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略語一覧  

ANOVA：  Analysis of variance（分散分析） 

AUC：    Area under the concentration-time curve 

    （血中濃度－時間曲線下面積） 

AUCt:  投与直後から t 時間までの血中濃度－時間曲線下面積 

Cmax:   Maximum drug concentration 

CMCNa:  Carboxymethylcellulose sodium 

HEC:  Hydroxyethylcellulose 

HPC:  Hydroxypropylcellulose 

HPMC:  Hydroxypropylmethylcellulose 

MC:   Methylcellulose 

MRT：  Mean residence time 

PVP:   Polyvinylpyrrolidone 

QOL:   Quality of life  

  SD:   Sprague-Dawley 

T1/2:   Half-life period 

Tmax:   Maximum drug concentration time 
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第１章 序論 

 

レバミピド（化学名(±)-2-(4-chlorobenzoylamino)-3-[2(1H)-quinolinon- 

4-yl] propionic acid）は、大塚製薬株式会社で合成されたキノリノン誘導体

であり（図１-１）、1990 年に胃潰瘍治療薬としてムコスタ錠を商品名として

販売され、1994 年には胃炎の効能が追加され、本邦及びアジア諸国において多

くの患者に処方されている1,2)。胃粘膜障害は、酸やペプシン等の攻撃系因子と

防御系因子のバランスの破綻により起きると考えられている。攻撃系因子を抑

制する酸分泌抑制作用薬として、ヒスタミン H２受容体阻害薬、プロトンポンプ

阻害薬（PPI)、近年ではカリウムイオン競合型アシッドブロッカーが開発・上

市されており、高い治癒率で胃潰瘍治療に貢献している。しかしながら、酸分

泌抑制剤は、投与中止による胃潰瘍の再発が問題とされる。レバミピドは潰瘍

再発からの離脱を目標に、慢性胃潰瘍モデルである酢酸潰瘍モデルによってス

クリーニングされ、開発された防御因子増強薬である 1,2)。レバミピドは、日本

における消化性潰瘍治療薬の分野において最も処方されている医薬品であり、

ムコスタ錠が約 10 億錠、後発品の上位品目も含めると約 20 億錠が 2014 年 4

月～2015 年 3 月間に処方されている3)。 

レバミピドの主な薬理作用として、胃粘膜プロスタグランジン E2 含量増加作

用により胃粘膜障害が抑制されることが知られている4,5,6)。また、本薬にはフリ

ーラジカル抑制作用7,8,9)、好中球活性化の抑制作用10,11,12)、炎症性サイトカイン

産生抑制作用13,14,15)、胃粘膜での粘液（ムチン様物質）分泌増加作用16)等、種々

の炎症抑制的な薬理作用を有することが知られている17)（図１-２） 。このよう

な多彩な薬理作用から、レバミピドは既承認以外の種々の疾患に対する治療薬

としての可能性が研究されている。その中で、レバミピドの胃粘膜での粘液（ム

チン様物質）分泌増加作用 16)に着目し、レバミピド点眼液のドライアイに対す

る開発が行われた。ドライアイは、様々な要因による涙液及び角結膜上皮の慢

性疾患であり、眼不快感や視機能異常を伴う疾患と定義されている18)。ドライア

イは涙液層と表層上皮の相互作用の慢性的な障害であり、涙液層の安定性の低

下がその特徴とされる19,20)。涙液層の不安定化の要因の一つとしてムチンの低下

が挙げられる。基礎研究において、レバミピドはムチンを産生する結膜ゴブレ

ット細胞数の増加作用21)、角膜及び結膜ムチンの増加作用22)を有することが知ら
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れている。また、臨床試験においても角膜上皮障害改善効果、結膜上皮障害改

善効果とともに自覚症状改善効果が示された23,24)ため、2012 年から日本におい

てムコスタ点眼液 UD2%が「ドライアイ」を効能・効果として上市された。 

ドライアイの患者数は、コンピューター作業の増加等、様々な要因により近年

増加している。ドライアイは眼不快感等の多様な自覚症状を呈する疾患であり

定期的な治療が必要とされる。しかし、実際には、自覚症状はあるがドライア

イの認識がなく治療を受けていない患者も多い。日本だけでも約 800～2,200 万

人の患者がいると推定されており25)、潜在的患者も含めると約 3000 万人のドラ

イアイ患者数を推定している報告もある26)。従来のドライアイ治療は人工涙液に

よる水分の補給やヒアルロン酸点眼液(ヒアレイン点眼液)による保水性の維

持が主であったが、近年、涙液層の安定性改善が期待できるムコスタ点眼液

UD2%と P2Y2受容体作動剤である 3％ジクアホソルナトリウム点眼液（ジクアス

点眼液 3%)の上市に伴い、ドライアイなどに伴う角結膜疾患治療剤の市場規模は、

464 億円（2016 年 3 月期）と増大している27)。その内訳は、ヒアレイン点眼液

の売上が 145 億円、ジクアス点眼液が 89 億円（2015 年 4 月～2016 年 3 月）27)、

ムコスタ点眼液 UD2%が 45 億円（2015 年 1 月～12 月）であり、新薬であるジク

アス点眼液とムコスタ点眼液 UD2%の売上が伸長している。しかし、ヒアレイ

ン点眼液とジクアス点眼液は透明な溶液製剤であるが、ムコスタ点眼液 UD2%

は、粒子径約 1 µm の結晶を水中に懸濁させた白色の懸濁製剤28)であり、点眼時

の一時的な霧視、沈降した粒子の再分散、ろ過滅菌ができないなどの問題が残

されている。従って、これらの問題を克服することで、患者のアドヒアランス

や利便性を向上させることを目的としたレバミピド新点眼液の開発は喫近の課

題である。 

がん放射線治療及び化学療法に伴う口腔粘膜炎は、患者の生活の質（QOL）に

影響する重大な有害事象である29)。口腔粘膜炎は、強い疼痛が持続するだけにと

どまらず、イライラや不眠など精神的な苦痛により、QOL を低下させる。口腔粘

膜炎が悪化すると、飲水・食事ができなくなり、患者の栄養状態が低下するこ

とがある。患者の栄養状態の低下は、口腔粘膜炎のさらなる悪化を招くことに

なり、がん治療の継続に悪影響を及ぼすこともある。そのため、胃瘻や経鼻か

ら栄養を補給する必要があり、患者の QOL が低下する。がん治療によって免疫

が低下した患者にとって、口腔粘膜炎における細菌感染は、敗血症等重篤な感

染症の危険因子になりうる。また、重症の口腔粘膜炎による強い疼痛をコント
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ロールするために、麻薬系鎮痛薬の使用が必要になる場合もある30)が、麻薬系鎮

痛薬の使用に伴う嘔吐や便秘の副作用も患者の QOL を低下させる。口腔粘膜炎

の発生頻度はがん治療において様々であるが、一般的な抗がん剤治療で約 30～

40％、頭頸部がんの化学放射線療法では、ほぼ 100%と報告されており31)、放射

線療法及びがん化学療法により口腔粘膜炎を発症する患者は，全世界で約 60 万

人，我が国では約 10 万人いると推定されている32)。がん治療に伴う口腔粘膜炎

治療薬としては、米国において Palifermin（keratinocyte growth factor: KGF）のみ

が造血幹細胞移植患者の口腔粘膜炎で承認されている。しかし、Palifermin は高

薬価な注射剤であり、扁平上皮がんでは KGF によるがん細胞の増殖が危惧され

るため、米国においても血液がんでしか承認されていない。我が国においては、

Palifermin は未承認であり，ハチアズレ水等による含嗽や口腔ケアによる予防お

よび症状に応じた対処療法で対応しているのが現状である33)。口腔ケアは口腔内

の清浄及び保湿を目的に行われているが、口腔ケアによる口腔粘膜炎の発症予

防効果は限定的であると報告されている34)。このように口腔粘膜炎は頻度の高い

副作用であるにも関わらず、未だ有効な予防・治療法が確立されておらず、有

効な予防・治療法の開発が望まれている。レバミピドはフリーラジカル抑制作

用、炎症性サイトカイン産生抑制作用等の様々な薬理作用を有するため、レバ

ミピドのがん治療に伴う口腔粘膜炎に対する効果が検討されており、小規模臨

床試験において、レバミピドを含む含嗽液を含嗽することにより、がん治療に

伴う口腔粘膜炎の予防に効果があることが報告されている35,36,37,38,39)。しかしな

がら、ほとんどの研究はレバミピドの錠剤を用いて調製した院内製剤を使用し

て実施されていることから、レバミピドの口腔粘膜への分布が良好なレバミピ

ド液剤の開発が望まれていた。 

 近年、難溶解性薬剤の溶解速度の向上のために、平均粒子径が 100～300 nm

をターゲットとした薬物のナノ結晶粒子（以下ナノ粒子）化がさかんに研究さ

れている40,41,42)。ナノ粒子化の最大の利点として、ナノ粒子化により粒子の比表

面積が増大することから、粒子の比表面積の増大に比例して溶解速度が向上す

ることが挙げられる43)。また、300 nm 以下の粒子はブラウン運動により沈降し

ないため、長期保管においても粒子の沈降のない懸濁液が調製可能である 40)。

経口剤では生物学的利用率の向上44)、吸収に対する食事の影響の軽減45,46)等、注

射剤では静脈内投与可能な懸濁液47,48)や難溶性薬剤の持続性注射剤49,50)等を目

的に種々の化合物についてナノ粒子化の検討が行なわれている。 
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筆者らは、レバミピドをナノ粒子化することで、透明性の高いレバミピドナノ

粒子点眼液を開発した。レバミピドをナノ粒子化するために、中和晶析法を採

用し、様々な工夫を積み重ねることで独自の製造方法を確立した。第２章では、

この製造方法の開発及びこの方法を用いたレバミピドナノ粒子点眼液の開発で

得られた知見を論述する。ついで、この製造方法を用いて調製したナノ粒子懸

濁液に粘性を付与することで口腔粘膜への分布が良好なレバミピドナノ粒子液

剤の開発を試みた。第３章では、そこで得られた知見を論述する。 

 

図 １-１ レバミピドの化学構造式 

 

  図 １-２  レバミピドの胃潰瘍及び胃炎に対する作用機序（文献 28 から引

用） 
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第２章   透明性の高いレバミピドナノ粒子点眼液の開発 

第１節 緒言 

 ドライアイは、涙液量の減少あるいは涙液の質の異常によって角結膜上皮障

害が生じ、眼乾燥感だけでなく、異物感、目の痛み、まぶしさ、目の疲れなど

多様な自覚症状を呈する疾患である 18,19, 20)。近年、コンピューター作業の増加、

コンタクトレンズ装用者の増加、老年化の進行等によって患者数が増えており、

日本では約 800～2,200 万人の患者がいると推定されている 25)｡症状の程度は幅

広く、重症になると日常の生活に支障が生じ、重篤な角結膜障害に陥る場合も

ある。 

 ドライアイは、涙の量が減ってしまう「量的な異常」と、涙の性質や涙を保

持する能力が変化する「質的な異常」によって生じ、涙液層の安定性が低下し

て引き起こされる。眼表面は、涙液層と表層上皮からなり、涙液層の各層や表

層上皮に異常が起きると涙液層の安定性が低下する51,52)。眼表面の涙液は油層、

水層からなる。油層はマイボーム腺から分泌される油からなり、涙液の外側を

覆うことで、涙が蒸発するのを防ぐ役割を果たしている。水層は水分だけでな

く、角結膜に必要なタンパク質など様々な成分を含んでいる。また、眼表面の

ゴブレット細胞から分泌される分泌型ムチンが含まれており、分泌型ムチンが

液層の水分をゲル状に保つことで、涙液の安定性に重要な役割を果たしている。

角膜表層上皮には、膜型ムチンを含む糖衣層が存在し、涙液の主成分である水

分を角膜に均等に定着させる役目を担っている。このように分泌型ムチンや膜

型ムチンは涙液を眼表面に均一に被覆し安定化させることに重要な役割を果た

している 19,20,52)｡従来のドライアイ治療は人工涙液やヒアルロン酸点眼液による

水分の補給及び保持が主であったが、分泌型ムチン量が低下している、あるい

は、膜型ムチンが破壊されている場合には、いくら水分を補給しても眼表面の

水層は不安定で均一に維持されないことから、その治療効果は限定的であった。

一方、胃炎・胃潰瘍治療であるレバミピドは、薬理作用として胃粘液（ムチン）

増加作用 16)が知られており、眼ムチンに対しても、ムチンを産生する結膜ゴブ

レット細胞数の増加作用 21)、角膜及び結膜ムチンの増加作用 22)が報告されてい

る。臨床試験においても、角膜上皮障害改善効果、結膜上皮障害改善効果とと

もに自覚症状改善効果が示された 23,24)ことから、涙液中ムチンを増加させるこ
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とにより涙液の安定化を図るという新しいコンセプトの点眼液として、ムコス

タ点眼液 UD2％が 2012 年から「ドライアイ」治療薬として販売されている53)。 

 レバミピドは構造式中にカルボン酸を含む酸性化合物（図１-１）であり、酸

性から中性では水に対する溶解性が低く、弱塩基性から塩基性で水中の溶解性

が増大する。ドライアイの患者には弱酸性～中性の点眼液が好ましいため、市

販製剤（ムコスタ点眼液 UD2%）は、平均粒子径が 1 µm 弱のレバミピド原薬（図 

２-１）をポリビニルアルコール（部分けん化物）水溶液中に懸濁させた pH 5.5

～6.5 の白色の 2％懸濁点眼剤である（図２-２）28)。ドライアイの患者には保存

剤の添加は好ましくないため、ユニットドーズ（1回使用タイプ）の製剤として

製品化されている54)。しかしながら、市販製剤の課題として、長時間放置してお

くと粒子の沈積層が形成されることから、点眼前に振とうし再分散する必要が

あり、加えて、白色の懸濁点眼液であることから、点眼直後の一時的な霧視が

ある。又、製造面では、市販されている点眼液は、無菌ろ過、即ち 0.2 µm のフ

ィルターでろ過できないため、無菌操作による製造が必要とされる。そこで、

筆者らは、これらの課題を解決するために、レバミピド結晶のナノ粒子化を試

みた。 

 薬物結晶の微細化の手法は、ブレイクダウン方式とビルトアップ方式が知ら

れている 33, 34)が、医薬品の製造においては、ブレイクダウン方式が用いられる

ことが多い55, 56)。ブレイクダウン方式は、乾式混合粉砕57)の報告もあるが、一般

的には湿式ビーズミル58)や湿式高圧ホモジナイザー59)等の湿式粉砕が多く用い

られている。湿式粉砕の場合、薬物結晶を物理的な力で粉砕するため、発熱に

より結晶の凝集又は再成長を招く。従って、一般的に 100～200 nm 付近に粉砕

限界があり、それよりもサイズの小さいナノ粒子を作ることは困難である 48）。

また、粉砕時に生じる摩耗も問題である 35)。このような問題点が残されている

ものの、湿式粉砕は既に生産用湿式粉砕装置が開発されていることから、最も

実用的な方法とされている。これまで上市されたナノ結晶製剤として、Elan 社

（現 Alkermes 社）の Nanocrystal 技術（ポリマービーズを用いた湿式ビーズミ

ル技術）によって開発された Rapamun錠（免疫抑制剤）、 Emendカプセル（鎮

吐剤）、TiCor錠（高コレステロール剤）、Megaces ES 懸濁液（摂食改善剤）、

Invega Sustenna 筋注（持続性抗精神病薬）が、Skyepharma 社の IDD-P 技術

（高圧ホモジナイザー技術）によって開発された Triglide錠（高コレステロー

ル剤）が挙げられるが、ほとんどが湿式粉砕技術を使用したものである 42)。一
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方、ビルトアップ方式としては、超臨界流体法60)、噴霧乾燥法61)や溶液中での晶

析法62)等、ナノ粒子を分子から作製する技術や装置の開発が行なわれている。し

かしながら、ビルトアップ方式は、無機物質のような工業材料のために開発さ

れたものが多く、医薬品のような有機物質に応用された例は少ない。その中で

も、医薬品の晶析に関して、平川らは、オキソリン酸をモデル化合物として、

オキソリン酸を塩基で溶解し、それを高分子化合物および/または界面活性剤の

存在下、酸で中和して微細な結晶粒子を得る方法を報告している63)。しかし、平

川らの続報において報告されたフェニトインとフェノバルビタールが中和晶析

法によって平均粒子径3～4 µmまでしか微細化できなかった例64)に示されるよう

に、晶析法による微粒子化度は化合物固有の物理化学的性質に依存し、その程

度を予測することは困難である。しかしながら、中和晶析法はシンプルな製造

方法であるため、スケールアップが可能で工業化が容易であること、金属等の

摩耗の混入の心配がない利点が挙げられる。筆者らは、この中和晶析法に着目

し、様々の改良を積み重ねることで透明性の高いレバミピドナノ粒子点眼液の

開発に成功したので、本章ではその知見を論述する。さらに、本章で開発した

レバミピドナノ粒子点眼液の薬物動態学的評価として、レバミピドナノ粒子点

眼液をウサギに点眼し、レバミピドの作用部位である角膜内および結膜内のレ

バミピド濃度を測定し、その結果をマイクロ粒子点眼液と比較した。加えて、

レバミピドナノ粒子点眼液の薬理学的評価として、レバミピドナノ粒子点眼液

を点眼後の正常ウサギの結膜ムチン様物質産生量を評価した。 
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  図 ２-１ レバミピド原薬の電子顕微鏡写真 

