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緒言 

 

医薬品の投与経路において経口投与は，最も簡便かつ汎用されている手法である．経

口投与された医薬品は消化液中で溶解し，腸管粘膜から吸収され，肝臓を経て循環血液

中に到達する．近年，経口投与を目的とした医薬品の開発候補化合物は難水溶性で生物

学的利用能（bioavailability: BA）が低いものが増加している 1． 

難水溶性薬物の溶解性を改善する方法として，粒子径の減少，塩への変換，結晶形の

変更などが考えられる 2-4．粒子径が減少することにより粒子の比表面積は増大する．

Noyes-Whitney の式において，溶解速度と薬物粒子の比表面積の間には相関があり，薬物

の溶解速度を改善することが可能であることが知られている． 

粒子径を減少させる方法は粉砕によるbreak-down法と晶析などによるbottom-up法に大

別される 5,6．break-down 法はジェットミル，ボールミル，ピンミル，ハンマーミルなど

による乾式粉砕法とビーズミルや高圧噴射による湿式粉砕法の 2 つに分類される 7,8．一

般的に粉砕は大量の粉体を一度に処理し，粒子径を減少させることができる．一方，粉

砕で得られた粒子の粒子径分布は不均一であること，また，結晶を破砕することにより

生じた新たな結晶面は表面エネルギーが高いため，付着凝集性が高まり，粉体としての

取り扱いが困難になるといった問題点が挙げられる 9-11．bottom-up 法は break-down 法に

比べ，粒子生成に要するエネルギーが低く，また，装置も break-down 法で使用されるも

のに比べ安価であり，低温処理も可能である．更には，得られる粒子の粒子径分布は均

一である 12．本研究では，bottom-up 法である水中溶媒拡散法及び超臨界二酸化炭素

（supercritical CO2: scCO2）を用いた新たな析出法による微粒子設計を試みた． 

球形晶析法は医薬品化合物を良溶媒に溶解させ，貧溶媒を添加し，医薬品化合物を析

出させながら，造粒する方法である．例えば，これまでにもサリチル酸を良溶媒のエタ

ノール中に溶解させ，貧溶媒である水を添加し，サリチル酸を析出させながら，造粒す

る球形晶析法により，マイクロサイズのサリチル酸粒子が得られている 13．さらに，この

球形晶析法を応用した水中溶媒拡散法では，メタクリル系ポリマーである Eudragit®を用

い，徐放性のマイクロ粒子が得られている 14．また，生分解性のポリマーであるポリ乳酸

グリコール酸共重合体（Poly(lactic-co-glycolic) acid: PLGA）を用い，PLGA ナノ粒子も得

られている 15．このように晶析法を用いてすでにいくつかの粒子設計に関する成功例はあ

るものの，晶析法で薬物の粒子径を精密に制御するためには，粒子を安定して分散化さ
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せる添加剤の選択が特に重要である．その理由は，薬物，良溶媒，貧溶媒間の相互作用

が良溶媒から貧溶媒の界面への薬物分子の拡散速度に影響し，粒子径に影響を及ぼすた

めである．分散安定化剤の親和性はこれらの相互作用を変化させることができる 16．しか

し，水中溶媒拡散法は，医薬品化合物を有機溶媒中に溶解させ水中で晶析させるため，

得られる医薬品粒子中の有機溶媒の残留がしばしば問題となる．地球環境問題への関心

の増加と更なる持続可能な社会の確立の必要性から，有害な溶媒を環境に優しい溶媒へ

と置き換える試みが行われている 17．環境負荷の低い溶媒として，超臨界流体が挙げられ

る．超臨界流体とは臨界点以上の流体であり，液体と気体の相が平衡状態で共存し，高

い溶解性と拡散性を有する 18．Figure 1に示す通り，純物質は圧力と温度により固体，液

体，気体の異なる 3 つの状態として存在し，蒸気圧曲線の終点に臨界点が存在する． 

 

 

Figure 1. Phase diagram of a one component system. 

 

CO2は安価，存在量が豊富，低毒性，非燃性であることから環境に優しいプロセスを開

発するために適当である 19,20．CO2は他の物質と比較して，低圧低温（7.4 Mpa·31.2℃）

で超臨界状態となるため，広く用いられる．超臨界二酸化炭素（scCO2）を用いた医薬品

微粒子の設計は長い間注目されてきており，scCO2 を良溶媒として用いる手法（rapid 

expansion of supercritical solutions（RESS）法 21），scCO2 を貧溶媒として用いる手法

（supercritical antisolvent（SAS）法 22と solution-enhanced dispersion by supercritical fluids

（SEDS）23,24法）に大別される．RESS 法は有機溶媒が不要である利点を有するが，大部
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分の医薬品化合物の scCO2 への溶解度が低いこと，得られる粒子の回収が困難であるこ

となどの欠点を有する．これらの欠点を克服するための手法がいくつか報告されており，

少量の有機溶媒を scCO2に導入し，医薬品化合物の scCO2への溶解度を改善する方法 25,26

や水溶液中で scCO2を噴霧し，医薬品粒子の回収を改善する方法などが挙げられる（rapid 

expansion from supercritical to aqueous solution（RESAS））27．多くの医薬品化合物の scCO2

への溶解度は低いため，SAS 法や SEDS 法は適用範囲が広いが，プロセスのスケールア

ップが困難である 28． 

ここまで，水中溶媒拡散法及び scCO2用いた微粒子調製について述べてきた．しかし，

粒子径を減少させ溶解性改善が達成されたとしても，薬物は消化管から吸収され，肝臓

を経由し，全身に分布されなければ薬理作用を示すことができない．消化管粘膜の透過

性が低い医薬品化合物，さらには肝初回通過効果を受けやすい化合物は BA が低く，経口

投与では十分な薬効を得られないことが多い．肺への医薬品送達は気管支喘息や慢性閉

塞性肺疾患（chronic obstructive pulmonary disease: COPD）などの肺局所の疾患を治療する

目的で行われることが一般的である．これらに加えて，全身性疾患の治療を目的として，

肺から医薬品を投与する事例も出てきている．肺から医薬品を投与し循環血液中に送達

した場合，肝初回通過効果を避けられること，速やかな治療効果の発現ができることな

どがメリットとして挙げられる 29,30．これは肺が 40～100 m2と大きな表面積を有してい

ること，肺胞の上皮細胞が薄く透過性が良好であること，代謝酵素の活性が低いことが

起因していると考えられている 31-34． 

吸入製剤はネブライザー式吸入剤，加圧定量噴霧式吸入剤（pressurized metered dose 

inhaler: pMDI），ソフトミスト吸入剤，吸入粉末製剤（dry powder inhaler: DPI）などが汎

用されている．ネブライザー式吸入剤は装置が巨大で高額であること，投与に時間がか

かること 35，pMDIは医薬品化合物がプロペラントに溶解し，保存中に化学的及び物理的

に安定であることが必要であり，適用できる化合物が限られていること 36,37，ソフトミス

ト吸入剤はプロペラントが不要であるものの，ミストの噴霧と吸気を合わせる必要があ

ること 38などがデメリットとして挙げられる．DPI は小型であり携帯性に優れ，液体と比

較して粉末は一般的に化学的な安定性に優れ，ミストの噴霧と吸気を同調させる必要が

なく吸入性に優れるといったメリットが挙げられる 39,40． 

DPIとして医薬品化合物を肺に効率良く送達させるためには，化合物粒子の空気力学的

粒子径（aerodynamic diameter＝幾何学的粒子径×（粒子密度／粒子形状係数）1/2）が数 μm
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でなければならない 41-43．Figure 2に空気力学的粒子径と到達部位の関係性を示す 44． 

 

 

Figure 2. Diagram between the human lung and particle deposition attributed to size. 

 

しかし，この粒子サイズでは付着凝集性の増加や，流動性の低下に伴う吸入用デバイ

スやカプセル内への化合物の残存などの問題が生じやすい．これらの問題を克服する方

法の 1 つとして，医薬品微粒子を乳糖などの粗大な粒子に付着させるキャリア法が用い

られる 45-47．微粒子は吸入時の気流によりキャリア粒子から分離され，肺深部に沈着する

ことができる 48．この手法は多くの DPI に用いられるが，キャリア粒子と医薬品微粒子

の強力な相互作用が微粒子の分離度を減少させ，微粒子の肺内到達量のバラツキを引き

起こしうることが欠点である． 

医薬品化合物の BA 改善を目的とし，球形晶析法，scCO2法を用い粒子径を減少させ溶

解性を改善する手法，DPI を設計し経肺投与による手法に関して述べた．本稿では，これ

らを応用し，難水溶性薬物である indomethacin（IMC），難水溶性医薬品候補化合物であ

る ONO-2921，気管支喘息用の治療薬である budesonide（BDS）を用い，微粒子設計に関

する研究を行い，第 1 章から 5 章にそれぞれ結果・考察を記載した． 

第 1 章では IMC の溶解性改善を目的とし，IMC を良溶媒に溶解させ，貧溶媒中で晶析

させる水中溶媒拡散法と貧溶媒中での安定化剤として cyclodextrin（CyD）を組み合わせ

ることに着目した．CyD を選択した理由は難水溶性薬物を CyD とともに混合粉砕し，ナ

ノ粒子を得ることができ，CyD はナノ粒子の分散安定化剤として寄与したことが報告さ

3.3 ~ 4.7 µm trachea

2.1 ~ 3.3 µm bronchus

1.1 ~ 2.1 µm bronchi

0.65 ~ 1.1 µm alveoli

~ 0.65 µm alveoli

4.7 ~ 7.0 µm larynx



10 

 

れたためである 49．CyD のグレードを変化させ，CyD が微粒子形成における役割につい

て解明を行った．更に得られた微粒子の粒子径を測定し，外観を観察し，結晶形及び結

晶性を評価し，薬物の溶解性改善に及ぼす影響を評価した． 

第 2 章では ONO-2921 をモデル薬物とし，肺を経由し全身循環させ，BA 改善を目的と

した DPI の設計を企図した．水中溶媒拡散法と水溶性ポリマーなどの添加剤を組み合わ

せ，吸入効率の改善に着目した．得られた粒子の粒子径を測定し，粒子の外観を観察し，

in vitro 吸入特性を評価し，粒子設計の最適化を実施した．また粒子形成について，仮説

を立て，結晶性及び結晶形を評価し，エマルションから結晶粒子が生成されるメカニズ

ムの解明も行った． 

第 3 章では scCO2を用いた汎用な微粒子調製のプロセスの構築を目的とし，SAS 法と

RESAS 法を組み合わせた新規手法（combinational scCO2 法）に着目した．combinational 

scCO2法は，医薬品化合物の scCO2への溶解度の低さを克服し，連続的に粒子を得ること

を可能にし，スケールアップを不要とすることが可能である．第 1 章と同様に IMC をモ

デル薬物とし，combinational scCO2法を用い scCO2の圧力や温度を変化させ，微粒子を調

製し，scCO2の条件が粒子に及ぼす影響を評価した．また，scCO2の条件が薬物の溶解性

改善に及ぼす影響も評価した． 

第 4 章では第 3 章と同様に combinational scCO2法を用い，添加剤を用いない医薬品化合

物のみからなる DPI 用の微粒子設計に着目した．第 2 章と同じく ONO-2921 をモデル薬

物とし，scCO2の圧力や温度を変化させ，微粒子を調製し，評価した．in vitro 吸入特性の

評価より，粒子調製時の scCO2の最適化を実施した． 

第 5 章では気管支喘息用の DPIとして上市されている budesonide（BDS）をモデル薬物

とし，吸入効率改善を目的とした DPIの設計を企図した．scCO2による DPI 用の粒子設計

は粒子の表面改質による影響が大きく，添加剤を用いた粒子調製の事例は少ない．添加

剤を用いない DPI 用の粒子について，吸入効率は薬物の物性（例えば付着凝集性や流動

性など）に依存し，吸入効率の改善に限界があると考えられる．combinational scCO2法に

添加剤（モノグリセリド類）を適応させ，DPI 用粒子の表面を改質することに着目した．

得られた粒子を評価し，モノグリセリド類が吸入効率改善に及ぼす影響を検証した． 

Figure 3に本研究をまとめた図を示す．水中溶媒拡散法及び combinational scCO2法を用

い，医薬品化合物の微粒子設計に関する研究を行った．更に適切な添加剤を選択し，粉

末吸入製剤への適応に関する研究を行った．以下，各章にわたり，得られた知見を詳述
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するとともに，最後に総括する． 

 

Figure 3. Schematic image of my particle design investigation 
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第 1 章 

シクロデキストリンを分散安定化剤とした水中溶媒

拡散法によるインドメタシンのナノ粒子設計 

 

1.1. 序論 

粒子径をナノサイズへ減少させる技術は薬物の溶出性と溶解速度の顕著な増大，それ

に伴う医薬品の BA の改善を可能にする 50．Noyes-Whitney の式によれば，薬物粒子の溶

出速度と有効比表面積の間には相関関係が成り立つ．更に薬物粒子をナノスケールまで

減少させると，薬物の見かけの飽和溶解度を大きく増大させることができる 51． 

現在，粒子径をナノサイズまで減少させる技術は目覚ましい進化を遂げている．この

要因は，調製した薬物ナノ粒子の凝集を防ぐことが可能な添加剤の安定化効果を利用し

た先進的な粉砕技術によるものである 52,53．実際に，湿式粉砕法の 1 つである高圧噴射法

を用い，安定化効果が期待できる添加剤を添加して，薬物結晶のナノ粒子懸濁液が調製

されている 54,55．乾式粉砕法でも，親水性の安定化剤とともに薬物を混合粉砕し，ナノサ

イズの薬物粒子を調製する手法が報告されている．安定化剤としては CyD49,56，ポリビニ

ルピロリドン 57，ポリエチレングリコール，ヒプロメロース 58 などが用いられている．

特に，CyDs は 6～8 個のグルコースが α-1，4 結合した環状オリゴ糖であり，外側に親水

性の表面を有し，非極性の空洞を有する円錐台の分子構造を示す 59．このような特徴のた

め，CyDs は薬物分子を包接する複合体を形成でき，ゲスト分子の物理化学的性質（溶解

性や安定性など）を改善することができる 60．これまでにも，CyDs による包接複合体形

成による難水溶性薬物の溶解性改善が行われている 61,62．一方，CyDs と薬物分子の凝集

体形成や CyDs の界面活性剤様の効果など，CyDs と薬物分子の相互作用による非包接体

形成に関する報告も増えてきている 59． 

第 1 章では，晶析法の１つである水中溶媒拡散法と分散安定化剤である CyDs を組み合

わせ，難水溶性薬物である IMC のナノ粒子を設計したことを報告する．水中溶媒拡散法

は球形晶析法を元に開発された．球形晶析法は薬物粒子の球状の造粒物を得る方法であ

る（詳細は緒言を参照）．水中溶媒拡散法を用い API を封入した PLGA ナノスフェアも得

られている（詳細は緒言を参照）．晶析法により API のナノ粒子を得る場合，粒子径を制
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御するために界面活性剤の添加が不可欠であるが，界面活性剤の代わりに CyDs を用いた．

IMC は水への溶解度が 5 μg/mL65と非常に低く，難水溶性のモデル薬物としてしばしば用

いられる．良溶媒（有機溶媒）に溶解させた IMC 溶液を CyDs を含む水溶液中に攪拌条

件下滴下した．得られた懸濁液は凍結乾燥法により粉末化され，物理化学的性質を評価

した．以下に得られた知見を詳述する． 

 

1.2. 試料ならびに実験方法 

1.2.1. 試料 

難水溶性のモデル薬物である IMC は大日本住友製薬株式会社に提供頂いた．3 種の異

なる CyDs（α-，β-，γ-CyDs）はナカライテスク株式会社から入手し，粒子径測定時の粒

子の分散安定化剤として用いた，polyvinyl alcohols（PVA-403，重合度＝300，鹸化度＝80.0％）

は株式会社クラレから入手した． 

 

1.2.2. IMC ナノ粒子の調製 

水中溶媒拡散法を用い，CyDs を分散安定化剤として界面活性剤を含まない IMC ナノ粒

子を調製した．100 mL の CyD 水溶液中に 400 rpm で攪拌下，IMC エタノール溶液（200 

mg/10 mL）をペリスタポンプ（東京理科機械株式会社）を用いて滴下した（2.0 mL/min）．

外相として異なる濃度の α-，β-，γ-CyD 水溶液（0.1，0.5，1.0％，w/v）を用いた．得ら

れた懸濁液は遠心分離（20,000 rpm，4℃，10 min，株式会社久保田製作所）し，得られた

ペレットは蒸留水を添加し，超音波により再分散させた．このプロセスを 2 回繰り返し，

最終的な懸濁液を凍結乾燥（-120℃，72 h，FD-81TS，東京理科機械株式会社）した． 

 

1.2.3. 粒子径及び粒子径分布 

凍結乾燥により得られたサンプルを蒸留水に分散させ，Zetasizer（Zetasizer 3000HS，

Malvern）を用い動的光散乱法にて粒子径を測定した．得られた結果は平均粒子径

（Z-average: ZAve）と分散指数（polydispersity index: PI）で示した．また粒子径分布は

FPAR-1000（大塚電子株式会社）を用いて測定した． 

 

1.2.4. IMC ナノ粒子の収率測定 

凍結乾燥サンプルの薬物の定量について，UV 分光測定器（UV-1700，株式会社島津製
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作所）を用い測定した．IMC ナノ粒子としての回収量を測定するため，得られたサンプ

ル 25 mg を 10 mL の蒸留水に分散させ，0.8 μm のフィルターに通した．フィルターを通

過した 0.8 μm 以下の粒子は 3 mL のエタノール中に溶解させ，pH 6.8 のリン酸緩衝液を用

い適切な濃度に希釈した．IMC の濃度は 320 nm の波長にて測定した．フィルターを通過

した薬物量を蒸留水に分散させたサンプル量で割り，IMC ナノ粒子の収率として示した． 

 

