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ADI  acceptable daily intake 

ANOVA  a-one way analysis of variance 

API  active pharmaceutical ingredient 

AUC  area under the concentration versus time curve 

BALF  bronchoalveolar lavage fluid 

BCS  biopharmaceutics classification system 

BHT  butylated hydroxytoluene 

CFC  chlorofluorocarbon 

Cmax  maximum concentration 

CMC  critical micelle concentration 

CsA  cyclosporine A 

CV  coefficient variation 

DDS  drug delivery system 

DE  dry-emulsion 

DLS  dynamic light scattering 

DMEM  dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium  

DPI  dry powder inhaler 

DSC  differential scanning calorimetry 

FPF  fine particle fraction 

FT-IR  fourier transform infrared spectrometer 

GMO  glycerol monooleate 

HPC  hydroxypropyl cellulose 

hpGMO  highly purified glycerol monooleate 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HPMC  hydroxypropyl methylcellulose 

IEC  intestine epithelial cells 

IL-2  interleukin-2 

LD50  50% lethal concentration 

LDH  lactose dehydrogenase 

LSD  least significant difference procedure 
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MC  methylcellulose 

MAT  mean absorption time 

MeBMT  (4R)-4-[(E)-2-butenyl]-4,N-dimethyl-L-threonine 

MDA  malondialdehyde 

MDI  metered-dose inhaler 

MDT  mean dissolution time 

MRT  mean residence time 

OVA  ovalbumin 

PBS  phosphate buffer saline 

PLM  polarized light microscopy 

PM  physical mixture 

pMB  poly (2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine-co-n-butyl methacrylate) 

PVP  polyvinylpyrrolidone 

RH  relative humidity 

RP  respirable powder 

SEM  scanning electron microscopy 

SD  solid dispersion 

SMEDDS  self-microemulsification drug delivery system 

SNEDDS  self-nanoemulsification drug delivery system 

SMSD  self-micellizing solid dispersion 

TEM  transmission electron microscopy 

TBA  thiobarbituric acid 

TBARS  thiobarbituric acid reactive substances 

Tmax  time to maximum concentration 

T1/2  half-life time 

UPLC  ultra performance liquid chromatography 

WM  wet-milling 

XRPD  powder X-ray diffraction 
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緒論  

近年，High-throughput screening や  Combinatorial chemistry を始めとする

創薬技術の発達に伴い，数多くの医薬品候補化合物が効率的に生み出されて

いる．しかし，創生される新規化合物における難溶性物質の割合が増加して

おり，約  70% 程度が難溶性薬物であると言われている  [1]．これらは，治

療薬候補として高いポテンシャルを持つものの，その溶解性の低さから臨床

応用が非常に困難となっている．また，現在上市されている薬物の速放性経

口製剤中の有効成分についても，約  40% が日本薬局方の通則で定義される

「ほとんど溶けない」 (＜100 g/mL) に分類されると報告がある  [2]．溶解

性の低さは，既存の難溶性の治療薬に関しても，薬物の高用量投与，投与後

の血中濃度のばらつきや新たな剤形開発の制限等のデメリットをもたらし

ている．このような背景から，新医薬品の創生のみならず  Product life cycle 

management の観点からも，実用的な溶解性改善技術開発が切望されている． 

Biopharmaceutics Classification System (BCS) は，薬物の溶解性と膜透過性

の高低に基づき，化合物を  4 つの  Class に分類  (Fig. 1) することで大局的

な消化管吸収挙動の考察を可能とした  [3]．高い溶解性と膜透過性を有する  

 

 

 

 
Fig. 1 The Biopharmaceutics Classification System (BCS) as defined by 

Amidon et al. [3] 
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Class I 化合物は良好な経口吸収性を示す傾向にあり，創薬においては  Class 

I に属する医薬候補化合物の選択が理想的である．一方，Class III 化合物は

高い溶解性と低い膜透過性を特徴とし，膜透過性向上を目的とした吸収促進

剤の添加やプロドラッグ化等による  Bioavailability (BA) 向上が多数報告さ

れている  [4-6]．また，BCS class IV に属する薬物は低溶解性かつ低膜透過

性という特性を持つために消化管吸収性が悪く，一般的に製剤化が難しいの

が現状である  [7]．一方，Class II 薬物においては溶解度の面に問題を認め

るものの高い膜透過性を有するため，吸収過程において溶解速度律速の吸収

を示し，化合物の物性，特に溶解性の変化が消化管における吸収性に大きく

影響する  [8]．このような特徴から，Class II 薬物においては溶解性の改善

を主軸とした製剤開発が非常に効果的である．難溶性薬物の溶解性改善を目

指した技術として，塩の形成，粒子の微細化，固体分散体製剤，シクロデキ

ストリンを始めとする添加剤による複合体化及びエマルジョン製剤等，数々

の手法が検討されており，これらの応用によって  BCS class II 薬物の  BA 

及び薬理作用の向上が多数報告されている  [9-12]．  

Cyclosporine A (CsA) (Fig. 2) は，BCS class II に分類される難溶性薬物であ

り，薬理作用としてヘルパー  T 細胞に対するインターロイキン -2 等のサイ

トカイン産生の阻害を示す  [13]．この作用により強力な免疫抑制作用を示す

ため，現在臨床においては主に臓器移植後における拒絶反応の抑制，リウマ

チ等の自己免疫性疾患の治療薬として広く使用されている  [14]．また，CsA 

にはこれ以外にも数多くの薬理作用が報告されており，抗真菌活性，抗寄生

虫活性及び抗炎症作用等が確認されており，中でも強力な抗炎症作用は種々

の炎症性疾患への応用が期待されている  [15]．しかし，この様な臨床応用に

あたり，CsA の物性の悪さ，すなわち高脂溶性  (log P: 2.92) [16] であり溶

解度が非常に低い  (20 g/mL) ことに起因する  CsA の消化管吸収・血中濃

度のばらつき，狭い治療域のために副作用の発現が問題となるため，溶解性

が優れる吸収再現性のよい製剤の開発が望まれている．また，現在上市され

ている製剤は注射剤を始めとする液体製剤，Emulsion 前濃縮液のソフトカ

プセル製剤のみであり，剤形選択，製剤安定性，製造コストのみならず臨床

における患者の利便性やコンプライアンスの面からもハンドリングのよい

固形製剤の開発が望まれている．  
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Abu: (2S)-2-アミノ酪酸，MeGly: N-メチルグリシン  

MeLeu: N-メチルロイシン，MeVal: N-メチルバリン  

Fig. 2 Chemical structure of cyclosporine A.  

 

 

近年，CsA が喘息モデル動物において，喘息病態への寄与が大きいとされ  

る好酸球の成熟・分化の抑制作用，気道組織における好酸球浸潤抑制作用を

示すことが報告されている  [17, 18]．動物モデルのみでなくステロイド依存

性の慢性喘息患者に対する臨床試験  [19-21] においても  CsA の有効性が認

められており，CsA の喘息治療薬としての臨床応用が強く期待されている．

しかし，通常の製剤処方では低い  BA 及び血中濃度のばらつきが問題とな

る．加えて，経口投与による使用では腎毒性や肝毒性を始めとする全身性の

副作用発現が懸念されることから全身曝露を回避するための適切な  Drug 

delivery system (DDS) の開発が求められる．  

肺特異的な薬物送達はインスリン等の生理活性ペプチド  [22-24] や，難溶

性薬物の吸入剤  [25-27] の新しい投与経路として注目されており，これまで

に肺深部への到達率の高い製剤が多数開発されている  [28-33]．吸入製剤は，

呼吸器系疾患への適用が多く，特に気管支喘息ならびに慢性閉塞性肺疾患等

への適用が国内外を問わず尐なくない．これらの疾患は呼吸器周辺を病変部

位とするため，患部特異的かつ低用量の投与が可能である吸入製剤は，投与

量の減量，全身性副作用回避と薬効の向上の達成が可能であり，呼吸器系疾

患に対して最も効果的な剤形であると考えられる．吸入剤の種類としては，

大きく分けて，ネブライザー，定量噴霧器  (MDI: Metered-dose inhaler) 及び

粉末吸入剤  (RP: respirable powder) の 3 種類が実用化されている  (Table 1) 
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[34]．これらのうち，ネブライザー及び  MDI は薬物を含む溶液を種々の手

法によりエアロゾル化させたものを吸入する形態をとっている．一般的に，

溶液状態における薬物は固形製剤と比較して化学的安定性が低く，保存期間

中の薬物分解が危惧される．また，タンパク及びペプチド医薬品に関しては

分解だけでなく溶液状態での凝集を示し，時として不溶性のフィブリル形成

による細胞毒性が生じる  [35]．一方，RP は固体粉末製剤であるため，保存

安定性は溶液製剤と比較して高く，加えて局所に高濃度の薬物を送達可能で

あるために薬理効果の改善が期待できる．これらの観点から，RP の様々な

有用性が示唆されるが，難溶性薬物を用いた  RP においては，やはり有効成  

 

 

Table 1 Advantages and disadvantages of respirable formulations [34]. 

Types Proper ages Advantages Disadvantages 

Nebulizer Any age 

No patient training 

High dose possible  

Dose modification possible 

No CFC release 

Limited portability 

Long treatment regimens 

Excessive drug consumption 

Pressurised gas source required 

Contamination possible 

Performance variability 

Expensive 

Biotheraputics unavailable 

MDI > 5 years 

Portable and compact  

Short treatment time 

Simple formulations 

No contamination of contents 

High dosing reproducibility 

Patient training required 

Device actuation required 

High pharyngeal deposition 

Cold sensation 

Potential for abuse 

Use of chloro fluoro carbon propellant 

Not all medications available  

RP > 5 years 

Portable and compact 

Breath actuated 

Less patient training 

Short treatment time 

No propellant 

Biotherapeutics available 

High inspiratory flow needed 

Oropharyngeal deposition 

Difficult to deliver high doses  

Not all medications available  
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分の溶解性が問題となりその製剤化及び臨床応用が限定される．薬効の発現

には薬物の溶解が必須であり，加えて溶解速度が非常に遅い場合，不溶性微

粒子は気道粘膜でのクリアランスをうける．そのため，十分な活性の発現に

は適切な製剤化が求められる．  

薬物の体内動態を精査する際，複雑な吸収，分布，代謝及び排泄過程を理

解するため，モーメント解析法によるデコンボリューション解析が非常に有

用である  (Fig. 3)．デコンボリューション法によって，製剤の崩壊・溶出か

ら体外への薬物の排泄までの過程を平均溶解時間  (MDT: mean dissolution 

time)，平均吸収時間  (MAT: mean absorption time) 及び平均滞留時間  (MRT: 

mean residence time) に分解して考えることで，吸収，分布，代謝及び排泄過

程における薬物の生態内動態の詳細情報を必要としない，時間的概念による

解析が可能である．難溶性化合物の易溶化製剤化による溶解性及び膜透過性

等の改善は  MDT 及び  MAT の短縮に繋がる．つまり，薬物の吸収に要する

時間が短縮され，薬効発現までの時間が短い切れ味の良い製剤の開発が期待

できる．製剤の溶解過程を考えるとき，溶解速度は  Noyes-Whitney の式  [36, 

37] に従うため粒子の微細化や固体分散体化は  MDT の短縮に有効である．

一方，吸収過程を考えるとき，膜透過性に影響を及ぼす製剤化，すなわち膜

透過性を亢進させる  Absorption enhancer の添加やミセル形成を特徴とする  

Emulsion 製剤や自己乳化型製剤  [38, 39] は  MAT の短縮に効果的であると

考えられる．  

 

 

 

Fig. 3  Deconvolution method for solid formulations.  
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本研究では  CsA の製剤化による物性改変が，薬物の吸収性や  BA の向上

等の生物薬剤学的な改善にもたらす影響を明らかとするため，アプローチの

異なる  3 種の可溶化技術を適用した製剤を開発した．第  1 章では，CsA の

固体分散体化による  MDT の短縮をターゲットとし，CsA に対して  湿式粉

砕  (WM: Wet-milling) 法  [40] を適用した  WM-SD (SD: Solid dispersion) 製

剤について各種物性及び消化管吸収性評価を行った．第  2 章では，ミセル

形成による膜透過性の向上を目指し，界面活性剤としてモノオレイン酸グリ

セリンを使用した  Dry-emulsion (DE) 製剤を開発してその物性検討を行っ

た．更に，肺特異的デリバリーのオプションとして  RP への応用による副作

用回避及び薬理作用改善に関する有用性評価として喘息モデル動物におけ

る抗炎症作用及び全身曝露リスク評価を行った．第  3 章では，WM-SD 製

剤の新たな担体として自己ミセル形成能を有する両親媒性水溶性高分子で

ある  poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine-co-n-butyl methacrylate) 

(pMB) を用いることで，WM-SD 製剤と  Emulsion 製剤の特徴を併せ持つ自

己ミセル形成型固体分散体  (SMSD: Self-micellizing solid dispersion) を開発

して検討を行った．本検討では，特徴の異なる  3 種の製剤学的アプローチ

を用いて製剤化による物性改変が溶解性及び吸収過程に与える影響を明ら

かにし，BCS class II に分類される化合物に最適な製剤化アプローチの開発

を試みる．  
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第  1 章  湿式粉砕法を応用した固体分散体製剤  

