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要旨 

1. 緒言 
 一般に、受動輸送に基づく化合物の生体膜透過は溶解した薬物の濃度に依存し、難水溶性薬物の消

化管吸収を確保するためには、溶解性の改善が必須と考えられている。近年の新規医薬品候補化合物

の多くは難水溶性であるため、その消化管吸収性を確保するために、難水溶性化合物の溶解性を改善

する研究が活発に行われている。本研究では、難水溶性モデル化合物として汎用される curcumin
（CUR）の吸収性改善を目的として、微粒子化と非晶質化の両者を実現した製剤を調製した。それら

の影響を評価するために、種々の検討を行ったところ、CUR の非晶質固体粒子が直接関与する新規

生体膜透過機構が存在する可能性を見出した。本透過機構の詳細を明らかにするために、細胞層を用

いた CUR の in vitro 生体膜透過、in vivo における CUR の消化管吸収に関する詳細な検討を行っ

た。さらに、透過機構の一般性を確認するために、同様の機構で膜透過する薬物として furosemide
（FUR）に注目し、同様の検討を行った。 
 
2. 非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構：培養細胞層を用いた in vitro 透

過性評価 
CUR の吸収性改善を目的として、マイクロリアクターによる晶析を行うことで、非晶質で、微粒

子化された CUR 製剤（amorphous nanoparticles of curcumin, ANC）を調製した。ANC からの CUR の
溶出を評価したところ、 CUR の溶解度は結晶性 CUR（crystalline curcumin, CC）に比べて、約 300 
倍改善されることが明らかとなった。MDCK 細胞単層膜を用いて in vitro 細胞層透過性を評価した

ところ、ANC 飽和溶液からの細胞層透過量は定量限界以下であったが、ANC 懸濁液からの透過は顕

著に増大した。さらに、透過量の増大は懸濁液濃度すなわち未溶解固体量に依存することが明らかと

なった。懸濁液中の溶解した CUR 濃度は一定と考えられるため、本知見は従来の膜透過に関する概

念と明らかに矛盾する。未溶解固体量に比例した透過が観察されたことから、CUR の細胞層透過に

懸濁液中の固体粒子が関与する可能性が示された。その後、種々の検討・考察を行ったところ、未溶

解固体粒子と細胞層との接触が重要である可能性が推察された。そこで CUR の透過の方向性を検討

した。一般的な実験の透過方向（細胞層の上部から下部への方向、固体粒子と細胞層が接触可能）の

透過は良好であったが、逆方向（細胞層の下部から上部への方向、固体粒子と細胞層は接触不可能）

の透過量は低いことが明らかとなった。さらに、より効率的に固体粒子が細胞層表面と接触可能な実

験系として、細胞層表面を空気に接触させた air-interface condition（AIC）条件下で透過を測定した。

CC、ANC を細胞層表面に噴霧したところ、ANC において最も高い透過量が得られた。また、一部

結晶化した非晶質製剤を用いたところ、非晶質の程度に応じた CUR の透過が観察された。以上の知

見より、新規生体膜透過機構に基づく CUR の膜透過は固体粒子と生体膜との接触を通じて起こり、

結晶性固体に比べて、非晶質固体からの透過が優位であることが明らかとなった。 
 
3. 非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構：動物実験による in vivo 吸収性

評価 
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 In vitro で観察された新規透過機構を CUR の吸収改善に応用するためには、in vivo 吸収性の評価

が重要である。消化管や気道粘膜（鼻腔、肺）などの薬物投与粘膜の表面には粘液層が存在する。こ

の粘液層が固体粒子との接触を阻害し、吸収改善が望めない可能性が懸念される。そこで、まず消化

管粘膜表面の粘液層の影響を評価するために、予め粘液溶解剤（10 mM DTT）により粘液層を除去し

た条件で CUR 消化管吸収性を評価した。粘液層の有無に関わらず、ANC 懸濁液投与後の CUR の
消化管吸収性に顕著な相違は観察されず、表面粘液層の影響はきわめて小さいことが明らかとなった。

次に、CUR の消化管吸収を系統的に評価した。CC 懸濁液を十二指腸内に投与した後の生物学的利

用率（BA）は約 0.4% であり、過去の報告と同程度の低い値であった。次に、濃度の異なる 3 種類

の ANC 懸濁液を投与したところ、CUR の血中薬物濃度-時間曲線下面積（AUC）は、懸濁液濃度す

なわち未溶解の固体量に依存して増大した。本知見は、in vitro 細胞層透過実験の結果と一致してお

り、CUR の in vivo 消化管吸収においても、新規生体膜透過機構が機能することが明らかとなった。

次に、固体粒子がより効率よく吸収粘膜表面と接触可能な投与部位として、肺に注目した。製剤粉末

を肺内に噴霧することによって、多くの固体粒子が粘膜表面に到達し、接触が可能である。ANC の
肺内噴霧投与後の AUC は消化管吸収と同様、固体量依存的に増大し、BA は CC 懸濁液からの消

化管吸収性と比べて、約 100 倍に改善された。In vivo 実験を通じて得られた CUR の消化管吸収、

経肺吸収に関する知見は、すべての ANC 固体粒子と粘膜表面との接触の量および程度と相関してお

り、新規生体膜透過機構に基づいて、CUR が吸収されることを示唆する結果と考えられる。本透過

機構を上手く利用することで、簡便で効率的な CUR 吸収性改善が期待できることが明らかとなった。 
 
4. 新規生体膜透過機構により輸送される薬物例：フロセミドに関する検討 
 これまでの検討では、CUR をモデルとして検討を行い、種々の興味深い知見を得ることができた。

しかし、新規生体膜透過機構が CUR 固有の機構である場合、本透過機構の応用の可能性は限定的で

ある。すなわち、応用を考える上で、本透過機構が CUR 以外の薬物でも観察される一般的な透過機

構であるか否かを確認することはきわめて重要である。そこで、水溶性・膜透過性ともに低い薬物を

中心に、検索・予備検討を行ったところ、furosemide（FUR）が候補薬物であることが示唆された。そ

こで、FUR を用いて、CUR と同様の検討を行った。FUR の非晶質製剤（FUR-K12）は、非晶質安定

化剤として高分子ポリマー（PVP- K12）と FUR 原末を混合し、ボール粉砕することにより調製した。

In vitro MDCK 細胞層透過性実験の結果、FUR 溶液からの透過に比べて、AIC 条件下、FUR-K12 か
らの細胞層透過量が顕著に増大した。しかし、CUR の場合とは異なり、結晶性 FUR からも高い透

過が観察された。FUR の溶解度が中性 pH 付近で良好であることから、膜近傍で固体が溶解するこ

とで、細胞層透過が促進された可能性が考えられた。そこで、水分の影響を排除可能な脂質人工膜（20 
w/v% レシチン含有ドデカン溶液）を用いて、同様の検討を行ったところ、細胞層透過と同様の結果

が得られた。次に、FUR の in vivo 吸収性を検討した。In vivo 経肺吸収に関しては、CUR と同様、

FUR-K12 からの吸収が良好であり、吸収率はほぼ 100% であることが明らかとなった。FUR に関す

る in vitro 膜透過特性や in vivo 吸収特性は CUR ほどクリアではないが、溶解した薬物濃度で膜透

過性、吸収性の増大を定量的に説明することは不可能であり、FUR が新規膜透過機構に基づいて膜

透過・吸収される可能性が示唆された。すなわち、本透過機構は CUR のみで観察される特殊な透過

機構ではなく、ある条件を満たす薬物で観察される一般的な現象である可能性が示された。 
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5. 総括 
 本研究では、固体粒子が直接関与する CUR、FUR に関する新規生体膜透過機構を見出した。未溶

解の非晶質固体に焦点を当てることによって見出された本生体膜透過機構は、溶解した薬物のみが吸

収・膜透過に関与するという従来の理論とは本質的に異なり、膜透過に関する概念を拡張するものと

期待される。低い溶解性と膜透過性を示す一部の薬物の吸収改善にきわめて有用な方法論となる可能

性がある。本研究で得られた知見は次世代の医薬品開発に向けた重要な基礎的情報と考えられる。 
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序論 

 
 主要国で上市されている経口投与医薬品を水への溶解性で分類した場合、約 40% が難水溶性を示

すと報告されている 1)。1995 年、Amidon らは薬物の溶解性と膜透過性を指標に、医薬品を 4 つの

クラスに分類する BCS（Biopharmaceutical classification system）を提唱した 2)（図 1）。現在、開発中の

医薬品候補化合物の約 75% は BCS クラス 2 あるいはクラス 4 に分類される 3)。つまり、医薬品

候補化合物の 3/4 は難水溶性である。一般に、経口投与された固形製剤は消化管上部で崩壊し、溶解

した後に吸収される。このため、経口固形製剤を開発する上では、溶解性が消化管吸収性に影響を及

ぼす非常に重要な因子である。難水溶性薬物の十分な吸収量を確保するために、溶解性の改善が必要

であり、このような状況を背景に、溶解性改善に関する知見は多くの研究者の関心を集めている。 
 

 
 難水溶性の医薬品候補化合物が増加した理由の一つは、新規生理活性化合物をスクリーニングする

創薬プロセスにあると推察される。現在の主流は、ハイスループットスクリーニング（HTS）である

4, 5)。HTS は、膨大な化合物の収集保管に始まり、溶液ライブラリの作製、生化学的分析、結果解析

を一連の流れとし、企業が保有する化合物ライブラリから、完全自動化されたプロセスによって、短

時間で効率良く、薬理活性が強い化合物を探索することを可能にした。しかし、候補化合物がバーチ

ャルに作製され、in silico 評価が行われていること、溶液ライブラリ作製時には保存性と溶解性を考

慮して、有機溶媒（Dimethyl sulfoxide, DMSO）が汎用されていることから、薬理活性を評価する段階

で高脂溶性化合物が選択されやすいことは必然である 6)。つまり、医薬品開発の初期段階で、化合物

の水への溶解性はほとんど考慮されていないのが現状である。 
 難水溶性の医薬品候補化合物は、製剤化プロセスにおいて、その溶解性の改善が検討される。難水

溶性化合物に対する可溶化技術としては、可溶性塩の形成、結晶多形や共結晶などの晶癖の最適化、

界面活性剤やシクロデキストリンなどの溶解補助剤、微粒子化、非晶質固体分散体、脂質複合体など

の様々な方法が研究・開発されてきた 1)。中でも、可溶性塩は、比較的合成が容易であること、コス

トが安いことなどの理由から、近年の医薬品開発において第一選択されるケースが目立っている。医

薬品の多くが電解質であることから、対イオンを加えて、塩を形成させることで、溶解度もしくは溶

出速度が改善される。原薬によって対イオンの種類は様々であり、酸性薬物に対しては、ナトリウム

図１ BCS について 
溶解性と膜透過性を高低で 4 つのクラスに分類す
る考え方であり、経口吸収性を予測する上で現在の
医薬品開発にも大きな影響を及ぼしている。 
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やカリウム、塩基性薬物に対しては、塩酸やメタンスルホン酸（メシル酸）など、強酸、強塩基が対

イオンとして、頻繁に選択される 7)。一方、最近注目されている可溶化技術の一つとして、非晶質固

体分散体（amorphous solid dispersion, ASD）が挙げられる 8-10)。非晶質とは、分子配列が秩序を失った

非平衡状態であり、熱力学的に不安定である。そのため、結晶よりも溶解時のエネルギー障壁が低く、

飽和溶解度の増大が期待される。しかし、熱力学的に不安定で、結晶化が容易に起こるため、溶解度

の増大は一過性である。過飽和状態を長く維持するために、固体分散体化が行われる。固体分散体と

は、不活性な担体またはマトリックス中に活性成分を分散させたものである 11)。担体によっては、担

体本来の役割に加えて、非晶質の安定化剤の役割も担うことから、非晶質状態の維持に有用であると

考えられる 12)。非晶質については、古くから知られていたものの、これまではその安定性に関する知

見が乏しかったため、医薬品への応用は進展しなかった。しかし、分析技術の進歩によって、固体分

散体の詳細な物理化学的評価が可能となり、近年、経口投与製剤へ応用されるケースが増加しつつあ

る。Brough らの報告によると、2016 年以前に、米国で製造・承認された ASD 製剤は 24 種類ある

が 13)、臓器移植に不可欠な免疫抑制剤なども含まれており、可溶化技術が最先端医療にも大きく貢献

している。 
 このような溶解性を改善する試みとは裏腹に、薬物の溶解性と膜透過性（吸収性）の関係について

は見直す動きがある。上述の 2 種類の可溶化技術（可溶性塩および ASD）に注目して、溶液中での

分子の存在状態とその膜透過性について検討した報告がある。有機化合物の中には、両親媒性を示す

ものが数多く存在し、溶液中で分子同士が自己会合する場合があり、可溶性塩について幾つか報告が

ある 14-16)。溶液中で自己会合した場合、見かけの分子量は増大すると考えられる。一般に、薬物の膜

透過性が分子量に依存することはよく知られているが、自己会合による見かけの分子量の増大が膜透

過性に及ぼす影響に関する報告はない。一方、ASD に関する研究では、溶液中の薬物分子の存在状

態が膜透過性に影響を及ぼすことがすでに報告されている 17, 18)。Frank らは、ASD を用いた一連の

研究を通じて、溶解度に関して 2 つの概念を提唱している。「見かけの溶解度」と「分子溶解度」で

ある。膜透過速度と直接関係があるのは「分子溶解度」であり、「見かけの溶解度」の増大では、膜透

過速度は改善されないことを明らかにした。また、Ueda らは、carbamazepine（CBZ）の ASD 製剤、

溶解補助剤として界面活性剤を利用した溶液製剤を用いて、CBZ の膜透過性評価を行った。その結

果、CBZ  の溶解度と CBZ の膜透過性は相関せず、溶液中の CBZ 分子の存在状態がその膜透過性

に影響を及ぼすことを明らかにした。これらの報告は、難水溶性薬物の膜透過性を改善するためには、

溶解度だけではなく、溶液中の薬物分子の存在状態も重要であることを示唆している（図 2）。 
 本研究では、難水溶性モデル薬物として curcumin（CUR）を選択し、その吸収改善を図ることを目

