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緒 言

知的障害者は情動コントロールが未発達であり､情動の変化が外部行動に反映されやす

いため､一般的に歯科治療は困難である1)｡一般に､知的障害者は歯科治療を行うのに十分

な協力が得られないことが多いため､行動変容法が有効であるとされている2)｡行動変容法

が無効であった患者において､薬物による行動調整が行われている3)｡行動調整に用いられ

る薬物として､ミグゾラムやジアゼパム､抱水クロラール､ ドロペリドールやヒドロキシ

ジン､ペンタゾシン､スコポラミン､クロニジン､ケタミンなどがあるが､抗不安作用を

有するベンゾジアゼピン系薬物が使用されることが多い 4)｡知的障害者に対して､薬物を前

投薬として投与する場合､投与経路が非侵襲的であり､速やかに効果を発現し作用時間が

短いものが望ましい｡経口投与が可能であり､良好な不安軽減効果や健忘効果が期待でき

るベンゾジアゼピン系薬物として､ジアゼパムとミダゾラムがあげられる｡ジアゼパムは

シロップ剤が市販されているが､年齢によって効果にばらつきがあり､適切な効果が得ら

れるように処方するのが難しいとされている5)｡一方､ミグゾラムは血中濃度と効果が相関

しており､年齢によって変化することが少ないため､ミグゾラムが頻用されている6-8)aL

かし､ミグゾラムには特有の強い苦味があるため､知的障害者の経口投与は困難な場合が

ある｡そこで､ミグゾラムの苦味を軽減するため､リポソームにミダゾラムを封入した経

口用ミダゾラム封入リポソームが開発されている9)0
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リポソームは生体膜と同じリン脂質二重層を有する閉鎖小胞で､水溶性､脂溶性を問わ

ず薬物を包含することが可能である｡また､生体由来成分で構成されており､生体適合性

や生体内分解能に優れていることなどからDrugDeliverySystem (DDS)の分野において

有用な薬物担体として研究されてきた 1013)o生体内に経口投与されたリポソームは､その

粒子径に応じて消化管内の移動時間や滞留性などが変化し 14･16)､粒子径が小さいほど､そ

の吸収効率は高いとされている 17･18)0

一方､生体には細網内皮系 (RES)と呼ばれる､外来異物に対する排出機構が存在し､

リポソームも食食細胞に捕捉されてしまい､血中安定性､滞留性に問題がある19)｡このRES

を回避するために､リポソーム表面をポリエチレングリコール (PEG)修飾する方法 (PEG

化)が一般的に用いられている20)0 PEGは､エチレングリコールが重合した構造をもつ高

分子化合物 (ポリエーテル)であり､ 一般的な構造式は HO-(CH2-CH2-0)∩-H と表さ

れる｡PEGは水､メタノール､ベンゼン､ジクロロメタンに可溶､ジェチルエーテル､-

キサンには不溶である｡タンパク質など他の高分子に PEG構造を付加することを PEG化

という｡PEG化リポソームは､PEG鎖が形成する水和相とPEG鎖自体の立体障害による

オプソニン分子の吸着阻害により､食食細胞による補足を回避するため､RESに取り込ま

れにくくなり､血中に長時間滞留する特性を有している21)｡PEG化リポソームは､食食細

胞のレーダーから逃れることから､ステルスリポソームとも呼ばれている22)0

経口用ミダゾラム封入リポソームは､ミダゾラム原液と比較してバイオアベイラビリテ
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イが高いことが報告されているが 9)､リポソームを PEG化及び細粒化はしていないため､

