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略語  

A.C. ················· autoclave 

AIF ·················· apoptosis inducing factor 

ALT ·················· alanine aminotransferase 

AST ················· aspartate aminotransferase 

ATP ················· adenosine triphosphate 

APAP ··············· acetaminophen 

BCS ················· biopharmaceutics classification system 

BSA ················· bovine serum albumin 

Chol ················· cholesterol 

CLSM ··············· confocal laser scanning microscopy 

CoQ10 ··············· Coenzyme Q10 

Da ··················· Dalton 

DDS ················· drug delivery system 

DDW ················ deionized distilled water 

DiD ·················· 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'- tetramethylindodicarbocyanine, 4-

chlorobenzenesulfonate salt 

DMEM ·············· Dulbecco’s modified eagle medium 

DMG-PEG ········· 1,2-dimyristoyl-sn-glycerol, methoxyPEG 

DNA ················· deoxyribonucleic acid 

DOPE··············· 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

DQA················· dequalinium chloride 

EDTA ··············· ethylene diamine-N’, N’, N’, N’-tetraacetic acid 

Em ··················· emission 

EtOH ················ ethanol 

Ex ···················· excitation 

FACS ··············· fluorescence activated cell sorting 

FBS ················· fetal bovine serum 

g ····················· gravity 

GSH················· glutathione 

HE ··················· hematoxylin and eosin  

HEPES ············· 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic Acid 

HPLC ··············· high performance liquid chromatography 

hr ···················· hour 

HSPC ··············· L-α-phosphatidylcholine, hydrogenated (Soy) 
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IU ···················· international unit 

JNK ················· c-Jun N-terminal kinase 

LP ··················· liposomes 

MCFU ·············· mitochondrial electrogenic Ca2+, Fe2+ uniporter 

MIB ·················· mitochondria isolation buffer 

min ·················· minute 

mL ··················· milliliter 

μL ···················· micro liter 

MPTP ··············· mitochondrial permeability transition pore 

mRNA ·············· messenger RNA 

mtDNA ············· mitochondrial DNA 

MTP ················· mitochondrial targeting peptide 

MTS ················· mitochondrial targeting signal 

MWCO ············· molecular weight cut off 

NAC ················· acetylcysteine 

NAPQI ·············· N-acetyl-p-benzoquinone imine 

NBD ················· 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazone 

OD ··················· optical density 

PBS ················· phosphate-buffered saline 

PDI ·················· definition of the polydispersity index 

PEG ················· polyethylene glycol 

pH ··················· potential hydrogen 

R8 ··················· octaarginine 

RNA ················· ribonucleic acid 

ROS················· reactive oxygen species 

rRNA ················ ribosomal RNA 

SAXS ··············· small angle X-ray scattering 

S.D. ················· standard deviation 

S.E. ················· standard error 

sec ·················· second 

SDS ················· sodium dodecyl sulfate 

SM ··················· sphingomyelin 

SS ··················· szeto-schiller 

STR-R8 ············ stearyl octaarginine 

sus ·················· suspension 

TEM ················· transmission electron microscope 
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TPP ················· triphenylphosphonium cation 

Tris ·················· tris (hydroxymethyl)aminomethane 

tRNA ················ transfer RNA 

TUNEL ············· TdT-mediated dUTP Nick End Labeling 
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序論 

 

 ミトコンドリアは細胞内に存在する細胞内小器官であり、外膜と内膜の二重膜によって囲まれ、内

部が膜間腔とマトリクスという空間に分けられた構造体である。細胞内におけるミトコンドリアの重要

な役割は、エネルギー (adenosine triphosphate：ATP)の産生である。さらにミトコンドリアは、アポト

ーシス制御・細胞内カルシウムイオン濃度の調節・脂質酸化などの種々の細胞内代謝などに関与

し 1)、また近年は免疫応答においても不可欠な働きを果たすことが明らかとなった 2)。 

 

 ミトコンドリアは、ATP 産生を担う電子伝達系においてスーパーオキシドラジカル(O2 • -)、ヒドロキシ

ルラジカル (HO•)、過酸化水素 (H2O2)といった活性酸素種 (Reactive Oxygen Species：ROS)を形

成する。適度なレベルの ROS はシグナル伝達や細胞の生存、アポトーシスおよび分化や免疫系

の活性化などの役割を果たし、還元酵素や抗酸化経路により ROS 産生は調節されている 3, 4)。し

かし、外部刺激などによりミトコンドリアがホメオスタシスを維持できないと過剰な ROS が発生し、酸

化障害が誘導される。ミトコンドリア由来の酸化ストレスの増大は、老化、パーキンソン病やアルツ

ハイマー型認知症といった神経変性疾患、2 型糖尿病、心血管および肝疾患、動脈硬化、高血圧、

炎症、癌などの様々な疾患の原因となる 5-12)。したがって、抗酸化分子のミトコンドリアへの送達は、

有用な治療戦略である。 

 

抗 酸 化 療 法 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア 標 的 型 Drug Delivery System (DDS) と し て 、

Triphenylphosphonium (TPP)、Mitochondrial targeting signal (MTS)などのペプチドおよびナノキャ

リアがある 13, 14) (Fig. A)。TPP は疎水性とカチオン性を併せ持つ化合物である。現在、TPP はミトコ

ンドリアを標的化する技術として最もよく使用され、主に脂溶性低分子の送達が可能である。TPP

を用いたミトコンドリア標的型 DDS に関して、Table A に示した。TPP はカチオン性を示すため、負 

( -160～-180 mV)に帯電するミトコンドリアに対して静電的相互作用により、細胞質よりも数倍高く

集積できる 15)。一方で TPP は 10 µM 以上で用いるとミトコンドリアにおいて脱共役剤として働き、プ

ロトンリークを増大させ、毒性をもたらす可能性がある 16)。TPP は、抗酸化分子との直接結合やナノ

キャリアのリガンドとして用いられる。Mitochondria targeting peptide (MTP)として最も有名であるの

は Szeto-Schiller (SS)ペプチドである 17)。MTP のミトコンドリアを標的するための重要なポイントとし

て、カチオン性および疎水性残基の repeating unit も持つことが挙げられる。SS ペプチドは水溶性

テトラペプチドであり tyrosine (Tyr)または dimethyltyrosine (Dmt)、arginine (Arg)、phenylalanine 

(Phe)および lysine (Lys)で構成され、これまで SS-01 から SS-31 が開発されている。SS ペプチドは

静電的相互作用および疎水性相互作用を介してカルジオリピンが豊富なミトコンドリア内膜への集

積を可能にした 18)。さらに SS ペプチドは、Tyr および Dmt のような芳香族アミノ酸残基により、非

反応性チロシルまたはジチロシンラジカルがチロシンヒドロペルオキシドを形成し、スーパーオキシ

ドラジカルと反応できるため ROS を除去し、抗酸化作用を示す 19)。また 1 mM で用いてもミトコンド
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リアを脱分極させず、毒性が低いことも魅力的であり 20)、多くの研究に使用され 21, 22)、Elamipretide 

(SS-31、 MTP-131、 BendaviaTM として知られる)を用いた第 II 相臨床試験では経皮経管腎血管

形成術後に発症する虚血/再灌流障害を改善させた 23)。ナノキャリアを用いたミトコンドリア標的型

DDS では、ミトコンドリアそのものを標的化するよりも組織移行性や細胞取り込みを向上させること

でミトコンドリアへの移行性を向上させる受動的な戦略が多く取られている 14)。一方でナノキャリア

の組成によってミトコンドリア指向性を上げる能動的な戦略はほとんど報告がないのが現状である。

標的組織としては、虚血により重篤な症状を呈する脳疾患が特に多く、次いで心臓、肝臓および腎

臓である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. A 抗酸化療法でのミトコンドリア標的型 DDS の概要図 



12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ta
b

le
 A

 T
P

P
を

用
い

た
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

標
的

型
D

D
S

の
例

 

A
po

cy
ni

n 
: 

4-
hy

dr
ox

y-
3-

m
et

ho
xy

ac
et

o
ph

en
on

e,
 B

B
B

 :
 b

lo
o

d-
br

ai
n

 b
ar

rie
r,

 C
P

H
 : 

1,
6-
bi
s-

(p
-c

a
rb

ox
yp

he
no

xy
) 

he
xa

ne
, F

A
 : 

fo
lic

 a
ci

d,
 N

A
C

 :
 N

-a
ce

ty
l c

ys
te

in
e,

 P
B

N
 : 

p
he

ny
l t
e
rt

-

bu
ty

ln
itr

on
e,

 S
A

 :
 s

e
ba

ci
c 

a
ci

d,
 T

B
I 

: t
ra

um
at

ic
 b

ra
in

 in
ju

ry
, T

E
M

P
O

 : 
2,

2
,6

,6
-t

et
ra

m
et

hy
lp

ip
er

id
in

e
1-

ox
yl

, T
P

P
 : 

tr
ip

he
n

yl
ph

os
ph

on
iu

m
 

直
接

結
合

T
T

P
結

合
体

の
ナ

ノ
キ

ャ
リ

ア
へ

の
搭

載
ナ

ノ
キ

ャ
リ

ア
リ

ガ
ン

ド
種

類
・
組

成
目

的

M
ito

Q
C

o
e

nz
ym

e
 Q

10
○

‒‒
‒‒

フ
ェ

ロ
ト

ー
シ

ス
誘

導
マ

ウ
ス

海
馬

由
来

H
T

2
2
細

胞
お

よ
び

マ
ウ

ス
胚

性

皮
膚

線
維

芽
細

胞
に

対
す

る
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

酸
化

ス
ト

レ
ス

の
減

少

2
4

M
ito

-T
E

M
P

O
T

E
M

P
O

○
‒‒

‒‒
ア

セ
ト

ア
ミ

ノ
フ

ェ
ン

肝
障

害
モ

デ
ル

マ
ウ

ス
に

対
す

る
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

酸
化

ス
ト

レ
ス

軽
減

に
よ

る
治

療
効

果
2

5

M
ito

-A
po

A
po

cy
ni

n
○

B
io

de
gr

a
da

bl
e

 p
o

ly
a

nh
yd

ri
de

na
no

pa
rt

ic
le

 (
3

0
0

-4
0

0
 n

m
, -

2
5

 m
V

)
(C

P
H

:S
A

=
2

0
/8

0
) 

m
o

di
fie

d 
F

A

・
優

れ
た

生
体

適
合

性
、

　
薬

物
放

出
性

制
御

・
中

枢
神

経
系

へ
の

送
達

に
多

用
・
F

A
修

飾
に

よ
る

ニ
ュ

ー
ロ

ン
へ

の

　
取

り
込

み
促

進

H
2O

2負
荷

Im
m

o
rt

a
liz

e
d 

ra
t

m
e

se
nc

e
ph

a
lic

 c
e

lls
 (

N
2

7
)に

お
け

る
神

経
保

護
効

果

2
6

M
ito

P
B

N
P

B
N

○
L

ip
o

so
m

e
 (

1
0

0
 n

m
, -

6
0

 m
V

)
(C

ho
le

st
e

ro
l:l

e
ci

th
in

=
1

/2
)

肝
臓

標
的

L
O

2
細

胞
の

ミ
ト

コ
ン

ド
リ

ア
呼

吸
能

向
上

お
よ

び
2
型

糖
尿

病
マ

ウ
ス

の

グ
ル

コ
ー

ス
代

謝
の

正
常

化

2
7

T
-C

o
Q

10
-N

P
s

C
o

e
nz

ym
e

 Q
10

○

B
io

de
gr

a
da

bl
e

 p
o

ly
a

nh
yd

ri
de

na
no

pa
rt

ic
le

 (
1

4
0

 n
m

, 5
0

 m
V

)
(P

E
G

化
P

o
ly

m
e

r:
C

o
Q

10
=

5
/1

(w
/w

))
m

o
di

fie
d 

T
P

P

脳
標

的
B

B
B

を
通

過
し

や
す

く
、

脳
組

織
に

蓄
積

し
や

す
い

マ
ウ

ス
お

よ
び

ヒ
ト

神
経

前
駆

細
胞

に
お

け
る

抗
H

IV
薬

処
理

に
対

す
る

酸
化

ス
ト

レ
ス

の
軽

減

2
8

T
P

P
-D

-N
A

C
N

A
C

○
D

e
nd

ri
m

e
r 

co
nj

ug
a

te
d 

T
P

P
 a

nd
 N

A
C

(7
.5

 n
m

, 1
7

 m
V

)
(1

1
 T

P
P

 a
nd

 7
 N

A
C

/d
e

nd
ri

m
e

r)

・
高

い
薬

物
負

荷
量

・
脳

組
織

お
よ

び
病

巣
部

位
 (
炎

症
)に

　
蓄

積
し

や
す

い

H
2O

2負
荷

B
V

2
マ

ウ
ス

ミ
ク

ロ
グ

リ
ア

に
対

す
る

酸
化

ス
ト

レ
ス

の
軽

減
お

よ
び

T
B

Iモ
デ

ル
ウ

サ
ギ

に
対

す
る

損
傷

部
位

へ
の

粒
子

の
局

在
化

2
9

F
o

rm
ul

a
tio

n
T

P
P

の
応

用
ナ

ノ
キ

ャ
リ

ア

結
果

抗
酸

化
分

子
R

e
fs

.



13 
 

筆者が所属する北海道大学大学院薬学研究院薬剤分子設計学研究室 (以下、当研究室)では、

ミトコンドリア標的型 DDS として MITO-Porter の開発に成功している (Fig. B)。MITO-Porter はミト

コンドリア融合性脂質膜で構成されており、内部の水相には水溶性分子を、脂質膜には脂溶性分

子を搭載可能であり、粒子表面への機能性素子の修飾によって細胞取り込みを促進し、ミトコンドリ

ア膜との融合を介して搭載分子をミトコンドリアへ送達する 30)。そのため搭載分子の物性・サイズを

制限することなく、低分子から高分子まで様々な分子を送達させることが可能である。これまでに水

溶性分子である金コロイド・vitamin B1、脂溶性分子である bongkrekic acid (BKA)・coenzyme Q10 

(CoQ10)・rTPA、タンパク質である green fluorescence protein (GFP)・DNase、核酸である antisense 

RNA・pDNA・mtDNA (mRNA・tRNA・rRNA)など様々な物質の搭載およびミトコンドリアへの送達

に成功している 31-42)。 

 

 

 

 

 

CoQ10 は ATP 産生に不可欠な補酵素であり、強力な抗酸化作用をもつ。CoQ10 のミトコンドリア

への送達は、ミトコンドリア機能の活性化や酸化ストレスの軽減が期待でき、ミトコンドリア関連疾患

を治療できる可能性がある (Fig. C)。CoQ10 は代表的な難水溶性薬物でもあり、剤形は経口剤にと

どまり、注射剤は最適な乳化剤を選定できずに開発中止となり、製剤化を困難にしている 43)。当研

究室では、CoQ10 搭載 MITO-Porter (CoQ10-MITO-Porter)の構築に成功し 35)、予防的投与による

肝虚血再灌流モデルマウスでの肝傷害抑制効果を確認している 44)。次なる試みとして、臨床応用

に向けた検討が必要である。 

Fig. B ミトコンドリア標的型 DDS : MITO-Porter 
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本研究では、CoQ10-MITO-Porter の新たな調製法としてマイクロ流体デバイスを使用し、調製法

のスケールアップや大量調製ができるか試みた。マイクロ流体デバイスにて調製した CoQ10-MITO-

Porter と従来法にて調製した CoQ10-MITO-Porter とで物性や細胞内動態を比較した。その後、ミト

コンドリア関連疾患であり、急性期疾患である acetaminophen (APAP)肝障害に CoQ10-MITO-Porter

を投与することで治療効果が得られるか検証した。本論文の第一章では、マイクロ流体デバイスを

用いた難水溶性薬物 CoQ10 搭載ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子の構築に関して述べる。第二章

では、in vivo に適した CoQ10 搭載ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子の構築に関して述べる。第三

章では、CoQ10 搭載ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子の薬物性肝障害への応用に関して述べる。

Fig. C CoQ10-MITO-Porter の治療戦略図 



15 
 



16 
 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

第一章 

 

マイクロ流体デバイスを用いた難水溶性薬物

CoQ10 搭載ミトコンドリア標的型 

脂質ナノ粒子の構築 
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緒言 

 

近年、薬物パイプラインはますます困難を極めている。上市される医薬品の 40%、開発候補薬

物に至っては約 90%が難水溶性分子であるとの報告があり 45)、利用拡大のための製剤化が求め

られる。これらの難水溶性化合物の多くは、biopharmaceutics classification system (BCS)分類の中

でも低い水への溶解性と低い消化管膜透過性を示すクラス 4 に分類されており、一般的に製剤化

が難しい。BCS クラス 4 に分類される薬物の代表例として coenzyme Q10 (CoQ10)が挙げられる 46)。 

これまでに CoQ10 は、虚血の予防・治療のための経口治療薬 (ノイキノン錠®)やサプリメントなど

が開発されている。虚血による組織傷害時の細胞死は、過剰に発生する活性酸素種 (Reactive 

Oxygen Species：ROS)やエネルギー産生低下が大きな要因となっており、ミトコンドリアの機能回復

処置は有効な治療法になり得る 47)。CoQ10 は、生体内で強力な抗酸化物質かつミトコンドリア内膜

における酸化的リン酸化の電子運搬体として働く 48)。しかし、CoQ10 製剤が経口剤しかないため、

迅速な対応が求められる虚血性疾患に対する治療法の選択肢を狭めているのが現状である。既

存薬において、細胞導入能やミトコンドリア移行性に特化しているものはなく、薬物の送達効率を

上げることができれば、薬物自体の効果を上げることにつながり、大きなドラッグリポジショニングを

もたらすだろう。Triphenylphosphonium cation (TPP)に酸化型 CoQ10 を結合させた MitoQ は、前臨

床試験において様々な効果が示され、2010 年には C 型肝炎とパーキンソン病の治療薬として第Ⅱ

相臨床試験に到達している 49, 50)。MitoQ の経口投与は、C 型肝炎に対しては肝機能の改善がみ

られたが、パーキンソン病に対しては病状の進行を止めることはできなかった。MitoQ が十分な効

果を得られたかった要因として、低い経口バイオアベイラビリティ (10%)と標的組織への集積量の

低さが考えられている。その後、この 2 件の臨床試験の続報はなく、他の臨床研究も実施されてき

たが、期待された効果が得られているとは言い難い 51, 52)。 

 我々はミトコンドリア drug delivery system (DDS)として膜融合を介してミトコンドリアへの分子送達

を可能にするナノキャリア”MITO-Porter”を開発しており 30, 53, 54)、CoQ10 を内封した CoQ10-MITO-

Porter の作製にも成功し、ミトコンドリアへの移行も確認し、in vivo 評価において優れた薬効を示し

た 35, 44)。先行研究において、様々な方法を用いてナノキャリアへの CoQ10 の封入が試みられてい

る 55-58)。ナノ粒子の代表的な調製法として単純水和法、逆相蒸発法およびアルコール希釈法が挙

げられる。CoQ10-MITO-Porter の場合、エタノール希釈法で調製した際に、最も CoQ10 の搭載率 

(脂質に対する薬物の含有量)の高い粒子を得られることができた 35)。しかし、エタノール希釈法で

は、大量のナノ粒子溶液を調製できないなどのデメリットが存在する。 

 ナノ粒子は、低分子などの既存薬や核酸医薬品を内封または粒子表面へ担持させることにより、

薬物は標的部位に集積し、治療効果の増大や副作用の軽減等の効果をもたらす 59, 60)。さらに、ナ

ノ粒子は可溶化技術にも応用され、CoQ10 のような難水溶性分子の分散性の向上に寄与する 61, 62)。

しかし、ナノカプセル注射製剤が実用化した例は多くはない。その原因として、研究室レベルから

工業レベルへの調製法のスケールアップ、製剤の安定性、試薬の品質、バリデーションの難しさ等
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が挙げられる。その中でも医薬用脂質ナノ粒子をはじめとする微粒子製剤は、製造工程の変更に

