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研究成果の概要（和文）： 

核酸やタンパク質などの生体高分子薬剤のドラッグデリバリーに適したキャリアー素材の開
発に向けて「液晶性微小カプセル」の作製技術を検討した。液晶性生体分子（リン脂質、コレ
ステロールおよび長鎖脂肪酸の混合物）を利用し、マイクロチャネル乳化法と液中乾燥法を組
み合わせた独自の作製プロセスを採用した結果、80％を超える高い内包率で水溶性高分子を内
包でき、粒径制御も可能な液晶性微小カプセル作製法を開発できた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Efficient preparation method of “liquid crystalline fine capsules” for a carrier 
material in biopolymer delivery system was investigated. A mixture of liquid crystalline 
biomolecules such as phospholipids, cholesterol and long-chain fatty acids was used for 
a capsule-constituting material. Liquid crystalline fine capsules were successfully 
obtained with controlled diameters and high entrapment efficiencies (>80%) for 
water-soluble biopolymers using the novel combined methods of the microchannel 
emulsification and the solvent evaporation techniques.   
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１．研究開始当初の背景 

ドラッグデリバリーシステム(DDS)の開発
では、薬理成分を患部に送達する「キャリア
ー」の性能が決め手となる。これまで、両親
媒性分子の会合体であるベシクル(リポソー
ム)やミセルの利用が広く検討されてきた。

これらは両親媒性分子が水溶液中で異方的
に配向して形成される「リオトロピック液
晶」であり、同じく天然のリオトロピック液
晶である生体膜との親和性が非常に高いの
が特徴である。このような液晶性 DDSキャリ
アーの問題点は、親水性物質の内包効率が低
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いことである。特に、近年注目されている核
酸系・タンパク質系薬剤のような水溶性の生
体高分子に対する内包効率は極めて低く、遺
伝子治療や免疫療法での DDS開発を妨げる一
因となっている。 

上記の液晶性キャリアーへの水溶性物質
の内包効率が低い理由は、その形成メカニズ
ムにある。すなわち、水溶液中に溶解・分散
している両親媒性分子が濃度や温度の変化
あるいは剪断場、電場などの外部刺激によっ
て互いに寄り集まって会合体を形成する際
に、内包したい物質が周囲の水とともに“た
またま”キャリアー内部に取り込まれるにす
ぎない。通常、水溶液全体に対する液晶性キ
ャリアーの内部体積の割合は数％程度なの
で、偶発的に取り込まれる内包物質の割合
（＝内包率）もこの程度にとどまってしまう。 

研究代表者は、これまでにベシクルに生体
触媒である酵素を内包させて新しい生化学
反応素子として利用する「ベシクルバイオリ
アクター」に関する研究を行い、それまで数
～十数％程度であった酵素類のベシクルへ
の内包効率を 50％程度にまで高めることに
成功した。また、マイクロデバイスを活用し
て生体分子の配向を制御し、様々な生体適合
性微粒子材料を開発してきた。これらの研究
で修得した知識・実験技法を駆使し、微細空
間での生体分子の配向挙動および界面や相
の挙動を適切に制御することで、新規かつ効
率的な液晶性微小カプセルの作製方法を提
供できるとの着想を得て、本研究を始めるに
至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、生体高分子を高効率で内包で
きる液晶性微小カプセルの作製法を開発し、
新しい DDSキャリアーとしての可能性を検証
することを目的とした。具体的には、以下の
２点について検討を行った。 
（１）多相エマルションを利用した液晶性微
小カプセルの作製と生体高分子の効率的内
包化 
 既存の液晶性 DDSキャリアーの作製法では、
両親媒性分子を水溶液中に溶解・分散させた
状態から、濃度変化、温度変化、および電場
や剪断場などの外部刺激によって自己組織
化的に会合体を形成させる方法が一般的で
ある。しかし、この方法では水溶性分子を高
い効率でキャリアー内部に封入することは
できず、得られる会合体のサイズも不均一で
ある。 
 本研究では、まずマイクロ流体デバイスを
活用して生体由来の液晶性分子を構成成分
とする Water-in-Oil-in-Water 型（W/O/W）
多相エマルションを作製し、これを出発物質
として液晶性微小カプセルの作製を試みた。
この方法によれば、W/O/W エマルションの内

部水滴に包含した生体高分子の外部水相へ
の漏出を最小限にとどめながら液晶性微小
カプセルを形成させることが可能となり、内
包効率の向上が期待できる。基材とする
W/O/W エマルションの内部水滴径を適切に制
御することで、最終的に得られる液晶性微小
カプセルの粒径も制御できると期待される。 
（２）液晶性微小カプセルの特性評価と DDS
キャリアーとしての利用可能性検証 
 上記で得られた液晶性微小カプセルの微
細構造を解明するとともに、機能性分子の内
包特性を調べることで DDSキャリアーとして
の利用可能性を検証した。各種機器分析手法
を駆使して液晶性微小カプセルの微細構造
を評価するとともに、生体高分子の内包化を
試みその効率を調べた。 
 