更にバイオアベイラビリティを向上できる余地があると考えられた｡そこで､本研究では､

経口投与したミダゾラム封入リポソームのミダゾラムのバイオアベイラビリティを向上さ

せることを目的に､経口用ミグゾラム封入リポソーム (従来型リポソーム)をPEG化及び

細粒化することとした｡

また､従来型リポソームは､3週間保存するとミグゾラムの封入率が著しく低下すること

が報告されている9)｡よって､PEG化及び細粒化したミダゾラム封入リポソーム (PEG･

細粒化リポソーム)の長期安定性を評価するために長期保存での封入率の変化もあわせて

調べた｡

材料ならびに方法

従来型リポソームの作製

保田23)の方法に準じて､ホスファチジルコリン (Sigma,StLouis,MO,USA)､コレス

テロール (Sigma)､ジバミル トイルホスフアチジン酸 (Sigma)､ミダゾラム (WakoPure

Chemicallndustries,Japan)をクロロホルムとメタノール混合溶媒 (クロロホルム :メタ

ノール-2:1)で希釈し､ホスファチジルコリン､コレステロール､ジバミル トイルホス

フアチジン酸､ミグゾラムをモル比 1:1:0.1:0.5で混和し､この溶液をェバボレータ-
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(45℃)を用いて蒸発させ脂質フイルムを作製した｡この脂質フイルムを 1時間真空ポン

プにかけ乾燥させた後､0.1N塩酸溶液 2mlを加え､ウオーターバス (60℃)の中で振逢

させることにより､脂質フイルムからリポソームを浮遊させることによって従来型リポソ

ームの懸濁液を作製した｡作製したリポソーム懸濁液から0.5mlを取り出し､pH7.6の0.2M

トリスー塩酸緩衝溶液を7.5ml加え､4℃で冷蔵保存した｡

PEG･細粒化リポソームの作製

従来型リポソームの作製方法と同様の過程で､ホスファチジルコリン､コレステロール､

ジバミル トイルホスフアチジン酸､およびミグゾラムの溶液に､PEG (Sigma)を総脂質

mol量の9m01%になるように加え､クロロホルムとメタノール混合溶媒 (クロロホルム :

メタノール-2:1)で希釈し､エバポレーター (45℃)を用いて蒸発させ脂質フイルムを

作製した｡従来型リポソームと同様に､0.1N塩酸溶液にリポソームを浮遊させることによ

ってPEG化ミグゾラム封入リポソーム懸濁液を作製した｡このリポソーム懸濁液中に超音

波照射装置(SNIFIER250､BRANSON社)のプローブを挿入し､Output5､Dutycycle30%

で5分間超音波処理することによって細粒化を行い､PEG･細粒化リポソームを作製した｡

リポソームの分取

従来型リポソームは遠心分離器 (TX･160TOMY)を用いて､15,000G､4℃の条件下で
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20分間遠心分離した｡分離後上清を取り出し､リポソームの沈殿物に0.2M トリスー塩酸

緩衝溶液 (pH7.6)を 8ml加えた｡一方､細粒化したリポソームは遠心分離で分取できな

いため､ゲルろ過クロマ トグラフィーを用いてPEG･細粒化リポソームを分取した｡ゲル

ろ過クロマ トグラフィーは､直径2.4cm､長さ25cmの管にゲルSephadexG-50fine(GE

Healthcare)を充填し､移動相には 1M トリスー塩酸緩衝溶液 (pH7.6)を用い､流速は

0.5ml/minとした｡超音波照射処理をした溶懐2mlをゲル上端に添加した後､溶出液を2ml

ずつ連続して50fraction回収した｡

粒子径の測定

分取した従来型リポソームに8mlの0.2M トリスー塩酸緩衝溶液を加えた後､動的光散

乱式粒度分布計 (DLS･6000､大塚)を用いて粒子径を測定した｡また､PEG･細粒化リポ

ソームは､ゲルろ過クロマ トグラフィー後､最も白濁したfractionを測定することとしたQ

)'D Vjvo実験での対象動物

対象として､10-u週齢､体重2.06±0.05kg(2.0-2.1kg)の雄クリーンニュージーラン

ドホワイ トウサギ (日本エスエルシー株式会社､浜松市)を13匹使用した｡岡山大学動物

実験管理委員会の承認を受けて行った (承認番号OKU-2011229)｡室温25℃の飼育室にて

固形飼料と水を与えながら1週間の予備飼育後､実験した｡また､実験 3目前より固形飼
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料をAIN93M (オリエンタル社)の成分中のセルロースをアルファルファ (繊維質 30.0%

