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総論の部

緒言

医薬品は様々な経路から生体に投与されるが、利便性、安全性が高いため、経口投与が一般的に

広く用いられている。また、製剤化コストが安価という理由もあり、医薬品開発において、経口剤の

開発に重点が置かれている。経口投与後、化合物は消化管内で溶解した後、消化管粘膜を透過し、全

身循環系に移行する。そのため、治療上有効な血中度を得るためには、経口投与された化合物が

消化管内溶液に対し、れた溶解性を示すことが必要である。しかしながら、近年、医薬品の開発に

おいて、コンビナトリアノレケミストリーとハイスノレープットスクリーニングの技術入により、高

い薬理活性を示す新規化合物を効率よく見出すことができる反面、合成された化合物の約 60%が難

水溶性を示すことが報告されている D。その結果、新規化合物の経口吸収性が低く、その開発がド

ロップアウトする場合が多く、化合物の難水溶性は経口剤の開発の障害になっているの。難水溶性化

合物を経口投与した場合、消化管内における溶解過程が化合物の吸収の律速となるが、価SS01血伽

rate・Ⅱ血tedabs0印壮on (溶解速度律速)および釦Iubiliw・1ilnitedabsotpdon (溶解度律速)の 2 つの過程

が知られている3,の。溶解速度律速とは、消化管内において、化合物粒子からの溶解速度が化合物分

子の小腸膜透過速度よりも遅く、経口吸収性が低いことである。また、溶解度律速とは、化合物粒子

の溶解速度が膜透過速度より速いにも関わらず、消化管内溶液に対する化合物の溶解度が低く、経

口吸収性が低いことである。吸収が溶解速度律速である場合には、微粉化などにより溶解速度を向

上させることで、化合物の吸収性を改善できるのに対し、吸収が溶解度律速である場合には、化合

物自身の溶解度を高める必要があり、塩形成 5の、固体分散体.)、エマルション9)、自己乳化型製剤

10)、シクロデキストリンによる包接化 H)などの可溶化技術が適用されている。

最近のナノテクノロジー技術の革新に伴い、化合物のナノ粒子化は溶解性を改善する手法のーつ

として、医薬品開発においても注目されている。これまで化合物をナノ粒子化することにより、化

合物の経口吸収性が改善された報告は数多くあり12")、 T曲le1に示すように、米国では5品目の経

口剤が上市されている。化合物のナノ粒子化による経口吸収性の改善機構として、2つの要因が考え

られている。
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MegeS廿olace仏te

1 つ目の要因は、化合物の溶解度および溶解速度の向上1 伴う血中濃度の向上および最高血中濃

度到達時間(Tm畔)の短縮である。 N師Ist・NOWS・whimW 式1 示されるように、化合物粒子の溶解速

度(dc/dl)は粒子の表面積 q)に比例する伍q. D。
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monohydra佃
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Or瓜仇blet

Oralcapsule
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Eq.1において、 Dは化合物の拡散定数、 Vは溶媒の体積、hは拡散層の厚さ、 CSは溶媒に対する化

合物の飽和溶解度、Cは時間1における溶液中の化合物'度を示す。化合物の粒子径が小さくなるに

従い、水と接する表面積が増大し、溶解速度が向上する。 WU らは、粒子径が 5.5 叩の MK.0869

(apr叩itant)を 120血のナノ粒子まで粉砕することにより、その表面積は41.5倍に増え、その結果、

叩repi血tの経口吸収性が改善したことを報告している,5)。さらに、 pranddの式から、粒子の微細化

により、粒子の曲面角度が大きくなるため拡散層の厚さが少し、拡散速度が速くなると報告され

ている.6)。化合物の溶解度に関しては、 OS加ald.Fre如dlich式に示されるように化q.2)、粒子径(r)

が小さくなるに従い、また、結晶と溶媒間の界面張力(γ)が大きくなるに従い、化合物の溶解度は

上昇する。
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Eq.2において、 SとSωは粒子半径がそれぞれ、rおよび無限大となるときの化合物の飽和溶解度を

示す。また、 Uは分子量、Pは化合物の密度、 Rは気体定数、 rは絶対温度を示す。 Eq.2に基づき、

Pが lgmL、γが 15・20mN/m、数叩の粒子径からなる分子量500の化合物を 100血まで粉砕し

た場合、化合物の溶解度は理論上 10-15%増加する功。また、 KippS らはFig.1に示すように化合物

の飽和溶解度に及ぽす粒子径と界面張力の影をEq.2を用いて計算した結果を示しており、溶解度

を顕著に向上させるためには、100血以下まで粉砕する必要があると考えられている玲)。しかし、

実際にはより顕著に溶解度が増加する場合があり、 Mn11er と PeterS らによると難水溶性の抗生物質

の粒子径を2.41血から300-800血に粉砕することにより、その溶解度が50%増加したことを報告

している四)。その結果、ナノ粒子化された化合物の溶解速度は、溶解度の増加に加えて表面積の増

大、拡散層の厚みの減少による影響を受けるため、マイクロサイズの粒子から予想される以上の高

い値を示すことがある。

2m

8
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6

5

4

3

2

2 つ目の要因は、ナノ粒子化した化合物の消化管壁における高い粘膜付着性による経口吸収性の

改善である 20)。ナノ粒子の粘膜付着性に関しては、粒子表面と粘膜間の静電気的引力による付着、

粒子表面と粘膜間の水素結合およびVanderwaalS力による吸着、粘膜のたんぱく質と高分子鎖の相

互貫入や物理的な巻き込み、不均一な粘膜表面層の鉞毛部位へのナノ粒子の拡散などが報告されて

いる幻'お)。ナノ粒子化した化合物の粘膜付着は保持時間を延長するだけでなく、吸収部位において

高い度勾配を促し、吸収性の増加をもたらす可能性が考えられている御。

また、ナノ粒子化により、化合物の消化管吸収に及ぼす食事の影の軽減に関する報告がある。

ヒトでCⅡOS始Z01を高脂肪食食後に経口投与すると吸収速度、吸収量ともに増加し、食事の影を大

きく受ける事が報告されている羽。Ji血0 らは、ナノ粒子化したCilostaz01懸濁液(220血)をビーグ

0
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0

^駒dyMwcm

駒 1伽

Pa貞IC砲 Dia郎加f(nm)

75dy1垢Wcm ImdyM3/cm

《
器
一
一
仁
冬
耆
如
宮
仁
山
ゐ
迂
0
三
吊

伯
9



ノレ犬に投与した時、C御、 AUC、 t.飢などの薬物動態パラメータに食事の影響が現れなかったことを

報告している 26)。さらに、 HanatyおよびSauron らは、空腹時に f如0丘brateの錠剤をヒトに投与した

場合、 30.50%の吸収率のバラツキがあり、食後に投与した場合、 60.90%の吸収率のバラツキがあ

つたのに対し勿、ナノ粒子化したf如06brateの錠剤を投与すると食事の影響がなくなり、吸収率の

バラツキも軽減されたことを報告している御。このように、難水溶性化合物のナノ粒子化は、消化

管からの吸収の早い立ち上がり、食事の影響および個体間変動の減少など、難水溶性化合物の経口

剤の開発に大きな利点をもたらしている。

難水溶性化合物のナノ粒子化技術は、 b0杜omuP方式とtopd0叩方式に大別される 29'鋤。 B0杜om

叩方式は難水溶性化合物を有機溶媒に一度完全に溶解させ、その後、化合物が溶解した有機溶媒を

貧溶媒に添加し、化合物を析出させる方法である。B0伽m叩方式では粒度分布幅の狭い化合ナノ

粒子を得られるが、必ずしも最安定形結晶として析出するとは限らず、準安定形や非晶質として析

出した場合、物理化学的安定性に問題が残る鋤。さらに、ナノ粒子調製時の有機溶媒の残留や本法0

を適用できる化合物に制限があるなどの問題から、医薬品開発において、b0廿om叩方式はあまり採

用されていない判。一方、topdown方式は化合物結晶を粉砕してナノ粒子を調製する手法であり、

これまで E1釦社の Nanocwst址@技術や S島、'pharma社の血SoubleDrugDeleivew(ΦD)技術などが確立

されている駐,")。N飢Ocwst田@技術はWetbeadsmi1血gの一種であり、これまで上市されたRaP如如e@

やEm釦d@など半数以上のナノ粒子製剤の製造に使われているが、そのナノ粒子化には非常に長い粉

砕時間を要するの。また、ΦD 技術は M帥PresS1廷ehom0号in伽don の一種であり、 Table1 に示す

Tdglide@の製造に使用されている。 Hi帥PresS田ehomog血毎Zdon はWetbeadS血Ⅱ血g に比べ、短い時間

でナノ粒子を調製できるが、製造コストが高く、その操作に豊富な経験や技能を要するため、導入

事例は少ない36,釘)。さらに、これらのナノ粒子化技術の最終到達粒子径は約400血程度である謁)。

ナノ粒子の場合、数百血と数十血の粒子には大きな物理化学的な差があり、ナノ粒子化技術の改

善の余地はまだ残されている。

本研究では、従来のナノ粒子化技術よりれた新規ナノ粒子化技術の開発を目的とし、第 1章に

おいて、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術の開発について検討した。T叩

down方式によるナノ粒子化では、懸濁液としてナノ粒子粉砕物が得られるが、粉砕時に発生する衝

突・摩擦によりナノ粒子の凝集が生じる傾向にある。ナノ粒子の凝集は、粉砕粒子としての均一性

に影し、経口吸収性の低下およびバラツキに影響する。第 2 章では、ナノ粒子の凝集に対して、

分散剤として汎用されている水溶性高分子の中から化合物ナノ粒子の凝集、結晶成長を抑制する水

溶性高分子を絞り込み、ナノ粒子懸濁液の分散性の改善について検討し、さらに、化合物の溶解性

や経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子の凝集の影ついても検討した。化合物をナノ粒子化すること

により、化合物の溶解速度および溶解度が向上するため、吸収が溶解速度律速および溶解度律速と

なる化合物の経口吸収性の改善が期待できる。そこで、第3 において、化合物の溶解速度および



溶解度に及ぽすナノ粒子化の効果を加νi加、 mviv0において検証し、その経口吸収改善効果の要因

について考察した。第4章では医薬品開発における探索研究段階から製造段階まで、本技術を適用

させることを目的とし、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術のスケールア

ツプに関する検討した。以下、得られた結果を4章にわたり論述する。



第1章自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術の開発

自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化法の確立1.1

1-1.1.序論

難水溶性化合物の経口吸収性を改善するため、 wab伽dsmi11mgを用いた化合物のナノ粒子化が検

討されており、これまで S血edmediami"iηgやP1田la紅ymediamⅢiηg などの装置を用いた Wabeads

mi11伽gが報告されている 31,394り。自転公転ミキサーは、遊星型ミキサーの一種であり、容器を自転、

公転させることにより大きな撹押力を発生させることができ、これまでエポキシ樹脂、シリコン樹

脂、軟膏などの高粘性物質を混合する用途に使われていた。自転公転ミキサーは従来の遊星型ミキ

サーと異なり、容器の自転軸が公転軸側に約450に傾斜しているので、公転の遠心力による押圧力が

傾斜した容器内壁に作用し、押圧力の分力が容器内壁の下方へと作用する。したがって、容器の自

転による作用力との相乗効果により、化合物の撹押および脱泡が促進される U)。本法はその高い混0

合能力を化合物の粉砕に応用した。しかしながら、当初の自転公転ミキサーでは、自転・公転回転数

が低く、ナノ粒子化した化合物を得ることはできなかった靭 0

そこで、本章では自転公転ミキサーを用いた新規ナノ粒子化技術の開発を目的として、自転公転

ミキサーの自転と公転の回転数比伯転:公転比)の最適化を行い、難水溶性化合物のナノ粒子化に

ついて検討した。また、ナノ粒子を調製する際には、自転公転回転数、beadS添加量など様々な粉砕

パラメータが関与する。そのため、粉砕処理量 aoomg)に対する各粉砕パラメータの最適化を行っ

1.1.2.自転公転ミキサーの機構

容器内における粉砕時の加Coniab閃ds(beads)の挙動を Fig.2 に示す。容器の自転により、 beads

は位置Aから位置Dまで容器壁面に沿って持ちあげられ、公転の遠心力により加重落下し、衝突に

より化合物を粉砕する。容器内でbeadSの位置がより高くなると、落下する距雛が長くなり、速度が

増して衝突エネルギーが増大する。



D
C

唱 2 Movem伽t ofaBead h1血e vessel

/

F地.3 に示すように、 beadSが落下する時点における力のつり合いをEq.3で表すことができる。

B

k

川气

ここで、 FΩは公転の遠心力、 F.は自転の遠心力を表す。それぞれの遠心力はEq.4に表わされ、

3 に代入すると Eq.5が得られる。

、

('

R - r弐lr田C0斜S

R

FΩCOS45゜= 1%

゛ぷ

F地.3 Rela廿onbeNe伽Pot伽廿alEnagyand

Rota壮OWRevolution speed

子n - n'メ(R 一内lrloc0ヰ4キ)

Eq.4 中の柳は 1粒当たりのbeadSの質量、ωは自転の角速度、 rは自転の回転半径(容器の半径)、

Ωは公転の角速度、 Rは公転の回転半径を示す。 Fig.3に示すように、容器の中心からbeadSの水平

距離をh とすると、 Eq.5 から Eq.6 が得られる。

FΩ=η1Ω2(R - rsiπθCOS45゜), E')=η1ω2r

一η1Ω2 (R -1・siπθ)siπθ

hが長いほどbeadSがより加速され、 hが容器の半径に等しくなった時に最も大きい衝突エネルギ

が得られる。したがって、 Eq.6 において h=r とすると、 Eq.7 が得られる。

7

Eq.3

Siηθ=セ h=竺、一三三一どX2r2 Eq.6デ' V巨 2 Ω2

Eq.4

Eq.5一ηι r
2
ω



自転公転ミキサーのRは95mm、rが35mmであるので、最も効果的に粉砕できるのは、自転:公

転比が 12:1.0となる。しかしながら、回転モーターの性能のため、自転公転ミキサーの自転:公転

比をU に設定した。自転:公転比が Hに設定された自転公転ミキサーを自転公転ナノ粉砕機(NP、

10のとして開発した。

R R2ω2 ω

V巨 2n2 Ω

1-1,3.衝突エネノレギー

BeadSは公転の遠心力により加速され、化合物と衝突し、化合物を粉砕する。そこで、 beadSが公

転の遠心力により、等加速度運動すると仮定した場合、beadSが化合物と衝突するときの平均衝突速

度(のはEq.8のように示される。

D = 6gt,r + h =-Ggt2 才 0 = 2Gg(r + h) Eq.8

ここで、 Gは公転の相対遠心加速度(公転の、 gは重力加速度(9.8m/S2)、tはb伽dSがr十hの距雛

を移動するのに要する時間とする。また、公転GはEq.9で表される朔。

Eq.フ

Eq.9式中のNは 1分間当たりの公転の回転数を示す。遊星ボールミルで無機化合物を粉砕した場

合、粒子の微細化速度とbeadSの衝突エネルギーの間に相関性があることが報告されている心47)。自

転公転ミキサーでも同様の扱いを行うと、粉砕中のbeadSの衝突エネルギー偶)はEq.10で表すこ

とができる 5の

G = 1118 × 10-8 X R X N2

0

Eq.10において、πは化合物とbeadSの 1秒間当たりの平均衝突回数、抗は 1粒当たりのbeadSの質

量を示す。また、 Kan0らは、乾式粉砕において化合物の単位質量当たりのbeadSの衝突エネルギー

(Ξ,)を Eq. H で表している 45)。

Eq.10Ei=三πη1υ

Eq.9

1
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Eq.Ⅱにおいて、Wは化合物の質量を示す。化合物の粉砕には乾式粉砕技術が利用されていたが、乾