第  1 節  序論  

本章では，Wet-mill 法によって高い溶解性及び経口吸収性を有する  CsA

固体分散体製剤の調製を試みた．難溶性化合物の水への溶解性を改善する手

法として、微細化や固体分散体による非晶質化などが検討されており，操作

が簡便またスケールアップが容易である等の理由から，粉砕による薬物の微

細化が広く用いられている．粉砕法は大きく乾式粉砕と湿式粉砕に分類され，

乾式粉砕においては通常  1 m 程度の微粒子までの粉砕が可能である．一方，

湿式粉砕では溶媒が一種の粉砕助剤となるため，粒子径をナノメートルオー

ダーにまで粉砕が可能である  [41, 42]．微細化の結果，表面積の増加，すな

わち  Noyes-Whiteny 式に従った溶解速度向上，Ostwagd− Freundlich 式に従

った溶解度向上を示すため微細化は溶解性改善に非常に有用である  [36, 37]． 

固体分散体は，「溶融法，溶媒法又は溶融 -溶媒法により調製された，固体

状態で不活性な担体又はそのマトリックス中に，1 種又はそれ以上の活性成

分が分散したもの」  [43] と定義され，難溶性薬物の溶解性改善技術として

注目されている  [44-47]．固体分散体製剤の調製において，使用する製剤担

体の適切な選択は分散している薬物の溶解度，溶出性，過飽和特性の発現ま

た製剤安定性にも密接に関連する．固体分散体に適する担体について，これ

まで多数の報告がされており，セルロース誘導体，ポリビニルピロリドン，

アクリル酸ポリマー，ポリエチレングリコール，糖アルコール及びコラーゲ

ン等非常に多く化合物を用いた製剤の検討が行われている  [48-52]．特にセ

ルロース誘導体は医薬品添加物としての使用実績及びその毒性の低さから

汎用性が高く，その有用性が多数報告されている．  

本章では，CsA に対して  Niwa ら  [40] によって開発された  Wet-mill 法

を応用した新処方の固体分散体製剤の開発及び処方最適化を試みた．処方最

適化検討では，セルロース誘導体を中心とした種々の水溶性高分子を製剤担

体として利用した  Wet-milled solid dispersion (WM-SD) 製剤を調製し，より

高い溶解性をもつ固体分散体製剤を目指した検討を行った．調製した  

WM-SD 製剤は各種物性評価に加えて溶解性改善に寄与する薬物 -ポリマー

間における分子間相互作用の解析，経口吸収性改善の指標として，ラット経

口投与後における  CsA 血中濃度推移についても併せて検討を行った．  
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第 2 節  実験方法  

1-2-1 試薬  

CsA は  ILS 株式会社  (Ibaraki， Japan) より提供された．Hydroxypropyl 

cellulose (HPC-H, HPC-L 及 び  HPC-SSL) ， Hydroxypropylmethylcellulose 

(HPMC)，Methylcellulose (MC)，Polyvinylpyrrolidone (PVP K-30 及び  K-90) 及

び  Pullulan は  信越化学  (Tokyo， Japan) より購入した．HPLC グレードの

エタノール及びアセトニトリルは関東化学  (Tokyo，Japan) より購入した．

臭化カリウム，塩酸及び酢酸アンモニウムは和光純薬  (Osaka， Japan) より

購入した．その他，使用した試薬は市販の特級規格品を使用した．  

 

1-2-2 製剤調製法  

WM-SD 製剤は，Niwa らの方法  [40] を一部改変して調製した．  

水溶性高分子は，MC，HPC-H，HPC-L，HPC-SSL，PVP K-30，PVP K-90，

HPMC 及び  Pullulan について検討を行った．Amorphous CsA を  100 mg 秤

量し，0.5 mm のジルコニアビーズとともに  Thinky mixier (ARV-250, Thinky 

Co.Ltd., Tokyo, Japan) の容器に入れ，3 mg/mL のポリマー溶液を加え攪拌を

行った．本製剤の調製における攪拌 /粉砕は，4 段階から成っている．(1) 1,000 

rpm で  2 min，0.3 mL のポリマー水溶液を加えて攪拌， (2) 2,000 rpm で  2 

min, 1.3 mL のポリマー水溶液を加えて攪拌，(3) 2,000 rpm で  2 min，10 mL 

ポリマー水溶液を加えて攪拌， (4) 400 rpm で  1 min，10 mL ポリマー水溶

液を加えて攪拌した．粉砕後，20 mL の懸濁液を液体窒素で凍結し，FD-81 

freeze drier (Tokyo rikakikai． Tokyo， Japan) により凍結乾燥したものを  

WM/CsA 製剤とした．対照製剤として  CsA と水溶性高分子を  WM/CsA 製

剤と同様の割合で混合した  Physical Mixture (PM) を調製した．  

含量は  Waters Acquity UPLC system (Waters，Milford，USA) より定量した．

カラム温度は  65°C に設定し，移動相としてアセトニトリル  (A)，5 mM 酢

酸アンモニウム  (B) を用いた．詳細を以下の表に示す  (Table 2)．  
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Table 2  Chromatographic conditions for determination of CsA amount.  

 

Column 
Waters Acquity UPLC

TM
 BEH C18 Column (Waters) 

(particle size: 1.7 m, column size: 2.1×50 mm) 

Column temperature 65°C 

Mobile phase 

Solution A: Acetonitrile  

Solution B: Milli Q containing 5 mM ammonium 

acetate 

Construct a gradient program as follow:  

Time (min) % Solution A % Solution B 

Initial 80.0 20.0 

1.00 80.0 20.0 

3.00 95.0 5.0 

4.00 95.0 5.0 

4.01 80.0 20.0 

5.00 80.0 20.0 
 

Detection 

SQ detector (mass spectrometry)  

Ionization mode: Electron spray ionization (+)  

Selected ion recording: 1202, 1203 and 1204 (CsA) 

Flow rate 0.25 mL/min 

Injection volume 5 L 

Sample temperature 15°C 

Acquisition time 5 min (for assay) 

Retention time CsA: ca. 3.0 min 
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1-2-3 溶解性評価  

1-2-3-1 溶出試験  

溶出試験は，溶出試験液としてミリ  Q 水  100 mL 又は溶出試験第  1 液を

用い，室温下で  300 rpm (SST-66: Shimadzu, Kyoto, Japan)，60 min の試験を

行った．試料は  WM/CsA 製剤，PM 製剤，Crystalline CsA 及び  Amorphous 

CsA を  CsA 量として  3 mg 含有する製剤量を秤量した．試験開始後  1，3，

5，10，15，30 及び  60 min において溶出液を  200 L 採取，0.22 m メン

ブレンフィルターによりろ過し，等量のエタノールで希釈したものを試料溶

液とした．調製した試料溶液中  CsA は  1-2-2 に示した条件で  UPLC/MS 

system を用いて定量した．  

 

1-2-3-2 溶解度測定  

非晶質状態の  CsA の平衡溶解度  (水 ) の測定を行った．溶解度に対して過

剰量の  CsA (CsA 量として  1 mg/mL) をミリ  Q 水中に懸濁し，懸濁液を室

温で  72 h 振盪した．振盪後，懸濁液を  0.22 m メンブレンフィルターを用

いろ過し，直ちに等量のエタノールを加えたものをサンプルとした．サンプ

ル中  CsA の定量は，1-2-2 に示した条件で  UPLC/MS system を用いた．  

 

1-2-3-3 再結晶  

結晶状態の  CsA を得るため，過飽和状態の溶液の冷却することで CsA の

再結晶化を行った．アセトンに過剰量の非晶質  CsA を溶解させ，－20°C 条

件下で 24 h 静置し，結晶を析出させた．析出した結晶は，ろ紙を用いてろ

過を行い，尐量のアセトンで洗浄を行った．  

 

1-2-4 固体物性  

1-2-4-1 走査型電子顕微鏡  

Crystalline CsA，Amorphous CsA，PM 及び  WM/CsA 製剤の粒子形態を走

査型電子顕微鏡により観察した．各サンプルは，カーボン両面テープで固定

し，VE-7800 (Keyence，Osaka，Japan) を使用して撮影した．  
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1-2-4-2 粉末  X 線回折  

WM/CsA 製剤中に含まれる  CsA の結晶性評価のため粉末  X 線回折  

(XRPD: Powder X-ray diffraction) による解析を行った．X 線回折パターンは  

D8 ADVANCE (Bruker AXS GmbH，Karlsruche，Germany) により測定し，管

電圧：40 mA，管電流：35 kV (Cu) で測定を行った．測定は  4–40° の測定範

囲で行い，4°/min のスキャン速度で行った．  

 

1-2-4-3 熱分析  

DSC Q1000 (TA instruments，New Castle，USA) を用いて分析を行った．測

定は，アルミニウムパン中にサンプル約  3 mg を封入し，5°C/min の昇温速

度で測定した．また，温度は高純度インジウムを用いて補正した．  

 

1-2-5 フーリエ変換赤外吸収スペクトルを用いた薬物 -ポリマー間相互作用

の検出  

薬物 -ポリマー間における相互作用を検出するため，FT-IR を用いたスペ

クトル解析を行った．粉末サンプル  (非晶質  CsA，PM 及び  WM/CsA) 約  3 

mg を  約  300 mg 臭化カリウムとメノウ乳鉢中で良く混合 /粉砕し，臭化カ

リウム錠剤法によって測定を行った． IR スペクトルは， IR Prestige-21 

(Shimadzu，Kyoto，Japan) を用いて解像度  4 cm
-1，測定回数  40 回で測定し

た．得られたスペクトルは  IR solution により解析を行った．   

 

1-2-6 経口吸収性評価  

1-2-6-1 動物  

実験動物として，8 週齢  (体重：300–350 g) の  SD 系雄性ラット  (Japan 

SLC Inc., Shizuoka, Japan) を  12 時間絶食後に使用した．ラット用固形試料

および飲料水を自由に与え，室温  24±1°C で飼育した．本検討で実施した動

物実験は，静岡県立大学の倫理規定に従って行った．  

 

1-2-6-2 薬物血中濃度測定法  

Amorphous CsA の水懸濁液または  WM/CsA 製剤の水懸濁液をラットに対

して経口投与した  (10 mg CsA/kg)．また，  BA 算出のため，生理食塩水に
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分散させた  Neoral
®

 を  1 mg/kg で尾静脈より投与した．CsA の血中濃度は

全血を用いて測定を実施した．薬物投与後は 1，2，3，5，7，12 及び  24 h 後

においてラット尾静脈より  400 L の血液を採取した．得られた血液に，内

部標準物質として  2.5 g/mL タモキシフェン  50 L，ミリ  Q 水  1.75 mL 及

び  1 M 水酸化ナトリウム水溶液  200 L を加えて溶血させた．この検体に

対し，ジエチルエーテル /メタノール混液  (95/5) を  4 mL 加え，振盪機によ

り抽出操作を行った．振盪後，エーテル層を分取し，窒素乾して残渣にアセ

トニトリル /水混液  (1/1) 200 L を加えて再溶解した．再溶解液にヘキサン  

1 mL を加え激しく撹拌後，遠心分離し  (15,000×g , 1 min) アセトニトリル

層を分取して検体とした．血液サンプル中  CsA 濃度は， 1-2-2 で示した  

UPLC/MS system を用いて行った．移動相は流速  0.25 mL/min で流し，アセ

ト ニ ト リ ル  (A) ， 5 mM 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム  (B) を 用 い た  (Gradient 

condition：0–1 min，60–70% A; 1–2 min，70% A; 2–3 min，84% A; 3–3.5 min，

95% A; 3.5–4 min，60% A)．薬物動態学的パラメーターは  WinNonlin
®

 (Ver. 

4.1) を使用して算出した．  

 

1-2-7 統計解析  

データは平均±標準誤差  (Mean±SEM) で示した．各データの統計処理は，a 

one-way analysis of variance (ANOVA) を用いて分散分析を行った後，Fisher 

の  LSD 法  (least significant difference procedure) によって統計学的処理を行

い，危険率  5% 以下をもって有意とした．  
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第  3 節  実験結果及び考察  

1-3-1 ポリマー化合物の製剤物性への影響  

本項では，WM/CsA 製剤の調製において製剤担体として使用する水溶性高

分子の種類が製剤特性に与える影響を評価した．WM-SD 製剤に対し種々の

ポリマーを用いることで，より高い溶解性と消化管吸収性を有する粉末製剤

の開発を試みた．本研究では，製剤担体として  HPC-SSL，HPC-L，HPC-H，

PVP K-30，PVP K-90，MC，HPMC 及び  Pulllulan の計  8 種類のポリマーを

用いた．これらを用いて  WM/CsA 製剤を調製した結果，いずれのポリマー

を用いた場合においても，WM/CsA 製剤の収率は  90% 以上であった．  

 

1-3-1-1 溶出性  

Fig. 4 には，溶出液として水  (A) 及び溶出試験第  1 液  (B) を用いた溶出

試験の結果を示した．溶出試験の結果，Amorphous CsA はいずれの条件下で

も溶解性が悪く，溶出速度は非常に低いものであった．また，いずれのポリ

マーを用いた  PM も，Amorphous CsA と同様の溶出挙動を示し，水溶性高

分子の添加による  CsA の溶解促進作用を示さなかった  (Data not shown)．本

研究で調製した  WM-SD の中では，水溶性高分子として  HPC 類を用いたも

のについて顕著な溶解性の改善を確認した．中でも，HPC-L 及び  HPC-SSL 

を使用した製剤は  Amorphous CsA と比較し，試験開始後  60 分で約  12 倍

の溶出率を示した  (Table 3)．また，Pullulan を使用した  WM/CsA 製剤につ

いては，溶出性の改善を示さなかった．溶出試験第  1 液を用いた溶出試験

では，試験液として水を用いた場合と比較し，HPMC 及び  MC が若干の低

値を示したが，その他製剤についてはほぼ同様の傾向を示した．Table 3 に

は，今回調製に使用したポリマーの分子量・粘度及び調製した製剤の物性を

まとめて示した．HPC 類，PVP 類のように複数グレードのポリマーについ

て検討した製剤では，同種のポリマー中でより粘度の低いポリマーを用いた

製剤について高い溶出性を示す傾向を確認した．Tantishaiyakul らの報告  

[53] によると，piroxicam と  PVP を用いた固体分散体でも同様の傾向が確

認され，PVP K-90 よりも粘度の低い  PVP K-30 や  PVP K-17 を使用した固

体分散体で高い溶解性を示す結果が得られている．一般的に，物質は大きく

分けて二つの過程を経て溶出すると考えることができる．まず，薬物表面で
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の溶解が起き，引き続き溶解した状態の薬物分子が溶媒中を拡散することで

溶解が起こる．Stokes-Einstein の式によると，拡散定数は粘度に反比例して

減尐することから，高い粘度を持つ溶媒中では拡散速度が遅く，溶解速度が

低下することがわかる．この知見から，今回用いた  HPC 類や  PVP 類の同  

 

 

 

 

Fig. 4 Dissolution profiles of cyclosporine A samples, differently 

treated in deionized (A) water and (B) pH 1.2 solution.   

