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総論の部

緒　　　言

　癌の臨床治療において化学療法は、外科的、物理学的および生物学的な治療と並んで、

重要なアブ“一チの一つである。もちろん、早期発見と外科手術が今日、治療の中心と

なっているのは言うまでもないが血液癌、手術的処置が困難である末期癌患者の対症処

置や再発防止において。化学療法の果す役割は富みにその重要性を増してきている1し

かしながら．血液癌を除き、制癌剤による治療手段は多くの癌に対して今だに充分満足

すべき治療成績が得られず、二次的治療法にとどまっているのが現状である。血液癌の

場合、血液成分が癌化しているのであるから、血管内に、制癌剤を注入することにより、

少なくとも初期の治療効果としてかなりの成績が得られるようになった義脚って、化学

療法の目下の主目標は消化器癌やその他の臓器癌等の固形癌をいかに効果的に治癒に導

くかにある。臨床に使用されている制癌剤はその多くが瞳瘍細胞だけでなく正常細胞の

生存にも影響を与え、このことが化学療法の有用性に著しく制限を加えていることは周

知の事実である1

化学療法の治療効率を高めるためには、1）癌特異性のある制癌剤を見いだすか、2）現在

ある制癌剤を投与後可能な限り種畜部位に局在させることである。前者については、現

在広く研究開発が進められているが、目下のところ幽い出されていない。そこで、後者

が多いに注目されることになる。制癌剤の分布を投与法の改善、薬剤、製剤学的修飾に

よって腫瘍部位に可能な限り局在させることができるならば、効果的な治療が期待でき

るばかりでなく、宿主に対する副作用をも軽減することが可能となる。薬物担体はこう

した化学療法の欠点を補い、効果的な治療を行うための有力な武器として検討されてき

　　　ぐノら
ている。

　癌化学療法における薬物担体の利用に関しては現在までに数多くの研究がなされ、本

法が薬物の保護．安定化、副作用の軽減、組織到達性の増加および特効化等に有効な手

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ア段であることが報告されている9担体としてはりボゾーム（脂質小胞体）、アルブミン

小球体ご高分子複合体誌よびエマルシ強ノなどが利用されているが、脈管内投与による

それらの標的性は生体の細網内皮系の機能やその他生体の特異的働きに負うところが大

きく、種々の標的部位に制癌剤を転送、局在化させることは容易なことではないよ’

近年、アルブミン小球体に鉄フェライトを含有させ、磁石によって動物の標的部位に磁

場を発生させ、静脈内投与した制癌剤含有磁性アルブミン小球体を磁場発生部位に局在

化させることが、制癌剤の体内分布を修飾する上で非常に有用であることが明らかとな
　ミヨ　ユゑ

つた。また、生体内親和性物質や特異抗体を含有した担体が特異的に臓器や細胞に集中

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一



　　　　　　　　　　　　　　　ユきメまき
することも確認されるようになった。しかし．エマルシ灘ン製剤における特異的な標的

性はリンパ指向性以外にはほとんど報告がなぐ1その製剤上の安定性と共に臨床応用に

著しい制限を加えている習化学療法におけるエマルシ輩ンの使用は優れた組織内滞留性

および浸透性や徐放性による病巣への直接効果の増強などの有用面があるが．その臨床

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エ　使用が著しく少ないのはこのような理由によるものである．

　そこで、著者は生体外からの磁気誘導によって病巣部位にエマルシ難ンを局在化させ．

集中的かつ効果的な化学療法を行うために。油相に磁性液（臨継蕊篤聾羅）を用い。

乳化剤に比較的毒性が低く．天然高分子であるタンパク質の界面活性作用を利用して水

申油型（o／魚型）の制癌剤含有磁性エマルションを開発した賀以下．三編にわたりその

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　おユ安定性と投与剤形としての有用性および制癌効果について論述する。

一　2　一一一



第1編 磁性エマルションの調製と安定性におよぼす

物理化学的因子の検討

　現在、癌化学療法に用いられている薬物は効力、副作用、持続性、製剤適性などの面

で理想的な治療薬というのには不充分であるが、特に特異性の点で著しい欠点を有して

いるぎ2そこで、物理的手段によって、薬物を薬物担体中に封入し、腫瘍部位にまで薬物

を誘導して、そこで遊離薬物を持続的に放出するような剤形を設計することは治療効果

を増強する上で有力な手段といえるものである9

　エマルションは薬剤学的な領域で広く応用が期待されているが、安定性の低さや標的

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性を制御することの難しさなどから、製剤としての形態に制限のあるのが現状である。

そのため、安定なエマルションの調製に影響をおよぼす物理化学的因子の検討と安定性

の評価は重大な意義があると考えられ、粒子数、相分離過程、表面張力、界面張力、転

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユヨ　　う相温度など種々の角度から検討が試みられている。

　そこで、磁性エマルションの調製に影響する物理化学的因子を検討するとともに、そ

の安定性を評価して調製条件を詳細に調べた。

第騒章オレイン酸エマルションの乳化安定性に
　　　　　対するタンパク質とpHの影響

　エマルション系は医薬品、香芋品および食品など領域において広く用いられてきてい

るが、この系は熱力学的に不安定な系である。そのため、系を安定化するため乳化剤を

添加する必要が起こるぎ近年、製薬工業や食品工業において高分子によるエマルション

　　　　　　　　　　　　　　　　　ビアの安定化は重要な課題となりつつある。すなわち、製剤加工の過程で種々の水溶性なら

びに脂溶性成分を混合する必要性は頻繁に生じる。エマルションの安定化に古くより界

面活性剤が用いられてきたが今日、大部分の合成界面活性剤は医療上使用できなくなっ

ており、古くからエマルション生成に利用されてきたある種の天然高分子の界面活性作

用に注目することは、かなり実用的意義があると考えられる竃また、化学療法に使用さ

れる薬物担体としてその調製過程においてもエマルションという形態の重要性は高まっ

ているが、その安定性と安全性は臨床面からも重要な検討課題であるぎ

　そこで、磁性エマルションの調製には広く自然界に存在するタンパク質を乳化剤とし

て利用することにした習タンパク質は複雑な構造の高分子であり、その乳化剤としての

機能はイオン環境によって大きく影響を受ける。それ故、タンパク質で乳化したエマル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一3一



ションの安定性に影響を及ぼす因子のうちで、頑は最も重要な因子の一つとして考えな

くてはならない。従って、最も適当なタンパク質乳化剤と至paPHの選択は基本的に重要

な問題である。3。

　本章においては、安定な磁性エマルションを調製するために必要とされる乳化剤の決

定に関係する実験の1つのモデルとして、乳化能を有する代表的なタンパク質である

BSA，ゼラチンおよびカゼインを乳化剤とし、またオレイン酸（磁性エマルションの分散

相として使用する磁性液のベースオイルの1つである。）を分散相に用いO／W型エマル

ションを調製した。このエマルションを安定性の観点から、その分散状態について検討

して磁性エマルションの調製条件に影響する因子について考察を行った。

第｛節オレイン酸エマルションの調製

　生体に適用可能な磁性エマルションの組成を決定するための予備的実験として、磁性

液のベースのうちの一つであるオレイン酸を使用して乳化タンパク質と調製函のエマル

ション安定性に対する影響を検討した。Table　iはエマルションの組成ならびに乳化剤

として用いたタンパク質を示したものである。乳化剤としては牛血清アルブミン（BSA）、

ゼラチンおよびカゼインを使用し、それぞれ1％の濃度になるように，、イオン強度0．1、

Ptl　3～9の等張緩衝液で連続相（水相）溶液を調製した。分散相（油相）濃度は20％と

し、乳化はUltra－Turraxを使用し、37℃、1000erpm、5分間で行った。調製後、エマ

ルションは安定性を評価するために相分離過程、表面張力、粒子数およびレfr　Uジーの

観点から検討を加えた。なお、以下に詳述する実験はすべて370Cの温度条件で行った結

果である。

　　　　　　　TABLE　l

　　　　　　　CO遷茎》OSエ「愛工ON　◎F　O／1瞬　E雑UX著S＝10茜　A鷲D　ΣS◎冠しEC『rR工C　？◎工短「鐙　◎F

　　　　　　　PRO肇E工篤麗A「碧ER工A工β

◎／w　…tt灘ulsi◎轟 Pscotein　materiais

騨a牝e卸　P｝｝a＄e　　　　　　　6　灘l

Pxotcin　60　mg
◎i眈虹led　wa七eer　｛三。s。

◎il　phas｛診　　　　　　　1．5　買tl

Oleic　敬cid　　　　　 l。5　凱1

管◎tal　vol斑ue　　　　7。5　澱1

1．　Bovin　＄erum　AXbumin（B＄A）

　毘。w．69◎◎◎　　pHエ爆．9

2．　Caseiit

　懸．W．3フ5◎00　　P！｛エ4．6

3。　Ge主a七in

　蟹●弱。　2◎0◎◎◎楠2500◎O

　pHx　aj　o　S－5．0
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第2節　相分離過程の比較

　調製されたエマルションの安定性は相分離過程から視覚的に観察することによって評

価し、乳化に使用したタンパク質の種類および頭との相関を検討した。rHは3．0から9．0

の間で検討した。BSA、ゼラチンおよびカゼインを使って調製したエマルションの放置

時間に対する相分離変化はそれぞれFig．1－3に示した。相分離速度はタンパク質の種

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　類およびpHによ
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　この傾向は特に｛M　5において顕著であり、調製直後から急速な分離が観察された。一

方、iXI　7と9ではこうした傾向は見られず、分離はゆっくりと進行し、安定なエマルシ

ョンであることを示した。これらの結果から、水相の面がBSAの等電点（叫）に近づく

につれて、排液現象が著しく大きくなりエマルションの安定性が減少するものと推測さ

れた。Fig．2はゼラチンで乳化したエマルションであるが、その安定性は非常に悪く、

撹伴をやあると同時に急激なクリーミングを生じ、二相に分離した。結局、ゼラチンを

使用したエマルションでは調製pHの如何にかかわらず不安定であり、良好な分散を得る

ことは困難であった。
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　カゼインで調製されたエマルションの相分離速度は餌が増加するにつれて減少する傾

向が観察された。特に、面7以上では安定性が著しく増加し、郵が分散状態に密接に関

与していることが示唆された。しかし、pHが7以下では安定性が悪く、排液効果が調製

直後も大きいことが認められた（Fig．3）。

　以上の結果より、BSAあるいはカゼインで調製されたエマルションは水相がPH　9．　0の

ものが最も排液効果が少なく、三種のタンパク質の中で函9におけるカゼインの乳化力

が最も大きいことが観察された。
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第3節　粒子径および粒子数の測定

　乳化タンパク質の分散性能に関する知見ならびにエマルションの分散状態に関して詳

細な情報を得るために、コーールターカウンター一法によりエマルションの粒子数と粒子径

を測定した。Fig．4はエマルションの粒子数に対する函の影響を示したものである。
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　粒子数の測定はエマルションの安定性を定量的に評価する方法の一つであり、調製直

後の試料を測定に供した。

　カゼインあるいはBSAで乳化したエマルションの粒子数は￥］iHが増加するとともに増加

するのが観察された。一方、ゼラチンを用いたエマルションでは頑7で粒子数が最も少

なく、その前後の頭では増加することが観察された。三種のエマルションとも田9で粒

子数が最高となり、このpHにおける乳化力が最も強力であることが推察された。しかし

ながら、pH　7以下でカゼインを使用した時にはエマルションが形成できずに不安定な凝

固物を生じた。同様な現象はpH　7でゼラチンを用いた時にも起り、この時にも不安定な

ゲルの形成が観察された。

　Fig．5は粒子径の詔依存性を示したものである。粒子径の最小値はBSAに関してpew

で、カゼインおよびゼラチンではそれぞれ頭9で観察された。実験範囲内での至適頑に

おいては、カゼインで調製されたエマルションの粒子径がBSAあるいはゼラチンで調製

されたものよりも小さく、先に述べた粒子数の結果と考え合わせると、粒子が微細で粒

子数の多いカゼインの乳化作用によって得られる分散が最もすぐれていた。
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　タンパク質分子はエマルションの表面に吸着層を形成し、その電気的反発力によって

液滴間の凝集を妨げていると考えられている。そのため、実効荷電が零となる等電点付

近において、真に可溶なタンパク質であるBSAで安定化したエマルションの粒子径が最

大となったり、カゼインのように凝固物を形成することや等電点から離れた暉で安定性

が増大することが認められた。しかし、ゼラチンの場合、等電点と乳化力との関係はこ

の測定法では明確にはできず、今後さらに検討が必要と思われる。

第4節　表面張力の測定

　タンパク質の添加によって乳化されたエマルシaンの安定性の機構を詳細に検討する

ために、連続相溶液の表面張力を測定した。

Fig．6は表面張力の田変化を示したものである。表面張力に関しては、測定した礪囲

において、また三種のタンパク質の間に顕著な差は認められなかった。なお、溶媒とし

て使用された等張緩衝液の表面張力は37℃において72．5dyne／（emであった。
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第5節粘度の影響

　　エマルションの粘度は分散相の破壊（break　ing）によって変化するばかりでなく、BSA

ゼラチンあるいはカゼインのような添加物の存在によって生じる油滴の分散状態によっ

ても変化すると考えられる。一般に、粘度が高くなれば、エマルションの安定性は増加

するとされている。従って、連続相の粘度の増加によるエマルションの粘度の相対的増

加はある程度安定性を変える可能性のあることを示唆している。
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　Fig．7はタンパク質を含んだ連続相の粘度に対するpHの影響と調製されたエマルシsン

の粘度を示したものである。各試料の粘度はウベローデ型の毛細管粘度計を使用して測定

された。標準としては37℃における蒸留水を用い、その時の粘度は0。675cpであった。

Fig．7から明らかなように、それぞれの連続相の粘度は常に低い値であり．タンパク質の

種類にかかわらず、頭3から9の範囲内ではほとんど同様な値であった。さらに、それら

連続相を用いて調製したエマルシsンの粘度についても著しい差は見い出せなかった。す

なわち、エマルションの安定性はこの場合、連続相の粘度とはあまり関係がないものと考

えられる。

　エマルションの粘性挙動を比較する場合、ある一点でのずり速度で粘度を決定すること

は誤った結論に到達することがあり、粘度の測定はずり速度を幅広くとって行われること

が望しいとされている。そこで、調製直後のエマルシgンの粘度に対する添加タンパク質

とpHの影響を試験する目的でずり速度を◎から18◎se♂まで変化させたときの粘性挙動を検

討した。Fig．8～10は三種のタンパク質で調製したエマルシsンのレオグラムであり、オ

レイン酸のレオグラムも対照として示した。
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　Fig．8はBSAで乳化したエマルションの相対粘度に対してずり速度をプロットしたも