よる物理化学的特性のわずかな変化が薬物の有効性や製剤の安定性に大きな影響を及ぼす可

能性があることに留意する必要がある。 

このような状況を踏まえ、調製法のスケールアップの手段の 1 つとして、マイクロ流体デバイスを

用いた調製法が近年注目を集めている 63-66)。本研究では、エタノール希釈法に基づく脂質ナノ粒

子の調製にマイクロ流体デバイスを使用する。マイクロ流体デバイスによる溶液の急速な混合およ

び攪拌と容易に制御できる連続製造工程により、均一・微小化・大量のナノ粒子を調製できる。し

かしながら、マイクロ流体デバイスを用いて CoQ10 ほどの BCS クラス 4 に属する難水溶性薬物を脂

質ナノ粒子に封入させ、均一かつ 100 nm を下回るような微小な粒子を調製し、ナノ医薬品化に必

要な大量調製を試みた例は少ない 61)。さらに、ミトコンドリア標的能をもったナノ粒子においても同

様な検討を行った例はない。 

そこで本研究は、難水溶性分子である CoQ10 をモデル薬物とし、マイクロ流体デバイスを用いて

CoQ10 を封入したミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子 (CoQ10-MITO-Porter [µ])の調製を試みた 

(Fig. 1-1)。マイクロ流体デバイスは invasive lipid nanoparticle production (iLiNP)を使用した 67)。

iLiNP は粒子形成メカニズムと流体力学シミュレーションに基づいて設計され、多様な粒子径制御

が可能である。マイクロ流体デバイスによる調製はエタノール希釈法に基づき、CoQ10-MITO-

Porter 調製を適用させる際にプロトコルの変更を回避できる。エタノール希釈法で調製した従来法 

(CoQ10-MITO-Porter [ED])と新法を比較することで、本キャリアの有用性を検証した。さらに、各

CoQ10-MITO-Porter の細胞取り込み能・ミトコンドリア局在を評価するため子宮頸がん HeLa 細胞を

用いた検討を行った。 
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Fig. 1-1 CoQ10-MITO-Porter の調製法 

CoQ10-MITO-Porter の調製法の概要図を示した。(A) 従来法はエタノール希釈法を用いて CoQ10-MITO-

Porter [ED]を調製した。(B) マイクロ流体デバイスを用いて CoQ10-MITO-Porter [µ]を調製した。マイクロ流体

デバイス (iLiNP)は内部にバッフル構造を有する。 
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結果 

1-1 エタノール希釈濃度が及ぼす粒子径の影響   

マイクロ流体デバイスを用いた調製法では、脂質相と水相の流速比を調節することにより、エタノ

ール希釈濃度が変化するため、形成される粒子の粒子径を制御することができる。そこで、エタノ

ール希釈濃度が 10、20、30、40 %となるように脂質相と水相の流速比を変化させ、粒子径への影

響を検証した  (Fig.1-2)。エタノール希釈濃度が 10、20、30、40 %の時、粒子径はそれぞれ

62.6±0.1 nm、70.5±0.3 nm、150.8±7.8 nm、243.0±4.3 nm であり、PDI はそれぞれ 0.385±0.038、

0.120±0.010、0.122±0.010、0.119±0.026 であった (Fig. 1-2A-a)。そして透析後は、エタノール希釈

濃度が 10、20、30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 56.3±4.6 nm、49.0±6.0 nm、71.7±5.5 nm、

144.2±7.0 nm であり、PDI はそれぞれ 0.382±0.206、0.243±0.011、0.183±0.037、0.133±0.044 であ

った (Fig. 1-2A-b)。マイクロ流体デバイスを用いた調製法では、エタノール希釈濃度が減少するに

つれて、粒子径は減少した。透析後は、どの希釈比率でも透析前と比較して粒子径が小さくなった。 
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Fig. 1-2 CoQ10-MITO-Porter [µ]におけるエタノール希釈濃度が及ぼす物性 

マイクロ流体デバイス調製時に用いた水相および透析溶媒での(A) PBS (-)および(B) HEPES glucose におけ

る CoQ10- MITO-Porter [µ]の粒子径および PDI を示す。エタノール希釈濃度は 10, 20, 30 および 40%となるよ

うにマイクロ流体デバイスを制御した。データは(a) before dialysis (マイクロ流体デバイス調製後)および透析時

の温度が(b) 4ºC、(c) 25ºC のものである。(mean with S.D., n=3) 
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1-2 水相と透析の影響   

今回、水相と透析溶媒は、PBS (-)を用いた。透析は、脂質ナノ粒子溶液を透析溶媒である緩衝

液に置換し、エタノールを除去することができる。しかし、難水溶性分子である CoQ10 を封入させた

CoQ10-MITO-Porter 溶液が緩衝液に置換することは、分散性や溶解性の観点から物性に影響を

及ぼす可能性がある。また、無機塩がエマルション溶液中に存在すると塩析が生じ、粒子が凝集し

てしまうことがある。そこで、無機塩を含まない HEPES glucose を水相および透析溶媒として用い、

PBS (-)との比較検討を行った (Fig. 1-2)。HEPES glucose においてエタノール希釈濃度が 10、20、

30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 36.6±4.3 nm、53.5±2.4 nm、98.9±3.6 nm、221.7±44.7 nm であ

り、PDI はそれぞれ 0.289±0.048、0.261±0.038、0.277±0.009、0.152±0.085 であった (Fig. 1-2B-a)。

そして透析後は、エタノール希釈濃度が 10、20、30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 48.7±4.0 nm、

42.7±4.4 nm、55.4±5.0 nm、108.2±23.6 nm であり、PDI はそれぞれ 0.428±0.061、0.428±0.076、

0.386±0.035、0.192±0.018 であった (Fig. 1-2B-b)。PBS (-)と HEPES glucose では、透析前後にお

いて粒子径の挙動は類似していたが、HEPES glucose の方が PDI は大きい傾向にあった。 

HEPES glucose には糖が含有しているため、粘性が粒子の安定性に影響を及ぼす可能性があ

る。そこで、HEPES buffer を用いて同様の検討を行った (Fig. 1-3)。エタノール希釈濃度が 10、20、

30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 55.5 nm、56.6 nm、59.3 nm、117.8 nm であり、PDI はそれぞれ

0.619、0.288、0.281、0.159であった (Fig. 1-3-a)。そして透析後は、エタノール希釈濃度が10、20、

30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 89.0 nm、56.0 nm、44.0 nm、53.8 nm であり、PDI はそれぞれ

0.737、0.591、0.546、0.354 であった( Fig. 1-3-b)。HEPES glucose と HEPES buffer では、透析前後

において粒子径と PDI ともに挙動が同じであった。有機化合物である HEPES が粒子の分散性に

影響を与えた可能性がある。 

透析過程は使用する溶媒だけでなく、温度も重要な因子になると考えられる。次に PBS (-)を透

析溶媒とし、透析温度を 4ºC および 25ºC 条件下で行った (Fig. 1-2)。4ºC 下では、エタノール希釈

濃度が 10、20、30、40 %の時、粒子径はそれぞれ 56.3±4.6 nm、49.0±6.0 nm、71.7±5.5 nm、

144.2±7.0 nm であり、PDI はそれぞれ 0.382±0.206、0.243±0.011、0.183±0.037、0.133±0.044 であ

った (Fig. 1-2A-b)。そして 25ºC 下では、エタノール希釈濃度が 10、20、30、40 %の時、粒子径は

それぞれ 67.9±0.7 nm、48.3±0.2 nm、85.5±13.1 nm、129.7±6.9 nm であり、PDI はそれぞれ

0.416±0.023、0.221±0.003、0.204±0.040、0.146±0.052 であった (Fig. 1-2A-c)。2 時間という透析時

間では、温度という因子は、粒子径や PDI に大きな影響を与えないと考えられた。 
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1-3 安定性試験   

調製した粒子の安定性を評価するために、遮光し、4ºC および 25ºC 条件下にて 14 日間の安定

性試験を行った (Fig. 1-4)。4ºC 条件下では、day 0 の粒子径は 45.5±3.4 nm であり、day 14 の粒

子径は 44.7±2.8 nm であり、ほぼ一定であった。一方、25 ºC 条件下では、day 0 の粒子径は

49.2±5.9 nm であり、day 14 の粒子径は 86.4±8.6 nm となり、経日的に粒子径が増大した。脂質ナ

ノ粒子製剤の保存には、保存温度は重要なファクターとなり、低温保存する必要がある。 

 

 

Fig. 1-4 CoQ10-MITO-Porter [µ]の安定性評価 

CoQ10-MITO-Porter [µ] を遮光下において、4ºC (closed circles)および 25ºC (open circles)にて保存した際

の粒子径の変化を示す。透析時の平均粒子径を示す。(mean with S.D., n=3) 
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Fig. 1-3 HEPES buffer を用いた時の CoQ10-MITO-Porter [µ]の物性 

データは(A) before dialysis (マイクロ流体デバイス調製後)および(B) 4ºC 透析時の平均粒子径および PDI を

示す。(n=2) 
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1-4 従来法およびマイクロ流体デバイスを用いた調製法の比較 

従来法では、エタノール希釈法を用いて CoQ10 の封入に成功している 35)。従来法での粒子 

(CoQ10-MITO-Porter [ED])の物性は、粒子径が 96.1±3.1 nm、PDI が 0.336±0.002、ゼータ電位が

8.8±0.5 mV であった (Fig. 1-5a, 5b, 5c, 水色プロット)。一方、マイクロ流体デバイスにて調製した

後の CoQ10-MITO-Porter [µ]は、エタノール希釈濃度 20 %において、粒子径が 71.3±8.8 nm、PDI

が 0.181±0.047、ゼータ電位が 19.3±2.2 mV であった (Fig. 1-5A, 5B, 5C, 橙色プロット)。透析後 

の CoQ10-MITO-Porter [µ]においては、粒子径が 48.4±4.4 nm、PDI が 0.247±0.019、ゼータ電位が

19.0±2.2 mV であった (Fig. 1-5A, 5B, 5C, 濃桃色プロット)。CoQ10-MITO-Porter [ED]と比較し、

CoQ10-MITO-Porter [µ]は有意に均一性が向上した粒子調製できた。さらに、各調製法の調製の

精度を評価するために変動係数 (Coefficient of Variation: CV)を算出した (Fig. 1-5D)。粒子径で

は、従来法が 0.082、透析前が 0.062 および透析後が 0.065 であった。PDI では、従来法が 0.192、

透析前が 0.148 および透析後が 0.066 であった。ゼータ電位では、従来法が 0.171、透析前が

0.112 および透析後が 0.114 であった。CV 値からも、従来法と比較して透析前と透析後は小さな値

を示し、均一な粒子が再現性良く調製できたことが示された。 

Fig. 1-5 CoQ10-MITO-Porter [ED]および CoQ10-MITO-Porter [µ]での物性比較 

400 µL 単位で調製した CoQ10-MITO-Porter [ED]とエタノール希釈濃度 20%で調製した CoQ10-MITO-Porter 

[µ]の(A) particle size, (B) PDI, (C) ζ-potential を示した。Circles は 10 個のサンプルデータ、bars は平均値 

(n=10)を示す。(**p<0.01, vs. CoQ10-MITO-Porter [ED] by one-way ANOVA, followed by the Bonferroni 

test) (D) Coefficient of variation (CV)は調製の再現性の指標として(a)~(c)のデータを用いて算出した。 
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従来法とマイクロ流体デバイスを用いた調製法では、ゼータ電位において最も大きな違いがあっ

た (Fig. 1-5C)。従来法にて調製した CoQ10-MITO-Porter はゼータ電位が 8.8±0.5 mV であるのに

対し、マイクロ流体デバイスを用いることで、ゼータ電位は約 20 mV であった。ゼータ電位が正に

帯電するのは STR-R8 が粒子表面に修飾されるためである。従来法において、マイクロ流体デバイ

スを用いた調製法よりもゼータ電位が低い値を示したのは、STR-R8 が安定的に修飾されていない

可能性があった。STR-R8 を脂質ナノ粒子に修飾する際の懸濁液ボリュームに起因するという仮説

が考えられた。そこで、調製量の違いにより物性に変化が生じるか従来法とマイクロ流体デバイス

を用いた調製法にて比較検証した (Table 1-1)。 

調製量は、100 µL および従来法の調製上限量である 400 µL とした。従来法において、100 µL の

時、粒子径が 90.6±5.9 nm、PDI が 0.252±0.047、ゼータ電位が 17.9±2.7 mV であり、400 µL の時、

粒子径が 96.1±3.1 nm、PDI が 0.300±0.085、ゼータ電位が 9.8±0.9 mV であった。一方、マイクロ

流体デバイスを用いた調製法において、100 µL の時、粒子径が 86.1±1.4 nm、PDI が 0.210±0.015、

ゼータ電位が 16.1±1.2 mV であり、400 µL の時、粒子径が 86.1±1.8 nm、PDI が 0.168±0.026、ゼ

ータ電位が 17.8±0.6 mV であった。したがって、従来法において STR-R8 を安定的に修飾する調

製上限量は、100 µL という少量単位であった。しかし、マイクロ流体デバイスを用いた調製法では、

容量に依存することなく、安定的な STR-R8 の修飾を達成できた。 

 

 

 従来法とマイクロ流体デバイスを用いた調製法の最終産物 (以下、透析後)を比較した結果を

Table 1-2 に示した。粒子径は、従来法が 96.1±3.1 nm および透析後が 48.3±0.2 nm であり、マイク

ロ流体デバイスを用いることで粒子径が約 1/2 倍小さくなった。PDI は、従来法が 0.336±0.002 およ

び透析後が 0.221±0.003 であり、マイクロ流体デバイスを用いた方が従来法よりも均一な粒子形成

が可能であった。ゼータ電位は、従来法が 11.1±6.4 mV および透析後が 21.5±1.8 mV であり、マイ

クロ流体デバイスを用いることで安定的な STR-R8 の修飾に成功した。また調製量は、従来法の上

限が約 400 µL であるのに対し、マイクロ流体デバイスを用いた調製法では、実験室レベルにおい

ても L 単位の調製が可能である。CoQ10 回収率は従来法が 67.9±19.4 %および透析後が

72.8±6.7 % (透析前：81.2±9.1 %)であった。Drug/Lipid (w/w)は従来法が 0.36±0.06 および透析後

Table 1-1 異なる調製量での CoQ10-MITO-Porter [ED]および CoQ10-MITO-Porter [µ]での物性比較 

調製量は、100 µL および 400 µL とした。調製した CoQ10-MITO-Porter の平均粒子径 (nm)、polydispersity 

index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。(mean with S.D., n=3) 

 

調製量 (µL)

平均粒子径 (nm) 91 ± 5.9 96 ± 3.1 86 ± 1.4 86 ± 1.8

PDI 0.252 ± 0.047 0.300 ± 0.085 0.210 ± 0.015 0.168 ± 0.026
ζ-電位 (mV) 18 ± 2.7 10 ± 0.9 16 ± 1.2 18 ± 0.6

400

CoQ10-MITO-Porter [ED]
(Ethanol Diluton Method)

CoQ10-MITO-Porter [µ]
(After Microfluidic Device Preparation)

100 400 100



26 
 

が 0.19±0.03 (透析前：0.20±0.03)であった。CoQ10 はマイクロ流体デバイスを用いた調製法におい

ても封入が可能であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-5 細胞取り込み評価 

各調製法の CoQ10-MITO-Porter の細胞取り込みを評価するために、子宮頸がん HeLa 細胞に

脂質量に対して 0.5 mol%の NBD-DOPE を修飾させた CoQ10-MITO-Porter を添加した (Fig. 1-6)。

NBD-DOPE 修飾 CoQ10-MITO-Porter の物性は、CoQ10-MITO-Porter[µ]では、粒子径が 46.4±2.2 

nm およびゼータ電位が 20.0±0.1 mV であった。比較対象である従来法において、低電位を示した

CoQ10-MITO-Porter[ED] (L-ζ)は粒子径が 81.4±5.5 nm およびゼータ電位が 5.7±1.5 mV、高電位

を示した CoQ10-MITO-Porter[ED] (H-ζ)は粒子径が 79.1±4.7 nm およびゼータ電位が 16.5±1.6 mV

であった (Table 1-3)。フローサイトメーターを用いた細胞取り込み評価より、CoQ10-MITO-Porter[µ]

の方が、CoQ10-MITO-Porter[ED]と比較して粒子の取り込みが有意に多かった (Fig. 1-6)。CoQ10-

MITO-Porter[ED]においては、電位が高い方が取り込みは高かった。したがって、粒子径は小さく、

粒子の表面電位は正に帯電している方が細胞に取り込まれやすいことが示された。 

 

 

 

Table 1-2 各パラメーターでの CoQ10-MITO-Porter [ED]および CoQ10-MITO-Porter [µ]での物性比較 

(mean with S.D., n=5-10) 

Table 1-3 NBD 標識 CoQ10-MITO-Porter の物性 

細胞取り込み評価 (Fig. 1-5)および細胞局在観察(Fig. 1-6)に用いた NBD 標識 CoQ10-MITO-Porter の物性

を示す。(mean with S.D., n=3) 

Sample

CoQ10-MITO-Porter [μ] 46 ± 2.2 20 ± 0.1

CoQ10-MITO-Porter [ED] (L-ζ) 81 ± 5.5 6 ± 1.5

CoQ10-MITO-Porter [ED] (H-ζ) 79 ± 4.7 17 ± 1.6

平均粒子径 (nm) ζ-電位 (mV)

Parameters

調製量 

CoQ10回収率 (%) 67.9 ± 19.4 72.8 ± 6.7

Drug/Lipid (w/w) 0.36 ± 0.06 0.19 ± 0.03

調製時間 

CoQ10-MITO-Porter [ED]
(Ethanol Diluton Method)

CoQ10-MITO-Porter [µ]
(After dialysis)

150 min / 400 µL
0.8 min/400 µL

(追加時間 (透析)：124 min)

上限：～400 µL L オーダー
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1-6 細胞内動態観察  

CoQ10-MITO-Porter の細胞内動態を共焦点レーザー走査型顕微鏡 (confocal laser scanning 

microscopy：CLSM)を用いて観察した結果、CoQ10-MITO-Porter[ED]と比較して CoQ10-MITO-

Porter[µ]は、多くのシグナルが観察された (Fig. 1-7A-a)。さらに、CoQ10-MITO-Porter は、共局在 

(yellow dots)が観察されたため、ミトコンドリアへの集積も確認することができた (Fig. 7A-b, d, f)。

CoQ10-MITO-Porter[ED]は、ヘテロジェネイティーな細胞内動態であったのに対し (Fig. 7A-c, e)、

CoQ10-MITO-Porter[µ]は、ホモジェネイティーな粒子送達が見られた (Fig. 1-7A-a)。顕微鏡観察

の結果から、細胞取り込み陽性率およびミトコンドリア占有率を算出した。細胞取り込み陽性率は、

CoQ10-MITO-Porter[µ]は 90%以上を示し、CoQ10-MITO-Porter[ED]よりも有意に高かった (Fig. 