 

  図 ２-２ ムコスタ点眼液 UD2%の外観 
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第２節 実験材料及び方法 

第１項 実験材料 

（１）   試薬  

使用した主な試薬を表２-1 に示した。 

表２-１ 試薬 

試薬名 製造元 

レバミピド 大塚製薬（株）（東京、日本） 

ヒドロキシプロピルメチルセルロース（HPMC） 

グレード(低分子量グレード）:TC-5 

グレード(中分子量グレード）:60SH50 

信越化学工業（株）（東京、日本） 

ポリビニルピロリドン（PVP） 

グレード(低分子量グレード）:PVP K25 

グレード(高分子量グレード）:PVP K90  

ＢＡＳＦ 

（Land Rheinland-Pfalz、ドイツ） 

ヒドロキシプロピルセルロース（HPC） 

グレード:HPC-L 

日本曹達（株）（東京、日本） 

カルボキシメチルセルロースナトリウム

（CMCNa）グレード:セロゲン F7-A 

和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

ポリソルベート 80 

商品名 TO-10M 

日光ケミカルズ（株）（東京、日本） 

マクロゴール 4000 日油（株）（大阪、日本） 

ポリオキシエチレン[160]ポリオキシプロピレ

ン[30]グリコール：プルロニック F68 

ＢＡＳＦ 

（Land Rheinland-Pfalz、ドイツ） 

キトサン（水溶性）植物組織培養用 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

ヒドロキシエチルセルロース（HEC） 

グレード:CF-G 
富士ケミカル（株）（大阪、日本） 

メチルセルロース（MC） 

グレード:SM-15 
信越化学工業（株）（東京、日本） 

塩酸 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

水酸化ナトリウム 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

2％レバミピドマイクロ粒子点眼液は、ムコスタ点眼液 UD2%と同等品を大塚

製薬株式会社で製造して使用した。結果の第２項で使用したレバミピド湿式ビ

ーズミル粉砕品は、Elan（現 Alkermes）で調製されたサンプルを使用した。 
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（２）機器 

使用した主な機器を表２-２に示した。 

 

表２-２ 使用機器 

機器名 型番 製造元 

高速回転式ホモジナイザー ロボミックス プライミクス（株）（大阪、日本） 

超高速液-液せん断式ホモジ

ナイザー 

クレアミックスダブルモ

ーション 

エム・テクニック（株） 

（大阪、日本） 

透析装置 ペリコン 2ミニ メルクミリポア 

（Massachusetts、米国） 

インライン式回転式ホモジナ

イザー 

クレアミックスシングル

モーション 

エム・テクニック（株） 

（大阪、日本） 

分光光度計 UV-240 島津製作所（株）（京都、日本） 

ビーズミル ダイノーミル 

KDL-A 型  

（株）シンマルエンタープライ

ゼス（堺、日本） 

高圧ホモジナイザー エマルジフッレクス Avestin（Ottawa、カナダ）    

薄膜旋回型高速攪拌機 フィルミックス プライミクス（株）（大阪、日本） 

分光光度計 UV-240 島津製作所（株）（京都、日本） 

透過型電子顕微鏡 JEM-1200EX 日本電子（株）（東京、日本） 

レーザー回折粒度分布測定機 SALD-3000J 島津製作所（株）（京都、日本） 

X 線回折装置 D8 ADVANCE BRUKER （Massachusetts、米国） 

動的光散乱粒度分布計 Nano-ZS Malvern（Worcestershire, 英国） 

動的光散乱粒度分布計 ELS8000 大塚電子（株）（大阪、日本） 

動的光散乱粒度分布計 Microtrac UPA  日機装（株）（東京、日本） 

組織懸濁用ホモジナイザー Polytron（PT-MR2100) Kinematica AG（Luzern、Schweiz） 

 

（３）  動物  

ウサギは、健康な New Zealand White（北山ラべス、伊那、日本）の雄ウサギ

（NZW、Kbs）を使用した。飼育条件に関しては、温度 23±2℃、湿度 60±10％、

照明は 12 時間毎に照明と消灯を行った。餌は LRC4（オリエンタル酵母、東京、

日本）を、水は水道水を自由摂取とした。本試験に使用される動物は、「大塚

製薬株式会社 動物実験指針」に従って取り扱われた。 
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第２項 実験方法 

（１）レバミピドナノ粒子懸濁液の製造方法開発 

2％レバミピドの晶析液を以下の方法で１L調製した。 

添加剤-塩酸溶液とレバミピド-水酸化ナトリウム溶液の調製をそれぞれ行っ

た（Step-1:調製）。10 N 塩酸 12 mL（14.2 g, 0.12 mol）と精製水 68 mL と表

２-３に示す各種添加剤（懸濁液調製後の添加剤濃度の 5倍量）水溶液 200mL を

混和して、添加剤-塩酸溶液を 280 mL 調製した。水酸化ナトリウム 4.4 g(0.11 

mol) に精製水を加えて調製した水酸化ナトリウム水溶液に、レバミピド 20 ｇ

（0.054 mol）を 40℃に加温溶解し、700 mL のレバミピド-水酸化ナトリウム溶

液を調製した。 

約 40℃に維持したレバミピド-水酸化ナトリウム溶液を、添加剤-塩酸溶液中

に徐々に添加し、レバミピド結晶を析出させた（Step-2:晶析）。晶析終了後の

溶液の pH は約 1.5 であった。5 N 水酸化ナトリウム溶液を添加し、晶析液の pH

を 6.0-6.5 の間に調整した。精製水を添加し、液容量を 1 L に調整することで、

添加剤を含む 2％レバミピド晶析液（中間体-1）を調製した。この懸濁液には、

塩酸と水酸化ナトリウムの中和反応の結果、塩化ナトリウムが約 0.7%(約 0.12 

mol)含まれる。 

このようにして得られた 2％レバミピド晶析液（中間体-1）を各種分散機で分

散した（Step-3:分散）。分散条件は第 3 節に記載した。第 3 節（3）以降の実

験は、2％レバミピド晶析液（中間体-1）を、超高速液-液せん断式ホモジナイザ

ー（クレアミックスダブルモーション）を用いて、ローターを 18,000 rpm、ス

クリーンを 16,000 rpm で 1L 当り 40 分間分散を行い、2％レバミピド分散液（中

間体-2）を得た。この 2％レバミピド分散液（中間体-2）を透析装置（ペリコン）

で濃縮脱塩を行った（Step-4:透析）。濃縮脱塩を行ったサンプルを精製水で希

釈し、2％レバミピドナノ粒子懸濁液を調製した。 

レバミピドナノ粒子点眼液は、晶析（Step-2）をインライン方式の分散機（ク

レアミックスシングルモーション）中で行った。即ち、約 10℃に冷却した塩酸

-HPMC(TC-5)溶液を、分散機が組み込まれたベッセル容器中にインライン方式で

循環させた。クレアミックスシングルモーションのローターを 10,000 rpm で回

転させながら、40-50℃に維持した水酸化ナトリウム-レバミピド溶液をベッセ

ル容器中に徐々に注入し、レバミピド結晶を析出させた。その後、前述の方法

で分散（Step-3）及び透析（Step-4）を行い、透析後の液にグリセリンを 2.35%
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加え、精製水で希釈した。この懸濁液を孔径 0.2 µm のフィルターでろ過し、無

菌の 2％レバミピドナノ粒子点眼液を調製した。 

 

 

 

 

                    

                   

 

 

 

 

                               

 

 

 

 

 

                 

  

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２-３ レバミピドナノ粒子懸濁液の調製フロー（1L スケール） 

*添加剤濃度 1％の場合、 **最終点眼液の調製時は、晶析（Step-2）をインライン方式の分散機（クレアミ

ックスシングルモーション）中で行った。*** 超高速液-液せん断法の分散機構 

添加剤-塩酸溶液 280 mL  

(10 N 塩酸 12 mL（14.2 g）＋各種添加剤 10 g*) 

 
レパミピド-水酸化ナトリウム溶液 700 mL 

(水酸化ナトリウム 4.4 g ＋レパミピド 20 g) 

中和晶析 

 

 pH を 6.0～6.5 に調整 

容量を 1000 mL に調整 

中間体-1: レパミピド晶析液 

超高速液-液せん断法（クレアミッ

クスダブルモーション）  

中間体-2: レパミピド分散液 

濃縮脱塩（透析） 

容量を 1000 mL に調整 

 

等張化剤（グリセリン）の添加 

最終製品: 2％レバミピドナノ粒子点眼液 

Step-1 

調製 

Step-2 

晶析** 

Step-3 

分散 

Step-4 

透析 

*** 

徐々に添加 
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（２）レバミピドナノ粒子懸濁液の評価 

  （a）粒子径 

 2％レバミピド晶析液、回転式ホモジナイザー又はビーズミルにより分散した

懸濁液は、レーザー回折粒度分布測定機（SALD3000J）によって、粒子径を測定

した。粒子径は、超音波を照射し 0.2%HPC-SL 溶液(分散媒)中、循環セルで測定

した粒子径を一次粒子径、超音波を照射せず精製水溶液(分散媒)中で、回分セ

ルで測定した粒子径を二次粒子径と称して測定を行った。 

 その他の分散後の懸濁液及び透析後のナノ粒子懸濁液の平均粒子径は、動的

光散乱粒度分布測定機である Nano-ZS （Malvern）又は Microtrac UPA（日機装）

又は ELS8000（大塚電子）で測定した。 

 

 （b）透過率 

2％レバミピド晶析液の透明性を評価するために、精製水で 2%懸濁液を 10 倍

希釈し、分光光度計（UV-240）を用いて 640 nm における 0.2％懸濁液（10 倍希

釈液）の透過率を測定した。2％レバミピド分散液（中間体-2）以降のサンプル

は、分光光度計（UV-240）を用いて 640 nm における 2％懸濁液（原液）の透過

率を測定した。 

  

 （c）透過型電子顕微観察 

透析後の2％レバミピドナノ粒子懸濁液を等量の4％酢酸ウラン溶液と混合し、

乾燥させ、透過型電子顕微鏡（JEM-1200EX)で観察を行った。 

 

 （d）X 線回折スペクトル 

透析後の2％レバミピドナノ粒子懸濁液を超遠心分離（50,000 rpm、 60 分間、

10℃）し、微粒子を沈殿させた。精製水で洗浄し、もう一度同様の操作を行っ

た。上澄み液を除去し、沈殿物を 40℃ 4 日間風乾し、微粒子乾燥物の X線回折

スペクトルを測定した。 
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（３）レバミピドナノ粒子点眼液をウサギに点眼後の角膜及び結膜内濃度推移 

11〜12 週齢の雄ウサギの両眼に、2％レバミピドマイクロ粒子点眼液（市販製

品同等品）または2％レバミピドナノ粒子点眼液を１眼当り50μL単回点眼した。

投与後 0.25、1、2、4、8 および 24 時間後に、耳静脈内に過量のペントバルビ

タールナトリウム溶液（50mg/mL）を投与して、ウサギを安楽死させた。眼球と

眼瞼の両方を切除し、冷却した 0.9％生理食塩水（大塚製薬工場、日本、鳴門市）

を入れた容器で 1回洗浄した。結膜（球結膜と眼瞼結膜）および角膜を回収し、

冷却した0.9％生理食塩水でさらに2回洗浄した。各試料は液体窒素で凍結させ、

評価するまで-80℃で保存した。凍結保存された角膜および結膜の試料は、眼科

用はさみで細かく切断し、ポリプロピレンチューブに入れた。これらの試料は、

冷却した 0.9％生理食塩水を加え Polytron（PT-MR2100）でホモジナイズした。

角膜および結膜サンプルのレバミピド濃度は、積水メディカル株式会社（茨城、

日本）の LC-ESI-MS /MS を用いて測定した65)。得られたデータは平均±標準偏差

（S.D.）で示した。 
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（４）レバミピドナノ粒子点眼液のウサギ結膜ムチン様物質産生促進作用 

11〜12 週齢の雄ウサギの両眼に、2％レバミピドマイクロ粒子点眼液（市販製

品同等品）またはレバミピドナノ粒子点眼液（0、0.1、0.3、1 または 2％）を

１眼当り 50μL の容量で 1 日 6 回 14 日間および 15 日目に 1 回点眼した。最終

投与後、ペントバルビタールナトリウム溶液（50 mg/mL）を過量静脈内に投与

することによりウサギを安楽死させた後、各ウサギから結膜を採取し、結膜ム

チン様物質を Alcian-blue 結合法を用いて測定した 21)。採取した結膜は重量を

測定し、冷却した 0.25 M ショ糖溶液（10 mL）中に一時保管した。次いで、結

膜を 0.1％Alcian blue 緩衝液（0.15 M ショ糖と 0.05 M 酢酸ナトリウムを含む

pH 5.8 の緩衝液）（10 mL）中で 1.5 時間インキュベートした（室温）。その後、

結膜は 0.25 M ショ糖溶液（10 mL）で 2 回洗浄し、0.5 M MgCl2溶液（10 mL）

中で 2 時間インキュベートして（室温）、結膜のムチン層に結合した色素を抽

出した。得られた抽出物は 10 mL のジエチルエーテルと混合し、抽出物を含む

水層の光学濃度（Optical Density: O.D.）を 605 nm で測定した。ムチン様物

質と結合した Alcian-blue 色素量は、結膜組織重量あたりの光学濃度（O.D. 

units/g of conjunctival tissue）で表した。得られたデータは平均±標準誤

差（S.E.）で示した。 

統計学的処理は、線形回帰分析において、レバミピドの対数濃度に対して、レ

バミピドナノ粒子点眼液の結膜上のムチン様物質が単調増加を示さなかったこ

とを確認したため、0％群に対してレバミピドナノ粒子点眼液の各群について

Dunnett 検定（両側）を行った。統計解析は SAS ソフトウェア（リリース 9.1、

SAS Institute Japan）を用いて行った。p 値が 0.05 未満を有意とした。2％レ

バミピドナノ粒子点眼液群および 2％レバミピドマイクロ粒子点眼液群の同等

性の検討は、両群の結膜ムチン様物質値を用いて、一元配置分散分析（ANOVA）

を行い、共通分散（common variance）を求めた。続いて、2 群間の結膜ムチン

様物質値の平均値の差に対する 90％信頼区間を求めた。薬効における同等性の

許容範囲は、2％レバミピドマイクロ粒子点眼液群の結膜ムチン様物質値に対す

る 2群間の平均値差の 90％信頼区間の比が±20％の範囲内と設定した。 
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第３節 実験結果 

第１項 レバミピドナノ粒子懸濁液の製造方法開発 

（１）各種添加剤共存化で晶析したレバミピド 晶析液 

 45℃に維持したレバミピド-水酸化ナトリウム水溶液（良溶媒）に塩酸水溶液

（貧溶媒）を添加する方法で、レバミピド結晶を析出させた。その結果、光学

顕微鏡観察下で長径 10-20 µm、短径 1-2 µm の針状晶が観察され、微細な結晶は

得られなかった（データ未掲載）。そこで、添加方法を逆にして、塩酸溶液（貧

溶媒）にレバミピド-水酸化ナトリウム水溶液（良溶媒）を添加する方法でレバ

ミピド結晶を析出させた。得られたレバミピド懸濁液は、結晶が凝集した白濁

した懸濁液であり、一次粒子径は 1.0 µm、二次粒子径は 6.7 µm であった。そこ

で、結晶の凝集抑制及び成長抑制を目的に、表２-３に示す 12 種類の高分子又

は界面活性剤を溶解させた塩酸溶液に、同様にレバミピド-水酸化ナトリウム水

溶液（良溶媒）を添加することで中和晶析を行い、各種レバミピド晶析液を得

た。晶析液の一次粒子径、二次粒子径、及び、0.2％懸濁液（10 倍希釈液）の

640 nm の透過率の結果を表２-３に示す。 

 添加剤の種類によって、得られた晶析後の懸濁液（晶析液）の性状は異なっ

た。HPMC(TC-5)又は PVP K25 では、無添加と比較して、一次粒子径と二次粒子

径が共に大きい晶析液が得られたが、0.2％懸濁液の透過性がやや高い事が確認

された。プルロニック F68 又は CMCNa は、0.2 µm 以下の一次粒子径と 0.4 µm 以

下の一次粒子径の晶析液が得られ、晶析のみで分散性の良いナノ粒子懸濁液が

得られることが判明した。プルロニック F68 の 0.2％懸濁液の透過性はやや高い

が、その 2％懸濁液（原液）は白濁しており透明性は不十分であった。ポリソル

ベート 80 とマクロゴール 4000 では、0.4 µm 以下の一次粒子径が得られたが、

二次粒子径は大きく、粒子が凝集した懸濁であることが示唆され、0.2％懸濁液

の透過性も低かった。HPMC の中分子量グレード(60-SH50)、PVP の高分子量グレ

ード（K90)、 HPC-L、キトサン、MC、又は HEC をそれぞれ添加剤として用いた

場合、無添加と比較して、粒子径が大きく、0.2％懸濁液の透過性も低い懸濁液

が得られた。従って、これらの添加剤はレバミピドの晶析時の添加剤として好

ましくないと考えられた。 
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表２-３ 各種添加剤共存化で晶析した 2％レバミピド晶析液の一次粒子径と二