のであり、1沮7およびiif［　9のエマルシ9ンの見掛けの粘度とずり速度との間には直線関

係の成立するニュートン流動を示した。同様に、オレイン酸は単純なニュートン流動で

あった。（）／w型エマルションは比較的低い分散相濃度（ψ＝0．2）から成っているため

にニュートン流動を示したと考えられる。このFig．8の結果は分散相の容積比が。．2以

下であるような比較的分散相濃度の低いエマルションで、なおかつ、ずり速度の低い範

囲内においてはニュートン流動が得られるという理論と一致しているものと考えられる。

　ゼラチンで安定化したエマルションに関して、流動曲線はrH　5のエマルションを除い

て、すべてが水平なプロットは得られなかった。見掛けの粘度は最初に減少し、次にず

り速度の増加にもかかわらず水平となる傾向を見せた。頭7のエマルションはヒステレ

シス効果（hysteresis　effect）が認められ、　pH　5のエマルションと比較すると、ずり

速度18se♂で約4倍粘度が高かった。

　チキソトロピー（thixetropy）は物質内に有限構造が形成されることによって生じる。

それ故、この現象は油滴粒子が互いに結合し、そして粒子間に液体を取り込んだゲル状

の状態となることや転相（phase　inversi◎n）の生じたことを示唆しているとして解釈

できるかも知れない。

　カゼインで調製されたエマルションに関して、pH　7、8あるいは9の試料は二　・　一一ト

ン流動を示した（Fig．10）。一方、　pH　6．5のエマルションは低いずり速度においても、

非ニュートン流動を示した。Fig．10において、ヒステレシス効果はチキソトロピックエ

マルションであったpK6．5の試料で観察され、そのエマルションは他のエマルションよ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一11一



り40seδのずり速度で、9～10倍粘度が高かった。
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　Fig．8－10において見られるように、（）／w型エマルションの分散状態は添加タンパク

質の種類と水相のウHに大きく影響を受け、その結果を。／w型エマルションの流動曲線に

反映したものと考えられる。一般に、安定なエマルションはニュートン流動であり、一

方、不安定なエマルションはチキソトロピーを示した。この結果はFig．1－5の安定性

の結果と1、2の点を除きよく一致している。

第6節　オレイン酸とタンパク質の相互作用

　タンパク質溶液とオレイン酸とを混合するとき、o／W型のエマルションが得られる。

このうちのタンパク質量のいくらかは水相から移行し、形成されたエマルションの油一

水界面に吸着する。そこで、吸着タンパク質量を水相中のタンパク質濃度の減少程度を

測定することによって定量した。

　Fig．11は一定量のオレイン酸に吸着したタンパク質量をpHに対してプロットしたもの

である。吸着タンパク質量は水相の距とタンパク質の種類に依存して変化したが、安定

性との相謁は認められなかった。
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第7節　考 察

　o／w型のエマルションの安定性に対する頭の影響は三種類のタンパク質に関して試験

された。これらエマルションの分散状態は水相のpHの変化によって著しく変わることが

認められたま9一般に、タンパク質で乳化されたエマルションはそれぞれのタンパク質の

物理化学的性質すなわち、化学組成、分子配座、分子量、溶解度ならびに純度などによ

って影響を受けることが知られている90タンパク質はそれ自体、荷電を有した一種のコ

esイド粒子であり、純度の良いタンパク質は固有の等電点をもつためにイオン環境によ

って、その性質に変化が生じることが考えられる。すなわち、等電点付近ではタンパク

質分子は一般に。その実効荷電を減じ、多かれ少なかれ相互に凝集する傾向にある。そ

れ故、その頭でタンパク質が真に可溶性であるならば、エマルションの最大粒子径は等

電点付近のpHで調製した時に観察される。　BSAで安定化したエマルションではこのよう

な現象が認められ、等電点に接近するのにつれて平均粒子径を増加し、同時に凝集速度

をも急激に増加した（Fig．2、5）。エマルションの安定性は粒子径の相違からだけで

は評価できないが、この分散相濃度（20％）では粒子径の微細なもの程、安定性がすぐ

れているように思われた。

　多くのタンパク質に関して、等電点においてはその実効荷電が零となり、粒子間の電

気的反発力を失うことにより溶解度は最小となることが考えられる。Crenwelgeらは溶

解度の高いタンパク質は乳化力が大きいことを見い出した91すなわち、溶解したタンパ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一13一



ク質のみが有効な乳化剤として作用することが可能であり．それがXマルシmeンの油水

界面に安定な単分子層を形成し、その電気的反発力によって液滴間の凝集を防止するよ

うに働くと考えられている。この傾向は特に乳タンパク質に強く現われることが知られ

ている。カゼインは水に比較的脂溶でξe等電点においては容易に凝固物（CikftgU　g　ttlm）を

生成するが、アルカリ溶液中では易溶となり、溶解度はpHと共に増加する。そのため。

乳化力は函9で最高であり．一方馨7以下では乳化力が極端に低下した（F重目．3、4）。

このように、iMは乳化油量に関係するばかりでなく、タンパク質の溶解度に関係し、そ

のたあ間接的に乳化力に影響を及ぼすと考えられる。低曄側では、タンパク質の等電点

に接近するにつれて溶解度は低下し。結局，、乳化力減少の原因となることは多くのタン

パク質で観察されている。これらの事実から。タンパク質で調製されたエマルシreンは

水相のpHを等電点から離れた函とすることで安定性が増大する可能性を示している。し

かしながら、ゼラチンで調製したエマルシgンの分散状態は等電点（曄4．5－5．0）に

強く依存するような現象は観察できなかった。ゼラチン溶液は低温では不安定であり。

1％以下の濃度で使用する時。そのエマルションはクリーミング（creaylking）が激しく。

それ以上の濃度ではゲル化することが知られているぎこれらの系ではカゼインやB艶．の

乳化系よりも不安定であるのが認められた（Flg．2）。

　エマルションの安定性に及ぼす因子として、他には制水界面におけるオレイン酸イオ

ンの存在も関係していると考えられる。水相の塩基性が増加するにつれてオレイン酸イ

オン濃度も増加し、生じたオレイン酸ソープが乳化剤として作用することも考えられる。

しかし、この系におけるオレイン酸ソ～プのxマルションの安定性に対する寄与は本実

験からは定かではない。

また、界面に吸着したタンパク質量は分散状態を決定するとされているが．Fig．11では

安定性との相関は認められなかった。この原因には。撹伴および乳化時におけるタンパ

ク変性や油滴中に分散した微細な不溶性タンパク質粒子が遠心分離などの実験操作後、

下水界面に取り込まれた結果と考えられるぎ

　タンパク質乳化剤の性質を予測するのは通常の界面活性剤の場合よりも難しく、しか

も変性などにより性質が変化したり、陰イオン、陽イオンの共存や多価イオンとの相互

作用のために等電点の意義が失われたりする場合も多いgs

　磁性液のベースの一つであるオレイン酸を用いたXマルシsンについては、以上の相

分離、粒子径および粒子数、表面張力。粘度、さらにはオレイン酸とタンパク質との相

互作用に関する実験結果を総合的に評価すると、頭が7以上でカゼインを乳化剤に用い

たときが、最も安定性が良かったので。以後の磁性xマルションの調製にも使用するこ

ととした。
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ee　2章　磁性皿マルシeeンの調製

　磁性エマルシ豫ンの調製には磁性流体を用いた。磁性流体は液体としての流動性と磁

性体としての磁気特性を併せもつ新しい工業材料として注目を浴びており、現在、多方

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り面に利用されつつある85マグネタイトコロイドの粒子径は100　一　200Aであり、四三酸

化鉄粒子の表面にオレイン酸ナトリウムが単分子吸着し、通常はケロシン等の無極性溶

媒中に分散している蓉従来、薬物担体の磁気誘導の目的で小球体やマイクロカプセルに

磁性粉末や磁性流体を含有させた例はあるがこその目的のために磁性粉末を含んだエマ

ルシ預ンを調製するのは非常に難しい問題が多い。それは磁性粉末を分散する溶媒とし

ては無極性炭化水素が多く用いられるために生体への投与に際して大きな障害となるか

らであり、また、植物油やエステル類を分散媒として使用した場合でも、磁性粒子は長

時間、均一に分散できずに凝集、合一が進行し、固液分離を生じてエマルション化が不

可能になることも多いからである。これらの問題点を改善して、磁性粒子と制癌剤を含

有した油滴を磁気によって分離することなく磁場に捕捉し、効果的な治療効果が期待で

きるような担体としての磁性エマルションを設計するのには、生体に投与の可能な溶媒

で油相が構成され、しかも、ある程度は安定であり、磁場を適用しても固液分離を起さ

ないような磁性流体の存在が必要になる。

　磁性エマルシ滋ンの分散相である磁性液は界面活性剤として、磁性粒子に対して吸着

性の強い不飽和脂胞酸が用いられている。そのため、分散媒はこれらどなじみ夢が良

いこと、つまり化学的に類似した物質が好ましいとされる哲そこで本研究ではオレイン

酸ナトリウムを吸着被覆した磁性粉末（マグネタイト）を湿式法によって調製し、その

分散媒として生体内投与が可能で、しかも比較的マグネタイトへの親和性の良いと考え

られるオレイン酸およびオレイン酸エチルを選定して二種類の磁性液を作製し、さらに

第1章において検討した条件のもとでそれらをエマルションとした。

以下に、その詳細な調製方法およびエマルションの処方と性質について論述するぎ

第1節　磁性液の調製法

　磁性エマルションは分散相にオレイン酸ベース、あるいはオレイン酸エチルベースの

磁性液を用いて調製した。磁性液の調製方法としては下飯坂らの湿式法を一部変更した

方法を採用した88
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O．67M　FeSO4e7H20　150　ml

x．oo　M　Fe2（so4＞3・x｝120　±oo　m1

1二1興野臨』
　　i一一
ad＝｝ustユn⊆ぎ　P】i…　at　ユ．1一・12

（with　2SO　g／1　NaON）
　　壱
shaking　forc　20　min

ト・……・一…・
shaking　Eox　3　e　mSn　aic　80ec

co61ing
　曇

aδづu＄七i纂9　P慧　a亀　5。5

《wi七hlN慕c1）

　碁
まエエヒズまもまむな

　1畢　　　　　．‘
徴Y諏灘9歪○忽purec蕊Pttate

（：1．G　t：1．raes）

Magnetic　Powder

01eic　Acid　o瓢　E比hy1　01e猷七e

Magnetic　Fiuid
こ∫。Shi瞭◎ii2二aka　et　al。

NiPP◎込K畿躰k“K誕＄hi
瓦976♂　6－9駄

Chax七1。 Sche艶ξミ七ic　D止agra搬　◎f　P：vepara七二Lon

oE　Magnetic二三d

　調製法の概略をC！｝art　1に示す。始めに．硫酸第一鉄と硫酸第二鉄の溶液を混和。撹

伴後、水酸化ナトリウムを加えて、面1～12となるように調節した。そこにオレイン酸

ナトリウムを添加してマグネタイト粒子への吸着反応を行い、さらに完全にこの反応が

進行するように反応温度を80℃以上に維持した。冷後．塩酸を滴下してpHを6－4に下

げてから、大量の蒸留水を加えて副生成物である芒硝を洗浄、除去した。生成したマグ

ネタイト（磁性粉末）は炉過した後、凍結乾燥され。粉末をオレイン酸あるいはオレイ

ン酸エチルに分散させて、それぞれの磁性液を得た。

第2節磁性エマルションの調製

Table　Eに調整を行なった二種類の磁性エマルシsンの処方を示す。オレイン酸ベー

スの磁性エマルシ9ンとオレイン酸エチルベースの磁性エマルションとの処方の差異は

磁性液中のマグネタイト濃度にあり、最も磁性液の安定性の良い濃度を選択してマグネ

タイト含量を決定した。その他の条件は第1章のオレイン酸エマルシsンの処方と同様

とした。なお、乳化には最も優れた分散が得られたカゼインを乳化剤として用い、水相

の頭は8に合わせて調製した。
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Table　工1 C◎mpos辻i◎n　of賊agnetic　Elnuエsio捻Fo撫ulatio箆S

Oleic　acid－based　magnetic　emulsion

　　　Wateac　phase

　　　　Casei簑

　　　　Disti11ed　water

　　　OSI　phase　（Oieic　acid－based　raagnetic　ffuid）

　　　　愁aq識eti七e

　　　　Oleic　acid

　　　傍otai　vo11麟6

6。◎斑1

60　mg

　儀。S・

工．5斑1

4フ2mg

　q．s．

7．5皿1

Ethyi　Olea℃e－based皿ag漁e七ic　e購1＄ion

　　　Water　phase

　　　　Casein

　　　　Distiiied　water

　　　Oil　phase　（Ethy．1　oieate－based　magnetic　fluid）

　　　　頚ag捻就ite

　　　　Ethyl　oleate

　　　響otal　voIU願e

6。0魚1

60　mg

　q．s．

工．5搬1

347　mg

　q．s．

7．5三n1

　　磁性エマルションの形状はFig．12に模式図として示す。エマルションの油相である磁
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む

性液はオレイン酸ナトリウムが単分子層吸着した直径100・一150Aのマグネタイトコロ

イドがオレイン酸またはオレイン酸エチルに懸濁したものである。通常、エマルション

はマグネタイトカ「油滴に含まれるために色は黒色から黒褐色を呈しているが、マグネタ

イトの優劣によって色彩は微妙に変化する。一般には良質のマグネタイト程黒色が強い

と考えられている。これらはいずれも磁気に良く感応し、磁性流体として挙動する。

　Fig．13は磁性エマルションの顕微鏡写真を示したものである。二種のxマルションの

粒度分布は1－20μmの範囲内にあり、平均粒子径はオレイン酸系で6．4μm、オレイ

ン酸エチル系では5．0μmの乳濁液であった。
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Fig．　12 Model　of　Magnetic　ErrLulsion

（A）　Oleic　Aci．d　or　Ethyl　Oleate

CB）　Magnet±te

CC）　Aqueous　Phase

（D）　Sodtum　Oleate
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Microphotographs　of　Magnetic　Emulsiens

（A｝　Oleic　Acid－basedi　Magnetic　Emulsions

（B｝　Ethyl　Oleate－based　Magnet±c　Emuls±ons
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第3章　磁性エマルションの安定性に関する検討

　エマルションにおいて製剤化し易く、安定であることは製剤上非常に重要なことであ

る。しかし、本来乳剤、懸濁剤のような分散系は物理的に不安定なものである。これら

分散粒子には常に重力または浮力が働いているし、粒子が微細になれば微細になる程界

面は大きくなって、その大きな界面エネルギーは凝集力として粒子間に働き、均一な分

散を妨げると考えられるからである。そのたあ、第1章で述べたようなエマルションの

安定性の評価方法は製剤学上重要な意義をもっている。しかし、磁性液を乳化すること

によって製した磁性エマルションはそのベースオイルを乳化したエマルションとはいく

ぶん性質を異にする。そこで、第1章で使用した評価法に若干の改良を加えて、磁性エ

マルションの安定性を評価し、オレイン酸ベースおよびオレイン酸エチルベースの二種

類についての比較検討を行った99

第1節　沈降容積の測定

　磁性液は通常の油脂や脂肪酸よりも比重が大きく、（／w型エマルションの場合、油滴

は浮上せず沈降することが観察される。そのため、調製直後エマルション層の容積（Vo）

に対する時間（t）における沈降容積（Vt）の比を縦軸に、横軸に時間をとって視覚的な

面から安定性を評価した（Fig．14）。

F　＝　Vo／　Vt
・一・一・一

@（Eq．　1　）

　製剤で使用される分散粒子は1μm以上のものが多く、この粒子領域では粒子が一つ

ずつ独立の運動体として沈降する場合と、いくつか集まって集団となって沈降する場合

とがある。前者は自由沈降、後者を凝集沈降といい、このいずれかの沈降をするかとい

うことは、製剤の品質上、重要な意味をもっている。

　粒子が沈降して器底に達し互いに接触して合一を起こすような沈層は再分散が容易で

はなくなるが、これは粒子間に凝集力の働かないときに起こりやすい。しかし、凝集力

がある場合には、沈降粒子層の見掛けの容積は最密充填の場合よりも大きくなる。すな

わち、カゼインのようなタンパク質や高分子物質、界面活性剤のような保護コロイド剤

が粒子表面に存在したり、粒子の荷電によって静電的な反発力が働くとすると粒子の接

触は妨げられた状態でゲルが存在し、比較的弱い力でゲル構造が破壊される。沈降層が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　19一