7B)。ミトコンドリアへの占有率もまた、CoQ10-MITO-Porter[µ]の方が CoQ10-MITO-Porter[ED よりも

有意に高かった (Fig. 7C)。したがってマイクロ流体デバイスが生み出す微小な粒子サイズは、細

胞取り込みおよびミトコンドリア導入を大幅に向上させた。 
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Fig. 1-6 HeLa 細胞における CoQ10-MITO-Porter の細胞取り込み評価 

CoQ10-MITO-Porter [µ]、CoQ10-MITO-Porter [ED] (L-ζ)および CoQ10-MITO-Porter [ED] (H-ζ)の細胞取り

込みの結果を示す。本実験では、NBD 標識した CoQ10-MITO-Porter を用いた。  

(mean with S.D., n=3, *p<0.05, vs. CoQ10-MITO-Porter [µ] by one-way ANOVA, followed by the 

Bonferroni test) 
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Fig. 1-7 HeLa 細胞における CoQ10-MITO-Porter の細胞内局在観察 

HeLa 細胞に NBD 標識した CoQ10-MITO-Porter をそれぞれ添加しインキュベートした。Mito Tracker Deep 

Red でミトコンドリアを染色し、CLSM にて細胞内局在を観察した。(a) NBD-DOPE (緑色)：CoQ10-MITO-

Porter[µ] (a and b), CoQ10-MITO-Porter[ED] (L-ζ) (c and d), CoQ10-MITO-Porter[ED] (H-ζ) (e and f)、Mito 

Tracker Deep Red (赤色)、共局在 (黄色)を示す。Scale bars:20 µm 

顕微鏡画像に基づき、(b) 細胞取り込み陽性率 (n=68-92)、(c) ミトコンドリア占有率 (n=20-30)を算出した。 

(**p<0.01, vs. CoQ10-MITO-Porter [µ] by one-way ANOVA, followed by the Bonferroni test) 
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考察 

 

マイクロ流体デバイスを用いた調製法により、エタノール希釈濃度が 20 %の時、粒子径が約 70 

nm となり、透析後は約 50 nm の均一で微小な粒子が形成された (Fig. 1-2A-a)。この時の CoQ10

回収率は 81.2±9.1% (n=10)であり、Drug/Lipid (w/w)が 0.20±0.03 (n=10)であったので、CoQ10 の

封入にも成功した。水相に用いる緩衝液のような水溶液による急速な脂質溶液の希釈は、微細な

サイズの粒子形成を可能にする 63, 68)。本研究で使用したマイクロ流体デバイス (iLiNP)は、10 組

のバッフル構造を有しており、総流速 500 µL/min において十分に緩衝液と脂質溶液が混合される

ことを確認している 67)。エタノール濃度の狭い濃度勾配では、脂質二重層が臨界エタノール濃度

でしか会合できないので、粒子径が小さく、粒度分布もシャープな粒子が調製される。エタノール

希釈濃度が 10%の時、62.6±0.1 nm と最も粒子径が小さくなったものの、PDI は、0.385±0.038 とな

り、粒度分布からも多分散であった (Fig. 1-2A-a)。これは、今回使用した脂質濃度や CoQ10 濃度

が高かったために、急速なエタノールの希釈により粒子形成に関与できなかった材料が析出し、ま

たは粒子同士が凝集した可能性がある。 

透析をすると粒子径が減少する要因は、脂質ナノ粒子溶液からエタノールが除去され、完全に

透析溶媒に置換され、脂質間の疎水性相互作用が強まるからである。さらに CoQ10 は難水溶性分

子なので水溶液との接触を避けようとするため、より一層疎水性相互作用が強まり、粒子径が小さく

なったと考えられた。 

水相と透析に用いる溶媒には、PBS (-)が最適であった (Fig. 1-2A)。本研究は、ナノ医薬品化を

目指した CoQ10-MITO-Porter の注射製剤化への橋渡し的な検討である。注射剤を生体に用いる

時は浸透圧や p に注意して投与する必要がある。注射剤を等張化するには、塩化カリウムや塩化

ナトリウムなどの電解質、またはブドウ糖や D-マンニトールなどの糖類を含有させる。一般的に生

理食塩水は、輸液および注射剤として使われるので、リン酸緩衝液 PBS (-)を 1 つの候補として試

みた。一方で、PBS (-)による塩の影響を考慮し、塩を含まない HEPES glucose や糖を含まない

HEPES buffer での検討を行ったが、PBS (-)よりも PDI が増大する傾向にあった (Fig. 1-2B, Fig. 1-

3)。したがって、分散性を安定させるためには、glucose による粘性も重要な場合もあるが、HEPES

のような有機物化合物が含有していない PBS (-)の方が適していた。 

透析温度の検討は、4ºC と 25ºC を試みた。4ºC は生理活性物質が失活せず、衛生面からも無菌

的である。一方、25ºC は温度管理が容易で、低コストで扱いが簡便である。その結果、PBS (-)を用

いた時、透析温度の違いによる粒子径と PDI の大きな変化は見られなかった (Fig. 1-2A-b, c)。こ

れは温度に依存せず、良好な粒子を得ることができるので、調製したい粒子の状況に合わせて温

度を選択できることになる。難水溶性分子である CoQ10は温度が高いほど溶解性が良好である。今

回は、マイクロ流体デバイスを用いた調製は室温下で行っているため、急激な温度変化を避け、

CoQ10 の溶解性を保持するために 25ºC で透析操作を行うこととした。 
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安定性試験を行った結果、4ºC で保存した方が 25ºC よりも粒子径が増大せず、安定であった

(Fig. 1-4)。温度が高いと熱運動が盛んになるため、粒子間の衝突頻度が上がり、粒子の凝集や崩

壊が起こり、25ºC では粒子径が増大したと考えられた。一方、4ºC 条件下では、分子の熱運動を抑

制できるため粒子径が約 50 nm のまま推移したと思われた。したがって、ナノカプセル製剤を保存

するためには、4ºC が適していることが示された。 

従来法およびマイクロ流体デバイスを用いた調製法での粒子の物性を比較した結果、マイクロ

流体デバイスを用いた調製により、均一性が向上し、微小な粒子が再現よく調製できた (Fig. 1-5, 

Table 1-1)。透析後の CoQ10-MITO-Poter [µ]における CoQ10 回収率は、72.8±6.7 %であり、

Drug/Lipid (w/w)は 0.19±0.03 なので、CoQ10 は脂質ナノ粒子に封入できている (Table 1-2)。従来

法では、最大調製量が約 400 µL であり、限外ろ過過程において凝集物が析出するとフィルターに

目詰まりが生じやすく、調製時間を制限しており、最短で 150 min/400 µL である。一方、マイクロ流

体デバイスを用いた調製法では、500 µL/min で粒子調製ができ、短時間で大量の調製が可能で

ある。マイクロ流体デバイスの流速は 1 デバイスあたり最大で 1000 µL/min まで上げられる。今後

も、最適な薬物の可溶化方法やマイクロ流体デバイスの開発の検討が必要である。 

調製量の違いによる検討において、従来法では調製ボリュームによってゼータ電位の値が一定

とならず、これは電荷を有する STR-R8 の修飾の成否に問題があることが判明した (Table 1-2)。従

来法にて STR-R8 を確実に表面修飾させるには、100 µL という少量単位で行わなければならない。

これは、スケールアップの面から重大な問題となり得る。一方、マイクロ流体デバイスを用いた調製

法では、容量に依存することなく、粒子径、PDI およびゼータ電位において均一な調製が可能であ

った。また、400 µL よりも多い調製量であっても再現性の高い粒子調製が可能であることを確認し

ている (データ非表示)。したがって、マイクロ流体デバイスを用いた調製法は、均一・微小化・大量

調製を実現するだけでなく、STR-R8 のような機能性素子を粒子表面に修飾させるためにも有用で

あることが示唆された。 

マイクロ流体デバイスにて調製した粒子と従来法で調製した粒子とで細胞取り込み能およびミト

コンドリア局在を評価したところ、CoQ10-MITO-Porter [µ]の方が、細胞導入能およびミトコンドリア移

行能の両方で CoQ10-MITO-Porter [ED]よりも優れていた (Fig. 1-6, Fig. 1-7)。理論的および実験

的な研究より、効率の良い細胞取り込みを達成するための最小粒子半径は、約 20～30 nm (最小

粒子径：約 40～60 nm)であった 70)。したがって、CoQ10-MITO-Porter [µ]は、従来法よりも粒子径が

1/2 倍小さい約 50 nm であるため、効率良くエンドサイトーシスにより細胞に取り込まれ、さらに取り

込まれる粒子数も多くなったと考えられた。 

従来法での低電位と高電位の粒子の細胞取り込み評価の結果より、正に帯電した粒子の方が

取り込み量は多かった (Fig. 1-6)。STR-R8 は細胞透過性ペプチドであり、細胞での Rac たんぱく

質の活性化を誘導し、アクチン骨格の重合を促し、細胞膜表面で波打ち構造を生じることでマクロ

ピノサイトーシスを引き起こす 71, 72)。今回の研究では、脂質量を揃えて HeLa 細胞に CoQ10-MITO-

Porter を添加した。細胞に取り込まれる粒子サイズと粒子数はナノ粒子上に発現するリガンドの密

度に依存する 73)。マイクロ流体デバイスで調製したような微小な粒子は、表面積が大きくなるため、
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細胞膜との接触が増えると思われる。粒子表面の STR-R8 との接触も増え、効率的なマクロピノサ

イトーシスが起きたと思われた。 

従来法で調製した粒子はゼータ電位が安定していないことから、マイクロ流体デバイスで調製し

た粒子とは STR-R8 の粒子表面への組み込まれ方が異なるため、効率的なマクロピノサイトーシス

を誘導できなかったのかもしれない。マイクロ流体デバイスで調製した粒子は粒子サイズと正に帯

電した STR-R8 の相乗効果により、HeLa 細胞への取り込みが増大したと推察される。細胞への取

り込みメカニズムは、今後も詳細な検討が必要である。 

Y. Morikawa らは、BCS クラス 4 に属するクルクミンをモデル薬物とし、約 200 nm の

polyoxyethylene (PEG)化 Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA)ナノ粒子の調製に成功している 73)。

マイクロ流体デバイスを用いた CoQ10-MITO-Porter の調製は、BCS クラス 4 薬物である CoQ10 の

封入を達成した。BCS クラス 4 薬物は難水溶性が原因となり、注射製剤化することが困難である。

医薬品開発では本来、注射剤から始まり、バイオアベイラビリティがよいものを経口剤に剤形変化

することが主流である。しかし、難水溶性分子はその流れに逆行するしかない。したがって、本技

術は、既存薬だけでなく、BCS クラス 4 に分類されるような多くの難水溶性分子を含む開発候補薬

物の可溶化技術として利用拡大に貢献でき、注射剤への応用も期待される。 

今回使用した難水溶性薬物のモデルである CoQ10 は一般的に安全な物質であり、治療効果を

得るために多量の CoQ10 を投与することが可能である。しかし、毒性の強い薬物を投与した場合、

副作用を軽減する観点から、特定の組織への標的化が非常に重要な課題となる。さらに、先行研

究において、細胞内動態を制御することにより CoQ10 のミトコンドリアへの集積を促進させることが

大きな治療効果を示すことが報告されている 44, 74-77)。本技術は、ナノ粒子を適切な機能素子で修

飾することにより薬物の生体内分布と 細胞内動態を制御することが可能である。これにより、CoQ10

のような難水溶性薬物を標的部位に高濃度で集積させ、副作用を回避して治療効果を高めること

が期待できる。 

 脂質ナノ粒子の製造工程のスケールアップは、実用化に向けて非常に重要な課題である。マイク

ロ流体工学において NanoAssemblrTM は、スケールアッププロセスでの使用に適したデバイスとし

てよく知られている 78)。NanoAssemblTM にはカオテックミキサー構造が導入されており、本研究で

用いた iLiNP にはバッフルミキサー構造が導入されている。ミキサー構造は異なるが、iLiNP は、

混合効率は優れているため、スケールアッププロセスでの使用に適していると結論づけた。現在、

iLiNP を用いたスケールアップに関する研究を実施中である。
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第二章 

 

In vivo に適した CoQ10 搭載 

ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子の構築 
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緒言 

 

脂質ナノ粒子やリポソームなどのナノキャリアは、物質を内封することによって、標的部位での有

効成分の吸収や持続性の向上、副作用の軽減および安定性の向上などの効果がある。さらにナノ

キャリアは、低分子、高分子、タンパク質、核酸など多様な物質の内封が可能であり、サイズ制御や

粒子表面への機能性素子の修飾により、目的に応じた設計が自在である 59, 60)。1995 年にドキシル 

(ドキソルビシン封入 polyethylene glycol (PEG)化リポソーム)が脂質を基本組成とする製剤として承

認されて以来、ナノ医薬品は欧米で 27 個の製剤が承認され 78-82) (Fig. 2-1)、coronavirus disease  

(COVID)-19 ワクチンの登場により、DDS のポテンシャルを再認識させ、現在も治験や医薬品開発

が盛んに行われている 78-83)。 

 

 

Fig. 2-1 欧米諸国で承認されている代表的なナノ医薬品 

欧米諸国で承認されたナノ医薬品の商品名、承認年、製剤形態および粒子径 (不明なものは未記載)を記す

78-83)。赤枠：抗がん剤・がん免疫治療薬、青枠：抗真菌薬・抗生物質、緑枠：ワクチン、黄色枠：麻酔薬・鎮痛

薬、紫枠：超音波造影剤、白枠：その他 
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 近年、マイクロ流体デバイスはナノ粒子の調製技術として注目されている。流体制御および脂質

溶液と緩衝液との混合による製剤化手法は、1 つの工程で容易にナノ粒子調製が可能である。マ

イクロ流体デバイスを用いた調製法は、実験室から good manufacturing practice (GMP)レベルへの

スケールアップや連続的な大量調製が可能である。さらに、総流速、混合する溶液の総流速、使

用する溶媒といった調製パラメーターを設定することで、ナノ粒子のサイズ制御や再現性の高い製

剤を得ることができる 84-86)。 

 マイクロ流体デバイスを用いて難水溶性分子をナノ粒子搭載した例は、Poly-Lactide-co-

Glycolide Acid (PLGA)、固体脂質ナノ粒子、ニオソームなどのナノキャリアを用いられることが多い

が 87, 88, 90, 93)、リン脂質を主要構成成分とする脂質ナノ粒子やリポソームへの応用例は少ない 62, 89, 

91, 92)(Table 2-1)。難水溶性薬物である CoQ10 モデル薬物としてマイクロ流体デバイスを用いてナノ

キャリアに搭載した例は固体分散体をベースとしたエマルションであり、粒子径が 150 nm で薬物搭

載率は低い 93)。 

 マイクロ流体デバイスを用いて、ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子である“MITO-Porter”に CoQ10

の搭載成功し (CoQ10-MITO-Porter)、スケールアップとともに高い調製の再現性を実現した 94)。さ

らに CoQ10-MITO-Porter は粒子径制御が可能となり、約 50 nm の微小粒子は細胞取り込みやミト

コンドリア移行性の向上を確認した。本章では、マイクロ流体デバイスを用いた CoQ10-MITO-Porter

における PEG 脂質および R8 の関連性を検証した。さらに、CoQ10-MITO-Porter の限外ろ過による

濃縮法の構築を試み、in vivo への適応が可能か acetaminophen (APAP)肝障害マウスを用いて評

価した。 
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結果 

2-1 CoQ10-MITO-Porter の構造評価 

 マイクロ流体デバイスを用いて調製した CoQ10-MITO-Porter の構造評価を行った。透過型電子顕

微鏡 (transmission electron microscope：TEM)観察の結果、CoQ10-MITO-Porter は約 50 nm の球

形の粒子が観察された (Fig. 2-2A)。さらに粒子の内部構造を評価するために小角 X 線散乱 

(small angle X-ray scattering：SAXS)測定を行った (Fig. 2-2B)。SAXS 測定では、散乱プロファイ

ルから粒子の粒度分布、粒子形状、粒子構造などを予測することができる。測定には CoQ10 搭載

の有無により脂質ナノ粒子形成に違いがみられるか比較するために CoQ10-MITO-Porter および

empty-MITO-Porter の 2 種類を用いた。CoQ10-MITO-Porter (青プロファイル) は 0.8 nm-1、empty-

MITO-Porter (赤プロファイル)は 0.9 nm-1 にブロードなピークが出現した。SAXS 測定において、ラ

メラ構造を有するナノ粒子ではシャープなピーク、周期構造を有さない不規則なナノ粒子ではブロ

ードなピークが確認される 95, 96)。CoQ10-MITO-Porter および empty-MITO-Porter は、ブロードなピ

ークが確認されたことから、ラメラ構造を有さない密な構造体であると推察された。これは TEM 観

察の結果と相関していた。また CoQ10 の有無により、MITO-Porter の内部構造は変化しないことが

分かった。さらにピークの位置は粒子サイズを反映し、小さな粒子である程、ピークは広角側にシフ

トする 97)。empty-MITO-Porter は CoQ10-MITO-Porter よりもピークが広角側にシフトしているため、

粒子径が小さいと予想され、これは物性評価の結果と一致した (Table 2-2)。 

 したがって、CoQ10-MITO-Porter は約 50 nm の球形の粒子形状をしており、その内部は非ラメラ

構造を形成していることが示唆された。 

Fig. 2-2 CoQ10-MITO-Porter の TEM 観察および SAXS 測定 

(A)マイクロ流体デバイスにて調製した CoQ10-MITO-Porter を電子顕微鏡にて観察した。Scale bar：50 nm 

(B)CoQ10-MITO-Porter および empty-MITO-Porter の SAXS 測定をした。CoQ10-MITO-Porter (青プロファ

イル)および empty-MITO-Porter (赤プロファイル)のピークは矢印で示す。 
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Sample 平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

CoQ10-MITO-Porter 51.5 0.327 8.5

Empty-MITO-Porter 40.8 0.371 11.2

Table 2-2 SAXS 測定に用いた各 MITO-Porter

調製した各 MITO-Porter の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。(n=1) 
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2-2 マイクロ流体デバイスを用いた粒子調製における PEG および R8 の影響 

