があるため，有機溶媒の使⽤は好
ましくない. 有機溶媒の除去⼯程は多段階で⾏われることが多く, エネルギーコスト
が⾼い. またこれらの⽅法は⼤量⽣産ができないという問題がある. また現在産業⽤
に利⽤されている⼿法は薄膜⽔和法がほとんどである. しかし, この⼿法では, 脂質
膜の⽔和過程が制御できないため, 不規則な形状の膜や不均⼀なリポソームが形成

Phospholipid
Phospholipid
membrane

Liposome

Hydrophilic

Hydrophobic
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される[66, 67]. さらに粒⼦径を制御するために後処理を施すため更なる⽣産効率の
悪化が起こりうる[68].  
 これらの問題を解決するため新たな⼿法の開発が⾏われている. 粒⼦径制御という
観点からの⼿法として微⼩流路を利⽤したリポソームの⽣成[69-79]というものが⾏
われている. 微⼩流路を利⽤することで反応場を⼩型化することで, 再現性の低さや
制御製のなさ, 効率の悪さといった既往のリポソーム作製法の問題点を解決しようと
したものである. また, 専⽤のマイクロデバイスを作製している関係上拡張性の低さ
や使⽤する物質を変更した際に新たなマイクロデバイスを作製する必要があるとい
う問題点がある.  
 また上記した有機溶媒の使⽤という問題点を解決するために超臨界⼆酸化炭素を
利⽤したリポソーム⽣成法[80-88]も研究が⾏われている. 超臨界流体(Super Critical 
Fluid: SCF)とは, ⾼密度で気体のような粘性をもち良好な物質移動を促すなど, 液体
と気体の両⽅の物理化学的性質を兼ね備えている. ⼆酸化炭素は安価で毒性も少なく,
臨界圧⼒が 73.8 bar, 臨界温度が 31.1 ℃と低い為, 医薬品製造に適した安全な流体で
ある  有機溶媒の代わりに超臨界⼆酸化炭素を⽤いることで有機溶媒の削減が出来
るだけでなく, リポソーム⽣成においての操作温度の低下ができ, また減圧処理で溶
媒とリポソーム溶液を分離可能であるため, 製造コスト削減にもつながる[89, 90]  
しかしながら, これらの⽅法はバッチ式であるため, リポソームの制御が難しいとい
う問題点がある. 
 そのため本研究では, 簡易的にプロセス変更の可能な微⼩流路を⽤いたリポソーム 
の⽣成と超臨界⼆酸化炭素を利⽤した微⼩流路でのリポソームの作製と制御, さらに
表⾯修飾を⾏なった. またこれらの実験を⾏う際の知⾒としてリン脂質の溶解度のデ
ータが必要となるが, 現在リン脂質の溶解度に関するデータがあまり存在しない. そ
のため, 今回はリン脂質の溶解度測定も⾏なった. さらにリポソームの形成プロセス
もはっきりとされていないため, その探索も⾏なった. 
 
1.2  本研究の⽬的 
 本研究では 1.1 で⽰したように, 粒⼦径制御可能で様々な問題を解決したプロセス
の提案を⽬指し, 微⼩流路を利⽤した⼀段階のリポソームの⽣成を⾏う. そのために
必要となる⽣成機構と溶解度の探索を⾏う. 次に内包率と拡張性の向上を⽬指し, 微
⼩流路を利⽤した⼆段階のリポソームの⽣成を⾏う. また有機溶媒の使⽤量削減と内
包率の向上を⽬指し超臨界⼆酸化炭素を⽤いた微⼩流路でのリポソームの⽣成を⾏
う. さらには表⾯修飾リポソームを形成することも取り組んだ. これらを実現するた
めに微⼩流路を利⽤した各リポソーム⽣成⼿法の制御指針を構築していくことが⽬
的である. 
 
1.3  本論⽂の構成 
 本論⽂では 7章で構成されている. 
・第 1章では, 本研究の背景と⽬的について概説した. 
・第 2章では, 溶解度測定とリポソームの製造法に関する既往研究を紹介した. 
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・第３章では, リポソームの形成機構の探索および溶解度測定について述べた. 
・第４章では, 微⼩流路を利⽤した⼀段階リポソームの形成についての実験⽅法, 結
果と考察を述べた. 

・第 5 章では, 微⼩流路を利⽤した⼆段階リポソームの形成についての実験⽅法, 結
果と考察を述べた. 

・第 6 章では, 超臨界と微⼩流路を利⽤したリポソームの形成についての実験⽅法, 
結果と考察を述べた. 

・第 7章では, 本研究で得られた結果をまとめ結⾔とした. 
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第２章 既往の研究 
 
2.1  リポソームの作製法 
 
2.1.1 薄膜⽔和法 
 薄膜⽔和法(Thin layer hydration method) とは Bangham method とも呼ばれるリポソ
ーム⽣成⼿法であり, Bangham らによりリポソームが初めて発⾒された際に⽤いられ
た製作法である[37]. この⽅法は, Fig.2.1 に⽰すように有機溶媒に対しリン脂質を溶
解させる. クロロホルムやクロロホルムとメタノールの混合溶媒が有機溶媒として主
に⽤いられる. この溶液から有機溶媒を除去することで脂質膜を得る. 有機溶媒の量
が少量の場合乾燥窒素やアルゴン気流による溶媒乾燥, 量が多い場合はロータリーエ
バポレータを⽤いて溶媒を減圧除去もしくは加熱による蒸発乾燥をしてフラスコの
縁に脂質膜を⽣成し, そこに⽔を加え震盪することによりリポソームを得るというも
のである. 
 

 
Fig.2.1 Scheme of liposome production using thin layer hydration method  

 
 この⽅法が簡易的であり始めに発⾒された⼿法であるため現在もリポソーム⽣成
法として広く使われているが, 製品化する際には様々な問題が存在する. まず粒⼦径
制御が難しいという点である. 薄膜⽔和法ではロータリーエバポレータを利⽤し脂質
膜の⽣成を⾏い,また同⼀フラスコにおいてリポソーム⽣成を⾏うため⽣成された粒
⼦サイズを制御することができない. そのため粒径制御のために超⾳波やエクストル
ーダーといった追加の処理を必要としている. さらに, 多重膜のリポソームの形成を
防ぐことができず, できるリポソームの均⼀性は⾮常に低い. 
 2 つ⽬に薬物効率の悪い点である. 上記の⽣成過程において最終段階の⽔和におい
て⽔相に薬物を溶かすしか内包する⽅法がない為, どうしても薬物の⼤量のロスが⽣
まれる. その際の処理として透析などによる追加処理を必要としている. これは, 製
品の質という⾯でも⽣産のコストという⾯でも問題となる. 
 3 つ⽬に有毒な有機溶媒を利⽤するため完全な除去が必要となる. 上記のようにク
ロロホルムなどの有毒な有機溶媒が⽤いられており, 残存溶媒の危険性が⾼い. その
ため溶媒除去を厳密に⾏う必要があり, その過程でリン脂質へのダメージが考えられ, 
リポソームの崩壊を起こし⽣産効率が悪くなる. 
 4 つ⽬にスケールアップの難しさがある. 多量のリポソームを⽣成しようとした場
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合, 反応場を巨⼤にする必要があるが, その際今以上に制御ができなくなりまた無駄
になる試料も多くなる. 
 最後に連続⽣成の難しさである. ロータリーエバポレータのように減圧蒸発などを
⽤いるバッチでの反応のため連続⽣成には不向きである. 
実際本⼿法を⽤いたリポソーム形成の結果[44]として多重膜のリポソームであり, 粒
⼦径も 0.4 ~ 3.5 μm と幅広く形成しており, 粒⼦径の均⼀性はない. さらに, カプセ
ル化効率も 1 ~ 8.5 % と⾮常に低くなっている. 
 
2.1.2 エタノール注⼊法 
 エタノール注⼊法(Ethanol injection method) [55, 57-60]とは, 薄膜⽔和法で粒径の均
⼀化のために⽤いられる超⾳波処理によるリン脂質の分解を防ぎつつ, 界⾯活性剤を
⽤いることのできない薬剤に対する微⼩な単⼀膜のリポソームを製作するリポソー
ム調整法として考案された⽅法である. ⼿順としては, Fig.2.2 に⽰す装置を⽤い
Ethanol にリン脂質を溶解させた溶液をシリンジから直接適度に加熱した(温度: リン
脂質の相転移温度以上)⽔相に注⼊する. 
 この⽅法は⽔に対しリン脂質溶液を注⼊するのみで良いため極めて操作が簡単で
あり,再現性も⾼いが, あらかじめ⽔に薬物を溶解させておく必要があり, カプセル化
効率が⾮常に低いことは薄膜⽔和法と⼤きく差は存在しない. Ethanol を注⼊するため
⽣成物に Ethanol が残存しリポソームが不安定になるといった問題も存在する. さら
には, Ethanol残存濃度の限界や粒⼦径の制御因⼦が濃度であるとされているため, 粒
⼦径を⼤きく変動させることは難しく, また濃度の均⼀化を測るためにはスケールア
ップも難しいため多量⽣産できず, バッチでの反応のため連続⽣産にも不向きである. 
実際本⼿法を⽤いたリポソーム形成の結果[91]として Ethnaol 濃度が低いと 100 nm以
下の粒⼦径となっており, DDS で利⽤する際よく⽤いられる粒⼦径レンジである 100 
~ 300nm付近にするには Ethanol 濃度が 30%を超えなければ形成ができていないとい
った結果が⽰されている. またカプセル化効率は薬物により異なるが 0.1 ~ 50 %と⾼
いものもあればほとんど内包できないものまで存在する[60]. 
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Fig.2.2 Schematic diagram of experimental equipment of ether injection method 

 
2.1.3 逆相蒸発法 
 逆相蒸発法(Reverse phase evaporation method) [61-65]は Fig.2.3 に⽰すようにリン脂
質を有機溶媒に溶かし, そこに⽔相を加え超⾳波で攪拌することで W/O エマルショ
ンを作製, その後ロータリーエバポレータで溶媒を減圧乾燥する. その過程で⼀部の
エマルションが崩壊し, ⽔相ができ余っていたリン脂質によりエマルションの膜を⼆
重膜にすることでリポソームを⽣成する. 
 この⽅法は反応場が⼤きい為, 制御性や再現性の悪さが存在するため粒⼦径やカプ
セル化効率が安定しない. さらには操作が煩雑である点, また有機溶媒の完全除去の
必要性などの問題点がある. 実際本⼿法の結果[92]として粒⼦径は 200 ~ 1000 nm, カ
プセル化効率は 30 ~ 60%と安定性は⾒られないが, 前⼆つの⼿法と⽐べるとカプセル
化効率は⾮常に増加していることがわかる. 
 

Phospholipid in ethanol

Water bath

Aqueous phase

Mechanical drive
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Fig.2.3 Scheme of liposome production using reverse phase evaporation method 
(a) Phospholipid in organic solvent, (b) Water in organic solvent emulsion, 
(c) Evaporation of organic solvent, (d) Liposome 
 
2.1.4 マイクロデバイスを利⽤した⼿法 
 層流を利⽤したマイクロ流体アプローチは, 流れの状態（混合条件）を正確に制御
し, 均⼀なリポソームを連続的に調製する有望な解決策である[73, 74]. この⼿法で
は, リン脂質/アルコール溶液をマイクロデバイス内で制御された層流の下で⽔溶液
と混合する. 限られた空間での安定した対向拡散は, 脂質膜の形成, 成⻑, ⾃⼰組織
化など, 脂質からリポソームへの変化を制御することができ, 均⼀なリポソームの連
続的な形成を可能にする. この原理からわかるように, ミキサーや連結管は, 流れの
状態やリポソームの性質を制御するために注意深く設計されなければならない. そ
のため, 多くの研究者は, 代表的な内径(I.D.)が 100 µm未満[94, 95, 105, 106], 100 - 
500 µm[93-95, 97-100, 103], 500 - 1000 µm[103]の⻑⽅形[94-104, 106, 107]や円形
[93, 105]の内部形状を持つ T[93], cross[94-100], Y[101-104], V[93]の⼆次元形状の
ミキサーや三次元クロス型ミキサー[94, 103, 105-107]を開発してきた. これらの

(a) (b)

(c) (d)

: Phospholipid : Organic solvent: Water
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様々なミキサーは, 直管[93-100, 103, 105-107], 蛇⾏管[103], 内側に herringbone 構
造を持つ直管[101, 102, 104]に接続されており, 内径 100μm未満[94, 95, 105, 106], 
100-500μm[94, 95, 97-104], 500-1000μm[93]の代表的な内径を持つ⻑⽅形[94-104, 
106, 107]と円形[93, 105]の内部形状を持つ. このようなマイクロミキシングシステ
ムは, 流体⼒学的知⾒により, 流動状態とリポソームサイズを制御することが可能で
ある. しかし, 既往の研究は, 流速によるリポソームサイズの変化に限定されており, 
⾼い⽣成物収率, ⾼いリポソーム濃度, ⼗分な滞留時間など, 効率的なリポソーム調
製を達成するための平衡および動⼒学的知識が著しく不⾜している. さらに, これま
での研究は, マイクロ流体フローシステムに限定されており, マイクロフローシステ
ムには, メリットだけでなく, 圧⼒損失[108]や流路の⽬詰まり[109]などの潜在的な
懸念もある. したがって, リポソームの効率的な形成条件とサイズ制御性を, マイク
ロからミリ流体プロセスにおける平衡および速度論的側⾯から明らかにする必要が
ある. ⼀例として本⼿法による結果[101]は粒⼦径が均⼀で約 50nm と⼩さくカプセ
ル化効率は約 50%と逆相蒸発法と同じく他⼿法に⽐べ⾼い効率を⽰した.  
 
2.1.5 超臨界逆相蒸発法 
 超臨界逆相蒸発法(Supercritical reverse phase evaporation method) [80-86]は 2.1.3 で述
べた逆相蒸発法に関して超臨界 CO2 を利⽤することで有毒な有機溶媒の使⽤の削減
を⽬的とし考案された⽅法である. リン脂質と Ethanol をあらかじめ耐圧セルに導⼊
し, 超臨界⼆酸化炭素を導⼊する. 平衡状態になったのち HPLC ポンプで内包物を含
んだ⽔溶液を注⼊する.その後, 超臨界⼆酸化炭素を減圧処理で取り除くことでリポ
ソーム溶液を得るという⽅法である. 
 この⽅法では, 有毒な有機溶媒の使⽤を避けることができ, 利⽤した Ethanol も超
臨界⼆酸化炭素によって除去が可能となる. 粒⼦径に関しては均⼀ではあるが操作因
⼦による変動が何で起きているのかが不明なことが多く圧⼒変動で粒⼦径に影響が
あるものもあればそうでない結果のものも存在している. さらに, バッチ式の⽣成法
であるため連続⽣成に向かない点が問題である. ⼀例として本⼿法による結果[110]
は約 500 nmで均⼀な粒⼦が形成できるが操作因⼦による粒⼦径の変更はできず, カ
プセル化効率も約 10 ~ 40 %と未だ⾼効率とは⾔えない. 
 