1.2.5. 電子顕微鏡 

IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの外観について，走査型電子顕微鏡（Scanning Electron 

Microscopy: SEM，JSM-330A，日本電子株式会社）を用い観察した．観察の前処理として，

両面テープを貼り付けた観察台に試料を付着させ，減圧下，金蒸着した．加速電圧 15 kV

の条件にて観察を行った． 

 

1.2.6. 粉末 X 線回折 

IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの粉末 X 線回折について，Rigaku Geigerflex powder 

X-ray diffractometer（PXRD，株式会社リガク）を用い実施した．測定速度は 4°/min，2θ

の範囲は 5～40°にて測定を行った． 

 

1.2.7. 示差走査熱量測定 

IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの熱分析について，液体窒素での冷却下，DSC-6200

（セイコーインスツル株式会社）を用い実施した．Differential Scanning Calorimeter（DSC）

分析において，2～3 mg のサンプルをアルミパンに充填し速度は 10℃/min，範囲は 25～

200℃にて測定を行った． 

 

1.2.8. 溶出試験 

IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの溶出試験について，第十五改正日本薬局方に従っ

て実施した．IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルは 25 mg を溶出試験第 2 液（pH 6.8 リン

酸緩衝液），37 ± 0.5℃，パドル法 100 rpm にて溶出性を評価した．一定間隔にて 5 mL サ

ンプリングし，0.2 μm のフィルターを通し，UV 分光測定器を用い測定した． 

 

1.3. 結果・考察 
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1.3.1. 懸濁液中での粒子径 

水中溶媒拡散法を用い，CyD 溶液に IMC エタノール溶液を滴下すると，乳白色の均一

な懸濁液が得られた．一方，CyDを含まない水中に IMCエタノール溶液を滴下した場合，

IMC 粒子がプロペラへ固着した．得られた懸濁液を遠心分離し，蒸留水を添加し，再分

散させ，最終的に懸濁液を凍結乾燥した．凍結乾燥の前処理として，-120℃にて素早く予

備凍結させた．これは，ナノ粒子の液層での分散状態を一定にし，ナノ粒子の再分散性

を保つためである 66． 

粒子径測定について，凍結乾燥後のサンプルを蒸留水に分散させ，超音波を 5 min 照射

し実施した．Table 1に異なる β-CyD 水溶液の濃度にて調製した IMC ナノ粒子の平均粒子

径 ZAve と分散指数 PI を示す．300～500 nm の平均粒子径を有するナノ粒子を得ることに

成功した．PI は粒子径分布の幅を示す指標であり，低い値ほど粒子の分散性が良好であ

ることを意味する．粒子調製時の β-CyD の濃度を 0.1 から 1.0％へと増加させると PIが減

少していった．0.8 μm のフィルターを通過した IMC ナノ粒子の割合は，粒子調製時の

β-CyD の濃度を増大させると僅かに増大した． 

 

Table 1. Effect of β-CyD concentration in the outer phase of primary emulsion on the average 

particle diameter (ZAve), polydispersity index (PI), and nanoparticle yield of the freeze-dried 

samples. 

β-CyD concentration 

(%, w/v) 

ZAve (nm) PI Nanoparticle 

yield (%) 

0.1 437.6 0.348 82.4 

0.5 399.8 0.168 84.9 

1.0 336.8 0.013 85.1 

 

Figure 4 に凍結乾燥後のサンプルを分散させた IMC 粒子の粒子径分布を示す．蒸留水

をナノ粒子の分散媒とした場合，3～5 μm の比較的粗大な粒子が認められた．しかし，同

じサンプルを PVA 水溶液に分散させた場合，ナノサイズの単一ピークの粒子径分布を示

した．この結果より，蒸留水を分散媒とした時に認められたマイクロサイズの粒子はナ

ノ粒子の凝集体であると言える． 
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Figure 4. Particle size distributions of freeze-dried samples prepared in different concentrations 

of β-CyD; dispersion in water: (A) and (C); and in 0.1% PVA solution: (B) and (D). 

 

Figure 5に水中溶媒拡散法を用い，IMC 粒子の調製時に 2 種の異なる CyDs を添加し，

CyD（α-，γ-)が IMC の分散性に及ぼす影響を比較した結果を示す．α-，γ-CyDs を用いた

場合の平均粒子径及び粒子径分布の結果は β-CyD の結果と類似したものであった．α-，

γ-CyDs を用いた場合，300～400 nm の範囲のナノ粒子が得られた．異なる CyDs の空洞の

サイズは得られるナノ粒子の粒子径にはほとんど影響せず，CyD の包接複合体形成の理

論は本報告内容である CyD 分子のナノ粒子形成の安定化効果の主な要因ではないと考え

られる．エマルション形成の初期において，滴下した溶液中からエタノールが水相中に

素早く拡散し，IMC 微粒子が形成される．CyD の役割は IMC 結晶の成長とこれら粒子の

凝集によりマイクロサイズの粒子形成を抑制することであり，CyD の分子間相互作用を

通じた CyD ネットワークの形成によるためと推測された．CyD 分子は水溶液中で自己結

合し，約 90 nm の最小流体力学的半径を有するナノサイズの凝集体を形成することが過

去に報告されている 67．その凝集体は非包接複合体やミセル様構造形成により疎水性薬物

と相互作用することが可能である 59． 
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Figure 5. Average particle size (ZAve) and polydispersity index (PI) of freeze-dried samples 

prepared in different concentrations of α-CyD: (A) and γ-CyD: (B). 

 

1.3.2. SEM 写真 

Figure 6に IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの SEM 画像を示す．IMC 原末は比較的粒

子径分布の広い，不規則な形状の粒子であった（Figure 6 (A)）．異なる濃度の β-CyD を用

い調製した凍結乾燥後のサンプルは棒状または繊維状のナノサイズの IMC 粒子の凝集体

であった（Figure 6 (B)-(D)）．SEM 画像から観察された粒子径は，球状の粒子径と想定し

粒子径測定された結果と一致している． 
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Figure 6. SEM photographs of commercial IMC powder: (A) and freeze-dried samples prepared 

in different concentrations of β-CyD solutions; 0.1% β-CyD: (B), 0.5% β-CyD: (C), and 1.0% 

β-CyD: (D). 

 

1.3.3. 結晶性評価 

Figure 7に IMC原末，凍結乾燥後のサンプルのPXRDパターンを示す．IMC原末のPXRD

パターンは 2θ で 11.7，17.0，19.8，22.0，26.8°に回折ピークを示し，IMC の安定晶（γ-form）

と一致する．一方，凍結乾燥後の IMC ナノ粒子の PXRD パターンは 2θ で 8.3，11.8，14.4，

18.0，22.0°に低強度の回折ピークを示した．このパターンは過去に報告された IMC の準

安定晶である α-form と一致していた 68,69． 
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Figure 7. PXRD patterns of commercial IMC powder: (A) and freeze-dried samples prepared in 

different concentrations of β-CyD solutions; 0.1% β-CyD: (B), 0.5% β-CyD: (C), and 1.0% 

β-CyD: (D). 

 

Figure 8に異なるサンプルのDSCプロファイルを示す．PXRDから予想された様に，IMC

原末は安定晶である γ-formの融点である 159.4℃において鋭い吸熱ピークを示した．一方，

凍結乾燥後のサンプルの融点ピークは約 152.0℃に認められ，それは準安定晶である

α-form の融点と一致する．α-，γ-CyDs を用いた場合において，類似の PXRD と DSC プロ

ファイルが得られ，IMC 結晶の準安定晶への結晶転移が確認された． 
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Figure 8. DSC profiles of commercial IMC powder: (A) and IMC nanocrystals prepared in 

different concentrations of β-CyD solutions; 0.1% β-CyD: (B), 0.5% β-CyD: (C), and 1.0% 

β-CyD: (D). 

 

1.3.4. 溶出性評価 

準安定晶の形成は難水溶性薬物の見かけの溶解度と溶解速度を劇的に増大させるとし

て一般的に知られている 70．Figure 9に IMC 原末と凍結乾燥後のサンプルの溶出プロファ

イルを示す．IMC 原末の溶出速度は遅く，90 min において溶出率約 50％と完全には溶解

しなかった．凍結乾燥後のサンプルについて，IMC 分子の 90％以上は 5 min 以内に溶解

し，10 分以内に完全に溶解した．異なる β-CyD 濃度にて調製したサンプルはほとんど同

等の溶出プロファイルを示した．詳細な結果は割愛するが，α-，γ-CyDs を用いて調製し

た凍結乾燥後のナノ粒子の溶出プロファイルは β-CyD の結果と類似していた．IMC の著

しい溶出速度の改善は粒子径がナノサイズまで減少し，有効比表面積が顕著に増大した

こと，及び結晶形が準安定晶に転移したためと考察する． 
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Figure 9. Dissolution profiles of commercial IMC powder and freeze-dried samples prepared in 

different concentrations of β-CyD solutions. 

 

結論として，CyDs 存在下，水中溶媒拡散法により IMC ナノ粒子の調製は成功した．エ

タノールを良溶媒として用い，界面活性剤の代わりに CyDs を含む水溶液を貧溶媒として

用いた．水中溶媒拡散法における CyD 分子の役割は形成された一次粒子の分散状態の維

持と粒子の凝集や結晶成長を防止することであった． 

 

1.4. 結論 

水中溶媒拡散法は難水溶性薬物である IMC の溶解速度を増大させるための効率的な製

法であると言える．本方法において，CyDs は調製された懸濁液の安定化剤として用いら

れた．この安定化効果は CyD 分子の分子間相互作用による CyD ネットワークの形成のた

めであり，これにより分散した粒子の凝集と結晶成長を抑制することができた．得られ

た IMC ナノ粒子は平均粒子径が 300～500 nm の均一な粒子径分布を示した．IMC 原末と

比較し，調製された IMC 粒子の溶解性改善効果はナノサイズへの粒子径の減少と準安定

晶への結晶形転移のためである． 
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第 2 章 

適切な分散安定化剤を選択した水中溶媒拡散法に

よる ONO-2921 の粉末吸入製剤設計 

 

2.1. 序論 

経肺投与は気道の局所疾患と全身疾患の治療に大別できる．経肺投与のメリットとし

て，治療効果の発現が早いこと，肺内での薬物濃度を高めることができること，薬物の

全身循環を最小限に留め副作用の発現を最小にできること，肝初回通過効果を回避でき

ることなどが挙げられることから，肺は薬物送達において有用な標的の一つとして注目

されている 29,30．近年，肺への薬物送達に関して難吸収性の化合物を全身に送達すること

が期待されている．これは肺が広い内表面積を有すること，肺胞上皮細胞が薄いこと，

代謝酵素活性が低いことから化合物を肺から吸収させて全身に送達することが有用と考

えられているためである 31-34． 

経肺投与の方法はネブライザー式吸入剤，pMDI，ソフトミスト吸入剤，DPI の 4 つの

システムに分類される．各システムは分散機構やデザインにより細分化される 71（詳細は

緒言を参照）．DPI は小型であり携帯性に優れ，粉末は液体と比較して化学的な安定性に

優れ，ミストの噴霧と吸気を同調させる必要がなく吸入性に優れるといったメリットが

挙げられる 39,40．DPI を用い肺に薬物を送達するためには，薬物粒子の空気力学的粒子径

が 0.5～7 μm と適切なサイズでなければならない 41-43． 

粒子径を減少させる一般的な手法として，break-down 法による粗大な粒子を破砕する

方法がある 7（詳細は緒言を参照）．粉砕された粒子は不均一，電荷を帯び，凝集し，粉

体としての性質の低下につながりうる．DPI としてこれら問題を解決するため，粉砕され

た薬物はしばしば粗大なキャリア粒子，例えば乳糖やマンニトールなどに付着させるキ

ャリア法が採用される 45-47．付着された薬物は吸入時，キャリア粒子から分離し，肺に到

達する 48．キャリア法は多くの DPI 製品に採用されているが，キャリア粒子と薬物間の

強力な相互作用が薬物の分離や吸入量の均一性の低下を引き起こす問題を含んでいる

72,73． 

第 2 章では，キャリア粒子を用いない DPI の設計を試みた．粒子間の付着凝集性を改
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善するため，break-down 法は用いず，build-up 法である水中溶媒拡散法を用い，微粒子の

みから成る 2 次粒子を調製した．難水溶性の医薬品候補化合物である ONO-2921 をモデ

ル化合物として用いた．ONO-2921 は N 型 Ca2+チャネル阻害剤であり，神経性疼痛を適

応症として開発された 74,75．ONO-2921 は肺で吸収され，全身循環系に移行し，薬理効果

を発現する．薬理効果発現のためには高い血中濃度が必要であり，薬物含有率は 80％，

吸入効率は 40％以上の DPI を目標とした．以下に得られた知見を詳述する． 

 

2.2. 試料ならびに実験方法 

2.2.1. 試料 

難 水 溶 性 の モ デ ル 薬 物 で あ る ONO-2921

（ tert-butyl(4R)-4-{[((1R)-2-[(1-benzylpiperidin-4-yl)amino]-1-{[(cyclohexylmethyl)thio]methyl

}-2-oxoethyl)amino]carbonyl}-1,3-thiazolidine-3-carboxylate）は小野薬品工業株式会社に提供

頂いた．Table 2に ONO-2921 の物理化学的性質と構造式を示す． 

水中溶媒拡散法の添加剤として，4種の異なるグレードの PVA（PVA-105，重合度＝500，

鹸化度＝98.5％; PVA-205，重合度＝500，鹸化度＝88.0％; PVA-405，重合度＝500，鹸化

度＝80.0％; PVA-L8，重合度＝500，鹸化度＝71.0％; 株式会社クラレ提供）を用いた．

Pluronic F-88 は株式会社アデカ，Tween20 はキシダ化学株式会社，hydroxyl propyl cellulose

（HPC-L）は日本曹達株式会社，D-mannitol は三菱商事フードテック株式会社，4 種の異

なる CyDs（α-，β-，methyl-β-，hydroxypropyl-β-CyDs）は塩水港精糖株式会社から入手し

た． 
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Table 2. Physicochemical properties and the structural formula of ONO-2921. 

Properties  

Chemical formula C31H48N4O4S2 

Molecular weight 604.9 g/mol 

Melting point 160 °C 

Log P 6.3 

pKa 8.0 

Solubility in methanol 68.7 mg/mL 

Solubility in ethanol 39.2 mg/mL 

Solubility in octanol 36.8 mg/mL 

Solubility in water (20 ± 5 °C) 3.3 μg/mL 

Solubility in pH 1.2 solution 

(1st fluid for dissolution test) (20 ± 5 °C) 
463.5 μg/mL 

Solubility in pH 4.0 buffer 

(0.05 mol/L acetic acid-sodium acetate buffer solution) (20 ± 5 °C) 
686.6 μg/mL 

Solubility in pH 6.8 buffer 

(2nd fluid for dissolution test) (20 ± 5 °C) 
1.1 μg/mL 

Solubility in pH 7.4 buffer 

(Phosphate Buffer Solution) (20 ± 5 °C) 
0.5 μg/mL 

Structural formula  

 

2.2.2. ONO-2921 粒子の調製 

水中溶媒拡散法を用い，ONO-2921粒子を調製した．100 mLの添加剤水溶液中に 400 rpm

で攪拌し，ONO-2921 エタノール溶液（200 mg/5 mL）をペリスタポンプ（東京理科機械

株式会社）を用いて滴下した（2.0 mL/min）．外相として用いた添加剤水溶液の濃度は 0

～2.0％（w/v）とした．以降の操作は 1.2.2. IMC ナノ粒子の調製を参照． 
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2.2.3. 粒子径，粒子径分布 

凍結乾燥前の懸濁液中の粒子径は Zetasizer を用い，動的光散乱法にて測定した．得ら

れた結果は平均粒子径で示した． 

凍結乾燥後のサンプルは LDSA-2400A（マイクロトラック・ベル株式会社）を用い，気

中分散時の粒子径をレーザー回折法にて測定した．気中分散時の圧力は 0.3 MPa とした．

粒子の凝集性は span により評価した．span は平均粒子径に対する相対的な粒子径分布の

幅であり，次の式より算出した 76,77． 

span = (D90-D10)/D50 

 

2.2.4. 電子顕微鏡 

ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルの外観について，SEM を用い観察した．以降

の操作は 1.2.5. 電子顕微鏡を参照． 

 

2.2.5. 示差走査熱量測定 

ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルの熱分析について，DSC を用い実施した．以降

の操作は 1.2.7. 示差走査熱量測定を参照． 

測定範囲は 20～220℃とした． 

 

2.2.6. 粉末 X 線回折 

ONO-2921原末，凍結乾燥後のサンプルの粉末X線回折について，PXRD（SmartLab X-ray 

diffractometer，株式会社リガク）を用い実施した．測定速度は 10°/min，2θ の範囲は 5～

40°にて測定を行った． 

結晶性の評価は Hermans-Weidinger 法 78を用い次の式より，実施した． 

結晶性の割合 =  
結晶部分の強度

結晶部分の強度+  非晶質部分の強度
 × 100 

 

2.2.7. In vitro 吸入特性 

ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルを適量（6.5 mg）2 号ゼラチンカプセルに充填

し，吸入デバイスにセットした．In vitro 吸入特性の評価は twin impinger（Copley Scientific 

Limited）と Andersen cascade impactor（AN-200 system，東京ダイレック株式会社）を用い
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た．吸入デバイスには Spinhaler®（アステラス製薬株式会社）を用いた．In vitro 吸入特性

の結果について，薬物含有率は考慮せず，回収した粒子量を 100％とした． 

 