CoQ10-MITO-Porter の脂質組成は DOPE/SM/CoQ10/STR-R8/DMG-PEG2000=9/2/1.8/1.1/0.33

であり、脂質に対して PEG は 3%、R8 は 10%の比率で含有させている。MITO-Porter の脂質の構

造式を Fig.2-3 に示した。DOPE は 1 級アミンカチオンとリン酸水素イオン、SM は 4 級アミンカチオ

ンとリン酸水素イオンをそれぞれ持つ中性脂質である。STR-R8 は塩基性アミノ酸であるアルギニン

とステアリル基から成る機能性素子である。STR-R8 は正電荷を付与するため、粒子表面に配置す

ることで静電的反発力により、安定な分散体の形成が見込める。PEG 脂質は負に帯電し、静電的

反発力とともに、水和層も形成するため、粒子表面に優先的に配置されやすく、表面積対体積比

を増加させることで、粒子サイズを減少させる特徴をもつ。DMG-PEG2000 は、PEG 脂質の中でも

比較的短い炭素鎖であるミリストイル基を持つため、脱離しやすく、血中滞留性よりも製剤の安定

性やナノ粒子の微小化を目的に組成に組み込まれることが多い 77)。CoQ10-MITO-Porter のような

脂質ナノ粒子が溶液中で安定な分散系を維持するためには、粒子間の静電的反発力や水和層の

形成が影響すると思われる。そこで、マイクロ流体デバイスを用いた粒子調製における PEG および

R8 の影響を評価した (Fig. 2-4, 2-5)。CoQ10 の有無による影響も考えるために、empty-MITO-

Porter も調製した。粒子径は動的光散乱 (Dynamic Light Scattering：DLS)を使用して測定され、

DLS において多分散性指数 (polydispersity index：PDI)は、粒度分布の幅の指標である。PDI は、

0～1 の範囲で定義され、値が小さいほど単分散で良好な粒子形成が見込まれ、0.5 以上の値は多

分散と評価され、ナノキャリア製剤として不適切とされる。 

マイクロ流体デバイスで調製後の CoQ10-MITO-Porter の粒子径は、PEG 有 R8 有が 43.9±2.1 

nm、PEG 無R8有が 899.9±393.3 nm、PEG 有R8無が 37.2±4.4 nm、PEG 無R8無が 4075.3±1467.8 

nm であった (Fig. 2-4A-a)。マイクロ流体デバイスで調製後の CoQ10-MITO-Porter の PDI は、PEG

有 R8 有が 0.233±0.007、PEG 無 R8 有が 0.266±0.065、PEG 有 R8 無が 0.183±0.025 、PEG 無

R8 無が 0.860±0.156 であった (Fig. 2-4A-b)。そして、透析後の CoQ10-MITO-Porter の粒子径は、

PEG 有 R8 有が 54.4±4.8 nm、PEG 無 R8 有が 387.9±54.2 nm、PEG 有 R8 無が 56.4±3.6 nm、

PEG 無 R8 無が 7447.5±1302.1 nm であった (Fig. 2-4B-a)。透析後の CoQ10-MITO-Porter の PDI

は、PEG 有 R8 有が 0.233±0.007、PEG 無 R8 有が 0.266±0.065、PEG 有 R8 無が 0.183±0.025 、

PEG 無 R8 無が 0.860±0.156 であった(Fig. 2-4B-b)。CoQ10-MITO-Porter の調製において、粒子を

微小化し、安定な分散性を維持するためには、PEG 脂質の有無が大きく影響していることが示され

た。一方で、マイクロ流体デバイスで調製後の empty-MITO-Porter の粒子径は、PEG 有 R8 有が

34.2±6.7 nm、PEG 無 R8 有が 60.1±2.4 nm、PEG 有 R8 無が 35.2±4.2 nm、PEG 無 R8 無が

1433.3±352.0 nm であった (Fig. 2-4C-a)。マイクロ流体デバイスで調製後の empty -MITO-Porter

の PDI は、PEG 有 R8 有が 0.257±0.017、PEG 無 R8 有が 0.131±0.02、PEG 有 R8 無が 0.280±0.005、

PEG 無 R8 無が 0.652±0.238 であった (Fig. 2-4C-b)。そして、透析後の empty-MITO-Porter の粒

子径は、PEG 有 R8 有が 59.3±2.9 nm、PEG 無 R8 有が 75.4±1.8 nm、PEG 有 R8 無が 54.9±3.8 

nm、PEG 無 R8 無が 5077.8±558.5 nm であった (Fig. 2-4D-a)。透析後の empty-MITO-Porter の

PDI は、PEG 有 R8 有が 0.528±0.028、PEG 無 R8 有が 0.118±0.015、PEG 有 R8 無が 0.342±0.104、
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PEG 無 R8 無が 0.593±0.260 であった(Fig. 2-4D-b)。EmptyCoQ10-MITO-Porter において、PEG 脂

質または R8 のどちらか一方を組成に含有させることで良好な粒子調製が可能であった。empty-

MITO-Porter の PEG 有 R8 有では、粒子径は微小であるが、PDI が透析後に増加した。今回の

PEG 脂質および R8 の比率は CoQ10-MITO-Porter の調製のために最適化された条件であり、より

物性の安定した empty-MITO-Porter を得るには、改良が必要である。またゼータ電位は、CoQ10-

MITO-Porter および empty-MITO-Porter とで同様の傾向が見られた。 

次に粒子溶液の濁度を評価した (Fig. 2-5)。特定の濁度と粒子径の間には、良好な相関関係が

あると言われる 98)。CoQ10-MITO-Porter は、CoQ10 に由来する淡黄色を呈した溶液となるため、測

定する吸光度は、色調に影響されない 660 nm とした。CoQ10-MITO-Porter および empty-MITO-

Porter の濁度は、物性評価の粒子径と相関していた。CoQ10-MITO-Porter は PEG 脂質が含有する

ことで低い値を示したが、R8 のみでは高い値を示した (Fig. 2-5A)。CoQ10-MITO-Porter の PEG 無

R8 無では、マイクロ流体デバイスで調製後に凝集体、透析後にはチューブの底に沈殿物が観察さ

れた (Fig. 2-5C, 拡大図)。したがって、これらの析出物により、溶液中の濃度が変化したため、吸

光度が PEG 無 R8 有よりも低値となったと考えられた。Empty-MITO-Porter は PEG 脂質または R8

の組成への含有により、低い値を示した (Fig. 2-5B)。Empty-MITO-Porter の PEG 無 R8 無では、

CoQ10-MITO-Porter のような析出は起こらなかったが、吸光度は約 0.8 を示した (Fig. 2-5D)。 

マイクロ流体デバイスを用いた粒子調製では、粒子の分散性を確保するために、PEG 脂質または

R8 を組成に含有させることが不可欠であった。さらに、CoQ10 のような難水溶性分子を搭載した脂

質ナノ粒子の安定化には、粒子表面に水和層を形成する PEG 脂質が良好な粒子調製をもたらす

ことが示唆された。(Table X) PEG,R8 
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Fig. 2-3 MITO-Porter 組成に用いる脂質の構造式 

(A) 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) 、 (B) Sphingomyelin (SM) 、 (C) 1,2-

Dimyristoyl-sn-glycerol, methoxy polyethylene glycol 2000 (DMG-PEG 2000)、(D) stearyl octaarginine 

(STR-R8) 
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Fig. 2-4 粒子調製における PEG および R8 の影響 

PEG 脂質および R8 の有無を変化させて粒子調製を行った。(A) マイクロ流体デバイスで調製後の CoQ10-

MITO-Porter、(B) 透析後の CoQ10-MITO-Porter、(C) マイクロ流体デバイスで調製後の empty-MITO-

Porter および(D) 透析後の empty-MITO-Porter における(a) 粒子径、(b) PDI および(c) ζ-電位を示す。 

(mean with S.D., n=4, *p<0.05, **p<0.01 by ANOVA followed by SNK test) 
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Fig. 2-5 粒子溶液の濁度と外観 

調製後の粒子溶液の濁度 (吸光度 660 nm)を測定し、外観を観察した。(A) CoQ10-MITO-Porter および(B) 

empty -MITO-Porter における濁度測定の測定結果を示す。さらに(C) CoQ10empty-MITO-Porter および(D) 

empty-MITO-Porter における外観を観察した。(a) マイクロ流体デバイスで調製後および(b) 透析後の結果

を示す。(mean with S.D., n=4, *p<0.05, **p<0.01 by ANOVA followed by SNK test) 
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2-3 CoQ10-MITO-Porter の濃縮操作の構築 

 第一章で確立した条件によるマイクロ流体デバイスにて調製した CoQ10-MITO-Porter をマウスに

投与すると、CoQ10 投与量は 0.53 mg/kg (8µL/g)となる。CoQ10 投与量を増加させたい場合は、投

与する容量を増やすことも一案であるが、実験動物への負担は大きくなり、実験手技にも影響が出

る可能性がある。粒子特性を変化させることなく濃縮するために Amicon®システムを用いた限外ろ

過を試みた (Fig. 2-6)。サンプルを 1.5 mL チューブに入れて遠心操作したが、溶液量は約 1mL と

なり、ほとんど変わらなかった。そこでサンプルに PBS (-)を添加して濃縮操作を行うことにした。添

加する PBS (-)は、容量が 3.5、8.5 および 13.5 mL の 3 種類を試みた。検討温度は、粒子調製時

の温度である 25°C と保存温度である 4°C の 2 種類で比較することにした。その結果、PBS (-)の添

加により溶液量が約 200 µL に減少し、濃縮に成功した。粒子物性を (Table 2-3)に示した。PBS 

(-)の温度は、25°C よりも 4°C の方が粒子径および PDI が大きくなった。PBS (-)の量は、添加量が

増えるにつれて粒子径および PDI が増大する傾向にあった。25°C PBS (-)添加時の吸光度法によ

る CoQ10 濃度は、3.5 mL が 105.4 µM、8.5 mL が 111.0 µM および 13.5 mL が 120.6 µM であった 

(Table 2-4)。粒子物性と濃縮後の CoQ10 濃度の結果を考慮し、添加する PBS (-)は 25°C で 8.5 mL

が最適であると判断した。High performance liquid chromatography (HPLC)法を用いた CoQ10 の定

量では、CoQ10-MITO-Porter は透析後が 76.1±7.5 µM、濃縮後が 786.9±126.8 µM となり、約 10 倍

濃度が高くなった (Fig. 2-7)。また、濃縮後の CoQ10-MITO-Porter の性状は、PBS (-)組成を維持し

ており、浸透圧比 1 であるため、血管障害性が低いことを確認した (Table 2-5)。  

 PBS (-)の添加により、CoQ10-MITO-Porter の濃縮法を確立し、CoQ10 投与量は最大 5.4 mg/kg 

(8µL/g)で投与でき、生体に適応可能な製剤であると示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

濃縮可
(≈200 µL)25ºC, 1000×g, 25 min

PBS (-) 3.5 mL

PBS (-) 8.5 mL

PBS (-) 13.5 mL

Sample 1.5 mL

限外ろ過
(Amicon®システム)

Sampleのみ
濃縮不可

(≈1000 µL)分散媒：PBS (-) 25ºC, 1000×g, 25 min

Fig. 2-6 CoQ10-MITO-Porter の濃縮操作の概要図 

CoQ10-MITO-Porter 1.5 mL をチューブに入れ、さらに 3.5、8.5 および 13.5 mL の PBS (-)を添加し、濃縮操

作を行った。 
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Table 2-3 各 MITO-Porter の物性 

調製した各 MITO-Porter の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。  

(mean with S.D., n=4-8)  

Table 2-4 吸光度法 (275 nm)による CoQ10 濃度 

(n=2) 

67.1 ± 8.3 0.208 ± 0.06 16.5 ± 2.0

46.5 ± 3.0 0.282 ± 0.05 16.4 ± 1.7

温度 (°C) 添加量 (mL)

3.5 45.0 ± 3.2 0.221 ± 0.03 22.6 ± 1.8

8.5 47.8 ± 4.4 0.233 ± 0.04 24.4 ± 1.8

13.5 50.7 ± 4.3 0.269 ± 0.06 25.8 ± 2.0

3.5 52.3 ± 1.4 0.374 ± 0.04 19.4 ± 3.5

8.5 58.2 ± 2.3 0.396 ± 0.04 23.2 ± 3.7

13.5 63.7 ± 3.7 0.419 ± 0.03 25.4 ± 1.5

平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

透析後

PBS (-)

Sample

25

4

マイクロ流体デバイス調製後

CoQ10濃度 (µM)

49.5

42.5

3.5 mL 105.4

8.5 mL 111.0

13.5 mL 120.6

25°C PBS (-)

マイクロ流体デバイス調製後

透析後

Sample
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Fig. 2-7 HPLC 法を用いた CoQ10-MITO-Porter における CoQ10 濃度の定量 

CoQ10-MITO-Porter に搭載された CoQ10 量を定量した。 

(mean with S.D., n=6-14, **p<0.01 by unpaired Student’s t-test) 

 

Table 2-5 CoQ10-MITO-Porter の性状 

マイクロ流体デバイス調製後

(EtOH 20%含有)
濃縮後

Na＋ (meq/L) 251 154

K＋ (meq/L) 5.4 4.1

Cl- (meq/L) 223 138
pH 7.7 7.3

浸透圧 (mOsm/L) ≈480
(浸透圧比 1.7)

≈300
(浸透圧比 1)
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2-4 APAP 肝障害における CoQ10-MITO-Porter の組織移行性 

 CoQ10-MITO-Porter の生体内分布を APAP 肝障害モデルマウスに投与して評価した (Fig. 2-8)。

投与した CoQ10-MITO-Porter の物性を Table 2-6 に示した。APAP 負荷の 1 hr 後に DiD 標識した

CoQ10-MITO-Porter の尾静脈投与および 3 hr 後に各組織の観察をした。CoQ10-MITO-Porter は

肝臓に有意に集積し、脾臓、肺、腎臓、心臓の順に集積を確認した。 

 したがって、CoQ10-MITO-Porter は APAP 肝障害のような肝疾患治療への適応が可能であるこ

とが示唆された。 

 

 

 

Table 2-6 投与した DiD 標識 CoQ10-MITO-Porter の物性 

Sample

DiD CoQ10-MITO-Porter 52.8 ± 2.7 0.269 ± 0.03 9.5 ± 1.3

平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

調製した CoQ10-MITO-Porter の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。 

(mean with S.D., n=3)  

Fig. 2-8 APAP 肝障害における CoQ10-MITO-Porter の ex vivo イメージング 

21±3 hr絶食したマウスにAPAP 200 mg/kgを腹腔内投与し、脂質の0.5%となるようにDiD標識したCoQ10-

MITO-Porter を、マウスに尾静脈投与 (脂質量≈20 nmol/8 µL/g、CoQ10 0.9 mg/kg)し、3 hr 後に各組織の摘

出を行い、蛍光観察をした。 

(mean with S.E., n=3, **p<0.01 by ANOVA followed by SNK test) 
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2-5 後期 APAP 肝障害モデルに対する CoQ10-MITO-Porter の治療効果の検証 

CoQ10-MITO-Porter の APAP 肝障害に対する治療効果の検証をした。APAP 肝障害モデルマウ

スでは、APAP 負荷をかけてから早期 (6～8 hr)、中期 (12 hr)および後期 (24 hr)で評価されること

が多い 99-102)。そこで、今回は CoQ10-MITO-Porter による肝障害保護効果の持続性を確認するた

めに 24 hr を評価時間とした。CoQ10-MITO-Porter は、濃縮操作を施したものを使用し、目的の

CoQ10 投与量となるように希釈してから投与した。C57BL/6 J マウス (10 週齢、体重約 21g、21±3 

hr 絶食)に APAP 200 mg/kg を腹腔内投与した。APAP 負荷の 1hr 後に PBS (-)、 CoQ10 懸濁液 

(CoQ10：2 mg/kg)および CoQ10-MITO-Porter (CoQ10：0.9 mg/kg, 8µL/g)の投与をし、24hr 後に血

清alanine aminotransferase (ALT)を測定した (Fig. 2-9)。その結果、PBS (-)群は3812.2±198.4 IU/L、

CoQ10 懸濁液は 4505.3±927.0 IU/L となり、血清 ALT 値の上昇が見られた。一方、CoQ10-MITO-

Porter 群は 470.3±179.5 IU/L となり、有意な肝障害抑制効果を示した。 

APAP 肝障害における CoQ10-MITO-Porter の投与は有効であることが示された。 

 

  

 

 

 

 

Fig. 2-9 APAP 肝障害に対する治療効果の検証 

21±3 hr 絶食したマウスに APAP 200 mg/kg 腹腔内投与し、その 1 hr 後に各サンプルを投与した。その後

APAP 負荷から 24 hr 後に採血し、血清 ALT を測定した。 

(mean with S.E., n=3-6, **p<0.01 by ANOVA followed by post t-test) 
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2-6 組織学的評価 

 APAP 負荷後、各サンプルを投与し、24 hr にて肝臓組織を摘出し、組織損傷の度合いを

hematoxylin and eosin (HE)染色にて評価した (Fig. 2-10)。PBS (-)群および CoQ10 懸濁液群では

門脈周辺の白色に変色した壊死領域が観察され (青点線部位)、拡大図においても細胞の損傷

が見られた。一方、CoQ10-MITO-Portert 群は壊死所見が少なく、細胞の空洞化もほとんど観察さ

れなかった。 

したがって、組織学的評価からも CoQ10-MITO-Porter によって APAP 肝障害が軽減したことを確

認した。 

 

 

Fig. 2-10 APAP 肝障害モデルマウスにおける CoQ10-MITO-Porter の傷害抑制効果 

21±3 hr 絶食したマウスに APAP 200 mg/kg 腹腔内投与し、その 1 hr 後に各サンプルを投与した。APAP 負

荷から 24 hr 後に肝臓を摘出し、HE 染色をした。(A) PBS (-)、(B) CoQ10 懸濁液 (sus)、(C) CoQ10-MITO-

Porter 

Scale bars：100 µm、青点線：壊死領域、四角：拡大部分 
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考察 

CoQ10-MITO-Porter の構造評価より、約 50 nm の球形の粒子が観察された (Fig. 2-2A)。CoQ10-

MITO-Porter は、ブロードなピークが確認されたことから、ラメラ構造を有さない密な構造体であると

推察された (Fig. 2-2B)。Empty-MITO-Porter においても同様のブロードなピークが見られたことか

ら、CoQ10 の有無による内部構造への影響はないと考えられた。従来法であるエタノール希釈法で

調製した CoQ10-MITO-Porter は、TEM 観察においてラメラ構造を有するリポソームが形成される

35)。従来法では、エタノール濃度を段階的に希釈することで粒子調製することから層状構造を形成

すると予想される。一方で、マイクロ流体デバイスによる脂質/アルコール溶液の急速な希釈は脂質

ディスクが十分な周期構造を形成する前に粒子形成を促進する可能性がある。また従来法では、

CoQ10-MITO-Porter に STR-R8 を後付け修飾して調製する。マイクロ流体デバイスを用いた調製

法では、脂質溶液に STR-R8 を含有させている。DOPE や SM の頭部構造のアミンと正に帯電す

る STR-R8 が静電的に反発することで、ラメラ構造の形成を阻害する可能性も考えられた。 

 マイクロ流体デバイスを用いた調製では、PEG 脂質や R8 を組成に組み込まないと粒子が析出ま

たは凝集してしまうことが明らかとなった。マイクロ流体デバイスを用いた CoQ10-MITO-Porter の調

製は、脂質組成に PEG 脂質を含有させることで、微小かつ良好な分散性を保持した粒子調製を可

能にした (Fig. 2-4, 2-5)。マイクロ流体デバイスによる脂質/アルコール溶液と水性緩衝液の急速混

合は、自己組織的な粒子形成を促進させる反面、急激な極性変化に伴い、脂溶性分子は過飽和

状態に晒され、凝集体を形成し、熱力学的に不安定な粒子は会合し、安定化しようとする。広義的

に考えると、R8 修飾ナノ粒子は疎水コロイド、PEG 修飾ナノ粒子は親水コロイドと捉えることができ

る。一般的に親水コロイドの方が疎水コロイドよりも分散媒での安定性が高い。CoQ10-MITO-Porter

の調製において R8 は、静電的反発により凝集体の過形成を抑制すると考えられたが、粒子の微

小化作用は弱かった。CoQ10-MITO-Porter は CoQ10 の搭載により、疎水コロイドの性質が高まった

ため、R8 よりも PEG 脂質の方が粒子を安定化させるには相性が良好だと考えられた。PEG 脂質は

粒子外層に配置して水和層を形成し、粒子間の凝集を抑制し、安定化させる。さらに、PEG 脂質

は粒子の微小化に寄与し、PEG 脂質の含有量によって脂質ナノ粒子のサイズ制御ができる 77)。マ

イクロ流体デバイスを用いた粒子調製には、分散性を担保する PEG 脂質の存在が重要であり、特

に難水溶性分子を搭載した脂質ナノ粒子にも不可欠である。 

 CoQ10-MITO-Perter は Amicon®システムを用いた限外ろ過による濃縮操作おいて、サンプルに

PBS (-)を添加させることで解決した (Table 2-3, 4, Fig. 2-7)。濃縮操作に影響を与える要素は、サ

ンプル濃度、開始容量、溶質の化学的性質、相対遠心力、温度などがあげられる。Amicon®シス

テムを用いた限外ろ過では、遠心力が働くと上部の緩衝液が下部の限外ろ過デバイスに補充され、

脂質ナノ粒子などの溶質は対流しながら濃縮される。開始容量が少ないと、デバイス内の対流の

発生が不十分となり、フィルターへの目詰まりにつながると考えられた。また、CoQ10-MITO-Perter

は、緩衝液組成に影響を与えることなく、濃縮された (Table 2-5)。 
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In vivo 評価において CoQ10-MITO-Porter は、尾静脈投与により肝臓への集積が確認された 