2.1.6 既往法のまとめ 
 上記のように各⼿法において利点と問題点が存在している. Fig.2.4 にまとめを⽰す. 
各々に関し全てが良い条件となる⼿法は存在していない. 特にカプセル化効率がどの
⼿法でも低い状況である.その中ではマイクロデバイスを利⽤した⼿法が総合的に⾒
て良い実験⼿法となっている. そこでカプセル化効率を⾼く維持したまま, 更なる良
い条件となるために本研究においては微⼩流路を利⽤した⼿法の開発を⾏った. また
超臨界⼆酸化炭素利⽤による有機溶媒の使⽤量削減や安定性も⾒られることがわか
ったため微⼩流路と超臨界⼆酸化炭素利⽤を組み合わせた⼿法に関しても開発を⾏
った. 



 13 

 
Fig.2.4 Summary of advantages and problems associated with each method 

 
2.2  エマルションの作製法 
 
2.2.1 機械的⼿法 
 機械的⼿法[111]はホモジナイザーやミキサーなどを⽤い⽔と油を攪拌し, 乳化す
る⼿法である. 昔は強⼒な乳化剤を多量に⽤い低剪断⼒のミキサーで混ぜていたが, 
近年では,⾼剪断⼒を持つミキサーの利⽤[112]や⾼圧のホモジナイザーの利⽤[112-
116]がされている.これら利⽤することで, 乳化剤の量を減らしエマルションの微細
化が可能であり, 特に化粧品利⽤としてよく⽤いられるエマルションとしては⽪膚透
過⽣の向上が⾒込まれる微細化が可能な⾼圧⼿法は特に期待されている. 
 
2.2.2 物理化学的⼿法 
 物理化学的⼿法[117, 118]は機械的⼿法とは異なり強⼒な攪拌を⾏わず, 乳化する
⼿法である. 機械的⼿法の攪拌だけでは時間が経つことで再び分離してしまうという
問題がある. そのため乳化剤となる界⾯活性剤を利⽤し化学的な駆動⼒を利⽤し微⼒
な攪拌でエマルションの形成を⾏う. 物理化学的⼿法には様々な⼿法が存在するが転
相乳化法[119-122], D 相乳化法[123-126], 転相温度乳化法[118, 119, 127, 128], 液晶乳化
法[129]などが存在する. 
 
2.2.3 マイクロデバイスを利⽤した⼿法 
 マイクロデバイスを利⽤した⼿法は[130-132]は強⼒な攪拌を⾏わず, 乳化する⼿法
である. 数マイクロオーダーの流路を持つマイクロデバイスを 3D プリンターなどで
制作し, 油と⽔を投⼊し⼀⽅の流体をも⼀⽅の流体で剪断することでエマルションを
⽣成する. 流路径に依存することが多いため, 均⼀なマイクロサイズのエマルション
を連続的に⽣成する⼿法である. 本⼿法はエマルションのみではなくマイクロゲル
[133]などの他のマイクロオーダーの単分散粒⼦の形成が可能とされるプロセスであ
る. 
 
2.3  有機溶媒に対する固体溶質の溶解度測定法 
 有機溶媒に対する固体溶質の溶解度は, プロセスの条件の設定や機能化材料の設計
において重要な知⾒となる. 特にリポソーム作製⼿法においては薄膜⽔和法であれば
クロロホルム, アルコール注⼊法であれば Ethanol や Methanol, Isopropyl alcohol など
のアルコールにリン脂質を溶解させ利⽤している. このように有機溶媒にリン脂質を
溶解させ利⽤する⼿法がほとんどでありながら, リン脂質の有機溶媒に対する溶解度

Supercritical reverse phase evaporationMicrodeviceReverse phase evaporationEthanol injectionThin layer hydrationMethods

△△~○×△×Size controllability

△△×~○×~△×Encapsulation efficiency

△~○×~△××~△×High use of 
organic solvents

×△×~△△×~△Operability

×△△××Production efficiency
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の知⾒は⾮常に少なく, リポソームの形成に関する論⽂においても析出するまで溶解
させといった記述があるような状態である. そこで本研究においてはリン脂質の溶解
度を計測すべく⼿法の開発を⾏う必要があり, 既往の溶解度測定⼿法は以下に⽰すよ
うな⼤きく⼆つの⽅法が⽤いられている[134]. 
 
2.3.1  液相濃度分析法 
 液相濃度分析法とは, 溶媒に対し固体溶質を過剰量加えることにより⽣成する, 液
相と固相のうち, 液相の濃度を分光法で分析もしくはクロマトグラフィーなどの⽅法
で濃度測定を⾏う⼿法である[135-137]. 
 この液相濃度分析法の問題点の１つは, 分析⼿法の決定が溶質により異なってくる
ため難しい点である. そのため測定に取り掛かる前に分析法の決定が必要となり測定
に⾄るまで時間がかかる. 
 もう⼀つの問題点として, 濃度分析を⾏うため, 検量線の作成が必要となる. 検量
線の作成には均⼀相領域での分析が必要となり, 溶解度が既知でない溶質を溶かして
いるので均⼀相の⽣成が難しく検量線の製作に時間がかかり, 測定に時間がかかって
しまう点である. 
 
2.3.2  均⼀相探索法 
 均⼀相探索法とは, 溶媒に対し固体溶質を過剰量加えることにより⽣成する, 液相
と固相の⼆相に対し溶媒を添加, もしくは温度を変化させることで均⼀相となる濃度
と温度を測定する⼿法である[138]. 
 この均⼀相探索法の問題点の⼀つは, 均⼀相の把握が難しい点である. そもそも均
⼀相が知⾒としてないものを扱っているため, 試⾏錯誤を繰り返しながらの測定とな
る. このため, 測定にかかる時間か⻑時間となってしまう. 
 もう⼀つの問題点として, 濃度と温度の精度が正確ではなくなる点である. 少量で
の測定となるため, 溶質を量り取る時の誤差や溶媒の追加の際の誤差など濃度に正確
性がなくなる. またそもそも均⼀相になった際の判定が難しいため濃度温度に誤差が
⽣じ易い. 
 最後の問題点として, 溶解度が極⼩の溶質に対しては適⽤が難しい点である. 極⼩
の溶質を量り取ることが困難であるため⼆つ⽬の問題と同様に測定に測定の正確性
が失われるためである. 
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第 3 章 リポソームの⽣成機構および溶解度の確認 
 
3.1  研究⽬的 
 1.1 で前述したようにリポソームの⽣成にはリン脂質が⽤いられる.微⼩流路を利⽤
した⽣成法に関しても溶媒の濃度現象により溶解度を下げることでのリン脂質膜⽣
成を⾏うため, リン脂質の溶解度の知⾒が必要になる. しかしながらリン脂質の溶解
度データは存在せず, 実際リポソームの⽣成を⾏う研究においても, 濃度を決めてお
らず, 溶解しなくなるまで溶かし利⽤しているものもある. また⽣成機構そのものも
しっかりと定義されていないため溶解度とともに⽣成機構に関しても探索を⾏なっ
た. 本研究において測定は 25, 40 度で⾏った. 
 
3.2  可視光レーザーを利⽤した解析装置 
 
3.2.1  レーザー装置の構成 
 本章では, 可視光レーザーの透過強度変化による, 液体に対する個体の溶解度測定
装置を利⽤した. 本装置では⽔槽(31.5 cm × 16 cm × 24 cm)に容積約 3.5 mL の光学セ
ル(12.5 cm × 12.5 cm × 45 cm) 3個を設置し, この光学セルに対し波⻑ 660 nm の可視光
レーザーを照射し, レーザーの照射側と反対に反射板を設置, 反射光を検出した. 光
学セルを設置する台の下にスターラーを設置し, セル内を攪拌することができるよう
にしている. 溶解度測定装置の概略図を Fig.3.1 に⽰し, 実際の装置画像を Fig.3.2 に
⽰す. 
 

 
Fig.3.1 Schematic diagram of laser system 

 

ReflectorLaser sensor
Detection

Irradiation
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Fig.3.2 Image of the solubility measurement device 

 
3.2.2  測定原理 
 測定原理の模式図を Fig.3.3 に⽰す. 光学セルの中が均⼀相になっている場合, 可視
光レーザーの強度が⼀定になる. それに対し, 固液が不均⼀相の場合の可視光レーザ
ーの強度は, 液体に溶解しきらない溶質の濃度に反⽐例する. レコーダを⽤いて可視
光レーザーの透過強度を複数の濃度でモニタリングすることで, 光学セル内の相状態
を把握することができる. 
 

 
Fig.3.3 Principle of solubility measurement 

 
3.3  実験操作 
 
3.3.1  試料 
 本章では有機溶媒として Ethanol (EtOH, 純度 99.5 %以上), Methanol (MeOH, 純度
99.8 %以上), Ethyl Acetate(EA, 純度 99.5 %以上), 2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol(DEGEE, 純
度 98.0%以上), Acetone(純度 99.5 %以上)を使⽤した. 脂質として Palmitic acid(純度
99.5 %以上), Stearic acid(純度 99.5 %以上), リン脂質として Egg yolk Lecithin(Lecithin, 
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純度 95.0 %以上), 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine(DMPC, 純度 95.0 %以上), 
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine(DPPC, 純度 95.0 %以上), 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine(DSPC, 純 度  95.0 %), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine(POPC, 純度 99.0 %)を使⽤した. Ethanol, Methanol, ETHYL ACETATE, 
DEGEE, Acetone, Palmitic acid, Stearic acid, Lecithin は富⼠フィルム和光純薬株式会社
から購⼊した. DMPC, DPPC, DSPC は東京化成⼯業株式会社から購⼊した. POPC は⽇
油株式会社から購⼊した. 
 
3.3.2  装置詳細 
 

1) レーザーセンサ 
 キーエンス社製のセンサヘッド 回帰反射 平⾏光エリア LV-S62 を使⽤した. 
光源は可視光半導体レーザー, 波⻑は 660 nm である. 
 

2) 反射板 
 キーエンス社製のリフレクタ R-6L を使⽤した. ⼨法は 45 mm × 29.4 mm, 反
射部は 23 mm × 23 mm である. 
 

3) ペーパレスレコーダ 
 キーエンス社製の計測器本体 5型パネルタイプ TR-V500 を使⽤した. 
 

4) 恒温⽔槽 
 ⽔槽は⿂類⽤⽔槽 マリーナ スリム S MRS-300WH を使⽤した. 容積は 10 L, 
サイズは 31.5 cm × 16 cm × 24 cm, 素材はガラス/PS等である 
 恒温装置はアズワン社のサーマルロボ TR-1A を使⽤した. 温度調節範囲は
室温+5 ~ 80 ℃. 
 

5) 光学セル 
 オプティマ社製の⽯英セルを使⽤した. 容積は 3.5 L である. 
 

6) マグネチックスターラー 
 アズワン社製のマグネチックスターラー 防⽔タイプ S-1 を使⽤した. 回転
数は 100 ~ 1500 rpm である. 
 

3.3.3  実験⽅法 
3.3.3.1  形成機構の確認  
 リン脂質を Ethanol に 0.5 wt%とかした溶液を 1.5 mL調製した. この溶液に純⽔を
6.0 mL h-1 の速度で滴下し, その様⼦を可視光レーザーにて測定を⾏なった. 初期のリ
ン脂質溶液のみの強度を I0 = 1.0 とし, 強度の最低値が 0.0 となるように計算を⾏う. 
そのレーザー挙動の確認と, 挙動変化各ポイントにて粒⼦軌跡解析法(particle tracking 
annalysis: PTA)を⽤いて粒⼦径を測定し , 透過型電⼦顕微鏡 (transmission electron 
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microscope: TEM，H-7650 Zero.A，株式会社⽇⽴ハイテクノロジーズ製)を⽤い，ネガ
ティブ染⾊法を⽤いて状態観察を⾏なった. また Fig.3.3 に⽰すように強度が落ち始
めた点から直線近似を⾏い, その近似直線と I = 1.0 の直線との交点を溶解度とした. 
 
3.3.3.2  溶解度測定  
 可視光レーザーを利⽤し 30 分間測定を⾏い, python を⽤いてペーパレスレコーダ
に記録されたデータを⽤いて解析する. ペーパレスレコーダには１秒毎のレーザーの
反射強度が記録されていく. 測定したデータの最終データから 10 秒間のうちに測定
された強度の標準偏差の平均値が 0.01 以下になるまで 1 秒ずつ前にずらしながら計
算を繰り返す. この標準偏差の平均値が 0.01 以下になった時を定常状態になったと
仮定し, その 10 秒間のレーザーの反射強度の平均を算出する. これを各濃度で⾏い, 
溶媒のみの強度を I0 = 1.0 とし, 強度の最低値が 0.0 となるように計算を⾏う. Fig.3.3
に⽰すように強度が落ち始めた点から直線近似を⾏い, その近似直線と I = 1.0 の直線
との交点を溶解度とした. 
 
3.4  結果と考察 
 
3.4.1  リポソーム形成機構の確認 
 測定したレーザー挙動を Fig.3.4 に⽰した. この結果からわかるように明らかにレ
ーザーの強度低下に段階があることがわかる. そこで挙動変化の影響を調べるために
VW / VEtOH の値が 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 の各ポイントでの粒⼦径測定を⾏いその結
果を Table 1. に⽰した. VW / VEtOH が 0.3, 0.4, 0.5 が異なる挙動のポイントであるその
ためその三点において PTA 解析による粒⼦径分布を Fig.3.5, TEM像を Fig.3.6 に⽰し
た. VW / VEtOH = 0.3 の粒径分布や TEM像からわかるようにミセルやリン脂質膜である
とわかる.そこから VW / VEtOH = 0.4 の時にリポソームの形成が確認され, VW / VEtOH = 
0.5 の時には完全に全てがリポソームとなっている. このことからリポソームの形成
機構としては Fig.3.7 のようにエタノール濃度の減少によりリン脂質膜となり, その
後更なる濃度減少により脂質膜が⾃発的にリポソームになっているという機構であ
ると考えられる.  
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Fig.3.4 Effect of volume ratio variation on laser behavior 

 

 
Fig.3.5 Particle size distribution and comparison at each point 

(a) VW / VEtOH = 0.3, (b) VW / VEtOH = 0.4, (c) VW / VEtOH = 0.5, (d) Comparison of three points 
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Fig.3.6 TEM images of products at each point 

(a) VW / VEtOH = 0.3, (b) VW / VEtOH = 0.4, (c) VW / VEtOH = 0.5 
 

 
Fig.3.7 Liposome formation mechanism 

 
3.4.2  溶解度測定法の妥当性の確認 
 ⽂献値が存在する Palmitic acid と Stearic acid[139, 140]を利⽤して 23 ℃における溶
解度測定を⾏い, ⽂献値と⽐較することで溶解度測定における本⼿法の妥当性の確認
を⾏なった. 今回⾏った実験の結果と⽂献値を⽐較したものを Fig. 3.8 に⽰した. ⽂
献値では, Palmitic acid の Ethanol に対する溶解度及び Acetone に対する溶解度は, 9.71 
wt%・7.20 wt%, Stearic acid の Ethanol に対する溶解度は, 2.84 wt%である. 本⼿法を⽤
いた結果は, Palmitic acid の Ethanol に対する溶解度及び Acetone に対する溶解度は, 
9.96 wt%・7.80 wt%, Stearic acid の Ethanol に対する溶解度は, 2.93 wt%であった. 
 この結果からわかるように, 本測定法によって求められた溶解度は⽂献値に近しい
値を⽰すことがわかり, 本⼿法の妥当性を⽰すことができた. 
 