的に、新規方法でその非晶質製剤を作製した。本製剤の有用性を in vitro 細胞層透過実験を用いて検

証する過程で、水への溶解に依存しない CUR の未溶解非晶質固体粒子が関与するメカニズムが明ら

かとなった。In vitro 細胞層透過実験を中心に、その機構を明らかにした後、in vivo 動物実験におい

ても、同様のメカニズムで CUR が吸収されることを確認した。さらに、本透過機構が CUR 特有の

機構ではなく、furosemide（FUR）も本透過機構により、膜透過及び吸収される可能性を見出した。 
 以下、得られた知見を 3 章にわたり論述する。 
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図 2 経口医薬品の溶解性と吸収性の関係 
難水溶医薬品の溶解性を改善しても、膜透過性が改善されない場合もあり、溶液中の薬
物分子の存在状態により、膜透過性が影響を受ける可能性が示唆される。 
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第 １ 章 

非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構： 

培養細胞層を用いた in vitro 透過性評価 
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第 1 章 非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構： 
培養細胞層を用いた in vitro 透過性評価 

 
1 – 1 緒言 
 ウコンの根茎に含まれる CUR は、抗酸化作用、抗炎症作用、抗菌作用、抗癌作用、抗糖尿病及び

抗高血圧などの多様な薬理効果を示すことがすでに報告されており、医薬品候補化合物として様々な

研究開発が行われている 19, 20)。しかし、現在に至るまで医薬品として承認されていない。経口投与製

剤化する場合、低い bioavailability（BA）が最大の問題点であると考えられる 21)。CUR の BA が低

い理由として、溶解性及び膜透過性が低いことが挙げられる。CUR の BA 改善に関連する研究では

溶解性に着目しているケースが多い。CUR の溶解度に関しては、Tonnesen らが 11 ng/mL であるこ

とをすでに報告しているが 22)、これほど低い溶解度を示す有機化合物も稀である。したがって、他の

難水溶性薬物に対する戦略と同様、吸収性改善を目的とする多くの研究で、CUR の溶解性改善が検

討されてきた。CUR の非晶質化に関連する研究はすでに多数報告されている。Onoue らは、高分子

ヒプロメロース酢酸エステルコハク酸エステルを担体として、凍結乾燥法により ASD を作製した。

その結果、結晶性 CUR と比較して、ASD で調製した CUR の溶解速度は約 5.9 倍、BA は約 11.9 
倍増大することを明らかにした 23)。また、Seo らは、界面活性剤の一種である Solutol® HS15 を担体

として、溶媒溜去法により、ASD を作製した。緩衝液中での溶出率は 90% を超え、経口投与後の相

対的 BA は約 5 倍増大した 24)。また、別の担体を用いた検討も幾つか報告されているが、いずれも

溶解改善により、吸収性が改善されたと結論付けている 25-27)。 
 

 
 CUR は溶解性および膜透過性が低い BCS クラス 4 に分類される化合物である 28-31)。同クラスに

分類される薬物に関しては、本来、溶解性改善のみに着目しても、BA 改善は期待出来ない。しかし、

CUR に関連する多くの研究では溶解性に着目した BA 改善が検討されており、溶解性改善による一

定の効果が明らかとなっている。実際に、溶解度が極端に低く、膜透過性も低い薬物では、溶解度が

吸収の律速になるケースも多い。しかし、溶解性改善のみでは限界があることは言うまでもなく、BA 
の改善には膜透過性の改善が必要である。CUR の膜透過性に関しては、Caco-2 細胞を用いた検討が

報告されている。Wahlang らは、細胞障害性を惹起しない濃度のメタノールで可溶化した CUR 溶液

を用いて、CUR の見かけの膜透過係数（Papp）を測定し、Papp が 2.9 ± 0.9（× 10-6 cm/sec）を示すこと

を報告している 30)。膜透過性が低い理由として、中性緩衝液中での低い物理化学的安定性や細胞内蓄

積によるものと考察されている。特に、緩衝液中での安定性に関しては、3 時間で約 65% が分解さ

れることを明らかにした。また、Zeng らは、添加剤を含まない CUR 溶液を用いた検討において、

図 3 CUR の化学構造式 
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Papp が 1.1 ± 0.1（× 10-6 cm/sec）であること、安定性が改善された CUR 誘導体との比較により、膜透

過性が中性緩衝液中での安定性に影響されることを明らかにした 32)。しかし、安定性が同等である 2 
種類の誘導体間で、膜透過性が異なったことから、安定性以外にも、膜透過性が低い理由があること

が示唆される。一般に、Papp が 1（cm/hr）≒ 2.8 × 10-4（cm/sec）以上の医薬品が良好な BA（≧ 95%）

を示すことから 2)、単純な比較は出来ないが、CUR の膜透過性は非常に低く、溶解性改善による膜透

過性改善は高くても数倍程度であると予想される。 
本研究では、エム・テクニック社が開発した強制薄膜式マイクロリアクター（ULREA®）と貧溶媒

添加法（溶媒法）を組み合わせて、非晶質ナノ粒子製剤を作製した（図 4）。マイクロリアクターとは、

マイクロまたはミリメートルサイズの反応場に連続流路を設けた装置であり、近年では有機反応、無

機反応や晶析、微粒子生成など様々な用途に応用されている 33)。溶媒法とは、化合物試料を溶解度が

高い溶媒（良溶媒）に溶解させて、溶解度の低い溶媒（貧溶媒）と混合することによって、瞬間的に

粒子の生成が起こるボトムアップ式晶析方法の一つである 34)。同時に、非晶質製剤を作製する方法の

一つとしても知られている。図 4B に示す通り、ULREA® 反応部では、2 枚のセラミック製ディスク

間に厚みが 1 ～ 30 μm 程度の狭小空間が形成され、ディスク間の間隙は空気圧により制御される。

この狭小空間で溶媒 A と溶媒 B（良溶媒と貧溶媒）が瞬時に混合されることによって、粒子の析出

が起こる。2 枚のうちの一方のディスクを回転することによって、2 液が短時間で、より効率良く混

合される。混合液はディスク外縁部から流出するため、連続運転が可能である。析出した微粒子を懸

濁液として回収し、適切な乾燥工程を経て、目的の粉末を得る。 
 本章では、マイクロリアクターと溶媒法を組み合わせて作製した非晶質製剤を用いて、CUR の膜

透過に関して様々な評価を行った。 
 

 

図 4 ULREA®の模式図 

  （A）本体および装置構成 
  （B）反応部断面図 
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1 – 2 実験方法 
1-2-1 実験材料 
 Curcumin（CUR）及び酢酸は和光純薬工業株式会社（現：富士フィルム和光純薬株式会社, 大阪）

より購入した。なお、CUR 原末は、結晶性の固体であることを確認しており、CC と略記する。

Polyvinylpyrrolidone（Kollidon® 12PF）は BASF 社（Ludwigshafen, Germany）より購入した。MDCK 細
胞（ECACC85011435）は DS ファーマバイオメディカル株式会社（大阪）より購入した。α-MEM、

Antibiotic-antimycotic solution（AA）、Trypsin / EDTA solution（try-EDTA）、Phosphate buffered saline (-)
（PBS） 及び Hank’s balanced salt solution（HBSS）はナカライテスク株式会社（京都）より購入した。

Fetal bovine serum（FBS）は Thermo Scientific 社（東京）より購入した。細胞透過実験用 Transwell ® 

は Corning 社（NY, U.S.A.）より購入した。 
 
1-2-2 非晶質ナノ粒子クルクミン（ANC）の作製 
 最終濃度が 0.5 w/v% となるように、CUR 及び Kollidon 12PF をエタノールに添加し、精密分散・

乳化機 CLEARMIX®（M TECHNIQUE, 大阪）を用いて、30℃ 及び 4,500 rpm で約 30 分間混合・

溶解した。次に、エタノール溶液を強制薄膜式マイクロリアクター ULREA®（M TECHNIQUE, 大阪）

を用いて、蒸留水（貧溶媒）と混合することにより、CUR 微粒子を析出させた。微粒子を含む懸濁

液は、遠心分離機 KUBOTA 7780Ⅱ（久保田製作所, 東京）を用いて、一定条件（5℃, 10,800 g）で 5 
分間遠心した。遠心後、上清を取り除き、蒸留水を加えた。沈殿している微粒子を超音波洗浄機で再

分散させ、同じ条件で再度遠心分離を行った。この遠心分離・再分散工程を 3 回繰り返した。蒸留

水にて超音波処理後の分散液を予備凍結し、凍結乾燥することにより粉末を回収した。 
 
1-2-3 再分散非晶質ナノ粒子（disp ANC）の作製 
 上記の方法で作製した ANC を HBSS（pH 6.5）中に再分散し、ANC 懸濁液を作製した。その懸

濁液を一定時間（1, 6, 12, 24 hr）インキュベートした後、未溶解固体粒子を回収し、それぞれ真空乾

燥した。 
 
1-2-4 非晶質ナノ粒子の各種物性の評価 
1-2-4-1 X 線粉末回折測定（XRPD） 
 XRPD は、X 線回折装置 X’Pert PRO MPD diffractor（PANalytical Japan, 東京）を用いて行った。X
線源は Cu Kα（λ = 1.5404Å）を用い、管電圧及び管電流はそれぞれ 45 kV、40 mA にて測定した。

データは走査角（2θ）として 5 - 60° まで、0.016° 間隔、走査速度 6°/min にて取得した。測定試料

は適量の各粉末試料を無反射試料ホルダーにのせて平に成形したものを測定した。 
 
1-2-4-2 粒子径測定 
 粒子径は、Nanotrac UPA-UT151（MicroBEL Corp., 大阪）を用いて、動的光散乱法（DLS）によって

測定した。懸濁液試料は粉末試料を 0.1 w/v%ドデシル硫酸ナトリウム溶液に分散させ、UP200S
（Hielscher USA, Inc., Ringwood, NJ, U.S.A.）により超音波処理することにより作製した。780 nm ダイ

オードレーザーを光源に用いて、入射-散乱光の角度 180° の後方散乱検出によりデータを取得した。 
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1-2-4-3 示差走査熱量測定（DSC） 
 DSC は、DSC-60（島津製作所, 京都）を用いて行った。粉末試料約 5 mg をアルミニウムパンに

封入し、30 mL/min の窒素パージ下、昇温速度 10℃/min で、30℃ から 250℃ まで測定した。 
 
1-2-4-4 透過型電子顕微鏡（TEM） 
 粒子形態の観察は、透過型電子顕微鏡 JEM-2100（日本電子株式会社, 東京）を用いて行った。加速

電圧は 80 kV で行った。測定試料として、粒子径測定用に作製した粒子懸濁液を利用し、適量をメ

ッシュに滴下し、25℃ で乾燥させたコロジオン膜を用いた。 
 
1-2-4-5 赤外線分光分析（FT-IR） 
 赤外吸収スペクトルは、赤外分光光度計 FT/IR-4100（日本分光株式会社, 東京）を用い、全反射測

定法（ATR）法により測定した。各サンプルを結晶窓上に置き、圧力クランプにより圧縮し、測定サ

ンプルとした。各データは、分解能 4 cm-1、積算回数 1280 回、測定範囲 400 - 4000 cm-1 で取得した。 
 
1-2-4-6 ラマン分光分析とイメージング 
 ラマンスペクトルの測定及びイメージングは、InVia Raman microscope system（Renishow plc, 
Gloucestershire, UK）を用いて行った。波長 785 nm（出力 300 mW）のダイオードレーザーを光源と

して、50 倍対物レンズを用いて、測定した。試料測定範囲は 200 μm × 200 μm（73 × 72）刻みで計 
5,296  ポイントを取得した。測定用サンプルは、各試料をガラス板上に薄く成形したものを用いた。 
 
1-2-5 溶解度の経時変化の測定 
 各試料（CC または ANC）をガラス瓶に分取し、予め pH 6.5 に調整した HBSS 25 mL を添加し

た。各懸濁液は、37℃ 恒温槽中で 800 rpm で撹拌した。各ガラス瓶から経時的にサンプリングを行

い、10 分間遠心分離（4℃, 14,000 g）した後、上清を分取して、再度同条件で遠心分離を行った。得

られた上清中の CUR 濃度を 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により定量した。 
 
1-2-6 In vitro CUR 細胞層透過性 
 全ての実験は、MDCK 細胞（passage #70 - #80）を用いて行った。 
 
1-2-6-1 細胞培養 
1-2-6-1-1 FBS の非働化 
 FBS を室温で解凍した後、56℃ で 30 分間インキュベートした。 
 
1-2-6-1-2 培地 
 α-MEM に AA 及び FBS を濃度 0.4 v/v%、10 v/v% で混合した。 
 
1-2-6-1-3 細胞の継代 
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 培地を除去した後、PBS で 2 回洗浄した。次に、培養フラスコに try-EDTA を 3 mL 添加して、