▽ , amorphous CsA; △ , pullulan;  , HPC-SSL;  , HPC-L;  , HPC-H; 

□, PVP K-30; ■, PVP K-90;  , MC; and  , HPMC.  Each bar 

represents mean ± SE of 3 independent experiments.  
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シリーズ中ではより粘度が低いものについて溶解性が高いことが理論的に

説明できる．しかし，HPC-H，MC は今回用いているポリマー中で高い粘度

を持つポリマーであるが，Pullulan や  PVP-K30 等を使用した  WM 製剤と

比較し非常に早い溶出速度を示すことから，固体分散体を調製する際に薬物

と水溶性ポリマーの種類での適合性が存在すると考える．例えば，水溶性ポ

リマーの置換基や構造が変わることで水素結合を始めとした薬物 -ポリマー

間の相互作用が変化すること，それ以外にもポリマーの性質に依存して調製

した製剤の濡れ性や粒径等が変化することなどが考えられる．  

 

1-3-1-2 製剤中薬物の結晶性  

Fig. 5 及び  Fig. 6 には，HPC-SSL を使用した  WM (HPC-SSL) について

の  XRPD と  DSC の結果を示した．XRPD による測定の結果，Crystalline 

CsA では  6.8，7.8，9.3，10.6，12.5，14.5，15.1，15.9，16.7，19.3，22.2 及

び  24.3° (2θ)  において特異的な回折ピークを確認した．このピークは，

Bertacche ら及び  Lechuga-Ballesteros らによって報告  [54, 55] されている

回折パターンと一致しており，Tetragonal 型の結晶であることを確認した． 

 

 

5 10 15 20 25 30 35 40

(a) CsA (crystal)

(b) WM (HPC-SSL)

(c) PM (HPC-SSL)

(d) CsA (amorphous)

2 (degrees)
 

 

 

Fig. 5 Powder X-ray diffraction patterns of cyclosporine A samples.  (a) 

crystalline CsA, (b) WM (HPC-SSL), (c) physical mixture of amorphous CsA 

and HPC-SSL, and (d) amorphous CsA. 
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CsA は Tetragonal 型及び  Orthombic 型の結晶多形を持つことが知られてお

り，Stevenson らはアセトンを用いた再結晶で  Tetragonal 型の結晶を得てい

る  [56]．本検討においてもアセトンを用いた再結晶により結晶  CsA を調製

しているため， Tetragonal 型結晶のパターンを確認した．一方， WM 

(HPC-SSL) ， PM 及び非晶質  CsA において回折ピークは認められず  

Halo-pattern を示したことから，これらに含有される  CsA は非晶質である

ことを確認した．また，DSC による分析の結果，Crystalline CsA において  

115°C 付近に  CsA の融点に由来する吸熱ピークを認めたが，PM 及び非晶

質  CsA では  128°C 付近に吸熱ピークを認めた．この吸熱ピークのシフト

は， CsA の固体 -液体相転移に由来するものである  [55]．一方， WM 

(HPC-SSL) においては吸熱ピークの消失を確認した．以上の結果より，

WM-SD 製剤中  CsA は固体 -液体相転移が生じず，非晶質として安定に存在

していると考える．固体分散体中では水溶性高分子のマトリックス構造と薬

物間における水素結合等の相互作用形成により，薬物分子の運動性が低下し，

再結晶化の防止，つまり非晶質状態の安定性が向上することが報告されてい

る  [57, 58]．今回調製した固体分散体製剤中においても，非晶質状態の安定  

 

 

40 60 80 100 120 140 160 180

(a) CsA (crystal)

(b) WM (HPC-SSL)

(c) PM (HPC-SSL)

(d) CsA (amorphous)

Temperature (℃)
 

 

Fig. 6 Differential scanning calorimetry thermograms of cyclosporine A 

samples.  (a) crystalline CsA, (b) WM (HPC-SSL), (c) physical mixture of 

amorphous CsA and HPC-SSL, and (d) amorphous CsA. 
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性の向上から，薬物 -ポリマー間相互作用の存在の可能性が示された．Table 3 

に，検討に使用した各ポリマーの物性及び各ポリマーを担体とした製剤の  

XRPD 及び DSC の分析結果について示した．いずれのポリマーを用いても，

HPC-SSL を用いた製剤と同様の結果が得られ，WM/CsA 製剤中の  CsA は

非晶質として存在しており，製剤調製過程で結晶性は変化していないことを

確認した．Tantishaiyakul らの報告  [53] によると，同じ種類のポリマーでは，

より粘度の低いポリマーを使用した固体分散体で高い溶解性を示す結果が

報告されている． HPC-L と  HPC-SSL は同程度の溶出性を示したが，

Tantishaiyakul らの報告を元に，これ以降の検討はより粘度の低い  HPC-SSL 

を用いた製剤を評価した．  

 

1-3-1-3 粒子形状  

Fig. 7 には各検体の  SEM 写真を示した．アセトンより再結晶を行った  

CsA 再結晶物  (A) は数  m 程度の微細な結晶が凝集した形態をとってお

り，非晶質  CsA は約  50 m 程度であった．一方，WM (HPC-SSL) は，粒

子形状の変化が確認され，その粒子径は数  m 程度であった．  

 

 

 

 

50.0 

m 
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1100  mm  
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22  mm  
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Fig. 7 Scanning electron microscopic images from cyclosporine A samples, 

including (A) recrystalized CsA, (B) amorphous CsA and (C-1, 2) WM 

(HPC-SSL). 
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Table 3 Physicochemical properties of cyclosporine A samples. 

 

 
Polymer characteristics 

XRPD 
DSC 

(Endothermic peak) 

Dissolution amount 
after 60 min 

(%) 
Molecular weight 

(Da) 
Viscosity (mPa･S) 

CsA (Crystal) – – Tetragonal crystal 115°C – 

CsA (Amorphous) – – Halo pattern 128°C 5.3 

Wet-milled CsA with 
     

HPC-SSL 15,000–30,000 2.0–2.9
 a)

 Halo pattern 128°C 60.7 

HPC-L 55,000–70,000 6.0–10
 a)

 Halo pattern 128°C 57.8 

HPC-H 250,000–400,000 1000–4000
 a)

 Halo pattern 128°C 61.7 

MC ca 300,000 4000
 a)

 Halo pattern 128°C 22.3 

HPMC 60SH ca 100,000 50
 a)

 Halo pattern 128°C 36.4 

PVP K-30 ca 40,000 4–9
 a)

 Halo pattern 128°C 28.1 

PVP K-90 ca 360,000 50–90
 a)

 Halo pattern 128°C 23.4 

Pullulan 200,000 100–180
 b)

 Halo pattern 128°C 6.2 

a) 2% solution at 20°C.  b) 10% solution at 30°C.  
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1-3-2 薬物-ポリマー間における相互作用の評価  

本章では，FT-IR を用いて製剤化前後における赤外吸収スペクトル変化を

解析し，薬物-ポリマー間における相互作用の検出を行った．CsA は 11 ア

ミノ酸残基より構成される環状ペプチド (Fig. 8A) であるため，1,600–1,700 

cm
-1

 付近に Amide I バンドと呼ばれるペプチドやタンパク質の二次構造

や高次構造の情報を示唆する領域があることが知られている．本検討では，

Amide I バンドに注目しその解析を行った．  

Fig. 8 には IR スペクトル (Fig. 8B) 及びその二次微分スペクトル  (Fig. 

8C) を示した．IR スペクトルにおいて，非晶質 CsA と PM のスペクトル

で差異は認めなかったが，WM (HPC-SSL) のスペクトルは，ピークの波数

が非晶質 CsA 及び PM の 1,635 cm
-1

 から 1,631 cm
-1

 へのシフトを確認

した．この結果について更なる精査を行うため，IR スペクトルの二次微分

スペクトルについて  Zijlstra らの結果  [59] に従い各ピークを帰属して高

次構造の解析を行った．Amorphous CsA 及び PM の二次微分スペクトルで

は，-sheet: 1,624 cm
-1，1,636 cm

-1，-loop: 1,647 cm
-1，-turn: 1,661 cm

-1，-turn: 

1,673 cm
-1 及び MeBMT(4R)-4-Z-4,N-dimethyl-L-threonine: 1,684 cm

-1
 のピ

ークを確認した．一方，WM (HPC-SSL) においては -sheet: 1,626 cm
-1，

-loop: 1,644 cm
-1，MeBMT: 1,679 cm

-1
 へのシフトを認め，-turn，-turn に

ついてはピークの消失を確認した．Table 4 に Zijlstra らによるデータと比

較した結果を示す．WM 製剤化によって，-sheets 構造に帰属されるピー

クはより高波数側に，-loop，MeBMT turn のピークについてはより低波数

側へのシフトした．以上の知見より，-sheet，-loop，MeBMT の構造に起

因するピークのシフト，-turn，-turn ピークの消失は，CsA の高次構造の

変化を示唆していることから，薬物-ポリマー間における相互作用の存在が

示された．固体状態の CsA は分子中に存在する 4 つのアミド基が分子内

水素結合の形成に寄与するが，溶液状態ではこれらのアミド基と水分子の間

で分子間水素結合を形成するため  CsA の高次構造が変化することが知ら

れている [59]．本製剤中においても，CsA と HPC-SSL 間で水素結合等の

分子間相互作用の形成によって  CsA の高次構造が変化していると考えら

れる．固体分散体中において，薬物とポリマーが水素結合等の分子間相互作

用により分散媒中でアモルファス状態を安定化すること，また難溶性薬物の
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溶解性を改善すること [57, 58, 60] が報告されており，本製剤においても相

互作用の形成によるアモルファス状態からの再結晶化抑制，薬物の溶解性の

向上が示唆される． 
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Fig. 8 FT-IR spectral analyses of cyclosporine A samples.  (A) Chemical 

structure of CsA, (B) Baseline corrected and normalized amide I peak, and (C) 

Second derivative IR spectra.  Solid line, amorphousCsA; broken line, physical 

mixture of amorphous CsA and HPC-SSL; and dotted line, WM (HPC-SSL). 

(C) 

(A) (B) 
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Table 4  Peak positions of structural elements in secondary structure of 

cyclosporine A (Cosolvent and crystal data from Zijlstra et al. [59], and PM and 

WM (HPC-SSL) data from this study). 

 

Sample -sheets -loop -turn -turn 
MeBMT 

turn 

Cosolvent 
solution 

1630 － － 1663 1678 － 

Crystal 1624 1636 1653 － 1674 1688 

PM 1624 1636 1647 1661 1673 1684 

WM 
(HPC-SSL) 

1626 － 1644 － － 1679 
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1-3-3 ラット経口投与後における薬物動態学的解析  

溶解性の改善による消化管吸収性向上の指標として，ラット経口投与後に

おける  CsA の全血中濃度推移の測定を実施した．WM (HPC-SSL) 及び 

Amorphous CsA の水懸濁液をラットに経口投与 (10 mg CsA/kg) 後，経時的

に薬物血中濃度の測定を行った．Fig. 9 には，投与後の CsA 血中濃度推移

の結果を，Table 5 には実験結果より算出した各種薬物動態学的パラメータ

ーを示した．その結果，WM 製剤は製剤化により Amorphous CsA と比較し

て消化管吸収性が顕著に改善をしていることを確認した．非晶質 CsA にお

ける Cmax は 404±88 ng/mL，AUC0–24 は 4,620±993 ng・h/mL であり，WM 

(HPC-SSL) 製剤は Cmax が 2,060±320 ng/mL，AUC0–24 が 23,800±3,190 ng・

h/mL であった．WM (HPC-SSL) 製剤は，Amorphous CsA と比較して Cmax 

及び AUC0–24 はそれぞれ約 5 倍，約 5 倍増加した．また，Amorphous CsA 

及び  WM (HPC-SSL) の絶対的  BA はそれぞれ  9.2% 及び  47.5% であっ

た． 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Blood cyclosporine A concentrations after oral or intravenous 

administration of cyclosporine A formulations in rats.  ▲, Neoral
®

 (i.v., 1 mg 

CsA/kg); △, amorphous CsA (p.o., 10 mg CsA/kg); and ●, WM (HPC-SSL) (p.o., 

10 mg CsA/kg).  Data represent mean ± SE of 6 experiments. 
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Table 5 Pharmacokinetic parameters of cyclosporine A  formulations following 

oral administration or intervenous administration. 

 

 
Cmax 

(ng/mL) 
Tmax (h) T1/2 (h) 

AUC0–24  

(ng・h/mL) 

WM (HPC-SSL) 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
2,060±312 5.2±1.4 2.7±0.5 

23,800±3,190 

(CV: 12.8%) 

CsA (Amorphous) 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
404±88.0 4.2±0.7 4.9±1.7 

4,620±993 

(CV: 24.3%) 

Neoral
® 

 

(1 mg CsA/kg, i.v.) 
- - 1.12±0.18 5,010±1,290 

 

Cmax, maximum concentration; Tmax, time to maximum concentration; T1/2, 

half-life; and AUC0–24, area under the curve of plasma concentration vs time from 

t=0 to t=24 after administration.  Values are expressed as means±SE from 6 

experiments.  