Fig．　14

e．4

30

2◎

10

（
瓢
）
　
ω
舞
肖
0
診
　
償
◎
潮
目
硲
斜
償
Φ
鑓
屑
℃
q
♪
の

　　　　　　　　　　一　一ew

　o　　　　　　　　　　　　　一　pt　ptke　　　　　　5　　　　　　　　10　　　　　　24　　　　　48　　　　　　フ2

　　　　　　　　　　Sicanding　tirae　（h）

P±oic　of　Sedlmentation　Voluine　vercsus　Standing　T±rne　boac

Magnetic　Emulsions
（＠）　Oleic　acid，　（O）　Ethy±　oleate

このようなやわらかいゲルになるような場合、分散系は振醗によって容易に再均一化す

ることができる。二種の磁性エマルションは時間とともに沈降容積が増加したが、オレ

イン酸系では調製直後からすみやかに水相と沈積層の二相に分離した。72時間後には見

掛け上約70％の油相が沈降した。一方、オレイン酸エチル系ではこの分離はゆつぐりで、

水層、エマルション層および沈降層の三相に分離した。オレイン酸系は自由沈降型の沈

降を示し、充填された沈積層を形成した。磁性液中のマグネタイトはこの沈層中で相互

に凝集して油鼠との分離が生じ、再びエマルションとして分散することが難しいことが

考えられる。

しかしながら、オレイン酸エチル系は凝集沈降であり、最終的な体積は大きくなり、撹

伴によって再分散が可能であった。このような事実により、磁性エマルションの場合で

はある程度の凝集力が関与した方が安定であることがわかった。

第2節　磁性エマルションの粒子数の測定

　単位体積当りのエマルションの粒子数を知ることは安定性を知る上で有力な手段であ

ることは第1章でも述べた。そこで、磁性エマルションの粒子数をコールターカウンタ

ーにより測定して安定性評価の指標とした。Fig．15は粒子数の経時変化を示している。
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粒子数は沈降容積の増加につ

れて減少した。そして、粒子

数は油相の種類によって影響

を受け、オレイン酸エチル系

の磁性エマルションの方がオ

レイン酸系のものよりも多数

の油滴が観察された。このこ

とから、安定性はオレイン酸

エチル系の方が良好であるこ

とが判明した。また、経時変

化については、オレイン酸系

が24時間後に調製時のV2の

粒子数に、72時間後ではY4

に減少しているのに対して、

オレイン酸エチル系では72時

間後にやはり粒子数は調製時

の約V4に減少してはいるもののオレイン酸系と比較すれば、その約5倍が存在してい

ることが確認された。オレイン酸系の油滴粒子数が調製時から少なく、以後も急激な減

少を示したのは油相の沈積層中においてマグネタイドが凝集、分離して容器の底部に沈

澱、固化してしまい、マグネタイトがベースオイル中に均一に懸濁して存在する油滴で

はなく、油滴も容器底部で合一を起こしてしまっていると考えることができる。

第3節　密度の測定

　一般に、エマルションの安定性はStokesの沈降理論より、分散油滴の粒子径と塊叩と

水相間の密度の差に比例する場合が多いまSそこで、水相および油蝉の密度を精密密度計

を用いて測定した。

　水相に用いた1％カゼイン水溶液（　ill　8．0）の密度は0．999帥£、一方、郵相はオレ

イン酸ベースの磁性液が1．047帥£、ベースオイルであるオレイン酸は0．885g瘤であ

るので磁性流体化することでかなり密度が増加することが認められた。オレイン酸エチ

ルベースの磁性液は1．036gr（／rLeであり、オレイン酸エチルのO．8539／ftneよりもやはりか

なり増加した。このため、油滴は沈降するが、連続相と分散相との密度の差は可能な限

り等しい方が好しいとする観点から言えば、磁性エマルションのベースとしてはオレイ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一2エー



ン酸エチルの方が優れていると考えられる。

　なお、対照としては蒸溜水とメタノールを用い、その密度は37℃における測定値O．993

および0．774主君をそれぞれ使用することによって試料の測定を行った。

第4節　粘度の影響

　Fig．16および17は磁性液ならびに磁性エマルションの流動曲線を示したものである。

図から明らかなように、磁性液はオレイン酸系もオレイン酸エチル系も非ニュートン流
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動を示した。オレイン酸ベー

スの磁性液が76．5cpであった

Mg．　17

のに対してオレイン酸エチル

ベースの磁性液が9．Ocpであ

り、ずり速度が36　S　”iの場合

ではオレイン酸系の方が約8

倍粘度が高かった。一方、そ

れを乳化したエマルションは

見掛け上ニゴートン流動を呈

した。同様に、対照として示

したオレイン酸とオレイン酸

エチルはは単純なニュートン

流動であった。

　Ofw型工マルシyンは比較

的低濃度の分散相で構成され

ているとき、それらはニュー

トン流動を示す場合が多い。

すなわち、これらは分散相の

容積比が0．2以下という低い

分散相濃度を有するエマルシ

ョンに関しては低ずり速度の

範囲内ではニュ～トン流動が

得られるという理論に一致し

ていると考えることができる’lo

　二種類のエマルションを比



較するとき、用いた磁性液の粘度とエマルションの粘度とは無関係で、両者の粘度には

あまり差がない。磁性液はベースオイルの粘度に依存して粘度に差を生じたが、エマル

ションは両方とも低粘性を示している。一般的に言って、粘度が高くなればなる程、エ

マルションは安定になるとされる♂しかしながら、今回の実験においては磁性液の種類

を変えて調製されたエマルションの安定性とその分散相である磁性液の粘度とはあまり

関係がないように思われた。

第5節　考 察

　磁性エマルションの安定性に及ぼす物理化学的因子をTable皿にまとめた。安定性に

影響を及ぼす要因のうちで粒子数、粒子径、密度、沈降容積（F．）はオレイン酸エチル

系の方がオレイン酸系よりもすぐれた数値を示した。

　オレイン酸エチルベースの磁性エマルションは長時間の安定性が保持できた。この系

は大きな沈降容積と濁った上澄みを有し、振盤によって容易に再分散できた。しかし、

オレイン酸ベースの磁性エマルションは調製直後から沈降が急速に生じ、再分散の難し

い沈積層を形成した。凝集系は最終的な沈降容積（F．）が大きく、非凝集系では充填さ

れた沈積層を有して低いF。。値を示す6M一般に低いF。。値は再分散が難しいと考えられ

る。

［Cabie　工工工

Summary　Eox　Physical　Properties　oE　Magnetic　Emuisions

Emuision A B

Ca：ど：rieer　二L二Lquid

　Sedimentation　voiume　rv
　　　　　　　　　　　　co　　　　　（rg）

Nvuriber　off　droplets　（×．IOe）

Denstty　of　magnetic　fluSds
　　　　　（9／c撮3）

　　　　　　Viscosity　〈cp）

OXeic　acid

14e2

40

ieO47

1．70

猛thyl　◎工eate

26e3

140

1．036

ie44
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　磁性粒子の使用は臨床および生物学的研究においてかなりの興味をもたらしている9：
　’i　：S

現在まででは、診断学の分野で体外から自由に誘導が可能なフェライト造影剤の開発実

験が進められ、動物を使った消化器などの造影実験で造影能が良好であることが確かめ

れている♂また、磁性液のすぐれた流動性と磁場における保持能力は腫瘍組織の治療法

の一つである血管エンボリゼーション治療に従来のマイクロカプセルや小球体以上の効

果と選択性を提供するかも知れないぎ鉄粉を利用した治療法ではカルボニル鉄を頭蓋内

動脈旛に誘導し、破裂した血管部位に人工的な栓子を形成することで、本来縫合しなけ

ればならない病巣の修復治療に効果を上げた臨床例も見られる。同様に、磁性Xマルシ

ョンも種々の病態において大きな臨床応用の可能性を秘めている。そこで、次編におい

ては、このエマルションの特性である磁気感応性について論述する。
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第2編　磁性エマルションの磁気応答性

　癌の化学療法においては目的とする骨瘍部位に高濃度でしかも正確に制癌剤を転送す

ることが重要であるぎ薬物担体の使用は薬物の生体内分布を修飾する上で有用であり、

また投与方法や投与部位を考慮することによって目的とした部位に担体を滞留させるこ

とが可能となる。例えば．スキャニング剤として臨床に用いられているアルブミン小球

体は有用な薬物担体であり￥静脈内投与によって肝臓や肺に薬物を局在化することがで

　　がみうむ
きる。　また、リポソ～ムやエマルシ露ンはそれぞれ精巣内あるいは筋肉内に投与する

とき、リンパ内濃度が高まることが報告されている二152一般に．担体を脈管内投与する

と、その粒子径に依存して分布することが知られ．ゼラチンマイクロカプセルやアルブ

ミン小球体の粒子径を変えることで肝臓ないしは肺に集中的に局在化させる試みもなさ

れている評3しかしながら，、こうした分布は生体側の機能に依存するところが大きく、

薬物の臓器選択性という点から、他の各組織や臓器にも特異的であることが切に望まれ

てきている。

Wi　dderらはアルブミン小球体に鉄フェライトを含有させた磁気に感応する磁性アルブ

ミン小球体を調製し。磁石を適用した尾部セグメントに尾動脈から投与した小球体の37

－65％を磁石部位に局在化させたことを報告した　62また、加藤らは鉄フェライトと制癌

剤であるマイトマイシンCを含有した磁性マイクmカプセルを調製し、家兎膀胱内の局部

に集中させることに成功したぎ更に．森本．杉林らは磁性流体を磁性アルブミン小球体

の調製に利用し．標的モデル部位として選択した腎臓および肺に小球体を集中させ、体

内分布の磁場による制御が有用であることを証明した野

　エマルシ藻ン製剤はリンパ指向性．組織滞留性や制癌剤の直接効果の増強などに有効

であると報告されているがミ2静脈内投与による分布の修飾に関しては大きな変化が認め

られず、脈管内投与によるメリットはあまり期待できない謹

　そこで、先に述べた磁性エマルションを使用し．その有用性を明らかにするため、実

験動物の標的部位へのエマルションの局在化を試み．含有制癌剤の体内分布を磁場によ

って制御することを検討した。
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簗襲章　磁性Xマルシ翻ンの生俸外：磁気応答盤の検講

　磁石の適用によって標的臓器にどの程度磁性Xマルションが局在できるかは含有薬物

の標的部位における分布パターンの決定およびその後の薬理効果を期待する上で非常に

重要な情報になると考えられる。そこで。生体内での磁気誘導実験に先だち。ガラス管

を用いて作製したin　vitrff血管モデルでの磁気誘導実験を行った。擁viero　におけ

る磁気感応性の良さとすぐれた局在性はin　vi鴇　における局在化の指標になると考え

られるため、エマルションの磁気誘導性を視覚的な面およびマグネタイトと油相の磁場

における保持の面から詳細に検討した。21’56

第i節　磁性エマルションの磁気応答性

　Fig．18およびFig．19はそれぞれオレイン酸ベースおよびオレイン酸エチルベースの磁

性エマルシsンの一定量を乳濁させ．それをシャーレに移し．サマリウムコバルト製の

ディスク状永久磁石．約3000ガウス（G）を適用後，、それぞれ0、10．30，、6◎秒後におけ

る連続写真を示した。磁石適用前（0秒）、均一に乳濁していたエマルションは磁石適

用によって生じた力により、すみやかに磁石周辺部に集まっていくのが観察された。磁

性xマルシNンはその上清も黒褐色を呈しているために写真からだけでは判断しにくい

が、大部分のエマルションは60秒後には磁石周辺に集まり、その後のxマルシsンの移

動はほとんど軽い出せなかった。このように，、磁性エマルシffンは磁気に良く感応し。

磁力によって誘導されるという優れた磁性応答性を示すことが認められた。

　また、視覚的にはオレイン酸エチル系の方がシin　一レ内の濁度が磁石適用により大き

く減少し、このことからオレイン酸系よりもオレイン酸エチル系の方が磁気応答性の良

いことが推測された。
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　第2節　血管を想定したfi◎wモデルを使用した
　　　　　　磁性エマルションの磁気誘導

　生体内に投与された薬物担体は種々の血管系によって生体各部に転送される。しかし

ながら、血流によって標的以外の正常組織あるいは正常臓器にも担体が運搬されて標的

部位への集中的な薬物の局在化という目的が果たせない場合も多い。また磁気感応性を

有する薬物担体が開発できても、脈管内投与し．流動するコロイド粒子を外部磁場によ

って血管床内に捕促滞留させることは非常に難しい問題である。従って、生理的条件下

における血流速度においても磁場発生部位に集中が可能なだけの磁気応答性が必要であ

るといえる。

　そこで、これらの問題を検討するために磁性エマルションをガラス管内で流動させ外

部磁場による捕促を目的とした実験を行なった。ヒトの大動脈および細小動脈までの血

流速度は30～40c齢ecから0．2～1．0麟ecと様々である。また、血管径も肺動脈の3

cmから8～20μの毛細血管に至るまで種々変化している。そこで、中等大程度の動脈の

モデルとして、内径6難のガラス管を用い、等張リン酸緩衝液（pH　7．4）を流動速度15cm

／もec（流量IOO様癌頓）で流動させた。そしてガラス管外部から発生させた磁場に捕促

されたエマルション量を油送およびマグネタイトの量から求め、脈管内での保持の程度

を調べた。定量は油量がトレーサーとして添加されki4Cumパルミチン酸の放射活性を、

マグネタイトは原子吸光光度法によって測定した鉄（Fe）の量を指標にして行った。

　Fig．20はオレイン酸べ一一スの磁性液を用いて調製したエマルションの捕促率を示した

ものである。マグネタイトの保持率は33．8％が保持された。しかし、逆に低磁場側では

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　保持率が低く、500－1000Gでは

　　　　3◎　　　　　　　　　　　　　　　　　　2一一3％程度しか保持できなかっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。オレイン酸の保持率は1000G
　　葛

　　蒼　　　　　　　程度でも約15％が保持紘2000

　　窯
　　　V　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いては顕著な増加は認められず、

　　　v　　　　　　　　　　　　　　　　　　2000G、4000　Gおよび6000Gで
　　馬◎．　　　　　の保牌はそれぞれ18．9％、19．9
　　　む
　　Pt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％および21．2％とほとんど変化が
　　　む
　　齢　　　　　　　　　　　　　　　　　　　認められず、同じ磁力におけるマ

　　　　◎　　　　　　　　　　　　　　　　　　グネタイトの保持率と比較すると

　　　　　　　　　　2　　　　4　　　6　　　　低い値であることが観察された。

　　　　　鋼：agnet止。　：flux　density（i◎3　G｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一28一
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　Fig．21はオレイン酸エチルで調製された磁性エマルションの捕促率である。マグネタ

