
  

はじめに  

粒子の性状解析を正確に行うことは、ナノスケール

での治療薬の効果的なデリバリー法の開発における主

要な課題の一つです。動的光散乱（DLS）、ナノ粒子ト

ラッキング解析（NTA）、および透過型電子顕微鏡

（TEM）のような標準的な方法はみな、簡便性、詳細

性、サンプリング効率において、いずれかを犠牲にし

ています。例えば、DLS は操作が容易であり、膨大な

数の粒子の集合を扱うことができますが、半定量的で

低分解能の粒径分布しか得ることができません。他方、

TEM は構造の詳細を明らかにしてくれますが、操作が

複雑で試料の準備に手間がかかり、全体のうちのごく

一部しか観察しないため、統計的に大きな誤差を生じ

かねません。 

  

 

フィールドフローフラクショネーション（FFF）は、

粒子を大きさに基づいて分離する技術で、直径 1-

1,000nm の広い範囲の高分子やナノ粒子を分離するこ

とができます。FFF に多角度光散乱検出器（MALS）と

DLS 検出器を接続することにより、試料全体について、

詳細で定量的、かつ統計的な解析に耐え得る粒子径分

布を測定でき、構造に関する情報も得ることができま

す。さらに、UV-VIS やその他検出器をオンラインで

接続することにより、成分の情報なども得ることがで

きます。FFF システムは標準的なクロマトグラフィー

モジュールを使用しているため、測定は完全に自動化

され、画分を単離することができ、各画分をさらにオ

フラインで解析することもできます。また FFF は、試

料の前処理をそれほど必要としないという特徴もあり

ます。というのは、分離操作自身が多くの不純物から

目的物を分離し、実験の性質上、移動相の溶媒で透析

したのと同じ意味をなすからです。 

FFF-MALS-DLS システムのこれらの能力は、リポソ

ームドラッグ調製法や他のナノ粒子デリバリーシステ

ムに関する規制当局の要求を満たす道を与える 1–4 と

共に、ISO TS 21362 や ASTM WK 68060 のような、ナ

ノ粒子解析の国際的スタンダードの形成や NCI-NCL や

EU-NCL により公表された手法 5-6 にも貢献してきまし

た。図 1 に示すように、Wyatt Technology 社の FFF-

MALS-DLS システムは、Eclipse フロー制御装置と

分離チャネル、DAWN MALS検出器、WyattQELS DLS

モジュール、Optilab示差屈折率検出器および標準

的な HPLC モジュールを備えています。半径 30 nm 以

上の粒子のオンライン DLS 測定を正確に行うには、

MALS 検出器にワイドボアフローセルが備えてある必

要があります。またシステム全体の制御は、VISION

ソフトウェアで行います。 
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図 1． FFF-MALS-DLS システムの部品と構成。DLS 検出器は MALS検出器に内蔵されています。 

FFFによるナノ粒子の分離 

フィールドフローフラクショネーションは 1966 年に

Calvin Giddingsによって発明されました７。しかし、

市販の FFF 装置が便利で高性能になり、分析研究室で

用いられるようになったのは、ここで紹介する非対称

フローFFF が世に出てからで、それまでに何十年かの

時を要しました。また、ナノ粒子に基づく治療薬と遺

伝子デリバリーフォーマットの出現が、このユニーク

な機能の需要を増大させました。 

図２に示したフローFFF の原理は、Giddings のレビ

ューに記載されています 8。簡単に述べると、分離は、

2 つの長く狭いブロックをスペーサーで挟んで固定し

てあるオープンチャンネル中で行われます。スペーサ

ーは通常 200～500 μm の厚さのポリマーの薄い膜を使

用します。このリボン状のチャネル中の流れは層状で、

放物線状の流れを形成し、粒子の分離を促します。 

 

 

  
 

 

                              