式粉砕は通常、1μmまでの粉砕が限界であり、また、粉砕中に化合物粒子が静電気を帯び再凝集し

やすい傾向がある W5D。一方、湿式粉砕では、溶媒(主に水)を添加して粉砕するため、熱の発生が

抑えられ、また、微粒子は水中で静電気を帯びにくく、ナノサイズ領域への粉砕が可能である。その

ため、自転公転ミキサーを用いたナノ粒子化では湿式粉砕法を採用した。湿式粉砕において、beads

は化合物懸濁液中を移動するため、beadSの衝突エネルギーは化合物濃度(粘性)の影響を受ける。

そのため、化合の単位質量当たりのbeadSの衝突エネルギーを化合物の単位度当たりのbeadSの

衝突エネルギー(五')で表すことができる。そこで、化合物'度(C(創mL))を単位体積当たりの化

合物の質量として表現し、 Eq.10から Eq.Ⅱの式の展開を参考にすると、五'はEq.12 となる。

Eq.12 に Eq.8 を代入すると、

Eq.11

勗=三机Gg(r+h) Eq.13

Eq.13 となり、化合物粒子に衝突するbeadSの衝突エネルギーは公転Gに比例することになる。公

転Gは、 Eq.9から公転半径、公転回転数で制御できるパラメータである。また、化合物懸濁液の濃

度(粘性)はbeadSの流動性に影響し、結果としてbeadSの衝突エネルギーに影響すると考えられる。

Ei --2
C C 2C

1・1・4.ph釦yt0血のナノ粒子化に及ぽす粉砕パラメータの影響

NP・100を用いて、難水溶性化合物のナノ粒子を調製する際には、自転・公転回転数や粉砕メディア

であるbeadSの添加量、粉砕時に添加する溶媒の添加量など様々なパラメータが関与する。そこで、

難水溶性を示す血enyt0血(P1琵)(10omg)を用い、P旺のナノ粒子化に及ぼす粉砕パラメータの影

を検討した。第 1章では、ナノ粒子の凝集の影を除くため、超音波処理した後に化合物の粉砕後

粒度分布を測定した。また、粒度分布の指標として、累積体積がそれぞれ50%、90%における粒子径

である D50値、 D90値を用いた。

Eq.12

一
υ机

一
π

・
-
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=
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1-1-4・1.P1正の粉砕後粒度分布に及ぽすbeadSの影響

BeadSの粒子径および添加量がP艦の粉砕後粒度分布に及ぽす影響ついて検討した。その結果、Fig

4aに示すように、直径(φ)0.1mmのb閃dSを添加することで、最も粒子径が小さいP1正粉砕物が

得られた。一般に、使用するbeadSの粒子径が小さいほど粉砕後微粒子の最終到達粒子径は小さくな

ることが報告されている 52)。この傾向はφ0.1mm以上のbeadSを使用した場合に見られたが、φ0.05

mmのbeadSを使用した場合にはD50値が大きくなった。φ0.05 mmのbeadSを使用した場合、 1粒

当たりのbeadSの体積はφ0.1mm のbeadSの 8分の 1 となる。質量はbeadSの体積に比例するため、

Eq. B中の抗の値が小さくなった結果、P旺をナノ粒子化できる衝突エネルギーが得られなかった

ものと考えられる。そのため、 P珊をナノ粒子化できる最も細かいbeadS径であるφ0.1mmを最適

とした。

P珊の粉砕後粒度分布に及ぽすbeadS添加量の影響に関しては、F地.北に示すように、 BeadSの添

加量が少ない場合、 Eq.13 中の平均衝突回数(元)が小さくなるため、 D50値が大きくなったものと

考えられる。一方、 beadS の添加量が多い場合、添加量全体に占める beadS の表面積が大きくなり、

容器とbeadSの接触面積が増加し、それにより発生する摩擦熱により溶媒が揮発し、D50値が大きく
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なったものと考えられる。

1-1.4.2.P旺の粉砕後粒度分布に及ぽす公転回転数の影響

Mi0 らは遊星ボールミルを用いて、公転速度が速いほど衝突エネルギーが大きくなることを報告

している狗。そこで、 NP.100で公転回転数を変化させたところ、 F地.4C に示すように、公転回転数

が高いほどD50値が小さくなり、 NP.100の最大回転数である 20oolpmにおいて最も小さい粒子が

得られた。 Eq.H より、公転回転数が高くなると公転Gが大きくなり、その結果、高い衝突エネルギ

ーが得られる。.10oorpm以下で粉砕後のD50値が大きくなるのは回転数が低く、 P旺をナノ粒子化

できる必要な衝突エネルギーが得られなかったものと考えられる。

1.1.4.3.P旺の粉砕後粒度分布に及ぽす粉砕時問の影響

P1正の粉砕後粒度分布に及ぽす粉砕時間の影響について検討したところ、 Fig.4d に示すように、

粉砕時間が長くなるに従い、 D50値は小さくなり、2分以上の粉砕時間ではD50値に変化はなかっ

た。粉砕時間が短い合、Eq.Bにおける五が少ないため、D50値が大きくなったものと考えられる。

一方、粉砕時間を長くすると五が多くなるため、 D50値が小さくなったと考えられる。よって、効率

よく粉砕できる最適粉砕時間を2分とした。

1-1・44.Pモ正の粉砕後粒度分布に及ぽすMe血ylceⅡUlose水溶液の添加および度の影響

微粒子から構成されている粉体は、大きな表面自由エネルギーを持っているため、非常に凝集し

やすい傾向にある。本法では、ナノ粒子の凝集を防ぐための分散剤として、 Me血ylceⅡ田Ose(MC)水

溶液を添加して粉砕した。そこで、ナノ粒子の凝集の軽減と粉砕効率の最適化における MC水溶液

の添加量、度の影響について検討した。03%(W/V)MC水溶液の添加量を03から2.4mLの問で変

化させたところ、 MC 添加量が 0.6 mL の場合、 D50値は 131 血を示し、最小となった(Fig.4e)。

MC 水溶液の添加量が増加すると、beadS と化合物粒子の元が減少するため、粉砕効率が悪くなり、

D50値が大きくなったものと考えられる。一方、 MC水溶液の添加量が0.6mL以下では、化合物

度が高くなり、化合物懸濁液の粘性が高くなる。その結果、懸濁液中のbeadSの流動性が悪くなり、

D50値が大きくなったと考えられる。次に、MC水溶液濃度を0.05から 1.5%(W/V)の間で変化させ、

粉砕効率に及ぽすMC 度の影について検討した。その結果、 MC水溶液濃度が高くなるにつれ

てD50値が小さくなり、 03%(W/V)以上の濃度ではD50値に変化はなかった(Fig.40。 MC水溶液

濃度が低い場合は、分散性が悪くナノ粒子が凝集し、 D50 値が大きくなったものと考えられる。ま

た、主薬含量の高い製剤が望ましく、より低濃度の MC水溶液を用いたナノ粒子化が求められる。

したがって、最適なMC添加量と度をそれぞれ、 0.6血L、 03%(W/V)とした。



1-1,5.最適化した粉砕パラメータを用いて調製したPf正ナノ粒子の物性評価

最適化した粉砕パラメータをTable2に示す。この粉砕条件で 10omgのP珊を粉砕した結果、F電.

5aに示すように、粉砕後粒子のD50値、 D90値は、それぞれ129血、272血を示した。また、 P旺

ナノ粒子懸濁液を凍結乾燥し、得られたナノ粒子粉末を走査型電子顕微鏡(SEM)で形態観察した結

果、 Fig.5bに示すように視野観察範囲において、1叩以上の粒子は観察されなかった。

Table20P註mummi11iηg condidonsforloomgpl・正

Parameta

Speedoft0仇廿on andrevolution(印m)

Mi11ing t血e (min)

V01如leof03%McaqueoussolU壮on (n止)※1

Zirconiabeads

Tempaa仙ed1Ⅱ血g血1血g(゜C)

※10.1%(V/V)Tween 80 was addedto MC SOIUⅡon.

(a)
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0.6

0.1

2.4

30

●.01

Fig.5 P血Cle size diS訂'ibU廿on (a) of 血e od師祉(dotted 血e)如d 血e 血Ⅱed P唖(solid 1加e),卸d sEM

血Ⅸ'og叩hS 化) of壮le od血址(b・1)and 血e 加11ed P旺(b・1D.

0.1

(bl)

D卸:10g 仰1

D如:209 仰1
1

、

Paruclt size (μm)

゛
.

゛

'

,

,

.

ノ
.

τ

」

12

10

、

(bの

'
゛8

 
6
 
4
 
2
 
0

(
0
＼
0
)
O
E
三
タ

n
如

鬼
:



また、示差走査熱量測定(Di任釘釦廿址SC肋"i"gcal0血e註y: DSC)と粉末X線回折(powdax、ray

IX缶acdon:P恕D)により、 NP.100で調製したP珊ナノ粒子粉末の結晶性について評価した(Fig

6)。 DSC において、原末の融点は2980C であったのに対し、ナノ粒子粉末の融点は 2840Cであっ

た。混合物の融点は純物質の融点に比べて低くなることが知られている。ナノ粒子粉末には分散剤

であるMCが含まれ、pf正と MCの混合物である。そのため、P旺と MCの混合物であるナノ粒子

粉末の融点がP班原末に比べ低くなったと考えられる。また、P艦の非晶質固体分散体をDSCで

昇温すると、約140.170OC付近に非晶質の結晶化に起因する発熱ピークが生じることが報告されて

いる鋤。しかし、ナノ粒子粉末のDSC曲線には、発熱ピークは検出されなかった。P恕Dにおいて、

ナノ粒子粉末の回折パターンにハローピークが認められず、その回折パターンは原末と一致した。

DSC と P>くRD の結果から、 NP、100 を用いたナノ粒子化による非晶質の生成量は非常に少ないと考

えられ、 P旺ナノ粒子は結晶性を維持していることが明らかとなった。以上の結果より、最適な粉

砕パラメータを用い、P旺をNP.100で湿式粉砕することで、粒度分布幅が狭く、結晶性を維持した

PHEナノ粒子が調製できた。

(a)

M迦ed

10 15 20 25 30 35 40 45

2θ

8030 B0 180 230 280 330

TemP伽れlte(て)

F地.6P>くRDpatt如S(a)飢dDSC血e血ogaph(b)of血eod血址and血e血11edP旺

1.1.6.P旺の経口吸収性改善に及ぼすナノ粒子化の影

Bioph町naceU廿Csclassi丘Ca廿onwstem(BCS)の理論54)に基一づくと、P旺は ClasSⅡに分類される殉。

BcsclasSⅡに分類される化合物は、溶解性を改善することにより、経口吸収性が向上することが知

られている%)。 Niwaらの報告によると、P旺をナノ粒子化することにより、その溶解性が向上する

ことが報告されており 57)、 P旺をナノ粒子化することで P旺の経口吸収性の改善が期待できる。

そこで、 P旺原末とナノ粒子化したP旺を 10mgP旺永gでラットに経口投与し、投与後の血中
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度推移を解析した(Fig.フ,Table3)。ナノ粒子化したP旺を経口投与した場合のC一およびAuq_*

は、P旺原末を経口投与した時に比べ、それぞれ、約4.5倍、約2.0倍増加し、P旺をナノ粒子化す

ることにより、その経口吸収性が改善された。また、 Fig.7 より、 pf正原末とナノ粒子化した Pf正

消失速度定数に違いが認められた。 wa沖eらは、P肌をラットに静脈内投与した際、 P1正の血衆タ

ンパク結合率に個体差があり、タンパク結合率の高いラットはタンパク結合率の低いラットに比べ、

P班を約2倍速く代謝することを報告している5.)。したがって、本研究において、消化管から吸収

されたP旺の血衆タンパク結合率に違いが生じ、同様な現象が生じたものと推察された。

2.5

65 74 8

Time (hr)
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1-1-フ.難水溶性化合物のナノ粒子化に最適化した粉砕パラメータの適用

P旺で見出したナノ粒子化の最適条件 qable2)を用いて、 n叩roX釦(融点:158゜の、 mfediP血(融

点:1750C)、 danaz01(融点:225゜C)、 indome血即血(融点:160゜C)を粉砕したところ、 Fig.8 に示すよう

にいずれの化合物においても、ナノ粒子の懸濁液が得られた。最適化した粉砕条件は融点が高い難

水溶性化合物のナノ粒子化に適用できるものと考えられる。本研究において、 Table2に示す最適条

件を Standardmi11iれ8 Condid0那とした。
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1-2.1.序論

1・1では、 NP・100 を用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術を開発した。融点が高いP珊(融点
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れた溶解性を示す反面、温度や光などに対する安定性が低く、エネルギー準位の低い安定形に転移

する。そのため、粉砕過程における非晶質化により、保存中に化合物の溶解性や経口吸収性の低下

や品質に問題が生じる場合がある。また、近年、ペプチドやたんぱく質、などのバイオ医薬品の開発

が盛んであり、その原料であるbiomated田は熱に不安定なものが多い。そこで、本研究ではNP、100

を用いたナノ粒子化技術を低融点化合物や biomateda1 に適用させることを目的として、fヒn0丘brate

(一点:80゜C)、 aurbiprofen(融点:110゜C)、 probuc01(融点:約 125゜C)などの低融点化合物のナノ粒子

化の可能性について検討した。また、機能性食品の一種である C0如W血eQ.0(COQ,0、融点:40゜C)さ

らに、蝋状物質であるbeeswax(融点:60゜C)についても、 NP・100を用いたナノ粒子化方法を探索し

た。

1-2-2. S伽dardmi11i"gcondiⅡonS を用いた FEN、 FLU、 PR0 のナノ粒子化

予備検討として、匪N、 FLU、 PR0 を Table2 に示す Standard miumg conditionS で粉砕した佃igs

9、 1の。 F地.9に示すように、 FEN、 FLUはP1正と同じ条件でナノ粒子化することができた。
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一方、 Fig.10のd0廿edlitleに示すように、 PR0では、良好に分散したナノ粒子が得られなかった。

Pon即eeapat らやModbe らは MC、 polwinylpryroddoneK17、 hydoroxyproprylme血ylce11Ulose(HPMC)

などの P01抑釘に釦価血 dodecylsulfate(SDS)を加えることで、分散性に優れた PR0 や tolbut印址de

のナノ粒子が調製できることを報告している 60,6D。そこで、 1%(W/V)SDS を 03%(W/V)MC水溶液

に添加し、 PR0のナノ粒子化を検討したところ、 F地.10のS0Ⅱdli11eに示すように、分散性に優れた

PR0ナノ粒子を調製することができた。
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また、 S血dardmi11i"gconditionS を用い、 FEN、 FLU、 PR0 をナノ粒子化、凍結乾燥し、得られたナ

ノ粒子粉末をP恕Dで測定した結果をFig.11 に示す。 FEN、 FLUにおいて、化合物原末とナノ粒

子粉末の回折パターンを比較したところ、ほぽ同じ回折パターンを示した。しかしながら、ナノ粒

子粉末には、非晶質の存在を示す僅かなハローパターンが認められた。 PR0に関しては、ナノ粒子

粉末の回折パターンは原末のパターンと異なり、ハローピークも検出されたことから、 PR0ナノ粒

子粉末の一部には、非晶質や結晶多形が含まれていると推察された。
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Yon伽OCM らはウノレソデオキシコーノレ酸を振動ボーノレミノレで粉砕することで、ウノレソデオキシコ

ール酸が非晶質化することを報告している 62)。これは、粉砕過程で生じる発熱や物理的なエネルギ

ーにより結晶格子が破壊され、結晶が有する分子配列の規則性を失わせ、非晶質状態をもたらした

ものと考えられる。融点の低いFEN、FLU、PR0はP珊に比べ、粉砕時の発熱の影で結晶格子が

壊れやすく、一部非晶質化したと考えられる。第1章で示したEq.13 において、公転Gを小さくす

ることで、衝突エネルギーは小さくすることができる。また、 Eq.9に示すように、公転Gは公転回

転数の2乗に比例する。そのため、公転回転数を20oolpmから 10oorpmに低減することにより、衝

突エネルギーを4分の 1に抑えることができる。さらに、粉砕過程終了後の懸濁液温度の上昇を抑

えるため、粉砕環境温度を0OCまで下げ、非晶質化しない低融点化合物のナノ粒子化条件を探索し

た。

1-2.3. MildmiⅡi"gconddon を用いた FEN、 FLU、 PR0 のナノ粒子イヒ

FEN、 FLU、 PR0をS伽dard血Ⅱ血名CondiuonSで粉砕処理したところ、ナノ粒子化は可能であった

が、非晶質、結晶多形が生成した。そこで、公転回転数を20oolpmから 10ootpmに低減させた。さ

らに、粉砕環境温度を 0OC に下げることで、これら3種類の化合物のナノ粒子化を試みた。まず、

公転回転数を低減させたことにより、2分間の粉砕処理では、ナノ粒子化が不十分であったため、粉

砕処理時間を8分まで延長し、FENの粉砕後粒子径に及ぽす粉砕時間の影について検討した。
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Fig.12に示すように、 2分から4分に時間を延ばすことにより、 FENの粉砕後D90値は小さくなっ