 

 

本研究で用いた CsA は BCS class II に分類される薬物であり，高い膜透過

性と低い溶解性を特徴とする薬物である [61]．BCS class II に分類される薬

物は十分な膜透過性を有するので薬物の吸収は溶解律速となり，溶解性の改

善によりその BA は向上することが報告されている [3]．本検討では固体分

散体化による溶解性の向上によって，消化管における顕著な吸収性の改善が

観察されたと考える．更に，AUC0–24 の値についてばらつきの指標となる 

CV 値を算出した結果，WM (HPC-SSL) 投与群で 12.8%，非晶質 CsA 投与

群で 24.3% であり，製剤化によって個体間の BA のばらつきを軽減した．

また，Amorphous CsA 投与群では WM (HPC-SSL) 投与群や Neoral
®

 投与

群と比較してそれぞれ 1.8 及び 4.3 倍長い T1/2 を示した．Amorphous CsA 

は溶出試験の結果からも明らかな通り溶解律速の吸収を示すため，

Amorphous CsA 投与群ではみかけ上血液からの消失が遅延したように見え

る現象，すなわち Flip-flop 現象が起きていると推察される．  
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第 4 節 小括 

本章で湿式粉砕に使用した自転/公転型撹拌機の Thinky mixer は，工学領

域から薬学領域まで幅広く使用されており，薬学領域では前臨床試験の経口

製剤調製等にも応用されている [40]．Thinky mixer の利点として，自転/公

転容器による高い遠心力による強力な撹拌，ミリグラムオーダーの小スケー

ルの粉砕が可能であることが挙げられる．Thinky mixer をジルコニアビーズ

による湿式粉砕の撹拌装置として使用した例は，Takatsuka らや，Niwa ら

によって報告されており，薬物原末を  100–200 nm 程度の微細粒子にまで

粉砕することに成功している [40, 62]．薬物の微細化は溶解性改善に非常に

有効である反面，粒子の微細化に起因する流動性の低下及びハンドリングの

悪化，比表面積の増大に伴う表面エネルギーの増大に起因する付着性，粉砕

した微細粒子の凝集による粒子径の増大が危惧される．そこで，本章では水

溶性高分子溶液中で湿式粉砕処理によって微細化した薬物懸濁液を凍結乾

燥することで，水溶性高分子中に微細薬物粒子を均一に分散させた固体分散

体を調製し，微細化及び固体分散体化による溶解性及び経口吸収性の向上と

粉体特性改善の両方の同時達成を試みた． 

本検討では HPC-SSL，HPC-L，HPC-H，PVP K-30，PVPK-90，MC，HPMC 

及び Pulllulan の計 8 種類の水溶性高分子を使用した WM/CsA 製剤の処

方検討を実施した．その結果，HPC-L 及び HPC-SSL を用いた WM-SD 製

剤について最も顕著な溶解性の改善を確認した．また，興味深いことに今回

検討に使用したポリマーは，同化合物のグレード違いでは粘度に低い高分子

の方がより早い溶出を示した．更に，調製した WM-SD 製剤の物性評価の

結果，いずれのポリマーを用いた製剤においても製剤中  CsA はアモルファ

ス状態を維持していることを確認した．CsA のアモルファス状態維持に関

与している薬物-ポリマー間相互作用の検出のため，WM (HPC-SSL) 製剤に

ついて IR スペクトル測定を実施した．その結果，製剤中に分散する CsA 

の高次構造が変化していることから，分子間相互作用の存在が示された．更

に，本製剤をラットに対して経口投与後の血中濃度推移を評価した結果，非

晶質 CsA と比較して有意な吸収性の改善を確認し，Cmax 及び AUC0–24 は

それぞれ約 5 倍，約 5 倍増加した．CsA の WM-SD 製剤化の結果，薬物

の溶解速度の改善，すなわち  MDT の短縮により溶解律速の吸収を示す  
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CsA の吸収性改善を示した．単純拡散による膜透過は物質の濃度差を駆動

力とする膜輸送として知られている．そのため，溶解性の改善が消化管にお

ける局所的な薬物濃度上昇を引き起こし，単純拡散による膜透過の速度を高

めていると考えられる． 

以上の知見より，本製剤技術の CsA の溶解性及び吸収性改善に対する有

用性が明らかとなり，他の BCS class II 化合物への応用が期待される．  
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第 2 章 モノオレイン酸グリセリンを用いた Dry-emulsion 製剤 

第 1 節 序論 

近年，溶解性の改善技術の一つとして Emulsion 製剤が注目を集めており，

実際に上市されている製剤においても本技術が多数応用されている．CsA 

についても現在 Emulsion 製剤，Micro-emulsion 製剤として臨床で広く使用

されている [63, 64]．一般的に，Emulsion 製剤は，オイル，界面活性剤，

補助界面活性剤及び薬物で構成される液体製剤であり，難水溶性化合物の溶

解度及び吸収性を改善することが多数報告  [65-68] されている．しかし，

溶解性改善について劇的な効果を示す反面，製剤が溶液状態であるためにい

くつかの問題点が挙げられる．例えば，溶液状態に起因する安定性の低さ，

ソフトカプセル製剤化のための製造コスト，また剤形の選択肢が尐ないこと

が挙げられる．加えて，製剤中の可溶化剤による刺激性やアナフィラキシー

についても報告されており [69]，これらの問題点を克服することが切望さ

れている．そのため，固体の Emulsion 製剤，すなわち固体自己乳化型製剤  

[70] や Dry-emulsion (DE) 製剤 [71] の開発が強く期待されている． 

本章では，CsA の可溶化剤として毒性の低い  Highly purified glycerol 

monooleate (hpGMO) を応用した CsA の DE 製剤 (DE/CsA) の開発を試み，

各種製剤物性評価を行った．また，DE/CsA の消化管吸収性評価のためラッ

ト経口投与後における薬物血中濃度測定を実施した．更に，開発した DE 製

剤について吸入製剤化を検討し，その有用性を確認した．評価には in vitro 

の人工気道モデルである Cascade impactor を使用した吸入特性評価に加え，

溶解性の向上に伴う抗炎症作用の改善についても検討した．また，低用量局

所投与による全身暴露リスクの軽減についても併せて評価を行った． 
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第 2 節 実験方法 

2-2-1 試薬 

NOFABLE
®

 GO-991 (hpGMO: highly purified glycerol monooleate) 及び市販

の Glycerol monooleate (GMO) は日本油脂株式会社 (Tokyo, Japan) から入

手した．Respitose
®

 は DMV pharma (Veghel, The Netherlands) から入手した．

Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium  (DMEM) 及びカナマイ

シンは Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した．New born calf 

serum と horse serum は Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) から購入し

た．Erythritol は Nikken Chemicals (Tokyo, Japan) から入手した．その他，

使用した試薬は市販の特級規格品を使用した．  

 

2-2-2 製剤調製方法 

界面活性剤として hpGMO 又は GMO 500 mg を秤量し，CsA 500 mg，

PVP K-25 1 g 及び 150 mL の水を加え，マグネチックスターラーを用いて

分散させた．この懸濁液に対して賦形剤として Erythritol を 8 g 添加し，

Mini spray dryer B-290 (Buchi, Switzerlamd) を使用して乾燥した  (乾燥条

件：Inlet temperature 140°C，Outlet temperature 70–80°C，air flow 800 N L/h，

Feeding rate 2 mL/min)．調製した試料は使用までデシケーター中で保存した． 

 

2-2-3 過酸化脂質測定 

熱過酷条件下における  hpGMO 及び  GMO の過酸化脂質産生量の定量

には，チオバルビツール酸反応性物質 (TBARS: Thiobarbituric acid reactive 

substances) 法を用いた．これらの脂質は 60°C 条件下で 5 及び 10 day 保

存した．脂質は，0.1% (v/v) Tween 20 を含む 20 mM リン酸ナトリウム緩衝

液中に脂質として 1 mM となるように溶解した．次に，0.67% (w/v) チオバ

ルビツール酸 (TBA: Thiobarbituric acid) 及び 1.0% (w/v) ジブチルヒドロキ

シトルエン (BHT: Butylated hydroxytoluene) を試料溶液に加え，95°C 条件

下 30 min 反応させた．反応後，n-Butanol を加えて撹拌し，2,000 ×g で

遠心分離した後に n-Butanol 層を分取した．この液の波長 532 nm におけ

る吸光度を測定し，過酸化脂質の生成量を評価した．検量線の作成には，

1,1,3,3-テトラエトキシプロパン (MDA: Malondialdehyde) を使用した． 
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2-2-4 Dry-emulsion 製剤の固体物性 

2-2-4-1 走査型電子顕微鏡 

1-2-4-1 に従って観察を行った． 

 

2-2-4-2 粉末 X 線回折 

1-2-4-2 に従って測定した． 

 

2-2-4-3 示差走査熱分析 

1-2-4-3 に従って測定した． 

 

2-2-4-4 溶出試験 

溶出試験は，溶出試験器 NTR 6100A (Toyama Sangyo, Osaka, Japan) を使

用した．溶出液として蒸留水 900 mL (37±0.5°C) を用い，パドル法 (50 rpm) 

によって試験を実施した．検体として結晶 CsA，非晶質 CsA 及び DE/CsA 

を CsA 量として 27 mg を試験器に添加した後，試験液を経時的に採取し

た．採取した試験液は，15,000×g で 5 min 遠心分離後に上清をメタノー

ルで 20 倍希釈し，1-2-2 に示す条件で CsA 濃度を定量した． 

 

2-2-4-5 透過型電子顕微鏡 

1 mg の DE/CsA を 1 mL の水に分散後，水を除去して 2% 酢酸ウラン

を用いてネガティブ染色を行った．検体の観察には，H-7600 透過型電子顕

微鏡 (Hitachi, Tokyo, Japan) を用いた． 

 

2-2-4-6 動的光散乱 

DE/CsA を水に分散させた際に形成されるミセル粒子径を評価した．

DE/CsA として 0.1 mg/mL となるように水に再分散させた検体を Zetasizer 

Nano ZS (MALVERN, Worcestershire, UK) を用いて粒子径の測定を実施した．

測定は 25°C 条件下で行った． 

2-2-5 経口吸収性評価 

2-2-5-1 動物 

1-2-6-1 に示した通り． 
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2-2-5-2 薬物血中濃度測定法 

非晶質  CsA 又は  DE/CsA 製剤の水懸濁液を経口投与した  (10 mg 

CsA/kg)．薬物血中濃度測定は 1-2-6-2 薬物血中濃度測定法に従って行った． 

 

2-2-6 粉末吸入製剤調製 

調製した  DE/CsA に対し，DE/CsA:乳糖キャリア  = 1:10 となるように 

Respitose
®

 SV-003 (DMV, Veghel, Netherlands) を添加し DE/CsA-RP とした．

また，DE/CsA-RP と同様の組成となるように  CsA 及び乳糖を混合した 

CsA-RP，CsA を含まない hpGMO vehicle-RP 及び乳糖のみから構成される 

Control-RP を調製した (Table 6)． 

 

Table 6  Components of cyclosporine A-RP formulations. 

 CsA hpGMO PVP K-25 Erythritol Lactose 

DE/CsA-RP ○ ○ ○ ○ ○ 

CsA-RP ○ - - ○ ○ 

hpGMO vehicle-RP - ○ ○ ○ ○ 

Control-RP - - - - ○ 

 

2-2-7 Dry-emulsion 粉末吸入製剤の製剤物性  

2-2-7-1 走査型電子顕微鏡 

1-2-4-1 に従って観察した． 

 

2-2-7-2 レーザー回折 

RP 製剤の粒径は LMS-300 (Seishin Enterprise Co. Ltd., Tokyo, Japan) を用

いて測定した．0.2 MPa の乾燥空気を送ることでキャリア粒子から DE/CsA 

粉末を分散させた状態の粒子径を算出した． 

 

2-2-7-3 カスケードインパクターによる吸入特性  

吸入特性の評価には人工気道モデルである  Andersen 型  Cascade 

impactor (AN-200, Shibata Scientific Technology LtD., Tokyo, Japan) (Fig. 10) 

を使用し，Aerosols/Physical Test and Determinations in USP23 に従い精査し
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た．まず，DE/CsA-RP を日本薬局方 2 型 ヒドロキシプロピル－メチルセ

ルロースカプセル (Qualicaps Co. Ltd., Nara, Japan) に製剤量として 30 mg 

充填し，吸入投与器具 JetHaler
® 

(Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) に装着した．こ

れを直角に折れ曲がったステンレス製円筒ジョイントの一端に水平に接続

し，他端を Cascade impactor に設置した．カプセルに穴を開けた状態で一

定の流速 (28.3 L/min) にて 30 s 吸引する操作を 5 回繰り返し行い，カプ

セル内の製剤を Cascade impactor の各ステージに分級した．各ステージに

捕集された製剤に含まれる  CsA 量を  1-2-2 に示した条件で  UPLC/MS 

system を用い定量し，各ステージへの到達量を算出した．  

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 10 Image of cascade impactor. 
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2-2-8 肺組織傷害性 

2-2-8-1 ラット肺胞由来 L2 細胞に対する細胞毒性 

L2 細胞は  American Type Culture Collection (#CCL-149, Rockville, MD, 

USA) から入手した．細胞は，5% (v/v) New born calf serum, 5% Horse serum 

及び 0.01% カナマイシンを含む  DMEM 中で培養した．実験の前に，96-

ウェルプレート中で 5 × 10
3
 cell/well となるまで培養した．hpGMO の細

胞傷害性を評価するため，hpGMO 0.1mg/mL となるように添加して 24 h イ

ンキュベーション後の乳酸脱水素酵素  (LDH: Lactose dehydrogenase) レベ

ルを測定した．LDH の測定は Wako LDH-Cytotoxic test (Wako, Osaka, Japan) 

を使用して行った．また，陽性対照は Tween 20 を最終濃度として 2% と

なるように添加した． 

 

2-2-8-2 In vivo における肺組織傷害性 

ラットに対し， hpGMO vehicle-RP 及び  Control-RP を気道内投与  (6 

mg/rat) の 24 h 後において，血漿中 LDH レベルを測定し，添加剤の肺組

織への傷害性について評価を行った．血液は尾静脈より採血を行い，LDH 

の測定は Wako LDH-Cytotoxic test (Wako,Osaka, Japan) を使用して行った． 

 

2-2-9 卵白由来 Ovalbumin を使用した喘息モデル動物作成  

2-2-9-1 Ovalbumin 粉末吸入製剤の調製 

OVA (Ovalbumin) を賦形剤である  Erythritol と混和させた後，A-O JET 

MILL (SEISHIN enterprise Co. Ltd., Tokyo, Japan) で約 5 m に微細粉末化し

た．得られた  OVA 微粒子を OVA:乳糖キャリア  = 1:10 となるように 

Respitose
®

 SV-003 と混和し，OVA 粉末吸入製剤を調製した． 

 

2-2-9-2 ラットに対する Ovalbumin 感作 

OVA 感作は 0，7 及び 14 day においてラット腹腔内に OVA (100 g) を

水酸化アルミニウムゲル (5 mg) とともに投与することで行った．最終感作

の 24 h 後にペントバルビタール (50 mg/kg) 麻酔下，OVA 粉末吸入製剤 6 

mg (OVA 量として  100 g) を気道内投与器具  DP-4 (Ina research Inc., 

Nagano, Japan) を用いて気道内投与した．薬物の投与は，OVA 気道内投与
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の 1 h 前に投与し，投与量は DE/CsA-RP，CsA-RP ともに 6 mg (CsA 量と