イトの保持は1000　G以上で顕著に増加し、6000Gでは30．8％が保持された。また、オレ

イン酸エチルは6000Gで33．0％が保持された。マグネタイトもオレイン酸エチルもその

捕促率は磁束密度の増加に併って増加し、油滴からのマグネタイトの分離が少ないため、

両方の保持率の測定値はほぼ一致していた。以上の実験より、オレイン酸およびオレイ

ン酸エチルベースの磁性液を用いて調製した磁性エマルションが溶液の流動するガラス

管内においても磁力によって保持されることが認められた。この保持量は磁性液の安定

性、流速、磁力さらには磁石のポール面積と密接に関係すると思われる。本実験におい

ては、ポール面積を変化させなかったので、4000G以上になるとポール面積に相当する

ガラス管の内側の部分に、エマルションが密に保持され一定の厚さを有する様になって

いた。このことが、Fig．21（b）に認められた保持量の飽和と関係しているのかも知れな

い。この現象の解明はエマルション油滴が磁石の設置部位で乱流になるであろうと推測

されることから、流れの機構をも検討する必要があり、今後の課題と考えている。しか

しながら、オレイン酸エチルベースの磁性エマルションの方が磁場をかけたときの安定

性においても、緩衝液の流動に対する安定性に関しても優れていることが確認され、さ

らに脂溶性の薬物の封入に必要な油滴はオレイン酸エチルの方が高い保持率を示し、

4000　G程度の磁力でも注入量の約3分野1程度の保持が認められたことより、薬物担体

としての磁性エマルションの脈管内における磁気誘導が可能であることが判明した。

第2章　磁性エマルシssンによる臓器選択性の増強

　唾瘍部位に対して化学療法剤を集中的にかつ長時間局在化させ、他の組織に何らの障

害も与えないことが副作用、組織到達性および持続性に欠陥がある制癌剤の治療効果を

向上させる上で理想であるとされているぎそこで、著者は磁気による誘導が可能で、し

かも生理的条件下ならびに磁場にさらされた状態においても安定な磁性エマルションを

制癌剤の薬物担体として使用することを試みたぎ生体の病巣部位に外部から磁場を適用

すれば、エマルションの油滴に含有された制癌剤も標的部位に集中し、他の正常組織と

薬物との相互作用を緩和するばかりでなく、集中的な化学療法を行うことができると考

えられる。そこで、既に安定性と磁気応答性について検討した二種類の磁性エマルショ

ンについて、in　vitroにおける磁気誘導に関する検討を行った。本章は標的臓器とし

てラットの肺を選択し、ラットの胸部および背部に電磁石を設置後の磁性エマルション

の生体内分布および標的部位における選択的局在化についての検討結果を詳述する。
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第i節　オレイン酸エマルションの生体内分布

　Fig．22はマグネタイトを含まないオレイン酸で調製したxマルションの臓器分布を示

したものである。平均粒子径が約4μmのオレイン酸エマルションは主に細網内皮系の

発達した肝臓に多く分布し、肺での取り込み率は約3％程度であった。静注用乳剤の分

布はその分散相を構成している油脂や脂肪酸の種類を変えたところで特異的な局在性が

生じるということはなく、粒子径の違いに分布が依存する程度で。何らかの方法で分布

を大きく修飾した報告はほとんど見られない二：1’1”そこで。著者は磁性エマルションの使

用により静注用乳剤の分布を修飾することを目的として実験を行った8
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　第2節オレイン酸ベースの磁性エマルシscン
　　　　　の生体内分布

　肺にエマルションを集中するためラットをベントバルビタール腹腔内投与によって麻

酔した後、胸部と背部に電磁石を設置し，、’℃一パルミチン酸は油滴の挙動を示すと同時

に、エマルシgンに含有できる脂溶性薬物モデルとして、その分布挙動を調べる上で好

都合なトレーサーである。従って．磁石の適用によって標的臓器（肺）に集中したエマ

ルション自体の分布ならびに脂溶性薬物量を’℃　一放射活性によって検討した。

　Fig．23は投与後！0分における1℃　一放射活性の臓器分布である。オレイン酸系の磁性エ

マルションの場合，、安定性および瞭vitro　磁気感応性実験の項で述べたように不安定

であり、合一性が大きかった。そのため、尾静脈内投与したラットに肺栓塞の副作用が

大きく出現し．実験に支障をきたしたので。あらかじめxマルションを生理食塩水で2

倍に希釈して投与した。臓器分布は磁石を適用しなかったコント農一ル群。磁束密度を

それぞれ2◎◎O、’4000および6GOO　Gにして適用したときの合計四群についての実験結果で

ある。コント9一ル群の肺への分布量は3．9％／gtiSSXkeであったが．磁石の適用によ

って2G◎OG、4000Gおよび6000Gでそれぞれ8．7，、1L9および1！．4％／g　tissueまで増

加し、磁力によって標的部位に磁性Xマルシreンを局在化させることが可能であること
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が判明した。

　磁石の適用によって標的臓器に局在したエマルションがさらに長時間磁力を適用した

場合にはその部位にどの程度保持されているか、また含有された脂溶性薬物はどのよう

な消失挙動を示すかについても検討を加えた。

　Fig．24は60分間磁石適用時の分布パターンであるが、肺への取り込み量は3．6％／g

tissueで10分間適用時と大差がなかった。しかし、磁石適用群では10分時よりも約4％

の減少が観察された。この50分間に肺から消失した放射活性は60分時の肝臓の分布量が10

分時よりもそれぞれ1％程度増加したことから、大部分が肝臓にその他若干が脂肪組織

や脾臓に取り込まれたものと思われる。このように磁性エマルションはinv｛VOにおい

ても磁力による誘導が可能でり、ある程度の局在化と保持が可能であることが実証され

た。しかし、局在した絶対量は少なく、選択性や治療効果を考える上では十分とはいえ

ない。そのうえ、投与時において肺栓塞などの副作用の心配がない安定なエマルシsン

で、希釈の必要のない注入可能な製剤が望ましい。この面からも、オレイン酸系の磁性

エマルションは満足できる剤形とは決して言うことができない。
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　これらのことから、in　vitro　の安定性試験において好成績を示したオレイン酸エチ

ル系の磁性エマルションを使用して実験を行ない、オレイン酸系の磁性エマルションの

欠点の改善が可能かどうかを検討した。

第3節　オレイン酸エチルベースの磁性エマルシ覇ン

　　　　　の生体内分布

　本節ではオレイン酸エチル系の磁性エマルションの生体内分布について検討した。t　t　ttttt

　Fig．25は尾静脈内投与後10分間磁石適用時の臓器分布を示した。投与後10分の肺中・の

エマルション量はコントes　一］yで16．8％／g　tissueであったが、磁石適用群では2000、

4000および6000Gでそれぞれ28．9、32．5および32．7％／9　tissueとコントn一ルの値の

約2倍に増加した。磁石適用群中には投与量の50％以上を標的臓器中に保持した動物も

数学認められ、オレイン酸エチル系の磁性エマルションを効率良く保持できることが示

唆された。
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　Fig，26は60分間磁石適用時の生体内分布である。コントw一ルでは標的部位の放射活

性が8。！％竜tiSSIkeに減少している。また、磁石適用群でも放射活性が10－1％程度

減少し、磁石の適用時間と共に保持率がある極大値になるのではなく、静注後の肺の

first－passによってほぼ極大保持が達成され、その後はゆっくりと肺からwashout・一

されると推測される。すなわち、この系においても10分間から60分間の間にC一パルミ

チン酸は肺を離れ、肝臓や他の組織に血流を介して取り込まれたと考えられる。事実、

肝臓における濃度が1．O％／9　tissue程度（投与量の約10％程度）増加しているのが認

められた。また、血中における放射活性も投与後10分で0．2％／m£bloodから60分後で

はO．5％／謡bloodに増加しているのが観察された。

　しかしながら、オレイン酸の磁性エマルションと比較すれば、脈管内投与による肺栓

塞の危険性は少なく、希釈せずに使用することができた。そのため、はるかに多量エマ

ルションの投与と保持が可能となるであろう。この有効性および安全性の増加はオレイ

ン酸エチルベーースの磁性液が低粘性であることと安全性の良いことに起因するためと考

えられる。これらの結果より、オレイン酸エチル磁性エマルションは磁気誘導によって

標的部位に薬物を運搬できる優れたSite　Specificityを有する薬物担体であることが

認められた。
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第4節　マグネタイトの分布に関する組織学的検討

　以上、油相中に含有された1℃一パルミチン酸の放射活性の分布について調べてきた。

次に、オイレン酸エチルベースの磁性液中に含まれるマグネタイトの分布についても検討

を加えた。

　Fig、27は磁性エマルション尾静脈投与後の肺の組織切片写真である。（a）は未処理のコ

ントrs・一ル、（b）は磁石を適用しなかったもの，、（c）は69GO　Gで！Q分間磁石を適用した肺

を示した。鉄の染色には三価の鉄4オンの染色法であるベルリン青法を，、核染色にはサフ

ラニン液を用いて行なった。

　エマルション中に含まれるマグネタ4トが肺に到達したとき。肺毛細血管床に滞留して

いることや気管近傍に保持されていることが、これら顕微鏡写真から観察できた。磁石を

適用した切片の方が適用しなかったものと比較して多少マグネタイトの量が多いように見

うけられるが，、視覚的な検討からなので断定はできない。

　肺のフィルター効果を受けずに通過しlt　xマルシNンは主として肝臓に集積する。　Fig．

28は肝臓の組織切片であるが，、マグネタイトが洞様毛細管を経て。肝実質細胞の閤に出現

しているのが認められ，、それらは比較的中心静脈の近傍に多く見ることができた。肝臓の

場合も肺における磁石の有無による差は顕著ではなかった。

第5節　考 察

　近年．担体中に薬物を封入し．診断あるいは治療の目的で使用する試みが増加してきて

いるぎしかしながら、有用な臨床応用を可能にするためには．担体の自由な誘導．制御が

なされ、種々の病巣に広く適用できるようにすることが必要であるゴ

　医療上，、種々のタイプのエマルシmeンが投与剤形として使用されている。　E／s◎nらは多

相エマルション（》io／W型）に封入したメトトレキセートがその水溶性の活性型薬物とし

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らきて徐々に放出されることで薬理学的効果の延長が認められたことを報告している。さらに、

橋田らはエマルシ露ン製剤の使用がリンパ管への制癌剤の標的化および転移の防止に非常

に有効であることを提示した♂また，、L嶺鍵麟らは脂溶性舗癌剤であるGCNUを臨床的

に用いられている三種類のxマルシurン処方で静脈内投与して生体内分布を観察した二5こ

の試みは主として経ロ投与で用いられるCCWWの応用範囲を拡大したものと言えるが，、三

種のエマルシ翠ン処方において顕著な分布の差は観察できず．病巣部位に応じて使い分け

るようなことはできなかった。

　本章おいて．既に述べたようにオレイン酸エチルベースの磁性液を用いて調製した磁性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一3尊一
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エマルションは磁気による標的性の制御が可能であり、多量のエマルションを局在化させ

ることができた。磁力によるエマルションの標的化は生体の機能に依存するのではなく、

エマルション自体の磁気馬銭と適用される磁力の強さに依存している（Fig，21、24）。

それ故、脂溶性薬物の担体として強力な磁気感応性と優れた安定性をもった磁性エマルシ

ョンの使用は癌の化学療法のための優れたデリバリーシステムになり得る可能性を有する。

　オレイン酸エチル系の磁性エマルションは安定性、磁気応答性および静脈内投与時にお

ける安全性に関してオレイン国軍の磁性xマルションよりも優れていた。静注後10分置、

16．2％／gtissueのエマルションが磁石を適用しなかった肺に集中した（Fig．24）。磁性

エマルションの分布は肺の毛細血管床に取り込まれる現象や肺を通過した後の肝臓におけ

る食作用によって説明できると思われる（Fig．26、27）。分布パターンはエマルションの

粒子径にも依存すると考えられ、粒度分布が若干広い磁性エマルションの肺への蓄積は粒

子が微細で粒度分布の狭い脂肪乳剤と比較すれば多いものになると考えられる∴5丁しかし

ながら、磁石適用群における標的部位でのエマルション量は磁力で保持されて、いずれも

コントロールの約2倍に増加した。これらのことより、エマルションの分布は粒子径に依

存するだけではなく．その磁気特性によっても分布が修飾できることを示している。すな

わち、磁性エマルションは磁力による相対的な体内分布の修飾が可能であり、封入される

脂溶性薬剤はエマルションの局在化に従って転送されるので、磁性エマルションは有用な

担体の役割を果すことができるものと考えられる二瓢

　しかしながら、60分間磁石を適用したときでは磁石適用群とコントロール群との間に顕

著な分布の差は認められなかった（Fig．26）。投与後10分間適用と60分間適用との間での

取り込みの差は肺内での血流のwa　sh◎Ut効果によると考えられ、最初に取り込まれたエマ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ま　をルションが次第に血流によって肺から流出したものかも知れない。また、磁性液は水と接

触することにより数日間のうちにコ9イド懸濁液の分解をひき起こすと云われている8。

そのうえ、肺に対する強力な磁力の適用はこの現象を促進し、磁性液からのマグネタイト

とベースオイルの分離を生じるので、washout効果はよりいっそう進行することが考えら

れる。56Fig．26の結果は標的部位におけるエマルション保持に電磁石の適用時間が大きな

意味をもっていることを示唆している。しかし、エマルションの保持に対する磁石適用時

間の影響は実際、複雑な問題であり、今後さらに実験と検討が必要であると思われる占晒

　脂溶性薬物のドラッグデリバリーシステムとしての磁性エマルションの応用は薬物担体

の局在する部位に薬物が集中することによって瞳瘍の治療に大きな利点をもつように思わ

れる。さらに、血中および非標的臓器中の制癌剤の濃度を減少することは副作用の軽減の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぎ意味からも望ましいことであるので．あらかじめ限定した標的部位に薬剤を運搬できる特

異的なキャリアーシステムを使用することは非常に有用である。今後の研究ではこのこと

を確認することが必要であり、本剤形を用いた制癌剤の治療効率の検討を行ったので、次

’一
@39　一



編では磁性エマルションの投与剤形としての有用性について論述する。
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第3編　磁性エマルションの投与剤形としての
　　　　　　　基礎的検討

　第1編および第2編で既に述べてきたように、オレイン酸エチル系の磁性エマルショ

ンは安定性にすぐれ、脈管内投与によって高濃度のエマルションを標的部位に局在でき

ることが示された♂056

　そこで著者は磁性エマルションを動物の病巣部位に作製した磁場によって局在化させ、

種瘍部位での選択的かつ集中的な化学療法に利用することを試みた。61Fig．29はこの考

え方を模式図に示したもので、図から明らかなように瞳瘍病巣部に磁場を発生させた後、

磁気応答性を有する制癌剤含有磁性エマルションを脈管内に投与すると、標的部位にエ

マルションが高濃度に局在して、その部位での活性薬物の放出や病巣への直接効果など

により効果的な化学療法を行なうことができると想定される評
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widderらはラット尾部に吉田肉腫を移植し、腫瘍部位に磁石を適用後、ドキソルビシ