たが、8分まで延長しても、 D90値の減少は認められなかったため、粉砕処理時間を 4分に設定し

た。その他の条件を Table4 に示し、この条件を血ldmi11伽gconditi0那とした。
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Parameta

Speed ofrotadon ωld revolution (印ln)

M逓ng血e(min)

V01如leof03%Mc aqueoussolU廿on (nlL)

Table4 Mildmi11ingcondidonsby血eNP、100

Zirc011ia beads

Tempaat山edⅡdn名mi11ing (゜C)

Mildmi11i"gcondid0那条件下でFEN、 FLU、 PR0 を粉砕処理した際の結果を Fig. B に示す。いずれ

の化合物においても、 D90 値が約 315血以下を示すナノ粒子懸濁液が調製できた。入虹ldmm伽g

CondidonSで粉砕処理したFEN、 FLU、 PR0を凍結乾燥し、得られたナノ粒子粉末の結晶性をP恕D

と DSC で評価した(Figs.14,15)。 Fi部.14a,14b に示すように、 FEN、 FLU において、公転回転数の

低減と粉砕環境温度を下げたことにより、ハローピークが小さくなり、非晶質の生成が抑えられた。

また、DSCにおいても、非晶質の結晶化に起因する発熱ピークは認められなかった(Figs.15a,15b)。

一方、PR0では、ナノ粒子粉末のP恕Dパターンは原末とほぽ一致し、結晶多形の生成は認められ

なかったものの、ハローパターンが検出された(Fig.14の。また、 Fig.15Cに示すように、 122.1230C

において発熱ピークが認められたことから、PR0のナノ粒子粉末には一部非晶質が含まれており、

mildmi11i"gcondid0郡でPR0の非晶質化は防止できなかった。
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いずれの化合物においても、血ldmⅢ伽gcondi廿0那を適用することで非晶質や結晶多形の生成を抑

制でき、 st雛ldard mi11i"g condidonS に比べ、血ld mini"g condidonS で調製した化合物ナノ粒子の粒度

分布幅は小さかった。その考察として2点の要因が考えられる。1点目は、結晶性が維持された化合

物ナノ粒子は非晶質や準安定形のナノ粒子に比べ、物理化学的に安定であるため、凝集しにくかっ

たものと考えられる。2点目は小さい衝突エネルギーで粉砕したことにより、粉砕後の粒子表面の活

性化が抑えられたためと考えた。血卿'0 らはTi住ナノ粒子の凝集解砕に及ぽすb伽dS径(φ15μm~

100叩)の影について検討しており、 MadS径が小さいほど最終到達粒子径が小さいことを報告し

ている剣。この現象は細かいbeadSを使用し、小さい衝突エネノレギーにより、ナノ粒子の凝集を解砕

したことで、ナノ粒子表面の活性を抑えられたと考えられている。本研究では 2000中m から 1000

印mに回転数を低減したことにより、ナノ粒子の表面活性が抑えられたものと考察している。また、

FENや凡Uのナノ粒子化にはTween80やSDSのような界面活性剤を添加する必要がなかったのに

対し、 PR0の場合、 SDSの添加が必要であった。 PR0の水への溶解度は数ng皿Lと報告され
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ており鋤、 FEN(2μgmL)'5)やFLU(38μ創mL)殉などに比べ非常に低い。そのため、 SDS無添加

条件下では、PR0粒子のMC水溶液への濡れ性が悪いため、良好な粉砕ができなかったと推察され

1・2・4.NP・100 を用いた C0釦Z抑eQI0 と b閃SW解のナノ粒子化

Coa四meQI0(COQI0)は、サプリメントや化粧品等で注目されている機能性物質のーつである。し

かしながら、 COQ,0は、約480Cの低融点化合物で分子量が大きく(863Da)、水への溶解度が非常に

低く(<4ngmL)、撥水性が高いため経口吸収性が悪い67,園。また、光不安定性の観点から結晶性を

維持する必要がある的)。 COQ.。の融点はFENに比べてさらに低いため粉砕環境温度を、10OCに下げ

た。COQ,。の濡れ性の改善および懸濁液の凍結防止を改善するため、エタノールを用いた。これまで

の場合、分散剤としてMCを使用していたが、 MCはエタノーノレに溶解しないため、エタノーノレに溶

解するセノレロース系高分子である hydro)司,propylce11Ulose - SSL (1WC)を使用した。 Mild mi11ing

Condi廿0那をもとにTable5 のような粉砕条件を設定し、 COQWをNP.100で粉砕処理したところ、 D50

値、 D90値が、それぞれ 126血、 252"m を示すCOQWナノ粒子を調製できた(COQ,dcoldwetmini"g

(CWM))(Fig.16a)。一方、粉砕環境温度が50C条件では大きい粒子径を示すピークがあり、凝集が

生じているものと考えられる(COQldwet mⅢing(WM))。また、 F地.16b に示すように COQI0ナノ粒

子の回折パターンはCOQI0原末と一致しており、ナノ粒子化後もCOQI0の結晶性は維持されていた。

Onoueらは本法で調製したCOQldcwMナノ粒子をラットに経口投与したところ、COQI0原末に比べ、

約 B倍経口吸収性が改善したこと報告している 7の。さらに、結晶性を維持したCOQ.。/CWM と非晶

質 COQ,0を含む自己乳化型製剤の光安定性を比較したところ、 COQI0/CWM の光分解速度は自己乳

化型製剤に比べ、4倍遅く、光安定性が大きく改善したことを報告している 7の。

Table 5 N負11ing condidons forcoQloby血eNP・100

Paramaa

Speedofrota廿onandrevoludon(即m)

Mi11iη8 tilne (min)

V01血e ofl.0%(W/V) Hpc e血anolsolU壮on (mL)

Zirc011iabeads

T血Paa加edⅡ"ηg加11血g(゜C)

Di卸leter(mm)

Mass(g)

1000

5
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(a)
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鋼お(μm) 2θ(由g^)

Fig.16 Pardcle size diS杜'ibution (a)如d p>くRD pa廿em (b) of coQIO Rえrrlples di叩ersed 血 disd11ed water as

7のdetetm血ed by laser di缶action analysis

COQI0ノ訊M : COQlowaS血11edat5゜c oft伽Paa仙e

COQI0/CWM : COQlowaS血11edat・10゜c of加mpaa仙e

' COQ,ycwM

(b)
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B閃SwaX は 62.64゜C の融点を持つ高分子エステノレの混合物である。最初に、 S如dard mi11i"g

⑳nditionS を用い、 NP・100 で beeswaX を粉砕処理したが、 beesW砥の形は変わらず、 beadS の一部が

beeswaXの表面に付着していた。 BeesW解は蝋状の物質であり、非常に柔らかいため、 beeswaX をナ

ノ粒子化するためには、 beeswaX を冷却し、その硬度を高める必要があった。 BeeswaX は直径約 5

mmの粒状であったため、液体窒素で冷却しながら、乳鉢、乳棒で砕いたものを用いた。 BeeswaXの

ナノ粒子化を3段階(乾式粉砕、湿式粉砕、および分散過程)で行った。まず、乳鉢、乳棒で砕いた

beeswaXの粒子径は不均一であり、その粒子径を均一にするために乾式粉砕を実施した。乾式粉砕過

程には溶媒を添加せず、beesW砥(10omg)、分散剤である Polwi11ylP沖olidoneK30四VP)粉末βomg)、

およびφ0.1mmbeads(5.og)を容器に添加し、 bee御解を粉砕した。次に、乾式粉砕されたb此Nax

の粒子径をナノサイズにするために湿式粉砕を実施した。湿式粉砕過程では、乾式粉砕後のbeeswax、

PVPおよびbeadSの混合物にエタノールを添加し、beesW解を粉砕した。液体窒素で冷却しながら乾

式および湿式粉砕過程を実施した。最後に、分散過程において、両粉砕過程を経て、得られたbeeswax

ナノ粒子の凝集を解砕した。その結果、 Fig.17に示すようなナノ粒子懸濁液(D50:140 血、 D90

937血)を得ることができたが、凝集体とみられる粒子径の大きいピークは除くことができなかっ

C園WCWM
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1-3.第 1 章の結論

本章では、これまで高粘性物質の押、混合に使用されていた自転公転ミキサーをWetbead血11血g

に応用し、難水溶性化合物の新規ナノ粒子化技術を確立した。1-1では、種々の粉砕パラメータを最

適化し、数分間の処理で、10omgのP旺をナノ粒子化できることを見出した。得られたP旺ナノ

粒子は非晶質を含まず、結晶性を維持していた。得られたP旺ナノ粒子をラットに経口投与したと

ころ、P珊原末に比べ、経口吸収性が改善した。これは、P江の粒子径をナノサイズまで小さくす

ることにより、表面積増大に伴うPHEの溶解性が改善したことに起因したものと考えている。また、

最適化した粉砕パラメータを数種の難水溶性化合物に適用したところ、いずれの化合物においても

ナノ粒子化することができた。

1-2ではNP・100 を用いたナノ粒子化技術を低融点化合物に適用した。 FEN、 FLU、 PR0をモデル

化合物として用い、粉砕過程における公転回転数、温度の影響について検討した。その結果、公転回

転数を下げ、温度上昇を防止することで、FEN、凡U において、非晶質の生成が抑えられたナノ粒

子を調製することができた。さらに、 FEN より融点が低いCOQ,0に血ld血山gcondiⅡ0那を適用さ

せ、COQ,0ナノ粒子の調製を検討した。その結果、化合物の融点と粉砕環境の温度差を広げることで、

良好な粉砕ができることが見出された。また、結晶性を維持したCOQWCWMは非晶質COQI0を含

む自己乳化型製剤に比べ、光安定性に優れている報告乃)から、物理化学的安定性の高いナノ粒子製

剤を得るためには、結晶性を維持したナノ粒子を調製することが必要であることが証明された。ま

た、モデル化合物に蝋状物質である beesW飢を用いて、ナノ粒子化について検討したところ、液体

窒素を用いて、beeswaXの硬度を高めることでナノ粒子化に成功した。液体窒素を用いた粉砕技術は

報告されているものの、得られた粉砕物の粒子径はほとんどがマイクロサイズを示してぃる川0

方、自転公転ミキサーを用いた液体窒素中における粉砕物はD90値で 1卜血以下を示し、これまで
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報告されている手法より優れていることが分かった。

以上の結果より、 NP、100は粉砕条件、公転回転数、粉砕環境の温度を制御することにより、低融

点化合物も良好にナノ粒子化できることが分かった。さらに、液体窒素を用いた低温粉砕法は、低

分子化合物に限らず、ペプチド、たんぱく質などの biomateda1にも適用できると考えられ、将来、

biomat伽田のナノ粒子化に寄与できるものと考えられる。
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第2章難水溶性化合物の経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子の凝集の

2,1.序論

第1章では、自転公転ナノ粉砕機(NP.10のを用いて、様々な物性の難水溶性化合物をナノ粒子化

できることを報告した。一方、化合物をナノ粒子化することにより、ナノ粒子は高い表面自由エネ

ルギーを有するため、凝集する傾向にある。そのため、湿式粉砕する際にナノ粒子の凝集を防ぐた

め、分散剤である Me血ylceⅡUlose(MC)、 Hyd0四 ProptylceⅡUlose・SSL (HPC)などの水溶性高分子

(P01沖a)が添加されている。しかしながら、化合物とP01沖町の組み合わせにより、化合物ナノ粒

子の分散性は大きく異なる。また、分散剤として一般的に使用されている IWC、 POIW血y1田Coh01

(PVA)、 polyvmylproprydone K30(PVP)(Fig.18)などのP01抑釘では分散できない化合物も存在し、

分散剤として多くの化合物に適用できるP01沖erの開発が求められている。

COP01川er ofpolyV血ylalcoh01, acrylic acid 飢d me血ylme血acwlate(povacoat@、大同化成工業株式

会社)は医薬品のコーティング剤、結合剤、また固体分散体の基剤として使用されているP01抑erの

一種である(Fig18a)72-74)。 povacoat②(POVA)は分子内にPVA、 a甜ylicacid(AA)、 me血ylme壮la吋ylate

(MN仏)とそれぞれ単体で分散剤として報告されている分子が含まれているため 75'フフ)、化合物ナノ

粒子に対する非常に強い分散効果が期待できるが、これまでPOVAをナノ粒子の分散剤として使用

した報告例はない。本研究では、POVAが難水溶性化合物ナノ粒子の分散剤として適用できる可能性

について検討した。さらに、分散性の異なる化合物ナノ粒子を用い、溶解性や経口吸収性改善に及

ぽすナノ粒子の凝集の影について検討した。

イC,、-CH太fc,、-CHL
OH

C峰O CHユ
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2.2.化合物ナノ粒子の分散剤にPOVAを適用できる可能性の検証

難水溶性を示すP旺、蔀Se0飢血(GF、融点:2200のを用いて、ナノ粒子の分散剤にPOVAを適

用できる可能性を検証した。また、POVAに加え、これまでナノ粒子の分散剤として、一般的に使用

されているIWCとPVAを用い、P艦およびGFのナノ粒子化に及ぼす分散剤の影響について検討

した。P珊、 GFのナノ粒子化条件として、第 1 で最適化した粉砕パラメータ(Table2)を用いた。

0.3%(WV)MCの代わりに、 1%(W/V)polym釘水溶液を用いて、 P珊、 GFを湿式粉砕した結果をF電

19に示す。第2章では、ナノ粒子の凝集に対するPolymaの影響を検討するため、超音波処理せず、

化合物の粉砕後粒度分布を測定した。 POVAを用いて、P艦、 GFを湿式粉砕したところ、いずれの

化合物においても、ナノサイズを示す分布を示しており、POVAをナノ粒子の分散剤として適用でき

る可能性が認められた。P艦においては、田Cを用いた場合一部凝集が認められたものの、用いた

Polymerの種類により、P旺の粉砕後粒度分布に大きな差は認められなかった。一方、GFでは、POVA

を用いた場合と異なり'、田CやPVAを用いた場合、その粒度分布はマイクロサイズを示した。その

ため、本章では、粉砕後粒度分布に及ぽすP01抑aの影が顕著であったGF を用い、以降の検討を

1テつた。

゛黒

100 1000100.01 0.10.01 10 1000.1 1000

Particle size (μm)Particle size (μm)

Fig.19 Pardclesi閥 diS廿ibU廿on of血e血Ⅱed P旺(a)and GF (b) byuS血g povA(■), PVA(◆),1冊C (▲),

andodgmal(X)

0

化)

^

2-3.GFナノ粒子の分散性に及ぽすP01抑財水溶液の'度の影響

2・2の実験結果より、いずれの 1%(WV)polynler 水溶液を用いた場合においても、 D90値が 1μm

以下となるGFナノ粒子が調製できなかった。 GFの融点は220OCであり、第1章で最適化した粉砕

パラメータ(Table2)でナノ粒子化が可能であると考えられる。また、化合物に対する分散剤である
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Polymaの添加比を増大させることで、化合物のナノ粒子化に成功する確率が高くなることが報告さ

れている御。そこで、P01沖a水溶液の濃度を 1%から 10%(W/V)の間で変化させ、 GFの粉砕後粒子

径に及ぽすP01沖er水溶液の濃度の影について検討した。 2・2で使用した3種のPolymerに加え、

POVA や PVA と同じビニノレ系 P01沖er の PVP も用いた。各 P01沖er 水溶液を用い、 GF を湿式粉砕

した結果をFig.20 に示す。 POVA を分散剤として用いた場合、 POVA濃度の増大とともに、 D90値

は減少し、 5%(W/V)の条件下で、 D90 値は 224 血を示した。一方、 PVA、 1WC、 PVP を 1%~10%

(W/V)の濃度で用いたところ、いずれのPolymer、濃度においても D90値は 10μm以上であり、 GF

ナノ粒子を調製できなかった。また、PVA、 HPC、PVPを用いたときの粉砕後GF粒子が未粉砕ある

いはナノ粒子の凝集由来であるかを確認するため、5%(Wん)P01沖財水溶液でGFを湿式粉砕、凍結

乾燥を経て得られたGF粉砕粉末をSEMにより形態観察した。Fig.21に示すように、いずれのP01沖a

を用いた場合においても、1μm以下のナノ粒子が観察された。したがって、 PVA、f乎C、 PVPを分

散剤として用いた場合、 GFナノ粒子の凝集を抑制できず、 D90値が 101血以上になったと考えられ

る。以上の結果より、 POVAはこれまで分散剤として使用されていたP01抑erに比べ、 GFナノ粒子

に対し、強い分散効果を示した。

100

4 6 1080

Polymerconcentration(00, W<1)

Fig.20 pardcle size diS壮ibU壮on(D90 value) of血e血11edGFbyuS血g l・10%(W/V) ofeachpolymasolU廿on;

POVA(■), PVA(◆),1冊C ('),andpvp(●)
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F地.21SEM血仇・0即'叩hsof血ⅡedGF: GF炉OVA(a), GF炉VA(b), GF征・WC(C),如dGF炉VP(d)

2-4.POVAのGFナノ粒子に対する分散効果の考察

2.2 の検討により、これまで分散剤として汎用されていた f正C、 PVA、 PVPに比べ、 POVAはGF

ナノ粒子に対する分散効果が高いことが示された。そこで、POVAのGFナノ粒子に対する分散効果

を考察するため、 POVAの側鎖をすべてAA に置換したPVA・AA(Fig.22a)と側鎖をすべてN岱IAに

置換した PVA・MN仏(F地.22b)、およびAA のポリマーである Polyacrylicacid(PAA、 Fig.22C)を用い

て、 GFナノ粒子に及ぽすPOVAの構成分子の影について検討した。

コ,2,1リ】フ 15ku

{CH.-CHむ〔CH.-CHL
1 1
0OH

C巨0

CH響→CHき一CHL゛n

十0・.・0・十

価)PVA・MN仏(a) PVA・AA,

{CH.-CHL〔CH.-CH}「
0OH

C圃O CH.