2.0 μm 2.0 μm2.0 μm

(a) (b) (c)

Ethanol concentration100% 0%
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Fig.3.8 Comparison of solubility of stearic acid and palmitic acid in ethanol and acetone at 
23 ℃ with reference values : Reference value [139, 140] 
 
3.4.3  リン脂質の各溶媒に対する溶解度測定 
 本章で利⽤したリン脂質の構造式と相転移温度[141-143]を Table 2.に⽰した. また
25 ℃においての測定データを Fig.3.9~ Fig.3.13 に⽰し, 測定結果のまとめを Table 3.
に⽰した. 本研究では濃度の上限を 5 wt%とした. Table 2.に⽰したように DMPC < 
DPPC < DSPC と炭化⽔素鎖の⻑さが⻑くなっている. DEGEE に対する溶解度の結果
からわかるように有機溶媒に対する溶解度は炭化⽔素鎖が⻑い⽅が低くなることが
分かる. POPC の結果から⼆重結合を持つことで溶解度が上昇することもわかった. 
Ethyl Acetate に 対 す る 溶 解 度 は本結果から , ⼆重結合 の 有無に 関わらず
phosphatidylcholine (PC)は Ethyl Acetate に溶解しないことが分かる. しかしながら, 
Lecithin が Ethyl Acetate に溶解するのは Table 2.に⽰したように, Lecithin が複合リン脂
質であることが原因である. Lecithin は PC以外に phosphatidylethanolamine (PE)を多く
含んでいる[144]. PE が Ethyl Acetate に溶けやすいと考えられる. また, Ethanol に対す
る溶解度が低い原因も PE の存在によるものである. 
 以上のことからリポソームの製作を⾏うには Ethyl Acetate は PC単体を利⽤する際
には適さず, EthanolやMethanol などを利⽤するべきである. しかし炭化⽔素鎖の⻑い
リン脂質を利⽤したい場合は溶解度に気をつける必要がある. 
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Fig.3.9 Measurement results of DMPC solubility for each solvent at 25 ℃ 

 

 
Fig.3.10 Measurement results of DPPC solubility for each solvent at 25 ℃ 
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Fig.3.11 Measurement results of DSPC solubility for each solvent at 25 ℃ 

 

 
Fig.3.12 Measurement results of POPC solubility for each solvent at 25 ℃ 
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Fig.3.13 Measurement results of lecithin solubility for each solvent at 25 ℃ 

 
 
3.5  まとめ 
 本章では, 以下を⽬的として研究を⾏った. 
 

1. 可視光レーザーを利⽤したリポソーム形成機構の確認 
2. 可視光レーザーを利⽤した溶解度測定装置の構築 
3. リン脂質の有機溶媒に対する溶解度データの蓄積 
 

 
 その結果として, 以下の成果を得た. 
 

1.レーザーと TEM を利⽤し, リポソーム形成機構を明らかにした. 
2. 溶解度データの存在する物質を利⽤し装置及び計測法の妥当性を⽰した. 
3. 未知であったリン脂質の溶解度データの取集に成功した. 
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Table 1. Size of production 

NO. VW / VEtOH Size 
[nm] 

#3-1 0.0 - 

#3-2 0.1 72.96 

#3-3 0.2 59.42 

#3-4 0.3 79.07 

#3-5 0.4 97.14 

#3-6 0.5 138.01 
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Table 2. Phospholipids used in this study 

Name Structure Chain length Tc 
[℃] 

DMPC 
 

C14:0 - C14:0 24 

DPPC 
 

C16:0 - C16:0 41 

DSPC 
 

C18:0 - C18:0 55 

POPC 
 

C16:0 - C18:1 -3 

Lecithin 
 

C16:0, C18:0, 
C18:1, C18:2 Unknown1) 

1) Since egg yolk lecithin is a mixture, no single structural formula can be given and the 
transition temperature is not known. 
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Table 3. Solubility of phospholipids in each solvent 

Phospholipid 
T 

[℃] 

 Solubility 

 Organic Solvent 
 EtOH MeOH EA DEGEE 

DMPC 
25  ○ ○ × 2.049 
40  ○ ○ × ○ 

DPPC 
25  ○ ○ × 1.877 
40  ○ ○ × ○ 

DSPC 
25  1.301 1.941 × 0.0046 
40  1.721 ○ × 0.073 

POPC 
25  ○ ○ × ○ 
40  ○ ○ × ○ 

Lecithin 
25  0.953 ○ 2.966 ○ 
40  0.771 ○ ○ ○ 

○: over 5 wt%, ×: Not dissolve, -: Not measured 
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第 4 章 微⼩流路を利⽤した⼀段階リポソームの形成 
 
4.1  研究⽬的 
 薬物キャリアとしてのリポソームは⻑年研究されていて, 現在すでに複数のリポソ
ーム型製剤が認可されている[145]. しかしながら, これらの薬剤はどれも薄膜⽔和法
にて製造され, 追加処理により粒⼦径の制御を⾏って製造されている. そのため粒⼦
径制御性の低さや有毒な有機溶媒の⼤量使⽤, バッチ式な製造法による製造効率の低
さ, 薬物内包率の低さが問題となる. そのため第⼀に微⼩流路を利⽤することで連続
⽣成を可能とし, 製造効率を向上させる. その上で, 1.2 でも述べたように, 粒⼦径制
御可能なリポソームを製作すること, また本⼿法においてのパラメータ変動による形
成条件の探索を⽬的として, 微⼩流路を⽤いてリポソーム形成を⾏った.  
 
4.2  実験操作 
 
4.2.1  試料 
 本章では有機溶媒として Ethanol(EtOH, 純度 99.5 %以上)を使⽤した. リン脂質とし
て Egg yolk Lecithin(Lecithin, 純 度 95.0 % 以 上 ), 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine(DMPC, 純 度  95.0 % 以 上 ), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine(DPPC, 純 度  95.0 % 以 上 ), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine(DSPC, 純度 95.0 %)を使⽤した. Ethanol, Lecithin は富⼠フィルム和光
純薬株式会社から購⼊した. DMPC, DPPC, DSPC は東京化成⼯業株式会社から購⼊し
た. 
 
4.2.2  薄膜⽔和法によるリポソームの形成 
 ⽐較実験のため薄膜⽔和法によるリポソームの形成を⾏なった.  
 Lecithin を Ethanol に 0.5 wt%とかした溶液を 10 g調製した. 60 ℃の⽔浴で 30 分間
500 rpm で加熱しながら攪拌し溶媒を蒸発させた. その後デシケーターで⼀晩かけ溶
媒を完全に除去した. これにより, バイアルの壁⾯にリン脂質の膜を⽣成した. 
 ⽔を 10 g 添加し, 最⾼速度で 10 秒間のボルテックス(ボルテックスミキサー ジェ
ニー2, サイエンティフィックインダストリーズ製)を 3 回⾏う. (リン脂質膜が壁⾯に
残る場合, 15 秒間の超⾳波処理を⾏い, 再度 10 秒間のボルテックスを⾏う.) その後
4 ℃で⼀晩静置. 
 ⽔浴で 10 分間の超⾳波処理(超⾳波洗浄機 AS-22GTU, アズワン製)を⾏う. これに
よりリポソーム溶液を作製する. 
 
4.2.3  微⼩流路を利⽤したリポソームの形成 
 微⼩流路を利⽤したリポソームの形成装置の概略図を Fig.4.1 に⽰す. Lecithin を 
Ethanol に 0.5 wt% 溶かした. リン脂質溶液と⽔はシリンジポンプ(IC-3100，Kenis 社
製)で供給した. 恒温槽（設定温度: 25 ℃）内の T字型接合部でこれら⼆つの溶液を接
触させ，リポソームを形成させた. 実験条件は Table 4, 5.に⽰した. 
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Fig.4.1 Schematic diagram of liposome formation using flow process 

 
4.2.4  評価⽅法 
 形成したリポソームの粒⼦径は得られた⽔溶液を動的光散乱法(DLS: Partica SZ-
100-Z, 株式会社堀場製作所製)や粒⼦軌跡解析法(particle tracking annalysis: PTA)を⽤
いて 25 ℃で測定し決定した. 
 また透過型電⼦顕微鏡(transmission electron microscope: TEM，H-7650 Zero.A，株式
会社⽇⽴ハイテクノロジーズ製)を⽤い，ネガティブ染⾊法を⽤いてリポソームの⽣
成確認と状態観察を⾏なった. 
 リポソームの⽣成効率は以下のように定義した[101, 146]. 

𝑌𝑖𝑒𝑙𝑑(%) = *
𝑊!"!#$ −	𝑊%&'

𝑊!"!#$
. × 100																													(1) 

ここで, Wres はリポソーム形成に使⽤されなかった Lecithin の重量であり, Wtotal は供給
された Lecithin の総重量である. リポソーム溶液を 0.1 μm のフィルター(PALL Co.,Ltd)
に通してリポソームを除去した. ろ液を 110℃の恒温槽で 1 時間乾燥させ, リポソー
ム形成に使⽤されなかった Wres を測定した. 
 
4.3  結果と考察 
 
4.3.1  リポソーム形成の確認および薄膜⽔和法との⽐較 
 Fig.4.2 に⽰したように, ⽣成した溶液のチンダル現象を確認した. そのため何らか
の粒⼦が⽣成できていることが⽰された. そこで TEM により溶液の観察を⾏い,  
Fig.4.3 のようなリポソームの TEM 像を得ることができた. これらのことから, 本⼿
法によるリポソームの⽣成が可能であることがわかった. 
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Fig.4.2 Confirmation of liposome formation by Tyndall phenomenon 

 

 
Fig. 4.3 TEM image of liposome 

 薄膜⽔和法と本⼿法により作製したリポソーム溶液の DLS での粒⼦径測定結果を
Fig.4.4 に⽰した. 薄膜⽔和法では多分散であるのに対し, 本⼿法の粒⼦径分布は単分
散であり本⼿法による均⼀なリポソームの形成が可能であることが⽰された. これは
薄膜⽔和法では脂質壁を形成し⽔和することで脂質壁を砕き脂質膜とするため粒⼦
径の制御性がないとされている. しかし本⼿法では前章で⽰したように Ethanol 濃度
の減少により膜の⽣成からのリポソーム⽣成という機構であるため, 均⼀なリポソー
ムが形成しやすいと考えられる. 
 

200nm
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Fig.4.4 Particle size of liposome by thin layer method and this method (#4-4) 

 
4.3.2  リポソーム形成の平衡論的条件 
 T字ミキサー（内径 1.3 mm）を⻑さ 25 cm のチューブ（内径 0.75 mm）に接続し, 
QW / QEtOH が収率と粒⼦濃度に及ぼす影響を調べることにより, Fig.4.5(a, b)に⽰すよ
うな平衡形成条件を抽出した. 収率は QW / QEtOH の上昇とともに増加し, 粒⼦濃度は
QW / QEtOH が 10.0 のときに最⼤値を⽰した. この現象の要因を調べるため, Fig.4.5(c)に
⽰すように, Lecithin 溶解度の VW / VEtOH依存性を測定した. Lecithin の溶解度は VW / 
VEtOHの上昇に伴い低下し, これはリポソーム収量とは逆の傾向であり, 溶解度の低下
に伴い収量が増加することが⽰唆された. しかし, 粒⼦濃度は QW / QEtOH の上昇とと
もに増加するがある⼀定の値から減少した. Lecithin は Ethanol に溶解しているため, 
QW / QEtOH が増加すると混合溶液中の Lecithin 濃度が低下し, リポソーム濃度の低下
に寄与する. これは Fig.4.5(d)に⽰した粒⼦径変化からも⽰唆される. 粒⼦径が QW / 
QEtOH が 10.0から 32.0 に変化した際に少し減少している. すなわちリポソーム⼀個に
対して利⽤されるリン脂質量は減少することから, 溶液内の Lecithin 量の低下による
寄与が⼤きいと考えられる. したがって, QW / QEtOH の増加によりリポソーム収量が増
加し, Lecithin 濃度の低下と競合するため, リポソーム濃度は QW / QEtOH の増加により
最⼤値を⽰すことになる.  
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Fig.4.5 (a, b and c) Effect of the volume flow rate ratios Qw / QEtOH on (a) yield, (b) particle 
concentration and (c) particle size. (d) Dependence of lecithin solubility on volume rate ratio 

of water/ethanol. 
 
4.3.3  リポソーム形成の速度論的条件 
 QTotal および QW / QEtOH をそれぞれ 6.6 mL h-1 および 10.0 に設定し，さまざまなミ
キサーと⻑さ 80 cm のチューブを⽤いてリポソーム形成の完了時間を調べた. Fig.4.6
は, 内径 3.96 mm の透明チューブの写真である. Fig.4.6(a)のように⽔とリン脂質溶液
は混合直後に相分離を⽰し, Fig.4.6(c)のように混合チューブの中間点で均⼀相になっ
た. この結果から，濁度が均⼀になる滞留時間をリポソーム形成完了時間と定義した. 
Fig.4.7 に完了時間とレイノルズ数(Re)のチューブ内径依存性を⽰した. このことは, 
内径が⼤きくなるにつれて, ⽔と Ethanol の対流・拡散混合が遅くなり, その結果, ⽣
成時間が⻑くなることを⽰唆している. この⽣成時間の重要性は, 滞留時間が⼗分な
場合と不⼗分な場合に調製した⽣成物に TEM と PTA 分析を適⽤することによっても
検証された. 滞留時間は, チューブの内径, QTotal, QW / QEtOH をそれぞれ 3.96 mm, 6.6 
mL h-1, 10.0 に保ちながら, チューブの⻑さを変えることで制御した. Fig.4.8 は, 4.48 
min と 89.6 min で得られた⽣成物の分析結果を⽰しており, これらの時間は, 内径
3.96 mm の⽣成完了時間 48.1 min の前後を選択した. 
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Fig.4.6 (a-c) Photographs of transparent tube with 3.96 mm I.D. for liposome preparation 

under steady-state condition. 
 

 
Fig.4.7 Effect of tube I.D. on Re numbers and completion time of liposome formation. 
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Fig.4.8 (a and b) Typical TEM images of product obtained at (a) 4.48 min and (b) 89.6 min. 
(c-f) Size distribution histograms obtained by (c) TEM at 4.48 min, (d) TEM at 89.6 min, (e) 

PTA at 4.48 min and (f) PTA at 89.6 min. 
 