次粒子径及び 10 倍希釈した 0.2％レバミピド懸濁液の 640 nm の透過率 

添加剤* 

晶析液 

一次粒子径** 

（µｍ） 

二次粒子径† 

（µｍ） 

0.2%懸濁液の 

透過率†† (%) 

なし 1.0 6.7 0.1 

HPMC(TC-5) 8.7 20.3 5.1 

PVP K25 3.8 45.8 25.5 

プルロニック F68 0.17 0.39 23.8 

CMCNa 0.15 0.35 4.3 

ポリソルベート 80 0.32 4.2 2.3 

マクロゴール 4000 0.20 7.5 0.5 

HPMC(60-SH50) 12.1 20.2 0.5 

PVP K90 12.7 20.1 0.3 

HPC-L 5.6 10.6 0.7 

MC 11.9 27.7 1.0 

HEC 9.1 21.8 0.2 

キトサン 2.6 8.0 0.1 

* キトサン、HEC、 HPMC(60-SH50)を除き、晶析後濃度で 1%添加。キトサン、HEC、 HPMC(60-SH50)は 0.5%。 

** 超音波を照射し 0.2%HPC-SL 溶液(分散媒)中、循環セルで測定した。 

† 超音波を照射せず精製水溶液(分散媒)中で、回分セルで測定した。 

†† 2%懸濁液を精製水で 10 倍希釈した 0.2％懸濁液の 640 nm の透過率を測定した。 
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（２）各種分散機を用いたレバミピド 晶析液の分散 

一部の晶析液において、二次粒子径は大きいが一次粒子径が小さいことが明ら

かとなったため、これらの晶析液は粒子が凝集した懸濁であることが示唆され

た。そこで、各種分散機（高速回転式ホモジナイザー、ビーズミル、高圧ホモ

ジナイザー、薄膜旋回型高速攪拌機、超高速液-液せん断ホモジナイザー）を用

いて、これらの晶析液の分散を行った。 

 

（Ａ）高速回転式ホモジナイザーによる分散 

 高速回転式ホモジナイザーを用いて 10,000 rpm、10 分間、2％レバミピド晶

析液（中間体-1）を分散した。分散後の懸濁液の一次粒子径、二次粒子径、及

び、0.2％懸濁液（10 倍希釈液）の 640 nm の透過率の結果を表２-４に示す。 

 添加剤無添加の晶析液に、HPMC(TC-5)を 1％添加し、高速回転式ホモジナイザ

ーで分散すると一次粒子径が0.3 µm、二次粒子径が0.6 µmと粒子径が低下した。

しかし、0.2％懸濁液の透過率は向上しなかった。 

 高速回転式ホモジナイザーによる分散により、HPMC(TC-5)と PVP K25 では、

一次粒子径の低下と透過性の向上が認められた。しかしながら、TC-5 処方の二

次粒子径の低下は認められず、TC-5 を含む晶析液は回転式ホモジナイザーを用

いた分散では不十分であった。プルロニック F68、CMCNa、ポリソルベート 80、

又はマクロゴール 4000 をそれぞれ添加剤として用いた晶析液は、粒子径の低下

も 0.2％懸濁液の透過性の向上も認められなかった。また、粒子径が大きく、

0.2％懸濁液の透過性も低い晶析液が得られた HPMC の中分子量グレード

(60-SH50)と PVP の高分子量グレード（K90)、 HPC-L、キトサン、MC、HEC にお

いても、高速回転式ホモジナイザーによる分散により、粒子径の低下と 0.2％懸

濁液の透過性の向上は認められなかった。 

 TC-5 と PVP K25 を用いた晶析液が高速回転式ホモジナイザーによる分散によ

って、粒子径の低下と透明性の向上が認められたことから、より効率の良い分

散工程を加えることで、さらに粒子径の低下と透明性の向上が得られる可能性

が考えられた。従って、以下の検討を行った。 
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 （Ｂ）湿式ビーズミルによる分散 

 湿式ビーズミルは、粉砕室と呼ばれる容器の中でジルコニアビーズと懸濁液

を撹拌し、ビーズを衝突させることによって懸濁液中の粒子を微粉砕・分散す

る装置であり、ナノ粒子の製造に頻用されている 49, 51)（図２-４）。 

 添加剤無添加の晶析後溶液に、HPMC(TC-5)を 1％後添加し、ダイノーミルを用

いた湿式ビーズミルを行うと一次粒子径が 0.2 µm で、二次粒子径が 0.45µm の

ナノ粒子懸濁液が得られた。しかし、HPMC（TC-5）を含む晶析液の分散液と比

較すると、0.2％懸濁液の透過率は向上しなかった。 

 HPMC（TC-5）、PVP K25 を含む晶析液を湿式ビーズミルで粉砕すると、粒子径

の低下と透過性の増大が認められたが、高速回転式ホモジナイザーの分散

（10,000 rpm、10 分間）と同レベルに過ぎなかった。また、二次粒子径は大き

く、湿式ビーズミルでは凝集物の解砕が不十分と判断した。 

 プルロニック F68、ポリソルベート 80、又はマクロゴール 4000 を含む晶析液

を湿式ビーズミルで粉砕しても、粒子径の低下と透明性の向上は認められなか

った。HPC-L を含む晶析液を湿式ビーズミルで粉砕すると、一次粒子径が 0.23 µm

と低下し、10 倍希釈液の透過率も向上したが、二次粒子径は 3 µm と大きく、凝

集物の解砕は不十分であった、 

 以上の結果から、レバミピド晶析液の分散方法として、湿式ビーズミル粉砕

は不十分であると判断した。 

 

  図２-４  湿式ビーズミル（ダイノーミル）の模式図 

（シンマルエンタープライゼスのホームページから引用： 

http://www.shinmaru-e.com/dynomill_detail.php?eid=00007） 
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表２-４ 2％レバミピド晶析液を回転式ホモジナイザー又はビーズミル処理後

の一次粒子径と二次粒子径及び 10 倍希釈した 0.2％レバミピド懸濁液の透過率 

添加剤* 

晶析後の懸濁液 

 

回転式ホモジナイザー

分散後の懸濁液 

湿式ビーズミル後 

の懸濁液 

一次 

粒子

径 

（µｍ） 

二次 

粒子

径 

（µｍ） 

0.2%懸

濁液の 

透過率 

(%) 

一次 

粒子

径 

（µｍ） 

二次 

粒子

径 

（µｍ） 

0.2%懸

濁液の 

透過率 

(%) 

一次 

粒子

径 

（µｍ） 

二次 

粒子

径 

（µｍ） 

0.2%懸

濁液の 

透過率 

(%) 

なし** 1.0 6.7 0.1 0.34 0.62 0.1 0.20 0.45 2.8 

HPMC(TC-5) 8.7 20.3 5.1 0.20 29.0 63.9 0.13 20.6 70.1 

PVP K25 3.8 45.8 25.5 0.21 0.86 34.4 0.25 1.4 39.3 

CMCNa 0.35 0.15 4.3 0.16 0.16 5.7 NT NT NT 

プルロニック

F68 
0.17 0.39 23.8 0.19 0.37 24.3 0.20 0.20 35.1 

ポリソルベート

80 
0.32 4.2 2.3 0.34 6.3 1.3 0.24 4.8 5.3 

マクロゴール

4000 
0.20 7.5 0.5 0.24 7.0 0.4 0.62 5.1 0.1 

HPMC(60-SH50) 12.1 20.2 0.5 7.6 9.2 0.5 NT NT NT 

PVP K90 12.7 20.1 0.3 11.2 11.7 0.4 NT NT NT 

HPC-L 5.6 10.6 0.7 6.0 6.3 1.2 0.23 3.3 63.0 

MC 11.9 27.7 1.0 8.2 11.7 2.2 NT NT NT 

HEC 9.1 21.8 0.2 9.0 9.6 0.2 NT NT NT 

キトサン 2.6 8.0 0.1 1.8 4.3 0.1 0.74 5.3 0.1 

NT:未試験 

* キトサン、HEC、 HPMC(60-SH50)を除き、晶析後濃度 1%添加。キトサン、HEC、 HPMC(60-SH50)は 0.5%。 

**添加剤無添加の懸濁液のみ、1％HPMC(TC5E)を後添加し、ロボミックス分散と湿式ビーズミル粉砕を行っ

た。 

一次粒子径:超音波を照射し 0.2%HPC-SL 溶液(分散媒)中、循環セルで測定した。 

二次粒子径:超音波を照射せず精製水溶液(分散媒)中で、回分セルで測定した。 

0.2%懸濁液の透過率：2%懸濁液を精製水で 10 倍希釈した 0.2％懸濁液の 640 nm の透過率を測定した。 
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 （Ｃ） 高圧ホモジナイザーによる分散 

 ゴーリン型の高圧ホモジナイザー（エマルジフレックス）は、処理前の懸

濁液を高圧でホモバルブに衝突させ、ホモバルブとバルブシート間の狭い隙間

へサンプル液が流れ出る際に速度が急激に増した後、圧力が急激に低下し排出

されることで粒子が破砕・均質化する装置である 59)(図２-５)。 

1%HPMC(TC-5)及び 1%PVP K25 を含む 2％レバミピド晶析液について、高圧ホモ

ジナイザーを用いて圧力 100-150 MPa で 3 回分散処理を行った。その結果、透

過性は高速回転式ホモジナイザーの分散（10,000 rpm、10 分間）と同レベルで、

平均粒子径は後述する超高速液-液せん断法による分散品と比較して大きかっ

た（表２-５）。 

以上の結果から、レバミピド晶析液の分散方法として、高圧ホモジナイザー

は不十分であると判断した。 

 

   図２-５  高圧ホモジナイザーの模式図 

（同栄商事のホームページから引用：http://www.doyei.com/） 

 

表２-５ 2％レバミピド晶析液を高圧ホモジナイザーで分散後の平均粒子径及

び 10 倍希釈した 0.2％レバミピド懸濁液の透過率 

測定項目／添加剤 1%HPMC(TC-5) 1%PVP K25 

平均粒子径(nm)* 224 163 

0.2%懸濁液の 640 nm の透過率(%)** 62.1 21.5 
*動的光散乱計 ELS8000 を用いて測定した ｷｭﾑﾗﾝﾄ粒子径 

**0.2%懸濁液の透過率：2%懸濁液を精製水で 10 倍希釈した 0.2％懸濁液の 640 nm の透過率を測定した。 
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 （Ｄ） 薄膜旋回型高速攪拌機による分散 

薄膜旋回型高速攪拌機（フィルミックス）は小型の粉砕室に内径すれすれの

円形タービンを装備し、円形タービンを高速で回転させることにより、処理前

の懸濁液を粉砕室内壁に走らせ薄膜化させ、分散・粉砕する装置である66)(図２-

６)。 

このフィルミックスを用いて、2%レバミピド晶析溶液をディスパーサー翼（周

速 50m/s）により 1 分間分散したところ平均粒子径 100-200 nm の懸濁液が得ら

れた（表２-６）。しかしながら、ディスパーサー翼で分散時間を長くしても粒

子径の低下は認められず、スクリーン翼で分散時間を長くすると、粒子径が増

大し、結晶成長又は再凝集が認められた（表２-７）。フィルミックスは高エネ

ルギーによる分散が可能であるが、サンプルの冷却効率（冷却水との接触面積

が小さい）が低いことから、温度上昇に伴う再凝集が生じたと考えられた。従

って、100 nm 未満への粒子径への分散は困難と判断した。平均粒子径（表２-

６）及び懸濁液の透明感（データ未掲載）は、後述する超高速液-液せん断法に

よる分散品と比較して、フィルミックス分散品は劣っていた。 

 以上の結果から、レバミピド晶析液の分散方法として、フィルミックスは

不十分であると判断した。 

 

  図２-６ 薄膜旋回型高速攪拌機（フィルミックス）の模式図 

（プライミクスのホームページから引用： http://www.primix.jp/mixer_ 

lecture/vol3/02.html） 
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表２-６ 2％レバミピド晶析液（1％TC-5 又は 1%PVP K25 を含む）をフィルミッ

クスで分散後の平均粒子径(nm)（撹拌翼：ディスパーサー、周速 50m/s、1 分間

分散） 

測定項目／添加剤 
1%HPMC 

(TC-5) 
1%PVP K25 

平均粒子径(nm)* 146 123 

*動的光散乱計 Microtrac (UPA)を用いて測定した 50％D(nm) 

 

表２-７ 2％レバミピド晶析液（1％TC-5 を含む）をフィルミックスで分散後の

平均粒子径 (nm)* （周速 50m/s） 

撹拌翼 
分散時間（分） 

0.5 1 1.5 2 3 

撹拌翼（スクリーン） 183 154 175 169 224 

撹拌翼（ディスパーサー）  146  144 144 

*動的光散乱計 Microtrac (UPA)を用いて測定した 50％D(nm) 
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（Ｅ）超高速液-液せん断ホモジナイザーによる分散 

クレアミックスダブルモーションは、スクリーンとローターが逆方向に回転

することによって生じたジェット流（超高速液-液せん断）によって、乳化・分

散を行う装置である67)（図２-７)。この分散方法の利点は、懸濁液が高速で逆回

転しているスクリーンとローターの間を通過することで、非常に強いせん断力

が与えられるため粒子の分散効率が良い事と、ビーズミルやゴーリン型の高圧

ホモジナイザーで生じる摩耗の懸念が少ない事である。 

 

  図２-７ 超高速液-液せん断（クレアミックスダブルモーション）の分散化

機構（文献 60 から引用） 

 

2％レバミピド晶析溶液 800mL を、クレアミックスＷモーションを用いて、ロ

ーターを約 17,000 rpm 回転、スクリーンを約 16,000 rpm 回転で 30 分間分散後

の平均粒子径 (nm)及び 640 nm の透過率(％）を表２-８に示した。その結果、

クレアミックスダブルモーションを用いて分散を行うことで、他の分散方法（高

速回転式ホモジナイザー、ビーズミル、高圧ホモジナイザー、薄膜旋回型高速

攪拌機）と比較して、粒子径の低下と顕著な透過率の増大が認められた。又、

分散後の懸濁液は 0.2 µm のフィルターが通過可能となった。以上の結果から、

レバミピド晶析液の分散工程として、クレアミックスダブルモーションは非常

に有用であると考えられた。 

 

  



 

26 

表２-８ 2％レバミピド晶析液（1％TC-5 又は 1%PVP K25 を含む）をクレアミッ

クスダブルモーションで分散後の平均粒子径 (nm)及び 640 nm の透過率(％） 

測定項目／添加剤 
1%HPMC 

(TC-5) 
1%PVP K25 

ELS8000 ｷｭﾑﾗﾝﾄ平均粒径 (nm) 136 112 

Microtrac (UPA) の 50％D (nm) 77 96 

10 倍希釈液の 640 nm の透過率 (%) 78.0 50.7 

原液の 640 nm の透過率 (%) 19.7 0.4 

0.8/0.2 µm 直径 32 mm 

ｽｰﾎﾟｱ(PES)フィルターのろ過性 
容易に通過 容易に通過 

 

次に、添加剤の濃度及び分散時間による影響を検討した。1～3%の HPMC(TC-5)