2.2.7.1. Twin impinger 

Twin impinger は咽頭部と肺内部をモデルとした stage 1 及び stage 2 から成り，専用吸入

器から吸入された粒子は粒子径の大きさに従い，空気力学的に 2 つの stage に分画及び捕

獲される．すなわち，stage 2 への沈着率（％）を求めることにより肺内に到達する（空

気力学的粒子径は 5.7 μm 以下である 79）有効な薬物量を推定し，製剤学的な品質を判断

することができる．メタノールを twin impinger の stage 1 と stage 2 に導入した．吸入の流

量は 60 ± 5 L/min に設定した．吸引時間は 5 s とした．吸入後，capsule，device，throat，

stage 1，stage 2 に沈着した化合物をメタノールで洗浄し，25～50 mL にメスアップした．

ONO-2921 の含有量は highperformance liquid chromatography（HPLC）を用いて評価した． 

 

2.2.7.2. Andersen cascade impactor 

Andersen cascade impactor は 8 つの stage から成り，専用吸入器から吸入された粒子は粒

子径の大きさに従い，空気力学的に 8 つの stage に分画及び捕獲される．Twin impinger と

同様，一定の stage 以降への沈着率（％）を求めることにより肺内に到達する有効な薬物

量を推定し，製剤学的な品質を判断することができる．Andersen cascade impactor の評価

は throat，stage 0～7，filter を用いた．In vitro 吸入特性評価時の粒子の跳ね返りを防止す

るため，各 stage の collection plate を 2％w/w のシリコン入りヘキサン溶液に入れた後ヘキ

サンを蒸発させ，シリコン薄膜を形成させた．吸入の流量は 28.3 L/min に設定した．吸引

時間は 5 s とした．吸入後，capsule，device，throat，stage 0～7 に沈着した化合物をメタ

ノールで洗浄し，25 mL にメスアップした．ONO-2921 の含有量は HPLC を用いて評価し

た．In vitro 吸入特性の結果は emitted dose（ED）と fine particle fraction（FPF）で評価した．

ED は capsule に充填された ONO-2921 に対する capsule から放出された ONO-2921 の割合

で示した．FPF は ONO-2921 の stage 3 以降の到達割合として示した（空気力学的粒子径

は 4.7 μm 以下である）80,81． 

 

2.2.8. HPLC 分析 

ONO-2921 の含有量は HPLC（ pump: Jasco-880-PU; detector: Jasco-875; integrator: 
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Jasco-807-IT，日本分光株式会社）を用い測定した．カラムは 4.6×250 mm ODS column

（Inertsil ODS-2 5 μm，ジーエルサイエンス株式会社），カラムオーブンの温度は 30℃，

サンプル注入量は 20 μL，検出波長は 220 nm，移動相は 5 mM KH2PO4と 5 mM K2HPO4

の混液／アセトニトリル／メタノール＝5/18/3（v/v/v），流量は約 1.1 mL/min にて

ONO-2921 の保持時間が約 10 分の条件を用いた． 

 

2.3. 結果・考察 

2.3.1. 有機溶媒のスクリーニング 

薬物微粒子を調製するため水中溶媒拡散法 82 を用い，ONO-2921 を溶解させた良溶媒

（例えば，メタノール，エタノール，アセトンなど）を界面活性剤やポリマーなどの添

加剤を含む水溶液に滴下した．薬物粒子生成時，添加剤はエマルションの凝集を抑制し

た 63．Twin impinger の stage 2 到達率について，異なる良溶媒を用い調製したサンプルの

最大値と最小値の差は約 9％であった．良溶媒として，メタノール，エタノール，1-また

は 2-プロパノールを用いたスクリーニング結果より，吸入効率について大きな差が認め

られなかったため，以降の検討において良溶媒としてエタノールを選択することとした．

エタノールは残留溶媒の観点からも適切な溶媒である 83．効率良く粒子を調製するため，

エタノール溶液中の薬物濃度はほぼ飽和溶解度である 40 mg/mL とした． 

 

2.3.2. 添加剤のスクリーニング 

2.3.2.1. 粒子径評価 

水相にて初期エマルションの凝集を抑制するため，10 種類以上の添加剤（PVA 類，界

面活性剤類，糖類）のスクリーニングを実施した．これらの添加剤はこれまでの報告で

もナノスフェア，ナノ粒子，ナノスフェア表面の修飾に用いられている 63,84-86．なお，本

スクリーニング検討において，水溶液の濃度は 1.0％に固定した．水相中に PVA-205 存在

下，ナノサイズの ONO-2921 粒子（凍結乾燥前の懸濁液中の粒子径約 600 nm）が形成さ

れた．一方，添加剤が存在しない水相にて ONO-2921 粒子を調製した場合，粒子径は約

3.6 μm であった．これは凝集抑制剤である添加剤が存在せず，結晶成長したためである．

その他の添加剤を用いて ONO-2921 粒子を調製した場合，粒子径は 300～900 nm であっ

た．以上より，添加剤非存在下を除き，用いる添加剤による凍結乾燥前の懸濁液中での

粒子径について，大きな差は認められなかった．添加剤はエマルションや粒子の凝集融
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合を抑制する 87とともに，粒子の表面性質を変えることができる 86． 

第 1 章で報告した通り，CyDs は IMC 粒子の凝集や結晶成長を抑制することが可能であ

った．CyDs を用い，ONO-2921 粒子を調製した場合，得られた粒子の粒子径は凍結乾燥

前において 300～400 nm であり，ONO-2921 においても同様の効果を確認できた．薬物粒

子の懸濁液は凍結乾燥され，凍結乾燥後のサンプル粉末の性質は評価された．β-CyD，

methyl-β-CyD，hydroxypropyl-β-CyD の収率は各々，26％，11％，6％であり，他の添加剤

を用いて調製したサンプルと比較して低かった．β-CyDs を用いて調製した粒子の収率が

低い理由として，β-CyDsによるONO-2921の可溶化効果が考えられる．なお，methyl-β-CyD，

hydroxypropyl-β-CyD を用い得られたサンプルについては，低収率のため以降の評価を実

施できなかった． 

Table 3 に異なる添加剤を用いて調製し，凍結乾燥した粉末サンプルの薬物含有率及び

気中分散時の粒子径を示す．いずれの凍結乾燥後サンプルの薬物含有率も 80％以上であ

った．低収率で測定不可能であった methyl-β-CyD，hydroxypropyl-β-CyD のサンプルを除

き，凍結乾燥後のサンプルの粒子径 D50は 5.0～13.7 μm であり，ONO-2921 原末（D50: 4.2 

μm）と比較して増大していた．D-mannitol の span は 2.1 であり，他のサンプルと比較し

て大きい値であった．糖類は一般的に凍結乾燥時のナノ粒子の凝集抑制剤として効果的

であるが，D-mannitol は凍結乾燥時，凝集を促す作用も報告されている 88．本検討では，

D-mannitol が凝集を促し，粒子径分布が広くなったと考えられる．PVA-405 を用い調製し

たサンプルの span は小さかったが，PVA-205 と PVA-L8 は span が 1.6 と比較的大きかっ

た．これは薬物含有率が低くなり，相対的に添加剤である PVAs の含有率が高くなり，他

の添加剤を用い調製したサンプルと比較し，分散し難くなったためであると考えられる．

上記以外のサンプルについて，span は 1.2～1.4 と大きな差は認められなかった． 
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Table 3. Drug content of ONO-2921 and particle size of freeze-dried samples of ESD-processed 

suspensions using 1.0% w/v of different additives (mean ± SD, n=3). 

Additive for ESD 

processing 
Drug content (%) 

Particle size (μm) 
Span 

D10 D50 D90 

PVA-105 93.0 ± 0.6 2.4 ± 0.0 5.7 ± 0.0 9.4 ± 0.1 1.2 

PVA-205 83.6 ± 0.8 3.5 ± 0.0 8.9 ± 0.2 17.3 ± 0.3 1.6 

PVA-405 87.7 ± 0.4 3.8 ± 0.2 8.0 ± 0.5 13.6 ± 1.3 1.2 

PVA-L8 88.4 ± 1.3 4.4 ± 0.5 13.7 ± 3.1 25.8 ± 3.5 1.6 

Pluronic F-88 92.8 ± 0.3 2.0 ± 0.1 5.4 ± 0.1 9.6 ± 0.4 1.4 

Tween20 91.2 ± 0.3 2.2 ± 0.2 6.0 ± 0.4 10.6 ± 1.1 1.4 

HPC-L 96.7 ± 0.4 3.0 ± 0.3 7.3 ± 0.3 12.7 ± 0.4 1.3 

D-mannitol 95.8 ± 1.2 1.7 ± 0.1 5.3 ± 0.5 12.8 ± 5.0 2.1 

α-CyD 96.7 ± 0.6 1.8 ± 0.0 5.0 ± 0.1 8.8 ± 0.1 1.4 

β-CyD 96.9 ± 0.8 1.9 ± 0.0 5.0 ± 0.0 8.7 ± 0.0 1.4 

methyl-β-CyD N/A 

hydroxypropyl-β-CyD N/A 

 

2.3.2.2. In vitro 吸入特性評価 

Figure 10に ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルの twin impinger を用いて評価した

in vitro 吸入特性の結果を示す．ONO-2921 原末は大部分が stage 1 に沈着し，stage 2 到達

率は 2.1％と低い値であった．PVA-405 を除き，添加剤を用いて調製したサンプルの stage 

2 到達率は増大した．PVA-205，Pluronic F-88，HPC-Lを用い調製したサンプルの stage 2

到達率は 40％以上であった． 
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Figure 10. Effect of additives dissolved in the outer phase on the in vitro inhalation properties 

of the freeze-dried samples determined using a twin impinger: (a) raw ONO-2921 and the samples 

processed with PVAs; and (b) samples processed with surfactants, HPC-L, D-mannitol and CyDs 

(mean ± SD, n=3). 

 

凍結乾燥後のサンプルの粒子径は ONO-2921 原末の粒子径と比較し増大したが（Table 

3），凍結乾燥後のサンプルの in vitro 吸入特性は改善された．過去の報告より，粒子径測

定時の気中分散のエアー圧力を増大させると凝集体は分散され，特に粉砕された原薬に

対してその傾向は強いと言われている．一方，通常の吸気条件にて生じる吸入デバイス

内の気流は弱く，粉砕された粒子の凝集体を全て解砕することは困難である 89．凍結乾燥

後のサンプルについて，全ての粒子が気中分散時の粒子径測定時ほど分散はされていな

いが（詳細な結果は 2.3.4. Andersen cascade impactor を参照），ONO-2921 原末と比較し
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分散され易かったと考えられる．CyDs を用い調製したサンプルについて，気中分散時の

粒子径は他の添加剤を用いたものと比較し小さかったにも関わらず，stage 2 到達率は

40％未満であり，CyDs は吸入用の粒子調製には適さなかった． 

 

2.3.2.3. 粒子の外観評価 

Figure 11に in vitro 吸入特性が良好であった PVA-205，Pluronic F-88，HPC-L を用い調

製したサンプルの SEM 画像を示す．ONO-2921 原末は 1 次粒子が密に凝集した球形の 2

次粒子であった．PVA-205，PVA-405，PVA-L8 を用い調製したサンプルもまた，球状の 2

次粒子であった（Figure 11 (b), Figure 12 (b), (c)）．Pluronic F-88，HPC-L，その他の添加剤

を用い調製したサンプルは繊維状の 2 次粒子であった（Figure 11 (c), (d), Figure 12）．添加

剤の含有率をサンプル中の薬物含有率の差から算出した．PVA-105，Pluronic F-88，Tween20，

HPC-L，D-mannitol，α-CyD，β-CyD を用い調製したサンプルの薬物含有率は約 95％であ

り，添加剤の含有量は残りの約 5％である．添加剤の含有量は比較的低く，ONO-2921 と

添加剤の弱い相互作用により，凍結乾燥後のサンプルは非立体的な繊維状の 2 次粒子を

示した．PVA-205，PVA-405，PVA-L8 を用い調製したサンプルの薬物含有率は 83.6～88.4％

であり，PVAs の含有率は 10％以上である．PVAs の含有量は比較的多く，相互作用し，

これらのサンプルは比較的立体的な球状の 2 次粒子を示した． 
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Figure 11. SEM images of freeze-dried samples prepared with different types of additives: (a) 

raw ONO-2921; (b) processed with PVA-205; (c) processed with Pluronic F-88 and (d) processed 

with HPC-L. 
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Figure 12. SEM images of freeze-dried samples: (a) processed with PVA-105; (b) processed 

with PVA-405; (c) processed with PVA-L8; (d) processed with Tween20; (e) processed with 

D-mannitol; (f) processed with α-CyD; and (g) processed with β-CyD (all 1.0% w/v).  
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PVA-205，Pluronic F-88，HPC-Lを用い調製したサンプルは他のサンプルと比較し，良

好な in vitro 吸入特性を示した． 

PVA-205 を用い調製したサンプルは PVA-405，PVA-L8 を用いて調製したサンプルと同

様に球状の 2 次粒子であったにも関わらず，良好な in vitro 吸入特性を示した．これは，

PVA-405 を用い調製したサンプルの粒子径は PVA-205 よりも小さく，分散し易いため，

分散した粒子が capsule に付着し，その結果 in vitro 吸入特性が低下したと考えられる．さ

らに，親水性である PVA-405 は粒子中に 10％以上存在し，粒子表面を覆っており，capsule

表面と粒子表面の親水的な相互作用で capsule に付着したことが考えられる．一方，

PVA-L8を用い調製したサンプルの気中分散時の粒子径はPVA-205のサンプルと比較し大

きかった．その結果，PVA-L8 を用い調製したサンプルは吸入時，十分に分散せず，twin 

impinger の stage 1 に沈着した．PVA-405，PVA-L8 を用い調製したサンプルの結果より，

分散性のバランスが in vitro 吸入特性において重要であり，結果 PVA-205 がバランスの良

い粒子が生成していたと推測される． 

Pluronic F-88，HPC-L を用い調製したサンプルが良好な in vitro 吸入特性を示したこと

は次の通り考察する．D-mannitol を用い調製したサンプルの粒子径分布は広く（span: 2.1），

device，throat，stage 1 と幅広く沈着した．CyDs を用い調製したサンプルは薬物含有率か

らサンプル中の CyDs の含有量は僅かであり，粒子表面は改質されなかったと推察する．

疎水性の粒子は device や throat に沈着し易く 90，device と throat に多く沈着したと考えら

れる．in vitro 吸入特性において，サンプルが分散した場合，粒子は capsule，device，throat

に沈着し易く，サンプルが分散しなかった場合，凝集体は stage 1 に堆積する．良好な in 

vitro吸入特性を示すためには適切な分散性が必要である．PVA-105，Pluronic F-88，Tween20，

HPC-Lを用い調製したサンプルについて，Pluronic F-88 を用い調製したサンプルは気中分

散時の粒子径 D10と D50が他の 3 つのサンプルと比較し僅かに小さく，HPC-Lを用い調製

したサンプルは薬物含有率からサンプル中の HPC-L含有率が低く，吸入時に分散し易く，

stage 2 到達率は PVA-105 や Tween20 を用い調製したサンプルと比較し，良好であった． 

 

2.3.3. 添加剤濃度の最適化 

2.3.3.1. In vitro 吸入特性評価 

PVA-205，Pluronic F-88，HPC-Lについて，水中溶媒拡散法による粒子調製時の添加剤

濃度の最適化検討を実施した．Figure 13に得られたサンプルの in vitro 吸入特性の結果を
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示す．Pluronic F-88，HPC-Lを用い調製したサンプルについて，添加剤濃度を変化させた

が，in vitro 吸入特性の結果は 1.0％w/v にて調製したサンプルと同等かそれ以下であった

（Figure 13 (b), (c)）．対照的に PVA-205 を用い調製したサンプルについて，粒子調製時の

濃度が 0～0.5％（w/v）の間では stage 2 到達率は粒子調製時の濃度に依存して増大した．

特に 0.5％ w/v PVA-205 を用い調製したサンプルの stage 2 到達率は 50％以上であった

（Figure 13 (a)）． 
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Figure 13. Changes in the in vitro inhalation properties of the freeze-dried samples with 

different concentrations of additives determined using a twin impinger (mean ± SD, n=3): (a) 

processed with PVA-205; (b) processed with Pluronic F-88 and (c) processed with HPC-L.  
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2.3.3.2. 粒子径と粒子の外観評価 

異なる PVA-205 の濃度にて調製した凍結乾燥後のサンプルについて，気中分散時の粒

子径はほとんど差がなかった．異なる Pluronic F-88 の濃度にて調製したサンプルにおい

ても，気中分散時の粒子径はほとんど差がなかった．異なる HPC-L の濃度にて調製した

サンプルについては，粒子調製時の濃度を増大させると粒子径と薬物含有率は減少した

（Table 4）．HPC-L の含有率をサンプル中の薬物含有率の差から算出すると，粒子調製時

の HPC-L濃度が高いほど，HPC-L含有率が増大した．HPC-Lの含有率が高いほど，気中

分散時の粒子径は減少したが，吸入時の分散性は悪くなった．そのため，中間である

HPC-L 1.0％ w/v の濃度にて調製したサンプルが比較的良好な in vitro 吸入特性を示した

と考察する． 
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Table 4. Drug content of ONO-2921 and particle size of freeze-dried samples of ESD-processed 

suspensions using different concentrations of additives (mean ± SD, n=3) processed with (a) 

PVA-205, (b) Pluronic F-88 and (c) HPC-L. 