 Fig.4.8(a, b)に⽰したように, 89.6 min では明確な球状のリポソーム構造であったの
に対し, 4.48 min ではリポソーム構造だけでなく, 脂質の凝集体と⾒られる不規則な
形状の構造も観察された. さらに, TEM 分析により, 4.48 min の平均サイズおよびサ
イズ分布（標準偏差）は, 89.6 min の 250.4 ± 92.2 nm よりも⼤きい 297.1 ± 179.7 nm で
あった. PTAもまた, 4.48 min で 200.8 ± 143.7 nm と, 89.6 min で 157.5 ± 81.5nm よりも
⼤きな平均粒⼦径と粒⼦径分布を⽰した. これらの結果は, 滞留時間が⼗分でない場
合, リポソームだけでなく⾮リポソーム化脂質凝集体からなる広いサイズ分布が⽣じ
ることを決定的に⽰している. 滞留時間が形成完了時間を下回ると, 制御された層流
の流路内だけでなく, 制御されていない乱流のバイアル内でも中間脂質膜とリポソー
ムが形成される. Ethanol と⽔の乱流混合下では, カオス的で急峻な濃度勾配により脂
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質膜が不規則に形成され, ⾮リポソーム化脂質凝集体やリポソームを含む幅広いサイ
ズ分布が形成される. 滞留時間が形成完了時間を超えると, 脂質膜とリポソームは, 
安定した対流拡散が緩やかな空間濃度勾配を形成する, 制御された層流のある流路内
のみで形成される. このような安定した濃度勾配は, 脂質膜の規則的な形成と物質移
動を可能にし, より狭いサイズ分布を持つリポソームを形成すると考えられる. これ
らの結果とメカニズムに⾒られるように, リポソーム形成の完了時間, 特に Re との
相関は, 均⼀なリポソームを調製し, 微⼩流路プロセスを設計するための重要な速度
論的知識である. 
 
4.3.4  リポソームのサイズと流動状態の関係性 
 リポソームサイズと流動状態の関係を調べるため，QW / QEtOH を 10.0，チューブ⻑
を 80cm とし, QTotal とチューブ内径を変化させて得られた Re の相関を調べた. 詳細な
条件および相関結果をそれぞれ Table. 4 の#4-6 ~ #4-13 および Fig.4.9 に⽰した. Fig.4.9
よりリポソームサイズは, Re数が 0.19から 50.1 まで増加するにつれて, 230から 160 
nm の範囲で減少傾向を⽰した. 前章にて⽰された形成メカニズムに基づけば, Re 数
が低いほど（流速が低いほど）, 対流拡散混合が遅くなり, 空間的な濃度勾配が緩や
かになる. ⼀⽅ Re数が⾼くなると, 対流拡散混合が速くなり, 空間濃度勾配が急にな
るため, 脂質膜の成⻑時間が短くなる. その結果, リポソームが⼩さくなる. この知
⾒は, マイクロ流体プロセスを⽤いた過去の⽂献でも報告されている[99, 104]. しか
し, 本研究ではこの知⾒をミリ流体プロセスに拡⼤した条件のため, 実⽤的な微⼩流
路プロセスでリポソームサイズを制御するのに有益な知⾒となると考えられる. 
 

 
Fig.4.9 Relationship between liposome size and Re numbers obtained by changing tube I.D. 
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4.3.5  リポソームのサイズとリン脂質の関係性 
 操作因⼦を全て固定しリポソームサイズとリン脂質の関係を調べた. 詳細な条件お
よび粒⼦径をそれぞれ Table 5.の#4-14 ~ #4-17 および Fig.4.10 に⽰す. 本実験は 55 ℃
にて⽣成を⾏った. この温度設定は利⽤したリン脂質の相転移温度を超える温度であ
る. DPPC は 25 ℃, DSPC は 40 ℃にて⽣成実験を⾏ったが, 配管の途中で沈殿物が配
管壁⾯に⽣成し詰まり, ⽣成した溶液も沈殿物が多く測定不能であった為である. 
Table 2.に⽰したように相転移温度が DMPC は 24 ℃, DPPC は 41 ℃, DSPC は 55 ℃で
ある. このことから, 相転移温度近くまで温度を上げなければリポソームが⽣成しな
いと考えられる. 本⼿法では Fig.4.1 のようにリン脂質は Ethanol 濃度が薄まることで
溶解しなくなる際, 脂質膜を形成すると考えている. しかし相転移温度より低い温度
で⽣成を⾏うとリン脂質が硬さを持ったままであり, 脂質がきれいに配列できず脂質
塊になると考えられる. その為リポソームの⽣成ができないと考えられる. 相転移温
度を超えることでリン脂質に柔軟性が⽣まれ, 脂質がきれいに配列可能となり脂質膜
を⽣成でき, リポソームの⽣成が⾏われたと考えられる. 
 Fig.4.10 に⽰すように DMPC, DPPC, DSPC とリン脂質の炭化⽔素鎖が⻑くなること
で粒⼦径が増⼤していることがわかる. これは相転移温度に依存していると考えられ, 
相転移温度と実験温度の差が⼤きくなることにより脂質の柔軟性が上がりリン脂質
膜が柔らくなることでリポソームを作るまでに必要な脂質膜の⻑さが短くなるため
であると考えられる. Lecithin に関しては Table 2.に⽰したように炭化⽔素鎖の⻑さが
16か 18 のもの混合物であるため DPPC と DSPC の間の粒⼦径を⽰したと考えられる. 
 

 
Fig.4.10 Effect of phospholipid on particle size.  
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4.4  まとめ 
 本章では, 以下を⽬的として研究を⾏った. 
 

1. 微⼩流路を利⽤したリポソーム⽣成プロセスの構築 
2. 本⼿法におけるリポソーム形成の知⾒の収集 
3. 操作因⼦が粒⼦径に与える影響の確認 

 
 その結果として, 以下の成果を得た. 
 

1. TEM やレーザー照射により微⼩流路を利⽤した混合によるリポソームの
⽣成が可能であることを確認した. 

2. 既往法である薄膜⽔和法よりも均⼀な粒⼦の⽣成が可能なプロセスであ
ることを確認した. 

3. 収率や⽣成粒⼦濃度などから本⼿法におけるリポソーム⽣成に関する平
衡論的条件に関する知⾒を得た. 

4. 配管内部を確認および粒⼦径測定や TEM での観察により, リポソーム⽣
成に関する速度論的条件に関する知⾒を得た. 

5. 流量や内径の変動による粒⼦径と流動状態の関係性を確認した. 
6. リン脂質の炭化⽔素鎖が粒⼦径に影響を与えることを確認した. 
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Table 4. Conditions of lecithin liposome at 25 ℃ 

No. 
Flow rate  Mixer  Tube 

Qw /  
QEtOH 

QTotal 
[mL h-1]  I.D. 

[mm]  I.D. 
[mm] 

Length 
[cm] 

Re 
[-] 

#4-1 0.10 6.6  1.3  0.75 25 2.07 
#4-2 0.50 6.6  1.3  0.75 25 2.19 
#4-3 2.0 6.6  1.3  0.75 25 2.37 
#4-4 10.0 6.6  1.3  0.75 25 2.50 
#4-5 32.0 6.6  1.3  0.75 25 2.53 
#4-6 10.0 6.6  1.3  0.75 80 2.50 
#4-7 10.0 6.6  2.3  1.59 80 1.18 
#4-8 10.0 6.6  4.8  3.96 80 0.47 
#4-9 10.0 6.6  10.4  9.53 80 0.19 
#4-10 10.0 1.1  1.3  0.75 80 0.42 
#4-11 10.0 3.3  1.3  0.75 80 1.25 
#4-12 10.0 33  1.3  0.75 80 12.5 
#4-13 10.0 132  1.3  0.75 80 50.1 
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Table 5. Conditions of liposome formation 

No. 
Flow rate  Mixer  Tube  T 

[℃] Qw / 
QEtOH 

QTotal 
[mL h-1]  I.D. 

[mm]  I.D. 
[mm] 

Length 
[cm] 

Re 
[-]  

#4-14 10.0 6.6  1.3  0.75 25 0.63  55 
#4-15 10.0 6.6  1.3  0.75 25 0.63  55 
#4-16 10.0 6.6  1.3  0.75 25 0.63  55 
#4-17 10.0 6.6  1.3  0.75 25 0.63  55 
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第 5 章 微⼩流路を利⽤した⼆段階リポソームの形成 
 
5.1  研究⽬的 
 第 4章において⼀段階でのリポソーム形成プロセスの構築を⾏なった. ⼀段階⼿法
において粒径の制御性があり連続⽣成ができることが確認された. しかしながら, リ
ポソームを実利⽤する際表⾯修飾や, リポソームに内包する薬品のロスを防ぐことな
ど⼀段階では拡張性が⾜りないことが考えられる. そのため微⼩流路を⽤いて⼆段階
形成⼿法によるリポソームの形成を試みた. その際⼀段階⽬においてエマルションの
形成を⾏う必要性があるため, 前段階として微⼩流路を利⽤したエマルション形成の
検討を⾏なった. 
 
5.2  実験操作 
 
5.2.1  試料 
 本章ではリン脂質として Egg yolk Lecithin(Lecithin, 純度 95.0 %以上)を使⽤した. 油
相として Oleic acid(OA, 純度 98.0 %以上)を使⽤した. 抽出⽤の有機溶媒として
Ethanol(EtOH, 純度 99.5 %以上)を使⽤した. Ethanol, Lecithin, Oleic acid は富⼠フィル
ム和光純薬株式会社から購⼊した.  
 
5.2.2  微⼩流路を利⽤したエマルションの形成 
 ⼆段階形成のため⼀段階⽬のエマルション形成に関して第⼀に検討した. 微⼩流路
を利⽤したエマルションの形成装置の概略図を Fig.5.1 に⽰す. リン脂質を 油相に 
0.5 wt% 溶かした. リン脂質溶液と⽔はシリンジポンプ(IC-3100，Kenis 社製)で供給
した. T-union, Cross-unionそして Swirl mixer を接合部として使⽤しこれら⼆つの溶液
を接触させ，エマルションを形成させた. 混合部の⻑さ, 内径, 流量, さらにリン脂質
濃度を変更しこれら操作因⼦が粒⼦径やエマルションへの転化率へ与える影響を探
索した.実験条件を Table 6.に⽰した. 

 
Fig.5.1 Schematic diagram of emulsion formation using flow process 

 
5.2.3  微⼩流路を利⽤したリポソームの形成 
 微⼩流路を利⽤したリポソームの形成装置の概略図を Fig.5.2 に⽰す. リン脂質を 
油相に 0.5 wt% 溶かした. 抽出⽤のエタノール⽔溶液の濃度は 3.0, 30.0 wt%で調整し

Lecithin
in oleic acid Product

water
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た. リン脂質溶液と⽔はシリンジポンプ(IC-3100，Kenis 社製)で供給した. T-union と
Swirl mixer を接合部として使⽤し, 内径 0.75 mm で⻑さ 30 cm の配管を利⽤して⼆つ
の溶液を接触させる. さらに内径 1.3 mm と 2.3 mm の T-union を接合部として使⽤し, 
内径 0.75 mm で⻑さ 30 cm, 内径 1.59 mm で⻑さ 30 cm の配管を利⽤してエタノール
⽔溶液を接触させリポソームを形成させた. リン脂質溶液は 96.0 mL h-1, ⽔は 48.0 mL 
h-1 の流速で供給した. エタノール⽔溶液は 144.0 mL h-1 の流速で供給した. リポソー
ム形成部のミキサーに関し, ボアードスルー(BT)を利⽤した際の影響も探索した. そ
の際 BT の位置は Fig.5.3 に⽰すように 3 パターンで実験を⾏った. 実験条件を Table 
6.に⽰した. 

 
Fig.5.2 Schematic diagram of liposome formation using flow process 

 

 
Fig.5.3 Schematic of BT's position within T-union (a)center, (b)border, (c)edge 

 
5.2.4  評価⽅法 
 形成したエマルションおよびリポソームの粒⼦径は得られた⽔溶液を動的光散乱
法(DLS: Partica SZ-100-Z, 株式会社堀場製作所製)を⽤いて 25 ℃で測定し決定した. 
 また⽣成物の状態確認のため光学顕微鏡(MS-300, 朝⽇光学製作所製)を⽤いて観察
した. 
 本⼿法においては W/O エマルションの形成効率として⽔のエマルションへの転化
率(Conversion rate)は以下のように定義した. 

Conversion	rate =
𝐻!"!#$ 	−	𝐻%#!&'

𝐻!"!#$
																													(2) 

Htotalは溶液全体の⾼さ, Hwater ⽔相の⾼さである.  

Lecithin
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water

Ethanol solution
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5.3  結果と考察 
 
5.3.1  エマルションの形成の確認 
 Table 6.の#5-1~#5-3 に⽰すように流速を変動し形成の確認を⾏なった. できた溶液
は Fig.5.4 のようになっており, その粒⼦径に関しては Fig.5.5 に結果を⽰した. ここ
からわかるように, 流速が遅い場合はミセルと思われる粒⼦径となり, 流速が上がる
につれエマルションが⽣成され QT = 144.0 mL h-1 の時には全てエマルションであると
考えられる. このことから⾼流量にすることで油相に⽔を取り込ませナノオーダーの
エマルションが形成可能であると⽰された. 配管内の流動状態が遅くなることでエマ
ルションの⽣成が起こらなくなることも⽰された. 

 
Fig.5.4 Image of product changing total flow rate 

(a)36.0 mL h-1 (#5-1), (b) 72.0 mL h-1 (#5-2), (c) 144.0 mL h-1 (#5-3) 
 

 
Fig. 5.5 Effect of total flow rate variation on particle size of emulsion 
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5.3.2  ミキサーの変更による粒⼦径および転化率への影響 
 Table 6.の#5-4 ~ #5-15 に⽰すように条件を変更し実験を⾏った. Fig.5.6 にミキサー
変更における粒⼦径と転化率の結果を⽰した. ミキサーに関して, T-union ではレイ
ノルズ数(Re)が増⼤することにより粒⼦径が減少し転化率は増加した. しかし 
cross-union と Swirl mixer の場合, 粒⼦径はある Reを超えると約 250nmで⼀定と
なり, 転化率は Reが約 12 の時に最⼤値を取るような傾向を⽰した. T-union (T)では
直接衝突混合させるため⼆相が連続に流れ, その油相と⽔相の界⾯から削られ, 油相
に⽔が取り込まれる機構に対し, cross-union (C)と Swirl-mixer (S)は，側⾯から⽔相
を剪断しながら取り込む機構となるため, Re が変動しても粒径が⼀定となると考え
られる. ミキサー(C)と(S)の⽐較では，(C)が直⾓に真横から⼊れる構造であるのに
対し, (S)は 60 度の⾓度から 中央の流路に軸をずらして⼊れる形になるため, 混合が
起こりやすい. そのため粒⼦径を維持できる Re の限界値が低くなると⽰唆される. 
また混合の仕組みからミキサー(S)のほうが(C)より油相に⽔が取り込まれやすく, 
転化率が⾼くなっていると⽰唆される. 粒⼦径を変動させ制御するには(T)を利⽤す
る必要があることがわかった. 

 
Fig.5.6 Relationship between emulsion size and Re numbers obtained by changing mixer and flow 

rate ratio. 
 