(Fig. 2-8)。さらに、APAP 肝障害モデルにおいて CoQ10-MITO-Porter は、血清 ALT の上昇を抑制

し、肝臓組織の壊死領域が縮小し、肝障害を軽減させた (Fig. 2-9, 2-10)。CoQ10-MITO-Porter の

生体内分布および肝障害抑制効果に関しては、次章で詳細に述べる。 

 CoQ10-MITO-Porter は、ラメラ構造を有さない密な球状の粒子であり、CoQ10 の有無により内部構

造が変化しないことを確認した。マイクロ流体デバイスを用いた粒子調製では、粒子表面の水和層

の形成や静電的反発力の付与が安定した粒子形成を促進するために、不可欠であった。特に脂

質ナノ粒子に対する PEG 脂質の粒子安定化や微小化への寄与は大きく、CoQ10 のような難水溶

性薬物の分散安定性にも効果があることを確認した。CoQ10-MITO-Porter の濃縮法の確立により、

CoQ10 の投与量を調節でき、投与液量による生体への負担や血管障害性が少なく、in vivo に適応

可能な製剤となった。APAP 肝障害に対する CoQ10-MITO-Porter の投与は、APAP 負荷から 24 hr

が経過しても、肝障害抑制効果が持続した。したがって、CoQ10-MITO-Porter は疾患治療が可能

な製剤であることが示された。
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第三章 

 

CoQ10 搭載ミトコンドリア標的型脂質ナノ粒子

の薬物性肝障害への応用 
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緒言 

 

Acetaminophen (N-acetyl-p-aminophenol：APAP)は、小児、妊婦およびインフルエンザ患者など幅

広い世代に適応可能である安全な解熱鎮痛剤として世界中で使用されている。APAP の過剰摂取

は、重度の肝障害を引き起こし、急性肝不全に進行する可能性がある。APAP 肝障害は欧米諸国

などの先進国での報告が多く、特にアメリカでは急性肝不全症例の約 50%を占めている 103, 104)。 

 APAP 肝障害に対する治療は、glutathione (GSH)の補充を目的とした N-acetylcysteine (NAC)の

投与のみである。NAC による解毒作用を得るためには、高用量での投与が継続的に必要である。

NAC が十分な効果を発揮できないのは、バイオアベイラビリティ (6~10%)の低さが原因である 105, 

106)。生理的 pH7.35～7.45 において、NAC のカルボキシル基は脱プロトン化されることで負電荷を

帯び、生体膜の透過性が妨げられる。また、APAP 肝障害からの脱出には、早期発見が治療の奏

功に結び付く。肝機能状態を判断するバイオマーカーとして血清 alanine aminotransferase (ALT)

および血清 aspartate aminotransferase (AST)が汎用される。しかし、APAP 肝障害の進行とバイオ

マーカーの上昇にはタイムラグがあり、治療前の予測や治療中の判断を困難にさせている。そこで、

薬剤性肝障害のより正確な予測が可能なバイオマーカーの探索や NAC 以外の解毒薬の開発が

期待されている 107-109)。 

 APAP 肝障害発症のトリガーは、APAP が CYP2E1 によって生じる活性代謝物 N-acetyl-p-

benzoquinone imine (NAPQI)の過剰産生である。通常、APAP の適正量で発生する NAPQI は生

体内にある GSH によって不活性化される。しかし過剰産生した NAPQI は、GSH を枯渇させ、反応

性の高い求電子性を有することから細胞内タンパク質と共有結合することで、酸化ストレスやミトコ

ンドリア機能障害などを起こし、肝臓での小葉中心性壊死をもたらす 110)。NAPQI によってもたらさ

れる肝障害増悪の分子メカニズムとして、ミトコンドリア障害、オートファジーによる損傷ミトコンドリア

の除去能低下、小胞体ストレスによるミトコンドリア損傷、c-Jun N-terminal kinase (JNK)経路の活性

化、ミトコンドリアからの apoptosis inducing factor (AIF)およびエンドヌクレアーゼ G 放出による核

DNA の断片化および肝細胞破壊による二次的免疫応答の活性化が考えられている 111)。NAPQI

の標的タンパク質は、ミトコンドリアタンパク質であることは明らかとなっており 112, 113)、ミトコンドリアが

毒性発現の主要な役割を担っている。 

 ミトコンドリアへの NAPQI の結合は、酸化ストレスを誘発し、酸化的リン酸化の機能低下やミトコン

ドリア膜透過性遷移孔 (mitochondrial permeability transition pore：MPTP)からの AIF の放出を引

き起こす。したがって、APAP 肝障害において、ミトコンドリアを標的することは治療戦略として有効

である可能性がある。これまでに APAP 肝障害に対するミトコンドリアを標的した治療分子や方法と

して、複合体 I を阻害する methylene blue、複合体 II を阻害する metformin、ミトコンドリア呼吸障

害を改善する細胞透過性コハク酸プロドラッグ 1-acetoxyethyl acetoxymethyl succinate (NV241)、ミ

トコンドリア電位依存性カルシウム-鉄単輸送体 (mitochondrial electrogenic Ca2+, Fe2+ uniporter：

MCFU)による鉄の取り込みを阻害する ruthenium 360 (Ru360)および minocycline の併用、脂質過
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酸化を抑制し、酸化ストレスを軽減する resveratrol、ミトコンドリア標的能を有し、活性窒素種を主要

と す る 酸 化 ス ト レ ス を 軽 減 す る 2-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2-oxoethyl) 

triphenylphosphonium chloride (Mito-TEMPO)および外因性ミトコンドリアと機能不全を起こしたミト

コンドリアの置換を目的としたミトコンドリア移植が試みられている 25, 114-121)。第二章において、

CoQ10-MITO-Porter 投与による APAP 肝障害に対する 24 hr での肝障害抑制効果の持続性を確

認した。そこで本章では、APAP 肝障害の主要なメカニズムであるミトコンドリアでの酸化ストレスの

発生に対し、CoQ10-MITO-Porter を用いてミトコンドリアへ抗酸化作用と示す CoQ10 を送達すること

で 6 hr という急性期においても治療効果が得られるか検証した (Fig. 3-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3-1 CoQ10-MITO-Porter の APAP 肝障害対する治療戦略 
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結果 

3-1 Ex vivo イメージングによる CoQ10-MITO-Porter の組織移行性 

 正常マウスに DiD 標識した CoQ10-MITO-Porter を尾静脈投与し、0.5、1、2 および 24 hr 後の各

組織への粒子の移行性を in vivo イメージングシステムにて評価した (Fig. 3-2)。その結果、CoQ10-

MITO-Porter は肝臓に最も集積し、経時的に消失することを確認した。また、CoQ10-MITO-Porter

は肝臓に次いで肺への集積も確認された。 

 したがって、CoQ10-MITO-Porter は肝臓標的に適した特性を有し、経時的に消失することが示唆

された。 
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Fig. 3-2 CoQ10-MITO-Porter の Ex vivo イメージング 

脂質の 0.5%となるように DiD 標識した CoQ10-MITO-Porter を、正常マウスに尾静脈投与 (脂質量≈4.4 

nmol/8.7 µL/g)し、0.5、1、2 および 24 hr 後に採血および各組織の摘出を行い、IVIS Imaging System にて

観察した。投与した粒子物性は Table 2-7 を参照。(A)は代表的なイメージング画像を示した。得られた画像を

もとに(B) 0.5 hr、(C) 1 hr、(D) 2 hr および(E) 24 hr での各組織への集積量をグラフ化した。(mean with S.D., 

n=3-4, **p<0.01 by ANOVA followed by SNK test, n.s., no significant difference) 
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3-2 APAP 肝障害モデル作製の再検討 

第二章で用いた APAP 肝障害モデルマウスは腹腔内投与にて APAP の負荷をかけていた。腹

腔内投与は扱いやすい投与法であるが、腸管内に注射する危険性や安定した血中濃度を得られ

ない可能性がある。そこでより安定的な投与法として皮下投与を選択し、APAP 肝障害モデルの再

構築を行った(Fig. 3-3)。今回の検討では、肝機能マーカーとして血清 ALT を選択した。肝機能マ

ーカーとして血清 AST と血清 ALT が汎用される。血清 AST は心臓、腎臓、骨格筋、赤血球等の

多くの臓器に分布する一方、血清 ALT は主に肝臓に含まれる。 

まず、腹腔内投与時に用いていた APAP 200 mg/kg を用いて 3、6 および 24 hr にて血清 ALT

を測定した結果、40.8±11.7、52.2±54.5 および 40.2±12.9IU/L を示し、ほぼ正常値であった (Fig. 3-

3A)。次に投与量を増やし、400 および 700 mg/kg にて皮下投与すると、24 hr での血清 ALT は

14,541.8±4,310.1 および 13,156.8 ±4,387.6 IU/L となり、高度肝障害が引き起こされていることを確

認した (Fig. 3-3B)。血清 ALT が 10,000 IU/L 以上を示すような高度肝障害は個体値のばらつきが

見られやすいため、3,000～5,000 IU/L 程度の中等度肝障害モデルを作製した方が、再現性の高

い評価が行える。他の研究グループにおいても、3,000～5,000 IU/L 程度の中等度肝障害モデル

を作製し、治療効果を検証しているため、APAP 肝障害モデルとして妥当だと考えられる 25, 100)。そ

こで APAP 250、300、350 および 400 mg/kg を皮下投与し、6 および 24 hr での血清 ALT を評価し

た。どの群も肝障害が起きていたが、個体値のばらつきが大きい群も見受けられた(Fig. 3-3C)。個

体値のばらつきが、投与経路によるものなのか、それとも急性毒性モデルによる個体の変動性によ

るものなのかを判断するために APAP 200 および 300 mg/kg で尾静脈投与した。その結果、皮下

投与時と同様に個体値のばらつきが見られた (Fig. 3-3d)。したがって、APAP 負荷による個体値の

変動性は、急性毒性による個体間のぶれに起因すると考えられた。 

そこで APAP 250 mg/kg 6hr (血清 ALT=6,594.8±1,901.0 IU/L)および 300 mg/kg 24 hr (血清

ALT=4851.0±1215.1 IU/L) の皮下投与条件が比較的安定した病態モデルであったため、APAP 

250 mg/kg 6 hr を今後の検討に用いることとした。 
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Fig. 3-3 腹腔内投与以外での APAP 肝障害モデルの作製 

中等度 APAP 肝障害モデルの作製するために、21±3 hr 絶食したマウスに APAP を皮下投与または尾静脈

投与し、各時間での血清 ALT を測定した。(A) APAP 200 mg/kg で皮下投与した際の血清 ALT 推移、(B) 

APAP を各投与量で皮下投与した際の 24 hr 値、(C) APAP 250～400 mg/kg で皮下投与した際の 6 および

24 hr 値、(D) APAP を尾静脈投与した際の血清 ALT 

(A) mean with S.D., n=5, (B) mean with S.D., n=5, (C) mean with S.D., n=5-6, (D) mean with S.D., n=4-
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3-3 CoQ10-MITO-Porter の血液スクリーニング検査 

APAP 肝障害に対する治療効果の検証にあたり、過剰に発生した ROS を消去するためには

CoQ10 のような抗酸化分子をある程度の量を投与する必要があるかもしれない。第二章より、濃縮

操作を加えた CoQ10-MITO-Porter は最大で 5.4 mg/kg (8 µL/g)の CoQ10 を投与することができる。

そこで CoQ10-MITO-Porter の毒性の有無を確認するために血液スクリーニング検査をした。投与

群は PBS (-)群、CoQ10 懸濁液群、CoQ10-MITO-Porter 群および CoQ10 を搭載していない empty-

MITO-Porter 群の 4 群とした。CoQ10 懸濁液群および CoQ10-MITO-Porter 群は CoQ10 投与量を

5.4 mg/kg とした。CoQ10-MITO-Porter 群および empty-MITO-Porter 群は同等の脂質濃度となるよ

うに投与した。使用した粒子物性は Table 3-1 に示した。血液スクリーニング検査は全 19 項目行っ

た (Fig. 3-4)。肝機能の指標として血清 AST および血清 ALT に着目した。血清 AST は PBS (-)群

が 45.5±5.2 IU/L、CoQ10 懸濁液群が 64.8±22.2 IU/L、CoQ10-MITO-Porter 群が 78.2±38.4 IU/L お

よび empty-MITO-Porter 群が 61.8±11.2 IU/L だった。血清 ALT は PBS 群が 25.5±1.2 IU/L、CoQ10

懸濁液群が 31.2±3.0 IU/L、CoQ10-MITO-Porter 群が 35.7±15.0 IU/L および empty-MITO-Porter

群が 27.8±2.9 IU/L だった(Fig. 3-4a)。したがって CoQ10-MITO-Porter は肝毒性を示さないことを確

認した。腎機能の指標として尿素窒素、クレアチニン、電解質および微量金属に着目した。総合的

に判断して、CoQ10-MITO-Porter 群は概ね PBS 群と同等の数値を示すことから、腎毒性を示さな

いことを確認した(Fig. 3-4b)。その他の指標においても CoQ10-MITO-Porter 群は PBS (-)群と同等

の数値を示し、概ね基準範囲内に収まっており、生体に対する安全性が高いと示唆された。 

 したがって、CoQ10-MITO-Porter の投与は肝毒性および腎毒性を引き起こす可能性が低いことが

考えられた。
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Table 3-1 血液スクリーニング検査に用いた粒子物性 

Sample 平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

CoQ10-MITO-Porter 63.8 0.277 12.1

Empty-MITO-Porter 52.1 0.355 13.0

調製した各粒子の平均粒子径 (nm)、polydispersity indexes (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。(n=1)  
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Fig. 3-4 血液スクリーニング検査 

21±3 hr 絶食したマウスに各サンプルを尾静脈投与して 5 hr 後に採血し、血液スクリーニング検査 (全 19 

項目)を行った。 (A) 代表的な肝機能マーカー、(B) 代表的な腎機能マーカー、(C) その他の血液マーカー 

(mean with S.D., n=6, vs PBS (-), **p<0.01 *p<0.05 by ANOVA followed by Dunnett test) 

緑帯：基準範囲(日本チャールズ・リバー株式会社参照) 
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3-4 前期 APAP 肝障害モデルに対する CoQ10-MITO-Porter の治療効果の検証 

6 hr という早い段階での APAP 肝障害に対する CoQ10-MITO-Porter の治療効果の検証をした。

使用した CoQ10-MITO-Porter の物性は Table 3-2 に示した。C57BL/6 J マウス (10 週齢、体重約

21g、21±3 hr 絶食)に APAP 250 mg/kg を皮下投与した。APAP 負荷の 1 hr 後に PBS (-)、 CoQ10

懸濁液 (CoQ10：5.4 mg/kg)および CoQ10-MITO-Porter (CoQ10：5.4 mg/kg)の投与をし、6 hr 後に

血清 ALT を測定した (Fig. 3-5A)。その結果、PBS (-)群は 5,295.6±2,730.5 IU/L、CoQ10 懸濁液は

5,322.2±4,873.1 IU/L となり、肝障害が確認された。一方、CoQ10-MITO-Porter 群は 47.4±21.3 IU/L

となり、肝障害抑制効果が見られた。また、empty-MITO-Porter を投与すると、11,077±8,840 IU/L と

なり、肝障害を軽減させることはなく、肝臓に移行しやすいという粒子特性が起因したためなのか高

い血清 ALT を示した (Fig. 3-5C)。次に CoQ10-MITO-Porter の用量反応性を評価した (Fig. 3-5B)。

肝障害抑制効果は、CoQ10 投与量が増加するにつれて高くなる傾向にあった。血清 ALT の値をも

とに CV 値を算出した結果、CoQ10 投与量が 0.675、1.35、2.7 および 5.4 mg/kg の時、それぞれ

1.47、1.90、1.02 および 0.38 となり、個体値のばらつきが小さくなった。 

したがって、APAP 肝障害モデルマウスに対する CoQ10-MITO-Porter の投与は、肝障害を大幅

に抑制することができ、最適な CoQ10 投与量は 5.4 mg/kg であった。 
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Table. 3-2 投与した CoQ10-MITO-Porter の物性 

調製した CoQ10-MITO-Porter の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。

(mean with S.D., n=3)  

Sample

Small CoQ10-MITO-Porter 49.7 ± 2.4 0.362 ± 0.03 12.5 ± 1.4

Empty-MITO-Porter 53.0 ± 0.9 0.446 ± 0.13 13.5 ± 0.5

平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

Fig. 3-5 APAP 肝障害に対する治療効果の検証 

21±3 hr 絶食したマウスに APAP 250 mg/kg 皮下投与し、その 1 hr 後に各サンプルを投与した。APAP 負荷

の 6 hr 後に採血し、血清 ALT を測定した。(A) 各群の血清 ALT、(B) CoQ10-MITO-Porter の用量反応性、

(C) CoQ10-MITO-Porter と empty-MITO-Porter との比較 

(A) mean with S.D., n=6, **p<0.01 by ANOVA followed by SNK test, (B) n=6, (C) mean with S.D., n=6, 

**p<0.01 by unpaired Student’s t-test 
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3-5 組織学的評価 

 APAP 負荷後、各サンプルを投与し、6 hr にて肝臓組織を摘出し、組織損傷の度合いを HE 染

色にて評価した (Fig. 3-6)。PBS (-)群および CoQ10 懸濁液群では門脈周辺の白色に変色した壊

死領域が観察され (青点線部位)、拡大図においても核の破壊や、細胞の空洞化および膨潤とい

った傷害所見が見られた。一方、CoQ10-MITO-Portert 群では組織傷害所見が観察されず、正常

に近い状態であった。さらに、アポトーシスの有無を確認するために TdT-mediated dUTP Nick End 

Labeling (TUNEL)染色をした(Fig. 3-7)。PBS (-)群および CoQ10 懸濁液群では血清 ALT に相関し

たアポトーシス陽性の褐色領域が門脈周辺にて観察された。CoQ10-MITO-Portert 群は褐色領域

が広範囲に亘って観察されなかった。 

したがって、組織学的評価からも APAP 肝障害に対する CoQ10-MITO-Porter の肝障害抑制効

果が示唆された。 

 

Fig. 3-6 APAP 肝障害モデルマウスにおける CoQ10-MITO-Porter の傷害抑制効果 

(A) 正常マウス (APAP 負荷なし)、(B)～(D) 21±3 hr 絶食したマウスに APAP 250 mg/kg 皮下投与し、その

1 hr 後に各サンプルを投与した。APAP 負荷から 6 hr 後に肝臓を摘出し、HE 染色をした。(B) PBS (-)、(C) 

CoQ10 懸濁液 (sus)、(D) CoQ10-MITO-Porter 

Scale bars：100 µm、青点線：壊死領域、四角：拡大部分 
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Fig. 3-7 APAP 肝障害モデルマウスにおける CoQ10-MITO-Porter のアポトーシス抑制効果 