及び 1～3%の PVP K25 を含む 2％レバミピド晶析液を超高速液-液せん断法で分

散させた時の平均粒子径（Z－Average size）と 2％レバミピド懸濁液の透過率

を図２-８に示す。 

 TC-5 処方に関しては、超高速液-液せん断法による分散により、懸濁液の透明

性が向上し、2%懸濁液（原液）でも 15～35%まで透過率が増大した。TC-5 の添

加濃度が 1～3%の範囲では、添加濃度が高いほど分散後の 2%レバミピド分散液

（原液）の透過率は増大した。平均粒子径（Z－Average size）は 100～120 nm

まで低下した。TC-5 の添加濃度が 1～3%の範囲では平均粒子径に顕著な差は認

められなかった。分散時間は、1Ｌ当たり 10 分間の分散で、平均粒子径の低下

と透過率の増大はほぼ最大に達し、それ以上の分散では僅かな効果しか得られ

なかった。 

 PVP K25 処方に関しては、超高速液-液せん断法による分散により、平均粒子

径は 90 nm まで低下したが、2%溶液（原液）の透過率は 2～5%と低かった。PVP K25

の濃度が 1～3%の範囲では、粒子径、透過率に影響を与えないことが分かった。 
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 （Ａ） 

  （Ｂ） 

図２-８ 超高速液-液せん断法を用いた分散処理時間に対する(A)Z-Average 

size と(B)640 nm の透過率（2％懸濁液）の変化 
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（３）透析によるレバミピド 分散液の凝集抑制効果 

   晶析・分散後の 1%HPMC（TC-5)を含む 2%レバミピド分散液（中間体-2）を

60℃に保管すると、平均粒子径は増大し、粘性の高いゲル状態の性状を示した

（表２-９）。 

 粒子径の増大及びゲル化の原因として、晶析時に塩酸と水酸化ナトリウムの

中和で生じた塩化ナトリウムが原因であると考えられため、透析により塩化ナ

トリウムの除去を試みた。その結果、透析による脱塩により、粒子径が僅かに

低下し、透過率が 45%に増大した（表２-１０）。 

 透析後の 2％レバミピドナノ粒子懸濁液は、60℃における平均粒子径の増大が

小さく（表２-９）、ゲルへの変化は生じなかった。一方、透析を行わなかった

サンプルでは、平均粒子径の増大が認められた。 

 

表２-９ 透析前の 1%HPMC（TC-5)を含む 2%レバミピド分散液（中間体-2）及び

透析後のナノ粒子懸濁液を 60℃に保管後の Z-Average size と外観の変化 

保管条件 

  

透析 

Z-Average size(nm) 

2 週間後の外観 開始時 1 週間後 2 週間後 

60℃ 
なし 158 402 459 ゲル化 

あり 122 186 213 変化なし 

 

表２-１０ 透析前の 1%HPMC（TC-5)を含む 2％レバミピド分散液（中間体-2）

と透析後のナノ粒子懸濁液の Z-Average size と 640 nm の透過率 

 Z-Average size (nm) 2%懸濁液の 640 nm の透過率(%) 

透析前 126  16.2 

透析後 104 45.0 
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第２項 レバミピドナノ粒子懸濁液の結晶形及び形態の評価 

1％HPMC（TC-5）又は 1％PVP K25 を晶析時の添加剤として製造した 2％レバミ

ピドナノ粒子懸濁液、及び対照としてレバミピド湿式ビーズミル粉砕懸濁液を

透過型電子顕微鏡で観察した写真を図２-９に示す。TC-5 処方では、長径 300 nm

以上 1000 nm 未満、短径約 15 nm の長径と短径の比が 20 を超える均一な超針状

結晶が認められた。一方、PVP K25 処方では、長径約 200 nm、短径約 40 nm の

針状結晶で、長径と短径の比が 5 程度の均一な針状結晶が得られた。また、比

較対照の湿式粉砕により粉砕されたレバミピド懸濁液の粒子は、形状が不定形

で、粉砕が不十分な粒子も残存しており均質でなかった。 

 上記2種類の晶析により調製した2％レバミピドナノ粒子懸濁液を超遠心分離

し、沈殿物の X 線回折スペクトルを測定した。これら 2 種類のレバミピドナノ

粒子のピークはブロードであるが、対照のレバミピド原薬と同様の位置にピー

クを認めた（図２-１０）。従って、これら 2 種類の 2％レバミピド懸濁液のナ

ノ粒子は、レバミピド原薬と同一結晶形であると考えられた。 

 また、これらの製剤の外観を図２-１１に示す。市販製剤＜湿式ビーズミル粉

砕品＜PVP(1,2%)を含むナノ粒子懸濁液＜1%TC-5 を含むナノ粒子懸濁液＜

2%TC-5 を含むナノ粒子懸濁液の順で、透明性は良好であった。 
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   （Ａ） HPMC(TC-5)を用いて晶析したレバミピド粒子 

 

   （Ｂ） PVP を用いて晶析したレバミピド粒子 
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   （Ｃ） 湿式粉砕により粉砕されたレバミピド粒子 

 

図２－９ レバミピドナノ粒子結晶の電子顕微鏡写真 
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 （Ａ） HPMC(TC-5)を用いて晶析したレバミピドナノ結晶 

 （Ｂ） PVP を用いて晶析したレバミピドナノ結晶 

 （Ｃ） レバミピド原薬 

 

図２-１０レバミピドナノ粒子結晶とレバミピド原薬の粉末X線回折スペクトル 
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図２-１１ 2%レバミピドナノ粒子懸濁液（2%TC-5,1%TC-5,2%PVPK25, 1% PVPK25）

及び湿式ビーズミル粉砕懸濁液とレバミピドマイクロ粒子懸濁液（市販同等品）

の外観 
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第３項 レバミピドナノ粒子点眼液の外観と安定性評価 

 回転ホモジナイザー中で晶析を行い、分散/透析した 1%HPMC(TC-5)とグリセリ

ンを含む 2％レバミピドナノ粒子点眼液を調製した。回転ホモジナイザー中での

晶析条件を最適化することで、さらに高い透明性を有するレバミピドナノ粒子

点眼液の調製が可能となった。Z-Average size (nm)は 106 nm であり、2%液の

透過率は 59%であった。 

 この 2％レバミピドナノ粒子点眼液は 0.2 µm のフィルターを通過することから、

無菌ろ過が可能であった。ろ過前を100%とするとろ過後の含量は99.0%であり、

含量低下もほとんど認められなかった。無菌ろ過後、点眼用ユニットドーズ容

器に充填し、外観を観察した写真を図２-１２に示す。レバミピドマイクロ粒子

点眼液（市販同等品）と比較すると明らかに透明性が優れていた。 

 これらのサンプルを 25℃及び、40℃に保管し、長期の安定性を評価した。40℃

保管では僅かに粒子径の増大と透過率の低下が認められたが、粒子の沈降等の

外観の変化は認められなかった。25℃保管では粒子径の増大と透過率の低下が

ほとんど認められず、外観の変化もなかった。従って、本剤は、25℃において

粒子の凝集や透明性の変化が認められない安定な製剤であることが分かった

（図２-１３）。 

 

 

図２-１２ レバミピドマイクロ粒子点眼液（市販同等品）（左）と 2%レバミピ

ドナノ粒子結晶点眼液（右）の外観 
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 （Ａ） 

 （Ｂ） 

図２-１３ レバミピドナノ粒子点眼液の(A)Z-Average size と(B)640 nm の

透過率（2％懸濁液）の変化（長期保管） 
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第４項 レバミピドナノ粒子点眼液をウサギに点眼後の角膜及び結膜内濃度推

移 

 レバミピドの角膜および結膜組織内への分布を評価するために、2％レバミピ

ドナノ粒子点眼液、及び対照として 2％レバミピドマイクロ粒子点眼液（市販同

等品）をウサギに 1 眼当り 50μL の容量で単回点眼後の角膜及び結膜内濃度を

測定した。2％レバミピドマイクロ粒子点眼液群の組織内レバミピド濃度は、角

膜では 1時間で Cmax（0.33 μg/g）に、結膜では 0.25 時間で Cmax（1.13 μg/g）

に達した（図２-１４）。角膜および結膜における AUC24hr の値は、それぞれ 2.61

μg・h/g および 14.1μg・h/g であった（表２-１１）。2％レバミピドナノ粒子

点眼液群の組織内レバミピド濃度は、角膜では 0.25 時間で Cmax（0.91 μg/g）

に、結膜では 0.25 時間で Cmax（2.08 μg/g）に達した。角膜および結膜におけ

る AUC24h の値は、それぞれ 4.16μg･h/g および 16.9μg･h/g であった。個々の値

のバラツキは大きいものの、マイクロ粒子点眼液と比較してナノ粒子点眼液の

角膜および結膜の Cmax は約 2～3倍高く、AUC24h は約 1.2～1.6 倍高かった。 

 

表２-１１ 2％レバミピドマイクロ粒子点眼液および 2％レバミピドナノ粒子

点眼液を 50μL/眼の容量でウサギに点眼後の角膜および結膜内のレバミピド濃

度推移の薬物動態パラメータ  

パラメータ 製剤 角膜 結膜 

Cmax 

(μg/g) 

マイクロ粒子点眼液 0.33 ± 0.32 1.13 ± 0.75 

ナノ粒子点眼液 0.91 ± 1.15 2.08 ± 1.18 

tmax 

(h) 

マイクロ粒子点眼液 1 0.25 

ナノ粒子点眼液 0.25 0.25 

t1/2 

(h) 

マイクロ粒子点眼液 5.38 8.19 

ナノ粒子点眼液 5.56 9.04 

AUC24hr 

(μg·h/g) 

マイクロ粒子点眼液 2.61 14.1 

ナノ粒子点眼液 4.16 16.9 

AUCinf 

(μg·h/g) 

マイクロ粒子点眼液 2.74 15.5 

ナノ粒子点眼液 4.38 20.2 

 50μL/眼の容量で 4 匹のウサギの両眼に単回点眼後、各時点（0.25,1,2,4,8 および 24 時間）のレバミ

ピドの角膜および結膜の濃度を LC-MS / MS により測定した。薬物動態パラメータは、7〜8眼（4匹）の組

織濃度の平均値から計算した（n = 7 - 8 眼、4匹)。 Cmax の値は平均±S.D.（n = 7-8 眼、4匹）で示し

た。 
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    （Ａ） 

  （Ｂ） 

図２-１４ 2％レバミピドマイクロ粒子点眼液および 2％レバミピドナノ粒子

点眼液を 50μL/眼の容量でウサギに点眼後の (A)角膜および(B)結膜内のレバ

ミピド濃度推移 （平均 ± S.D., n = 7 - 8 眼) 
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第５項 レバミピドナノ粒子点眼液のウサギ結膜ムチン様物質産生促進作用 

 レバミピドナノ粒子点眼液のドライアイ治療に対する治療効果を評価するた

めに、正常ウサギにおける結膜ムチン産生促進作用を検討した。レバミピドナ

ノ粒子点眼液（0％、0.1％、0.3％、1％、2％）または 2%レバミピドマイクロ粒

子点眼液（市販同等品）を 1眼当り 50μL の容量で 1 日 6 回 14 日間さらに 15

日目に 1回、正常ウサギに点眼し、結膜のムチン様物質は Alcian-blue 色素結

合法を用いて測定した 21)。 

  レバミピドナノ粒子点眼液群は、対照の 0%群（製剤用溶媒）と比較して、1％、

2％群において結膜ムチン様物物質の量を有意に増加させた（図２-１５）。 

 ナノ粒子点眼液とマイクロ粒子点眼液の比較では、2％レバミピドマイクロ粒

子点眼液（市販同等品）群における結膜ムチン様物質の量は 0.261±0.007 O.D. 

units/g であり、2％レバミピドナノ粒子点眼液群における結膜ムチン様物質の

量は 0.276±0.007 O.D. units/g であった。2％レバミピドマイクロ粒子点眼液

と 2％レバミピドナノ粒子点眼液群の結膜ムチン様物物質量の平均の差に対す

る 90％信頼区間は、-0.031～0.003 O.D. units /g であった。2％レバミピドマ

イクロ粒子点眼液の平均値に対する平均値差の比の 90％信頼区間は、-11.9％〜

1.0％であったことから、2％ナノ粒子点眼液と 2％マイクロ粒子点眼液の結膜ム

チン増加作用は同等であると判断した。 
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図２-１５ レバミピドナノ粒子点眼液（0％、0.1％、0.3％、1％、2％）また

は 2%レバミピドマイクロ粒子点眼液の正常雄ウサギの結膜ムチン様物質産生促

進作用 

各製剤を、ウサギの両眼に 1眼当り 50μLの容量で 1 日 6回 14 日間さらに 15 日目に 1回 50μLの容量で

両眼に点眼した。データは、平均±S.E.（n = 8）を示す。 

** p <0.01（0％ナノ粒子点眼液に対して。ダネット検定（両側）） 
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第４節 考察 

 レバミピドの白色の懸濁点眼液がドライアイの治療薬として販売されている

が、粒子の沈降のため点眼前に振とうする必要があり、点眼直後の霧視も報告

されている。また、製造時に無菌ろ過ができないため、点眼液の製造にコスト

の高い無菌操作が必要である。筆者らは、中和晶析後に分散と透析を行う 4 ス

テップの新しいナノ粒子製造方法により、透明性の高いレバミピドナノ粒子点

眼液を開発した。このレバミピドのナノ粒子点眼液は、その透明性（図２-１２）

から市販製剤で問題をされた点眼直後の霧視を防止することが期待される。ま

た、点眼前の振とうのような面倒な作業が必要なく、３年間保管しても粒子の

沈降もなく安定な製剤（図２-１３）であるため、室温流通可能な製品であると

いえる。従って、筆者らが開発したレバミピドナノ粒子点眼液は、患者の利便

性と QOL の大幅な改善が期待できることから、服薬アドヒアランスやドライア

イ治療の継続にとって好ましい製剤と考えられた。工業的製造の観点からは、

大きな製造投資も必要なくスケールアップが容易であり、無菌ろ過可能である

ことから、高度な無菌保障が必要な無菌原薬を用いた無菌操作法が必要ないと

いうことも大きな利点である。加えて、2％レバミピドナノ粒子点眼液の点眼後

のレバミピドの角膜および結膜の濃度は、マイクロ粒子点眼液（市販同等品）

よりわずかに高く（図２-１４）、結膜ムチン様物質の増加作用はマイクロ粒子

点眼液と同等であった（図２-１５）。従って、筆者らが開発したレバミピドナ

ノ粒子点眼液は、市販のレバミピド点眼液と同等の有効性に加えて、患者の利

便性と QOL の大幅な改善が期待できる。以下に本研究で得られた知見について

考察する。 

 筆者らは、まず、一般的に用いられている湿式ビーズミルによる微細化を検

討した。しかし、湿式ビーズミルでは、得られた微粒子懸濁液の平均粒子径が

100～200 nm であり、懸濁液の性状は、白濁しており、透明性は市販品と大差な

かった（図２-１１）。透過型電子顕微鏡で観察した粉砕された結晶の形状は、

不定形であり、均一でなく、未粉砕の大きな結晶も観察された（図２-９）。 

 一般的な湿式ビーズミル法では白濁した懸濁液しか得られなかったことから、

レバミピド原薬がレバミピド塩の酸処理（中和晶析）により製造され、比較的

微粒子の結晶が得られていること（図２-１）に着目して、レバミピドの中和晶

析法によるナノ粒子調製の研究に着手した。まず、レバミピドの水酸化ナトリ
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ウム溶液（良溶媒）に、塩酸溶液（貧溶媒）を加え、レバミピド水溶液のｐHを

徐々に中性～酸性にして懸濁液を得た。このようにして得られた懸濁液では、

微細な結晶は得られず、長径 10-20 µm、短径 1-2 µm の針状晶が観察された（デ

ータ未収載）。そこで、塩酸溶液（貧溶媒）にレバミピドを含む良溶媒を添加

し、レバミピドを急激にｐHの低い状態に存在させて晶析させる方法に変更した

ところ、一次粒子径が約 1 µm の微細な一次粒子が生成した（表２-３）。晶析

時の結晶サイズは、結晶核の数と結晶成長速度に依存する 40)。レバミピドを急

激にｐHの低い状態に存在させると、大きな過溶解度が得られることで、多数の

結晶核が生成し、微細な一次粒子が生成できたものと考えられた。しかしなが

ら、この方法で得られたレバミピド懸濁液は、粒子が凝集した白濁懸濁液であ

った。そこで、晶析時における結晶粒子の凝集抑制及び成長抑制を目的に、貧

溶媒に高分子ポリマー又は界面活性剤を添加し、レバミピドを晶析した（中間

体-1）。その結果、プルロニック F68、CMCNa は中和晶析のみで分散性の良いナ

ノ粒子懸濁液が得られることが判明した（表２-３）。しかしながら、その懸濁

液は白濁しており、透明性は不良であった。一方、低分子量グレードの

HPMC(TC-5)と低分子量グレードの PVP（K25）は、晶析後の結晶粒子は凝集する

が、一次粒子は微細であり、分散により透明性の高い分散液が得られることが

判明した（表２-４）。一方、高分子量グレードの HPMC（60-SH50)と PVP の高分

子グレード（K90)は、結晶成長及び凝集の促進効果が認められた。このように、

同じ化学構造を有するポリマーでも、その分子量により、低分子グレードでは

結晶成長の抑制が認められるが、高分子グレードでは結晶成長が促進されると

いうことは興味深い現象である。プルロニック F68、CMCNa、 HPMC[TC-5]、PVP K25

以外の添加剤は、レバミピド結晶の成長又は結晶の強い凝集が生じた。結晶の

成長において、各添加剤は、固有の物理化学的性質や分子量に依存して、異な

る作用を示すことが明らかとなった。一般に、結晶化は、溶解した物質を過飽

和状態に存在させることで、結晶核が生成し、結晶核が成長することで微結晶

が生成し、微結晶がさらに凝集や成長して一次結晶を生成すると言われている68)。

一次結晶粒子はさらに凝集して二次粒子を生成することもある。本研究におい

て、前述のように、溶解したレバミピドを急激にｐHの低い状態に存在させると、

大きな過溶解度が得られ、多数の結晶核が生成すると考えられる。微結晶が成

長する際、プルロニック F68、CMCNa が存在すると微結晶表面にポリマーが吸着

し、微結晶の成長及び凝集を抑制することで微細な一次結晶粒子を生成し、さ
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らに二次粒子への凝集も抑制された分散性の良いナノ粒子懸濁液が得られたと