37℃ で約 10 分間インキュベートした後、培地 7 mL でピペッティングすることによって、細胞を

フラスコ底面から剥離した。細胞懸濁液を遠沈管に回収し、4℃、365 g で 10 分間遠心分離した。上

清を除去した後、培地 10 mL を加え、再懸濁した。懸濁液中の細胞数はトリパンブルー染色した後

に血球計数盤を用いてカウントし、適量を新しい培養フラスコに播種した。播種した細胞数により約 
4 ～ 7 日間隔で継代作業を繰り返した。 
 
1-2-6-2 細胞層透過実験 
 CUR に関する種々の検討を行う上で、CUR の低い溶解性、化学的安定性は障害と考えられる。 
CUR の膜透過性を正しく評価する上で、それらの因子の影響をできる限り排除することが重要であ 
る。そこで、溶液中の物理化学的安定性を考慮した上で、一定の溶解度が維持されると考えられる懸 
濁剤を主として使用することとした。また、懸濁液中の非晶質固体は再結晶化が進行して、溶解度が 
変動する可能性もあることから、複数の懸濁液濃度を検討することとした。 
 細胞懸濁液（2.0 × 10-5 cells/mL）0.5 mL を Transwell ® インサート支持膜上（培養面積：1.1 cm2）に

播種し、インサート外側（basal 側）に培地 1.5 mL を加えた。インサート播種後から実験を行うまで

（およそ 10 日間）は、1 日おきに培地を交換し、実験前日には膜電気抵抗値測定システム Millicell-
ERS ®（Merck JGaA, Dermstadt, Germany）を用いて、膜抵抗値（transepithelial electrical resistance, TEER）
が 5,000 Ω/cm2 以上であることを確認した。37℃ で 15 分間のプレインキュベーションを行い、そ

の後、TEER 値に変化がないことを確認した。Apical 側から basal 側への透過実験の場合、各 CUR 
懸濁液 0.5 mL（CC：250 μg/mL, ANC：125, 250, 500 μg/mL）を apical 側に添加し、basal 側に 5 w/v% 
BSA を含む HBSS 1.5 mL を添加した。Basal 側より経時的にサンプリングを行い、同体積の新しい 
BSA 溶液を加えた。また、細胞層透過実験で一般的な Liquid-covered condition（LCC）の他、図 5B 
に示す細胞層が空気に接触した AIC 条件で、各粉末製剤からの細胞層透過性を評価した。AIC の場

合、apical 側にはメディウムを添加せず、basal 側にのみ 5 w/v% BSA 含む HBSS 3 mL を加え、各

粉末（CUR として 1 mg）を apical 側細胞層表面に噴霧した。その後、LCC と同様に、basal 側より

経時的にサンプリングを行った。全てのサンプルにメタノール 1 mL を加えて、除タンパク処理を行

った。混合後、15 分間氷冷し、14,000 g、10 分間遠心分離した。上清を試験管に移して、窒素ガス気

流下、40℃ にて溶媒を溜去した。残渣は HPLC 定量を行うまで -30℃ で冷凍保存した。 
 

  
図 5 In vitro 細胞層透過実験の概要 

（A）Liquid-covered condition（LCC） （B）Air-interface condition（AIC） 
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1-2-7 CUR の定量分析 
 各実験により得られたサンプル中の CUR 濃度は、HPLC 及び紫外可視吸光検出器（LC-20A and 
SPD-20A, 島津製作所, 京都）を用いて行った。カラムは、ODS カラム（Inertsil ODS-3, particle size 5 
μm, 4.6 mm × 150 mm, GL サイエンス, 東京）を用いた。移動相として、メタノールと 5 v/v% 酢酸の

混液（68 : 32）を用い、流速を 1.0 mL/min、検出波長は 420 nm とした。 
 
 
 
1-3 実験結果 
1-3-1 各種 CUR 製剤の物理化学的特性 
 CC 及び ANC の XRPD プロファイルを図 6 に示す。CC では、鋭い回折ピークが観察されたが、

ANC では同様のピークは観察されず、非晶質特有のハローパターンを示した。XRPD は、粉末試料

中の結晶の同定や状態を分析する方法として、一般的に用いられており、医薬品関連分野においては、

結晶状態を評価するために汎用されている。しかし、得られた結果は絶対的なものではないため、他

の分析方法で得られる結果と組み合わせた総合的な評価が必要である。そこで、DSC の測定を行っ

た。 

 
 
 

図 6 製剤物性評価結果 その 1 - 各製剤の XRPD プロファイル       
  （a）CC （b）ANC 

[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 1A] 
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図 7 製剤物性評価結果 その 2 - 各製剤の DSC プロファイル 
  （a）CC  （b）ANC 

[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 1B] 
 

図 8 製剤物性評価結果 その 3 - 動的光散乱法による ANC 粒子分布 
実線：頻度分布曲線、破線：積算分布曲線 
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 CC 及び ANC の DSC プロファイルを図 7 に示す。CC のプロファイルでは、180℃ 付近に融解

に伴う吸熱ピークのみが観察された。一方、ANC のプロファイルでは、60℃ 付近及び 170℃ 付近

に吸熱ピーク、90℃ 付近に発熱ピークが観察された。CC 及び ANC の融点はそれぞれ 170.99℃ 及
び 160.44℃ であった。一般に、非晶質特有のガラス転移および結晶特有の融解による熱量変化は吸

熱ピークとして、非晶質から結晶への変化は発熱ピークとして観察される。したがって、ANC が示

す熱量変化は非晶質に特有と考えられ、XRPD の結果と合わせて、ANC は非晶質状態であることが

示された。DLS による ANC の粒度分布を図 8 に示す。積算分布曲線における累積相対頻度 10%
（d10）、50%（d50）及び 90%（d90）はそれぞれ 152.1 nm、232.3 nm 及び 327.9 nm であり、ANC は

図 9 製剤物性評価結果 その 4 - ANC の粒子形状の観察 
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 1D] 

 
 

図 10 製剤物性評価結果 その 5 - 各製剤の IR スペクトル 
   （a）CC （b）ANC （c）PVP 
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平均粒子径が約 230 nm のナノ粒子であることが確認された。また、粒子の均一性の指標となる多分

散指数（polydispersity index, PDI）は 0.757 であった。また、TEM による粒子の形状観察により、形

状は球であることが確認された（図 9）。 
 ANC 中での CUR 分子の状態を評価するために、赤外吸収スペクトル（IR）を測定した。スペク

トルを図 10 に示す。CUR に特徴的な IR スペクトルのピークは、1,280 cm-1 付近の芳香環 C = CH 
の CH 曲げ運動及び C – CH 伸縮運動、1,500 cm-1 付近の C = O 伸縮運動及び 1,600 cm-1 付近の C 
= C 伸縮運動である（図 10a）35)。同様のピークは、ANC においても観察された（図 10b）。一方、

ANC 作製時に粒子の凝集抑制のために用いた PVP に特徴的なピークは、1,640 cm-1 及び 1,290 cm-

1 付近のアミドのカルボニル基の C – N 伸縮運動である（図 10c）36)。ANC のスペクトルに、PVP 
に特徴的なピーク、特に 1,640 cm-1 付近の伸縮運動は観察されなかった。 
 次に、懸濁液中の非晶質固体の状態変化について、XRPD 及びラマンイメージングにより評価した。

経時的に回収した disp ANC の XRPD プロファイルを図 11 に示す。緩衝液中に分散させた ANC 
では、分散時間に関わらず、結晶性のピークが観察されており、ANC の再結晶化が示唆された。し

かし、観察された回折プロファイルは、図 6a で示された CC とは異なることが明らかとなった。 

図 11 製剤物性評価結果 その 6 - 緩衝液中に再分散させた ANC 固体の XRPD プロファイル 
   （a）ANC and disp ANC at（b）1 hr,（c）6 hr,（d）12 hr,（e）24 hr 

 [Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 2] 
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 次に、再分散させた各 ANC 固体粒子の表面状態をラマンスペクトル及びイメージングにより評価

した。CC、ANC 及び disp ANC のラマンスペクトルを図 12A に示す。1,150 cm-1、1,250 cm-1 及び 
1,600 cm-1 付近の各ピークに関しては、図 10 で示した IR スペクトルと同様の分子運動に由来する

ものであり、1,310 cm-1 及び 1,430 cm-1 付近のピークはラマン散乱に特有であることが報告されてい

る 35)。しかし、ANC のラマンスペクトルには、CC とは位置が異なるピークが観察され、disp ANC 
においても、CC 及び ANC と異なるピークが一部観察された。これらの異なるピークを基準に、固

体状態を 3 種類に分類することにより、各固体の表面状態のイメージングを行った。結果を図 12B 
に示す。再分散時間に依存して、ANC には CC（赤）もしくは ANC（緑）とは異なる disp ANC（青）

のエリアの割合が増大することが明らかとなった。 
 
 

 
  

図 12 製剤物性評価結果 その 7 - 緩衝液中に再分散させた ANC 固体の（A）ラマンスペクトル 
及び（B）イメージング 

   [Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 3] 
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1-3-2 各種製剤からの CUR 溶出特性 
 緩衝液中における CC 及び ANC からの CUR の溶出性を評価した。結果を図 13 に示す。CC の
場合、いずれの時間においても 10 ng/mL 以下の顕著に低い濃度を示した。一方、ANC に関しては、

わずかな相違が観察されたが、未溶解固体粒子量に関係なく、実験開始 180 分後の濃度は同等であ

った。非晶質ナノ粒子化によって、CUR の溶解度は CC と比較すると最大で約 300 倍改善される

ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
1-3-3 各種製剤懸濁液からの CUR の in vitro 細胞層透過性 
 非晶質ナノ粒子化により、CUR の水への溶解度が顕著に改善されたことから、溶出試験と同様の 
3 種類の濃度の ANC 懸濁液を用いて、in vitro 細胞層透過実験を行った。透過プロファイルを図 14 
に示す。その結果、CUR の累積透過量は ANC 懸濁液濃度、すなわち懸濁液中に含まれる未溶解固

体量に依存して、増大することが明らかとなった。一方、CC 懸濁液を用いた場合、累積透過量は検

出限界以下であり、ANC 懸濁液の遠心上清、すなわち ANC 飽和溶液を用いた場合も、細胞層透過

は観察されなかった。水溶液中での CUR の安定性を考慮すると、飽和溶液中での加水分解の進行に

伴って、CUR 濃度が減少するため、結果として細胞層透過が観察されなかった可能性がある。一方、

ANC の各懸濁液の場合、CUR 濃度が 24 時間後も維持されていることが確認された。つまり、apical 
側の懸濁液中では濃度が一定に保たれているため、細胞層透過が観察されたと考えられる。しかし、

異なる 3 種類の懸濁液中の溶解度に有意な差がないことから、懸濁液による溶解度の維持だけでは

細胞透過量の増大は説明できない。そこで、懸濁液中に含まれる未溶解の ANC 固体に注目した。図 

図 13 緩衝液中での CUR の溶出性 
■ : CC 10 mg, ● : ANC 5 mg, ▲ : ANC 10 mg, ◆ : ANC 20 mg 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 3）  
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 4] 
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15 に示すように、本研究で用いた ANC は水溶液中での固体分散性が顕著に改善されているため、

懸濁液を細胞層 apical 側に添加すると、固体粒子は重力により沈降し、細胞層に接触することがで

きる。細胞層への固体粒子の接触が細胞層透過量の増大に何らかの影響を及ぼしているものと仮定し、

透過の方向性を検討した。図 5A（第 2 節 実験方法）に示す通り、apical 側に懸濁液を添加した場

合、固体は重力により沈降し、細胞層と接触することが可能であるが、basal 側に懸濁液を添加した

場合、固体粒子は細胞層に接触できないはずである。 
 ANC 懸濁液を apical 側に添加した場合（A to B 方向）、basal 側に添加した場合（B to A 方向）の 
CUR の累積透過量の経時変化を図 16 に示す。その結果、B to A 方向の累積透過量は A to B 方向に

対して顕著に低かった。Basal 側に懸濁液を添加した場合、basal 側の濃度は常に飽和溶解度が維持さ

れることから、溶解した CUR が細胞層透過に関与すると仮定した場合、B to A の透過量は A to B 
と同程度になると予想される。したがって、ANC 懸濁液による CUR の細胞層透過量の増大は改善

図 14 ANC 懸濁液からの細胞層透過性の濃度依存性 
● : ANC 125 μg/mL, ▲ : 250 μg/mL, ◆ : ANC 500 μg/mL 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 4） 
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 5] 

図 15 CC 及び ANC 懸濁液の外観 
CC 懸濁液は、粒子が油様に液面に浮遊した状態であるが、 
ANC 懸濁液では粒子分散性が非常に良好である。 
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 4] 
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された溶解度には依存しないことが明確に示された。図 14 の結果が示す通り、ANC 懸濁液濃度、