して 100 g) 投与した．陰性対照として乳糖で調製した Control-RP を使用

した． 

 

2-2-10 Dry-emulsion 粉末吸入製剤の動物モデルにおける抗炎症作用  

2-2-10-1 気管支肺胞洗浄液中細胞数の計数  

OVA 粉末製剤の気道内投与後 24 h 後において，ラットをペントバルビタ

ール (50 mg/kg, i.p.) 麻酔下，腹部下行大動脈より放血死させた後，気道を

半切開しシリンジに接続したカニューレを挿入した．カニューレより 

Phosphate buffered saline (PBS) 5 mL を注入し，肺部を 15 回軽く押し生理食

塩水を回収する操作を  5 回行って回収液を気管支肺胞洗浄液  (Bronchi 

alveolar lung fluid: BALF) とした．得られた BALF は直ちに 1,000 ×g で 5 

min 遠心し，上清を除去，1 mL の PBS で再懸濁した．懸濁後，細胞懸濁

液を分取し等量の 0.4% トリパンブルー溶液を加え，Burker-turk 血球計算

板を用いて細胞数の計数を行った．  

 

2-2-10-2 フローサイトメトリー 

2-2-11-1 で採取した  BALF 中の細胞を分類するため，Flow cytometric 

hematology system (XT-2000iV, Sysmex Corporation, Kobe, Japan) を使用して

分析を行った． 

 

2-2-10-3 肺組織学的解析 

ラットを屠殺後，左葉肺を摘出し 10% 中性緩衝ホルマリン液を用いて固

定を行った．ホルマリンによる置換を確認後，PBS で 10 min (3 セット) の

洗浄を行い 0.1% アジ化ナトリウムを含む  30% スクロース溶液中に一晩

浸した．O.C.T. compound (Sakura finetek Japan Co. Ltd., Tokyo, Japan) に包埋

した後，液体窒素で凍結し，CM1100 (ライカマイクロシステムズ株式会社，

Tokyo，Japan) を用いて厚さ 12 m の凍結切片を作製した．作製した切片

は気道における炎症性細胞浸潤を評価するため，ペルオキシダーゼ-ヘマト

キシリン染色を行った．凍結切片を 0.01% 3, 3’-ジアミノベンジジン四塩酸

塩 (DAB: 3,3'-Diaminobenzidine)，0.0001% H2O2 を加えた 0.05 M Tris-HCl 
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buffer (pH7.6) にて 10–20 min 発色させた．ヘマトキシリンで後染色し，エ

タノール脱水系とキシレンを介して封入した．  

 

2-2-11 粉末吸入製剤投与後における薬物血中濃度測定  

経口投与群においては，腎毒性を惹起すると報告されている投与量  [72] 

である 10 mg/kg (Neoral
®

)，気道内投与群においては，抗炎症作用の評価で

用いている 6mg DE/CsA-RP (100 g CsA/rat) を用い，薬物投与後の全身暴

露リスクの評価を行った．薬物投与後の 1，2，4，6，8，13 及び 25 h にお

いてラット尾静脈より 200 L の血液をヘパリン処理したチューブに採取

した．得られた血液は，1-2-6-2 に示す方法で血中 CsA 濃度を定量した． 

 

2-2-12 統計解析 

データは平均±標準誤差 (Mean±SEM) で示した．各データの統計処理は，

a one-way analysis of variance (ANOVA) を用いて分散分析を行った後，Fisher 

の LSD 法 (least significant difference procedure) によって統計学的処理を

行い，危険率 5% 以下をもって有意とした．  
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第 3 節 実験結果及び考察 

2-3-1 Dry-emulsion 製剤の物性 

DE/CsA 製剤の調製に噴霧乾燥法を用いた結果，CsA の定量値は 97.8% 

で収率は 31.5% であった．これは，小スケールでの製造による歩留まりの

悪さが原因であると考える． 

 

2-3-1-1 高純度モノオレイン酸グリセリンの酸化安定性  

本検討では DE 製剤の調製にあたり，界面活性剤として hpGMO を選択

した．GMO は一般的に毒性の低い脂肪酸エステル型界面活性剤として乳化

剤，可溶化剤及び分散剤として利用されるが，市販品の GMO 中には不純

物として高度不飽和脂肪酸やアルデヒド類を始めとする酸化されやすい不

純物が含まれるため，保存中の酸化による製剤の品質低下，また過酸化脂質

による毒性や組織傷害性が危惧される．そこで，市販の GMO と DE 製剤

の調製に使用した hpGMO の酸化安定性について評価を行うため，熱苛酷

条件下 (60°C) で 10 day 保存後における過酸化脂質生成量を  TBARS 法 

 

 

 

 

Fig. 11  Production of lipid peroxide in GMO (□) and hpGMO (△).   

The amount of lipid peroxide was measured by the TBARS method after 5 and 

10 days of storage at 60°C.  Data represent mean ± SE of 3 experiments.   

*p＜0.05 with respect to the hpGMO. 
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を用いて定量した (Fig. 11)．その結果，市販品 GMO の過酸化脂質生成量

が 111 mol/mg (MDA 量換算) の増加であったのに対し，hpGMO ではその

増加が 20.7 mol/mg と有意に低値を示した．hpGMO では，高純度化に伴

う不純物の除去によって，酸化安定性が向上したと推察する． 

また，保存安定性の面において hpGMO を用いた DE 製剤は室温条件下

にて保存が可能であるが，市販品の  GMO を使用した製剤では，室温保存

条件下にて製剤の融解を認めた．これは，市販 GMO 中の不純物量が多い

ために凝固点降下が生じているためであると考える．そのため，DE 製剤の

長期保存安定性を考慮した場合においても hpGMO の有用性が示された． 

 

2-3-1-2 物理化学的特性 

SEM による粒子形状観察，製剤の水中への分散時におけるミセル形成及

び DE/CsA 製剤の結晶性について評価した結果を示した (Fig. 12, 13)． 

DE/CsA 製剤の粒子形態を  SEM によって観察した結果  (Fig. 12A)，

DE/CsA 製剤では CsA の結晶粒子を認めなかった．また，水に分散させた

際に形成されるミセルを TEM により観察した結果 (Fig. 12B)，均一な球形

ミセルを形成しており，その粒子径は 500 nm 以下であった．DLS による 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12  Physicochemical characterization of CsA samples.  

(A) Scanning electron microscopic image from DE/CsA. Bar represents 5 m.   

(B) Transmission electron microscopic image of the DE/CsA re-dispersed in 

water.  Bar represents 500 nm. 

  

(A) (B) 
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分析結果から，ミセルの平均粒子径は  317 nm であることを確認した．更

に，XRPD を用いて結晶性を分析した結果 (Fig. 13A)，結晶状態の CsA で

はシャープな回折ピークを認めたが，DE/CsA 製剤では Halo-pattern を示し，

製剤中に含まれる CsA は非晶質として存在していることを観察した．DSC 

の結果 (Fig. 13B) からも，DE/CsA では融点に由来する吸熱ピークが消失

していたことから，製剤中 CsA は非晶質であることを確認した．噴霧乾燥

法により調製した製剤は，溶液状態から急速に溶媒が除去されるために，一

般的に非晶質製剤が得られることが知られている [73]．GMO のミセル形成

による可溶化効果に加え，噴霧乾燥による製剤の非晶質化及び粒子の微細化

は CsA の溶解性改善に効果的に作用すると考えられる． 
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Fig. 13  Crystallinity of CsA samples.  (A) Powder X-ray diffraction and (B) 

differential scanning calorimetry.  (i) Crystalline CsA, (ii) amorphous CsA, and 

(iii) DE/CsA. 

(B) 
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2-3-1-3 溶解性評価 

DE/CsA の溶解性を評価するため，試験液として水を用いて溶出試験を行

った (Fig. 14)．その結果，Crystalline CsA 及び Amorphous CsA の溶出率は

試験開始後 60 min においてそれぞれ定量限界以下及び 0.03% であった．

一方，DE/CsA における溶解度は試験開始後 1 min で 83% を示し，60 min 

では非晶質 CsA の約 2100 倍の溶出率を示した．また，DE 製剤を水に再

分散させた試料は，室温下で 24 h 放置後においても沈殿物及び凝集等を認

めなかったことから，本製剤で形成されるミセルは安定に分散していること

を確認した．DE 製剤の非常に早い溶出挙動は過去にも報告 [74] があり，

DE 製剤化は CsA のみならず，他の難水溶性化合物の溶解性，吸収性及び

薬効の改善に有用であると考える． 
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Fig. 14  In vitro dissolution behavior of CsA samples in water (37°C).   

▲, Crystalline CsA; ▽, amorphous CsA; and ○, DE/CsA.  Data represent 

mean ± SE of three experiments. 
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2-3-1-4 消化管吸収性 

DE/CsA 及び非晶質 CsA の水懸濁液をラットに経口投与 (10 mg CsA/kg) 

後，経時的に薬物血中濃度の測定を行った．Fig. 15 には，投与後の CsA 血

中濃度推移の結果を，Table 7 には実験結果より算出した各種薬物動態学的

パラメーターを示した．その結果，非晶質  CsA における Cmax は 407±63 

ng/mL，AUC0–inf. は 4,830±1,080 ng・h/mL であり，DE/CsA 製剤は Cmax が 

841±171 ng/mL，AUC0–inf. が 19,400±6,180 ng・h/mL であった．DE/CsA 製

剤は，非晶質 CsA と比較して Cmax 及び AUC0–inf. はそれぞれ約 2 倍，約 

4 倍の増加に留まり，吸収性は改善されたものの第 1 章の WM (HPC-SSL) 

と比較して吸収性は低かった．溶出試験の結果，DE 製剤化による溶出性の

改善を確認していることから膜透過の部分で吸収に差が生じていると推察

される．Emulsion 製剤の様にミセルを形成する製剤では，時としてミセル

と薬物間における相互作用が強く膜透過の傷害となる場合がある [75]．こ

のような消化管の膜透過における傷害について評価するには，本検討で使用

した hpGMO と CsA に関して吸収機構の解明や相互作用解析が必要であ

ると考えられる． 
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Fig. 15  Blood concentration of CsA samples after oral administration in rats.  

▲, DE/CsA (p.o., 10 mg CsA/kg); and ■ amorphous CsA (p.o., 10 mg 

CsA/kg).  Data represent mean ± SE of 6 experiments. 
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Table 7  PK parameters of CsA samples after oral administration in rats. 

 
Cmax 

(g/mL) 
Tmax (h) T1/2 (h) 

AUC0–inf. 

(g・h/mL) 

DE/CsA 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
841±171 6.8±1.8 10±3.7 19,400±6,180 

Amorphous CsA 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
407±63 4.8±1.6 4.7±0.5 4,830±1,080 

Cmax: maximum concentration; Tmax: time to maximum concentration; T1/2: 

half-life itme of the drug; and AUC0–inf: area under the curve.  Data represent 

mean ± SE of 6 experiments. 
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2-3-2 Dry-emulsion の粉末吸入製剤への応用 

2-3-2-1 高純度モノオレイン酸グリセリンの組織傷害性  

Emulsion 製剤等の可溶化剤として界面活性剤や有機溶媒等を含有する製

剤の臨床応用にあたり，添加剤の組織への刺激性や傷害性が問題となる．実

際，界面活性剤等による消化管，粘膜及び皮膚への傷害性も報告されており，

実用化のために組織傷害性を評価することは非常に重要である [76, 77]．そ

のため，毒性や刺激性を示す可能性のある化合物の代替，製剤化技術による

添加物の削減等，これらを回避するための研究も行われている  [78, 79]．本

研究で使用した GMO は毒性の低いとされる脂肪酸エステル型非イオン性

界面活性剤であるが，GMO の肺組織に対する毒性は明らかになっていない．

そこで，ラット肺胞由来 L2 細胞を使用した in vitro 試験及びラットに対

して実際に hpGMO 製剤を気道内投与した系における  in vivo 試験の両面

から評価を行い肺組織に対する傷害性を評価した． 

In vitro 系の評価では，L2 細胞への hpGMO 暴露後における LDH 濃度

を指標に細胞傷害性の評価を行った (Fig. 16)．その結果，in vitro において 

hpGMO 暴露群は Control 群と比較して LDH の上昇が認められず，L2 細

胞における傷害性をほとんど有さないことを確認した．In vivo 系の評価で

は，hpGMO vehicle-RP または Control-RP 製剤をラット気道内投与後にお

ける血漿中 LDH 濃度を指標とし，肺組織における傷害性評価を行った．

その結果，hpGMO vehicle-RP 投与群の製剤投与後における血漿中 LDH 濃

度は Control-RP 及び初期値からの有意な変化を認めず，in vivo においても

傷害性が低いことを確認した．本検討で得られた結果は  in vitro 及び  in 

vivo のいずれの系においても対照群と比較して  LDH の上昇をほとんど示

さなかった．この結果と酸化安定性に関する結果から，hpGMO は高い安定

性と安全性を有する添加剤であることを確認した． 
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Fig. 16  In vitro/in vivo toxicity assessment of the hpGMO.  (A) Release of 

LDH from rat alveolar L2 cells.  Data represent mean ± SE of 4 experiments.  

(B) LDH level in rat plasma.  Plasma LDH level was measured at 24 h after 

i.t. administration of control-RP or hpGMO vehicle-RP.  Data represent mean 

± SE of 4–6 experiments.  N.S., not statistically significant. 

(A) 

(B) 
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2-3-2-2 Dry-emulsion 粉末吸入製剤の物理化学的特性評価  

DE/CsA から調製した DE/CsA-RP 製剤について，SEM による性状観察，

レーザー回折による粒子径評価を行った (Fig. 17)．噴霧乾燥法により調製

した粒子は数 m 程度の微細粒子であり，粒子径の小ささに起因する流動

性の悪さがカプセルからの放出性に影響する．そこで，本検討ではキャリア

法，すなわち DE/CsA 微細粒子を粉末吸入製剤の担体として分級されてい

る乳糖 (Respitose
® 

SV-003) と混合することで RP 製剤の流動性を改善した．

SEM による観察の結果，DE/CsA-RP は約 50 m の乳糖キャリア粒子の表

面に DE/CsA の微細粒子が付着した形態であることを確認した．また，こ

の製剤について 0.2 Mpa の圧縮空気で分散させた際の粒子径を測定した結

果，二峰性の粒度分布を示し，平均粒子径はそれぞれ 2.9 m 及び 55.0 m 

であった．これらの粒子径は，それぞれ DE/CsA 微細粒子とキャリアの粒

子径を示している．よって，DE/CsA の噴霧乾燥粒子は吸入に適切であると

される 1 m から 5 m の粒子径を有することを確認した [80]．また，微 
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Fig. 17  Appearance and particle size distribution of the DE/CsA-RP. 