(a) 

PVA-205 

concentration (%) 
Drug content (%) 

Particle size (μm) 
Span 

D10 D50 D90 

0 99.1 ± 5.9 2.6 ± 0.3 7.2 ± 0.6 13.9 ± 2.3 1.6 

0.1 92.2 ± 0.7 3.0 ± 0.2 7.5 ± 0.3 13.2 ± 0.7 1.4 

0.25 88.3 ± 0.6 2.9 ± 0.1 6.7 ± 0.3 12.7 ± 2.0 1.5 

0.5 82.6 ± 0.2 2.9 ± 0.1 6.9 ± 0.0 12.4 ± 0.1 1.4 

1.0 83.6 ± 0.8 3.5 ± 0.0 8.9 ± 0.2 17.3 ± 0.3 1.6 

(b) 

Pluronic F-88 

concentration (%) 
Drug content (%) 

Particle size (μm) 
Span 

D10 D50 D90 

0 99.1 ± 5.9 2.6 ± 0.3 7.2 ± 0.6 13.9 ± 2.3 1.6 

0.01 93.1 ± 1.2  2.1 ± 0.1  5.7 ± 0.2  9.6 ± 0.6  1.3 

0.05 96.4 ± 2.2  2.1 ± 0.0  5.8 ± 0.1  9.7 ± 0.3  1.3 

0.1 92.8 ± 0.3 1.7 ± 0.0 5.3 ± 0.2 9.5 ± 0.8 1.5 

0.25 91.2 ± 0.4 1.8 ± 0.1 5.2 ± 0.2 9.1 ± 0.3 1.4 

0.5 89.3 ± 0.1 1.7 ± 0.0 5.0 ± 0.1 8.9 ± 0.1 1.4 

1.0 92.8 ± 0.3 2.0 ± 0.1 5.4 ± 0.1 9.6 ± 0.4 1.4 

(c) 

HPC-L concentration 

(%) 
Drug content (%) 

Particle size (μm) 
Span 

D10 D50 D90 

0 99.1 ± 5.9 2.6 ± 0.3 7.2 ± 0.6 13.9 ± 2.3 1.6 

0.5 97.3 ± 0.2 3.4 ± 0.1 9.0 ± 0.7 16.5 ± 2.3 1.5 

1.0 96.7 ± 0.4 3.0 ± 0.3 7.2 ± 0.3 12.7 ± 0.3 1.4 

2.0 94.2 ± 0.2 2.6 ± 0.3 6.4 ± 0.5 11.5 ± 0.9 1.4 

 



39 

 

Figure 14に異なる PVA-205の濃度にて調製した凍結乾燥後のサンプルの SEM画像を示

す．水のみを用い調製したサンプル（0％w/v PVA-205）は球状の 2 次粒子を示し，0.1％，

0.25％（w/v）PVA-205 を用い調製したサンプルは繊維状の 2 次粒子を示した．一方，0.5％，

1.0％（w/v）PVA-205 を用い調製したサンプルは中空球状の 2 次粒子であった．異なる

Pluronic F-88，HPC-L の濃度にて調製した凍結乾燥後のサンプルは全て繊維状の 2 次粒子

であった． 

 

 

Figure 14. SEM images of freeze-dried samples of ESD suspensions: (a) and (b), prepared 

without additives (PVA-205 0%); (c) processed with PVA-205 (0.1%); (d) processed with 

PVA-205 (0.25%); (e) processed with PVA-205 (0.5%) and (f) processed with PVA-205 (1.0%) 

(all w/v).  
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薬物含有率が 90％以上の凍結乾燥後のサンプルは繊維状の 2 次粒子を示した．薬物含

有率が約 80％のサンプルは 10％以上の PVA-205 を含んでいた．PVA-205 が相互作用し，

凍結乾燥後のサンプルは比較的立体的な球状の 2 次粒子を示したと考察する．一般的に

球状の粒子は粒子間摩擦を低減でき，気中での分散性は不規則な形や針状粒子と比較し，

良好である．これは粒子間で接する面積が減少し，分散し易くなるためである 91．これら

の結果より，PVA-205 の最適な濃度は 0.5％w/v である．0.5％w/v が最適な濃度である理

由は，粒子調製時の濃度が粒子径に及ぼす影響はほとんどないが，0.5％w/v にて球状の 2

次粒子を形成することによると考える． 

 

2.3.4. Andersen cascade impactor による in vitro 吸入特性評価 

Twin impinger を用いた評価より，0.5％w/v PVA-205 及び 1.0％w/v HPC-Lを用い調製し

た粒子は高い in vitro 吸入特性を示した．Figure 15 にそれら 2 つのサンプルについて，

Andersen cascade impactor を用いた評価結果を示す．各サンプルは twin impinger を用いた

評価結果と同様，高い ED と FPF を示した．0.5％w/v PVA-205 及び 1.0％w/v HPC-Lにて

調製したサンプルの EDは各々，92.6 ± 4.1％と 92.2 ± 3.9％であり，FPFは各々，25.5 ± 2.7％

と 20.6 ± 0.5％であった（Table 5）．各サンプルの各フラクションへの分布割合に大きな差

はなく，大部分が Andersen cascade impactor の stage 0～3 に沈着した．Andersen cascade 

impactor の各ステージに分布したサンプルについて，SEM による粒子外観を観察したと

ころ，吸入した粒子の 10%は吸入時に分散せず stage 0 に沈着し，その粒子は 50 μm 以上

の凝集体であった．Stage 1～4 に沈着したサンプルは 10～数 μm の凝集体であった．stage 

5 に沈着したサンプルは約 1 μm であり，1 次粒子であった． 
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Figure 15. In vitro inhalation properties of freeze-dried powders determined by an Andersen 

cascade impactor for ONO-2921 processed with either 0.5% w/v PVA-205 or 1.0% w/v HPC-L 

solutions (mean ± SD, n=3). 

 

Table 5. ED and FPF determined using an Andersen cascade impactor for freeze-dried powders 

of ONO-2921 processed with either 0.5% w/v PVA-205 or 1.0% w/v HPC-L solutions (mean ± 

SD, n=3). 

Additives ED (%) FPF (%) 

0.5% PVA-205 92.6 ± 4.1 25.5 ± 2.7 

1.0% HPC-L 92.2 ± 3.9 20.6 ± 0.5 

 

2.3.5. 粒子形成のメカニズム 

水中溶媒拡散法による微粒子設計は PLGA などのポリマーを用いたものが一般的であ

り 63,64,92，水中溶媒拡散法による DPI用の薬物粒子の設計はこれまでにほとんど報告がな

い．前述の報告において，ポリマー粒子は通常，球状の粒子が得られている．一方，

ONO-2921 の 1 次粒子は針状粒子であった（Figure 14 (b)）．Figure 16に水中溶媒拡散法に

よる ONO-2921 微粒子形成の模式図を示す． 
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Figure 16. Schematic representation of the formation of ONO-2921 fine particles in aqueous 

media prepared using the ESD method. (1) Spontaneous emulsification of oily solution in the 

aqueous phase, (2) formation of submicron-sized emulsion adsorbed with additives, (3) formation 

of amorphous ONO-2921 particles with additives, (4) crystallization and crystal growing of 

ONO-2921 in the resultant particles. 

 

ONO-2921 が初めに非晶質体（Figure 16 (3)）となり，その後，ONO-2921 の結晶化及び

結晶成長（Figure 16 (4)）が起こっていることを確認するため，次に記載するサンプルの

結晶性を評価した．（a）添加剤を加えず水中溶媒拡散法により粒子が形成された直後に凍

結乾燥したサンプル，（b）添加剤を加えず水中溶媒拡散法により粒子を調製し，遠心分

離と再分散を 2 回実施（通常の粒子調製のプロセス）し，凍結乾燥したサンプル，（c）

ONO-2921 原末．Figure 17に前述の（a）～（c）のサンプルの DSC プロファイルを示す．

Figure 18に前述の（a）～（c）のサンプルの PXRD パターンを示す．サンプル（a）は 70℃

付近に発熱ピークを示し（Figure 17 (a)，点線部），ONO-2921 の非晶質体形成は確認され

た．一方，サンプル（b）は発熱ピークを示さず，ONO-2921 粒子は結晶で構成されてい

(1) Spontaneous emulsification of 

oily solution in the aqueous phase

(2) Formation of submicron-sized 

emulsion adsorbed with additives

(3) Formation of amorphous ONO-
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ることが確認された（Figure 17 (b)）．結晶化度について，サンプル（a）は 7.7％（Figure 18 

(a)），サンプル（b）は 41.1％（Figure 18 (b)），サンプル（c）は 75.8％（Figure 18 (c)）で

あった．これらの結果より，Figure 16 に示した通り，水中溶媒拡散法による ONO-2921

粒子は非晶質体を経て結晶化していると推察された． 

 

 

Figure 17. DSC profiles of ONO-2921 (a) freeze-dried immediately after ESD processing 

without additives, (b) freeze-dried after the suspension was centrifuged and resuspended twice 

following ESD processing in the absence of additives and (c) raw ONO-2921. 
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Figure 18. PXRD patterns of ONO-2921 (a) freeze-dried immediately after ESD processing 

without additives, (b) freeze-dried after the suspension was centrifuged and resuspended twice 

following ESD processing in the absence of additives and (c) raw ONO-2921. 

 

ONO-2921 原末は 158℃にて鋭い吸熱ピークを示し，融点と一致し（Figure 17 (c)），サ

ンプル（a）と（b）も同じ融点であった．サンプル（a），（b），（c）間における PXRD パ

ターンの差は認められず，水中溶媒拡散法により得られた粒子の多形転移は起こってい

なかった．その他の凍結乾燥後のサンプル（例えば PVA-205 や Pluronic F-88 を用いて調

製したもの）についても，DSC の結果より発熱ピークを示さず，ONO-2921 原末と同じ融

点を示した．これより，ONO-2921 原末と水中溶媒拡散法にて調製したサンプル間で多形

転移は起こっていなかった． 

水中溶媒拡散法により，吸入用の ONO-2921 粒子の設計を実施した．エタノールを良

溶媒として用い，ONO-2921 と結晶形の変化がない主に ONO-2921 から構成される粒子を

得ることができた． 

 

2.4. 結論 

水中溶媒拡散法により，大部分の条件にて薬物含有率が 80％以上である吸入用の

ONO-2921 粒子を得ることができた．凍結乾燥後のサンプルの気中分散時の粒子径は

ONO-2921 原末と比較し大きかったが，それらのサンプルの in vitro 吸入特性は ONO-2921
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原末と比較し良好な結果を示した．特に，0.5％w/v PVA-205 を用い調製したサンプルは

最も良好な in vitro 吸入特性を示した．水中溶媒拡散法による微粒子形成のメカニズムは

ONO-2921 エタノール溶液を添加剤が存在する水溶液中に滴下すると，ONO-2921 のエマ

ルションが形成され，ONO-2921 の非晶質体を経て，結晶粒子が形成されていた．DPIと

して大量の API を肺に送達する場合，水中溶媒拡散法による API 粒子の調製は高い薬物

含有率と in vitro 吸入特性のため，有用な方法である． 
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第 3 章 

インドメタシンのナノ粒子設計を

目指した新規超臨界流体法の構築 

 

3.1. 序論 

近年，超臨界流体を用い，晶析法により医薬品化合物の微粒子を得る方法が注目され

てきている．特に scCO2 を用い，マイクロ粒子またはナノ粒子を調製する研究が盛んに

行われている 93．scCO2を用いた晶析法は 2 通りに大別され，scCO2を薬物の良溶媒とし

て用いる方法と貧溶媒として用いる方法がある．薬物の scCO2 への溶解度が低いことか

ら 94，scCO2 を貧溶媒として用いる研究成果が多く報告されている．具体的には gas 

antisolvent technique（GAS）法 95-97，SAS 法 98，aerosol solvent extraction system technique

（ASES）法 99，SEDS 法 40,100,101が挙げられる．貧溶媒法は多くの化合物に適用できるが，

プロセスのスケールアップが困難である 28． 

良溶媒法として薬物微粒子を調製する場合，RESS 法が汎用される 102,103が，RESS 法は

調製後の微粒子の回収が困難といった課題を有する．この問題を克服する方法として，

化合物を含む scCO2を水中に噴霧する方法（RESAS 法）47がある．しかし，RESS 法を用

い，医薬品化合物のナノ粒子を得ることは依然として困難である． 

SAS 法と RESAS 法を組み合わせ，新規の粒子調製システムを構築したことを第 3 章で

は報告する．SAS 法と RESAS 法を組み合わせた理由は薬物の scCO2への溶解度の低さを

改善するためである．本システムの特徴はナノ粒子を連続的に製造できることであり，

スケールアップが不要である．本章の目的は前述のシステムを適用し，難水溶性薬物の

ナノ粒子を調製することである．難水溶性のモデル薬物として，第 1 章でも用いた IMC

を用いた．得られた懸濁液は凍結乾燥法により粉末化され，物理化学的性質を評価した．

以下に得られた知見を詳述する． 

 

3.2. 試料ならびに実験方法 

3.2.1. 試料 

難水溶性のモデル薬物である IMC は大日本住友製薬株式会社に提供頂いた．粒子径測
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定時の粒子の分散安定化剤として用いた PVA（PVA-403，重合度＝300，鹸化度＝80.0％）

は株式会社クラレから入手した． 

 

3.2.2. IMC ナノ粒子の調製 

Figure 19に IMC 懸濁液調製の装置の概略を示す．本装置は反応容器（pressure vessel）

と晶析ユニット（sample collection vessel）から構成され，反応容器までが SAS 法，以降

が RESAS 法を基本としたシステムである．CO2ポンプ（最大流量 20 mL/min），薬物溶液

ポンプ（最大流量 10 mL/min），反応容器（50 mL），圧力制御弁（back pressure regulator）

で構成される． 

初めに液体 CO2 を調温条件下，反応容器に導入する．反応容器が目標圧力に到達した

後，IMC 溶液（20 mg/mL）と CO2の両方を 2 流体ノズルを介して反応容器に放出させる

（外側ノズル: 外径 1/16 in.，内径 0.8 mm のステンレス管（日本分光株式会社）; 内側ノ

ズル: 外径 0.25 mm.，内径 0.25 μm のキャピラリー管（アジレント・テクノロジー株式会

社））．Figure 19 (B)に 2 流体ノズルの概略を示す． 

反応容器に IMC エタノール溶液と CO2を放出させた直後，反応容器から back pressure 

regulator を介して 30 mL の蒸留水中に IMC とエタノールを分散させた CO2を噴霧する．

本システムの耐圧は 25 MPa，反応容器の温度は 25～80℃の範囲で調節可能である． 

IMC とエタノールが分散した CO2を全て噴霧した後，得られた懸濁液は超音波処理に

より分散させ，凍結乾燥した（詳細は 1.2.2. IMC ナノ粒子の調製を参照）． 

1 回当たりの IMC の仕込量は 200 mg とした（20 mg/mL の IMC エタノール溶液として

10 mL）．エタノール溶液の量を増加し，粒子の調製量を増加させることは可能である． 
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Figure 19. Schematic diagram of the apparatus for the novel processing using supercritical 

carbon dioxide (scCO2). 

 

3.2.3. 粒子径，粒子径分布 

懸濁液中の IMC 粒子（凍結乾燥前の懸濁液，凍結乾燥後のサンプルを再分散させた懸

濁液）の粒子径分布は動的光散乱法にて FPAR-1000（大塚電子株式会社）を用い測定し

た． 

 

3.2.4. 収率測定 

IMC の定量試験法は 1.2.4. IMC ナノ粒子の収率測定を参照． 

収率について，得られた粉末量を仕込んだ IMC 量で割り，IMC 粒子の収率とした． 

 

3.2.5. 電子顕微鏡 

1.2.5. 電子顕微鏡を参照． 

 

3.2.6. 粉末 X 線回折 

2θ の範囲は 5～30°にて測定を行った．その他の条件は 1.2.6. 粉末 X 線回折を参照． 

 

3.2.7. 示差走査熱量測定 
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1.2.7. 示差走査熱量測定を参照． 

 

3.2.8. 溶出試験 

1.2.8. 溶出試験を参照．なお，サンプルの投入量は 20 mg，パドルの回転数は 50 rpm

とした． 

 

3.3. 結果・考察 

3.3.1. combinational scCO2法によるナノ粒子調製 

10 MPa 以下に保った scCO2中に薬物溶液を送液すると，scCO2が貧溶媒として作用し

IMC 結晶が析出した 40,100,101．scCO2（反応容器）中で IMC のマイクロサイズの結晶が得

られたため，back pressure regulator 側からナノ粒子は得られなかった．一方，scCO2の圧

力を 15 MPa 以上に保った場合，scCO2中に析出した IMC 結晶は僅かであった．これは，

反応容器に付属するサファイアガラス越しに scCO2 の密度ゆらぎを確認でき，IMC とエ

タノールは scCO2中に分散していたためと考えられる．一方，scCO2の圧力を 15 MPa 以

上に保った場合においても，IMCエタノール溶液を scCO2中で数分間保存した場合，scCO2

中で IMC 結晶が析出した．これより，IMC 分子が scCO2中で均一に分散し溶解している

のではなく，微小の IMC が溶解したエタノールの液滴が scCO2中で分散し，その状態は

比較的不安定であると考えられる． 

scCO2の圧力を 15 MPa 以上に保ち，back pressure regulator を介し IMC とエタノールを

含有する scCO2 を蒸留水中に噴霧すると，IMC 微粒子を含む懸濁液が得られた．得られ

た懸濁液は医薬品としての応用を考慮し，粉末化するため凍結乾燥した．Figure 20 に凍

結乾燥前後の粒子径分布の結果を示す．凍結乾燥後のサンプルを蒸留水中に懸濁させた

ところ，粒子径分布は 2 つのピークから成り，1 つはナノ粒子による 300～600 nm のピー

ク，もう 1 つは数 μm のピークであった．2 つのピークを示したサンプルについて，1.0％

w/v の PVA 溶液にサンプルを分散させるとナノサイズの単一ピークの粒子径分布を示し

た（Figure 20 (c)）．本現象より，粒子径分布中のマイクロ粒子はナノ粒子の凝集体である

と考えられる． 
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Figure 20. Particles size distribution IMC suspension: (a) scCO2 processed IMC suspension at 

25 MPa·40 °C prior to freeze-drying; (b) freeze-dried sample of (a) was dispersed in distilled 

water; (c) freeze-dried sample of (a) was dispersed in 1.0% PVA-403 solution. 