すなわち未溶解固体量依存的に細胞層透過量が増大した事実からも、CUR の細胞層透過量が未溶解

固体量に依存していることは明らかである。さらに、AIC 条件下（第 2 節 実験方法 図 5B）で、各

製剤粉末を直接細胞層に噴霧投与した場合の透過量を測定した。結果を図 17 に示す。ANC が最も

高い透過量を示し、CC 及び disp ANC では透過量は小さかった。特に、再結晶化が示唆される disp 
ANC では透過量が減少したことから、固体状態が細胞層透過性に影響を与える可能性が示唆された。 

 
 
  

図 16 ANC 懸濁液（250 μg/mL）からの細胞層透過方向の影響 
▲ : A to B, ■ : B to A 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 4）  
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 6] 
 

図 17 Air-interface condition における各粉末からの細胞層透過性 
▲ : ANC, ■ : disp ANC for 24 h, ● : CC 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 4） 
[Mol.Pharm.,13, 493-499 (2016). Figure 7] 
 



23 
 

1-4 考察 
 粉末医薬品の微粒子化に関しては、高圧モホジナイゼ―ションや粉砕などの top-down 法と溶媒法

や噴霧乾燥法などの bottom-up 法がある。特に、近年では top-down 法と bottom-up 法を組み合わせ

た微粒子化の研究が報告されており、微粒子化に対する両者の組合せの有用性が広く知られるように

なった 37, 38）。本研究では、化学合成反応場として利用されるマイクロリアクターと溶媒法を組み合わ

せることによって、ANC を調製した。ANC に対する各種物性評価の結果より、ANC が非晶質ナノ

粒子であることを確認した。また、ULREA® により作製された ANC にはいくつかの特徴があるこ

とが明らかとなった。まず、図 7 の DSC の測定結果より、CC より ANC の融点が低かった。これ

はナノ粒子化と関係していることがすでに報告されている 39)。他にも、図 11 で示された ANC の再

分散時に生成した結晶の結晶形が CC とは異なることから、結晶多形の影響が示唆される。トルブ

タミドの場合、4 種類の結晶多形のうちの FormⅡ のみが他の 3 種類と比較して、融点が高いこと

が報告されている 40)。CUR の結晶多形に関しては、これまで 3 種類報告されているが 41)、CC は 
FormⅠに近い XRPD プロファイルを示している。一方で、Form Ⅱと Form Ⅲに関しては、構造的

に類似点がいくつかあり、FormⅠとは異なる。ANC の再結晶化によって得られた disp ANC は、少

なくとも FormⅠではないが、その結晶形の同定にはより詳細な評価が必要である。また、粒子径に

関しては、約 230 nm のナノサイズであったものの、PDI が約 0.8 であり、広い粒度分布を示した。

粒子径を制御するためには、ULREA® で混合する 2 種類の溶液（良溶媒と貧溶媒）の温度が重要で

ある。本研究の ANC の作製は 20℃ で行ったが、5℃ で同様の操作を行った場合、より小さい粒子

（20 - 100 nm）が生成することを確認している。 
 ANC の赤外吸収スペクトルのメインピークが CC とほぼ一致していることから、CUR 分子に対

するマイクロリアクターによる晶析工程の影響は無視可能と考えられる（図 10）。また、ANC のス

ペクトルには晶析する際に混合した PVP のピークは観察されなかった。本知見は、ANC 中に PVP 
が含まれていないことを意味している。PVP に関しては、晶析操作中の粒子同士の凝集抑制を目的と

して用いたが、晶析後の蒸留水による洗浄過程で完全に除去されたものと推察される。しかし、粒度

分布が若干広くなったことから、PVP が除去されることによって、粒子同士が一部凝集している可能

性が考えられる。経験的に、高分子などの添加物が非晶質状態の安定化に大きく影響を及ぼすことが

知られている。ANC の場合にも同様の効果が期待されるが、高分子等の安定剤を含まずに、CUR の
安定な非晶質が生成したことは、非常に興味深い結果と思われる。なお、ANC の非晶質状態の安定

性に関しては、冷蔵保存（4℃）で少なくとも 6 ヵ月は問題ないことを確認している。 
 本研究では、最近注目されているラマン分光分析を用いて、固体の表面状態の分析を行った。ラマ

ン分光分析は、サンプルに赤外線を照射して、分子の振動情報を得るという点では、赤外線分析と類

似しているが、それぞれに長所・短所を持ち合わせており、相補的な情報が得られる。ラマン分光分

析の特徴の一つは、微小領域の分析が可能であるため、イメージングが可能であることである。結晶

と非晶質のような固体の状態を区別することにより、マッピング情報の取得が可能となる。分析の際

には、サンプルに対する特別な前処理は必要なく、赤外線分析とは異なり、水分を多く含んだ状態で

も測定することが可能である。非晶質製剤に関する分析事例についてもすでに報告されており、再結

晶化や製剤中の添加物との相互作用などの評価に用いられる 42 - 45)。本研究では、ラマンスペクトルを

比較することにより、CC と ANC で、CUR に特徴的なピークの位置がわずかにずれることが明ら
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かとなった。Disp ANC に関しては、ANC に近いスペクトルが得られていることからも、個々の測定

における誤差ではなく、固体状態の相違に基づくと考えられる。CC の場合、懸濁液中のほとんどの

粒子が液面に浮遊して油状であるが、ANC は懸濁液中での分散性が非常に良好であり、固体表面の

ぬれが顕著に改善されていることが示唆される。また、物性評価の結果から、disp ANC は再結晶化

していることが明らかとなったが、水中での固体粒子の分散性は維持されていることから、disp ANC 
の表面状態は CC とは明らかに異なることも示唆される。固体表面の状態変化の詳細については、

現在、継続して検討中であるが、懸濁液中での固体粒子の分散性の改善が本研究では重要な因子であ

ることが明らかとなった。 
 非晶質ナノ粒子化によって溶解度は顕著に改善された（図 13）。しかし、溶解度の経時変化を検討

する上で大きな課題があると考えている、それは、「溶解」の定義である。一般に、「溶解」とは、溶

質分子が単分子で溶媒中に均一に分散した状態を意味するが、分子間相互作用により溶質分子同士が

集合体（クラスター）を形成している場合もある。特に、難水溶性薬物の場合、熱力学的に集合体を

形成しやすいと考えられる。このような集合体の場合、集合体を構成する分子の数も一定ではなく、

分布を持つ可能性があり、どのような状態を「溶解」と定義するか、きわめて難題である。集合体の

サイズはダイナミックに変動する平衡状態であると考えられ、個々の集合体の生体膜透過性は異なる

可能性も高い。この集合体と数十 nm の未溶解ナノ粒子を区別することは容易ではない。一般に、薬

物の溶解度を測定する場合、過剰量のサンプルを溶媒中に一定時間分散し、フィルターを通すことに

よって未溶解固体を分離する。入手可能なフィルターのポアサイズには限界があり、最も小さいもの

でも 0.1 μm 程度である。ANC の平均粒子径は約 230 nm であるが、個数基準の粒子径に換算した

場合、平均粒子径は約 80 nm である。フィルターでの分離は不可能であった。本研究では遠心分離

を採用し、14,000 g で 10 分間の遠心を 2 回繰り返すこととした。上清中に未溶解固体が含まれて

いる可能性も完全には否定できないが、3 種類の異なる濃度の懸濁液を用いて同様の検討を行い、各

上清中の CUR 濃度を測定したところ、60 分以降はほぼ同等の濃度を示した。60 分以降、顕著な差

が観察されなかったことは、設定した遠心条件で、未溶解固体の分離が可能であることを示している。

3 種類の濃度の懸濁液間で溶解度が一致したことは当然の結果であるが、細胞層透過性評価において

は非常に重要な知見であると考えている。 
 3 種類の懸濁液を用いて行った細胞層透過性の評価で、従来の常識に反する結果が得られた。懸濁

液濃度すなわち未溶解固体量依存的に累積透過量が増大することが明らかとなった。各懸濁液中の溶

解度には顕著な差がなく、溶液中での化学的安定性を考慮すると、CUR 細胞層透過は溶解した CUR 
の濃度とは無関係である。実際に、図 16 に示す B to A 方向の透過量が極端に小さいことから、飽

和濃度が維持されたとしても、溶解した CUR の膜透過性が非常に低いことは明らかである。これま

で、薬物の膜透過には単分子にまで分散した分子が関与すると考えられてきたが、本章で得られた結

果は、溶解度に依存しない新たな生体膜透過機構の存在を示唆している。溶解した CUR 以外に膜透

過に関与する可能性があるのは、未溶解固体のみである。また、未溶解の固体濃度に依存して、透過

量が変化するという実験事実は、固体粒子の関与を間接的に支持すると考えられる。また、本検討で

は、培養が比較的簡便で扱いやすい MDCK 細胞を用いて膜透過性評価を行った。MDCK 細胞に加

えて、薬物の上皮細胞透過性評価に汎用されるヒト結腸癌由来の Caco-2 細胞を用いても検討を行っ

たが、同様の膜透過現象が確認された（data not shown）。 
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 ANC の特徴として、CC と比較して、溶液中での固体粒子の分散性が良好である（図 15）。この

ため、懸濁液中の未溶解固体粒子は重力で沈降し、細胞層へ直接接触することが可能となる。一方、

CC の場合、溶液中での固体粒子の分散性が不良であるため、懸濁液の状態では細胞層に接触するこ

とは不可能である。つまり、CUR の細胞層透過に対して、固体粒子と細胞層との接触が重要である

ことを示している。得られた結果を総合的に考察した結果、新たな膜透過機構として、「固体粒子が

細胞層と直接接触し、CUR が脂質膜に直接分配されることで、膜透過が起こる」という仮説を立て

た。この仮説をサポートするデータを得るために、AIC 条件下で細胞層透過性を検討した。AIC 条
件の場合、apical 側に水分はほとんど存在しないため、CUR の溶解量は少なく、溶解した CUR の
影響を最小限にとどめることができる。また、細胞層が直接空気に接触した状態であるため、分散性

が悪い CC であっても、細胞層への直接噴霧により、細胞膜と接触することが可能である。検討の結

果、ANC に関して、懸濁液と同様の高い透過量が観察された。本知見は、ANC からの高い細胞層透

過量は CUR が固体から細胞膜脂質へ直接分配する可能性を示している。一方、disp ANC からの透

過量は ANC よりも低く、CC からの透過量はわずかであった。Disp ANC では一部が再結晶化して

いることを考え合わせると、製剤中の非晶質固体の割合に応じて、透過量が変化することを示してい

る。つまり、新規生体膜透過機構において、非晶質状態が重要であることを示す結果である。非晶質

固体の溶解度は細胞膜脂質であっても、結晶固体よりも高いと考えられる。ANC との接触に伴う細

胞内薬物濃度は CC に比べて高いと予想される。経細胞輸送経路を介した細胞層透過は細胞内薬物

濃度に依存することは常識である。この点でも矛盾のない結果と考えられる。また、経細胞経路のう

ち能動的な輸送が阻害される低温状態（4℃）においても検討を行ったが、透過速度は低下したもの

の、結果的に 37℃ で行った場合とほぼ同等の透過量が観察された（data not shown）。このことから、

非晶質固体から膜への薬物分配は特異な輸送経路ではなく、受動輸送によるものと考えられる。 
 本章の検討は、すべて in vitro 実験系を用いて行った。2 章では、in vivo においても同様の現象が

観察されるか否か確認するために、動物実験を基本に検討を行った。 
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1-5 小括 
 第 1 章では、マイクロリアクターを用いて ANC を調製し、各種物性及び in vitro 細胞層透過性

の評価を行った。XRPD 及び DSC の結果より、ANC が非晶質状態であることを確認した。また、

DLS 及び TEM の結果より、約 230 nm の球形ナノ粒子であることも明らかとなった。ANC には、

調製時に混合した高分子が製剤に含まれないこと、再結晶化した disp ANC が CC とは異なる結晶

形であることが示された。中でも、最も重要な知見は、溶液中での固体粒子の分散性が CC と比較し

て顕著に改善されたことである。ANC の溶解度に関しては、CC と比較して約 300 倍改善され、非

晶質ナノ粒子化の有用性が示された。In vitro 細胞層透過性評価では、CUR の膜透過には溶解した 
CUR ではなく、未溶解固体の直接的な関与が示唆された。種々の検討結果より、固体が細胞層へ直

接接触すること、及び固体が非晶質であることの重要性が明らかとなり、溶解度に依存しない CUR 
の新規生体膜透過機構の存在が見出された。固体が直接関与する本メカニズムは、溶液中での安定性

に問題のある CUR に対して非常に有用な膜透過性改善方法であり、溶解性改善にのみ着目した従来

の戦略では限界がある一部の薬物に対する画期的な吸収性改善システムとなる可能性が示唆された。 
  

図 18 固体が直接関与する新規生体膜透過機構の概念図 
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第 2 章 

非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構： 

動物実験による in vivo 吸収性評価 
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第 2 章 非晶質ナノ粒子製剤化クルクミンに関する新規生体膜透過機構： 
 動物実験による in vivo 吸収性評価 
 