CH*{CH.-C }忌,
C=0

OH

(C) PAA

Fig.22 Che血CalS加Ct1江e ofpvA・AA (a), PVA・N仏,,1A(b),卸d pA'、(C)
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その結果、Fig.23 に示すように、PVA.AAを用いた場合において、POVAを用いた場合と同様に分散

性にれたGFナノ粒子を調製できた。また、POVAのグラフト構造がGFナノ粒子の分散効果に及

ぽす影について検討するため、5%(W/V)PVAにPAAを添加した溶液(PVA+PAA)を調製した。添

加したPAAの濃度は5%(W/V)POVA水溶液に含まれる AAの分子数と同等になるように、0.5%(WV)

とした。その結果、0.5%(W/V)PAA水溶液を用いた場合、良好な分散性を示すGFナノ粒子が得られ

なかったのに対し、PVA+PAAを用いた場合、分散性に優れたGFナノ粒子を調製できた。また、添

加する PAAの分子量の影は認められなかった(Fig.24)。
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化合物ナノ粒子に対するPolymaの分散機構は、まず、P01沖erが化合物粒子表面に吸着するととで、

化合物の水への濡れ性を改善し、次に、吸着したPolymaによる静電気的反発力、あるいは水和層形

成に伴う立体障害が生じることで粒子同士の接近を防ぎ、ナノ粒子を分散する絵)。 polymer や界面

活性剤の添加により、水の表面張力を低下させることで、難水溶性化合物の水への濡れ性は、改善

できることが知られている。5%(W/V)における PAA、 PVA、およびPOVA水溶液の表面張力はそれ

ぞれ、58.8mN/m、43.8mN/m、47フmN/mであり、PAAの表面張力はPVAやPOVA よりも高かった。

そのため、 P.、.AはPVAやPOVAに比べ、 GF粒子表面への吸着性が低く、単独ではGFナノ粒子を

分散できなかったと考えた(Fig.25a)。 PVA水溶液の表面張力は、 POVA水溶液に比べ低いのにも関

わらず、単独でGFナノ粒子を分散できなかった。これは、 GFナノ粒子に吸着したPVAによる水和

層が薄く、良好に分散できるほどの立体障害が生じなかったものと考えられる(Fig.25b)。一方、PAA

は分子中にカルボキシル基(COOH基)を有しており、 PVAに比べ、より多くの水分子を引き付ける

ことができると考えられる。その理由を COOH 基の塩析力から考察した。クエン酸や酒石酸など、

COOH基を有する塩はH0血eister系列から塩析力が強いことが知られている。塩析とは非電解質水

溶液に高'度の塩を添加することで、非電解質が析出する現象であり、これは非電解質を水和させ

るための水分子が塩に引き付けられ、非電解質が水和できなくなるためである。つまり、塩析力の

強い塩は水分子を引き付ける能力が高いと言える。また、 H0血eistor系列より、 COOH基を 1つ有

する酢酸塩より、COOH基を3つ有するクエン酸塩は塩析効果が高いことから、PAAは多数のCOOH

基を有するため、塩析力が強く、厚い水和層を形成できると考えられる。したがって、POVAやPVA

とPAAを含む溶液では、 PVAがGF粒子に吸着し、 PAAが厚い水和層を形成することで、 GFナノ

粒子の分散に寄与していると考えられた(Fig.25の。
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2.5.GFナノ粒子粉末の再分散性に関する検討

現在、臨床で使用されている経口剤の多くは錠剤やカプセル剤、散剤などの固形製剤である。そ

のため、ナノ粒子製剤を経口剤として開発するためには、調製したナノ粒子懸濁液を粉末にする必

要がある。ナノ粒子懸濁液を粉末にする手法のーつとして、凍結乾燥が挙げられる四,鋤。しかしな

がら、ナノ粒子は凍結乾燥過程で凝集しやすいことが報告されている鋤。1から5%(WV)の糖ある

いは糖アルコールの添加が凍結乾燥による凝集を防ぎ、ナノ粒子粉末の再分散性を促すことが報告

されている82・鋤。その中でもD、m"mit01(N仏N)はナノ粒子粉末の再分散性に有効な添加剤として広

く使われている部,幻)。ここでは、 5%(W/V)POVA を用いて調製した GFナノ粒子懸濁液を凍結乾燥

し、その再分散性に及ぼすMANの影について検討した。その結果、 MANをGFに対して質比

2.5以上で添加した場合、 GFナノ粒子粉末は1分間の混和で完全に崩壊、再懸濁した。一方、 MAN

の添加量がGFに対して質量比1.0以下の場合、GFナノ粒子粉末の一部は15分間の混和においても

完全に崩壊しなかった。また、 GFナノ粒子粉末を完全に再懸濁後の粒子径をTable6に示す。いず

れのMAN添加量においても、凍結乾燥前後で顕著な粒度分布の変化は認められず、 GFナノ粒子粉

末の再分散性に及ぽすN仏Nの影響は認められなかった。以上の結果より、1分間の撹押でGFナノ

粒子粉末を完全に崩壊、再懸濁できる最少添加量である2.5%(W/V)をMAN至適添加量とした。

Table 6 E丑'ect ofN仏N on血erodispasion stabiHw of血e血11ed GF POW'da'

ConC如杜'auon of

MAN

(%, W/V)

MassRauo

(GF : POVA: N仏N)

(W/W/W)

0

1.0

2.5

Datarepresentmean士 SD of3 dete伽inadons

5.0

Before 丘'ee鵡 drymg

P笹dcles size

(Me飢士SD)(血)

D50 D90

また、 2.5%(WV)MAN を含む5%(WV)POVA水溶液を分散剤として、難水溶性を示す町CIOV註、

註ldome血aC血、 diprydamole、 hydrochlor0血iazide、 naproX釦、 piroxicanl、 tolbutamideを?昼三北彩)1忰1した

ところ、いずれの化合物においても、超音波処理を必要とせず、再分散性に優れた化合物ナノ粒子

粉末が得られ、POVAは様々な難水溶性化合物ナノ粒子の分散剤として幅広く適用できた(Table7)。

1:5:0

1:5:1

1:5:2.5

1:5:5

121 士 4

A丑er丘ee鵡drymg

Particles size DIS血tegatlon

(Me師士SD)(血) Properw

(DiS血tegation t血e)D50 D90

120士2

121 土 3

224士3

124士 5

225士7

222士2

115士1

258士25

Ⅱ9士2

117 土 1

196 士2

110士3

217 士 10

200士2

188 土 7

> 15 mm

> 15mm

< 1 mlrl

< 1 tr11n



Table7P加Clesize(D50 卸dD90values)ofV笹iouspoorlywata'solublecomp0山dS血11edM血POVA.

Comp0如d

Acyclovir

Indome血aC血

Dゆyddanlole

HydrocNor0伽azide

N叩roX釦

Piroxicaln

TolbU伽11ide

Befbre 丑'eeze dry血g

(Mean士SD)(血)

D50

121 士 1

2-6.各P01沖erを用いたGFナノ粒子粉末の粒度分布および結晶性の評価

上記の検討により、2.5%(WV)入仏Nを含む5%(WV)POVA 水溶液を用いることで分散性および再

分散性にれたGFナノ粒子を調製できた。また、 GFの溶解性や経口吸収性改善に及ぼすナノ粒子

の凝集を検討するため、 2.5%(W/V)MANを含む5%(WV)PVA、 1WC、 PVP水溶液を用いてGF を湿

式粉砕したところ、 POVAを用いたGFナノ粒子(GF炉OVNN仏N)懸濁液のD90値は 222血を示

したのに対し、PVA、田C、PVP を用いた GF ナノ粒子(GF炉VNMAN、 GF征・1PC爪IAN、 GF炉VP爪仏N)

懸濁液のD90値は、それぞれ 12.9μm、 163 μm、 5.78μm とナノサイズを示さなかった(Fig.26a)。

また、 GFゆ01川剖艇AN懸濁液を凍結乾燥し、得られた粉末の再分散性について検討したところ、い

ずれのGFナノ粒子粉末においても、1分間の混和で完全に分散し、凍結乾燥前と同等の粒子分布を

示した(Fig.26b)。

115 士 2

126 士 3

117士2

123 士 3

107 士 5

125 士 2

D90

257士 5

189士 3

266士 30

A丑a 丘'eeze drying

(Mean士SD)(血)

203 士 2

223 士 14

172 士 18

D50

Ⅱ9士3

115 士 3

125 士 2

243 土 5

B6士26

119 士 4

112 士 4

D90

231 士 51

16

184士 B

14

251士 B

B3士7

12

(a) Befb代丑eeze dwing
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FiB.26 P笹壮Clesize diS廿ibU壮onof血eodginalGF and血e血ⅡedGF SU叩釦Sionbefore(a)如da丑a(b)丘閑Ze.

dwmg.α'ig山IGF(り, GF炉OVNN仏N (■), GF炉VNNIAN(◆), GF征・炉C爪仏N (▲),andGF炉VP爪IAN

(●)

次に、得られたGF/polymer爪仏Nの凍結乾燥粉末(GF炉01抑er爪IANナノ粒子粉末)を用い、GFナ

ノ粒子の結晶性を評価した。Fig.27aにGF原末、MAN原末、GF炉OVNN仏Nの物理的混合物(PM)、

GF/P01沖a爪IANナノ粒子粉末のP恕Dパターンを示す。 PMの回折パターンはGF原末とPMは異

なった回折パターンを示し、わずかなハローパターンが認められた。 PM のサンプノレは GF 原末を

2.5%(W/V)MANを含む5%(WV)POVA水溶液に分散後、凍結乾燥することで調製した。そのため、

GF結晶がPOVAやMAN中に分散した状態になっており、 POVA由来のハローパターンが検出され

ていると考えられた。また、PM と GFゆolymer爪IANナノ粒子粉末の回折パターンは同様であり、 GF

とN仏N結晶由来の回折パターンが認められた。 MANは凍結乾燥製剤の結晶化賦形剤として知られ

ており、MAN水溶液を凍結乾燥すると、その凍結乾燥粉末は結晶状態を示すことが報告されている

御89)。そのため、本研究においても同様な現象が生じたものと考えられる。しかし、 GFの回折パタ

ーンはMAN に比べ強度が弱く、 GFの結晶性を評価できなかった。そこで、 GF/P01川er爪IANナノ

粒子粉末中の GFナノ粒子の結晶性を詳細に解析するため、凍結乾燥前に GFゆ0辻m剖/MAN懸濁液

を遠心処理 a2,10oxg で 10分間)した。遠心処理後の上清には GF ナノ粒子に吸着していない

P01沖aやMANが存在しており、これらを除去し、沈降したGFナノ粒子のP恕Dを測定した。そ

の結果、 GF原末、 PMおよび粉砕、遠心後GFナノ粒子の回折パターンは一致していた(Fig.27b)。

したがって、GF炉01沖er爪仏Nナノ粒子粉末中に含まれるGFナノ粒子は結晶性を維持しているもの

と考えられる。
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F地.27 P恕Dpatt血Sof血eodginala11dGF/(a),雛ld血e血ⅡedGFa丑ercenm61ga廿on(b)

2.フ.溶解性に及ぼすGF炉OVNNIANナノ粒子粉末の崩壊性の影

2-5でMANの添加量が、凍結乾燥粉末の崩壊性に影響することが認められた。固形製剤の崩壊性

は製剤中の溶解速度に影響することが報告されている卯)。そこで、本研究において、 GF炉OVNMAN

ナノ粒子粉末およびMAN無添加のGF伊OVAナノ粒子粉末を用い、 GFの溶解性改善に及ぽすナノ

粒子粉末の崩壊性の影について検討した。 F電.28にGF原末、 PM(GF炉OVNNIAN)およびナノ粒

子粉末(GF炉OVNNIAN、 GFΦOVA)の溶出試験第2液ΦH6.8、JP2液)における溶出試験結果を示

す。本研究では、採取した試験液を13400印mで5分の条件で遠心し、その上清に含まれるGFはす

べて溶解しているものとした。 GF原末やPMに比べ、 GFナノ粒子を含むナノ粒子粉末は高い溶解

性を示した。また、崩壊性の異なるGFナノ粒子粉末の溶出性を比較したところ、1分間の混和で完

全に崩壊しないGF炉OVAナノ粒子粉末の溶解速度は、GF炉OVN入仏Nナノ粒子粉末に比べ遅く、実

験終了時点における溶出量も低かった(Fig.28)。
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Fig.28 E丑'ed of血e diS血tegadonproperdes of血e 血Ⅱed GF powder on血e dissolution pr0田es ofGF ;

Odg血alGF(X), physica1血X仙eofGF炉OVNNIAN(ロ), GF炉OVNNfANpowda'(■,solid血e)and

GF炉OVApowder(■, d0廿edline)
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2.8.GFの溶解性および経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子の凝集の影

PVA、1WC、PVPなどの既存のP01沖aでは、GFナノ粒子を良好に分散できなかった。一方、POVA

を用いた場合、良好な分散性を示す GF ナノ粒子が調製できた。そこで、分散性の異なる

GF炉01沖er爪4ANナノ粒子粉末を用い、 GFの溶解性および経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子の凝集

の影について検討した。本研究では、採取した試験液を 13400印mで5分の条件で遠心し、その

上清に含まれる GF はすべて溶解しているものとした。 GF 原末、 GF/P01抑er爪仏N の PM、

GF/P01川a爪IANナノ粒子粉末の溶出試験をJP2液にて行い、その結果をFig.29に示す。 GFを粉砕

処理することにより、 GFの溶解性は顕著に改善した。特に、良好な分散性を示すGF炉OVN入仏Nナ

ノ粒子粉末からのGFの溶解性は最も優れており、 GF原末、 GF炉OVN入仏NのPMと比較してそれ

ぞれ、約3倍、約2倍高い溶解量を示した。また、ナノ粒子が凝集した粉末と比較すると約13倍高

かったことより、ナノ粒子の凝集は化合物の溶解性に影することが認められた。
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F電.29 Dissolution pr0負les ofod呂血alGF (り, physica11nixt山e ofGF, P01沖財 a11d N仏N (OP伽)如d 血e

mi11edGF (close); GF炉OVA(ロ), GF炉VA(◇), GF征・1PC(△),andGF炉VP(0)

15

_〆
ヂ

10

以上の溶出試験の結果をもとに、 GF原末(50mg/kg)、分散性に優れたGF炉OVNNIAN懸濁液、ナ

ノ粒子の凝集体である GFΦVNN仏N懸濁液をラットに(GF換算投与量50mgkg)経口投与した結

果をF地.30 に示した。 GF原末をラットに経口投与したところ、 C噂,、 AUC0選がそれぞれ0.U士0.12

μ創mL、 2.52士0.63μg・ wmL を示した(Table8)。 GF炉OVNN仏N、 GF炉VNN仏N をラットに経口投

与した時のAuq_8はGF原末に比べて、 GF炉OVNN仏Nで8倍、 GF炉VNMANで4倍、高い値を示

し、 GFの経口吸収性はGFのナノ粒子化により増大することが認められた。また、 GF炉OVNN仏N

の C脚冷 AUCO..はそれぞれ、 635士098μgmL、 1996士1.12μg・wmL を示し、 GF炉VA と比べ、 C,獣、

AUCO..は約2倍高く、ナノ粒子の凝集がGFの経口吸収性改善効果を低下させることが認められた。
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0.52 士 0.16

4

T如e (11t)

Fig.30 P1えξmaconcen杜'adon ofGF a丑a oralabs0中don of血e odginalGF SU叩ension (50 mgkg)(X),

GF炉VASU叩伽Sion (50 mg GF永g)(◆),and GF炉OVASU叩ension(50 mg GFA'g)(■). DatarepreS伽tme印1

士 SD of血reeitld叩伽dentexperiments.