 

Figure 21，Table 6 に凍結乾燥後のサンプルの収率と再分散させた平均粒子径を示す．

scCO2の温度を40℃に制御した場合，scCO2の圧力が高いほど，平均粒子径は小さかった．

scCO2の圧力を 10 MPa に保ちサンプルを調製すると，IMC 粒子の収率は 1.6％と低く，

大部分の IMCは scCO2中に析出した．一方，scCO2の圧力を 15～25 MPaに制御した場合，

back pressure regulator 側から IMC 微粒子が得られた．Figure 22に scCO2の温度を 80℃に

上げた場合の凍結乾燥後のサンプルの収率及び平均粒子径の変化を示す．scCO2の温度を
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上げると，平均粒子径は増加し，RESS 法による結果と類似していた． 

RESS 法は，scCO2を放出するノズルを介し大気圧下に噴霧される間冷却され，均一な

核生成と粒子成長を伴う過飽和を示すことが報告されている．さらに，圧力，温度，ノ

ズル形状，ノズル径など様々なパラメータが製品品質に影響しうる 104．本装置で得られ

た最小の粒子径を有する粒子が得られる scCO2条件は 25 MPa·40℃であった．IMC 粒子の

収率は圧力を高くするほど，収率が高くなった（Figure 21, Figure 22）．しかし，その収率

は約 50％と比較的低い．これは 1 回当たりの IMC の仕込み量が 200 mg のためと考えら

れる．IMC 粒子を連続的に調製した場合，収率は高くなった．例えば，IMC を通常の 4

倍である 800 mg 仕込み，調製時間を 4 倍に延長した場合，IMC 粒子の収率は 76.7 ± 5.2％

であり，本装置は IMC 微粒子を高収率で製造可能と考える．RESS 法を用い安息香酸の

粒子を調製した場合，噴霧前の scCO2 の圧力及び温度と得られる粒子の粒子径の間で相

関関係が存在する．scCO2の圧力を高めると粒子径は減少し，温度を上げると粒子径は増

大した 105．この結果は Figure 21及び Figure 22に示す粒子径の結果と一致した． 

 

 

Figure 21. Changes in the particle size and yield of IMC particle when the after freezedried 

sample of IMC suspension was dispersed into distilled water: scCO2 processing was performed 

under various CO2 pressures in the vessel (temperature: 40 °C). 

 

  



52 

 

Table 6. Effect of scCO2 conditions on the particle properties of freeze-dried samples. 

Pressure (MPa) Temperature (°C) Yield (%) Mean particle size (nm) 

10 40 1.6 2540.9 

15 40 39.3 799.9 

20 40 38.3 674.2 

25 40 47.7 354.9 

25 60 31.7 718.3 

25 80 26.7 799.4 

 

 

Figure 22. Changes in the particle size and yield of IMC particle when the after freezedried 

sample of IMC suspension was dispersed into distilled water: scCO2 processing was performed 

under various temperatures in the vessel (pressure: 25 MPa). 

 

3.3.2. IMC 粒子の評価 

IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルについて，SEM を用い粒子径や形状の観察を行った．

Figure 23にその SEM 画像を示す．IMC 原末は比較的粒子径分布の広い，不規則な形状の

粒子であり，平均粒子径は数 μm であった．10 MPa·40℃の scCO2条件にて調製した IMC

粒子は棒状結晶であった（Figure 23 (B)）．一方，高圧の scCO2条件にて調製した IMC 粒

子はナノサイズの球形粒子と棒状粒子の混合物であった（Figure 23 (C)）．25 MPa·40℃の

scCO2条件にて調製した IMC 粒子は大部分が球形であった（Figure 23 (D)）． 
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Figure 23. SEM images of IMC after freeze-dried samples of scCO2 processed suspension 

under various CO2 pressures in the vessel (temperature: 40 °C). (A) Unprocessed IMC, (B) scCO2 

processing at 10 MPa·40 °C, (C) scCO2 processing at 20 MPa·40 °C, and (D) scCO2 processing at 

25 MPa·40 °C. 

 

高圧の scCO2 条件にて調製した懸濁液を凍結乾燥したサンプル中には球形のナノ粒子

が含まれていた（Figure 23 (C), (D)）．そこで，PXRD と DSC による結晶性を評価した．

Figure 24に IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの PXRD パターンを示す．IMC 原末は 2θ

＝11.7°，17.0°，19.8°，22.0°，26.8°に回折ピークを示し，IMC の安定晶である γ-form の

ピークと一致した．10 MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサンプルは 2θ＝8.3°，11.8°，

14.4°，18.0°，22.0°に回折ピークを示している．これは IMC の準安定晶である α-form の

ピークと一致した 68．25 MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサンプルは α-，γ-form とも

異なる回折パターンを示している．大部分の回折ピークは IMC の準安定晶である α-form

と一致した．Figure 24にて矢印を付けた様に，いくつかの回折ピークは既知の IMC 結晶

と異なる結晶形の回折ピークを含んでいる 106．25 MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサ
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ンプルは α-form と他の結晶形の混合物であると考察する． 

 

 

Figure 24. PXRD patterns of IMC powder: (a) unprocessed IMC (γ-form), (b) scCO2 

processing at 10 MPa·40 °C, and (c) scCO2 processing at 25 MPa·40 °C. 

 

Figure 25に各サンプルの DSC プロファイルを示す．PXRD から予想された様に，IMC

原末は安定晶である γ-form の融点である 160℃において鋭い吸熱ピークを示した．10 

MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサンプルの融点ピークは 157℃に認められ，それは準

安定晶である α-form の融点と一致する．一方，25 MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサ

ンプルは 148℃付近に小さな吸熱ピークと発熱ピークを連続して示し，157℃の融点ピー

クと重なっている．γ-form と α-form は結晶転移を示すことが報告されている 107．明確な

根拠は得られていないが，DSC プロファイルの結晶の多形転移より γ-form と α-form 以外

の結晶形が存在すると推察する．25 MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサンプル中に新

しい結晶形が存在する場合，この結晶形は enantiotropic 転移を示していると考える（Figure 

25 (B)）．enantiotropic 転移は Grunenberg らにより報告されており，液体や気体を経ずに可

逆的に結晶形が転移することと定義されている 108．PXRD と DSC の結果より，25 
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MPa·40℃の scCO2条件にて調製したサンプルは非晶質，α-form，高温で α-form に転移す

る enantiotropic-form の混合物であると考察される．DSC の結果について，151℃での吸熱

ピークは α-，β-，γ-form いずれの結晶形においても認められていないことから 106，151℃

の吸熱ピークは IMC の既知以外の結晶形か非晶質体から α-form への結晶化と推察する．

IMC の新しい結晶多形の報告は少なく，scCO2 を用いた本粒子調製法により，IMC の新

しい結晶多形を調製できる可能性があると考えられる． 

 

 

Figure 25. DSC profiles (A) of IMC powder: (a) unprocessed IMC (γ-form), (b) scCO2 

processing at 10 MPa·40 °C, (c) scCO2 processing at 25 MPa·40 °C, and (B) schematic 

energy-temperature diagram of the sample processing at 25 MPa·40 °C.  
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3.3.3. IMC 粒子の溶出プロファイル 

Figure 26に IMC 原末，凍結乾燥後のサンプルの溶出プロファイルを示す．IMC 原末に

ついて，溶出速度は遅く，60 分の時点で約 60％の溶出率であった．凍結乾燥後のサンプ

ルについて，試験開始後 3 分の時点で 90％以上が溶出し，10 分にて 100％の溶出率を示

した．第 1 章で報告したが，IMC の著しい溶出性の増大は粒子径がナノサイズまで減少

し，有効比表面積が顕著に増大したためと，高い溶出性を有する準安定晶へ結晶形が多

形転移したためであると考える． 

 

 

Figure 26. Dissolution profiles of (□) unprocessed IMC powder and (○) freezedried sample of 

scCO2 processed IMC at 25 MPa·40 °C (n=3). 

 

25 MPa·40℃の条件にて調製した粒子について，外観は球状のナノ粒子であった（Figure 

23）．このサンプルの PXRD パターンは 10 MPa·40℃の条件にて調製した粒子（α-form）

と一部異なるピークを示した．IMC の結晶性の低下は back pressure regulator から高圧の

scCO2が噴霧され，IMC の非晶質体生成によるためと考えられる．非晶質体は IMC 結晶

のナノ化と同様，溶出プロファイル改善に寄与していると考察する． 

 

3.4. 結論 

scCO2の SAS 法と RESAS 法の装置で構成される combinational scCO2法は IMC 粒子の

連続調製に成功した．RESS法における医薬品化合物の scCO2への溶解度の低さを克服し，
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粒子を連続的に調製可能にしたことが本研究の利点である．本方法を用い，ナノサイズ

の IMC の球状粒子を調製することができた．さらに本方法は複雑で高額な粒子捕集装置

を必要としない．本研究は医薬品化合物のナノ粒子を調製でき，scCO2を用い，コスト効

率の高い方法を提案可能である． 
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第 4 章 

超臨界流体法を適用した ONO-2921 の

吸入製剤用微粒子の設計 

 

4.1. 序論 

医薬品化合物のナノ粒子を調製する技術は break-down法と bottom-up法の 2つに大別さ

れる 5,6．break-down 法を応用した特許や製品は多く存在する．一例に，Emend®は Elan 社

のビーズミルを用いた湿式粉砕を応用し，ナノ粒子化により製品化されている 109．一方，

bottom-up 法を応用した製品は少ない 110-112．しかし，bottom-up 法は break-down 法と比べ，

必要なエネルギー量が少ないこと，break-down 法で使用されるものに比べ，コストが安

いため，近年，注目を集めている 11,113． 

環境負荷の優しい溶媒として超臨界流体が注目されている．CO2は他の物質と比べ，低

圧低温（7.4 MPa·31.2℃）で超臨界状態となるため，汎用性に優れる．粒子調製の技術に

おいて，scCO2は晶析の良溶媒または貧溶媒として用いられる．scCO2を良溶媒として用

いる方法は RESS 法 21や RESAS 法 47が挙げられ，貧溶媒として用いる方法は SAS 法や

SEDS 法 22-24が挙げられる． 

第 4 章では，第 3 章で確立した SAS 法と RESAS 法の装置で構成される combinational 

scCO2法を用い，モデル薬物には ONO-2921 を用い，微粒子を調製した．得られた微粒子

は DPI に応用することを試みた．これは，近年，医薬品の開発ステージに上がってくる

候補化合物に関して，難水溶性で BA が低いものが増加しており，経口投与において十分

な血中薬物濃度が得られない場合，肺から薬物を吸収させることが選択肢の 1 つとして

考えられるためである．第 2 章で報告したアプローチと大きく異なる点として，本章に

おいては添加剤を全く用いない点である．以下に得られた知見を詳述する． 
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4.2. 試料ならびに実験方法 

4.2.1. 試料 

難 水 溶 性 の モ デ ル 薬 物 で あ る ONO-2921

（ tert-butyl(4R)-4-{[((1R)-2-[(1-benzylpiperidin-4-yl)amino]-1-{[(cyclohexylmethyl)thio]methyl

}-2-oxoethyl)amino]carbonyl}-1,3-thiazolidine-3-carboxylate）は小野薬品工業株式会社に提供

頂いた．ONO-2921 の物理化学的性質と構造式は Table 2を参照．粒子径測定時の粒子の

分散安定化剤として用いた，PVA（PVA-403，重合度＝300，鹸化度＝80.0％）は株式会

社クラレから入手した． 

 

4.2.2. ONO-2921 粒子の調製 

ONO-2921 懸濁液は第 3 章で確立した SAS 法と RESAS 法の装置で構成される

combinational scCO2法を用いた（Figure 19を参照）．1 回当たりの ONO-2921 の仕込量は

200 mg とした（40 mg/mL の ONO-2921 エタノール溶液として 5 mL）．その他の操作条件

は 3.2.2. IMC ナノ粒子の調製を参照． 

 

4.2.3. 粒子径，粒子径分布 

凍結乾燥後のサンプルは LDSA-2400A を用い，気中分散時の粒子径をレーザー回折法

にて測定した．また FPAR-1000 を用い，懸濁液中の粒子径を動的光散乱法にて測定した． 

 

4.2.4. 電子顕微鏡 

2.2.4. 電子顕微鏡を参照． 

 

4.2.5. 示差走査熱量測定 

2.2.5. 示差走査熱量測定を参照． 

 

4.2.6. In vitro 吸入特性 

In vitro 吸入特性の評価は twin impinger を用い，吸入デバイスには Spinhaler®を用いた．

また，Andersen cascade impactor（東京ダイレック株式会社及び Copley Scientific）を用い，

吸入デバイスには Spinhaler®及び Monohaler®（RPC Bramlage GmbH）を用いた．その他の

操作条件は 2.2.7. In vitro 吸入特性を参照． 
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4.2.6.1. Twin impinger 

2.2.7.1. Twin impinger を参照． 

 

4.2.6.2. Andersen cascade impactor 

Andersen cascade impactor の評価は throat，stage 0～7，filter（東京ダイレック株式会社）

または throat，preseparator，stage -1～6，filter（Copley Scientific）を用いた．吸入の流量

は 28.3 L/min または 60.0 L/min に設定した．In vitro 吸入特性の結果は ED と FPF で評価

した．ED は capsule に充填された ONO-2921 に対する capsule から放出された ONO-2921

の割合で示した．FPF は ONO-2921 の stage 3 以降の到達割合（吸入流量: 28.3 L/min）ま

たは stage 2 以降の到達割合（吸入流量: 60.0 L/min）として示した（空気力学的粒子径は

4.7 μm 以下である）80,81．その他の操作条件は 2.2.7.2. Andersen cascade impactor を参照． 

 

4.2.7. HPLC 分析 

2.2.8. HPLC 分析を参照． 

 

4.3. 結果・考察 

4.3.1. combinational scCO2法による粒子調製 

第 3 章で報告したが，scCO2中に薬物溶液を送液すると，scCO2が貧溶媒として作用し

薬物結晶が析出する 23,40．Figure 27に示す通り，scCO2が 15 MPa·40℃または 20 MPa·60

～80℃条件において scCO2中で ONO-2921 は析出しなかった．反応容器の圧力を 10 MPa

以下に保った場合，反応容器にて ONO-2921 結晶が析出した．一方，圧力を 15 MPa 以上

に保った場合，ONO-2921 結晶は反応容器中ではほとんど析出しなかった．これは高圧低

温の条件ほど，scCO2の密度が増大し，ONO-2921 の scCO2への溶解度が増大するためと

考えられる． 
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Figure 27. Schematic representation of ONO-2921 precipitated or not precipitated in the 

reaction vessel filled with CO2 above the critical point. Gray zone: predicted ONO-2921 

precipitation; white zone: predicted nonprecipitation conditions; ●: precipitation observed; ○: 

precipitation not observed. 

 

CO2は臨界点（7.4 MPa·31.1℃）以上において超臨界流体となるが，純粋な CO2の相図

は APIや溶媒存在下において必ずしも適応されるとは限らない．これは Braeuer の次の報

告のためである．CO2 以外の物質がほとんど存在しない“CO2-rich”混合物について，CO2

の超臨界条件下その混合物は超臨界流体となる．一方，CO2 中に溶媒が多く存在する

“solvent-rich”混合物について，CO2の超臨界条件下であっても，その混合物は溶媒が多く

液体となる（超臨界流体にならない）114． 

Figure 27で示した ONO-2921 が反応容器中で析出しない条件下（white zone），ONO-2921

は scCO2中で分散または溶解した．20 MPa·40℃条件において，ONO-2921 の scCO2への

溶解度は 3.3×10-6 mol/mol CO2であった．一般的に scCO2への溶解度が高いと言われてい

る ibuprofen は scCO2への溶解度が 1.1×10-4 mol/mol CO2と報告されており 115，ONO-2921

は ibuprofen と比較して，scCO2への溶解度は低い．scCO2への見かけの溶解度を改善する

方法の 1 つにエントレーナー（例えばエタノール）を添加する方法がある．Figure 28 (a)

に示す通り，エントレーナーは溶質と CO2との間で相互作用し，溶解度を向上させる 116．

ONO-2921 溶液を scCO2中に送液し，しばらくの間放置した場合，ONO-2921 結晶が scCO2

中で析出した．一方，ONO-2921 溶液を scCO2中に送液し，続いて ONO-2921 溶液を含む

10 15 20 25

40

60

80

Pressure (MPa)

T
em

p
er

at
u
re

 (
ºC

)

31.1

7.38



62 

 

scCO2を RESAS 装置を介して大気圧下に噴霧すると ONO-2921 微粒子が得られた．これ

より，ONO-2921 はエタノール存在下，scCO2に安定的に溶解しているのではなく，適当

なサイズの ONO-2921 エタノール溶液の液滴が不安定な状態で CO2に分散していると考

察する（Figure 28 (b)）．溶液の小さな液滴が scCO2中に比較的不安定な状態で分散してお

り，これは第 3 章で報告した現象と類似している． 

 

 

Figure 28. Schematic representation of ONO-2921 dispersion in the reaction vessel (yellow: 

ONO-2921; blue: ethanol; black dot: CO2). (a) Dissolution of ONO-2921 in CO2 with ethanol as 

an entrainer. (b) Dispersion of ethanolic ONO-2921 solution in CO2. 