2-1 緒言 
 第 1 章の検討で、固体粒子が関与する CUR の新規生体膜透過機構を見出した。本機構は固体粒

子と生体膜の直接接触を前提とするが、実際に応用を考えた場合、投与部位である消化管、鼻腔、肺

等の粘膜表面には粘液層が存在する。粘液層が固体粒子と細胞膜との接触を妨げる場合、新規生体膜

透過機構が機能せず、その利点を活用することができない。本機構の有用性はひとえに表面粘液層の

影響の有無が握っているといっても過言ではない。 
 近年、経口投与に代わる非侵襲的な投与経路に関する様々な研究が行われているが、本研究では消

化管に加えて、肺に注目した。経肺投与された薬物は肺胞から吸収されると考えられるが、肺胞上皮

細胞表面は空気と接している。したがって、直接、吸収粘膜に固体粒子が送達可能で、投与した固体

粒子は効率よく、粘膜表面と接触可能である。さらに、有効吸収表面積もきわめて広い。第 1 章の

検討で、懸濁液中で ANC は再結晶化し、再結晶化は本機構にとって膜透過を低下させる要因である

ことが明らかとなった。この点、肺粘膜表面は消化管上皮粘膜表面に比べて水分が少ないため、再結

晶化は起こりにくいと考えられる。すなわち、CUR の新規生体膜透過機構にとって、肺は理想的な

投与部位である。 
 第 2 章の検討では、in vivo 動物実験を基本に、CUR の消化管、肺からの吸収特性を検討した。 
 
 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 実験材料 
 （±）- dithiothreitol（DTT）、urethane 及び heparin sodium は、それぞれ和光純薬工業株式会社（大

阪）、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, U.S.A.）、及びナカライテスク株式会社（京都）より購入した。ポ

リエチレンチューブ SP-31（内径 0.50 mm, 外径 0.80 mm）、SP-110（内径 1.50 mm, 外径 2.50 mm）

及びビニルチューブ SV-45（内径 0.58 mm, 外径 0.96 mm）は、夏目製作所（東京）より購入した。

Wistar/ST 雄性ラット（10 週齢, 280 - 340 g）は、清水実験材料株式会社（京都）より購入した。その

他の材料は、第 1 章と同様のものを使用した。 
 
2-2-2 ANC の作製 
 各実験に用いた ANC は、必要に応じて第 1 章で記載した方法と同様に作製し、各種物性評価に

より非晶質ナノ粒子であることを確認した。 
 
2-2-3 CUR の in vivo 吸収性 
 本章で行ったすべての動物実験は、同志社女子大学動物実験委員会の承認（承認番号：Y17 - 012）
のもとに、その取り扱い規程に準拠し、実験には十分に注意するとともに、実験動物の人道的・倫理

的扱いにも最大限配慮して行った。 
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2-2-3-1 消化管吸収性の評価 
 CC 及び ANC の懸濁液を用いた消化管吸収性評価は in situ closed loop 法により行った 46)。実験 
18 時間以上前に Wistar/ST 雄性ラットに絶食処置（自由飲水）を施し、その後、urethane の腹腔内投

与（50 w/v%, 1.0 g/kg）による麻酔下、固定板に背位固定した。血液凝固を防ぐために、heparin（1,000 
IU/mL）で満たした採血用 PE チューブ（SP-31）を大腿動脈内に挿入し、縫合糸で固定した。腹部皮

膚を切開し、正中線に沿って開腹した後、十二指腸上部を露出させ、シリコンチューブを十二指腸内

に挿入した。縫合糸でチューブを固体する際に、胆管を同時に結紮した。回盲融合部より上部 2 cm 
部分を露出させ、回腸の一部を切開した。上部チューブより、PBS 10 mL 及び空気 10 mL を交互に 
2 回ずつ注入し、回腸内腔を洗浄した後、十二指腸同様にチューブを挿入・固定し、小腸ループを作

製した。CC 及び ANC の懸濁液各 4 mL（CC : 10 mg/rat, ANC : 5, 10, 20 mg/rat）を上部チューブより

注入した後、両側のチューブをペアンで閉塞固定した。その後、経時的（15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 
分）に、採血用 PE チューブより血液（約 0.3 mL）を heparin 処理済みのサンプルチューブに採取

した。採取した血液サンプルは、速やかに 4℃ で遠心分離（12,000 g, 10 min）した後、上清 0.1 mL 
を新しいサンプルチューブに分取した。得られた血漿に、アセトニトリル 1 mL を添加・混合した後、

30 分間氷冷し、再度遠心分離（上記と同条件）を行った。得られた上清を新しいサンプルチューブ

に分取し、一体型遠心濃縮システム SPD 1010 SpeedVac® System（Thermo Fisher Scientific, MA, U.S.A.）
を用いて、減圧乾固した。残渣は HPLC 定量を行うまで –30℃ で冷凍保存した。 
 小腸上皮細胞表面に存在する粘液層の影響を評価するため、懸濁液を投与する前に粘液溶解剤 
DTT による前処理を行った。小腸ループを作製後、10 mM DTT 10 mL を小腸ループ内に注入し、上

部及び下部チューブをペアンで閉塞固定し、回腸内腔内に 15 分間滞留させた。その後、小腸ループ

内に空気 10 mL を 2 回注入し、DTT 溶液を除去した。DTT 処理後は、上記と同様に ANC 懸濁液

（10 mg/rat） を投与し、経時的に血液を採取した。 
 
2-2-3-2 経肺吸収性の評価 
 消化管吸収性評価と同様に、絶食処置した Wistar/ST 雄性ラットの大腿動脈内に採血用 PE チュ

ーブを留置した。経肺投与実験は、過去の報告を改良して行った 47)。ラット頸部を切開し気管を露出

させ、気管内に 2 cm PE チューブ（SP-110）を肺方向に約 1 cm 挿入して、固定した。製剤を肺内に

噴霧する簡易デバイスは、23 G 針先端部を削って平らにし、2 cm ビニルチューブ（SV-45）を装着

したものを用いた。先端チューブ内に CC 粉末 を 1 mg または ANC 粉末を 0.5 または 1 mg を
充填し、1 mL シリンジ内に 0.1 mL の空気を入れた状態で針をセットした後、気管カニューレより

吸気に合わせてシリンジ内の空気で押し出すことにより、粉末を肺内に噴霧した（投与量として CC : 
1mg/rat, ANC : 0.5 または 1 mg/rat）。以降の操作は、消化管内吸収性評価実験と同様である。 
 
2-2-3-3 静脈内投与による CUR 体内動態評価 
 生物学的利用率（BA）算出のため、静脈内投与実験を行った。5 w/v% BSA を含む PBS に溶解さ

せた ANC 溶液 1 mL（0.25 mg/rat）を頸静脈より 10 分間持続注入した。投与開始 2, 5, 10, 12, 14, 16, 
18, 20, 30, 45, 60, 90 分後に他の吸収性評価実験と同様に大腿動脈内に挿入した PE チューブより採

血を行った。得られた血液サンプルは、同様の方法により処理を行った。 
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2-2-4 薬物動態学的パラメータの算出 
 各薬物動態学的パラメータは、各種実験により得られた血漿中 CUR 濃度より、WinNonlin®

（Software Version 6.3, Pharsight Corporation, MountainView, CA, U.S.A.）を用いて、ノンコンパートメン

ト解析に基づいて算出した。BA（%）は以下の式を用いて算出した。 

 
なお、AUC 及び D は血漿中濃度-時間曲線下面積及び投与量を表している。ただし、AUC は無限時

間まで外挿し、算出した。 
 
2-2-5 血漿中 CUR の定量分析 
 各実験により得られた血漿中 CUR 濃度の定量は過去の報告を一部変更して行った 48)。HPLC（LC-
20A, 島津製作所, 京都）及び蛍光検出器（RF-10A, 島津製作所, 京都）を用いて行った。カラムは、

ODS カラム（COSMOSIL 5C18-MS-Ⅱ, 5 μm, 4.6 mm × 150 mm, ナカライテスク株式会社, 京都）を用

いた。移動相には、5 v/v% 酢酸とアセトニトリルの混液（50 : 50）を用い、流速は 1.0 mL/min で行

った。励起波長及び蛍光波長はそれぞれ 420 nm 及び 530 nm とした。 
 
 
  



31 
 

2-3 実験結果 
2-3-1 持続静脈内投与による CUR 体内動態の評価 
 まず、静脈内投与後の CUR の体内動態を評価した。図 19 に静脈内投与後の CUR 血漿中濃度プ

ロファイルを、表 1 にノンコンパートメント解析に基づいて算出した各薬物速度論パラメータを示

す。静脈内投与後の血漿中濃度-時間曲線下面積（AUC）は 2127.5 ± 237.7（ng･min/mL）であった。

また、分布容積（Vd）、全身クリアランス（CLtot）、消失半減期（t1/2）及び消失速度定数（ke）は、そ

れぞれ 7261.1 ± 2608.3（mL）、118.7 ± 13.3（mL/min）、41.9 ± 11.9（min）及び 1.7 ± 0.4（×10-2 min-1）

であった。 

 
 

図 19 静脈内点滴持続投与後の血漿中 CUR 濃度プロファイル 
    データは mean ± S.D. として示した。(n = 6) 
     [Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Figure 1] 

表 1 CUR の体内動態を示す薬物速度論パラメータ 

データは mean ± S.D. として示した。（n = 6） 
[Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Table 1] 
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2-3-2 CUR の消化管吸収性 
 まず、表面粘液層の影響を評価するために、粘液の溶解・除去剤である DTT を用いて、粘液層を除

去した場合の吸収性の変化について検討をした。結果を図 20 に示す。10 mM DTT で前処置した場

合、CUR の血漿中濃度に若干の低下が観察されたが、DTT 未処置群と顕著な差はなく、CUR の吸

収は表面粘液層に影響されないことが明らかとなった。 
 

 
 
図 21 に各種懸濁液を十二指腸ループ内に投与した後の CUR の血漿中濃度プロファイルを、表 2 

に薬物速度論パラメータを示す。CC 懸濁液投与後の AUC 及び BA は、310.9 ± 60.3（ng･min/mL）
および 0.4（%）であった。一方、3 種類の ANC 懸濁液（投与量 5, 10, 20 mg）投与後の AUC（ng･
min/mL）は、それぞれ 530.9 ± 146.4、1946.9 ± 531.6 及び 3708.0 ± 958.7 であり、懸濁液濃度すなわ

ち未溶解固体量に依存して増大することが明らかとなった。また、BA（%）は、1.3（投与量 5 mg）、
2.3（投与量 10 mg）及び 2.2（投与量 20 mg）であった。CC 懸濁液と比較した場合、ANC 懸濁液

投与後の BA は 3 - 6 倍であった。増大の程度は in vitro 透過実験ほど顕著ではないが、in vitro 透
過実験と同様の結果が得られた。 

図 20 ANC 懸濁剤からの CUR の消化管吸収に対する表面粘液層の影響      
    Keys, □ : Control, ● : Treatment by 10 mM DTT 
    データは mean ± S.D. として示した。（n = 5） 
    [Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Figure 3] 
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図 21 各種 CUR 懸濁液消化管内投与後の血漿中 CUR 濃度プロファイル 
Keys; ● : CC 10 mg, □ : ANC 5 mg, △ : ANC 10 mg, ○ : ANC 20 mg 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 6）  
[Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Figure 2] 

表 2 各種濃度の CUR 懸濁液投与後の薬物速度論パラメータ 

データは mean ± S.D. として示した。（n = 6） 
[Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Table 2] 
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2-3-3 CUR の経肺吸収性 
 図 22 に、粉末製剤を経肺投与した後の血漿中 CUR 濃度プロファイルを、表 3 に薬物速度論パ

ラメータを示す。CC 粉末投与後の AUC 及び BA は 167.5 ± 45.6（ng･min/mL）及び 2.0（%）であ

った。CC 懸濁液からの消化管吸収と比較すると、BA は 5.4 倍高かった。一方、ANC 粉末投与後

の AUC（ng･min/mL）は、1310.9 ± 355.4（投与量 0.5 mg）、3170.9 ± 862.6（投与量 1 mg）であった。

AUC は消化管吸収と同様に未溶解固体量依存的に増大し、結晶性製剤に比べて、非晶質製剤投与時

の吸収性が優れていることが示された。ANC 経肺投与後の BA は 30（%）を超え、CC 懸濁液投与

時の消化管吸収性と比較して、100 倍を超える高い BA を示すことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
  

図 22 各種 CUR 粉末を肺内噴霧投与した後の血漿中 CUR 濃度プロファイル 
Keys, ● : CC 1 mg,  △ : ANC 0.5 mg,  □ : ANC 1 mg. 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 6） 
[Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Figure 4] 

データは mean ± S.D. として示した。（n = 6） 
[Eur. J. Pharm. Biopharm.,122, 1-5 (2018). Table 3] 
 

表 3 CUR 経肺投与後の各薬物速度論パラメータ 



35 
 

2-4 考察 
 CUR の吸収率を報告する論文はきわめて少なく、多くの論文が AUC の相違に基づいて、議論し

ている。これは、CUR の体内動態（全身クリアランス、分布容積等）に関する知見が乏しいためで

ある。CUR を静脈内投与する場合、溶解度が低いゆえに、投与量の確保が問題である。投与量は投

与液の濃度と体積で決定されるが、有機溶媒や界面活性剤が併用されることで、投与液の濃度を改善

することが一般的である。しかし、有機溶媒を用いた場合、血管内投与後、血液と混合することで、

CUR の溶解度が大きく低下し、血中で CUR が析出するリスクが懸念される。また、界面活性剤を

用いた場合、体内動態に対する界面活性剤の影響が考えられ、得られた体内動態のデータの信憑性に

疑問が残る。本研究では、BSA を用いて CUR の溶解度を確保した。アルブミンは血液中に含まれ

ているため、CUR の体内動態に関する影響はきわめて小さいと予想される。ANC を用いて、BSA を
含む緩衝液中での CUR の溶解度を測定したところ、約 300 μg/mL という高い溶解度を確認するこ