Bar represents 20 m. 
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細粒子では流動性が低いためハンドリングの悪さや表面エネルギーの増大

による凝集・付着性等が問題となるが，乳糖キャリアの添加により流動性が

改善され，SEM 写真において微細粒子の凝集を認めなかった．更に，本製

剤の吸入特性について詳細な評価を行うため，カスケードインパクターによ

る空気力学的粒子径の測定と分散特性評価を行った  (Fig. 18)．測定の結果，

DE/CsA-RP 製剤のカプセルからの放出量は 86% であり，Stage 2 よりも下 

(空気力学的粒子径 5.8 m 以下) に到達する量，すなわち気管から肺胞ま

で到達する理論量である Fine particle fraction (FPF) 値は 11% であった．一

般的に市販される吸入製剤の  FPF 値は  10–30% 程度  [81] であることか

ら本製剤は分散性に関して改善が必要であると考えられる．カスケードイン

パクターの結果，製剤中 CsA のほとんどが Stage 0 及び Stage 1 に分布し

ていることから，キャリア粒子に付着している  DE/CsA 微細粒子の解離が

不十分であったと考える． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18  Aerodynamic particle size distribution of DE/CsA-RP (black bar 

represents fine particle fraction). The deposition pattern of DE/CsA-RP was 

analyzed by a JetHaler
®

 with an airflow rate of 28.3 L/min. 
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2-3-2-3 喘息モデルラットにおける抗炎症作用  

DE/CsA-RP の抗炎症作用を評価するため，OVA 喘息モデル動物を用いて

肺の組織学的解析及び BALF 中の細胞計数及び分類を行った．本検討で用

いた OVA 感作動物は，OVA 粉末吸入製剤を応用した新規 asthma モデル

であり，従来から用いられている超音波ネブライザーを用いた OVA ミスト

による感作 [82-85] と異なり，長期安定性と吸入特性に優れた OVA 粉末吸

入剤を調製できる点，気道内投与により感作を行うことで肺局所における炎

症を惹起可能である点が大きな特徴となっている [86]．本検討では，OVA 

気道内投与の 1 h 前に DE/CsA-RP，CsA-RP 又は Control-RP を投与し，

OVA 製剤投与の 24 h 後において肺組織と  BALF の採取を行った．CsA 

 

 

 

 

 

 

 

 

((AA))  

((DD))  ((CC))  

((BB))  

Fig. 19  Histological evaluation of inflammatory cell infiltration in the lung 

tissues and epithelial-wall thickness from the OVA-sensitized rats.  Infiltrated 

inflammatory cells in the lung tissue sections were visualized by peroxidase 

staining followed by haematoxylin staining.  

(A) Control-RP (unsensitized); (B) Control-RP (OVA-sensitized); (C) CsA-RP 

(OVA-sensitized); and (D) DE/CsA-RP (OVA-sensitized).  Each scale bar 

represents 100 m. 
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Table 8  Assessment of infiltrated cell numbers into the lung tissues and 

respiratory epithelium thickness.  Data represent mean ± SE of 9–10 experiments. 
 

 Control-RP 
OVA-sensitized rats 

Control-RP CsA-RP DE/CsA-RP 

Number of infiltrated cells 

(× 10
2
 cells/mm) 

0.9±0.3 5.7±1.3* 2.2±0.4 1.7±0.5 

Respiratory epithelium 

thickness (m) 
14.7±2.5 77.2±10.6* 35.7±6.5 18.3±1.5 

*, p＜0.01 with respect to Control-RP group 

 

 

投与量設定 (100 g/rat) は Fukaya らの研究を基に検討した [87]．Fig. 19 

には，Control-RP 投与群 (unsensitized)，Control-RP (OVA-sensitized) 投与群，

CsA-RP (OVA-sensitized) 投与群，DE/CsA-RP (OVA-sensitized) 投与群の肺組

織切片の  Peroxidase/Haematoxylin 染色写真を示した．Control-RP (OVA 

-sensitized) 投与群では，顕著な炎症性細胞の浸潤と気道粘膜組織の肥厚を

認めた．また，CsA-RP (OVA-sensitized) 投与群においても若干の炎症性細

胞浸潤と組織の肥厚を確認した．一方，DE/CsA-RP (OVA-sensitized) 投与群

では炎症性細胞浸潤，組織の肥厚をほとんど認めず， Control-RP 

(unsensitized) とほぼ変わりのない組織を示した．Table 8 には，気道組織に

おける単位面積当たりの炎症性細胞数と，気道上皮の肥厚の測定結果を示し

た ． そ の 結 果 ， Control-RP (OVA-sensitized) 投 与 群 で は  Control-RP 

(unsensitized) と比較し，細胞浸潤数は 6.3 倍，気道の肥厚は 5.3 倍と有意

な上昇を確認した．一方，DE/CsA-RP 及び CsA-RP 投与群では Control-RP 

(OVA-sensitized) 投与群と比較し，炎症性細胞の浸潤を  70% 及び 61% 抑

制していた．気道上皮の肥厚においては，それぞれ  DE/CsA-RP 投与群で 

76% 及び  CsA-RP 投与群で  54% の減尐を示した．今回の評価では，

CsA-RP 投与群においても若干の抗炎症作用を認めた．これは今回，肺の摘

出及び BALF 採取を行った time point が OVA 気道内感作の 24 h 後であ

ったため，CsA-PR 中に含まれる CsA が緩やかに溶出して弱い薬理作用を

示したためだと考えられる． 
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DE/CsA-RP による炎症抑制作用の詳細な評価のため，BALF 中総細胞数

の計数と，フローサイトメーターによる炎症性細胞の分類を行った．Fig. 20 

には，BALF 中の総細胞数の計数結果を示した．その結果，DE/CsA-RP 

(OVA-sensitized) 及び  CsA-RP 投与群  (OVA-sensitized) においては，

Control-RP (OVA-sensitized) 投与群で見られる細胞数の増加をそれぞれ 

98% 及び 63% 抑制した．BALF 中の細胞をフローサイトメーターによっ

て分類した結果 (Fig. 21)，OVA 感作モデル動物においては単球及び好中球

の顕著な増加と好酸球の若干の増加を認めた．一方， DE/CsA-RP 

(OVA-sensitized) 投与群ではこれらの炎症性細胞の増加を抑制し，CsA-RP 

よりも強力な抗炎症作用を示した．本モデル動物では，喘息病態に特徴的な

好酸球の増加の他に，好中球及び単球の増加が顕著に認められた．活性化さ

れた好中球は，マトリックス構造を破壊するプロテアーゼ類や活性酸素種を

生成し，肺組織における傷害を惹起，更に慢性閉塞性肺疾患の病態を惹起す

る [88]．DE/CsA-RP 投与群においては，これらの炎症性細胞の増加も抑制

されていることから，喘息，また好中球性の炎症を特徴とする慢性閉塞性肺

疾患に対する治療に対する有効性が示唆された． 
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Fig. 20  Anti-inflammatory effects of DE/CsA-RP in OVA-sensitized rats. 

Inflammatory cells recruited in BALF were counted.  Data represent the mean 

± SE of 6–7 rats.  *, p＜0.01 with respect to antigen-sensitized rats with 

inhaled Control-RP. 
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Fig. 21  Cytogram of BALF from OVA-sensitized rats.  (A) Control-RP 

(unsensitized); (B) OVA-sensitized rat; (C) OVA-sensitized rat with pretreatment 

of CsA-RP; and (D) OVA-sensitized rat with pretreatment of DE/CsA-RP.  Cells 

in BALF were classified as (I) monocytes, (II) lymphocytes, (III) neutrophils, and  

(IV) eosinophils. 
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2-3-2-4 吸入製剤気道内投与後における薬物全身曝露  

CsA の経口投与による使用は，血中濃度上昇に伴う腎毒性，肝毒性及び

神経傷害等の全身性副作用の発現が懸念される [89, 90]．Bohdanecka らは，

ラットにおいて CsA 10 mg/kg 経口投与時に血中クレアチニンが有意に上

昇することを確認しており，この投与量での CsA による腎障害が示唆され

る [72]．本項では．投与経路の違いによる薬物全身暴露の差異及び毒性発

現のリスクを明らかにするため，薬効発現量の気道内投与群と毒性発現量の

経口投与群における薬物血中濃度推移を比較した．気道内投与群では，抗炎

症作用の評価に用いた投与量 (100 g CsA/rat)，経口投与群では腎毒性を惹

起すると報告されている 10 mg/kg を用いて検討した． 

Fig. 22 には経口投与後における血中濃度推移の結果を，Table 9 には実験

結果から算出した各種パラメーターを示した．その結果，経口投与群におい

ては Cmax 及び AUC0–inf. はそれぞれ 3,200 ng/mL 及び 35,500 ng・h/mL を 
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Fig. 22  Systemic exposure of CsA in rats after oral and intratracheal 

administration of CsA formulations.  ○ , intratracheal administration of 

DE/CsA-RP (100 g CsA/rat); and ▼, oral administration of Neoral
®

 (10 mg 

CsA/kg body weight of rat).  Data represent mean ± SE of 6–7 experiments. 
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Table 9  Pharmacokinetics parameters 

 
Cmax 

(ng/mL) 
Tmax (h) T1/2 (h) 

AUC0–inf. 

(ng・h/mL) 

DE/CsA-RP 

(100 g CsA/rat, 

intratracheal) 

50±11 4.2±0.8 8.3±0.6 764±184 

Neoral
®

 

(10 mg CsA/kg, oral) 
3,200±170 2.3±0.6 5.8±0.6 35,500±3,200 

Cmax: maximum concentration; Tmax: time to maximum concentration; T1/2: 

half-life; and AUC0–inf.: area under the curve of plasma concentration vs time from 

t=0 to t=infinity after administration.  Values are expressed as means±SE from 6 

experiments. 

 

 

示した．一方，気道内投与群で Cmax 及び AUC0→inf. は，それぞれ 50 ng/mL，

764 ng・h/mL であった．局所作用を指向した粉末吸入製剤として使用する

ことで，毒性を発現する投与量を経口投与した群と比較し，全身曝露を約  50 

分の 1 まで抑えられることを確認した．以上の結果より，DE/CsA 製剤の 

RP 製剤としての応用は，薬物の全身暴露の減尐に繋がり全身性副作用回避

に貢献するものと考えられる．  
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第 4 節 小括 

本章では，CsA の溶解性及び吸収性の更なる向上を目指し，hpGMO を

界面活性剤として使用した DE 製剤の開発を試みた．また，DE 製剤を RP 

製剤として応用し，OVA 喘息モデル動物に投与することでその抗炎症作用

の向上，更には全身曝露リスクの軽減についても併せて評価を行った． 

まず，hpGMO の酸化安定性について市販の  GMO を対照として評価を

行った結果，GMO の高純度化により熱条件保存下における過酸化物の生成

が減尐することを確認した．hpGMO を添加剤として適用することで保存期

間中における品質の务化が抑制され，より保存安定性の高い DE 製剤の調

製が可能であると考える．また，物性評価の結果から DE 製剤は水中に分

散時，数百 nm 程度のミセル形成を形成し，難溶性薬物である CsA の溶解

性を改善していることを確認した．溶解性改善に伴う消化管吸収性の向上を

評価した結果，Cmax 及び AUC0–inf. の向上は非晶質 CsA と比較してそれぞ

れ 2 倍及び 4 倍に留まった．製剤化による溶解性の改善を確認しているこ

とから，CsA と hpGMO 間における安定な相互作用の形成に起因する膜透

過性における障害が示唆される．  

次に，投与量減尐と気道への局所投与による抗炎症作用の改善及び副作

用回避を指向した DDS として，DE/CsA-RP 製剤に関する検討を実施した．

まず，hpGMO の in vitro/vivo における肺組織への傷害性について評価した

結果，hpGMO の単回投与は肺組織に対する傷害性や刺激性をほとんど示さ

なかった．しかし，長期間投与の毒性や安全性は不明であるため，今後検証

が必要であると考えられる．本章では，DE/CsA 微細粒子のハンドリング向

上や付着性の軽減を目的とし，キャリア法によって  RP 製剤を調製した．

DE/CsA は噴霧乾燥によって数 m の微細粒子を形成し，キャリアとして

混合した 60 m 程度の乳糖キャリアの表面に付着した形状をしており，レ

ーザー回折の結果から DE/CsA 製剤の微細粒子は 2.9 m，キャリア粒子は 

55.0 m であることを確認した．今回，噴霧乾燥法によって調製した 

DE/CsA の微細粒子は，吸入製剤として最適な粒子径を有していたが，カス

ケードインパクターを使用した  in vitro 吸入特性評価の結果からは分散性

について更なる改善が必須であると考えられた．喘息モデルラットを用いた 

in vivo における抗炎症作用評価では，DE/CsA-RP はその物理的混合物であ
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る CsA-RP と比較して強い抗炎症作用を示した．更に，DE-RP 製剤化する