7

1.03 士 0.H*

4

3

2

Table 8 Phamlacokinetic P釘alneters ofGF f0110wing oraladmiηistrationto rats.

0
0

Odginal GF

GF炉VA(aggegated)

GF炉OVA

AUCO-8: area 山lderthe cuwe ofblood concentration vs. time 丘'om ←o to t=8 a丘er adlni11istration;

Cmax: maximuln concentration; Tmax:timeto maxilnum concentration. Da仇represent mea11士 SD of

3 deten11inauons.

* P く0.05 between壮le ohginalGF andthe miⅡedGF MthpovA.

", Pく0.ol beNeenthe ori即nalGF andthe mi11ed GF MthpovA.

3 5

AUCO-8(μg . wmL)

2.52 士 0.63

2-9.第2章の結論

本研究では、医薬品添加物として新たに認可されたPOVAを難水溶性化合物ナノ粒子の分散剤に

適用し、POVAのGFナノ粒子に対する分散効果について検討した。その結果、POVAはP艦やGF

などの様々な難水溶性化合物ナノ粒子の分散剤として、有用であることが認められた。また、POVA

分子中のPVA部位がGFナノ粒子表面に吸着し、高い塩析力を示すCOOH基を有するAA部位が厚

い水和層を形成し、立体障害的にGFナノ粒子を分散していると考えられた。これまで、pon即a叩at

らやBi1即互らはPVPK17やHPCを分散剤として用いた場合、分散性にれたGFナノ粒子を調製で

きなかったのに対し、それらにSDSを加えるととで、分散性にれたナノ粒子が調製できることを

37
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報告している 91,92)。 SDSは分子内に硫酸基を有しており、また、硫酸塩は高い塩析力を示すことが0

報告されている 93)。したがって、分子中に高い塩析力を示す官能基を持ち、かつ、水の表面張力を0

下げるPoly血erが化合物ナノ粒子に対する高い分散効果を示す可能性がある。さらに、分散性の異な

るGF中01沖er爪4AN懸濁液やナノ粒子粉末を用い、GFの溶解性や経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子

の凝集の影について検討したところ、ナノ粒子の凝集による溶解性や経口吸収性の改善効果の低

下が認められた。本研究の成果は難水溶性化合物のナノ粒子化製剤の設計に有用な知見であると考

えられる。
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第3章難水溶性化合物のナノ粒子化による経口吸収性改善効果の要因解析

3-1.序論

難水溶性化合物の低い経口吸収性の要因として、山Ssoludonrate・1血itedabs0印Uon(溶解速度律速)

および釦Iubiliw・而血ted 北S0印壮on(溶解度律速)の2つの律速過程が知られている 3,')。また、新薬

開発の早期段階において、吸収の律速過程を予測できる手法として、M恕im血ab釦rbabledose(MAD)

が利用されている舛,95)。 MADは経口投与後の最大吸収量の指標であり、 Eq.14で表される。

MAD

Eq.14において、 CSは消化管における化合物の飽和溶解度、 Kaは1次の吸収速度定数、 Vは消化管

液量、Sπrは消化管内滞留時間を示す。投与量がMAD以下の場合、化合物の吸収は溶解速度律速

となるため、マイクロ粒子粉末(微粉末)やナノ粒子粉末などの化合物の微細化により経口吸収性が

改善できる。また、投与量がMゆ以上となる場合、化合物の吸収は溶解度律速となるため、化合物

の溶解度の向上が認められない微粉末では、吸収改善効果は小さく、吸収量は頭打ちとなる。しか

し、ナノ粒子粉末では溶解度の向上が期待でき、吸収量の頭打ちを改善できる可能性がある。化合

物のナノ粒子化により、化合物の溶解度が上がることは報告されているが四,%)、粒子の細かさから、

遠心分籬やフィルターで完全にナノ粒子を除去できず、ナノ粒子化された化合物の溶解度を正確に

評価することは困難であるため、ナノ粒子化による溶解度向上効果には疑問が残されている。そこ

で、本章ではモデル化合物に師Se0丘11血(GF)を用い、半透膜に対する GFの膜透過速度を利用し、

ナノ粒子のGFの溶解度について検討した。また、ラットにおけるGFのMADからGFの吸収律速

過程を予測し、 GFの吸収の律速過程が溶解度となる条件下において、微粉末とナノ粒子粉末の吸収

改善効果を比較することで、ナノ粒子化による経口吸収性改善効果の可能性について検証した。

CS X Ka x v xslTT Eq.14

3-2. MaX血血 ab即lbabledose(MAD)を用いた GF の吸収律速過程の予測

MADはEq.14によって表されるが、創薬研究の早期に各々の化合物について、ヒトのκaを得

ることは非常に難しい。そこで、καとンの代わりに小腸壁における膜透過性(Pず)と小腸の有効

表面積(S心を用いることにより、 MADをEq.15 として算出することができる。

MAD

難水溶性化合物は小腸において、胆汁酸ミセルに可溶化され吸収されるのに対し、大腸において、
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Cs x peff x sA X SITT Eq.15



水分量が少なく、胆汁酸濃度も低いので、化合物の溶解量、吸収量は少ない。したがって、難水溶

性化合物は主に小腸から吸収されるため、小腸内に近い条件でMADを評価することが重要と考え

られる。 Eq.15 において、 CS は絶食時ヒト小腸モデノレ液佃郎tedS仇teS血田ated血terst血alFluid

FasslF)などのbiorelevantmedi血を用いることにより、 h1νiv0 に近い条件下での評価が可能であ

る町)。 Pψ・はヒト結腸癌由来である Caco-2細胞を用いたhlWか0実験系から化合物の膜透過性を評

価し、その値を変換することで、ヒト小腸における膜透過性を算出できる兜)。また、 GFのような

脂溶性の高い化合物の場合、消化管上皮細胞に対する透過性が高いため、吸収においては上皮細胞

の近傍に存在する非撹捍水層(unS血edwata'Lay釘(UWL))への拡散が律速となる場合が多い。

UWLへの拡散が律速となる場合、 Pψ・はUWL中における化合物の拡散速度(P卯τ)で近似でき

る。ヒトにおいて非押水層の厚さは約 100μm と報告されており的)、 stokes、E血Ste血の式を変形す

ることにより、化合物の分子量(U功から、1001山1のUWLを拡散する化合物のPU庇を算出でき

ると報告されている促q.16)1⑪。

PUWι

以上のように、 CSやPψ・はh1νi加の実験系や計算による近似値として得るととができる。 S4に関

しては、 YU らが報告した80ocm2をde金Ult値として使用することで血)、 Tak卸0 らは様々な化合物

の経口吸収性を定量的に予測できることを報告している 1⑫。また、小腸における溶液の平均滞留

時間である 3-4時間を Slrr として、用いることができる 1仍,1⑭。 Table9 にヒトおよぴラットにお0

ける GFの各種物性と MADの計算結果を示す。ヒトのFasslF中のGFの溶解度は BμgmLであ

り、 GFの分子量を用い、 Eq.16から Pψ・を算出した。その結果、ヒトにおける MAD は 120mgで

あった。 Tanakaらはラットにおいて、消化管内のGF濃度の推移やPψ・などについて報告している

,仍)。 Tanaka らの報告によると、ラットにおいて、小腸上部(uppa)と下部 aowa)の消化管液に含

まれる胆汁酸やりン脂質濃度に大きな差があり、そのため、 GFの溶解濃度は叩Pa と10werにより

大きな違いが生じている。また、 uppa、10waにおいて、それぞれ、約2.5時間、 3.0時間、 GFの

溶解濃度は維持されることを報告している。 T如akaらの報告をもとに、 RatのMADを算出したと

ころ、その値は4.5mgであった。ラットの体重を03kgと想定すると、 15mgkg以下の投与量範

囲では、 GFの吸収は溶解速度律速となり、15mgkg以上の投与量では溶解度律速となると予測さ

れた。

Eq.16= 10 X
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Table 9 Paramet飢'to evaluate NIAD ofGdse0員11V血血H11mnn andRat

Rat l05)Human

※1
250 (10wdose)1囲 5 mg/kg

※1
500 (Mgh dose) W7) 10血g永呂

122 (upper)
13108)

213 (10wa')

40.8 (uppa)
800

40.8 aowet)

3.4do-5(uppa)
※28.O×104

3.2漣0-5(10wa)

0-2.5 (uppa')
4

0・3 (10wer)

4.5 /Rat120 /Hulnan

C1血CalDose(血g)

SolubiliW 血 FasslF

(μgmL)

S4(血2)

Slrr(h)

MAD(mg)

※I Bodyw'eightin human iS 50 kg.

※2 CaluculatedbyEq.16

P加'(CWS)

3・3.GF微粉末およびナノ粒子粉末の粒度分布と結晶性の評価

GF微粉末およびGFナノ粒子粉末はGF原末をNP、100で湿式粉砕後、凍結乾燥することで調製

した価電.3D。 GF原末、 GF微粉末、 GFナノ粒子粉末を水に再分散させ、超音波処理せずに粒度

分布を測定したところ、 D90値はそれぞれ、 24μm、 5.5μm、 207血を示した。また、 GF原末、

GF微粉末、 GFナノ粒子粉末のP恕DパターンをF地.32に示す。第2章で示したように、 POVA

やMAN含んだ乾燥粉末では、 GFの結晶性は正確に評価できなかったため、 GF微粉化懸濁液、 G

ナノ粒子懸濁液を遠心分離し、沈降した粒子を凍結乾燥し、P恕D測定のサンプルとした。その結

果、 GF微粉末、 GFナノ粒子粉末ともに、 GF原末と同じ回折パターンを示し、また、ハローピー

クも認められなかったことから、粉砕処理によるGFの結晶性の変化は認められなかった。
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34.半透膜に対するGF膜透過速度を利用したGFの溶解濃度の推定

化合物の溶解度に及ぽすナノ粒子化の影響を検討するため、コロイド粒子やミセルなどを透過さ

せない半透膜(カットオフ分子量:100のを用い、半透膜に対する透過速度を利用した化合物の溶解

濃度を推定した。半透膜に対するみかけのGFの膜透過性(P卯)は、 Eq.17から算出される。

app

Eq.17において、 dΩdtは膜透過速度、冱は半透膜の有効透過面積、 C0はdonor側チャンバーにおけ

る化合物の溶解度である。本実験の場合、d伽or側チャンバーには、 GF微粉末、あるいはGFナノ粒

子粉末がPH6.5 に調整したT血叩odmedi血(TM)に懸濁した液を用いるため、 C0は微粉末やナノ

粒子粉末から溶出したGFの飽和溶解度となる。また、 Eq.17 を変形すると、 Eq.18が得られる。

dQ
^X^
dt AXC。

Eq.17

dc

dt RIPP X A X CO

ここで、 P卿の値はGF分子固有の値であり、 GF粉砕粉末の粒子径の影を受けない。また、有効

透過面積も同じである。したがって、C0の違いがGFの膜透過速度に影する。そこで、半透膜に対

する各GF粉砕粉末の膜透過性を評価し、その傾きから膜透過速度を算出した。 Fig.33 に示すよう

に、いずれのGF粉砕粉末の場合においても、receiV釘チャンバーにおける GF濃度は直線的に増加

した。また、2時間後のdonor側チャンバーにおけるGF微粉末の溶解濃度は、試験液であるIMに

対する飽和溶解度と同等であった。これらの結果より、 GF分子の半透膜透過速度より、 donor側チ

ヤンバーにおけるGF粉砕粉末の溶解速度は速く、常にdonor側チャンバーのGF濃度は常に飽和溶

解度であるものと推察された。また、ナノ粒子粉末から溶出したGF分子の膜透過速度はGF微粉末

に比べ、約 1.45倍高い値を示したことから、ナノ粒子粉末から溶出したGF は微粉末より、1.45倍

高い濃度で溶解していると推察された。

Eq.18
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3・5.ラットを用いたGF微粉末およびナノ粒子粉末の経口吸収性の比較

GFのヒト臨床投与量(10wd0関:250m&Mghdose:50omg)を服用した時の体重当たり(50kg)の

投与量である 5mg・GF永gから3-2で予測されたGFのMAD以上となる20mg、GF永gまで投与量を

変化させ、 GF原末および各粉砕粉末の経口吸収性を評価した価ig.34)。 F電.34aに示すように、 5

m矧kgの投与量条件下では、 GF原末、微粉末およびナノ粒子粉末のAuq_8値はほとんど変化せ

ず、粒子径減少の効果は認められなかった。これは、ラットにGFを4.17m剖kgで投与した場合、

GFのFaは約91%と報告されており、顕著な差が認められなかったものと考えられる悦)。100

m剖kg以上の投与量では、 GF原末、 GF微粉末に比べ、 GFナノ粒子粉末が高い経口吸収性を示し

た(F電S.34b,C,andd)。また、 Fig.35 に示すように、 GFナノ粒子粉末と GF微粉末の吸収量

(AUCO..)を比較したところ、ラットのMAD と予測された 15mgkg以下の投与量では、両粉砕粉末

共に用量依存的なGF吸収量の上昇が認められたものの、20m別kgでは吸収に明らかな頭打ちが

認められ、 GFの吸収が溶解度律速になったものと判断された。しかしながら、溶解度律速となる

20mgkgにおいて、微粉末を投与した時のAUQ追は、 2.11士0.031μg・ wmLであったのに対し、ナ

ノ粒子粉末を投与した場合、 3.43士0.41μgmLと GFの吸収量は約 1.6倍高い値を示した。この結

果は、34で示した半透膜に対するGF膜透過性の試験の結果とほぼ一致しており、ナノ粒子粉末

から溶出したGFは消化管内において、微粉末よりも高い濃度で溶解しているため、溶解度律速で

ある条件下においても、高い経口吸収性を示したものと考えられる。

0
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3-6.第3章の結論

本章では、難水溶性化合物のナノ粒子化による吸収性改善効果の要因の解析を行った。半透膜に

対するGF膜透過速度を用いて、微粉末、ナノ粒子粉末から溶出したGFの溶解濃度を評価したとこ

ろ、 GFの粒子径を 100血.200血に微細化することで、 GFの溶解濃度が 1.45倍向上する結果が得

られた。120分後のdonor側チャンバーにおける GF微粉末の溶解度は約 10.8μgmLであったことか

ら、ナノ粒子粉末の溶解濃度は、約 15フμgmLと推定され、この結果は、 KippSらにより報告された

Fig.1 のグラフから大きく外れたものではなく、理論値に近い値であった 18)。一方、120分後のdonor

側チャンバーにおけるGFナノ粒子粉末の溶解度は約40μ創mLであり、膜透過速度から推定された

度に比べ約4倍高かった。F地.31に示すように、ナノ粒子粉末には100血以下の粒子が存在して

おり、これらの粒子がフィルター(孔径:100血)を透過したため、高い溶解度を示したものと考え

られる。また、 GF原末、微粉末およびナノ粒子粉末をラットに経口投与したところ、いずれの粉末

においても、ラットのMAD以上である20mgGF永gの投与量において、 GFの吸収に頭打ちが認め

られた。しかしながら、 GFの吸収が溶解度律速となる投与量条件下にも関わらず、ナノ粒子粉末か

らのGFの吸収量は微粉末よりも約 1.6倍高かったことから、消化管内において、ナノ粒子粉末から

溶出したGFの溶解度は微粉末よりも高い可能性が示唆された。この結果は、半透膜に対するGF

の膜透過実験と一致するものと考えられた。以上、難水溶性化合物のナノ粒子化により、化合物の

溶解度自体の改善が可能であり、吸収が溶解速度律速となる化合物のみならず、溶解度律速となる

化合物の吸収性向上にも有用と考えられる。
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第4章自転公転ミキサーを用いた

4.1.序論

第 1章から第3章では、 NP、100を用いた数百mgの難水溶性化合物のナノ粒子化技術を確立し、

ナノ粒子化の有用性を示した。しかしながら、 NP,100はラボスケールの機器であり、前臨床試験や

臨床試験および市場に化合物ナノ粒子を安定供給するためには、粉砕処理量のスケールアップが必

要となる。また、製剤機器を取り扱う場合、ラボスケーノレから製造スケーノレまでのスケーノレアップ

を同じ機構の機器で製郵Hヒを検討できれば、化合物の使用量が少ないラボスケールのデータから製

造スケールの最適条件を効率よく設定することが可能である。F電.36およびTablel0にNP.100およ

び中スケーノレ、大スケーノレの自転公転ミキサーである腺V、300OTW血、 ARV、10KTwin を示す。 ARV、

300OTwinやARV.10KTW血においても、粉砕容器の自転軸が公転軸側に約450に傾斜しており、その

動作機構はNP.100と同様である。本章では、自転公転ミキサーのスケーノレアップファクターを調べ、

装置スケーノレの異なる NP"100、 ARV"300OTW血、 ARV、10KTW血を用い(Fig.36、 Table1の、それらの

ナノ粒子粉砕物を比較することにより、自転公転ミキサーを用いたナノ粒子化技術のスケールアッ

プの可能性について検討した。

溶性化合物のナノ粒子化のスケールアップに関する検討

'

ARV・10KTwinARV・300OTwin

Fig.36 自転公転ナノ粉砕機(NP・10のならびに自転公転ミキサー(飯V・300OTwin,ARV・10KTW血)

卿

.