 

4.3.2. 超臨界流体の圧力が粒子に及ぼす影響評価 

scCO2の圧力を 15 MPa 以上に保ち，ONO-2921 と溶媒が分散する scCO2を back pressure 

regulator を介して蒸留水中に噴霧すると，ONO-2921 微粒子を含む懸濁液が得られた．得

られた懸濁液は DPI として応用するため，凍結乾燥し粉末化した．初期検討として異な

る有機溶媒を用い，得られる ONO-2921 粒子に及ぼす影響を評価した．溶媒としてメタ

ノールまたはエタノールを用いた場合，収率や粒子径の変化は認められなかった．一方，

アセトンを用いた場合，粒子が得られなかった．これは scCO2 が貧溶媒として作用し，

大部分の ONO-2921 が scCO2 中に析出したためである．メタノールとエタノールについ

て，粒子調製において大きな差がなかったため，残留溶媒の観点からエタノールを有機

溶媒として選択した． 

Figure 29に ONO-2921 粒子の収率と凍結乾燥後のサンプルを PVA 水溶液中に分散させ

た粒子径を示す．一定温度条件下，CO2の圧力を増大させると収率は増大した．一方，平

均粒子径はほとんど変化がなかった．10 MPa 条件下，ONO-2921 粒子はほとんど得るこ

several 

nanometers

(a) (b)
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とができなかった．これは大部分の ONO-2921 が scCO2 中で析出したためである．一定

温度条件下，CO2の圧力を増大させると CO2の密度が増大し 117，ONO-2921 の scCO2へ

の溶解度が増大すると考察する．この傾向は過去に報告されている 118．更に ONO-2921

の scCO2への溶解度が増大するほど，ONO-2921粒子の収率は増大した．過去の報告より，

scCO2を良溶媒または貧溶媒として用いたいずれの場合においても scCO2を用いた晶析の

収率は通常 60～70％であった 119-121．しかし，本章における収率は 35％以下であった．こ

れは ONO-2921 が装置のチューブ，反応容器中，ノズル中に残存したためである．

ONO-2921 粒子の収率は 1 回当たりの仕込み量を 4 倍にした場合，第 3 章の結果と同様に

改善された． 

 

 

Figure 29. Changes in the yield and size of ONO-2921 particles dispersed in 1% (w/v) 

polyvinyl alcohol after freeze-drying; scCO2 processing was performed under various CO2 

pressures in the reaction vessel at 40 °C. 

 

Figure 30に ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルについて，SEM を用い粒子径及び

形状の観察を行い，その SEM 画像を示す．ONO-2921 原末は 1 次粒子が密に凝集した球

形の凝集体であった（Figure 30 (a)）．凍結乾燥後のサンプルもまた球状の 2 次粒子であっ

た（Figure 30 (c)-(e)）．1 次粒子を比較した結果，いずれも針状結晶であった（Figure 30 (b), 

(f)）．Figure 31に ONO-2921 原末と 25 MPa·40℃条件にて調製した粒子の DSC プロファイ
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ルを示した．DSC プロファイルの差は認められず，融点も同じであり，結晶形の転移は

起こっていないと推察される． 

 

 

Figure 30. Scanning electron microscopy images of freeze-dried samples under various CO2 

pressures in the reaction vessel at 40 °C. (a) Raw ONO-2921. (b) Raw ONO-2921 at 10,000 × 

magnification. (c) scCO2 processing at 15 MPa (c), 20 MPa (d), 25 MPa (e), and 25 MPa at 

15,000 × (f). 

 

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

10 μm
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Figure 31. Differential scanning calorimetry profiles of (a) raw and (b) scCO2-processed 

ONO-2921 at 25 MPa and 40 °C. 

 

Table 7に ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルの気中分散時の粒子径を示す．吸入

に適切な粒子径（1～5 μm）における薬物粒子は高い付着性を示し，凝集体を形成し，流

動性や分散性が悪く，投与量の均一性の低下を招く 122．scCO2 プロセスにより調製した

サンプルの気中分散時の粒子径は 2.9～3.1 μm であり，ONO-2921 原末と比較して小さか

った（4.2 μm; dispersed pressure: 0.3 MPa）．scCO2プロセスにより調製したサンプルの懸濁

液中での粒子径は約 600 nm であり（Figure 29），ONO-2921 原末と比較して小さかった

（1782 nm）．scCO2プロセスにより調製したサンプルの気中分散時の粒子径は 2.9～3.1 μm

（dispersed pressure: 0.3 MPa），懸濁液中の粒子径は 578.4～610.1 nm であり，scCO2プロ

セス条件による粒子径の差は認められなかった． 
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Table 7. Size of ONO-2921 particles dispersed in air after supercritical CO2-processing at 

various CO2 pressures in the reaction vessel at 40 °C. 

Pressure (MPa) 

Particle size (μm) 

0.1 MPa 
 

0.3 MPa 

D
10

 D
50

 D
90

 
 

D
10

 D
50

 D
90

 

Raw ONO-2921 2.7 ± 0.6 10.3 ± 4.1 199.0 ± 37 
 

1.0 ± 0.1 4.2 ± 0.3 7.8 ± 1.1 

15 1.3 ± 0.0 4.1 ± 0.1 7.3 ± 0.4 
 

0.6 ± 0.0 2.9 ± 0.2 5.0 ± 0.1 

20 2.9 ± 0.4 7.9 ± 1.7 18.0 ± 8.0 
 

0.7 ± 0.0 3.1 ± 0.1 5.2 ± 0.2 

25 1.9 ± 0.0 5.1 ± 0.1 9.0 ± 0.2 
 

0.7 ± 0.0 3.1 ± 0.1 5.2 ± 0.2 

Values represent mean ± standard deviations; n=3. 

 

Figure 32に ONO-2921 原末，凍結乾燥後のサンプルの twin impinger を用いた in vitro 吸

入特性の結果を示す．ONO-2921 原末は大部分が stage 1 に沈着し，stage 2 到達率は 2.1％

と低い値であった．scCO2プロセスにより調製したサンプルは stage 1 への沈着量が減少

し，stage 2 到達率が増大した（28.8～50.3％）．25 MPa·40℃条件にて調製したサンプルの

stage 2 到達率は ONO-2921 原末と比較し，24 倍に増大した． 

 

 

Figure 32. Changes in the in vitro inhalation properties of ONO-2921 samples in scCO2 

processed under various CO2 pressures in the reaction vessel at 40 °C in a twin impinger (mean ± 

standard deviation; n=3). 
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scCO2 プロセスにより調製したサンプルの懸濁液中の粒子径及び気中分散時の粒子径

は調製時の scCO2の圧力による差は認められなかったものの，stage 2 到達率は scCO2の

圧力増大に伴って，上昇した．気中分散時の粒子径測定について，分散圧 0.3 MPa では調

製したサンプルは大部分が分散されたと考察する．過去の報告より，同一サンプルの気

中分散時の粒子径測定時，分散圧を 50～400 kPa に増大させると，分散圧 300 kPa 以上に

おいて粒子径の差がほとんど認められず 123，一次粒子に分散していると考えられる．Table 

7の raw material の気中分散時の粒子径 D50は 10.3 ± 4.1 μm（dispersed pressure: 0.1 MPa），

4.2 ± 0.3 μm（dispersed pressure: 0.3 MPa）であり，in vitro 吸入特性の結果，大部分が stage 

1 に沈着していることより，in vitro 吸入特性時の分散圧は比較的弱く，twin impinger の

stage 2 到達率は分散圧 0.1 MPa における気中分散時の粒子径に基づくと考えられる．

scCO2の圧力 15 MPa 条件にて調製した粒子は他の 2 つのサンプルと比較し，粒子径が小

さく，付着性が増大し，大部分が twin impinger の device に沈着したと考察する．scCO2

の圧力 20 MPa 条件にて調製した粒子は粒子径が比較的大きく，stage 1 に沈着したと考え

られる．scCO2の圧力 25 MPa 条件にて調製した粒子は分散性のバランスが良好であり，

stage 2 到達率が最も高い値を示した．同様の結果は過去にも報告されている．SEDS 法に

より調製された salbutamol sulfate 粒子は粒子径が大きいサンプルの方が良好な in vitro 吸

入特性を示した．著者らは粒子の形状と表面自由エネルギーの差が in vitro 吸入特性の増

大に寄与したと述べている 124．本研究においても，粒子調製時の CO2の圧力を増大させ

ると得られる粒子の表面自由エネルギーが減少したと推測される． 

 

4.3.3. 超臨界流体の粒子調製条件の最適化 

粒子調製時，圧力一定条件下，scCO2の温度の最適化検討を実施した．Table 8に調製し

たサンプルの気中分散時の粒子径を示す．圧力を 20 MPa に固定し，scCO2の温度を 40℃

から 80℃に増大させると得られたサンプルの粒子径が増大した（(a); dispersed pressure: 0.3 

MPa）．圧力を 25 MPa に固定し，scCO2の温度を 40℃から 30℃に減少させた場合，得ら

れたサンプルの粒子径の差は認められなかった（Table 8 (b)）．CO2 の臨界点は 7.4 

MPa·31.1℃であり，CO2の温度 30℃は亜臨界状態である 24．これより，ONO-2921 粒子は

超臨界条件以外においても調製可能であった． 
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Table 8. Size of ONO-2921 particles dispersed in air after supercritical CO2 processing at 

various temperatures in the reaction vessel at 20 MPa (a) and 25 MPa (b). 

Temperature (°C) 

Particle size (μm) 

0.1 MPa 
 

0.3 MPa 

D
10

 D
50

 D
90

 
 

D
10

 D
50

 D
90

 

(a) 

40 2.9 ± 0.4 7.9 ± 1.7 18.0 ± 8.0 
 

0.7 ± 0.0 3.1 ± 0.1 5.2 ± 0.2 

80 2.7 ± 0.2 7.8 ± 0.2 14.6 ± 1.2 
 

0.8 ± 0.0 4.0 ± 0.1 7.6 ± 0.4 

(b) 

30 2.1 ± 0.2 5.5 ± 0.3 10.4 ± 0.7  0.8 ± 0.0 3.2 ± 0.2 5.3 ± 0.3 

40 1.9 ± 0.0 5.1 ± 0.1 9.0 ± 0.2  0.7 ± 0.0 3.1 ± 0.1 5.2 ± 0.2 

Values represent mean ± standard deviations; n=3. 

 

Figure 33に scCO2の異なる温度条件にて調製したサンプルの in vitro 吸入特性の結果を

示す．scCO2の温度を 40℃から 80℃に増大させると twin impinger の stage 2 到達率は減少

した．一方，scCO2の温度を 40℃から 30℃に減少させた場合，stage 2 到達率は同等であ

った（50.3～47.9％）．scCO2 の圧力の変化が及ぼす影響を 4.3.2.の項にて報告した事に加

え，scCO2 の一定圧力条件下，CO2 の温度を減少させると CO2 の密度が上昇し 117，

ONO-2921 の溶解度が増加すると考えられる．ONO-2921 の scCO2への溶解度が増大する

と ONO-2921 粒子の in vitro 吸入特性は増大すると推察される．これより良好な in vitro 吸

入特性を有する粒子は CO2 が高圧低温条件にて調製可能であり，これは scCO2 を用いた

抽出効率の過去の報告と一致する 125-127． 
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Figure 33. Changes in the in vitro inhalation properties of ONO-2921 samples processed under 

various temperatures in the reaction vessel in a twin impinger at 20 MPa (a) and 25 MPa (b) 

(mean ± standard deviation; n=3). 

 

ここまでの検討は CO2の流量が 14 mL/min の条件にて実施してきた．Figure 34に CO2

の流量を変化させた場合の影響を評価した結果を示す．scCO2の条件は 25 MPa·40℃条件

に固定した．CO2の流量を 10 mL/min にした場合，APIは反応容器内で析出し，13％と低

収率であった．CO2の流量を 20 mL/min にした場合，収率は 14 mL/min の時と同等であっ

た．これらサンプルの in vitro 吸入特性は twin impinger を用いて評価し，CO2の流量が 14 

mL/min の条件にて調製した粒子が最も良好な in vitro 吸入特性の結果を示した．詳細なデ

ータは割愛するが，異なる CO2 の流量にて調製した粒子の粒子径分布の差は認められな

かった．以上の結果より，DPI 用の ONO-2921 粒子調製について，最適な条件は 25 

MPa·40℃，CO2の流量が 14 mL/min であることが分かった． 
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Figure 34. Effect of CO2 flow rate on in vitro inhalation properties of ONO-2921 samples 

processed with scCO2 in a twin impinger at 25 MPa and 40 °C (mean ± standard deviation; n=3). 

 

4.3.4. Andersen cascade impactor による in vitro 吸入特性評価 

Figure 35に最適条件にて調製したサンプルの Andersen cascade impactorを用い評価した

in vitro 吸入特性の結果を示す．Spinhaler®を用いた場合，吸入時の流量は 28.3 L/min（喘

息患者を想定），Monohaler®を用いた場合，吸入時の流量は 60.0 L/min（健常人を想定）

とした．本化合物が喘息治療薬ではなく，神経性疼痛を適応症として開発されており 74,75，

吸入時の流量は健常人と同等であることも想定されたためである．吸入時の流量を増大

させ，デバイスを Spinhaler®から Monohaler®に変更すると，capsule と device の残留割合

が減少し，stage 3 と 4（空気力学的粒子径は各々，2.1～3.3 μm と 1.1～2.1 μm）への沈着

割合が増大した．吸入時の流量 28.3 L/min について，Andersen cascade impactor の各ステ

ージに分布した粒子の外観を SEM により観察した．stage 0～3 に沈着した粒子は 30 μm

から 5 μmの凝集体であった．stage 4以降に沈着したサンプルは 1次粒子であったものの，

その割合は少なかった．吸入時の流量を増大させ，デバイスを変更したことにより capsule

と device に残留したサンプルが分散し，stage 3 と 4 に沈着したと推察する．Spinhaler®と

Monohaler®のデバイスの抵抗値は各々，0.01 (kPa)1/2/L∙min と 0.02 (kPa)1/2/L∙min であり，

それらは低から中程度の抵抗値である．Cyclohaler®（Teva Pharmaceutical Industries）と

Turbospin®（PH&T）は低から中程度のデバイスの抵抗値であり，これらのデバイスを用

いて吸入時の流量を増大させると ED が増大した 40．これより吸入時の流量を 28.3 L/min
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から 60.0 L/min に増大させると，FPF が増大することは妥当な結果であると考える． 

 

 

Figure 35. In vitro inhalation properties of freeze-dried powders in an Andersen cascade 

impactor of ONO-2921 processed with scCO2 at 25 MPa and 40 °C using a (a) Spinhaler® with an 

inhalation flow rate of 28.3 L/min and (b) Monohaler® with an inhalation flow rate of 60 L/min 

(mean ± standard deviation; n=3). 
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Table 9. Emitted dose (ED) and fine particle fraction (FPF) of ONO-2921 processed at 25 MPa 

and 40 °C was measured by an Andersen cascade impactor. 

Flow rate (L/min) - Device ED (%) FPF (%) 

28.3 - Spinhaler® 91.9 ± 3.6 19.9 ± 2.5 

60.0 - Monohaler® 98.3 ± 0.1 48.7 ± 0.6 

 

気道の分泌物は粘膜毛様体クリアランスにより異物を除去するが，肺胞細胞は外来物

質に対して敏感である．吸入用の添加剤は FDA に認可されたもの，または肺の内因性物

質に限定される 128．本章における手法は有機溶媒のみを用い，添加剤を必要としないも

のの，効率良く API を肺に送達可能である．このため高容量の肺内送達が必要な場合，

本手法は有益な方法である． 

 

4.4. 結論 

SAS 法と RESAS 法の装置から成る combinational scCO2 法を用い，ナノサイズの

ONO-2921 粒子の調製に成功した．ONO-2921 を含むエタノール滴は高圧低温条件におい

て scCO2中に分散した．ONO-2921 エタノール溶液を scCO2に送液し，すぐに ONO-2921

溶液が分散した scCO2を RESAS 装置を介して大気圧下に噴霧すると，ONO-2921 粒子は

得られた．scCO2処理した ONO-2921 粒子は吸入製剤として用いることができた．得られ

たサンプルの in vitro 吸入特性評価の結果，ONO-2921 原末と比較し，24 倍の吸入効率を

示し，FPF 49％以上（空気力学的粒子径 4.7 μm 以下）を示した．添加剤を用いず，吸入

効率の良い API 粒子を調製可能である．我々の粒子調製の技術は大量の ONO-2921 を肺

に効率良く送達可能である．本手法は粒子の連続生産が可能であり，また，薬物の scCO2

への低溶解度の問題点も克服可能である．本法の開発により，既存の装置を組み合わせ

ることにより scCO2を用いナノ粒子をコスト効率良く調製可能である． 

  



73 

 

第 5 章 

超臨界流体法と新規添加剤を組み合わせた

ブデソニドの吸入製剤用微粒子設計 

 

5.1. 序論 

吸入製剤による薬剤の投与は，気管支喘息やCOPDの局所治療に広く用いられている．

なぜなら経肺投与は薬効の発現が早く，非侵襲性，全身への副作用が低いためである

29,30,129．吸入製剤の中でも DPIは携帯性に優れ，吸入方法も比較的簡便であることから服

薬コンプライアンスに優れると言われている．DPI の設計方法としてキャリア法やステア

リン酸マグネシウム等の滑沢剤を用い粒子表面を改質する方法などが挙げられる（詳細

は諸言を参照）．キャリア法はキャリア粒子と薬物粒子間の相互作用が強い場合，薬物の

キャリアからの分離や投与量の均一性低下を引き起こすため，キャリア法の適用は限定

的である．そこで本章では滑沢効果を有する添加剤を combinational scCO2法に適応し，付

着凝集性を抑えた粒子設計に着目した． 

第 5 章では，第 3 章及び第 4 章で確立した combinational scCO2法を用いた．第 3 章及び

第 4 章は薬物のみから成る粒子を調製しており，薬物の物性に大きく依存することから

汎用性が高いとは言えない．第 2 章で得た添加剤を用い吸入効率を改善する知見を組み

合わせ，更なる粒子表面の改質を試みた．モデル薬物として気管支喘息の治療薬の 1 つ

である BDS を用いた．添加剤として，これまで DPI 用の添加剤として用いられているも

の（DPPC など）に加え，医薬品用としては新規添加剤であるモノグリセリド類を用いた．

モノグリセリド類は乳化剤の用途で食品の添加剤として広く用いられている．構造中に

長い脂肪鎖を含み表面改質が期待できること，DPPC と比較して安価なことが用いた理由

である．以下に得られた知見を詳述する． 

 

5.2. 試料ならびに実験方法 

5.2.1. 試料 

難 水 溶 性 の モ デ ル 薬 物 で あ る Budesonide （ BDS; 

(+)-[(RS)-16α,17α-butylidenedioxy-11β,21-dihydroxy-1,4-pregnadiene-3,20-dione）は大塚製薬
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株式会社に提供頂いた．添加剤として以下のものを用いた．dipalmitoylphosphatidylcholine

（DPPC）は日油株式会社，monoglyceride of hydrogenated palm oil（MGHPO），monoglyceride 

laurate（MGL）は太陽化学株式会社，monoglyceride palmitate（MGP）は東京化成工業株

式会社，monoglyceride stearate（MGS），sorbitan monopalmitate（Span 40）はナカライテス

ク株式会社から入手した．Figure 36にこれら添加剤の構造式を示す．MGHPO の構成比率

は MGL 0.6％，MGP 43.2％，MGS 52.0％，その他 4.2％である． 

 

 

Figure 36. Chemical structural formula of additives: (a) dipalmitoylphosphatidylcholine 

(DPPC), (b) R=10, monoglyceride laurate (MGL), (c) R=14, monoglyceride palmitate (MGP), (d) 

R=16, monoglyceride stearate (MGS), and (e) sorbitan monopalmitate (Span 40). 