以下)と置換したものに変更した｡

)'DVIvo実験方法

ウサギは吸入麻酔薬であるイソフルラン2.5%～4.0%の濃度で麻酔し､末梢動脈から持続

的に採血するために､鼠径部より大腿動脈にカテーテルを挿入した｡また､試験薬を投与

するために､鼻から14cmの長さを目安に6Frの胃管チューブを挿入した｡最終的な胃管

チューブの挿入長さは､聴診器で送りこんだ空気音を聞いて決定した｡イソプルラン吸入

による麻酔終了後60分以上経過してから､ウサギの脚の動きや開眼の状態から判断してウ

サギが覚醒したことを確認し､胃管チューブからミグゾラム原液､従来型リポソーム､ま

たは PEG･細粒化リポソームのいずれかを投与した｡いずれもミグゾラムの投与量が

2mg/kgとなるように､さらに溶液のpHが7.6になるように調整し､ミダゾラム原液は生

食で､リポソームは生食とトリスー塩酸緩衝溶液で 10mlに希釈 して同量投与した｡試験溶

液は60秒間かけて胃管チューブより投与し､その後2mlの生理食塩水で 10秒間かけてチ

ューブ内の溶液を後押しした｡

末梢動脈血のサンプルは､溶液投与前､投与後5､10､20､30､60､90､120､180､240､

300､および360分後に 1.Omlずつ大腿動脈より採血し､1,500G､室温で 10分間遠心分離

を行い､分離した血衆を･20℃で凍結保存した｡
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血衆サンプル中のミダゾラム濃度は高速液体クロマ トグラフイ(HPLC)を用いて測定し

た｡前処理として､生理食塩水0.5m1､0.1M リン酸二カリウム溶液 1ml､内部標準物質 (ジ

アゼパム2〃g/ml)0.1mlおよびジェチルエーテル5mlを血東サンプル0.5mlに加え､120

分/回の速度で振塗後､1,500Gで 10分遠心した後､エーテル層を分散した｡エーテル層に

蒸留水4mlを加え､120回/分で 10分振鞄後､1500Gで再度遠心分離を行い､エーテル層

を分散した｡エーテルを蒸発乾固させ､残軽にメタノール :アセ トニ トリル :0.01M リン

酸二水素カリウム-2:9:9で混ぜた溶液を200pl加え､50FLlをHPLC装置に注入したO

薬物動態解析

薬物動態の解析は Yamaokaら 24)の非線形二乗法に基づいた薬物動態解析プログラム

(multi.xls)を用いた｡経口投与後におけるミグゾラムの血中濃度は一次吸収のある 1･コ

ンパー トメントモデルに基づいて推移するものと仮定し､時間tにおけるミダゾラムの血中

濃度は上記プログラムにより当てはめて計算した｡

長期保存におけるミグゾラムの封入率の変化

従来型リポソームおよびPEG･細粒化リポソームを作製し､分取後4℃で冷蔵保存した｡

封入率は分散したリポソーム溶液中のミグゾラム濃度を､分取前のリポソーム溶液中のミ

ダゾラム濃度で除することによって算出した｡作製直後､ 3週間後､6週間後にリポソー

ム中のミダゾラム濃度をHPLCを用いて測定し､封入率を求め､比較検討を行った｡
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統計処理

