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研究成果の概要（和文）：SPG 膜を用いた単分散リポソームの新規調製法の開発に成功した．本

手法はアルコール中に溶解した脂質を SPG膜を介して水相へ展開することにより，膜面付近で

アルコールと水が溶解する界面を形成し，脂質の溶解度が減少することでリポソームの自発的

形成を促すものである．本手法により粒径 100 nm 程度の極めて単分散なリポソームを調製でき

ることを明らかにした．また使用するアルコールの種類により，リポソームの凍結融解に対す

る応答が大きく異なることを明らかにした．これはアルコールが脂質膜の流動性に影響を与え

るためと考えられた． 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a facile and novel method for preparing 
liposomes simply by permeating lipid–alcohol solutions through Shirasu porous glass (SPG) 
membranes. This is based on the phenomenon in which an interface between a lipid–alcohol 
solution and water is formed and the two solutions mix with each other at the surface 
of an SPG membrane when the lipid–alcohol solution is slowly permeated through the 
membrane; this reduces the concentration of the alcohol solution and induces spontaneous 
formation of liposomes. We successfully prepared 100-nm monodispersed liposomes by this 
method using lipid–isopropyl alcohol (IPA) and lipid-ethanol (EtOH) solutions. 
Additionally, an increase in the liposome size was clearly observed in freezing–thawing 
treatment when IPA was used as the alcohol, whereas the liposome size was unchanged by 
freezing–thawing treatment when EtOH was used. It is interesting that the alcohol affected 
the liposome properties, in particular the membrane fluidity, even although no effect 
of the alcohol on the liposome structure, such as size, monodispersity, was observed. 
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１．研究開始当初の背景 

1990年代前半，O/W(あるいは W/O，W/O/W, 
O/W/O などの複合型も含む)エマルション調
製法として膜乳化法が提案された．本手法は，
O/W エマルションを例に説明すると，水と混
和しない油相を膜細孔を介して水相へ圧入

分散することで，エマルションを得る手法で
ある．それ以降，膜によるエマルション濃縮
に関する研究が進み，我々も膜によるエマル
ションの分級手法の開発，さらには膜乳化エ
マルションを利用した機能性微粒子の開発
を行ってきた．これら一連の膜を用いたエマ
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ルションプロセッシング技術は，膜を分離媒
体として捉えるという従来の概念を打ち破
り，新しい膜利用法を確立したという点でも，
画期的であった． 
 近年，脂質膜で構成されたカプセル状の球
体物質であるリポソームが注目を集めてい
る．リポソームを細胞のモデルとして捉えた
研究が進む傍ら，薬物を封入するキャリアと
しての利用法が提案され，またリポソームを
機能性素子と捉えて新規な材料開発を目指
す工学分野も提唱されるなど，目覚ましい成
果をあげている．一方で，大量生産へ展開可
能なリポソームの調製法や制御法などは検
討の余地が残っていた． 
 

２．研究の目的 

本研究では新規な工学的手法として，膜を
用いたリポソームプロセッシング技術を提
案した．膜を用いる手法であるため，スケー
ルアップが容易である点が最大の利点であ
るが，リポソームを膜を用いて調製するとい
う本研究は極めてチャレンジングな提案で
あった． 

研究期間内では膜を利用した(1)単分散リ
ポソーム調製と(2)多分散リポソーム分級を
行うことを当初の目的とした．より具体的に
は，(1)では，アルコールの種類(＝水との混
和性の違い)や膜細孔径，さらには膜透過の
運転条件を変化させることで，リポソーム調
製が可能な条件を探索するとともに，調製さ
れるリポソームの粒径や粒度分布がどのよ
うに変化するかを詳細に追跡することを目
的とした．(2)では，既存の単純水和法やエ
タノールインジェクション法により多分散
リポソームを調製し，膜でろ過することによ
り分級を行うことを計画した．すなわち運転
条件が分級に与える影響を詳細に追跡し，原
液側のリポソームの粒度分布と膜細孔径か
ら，透過側のリポソームの粒度分布が予測で
きるモデルの開発を行うことを目的とした． 

しかし，(1)の課題を推進中に，調製した
リポソームの性質がアルコールの種類によ
り急激に変化することが明らかになり，この
点の詳細な検討に予想以上に時間を費やし
た．さらに(2)の課題について類似研究が韓
国のグループにより 2011 年に発表された
(Colloids and Surfaces A, 2011, 392, 
250-255)こともあり，(1)の課題に注力して
研究を実施した． 
 