とができた。さらに、投与量を確保するためには投与体積を大きくする必要があるが、過剰な投与体

積を瞬時投与すると、血液量が一過性に増大し、血圧等への影響があり、生理的に問題と考えられる。

本研究ではこのような影響を小さくするために、持続点滴投与（0.1 mL/min, 10 min）を行うことで、

投与体積を確保した。Yang らは、急速静脈内投与（10 mg/kg）直後の CUR の血中濃度が 0.4 ± 0.1 
µg/mL であることを報告している 49)。本章で得られた血中濃度は 0.2 ± 0.0 µg/mL（0.83 mg/kg）であ

った。投与量が大きく異なるが、投与法の相違（急速静脈内投与と点滴静脈内投与）を考慮すると、

Yang らの報告と大きく矛盾はしない結果と考えている。 
 CUR の全身クリアランスは 118.7 ± 12.3（mL/min）であった。CUR の主要代謝臓器は肝臓である

と考えられるが、ラットの肝クリアランスの報告値 50)（11.8 mL/min）と比較して、10 倍高い値であ

る。本知見は肝代謝以外の消失機構の寄与が大きいことを示している。その消失機構としては、血中

での加水分解が考えられる。消失半減期（t1/2）は 41.7 ± 11.9（min）であり、過去の報告よりも大き

い値であった 49)。分布容積（Vd）は 7261.1 ± 2608.3（mL）であり、ラットの実体積を大きく超える

値を示していることから、特定の組織や臓器中に濃縮されている可能性が考えられる。静脈内投与に

より得られたこれらのパラメータは CUR の in vivo 吸収性を定量的に評価する上で、重要な知見と

考えられる。 
 次に、消化管粘膜表面に存在する粘液層の影響をより明確に評価することを目的として、DTT に
よる前処置を行った。DTT 処理群の血漿中濃度プロファイルに、未処置群との相違は観察されず、

粘液層の影響は小さいことが明らかとなった。粘液層の主成分はムチンで、その実態は糖タンパク質

である。ANC の粒子径がナノサイズで小さいため、ムチンがそのバリアー機能を発揮できなかった

ためと考えられる。 
 CC 及び ANC の懸濁液を十二指腸内に投与したところ、CC 懸濁液投与後の BA は 0.4（%）で

あった。対照的に、ANC 懸濁液投与後に高い血漿中CUR 濃度が観察され、BA は最大で約 6.2 倍改

善された。結晶性固体では CUR の吸収性は改善されなかった。さらに、ANC 懸濁液からの消化管

吸収に関しては、懸濁液濃度すなわち固体量依存的に増大することが明らかとなった。これらの知見

は in vitro 透過実験で得られた結果と同様である。In vivo においても未溶解固体が直接関与する新規

生体膜透過機構が機能し、CUR が吸収される可能性を示唆している。In vitro と in vivo の両実験系

で得られた結果と比較すると、CC に対する ANC による増大の程度は小さい。この理由は CC 投
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与後の消化管吸収性が比較的良好であったためと考えられる。経口投与後の CUR の BA は 1% 以
下であることが報告されており 22, 49)、この報告値と大きな矛盾はない。消化管吸収性が良好であった

理由として、消化管内の胆汁酸による可溶化の可能性が挙げられるが、詳細は不明である。 
 次に、CUR の経肺吸収性を検討した。消化管投与と比較して、経肺投与後の血漿中 CUR 濃度は

顕著に高かった。さらに、消化管吸収と同様、固体量依存的な AUC の増大が確認され、BA は 30% 
を超える値を示した。投与量依存的な AUC の増大は、肺胞上皮層表面に接触した固体量に依存した

結果と考えられる。一方、CC 経肺投与後の BA は約 2% であり、ANC 懸濁液を十二指腸内投与し

た場合の BA の約 5 倍である。一般に、消化管吸収よりも、経肺吸収が迅速かつ良好と考えられて

いるが、肝初回通過代謝の回避も寄与していると考えられる。消化管吸収の場合と同様、経肺吸収性

に関しても、in vivo、in vitro 両実験系で、透過性・吸収性の増大の程度に相違が観察された。その理

由は、肺胞上皮表面に存在する肺サーファクタント（pulmonary surfactant, PS）と考えている。PS は
主としてリン脂質（約 90%）から構成される界面活性物質であるが、Ⅱ型肺胞上皮細胞から分泌さ

れ、肺胞表面を覆うことによって、肺胞の保護に寄与している 50)。また、微生物やアレルゲン、汚染

物質などの微粒子に対してバリアー機能の役割も担う。近年の報告では、リポソームやミセルなどの

薬物キャリアとの相互作用に基づく薬物吸収性の改善の可能性も報告されている 51)。CUR により見

出された新規生体膜透過機構は、溶解過程を経ずに固体から脂質膜へ直接溶解することにより、膜透

過が促進されると推察している。この場合、リン脂質は生体膜を構成する主要成分でもあることから、

投与された固体が PS と接触することにより、新規機構に基づいた生体膜透過が促進された可能性が

考えられる。 
  



37 
 

2-5 小括 
 第 2 章では、CUR の in vivo 吸収性の評価を行った。表面粘液を除去しても、CUR の吸収性に変

化は認められず、表面粘液層の影響は観察されなかった。次に、各 ANC 懸濁液を十二指腸内投与し

た場合、AUC は固体量依存的に増大した。また、これらの知見は、in vitro 透過実験と相関する関係

であり、in vivo においても新規生体膜透過機構が機能する可能性が示された。一方、十二指腸内投与

と比較して、ANC の経肺投与時に BA が顕著に改善された。水分が乏しい肺内環境は投与された固

体粒子と細胞との効率的な接触、再結晶化の抑制など、新規透過機構にとって有利な環境であり、経

肺投与は新規機構の利点を活かすことは可能な投与経路であることが明らかとなった。 
 
 

  

図 23 新規生体膜透過機構に基づく CUR の in vivo 吸収性の改善 



38 
 

  



39 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 3 章 

新規生体膜透過機構により輸送される薬物例： 

フロセミドに関する検討 
  



40 
 

第 3 章 新規生体膜透過機構により輸送される薬物例：フロセミドに関する検討 
 
3-1 緒言 
 第 2 章では、in vitro における CUR の消化管吸収、経肺吸収においても、in vitro で観察された透

過現象が確認された。しかし、CUR のみの透過・吸収に本透過機構が観察される場合、本透過機構

の応用の可能性は著しく狭まる。つまり、応用を考える上では、本透過機構により膜輸送される CUR 
以外の化合物が存在するかどうかは非常に重要である。そこで、難水溶性薬物を対象に、論文検索及

び予備実験を行ったところ、furosemide（FUR）が候補化合物である可能性が明らかとなった。 
 FUR は利尿作用を示す心疾患治療薬として、臨床で頻用されている。JP 17 によると、FUR は水

にほとんど溶けない。水に対する溶解度は  0.1 
mg/mL 未満である 52)。ただし、弱酸性薬物（pKa = 
3.9）であるため、pH の上昇に伴い、溶解度は増大す

る 53)。一方、膜透過性に関しては、Caco-2 細胞を用

いた検討を通じて、非常に低いことが報告されてい

る 54, 55)。中性 pH では、溶解度は増大するものの、

イオン形の割合が高く、膜透過性もかなり低いと予

想される。溶解性、膜透過性の両者が低いことから、

CUR 同様に BCS クラス 4 に分類されている 52, 

56)。経口吸収率に関しては、個体間変動が大きいことが報告されている 57, 58)。主な理由として、胃内

での溶解性の低下や部位特異的な吸収が挙げられるが、詳細は明らかではない。経口吸収性の改善を

目的とした溶解性改善に関する検討が報告されているが 59)、CUR 同様、FUR の物性を考慮すれば、

溶解性改善のみでは十分な吸収改善は望めないと考えられる。さらに、FUR の場合、中性 pH での

安定性が高く、比較的高い溶解度を示すことから、膜透過機構に対する溶解した薬物の影響を評価す

ることも可能である。 
 第 1 章の検討では、AIC 条件で、in vitro 細胞層透過性を検討した。製剤粉末が細胞層表面と直接

接触できる実験系として利用したが、細胞層表面に少量の水分が残存する可能性がある。少量であっ

ても、水分が存在すれば、固体が溶解し、局所で高い濃度勾配が形成され、膜透過が亢進される可能

性が考えられる。この問題を克服するため、本章の検討では、人工膜を用いた in vitro 膜透過実験を

実施した。近年の医薬品のスクリーニング過程において、人工膜は膜透過性評価にも汎用されている。

人工膜は完全に水分が存在しない条件で調製可能であり、AIC 条件下で水分の影響を無視できると

考えられる。 
 本章では、FUR 非晶質製剤を作製し、種々の in vitro 及び in vivo 実験系を用いて、新規生体膜透

過機構の観点から FUR の生体膜透過機構に関する総合的な評価を行った。 
  

図 24 FUR の化学構造式 
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3-2 実験方法 
3-2-1 実験材料 
 FUR は、東京化成工業株式会社（東京）より購入した。Kollidon® 12 PF（K12）は、BASF 社
（Ludwigshafen, Germany）より無償提供を受けた。ドデカン、卵黄レシチン及び塩化コバルトは、和

光純薬株式会社（大阪）より購入した。その他の試薬等は、第 1 章及び第 2 章と同様のものを使用

した。 
 
3-2-2 FUR 非晶質製剤（FUR-K12）の調製 
 FUR-K12 は、過去の報告の方法を一部改変して作製した 60)。FUR 及び K12（質量比 4 : 1）を 12 
mm ステンレスボール 1 個と共に 25 mL 粉砕ジャーに入れた後、30 Hz で 90 分間混合粉砕した

（Mixer mill MM400, Retch GmbH＆Co., Hann, Germany）。また、FUR のみを同条件で粉砕したもの及

びステンレスボールを入れずに混合したものをそれぞれ FUR 単独粉砕（Milled FUR）及び物理的混

合物（Physical mixture, PM）とした。 
 
3-2-3 各製剤の物性評価 
3-2-3-1 粉末 X 線回折測定（XRPD） 
 X 線回折装置 MiniFlex 600（Rigaku, 東京）を用いて、XRPD を実施した。X 線源は Cu Kα 線源

（λ = 1.5406 Å）を用い、管電圧及び管電流はそれぞれ 40 kV、15 mA にて測定した。データは走査

角（2θ）として 3 - 50°、間隔 0.02°、走査速度 0.33 min-1 にて取得した。第 1 章 実験方法 1-2-4 に
準じて、測定試料を調製した。 
 
3-2-3-2 示差走査熱量測定（DSC） 
 DSC 3500（NETZSCH - Geratebau GmbH, Germany）を用いて DSC 測定を行った。粉末試料約 1 mg 
をアルミニウムパンに封入し、平衡化（0℃, 5 分間）した後、30 mL/min の窒素パージ下にて、10℃
/min の昇温温度で 30℃ から 250℃ まで測定した。 
 
3-2-3-3 粒子径の測定 
 Zatasizer ZSP（Malvern Instruments Inc., Worcestershire, UK）を用いて、動的光散乱法により、粒子径

を測定した。懸濁液試料は粉末試料を超純水中に分散させ、Bransonic®（Brason Ultrasonics, Emerson 
Japan, Ltd., 神奈川）により超音波処理することにより調製した。633 nm He-Ne レーザーを光源とし

て用いて、入射-散乱光の角度 173° の後方散乱を検出することにより、データを取得した。 
 
3-2-3-4 透過型電子顕微鏡（TEM） 
 粒子形状の観察は第 1 章 実験方法 1-2-3-4 に準じて行った。 
 
3-2-4 溶解度の経時変化の測定 
 溶解度の経時変化は、第 1 章の実験方法 1-2-4 を一部改良して測定した。各試料（FUR または 
FUR-K12）10 mg をガラス瓶に分取し、HBSS（pH 7.4）を 40 mL 加えた。各懸濁液を室温中 100 rpm 
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で撹拌した。各ガラス瓶より経時的にサンプリングを行い、10 分間遠心分離（4℃, 14,000 g）した後、

上清中の FUR 濃度を HPLC により定量した。 
 
3-2-5 In vitro 細胞層透過性の評価 
3-2-5-1 細胞培養 
 MDCK 細胞（passage #80 - #90）を用いて、第 1 章 細胞培養 1-2-5-1 に準じた。 
 
3-2-5-2 細胞層透過実験 
 第 1 章の細胞層透過実験 1-3-5-2 に準じて行った。透過実験では、濃度 1 mg/mL の FUR 溶液

（FUR として 0.5 mg）を用い、AIC 条件下で噴霧した FUR 量 及び FUR-K12 量はそれぞれ 0.5 
mg 及び 0.7 mg（FUR として 0.5 mg）であった。 
 