各実験における有意差は､統計処理ソフト(PRISM⑧Version4.Oc,GraphPadSoftware,

SanDiego,USA)を使用し､One-wayANOVAまたはTwo-wayANOVAを用い､危険率

5%未満 (P<0.05)で有意差ありとした｡

結 果

細粒化 (粒子径の比較)の結果

従来型リポソームとPEG･細粒化リポソームの粒子径の比較を行ったところ､従来型 リ

ポソームの平均粒子径は1502.3士253.1nm (n=6)であり､PEG･細粒化リポソームの平均

粒子径は241.9士92.4nm (n=6)であった｡図 1は､従来型リポソームとPEG･細粒化リポ

ソームの粒子径の代表的な分布を示している｡

Znvjvo実験の結果

ミダゾラム原液､従来型 リポソーム､PEG･細粒化リポソームをそれぞれウサギに経口

投与した時の､血中ミダゾラム濃度の経時的な変化を図2に示す｡5､10､および 20分に

おいてミダゾラム原液と比較して､PEG･細粒化 リポソームの血中ミグゾラム濃度は有意

9



に高値であった｡さらに､5､および10分においては従来型リポソームと比較しても､PEG･

細粒化リポソームの血中ミグゾラム濃度は高値であった｡ミグゾラム原液､従来型リポソ

ーム､PEG･細粒化リポソームの血中濃度曲線下面積 (Au°)を図3に示す｡ミグゾラム

原液と比較して､PEG･細粒化リポソームのAUCは有意に高かったが､従来型リポソーム

とPEG･細粒化リポソーム間ではAUCに有意な差は認められなかった｡

長期保存における封入率の変化の結果

従来型リポソームとPEG･細粒化リポソームの長期保存における封入率の変化を図4に

示すOリポソーム作製後3週間において､従来型リポソームの封入率は50.7士3.8% (n=6)

で､PEG･細粒化リポソームの封入率は 78.7土4.5% (n=6)であり､封入率が有意に高か

った｡また､リポソーム作製後6週間においても､従来型リポソームの封入率は22.2土2.9%

(n=6)で､PEG･細粒化リポソームの封入率は73.4土3.1%(n=6)であり､封入率が有意

に高かった｡

考 察

pEG化リポソームは､脂質フイルムを作製する段階でPEGを添加することにより作製

される.本研究は､Tomoyasuら9)の方法を用いてリポソームを作製し､PEG化を行うこ
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ととした｡PEGの種類は商品化されているだけでも多数存在し､PEG化リポソームは､修

飾するPEGの分子量､鎖長､末端基によってその性質は異なる25)｡多数あるPEGの中で､

リポソームの PEG 化に頻用 されるのは､N･(carbonyl･methox叩01yethyleneglyco1

2000)I1,21distearoyl･sn･glycero13･phosphoethanolaminesodiumsalt(DSPEIPEG)であり

22,23,26-28)､PEG化リポソームを薬物担体としたもので､唯一商品化されている抗悪性腫痴

剤のドキソルビシンを封入したリポソーム製剤である､ドキシル⑨にもこの PEGが用いら

れている29)｡よって､今回の研究ではリポソームのPEG化にDSPEIPEGを用いることと

した｡

リポソームに対するPEGの修飾量は､修飾するPEGの種類を問わず､総脂質mol畳の

3-10m01%であることが多い22,23,26･28,30,31)｡また､リポソームをPEG化すると､薬物の封

入率が低下するという報告がある32,33)｡そこで､予備実験でPEGの修飾畳を総脂質畳に対

して 3､6､9m01%の PEG化リポソームおよび従来型リポソームを作製し､作製直後およ

び 1週間後の封入率を測定し､比較したところ､作製直後および 1週間後ともに､それぞ

れの封入率に有意差は認めず､短期間での封入率は PEG化､PEGの修飾畳と関係がない

と考えられた｡本研究においては､いくつかの報告 30,31)を参考にPEGの修飾量をリポソー

ムの総脂質量に対して9m01%となるように調整し､実験を行うこととした｡

リポソームを細粒化する方法として､超音波処理法､エクス トルージョン法､フレンチプ

レス法などがある｡超音波処理法はリポソームに､超音波処理をすることにより､粒子の
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細粒化を行うものである｡手法が簡便であることから､最も頻用されているが､超音波処