３．研究の方法 

 3-sn-phosphatidylcholine とコレステロ
ールを 1:1となるようにクロロホルムに溶解
し，減圧乾燥することで脂質薄膜を得た．こ
こにイソプロピルアルコール（以下 IPA）ま
たはエタノール(EtOH)を添加し，1 mMまたは
10 mM の脂質-アルコール溶液を調製した．こ

れを外圧式マイクロキット(SPGテクノ製)を
用い，SPG膜（細孔径 0.2, 0.5, 1.1 μm）
を介して水相へ展開しリポソームを調製し
た．調製したリポソームは DLS，TEM（ネガテ
ィブ染色法）により評価した．また凍結融解
法により粒径の変化を追跡することで，リポ
ソームの性質を評価した． 
 

４．研究成果 
(1) リポソームの TEM による評価 
 脂質濃度 10 mM，SPG 膜細孔径 1.1 μm と
し，アルコールとして IPAを用いた際に調製
されたリポソームの TEM を図 1 に示す．図 1
より，マルチラメラとなっていることが明ら
かとなった．EtOHを用いた場合も同様にマル
チラメラのリポソームが調製されたことが
明らかとなった． 

図 1. 本手法により調製されたリポソームの
TEM(脂質濃度 10 mM，SPG 膜細孔径 1.1 μm，

アルコール IPA) 
 
(2) リポソームの DLS による評価 
 脂質濃度 10 mM，SPG 膜細孔径 1.1 μm と
し，アルコールとして IPA と EtOH を用いた
際に調製されたリポソームの粒度分布を DLS
により測定した．アルコールとして IPAを用
いた場合のリポソーム平均粒径は 121nm，エ
タノールを用いた場合は 124 nm となり，ア
ルコールの種類に依らず極めて単分散なリ
ポソームが調製された． 
 
(3) SPG 膜細孔径・脂質濃度がリポソーム径
に与える影響の評価 
 SPG 膜細孔径とリポソーム径の関係を図 2
に示す．脂質濃度は 1 mM と 10 mM の 2 種類
の条件でリポソームを調製した．図 2より明
らかなように，リポソーム径は SPG 細孔径に
依らず 100～150 nm 程度であり，SPG 膜細孔
径と比べて小さな値である．また脂質濃度に
も依らない．一方で SPG膜乳化法でエマルシ
ョン調製を行う場合は，調製されるエマルシ
ョン径は SPG膜細孔径の約 3倍となることが
知られている．よって，本提案手法において



 

 

は，乳化現象は起きておらず，コンセプト通
りアルコールが膜界面で水と混和・溶解し，
脂質の溶解度が減少することで，リポソーム
が自発的に形成されていることを示す結果
と言える．これらの結果は IPA と EtOH の違
いに依らなかった．これは IPA と EtOH はど
ちらも水への溶解性が極めて高いことに起
因すると考えられる． 
 またアルコールとして水への溶解度が 7.7 
g/Lと IPAや EtOHに比べて低いブタノールを
用いて同様の実験を行ったところ，再現よく
リポソーム調製をすることができなかった．
すなわち，脂質溶解用溶媒として用いるアル
コールの種類，とくに水への溶解度は，本手
法において重要なファクターであることが
明らかとなった． 

 
図 2. SPG膜細孔径・脂質濃度とリポソーム
径の関係(アルコール 上：IPA，下：EtOH) 
 
(4) リポソームの凍結融解 
 本手法で調製したリポソームを，液体窒素
で凍結した後に室温で溶解し DLSにより粒径
を測定するというサイクルを 1 回とし，計 5
回のサイクルを実施した．サイクル数とリポ
ソーム粒径の関係を図 3に示す．アルコール
として IPA と EtOH を用いた場合，上記のよ
うにリポソーム粒径や構造にはほとんど影
響を与えなかったにも関わらず，凍結融解の
挙動は大きく異なった．まずアルコールとし

て IPAを用いた場合，粒径はサイクル数とと
もに上昇し，339 nm まで増加した．一方でア
ルコールとして EtOH を用いた場合，粒径は
サイクル数によって変化することはなかっ
た．IPAと EtOHの誘電率，水への溶解度に大
きな違いはないため，本調製により調製され
るリポソーム膜内部にわずかにアルコール
が残存し，これが脂質膜の流動性に影響を与
え，上記のような結果が得られたものと考え
られる．膜流動性はリポソームにとって重要
な性質の 1つであり，本手法を用いてこれを
制御する方法論を今後確立することは極め
て重要であると言える． 

 
図 3. 本手法で調製したリポソーム径と凍結

融解回数の関係 
(アルコール 上：IPA，下：EtOH) 

 
 なお，本成果に関する学術論文を現在投稿
中である． 
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