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研究成果の概要（和文）：医療用ナノ・リポソーム（LS）生産の課題は，有機溶剤を使用しない生産性の高い連
続式のプロセスの開発である．本研究では，まず、回分式反応装置を開発し，圧力，温度，超音波照射時間、二
酸化炭素の相(ガス，超臨界，液体)がLS生成に及ぼす影響について検討した．次に、本回分式装置を３つ縦型に
連結し、向流接触が可能な連続式反応器への改良を試みた。具体的には、圧力条件一定下（8MPa）で高温（60
℃）から低温（10℃）まで温度勾配を与え，塔頂から原料のリン脂質懸濁液，塔底から液体CO2を供給し，懸濁
液と相変化した高圧CO2相を向流接触，超音波を直接照射装置の開発を行い、今後の課題と開発の方向性を示し
た。

研究成果の概要（英文）：The development of a organic solvent free method for producing nano size d 
liposomes (LP) for medical uses is a big challenge. In this work, we challenged to develop a 
continuous method for producing LP using supercritical CO2, water and direct ultrasonication. First,
 we developed a batch reactor and examined the effects of pressure, temperature, ultrasonic 
irradiation time, and CO2 phases (gas, supercritical, liquid) on LS generation. Next, 3 of these 
batch reactors were connected vertically, in a tower manner: phospholipid suspension is supplied 
from the top of the tower, liquid CO2 is supplied from the bottom of tower, allowing countercurrent 
contact, where temperature gradient is applied from high temperature (60°C) to low temperature (10
°C) under constant pressure conditions (8MPa), changing the CO2 phase (gas, supercritical, liquid) 
as the suspension is contacted with additional ultrasonic sonication. Issues and future prospects of
 this method have been made clear.

研究分野： 化学工学、反応工学、超臨界流体工学、高分子科学、糖化学、バイオマス、超臨界水改質、天然高分子

キーワード： リポソーム　超臨界二酸化炭素　超音波　向流接触流通式反応装置

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医療用ナノリポソームは、mRNAのワクチンで使用されるように非常に有用である。本研究では、ナノ・リポソー
ム（LS）生産の課題である有機溶剤を使用しない生産性の高い連続式のプロセスの開発に独創的かつ新規な装置
の開発により挑戦したものである。本プロセスは、二酸化炭素を有効利利用、有機溶媒を使用しない、超音波照
射などのグリーン技術を駆使した点からも、社会的意義は大きい。本向流式の連続装置の完成は、実現はできな
かったが、多くの課題が明確となり、今後の開発の方向性も示すことができた。今後、これらの課題が解決さ
れ、装置が完成し、本手法の優位性が明らかとなることを願う。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
【ナノ・リポソームの重要性と生産における課題】リポソーム（LS）とは，細胞の構成成分であ
る両親媒性のリン脂質からなる小胞体（マイクロからナノサイズ）のことであり，優れた生体適
合性，生体分解性から，ドラッグデリバリー（DDS）のキャリアーとして用いられている．とく
に，ナノ LS を用いた DDS は，優れた細胞透過性から，静脈注射による副作用の少ない次世代
の癌治療法として注目されている．従来の LS 調製法は，原料のリン脂質の溶解を上げるために
有機溶媒を使用するが，LS への溶媒残渣が懸念されており，また回分式による手法であるため，
生産性が低い．また，従来法では選択的なナノサイズの LS 生成は難しいのが現状である． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，医療用ナノ LS の連続調製法の構築である．具体的には，本プロセスの操作因
子と LS の収率，薬剤の内包率，粒径の関係を明らかにし，相平衡，移動現象，反応速度を評価
することにより現象を理解し，モデルによる定量化を行い，ナノ LS 相の安定性に及ぼす反応因
子の解明を行う．最後に薬剤内包ナノ LS を調製し，その薬理活性の評価を行い，本手法の優位
性と課題を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
（１）回分式装置を用いた検討（リ
ポソームの安定性の評価） 
既存の，回分式装置を用いて，CO2の
相変化(ガス，超臨界，液体)が LS相
生成に及ぼす影響を圧力条件（6.8 
- 8MPa），各温度帯（高温：70-60℃，
中温 30-40℃，低温：25-10℃）にお
いて解明し，ナノ LS 調製の最適条
件（温度，圧力，超音波時間，水・
CO2組成）を明確にした．試料にレシ
チンを用いた．実験は，高圧セル
（150 cc）に超音波振動子（VC-750, 
Sonic and Materials Inc.）が設置
された装置を用いて行った（図 1）
1，2）．まず，高圧セルに水，レシチン
を所定量仕込み密封した．その後，
高圧セルを反応温度一定に制御さ
れた水浴に設置し，反応温度に昇温
させたのち，セル上部のラインから
二酸化炭素をポンプ（SCF-get, 
JASCO）により送液，反応圧力（8MPa）
まで昇圧したのち密封し,反応開始
とした．超音波は，振幅 25％にて 5s 
ON, 10s OFF のサイクルで反応時間
が終了するまで照射した．反応終了
後，高圧セルを冷却，ゆっくりと減
圧させた後，セルの内容物を回収し
た．回収物は，0.22μm 径のフィル
ターによりろ過し，残存レシチンと
リポソーム溶液に分離した．残存レシチンは，乾燥させ秤量した．リポソームの平均粒径および
粒径分布は，リポソーム溶液を SALAD7500 により測定した（図２）．リポソーム収率は，仕込み
レシチンと回収したレシチンから算出した． 
 