考えられた。低分子量グレードの HPMC(TC-5)と PVP（K25）も微結晶に吸着する

ことで結晶成長を抑制し微細な一次結晶粒子を生成するが、後述するように一

次結晶粒子が針状又は超針状の粒子形状であったため、一次粒子が強く凝集し

二次粒子を形成したと考えられた。一方、HPMC と PVP の高分子グレードでは、

大きな一次粒子を生成したことから、多数の微結晶に１本の高分子が吸着する

ことで微結晶の凝集や成長を促進した可能性が考えられた。その他の高分子に

関しても、同様に微結晶の凝集促進作用、あるいは貧溶媒の粘性の増大による

結晶核の生成抑制等により、一次結晶粒子が成長したものと考えられた。 

 前述のように、HPMC（TC-5）又は PVP K25 を晶析時の添加剤として使用する

と、粒子が凝集した白濁晶析液が得られるが、高速回転式ホモジナイザーによ

る分散により、粒子径の低下と透明性の向上が認められた。この事から、一次

粒子は非常に小さいということが推測された。そこで、晶析液について、効率

の高い分散方法を探索した。湿式ビーズミル、高圧ホモジナイザーや薄膜旋回

型高速攪拌機による分散を検討したが、顕著な透明性の向上や粒子径の低下は

認められなかった（表２-４～７）。一方、超高速液-液せん断法を用いると、

低分子量グレードの HPMC(TC-5)を用いて晶析した懸濁液は、平均粒子径の低下

と顕著な透明性の向上が認められた（表２-８）。超高速液-液せん断法は、高

速で回転するローターによってエネルギーを与えられた祖懸濁液が逆回転する

スクリーンのスリットを通過する際に生じるせん断力により、微細分散する方

法である 60)（図２-７）。この強いせん断により、他の方法では分散されなかっ

た後述する超針状結晶から形成される凝集粒子（二次粒子）が一次粒子まで分

散されたと考えられた。一方、湿式ビーズミル、高圧ホモジナイザーや薄膜旋

回型高速攪拌機による分散では、高エネルギーによる液温の上昇等により、粒

子の再凝集が生じ、分散に限界が生じたものと考えられた。特に、湿式ビーズ

ミルは一次粒子を粉砕できる大きなエネルギーを与えることが出来るため、医

薬品のナノ結晶粒子製造に頻用される分散・粉砕機であるが、粒子の再凝集や

再成長も生じやすく、その結果 100～200 nm 付近に粉砕限界が存在する。従っ

て、微細な一次粒子が凝集した二次粒子を分散させる目的のためには、ビーズ

ミルよりも超高速液-液せん断法の方が好ましいと考えられた。 

 超高速液-液せん断法後のレバミピドナノ粒子分散液（中間体－２）を高温及

びサイクル条件に保管すると、平均粒子径が増大するとともに、透明性が低下
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し、粘性の高いゲル状態の性状を示した。これは、中和晶析時に生成する塩化

ナトリウムによる塩析効果により、後述する超針状結晶の再凝集が生じた結果、

粒子が網目状構造を形成し、ゲル化したものと推定された。そこで、透析によ

り塩化ナトリウムを除去すると、予想外に透析後の透明性が向上した。塩析効

果がなくなったことから、ナノ粒子の分散性が向上したものと推定された。透

析後のナノ粒子懸濁液は透明性が高く（図２-１１）、再凝集がほとんどない安

定な懸濁液が得られた（図２-１３）。以上のように、中和晶析法にいくつかの

改良を加えることで、透明性の高いレバミピドナノ粒子懸濁液を得ることが出

来た。透明性の高いナノ粒子懸濁液を得るためのクリティカルな要因は、中和

晶析時での添加剤の選択（ステップ１）、中和晶析時のせん断力（ステップ２）、

分散工程の採用と分散方法（ステップ３） 、及び透析工程の採用（ステップ４）

であった。調製したナノ粒子懸濁液は常温で長期安定であったことから医薬品

として室温で流通可能であると考えられた。 

 次に、得られたナノ粒子懸濁液の粒子形状と結晶形について評価した。1%HPMC 

(TC-5)を含む 2%レバミピドナノ粒子懸濁液の平均粒子径は約 110 nm まで分散し、

その透過率は約 20%と高い値を示した（図２-８）。一方、1%PVP K25 を含む 2%

レバミピドナノ粒子懸濁液の平均粒子径は約 90 nm まで分散したが、その原液

の透過率は低い値を示した。ナノ結晶製剤として研究されている医薬品の平均

粒子径は通常 100～300 nm の範囲であるが 42)、両処方共に約 100 nm のナノ粒子

が得られているにも関わらず、透明性は著しく異なった。透過型電子顕微鏡で

の観察では、PVP K25 で晶析したレバミピド結晶の形状は、長径約 200 nm、短

径約 40 nm の均一な針状結晶であった。一方、HPMC(TC-5)で晶析したレバミピ

ド結晶の形状は、長径 300 nm 以上 1000 nm 未満、短径約 15 nm の長径と短径の

比が 20 を超える特異な超針状結晶であった（図２-９）。ナノ粒子懸濁液が透

明であるためには、可視光に対する散乱が少ないことが条件とされる69)。可視光

の波長（380～780 nm）よりさらに小さいナノ粒子による散乱は、レーリー散乱

が主体となり、可視光波長の 1/4 以下の粒径で急激に散乱が小さくなり透明性

を増すことが知られている70)。しかし、平均粒子径が約 100 nm であっても、粒

度分布を考慮すると 200 nm 以上の粒子も含まれるため、高濃度懸濁液の透明性

は一般的に高くない。実際に、湿式ビーズミルで得られたレバミピドナノ粒子

懸濁液の平均粒子径は 100～200 nm であったが、その性状は白濁しており、透

明性はマイクロ粒子懸濁液（市販品）と大差なかった。この原因として、可視
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光に対して一部の粉砕不良の大粒子（図２-９）が散乱を生じるためだと考えら

れた。一方、本研究において、HPMC(TC-5)で晶析したレバミピド懸濁液の透明

性は顕著に高かった。その原因として、レバミピドナノ粒子の形状が、長径と

短径の比が 20 を超える超針状結晶であるため、可視光に対する散乱が抑えられ

たことが考えられた。一方、粉末 X線回折のパターン（図２-１０）から、両処

方（TC-5 又は PVP K25)のナノ粒子懸濁液ともにレバミピド原薬と同一結晶形が

維持されていると示唆された。結晶形が同一にも関わらず、結晶の形状が晶析

時に共存する高分子により異なるのは興味深い現象である。結晶が成長する際

に、結晶の成長点に高分子が作用し、結晶の成長方向に影響を与えた可能性が

考えられた。PVP K25 によってレバミピド原薬（図２－１）と同様の形態の針状

ナノ結晶が得られた原因として、PVP K25 が微結晶全体に吸着することで、等方

的に結晶成長を抑制したためと考えられた。一方、TC-5 では、長径面に TC-5 が

選択的に吸着することにより、粒子が異方的に成長し、特異な超針状結晶が形

成された可能性が考えられた。TC-5 の濃度が高くなるほど、粒子径に差は認め

られないが透明性が向上した（図２-８，１１）。その原因として TC-5 の微結

晶への吸着量が増加することで、結晶成長の異方性が高まり、透明性の高い結

晶形状が得られた可能性が考えられた。また、晶析時に高速回転式ホモジナイ

ザーでせん断力を加えることで、粒子径はほぼ同じであるが、高い透明性を示

す懸濁液が得られた。この原因も、晶析時のせん断力により結晶成長の異方性

が高まり透明性の高い結晶形状が得られた可能性が考えられた。ナノ粒子の粉

末 X 線回折のパターンのピークがブロードであった原因としては、粒子サイズ

が約 100 nm とナノ粒子であることと、結晶粒子に HPMC（TC-5）又は PVP K25 が

付着し除去できないためであると推定している。 

 Kassem MAらは、ナノ粒子懸濁点眼液が、マイクロ粒子懸濁点眼液と比較して、

眼組織の吸収及び薬理活性を増強することを報告している71)。本研究におけるレ

バミピドナノ粒子点眼液もマイクロ粒子点眼液と比較して、レバミピドの角

膜・結膜組織濃度がわずかに高かった。難溶性薬物の超微細化により、薬物の

比表面積は増大し、溶解速度が高まることが知られている 43)。従って、前眼部

の表面上に残存しているナノ粒子はマイクロ粒子よりも溶解速度が速いと予想

されることから、投与直後の角膜結膜組織中のレバミピド濃度は、マイクロ粒

子点眼液よりもレバミピドナノ粒子点眼液が高くなったと考えられた（図２-１

４）。一方、2％レバミピドナノ粒子点眼液と 2％レバミピドマイクロ粒子点眼
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液の結膜のムチン様物質産生作用は同等であった（図２－１５）。ナノ粒子点

眼液を点眼後のレバミピドの角膜・結膜組織濃度は、マイクロ粒子点眼液と比

較して、わずかに高かったが、この程度の組織濃度の差は、結膜のムチン様物

質産生作用に影響を及ぼさなかった可能性が考えられた。また、2％ナノ粒子点

眼液と 2％マイクロ粒子点眼液のウサギの結膜ムチン様物質産生促進作用は共

に最大作用に達していたため、両製剤の作用に差が認められなかった可能性も

考えられた（図２－１５及び文献 21 参照）。 
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第５節  小括 

 

 レバミピドを有効成分とした懸濁液がドライアイ治療薬として使用されてい

るが、点眼直後の霧視等が問題視されている。本章において、レバミピド懸濁

液の透明性の向上を目的に、レバミピドのナノ粒子点眼液の開発を行った。種々

の添加剤を用いた中和晶析法を用いてレバミピドのナノ粒子懸濁液を調製した

が、透明性に優れる懸濁液は得られなかった。そこで、添加剤の選択、晶析時

のプロセスパラメーター、分散方法、および透析工程の追加などの中和晶析方

法を改善することにより、非常に透明なレバミピドナノ粒子点眼液（640 nm の

透過率：59％）を得ることが出来た。この透明性の高いレバミピドナノ粒子点

眼液は、25℃で 3 年間保管しても、ほとんど変化が見られない安定な懸濁液で

あった。2％ナノ粒子点眼液を点眼後のレバミピドの角膜および結膜内の濃度は、

マイクロ粒子点眼液（市販同等品）よりわずかに高かったが、2％ナノ粒子レバ

ミピド点眼液の結膜ムチン様物質の増加作用は、マイクロ粒子点眼液と同等で

あった。筆者らが開発した透明性の高いレバミピドナノ粒子点眼液は、市販の

ムコスタ点眼液と同等の有効性が期待されることに加えて、点眼直後の霧視を

防止すること等によって患者の QOL を改善することが期待される。 
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第３章 レバミピドナノ粒子液剤の口腔粘膜組織移行性及びラッ

ト口腔内潰瘍に対する治癒促進効果 

第１節 緒言 

がんの治療に伴う口腔粘膜炎は、発生頻度の比較的高い副作用である 32)。口

腔粘膜炎は、がん治療中の患者のクオリティー・オブ・ライフ（QOL）を著しく

低下させる重要な有害事象であるにもかかわらず、未だ有効な予防・治療法が

開発されていない 29)。通常の抗がん剤使用時には 30-40％、大量の抗がん剤が使

用される造血幹細胞移植時には 70-90%、抗がん剤と頭頸部への放射線治療が併

用される頭頸部がんではほぼ全ての患者に、口腔粘膜炎が発症すると報告され

ている 34)。口腔粘膜炎は疼痛を伴い、摂食障害や嚥下障害を引き起こし、その

結果、患者の栄養状況が低下し、がん治療効果にも影響する可能性が高い。ま

た、口腔粘膜炎により口腔内が不衛生となって細菌増殖が生じ、誤嚥性肺炎や

敗血症等の致命的な合併症の原因にもなりうる。このように、がん治療に伴う

口腔粘膜炎は、患者の QOL の低下のみならず、がん治療効果の低下にまで至る

重要な問題となっている。従って、がん治療に伴う口腔粘膜炎に対する有効な

治療法が望まれている。 

レバミピドは、粘膜保護作用を有する薬剤であり、フリーラジカル抑制作用 7-9)、

炎症性サイトカイン産生抑制作用 13-15)等の様々な薬理作用を有するため、がん

治療に伴う口腔粘膜炎にも効果が期待されている。がん治療前にレバミピドを

含む含嗽液で含嗽することにより、放射線療法による口腔粘膜炎の予防に効果

があることが臨床の医師主導研究において報告されている 35-39)。しかし、それ

らは探索的臨床研究に留まっており、明確な効果を臨床試験で統計学的に証明

するためには、さらに有効性の高い製剤の開発が期待される。尚、これまで報

告されているレバミピドを含む含嗽液は、レバミピドはいずれも錠剤又は原薬

を懸濁させた院内製剤であり、通常のマイクロ粒子の低濃度（0.1%又は 0.2%）

懸濁液である。レバミピドの様々な薬理作用として、胃粘膜の内因性プロスタ

グランジン増加作用 4-6)、及び、フリーラジカル抑制作用 7-9)、好中球活性化の抑

制作用 10-12)、単核球や胃粘膜、血管内皮細胞からの炎症性サイトカイン産生抑

制作用 13-15)等、が知られているが、in vitro において、これらの作用を得るた
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めには10-6 M（0.37 μg/g）～10-4 M（37 μg/g）の濃度が必要とされている 3,7,12,13,17)。

経口投与後レバミピドは胃粘膜に高濃度分布することが知られており、慢性胃

炎患者にレバミピド 100 mg を単回投与後の平均胃粘膜内薬物濃度（投与後 30

～120 分）は60.0±109.8μg/gであり、平均血清中薬物濃度（投与後30～120 分）

が 0.25±0.23μg/mL であったことが報告されている72)。すなわち、胃粘膜内薬

物濃度では in vitro における薬理作用が期待される濃度が分布するが、血清中

薬物濃度では薬理作用が期待される濃度が得られないことから、胃炎・胃潰瘍

に対するレバミピドの効果は胃粘膜中に直接分布するレバミピド濃度が重要で

あることが示唆されている 72)。レバミピドの口腔粘膜炎に対する治療・予防効

果に対しても、胃炎・胃潰瘍同様にレバミピドの口腔粘膜内への直接的な分布

が重要であると考えられるが、前述のように、これまでの探索的臨床試験にお

けるレバミピド製剤は低濃度のマイクロ粒子懸濁液であり、レバミピドの口腔

内への分布を高めることを企図した製剤ではなかった。そこで、口腔粘膜への

レバミピドの直接的な分布を高める製剤を開発すれば、レバミピドの口腔粘膜

炎に対する有効性が向上する可能性が考えられた。 

オートラジオグラフィーを用いた研究において、レバミピドは正常胃粘膜では

表層上皮細胞、酢酸潰瘍作製後の胃粘膜では粘膜固有層に浸潤し、炎症性細胞

への特異的な結合が報告されている73)。また、約 300 nm 以下の粒子径を有する

ナノ粒子は、大腸炎等において炎症部の粘膜への吸着及び浸透が報告されてい

る74)。そこで、第２章で開発したレバミピドナノ粒子製剤を口腔内投与液剤に適

用すれば、レバミピドの口腔粘膜への高い分布が実現できるのではないかと期

待し、本章では、レバミピドナノ粒子液剤の口腔粘膜組織移行性及びラット口

腔内潰瘍に対する治癒促進効果を評価した。 

まず、口腔組織内における局所のレバミピドの分布を評価するために、レバミ

ピドの蛍光を利用してレバミピドの口腔組織中の分布を視覚的に評価すること

を試みた。さらに、定量的な口腔組織移行性の評価として、レバミピドナノ粒

子製剤とマイクロ粒子製剤をラット口腔内投与後の口腔粘膜内レバミピド濃度

を測定した。最後に、焼灼により惹起したラット口腔内潰瘍モデルに対するレ

バミピドナノ粒子製剤とマイクロ粒子製剤の治癒促進効果を評価した。 
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第２節 実験材料及び方法 