5.3.3  混合部の⻑さと内径の変更による粒⼦径および転化率への影響 
 Table 6.の#5-5, #5-16 ~ #5-19 に⽰すように条件を変更し実験を⾏った. Fig.5.7 と
Fig.5.8 に⻑さを変更した際の溶液の様⼦と粒⼦径および転化率の結果を⽰した. 0cm
では溶液の油相の透明度と粒⼦径からもわかるようにエマルションが⽣成されてい
ないことがわかる. このことからミキサー時点でのエマルション形成は起きていない
ことがわかる. また 15cm から油相が濁り粒⼦径および転化率は 25cm を堺にほぼ⼀
定となっている.これらのことから混合部(T)においては 25cm になるまでに油相に⽔
が取り込まれ, 80cm以降は Fig.5.7(e,f)からわかるように取り込まれなかった⽔相側も
内径サイズに近しい⼤きな⽔滴となっていると考えられる. 
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Fig.5.7 Image of product changing length 

(a)0 cm (#5-16), (b)15 cm (#5-17), (c)25cm (#5-3), 
(d)30 cm (#5-5), (e)80 cm (#5-18), (f)110cm (#5-19) 

 

 
Fig.5.8 Effect of length on particle size distribution and conversion rate of emulsion 

 
 Table 6.の#5-5, #5-20, #5-21 に⽰すように条件を変更し実験を⾏った. Fig.5.9 に内径
変更した際の溶液の様⼦を⽰す. 内径が 0.5 と 0.75mm の混合部の場合は平均粒⼦径
が 352.9nm と 410.4nm であるのに対し, 内径が 1.59mm の際は 94.8nm とほぼミセル
にピークがあり, Fig5.9(c)からもわかるように明らかに⽔が油相に取り込まれていな
い. このことから 5.3.1 でも⽰したように流動状態が遅くなる, すなわち Re が低下す
ることでエマルションの⽣成が⾏われなくなり, 相界⾯での反応により Lecithin のミ
セルのみができていると考えられる. 
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Fig.5.9 Image of product changing I.D. 

(a)0.50 mm (#5-20), (b)0.75 mm (#5-5), (c) 1.59 mm (#5-21) 
 
5.3.4  リン脂質濃度の変更による影響 
 ミキサー(T)と(S)において Table 6.の#5-5, #5-13, #5-22 ~ #5-25 に⽰すようにリン脂
質濃度を変更し実験を⾏った. Fig.5.10 に混合部(T)での溶液の様⼦と Fig.5.11 に粒⼦
径の結果を⽰した. (T)において平均粒⼦径は３条件ほぼ変化がないが, 標準偏差すな
わち粒⼦径分布が濃度上昇とともに狭まっていくことがわかった. これは, 濃度上昇
によりエマルションの安定性が増加し合⼀が起きづらいことやリン脂質濃度が⾼い
ことにより⽔が油相取り込まれやすくなったためと考えられる. また Fig.5.10(c)から
もわかるように⽔相として分離せず⼤きな⽔滴としてエマルションが⽣成され沈澱
することでも粒⼦径の均⼀性の向上が起きていることにつながっていると考えられ
る. (S)において平均粒⼦径は濃度上昇により増⼤するが, 粒⼦径分布が濃度上昇にお
いてほぼ変化がないがわかった. この(T)と（S）の変化の違いは 5.3.2 にて説明した粒
⼦の⽣成メカニズムが(T)と(S)において異なることに起因している. 上記で述べたよ
うに(T)においては混合部において相界⾯から⽔が削られるため, Lecithin の濃度が増
えることで形成したエマルションの安定性の増加が起きる. しかし(S)においてはミ
キサーによる側⾯からの剪断による取り込みの際濃度が上昇することで油相に取り
込むことができる⽔の量が増加する. そのため, 粒⼦径が増加したと考えられる. 
 Fig.5.12 に⽰すように下相の粒⼦径も測定したところ平均粒⼦径が 1495.8 nm で標
準偏差が 449.8 nm であり下相も均⼀性があることがわかる. しかしながら転化率と
いう⾯で⾒ると下相の扱いによるが⽔相とみなした場合, 転化率は濃度の増加により
減少している. このことから均⼀性と転化率はどちらも向上させることは濃度の変化
では難しいことがわかった. 

 
Fig.5.10 Image of product changing lecithin concentration (a)#5-5, (b)#5-22, (c)#5-23 
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Fig.5.11 Effect of Lecithin concentration on particle size of emulsion 

 

 
Fig.5.12 Difference in particle size between upper and lower layers 
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5.3.5  リポソームの形成の確認 
5.3.5.1  ⼀段階⽬の影響 
 Table 7.の#5-26, #5-27 に⽰すように⼆段階⽬の混合部の内径を 0.75 mm とし, ⼀段
階⽬の mixer を変更し実験を⾏った. Fig.5.13 に溶液の様⼦, Fig.5.14 に油相の粒⼦径を
⽰した. Fig.5.13からわかるように下層の⽔相に濁りなどが確認できず, DLS にて測定
を⾏なっても粒⼦が確認できなかった. また Fig.5.14 からわかるように油相の粒⼦径
に⼤きな変化はなかった. しかし⼀段階⽬の粒⼦径と⽐べるとどちらも⼤きくなって
いることから, ⼆段階⽬においてさらにエタノール⽔溶液が油相に取り込まれてしま
ったと考えられる. 

 
Fig.5.13 Image of product changing mixer1 (a)T-union (#5-26), (b)Swirl-mixer (#5-27) 

 

 
Fig.5.14 Effect of changing Mixer1 on particle size of oil phase 
(T) 1st (#5-5), (T) 2nd (#5-26), (S) 1st (#5-13), (S) 2nd (#5-27) 
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5.3.5.2  ⼆段階⽬のミキサーの変更 
 Table 7.の#5-28, #5-29 に⽰すように⼆段階⽬の混合部の内径を 0.75 mm, Lecithin 濃
度を 3.0 wt%とし, ⼆段階⽬の mixer にて主流を変更し実験を⾏った. Fig5.15 に溶液の
様⼦, Fig5.16 に油相の粒⼦径を⽰した. 濃度を増加したが DLS にて測定を⾏なっても
⽔相に粒⼦が確認できなかった. Fig.5.16 に⽰す通り, 油相の粒⼦径が⼀段階⽬の粒径
とくらべ⼤きくなっていることにも違いは⽣じなかった. しかし Fig5.15(a)にて相が
三相になっていることがわかる. 上層が油相, 中層が W/O/W エマルション相, 下層が
⽔相であると考えられる. リポソームや W/O/W エマルションが⽔相に存在しなかっ
たのは Fig.5.17 に⽰すように配管内での挙動と⽣成機構が想定異なり, スラグのよう
に交互に流れるような形ではなく, 環状流のようになり油相と⽔相の界⾯付近でのみ
W/O/W エマルションが⽣成しエタノールによる溶媒抽出もほとんど発⽣しなかった
ため上記のような三相構造になったと考えられる. 

 
Fig.5.15 Image of product changing main flow of mixer2 

(a)Emulsion (#5-28), (b)Ethanol solution (#5-29) 
 

 
Fig.5.16 Effect of changing main flow of mixer2 on particle size of oil phase 

Emulsion (#5-28), Ethanol solution (#5-29), 1st step (#5-25) 
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Fig.5.17 Image of inner flow and mechanism of making liposome 

 
 Table 7.の#5-30, #5-31 ,#5-32 に⽰すように⼆段階⽬の混合部の内径を 1.59 mm とし, 
ボアードスルーを利⽤し Fig.5.3 に⽰すように位置を変更して実験を⾏った. Fig.5.18
に各溶液の画像を⽰した. さらに#5-30 の溶液および光学顕微鏡像を Fig.5.19 に⽰す. 
ボアードスルーの位置に関わらず内径 0.75 mm とは異なり溶液が⼆相の状態になっ
ている. また Fig.5.18(c,e)からわかるようにこの下層ボアードスルーの位置がミキサ
ーの中⼼から接合部に近づくにつれ, ⼤きな液滴のようになっているように⾒られる. 
これは Fig.5.20 に⽰すように配管内での形成機構が想定と異なり, ⽔の中に W/O/W
エマルションが⽣成されていくが, エマルション同⼠の隙間にある⽔を囲ってしまう
ような状態になっており, さらにボアードスルーの位置によって油滴の⼤きさが変わ
り油滴間の隙間が⼤きくなっていると考えられる. このことから⽣成に関してはミキ
サー内まで⼊っているボアードスルーがリポソーム形成に関して向いていると考え
られる. また中央位置にある場合は Fig.5.19(a)のように下層の部分は数分の静置によ
り⼆相に分離する. 他⼆つの位置の場合は分離するまでに１週間の時間を有した. 分
離した相を光学顕微鏡で確認したところ上層は W/O/W エマルションとなっており, 
下層にはリポソームの存在も確認できた. 
 

 
Fig.5.18 Image of product changing BT position 

(a)center (#5-30), (b, c)border (#5-31), (d, e)edge (#5-32) 
 

assumption

actual

(a) (b) (c) (d) (e)
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Fig.5.19 Image of product (#5-30) by microscope 

(a)product, (b)W/O/W phase, (c)water phase 
 

 
Fig.5.20 Image of formation mechanism by using BT 

 
 
5.3.5.3  Lecithin 濃度および Ethanol 濃度の変更 
 Table 7.の#5-30, #5-33 ~ #5-37 に⽰すように Lecithin 濃度と, mixer の主流を変更して
実験を⾏った. Fig.5.21 に⽣成溶液の様⼦を⽰した. Fig.5.22 に⽰した⼀段階のエマル
ションとの粒⼦径の⽐較からわかるように, ⽔相において DLS にて初めて粒⼦径を
計測できさらにエマルションサイズに⾮常に近い粒⼦径であることがわかった. この
ことから, #5-34 の条件にてナノオーダーのリポソームの形成が可能であることが⽰
された. 各濃度での粒⼦径分布の⽐較を主流が EtOH の場合を Fig.5.23 に, 主流が
emulsion の場合を Fig.5.24 に⽰した. 主流が EtOH の場合は, Lecithin 濃度が低い場合
に⼀番リポソーム形成が起こりやすいことがわかった. これは濃度上昇により⼆段階
⽬に投⼊した⽔を油滴間の隙間で取り込むようになり根本 W/O/W エマルションの形
成が起きづらくなったためと考えられる. 前項 5.3.3.2 で⽰したように, 取り込まれた
状態から時間経過で分離はするがその際は粒径が⼤きなものの⽣成しか起きておら
ずDLS においても粒⼦が計測されていないと思われる. 主流が emulsion の場合は, 濃
度が低い場合は W/O/W は形成されているが抽出が仕切れず粒径が少し⼤きくなって
いるが, ⽔が主流であるエマルションに滴下する機構から濃度上昇により⽔が再度エ
ルションとして取り込まれる機構になる. そのため 1.0 wt%の中濃度では Fig.5.21(e)
のように完全に取り込まれず歪な⼤きさの液滴となる. 濃度がさらに上昇し 3.0 wt%
となることで Fig.5.21(f)のように完全に取り込まれる形となるがその際取り込まれる
際にも⽔内に油相も取り込まれているため, EtOH ⽔溶液と接触する⾯積が 0.5 wt%の

50.0 μm 50.0 μm

(a) (b) (c)

Image of the formation mechanism
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時より増えるため抽出が起きやすく⼀段階のエマルションの粒径に近い粒⼦径が測
定されたと考えられる. 1.0 wt%と 3,0 wt%で粒⼦径が異なるのは 1.0 wt%では⼀部の取
り込まれた⽔において 3.0 wt％と同様の事項が起きていると考えられ, ⽔相にはリポ
ソームが存在しなかったためと思われる. 

 
Fig.5.21 Image of product changing lecithin concentration and main flow 

main flow: EtOH (a)0.5 wt% (#5-34), (b)1.0 wt% (#5-35), (c)3.0 wt % (#5-30), 
main flow: emulsion (d)0.5 wt% (#5-36), (e)1.0 wt% (#5-37), (f)3.0 wt% (#5-38) 

 

 
Fig.5.22 Comparison of particle size between one-step and two-step (1st: #5-13, 2nd: #5-33) 
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Fig.5.23 Effect of changing lecithin concentration on particle size distribution 

(main flow: EtOH) 
2nd: 0.5 wt % (#5-33), 1.0 wt% (#5-34), 3.0 wt% (#5-30) 
1st: 0.5 wt % (#5-13), 1.0 wt% (#5-24), 3.0 wt% (#5-25) 

 

 
Fig.5.24 Effect of changing lecithin concentration on particle size distribution 

(main flow: emulsion) 
2nd: 0.5 wt % (#5-35), 1.0 wt% (#5-36), 3.0 wt% (#5-37) 
1st: 0.5 wt % (#5-13), 1.0 wt% (#5-24), 3.0 wt% (#5-25) 
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 Table 7.の#5-34, #5-36, #5-38, #5-39 に⽰すように Ethanol 濃度と, mixer の主流を変更
して実験を⾏った. Fig.5.25 に⽣成溶液の様⼦, Fig.5.26 に粒⼦径を⽰した. 溶液は
Fig.5.25 からわかるように EtOH 濃度の上昇により中間にあった巨⼤な液滴相が消え
油相と W/O/W エマルション相と⽔相になっている. また粒⼦径も 3.0 wt%の時は
Fig.5.26 に⽰したようにミセルサイズや⾮常に⼤きなサイズが測定されていたところ
から, 30.0 wt%では⼀段階⽬のエマルションの粒⼦径と⾮常に近い粒⼦径を⽰してい
る. このことから, Ethanol 濃度の上昇によりオレイン酸の抽出が促進されリポソーム
の形成が⾏われやすくなったと考えられる.  

 
Fig.5.25 Image of product changing EtOH concentration and main flow 

main flow: EtOH (a)3.0 wt% (#5-34), (b)30.0 wt% (#5-38) 
main flow: emulsion (c)3.0 wt% (#5-36), (d)30.0 wt% (#5-39) 

 

 
Fig.5.26 Effect of changing EtOH concentration on particle size distribution 

1st step (#5-24), 3.0wt % (EtOH) (#5-34), 3.0wt % (emulsion) (#5-36), 
30.0wt % (EtOH) (#5-38), 3.0wt % (emulsion) (#5-39) 
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5.4  まとめ 
 本章では, 以下を⽬的として研究を⾏った. 
 

1. 微⼩流路を利⽤したエマルションおよびリポソーム⽣成プロセスの構築 
2. 操作因⼦がエマルションの粒⼦径と転化率に与える影響の確認 
3. 操作因⼦がリポソーム形成に与える影響の確認 
 

 
 その結果として, 以下の成果を得た. 
 

1. 微⼩流路を利⽤した混合によるエマルションおよびリポソームの⽣成が
可能であることを確認した. 

2. 流量変更及びリン脂質濃度変更の粒⼦径と転化率への影響を確認した. 
3. ミキサーや濃度変更によりリポソームの形成可能条件の知⾒を得た. 
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Table 6. Conditions of emulsion formation 

No. CLec 

[wt%] 

Flow rate  Mixer  Tube 

QO / QW QTotal 
[mL h-1]  I.D. 