３．研究の方法 

（１）核酸やタンパク質を高効率で内包でき
る液晶性微小カプセルの高効率作製技術の
開発 
本研究では、生体高分子の効率的内包化を

実現できる DDSキャリアーを開発するために、
生体高分子を含む微小水滴の周りに液晶性
分子を配向させることで自己組織化的に液
晶性カプセル壁を形成させる方法を考案し
た（図１）。 

 

図１. 本研究おける液晶性微小カプセル作製法の

概要と着眼点. 

 
まず、内包したい物質を含む水溶液と、リ

ン脂質、コレステロールおよび長鎖脂肪酸な
どの生体由来の液晶性分子を含む揮発性有
機溶媒を用いて Water-in-Oil型(W/O)エマル
ションを作製した。この W/O エマルションを
マイクロチャネル(MC)と呼ばれるシリコン
基板上の微細流路に圧入して、微小水滴を含
む 油 滴 が 水 相 中 に 均 一 に 分 散 し た
Water-in-Oil-in-Water (W/O/W)型の多相エ
マルションを作製し、液晶性微小カプセル作
製のためのテンプレートとして用いた。MC乳
化法で作製した W/O/Wエマルションに含まれ
る有機溶媒を蒸発除去することで、有機溶媒
相に溶解していた液晶性分子が内部水滴周
りに配向し液晶性微小カプセルを作製した。
この形成機構によれば、W/O/W エマルション
の内部水滴に含まれる内包物質はそのまま



 

 

カプセル内に保持されることになり、内包率
の飛躍的な向上が期待できる。さらに、内部
水滴径がそのまま最終カプセル径に反映さ
れると予想されるため、内部水滴径を制御す
ることにより、最終的に得られる液晶性微小
カプセルの粒径制御が達成されると期待で
きる。 
（２）液晶性微小カプセルへの内包物質の保
持特性および機器分析的手法によるカプセ
ルのナノレベル微細構造の評価 
 上記(１)の検討で得られた液晶性微小カ
プセルの物質内包特性および微細構造を明
らかにするための検討を行った。水溶性の蛍
光色素であるカルセインおよびモデル生体
高分子としてデキストランを用い、これらの
カプセル中への内包効率を評価した。また、
得られた液晶性カプセルに対し、電子顕微鏡
などを駆使してその微細構造を調査した。 
 
４．研究成果 

初年度（平成 22年度）の検討では、まず、
シリコン基板上に微細加工された微小流路
を活用した液滴作製技術である「マイクロチ
ャネル乳化法」により、W/O/W エマルション
の作製を検討した。カプセル作製に適した生
体由来の液晶性分子および乳化剤の選定を
行い、W/O/W エマルションを作製できた。さ
らに、これをテンプレートとした液晶性微小
カプセルの作製方法を検討した結果、室温、
大気圧下という穏やかな条件下で多相エマ
ルション中の有機溶媒を除去するプロセス
（「液中乾燥」）により、水溶性分子を封入し
た微小カプセルを作製することに成功した。
図２には各工程で得られた W/Oエマルション、
W/O/W エマルションおよび液晶性微小カプセ
ルの顕微鏡写真を示す。カプセルの作製条件
を種々検討することにより、水溶性蛍光色素
であるカルセインを 83％の高い内包率（既存
のキャリアー作製法では数％程度）でカプセ
ル内に封入することができ、目標値であった
80％の内包率を達成することができた。 

 

 
図２．各工程で得られた W/O エマルション、
W/O/W エマルションおよび液晶性微小カプセ
ルの顕微鏡写真. 内包物質としてカルセイ

ンを用いた.（左列）明視野画像、（右列）蛍
光画像. 
 
続く平成 23 年度の検討では、カプセルの

テンプレートとなる water-in-oil-in-water
型（W/O/W）多相エマルションの作製に利用
する乳化剤種の影響について調べた。その結
果、W/O/W 多相エマルションの外部水相に添
加する乳化剤の種類が、得られるカプセルへ
の水溶性物質の内包効率に顕著な影響を及
ぼすことを明らかにした。初年度に利用して
いたカゼインナトリウムに加えて、アルブミ
ンおよびポリオキシエチレンポリオキシプ
ロピレングリコール（Pluronic F-68 および
F-127）などの高分子乳化剤を用いた際には
水溶性分子であるカルセインに対して 70～
90％の高い内包率が得られたのに対し、低分
子乳化剤であるポリオキシエチレンソルビ
タンモノオレアートを用いた場合にはカル
セインの内包率は 30％程度にとどまり、本法
において使用する乳化剤としては高分子系
の乳化剤が適していることが示唆された（図
３）。 
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図３. 粒径約 200 nmの液晶性微小カプセルへ

のカルセインの内包率に対する分散剤種の影

響. ※卵白アルブミンを用いた場合は W/O/W

エマルションが安定的に作製できず、液晶性

微小カプセルが得られなかった. 