 

5.2.2. BDS 粒子の調製 

BDS 懸濁液は第 3 章で確立した SAS 法と RESAS 法の装置で構成される combinational 

scCO2法を用いて調製された（Figure 19を参照）．1 回当たりの BDS と添加剤の仕込量は

合計 200 mg とした（20 mg/mL の BDS／添加剤エタノール溶液として 10 mL）．反応容器

中の scCO2の圧力及び温度は 25 MPa·40℃とした．理由は高圧低温程，CO2の密度が上昇

し 117，BDS の scCO2への溶解度が増加し，最も in vitro 吸入特性が良好な条件と考えたた

めである．その他の操作条件は 3.2.2. IMC ナノ粒子の調製を参照． 

CH3(CH2)R-C-OCH2CHCH2OH

=

O

-

O

(a)

(b), (c), (d)

(e)
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5.2.3. 粒子径，粒子径分布 

凍結乾燥後のサンプルは LDSA-2400A を用い，気中分散時の粒子径をレーザー回折法

にて測定した．気中分散時の圧力は 0.3 MPa とした． 

 

5.2.4. In vitro 吸入特性 

BDS 供給品，凍結乾燥後のサンプルの in vitro 吸入特性の評価は twin impinger を用い，

吸入デバイスには Spinhaler®を用いた．その他の操作条件は 2.2.7. In vitro 吸入特性を参

照．Twin impinger の操作条件は 2.2.7.1. Twin impinger を参照． 

 

5.2.5. HPLC 分析 

BDS の含有量は HPLC を用い測定した．カラムは 4.6×150 mm Kromasil C8（シグマア

ルドリッチジャパン株式会社），カラムオーブンの温度は 35℃，サンプル注入量は 20 μL，

検出波長は 254 nm，移動相はメタノール／水＝7/3（v/v），流量は約 1.0 mL/min の条件を

用いた． 

 

5.2.6. 粉末 X 線回折 

BDS 供給品，凍結乾燥後のサンプルの粉末 X 線回折について，PXRD を用い実施した．

測定速度は 4°/min，2θ の範囲は 5～30°にて測定を行った．以降の操作は 1.2.6. 粉末 X

線回折を参照． 

 

5.2.7. 示差走査熱量測定 

BDS 供給品，凍結乾燥後のサンプルの熱分析について，DSC を用い実施した．速度は

10℃/min，範囲は 25～275℃にて測定を行った．以降の操作は 1.2.7. 示差走査熱量測定

を参照． 

 

5.2.8. 電子顕微鏡 

BDS 供給品，凍結乾燥後のサンプルの外観について，電界放射型走査型電子顕微鏡

（Field Emission Scanning Electron Microscopy: FE-SEM，JSM-T300，日本電子株式会社）

を用い観察した．無蒸着状態，加速電圧 0.5 kV の条件にて観察を行った． 



76 

 

 

5.2.9. 統計解析 

気中分散時の粒子径及び in vitro 吸入特性の結果は平均値±標準偏差（n = 3）を示した．

統計的に有意な差は Student の t 検定により計算され，p < 0.05 は有意差があると判断した

（Figure 37及び Table 10）．また，分散分析（ANOVA）し，Tukey 法により post hoc 分析

し，p < 0.05 は有意差があると判断した（Figure 38，Figure 39，Table 11及び Table 12）． 

 

5.3. 結果 

5.3.1. combinational scCO2法により得られた粒子の粒子径 

Table 10に BDS 供給品，combinational scCO2法により調製し，凍結乾燥後（scCO2/FD）

BDS の平均粒子径を示す．scCO2/FD 処理した BDS の気中分散時の粒子径 D50は 2.4 μm

であり，BDS供給品と比較し有意に増大した（p < 0.05）．Figure 37に BDS供給品，scCO2/FD

処理した BDS の twin impinger を用いた in vitro 吸入特性の結果を示す．BDS 供給品は大

部分が stage 1 に沈着し，stage 2 到達率は 5.2％と低かった．scCO2/FD 処理した BDS は

BDS 供給品と比較し，stage 2 到達率は 4 倍であった（p < 0.05）．しかし，capsule への残

存量もまた BDS 供給品と比較し増大した（p < 0.05）． 

 

Table 10. Particle size of supplied BDS and scCO2/FD processed BDS particles. Values are 

means ± SD (n = 3) (*p < 0.05 compared with supplied BDS). 

Sample 
Particle size dispersed in air (μm) 

D10 D50 D90 

Supplied BDS 0.7 ± 0.0 1.8 ± 0.1 3.5 ± 0.1 

BDS (scCO2 treatment) 1.0 ± 0.0* 2.4 ± 0.1* 4.6 ± 0.3* 
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Figure 37. Inhalation properties of supplied BDS and scCO2/FD processed BDS particles were 

evaluated with a twin impinger. Values are means ± SD (n = 3) (*p < 0.05 compared with supplied 

BDS). 

 

5.3.2. 添加剤濃度の最適化 

In vitro 吸入特性を改善するため，scCO2/FD 処理した BDS に添加剤を加えることとし

た．添加剤が粒子の物性に及ぼす影響を評価するため MGHPO を選択し，添加濃度を 5.0

～90.0％（w/solid content）の範囲で評価した．Table 11に各 MGHPO 濃度における薬物含

有率と粒子径を示す．MGHPO を加え scCO2/FD 処理した BDS（BDS/MGHPO）の薬物含

有率は MGHPO の添加量が増大するほど減少した．薬物含有率は理論値± 5％の範囲内で

あり，添加した MGHPO はサンプル中に存在すると考えられる．各 MGHPO 濃度におけ

る scCO2/FD 処理した BDS の気中分散時の粒子径 D50は scCO2/FD 処理した BDS（添加剤

無）と比較し，僅かに増大した（p > 0.05）（90.0％（w/solid content）の MGHPO 添加時は

除く）．MGHPO の添加量と気中分散時の粒子径 D50 の間には相関関係が認められた．

MGHPO の添加率を 5.0％から 12.5％（w/solid content）へ増加させると，scCO2/FD 処理し

た BDS/MGHPO の気中分散時の粒子径 D50は減少した．MGHPO 濃度と気中分散時の粒

子径の相関係数（R 値）は 0.92 であった．MGHPO の添加率を 12.5％から 90.0％（w/solid 

content）へ増加させると，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO の気中分散時の粒子径 D50は

増大し，R 値は 0.99 であった． 
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Figure 38に scCO2/FD処理したBDS/MGHPOの in vitro吸入特性の結果を示す．scCO2/FD

処理した BDS/MGHPO は scCO2/FD 処理した BDS と比較し，capsule の残存率が減少した

（p < 0.05）（5.0％（w/solid content）の MGHPO 添加時は除く）．MGHPO の添加量と stage 

2 到達率の間にも相関関係が認められた．MGHPO の添加率を 5.0％から 12.5％（w/solid 

content）へ増加させると，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO の stage 2 到達率は増大した．

MGHPO の添加率を 12.5％から 90.0％（w/solid content）へ増加させると，scCO2/FD 処理

した BDS/MGHPO の stage 2 到達率は減少した．R 値は 1.00（MGHPO 添加率: 5.0～12.5％

（w/solid content）），0.72（MGHPO添加率: 12.5～90.0％（w/solid content））であった．MGHPO

の添加率が 5.0～15.0％（w/solid content）の場合，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO の stage 

2 到達率は scCO2/FD 処理した BDS（添加剤無）と比較し，有意に増大した（p < 0.05）．

特に 12.5％（w/solid content）の MGHPO条件にて調製したサンプルは stage 2 到達率が 31.9 

± 2.5％であった．MGHPO の添加濃度が 5.0～90.0％（w/solid content）の範囲において，

12.5％（w/solid content）の MGHPO 条件にて調製したサンプルは stage 2 到達率が最大値

であり，気中分散時の粒子径 D50 が最小値であった．MGHPO の添加濃度が 5.0～15.0％

（w/solid content）の範囲において，調製したサンプルの stage 2 到達率の間に有意な差は

認められなかったものの（p > 0.05），MGHPO の添加量と stage 2 到達率間の相関関係及

び MGHPO の添加量と気中分散時の粒子径 D50間の相関関係からも妥当である．これより

以降の添加剤の濃度は 12.5％（w/solid content）にてサンプルを調製することとした． 
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Table 11. Difference in particle size and drug content of BDS particles containing different 

amounts of MGHPO. Values are means ± SD (n = 3). 

MGHPO amount 

(%) (w/solid content) 

Particle size dispersed in air (μm) Drug content 

(%) D10 D50 D90 

0.0 

(BDS (scCO2 treatment)) 
1.0 ± 0.0 2.4 ± 0.1 4.6 ± 0.3 - 

5.0 1.6 ± 0.0 3.5 ± 0.2 6.2 ± 0.8 94.5 ± 1.8 

10.0 1.5 ± 0.0 3.4 ± 0.1 5.7 ± 0.3 92.7 ± 1.2 

12.5 1.3 ± 0.1 3.2 ± 0.1 6.3 ± 0.9 86.5 ± 1.1 

15.0 2.8 ± 0.1 5.6 ± 0.3 9.0 ± 0.3 83.9 ± 0.5 

20.0 2.9 ± 0.0 6.1 ± 0.1 9.7 ± 0.2 78.2 ± 0.7 

25.0 1.5 ± 0.0 3.7 ± 0.2 6.3 ± 0.6 77.6 ± 1.5 

90.0 8.4 ± 0.5 37.6 ± 5.2 78.0 ± 14.2 11.6 ± 0.2 

 

 

Figure 38. Differences in the deposition of emitted doses of scCO2 treated BDS particles 

containing different amounts of monoglycerides of hydrogenated palm oil (MGHPO), assessed 

using a twin impinger. The weight ratio of MGHPO varied from 5.0% to 90.0% (w/solid content). 

Values are means ± SD (n = 3).  
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5.3.3. 添加剤のスクリーニング 

粉末サンプルの収率は添加剤の有無，種類，量によらず 30～50％であった．Table 12

に各種添加剤が scCO2/FD 処理した BDS の粒子径に及ぼす影響を示す．添加剤として

DPPC，MGHPO，MGL，MGP，MGS，Span 40 を用いた．これらを用いた理由として DPPC

は肺に多く存在するため 130，MGHPO は食品添加剤として広く用いられるため，MGL，

MGP，MGS は MGHPO の構成成分であるため，Span 40 は代表的な非イオン性の界面活

性剤であり，医薬，化粧品に汎用されるためである 131．添加剤を加えて調製した粒子の

気中分散時の粒子径 D50は scCO2/FD 処理した BDS（添加剤無）と比較し，増大した（p < 

0.05）（scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO を除く）．scCO2/FD 処理した BDS/MGS の粒子径

D50は 5 μm 以下であり，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO と比較し有意な差は認められな

かった（p > 0.05）．一方，MGS 以外の添加剤を添加し，scCO2/FD 処理した BDS の粒子

径 D50は scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO と比較し，増大した（p < 0.05）． 

Figure 39に各種添加剤を加え scCO2/FD処理したBDSの in vitro吸入特性の結果を示す．

DPPC 及び Span 40 を添加し，scCO2/FD 処理した BDS の capsule への残存率は scCO2/FD

処理した BDS（添加剤無）と比較し，低下は認められず（p > 0.05），その他の添加剤を

加え scCO2/FD処理した BDSの capsuleへの残存率は scCO2/FD処理した BDS（添加剤無）

と比較し，有意な差が認められた（p < 0.05）．MGL，MGP，MGS が in vitro 吸入特性に

及ぼす影響を比較し，scCO2/FD 処理した BDS/MGS の stage 2 到達率は scCO2/FD 処理し

た BDS（添加剤無）と比較し，有意に増大した（p < 0.05）．scCO2/FD 処理した BDS/Span 

40 について，in vitro 吸入特性の結果は scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO と比較し，stage 1

に多く沈着し（p < 0.05），stage 2 到達率は低かった（p < 0.05）．これより，添加剤を加え

scCO2/FD 処理した BDS の in vitro 吸入特性の改善は添加剤の界面活性効果のみが要因で

はないことが分かった． 

MGHPO，DPPC及びMGSを添加し，scCO2/FD処理した BDSの stage 2到達は，scCO2/FD

処理した BDS（添加剤無）と比較し，有意に増大した（p < 0.05）．scCO2/FD 処理した

BDS/DPPC の capsule への残存率は scCO2/FD 処理した BDS（添加剤無）と比較し，改善

は認められなかった（p > 0.05）．MGHPO は MGL，MGP，MGS 及びその他の成分で構成

され，scCO2/FD処理したBDS/MGHPOの結晶性評価は複雑になりうることが考えられる．

これより次項にて，scCO2/FD 処理した BDS/MGS を結晶性及び結晶形を評価するサンプ

ルとして選択した．  
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Table 12. Differences in particle size and drug content of BDS particles containing different 

types of additive (theoretical additive content: 12.5%). Values are means ± SD (n = 3). 

Additive 
Particle size dispersed in air (μm) Drug content 

(%) D10 D50 D90 

Without additives 

BDS (scCO2 treatment) 
1.0 ± 0.0 2.4 ± 0.1 4.6 ± 0.3 - 

MGHPO 1.3 ± 0.1 3.2 ± 0.1 6.3 ± 0.9 86.5 ± 1.1 

DPPC 1.7 ± 0.0 4.5 ± 0.1 8.2 ± 0.2 92.0 ± 0.9 

MGL 1.8 ± 0.1 5.1 ± 0.4 9.5 ± 1.0 89.8 ± 3.5 

MGP 2.0 ± 0.1 5.4 ± 0.1 9.0 ± 0.1 81.9 ± 2.8 

MGS 1.7 ± 0.0 3.8 ± 0.4 6.7 ± 0.5 85.3 ± 1.3 

Span 40 2.4 ± 0.1 6.1 ± 0.1 9.9 ± 0.2 82.4 ± 0.4 

 

 

Figure 39. Changes in deposition stage of emitted doses of scCO2 treated BDS particles 

containing different types of additive (theoretical additive content: 12.5%). Values are means ± SD 

(n = 3).  
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5.3.4. 結晶性評価 

In vitro 吸入特性に及ぼす影響を考察するため，BDS サンプルの結晶性の評価を実施し

た．Figure 40に BDS サンプルの PXRD パターンを示す．scCO2/FD 処理が BDS の結晶化

度への影響を評価するため，Figure 40 (a)及び(d)に BDS 供給品と scCO2/FD 処理した BDS

の結晶化度の違いを示す．scCO2/FD 処理による BDS の結晶化度は BDS 供給品と比較し

低下した．BDS 供給品の PXRD パターンは過去に報告されたもの 40と比較し，特異的な

ピークの差は認められなかった．scCO2/FD 処理した BDS/MGS との比較を目的とし，物

理混合物の組成は 87.5％のBDSと 12.5％のMGSとした．BDS/MGSの物理混合物のPXRD

パターンは 87.5％の BDS の PXRD パターン（Figure 40 (a)）と 12.5％の MGS の PXRD パ

ターン（Figure 40 (b)）で構成されるはずである．scCO2/FD 処理した BDS/MGS の PXRD

パターンは BDS/MGSの物理混合物の PXRDパターンと比較し，ピーク強度が低く（Figure 

40 (e)及び(c)），scCO2/FD 処理した BDS/MGS の結晶化度も低下したことが示された． 

Figure 41に BDS サンプルの DSC プロファイルを示す．BDS 供給品，scCO2/FD 処理し

た BDS，scCO2/FD 処理した BDS/MGS は昇温により BDS が融解，分解し，吸熱ピークを

示した．230℃付近の BDS の発熱エンタルピーを発熱ピークの面積値から算出した．BDS

供給品，scCO2/FD 処理した BDS の発熱エンタルピーは各々，4.7，22.4 mJ/mg であった

（Figure 41 (a)及び(d)）．発熱エンタルピーの増大は BDS の結晶が非晶質体に変化したた

めと推測された．MGS 供給品の融点は約 70℃であり，BDS/MGS の物理混合物，scCO2/FD

処理した BDS/MGS について，約 70℃に MGS の融点と考えられる吸熱ピークが認められ

た．MGS の融解エンタルピーを融点ピークの面積値から算出した．BDS/MGS の物理混

合物，scCO2/FD 処理した BDS/MGS の融解エンタルピーは各々，30.5，24.2 mJ/mg であ

った． 
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Figure 40. PXRD patterns of BDS particles: (a) supplied BDS, (b) supplied MGS, (c) physical 

mixture of BDS/MGS, (d) scCO2/FD processed BDS, and (e) scCO2/FD processed BDS/MGS. 