図 2．FFFチャンネル内における分離の機構：FFFチャンネルは、半浸透のメンブレンと横方向の流れを制御する絞り弁で構成されてお

り、一定量の溶媒はメンブレンを通過していきます。粒子の大きさに依存する拡散力と垂直方向の流れ（クロスフロー）のバランスに

よって、大きさの異なる粒子は、異なる高さに分布を形成します。その時、大きな粒子は、流速の遅いメンブレン付近に留まるため、

そこから離れたところに位置する小さな粒子が先に移動します。 

底のブロックは、フリットとメンブレンで構成され

ています。メンブレンは、溶媒を通過させ、分析対象

物を通過させない適切なポアサイズのものを選択する

必要があります。ポアサイズは、2kDa から 30kDaの範

囲で分子量カットオフしたものを使用します。粒子を

含むキャリアー液はメンブレンと平行に流れますが、

チャンネル末端の絞り弁によって“クロスフロー場を

生み出し”、溶液の一部がメンブレンを通過するよう

に力を加え、メンブレンに向かって粒子濃度を上昇さ

せます。拡散力は逆向きの力としてチャンネル内に働

き、メンブレンの上に粒子の並進拡散係数、つまり流

体力学的半径 Rhとクロスフローの速度に依存する濃度

分布を形成します 9。分離は、層流プロファイル中で

行われ、メンブレンから上方への高さに従って、移動

相の流速が異なることによって行われます。 

FFF において、粒子の保持時間 tR は、拡散係数 Dt、

チャンネルの厚さｗ、クロスフローの流速 Fc（精密な

フロー制御装置によって制御される）、および検出器

方向（平行）の流速 Fout に依存します。流速が一定で

保持が十分強い場合は、保持時間は式 1 で近似されま

す 9： 

 

   

より複雑な流れのプロファイルの場合、チャンネル出

口における、試料の保持時間、ゾーンブロードニング

および希釈については、標準的な流体力学の計算によ

って求めることが出来ます 10。分離プロセスのコンピ

ューターシミュレーションは、実際の分離法の改善に

役立ち、測定した保持時間に基づいて拡散係数の計算

を行う場合にも役立ちます 11。FFFの高い分離能力を示

す例を図 3に示します。  

FFF の分離チャンネルには分析用とセミ分取スケール

のものがあります。最近開発された FFF には、メンブ

レンに対して垂直方向に電場をかけるものもあります。

この方法を用いると、複数成分のμE を同時に決定す

ることができ、電荷の分布を得ることができます 12。 

                            

電荷を持った粒子はメンブレン上で高さがシフトし、

その結果、保持時間が変化します。その変化は適用す

る電圧に依存するため、その変化から電気泳動の移

動度μE とゼータ電位を計算することができます。 

  

図 3半径 25 nmから 150 nmまでの一連のラテックス標準粒子の

分離。MALS により測定した保持時間ごとの粒子径を赤点で示し

ています。 

 

ナノ粒子のオンライン解析 

ナノ粒子の分離は、粒子の性状解析の最初のステー

ジになります。精製された単分散の分画を一つまたは

複数の検出器で測定するということは、各分子種を、

物性および組成分析できることを意味します。 

多角度光散乱検出器(MALS)  

MALS はナノ粒子の集合体によって散乱された光の時

間平均の強度を、入射レーザービームの伝搬方向に対

して相対的に定義された複数の散乱角度で測定します。

MALS は通常、3 もしくは 8、18 個のフォトダイオード

からの信号を取り入れ、ナノ粒子の応用では18個の検

出器が最もよく用いられます。すべてのフォトダイオ

ードは同一平面上に配置され、図 4 に示すように、レ

ーザービームの偏光に対して垂直方向に配置されます。 

 

              



分子量と大きさ（rms 半径、すなわち回転半径）を

決定する MALS解析の応用はよく知られています 13。 

十分希釈された溶液では、散乱強度（還元レイリー

比 R）と、散乱角度θ、試料の分子量 M、屈折率増分

dn/dc、濃度ｃ、rms半径 Rgの関係は式 2と 3のよう

になります。K は入射光の波長λ、および移動相液

の屈折率 n0に関わる光学定数です。 

 

   

図 4．基本的な多角度光散乱検出器の配置。複数の検出器が、

入射光に対して複数の角度に配置されています。各検出器は光

の偏光ベクトルに対して垂直です。その他、レーザー光の強度

及びフローセルを通過した光をモニターする検出器も設置され

ています。 

光の波長より Rg は短い極限において、また(np/n0- 

1) << 1 を仮定して、容積 V 中の N 個の一様な粒子と

屈折率 npを仮定すると、過剰レイリー比は 4 式 12で与

えられます。 

 