[mm] Type  I.D. 
[mm] 

Length 
[cm] 

#5-1 0.5 2 36.0  1.3 T  0.75 25 
#5-2 0.5 2 72.0  1.3 T  0.75 25 
#5-3 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 25 
#5-4 0.5 1 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-5 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-6 0.5 3 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-7 0.5 5 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-8 0.5 1 144.0  1.3 C  0.75 30 
#5-9 0.5 2 144.0  1.3 C  0.75 30 
#5-10 0.5 3 144.0  1.3 C  0.75 30 
#5-11 0.5 5 144.0  1.3 C  0.75 30 
#5-12 0.5 1 144.0  0.5 S  0.75 30 
#5-13 0.5 2 144.0  0.5 S  0.75 30 
#5-14 0.5 3 144.0  0.5 S  0.75 30 
#5-15 0.5 5 144.0  0.5 S  0.75 30 
#5-16 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 0 
#5-17 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 15 
#5-18 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 80 
#5-19 0.5 2 144.0  1.3 T  0.75 110 
#5-20 0.5 2 144.0  1.3 T  0.50 30 
#5-21 0.5 2 144.0  2.3 T  1.59 30 
#5-22 1.0 2 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-23 3.0 2 144.0  1.3 T  0.75 30 
#5-24 1.0 2 144.0  0.5 S  0.75 30 
#5-25 3.0 2 144.0  0.5 S  0.75 30 
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Table 7. Conditions of liposome formation 

No. CLec 

[wt%] 
CEtOH 

[wt%] 

 Mixer1  Mixer2  Tube2 

 Type  I.D. 
[mm] 

Type 
(main flow) BT  I.D. 

[mm] 
Length 
[cm] 

#5-26 0.5 3.0  T  1.3 T 
(Emulsion) ×  0.75 30 

#5-27 0.5 3.0  S  1.3 T 
(Emulsion) ×  0.75 30 

#5-28 3.0 3.0  S  1.3 T 
(Emulsion) ×  0.75 30 

#5-29 3.0 3.0  S  1.3 T 
(EtOH) ×  0.75 30 

#5-30 3.0 3.0  S  2.3 T 
(EtOH) a  1.59 30 

#5-31 3.0 3.0  S  2.3 T 
(EtOH) b  1.59 30 

#5-32 3.0 3.0  S  2.3 T 
(EtOH) c  1.59 30 

#5-33 0.5 3.0  S  2.3 T 
(EtOH) a  1.59 30 

#5-34 1.0 3.0  S  2.3 T 
(EtOH) a  1.59 30 

#5-35 0.5 3.0  S  2.3 T 
(Emulsion) a  1.59 30 

#5-36 1.0 3.0  S  2.3 T 
(Emulsion) a  1.59 30 

#5-37 3.0 3.0  S  2.3 T 
(Emulsion) a  1.59 30 

#5-38 1.0 30.0  S  2.3 T 
(Emulsion) a  1.59 30 

#5-39 1.0 30.0  S  2.3 T 
(EtOH) a  1.59 30 
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第 6 章 超臨界と微⼩流路を利⽤したリポソームの形成 
 
6.1  研究⽬的 
 第 1 章及び第 2 章で述べたように, 従来の形成法は有機溶媒を⼤量に⽤いるため, 
有機溶媒の削減もしくは代替となるものを使⽤する必要がある. そこで本研究では, 
超臨界⼆酸化炭素を利⽤して有機溶媒の使⽤量を低減し, 微⼩流路を利⽤することで
製造効率を向上させながら, 粒⼦径制御性の獲得と⾼い薬物効率なリポソームを⽣成
することを⽬的とした. また, 本⼿法を利⽤し PEG 化リポソームの作製にも取り組ん
だ. 
 
6.2  実験操作 
 
6.2.1  試料 
 本章では有機溶媒として Ethanol(EtOH, 純度 99.5 %以上)を使⽤した. リン脂質とし
て Egg yolk Lecithin(Lecithin, 純 度 95.0 % 以 上 ), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine(DSPC, 純度  95.0 %)を使⽤した . PEG 脂質として 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amine(polyethylene glycol)-2K] (DSPE-PEG, 平均分⼦
量 2000)を使⽤した. リポソームに内包する新⽔性薬物として Timolol Maleate(TM, 純
度 98.0 %以上)を使⽤した. 内包率の測定を⾏うために, Methanol(MeOH, 純度 99.8 %
以上)及び Acetic Acid(純度 99.9 %以上)を使⽤した. Ethanol, Lecithin, Timolol maleate, 
Methanol, Acetic Acid は富⼠フィルム和光純薬株式会社から購⼊した. DSPC は東京化
成⼯業株式会社から購⼊した. 
 
6.2.2  リポソームの形成 
 scCO2 を利⽤したリポソームの形成装置の概略図を Fig.6.1 に, リポソームの⽣成の
概図を Fig.6.2 に⽰す. Lecithin を Ethnaol に 0.3 wt% 溶かし，Timolol maleate を⽔に 
0.5 wt% 溶かした. CO2 と Lecithin 溶液はそれぞれ HPLC ポンプ (P1) (PU-4386, ⽇
本分光株式会社) と HPLC ポンプ (P2) (PU-4180, ⽇本分光株式会社) で供給した. 
恒温槽（BK 30 Constant Temperature Water Bath, Yamato Science Co, Ltd., 設定温度: 40 ℃）
内の T 字型接合部でこれら⼆つの溶液を混合し，均⼀相を形成させた. CO2 の流量は, 
定量弁（V7）と流量計（GF1010, ジーエルサイエンス株式会社）を⽤いて, ⼤気圧で
1000 mL min-1 となるように制御した. 圧⼒は, 背圧調整器（26-1700 Series, テスコム
電機株式会社）を⽤いて 10.0 MPa に制御した. Lecithin / Ethanol / scCO2 溶液と Timolol 
maleate ⽔溶液を HPLC ポンプ（P3）（PU-4180, ⽇本分光株式会社）を⽤いて供給しな
がら混合した. 混合は, マイクロスワールミキサー（4-1/16YSM-0.8-0.5-S, 杉⼭商事株
式会社）を⽤いて⾏い, W / scCO2 エマルションを効率よく形成した. HPLC ポンプ（P4）
（PU-2000, ⽇本分光株式会社）で⽔を供給し, T型混合機で W / scCO2 エマルション
を⽔に混合させた. W / scCO2 エマルションと⽔は，⻑さ 2.0 m，内径 500 μm のマイ
クロチャネル（C5）内でスラグ流を形成し, W / scCO2 エマルションの⽔滴が他の⽔相
に輸送されてリポソームを形成することができる. マイクロチャネルを通過した⽔相



 58 

は，分離セルに収納された. 30 分保存後，バルブ (V5) と定量バルブ (V6) を開き，リ
ポソーム溶液を回収した. 

 
Fig.6.1 Schematic diagram of experimental equipment for liposome formation using scCO2 

 

 
Fig.6.2 Scheme of liposome production using supercritical microfluidic method 
(a) Phospholipid in scCO2, (b) Water in scCO2 emulsion, 
(c)Phase transfer formation of liposome, (d) Liposome 
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 本実験では 1. Lecithin 溶液の流量の影響, 2. Timolol maleate 溶液の流量の影響, 3. 
H2O の流量影響(⻑さ 1.0 m, 内径 500 μm のコイル（C4）の追加による影響), 4.コイル
追加後の Lecithin 溶液の流量の影響, 5. リポソーム⽣成過程である⻑さ 2.0 m，内径 
500 μm のマイクロチャネル（C5）の⻑さの変更を⾏った. これら各実験の流量などの
実験条件を Table 8-12.に⽰した.  
 さらに脂質を LecithinからDSPC に変更して実験を⾏った. その際は Table 13. に⽰
すような濃度, 流量, 温度の条件で⾏った. 
 
6.2.3  PEG 化リポソームの形成 
 DSPC を Ethnaol に 0.15 ~ 0.27 wt% 溶かし, Timolol maleate を⽔に 0.5 wt% 溶かし
た. CO2 と DSPC 溶液はそれぞれ HPLC ポンプ(P1) (PU-4386, ⽇本分光株式会社) と 
HPLC ポンプ(P2) (PU-4180, ⽇本分光株式会社) で供給した. 恒温槽（BK 30 Constant 
Temperature Water Bath, Yamato Science Co, Ltd., 設定温度: 40 ℃）内の T 字型接合部
でこれら⼆つの溶液を混合し，均⼀相を形成させた. CO2 の流量は, 定量弁（V7）と流
量計（GF1010, ジーエルサイエンス株式会社）を⽤いて, ⼤気圧で 1000 mL min-1 とな
るように制御し, DSPC/EtOH 溶液の流量は 0.10 mL min-1 に調整した. 圧⼒は, 背圧調
整器（26-1700 Series, テスコム電機株式会社）を⽤いて 10.0 MPa に制御した. DSPC / 
Ethanol / scCO2 溶液と Timolol maleate ⽔溶液を HPLC ポンプ（P3）（PU-4180, ⽇本分
光株式会社）を⽤いて 0.01 mL min-1 の流量で供給しながら混合した. 混合は, マイク
ロスワールミキサー（4-1/16YSM-0.8-0.5-S, 杉⼭商事株式会社）を⽤いて⾏い, ⻑さ 1.0 
m, 内径 500 μm のコイル（C4）に導⼊し W / scCO2 エマルションを効率よく形成した. 
HPLC ポンプ（P4）（PU-2000, ⽇本分光株式会社）で⽔を供給し, T型混合機で W / scCO2

エマルションを⽔に混合させた. W / scCO2 エマルションと⽔は，⻑さ 2.0 m，内径 
500 μm のマイクロチャネル（C5）内でスラグ流を形成し, W / scCO2 エマルションの
⽔滴が他の⽔相に輸送されてリポソームを形成することができる. マイクロチャネル
を通過した⽔相は，分離セルに収納された. 30 分保存後，バルブ (V5) と定量バルブ 
(V6) を開き，リポソーム溶液を回収した. これらの操作は, DSPE-PEG を含まないリ
ポソームを形成するための標準的な条件であり, Pre-tube と Post-tube という 2 通り
の⽅法で供給された. DSPE-PEG は DSPC/EtOH 混合液に 0.03 wt%溶解して Pre-tube ⽤
システムに供給し, DSPE-PEG は W/scCO2 エマルションと混合する⽔相に 0.03 ~ 0.09 
wt.%溶解して Post-tube ⽤システムに供給した. 各実験の条件は Table 14, 15.に⽰した. 
 
6.2.4  薄膜⽔和法による PEG 化リポソームの形成 
 ⽐較実験のため薄膜⽔和法によるリポソームの形成を⾏なった.  
 50 mL のバイヤルに DSPC を 20 g の Ethanol に溶解させ DSPC/Ethanol 溶液を調製
した. この溶液を 60 ℃の⽔浴で 24 時間 500 rpm で加熱しながら攪拌し, 溶媒を蒸発
させた. その後デシケーターで⼀晩かけ溶媒を完全に除去した. これにより, バイア
ルの壁⾯にリン脂質の膜を⽣成した. 0.5 wt%の Timolol maleate ⽔溶液を 10 g添加し, 
24 時間攪拌することでよりリポソーム溶液を⽣成した. これらの操作は，DSPE-PEG
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を添加しないリポソームを形成するための標準的な条件であり，Pre-mix と Post-
insertion の 2 通りの⽅法で⾏った. DSPE-PEG を DSPC/Ethanol ⽔溶液に添加したの
が Pre-mix で, DSPE-PEG を TM ⽔溶液に添加したのが Post-insertion である. どちらの
⼿順でも, DSPC と DSPE-PEG の重量⽐は, DSPC/Ethanol 溶液の重量⽐と同じになる
ように調整した. DSPC と DSPE-PEG の総重量は 0.025 g とした. 実験条件は Table 16.
にまとめた. 
 
6.2.5  評価⽅法 
 形成したリポソームの粒⼦径とζ電位は得られた⽔溶液を動的光散乱法(DLS: 
Partica SZ-100-Z, 株式会社堀場製作所製)を⽤いて 25 ℃で測定し決定した. 
 またリポソームの Timolol maleate 内包率(カプセル化効率, Encapsulation Efficiency: 
EE)は以下のように定義した. 

𝐸𝐸 =
𝑊()*(+,

𝑊-.-/0
																													(3) 

Winside はリポソーム内の Timolol maleate の量, Wtotal は Timolol maleate の総供給量であ
る. リポソーム内の Timolol maleate の量を算出するために, Fig.6.3 のようにリポソー
ム⽔溶液を透析膜 Float-A-Lyzer G2 (G235073, Spectrum Laboratories, Inc. 製)を⽤いて
約 18 時間透析し, 透析後の外液を⾼速液体クロマトグラフ(High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC)によって Timolol maleate 濃度を測定した. 0.2 wt% Acetic Acid
⽔溶液と Methanol を重量⽐ 7:3 で混合し移動相として利⽤した. カラムとして
Unifinepak C18(03100-3M，内径 3.0 mm，⻑さ 100 mm，⽇本分光株式会社製)を使⽤
し, 273 nm の波⻑で Timolol maleate の検出を⾏った. 計測に使⽤した機器は, 液体ポ
ンプ（PU-4580，⽇本分光株式会社製）, オーブン（CO-4060，⽇本分光株式会社製），
UV-vis検出器（UV-4570，⽇本分光株式会社）である. 
 

 
Fig.6.3 Schematic diagram of dialysis 

 

Dialysis membrane

Liposome solution Outer
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 リポソームの構造は，透過型電⼦顕微鏡(transmission electron microscope: TEM，H-
7650 Zero.A，株式会社⽇⽴ハイテクノロジーズ製)を⽤い, ネガティブ染⾊法を⽤いて
観察した. 
 リポソームのゼータ電位から算出した表⾯固定⽔相(fixed aqueous layer thickness : 
FALT)を⽤いて, リポソームの PEG 化状態を評価した. ゼータ電位 ζ は Gouy-Chapman
理論[147]により以下のように定義されている： 

lnζ = 𝐴 − 𝐾𝐿																													(3) 
ここで，A は定数，K は Debye-Huckel パラメータ（K = C0.5 / 0.3，C は NaCl の 体
積モル濃度 mol L-1），L はリポソーム表⾯からスリップ⾯までの厚さである. L は先
⾏研究[148]に基づき FALT とみなした. NaCl 濃度を 12.5 ~ 50.0 mmol L-1 の間で変化
させながら, DLS を⽤いてリポソームのゼータ電位を測定しその値を元に FALT を算
出した. 
 