NP.100

.

/ノ^
.
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Table lo speC途Ca廿onsof血eNP、100,ARV、300OTMn,andARV.10KTW血

NP.100

ARV.300OTW血

ARV.10KTW血

4・2.自転公転ミキサーのスケーノレアップファクターの調査

1.1-2や1.1-3において、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物の粉砕原理を示した。さらに、

乾式粉砕の衝突エネルギー式を理論展開し、湿式粉砕に応用することでEq.13 を得た。 Eq.13 中の

h はEq.6で表され、自転と公転の半径および自転公転比から得られるため、機器固有の値となる。

また、本研究では、φ0.1mmのbeadS を使用しているため、 Eq.13 中の抗は定数となる。また、πは

様々な粉砕パラメータ伯転・公転回転数、化合物とbeadSの添加量比など)が複雑に影するため、

正確に制御することが困難である。一方、 Eq.9に示すように装置の公転半径と公転の回転数から算

出される公転Gおよび粉砕時の化合物'度は装置のスケールや処理量が異なっても制御が可能であ

る。そこで、本研究では自転公転ミキサーのスケーノレアップファクターとして、公転Gと粉砕時の

化合物度(懸濁液濃度)に焦点を当て、粉砕処理量のスケールアップを検討した。

R(mm)

95.0

248

483

r(mm)

35.0

813

109

ω/Ω

4.3.P唖の粉砕後粒度分布に及ぼす懸濁液度の影

(五bbsiteや址Ⅱm伽aのような無機化合物を湿式粉砕する場合において、懸濁液度が粉砕効率に影

することが報告されている 1仭・111)。また、 Eq. B に示すように、 E。は粉砕時の懸濁液度を含む

様々な粉砕パラメータの影響を受ける。そこで、自転公転ミキサーを用いたナノ粒子化技術のスケ

ールアップにおいて、粉砕時の懸濁液濃度に焦点を絞り、P延の粉砕後粒度分布への影について

検討した。粉砕時の P旺'度を 0.05~0.4gmL の間で変化させ(Table11)、 NP.100 と ARV、300OTW血

を用いて、 P旺を粉砕した(F地.37)。

1.00

0.88

Volume/ avessel(L)

07フ

020

3.10

12.フ
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N質11ing conditionsinthe opumulnP1正 Concen訂'ation studyTable 11

Pf正

Concen杜'auon

at mi11iηg

@mL)

NP、100

Bulk size

A)atch

(g)

0.05

0.1

ARV・300OTwm

0.2

Volume of

Mc solution

(mL)

0.3

025

0.4

0.5

Massratio ofP1正

to beads

(W田

(beads/P1鵄)

0.05

1.0

その結果、懸濁液濃度が02創血L前後の濃度範囲で最も小さい粒子径を示すP旺ナノ粒子が得ら

れた。この結果は、装置スケーノレの異なる NP.100と ARV、300OTwmを用いた場合においても、同

様の結果が得られた。 Eq.13式から考察すると、 Cが高くなることで、三Cの値が小さくなり、効率

的にP旺を粉砕できなかったものと考えられる。粉砕時の懸濁液度が高くなるに伴い、懸濁液

の粘度は高くなる。そのため、容器内におけるbeadSの流動性が低下し、P旺の粉砕効率が低下し

たと考えられる。粉砕時の懸濁液度が02創mL以上の範囲では、 Eq.Bから推察される通りの結

果となった。一方、粉砕時の懸濁液度が0.05g/mL~02剖mLの範囲内においては、懸濁液濃度

の減少に伴い、粉砕後P班の粒子径の増大が認められ、 Eq.13の理論式と矛盾する。このような結

果が得られたのは、懸濁液濃度の低下に伴い、化合物とbeadSの平均衝突回数(Eq.13 中の元)が減

少し、その結果、三Cが小さくなり、粉砕効率が悪くなったと考えられる。

0.1

15

5.0

0.2

2.0

5.0

5 (2.シ2)

10 (5.0ゞ2)

20 (1小2)

30 (1シ2)

40 (2山2)

0.3

5.0

0.4

50

Revolution

Speed

(中血)

5.0

10

100 (5小2)

100 (5山2)

100 (5小2)

100 (5小2)

100 (5小2)

10

10

T血e

(mm)

10

10

10

2000

10

10

10

4

10

750 8
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than l.51ιln
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そこで、粉砕効率に及ぼす平均衝突回数の影響について検討した。平均衝突回数を増大する手法と

しては、 beadS添加量の増加が挙げられる。 P旺に対する beadSの添加量比(W/W、 beadS添加比)

を 10~80の間で変化させ qable12)、 P班の粉砕後粒子径への影について検討した。 F電.38に

示すように、 beadS添加比の増大に伴い、粒子径の減少は認められたものの、 beadS添加比が80と

なる条件下においても、 D90値を 1μm以下にできなかった。
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Table 12 Mi11血呂Condidonsfor血estudyof血ee丑'即tofavaagec01註SionnumbabeNeencomp0如dand

beads on血eP砥dclessize diS壮ibutionof血e血ⅡedP1正

Bulk size

A)atch

(g)

Massra廿o ofpHE to beads

(WW)

化eads/P旺)

NP.100 025

51

Volume of

MC SOIU廿on

(mL)

Pf正

ConNn紅'adon

at mi11iηg

WmL)

5.0

5.0

5.0

5.0

2.5

125

0.833

0.625

Revoludon

Speed

(中m)
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一方、質量比10の条件下で、 MC水溶液の添加量を変化させ、P艦濃度を変化させたところ、懸

濁液濃度の上昇に伴い、顕著な粒子径の減少が認められた(Fig.39)。また、 0.05gmLの懸濁液

度条件下で、 025gのP旺をD90値が約300血になるまで粉砕するためには、 beadS添加比を40

に設定し、12分間の粉砕時間を要した佃ig.4の。以上の結果から、自転公転ミキサーを用いた

P旺のナノ粒子化において、P旺濃度は重要なパラメータであることが認められた。また、本研究

では効率良く、最も粒子径の小さいP旺が得られる02g/mLを最適濃度とした。

5

4
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nli11ed P旺(025 g) by uS血gNP・10o at壮le lo massta壮o ofbeadsto P珊. hlsetis enlarged 仕le areawldch

血eparticlessize of血e 血11ed P1正 islesS 血an l.0 μnl.
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4.4.P珊の粉砕後粒度分布に及ぽす公転Gの影

自転公転ミキサーの粉砕原理より、beadSは容器の公転により加速され、化合物と衝突し、化合物

を粉砕する。ラボスケーノレのNP、100は回転半径が小さいため、高い'1突エネノレギーを得るためには

高い回転数が必要である。一方、 Tablel0に示すように、 NP"100 よりも装置スケーノレの大きい肌V.

300OTwinやARV・10KTW血は回転半径が大きくなるため、 NP、100 より低い回転数でも十分な衝突工

ネルギーを得ることが可能である。そこで、 Eq.9に示すように、公転半径と公転回転数から算出さ

れる公転G に着目し、装置スケーノレの異なる NP.100 と ARV、300OTwin を用いて、 P班の粉砕後粒

度分布に及ぽす公転Gの影響について検討した。P艦濃度を02gmL、bea山添加比を5に設定し、

NP・100およびARV・300OTMn における公転Gが 107、 145、 185 Gになるように Eq.9から求めた公

転回転数を算出した qableB)。TableB に示すような粉砕条件で、NP.100を用いた場合は 1創容器、

ARV・300OTwmを用いた場合は 100創容器のP旺を粉砕した結果をFig.41に示した。いずれの公転

Gにおいても、 NP・100と ARV、300OTW血で粉砕処理後の粒度分布は一致しており、懸濁液濃度を最

適な02gmL、beadS添加比、公転Gを同じにすることで、腺V.300OT岫1を用いたP旺の粉砕後粒

度分布はNP.100を用いた場合と同じになることが分かった。
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Table 13 Mi11ingcondi廿onsin血eS加dy of血econela廿onbetweenNP・10o andARV・300OTwin.

Bulk size (g)

A)atch

NP・100

Beads

(g)

1.0

1.0

P1正

Concenu'auon

at mi11iη8

(gmL)

ARV.300OTW血

5.0

1.0

200

(10山2)

200
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5.0
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4.5.粉砕処理量のスケーノレアップに関する検討

公転Gと粉砕時の懸濁液度を制御することで、中スケールである肌V、300OTW血を用いても、

NP・100と同等のP旺ナノ粒子が得られることが示された。この実験結果をもとに、大スケールであ

る ARV・10KTW血も加えたP旺の粉砕処理量のスケーノレアップについて検討した。公転Gを 145G、

P旺懸濁液度を02創mLの条件下で、各粉砕機の容器容量に依存したP珊量、また、回転モータ

ーへの負荷を考慮して beadS 添加比を調整し(Table14)、飯V.300OTW血、腺V.10KTwin ではそれぞ

れ、 5、3 に設定した。 BeadS添加比が小さいほど、 P旺のナノ粒子化に要する時間が長くなると考

え、 ARV・300OTW血では 5.35分、腺V、10KTwinでは 10-70分の粉砕時間を設定した。

Table 14 Nli11ingcondi壮onsforP1正 Using血eARV,300OTwin and血eARV、10KTwin

NP.100

Bulk size (g)

A)atch

ARV.300OTW血

ARV、10KTwin

0.1

φ 0.1mm

Beads(g)

F地.42 に愈V・300OTwinおよびARV.10KTwi11を用いた粉砕後 P旺の粒度分布に及ぼす粉砕時間の

影響を示す。粉砕時間が長くなるに従い、粉砕後P旺の粒子径は減少し、 ARV.300OTwinでは約30

分、 ARV・10KTW血では約60分で粒子径はほぽ一定となり、 beadS添加比の少ない場合の方が、ナノ

粒子化に要する時間が長くなる傾向が認められた。また、 ARV、300OTW血は50og(250矧容器、2)の

P珊を30分でナノ粒子化でき、その時のD90値は295 血であり、 ARV"10KTW血は2.okg a.okg,

容器ゞ2)の P珊を 60分でナノ粒子化でき、その時の D90値は316 血であった(Fig.43a、 Table

15)。 SEMの結果からも、 ARV.300OTwm、 ARV.10KTW血を用いて調製されたP1正粒子はナノサイズ

を示していた(F地.43)。したがって、 F地.43やTable15 に示すように、各機器で粉砕処理後に得ら

れたP旺ナノ粒子はほほ同等の粒度分布を示した。

500

(2SOゞ2)
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a,000ゞ2)
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Concen廿a廿onat
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6,000
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(Revoluuon

叩eeの

02
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145

a160印m)
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(520 tpm)
0.2

T血e
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Table 15 ParⅡCle size diS廿ibU廿on (D50 and D90 value) of血e odgin址卸d 血e 血11ed P旺 by NP・100, ARV・

300OTMn,andARV.10KTwin.

M辺edP1正

NP・100 (10omg)

ARV・300OTW血(250gゞ2)

ARV・10KTW血a,000 少2)

Odg血alP1正

さらに、 ARV.300OTW血、 ARV.10KTW血を用いて、得られたP旺ナノ粒子の結晶性をP恕D、 DSCで

評価した(Fig.44)。 ARV、300OTW血と ARV.10KTW血を用いて得られたPf正ナノ粒子粉末のP>くRDパ

ターンはP旺原末のパターンと一致しており、また、非晶質由来のハローパターンは認められなか

つた(Fig.44a)。 DSC測定において、 ARV・300OTW血と ARV・10KTW血を用いて調製された P班ナノ

粒子粉末のDSC ピークに 140OC.170OC付近に生じると報告されている鋤非晶質P1正の結晶化に

起因する発熱ピークは観測されず、また融点もほぽ同等であった佃ig.44b)。 P恕D、 DSCの結果よ

り、 ARV.300OTwin、 ARV、10KTMn を用いて得られた P肌ナノ粒子も原末と同じ結晶性が維持でき

ていることが分かった。以上の結果より、自転公転ミキサーは公転Gと懸濁液'度を制御すること

により、 mgスケールからkgスケールまで粒度分布を示し、結晶性を維持したP旺ナノ粒子が調製

できることが明らかとなった。
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5 15010010 2015 30030 3525 250200
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ARV、300OTMn,andARV.10KTwin.
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4,6.第4章の結論

第4章では、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化のスケールアップに関する

検討を行った。第 1章において、乾式粉砕における衝突エネルギー式を理論展開し、容器の公転に

より加速された beadS が化合物と衝突するときの平均衝突速度から湿式粉砕の衝突エネルギー式

促q.13)を導いたところ、本技術のスケールアップファクターとして、公転の半径と回転数から算出

される公転Gおよび粉砕時の懸濁液濃度が重要であることを見出した。さらに、この公転Gと粉砕

時の化合物濃度を制御することにより、 mgスケールからkgスケールまで、ほぽ同じ物性を示すナ

ノ粒子を調製することに成功した。これまでのWetbeadsmⅢ伽gは 10mLの化合物懸濁液をナノ粒

子化するのに数時間、5L~10Lの化合物懸濁液では 12時間~2日間を要することが報告されてい

るの。一方、本法では 10mLスケーノレでは数分、10Lスケーノレでは1時間で化合物ナノ粒子を調製

できることから、非常に効率的なナノ粒子化技術であると考えられる。その上、これまでの技術と

異なり、 mgスケールからkgスケールまで同じ機構で粉砕することが可能であり、少量の化合物量

で製造スケールの条件を検討できる可能性も有している。したがって、自転公転ミキサーを用いた

難水溶性化合物のナノ粒子化技術は探索研究段階から製造段階まで幅広く適用でき、難水溶性化合

物の製剤開発に有用であると考えられる。
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総括

近年、新薬候補化合物の多くが難水溶性を示し、難水溶性化合物の溶解性改善は医薬品開発にお

いて、非常に重要な課題である。著者は4 章にわたり、溶解性および経口吸収性改善を目的とした

難水溶性化合物の新規ナノ粒子化技術の開発および化合物ナノ粒子の有用性を検討した。

第 1章では、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物の新規ナノ粒子化技術の開発を行った。

自転公転ミキサーの粉砕理論を展開し、最も高い衝突エネルギーが得られる自転公転比が 1:1 の自

転公転ナノ粉砕機(NP.10のを開発した。また、化合物のナノ粒子化に重要となる粉砕パラメータ

(粉砕媒体である Zir卯niabeadSの直径や添加量、公転回転数、粉砕時間、分散剤である Me血ylceⅡUlose

水溶液の濃度や添加量)を最適化し、P旺10omgを粉砕したところ、粒度分布幅が狭く、結晶性を維

持したP旺ナノ粒子を調製できた。従来のナノ粒子化技術では、ナノサイズ領域まで粉砕に非常に

長時間を要するのに対し、 NP.100は数百mgの化合物を数分でより微細なナノ粒子にできるという

利点を有している。また、 NP、100 は粉砕条件、公転回転数、粉砕環境温度を制御することにより、

FEN や C0伽弓me QI0、 beeswaX など低融点化合物のナノ粒子化にも有用であることを示した。 NP・

100 を用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術は低分子化合物に限らず、たんぱく質などの

biomatai址のナノ粒子化にも適用できるものと考える。

第2章では、新規医薬品添加物であるPOVAをナノ粒子の分散剤として適用したところ、分散剤

として使用されているHPC、PVA、PVPを用いて、 GFを湿式粉砕したところ、いずれの場合におい

てもD90値は 10μm以上であり、分散性にれたGFナノ粒子を調製できなかった。一方、POVAを

分散剤として用いた場合、 D90値が220血を示す分散性に優れたGFナノ粒子が得られた。 POVA

のGFナノ粒子に対する分散効果について考察したところ、 POVA分子中のPVA部分が GFナノ粒

子表面に吸着し、 AA部分が多くの水分子を引き付けることで、厚い水和層を形成し、 GFナノ粒子

の凝集を立体障害していると推察された。さらに、分散性の異なるGFナノ粒子懸濁液および凍結乾

燥粉末を用い、GFの溶出性や経口吸収性を評価した結果、ナノ粒子の凝集が溶解性や経口吸収性改

善効果を低下させることを明らかにした。

第3章では、難水溶性化合物のナノ粒子化による経口吸収性改善効果の要因を考察した。 NP、100

を用い、粒子径の異なる二種類のGFマイクロ粒子粉末(微粉末)とGFナノ粒子粉末を調製できた。

半透膜に対する GF 膜透過速度に及ぽす粒子径の影響を検討したところ、ナノ粒子粉末から溶出し

たGFは微粉末に比べ1.45倍高い値を示した。この結果より、 GFの粒子径を 100血.200血まで
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微細化することで、 GFの溶解濃度が 1.45倍向上する結果が得られた。また、ラットを用いたGFの