 
続いて、カプセル作製の第 1 段階で得られ

る water-in-oil型(W/O)エマルション中の微
小水滴のサイズを変化させて W/O/W多相エマ
ルションを作製し、これをテンプレートとし
て微小カプセルを作製した。その結果、平均
径約 1.7 μm の水滴からは平均径約 1.1μm
のカプセルが、また平均径約 200 nm の水滴
からは平均径約 200 nm のカプセルが得られ、
カプセル作製に用いた W/O型エマルションの
水滴径が最終的に得られるカプセルの大き
さに反映されることが示された（図 4）。以上
の検討により、液晶性微小カプセルの作製に
おいて、「内包効率の向上」と「カプセルの



 

 

サイズ制御」の 2つを実現するための工学的
指針を与える有意義な成果を得ることがで
きた。 
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図４． 第 1 段階で作製した W/O エマルショ
ンの水滴径と最終的に得られた液晶性微小
カプセルの粒径の比較. 白抜シンボルは W/O
エマルションの水滴径、中塗シンボルは液晶
性微小カプセルの粒径の分布を示す. 丸お
よび四角のシンボルはそれぞれ平均水滴径
1.7 μmおよび 200 nm の W/Oエマルションを
用いた場合の結果である. 
 

得られた液晶性微小カプセルの微細構造
を電子顕微鏡により観察した結果、平均径約
1.1μm および約 200 nm のいずれのカプセル
においても粒径分布に対応したサイズの粒
子像が観察された（図５）。さらに詳細にカ
プセル表層の微細構造を調べた結果、本液晶
性微小カプセルは、生体脂質からなる二分子
膜の厚さに相当する数ナノメートル程度の
厚みをもつラメラ構造を有していることが
明らかとなった。 
 

 

図５．液晶性微小カプセルの電子顕微鏡画像. 
(a)および(b)はそれぞれ平均液滴径 1.7 μm
および 200 nm の W/O エマルションを利用し
て作製したカプセルである. (a)ではネガテ
ィブ染色法、(b)では凍結活断レプリカ法に
より観察用試料を作製した。 

 
最終年度（平成 24 年度）の検討では、カ

プセル作製に最適な乳化剤の選定指針を得
ることを目指して、外水相に添加する乳化剤
による内包物漏洩抑制効果に注目し、親水性
蛍光色素であるカルセインを内包物質とし
て、微小カプセルの作製過程でカルセインが
漏出する過程およびそのメカニズムについ
て調べた。液晶性微小カプセルのテンプレー
トになる water-in-oil-in-water型多相エマ
ルションの油相中に可溶化された水分量お
よびカルセイン量を測定した結果、油相中の
逆ミセルにより内包物質が外部水相に輸送
されることで漏出が起きている可能性が示
された。逆ミセルを介した油相-水相界面で
の物質輸送を抑制するような性質をもつ乳
化剤が高い漏出抑制効果を有するのではな
いかと考え、種々の乳化剤を用いて W/O/W エ
マルションから有機溶媒を除去する液中乾
燥プロセスにおけるカルセインン漏出量を
評価した結果、最終的に高い内包率が得られ
たケースでは、W/O/W エマルションから有機
溶媒を除去する際に外部水相に漏出するカ
ルセイン量が大幅に減少していることが明
らかとなった（図６）。これらの結果は、乳
化剤の効果に関する機構的背景の解明につ
ながる有意義な成果であるといえ、この成果
により効果的な乳化剤の選定指針を得るこ
とができた。 
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図６．液中乾燥中におけるカルセインの漏出
割合に対する乳化剤種の影響. 
 
さらに、生体高分子の内包化への本法の適用
可能性を検証するため、微小カプセルへのデ
キストランの内包化を試みた。カゼインナト
リウムおよび Pluronic F-68 を乳化剤として
用い、平均分子量 4,000 および 40,000 のデ
キストランの内包化を試みた結果、いずれの
場合も内包分子に甚大な損傷を与えること
なく、80%以上の内包効率を達成することが
できた（図７）。 
以上、本研究により生体高分子の内包化を

達成するための技術的基盤を与える有意義
な成果が得られた。 
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図７. 液晶性微小カプセルへの種々の水溶
性分子の内包率. 
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