４．研究成果 
（１）回分式装置を用いた検討（リポソームの安定性の評価） 
まず，超音波ホーンと回分式反応装置のシール部分に緩衝材を挟み込んでシールすることによ
り，超音波の過重負荷による緊急停止（オーバーロード）の発生を抑制できることを見出した．
このことにより，従来圧力条件 6.8MPa １）と比べて高い圧力条件 8MPa で行うことが可能となっ
た． 
図３に，LS の調整において CO2の相変化(ガス，超臨界，液体)が LS 相生成に及ぼす影響につ

いて検討した（圧力：8MPa，温度： 60℃，35℃，25℃）における(a)LS の平均粒径，(b)LS の回

 

図１ リン脂質懸濁液と高圧二酸化炭素の超音波

照射によるリポソームの調製に用いた回分式装置

図：CO2 ボンベ(1)，冷却機能付き HPLC―CO2 送液

ポンプ(2)，圧力計(3)(10) ，安全弁(4)(11)，高圧

反応器（5），耐圧ガラス窓(6)，熱電対(7)，超音波

発生機(8)，ウオーターバス（9），ガス流量計(12)，

超音波ﾎ ｰ ﾝ (13)，背圧弁(V1)(V5)，バルブ: 

(V2)(V3)(V4).   



収率を示す．図３より LS の粒
径は超音波照射をかけない場
合 200 nm 程度であった．また，
各温度において，超音波照射時
間 125ｓにおいて 140 nm まで
減少したが，それ以上照射時間
をかけても粒径の変化は小さ
かった．一方，LS 収率は，超音
波を照射しない条件において
一番高く,いずれの温度におい
ても 60-70％程度であり，超音
波を照射時間の増大に 50％程
度に減少した．本結果は，超音
波照射が LS の粒径の減少に有
効である一方で，LS の凝集にも
作用していることを示唆して
いる．本結果は，各 CO2 相にお
いても LS が生成し，超音波照
射は LS の粒径減少に有効であ
り，ナノ LS を高収率に得るた
めには照射時間が短い 125ｓが
最適であることを示唆してい
る． 
 
（２）向流式反応装置の作成 
最後に，向流接触式流通装置の
開発を試みた．本装置は，開発
した回分式反応装置をベース
にこのセグメント（SG）を３つ
連結することで構成した．本装
置の簡略図を，図４に示す．本
装置は，設定圧力条件（8MPa）
において，高温（60℃）から低
温（10℃）まで温度勾配を与え，
塔頂から原料 のリン脂質懸濁
液，塔底から液体 CO2を供給し，
リン脂質懸濁液とマルチに相
変化した高圧 CO2（気相→超臨
界相→液相）を向流接触し，超
音波を直接照射し，ナノリポソ
ームを含む液相を回収する構
想のものである． 
本装置は，A:送液部，B反応部，
C:超音波照射部，D 減圧・回収
部により構成した．送液部（図
4A）は，HPLC ポンプによる懸濁液の送液，CO2 は冷却器付きの超臨界ポンプを使用している．所
定圧力(8 MPa)において一定流量の供給が可能であった．反応部（図４B）は，３つの窓付きのセ
グメントを縦に連結した縦型の塔構成をとっている． SG 間における CO2と懸濁液の交換は２本
の高さの異なるチューブで並列に連結することで行った．１本目のチューブは SG 中の液相の高
さがチューブの高さをこえるとオーバーフローした液体が下の SG の液相へ供給される構造，２
本目のチューブは SGの上部に設置し，SG中の上層（CO2相）のみが上セグメントの上層（CO2相）
へと移動できるように配置した．これを，塔頂と塔中，塔中と塔底 SGの間の２か所に設置した．
塔中 SG，塔底 SG は新たに作成したアルミブロックで完全に保護し，これに恒温流体を循環させ
ることで各所定温度に制御を行った．本構成により塔底 SG は低温，塔中 SG は中温度に制御する
ことで，それぞれ塔底の CO2は液相，塔中の CO2は超臨界状態となる．登頂 SGは，独立したヒー
ターと断熱材の保護により高温に温度制御し，CO2 がガス相となるよう設定した．超音波照射部
（図４C）は，SG 中の反応液に直接超音波が照射するように 3 つの SG に水平方向から超音波ホ
ーンを直接挿入する構造に設計した．反応は高圧で行うため，超音波ホーンと反応装置は厳密に
シールし，また，安全性を確保するために装置全体をアルミフレームに固定した．この超音波照
射ホーンに対する体感重量により，超音波照射時に超音波ホーンにかかる負荷が急激に増大し，