ンを含んだ磁性アルブミン小球体を動脈内投与したところ、磁石適用群では著しい腫瘍

抑制が認められ、コントロール群に比較して広範な転移の抑制が得られたと報告してい

る93加藤らは強磁性MMCマイクロカプセル（Ferromagnetic　mitomycia　C　mi　crocapsu　le）

を調製し、家兎V、膀胱腫瘍移植部の膀胱壁に磁石を適用して膀胱内にマイクロカプセル

を注入したところ、高度かつ持続的腫瘍抑制が認められたと報告している14また、森本

らは磁性流体を利用して作製した磁性アルブミン小球体をAH7974転移肺癌ラットに投与

しく含有したアドリアマイシンの効果を遊離薬剤のそれと比較した。その結果、組織学

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一41一



的に顕著な三二抑制が小球体含有アドリアマイシンに見られ、その延命効果も遊離薬剤

に比較して大きいことが認められたぼ著者も磁性エマルションの含有性を実用的な系で

明確にするため、M：7974転移肺癌ラットを用いてエマルションに含有したニトロソウレア

系制癌剤である1《4－amiao－2－me晦1－5－primidinyi）一methyl－3ww（2umchloroethyl）一3－

nitrosourea，　ACNUおよびy（2・一chloroethyl　）一3一（4－methylcyclohexyl）一！－nitrosourea，

Me・一CCNUの抗腫瘍活性を測定して薬物担体としての有用性についても研究を行なった。

第1章　磁性エマルションからの薬物放出と
　　　　　　二Fロソウレア系制癌剤の保護、安定化

　　　　　　におけるエマルションの有用性

　磁性エマルションは脂溶性薬物の薬物担体として脈管内投与ができ、かつ強制的な分

布の修飾が可能であることが明確になった。そこで、磁性エマルションのとしての機能

を更に詳細に検：窮するためにモデル薬物として脂溶性ニトロソウレア系制癌剤ACNUお

よびMe－CCNUを用いて、不安定な脂溶性ニトvソウレアの保護、安定化ならびに持子

化の向上に対するエマルション製剤の有用性の観点から実験を行なった。Table　Wに二

種の薬物の構造ならびに溶解度を示す。

　ニトmソウレアの制癌作用はアルキル化とカルバモイル化であり、これは薬剤が未変

化体のままで行なわれるのではなく、自然分解や生体内代謝によって複雑な構造変化に

よってなされる。生理的pHではこの分解は速やかに進行して細胞毒性を発揮する。

Tal）↓e　W　　　Struc七urre　and　Soよubility　o至　麓e七hyl－CC醸J　a蕊d　ACNU

wateτ aceも。轟a beτ1zeロ¢ ch工orofoエ漁

・・，〈｝鵡C・，C1　　　　　　　　　　　　　　（麓．W．247．7｝ 　　◎。05

iPR　6．8） 5◎ 50 667

　　　　　　剛2　　　轡　　　　　　　　　　　C日2酬CQNC82CH2C1

`　但：愚．

　　0．75

iPK　6．8》

@　44。6
iP薮3．3）

0．U ◎，005 0，053

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈mg／rai　r　ucoom　temperature）

また、親化合物は脂溶性が高いので投与径路にも制限があり、BCNUを始めとしてCCNU

ならびにMe－CCNUは主として経口投与が行なわれている。これらの事実は病巣部位に

選択的かつ高濃度に集中し、しかも作用を制御しながら投与するのには非常に難しい薬
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剤であることを意味している。そのため、エマルション製剤として脂溶性ニトロソウレ

アを脈管内投与し、病巣部位のみに集中させてから、その部位でのエマルシaンからの

薬物放出や製剤の直接効果などにより薬理効果を期待し、しかも作用を病巣にのみ局限

して全身への副作用を軽減しようとする試みは理想的なものと言える。

　本章ではニトロソウレアの各種水溶液中での安定性およびエマルション油相を構成す

るオレイン酸エチル中での安定性を測定してエマルション製剤とした場合の薬物の安定

性を推定した。次に磁性エマルションからの水溶液中への未変化薬物の放出も測定して、

投与剤形としての有用性を明らかにする。

第1節　エマルションによるニトロソウレア系

　　　　制癌剤の安定化

　BCNUなどの脂溶性ニトロソウレア剤は水溶液中での安定性が悪く、満足な非経口投与

剤形がないため、その強力な抗種瘍活性を十分に発揮していないのが現状である99近年、

CCNUおよびMe一一CCNUのエマルション製剤が研究されているが、油脂中や生体液中での安

定性についてはあまり知られていないgs　70

　そこで、Me－CCNUの安定性を水溶液中、生体液晶さらに磁性エマルションの分散相で

あるオレイン酸エチル中に分けて評価した。また、脂溶性であると同時にその塩酸塩が

水溶性であるニトロソウレア剤、ACNVの安定性についても同様に検：討した。

　Fig．30ならびにFig．31は水溶液中でのMe・一（㎜の安定性に対するpHと温度の影響を調

べたものである。図からも明らかなように、Me一℃CNUは生理的条件下では不安定であり、

高温ではこの分解反応がさらに進行するのが観察された。しかし、pH　5以下の場合では

比較的分解が遅いことが認められた。

　Fig．32およびF　i　g．33はACNUにおける同様の実験結果を示している。AC：NUもMe一一く）CNUと

同様に低pH側の方が比較的安定であり、　pH　5以下はMe一く）CNUよりも安定であった。だが、

pH　7以上においては、逆e（Me一一CCNUよりもはるかに分解し易いことが確認された。

　ニト◎ソウレアが生理的条件下で不安定であることから、生体山中でも安定性が悪い

ことが考えられる。そこで、家兎血清中での分解も調べた。Fig．34にその結果を示す。

この場合、Me－CCNUの方がA㎝Uよりも若干安定であったが、血清中での両薬剤の分解は

すみやかであった。この結果は分解によって生じるisocyanateや2－chloroethyl

ca・rb・on　i　iimが血液によって正常組織に運ばれたときでも細胞毒性を発揮する可能性を示

唆している。

　そのことから、磁性エマルションにニトロソウレアを封入して濃度依存性の本薬剤を

局所に大量に保持する方法が有効ではないかと考えられる。Table　Vはオレイン酸エチ
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TABLE　V Decomposit±on　of　ACNU　and

in　Ethyi　Oleate　at　37e　C

雛e－CCNU

TiTrte

〈d）

Percenit　o£　Unehanged　Substance

ACNU Me一一CCNg

0
1
7

100．0

94茎。1　ま　 0。2

71．7　±　le．1

1oo．o

フ4．8士　　：3．9ft

64●＝L　士　1フ。5

Resuユt＄　a駕噂e　expユressed　as　皿earL　土　S。！≡1●

ル中での安定性を示しているが、ACNUもMe－CCNUも非常に安定であり、7日後において

も多量の薬物が分解せずにオレイン酸エチル中で残存していた。このように薬物を安定

なまま油滴に封入し、病巣まで運搬できれば薬物の分解物による副作用をある程度防止

でき、さらに効力を最大限に発揮できる可能性がある。この意味からも、標的性を有す

る磁性エマルションは脂溶性制癌剤の薬物担体として有用であると思われる。
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第2節磁性エマルションからの薬物放出

　磁性エマルションは病巣部位において分散相に含有された薬物が放出されるように設

計されている。そこで、Me一一く）CNUあるいはACNUを含有した磁性エマルションからのin

vitroにおける薬物放出挙動をviskingチュ一一ブを用いた透析法で試験した。実験に用

いたエマルションの組成はTableMに示す。

Table　VI　Composition　of　Magnetic　Emulsion

e／W　Ernulsion

Wa幽ヒer　phase

Casein

Buffer　solution　（pH　8．0）

OU　phase

　（Anticancer　agent）

Magnetites

Ethyi　oleate

Totai　volume

4．0　m1

4e　mg

　q．　s．

i．O　m1

30　mg

209　mg

　qe＄e

5．0　ml

　Fig．35はオレイン酸エチル系磁性エマルションからのACNUの放出を経時的に測定した

結果である。放出挙動は未変化体を定量することで調べたが、前節の結果から明らかな

ようにニトロソウレアは生理的pHでは不安定であるため、透析チューブの外側の溶媒は

pH　4の緩衝液を使用して分解による影響を少なくして行なった。　ACNUの放出パターンは

まず急激に多量の薬物放出が生じ、　120分までに約20％の含有薬物が放出され、その後

は非常にゆっくりとした速度で放出がなされた。これはACNUが完全に油相に溶解してい

なかったためとAOVJの溶解度がpH　4ではかなり高いということに起因すると考えられる。

　Fig．36は同様にMe・一（㎜の放出を測定したものである。Me－CCNUは油滴にほぼ完全に

溶解しているために放出量は少なかったが、6時間で65。7μgを見掛け上放出して徐放

性の放出パターンを示した。
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第2章磁性エマルシesンによる抗腫瘍効果

　癌の化学療法においては、種瘍部位で薬物が有効量存在し、しかも長時間有効な薬物

レベルを維持することが必要である。既存の制癌剤で有効なものはいくつかあるが、そ

のままでは正常組織への副作用、癌病巣への到達性の不足あるいは到達後の持続性の不

充分などのため効力が十分に発揮されないのが現状であるま2

　脂溶性のある薬物の場合はエマルションの油滴内に分布して、これが油滴のキャリア

ー一 ﾆともにある特定の体内組織に蓄積されることが考えられる。S．Liungbergらは極め

て脂溶性の高いチオペンタールをこのような剤形として静脈内注射すると催眠時間を延

長することを報告した9’これは脂肪組織などに沈着した油滴とともに薬物も貯留され、

その後、徐々に薬物が血中に放出されるために中枢における睡眠時間の延長をきたした

ものと思われる。制癌剤としては同じく高脂溶性の（］CNUが検討されている。胡麻油のエ

マルション、エタノールーポリエトキシ化植物油エマルションなどが用いられ、肝臓、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　55腎臓や肺などの組織で一定の高濃度が持続されると報告されている。

　磁性エマルションの使用はこの分布をさらに選択的にしたものであり、もし薬物を含

んだエマルションが標的臓器にのみ多量に取り込まれるならば、正常組織への副作用が

軽減され、病巣部の治療だけを行なうことができる。

　この見地にたって本章では標的部位における薬物濃度とM7974転移肺癌に対する抗腫

瘍効果の関係を述べ、制癌剤をより効果的に利用するための薬物担体として、磁性エマ

ルションが制癌剤の標的性に対していかなる影響を及ぼすかについて考察した♂1

第1節　標的部位における薬物濃度の測定

　化学療法を行う場合は標的器官をまず癌の存在する部位に限定することが望ましいこ

とは前にも述べた。そこで、磁場をラットの標的臓器に作成し、制癌剤含有磁性エマル

ション静脈内投与後の標的臓器（肺）内濃度を測定した。

　Table　WはMe一（㎜含有磁性エマルション投与後の営内薬物量を磁石の有無に従って

調べたものであるMe一㎜の定量は臓器ホモジネーートからのクロロホルム抽出後、　L・oo

らの比色定量法を用いて行なった9iコントロールに比較して、磁石適用群は多量の薬物

を陣内に保持していることが認められた。
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Table　VIXI　Meehyl－CCNU　LeveXs　in　the　Lung＄　aic　ie　r；tin　foUowing

　　　　　　Ad1糞i1｝i＄七：どation　O£　a　singユe　Do＄e　of　X。5　灘9　＝L箕　懸ag漁eセ＝LC

　　　　　　猛muision　F◎r搬

Magnetic　£lux　densfty

in　gau＄s　（G）

N・thyk脚CC蜘1一・v・ユ・（B9／9＞

O　〈contiscoi）

2000

6ego

2．4　士　◎。4

5．2　±　1．i

＝L15り1＝ヒ　2．2

r3he　斑agnet　wiそ二h　a　magne七ic　f：Σ1ユx　density　◎f　6000　G

was　placed　at　lungs　and　retained　in　position　Soer　iO　rrtin．

ACNU’は脂溶性と同時に水溶性も有し、その塩酸塩は静脈内注射が可能である。　Fig．37

及び38はA（測水溶液ならびに磁性エマルション投与後のACNU末変化体の生体内分布を高

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワづ速液体クロマトグラフィー法（Hpnc）で定量した結果を示している8水溶液投与10分後、

肺には0．65μ9竜tissueのACNUが検出されたが、腎臓や脾臓中の濃度と比較すれば低濃

度であった。また、肝臓や心臓及び血液中にもA（畑は高濃度に存在し、標的臓器以外の

正常組織でも相互作用があることを示唆していた。しかしながら、磁性エマルションと

して静脈内投与すると、磁石適用のないグループでも肺に比較的高濃度に集中して、そ

の他の臓器への分布量を低下させることができた。更に、磁石適用によって、この分布

はさらに選択的となる傾向が認められ、排泄臓器である腎臓に低濃度で検出された以外、

他の臓器中の未変化薬物量は微量で、そのほとんどがエマルション中に封入されて肺に

集中したのではないかと考えられた。

　また、投与60分後では水溶液投与群が腎臓以外での薬物の検出が難しかったのに対し

て、磁石適用を行った磁性エマルション投与群では依然として肺内での薬物濃度が高い

傾向が認められた。しかし、60分後には他の臓器中の濃度も上昇していた。これは血流

による・washo厩効果によるものかも知れない。また、磁石適用群では6時間あるいは24

時間経過後でも薬物を検出した動物も見られたことから、濃度依存性の殺細胞効果を有

するニトロソウレアを標的部位に一定時間滞留させ、次いで油滴からの徐放性によって

有効な薬物レベルを保持するのに磁性エマルションは有効ではないかと考えられた。
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第2節　Me・CCNU含有磁性エマルションの
　　　　　抗腫瘍効果

　磁性エマルションはすぐれた磁気応答性および薬物保持能を有することがin　vitro

およびin　vivo　において確認さ．れた。そこで、薬物含有磁性エマルションの癌化学療

法への応用を目的として、A田974転移肺癌に対する抗腫瘍効果について検討した。

Fig．．　39

？．hotggrgphs　of．AH　7974　fV．sclte．s．

Carcinorna’　’ iA），　and　AH　797．4　Lung・

Carcinorna　’ iB）．

　AH7974転移肺癌は体重140－1509の雌性Donryuラットに作成した。作成法はAErT974

腹水癌を尾静脈から投与することにより行なった。この腹水席は主に2～3個の細贈が

集合した状態となった、いわゆる島を形．成しており、比較的細胞自体が堅いために、尾

静脈注射するとほとんど肺にのみ浸潤増殖し、他の臓器へあ転移は｝まとん．ど見られない

とされている9’iFig．39にそれぞれArri974腹水癌細胞ならびにA田974移植肺癌の組織切

片写．真を示す。

　Fig・40およびrable　VaはA甲974転移肺癌ラットを未処理、　Me－CCNU懸濁液腹腔内投与t

ならびにMe一（XINU含有磁性エマルション投与後、磁石処理した．ものと行なわなかったも：

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　53’　一



のに分けたときの生存日数を示している。磁石処理は磁束密度6000Gで！0分間、肺に磁力

を適用した。未処理動物は接種後14～22日の問に死亡し、平均生存日数17．6日で懸濁薬物

腹腔内投与群と有意な差は認められなかった。一方、Me一一CCNU含有磁性エマルションを

投与し、磁石処理した動物の平均生存日数は22．5日であり　T℃％は128．！％に増加した

（t一検定：磁性エマルション投与後磁石処理／コントPt・一ル、　P＞0．el）。また、磁石

処理しなかった動物では113．2％であり、磁石適用の効果が認められた（磁性エマルショ

ン投与後磁石処理／磁性エマルション投与、磁石未処理、P＞0．05）。

第3節　ACNU含有磁性エマルションの抗腫瘍効果

　Fig．41ならびにTable）GはACNU含有磁性エマルションの抗腫瘍効果について示したもの

である。ACNU水溶液投与群の平均生存日数はi8．0甘であり、コン．トロールに対する生存

日数増加率レむ％は102．3％であったが、磁性エマルションを静脈注射し”ビから磁石を’10

分間適用すると生存日数は23．1日に増加し、T／C％が131．3％となった（，t一検定）磁性

エマルション投与後磁石処理／コントロール、P＞0．01）。しかしながら、磁石適用を豪

けなかた動物でも「レC％が125．6％を示した。磁石適用群と適用を受けなかった群との間

に差があまりなかったのは、ACNUのエマルションからの放出からもわかるように薬物が

磁性液中に完全に溶解していないで、かなりの薬物が懸濁状態にあるため、肺に保持され

たエマルションから比較的短時間のうちに多量の放出が生じたためかも知れない。磁性エ

マルションは磁石処理がなされなくても比較的多量が肺に集中するので、このような現象

が観察されたと考えられ、放出性の大きい懸濁型エマルションでは磁石の効果が少ないよ

うに考えられた。
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5 　　IO　15　20
Days　after　tumor　inoculation