理時に発熱が起こるため､熱安定性の低い薬物をリポソームに封入するには好ましくないC

また､超音波処理で用いるソニケ一夕一にはプローブ型とバス型の 2種類があるが､どち

らもリポソームの細粒化に用いられている｡エクス トルージョン法やフレンチプレス法は､

微細なリポソームを加熱すること無く調製できるので､抗悪性腫癌剤のような熱に対して

安定性の悪い薬物を封入するのに適している｡本研究で作製するリポソームは､封入する

薬物であるミグゾラムが､物理化学的に安定な薬物であることから､上記のどの方法を用

いても細粒化が可能であると考えられた｡超音波処理法に比較して､エクス トルージョン

法､フレンチプレス法は操作が煩雑で､特殊な器具を必要とするため､本研究では超音波

処理法を用いてリポソームの細粒化を行うこととし､ソニケ一夕-はプローブ型を用いる

こととした｡

超音波処理法でリポソームを細粒化すると､リポソームの粒子径は数十nmまで細粒化

することができる34)とされるが､予備実験において､従来型リポソームを10分以上超音波

処理したところ､ミグゾラムの封入率が著しく低下した｡5分間の超音波処理後のリポソー

ムの粒子径を､動的光散乱式粒度分布計を用いて測定したところ､従来型リポソームの粒

子径は平均 1502.3nmであったが､細粒化した後の粒子径は平均で241.9nmであった｡超

音波処理を長時間行うことにより､粒子径を更に小さくすることは可能であると考えられ

たが､今回の研究では､)'DVJ'T'Dの実験において､リポソームに封入されたミダゾラムの必
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要量を確保しなければならなかったため､5分間の超音波処理で行うこととした｡

本研究では､長時間にわたって動脈血を経時的に採血する必要があったため､比較的大

きな動物が実験対象となる｡Tbmoyasuら9)はウサギに従来型リポソームを静脈内投与した

時の血中時間一薬物濃度曲線は､同量のミダゾラム溶液を静脈内投与した場合と近似して

いるという報告している｡ヒトの小腸はミダゾラムを最も吸収する部位であり､また､ミ

ダゾラムの代謝に関与するCYP3Aを含むチトクロムP450(CYP)を豊富に持つといわれ

ている 35)｡ウサギも同様に小腸に CYP3Aをもつことが知られており､ヒトと同様にミダ

ゾラムが代謝されることが知られている 36)｡よって､過去の研究 9)と同様に､実験の対象

動物としてウサギを用いることとした｡

今回の研究は､薬物を経口投与するため､ウサギの消化管に滞留物が存在すると､滞留

物により薬物吸収に影野を与え､実験結果にばらつきがでる可能性があると考えた｡一般

的に用いられているウサギの飼料の栄養素中で､最も消化に時間がかかると考えられるの

は繊維質であった｡そこで､繊維質の量を減量してウサギに与えることし､ウサギの餌と

して通常使用されている AIN93M (オリエンタル社)の成分中のセルロースをアルファル

ファ (繊維質 30.0%以下)と置換したものを特注し､実験 3日前よりその飼料を与えるこ

ととした｡

本研究で､ミダゾラム原液､従来型リポソーム､PEG･細粒化リポソームを経口投与し

たところ､PEG･細粒化リポソーム投与後のミダゾラム血中濃度は急速に上昇し､投与後5
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分､10分においてミグゾラム原液および従来型リポソーム投与後の血中濃度よりも有意に

高値となったOよって､従来型リポソームと比較してバイオアベイラビリティが向上した

と考えられる｡1bmoyasuら9)は､ミダゾラム原液を経口投与した場合と比較して､従来型

リポソームのバイオアベイラビリティは高くなったと報告しているOこれは､ミグゾラム

がリポソームに封入されることによって､小腸での初回通過効果を回避したことによるも

のではないかと示唆している0本研究は､従来型リポソームの表面をPEGで修飾すること

によって､小腸での初回通過効果の回避をさらに促進し､RESの捕捉もある程度回避した

のではないかと考えられる｡

リポソームを経口投与に応用する際､リポソームがインタクトな形で腸管から吸収され

るか否かが大きな研究課朋となり､さまざまな角度から研究がおこなわれてきた 14118)Oた

とえばPatelら37)はウサギの回腸での港流実験により､ジミリストイルホスファチジルコ

リン (DMPC):コレステロール (Chol):ジペプチジルカルボキシペプチダー (DCP)リ

ポソームに封入したイヌリンが吸収されていることを認めた｡また､Takeuchiら17)の報告

では､ラット胃内投与されたナノサイズ (182mm)のリポソーム粒子はマイクロサイズ (4.1

〟m)の同粒子に比較して空腸部や回腸部の粘膜層の深部へ有意に浸透することが示されて

いる｡本研究において､細粒化することによってリポソームがインタクトに胃腸管から吸

収されたかどうかは不明であるが､バイオアベイラビリティが向上したことから､その可

能性はある｡
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リポソームは脂質を用いて作製されるため､その保存に問題があるとされている 38)｡リ