 

図 2  リン脂質懸濁液と高圧二酸化炭素の超音波照射

(25oC, 8 MPa, 125 s)により調整したリポソームの粒径

分布（平均粒径：165nm，SALAD7500 により測定） 

 

 
図３ リン脂質懸濁液と高圧二酸化炭素の超音波照射によ

り調整したリポソームの(a)平均粒径分布および(b)リポ

ソーム収率、超音波照射時間の依存性．調整条件８MPa：圧

力温度：60℃（■）、35℃（▲）、25℃（●）． 



安全装置である緊急停止（オーバーロード）が発生する．超音波ホーンへの負荷を緩和する緩衝
材を用いた構造で新規に再設計・作成しこの発生を抑制した．減圧と回収（図４D）は，反応装
置の塔頂と塔低の２か所に接続した２つの背圧弁により圧力を制御し、塔頂からは，CO2のガス，
塔底からは水液相がそれぞれ背圧弁を介して回収する．塔頂の CO2ラインは，設定圧力により自
動的に開閉する背圧弁の作動により回収した．塔底の液相ラインは，タイマーにより加圧空気区
駆動式アクチュエータで開閉するバルブとその先には，背圧弁を設置した．この背圧弁の設定圧
力は，塔頂回収部の CO2自動背圧弁設定圧力より少し低圧で解放するよう設定した．本機構によ
り，高圧力下で，少しの圧力変動で，CO2，液相の回収が交互に行えるように工夫した． 
今回は，設定圧力条件において，CO2 と懸濁液の連続供給，かくセグメントの温度制御には成

功した一方で，多くの課題も明らかにした．具体的には，①装置セグメントと超音波ホーンの連
結の機構による照射時におけるホーンへの過重負荷が引き起こす緊急停止（オーバーロード）の
発生や，②塔頂と塔低からのサンプル回収，③不均一な回収による圧力変動，③リン脂質懸濁液
の析出による，バルブや背圧弁の閉塞の問題が明らかとなった． 
＜新たに見えてきた課題＞超音波照射による，過重負荷のオーバーどーどに関しては，シールの
機構の改良や新たな緩衝材の選定，装置の小型化による，装置重量の現象で回避が可能であると
考える．本装置では，塔底の液回収，減圧部では，アナログの背圧弁などを使用したため，供給
量と回収量のバランスが崩れ，圧力変動や，サンプルの析出，閉塞も起きたと考えている．今後，
セグメントの窓から２相境界の変動のモニタリングによる物質移動，圧力変動，回収液量，回収

 
図４ 本研究で開発したリン脂質懸濁液と高圧二酸化炭素の超音波の直接照射が可能な

向流接触式流通装置の概略図．点線で囲まれた部分：送液部(A)､反応部(B)､超音波照射部

(C)､減圧･回収部(D)を示す。装置の構成は以下の通り：CO2ボンベ(1)，冷却機能付き HPLC

－CO2 送液ポンプ(2)，リン脂質懸濁液(5)，HPLC 送液ポンプ(6)，圧力計(3)(7)，安全弁

(4)，耐圧ガラス窓付き高圧反応器 (14)(15)(16)，熱電対 (20)(21)(22)，超音波発生機

(8)(9)(10)，ヒーター断熱材保護部分（17），恒温アルミブロック(18)(19)，ガス流量計(24)，

超音波ﾎｰﾝ(11)(12)(13)，自動式背圧弁(V5)背圧弁(V1)(V8)，バルブ(V2)(V3)(V4)，窒素ボン

ベ(26)，タイマー(T1)付きソレノイドバルブ(V6)，アクチュエーターバルブ(V7)，気液分離

機(23)(24)，ガス流量計(25)． 

 



気体量を制御する制御システムの構築が必要だと考える． 
今回は，新たな手法に向けた装置の開発を試みた．本手法の実現はできなかったが，本研究を通
して，多くの課題が明確となり，その開発の糸口も示すことができた．今後，これらの課題が解
決され，装置が完成し，本手法の優位性が明らかとなることを願う． 
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