 P() の解析から RMS半径 Rgが得られます。Rgは粒子

全体の構造と内部の質量の分布に関係しています。よ

り特異的な、粒子の形すなわちコンホメーションに関

しては、Rgは物理的な次元、例えば、細い棒の長さま

たは球殻の半径と関係があり、従って容積 Vの容量が

計算できます 13。 

 

              

V、np、noが既知であれば、散乱体積中の粒子数 N を導

くことが出来ます。この解析は濃度に依存する TEM で

決定される濃度に比べて格段に正確であることが知ら

れています。図 5 にインフルエンザウイルスの例を示

します 15。   

  

 AFM/ TEM  FFF-MALS  %   

Total Particle Count  
2.9 x 1010  2.8 x 1010  2  

Average Radius  43.0  45.0  5  

図 5．上: FFF-MALS によるインフルエンザウイルスの大きさと

個数濃度を LS クロマトグラムに重ね合わせて示しています。

下：FFF-MALS による大きさとイメージングによって決定された

粒子個数濃度（文献 15に基づく表データ）． 

粒子がλに比べて十分大きい場合には、P(θ)を式 3の

さらに高次の拡張項を含む既知の角度関数にフィット

することによって、粒子の一般的な形（球状、楕円体

など）を決定することも可能かもしれません。この可

能性は薄いディスク状および円筒状の単一の層状リポ

ソームの性状解析に応用されました 16。球状、棒状、

楕円体、糸まり状に対する光散乱の角度依存性の式が

存在します 13,14,17。この解析は、図 6 のカーボンナノ

チューブに応用され、球状モデルではうまくフィット

せず、棒状モデルではよくフィットすることが示され

ています。フィットが形状を予測するのに十分な精度

であるためには、少なくとも試料 1 つの次元が波長の

数分の一以上の長さを持たなければなりません。例え

ば、MALSの波長が 660 nmの場合には 100 nmです。 

  

  



  

図 6． 散乱角依存性関数からの形状の推定。試料は棒状のカー

ボンナノチューブ。球状モデルへのフィットは不良ですが

（左）、棒状モデルによくフィットしています（右）。 

 

粒子径と濃度に加えて、通常、FFF 分離を行うよう

な希薄溶液条件下では、光散乱強度は MALS検出器（13）

を通過する高分子の分子量にも式 2 によって関係して

います。濃度ｃは上流または下流に置かれたUV/VIS検

出器または示差屈折検出器によって測定されます。従

って、同じ MALS検出器を使って、FFF によって分離さ

れた複合試料中のナノ粒子と高分子の双方を測定する

ことができます。ASTRA解析ソフトウェアは、MALS

検出器により、FFF によって分画された試料の粒子径

と球状粒子濃度や分子量を計算することができ、それ

によって詳細な粒子径分布を得ることが出来ます。

MALS はまた、インラインでサイズ排除クロマトグラフ

ィーと共に用いることができ、蛋白質や高分子の性状

解析に用いられ、標準物質の溶出位置に依存しない絶

対分子量と分子サイズを求めることができます。MALS

測定はサブ秒スケールで行うことが可能で、この技術

を予備のプロセス分析やフルスケールの生産プロセス

に用いることも検討されています。リアルタイム MALS

検出器 ultraDAWN をプロセスのモニタリングや制御

に用いることによって、平均 rms半径は 1分間に 30回

まで決定することができ、一様なナノ粒子の製造を確

認し、廃物を最小限に抑え、高価な材料を無駄にしな

いように製造過程の初期に規格外の産物を同定するこ

とができます。リアルタイムMALSは治療薬モノクロー

ン抗体の精製において分子量をモニターし、凝集体を

検出することが出来ることが示されています 18。 

   

 

 