経口吸収性を評価したところ、ナノ粒子粉末はGFの吸収が溶解度律速となる20mgkgの投与量に

おいても、微粉末より1.6倍高い吸収性を示し、半透膜に対するGF膜透過性の結果と相関するもの

であった。よって、難水溶性化合物のナノ粒子化は、化合物の溶解度を上げることができ、吸収が溶

解速度律速の化合物のみならず、溶解度律速の化合物の吸収性改善が可能と考えられる。

第4章では、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化のスケールアップについて

検討した。第1章において、粉砕過程における容器内のbeadSの運動機構、また、乾式粉砕における

衝突エネルギー式を理論展開し、湿式粉砕の衝突エネルギー式(Eq.13)を導いたところ、公転の半

径と回転数から算出される公転Gおよび粉砕時の懸濁液濃度がスケールアップファクターとなるこ

とを見出した。また、これらのスケールアップファクターを制御することで、数百mgから数kgの

化合物をほぽ同じ粒度分布を有する結晶性ナノ粒子を調製でき、自転公転ミキサーを用いたナノ粒

子化技術のスケールアップに成功した。したがって、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物の

ナノ粒子化技術は探索研究段階から製造段階まで幅広く適用でき、難水溶性化合物の製剤開発に有

用であると考えられる。

以上、本研究の成果は、難水溶性化合物の経口吸収性改善に大きく寄与できるとともに、点眼、経

皮、経肺、静脈内投与製剤など様々な投与経路に応用できると考えられる。さらに、自転公転ミキサ

ーを用いたナノ粒子化技術は、医薬品開発のみならず、化粧品、健康食品などの開発に幅広く適用

できると考えられる。
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実験の部

第1章自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化技術の開発

1-1.自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化法の確立

1・1-1.実験材料

Ph如yt0血(P艦)を株式会社静岡力フェインエ業所より、 dana.01は新日本薬業株式会社より、

血dome血aC血と血fediP血e を和光純薬株式会社より購入した。分散剤として用いたme血ylceⅡUlose

SM、4000(Mのを信越化学工業株式会社より、 TWNn80を和光純薬株式会社より購入した。直径

(φ) 0.05 mm、 0.1mm、 03 mm、 0.5 mm、 1mm の力rc011iabeads (Yrz・0.05、・0.1、"03、-0.5、

1.0)はニッカトー株式会社より購入した。

1-1.2.自転公転ナノ粉砕機を用いた難水溶性化合物のナノ粒子懸濁液の調製

化合物のナノ粒子化には自転公転ナノ粉砕機(NP、100、株式会社シンキー)を用いた。 NP.100の

血Conia製粉砕容器(容器)に化合物 10omg、力rconiabeadS化eads)、 MC水溶液を添加し、容器を高

速で自転公転回転させ、数分間化合物を粉砕処理した。処理後、粉砕された化合物にMC水溶液を

適量添加し、自転公転回転数を50orpmに設定し、1分間容器を回転させることにより、粉砕され

た化合物をMC水溶液に分散させ、化合物ナノ粒子,、濁液を調製した。

1-3.難水溶性化合物のナノ粒子粉末の調製

1-1-2で調製した化合物ナノ粒子懸濁液を冷却したアセトン/ドライアイスで急速冷凍した後、凍

結乾燥器(FD・81、東京理化機械株式会社)を用いて、約48時間凍結乾燥した。

1.1.4.粒度分布測定

化合物原末および化合物ナノ粒子の粒度分布をレーザー回折型粒度分布計(MaS伽Siza2000

Hydr02000μP、 MalvemlnS杜'血entsLtので測定した。調製した化合物ナノ粒子懸濁液を 10分間超音

波処理した後、粒度分布を測定した。また、化合物原末の粒度分布は、化合物原末 20mgを2mL

の03%(WV)MC水溶液に懸濁し、10分間、超音波処理した後に測定した。粒度分布の指標とし

て、累積体積がそれぞれ50%および90%における粒子径であるD50、 D90値を用いた。

1・5.走査型電子顕微鏡による難水溶性化合物ナノ粒子の形態観察

アルミニウムスタブ上に力ーボンテープを貼り、その上にナノ粒子粉末を撒いた。さらに、金で
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粒子表面をコーティングした後、走査型電子顕微鏡(SU.1500、日立ハイテクノロジーズ株式会社)

にて粒子表面を加速電圧15keVで観察した。

1-1・6.粉末X線回折(PXRD)

P肌原末およびP1正ナノ粒子粉末のP恕Dパターンを粉末X線回折装置(RotaFlex、株式会社

リガク)で測定した。 CUKα照射を和mAおよび30mA とし、 50から 450(2のの範囲を20/mi"のス

キャンスピードで回折データを取得した。

1・1・フ.示差走査熱量分析(DSC)

P肌原末およびP旺ナノ粒子粉末の熱挙動をDSC(DSC、 TA血S廿血伽t)により評価した。アル

ミニウムパンに約5mgの測定サンプノレを封入し、 50OC~350OCの温度範囲を50C/mi"で昇温し、

P麗原末とP唖ナノ粒子粉末の熱挙動を測定した。

1,1.8.実験動物

雄性SD ラット(sprague・Dawlyrats、 281士9.47g血Weight;日本エスエノレシー株式会社)を実験室

で飼育し、試験前日までは自由飲食とした。動物実験に関わるすべての手順は摂南大学の動物実験

倫理委員会に承認された内容で実施した。

1.1.9.経口投与後の血奬中濃度測定

P艦サンプルを投与する雄性ラットは試験前日から絶食・自由飲水とした。1-1-2で調製した

P珊ナノ粒子懸濁液 aomgP唖/mL)を lmL永gbodywei帥t をラットに経口投与した。対象サン

プルとして、 P旺原末を 10m創mL となるように水に懸濁し、 1mL永gbodywei帥tでラットに経口

投与した。経口投与後、 0.5、 1、 2、 4および8時間後に頸静脈から200μL採血した。得られた血

液を350orpmで 10分間遠心分離し、血柴サンプルを得た。得られた血粲サンプルフ5μLに等量の

アセトニトリル(75μL)を添加し、12,100槍で5分間遠心分籬を行い、得られた上清中のP旺

度を液体クロマトグラフィー(1狩LC、 L.7000 システム、日立ハイテクノロジーズ株式会社)によ

り定量した。下記に田LC測定条件を示す。

分析カラム: Z0郎AX>くRB.C185μml.D

移動相:20mM りン酸二水素ナトリウム

カラム温度:30OC

流速:03mL/mi"

検出波長:195血

2.1 mmX 50 mm (AgilentTechn010gy lnc.)

アセトニトリノレ=75:25
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1.1.10.統計解析

二群間の比較はF検定およびt検定により実施した。 P値が0.05 よりも小さいとき統計学的に有

意な差があると判断した。

1.2.自転公転ミキサーを用いた低融点化合物のナノ粒子化

1・2.1.実験材料

F如0丑brate(FEN), probuc01(PRO)およぴ beesW飢を和光純薬工業株式会社から購入した。

Flurbiprofもn(FLU)を SMg山na・Ndtich 社より購入した。 Me血yce11UlosesM・4000(MC)は信越化学工業

株式会社より、polyV血ylprorydoneK30(PVP)、hydr0沖ropylceⅡUrose・SSL(1冊C)、Neen80、および Sodi血

Ia町ISU1金te(SDS)を和光純薬工業株式会社より購入した。また、直径(φ)0.03 mm、 0.05 mm、 0.1

mm の力r⑳niabeads(beads)をニッカトー株式会社より購入した。その他試薬は市販特級グレードの

ものを購入した。

1.2.2. FEN、 FLU、 PR0 のナノ粒子イヒ

化合物のナノ粒子化には自転公転ナノ粉砕機(NP.100、株式会社シンキー)を用いた。 NP、100

の血Conia製粉砕容器(容器)に化合物 10o mg、φ0.1mmbeads(2.5g)、 MC 水溶液(0.5 mL)を添加

し、容器を高速で自転公転回転させ、数分間化合物を粉砕処理した(stan伽dmi11i"gconditionS を用

いた場合は2000印mで2分間、血ldmi11iηgconditionS を用いた場合、 1000印mで4分間、化合物を

粉砕処理した)。粉砕処理後、粉砕された化合物にMC水溶液(9.5mL)を添加し、自転公転回転数

を500印mに設定し、1分間容器を回転させることにより、粉砕された化合物をMC水溶液に分散

させ、化合物ナノ粒子懸濁液を調製した。さらに、10mLの化合物ナノ粒子懸濁液からφ0.1mm

beadS を取り除いた後、 2.5g のφ0.03mmbeadS を添加し、 2000印mで3分間容器を自転公転させ、

化合物の凝集を解砕した。

1-2・3. C0釦WmeQI0(COQI0)のナノ粒子化

1・2-2の操作方法を基に、 COQI0のナノ粒子化を行った。具体的には、 COQI0(50mg)、φ0.1mm

beads(2.5g)、および 1%(W/V)1Wce血an01溶液(0.5mL)を容器に添加し、容器を 10oorpmで自転公

転させ、 5分間湿式粉砕した。粉砕されたCOQ,0に 1%(W/V)1四C水溶液(9.5mL)添加し、自転公

転回転数を500即mに設定し、 1分間容器を回転させることにより、粉砕されたCOQ,0を 1%(W/V)

HPC水溶液に分散した。
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1-24.B此SwaXのナノ粒子化

BNswaXは直径約5mmのぺレット状であったため、液体窒素で冷却しながら、乳鉢と乳棒で砕

いたものを用いた。乳棒で砕いたbee御飢aoomg)、 PVPK30(30mg)、およびφ0.1mmbeads(5.0

g)を容器に添加した後、以下、3段階の処理過程を経てbeeswaXをナノ粒子化した。

D 液体窒素を毎分約40mL添加し、容器を20ootpmで2分間自転公転させた(乾式粉砕過程)。

2)E血anolamL)、液体窒素を毎分約40mL添加し、容器を20ootpmで4分間自転公転させた(湿

式粉砕過程)。

3)乾式、湿式粉砕を経たbeesW飢にe血卸01(9mL)を添加し、容器を50orpmで 1分間自転公転さ

せ、粉砕されたbeeswaXを紬釦01に分散した。その後、 beeN解懸濁液からφ0.1mm力r⑳niabeads

を取り除いた後、φ0.05mmbeads(10g)を添加して、容器を 1000甲mで 10分間自転公転させ、

beeswaX粒子の凝集を解砕した(分散過程)。

1.2-5.粒度分布測定

化合物原末および化合物ナノ粒子の粒度分布をレーザー回折型粒度分布計(MaS爾SiZ釘2000

Hydr02000μP、 MalV如血S廿血如tsLtので測定した。調製した化合物ナノ粒子懸濁液を 10分間超音

波処理した後、粒度分布を測定した。 COQ玲に関しては超音波処理をせずに、粒度分布を測定し

た。また、化合物原末の粒度分布は、化合物原末 20mgを2mLの03%(WV)MC水溶液に懸濁

し、10分間の超音波処理後に測定した。粒度分布の指標として、累積体積がそれぞれ50%および

90%における粒子径であるD50、 D90値を用いた。

1・2・6.難水溶性化合物のナノ粒子粉末の調製

1・2・2、 1・2・3 で調製した化合物ナノ粒子懸濁液(FEN、 FLU、 PRO、 COQW)を冷却したアセトン/ド

ライアイスで急速冷凍した後、凍結乾燥器(FD、81、東京理化機械株式会社)を用いて、約48時間凍

結乾燥した。

1-2-フ. FEN、 FLU、 PR0 および COQI0の P>くRD 測定

化合物原末および化合物ナノ粒子粉末のP恕Dパターンを粉末X線回折装置(RINr、株式会社

リガク)で測定した。 CUKα照射を40mAおよび40mA とし、 30から 500(2のの範囲を 50/mi"の

スキャンスピードで回折データを取得した。

65



1.2-8. FEN、 FLU、 PR0 の DSC測定

化合物原末および化合物ナノ粒子粉末の熱挙動をDSCΦTG.60,株式会社島津製作所)により評

価した。アノレミニウムパンに約7mgの測定サンプノレを封入し、 50OC~150OCの温度範囲を

50C/m伽で昇温し、化合物原末および化合物ナノ粒子粉末の熱挙動を測定した。また、測定中はサ

ンプルの酸化防止のため窒素ガスを50mL/mi"の速度で流入させた。

第2章

2-1.実験材料

Grise0負11血(GF)、 hydrochlor0伽飽ide、tolbut血ide、御C010vir、血dome血aC血、 dipwdamole、 naproX釦、

P廿OxiC血は和光純薬工業株式会社から購入したものを用いた。 COP01川aofpolyviny1田Coh01,岡ylic

即id飢dme血ylme血acwlateT沖eF(povacoat@,NN:4000のは大同化成工業株式会社から供与したもの

を用いた。 povacoat@(POVA)の側鎖をすべて awlicacid に置換した PVA、AA および POVA の側鎖を

すべて Me血ylme血acylate に置換した PVA.N仏,仏は大同化成工業株式会社に合成頂いた。

Hydro)wpropylce11Ulose・SSL (八N:10,000・30,00の(1舮C)、 P01血ylprorydone K30 (入則:4000の四'VP)、