25

Effect　off　Magnetic　Erauislons　containing　Me－CCNU　on

七he　Survival　of　鼠ats　工ntra▽e難ous　工捻Oculated　with

AH　7974　Cells
　　　　　　　　tu一一　；　control，　一7一一一一一一；　drug　suspension

　　　　　　　　…鴨…儲…ア搬agnetic　e鷺ulsio箆（no　magne七）

　　　　　　　　一；　magnetic　emuision　（with　magnet）

Table▽工工工　冠ffec七　〇至　Treat獄ent　with　Vaxious　F◎rmulations　of　Methy工一CCNU

　　　on　SurvSval　Tirae　o£　Rats　Beastng　AH　7974　Lung　Carcinoma

Ferrnulations 想舳⑭r　of　rats 髄ea臓　survival

セi］〔臓e　や　S。E．

（days）

　　　　a）

T／cg

Control　b）

賊ethyl－CCNU－Suspe鳥sio簸　c｝

遅【ethyl－CC醤U一麓aqne七ic

e斑ulsiOrし（no斑ag漁et）

賊e七hyl南CCNU一瓢ag捻etic

e斑U1＄io穐（wi七h斑ag漁et）

戸
◎
∩
◎
◎
U

1

8

17．6　一F　2．6

1フ。3　ま1　2。3

19。9　士　2●2

22．5　±　L2

xeo

98

U3

128

a）

　　　τhe　raUo　of七he籍ea箆survival七i憩e　o至the七uceated　groupωt◎

　　　that　of　the　control　group　（C）．

b）
　　　C◎：し七xol　group　had　ゑO　che孤。セherapy．

c｝

　　　XntraperStoneal　injection．
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F±g．　41 Effect　of　Magnetic　Emal＄ien＄　Containing　ACNU　on　the　Survival

o：ff　Ra・ヒs　工nも：rcaveAous　工nOcu工ated　with　A難　7974　Cel＝Ls

　　　　　　－r　controi，　一一一一一一一？　fxee　drug
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Tabke　rX　Effect　off　Trreaicraent　with　VaMiou＄　Foxmuiations　o£　ACNU

　　　on　Survival　Ti】戯e　of　Rat＄　Bearing　」醐　フ974　Lung　CarcinOl臓a
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七i瀟e　土　sりE。
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　　　　　a）
T／C＆

Cont：じO工

ACN9－AqueO℃乱s　＄01U謹二i◎n

Magnetic　emulsion　b）

（with　magnet）

ACNU一一Magnetic　emul＄ion

（no　magnet）

ACNg－Magnetic　emuision
（with　】〔薮agneも）

隔
り
Q
）

工

5

8

kO

17e6

×8　．0

17　e2

2．6

i．2

1．3

22．k　rk　1．4

23劇i　士　0。3

100

102

　98

126

i31

a＞
　　　See’Table　▽工工工。

b）
　　　This　forrnulation　was　not　contained　cheraotherapeutic　agents．
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第4節　磁性Xマルシewンの毒性

　磁性エマルシ9ンの毒性はエマルション自体の毒性というよりマグネタイトの毒性が

問題である。そのほか、乳化剤や磁気毒性の問題もあるが、乳化剤や界面活性剤はエマ

ルションの調製に：適していて、安全性の高い医療用界面活性剤、アミノ巴瓦界面活性剤

や高分子物質などを選択し、調製条件や用途などに応じて使い分けることは可能である

ので支障はないと考えられる。また、磁気毒性であるが、生物学的な　Ferr◎magnetic

mineral　magnetiteを体内に有する小動物（鳩）やバクテリアなどの帰巣能力や方向性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　アみに強い磁力が影響すると云われているが、人体などの生体組織に対しては通常得られる

局所的強磁場は組織障害性を持たないと云われ、磁気そのものが生体に与える影響につ

いてはむしろ否定的であり短時間であれば殆んど影響を受けないと考えられている評

　マグネタイトや磁性粉末の毒性は数多く検討されている。亘理らはフェライト造影剤

をddIマウスに連日経ロ投与して長期間毒性を検討したが体重減少は顕著に観察されず、

むしろバリウム造影剤の方が副作用が大きかったぎ戸部らも経ロ投与による急性毒性お

よび亜急性毒性試験を行ったが、いずれも特異な症状はなく、一般症状も死亡率も対照

群と比較して大きな差はなかった95加藤らはラット腹腔内に磁粉を注入して観察したが

　　　　　　　　　　　　　　　　マ　毒性を認めなかったと報告している。また、フェライト造影剤の血管内注入では肺閉塞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ななを始めとする血管閉塞が生じることがラットなどの実験からわかった。それは投与量に

も関係し、少量なら副作用を見ないし、大量でも家兎など大動物であれば障害は認めら

れなかったが．これらの実験はまだ報告が少なく、今後検討されなければならない。著

者もオレイン山系の磁性エマルシ翼ンの静脈内投与時に、肺閉塞を生じたラットをいく

つか認めたが，、オレイン酸エチル系の磁性エマルション（0．25me）の一回投与では肺閉

塞などの副作用を全く認めなかった。これは先に示したフェライトなどに比較すると

　　　　　　　　　　　　　　　　ゆマグネタイトの粒子径が10◎～150Aと小さく、またエマルションであるため低粘度で、

しかも磁気応答性がすぐれているためマグネタイト量が少ない（＜9　mg）ことに起因し

ている。更に．m7974転移肺癌ラットに薬物を含まない磁性エマルションを尾静脈注射

したが、その生存日数はコントロールと比較してほとんど変化がなかった。

　X線透視下でカテーテルを挿入し、病巣の支配動脈まで誘導するのは容易であるとさ

れている♂これらの方法を利用すれば血栓系などへの影響を最小にした投与が可能であ

る。既に、AlkSfteらはヒトの脳動脈瘤の塞栓療法をカルボニル鉄を使って試みているが、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　がその際毒性は殆んど観察できなかったと報告している。磁性エマルションもこの様な投

与方法を用いることで副作用をかなり防止できると思われる。
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第5節　考 察

　エマルションのin　vitr◎での安定性とin　vivOでの薬剤運搬能力とは強い関連性を

　　　　　　　　　ま　持つと云われている。脂溶性制癌剤をオレイン酸エチルで包み込んだ形の血管注入可能

な（頭型磁性エマルシ露ンは薬剤運搬能力および安定性共に優れた剤形である。そのう

え、水溶液ならびに生体勢車で非常に安定性の低いニトロソウレアを保護．安定化する

のにも有効であった。高橋らはエマルション微小油滴内に溶解したMe一（xeWJが優れた制

癌効果を発揮することを報告しているgoこの際のエマルション中の制癌剤の安定性は不

明であるが、制癌効果は油脂のもつ徐放性とエマルションのもつ組織浸透性が加味され

た結果であるとしている。

　著者はオレイン酸エチル中でのニトロソウレアの安定性が良好であること（Fig。30～

33およびii　Table　V）、またオレイン酸エチルで調製した磁性エマルションからのニトロ

ソウレアの放出には徐放性のあること（Fig．35）を確認した。更に、磁性エマルション

がM：7974転移肺癌に有効であるという知見も得た（Fig．40およびFig．41）。しかも投与

径路が尾静脈であり、局所注入の非常に難しい臓器癌に対して効果があることが認めら

れた。しかしながら、延命効果（T／¢％）は130％程度と低く、決して十分満足のいく

ものではなかった。これは薬物を含んだ磁性エマルションが最初、肺に保持されても肺

内血流のwashout効果などの影響を受けるため、十分野時間保持することが難しく。濃

度依存性のニトロソウレア系制癌剤の有効濃度を一定時間作用させることが難しかった

ことに起因すると考えられる。この点に関しては、さらなる磁気感応性と安定性の高い

エマルションと高磁場を発生させることが可能な電磁石の開発が必要であり、技術的に

は達成可能なことと思われる。また、ニトロソゥレアはAH7974細胞に対して感応性の高

い制癌剤はないことも原因の一つであるかも知れない。癌化学療法において、この薬剤

感受性の問題は重要で、多剤併用や投与順序など殺細胞効率上研究報告も多い19　SO

　今回調製した磁性は脂溶性制癌剤の封入が可能であり、ニトロソウレアに限らず他の

制癌剤の封入による制癌効果の検討が必要とされるが、エマルシ9ンの型をw／e／w型の

多相エマルション（multiple　emulsiOR）にすることにより水溶性制癌剤を封入して腫

瘍部位へ伝送することも理論的には可能である◎59

　これまで述べてきた実験結果より、磁性エマルションが制御可能な薬物伝達システム

として十分利用できる可能性を有するものであることが明らかとなったが、さらに臨床

応用に向けて磁気誘導の増強が必要と思われる。
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結 無講照

　オレイン酸エチルをベースとして調製した磁性エマルションは安定であり、iR　vi£ro

よびin　vivOにおいても優れた磁気応答性を示すことが認められた。更に、脂溶性制癌

剤の封入も可能で分解を受け易いニトXXソウレアなどの保護、安定化にも有効であるこ

とが判明した。動物実験からエマルション中に封入した薬物の有効性は確認され、磁性

エマルションは薬物担体として有用であることが認められた。

　これらの結果から、磁性エマルションは薬物担体として外科手術時の補完療法におけ

る術前投与や暉瘍部位に対する微小血管塞栓療法など病巣部位の人工的な硬塞の形成や

選択的な制癌剤の転送等に臨床応用が期待できると考えられる。
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実験の部

第1編実験の部

〔玉〕　オレイン酸エマルションの調製法

（1）試　　　料

　オレイン酸、ゼラチン（アルカリ処理）およびカゼインは和光純薬工業、牛血清ア

ルブミン（BSA、FractiGn　V）はSigma社の製品を用い、その他の試薬はすべて特級

品を用いた。

（2）調　製　法

　o／w型エマルションは分散相にオレイン酸を使用し、分散相濃度は20％（v／v）とし

た。連続相は1％（晒）タンパク質溶液（BSA、ゼラチンおよびカゼイン）として、

pH　3。0－9。0にイオン強度0。1の等張緩衝液で調節した。

　分散相（2　me）を連続相（8　m£　）に加え、　Ultra　Turrax　（Hanke＆Kunkel　Co．，

Ltd．）を使って10000回転、5分間乳化した。乳化はすべて37℃の水浴上で行なった。

〔ll〕　オレイン酸エマルションの安定性の評価法

　エマルションの安定性は調製直後から視覚的観察、粒子径および粒子数の測定、表面

張力、粘度およびタンパク質の吸着量の測定などの面から評価した。すべての実験にお

いて、測定温度は37℃で行なった。

（1）相分離過程の比較

　エマルションの安定性はクリーミングの過程から評価した。調製後エマルションを

すばやくガラス管中に移し、密栓した後、ガラス管の下層に現われる排液の高さを経
　　　　　　　コ　う　ゆ　コビヨい
時的に測定した。

（2）油滴の粒子径および粒子数の測定

　エマルションの粒子径および粒子数はコールターカウンター（Model　ZB，Coulter

　　　　　　　　　　　　　　　　　－61一



Electrenics　CO．，Lt・（1．　Florida．　U．SA．）によって測定した◎測定には50μmのアパ

ーー `ャーチューブを用い、電解質には0．9％食塩水を使用した。

（3）表面張力の測定

　連続相の表面張力はDk　Nouy型表面張力計（Torebo　Borl　CO．，Ltd．　Japan）を使

用して測定した♂’

（4）粘度の測定

　連続相およびエマルションの粘度は毛細管粘度計（ウベローデ型、草野科学器械）

を用いて測定した。

また、エマルションのレオuジカルな性質は回転粘度計（Potovisco、　R▽io（YCVI　OO

型、Haake、Germany）を使用し、ずり速度0から！80　se♂の間で測定を行った∴＆｝

（5）タンパク質とオレイン酸との相互作用

　油団界面に吸着するタンパク質の量をLowr　yらの方法に従って定量した讃

　まず、O．1％（w・4v）のタンパク質溶液を調製し、そのS　meを50mEの遠心管に移した。

オレイン酸（2醜）を加え、密栓した後、激しく撹退して（漉型エマルションを製し

た。10分間撹註した後、3000回転で10分間遠心し、上清の油分を除去した。水層1m£

をピペットで試験管に移し、水層中のタンパク質濃度を定量してエマルション生成前

の水相中の濃度との差から吸着量を推定した♂

〔朗　磁性液の調製法38

（1）試　　　料

　硫酸第1鉄および硫酸第2鉄は和光純薬工業の製品を用いた。また、その他の試薬

はすべて特級品を使用した。

②　調　製　方　法

　1）0．67M硫酸第1鉄溶液（150　m£）および1．00M硫酸第2鉄溶液（100　me）を混

　　和し、数分間撹梓した。

　2）2509／2水酸化ナトリウム溶液（！28m£）を加えて中和した。この時、反応温

　　度は35℃前後に維持した。

　3）撹梓後、さらに水酸化ナトリウムを滴下して面を11－！2として、その後約20分

　　　　　　　　　　　　　　　　　一62一



　間撹憎し続けた。

4）　15％オレイン酸ナトリウム（60m2）を添加した後、ガスバーナーで加熱した。反

　応温度は80℃以上を維持し、約30分間撹｛半加熱を行なった。

5）冷後、1N塩酸を滴下してpHを5．5に調節した。その後、蒸留水を多量に加えて

　希釈し、デカンテーションによって水を除去した。

6）　洗浄後、吸引炉過してから凍結乾燥して磁性粉末を得た。

7）磁性粉末はオレイン酸またはオレイン酸エチルに分散させて、磁性液とした。

〔W〕　磁性エマルションの調製法

（1）試　　　料

　　マグネタイト（Fe、0微粉末）およびオレイン酸エチルベースの磁性液の一部はタ

　イホー工業株式会社から供与された。その他の試薬はすべて特級品を使用した。

②　調　製　方　法

　分散相としてオレイン酸ベースの磁性液またはオレイン酸エチルベースの磁性液を用

い、連続相に1％カゼイン溶液（pH　8．0）を使用したこと以外は〔1〕の（2）の方法に従っ

た。

〔V〕　磁性エマルションの安定性の評価法

（1＞沈降容積の測定

　磁性エマルションの分散相の沈降体積を指標に安定性を検討した。調製後すばやくエ

マルシNン試料をメスシリンダーに移し、37℃で経時的に沈降した体積を測定した。

（2）粒子径および粒子数の測定

　〔田の②の方法を準用して測定を行なった。

③　密度の測定

　密度は精密密度計（dnton　Paar　Co　．．，Germany）を使用し、37℃で蒸留水およびメタ

ノールを標準物質として測定を行なった。
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（4）粘度の測定