6.3  結果と考察 
 
6.3.1  Lecithin リポソームの粒⼦径及びカプセル化効率 
6.3.1.1  Lecithin 溶液及び Timolol maleate 溶液の流量の影響 
 Lecithin 溶液の流量変更による粒⼦径とカプセル化効率への影響を Fig.6.4. 及び
Table 8.に⽰した. Lecithin 溶液の流量が⼤きくなること粒⼦径は増加することがわか
った. これは流量増加によりエマルションの⽣成の過程において Timolol maleate 溶液
の液滴に対して攪拌が強くなるため合⼀が起きやすくなるためと考えられる. これは
Timolol maleate 溶液の流量変化の影響からも分かる. Timolol maleate 溶液の流量変更
による粒⼦径とカプセル化効率への影響を Fig.6.4 及び Table 9. に⽰した. Timolol 
maleate 溶液の流量が増えることによって粒⼦径は⼩さくなることがわかる. Timolol 
maleate 溶液が多くなることでエマルションの⽣成の過程において液滴の攪拌が鈍く
なり合⼀が起きづらいためと考えられる. しかしながら Timolol maleate 溶液の流量を
増やすと基準となる液滴が⼤きくなるため粒⼦径の減少率は低くなっている. 
 カプセル化効率に関しては, どちらにおいても流量による影響は⾒られない. これ
はどちらの流量に関してもエマルション⽣成においてのできた粒⼦の合⼀の起こり
やすさにのみ影響するため, カプセル化効率は変動していないと考えられる. 
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Fig.6.4 Effect of Lecithin/EtOH flow rate on particle size and EE of lecithin liposome 

: Particle size, : EE 
 

 
Fig.6.5 Effect of TM/H2O flow rate on particle size and EE of lecithin liposome 

: Particle size, : EE 
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6.3.1.2  H2O の流量の影響及びコイル追加のよる影響 
 次に H2O の流量による影響及びコイル追加による影響について述べる. Fig.6.7 及び
Table 10.に⽰すように H2O 流量の増加により粒⼦径は減少する. 
 Fig.6.6 に⽰すようにエマルション⽣成のラインに⻑さ 1.0 m, 内径 500 μm のコイル
(Fig.6.1 の C4)を追加する. 実験時可視化窓付セルを利⽤しエマルションが⽣成してい
ることを確認してから実験を⾏なっていたが, その可視化セルに辿りつくまでのライ
ンの⻑さに⽐べ H2O との合流ラインは短かった. Fig.6.6 に⽰したように, 1 cmほどし
かなかった. コイル（C4）を追加し影響を確認した. Fig.6.7 に⽰したようにコイルを追
加することで H2O 流量による粒⼦径への影響は無くなった. このことから, リポソー
ム⽣成過程そのものによる影響ではないことが⽰された. エマルション⽣成ラインを
延⻑することで起きる影響はエマルションの⽣成の安定である. ⽣成ラインの短さに
よりエマルション⽣成が仕切る前に⽔相と接触しリポソームを⽣成していたため, リ
ポソーム⽣成時にエマルションとして⽣成されきっていない粒⼦が存在しそれがリ
ポソーム⽣成過程でエマルションに取り込まれ粒⼦径が⼤きくなっていると考えら
れる. H2O の流量が⼤きいと相移動にかかる時間が⻑くなるため実質エマルション形
成に使える時間が取れ, コイルの追加による粒⼦径への影響がないと考えられる. 

 
Fig.6.6 Images before and after adding the coil 
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Fig.6.7 Comparison of the effect of H2O flow rate with or without the coil on particle size of 
lecithin liposome : Without coil, : With coil 
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6.3.1.3  コイル追加後の Lecithin 溶液の流量の影響 
 コイル追加後の Lecithin 溶液の流量変更による粒⼦径と EE への影響を Fig.6.8 及び
Table 11.に⽰した. 6.3.1.1 での結果と同様に流量増加による粒⼦径の増加が起きてい
る. 原理も同様にエマルションの合⼀によるものであると考えられるが, カプセル化
効率が約 70 %とコイル導⼊前に⽐べ格段に上昇し, 流量によるばらつきも抑えられ
ている. これはコイル導⼊によるエマルション⽣成の安定がうまくいっていることを
⽰している. 追加前はエマルションの⽣成が完成しきる前にリポソーム⽣成を⾏った
ためカプセル化効率が悪く, 粒⼦径制御にブレが⽣じていた. 粒⼦径⾃体は 6.3.1.2 で
も述べたようにコイル設置前と後で差はないことから, エマルションサイズそのもの
にはコイルは影響しておらず, ⽣成の完了のみへの影響と考えられる. 
 

 
Fig.6.8 Effect of Lecithin / EtOH flow rate on particle size and EE of lecithin liposome 

: Particle size, : EE 
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6.3.1.4  コイル追加後のマイクロチャネル（C5）の⻑さの変更の影響 
 マイクロチャネル(C5)の⻑さの変更による粒⼦径とカプセル化効率への影響を
Fig.6.9 及び Table 12.に⽰した. ⻑さを伸ばすことで粒⼦径にはあまり影響はなくカプ
セル化効率が⼤きく減少した. このことから, リポソーム形成後に時間をかけすぎる
とリポソームが崩壊していることが分かる. そのためリポローム⽣成過程は短い⽅が
良いと考えられる. しかしながら, 短すぎるとリポソームの⽣成が完了しないと考え
られる. 今回は 2.0 m が最短であるため, 2.0 m以上であれば 2.0 m が⼀番効率は良い
と思われる. 

 
Fig.6.9 Effect of coil length on particle size and EE : Particle size, : EE 
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6.3.2  DSPC リポソームの粒⼦径及びカプセル化効率 
 Table 13.に結果をまとめた. EE が Lecithin の時と⽐べ悪くなっている. これはリポ
ソームの⽣成がうまくいっていないためである. Fig.6.10 に⽰すようにリポソームの
⽣成はできているが, Fig.6.11(a)に⽰すように沈殿物が⼤量に⽣成してしまった. その
ためリポソームとなるリン脂質が⾜りずカプセル化効率が悪くなっている. Fig.6.11(b, 
c)のように可視化セルにおいてのエマルションの確認の際の時点で沈殿物が⼤量に
できている. よってエマルション⽣成に使えず脂質のミセルもしくは脂質塊になって
いると考えられる. #3-1, #3-5 において沈殿物は⽣成されていなかった. これは#3-1 に
関しては Timolol maleate 溶液の流量が少ないため, ⽔相との接触による溶解度低下に
よる析出を抑えられたためと考えられる. #6-35 に関しては DSPC 濃度が薄いためリ
ン脂質のロスが少なくなり析出が起きなかったと考えられる. 
 #6-36 に関しては, 温度 50 ℃であり, その際は Fig.6.11(d)のようにエマルション⽣
成段階での析出がみられず, ⽣成物においても沈殿物が存在しなかった. これは
DSPC の相転移温度に近づいたためエマルション⽣成がうまく⾏えたことと, 溶解度
そのものも上昇し, エマルション⽣成に使えた脂質も増えていると考えられる. 実際
カプセル化効率が向上していることからこの考えは正しいと思われる. 
 

 
Fig.6.10 TEM images of DSPC liposome at DSPC concentration of 0.27 wt%(#3-1) 

 

500 nm
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Fig.6.11 Image of DSPC liposome solution and image of state in view cell 
(a) DSPC liposome solution, (b-d) State of view cell (#6-33, #6-34, #6-36) 

 
6.3.3  PEG 化リポソームの形成 
6.3.3.1  PEG 脂質投⼊ラインの影響 
 DSPC と DSPE-PEG の重量⽐を 10:0, 9:1, 8:2 とし, LipTube プロセスを⽤いてリポソ
ーム作製における DSPE-PEG の供給ラインの影響を調べた. 詳細な実験条件は Table 
14.の#6-37 ~ #6-42 に⽰す. DSPE-PEG を使⽤しない場合, ⽣成物は均⼀な濁度を⽰し
た. しかし, DSPE-PEG を DSPC/EtOH/scCO2 溶液とともにエマルション形成ミキサー
に供給した場合（Pre-tube 条件）には, Fig.6.12(a)に⽰すように, 作製した溶液に沈殿物
が多量に観察された. ⼀⽅, DSPC/DSPE-PEG の⽐率が同じで, エマルション形成ミキ
サー後に DSPE-PEG ⽔溶液を供給した場合（Post-tube 条件）には, Fig.6.12(b)に⽰すよ
うに, 均⼀な濁りがありチンダル現象も確認された. これらの結果は, W/scCO2 エマ
ルション形成後に PEG 源を供給することが, 沈殿のないリポソームを作製するため
の重要な因⼦であることを明確に⽰している. さらに, ⽔溶液中での PEG や他のリ
ン脂質の拡散過程では, リン脂質の⼆重層形成よりもミセル形成の⽅が速く起こるこ
とが報告されている[109]. ⽂献に基づくと, Pre-tube 条件下での沈殿現象は, エマルシ
ョン形成ミキサー内で DSPE の PEG 源と DSPC のリン脂質が同時に⽔と接触するた
め, ミセルが形成され, その結果マイクロチャネル内にて凝集体が蓄積したためと考

(b)

(d)(c)

(a)
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えられる. 

 
Fig.6.12 The optical images of product solutions fabricated from (a) Pre-tube and  

(b) Post-tube conditions in the weight ratio of DSPC: DSPE-PEG 9:1. 
 
6.3.3.2  リポソームの粒⼦径分布と EE に対する作製法の影響  
 Fig.6.13 に DSPC/DSPE-PEG 9:1 の重量⽐で薄膜⽔和法（Pre-mix と Post-insertion）
と LipTube 法（Post-Tube）を⽤いて作製したリポソーム溶液の DLS結果と EE を⽰し
た. 詳細な条件は Table 14.の#6-40, Table 16.の#6-48, #6-49 に⽰す. いずれの条件にお
いても, ⼀様なサイズ分布を持つリポソームが得られた. また, LipTube 法では, 薄層
法（Pre-mix 法および Post-insertion 法）で作製したリポソームよりもサイズが⼩さく, 
サイズ分布が狭いリポソームが得られた. これらの結果から, LipTube 法は, DSPE-
PEG の添加⽅法によらず, 薄膜⽔和法よりも平均粒⼦径および粒⼦径分布を⼩さく
できる⼿法であることが⽰された. また, LipTube 法（Post-tube）では, 薄層法（Pre-mix
および Post-insertion）よりも⾼い EE値が得られた. これは, リポソーム形成のための
⽔相の添加⽅法に起因すると考えられる. 薄層法ではリポソームの内⽔相と外⽔相を
同時に添加したが，LipTube 法では⼆相を別々に添加した. したがって, LipTube 法で
は Timolol maleate 溶液をリポソーム内部のみに内包しやすくなっていると考えられ
る. 

 
Fig.6.13 (a) The DLS results and (b) EE of liposome fabricated from Pre-mix (#6-48), 

Post-insertion (#6-49) and Post-tube (#6-40) conditions in the weight ratio of DSPC: DSPE-
PEG 9:1. 
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6.3.3.3  リポソームの粒⼦径と EE に対する DSPC および DSPE-PEG 濃度の影響 
 Fig.6.14 に DSPC/DSPE-PEG の重量⽐が 9:1, 8:1, 7:3, DSPE-PEG 濃度が 0.00 ~ 0.05 
wt.%, CDSPC = 0.15 wt.%の LipTube プロセス（Post-tube）で作製したリポソームの平均
サイズを⽰す. 詳細な条件は Table 14.の#6-40 ~ #6-42, Table 15.の#6-43 ~ #6-46 に⽰す. 
DSPC/DSPE-PEG を 9:1 から 7:3 まで変化させた結果, リポソームサイズが⼤きくな
り, さらに DSPE-PEG 濃度の増加とともにリポソームサイズは増加傾向を⽰した. 
W/scCO2 エマルション中の⽔滴はリポソームの鋳型として機能し，DSPE-PEG 濃度の
変動はリポソームサイズを増⼤させた. DSPE-PEG 濃度の変動は乳化過程および⽔滴
サイズに影響を及ぼさない. したがって, DSPE-PEG 濃度が⾼いほど DLS サイズが
⼤きくなる理由は, リポソームの接着現象にあると考えられる. Fig.6.15 は, CDSPE-PEG = 
0.0, 0.05 wt.% と CDSPC = 0.15 wt.% で得られたリポソームの TEM像である. いずれの
条件でも, ほぼすべてのリポソームが⼀層構造をとっており, これはエマルション中
の⽔滴が鋳型 として機能していることを⽰している. また，CDSPE-PEG = 0.0 wt.%では
単離されたリポソームが⼤半を占め，CDSPE-PEG = 0.05 wt.%ではリポソームのほとんど
が互いにくっついていることがわかる. これらの結果から, DLS 測定による⾒かけの
⼤きさは, PEG 化リポソームの接着により DSPE-PEG 濃度が増加するにつれて⼤きく
なることが⽰された.  
 

 
Fig.6.14 Effect of (a) the weight ratios of DSPC: DSPE-PEG and (b) DSPE-PEG 
concentration on the mean size of liposome. 
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Fig.6.15 The TEM images of liposomes fabricated from Post-tube conditions at DSPE-PEG 
concentration of (a) 0.0 wt% (#6-43) and (b) 0.050 wt% (#6-46) and at CDSPC = 0.15 wt%. 
 
 Fig.6.16 に, DSPC/DSPE-PEG の重量⽐を 9:1, 8:1, 7:3, DSPE-PEG 濃度を 0.00 ~ 0.05 
wt.%（CDSPC = 0.15wt.%）とした LipTube プロセス（Post-tube）で作製したリポソーム
の EE を⽰す. DSPE-PEG 濃度は, Fig.6.15(b)に⽰すように, EE に⼤きな影響を与えな
かった. しかし Fig.6.15(a)に⽰すように DSPC/DSPE-PEG を 9:1から 7:3 に変化させる
と, リポソームの EE が低下した. この結果は, DSPC 濃度の低下が EE の低下につな
がることを⽰している. Post-tube 条件では, DSPC/EtOH/scCO2 溶液は TM ⽔溶液と混
合され, W/scCO2 エマルションを形成する. したがって, DSPC の濃度が低下すると⽔
滴の形成収率が低下し, その結果リポソームの形成率も低下する. よって DSPC 濃度
の低下が EE の低下を引き起こすと⽰された.  
 

 
Fig.6.16 Effect of (a) the weight ratios of DSPC: DSPE-PEG and (b) DSPE-PEG 
concentration on the EE of liposome. 
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6.3.3.3  PEG 化リポソームの FALT の確認 
 Fig.6.17 に, DSPC/DSPE-PEG の重量⽐が 10:0, 9:1, 8:2 の LipTube プロセス（Post-
tube）で作製したリポソームのゼータ電位を⽰す. DSPC/DSPE-PEG を 10:0から 9:1 に
変化させると, ゼータ電位はマイナスからプラスに変化し, さらに 9:1 から 8:2 に変
化させると, ゼータ電位はプラスに上昇した. DSPC リポソームの表⾯は⼀般に負に
帯電しており[149], DSPE-PEG を⽤いた PEG 化によって表⾯電位が負から正に変化す
るためである[150]. このことからも PEG 化リポソームの形成が⾏われていることが
⽰される. 

 
Fig.6.17 Effect of the weight ratios of DSPC: DSPE-PEG on the zeta potential of 
liposome. 
 