3-2-6 In vitro 人工膜透過性の評価 
 脂質人工膜の透過性は過去の報告を一部改良して評価した 61)。20 w/v% レシチン含有ドデカン溶

液 5 μL を細胞層透過実験に用いたインサート支持膜上に滴下した後、脂質溶液が支持膜全体に拡が

るまで 30 分間静置した。細胞膜同様、TEER 測定により脂質膜が形成されていることを確認した

（TEER ＞ 10 kΩ･cm2）。以下、細胞層透過実験 3-2-5-2 準じて、透過性を測定した。 
 
3-2-7 脂質人工膜表面に存在する水分量の定性的評価 
 脂質人工膜の作製は、3-2-6 に準じて行った。対照として、支持膜に脂質溶液を滴下していないイ

ンサートを用いた。また、AIC 条件下、basal 側からの水分の移動の有無を確認するため、basal 側に

は膜透過実験で用いた 5 w/v% BSA 含有 HBSS を同体積加え、透過性の評価同様に 3 時間放置し

た。その後、各支持膜上に塩化コバルト粉末を適量噴霧し、粉末の状態変化（色調、ぬれ）を比較観

察した。 
 
3-2-8 In vivo 吸収性の評価 
3-2-8-1 静脈内投与実験 
 BA 算出のため、FUR の静脈内投与を行った。FUR 溶液（0.25 mg/rat）を頸静脈より 5 分間持続

注入した（0.2 mL/min）。投与後 2, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 及び 240 分に採血した（0.3 mL）。
得られた血液サンプルは、直ちに遠心分離（4℃, 12,000 g, 10 min）した後、血漿 0.1 mL を新しいサ

ンプルチューブに分取した。得られた血漿にアセトニトリル 1 mL を添加し、30 分間氷冷した。再

度、同条件で遠心分離を行い、上清 1 mL を新たなサンプルチューブに分取した後、減圧乾固を行っ

た。残渣は HPLC で定量行うまで、-30℃ で冷凍保存した。 
 
3-2-8-2 経肺投与実験 
 第 2 章 2-2-3-2 の方法に準じて処置を行った後、各粉末製剤（0.7 mg/rat）を投与した。その後、

15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360 分に頸静脈より採血を行った。得られた血液サンプルは、静脈内投与

実験と同様に処理を行った。 
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3-2-8-3 経口投与実験 
 ゾンデを用いて、FUR 溶液（1 mg/rat）の胃内投与を行った。採血方法、時間及び除タンパク処理

の方法は経肺投与実験に準じた。 
 
3-2-9 薬物動態学的パラメータの算出 

 全ての薬物動態学的パラメータは Winnonlin®（Ver. 6.3, Pharsight Corporation, Mountain View, CA, 
U.S.A.）を用いて、ノンコンパートメント解析に基づいて算出した。経肺投与及び経口投与後の BA 
に関しては、第 2 章 2-2-4 に準じて算出した。 
 
3-2-10 FUR の定量分析 
 各実験により得られた血漿試料中の FUR 濃度は、過去の報告の方法を一部改良して測定した 62)。

HPLC（LC-20A, 島津製作所, 京都）及び蛍光検出器（RF-10A, 島津製作所, 京都）ODS カラム

（COSMOIL 5C18-MS-Ⅱ, 5 μm, 4.6 × 1500 mm, ナカライテスク, 京都）を用いた。移動相は 20 mM 
KH2PO4 とアセトニトリルの混液（65 : 35）、流速 1.0 mL/min、励起波長及び蛍光波長はそれぞれ 360 
nm 及び 413 nm とした。 
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3-3 実験結果 
3-3-1 各製剤の物性評価 
 図 25 に、各粉末製剤の XRPD プロファイルを示す。Bulk FUR（図 25-A）及び PM（図 25-C）
では、鋭い回折ピークが観察された。一方、FUR を単独粉砕した Milled FUR（図 25-D）及び K12 
と混合粉砕した FUR-K12（図 25-E）では、Bulk FUR と比較して、回折ピークはいずれも縮小し、

FUR-K12 のピークは特に小さかった。また、非晶質製剤作製のために用いた高分子 K12（図 25-B）
はブロードなハローパターンを示した。 
 

 
 図 26 に、DSC 測定の結果（左 : 全体、右 : 部分拡大）を示す。Bulk FUR（図 26-A）では、熱分

解に伴う発熱ピークの他に、135℃ 及び 220℃ 付近に吸熱ピークが観察された。PM（図 26-C）にお

いても、同様の吸熱ピークが観察された。Milled FUR（図 26-D）では、ブロードで、きわめて小さい

図 25 FUR 製剤の物性評価 その 1 - 粉末 X 線回折 
   （A）Bulk FUR （B）K12 （C）PM （D）Milled FUR （E）FUR-K12 

[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 1] 
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吸熱ピークが 130℃ 付近に観察された。一方、FUR-K12（図 26-E）では、65℃ 付近及び 120℃ 付

近にブロードな吸熱ピーク、発熱ピークが観察された。 

 
 図 27 に、DLS により測定した FUR-K12 の粒子径分布を示す。FUR-K12 の平均粒子径及び PDI 
はそれぞれ 208.4 ± 10.7（nm）及び 0.397 であった。 

図 26 FUR 製剤の物性評価 その 2 - 示差走査熱量測定 
   （左）全体図 （右）50 – 200℃の拡大 
   （A）Bulk FUR （B）K12 （C）PM （D）Milled FUR （E）FUR-K12 

[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 2] 

図 27 FUR 製剤の物性評価 その 3 - 動的光散乱法による粒子径測定 
    [Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 3] 
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 図 28 に、TEM を用いて各製剤に含まれる固体粒子の形態を観察した結果を示す。FUR-K12 の粒

子の形状は長方形であり、一部の球状粒子は K12 と考えられる。一方、Bulk FUR に関しては、FUR-
K12 と同様、粒子形状は長方形であるが、粉砕される前の粉体であるため、粒子サイズは大きいこと

が明らかとなった（図 28-A）。 
 

 図 29 に、Bulk FUR 及び FUR-K12 からの溶出プロファイルを示す。Bulk FUR、FUR-K12 とも

に、溶出率は実験開始後 10 分までは大きく増大し、20 分以降はほぼ一定の値を示した。実験終了

後（60 分後）における FUR-K12 からの溶出率（91.5 ± 1.8%）は、Bulk FUR（44.4 ± 4.9%）と比較し

て、約 2 倍であった。 

図 28 FUR 製剤の物性評価 その 4 - 透過型電子顕微鏡による形態観察 
   （A）Bulk FUR （B）FUR-K12 

[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 4] 

図 29 FUR 製剤の物性評価 その 5 - 溶出性 
Keys, ●：Bulk FUR, ■：FUR-K12.  
データは mean ± S.D. として示した。（n = 3） 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 5] 
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3-3-2 FUR の in vitro 膜透過性 
 図 30 に、各製剤からの FUR の MDCK 細胞層透過プロファイルを示す。FUR 溶液からの透過

よりも、AIC 条件下における Bulk FUR もしくは FUR-K12 粉末からの透過量が多いことが明らか

となった。実験開始 180 分後における FUR 溶液、Bulk FUR 及び FUR-K12 からの各累積透過量は

それぞれ 1.0 ± 0.1、32.8 ± 4.6、44.1 ± 8.5（μg）であった。 

 
 図 31 に、FUR の人工膜透過性プロファイルを示す。MDCK 細胞層透過と同様、FUR 溶液より

も両粉末製剤、特に FUR-K12 からの累積透過量が高値を示した。180 分後の累積透過量はそれぞれ 
0.1 ± 0.0、3.2 ± 0.2、10.9 ± 0.6（μg）であった。 

 
 

図 30 FUR の in vitro 膜透過性評価 : MDCK 細胞膜 
Keys, 〇：FUR solution under LCC, □：Bulk FUR under AIC,  
■：FUR-K12 under AIC. データは mean ± S.D. として示した。（n = 4） 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 6] 

図 31 FUR の in vitro 膜透過性評価 : 脂質人工膜 
Keys, 〇：FUR solution under LCC, □：Bulk FUR under AIC, 
■：FUR-K12 under AIC. データは mean ± S.D. として示した。（n = 4） 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 7] 
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 人工膜上に存在する水分量に関して、無水塩化コバルト（CoCl2）を用いて定性的な評価を行った。

CoCl2 の結晶は青色、塩化コバルト・六水和物（CoCl2･6 H2O）の結晶は赤色である。少量の水分によ

り、無水塩化コバルトが塩化コバルト水和物に変化すると、色調が変化するために、水分の検出に利

用される。図 32 に結果を示す。3 種類の異なる条件を設定した。条件（A）（図 32-A）は、脂質を

滴下せず、basal 側に溶液を添加しない条件、条件（B）（図 32-B）は脂質を滴下せず、basal 側に溶

液を添加した条件、条件（C）（図 32-C）が脂質を滴下し、basal 側に溶液を添加した条件である。無

水塩化コバルトによる水分検出は非常に高感度であるため、条件（A）は空気中の水蒸気の影響を評

価するための比較対照である。条件（B）では、明らかな色調変化（青 → 赤紫）及び湿潤状態が観

察された。一方、条件（A）及び条件（C）では、僅かな色調変化（青 → 青紫）が観察されたものの、

両条件で明らかな相違は観察されなかった。条件（C）で観察された若干の変色は空気中の水蒸気に

起因し、人工膜を介して、basal 側へ水分は移動しないことが明らかとなった。 
 
 

 
  

図 32 脂質人工膜上に存在する水分の定性的評価 
(A) 膜無＆液無, (B) 膜無＆液有, (C) 膜有＆液有 
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3-3-3 FUR の in vivo 吸収性 
 FUR 投与後の BA を算出するため、静脈内投与実験を行った。図 33 に、FUR 溶液を静脈内投与

後の血漿中濃度プロファイルを示す。得られた血漿中濃度より算出された AUC は 201.5 ± 27.5（min･
μg/mL）であった。また、全身クリアランス（CLtot）及び消失半減期（t1/2）は、それぞれ 1.3 ± 0.2（mL/min）
及び 68.2 ± 14.8（min）であった。 
 図 34 に、FUR 溶液の経口投与、Bulk FUR あるいは FUR-K12 粉末の経肺投与後の血漿中濃度プ

ロファイルを示す。FUR 溶液を経口投与した後の AUC 及び BA はそれぞれ 323.6 ± 129.3（min･
μg/mL）及び 40.1（%）であった。一方、Bulk FUR あるいは FUR-K12 の粉末を経肺投与後の AUC 
はそれぞれ 469.0 ± 88.7、591.4 ± 83.0（min･μg/mL）であった。また、Bulk FUR 及び FUR-K12 投与

後の BA はそれぞれ 89.5、95.3（%）であり、溶液の経口投与と比較して、いずれも 2 倍以上の高

値を示した。平均滞留時間（MRT）は、FUR-K12 粉末の経肺投与後で、最も短く（87.7 ± 7.2 min）、
FUR 溶液を用いた経口投与で最も長かった（264.9 ± 138.2 min）。 
  

図 33 静脈内投与後の FUR 血漿中濃度プロファイル 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 5） 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 8] 
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図 34 経口および経肺投与後の FUR 血漿中濃度プロファイル 
Keys, ●：FUR solution (intragastric), □：Bulk FUR 
(intrapulmonary), ■：FUR-K12 (intrapulmonary) 
データは mean ± S.D. として示した。（n = 5）. 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Figure 9] 

 
 

表 4 血漿中濃度プロファイルより算出された薬物速度論パラメータ 
 

データは mean ± S.D. として示した。（n = 5） 
[Biol. Pharm. Bull., 41, 1769-1777 (2018). Table 1] 
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3-4 考察 
 Bulk FUR の XRPD プロファイル（図 25-A）では、明確な結晶性ピークが観察された。また、DSC 
プロファイル（図 26-A）には、135℃ 及び 220℃ 付近にいずれも吸熱ピークが観察された。FUR に
は、3 種類の結晶多形が存在することが報告されているが 63, 64)、それらの報告から、前者はⅠ型結晶

に特徴的な高温安定形への相転移に伴うピーク 63)、後者は FUR の融解に伴うピークと考えられる。

したがって、本実験で用いた Bulk FUR はⅠ型結晶である可能性が高い。DSC における同様のシフ

トは、PM や Milled FUR においても観察されたことから、両製剤中の FUR は結晶状態が維持され、

高分子との物理混合や FUR 単独でのボール粉砕では非晶質製剤の作製は困難であることが示され

た。一方、FUR-K12 では、XRPD プロファイルに小さな結晶性ピークが観察されたものの、Bulk FUR 
とは異なる 2 つの熱量変化（65℃ 及び 120℃ 付近）が観察された。本知見と XRPD の結果を考え

合わせると、前者（65℃ 付近）がガラス転移に伴う吸熱シフト、後者（120℃ 付近）が再結晶化に伴

う発熱シフトであると考えられる。また、Ⅰ型結晶に特徴的な 135℃ 付近の吸熱シフトが明確に観

察されなかったことからも、FUR-K12 中の FUR は非晶質状態であることが明らかとなった。Bulk 
FUR の平均粒子径は FUR-K12 よりも数倍大きかったことから（data not shown）、非晶質化だけでな

く、微細化に対しても高分子の添加が有用であることが明らかとなった。各製剤からの FUR の溶出

性を検討したところ、非晶質ナノ粒子化により FUR の溶解性は顕著に改善された（図 29）。PM 製
剤においても、FUR-K12 と同等の溶解性改善が確認された（data not shown）。K12 によって、FUR 固
体表面のぬれが改善された結果と考えられる。本知見により、K12 は非晶質 FUR の安定化だけでは