　〔E〕の（4）の方法に従って測定した。

第2編　実験の部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エせ　　
〔1〕　磁性エマルションの磁気応答性

　磁気応答性を有するエマルション（0．5謡）を1．0％カゼイン溶液（10旙）を満したシ

ャーレ底部にディスク状永久磁石（Edmiind　Sciezztific．Ng　30730、サマリウムコバルト

製、内径5盤、外径9．5mp、厚み6醗）を適用して、その連続写真から経時的変化の観察

を行なった。

〔II〕　磁性エマルションの生体外磁気誘導法の検討

（1）実験装置（血管モデル）

　磁性エマルションの誘導に用いた血流モデル装置はFig．42に示す。血管を想定した

シリコンチ＝・　一ブ内はpH7．4等張緩衝液を定量ポンプ（ew型、東京理科器械）で流動さ

せた。流速は電磁石内に位置しているガラス管（内径6鵬、長さ3◎cee）中で15c螢／sec

（100謡／min）とした。電磁石はH本電磁測定器製で、ボーール径25魎、ギャップ可変方

式（0～5　cra）、60　V、10Aで6000　Gの出力を有する。実験中の磁場の強さをチェック

するために使用したガウスメーーターは横河電機製（325！型）のものである。なお、電磁

石は連続使用では発熱するため水冷式にした。　　　　　　鴎
・豊・　　　　1

婆嚢監　　　購

傭　㊥ 9　6㊥　　　⑲　③ 恥　㊤

趨
…

暴
妻

吻薩
　　。醤Q 轟 鵬

Fig．　42　A　Constant－Flow　Appascatus　v1sed　ico　Measuve　the　Magnetic

　　　　　Responsiveness　of　the　ffmvttsions

　　　　　（A）　Phosphaite　buffex；　（B）　Flow　pufnp；　（C）　Syxinge；　〈D）　lntroduction

　　　　　chamber；　〈E）　Glass　tube；　（F）　Electroraagnet；　（G）　Contaimer．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一　64　一



（2）実　験　方　法

　磁性エマルシgン（0．5㎡）は緩衝液が流動するシリコンチュ　一一ブ内に注入器（D）か

ら注入された。エマルションは油滴を圭℃一パルミチン酸で標識化したものと未標識の

ものの二種類を用意し、それぞれ磁場に保持された油量とマグネタイトの量を測定した。

なお、磁束密度は500　G　一　6000　Gの間で変化させ、磁力と保持量の関係を調べた。

（3）マグネタイトの定量法

　ガラス管内の場に集積したエマルションはビーカー内に集められ、マグネタイトは濃

硫酸と塩酸によって溶解された。それを蒸留水によって希釈した後、試料（10μ£）を

原子吸光分光分析装置（日本JARREL－ASIH：Co．，M一　8200）を使用して測定した。な

　　　　　　　　　　　　　　　　　むお、この際の鉄原子の吸収波長は3720Aを使用した。

（4）油量の測定（｝℃一一パルミチン酸の定量法）

　ガラス管内の磁場に集積した磁性エマルションを濃硫酸と濃塩酸によって完全に溶か

し、蒸留水によって5謡に希釈した。それにトルエン10謡を加えて密栓し、振盤器（板

垣理科、MS－1型）によって10分間振予後、3000rpm、5分間遠心分離した。有機層8

ntをピペットでTRITON　X．　一100を含んだシンチレーーター（Table　X）10　m£の入ったシン

チレーションバイアルに取り、その放射活性を液体シンチレーーションカウンター（Aloka、

LSC－703）で測定した。その時、水層！醜も同時に採取し、脱脂綿を入れたコンパスト

コーン内に入れてデシケーター中で乾燥後、自動燃焼装置（Al・oka、モデルASC－111）

で燃焼後、液体シンチレーションカウンター一で測定した。全放射活性は有機層ならびに

水層の体積に関して算出した。

　Table　Xにトルエン系のシンチレーター一の組成を、また自動燃焼装置に用いたシンチ

レーターならびに丁丁液はTable）Gに示す。

Tal）le　X　Composttion　ost　Mguid　Scintillator

　　　　　fionc　工簸　V：Ltx◎　鷺xpeer工獄eRtS

Triton　×一100

Toluene

popop

PPO

SOO　m1

1000　ml

O．25　g

8．25　g

一一@65　一



Table　XX C◎mPosi’ヒion　of　Liq「ほid　Scin冒ヒUla’乞ox

for血▽ivo　ExperirRent＄

Trap　Eor　14CO2

遅【onoethξ慧｝01a無ine

鍼e七hano1

600　ru1

400　ra2

i4cO2－scintillator

Methanol

Toluene

PPO

popop

450　ml

S50　m1

6．0　g

O．3　g

⑤　実　験　結　果

　　上記のように測定した結果をTab　l　e）XIIに示す。

Table　xxl　Retention　of　Magnetic　Eraulsion　Flowing　Xsotonic　phosphate

　　　　　　　　　　　BuEEer　as　a　Function　of　a　Magnetic　FXvtx　1）ensity

Magnetite

500　G ユ000（； 2000　G 400D　G 6000　G

Oieic　Acid

Ethyl　Oleat　e

2．8→・　1，1　　 3．2　ま：1。4　　 9ゆ2　士2。7

6の5　士　2。7　　12。4　士　399　　2090　士　4。0

16．1　±　IO．3

33．6±　7．S

33．8　“　iO．3

33eO　！　4・5

14
　　C－Palndtic　Acid

500　G iOOO　G 2000　G 4000　G 6000　G

OXeic　Acid

Ethyl　Oleate

4・1±le4　i5“2＋6ei

l。7士0◎2　　8の0÷1．7

！8．9　±　7．4　19．9　±　6．8

13．4±　2．0　23．9±　L1

2L2　±　4．6

30。8　牽　3。8

Results　are　exprξ≧ssed　as
　　　　　りexpex工f糠entS．

　　　　（　9e　of　initial　value　）

the　mean　th　S．E．　oS　3－4
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〔m〕　磁性エマルジョンの生体内分布測定法

①　試　　　　料

　1℃　一パルミチン酸（New　England㎞clear）は日本ラジオアイソトープ協会から．購

入した。また、ベントバルビタールナトリウムは大日本製薬のネンブタール⑪を使用し

．たq・

②　実　験　動　物

　実験には体重約150．g：の雌性bOn・yuラットを用いた。ラットは24士1℃の温度環境で

飼育され、飼料．（．オリエンタル．酵母）と水は自由に与えた。

③　電磁石によるラット肺への磁性エマルション磁気誘導法

ラットをペントバ．ルビタールナトリウム．（60㎎／kgi．p．）で麻酔し、電磁石（ギャップ

2c皿．）の間にラットめ肺がくるように固定した。次に1℃一パルミチン酸で標識化した

磁性エマルションO．2ntを尾静脈内に投与した。電磁石は投与前に200：0－6QOO　Gの磁場

を発生させておき、投与後10分ないしは60分間適用した。電磁石の写真をFig．．4．3に示す．。

」
＾
．

駈糖

仁コ．の戯

F’ig．　43　Apparatus　for　Guiding　Magnetic　Ernulsions

to　Target　Site

（A）　electromagnet；

（C）　power　supply．

（B）　gauss　meter；
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（4＞臓器中の放射活性の定量

　磁性エマルション投与10分あるいは60分後。ラットは断首脱血によって殺してから腎

　臓、脾臓、肺、肝臓および心臓を摘出。さらに血液！謡をも採取し、その放射性活性

　を測定した。

　　次に、この定量法について述べる（Chayt　2）。

e

m蟄sc◎t◎＄o滋一eゼ触an◎1　（1：2＞　1－ml

拶置。℃◎s◎1

　　　　iRcubesice　（55eee，　2　h＞

　　　　　　　　　　ト
　　　　　　　　　　　　3（》亀鷺驚《》2

　　　　thzaCubdate　（55“Cg　O　e　S　h）

　　　　　　　　　　卜一

Lig篭i《置Sc謡セi1ユ＆u◎簸。◎lmirikt9

◎ユm1

ユova1

k　vai

Cha：沈2
　　　　　　　　　三毒D駐宅ξ≧灘i簑農セi◎識《♪ff　　　　　　　　　　C一獄ε竃di◎acもiviセy

i黙Bk◎◎δa離δ懇i§嬉総駐欝

1）摘出した臓器の重量を計り、その100㎎にプxxトソール（New　England臨clear）

　1謡を加えて栓をし、55℃、2時間インキュベーふした。また、血液についてはプ

　ロトソールーエタノーール混液（1：2）を加えて同様にインキュベーートした。

2）次に、30％過酸化水素水の0．1認を加え、栓をゆるめて再びインキュベート（55

　℃、30分間）した。

3）冷後、アクアゾ一一ル2（New翫91頗d　Nuclear）を10醍加え、2～3度振盤してか

　ら一晩暗所に放置した。

4）放射活性は液体シンチレーーションカウンターで計測した。
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⑤　実　験　結

　　磁性工マルシ9

に示す。

果

ンならびにオレイ ン酸エマルションの臓器分布の結果をTable畑一XV

聖ab二Le　X工II TiSsue　D±stribution　of　14C－labeled　Olelc　acid一一ba＄ed

Magnetic　］itrnulsions　at　iO　and　60　min　after　lntravenous

I湧ec七i◎n

王（idney

Spleen

Lung
　ゆLiVG…r

Hea㌶t

O　（conicuroi）

iO　min

O．9：動0．l

l．4　dr　O．3

3．0　＋　O．6

6．±　±．．　O．9

0．9　十．　O．1
　　　　師

60　min

1．7　±　O．l

L7土0。1
3．6　＋　O．9
　　　　葡

7。1士0．7

］一。工　÷　0。4

200Q　G

IO　rnin

L2　±　O．2

0．9　±　O．2

8．7　÷　1．8
　　　　轍

4．フ±0。3

1。1士O．4

60　min

！．1士0．2

1．1　±　O．3

4。5士　1。0

4．6　＋　O．2
　　　　脚

］一．0士0。4

Ki（i㎏ey

Spleen

Lung
　の
i工Vex

E【e改．zrt

4000　G

10憩：in

1．2　÷　O．1
　　　　　楠

X．2　÷　O．S

ll．9　sk　i．3

5，1士　！一．9

1。8士　0．2

60　rain

1．4　±　O．2

1．5＋0。1

8、4士4．9

5。5士0。3

．ユ．9＝L　士　0。1一

6000　G

10　min

e．s　÷　o．1

1．2　＋　O．1

11．4　th　2．0

3．9　士　0。1

　｛一．6士0．4

60　mim

1．1　“．　O．1
　　　　－

1．3　士0．2

8。4士1。9

5．3．士　0．3

工．3士0．4

Resul牝s　aace　expres＄ed　as　the　m（≧an　±　S・E。　Of　3－4

　　　　　じexperユ．瀟e憎憎S◎

（　Rad裏oactkvt七y，　亀　of　dose／g　tissue　）
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Table　XXV Tissue　Distribution　of　14C一±abeled　Ethyl　oleate－based

Magnetie　Emu！sions　aic　iO　aRd　60　main　aftex　lntxavenous　lxxjectioR

O　〈contnco！）

10　miR 60　min

200e　G

ie　min 60　min

Kidney

Spleen

Lung

Mvex
Heaac七

工、5士0。4

2．2　÷．　O．2

16e8　’i一　L7

5．2士0。8

1．1　手　0．1

　4000　G

　ユOmim

工。2÷　0。2

ie9　÷　O－3

8e！　一le　1“5

6．4k　一e一　O．6

1。4士0。3

60溢in

1。8士0．4

1．6　＋　O．3

28－9　Tf．：．　5　e　5

　4．3　÷一〇．4

　2．0　＋　O．4

6000　G

　IO　m±n

1．O　÷　O．2

！。3　＋○。工

：LO。7　士　＝L．0

3．6　＋　O．3

ユ。2　÷0．工

　60　min

Kidney

Splaen

Lung

Lエ▽e：r

Heart二

2．0　一1一　O．3

1e5　÷　Oe3

32。5　士　3。フ

3．Z　＋　C．5

　1．9　＋　O．5

L4　＋　Oe3

1。7士0。2

9．6　＋　1．1

4・9　＋　lel

le7　一｝一　O“2

2．0　＋　O．3

1。5士0。3

32．7　÷　3。フ

4．0　＋　O．3

　L2　＋　O．2

L4牽0．2
1e8　＋　Oe2

10e8　÷　1・3

4．2　＋　O．2

1．8　÷　O．S

Results　are　expressed　as　the　reean　±　S．E．　ofi　6一一7

（　Radioactivlty；　06　of　dose／g　tissue　）

Table　XV

expeMlraents．

ptssue　Distributiorx　of　xadioactivity

IO　and　60　vairm　aftetsr　lnjection　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　，　　玉4　　　　　，　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C－Pal顎エ七二LCo／w　Erftu1sion　Contaiming

Aeict　thr’盾浮№?　the　TaU　Vein

IO　min 60　mSn

Kidぬey

Splee轟

Lu範9

L工ve：ご

Heart

◎。9士◎e2

0。S士0。1

206　f．　Oe2

5e6　±　Oe3

1eO　÷　Oe1

0．8ま：0。i

Oe6　一e“　Oe1

2、6÷0。フ

3。3士0．3

0e6　dr　Oel

（　eg　of　dose／g　tSssue　＞

Resuits　asce　expressedi　as　the　meaR　±　S．E．

o£　3　expertvaents．

　　　　　　　　　　　　　一　70一



（　IV　） マグネタイトの分布に関しての組織学的検討法
87　88

　　実験〔ll〕の（3）と同様にDonryuラットの肺に磁石を適用してから尾静脈内より磁性エマル

ション（0。2Sme）を投与した。投与後10分にラットを断首脱血によって殺し、ただちに肺

と肝臓を摘出した。摘出した肺と肝臓は生理食塩水を満したビーカー中に浸し、デシケー

ター一三に入れた。真空ポンプによって臓器は30分間脱気した後、組織切片の作製を行なっ

た。固定染色法は固定→包理→切片化→染色→封入の順に行なった（Cha・r　t　3）。

Organ
　　l鱒
響ixati◎捻

に　　　　　　　　lO亀　fouc願a“n　i捻

　　　　　　　　phosphaセe　bu至i≦…enc

Dehydration
　　　　　　　　　gO暑　alcoho1　　　15　min

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　　　　　　　909　alcoh◎1　　　15　m；L】臓