第１項 実験材料 

 

(１)  試薬 

使用した主な試薬を表３-１に示した。 

表３-１ 試薬 

試薬名 製造元 

レバミピド 大塚製薬（株）（東京、日本） 

ヒドロキシプロピルメチルセルロース（HPMC） 

グレード(低分子量グレード）:TC-5 

信越化学工業（株）（東京、日本） 

ポリビニルピロリドン（PVP） 

グレード(低分子量グレード）:PVP K25,K30 

グレード(高分子量グレード）:PVP K90  

ＢＡＳＦ 

（Land Rheinland-Pfalz、ドイツ） 

カルボキシメチルセルロースナトリウム

（CMCNa）グレード:7L2P 

Ashland（Kentucky、米国） 

カルボキシメチルセルロースナトリウム

（CMCNa）グレード:PR-S 

第一工業製薬（株）（京都、日本） 

プルラン （株）林原（岡山、日本） 

Ｄ－ソルビトール 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

グリセリン 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

塩酸 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 

水酸化ナトリウム 和光純薬工業（株）（大阪、日本） 
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(２)  機器 

使用した主な機器を表３-２に示した。 

 

表３-２ 使用機器 

機器名 型番 製造元 

超高速液-液せん断式ホモ

ジナイザー 

クレアミックスダブルモ

ーション 

エム・テクニック（株） 

（大阪、日本） 

透析装置 ペリコン 2ミニ メルクミリポア 

（Massachusetts、米国） 

インライン式回転式ホモジ

ナイザー 

クレアミックスシングル

モーション 

エム・テクニック（株） 

（大阪、日本） 

蛍光顕微鏡 BZ-9000 （株）キーエンス 

（大阪、日本） 

LC/MS/MS システム API 4000 （株）エービー・サイエッ

クス（東京、日本） 

 

(３)  動物 

ラットは、SD 系雄性ラット（SPF グレード、日本チャールズリバー、日野、

日本）を使用した。飼育条件に関しては、温度は 23  2C、湿度は 60  10%、

照明は 12 時間毎に照明と消灯を行った。餌は CRF-1（オリエンタル酵母、東京、

日本）を、水は水道水を自由摂取とした。本試験に使用される動物は、「大塚

製薬株式会社 動物実験指針」に従って取り扱われた。 
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第２項 実験方法 

(１) 蛍光を用いたレバミピドの視覚的な舌組織中の分布評価 

 (Ａ) 被験製剤 

 「正常ラット及び物理障害ラットの舌組織中の蛍光観察」に用いた被験製剤

は、第２章第２項レバミピドナノ粒子懸濁液の調製方法に従い PVP K30 を分散

剤として調製したレバミピドナノ粒子懸濁液に、増粘剤（PVP K90 とプルラン）、

甘味料、保存剤、等張化剤、及び香料を添加した 2％レバミピドナノ粒子液剤及

びその製剤用溶媒（レバミピドを除いた溶媒）である。 

 「異なった特性を有するレバミピド液剤投与後の正常ラットの舌組織中のレ

バミピドの蛍光観察」に用いた被験製剤の組成を表３-３に示す。PVP K30 を分

散剤として、第２章第２項レバミピドナノ粒子懸濁液の調製方法に従い調製し

たレバミピドナノ粒子懸濁液に、等張化剤（ソルビトール）を添加したものを 4％

レバミピドナノ粒子液剤（粘性なし）、等張化剤（ソルビトール）及び増粘剤

（PVP K90 とプルラン）を添加したものを 4％レバミピドナノ粒子液剤（粘性あ

り）として調製し、使用した。又、表３-３に示したレバミピドを除いた溶液を

調製し、その溶液にレバミピド原薬を添加し懸濁したものを 4％レバミピドマイ

クロ粒子液剤（粘性なし）及び 4％レバミピドマイクロ粒子液剤（粘性あり）と

して調製し、使用した。「放射線障害ラットの舌組織中の蛍光観察」に用いた

被験製剤は、4％レバミピドナノ粒子液剤（粘性あり）を使用した。 

 

表３-３ レバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液剤（粘性あり/粘性な

し）及び製剤用溶媒の組成 

  粘性あり液剤 粘性なし液剤 

ナノ粒子 マイクロ

粒子 

製剤用 

溶媒  

ナノ粒子 マイクロ

粒子 

製剤用 

溶媒 

レバミピド 4% 4% - 4% 4% - 

PVP K30 2% 2% 2% 2% 2% 2% 

PVP K90 1% 1% 1% - - - 

プルラン 2% 2% 2% - - - 

ソルビトール 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 
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 (Ｂ) 舌組織切片の作成 

①「正常ラットの舌組織の蛍光観察」では、上記 2％レバミピドナノ粒子液剤

を塗布した後、舌を切除し、採取した組織を用いた。 

②「物理障害ラットの舌組織の蛍光観察」では、ブラシにより舌表面を傷つ

けた後に上記 2％レバミピドナノ粒子液剤と製剤用溶媒を塗布した後、舌を切除

し、採取した組織を用いた。 

③「放射線障害ラットの舌組織中の蛍光観察」では、以下のように放射線を

照射後に採取した舌組織を用いた75)。すなわち、ペンントバルビタールナトリウ

ム 45 mg/kg 腹腔内投与にて麻酔したラットを口吻部（眼から先の部位）のみ露

出するよう専用鉛板（厚さ 0.5 mm）で 2 重に被覆し、X 線照射装置を用いて口

吻部に 15 Gy の照射線量を単回照射した。照射 7日後に、4％レバミピドナノ粒

子液剤（粘性あり）と製剤用溶媒を 0.5mL/kg の用量でゆっくりと垂らすように

口腔内に投与した。投与薬剤の組成は表３-３に示した。投与 5分後にラットを

放血致死させ舌組織を採取した。 

 ④「異なった特性を有するレバミピド液剤投与後の正常ラットの舌組織中の

レバミピドの蛍光観察」では、4％レバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液

剤（粘性あり/粘性なし）及び製剤用溶媒を 0.5 mL/kg の用量でゆっくりと垂ら

すようにラット口腔内に投与した。これらの投与薬剤の組成は表３-３に示した。

各薬剤を投与 5 分後にラットを放血致死させ舌組織を採取した。摘出した舌は

Optimal Cutting Temperature Compound (Tissue-Tek、SAKURA)に包埋、凍結さ

せた。Cryostat を用いて-20℃において 4 µm の凍結切片を作製した。 

 

 (Ｃ) 舌組織中のレバミピドの蛍光観察 

 作成した切片をレバミピド蛍光検出用フィルターを装着した蛍光顕微鏡

(BZ-9000、KEYENCE 社)を用いて観察した。露光時間は、バックグラウンドが抑

えられる条件として、倍率が 200 倍のとき、明視野露光時間として 1/450 s、蛍

光露光時間として 1/20 s を設定し、観察を行った。 
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(２)  レバミピドナノ粒子液剤のラット口腔粘膜組織内濃度推移 

 (Ａ) 被験製剤 

第２章第２項レバミピドナノ粒子懸濁液の調製方法に従い、添加剤を

1%HPMC(TC-5)、1%PVP K25、又は 1%CMCNa（7L2P）とし、3種類の 2％ナノ粒子懸

濁液を得た。得られた 1%HPMC(TC-5)と 1%PVP K25 のナノ粒子懸濁液には粘性補

助剤として 3%PVP K90 を添加した。1%CMCNa（7L2P）のナノ粒子懸濁液には粘性

補助剤として 3%CMCNa(PR-S)を添加した。また比較対照として、5%PVP K90 と 2.5%

グリセリンを溶解した媒体溶液にレバミピド原末を懸濁し、2%レバミピドマイ

クロ粒子液剤を調製した。 

 

表３-４ 被験製剤（レバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液剤）の組成 

製剤名 ナノ粒子液剤

(HPMC) 

ナノ粒子液剤

(PVP) 

ナノ粒子液剤

(CMCNa) 

マイクロ粒子

液剤 

レバミピド 2% 2% 2% 2% 

分散剤 1% HPMC(TC-5) 1% PVP K25 1% CMCNa(7L2P) 
5% PVP K90 

増粘剤 3% PVP K90 3% PVP K90 3% CMCNa(PR-S) 

等張化剤 4.7% ソルビトール 0.9% NaCl 0.9% NaCl 2.5% グリセリン 

 

 (Ｂ) 口腔内投与方法及び頬組織中のレバミピド濃度の測定 

表３-４に示した3種類の2％レバミピドナノ粒子液剤と対照の2％レバミピド

マイクロ粒子液剤をエーテル麻酔下にて、開口器を用いて口を大きく開いた状

態で、９週齢の SD 系雄性ラットの口腔内に 0.5 mL/kg の容量にて経口投与ゾン

デを用いて投与した（レバミピドとして 10 mg/kg）。各薬剤を投与 5、 15、30、

60、120 分後にエーテル麻酔下にて、腹部大動静脈を切断して放血により安楽死

させた後、頬粘膜組織を採取した。頬粘膜組織は上顎から下顎までの上皮から

下織と筋層の一部までを採取した。生理食塩水で表面に付着した薬剤や血液な

どを洗浄後、ペーパータオルで表面に付着した水分を除き、組織懸濁液の作製

まで−20℃以下にて凍結保存した。頬粘膜組織は湿重量を測定後、氷冷した蒸留

水を 9倍量（weight/volume）加え、ガラスホモジナイザーを用いて、約 1500 rpm

で組織片が認められなくなるまで氷冷下ホモジナイズした。調製した頬粘膜組

織の 10%懸濁液はレバミピド濃度測定まで-20℃以下にて凍結保存した。頬粘膜

組織懸濁液中のレバミピド濃度は、LC/MS/MS 法を用い測定した 58)。無処置のラ
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ットから採取した頬粘膜組織懸濁液を用いて検量線を作成し、検体中のレバミ

ピド濃度を WinNonlin ver.5.2. (Pharsight)を用い算出した。得られたデータ

は平均±標準誤差（S.D.）で示した。2％レバミピドマイクロ粒子液剤に対する

3種類の 2％レバミピドナノ粒子液剤の口腔粘膜内濃度推移の比較は、二元配置

分散分析（ANOVA）を行った後、Dunnett 検定（両側）を行った。統計解析は SAS

ソフトウェア（リリース 9.1、SAS Institute Japan）を用いて行った。p 値が

0.05 未満を有意とした。 
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(３)  焼約によるラット口腔粘膜炎モデルにおけるレバミピドナノ粒子液剤の

潰瘍面積抑制効果の検討 

モノポーラーによる焼灼法によってラット口腔内潰瘍を惹起した76)。即ち、7

週齢の SD 系雄性ラットをイソフルラン吸入麻酔後、仰向けにし、開胸器を用い

て上顎と下顎を開けて左側口腔粘膜の中央部に先端の直径が 2 mm のモノポーラ

ーを当て焼灼することにより口腔内潰瘍を惹起した。焼灼後は飼育ケージに戻

し、自然覚醒させた。 

口腔内潰瘍惹起日を Day 0 とした。口腔内潰瘍惹起 2 日後（Day 2）に、体重

に基づいて層別無作為抽出法により群分けを行った。口腔内潰瘍を惹起した 3

日後（Day 3）から、2％レバミピドナノ粒子液剤(CMCNa)又は対照の 2％レバミ

ピドマイクロ液剤(CMCNa)とそれぞれの製剤用溶媒（レバミピドを除いた溶媒）

（表３-５)を 0.5 mL/kgの用量で口腔内又は胃内に1日 2回あるいは１日4回、

5日間投与した。口腔内投与方法としては、イソフルラン吸入により麻酔したラ

ットを左側臥位に寝かせ、ピンセットまたは開胸器を用いて口腔を開いた状態

で固定し、潰瘍を作製した左頬に溶液を投与した。胃内投与は、経口投与用ゾ

ンデを用い、0.5 mL/kg の用量で胃内に投与した。 

Day 8 における潰瘍面をデジタルカメラで撮影し、面積解析ソフト（WinROOF 

ver.5.7.2、三谷商事、日本、東京）を用いて口腔内潰瘍面積を測定した。得ら

れたデータは平均±標準誤差（S.E.）で示した。口腔内潰瘍面積に関して、製

剤用溶媒群と各レバミピド製剤群間の比較を、対応のない t 検定（両側）で行

った。統計解析は SAS ソフトウェア（リリース 9.1、SAS Institute Japan）を

用いて行った。p値が 0.05 未満を有意とした。 

 

表３-５ 被験製剤（レバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液剤）の組成 

製剤名 ナノ粒子液剤

(CMCNa) 

マイクロ粒子液剤

(CMCNa) 

レバミピド 2% 2% 

分散剤 1% CMCNa (7L2P) 1% CMCNa (7L2P) 

増粘剤 3% CMCNa (PR-S) 3% CMCNa (PR-S) 

等張化剤 4% ソルビトール 4% ソルビトール 
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第３節 実験結果 

第１項 蛍光を用いたレバミピドの視覚的な舌組織中の分布評価 

 

 （１）レバミピドの蛍光の検出 

 レバミピドは化合物自身に弱い蛍光を持つことが知られており、それを利用

することで、口腔粘膜組織中での分布を評価することを試みた。しかし、レバ

ミピドの蛍光波長は極めて低波長領域(励起波長 330 nm、蛍光波長 370 nm)に存

在するため、通常のフィルターセットでは顕微鏡下で蛍光を検出できなかった。

そこで、レバミピド由来の蛍光を測定するために、新たに励起波長 330 nm、蛍

光波長 400 nm のフィルター（図３-１）を作成した。 

 

     特注フィルター          通常のフィルター 

 図３-１ 蛍光フィルターの励起波長(青)および蛍光波長(赤) 

 

ディッシュに等量の精製水及びレバミピド液剤を加え、上記レバミピド蛍光

検出用フィルターを装着した蛍光顕微鏡で直接観察した（図３-２）。精製水よ

りもレバミピド液剤は蛍光が強く観察されたことから、レバミピド由来の蛍光

が検出できていると判断した。 
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       精製水            レバミピド溶液 

 図３-２ レバミピド溶液由来の蛍光の検出 

 

 （２）正常ラット舌組織中のレバミピドの蛍光観察 

無処置群で組織の自家蛍光（バックグラウンド）が抑えられる露光時間を設

定したところ、倍率は 200 倍、明視野露光時間は 1/450 s、蛍光露光時間は 1/20 

s が適切であることが分かった（図３-３）。従って、蛍光観察は、この条件で

実施した。 

   無処置群の明視野観察         無処置群の蛍光観察         

Bars: 100 µm 

 図３-３ 無処置群の舌組織における蛍光の検出 
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次に、レバミピドナノ粒子液剤を塗布した正常のラット舌について、先に決

定した条件で観察を行った。その結果、正常な舌表面において、レバミピド由

来の蛍光が観察された（図３-４）。このことから、レバミピドが正常な舌表面

に分布することが確認された。 

 

 正常ラット舌組織の明視野観察     正常ラット舌組織の蛍光観察 

 

Bars: 100 µm 

 図３-４ レバミピド液剤を塗布後の正常ラット舌組織における蛍光の検出 
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（３）物理障害ラット舌組織中のレバミピドの蛍光観察（予備試験） 

障害部位に対するレバミピドの分布を評価するための予備的な試験として、

ブラシによって物理的に傷をつけた舌にレバミピドナノ粒子液剤を塗布したサ

ンプルについて、同様の条件で観察を行った（図３-５）。その結果、前述の正

常ラット舌と比較して、傷を付けた部位は蛍光が多く検出され、レバミピドは

傷を付けた部位により分布することが確認された。 

 

 物理障害ラット舌組織の明視野観察  物理障害ラット舌組織の蛍光観察 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bars: 100 µm 

図３-５ レバミピド液剤を塗布後の物理障害ラット舌組織における蛍光の検

出 
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（４）放射線障害ラット舌組織中のレバミピドの蛍光観察 

X 線照射装置を用いて口吻部に 15 Gy の照射線量を単回照射し、障害がピーク

となる照射 7日後に、4％レバミピドナノ粒子液剤（粘性あり）と製剤用溶媒を

口腔内に投与し、投与 5分後の舌組織を採取し蛍光観察を行った。 

放射線障害舌の明視野観察において、舌の右側と左側で障害の程度が異なっ

ており、舌の右側ではケラチン層が欠損していることから放射線による粘膜上

皮の障害が認められたが、左側はケラチン層が残存していることから比較的障

害が低いと考えられた（図３-６）。蛍光観察では、障害が認められた右側の舌

では、舌組織内へのレバミピドの顕著な分布を示す像を得ることができたが、

ケラチン層が残存していた左側の舌組織では、レバミピドの舌表面の分布は低

い傾向にあった（図３-６）。従って、高い放射線障害を生じている部位におい

て、レバミピドのナノ粒子が吸着し、顕著に分布しやすいことが確認された。 

  