ことで，投与量の減量及び局所投与による薬物全身暴露の大幅な減量が可能

であり，DE-RP 製剤は抗炎症作用の改善のみならず全身性副作用回避に有

用であることが確認された． 

一般的に，局所投与及び局所作用を指向した吸入製剤は薬物の全身性曝

露の回避に有用であり，CsA の様な腎毒性や肝毒性等の全身性副作用を発

現するリスクのある薬物の副作用回避を指向した製剤として非常に効果的

である．そのため，CsA に関して肺移植や喘息を対象疾患とした吸入製剤

について多数の検討がなされている [91, 92]．しかし，CsA の可溶化液体製

剤のエアロゾルを吸入剤として投与した例では，可溶化のために添加した有

機溶媒や Castor oil 等による局所刺激性の発現が懸念される．また，溶液状

態における薬物溶液の安定性についても課題が残る．そのため，可溶化剤や

有機溶媒を添加剤として使用する液体製剤は，患者に対する安全性及び保存

安定性等が臨床応用において大きな壁となる．このような背景から，吸入製

剤の開発においては添加剤として hpGMO の様な刺激性の低い可溶化剤を

用いた DE 製剤等の粉末吸入製剤の開発が望ましいと考えられる． 

以上の知見より，hpGMO の添加剤としての有用性が示され，抗炎症作用

の向上及び副作用の回避を指向した DDS 製剤として，本製剤の喘息治療へ

の応用が期待される． 



- 52 - 

第 3 章 両親媒性コポリマーを用いた自己ミセル形成型固体分

散体製剤 

第 1 節 序論 

本章では WM-SD 製剤の溶解性及び消化管吸収性のみならず保存安定性

の向上を目指し，両親媒性の水溶性高分子である poly[MPC-co-BMA] (pMB) 

を製剤担体とした固体分散体製剤の調製を行った．pMB の様な親水性ユニ

ットと疎水性ユニットを有する水溶性高分子は，ミセル形成による可溶化能

を有するため難溶性化合物の物性改善を指向した固体分散体の新たな担体

化合物として有用であると考えられる [39, 93, 94]．pMB を担体として使用

することで，WM-SD 製剤と DE 製剤の特性を併せ持つ自己ミセル形成型

固体分散体 (SMSD：Self-micellizing solid dispersion) の形成が可能であると

考える．つまり，SD 化による溶出性の改善とミセル形成による膜透過性の

向上，すなわち MDT 及び MAT の短縮によって薬物の消化管吸収改善に

繋がる可能性がある．実際，pMB を BCS class II に分類される難溶性薬物

である  Tranilast に応用したナノクリスタル固体分散体製剤においてもそ

の溶解性及び吸収性の改善が報告されている [95]．このように，pMB は難

溶性化合物の物性改変に効果的であると考えられるが，CsA のような分子

量の大きい化合物への適用に関する報告はなく，実現可能性について明らか

になっていない．本章では，第 1 章で紹介した WM 法に対して水溶性高

分子として pMB を適用することで CsA の SMSD 製剤化を試みた．まず，

pMB の消化管に対する傷害性について評価を行うため  IEC-6 (Rat small 

intestine epithelial cells) を用いて細胞傷害性について検討を行った．調製し

た製剤は，各種製剤物性評価に加え，40°C/75% 相対湿度 (Relative humidity: 

RH) で保存後における性状，結晶性及び溶出性についても併せて評価した．

更に，溶出性の改善に伴う経口吸収性向上を評価するため，ラットに対して

本製剤を経口投与後における  CsA の血中濃度を経時的に測定し，CsA の 

BA を算出した． 
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第 2 節 実験方法 

3-2-1 試薬 

PUREBRIGHT
® 

MB-37-50T (pMB) (Fig. 23) は日本油脂株式会社 (Tokyo, 

Japan) から入手した．Respitose
®

 SV-003 は  DMV pharma (Veghel, The 

Netherlands) から入手した．DMEM 及びカナマイシンは Sigma–Aldrich (St. 

Louis, MO, USA) から購入した．New born calf serum と horse serum は Life 

Technologies (Carlsbad, CA, USA) から購入した．その他，使用した試薬は特

級規格品を使用した． 

 

 

Fig. 23  Chemical structure of poly[MPC-co-BMA]． 

 

3-2-2 IEC-6 細胞を使用した毒性評価 

IEC-6 細胞は RIKEN Cell Bank (Ibaraki, Japan) より入手した．IEC-6 細胞

は細胞は，10% (v/v) new born calf serum 及び 0.01% カナマイシンを含む 

DMEM 中で培養した．実験の前に，96-ウェルプレート中で 5×10
3
 cell/well 

となるまで培養した．pMB の急性細胞毒性を評価するため，pMB 又は陽

性対照として非イオン界面活性剤の Polysorbate 80 を 0.3–3,000 g/mL と

なるように添加して  24 h のインキュベーション後の  LDH 漏出量を測定

した．定量は Wako LDH-Cytotoxic test (Wako, Osaka, Japan) を使用した． 

  

3-2-3 製剤調製方法 

SMSD/CsA は，1-2-2 の条件を一部改変して調製を行った．30 mg の CsA 

に対し，0.1 mm のジルコニアボール (Nikkato Co., Ltd, Osaka, Japan) を 2.5 

g 及び 20 mg/mL pMB 水溶液を加えた．本製剤の調製における攪拌/粉砕は，
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2 段階から成っている．(1) 2,000 rpm で 2 min，0.5 mL のポリマー水溶液

を加えて攪拌，(2) 400 rpm で 2 min, 8.0 mL のポリマー水溶液を加えて攪

拌した．粉砕後，8.5 mL の CsA/ポリマー溶液懸濁液を液体窒素で凍結し，

FD-81 freeze drier (Tokyo rikakikai．Tokyo，Japan) により凍結乾燥したもの

を SMSD/CsA 製剤として用いた． 

 

3-2-4 溶出性 

溶出試験は，試験液として  100 mL の蒸留水を用い  SST-66 (Shimadzu, 

Kyoto, Japan) による  100 rpm の撹拌条件で実施した  (37±0.5°C)．結晶 

CsA，非晶質 CsA 及び SMSD/CsA を CsA 量として 10 mg となるように

秤量して試験に用いた．採取した溶出液は 15,000 ×g で 5 min 遠心分離

した後，上清をエタノールで 2 倍希釈したものを試料溶液とした．CsA は 

1-2-2 に示した条件で UPLC/MS system を用いて定量した． 

 

3-2-5 固体物性 

3-2-5-1 走査型電子顕微鏡及び透過型電子顕微鏡  

2-2-7-3 及び 2-2-7-4 に従って観察を行った． 

 

3-2-5-2 偏光顕微鏡 

製剤中  CsA の結晶状態を視覚的に確認するため，偏光顕微鏡  ECLIPSE 

E600 POL microscope (Nicon, Tokyo, Japan) による観察を行った． 

 

3-2-5-3 粉末 X 線回折 

1-2-4-2 に従って測定した． 

 

3-2-5-4 動的光散乱 

2-2-7-5 に従って測定した．  

 

3-2-6 ラット経口投与後における薬物血中濃度推移  

3-2-6-1 動物 

1-2-6-1 に示した通り． 
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3-2-6-2 薬物血漿中中濃度測定法 

非晶質 CsA，SMSD/CsA の水懸濁液を 10 mg CsA/kg でラットに対して

経口投与後，尾静脈から経時的 (0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 12 及び 24 h) に 400 L 

の血液を採取した．採取した血液は 10,000 ×g で遠心分離して血漿を採取

し，測定まで －20°C 条件下で保存した．得られた血漿に，内部標準物質

として 500 ng/mL タモキシフェンのアセトニトリル溶液 10 L を加え，2 

倍量のアセトニトリルを用いて除タンパクを行った後，0.22 m フィルター

でろ過したものを血漿サンプルとした．対照試料として Neoral
® を用いた．

また，絶対的 BA の測定のため，ジメチルスルホキシドに溶解した CsA を 

0.5 mg/kg で静脈内投与した群についても薬物血中濃度の測定を実施した．

血漿サンプル中 CsA 濃度は，1-2-2 で示した UPLC/MS system の測定条件

を用いて測定した．薬物動態学的パラメーターは WinNonlin
®

 (Ver. 4.1) を

使用して算出した． 

 

3-2-7 製剤安定性試験 

3-2-7-1 製剤保存条件 

調製した  SMSD/CsA を 40°C/75%RH 条件下  (開放系) で  4 week 保存

した．保存後の検体は，粒子形態観察，結晶性，再分散性及び溶出性につい

て評価を行った． 

 

3-2-7-2 溶出試験 

3-2-4 に従って試験を実施した． 

 

3-2-8 統計解析 

1-2-7 に示す方法によって統計処理を行った． 
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第 3 節 実験結果及び考察 

3-3-1 IEC-6 細胞に対する細胞毒性 

界面活性剤等の両親媒性化合物はミセルの形成によって可溶化又は溶解

補助能を有するため溶解性改善に効果的であるが，粘膜や消化管に対する傷

害性を示すことが知られている [77]．pMB は，biocompatible な化合物とし

て知られており，難水溶性薬物の可溶化剤として注射剤での検討も行われて

いる [96]．しかし，化合物の投与時における傷害性は明らかとなっていな

いため，本研究では  pMB の消化管における組織傷害性を精査するためラ

ット小腸由来 IEC-6 細胞を用いて in vitro 細胞傷害性試験を行った．対照

物質として，毒性の低い非イオン性界面活性剤である Polysorbate 80 

(Acceptable daily intake：25 mg/kg/day) を用いた． 

pMB 及び  Polysorbate 80 の  0.3 g/mL から  3,000 g/mL の溶液を 

IEC-6 細胞に対して暴露後，LDH の漏出量を測定した結果を Fig. 24 に示

した．その結果，Polysorbate 80 暴露群の 100 g/mL 暴露後 24 h において，

LDH の放出は有意に上昇しており，その放出量は総 LDH の 25% にも及 

 

 

 

 

Fig. 24  In vitro cytotoxicity of surfactants in rat intestinal IEC-6 cells.  LDH 

leakage, a surrogate marker for cytotoxicity, from IEC-6 cells was measured after 

incubation for 24 h with various concentrations of polysorbate 80 (◆ ) or 

poly[MPC-co-BMA] (○).  Data represent mean ± SE of 4 experiments. 
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んだ．一方，pMB では 100 g/mL 暴露において LDH はほとんど上昇し

なかった．In vitro 試験の結果から，LD50 (50% Lethal concentration) を算出

した所，Polysorbate 80 が  161 g/mL であったのに対し  pMB は  2,198 

g/mL であった．以上の結果から，pMB の IEC-6 細胞に対する傷害性は 

Polysorbate 80 と比較して有意に低く，高い安全性を確認した． 

 

3-3-2 製剤の固体物性及び保存安定性  

SMSD/CsA 製剤の粒子形態を評価するため，SEM 及び偏光顕微鏡による

観察を行った (Fig. 25)．SEM による観察の結果，結晶 CsA は粗い柱状結

晶であり，非晶質 CsA は不規則な形状であった．一方，SMSD/CsA におい

ては粒子形状の明らかな変化が認められ，第  1 章で調製した WM 製剤と

同様の粒子形態を示した．また，これらの検体について偏光顕微鏡により観

察を行った結果，SMSD/CsA 製剤では結晶 CsA で観察された偏光性を認め

ず，製剤中の CsA は非晶質であることを確認した． 

更に，CsA の結晶性について詳細に分析するため，XRPD を用いた評価

を行った (Fig. 26)．分析の結果，結晶 CsA においては Tetragonal form に

由来する回折ピークを確認したが，SMSD/CsA ではピークを認めず，製剤

中 CsA は非晶質状態を維持しており，この結果は偏光顕微鏡による観察結

果と一致した． 

WM-SD 製剤や SMSD 製剤のような非晶質固体分散体は，保存中の非晶

質状態の安定性が問題となるため 40°C/75%RH 条件下開放系で 4 week 保

存後における性状及び結晶性を確認した  (Fig. 25, 26)．検討の結果，

SMSD/CsA 製剤は保存後でも性状及び結晶性は変化せず，SMSD/CsA 製剤

の高い安定性を確認した． 
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Fig. 25  Micrographic images of CsA samples.  (A) Scanning electron 

microscopic and (B) polarized light microscopic observations.  (I) Crystalline 

CsA, (II) amorphous CsA, (III) SMSD/CsA, and (IV) SMSD/CsA stored at 

40°C/75% RH for 4 weeks.  White and black bars represent 40 m and 100 

m, respectively. 
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Fig. 26  Powder X-ray diffraction analyses of crystalline CsA, amorphous 

CsA, SMSD/CsA, and SMSD/CsA stored at 40°C/75% RH for 4 weeks. 
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3-3-3 溶出性 

pMB は水中に分散させた際，ミセルを形成して難溶性化合物が封入され

ることで溶解性の向上を示す．pMB の臨界ミセル濃度は 10 g/mL との報

告がある  [97]．今回溶出試験を実施した条件下で  pMB 濃度は約  560 

g/mL であることから，溶出液中でミセルの形成が示唆される．pMB が形

成するミセルの特性を評価するため，SMSD/CsA を水中に分散後，TEM に

よる観察を行った．観察の結果，SMSD は水中において 100 nm 程度の均

一な球形のミセルを形成しており(Fig. 27A)，DLS による粒子径測定の結果，

その粒子径は 178 nm であった(Fig. 27B)． 

本製剤の溶出性を評価するため，non-sink 状態における溶出試験を試験液

として水 (37°C) を用いて行った (Fig. 28)．その結果，SMSD/CsA は非晶質 

CsA と比較して非常に速やかな溶出を示し，溶出試験の開始 3 分後に 35 

g/mL の溶出量を示した．非晶質 CsA の水における溶解度は 20.6 g/mL 

[45] であることから，溶出試験開始直後においては溶解度の 1.5 倍程度の

過飽和を確認した．しかし，CsA の溶解量は徐々に低下し，試験開始後 20 

min に飽和濃度である 20 g/mL でプラトーとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27  Transmission electron microscopic image of SMSD/CsA dispersed in 

distilled water (A) and Particle size distribution of SMSD/CsA in distilled water 

as determined by dynamic light scattering (B).  Bar represents 500 nm.   