Poly御y註Cacid(PAA)(MW:5000、 MW:2500のは和光純薬工業株式会社から購入したものを用いた。

PolyV加y1址Coh01(MW :25000-3000の(PVA)はナカライテスク株式会社から購入したものを用いた。

また、直径(φ)0.1mm、 03mm の力rconiabeads(beads)をニッカトー株式会社より購入した。その

他試薬は、市販特級グレードのものを用いた。

難水溶性化合物の経口吸収性改善に及ぽすナノ粒子の集の影

2-2.難水溶性化合物のナノ粒子懸濁液およびナノ粒子粉末の調製

難水溶性化合物のナノ粒子懸濁液は化合物原末を自転公転ナノ粉砕機(NP.100、株式会社シンキ

ー)で湿式粉砕することで調製した。具体的には、難水溶性化合物(0.1g)、φ0.1mmbeads(2.5名)お

よび分散剤であるP01抑甜水溶液(0.5 mL)を力rconia製粉砕容器に添加し、自転公転回転数共に、

2000中mで容器を2分間回転させることで、化合物を粉砕した。粉砕後の化合物に粉砕処理前に加

えた同じPolyma水溶液(9.5mL)添加し、自転公転回転数共に50otpmで容器を 1分間回転させる

ことにより、化合物ナノ粒子懸濁液を調製した。TolubU始mideを除く化合物については上記に示した

方法で化合物ナノ粒子懸濁液を調製した。一方、如IubU始mideは原末の粒子径(D90:200叩)が他の

化合物(GFではD90:20μm、 hydrocNor0伽血deではD90:50μ血)よりも大きかったため、上記の処

理方法でナノ粒子パ濁液を調製できなかったため、下記に示す方法で処理した。T01此Utamide(0.1g)、

φ03mmbeads(2.5g)、 P01沖er水溶液(0.5mL)を粉砕容器に添加し、自転公転回転数共に2000印m

で5分間粉砕処理を行った。処理後、再度P01沖釘水溶液を0.5mL添加し、同様に20ootpmで5分
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間粉砕容器を自転公転させた。 2度の粉砕過程終了後、粉砕後tolubU捻mideに9mLのP01沖a水溶

液を添加し、 500印mで 1分間容器を自転公転させることで、tolubutnmideナノ粒子懸濁液を調製し

た。また、調製された化合物ナノ粒子懸濁液(tolubU伽址deを含む)を液体窒素で急速冷凍した後、

48時間凍結乾燥(FD・81、東京理化機械株式会社)することで化合物ナノ粒子粉末を調製した。

2.3.化合物ナノ粒子粉末の再分散性の評価

20mgの化合物を含むナノ粒子粉末に2mLの精製水を加え、回転型ミキサーを用い25印mで1分

間転倒混和することで再懸濁させた。その懸濁液の粒度分布を測定することで、化合物ナノ粒子粉

末の再分散性を評価した。

2-4.粒度分布測定

化合物ナノ粒子懸濁液の粒度分布をレーザー回折型粒度分布計(Mastasizer200O Hydr0μP、

MalV血血S廿血entsLtd、 worcestershire、 UK)で測定した。本章では、化合物ナノ粒子懸濁液に超音波

処理を行わず、粒度分布を測定した。粒度分布の指標として、体積累積がそれぞれ50%、90%におけ

る粒子径であるD50、 D90値を用いた。

2・5.GFナノ粒子粉末の形態観察

各P01沖射水溶液中で湿式粉砕し、得られたGFナノ粒子懸濁液を 1340orpmで 10分間遠心分離

し、その沈降したGFナノ粒子を凍結乾燥し、得られた粉末を測定サンプルとした。アルミニウムス

タブ上に力ーボンテープを貼り、その上に凍結乾燥した測定サンプルを撒いた。さらに、金で粒子

表面をコーティングした後、走査型電子顕微鏡(JSM.840、日本電子株式会社)にて粒子表面を加速

電圧 15keV で観察した。

2-6.POVA、 PVA、 PAA水溶液の表面張力の測定

5%(W/V)の濃度におけるPOVA、 PVA、 PAA水溶液の表面張力を自動表面張力計(CBVP.A3、協和

界面科学株式会社)を用いて測定した。装置付属のシャーレに 10mLの各Polyma水溶液を添加し、

そのPolyma水溶液に白金プレートを浸し、その時の数値を測定した。純水を測定し、その時の測定

値が72.5mN/mであり、文献値に近いことを確認した後、各P01抑釘水溶液の表面張力を測定した。
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2,フ.GFの結晶性評価

2.5%(W/V) D・m含""it01(入仏N)を含んだ 5%(W'/V)polym価水溶液を用いて、湿式粉砕した GF ナノ粒

子懸濁液を凍結乾燥し、得られたGFナノ粒子粉末(GF/polyma爪fAN)を測定サンプルとした。また、

P恕Dパターンに及ぼすPolymaやMANの影響を除くため、 GFナノ粒子懸濁液を B400印mで 10

分間遠心分籬し、沈降したGFナノ粒子を凍結乾燥した粉末も測定サンプルとした。P恕Dパターン

はNNTdi缶actometer(株式会社りガク、東京都)を用いて測定した。 CUKα照射は40mAおよび40

kVの条件とした。回折データは50から400(2のの範囲をスキャンスビードは50/m伽で測定した。

2・8.液体クロマトグラフィー(田LC)

GF は面gh・paf0血anceliquidchtomat0即叩hy(1炉LC)(LC・20A、株式会社島津製作所)を用いて検出

し、絶対検量線法により GF 度を定量した。下記にIWLC測定条件を示す。

分析カラム: Z0郎惑恕B・C185 μml.D.2.1mmゞ50mm (AgilentTechn010部lnc.)

移動相:20mM りン酸二水素ナトリウム;アセトニトリル=70:30

カラム温度:30OC

流速:0.5mL/mi"

検出波長:293血

2-9.溶出試験

溶出試験液は90omLの日本薬局方溶出試験第2液φH6.8)を用いた。 GFサンプルの溶出試験は

回転バスケット法にて実施し、バスケット回転数を 10orpm、温度は370C とした(NTR.VS6、富山

産業株式会社)。各GFサンプルは溶出試験べッセル内のGF量が25mgとなるように秤量した。サ

ンプリング容量は0.5mL とし、溶出試験開始5、10、 15、 30、 60分後にサンプリングした。本研

究では、サンプリングした試験液を 1340otpmで5分の条件で遠心し、その上清に含まれるGFはす

べて溶解しているものとした。得られた上清(100μL)を等量の移動相(20mM りン酸二水素ナト

リウム:アセトニトリル=70:3のと混合後、 f炉LCで測定した(2-8参照)。

2.10.実験動物

雄性SD ラット(sprague.Dawlwrats、体重;265.340g 日本エスエノレシー株式会社、静岡)を実験室

で飼育し、試験前日までは自由飲食とした。動物実験に関わるすべての手順は摂南大学の動物実験

倫理委員会に承認された内容で実施した。
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2.H.経口投与後の血奬中度の測定

投与サンプノレとして、 GF原末、 GF炉OVNN仏N、 GF炉VNN仏N を用いた。 GFサンプノレを投与す

る雄性ラットは試験前日から絶食・自由飲水とした。 50mg・GFA〔gbodyweightに相当する各GFサン

プルに懸濁液度が50mg、GF/mLとなるように蒸留水を加え、各GFサンプルを懸濁後、経口投与

した。懸濁液の投与量は lmL永gとした。経口投与後、0.5、1、2、4および8時間時点に頸静脈から

血衆サンプルを採血した。採取した血液サンプルを 3500印mで 10分間遠心することで、血粲サン

プルを得た。得られた血柴80μLに等量のアセトニトリルを添加し、 B,40orpmで5分間遠心し、得

られた上澄み液をHPLCで分析することで、血粲中GF濃度を測定した。(2.8参照)

2-12.統計解析

二群間の比較はF検定およびt検定により実施した。 P値が0.05 よりも小さいとき統計学的に有意

な差があると判断した。

第3

3-1.実験材料

Gnse0員11血(GF)、 D・m肋"it01(MAN)は和光純薬工業から購入した。 COP01抑a ofp01川nylalcoh01,

acwlicacidandme血ylme血acwlateTypeF(povacoat@, N則:4000のは大同化成工業株式会社から供与

頂いた。 Hanksba1如CedMltsolUⅡon(1母SS)はコージンバイオ株式会社から購入した。直径(φ)0.1

mm、 1.o mm の.irc011iabeads(beads)をニッカトー株式会社より購入した。その他試薬は市販特級グ

レードのものを用いた。

難水溶性化合物のナノ粒子化による経口吸収性改善効果の要因解析

3,2.GFナノ粒子粉末および微粉末の調製

GF 原末(0.1 g)、φ 0.1 mm beads(2.5 呂)および 5%(W'/V) povacoat@(POVA)水溶液(0.5 mL)を

Zjrconia製粉砕容器に添加し、自転公転回転数共に20oolpmで粉砕容器を2分間回転させることで

GFをナノサイズまで粉砕した。粉砕後GFに5%POVA水溶液を9.5mL添加し、自転公転回転数

共に 500印mで粉砕容器を 1分間回転させ、 GFナノ粒子懸濁液を調製した。また、 GF原末(02

g)、φ1.ommbeads(2.5g)、 5%(W/V)POVA水溶液(2mL)を力r卯nia製粉砕容器に添加し、自転公

転回転数共に1000印mで粉砕容器を2分間回転させることでGFを微細化した。粉砕後GFに5%

POVA水溶液を 18血ι添加し、自転公転回転数共に500印mで粉砕容器を 1分間回転させ、 GF微

粉化懸濁液を調製した。 GFナノ粒子懸濁液、 GF微粉化懸濁液にN仏N を2%(WV)になるように

添加後、液体窒素で急速冷凍、凍結乾燥することで、 GFナノ粒子粉末およびGF微粉末を調製し
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た。最終的な製剤組成は、 GFナノ粒子粉末、 GF微粉末ともにGF:POVA

であった。

3-3.半透膜に対するGF膜透過性の評価

GF の膜透過性を伍SSOIU壮on/pe血ea廿onsystem (D炉町S如如)を用いて行った。 2 つのチャンバー

(donor、 receiver)を半透膜(MWCO:1000、スペクトラポア株式会社)で仕切り、両チャンバーとも

非撹押水の影響を除くため、 600印mで撹押した。試験液には卵SSにNa11C03(血a1428mM)、

HEPES(血a110 mM)、 glucose(血田 19.4 mM)を添加し、 PH 6.5 に調整した廿釦Sportmedi血(1M)を

用いた。 Donor、 receivaチャンバーにIM をそれぞれ8 mL、 5.5 mL添加した。また、試サンプ

ノレとして、 GF微粉末、 GFナノ粒子粉末を用い、donorチャンバーに試験サンプノレ aomgGF)を添

加し、添加後 5、 10、 15、 30、 60、 90、 120分後にreceivaチャンバーから 100 μL,*つサンプリン

グし、1四LCでGF濃度を測定した。また、120分後のみ、 donorチャンバーから 100μLサンプリン

グし、フィノレター(孔径:0.1μm)処理後、 1四LC にて GF'度を測定した。

3.4.実験動物

雄性SD ラット(sprague・Dawlwrats、 265-340g;日本エスエルシー株式会社、静岡)を実験室で飼

育し、試験前日までは自由飲食とした。動物実験に関わるすべての手順は摂南大学の動物実験倫理

委員会に承認された内容で実施した。

MAN=1:5 ; 2(W/W/W)

3-5.経口投与後の血奬中'度の測定

GF製剤を投与する雄性ラットは試験前日から絶食・自由飲水とした。本章では投与量の影を検

討するため、 5、 10、 15、 20mg・GF永gb0山Weightに相当する GF原末および各GF粉砕粉末を蒸留

水に懸濁し、経口投与した。懸濁液の投与量は2mL江【g とした。経口投与後、 0.25、 0.5、1、 2、 4お

よび8時間時点に頸静脈から血液サンプルを採血した。採取した血液サンプルを350olpmで10分

間遠心することで、血奬サンプルを得た。得られた血奬80μL に等量のアセトニトリルを添加し、

B,400印mで5分間遠心し、得られた上澄み液をIWLCで分析することで、血奬中GF 度を測定

した。(3・6.参照)

3.6.液体クロマトグラフィー(1乎LC)

GFは液体クロマトグラフィーを用いて検出し、濃度は絶対検量線法により定量した。液体クロ

マトグラフィーは駈gh・paf0血anceliquidchromatogaphy (1WLC)(L・7000 システム、日立ハイテクノ

ロジーズ株式会社)を使用した。下記にHPLC測定条件を示す。
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分析カラム: ZORBAXXRB・C185 μml.D.2.1mm"50mm (Agi1伽tTechn010部lnc.)

移動相:20mM りンニ水素ナトリウム:アセトニトリル=68:32

カラム温度:30OC

流速:03mL/mi"

検出波長:293血

注入量:20μL

3.フ.二群間の比較はF検定およびt検定により実施した。 P値が0.05 よりも小さいとき統計学的に

有意な差があると判断した。

第4章

る検討

自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化のスケールアップに関す

4.1.実験材料

Ph伽yt0血(P旺)を株式会社静岡力フェインエ業所より購入した。分散剤として用いた

me血ylceⅡUlosesM・4000(入4C)を信越化学工業株式会社より、 Ne釦80 を和光純薬株式会社より購入

した。直径(φ)0.1mm血C011iabeadSをニッカトー株式会社より購入した。他試薬は市販特級グレ

ードを購入し用いた。

4.2.自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化

本研究では、自転公転ミキサーを用いた難水溶性化合物のナノ粒子化のスケールアップについて

検討するため、小スケーノレのNP.100、中スケーノレの ARV.300OTwin、大スケーノレの ARV、10KTW註1

を用いて、モデル化合物であるP旺を湿式粉砕した。具体的な操作方法は下記のとおりである。

1)各粉砕機の容器にP延、φ0.1mmbeadSおよび03%(WV)MC水溶液を添加し、容器を自転公転

させ、 P旺を湿式粉砕する(粉砕過程)

2)粉砕されたP艦に03%(WV)MC水溶液を適"え、容器を自転公転させ、粉砕されたPf正を

03%(WV)MC水溶液に分散させることでP旺ナノ粒子懸濁液を調製した。(分散過程)

NP.100を用いた場合、上記のように2St叩でP珊ナノ粒子懸濁液を調製した。一方、愈V・300OTW血

やARV、10KTW血を用いた場合、粉砕するP旺量が多いため、 NP.100を用いた場合と同様に分散過

程を行うと、大量の 03%(W/V)MC水溶液が必要となる。また、NP.100、愈V・300OTwm、愈V・10KTwin

いずれの粉砕機を用いた場合においても、粉砕過程終了時点でP珊はナノサイズに粉砕されており、

分散過程はP1正懸濁液濃度の調整が主な目的となる。そこで、本研究では、 ARV、300OTW血やARV.



10KTW血を用いてP珊を粉砕した場合、粉砕過程終了後のP旺懸濁液を lmL採取し、9mLの03%

(WN)MC水溶液で希釈して得られたP旺ナノ粒子懸濁液の物性を評価した。

4-3.粒度分布測定

P旺原末および P旺ナノ粒子の粒度分布をレーザー回折型粒度分布計(Mastersiza200OHydro

2000μP、 MalV如hlS廿噂1伽tsLtので測定した。調製したP遜ナノ粒子懸濁液を 10分間超音波処理し

た後、粒度分布を測定した。また、化合物原末の粒度分布は、化合物原末 20mgを2mLの03%(Wん)

MC水溶液に懸濁し、10分間の超音波処理後に測定した。粒度分布の指標として、累積体積がそれ

ぞれ 10%、 50%および90%における粒子径である DI0、 D50およびD90値を用いた。

4.4.難水溶性化合物ナノ粒子粉末の調製

4.2で調製したP遜ナノ粒子懸濁液を液体窒素で急速冷凍した後、凍結乾燥器(FD・81、東京理化

機械株式会社)を用いて、約48時間凍結乾燥した。

4・5.走査型電子顕微鏡(SEM)による化合物ナノ粒子の形態観察

4.2で調製したP珊ナノ粒子懸濁液を B40orpmで10分間遠心分籬し、沈降した化合物ナノ粒

子を凍結乾燥し、得られた粉末を測定サンプルとした。アルミニウムスタブ上に力ーボンテープを

貼り、得られた測定サンプルを撒いた。さらに、金で粒子表面をコーティングした後、走査型電子

顕微鏡(S,3400、日立ハイテクノロジーズ株式会社)にて粒子表面を加速電圧10,15keVで観察し

4・6.粉末X線回折四XRD)

PHE原末およびP艦ナノ粒子粉末のP恕Dパターンを粉末X線回折装置(NNT 株式会社りガ

ク)で測定した。 CUKα照射を40lnAおよび40lnA とし、 50から 350(2のの範囲を20/mi"のスキャ

ンスピードで回折データを取得した。

4-フ.示差走査熱量分析ΦSC)

P珊原末およびP旺ナノ粒子粉末の熱挙動をDSCΦTG.60、島津製作所)により評価した。アル

ミニウムパンに約8mgの測定サンプノレを封入し、 50OC~320OCの温度範囲を50C/m伽で昇温し、

P旺原末とP旺ナノ粒子粉末の熱挙動を測定した。また、測定中はサンプルの酸化防止のため窒素

ガスを50mL/m伽の速度で流入させた。
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