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学　位　論　文　題　名

Development of Microfluidic Devices for Production of Size-Controlled Lipid Nanoparticles
and Application to Nanomedicines

（脂質ナノ粒子作製用マイクロ流体デバイスの開発とナノ医薬品作製への応用）

　脂質ナノ粒子に薬剤を搭載したナノ医薬品は、高い生体適合性・副作用の軽減・薬理効果の向上が
期待され開発が進んでいる。これまでに、抗がん剤や抗生物質を搭載したリポソーム製剤や、カチオ
ン性の合成脂質分子を利用して核酸を搭載したナノ医薬品が開発され、がん治療や感染症治療、遺伝
子治療などに臨床応用されている。また、近年は細胞外小胞であるエクソソームに着目した創薬研究
も行われており、細胞から回収したエクソソームやその模倣粒子（人工エクソソーム）は、新たなナ
ノ医薬品として開発が進んでいる。ナノ医薬品による治療では、粒径が体内動態制御に重要なファク
ターの一つである。数十ナノメートルの粒径の違いが生体内挙動に影響を与えるため、高効率な薬剤
送達にはナノ医薬品の粒径を精密制御する必要がある。粒径制御性の高い脂質ナノ粒子の作製方法に、
有機溶媒注入法をマイクロ流体デバイス内で行うマイクロ流路法がある。マイクロ流路法は、サイズ
均一性の高い粒子を作製でき、押出法や超音波分散法による後処理による粒径調整を必要としない。
また原料溶液の総流量と、脂質溶液の流量に対する緩衝液の流量の比（流量比）を変化させることで
生成粒子の粒径を制御できる。現在、マイクロ流路法の中でも、流路内部に左右非対称の屈曲型の凹
凸を持つカオティックミキサー（CM）デバイスを用いた研究例が最も多く、実用化が進んでいる。マ
イクロ流路法の実用化が進む一方で、三つの大きな課題がある。まず、CMデバイスによる粒径の制
御範囲が狭いことである。次に、マイクロ流路法で作製した粒子懸濁液には、高濃度の有機溶媒が残
留する。そのため、透析や緩衝液による希釈などの有機溶媒除去の後処理が必要であるが、それらの
操作の多くがオフデバイスで行われていることである。オフデバイスの操作は、オンデバイスに比べ
て溶媒の除去過程が制御されておらず、操作中に粒子構造変化や粒径変化が生じる場合がある。最後
に、非カチオン性脂質系での核酸搭載粒子作製において、精密な粒径制御と高効率な核酸搭載が達成
されていないことである。核酸を搭載した非カチオン性脂質ナノ粒子は、人工エクソソームの開発に
貢献できる。特に人工エクソソームは量産性に優れるほか、高い生体適合性や腫瘍・細胞への選択的
送達が期待され、カチオン性脂質キャリアに代わる新たな核酸ナノ医薬品として注目されている。し
かし、従来の作製法では粒径の精密制御と高効率な核酸搭載は困難であった。そのような背景から筆
者は、これら三つの課題の解決を目的として、従来デバイスより粒径制御性に優れた新たなマイクロ
流体デバイス開発と脂質ナノ粒子作製プロセス全体のオンデバイス集積化、核酸を搭載した非カチオ
ン性脂質ナノ粒子の粒径の精密制御と高効率な核酸搭載に成功した。

　本学位論文の概要及び主要な成果は以下に要約される。

　筆者は、広い範囲で精密な粒径制御が可能な新たなマイクロ流体デバイスの開発に取り組んだ。液-
液界面の溶媒希釈速度制御に適した構造としてバッフル（邪魔板）構造に着目し、流体シミュレーショ
ンによって流路構造を最適化した。ソフトリソグラフィーで作製したバッフルデバイスは、CMデバ



イスよりもダイナミックにエタノール希釈速度が変化し、CMデバイスの制御範囲が 40–60 nmであ
るのに対しバッフルデバイスでは 20–120 nmと広い範囲での粒径制御を達成した。

　さらに、筆者は開発したバッフルデバイスの低流量条件下での粒径制御性の改善に取り組んだ。
バッフルデバイスは、低流量条件では希釈過程でエタノールの濃度勾配が生じ、平均粒径は大きいが
サイズ均一性に改善の余地があった。そこで、CMデバイス中の 3次元的な流体挙動が均一な希釈に
重要であることに着目し、三次元化バッフルデバイスを設計した。三次元化バッフルデバイスによっ
て、低流量での均一な希釈による粒径制御性改良と 20–100 nmの広い範囲での粒径制御性の両方を
達成することに成功した。

　続いて、筆者は作製した粒子の後処理過程のオンデバイス集積化に取り組んだ。残留エタノールの
希釈速度は最終粒径に影響を与え、オフデバイスの後処理では 80 nmの粒子がオンデバイスの希釈処
理によって 25 nmまで小さくなることを発見した。この結果は、粒子懸濁液中に残存する高濃度のエ
タノールによって、粒子同士が不安定な状態にあり、周囲のエタノールを迅速に除去することで凝集
や融合を抑制したためと考えられた。そのため、集積化デバイス中で粒子生成直後に高速に後処理希
釈することで、通常の 5倍高濃度の脂質条件においても生成粒子の融合・凝集を抑制し、精密な粒径
制御と粒子製造のスループット向上を達成した。

　最後に、筆者はバッフルデバイスを人工エクソソームの作製に応用した。強い負電荷を持つ核酸の
電荷を相殺するためにプロタミン-核酸複合体形成法と塩化カルシウム添加法を利用して粒子を作製し
た。二種類の中性脂質で構成された脂質系で流量条件やデバイスの影響を検討した結果、バッフルデ
バイスによる希釈挙動が精密な粒径制御と高効率な核酸搭載に適していることを明らかにした。そこ
で、エクソソームの脂質組成を模倣した脂質系へ応用した。バッフルデバイスによって 40, 110 nm
の模倣粒子の作製に成功し、上述の中性脂質系の場合と同様にバッチや CMデバイスよりも精密な粒
径制御と 2倍以上の高い核酸搭載率を達成した。さらに作製粒子は細胞毒性を示さず、大小の粒子間
のノックダウン活性に差があることを明らかにした。したがって、人工エクソソーム開発においても
粒径制御は重要であり、バッフルデバイスによってサイズを作り分ける技術は大いに貢献できると考
えられる。

　これを要するに、筆者は粒子径の精密制御が可能な新たなマイクロ流体デバイス開発と脂質ナノ粒
子作製プロセス全体の集積化したデバイスを開発し、開発したデバイスにより核酸を搭載した非カチ
オン性脂質ナノ粒子の粒径の精密制御と高効率な核酸搭載に成功した。これらの成果は、脂質ナノ粒
子に限らず、生体適合性ポリマーなど両親媒性分子の自己組織化を利用したナノ粒子作製に応用が期
待される。さらに、核酸以外の生体分子を搭載した人工エクソソーム作製への応用も期待でき、組成
や粒径が異なる人工エクソソームを作り分けることで、創薬・バイオ分析・医療診断技術など幅広い
分野へ貢献するものである。よって、筆者は北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格がある
ものと認める。