 Fig.6.17(a)に, DSPC/DSPE-PEG の重量⽐が 10:0, 9:1, 8:2 のリポソーム溶液の ln𝜁 
と Debye-Huckel パラメータ K の関係を⽰す. この ln𝜁と K の間の直線の傾きから
FALT を算出する. Fig.6.17(b)に⽰すように, FALT は DSPE-PEG 濃度の増加とともに増
加した. リポソームの PEG 化は⼀般的に FALT の増加につながるため[148], PEG 化リ
ポソームの形成をさらに裏付けている. この結果は, LipTube プロセス（Post-tube）は
DSPE-PEG 濃度を変えることでリポソームの PEG 化状態を制御できる可能性がある
ことを⽰している. 
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Fig.6.17 (a) The relationship between ln ζ and Debye-Huckel parameters K and (b) 
the FALT for the liposome solution fabricated from Post-tube conditions where the 
weight ratios of DSPC: DSPE-PEG were 10:0 (#6-37), 9:1 (#6-40) and 8:2 (#6-41). 
 
6.4  まとめ 
 本章では, 以下を⽬的として研究を⾏った. 
 

1. 操作因⼦が粒⼦径とカプセル化効率に与える影響の確認 
2. 脂質変更による影響の確認 
3. PEG 化リポソームの形成と操作因⼦の与える影響の確認 

 
 その結果として, 以下の成果を得た. 
 

1. 動的光散乱法による粒⼦径測定及び液体クロマトグラフを利⽤した成分
濃度確認によるカプセル化効率の測定から流量変更及びリン脂質変更が
粒⼦径とカプセル化効率への影響を確認し, 本プロセスによる⾼効率リ
ポソームの⽣成が可能かつ粒⼦径制御が可能であることを⽰した. 

2. DSPC に変更する際は物性が異なるため, プロセス構築において温度変更
や濃度の限界などがあることが⽰せた. 

3. ⼿法の変更やゼータ電位や FALT の計測などから PEG 化リポソームの形
成が可能であることを⽰し, さらにその制御の可能性も⽰した. 
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Table 8. Conditions and results of effect lecithin solution flow rate 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CLecithin 
[wt%] 

Particle size 
[nm] 

EE 
[%] 

#6-1 0.100 0.020 0.100 0.3 108.3±2.2 35.8 

#6-2 0.140 0.020 0.100 0.3 154.0±28.7 44.5 

#6-3 0.160 0.020 0.100 0.3 302.3±20.5 25.8 

#6-4 0.180 0.020 0.100 0.3 406.6±58.2 34.7 

#6-5 0.200 0.020 0.100 0.3 479.5±45.1 25.2 

#6-6 0.220 0.020 0.100 0.3 825.6±20.1 22.2 

#6-7 0.230 0.020 0.100 0.3 965.9±60.2 38.6 

#6-8 0.240 0.020 0.100 0.3 1381.8±11.41 7.1 

#6-9 0.250 0.020 0.100 0.3 953.6±72.3 28.2 

#6-10 0.260 0.020 0.100 0.3 2193.6±305.8 41.4 
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Table 9. Conditions and results of effect TM solution flow rate 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CLecithin 
[wt%] 

Particle size 
[nm] 

EE 
[%] 

#6-11 0.260 0.040 0.100 0.3 944.5±98.0 55.9 

#6-12 0.260 0.030 0.100 0.3 1125.4±75.4 59.4 

#6-13 0.260 0.020 0.100 0.3 1273.5±197.7 62.2 

#6-14 0.260 0.015 0.100 0.3 1355.8±232.7 76.2 

#6-15 0.260 0.010 0.100 0.3 1502.3±182.7 57.1 

#6-16 0.260 0.005 0.100 0.3 1830.6±173.8 66.7 
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Table 10. Conditions and results of effect H2O flow rate with or without the coil 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CLecithin 
[wt%] 

Particle size 
[nm] Coil 

#6-17 0.260 0.040 0.060 0.3 1179.5±85.1 None 

#6-18 0.260 0.040 0.080 0.3 1306.9±147.6 None 

#6-19 0.260 0.040 0.100 0.3 944.5±98.0 None 

#6-20 0.260 0.040 0.060 0.3 998.0±94.6 Exist 

#6-21 0.260 0.040 0.080 0.3 1007.6±248.0 Exist 

#6-22 0.260 0.040 0.100 0.3 809.9±56.4 Exist 
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Table 11. Conditions and results of effect lecithin solution flow rate 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CLecithin 
[wt%] 

Particle size 
[nm] 

EE 
[%] 

#6-23 0.100 0.040 0.100 0.3 127.6±0.6 68.3 

#6-24 0.200 0.040 0.100 0.3 785.8±117.9 47.8 

#6-25 0.260 0.040 0.100 0.3 961.1±93.8 66.8 

#6-26 0.320 0.040 0.100 0.3 1402.1±226.3 74.1 

#6-27 0.360 0.040 0.100 0.3 2238.1±149.8 74.2 
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Table 12. Conditions and results of effect the coil length 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CLecithin 
[wt%] 

Coil length 
[m] 

Particle size 
[nm] 

EE 
[%] 

#6-28 0.320 0.040 0.100 0.3 2.00 1347.9±227.5 77.9 

#6-29 0.320 0.040 0.100 0.3 3.00 1388.2±112.2 65.5 

#6-30 0.320 0.040 0.100 0.3 4.00 1433.1±229.6 44.3 
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Table 13. Conditions and results for DSPC liposome fabrication 

No. 
Qlipid 

[mL min-1] 
QTM 

[mL min-1] 
QH2O 

[mL min-1] 
CDSPC 
[wt%] 

Particle size 
[nm] 

EE 
[%] 

T 
[℃] 

#6-31 0.100 0.010 0.100 0.27 145.4±18.2 43.2 40 

#6-32 0.100 0.040 0.100 0.3 420.0±92.4 40.34 40 

#6-33 0.100 0.040 0.100 0.27 280.3±67.7 59.95 40 

#6-34 0.100 0.040 0.100 0.20 241.1±71.0 32.1 40 

#6-35 0.100 0.040 0.100 0.15 301.0±22.3 90.2 40 

#6-36 0.100 0.040 0.100 0.15 361.7±139.5 96.8 50 
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Table 14. Conditions for the liposome fabrication by Liptube process. 

  

No. Method Supplying line of 
DSPE-PEG 

CDSPC 
[wt%] 

CDSPE-PEG 
[wt%] CDSPC: CDSPE-PEG 

#6-37 No PEG — 0.27 0.00 10:0 
#6-38 

Pre-tube DSPC/EtOH 
solution line 

0.27 0.03 9:1 
#6-39 0.24 0.06 8:2 
#6-40 

Post-tube Water line  
after emulsification 

0.27 0.03 9:1 
#6-41 0.24 0.06 8:2 
#6-42 0.21 0.09 7:3 
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Table 15. Conditions for the liposome fabrication by Liptube process at CDSPC = 0.15 wt%. 

No. Method 
Supplying line of 

DSPE-PEG 
CDSPC 
[wt%] 

CDSPE-PEG 
[wt%] 

#6-43 

Post-tube Water line  
after emulsification 0.15 

0.000 
#6-44 0.008 
#6-45 0.026 
#6-46 0.050 
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Table 16. Conditions for the liposome fabrication by thin layer method. 

  

No. Method Dissolved solution of 
DSPE-PEG 

WDSPC 
[mg] 

WDSPE-PEG 
[mg] WDSPC: WDSPE-PEG 

#6-47 No PEG — 25.0 0.0 10:0 
#6-48 Pre-mix DSPC/EtOH solution 22.5 2.5 9:1 
#6-49 Post-insertion TM aqueous solution 22.5 2.5 9:1 
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第 7 章 結⾔ 
 
7.1 結⾔ 
 本研究では, リポソームの形成機構の確認とリン脂質の溶解度データを収集するた
めの溶解度測定システムの構築及び溶解度測定を⾏った. その結果以下のような結論
を得た. (3章) 
 

1. 可視光レーザーを利⽤した溶液の状態確認と TEM による⽣成物の状態確認によ
り, リポソームの形成機構を明らかにした. 
 

2. 本研究で作製した可視光レーザーを利⽤した溶解度測定法という既往法に⽐べ
簡易的で迅速な溶解度測定法を提案し, その妥当性の検証を⾏ったところ, 既往
の⽂献値データと近い値を⽰したところから, 本⼿法の妥当性を⽰せた. 
 

3. 本⼿法を利⽤することで, 未知であったリン脂質の有機溶媒に対する溶解度の知
⾒を得た. リン脂質は炭化⽔素鎖が⻑い⽅が溶解度は低いことが⽰された. 

 
 微⼩流路を利⽤することで既存プロセスに⽐べ粒⼦径制御可能なリポソームの⽣
成することおよびその制御を⽬指した. その結果以下のような結論を得た. (4章) 
 

1. TEM やレーザー照射により微⼩流路を利⽤した混合によるリポソームの⽣成が
可能であることを確認した. 
 

2. 既往法である薄膜⽔和法と⽐較することで, 微⼩流路を利⽤することで粒⼦径の
制御が可能であることを⽰した. 
 

3. 収率や⽣成粒⼦濃度などから本⼿法におけるリポソーム⽣成に関する平⾏条件
に関する知⾒を得た. 
 

4. 配管内部を確認および粒⼦径測定や TEM での観察により, リポソーム⽣成に関
する速度論的条件に関する知⾒を得た. 
 

5. 流量や内径の変動による粒⼦径と流動状態の関係性を確認した. 
 

6. リン脂質の種類の違いによる物性の違いが粒⼦径に影響を与えることを確認し
た. 

 
 微⼩流路を利⽤することでエマルションを形成し, ⼆段階でのリポソームの⽣成す
ることおよびその制御を⽬指した. その結果以下のような結論を得た. (5章) 
 

1. 微⼩流路を利⽤した混合によるナノオーダーサイズのエマルションの⽣成が可
能であることを確認した. 



 84 

 
2. 流量変更や濃度変更, ミキサーの変更といった操作因⼦の変動により粒⼦径と転

化率の制御が可能であることを⽰した. 
 

3. 微⼩流路を利⽤した混合によるナノオーダーサイズのリポソームの⽣成が可能
であることを確認した. 
 

4. ミキサーや濃度変更によりリポソームの形成可能条件の知⾒を得た. 
 

 
 超臨界⼆酸化炭素と微⼩流路を利⽤することで粒⼦径制御可能な⾼効率なリポソ
ームを⽣成すること, また本⼿法による表⾯修飾リポソームに形成を⽬指した.その
結果以下のような結論を得た. (6章) 
 

1. 流量の変更による粒⼦径の変更に成功した.流量変更のみで約 100 - 2500 nm の範
囲のリポソームが⽣成可能であることを⽰した.  
 

2. 配管の⻑さの増加よるカプセル化効率の減少した. このことから, リポソーム⽣
成後に時間をかけるとリポソームの崩壊が起こることを⽰した. 
 

3. DSPC にリン脂質を変更しリポソームの⽣成に成功した. また, リン脂質の性質
によりプロセスの変更の必要性を⽰し, 温度変更もしくは濃度変更が必要なこと
を⽰した. 
 

4. ⼿法の変更やゼータ電位や FALT の計測などから PEG 化リポソームの形成が可
能であることを⽰し, さらにその制御の可能性も⽰した. 

 
これらより第 3 章にて形成機構の確認及びリン脂質の溶解度の知⾒を得ることがで
き, その機構をもとに第 4章にて微⼩流路を利⽤した⼀段階プロセスの構築に成功し
た. そこでさらに薬物内包率の上昇し拡張性のあるプロセスを求めて第 5章にて微⼩
流路を利⽤した⼆段階プロセスの構築を⾏い, リポソームの形成の確認まで達成した. 
第 6章では, 有機溶媒の使⽤量削減と薬物内包率の上昇を⽬指しプロセスの構築を⾏
い, ⾼効率で粒径制御のできるリポソーム形成プロセスの開発に成功した.  
 
7.2 将来展望 
 本研究において微⼩流路を利⽤することで追加処理などを必要とせず粒⼦径の均
⼀なリポソームの形成が可能であることがわかった. 特に超臨界⼆酸化炭素を利⽤し
た微⼩流路によって粒⼦径のばらつきを抑え, 有機溶媒の使⽤量削減ができるだけで
なく, 流量変更のみでの粒⼦径制御可能かつ⾼効率なリポソーム⽣成が可能であるこ
とを⽰せた. しかしながら超臨界⼆酸化炭素を利⽤する⽅法は本研究にてリン脂質変
更の際⽣成が上⼿くいかなくなった点のように, 少しの条件変更によって反応条件が
⼤きく変わってしまうため, 製品製作するためにプロセスの変更や条件の変更など必
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要となる知⾒が多く, 完成するまでに多くの時間とコストがかかってしまう. さらに, 
現在存在するリポソーム製剤及びリポソームを利⽤した化粧品はどれもが薄膜⽔和
法により製造されている. これはアメリカ⾷品医薬品局(Food and Drug Administration: 
FDA)による認可の問題である. FDA の規定にてリポソームの製造に関しては現在認
可されている⽅法である薄膜⽔和法以外での⽣成法の認可には様々な問題が存在す
る. 例をあげると制御性があること無毒であることスケールアップによる影響まで確
認することなどがある. これらのことからリポソームの製造法において, 実際に製造
として⽤いられている新⼿法が存在せず, あくまで研究段階のままになっている. 
 そこでそもそもの切り⼝を変える必要がある. 新規の治療薬やワクチンなどが必要
になる状況というものが近年特に問題になった. これらの開発に時間がかかった理由
として何が効くかがわからないという点があったがそもそも新規薬品の製品化には
ものすごく時間が必要であるという点である. それは⽣成の為のプロセス構築などに
時間がかかる為である. そのため開発段階のものは迅速に簡単に⼤量に作れる必要が
ある.この点において今回⾃分が研究している微⼩流路によるリポソームの⽣成とい
うものはマッチしている. 微⼩流路である為即時的に連続⽣産が可能であり, 制御性
のありと⾼効率なものが作れることを⽬指していけばいい. その為本研究においても
⾏った微⼩流路を利⽤した⼀段階⽣成プロセスは制御性やエタノールのみの利⽤に
よる無毒性, さらには内径変更によりスケールアップの可能性も⽰せた. さらに制御
指針が本研究によりある程度わかり, 今後他物質の利⽤などの知⾒を集めることでタ
ーゲットとなるリポソームが決まり次第条件を決定すれば作れるようになる. そのた
めには⼤量のスクリーニング作業が必要になるが, 今回研究しているような配管を利
⽤した製造法は拡張性があり, 簡単に作ることができ, またリポソームそのものの⽣
成も簡単かつ迅速に作ることのできる⽅法である. これにより様々な条件で簡単かつ
迅速に⽣成が可能でありデータの収集には適している. 
 さらには, ⼆段階⽣成⼿法においては改良の余地ありではあるが現状⽣成が難しく
既往の⽂献があまり存在しない微⼩流路を利⽤したナノオーダーのエマルションの
形成に成功し, そのリポソーム化まで確認できた. この⼿法が更なる効率の良いもの
となることで, 安全かつ拡張性の⾼い⼿法として利⽤可能となると考えられる. 
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