ポソーム製剤として販売されているドキシル①の使用期限は20か月 29)であり､アムビゾ-

ム㊥(アムホテリシンB製剤)の使用期限は36か月39)である｡しかし､それらと比較して

も従来型リポソームは､作製後 3週間で封入率が著しく低下するという問題点があった｡

リポソームに封入した薬物の漏出の原因として､リポソーム膜の加水分解によるもの 40)､

リポソーム同士が凝集､融合することによるものがある 38)｡従来型リポソームは多重層リ

ポソーム (MultilamellarⅥ∋sicles:MW)であり､核内の薬物が漏出しにくいと考えられる

が､従来型リポソームは､封入されたミダゾラムのモル濃度と､リポソームを構成してい

るホスファチジルコリンのモル濃度の比が 1:2に達しており､ドキシル①のドキソルビシン

とホスファチジルコリンのモル濃度の比 1:4と比べて薬物のモル濃度の比が高い｡よって､

友安ら7)は､ミダゾラム分子はリポソームの中心の核のみならず､リン脂質膜にも封入され

ている可能性が高いと考え､そのために薬物が漏出しやすいのではないかと考察している｡

本研究で作製したPEG･細粒化リポソームは､リン脂質膜に封入されたミダゾラムのうち

不安定なものが､超音波処理の段階で溶液中に漏出したため､その後の長期保存における

封入率が改善していたのではないかと考えられた｡また､リポソームは水溶液中で長期間

保存するとリポソーム同士で融合し､粒子径が増大するとされている 41)｡ リポソーム表面

をPEGで修飾することにより､PEG鎖が形成する水和相とPEG鎖自体による立体障害

により､リポソームは安定化し 21･42)､リポソーム同士の融合が抑制されたと考えられる｡
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さらに､凍結乾燥による長期保存の試みでは 43･45)､リポソームの粒子径が小さい程､薬物

の漏出が少ないとの報告があることから 46)､細粒化することも長期安定性を向上させた要

因であったと考えられる｡

結 語

本研究において､ミダゾラムを封入した従来型リポソームの PEG化と細粒化を行った｡

ウサギを用いた Jh vjTJD実験において､作製されたPEG･細粒化リポソームを経口投与し

たところ､ミダゾラム原液を経口投与した場合と比較して高いAUCを示した｡また､従来

型リポソームと比較して､6週間の封入率は高く維持された｡リポソーム製剤を実用化させ

るために､バイオアベイラビリティおよび長期安定性は重要なファクターであるといえる｡

本研究によって作製されたPEG･細粒化リポソームはまだ改良の余地はあるが､臨床応用

が期待できるシーズであると考えられる｡
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表題脚注

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科

機能再生 ･再建科学専攻

歯科麻酔 ･特別支援歯学分野

(指導 :宮脇卓也教授)
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図表の説明

図 1.リポソームの粒子径の分布

A:従来型リポソーム

B:PEG･細粒化リポソーム

図2.血中ミダゾラム濃度の経時的変化

★…p<0.001 , …P<0.01:PEG･細粒化 リポソームとミダゾラム原液との比較

#P<0.05:PEG･細粒化 リポソームと従来型 リポソームとの比較

平均値±標準偏差を示す｡

図3.血中濃度曲線下面積

★★P<0.01,★P<0.05 :ミグゾラム原液との比較

平均値±標準偏差を示す｡

図4.ミダゾラムの封入率の変化

★…P<0.001:直後の封入率との比較

平均値±標準偏差を示す｡

26