放射線障害舌組織の明視野観察（右）  放射線障害舌組織の蛍光観察（右） 

   

放射線障害舌組織の明視野観察（左）  放射線障害舌組織の蛍光観察（左） 

   

 図３-６ レバミピド液剤を投与後の放射線障害ラット舌組織における蛍光

の検出（右側舌：障害大、左側舌：障害小） 

ケラチン層 

ケラチン層の欠損 
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 次に、図３-７に製剤用溶媒を投与後の放射線障害舌の結果を示した。製剤用

溶媒を投与した時の放射線障害舌組織中の蛍光は微弱であった事から、舌組織

中の自家蛍光は、レバミピド液剤を投与後のサンプル観察時に大きな影響を与

えていないことを確認した。 

 

放射線障害舌組織の明視野観察（右）  放射線障害舌組織の蛍光観察（右） 

   

放射線障害舌組織の明視野観察（左）  放射線障害舌組織の蛍光観察（左） 

    

図３-７ レバミピド液剤の製剤用溶媒を投与後の放射線障害ラット舌組織に

おける蛍光の検出（右側舌：障害大、左側舌：障害小） 
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（５）異なった特性を有するレバミピド液剤投与後の正常ラット舌組織中のレ

バミピドの蛍光観察 

4％レバミピドナノ粒子液剤（粘性あり、粘性なし）、4％レバミピドマイク

ロ粒子液剤（粘性あり、粘性なし）及び製剤用溶媒（粘性あり、粘性なし）を

正常ラットの口腔内に投与し、投与5分後の舌組織を採取し蛍光観察を行った。 

図３-９は粘性なしのナノ粒子液剤、図３-１０は粘性なしのマイクロ粒子液

剤での結果を示した。粘性なしのナノ粒子液剤と粘性なしのマイクロ粒子液剤

共に正常ラットの舌表面にレバミピドの蛍光が観察された。浸潤という観点で

は、粘性無しのマイクロ粒子液剤の像（図３-１０）は表面にとどまっているが、

粘性なしのナノ粒子液剤の像（図３-１０）は組織の深いところまで分布してい

る傾向が見られ、粒子径が小さい利点が表れたものと考えられた。マイクロ粒

子は粒子径が大きいことから、粒子の溶解速度が低く、組織中に分布できなか

ったものと考えられた。 

図３-１１は粘性ありのナノ粒子液剤、図３-１２は粘性ありのマイクロ粒子

液剤での結果を示した。蛍光観察により、粘性ありのナノ粒子液剤と粘性あり

のマイクロ粒子液剤共にレバミピドの舌への高い吸着と組織内への分布を示す

像が得られた。粘性を加えた事からレバミピドが舌組織内により分布している

傾向が見られた。マイクロ粒子液剤はナノ粒子液剤よりも粒子径が大きいため、

粘性により舌表面には吸着するものの、その後の組織への透過、浸潤はナノ粒

子液剤よりも低いことが想定された。しかし、予想に反して、その舌への吸着

および組織内への浸潤はナノ粒子液剤と同程度であった。 

図３-１３は粘性なし液剤の製剤用溶媒、図３-１４は粘性あり液剤の製剤用

溶媒での結果を示した。わずかに見える蛍光は製剤用溶媒中の化合物あるいは

舌組織が有する自家蛍光であると考えられた。その蛍光は微弱であった事から、

これらの自家蛍光は、レバミピド液剤のサンプル観察時に大きな影響を与えて

いないことが確認できた。 
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    左側      右側 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

 

図３-９ レバミピドナノ粒子製剤（粘性なし）を投与後の正常ラット舌組織に

おける蛍光の検出（上段と下段は別個体） 

 

    左側      右側 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３-１０ レバミピドマイクロ粒子製剤（粘性なし）を投与後の正常ラット舌

組織における蛍光の検出（上段と下段は別個体） 



 

64 

  左側        右側 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３-１１ レバミピドナノ粒子製剤（粘性あり）を投与後の正常ラット舌組織

における蛍光の検出（上段：左側、下段：右側） 

  左側          右側 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

     

図３-１２ レバミピドマイクロ粒子製剤（粘性あり）を投与後の正常ラット舌

組織における蛍光の検出（上段：左側、下段：右側） 
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      明視野観察         製剤用溶媒の蛍光観察 

 

 

 

 

 

    

     

  

 

 

 

 

図３-１３ 粘性なし製剤の製剤用溶媒を投与後の正常ラット舌組織における

蛍光の検出（上段：左側、下段：右側） 

 

    明視野観察       製剤用溶媒の蛍光観察 

  

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

図３-１４ 粘性あり製剤の製剤用溶媒を投与後の正常ラット舌組織における

蛍光の検出（上段：左側、下段：右側） 
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第２項 レバミピドナノ粒子液剤のラット口腔粘膜組織内濃度推移 

 2％レバミピドナノ粒子を含む３種類の液剤を 0.5 mL/kg の用量で麻酔下にて

ラット口腔内に投与した後、頬を摘出し、頬組織内のレバミピド濃度を測定し

た。同様に、2％レバミピドマイクロ粒子液剤を口腔内投後の頬組織内レバミピ

ド濃度を測定した。レバミピドの口腔粘膜組織内濃度推移の結果を図３-１５に

PK パラメータを表３-６に示した。投与初期から１時間まで、レバミピドマイク

ロ懸濁液と比較して、3 種類のナノ粒子懸濁液は頬組織内濃度が高い傾向を示し、

CMCNa を含む処方の頬組織内濃度推移はマイクロ粒子液剤と比較して有意であ

った（p<0.05）。3 種類のナノ粒子液剤の Cmaxと AUC2hrは、レバミピドマイクロ

液剤と比較して、約 2～3 倍高い値を示した。3 種類のナノ粒子液剤間の比較で

は、CMCNa を含む処方がやや高い組織内濃度推移を示し、Cmaxと AUC2hr の値もや

や高い値を示した。いずれの製剤も投与されてから速やかに組織内濃度が低下

し、MRT はレバミピドマイクロ液剤と 3種類のナノ粒子液剤間で差は認められな

かった。以上の結果から、レバミピドナノ粒子液剤は、レバミピドマイクロ粒

子液剤と比較して口腔組織への分布が良好であることが示唆された。 

 

 

表３-６ 3 種類の 2%レバミピドナノ粒子液剤及び 2%マイクロ粒子液剤をラット

口腔内投与後の口腔粘膜組織内レバミピドの薬物動態パラメータ 

  AUC2hr Cmax Tmax MRT  

  (g・hr/ g) (g/g) (hr) (hr) 

レバミピドマイクロ粒子液剤 8.0  42.3  0.08  0.28  

レバミピドナノ粒子液剤(HPMC) 15.8  94.4  0.08  0.23  

レバミピドナノ粒子液剤(PVP) 16.4  75.9  0.08  0.30  

レバミピドナノ粒子液剤(CMCNa) 23.1  122.0  0.08  0.26  

投与容量：0.5 mL/kg。データは平均値で表した(n=3)。 
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図３-１５ ３種類の 2%レバミピドナノ粒子液剤（Nano-Liquid）及び 2%マイク

ロ粒子液剤（Micro-Liquid）をラット口腔内投与後の口腔粘膜組織内レバミピ

ド濃度推移 

投与容量：0.5 mL/kg。データは平均値±S.D.で表した(n=3)。2%マイクロ粒子液剤に対し

て Dunnett 検定（両側）を行った。* p <0.05、N.S.：有意差なし 
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第３項 焼約によるラット口腔粘膜炎モデルにおけるレバミピドナノ粒子液剤の

潰瘍面積抑制効果 

（１）ラット口腔粘膜炎モデルにおけるレバミピドナノ粒子液剤の効果（投与回数・

投与ルートの影響） 

 焼約によるラット口腔粘膜炎モデルにおいて、レバミピドナノ粒子液剤の治癒促進

効果を検討した。ラットに焼灼法により口腔内潰瘍を惹起した 3日後より、2%レバミ

ピドナノ粒子液剤を胃内又は口腔内に 1 日 2 回又は 1 日 4 回 5 日間投与することで、

潰瘍治癒に対する作用を検討した。 

 潰瘍面積を図３-１６に示した。1日 4回口腔内投与では、溶媒投与群の潰瘍面積が

26.2 ± 1.4 mm2であったのに対し、2%レバミピドナノ粒子液剤投与群では 16.2 ± 0.6 

mm2であり有意な潰瘍面積抑制が認められた（p<0.01）。1日 4回胃内投与では、溶媒

投与群の潰瘍面積が 26.5 ± 1.1 mm2であったのに対し、2% レバミピドナノ粒子液剤

投与群では 21.8 ± 1.6 mm2であり、弱いながらも有意な潰瘍面積抑制が認められた

（p<0.05）。ナノ製剤口腔内投与による潰瘍面積の抑制率は 38.2%であり、胃内投与

の 17.7%と比べて高い抑制率が認められた。 

 一方、 1 日 2 回口腔内投与では、溶媒投与群の潰瘍面積が 29.5 ± 2.1 mm2であっ

たのに対し、2%レバミピドナノ粒子液剤投与群では 27.7 ± 3.2 mm2であり、有意な

変化は認められなかった。同様に、1 日 2 回胃内投与では、溶媒投与群の潰瘍面積が

35.0 ± 3.2 mm2であったのに対し、2%レバミピドナノ粒子液剤投与群では 30.4 ± 2.0 

mm2であり、有意な変化は認められなかった。 

 以上の結果から、ラット焼灼口腔内潰瘍モデルにおいて、レバミピドナノ粒子液剤

は 1日 4回投与で潰瘍治癒促進作用を示すことが明らかとなった。その作用は胃内投

与よりも口腔内投与の方が強く、潰瘍局所に薬剤を投与することの重要性が示唆され

た。また、1 日 2 回投与では口腔内に投与しても潰瘍治癒に対する有意な作用は認め

られなかったことから、投与回数の重要性も示唆された。 
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（A) １日４回投与 

   （B） １日２回投与 

図３-１６ ラット焼灼口腔内潰瘍にレバミピドナノ粒子液剤を口腔内または胃内投

与したときの潰瘍治癒に対する作用 

  データは平均値 S.E.で示した(n=6)。A はナノ粒子液剤を 1 日 4 回、5 日間投与した試験、B はナノ粒子液剤

を 1日 2回投与した試験の結果を示す。有意差検定は溶媒対照群とレバミピド投与群間で対応のない t検定（両

側）を行った。*：p<0.05、**：p<0.01、N.S.：有意差なし 
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（２）ラット口腔粘膜炎モデルにおけるレバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子

液剤の効果（粒子径の影響） 

焼約によるラット口腔粘膜炎モデルにおいて、レバミピドマイクロ粒子液剤とレバ

ミピドナノ粒子液剤の治癒促進効果を比較検討した。ラットに焼灼法により口腔内潰

瘍を惹起した 3日後より、2%レバミピドマイクロ粒子液剤と 2%レバミピドナノ粒子液

剤を口腔内に 1日 4回 5日間投与することで、潰瘍治癒に対する作用を検討した。 

レバミピドマイクロ粒子液剤とレバミピドナノ粒子液剤及びその製剤用溶媒を、焼

灼法により口腔内潰瘍を惹起させたラットの口腔内に 0.5 mL/kg の用量で 1日 4回 5

日間投与後の口腔内潰瘍面積を測定した。結果を図３-１７に示した。溶媒投与群の

潰瘍面積が 30.9±1.4 mm2であったのに対し、2% レバミピドナノ粒子液剤投与群では

24.7±1.0 mm2であり、溶媒投与群に対して 2%レバミピドナノ粒子液剤投与群は、有

意な口腔内潰瘍面積抑制が認められた（p<0.01）。溶媒投与群の潰瘍面積に対する 2％

レバミピドドナノ粒子液剤投与群の潰瘍面積の減少率は 20.1％であった。一方、溶媒

投与群の潰瘍面積が 31.2±2.2 mm2であったのに対し、2% レバミピドナノ粒子液剤投

与群では 28.5±0.3 mm2であった。溶媒投与群に対して 2%レバミピドマイクロ粒子液

剤投与群の潰瘍面積の減少率は 8.7％であり、有意な口腔内潰瘍面積抑制効果は認め

られなかった（N.S.）。 

図３-１７ ラット焼灼口腔内潰瘍にレバミピドナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液剤

を口腔内投与したときの潰瘍治癒に対する作用 

  データは平均値S.E.で示した(n=6)。ナノ粒子液剤及びマイクロ粒子液剤を 1 日 4 回、5 日間投与した試験の

結果を示す。有意差検定は溶媒対照群とレバミピド投与群間で対応のない t検定（両側）を行った。*：p<0.05、

**：p<0.01、N.S.：有意差なし 



 

71  

第４節 考察 

 

がん放射線化学療法及びがん化学療法に伴う副作用の一つである口腔粘膜炎は患

者の QOL に大きな影響を与えるが、その予防方法・治療方法はいまだ確立していない
77,78)。近年、医師主導の自主研究において、がん放射線化学療法による口腔粘膜炎に

対してレバミピドが有用であると報告されている 35-39)。これらの研究においては、レ

バミピド錠剤を用いて調製された院内製剤が使用されているが、臨床家から口腔粘膜

炎に対しさらなる強い効果を有するレバミピド液剤の開発が望まれている。一方、レ

バミピドの胃炎・胃潰瘍に対する効果は、胃粘膜に直接分布したレバミピドが効果を

発揮していると考えられている 72)。従って、レバミピド液剤の口腔粘膜炎に対する治

療・予防効果に対しても、レバミピドの口腔粘膜内への直接的な分布が重要であると

考えられる。そこで、本章では第２章で確立したレバミピドナノ粒子懸濁液の製造方

法を応用して、口腔粘膜炎に対してより高い組織分布が期待されるレバミピドナノ粒

子液剤を作成し、それらの口腔組織分布の評価及び動物モデルにおける口腔粘膜炎に

対する治療効果を検討した。 

前述のように、レバミピドの標的組織内分布が薬理効果に重要であると考えられて

いるが、口腔粘膜上皮や炎症部位のレバミピドの局所動態は不明であった。そこで、

レバミピド自体が有する蛍光を利用して、蛍光フィルターを工夫することにより、レ

バミピドの舌組織中の分布を視覚的に評価する方法を開発した。その結果、正常舌に

おいては、レバミピドは舌表面へ吸着、あるいは粘膜上皮へ分布することが明らかと

なった（図３-４）。次に、予備的な評価として、物理的な障害を与えた舌に 2％レバ

ミピドナノ粒子液剤を塗布したところ、障害部位にレバミピドがより分布することが

明らかとなった（図３-５）。この分布の原因として、障害を受けた粘膜上皮のバリ

アが低下したことによりレバミピドナノ粒子が粘膜深部に浸潤した可能性、あるいは、

障害を受けた粘膜上皮の透過性が高まり、浸潤した近傍で溶解したレバミピドの透過

性が高まり高濃度に分布した可能性などが考えられた。さらに、放射線療法に伴う口

腔粘膜炎を想定し、放射線障害を与えたラットに 2％レバミピドナノ粒子液剤を口腔

内投与したところ、放射線障害が顕著に確認された舌の炎症部位にはレバミピドが顕

著に分布したが、障害度が低い舌の部分においてはレバミピドの分布は低いレベルに

留まっていることが明らかとなった（図３-６，７）。この原因として、物理的障害

と同様に、障害組織のバリア能の低下によるナノ粒子の浸潤及びレバミピドの透過性

の向上が考えられた。従って、放射線障害を生じている舌において、レバミピドのナ

ノ粒子が浸潤し、顕著に分布することが示された。レバミピドの炎症治癒促進効果に

とって、炎症部位のレバミピドの局所濃度が影響している可能性が考えられるため、
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障害部位に比較的高い分布を示した本研究で開発したレバミピドナノ粒子液剤の特