21±3 hr 絶食したマウスに APAP 250 mg/kg 皮下投与し、その 1 hr 後に各サンプルを投与した。APAP 負

荷から 6 hr 後に肝臓を摘出し、TUNEL 染色をした。(A) PBS (-)、(B) CoQ10 sus、(C) CoQ10-MITO-Porter 

Scale bars：100 µm、四角：拡大部分 
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3-6 APAP 肝障害モデルへの治療効果に対する粒子物性の影響 

 CoQ10-MITO-Porter の投与により、APAP 肝障害が軽減した要因として 2 つ考えられた。1 つは

肝臓移行性および細胞内動態に影響を与える粒子サイズであり、もう 1 つはミトコンドリア融合性を

有する脂質組成である。そこで、CoQ10-MITO-Porter は治療効果の検証で用いた約 50 nm (small 

CoQ10-MITO-Porter)の粒子サイズの他に、マイクロ流体デバイスの総流速を変化させて 100 nm 

(middle CoQ10-MITO-Porter：総流速 100 µL/min、CoQ10-LP との比較として)および 200 nm (large 

CoQ10-MITO-Porter：総流速 50 µL/min、マウスのフェネストラ径よりも大きいサイズ)を調製した。

CoQ10-MITO-Porter との脂質組成の比較としてミトコンドリア低融合性脂質 (HSPC/Chol)からなる

CoQ10-LP も調製した。各粒子の物性は Table 3-3 に示した。APAP 肝障害モデルに各サンプルを

投与した結果、血清 ALT は small CoQ10-MITO-Porter が 47.3±19.1 IU/L、middle CoQ10-MITO-

Porter が 125.8±108.8 IU/L、large CoQ10-MITO-Porter が 209.5±214.1 IU/L および CoQ10-LP が

2,103.0±2,985.4 IU/L であった (Fig. 3-8)。 MITO-Porter 組成の方が LP 組成よりも有意に肝障害

抑制効果が高くなった。一方で、MITO-Porter のサイズの違いによる有意な差はなかったが、粒子

サイズが小さくなるにつれて個体間のばらつきが少なく肝障害が軽減する傾向にあった。 

 したがって、CoQ10-MITO-Porter の投与により、APAP 肝障害が軽減した要因としてミトコンドリア

融合性を有する脂質組成の影響が大きいことが示唆された。 



68 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-7 粒子の肝臓移行性およびミトコンドリア移行性 

粒子間に動態の違いがあるのか確認するために Small CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP に

焦点を当て、粒子の肝臓移行性およびミトコンドリア移行性を評価した (Fig. 3-9)。粒子の動態を

追うために DiD 標識した粒子を用いた。粒子の物性を Table 3-4 に示した。Small CoQ10-MITO-

Porter において、肝臓移行量は 0.5 hr が 19.6±4.5 FI/Liver protein (mg)、3 hr が 26.3±7.0 FI/Liver 

protein (mg)および 6 hr が 22.2±6.8 FI/Liver protein (mg)であった(Fig. 3-9A)。Small CoQ10-MITO-

Porter では 3 hr にピークが見られたため、CoQ10-LP と比較すると 15.3±3.6 FI/Liver protein (mg)で

あった。したがって、肝臓移行量は Small CoQ10-MITO-Porter の方が CoQ10-LP よりも有意に高か

った。次に肝臓ミトコンドリア移行量を評価した(Fig. 3-9B)。Small CoQ10-MITO-Porter は、0.5 hr が

1.5±0.3 FI/ Mitochondria protein (mg)、3 hr が 3.9±1.0 FI/ Mitochondria protein (mg)および 6 hr が

4.0±1.5 FI/ Mitochondria protein (mg)であった。CoQ10-LPは3 hrで2.4±0.4 FI/ Mitochondria protein 

(mg)だった。肝臓移行量と同様、肝臓ミトコンドリア移行量は Small CoQ10-MITO-Porter の方が

CoQ10-LP よりも有意に高かった。そして、肝臓移行量と肝臓ミトコンドリア移行量の結果をもとにミト

Table 3-3 投与した各粒子の物性 

調製した各粒子の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。(mean with S.D., 

n=3)  

Fig. 3-8 APAP 肝障害における異なる粒子物性による影響 

21±3 hr 絶食したマウスに APAP 250 mg/kg 皮下投与し、その 1 hr 後に各サンプルを投与した (CoQ10：

5.4 mg/kg)。APAP 負荷から 6 hr 後に採血し、血清 ALT を測定した。棒グラフ右上の数値は平均値である。 

(mean with S.D., n=5-14, vs CoQ10-LP, **p<0.01 *p<0.05 by ANOVA followed by Dunnett test) 

Sample

Small CoQ10-MITO-Porter 49.7 ± 2.4 0.362 ± 0.03 12.5 ± 1.4

Middle CoQ10-MITO-Porter 104.2 ± 4.4 0.174 ± 0.06 15.2 ± 1.9

Large CoQ10-MITO-Porter 195.1 ± 11.5 0.201 ± 0.01 13.8 ± 0.2

CoQ10-LP 109.4 ± 8.6 0.269 ± 0.05 12.4 ± 1.3

平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)
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コンドリア移行率を算出した(Fig. 3-9C)。Small CoQ10-MITO-Porter は、0.5 hr が 0.08±0.01、3 hr が

0.15±0.04 および 6 hr が 0.18±0.01 であった。3 hr での CoQ10-LP は 0.16±0.03 であった。ミトコンド

リア移行率は Small CoQ10-MITO-Porter と Small CoQ10-LP とで有意な差は見られなかった。 

 したがって、Small CoQ10-MITO-Porter は CoQ10-LP と比較して、肝臓移行量および肝臓ミトコンド

リア移行量においては有意な差があったが、ミトコンドリア移行率は同程度であった。 

 
Table 3-4 投与した蛍光標識した各粒子の物性 

Sample

DiD CoQ10-MITO-Porter 52.5 ± 4.8 0.289 ± 0.06 13.8 ± 2.1

DiD CoQ10-LP 115.0 ± 4.8 0.329 ± 0.04 14.9 ± 2.6

平均粒子径 (nm) PDI ζ-電位 (mV)

Fig. 3-9 粒子の肝臓移行性およびミトコンドリア移行性 

脂質の 1%となるように DiD 標識した CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP を、正常マウスに尾静脈投与 

(脂質量≈30 nmol/6 µL/g、蛍光強度を揃えてから投与)し、 6 hr 後に脱血操作をしてから肝臓を摘出した。肝

臓移行性の評価には肝臓ホモジネート液、ミトコンドリア移行性の評価には肝臓からの単離ミトコンドリア液を

用いて蛍光強度を測定した。(a) 肝臓移行量、(b) 肝臓ミトコンドリア移行量、(c) ミトコンドリア移行率 

mean with S.D., n=3-8, **p<0.01 *p<0.05 by ANOVA followed by SNK test 

調製した各粒子の平均粒子径 (nm)、polydispersity index (PDI)、ζ-電位 (mV)を示す。(mean with S.D., 

n=3)  
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3-8 CoQ10 のミトコンドリア移行性 

粒子のミトコンドリア移行性の結果をもとに、ミトコンドリア移行性が確認できた 3 hr、さらに small 

CoQ10-MITO-Porter においては APAP 肝障害モデルでの評価時点である 6 hr にて CoQ10 の定量

を試みた (Fig. 3-10)。投与群は CoQ10 懸濁液群、small CoQ10-MITO-Porter 群および CoQ10-LP

群 と し 、 CoQ10 投 与 量 は  5.4 mg/kg と し た 。 総 CoQ10 は 、 CoQ10 懸 濁 液 群 が 17.8±4.6 

ng/Mitochondria protein (mg)、small CoQ10-MITO-Porter (3 hr)群が 475.0±38.7 ng/Mitochondria 

protein (mg)、small CoQ10-MITO-Porter (6 hr)群が 405.0±90.4 ng/Mitochondria protein (mg)および

CoQ10-LP 群が 356.7±186.1 ng/ Mitochondria protein (mg)であった(Fig. 3-10A)。Small CoQ10-

MITO-Porter および CoQ10-LP は CoQ10 懸濁液と比較して CoQ10 のミトコンドリア移行量が有意に

高かった。粒子間における CoQ10 のミトコンドリア移行量には有意な差は見られなかった。総 CoQ10

の還元型 CoQ10 と酸化型 CoQ10 が占める比率 (還元型 CoQ10：酸化型 CoQ10)は、CoQ10 懸濁液

群が 19.9%：80.1%、small CoQ10-MITO-Porter (3 hr)群が 78.8%：21.2%、small CoQ10-MITO-Porter 

(6 hr)群が 33.4%：66.6%および CoQ10-LP 群が 84.1%：15.9%であった(Fig. 3-10C)。投与から 3hr

において、CoQ10 懸濁液群は酸化型 CoQ10 の比率が高かったが、small CoQ10-MITO-Porter 群お

よび CoQ10-LP 群では還元型 CoQ10 の比率の方が高かった。さらに small CoQ10-MITO-Porter 群

は 6hr になると酸化型 CoQ10 の比率が高くなった。また CoQ9 (マウスの内因性 CoQ)を定量したと

ころ、各群において有意な差は見られなかった(Fig. 3-10B)。総 CoQ9 の還元型 CoQ9 と酸化型

CoQ9 が占める比率 (還元型 CoQ9：酸化型 CoQ9)は、CoQ10 懸濁液群が 12.5%：87.5%、small 

CoQ10-MITO-Porter (3 hr)群が 69.9%：30.1%、small CoQ10-MITO-Porter (6 hr)群が 27.2%：72.8%

および CoQ10-LP 群が 64.2%：35.8%であった(Fig. 3-10D)。 

 したがって製剤的工夫を施していない CoQ10 懸濁液では、ミトコンドリアへ CoQ10 を送達させるこ

とは難しく、CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP といった脂質ナノ粒子化は CoQ10 のミトコンドリア

へ送達を可能にした。また総 CoQ9において各群で有意差が見られなかったため、マウス内因性の

CoQ9 の生合成に影響を与えないと考えられた。 
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Fig. 3-10 CoQ10 のミトコンドリア移行性 

CoQ10 懸濁液 (suspension：sus)、CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP を、正常マウスに尾静脈投与 

(CoQ10：5.4 mg/kg (8 µL/g))し、 6 hr 後に脱血操作をしてから肝臓の摘出を行い、ミトコンドリアを単離し、

CoQ10 および CoQ9 の定量をした。投与に用いた粒子の物性は Table 3-3 を参照。(A) 総 CoQ10 (外因性

CoQ) 、(B)総 CoQ9 (マウス内因性 CoQ)、 (C) 還元型 CoQ10 および酸化型 CoQ10 、 (D) 還元型 CoQ9 

および酸化型 CoQ9 (mean with S.D., n=3-4, **p<0.01  by ANOVA followed by SNK test) 
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考察 

  CoQ10-MITO-Porter は、ex vivo イメージングの結果より尾静脈投与後、肝臓に最も集積していた

(Fig. 3-2)。CoQ10-MITO-Porter は、R8 が粒子表面に修飾されている。R8 が修飾されたナノ粒子

は、肝臓に集積しやすいため 121)、CoQ10-MITO-Porter も同様の生体内分布を示したと考えられた。

また、カチオン性リポソームは肺に集積する傾向があり 122)、CoQ10-MITO-Porter は R8 修飾に由来

する正電荷を有するため、肝臓に次いで肺への集積も観察されたと推察された。 

 APAP 肝障害モデルは、単回の薬物負荷により病態を再現できる比較的扱いやすいモデルであ

るが、遺伝的背景、性別、飼育環境、絶食期間、投与経路などによる変動を考慮する必要がある

123)。APAP 肝障害モデル作製のために皮下投与および尾静脈投与を試みたが、どの評価時点に

おいても個体値のばらつきが大きい傾向であった (Fig. 3-3)。投与経路による肝障害誘発作用の

違いではなく、急性毒性に起因する個体間のぶれによるものと考えられた。APAP 肝障害モデルマ

ウスを用いた検証では血清 ALT が 1,000 IU/L 以下または 3,000～5,000 IU/L を示すモデルで評

価する場合が多い 99, 100)。そこで血清 ALT が 3,000～5,000 IU/L 付近で、比較的個体値の変動が

少なかった APAP 250 mg/kg 6hr という条件を、CoQ10-MITO-Porter の投与による治療効果の検証

に用いることにした。 

APAP 肝障害モデルに対する CoQ10-MITO-Porter の投与は、生化学的評価および組織学的評

価の観点から肝障害抑制効果を示したことを確認した (Fig. 3-5, 3-6, 3-7)。CoQ10-MITO-Porter に

よる治療効果を得るためには最適な投与量があり、CoQ10 5.4 mg/kg であった。APAP 肝障害に対

する異なる粒子サイズ (50、100 および 200 nm)の CoQ10-MITO-Porter の投与は、効果に有意差

は見られなかったものの、粒子サイズが小さい方が血清 ALT は正常値に近づき、個体値のぶれが

少ない傾向にあった (Fig. 3-8)。マウスに粒子サイズが 60 nm のナノ粒子を投与するとフェネストラ

を通過し、肝細胞に移行しやすく、120 nm のナノ粒子を投与すると一部がクッパー細胞に除去さ

れ、肝細胞への移行が阻害されることで APAP 肝障害における抑制効果に差が出るとの報告があ

る 124)。APAP 肝障害発症の引き金である代謝活性物 NAPQI は肝細胞にて産生されるため 103, 125)、

治療分子を肝細胞に送達させることは、重要な治療戦略であると考えられる。先行研究より、200 

nm の CoQ10-MITO-Porter を尾静脈投与すると、100 nm のものと比べるとシグナルは弱いが、肝細

胞への移行が観察されている 44)。マウスのフェネストラは 100～150 nm を中心に広く分布している

ため 126)、粒子サイズが多少大きくても肝細胞に取り込まれると考えられた。したがって、3 種類の粒

子サイズの CoQ10-MITO-Porter はある一定の効果が見込めたと推察された。 

MITO-Porter 組成はミトコンドリア低融合性脂質からなる LP 組成よりも有意に APAP 肝障害を軽

減させた。粒子の肝臓移行量および肝臓ミトコンドリア移行量は CoQ10-LP よりも CoQ10-MITO-

Porter の方が有意に高かったが、ミトコンドリア移行率には差が見られなかった (Fig. 3-9)。また総

CoQ10 量においても、CoQ10-MITO-Porter と CoQ10-LP とで有意な差は見られなかった (Fig. 3-10)。

先行研究において、CoQ10-MITO-Porter とミトコンドリア低融合性脂質からなる CoQ10 搭載リポソー

ム (双方ともミトコンドリア移行性素子である R8 が修飾されている)はミトコンドリアとの結合性は同
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程度であるが、融合性は CoQ10-MITO-Porter の方が明らかに高く、融合性の違いが肝虚血再灌流

モデルマウスへの傷害抑制効果に影響を及ぼすことを示している 44)。CoQ10-MITO-Porter および

CoQ10-LP は R8 修飾による正に帯電した粒子であり、ミトコンドリアは負に帯電するため、静電的相

互作用によりミトコンドリアへ移行することができる。本研究でのミトコンドリア移行率は先行研究で

のミトコンドリア結合率と相関する結果であると考えられた。また、CoQ10-LP はコレステロールを含

有している。ミトコンドリアへのコレステロールの蓄積は、膜の流動性低下による輸送担体機能への

影響、ROS 産生の増加およびミトコンドリア機能の低下をもたらす 127)。CoQ10-LP の肝障害抑制効

果が CoQ10-MITO-Porter よりも劣るのは、粒子に含まれるコレステロールによるミトコンドリア傷害

が生じているかもしれない。CoQ10-MITO-Porter と CoQ10-LP とで内封分子である CoQ10 を単離ミト

コンドリアにおいて検出できたが、送達量に有意な差はなかった。ミトコンドリアコンパートメントの飽

和やマウスの酸化ストレス状態などで CoQ10 の送達量に変化がみられる可能性があるので、CoQ10

の動態について今後さらなる検討が必要である。CoQ10 懸濁液群はほとんど総 CoQ10 が検出され

なかったことから、無処理のマウスと同等と考えられる。外因性の CoQ10 は生体内において還元酵

素のより還元型に転ずると言われている 128)。CoQ10懸濁液において、わずかにミトコンドリアへ送達

した CoQ10 は、消費されて還元型 CoQ10 から酸化型 CoQ10 に転ずる比率が高い。一方で、CoQ10-

MITO-Porter と CoQ10-LP では、CoQ10 懸濁液と比較して総 CoQ10 の送達量が多く、3hr のおいて

も還元型 CoQ10 の比率が高い。そして、CoQ10-MITO-Porter は 6hr になると還元型 CoQ10 が減少

し、酸化型 CoQ10 が増加した。CoQ9 の定量結果より、各群において同等の CoQ9 量を示し、マウス

内因性 CoQ の生合成に影響を与えないと考えられたが、CoQ10 送達量の違いによって還元型

CoQ9 と酸化型 CoQ9 の比率に変化が見られた。CoQ10 懸濁液では酸化型 CoQ9 が多いが、CoQ10-

MITO-Porter と CoQ10-LP では還元型 CoQ9 の方が多い。したがって、粒子投与群では外因性の

CoQ10 が優先的に消費されたため、還元型 CoQ9 の比率が酸化型 CoQ9 よりも高く保持された可能

性がある。投与後 3hr の CoQ10 は還元型が多く検出され、酸化ストレスの軽減が期待された。外因

性 CoQ10 は経時的に還元型 CoQ10 から酸化型 CoQ10 に変化した。この変化が、酸化ストレスやミト

コンドリア代謝によるものなのか、それとも酸化型 CoQ10 から還元型 CoQ10 に変換する効率の低下

によるものなのか、さらなる検討が必要である。 

CoQ10 のような抗酸化分子がミトコンドリアで効果を発揮するためには、ミトコンドリアへの移行性

およびミトコンドリアとの膜融合によるミトコンドリア内部への分子送達が必要である。ROS の主要な

発生源はミトコンドリアであり、酸化ストレスの軽減のためにミトコンドリアへ抗酸化分子を送達するこ

とは、APAP 肝障害などのミトコンドリア関連疾患において重要な治療戦略の一つであると考えられ

る。 
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結語 

 

本研究において得られた成果を以下にまとめる。 

 

1. マイクロ流体デバイスを用いた CoQ10-MITO-Porter の調製法を確立し、  

従来法と比較して粒子の微小化、均一性の向上および大量調製に成功した 94)。 

 

2. 微小化した CoQ10-MITO-Porter は細胞導入および Mt 移行性が増大した 94)。 

 

3. 急性期疾患である APAP 肝障害への CoQ10-MITO-Porter の投与は、 

傷害を軽減させることができた。 

 

 

 

本研究成果は CoQ10 のような難水溶性薬物の可溶化技術への応用や従来の CoQ10 製剤では

困難であった急性期疾患への適応にも期待され、Mitochondrial Nano Medicine の候補製剤になり

得る。 

CoQ10-MITO-Porter の実用化を加速させるために、保存安定性を高めた凍結乾燥品などの製

剤化の検討や他のミトコンドリア関連疾患での治療実績の積み上げが必要である。 

まだまだ課題は山積しているが、本研究で得られた成果がミトコンドリア創薬発展の一助となるこ

とを切に願い、本稿を終える。 
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実験方法 
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実験試薬・材料 

 

細胞培養関連 

 

HeLa 細胞は RIKEN BioResource Center (Ibaraki, JAPAN)より購入した。DMEM Low glucose、

Penicillin (10,000 U/mL)-Streptomycin (10,000 µg/mL)-Amphotericin B (25 µg/mL) Suspension 

(100×)およびヘパリンナトリウムは FUJIFILM Wako Pure Chemical Co. (Osaka, JAPAN)より購入し

た。胎児牛血清 (Fetal bovine serum：FBS)は Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)より購入し

た。PBS タブレットは Takara Bio Inc. (Shiga, JAPAN)より購入した。0.5% Trypsin/5.3 mM EDTA 

solution は Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, MA, USA) より購入した。Cell Banker は

Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd. (Fukushima, JAPAN)より購入した。10 cm ディッシュは Corning 

(NY, USA)より購入した。 

 

粒子調製関連 

 

DOPE および DMG-PEG 2000 は NOF Corporation (Tokyo, JAPAN)より購入した。SM、HSPC およ

び NBD-DOPE は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,USA)より購入した。CoQ10 および D(+)-

glucose は FUJIFILM Wako Pure Chemical Co. (Osaka, JAPAN)より購入した。STR-R8 は Toray 

Industries, Inc. (Tokyo, JAPAN)より購入した。Chol は Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)

より購入した。DiD は Funakoshi Co., Ltd. (Tokyo, JAPAN)より購入した。PBS タブレットは Takara 

Bio Inc. (Shiga, JAPAN)より購入した。HEPES は DOJINDO LABORATORIES (Kumamoto, 

JAPAN)より購入した。Amicon Ultra-15 (MWCO：100 kDa)は Merck Millipore Corporation 

(Darmstadt, Germany)より購入した。Glass syringe (ガスタイトシリンジ (1,000 シリーズ)ルアー

ロック型 TLL 標準型)は Hamilton Co. (Reno, NV, USA)より購入した。シリンジ用コネクター

(ルアーロックタイプシリンジ対応：ISC-011)は Institute of Microchemical Technology Co., Ltd. 