 

(A) (B) 
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次に，SMSD/CsA の保存後の溶出挙動を評価するため，40°C/75%RH 条件

下で 4 week 保存後の検体について溶出試験を行った．その結果，保存前の

製剤と同等の溶出挙動を示し，高い保存安定性を確認した．加えて，溶出試

験 2 h 後において試験液中での沈殿や凝集等を示さず，ミセルの再分散性

についても保存前から変化を認めなかった．以上の知見より，pMB は CsA 

を有効成分とする場合，高い可溶化能及び保存安定性を有する非晶質固体分

散体の製造が可能であることを確認した．一般的に，非晶質固体分散体の安

定化には，非晶質状態の分子を高分子マトリックス中にトラップ又は薬物-

ポリマー間相互作用の形成により，薬物分子の運動性を制限することに起因

すると考えられている [98]．今回の使用した pMB においても，高分子マ

トリックス中のへのトラップや薬物-ポリマー間相互作用の形成が安定化に

寄与していると考えられる． 
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Fig. 28  Dissolution profiles of amorphous CsA, SMSD/CsA, and aged 

SMSD/CsA in distilled water under non-sink condition.  ▼, Amorphous CsA; 

○, freshly prepared SMSD/CsA; and ●, SMSD/CsA stored at 40°C/75% RH 

for 4 weeks.  Each bar represents mean ± SE of 3 independent experiments.  
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3-3-4 製剤ラット経口投与後における消化管吸収性  

Emulsion 製剤を始めとする可溶化製剤は，難溶性化合物の溶解性及び吸

収性の向上を指向しており，特に BCS class II に分類される薬物への応用

が効果的である．BCS class II 化合物は，溶解速度律速の吸収過程を特徴と

するため僅かな溶解性の改善が  BA の劇的な向上に繋がることがある．

CsA の SMSD 化による消化管吸収性の改善を評価するため，ラットに対し

非晶質 CsA 又は SMSD/CsA の水懸濁液を経口投与後 (10 mg CsA/kg) に

おける薬物血中濃度推移の測定を実施した．対照試料として，臨床で使用さ

れている CsA の自己乳化型製剤である Neoral
®

 を使用して比較検討した． 

投与後における血中濃度推移及び薬物動態学的パラメーターを  Fig. 29 

及び Table 10 に示した．非晶質 CsA を投与した結果，Cmax 及び AUC0–24 

はそれぞれ 116 ng/mL 及び 589 ng・h/mL であった．一方，SMSD/CsA の

投与群においては血中濃度が有意に上昇しており，Cmax 及び AUC0–24 はそ

れぞれ 1,280 ng/mL 及び 26,300 ng・h/mL を示し，これらの値は非晶質 CsA 

投与群と比較して，それぞれ 11 倍及び 45 倍であった．更に，血中濃度の

個体間のばらつきを  CV 値によって評価した結果，非晶質 CsA 投与群及

び SMSD/CsA 投与群の CV 値はそれぞれ 58% 及び 21% であり，製剤化

による血中濃度のばらつきの減尐を確認した． 

一方，Neoral
®

 に関して Cmax，AUC0–24 及び CV 値を求めた結果，2,788 

ng/mL，32,400 ng・h/mL 及び 13% であり，SMSD/CsA 製剤投与群と比較

して更に高い全身曝露を示し，血中濃度のばらつきも小さかった．Neoral
®

 

は，従来の CsA 経口製剤であるSandimmun
®

 で問題となる胆汁酸分泌量や

食事の影響などによる CsA の吸収のばらつきを改善した製剤であり，消化

管内の胆汁酸分泌量に左右されず，摂取した水または胃液中でミセルを形成

する Emulsion 前濃縮製剤である．Neoral
®

 を始めとする Emulsion 前濃縮

製剤は，通常室温下において溶液状態であり，多数の添加剤を含有しており，

その刺激性や組織傷害性が問題となる [69]．加えて，製造プロセスが複雑，

製造コストが高い，長期安定性また剤形選択の尐なさが問題となる．これら

の点において，製造プロセスが簡便な固形製剤である SMSD/CsA 製剤は吸

収性こそ Neoral
®

 に及ばないものの高い安全性と安定性のみならず固形製

剤としての利便性及び応用性を有することから  CsA の溶解性及び吸収性 
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の改善技術としての応用が期待される．Amorphous CsA，SMSD/CsA 製剤及

び Neoral
® の絶対的 BA を算出するため，0.5 mg/kg 静脈内投与における 

AUC0–24 を算出した．この結果を基に，絶対的  BA を算出した結果，

Amorphous CsA，SMSD/CsA 製剤及び Neoral
®

 の BA はそれぞれ 0.7%，

29.4% 及び 36.2% であった．近年，自己乳化型製剤は難水溶性薬物，特に

脂溶性の高い薬物の吸収性改善に活用されている [70]．自己乳化型製剤は

形成するミセルのサイズによって，Self-micro emulsification drug delivery 

system (SMEDDS) 及 び  Self-nano emulsification drug delivery system 

(SNEDDS) に分類される [99]．ミセルのサイズは，経口投与後における BA 

に影響することから，製剤処方及び製法の最適化により SMSD/CsA のミセ

ルサイズを制御することで更なる BA の向上が期待される． 

Fig. 29  Systemic exposure of CsA in fasted rats after oral administration of 

CsA samples suspended in distilled water (1 mL) or intravenous administration 

of CsA solution.  ▼, Amorphous CsA (10 mg/kg body weight of rat, p.o.); ○, 

SMSD/CsA (10 mg CsA/kg, p.o.); ●, Neoral
®

 (10 mg CsA/kg, p.o.); and ◇, 

CsA solution (0.5 mg/kg, i.v.).  Data represent mean ± SE of 4–5 experiments. 



- 64 - 

Table 10  Pharmacokinetic parameters of CsA formulations. 

 

 

Cmax 

(ng/mL) 
Tmax (h) 

AUC0–24  

(ng·h/mL) 
BA (%) 

SMSD/CsA 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
1,280±118 4.8±1.9 

26,300±5517 

(CV: 21.0%) 
29.4 

Neoral
®

 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
2,788±259 2.3±0.6 

32,400±4150 

(CV: 12.8%) 
36.2 

Amorphous CsA 

(10 mg CsA/kg, p.o.) 
116±57 3.4±0.4 

589±292 

(CV: 49.6%) 
0.7 

Cmax: maximum concentration; Tmax: time to maximum concentration; and 

AUC0–24: area under the curve of blood concentration vs. time from t = 0 to t =∞ 

after administration. The numbers in parentheses indicate coefficients of variation  

in AUC0–24. Values are expressed as means ± SE from 4 to 5 experiments.   
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第 4 節 小括 

本章では，CsA の溶解性及び吸収性のみならず，保存安定性の向上を指

向した製剤の開発を目的とし，自己ミセル形成能を有する両親媒性水溶性高

分子である pMB を担体とした SMSD 製剤の開発及び評価を行った． 

まず，pMB について細胞傷害性評価を行った結果，pMB は毒性の低い

非イオン性界面活性剤である Polysorbate 80 と比較して ICE-6 細胞に対す

る傷害性は低く，消化管における低刺激性及び高い安全性を確認した．次に，

SMSD/CsA 製剤の物性評価から製剤中 CsA は非晶質として存在しており，

非晶質固体分散体を形成していることを確認した．溶出試験の結果から  

CsA の速やかな溶出を確認し，DE 製剤と同様の速やかな溶出挙動を認め

た．これらの物性評価の結果から DE 製剤の特性を併せ持つ製剤であるこ

とを確認した．更に，本製剤の保存安定性を 40°C/75%RH 条件下で評価し

た結果，4 week の保存前後で粒子形態，結晶性，溶出性及びミセル形成能

は変化せず本製剤の高い安定性を確認した．SMSD/CsA 製剤の消化管吸収

性評価の結果，吸収性に関しては Neoral
®

 には及ばないものの固形製剤と

して高い吸収性を示し，その有用性が示された．  

本研究で着目した非晶質固体分散体製剤は，溶解性改善のための製剤化

技術の一つとして多数の論文や特許が報告されているものの，上市されてい

る製品へ応用されている例は非常に尐ない  [99]．この理由の一つとして製

剤の保存安定性の問題が挙げられる．非晶質化した薬物の保存中における結

晶化が原因となり，溶出挙動の変化，更には結晶多形による溶出・吸収性の

変動等についても危惧される．実際，CsA の WM-SD 製剤に関する製剤の

保存安定性試験の結果，40°C/75%RH 条件下で 4 週間保存後の製剤は，保

存前と比較して結晶性について変化は見られなかったものの，保存中の結晶

成長や凝集等による溶出性の低下が報告されている [100]．一方，SMSD 製

剤は同条件下で 4 week 保存後においても，性状，結晶性及び溶出性はほと

んど変化せず高い安定性を示した．また，現在臨床で使用される  CsA 製剤

の Neoral
®

 は液体製剤の  Emulsion 前濃縮製剤であり，製造コストや安定

性，剤形選択の面で短所が存在するが，SMSD 製剤は固体状態として得ら

れるため溶液状態に起因するデメリットの克服が可能である．以上の知見を

考慮すると，pMB を担体とする CsA の SMSD 製剤化は高い溶解性，吸収
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性及び保存安定性を達成するのみならず，錠剤や顆粒剤等の様々な固形製剤

への応用が可能な実用性の高い製剤であると考える．  

今後，SMSD/CsA 製剤の経口製剤としての応用のみならず，ジェットミ

ルや噴霧乾燥等による粒子径コントロールを行い，易溶化した  CsA の高い

抗炎症作用を効果的に発現可能な粉末吸入製剤としての応用が期待される． 



- 67 - 

総括 

経口投与後の消化管吸収性が悪い薬物は，吸収過程において個体間の薬

物血中濃度のばらつきが大きくなりやすく，結果として薬理効果の個体差が

懸念される．特に，BCS class II 薬物は溶解律速の吸収過程を経るため，消

化管吸収性や BA は化合物の溶解性に大きく影響される．本研究では，BCS 

class II の難溶性薬物である CsA をモデル化合物とし，湿式粉砕法による 

SD 製剤，固体 Emulsion の DE 製剤，更に新規製剤担体として両親媒性高

分子を使用した SMSD 製剤の開発により，CsA の溶解性及び吸収性の向上

による動態制御を試みた．また，開発した製剤の局所作用及び全身性副作用

回避のためのオプションとして，RP 製剤開発を併せて検討した． 

第 1 章では，高い溶解性と消化管吸収性を有する CsA 固体分散体製剤

の開発を目指し，HPC 類を始めとする計  8 種類の水溶性高分子を用いた 

WM-SD 製剤の処方検討とその物性評価を行った．その結果，いずれのポリ

マーを用いた場合も非晶質固体分散体の調製に成功し，調製に用いたポリマ

ー中では HPC-SSL が最も顕著な溶解性改善作用を示すことを確認した．本

製剤について，薬物ポリマー間の相互作用を評価した結果，製剤化によって

製剤中 CsA の高次構造が変化し，CsA 分子と高分子の間で分子間相互作用

の形成が溶解性や安定性の改善に寄与する可能性が示唆された．また，本製

剤の経口吸収性は非晶質 CsA と比較して有意な改善を示し，非晶質 CsA 

と比較して Cmax 及び AUC0–24 はそれぞれ約  5 倍，約 5 倍増加した．こ

れらの結果から，本製剤の CsA の溶解性及び吸収性改善に対する有用性が

明らかとなり，他の BCS class II 化合物への応用が期待される． 

第  2 章では，CsA の更なる溶解性及び吸収性の向上を目指し，固体 

Emulsion 製剤である DE 製剤の開発を試みた．本検討では，界面活性剤と

して高純度かつ低毒性である高純度モノオレイン酸グリセリンの添加によ

り，高い酸化安定性と低い組織傷害性を有する製剤の調製を達成した．また，

物性評価の結果，DE/CsA は水中で均一なミセルを形成し，顕著な溶出挙動

の改善を示した．本製剤の消化管吸収性を評価した結果，ラット経口投与後

の  Cmax 及び  AUC0–inf. は非晶質  CsA 投与群と比較してそれぞれ  2 倍及

び 4 倍に留まった．更に DE 製剤の応用性を評価するため，DE/CsA 製剤

を RP 製剤として適用し，その吸入特性及び喘息モデルラットにおける抗
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炎症作用について評価を行った．RP 製剤の吸入特性評価の結果，DE/CsA の

微細粒子は吸入製剤として最適な粒子径を有していたが，カスケードインパ

クターによる評価から RP 製剤の分散性は不十分であり添加剤や担体粒子

について最適化の必要性を確認した．一方，DE/CsA-RP は喘息モデル動物

において  CsA と担体の物理的混合物と比較して有意に高い抗炎症作用を

示した．加えて，RP 製剤の病変部位への局所的投与及び投与量の減量によ

り，薬物全身暴露の大幅な減量が可能であることを確認した．以上より，本

製剤の喘息モデル動物における有用性が示され，溶解性向上と局所投与・局

所作用を指向した製剤化による抗炎症作用改善及び副作用の回避のための 

DDS 製剤として，喘息治療への応用が期待される．  

第 3 章では，WM-SD 製剤に対し，新規添加剤である pMB を製剤担体

として選択することで，高い溶解性と保存安定性を有する自己ミセル形成型

固体分散体製剤の開発を試みた．まず，pMB の毒性評価を行った結果，ICE-6 

細胞に対する傷害性は低いことから，消化管に対する低い刺激性，傷害性を

明らかにした．また，pMB を WM 製剤の担体として用いることで CsA の

溶解性を大幅に改善し，短時間ではあるが溶解度の  1.5 倍程度の過飽和を

達成した．更に，本製剤の保存安定性を 40°C/75%RH 条件の開放系で評価

した結果，4 week の保存前後で粒子形態，結晶性，溶出性及びミセル形成

能は変化せず本製剤の高い安定性が示された．消化管吸収性評価の結果，

SMSD 製剤の消化管吸収性は Neoral
®

 には及ばないものの固形製剤として

高い吸収性を示した．今後，SMSD/CsA 製剤の経口製剤としての応用のみ

ならず，ジェットミルや噴霧乾燥等による粒子径コントロールを行った粉末

吸入製剤としての応用が期待される．  

本研究によって得られた知見より，特徴の異なる 3 種の製剤学的アプロ

ーチによる物性改変が生物薬剤学的特性に与える影響が部分的に明らかと

なり，さらに CsA の吸入製剤への応用に関する有用性も示された．特に第

3 章で着目した SMSD 製剤は WM-SD 製剤と DE 製剤の両方の特徴を有

するため，MDT 及び MAT の両方の短縮による吸収時間短縮による吸収性

の改善が示唆される．今後の更なる製法 /処方最適化の検討が，他の  BCS 

class II 化合物の溶解性及び吸収性改善，原薬物性に合わせた製剤化アプロ

ーチを用いた動態制御に貢献することが期待される． 
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