性は、口腔粘膜炎治療に好ましいと考えられた。 

前述の蛍光観察法を用いて、異なった製剤特性（粘性と粒子径）を有する 4%レバミ

ピドの各種口腔粘膜炎用液剤を正常ラットに口腔内投与し、レバミピドの正常舌組織

への吸着、浸透、拡散の様子を評価した。粘性の低いレバミピド液剤において、マイ

クロ粒子では舌組織表面に留まっていたが、ナノ粒子製剤は組織の深いところまで分

布している様子が観察された（図３-９）。ナノ粒子は、マイクロ粒子と比較して粒

子の比表面積が大きいため溶解速度が速いと考えられる 43)。従って、粘膜近傍に吸着

したレバミピド粒子の溶解速度がナノ粒子では高まり、その結果として組織の深いと

ころまで分布したものと考えられた。一方、粘性の高いレバミピド液剤は、低粘性液

剤と比較して、レバミピドの高い吸着と組織内への高い分布を示す像が得られたが、

粒子径による顕著な差は認められなかった（図３-１１，１２）。製剤に粘性を加え

た事から、口腔内の残存量が増加し、その結果、粒子径の差に関係なく舌組織内に高

い分布を示したと考えられた。尚、本研究において、異なった製剤特性（粘性と粒子

径）の評価は正常ラットの舌組織を用いて実施した。口腔粘膜炎発症の予防効果には

正常な組織へのレバミピドの分布も重要と考えられるが、炎症発症後の治療効果に対

しては炎症部位へのレバミピドの分布が重要と考えられた。炎症部の粘膜はバリア能

が低く、大腸炎等において炎症粘膜へのナノ粒子の吸着及び浸透が報告されている 73)。

また、前述のように、本研究においてもレバミピドナノ粒子は潰瘍部など障害部位に

比較的高い分布を示すことが明らかになっている。よって、炎症粘膜組織へのレバミ

ピドの分布は粒子の大きさや製剤の粘性の影響をより受けやすい可能性が考えられ

た。従って、レバミピドナノ粒子液剤の治癒促進作用を考察するためには、製剤特性

（粘性と粒子径）が及ぼす炎症粘膜へのレバミピド吸着及び分布への影響の評価を今

後進める必要があると考えられた。 

前述の蛍光観察法は定性的な評価方法であるため、組織内濃度のような定量的な評

価と組み合わせることが必要と考えられた。そこで、3 種類のナノ粒子液剤とマイク

ロ粒子液剤をラットの口腔内に投与し、その後の口腔組織内レバミピド濃度を測定し

た（図３-１５）。その結果、レバミピドナノ粒子液剤は、レバミピドマイクロ粒子

液剤と比較して口腔組織への分布が良好であることが明らかとなった。口腔内に投与

したレバミピド粒子は食道へ排出されるが、一部口腔内に残存し、唾液等で希釈され

ながら徐々に口腔内から排出されると考えられる。マイクロ粒子液剤は溶解速度が遅

いため、投与後口腔内に残存したマイクロ粒子が溶解しないままに口腔内から排出さ

れる割合が高いと推測される。一方、ナノ粒子液剤では溶解速度が速いために、口腔

内に残存したレバミピドが口腔内で溶解する割合が高くなり、投与初期に高い口腔組

織内濃度を示したものと考えられた。In vitro において、レバミピドが粘膜炎に対す
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るさまざまな抗炎症作用を発揮するためには、10-6M （0.37 μg/g）～10-4M（37 μg/g）

の濃度が必要とされている 64)。３種類の 2％ナノ粒子液剤を口腔内投与後約 5分後に、

10-4M 以上（約 80～120 μg/g） の組織内濃度を示したことから、投与直後の短期間

ではあるが、胃炎・胃潰瘍に対して知られているレバミピドの作用のうち、幾つかの

作用を発揮できる組織内濃度に達していたものと考えられた。 

 最後に、レバミピドの口腔粘膜炎に対する治癒促進作用を検討するために、焼灼法

によるラット口腔粘膜炎モデルを用いて、レバミピドの治癒促進効果を評価した。2％

レバミピドナノ粒子液剤の口腔内投与又は胃内投与の治癒促進作用を検討したとこ

ろ、1日 4回の口腔内投与により潰瘍面積の有意な抑制（38.2%）が確認された（図３

-１６A）。また、胃内直接投与においても有意な潰瘍面積抑制が認められたが、潰瘍

面積抑制率は 17.7%であり、口腔内投与と比較して作用の減弱が認められた（図３-

１６A）。中島らは、レバミピド液剤の覚醒ラットの口腔内投与及び胃内投与時の口

腔組織濃度を評価し、口腔内投与は胃内投与と比較して高い口腔組織濃度を示すこと

を報告している 76)。口腔内投与は薬液と口腔粘膜が直接接触することによって、胃内

投与と比較して高い口腔組織中レバミピド濃度を得ることができ、その結果、強い潰

瘍面積抑制を示したと考えられた。従って、レバミピドが口腔粘膜炎に対して治療効

果を発揮させるためには、潰瘍局所にナノ粒子液剤を投与する口腔内投与（直接経路）

が重要であると考えられた。一方、1 日 2 回投与では口腔内に投与しても潰瘍治癒に

対する有意な作用は認められなかった（図３-１６B）ことから、投与回数の重要性も

示唆された。レバミピド液剤を投与直後には高い口腔組織中レバミピド濃度を示すが、

その後速やかに組織内濃度が低下する。従って、レバミピドの薬効を発揮させるため

には、1 日 4 回以上投与することにより、口腔組織中レバミピド濃度を維持する必要

があるのかもしれない。粒子径の影響に関しては、2%レバミピドナノ粒子液剤は有意

な治癒促進効果が認められたが、2%レバミピドマイクロ粒子液剤の口腔内投与は有意

な治癒促進効果が認められなかった（図３-１７）。前述のように、レバミピドマイ

クロ粒子液剤は、ナノ粒子液剤よりも口腔組織内濃度が低いため、口腔内レバミピド

組織濃度が薬効を発揮する濃度に達していない可能性が考えられた。 

 以上の検討結果から、第２章で確立したナノ粒子懸濁液の製造方法を用いてレバミ

ピドをナノ粒子化し、さらに粘性を付与した液剤を調製することにより、口腔粘膜へ

のレバミピドの分布が高まり、その結果、ラット口腔粘膜炎モデルにおいてレバミピ

が高い治癒を示すことが確認された。従って、本章で調製したレバミピドナノ粒子液

剤は、レバミピド錠剤又は原薬を単純に懸濁したマイクロ粒子液剤よりも高い口腔粘

膜組織分布と口腔粘膜炎に対する強い治癒促進効果が期待される。 
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第５節 小括 

 

本章では、第２章で確立したナノ粒子懸濁液の製造方法を用いて調製したレバミピ

ドナノ粒子液剤のがん治療に伴う口腔粘膜炎の治療薬としての可能性を評価するこ

とを目的として、ナノ粒子液剤の口腔組織分布の評価及びラットモデルにおける口腔

粘膜炎に対する治療効果を検討した。レバミピドの蛍光を利用した視覚的評価におい

て、レバミピドが障害部位に比較的高い分布を示すこと、及び、粒子のナノ化及び粘

性の付与により粘膜深部へレバミピドが分布する傾向が認められた。定量的なレバミ

ピド組織内濃度の評価においては、レバミピドナノ粒子液剤は、マイクロ粒子液剤と

比較して、高い口腔組織内濃度推移を示した。さらに、マイクロ粒子液剤の口腔内投

与はラット口腔内潰瘍に対する治癒促進効果は認められなかったが、ナノ粒子液剤は

ラット口腔内潰瘍に対する有意な治癒促進効果を示した。また、投与回数と投与方法

（口腔内への直接投与）は、ラット口腔内潰瘍に対する治癒促進効果に影響を及ぼし

た。以上のことから、本章で評価したレバミピドナノ粒子液剤は比較的高い口腔組織

内濃度と治癒促進効果が認められたことから、がん療法時に伴う口腔粘膜炎に対する

治療薬としての応用が期待された。 
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第４章 総括 

 近年、新規医薬品の開発が非常に困難になりつつある。このため、安全性情報や体

内動態情報が臨床で確認されている既存薬の作用を精査し、その既存薬を他の疾患治

療薬として再生させるドラッグ・リポジショニング／リプロファイリングが注目され

ている79,80,81)。レバミピドは、胃潰瘍及び胃炎の胃粘膜病変の改善薬として錠剤及び

顆粒剤が販売されているが、プロスタグランジン増加作用 4-6)、フリーラジカル抑制

作用 7-9)、好中球活性化の抑制作用 10-12)、炎症性サイトカイン産生抑制作用 13-15)、ム

チン様物質分泌増加作用 16)等、種々の薬理作用を有する。このような多様な薬理作用

を有するレバミピドのドラッグ・リプロファイリングを行うことで、既承認適応症で

ある胃炎・胃潰瘍以外の口腔粘膜炎、口腔内乾燥症82,83)、潰瘍性大腸炎84)、NSAID に

よる小腸粘膜障害85)といった疾患に対する有効性について研究がされている。その中

で、レバミピドの胃粘膜ムチンの増加作用に着目し、レバミピドをドライアイ治療薬

として上市した例はドラッグ・リポジショニングの成功例の一つとして挙げられる86)。

しかしながら、ドラッグ・リポジショニングにおける問題点の一つとして、既存薬剤

が既存疾患をターゲットとした創薬スクリーニングを経て医薬品として開発された

ため、新規疾患の標的部位及びその疾患に対する最適な剤型としては、必ずしも好ま

しい物理化学的性質や体内動態ではないことが挙げられる。レバミピドを例にすると、

レバミピドは慢性胃潰瘍モデルであるラット酢酸潰瘍モデルでスクリーニングされ

てきた化合物であるため、標的部位である胃粘膜に高濃度分布し、経口投与後の尿中

排泄率から見積もった利用率が 10%と比較的低い87)ため、高い安全性が要求される胃

炎・胃潰瘍治療薬として好ましい体内動態を有している。しかしながら、ドライアイ

治療において最適な剤型は標的部位である角膜・結膜に直接投与する点眼液であるが、

ドライアイ患者にとって好ましい弱酸性から中性の水溶液においてレバミピドの溶

解度が低いため、既承認市販製剤は水性懸濁液として処方化されている。そのため、

市販製剤には、白濁懸濁液の性状に伴う点眼直後の霧視、点眼前に振とうし再分散す

る必要があること、点眼液製造の常法である無菌ろ過法による製造が不可能であるこ

と等の問題点が残されている。一方、アンメット・メディカル・ニーズであるがん治

療に伴う口腔粘膜炎治療において、最適な剤型は標的部位である口腔内に直接投与す

る液剤であるが、レバミピドは膜透過性が低い88)ため口腔粘膜移行性が低いと考えら

れること、非常に苦い薬剤であることが問題点として挙げられる。このように、ドラ

ッグ・リポジショニングによる標的部位や剤型が既承認疾患のものと異なるために生

じる問題点を解決するためには、既存薬剤を新しい標的部位や剤型へ適用させること

を目的に、既存薬剤の可溶化・ナノ粒子化・非晶質化等の製剤工夫が不可欠である。

本研究においては、ナノ粒子化に着目し、新規レバミピドナノ粒子製造方法の開発と
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透明性の高いナノ粒子点眼液の開発及びナノ粒子液剤の口腔粘膜への移行性の評価

を行ったので、以下に論述する。 

 第２章においては、既承認市販製剤では点眼直後の霧視等が問題視されているため、

レバミピド懸濁液の透明性の向上を目的に、レバミピドのナノ粒子点眼液の開発を行

った。ナノ粒子の調製方法として、ブレイクダウン方式とビルトアップ方式が知られ

ているが、上市されているナノ粒子の医薬品は、湿式ビーズミルを用いたブレイクダ

ウン方式がほとんどである 42)。そこで、レバミピド懸濁液に対しても一般的に用いら

れている湿式ビーズミルによる微細化を検討した。しかし、得られた微粒子懸濁液の

平均粒子径が 100～200 nm に到達していたのにも関わらず、懸濁液の性状は白濁して

おり透明性は市販品と大差なかった（図２-１１）。そこで、レバミピドを中和晶析

により晶析した一次粒子が小さいことに着目し、レバミピドの中和晶析法を用いた微

粒子化研究に着手した。種々の添加剤を用いた中和晶析法を用いてレバミピドのナノ

粒子懸濁液を調製したが、中和晶析工程のみでは透明性に優れる懸濁液は得られなか

った。そこで、中和晶析法の改良を試み、顕著に透明性の高いレバミピドナノ粒子点

眼液を得ることが出来る4ステップ（Step-1:調製、Step-2:晶析、Step-3:分散、Step-4:

透析）のレバミピドナノ粒子懸濁液調製方法を開発した。透明性の高いナノ粒子を得

るための重要な改良点は、Step-1 における添加剤の選択、Step-2 における晶析時の

プロセスパラメーターの最適化、Step-3（分散工程）の追加と分散方法の選択、およ

び Step-4（透析工程）の追加であった。この製造方法の利点として、低コストでスケ

ールアップが容易であること、金属摩耗の混入の可能性が少ないこと、0.2 µm のフィ

ルターでろ過できることから無菌ろ過法で製造可能なことである。実際に、実験室規

模の装置を用いて、ナノ粒子点眼液では 20L スケール、ナノ粒子液剤では 100L スケ

ールの製造実績が既に存在する。この透明性の高いレバミピドナノ粒子点眼液（図２

-１２）は、ユニットドーズ容器に無菌充填後、25℃で 3 年間保管してもほとんど変

化が見られない（図２-１３）室温流通が可能な安定な懸濁液であった。さらに、ナ

ノ粒子点眼液の薬物動態及び薬効評価を行った。レバミピドナノ粒子点眼液の眼投与

後のレバミピドの角膜および結膜の濃度はマイクロ粒子点眼液（市販同等品）よりわ

ずかに高かった（図２-１４）。しかしながら、その結膜ムチン様物質の増加作用は

マイクロ粒子点眼液（市販同等品）と同等であった（図２-１５）。従って、第２章

において開発したレバミピドナノ粒子点眼液は市販製剤と同等レベルの薬理効果が

臨床においても期待でき、加えて、透明性が高く粒子の沈降がない安定な懸濁液であ

ることから、点眼前の振とうが必要なく点眼直後の霧視がなくなることにより、患者

の QOL を改善することが期待できた。 

 第３章においては、がん治療に伴う口腔粘膜炎へレバミピドを適用させるために、

第２章で確立したナノ粒子懸濁液の製造方法を用いてレバミピドナノ粒子液剤を調
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製した。まず、レバミピの口腔組織分布の評価のために、レバミピド自体の蛍光を利

用した視覚的評価方法を確立した。その結果、レバミピドが障害部位に比較的高い分

布を示すこと（図３-５、６）、及び、粒子のナノ化及び粘性の付与により粘膜深部

へレバミピドが分布する傾向を確認した（図３-９～１２）。このレバミピドの蛍光

を利用した視覚的評価方法は、放射線標識化合物を使用したオートラジオグラフィー

と比較して簡便であり、口腔粘膜への分布評価以外にも、レバミピドのリポジショニ

ングにおいて、今後、ドライアイに対するレバミピド点眼液の改良製剤の角膜・結膜

移行性評価、小腸炎や大腸炎をターゲットとしたレバミピド新製剤の腸粘膜移行性評

価等に応用できると考えられる。さらに、口腔内投与後のレバミピド組織内濃度の定

量的な評価も行い、レバミピドナノ粒子液剤は、マイクロ粒子液剤と比較して、高い

口腔組織濃度推移を示すことを確認した（図３-１５）。加えて、ラット口腔内潰瘍

モデルにおいて、2％マイクロ粒子液剤は治癒促進効果が認められなかったにも関わ

らず、2％ナノ粒子液剤は 1 日 4 回の口腔内投与により有意な治癒促進効果を示した

（図３-１７）。第２章において、ナノ粒子点眼液化により角膜・結膜組織濃度は向

上したが（図２-１４）、ムチン増加作用ではマイクロ粒子点眼液と同等レベルであ

った（図２-１５）。一方、口腔内用ナノ粒子液剤化では、口腔粘膜内濃度の上昇に

伴い、口腔潰瘍に対する治癒促進効果も向上した。その理由として、レバミピドナノ

液剤の口腔潰瘍に対する治癒促進効果は 1～4%の範囲で用量に対して線形性が認めら

れているが 68)、レバミピドマイクロ粒子及びナノ粒子のムチン増加作用は、0.3%以下

で効果が認めらないが 1%で最大効果に達しており、用量に対して線形性が認めらてい

ないこと 21)（図２-１５）が考えられる。レバミピドナノ粒子液剤は、良好な口腔粘

膜への分布のみならず、ラット口腔内潰瘍に対する有意な治癒促進効果を示したため、

がん療法時に伴う口腔粘膜炎に対する治療薬として有用な製剤として期待される。ま

た、本製剤は懸濁液であるため、完全に溶解した製剤と比較して、口腔内に服薬した

際の苦みが抑制されていることも利点といえる。 

 以上、本研究において、新規レバミピドナノ粒子製造方法並びに透明性の高いレバ

ミピドナノ粒子点眼液の開発、及び、この技術を適用した口腔内用ナノ粒子液剤の口

腔粘膜への移行性の評価を行った。本研究で得られた知見は、今後のドラッグ・リポ

ジショニングに対応した新規製剤の開発に有用であると考えられる。 
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