(Kawasaki, JAPAN)より購入した。Spectra/Por 4 dialysis membrane (MWCO：12000-14000)は

Spectrum Laboratories Inc. (LA, CA, USA)より購入した。 

 

FACS 関連 

 

アジ化ナトリウム、ヘパリンナトリウムおよびナイロンメッシュは FUJIFILM Wako Pure Chemical Co. 

(Osaka, JAPAN)より購入した。0.5% Trypsin/5.3 mM EDTA solution は Thermo Fisher Scientific, 

Inc. (Waltham, MA, USA) より購入した。 
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顕微鏡関連 

 

MitoTracker® Deep Red は Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, MA, USA) より購入した。 

 

その他 

 

アセトアミノフェン (APAP)は FUJIFILM Wako Pure Chemical Co. (Osaka, JAPAN)より購入した。イ

ソフルラン吸入麻酔液「ファイザー」は Mylan Seiyaku Ltd. (Tokyo, JAPAN) より購入した。C57BL/6 

J マウス (8～10 週齡、雄)は CLEA JAPAN, Inc. (Tokyo, JAPAN) より購入した。 

 

 

 その他の試薬および溶媒については、特に記載がない限り市販の特級または一級のもの、ある

いはそれに準ずるものを用いた。 
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実験機器 

 

細胞培養関連 

 

クリーンベンチ：NS-13B (BIOLABO)、MCV-710ATS (SANYO, Tokyo, JAPAN) 

クラス II B 安全キャビネット：VH-1300BH-2B (日本医化器械製作所, Osaka, JAPAN) 

自動炭酸ガス細胞培養装置：5400 (NAPCO)、MCO-19AIC, 175 (SANYO, Tokyo, JAPAN) 

高圧蒸気滅菌器：BS-325 (TOMY, Tokyo, JAPAN) 

乾熱滅菌器：NDS-601D natural sterilizer (EYELA, Tokyo, JAPAN) 

アスピレーター：MDA-015 (アルバック機工, Miyazaki, JAPAN) 

ユニット恒温槽：SM-05 (TAITEC, Saitama, JAPAN) 

 

粒子調製関連 

 

卓上型冷却トラップ装置：UT-1010 (TOKYO RIKAKIKAI CO, LTD., Tokyo, JAPAN) 

真空デシケーター：V-30 59-0162 (伸栄産業株式会社, Nagoya, JAPAN) 

超音波洗浄機：AU-25C Ultra sonic cleaner (アイワ医科工業株式会社, Tokyo, JAPAN) 

シリンジポンプ：PUMP 11 ELITE (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) 

 

顕微鏡関連 

 

共焦点レーザー走査型顕微鏡：FV10i-LIV (OLYMPUS, Tokyo, JAPAN) 

対物レンズ：UPlanSApo 60×/NA=1.2 water OLYMPUS 

レーザー：LD laser 405 nm, 473 nm, 559 nm, 635 nm 

ダイクロイックミラー：405/473/559/635 OLYMPUS 

 

動物実験関連 

 

余剰ガス回収キャニスター：ENVIRO-PURE® Charcoal Canister (Surgivet, Norwell, MA, USA) 

余剰ガス回収装置：NT-10 (NEUROSCEINCE, Tokyo, JAPAN) 

小動物用麻酔装置：NS-AN-20 (NEUROSCEINCE, Tokyo, JAPAN) 

麻酔導入用ボックス：M-220 (NEUROSCEINCE, Tokyo, JAPAN) 
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ミトコンドリア単離実験関連 

 

5 mL ホモジナイザーPTEE ペストル (81-0433) (株式会社三商, Tokyo, JAPAN) 

10 mL ホモジナイザーPTEE ペストル (81-0434) (株式会社三商, Tokyo, JAPAN) 

ホモジナイザー：NZ-1100 (TOKYO RIKAKIKAI CO, LTD., Tokyo, JAPAN) 

 

遠心機器 

 

多本架冷却遠心機：AX-511 (TOMY, Tokyo, JAPAN) 

微量高速冷却遠心機は、MX-200, 305 (TOMY, Tokyo, JAPAN) 

マイクロ冷却遠心機：3520 (KUBOTA, Osaka, JAPAN) 

高速冷却遠心機：himac CR22G III (Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd., Ibaraki, JAPAN) 

アングルローター：A18A (Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd., Ibaraki, JAPAN) 

 

測定機器 

 

吸光度測定：DU-730 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

フローサイトメーター：FACS Gallios (Beckman Coulter, Indiana, USA) 

pH メーター：Docu-pH Meter (Sartorius, Jena, Germany) 

粒子径・ゼータ電位分析装置：Zetasizer Nano ZS (Malvern, Herrenberg, Germany) 

蛍光・吸光プレートリーダー：Enspire 2300 Multilabel Reader (Perkin Elmer, Waltham, NY, USA) 

蛍光・吸光プレートリーダー：Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) 

高速液体クロマトグラフィー：Agilent 1200 series (Agilent Technologies, Ltd., Santa Clara, CA, USA) 

超微量分光光度計：NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA ) 

システム実体顕微鏡：SMZ1270i (Nikon Corporation, Tokyo, JAPAN) 

ボルテックスミキサー：VORTEX-GENIE 2(Scientific Industries, NY, USA) 
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一般試薬調製 

 

 本研究で使用した試薬、緩衝液などを以下に示す。フィルターによる濾過滅菌には Advantech 

DISMIC-25AS 0.20 µm (Advantec Toyo Kaisha, Ltd., Tokyo, JAPAN)を用いた。オートクレーブによ

る高圧蒸気滅菌は 121ºC、20 min の条件で行った。 

 

細胞培養関連 

 

非働化 FBS 

-20ºC で保存された FBS を室温で 10 min 置き、37ºC の温浴で解凍し、56ºC で 30 min インキュベ

ーションした後、50 mL ずつ分注し、-20ºC で保存した。 

 

培地 

DMEM Low glucose (FBS-) 450 mL に非働化 FBS 50 mL (最終濃度：10% FBS)と Penicillin 

(10,000 U/mL)-Streptomycin (10,000 µg/mL)-Amphotericin B (25 µg/mL) Suspension (100×) 5 mL 

(最終濃度：Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 µg/mL, Amphotericin B 0.25 µg/mL)を混合し、

4 ºC で保存した。 

 

PBS (-) (pH 7.4) 

PBS タブレット (100 mL/tablet)5 個を DDW 500 mL に溶解し、高圧蒸気滅菌を行い、4 ºC で保存

した。 

 

 

粒子調製関連 

 

PBS (-) (pH 7.4) 

PBS タブレット (100 mL/tablet)5 個を DDW 500 mL に溶解し、4 ºC で保存した。 

 

10mM HEPES Buffer (pH 7.4) 

HEPES 238.31 mg を DDW で溶解し、1 N NaOH にて pH 7.4 に調整した後、DDW を加え全量

100 mL とし、フィルター濾過滅菌を行い、4 ºC で保存した。 

 

10mM HEPES glucose Buffer (pH 7.4) 

HEPES 238.31 mg、glucose 5.22 g を DDW で溶解し、1 N NaOH にて pH 7.4 に調整した後、DDW

を加え全量 100 mL とし、フィルター濾過滅菌を行い、4 ºC で保存した。 
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7.5 mM DOPE, SM, HSPC, Chol 溶液 (EtOH) 

DOPE 55.8 mg、SM 54.82 mg、HSPC 55.8 mg、Chol 29.0 mg をそれぞれ EtOH 10 mL に溶解し、

脂質溶液を調製し、-20 ºC で保存した。 

 

7.5 mM DMG-PEG 2000 溶液 (EtOH) 

DMG-PEG 2000 11.13 mg を EtOH 0.6 mL に溶解し、PEG 脂質溶液を調製し、-20 ºC で保存した。 

 

7.5 mM CoQ10 溶液 (EtOH) 

CoQ10 12.95 mg を EtOH 10 mL に溶解し、CoQ10 溶液を調製し、遮光して-20 ºC で保存した。 

 

20 mg/mL STR-R8 溶液 (EtOH) 

STR-R8 粉末に 20 mg/mL となるよう適量の EtOH を加えて溶解し、-20 ºC で保存した。 

 

1 mM NBD-DOPE 溶液 (EtOH) 

NBD-DOPE 9.24 mg を EtOH 10 mL に溶解し、NBD-DOPE 溶液を調製し、遮光して-20 ºC で保

存した。 

【Ex 460 nm/Em 535 nm】 

 

1 mM DiD 溶液 (EtOH) 

DiD 10.52 mg を EtOH 10 mL に溶解し、DiD 溶液を調製し、遮光して-20 ºC で保存した。 

【Ex 644 nm/Em 665 nm】 

 

 

その他 

 

FACS buffer 

PBS (-)に 0.5%の BSA、0.1%のアジ化ナトリウムを加え、4 ºC で保存した。 

 

1 mM MitoTracker Deep Red 

MitoTracker Deep Red 50 µg を DMSO (脱水) 92 µL に溶解し、遮光して-20 ºC で保存した。 

【Ex 644 nm/Em 665 nm】 

 

ヘパリン溶液 (20 units/mL) 

PBS (-)50 mL に、ヘパリンナトリウム (130 units/mg)7.68 g を加え、4 ºC で保存した。 
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0.05% Trypsin/0.53 mM EDTA solution 

0.5% Trypsin/5.3 mM EDTA solution 1mL に PBS (-) 9 mL を加え、4 ºC で保存した。 

 

10%Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)溶液  

DDW50 mL に、SDS 5.0 g を加え、4 ºC で保存した。 

 

MIB (mitochondria isolation buffer) (EDTA+) 

Sucrose 8.56 g、Tris 24.2 mg、EDTA-2Na-2H2O 37.2 mg を DDW に溶解し、HCl で pH7.4 に調整

したあと 100 mL にメスアップし、4 ºC で保存した。 

 

MIB (EDTA-)  

Sucrose 8.56 g、Tris 24.2 mg を DDW に溶解し、HCl で pH7.4 に調整したあと 100 mL にメスアップ

し、4 ºC で保存した。 
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実験操作・方法 

 

一般操作 

 

細胞培養 

 凍結した細胞の培養を開始する際は、37oC に加温した培地を凍結した細胞懸濁液 1 mL に加

えて速やかに融解し、9 mL の培地を加えた 50 mL コニカルチューブに移した。100g、4oC、

3 min で遠心して上清を除き、細胞を 10 mL の培地で穏やかに再懸濁させ、10 cm 細胞培養

用ディッシュに播種し、37oC、5% CO2 条件下で培養し、翌日に培地交換した。培養細胞は

3-4 日毎に継代した。培地を除き、PBS (-) 5 mL で洗浄した後、0.5% Trypsin/5.3 mM EDTA 

solution 2 mL 加え、37oC、5% CO2 条件下で 3 min インキュベートした。細胞が剝がれたこと

を確認後、培地 8 mL を加えて 50 mL コニカルチューブに回収し、100g、4oC、3 min で遠心

して上清を除いた。細胞ペレットを培地 10 mL に懸濁し、この溶液から 10 µL を取り、等

量の 0.03% Trypan blue 溶液と混合した後、血球計測盤に 10 µL 注ぎ、顕微鏡下で生細胞数

を計測した。算出された細胞数に基づき、任意の濃度になるように培地で希釈し、10 cm 細

胞培養用ディッシュに播種して、37oC、5% CO2 条件下で培養した。 

 

EtOH 希釈法 (従来法)による CoQ10-MITO-Porter の調製 

使用前に脂質溶液、PBS (-)を全て室温に戻した。CoQ10 溶液は 50oC、2min で加温して完全

に溶解させた。エッペンドルフチューブに脂質溶液＊1 を調製した。NBD を標識する場合は、

1 mM NBD-DOPE (EtOH)を 0.5%になるように添加した(8.24 µL)。この脂質溶液をボルテッ

クスしながらバッファーを加えて、脂質溶液を 90%に希釈した。添加後 3 sec ボルテックス

を続けて、その後すぐに脂質溶液が 5%まで希釈されるようにバッファー中に添加した (全

量 6 mL)。この溶液を遠心式フィルターデバイス Amicon® (MWCO：100 kDa)に加え、さら

にバッファーで 12 mL までメスアップし、その後限外濾過を行った (1,000 g、約 10 min、

25oC)。適量までリポソーム溶液が濃縮されたら廃液を捨てて新たに 12 mL のバッファーを

加えて、再度限外濾過を行った (1,000 g、約 15 min、25oC)。適量 (≈400 µL)までリポソーム

溶液が濃縮されたら、アミコン内をよく洗浄し、エッペンドルフチューブにリポソーム溶液

を回収した。粒子への STR-R8 の修飾は、CoQ10 の回収率と脂質の回収率が同等と仮定して、

CoQ10 の回収率を元に計算された脂質量の 10%になるように、2 mg/mL STR-R8 (DDW)を粒

子溶液にボルテックスしながら添加した。その後室温で 30 min インキュベーションした。

低電位 CoQ10-MITO-Porter は 400 µL、高電位 CoQ10-MITO-Porter は 100 µL の粒子溶液に対

して STR-R8 を必要量添加して調製した。 

＊1 CoQ10
-MITO-Porter の脂質溶液の内訳 

DOPE/SM/DMG-PEG 2000/CoQ10=9/2/0.33/2  
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7.5 mM DOPE (EtOH) 180 µL  

7.5 mM SM (EtOH) 40 µL  

1.5 mM CoQ10 (EtOH) 200 µL 

7.5 mM DMG-PEG 2000 (EtOH) 6.6 µL  

EtOH 3.4 µL  

Total 430 µL 

※NBD を標識する場合 

1 mM NBD-DOPE (EtOH)  8.24 µL (脂質量の 0.5 mol%) 

 

マイクロ流体デバイスを用いた CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP の調製 

使用前に脂質溶液、PBS (-)を全て室温に戻した。CoQ10 溶液は 50oC、2min で加温して完全

に溶解させた。CoQ10-MITO-Porter の調製では、エッペンドルフチューブに脂質溶液＊2 を調

製した。 

調製した脂質溶液および PBS をシリンジに充填し、それぞれシリンジポンプに装着した。

バッフルミキサー内蔵マイクロデバイス (iLiNP)とシリンジをコネクターで接続し、総流速

50~500 µL/min にてマイクロ流路内に各溶液を流した。流速比 (水相/脂質相)は最終エタノ

ール希釈濃度が 10-40％となるようにシリンジポンプの流速を制御した。マイクロ流体デバ

イスは北海道大学大学院工学研究院 生物計測化学研究室准教授 真栄城真寿先生よりご

供与いただいた。調製後の粒子溶液は、透析膜 Spectra/Por 4 dialysis membrane (MWCO：12000-

14000)に加え、外水相を PBS (-)として 4、25 °C で 2 時間以上透析した。透析終了後、粒子

溶液を回収した。 

CoQ10-LP の調製では、エッペンドルフチューブに脂質溶液＊3 を調製した。 

マイクロ流体デバイスを用いた調製では、総流速 500 µL/min、流速比は最終エタノール

希釈濃度が 40％となるようにシリンジポンプの流速を制御した。透析溶媒は 25 °C PBS (-)

を用いた。その他の操作は前述した CoQ10-MITO-Porter の調製法と同じである。 

＊2 CoQ10-MITO-Porter の脂質溶液の内訳 

DOPE/SM/DMG-PEG 2000/CoQ10/STR-R8=9/2/0.33/2/1.1  

7.5 mM DOPE (EtOH) 180 µL  

7.5 mM SM (EtOH) 40 µL  

1.5 mM CoQ10 (EtOH) 200 µL (empty-MITO-Porter の場合は EtOH)  

7.5 mM DMG-PEG 2000 (EtOH) 6.6 µL  

20 mg/mL STR-R8(MW1533) 12.6 µL (脂質量の 10 mol%) 

EtOH 3.4 µL  

Total 442.6 µL 

※NBD を標識する場合 

1 mM NBD-DOPE (EtOH)  8.24 µL (脂質量の 0.5 mol%) 
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※DiD を標識する場合 

1 mM DiD (EtOH)   8.23 µL(脂質量の 0.5 mol%) 

1 mM DiD (EtOH)   16.48 µL(脂質量の 1 mol%) 

 

＊3 CoQ10-LP の脂質溶液の内訳 

HSPC/Chol/DMG-PEG 2000/CoQ10/STR-R8=3/2/0.33/2/1.1 

7.5 mM HSPC (EtOH) 66 µL 

7.5 mM Chol (EtOH) 44 µL 

1.5 mM CoQ10 (EtOH) 100 µL 

7.5 mM DMG-PEG 2000 in EtOH 3.3 µL 

20 mg/mL STR-R8(MW1533) 6.3 µL (脂質量の 10 mol%) 

EtOH 223 µL  

Total 442.6 µL 

※DiD を標識する場合 

0.5 mM DiD (EtOH)   8.23 µL(脂質量の 0.5 mol%) 

0.5 mM DiD (EtOH)   16.48 µL(脂質量の 1 mol%) 

 

粒子径、ゼータ電位測定 

粒子径は小容量石英セル (DTS2145)に粒子溶液 50 μL 加え、Zeta Sizer ZS を用いて測定し

た。ゼータ電位はキャピラリーセル (DTS1060) に粒子溶液 50 μL と 10 mM HEPES buffer 

450 μL の混合液 (10 倍希釈)を加え、Zeta Sizer ZS を用いて測定した。 

 

粒子の濃縮操作 

  CoQ10-MITO-Porter 溶液 (特に small CoQ10-MITO-Porter)1.5 mL と PBS (-) (4, 25 ℃、3.5, 8.5, 