　　　　　　　　　959　alc◎ho1　　　10　！籍i】n

　　　　　　　　　99亀　alcoho二L　　　：kO　min

　　　　　　　　　99亀　alcohol　　　IO　min

Clearin9

に　　　　　　　　Xy：Lo1－aicoho二L　（1客：L）

　　　　　　　　　Xy1◎ユ

　　　　　　　　　ほXntiltratlれ9

じ　　　　　　　　　Xylo1・一paxaftin

　　　　　　　　　Paraffi轟

E撤）㊤（玉di算9

　　　1，，

Sect■onMg

ぐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ほ

ユ．S◎ton■C

　（pHフ・2）

n
a

・
工
・
工

m
m
…

5
◎1
3
◎
0

2
1
◎

　コ
搬in
　ロ
m工n

　　　の　　　　　　の
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次にプレパラートの作製手順について述べる。

①固定………固定瓶に10％ホルマリン等張緩衝液（pH　7．2）を入れ。そこに臓器を4～

　　　　　　5圃に切って入れ固定した。

②包埋………最初に臓器をアルコールに入れて徐々に脱水を行なった。次にキシV一ル

　　　　　　を加えアルコールを追い出し組織を透明にした後、キシロールをパラフィ

　　　　　　ンに置き換えて組織をパラフィンに包埋した。

③切片化……パラフィンブWックから組織片を切り出し。これをミクロトームの台木固

　　　　　　定装置に固定した。4μmの厚さの切片を得るように調節し、リボン状に

　　　　　　切れた組織片が得られたなら．卵白アルブミンを塗布したスライドグラス

　　　　　　上に伸展した。

④染色………組織中のパラフィンを取り除くためキシロールとアルコールにより脱パラ

　　　　　　フィン操作を行なった。フェffシアン化カリウム・塩酸混液（1：1）中

　　　　　　で15～30分間染色を行ない、水洗した。再びアルコールで脱水、キシa一

　　　　　　ルで透徹した。

⑤封入………カナダバルサムを染色切片上に落とし、カバーガラスによって封入を行な

　　　　　　つた。

〔染色結果〕

鉄は青藍色に、核は赤色に染色された。
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第3編　実験の部

〔1〕　ニトロソウレアの安定性の測定

（1）試　　　料

　Me－CCNU，　1一（2－chloroethyl）一3一（4－methyl一一cyclohexyl＞一1－nitrosourea　は共

和発酵から、ACNU　1一（4－amino一一2－methy1　一一5－primidinyl）一methyl－3一（2－chloroethyl）　・一

一3一一nitrosourea　eHC2は三共製薬から供与された製品を使用した。

②実験法（水溶液）
　ACNUは水酸化ナトリウム溶液を用いてベース（遊離塩基）を調製した。ACNUおよ

びMe－CCNUはあらかじめエタノール溶液を予製した。　pH　4～8の等張緩衝液あるい

は希塩酸溶液（PH　2）中にACNUあるいはMe－CCNUを加えて、インキュベートした。

温度は37℃あるいは50℃に調節した。経時的に水溶液2　meを採取して定量した。

③実験法（血清）
　薬物を家兎血清（バイオテスト研究所）20　meに溶解し、37℃でインキュベートした。

経時的に血清1m2を採取してクロロホルム4・meと振醸した。2000rpmで遠心分離した

後、有機層3醍を取り、水溶上で蒸発乾固した。残渣に酢酸緩衝液（PH　4．0）2酩を加

え、必要に応じメンブランフィルター（東洋、φ露0．2μmうで炉過して定量した。

（4＞実験法（オレイン酸エチル）

　薬物をオレイン酸エチル中に溶解し、2～4mg溜程度の濃度に調製した。50μ£

の試料を経時的に採取して5謡のメタノール5　meと混和した後、そのO．2meを2　m£の

酢酸緩衝液（pH　4．0）と混合した。メンブランフィルターで炉過後、試料2　m2を定量し

た。
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⑤定量法

Standaxd　solution
　　　　　　（2。0配）

　　　　　　Sulfan“axfiide　xeageRt
　　　　　　（ユml）

Wa七er　ba七h　at　500　C

foac　45　min
　　　　毒

Xce　bath

Tsuda　reagent
（0．2認）

at　xoom’ヒe鷲pera’ヒ℃ぼe

for　IO斑i葺
　　　　s

AbsorbaRce　at　544　nm

Char・ヒ4 Detemminat±on　of　ACNU

or　MethyX一一CCNU

ACNUは紫外部244　nm、　M　e・一CCNUは

230　fimにそれぞれ最大吸収波長をもつ

ため、直接水溶液をその波長で測定で

きる二“

　しかしながら、この方法は感度が低

いため、低濃度の定量にはLooらの比

色定量法を用いた。Chart　4に定量法

のフローチャートを示す。

　まず、薬物を含んだ水溶液2醜にス

ルファニアルアミド試薬（sng　／pte）

1m£を加えて、50℃で45分間インキュ

ベーートした。氷冷後、津田試薬0．2m£

を添加し、室温に10分間放置した後、

分光光度計（日．立、10（H60型）で544

nmの吸光度を測定した。

⑥　実　験結　果

　以下に測定結果を示す。
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饗aま）leX▽工 Stability　of　Methyl－CCNU：　First　Order　Rate　and　Ka’i£一Ltt．£e　Periods
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Table　XVZI

　　　　　　　　　　　　　　Direct　spectxophotometric　measureraent　oE　absorbance

　　　　　　　　　　　　　　at　230　rm．

Stability　of　ACNU：　Eirst一一〇rder　Rate　and　Half－Life　Pax’iod＄
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〔ll〕　磁性エマルションからの薬物放出量の測定

（1）薬物含有磁性エマルションの調製

ACNUあるいは・M：e－CCNUをオレイン酸xチルベーースの磁性液に溶解または懸濁させ

て、濃度3Q　mg／漉としたものを分散相として．第1編実験の部〔W〕の②の方法に従っ

て調製した。

（2）磁性xマルションからの薬物放出速度測定法

　磁性エマルションからの薬物放出は透析膜（36／32、Visking　CO．，　Ltd．）を使った

平衡透析法によって決定した。実験装置はFig．44に示す。薬物を含有した磁性エマ

ルションは調製卸すみやかに透析膜の内側に入れた（内液）。

□
□
口

、
鐘

　
　
　
欝

［　ll

　37eC　waicesc
Ceklk｝±o＄e　Vtsking　Tvibing

Mitgnetic　scrculsion　“　rare）

pH　4．0　｝Duffeer　（X4　va1）

1ftcubaicoif

Fig．　4〈1　Appavatus　used　to　Stu（iy　iche　ReleasG　off　NityosouvE

　　　　　froua　Magnetic　gvaulsSons

　膜の外側には最もニトrsソゥレアの安定性の良い溶媒である酢酸緩衝液（pH　4．0）を

加えた（外液）。内液および外液ともに温度を37℃とし、インキュベーター（池田理

科、B－100型）によって振灘（100　Styokes／eein）した。

　試料1meを外液から経時的に採取し．容積を一定に保つために緩衝液1回目を加えた。

また透析膜への薬物の吸着は無視した。

③　定　量　法

　外液中の薬物濃度の定量は〔肩の（5）の方法に従って行なった（Chart　4参照）。
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〔III〕　Me－CCNUの肺内濃度測定法

（1）　Me－CCNUt含有磁性エマルションの調製

　本編〔ll）の（1）項に記述した。

（2）実　験　法

　肺lg当りに生理食塩水4　meを加えてホモジネート（1300rpm、5分間）し、その

2㎡にクロロホルム5謡を加えて振帯した。

振盤後、遠心分離（3000rpm、5分間）を行ない、上清を捨てた。有機層3　meを採取

して蒸発乾固させてから、エタノールO．2m2および酢酸緩衝液（pH4．0）を順に加えた

後にメンブランフィルターで炉過した。炉液2　m2を試料として薬物の定量を行なった。

（3）定　量　法

　本編〔Bの⑤項の方法を準用した。

〔IVF〕　ACNUの生体内濃度測定法

（1）ACNU含有磁性エマルションの調製

　本編〔1〕の（1）項に記載した。

②　実　験　法

　体重140～150gの雌性1）bnryuラッ、トにACNU　10mg／kg　に相当する量を水溶液

あるいは磁性エマルションとして尾静脈より投与した。肺を標的臓器として電磁石を

磁束密度6000Gで10分間適用した。投与後10分、60分、6時間および24時間に血液、

’腎臓、脾臓、肺、肝臓および心臓を採取した。

③血液からのACNUの抽出法

　Chart　5に抽出法を示す。50meの栓付遠心管に血液1謡、内部標準液、　IS”ID（2－

phenylbe麗imidazole，O．4mg／ちOme　in　O．OOIN　HC2、Aldrich）0．Sm君およびジクロル

メタン（DCM）15meを加えて2分間振回した。次に、2500rpmで5分閤遠心分離を行な

い、上清を吸引して捨てた。有機層を芒硝にて脱水し、10meの有機層を試験管に移し

た後、ジェット　エア　バーポライザー⑧（石井商店）を用い室温、窒素気流下で溶

媒を蒸発乾固させた。残渣は一10℃で冷凍保存した。
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（4）臓器からのκMの抽出法

　Chart　6に抽出法を示す。試料臓器は生理食塩水で洗浄し源紙で水分を吸い取った

後に秤量した。臓器19に対して等張緩衝液（pH　7．4）2　meと0．25meの内部標準液

（　ISTD）を加えてPotter－Elvehlem｝型ホモジナイザー一によってホモジネート（1300

rgma，5分間）を調製した。それにジクロルメタン（DCM）20meを加えて振盈後2500

rpm，5分間遠心分離した。上清を吸引して捨てた後、有機層に芒硝を加えて脱水し、

15m2の溶媒を窒素気流によって揮発乾固させて残渣を得た。同様に残渣は一10。Cで冷

凍保存した。

（5）定量法（HPLC法）
　残渣にエタノールσ．2m£を加えてミキサ～（大洋科学、　S－5型）で混合した後、

O．1N塩酸0．5醜を加えた。試料液はメンブランフィルター（Toyo　Roshi、聾4）で炉

過してから、その25硯1を高速液体クロマトグラフィーによって定量した。72

　以下にHpnc法の詳細について述べる。

（1）試　　　料

　・；①移動相………1一ヘプタンスルホン酸ナトリウム（東京化成）19を2％酢酸

　　　　　　　　　溶液に溶解しSOO　meとした後、メタノール500　m2と混和して全

　　　　　　　　　量1000【meとして用いた。

　②内部標準液…2＝pheRylbenzimidazolet（Aldrich）を内部標準として、そのO．4

　　　　　　　　　㎎をO．OOIN塩酸に溶解して全量を50　meとして使用した。

　③抽出溶媒……1，2一ジクロルメタン（和光純薬）を蒸留して使用した。

　④その他………メタノーールは蒸留したものを使用し、他に使用した試薬はすべ

　　　　　　　　　て特級品を用いた。

（“）測定方法
　測定機器はポンプーコントロールーユニットに日立製作所望の63　5－S型、検出器

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むに応用分光Uvilo9－5遼、積分計はHewle・tt　Packard社製、3390Aを使用した。分離

にはプレカラム（30×4．6盟）および逆相カラム（250×4．6㎜）を使用した（PR

－8、Brauniee　Lab．　Inc．および唖cleosii　sC，，、Nergel）。測定条件はカラム内

圧200kg／cdi、流速1鵡／mi　nで、チャースピーードは1脇／minとした。ピーク高

さ法（U▽．244㎜，偲FS　O．04）で定量し、その定量限界は約5伽g竜（nt）であった。

　次に、各種試料のクロマトグラムをFig．45に示す。
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Fig．’　4　S．

1

（A）

High一一Petfoxr“ance　Liquid　Chromaicograms　ofi　（A｝　Tissue　（＄pleem）r

（…ヨ）　Bユ◎◎d　and　（C）　Sta為daユ：d　s◎工犠ti◎蕊。

工“　inコecti◎筑　　2。　AC醤U　　’3。　＝£ST王）

e 4

2

3

1

（B＞

8 i2 e

2

3

8

（c）

壌 ・i2

2

3

1

0　　　4 8 12

（㎞）

GV）計算法
　　　生体試料中の螂U濃度は次の式から算出した。

　　　　　　　　　　　　　　　C＝：　R／M　ee“ee・　（eg．　2）

　　　　where，　R　x　peak　height　ratio　（ACNU／Zntexnal　staAdard）

　　　　　　　　　　　】醗rc　s二L◎pe　of　the　calibxatio識　cuac▽e　obtained　by

　　　　　　　　　　　　　　　the　leas噸ヒ　sq犠a：re　搬eth◎d

　　　　　　　　　　　C　＝＝　concentyation　of　ACNU　in　specimen，　pg／g　onc　pg／mX．

　実　験　結　果

実験結果はTabieX種に示す。
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田al）le　　x▽工工1 Ainount　off　ACNU　in　Various　Oxgan　after　Xntravenous

エnjection　of　Magnetic　Epaulsions★
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0。2フ　1　0．23

’ヒ：race

trace

N．D．

N．D．

N．D．

Magnetic　Emu！sion
〈　no　magnet　）

O．±6　±

trace

1．69

0．06

trace

trace

O．13

±　1．40

士　0．02

Magnetic　Emulsion
（　with　magnet　）

O．20

0．14

4．40

0．　17

0．12

icrace

十
陶
士
士
±
十
一

O．16

0．工1

3．48

0．Il

O．10

rk　Resu1ts　are　expressed　as　nhe　mean　±　S．E．

　　　of　3－4　expeximents．

★☆ pユ9／9　　★＊＊戸9／ral

（v　） 抗腫瘍効果測定法

（1）実　験　動　物

　　実験動物は．雌性DOnryuラット、体重140～150gのものを使用した。　AH7974腹水

癌（佐々木研究所より供与されたもの）の移植は希釈しない10個の予予細胞を含む約

0．2meの腹水を約7日毎に移植して継代した。

（2）AH7974転移肺癌ラッ

　　転移肺癌は無麻酔ラッ

して作成した。

トの作成法

トの尾静脈からAH｛7・974腹水癌細胞3×10個を含む腹水を投与
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③　磁性エマルションの磁気誘導法

　超7974腹水癌細胞尾静脈内投与後24時間に、ラットをペン5バルビターールナトリウ

ム（60　m　9／kgi．P．）で麻酔し、電磁石の間に肺がくるように固定した。次に、薬物含

有磁性エマルションO．2mEを尾静脈内投与した。投与量はACNUおよびMeK　CNUで10

㎎／kgとした。なお、電磁石は投与前に6000Gの磁場を発生させておき、投与後10分

間適用した。

（4）肺癌ラットに対する磁性エマルションの効果の検討（Me℃CNU）

　磁性エマルション（02謡）の投与後、磁性処理を行なった群と行なわなかった群、

　Me－CCNUを0．2％polysorbate　80生理食塩水に懸濁して腹腔内投与した群および

　何らの処理も施さなかった群（コントas・一ル）に分けてその生存日数を比較した。

（5）肺癌ラットに対する磁性エマルションの効果の検討（ACNU）

　磁性エマルション（0．2rk）投与動物の磁石処理群と未処理群、ACNU水溶液尾静脈

内投与群およびコントPt　一ル群の4群に関して生存日数を調べた。
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