なく、溶解性改善にも寄与している可能性が示唆された。 
 In vitro 細胞層透過性に関しては、FUR 溶液、Bulk FUR、FUR-K12 の順に累積透過量が増大した。

この結果は、第 1 章の CUR に関する検討で得られた結果と定性的に一致する。しかし、CUR と比

較すると、結晶固体（Bulk FUR）と非晶質固体（FUR-K12）に関する透過の相違が小さく、FUR の
場合には、結晶性固体からの透過に関しても、新規生体膜透過機構が機能する可能性が示唆された。

CUR の場合、溶液中での安定性が悪いために、溶解した薬物の膜透過性は明確ではなかった。FUR 
の場合、中性 pH で溶解性が顕著に増大するため、一定の濃度の溶液（1 mg/mL）を調製することが

可能である。FUR 溶液からの累積透過量から見かけの透過係数（Papp）を算出したところ、1.0 ± 0.1
（× 10-7cm/sec）であり、Caco-2 細胞に対する Papp の報告値（1.2 ± 0.1 × 10-7 cm/sec）と一致し 65）、溶

解した FUR の膜透過性は低いことが示された。FUR 溶液と各固体粉末からの累積透過量の差は 50 
倍以上あり、溶解した FUR の膜透過性が低いことからも、累積透過量の増大が溶解した FUR に起

因しないことは明らかである。FUR の膜透過性改善に関しては、自己乳化型エマルション製剤や多

孔性シリカマイクロ粒子などを用いた報告がある 66-68)。それらの報告によると、対照溶液と比較して、

最大 4.6 倍の Papp の改善に留まっている。FUR の膜透過性が低い理由の一つとして、排泄トランス

ポーターの関与も挙げられており、その阻害による透過性改善の可能性も示唆されたが、いずれの報

告も膜透過性改善には溶解性改善が最も効果的であると結論付けている。しかし、溶解した FUR の
膜透過性は顕著に低く、溶解性の改善がもたらす膜透過性改善への影響は限定的である。特に、溶解

性を改善しても膜透過性が改善されない場合、溶液中の溶解した薬物が膜透過できない可能性があり、

単に溶解させるだけではなく、溶解した薬物が膜透過できる状態であることが重要である。一方、in 

vitro 膜透過性評価では、溶解した薬物の影響を完全には無視できない。AIC 条件下においても、細
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胞膜表面に微量の水分が存在するため、わずかな量の水分に固体が溶解することにより、局所に高濃

度溶液が形成される。膜透過過程に受動拡散を仮定すると、局所の高濃度は膜透過の駆動力となり、

結果として膜透過が促進される。ヒト気道上皮細胞 Calu-3 を用いた粉末製剤適用後の膜透過性評価

に関する報告では、粉末が細胞表面上で溶解することによって、局所濃度が上昇し、膜透過量が増大

する可能性が明らかとなっている 69)。そこで、本研究では、水分の影響が排除可能な人工膜を用いて

検討を行った。脂質人工膜透過性評価システム（parallel artificial membrane permeation assay, PAMPA）
は、医薬品開発において、細胞層に代わる膜透過性スクリーニング法として注目されている。作製し

た脂質膜の TEER 値（> 10 kΩ･cm2）は、MDCK 細胞膜（< 5 kΩ･cm2）よりも高値を示したことか

ら、インサート支持膜の全ての細孔が脂質により満たされた状態であり、薬物の透過障壁となる脂質

膜が形成されたものと考えられる。水溶性の高い薬物の人工膜透過性を評価したが、透過は観察され

なかった（data not shown）。したがって、作製した脂質人工膜は、膜透過性評価に問題ないことを確

認した。図 31 より、LCC 条件下の FUR 溶液に比べて、AIC 条件下の各粉末製剤からの透過が良

好であり、MDCK 細胞膜に対する透過と一致する結果が得られた。また、FUR 溶液からの透過に比

べて、FUR-K12 からの累積透過量は 80 倍以上に増大した。FUR のカルボキシル基の pKa が 3.9 
であることから 53)、pH 7 リン酸緩衝液中で、溶解した FUR の 99.9% 以上がイオン形に電離してい

ると考えられる。人工膜表面に水分が存在しないことや人工膜を介した basal 側からの水分の移動も

ないことが明らかとなったが（図 32）、ごく少量であるが、空気中の水蒸気に由来する水分が存在す

る。その僅かな水分に固体が溶解することにより、局所に高濃度溶液が形成される可能性も残る。し

かし、FUR 溶液及び Bulk FUR からの累積透過量を比較すると、Bulk FUR からの透過が約 24 倍高

い。受動拡散を前提に定量的な考察を行うと、Bulk FUR 適用後の表面局所の FUR 濃度は FUR 溶
液（1 mg/mL）よりも、少なくとも 24 倍高い必要がある。中性 pH における FUR の飽和溶解度が 
2.7 mg/mL であることから 70)、濃度の相違は 3 倍程度と考えられる。さらに、図 29 に示すように、

Bulk FUR からの溶出性が約 40％ であることを考慮すると、新規生体膜透過機構に対する溶解した

薬物の影響が小さいことは明らかである。つまり、AIC 条件における Bulk FUR 及び FUR-K12 か
らの膜透過の増大は固体が直接関与する新規生体膜透過機構によるものと推定される。 

FUR の消化管吸収に関しては、個体間変動が大きいことが報告されている 57, 58)。本章でも、AUC 
の相対標準偏差（RSD）を比較すると、経肺投与後（Bulk FUR : 0.19, FUR-K12 : 0.14）と比較して、

胃内投与後（0.40）の値が 2 倍以上高く、消化管吸収性の変動が大きい。消化管吸収性が変動する

要因として、胃内の酸性 pH による溶解性の低下や部位特異的吸収が指摘されている。In vitro 膜透

過性実験の結果が示す通り、膜透過性が低いにも関わらず、胃内投与後の BA は約 40％ であり、

投与後の血中濃度の立ち上がりも比較的速い。血中濃度の速い立ち上がりに関しては、部位特異的

な吸収、すなわち胃からの吸収が示唆される。そこで、十二指腸部分を結紮することにより、小腸

への薬物移行を阻止した。結紮の有無で、血漿中の FUR 濃度レベルに顕著な相違が観察されなか

ったことから、小腸だけではなく、胃からも吸収される可能性が示唆された（data not shown）。FUR 
の胃からの吸収に関しては、胃内酸性 pH によって、分子形の割合が増大するために、一過性の膜

透過性増大が期待される。酸性条件で、FUR の溶解度が減少するため、胃内で析出することも予想

される。固体が析出した場合、本研究で見出した新規生体膜透過機構が関与する可能性が示唆され

る。 
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一方、Bulk FUR および FUR-K12 を経肺投与した後の各 BA は FUR 溶液の胃内投与時と比較

して、2 倍以上高く、中でも FUR-K12 投与時の吸収率はほぼ 100% を示した。また、Bulk FUR 
よりも FUR-K12 で、高い BA が得られたことから、CUR 同様に非晶質製剤の有用性も示され

た。Bulk FUR の場合、算出された MRT より求められる平均吸収時間は 60 分程度である。60 分
後の溶出率が約 40%であることを考慮すると、溶解度に依存しない新規生体膜透過機構によるもの

であることは明らかである。同様に、FUR-K12 においては、20 分後の溶出率が 90% であることか

ら、溶解性改善による吸収性改善の可能性も考えられる。しかし、PM 製剤と FUR-K12 の溶出プ

ロファイルに顕著な相違が観察されないにもかかわらず、吸収プロファイルは大きく異なったこと

から（data not shown）、FUR-K12 の高い吸収性は、主として新規生体膜透過機構に起因すると考え

られる。 
本章では脂質人工膜を用いて、固体が直接関与する膜透過機構に関する詳細な評価を行った。人

工膜を構成するリン脂質としてホスファチジルコリンを用いたが、同成分は生体膜のみならず、肺

胞上皮細胞の表面を覆う PS の主要構成成分でもある。そのため、脂質人工膜による AIC 条件

は、肺内環境に比較的近い状態と考えられ、実際に in vivo 経肺吸収性に相関する結果が得られたこ

とからも、本章で実現された FUR 吸収性改善が新規生体膜透過機構によるものであることを裏付

けている。また、第 1 章で用いた ANC の脂質人工膜透過性の評価も行ったが、生体膜同様の結果

が得られたため、CUR 吸収性改善も同機構によるものと結論付けることができる（data not 
shown）。さらに、PS といくつかの薬物送達キャリアとの相互作用については前述した通りである

が、非晶質固体に関連する報告はない。In vitro 透過実験の結果が示す通り、非晶質固体が脂質に溶

解しやすいと考えられることから、リン脂質が豊富に含まれる PS が新規生体膜透過機構に対して

促進的な役割を果たしている可能性が高い。したがって、粉末の経肺吸入による BA 改善は新規生

体膜透過機構に加えて、PS による相乗効果も考えられる。 
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3-5 小括 
第 3 章では、新規生体膜透過機構で膜透過する可能性がある新たなモデル薬物として FUR を選

択し、CUR と同様の検討を行った。In vitro 細胞層透過性評価の結果、FUR に関しても、新規生体

膜透過機構による膜透過性の改善が示唆された。膜透過に対する溶解した薬物の寄与に関して、

CUR では明らかでなかったが、FUR による検討では、その寄与は非常に小さいことが示された。

さらに、人工膜を用いた検討を行ったが、細胞層透過と同様の結果が得られた。特に、水分の影響

を排除可能な人工膜で同様の結果が得られたことは、新規透過機構が溶解した薬物に依存しないこ

とを明確に示している。CUR 及び FUR に関しては、溶解した後、生体膜脂質に分配した場合の膜

内薬物濃度に比べて、生体膜に接触して、脂質に直接溶解した場合の膜内薬物濃度が高いことが示

唆される。In vivo 吸収性評価では、FUR-K12 経肺投与後の吸収率がほぼ 100% を示したことか

ら、FUR においても新規生体膜透過機構に基づく吸収性改善の有用性が示された。新規生体膜透過

機構は、溶解度に依存しない従来とは異なる画期的な薬物吸収改善方法である。また、本機構は 
CUR 特異的ではなく、CUR や FUR のような溶解した薬物の膜透過が顕著に小さい薬物に対し

て、有用な吸収改善方法となる可能性が示唆された。 
 
  

図 35  FUR の生体膜透過に対する新規生体膜透過機構の関与 
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総括 

 

 本研究では、難水溶性薬物 CUR の非晶質ナノ粒子製剤を調製し、種々の検討を通じて、CUR の
未溶解固体が直接関与する新規生体膜透過機構の存在を見出した。In vivo 吸収においても、同機構に

基づく CUR の吸収が確認され、さらに、FUR に関しても同様の現象が観察された。 
 第 1 章では、非晶質ナノ粒子製剤の物性と in vitro で細胞層透過性の評価を行った。非晶質ナノ

粒子化により、CUR の溶解度は結晶原末の約 300 倍に改善された。一方で、in vitro 細胞層透過性評

価の結果、ANC 飽和溶液からの細胞層透過量が定量限界以下であったのに対し、ANC 懸濁液からの

透過は懸濁液中に含まれる未溶解固体に依存して顕著に増大することが明らかとなった。種々の検討

より、ANC による膜透過量の増大は、溶解した薬物濃度の増大に起因するものではなく、未溶解固

体が細胞層に直接接触することにより吸収が促進されること、結晶よりも非晶質固体からの膜透過が

良好であることが示された。 
 第 2 章では、CUR の in vitro 吸収性評価を行った。まず、消化管粘膜表面に存在する粘液層の影

響は小さいことが明らかとなった。CUR の in vivo 消化管吸収においても、懸濁液濃度すなわち未溶

解固体量に依存して AUC は増大した。固体粉末粒子の吸収粘膜への効率的な接触を期待できる in 

vivo 経肺吸収では、消化管吸収に比べて、CUR の吸収が約 100 倍改善された。 
 第 3 章では、CUR と類似した性質を示す FUR に対して、CUR 同様の検討を行った。CUR ほど

明確な結果ではないが、FUR も新規膜透過機構により、膜透過する可能性が示唆された。水分の影

響を排除可能な脂質人工膜を用いた検討より、溶解した薬物の関与は非常に小さく、固体から膜脂質

成分に直接溶解して透過する可能性が示唆された。In vivo 経肺吸収性に関しては、CUR と同様、非

晶質固体からの吸収が良好であった。したがって、固体粒子が直接関与する膜透過機構は、CUR に
特有な機構ではなく、特定の条件を満たす薬物に対して一般的な現象である可能性が示唆された。 
 近年の医薬品開発でスクリーニングされる医薬品候補化合物は、難水溶性を示す場合が多い。経口

投与製剤化する場合、当該化合物の吸収性を確保するためには、溶解性の改善が必要であり、溶解性

改善が困難な化合物は必然的にスクリーニングの段階で、ドロップアウトすることになる。溶解性に

着目した従来の観点では、CUR や FUR の様な溶解性及び膜透過性がともに低い薬物の吸収性を十

分に改善することは難しい。しかし、新たに見出された膜透過機構は、従来よりも良好かつ安定な 
吸収性を確保できることから、同様の性質を示す薬物に対して有用な吸収改善システムとなる可能性

がある。本研究で得られた知見は、従来の観点とは異なる画期的な方法論を示唆しており、次世代の

医薬品開発に対する重要な基礎的情報と考えられる。 
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