13.5 mL)の混合溶液を Amicon®システムによる限外濾過 (25 ℃、1000g、 25 min)により濃縮

した。濃縮条件は、PBS (-) ( 25 ℃、8.5 mL)を追加した時が効率よく濃縮され(≈200 µL)、物

性変化が見られなかったので、この条件を他の粒子溶液にも使用することとした。遠心時間

は、empty-MITO-Porter が 25 min、middle CoQ10-MITO-Porter が 35 min、large CoQ10-MITO-

Porter および CoQ10-LP が 60 min とすることで≈200 µL まで濃縮された。 

 

CoQ10 濃度、CoQ10 回収率、Drug/Lipid 

各試料 (CoQ10 濃度および CoQ10 回収率は蛍光標識しない CoQ10-MITO-Porter、Drug/Lipid

は NBD-DOPE 標識 CoQ10-MITO-Porter を使用) 50 µL をデシケーターで溶媒を除去し、その

後エタノール 500 µL に溶解し、1 min 超音波処理した。各試料は Advantech DISMIC-25CS 

0.20 µm (Advantec Toyo Kaisha, Ltd., Tokyo, JAPAN)にて濾過し、析出した PBS(-)を除去した。

吸光度法による CoQ10 濃度を定量する場合は、DU-730 を用いて測定波長 275 nm にて測定し
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た。また、得られた試料を液体クロマトグラフィー (High Performance Liquid Chromatography：

HPLC)で分離し、CoQ10 濃度、仕込んだ CoQ10 の量に対する粒子溶液に含まれる CoQ10 の割

合である CoQ10 回収率および脂質量に対する CoQ10 量である Drug/Lipid (w/w)を算出した。

定量は Agilent 1200 series を用い、以下の条件で行った。 

測定波長：275 nm 

カラム：COSMOSIL (5C18-AR-Ⅱ, 4.6×250 mm) (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, JAPAN) 

カラム温度：35 ºC 

移動相：エタノール/アセトニトリル=3/7 

注入量：50 µL 

保持時間：7 min 

Lipid の定量は、Enspire 2300 Multilabel Reader または Varioskan LUX を使用した【Ex 460 

nm/Em 535 nm】。 

 

CoQ10 回収率 =
CoQ10 amount of sample

initial CoQ10 amount
× 100 

Drug/Lipid (w/w) =
final amount of CoQ10 (µg)

final amount of total lipid (µg)
 

 

フローサイトメトリー (FACS)を用いた細胞内取り込み評価 

サンプルを添加する 24±3 hr 前に細胞を 1×105 cells/well で 6 well plate に播種し、前培養を行

った (37ºC、5% CO2)。DMEM (FBS-)にサンプルを 50 µL 混合して 1 mL とし、PBS(-) 1 mL で洗

浄した後に細胞に添加し、1 hr インキュベーションした (37ºC、5% CO2) 。その後、PBS（-）1 mL で

洗浄し、ヘパリン溶液 (20 units/mL) 500 µL で 2 回洗浄を行った。その後、0.05% Trypsin/0.53 mM 

EDTA solution 500 µL 添加し、3 min インキュベーションした (37ºC、5% CO2)。DMEM (FBS+)700 

µL を加えエッペンドルフチューブに全量回収した。遠心分離 (700 g、3 min、4ºC)後に上清を取り

除き、FACS buffer (0.5% BSA)を 1 mL 添加して再度遠心 (700 g、3 min、4ºC)した。上清を取り除

き、FACS buffer 500 μL で懸濁してナイロンメッシュに通し、プラスチック試験管に移し Galious にて

測定した。 

 

共焦点レーザー走査型顕微鏡 (CLSM)を用いた細胞内動態観察 

キャリアを添加する 24±3 hr 前に 3.5 cm glass base dish（IWAKI, Tokyo, JAPAN）8×104 cells/dish

で細胞を播種し、前培養を行った (37ºC、5% CO2)。DMEM (FBS-)にサンプルを 50 µL 混合して 1 

mL として細胞に添加し、1 hr インキュベーションした (37ºC、5% CO2)。DMEM (FBS+)2 mL に培

地を交換し、1 hr 40 min インキュベーションした (37ºC、5% CO2)。DMEM を除去後、DMEM 

(FBS+)で 1 万倍に希釈したミトコンドリア染色試薬を 1 mL 添加し 20 min インキュベーションした

(37ºC、5% CO2)。DMEM (FBS+)1 mL で洗浄した後、DMEM (FBS+)2 mL に培地を交換し
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OlympusFV10i-LIV を用いて観察を行った。得られた画像をもとに細胞取り込み陽性率およびミト

コンドリア占有率を算出した。 

 

細胞取り込み陽性率

=
The number of cells that contained NBD − DOPE − labeled nanocarrier (green)

the number of total cells
× 100 

  

ミトコンドリア占有率

=
The average area of a colocalized region (yellow)between mitochondria (red)and nanocarrier(green)

the average area for the stained mitochondria (red)
× 100 

 

透過型電子顕微鏡 (TEM)観察 

測定は、株式会社東海電子顕微鏡解析 (Aichi, JAPAN)に委託した。JEM-1400 Plus (JEOL Ltd., 

Tokyo, JAPAN) を用いて TEM (Transmission Electron Microscope) 測定を行った。サンプルはカ

ーボン支持膜を張った銅グリッド (400 メッシュ) に吸着させ、2 %リンタングステン酸 (pH = 7.0) 

によるネガティブ染色を 15 sec 行った後、加速電圧 80 kV の条件下で観察を行った。 

 

小角 X 線散乱 (SAXS)測定 

測定は、北海道大学大学院工学研究院 生物計測化学研究室准教授 真栄城真寿先生に依

頼した。高エネルギー加速器研究機構  (Tsukuba, JAPAN)放射光科学研究施設  (Photon 

Factory)に設置された BL15A2 を使用した。サンプルは前述した濃縮操作処理を行い (脂質

濃度 ≈5.2 mM)、露光時間 1 sec、積算枚数 1,200 images で測定を行った。得られた結果は、

縦軸：散乱強度、横軸：散乱ベクトル (0.1<q<4 nm-1)でプロットした。 

 

粒子溶液の濁度測定 

濁度測定は、DU-730 を用いて色調に影響を受けない測定波長 660 nm にて測定した。 

 

動物実験 

 国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定に基づき実施した。動物は SPF 環境下で飼

育し、1 週間馴化させた後に使用した。 

 

 Ex vivo イメージング 

 第二章での粒子の組織移行性評価は、C57BL/6 J マウス (8-10 週齢、雄性、21±3 hr 絶食)

に APAP 200 mg/kg (10 µL/g)を腹腔内投与し、APAP 負荷から 1hr 後に 0.5 mol% DiD 標識

CoQ10-MITO-Porter (濃縮操作したもの、脂質量≈20 nmol/8 µL/g、CoQ10 0.9 mg/kg)を尾静脈投
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与し、3 hr 後に心採血および各臓器の摘出を行い、小動物用前臨床画像システム FluorVivo 

300 (INDEC BioSystems, Los Altos, CA, USA)を用いて蛍光観察した【Ex 644 nm, Em 665 nm】。 

 第三章での粒子の組織移行性評価は、C57BL/6 J マウス (10 週齢、雄性、非絶食)に 0.5 

mol% DiD 標識 CoQ10-MITO-Porter (濃縮操作なし、脂質量≈4.4 nmol/8.7 µL/g)で尾静脈投与

し、0.5、1、2 および 24hr 後に各臓器および血液を回収後、小動物用前臨床画像システム

IVIS Lumina XRMS Series III(Caliper Life Sciences [Xenogen], Alameda, CA, USA) を用いて蛍

光観察した【Ex 644 nm, Em 665 nm】。 

 

APAP 肝障害モデルマウスでの評価 

第二章では、腹腔内投与による APAP 負荷を行った。C57BL/6 J マウス (10 週齢、雄性、

21±3 hr 絶食)に 20 mg/mL APAP 溶液 (APAP 400 mg 秤量して PBS (-) 20 mL を加え、60 °C、

30 min の加温で溶解させたもの)を 200 mg/kg (10 µL/g) 腹腔内投与した。APAP 負荷から 1hr

後に各サンプルを腹腔内または尾静脈投与し(CoQ10 0.9 mg/kg (8 µL/g))、24 hr 後に心採血お

よび肝臓摘出を行った。 

第三章では、皮下投与による APAP 負荷を行った。C57BL/6 J マウス (10 週齢、雄性、21±3 

hr 絶食)に 25 mg/mL APAP 溶液 (APAP 500 mg 秤量して PBS (-) 20 mL を加え、60 °C、30 min

の加温で溶解させたもの)を 250 mg/kg (10 µL/g) 腹腔内投与した。APAP 負荷から 1hr 後に

各サンプルを腹腔内または尾静脈投与し(CoQ10 5.4 mg/kg (8 µL/g))、6 hr 後に心採血および肝

臓摘出を行った。 

CoQ10 懸濁液は CoQ10 粉末を PBS (-)に分散させ、超音波処理 1 min と 50 °C、5 min の加温

を行い、調製した。 

血液検査 (血清 ALT)は第一岸本臨床検査センター (Sapporo, JAPAN)に委託した。試薬は

ピュアオート S ALT-L (積水メディカル株式会社, Tokyo, JAPAN)を使用した。 

組織学的評価は、第二章では凍結切片作製によるヘマトキシリン・エオジン (HE)染色を

行った。第三章ではパラフィンブロック作製による HE 染色および TdT-mediated dUTP Nick-

End Labeling (TUNEL)染色を行った。ブロックの作製と標本化は株式会社モルフォテクノロ

ジー (Sapporo, JAPAN)に委託した。切片の厚さは 5 µm で依頼した。サンプルは SMZ1270i

を用いて観察を行った。 

 

マウス肝臓組織における凍結切片の作製 

マウスを心採血によって全血採取し、右心耳を切断し、失血させ、心尖部に注射針を刺し、

4 %パラホルムアルデヒド (4ºC) 10 mL にて脱血をし、肝臓を摘出し、4ºC で一晩保存した。

その後、4 時間毎に 4 °C 条件下で 10、20、30 %の順にスクロース置換し、一晩静置した。

組織を埋没皿に入れ、組織切片埋没剤 O.C.T.Compound (Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, 

JAPAN)で充填した。さらに液体窒素を用いて組織を凍結させた。凍結した試料は、LEICA 

CM3050S (Leica Biosystems, Vista, CA, USA)にて 20 µm の厚さでスライスし、凍結切片を作
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製した。 

 切り出した切片はよく乾燥させ、HE 染色を行った。まず、ヘマトキシリンにて 8 min 染

色させ、10 min 流水水洗した。次にエオジンにて 3 min 染色させ、軽く水洗した。その後、

70、90、100 %の順に 3-4 回程度エタノールに曝して脱水し、キシロールに浸した。乾燥後、

ソフトマウントを用いて封入した。 

 

血液スクリーニング検査 

血液スクリーニング検査はオリエンタル酵母工業株式会社 (Tokyo, JAPAN)に委託し、スクリーニ

ングセット (19 項目)を評価した。測定装置は日立 7180 型自動分析装置 (Hitachi High-Tech 

Corporation, Tokyo, JAPAN)を使用した。使用試薬は以下に記す。 

使用試薬 

総蛋白 (total protein :TP) 

  総蛋白-HR II (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

アルブミン (albumin：ALB) 

 アルブミン II HA-テストワコー (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

血中尿素窒素 (blood urea nitrogen ：BUN) 

 名称不明 (オリエンタル酵母工業株式会社, Tokyo, JAPAN) 

クレアチニン (creatinine：CRE) 

 L タイプワコー CRE・M (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

ナトリウム (natrium：Na)  

 日立イオン電極用試薬 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

カリウム (kalium：K) 

 日立イオン電極用試薬 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

クロール (chloride：Cl) 

 日立イオン電極用試薬 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

カルシウム (calcium：Ca) 

 アキュラスオート Ca II (株式会社シノテスト, Tokyo, JAPAN) 

無機リン (inorganic phosphorus：IP) 

 デタミナーL IP II (Minaris Medical Co., Ltd., Tokyo, JAPAN) 

aspartate aminotransferase (AST)  

 L タイプワコー AST・J2 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

alanine aminotransferase (ALT) 

 L タイプワコー ALT・J2 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

乳酸脱水素酵素 (lactate dehydrogenase：LDH) 

 L タイプワコー LD・J (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

アミラーゼ (amylase：AMY) 
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 L タイプワコー アミラーゼ (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

γ-グルタミルトランスフェラーゼ (γ-glutamyl transferase：γ-GT) 

 L タイプワコー γ-GT・J (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

総コレステロール (total cholesterol：T-CHO) 

 L タイプワコー CHO・M (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

中性脂肪 (triglyceride：TG) 

 L タイプワコー TG・M (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, JAPAN) 

HDL-コレステロール (high density lipoprotein cholesterol：HDL-C) 

 コレテスト N HDL (積水メディカル株式会社, Tokyo, JAPAN) 

総ビリルビン (total bilirubin：T-BIL) 

 ネスコート VL T-BIL (Alfresa Corporation, Tokyo, JAPAN) 

グルコース (glucose：GLU) 

 クイックオート ネオ GLU-HK (株式会社シノテスト, Tokyo, JAPAN) 

 

マウス肝臓からのミトコンドリア単離 

マウスを心採血によって全血採取し、右心耳を切断し、失血させ、心尖部に注射針を刺し、

PBS (-) (4ºC) 10 mL にて脱血をし、肝臓を摘出した。肝臓を PBS (-) (4ºC)で洗浄後、水気を

取って重量を測定した。これ以降の操作は氷上で行う。肝臓を試薬皿に入れて MIB (+EDTA) 

2mL を加え、ハサミ 2 本で肝臓を約 3 min 細断した。試料液の全量 3 mL と洗いこみの分で

約 5 mL の試料液を 10 mL ホモジナイザーに移した。NZ-1100 を使用し、ホモジナイザーの

目盛を 550 rpm に合わせ、ペッスルを 3 回上下させて肝臓をホモジネートした。肝臓ホモジ

ネート溶液を必要とする場合は、この時点での溶液を 200 μL 別のエッペンドルフチューブ

に移した。残りの肝臓ホモジネート溶液を 50 mL ファルコンチューブに移し、MIB (+EDTA)

を用いて約 10 mL にメスアップし、遠心分離をした (4oC、800 g、5 min)。遠心分離後の溶

液の上清を 7.5 mL 分取し、50 mL ファルコンチューブに加えて、遠心分離をした (4oC、

7,500 g、10 min)。遠心分離後の溶液の上清を捨てて、ファルコンチューブの壁面に付着した

脂肪分をキムワイプで取り除いた。1 mL の MIB (+EDTA)を加えてペッスルで軽く懸濁後、

5 mL ホモジナイザーに移し、MIB (+EDTA)を用いて全量 5 mL とし、3 回ミトコンドリアを

ホモジネートした。懸濁した溶液を 50 mL ファルコンチューブに移し、遠心分離した (4oC、

16,000 g、10 min)。遠心分離後の溶液の上清を捨てて、1 mL の MIB (-EDTA)を加えてペッス

ルで軽く懸濁後、5 mL ホモジナイザーに移し、MIB (-EDTA)を用いて全量 5 mL とし、3 回

ミトコンドリアをホモジェネートした。懸濁した溶液を 50 mL ファルコンチューブに移し、

遠心分離した (4oC、16,000 g、10 min)。遠心分離後の溶液の上清を捨てて、250 µL の MIB 

(-EDTA)を加えてペッスルで軽く懸濁後、5 mL ホモジナイザーに移し、MIB (-EDTA)を用い

て全量 500 µL とし、3 回ミトコンドリアをホモジネートし、エッペンドルフチューブに移

し、単離ミトコンドリア溶液とした。 
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なお、ペッスルでミトコンドリアペレットを懸濁しホモジナイザーに移す各過程では、沈

殿中に含まれる血液は懸濁しないようにした。 

 

粒子の肝臓移行性およびミトコンドリア移行性評価 

脂質の 1%となるように DiD 標識した CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP を、正常な

C57BL/6 J マウス (10 週齢、雄性、非絶食)に尾静脈投与 (濃縮操作したもの、脂質量≈30 

nmol/6 µL/g、蛍光強度を揃えてから投与)し、 0.5、3、6 hr 後に前述したマウス肝臓からの

ミトコンドリア単離操作を行った。得られた肝臓ホモジネート液および単離ミトコンドリ

ア溶液は遠心分離し (4oC、16,000 g、10 min)、ペレットにした。上清を除去し、1% SDS 溶

液 250 µL を加え、1 min ボルテックスし、1-2 min 超音波処理することで完全に溶解させ、

測定溶液とした。測定溶液は NanoDrop の BSA モードでタンパク定量をし、Varioskan LUX

を用いて蛍光強度を測定した【Ex 644 nm, Em 665 nm】。 

肝臓移行量 =
Fluorescence Intensity (FI)

Liver protein (mg)
 

肝臓ミトコンドリア移行量 =
Fluorescence Intensity (FI)

Mitochondrial protein (mg)
 

ミトコンドリア移行率 =
肝臓ミトコンドリア移行量

肝臓移行量
 

 

CoQ10 および CoQ9 のミトコンドリア移行性評価 

CoQ10 懸濁液、CoQ10-MITO-Porter および CoQ10-LP を、正常な C57BL/6 J マウス (10 週齢、

雄性、非絶食)に尾静脈投与 (CoQ10：5.4 mg/kg (8 µL/g))し、3、6 hr 後に前述した肝臓ミトコ

ンドリア単離操作と測定溶液の調製を行った。測定溶液は調製後、液体窒素で急速凍結し、

-80ºC で 保 存 し た 。 CoQ10 お よ び CoQ9 の 定 量 は 、 KANEKA TECHNO RESEARCH 

CORPORATION (Osaka, JAPAN)に委託した。 

 試料を適宜 1% SDS 溶液で希釈後、2-プロパノールで除タンパクをした。さらに 2-プロパ

ノールで希釈し、内標準溶液 (酸化型 CoQ7)を添加し、0.2 µm PTFE 製メンブレンフィルタ

ーで濾過後、液体クロマトグラフ質量分析計(Liquid Chromatograph-Mass Spectrometry：LC-

MS/MS)分析をした。測定条件を以下に示す。 

装置：Qtrap 5500 (AB Sciex Pte. Ltd., Framingham, MA, USA) 

HPLC 条件 

カラム：ODS カラム 2.0×50 mm (YMC CO., LTD., Kyoto, JAPAN) 

カラム温度：30 ºC 

移動相：ギ酸アンモニウム含有溶液 

注入量：10 µL 
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測定時間：5 min 

MS/MS 条件 

イオン化法：エレクトロスプレーイオン化法 

検出モード：正イオンモード、Multiple Reaction Monitoring 

モニタリングイオン： 

成分名 Q1 Mass (Da) Q2 Mass (Da) 

還元型 COQ10 882.6 197.1 

酸化型 COQ10 880.5 196.9 

還元型 COQ9 814.5 197.1 

酸化型 COQ9 812.5 196.9 

酸化型 COQ7 676.5 196.9 

アンモニウム付加体として検出 

 

試料中 CoQ 濃度 (µg/mL) = 液中 CoQ 濃度 (ng/mL) × タンパク希釈率 × 抽出液希釈率 ×
抽出液量 (mL)

試料量 (mL) × 1000
 

タンパク量あたりの試料中 CoQ 濃度 (µg/mL) = 試液中 CoQ 濃度 (µg/mL) ×
1000

タンパク濃度 (mg/mL)
 

総 CoQ10 (ng/mg) = 還元型 CoQ10 (ng/mg)＋酸化型 CoQ10 (ng/mg) 

総 CoQ9 (ng/mg) = 還元型 CoQ9 (ng/mg)＋酸化型 CoQ9 (ng/mg) 
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