 

 

Figure 41. DSC curves of BDS particles: (a) supplied BDS, (b) supplied MGS, (c) physical 

mixture of BDS/MGS, (d) scCO2/FD processed BDS, and (e) scCO2/FD processed BDS/MGS. 
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価を実施した．Figure 42に FE-SEM 画像を示す．BDS 供給品は滑らかな表面を持つ粒子

であり（Figure 42 (a)），scCO2/FD 処理した BDS は凹凸の表面を持つ粒子であった（Figure 

42 (b)）．BDS 供給品及び scCO2/FD 処理した BDS の粒子径は各々，約 500 nm 及び約 1 μm

であり，気中分散時の粒子径 D10と同等であった（Table 10）．一方，scCO2/FD 処理した

BDS/MGS は表面状態が明らかに異なり，滑らかな表面を持つ粒子であり，MGS は粒子

表面に吸着したと推測した．更に形状が BDS 粒子と異なる粒子も認められた．これより，

全ての MGS が粒子表面に吸着したのではなく，一部は MGS 単独の粒子として存在する

と考察する． 

 

 

Figure 42. Field emission scanning electron micrographs of (a) supplied BDS, (b) scCO2/FD 

processed BDS, and (c) scCO2/FD processed BDS/MGS.  
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5.4. 考察 

BDS 供給品の気中分散時の粒子径 D50は scCO2/FD 処理した BDS と比較し，小さかっ

た（p < 0.05）．しかし，BDS 供給品の twin impinger の stage 2 到達率は 5.2％と吸入効率

は低かった（Table 10，Figure 37）．scCO2を良溶媒として用いる RESS 法により粒子を調

製する研究 132,133と scCO2を貧溶媒として用いる SEDS法により粒子を調製する研究 23が

報告されている．scCO2 を用い DPI 用の粒子を設計する研究もまた行われている．York

は医薬品化合物の粒子設計や drug delivery system に scCO2を応用することは有用であり，

DPI への応用は特に期待されると報告している 134．第 4 章で報告した SAS 法と RESAS

法の装置で構成される combinational scCO2法を用い，ONO-2921 の DPI用の粒子調製する

技術を本章では BDS に応用した．添加剤を加えず，scCO2/FD 処理した BDS の stage 2 到

達率は BDS 供給品と比較し，4 倍に改善された（Figure 37）．In vitro 吸入特性の改善は粒

子表面の粗さと scCO2 処理による表面自由エネルギーの低下が要因と考えられる．

FE-SEM 画像より scCO2/FD 処理した BDS の粒子表面が凹凸であった（Figure 42 (b)）．

scCO2/FD 処理した BDS について BDS 供給品と比較し，PXRD のピーク強度は低下して

おり，発熱ピークのエンタルピーは増加していることから（Figure 40 (a)及び(d)，Figure 41 

(a)及び(d)），scCO2/FD 処理した BDS の結晶化度は BDS 供給品と比較し，低下していた．

これまでも，粒子表面の凹凸が粒子間の付着凝集性を低下させ，in vitro 吸入特性を改善

したことが報告されている 45,135．一方，scCO2/FD 処理した BDS の capsule への残存量は

増加した．これは scCO2/FD 処理により capsule 内での分散量が増大し，capsule 内に付着

する量もまた増大したためである．scCO2/FD 処理した BDS の分散性は粒子表面の凹凸と

scCO2/FD 処理による表面自由エネルギーの低下により，増大した．scCO2/FD 処理した

BDS の粒子表面は親水性に改質されていると推測できる．ゼラチンカプセルの壁面は親

水性であり，粒子表面が親水性の粒子はカプセル壁面に付着しやすい傾向がある 136．BDS

供給品は気中分散時の粒子径測定時に分散したものの，BDS 供給品の粒子間の凝集性は

強く，大部分の BDS 供給品は吸入中に分散せず，stage 1 に沈着した．気中分散時の粒子

径測定時，分散圧を 50 kPa から 400 kPa で変化させた際，粒子は 300 kPa 以上の分散圧に

おいて十分に分散した 123． 

scCO2法で調製したサンプル量が非常に少ないため，BDS の表面自由エネルギーを実際

に評価することはできない．しかし，Tong ら 100や Schiavone ら 101は SEDS 法を用い，

salmeterol xinafoate や BDS の粒子を調製し，バルク原末と比較し表面自由エネルギーが低
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下し，in vitro 吸入特性が改善されたことを報告している．Tong らは高い表面自由エネル

ギーはプロトン供給基（OH や COOH など）とプロトン受容基（NH など）が非極性の立

体的に大きい基（ベンゼンやナフタレンなど）よりも粒子表面に存在することによる可

能性を示した．彼らは，粒子表面の官能基の変化は結晶化速度を促進させるためである

と推測している．実際，有機化合物の scCO2への溶解度は比較的低く，RESS 法の結晶化

速度は速い 18．scCO2/FD 処理した BDS の結晶化速度は速いと推測し，その粒子表面の自

由エネルギーは低下したものだと考えられる． 

まず始めに，添加剤を加えず scCO2/FD 処理した BDS の in vitro 吸入特性の改善は粒子

の表面改質によると仮説を立てた．次に scCO2/FD 処理時，粒子に添加剤を吸着または付

着させ，粒子間付着力を減少させることで，更に in vitro 吸入特性を改善できると仮説を

立てた．そこで添加剤として MGHPO を用い粒子を調製した． 

添加剤を用いた DPI 用の粒子調製について，薬物を乳糖やマンニトールなどの粗大な

キャリア粒子に付着させる手法 45,46や，スプレードライにより薬物と添加剤から成る粒子

を調製する手法 33,135 が過去に報告されている．トリロイシン，キトサン，ロイシン，レ

シチン，フェニルアラニン，シクロデキストリン，コレステロール，ステアリン酸マグ

ネシウムなどが過去に添加剤として用いられている 49,135-142．本章では，用いる添加剤と

して MGHPO に着目した．MGHPO は脂肪酸エステル体（Figure 36 (b)-(d)）であり，滑沢

効果が期待でき，DPPC と比較して安価であり，乳化剤として食品に広く用いられヒトへ

の投与実績が豊富であり，医薬の分野で新規添加剤であるなどの理由から選択した．

MGHPO は MGL，MGP，MGS で構成され，それらも評価した． 

scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO は scCO2/FD 処理した BDS と比較し，capsule の残存

量が減少した（p < 0.05）（5.0％（w/solid content）の MGHPO 添加時は除く）（Figure 38）．

薬物含有率は理論値± 5％の範囲内であり（Table 11），添加した MGHPO はサンプル中に

存在すると考えられる．DPPC 又は MGS を添加し scCO2/FD 処理した BDS は scCO2/FD

処理した BDS/MGHPO の stage 2 到達量が同等であった（p > 0.05）（Figure 39）．DPPC は

長い脂肪族鎖のため粒子間の付着性を減少させることが過去に報告されており 143,144，

DPPC を用いた粒子の in vitro 吸入特性改善効果は本研究においても認められた．MGHPO

は主に MGL，MGP，MGS で構成され，いずれも長い脂肪族鎖を有する．DPPC と同様，

MGHPO の in vitro 吸入特性改善効果は長い脂肪族鎖に由来すると考察する．MGHPO の

構成比率は 0.6％の MGL，43.2％の MGP，52.0％の MGS と 4.2％のその他である．MGS
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が MGHPO 中の主成分であり，MGP が第二成分である．scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO

と scCO2/FD 処理した BDS/MGS の twin impinger の各 fraction への分布は同等であること

より（p > 0.05），MGHPO による流動性の改善は MGS に由来し，MGS は MGL や MGP

と比較し長い脂肪鎖を有し（Figure 36 (b)-(d)），それが in vitro 吸入特性を向上させたと考

えられる．scCO2/FD 処理した BDS/MGP は scCO2/FD 処理した BDS/MGS と比較し，stage 

2 到達率が有意に減少し（p < 0.05），throat への沈着が有意に増大した（p < 0.05）．この

影響により，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO の stage 2 到達率（31.9 ± 6.3％）は scCO2/FD

処理した BDS/MGS の stage 2 到達率と比較し僅かに低く（32.2 ± 2.8％），scCO2/FD 処理

した BDS/MGHPO の throat 沈着率（13.6 ± 2.3％）は scCO2/FD 処理した BDS/MGS の throat

沈着率と比較し僅かに高くなった（12.2 ± 0.5％）と考えられる（p > 0.05）． 

前述の通り，添加剤を加えない scCO2/FD 処理した BDS の表面自由エネルギーを測定

できておらず，scCO2/FD処理したBDS/MGSの表面自由エネルギーも測定できていない．

しかし，scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO や MGS の粒子径は BDS 供給品や添加剤を加え

ない scCO2/FD 処理した BDS と比較して大きい（Table 12）．scCO2/FD 処理した BDS/MGS

の PXRD パターンは BDS/MGS 物理混合物と比較し，ピーク強度が低下していた（Figure 

40 (e)及び(c)）．上記の通り，RESS 法は結晶化速度が早く 18，scCO2/FD 処理した BDS/MGS

の結晶化の低下を引き起こし，表面自由エネルギーの低下も起こっていると推察する． 

scCO2/FD処理したBDS/MGSの粒子の外観は添加剤を加えない scCO2/FD処理したBDS

と比較してはっきりと異なっていた（Figure 42 (b), (c)）．scCO2/FD 処理した BDS/MGS の

粒子表面の性質は添加剤を加えない scCO2/FD 処理した BDS と明らかに異なると推測す

る． 

 

5.5. 結論 

SAS 法と RESAS 法の装置で構成される combinational scCO2法を用い，BDS 供給品と比

較して BDS の in vitro 吸入特性改善に成功した．scCO2/FD 処理時，種々の添加剤を加え

ることにより capsule からの粒子の放出を改善し，in vitro 吸入特性の改善を実現させた．

特に scCO2/FD 処理した BDS/MGHPO は scCO2/FD 処理した BDS/DPPC と同等の in vitro

吸入特性を示した．MGHPOは食品添加物であり，DPPCと比較し非常に安価であるため，

MGHPO 処方は有用である．MGHPO 処方の in vitro 吸入特性の改善は MGHPO の構成成

分の 1 つである MGS に由来すると考える．scCO2/FD 処理した BDS/MGS の粒子の外観は
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添加剤を加えない scCO2/FD 処理した BDS と明らかに異なっていた．これより MGS を粒

子表面に吸着させることで粒子間の付着性を減少できると考えられる．

combinationalscCO2 法は DPI 用の粒子調製において有用であり，添加剤を用い更なる in 

vitro 吸入特性の改善が可能である． 
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総括 

 

本研究ではエネルギー効率に優れ，得られる粒子をコントロールしやすい bottom-up 法

を用いた．有機溶媒中に溶解させた薬物を添加剤水溶液中で晶析させる水中溶媒拡散法

（第 1 章，第 2 章），有機溶媒中に溶解させた薬物を scCO2中に分散させ，それらを噴霧

し粒子を得る combinational scCO2法（第 3 章，第 4 章，第 5 章）を確立した．これらの方

法を用い，薬物が主な構成成分である溶解性改善を目的とした粒子，BA 改善を目的とし

た DPI用の粒子を設計した． 

第 1 章では分散安定化剤として CyDs を用い，IMC ナノ粒子を調製する基礎検討を実施

した．得られたナノ粒子は IMC 原末と比較し，溶解性を大きく改善できた．これは平均

粒子径が300～500 nmと IMC原末と比較し小さく有効比表面積が顕著に増大したためと，

結晶形が準安定晶に転移したためと考えられる．このような IMC ナノ粒子が得られた理

由は分散安定化剤である CyDs の分子間相互作用により CyD ネットワークを形成し，晶

析した結晶の凝集と結晶成長を抑制することができたためと考えられる． 

第 2 章では第 1 章で得られた知見を活かし，様々な分散安定化剤を用い，DPI 用の

ONO-2921 粒子の調製を試みた．最適な条件にて得られた粒子の薬物含有率は 80％以上

であり，in vitro 吸入特性は ONO-2921 原末と比較し大きく改善できた．これより，高含

量の薬物を効率良く肺に送達することができた．水中溶媒拡散法による粒子形成のメカ

ニズムは薬物のエマルションが形成され，エマルションから有機溶媒が抜け，薬物の非

晶質体が形成され，結晶化し，粒子形成されていた． 

第 3章では SAS法とRESAS法の装置で構成される combinational scCO2法を新規に確立

し，IMC ナノ粒子を調製する基礎検討を実施した．得られたナノ粒子は IMC 原末と比較

し，溶出性が大きく改善された．これは第 1 章と同様，微粒子化による比表面積の増大

と結晶形の転移のためと考えられる．特に高圧低温条件においては IMC の新規の結晶形

を含有すると考えられるサンプルが得られた．本 scCO2法の利点は医薬品化合物の scCO2

への溶解度の低さを克服し，粒子を連続的に調製可能にしたことである． 

第 4 章では第 3 章で得られた知見を活かし，DPI 用の ONO-2921 粒子の調製を試みた．

高圧低温条件の scCO2から得られた粒子の in vitro 吸入特性は ONO-2921 原末と比較し大

きく改善された．これは scCO2 を用いて粒子を調製したことにより，粒子表面の自由エ

ネルギーが低下し，付着凝集性の低下によるためと示唆された．第 2 章との差異は添加
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剤を必要とせず，薬物のみからなる粒子を調製した点である． 

第 5 章では第 2 章と第 4 章で得られた知見を活かし，combinational scCO2法に添加剤を

加え DPI用の BDS 粒子設計を試みた．scCO2/FD 処理した粒子の in vitro 吸入特性は BDS

供給品と比較し，大きく改善された．安価で食品添加剤として汎用されるモノグリセリ

ド類を添加することにより，更に in vitro 吸入特性は改善された．scCO2/FD 処理した粒子

はその表面が凹凸であり，分散性が改善されたと考えられる．一方，モノグリセリド類

を添加した粒子は粒子表面が滑らかであり，粒子間の付着凝集性を減少できたためと考

えられる．これより combinational scCO2法の汎用性を高めることができたと考えられる． 

近年，新規医薬品候補化合物の多くは難水溶性であり，その BA の改善は喫緊の課題で

ある．本研究成果は難水溶性化合物の BA の改善に貢献できると考える．難水溶性化合物

の溶解性を改善する方法はいくつか挙げられるが，粒子径を減少させる方法は選択肢の 1

つである．難水溶性の薬物である IMC を用い，水中溶媒拡散法と combinational scCO2法

の 2 通りの方法を適応し，ナノ粒子を調製し，溶解性改善に成功した．一方，有機化合

物の微粒子化には限界があり，数十 nm が限界粒子径であると言われている．すなわち粒

子径を小さくすることにより，溶解性を改善し，BA を向上させることには限界がある．

吸収性改善を目的として，肺から医薬品を投与する事例も出てきている．肺は大きな表

面積を有し，肺胞上皮細胞が薄く透過性が良好であること，肺から投与し循環血液中に

到達した薬物は肝初回通過効果を避けることができるなど，メリットは多い．DPI に関す

る研究は盛んに行われているが，多くは薬物をキャリア粒子に封入または付着させて送

達する方法であり，大量の薬物を DPI として肺に送達可能な事例は少ない．難水溶性の

医薬品候補化合物である ONO-2921 を用い，前述の 2 通りの晶析法を適応し，大量の化

合物を効率良く肺に送達することを達成できた．更に combinational scCO2法により得られ

る粒子表面を添加剤を用い表面改質することで，combinational scCO2法の応用範囲を広げ

ることに成功した．今後，薬理効果は期待できるものの，難水溶性であり BA が低く医薬

品化が困難な化合物において，上記手法により医薬品化の一助になると確信する．最後

に，本件において得られた成果が病気で苦しむ患者さんの助けになることを切に願う． 
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略語 

 

ASES: aerosol solvent extraction system technique, BA: bioavailability, BDS: budesonide, 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease, CyD: cyclodextrin, DSC: differential scanning 

calorimeter, DPPC: dipalmitoylphosphatidylcholine, DPI: dry powder inhaler, ED: emitted dose, 

FE-SEM: field emission scanning electron microscopy, FPF: fine particle fraction, GAS: gas 

antisolvent technique, HPLC: highperformance liquid chromatography, HPC-L: hydroxyl 

propylcellulose, IMC: indomethacin, MGL: monoglyceride laurate, MGHPO: monoglyceride of 

hydrogenated palm oil, MGP: monoglyceride palmitate, MGS: monoglyceride stearate, PI: 

polydispersity index, PLGA: poly(lactic-co-glycolic) acid, PVA: polyvinyl alcohols, PXRD: 

powder X-ray diffractometer, pMDI: pressurized metered dose inhaler, RESAS: rapid expansion 

from supercritical to aqueous solution, RESS: rapid expansion of supercritical solutions, SEM: 

scanning electron microscopy, SEDS: solution-enhanced dispersion by supercritical fluids, Span 

40: sorbitan monopalmitate, SAS: supercritical antisolvent, scCO2: supercritical CO2, Z-average: 

ZAve 
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