動的光散乱（DLS） 

動的光散乱は光子相関分光（PCS）および準弾性光

散乱（QELS）としても知られています。DLS において

は光散乱強度の時間平均強度の角度依存性を測定する

のではなく、μ秒やミリ秒スケールで生じる光散乱強

度変化の揺らぎを解析することによって試料の大きさ

を決定します。この揺らぎは粒子のブラウン運動に由

来しています。即ち、各粒子によって散乱される波は

検出器において干渉に基づいて組み合わされ、粒子が

拡散されるに従って、合成波の相対的位相が変化し、

検出器は速い強度の揺らぎを経験します。揺らぎの速

さは粒子の並進拡散係数Dtに直接関係し、その結果は

さらにストークス・アインシュタインの関係（式 1）

を介して変換され、ストークス半径、即ち流体力学的

半径 Rhとして知られる大きさの測度となります。 

  

   

球状粒子の場合、Rh は粒子の外縁の半径であり、内

部の構造には依存しません。非球状粒子の場合、Rh は

粒子全体として、おおよそ同じ体積の球と同等の半径

となります。粒子の形状が球から離れるほど流体力学

的体積 Vh=4Rh3 /3に比べて実際の粒子の体積は小さく

なります。例えば、回転楕円体の軸比が 3：1 とする

と、回転楕円体の実際に測定した体積は、Tanford の

古典的な教科書 19中の記載から推定される Vhよりも大

体 30％程度小さくなります。 

標準的な DLS でバッチ測定を行うと、平均の Rhを容

易に決定できますが、この技術で求めた粒子径分布は、

用いる数学的な解析が不正確であるために精度が低く

曖昧さが残ります。一方、測定の前に FFF によって試

料をサイズ分離すると、DLS の測定は各分取画分が事

実上単分散であるために、単純化され、測定精度が向

上します。FFF はサイズのごく近いモノも分離するた

め、FFF-DLS によるサイズの分布はバッチ DLS に比べ

ると万能で非常に定量的です。図７に見るように、リ

ポソーム試料のバッチ DLS と FFF-DLS の違いは歴然と

しています。 
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図７．リポソームのバッチ DLS と FFF-DLS による分析の比較。

左：バッチ DLS による中空および薬物が内包されたリポソーム。

右：両試料の FFFによる分離と DLS測定の重ね書き。  

 

複数の検出器 

MALS と DLS の組み合わせにさらに他の検出器をオンラ

インで接続すると、1回の FFFの測定で可能な解析が拡

張されます。以下、ナノ DDS のための最も一般的で実

用的な FFFで用いられる検出法について紹介します。 

形状因子  

形状因子ρは MALSによって決定される Rgと DLSによっ

て決定される Rh の比です。この値は、均一球や楕円体、

中空の球殻、糸まり状、その他の単純な構造について

は計算されており、いくつかの例を図 8 に描かれた形

状について表 1に掲載しています。 

  

図 8．形状因子が計算されている、いくつかの単純な構造：均

一球、球状の殻、楕円体、棒状。

表 1．代表的な形状因子の値 

 

                              



ナノドラッグデリバリーの背景から、リポソームや

VLP のような中空のデリバリー粒子は、殻内にドラッ

グや遺伝子が充填されることが期待されますが、この

構造パラメーターを使用することで、空の粒子と内部

が詰まった粒子とを区別することが出来ます。リポソ

ームの脂質二重層は約 4－5 nm の厚さがあるため、ふ

つうの 50 nm の半径の空のリポソームはρの値が約

0.95であることが期待されます。実際、Vreelandらは

測定により、単層リポソームでは 0.93の値を見いだし

ています 24。 

図 9 には図 7 で用いた中空リポソームと薬物が内包

されたリポソームについてFFF-MALS-DLSによって測定

した結果を示しています。FFF は流体力学的半径によ

って分離するため、試料が各溶出時間の分画において、

それぞれの特異的サイズ分布は異なるにもかかわらず、

同じ Rhの値を示します（図 7ｂでオンライン DLS によ

って測定）。一方、各溶出時間の画分において、Rg の

値は異なり、薬物が内包されたリポソームが中空リポ

ソームよりも小さな Rg値を示します。期待されたよう

に、Rg:Rhから得られる形状因子（図 9 右）は大きく異

なっています。 

  

図 9．FFF-MALS-DLS で解析した中空および薬物が内包されたリ

ポソーム。a) フラクトグラムに Rg値を重ねてある。b) 形状因

子解析。 

もしリポソームが薬剤を含んでいることが分かってい

るにもかかわらず、－例えば、分光分析で－ 形状因子

によって内部が空であるように見える場合には、薬剤

は親水性の内部ではなく、脂質の殻に取り込まれたと

解釈することが出来ます。二種のヘテロな粒子で一方

が球状で他方が棒状のばあいの FFF-MALS-DLS解析で、

形状因子が～1.1 より大きい長く伸びた粒子の例を図

10 に示しています。 

    

UVおよび蛍光 

HPLC用の UV および蛍光検出器を加えることも可能で

す。これらは、以下の目的に用いられます： 

・ 適当な吸光物質または蛍光物質を含む試料濃度

の決定 

・ 吸収または発光スペクトルによる試料の全また

は部分的試料組成の決定 

・ UV または蛍光とその他の検出器との組み合わせ

による試料組成の決定。例えば、以下に述べる

RI 検出器との組み合わせによる“複合体解析”

など 

  

  

図 10．均一球および細長い粒子の形状因子解析。上図：理論上

の形状因子値と表 1 に基づく、軸比（棒：長さと直径の比、楕

円体：長径と短径の比）。下図： 均一球と棒状粒子を含む二つ

のタイプの粒子の FFF-MALS-DLS 解析。棒状粒子の長さ：直径

は 5：1から 10：1であることを示している。 

 

    

             



複合体解析 

MALS 検出器と異なる試料の異なる性質を利用した濃度

検出器の組み合わせ－例えば、UV 検出器と RI 検出器

－は、全体の分子量だけでなく、複合試料の各成分の

分子量を決定することができます 25。この考え方は、

ナノ薬剤リボソームやポリマーソームに DNA, RNA, 蛋

白質，低分子などが内包された治療薬中の各成分の組

成比の決定に応用することが出来ます。脂質、PLGA

（ポリ乳酸-グリコール酸共重合体）のような高分子、

核酸、蛋白質などの、UV スペクトルの応答量の違いを

利用して、解析が可能となります。この技術は、治療

剤を内包したリポソーム 26, 核酸を内包したウイルス

様粒子 27や蛋白質を内包したポリマーソーム 28に応用

されています。 

薬剤の封入効率の解析 

薬剤の封入効率と遊離の薬剤とナノキャリアーに結

合した薬剤の比率の分析は、安全で効率の高いナノキ

ャリアーの開発と確立に最も重要です。遊離の蛋白質

または核酸はFFF-MALSで分離して定量化することが可

能ですが 28、低分子を定量化することはより困難です。

低分子は膜を通って失われてしまうからです。しかし、

この低分子は一般に疎水性で膜に吸着しやすく、Boye

らが紹介した方法 29 では、低分子をクロスフローの出

口でUV/VIS検出器で検出し、もともと含まれていた量

と比較しています。膜はあらかじめ同低分子を吸着さ

せて結合面を飽和させておきます。さらに、キャリア

ー中に内包された薬剤は複合体解析によって直接定量

化することも出来ます。この二つの方法がよい一致を

示すことが図 11に示されています 29。  

 

結論と展望  

低分子や遺伝子ベクターなどの複雑な薬剤に引き起

こされる課題を解決するには粒子の性状解析の高度な

アプローチが必要です。FFF-MALS-DLS はこれらの多

くの課題へのソリューションを与えるもので、ますま

すこの分野の R&D における重要な方法になりつつあり

ます。 

粒子径分布の特性評価に、FFF-光散乱法を使用する

ことは、十分に確立されつつありますが、最近の研究

により、医薬品ナノ製剤の開発と商業化の中心に 

  

ある、より高度な分析への可能性を見出されていま

す。今後、操作性や堅牢性、拡張性などを強化するこ

とで、製薬業界におけるFFF-MALS-DLSの使用頻度が、

更に高まっていくものと考えます 

  

図 11．ポリマーソームに低分子治療薬を封入する効率を決定す

る２つの主要な方法の比較。青：メンブレンを通過した遊離の

UV/VIS による低分子治療薬の定量化。緑：空のポリマーソーム

に対して、薬剤が内包されたナノ粒子の分子量測定による解析

法。 Albena Lederer の許可に基づいて転載。 
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